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芦根多糖的超声辅助提取及其抗菌活性

姚以才，耿中华，王乃馨，郑  义，李  超 *
(徐州工程学院食品工程学院，江苏 徐州      221000)

摘   要：在单因素试验的基础上，采用 Box-Behnken 试验优化超声辅助提取芦根多糖的最佳工艺条件，然后研究芦

根多糖抗菌活性。结果表明，超声辅助提取芦根多糖的最佳工艺条件为液料比 9.9:1(mL/g)、超声温度 60℃、超声

时间 52min，此时芦根多糖得率 9.06%；超声辅助提取获得的芦根多糖对酵母菌属于极敏感，对金黄色葡萄球菌属

于高敏感，对枯草芽孢杆菌和黑曲霉属于中敏感。
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芦根(Rhizoma phragmitis)为禾本科多年生草本植物

芦苇的新鲜或干燥根茎，性寒、味甘，归肺、胃经，

具有清热、生津、除烦、止呕、利尿之功效 [ 1 ] 。临

床主要用于发烧、尿路感染、肺脓疡、支气管炎等病

的治疗 [ 2 ]。近来报道，多糖为其主要活性成分，其具

有免疫促进作用，促进淋巴细胞转化，抗氧化以及护肝

等生理活性[3-5]。目前，芦根多糖在医药品、保健用品、

保健食品领域中的应用越来越广泛，但对芦根多糖的超

声辅助提取尚未见报道。超声提取作为一种优良的提取

方法，具有操作简便快捷、提取时间短、提取率高等

特点，目前己广泛应用于生物活性物质提取[6-11]。本实

验对芦根多糖的超声提取及抗菌活性进行研究，旨在为

芦根多糖的进一步研究与开发应用提供一定参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

芦根    安徽亳州药材市场；葡萄糖、乙醇、苯

酚、浓硫酸等均为分析纯；枯草芽孢杆菌( B a c i l l u s
s u b t i l i s ) 、黑曲霉( A s p e r g i l l u m n i g e r ) 、酵母菌

(Saccharmoyces cerevisiae)    本实验室分离；金黄色葡

萄球菌(Staphy lococcus aureus)    广州市微生物研究所。

1.2 仪器与设备

FA2004 型电子分析天平    上海越平科学仪器有限公

司；KBS-250 型数控超声波细胞粉碎机    昆山市超声仪

器有限公司；SENCO R201L 型旋转蒸发器    上海申生科

技有限公司；SHZ-D(Ⅲ)型循环水式真空泵    巩义市英

峪予华仪器厂；HH-4 型电热恒温水浴锅    上海梅向医

疗器械厂；7230G 型可见分光光度计    上海精密科学仪

器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 超声辅助提取

芦根粉碎后过 40 目筛，精确称取约 3g，置于烧杯
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中，加入一定体积一定体积分数乙醇溶液后，按照试

验设计设置好超声功率、超声温度和超声时间(占空比

固定为 5s/5s)后开动超声制样，然后将提取液过滤，定

容至 1 0 0 m L，测定。

1.3.2 标准曲线的建立[12]

