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半仿生法提取夏枯草多糖工艺优化及其体外
抗氧化、酶抑制活性研究

彭欣宇，邵予欣，沙旖璇，刘东来，尹星福*

（延边大学农学院，吉林延吉 133002）

摘　要：以多糖得率为指标，研究热水浸提法（Hot water extraction，HWE）、酶辅助提取法（Enzyme-assisted
extraction，EAE）、半仿生提取法（Semi-bionic extraction，SBE）对夏枯草多糖得率的影响，选取多糖得率最高

方法进行工艺优化，通过高效液相色谱、凝胶渗透色谱、紫外光谱和傅里叶红外光谱法对其结构进行表征，并对

其体外抗氧化活性和酶抑制活性进行研究。结果表明，三种方法提取的夏枯草多糖得率分别为：5.9%、7.54%、

9.87%。半仿生法优化后的最佳提取条件为：提取温度 85 ℃、时间 2.5 h、模拟胃液（pH2）和肠液（pH8.5）、料

液比 1:30，在此条件下多糖得率达到 11.69%。结构分析显示，夏枯草多糖主要由鼠李糖（Rham）、半乳糖醛酸

（GalUA）、葡萄糖（Glc）、半乳糖（Gal）、木糖（Xyl）及阿拉伯糖（Ara）构成，摩尔比为 8.89、41.81、17.53、
6.85、14.32、7.21。活性测试表明夏枯草多糖对四种自由基 DPPH·、ABTS+·、·OH、O2

−·的 IC50 值分别为 0.049、
0.092、0.085、0.062 mg/mL，浓度为 1.1 mg/mL时总还原力值最大为 0.314。其对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶具有抑

制效果，IC50 值为 1.72和 8.43 mg/mL。本研究系统优化了夏枯草多糖的提取工艺，初步阐明了其结构特征，并证

实了其具有较强的抗氧化活性，为夏枯草多糖的进一步开发和应用提供了理论依据和技术支持。
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Optimization of Semi-bionic Extraction Process of Polysaccharides
from Prunella vulgaris L. and Analysis of Its in Vitro Antioxidant

and Enzyme Inhibitory Activities
PENG Xinyu，SHAO Yuxin，SHA Yixuan，LIU Donglai，YIN Xingfu*

（Agriculture College, Yanbian University, Yanji 133002, China）

Abstract：Using polysaccharide extraction yield as the indicator, this study investigated the effects of hot water extraction
(HWE), enzyme-assisted extraction (EAE), and semi-bionic extraction (SBE) on the extraction yield of Prunella vulgaris L.
polysaccharides.  The extraction method with  the  highest  polysaccharide  yield  was  selected  for  process  optimization.  The
structure  of  the  polysaccharides  was  characterized  using  high-performance  liquid  chromatography,  gel  permeation
chromatography, ultraviolet spectroscopy, and Fourier-transform infrared spectroscopy. In addition, the in vitro antioxidant
and enzyme inhibitory activities were evaluated. The results showed that the polysaccharide yields obtained by the HWE,
EAE, and SBE were 5.9%, 7.54%, and 9.87%, respectively. After optimization, the best extraction conditions for the SBE
method were determined as follows: extraction temperature of 85 ℃, duration of 2.5 h, simulated gastric fluid (pH2.0) and
intestinal  fluid  (pH8.5),  and  a  solid-to-liquid  ratio  of  1:30.  Under  these  conditions,  the  polysaccharide  yield  reached
11.69%.  Structural  analysis  revealed  that  Prunella  vulgaris  polysaccharides  were  mainly  composed  of  rhamnose,  
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galacturonic acid, glucose, galactose, xylose, and arabinose, the molar ratios were 8.89, 41.81, 17.53, 6.85, 14.32 and 7.21,
respectively.  Antioxidant  activity  tests  showed  that  the  IC50  values  for  scavenging  DPPH·,  ABTS

+·,  ·OH and  O2
−·  were

0.049, 0.092, 0.085 and 0.062 mg/mL, respectively, while the maximum total reducing power was measured at 0.314 when
the polysaccharide concentration was 1.1 mg/mL. The polysaccharide also exhibited inhibitory effects on α-glucosidase and
α-amylase,  with  IC50  values  of  1.72  and  8.43  mg/mL,  respectively.  This  study  systematically  optimized  the  extraction
process of P. vulgaris L. polysaccharides, preliminarily clarified their structural characteristics, and confirmed their strong
antioxidant  activity.  These  findings  provide  theoretical  basis  and  technical  support  for  the  further  development  and
application of P. vulgaris L. polysaccharides.

Key  words：Prunella  vulgaris  L.  polysaccharide； semi-bionic  extraction； structural  characterization； antioxidant  activity；

enzyme inhibitory activity

夏枯草（Prunella  vulgaris L.），是一种分布广

泛、资源丰富的药食同源植物，其名称来源于夏季结

束时自然枯萎的特性，通常在夏季采收，并以其干燥

的果穗食用或入药。该植物主要分布于温带和热带

山区，包括欧洲、亚洲、非洲西北部及北美洲，在中国

则集中于淮河流域和长江中下游地区，拥有数千年药

用历史[1]。其重要活性成分夏枯草多糖（Prunella
vulgaris L. polysaccharides，PVP）通常占干重的 5%~
11%，其中常规水提法得率约 5%~8%，而超声辅助提

