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竹叶卷芯粗多糖提取工艺优化与流变特性
分析及其免疫调节活性评价

石婕婕，李　赫+，陆华源，满运英，龙青蓝，潘晓丹，陈　永*

（广西民族师范学院农业与生物学院，广西崇左 532200）

摘　要：为探究竹叶卷芯粗多糖的最佳提取工艺与流变特性并对其免疫活性进行评价。试验以竹叶卷芯为原料，通

过单因素实验结合响应面试验优化竹叶卷芯粗多糖的最佳提取工艺条件，并利用离子色谱法检测其单糖分子组

成；采用马尔文 Kinexus Pro+流变仪测定竹叶卷芯粗多糖的流变特性；并采用 CCK-8法检测竹叶卷芯粗多糖对

RAW 264.7小鼠巨噬细胞增殖活性的影响，根据 TNF-α、IL-6 和 NO 的表达水平对其免疫调节活性进行评价。结

果确定最佳提取条件为提取时间 92 min、提取温度 67 ℃、碱浓度 0.04 mol/L、料液比 1:28 g/mL，此条件下竹叶

卷芯粗多糖得率最高，为 3.21%±0.17%；经苯酚-硫酸法测定竹叶卷芯粗多糖中的总糖含量为 54.7%±0.7%，单糖组

成主要为岩藻糖、阿拉伯糖、鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、半乳糖醛酸、葡萄糖醛酸，其摩尔百分

比为 0.81:7.53:21.45:20.70:30.61:3.50:3.05:9.52:2.84；稳态剪切试验结果说明，竹叶卷芯粗多糖溶液属于具有剪

切稀化特性的假塑性流体，动态剪切测试结果表明，高频率的出现能够增强竹叶卷芯粗多糖溶液的凝胶性。竹叶

卷芯粗多糖对 RAW 264.7小鼠巨噬细胞增殖活性无明显影响，在 50~400 μg/mL的竹叶卷芯粗多糖溶液范围内对

RAW 264.7小鼠巨噬细胞分泌 TNF-α、IL-6和 NO具有一定促进作用。研究结果可为竹叶卷芯粗多糖在食物与药

物等领域开发应用提供理论依据。
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Optimization of Extraction Process, Analysis of Rheological Properties
and Evaluation of Immunomodulatory Activity of Crude

Polysaccharide from Common Lopatherum Herb
SHI Jiejie，LI He+，LU Huayuan，MAN Yunying，LONG Qinglan，PAN Xiaodan，CHEN Yong*

（College of Agriculture and Biology, Guangxi Minzu Normal University, Chongzuo 532200, China）

Abstract：To  explore  the  optimal  extraction  process  and  rheological  properties  of  crude  polysaccharides  from  common
lopatherum herb and evaluate their immunological activity. In this experiment, common lopatherum herb was used as raw
materials.  The  optimal  extraction  process  conditions  for  the  crude  polysaccharides  from  common  lopatherum  herb  were
optimized  by  combining  single-factor  experiments  with  the  response  surface  methodology,  and  the  monosaccharide
composition was detected by ion chromatography. Moreover, the rheological properties of the crude polysaccharides from
common  lopatherum  herb  were  determined  using  a  Malvern  Kinexus  Pro+rheometer.  The  effect  of  the  crude
polysaccharides  from  common  lopatherum  herb  on  the  proliferation  activity  of  RAW  264.7  mouse  macrophages  was  
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detected by the CCK-8 method, and their immunomodulatory activity was evaluated based on the expression levels of TNF-
α,  IL-6,  and  NO.  The  optimal  extraction  conditions  were  determined  as  follows:  extraction  time  of  92  min,  extraction
temperature of 67 ℃, alkali concentration of 0.04 mol/L, and solid-liquid ratio of 1:28 g/mL. Under these conditions, the
yield  of  crude  polysaccharides  from  common  lopatherum  herb  was  the  highest,  reaching  3.21%±0.17%.  The  total  sugar
content of crude polysaccharide from common lopatherum herb was determined to be 54.7%±0.7% by the phenol-sulfuric
acid method. The monosaccharide composition mainly consisted of fucose, arabinose, rhamnose, galactose, glucose, xylose,
mannose,  galacturonic  acid,  and  glucuronic  acid,  with  a  molar  percentage  of  0.81:7.53:21.45:20.70:30.61:3.50:
3.05:9.52:2.84. The steady shear test results indicated that the crude polysaccharide solution of common lopatherum herb
was  a  pseudoplastic  fluid  with  shear  thinning  characteristics.  The  dynamic  shear  test  results  showed that  the  presence  of
high frequency could enhance the gel property of the crude polysaccharide solution of common lopatherum herb. The crude
polysaccharides  extracted  from  common  lopatherum  herb  had  no  significant  effect  on  the  proliferation  activity  of  RAW
264.7 mouse macrophages. However, within the concentration range of 50~400 μg/mL, the crude polysaccharide solution
from common lopatherum herb  could  moderately  promote  the  secretion  of  TNF-α,  IL-6,  and  NO by  RAW 264.7  mouse
macrophages.  The  research  results  can  provide  a  theoretical  basis  for  the  development  and  application  of  crude
polysaccharides from common lopatherum herb in the fields of food and medicine.

