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摘要:目 的:优 化 微 波 辅 助 双 水 相 提 取 (microwave
assistedaqueoustwoＧphaseextraction,MATPE)山茱萸多

糖工艺并获得均一的山茱萸多糖馏分.方法:通过正交

试验 获 得 最 佳 的 MATPE 山 茱 萸 多 糖 的 工 艺;利 用

DEAEＧ５２纤维素和 SephadexGＧ１００柱层析法纯化山茱

萸多糖粗提物,最终获得单一多糖馏分(COPＧ２ＧS).利用

高效凝胶渗透色谱法测定 COPＧ２ＧS分子量;利用气相色

谱测定 COPＧ２ＧS的单糖组成;采用紫外、红外和扫描电镜

表征 COPＧ２ＧS结构.结果:MATPE 山茱萸多糖的工艺

为微波功率３００W、乙醇体积分数３５％、硫酸铵质量分数

２２％和料液 比１∶２０ (g/mL),此 时 山 茱 萸 多 糖 得 率 为

(１２．０４±０．１７)％.COPＧ２ＧS分子量为１７４５０Da,单糖组

成为阿拉 伯 糖、葡 萄 糖 和 半 乳 糖,其 摩 尔 比 为 １２．８５∶
３０．７１∶１８．０９.结论:COPＧ２ＧS在２６０,２８０nm 处 无 特 征

吸收,且呈无规则的片状结构.

关键词:微波辅助双水相提取;山茱萸;多糖;纯化;结构

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtooptimizethemicrowave

assistedaqueoustwoＧphaseextraction (MATPE)processof

polysaccharidesfrom Cornusofficinalis andobtainauniform

polysaccharidefraction．Methods:Thebestextractiontechnology

wasdeterminedthroughanorthogonalexperiment．Toobtaina

uniformpolysaccharidesfraction(COPＧ２ＧS),thecrudeextractof

C．officinalis polysaccharides was purified using DEAEＧ５２

celluloseand Sephadex GＧ１００ column chromatography．The

molecular weight of COPＧ２ＧS was determined by high

performance gel permeation chromatography． The

monosaccharidecompositionofCOPＧ２ＧSwasdeterminedbygas

chromatography．ThestructureofCOPＧ２ＧSwascharacterizedby

UV,and IR spectra,and a scanning electron microscope．

Results:TheoptimalMATPEprocessofpolysaccharidesfromC．

officinaliswasasfollows:microwavepowerof３００W,ethanol

volumefractionof３５％,ammonium sulfate massfractionof

２２％,asolidＧtoＧliquidratioof１∶２０ (g/mL),andtheyieldof

polysaccharidesfromC．officinaliswas(１２．０４±０．１７)％．The

molecularweightofCOPＧ２ＧSwas１７４５０Da．Themolarratioof

arabinose, glucose, and galactose that made up the

monosaccharidewas１２．８５∶３０．７１∶１８．０９．Conclusion:COPＧ２ＧS

hadnocharacteristicabsorptionat２６０nmand２８０nm．Besides,

COPＧ２ＧS had typical infrared absorption characteristics of

polysaccharides．

Keywords: microwave assisted aqueous twoＧphase; Cornus

officinalis;polysaccharides;purification;structure

山茱萸(CornusofficinalisSieb．etZucc．)被广泛种植

于河南、浙江、山西、安徽、湖南和湖北等地[１].先前的报

道发现山茱萸果实中富含多酚、多糖、类黄酮、皂苷、各种

维生素和矿物质等活性成分[２].大量研究[３]表明,山茱

萸多糖可抑制炎症因子的表达和肿瘤细胞的生长、清除

过量自由基和调节免疫相关的因子等功效.因此,山茱

萸多糖具有较好的应用和开发前景.高效获得山茱萸多

糖是至关重要的.

目前,热水提取法(hotwaterextraction,HWE)是天

然多糖提取的主要方式.HWE具有提取成本低和便于

工业化生产等优点,但该方式存在提取效率低和耗时长

等缺点,这限制其在天然多糖提取中的应用[４].微波辅

助提取(microwaveassistedextraction,MAE)是依据微波

特殊的加热方式使得提取液温度快速升高,微波辐射破

裂植物细胞壁,提高目标成分得率[５－６].孔媛芳等[７]采
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用 MAE法提取地黄多糖.结果发现,与 HWE法的多糖

得 率 相 比,MAE 法 获 得 多 糖 得 率 提 高 了 ５ 倍.

