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提取方法对柿多糖提取率及生物活性的影响
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摘 要：分别以水、草酸(质量分数为1．8％)、氢氧化钠(o．2 tool／L)作浸提荆，用热水、微波(中

火，6 min)、超声波(600 W，15 min)和反复冻融法提取柿子粗多糖，对不同提取方法获得的多糖进

行纯化、测多糖得率、观察细胞形态变化，进行抗氧化、抗菌性比较。结果表明：不同提取剂和提取

方法对于植物细胞的形态都有不同程度的破坏，反复冻融细胞破碎最彻底，微波提取所得多糖含

量最高。不同提取荆和提取方法获得的柿多糖在抗氧化和抗茵方面表现出较大差异，说明提取的

过程与其生物学效能密切相关。
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Abstract：In the present research，in order to obtain six crude polysaccharides from persimmon fruit，

detect its yield and compare by antioxidant and antibiosis activity，a process with hot water and 1．8％

ethanedioic acid and 0．2moL／L NaOH and ultrasound-assisted extraction and microwave-assisted

extraction and freeze thawing repeatedly assistance extraction，respectively，were developed．The residue

of the persimmon fruit extracted by the different method were observed by microscope．The results

showed that there is a great variation of the persimmon cell shape in different extraction medium and

methods of polysaccharides，which the cell breakage by freeze thawing repeatedly is the most of

significant．The polysaceharides of microwave-assisted extraction contained more yield than those of

others．The antioxidant and antibiosis activity of the polysaccharides extracted with the different

extraction medium and method has the significant deviation．In view of these results，the bioaetivities of

the water-soluble polysaccharides depended on the method that affected the profile and content of the

extracts．The effects of extraction medium and method of the polysaccharides on the improvement of the

bioactivities could not be negligible．
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植物活性多糖的提取已有较多研究报道，目前

