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摘要:目的:优化超高压提取铁皮石斛多糖工艺条件,并

分析其基本性质及体外抗氧化活性.方法:以铁皮石斛

干粉为原料,优化超高压技术提取铁皮石斛多糖工艺条

件,分析传统热水浸提法、超高压法两种提取方法下的铁

皮石斛多糖的相对分子量与单糖组成,并比较其体外抗

氧化活性.结果:超高压提取铁皮石斛多糖的最佳工艺

条件为超高压压力２００MPa,料液比１∶２５(g/mL),保

压时间５min,此时铁皮石斛多糖得率为３３．３％,比传统

热水浸提法提高了１２８％,且超高压法提取的多糖蛋白含

量和相对分子量下降,甘露糖含量提高,对 DPPH 自由基

的清除能力提高.结论:超高压提取的铁皮石斛多糖得

率高,体外抗氧化活性较好.
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Abstract:Objective: Optimizing the extraction conditions of

polysaccharidesfrom Dendrobium officinale under ultraＧhigh

pressure,improvingtheyieldofpolysaccharides,andstudyingits

basicpropertiesandantioxidantactivityinvitro．Methods:Using

D．officinale dry powder as raw material, orthogonal

experimentwasusedtooptimizetheextractionconditionsof

polysaccharide from D．officinale by ultraＧhigh pressure

technology．Therelative molecularweightand monosaccharide

compositionofpolysaccharidesextractedfromD．officinaleby

traditionalhotwaterextractionmethodandultraＧhighpressure

extraction method were determined,and their antioxidant

activitiesinvitro werecompared．Results:Undertheoptimal

conditionsof２００MPa,solidＧliquidratioof１∶２５ (g/mL)and

treatmenttime of ５ min,the polysaccharide yield of D．

officinalewas３３．３％,whichwas１２８％ higherthanthatofthe

traditionalhotwaterextractionmethod．Theproteincontentand

relative molecular weight of the extraction method were

decreased, while the mannose content wasincreased．The

scavengingabilityofDPPHandotherfreeradicalswasimproved．

Conclusion:The polysaccharide extracted from Dendrobium

officinale underultraＧhigh pressure hashigh yieldand good

antioxidantactivityinvitro．

Keywords:Dendrobium officinale;polysaccharide;ultraＧhigh

pressure;invitroantioxidantactivity

铁皮石斛(Dendrobiumofficinale)又称黑节草,是一

种喜阴喜湿的多年生草本植物,属于兰科石斛属,２０２１年

被列为中国药食同源食品之一,含有多糖、多酚、氨基酸、

生物碱、维生素等多种活性成分,其中,多糖是铁皮石斛

的主要生理活性成分[１],具有抗氧化[２]、免疫调节[３－４]、

抗肿瘤[５]、降血脂和降血糖[６－７]等多种生理活性.

最传统且适用范围最广的多糖提取方法为热水浸提

法[８].目前,为提高铁皮石斛多糖得率及其生物活性,可
采用酶[９]、碱液[１０]、低共熔溶剂[１１]等化学生物方法辅助

提取,也可采用超高压[１２]、超声波[１３]、微波[１４]等物理方

法,在不引入新物质的前提下促进石斛细胞内多糖溶出.

其中,超高压提取法是指常温下将１００~１０００MPa的流

体静压力作用于反应体系,使植物细胞内外产生较大的

压差,从而促进植物多糖转移至提取溶剂中的方法,具有

提取时间 短、提 取 效 率 高、对 有 效 成 分 结 构 破 坏 小 等

优点[１５－１７].