Thirugnanasambandham 等[８]通过 MAE法提取桑叶中的

多糖,并利用响应面优化提取工艺.结果表明,当样品重

量、微波功率和提取时间分别为２０g、１７０ W 和１０min
时,多糖得率获得最大值(９．４１％).相较于 HWE 法,

MAE法提取效率显著提升和提取时间显著缩短.汤慧

民等[９]利用 MAE法提取核桃壳多糖并评价其抗氧化活

性.结果表明,MAE法获得的多糖得率(２．２４％)显著高

于 HWE法(１．０６％),且 MAE法获得的多糖对自由基的

清除 能 力 也 显 著 优 于 HWE 法 的. 超 声 辅 助 提 取

(ultrasonicＧassistedextraction,UAE)作为一种新颖的非

热加工技术,是利用“空化效应”加速植物细胞壁的破裂,

提高目标成分得率,但在提取过程中,超声的“空化效应”

可能会破坏多糖中的糖苷键,进而降低多糖得率,这限制

了 UAE法在天然多糖提取领域中的应用[１０].酶法辅助

提取(enzymaticassistedextraction,EAE)是利用酶的高

效性和专一性水解植物细胞壁,加速植物细胞壁的降解

和提高目标成分的得率[１０－１１].目前,越来越多的学者利

用EAE技术从天然资源中提取天然多糖.赵惠茹等[１２]

利用EAE法从刺玫果中提取多糖,优化多糖提取工艺并

评价其抗氧化活性.结果表明,当酶添加量、酶处理时间

和料液比分别为１．３７％、７１min和１∶３０(g/mL)时,多糖

得率最大(１６．３８％),其多糖对自由基清除有较好的效果.

孔璐等[１３]采用果胶酶辅助提取法从蓝莓中提取多糖并评

价其抗氧化活性.结果表明,果胶酶辅助提取法所得的

多糖 得 率 (２．７２％)显 著 高 于 HWE 法 的 (１．３５％),且

MAE法获得的多糖的抗氧化活性显著优于 HWE法的.

刘军波等[１４]采用EAE法从荷叶中提取多糖.结果表明,

EAE法提取获得的多糖的得率(９．６６g/１００g)显著高于

传统的 HWE法(４．１２g/１００g).但以上多糖的提取方式

均采用单一的提取溶剂,所得粗多糖包含大量杂质,后续

纯化过程繁琐和成本高.

近年来,双水相提取(aqueoustwoＧphaseextraction,

ATPE)技术作为一种绿色高效的提取技术被广泛应用于

多糖的提取.ATPE技术具有提取成本低、纯度高、便于

连续化提取目标成分等优点[１５].目前,利用 ATPE法从

天然资源中提取活性成分的研究备受关注.Niphadkar
等[１６]通过 ATPE法从马铃薯皮中提取多酚氧化酶,并采

用响应面法优化其提取工艺.结果表明,最优的 ATPE
工艺为:聚乙二醇１７．６２％、磷酸钾缓冲液１５．１１％、NaCl
浓度２．０８mmol/L和pH７,在此条件下,多酚氧化酶最

大分配系数、纯化因子和得率分别为３．７、４．５和７７．８％.

Gao等[１７]利用 ATPE法提取油茶多糖,并利用柱色谱技

术进一步纯化多糖.结果表明,经 ATPE法提取得到的

油茶多糖纯度显著高于传统的 HWE和 UAE法,进一步

证实 ATPE 法可一步完成提取和样品的初步纯化.Ji
等[１８]采用 ATPE法从银耳中提取总黄酮,并通过响应面

法优化其提取工艺.结果表明,ATPE银耳总黄酮的最

优工艺参数为乙醇质量分数２３％、NaH２PO４质量分数

２７．１８％、萃取时间８．２５min.该条件下,总黄酮的最大提

取率为０．１５８mg/g.微波提取与双水相提取相结合形成

一 种 新 的 提 取 方 式,即 微 波 辅 助 双 水 相 提 取 法

(microwave assisted aqueous twoＧphase extraction,

MATPE),既能充分发挥微波快速、高效提取的优势,又

可以获得高纯度的多糖,这可有效避免后续多糖除蛋白

和色素的操作[１９－２０].目前,关于利用 MATPE技术从山

茱萸中提取多糖的研究尚未见报道.此外,针对 MATPE
技术所得的山茱萸多糖粗提物的纯化也鲜见报道.

