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摘 要:以黄秋葵为原料，制备黄秋葵超微粉，利用响应面设计法优化黄秋葵超微粉多糖的提取工艺，并测定其对

DPPH自由基、超氧阴离子自由基、羟自由基的清除能力和还原力。结果表明: 最优工艺条件为料液比 1∶ 100 ( g /mL) 、
微波时间 2 min、超声波时间 14 min、超声波功率 800 W，此条件下黄秋葵超微粉多糖的得率为 27.68% ± 0.42%。黄
秋葵超微粉多糖的体外抗氧化活性在四种体系中的 IC50值分别是 1.53、4.12、6.38、2.49 mg /mL，具有较好的抗氧化
活性。
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Abstract: The yield of polysaccharides in superfine powder that okra was prepared into was studied by ultrasonic－microwave
assisted extraction method.The optimum process conditions were determined by response surface method.The antioxidant activity
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黄秋葵又名洋辣椒，隶属锦葵科( Malvaceae) 秋
葵属( Abelmoschus manihot( L.) Medic) ［1］，在我国广泛
种植，产量丰富，味道鲜美且营养丰富，含有蛋白质、
膳食纤维、游离氨基酸、多种维生素和矿物质。研究
显示，黄秋葵具有保健功效，可以降血脂、保护肝脏、
抗肿瘤、提高免疫力、抗氧化等［2－4］。
但目前对黄秋葵的开发利用仅停留在初加工水

平，产品形式有鲜品、干制品、膨化品、罐头制品等且
技术含量不高［5］，为提高黄秋葵的附加值，开发精深

加工产品，对黄秋葵进行多糖物质的提取及抗氧化

活性研究意义重大。超微粉碎是一项现代高新技
术，可将 3 mm 以上的物料颗粒瞬间粉碎至 10 ～
25 μm，在粉碎过程中不会产生局部过热现象，粉碎
速度快，最大限度地保留粉体的生物活性成分，有助

于提高活性成分的利用率，可充分实现黄秋葵资源

的高效利用［5－7］。在多糖提取的研究中，大多原料是
通过粉碎处理，过 40～80 目筛［8］。而本文将黄秋葵
原料，经超微粉碎过 300 目筛。目前，这种以黄秋葵
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超微粉进行多糖的提取及抗氧化活性测定的研究未

见报道。
本文为提高黄秋葵中多糖的得率及抗氧化活

性，采用超声波－微波协同提取黄秋葵超微粉中的多
糖，通过响应面分析法优化提取工艺条件，并测定其

抗氧化活性，为黄秋葵的进一步开发提供技术依据。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
黄秋葵果实 江西萍乡产棱角种，青岛城阳区

大润发超市; 1，1－二苯基－2－三硝基苯肼( DPPH) 、
三羟甲基氨基甲烷( Tris) Sigma 公司; 二硫苏糖醇
( DTT) Solarbio 公司; 邻二氮菲、三氯乙酸( TCA) 、
葡萄糖、焦性没食子酸、浓硫酸、苯酚、铁氰化钾、三
氯化铁等试剂 国产分析纯。

DHG－9246A型电热恒温鼓风干燥箱 上海精
宏实验设备有限公司; DU－800 型紫外可见分光光度
计 美国贝克曼公司; WF－20 型万能粉碎机 江阴
耐驰机械科技有限公司; XO－SM200 超声波－微波组
合系统 南京先欧仪器制造有限公司; WZJ－6J 型振
动式超细粉碎机 济南倍力粉技术工程有限公司;

ＲE－ 6000 旋转蒸发器 上海亚荣生化仪器厂;
FD－1D－80 冷冻干燥机 美国西蒙公司; 电子分析天
平 奥豪斯国际贸易( 上海) 有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 黄秋葵超微粉的制备 新鲜的黄秋葵果实洗
净切块，50 ℃下烘干 72 h，用万能粉碎机粉碎过 80
目筛，得黄秋葵粗粉，然后用振动式超细粉碎机处理

粗粉，得 300 目黄秋葵超微粉，置于干燥器中保存
备用。
1.2.2 黄秋葵超微粉多糖的提取 准确称取黄秋葵
超微粉 1.00 g，按设定好的料液比放入盛有蒸馏水的
三角瓶中，置于磁力搅拌器上搅拌均匀，放入超声波

