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响应面优化金丝小枣碱提多糖工艺
及其抗氧化活性研究
王　娜1，刘玉叶1，刘美玲1，刘孟军1,2，赵智慧1,2, *

（1.河北农业大学园艺学院，河北保定 071001；
2.河北农业大学枣研究中心，河北保定 071001）

摘　要：以金丝小枣为原料，通过单因素考察提取温度、时间、料液比和 NaOH 浓度对多糖得率的影响，在此基础

上进行 Box-Behnken 试验来优化碱提多糖的提取工艺，并对其进行总糖含量、扫描电镜、红外光谱及抗氧化活性

测定。结果表明，碱提多糖最佳工艺为：料液比 1:35（g/mL），提取温度 80 ℃，提取时间 120 min，NaOH 浓度

为 0.2 mol/L，在此条件下多糖的得率为 11.44%，总糖含量为 69.39%。扫描电镜表明其具有不规则块状结构，内

部紧实；红外光谱表明枣碱提多糖具有 C=O 和 C-H 等酸性多糖的特征吸收峰。抗氧化活性实验表明，碱提多糖具

有一定清除自由基的能力，对 DPPH 和超氧阴离子自由基的 IC50 分别为 1.201 mg/mL 和 1.176 mg/mL。此研究为

进一步开发枣多糖功能性食品及研究碱提多糖的构效关系提供参考。
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Abstract： In  this  experiment,  ‘Jinsixiaozao ’  fruit  was  used  as  raw  material,  the  effects  of  extraction  temperature,  time,
solid-liquid  ratio  and NaOH concentration  on the  yield  of  polysaccharide  were  investigated  by single  factor  test.  On this
basis,  Box-Behnken experiment was carried out to optimize the extraction process of alkali  extracted polysaccharides.  Its
total sugar content, scanning electron microscopy, infrared spectrum and antioxidant activity were determined. The results
showed  that  the  optimal  conditions  were  solid-liquid  ratio  1:35  (g/mL),  extraction  temperature  80 ℃,  extraction  time
120 min,  and NaOH concentration 0.2  mol/L,  the  polysaccharides  yield  was  11.44% with  total  sugar  content  of  69.39%.
Scanning electron microscopic observations showed that it had irregular block structure with compact inside. The infrared
spectrum  showed  that  the  alkali  extracted  polysaccharide  of  jujube  had  the  characteristic  absorption  peaks  of  acid
polysaccharides such as C=O and C-H. The antioxidant activity experiments showed that the alkali extracted polysaccharide
had a certain ability to scavenge free radicals, and the IC50 for DPPH and superoxide anion free radicals were 1.201 mg/mL
and  1.176  mg/mL,  respectively.  This  study  provides  a  reference  for  further  developing  functional  foods  of  jujube
polysaccharides and studying the structure-activity relationship of alkali extracted polysaccharides.
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枣（Ziziphus jujuba Mill.）是鼠李科枣属植物[1]，

药食同源。金丝小枣是我国十大主栽品种之一，主要

分布在山东省的乐陵、沾化、无棣和河北的沧县、献

县等地，其果实核小皮薄，肉质细腻，入口绵甜，因其

掰开果实中可清晰看到缕缕金丝而得名。

枣果富含黄酮类[2]、酚类[3]、三萜类[4]、多糖类[5]