按文献 [ 1 2 ] 方法稍加修改：精密称取葡萄糖

125mg，定容至 50mL，分别精密量取 0.0、1.0、2.0、
4.0、6.0、8.0、10.0mL 至 25mL 容量瓶中，加水至刻度，

摇匀，取此系列溶液各 2mL 至 10mL 具塞试管中，分别

向上述试管中精密加入 1mL 5% 苯酚乙醇溶液、5mL 浓

硫酸，摇匀，置 1 0 0℃水浴中反应 1 5 m i n，反应完毕

后取出，放置至室温，于紫外 4 9 0 n m 处测定吸光度。

以葡萄糖溶液质量浓度为横坐标、其相应的吸光度为纵

坐标，绘制葡萄糖标准曲线：标准曲线为 A=17.949C －

0.017(R2= 0.9977)，其在 0～0.25mg/mL 之间线性良好。

1.3.3 工艺优化设计

1.3.3.1 单因素试验

考察乙醇体积分数、液料比、超声功率、超声温

度和超声时间对芦根多糖得率(extraction yield，EY)的
影 响 。

1.3.3.2 Box-Behnken 试验

根据 Box-Behnken 试验设计原理，在单因素试验的

基础上，选取液料比、超声温度和超声时间 3 个影响因

素，采用 3 因素 3 水平的响应曲面分析方法，试验因素

与水平设计见表 1。共 15 个试验点，其中 12 个为析因

点，3 个为中心点。

因素 代码
水平

－ 1 0 1
液料比(mL/g) x1 8:1 10:1 12:1
超声温度 /℃ x2 50 60 70
超声时间 /min x3 35 50 65

表 1 Box-Behnken 试验因素水平表

Table 1   Factors and levels in Box-Behnken experimental design

设该模型通过最小二乘法拟合的二次多项方程为：

EY= β0+ ∑βixi+ ∑∑βijxixj+ ∑βiixi2+ε
式中：EY 为预测响应值；xi 和 xj 为自变量代码值；

β0 为常数项；β为线性系数；βi j 为交互项系数；βi i 为

二次项系数；ε为随机误差。按照 Box-Behnken 试验设

计的统计学要求，对上述方程的各项回归系数进行回归

拟 合 。

1.3.4 芦根多糖得率的计算

               
多糖质量

EY/%= —————× 100
              芦根质量

1.3.5 抑菌试验

1.3.5.1 培养基制备

枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌使用 L B 培养基，

黑曲霉使用马铃薯葡萄糖琼脂培养基，酵母菌使用 YPD
培养基 [ 1 3 ]。

1.3.5.2 菌悬液制备

枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌和酵母菌菌悬液的

制备：将各菌种在固体培养基中活化，用接种环挑取

2～3 环培养 18 h 左右的菌种，接入液体培养基中，在

恒温摇床中培养 1 8 h 得到菌悬液，把菌悬液浓度调为

10 6～10 7 个 /mL，备用。

黑曲霉菌悬液的制备：用灭菌的蒸馏水倒入培养

72h 左右的斜面接种试管中振荡，再把液体倒入三角瓶

中作为孢子悬液，把菌悬液浓度调为 106～107 个 /mL，

备 用 。

1.3.5.3 抑菌活性的测定

以超声辅助提取的芦根多糖为抗菌液(多糖质量浓度

15mg/mL)，待培养皿中的含菌培养基凝固后，用无菌

镊子在每个培养基的表面均匀垂直地放上牛津杯，然后

在其中加入等量抗菌液。细菌在 37℃培养 24h，真菌在

28℃培养 48h，霉菌在 28℃培养 5d，测定抑菌圈直径。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 乙醇体积分数的影响

图 1 乙醇体积分数对芦根多糖得率的影响

Fig.1   Effect of ethanol concentration on extraction rate of polysaccha-
rides from Rhizoma phragmitis
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由图 1 可知，随着乙醇体积分数的增加，芦根多

糖得率一直降低，使用水作为溶剂时，芦根多糖得率

达到了最大值。这是因为多糖为极性较大的化合物，根

据相似相溶原理，水作为提取剂的极性与此多糖的极性

更加接近，从而使芦根多糖得率最大。因此选择提取

剂为水。

2.1.2 液料比的影响

由图 2 可知，随着液料比的增加，芦根多糖得率

3

i<j=1

3

i=1

3

i=1



149※工艺技术 食品科学 2011, Vol. 32, No. 14

先增加后降低，在液料比 10:1 时芦根多糖得率达到最大

值。这是因为前期溶剂量越大，有效成分浸出越完全，

芦根多糖得率也越大；但当溶剂过大时，探头式超声能

量对沉滞低层的芦根颗粒的空化效应和机械效应等效应

的强度减弱，影响了超声辅助提取的效果，同时会造

成溶剂和能源的浪费，并给后序的浓缩工作带来困难。

因此选择液料比 10:1。

图 2 液料比对芦根多糖得率的影响

Fig.2   Effect of material/liquid ratio on extraction rate of
polysaccharides from Rhizoma phragmitis
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2.1.3 超声功率的影响

