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　　摘要：为研究川木瓜多糖的提取和醇沉工艺，以多糖得率为提取工艺指标，沉降率为醇沉工艺指标，通过单因素试
验和正交试验，分别研究川木瓜多糖的提取和醇沉工艺。结果表明，川木瓜多糖的最佳提取工艺为：超声预处理

５０ｍｉｎ，料液比１ｇ∶２０ｍＬ，浸提温度１００℃，浸提时间２．０ｈ，多糖得率可达４％以上；多糖醇沉的最佳工艺为：乙醇体
积分数８５％，乙醇用量５倍，醇沉时间２０ｈ，沉降率可达９０％以上。
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　　川木瓜为皱皮木瓜（Ｃｈａｅｎｏｍｅｌｅｓｓｐｅｃｉｏｓａ）的一个品种，是
一种药食兼用的资源，在食用上，可用来制作果脯、罐头、果

醋、果酒等产品［１］；在医学上用作中药材，具有舒筋活络、和

胃化湿的功效，主治风湿痹痛、肢体酸重、筋脉拘挛、吐泻转

筋、脚气水肿等症［２］。川木瓜化学成分复杂，含有多糖、蛋白

质、有机酸、三萜、黄酮、皂苷、氨基酸等多种活性成分［３］。植

物多糖为一类天然高分子物质，研究表明天然多糖具有抗氧

化、降血糖、抗肿瘤、抗病毒等作用［４］，成为食品及医药行业

的研究热点之一，引起人们的高度关注。多糖为川木瓜主要

的主要化学成分之一。热水浸提法是常规的多糖提取方法，

其方法简单、成本低、无污染，适合工业化生产，但提取率相对

较低［５］。超声波提取法利用空化和机械振动作用破坏细胞

结构［６－７］，使提取液易于渗入细胞内部，加速多糖溶解，提高

多糖提取效率。本试验先用超声波预处理原料粉末，再用热

水浸提川木瓜多糖，优化多糖提取工艺；在提取的基础上，再

对多糖醇沉工艺进行优化，以期获得高效的提取分离方法。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
川木瓜采自广西壮族自治区百色市凌云县陇浩村，将所

采鲜果洗净、切片、去籽、晾干、粉碎过筛备用。

试验试剂主要有：石油醚、苯酚、无水乙醇、乙醚、浓硫酸

均为分析纯；无水葡萄糖标准品（上海雅吉生物科技有限公

司）。

主要仪器有：ＣＰＡ６４型电子天平；ＨＨＳ－２１－４电热式恒
温水浴锅；ＲＥ－５２ＡＡ型旋转蒸发仪；ＴＵ－１８００紫外 －可见
分光光度计；ＦＺ１０２植物粉碎机；ＳＨＢ－Ⅲ循环水式多用真空
泵；３－１８Ｋ离心机；ＫＱ５２００超声波清洗器。

１．２　方法
１．２．１　多糖提取与醇沉方法　取川木瓜粉末，加入１．５倍体
积石油醚回流４ｈ，过滤、挥发干石油醚，脱去脂溶性成分。精
确称取脱脂后的川木瓜粉末，加入一定体积蒸馏水，先超声处

理，再置水浴锅浸提，减压过滤，定容，得多糖提取液，测定多

糖含量。将多糖提取液按一定比例进行浓缩，加入一定体积

９５％乙醇，常温下静置一段时间，离心分离，去掉上清液得多
糖沉淀，将多糖沉淀复溶于水，定容，测醇沉后多糖含量。

１．２．２　川木瓜多糖的含量测定
１．２．２．１　标准曲线的绘制　采用硫酸 －苯酚法［８－９］测定川

木瓜多糖含量。精确称取葡萄糖标准品１００ｍｇ，用双蒸水溶
解定容至１００ｍＬ，配制成浓度为１ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。精
密吸取对照品溶液０．０、０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｍＬ于５０ｍＬ
容量瓶中，定容得一系列对照品溶液。分别吸取对照品溶液

２ｍＬ于具塞试管中，依次加入５．０％重蒸苯酚溶液１．００ｍＬ，
摇匀，加入浓硫酸 ５．０ｍＬ，在沸水浴加热 ５ｍｉｎ，室温静置
１０ｍｉｎ，测定４９０ｎｍ处的吸光度。以对照品浓度为横坐标，
吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程 ｙ＝１２．２４ｘ－
０．００３，ｒ２＝０．９９８，线性范围为０．０１～０．０５ｍｇ／ｍＬ。
１．２．２．２　多糖含量测定　将提取或醇沉所得的多糖溶液均
浓缩、定容至１００ｍＬ，取待测液２ｍＬ稀释至５０ｍＬ，取稀释后
的溶液２ｍＬ于具塞试管中，按“１．２．２．１”节的方法测定多糖
含量。