常用的浸提方法主要有热水浸提、超声波辅助浸

提、微波辅助浸提Ⅲ等。不同的提取条件除了对活

性多糖的提取率有影响外，还会影响到多糖的组

成、立体结构，进而影响到多糖的生物活性。作者

以柿子为实验材料，研究水、酸、碱、微波、超声波以

及反复冻融提取对柿子细胞形态的影响，以及不同

提取方法下的多糖得率及多糖的抗氧化和体外抗

菌活性变化等问题，以期筛选建立一种高效、经济

的柿多糖提取方法。

1材料与方法

1．1实验材料

柿子，购于西安市场；总抗氧化能力试剂盒、抗

超氧阴离子试剂盒、活性氧测定试剂盒，购自南京

建成生物工程研究所；其它试剂均为分析纯。

大肠杆菌(Escheichia coli)、枯草芽孢杆菌

(Bnc洲甜耶“船iZis Cohn)，取自西安交通大学能动学

院实验室；金黄色葡萄球菌(Saphylocolus an-

reus)、表皮葡萄球菌(S．epidermidis)、绿脓杆菌

(P．aeruginosa)，取自西安交通大学医学院实验

室；均采用牛肉膏蛋白胨培养基。

1．2实验仪器

美的PJ21F-B微波炉，BECKMAN高速冷冻

离心机，BECKMAN Dwl0—60E型冷冻干燥机，

BECKMAN—DU一640型紫外可见分光光度计，美国

产JY92—2D超声波细胞破碎机，显微镜等。

1．3实验方法

1．3．1 多糖的提取、分离与纯化工艺流程 柿多

糖的提取一乙醇沉淀一脱色一脱蛋白一透析一乙

醇分级一柱层析纯化

1．3．2不同提取溶剂对多糖提取量及活性的影响

取柿浆10 g，放入锥形瓶内，分别加入50 mL超

纯水、质量分数1．8％草酸溶液、0．2 mol／L NaOH

溶液，在90℃恒温水浴锅中浸提4 h，4 000 r／min

离心，得上清液进行分离纯化，分别制得热水浸提、

酸提、碱提多糖样品。

1．3．3不同辅助提取方法对多糖提取量及活性的

影响取柿浆10 g，加入50 mL水混匀，分别进行

以下处理：1)90℃恒温水浴锅中浸提4 h；2)微波

炉中以中火力采用微波辐射间断加热处理6 min，

每次10 s；3)600 W的超声波处理，间歇时间2 s，

全程时间15 min，脉冲宽度5 s；4)置于低温冰箱

快速冷冻3 h后，迅速取出投入沸水浴解冻，反复进

行5次，然后在90℃恒温水浴锅中浸提4 h。离心

得上清液进行分离纯化，分别制得热水浸提、微波

提取、超声波提取、反复冻融提取多糖样品。

1．3．4不同提取处理后柿子细胞的观察分别取

上述不同处理得到的柿子提取液底部含有滤渣的

混浊液制成显微玻片，在显微镜下观察细胞形态并

拍照记录。

1．3．5柿子多糖含量的测定苯酚一硫酸法∞]。

1．3．6抗氧化活性的测定 按照南京建成生物工

程研究所检测试剂盒说明进行。

1．3．7抗茵活性的测定 圆形纸片法[3]。分别刮

取供试菌菌苔于5 mL无菌水中，振荡摇匀得菌悬

液，倒入熔化并冷却至40～45℃的相应培养基中，

摇匀后迅速分装于培养皿中，待凝固后，取已消毒

过的圆形滤纸(6 ram)分别用移液枪注入多糖提取

液20 I￡L，略干后贴于培养基平板上，同时作溶剂空

白对照。置恒温培养箱中36～37℃培养18～24 h

后分别观察结果，测量抑菌圈直径(D)。以上步骤

均按无菌条件操作，每个样品设3个平行样，结果

取平均值。抑菌效果判断标准为：D≤8 mm为不

敏感，8 mm<D≤13 1Tim为低度敏感，13 mm<

D≤19 ITlm为中度敏感，D>19 1Tim为高度敏感。

2结果与分析

2．1不同提取处理对柿子细胞形态的影响

不同提取处理对柿子细胞形态的影响非常显

著，具体结果见图1—7。

图1对照(提取前柿子细胞(X400))

Fi昏1 Control

图2水提取柿子细胞(X400)

Fig．2 Water extraction
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围3酸提取柿子细胞(×400)

Fig．3 1．8％ethanedioic acid

图4碱提取柿子细胞【×400)

Fig．4 0．2 mol／L NaOH

图S微波提取柿子细胞(×400)

Fi吕5 Microwave-assisted extraction

图6超声波提取柿子细胞(×400)

Fig．6 Ultrasound-assisted extraction

图7反复冻融提取柿子细胞l×400)

