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　　摘要：以总黄酮、多糖、甾醇得率为指标，比较分析索氏提取法、浸提法、超声波辅助提取法、酶解法、微波辅助提取
法、闪式提取法、酶促复合法对蒲公英活性成分的提取效果，在此基础上，采用正交试验设计优化酶法＋超声波法的复
合提取工艺，研究分析蒲公英多糖红外表征及其抗氧化性。结果表明，酶法 ＋超声波法复合提取的最佳工艺条件为
０．５％纤维素酶添加量（以占蒲公英质量的百分比计）、超声时间３０ｍｉｎ、超声功率２００Ｗ、料液比１ｇ∶１０ｍＬ、乙醇浓
度６０％，经放大２０倍试验，蒲公英总黄酮、多糖、甾醇得率分别为（２．５９６±０．０２９）％、（３．０９８±０．０１０）％、（４．０９１±
００２５）％；红外光谱表征蒲公英多糖为β－吡喃糖；蒲公英多糖对１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、羟自由基有
明显的清除效果，１．０ｍｇ／ｍＬ多糖对其清除率均在 ４０％以上，对超氧阴离子自由基清除效果与维生素 Ｃ相似，
１．０ｍｇ／ｍＬ多糖对超氧自由基的清除率在８０％以上。
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　　蒲公英（Ｔａｒａｘａｃｕｍｏｈｗｉａｎｕｍ）为菊科蒲公英属多年生草
本植物［１］，富含多糖、三萜、甾醇、绿原酸、咖啡酸、总黄酮等

活性成分，是药食兼用植物［２］。现代药理研究表明，蒲公英

具有广谱抑菌、清热解毒、利胆保肝、利尿散节、抗氧化、抗肿

瘤、抗内毒素、健胃和免疫促进等作用［３－６］，而这些一般均与

其含有多糖、甾醇、总黄酮等物质有一定关系［６］。目前，蒲公

英常见的提取工艺效率低，活性成分得率不稳定，提取率指标

单一，不能准确进行提取工艺评价，而对总黄酮、甾醇、多糖等

指标采用含量加权法，可以快速评价提取工艺的优劣［７－８］。

本试验以黑龙江牡丹江产东北蒲公英为原料，以多糖、总黄

酮、甾醇得率为指标，采用正交试验设计对其提取工艺进行优

化，同时，对一般作为副产物丢弃的多糖进行抗氧化、红外光

谱研究，以期为多糖的进一步开发利用提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料、主要试剂和仪器设备
１．１．１　试验材料　东北蒲公英，采自黑龙江省牡丹江地区。
１．１．２　主要试剂　苯酚、浓硫酸、葡萄糖，均为分析纯
（ａｎａｌｙｔｉｃａｌｒｅａｇｅｎｔ，简称 ＡＲ），由天津恒兴化学试剂厂生产；
双氧水（ＡＲ），由天津市北辰方正化学试剂厂生产；无水乙醇
（ＡＲ）、纤维素酶 Ｒ－１０，由日本 Ｙａｋｕｌｔ集团生产；芸香苷、
β－谷甾醇标准品（纯度＞９９％）、谷甾醇（纯度 ＞９８％），由贵

州迪大生物技术公司生产；甲醇（ＡＲ）、盐酸（ＡＲ），由哈尔滨
天盛精细化工有限公司生产；硫酸亚铁（ＡＲ），由天津致远化
学试剂有限公司生产；１，１－二苯 基－２－三硝基苯肼
（ＤＰＰＨ）、Ｄ９１３２，由美国Ｓｉｇｍａ公司生产；香草醛（ＡＲ），由天
津天新精细化工研发中心生产；高氯酸（ＡＲ）、焦性没食子酸
（ＡＲ），由天津市大茂化学试剂厂生产。
１．１．３　仪器设备　Ｆｒｏｎｔｉｅ红外光谱仪，由美国珀金埃尔默公
司生产；Ｔ６紫外可见分光光度计，由北京普析通用仪器有限
公司提供；ＰＢ－１０型ｐＨ计、ＭＬ５０３型梅特勒电子天平，由德
国赛多利斯集团生产；Ｒ３旋转蒸发仪，由瑞士步琦公司生产；
ＱＱ－Ｔ６５０ＣＴ型超声波萃取装置，由上海启前电子技术公司
生产；索氏提取装置，由上海比朗仪器制造有限公司生产；

