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纤维素酶法提取决明子粗多糖的工艺优化
及其抗氧化活性

蒋德旗，许焯彬，罗　云，李子强，肖家宝，莫　烨，李盈盈，蒋丽林*，陈晓白

（玉林师范学院生物与制药学院，广西高校亚热带生物资源保护与利用重点实验室，广西农产资源

化学与生物技术重点实验室，广西玉林 537000）

摘　要：目的：优化纤维素酶法提取决明子粗多糖的工艺，并研究决明子粗多糖的体外抗氧化活性。方法：在单因

素实验的基础上，以酶解时间、酶解温度、酶用量、液料比及酶解 pH 为自变量，多糖得率为响应值，利用 Box-
Behnken 响应面法进行工艺优化。以对 DPPH 自由基和羟自由基清除率的大小为指标考察决明子粗多糖的体外抗

氧化活性。结果：纤维素酶法提取决明子粗多糖最佳工艺为酶用量 1.4%、酶解时间 50 min、液料比 24:1 mL/g、
酶解 pH5.4、酶解温度 48 ℃，此条件下决明子多糖得率为 11.67%，与回归模型的理论预测值 11.91% 误差小于 5%。

决明子粗多糖对 DPPH 自由基和羟自由基均具有较强的清除作用，半数抑制浓度分别为 1.025 mg/mL 和 0.894 mg/mL。
结论：纤维素酶法可显著提高决明子粗多糖得率，工艺简便可行，获得的决明子粗多糖具有体外抗氧化活性。
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Abstract：Objective: To optimize the cellulase extraction process of crude polysaccharide from Semen Cassiae and study its
antioxidant activity in vitro. Methods: On the basis of single factor test results, Box-Behnken response surface methodology
was  used  to  optimize  the  extraction  process  of  crude  polysaccharide  from Semen  Cassiae with  enzymolysis  time,
enzymolysis  temperature,  enzyme  dosage,  liquid-to-material  ratio  and  enzymolysis  pH  as  independent  variables,  and  the
yield of polysaccharide as response value. DPPH radical and hydroxyl radical scavenging rates were used to investigate the
antioxidant  activities  of  crude  polysaccharides  from Semen  Cassiae in  vitro.  Results:  The  optimal  cellulase  extraction
conditions of crude polysaccharide from Semen Cassiae were as follows: Enzyme dosage was 1.4%, enzymolysis time was
50 min, liquid-to-material ratio was 24:1 mL/g, enzymolysis pH was 5.4, and enzymolysis temperature was 48 ℃. Under
these  conditions,  the  yield  of  polysaccharide  from Semen  Cassiae was  11.67%,  and  the  theoretical  prediction  value  of
regression model was 11.91%, the error between the two conditions was less than 5%. Crude polysaccharide from Semen  
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Cassiae had  strong  scavenging  effects  on  DPPH  free  radical  and  hydroxyl  free  radical,  with  median  inhibitory
concentrations of 1.025 mg/mL and 0.894 mg/mL, respectively. Conclusion: Cellulase enzymatic method can significantly
improve  the  yield  of  crude  polysaccharide  from Semen  Cassiae,  the  process  is  simple  and  feasible,  and  the  crude
polysaccharide obtained from Semen Cassiae has antioxidant activity in vitro.

Key words：Semen Cassia；crude polysaccharide；cellulose；antioxidant activity；response surface methodology

 

