
超声波-微波辅助提取杜仲叶多糖工艺优化及其体外抗凝血活性分析

陈艳萍，贺菊萍，刘  意，杨万根

Optimization of Ultrasonic-Microwave Assisted Extraction of Polysaccharides from Eucommia ulmoides Leaves and Its
Anticoagulant Activity in Vitro
CHEN Yanping, HE Juping, LIU Yi, and YANG Wangen

在线阅读 View online: https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2022100189

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

响应面法优化超声波协同酶法提取杜仲叶多糖工艺

Optimization of Ultrasonic and Enzymatic-assisted Extraction of Polysaccharides from Eucommia ulmoides Oliver Leaves by
Response Surface Method

食品工业科技. 2020, 41(22): 193-198,220   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020020298

响应面法优化白灵菇多糖超声辅助提取工艺及其体外抗氧化性

Optimization of ultrasonic-assisted extraction process of polysaccharides from Pleurotus nebrodensis by response surface methodology
and evaluation of antioxidant activity in vitro

食品工业科技. 2017(10): 247-252   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2017.10.039

血红铆钉菇多糖超声微波联合提取工艺优化及其抗氧化活性

Optimization of Ultrasonic-Microwave Combined Extraction Process and Antioxidant Activity of Polysaccharides from Chroogomphus
rutilus

食品工业科技. 2020, 41(22): 165-171   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020020086

响应面法优化超声辅助提取蔓菁多糖工艺及其体外抗氧化性研究

Optimization of Ultrasonic Assisted Extraction Process by Response Surface Methodology and Antioxidant Activity in Vitro for
Polysaccharides from Turnip

食品工业科技. 2020, 41(7): 139-145   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020.07.024

黄秋葵超微粉多糖提取工艺的优化及其抗氧化活性测定

Optimization of extraction technology and determination of antioxidant activity of polysaccharides from superfine powder of okra

食品工业科技. 2018, 39(7): 175-180   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2018.07.032

响应面法优化笋头多糖微波-超声波辅助提取工艺

Optimization of Microwave-Ultrasonic Assisted Extraction of Polysaccharides from Basal Part of Bamboo Shoot by Response Surface
Methodology

食品工业科技. 2020, 41(16): 201-206,291   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020.16.032

http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2022100189
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020020298
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2017.10.039
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020020086
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020.07.024
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2018.07.032
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020.16.032


关注微信公众号，获得更多资讯信息



陈艳萍，贺菊萍，刘意，等. 超声波-微波辅助提取杜仲叶多糖工艺优化及其体外抗凝血活性分析 [J]. 食品工业科技，2023，
44（17）：202−211. doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2022100189
CHEN  Yanping,  HE  Juping,  LIU  Yi,  et  al.  Optimization  of  Ultrasonic-Microwave  Assisted  Extraction  of  Polysaccharides  from
Eucommia  ulmoides Leaves  and  Its  Anticoagulant  Activity in  Vitro[J].  Science  and  Technology  of  Food  Industry,  2023,  44(17):
202−211. (in Chinese with English abstract). doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2022100189

 · 工艺技术 · 

超声波-微波辅助提取杜仲叶多糖工艺优化及
其体外抗凝血活性分析
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摘　要：为开发我国丰富的杜仲叶资源，研究超声波-微波辅助提取杜仲叶多糖的最优工艺条件及其理化性质和体外

