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摘要： 以干燥紫椴花为原料，微波提取水溶性多糖，考察了微波时间、微波功率、料液比 3 个因
素对多糖得率的影响，通过响应面法对紫椴花多糖微波提取工艺进行了优化，根据二次回归模
型得到的最佳工艺条件为：微波时间 9 min，微波功率 585 W，料液比 1∶67（g/mL），在此条件下，
紫椴花多糖理论得率为 12.57%。 理化性质实验及红外光谱分析表明，紫椴花多糖具有多糖的通
性。以抗坏血酸（VC）为对照品，测定了紫椴花粗多糖的总还原能力、清除 1，1-二苯基-2-三硝基
苯肼（DPPH）和羟自由基（·OH）的能力，及对亚铁离子（Fe2+）诱发的脂质过氧化的抑制作用，对
紫椴花粗多糖的体外抗氧化活性进行了评价。结果表明：紫椴花粗多糖具有一定的还原能力、清
除自由基能力，及抗脂质过氧化能力，其抗氧化活性弱于相同浓度的抗坏血酸（VC）。
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Abstract： In this manuscript ，water soluble polysaccharides were extracted from Tilia amurensis
Rupr. flowers by microwave -assisted method was developed. The effect of microwave time，
microwave power and ratio of raw material to liquid on the yield of polysaccharides was investigated
and the microwave-assisted extraction process was optimized by response surface method. According
to quadratic regression model，the optimum extraction parameters was 9 min，585 W and 1 ∶67 （g ∶
mL）. Under this optimum conditions，the yield of polysaccharides in theory was achieved at 12.57%.
The physical and chemical properties experiment and infrared spectrum analysis indicated that
polysaccharides extracted from Tilia amurensis Rupr. flowers presented typical properties of
polysaccharides. The antioxidant activity in vitro of polysaccharides from Tilia amurensis Rupr. was
evaluated by determining the reducing power，scavenging capacities on 1，1 -diphenyl -2 -
picrylhydrazyl radical and hydroxyl free radical and the inhibition effect on lipid peroxidation
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紫椴（Tilia amurensis Rupr.）是我国东北地区重

