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　　银杏是我国特有的老树种之一，除黑龙江、吉林、西藏等
气候极端的地区外，我国其他地区均有分布。银杏叶、果和外

种皮等皆具有丰富的药用价值，２０世纪８０—９０年代起，银杏
的医疗保健和绿化作用引起世人的重视，开发了大量含银杏

提取物的药物及保健品，其有效成分主要为黄酮及银杏内酯

类化合物［１－３］。近年来，相关研究表明银杏叶多糖有多种生

物活性，具有广泛的药用价值和医药开发前景［４－７］。本研究

以银杏叶为原料，以水作为提取剂，采用单因素试验研究不同

因素对银杏叶多糖提取的银杏，并通过响应曲面法对提取工

艺条件进行优化。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
银杏叶采自江苏农牧科技职业学院校园内；Ｄ－无水葡

萄糖，中检所－１１０８３３；其余试剂均为市售分析纯。
ＴＥ１２４Ｓ电子天平，赛多利斯科学仪器有限公司；ＸＦＢ－

２００微型高速粉碎机，湖南省吉首市中诚制药机械厂；７２２Ｎ
可见分光光度计，上海精密科学仪器有限公司；ＨＨ－１数显
恒温水浴锅、７８－１磁力加热搅拌器，江苏省金坛市杰瑞尔电
器有限公司。

１．２　试验方法
采用蒽酮比色法测定银杏的多糖含量［８］。

１．２．１　葡萄糖标准曲线的绘制　精确称取于１０５℃烘干至
恒质量的无水葡萄糖 ２５ｍｇ，溶解并定容至 ２５０ｍＬ，移取
０．００、０．４０、０．８０、１．２０、１．６０、２．００ｍＬ葡萄糖溶液于１０ｍＬ
具塞试管中，分别加蒸馏水至２ｍＬ，再加入蒽酮 －浓硫酸试
剂８ｍＬ充分混匀，于１００℃恒温水浴锅中保温１０ｍｉｎ，室温冷
却，在６２０ｎｍ波长下测吸光度，以吸光度 Ｄ６２０ｎｍ对葡萄糖浓
度Ｃ绘制标准曲线，进行线性回归，得标准曲线方程（图１）。
１．２．２　银杏叶中多糖的提取及含量测定　将采集的银杏叶
晾晒干，粉碎机粉碎，５０℃干燥后放入干燥皿备用。称取１０ｇ

银杏叶粉，按照一定的料液比加入蒸馏水，恒温提取，抽滤，收

集滤液。银杏叶提取液中加入适量的乙醚，振荡 １０ｍｉｎ，置
于分液漏斗中静置分液，收集下层的多糖溶液，以除去脂溶性

杂质。使用Ｓｅｖａｇ法［９］除多糖中的蛋白质，将脱脂后的银杏

叶提取液与 Ｓｅｖａｇ试剂以３∶１混合，充分振荡 ２０ｍｉｎ，置于
分液漏斗中静置分液，取上层溶液，得银杏叶多糖提取液。在

装有多糖溶液的烧杯中加入３倍体积的 ９５％乙醇，静置过
夜；将沉淀后的多糖进行抽滤，收集滤饼，用无水乙醇洗涤数

次，干燥，获得银杏叶多糖粗品。

将银杏叶多糖粗品用少量蒸馏水溶解后定容至

１０００ｍＬ，精确移取１０．００ｍＬ多糖溶液于１００ｍＬ容量瓶中
定容，摇匀。精确移取２．００ｍＬ银杏叶多糖稀释液于１０ｍＬ
具塞试管中，再加入蒽酮－硫酸溶液８ｍＬ，振摇均匀，１００℃
保温３ｍｉｎ，取出于室温下冷却１０ｍｉｎ，在６２０ｎｍ下测定其吸
光度，通过葡萄糖标准曲线进行分析计算，从而得出银杏叶提

取液中多糖的质量。

ｍ＝（Ｄ６２０ｎｍ－０．０２９９）／５．３８５×１０×１０００
式中：ｍ为银杏叶多糖粗品中多糖的质量，ｍｇ；Ｄ６２０ｎｍ为稀释
后的多糖溶液在６２０ｎｍ下的吸光度；１０为稀释倍数；１０００
为银杏叶多糖溶液体积，ｍＬ。
１．２．３　银杏叶多糖提取率的计算　分别称取３份１０ｇ干燥
银杏叶粉，用水溶液反复提取，直至提取液中经分光光度法测

