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杜仲叶多糖的提取工艺优化及理化特性 

 
闫芝茜，丁素芸，刘会平，畅梦丽，石淑源，巩婷婷 

(天津科技大学食品科学与工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：为了研究杜仲叶多糖的最佳提取工艺，采取单因素实验结合响应面实验进行分析，比较液料比、提取时间、提

取次数及醇沉处理的乙醇体积分数对杜仲叶粗多糖得率的影响．通过测定杜仲叶多糖中的化学组成、利用高效液相色

谱仪测定相对分子质量、扫描电子显微镜观察表面形态、圆二色谱仪测定三股螺旋结构对杜仲叶多糖的结构进行初步

分析，采用热重分析仪和差示扫描量热仪对杜仲叶多糖的热稳定性进行研究．结果表明：当提取温度为 100 ℃时，杜仲

叶粗多糖的最佳提取工艺条件为液料比(mL∶g)20∶1、提取时间 3 h、提取次数 3 次、醇沉处理的乙醇体积分数 60%，

此时杜仲叶粗多糖的得率为(4.79±0.26)%．纯化后杜仲叶多糖的总糖含量为(89.12±0.92)%，蛋白质含量为(2.03±

0.16)%，糖醛酸含量为(9.45±0.35)%，其结构为光滑、卷曲的网状结构，表明该多糖是一种不含有三股螺旋结构、纯度

较高的酸性多糖．杜仲叶多糖在 200 ℃以下的环境中具有良好的热稳定性． 
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Extraction Process Optimization and Physicochemical Properties 

of Eucommia folium Polysaccharide 

YAN Zhiqian，DING Suyun，LIU Huiping，CHANG Mengli，SHI Shuyuan，GONG Tingting 

(College of Food Science and Engineering，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：In order to explore the optimal extraction process of Eucommia folium polysaccharide，a single factor experiment 

combined with response surface analysis was conducted to compare the effects of liquid-solid ratio，extraction time，

extraction times and alcohol precipitation concentration on the yield of Eucommia folium crude polysaccharide. The structure 

of Eucommia folium polysaccharide was preliminary analyzed by determining the chemical composition，its relative molecu-

lar weight measured by high performance liquid chromatography，the surface morphology observed by scanning electron 

microscope，and the triple helix structure detected by circular dichroism. At the same time，thermogravimetric analysis and 

differential scanning calorimeter were also used to study the thermal stability of Eucommia folium polysaccharide. The re-

sults showed that when the extraction temperature was 100 ℃，the optimal extraction process conditions for crude polysac-

charide from Eucommia folium were as follows：the ratio of liquid to material was 20∶1，the extraction time was 3 hours，

the extraction times were 3 times，and the alcohol precipitation concentration was 60% . The yield of crude polysaccharide 

was(4.79±0.26)% . After purification，the total sugar content of Eucommia folium polysaccharide was(89.12±0.92)% ，the 

protein content was(2.03±0.16)% ，and the uronic acid was(9.45±0.35)% . Moreover，it presented a smooth and coiled 

network structure which indicated that it is an acidic polysaccharide with no triple helix structure and high purity. It has also

been proved that Eucommia folium polysaccharide has good thermal stability in the environment below 200 ℃. 
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杜仲是一种杜仲属杜仲科的植物，具有巨大的经 济价值和综合开发潜力[1-2]．在过去的很长一段时间
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内，只有杜仲的树皮被用作药物．杜仲皮的药用需求

日益增长，而杜仲皮的生长周期又比较长，使得这种

资源更为稀缺．同时，杜仲也会因传统的剥皮方法而

受到损伤，造成一定程度上的资源浪费[3]．杜仲叶与

杜仲皮的活性成分基本相同，因此杜仲叶作为药用资

源可以在一定程度上替代杜仲皮[4-5]．同时，杜仲叶

具有降血压、降血脂、降血糖、抗氧化、抗炎、保肝、

保肾、免疫调节等作用[6-8]．因此，杜仲叶中活性物质

的提取在近年来受到众多研究者的关注. 