Fig．7 Freeze thawing repeatedly assistance extraction

原始的柿子细胞总体呈柱状，排列比较紧凑。

以中性水作为提取剂，柿子细胞形状变得不规则，

细胞排列不是很整齐，有部分内容物释放，但细胞

壁的破坏并不是很明显，细胞混浊程度也不大；以

质量分数1．8％的草酸溶液作为提取剂，图3中的

柿子细胞形状不规则，细胞壁的破损较严重，内容

物释放较多，细胞的混浊程度较图2中的大一些，

细胞排列相对整齐；以0．2 mol／L Na0H溶液作为

提取剂，图4中已经看不到完整的细胞形态，内容

物释放彻底，细胞的混浊程度很大，颜色也较深。

结果表明，在酸性或碱性条件下细胞壁的破损都比

中性条件下严重，内容物的溶出增多，但碱性条件

可能引起了一些不良的反应，导致颜色加深。

采用微波辅助浸提，从图5可见，柿子细胞形

状不规则，细胞壁的破损比一般的热水直接浸提的

严重，内容物释放也较多，细胞排列很不整齐；图6

显示，超声波处理后柿子细胞形状比较规则，细胞

壁的破损不很严重，但内容物释放较多，细胞的混

浊程度不是很大，细胞排列比其它提取得到的整

齐；采用反复冻融辅助提取，图7显示的柿子细胞

已经没有分明的形状可辨，细胞壁的破碎相当严

重，内容物基本彻底释放，细胞混浊，细胞排列很凌

乱。总的来说，经过不同的提取处理以后细胞的形

状多变为不规则的，细胞壁破碎程度不一，微波处

理的较强，超声波处理的相对较弱。

提取试验中，6种不同方法获得的柿多糖提取

液颜色有着较大的差异，碱提液的颜色最深为暗褐

色；微波提取液的颜色最浅为淡红色；水提液的颜

色为粉红色；酸提液的颜色为褐色；超声波提取液

相当粘稠，颜色也较深；反复冻融处理的提取液比水

提液颜色稍深一些。不同提取方法得到的柿多糖提

取液颜色的差异可能与柿多糖的种类和性质有关。

2．2不同提取方法对多糖提取率的影响

从表1可看出，用水、酸、碱做提取液，柿多糖

的得率有所差异。水溶性多糖的得率最高，酸溶性

多糖的得率最低，这说明柿多糖在不同的提取液

下，被释放的能力不同。用稀酸、稀碱提取时，透析

前糖含量较高，透析后多糖的含量较低，这是因为

稀酸、稀碱在提取过程中易使多糖中的糖苷键断

裂，形成较多的单糖；碱提法中多糖物质的氧化加

快，但是另一方面碱提法释放多糖物质的种类和量

可能都比较多，所以在其得率上来说，碱提法高于

酸提法但是低于水提法，因此浸提剂选择水。

热水对多糖提取率高于微波、超声波、反复冻

融的提取率，这可能与多糖类成分在植物体内存在

方式以及辅助萃取的原理有关。有效成分的溶出

包括内扩散和外扩散，有效成分从细胞内克服阻力

通过细胞壁为内扩散；而有效成分从细胞外到外部

溶剂中的过程即外扩散。有研究者对植物生理的

研究发现，多糖大多存在于植物细胞外部。由此可
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知，外扩散在多糖溶出过程中起主导作用，而微波、