取得率可提升至 10%以上[2]。研究表明，PVP具有

显著的抗炎、抗氧化、免疫调节等生物活性[3−5]，同时

在清热解毒、抗菌、抗病毒、调控代谢（降血压、降血

糖及血脂）等方面表现出潜在应用价值[6−8]。因此，开

发高效且最大限度保留 PVP天然活性的提取工艺，

是实现其深度开发和价值转化的关键前提。

目前，夏枯草多糖的提取方法主要包括热水提

取法[9]、酶解提取法[10]、超声辅助法[11] 等，但这些方

法普遍存在提取效率低、活性成分易破坏等问题。

半仿生提取法（Semi-bionic extraction，SBE）是一种

模拟人体胃肠消化环境的提取技术，通过交替使用近

似胃肠道 pH的酸性和碱性溶剂，依次连续提取目标

成分[12−13]。由于该方法契合夏枯草药食同源的特性

及其在体内的作用途径，理论上能够更高效地释放并

保留其天然活性成分，真实反映其营养与功效的转化

关系。目前，SBE已在人参、黄芪等药用植物的多糖

提取中展现出优势[14−16]。但在夏枯草多糖提取中的

应用仍局限于初步探索，其工艺参数的优化、提取机

制及对 PVP结构-活性的影响尚未系统研究。

基于此，本研究优化半仿生法提取夏枯草多糖

的工艺参数，结合现代分析技术对所得多糖进行结构

表征，并系统评价其抗氧化、降血糖等生物活性，以

期为夏枯草多糖的高效利用和功能产品开发提供理

论依据与技术支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

夏枯草　广西贺州，烘干粉碎后备用；葡萄糖、

水杨酸、VC　上海迈瑞尔生化科技有限公司；浓硫

酸、Tris-HCl　国药集团化学试剂有限公司；苯酚、

丙酮、石油醚、铁氰化钾、无水乙醇、三氯乙酸、三氧

化铁、硫酸亚铁、过氧化氢、邻苯三酚　天津科密欧

化学试剂有限公司 ；DPPH、ABTS、DNS试剂、

pNPG、纤维素酶（酶活≥50000 U/g）、α-葡萄糖苷酶

（酶活≥50000 U/g）、α-淀粉酶（酶活 4000 U/g）　源

叶生物科技有限公司。

LC-FA2004型电子天平　上海力辰科学仪器有

限公司；HM-SY96型酶标仪、E-201-C型 pH计　上

海精密科学仪器有限公司；FDU-2110型冰冻干燥机

　东京理化器械株式会社；TDZ5-WS型离心机　湖

南湘仪实验室仪器有限公司；HH-S21-4S型恒温水

浴锅　上海新苗医疗器械有限公司；Agilent1100型

高效液相色谱仪　安捷伦科技有限公司；Waters
1525型凝胶色谱仪　美国 Waters公司；UV-2550型

紫外可见光谱仪　上海菁华仪器有限公司；IRTracer-
100型傅里叶变换红外光谱仪　日本岛津公司；

SU8010型冷场发射扫描电子显微镜　日本日立公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品预处理　将夏枯草实体晒干至恒重，并用

高速粉碎机碎成粉末，过 60目筛得到预处理样品，

干燥后储存在−4 ℃ 冰箱中用于后续研究。

 1.2.2   夏枯草多糖提取

 1.2.2.1   热水浸提法　称取 1 g夏枯草干粉置于烧

杯，按料液比 1:30加入蒸馏水，90 ℃ 提取 1 h后以

4000 r/min离心 10 min，收集上清液。将残渣再次按

料液比 1:30加水，90 ℃ 二次提取 1 h，离心后合并

两次上清液。向混合液中加入 3倍体积 95%乙醇，

4 ℃ 醇沉过夜。离心收集多糖沉淀，依次用无水乙

醇、丙酮、石油醚洗涤，弃去洗涤液后冷冻干燥，获得

夏枯草粗多糖[17]。

 1.2.2.2   酶辅助提取法　称取 1 g夏枯草干粉置于

烧杯，加入料液比 1:30的蒸馏水和 5%的纤维素酶，

55 ℃ 下提取 1 h后于 4000 r/min下离心 10 min，保
留上清液[18]。将残渣按上述步骤再次提取，收集上清

液；合并两次上清液，后续步骤同上。

 1.2.2.3   半仿生提取法　根据半仿生法的原理，为模

拟人体胃肠道环境条件，用 HCl和 NaOH分别配制

模拟胃液（pH1.5）和模拟肠液（pH8）。准确称取夏枯

草粉样品 1 g，加入料液比 1:30的模拟胃液，在 90 ℃
条件下提取 1 h，在 4000 r/min条件下离心 10 min，
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保留上清液，残渣溶于料液比 1:30的模拟肠液，重