研究拟以多糖得率为基础评价指标,通过正交试验

优化超高压提取铁皮石斛多糖工艺条件,比较传统热水

浸提法及超高压提取法对铁皮石斛多糖相对分子量及单
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糖组成的影响,并分析其体外抗氧化活性,以期为铁皮石

斛多糖的产品开发提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

铁皮石斛:附树方式生长,采自贵州省兴义;

总抗氧化能力试剂盒:南京建成生物工程研究所;

无水乙醇、浓盐酸、浓硫酸、磷酸、苯酚、葡萄糖、硫酸

亚铁:化学纯,北京兴津化工厂;

水杨酸:分析纯,西陇化工股份有限公司;

氯化亚铁、Ferrozine溶液、EDTA:分析纯,上海源叶

生物科技有限公司;

甘露糖、鼠李糖、核糖、半乳糖、葡萄糖醛酸、半乳糖

醛酸、葡萄糖、阿拉伯糖、岩藻糖标准品:纯度≥９９％,美
国Sigma公司;

１,１Ｇ二 苯 基Ｇ２Ｇ三 硝 基 苯 肼 (DPPH):分 析 纯,美 国

Sigma公司.

１．１．２　主要仪器设备

真空包装机:JFＧ１６１６型,宁波欧迩有限公司;

超高压系统:FBＧ１１０G５型,上海励途超高压设备有

限公司;

高效液相色谱仪:Agilent１２００型,配有示差检测器和

B．０３．０１色谱工作站,安捷伦科技有限公司;

液相色谱仪:岛津 LCＧ２０AD型,日本Shimadzu有限

公司;

冷冻干燥机:FDＧ２A 型,北京博医康实验仪器有限

公司;

紫外分光光度计:TUＧ１８１０PU 型,北京普析通用仪

器厂.

１．２　方法

１．２．１　铁皮石斛原料预处理　参照«中华人民共和国药

典:２０２０年版»并略有改动[１８].将铁皮石斛于６０℃烘至

恒重,粉碎,过６０目筛,备用.

１．２．２　超高压法提取铁皮石斛多糖　准确称取１０g粉

末,加入去离子水,抽真空封口,混匀,一定操作压力下进

行超高压处理,抽滤,收集提取液.取５mL提取液用于

多糖得率测定,其余溶液旋转蒸发,加入４倍体积无水乙

醇,４℃过夜醇沉,６０００r/min离心１０min,收集沉淀烘

干,得超高压提取法铁皮石斛粗多糖 DOPＧp.

１．２．３　热水浸提法提取铁皮石斛多糖　准确称取铁皮石

斛粉末０．５００g,加入５mL去离子水及２０mL无水乙醇.

于１５０W 下超声提取３０min,６０００r/min离心１０min,

收集沉淀.用１０mL８０％乙醇洗涤离心至上清无色,用
水将沉淀转移至圆底烧瓶,加入５０mL去离子水,沸水提

取１２０min.趁热抽滤,旋转蒸发,加入４倍体积无水乙

醇过夜醇沉,离心,收集沉淀,烘干,得热水浸提法铁皮石

斛粗多糖 DOPＧw.

１．２．４　多糖得率测定　采用苯酚—硫酸法[１９].以去离

子水作 空 白 对 照,绘 制 葡 萄 糖 标 准 曲 线 方 程 为 y＝
８．２５６４x－０．００７４,R２＝０．９９９６.

１．２．５　蛋白质含量测定　采用考马斯亮蓝法[２０].绘制

蛋白质标准曲线为y＝０．００５x＋０．００９３,R２＝０．９９９１.

１．２．６　酶法—化学法联用脱蛋白　参照文献[２１].

１．２．７　多糖相对分子量测定　采用 GPC法[２２].绘制标

准葡聚糖曲线方程为lgMw＝－１．０９８４t＋１３．６６.

１．２．８　单糖组成分析　采用高效液相法[２３].