研究拟采用 MATPE法提取山茱萸多糖,探究４个

试验因素对山茱萸多糖得率的影响;通过柱层析法纯化

山茱萸多糖粗提物,并鉴定纯化后的多糖馏分结构,以期

为山茱萸的深度开发和利用提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

山茱萸:市售;

DEAEＧ５２纤维素和SephadexGＧ１００:上海浦予工业

科技有限公司;

半乳糖、阿拉伯糖、木糖、甘露糖和葡萄糖:纯度≥

９９％,天津佰玛科技有限公司;

氯化钠、氢氧化钠、硫酸铵、苯酚和浓硫酸:分析纯,

天津金东天正精细化学试剂有限公司.

１．２　仪器与设备

台式扫描电镜:SNEＧ３２００M 型,深圳市武训科技有

限公司;

微波辅助提取仪:ALＧIMC１型,北京一叶蓝天科技有

限公司;

气相色谱:GC７６００ 型,深圳埃科瑞 仪 器 设 备 有 限

公司;

高效液相色谱仪:ROHS２．０型,苏州博讯仪器有限

公司;

紫外分光光度计:HTＧ５８７３型,青岛海特尔环保科技

有限公司;

真空冷冻干燥机:FXHＧ３１００型,山东泰武机械设备

有限公司;

高速离心机:AXTG１６G型,无锡华卫德朗仪器有限

公司;

傅里叶变换红外光谱仪:HoffenＧ２０型,天津市嘉鑫

海机械设备有限公司;

植物粉碎机:DFＧ４５A型,温岭市林大机械有限公司.
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１．３　方法

１．３．１　样品前处理　将山茱萸果肉于５０ ℃烘干至含水

率＜５％,粉碎,过４０目筛子备用.

１．３．２　山茱萸多糖提取物制备　参照Li等[２１]的方法.

１．３．３　山茱萸多糖得率测定　参照Ji等[２２]的方法,按
式(１)计算多糖得率.

Y＝
m１

m２
×１００％, (１)

式中:

Y———多糖得率,％;

m１———提取物质量,g;

m２———山茱萸粉末质量,g.

１．３．４　单因素试验　设定微波功率为１００~５００W,间隔

１００W;乙醇体积分数为３５％~５５％,间隔５％;硫酸铵质

量分数为１８％~２６％,间隔２％;料液比为１∶１０~１∶
３０(g/mL),间隔１∶５(g/mL).

１．３．５　正交试验　通过单因素的结果,选取微波功率、乙
醇体积分数和硫酸铵质量分数作为正交试验因素,以山

茱萸多糖得率为指标,设计L９(３３)设计正交试验.

１．３．６　山茱萸多糖的纯化　利用体积分数为８０％的乙醇

沉淀山茱萸粗多糖,收集沉淀,透析４８h,于－１８ ℃预冻

１２h,冻干回收样品,用去离子水复溶,８０００r/min离心

１０min,收集上清液.上清液以１．５mL/min的流速加入

DEAEＧ５２纤维素柱(２．６cm×７０cm)中,采用去离子水和

不同浓度的 NaCl(０．１,０．２,０．４,０．６,０．８mol/L)溶液依次

进行洗脱.分离后获得３个多糖馏分(COPＧ１、COPＧ２和

COPＧ３),其中 COPＧ２的多糖含量最高.通过 Sephadex

GＧ１００层析柱(１．６cm×５０cm)进一步纯化主要馏 分

COPＧ２.洗脱参数:加载质量浓度１０mg/mL,加载体积

４mL,流速０．４mL/min.每管收集２mL,冷冻干燥,获

得均一的多糖馏分(COPＧ２ＧS).

１．３．７　结构鉴定

(１)紫外光谱:参照Li等[２１]的方法.

(２)单糖组成:参照Liang等[２３]的方法.

(３)分子量:将COPＧ２ＧS以１mg/mL溶解至去离子

水中,过０．４５μm 滤膜,注入高效凝胶渗透色谱中,利用

去离子水进行洗脱,随后测定其平均分子量(Mw).

(４)红外光谱:将 COPＧ２ＧS与 KBr按质量比１∶３０
混匀并压缩成切片进行红外光谱扫描,分析其红外吸收

特性.

(５)扫描电镜:参照 Xue等[２４]的方式.

１．３．８　 数 据 处 理 　 采 用 Origin９．０ 软 件 作 图;采 用

Statistics８．０软件进行数据显著性分析.

