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摘要!采用水浴提取三叶青根多糖&
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'!以多糖提取得率为响应

指标!在单因素试验的基础上!通过响应面分析方法确定三

叶青根多糖提取的最佳工艺为%提取温度
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凝胶柱分级纯化!得到组分

#MZ)?)'

#高效液相凝胶渗透色谱分析
#MZ)?)'

为高纯度

多糖!其分子量为
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!傅里叶红外光谱分析显示
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是酸性多糖!核磁共振氢谱显示
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为
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关键词!三叶青根$多糖$水浴提取$纯化$结构
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三叶青是葡萄科崖爬藤属植物三叶崖爬藤!
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#(别名金线吊葫芦+三叶扁藤+石

老鼠等(主要分布在中国西南及浙江+湖北+福建等地

区,

'S%

-

)以块根或全草入药,

?

-

(具有抗肿瘤,

@S(

-

+抗病毒,

+

-

+

抗肝损伤,

,

-等作用)多糖是三叶青根中重要的活性成分,

*

-

(

越来越多的研究证明(多糖具有多种生物活性和功能(如抗

肿瘤+降血糖+降血脂+抗病毒+抗炎症等,
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)水提醇沉是提

取植物多糖最常用的方法(目前对于三叶青多糖提取工艺的

研究少有报道(黄有强等,

''

-利用微波辅助法对三叶青多糖

进行正交优化提取(其得率不高)对于结构方面(饶君凤

等,
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-建立离子色谱
)

脉冲安培法!
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#测定三叶青多糖中

单糖组成)然而(关于三叶青多糖分离纯化及其纯化后组分

的结构表征鲜有报道)本研究拟通过响应面试验筛选出最

佳水浴提取工艺参数(并对所提取的三叶青根多糖进行纯化

和结构解析(以期为三叶青根多糖的应用提供参考依据)
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材料与试剂
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仪器与设备
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三叶青根多糖水提取工艺
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根据文献,
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-修改如下"
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醇洗涤过滤(
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#(弃上清液取沉淀(即得三叶青根粗多糖)

':?:%

!

标准曲线的制作及三叶青根提取液中多糖含量的测

定
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参照苯酚
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响应面优化水浴三叶青根多糖提取
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根据前期预试

验结果(设计响应面试验因素水平见表
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(按照
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设计原理(进行三因素三水平的响应面分析试验)以三叶青

根多糖提取得率为响应值(利用
R460

=

5-X

F

4<8,:&(

软件对

数据进行分析)
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三叶青根多糖的纯化及分子量测定
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表
'

!
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溶液(流速
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.05

(每管收集
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(苯酚
)

硫酸法逐管检测(依吸光度
,

@*&

对管号作图(分别收集各主

峰(旋蒸浓缩+透析
@,3

+冷冻干燥(得三叶青根多糖
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凝胶柱层析"为提高多糖均一性(

经过阴离子交换柱层析分级分离的多糖还需凝胶柱进一步

纯化)将溶胀好的凝胶
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从
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冰箱取出

后(缓慢振摇至室温(避免产生气泡(湿法装柱!
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#(蒸馏水平衡洗脱过夜)将上述
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分离的多

糖各个级分(溶于蒸馏水中(于
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为洗脱剂(流速为
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*管(

苯酚
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硫酸法逐管检测(产物收集合并后蒸馏水透析
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后

冷冻干燥)
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#三叶青根多糖的纯度鉴定及分子量测定"准确称取
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纯化后的三叶青根多糖
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含
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氮钠的超纯水中(采用高效凝胶渗透色谱法进行纯度鉴定和

分子量测定)检测条件"选用示差检测器
#"R

和自动进样

器$色谱柱为
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#$流

动相为含
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紫外光谱分析
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参照文献,
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红外光谱分析
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参照文献,
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结果与分析
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提取工艺优化
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试验与结果
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根据单因素试验结果(按

照
;̂X)̂435J45

进行三因素三水平的响应面试验(结果见

表
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(方差分析见表
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根据试验结果分析(得提取温度+液料比+提取时间与多

糖提取得率之间的二次多项回归方程"
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可知(模型
Za&:&&&?
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&:&&'

(表明回归模型极

显著(因变量!多糖提取得率#与所有自变量!提取温度+液料

比+提取时间#之间的线性关系显著!
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提取率的影响极显著(液料比对多糖提取率的影响不显著)
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(说明该模型拟合程度比较好(

试验误差小(证明该提取工艺优化模型有助于提高三叶青根

多糖的提取得率)
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Û >:&%& ' >:&%& '?:*?