ＮＪＬ０７－３型实验专用微波炉，由南京杰全微波设备有限公司
生产；ＪＨＢＥ－５０Ｔ型闪式提取器，由南京庚辰科学仪器有限
公司生产。

１．２　试验方法
１．２．１　提取方法的对比　将蒲公英去杂、粉碎至２０～３０目，
＜３５℃低温烘干，备用；取蒲公英２００ｇ，分别采用浸提法等
１０种方法提取蒲公英活性成分。提取方法有以下１０种：①
浸提法，料液比１ｇ∶１２ｍＬ，５０％乙醇浸泡４８ｈ，提取２次；②
回流提取法，料液比１ｇ∶８ｍＬ，５０％乙醇回流６ｈ，提取３次；
③索氏提取法，料液比１ｇ∶８ｍＬ，提取８～１２ｈ；④超声波辅
助提取法，料液比１ｇ∶８ｍＬ，提取时间４０ｍｉｎ，温度４０℃，功
率 １５０Ｗ［８］；⑤微波辅助提取法，料液比１ｇ∶８ｍＬ，提取时间
１０ｍｉｎ，温度４０℃，功率３００Ｗ［９］；⑥闪式提取法，＜２５℃室
温下提取时间５ｍｉｎ，ｐＨ值７，转速５０００ｒ／ｍｉｎ，方法略有改
动［１０－１１］；⑦酶促＋微波法，０．５％纤维素酶（以占蒲公英质量
的百分比计，ｐＨ值为６～７）于３７℃处理２ｈ，再按微波辅助
提取法提取［１２］；⑧酶促 ＋回流提取法，０．５％纤维素酶（以占
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蒲公英质量的百分比计，ｐＨ值为６～７）于３７℃处理２ｈ，再
按回流提取法提取；⑨酶促 ＋闪式提取法，０．５％纤维素酶
（以占蒲公英质量的百分比计，ｐＨ值为６～７）于３７℃处理
２ｈ，再按闪式提取法提取；⑩酶促 ＋超声波法，０．５％纤维素
酶（以占蒲公英质量的百分比计，ｐＨ值为６～７）于３７℃处理
２ｈ，再按超声辅助提取法提取。重复３次。
１．２．２　提取工艺正交试验优化　在单因素试验的基础上，以
酶促＋超声波法提取方法中的功率、提取时间、料液比、乙醇
浓度等为正交因子，以总黄酮、多糖、甾醇得率为指标，设计

Ｌ９（３
４）正交试验（表１）进行提取工艺优化。总黄酮得率的测

定参照亚硝酸钠－硝酸铝法［１３－１４］进行，取适量提取浸膏，用

少量甲醇超声处理溶解；用７０％甲醇定容至１００ｍＬ容量瓶
中，移取 ０．５～１ｍＬ上清于 ２５ｍＬ比色管中，测定波长
５０８ｎｍ处的吸光度。多糖得率的测定参照硫酸 －苯酚
法［７，１５］，将提取液回收溶剂浓缩至原体积的１／１０～１／６，加乙
醇至大于浓缩液体积的６０％，静置１２ｈ；离心，冷冻干燥；取
适量热水，超声１０ｍｉｎ溶解，定容于１００ｍＬ容量瓶中，移取
上清０．５～１．０ｍＬ，测定波长４９２ｎｍ处的吸光度。甾醇得率
的测定参照５％香草醛－高氯酸显色法［１６－１８］，回收提取液中