１．２．９　DPPH 自由基清除能力测定　取５００μL质量浓

度依次为０．５,１．０,１．５,２．０,２．５,３．０mg/mL的 DOPＧw 和

DOPＧp多糖提取液,加入５００μLDPPH 无水乙醇溶液

(０．１mg/mL),振荡混匀,黑暗中放置３０min.以蒸馏水

为空白溶液,测定５１７nm 处吸光度,用维生素 C溶液为

对照,其质量 浓 度 依 次 为 ０．０１,０．０２,０．０４,０．０６,０．０８,

０．１０mg/mL.并按式(１)计算 DPPH 自由基清除率.

CDPPH＝ １－
A１－A２

A０
( ) ×１００％, (１)

式中:

CDPPH———DPPH 自由基清除率,％;

A１———样品测定吸光度值;

A２———样品溶液本底的吸光度值;

A０———空白对照溶液的吸光度值.

１．２．１０　Fe３＋ 还原能力测定　取２００μL质量浓度依次为

０．５,１．０,１．５,２．０,２．５,３．０mg/mL的 DOPＧw和 DOPＧp多

糖提取液,加入 ５００μL 磷酸 盐 缓 冲 溶 液 (０．２ mol/L,

pH６．６),加入５００μL０．０１g/mL的铁氰化钾溶液,混匀,

５０℃水浴２０min,加入５００μL０．１g/mL三氯乙酸离心

１０min,取上清液５００μL,依次加入５００μL去离子水和

１００μL０．００１g/mL三氯化铁溶液,混匀,静置１０min,测
定７００nm 处吸光度值.以去离子水代替三氯化铁作为

空白,用维生素C代替样品溶液作对照.并按式(２)计算

Fe３＋ 还原力.

CFe３＋ ＝A１－A２, (２)

式中:

CFe３＋ ———Fe３＋ 还原力;

A１———样品吸光度值;

A２———空白对照溶液的吸光度值.

１．２．１１　羟自由基清除能力测定　取５００μL不同质量浓

度的多糖提取液,依次加入１５０μL２mg/mL的硫酸亚铁

水溶液、５００μL１％过氧化氢溶液及５００μL１．５mg/mL的

水杨酸 乙 醇 溶 液 后,振 荡 混 匀,３７ ℃ 水 浴 １h,测 定

５２６nm 处吸光度值;以无水乙醇代替水杨酸乙醇溶液,

测定样品溶液本底的吸光度值;以去离子水代替样品溶
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液,测定空白对照溶液的吸光度值,用维生素 C代替样品

溶液作对照.并按式(３)计算羟自由基清除率.

COH＝ １－
A１－A２

A０
( ) ×１００％, (３)

式中:

COH———羟自由基清除率,％;

A１———样品吸光度值;

A２———样品溶液本底的吸光度值;

A０———空白对照溶液的吸光度值.

１．２．１２　Fe２＋ 螯合能力测定　取１mL不同质量浓度的多

糖提取液,加入３．７mL去离子水,０．１mL２mmol/L氯化

亚铁溶液,混匀,加入０．２mL５mmol/L的 Ferrozine溶

液,室温静置１０min,测定５６２nm 处吸光值.以去离子

水代替样品溶液为空白对照,以去离子水代替氯化亚铁

溶液为校准管.用 EDTA 代替样品溶液作对照,其质量

浓度依次为０．０１,０．０２,０．０４,０．０６,０．０８,０．１０mg/mL.并

按式(４)计算Fe２＋ 螯合能力.

CFe２＋ ＝ １－
A１－A２

A０
( ) ×１００％, (４)

式中:

CFe２＋ ———Fe２＋ 螯合能力,％;

A１———样品吸光度值;

A２———空白对照溶液的吸光度值;

A０———校准管的吸光度值.

１．２．１３　总抗氧化能力(TＧAOC)测定　根据试剂盒说明

书进行,并按式(５)计算总抗氧化能力.

U＝
４．１×(A１－A０)
０．０１×０．５×３０

, (５)

式中:

U———总抗氧化能力,U/mL;

A１———样品吸光度值;

A０———空白对照溶液的吸光度值.

