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　 　 摘要:　 以银杏(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌ.)果实(白果)为原料ꎬ利用响应面分析法优化白果多糖的提取工艺ꎬ并分析白

果多糖的抑菌活性ꎮ 以多糖得率为指标ꎬ通过单因素试验及响应面分析ꎬ探讨液料比、提取温度及提取时间等因素

对白果多糖得率的影响ꎬ从而建立白果多糖的提取工艺模型ꎬ得出其最佳提取工艺条件ꎻ结合牛津杯法及二倍稀释

法ꎬ分析白果多糖的抑菌活性及最小抑菌质量浓度ꎮ 结果表明ꎬ白果多糖的最佳提取工艺条件如下:液料比４５ ｍｌ ∶
１ ｇꎬ９５ ℃浸提 ３􀆰 ０ ｈꎬ在该条件下多糖得率为 １９􀆰 ６７％ꎮ 抑菌试验结果表明ꎬ白果多糖对细菌有一定的抑制活性ꎬ对
枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)的抑制活性最强ꎬ最小抑菌质量浓度为 ２􀆰 ５０ ｍｇ / ｍｌꎻ白果多糖对大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅ￣
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)的抑制活性也较强ꎬ当白果多糖质量浓度为 １５􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ抑菌圈直径约为 ２􀆰 ２５ ｃｍꎻ白果多糖对真菌

几乎无抑制活性ꎬ因而不具有广谱抑菌活性ꎮ
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ｈａｓ ｎｏ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌ. ｆｒｕｉｔ(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｓｅｅｄ)ꎻ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎻ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄꎻ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 银杏(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌ.)的果实俗称白果ꎬ又名

鸭脚子、灵眼、佛指柑[１]ꎮ 随着银杏种植规模的不

断扩大ꎬ白果的产量也随之增加ꎬ民间有“白果有

毒” [２￣３]的说法ꎬ从而使白果的加工利用受到限制ꎬ
严重影响了银杏产业的发展ꎬ因此亟需研究和挖掘

具有高新技术含量的白果深加工产品ꎮ 多糖是一种

结构复杂的高分子化合物ꎬ具有多种生物活性[４￣７]ꎬ
在生物体内起着重要作用ꎮ 大量研究发现ꎬ银杏叶、
外种皮中的多糖具有免疫调节[８]、抗肿瘤[８￣９]、抗衰

老[１０￣１１]等生物活性ꎮ 也有研究发现ꎬ很多植物来源

的多糖具有抑菌活性ꎬ例如姚以才等[１２] 研究发现ꎬ
芦根多糖对酵母菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌

和黑曲霉均有不同的抑菌活性ꎻＪｉａｎｇ 等[１３] 以金黄

色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌及大肠杆菌为供试菌ꎬ研
究了花生水溶性粗多糖的抑菌活性ꎬ认为当其质量

浓度为 １２􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ可以抑制革兰氏阳性菌的生

长ꎻ蔡铭等[１４]、袁海娜[１５]、胡国元等[１６]、孟俊龙

等[１７]、万艳娟等[１８]、陈灿辉等[１９]也分别对黑木耳多

糖、仙人掌多糖、金针菇多糖、香菇多糖、南瓜多糖、
竹笋多糖等的抑菌活性进行了分析ꎮ 但是目前有关

白果多糖抑菌活性的相关研究仍较少[２０￣２１]ꎮ
在前期的研究中ꎬ笔者已经对白果蛋白[２２]、白

果酚酸[３]的抑菌活性进行了探讨ꎮ 本研究在对白

果多糖提取工艺进行优化的基础上ꎬ对白果多糖的

抑菌活性进行分析ꎬ以期为挖掘白果价值、促进白果

的应用提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

本试验所用白果为大佛指ꎬ购自江苏省泰州市集

泰农产品有限公司ꎮ 将白果冷冻、干燥、粉碎后过 ４０
目筛ꎬ用石油醚脱色、脱脂后得到白果粉ꎬ备用ꎮ

本试验所用主要试剂石油醚、无水乙醇、丙酮、
乙醚、三氯乙酸、硝酸钠、硫酸镁、磷酸氢二钾、硫酸

亚铁、氯化钾(分析纯)与高温淀粉酶、糖化酶(化学

纯)ꎬ购自国药集团化学试剂有限公司ꎻ牛肉膏、蛋
白胨、琼脂粉、虎红琼脂粉等(分析纯)ꎬ购自上海博

微生物科技有限公司ꎮ

本试验所用 ２ 种细菌[大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏ￣
ｌｉ)、金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)]和 ３ 种