多糖广泛存在于植物、微生物、细菌、真菌和海

藻中，与生命的许多生理行为密切相关[9]．杜仲叶多

糖是近年来被发现的活性成分，其主要的生物活性表

现在抗氧化、抗疲劳、降血糖、增强免疫力和抗肿瘤

等[10-11]方面．水提法、超声辅助提取法[12]和酶解辅助

提取法[13]都是目前较为常见的多糖提取方法．由于

提取方式的不同，所得多糖的性质也不同，既有中性

糖也有酸性糖[14-15]．刘军海等[16]通过水浸提的方法，

在提取温度 84 ℃、浸提时间 1.3 h、液料比(mL﹕g) 

14.3﹕1、1 次浸提的条件下，杜仲叶多糖的提取率达

到 1.775 6% ．董娟娥等[17]通过碱提的方法，将杜仲叶

浸泡在 1.0% 的碱水中，100 ℃提取 2 次，提取时间为

2 h，此条件下杜仲叶多糖的提取率为 6.634% ．夏树

林等[18]利用超声波提取法，在 30 ℃条件下超声处理

40 min，加入 95% 乙醇溶液进行沉淀，然后再以液料

比(mL﹕g)35﹕1、80 ℃的条件下超声处理 40 min，

一共提取 2 次，经纯化后可得纯度为 86.76% 的杜仲

叶多糖．尽管目前杜仲叶多糖的提取方法多样，但热

水提取仍是常用的提取方法[19-20]，其具有无需特殊

设备、成本低、操作方便等优点．为了得到组分单一

的纯多糖，还需要进行除去杂蛋白和小分子物质等一

系列纯化操作． 

目前杜仲叶多糖均采用综合方法进行提取，水提

醇沉法提取得到多糖的得率往往较低．因此，本研究

对杜仲叶多糖的热水浸提工艺进行优化，探究其最佳

提取工艺；同时，对杜仲叶粗多糖进行分离纯化，对

纯化后的杜仲叶多糖的化学成分、结构性质和热稳定

性进行初步研究． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

杜仲叶为纯天然晾晒干燥，购自安徽省六安市霍

山县． 

无水乙醇、正丁醇、三氯甲烷、浓硫酸，分析纯，

天津市江天化工技术股份有限公司；咔唑、考马斯亮

蓝、牛血清蛋白，分析纯，北京索莱宝科技有限公司；

实验用水为超纯水． 

RE-52 型旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；

Aglient 1200 型高效液相色谱(HPLC)仪，安捷伦科

技有限公司；UV-2550 PC型紫外-可见分光光度计，

日本岛津公司；SU1510 型扫描电子显微镜，日本日

立公司；DSC-7 型差示扫描量热仪，美国 Perkin 

Elmer 公司；TGA-Q50 型热重分析仪，美国 TA 公

司；MOS-450型圆二色谱仪，法国 Biologic公司． 

1.2 方法 

1.2.1 杜仲叶粗多糖的提取工艺 

将杜仲叶在 50 ℃的烘箱中烘干至质量恒定，用

粉碎机将干燥后的杜仲叶粉碎成粉末，过 60 目

筛．采用一定量的石油醚，在 70 ℃水浴条件下对杜

仲叶粉末进行脱脂，冷凝回流 6 h 后对杜仲叶粉末进

行烘干，得到脱脂后杜仲叶粉末．称量一定量的粉

末，用蒸馏水在 100 ℃的条件下进行多次萃取．水提

物在 25 ℃、4 000 r/min 离心 15 min，然后将多次离心

得到的上清液进行混合．用旋转蒸发仪浓缩混合液

至原体积的三分之一，再用一定体积的无水乙醇进行

沉淀并放置于 4 ℃过夜，4 000 r/min 离心 10 min，获

得粗多糖． 

1.2.2 提取工艺优化 

控制提取温度为 100 ℃，对提取工艺中的液料比

(10﹕1、15﹕1、20﹕1、25﹕1、30﹕1，mL﹕g)、提取

时间(1、2、3、4、5 h)、提取次数(1、2、3、4、5 次)、醇

