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摘要#以山皂荚多糖为研究对象#在单因素的基础上#以液固

比(提取时间(提取温度作为主要影响因素#使用响应面设计

法优化了山皂荚多糖的提取工艺#并使用滤纸片扩散法对所

提多糖进行抑菌活性试验%结果表明&山皂荚多糖的最佳提

取工艺为&液固比
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#提取时间
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糖溶液浓度为
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时#对细菌的抑菌效果为&沙门氏
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枯草芽孢杆菌
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金黄色葡

萄球菌#山皂荚多糖抑制金黄色葡萄球菌(大肠杆菌(沙门氏
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皂荚&
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'系豆科苏木亚科&或云

实亚科'的多年生木本植物"皂荚中主要含有鞣质%酚性物

质%生物碱%有机酸%糖类%油脂等化学成分0

$
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!其具有抗

菌0

"V!

1

%杀虫0

.

1

%抗病毒0

0

1

%免疫调节0

B

1等功效!现有的皂荚

成分研究多集中在皂苷上!而皂荚中多糖的含量远大于皂

苷!皂荚多糖药用价值较高!可提高免疫力0

%

1

%保肝护

肝0
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%抗菌消炎0
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1等"

植物多糖的分离提取方法较多!主要有酶提取法%微波

辅助法%超声波提取法等0

$$

1

!它们虽优点较多!但有机溶剂

使用量大!条件不易控制!且影响因素较多"而水提法相比

其他提取方法具有便捷%经济%适合量化生产等特点"本研

究拟采用水提取法提取山皂荚多糖!在单因素试验的基础

上!采用响应曲面法对提取条件进行优化!并研究不同浓度

的山皂荚多糖对
0

种细菌的抑菌效果!旨在为皂荚资源的有

效利用及工业化生产提供试验依据"

$

!

材料与方法
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材料与仪器
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材料与试剂

山皂荚.采摘于陕西省安康宁陕县旬阳坝镇平河梁!经
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主要仪器设备

真空干燥箱.

>êSB#"#

型!上海赫田科学仪器有限

公司(

电热恒温水浴锅.

::S+.

型!上海赫田科学仪器有限

公司(

旋转蒸发仪.

ONS0"L

型!上海亚荣生化仪器厂(

循环水多用真空泵.

;:eS>
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===

'型!郑州长城工贸有限

公司(

离心机.

24PS$B[

型!上海安亭科学仪器厂(

紫外可见分光光度计.

2<S$/$#

型!北京普析通用仪器

有限责任公司(

压力蒸气灭菌锅.

c_hSP;S$##L

型!济南捷岛分析仪器

有限公司(

电热恒温培养箱.

:2S!0#[

型!上海赫田科学仪器有限

公司(

透析袋.
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'型!上海欧韦达仪器科技有

限公司"
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试验方法
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!

山皂荚多糖的制备
!

取去籽后的山皂荚荚果!粉碎过

0

号筛!干燥后得皂荚粉末"用天平称取
0

T

!加入体积分数

为
/#Q

的乙醇!浸制预处理
$#8

!旋转蒸发仪内蒸出乙醇!残

留液乙醇洗涤后进行干燥!得预处理山皂荚干粉"称量山皂

荚干粉
0

T

!蒸馏水回流提取
"

次!合并滤液!纱布过滤!滤液

离心&

!###-

/

FD9

!

$#FD9

'去残渣!收集滤液!

!

倍无水乙醇

沉淀!脱水干燥!得山皂荚粗多糖"

山皂荚粗多糖采用
A5Y,

T

法除蛋白0

$.V$0
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!称取一定量的

山皂荚粗多糖!蒸馏水溶解后加入
$

/

0

体积的
A5Y,

T

试剂!分

液漏斗中混合均匀!除去蛋白层!取脱蛋白后的多糖溶液进

行
:

"

3

"

脱色!将脱色后的多糖溶液置于透析袋中!

!8

换一

次水!透析
".8

!透析后的多糖溶液加入
!

倍乙醇!

.W

沉淀

过夜!离心&
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FD9

!
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'除清液!沉淀干燥至恒重得

山皂荚精多糖"
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式中.
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+++山皂荚多糖的得率!
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+++提取纯化后山皂荚多糖的质量!
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+++山皂荚干粉质量!
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单因素试验
!

以山皂荚多糖得率为考核指标!选取可

能影响多糖得率的液固比%提取时间%提取温度进行单因素

试验!确定每个因素对山皂荚多糖得率的影响范围"

&

$

'液固比的影响.固定提取温度
B#W

!回流时间
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!回流
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次!分别设置液固比为
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'!考察液固比对山

皂荚多糖得率的影响"
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'提取时间的影响.固定提取温度
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!液固比
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!
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!回流
"

次!考察提取时间对山皂荚多糖得率的

影响"
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'提取温度的影响.固定液固比
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'!回流

提取
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次!每次
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!分别设置温度为
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!考察提取温度对山皂荚多糖得率的影响"
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!