图 3 超声功率对芦根多糖得率的影响

Fig.3   Effect of ultrasonic power on extraction rate of polysaccharides
from Rhizoma phragmitis
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由图 3 可知，随着超声功率的增加，芦根多糖得

率先增加后降低，在超声功率为 100W 时，芦根多糖得

率达到最大值。这是因为前期超声功率增加，提取的

推动力增加，但当超声功率达到 100W 以上时，可能由

于超声功率过大，多糖受到破坏，导致芦根多糖得率

下降。同时考虑到 KBS-250 型数控超声波细胞粉碎机设

备的特点，固定超声功率 1 0 0 W。

2.1.4 超声温度的影响

由图 4 可知，随着超声温度的增加，芦根多糖得

率先增加后降低，在超声温度 6 0℃时，芦根多糖得率

达到最大值。这是因为前期温度增加增加了传质速度；

但超过 6 0℃之后，多糖受到破坏，同时造成溶剂挥发

损失。因此选择超声温度 6 0 ℃。

2.1.5 超声时间的影响

图 4 超声温度对芦根多糖得率的影响

Fig.4   Effect of temperature on extraction rate of polysaccharides from
Rhizoma phragmitis
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图 5 超声时间对芦根多糖得率的影响

Fig.5   Effect of ultrasonic treatment time on extraction rate of
polysaccharides from Rhizoma phragmitis
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由图 5 可知，随着超声时间增加，芦根多糖得率

也随之增大；但当超声时间达到 50min 以后，可能由于

超声时间过长，多糖受到了破坏，导致芦根多糖得率

下降，因此选择超声时间 5 0 mi n。
2.2 Box-Behnken 试验

2.2.1 模型的建立及其显著性检验

试验号 x1 x2 x3 EY/%
1 8 50 50 7.31
2 12 50 50 7.12
3 8 70 50 7.45
4 12 70 50 7.00
5 8 60 35 7.67
6 12 60 35 7.73
7 8 60 65 8.11
8 12 60 65 7.88
9 10 50 35 7.35
10 10 70 35 7.60
11 10 50 65 7.63
12 10 70 65 7.53
13 10 60 50 8.92
14 10 60 50 9.06
15 10 60 50 9.01

表 2 Box-Behnken 试验设计及结果

Table 2   Box-Behnken experimental design and corresponding results



     2011, Vol. 32, No. 14 食品科学 ※工艺技术150

利用 Design expert V7.0.0 统计软件通过逐步回归对

表 2 试验数据进行回归拟合，得到芦根多糖得率对以上

3 个因素的二次多项回归模型为：

EY=－56.49＋3.91x1＋1.32x2＋0.253x3－3.25×10-3x1x2－

2.42× 10-3x1x3 － 5.83× 10-4x2x3 － 0.182x12 － 1.05× 10-2x22 －

1.87 × 10-3x32

方差来源 SS DF MS F 值 P 值 显著性

模型 6.17 9 0.69 59.29 0.0002 **
x1 0.082 1 0.082 7.09 0.0447 *
x2 3.612 × 10-3 1 3.612 × 10-3 0.31 0.6004
x3 0.08 1 0.08 6.92 0.0465 *

x1x2 0.0169 1 0.0169 1.46 0.2808
x1x3 0.0210 1 0.0210 1.82 0.2355
x2x3 0.0306 1 0.0306 2.65 0.1647
x1x1 1.96 1 1.96 169.31 ＜ 0.0001 **
x2x2 4.06 1 4.06 350.77 ＜ 0.0001 **
x3x3 0.65 1 0.65 56.53 0.0007 **
残差 0.058 5 0.012
失拟项 0.048 3 0.016 3.16 0.2493
误差项 0.010 2 0.005
总和 6.23 14