沉处理的乙醇体积分数(40% 、50% 、60% 、70% 、

80% )进行单因素实验． 

采 用 Design Expert 8.0 软件 ，通 过 Box-

Benhnken 响应面法[21]进行杜仲叶多糖的提取工艺 

优化． 

1.2.3 粗多糖的分离纯化 

采用 Sevage 法(正丁醇与三氯甲烷的体积比为 

4﹕1)脱蛋白[22]，然后利用 Sephadex G-200 凝胶柱

(1.6 cm×40.0 cm)进 行洗脱，得 到 纯 化 后 的 多 糖

(EFP)． 

1.2.4 多糖的化学组成测定 

采用苯酚-硫酸法[23]测定 EFP 中的总糖含量(标

准曲线方程 y＝5.067 1 x＋0.021 5，R2＝0.998 3)，考

马斯亮蓝法[24]测定蛋白质含量(标准曲线方程 y＝

2.613 3 x＋0.147 2，R2＝0.996 7)，硫酸-咔唑法[25]测

定糖醛酸含量(标准曲线方程 y＝1.097 3 x＋0.097 4，

R
2＝0.994 2)． 
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1.2.5 多糖相对分子质量测定 

利用高效液相色谱仪对多糖的相对分子质量进

行测定[26]．将杜仲叶粗多糖和纯化后的多糖分别在

超纯水中充分溶解，配制成 1 mg/mL 的多糖溶液，过

0.22 µm 滤膜．采用高效液相色谱仪和 TSK-GEL 

G4000PWxl 色谱柱检测杜仲叶粗多糖的相对分子质

量分布．检测条件：RID 检测器，检测器温度 35 ℃，

柱温 30 ℃，进样量(1 mg/mL)20 µL，流动相为超纯

水，流量 0.6 mL/min．将已知相对分子质量的葡聚糖

T-10、T-40、T-70、T-110、T-500、T-2000 作为标准品，

建立标准曲线，根据保留时间-相对分子质量标准曲

线计算纯化后多糖的相对分子质量． 

1.2.6 扫描电子显微镜观察 

通过扫描电子显微镜(SEM)分别在 1 000、2 000

和 3 500 倍的放大倍数下对 EFP 的表面结构和形态

进行观察． 

1.2.7 圆二色谱分析 

圆二色谱(circular dichroism spectrum，CD spec-

trum)是一种光谱方法，可以提供具有光学活性基团

的多糖分子的构象信息[27-28]．量取 0.5 mg/mL 的 EFP

溶液 2 mL、50 µmol/L 的刚果红溶液 2 mL、一定量的

0.1 mol/L NaOH 溶液，将上述溶液进行充分混合，使

混合溶液的 NaOH 最终浓度为 0.05 mol/L，静置在室

温下反应 10 min．以蒸馏水为空白对照，利用圆二色

谱仪进行检测，检测波长范围设定为 190～250 nm． 

1.2.8 热稳定性分析 

热重分析是研究多糖热稳定性的一种常用方 

法[29]．将 5 mg 的 EFP 样品放置于坩埚中，通过热重

分析仪进 行测定 ，通 入氮气，温 度 设置为 25～

600 ℃，升温速率为 20 ℃/min． 

差示扫描量热(DSC)法可以判断样品在不同温

度下发生的变化[30]．将 3 mg 的 EFP 样品放入样品池

中，利用差示扫描量热仪在 25～200 ℃范围内进行分

析，升温速率为 10 ℃/min． 

1.3 数据处理 

采用 Origin 2018、SPSS 21.0 软件进行数据统计

分析，实验均为 3 组平行实验，测定结果以“平均 

值±标准差”表示． 

2 结果与分析 

2.1 单因素实验结果 

单因素实验结果如图 1 所示． 

 

   