１．３　数据处理

采用 GraphPadPrism８．０．２软件进行数据统计分析

及绘图,结果以平均值±标准差表示.

２　结果与分析

２．１　铁皮石斛多糖的超高压提取工艺优化

考察超高压压力、保压时间、料液比３个因素对铁皮

石斛多糖得率的影响.正交试验因素水平见表１,正交试

验设计及结果见表２.

由表２可知,各因素对 DOPＧp得率的影响依次为超

高压压力＞料液比＞保压时间,说明超高压压力的影响

最大,保压时间的影响最小,各因素在考察范围内均影响

显著(P＜０．０５).最优方案为 A１B２C３,即最佳提取条件

为料液比１∶２５(g/mL),超高压压力２００MPa,保压时间

５min.

２．２　两种铁皮石斛多糖基本性质比较

２．２．１　正交试验验证及基本性质比较　由表３可知,最
佳提取条件下 DOPＧp得率为３３．３％,残渣复提得率为

６．５％,综合计算得经超高压提取石斛粉总得率为３９．８％,

远高于中国药典所要求的２５％.优化后的超高压提取方

法在得率上相较于传统热水浸提法提高了１２８％,且提取

表１　超高压正交试验因素与水平表

Table１　UltraＧhighpressureorthogonaltestfactorsand
leveldesigntable

水平 A超高压压力/MPaB保压时间/minC料液比(g/mL)

１ ２００ ４ １∶１５

２ ３００ ５ １∶２０

３ ４００ ６ １∶２５

表２　超高压提取铁皮石斛多糖正交试验结果

Table２　OrthogonalexperimentresultsofD．officinale

polysaccharidebyultraＧhighpressureextraction

试验号 A B C 空列 得率/％

１ １ １ １ １ ２９．４

２ １ ２ ２ ２ ２９．２

３ １ ３ ３ ３ ３１．９

４ ２ ２ ３ １ ２６．９

５ ２ ３ １ ２ ２３．６

６ ２ １ ２ ３ ２１．４

７ ３ ３ ２ １ ２６．７

８ ３ １ ３ ２ ３１．１

９ ３ ２ １ ３ ２９．９

k１ ３０．１ ２７．３ ２７．６ ２７．７


k２ ２４．０ ２８．７ ２５．７ ２８．０

k３ ２９．２ ２７．４ ３０．０ ２７．７

R ６．１ １．４ ４．３ ０．３

表３　两种铁皮石斛多糖工艺参数及得率对比

Table３　Comparisonoftechnologicalparametersandyieldofpolysaccharidesextractedfrom
D．officinalebytwomethods

组别 提取压力/MPa 提取时间/min 提取温度/℃ 料液比(g/mL) 多糖得率/％ 蛋白含量/％

DOPＧw 常压 １２０ ９９ １∶２５ １４．５ ４．６

DOPＧp ２００ ５ 室温 １∶２５ ３３．３ ３．５
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时间更短,提取温度更低.因此,超高压提取可以有效提

高铁 皮 石 斛 多 糖 得 率.此 外,DOPＧw 的 蛋 白 含 量 为

４．６％,DOPＧp的蛋白含量为３．５％,超高压提取法相对传

统热水浸提方法降低了铁皮石斛多糖蛋白含量,可能是

因为超高压处理的温度更低,处理条件相对更温和,进入

糖液中的蛋白质含量相对较低.

２．２．２　相对分子量比较　由图１可知,热水提取的多糖

DOPＧw和超高压提取的多糖 DOPＧp均有３个峰,DOPＧw

的３个峰所对应的相对分子量分别为５．４×１０７,１．９×
１０５,５８８．９Da.DOPＧp的３个峰所对应的相对分子量分

别为３．２×１０５,１．５×１０４,５２７．９Da,不同提取方式下铁皮

石斛多糖的相对分子量存在差异,DOPＧp的相对分子量

小于 DOPＧw.林平舟[２４]发现,超高压提取的荔枝多糖重

均分子量显著小于热水提取法提取的,由３．２０×１０５下降

至１．９×１０５,可能是由于超高压中强烈的机械剪切作用

打断了多糖的糖链[２５].

