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枸杞多糖提取及消除羟自由基活性研究
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摘   要：以宁夏枸杞为原料，采用碱性乙醇溶液提取法，通过单因素试验和正交试验，以多糖得率为衡量指标，

优选出碱性乙醇提取枸杞多糖的最佳工艺条件，考察条件枸杞多糖消除羟自由基的活性。结果表明：液料比、乙

醇体积分数、pH 值、浸提温度、浸提时间对枸杞多糖得率均有显著影响；碱性乙醇提取枸杞多糖最佳条件为液

料比 50:1(ml/g)、乙醇体积分数 8%、pH10.5，于 70℃条件下浸提 6.5h，枸杞多糖得率最高可达 29.19%，比传统

水提法提高 9.51%；当枸杞多糖质量浓度为 2.35mg/ml 时，对羟自由基的消除率可达 44.90%。

关键词：枸杞多糖；碱性乙醇提取；优化；自由基清除活性

Antioxidant Activity of Polysaccharides from Lycium barbarum

HU Zhong-qiu1，WANG Li2，WANG Bao-ling1，WANG Jing1，YUE Tian-li1

(1. College of Food Science and Engineering, Northwest A&F University, Yangling      712100, China；
2. Tibet City College of Vocational Technology, Lhasa      850000, China)

Abstract ：An alkaline-ethanol extraction technique was developed to extract LBP and the extraction condition was optimized

by a single factor test and orthogonal experiments. The in vitro radical scavenging activity of LBP against ·OH was also discussed.

Results indicated that the yield of LBP was significantly affected by the iquid/Solid ratio, ethanol concentration, pH, extraction

temperature and extraction time. The optimum conditions for alkali-ethanol extraction were: liquid/solid ratio of  50:1 (ml/g), ethanol

concentration of 8%, pH 10.5, 70 ℃ and 6.5 h of extraction time. Under this condition, the yield of LBP could reach the

maximum of 29.19%, which was increased by 9.51% compared to the traditional water extraction technology. The radical

scavenging activity of LBP samples against ·OH was up to 44.90% at 2.35 mg/ml.
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枸杞(Lycium chinense Mill)属茄科，是重要的药食

兼用佳品。该属有 8 0 多种，其中南、北美洲分布最

多，西欧地中海沿岸国家、东欧、中亚、东亚各国

均有栽培或野生。中国共有 7 个种 3 个变种，其中最负

盛名的是宁夏枸杞 [ 1 ]。现代药理研究证实，枸杞多糖

(Lycium barbarum polysaccharides，LBP)是枸杞中主要

生物活性成分，具有抗肿瘤、抗衰老、降血糖、降

血脂、抗疲劳、调节免疫等特殊保健功能 [ 2 ]，已成为

开发功能性食品的最佳原料。随着枸杞多糖研究的深入

和人们对枸杞多糖功能特性的认识增强，枸杞多糖的适

用范围进一步扩展，已向保健品、饮料、医药和化妆

品等多领域挺进，枸杞多糖提取物市场需求不断增大，

已逐步成为枸杞深加工的重要产品。2007 年全国枸杞总

种植面积达 50 多万亩，估计 2008 年枸杞的总种植面积

将超过 60 万亩，总产量在 14 万～16 万吨之间[3]。

由于枸杞多糖能溶于水，多数研究集中在水提取工

艺的优化方面，如植飞等[4]对枸杞多糖传统水提法进行

了工艺优化研究。王航宇等[5]则采用超声波辅助提取法

研究了新疆枸杞多糖的水提取法，枸杞多糖得率较常规

水浴(传统水提法)提取法提高 2.34%。白红进等[6]采用超

声 - 微波协同萃取法研究了新疆塔里木盆地产黑果枸杞

多糖的水提取法，枸杞多糖得率较常规水浴提取法提高

1.13%。阿依姑丽·艾合麦提等[7]研究证明超声法提取

枸杞多糖具有速度快、效率高、能耗低、药材利用率
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高等特点。吴素萍等[8]使采用酶法提取宁夏枸杞多糖具