复上述步骤，保留上清液；合并两次上清液，向其加

入 3倍体积的 95%乙醇，醇沉过夜；醇沉后收集多糖

沉淀，用无水乙醇、丙酮、石油醚分别洗涤，弃去上清

收集沉淀，冷冻干燥后即得夏枯草粗多糖[19]。夏枯草

粗多糖得率计算公式如下：

粗多糖得率(%) =
V1

V2

×100 式（1）

式中：V1 为样品中多糖质量（g）；V2 为样品质量

（g）。

 1.2.3   总糖含量测定　标准曲线的绘制：向试管

中分别加入 0、0.3、0.6、0.9、1.2、1.5和 1.8 mL的

100  μg/mL葡萄糖标准液，去离子水补总体积至

2 mL，加入 1 mL 5%苯酚溶液，混匀后加入 5 mL浓

硫酸，室温下反应 20 min，于 490 nm处测定吸光

值。横坐标为葡萄糖浓度，纵坐标为吸光值，绘制回

归方程为：y=0.0164x−0.0443，R2=0.9996。
吸取 2 mL夏枯草粗多糖溶液、1 mL 5%苯酚

溶液混合均匀，迅速加入 5 mL浓硫酸，充分摇匀后

室温条件下显色反应 20 min，在 490 nm处检测其吸

光度值。

总糖含量(%) =
C×V×N

m
×100 式（2）

式中： C为根据吸光度值计算出的溶液质量浓

度（mg/mL）；V为多糖溶液总体积（mL）；N为溶液稀

释倍数；m为 PVP取样量（mg）。

 1.2.4   单因素实验　准确称取一定量夏枯草粉末，在

固定其中 4个因素水平的条件下，对余下 1个因素

设计 5个不同水平的实验，固定条件为：料液比

1:30（g/mL），提取温度 85 ℃，提取时间 120 min，胃
液 pH2，肠液 pH8。分别选取料液比 1:10、1:20、
1:30、1:40、1:50 g/mL，提取温度 40、55、70、85、
100 ℃，提取时间 60、90、120、150、180 min，胃液

pH1.0、1.5、2.0、2.5、3.0，肠液 pH7.0、7.5、8.0、8.5、
9.0 进行单因素实验。

 1.2.5   响应面试验　以单因素实验结果为基础，为

了探究 PVP得率（%）作为响应值（Y）的影响，采

用 Box-Behnken设计原理，运用软件 Design Expert
13.0.6进行了 3因素 3水平的响应面分析试验，如

表 1所示。
  

表 1    响应面试验的因素水平
Table 1    Factors and levels of the response surface test

水平
因素

A 料液比（g/mL） B 提取温度（℃） C 提取时间（min）

−1 1:20 70 90

0 1:30 85 120

1 1:40 100 150
 

 1.2.6   夏枯草多糖精制　通过 Sevage法去除蛋白质，

配制适当浓度的夏枯草粗多糖溶液，加入 1/3体积的

Sevage试剂（正丁醇:氯仿=1:4），混合并振荡 10 min，

静置 30 min。随后在 4000 r/min下离心 5 min，收集

上清液，去除交界处的变性蛋白质。重复操作直至交

界处无白色沉淀后，用旋转蒸发仪浓缩，供后续试验

使用。

活性炭脱色：向除蛋白后的多糖溶液中加入

1.5%（w/v）的活性炭，在 58 ℃ 水浴条件下搅拌

20 min，抽滤，重复以上操作，直至溶液颜色变为淡黄

色[20]。

透析：将上述处理过的多糖上清液装入 3500 Da

透析袋中，流水透析 48 h，除去有机试剂及其他小分

子物质。每 12 h换一次水。透析完成后的精多糖溶

液进行真空冷冻干燥，得夏枯草精制多糖。

 1.2.7   结构鉴定

 1.2.7.1   单糖组成分析　参考何坤明等[21] 的方法，采

用 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）柱前衍生化结

合反相高效液相色谱（HPLC）技术，建立了 14种常

见还原性单糖的分离分析方法，并通过 PMP柱前衍

生高效液相色谱法进行检测。

 1.2.7.2   分子量测定　多糖纯度鉴定和分子量测定采

用凝胶渗透色谱法（GPC），参考黄春花[22] 的方法并

稍作改动。水相仪器为Waters 1525，检测器为 2414，

色谱柱为 PL aquqgel-OH MIXED 8 μm。流动相为

0.2 mol/L NaNO3 和 0.01 mol/L NaH2PO4（pH7），流

速为 1 mL/min，柱温为 30 ℃。

 1.2.7.3   紫外吸收光谱分析　配制浓度为 1 mg/mL

的夏枯草多糖溶液，用去离子水稀释约 30倍，以纯

净水为空白，使用紫外可见光分光光度仪在 200~

400 nm波长范围内进行全波长扫描[23]。

 1.2.7.4   红外吸收光谱分析　取 2 mg干燥的夏枯草

多糖与 200 mg KBr粉末混合后研磨 10 min，取适量

混合物压片。将薄片置于傅里叶变换红外光谱仪中，

扫描并分析 4000~500 cm−1 范围内的光谱图[23]。

 1.2.8   体外抗氧化活性

 1.2.8.1   DPPH·清除能力的测定　参考周元龙等[24]

方法并改进。将 PVP和 VC 配制成不同浓度样品溶

液。取 100 μL各浓度 PVP溶液与等体积 DPPH工

作液混匀（A1）；取 100 μL无水乙醇与等体积 DPPH

工作液混匀（A0）；取 100  μL无水乙醇与等体积

PVP溶液混匀（A2）。避光反应 30 min，517 nm测吸

光值。以 VC 为标准品，DPPH·清除率公式为：

DPPH ·清除率(%) =
(
1−A1 −A2

A0

)
×100 式（3）

式中：A0 为空白组，A1 为样品组，A2 为对照组。

 1.2.8.2   ABTS+·清除能力的测定　将 PVP和 VC 配

制成不同浓度样品溶液。取 50 μL各浓度 PVP溶

液与 150 μL ABTS+·工作液混匀（A1）；取 50 μL无

水乙醇与 150 μL ABTS+·工作液混匀（A0）；取 50 μL
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无水乙醇与 150 μL PVP溶液混匀（A2）。避光反

