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　　摘要：研究菊芋菊糖的热水浸提法提取工艺，在单因素试验基础上，通过正交分析法优化菊糖的提取工艺，分析料
液比、提取温度、提取时间对菊糖提取率的影响，并对菊糖的抗氧化活性进行分析。结果表明，菊芋菊糖的最佳提取工

艺为：料液比１ｇ∶３０ｍＬ，提取温度９０℃，提取时间１２０ｍｉｎ，在此条件下菊糖的提取率为８９．６０％。所提菊糖具有较
强的抗氧化活性，０．１０ｍｇ／ｍＬ浓度的菊糖对１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基清除能力最高达 ９１．３０％，
抗超氧阴离子自由基能力最高达２０５．５９Ｕ／Ｌ，对羟自由基的抑制率最高达９６．００％。
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　　菊芋（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓｔｕｂｅｒｏｓｕｓ）别称洋姜、鬼子姜或姜不辣，
为菊科向日葵属宿根性草本植物，具有抗旱、耐低温和盐碱等

生理特性，尤其适合在荒漠、盐碱滩涂地种植［１］，属于非耕地

型经济作物。菊芋富含菊糖、多种氨基酸、维生素、果胶、有机

酸、酚类化合物等营养物质，具有极高的营养价值、经济价值

和开发应用前景［２］。菊芋被美国防癌协会列为３０种有防癌
作用的蔬菜之一，菊糖是其中最主要的功能成分，其干物质含

量占菊芋块茎的７０％以上，是由 Ｄ－果糖经 β（２→ｌ）糖苷键
脱水聚合而形成的呈线形直链状结构的天然果聚糖［３］，是超

强的双歧杆菌增殖增效因子，具有降血脂、调节血糖、调节肠

道功能、预防结肠癌、促进金属离子吸收、增强免疫功能等营

养保健功效［４－６］，还具有低热量、脂质感、凝胶性、保湿性、稳

定性等优良的理化特性［７］，已被４０多个国家批准为功能食
品，被广泛应用于乳制品、面包、糖果、饮料、调味料等食品加

工领域。

目前国内市场上的菊糖大多采用菊苣为原料来制备，而

以菊芋为原料的菊糖生产尚处于起步发展阶段。尽管有报道

认为微波、超声辅助法提取菊糖技术具有提取率高、速度快、

安全无污染等优点［８－１０］，但大多不适合产业化生产。因此，

本试验采用热水浸提法提取菊芋菊糖，采用正交试验法优化

菊糖提取工艺，并探讨菊糖抗氧化活性，为寻求科学高效的菊

糖提取技术途径及解决菊糖生产技术难题提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

菊芋，由江苏大丰盐土大地农业科技有限公司提供；

１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ），上海源叶生物科技
有限公司；羟自由基测定试剂盒、抗超氧阴离子自由基测定试

剂盒，南京建成生物工程研究所；葡萄糖、３，５－二硝基水杨
酸、氢氧化钠、浓硫酸、苯酚、４水酒石酸钾钠、无水亚硫酸钠
等均为分析纯试剂，购自国药集团化学试剂有限公司。

１．２　试验仪器
ＦＷ１００高速万能粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司；

ＤＨＧ－９０７０电热鼓风干燥箱，上海齐欣科学仪器有限公司；
ＨＪ－６Ａ多头磁力搅拌器，常州国华仪器有限公司；ＸＷ－８０Ａ
型旋涡混合器，海门市其林贝尔仪器制造有限公司；Ｄ－Ｂ５
型紫外可见分光光度计，上海奥析科学仪器有限公司；ＤＤＬ－
１ｋＷ电子调温电炉，常州市伟嘉仪器制造有限公司；ＪＪ－５００
电子天平，常熟市双杰测试仪器厂；ＴＧＬ－１６Ｂ台式离心机，
上海安亭科学仪器厂；ＲＥ６０００型旋转蒸发仪，上海亚荣生化
仪器厂；ＺＤ－Ｆ１２真空冷冻干燥机，南京载智自动化设备有限
公司。

１．３　试验方法
１．３．１　菊芋菊糖的提取　将新鲜菊芋清洗干净，切成约
２ｍｍ厚的薄片，铺于鼓风干燥箱中，于６０℃烘干至恒质量，
经高速万能粉碎机粉碎后过６０目筛。准确称取一定量的菊
芋干粉于锥形瓶中，在不同料液比、不同提取时间、不同提取

