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响应面法优化枸杞叶粗多糖提取纯化工艺 
及其降血糖活性 

江 磊 。，梅丽娟 ，刘增根 ，李洁琼 ，王启兰 ，邵 赞 ，陶燕铎 
(1．中国科学院西北高原生物研究所，青海 西宁 810008；2．中国科学院大学，北京 100049) 

摘 要：采用响应面法对枸杞叶粗多糖提取中的料液比、提取温度和提取时间进行优化，确定各因素最佳的水平组 

合。结果显示，在料液Ltl：47．2，提取温度72．9"C、提取时间2．2h条件下，枸杞叶粗多糖提取物中多糖的含量最高， 

为(7．24~0．41)％。采用D101大孔树脂和DEAE一52阴离子交换柱对枸杞叶粗多糖进行纯化，纯化后的精多糖中多糖 

含量为92．5％。用6c—D一吡喃葡萄糖苷(芦．NPG)法对枸杞叶精多糖的 一糖苷酶抑制活性进行了测定，lmg／mL枸杞叶精 

多糖对5U／mL的糖苷酶抑制率达到93．7％，而阳性对照药阿卡波糖抑制率仅为21．7％。 
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Abstract：Response surface methodology(RSM)was applied to optimize process parameters for the extraction of crude 

polysaccharides from Chinese wolfberry(Lycium chinense)leaves such as solid—to—solvent ratio，temperature and time．The 

maximum polysaccharide content of crude extracts was(7．24± 0．41)％under the optimized conditions of 72．9℃，2．2 h and 

a solid—to—solvent ratio of 1：47．2．and was increased to 92．5％ after purification with D101 macroporous resin and DEAE一52 

anion exchange resin column chromatography．The inhibition rate of 1 mg／mL purified polysaccharides from Chinese 

wolfberry leaves against 5 U／mL “一glycosidase．as determined by P—NPG method．was 93．7％ compared to only 21．7％ for 

acarbose as a positive contro1． 
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糖尿病是一种临床表现为高血糖的系统性疾病，它 

的直接引发原因是胰岛素分泌不足，这种病会引起体内 

糖类、蛋白质和脂类代谢紊乱[1 。在糖尿病患者中，90％ 

的病人都属于II型糖尿病。患这种糖尿病的病人群体数 

量有扩张趋势，这种病给家庭和社会带来了沉重的经济 

负担让】。持续性高血糖可以引起体内菲酶反应的蛋白糖基 

化，从而在临床上表现为糖尿病的复杂病理特征 。控制 

餐后血糖就变成了治疗糖尿病过程中的一个重点M 。在哺 

乳动物体内，淀粉的消化主要在小肠内，首先由 ．淀粉 

酶将长链淀粉分子消化为直链或支链的低聚麦芽糖，然 

后由0【．糖苷酶将这些低聚糖消化为葡萄糖 】。因而抑制以． 

糖苷酶活性就成了控制餐后血糖的关键 】。 

枸杞叶俗称天精草，《本草纲 目》中称枸杞叶 “有除 

烦益志补五劳七伤、壮心气、除热毒、散疮肿、除风明 

目”之功效。据研究，枸杞叶的活性成分与枸杞果实基 

本一致，而且在某些营养元素上甚至超过枸杞果实 】。据 

报道枸杞多糖具有减轻II型糖尿病小鼠胰岛素抵抗 】，诱 

导树突状细胞成熟和增强T细胞增殖 ，增强人外周血巨 

噬细胞的免疫功能H ，治疗胃溃疡fl”，保护血管内皮细 

胞n 和抑制人食管癌细胞Eca一109的生长增殖n 等生理功 

效。枸杞叶多糖可能和枸杞多糖一样具有这些功效。为 

了研究枸杞叶多糖的药用价值，其提取纯化方法变得至 

关重要。本实验采用响应面法对枸杞粗多糖的提取工艺 

进行优化，利用大孔树脂和DEAE弱阴离子交换柱对枸杞 
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叶粗多糖进行了纯化，用 —D-吡喃葡萄糖苷(p—NPG)的方 