－微波组合反应系统中进行处理。处理完的黄秋葵
溶液于 5000 r /min、4 ℃下离心 15 min，取上清液，加
水定容至 50 mL 备用。采用苯酚－硫酸法测定黄秋
葵超微粉中多糖的含量［9］。绘制葡萄糖标准曲线为
y = 0.0098x + 0.0095，相关系数 Ｒ2 = 0.9996 计算多糖
得率。
多糖得率( % ) =提取的多糖质量 /黄秋葵超微

粉质量 × 100
1.2.3 单因素实验
1.2.3.1 料液比对多糖得率的影响 选取微波时间
2 min，微波功率 800 W，超声波时间 15 min，超声波
功率 700 W 的条件，考察不同料液比 1 ∶ 40、1 ∶ 60、
1∶ 80、1∶ 100、1∶ 120 ( g∶ mL) 对多糖得率的影响。
1.2.3.2 微波时间对多糖得率的影响 选取超声波
时间 15 min，微波功率 800 W，超声波功率为 700 W，
料液比 1 ∶ 100 ( g ∶ mL) 的条件，考察不同微波时间
0.5、1、2、3、4 min对多糖得率的影响。
1.2.3.3 超声波时间对多糖得率的影响 选取微波
时间 2 min，微波功率 800 W，超声波功率为 700 W，
料液比 1∶ 100 ( g∶ mL) 的条件，考察不同超声波时间
5、10、15、20、25 min对多糖得率的影响。

1.2.3.4 超声波功率对多糖得率的影响 选取微波
时间 2 min，微波功率 800 W，超声波时间为 15 min，
料液比 1∶ 100 ( g∶ mL) 的条件，考察不同超声波功率
100、300、500、700、900 W对多糖得率的影响。
1.2.4 Box－Behnken 中心组合实验设计 在单因素
实验的基础上，选择 3 个对多糖得率影响较大的因
素，每个因素选取三个水平，以多糖得率为响应值，

建立三因素三水平的 Box－Behnken 中心组合实验，
如表 1。

表 1 响应曲面设计实验因素水平和编码
Table 1 Independent variables and their levels used

in the response surface design

因素
水平

－1 0 1
A微波时间( min) 1 2 3
B超声波时间( min) 10 15 20
C超声波功率( W) 500 700 900

1.2.5 体外抗氧化活性实验 在最佳工艺条件下提
取的黄秋葵超微粉多糖溶液用四倍体积乙醇醇沉得

多糖沉淀，将其在－80 ℃下冷冻干燥得到多糖粉，配
制一定浓度的多糖溶液，测定所得多糖的体外抗氧

化活性。
1.2.5.1 DPPH自由基清除率的测定 取 4 支试管分
别编号，0 号试管只加入浸提试剂，1 号试管加入浸
提试剂和 2.4 mL 0.1 mmoL /L DPPH 自由基乙醇溶
液，2 号试管分别加入 2.4 mL 0.1 mmoL /L DPPH 自
由基乙醇溶液、浸提试剂以及多糖溶液，3 号试管加
入无水乙醇、浸提试剂以及多糖溶液充分混匀，黑暗
处静置 30 min，测 517 nm处的吸光值［10］。分别记为
An ( n取 0～3) 。清除率计算公式:
清除率( % ) =［1－ ( A2 －A3 ) /A1］× 100

1.2.5.2 超氧阴离子自由基清除率的测定 取 4 支
试管分别加入 5 mL Tris－HCl 缓冲液，0、1 号试管加
入 50 μL浸提试剂，2、3 号试管加入 50 μL待测的多
糖溶液，25 ℃下静置 20 min，0、3 号加入 40 μL盐酸，
1、2 号加 40 μL 25 mmoL /L 邻苯三酚，混匀计时，保
证每个试管反应 3 min后加入 50 μL DTT终止反应，
316 nm处测定吸光值［11］。吸光值分别记为 An ( n 取
0～3) 。清除率计算公式:
清除率( % ) =［( A1 －A2 + A3 ) /A1］× 100

1.2.5.3 羟自由基清除率的测定 取 5 支试管加入
PBS( pH = 7.4) 缓冲溶液，0、1、3 号试管加入蒸馏水，
3、4 号试管加入待测多糖溶液，0、1、2 号试管加入浸
提试剂，1、2、4 号试管加入 7.5 mmol /L的邻二氮菲和
硫酸亚铁溶液，2、4 号管加入 1%双氧水，37 ℃静置
90 min，536 nm 处测定吸光值［12］。吸光值分别记为
An ( n取 0～4) 。清除率计算公式:
清除率( % ) =［( A4 －A3 －A2 ) /A1 －A2］× 100

