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软枣猕猴桃多糖、黄酮提取工艺的优化及抗氧化活性
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　　摘要：以提高软枣猕猴桃中的总黄酮、多糖提取为目标，经过提取方法对比及正交设计试验，优化总黄酮、多糖的
提取工艺，研究其抗氧化活性。结果表明，影响提取工艺的因素由高到低为复合酶浓度＞提取时间＞料液比＞提取功
率，最佳工艺参数为０．５％纤维素＋０．４％果胶复合酶浓度、料液比１ｇ∶１５ｍＬ、提取时间１０ｍｉｎ、微波功率３００Ｗ，此
时其加权收率为６．７５４３，并经验证具有较好的稳定性；提取物浓度超过０．８ｍｇ／ｍＬ时，对羟基自由基、超氧阴离子自
由基的清除率在７０．００％以上。
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　　软枣猕猴桃（Ａｃｔｉｎｉｄｉａａｒｇｕｔａ）为猕猴桃科猕猴桃属植
物，果实多汁，富含维生素 Ｃ、维生素 Ｂ、胡萝卜素及衍生物
质、皂苷、黄酮、多糖等多种药理活性成分［１－２］，对高血压、心

绞痛、高血脂、肿瘤等有一定疗效，其中多糖物质对胃肿瘤有

显著抑制作用，抑制率高达９６．４％［３］，此外软枣还具有一定

的降血糖、抗病毒、改善视力、提高耐力等作用［４］。现代药理

研究表明，软枣猕猴桃的药理作用与其含有黄酮、多糖等成分

有密切关系，因此进一步加强软枣猕猴桃黄酮、多糖的提取工

艺研究，加快其资源开发利用很有必要。

现阶段，软枣猕猴桃的黄酮、多糖提取主要集中在单指标

工艺研究，不能很好地评价其提取工艺优劣，且未系统研究各

种提取方法之间的差异。本研究以黑龙江省牡丹江市横道河

地区生产、经牡丹江师范学院于爽教授鉴定的软枣猕猴桃

（标本现存于牡丹江师范学院标本室）为材料，比较常规提取

法、闪式提取法、超声波提取法、酶促 －微波提取法等对软枣
猕猴桃中总黄酮、多糖的提取效果，并采用含量加权法、正交

试验法优化工艺参数，进行体外抗氧化研究，以期为软枣猕猴

桃的开发利用提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
葡萄糖，由上海国药集团生产；浓硫酸，由天津市晶科化

工有限公司；三氯甲烷、乙酸乙酯，均由天津大茂化学试剂厂

生产；芸香苷标准品，纯度 ＞９９％，由贵州迪大生物技术公司
生产；乙醇、甲醇、盐酸、苯酚，均由沈阳试剂五厂生产；果胶

酶、纤维素酶Ｒ－１０，由日本Ｗｏｌｓｅｎ生产。
１．２　主要仪器

Ｔ６紫外可见分光光度计，由北京普析通用仪器公司生
产；ＢＴ２５Ｓ电子天平，由德国赛多利斯集团生产；Ｒ２１０旋转蒸
发仪，由瑞士Ｂｕｃｈｉ生产；ＳＬ－２０１０Ｎ超声波提取器，由江苏
省南京顺流设备有限公司生产；ＭＣＲ－３型实验微波提取器，
由广东省广州予华设备有限公司生产；ＪＨＢＥ－５０Ｔ闪式提取
器，由江苏省南京庚辰科学仪器有限公司生产。

１．３　提取总黄酮和多糖的对比试验
１．３．１　提取溶剂　精确称取软枣猕猴桃２００ｇ，分别以三氯
甲烷、乙酸乙酯、乙醇、甲醇及水等作为提取溶剂，料液比１∶
１０（ｇ／ｍＬ），超声波法提取３０～４０ｍｉｎ；回收溶剂，浓缩，乙醇
沉淀，冷冻干燥即获得多糖。将醇沉后的溶液回收乙醇，浓