有快速、高效、反应时间温和、反应过程明确、易

于控制等诸多优点，枸杞多糖得率较单纯水浴提取法提

高 3 .1%。这些研究虽都取得了良好效果，但酶法提取

需消耗大量的酶，提取成本较高。超声波提取虽较酶

法提取成本低，但需要特殊的设备，一次性投资较大。

而且这些研究大多对所提取的枸杞多糖活性进行考察。

本研究采用细胞通透性较强的碱性稀乙醇溶液作为提取

剂，探索枸杞多糖的提取方法，并对所提取的枸杞多

糖进行体外消除羟自由基活性的考察，为提取有活性的

枸杞多糖提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

宁夏枸杞(60℃干燥质量恒定)    莆田市远通实业有

限公司。

葡萄糖、无水乙醇、氢氧化钠、苯酚、石油醚、

丙酮、乙醚、浓硫酸、硫酸亚铁、3 0 % 过氧化氢、

水杨酸均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

WH-SY21-K 数字温控型水浴锅    北京长风仪器仪表

公司；SXT-02 型索氏提取器    上海洪纪仪器设备有限公

司；UV-1700 型紫外可见分光光度计(波长范围 190.0～
990.0nm)    日本岛津公司；SHZ-D 型循环水式多用真空

泵    郑州长城科工贸有限公司；PB-10 型 pH 计    赛多利

斯科学仪器北京有限公司。

1.3 方法

1.3.1 原料预处理

时取宁夏枸杞子原料于 60℃烘干至质量恒定，再用

万能粉碎机磨碎。精确称取研碎的枸杞子粉末 500g，置

于索氏提取器中，以石油醚(沸程 60～90℃) 2500ml 回流

脱脂 2 次，每次 2 h 。脱脂后的残渣挥干溶剂后，用

2500ml 的乙醇溶液(乙醇:水，8:2，V/V)加热回流提取

1 h，过滤，以去除单糖及一些苷类，过滤后的残渣挥

干溶剂，60℃烘干得枸杞多糖粗提取物[9-11]备用。

1.3.2 单因素试验

分别准确称取枸杞多糖粗提取物 5.00g，加适量水

和乙醇，在一定温度、一定 pH 值条件下一段时间后抽

滤，样品液经 50℃减压浓缩至原体积 1/3，加入 4 倍体

积 95% 乙醇，静置过夜，抽滤，沉淀依次用无水乙醇、

丙酮、乙醚洗涤，60℃烘干至质量恒定，得枸杞多糖。

所得多糖用 100ml 溶解，吸取上述溶液 1ml，按 1.3.4 节

方法测定枸杞多糖质量浓度，计算多糖得率。每组实

验重复两次，取其平均值。

1.3.3 正交优化试验

依据单因素试验结果对影响枸杞多糖得率的主要因

素进行正交试验设计，选取液料比、浸提温度、p H
值、乙醇体积分数、浸提时间为试验因素，设 5 个水

平，并增加一个空列。按 L 2 5( 5 6)进行正交试验，以多

糖得率为评定指标，优化碱性乙醇提取枸杞多糖的工艺

条件。试验设计因素水平见表 1 。

因素

水平 A 液料比 B 乙醇体积
C 浸提液 pH

D浸提 E 浸提
空列

(ml/g) 分数(%) 温度(℃) 时间(h)
1 40:1 6.5 10 50 4
2 50:1 7 10.5 55 5
3 55:1 7.5 11 60 5.5
4 60:1 8 11.5 65 6
5 65 :1 8.5 12 70 6.5