Key  words： common  lopatherum  herb； polysaccharides； response  surface  optimization； rheological  properties；

immunomodulatory activity

早园竹（Phyllostachys violascens），又被称为雷

竹、雷公竹，属禾本科刚竹属竹种[1]，其中，早园竹的

竹叶卷芯（Common Lopatherum Herb）是一种尚未能

展开呈卷筒形的幼叶，其味甘性凉，有清心泻火、解

毒除烦之功效，入药历史悠久，最早记载于清朝何克

谏的《生草药性备要》中[2]。竹叶中含有黄酮类化合

物、多糖、多酚等活性物质，大多表现出较强的生物

活性[3]。目前对竹叶的有效活性成分和开发应用的

研究较多，但关于竹叶卷芯的研究极其匮乏，竹叶卷

芯资源尚未得到充分开发。随着对植物多糖在医药

及食品领域的进一步研究，从竹叶卷芯中有效提取粗

多糖并探究其生物活性，不仅可以提升竹叶卷芯的经

济价值，还能够为其活性成分在医药与食品领域中实

现更广泛的应用拓展。

目前关于竹叶多糖的免疫调节活性已有相关的

研究。张亚兰[4] 的研究发现，经纯化的箬竹叶多糖不

仅可以通过刺激 p38磷酸化而促进 MAPKs信号传

递，还可以显著增强 NF-κB信号通路的活性，进而提

高 RAW 264.7小鼠巨噬细胞的免疫活性；唐莉莉

等[5] 发现竹叶多糖可使正常小鼠及荷瘤小鼠的脾指

数和胸腺指数升高，对小鼠巨噬细胞的非特异性免疫

具有一定促进作用；而目前关于竹叶卷芯多糖的生物

活性研究尚未见相关报道。常用多糖提取的方法包

括碱提取法、酶法、微波辅助提取法和超临界流体萃

取法等[6]。超临界流体萃取法适用性强、效率高和成

本低，但对所用设备仪器要求高[7]；微波辅助提取法

具有高效率高产率的特点，但微波功率过高可能破坏

竹叶多糖的结构；酶法成本高且条件苛刻，不适宜竹

叶多糖的大规模提取[8]；碱提取法破坏键合能力强，

操作简单且提取率高[9]。

本文以早园竹的竹叶卷芯为研究对象，采用碱

法提取竹叶卷芯粗多糖，结合单因素实验初步确定提

取条件以及采用 Box-Behnken响应面试验进一步优

化提取工艺；同时为反映竹叶卷芯粗多糖的结构变

化，采用马尔文 Kinexus Pro+流变仪测定竹叶卷芯粗

多糖的流变特性，且为探究竹叶卷芯粗多糖免疫调

节方面的作用，采用 CCK-8法测定竹叶卷芯粗多糖

对 RAW 264.7小鼠巨噬细胞增殖活性的影响，并检

测 TNF-α、IL-6 及 NO 等细胞免疫调节因子的分泌

量以评价竹叶卷芯粗多糖免疫调节活性，研究结果可

为竹叶卷芯粗多糖在医学和保健品的进一步开发和

利用提供理论基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料及仪器

竹叶卷芯　购自广西南宁马山县；糖类基准物

质、甲醇　色谱纯（LC），鼎盛生物有限公司；乙醇、

苯酚、乙醚等有机试剂　均为国产分析纯，北京华康

国泰生物科技有限公司；氢氧化钠、浓硫酸、盐酸等

　国产分析纯，三益化工药品；单糖标准品：岩藻糖、

鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、

果糖、核糖、半乳糖醛酸、葡萄糖醛酸、古罗糖醛酸、

甘露糖醛酸、八肽胆囊收缩素（CCK-8）试剂盒　美

国 Sigma公司；TNF-α、IL-6 ELISA试剂盒　武汉华

联科生物技术有限公司；NO检测试剂盒　欣博盛生

物科技有限公司；RAW264.7小鼠巨噬细胞　武汉

普诺赛生命科技有限公司；DMEM　美国 Hyclone
公司。

DHG-9143BS恒温真空干燥箱　上海越众仪器

有限公司；Uv-1602差速离心机、HK-1822数显恒温

水浴锅　湖南湘仪有限公司；AST-9100抽滤泵　北

京云迪生物有限公司；ICS5000离子色谱仪　美国

Thermo Fisher Scientific公司；Thermo ICS 5000+离
子色谱系统　美国赛默飞公司；马尔文 Kinexus
Pro+流变仪　英国马尔文仪器有限公司；Alpha1-
2冷冻干燥机　德国 Christ公司；UV-1600紫外分

光光度计　日本三井物产株式会社；F50全波长酶
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标仪　德国 Tecan公司；SW-CJ-1F超净工作台　苏

州净化设备有限公司；HF100 三气培养箱　上海力

申科学仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   竹叶卷芯粗多糖的制备流程　参考戴天伦等[10]