温度下提取菊糖，离心得菊糖粗提取液，添加新鲜饱和石灰水

调节ｐＨ值为１０左右，放入７０℃恒温水浴保温１０ｍｉｎ，冷却
至室温再用磷酸调 ｐＨ值为７左右，离心得除杂后的菊糖提
取液。在除杂提取液中加入０．４％高温活化处理过的活性炭
粉末，混合均匀后于５０℃恒温水浴保温１０ｍｉｎ，冷却至室温
后抽滤［１１－１２］，上清液于５０℃旋转蒸发浓缩，最后经冷冻干燥
即可。

１．３．２　菊芋菊糖提取单因素试验设计　以菊芋菊糖提取率
为考察目标，考察热水浸提法提取菊糖时不同料液比、提取时

间、提取温度对菊芋菊糖提取率的影响，提取条件的单因素试

验设计见表１。
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表１　菊芋菊糖提取单因素试验设计

因素 水平 其他提取条件

料液比（ｇ∶ｍＬ） １∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０、１∶３５ 提取温度７０℃，提取时间９０ｍｉｎ
提取温度（℃） ５０、６０、７０、８０、９０、１００ 料液比１ｇ∶２０ｍＬ，提取时间９０ｍｉｎ
提取时间（ｍｉｎ） ３０、６０、９０、１２０、１５０、１８０ 料液比１ｇ∶２０ｍＬ，提取温度７０℃

１．３．３　菊芋菊糖提取正交试验设计　根据单因素试验结果，
采用Ｌ９（３

４）正交试验设计方案，以料液比、提取温度、提取时

间为试验因素，以菊糖提取率为指标优化工艺条件。试验因

素水平见表２。

表２　菊芋菊糖提取工艺的正交试验因素水平

水平
料液比

（ｇ∶ｍＬ）
提取温度

（℃）
提取时间

（ｍｉｎ）

１ １∶２０ ７０ ９０
２ １∶２５ ８０ １２０
３ １∶３０ ９０ １５０

１．３．４　菊糖提取率的测定　采用ＤＮＳ试剂法测定提取液还
原糖含量，苯酚－硫酸法测定提取液总糖含量，菊糖提取率的
计算方法为：

菊糖提取率＝［总糖质量（ｇ）－还原糖质量（ｇ）］／菊芋质量
（ｇ）×１００％。
１．３．５　菊芋菊糖抗氧化活性检测［１３－１５］

１．３．５．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定　配制 ０．０２、０．０４、
０．０６、０．０８、０．１０ｍｇ／ｍＬ的菊芋菊糖溶液，各取２ｍＬ于具塞
试管中，每管加入２ｍＬ２×１０－４ｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液，摇匀后避
光放置３０ｍｉｎ，分别测定５１７ｎｍ处的吸光度 Ｄ５１７ｎｍ。ＤＰＰＨ
自由基清除率计算公式为：

ＤＰＰＨ清除率＝［１－（Ｄｉ－Ｄｊ）／Ｄｃ］×１００％。
式中Ｄｉ为２ｍＬ样品溶液＋２ｍＬＤＰＰＨ溶液的吸光度；Ｄｊ为
２ｍＬ样品溶液＋２ｍＬ蒸馏水的吸光度；Ｄｃ为２ｍＬＤＰＰＨ溶
液＋２ｍＬ蒸馏水的吸光度。
１．３．５．２　抗超氧阴离子自由基能力测定　配制０．０２、０．０４、
０．０６、０．０８、０．１０ｍｇ／ｍＬ的菊芋菊糖溶液，按试剂盒说明书操
作。超氧阴离子自由基清除能力计算公式为：

抗超氧阴离子自由基能力（Ｕ／Ｌ）＝（Ｄ５５０ｎｍ（对照组） －
Ｄ５５０ｎｍ（标准组））／（Ｄ５５０ｎｍ（对照组） －Ｄ５５０ｎｍ（测试组）） ×标 准 品 浓
度（ｍｇ／ｍＬ）×１０００ｍＬ。
１．３．５．３　清除羟自由基能力测定　配制０．０２、０．０４、０．０６、
０．０８、０．１０ｍｇ／ｍＬ的菊芋菊糖溶液，按试剂盒说明书操作。
羟自由基抑制能力计算公式如下：

　　 羟自由基抑制率 ＝（Ｄ５５０ｎｍ（对照组） －Ｄ５５０ｎｍ（测试组））／
Ｄ５５０ｎｍ（对照组）×１００％。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果与分析
２．１．１　料液比对菊芋菊糖提取率的影响　如图１所示，在料
液比１ｇ∶１０ｍＬ～１ｇ∶３０ｍＬ范围内，随料液比逐渐增大，菊
糖提取率逐渐增高；当料液比达到１ｇ∶３０ｍＬ后，继续增大
提取溶剂量，提取率提高极其缓慢。这可能是因为随着提取