等生物活性成分，其中多糖是一类高分子聚合物，具

有抗氧化[6]、抗肿瘤[7]、免疫调节[8] 及降血糖[9] 等药

理功效。Chang 等[10] 研究表明，枣果实中酸性多糖

对亚铁离子的螯合作用更为明显，具有更强的抗氧化

活性；林夕梦[11] 研究发现碱提枣渣多糖可以通过阻

断自由基链式反应或者激活抗氧化相关酶，有效预防

氧化应激。Zhao 等[12] 研究发现枣多糖中酸性多糖

具有更好的免疫促进活性。以上研究都提示枣碱提

多糖具有很好的开发潜力。

目前研究的枣多糖提取方法主要有传统水提

法、超声助提法、碱液提取法、微波助提法、超临界

二氧化碳萃取、酶法等[13−14]。有研究表明通过碱液

提取法可以快速稳定地提取植物细胞壁中的多糖，多

糖得率较高[15]。而关于金丝小枣多糖碱提工艺及抗

氧化活性的研究报道较少，本实验主要采用碱液提取

金丝小枣多糖，利用 Box-Behnken 试验得到最佳工

艺参数并对其初级结构及抗氧化活性进行研究，旨在

为枣多糖的开发与利用提供理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

金丝小枣干果　购于河北省沧州市；95% 乙醇、

氢氧化钠、无水乙醇等均为国产分析纯　天津市华

东试剂厂；1,1-二苯基-2-苦基肼基（1,1-dipheny-2-
picrylhydrazyl，DPPH）、透析袋　购自北京索莱宝科

技有限公司；盐酸及邻苯三酚　天津市科密欧化学试

剂有限公司。

TU-1810 双光束紫外可见分光光度计　北京普

析通用仪器有限公司；SYG-2 型数显恒温水浴锅　

常州朗越仪器制造有限公司；IKA RV10 型旋转蒸发

仪　厦门华亿仪器有限公司；CT14RD 型高速冷冻

离心机　上海天美科学仪器有限公司； DHG-9420A
型电热恒温鼓风干燥箱　上海飞越实验仪器有限

公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   碱提多糖的工艺流程　首先把金丝小枣烘干

粉碎过 60 目筛，备用。枣粉用 95% 乙醇预处理除脂

后加入 NaOH 溶液，水浴加热，离心过滤（8000 r/min，
10 min），取上清液后减压浓缩，加入 3 倍体积的

95% 乙醇，4 ℃ 冰箱静置 24 h，再次离心弃上清液留

多糖沉淀，透析 72 h（12000 Da），浓缩后多糖沉淀置

于烘箱 60 ℃ 中干燥 3 d 即为金丝小枣碱提粗多

糖。提取工艺主要对提取温度、时间、料液比和

NaOH 浓度进行考察，在此基础上进行响应面试验进

而确定金丝小枣碱提多糖的工艺。

 1.2.2   单因素实验　取 1 g 枣粉，以提取温度 70 ℃，

提取时间 90  min，料液比 1:30  g/mL，NaOH 浓度

0.2 mol/L 为基础条件，设计各因素水平分别为提取

温度50、60、70、80、90 ℃，料液比为1:10、1:20、1:30、
1:40、 1:50（ g/mL） ，提取时间 30、 60、 90、 120、
150 min，NaOH 浓度为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mol/L，
重复 3 次，研究不同因素对金丝小枣碱提多糖得率

的影响。

 1.2.3   响应面试验设计　在单因素实验的基础上，

以 NaOH 浓度（A）、料液比（B）和提取温度（C）为自

变量，金丝小枣多糖得率为响应值，根据 Box-
Behnken 试验设计三因素三水平响应面试验，试验因

素与水平设计见表 1。
  

表 1    响应面试验的因素与水平
Table 1    Factors and levels of response surface experiment

水平值
因素

A-NaOH浓度（mol/L） B-料液比（g/mL） C-提取温度（℃ ）

−1 0.2 1:30 70

0 0.3 1:40 80

1 0.4 1:50 90
 

 1.2.4   总糖含量测定及得率的计算　苯酚硫酸法[16]

测定样本中的总糖含量，以葡萄糖质量浓度为横坐

标，OD490 nm 为纵坐标，绘制葡萄糖标准曲线：y=
0.0052x+0.010，R2=0.9948，根据回归方程计算出样

品中总糖含量为 69.39%。

金丝小枣多糖得率计算公式：

多糖得率(%) =M/M0 ×100

式中：M：干燥后金丝小枣多糖质量（mg）；M0：金

丝小枣粉末质量（mg）。

 1.2.5   扫描电镜（SEM）　取适当多糖使用真空镀金

机进行喷金处理后使用扫描电镜对其结构表征进行

观察[17]。

 1.2.6   傅里叶变换红外光谱分析　取 1 mg 金丝小

枣碱提多糖，与 100 mg KBr 粉末混合研磨均匀，使

用压片机压片，在 4000~400 cm−1 范围内进行红外光

谱扫描[18]。

 1.2.7   抗氧化活性的测定　

 1.2.7.1   DPPH 自由基清除率测定　参照张强等[19]

的方法稍作修改，取不同浓度金丝小枣多糖溶液（0.1~
2 mg/mL）各 1 mL，与 2 mL 0.2 mmoL/L 的 DPPH 乙

醇溶液混合，摇匀，避光反应 30 min 后，517 nm 处测

定吸光值，以 VC 为阳性对照。DPPH 自由基清除率

计算公式：
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DPPH自由基清除率(%) =
A0 − (A1 −A2)