真 菌 [ 戴 尔 凯 氏 有 孢 圆 酵 母 ( Ｔｏｒｕｌａｓｐｏｒａ ｄｅｌ￣
ｂｒｕｅｃｋｉｉ)、鲁氏毛霉(Ｍｕｃｏｒ ｒｏｕｘｉａｎｕｓ)、黑根霉(Ｒｈｉ￣
ｚｏｐｕｓ ｎｉｇｒｉｃａｎｓ)]由运城学院食品微生物与发酵实

验室提供ꎻ另外 ２ 种细菌[枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ)、绿脓假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)]
和另外 ３ 种真菌[产紫青霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｐｕｒｐｕｒｏｇｅ￣
ｎｕｍ)、黑曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ)、沙门柏干酪青霉

(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｃａｍｅｍｂｅｒｔｉ)]由南京林业大学食品科学

与工程实验室提供ꎮ 所有细菌均用牛肉膏蛋白胨琼

脂培养基培养ꎬ戴尔凯氏有孢圆酵母用虎红琼脂培

养基培养ꎬ其余真菌均用察氏培养基培养ꎮ
１.２　 主要仪器

Ｒ￣２１０ 旋转蒸发仪ꎬ产自瑞士 ＢＵＣＨＩꎻＬａｍｂｄａ ３５
紫外可见分光光度计ꎬ产自美国 ＰｅｒｋｉｎＥｉｍｅｒꎻ２￣１６ｋ
台式高速冷冻离心机ꎬ产自德国 ＳＩＧＭＡꎻＡＬＰＨＡ １￣２
ＬＤ ｐｌｕｓ 冷冻干燥机ꎬ产自德国 ＣｈｒｉｓｔꎻＨＨＳ￣２５０Ｂ 恒温

恒湿培养箱ꎬ产自南京恒裕仪器设备制造有限公司ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 白果多糖的制备　 (１)白果多糖的浸提流程:
脱脂白果粉→９５ ℃水浴浸提并加 ０􀆰 １％高温 α￣淀粉

酶酶解约 １ ｈ(通过 ＫＩ 定性检测判断原料中的淀粉是

否完全水解)→加 ０􀆰 １％糖化酶→９５ ℃保温浸提→过

滤ꎬ取上清液→旋转蒸发→４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ
取上清液→调节 ｐＨ 值为 ４􀆰 ６２ →静置过夜除蛋白

质→４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液→用 ３ 倍体积

的 ９５％乙醇沉淀、过夜→５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取
沉淀→分别用无水乙醇、无水乙醚、无水丙酮洗涤沉

淀→－４０ ℃冷冻干燥约 ４８ ｈ→白果粗多糖ꎮ
(２)白果多糖精制流程:白果粗多糖复溶于蒸馏

水→４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液→Ｓｅｖａｇ 法脱

蛋白质→透析→旋蒸浓缩→分级醇沉→９ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心１０ ｍｉｎ→收集沉淀(５０％~ ８０％醇沉)→无水丙

酮、无水乙醚洗涤→风干→冷冻干燥→白果精制多

糖ꎬ醇沉过程中用的醇为乙醇ꎮ 其中ꎬＳｅｖａｇ 法脱蛋白

质的步骤:按１ ｇ ∶ １８ ｍｌ的料液比将粗多糖充分复溶

于蒸馏水中ꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液ꎻ将
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上清液与 Ｓｅｖａｇ 试剂(三氯甲烷、正丁醇的体积比为

４ ∶ １)按２ ∶ １ 的体积比混合ꎬ充分振荡 ３０ ｍｉｎꎬ进行

脱蛋白质处理ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎꎬ取上清液ꎮ 重

复多次上述脱蛋白质操作ꎬ直至中间的蛋白质层消失

并且于 ２８０ ｎｍ 紫外检测无明显吸收峰ꎮ
分级醇沉的步骤:将复溶脱蛋白质后的多糖溶液

蒸发浓缩至原体积的 １ / ５ꎬ往其中加入无水乙醇ꎬ使
其终浓度为 ５０％ꎬ静置过夜ꎬ９ ０００ ｒ / ｍｉｎ高速离心 １０
ｍｉｎꎬ取上清液并量体积后ꎬ继续加入无水乙醇ꎬ使其