&:&'?>

&

U! &:%%& ' &:%%& &:(' &:@(*'

!̂ &:((& ' &:((& ':,@ &:%?%(

U

%

(+:'%& ' (+:'%& ',(:%*

'

&:&&&'

^

%

%>:?+& ' %>:?+& +&:@' &:&&&@

!

%

'%:(>& ' '%:(>& ?>:'% &:&&%&

残差
':,&& > &:?(&

"""""""""""""""""""""""

失拟误差
':('& ? &:>@& >:(( &:'>?,

纯误差
&:'*& % &:&*>

总和
'>@:>(& '@

!

Q

!

模型的确定系数
N

%

a&:*,,?

$模型的调整确定系数
N

%

U9

K

a

&:*(+@

$

&

:

差异显著!

Z

'

&:&>

#$

&&

:

差异极显著!

Z

'

&:&'

#)

图
'

!

交互影响的响应面与等高线图

T0

=

D<4'

!

#46

F

;5646D<H/24/592;58;D<

F

1;86H;<8340584</280L44HH4286;5834

I

0419;H#MZ
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!!

由图
'

!

/

#可知(提取温度和液料比之间交互作用显著

!曲面较陡(等高线偏圆形#(三叶青根多糖得率的变化随着

液料比的变化小于提取温度的变化(说明这两者中受提取温

度的影响较大$图
'

!

7

#可知(提取温度和提取时间之间交互

作用不显著!曲面较为平缓#(两者中受提取温度的影响较

大$图
'

!

2

#可知(提取时间和液料比之间交互作用不显著!曲

面较为光滑#(两者中受提取时间的影响较大)试验因素中

提取温度对三叶青多糖提取得率有显著影响(其次分别为提

取时间和液料比(与表
?

结果一致)

通过
R460

=

5)-X

F

4<8,:&(

处理结果得出三叶青根多糖的

最佳提取工艺为提取温度
*(:?* f

+液料比
?@:@'

#

'

!

.\

*

=

#+提取时间
%:'?3

(此条件下得到多糖最大得率

为
%%:?%P

)

%:':?

!

验证实验
!

为了便于操作(将上述最佳提取工艺参数

修正为"提取温度
*(f

+液料比
?@

#

'

!

.\

*

=

#+提取时间

%3

(进行提取验证实验(实验平行
?

次(所得三叶青根多糖

提取得率为!

%':%?h&:++

#

P

)与回归方程预测值的相对误

差为
@:,,P

)说明回归模型比较合理可靠(能用于优化三叶

青根多糖提取得率的预测)

%:%

!

三叶青根多糖的纯化

%:%:'

!

R-U-)>%

阴离子交换柱层析
!

图
%

是三叶青根多糖

#MZ

在
R-U-)>%

离子交换柱中的洗脱曲线)由图
%

可知(

分别在
B/!1

洗脱液浓度为
&:&

(

&:'

(

&:@.;1

*

\

时分离得到
?

个洗脱峰)分别收集至第
@

"

,

管+第
%@

"

%+

管+第
(>

"

(*

管多糖洗脱液(浓缩+透析
@,3

+冻干得到各组分精制多糖(

依次命名为
#MZ)'

+

#MZ)%

+

#MZ)?

)通过相关理化试验验

证(结果发现
#MZ)'

和
#MZ)%

组分非常复杂(不利于其结构

表征(因此本试验仅对
#MZ)?

作进一步的分离纯化)

图
%

!

三叶青根多糖
#MZ

在
R-U-)>%

离子交换柱

中的洗脱曲线

T0

=

D<4%

!

-1D80;52D<L46;H#MZ05R-U-)>%0;5

4X23/5

=

42;1D.5

%:%:%

!

$4

F

3/<;64!\)@̂

凝胶柱层析三叶青根多糖
!

图
?

是

#MZ)?

的
$4

F

3/<;64!\)@̂

色谱柱洗脱曲线)由图
?

可知(

三叶青根多糖组分
#MZ)?

经过
$4

F

3/<;64!\)@̂

凝胶色谱

柱纯化得到的凝胶洗脱曲线为单一对称峰(初步判定
#MZ)?

为均一多糖(收集峰对应管的洗脱液(蒸馏水透析
@,3

(真空

冷冻干燥后(得到三叶青根多糖纯品
#MZ)?)'

)

%:%:?

!

三叶青根多糖
#MZ)?)'

的纯度鉴定及分子量测定
!