1.2.5.4 还原力测定 取 0、1 号试管，分别加入蒸馏
水和待测的多糖溶液，再向 0、1 号加入 PBS ( pH =
6.6) 缓冲液和 1%铁氰化钾溶液，充分混匀后于50 ℃
下放置 20 min，快速冷却后加入 10% TCA，混匀，
5000 r /min离心 10 min，取上清液加 1%三氯化铁溶
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液和蒸馏水，混匀静置 5 min，在 700 nm 处测定吸光
值［13］。其中，还原能力的大小与吸光值成正相关。

2 结果与分析
2.1 单因素实验
2.1.1 料液比对多糖得率的影响 由图 1 可知，多糖
得率随料液比的增加呈现先增大后降低的趋势，在

料液比为 1 ∶ 100 ( g ∶ mL ) 时，多糖得率最大为
27.20%。分析原因可能是溶剂体积的增加使得溶液
中多糖浓度下降，使得多糖扩散的压力差增大，利于

多糖扩散，但是多糖的扩散量是一定的，继续加大溶

剂比例，也不会促进多糖扩散［14］。因此选择适宜料
液比为 1∶ 100 ( g∶ mL) 左右。

图 1 料液比对多糖得率的影响
Fig.1 Effect of ratios of material to water

on the yield of polysaccharides

2.1.2 微波时间对多糖得率的影响 由图 2 可知，黄
秋葵中多糖的得率随着微波时间的延长呈现先增大

后趋势变化不显著，多糖得率在 2 min 处最高，达到
24.96%。这是由于随着处理时间的延长，微波处理
会破坏细胞壁，使多糖更加容易溶出，因此得率在

2 min以前有上升趋势并在 2 min时取得最大值。微
波处理时间超过 2 min，细胞中多糖几乎全部溶出，
得率增加不明显［15］。综合考虑浸提时间、消耗能量
以及减少原料浪费等因素，因此选择适宜微波处理

时间为 2 min左右。

图 2 微波时间对多糖得率的影响
Fig.2 Effect of microwave time
on the yield of polysaccharides

2.1.3 超声波时间对多糖得率的影响 由图 3 可知，
多糖得率随超声波时间的延长呈现先增大后降低的

趋势，在超声处理 15 min 时，多糖得率达到最大为
27.6%。由于较短时间内，超声开始对细胞进行破
碎，多糖得以释放，随着超声时间的增长，多糖破坏

为单糖，同时超声波空化效应作用力减小，使黄秋葵

颗粒表面对多糖吸附力增加，影响多糖析出［16］。因
此选择适宜超声波时间为 15 min左右。

图 3 超声波时间对多糖得率的影响
Fig.3 Effect of ultrasonic time
on the yield of polysaccharides

2.1.4 超声波功率对多糖得率的影响 由图 4 可知，
随着超声波功率的增大呈现先增加后降低的趋势，

700 W时多糖得率最大为 27.49%。随着超声功率的
增加超声的空化作用随之加强，细胞充分破裂多糖

加速溶出; 当超声波功率过大时，可能会引起局部溶

液瞬时升温，使多糖分子链裂解，多糖得率有所降

低［16］。因此选择适宜超声波功率为 700 W左右。

图 4 超声波功率对多糖得率的影响
Fig.4 Effect of ultrasonic power
on the yield of polysaccharides

2.2 BBD实验结果及数据分析
2.2.1 BBD实验设计方案及结果 根据单因素实验
结果，由 SPSS 18.0 软件方差分析得，除料液比对得
率影响不显著外( p ＞ 0.05 ) ，其余各因素对多糖得率
存在显著影响( p ＜ 0.05) ，因此选用微波时间、超声波
时间、超声波功率三个因素进行响应面处理获得最
优条件。由 Design－Expert 8.0.5 统计分析软件设计
三因素三水平实验，通过 Box－Behnken 实验设计出
17 个实验方案及结果见表 2。
2.2.2 回归方程拟合及方差分析 采用 Design －
Expert 8.0.5 对实验数据进行回归分析，结果见表 3。
得到回归方程:

Y = 27.47 + 0.16A － 0.28B + 1.27C + 0.40AB +
0.015AC－0.020BC－1.13A2 －0.69B2 －1.39C2

回归模型的显著水平不高，模型显著( p ＜ 0.05) ，
失拟项是用来评估方程可靠性的重要依据，本实验

失拟项 F值为 0.25，p值为 0.8550 ＞ 0.05，说明该模型
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表 2 响应面分析实验设计及多糖得率
Table 2 ＲSM design and polysaccharides yield

实验号 A B C 多糖得率
( % )

1 － 1 1 0 25.08
2 0 － 1 － 1 24.72
3 0 1 1 26.02
4 － 1 － 1 0 26.22
5 0 0 0 28.04
6 1 1 0 25.89
7 － 1 0 － 1 23.14
8 － 1 0 1 26.12
9 1 0 － 1 23.75
10 0 0 0 26.17
11 0 － 1 1 26.84
12 1 0 1 26.79
13 0 0 0 28.65
14 0 0 0 26.86
15 0 0 0 27.65
16 0 1 － 1 23.98
17 1 － 1 0 25.43

失拟项不显著，能对相关反应进行预测。信噪比为

表 3 回归模型及方差分析
Table 3 Analysis of variance of regression equation

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 p值 显著性

模型 31.65 9 3.52 5.42 0.0182 *
A 0.21 1 0.21 0.33 0.5860 N
B 0.63 1 0.63 0.97 0.3581 N
C 12.95 1 12.95 19.98 0.0029 ＊＊
AB 0.64 1 0.64 0.99 0.3536 N
AC 9.000E－004 1 9.000E－004 1.388E－003 0.9713 N
BC 1.600E－003 1 1.600E－003 2.467E－003 0.9618 N
A2 5.37 1 5.37 8.28 0.0237 *
B2 2.00 1 2.00 3.09 0.1224 N
C2 8.19 1 8.19 12.63 0.0093 ＊＊
残差 4.54 7 0.65
失拟项 0.73 3 0.24 0.25 0.8550 N
纯误差 3.81 4 0.95
总变异 36.19 16

注:＊＊表示影响极显著，p≤0.01; * 表示影响显著，p≤0.05; N表示影响不显著，p ＞ 0.05。

5.077 ＞ 4，表明该模型拟合度和可信度都较高。因此
不同提取条件下黄秋葵超微粉中多糖得率的变化可

用此模型方程来预测。
2.2.3 响应面图分析 根据回归模型，将任一因素
固定在零水平，能够得到反映另外 2 个因素及其交
互作用影响的响应曲面和等高线图，结果如图 5。
由图 5 及表 3 可知，模型中的 C( 超声波功率) 和

C2 ( 超声波功率二次项) 对黄秋葵超微粉中多糖得率

有极显著影响，A2 ( 微波时间二次项) 对黄秋葵超微

粉中多糖得率有显著影响，而在微波时间和超声波

时间、微波时间和超声波功率以及超声波时间和超

声波功率的相互作用下，对黄秋葵超微粉中多糖得

率影响不显著。综合各图表数据所得，这 3 个因素
对黄秋葵超微粉中多糖得率的影响大小顺序为超声

波功率 ＞超声波时间 ＞微波时间。
2.2.4 黄秋葵超微粉多糖提取工艺条件的确定与验
证 依据回归模型经过 Design－Expert 8.0.5 软件分
析得到黄秋葵超微粉中多糖提取的最佳提取工艺参

数为: 微波时间 2.04 min、超声波时间 14.01 min、超声
波功率 791.70 W。在此条件下，黄秋葵超微粉中多
糖得率的预测值为 27.7963%。联系现实考虑节能问
题对上述条件进行修正，最终的优化条件为微波时

间 2 min、超声波时间 14 min、超声波功率 800 W。采
用上述优化提取条件重复实验 3 次，经验证，得到的
平均得率为 27.68%，与理论预测值 27.7963%相比差
0.42%，相对误差较小，说明该模型能较好的预测实
际得率。