A0

×100

式中：A0 为蒸馏水代替样品的吸光度，A1 样品

与 DPPH 溶液的吸光度，A2 为蒸馏水代替 DPPH 溶

液的吸光度。

 1.2.7.2   超氧阴离子清除率测定　采用邻苯三酚法[20]，

取不同浓度多糖溶液（0.5~2.5 mg/mL）各 1 mL 与

4.5 mL 的 Tris-HCl 溶液（pH8.2）及 25 mmol/L 邻苯

三酚溶液 0.4 mL 混合，在 25 ℃ 水浴 10 min，加入

浓度为 8 mol/L 盐酸溶液 1 mL，在 325 nm 波长下测

定吸光度，以 VC 为阳性对照。超氧阴离子自由基清

除率计算公式：

超氧阴离子自由基清除率(%) =
A0 − (A1 −A2)

A0

×100

式中：A0 为蒸馏水代替样品的吸光度，A1 为样

品吸光度，A2 为蒸馏水替代邻苯三酚的吸光度。

 1.3　数据处理

所有实验重复 3 次，使用 SPSS 25.0 软件进行

方差分析及显著性检验；Design-Expert 11.0 对响应

面试验结果进行分析；利用 GraphPad Prism 进行

绘图。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验结果

 2.1.1   提取温度对多糖得率影响　由图 1 可知，随着

提取温度的升高金丝小枣多糖得率呈先上升后下降

的趋势。在提取温度在 60~80 ℃ 之间随着温度的升

高多糖溶液黏度减小，多糖得率缓慢上升，当提取温

度为 80 ℃ 时，多糖中的分子热运动和扩散加剧，多

糖得率达到最大值为 9.11%；提取温度为 90 ℃ 多糖

得率缓慢下降，这可能与多糖的结构较复杂及稳定性

差，遇高温易分解有关[21]，因此选择提取温度为 70、
80、90 ℃ 进行响应面设计。
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图 1    提取温度对多糖得率的影响
Fig.1    Influence of extraction temperature on the

yield of jujube polysaccharides
注：不同字母表示多糖得率之间差异显著（P<0.05），图 2~
图 4 同。
 

 2.1.2   料液比对多糖得率影响　由图 2 可知，料液比

从 1:10 到 1:40（g/mL），金丝小枣多糖得率缓慢上

升，当料液比为 1:40 时，多糖得率为 9.55%，提取液

的增加可能增大了与枣粉的接触面积，使多糖更易提

取出来[22]。随着料液比达到 1:50 时，其他杂质被提

出来占据多糖分子溶出的空间，抑制多糖的溶出，得

率出现下降趋势[23]。因此选择料液比为 1:30、1:40、
1:50 g/mL 进行响应面设计。
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图 2    料液比对多糖得率的影响
Fig.2    Influence of solid-liquid ratio on the yield

of jujube polysaccharides
 

 2.1.3   提取时间对多糖得率影响　由图 3 可知，随着

提取时间的增加，多糖从植物细胞中不断地释放出

来，其得率不断上升；当提取时间为 120 min 时多糖

得率达到最大值 9.5%，再继续延长时间至 150 min
时多糖得率无显著性变化（P>0.05），呈现饱和的趋

势，提取时间过长会造成多糖结构改变，活性降低，因

此固定提取时间为 120 min，在响应面优化时不再做

进一步观察。
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图 3    提取时间对多糖得率的影响
Fig.3    Influence of extraction time on the yield

of jujube polysaccharides
 

 2.1.4   NaOH 浓度对多糖得率影响　由图 4 可知，NaOH
提取金丝小枣多糖时碱液浓度在 0.1~0.3  mol/L
范围内，得率呈现缓慢上升的趋势，碱溶液对细胞壁

的破坏，极大地加速多糖从细胞中溢出。NaOH 浓

度 0.3 mol/L 时多糖得率为 8.75%；随着 NaOH 浓度

的增加，多糖得率出现显著性下降趋势（P<0.05），可
能是碱液浓度过高多糖发生脱酯反应[24]，破坏其结

构引起多糖的降解，因此选择碱液浓度为 0.2、0.3、
0.4 mol/L 进行响应面设计。

 2.2　响应面试验结果

在单因素实验结果基础上，固定提取金丝小枣
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多糖时间为 120 min，以 NaOH 浓度（A）、料液比（B）