１．２．２．３　多糖得率与收率计算
多糖得率＝（Ｃ×Ｖ×ｎ×１０－３／ｍ）×１００％。

式中：Ｃ为多糖稀释液质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ为稀释液体积
（ｍＬ）；ｎ为稀释倍数；ｍ为原料药材质量（ｇ）。

多糖沉降率＝［Ｃ１Ｖ１／（Ｃ２Ｖ２）］×１００％。
式中：Ｃ１为醇沉后多糖质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ１为醇沉后溶液
体积（ｍＬ）；Ｃ２为醇沉前多糖质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ２为醇沉前
溶液体积（ｍＬ）。
１．２．３　多糖提取工艺优化
１．２．３．１　单因素试验　称取１０．０ｇ处理后的川木瓜粉末５
份，在料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，水浴提取温度９０℃，水浴提取时
间１．５ｈ的固定条件下，改变超声波时间 ２０、３０、４０、５０、
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６０ｍｉｎ，考察超声时间对多糖得率的影响。按料液比
（ｇ∶ｍＬ）１∶１０、１∶１５、ｌ∶２０、１∶２５、１∶３０加入蒸馏水，超声
时间４０ｍｉｎ，浸提温度９０℃，提取时间１．５ｈ，考察料液比对
多糖得率的影响。在料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，超声时间４０ｍｉｎ，
提取时间１．５ｈ的固定条件下，改变浸提温度６０、７０、８０、９０、
１００℃，考察浸提温度对多糖得率的影响。在料液比为
１ｇ∶２０ｍＬ，超声时间４０ｍｉｎ，提取温度９０℃的固定条件下，
改变浸提时间０．５、１、１．５、２、２．５ｈ，考察浸提时间对多糖得率
的影响。

１．２．３．２　正交试验　根据单因素试验结果，选取超声波处理
时间、料液比、浸提温度、浸提时间为考察因素，以多糖得率为

指标，进行Ｌ９（３
４）正交试验，优化川木瓜多糖提取工艺。正

交试验因素水平设置见表１。

表１　川木瓜多糖提取工艺因素水平表

水平

因素

Ａ：超声
时间（ｍｉｎ）

Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：浸提
温度（℃）

Ｄ：浸提
时间（ｈ）

１ ４０ １∶１５ ８０ １．０
２ ５０ １∶２０ ９０ １．５
３ ６０ １∶２５ １００ ２．０

１．２．４　多糖醇沉工艺优化
１．２．４．１　单因素试验　取５份等体积的多糖提取液，分别加
入４倍用量体积分数分别为５５、６５、７５、８５、９５％的乙醇，在室
温下沉降１０ｈ，考察浓缩比对多糖沉降率的影响。固定乙醇
体积分数为８５％，醇沉时间为１０ｈ，改变乙醇用量１、２、３、４、５
倍，考察乙醇用量对多糖沉降率的影响。固定乙醇体积分数

为８５％，乙醇用量为４倍，改变醇沉时间５、１０、１５、２０、２５ｈ，考
察醇沉时间对多糖沉降率的影响。

１．２．４．２　正交试验　根据单因素试验结果，选取乙醇体积分
数、乙醇用量、醇沉时间为考察因素，以多糖沉降率为考察指

标，进行Ｌ９（３
４）正交试验，优化多糖醇沉工艺。因素水平设

置见表２。

表２　川木瓜多糖醇沉工艺因素水平表

水平

因素

Ａ：乙醇体积分数
（％）

Ｂ：乙醇用量
（倍）

Ｃ：醇沉时间
（ｈ）

１ ７５ ３ １０
２ ８５ ４ １５
３ ９５ ５ ２０

２　结果与分析

２．１　多糖提取工艺结果
２．１．１　单因素试验
２．１．１．１　超声时间对多糖提取的影响　由图１可知多糖得
率与超声时间呈正相关性，超声时间超过４０ｍｉｎ后得率增加
幅度较小。超声时间长有利于原料药材细胞破壁，多糖溶出。

综合考虑提取效果与超声能耗，选取４０ｍｉｎ为超声前处理
时间。

２．１．１．２　料液比对多糖提取的影响　由图２可知，料液比
（ｇ∶ｍＬ）在（１∶１０）～（１∶２０）范围内多糖得率呈上升趋势，
达１∶２０时得率最高，（１∶２０）～（１∶３０）呈缓慢下降趋势。
提取溶剂少使药材与溶剂接触不充分，多糖得率低；提取溶剂