响应曲面法优化提取工艺
!

综合单因素试验中各个

单因素的试验结果!将液固比%提取时间及提取温度
!

个因

素作为本次响应面法的主要考察因素!以山皂荚多糖得率为

考察指标!根据试验结果进行数据分析!模型确立!从而确定

最优提取工艺条件"

$)").

!

抑菌试验
!!

&

$

'供试溶液制备.将
$)")$

提取所得的山皂荚精多糖

用无菌水分别配置成
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!
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!
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!

$##F
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的多糖溶液!滤

膜过滤!备用"

&

"

'菌悬液的的制备.将试验菌接入斜面培养基中进行

活化&置于
!%W

恒温箱中!培养
".8

'!然后制备菌悬液&挑

取活化 菌 种 于 生 理 盐 水 中'!菌 悬 液 浓 度 约 为
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%
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'抑菌效果测定.采用滤纸片扩散法0

$BV$/

1

!将细菌培

养基倒入培养皿中!待凝固后!吸取
#)"FP

菌悬液于培养皿

内!涂抹均匀!用镊子取出经不同浓度皂荚多糖溶液浸泡过

的滤纸片&

BFF

滤纸圆片!经
$B#W

干热灭菌
"8

'!每个平

皿放
!

个滤纸片!用无菌水浸泡的滤纸片做对照!每种菌重

复做
!

次!每个浓度平行做
0

个"倒置于水循环式恒温培养

箱中
!%W

!培养
".8

后!测量抑菌圈的直径"

$)")0
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数据处理方法
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采用
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5-6/)#)B

对山皂荚

多糖提取结果进行处理!对试验数据进行回归分析!对模型

进行显著性分析!从而得出最优提取工艺条件"
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!

结果与分析
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山皂荚多糖提取单因素试验
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液固比的影响
!

由图
$

可知!山皂荚多糖的得率会随

着液固比的增大而有明显的升高趋势!当液固比为
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'时皂荚多糖得率最大!而当液固比再持续增大后!皂

荚多糖得率未见增加!而呈现出下降趋势"这是由于液固比

的大小决定固液两相的混合情况!从而改变传质速率"当液

固比较小时!固相浓度较低!不利于整体得率的提高!当液固

比较高时!会出现搅拌不均匀!固液两相混合不彻底的现象!

且醇沉不彻底!从而使得率降低!因此!适宜固液比为
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提取时间的影响
!

由图
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可知!山皂荚多糖得率在提
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提取与活性
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液固比对山皂荚中多糖得率的影响
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取初始随着提取时间的增加而明显提高!提取时间的延长有

助于多糖的充分浸提!当提取时间为
/#

!

R#FD9

时!多糖得

率最大!继续延长提取时间后!由于多糖结构部分发生了破

坏和降解!使山皂荚多糖得率不再增加!并且呈现下降趋势!

综合考虑山皂荚多糖得率和节能!适宜提取时间为
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提取温度的影响
!

由图
!

可知!在反应初始阶段!皂

荚多糖得率会随着提取温度的升高而有明显的增大!说明温

度较高有助于破坏细胞结构!使多糖能够较好地浸出(当温

度为
B#W

时!皂荚多糖得率达到最大!之后开始下降!温度

过高可使皂荚多糖糖链发生断裂!生物活性受损!得率下降!

因此!适宜提取温度为
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提取时间对山皂荚中多糖得率的影响

D̂

T

G-5"

!

NII576'I5]6-,76D'96DF5'9

J

D5(H'I

X

'(

J

A,778,-DH5

D9%698->=-&

Z

&

I

0'-42J-

T

图
!

!
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Z

&

I

0'-42J-

T

")"

!

响应曲面法优化皂荚多糖提取工艺试验结果

在单因素试验的基础上!采用
[']S[589E59

设计法制定

试验方案!对影响多糖得率的液固比%提取时间%提取温度
!

个因素进行因素水平设计!得到
$%

个试验点的设计方案!试

验设计与结果见表
$

%

"

"

表
$

!

中心组合试验
[']S[589E59

设计因素和水平编码值

2,@(5$

!

N]

X

5-DF596,((5Y5(A5F

X

('

J

5HI'-

[']S[589E59H5AD

T

9

水平
L

液固比&

FP

/

T

'

[

提取时间/
FD9 M

提取温度/
W

V$ !#

#

$ .# !#

# 0#

#

$ %0 B#

$ %#

#

$ $$# R#

表
"

!

试验设计与结果

2,@(5"

!