抗凝血活性。首先通过单因素实验确定超声波功率、提取温度、微波功率、料液比、提取时间等影响多糖得率因

素的范围，然后通过 Plackett-Burman 试验筛选关键影响因素，再采用 Box-Behnken 试验对工艺条件进行优化，分

析了所得杜仲叶精制多糖的分子量、单糖组成等理化性质及活化部分凝血酶原时间（APTT）、凝血酶原时间

（PT）、凝血酶时间（TT）等抗凝血指标。结果表明，料液比、提取时间、提取温度为关键影响因素，最优提取

工艺条件为超声波功率 130 W、提取温度 49 ℃、微波功率 200 W、料液比 1:30（g:mL）、提取时间 20 min。在

此条件下，杜仲叶多糖的实际得率为 4.02%±0.03%，与理论得率 4.08% 接近。所得杜仲叶精制多糖的重均分子质

量（Mw）为 1653 kDa，单糖组成及摩尔比为果糖 37.3%、葡萄糖 35%、N-乙酰-D 氨基葡萄糖 14.6%、半乳糖

8.6%、阿拉伯糖 4.4%。分析结果显示，杜仲叶多糖为 β 型酸性多糖。与阴性对照相比，杜仲叶多糖能极显著延长

APTT（P<0.01），而当杜仲叶多糖浓度为 8 mg/mL 时，PT、TT 亦能极显著延长（P<0.01），说明杜仲叶多糖主

要通过内源性途径影响凝血系统，同时也能够通过外源性、共同途径来影响凝血过程。此研究可为我国丰富的杜

仲叶资源的高值化开发利用提供理论依据和技术参考。
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Abstract： To  develop  the  rich  resources  of Eucommia  ulmoides leaves  in  China,  the  optimal  conditions  of  extracting  
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polysaccharides  from Eucommia  ulmoides leaves  by  ultrasonic  and  microwave,  the  physicochemical  properties  and  the
anticoagulant activity in vitro of the extracted polysaccharides were studied. Firstly, the ranges of factors affecting the yield
of  polysaccharide,  such as  ultrasonic power,  extraction temperature,  microwave power,  ratio of  solid to liquid,  extraction
time, were determined by single factor experiment. The key factors were further screened by Plackett-Burman test, and the
Box-Behnken test was used to optimize the process conditions. Finally, the physicochemical properties, such as molecular
weight and monosaccharide composition, and the anticoagulant indices, such as activated partial prothrombin time (APTT),
prothrombin  time  (PT),  thrombin  time  (TT)  of  the  refined Eucommia  ulmoides leaf  polysaccharides,  were  analyzed.  The
results showed that the ratio of solid to liquid, the extraction time and the extraction temperature were the key factors. The
optimal  extraction  conditions  were  the  ultrasonic  power  of  130  W,  the  extraction  temperature  of  49 ℃,  the  microwave
power of  200 W, the solid-liquid ratio  of  1  to  30 (g:mL) and the extraction time of  20 min.  Under  these conditions,  the
actual  yield  of Eucommia  ulmoides leaf  polysaccharides  was  4.02%±0.03%,  close  to  the  theoretical  yield  of  4.08%.  The
weight-average molecular mass (Mw) of the refined polysaccharide was 1653 kDa, and the composition and molar ratio of
monosaccharide  were  37.3%  fructose,  35%  glucose,  14.6%  n-acetyl-d-glucosamine,  8.6%  galactose  and  4.4%  arabinose.
The  results  showed  that  the  polysaccharides  of Eucommia  ulmoides leaves  was β-type  acidic  polysaccharide.  Compared
with the negative control, the Eucommia ulmoides polysaccharides significantly increased APTT (P<0.01), and significantly
increased  PT  and  TT  (P<0.01)  at  the  concentration  of  8  mg/mL,  indicating  that  it  mainly  affected  coagulation  system
through  endogenous  pathway,  could  also  affect  the  coagulation  process  through  exogenous  and  common pathways.  This
study could provide theoretical basis and technical reference for the high-value utilization of Eucommia ulmoides leaves in
China.

Key  words： Eucommia  ulmoides leaves； polysaccharides； ultrasonic-microwave  assisted  extraction； optimization  by

response surface method；physicochemical properties；anticoagulant activity in vitro

 