决明子是豆科植物决明（Cassia tora Linn.）或小

决明的成熟种子[1]，是我国传统中药材，具有食用和

药用双重价值，主要分布于长江以南地区，主产于安

徽、广西等地[2]。决明子中蒽醌类含量较多，还含有

萘并吡喃酮、多糖和脂肪酸等活性成分[1, 3]。现代药

理研究表明，决明子具有降血脂[4−5]、降血压[6]、降血

糖[7−8]、保肝明目[9−10]、润肠通便[11]、抗氧化[12−13] 等作

用。决明子作为卫健委公布的药食同源物种，在我国

分布广泛、价格低廉，具有较好的开发前景。

天然多糖类药物相比化学合成药物，具有低毒

副作用、多途径、多靶点等作用优势[14−15]。决明子多

糖具有抗氧化[16]、抗疲劳[17]、保护视网膜[18]、增强免

疫[19] 等多种生物活性。决明子多糖传统提取方法存

在多糖提取率低、结构受到破坏等问题。目前决明

子粗多糖提取采用的方法有水浸提法和超声提取法，

研究指出超声波辅助浸提决明子多糖，多糖得率范围

为 5.88%~10.74%[20−22]。另有研究表明热水浸提法

提取决明子水溶性多糖，得率可达 10.45%[23]，水提醇

沉法提取决明子粗多糖，多糖产率为 9.17%，并指出

决明子粗多糖对羟自由基和超氧阴离子自由基具有

一定的清除作用[24]。酶提取法具有反应条件温和，不

需要有机溶剂等特点[25−26]。纤维素酶通过分解细胞

壁的主要组成成分纤维素，破坏植物细胞结构的完整

性，加速胞内多糖的释放与溶出，提高多糖得率[27]。

经文献查阅，至今未见酶法提取决明子粗多糖的相关

报道。

本研究以酶解时间、酶解温度、酶用量、液料比

及酶解 pH 为自变量，多糖得率为响应值，采用响应

面法优化纤维素酶法提取决明子粗多糖的工艺，并探

究其体外抗氧化活性，以期为决明子多糖的进一步开

发利用提供科学依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

决明子　广西玉林中药港，经玉林师范学院陈

晓白教授鉴定为豆科植物决明（Cassia tora Linn.）的
成熟干燥种子，2021 年 10 月采收；纤维素酶（5 万 U/g）
　北京索莱宝科技有限公司；1,1-二苯基-2-苦肼基自