的实验方法，取新鲜早园竹的竹叶卷芯经 90 ℃ 干燥

后粉碎过 80目筛得竹叶卷芯粉末。将粉末与石油

醚混合，并在 70 ℃ 恒温条件下回流 6~8次以进行脱

脂、脱色；通风至石油醚完全挥发，置于浓度为

8%的 NaOH溶液，在 90 ℃ 下浸提 2.0 h，冷却至室

温后加 3.8%稀盐酸将 pH调至 7.0；经 3500 r/min

离心 15 min，收集上清液，并添加等体积 Sevage试

剂（氯仿与正丁醇的体积比为 4:1），充分搅拌振荡

后 3500 r/min离心 15 min，收集上清液，重复脱蛋白

操作 6次。脱蛋白后将收集的上清液进行旋蒸浓缩

约至原体积 1/5，加入 3倍体积的无水乙醇，并于低

温下静置 12 h醇沉；3500 r/min离心操作取其沉淀，

加入少量纯水重新溶解，并于 4 ℃ 低温用纯水透析，

至透析液电导率接近纯水；透析液经冷冻干燥得到竹

叶卷芯粗多糖。

 1.2.2   单因素实验设计

 1.2.2.1   提取时间对竹叶卷芯粗多糖得率的影响　

在固定提取温度 70 ℃、NaOH碱浓度 0.03 mol/L、
料液比 1:25  g/mL条件下，分别设定提取时间为

30、60、90、120、150 min，探究不同提取时间对竹叶

卷芯粗多糖得率的影响。

 1.2.2.2   碱浓度对竹叶卷芯粗多糖得率的影响　在

固定料液比 1:25 g/mL、提取时间 90 min、提取温

度 70 ℃ 条件下，分别设定碱浓度为 0.01、0.02、
0.03、0.04、0.05 mol/L，探究不同碱浓度对竹叶卷芯

粗多糖得率的影响。

 1.2.2.3   提取温度对竹叶卷芯粗多糖得率的影响　

在固定提取时间 90 min、NaOH碱浓度 0.03 mol/L、
料液比 1:25  g/mL条件下，分别设定提取温度为

55、60、65、70、75 ℃，探究不同提取温度对竹叶卷

芯粗多糖得率的影响。

 1.2.2.4   料液比对竹叶卷芯粗多糖得率的影响　在

固定 NaOH碱浓度 0.03 mol/L、提取时间 90 min、
提取温度 70 ℃ 条件下，分别设定料液比为 1:10、
1:15、1:20、1:25、1:30 g/mL，探究不同料液比对竹

叶卷芯粗多糖得率的影响。

 1.2.3   响应面优化试验　以单因素实验为基础，通

过 Box-Behnken法对竹叶卷芯粗多糖提取工艺作进

一步优化。探究提取时间（A）、提取温度（B）、NaOH
碱浓度（C）、料液比（D）四个变量因素对竹叶卷芯粗

多糖得率的影响，因素和水平的设计如表 1所示。

 1.2.4   苯酚硫酸法测定竹叶卷芯粗多糖的总糖含量

及得率　参照罗雨菲等[11] 的方法配制质量浓度梯度

为 0、2、4、6、8、10、12、14 mg/mL的葡萄糖溶液

各 1.0 mL，依次添加 6%苯酚 1.0 mL、H2SO4 5.0 mL，

避光环境静置 30 min至反应完成，于波长 490 nm

处测定吸光度，以葡萄糖标准溶液浓度作为横坐标，

吸光度 OD490 nm 作为纵坐标，经绘制得到葡萄糖浓

度和吸光度的线性回归方程：y=0.00724x+0.1362，其

决定系数 R2=0.9914。配制 5.0 mg/mL竹叶卷芯粗

多糖溶液 1.0 mL，按以上步骤测定吸光值，平行实验

三次取平均值，代入上述葡萄糖标准曲线求得竹叶卷

芯粗多糖的总糖含量为 54.7%±0.7%。竹叶卷芯粗

多糖得率计算公式如下：

竹叶卷芯粗多糖得率(%) =
竹叶卷芯粗多糖质量

原料总质量
×100

 1.2.5   竹叶卷芯粗多糖的单糖组成测定

 1.2.5.1   单糖标准品的制备　参考 Liu等[12] 的方法

稍加改动，精确称取岩藻糖、阿拉伯糖、鼠李糖、葡萄

糖、半乳糖、木糖、甘露糖、果糖、核糖、半乳糖醛酸、

古罗糖醛酸、甘露糖醛酸、葡萄糖醛酸 13种单

糖标准品，分别将 8 mL无菌水加入至 15 mL的 EP

刻度离心管中，随后将单糖进行溶解处理并定容至

10 mL，以制成浓度为 10 mg/mL的标准溶液母液。

 1.2.5.2   样品水解　参照 Chen等[13] 的方法并进行

适当修改，将 5 mg的竹叶卷芯粗多糖样品精准称量

后置于洁净的色谱瓶中。随后，向瓶中加入 1 mL

的 2 mol/L三氟乙酸（TFA）溶液，置于 121 ℃ 水浴

中加热 2 h，随后通入氮气将溶液吹干管内，接着用

纯度为 99.99%的甲醇对样品进行多次（2~3次）清

洗，并再次用氮气吹干，用无菌水溶解样品，转移至色

谱瓶中，以备后续检测。

 1.2.5.3   色谱条件　采用 Dionex™ CarboPac™ PA20

离子色谱柱（尺寸：150 mm×3.0 mm，粒径：10 μm）。

其中，流动相 A为超纯水，流动相 B为 100 mmol/L

NaOH溶液 ，流动相 C为 100  mmol/L  NaOH与

200 mmol/L NaOAc的混合溶液；色谱柱温度设定

为 30 ℃，进样量为 5 μL；洗脱梯度为 0~26 min时

97.5% A、2.5% B，26~40 min时 77.5% A、2.5% B、

20% C，40~60 min时 97.5% A、2.5% B。

 1.2.6   竹叶卷芯粗多糖流变特性测定

 1.2.6.1   动态流变测试　参考 Zou等[14] 的方法稍作

 