要的经济树种，是优质的蜜源和木材[1]。 《中华本草》
记载，紫椴花具有清热解表的药效[2]。 椴树属植物是

传统的药用植物，可以作为镇静剂、利尿剂、祛痰剂

和发汗剂 [3-4]。 紫椴花中含有较多的多糖、黄酮类化

合物、酚类、香豆素等多种天然活性物质 [5]。 紫椴花

乙醇提取物具有较好的抗急性炎症及镇痛作用 [6]，
紫椴树皮提取物中的黄烷和脂肪酸能够抑制 DNA
拓扑异构酶的活性[7]。 紫椴花中多糖含量丰富，盛花

期可达到约 163.21 mg/g[8-9]，是一种理想的植物多糖

原料。 国内外学者采用热水浸提 [10]、微波辅助 [11]、超

声波辅助 [12]、酶法辅助 [13]等诸多方法提取植物中的

多糖并对多种植物多糖进行了抗氧化活性评价。 目

前尚未发现对紫椴花多糖生物活性进行研究的相

关文献报道。 作者采用响应面法优化了紫椴花多糖

的微波提取工艺，并对其体外抗氧化活性进行了研

究，旨在为紫椴资源的合理开发和深度利用提供科

学的参考依据。

1.1 材料与设备

紫椴花，采于东北林业大学校园，经东北林业

大学穆立蔷教授鉴定为紫椴花，自然风干，粉碎后

过 60 目筛； 市售鲜鸡蛋；1，1-二苯基-2-三硝基苯

肼（DPPH），美国 Sigma 公司产品；其他试剂均为国

产分析纯。
756PC 紫外可见分光光度计， 北京通用仪器有

限公司制造；WD800LG 微波炉，天津乐津电子有限

公司制造；NKTHZ-A 空气恒温摇床，常州诺基仪器

有限公司制造；TDL-40B-W 台式低速大容量离心

机，湖南星科科学仪器有限公司制造；FW-100 型高

速万能粉碎机， 天津市泰斯特仪器有限公司制造；
TGL-16G 高速离心机，北京佳源兴业科技有限公司

制造；TDA-8002 型恒温水浴锅，上海博迅实业有限

公司制造；ALC-110 型电子天平， 北京赛多利斯仪

器系统有限公司制造；RE-52A 旋转蒸发器，上海亚

荣生化仪器厂制造；LGJ-10 台式冷冻干燥机， 北京

松源华兴科技发展有限公司制造；Magna-IR560 型

傅里叶变换红外光谱仪，美国尼高力（Nicolet）公司

制造。
1.2 实验方法

1.2.1 紫椴花多糖提取工艺流程 紫椴花干粉→
石 油 醚 脱 脂→微 波 提 取→离 心→提 取 液 浓 缩→
Sevage 法除蛋白质→体积分数 95%乙醇沉淀→洗

涤沉淀→冷冻干燥→紫椴花粗多糖。
1.2.2 葡萄糖标准曲线的绘制 采用苯酚-硫酸比

色法[14]，得到葡萄糖标准曲线回归方程：
y=0.086 0x-0.003 7， R2=0.999 3。 （1）

式（1）中，y 为反应液在 490 nm 处的吸光值；x 为反

应液中的葡萄糖质量浓度，μg/mL。
1.2.3 提取液中多糖得率计算方法 多糖提取液

定容至 100 mL，再吸取 1.0 mL 定容至 25 mL。 取定

容液 2.0 mL， 按标准曲线的步骤操作测定吸光度，
根据标准曲线回归方程计算多糖得率。
1.2.4 单因素实验 考察微波时间（min）、微 波 功

率（W）和料液比（g/mL）3 个因素对紫椴花多糖得率

的影响，每个处理实验重复 3 次。
1.2.5 响应面法优化紫椴花多糖提取工艺 在单

因素实验基础上利用 Minitab16.0 软件，以紫椴花多

糖得率为响应值，设计微波时间、微波功率和料液

比三因素三水平 Box-Benhnken 中心组合实验，建

立二次回归方程模型，优化微波提取紫椴花多糖工

艺参数，并进行验证实验。 Box-Benhnken 实验设计

因素水平见表 1。
表 1 Box-Benhnken 实验设计因素水平表

Table 1 Factors and levels of Box-Benhnken experiment
design

材料与方法1

induced by ferrous ion. The results showed that polysaccharides from Tilia amurensis Rupr. had
certain reducing power，scavenging capacities on free radical and inhibition effect on lipid
peroxidation，which were appreciably weaker than ascorbic acid（VC）.
Keywords： Tilia amurensis Rupr，polysaccharides，extraction，antioxidant activity in vitro

因素
水平

-1 0 1

微波时间(A)/min 6 8 10

微波功率(B)/W 320 480 640

料液比(C)/（g/mL） 1∶50 1∶60 1∶70
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1.2.6 紫椴花粗多糖定性分析及红外光谱分析
观察紫椴花粗多糖的颜色、状态及其在水、甲醇、无