终浓度为 ８０％ꎬ静置过夜后于９ ０００ ｒ / ｍｉｎ高速离心 １０
ｍｉｎꎬ收集沉淀得５０％~８０％醇沉级分ꎮ

(３)白果多糖得率的计算:白果多糖得率 ＝ [粗
多糖质量(ｇ) /原料质量(ｇ)]×１００％ꎮ

(４)精制白果多糖纯度的分析:采用考马斯亮蓝

法对步骤(２)中得到的精制白果多糖中的蛋白质含量

进行分析测定(回归模型为Ｙ＝ ６􀆰 ４００ｘ＋０􀆰 ００９ꎬＲ２ ＝
０􀆰 ９９８ ０ꎬ其中 ｘ 为牛血清蛋白含量ꎬＹ 为吸光度)ꎬ并
计算其含量ꎬ测定波长为 ５９５ ｎｍꎻ采用蒽酮￣硫酸法对

精制白果多糖中的白果多糖含量进行分析测定(回归

模型为Ｙ＝ ０􀆰 ６１６ｘ－０􀆰 ００７ ３ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ５ꎬ其中 ｘ 为白

果多糖含量ꎬＹ 为吸光度)ꎬ并计算其纯度ꎬ测定波长

为 ６３０ ｎｍꎮ 结果表明ꎬ该白果多糖中的蛋白质含量为

１􀆰 ０３％ꎬ白果多糖纯度为 ９２􀆰 ３９％±０􀆰 ０１％ꎮ
１.３.２　 单因素试验　 分别称取 ５􀆰 ０ ｇ 脱脂白果粉于

５００ ｍｌ 锥形瓶中ꎬ以蒸馏水为提取液ꎬ设置不同液料

比(１５ ｍｌ ∶ １ ｇ、２５ ｍｌ ∶ １ ｇ、３５ ｍｌ ∶ １ ｇ、４５ ｍｌ ∶ １ ｇ、
５５ ｍｌ ∶ １ ｇ)、不同浸提时间(１􀆰 ０ ｈ、２􀆰 ０ ｈ、３􀆰 ０ ｈ、４􀆰 ０
ｈ、５􀆰 ０ ｈ)、不同浸提温度(４５ ℃、５５ ℃、６５ ℃、７５
℃、８５ ℃、９５ ℃) 及不同提取次数 ( １ 次、２ 次、３
次)ꎬ按照方法 １􀆰 ３􀆰 １ 中的白果多糖提取工艺路线对

白果多糖进行水浴浸提和乙醇沉淀ꎬ冷冻干燥后称

质量ꎬ考察不同因素对白果多糖得率的影响ꎮ
１.３.３　 响应面优化试验　 应用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ７.０ 软

件ꎬ根据 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ(ＢＢＤ)中心组合试验设

计原理ꎬ综合单因素试验结果ꎬ选取对多糖得率有显

著影响的 ３ 个因素[液料比(ｘ１)、浸提时间(ｘ２)、浸提

温度(ｘ３)]为自变量ꎬ采用响应面分析法设计 ３ 因素

３ 水平试验方案ꎬ以多糖得率为指标ꎬ对多糖提取工

艺条件进行优化ꎮ 试验因素与水平的设置见表 １ꎮ
根据试验所得数据进行回归拟合ꎬ建立回归模型ꎮ
１.３.４　 抑菌活性研究　 (１)菌悬液的制备ꎮ 采用牛

肉膏蛋白胨固体培养基平板进行细菌接种ꎬ于 ３７ ℃

进行培养活化ꎻ细菌菌悬液的制备采用麦氏比浊法ꎬ
调节 ＯＤ５４０为 ０􀆰 １５ꎬ制备活菌量约为 １０８ ＣＦＵ / ｍｌ的
细菌菌悬液ꎬ备用ꎮ 取灭菌竹签ꎬ在各真菌平板上挑

取真菌孢子或菌丝于装有 １０ ｍｌ 无菌水的离心管

中ꎬ涡旋振荡混匀ꎬ得真菌菌悬液ꎬ备用ꎮ

表 １　 响应面分析的因素与水平设置

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ(ＲＳＭ)

水平

因素

ｘ１:液料比
(ｍｌ ∶ ｇ)

ｘ２:浸提时间
(ｈ)

ｘ３:浸提温度
(℃)

