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摘要：以马蹄为原料，利用正交试验优化其多糖的微波辅助

提取工艺，并对马蹄多糖的抗氧化性进行检测。结果表明：

以蒸馏水为提取溶剂，马蹄多糖最佳提取工艺为微波功率

６００Ｗ，料液比１１５（ｇ／ｍＬ），提取时间３ｍｉｎ，该条件下马

蹄多糖提取率可达８．１２％，纯度达８３．２％。马蹄多糖有较强

的还原力，在０．０１～０．１０ｍｇ／ｍＬ质量浓度范围内与抗坏血

酸相当；对羟自由基有较强的清除能力，在０．１０ｍｇ／ｍＬ时，

马蹄多糖对羟自由基的清除率达到４６．１８％。
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马蹄（犈犾犲狅犮犺犪狉犻狊犱狌犾犮犻狊），为莎草科多年生水生草本植

物，有２０００余年的种植史。目前对马蹄皮中多糖的报道较

多［１－４］，但是对于马蹄果肉中多糖的研究报道却较少，仅有

超声辅助提取法［６］和热水浸提法［５－６］的报道。热水浸提法

时间久，提取率低；超声波提取法虽然可以起到破碎细胞壁

的作用，但是提取温度较低，不利于多糖的溶解。而微波提

取法可以快速均匀升温，极大地缩短萃取时间，提高萃取效

率。因此，本研究拟采用微波辅助法对马蹄水溶性多糖进行

提取，优化其提取工艺参数，并对马蹄多糖的抗氧化活性进

行分析，旨在为马蹄资源的利用及新型抗氧化剂的开发提供

理论依据。

１　仪器与试剂
１．１　材料与试剂

马蹄：购买于桂林市雁山镇菜市场；

无水乙醇、葡萄糖、抗坏血酸、硫酸、苯酚、三氯化钾、铁

氰化钾、三氯乙酸、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、三氯化铁、硫酸

亚铁：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

α淀粉酶：生化纯，活性≥５０Ｕ／ｍｇ，国药集团化学试剂

有限公司。

１．２　仪器

电脑微波超声波组合合成／萃取仪：ＸＨ３００Ａ型，北京

祥鹄科技发展有限公司；

可见分光光度计：７２２ＰＣ型，上海右科仪器仪表有限公司；

曲线控制十段编程鼓风干燥箱：ＺＸＲＤＢ５１１０型，郑州

南北仪器设备有限公司；

数显恒温水浴锅：ＨＨＳ２型，金坛市医疗仪器厂；

离心机：ＣＬ５Ｂ型，上海安亭科学仪器厂；

酸度计：ＰＢ１０型，北京赛多利斯科学仪器有限公司；

旋转蒸发仪：ＲＥ５２Ａ型，上海亚荣生化仪器厂；

循环水式多用真空泵：ＳＨＢＩＩＩ型，郑州长城科工贸有限

公司。

１．３　试验方法

１．３．１　多糖提取工艺流程

新鲜马蹄→去皮、洗净、切片（２ｍｍ）→干燥（８０℃）→粉
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碎（８０目）→无水乙醇脱脂（料液比１２０〔ｇ／ｍＬ〕，常温，浸