采

图
?

!

#MZ)?

的
$4

F

3/<;64!\)@̂

色谱柱洗脱曲线

T0

=

D<4?

!

-1D80;52D<L4;H#MZ)?;5$4

F

3/<;64

!\)@̂ 2;1D.523<;./8;

=

</

F

3

I

用
M$e

=

41Y>&&&ZNb\

凝胶柱(以葡聚糖系列!

Q

+

a@:?%

(

+?:,

(

%,*

(

**&

(

?+>>JR/

#为标准(结果见表
@

)以保留时间

!

>

#为横坐标(标准葡聚糖分子量的对数
1

=

QJ

为纵坐标(绘

制相对分子质量的标准曲线(得到标准曲线
1

=

QJ a

S&:+(+*>k'':+(%

(

N

%

a&:*,(%

!见图
@

#)由图
>

可知(三

叶青根多糖
#MZ)?)'

在
+:?,&.05

出现单一对称峰(说明

#MZ)?)'

均一性较好(纯度较高(可进行结构分析$对照标准

曲线(可求得三叶青根多糖
#MZ)?)'

的计算相对分子量

为
'%@@:%JR/

)

%:?

!

紫外光谱

图
(

是三叶青多糖
#MZ)?)'

水溶液在
'*&

"

@&&5.

的

扫描图谱)由于肽键的存在产生了
#MZ)?)'

在
%%&5.

处有

强吸收(在
%(&5.

无明显的吸收峰(表明
#MZ)?)'

不含核酸

或含微量核酸(同样在
%,&5.

无明显的吸收峰(说明
#MZ)

?)'

不含蛋白质或含微量蛋白质)

表
@

!

葡聚糖分子量
QJ

及保留时间
>

M/714@

!

M342;.

F

D849L/1D49;H

=

1D2;64QJ/59>

标准葡聚糖*
JR/ QJ

*

R/ 1

=

QJ >

*

.05

@:?% @?%& ?:(?> '&:(*+

+?:,& +?,&& @:,(, ,:,+@

%,*:&& %,*&&& >:@(' +:*+>

**&:&& **&&&& >:**( +:>%@

?+>>:&& ?+>>&&& (:>+> (:*('

图
@

!

凝胶柱葡聚糖标准曲线

T0

=

D<4@

!

M34_ZYZ!2/107</80;52D<L4;H

RX8</568/59/<96

(@'

提取与活性
!
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图
>

!

样品
#MZ)?)'

的示差
_ZYZ!

图谱

T0

=

D<4>

!

M34#"R_ZYZ!;H#MZ)?)'

图
(

!

样品
#MZ)?)'

的紫外光谱图

T0

=

D<4(

!

WA6

F

428<D.;H#MZ)?)'

%:@

!

红外光谱

图
+

是三叶青根多糖
#MZ)?)'

的红外图谱)由图
+

可

知(

? @'@:+( 2.

S' 的 吸 收 峰 为
O

'

_

的 伸 缩 振 动(

%*%,:+>2.

S' 的吸收峰为
!

'

_

的伸缩振动和变角振动$

'@',:'(2.

S' 的吸收峰是羧基伸缩振动(这
?

个吸收峰为

多糖的典型特征吸收峰(说明
#MZ)?)'

为多糖)多糖的吡喃

糖苷在
''&&

"

'&'&2.

S'应有
?

个强吸收峰(而呋喃糖苷只

有
%

个峰$!

+**h'+

#

2.

S'的峰为呋喃环的特征吸收

峰,

'(

-

'%%

,

'+

-

)

#MZ)?)'

在
+*(:@&2.

S'处有吸收峰(且在

''&&

"

'&'&2.

S'只有
%

个强吸收峰(说明
#MZ)?)'

含有呋

喃环(不含吡喃糖苷)在波长
'(?>:,*2.

S'处有明显的

!

$

O

的伸缩振动吸收峰(再加上
'%&&

"

'&&&2.

S'的
%

组
!

'

O

'

_

和糖环
!

'

O

'

!

的伸缩振动峰(说明
#MZ)?)'

含有糖醛酸)

%:>

!

'

_)B`#

光谱

'

_)B`#

主要表征多糖结构中糖苷键构型)一般多糖

图
+

!

三叶青根多糖
#MZ)?)'

的傅里叶红外光谱图

T0

=

D<4+

!

T;D<04<8</56H;<.05H</<496

F

428<;62;

FI

;H#MZ)?)'