应 10 min，734 nm测吸光值 [24]。以 VC 为标准品，

ABTS+·清除率公式为：

ABTS+ ·清除率(%) =
(
1−A1 −A2

A0

)
×100 式（4）

式中：A0 为空白组，A1 为样品组，A2 为对照组。

 1.2.8.3   ·OH清除能力的测定　参考韩秋菊等[25] 的

方法，采用水杨酸法测定 PVP的·OH清除能力。将

PVP和 VC 配制成不同浓度样品溶液。依次加入

1 mL各浓度 PVP溶液、1 mL 6 mmol/L硫酸亚铁和

1 mL 6 mmol/L水杨酸，混匀后静置 5 min，再加入

1 mL 6 mmol/L过氧化氢，37 ℃ 水浴反应 30 min，

510 nm测吸光值（A1）。以 VC 为标准品，蒸馏水代

替样品为空白组（A0），蒸馏水代替过氧化氢为阴性

对照组（A2）。羟基自由基清除率公式为：

·OH清除率(%) =
(
1−A1 −A2

A0

)
×100 式（5）

式中：A0 为空白组，A1 为样品组，A2 为对照组。

 1.2.8.4   O2
−·清除能力的测定　将 PVP和 VC 配制

成不同浓度样品溶液。取 5 mL 0.05 mol/L Tris-HCl

缓冲液，加入 4 mL各浓度 PVP溶液，25 ℃ 水浴预

热 20 min，再加入 1 mL 3 mmol/L邻苯三酚溶液（预

热 20  min），混匀后 25 ℃ 反应 5  min，加入 1  mL

10 mol/L HCl终止反应，320 nm测吸光值（A1）
[26]。

以蒸馏水替代邻苯三酚溶液为对照组（A2），蒸馏水

代替样品为空白组（A0），VC 为标准品。超氧阴离子

自由基清除率公式为：

O2
− ·清除率(%) =

(
1−A1 −A2

A0

)
×100 式（6）

式中：A0 为空白组，A1 为样品组，A2 为对照组。

 1.2.8.5   总还原力的测定　参考文献方法[27] 并作适

当修改，将 PVP和 VC 配制为不同浓度样品溶液。

取 0.2  mmol/L磷酸缓冲液（pH6.6）2  mL、各浓度

PVP供试液 2 mL和 1%的铁氰化钾 2 mL摇匀，在

50 ℃ 环境下水浴 20 min，然后加入 10%三氯乙酸

（TCA）2 mL。经 4000 r/min离心 10 min后，吸取

2 mL上清液、2 mL蒸馏水和 1mL 0.1% FeCl3，室温

下静置 10 min后测定 700 nm处的吸光度，以吸光

值表示总还原能力。以 VC 为标准品。

 1.2.9   酶抑制活性

 1.2.9.1   α-葡萄糖苷酶的抑制率测定　参考文献方

法 [28]，将 PVP配制成 1、3、5、7、9  mg/mL溶液。

试验组加入 PVP溶液和 1 U/mL的 α-葡萄糖苷酶

溶液各 50 μL；试验空白组加入 PBS和 PVP溶液

各 50 μL；对照组加入 PBS和 α-葡萄糖苷酶溶液

各 50 μL；空白组加入 100 μL PBS溶液。37 ℃ 水

浴 10  min，加入 100  μL  6  mmol/L  pNPG，37 ℃ 反

应 10 min，最后加入 1000 μL 1 mol/L的 Na2CO3 终

止反应，400 nm处测吸光度。抑制率公式：

α-葡萄糖苷酶抑制率(%) =
(
1−ODA −ODa

ODB −ODb

)
×100

式（7）
式中：ODA：试验组；ODa：试验空白组；ODB：对

照组；ODb：空白组。

 1.2.9.2   α-淀粉酶的抑制率测定　参考文献方法[29]，

将 PVP配制成 1、3、5、7、9 mg/mL溶液。试验组

加入 PVP溶液和 1 U/mL的 α-淀粉酶溶液各 50 μL；
试验空白组加入 PBS和 PVP溶液各 50 μL；对照

组加入 PBS和 α-葡萄糖苷酶溶液各 50 μL；空白组

加入 100  μL  PBS溶液。37 ℃ 水浴 10  min，加入

100 μL 1%淀粉溶液，37 ℃ 反应 5 min，加入 500 μL
DNS显色剂，100 ℃ 水浴 10  min，定容至 3  mL，
540 nm测吸光度。抑制率计算公式同上。

 1.3　数据处理

所有实验步骤重复三次 ，采用  IBM  SPSS
Statistics 27 软件进行单因素方差分析，结果以平均

值±标准差表示。利用软件 Origin 2021 进行绘图。

采用 Design-Expert 13 软件进行响应面试验设计、

回归拟合分析，并对所建立的二次多项式回归模型进

行方差分析与显著性检验。

 2　结果与分析

 2.1　多糖提取方法优选

以 PVP得率为评价指标，比较不同提取方法对

PVP得率的影响，结果如图 1所示。半仿生提取法

的 PVP得率最高（9.87%±0.72%），显著高于酶辅助

提取法（7.54%±0.36%）和传统水提法（5.9%±0.37%）

（P<0.05），这一差异主要源于不同提取方法的机理差

异：半仿生提取法通过模拟人体消化环境的酸碱交替

处理，能够更充分地破坏植物细胞结构，从而释放更

多的多糖活性成分。相比之下，酶辅助提取法虽然能

有效降解细胞壁，但由于其使用的纤维素酶、果胶酶

等仅针对特定细胞壁组分发挥作用，且需要严格控制

酶解条件，导致其提取效果受到限制。传统水提法则

采用高温长时间处理，不仅提取效果有限，还可能导

致部分多糖降解。基于上述实验结果和分析，本研究
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图 1    不同提取方法的 PVP得率