的乙醇，等体积三氯甲烷萃取；移取０．５～２．０ｍＬ萃取液于
２５ｍＬ比色管中，测定波长５４０ｎｍ处的吸光度。根据制得的
标准曲线和活性成分的吸光度，统计总黄酮、多糖、甾醇得率，

并采用综合评分法将各项指标赋予加权系数，加权系数的大

小由指标的重要程度来决定，指标越重要，加权系数越大［１９］。

本试验根据活性成分重要程度和提取得率，设蒲公英总黄酮、

多糖、甾醇得率的加权系数分别为２００、１００、３００。同时，对优
化工艺放大２０倍试验进行稳定性验证，重复３次。

表１　提取蒲公英活性成分正交试验水平设计

水平
Ａ：提取时间
（ｍｉｎ）

Ｂ：功率
（Ｗ）

Ｃ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｄ：乙醇浓度
（％）

１ ２０ ２００ １∶５ ３０
２ ３０ ３００ １∶１０ ５０
３ ４０ ４００ １∶１５ ６０

１．２．３　多糖体外抗氧化　对蒲公英采用酶促 ＋超声辅助法
提取多糖，经过醇沉、Ｓａｖａｇｅ法去除蛋白、冷冻干燥获得多糖。
参照文献［２０－２２］的方法测定蒲公英多糖对超氧阴离子自
由基、ＤＰＰＨ自由基、羟自由基的清除能力。
１．２．４　多糖红外表征　将酶促 ＋超声辅助法提取获得的粗
多糖用去离子水配成溶液，用Ｓａｖａｇｅ法去除蛋白，透析［２３］，醇

沉，离心，冷冻干燥，备用；采用溴化钾压片法制样，用红外光

谱仪检测其红外光谱。

１．３　数据统计分析
采用Ｅｘｃｅｌ２００７软件计算试验数据相对标准偏差，并进

行差异显著性分析；采用Ｏｒｉｇｉｎ７．５软件拟合相关曲线。

２　结果与分析

２．１　活性成分标准曲线
试验结果表明，总黄酮、多糖、甾醇对应的芸香苷对照品、

葡萄糖、β－谷甾醇标准曲线分别为 ｙ＝０．５８３１ｘ＋０．０１２９
（ｒ２＝０．９９９２）、ｙ＝０．０５０４ｘ＋０．００１１（ｒ２＝０．９９９０）、ｙ＝
２０９４００ｘ＋０．０１００（ｒ２ ＝０．９９８４），分别在 ０．１１３３～

０．６６２８ｍｇ／ｍＬ、２．５１５０～２０．１２００μｇ／ｍＬ、５．０２００～
１５．０６００μｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系。
２．２　对蒲公英活性成分不同提取方法的对比

由表２可见，与单一的超声波法、微波法、闪式提取法、回
流提取法相比，酶法对蒲公英活性成分的提取有一定的促进

作用，总黄酮、多糖、甾醇得率较单一方法提取分别提高

０９２％～３２．１４％、２．７６％～５１．９４％、３．０３％ ～３０．４６％，这可
能是由于酶法促进了细胞纤维质的分解，提高了细胞的通透

性［２３－２４］；酶法＋超声波法、酶法＋闪式提取法对蒲公英总黄
酮、多糖的提取效果相对较好，酶法＋超声波法对甾醇的提取
效果相对较好，与浸提法相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。酶
法＋超声波法对蒲公英总黄酮、多糖、甾醇的提取得率相对最
高，分别为２．５９％、３．１３％、３．９４％，为本研究中的最佳提取
方法。

表２　不同提取方法对蒲公英活性成分的提取效果

提取方法
蒲公英活性成分得率（％）

总黄酮 多糖 甾醇

浸提法 １．３１±０．０２５ １．３３±０．１１５ ２．０５±０．１３１
回流提取法 １．４０±０．０３２ １．８１±０．０８９ ２．３１±０．０３６
索氏提取法 １．８１±０．０２５ １．０９±０．０１５ ３．１６±０．０５２