表1   碱性乙醇提取枸杞多糖工艺条件优化正交试验因素水平

Table 1   Orthogonal design for alkali-ethanol extraction of LBP

1.3.4 枸杞多糖得率的测定

采用苯酚 - 硫酸比色法[12 ]测定枸杞多糖质量浓度。

称取干燥质量恒定的葡萄糖 0.02g，用蒸馏水溶于 250ml
容量瓶中，加蒸馏水至刻度，摇匀。分别精确吸取葡

萄糖标准溶液 0、0 . 2、0 . 4、0 . 6、0 . 8、1 . 0、1 . 2、
1.4ml 置于 25ml 比色管中，补水至 2.0ml，再分别加入

5% 苯酚溶液 1.0ml 和浓硫酸 5.0ml，放置 10min，摇匀，

置于 20～30℃水浴中保温 15min。然后在 490nm 波长处

测定吸光度，以葡萄糖质量浓度(mg/ml)为横坐标，吸

光度为纵坐标，绘制得到标准曲线 y=1.59x+0.023，R2=0.99。
精确吸取样品溶液 1.0ml，加蒸馏水至 2.0ml，再加入

1.0ml 5% 苯酚溶液，摇匀，迅速加入浓硫酸 5.0ml 摇匀，

放置 10min，置 40℃水浴保温 15min，迅速冷却至室温，

在紫外 - 可见分光光度上 490nm 波长处测吸光度，按下

式计算样品溶液中多糖的质量浓度。

                 
 3.19 ×多糖质量浓度×稀释倍数×溶液体积

枸杞多糖得率(%)= ——————————————————× 100

                                       
原料干质量

式中：3.19 为国家标准 GB/T 18672 — 2002 中附录

A 确定的葡萄糖换算成枸杞多糖的换算系数。

1.3.5 枸杞多糖体外消除羟自由基活性测定

参考[13-14]方法进行测定。向不同的试管中分别依

次加入 9mmol/L 硫酸亚铁溶液 1ml，9mmol/L 水杨酸 - 乙
醇溶液 1ml，再分别加不同质量浓度梯度的枸杞多糖溶

液 1ml，最后均加入 1ml 浓度为 8.8mmol/L 双氧水溶液启

动反应，于 37℃条件下反应 0.5h 后迅速在紫外 - 可见分

光光度计上 510nm 波长处测定其吸光度 Ai，以水杨酸溶

液为空白管调零 [ 1 5 ]。枸杞多糖样品对羟自由基(·OH )
的清除能力试验设计见表 2。



95※工艺技术 食品科学 2009, Vol. 30, No. 24

编号 加样 吸光度

1 1ml FeSO4+1ml 水杨酸 +1ml 蒸馏水 +1ml 双氧水 A0

2 1ml FeSO4+1ml 水杨酸 +1ml 样品 +1ml 蒸馏水 Aj

3 1ml FeSO4+1ml 水杨酸 +1ml 样品 +1ml 双氧水 Ai

表2   枸杞多糖体外消除羟自由基活性实验设计

Table 2   Experiment design for radical scavenging assay

枸杞多糖样品对羟自由基的清除能力(scavenging
act iv i ty，SA)按下式计算：

                        Ai－Aj

SA(%)=(1 －————)× 100
                            A0

式中：A0 为 Fenton 反应的(包含产生的所有自由基

显色反应)的吸光度；Ai 为加入枸杞多糖溶液后 Fenton 反

应的吸光度；Aj 为不加双氧水时多糖溶液本底、FeSO4、

水杨酸的吸光度。

1.4 数据分析

采用 Microsoft Excel-6SQStat Addin 软件对试验数据

进行分析。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 液料比对枸杞多糖得率的影响

在液料比分别为 30:1、40:1、50:1、60:1、70:1 条

件下，于 60℃、采用 pH10、6% 乙醇溶液浸提 4h，按

1.3.4 节方法进行处理和测定，结果见图 1。由图 1 可知

随着液料比的增加，多糖得率也逐渐增加。当液料比

达到 40 : 1 以上时，随着液料比的增大，多糖得率增加

缓慢。从单因素方差分析知液料比大于或等于 40 时枸杞

多糖得率无显著性差异(无论α取 1% 还是 5%)。因此正

交试验条件中料液比应选择 40:1。

2.1.2 浸提温度对枸杞多糖得率的影响

在液料比 40:1、pH10、乙醇体积分数 6% 条件下，

分别在 40、50、60、70℃浸提 4h，按 1.3.4 节进行处

理和测定，结果见图 2 。由图 2 可知，随着提取温度

的增加，枸杞多糖得率也随之增加，当温度升至 6 0℃
以上时，枸杞多糖得率随提取温度的升高反而下降，60
℃枸杞多糖得率最高。从单因素方差分析知 60℃时与其

他温度点的枸杞多糖得率均有显著性差异(无论α取 1%
还是 5%)。故正交试验条件中浸提温度应选择 60℃。

2.1.3 pH 值对枸杞多糖得率的影响

在液料比 40:1、乙醇体积分数 6% 的条件下，pH
值分别为 8、9、10、10.5、11 条件下于 60℃提取 4h，
然后按 1.3.4 节进行处理和测定，见图 3。由图 3 可知，