表 1    响应面试验设计因素与水平

Table 1    Design factors and levels of the responses surface
experiment

因素
水平

−1 0 1

A 提取时间（min） 75 90 105
B提取温度（℃） 65 70 75

C NaOH碱浓度（mol/L） 0.02 0.03 0.04
D料液比（g/mL） 1:20 1:25 1:30
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改进，采用马尔文 Kinexus Pro+流变仪，在直径为

40 mm 的不锈钢平板上，于温度 25 ℃ 下，设定线性

黏弹区的应变为 1%，间隙为 1 mm，测定竹叶卷芯粗

多糖溶液于频率范围 0.01~100 Hz的储能模量（G'）
和损耗模量（G"）随频率变化的情况测定。

 1.2.6.2   静态流变测试　参照 Quainoo等[15] 的方法

稍加修改，利用马尔文 Kinexus Pro+流变仪测定在温

度为 25 ℃，1%浓度下的竹叶卷芯粗多糖溶液在剪

切速率为 0.01~1000 s−1 中，其表观黏度随剪切速率

的变化情况。

 1.2.7   竹叶卷芯粗多糖免疫调节活性测定

 1.2.7.1   RAW 264.7小鼠巨噬细胞的培养　参考

Watanabe等[16] 的操作方法并进行略微改进，将小鼠

巨噬细胞从液氮中取出，并经过 37 ℃ 复苏后，在无

菌超净操作台上将细胞悬液转入新的含 5 mL培养

基的离心管内，1000 r/min离心 5 min，去除上层清

液，将经沉淀处理后的细胞再放入至含有 10%胎牛

血清的 DMEM完全培养基中重悬细胞，并将其接种

到细胞培养皿内，在 37 ℃、95% O2、5% CO2 的恒定

环境下进行培养，后续以对数生长期的巨噬细胞进行

试验。

 1.2.7.2   竹叶卷芯粗多糖对 RAW 264.7小鼠巨噬细

胞活性的影响　根据李文静等[17] 的方法并进行略微

改良，按照每孔 80 μL，将小鼠巨噬细胞浓度调整为

1×106 个 /mL接种至 96孔细胞培养板中 ，并在

37 ℃、5% CO2、95% O2 的恒定培养箱中持续培养

24 h，随后移除上清液。添加 80 μL浓度为 50、100、
200、400、800 μg/mL的竹叶卷芯粗多糖溶液，同时

设定 DEME培养基作为空白对照组以及 10 μg/mL
脂多糖作为阳性对照组，每组均设置 3个复孔，并重

复实验三次，于上述相同恒定环境下继续培养 24 h
后，移除上清液，并向每个样品孔添加 30  μL的

CCK-8试剂继续在培养箱中培养 1 h，采用酶标仪检

测波长为 490 nm时的各孔光密度值，并对各组实验

数据进行处理，小鼠巨噬细胞相对存活率（%）的公式

表示为：

小鼠巨噬细胞相对存活率(%) = (A/B)×100

其中：各试验组的光密度值为 A；空白对照组光

密度值为 B。

 1.2.7.3   竹叶卷芯粗多糖对 RAW 264.7细胞分泌

TNF-α、 IL-6和 NO的影响　参考 Qin等[18] 的操作

方法，进行略微改动，将处于对数生长期的小鼠巨噬

细胞以 1×104 个/孔的密度接种于 96孔细胞培养板

中，并在 37 ℃、5% CO2 的条件下培养 24 h后，对上

清液进行移除处理，按 50 μL/孔加入不同浓度（50、
100、200、400、800 μg/mL）的竹叶卷芯粗多糖溶液，

并在相同的条件下继续培养，24 h后收集上清液，按

照细胞因子测定试剂盒的操作方法检测上清液中

TNF-α、IL-6、NO的含量。

 1.3　数据处理

所有实验重复三次，数据的分析和图形绘制

采用 Origin-2021和 Design-Expert  13软件，此外，

Excel 2019和 SPSS软件用于进一步处理数据，并进

行显著性差异分析（定量资料以平均数±标准差（SD）

表示，组间比较采用 t 检验；定性资料以数量及百分

比表示，组间比较采用 X2 检验；P<0.01 为差异极显

著，P<0.05 为差异显著），触变性测试的结果则通过

流变仪数据处理系统中的 Power Law模型进行拟合

分析。

 2　结果与分析

 2.1　竹叶卷芯粗多糖提取工艺

 2.1.1   提取时间对竹叶卷芯粗多糖得率的影响　多

糖的提取与时间密切相关，充足的提取时间对于多糖

的充分溶解和释放至关重要[19]，从图 1中可以看出，

在提取时间为 30~90 min时，竹叶卷芯粗多糖得率

由 2.57%±0.14%上升至 3.13%±0.11%，随着提取时

间从 90 min延长至 150 min，竹叶卷芯粗多糖得率

并未出现明显变化，而当提取时间为 120 min时，粗

多糖得率为 3.14%±0.12%，与 90 min和 150 min时

的粗多糖得率相比无显著性差异（P>0.05），原因是多

糖在长时间的高温作用下会容易造成结构的破坏，从

而抑制多糖得率的升高 [20]。故选择提取时间 75、
90、105 min以进行响应面试验。
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图 1    不同提取时间对竹叶卷芯粗多糖得率的影响
Fig.1    Effect of varying extraction time on the yield of crude

polysaccharides from common lopatherum herb
注：图中不同小写字母表示差异显著（P<0.05），图 2~图 4、
图 9~图 10同。
 