超声波辅助提取法 １．９６±０．０６２ ２．０６±０．０９８ ３．０２±０．０５３

微波辅助提取法 １．８９±０．０８２ ２．３９±０．０８２ ３．１６±０．０６５

闪式提取法 ２．１７±０．１３０ ２．０８±０．０９０ ２．９０±０．０６６

酶法＋超声波法 ２．５９±０．０３１ ３．１３±０．０６２ ３．９４±０．１７９

酶法＋微波法 ２．０９±０．０８３ ２．５２±０．０１３ ３．４３±０．１３７

酶法＋闪式提取法 ２．１９±０．０１５ ２．８８±０．０２５ ３．０２±０．０６７

酶法＋回流提取法 １．８０±０．１６６ １．８６±０．０５２ ２．３８±０．０１５

　　注：以浸提法为对照，“”表示与对照差异显著（Ｐ＜０．０５），
“”表示与对照差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．３　酶法＋超声波法提取蒲公英活性成分工艺优化
由表３可知，影响酶法 ＋超声波法提取蒲公英活性成分

效果的因子排序为料液比 ＞提取时间 ＞乙醇浓度 ＞微波功
率，提取工艺 Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３即提取时间３０ｍｉｎ、乙醇浓度６０％、
料液比１ｇ∶１０ｍＬ、超声功率２００Ｗ的综合评分相对最高，此
时总黄酮、多糖、甾醇的得率分别为２．５４％、３．０６％、４．０２％；
理论最佳工艺Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ３即提取时间３０ｍｉｎ、乙醇浓度６０％、
料液比１ｇ∶１０ｍＬ、超声功率３００Ｗ经重复３次试验验证，总
黄酮、多糖、甾醇得率分别为（２．３７６±０．０７１）％、（２．９５５±
００４９）％、（３．５６１±０．０５２）％，略低于提取工艺Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３，则
认为工艺Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３即提取时间３０ｍｉｎ、乙醇浓度６０％、料液
比 １ｇ∶１０ｍＬ、超声功率２００Ｗ为实际最佳提取工艺。
２．４　蒲公英活性成分提取最佳工艺稳定性验证试验

由表４可知，总黄酮、多糖、甾醇提取率平均值分别为
２．５９６％、３．０９８％、４．０９１％，相对标准偏差分别为 １．１２％、
０．３２％、０．６１％，偏差在１％左右，考虑到试验误差，说明提取
工艺较为稳定。

２．５　蒲公英多糖的抗氧化性
由图１至图３可见，蒲公英多糖对羟自由基、ＤＰＰＨ自由

基具有一定的清除效果，蒲公英多糖浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ时，
对羟自由基、ＤＰＰＨ自由基的清除率达到４０％以上；蒲公英多
糖对超氧阴离子自由基的清除效果与维生素 Ｃ相似，浓度为
０．６ｍｇ／ｍＬ时对超氧阴离子自由基的清除率达到８０％以上，
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表３　酶法＋超声波法提取蒲公英活性成分正交试验结果

