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摘　要：以蒲公英橡胶草根为原料，采用超声提取的方式，通过单因素实验和响应面试验探究了超声功率、提取时

间、超声温度、液料比对蒲公英橡胶草菊糖提取率的影响，得到蒲公英橡胶草菊糖提取的最佳工艺为：超声功率

230 W、超声时间 34 min、超声温度 61 ℃、液料比 30:1（mL:g），菊糖提取率为 20.14%±0.19%。采用氢氧化钙-
磷酸法、三氯乙酸法、Sevage 法进行脱蛋白纯化，得出氢氧化钙-磷酸法的效果最好，其蛋白清除率达 90.78%，

菊糖损失率为 26.44%。将菊糖粗提液经蛋白纯化、脱色、旋蒸、醇沉及真空冷冻干燥后得到纯度为 80.8% 的菊

糖，为白色固体粉末。经 MALDI-TOF MS 进行表征分析，确定其单体的分子量为 162，端基的分子量和为 179，
能检测到的聚合度范围为 2~30。此研究为蒲公英橡胶草的综合利用研究提供了理论依据。
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Abstract： Using Taraxacum  kok-saghyz Rodin  root  as  raw  material,  the  effects  of  ultrasonic  power,  extraction  time,
ultrasonic temperature and liquid-solid ratio on the extraction rate of inulin from Taraxacum kok-saghyz Rodin root were
studied  based  on  single  factor  experiment  and  response  surface  experiment.  The  optimum extraction  conditions  of  inulin
from Taraxacum  kok-saghyz Rodin  root  were  as  follows:  Ultrasonic  power  230  W,  ultrasonic  time  34  min,  ultrasonic
temperature  61 ℃,  liquid-solid  ratio  30:1  (mL:g),  and  the  extraction  rate  of  inulin  was  20.14%±0.19%.  The  calcium
hydroxide-phosphoric acid method, trichloroacetic acid method and Sevage method were used for protein purification, and
the results showed that the calcium hydroxide-phosphoric acid method had the best effect, with a protein clearance rate of  
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90.78%  and  an  inulin  loss  rate  of  26.44%.  Inulin  with  a  purity  of  80.8%  was  obtained  after  protein  purification,
decolorization,  alcohol  precipitation  and  vacuum  freeze  drying,  was  a  white  solid  powder.  The  obtained  inulin  was
characterized and analyzed by MALDI-TOF MS, which determined that the molecular weight of the monomer was 162, the
molecular weight of the end group was 179, and the degree of polymerization can be detected in the range of 2 to 30. This
study provides a theoretical basis for the comprehensive utilization of Taraxacum kok-saghyz Rodin.

Key  words： Taraxacum  kok-saghyz Rodin； inulin； extraction； response  surface； purification； matrix-assisted  laser

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry(MALDI-TOF MS)

 