－１ ３５ ∶ １ ２.０ ７５

０ ４５ ∶ １ ３.０ ８５

１ ５５ ∶ １ ４.０ ９５

　 　 (２)抑菌活性及最小抑菌质量浓度(ＭＩＣ)的分

析ꎮ 用牛津杯法进行抑菌活性试验ꎬ用 ２ 倍稀释法

分析最小抑菌质量浓度ꎮ 制备带菌平板并按正三角

形排列放置牛津杯ꎬ将各 ０􀆰 ２ ｍｌ 不同质量浓度梯度

的多糖溶液加入牛津杯中ꎬ以同体积的无菌水作空

白对照ꎮ 于(４±１) ℃冰箱中进行 ４ ｈ 扩散处理后ꎬ
将细菌于 ３７ ℃培养 ２４ ｈꎬ将真菌于 ２８ ℃培养 ７２ ｈꎬ
观察各培养皿中菌落的生长情况并用十字交叉法记

录抑菌圈直径ꎬ以几乎无菌生长(抑菌圈直径≥３􀆰 ３
ｃｍ)的最低多糖溶液质量浓度作为 ＭＩＣ[２３]ꎮ 每组

试验重复 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 单因素试验结果分析

２.１.１　 液料比对白果多糖得率的影响 　 液料比是

影响物质溶出的关键因素之一ꎬ在活性成分的浸提

过程中ꎬ适当增加溶剂用量ꎬ可有效增加物质的溶出

量ꎮ 将白果粉分别以 １５ ｍｌ ∶ １ ｇ、 ２５ ｍｌ ∶ １ ｇ、
３５ ｍｌ ∶ １ ｇ、４５ ｍｌ ∶ １ ｇ 和 ５５ ｍｌ ∶ １ ｇ 的液料比与蒸

馏水混合搅匀后ꎬ于 ９０ ℃水浴浸提 ５􀆰 ０ ｈꎮ 如图 １
所示ꎬ多糖得率随液料比的增大而提高ꎬ当液料比为

４５ ｍｌ ∶ １ ｇ 时ꎬ多糖得率最高ꎬ为 １８􀆰 ４８％ꎬ显著高于

液料比为 ３５ ｍｌ ∶ １ ｇ 时的多糖得率(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ随着

液料比继续增加ꎬ多糖得率的变化不显著ꎬ说明此时

物质扩散已达平衡状态ꎬ继续增加液料比对提高多

糖得率的影响不大ꎬ并且溶剂用量的增大会极大增

加后期的浓缩负荷及乙醇沉淀成本ꎮ 综上ꎬ选择 ４５
ｍｌ ∶ １ ｇ 的液料比进行后续试验ꎮ
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不同处理间标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 液料比对白果多糖得率的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ￣ｔｏ￣ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａ￣
ｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｓｅｅｄ

２.１.２　 浸提时间对白果多糖得率的影响　 浸提过程

主要通过原料颗粒与浸提液的充分接触而实现目标

物质的溶出ꎮ 在一定的提取条件下ꎬ浸提时间的长短

对目标物质是否能够充分溶出有重要影响ꎮ 从图 ２
可以看出ꎬ当浸提时间为１.０~３􀆰 ０ ｈ 时ꎬ随着浸提时间

的延长ꎬ多糖得率从 １２􀆰 ３４％提高至 １８􀆰 ５２％ꎬ并且各

处理间的多糖得率差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ进一步延长

浸提时间至４.０~５􀆰 ０ ｈ 后ꎬ多糖得率的变化趋于平缓ꎬ
可见更长浸提时间对多糖得率的影响不显著ꎮ 适宜

的浸提时间有利于原料颗粒细胞的细胞膜破裂ꎬ从而

促进多糖溶出ꎬ提高多糖得率ꎬ但是当物质溶出达到

平衡后ꎬ浸提时间的继续延长反而会增加能耗ꎬ降低

效率ꎬ并且增加了杂质溶出的机会ꎮ 综上ꎬ选择 ３􀆰 ０ ｈ
的浸提时间进行后续试验ꎮ

不同处理间标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 浸提时间对白果多糖得率的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｓｅｅｄ

２.１.３　 浸提温度对白果多糖得率的影响 　 在一般

情况下ꎬ目标化合物在溶剂中的溶解度随着温度的

升高而提高ꎮ 研究发现ꎬ较高的温度能极大地减弱

由范德华力、氢键等引起的溶质与基质之间的相互

作用力ꎬ加速溶质分子的解析ꎬ从而使溶质从基质中

快速溶出ꎮ 从图 ３ 可以看出ꎬ多糖得率随着浸提温

度的升高而不断提高ꎬ在４５~ ８５ ℃ 温度范围内ꎬ随
着浸提温度的升高ꎬ多糖得率先显著提高 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ之后趋于平缓ꎬ当浸提温度由 ８５ ℃ 提高至