由基（DPPH）　上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

葡萄糖分析对照品、维生素 C 分析标准品　上海麦

克林生化科技有限公司；柠檬酸、柠檬酸钠、硫酸亚

铁、过氧化氢、邻二氮菲　均为国产分析纯，西陇化

工股份有限公司。

FW135 中药粉碎机　天津市泰斯特仪器；RV-
211A 旋转蒸发仪　上海一恒科学仪器；SHY-2A 水

浴恒温振荡器　常州国宇仪器；FA1004B 电子分析

天平　上海佑科仪器仪表；PHSJ-6L pH 计　上海仪

电科学仪器；H1580 高速台式离心机　湖南湘仪实

验室仪器；TU-1901 紫外可见分光光度计　北京普

析通用仪器。

 1.2　实验方法

 1.2.1   决明子粗多糖的提取　干燥决明子粉碎过

80 目筛，称取适量粉末，石油醚浸泡脱脂 48 h，滤渣

挥干后，加入一定浓度的纤维素酶水溶液在特定温度

下提取，结束后沸水浴灭活 10 min。酶提取液过滤，

旋转蒸发浓缩至 100 mL，在浓缩液中加入无水乙

醇至浓度为 80% 进行沉淀，4 ℃ 冰箱静置 12  h，
4000 r/min 离心 15 min 后弃上清液，沉淀复溶于水，

加入 1/3 体积的 Sevage 试剂（氯仿:正丁醇=4:1），混
合振荡 20 min，静置，保留上层清液，用 80% 乙醇进

行二次醇沉，离心保留沉淀，沉淀加水溶解，−50 ℃
下冻干，获得决明子粗多糖[28−29]。

 1.2.2   总糖含量的测定　总糖测定采用苯酚-硫酸

法[30−31]，精密称取葡萄糖对照品和决明子粗多糖，用

蒸馏水进行梯度稀释，分别向不同浓度葡萄糖溶液和

决明子粗多糖溶液中加入 5% 苯酚溶液 1 mL 及浓

硫酸 5 mL，充分混匀，静置 30 min 后于 490 nm 处测

吸光度。葡萄糖标准曲线方程为 y=1.1602x+0.0286，
R2=0.9978，式中：y 为 490 nm 条件下的吸光度值，x 为

葡萄糖质量浓度（mg/mL）。

多糖得率(%) =
cnV
m
×100

式中：c 为样品稀释液中多糖的浓度（mg/mL）；
n 为稀释倍数；V 为样品稀释液体积（mL）；m 为决明

子粉末质量（mg）。

 1.2.3   单因素实验　准确称取 50 g 决明子粉末，按

液料比（10:1、15:1、20:1、25:1、30:1 mL/g）加入

蒸馏水，搅拌均匀，添加一定量的纤维素酶（0.8%、

1.2%、1.6%、2.0%、2.4%），柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液

调节 pH（4.0、4.5、5.0、5.5、6.0），分别在不同温度下

（44、48、52、56、60 ℃）酶解处理一定时间（40、80、
120、160、200 min），纤维素酶酶解完毕后，按照方

法 1.2.1 步骤提取粗多糖。单因素实验以多糖得率

为考察指标，优化某一条件时，其它条件固定值分别

为酶用量 1.2%，酶解 pH5.0，酶解温度 48 ℃，液料比

20:1 mL/g，酶解时间 80 min，摇床速度为 180 r/min。

 1.2.4   响应面优化试验　根据单因素实验结果，以酶

解时间、酶用量、液料比及酶解 pH 为自变量，多糖
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得率为响应值，利用 Box-Behnken 响应面法对提取

工艺进行优化，设计四因素三水平，见表 1。
 
 

表 1    响应面设计因素与水平
Table 1    Experimental design factors and levels of response

surface methodology

水平
因素

A 酶解时间（min） B 酶用量（%） C 液料比（mL/g） D 酶解pH

−1 50 0.8 16:1 4.6

0 80 1.2 20:1 5.0

1 110 1.6 24:1 5.4
 

 1.2.5   抗氧化活性分析　

 1.2.5.1   决明子粗多糖清除 DPPH 自由基能力检测

　决明子粗多糖体外抗氧化活性检测及自由基清除

率计算均参照陈红惠等[32] 的方法进行。样品溶液检

测前使用蒸馏水配成 0.2、0.4、0.8、1.2、1.6、2.0、
2.4 mg/mL 不同浓度。DPPH 自由基（DPPH•）清除能

力检测使 2.0 mL 样品溶液与 2.0 mL 0.1 mmol/mL
的 DPPH 甲醇溶液充分混匀，室温避光静置 30 min
后检测其在 515 nm 波长处的吸光度值 A1，同法测

定 2.0  mL 甲醇加样液的吸光度值 A2，及 2.0  mL
DPPH 溶液与 2.0 mL 蒸馏水的吸光度值 A0。以等

体积相同浓度维生素 C 溶液代替样品溶液作为阳性

对照。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

 1.2.5.2   决明子粗多糖清除羟自由基能力检测　羟

自由基（•OH）清除能力检测使 2.0 mL 样品溶液与

2.0 mL 9.0 mmol/L 的FeSO4 溶液、1.0 mL 0.75 mmol/L
的邻二氮菲溶液充分混匀后静置 10 min，再向混合

溶液中加入 2.0 mL 6.0 mmol/L 的过氧化氢溶液，

37 ℃ 水浴 30 min 后检测其在 510 nm 波长处的吸

光度值 B1，用蒸馏水代替过氧化氢测定吸光度值

B2，用蒸馏水代替样品溶液测定吸光度值 B0。以等

体积相同浓度维生素 C 溶液代替样品溶液作为阳性

对照。

羟自由基清除率(%) =
(
1− B1 −B2

B0

)
×100

 1.3　数据处理

实验重复 3 次，数据以平均值±标准差表示；采用

SPSS 20.0 进行差异显著性分析；使用 GraphPad Prism
6.0.1 绘图；使用 Design Expert 12.0.3.0 软件进行响应

面试验设计和数据分析。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验

 2.1.1   酶用量对决明子多糖得率的影响　随着酶用

量从 0.8% 增大至 2.0%，决明子多糖得率提高，酶用

量为 1.2% 时，得率达到 9.21%，酶用量进一步增加至

2.0% 时，得率为 9.73%，提升幅度不大，与酶用量 1.6%

得率相比差异不显著（P>0.05），进一步添加纤维素酶

至 2.4%，与 1.6% 和 2.0% 比较，多糖得率差异均无显

著变化（P>0.05），说明此时酶已达到饱和状态。考虑

未来工艺放大后的实际生产成本，故选择 1.2% 为最

适酶用量，见图 1。
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图 1    酶用量对决明子多糖得率的影响