２　结果与分析

２．１　单因素试验

由图１(a)可知,当微波功率为１００~４００W 时,微波

功率与多糖得率呈正相关,主要是由于微波功率越大,温

度升高越快,多糖溶解度越大.此外,高微波功率辐射易

加速山茱萸细胞壁的破裂,降低多糖的扩散阻力,促进多

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　各因素对山茱萸多糖得率的影响

Figure１　EffectsofextractionfactorsontheyieldofpolysaccharidesfromC．officinalis
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糖扩散,进而提高多糖得率[２５].当微波功率＞４００W 时,

过高的微波功率会破坏多糖中的糖苷键,降低多糖得率.

这与Le等[２６]采用 MAE技术从海藻中提取多糖的结果一

致.因此,选择微波功率范围为３００~５００W.

　　由图１(b)可知,当乙醇体积分数＜４５％时,多糖得率

随乙醇体积分数的增加而增加(P＜０．０５).其原因是较

高乙醇体积分数下,山茱萸细胞内多糖的扩散系数与溶

解度较高,有助于多糖从细胞内扩散到溶剂中,进而使多

糖得率升高[２７].当乙醇体积分数＞４５％时,多糖得率随

乙醇体积分数的增加而降低,与 Lin等[２８]的结果一致.

因此,选择乙醇体积分数范围为３５％~４５％.

由图１(c)可知,当硫酸铵质量分数＜２４％时,山茱萸

多糖得率随硫酸铵质量分数增加而增加(P＜０．０５),当硫

酸铵质 量 分 数 为 ２４％ 时,山 茱 萸 多 糖 得 率 达 最 大 值

(１１．４５±０．１６)％.这是由于下相中硫酸铵质量分数越

高,多糖溶解度越大,进而有助于提高多糖得率[２１].此

外,在较高质量分数的硫酸铵溶液中,多糖具有较高的扩

散系数,从而有利于多糖的提取.当硫酸铵质量分数为

２４％~２６％时,多糖得率与硫酸铵质量分数呈负相关.

其原因是下相中硫酸铵质量分数过高,会造成过多的杂

质被溶解,降低多糖的溶解度[１５].这与 Xue等[２４]的结果

一致.因此,选择硫酸铵质量分数范围为２２％~２６％.

由图１(d)可知,当料液比为１∶１０~１∶２０(g/mL)

时,山茱萸多糖得率随料液比的增加而增加(P＜０．０５);

当料液比＞１∶２０(g/mL)时,山茱萸多糖得率随料液比

的增加无显著变化,与杨占群等[２９]的结果一致.因此,选

择料液比为１∶２０(g/mL).

２．２　正交试验结果

山茱萸多糖经 MATPE法提取的正交试验因素水平

见表１,正交试验设计及结果见表２.由表２可知,各因素

对山茱萸多糖得率影响的主次顺序为 A＞B＞C,最优水

平组合为 A１B１C１,即微波功率 ３００ W、乙醇体积分数

３５％和硫酸铵质量分数２２％,在此条件下,测得山茱萸多

糖得率为(１２．０４±０．１７)％,进一步说明利用正交试验优

化 MATPE法提取山茱萸多糖工艺具有可行性,与任俊

鹏等[３０]的结果存在一定差异.其主要原因是由于试验利

用 MATPE法提取多糖,一些杂质(色素、寡糖和酯类)被

提取到上相,而下相中得到纯度较高的多糖.因此,造成

MATPE法提取所得多糖得率与超声辅助提取的存在一

定差异,与 Tan等[３１]的结论相似.

２．３　山茱萸多糖纯化

由图２(a)可知,经硫酸—苯酚法测定 COPＧ１、COPＧ２
和 COPＧ３ 得 率 分 别 为 ９．３５％,１３．６８％,１０．２１％.由

图２(b)可 知 ,COPＧ２经SephadexGＧ１００柱 层 析 法 纯 化

表１　山茱萸多糖的L９(３３)正交试验因素水平表

Table１　L９ (３３)orthogonalexperimentalfactorsand

levelsofpolysaccharidesfromC．officinalis

水平
A微波功

率/W

B乙醇体积

分数/％

C硫酸铵质量

分数/％

１ ３００ ３５ ２２

２ ４００ ４０ ２４

３ ５００ ４５ ２６

表２　山茱萸多糖的L９(３３)正交试验设计及结果

Table２　OrthogonalexperimentaldesignL９ (３３)and

resultsofpolysaccharidesfromC．officinalis

试验号 A B C 多糖得率/％

１ １ １ １ １０．８６±０．１７

２ １ ２ ２ １１．３５±０．１３

３ １ ３ ３ １０．７０±０．１５

４ ２ ２ ３ ９．８８±０．１４

５ ２ ３ １ １１．３１±０．１３

６ ２ １ ２ １０．６９±０．１５

７ ３ ３ ２ ９．８４±０．１４

８ ３ １ ３ １１．２７±０．１５

９ ３ ２ １ １０．１２±０．１２

k１ １０．９７ １０．９４ １０．７６
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

k２ １０．６３ １０．４５ １０．６３

k３ １０．４１ １０．６２ １０．６２

R ０．５６ ０．４９ ０．１４

后,获得单一的对称峰,命名为COPＧ２ＧS.