菊糖，别名菊粉、土木香粉，是由 D-呋喃果糖经

β-2,1-糖苷键聚合而成的链状多糖[1]，末端为葡萄糖

残基, 聚合度（DP）范围为 2~60, 平均在 10~12 左右
[2]。菊糖在自然界中广泛存在，主要以储备多糖的形

式存在于多种植物中[3]，如雪莲果块茎、婆罗门参、

大丽花、菊芋、菊苣等[4]。菊糖不仅具有独特的凝胶

特性和类似脂肪的口感[5]，还具有降糖降脂、预防癌

症[6]、调节肠道环境、促进益生菌增殖、促进矿物质

吸收[7] 等多种生理功能[8−9]，在食品领域主要用于生

产高纯度果糖、低脂食品、膳食纤维、糕点和甜食面

团的品质改良剂等[10]。

橡胶草，又名俄罗斯蒲公英，为菊科蒲公英属大

角蒲公英组多年生草本植物[11]，橡胶草不仅可以合成

天然橡胶，还可以合成大量的碳水化合物菊糖[12]，主

要储存在韧皮部附近的根细胞液泡中[13]。目前国内

外关于蒲公英橡胶草的研究主要集中在橡胶的提

取、定量、结构表征等方面[14−15]，对于蒲公英橡胶草

中菊糖的提取及结构表征的研究未见报道。工业上

多采用热水浸提法从菊芋、菊苣中提取菊糖[16−17]，关

于蒲公英橡胶草菊糖的提取优化研究较少，其分子质

量及聚合度分布等研究也有待进一步深入。本研究

拟对蒲公英橡胶草菊糖的提取及分离纯化工艺进行

研究，为蒲公英橡胶草的综合开发利用提供一定的理

论基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

蒲公英橡胶草　市售；考马斯亮蓝 G-250　北

京科华经纬科技有限公司；3,5-二硝基水杨酸　国药

集团化学试剂有限公司；氢氧化钠　北京化工厂；无

水亚硫酸钠　天津市光复科技发展有限公司；浓硫

酸、苯酚、四水酒石酸钾钠、乙醇　均为分析纯。

Autoflex speed MALDI-TOF　布鲁克（北京）科

技有限公司；KQ-300DE 型数控超声波清洗器　昆

山市超声仪器有限公司；BT-25S 型电子天平　赛多

利斯科学仪器（北京）有限公司；SIGMA-3K15 型离

心机　北京五洲东方科技发展有限公司；DZF-150
型真空干燥箱　郑州长城科工贸有限公司；NanoDrop
2000C 分光光度计　赛默飞世尔科技公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   菊糖提取工艺　蒲公英橡胶草根→洗净→烘