水乙醇、丙酮等试剂中的溶解性。 配制 1 mg/mL 紫

椴花粗多糖溶液，分别通过硫酸-咔唑反应、碘化反

应、斐林试剂和班氏试剂反应、考马斯亮蓝反应和

三氯化铁反应，检测紫椴花粗多糖中是否含有糖醛

酸、淀粉、还原糖、蛋白质和酚类化合物。 精确称取

紫椴花粗多糖粉末 2 mg，在远红外灯照射下与干燥

的 KBr 研磨混合压片后，以 KBr 为本底，用红外光

谱仪在 4 000~400 cm-1 红外波数范围内进行扫描。
1.2.7 紫椴花粗多糖体外抗氧化活性研究

1） 紫椴花粗多糖清除 DPPH 自由基能力的测

定：参照文献[15]方法，以 VC 作阳性对照。抗氧化剂

清除 DPPH 自由基的能力（E0）由式（2）计算：
E0=[1-（A2-A1）/A0]×100% （2）

式（2）中， A0 为 2 mL DPPH 甲醇溶液+2 mL 溶剂的

吸光度值； A1 为 2 mL 甲醇+2 mL 多糖溶液的吸光

度值； A2 为 2 mL DPPH 甲醇溶液+2 mL 多糖溶液

的吸光度值。
2）紫椴花粗多糖总还原能力的测定：参照文献

[16]的方法，略做修改，以 VC 作阳性对照。
3）紫椴花粗多糖清除羟自由基能力的测定：参

照文献[17]的测定方法，略做调整，以 VC 作阳性对

照。 羟自由基清除率（E1）计算公式如下式（3）：
E1=[1-（A-Aj）/A0]×100% （3）

式 （3） 中， A 为不同多糖质量浓度下的吸光度； Aj

为用水代替水杨酸时测得某质量浓度多糖的本底

吸光度； A0 为用水代替抗氧化剂时测得的空白对

照吸光度。
4）紫椴花粗多糖抗脂质过氧化能力的测定：参

照文献[18]的方法，略做修改，以 VC 作阳性对照。抑

制率（E2）计算公式为

E2=[（A0-A）/A0]×100% （4）
式（4）中，A0 为空白对照组吸光度值， A 为不同质量

浓度抗氧化剂作用体系的吸光度值。

2.1 单因素实验结果分析

2.1.1 微波时间对多糖得率的影响 由图 1 （a）可

知，紫椴花多糖得率随着微波作用时间的延长而提

高，微波作用时间达到 8 min 时，紫椴花多糖得率达

到最大，而后有下降的趋势。 出现这种趋势的原因

可能是较短时间内，微波对植物细胞壁及细胞膜的

破坏作用大，导致细胞内物质大量溶出，多糖得率

显著提高；另一方面，随着细胞破碎程度越来越大，
细胞中其他杂质的溶出也增加，多糖得率反而下降[19]。
因此，8 min 为较优的微波 作 用 时 间，选 择 6 min、
8 min、10 min 作为响应面实验的 3 个水平。
2.1.2 微波功率对多糖得率的影响 由图 1 （b）可

知，紫椴花多糖得率随着微波功率的提高呈现先升

高而后略有下降的趋势， 微波功率为 480 W 时，多

糖得率最大。 出现这种趋势的原因可能是在一定范

围内，微波功率升高时，物料吸收的微波热能随之

增加，有效促进植物细胞的破碎，溶出物质增加；当

微波功率达到一定水平后，会引起多糖降解，多糖

得率稍有下降[20]。 因此，480 W 为较优的微波输出功

率，选择 320 W、480 W、640 W 作为响应面实验的 3
个水平。
2.1.3 料液比对多糖得率的影响 由图 1（c）可知，
紫椴花多糖得率随着料液比的增加呈现先升高而

后下降的趋势，料液比为 1∶60（g/mL）时，多糖得率

达到最大值。 出现这种趋势的原因可能是在一定范

围内， 水量的增加使得原料与水边界层浓度差增

大，有利于多糖的溶出和扩散，传质速率提高；随着

水量进一步增加，温度上升趋于缓慢，能耗效率下

降，同时杂质溶出增加，相当于多糖被稀释，得率反

而降低 [21]。 因此，1∶60（g/mL）为较优的料液比，选择

1∶50、1∶60、1∶70（g/mL）作为响应面实验的 3 个水平。

结果与分析2
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图 1 微波时间、微波功率和料液比对多糖得率的影响

Fig. 1 Effect of microwave time，microwave power and
ratio of raw material to liquid on the extraction
rate of polysaccharides