杜仲树是我国的特有树种，其叶在 2018 年被列

为我国的新食品原料。目前，我国的杜仲树栽植面积

已达 35 万 hm2，在国内 27 个省（区、市）均有栽植，

杜仲叶资源非常丰富[1]；但我国对杜仲叶开发研究的

时间还不长，目前主要产品是杜仲叶茶、动物饲料添

加剂等初级加工产品，亟需对其开展深入研究，开发

高附加值产品。现代研究发现，植物多糖往往具有抗

肿瘤[2−3]、抗氧化[4]、抗凝血[5]、调节肠道菌群[6] 等生

物活性，而多糖也是杜仲叶的主要成分之一，因此开

发杜仲叶多糖的研究正变得日益广泛。

杜仲叶多糖开发面对的问题之一是如何快速提

取。常用的植物多糖提取技术有热水提取、超声波、

微波、酶辅助提取等。热水提取以水为提取溶剂，

耗时长、效率低。超声波辅助提取是利用频率大于

20 kHz 的超声波产生强大压力、剪切力破坏细胞结

构，加速多糖向水中扩散，提高提取效果。微波辅助

提取是高频电磁波使植物细胞内外的温度快速上升，

植物细胞内压力超过细胞壁承受能力，细胞壁遭到破

坏，其内的有效成分流出[7]。超声波提取有强烈的物

理破碎和混合传质作用，但为提取溶液体系快速加热

的能力弱，而微波提取则相反，因此超声波、微波辅

助提取之间的互补性很强。近年出现了将两种技术

结合的超声波-微波辅助提取技术，该技术呈现出高

效、绿色等诸多优势，如 HU 等[8] 将此技术应用于提取

虎果仁油，提取率达到 85.23%，JIANG 等[9] 采用该

技术从玉米麸皮中提取阿拉伯木聚糖，提取率达 27.7%。

目前还没有发现超声波-微波辅助提取技术在杜仲叶

多糖提取中的应用研究。

因此，本文以杜仲叶多糖为研究对象，开展超声

波-微波辅助提取杜仲叶多糖工艺条件优化研究，并

对所得精制多糖的单糖组成、分子量、体外抗凝血活

性进行分析，旨在为我国丰富的杜仲叶资源的高值化

利用提供理论依据和技术参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

杜仲叶　采摘于吉首大学林产化工工程湖南省

重点实验室杜仲基地；血浆　由湘西州人民医院提

供；石油醚（沸程 30~60 ℃）、苯酚、浓硫酸、醋酸钠、

三氟乙酸、氯化钠、氢氧化钠、无水乙醇　国药集团

化学试剂有限公司；溴化钾　Sigma-Aldrich 公司；葡

萄糖标准品、肝素钠　北京索莱宝科技有限公司；

APTT、PT、TT 试剂盒　武汉中太生物技术有限公

司；葡萄糖、甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、半乳糖、

葡萄糖醛酸、阿拉伯糖、木糖、岩藻糖、盐酸氨基葡

萄糖、N-乙酰-D-氨基葡萄糖、D-果糖、D-核糖、氨基

半乳糖盐酸盐、L-古洛糖醛酸、D-甘露糖醛酸　博睿

糖生物公司；所有分离用有机溶剂均为国产分析纯。

XH-300PE 超声波高压微波协同组合工作站　

北京祥鹄科技发展有限公司；XN06-Ⅱ半自动凝血分

析仪　武汉景川诊断技术股份有限公司；Evolution
201 紫外可见光光度计、ICS5000 离子色谱仪（IC）、

D-37520 离心机　ThermoFisher 公司；UGC-24M 干

式氮吹仪　力辰科技公司；LC-10A 高效液相色谱仪

　Shimadzu 公司；TENSOR 27 傅里叶红外光谱仪　

Bruker 公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   杜仲叶预处理　杜仲叶于 60 ℃ 干燥至恒重，

粉碎后，过 60 目筛。用 5 倍体积的石油醚于 80 ℃
水浴除去杜仲胶和脂类，再用 5 倍体积的 80% 乙醇
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于 80 ℃ 水浴除去单糖、双糖、寡糖等物质[10]，过滤，

滤渣晾干后装入塑封袋，4 ℃ 下保存备用。

 1.2.2   杜仲叶多糖提取工艺　称取 3.0 g 处理后的

杜仲叶粉，以一定的料液比加入蒸馏水，置于超声波

微波协同组合工作站中在常压下以一定的超声波功

率、微波功率和提取温度提取一定的时间。提取结

束后，4000 r/min 离心 10 min，上清液即为多糖提取

液，重复提取三次，将提取液合并。多糖提取液于

55 ℃ 减压浓缩，在浓缩溶液中慢慢加入乙醇，4 ℃
静置 12 h 后，4000 r/min 离心 10 min，弃去上清液，

沉淀用无水乙醇洗 2 次，再将沉淀分散在少量蒸馏

水中并冻干，得到杜仲叶粗多糖。

 1.2.3   杜仲叶多糖含量测定及提取得率计算　采用

苯酚-硫酸法[11] 测多糖含量。以蒸馏水为空白对照，

标准葡萄糖质量浓度 C（mg/mL）为横坐标，吸光度

A 为纵坐标，绘制标准曲线，得其回归方程

A=14.595C+0.00727，R2=0.999。将 1.2.2 提取三次

合并的多糖提取液定容于 250 mL 容量瓶中，精密吸

取 1.0 mL，加蒸馏水补足至 2 mL，测吸光度 A，根据

回归方程计算多糖的质量浓度 C。按下式计算杜仲

叶多糖得率 Y（%）。

Y(%)= CVn
1000 m

×100

式中：C：待测液中的多糖质量浓度，mg/mL；V：

待测样品液的体积，mL；n：样品液的稀释倍数；m：杜

仲叶粉的质量，g。

 1.2.4   单因素实验　单因素实验常规量设为：超声波

功率 110 W，提取温度 50 ℃，微波功率 250 W，料液

比 1:20（g:mL），提取时间 20 min。依次考察超声波

功率（50、70、90、110、130、150 W）、提取温度（40、
45、50、55、60、65 ℃）、微波功率（100、150、200、
250、300、350 W）、料液比（1:10、1:15、1:20 、1:25、
1:30、1:35（g:mL））、提取时间（15、20、25、30、35、
40 min）对多糖得率的影响。

 1.2.5   Plackett-Burman 试验　在单因素实验基础

上，利用 Plackett-Burman 试验筛选出关键因素，因素

与水平设计见表 1。
  

表 1    Plackett-Burman 试验设计
Table 1    Design of the Plackett-Burman experiment

因素
水平

−1 1

提取时间（min） 15 25
提取温度（℃） 45 55

超声波功率（W） 110 150
微波功率（W） 150 250
料液比（g:mL） 1:25 1:35

 

 1.2.6   响应面法优化提取工艺　根据 Plackett-Burm-
an 试验，对筛选出的 3 个关键因素采用 Box-Behnken
设计对工艺参数进行优化，因素与水平设计见表 2。