随着体系 pH 值的增加，枸杞多糖得率明显增加。当体

系 pH 大于 10.5 时，枸杞多糖得率随 pH 值的增加开始缓

慢增加。从单因素方差分析知 pH10.5 时与其他 pH 值的

枸杞多糖得率均有显著性差异(无论α取 1% 还是 5%)。
故正交试验条件中浸提 pH 值应选择 10.5。

图1   液料比对枸杞多糖得率的影响

Fig.1   Effect of liquid-solid ratio on yield of LBP
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图2   浸提温度对枸杞多糖得率的影响

Fig.2   Effect of extraction temperature on yield of LBP
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2.1.4 乙醇体积分数对枸杞多糖得率的影响

在液料比 40:1、pH10.5 的条件下，乙醇体积分数分

别为 4%、5%、6%、7%、8%、9% 的体系于 60℃提

取 4h，然后按 1.3.4 节进行处理和测定，见图 4。由图

4 可知，当乙醇体积分数为 4%～8% 时，枸杞多糖得率

随乙醇体积分数的增加而增大，当乙醇体积分数大于

8 % 时，枸杞多糖得率随乙醇体积分数的增加反而下

降。从单因素方差分析知乙醇体积分数等于 8% 时与其

他乙醇体积分数点的枸杞多糖得率均有显著性差异(无论

图3   pH值对枸杞多糖得率的影响

Fig.3   Effect of pH value on yield of LBP
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α取 1% 还是 5%)。因此正交试验条件中浸提乙醇体积

分数应选择 8%。这个试验结果说明乙醇体积分数对枸

杞多糖得率有明显影响。

2.1.5 浸提时间对枸杞多糖得率的影响

在液料比 40:1、pH10.5、乙醇体积分数 8% 于 60℃
分别提取 1、2、3、4、5 h，然后按 1 . 3 . 4 节进行处

理和测定，见图 5。由图 5 可知，在提取时间 1～4h 之

间，枸杞多糖得率随浸提时间的延长而增大，当浸提

时间大于 4h 时，枸杞多糖得率随浸提时间延长缓慢上

升。从单因素方差分析知浸提 4h 分别与浸提 1、2、3h
的枸杞多糖得率均有显著性差异，却与浸提 5h 的枸杞

多糖得率无显著性差异(无论α取 1% 还是 5%)。因此，

正交试验条件中浸提时间应选择 4h。
2.2 碱性乙醇提取枸杞多糖工艺条件的正交优化

2.2.1 正交优化试验结果

由表 3 的极差结果 R 可以得出，影响枸杞多糖得率

的主次因素依次为液料比＞乙醇体积分数＞浸提液 pH
值＞浸提时间＞浸提温度；通过 F 值可知，液料比

(F=502.84 ＞ 6.39，α=0.05)、乙醇体积分数(F=141.03 ＞

6.39，α =0.05)、浸提液 pH 值(F=39.40 ＞ 6.39，α =0.05)、
温度(F=10.25 ＞ 6.39，α=0.05)、提取时间 E(F=7.28 ＞

6.39，α=0.05)均对枸杞多糖得率有显著影响。通过各

因素的极值点分析得出枸杞多糖的碱性乙醇提取最优工

艺组合是 A 2B 4C 2D 5E 5，即液料比 50:1、乙醇体积分数

8%、pH10.5，于 70℃、浸提 6 .5h，预测枸杞多糖得

率最高。

试验
A B C D E 空列

枸杞多糖

号 得率(%)
1 1 1 1 1 1 1 15.79
2 1 2 2 2 2 2 16.43
3 1 3 3 3 3 3 16.49
4 1 4 4 4 4 4 16.68
5 1 5 5 5 5 5 17.42
6 2 1 2 3 4 5 23.51
7 2 2 3 4 5 1 24.50
8 2 3 4 5 1 2 26.48
9 2 4 5 1 2 3 26.96
10 2 5 1 2 3 4 27.72
11 3 1 3 5 2 4 22.74
12 3 2 4 1 3 5 22.68
13 3 3 5 2 4 1 22.68
14 3 4 1 3 5 2 28.87
15 3 5 2 4 1 3 27.18
16 4 1 4 2 5 3 21.37
17 4 2 5 3 1 4 21.50
18 4 3 1 4 2 5 24.12
19 4 4 2 5 3 1 27.34
20 4 5 3 1 4 2 25.71
21 5 1 5 4 3 2 20.07
22 5 2 1 5 4 3 24.24
23 5 3 2 1 5 4 26.86
24 5 4 3 2 1 5 27.78
25 5 5 4 3 2 1 26.22
K1 16.56 20.70 24.15 23.60 23.75 23.31
K2 25.83 21.87 24.26 23.20 23.29 23.51
K3 24.83 23.33 23.45 23.32 22.86 23.25 T=581.35
K4 24.01 25.53 22.69 22.51 22.57 23.10
K5 25.04 24.85 21.72 23.64 23.80 23.10
R 9.27 4.83 2.54 1.14 1.24 0.41