R2=0.9907 R2Adj=0.9740 RSN=21.882

注：** . P ＜ 0 .0 1，差异极显著；* .P ＜ 0 .0 5，差异显著。

表 3 响应曲面二次回归方程模型方差分析结果

Table 3   Variance analysis for the developed
quadratic regression model

由该模型方差分析(表 3)可见：模型具有极显著性

(P ＜ 0.01)，失拟项(P ＞ 0.05)不显著以及 R2Adj=0.9740 和

RSN=21.882，可知回归方程拟合度和可信度均很高，实

验误差较小，故可用此模型对超声辅助提取芦根多糖的

工艺结果进行分析和预测。

2.2.2 响应曲面分析与优化

根据回归方程，作响应曲面图，考察所拟合的响

应曲面的形状，分析液料比、超声温度和超声时间对

芦根多糖得率的影响。其响应曲面及其等高线如图 6 所

示，3 组图直观地反映了各因素对响应值的影响。

比较 3 组图并结合表 3 中 P 值可知：模型的一次项

x1(P ＜ 0.05)极显著，x3(P ＜ 0.05)显著，x2(P ＞ 0.05)不
显著；交互项都不显著；二次项 x12(P ＜ 0.01)、x22(P ＜

0.01)和 x32(P ＜ 0.01)都极显著，表明各影响因素对芦根

多糖得率的影响不是简单的线性关系。为进一步确定最

佳提取工艺条件，对所得方程进行逐步回归，删除不

显著项，然后求一阶偏导，并令其为 0 ，可得最佳工

艺条件为液料比 9.86mL/g、提取温度 60.1℃和提取时间

51.78min，此时芦根多糖的最佳得率为 9.01%。
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为检验 Box-Behnken 试验结果的可靠性，采用上述

最优提取条件进行芦根多糖提取验证实验，考虑到实际

操作的便利，将最佳工艺条件修正为液料比 9.9 :1、提

取温度 60℃、提取时间 52min，在此条件下进行 3 次平

行实验，实际测得的平均芦根多糖得率 9.06%，与预测

值基本相符。因此，基于 Box-Behnken 试验设计所得

的最佳工艺条件准确可靠，具有实用价值。

2.3 抗菌活性

菌种 枯草芽孢杆菌 黑曲霉 酵母菌 金黄色葡萄球菌

抑菌圈直径 /mm 14.5 12.8 39.0 16.7

表 4 芦根多糖的抗菌活性

Table 4   Antibacterial activity of polysaccharides from
Rhizoma phragmitis

抑菌圈试验判定标准：抑菌圈直径大于 20mm，极

敏感；15～20mm，高敏感；10～15mm，中敏感；7～
9mm，低敏感；小于 7mm，不敏感[14]。由表 4 可知：

超声辅助提取的芦根多糖对 4 种供试菌均有抑制作用，

其中对酵母菌属于极敏感，对金黄色葡萄球菌属于高敏

感，对枯草芽孢杆菌和黑曲霉属于中敏感。

3 结  论

3.1 由单因素和Box-Behnken试验设计及其分析结果获得

超声辅助提取芦根多糖的最佳工艺条件为液料比 9.9:1、提

取温度 60℃、提取时间 52min，此时芦根多糖得率 9.06%。

3.2 超声辅助提取获得的芦根多糖(多糖质量浓度 1 5
mg/mL)对酵母菌属于极敏感，对金黄色葡萄球菌属于高

敏感，对枯草芽孢杆菌和黑曲霉属于中敏感。
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图 6 各两因素交互作用对芦根多糖得率影响的响应面和等高线图

Fig.6   Response surface and contour plots for the pairwise effect of
three process conditions on extraction rate of polysaccharides from

Rhizoma phragmitis
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