 1.2.7   粗多糖的精制方法　Sevage 法[12] 去蛋白：粗

多糖溶液与 Sevage 试剂（三氯甲烷:正丁醇=4:1，
v/v）混合，去除游离蛋白，重复操作 5 次，收集脱蛋白

水相。

脱色：用 1% 活性炭进行脱色。60 ℃ 条件下于

摇床上 120 r/min 振荡 30 min，过滤。

透析：用截留分子量 3500 Da 的透析袋蒸馏水

透析 72 h，中间换水多次。

醇沉：将透析后的多糖溶液用 95% 乙醇调节至

80%，4 ℃ 条件下静置 12 h，4000 r/min 离心 10 min，
用无水乙醇洗涤沉淀 2 遍，冻干。

离子层析：称取约 100 mg 透析后多糖溶解在少

量蒸馏水中，4000 r/min 离心 10 min，取上清液加入

DEAE-52 纤维素离子交换色谱柱（2.6×40 cm）中，先

后用蒸馏水、1 mol/L NaCl 溶液洗脱，洗脱液流速

5 mL/min。收集 NaCl 溶液的洗脱液，经截留分子

量 3500 Da 透析除去盐离子，再 60 ℃ 减压浓缩至原

体积 1/10，冻干后得到杜仲叶精制多糖。

 1.2.8   精制多糖的分子量分布分析　采用高效凝胶

渗透色谱法[13] 测定杜仲叶精制多糖分子量。色谱条

件：色谱柱：BRT105-104-102 串联凝胶柱（8×300 mm）；

流动相：0.05 mol/L NaCl 溶液；流速：0.6 mL/min；柱
温：40 ℃；进样量：20 μL；检测器：RI-10A 示差检测

器。样品配制成 5 mg/mL 溶液，12000 r/min 离心

10 min，上清液用 0.22 μm 的微孔滤膜过滤，然后将

样品转置于 1.8 mL 进样瓶中测样。

 1.2.9   精制多糖的单糖组成分析　精密称量 5.0 mg
样品置于安瓿瓶中，加入 3 mol/L 三氟乙酸 2 mL，
120 ℃ 水解 3 h。准确吸取酸水解溶液转移至玻璃

管中用氮气吹干，加入 5 mL 去离子水涡旋混匀，吸

取 100 μL 加入 900 μL 去离子水，12000 r/min 离心

5 min。取上清进 IC 分析。

色谱条件：色谱柱 Dionex  CarbopacTM PA20
（3×150 mm） ；流动相：A：H2O；B：15 mmol/L NaOH；

C：15 mmol/L NaOH & 100 mmol/L NaOAc；流速：

0.3 mL/min；进样量：5 μL；柱温：30 ℃；检测器：电化

学检测器[13]。

 1.2.10   精制多糖的光谱分析　取适量杜仲叶精制多

糖溶液于石英比色皿中，用紫外分光光度计进行扫

描，扫描波长 200~400 nm，扫描频率为 2 nm/s。
称量 1.0 mg 杜仲叶精制多糖样品和 100.0 mg

溴化钾于玛瑙研钵中，研磨混匀成细粉后，压制成透

 

表 2    Box-Behnken 响应面试验设计

Table 2    Design of the Box-Behnken experiment

因素
水平

−1 0 1

提取时间（min） 15 20 25
提取温度（℃） 45 50 55
料液比（g:mL） 1:25 1:30 1:35
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明薄片，用傅里叶红外光谱仪扫描，扫描范围 4000~
500 cm−1，分辨率为 4 cm−1，累积扫描 64 次。

 1.2.11   精制多糖的体外抗凝血活性测定　参照文

献 [14] 测定。将杜仲叶精制多糖溶于生理盐水，分

别配成 2、4、8  mg/mL，再将待测多糖与血浆以

1:4 体积比混合均匀。分别以生理盐水、肝素钠溶液

（2 μg/mL）做阴性和阳性对照，然后测定活化部分凝

血酶原时间（APTT）、凝血酶原时间（PT）、凝血酶时

间（TT）三个指标评价其抗凝血活性。

a. APTT 的测定：取 100 μL 预热的 37 ℃ 待测

混合血浆，加入 100 μL 的 APTT，预热 3 min，再加

100 μL 预热的氯化钙溶液（0.025 mol/L）并混合均

匀，仪器计时。

b. PT 的测定：取 100 μL 预热的 37 ℃ 待测混合

血浆，加入 200 μL 预热的 PT，混合均匀，仪器计时。

c. TT 的测定：取 100 μL 预热的 37 ℃ 待测混合

血浆，加入 100 μL 预热的 TT，混合均勾，仪器计时。

 1.3　数据处理

所有试验重复三次操作，结果用平均值±标准偏

差表示。Design-Expert 8.0.6 软件分析响应面试验

结果，SPSS Statistics 22.0 软件进行 ANOVA 分析，

Origin 2019b 软件作图。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验结果

 2.1.1   超声波功率对杜仲叶多糖得率的影响　图 1
显示，随着超声波功率由 50 W 增大到 70 W，杜仲叶

多糖得率呈增长趋势，这是因为超声波空化效应产生

的微射流和冲击波有利于植物材料中多糖的溶解和

扩散[15]；但继续增大超声波功率，多糖降解，多糖得率

比之前降低；但是超声波功率继续增大到 130 W 时，

由于超声波的空化作用更大，植物材料结构受到更大

的影响，多糖更易从植物组织里溶出，这时多糖得率

达到最大值 3.45%±0.12%。然而，继续增大超声波

功率，多糖得率下降，这是因为过高的超声波功率会产

生大量的微小气泡，使空化效应下降[16]。超声波功率

130 与 110、150 W 之间的多糖得率差异显著（P<0.05），
因此后续试验中超声波功率取值范围为 110~150 W。

 2.1.2   提取温度对杜仲叶多糖得率的影响　图 2 显

示，当提取温度从 40 ℃ 升高到 50 ℃ 时，杜仲叶多

糖得率逐渐增大，在 50 ℃ 时达到最大值 3.54%±
0.05%，但进一步升高温度至 55 ℃，杜仲叶多糖得率

反而下降。这可能是由于温度在一定范围内的升高

有利于多糖从细胞中溶出，但随着系统温度的升高，

超声空化气泡的温度和压力也会降低，过高的系统温

度会降低空化效应，从而导致多糖得率下降[17]。而温

度升至 60 ℃ 时，使空化气泡压力有所上升，多糖得

率呈小幅增大，继续升至 65 ℃ 后，空化气泡变得细

密，空化效应下降，多糖得率下降。提取温度 50 ℃
与 45、55 ℃ 之间的多糖得率差异显著（P<0.05），因
此后续试验中提取温度取值范围为 45~55 ℃。
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图 2    提取温度对杜仲叶多糖得率的影响
Fig.2    Effect of extraction temperature on the yield of