2.2 响应面实验结果分析

2.2.1 工艺优化实验设计方案及结果 Box -
Benhnken 实验设计方案及结果见表 2。
2.2.2 数学二次回归模型的建立及方差分析 根

据实验结果进行多元拟合分析，得到的二次多项回

归方程模型为

Y=12.250 0+0.325 625A+0.546 625B+0.179 25C-
0.462 875A2-0.402 375B2-0.207 125C2+
0.055 75AB+0.251AC-0.079BC （5）

式（5）中，Y 代表多糖得率， A、B、C 分别代表微波时

间、微波功率和料液比。
对上述模型进行方差分析，结果见表 3。 回归方

程 F 检验 P<0.01，差异极显著；失拟检验 P=0.310>
0.05，不显著；相关系数 R2=98.13%。 综上所述，响应

值的变化有 98.13%来源于所选变量，模型对实验实

际情况拟合较好，可用来预测不同提取条件下的紫

椴花多糖理论得率。
表 2 Box-Benhnken 实验设计方案及结果

Table 2 Program and result of Box -Benhnken
experiment design

实验号
微波时间

(A)/min
微波功率

(B)/W
料液比

(C)/（g/mL）
多糖得率(Y)/%

1 -1 -1 0 10.636

2 1 -1 0 11.027

3 -1 1 0 11.641

4 1 1 0 12.255

5 -1 0 -1 11.194

6 1 0 -1 11.492

7 -1 0 1 11.176

8 1 0 1 12.478

9 0 -1 -1 10.915

10 0 1 -1 12.143

11 0 -1 1 11.306

12 0 1 1 12.218

13 0 0 0 12.367

14 0 0 0 12.236

15 0 0 0 12.162

表 3 Box-Benhnken 设计二次模型方差分析

Table 3 Variance analysis of the regression quadmtic model of Box-Benhnken design

方差来源 自由度 Seq SS Adj SS Adj MS F P 显著性

回归 9 5.154 66 5.154 66 0.572 74 29.11 0.001 **

线性 3 3.495 69 3.495 69 1.165 23 59.22 0.000 **

平方 3 1.369 58 1.369 58 0.456 53 23.20 0.002 **

交互作用 3 0.289 40 0.289 40 0.096 47 4.90 0.060 不显著

失拟 3 0.076 83 0.076 83 0.025 61 1.42 0.310 不显著

纯误差 2 0.021 55 0.021 55 0.010 78 - - -

合计 14 5.253 05 - - - - -

注：“**” 差异极显著（p<0.01）；“*” 差异显著（p<0.05）。

回归方程系数显著性检验见表 4。 可知，对多糖

得率的影响达到极显著水平的项为 A、B、A2 和 B2；
达到显著水平的项为 C、 AC 和 C2。其中微波功率对

多糖得率影响最大，微波时间次之。 图 2 为根据回

归方程模型做出的 3 个因素之间交互作用的三维

曲面图。 自变量的改变对响应值的影响可以通过三

维曲面图直观地反映出来。
2.2.3 提取工艺的优化结果与验证实验 根据二

次回归方程，将得率 Y 设定为最大值，计算相应的

变 量 值 ， 得 到 提 取 工 艺 的 优 化 结 果 ： 微 波 时 间

9.14 min，微 波 功 率 585 W，料 液 比 1∶67（g/mL），多

糖得率模型理论预测值为 12.57%。由于实验所用微
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注：“**” 差异极显著（p<0.01）；“*” 差异显著（p<0.05）。

表 4 二次模型回归方程系数显著性检验

Table 4 Coefficient estimates of regression quadratic model

项 系数 系数标准误差 T P 显著性

常量 12.255 0 0.080 99 151.316 0.000 -

A 0.325 6 0.049 60 6.566 0.001 **

B 0.546 6 0.049 60 11.022 0.000 **

C 0.179 2 0.049 60 3.614 0.015 *

A2 -0.462 9 0.073 00 -6.341 0.001 **

B2 -0.402 4 0.073 00 -5.512 0.003 **

C2 -0.207 1 0.073 00 -2.837 0.036 *

AB 0.055 8 0.070 14 0.795 0.463 不显著

AC 0.251 0 0.070 14 3.579 0.016 *

BC -0.079 0 0.070 14 -1.126 0.311 不显著

波炉功率设定的局限性，选择微波时间 9 min，微波

功率 640 W，料液比 1∶67（g/mL）的工艺条件进行验

证实验，在此条件下实际多糖得率为 12.05%，模型

理论预测值为 12.11%，实际值与理论值接近，说明

可以通过该模型对实际操作条件下的理论多糖得

率进行相对准确的预测。

图 2 微波时间、 微波功率和料液比交互作用影响的三维曲

面图

Fig. 2 Response surface plot of mutual -influence for
microwave time，microwave power and solid -
liquid ratio on yield