              (a) 液料比                                       (b) 提取时间 

   

              (c) 提取次数                                     (d) 乙醇体积分数 

图 1 单因素实验结果 

Fig. 1 Single factor experimental results 



    

·14·                                                               天津科技大学学报  第 38 卷  第 2 期 

 

  由图 1(a)可知：随着液料比的增加，杜仲叶粗多

糖的得率随之增加，这可能是由于伴随液料比的增

加，杜仲叶内外的渗透压也随之增加，使多糖向着提取

液的方向进行释放[31]；当液料比(mL﹕g)为 20﹕1

时，杜仲叶粗多糖得率为 4.77% ，之后便有所下降，

这可能是因为提取液过饱和后限制了多糖的传递[32]. 

因此，选择液料比(mL﹕g)20﹕1 为最佳液料比． 

由图 1(b)可知：随着提取时间的延长，杜仲叶粗

多糖的得率随之增加；提取时间超过 3 h，杜仲叶粗

多糖的得率缓慢下降，这可能是由于过长时间的高温

提取造成多糖的降解，从而造成粗多糖的得率有所减

少[33]．因此，选择 3 h 作为最佳提取时间． 

如图 1(c)所示：随着提取次数的增加，杜仲叶粗

多糖的得率显著增加，而当提取次数超过 3 次则不再

出现显著的变化．实验结果证明提取 3 次后，杜仲叶

中的大部分多糖已经溶解在提取液中，再增加提取次

数对杜仲叶粗多糖的得率已无明显影响．因此，提取

次数选择 3 次． 

如图 1(d)所示：当乙醇体积分数不超过 60% 时，

随着乙醇体积分数的增加，杜仲叶粗多糖的得率随之

显著增长；当乙醇体积分数超过 60% 后，虽然杜仲叶

多糖的得率依然有所增加，但增加量较少．因此，选

择 60% 作为提取工艺中的最佳醇沉处理的乙醇体积

分数． 

2.2 响应面优化的结果 

利用 Design Expert 8.0软件，根据 Box-Behnken 

响应面实验原理，以提取时间(A)、乙醇体积分数

(B)、液料比(C)为自变量，以杜仲叶粗多糖的得率

(Y)为评价指标，杜仲叶粗多糖的响应面实验结果见

表 1，方差分析见表 2． 

进行多元回归拟合分析后，得到二次多项式回归

方程为 

   4.71 0.5 0.4 0.23 0.28Y A B C AB= + + + + +  

     0.14AC + 2 2 2
0.078 1.2 0.9 0.86BC A B C− − −  

  由方差分析可知，模型 P＜0.01，表明该回归模

型十分显著，拟合性良好，决定系数 R
2＝0.957 9，校

正决定系数 2

AdjR ＝0.992 3，证明杜仲叶粗多糖得率实

验所得结果与响应面预测值具有良好的一致性．3 个

因素对杜仲叶粗多糖得率影响的大小顺序为提取时

间＞乙醇体积分数＞液料比．响应面 3D 图和等高线

图可以表明不同变量之间的交互作用[34]．杜仲叶粗

多糖得率的响应面 3D 图和等高线图如图 2 所示．相

较于提取时间和乙醇体积分数、提取时间和液料比，

乙醇体积分数和液料比的曲面坡度较缓，证明二者之

间的交互作用弱于前两组(图 2)，而表 2 的结果表明

二者之间的交互作用确实不显著(P＞0.05)，结果呈

现一致性．同时，利用该模型得到杜仲叶粗多糖的最

佳 提 取 工 艺 为 提 取 时 间 3.25 h 、乙 醇体积分数

62.66% 、液料比(mL﹕g)20.83﹕1，此时杜仲叶粗多

糖的得率为 4.85% ． 

表 1 杜仲叶粗多糖的响应面实验结果 

Tab. 1 Response surface experimental results of Eucom-

mia folium polysaccharide 

 