F 值 502.84 141.03 39.40 7.28 10.25 1

表3   碱性乙醇提取枸杞多糖提取条件 L25(56)正交试验统计结果分析

Table 3   Analysis of results from orthogonal design for
alkaliethanol extraction

2.2.2 枸杞多糖提取工艺正交优化结果验证

取液料比 50:1、乙醇体积分数 8%、pH10.5 的提取

体系于 70℃条件下浸提 6.5h 进行验证，实际测得枸杞多

糖得率为 29.19%，与分析预测结果一致。说明该工艺

优化结果可用于指导生产实践。

2.2.3 碱性乙醇提取法与传统水提取法优化工艺提取结

果的比较

为了验证该工艺的优越性，本实验室在平行条件下

进行了传统水提取法优化试验，其提取结果作为碱性乙

醇提取法的对照，比较结果见表 4 。

图4   乙醇体积分数对枸杞多糖得率的影响

Fig.4   Effect of ethanol concentration on yield of LBP
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图5   浸提时间对枸杞多糖得率的影响

Fig.5   Effect of extraction time on yield of LBP
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由表 4 可看出，碱性乙醇提取法枸杞多糖得率为

29.19%，传统水提取法枸杞多糖的得率为 19.68%，碱

性乙醇提取法的枸杞多糖得率比传统水提取法高 9.51%，

说明碱性乙醇提取法明显优于传统水提取法，提高了枸

杞多糖的提取率。这可能是由于碱性乙醇溶液对植物细

胞起到破壁作用，并破坏了细胞膜完整性而提高了多糖

的细胞膜通透性，增加了提取效果。乙醇和碱可回收

重复利用，生产成本低。这个试验结果与田洛等[16]提取

黄芪多糖的试验结果相一致。

2.3 枸杞多糖体外消除羟自由基的活性检测

除率，%；x 为枸杞多糖质量浓度，m g / m l )，从图 6
可以看出，呈现较好的线性关系。符合枸杞多糖体外

消除羟自由基原理[10-12]。

3 结  论

3.1 影响枸杞多糖得率的主次因素依次为液料比＞乙醇

体积分数＞浸提液 pH 值＞浸提时间＞浸提温度；液料

比、乙醇体积分数、浸提液 p H 值、浸提温度、提取

时间均对枸杞多糖得率有极显著影响。碱性乙醇提取法

提取枸杞多糖的最佳工艺条件是浸提液与枸杞粉比为 50:
1、乙醇体积分数 8%、浸提液 pH10.5，于 70℃条件下

浸提 6.5h，在此条件下枸杞多糖得率可达 29.19%，比

传统水提工艺提高了 9.51%。

3.2 该法提取的枸杞多糖对羟自由基具有较高的清除

率。枸杞多糖在 1.175～2.35mg/ml 质量浓度范围内，对

羟自由基的清除率呈较好的线性的量效关系。其量效关

系为 y=39.79x － 46.34。当枸杞多糖质量浓度为 1.175mg/ml
时，开始显示有体外消除羟自由基的能力，当枸杞多

糖质量浓度为 2.35mg/ml 时，枸杞多糖对羟自由基的消

除率达到 44.90%。

4 讨  论

4.1 羟自由基被认为是毒性很强的自由基，能诱导膜

系统的氧化损伤，膜的过氧化损伤对膜的流动性影响极

大，会使膜的通透性增加，从而引起膜内外物质的外

泄和内流，造成红细胞溶血和线粒体膨胀等现象的发生[17]。

该实验中 LBP 在体外可直接有效地清除羟自由基，从而

可抑制由羟自由基所导致的过氧化现象的发生，保护膜

系统免受损伤。该实验结果说明该工艺提取的枸杞多糖

具有相对较高的活性。

4.2 该法提取的枸杞多糖得率优于龚涛等[18]提出热水浸

提法(枸杞多糖得率为15.91%)和严成等[19]提出的微波提取

法(枸杞多糖得率为 22.62%)。
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