干→粉碎→超声提取→离心→除蛋白→抽滤→脱色

→旋蒸浓缩→醇沉（4~5 次）→冷冻干燥→菊糖成

品[18]。

将蒲公英橡胶草根洗净后 60 ℃ 烘干粉碎，取一

定量的蒲公英橡胶草粉末于 50 mL 离心管中，加入

一定量的去离子水，在一定的温度、时间及功率下进

行超声提取，随后在 8000 r/min 条件下离心 5 min，
取上清液进行纯化（纯化方法的选择见 1.2.6），纯化

后采用抽滤的方式除去沉淀，将所得的滤液采用大孔

吸附树脂进行脱色，控制流速为 1 mL/min，收集流出

液并定容后取样在 420 nm 处测吸光度并计算其脱

色效果[19]。将脱色后的菊糖提取液于 60 ℃ 旋蒸浓

缩至微量，然后加入 4 倍体积无水乙醇，于 4 ℃ 冰箱

静置 20 min 后离心（8000 r/min，10 min），沉淀留存，

将上清液再次进行浓缩和醇沉[20]，反复沉淀 4~5 次

直至无沉淀产生。将所得沉淀物在−20 ℃ 预冻 12 h
后，冷冻干燥约 3 h 得白色固体粉末状菊糖成品。 

1.2.2   菊糖单因素实验　采用控制变量法，分别探究

超声功率、液料比、超声温度、超声时间对菊糖提取

率的影响[21]。 

1.2.2.1   超声功率对菊糖提取率的影响　选取温度：

60 ℃[22]，时间：20 min，液料比：20:1 mL/g，分别在功

率： 120、 180、 240、 300 W 进行超声提取， 8000
r/min 离心 5 min 后取上清液进行菊糖含量测定，探

究超声功率与菊糖提取率的关系。 

1.2.2.2   液料比对菊糖提取率的影响　选取温度：

60 ℃，时间：20 min，功率：240 W，分别在液料比：

10:1、20:1、30:1、40:1、50:1、60:1 mL/g 进行超

声提取，8000 r/min 离心 5 min 后取上清液进行菊糖

含量测定，探究液料比与菊糖提取率的关系。 

1.2.2.3   超声温度对菊糖提取率的影响　选取时间：

20 min，功率：240 W，液料比：20:1 mL/g，分别在温

度： 40、 50、 60、 70、 75 ℃ 进行超声提取， 8000
r/min 离心 5 min 后取上清液进行菊糖含量测定，探

究超声温度与菊糖提取率的关系。 

1.2.2.4   超声时间对菊糖提取率的影响　选取超声

温度：60 ℃，功率：240 W，液料比：20:1 mL/g，分别

在超声时间：10、20、30、40、50、60 min 进行超声提

取，8000 r/min 离心 5 min 后取上清液进行菊糖含量

测定，探究超声时间与菊糖提取率的关系。 

1.2.3   响应面优化试验　根据单因素实验，分别以液

料比（A）、超声功率（B）、超声温度（C）、超声时间

（D）为考察因素，设计了四因素三水平的响应面优化

试验，全部试验共计 29 组，其中设置为 5 组中心点
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重复实验，用以估计试验误差，设计结果见表 1。
  

表 1    响应面试验设计因素水平表
Table 1    Factors and levels table of response

surface experiment

水平 A
液料比（mL/g）

B
超声功率（W）

C
超声温度（℃）

D
超声时间（min）

−1 20:1 180 50 20

0 30:1 240 60 30

1 40:1 300 70 40
  

1.2.4   菊糖提取率及含量的测定　采用苯酚硫酸法

在 490 nm 波长处测定吸光度[23]，代入总糖标准曲线

（回归方程 y=7.1083x−0.0253，R2=0.9987）计算出总

糖含量；采用 DNS 法在 540 nm 波长处测定吸光度[24]，

代入还原糖标准曲线（回归方程 y=1.4987x−0.0451，
R2=0.9988）计算出还原糖含量；分别利用公式（1）和
（2）计算出菊糖提取率和菊糖含量[16]。