缩，干燥，测定总黄酮。多糖含量测定以葡萄糖为对照品，采

用硫酸－苯酚显色法，采用紫外可见分光光度计测定波长为
４９０ｎｍ的吸光度，计算多糖含量；总黄酮测定以芸香苷为对
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照品，采用亚硝酸钠－硝酸铝法，采用紫外可见分光光度计测
定波长为５０５ｎｍ的吸光度，测定总黄酮含量。多糖对照品在
２．３～２３μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，其回归方程为 ｙ＝
００１７５ｘ＋０．０１７６（ｒ２＝０．９９９３）；芸香苷对照品在０．１１０３～
０．６６１８ｍｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，其回归方程为 ｙ＝
０５８１１ｘ＋０．０１４９（ｒ２＝０．９９９２）。
１．３．２　提取方法　软枣猕猴桃２００ｇ，去杂、－２０℃冰箱预
冻１２ｈ，打浆机破碎，低温烘干，备用；采用浸提法、回流提取
法、索氏连续提取法等常规提取法、超声波辅助法、闪式提取

法、微波辅助法［５－８］等提取方法，略有改动，分别提取软枣猕

猴桃多糖和总黄酮，料液比均为１∶１０ｇ／ｍＬ。
浸提法：料液浸泡２ｄ，浓缩干燥，备用。回流提取法：料

液回流时间２～４ｈ，提取２～３次，合并滤液，浓缩干燥，备用。
索氏提取法：料液提取６～１２ｈ，浓缩干燥。超声波辅助法：料
液提取时间３０～４０ｍｉｎ，温度３５～４０℃，功率 １００Ｗ，频率
２０ｋＨｚ。微波辅助法：料液提取时间１０ｍｉｎ，功率３００Ｗ。酶
促＋微波法：料液中加入０．５％果胶酶和０．２％纤维素酶（以
软枣猕猴桃计），３７℃处理２ｈ；微波辅助法提取１０ｍｉｎ，功率
３００Ｗ。闪式提取法：料液提取温度３０℃，时间３ｍｉｎ，ｐＨ值
为７．５，转速５０００ｒ／ｍｉｎ。酶促 ＋浸提法：料液中加入０．５％
果胶酶和０．２％纤维素酶（以软枣猕猴桃计），３７℃ 处理２ｈ；
料液浸泡２ｄ，浓缩干燥。酶促 ＋闪式提取法：料液中加入
０５％果胶酶和０．２％纤维素酶（以软枣猕猴桃计），３７℃处
理２ｈ；料液提取温度３０℃，时间３ｍｉｎ，ｐＨ值为７．５，转速
５０００ｒ／ｍｉｎ。酶促＋超声波法：料液中加入 ０．５％ 果胶酶和
０．２％纤维素酶（以软枣猕猴桃计），３７℃处理２ｈ；料液提取
时间３０～４０ｍｉｎ，温度３５～４０℃，功率 １００Ｗ，频率２０ｋＨｚ。
重复３次，取平均值。
１．４　软枣猕猴桃总黄酮和多糖提取工艺的优化及其稳定性
验证