[']S[589E59H5AD

T

9,9H'@A5-Y5H-5A

X

'9A5A

试验号
L [ M c

得率/
Q

$ # # # !$)!"

" # $ $ "R)0/

! $ $ # "")0.

. $ # $ "!)$0

0 # # # !$)"!

B V$ $ # "$)R/

% # # # !$)./

/ $ $ # "!)BR

R V$ V$ # "$)#%

$# # V$ $ "/)#B

$$ V$ # V$ "#)BR

$" $ # V$ "$)/$

$! # # # !$).B

$. # V$ V$ "%)R/

$0 # # # !$)0"

$B V$ # $ "$)!.

$% # $ V$ "%)/"

!!

使用
>5AD

T

9SN]

X

5-6/)#)B

软件进行试验结果分析!以山

皂荚多糖得率为响应值!得到多元回归方程为.

Oa!$).#K#)%B+V#).!/K#)./!V%)/0+

"

V$)"!/

"

V

$)/$!

"

K#)#B+/K#)$%+!K#)."/!

&

G

"

a#)RRRB

'" &

"

'

由表
"

%

!

可知!在方差分析中模型的
1a $%/B)0B

*

#)###$

与
C

*

#)###$

!山皂荚多糖得率失拟项
Ca#)!"$.

)

#)#0

!表明此模型拟合度较好!试验误差小!可利用本模型来

表示响应值与自变量的多元回归关系!模型的调整相关系数

&

G

"

,H

U

'为
#)RRR#

!说明
RR)R#Q

的响应值的变化都可通过该

模型进行解释"同时!由表
!

所示的系数显著性可看出!

L

%

[

%

M

%

L

"

%

[

"

%

M

"极显著&

C

*

#)###$

'!对山皂荚中多糖得率影

响的大小因素顺序为.液固比
)

提取温度
)

提取时间"

")!

!

皂荚多糖提取工艺的响应曲面法分析

由图
.

可知!液固比对响应值的影响较提取时间图形

陡!液固比的曲线呈现先升高后降低的趋势!且变化幅度较

%.$
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表
!

!

回归方程方差分析j

2,@(5!

!

O5AG(6'IY,-D,975

)

L*3&L

*

,9,(

J

ADAI'-685

ID665H

`

G,H-,6D7

X

'(

J

9'FD,(F'H5(

变异源 平方和 自由度 均方
1

值
C

值

模型
!#")$/ R !!)0/ $%/B)0B

*

#)###$

11

L .)B% $ .)B% "./)!#

*

#)###$

11

[ $).B $ $).B %%)/#

*

#)###$

11

M $)/! $ $)/! R%)0%

*

#)###$

11

L[ #)#$. $ #)#$. #)%% #).$#.

LM #)$" $ #)$" B)!!

#)#.##

1

[M #)%$ $ #)%$ !%)0.

#)###0

1

L

"

"0R)"/ $ "0R)"/ $!%RB)"/

*

#)###$

11

[

"

"

B)." $ B)." !.$)0%

*

#)###$

11

M

"

$!)%0 $ $!)%0 %!$)%0

*

#)###$

11

残差
#)$! % #)#$R

'''''''''''''''''''''''

失拟项
#)#%" ! #)#". $)B$ #)!"$.

误差项
#)#B# . #)#$0

总和
!#")!$ $B

!

j

!11

表示极显著&

C

*

#)#$

'!

1

表示显著&

C

*

#)#0

'"

大(提取时间的曲线较平缓!表明其对多糖得率的影响较小!

且交互作用不显著"由图
0

可知!液固比对响应值的影响较

提取温度图形陡!曲线先升高后降低!变化幅度较大!提取温

度图形走向较为平缓!表明其对多糖得率变化的影响不大"

由图
B

可知!提取温度和提取时间的曲线均较平缓!表明其

对多糖得率的影响较不明显"

!!

本试验根据响应曲面设计所得山皂荚多糖的最优提取

工艺条件为.液固比
0$)#"

#

$

&

FP

/

T

'!提取温度
B.)%%W

!提

取时间
/")#" FD9

!在该提取工艺条件下得率最大可达

!$)0#"0Q

"考虑到在实际操作条件!会有一定的限制!所以

将以上结果优化为.液固比
0#

#

$

&

FP

/

T

'!提取时间
/#FD9

!

提取温度
B0W

!在此提取条件下平行实验
!

次!测得皂荚多

糖得率为&

!$)0"k#)0.

'

Q

!与预测值基本一致!说明本次响

应面法所得到的山皂荚多糖提取工艺参数准确可用"

").

!

山皂荚多糖抑菌活性

由表
.

可知!当皂荚多糖浓度为
$##F

T

/

FP

时!对金黄

色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌抑制效果最好!抑菌圈分别为

$.)0

!