 2.1.2   碱浓度对竹叶卷芯粗多糖得率的影响　一般

认为，碱既可促进多糖从细胞复合物中的释放，同时

也可能导致其分子结构的降解[21]。结合图 2中可以

看出，在 0.01~0.03 mol/L的碱浓度范围内，竹叶卷芯

粗多糖得率呈显著上升（P<0.05），由 2.54%±0.11%
升高至 3.12%±0.05%；而当碱浓度从 0.03 mol/L增

加至 0.05 mol/L时，竹叶卷芯粗多糖得率无明显变

化，当碱浓度为 0.04 mol/L时，竹叶卷芯粗多糖得率

为 3.15%±0.08%，较碱浓度为 0.03 mol/L和 0.05 mol/
L的竹叶卷芯粗多糖得率无显著性差异（P>0.05），
这是因为一定范围的碱液浓度有利于解除分子间的
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理化作用，进而提高多糖提取率，但碱浓度过高会引

起多糖结构的破坏，导致部分多糖降解[22]，从而使得

粗多糖得率增加缓慢。故选择碱浓度 0.02、0.03、
0.04 mol/L进行响应面试验。
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图 2    不同碱浓度对竹叶卷芯粗多糖得率的影响
Fig.2    Effect of varying alkali concentrations on the yield
of crude polysaccharides from common lopatherum herb

 

 2.1.3   提取温度对竹叶卷芯粗多糖得率的影响　提

取温度主要是通过控制反应体系所处环境的温度大

小来影响在相同条件下多糖的溶出率[23]。由图 3可

以看出，在提取温度为 55~75 ℃ 的整体范围内，竹叶

卷芯粗多糖得率随温度的增加而呈上升的趋势，这是

由于较高的温度有利于多糖的溶出[11]。当提取温

度为 55~70 ℃ 时，竹叶卷芯粗多糖得率从 2.51%±
0.12%升高至 3.13%±0.07%，而当提取温度超过

70 ℃ 后，粗多糖得率上升不明显，75 ℃ 时的粗多糖

得率为 3.15%±0.09%，与 70 ℃ 时的粗多糖得率相

比无显著性差异（P>0.05），原因是温度过高时会导致

料液中的多糖分子结构受损，进而引发多糖分解，从

而限制多糖溶出率的提高[24]，故选择提取温度 65、
70、75 ℃ 进行响应面试验。

 
 

55 60 65 70 75

3.4

3.2

3.0

2.8

2.6

2.4

2.2

粗
多

糖
得

率
 (%

)

提取温度 (℃)

d

c

b

a a

图 3    不同提取温度对竹叶卷芯粗多糖得率的影响
Fig.3    Effect of varying extraction temperature on the yield
of crude polysaccharides from common lopatherum herb

 

 2.1.4   料液比对竹叶卷芯粗多糖得率的影响　料液

比能够影响细胞膜内外渗透压，适当的料液比不仅能

提高多糖得率，还能节约成本[25]。从图 4中的曲线

可以看出，竹叶卷芯粗多糖得率在料液比为 1:10~
1:25 g/mL的范围内增长迅速，从 2.29%±0.12%上

升至 3.16%±0.24%，这是因为适度增加液料比会提

升植物组织内外的多糖浓度差，从而加快多糖的扩散

和溶出速率[26]，而当料液比超过 1:25 g/mL上升至

1:30 g/mL时，竹叶卷芯粗多糖得率增长缓慢，原因

是溶剂量增大会降低多糖质量浓度，导致其他杂质溶

出率增大[27]，从而抑制多糖分子的溶出率，故选择料

液比 1:20、1:25、1:30 g/mL进行响应面试验。
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图 4    不同料液比对竹叶卷芯粗多糖得率的影响
Fig.4    Effect of varying solid-liquid ratio on the yield of crude

polysaccharides from common lopatherum herb
 

 2.2　响应面试验分析

 2.2.1   响应面试验优化结果与方差分析　在单因素

实验的基础上，以竹叶卷芯粗多糖得率为响应值，考

察 A提取时间、B提取温度、C碱浓度、D料液比对

竹叶卷芯粗多糖得率的影响，使用 Design-Expert13
软件的 Box-Behnken响应面设计方法，进行三水平
 

表 2    响应面优化设计试验结果

Table 2    Results of response surface optimization design

实验号 A提取时间 B提取温度 C碱浓度 D料液比 粗多糖得率（%）

1 0 0 0 0 3.15±0.07
2 1 0 0 1 3.21±0.12
3 1 1 0 0 3.16±0.08
4 0 0 1 −1 3.06±0.15
5 0 −1 0 −1 2.91±0.11
6 0 0 −1 1 3.00±0.15
7 0 0 0 0 3.11±0.03
8 −1 0 −1 0 2.77±0.09
9 −1 −1 0 0 2.84±0.18
10 0 −1 −1 0 2.76±0.17
11 0 1 0 1 3.19±0.05
12 −1 0 0 1 3.12±0.08
13 0 1 1 0 3.17±0.04
14 0 0 0 0 3.09±0.06
15 0 0 0 0 3.13±0.15
16 0 1 0 −1 2.98±0.09
17 1 0 0 −1 3.02±0.07
18 −1 1 0 0 3.08±0.18
19 −1 0 1 0 3.09±0.08
20 0 −1 0 1 3.20±0.11
21 1 0 −1 0 2.90±0.14
22 0 0 1 1 3.21±0.16
23 −1 0 0 −1 2.84±0.19
24 0 1 −1 0 2.91±0.04
25 0 0 −1 −1 2.67±0.15
26 0 −1 1 0 3.12±0.13
27 1 −1 0 0 3.14±0.17
28 0 0 0 0 3.17±0.04
29 1 0 1 0 3.20±0.13
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四因素的试验设计，共 29组，以探究最优试验条件，