法测定了枸杞叶精多糖对。c．糖苷酶的抑制活性，从而估 

计枸杞叶精多糖的降血糖活性。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

取25℃条件下阴干的枸杞叶，于60～80℃烘干2h， 

经粉碎、干燥至质量恒定后备用。 

p-NPG、。【一糖苷酶(E．C-3．2．1．20) 美国Sigma公司。 

DEAE一52阴离子交换柱柱料 美国Amresco公司；D101 

大孔树脂 天津南大树脂科技有限公司。苯酚、浓硫酸 

等均为分析纯。 

1．2 仪器与设备 

UV．1800型紫外．可见光分光光度计 日本岛津公 

司；HH一6恒温水浴锅 郑州杜甫仪器厂；AE240S型电 

子分析天平 德国梅特勒一托利多公司；Model 680酶标 

仪 美国Bio．Rad公司。 

1．3 多糖含量的测定 

准确称取100mg葡萄糖，以去离子水溶解并定容至 

100mL，精确量取葡萄糖标准工作液(1mg／mL)0．1、0．2、 

0．4、0．6、0．8、1．0mL，分别置于试管中，各加去离子水 

使成2mL，各管中葡萄糖的质量浓度分别为0．05、0．10、 

0．20、0．30、0．40、0．50mg／mL。吸取上述各管中的葡萄糖 

溶液0．6mL至于干净试管中，JJH6％苯酚试剂1．2mL摇匀。 

迅速滴加浓硫酸6．OmL，并迅速摇匀。静置5min，沸水浴 

15min取出。流动水冷却至室温。另以0．6mL去离子水同 

样操作，作空白对照，在490nm波长处测定吸光度。以葡 

萄糖质量浓度C为横坐标、吸光度 为纵坐标，制作标准 

曲线并得其回归方程为A=9．75C一1．09 =0．9995)。 

多糖含量的测定参考方崇波等“ 的方法稍作修改。 

精密称取一定质量的枸杞叶粗多糖样品，测定吸光度后 

计算葡萄糖质量浓度后，按照下式计算枸杞叶粗多糖样 

品中多糖的含量： 

× 

多糖含量／％= - ×100 
m ^  

式中：C 为葡萄糖的质量浓度； 是样品溶液总体 

积；m为样品总质量；D为样品稀释倍数。 

1．4 基本提取工艺流程 

枸杞叶粗多糖制备的基本工艺流程：阴干的枸杞 

叶经粉碎后过1O0目筛一热水浸渍提取一离心取上清 

液(4000r／min，10min)一乙醇沉淀一离心取沉淀(4000r／ 

min，lOmin)~乙醇洗涤一干燥溶剂一枸杞叶粗多糖。 

1．5 单因素试验 

设定温度70℃、浸提时间2h、料液比(枸杞叶粗粉 

与水质量H5)1：50，固定其他条件分别考察料液比(1：30、 

1：40、1：50、1：6o)、浸提温度(60、70、80、90~C)、浸提 

时间(1、2、3、4h)对枸杞叶粗多糖得率的影响。 

1．6 响应面法对工艺进行优化 

利用响应面法，对水解条件进行优化。以多糖含量 

作为响应值，试验因素及水平见表1。 

表 1 水解工艺的试验因素编码表 

Table 1 Independent variables and their coded levels used in response 

surface analysis 

1．7 枸杞叶粗多糖的纯化 

首先将枸杞叶阴干粉碎，于90*C纯水中浸渍5h，离 

心取上清液并加入无水乙醇使最终醇体积分数达到85％ 

后于常温沉淀2h。将沉淀用无水乙醇洗涤2次，干燥后得 

到枸杞叶粗多糖。最后将枸杞叶粗多糖于4℃保存待用。 

将上述干燥的枸杞叶粗多糖小心溶于去离子水中， 

并将此多糖溶液通过已处理的D101大孔树脂柱，流速 

10mL／min。再用去离子水以相同的流速用3倍柱体积的流 

量进行洗柱。小极性杂质均吸附在大孔树脂上，去离子 

水洗脱下的组分即为第一步纯化后的枸杞叶多糖溶液。 

将此多糖溶液冷冻干燥后于4℃保存待用。 

将第1步纯化中多糖冻干粉用去离子水溶解，溶解时 

应注意要尽可能的增加溶液的浓度。将多糖溶液通过已 

用去离子水平衡的DEAE．52柱分离，流速 0．15mL／min。 

在进行洗脱时流速为1mL／min，首先用3倍柱体积的去 

离子水洗柱，除去不能吸附的杂质，然后用1．0mol／L的 

NaC1溶液进行洗脱。将洗脱液透析除盐后冷冻干燥即为 

纯化后的枸杞叶精多糖(PO)，于4℃保存待用。 

1．8 PO的6c一糖苷酶抑制活性测定 

1．8．1 样品溶液的制备 

首先配$1J2mg／mL的PO溶液，用去离子水稀释成 

0．1、0．2、 0．3、0．4、0．5、 0．6、0．7、 0．8、0．9、 1．0、 

1．1mg／mL。阳性对照药阿卡波糖配成1．0mg／mL。 

1．8．2 a 糖苷酶抑制活力的测定 

参考康文艺等n 的方法稍作修改。将5U的a．糖苷酶 