$")#FF

(该浓度下多糖对沙门氏菌%大肠杆菌与蜡样

芽胞杆菌也具有一定的抑制作用!抑菌圈均在
%FF

以上"

同时 可看出!随着多糖浓度的增加!抑菌圈直径呈增大趋势"

图
.

!

液固比与提取时间相互作用等高线图和响应面图

D̂

T

G-5.

!

O5A

X

'9A5AG-I,75,9H7'96'G-

X

('6AI'-685D965-,76D'95II576A'I(D

`

GDH

)

F,65-D,(,9H5]6-,76D'96DF5

图
0

!

液固比与提取温度相互作用等高线图和响应面图

D̂

T

G-50

!

O5A

X

'9A5AG-I,75,9H7'96'G-

X

('6AI'-685D965-,76D'95II576A'I(D

`

GDH

)

F,65-D,(,9H5]6-,76D'965F

X

5-,6G-5

/.$

提取与活性
!
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图
B

!

提取时间与提取温度相互作用等高线图和响应面图

D̂

T

G-5B

!

O5A

X

'9A5AG-I,75,9H7'96'G-

X

('6AI'-685D965-,76D'95II576A'I5]6-,76D'96DF5,9H5]6-,76D'965F

X

5-,6G-5

当皂荚多糖溶液浓度为
$##F

T

/

FP

时!多糖溶液对细菌的

抑菌效果为.金黄色葡萄球菌
)

枯草芽孢杆菌
)

蜡样芽孢杆

菌
)

大肠杆菌
)

沙门氏菌"整体而言!山皂荚多糖对革兰氏

阳性菌的抑菌作用较革兰氏阴性菌强"

由表
0

可知!山皂荚多糖对供试菌有不同程度的抑制作

用!其抑菌活性随着多糖浓度的降低而逐渐减弱!当多糖浓

度在
$0F

T

/

FP

时!对
0

种供试菌均无抑菌活性!当多糖浓

度在
0#F

T

/

FP

及以上时!抑菌作用较为显著"山皂荚多糖

的最小抑菌浓度
+=M

分别为.金黄色葡萄球菌
"0F

T

/

FP

!

大肠杆菌
0#F

T

/

FP

!沙门氏菌
0#F

T

/

FP

!枯草芽孢杆菌

"0F

T

/

FP

!蜡样芽胞杆菌
0#F

T

/

FP

"

!

!

结论
采用应用响应曲面分析法对山皂荚多糖的水提取工艺

进行优化!得到较为理想的多糖提取条件.液固比为
0#

#

$

&

FP

/

T

'!提取时间为
/#FD9

!提取温度为
B0W

!在此提取条

件下山皂荚多糖的得率为&

!$)0"k#)0.

'

Q

!相较于其他提取

方法!水提法是一种较为方便经济的方法(抑菌试验表明山

皂荚多糖具有一定的抑制金黄色葡萄糖菌%大肠杆菌%沙门

氏菌%枯草芽孢杆菌%蜡样芽孢杆菌生长的作用!但影响山皂

荚多糖抑菌效果的因素较多!本试验只选用了一种品系的皂

荚多糖和一种提取方法!下一步可对不同品系和不同提取方

法的皂荚多糖抑菌效果展开系统全面的研究"

表
.

!

山皂荚多糖对供试菌的抑菌活性

2,@(5.

!

[,765-D'A6,6D7,76DYD6

J

'I,96D@,765-D,(,76DYD6

J

'I

X

'(

J

A,778,-DH5D9%698->=-&

Z

&

I

0'-42J-

T

山皂荚多糖浓度/

&

F

T

2

FP

V$

'

抑菌圈的直径/
FF

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 沙门氏菌 枯草芽孢杆菌 蜡样芽孢杆菌

$## $.)0 %)$ %)# $")# /)B

%0 $$)" B)" B)B $$)# B)#

0# %)! "). ")" B). ")#

"0 ")B #)# #)# ")# #)#

空白对照&生理盐水'

#)# #)# #)# #)# #)#

表
0

!

山皂荚多糖对供试菌的最小抑菌浓度)

+=M

*

j

2,@(50

!

+=M'I,96D@,765-D,(,76DYD6

J

'I

X

'(

J

A,778,-DH5D9%698->=-&

Z

&

I

0'-42J-

T

山皂荚多糖浓度/

&

F

T

2

FP

V$

'

抑菌圈

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 沙门氏菌 枯草芽孢杆菌 蜡样芽孢杆菌

$## K K K K K

%0 K K K K K

0# K K K K K

"0 K V V K V

$0 V V V V V

空白对照&生理盐水'

V V V V V

!!!!!!!!!!

j

!

#

K

$表示有抑菌圈!#

V

$表示无抑菌圈"
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