实验号 A/h B/%  C 得率/%  

1 3 50 25∶1 2.75 

2 3 50 15∶1 2.43 

3 4 60 15∶1 2.72 

4 3 60 20∶1 4.68 

5 4 60 25∶1 3.45 

6 3 60 20∶1 4.71 

7 2 50 20∶1 1.89 

8 4 50 20∶1 2.45 

9 4 70 20∶1 3.89 

10 3 60 20∶1 4.75 

11 3 70 25∶1 3.62 

12 2 60 25∶1 2.31 

13 2 70 20∶1 2.21 

14 3 60 20∶1 4.79 

15 2 60 15∶1 2.13 

16 3 60 20∶1 4.63 

17 3 70 15∶1 2.99 

表 2 方差分析 

Tab. 2 Variance analysis 

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 18.13 9 2.01 228.89 ＜0.000 1
**

 

A 1.97 1 1.97 223.86 ＜0.000 1
**

 

B 1.27 1 1.27 144.54 ＜0.000 1
**

 

C 0.43 1 0.43 49.14 0.000 2
**

 

AB 0.31 1 0.31 35.63 0.000 6
**

 

AC 0.076 1 0.076 8.59 0.022 0
* 

BC 0.024 1 0.024 2.73 0.142 5  

A
2
 6.05 1 6.05 687.22 ＜0.000 1

**
 

B
2
 3.44 1 3.44 390.55 ＜0.000 1

**
 

C
2
 3.12 1 3.12 354.67 ＜0.000 1

**
 

残差 0.062 7 8.801×10
-3

    

失拟项 0.046 3 0.015 4.04 0.105 3  

净误差 0.015 4 3.820×10
-3

    

合计 18.19 16     

相关系数 R
2＝0.957 9 

2

Adj
 R ＝0.992 3 

注：*表示差异显著(P＜0.05)，**表示差异极显著(P＜0.01) 
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(a) 时间与乙醇体积分数 

   

(b) 时间与液料比 

   

(c) 乙醇体积分数与液料比 

图 2 杜仲叶粗多糖得率的响应面 3D图和等高线图 

Fig. 2 Response surface 3D plots and contour plots of crude polysaccharide yield of Eucommia folium 

2.3 响应面验证实验结果 

在实际的提取过程中，为了更加方便工业化生

产，同时综合考虑各生产环节，将上述各提取条件修

正 为 提 取 时 间 3 h 、乙 醇 体 积 分 数 60% 、液 料 比 

(mL﹕g)20﹕1．在修正后的提取工艺条件下进行 3

次重复实验，得到杜仲叶粗多糖的得率为(4.79±

0.26)%，实际得率与预测值之间的相对误差 1.24%＜

5% ，说明模型建立成功且修正后的提取条件具备较

高的可行性． 

2.4 多糖的化学组成 

纯 化 后 的 杜 仲 叶 多 糖 (EFP) 的 总 糖 含 量 为 

(89.12±0.92)% ，蛋白质含量为(2.03±0.16)% ，糖醛

酸含量为(9.45±0.35)% ．这表明 EFP 是一种纯度较

高、存留少量蛋白质的酸性多糖． 

2.5 多糖的相对分子质量分析 

利用高效液相色谱对杜仲叶粗多糖的相对分子

质量分布进行了测定，结果如图 3(a)所示．从图中可

以看到，杜仲叶粗多糖主要存在 3 个明显的峰，出峰

时间分别为 9.040 min、13.445 min 和 17.105 min，表

明其主要包括 3 个组分． 

由图 3(b)可知，EFP 显示为单一的峰，表明 EFP

是一种均质多糖，根据标准曲线方程(y＝-0.317 3x＋

8.958 4，R2＝0.992 3)计算其平均相对分子质量，为

9.98×10
5
(出锋时间为 9.327 min)． 
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               (a) 粗多糖                         (b) 纯化多糖 

图 3 杜仲叶粗多糖和纯化多糖的高效液相色谱图 

Fig. 3 HPLC of crude polysaccharide and purified polysaccharide from Eucommia folium 