溶于50mmol／L的pH7．4的磷酸缓冲液中定容至lmL~O成酶 

液。将待测样品精确称取10mg定溶于1mL相同的磷酸缓 

冲液中制成样品溶液。取1mL相同的磷酸缓冲液用作空 

白对照。首先在96孔板中加入酶液20pL和样品液40 ， 

37℃水浴10min。然后用排枪快速5~,X．60gL的20mmol／L 

的P．NPG溶液，37℃水浴10min。反应结束后，立即用排 

枪快速加入0．2mol／L Na：CO (160pL／~L)。将96孔板置于酶 

标仪上用405nm波长进行检测， ．糖苷酶活性抑制率计算 

公式如下： 
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。 

式中：A。为空白的吸光度；A 为样品吸光度。 

1．9 统计与分析 

本实验采用SAS 9．1软件对实验结果进行分析。 

2 结果与分析 

2．1 单因素试验 

2．1．1 料液比对多糖含量的影响 

加 

6．95 

6．9O 

6_85 

6．8O 

6．75 

6．70 

6．65 

6．60 

6．55 

料液l：~(g／mL) 

图1 料液比对枸杞叶多糖含量的影响 

Fig．1 Effect of solid-to-solvent ratio on polysaecharides content of 

crude extracts 

由图1可知，料液比在1：30～1：40范围内，枸杞叶 

粗多糖含量迅速上升，从6．57％上升到6．82％，增加了 

2．50％。但是在1：40~1：60范围内，枸杞叶粗多糖含量上 

升缓慢，增加了0．09％。从实际生产成本综合考虑，选取 

1：30、1：40,111：50三个水平进行响应面试验。 

2．1．2 提取温度对多糖含量的影响 

抽 

据 

6．8O 

6．78 

6．76 

6．74 
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提取温度／~C 

图2 提取温度对多糖含量的影响 

Fig．2 Effect oftemperature on polysaccharides content ofcru de extracts 

提取温度为60℃时，多糖含量为6．64％；提取温度为 

80℃时，多糖含量迅速上升到6．71％；当提取温度从80℃ 

上升~lJ90℃时，多糖含量增加缓慢，提高了0．08％，因此 

选择提取温度水平60、70℃和80℃进行响应面试验。 

2．1．3 提取时间对多糖含量的影响 

提取时间为1h时，多糖含量较低，为6．47％；当浸提 

时间为2h时，多糖含量有较大幅度的提高，为6．63％。提 

取时间为3h~t14h时，多糖含量分别为6．85％和6．91％。但 

3h后上升缓慢，因此选择1、2h和3h进行响应面试验。 

提取时间，h 

图3 提取时间对粗多糖含量的影响 

Fig．3 Effect of time on polysaeeharides content of cru de extracts 

2．2 响应面试验 

表2 响应面设计及响应值 

Table 2 Experimental design and results for response surface analys~ 

应用SAS 9．1统计软件对响应面试验结果(表2)进行多 

元二次回归分析，将极不显著的项 )剔除之后，可以得 

到回归方程： 

Y=7．35+0．0135X~+0．0403)(2-0．1396X1 一0．1351~ 一 

0．1476)(3 +0．135X1X2--I-0．1335X~X3+O．1215X：,X3 

表 3 回归分析表 

Table 3 Analysis of variance for the fitted regression model 

、删如 
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3 结 论 

采用热水浸提法提取枸杞叶粗多糖，其工艺参数用 

响应面法进行优化，得到的回归方程的R =0．9942，说明 

拟合方程可以很好地描述实际值。优化的工艺参数结果 

为：料液比1：47．2、温度72．9℃、时间2．2h，此条件下多 

糖含量为(7．24±0．41)％，工艺验证实验表明最大工艺条 

件可靠。采用大孔树脂和DEAE阴离子交换树脂对枸杞叶 

多糖进行纯化，纯化后含量升至92．5％。用纯化后的多糖 

进行 一糖苷酶抑制剂活性检测，结果表明枸杞叶精多糖 

是一种很好的tZ 糖苷酶抑制剂，其IC --0．51mg／mL。 
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