2.3 紫椴花多糖的定性分析及红外光谱分析结果

2.3.1 物化性质分析结果 紫椴花粗多糖为淡黄

色纤维状固体，溶于水和甲醇，不溶于无水乙醇和

丙酮。 碘化反应、斐林试剂反应、班氏试剂反应及三

氯化铁反应呈阴性， 说明紫椴花粗多糖中不含淀

粉、还原糖及酚类化合物；硫酸-咔唑反应和考马斯

亮蓝反应呈阳性，说明紫椴花粗多糖中含有糖醛酸

和蛋白质。
2.3.2 红外光谱分析结果 由图 3 可见，3 418 cm-1

处的吸收峰是很强的 O—H 键的伸缩振动吸收峰；
2 926 cm-1 处的吸收峰是 CH3、CH2 和 CH 的 C—H
键的伸缩振动吸收峰；1 727 cm-1 处的吸收峰为羰

基 吸 收 峰 ， 说 明 含 有 糖 醛 酸 [ 22 ] ；1 419 cm -1 和

325



WANG Jingjie，et al： Microwave -Assisted Extraction and Antioxidant
Activity in Vitro of Polysaccharides from Tilia
amurensis Rupr. Flowers

Research Article

Journal of Food Science and Biotechnology Vol.33 No.3 2014

图 3 紫椴花多糖红外光谱扫描图

Fig. 3 Infra-red spectrogram of polysaccharides of Tilia amurensis Rupr

1 378 cm-1 处的多重吸收峰是 C—H 的伸缩和变角

振动吸收峰[23]；1 323 cm-1 处是 C—H 弯曲振动吸收

峰；1 043 cm-1 处的则是醇羟基—OH 的变角振动吸

收峰；1 150 cm-1 处的吸收峰是环上碳—氧（C—O）
吸 收 峰；909 cm-1 处 的 小 吸 收 峰 是 β-糖 苷 键 吸 收

峰， 说明存在 β-糖苷键；813 cm-1 处的吸收峰是甘

露 糖 的 特 征 吸 收 峰，表 明 多 糖 的 糖 基 中 含 有 甘 露

糖 [24]；在 1 616 cm-1 处有 NH2 和—NH3
+的特征吸收

峰，说明紫椴花粗多糖中有蛋白多糖。

2.4 紫椴花多糖体外抗氧化活性的测定结果分析

2.4.1 紫椴花粗多糖清除 DPPH 自由基能力的测
定结果分析 DPPH 自由基在有机溶剂中是一种稳

定的自由基，溶液在波长 517 nm 处有特征吸收峰，
呈紫红色。 自由基清除剂可与其单电子配对而使其

吸收减弱，减弱程度与其所接受的电子数成定量关

系，因此可用分光光度法评价自由基的清除情况 [25]。
如图 4（a）所示，一定质量浓度范围内的 VC 和紫椴

花多糖对 DPPH 自由基都具有一定的清除效果，随

着质量浓度的增加，VC 对 DPPH 的清除率基本保

持在 50%左右，没有显著的量效关系。 大多数研究

植物多糖清除 DPPH 自由基活性的文献报道中，VC
对 DPPH 自由基的清除率基本上能达到 100%，本

实 验 中 未 出 现 这 一 现 象 的 原 因 可 能 是 由 于 DPPH
的溶剂不同造成的， 因为紫椴花多糖遇乙醇沉淀，
故选择用甲醇溶解 DPPH； 紫椴花多糖对 DPPH 的

清除效果在较低质量浓度范围内时呈现较好的量

效关系，质量浓度达到 600 μg/mL 后，逐渐趋于稳

定； 且同质量浓度的 VC 对 DPPH 的清除效果优于

紫椴花多糖的。
2.4.2 紫椴花粗多糖总还原能力的测定结果分析
抗氧化剂的抗氧化能力与其还原力有关，还原力越

大，抗氧化能力越强。 抗氧化剂能够在一定的条件

下将 Fe3+还原为 Fe2+。 根据 1.2.7 之 2）的方法，反应

后的生成物在 700 nm 处的吸光度的大小即反映了

其抗氧化能力的大小，值越大则样品的还原能力越

强[26]。 如图 4（b）所示，不同质量浓度（8~80 μg/mL）
的紫椴花多糖溶液具有一定的总还原能力，且随着

质量浓度增加呈现线性升高趋势，与同质量浓度的

VC 相比，紫椴花多糖的总还原能力相对较弱。
2.4.3 紫椴花粗多糖清除羟自由基能力的测定结
果分析 H2O2 与 FeSO4 反 应（Fenton 反 应）会 产 生