太多，会增加后期浓缩的困难，故料液比为１∶２０比较适宜。
２．１．１．３　浸提温度对多糖提取的影响　浸提温度对多糖得
率的影响如图３所示，由图３可知，在提取温度为６０～９０℃
多糖得率随着提取温度升高而增加，９０℃后提取率略下降。
提取温度低，溶剂的渗透力差，多糖的溶解度小，不利于有效

成分的溶出；温度过高可能会导致多糖降解，提取率反而降

低［１０］。因此，提取温度９０℃时为宜。

２．１．１．４　浸提时间对多糖提取的影响　从图４可知，多糖得
率随时间的延长先增加，随后又略有下降，提取时间为１．５ｈ
时，多糖得率达最大值。提取时间太短不利于多糖的溶出，时

间太长可能导致长时间高温，多糖被破坏。因此，提取时间选

取１．５ｈ。
２．１．２　正交试验　正交试验结果如表３所示。从表３分析
可知，提取川木瓜多糖各因素对多糖得率的影响顺序为 Ｂ＞
Ｄ＞Ａ＞Ｃ，即料液比＞浸提时间 ＞超声时间 ＞浸提温度；最
优水平是 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即提取多糖的最佳工艺为：超声时间
５０ｍｉｎ，料液比１ｇ∶２０ｍＬ，浸提温度１００℃，浸提时间２．０ｈ。
２．１．３　提取工艺验证试验　取川木瓜粉末５份，每份１０ｇ，
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表３　川木瓜多糖提取工艺正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 得率（％）
１ １ １ １ １ ２．８１
２ １ ２ ２ ２ ３．６８
３ １ ３ ３ ３ ３．３４
４ ２ １ ２ ３ ４．０３
５ ２ ２ ３ １ ３．９７
６ ２ ３ １ ２ ３．２５
７ ３ １ ３ ２ ３．７６
８ ３ ２ １ ３ ４．１４
９ ３ ３ ２ １ ２．９１
ｋ１ ３．２８ ３．５３ ３．４ ３．２３
ｋ２ ３．７５ ３．９３ ３．５４ ３．５６
ｋ３ ３．６０ ３．１７ ３．６９ ３．８４
Ｒ ０．４７ ０．７６ ０．２９ ０．６１

在最佳工艺条件下提取多糖，测定多糖含量，计算多糖得率。

５份川木瓜多糖的得率分别为 ４．１７％、４．０９％、４．１５％、
４．２５％、４．１４％，平均为４．１６％，相对标准偏差为１．４０％，表
明该提取工艺稳定。

２．２　醇沉工艺结果
２．２．１　单因素试验
２．２．１．１　乙醇体积分数对多糖醇沉的影响　从图５可知，乙
醇体积分数对醇沉率影响较大，最佳的乙醇体积分数为

８５％。多糖分子量分布较广，分子量与溶解性密切相关，不同
分子量的多糖在乙醇中的溶出特性不同，在醇沉中会造成不

同程度的损失。

２．２．１．２　乙醇用量对多糖醇沉的影响　从图６可知，多糖的
沉降率随着乙醇用量的增加而增加，当乙醇用量为浓缩液的

４倍时沉降率达最高大值，最佳的乙醇用量为４倍体积。

２．２．１．３　醇沉时间对多糖醇沉的影响　从图７可知，延长时
间有利于多糖沉降，当沉降时间为 １０ｈ时多糖沉降率达
８５％，１０ｈ后沉降率呈缓慢上升趋势，因此，沉降时间为１０ｈ
合适。

２．２．２　正交试验　醇沉工艺正交试验和直观分析结果如表
４所示。从表４分析可知，各因素对多糖醇沉率的影响顺序
为Ｂ＞Ａ＞Ｃ，即乙醇用量 ＞乙醇浓度 ＞醇沉时间；最优水平
是Ａ２Ｂ３Ｃ２，即醇沉多糖的最佳工艺为：乙醇体积分数８５％，乙
醇用量５倍，醇沉时间２０ｈ。

表４　川木瓜多糖醇沉工艺正交试验结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空白）沉降率（％）
１ １ １ １ １ ７５．４
２ １ ２ ２ ２ ８２．７
３ １ ３ ３ ３ ８０．４
４ ２ １ ２ ３ ８４．１
５ ２ ２ ３ １ ８２．２
６ ２ ３ １ ２ ９０．６
７ ３ １ ３ ２ ７３．９
８ ３ ２ １ ３ ８０．７
９ ３ ３ ２ １ ８４．１
ｋ１ ７９．５ ７７．８ ８２．２ ８０．６
ｋ２ ８５．６ ８１．９ ８３．６ ８２．４
ｋ３ ７９．６ ８５．０ ７８．８ ８１．７
Ｒ ６．１ ７．２ ４．８ １．８