详细试验数据及结果如表 2所示。

利用表 2响应面试验数据进行回归拟合，得竹

叶卷芯粗多糖得率 Y 对料液比、提取时间、提取温

度、碱浓度的回归方程模型为：Y=3.13+0.0683A+
0.0492B+0.1533C+0.1208D−0.0375AB−0.0050AC−
0.0225AD−0.0250BC−0.0200BD−0.0475CD−0.0475A2−
0.0363B2−0.1025C2−0.0338D2。从表 3中的回归方

差（ANOVE）结果可以看出，模型 P<0.0001，为极显

著（P<0.01），而失拟项不显著 P=0.4913>0.05。模型

的决定系数（R2）为 0.9765，表明其对数据的拟合效果

较为理想，显示出其具有较强的拟合能力。同时，模

型的调整 R2 为 0.9530，与 R2 相近，这进一步证实了

模型的准确性和可靠性。可用于优化竹叶卷芯多糖

提取工艺分析和预测。由各项 F 值可知，影响竹叶

卷芯多糖响应值四个因素显著性顺序为 ：C
（碱浓度）>D（料液比）>A（提取时间）>B（提取温度）；

由该模型的 P 值可得，影响竹叶卷芯多糖得率的各

个因素中，一次项 A、B、C、D表现为差异极显著

（P<0.01），二次项 B2、D2 表现为差异显著（P<0.05），
C2、A2 表现为差异极显著（P<0.01），交互项 AB、
CD表现为差异显著（P<0.05）。
 
 

表 3    二次回归模型的方差分析数据显著性检验
Table 3    ANOVA data significance test for the secondary

regression models

方差来源 平方和 自由度 均方和 F值 P值 显著性

模型 0.6373 14 0.0455 41.54 < 0.0001 **
A-提取时间 0.0560 1 0.0560 51.13 < 0.0001 **
B-提取温度 0.0290 1 0.0290 26.47 0.0001 **
C-碱浓度 0.2821 1 0.2821 257.46 < 0.0001 **
D-料液比 0.1752 1 0.1752 159.89 < 0.0001 **

AB 0.0056 1 0.0056 5.13 0.0399 *
AC 0.0001 1 0.0001 0.0913 0.7670 NS
AD 0.0020 1 0.0020 1.85 0.1955 NS
BC 0.0025 1 0.0025 2.28 0.1532 NS
BD 0.0016 1 0.0016 1.46 0.2469 NS
CD 0.0081 1 0.0081 7.39 0.0166 *
A² 0.0146 1 0.0146 13.36 0.0026 **
B² 0.0085 1 0.0085 7.78 0.0145 *
C² 0.0681 1 0.0681 62.19 < 0.0001 **
D² 0.0074 1 0.0074 6.74 0.0211 *

残差 0.0153 14 0.0011 − − −
失拟值 0.0113 10 0.0011 1.13 0.4913 NS
误差 0.0040 4 0.0010 − − −

总离度 0.6527 28 − − 变异系数CV=1.09%

R2=0.9765 R2
Adj=0.9530 R2

Pre=0.8903

注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01），NS表示差异
不显著（P>0.05）。
 

 2.2.2   响应面的二次项交互作用分析　根据响应面

的陡峭度和等高线的形状及密集程度来判断各因素

交互作用对竹叶卷芯粗多糖得率的影响，响应曲面越

陡峭，颜色越深，表明影响越显著；在三维曲面图中，

坡面陡峭程度越大，表明两因素的交互作用越强；在

等高线图中，越靠近中心点提取率越高，等高线越密

集且越接近椭圆形时交互作用越强[28]。由图 5（A）所

示，提取时间和提取温度交互作用的三维响应曲面坡

面较陡峭，两个因素之间的等高线呈椭圆形且较密

集，表明提取时间与提取温度的交互作用对竹叶卷芯

粗多糖影响显著（P<0.05）；提取时间相比于提取温度

的响应曲面坡面更陡峭，说明提取时间对竹叶卷芯粗

多糖得率的影响程度更大。由图 5（B）所示，碱浓度

和料液比交互作用的响应面颜色较深，等高线呈椭圆

形且较密集，表明碱浓度和料液比的交互作用对竹叶

卷芯粗多糖影响显著（P<0.05）；碱浓度的响应曲面比

料液比的响应曲面坡面更为陡峭，说明碱浓度对竹叶

卷芯粗多糖得率的影响程度要大于料液比。根据响

应曲面的陡峭程度以及两因素间等高线的形状和密

集程度表明，四个因素对竹叶卷芯粗多糖得率的影响

依次为 C（碱浓度）>D （料液比）>A （提取时间）>B
（提取温度），这与表 3方差分析结果一致。
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图 5    不同因素的交互作用对竹叶卷芯粗多糖得率影响的
响应曲面图