超声波、反复冻融的作用主要在于影响细胞壁的通

透性，即主要影响内扩散，较少影响多糖的溶出。

并且微波作用过强、超声波功率过大时，细胞被破

碎的同时，多糖的糖链都会被打断，多糖裂解后成

小分子糖，可以通过透析除去．实际大分子片段多

糖的得率会下降或活性受到影响。从结果可以看

出，热水多糖样品的保留率最大E4-TJ。因此，在不同

溶剂和辅助方法作用下，多糖分解程度大于热水提

取。经过反复冻融处理后的柿浆进行水提取，得到

较理想的提取率，而且反应条件温和，杂质易除去，

能够保持多糖的立体结构和生物活性，不会产生不

良的颜色反应，相比之下，是首选的柿多糖的提取

法。但时间长，成本高。目前实验研究都处于很小

规模，要用于大规模生产，还有待于进一步解决有

关工程设备的放大问题。

表1不同提取方法对柿多糖提取率的影响

Tab．1 Effects of the different extraction medium and meth—

ed on the yield of crude polysaccharides from persim-

son

棠蒙橐器勰勰魏
中性多糖 蒸馏水 9．515 4．434 46．6

酸提多糖燃6．832 2．234 32．7

碱提多糖 o‘品三者L 7．980 2．250 28．2

微鎏纂助 中火力、
9．178 2．909 31．7

提取 6 min
⋯～ ⋯～

塞憨600 W
8．941 3．093 34．6

辅助提取 15 min
’ 一 一

毳盏囊蛩 反复5次 8．594 3．317 38．6

2．3不同提取方法对多糖抗氧化活性的影响

超氧自由基和羟基自由基是生物体内两种重

要的自由基。羟自由基被认为是毒性很强的自由

基，可介导许多病理变化，如能诱导膜系统脂质过

氧化，引起各种重要酶的氧化损伤，尤其是·0H能

与DNA上的胸腺嘧啶等碱基加成，生成的碱基自

由基可相互结合或再通过O：、Of·等反应生成过

氧化物，导致碱基破坏从而产生遗传突变[8]。因此

羟基自由基的清除对于生物体具有重要意义。超

氧自由基也是活性最强的自由基之一，它可以进一

步产生出更多的、各种类型的、引起细胞损伤的自

由基C9-Io]。根据表2可知，柿中性多糖对氧自由基

和羟基自由基均有明显清除作用，总抗氧化活性也

较高，且对羟基自由基清除作用更大，可减少甚至

避免强氧化剂对有机体的损伤，这表明，柿多糖具

有一定的抗氧化能力，可以用于开发柿多糖药物与

功能性食品，使之成为生物体生命活动中的能量与

结构物质。柿中性多糖表现出较强的清除O。·的

作用。一般认为多糖清除活性氧的作用与其富含

羟基有关，多糖分子上的还原性半缩醛羟基，可与

氧化剂即活性氧自由基发生氧化还原作用。在一

系列测试中，对超氧阴离子(o。一·)的清除能力强，

可能是柿多糖也可以自动氧化，产生新的有机自由

基，使多糖本身产生的有机自由基与它清除的自由

基达到平衡。在低浓度下，减少了多糖分子与自由

基引发剂的反应概率[1¨，从而充分发挥了柿多糖的

抗氧化能力。对于·0H而言，可快速地攫取多糖

碳氢链上的氢原子结合成水，而多糖的碳原子上则

留下一个成单电子，成为碳自由基，进一步氧化形

成过氧自由基，最后分解成对机体无害的产物[1 21。

表2不同提取方法对柿多糖抗氯化活性的影响

Tab．2 Effects of the different extraction medium and meth-

ed on!he antioxidant activity of crude polysaccharides

from persimmon

从表Z也可看出，不同提取方式获得的柿多糖

对氧自由基和羟基自由基的清除作用及总抗氧化

能力也有明显的差异。在模拟人体中黄嘌呤一黄嘌

呤氧化酶系统产生O。一·的体系中，提取物的抗超

氧阴离子能力由大到小顺序为水提取、超声波提

取、微波提取、酸提、反复冻融辅助提取、碱提；在

Fcnton反应检测对羟基自由基的清除作用的体系

中，提取物的抗活性氧活力由大到小顺序为碱提、

水提取、超声波提取、微波提取、反复冻融辅助提

取、酸提；利用测定对Fe3+一Fe2+的还原能力检测

总抗氧化能力，结果表明提取物的总抗氧化能力值

由大到小顺序为水提取、碱提、酸提、反复冻融辅助

提取、超声波提取，微波提取。这些差异均与酸、

碱、超声波、微波、反复冻融影响自由基的生成
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有关。

2．4不同提取方法对多糖抗菌性的影响

不同提取方法获得的多糖组分对供试的5种

细菌都有抑制作用，质量浓度为120 mg／mL时，除

中性多糖对绿脓杆菌的抑制作用较弱外，其他样品

抑菌圈均大于13 mm，属中度敏感，详见表3。不同

提取方法所获多糖对革兰氏阳性菌抑制作用由强

到弱的顺序为：微波提取、超声波提取、反复冻融、

碱提、酸提、水提取；不同提取方法所获多糖对革兰

氏阴性菌抑制作用由强到弱的顺序为：微波提取、

超声波提取、碱提j酸提、反复冻融、水提取。

表3不同提取方法获得多糖的抑菌圈直径

Tab．3 Effects of the different extraction medium and meth-

od on the antibiosis activity of crude polysaccharides

from persimmon mm

细菌 中性酸提碱提微波超声

种类 多糖多糖多糖辅助辅助

金黄色葡萄球14．80 15．01 15．33 16．74 15．06

表皮葡萄球菌15．17 16．21 15．96 17．17 17．53

枯草芽孢杆菌．13．15 14．37 15．52 16．25 14．29

大肠杆菌 13．25 14．92 15．16 16．53 15．42

绿脓杆菌 10．08 13．06 13．62 14．22 13．66

反复

冻融

16．29

15．46

13．28

14．30

13．25

对革兰氏阳性菌的抗菌活性比对革兰氏阴性

菌的高，这是因为革兰氏阳性菌与阴性菌的细胞壁

组成和厚薄不一样，革兰氏阴性菌细胞的壁薄，交

联松散，有一层外脂膜，大分子水溶性成分较难进
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