菊糖提取率(%)=样品中菊糖含量
样品质量

×100 式（1）

菊糖含量=总糖含量−还原糖含量 式（2）
 

1.2.5   蛋白质含量的测定　采用考马斯亮蓝法，以牛

血清白蛋白溶液为标准，以牛血清白蛋白溶液浓度为

横坐标，以吸光度为纵坐标，在 595 nm 处测定吸光

度[25]，绘制标准曲线（y=5.1325x+0.1027，R2=0.9983），
根据标曲计算出菊糖提取液中蛋白质含量，根据公

式（3）计算出菊糖损失率，根据公式（4）计算蛋白质清

除率。

菊糖损失率 (%) =
纯化前菊糖含量−纯化后菊糖含量

纯化前菊糖含量
×100 式（3）

蛋白质清除率 (%) =
纯化前蛋白质含量−纯化后蛋白质含量

纯化前蛋白质含量
×100

式（4）
 

1.2.6   菊糖纯化方法的选择　 

1.2.6.1   氢氧化钙-磷酸法　工业上常用氢氧化钙-磷
酸法[26] 进行纯化，取一定量的菊糖粗提液，加入质量

分数为 10% 的 Ca（OH）2 溶液，使溶液 pH 为 12[27]，

在 80 ℃ 下，边加热边搅拌 20 min，再用 20% H3PO4

溶液调节 pH 为 6，保温 10 min 后，4000 r/min 离心

5 min，取上清液进行测量。 

1.2.6.2   三氯乙酸法　取一定量的菊糖粗提液，加

入 12.5 mL 9% 的三氯乙酸，搅拌 20 min 后，静置

30  min[28]，待溶液不再浑浊后， 5000  r/min 离心

20 min，取上清液进行测量。 

1.2.6.3   Sevage 法　Sevage 试剂的配制：氯仿：正丁

醇=4:1[29]。

取一定量的菊糖粗提液，按 Sevage 试剂：样

液=1:5 的比例加入 Sevage 试剂，剧烈摇晃 25 min
后离心去掉下层和乳白色的中间层，继续对上清液进

行处理，重复上述步骤 5 次，弃去沉淀后取上清液测

量蛋白质含量及菊糖含量。 

1.2.7   MALDI-TOF  MS 表征　采用 WANG 等 [26]

的方法，将菊糖成品溶于 0.01 mol/L 氯化钾水溶液

混合制成样品，以 DHB 作为基质，基质用乙醇和水

混合液（乙醇:水=1:1）配制成 10 mg/mL，再将基质

和样品按 1:1 的比例混合进行 MALDI-MS 分析，在

线性模式和反射模式下进行采集。 

1.3　数据处理

实验数据的测定均设置 3 个平行实验，利用

Origin  2017 进 行 数 据 绘 制 ， 利 用 IBM  SPSS
Statistics  20 对数据进行显著性差异分析，利用

Design Expert 10.0.7 软件进行响应面设计与分析。 

2　结果与分析 

2.1　蒲公英橡胶草菊糖的提取 

2.1.1   蒲公英橡胶草菊糖提取单因素实验　 

2.1.1.1   超声功率对菊糖提取率的影响　由图 1 可

知，随着超声功率的增加，菊糖提取率先上升后下降，

功率从 180 W 增加到 240 W 时，菊糖提取率显著增

加（P<0.05），增加功率到 300 W 时提取率降低。原

因是空化作用会随着超声功率的增强而增强，剪切效

果也得到了增加，从而导致菊糖分子链的断裂，使得

菊糖提取率呈下降趋势[20]。
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图 1    超声功率对蒲公英橡胶草菊糖提取率的影响
Fig.1    Effect of ultrasonic power on extractability of inulin

注：不同字母表示差异显著（P<0.05）；图 2~图 4 同。
  

2.1.1.2   液料比对菊糖提取率的影响　由图 2 可知，

在 10:1~30:1 mL/g 的范围内，菊糖提取率随液料比

的增加而显著增加（P<0.05），但液料比大于 30:1 mL/g
后，菊糖提取率随液料比的减小缓慢降低。原因是液

料比较小时，由于溶剂不够，蒲公英橡胶草中的菊糖

不能充分溶出，而液料比过大时，菊糖溶出则需要消

耗更多时间和能量，因此菊糖提取率呈下降趋势[20]。 

2.1.1.3   超声温度对菊糖提取率的影响　由图 3 可

知，菊糖提取率随温度的增加呈先上升后下降的趋

势，在 50~60℃ 时，菊糖提取率显著升高（P<0.05），
增加温度到 75℃ 时，菊糖提取率显著降低（P<0.05）。
原因是随着温度的增加，样品中的菊糖开始溶出，但

温度达到一定值时，菊糖已充分溶出，同时高温会使

菊糖发生分解，从而导致菊糖提取率的降低[30]。 
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图 2    液料比对蒲公英橡胶草菊糖提取率的影响
Fig.2    Effect of solvent-solid ratio on extractability of inulin
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图 3    超声温度对菊糖提取率的影响
Fig.3    Effect of ultrasonic temperature

on extractability of inulin
  

2.1.1.4   超声时间的影响　由图 4 可知，在 10~30 min
时，随着超声时间的增加，菊糖提取率也逐渐升高，超

声时间为 30 min 时，菊糖提取率达到最大，可能是因

为超声时间不足时，菊糖未能充分溶出，但时间达到

60 min 时，提取率显著下降（P<0.05），可能是由于提

取时间过长，导致菊糖发生了分解，使菊糖的提取率

降低[31]。
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图 4    超声时间对菊糖提取率的影响
Fig.4    Effect of ultrasonic time on extractability of inulin

  

2.1.2   响应面试验结果　 

2.1.2.1   Box-Behnken 实验设计与结果　利用 Design
Expert 10 对蒲公英橡胶草中菊糖提取率进行响应面

设计，响应面设计及结果见表 2。其中 1~20 为析因

实验，21~25 为 5 个中心实验[32]。

对表 2 中数据进行回归分析，得到回归方程：菊

糖提取率=−1.29+1.37×10−3A+2.94×10−3B+0.037C+

2.06×10−3D+8.67×10−6AB+7.08×10−5AC−2.13×10−5

AD−1.24×10−5BC−9.38×10−6BD+1.29×10−4CD−1.16
×10−4A2−4.65×10−6B2−3.32×10−4C2−1.04×10−4D2。对

实验结果进行方差分析，结果见表 3。

 