Fig.5    Response surface diagram of effect of interaction
of different factors on yield of crude polysaccharide

from common lopatherum herb
 

 2.2.3   最佳工艺的确定　利用 Design-Expert 13软

件对各因素分析，最终得到竹叶卷芯粗多糖的最

佳条件为：提取时间为 91.856  min、提取温度为

67.377 ℃，碱浓度为 0.038 mol/L、料液比 1:28.063 g/
mL、该条件下预测竹叶卷芯粗多糖的得率为 3.21%±
0.06%。为试验的可操作性考虑，将最佳提取工艺参

数修正为提取时间 92 min、提取温度 67 ℃、碱浓度

0.04 mol/L、料液比 1:28 g/mL，在该条件下重复试

验 3次，得竹叶卷芯粗多糖实际得率为 3.21%±
0.17%，与理论值无明显差异，说明该试验模型可靠，
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对实际竹叶卷芯粗多糖的提取具有一定指导性。

 2.2.4   竹叶卷芯粗多糖的单糖组成分析　图 6为竹

叶卷芯粗多糖的单糖组成离子色谱分析结果，竹叶卷

芯粗多糖单糖组成主要包括岩藻糖（Fuc）、鼠李糖

（Rha）、阿拉伯糖（Ara）、半乳糖（Gal）、葡萄糖（Glc）、
木糖（Xyl）、甘露糖（Man）、半乳糖醛酸（Gal-UA）、

葡萄糖醛酸（Glc-UA），其摩尔百分比为 0.81:7.53:

21.45:20.70:30.61:3.50:3.05:9.52:2.84。以往的文

献表明单糖组成及其比例是多糖构效关系的基础，其

中与免疫调节活性高度相关的单糖主要有甘露糖、

阿拉伯糖、半乳糖、木糖以及各类糖醛酸，由此推测

竹叶卷芯粗多糖在一定程度上可能具备较好的免疫

调节活性[29−31]。
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图 6    竹叶卷芯粗多糖的单糖组成
Fig.6    Monosaccharide composition of common

lopatherum herb
注：A：单糖混合标准品；B：竹叶卷芯粗多糖。

 

 2.3　竹叶卷芯粗多糖的流变特性研究

 2.3.1   动态流变特性　通过动态振荡扫描探究竹叶

卷芯粗多糖的动态流变特性。如图 7所示，G'表示弹

性（固体）特征，而 G''表示黏性（液体）特征[32]。 在频

率为 0.001~100 Hz的整体范围内，G'和 G''随频率的

提升而不断增大，说明竹叶卷芯粗多糖溶液具备频率

依附性 [33]。当频率在 0~5.034  Hz低频率范围内，

G''大于 G'，此时竹叶卷芯粗多糖溶液表现为液体黏

性特性[33]；当频率为 5.034 Hz时，储能模量（G'）与损

耗模量（G''）相交，且二者数值相等，此时，该交点所对

应的频率被定义为交叉频率，反映出竹叶卷芯粗多糖

溶液具备粘弹性行为，常被定义为弹性行为或凝胶状

态的开始[32]；而当频率大于 5.034 Hz后，G'高于 G''，
此时竹叶卷芯粗多糖溶液主要表现为固体弹性特性，

即呈现弱凝胶特征[32]，通过频率扫描结果表明，高频

率的出现能够增强竹叶卷芯粗多糖的凝胶性[34]。

 2.3.2   静态流变特性　从图 8可以看出，在温度为

25 ℃ 下，浓度为 1%的竹叶卷芯粗多糖溶液的静态

流变曲线。图中显示，竹叶卷芯粗多糖溶液在剪切速

率为 0.01~0.043 s−1 内，其表观黏度呈现急剧下降的

趋势，其原因可能是竹叶卷芯粗多糖中存在较低的分

子量以及半乳糖醛酸含量，从而削弱了分子内以及分

子间的相互作用，同时由于较短的分子链长度，使得

竹叶卷芯粗多糖分子在剪切力的作用下更易重新排

列，形成有序结构，进而使竹叶卷芯粗多糖溶液的表

观黏度呈现大幅度降低[35]；而在 0.043~1000 s−1 内，

随着剪切速率持续增加，其表观黏度逐渐趋于平稳状

态，原因是高分子链间的结合和缠绕结构逐渐解开，

物理交联的网络结构也会随之逐步分散，直至达到一

种平衡状态[36]；这表现出竹叶卷芯粗多糖溶液存在剪

切稀化的假塑性流体特征[37]。
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Fig.8    Steady-state shear behavior of crude polysaccharide

solution from common lopatherum herb
 

 2.4　竹叶卷芯粗多糖的体外免疫活性

 2.4.1   竹叶卷芯粗多糖对 RAW 264.7小鼠巨噬细胞

活性的影响　多糖通过识别并结合免疫细胞表面的

特定受体从而促进相关细胞因子的表达[38]。本研究

测定了不同浓度竹叶卷芯粗多糖对 RAW 264.7小

鼠巨噬细胞存活率的影响。结合图 9可以看出，与

空白对照组对比，在 50~800 μg/mL竹叶卷芯粗多糖
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整体浓度范围内，RAW 264. 7 小鼠巨噬细胞相对存

活率随竹叶卷芯粗多糖质量浓度增加而有所下降，当

多糖质量浓度为 50 μg/mL时，小鼠巨噬细胞的存活

率达到最高，为 98.7%±0.6%；而当竹叶卷芯粗多糖

质量浓度为 800 μg/mL时，细胞相对存活率最低，但

存活率仍达 95%以上。由此可以说明，竹叶卷芯粗

多糖对 RAW 264.7 小鼠巨噬细胞并无明显毒性作

用，且对小鼠巨噬细胞增殖均无明显影响，可利用该

小鼠巨噬细胞模型研究竹叶卷芯粗多糖免疫活性

机理。
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图 9    不同竹叶卷芯粗多糖浓度对 RAW 264.7小鼠巨噬
细胞存活率的影响