Fig.1    Yield of PVP by different extraction methods
注：同一指标各组之间标注不同字母代表差异显著（P<0.05），
图 2~图 6同。
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最终选择多糖得率最高的半仿生提取法进行后续工

艺优化研究。

 2.2　单因素实验结果

 2.2.1   料液比对多糖得率的影响　由图 2可得，料液

比对多糖得率的影响呈现先升高后降低的变化趋势。

当料液比从 1:10增至 1:30时，多糖得率由 5.43%
显著提升至 9.81%±0.23%（P<0.05），达到最大值。

这一变化趋势可归因于溶剂用量的适当增加扩大了

料液接触面积，增强溶液传质动力，从而促进多糖分

子由植物组织向提取液的扩散转移[30]。然而，当料液

比超过 1:30后，多糖得率反而呈现下降趋势。可能

是因为在恒定加热条件下，过量的溶剂会导致更多水

溶性杂质溶出，同时单位体积内多糖浓度降低，不利

于多糖的有效提取。基于上述实验结果和分析，选

择 1:30作为 PVP的最优提取料液比。
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图 2    料液比对 PVP得率的影响
Fig.2    Effect of solid-liquid ratio on the yield of PVP

 

 2.2.2   提取温度对多糖得率的影响　根据图 3所示，

在 40~85 ℃ 温度范围内，PVP得率与提取温度呈现

显著的正相关关系。当提取温度达到 85 ℃ 时，多糖

得率达到最高值 10.55%±0.24%。温度升高能够增

强糖类分子与水分子之间的扩散作用，从而促进多糖

的溶出。当温度超过一定阈值时，糖苷键的稳定性

会受到破坏，导致多糖分解和氧化[31−33]。因此选择

85 ℃ 作为 PVP的最优提取温度。
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图 3    提取温度对 PVP得率的影响
Fig.3    Effect of extraction temperature on the yield of PVP

 

 2.2.3   提取时间对多糖得率的影响　如图 4所示，

PVP得率随提取时间增加呈现先上升后下降的趋

势。当提取时间为 120 min时，多糖得率达到峰值

11.06%±0.26%。从动力学角度分析，提取初期，随着

时间延长，PVP不断从原料中溶出；当达到 120 min
时，PVP的溶出接近饱和状态，继续延长提取时间并

不能提高得率。相反，过长的提取时间可能导致多糖

分子发生降解、氧化等副反应，使得率降低[34]。综

上，选择 120 min作为 PVP的最优提取时间进行后

续优化。
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图 4    提取时间对 PVP得率的影响
Fig.4    Effect of extraction time on the yield of PVP

 

 2.2.4   模拟胃液 pH对多糖得率的影响　模拟胃液

pH对 PVP得率的影响表现为先升高后降低的趋势

（图 5）。当在 pH2时，得率最高（9.18%±0.17%），表

明适度的酸性环境可通过增强多糖溶解性提高提取

效率。然而，过强的酸性可能导致糖苷键断裂，从而

限制得率的进一步提升[35]。此外，酸性条件（pH2）更
有利于后续纯化工艺中蛋白质的沉淀，从而简化分离

步骤。因此，在综合考虑提取效率与后续工艺的基础

上，选择 pH2作为响应面试验的固定水平。后续研

究可进一步探讨时间与 pH的交互作用，以优化整体

提取工艺。
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图 5    模拟胃液 pH对 PVP得率的影响
Fig.5    Effect of simulated gastric fluid pH on the yield of PVP
 

 2.2.5   模拟肠液 pH对多糖得率的影响　由图 6可

得，PVP得率随模拟肠液 pH增加呈现先上升后下降

的趋势。当模拟肠液 pH为 8.5时，多糖得率达到峰

值 10.38%±0.25%，显著高于其他 pH条件下的得率

（P<0.05）。在碱性环境下，随着 pH的升高，夏枯草

细胞壁逐渐破裂，从而促进多糖的溶出。但当 pH超
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过一定范围后，过强的碱性条件可能导致部分多糖分

子发生降解或结构破坏[35]，进而导致得率下降，综上，

选择 pH8.5作为响应面试验中模拟肠液的 pH进行

试验。
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图 6    模拟肠液 pH对 PVP得率的影响
Fig.6    Effect of simulated intestinal fluid pH

on the yield of PVP
 

 2.3　响应面试验结果

在单因素实验基础上，根据 BBD试验原理，设

计三因素三水平试验，见表 2。数据通过 Design
Expert 13响应面回归分析，得到响应值和各因素间

的二次多项式回归方程为：Y=−20.9636+0.946483A+
0.191494B+0.123719C−0.00133333AB−0.0021AC+
0.000905556BC−0.0094025A2−0.00154556B2−
0.000425278C2。显著性和多元回归模型方差分析结