２．２．３　醇沉工艺验证试验　取川木瓜多糖浓缩液５份，每份
１００ｍＬ，在最佳醇沉工艺条件下沉淀多糖，测定多糖含量，计
算多糖沉降率，多糖沉降率分别为８９．７％、９１．６％、９０．９％、
９２．４％、９０．４％，平均沉淀率为 ９１．０％，相对标准偏差为
１１５％，表明该醇沉工艺稳定。

３　讨论

天然活性多糖的提取和纯化方法对多糖的结构与生理活

性有着重要的影响，如何高效地提取和纯化多糖是多糖研究

的基础［１１］。常见的多糖提取方法主要有溶剂提取法、超声波

提取法、酶解法、微波提取法和超临界提取法，几种提取方法

各有利弊，将几种方法联合使用可以明显提高提取效率。本

试验将超声波与传统的水提法联合提取多糖，多糖得率可达

４％以上。乙醇沉淀多糖的原理为利用乙醇降低多糖溶液的
介电常数，破坏多糖分子的水膜，从而增加多糖分子间的相互

作用，导致多糖溶解度降低而沉淀［１２］。通过单因素和正交试

验优化醇沉工艺，其沉降率可达９０％以上；但在多糖醇沉过
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程中大分子蛋白质、核酸等可能也会随之沉淀，后期应进一步

除去非糖组分，纯化多糖，获得高纯度的活性多糖。
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　　都匀毛尖别称“白毛尖”“细毛尖”“鱼钩茶”“雀舌茶”，
是中国十大名茶之一，产于贵州省都匀市，都均市属贵州省黔

南州布依族苗族自治区。都匀毛尖主要产于牛场、白芒、团山

一带，这里山谷起伏，峡谷溪流，冬无严寒，夏无酷暑，四季怡

人，年均气温１６℃，年均降水量１４００ｍｍ。加上土层深厚，
泥土疏松湿润，土质是酸性或微酸性，内含大量铁质和磷酸

盐，这些特殊的自然条件不仅适宜茶树的生长，而且也形成了

都匀毛尖的独特风格，都匀毛尖因独特的芳香气味而备受青

睐［１］。目前分离得到的与茶叶芳香气味有关的物质主要是

一些小分子的醇、醛、脂类物质，在茶叶中这些小分子物质主

要是由脂氧合酶、脂氢过氧化物裂解酶联合催化产生，其中脂

氧合酶是关键酶［２］。脂氧合酶（ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＬＯＸ，ＥＣ１．１３．
１１．１２）别称脂肪氧化酶、脂氧酶、脂肪加氧酶、脂肪氧合酶
（ＬＯＸ），是一种含非血红素铁的加氧酶，专一催化具有顺、

顺－１，４－戊二烯结构的多元不饱和脂肪酸及其相应的脂，通
过对其分子加氧，形成具有共轭双键的脂氢过氧化物（ｈｙ
ｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅｓ，ＨＰＯＤ）［３］。在茶叶中ＨＰＯＤ进一步被脂氢过氧
化物裂解酶（ｈｙｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅｌｙａｓｅ，ＨＰＬ）催化，从而生成各种挥
发性的脂类物质，即茶叶芳香味的来源。因此，研究茶叶中脂

氧合酶的活性，以及建立一个简便、准确、重现性好的ＬＯＸ活
性测定体系可为茶叶芳香气味形成生理的基础研究提供

依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
试验材料茶树鲜叶采自贵州省都匀市白芒；亚油酸

（Ｓｉｇｍａ公司生产，纯度为９９．９％）；吐温２０；麦氏缓冲溶液
（ｐＨ值为６．３，０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸 －磷酸氢二钠缓冲液）。其
他化学试剂均为分析纯，试验用水为实验室自制去离子水。

１．２　仪器与设备
ＴＵ－１９０１双光束紫外可见分光光度计，北京普析通用仪

器有限责任公司；ＰＨＳ－２Ｃ精密 ｐＨ计，上海理达仪器厂；
ＨＨ－Ｓ型数显恒温水浴锅，巩义市予华仪器有限责任公司；
ＧＴＲ２１－１高速冷冻离心机，上海赵迪生物科技有限公司；电
子天平，北京赛多利斯仪器系统有限公司。

—１３３—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第４期