表 2    响应面设计及结果

Table 2    Design and results of response surface experiment

试验号
液料比
（A）

超声功率
（B）

超声温度
（C）

超声时间
（D）

提取率
（%）

1 −1 −1 0 0 17.59
2 1 −1 0 0 16.68
3 −1 1 0 0 16.64
4 1 1 0 0 17.81
5 0 0 −1 −1 15.5
6 0 0 1 −1 13.38
7 0 0 −1 1 15.35
8 0 0 1 1 18.38
9 −1 0 0 −1 16.52
10 1 0 0 −1 16.77
11 −1 0 0 1 18.72
12 1 0 0 1 18.12
13 0 −1 −1 0 15.1
14 0 1 −1 0 15.41
15 0 −1 1 0 15.55
16 0 1 1 0 12.89
17 −1 0 −1 0 16.91
18 1 0 −1 0 16.21
19 −1 0 1 0 14.39
20 1 0 1 0 16.52
21 0 −1 0 −1 17.8
22 0 1 0 −1 18.01
23 0 −1 0 1 18.65
24 0 1 0 1 16.61
25 0 0 0 0 21.18
26 0 0 0 0 19.96
27 0 0 0 0 19.87
28 0 0 0 0 19.91
29 0 0 0 0 19.46

 

表 3    模型方差分析

Table 3    Variance analysis of the model

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 0.01 14 7.21×10−4 9.33 <0.0001 显著

A-液料比 8.98×10−6 1 8.98×10−6 0.12 0.7382
B-超声功率 1.33×10−3 1 1.33×10−3 17.19 0.001
C-超声温度 4.34×10−3 1 4.34×10−3 56.08 <0.0001
D-超声时间 2.04×10−5 1 2.04×10−5 0.26 0.6153

AB 1.08×10−4 1 1.08×10−4 1.4 0.2565
AC 2.00×10−4 1 2.00×10−4 2.59 0.1298
AD 1.81×10−5 1 1.81×10−5 0.23 0.6363
BC 2.21×10−4 1 2.21×10−4 2.85 0.1133
BD 1.27×10−4 1 1.27×10−4 1.64 0.2215
CD 6.63×10−4 1 6.63×10−4 8.58 0.011
A2 8.69×10−4 1 8.69×10−4 11.25 0.0047
B2 1.82×10−3 1 1.82×10−3 23.55 0.0003
C2 7.15×10−3 1 7.15×10−3 92.43 <0.0001
D2 7.03×10−4 1 7.03×10−4 9.1 0.0092

残差 1.08×10−3 14 7.73×10−5

失拟项 9.14×10−4 10 9.14×10−5 2.17 0.2363 不显著

纯误差 1.68×10−4 4 4.20×10−5

总误差 0.011 28
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由表 3 可知，模型的 F 值为 9.33，P<0.0001，模
型极显著，失拟项误差不显著（P=0.2363>0.05），说明

模型对响应值拟合良好。模型决定系数 R2=0.9032，
R2

Adj=0.8063,说明该模型拟合度良好。通过表中

F 值的大小可以得出各因素对蒲公英橡胶草菊糖提

取率影响的大小为：C（超声温度）>B（超声功率）

>D（超声时间）>A（液料比）。 

2.1.2.2   提取工艺的响应面优化与分析　以提取率

的回归方程为依据，获得了菊糖提取的响应面图和等

高线图，通过控制其中两个因素不变，探究另外两个

交互因素与提取率之间的关系。

分析图 5~图 10，可看出超声功率、液料比、超

声温度与超声时间四因素间的响应曲面均为凸面且

曲面均较为陡峭，说明四因素之间的交互作用对菊糖

提取率的影响明显。 

2.1.2.3   提取参数优化与验证实验　通过 Design
Expert10 软件对数据进一步分析，得到模型的最优

参数为液料比（mL/g）=29.87:1，超声功率 229.25 W，

提取温度 60.54 ℃，提取时间 33.98 min，在此条件参

数下，模型预测提取率为 20.23%。为了实验操作方

便，将上述所得条件参数修正为液料比=30:1（mL/g）、

功率：230 W、温度：61 ℃、时间：34 min。在此条件

下进行三次验证实验，得到实际提取率为 20.14%±

0.19%，与理论预测值非常接近，说明优化后结果

可靠。
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图 5    超声功率（B）和液料比（A）的交互作用