２．４　单糖组成和分子量分析

由图３(a)可知,COPＧ２ＧS为单一对称峰,说明 COPＧ

２ＧS属于均一的多糖馏分.以平均分子量的对数为纵坐

标,保留时间为横坐标,绘制回归方程为logMw ＝１０．０５－

０．２５７TR,R２＝０．９９９６.

COPＧ２ＧS的保留时间为８．６min,依据回归方程计算

COPＧ２ＧS的平均分子量为１７４５０Da,低于Ji等[２２]的结

果.这种现象可能与山茱萸产地、品种、提取和纯化方式

有关.由图３(b)可知,COPＧ２ＧS由阿拉伯糖、葡萄糖、半

乳糖和未知单糖组成.由于试验条件限制,试验未对未

知的单糖进行分析说明.阿拉伯糖、葡萄糖、半乳糖的物

质的量比为１２．８５∶３０．７１∶１８．０９,表明 COPＧ２ＧS属于一

种具有不同化学成分的杂多糖,其中葡萄糖为主要单糖.

２．５　紫外光谱和红外光谱分析

由图４(a)可知,COPＧ２ＧS在２６０,２８０nm 处无吸收

峰,说明COPＧ２ＧS不含蛋白质和核酸.由图４(b)可知,

COPＧ２ＧS在３３４２cm－１处出现吸收峰,是由COPＧ２ＧS结
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图２　DEAEＧ５２纤维素柱层析纯化山茱萸多糖粗提物的洗脱曲线和SephadexGＧ１００柱层析纯化 COPＧ２的洗脱曲线

Figure２　ElutioncurveofcrudeextractsofpolysaccharidesfromC．officinalispurifiedbyDEAEＧ５２cellulosecolumn
chromatographyandelutioncurveofCOPＧ２purifiedbySephadexGＧ１００columnchromatography

图３　COPＧ２ＧS分子量分布和单糖组成

Figure３　MolecularweightdistributionandmonosaccharidecompositionofCOPＧ２ＧS

图４COPＧ２ＧS紫外图谱和红外图谱

Figure４　UVandIRspectraofCOPＧ２ＧS

构中的 O—H 伸缩振动引起的[１６];２９２５cm－１处出现吸

收峰,是 由 COPＧ２ＧS 中 的 C—H 伸 缩 振 动 引 起 的[２１];

１７３５cm－１处 出 现 弱 峰,说 明 COPＧ２ＧS 结 构 中 存 在

C􀪅􀪅O[２２];１０２０,１０８３,１１５３cm－１处出现３个拉伸峰,表

明 COPＧ２ＧS中存在 C—O 键和糖的吡喃糖形式[２３].此

外,COPＧ２ＧS在８００~９００cm－１范围内有一些小峰,表明

COPＧ２ＧS中存在αＧ和βＧ构型.

２．６　COPＧ２ＧS微观结构分析

由图５(a)可知,COPＧ２ＧS在２００×下呈无规则的片状

结构,１０００×下出现大小不均的孔和棒状结构,表面相对

致密,说明COPＧ２ＧS经提取纯化后,多糖分子发生了相互

聚集,使得结构更加致密.其主要原因是由于多糖作为

极性分子,微波体加热使得多糖分子快速吸收微波能,加

速分子聚集,进而使得多糖结构更致密[２４].
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图５　COPＧ２ＧS的微观结构

Figure５　MicrostructureofCOPＧ２ＧS

３　结论

试验表明,微波辅助双水相提取山茱萸多糖的工艺

为:微波功率３００ W、乙醇体积分数３５％、硫酸铵质量分

数２２％和料液比１∶２０(g/mL),此时山茱萸多糖得率为

(１２．０４±０．１７)％.此外,通过柱色谱技术纯化山茱萸粗

多糖最 终 获 得 均 一 的 多 糖 馏 分 (COPＧ２ＧS),分 子 量 为

１７４５０Da.COPＧ２ＧS具有无规则的片状结构.后续需进

一步深入研究 COPＧ２ＧS结构及其生物活性,并阐明其构

效关系.
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