图１　两种铁皮石斛多糖的相对分子量比较

Figure１　ComparisonofrelativemolecularweightofpolysaccharidesextractedfromD．officinalebytwomethods

２．２．３　单糖组成比较　由表４可知,铁皮石斛多糖DOPＧw
和DOPＧp为杂多糖,均含有甘露糖、核糖、鼠李糖、葡萄糖

醛酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖和岩

藻糖,DOPＧw还含有一定量的 NＧ乙酰Ｇ氨基葡萄糖.其

中,铁皮 石 斛 多 糖 最 主 要 的 成 分 是 甘 露 糖 和 葡 萄 糖,

DOPＧw的甘露糖和葡萄糖比例为１．０６∶１,DOPＧp的甘

露糖和葡萄糖比例为１．７１∶１,高于DOPＧw.而甘露糖含

量及其与葡萄糖的比例是石斛多糖生理活性的重要因

素,国标[１８]规 定 药 用 石 斛 多 糖 甘 露 糖 含 量 不 得 少 于

１３％.超高压提取的铁皮石斛多糖含有更高的甘露糖可

能是其具有更高抗氧化能力的因素之一.

２．３　抗氧化能力

２．３．１　对 DPPH 自由基的清除能力　研究[２６－２８]表明,铁
皮石斛多糖在体内和体外均具有良好的抗氧化活性,但
超高压提取对其活性的影响尚不清晰.由图２可知,两
种铁皮石斛多糖溶液对 DPPH 自由基的清除能力均与质

量浓度呈正相关,但同一质量浓度下的 DOPＧw和 DOPＧp
对 DPPH 自 由 基 的 清 除 能 力 存 在 差 异.维 生 素 C 对

DPPH 自由基的清除能力远远强于铁皮石斛多糖,当质

量浓度为０．０４mg/mL时,维生素 C对 DPPH 自由基的

清除率达９０％,但当多糖溶液质量浓度为３mg/mL时,

DOPＧw的清 除 率 为 ３９．７％,DOPＧp 的 为 ５３．１％,说 明

DOPＧp对 DPPH 自由基的清除能力高于 DOPＧw.

２．３．２　对Fe３＋ 的还原能力　由图３可知,DOPＧw、DOPＧp
对Fe３＋ 的还原力均随样品溶液质量浓度的升高而增强,

呈明显的剂量效应.当质量浓度为３mg/mL时,DOPＧp

表４　DOPＧw和DOPＧp的单糖组成

Table４　MonosaccharidecompositionofDOPＧw

andDOPＧp ％

单糖种类 DOPＧw DOPＧp

甘露糖 １２．６８３ １７．８５６

核糖 ０．０９７ ０．０１６

鼠李糖 ０．１２０ ０．００７

葡萄糖醛酸 ０．０７９ ０．８０８

半乳糖醛酸 ０．１２１ ０．３０１

NＧ乙酰Ｇ氨基葡萄糖 ０．４２６ —

葡萄糖 １２．０１３ １０．４２４

半乳糖 ０．８２５ ０．２０４

木糖 ０．２９１ ０．０３４

阿拉伯糖 ０．３７８ ０．２１８

岩藻糖 ０．１５７ ０．１４４

对Fe３＋ 的还原能力为０．１５,高于 DOPＧw的０．１４,但其差

距在各质量浓度下均不明显,说明两种方法提取的铁皮

石斛多糖对Fe３＋ 的还原能力差异较小.

２．３．３　对羟自由基清除能力的比较　由图４可知,DOPＧw
在各质量浓度下对羟自由基的清除能力均高于 DOPＧw.