和提取温度（C）为自变量，金丝小枣多糖得率为响应

值，利用 Design-Expert 11.0 设计三因素三水平 Box-

Behnken 试验，响应面分析结果如表 2 所示，在此基

础上对回归模型进行方差分析结果如表 3。

 2.2.1   模型的建立及显著性检验　利用统计软件

Design-Expert 11.0 对表 3 中实验结果进行多元回归

分析，得到二次模型：Y=11.56−0.3513A−0.3325B+
0.6563C+0.4950AB+0.0775AC+0.6900BC−0.3248A2−
0.7573B2−0.7847C2。

由表 3 回归模型系数显著性检验结果可看出，

该模型 P=0.0004<0.01 具有极显著性，失拟项的

P=0.1845>0.05 无显著性，由此可知所建模型适用于

金丝小枣多糖的响应面分析。此外模型的一次项

A、B，交互项 AB 显著；一次项 C、交互项 BC 及二

次项 B2、C2 极显著。由回归模型的方差分析结果可

知各因素对多糖得率的影响依次为：C>A>B，即提取

温度>NaOH 浓度>料液比。

 2.2.2   响应面分析结果　各因素交互作用的响应面

图分析，为考察各因素相互作用对金丝小枣碱提多糖

得率的影响。通过 Design Expert 11.0 软件绘制相

应的响应面图，结果如图 5、图 6、图 7 所示。
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从响应面的陡峭程度上可知提取温度与料液比

的交互作用接近于椭圆形，表明相互之间作用显著对

多糖得率影响较大。提取温度与 NaOH 浓度的坡度

较平缓，表明它的交互作用不显著[25]。通过回归模型
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表 2    响应面设计及结果

Table 2    Design and results of response surface experiment

试验号 A NaOH浓度 B 料液比 C 提取温度 得率（%）

1 −1 −1 0 11.76
2 1 −1 0 10.26
3 −1 1 0 9.71
4 1 1 0 10.19
5 −1 0 −1 10.33
6 1 0 −1 9.28
7 −1 0 1 11.47
8 1 0 1 10.73
9 0 −1 −1 10.18

10 0 1 −1 8.53
11 0 −1 1 10.13
12 0 1 1 11.24
13 0 0 0 11.54
14 0 0 0 11.25
15 0 0 0 11.48
16 0 0 0 11.81
17 0 0 0 11.73

 

表 3    回归模型方差分析

Table 3    Analysis of variance for the regression model

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 14.22 9 1.58 19.04 0.0004 **
A-NaOH浓度 0.9870 1 0.9870 11.89 0.0107 *

B-料液比 0.8844 1 0.8844 10.66 0.0138 *
C-提取温度 3.45 1 3.45 41.51 0.0004 **

AB 0.9801 1 0.9801 11.81 0.0109 *
AC 0.0240 1 0.0240 0.2894 0.6073
BC 1.90 1 1.90 22.94 0.0020 **
A² 0.4441 1 0.4441 5.35 0.0540
B² 2.41 1 2.41 29.09 0.0010 **
C² 2.59 1 2.59 31.24 0.0008 **

残差 0.5811 7 0.0830
失拟项 0.3868 3 0.1289 2.65 0.1845 不显著

纯误差 0.1943 4 0.0486
总和 14.81 16

注：*表示差异显著，P<0.05；**表示差异极显著，P<0.01。
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的分析，以金丝小枣多糖得率为响应值，使用响应面