的信号大多数集中在
&

@:&

"&

>:>

)

!'

质子信号在
&

@:,

"

&

>:>

易于解析(其他
!%

"

!(

信号在
&

@:&

"&

@:,

(较集中(

难以解析,

',

-

)

三叶青根多糖
#MZ)?)'

的'

_)B`#

光谱图见图
,

(

&

>:?

(

&

>:%

(

&

>:'

为糖端基
!'

质子信号(

&

@:(

"&

?:%

为糖

非端基质子信号)化学位移
&

>:?

(

&

>:%

(

&

>:'

(大于
&

>:&

(表

明其构型为
!

型糖苷构型(由此可知
#MZ)?)'

为
!

型多糖)

图
,

!

#MZ)?)'

的'

_)B`#

光谱图

T0

=

D<4,

!

'

_)B`#6

F

428<D.;H#MZ)?)'

?

!

结论
本试验以三叶青根为原料(通过响应面试验优化了水浴

法提取三叶青根中多糖工艺(得最佳工艺为"提取温度

*(f

+液料比
?@

#

'

!

.\

*

=

#+提取时间
%3

)在此条件下(三

叶青根多糖提取得率为!

%':%?h&:++

#

P

(与黄有强,

''

-微波

辅助法提取所得得率
'@:?(P

相比(提高了
@+:,@P

(其中提

取温度是影响三叶青根多糖提取的关键因素)三叶青根粗

多糖经过
R-U-)>%

离子交换柱层析(得到
?

种多糖组分

#MZ)'

+

#MZ)%

+

#MZ)?

)其中
#MZ)?

经
$4

F

3/<;64!\)@̂

凝

胶柱层析分级分离得到
#MZ)?)'

(经鉴定
#MZ)?)'

是纯度较

高的相对分子质量约为
'%@@:%JR/

的
!

型酸性多糖(而

#MZ)'

和
#MZ)%

后续的相对分子质量测定和结构研究还需

要进一步的凝胶柱层析分级分离分析)三叶青根多糖含量

较丰富(多糖又具有多种生理活性功能(值得深入系统地研

究和开发利用)
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长(感官评分呈逐渐上升的趋势(当发酵时间为
@%3

时(感

官评分达到最高(后随着发酵时间的延长(感官评分呈下降

的趋势$当发酵时间不变时(随着酒曲添加量的增加(感官评

分呈逐渐上升的趋势(当酒曲添加量为
?:>P

时(感官评分到

达最高$后随着酒曲添加量的增加(感官评分呈下降的趋势)

等高线椭圆度较大(故发酵时间与酒曲添加量的交互作用对

感官评分的影响显著)

%:?

!

最佳工艺条件的验证

由
R460

=

5)-X

F

4<8,:&:(

软件优化后得到的最优工艺参

数为"浸米时间
':&3

(浸米温度
(?:&?f

(发酵时间
@%:'+3

(

酒曲添加量
@:@%P

(发酵温度
?&:+@f

(感官评分预测值为

*(:&'

)考虑试验的可操作性(把浸米温度+发酵温度分别

调整为
(?

(

?'f

(发酵时间
@%3

+添加酒曲量
@:@P

(实测感

官评分为
*>:?

(与预测结果的相对误差仅有
&:+@P

)因此(

采用响应面法优化后得到的黑米醪糟最优工艺条件符合

实际)

?

!

结论
本研究用响应面法优化黑米醪糟发酵工艺条件(试验证

明"浸米温度(酒曲添加量(发酵温度对发酵都有显著影响)

酿造黑米醪糟最佳发酵工艺条件为"浸米时间
':&3

(浸米温

度
(?f

(酒曲添加量
@:@P

(发酵时间
@%3

(发酵温度
?'f

)

所得产品的主要理化指标为"总糖
%?(:*

=

*

\

(总酸
@:?

=

*

\

(

酒精度
':?*

=

*

'&&.\

(综合感官评分
*>:?&

)饭粒呈紫红

色+酿液呈深红色+透明有光泽$有黑米醪糟独特的滋味和气

味(味浓甜(爽口(酒香浓郁$口感软糯(具有较高的营养

价值)

黑米醪糟的研究突破了传统醪糟一直沿用糯米的固有

模式(采用极富营养价值的黑米为唯一原料生产醪糟(同时

采用浸米水作为蒸饭洒水和淋饭用水(有效地减少了具有保

健功能的黑色素的流失(增强了黑米醪糟的营养价值)期望

此研究结果能对工业化大生产起到积极的指导作用)
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