polysaccharides from Eucommia ulmoides leaves
 

 2.1.3   微波功率对杜仲叶多糖得率的影响　图 3 显

示，微波功率由 100 W 增大至 150 W 时，多糖得率

有小幅下降，但微波功率升至 200 W 时，多糖得率大

幅上升，达到最大值 3.76%±0.04%。多糖得率的增

加是由于微波使植物细胞内受热膨胀并导致细胞壁

破裂，多糖溶出增加，但是微波功率过高，多糖被降

解，导致多糖得率下降[18]。在微波功率 200 W 与 150、
250 W 之间，多糖得率差异显著（P<0.05），因此后续

试验中微波功率取值范围为 150~250 W。
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图 3    微波功率对杜仲叶多糖得率的影响
Fig.3    Effect of microwave power on the yield of
polysaccharides from Eucommia ulmoides leaves

 

 2.1.4   料液比对杜仲叶多糖得率的影响　图 4 显示，

在料液比为 1:10、1:15（g:mL）时，多糖得率较低；但

当料液比增大到达到 1:20（g:mL）时，多糖得率有大

 

50 70 90 110 130 150

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

杜
仲

叶
多

糖
得

率
 (%

)

超声波功率 (W)

d

b

c
c

a

b

图 1    超声波功率对杜仲叶多糖得率的影响

Fig.1    Effect of ultrasonic power on the yield of
polysaccharides from Eucommia ulmoides leaves

注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）；图 2~图 5 同。
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幅增加，在料液比 1:30（g:mL）时有最大值 3.94%±
0.02%。这是因为溶剂比例较低时，杂质的析出量增

多，抑制了杜仲叶多糖的析出；继续增大溶剂比例，杂

质基本溶出，此时多糖溶出不受抑制，得率增大[19]。

因此后续试验中料液比取值范围为 1:25~1:35
（g:mL）。
  

1:10 1:15 1:20 1:25 1:30 1:35

2.5

3.0

3.5

4.0

杜
仲

叶
多

糖
得

率
 (%

)

料液比 (g:mL)

b
b

a a
a a

图 4    料液比对杜仲叶多糖得率的影响
Fig.4    Effect of ratio of solid to liquid on the yield of

polysaccharides from Eucommia ulmoides leaves
 

 2.1.5   提取时间对杜仲叶多糖得率的影响　图 5 显

示，提取时间从 15 min 增加至 20 min 时，杜仲叶多

糖的得率上升并达到最大值 3.94%±0.1%，之后继续

增加提取时间，杜仲叶多糖得率下降。这是由于多糖

的溶出需要一定时间，但提取时间过长，超声会破坏

多糖的分子结构引起多糖降解，导致多糖得率下

降[20]。在提取时间 20 min 与 15、30 min 之间，多糖

得率差异显著（P<0.05），在 20 与 25 min 之间，多糖

得率差异不显著（P>0.05），考虑后续试验中提取时间

取值范围为 15~25 min。
  

15 20 25 30 35 40
1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

杜
仲

叶
多

糖
得

率
 (%

)

提取时间 (min)

b

a a

c c c

图 5    提取时间对杜仲叶多糖得率的影响
Fig.5    Effect of extraction time on the yield of polysaccharides

from Eucommia ulmoides leaves
 

 2.2　Plackett-Burman 试验结果

Plackett-Burman 试验结果见表 3，方差分析结

果见表 4。
由表 4 可知，提取时间、提取温度和料液比对杜

仲叶多糖得率的影响均达到显著水平（P<0.05），其中

料液比为达到极显著水平（P<0.01）。超声波功率和

微波功率为非显著影响因素，故选择提取时间、提取

温度和料液比进行响应面优化试验，而超声波功率、

微波功率则分别固定为 130 和 200 W。

 2.3　Box-Behnken 响应面试验结果

Box-Behnken 响应面试验结果见表 5。
 
 

表 5    Box-Behnken 响应面试验设计及结果
Table 5    Design and results of the Box-Behnken experiment

实验号 A提取时间 B提取温度 C料液比 多糖得率（%）

1 −1 −1 0 1.97±0.06
2 1 −1 0 2.74±0.04
3 0 1 1 2.82±0.05
4 0 0 0 3.99±0.07
5 −1 0 −1 2.5±0.08
6 0 1 −1 2.07±0.06
7 −1 0 1 1.85±0.1
8 0 −1 −1 3.74±0.04
9 1 1 0 2.22±0.05
10 1 0 −1 2.64±0.06
11 0 0 0 3.98±0.06
12 1 0 1 2.17±0.1
13 0 −1 1 1.20±0.06
14 0 0 0 4.05±0.08
15 0 0 0 4.12±0.04
16 0 0 0 3.94±0.08
17 −1 1 0 2.57±0.05

 