软件预测金丝小枣碱提多糖的最佳工艺为 NaOH 浓

度 0.22  mol/L，料液比 1:36.07  g/mL，提取温度为

82.05 ℃，预测多糖得率可达 11.66%。为实验操作

的可行性，确定金丝小枣多糖提取工艺为 NaOH 浓

度 0.2 mol/L、料液比为 1:35 g/mL、提取温度为 80 ℃，

在此条件下，重复实验得到金丝小枣多糖的得率为

11.44%，理论值与实际得率相差 0.22% 无显著性差

异（P>0.05），结果表明该模型对金丝小枣碱提多糖提

取工艺条件参数优化合理。

 2.3　扫描电镜（SEM）分析

扫描电镜（SEM）主要是观察多糖的表面微观形

态特征[26]，从图 8 可知，金丝小枣碱提多糖在扫描电

镜中放大 1000 倍与 2000 倍观察时，可看出其结构

紧密，呈现不规则形状，表面不光滑，为粗糙块状，这

可能是碱提的过程中，糖苷键断裂造成多糖表面的形

态改变。

  
a b

50 μm 20 μm

图 8    碱提金丝小枣多糖的扫描电镜图
Fig.8    The SEM image of alkali extracted polysaccharide

from ‘Jinsixiaozao’ fruit
注：（a）1000×；（b）2000×。

 

 2.4　红外光谱扫描

由图 9 可知，金丝小枣多糖的红外光谱在

3442.95 cm−1 处有一宽峰，是多糖分子内的氢键中羟

基伸缩振动引起的[27]；在 2924.30 cm−1 附近的吸收

峰主要是 C-H 伸缩振动所致[28]；在 1746.72 cm−1 和

1624.49 cm−1 主要为 C=O 不对称吸收峰[29]，是酸性

多糖的特征吸收峰，表明多糖里含有糖醛酸；在

1103~1013 cm−1 附近的弱吸收峰主要是吡喃环骨架

C-O 变角振动吸收峰，分子中存在糖环 C-O-C 及 C-
O-H 结构[30]。根据红外光谱分析结果表明，初步鉴

定碱提金丝小枣多糖是含有糖醛酸的吡喃酸性

多糖。
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图 9    碱提金丝小枣多糖的红外光谱
Fig.9    FT-IR spectrum of alkali extracted polysaccharide

from ‘Jinsixiaozao’ fruit
 

 2.5　抗氧化活性测定结果

 2.5.1   DPPH 自由基清除能力　DPPH 自由基用于

评价短时间内物质的抗氧化活性。由图 10 可知，金

丝小枣多糖对 DPPH 自由基的清除能力相对 VC 较

弱。当质量浓度为 2  mg/mL 时，VC 的清除率为

93.88%；多糖对 DPPH 自由基的清除率为 58.90%，

IC50 半抑制率为 1.201 mg/mL。郭畅等[31] 研究发现

碱提荔枝草多糖在 0.4 mg/mL 浓度下，DPPH 自由

基的清除率为 45.02%。表明碱提枣多糖具有一定的

清除 DPPH 自由基活性。
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图 10    多糖对 DPPH 自由基的清除作用
Fig.10    DPPH radical scavenging activity of polysaccharide

 

 2.5.2   超氧阴离子自由基清除能力　由图 11 可知，

超氧阴离子自由基清除能力与多糖浓度呈正相关，即

多糖浓度越高，超氧阴离子自由基清除能力越强。当

质量浓度为 2.5 mg/mL 时，VC 对超氧阴离子自由基

清除率可达 96.84%；多糖对超氧阴离子自由基清除

活性为 76.13%，IC50 值为 1.176 mg/mL，研究表明碱

提多糖具有较好的抗氧化活性。

 3　结论
本实验采用响应面优化金丝小枣多糖碱提工

艺，并对其进行总糖含量、初级结构表征及抗氧化活

性研究，在不同因素水平下，金丝小枣多糖得率的影
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响依次为提取温度>NaOH 浓度>料液比，金丝小枣

碱提多糖最佳工艺为料液比 1:35（g/mL），提取温度

80 ℃，时间 120 min，NaOH 浓度为 0.2 mol/L，在此

条件下多糖的得率为 11.44%。红外光谱显示碱提金

丝小枣多糖是含有糖醛酸的吡喃酸性多糖。抗氧化

实验结果显示，碱提多糖对超氧阴离子及 DPPH 自

由基清除率的 IC50 为 1.176 mg/mL 和 1.201 mg/mL，
表明其具有一定的抗氧化能力，焦中高等[32] 研究与

传统热水提取法相比，碱提红枣多糖具有较高的抗氧

化活性。本研究将为枣多糖在天然抗氧化剂开发利

用方面提供理论依据；此外本实验得到的金丝小枣多

糖为粗提物，其具体的单一组分、结构与其生理功能

之间关系是后续探索及研究的主要方向。
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