量不到银杏叶多糖的存在，合并所有提取液，浓缩后，按

“１２２”节的方法除脂、脱蛋白后测算出银杏叶的多糖含量，
经计算，１０ｇ干燥银杏叶粉中多糖类化合物的平均含量为
９６２３０３ｍｇ。　
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银杏叶多糖提取率 ＝提取出的多糖质量／银杏叶粉中可
溶性多糖总质量×１００％＝ｍ／９６２．３０３×１００％。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　浸提时间对银杏叶多糖提取率的影响　分别称取５
份１０ｇ干燥银杏叶粉于 ２５０ｍＬ三颈烧瓶中，料液比为
１ｇ∶１５ｍＬ，８０℃，分别浸取２、３、４、５、６ｈ后，抽滤，收集滤
液，按照“１．２”节中的方法分别测量计算不同提取温度下的
多糖提取率，结果见图２。

　　由图２可知，随着浸提时间的延长，多糖的提取率逐渐增
大。当提取时间由提取２ｈ增加到３ｈ，提取率由５９．６％增加
到６７．４％，提取率增加了７．８百分点；但当浸提时间大于３ｈ
时，提取率增加幅度较小，这是由于银杏叶粉中的可溶性多糖

扩散到水溶液中的速度与二者中的多糖浓度差成正比［１０］，当

水提液中多糖的浓度与银杏叶细胞中浓度趋于平衡时，多糖

的溶出较少。

２．１．２　料液比对银杏叶多糖提取率的影响　称取６份 １０ｇ
干燥银杏叶粉于三颈烧瓶中，分别按照料液比 １ｇ∶１０ｍＬ、
１ｇ∶１５ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶２５ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ、１ｇ∶３５ｍＬ
加入 １００、１５０、２００、２５０、３００、３５０ｍＬ的蒸馏水，８０℃提取
３ｈ，抽滤，收集滤液，按照“１．２”节中的方法分别测算不同料
液比下的多糖提取率，结果见图３。

　　由图３可知，溶剂越多，银杏叶多糖的提取率越高，这是
因为溶剂的量增加可以提高银杏叶粉与水溶液间的多糖浓度

差，有利于多糖向水提液中扩散，从而提高多糖的提取率［１１］；

但是，当料液比达到１ｇ∶２０ｍＬ后，提取率增幅较小，继续增
加溶剂会使提取过程更加繁琐，不易浓缩。

２．１．３　浸提温度对银杏叶多糖提取率的影响　称取 ６份
１０ｇ干燥银杏叶粉于三颈烧瓶中，料液比１ｇ∶１５ｍＬ，分别置
于６５、７０、７５、８０、８５、９０℃的水浴中浸取３ｈ，抽滤，收集滤液，

按照“１．２”节中的方法分别测量计算不同提取温度下的多糖
提取率，结果见图４。

　　由图４可知，随着温度的升高，银杏叶粗多糖的提取率增
加，当温度从７０℃增加到８０℃时，多糖提取率增加幅度最
大；温度高于８０℃时，提取率增幅趋缓。这是由于温度的升
高，分子运动加剧，多糖从银杏叶细胞中的溶出速率增加；但

是温度过高，使得溶剂挥发加快，影响多糖的提取，且长时间

高温浸提可能会影响多糖活性［１２］。

２．２　响应曲面法优化提取工艺
２．２．１　响应曲面优化试验设计　根据上述单因素试验结果，
选择对多糖提取率有显著影响的提取温度、提取时间、料液比

３个因素，分别以Ａ、Ｂ、Ｃ为代表，以可溶性多糖提取率为响应
值（Ｙ），采用Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ试验设计法对银杏叶可溶性多
糖提取工艺进行进一步优化。分析因素及水平编码表见表

１，试验方案及结果见表２。

表１　不同因素对银杏叶多糖提取率影响的Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
中心组合设计编码水平