对实验结果进行回归拟合，得到显著影响杜仲

叶多糖得率（Y）因素的多元二次回归方程：Y=
4.02+0.11A+3.750×10−3B−0.36C−0.282AB+0.045A
C+0.82BC−0.90A2−0.74B2−0.82C2。表 6 为回归模

型的方差分析结果。结果显示，在该模型中一次项

 

表 3    Plackett-Burman 试验设计及结果

Table 3    The design and results of the Plackett-Burman
experiment

实验号
提取时
间（min）

提取温
度（℃）

超声波功
率（W）

微波功
率（W）

料液比
（g:mL）

多糖得
率（%）

1 1（25） −1（45） −1（110） −1（150） 1（1:35） 2.06±0.1

2 −1（15） −1 −1 −1 −1（1:25） 2.65±0.08

3 1 1（55） −1 −1 −1 2.63±0.06

4 −1 −1 1（150） −1 1 2.12±0.12

5 −1 1 1 1（250） −1 2.22±0.09
6 1 −1 1 1 −1 2.74±0.07
7 1 −1 1 1 1 2.93±0.05
8 1 1 −1 1 1 2.76±0.1
9 1 1 1 −1 −1 2.78±0.06
10 −1 −1 −1 1 −1 2.69±0.05
11 −1 1 1 −1 1 3.06±0.08
12 −1 1 −1 1 1 2.70±0.04

 

表 4    Plackett-Burman 试验各因素效应评价

Table 4    Effect evaluation of the factors of Plackett-Burman
experiment

因素 效应 系数 系数标准误 T值 P值 显著性

常量 4.1240 0.042 95.54 0.000
A-提取时间 0.4306 0.2153 0.042 3.24 0.0379 *
B-提取温度 −0.4274 −0.2137 0.042 −3.97 0.0406 *

C-超声波功率 0.1237 0.0618 0.042 2.15 0.0812
D-微波功率 −0.2964 −0.1442 0.042 −3.56 0.1148

E-料液比 0.1664 0.0832 0.042 1.86 0.0095 **

注：R2=94.95%，R2
Adj=89.23%；*表示影响显著（P<0.05），**表示影响极显

著（P<0.01）。
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A 具有显著影响（P<0.05），一次项 C 和二次项 A2、B2、

C2 以及交互项 AB、BC 具有极显著影响（P<0.01）。
此外，该回归模型 P<0.01，说明该模型可靠。

R2=0.9944，说明模型拟合程度良好，模型的校正相关

系数（R2
Adj=0.9871）说明自变量之间的相关性良好。

  
表 6    回归模型方差分析结果

Table 6    Results of variance analysis of response surface
quadratic model

参数 平方和 自由度 均方和 F值 P值 显著性

模型 13.75 9 1.53 136.89 <0.0001 **
A-提取时间 0.097 1 0.097 8.67 0.0216 *
B-提取温度 1.125×10−4 1 1.125×10−4 0.010 0.9229
C-料液比 1.06 1 1.06 94.82 <0.0001 **

AB 0.31 1 0.31 28.09 0.0011 **

AC 8.100×10−3 1 8.100×10−3 0.73 0.4225
BC 2.71 1 2.71 242.40 <0.0001 **
A2 3.44 1 3.44 308.40 <0.0001 **
B2 2.29 1 2.29 204.73 <0.0001 **
C2 2.84 1 2.84 254.69 <0.0001 **

残差 0.076 7 0.011
失拟项 0.058 3 0.019 3.95 0.1088
纯误差 0.020 4 4.930×10−3

总和 13.83 16

注：R2=0.9944，R2
Adj=0.9871，*表示影响显著（P<0.05），**表示影响极显著

（P<0.01）。

由模型分析得出，杜仲叶多糖的超声波-微波辅

助提取最优工艺条件为提取温度 49.06 ℃、料液比

1:28.44（g:mL）、提取时间 20.41 min。此条件下预

测的杜仲叶多糖得率为 4.08%。为了在实际中具有

可操作性，将最优工艺参数确定为提取温度 49 ℃、

料液比 1:30（g:mL）、提取时间 20 min。为了验证

模型的可靠性，在此最佳条件下进行了验证实验，测

出多糖得率为 4.02%±0.03%，该值与预测值十分接

近。表明响应面优化试验可以合理优化杜仲叶多糖

的超声波-微波辅助提取工艺条件。

宫本红[21] 采用热水提取杜仲叶多糖，最优提取

工艺条件为：料液比 1:20，提取温度 100 ℃，浸提时

间 120 min，在此条件下粗多糖的提取率有 3.7%。

刘晓河等[22] 研究了酶对杜仲多糖提取率的影响，发

现酶的添加对多糖的提取有显著作用，其中果胶酶效

果最为显著。陈雪花[10] 采用的超声波协同酶法提取

杜仲叶多糖，最佳提取工艺条件为复合酶添加量

3.7%、pH4.0、超声波功率 100 W、提取温度 45 ℃、

料液比 1:20（g:mL）和提取时间 15 min，多糖得率

达 4.79%±0.02%。虽然本研究的多糖得率与超声波

协同酶法的得率相比较低，但本文所采用的超声波-
微波辅助提取方法因减少了用酶成本和灭酶的能耗

成本，经济上更具优势。

图 6 为两因素间交互作用响应面图。可以直观

地观察到杜仲叶多糖得率较高分布区域范围以及两

者之间的交互作用。交互作用对杜仲叶多糖得率的

影响大小顺序为：BC>AB>AC。

 2.4　杜仲叶多糖的 DEAE-52 纤维素离子交换层析柱

纯化

以管号为横坐标，吸光度（A）为纵坐标绘制杜仲

叶多糖经离子交换层析纯化的洗脱曲线，如图 7 所

示。收集 5 号管至 11 号管的洗脱液，透析冻干后多
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图 6    两因素间交互作用响应面图