Fig.1    Effects of enzyme addition on polysaccharide yield
of Semen Cassia

注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05），图 2~图 5 同。
 

 2.1.2   酶解温度对决明子多糖得率的影响　与 44 ℃

比较，48 ℃ 多糖得率显著增大（P<0.05），当再进一步

提高温度至 52、56 和 60 ℃ 时，多糖得率则明显减小，

与 48 ℃ 比较均具有显著性差异（P<0.05）。原因在

于温度过高或过低，都不利于酶活性的发挥。纤维素

酶法提取决明子粗多糖的最适温度为 48 ℃，此时得

率达到最大值 10.06%，见图 2。
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图 2    酶解温度对决明子多糖得率的影响

Fig.2    Effects of enzymolysis temperature on polysaccharide
yield of Semen Cassia

 

 2.1.3   酶解 pH 对决明子多糖得率的影响　随着 pH

从 4.0 增大到 5.0，决明子多糖得率提高，当 pH 为 5.0

时，得率达到最大值 10.26%，与 pH4.0 比较差异具

有显著性（P<0.05），再进一步提高 pH 至 5.5 或 6.0，

两者的多糖得率反而明显减小，与 pH5.0 比较，差异

均具有统计学意义（P<0.05）。因为在最适 pH 时，酶

分子上活性基团的解离状态最适于与底物结合，酶反

应速率最大。故选择 5.0 为最佳酶解 pH，见图 3。
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图 3    酶解 pH 对决明子多糖得率的影响
Fig.3    Effects of enzymolysis pH on polysaccharide yield

of Semen Cassia
 

 2.1.4   酶解时间对决明子多糖得率的影响　随着酶

解时间从 40 min 增加至 120 min，决明子多糖得率

提高，酶解时间为 80 min 时，得率达到 9.61%，酶解

时间进一步延长至 160 min 时，得率增幅很小，与酶

解时间 120 min 得率比较差异无统计学意义（P>0.05），
再进一步增加时间至 200 min，多糖得率反而显著下

降（P<0.05），这是由于酶解提取时间过长会导致酶催

化活性减弱和多糖水解。考虑到实际生产效率，故选

择 80 min 为最佳酶解时间，见图 4。
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图 4    酶解时间对决明子多糖得率的影响
Fig.4    Effects of enzymolysis time on polysaccharide yield

of Semen Cassia
 

 2.1.5   液料比对决明子多糖得率的影响　决明子多

糖得率随液料比的增大而增大，当液料比为 20:

1 mL/g 时，多糖得率达最大值 9.82%，与液料比 10:1、
15:1 mL/g 相比，均具有显著性差异（P<0.05），进一

步增大液料比至 25:1 或 30:1 mL/g，决明子多糖得

率反而明显降低。这可以解释为，合适的液料比有利

于更有针对性地使组分浸出到水中，从而提高得率，

但液料比太大带来大量溶剂，会造成能量浪费、后续

溶液浓缩工作量增加及多糖的损失，进而使多糖得率

减小，见图 5。

 2.2　响应面试验

具体试验结果见表 2，方差分析结果见表 3。通

过回归拟合，获得决明子多糖得率（Y）与自变量（酶

解时间、酶用量、液料比、酶解 pH）的二次多项回归

方程：Y=10.69−0.26A+0.21B+0.32C+0.65D+0.20AB

−0.29AC−0.42AD+0.12BC−0.04BD+0.19CD+0.05A2

−0.11B2−0.30C2−0.68D2。回归方程模型 P<0.0001，
失拟项不显著（P=0.8009），模型总决定系数 R2=
0.9216，变异系数 C.V.% 值为 2.70，以上参数均说明

该模型与试验数据拟合程度好，试验误差小，可用于

不同变量条件下的响应值预测。四个因素对决明子

粗多糖纤维素酶法提取的影响均显著（P<0.05），其中

酶解 pH（D）影响最大、液料比（C）和酶解时间（A）次

之、酶用量（B）影响最小。表 3 和图 6 结果表明，AD
间交互作用对纤维素酶法提取决明子粗多糖的影响

极显著（P<0.01），AB、AC、BC、BD、CD 间交互作

用则对多糖得率的影响均不显著（P>0.05）。
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图 5    液料比对决明子多糖得率的影响