泡２ｈ）→３倍体积蒸馏水浸泡清洗脱脂后的残渣３次→脱淀

粉（α淀粉酶添加量１％，料液比１２０〔ｇ／ｍＬ〕，温度６０～

７０℃，ｐＨ５．５～７．５，至碘液检测不含淀粉）→８０℃干燥得马

蹄粉末→微波辅助提取→离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）→上清

液（粗提取液）→浓缩（６０ ℃真空浓缩）→脱蛋白（Ｓｅｖａｇｅ

法［８］）→离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）→上清液→醇析（加入

４倍体积无水乙醇，静置２ｈ以上）→离心（４０００ｒ／ｍｉｎ，

２０ｍｉｎ）→沉淀→真空干燥（６０℃真空干燥１０ｈ）→马蹄多糖

１．３．２　马蹄多糖含量的测定　采用苯酚—硫酸分光光

度法［９］。

（１）葡萄糖标准曲线的绘制：精密称取干燥（１０５℃）至

恒重的分析纯葡萄糖１０．０ｍｇ，用蒸馏水定容成０．１ｍｇ／ｍＬ

的葡萄糖标准液。分别吸取０．１ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准液０．０，

０．２，０．４，０．６，０．８，１．０ｍＬ于不同具塞试管中，加蒸馏水至

１．０ｍＬ。向试管中加入６％苯酚溶液１．０ｍＬ，摇匀后迅速加

入浓硫酸５．０ｍＬ。振摇５ｍｉｎ，置沸水浴中加热１５ｍｉｎ，反

应结束后迅速放入冰水浴中冷却至室温，于４９０ｎｍ处测定

其吸光值，以不加葡萄糖标准液的空白管调零。以葡萄糖浓

度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。

（２）样品的测定：取一定量的马蹄多糖溶液加入干燥试

管中，向试管中加入６％苯酚溶液１ｍＬ，摇匀后迅速加入浓

硫酸５ｍＬ。振摇５ｍｉｎ，置沸水浴中加热１５ｍｉｎ，反应结束

后迅速放入冰水浴中冷却至室温，于４９０ｎｍ处测定其吸光

值，以加等量蒸馏水代替多糖溶液的空白管调零。根据标准

曲线计算多糖的含量，再计算求得样品中多糖的提取率和

纯度。

１．３．３　多糖提取率的测定　根据１．３．２方法测定，按式（１）计

算出样品中多糖的质量，按式（２）计算多糖的提取率。

犿１ ＝
犮×狏×犳

１０００
， （１）

狓＝
犿１

犿２
×１００％ ， （２）

式中：

犿１———样品中多糖的质量，ｇ；

犮———葡萄糖浓度，ｍｇ／ｍＬ；

狏———多糖溶液体积，ｍＬ；

犳———稀释倍数；

狓———提取率，％；

犿１———样品中多糖的质量，ｇ；

犿２———马蹄粉末原料的质量，ｇ。

１．３．４　多糖纯度的测定　精密称取０．１０００ｇ马蹄多糖，用

蒸馏水溶解于１Ｌ容量瓶中，制成０．１ｍｇ／ｍＬ的待测液。按

照１．３．２的方法测定，按式（１）计算得出马蹄多糖的质量，按

式（３）计算多糖纯度。

狆＝
犿１

犿３
×１００％ ， （３）

式中：

狆———纯度，％；

犿１———样品中多糖的质量，ｇ；

犿３———马蹄多糖样品的质量，ｇ。

１．３．５　马蹄提取工艺的优化

（１）提取温度对马蹄多糖提取率的影响：设定料液比

１２０（ｇ／ｍＬ），微波功率５００Ｗ，提取时间４ｍｉｎ，分别考察

温度为６０，７０，８０，９０，１００℃ 时马蹄多糖提取率的变化。

（２）微波功率对马蹄多糖提取率的影响：设定料液比

１２０（ｇ／ｍＬ），提取时间４ｍｉｎ，温度１００℃，分别考察微波

提取功率３００，４００，５００，６００，７００Ｗ 时马蹄多糖提取率的

变化。

（３）提取时间对马蹄多糖提取率的影响：设定料液比

１２０（ｇ／ｍＬ），微波功率５００Ｗ，提取温度１００℃，分别考察

提取３，４，５，６，７ｍｉｎ时马蹄多糖提取率的变化。

（４）料液比对马蹄多糖提取率的影响：设定微波功率

５００Ｗ，提取时间４ｍｉｎ，提取温度１００℃，分别考察料液比

１１０，１１５，１２０，１２５，１３０（ｇ／ｍＬ）时马蹄多糖提取

率的变化。

（５）正交试验：在单因素试验结果的基础上以微波功

率、提取时间、料液比为影响因素，选择Ｌ９（３
４）正交试验表进

行正交试验，确定马蹄多糖的最佳提取工艺参数。

１．３．６　多糖抗氧化性的研究

（１）多糖样品溶液的配制：精密称取马蹄多糖样品配成

１ｍｇ／ｍＬ的待测储备液。分别取１，２，３，４，５，６，７，８，９，

１０ｍＬ待测储备液定容至１００ｍＬ，配置成浓度分别为０．１，

０．２，０．３，０．４，０．５，０．６，０．７，０．８，０．９，１．０ｍｇ／ｍＬ的待测液。抗

坏血酸也配成相同浓度梯度的对照样液。

（２）总还原能力的测定：采用普鲁士蓝法
［１０］。

（３）清除羟自由基的能力：采用水杨酸法。根据文献

［１１］，修改如下：向２５ｍＬ具塞试管中分别加入６ｍｍｏｌ／Ｌ

硫酸亚铁１ｍＬ，６ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸—乙醇溶液１ｍＬ，再加入

样品溶液１ｍＬ，最后加入６ｍｍｏｌ／Ｌ的双氧水溶液１ｍＬ，加

水定容至１０ｍＬ。摇匀后置于３７℃水浴锅中反应３０ｍｉｎ，

反应结束后迅速在５１０ｎｍ处测定其吸光度值。用蒸馏水调