Fig.6    Response surface plots of interaction between two
factors
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图 7    杜仲叶多糖的的 DEAE-52 洗脱曲线

Fig.7    DEAE-52 elution curve of Polysaccharides from
Eucommia ulmoides leaves
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糖得率为 26.16%，精制多糖的糖含量为 50%（以葡

萄糖计）。不同单糖标准品在相同浓度下的吸收值相

差较大，而葡萄糖是单糖中显色较强的一种[23]。杜仲

叶多糖为杂多糖，此研究中用葡萄糖制作标准曲线，

因杜仲叶多糖中的其他单糖显色不如葡萄糖而使多

糖的糖含量测定结果偏低。

 2.5　分子量测定结果

图 8 显示，杜仲叶精制多糖的主要洗脱峰单一

且较对称，说明多糖纯度较高，其重均分子质量

Mw 为 1653 kDa，数均分子质量 Mn 为 1431 kDa，峰
值分子质量 Mp 为 1647 kDa，分子量分布系数 Mw/Mn

为 1.16。FENG 等[24] 从杜仲茎皮部提取的杜仲多糖

平均分子量为 1146 kDa，ZHU 等[25] 从杜仲茎皮部提

取的杜仲多糖平均分子量为 1000~2000 kDa。结果

说明杜仲叶与皮中多糖的分子量相近。陈雪花[10]

采用超声波辅助酶法提取的杜仲叶多糖时，其分子量

仅为 180 kDa，其值偏小，是与该提取方法中使用纤

维素酶有关。
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图 8    杜仲叶精制多糖的分子质量色谱图
Fig.8    Chromatogram of molecular weight of refined

polysaccharides from Eucommia ulmoides leaves
 

 2.6　单糖组成测定结果

图 9 显示，杜仲叶精制多糖中含有果糖、葡萄

糖、N-乙酰-D 氨基葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖等

5 种单糖。各单糖摩尔百分含量为：果糖 37.3%、葡

萄糖 35%、N-乙酰-D 氨基葡萄糖 14.6%、半乳糖

8.6%、阿拉伯糖 4.4%，表明果糖与葡萄糖是杜仲叶

多糖的主要成分。陈雪花[10] 采用超声波-酶法得到

的杜仲叶多糖主要成分是甘露糖、半乳糖和阿拉伯

糖，与本研究结果产生差异，是因为提取工艺不同以

及本研究所测定多糖是精制多糖而致。

 2.7　光谱分析结果

图 10 为杜仲叶精制多糖溶液在 200~400 nm 紫

外波长范围的吸收曲线。可以看出，在 280 nm 和

260 nm 处未有明显的蛋白和核酸吸收峰，说明为较

纯的多糖。图 11 为杜仲叶精制多糖的红外光谱图，

具有多糖的特征吸收峰，在 3419 cm−1 为 O-H 伸缩

振动，2925 cm−1 处为 CH3、CH2、CH 等的 C-H 伸缩

振动、1126 cm−1 处为 C-N 伸缩振动 [26]，1603 cm−1

处为糖醛酸 COO−伸缩振动，1389 cm−1 处为甲基的 变形吸收峰[27]，1261 cm−1 处为 C-O 伸缩振动，证明
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图 9    杜仲叶精制多糖的单糖组成色谱图

Fig.9    Chromatogram of monosaccharide composition of
polysaccharides from Eucommia ulmoides leaves

注：1：岩藻糖；2：盐酸氨基半乳糖；3：鼠李糖；4：阿拉伯糖；5：
盐酸氨基葡萄糖；6：半乳糖；7：葡萄糖；8：N-乙酰-D 氨基葡萄
糖；9：木糖；10：甘露糖；11：果糖；12：核糖；13：半乳糖醛酸；
14：古罗糖醛酸；15：葡萄糖醛酸；16：甘露糖醛酸。
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Fig.10    UV spectrum of refined polysaccharides from
Eucommia ulmoides leaves
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了乙酰基的存在[28]。1075 cm−1 处为吡喃糖的糖环

伸缩振动[29]。此外，在 760 cm−1 处的吸收峰显示糖

单元的 β 构型[28]，而 815 cm−1 处的吸收峰表示端基

碳为 β 型[10]。综上表明，本研究得到的杜仲叶多糖

为 β 型酸性多糖。

 2.8　体外抗凝血活性结果

 2.8.1   杜仲叶精制多糖对 APTT 的影响　肝素是一

种硫酸化多糖，在临床上常被用作抗凝剂和抗血栓

剂，但有严重的出血和血小板减少等副作用，且肝素

来源于动物肠组织，存在机体感染病毒的风险[14]。因

此，从天然产物中提取抗凝剂具有重要意义。目前已

经发现多种植物多糖具有抗凝血活性，如黑木耳多

糖[30]，香椿子多糖[14]，红枣多糖[31] 等。虽然杜仲叶多

糖已经被证实具有抗氧化[32]、降血糖[33]、抗结肠癌[10]