2.6 扫描电子显微镜分析 

已有研究[35-36]发现采用真空冷冻干燥得到的多

糖结构大多呈现网状层，具有光滑的表面，结构比较

致密．采用扫描电子显微镜观察不同放大倍数下 

EFP 的表面形貌特征(图 4)． 

由图 4 可知：EFP 呈现致密、光滑、卷曲的网状

结构，微米级的网格孔径大小不一，这种结构可能是

由于多糖分子链之间交联聚集而形成． 

 

图 4 EFP的扫描电子显微镜图 

Fig. 4 Scanning electron microscope of EFP 

2.7 圆二色谱结果分析 

  多糖与刚果红混合后产生的络合物其条带一般

出现在 190～240 nm 之间．EFP 和刚果红溶液反应后

的圆二色谱图如图 5 所示：在 190～200 nm 之间出现

1 个较大的负峰，表现为负的科顿效应；在 201～

205 nm 之间存在 1 个正峰，表现为正的科顿效应，说

明 EFP 中不含有三螺旋结构． 

 

图 5 EFP的圆二色谱图 

Fig. 5 Circular dichroism of EFP 

2.8 多糖的热稳定性分析 

EFP 的热稳定性分析如图 6 所示． 

 

(a) TGA 和 DTG 

 

(b) DSC 分析 

图 6 EFP的热稳定性分析 

Fig. 6 Thermal stability analysis of EFP 
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  图 6(a)显示了 EFP 的热重分析(TGA)和微商热

重分析(DTG)结果．EFP 的热降解过程主要分为 3

个阶段．第一阶段，在 40 ℃失去吸附水，失重率为

9.553% ，此时是由于 EFP 中水分的丢失，可能是样品

暴露在空气中吸潮导致的．第二阶段，温度变化范围

为 200～400 ℃，此阶段失重最为明显，为 58.01% ，

表明 EFP 在该温度范围内出现了分解反应，此阶段

内 EFP 的结构可能已经被破坏，同时也说明 EFP 在

200 ℃以下的环境中具有良好的热稳定性．第三阶

段，温度变化范围为 450～600 ℃，样品的质量变化

趋于平缓，为缓慢炭化阶段． 

由图 6(b)可知，EFP 在 54.7 ℃处出现 1 个强吸

热峰，这可能是由于达到玻璃化转变温度后，EFP 中

的水分被蒸发．新的吸热峰直至温度升高至 200 ℃都

没有再出现，证明 EFP 在 200 ℃以内没有发生结构

的崩解和突变，在此阶段 EFP 具有良好的热稳定性，

这与上述 TGA 的分析结果一致． 

3 结 论 

通过控制杜仲叶粗多糖提取过程中的液料比、提

取时间、提取次数和乙醇体积分数进行单因素实验，

结 合响应 面 实 验 得 到 其最佳提 取 工 艺 为 液 料 比 

(mL﹕g)20﹕1、提取时间 3 h、提取次数 3 次、乙醇

体积分数 60% ．在上述提取条件下，杜仲叶粗多糖的

得率为(4.79±0.26)% ． 

分离纯化后的杜仲叶多糖 EFP 经测定可知：总

糖 含 量 为(89.12 ± 0.92)% ，蛋 白 质 含 量 为(2.03 ±

0.16)% ，糖醛酸含量为(9.45±0.35)%，相对分子质量

为 9.98×10
5．通过扫描电子显微镜可以观察到 EFP

呈现致密、光滑、卷曲的网状结构，且网格孔径大小

不一．同时，由圆二色谱的分析结果可知 EFP 并不具

有三股螺旋结构．利用 TGA 和 DSC 对 EFP 的热稳

定性进行分析，结果证实 EFP 在 200 ℃以下的环境

中具有良好的热稳定性． 

本研究所得的 EFP 是一种相对分子质量较大且

具有良好热稳定性的多糖，本研究为杜仲叶多糖的提

取和应用提供了一定的理论基础． 
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