零。羟自由基清除率按式（４）计算：

犆＝ １－
犃犻－犃犼

犃０（ ）×１００％ ， （４）

式中：

犆———清除率，％；

犃犻———样品管的吸光度值；

犃犼———不加双氧水测定的吸光度值；

犃０———蒸馏水代替样品反应测定的吸光度值。

１．４　数据处理

试验数据均平行测定３次，以平均值±标准偏差表示，

采用Ｅｘｃｅｌ、Ｓｐｓｓ１８．０软件进行处理。

２　结果与分析
２．１　葡萄糖标准曲线的绘制

由图１可知，在０．０～０．１ｍｇ／ｍＬ浓度范围内，葡萄糖标

准液浓度与吸光值呈良好的线性关系。
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图１　葡萄糖标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｇｌｕｃｏｓｅ

２．２　马蹄多糖提取工艺的优化

２．２．１　提取温度对马蹄多糖提取率的影响　由图２可知，随

着提取温度的提高，马蹄多糖提取率不断升高，当温度达到

１００℃时，提取率达到最高为７．１６％，说明温度的升高可以

加速多糖从细胞中的浸出。由于试验中提取液的量较少，只

有５０ｍＬ左右，在４００Ｗ以上的功率条件下提取时，温度在短

时间内（３０～５０ｓ）会迅速升到所需温度，此后要维持温度就需

一直维持在１００Ｗ 左右的较低功率下进行加热。由于在

１００℃提取率最高，所以在正交试验中，对温度因素不考虑。

２．２．２　提取时间对马蹄多糖提取率的影响　由图３可知，马

蹄多糖的提取率随微波时间增加而提高，当提取时间为

４ｍｉｎ时，马蹄多糖提取率达到最大值为７．０５％。之后马蹄

多糖的提取率稍微有所下降。这说明多糖浸出效果与时间

是密切相关的，如果提取时间过短，则产物溶解不充分，但如

果提取时间过长，则可能会引起产物结构的变化进而使提取

图２　提取温度对马蹄多糖提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｗａｔｅｒｃｈｅｓｔｎｕｔｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

图３　提取时间对马蹄多糖提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｗａｔｅｒ

ｃｈｅｓｔｎｕｔｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

率降低。也可能是细胞内其他杂质的溶出量增加，从而影响

了多糖的溶出。因此，马蹄多糖的最佳提取时间为４ｍｉｎ。

２．２．３　微波功率对马蹄多糖提取率的影响　由图４可知，马

蹄多糖的提取率随着微波功率的增大而升高，在功率达到

５００Ｗ时提取率达到最大，之后提取率平缓且略微下降。说

明在微波功率较低时，微波的能量不足以使多糖充分的溶

出，提取率较低，随着微波功率增大，马蹄果肉细胞被破坏充

分，提取率升高，但是当微波功率到达某一限定值时，对细胞

壁的破坏力达到最大，因此提取率不再增加。因此，５００Ｗ

为最佳微波提取功率。

图４　微波功率对马蹄多糖提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｗａｔｅｒｃｈｅｓｔｎｕｔｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２．２．４　料液比对马蹄多糖提取率的影响　由图５可知，随着

溶剂用量的提高，马蹄多糖提取率不断增大，在料液比达到

１２０（ｇ／ｍＬ）时，马蹄多糖的提取率最高（７．２３％），之后随着

溶剂用量的提高，马蹄多糖的提取率下降。说明在相同的提

取条件下，随着溶剂用量的增加，能够进入溶剂的多糖的溶

解量也增加，但是当多糖已全部溶解，再增加溶剂的量，也不

能使溶剂中的多糖量继续增加。并且溶剂用量太高，给后期

的浓缩带来较大困难，也影响醇沉的浓度与用量。因此，选

取１２０（ｇ／ｍＬ）作为最佳液料比。

２．２．５　正交试验　正交试验因素水平见表１，试验结果见

表２，方差分析见表３。

　　由表２可知，影响马蹄多糖提取率的主次因素顺序为

Ａ＞Ｃ＞Ｂ，最佳工艺参数为 Ａ３Ｂ１Ｃ１，即微波功率６００Ｗ，料

液比为１１５（ｇ／ｍＬ），提取时间３ｍｉｎ。通过表３方差分析

可知，３个因素中微波功率对马蹄多糖提取率有极显著性的

图５　料液比对马蹄多糖提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌｔｏｌｉｑｕｉｄｏｎｔｈｅｅｘ

ｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｗａｔｅｒｃｈｅｓｔｎｕｔｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
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表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｔａｂｌｅ

水平 Ａ提取功率／Ｗ Ｂ提取时间／ｍｉｎＣ料液比（ｇ·ｍＬ－１）

１ ４００ ３ １１５

２ ５００ ４ １２０

３ ６００ ５ １２５

表２　正交试验结果表

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｔａｂｌｅ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空列） 提取率／％

１ １ １ １ １ ４．３２

２ １ ２ ２ ２ ３．７２

３ １ ３ ３ ３ ３．２７

４ ２ １ ２ ３ ７．８０

５ ２ ２ ３ １ ７．２５

６ ２ ３ １ ２ ７．７２

７ ３ １ ３ ２ ７．８０

８ ３ ２ １ ３ ７．８８

９ ３ ３ ２ １ ７．３８

犽１ ３．７７ ６．６４ ６．６４ ６．３２


犽２ ７．５９ ６．２８ ６．３０ ６．４１

犽３ ７．６９ ６．１２ ６．１１ ６．３２

犚 ３．９２ ０．５２ ０．５３ ０．０９

表３　方差分析表


Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

方差来源 偏差平方和 自由度 方差 犉 值 显著性

微波功率（Ａ） ２９．９４２ ２ １４．９７１ １６０２．１３ 

微波时间（Ｂ） ０．４２０ ２ ０．２１０ ２２．４６ 

料液比（Ｃ） ０．４３７ ２ ０．２１９ ２３．４１ 

误差（空列Ｄ） ０．０１９ ２ ０．００９


　　犉０．０１（２，２）＝９９．００；犉０．０５（２，２）＝１９．００；表示差异极显著

（Ｐ＜０．０１）；表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

影响，料液比和提取时间对马蹄多糖提取率有显著性的

影响。

由于正交表中无 Ａ３Ｃ１Ｂ１试验组，进行３次平行验证实

验，得出在微波功率６００Ｗ，料液比１１５（ｇ／ｍＬ），提取时间

３ｍｉｎ的最佳条件下马蹄多糖的提取率为（８．１２±０．４８）％，高

于其他条件组。因此，正交试验所得参数确为最佳。

２．２．６　马蹄多糖纯度的检测　对得到的马蹄多糖样品进行

观察，呈淡黄色，粉末状，无臭无味，无挥发性，置于空气中会

吸潮，产生黏性，易溶于水，不溶于有机试剂。在最佳工艺条

件下提取所得的马蹄多糖纯度为８３．２％。

２．３　马蹄多糖的抗氧化性研究

２．３．１　普鲁士蓝法测定总还原能力　由图６可知，马蹄多糖

具有一定的还原能力，在０．０１～０．１０ｍｇ／ｍＬ浓度范围内呈

良好的线性关系。在０．１０ｍｇ／ｍＬ时，马蹄多糖的还原力逐

渐接近抗坏血酸的，表明马蹄多糖具有较强的还原能力。

图６　还原力测定结果

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｒｅｄｕｃｉｎｇｆｏｒｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

２．３．２　清除羟自由基能力　由图７可知，羟自由基的清除能

力随着马蹄多糖浓度的增大不断提高，当浓度上升到

０．１０ｍｇ／ｍＬ时，羟自由基清除率达到４６．１８％。从线性上观

察，虽然马蹄多糖的羟自由基清除能力不及抗坏血酸，但是

优于贾小丽等［１３］报道牛蒡多糖对羟自由基的清除率，其

犐犆５０（清除率达５０％时多糖的质量浓度）为３．９９ｍｇ／ｍＬ。说

明马蹄多糖具有较强的羟自由基清除能力，是良好的羟自由

基清除剂。

图７　样品对羟自由基的清除率

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｔｈｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｔｏ

ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ

３　结论
本研究通过单因素试验和正交试验，确定了各因素对马

蹄多糖提取率的影响顺序为微波功率＞料液比＞提取时间，

最佳提取工艺参数为微波功率 ６００ Ｗ，料液比 １１５

（ｇ／ｍＬ），提取时间３ｍｉｎ，提取率可达８．１２％，纯度达８３．２％。

本试验结果要优于王颖等［６－８］报道的热水浸提法和超声波提

取法，说明微波法是提取马蹄多糖的一种理想方法。

通过本试验证明马蹄多糖具有一定的抗氧化性。但由

于本试验的马蹄多糖纯度只有８３．２％，还有一定的杂质存

在，所以多糖的抗氧化抗坏血酸的低，后续试验有必要对多

糖继续纯化，并研究其结构与抗氧化性之间的相关性。
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氧化活性的影响较大，其中采用超临界ＣＯ２萃取后脱色脱胶

制备的辣椒籽油体外抗氧化性最好。但是还需经过细胞试

验等来确定其体内抗氧化活性。
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