等活性，但其抗凝血活性还未见研究报道。

表 7 显示，与阴性对照相比，在杜仲叶多糖浓度

2 mg/mL 时，APTT 即增大，说明有抗凝效果；且随多

糖浓度增大，APTT 延长（P<0.01）；当多糖浓度达到

8 mg/mL 时，APTT 超过 120 s（P<0.01）。闻志莹[14]

研究香椿子多糖抗凝血活性时发现，当多糖浓度为

4 mg/mL 时，对 APTT 的延长到 36.6 s，而本研究杜

仲叶精制多糖浓度为 4 mg/mL 时，APTT 的延长时

间为 73.05 s，表明杜仲叶精制多糖对 APTT 有显著

影响，实验结果表明杜仲叶多糖是通过参与内源性凝

血途径来起到抗凝血作用。
  

表 7    杜仲叶精制多糖对 APTT 的影响
Table 7    Effect of refined polysaccharides from Eucommia

ulmoides leaves on APTT

样品 浓度（mg/mL） APTT（s）

杜仲叶多糖 2 80.90±0.99**

杜仲叶多糖 4 73.05±0.49**

杜仲叶多糖 8 >120**

生理盐水 28.80±5.94
肝素钠 2 μg/mL 41.00±1.13**

注：*表示与阴性对照相比，达到差异显著水平（P<0.05）；**表示与阴性对
照相比，达到差异极显著水平（P<0.01）；表8~表9同。

 

 2.8.2   杜仲叶精制多糖对 PT 的影响　表 8 显示，与

阴性对照相比，当多糖浓度在 2~8 mg/mL 范围内，杜

仲叶多糖对 PT 有一定的延长作用，表明杜仲叶多糖

也可以通过参与外源性凝血途径起到抗凝血作用。

当杜仲叶多糖浓度为 8 mg/mL 时，对 PT 的影响达

到极显著水平（P<0.01），延长到 42.30 s。

 2.8.3   杜仲叶精制多糖对 TT 的影响　表 9 显示，与

阴性对照相比，当杜仲叶多糖为 2 mg/mL 时，延长时

间为 14.4 s，当杜仲叶多糖浓度为 8 mg/mL 时，延长

时间超过了 120 s，且影响达到极显著水平（P<0.01），
说明杜仲叶多糖对 TT 有显著影响作用，进而说明杜

仲叶多糖也可以通过参与共同途径来影响凝血过

程。闻志莹[14] 研究的香椿子多糖浓度为 2 mg/mL
时，延长时间仅为 12.63 s，说明杜仲叶多糖对 TT 作

用的影响比香椿子多糖大。本文发现杜仲叶多糖的

单糖组成主要是果糖、葡萄糖、N-乙酰-D 氨基葡萄

糖、半乳糖、阿拉伯糖。宋苗苗[34] 报道，抗凝血榴莲

皮多糖组成有大量的鼠李糖、半乳糖酸存在，而 Mar-
tinichen-Herrero 等[35] 报道，具有半乳糖-甘露聚糖结

构的地衣多糖有抗凝血和抗血栓活性。因此初步推

测杜仲叶多糖的抗凝血活性可能与半乳糖糖基的存

在有关。
  

表 9    杜仲叶精制多糖对 TT 的影响
Table 9    Effect of refined polysaccharides from Eucommia

ulmoides leaves on TT

样品 浓度（mg/mL） TT（s）

杜仲叶多糖 2 14.40±1.04**

杜仲叶多糖 4 11.50±1.55
杜仲叶多糖 8 >120**

生理盐水 9.33±0.21
肝素钠 2 μg/mL 20.27±1.59**

 

 3　结论
本研究采用超声波-微波辅助法提取杜仲叶多

糖，经单因素实验和 BBD 试验，得到最优提取工艺

条件为：超声波功率 130 W、微波功率 200 W、提取

温度 49.06 ℃、料液比 1:28.44（g:mL）、提取时间

20.41 min，得率 4.08%。在此条件下实际多糖得率

为 4.02%±0.03%。经 DEAE-52 离子层析纯化后，精

制多糖的重均分子质量（Mw）为 1653 kDa，单糖组成

及摩尔比为：果糖 37.3%、葡萄糖 35%、N-乙酰-D 氨

基葡萄糖 14.6%、半乳糖 8.6%、阿拉伯糖 4.4%，并

确定其为 β 型酸性多糖。与阴性对照相比，杜仲叶

多糖能极显著延长 APTT（P<0.01），对 PT、TT 有一

定的延长作用，且当多糖浓度为 8 mg/mL 时，对 PT、
TT 有极显著影响（P<0.01），说明其可以通过内源

性、外源性、共同途径来影响凝血过程，其中是以内

源性途径为主。本研究结果表明，与传统水浸提法和

单一的超声波、微波法相比，超声波-微波辅助提取法

能高效提取杜仲叶多糖，与酶法相比，超声波-微波辅

助提取法有利于降低生产成本，并且发现杜仲叶多糖

具有较强的体外抗凝血活性。本研究对我国丰富的

杜仲叶资源开发具有一定的理论和技术参考价值。
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