2.3 黄秋葵超微粉中多糖的抗氧化活性分析结果
由 Excel 2007 作样品浓度关于自由基清除率二

次线性方程，当清除率为 50%时计算所需样品浓度
得 IC50，其中 y表示自由基清除率，x表示样品浓度。
2.3.1 DPPH 自由基清除能力 如图 6，黄秋葵超微
粉多糖对 DPPH自由基的清除率随着多糖浓度的增
加而增强。浓度在 1～2 mg /mL 范围内，清除率增加
趋势较快，多糖液浓度为 2 mg /mL 时，清除率是
58.4%，2～5 mg /mL范围内，清除率增加放缓，当多糖
液的浓度达到 5 mg /mL 时，其 DPPH 自由基清除率
达到了 92.0%，其 IC50值为 1.53 mg /mL，根据表 4 可
知，在四个自由基清除体系中，DPPH 自由基清除体
系中的 IC50值最小，说明相比较其它三种自由基，

DPPH自由基的清除率在 50%时所需多糖溶液浓度
最低，因此多糖在 DPPH自由基清除体系中的抗氧化
能力表现最好。
2.3.2 超氧阴离子自由基清除能力 如图 7，随着多
糖浓度的增加，对超氧阴离子自由基的清除率随之
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图 5 两因素的交互作用对多糖得率的响应面图和等高线图
Fig.5 Ｒesponse surface and contour plots showing the interactive effects of two factors on the yield of polysaccharides

表 4 黄秋葵超微粉多糖清除自由基 IC50值

Table 4 Scavenging free radical IC50 value of polysaccharides from superfine powder of okra

抗氧化能力 线性方程 相关系数( Ｒ2 ) IC50 ( mg /mL)
清除 DPPH自由基能力 y = 12.23x + 31.23 0.9918 1.53
清除超氧阴离子自由基能力 y = 11.24x + 3.66 0.9672 4.12
清除羟自由基能力 y = 6.37x + 9.39 0.9728 6.38
还原力 y = 0.202x－0.0034 0.9973 2.49

图 6 黄秋葵超微粉多糖对 DPPH自由基的清除率
Fig.6 Scavenging rate of DPPH free radicals of
polysaccharides from superfine powder of okra

增加。在 1 ～ 3 mg /mL 范围里，增加较为快速，在
3～5 mg /mL范围内，超氧阴离子自由基清除率增加缓

图 7 黄秋葵超微粉多糖对超氧阴离子自由基的清除率
Fig.7 Scavenging rate of O －

2·of

polysaccharides from superfine powder of okra

慢。当浓度为 5 mg /mL，超氧阴离子自由基清除率是
44.2%。其 IC50值为 4.12 mg /mL。
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2.3.3 羟自由基清除能力 如图 8，随着多糖浓度的
增加，对羟自由基的清除率随之增加。在 1～3 mg /mL
范围里，增加较为快速，在 3～5 mg /mL 范围内，羟自
由基清除率增加缓慢。当浓度为 5 mg /mL，羟自由
基清除率 49.2%。其 IC50值为 6.38 mg /mL。

图 8 黄秋葵超微粉多糖对羟自由基的清除率
Fig.8 Scavenging rate of·OH of

polysaccharides from superfine powder of okra

2.3.4 还原力的测定 由图 9 可得，黄秋葵超微粉多
糖具有较强的还原力，随着多糖浓度的增加其还原

力越强。在 1～5 mg /mL范围内增长趋势接近于线性
增加。在 5 mg /mL 时，多糖还原力高达 0.995。其
IC50值为 2.49 mg /mL。

图 9 黄秋葵超微粉多糖的还原力测定
Fig.9 Determination of reducing force of

polysaccharides from superfine powder of okra

3 结论
采用响应面法对黄秋葵超微粉多糖提取条件进

行优化，建立了黄秋葵超微粉多糖得率与微波时间、
超声波时间、超声波功率这三种因素的二次多项回
归模型。由该模型优化的多糖提取条件为料液比
1∶ 100 ( g∶ mL) 、微波时间 2 min、超声波时间 14 min、
超声波功率 800 W。经验证，得到的实际测定值为
( 27.68% ±0.42% ) 。说明该模型能较好的预测实际
得率，用响应面法对黄秋葵超微粉中多糖提取条件

进行优化准确可行。抗氧化活性实验表明黄秋葵超
微粉多糖对 DPPH自由基、超氧阴离子自由基、羟自

由基均有一定的清除能力并且具有较强的还原能

力。多糖在四种体系中的 IC50值分别是 1.53、4.12、
6.38 和 2.49 mg /mL，说明黄秋葵超微粉多糖具有较
好的抗氧化活性。
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