Fig.5    Effects of liquid to material ratio on polysaccharide
yield of Semen Cassia

 

 

表 2    响应面试验设计与结果

Table 2    Design and results of response surface test

试验号 A B C D 多糖得率（%）

1 −1 0 0 1 11.2
2 0 1 0 −1 9.4
3 0 0 1 1 11.2
4 0 −1 1 0 10.1
5 0 0 0 0 10.3
6 −1 0 0 −1 9.2
7 −1 1 0 0 10.8
8 1 0 1 0 9.9
9 0 1 −1 0 10.2

10 0 −1 −1 0 9.9
11 0 1 1 0 10.9
12 0 0 0 0 10.7
13 0 −1 0 −1 8.8
14 0 1 0 1 10.7
15 0 0 0 0 11.1
16 0 0 −1 1 9.9
17 0 0 0 0 10.9
18 1 0 0 −1 9.7
19 1 −1 0 0 10.3
20 −1 0 −1 0 10.2
21 1 1 0 0 10.9
22 −1 −1 0 0 11.0
23 0 0 0 0 10.4
24 0 0 −1 −1 8.9
25 1 0 −1 0 9.9
26 1 0 0 1 10.0
27 0 −1 0 1 10.2
28 0 0 1 −1 9.3
29 −1 0 1 0 11.3
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通过求解回归模型方程，得到决明子粗多糖纤

维素酶法提取的最佳工艺：酶解时间 50 min、酶用量

1.361%、液料比 24:1 mL/g、酶解 pH 为 5.365，此条件

下多糖得率的理论值为 11.91%。为便于实际操作，

将最佳工艺修改为酶解时间 50 min、酶用量 1.4%、

液料比 24:1 mL/g、酶解 pH5.4，根据此工艺进行 3 次

验证实验，获得的多糖得率均值为 11.67%±0.45%，

与理论值相对误差为 2.01%，说明回归模型有效可

靠，纤维素酶法提取决明子粗多糖工艺具有实际应用

价值。

 2.3　抗氧化活性

 2.3.1   决明子粗多糖对 DPPH•的清除作用　结果如

图 7 所示，决明子粗多糖对 DPPH•的清除率随着粗

多糖质量浓度的增加而明显增大，当粗多糖浓度为

2.0 mg/mL 时，DPPH•清除率为 80.91%，当粗多糖浓

度提高至 2.4 mg/mL 时，清除率达到 82.51%。决明

子粗多糖和维生素 C 对 DPPH•的半数抑制浓度分别

为 1.025、0.136 mg/mL。结果表明决明子粗多糖对

DPPH•有较强的清除作用，但其体外抗氧化活性弱于

维生素 C。

 2.3.2   决明子粗多糖对•OH 的清除作用　结果如

图 8 所示，决明子粗多糖对•OH 的清除率随着粗多

糖质量浓度的增加而明显增大，当粗多糖浓度为

2.4 mg/mL 时，•OH 清除率达到 80.64%。决明子粗

多糖和维生素 C 对•OH 的半数抑制浓度分别为

0.894、0.207 mg/mL。结果表明决明子粗多糖对•OH

有较强的清除作用，但其体外抗氧化活性弱于维生

素 C。
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图 6    因素间交互作用的响应面图

Fig.6    Response surface diagram of interaction between factors
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 3　结论
本文通过响应面法优化了纤维素酶法提取决明

子粗多糖的工艺，获得最佳工艺为酶用量 1.4%、酶解

时间 50 min、液料比 24:1 mL/g、酶解 pH5.4、酶解

温度 48 ℃，此条件下决明子多糖得率为 11.67%，与

回归模型理论预测值的误差小于 5%。本研究获得

的决明子多糖得率明显高于文献报道中超声辅助提

取法的决明子多糖得率[20−22]。本研究也发现决明子

粗多糖对 DPPH•和•OH 具有较强的清除作用，这与

相关文献报道结果一致，本文研究结果为将决明子多

糖开发为保健品或食品添加剂奠定一些理论基础。
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