Fig.5    The interaction of ultrasonic power
and liquid-solid ratio
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Fig.6    The interaction of ultrasonic temperature
and liquid-solid ratio
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Fig.7    The interaction of ultrasonic time
and liquid-solid ratio
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2.2　蒲公英橡胶草菊糖的纯化

采用三种方法脱蛋白的结果见表 4，根据蛋白清

除率及菊糖损失率进行比较分析，发现氢氧化钙-磷
酸法为最佳纯化方法。
  

表 4    菊糖脱蛋白所用的方法比较
Table 4    Comparative study on methods of deproteinization

of inulin

方法 氢氧化钙-磷酸法 三氯乙酸法 Sevage法

蛋白清除率（%） 90.78 94.63 62.6
菊糖损失率（%） 26.44 50.15 14.58

  

2.3　菊糖产品

将纯化后的提取液通过大孔树脂清除色素后[33]，

检测计算得出：脱色率：66.65%，菊糖损失率：16.83%，

蛋白清除率：59.27%。将脱蛋白后的菊糖提取液经

大孔吸附树脂脱色、旋蒸浓缩后醇沉 5 次，再经过冷

冻干燥得到白色固体粉末状菊糖成品（图 11）。经

检测，成品中菊糖含量为 80.8%。

  

图 11    菊糖
Fig.11    Inulin

  

2.4　MALDI-TOF MS 表征结果

分别对菊糖样品进行了反射模式和线性模式采

集，并对反射模式下的两个分子量为 1029 和 867 的

聚糖进行二级图谱分析，见图 12~图 15，在所设条件

下,可以检测到聚合度范围为 2~30，初步确定单体的

分子量为 162，为一个果糖脱去一分子水的分子量，

端基的分子量和为 179，与菊糖分子结构信息相吻
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Fig.12    MALDI-TOF spectra of inulin in reflective mode
（900~4500）
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图 13    线性模式（2000~20000）下菊糖的 MALDI-TOF 谱图

Fig.13    MALDI-TOF spectra of inulin in linear model
（2000~20000）
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合[34]，如需进一步确定其结构组成及聚合度，需要对

菊糖进行不同聚合度分离处理。 

3　结论
以蒲公英橡胶草干根为菊糖提取原材料，采用

超声波法对蒲公英橡胶草根菊糖进行提取；不仅分析

了蒲公英橡胶草菊糖的提取、提纯等工艺过程，还讨

论分析了超声功率、超声时间、超声温度和液料比对

菊糖提取率的影响。基于单因素实验的结果，进行了

响应面试验，得到菊糖提取的最佳工艺条件：液料比

（mL/g）=30:1、功率：230 W、温度：61℃、时间：34 min，

在此条件下，模型预测的菊糖提取率为 20.23%，实际

菊糖提取率为 20.14%±0.19%，与预测值相比，相对

误差仅为 0.45%，说明优化结果可靠。经超声提取后

的菊糖粗提液里面还含有大量杂质，需经纯化除去，

因此，本研究分别采用了三氯乙酸法、Sevage 法、氢

氧化钙-磷酸法对菊糖粗提液进行纯化。根据纯化后

溶液的菊糖损失率及蛋白清除率进行比较，发现氢氧

化钙-磷酸法是最佳的纯化方法，其蛋白清除率可达

90.78%，菊糖损失率为 26.44%。提取的成品中菊糖

含量达 80.8%，经 MALDI-TOF MS 进行分析，其杂

质较少，在所设条件下，单体的分子量为 162，端基的

分子量和为 179，聚合度在 2~30。

本研究为蒲公英橡胶草的进一步综合利用提供

理论依据，为天然高分子聚合物相对分子质量的测定

提供参考，并为菊糖进一步的结构分析奠定了基础，

具有一定的指导价值和实践意义。
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