果见表 3。对回归方程进行方差分析：该模型

P<0.0001，表明该拟合方程具有极强的显著性和较

好的回归效果。回归系数 R2=0.9846，校正系数 R2
adj=

0.9648，预测 R2
pre=0.8973，变异系数 C.V.=1.90%<

10%，说明该模型回归方程有较高的可信度，能够较

好地反映真实值。根据 F 检验结果显示，各因素对

多糖得率的影响顺序为 C>A>B。一次项 A对结果

的影响程度达到显著水平（P<0.05），一次项 C、交互

项 AC、BC以及二次项 A2、B2、C2 的结果对多糖得

率的影响程度均达到极显著水平（P<0.01）。精密度

ADP=26.0474>4，一般认为当 ADP超过 4.0时，模型

与试验值拟合度匹配较好，响应面二次回归方程的

拟合度效果较好，说明该模型适用于预测和分析

PVP的提取工艺条件。

线的形状可以反映因素间交互作用的强弱，椭

圆形与圆形表示交互作用的显著与否[36]，三维图越

陡峭，表明相应因素对响应值影响越大[37]。图 7显

示，多糖得率随料液比（A）的增加呈先升后降趋

势，而提取温度（B）的影响不明显，方差分析显示 P
（AB）>0.05，表明两者交互作用不显著。当提取时间

（C）处于低水平或高水平时，多糖得率随料液比（A）

的变化趋势不同，且料液比（A）在低水平和高水平时，

多糖得率随提取时间（C）的变化规律相似，说明两者

交互作用显著。方差分析显示 P（AC）<0.01，影响较

大。等高线图显示，当料液比 A为 1:20~1:35 g/mL、
提取时间 C为 130~150 min时，多糖得率较高。当

提取温度（B）处于低水平时，多糖得率随提取时间（C）
的增加而逐步升高；当提取温度（B）升至较高水平后，

随提取时间（C）的增加，得率仍呈上升趋势，但增幅

趋于平缓，两者表现出显著的交互作用。综上所述，

交互项 AC和 BC对多糖得率的影响显著，而 AB
的影响较小。交互项的影响顺序为 AC>BC>AB。

 2.3.1   模型验证　经过 Design-Expert 13软件计算

得到优化后各因素参数值为料液比 1:29.549 g/mL、
提取温度 83.512 ℃、提取时间 148.904 min，预测在

此条件下多糖得率为 11.731%。实际操作中适当调

整为料液比 1:30 g/mL、提取温度 85 ℃、提取时间

150 min，进行三次复性实验，得到平均多糖得率为

 

表 2    响应面设计试验方案及试验结果

Table 2    Response surface design test scheme and test results

试验号
因素 多糖得率

（%）A料液比（g/mL） B提取温度（℃） C提取时间（min）

1 1:20 70 120 9.35

2 1:40 70 120 10.21

3 1:20 100 120 9.77

4 1:40 100 120 9.83

5 1:20 85 90 7.87

6 1:40 85 90 9.35

7 1:20 85 150 11.42

8 1:40 85 150 10.38

9 1:30 70 90 9.85

10 1:30 100 90 8.86

11 1:30 70 150 11.02

12 1:30 100 150 11.66

13 1:30 85 120 11.35

14 1:30 85 120 10.82

15 1:30 85 120 10.94

16 1:30 85 120 11.19

17 1:30 85 120 11.09

 

表 3    回归模型方差分析

Table 3    ANOVA for regression models

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 17.06 9 1.90 49.76 <0.0001 **
A 0.2312 1 0.2312 6.07 0.0432 *
B 0.0120 1 0.0120 0.3154 0.5919
C 9.14 1 9.14 239.92 <0.0001 **
AB 0.1600 1 0.1600 4.20 0.0796
AC 1.59 1 1.59 41.68 0.0003 **
BC 0.6642 1 0.6642 17.44 0.0042 **
A2 3.72 1 3.72 97.74 <0.0001 **
B2 0.5092 1 0.5092 13.37 0.0081 **
C2 0.6168 1 0.6168 16.20 0.0050 **

残差 0.2666 7 0.0381
失拟项 0.0943 3 0.0314 0.7300 0.5856
纯误差 0.1723 4 0.0431
总变异 17.32 16

R2=0.9846 R2
adj=0.9648 R

2
pre=0.8973 Adeq Precision=26.0474

C.V.%=1.90%

注：**表示差异极显著（P<0.01）；*表示差异显著（P<0.05）。
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11.69%±0.12%，与预测值基本一致，与熊双丽等[38]

通过水提醇沉得到的夏枯草多糖得率（5.39%）和张

华等 [39] 通过微波提取得到的夏枯草多糖得率

（5.28%）比较，本试验得到夏枯草多糖得率明显

提高。

 2.4　单糖组成分析

如图 8可得，夏枯草多糖由古洛糖醛酸、甘露糖

醛酸、甘露糖、氨基葡萄糖、核糖、鼠李糖、葡萄糖醛

酸、半乳糖醛酸、氨基半乳糖、葡萄糖、半乳糖、木

糖、阿拉伯糖、岩藻糖构成，其摩尔百分比（%）为

0.14、 0.2、 1.58、 0.32、 0.45、 8.89、 1.16、 41.81、
0.43、17.53、6.85、14.32、7.21、0.84。即夏枯草多糖

主要由单糖鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、

木糖及阿拉伯糖构成。与金辰光[40] 的研究结果基本

一致。由表 4可得，半乳糖醛酸含量最高为 41.81%，

其次为葡萄糖和木糖为 17.53%、14.32%。

 2.5　分子量的测定

如图 9所示，夏枯草多糖的 GPC测试结果只有

一个单峰，无明显的杂质峰出现。对峰进行积分计

算，得到样品数均分子量（Mn）为 27811 Da，重均分

子量（Mw）为 52180 Da。数均分子量和重均分子量

反映了夏枯草多糖中分子大小、分子数量和分子量

的分布情况。重均分子量（Mw）与数均分子量（Mn）
的比值，分散系数（PDI）为 1.88，小于 2，表明多糖样

品分子量分布较窄，分子质量较为一致，结果符合

预期。
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图 7    料液比、提取温度和提取时间两两交互作用对多糖得率的影响