当质量浓度为３mg/mL时,DOPＧw对羟基自由基的清除

率为１０．０％,DOPＧp的清除率为１４．２％.

２．３．４　对 Fe２＋ 螯合能力的比较　由图５可知,两种铁皮

石斛多糖对Fe２＋ 的螯合能力均与质量浓度呈正相关,存
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图２　两种铁皮石斛多糖对 DPPH 自由基清除能力的影响

Figure２　ComparisonofDPPHfreeradicalscavengingabilityofpolysaccharidesextracted
fromD．officinalebytwomethods

图３　两种铁皮石斛多糖对Fe３＋ 的还原能力

Figure３　ComparisonofFe３＋reducingcapacityofpolysaccharidesextractedfromD．officinalebytwomethods

图４　两种铁皮石斛多糖对羟自由基清除能力的比较

Figure４　ComparisonofOHfreeradicalscavengingabilityofpolysaccharidesextractedfrom
D．officinalebytwomethods

在明显的剂量效应,但同一质量浓度下,DOPＧw和 DOPＧp
对Fe２＋ 的螯合能力存在差异.EDTA 对 Fe２＋ 的螯合能

力远远强于铁皮石斛多糖,当质量浓度为０．１mg/mL时,

EDTA对 Fe２＋ 的螯合率达８７％,而 DOPＧw 在质量浓度

为３mg/mL时的螯合率为５６．２％,DOPＧp的为６０．８％,

两种多糖对Fe２＋ 的螯合率差异较小,但总体来说,螯合能

力大小为 DOPＧp＞DOPＧw.

２．３．５　总抗氧化能力(TＧAOC)比较　由图６可知,DOPＧw

和 DOPＧp对Fe３＋ 的还原力均随样品质量浓度的升高而

增强,呈明显的剂量—作用关系.且 DOPＧp在各质量浓

度下的总抗氧化能力均高于 DOPＧw,说明超高压提取的

铁皮石斛多糖的总抗氧化能力强于热水提取法提取的,
与Luo等[２９]的结果基本一致.

３　结论

采用正交试验优化了超高压技术提取铁皮石斛多糖

的工艺条件,比较了传统热水浸提法、超高压法两种提取
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图５　两种铁皮石斛多糖对Fe２＋ 的螯合能力

Figure５　ComparisonofFe３＋ chelatingabilityofpolysaccharidesextractedfromD．officinalebytwomethods

图６　两种铁皮石斛多糖的总抗氧化能力比较

Figure６　ComparisonoftotalantioxidantcapacityofpolysaccharidesextractedfromD．officinalebytwomethods

方法下的铁皮石斛多糖的相对分子量及单糖组成,并分

析了两种铁皮石斛多糖的体外抗氧化活性.结果表明,

超高压技术可以显著提高铁皮石斛干粉的多糖得率.优

化后的超高压提取铁皮石斛多糖的工艺条件为超高压压

力２００MPa,料液比１∶２５(g/mL),保压时间５min,此条

件下铁皮石斛多糖得率为３３．３％,比传统热水浸提法下

的提高了１２８％.两种提取方法下铁皮石斛多糖的性质

不同,超高压法提取的多糖蛋白含量和相对分子量下降,

甘露糖含量提高.相较于传统的热水浸提法,超高压提

取可以有效提高铁皮石斛多糖的体外抗氧化活性.两种

铁皮石斛多糖对 DPPH 自由基、羟自由基均具有一定的

清除能力,对Fe３＋ 有一定的还原力,对 Fe２＋ 有一定的螯

合能力,两种多糖的体外抗氧化能力为高压提取法铁皮

石斛粗多糖 ＞ 热水浸提法铁皮石斛粗多糖,且均与多糖

浓度呈正相关,量效关系明显.但提取方法究竟如何影

响多糖的结构和抗氧化活性尚未完全明晰,后续可对多

糖精细结构及糖链结构进行研究.
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