Fig.9    Effect of varying concentrations of common lopatherum
herb polysaccharides on the viability
of RAW 264.7 macrophage cells

 

 2.4.2   竹叶卷芯粗多糖对 RAW 264.7 小鼠巨噬细胞

因子分泌的影响　TNF-α 作为机体免疫防护的重要

介质，既能够促进巨噬细胞的修复和活化，也能够参

与机体免疫反应病理损伤过程[39]。IL-6是由巨噬细

胞、淋巴细胞等免疫细胞分泌的细胞因子[40]。NO作

为一种重要的信号传导介质，能促进巨噬细胞的溶解

和吞噬，参与免疫应答相关的生理过程[41]。

图 10（A）显示在 50~400 μg/mL 的范围内，竹叶

卷芯粗多糖在一定程度上提高了 TNF-α 的分泌量。

当多糖浓度为 50 μg/mL时，RAW 264.7小鼠巨噬细

胞 TNF-α 分泌量显著高于空白对照组（P<0.05）；且
竹叶卷芯粗多糖浓度为 400 μg/mL时的 TNF-α 分泌

量与 800 μg/mL时的 TNF-α 分泌量相较，并无显著

性差异（P>0.05）；由图 10（B）所示 50~400 μg/mL 质
量浓度范围的竹叶卷芯粗多糖作用于巨噬细胞

后，IL-6的分泌量也随多糖浓度的增加而提高。

50 μg/mL的竹叶卷芯粗多糖浓度下，RAW 264.7小

鼠巨噬细胞 IL-6分泌量显著高于空白对照组（P<
0.05），且 400 μg/mL下 IL-6的分泌水平与 800 μg/mL
时的分泌水平相比，两者差异并无显著性差异

（P>0.05）；图 10（C）所示在 50~400 μg/mL的竹叶卷

芯粗多糖浓度范围内，NO释放量随多糖浓度的增高

而提升；竹叶卷芯粗多糖浓度为 400 μg/mL下的

NO释放量较浓度为 800 μg/mL时的 NO释放量并

无显著差异（P>0.05）。可以看出，竹叶卷芯粗多糖对

TNF-α、IL-6和 NO分泌量的促进水平是有限度的，

均显著低于 LPS阳性对照组（P<0.05），表明竹叶卷

芯粗多糖能提高机体的免疫水平，但又至于引发机体

炎症。多糖发挥免疫调节功能的作用机制主要为通

过刺激单核-巨噬细胞系统的吞噬能力、促进淋巴细

胞增殖与转化、诱导抗体生成、激活细胞因子分泌以

及激活补体系统等途径有效实现免疫调节效果[42]，其

中，大多数多糖通过与细胞表面受体结合，激活下端

信号通路，进而促进细胞因子的表达以实现免疫调节

作用。目前研究发现的多糖受体包括 TLR4、清道夫

受体（Scavenger recep-tor，SR）、甘露糖受体（Mannose
receptor，MR）、CR3/CD14和 Dectin-1等[43]，根据竹

叶卷芯粗多糖的单糖组成分析显示，其含有甘露糖

（mannose，MA），可与甘露糖受体特异性结合，以实

现精准靶向，有效调节免疫系统并增强免疫调节效

果[44−45]。对于低浓度时的多糖溶液能够促进细胞因
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图 10    不同竹叶卷芯粗多糖浓度对 RAW 264.7小鼠巨噬细
胞分泌细胞因子的影响

Fig.10    Efffect of different concentrations of common
lopatherum herb polysaccharides on cytokine

secretion in RAW264.7 cells
注：A：TNF-α；B：IL-6：C：NO。
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子的分泌及其受体的表达，但当浓度逐渐升高后，这

种促进作用也会逐渐受到削弱，且高浓度时则会受到

不同程度的抑制作用，这种现象被称为双向调节

作用[46]。

 3　结论
本文通过单因素实验和响应面试验优化竹叶卷

芯粗多糖的碱法提取工艺，确定最佳条件为提取时

间 92 min、提取温度 67 ℃、碱浓度 0.04 mol/L、料

液比 1:28 g/mL，该条件下得率为 3.21%±0.17%，经

苯酚硫酸法测出竹叶卷芯粗多糖的总糖含量 54.7%±
0.7%，单糖组成主要为岩藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、

半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、半乳糖醛酸和葡

萄糖醛酸，其摩尔百分比为 0.81:7.53:21.45:20.70:

30.61:3.50:3.05:9.52:2.84；动态剪切测试分析结果

表明，竹叶卷芯粗多糖溶液表现为剪切稀化的假塑性

流体；动态剪切测试分析结果显示，高频率的出现能

够增强竹叶卷芯粗多糖溶液的凝胶性。体外免疫活

性调节表明，竹叶卷芯粗多糖对 RAW 264.7小鼠巨

噬细胞无明显毒性，且在 50~400 μg/mL浓度下能促

进细胞因子的分泌，表明其具有较强的免疫调节活

性。本文研究成果为今后竹叶卷芯粗多糖在食品工

业及医药领域的开发及应用提供理论依据。
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