编码水平
Ａ：提取温度
（℃）

Ｂ：提取时间
（ｈ）

Ｃ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

－１　 ７５ ２ １∶１５
０ ８０ ３ １∶２０
１ ８５ ４ １∶２５

表２　不同因素对银杏叶多糖提取率影响的
Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ试验方案与结果

试验

编号

Ａ：温度
（℃）

Ｂ：提取时间
（ｈ）

Ｃ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

提取率

（％）

１ ８０ ２ １∶２５ ６８．９
２ ８０ ３ １∶２０ ６８．４
３ ７５ ３ １∶１５ ５７．４
４ ８０ ３ １∶２０ ６８．８
５ ７５ ４ １∶２０ ５８．１
６ ８５ ２ １∶２０ ６９．５
７ ８０ ３ １∶２０ ６８．３
８ ８５ ４ １∶２０ ６９．０
９ ８０ ４ １∶１５ ６５．０
１０ ８５ ３ １∶１５ ６５．９
１１ ８５ ３ １∶２５ ７１．５
１２ ８０ ４ １∶２５ ６９．６
１３ ７５ ３ １∶２５ ５９．４
１４ ８０ ２ １∶１５ ６５．６
１５ ８０ ３ １∶２０ ６８．９
１６ ７５ ２ １∶２０ ５７．６
１７ ８０ ３ １∶２０ ６８．７

—９６２—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第５期



　　据表２试验结果，通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件拟合得
到影响银杏叶水溶性多糖提取率的回归方程：Ｙ＝６８．６２＋
５４３Ａ＋０．０１３Ｂ＋１．９４Ｃ－０．２５ＡＢ＋０．９ＡＣ＋０．３２ＢＣ－４．４Ａ２－
０．６７Ｂ２－０．６７Ｃ２。银杏叶水溶性多糖提取率二次多项回归模
型方差分析结果见表３。二次模型中回归系数的显著性检验
结果表明，一次项Ａ、Ｃ和二次项ＡＣ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对多糖的提取
率影响极显著，回归模型的复相关系数 Ｒ２＝０．９９７５，模型也
是极显著的，表明该回归方程可以较好地描述各因素与响应

值（提取率）之间的真实关系，可用来预测响应值。

表３　不同因素对银杏叶多糖提取率影响的方差分析结果

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ３５８．１２ ９ ３９．７９ ３１４．５５ ＜０．０００１
Ａ ２３５．４４ １ ２３５．４４ １８６１．２３ ＜０．０００１
Ｂ １．２５×１０－３ １ １．２５×１０－３　９．８８×１０－３ ０．９２３６
Ｃ ３０．０３ １ ３０．０３ ２３７．４ ＜０．０００１
ＡＢ ０．２５ １ ０．２５ １．９８ ０．２０２６
ＡＣ ３．２４ １ ３．２４ ２５．６１ ０．００１５
ＢＣ ０．４２ １ ０．４２ ３．３４ ０．１１０３
Ａ２ ８１．４２ １ ８１．４２ ６４３．６６ ＜０．０００１
Ｂ２ １．９０ １ １．９ １５．０５ ０．００６１
Ｃ２ １．９０ １ １．９ １５．０５ ０．００６１
残差 ０．８９ ７ ０．１３
失拟项 ０．６２ ３ ０．２１ ３．０７ ０．１５３３
纯误差 ０．２７ ４ ０．０６７
总误差 ３５９ １６

　　注：表示影响极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２．２　银杏叶水溶性多糖提取率的响应面分析由图５可知，
温度对试验结果的影响最大，表现为曲面最陡，料液比的影响

次之，提取时间的影响最小，与上述方差分析结果一致。此

外，由方差分析及图５可知，Ａ、Ｂ、Ｃ三因素之间的交互作用很
小，ＡＢ、ＢＣ间的互作对试验结果影响很小。经 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘ
ｐｅｒｔ８．０．６软件分析得出的最佳理论提取方案为：提取温度
８３．５８℃，提取时间３．１２ｈ，料液比１ｇ∶２５ｍＬ，银杏叶可溶
性多糖的理论提取率为７２．１７％。
２．２．３　模型验证　考虑到试验操作的可控性，对上述最佳试
验条件进行适当的修正，即提取温度为 ８３℃、提取时间为
３．２ｈ、料液比为１ｇ∶２５ｍＬ，进行３组平行试验，其实际测得
的银杏叶可溶性多糖平均提取率为 ７１．４２％，与预测值
７２１７％较接近，验证了响应面法回归模型的合理性。

３　结论

通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件，将响应面分析法应用到银杏叶
可溶性多糖的提取工艺上，优化后的银杏叶可溶性多糖提取

工艺为提取温度８３℃、提取时间３．２ｈ、料液比 １ｇ∶２５ｍＬ，
在此条件下，银杏叶可溶性多糖提取率达７１．４２％。
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