Fig.7    Effects of two-by-two interaction of material-liquid ratio, extraction temperature, and extraction time
on polysaccharide yield
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图 8    单糖混合标品（a）及夏枯草多糖（b）的离子
色谱图

Fig.8    Ion chromatograms of the mixed standard products (a)
and PVP (b)

注：1.L-古洛糖醛酸；2.D-甘露糖醛酸；3.Man；4.GlcN；5.Rib；
6.Rham； 7.GlcUA； 8.GalUA； 9.GalN； 10.Glc； 11.Gla； 12.Xyl；
13.Ara；14.Fuc。
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 2.6　紫外吸收光谱分析

260 nm处为核酸吸收峰，280 nm处为蛋白吸

收峰。如图 10所示，在波长 200~400  nm范围内

夏枯草多糖吸光值整体呈下降趋势。260 nm以及

280 nm处特征吸收峰不明显，表明多糖样品基本不

含核酸和蛋白质等杂质。
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图 10    夏枯草多糖的紫外扫描图
Fig.10    UV scan image of PVP

 

 2.7　红外光谱分析

红外光谱分析可用于确定多糖的单糖种类、糖

苷键连接方式及官能团结构。夏枯草多糖的红外光

谱图如图 11所示：3417 cm−1 处的宽强吸收峰为 O-H

伸缩振动，2937 cm−1 处为 C-H伸缩振动，表明存在

有机物质[41]；1744 cm−1 处的 C=O伸缩振动峰提示

含糖醛酸；1617 cm−1 处为 O-H弯曲振动，1417 cm−1

处为 C-H弯曲振动，可能来自甲基基团；1250 cm−1

处为 C-O伸缩振动，1099 cm−1 处为 C-O-C伸缩振

动，表明存在醚键[42]；894 cm−1 处可能是 β 构型糖苷

键的特征吸收峰，这种吸收峰被认为是与糖苷键的

β 构型相关的特征之一；767 cm−1 处可能与 C-C骨架

振动有关。综上，夏枯草多糖含有羟基、羰基、甲

基、C-O键、C-O-C键、α-构型和 β 构型糖苷键等官

能团，表明其结构复杂，为进一步研究其化学性质及

生物活性提供了重要信息。
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图 11    夏枯草多糖红外扫描图
Fig.11    Infrared scan diagram of PVP

 

 2.8　体外抗氧化活性研究

 2.8.1   DPPH·清除能力分析　DPPH比色法基于

自由基清除剂提供电子与 DPPH自由基配对，使

其紫色褪去导致 517nm处吸光度降低，该降低程

度与自由基清除能力成正比[43]。由图 12可知，随着

PVP质量浓度的增大，对 DPPH·清除能力逐渐增强，

具有明显的剂量依赖性。当浓度达到最大实验浓度

0.7 mg/mL时，PVP的清除率为 87.36%，与 VC 清除

率相差不大。计算得到，阳性对照 VC 和 PVP 对

 

表 4    夏枯草多糖液相色谱保留时间及单糖组成摩尔百分比

Table 4    Monosaccharide composition and liquid chromatography retention time of PVP

还原性单糖 标准曲线 相关性 保留时间（min） 摩尔百分比（%）

L-古洛糖醛酸 y=9.20509 x+15.21008 0.99463 11.14 0.14
D-甘露糖醛酸 y=8.51694x+18.34239 0.99401 11.94 0.20
D-甘露糖 y=5.23410x+13.12779 0.99061 13.01 1.58

D-氨基葡萄糖 y=11.70794x+20.33993 0.99466 14.79 0.32
D-核糖 y=5.34370x+8.28668 0.99596 15.63 0.45
L-鼠李糖 y=12.27376x+22.4697 0.99397 16.04 8.89

D-葡萄糖醛酸 y=6.88387x+12.38855 0.99423 17.58 1.16
D-半乳糖醛酸 y=12.55296x+17.47096 0.99631 19.05 41.81
D-氨基半乳糖 y=8.76168x+17.78057 0.99458 20.37 0.43
D-葡萄糖 y=11.26089x+1.49701 0.99446 21.01 17.53
D-半乳糖 y=7.61458x+15.8602 0.99424 22.43 6.85
D-木糖 y=6.83493x+14.35306 0.99355 22.95 14.32

L-阿拉伯糖 y=6.01494x+10.45809 0.99548 23.42 7.21
L-岩藻糖 y=5.13040x+13.73783 0.99219 24.76 0.84
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图 9    夏枯草多糖凝胶渗透色谱图

Fig.9    Gel permeation chromatograms of PVP
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DPPH·的 IC50 值分别为 0.023 mg/mL和 0.049 mg/
mL，PVP的清除效果较强但略逊于 VC，与文献 [10]

报道的酶解多糖（IC50  0.062  mg/mL）和水解多糖

（IC50 0.538 mg/mL）相比，本研究中 PVP的 IC50 值

显著更低，抗氧化效率更高。
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图 12    DPPH·清除能力
Fig.12    Scavenging capacity of DPPH·

 

 2.8.2   ABTS+·清除能力分析　ABTS+·清除法的原理

是抗氧化剂能还原蓝绿色的 ABTS+·使其褪色，通过

测定吸光度变化来评价样品的抗氧化能力[44]。图 13

为 PVP清除 ABTS+·能力，PVP对 ABTS+·清除率初

期快速上升，随后逐渐趋于饱和，最高清除率达

95.44%，对 ABTS+·的清除效果与 PVP浓度呈剂量

依赖性。当浓度达到 0.3  mg/mL时，清除率可达

86.83%，接近阳性对照的水平，通过剂量-效应曲线分

析得到 IC50 值为 0.092 mg/mL。与席与斌等[45] 醇提

夏枯草残渣制备的夏枯草多糖对 ABTS+·清除率的

结果（IC50 0.231 mg/mL）相比，效果较好。
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图 13    ABTS+·清除能力
Fig.13    Scavenging capacity of ABTS+·