在前期单因素试验的基础上，以复合酶添加量、微波功

率、提取时间、料液比等为试验因子，以总黄酮、多糖提取率为

指标，采用Ｌ９（３
４）正交试验（表１）优化其提取工艺。以最佳

工艺进行３次重复，以验证其工艺稳定性。
１．５　活性成分的测定
１．５．１　总黄酮　采用亚硝酸钠 －硝酸铝法［９］测定，即取适

量提取浸膏，少量甲醇超声溶解，１００ｍＬ容量瓶７０％甲醇定
容；移取上清０．５～１．０ｍＬ，测定总黄酮含量。

表１　软枣猕猴桃总黄酮和多糖提取工艺条件
正交试验因素与水平

水平
Ａ：时间
（ｍｉｎ）

Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：功率
（Ｗ）

Ｄ：果胶＋纤维素酶添加量
（％）

１ ５ １∶１０ ３００ ０．５＋０．２
２ ８ １∶１５ ４００ ０．５＋０．３
３ １０ １∶２０ ５００ ０．５＋０．４

１．５．２　多糖　采用５％苯酚－硫酸显色法［１０］测定，即将提取

液回收溶解，浓缩至原体积的１／１０～１／６；加无水乙醇至６０％
以上，静置 １２ｈ；离心，冷冻干燥；取适量热水超声溶解，
１００ｍＬ容量瓶定容，移取上清０．５～１．０ｍＬ，测定多糖含量。
１．６　提取物体外抗氧化活性

最佳工艺条件提取总黄酮和多糖，将提取液浓缩，４０℃

干燥，备用。参照文献［１０］的方法并略有改变，测定提取物
对超氧阴离子自由基的清除能力，依据文献［１１］的方法测定
提取物对羟基自由基的清除能力。

２　结果与分析

２．１　总黄酮和多糖提取的对比试验
２．１．１　提取溶剂　由表２可见，醇类物质作为提取剂对总黄
酮和多糖的提取效果相对较好，提取率相对较高。考虑毒性、

成本等因素，本试验采用乙醇 ∶水＝６∶４作为提取溶剂。

表２　不同提取溶剂对总黄酮和多糖的提取效果

溶剂
提取率（％）

总黄酮 多糖

水 １．０２ ０．６５
乙醇＋水（６∶４） １．８９ １．３４
甲醇＋水（７∶３） １．８４ １．６５
乙酸乙酯 １．５７ ０．２７
三氯甲烷 １．０８ ０．１０

２．１．２　提取方法　由表３可见，传统提取法从提取时间、效
率等与超声波法、微波法等存在差异，浸提法总黄酮、多糖的

提取率分别为０．２８％、０．１５％，不足微波 ＋酶促法的１０％。
闪式提取法对软枣猕猴桃总黄酮、多糖有较好的提取效果，具

有快速、温度低等优势，具有很好发展潜力；由于软枣猕猴桃

果实中的果胶吸附作用和阻碍传质原因，浆果对活性物质的

提取往往会产生不利影响，通过酶促作用，可明显提高对黄酮

及多糖的提取率。本试验采用酶促＋微波法以提取软枣猕猴
桃的总黄酮、多糖。

表３　不同提取方法对总黄酮和多糖的提取效果

提取方法
提取率（％）

总黄酮 多糖

浸提法 ０．２８ ０．１５
回流提取法 ２．３６ １．４６
索氏提取法 ２．６８ １．７９
超声波辅助法 ２．０９ １．９３
微波辅助法 ２．９８ ２．０１
闪式提取法 ２．６４ １．８２
酶促＋浸提法 １．４３ １．０７
酶促＋闪式提取法 ２．７４ １．９１
酶促＋超声波法 ２．３５ １．９７
酶促＋微波法 ３．０１ １．９８

２．２　软枣猕猴桃总黄酮和多糖的提取工艺
２．２．１　提取工艺优化　为更好地评价提取工艺，参考文献
［１２］，以提取率的算数平均值比值为系数，对多糖及总黄酮
提取率进行加权处理。经计算，多糖（Ｔ）系数为１．７５，总黄酮
（Ｆ）系数为１．００，其总指标计算公式为：

总指标＝１．７５×Ｔ＋１．００×Ｆ。
　　由表４可见，影响提取工艺的因素由高到低为复合酶浓
度＞提取时间 ＞料液比 ＞提取功率，最佳工艺条件为
Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３，即复合酶（纤维素酶 ＋果胶酶）浓度 ０．５％ ＋
０．４％、料液比１∶１５ｇ／ｍＬ、提取时间１０ｍｉｎ、功率在３００Ｗ，
其加权收率为６．７５４３％。依据 ｋ值，最佳组合 Ａ２Ｂ２Ｃ１Ｄ３不
在正交设计表范围内，须进一步验证以获得最佳工艺。将