溶剂量的增大，细胞内部的多糖物质向外扩散速度提高。溶

剂量过大会加重后续浓缩负担从而导致成本的增加，因此，综

合考虑确定菊糖提取最佳料液比为１ｇ∶３０ｍＬ。

２．１．２　提取温度对菊芋菊糖提取率的影响　如图２所示，
５０～９０℃范围内，随着提取温度的提高，提取率逐渐升高；当
温度大于９０℃后，菊糖提取率呈下降趋势。表明在一定范围
内，温度越高越有利于菊糖的溶解，但是温度太高既增加菊糖

提取能耗，又可导致菊糖轻微降解。因此，可确定９０℃为适
宜的提取温度。

２．１．３　提取时间对菊芋菊糖提取率的影响　如图３所示，在
提取时间３０～１２０ｍｉｎ以内，菊糖提取率随着提取时间的延
长而逐渐提高；超过１２０ｍｉｎ后，提取率逐渐趋于平缓。表明
提取时间越长，菊糖在溶液中溶解得越多，当时间超过

１２０ｍｉｎ后，菊糖溶出基本达到平衡。因此，１２０ｍｉｎ为菊糖
提取的适宜时间。

２．２　正交试验结果
在单因素试验基础上，采用Ｌ９（３

４）正交试验优化菊糖提

取工艺，结果见表３。由极差分析可知，各因素对菊糖提取率
的影响不同，提取温度对菊糖提取率影响最大，其次是料液

比，提取时间对菊糖提取率的影响最小，即：Ｂ＞Ａ＞Ｃ。最佳
工艺组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ２，即料液比为 １ｇ∶３０ｍＬ、提取温度
９０℃，提取时间１２０ｍｉｎ，此条件下菊糖提取率高达８９．６０％。
２．３　菊芋菊糖抗氧化活性分析
２．３．１　清除ＤＰＰＨ自由基能力　检测菊糖对ＤＰＰＨ自由基
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表３　菊芋菊糖提取工艺正交试验结果

试验号 Ａ：料液比 Ｂ：提取温度 Ｃ：提取时间 菊糖提取率

（％）
１ １ １ １ ７０．０２
２ １ ２ ２ ６４．２３
３ １ ３ ３ ７４．３１
４ ２ １ ２ ７１．６５
５ ２ ２ ３ ７７．０８
６ ２ ３ １ ７９．０５
７ ３ １ ３ ７３．２９
８ ３ ２ １ ７２．０３
９ ３ ３ ２ ８９．６０
ｋ１ ６９．５２ ７１．６５ ７３．７０
ｋ２ ７５．９３ ７１．１１ ７５．１６
ｋ３ ７８．３１ ８０．９９ ７４．８９
Ｒ ８．７９ ９．８７ １．４６

的清除能力。如图４所示，随着菊糖浓度的增加，对ＤＰＰＨ自
由基清除能力不断增强，在 ０．１０ｍｇ／ｍＬ浓度时，菊糖对
ＤＰＰＨ自由基清除能力最高，为９１．３０％。

２．３．２　抗超氧阴离子自由基能力　如图５所示，随样品溶液
浓度的增加，抗超氧阴离子自由基能力不断增强。在０．０２～
０．１０ｍｇ／ｍＬ浓度范围内，菊糖抗超氧阴离子自由基能力上升
趋势明显，在０．１０ｍｇ／ｍＬ浓度时，菊糖抗超氧阴离子自由基
能力最高，达 ２０５．５９（Ｕ／Ｌ）。
２．３．３　抑制羟自由基能力　如图６所示，随样品溶液浓度的
增加，菊芋菊糖对羟自由基抑制率不断提高，在 ０．０４～
０．１０ｍｇ／ｍＬ浓度范围内，其抑制率趋于平衡，在０．１０ｍｇ／ｍＬ
浓度时，抑制率最高，达９６．００％。

３　结论

在单因素试验基础上，通过正交分析法优化了菊芋菊糖

提取工艺，得到最佳提取条件为：料液比１ｇ∶３０ｍＬ，提取温
度９０℃，提取时间１２０ｍｉｎ，在此条件下菊芋菊糖的提取率为
８９．６０％。通过ＤＰＰＨ自由基清除能力、抗超氧阴离子自由基
能力、羟自由基抑制能力发现，所提取的菊芋菊糖有较强的抗

氧化能力，其ＤＰＰＨ自由基清除能力最高达９１．３０％，抗超氧
阴离子自由基能力最高达２０５．５９（Ｕ／Ｌ），羟自由基抑制率最
高达９６．００％。
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铽离子增敏荧光光度法测定鱼肉组织中的恩诺沙星残留