试验号 Ａ：提取时间 Ｂ：微波功率 Ｃ：料液比 Ｄ：乙醇浓度
活性成分得率（％）

总黄酮 多糖 甾醇

综合评分

（分）

１ １ １ １ １ １．７６ ３．０２ ２．５０ １４０３．６６７
２ １ ２ ２ ２ ２．３９ ２．９６ ３．５８ １８４９．００２
３ １ ３ ３ ３ ２．０５ ２．６３ ４．０７ １８９３．６６７
４ ２ １ ２ ３ ２．５４ ３．０６ ４．０２ ２０１８．０１０
５ ２ ２ ３ １ ２．４７ ３．０９ ３．８９ １９７０．１１７
６ ２ ３ １ ２ ２．４８ ２．９７ ３．２１ １７５８．３３３
７ ３ １ ３ ２ ２．６９ ３．０６ ３．１２ １７８２．００２
８ ３ ２ １ ３ ２．４５ ３．１１ ３．５１ １８５３．３３３
９ ３ ３ ２ １ ２．５７ ３．０９ ３．２６ １８０１．３００
ｋ１ １７１５．４４５ １７３４．５６０ １６７１．７７８ １７２５．０２８
ｋ２ １９１５．４８７ １８９０．８１７ １８８９．４３７ １７９６．４４６
ｋ３ １８１２．２１２ １８１７．７６７ １８８１．９２９ １９２１．６７０
Ｒ ２００．０４２ １５６．２５７ ２１７．６５９ １９６．６４２

　　注：活性成分为取２位小数后的平均值，而综合评分为活性成分原始数据（含３位小数）计算而成。

表４　蒲公英活性成分提取最佳工艺稳定性验证试验结果

类别
活性成分提取率（％）

总黄酮 多糖 甾醇

重复Ⅰ ２．５９８ ３．１０３ ４．１０４
重复Ⅱ ２．６２４ ３．０８８ ４．０６２
重复Ⅲ ２．５６７ ３．１０３ ４．１０８
均值 ２．５９６ ３．０９８ ４．０９１
标准偏差 ０．０２９ ０．０１０ ０．０２５
相对标准偏差 １．１２％ ０．３２％ ０．６１％

１．０ｍｇ／ｍＬ时清除率达到８０％以上。
２．６　蒲公英多糖的红外表征

由图４可知，３４３５、１３３８６ｃｍ分别为—ＯＨ、Ｎ—Ｈ伸缩

振动峰，１０７２、７７９、６１８、５４１ｃｍ－１为吡喃糖特征吸收峰之
一［２３，２５］，蒲公英多糖还在９９８～１１００ｃｍ－１出现２个峰，由此
判断蒲公英多糖为β－吡喃糖。此外，在１６３３ｃｍ－１处有大吸
收峰，说明多糖中存在酰胺基［２５］，则该多糖可能为蛋白多糖。

３　结论与讨论

考虑到工业化及控制条件优化难易程度，选择超声波技

术提取蒲公英活性成分较为合理。在此基础上，酶的加入能

明显提高蒲公英多糖、甾醇、总黄酮等活性成分的提取率。酶

促反应在提取工艺中具有重要的意义，可降低过滤阻

力［２６－２９］，有利于提高工艺时效。

正交优化试验与综合加权分析相结合，可以解决多成分

活性物质提取工艺讨论复杂的问题，能简洁、客观评价相应的

提取工艺，无须对所有指标进行正交分析，这有利于生产企业

的实际操作应用。蒲公英活性成分最佳提取工艺为提取时间

３０ｍｉｎ、乙醇浓度６０％、料液比１ｇ∶１０ｍＬ、超声功率２００Ｗ，
其综合评分相对最高，为２０１８．０１０分，此时总黄酮、多糖、甾
醇的得率分别为２．５４％、３．０６％、４．０２％，相对较高。

本试验结果表明，酶法 ＋超声波法提取蒲公英活性成分
经放大２０倍试验，总黄酮、多糖、甾醇提取率平均值分别为
２．５９６％、３．０９８％、４．０９１％，相对标准偏差分别为 １．１２％、
０．３２％、０．６１％，偏差在１％左右，提取工艺较为稳定；蒲公英
多糖对超氧阴离子自由基的清除效果与维生素Ｃ相似，
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１．０ｍｇ／ｍＬ蒲公英多糖对超氧阴离子自由基的清除率在
８０％以上，说明蒲公英多糖具有潜在的开发价值。另外，蒲公
英多糖红外表征结果表明该多糖为β－吡喃糖。
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