羟自由基，羟自由基具有很强的氧化能力，通过攻

击水杨酸分子中的苯环使其发生氧化反应，生成的

有色物质在 510 nm 处的吸光值与羟自由基的量成

正比[27]。若在反应体系中加入抗氧化剂，羟自由基受

到抑制，有色物质生成量将会减少。 如图 4（c）所示，
不同质量浓度（200~1800 μg/mL）的 紫 椴 花 多 糖 对

羟自由基具有明显的清除作用，且清除率随着质量

浓度的增加而升高， 当其质量浓度为 1 800 μg/mL
时，对羟自由基的清除率高达 88.19%。VC 对羟自由

基 的 清 除 能 力 强 于 同 质 量 浓 度 的 紫 椴 花 多 糖，当

VC 质量浓度为 1 800 μg/mL 时，羟自由基清除率达

到 100%。
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结 语3

2.4.4 紫椴花粗多糖抑制脂质过氧化能力的测定
结果分析 Fe2+能诱导卵黄中磷脂 C-2 位上所含的

多不饱和脂肪酸（PUFA）发生脂质过氧化反应，生成

的过氧化产物丙二醛（MDA）等在加热条件下可与

硫代巴比妥酸（TBA）反应生成粉红色的化合物，在

波长 532 nm 处有特征吸收峰， 抗氧化剂可在一定

程度上延缓或抑制脂质过氧化过程[28-29]。 如图 4（d）
所示，不同质量浓度（400~2000 μg/mL）的紫椴花多

糖对 Fe2+诱发的脂质过氧化具有显著的抑制作用，
且质量浓度越大，抑制作用越强。 当紫椴花多糖质

量浓度为 1 600 μg/mL 时， 其对脂质过氧化的抑制

作用已接近于同质量浓度的 VC； 当紫椴花多糖质

量浓度为 2 000 μg/mL 时， 对脂质过氧化的抑制率

已达到 75.42%，高于相同质量浓度的 VC。

图 4 紫椴花多糖和 VC 的体外抗氧化活性

Fig. 4 Antioxidant activity in vitro of Tilia amurensis
Rupr. polysaccharides and VC

微波辅助提取技术具有时间短、效率高、节能

等特点。 采用微波法提取紫椴花多糖，在单因素实

验的基础上，以多糖得率为响应值，微波时间、微波

功率和料液比作为自变量， 利用 Minitab 软件进行

响应面优化设计实验，得到微波提取紫椴花多糖的

最佳工艺条件：微波时间 9.14 min，微波功率 585 W，
料液比 1∶67（g/mL），多糖得率模型理论预测值可达

到 12.57%。 验证实验表明，回归模型可以较准确地

对实际操作条件下的多糖得率进行预测。
研究表明，机体的衰老、炎症、癌症和免疫疾病

等均与体内过剩氧自由基（ROS）有关，其中羟基自

由基（·OH）可直接作用于生物膜，引起脂质过氧化

反应，危害最大[30-31]。 植物多糖作为一类天然自由基

清除剂，能够清除和平衡多种活性氧自由基，减少

自由基对人体的损伤。 本实验的研究结果表明，紫

椴花多糖具有还原能力，能够清除 DPPH 自由基和

Fenton 反应产生的·OH， 同时对 Fe2+诱发的脂质过

氧化反应有较强的抑制作用，显示出较好的体外抗

氧化活性。 与同质量浓度的 VC 相比，其还原力、清

除自由基能力稍弱，但其抑制脂质过氧化的效果在

达到一定质量浓度后， 有强于同质量浓度 VC 的趋

势。 紫椴花多糖清除自由基的机制可能与多糖链的

结构有关，抑制脂质过氧化的机理可能是其具有螯

合金属离子的能力，使其不能产生启动脂质过氧化反

应的羟自由基，进而抑制脂质过氧化反应的发生[32]。
作者对紫椴花多糖粗提物进行了体外抗氧化

活性评价， 有必要在此基础上对其纯化组分的结

构、功能及单糖组成进行更加深入的研究，以期为
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