Ａ２Ｂ２Ｃ１Ｄ３组合依据试验方法进行提取，获得多糖、总黄酮的
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提取率分别为１．８７６％、２．８９％，其结果低于组合 Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３。
因此，软枣猕猴桃多糖、总黄酮最佳提取工艺为Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３。
２．２．２　最佳提取工艺稳定性验证　试验结果表明，软枣猕猴
桃总黄酮、多糖３次提取率分别为３．１９７％、３．２０１％、３．１９０％

和１．９８２％、１．９９８％、２．０１１％，平均值分别为 ３．１９６％、
１．９９７％，相对标准差分别为０．１８％、０．７３％，在１．０％以内，
另考虑试验误差，说明本试验最佳提取工艺较为稳定。

表４　软枣猕猴桃总黄酮和多糖提取的正交试验结果

试验号
提取因子 提取率（％）

Ａ：提取时间（ｍｉｎ） Ｂ：料液比（ｇ∶ｍＬ） Ｃ：提取功率（Ｗ） 复合酶浓度（％） 总黄酮 多糖
总指标

１ ５ １∶１０ ３００ ０．５＋０．２ ２．１９ １．２３１ ４．３４４２
２ ５ １∶１５ ４００ ０．５＋０．３ ２．７４ １．３９７ ５．１８４８
３ ５ １∶２０ ５００ ０．５＋０．４ ２．２６ １．４２９ ４．７６０８
４ ８ １∶１０ ４００ ０．５＋０．４ ３．０７ １．８０１ ６．２２１８
５ ８ １∶１５ ５００ ０．５＋０．２ ２．７３ １．５５１ ５．４４４３
６ ８ １∶２０ ３００ ０．５＋０．３ ２．６５ １．６８６ ５．６００５
７ １０ １∶１０ ５００ ０．５＋０．３ ２．１４ １．０８３ ４．０３５３
８ １０ １∶１５ ３００ ０．５＋０．４ ３．２７ １．９９１ ６．７５４３
９ １０ １∶２０ ４００ ０．５＋０．２ ２．４５ １．２３０ ４．６０５２
ｋ１ ４．７６３ ４．８６７ ５．５６６ ４．７９８
ｋ２ ５．７５６ ５．７９４ ５．３３７ ４．９４０
ｋ３ ５．１３２ ４．９８９ ４．７４７ ５．９１２
Ｒ ０．９３３ ０．９２７ ０．８１９ １．１１４

２．３　活性成分抗氧化试验
由图１、图２可见，软枣猕猴桃提取物具有良好的羟基自

由基、超氧阴离子自由基清除效果，提取物浓度为０．８ｍｇ／ｍＬ
时其清除率在７０．００％以上。

３　结论

乙醇 ∶水 ＝６∶４作为提取剂，对软枣猕猴桃总黄酮、多
糖的提取效果相对较好，其提取率分别为１．８９％、１．３４％，虽
然甲醇 ∶水的提取效果也较好，但考虑毒性和操作性，所以本
试验采用乙醇 ∶水。微波法提取软枣猕猴桃总黄酮、多糖有
良好的操作性，通过正交试验优化和加权分析，微波法在软枣

猕猴桃总黄酮及多糖提取上具有提取时间短、料液比适中、耗

能相对较低的特点，在最佳提取工艺复合酶（纤维素酶 ＋果
胶酶）浓度 ０．５％ ＋０．４％、料液比 １ｇ∶１５ｍＬ、提取时间
１０ｍｉｎ、功率在３００Ｗ条件下，其多糖提取率平均为１．９９７％，
总黄酮提取率平均为 ３．１９６％。软枣猕猴桃提取物在
０．８ｍｇ／ｍＬ以上时，对羟基自由基、超氧自由基的清除率在
７０．００％以上，具有较好的抗氧化活性。最佳提取工艺经试验
验证，标准差在１．０％内，具有较好的稳定性。
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