 

 2.8.3   ·OH清除能力分析　Fenton反应（Fe2++H2O2）

产生·OH，利用抗氧化剂与显色探针水杨酸竞争结

合·OH的特性，通过测定吸光度变化来定量样品的

清除能力[46]。由图 14可得，在一定浓度范围内随着

PVP浓度的增大，对·OH的清除率呈逐渐上升的趋

势。当浓度为 1.0 mg/mL时，清除率为 84.02%，经

计算，PVP和 VC 的 IC50 值分别为 0.085 mg/mL和

0.053 mg/mL，实验结果优于施晓丹等[47] 用 Fenton
试剂测得的夏枯草多糖的 IC50 值 13.24 mg/mL。

 2.8.4   O2
−·清除能力分析　O2

−·作为生物体内半衰期

最长的自由基，常作为氧化链式反应的起始因子，催

化生成·OH等更高活性氧物种，加剧机体氧化损伤，

邻苯三酚在碱性环境中通过自氧化作用释放 O2
−·，

同时降解产生有色中间体[48]，添加抗氧化剂可清除

O2
−·从而抑制显色，通过测定 560 nm吸光度变化定

量清除能力。由图 15可得，PVP对 O2
−·的清除能力

呈现显著的浓度依赖性。在 1.1 mg/mL浓度下，其

清除率高达 88.86%，IC50 值为 0.062 mg/mL。尽管

本研究所得样品的抗氧化活性与阳性对照 VC（IC50=
0.053 mg/mL）相比仍存在一定差距，但其对超氧

阴离子自由基（O2
−·）的清除能力已显著优于施晓

丹等[47] 采用水提醇沉法制备的夏枯草多糖（IC50=
1.33 mg/mL）。
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图 15    O2
−·清除能力

Fig.15    Scavenging capacity of O2
−·

 

 2.8.5   总还原能力分析　通过物质将氧化态探针，
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图 14    ·OH清除能力

Fig.14    Scavenging capacity of ·OH
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图 16    总还原能力

Fig.16    Total reducing power
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如铁氰化钾中的 Fe3+还原为还原态 Fe2+，生成有色

产物普鲁士蓝[49]，测定吸光值，吸光值越高表明样品

电子供给能力越强，综合抗氧化能力越优。试验结果

如图 16所示，PVP的总还原能力随着浓度的增

加而逐渐增强，呈明显的剂量效应关系。当浓度为

1.1 mg/mL时，总还原能力达到最大值 0.314，是同等

浓度下 VC 的 11.72%，与金辰光[40] 的研究结果一致。

 2.9　体外酶抑制活性研究

 2.9.1   α-葡萄糖苷酶活性抑制分析　如图 17所示，

PVP对 α-葡萄糖苷酶的抑制活性表现出显著的浓度

依赖性。结果显示，当 PVP浓度从 1 mg/mL增加

到 9 mg/mL时，其抑制率呈现明显的剂量效应关系，

在最高测试浓度（9 mg/mL）时抑制率高达 93.5%。

经计算，PVP的 IC50 值为 1.72 mg/mL，显示出较强

的抑制活性。与吴慧萍等[50] 的实验中，夏枯草提取

物（在 9 mg/mL下抑制率为 91.7%）相比，表现出更

优的抑制效果。
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图 17    α-葡萄糖苷酶抑制率
Fig.17    Inhibitory rate on α-glucosidase

 

 2.9.2   α-淀粉酶活性抑制分析　PVP对 α-淀粉酶的

抑制活性呈现明显的浓度依赖性，如图 18所示。实

验结果表明，随着 PVP浓度的增加，其对 α-淀粉酶

的抑制能力显著增强。当 PVP浓度达到 9 mg/mL
时，抑制率为 58.25%，其 IC50 值为 8.43 mg/mL。与

庄玲玲等[51] 的实验相比，夏枯草水提物（在 9 mg/mL
下，抑制率 45.71%）相比，表现出更强的抑制能力，抑

制效率提升约 28%。

 3　结论
本研究结果表明，半仿生提取法（9.87%±0.72%）

较热水浸提和酶辅助提取法能更高效地提取夏枯

草多糖。经响应面法优化后，在料液比 1:30 g/mL、
85 ℃、150 min条件下，采用模拟胃肠液（pH2~pH8.5）
依次提取，多糖得率提升至 11.69%±0.12%。结构表

征显示该多糖分子量分布为 27811~52180 Da，主要

由 6种单糖组成并含 α/β-糖苷键。体外活性研究表

明，该多糖具有显著的抗氧化能力（DPPH、ABTS+·，
清除率峰值分别为 87.36%和 95.44%，IC50<0.1 mg/
mL）和降血糖活性（α-葡萄糖苷酶抑制率最高为

93.5%，IC50  1.72  mg/mL、α-淀粉酶抑制率最高为

58.25%，IC50 8.43 mg/mL）。这些发现为夏枯草多糖

在功能性食品中的应用提供了理论依据，后续研究可

进一步探讨其构效关系及作用机制。
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图 18    α-淀粉酶抑制率

Fig.18    Inhibitory rate on α-amylase
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