任乃林，李　红
（韩山师范学院化学系，广东潮州５２１０４１）

　　摘要：为了研究建立分析测定恩诺沙星的新方法，以铽－恩诺沙星配合物的荧光特性为基础，发现在ｐＨ值为６．０
的ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲溶液中，铽与恩诺沙星的配合物在５４５ｎｍ（λｅｘ＝３２８ｎｍ）处产生了 Ｔｂ

３＋的特征荧光峰，可用于恩

诺沙星的分析测定，从而建立了简单、快速、灵敏测定恩诺沙星的荧光方法，并优选了反应的最佳条件。在最佳试验条

件下，恩诺沙星浓度在 １．０×１０－８～１．０×１０－６ｇ／ｍＬ范围内与其 ５４５ｎｍ的荧光强度呈良好的线性关系（ｒ２＝
０．９９２３），检出限为１．３×１０－９ｇ／ｍＬ；对药片中恩诺沙星的测定回收率为９７．７％，变异系数为１．４％；对于鱼肉组织中
恩诺沙星测定回收率为７９．０％～９４．５％，变异系数为２．０％～７．８％。
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　　恩诺沙星（ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＥＮＲ）别称乙基环丙沙星，是第３
代氟喹诺酮类抗菌药，为动物专用抗菌素，因具有抗菌谱广、

抗菌活性强、生物利用度高、毒副作用小等优点而受到国内外

临床兽医的关注，在临床上已被广泛应用。恩诺沙星为广谱

抗菌药，对大肠杆菌、沙门氏杆菌、嗜血杆菌、巴氏杆菌等革兰

氏阴性菌有很强的抗菌作用［１］；此外，对革兰氏阳性菌亦表

现出良好的抗菌作用。恩诺沙星主要用于治疗猪、鸡、鹅、牛

等的细菌性感染，同时用于治疗继发性感染和猪、鸡的霉形体

病。但是长期用药所产生的不良反应、在畜禽产品中的残留、

耐药性的增加以及在环境中的生态效应等已经引起广泛的关

注，农业部也制定了相关残留限量标准。

国内外关于恩诺沙星的检测方法主要有高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）［２－６］、高效毛细管电泳法（ＨＰＣＥ）［７－８］、酶联免疫
法［９－１０］、化学发光分析法［１１－１２］和荧光光谱法［１３］等。

从化学结构看，恩诺沙星药物与其同类药物类似，其核心

部分为喹啉，具有较大的共轭结构和刚性平面结构，因此可产

生较显著的荧光，适合采用荧光光度法测定。

稀土离子Ｔｂ３＋是灵敏的荧光探针，被广泛用于药物、蛋
白质、核酸等测定和研究，利用稀土 Ｔｂ３＋作为荧光探针测定

喹诺酮类药物已见报道［１４－１６］，如周静等研究了铽－培氟沙星
的荧光特性［１６］。本研究主要探讨了ＥＮＲ与Ｔｂ３＋离子配合物
体系的荧光特性，发现 ＥＮＲ与 Ｔｂ３＋离子能形成稳定的配合
物，能够发射铽离子的特征谱线［１６］，由此建立 １种简单、快
速、可靠的检测药物中恩诺沙星含量的方法，并用于实际样品

鱼肉组织中恩诺沙星残留的检测。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＲＦ－５３０１型荧光分光光度计（日本岛津分析仪器公

司）；ｐＨＳ－３Ｄ型ｐＨ计（上海雷磁仪器厂）。
主要试剂有：恩诺沙星标准储备液（１ｍｇ／ｍＬ）：准确称取

恩诺沙星标准对照品，用适量蒸馏水溶解，配成浓度为

１．０ｍｇ／ｍＬ贮备液；２ｍｏｌ／ＬＨＡｃ溶液；ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲溶
液：取５０ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＨＡｃ溶液用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调至所
需ｐＨ值，定容至１００ｍＬ；Ｔｂ３＋标准溶液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）：准确称
取Ｔｂ４Ｏ７粉末０．３７３８ｇ于烧杯中，逐渐加入适量的浓盐酸，
用电热套加热，保持微沸使其溶解，溶解后继续加热至蒸发结

晶，再用０．１ｍｏｌ／Ｌ稀盐酸溶解并转移至１００ｍＬ容量瓶中定
容，用时稀释到所需浓度。

荧光测定均在室温进行，所有化学试剂除特别注明外均

为分析纯试剂，试验用水为２次蒸馏水。
１．２　试验方法

在１０ｍＬ的比色管中，分别加入适量的恩诺沙星标准储
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