９５ ℃时ꎬ多糖得率的变化不显著ꎮ 主要是由于温度

的升高可以加速多糖类物质的渗透、扩散等ꎬ使其更

容易被提取出来ꎬ但是温度过高容易对多糖的结构

和性能产生影响ꎮ 综上ꎬ本试验选择 ８５ ℃的浸提温

度进行后续白果多糖的浸提试验ꎮ

不同处理间标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 浸提温度对白果多糖得率的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃ￣
ｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｓｅｅｄ

２.１.４　 浸提次数对白果多糖得率的影响 　 为了使

原料得到充分利用ꎬ白果粉用蒸馏水浸提 １ 次后ꎬ过
滤浸提液ꎬ取上清液ꎬ然后将沉淀按照方法 １.３.１ 的

浸提工艺路线依次进行 ２ 次、３ 次、４ 次浸提ꎮ 如图

４ 所示ꎬ浸提 １ 次后ꎬ白果粉的多糖得率为 １８􀆰 ４１％ꎬ
重复浸提 １ 次 (浸提 ２ 次) 后累计多糖得率为

２１􀆰 ２７％ꎬ较浸提 １ 次的多糖得率显著提高 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ但浸提 ３ 次、４ 次后的累计多糖得率分别为

２１􀆰 ５１％、２１􀆰 ７１％ꎬ与浸提 ２ 次的结果无显著差异ꎮ
由此可见ꎬ从提高效率、经济节约的角度考虑ꎬ选择

浸提 ２ 次为宜ꎮ
２.２　 响应面优化浸提工艺试验结果分析

２.２.１　 回归模型的建立及方差分析 　 根据响应面

试验结果(表 ２)ꎬ用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ 软件对多糖得率

进行回归拟合ꎬ 建立如下回归模型: Ｙ＝ １９.２１＋
０.３６ｘ１＋０.５３ｘ２＋ ２.７６ｘ３－ ０.６４ｘ１ｘ２－ ０.８３ｘ１ｘ３－ １.７０ ｘ２

１－
２.０７ｘ２

２－１.３９ｘ２
３ꎬ式中ꎬＹ 为多糖得率ꎬｘ１、ｘ２、ｘ３分别为

液料比、浸提时间、浸提温度ꎮ
方差分析和显著性检验结果(表 ３)表明ꎬ回归

模型自变量中的一次项 ｘ２、ｘ３ꎬ交互项 ｘ１ｘ３及二次项

ｘ２
１、ｘ２

２、ｘ２
３ 这 ６ 项均为极显著项ꎬ一次项 ｘ１、交互项
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ｘ１ｘ２项为显著项ꎬ表明液料比、浸提时间、浸提温度

均对多糖得率有显著或极显著影响ꎮ 由表 ３ 还可以

看出ꎬ失拟 Ｆ 值为 ０􀆰 ９７ꎬ说明使用该模型进行拟合

的效果很好ꎻ失拟项的Ｐ>０􀆰 ０５０ ０ꎬ表明使用该模型

时其他因素对试验结果的干扰较小ꎻ多糖得率回归

模型的Ｐ<０. ０００ １ꎬ表明该回归模型能很好地预测

白果多糖的提取情况ꎮ

不同处理间标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 浸提次数对白果多糖得率的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｓｅｅｄ

表 ２　 响应面中心组合试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ￣
ｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号
水平

ｘ１: 液料比 ｘ２:浸提时间 ｘ３:浸提温度

多糖得率
(％)

１ ０ ０ ０ １９.２０

２ １ １ ０ １６.００

３ ０ ０ ０ １８.７８

４ ０ ０ ０ １９.８５

５ １ －１ ０ １５.７７

６ １ ０ １ １８.３７

７ －１ ０ －１ １２.２０

８ ０ －１ －１ １２.９０

９ ０ ０ ０ １９.１２

１０ －１ －１ ０ １３.６０

１１ －１ １ ０ １６.３８

１２ ０ －１ １ １８.００

１３ －１ ０ １ １９.５０

１４ ０ ０ ０ １９.１２

１５ １ ０ －１ １４.４０

１６ ０ １ －１ １３.２０

１７ ０ １ １ １８.８９

表 ３　 回归模型方差分析与显著性检验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｍｏｄｅｌ

变异来源　 平方和 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

回归模型 １１１.２６ １３.９１ ９２.３０ <０.０００ １

ｘ１ １.０２ １.０２ ６.７６ ０.０３１ ６

ｘ２ ２.２２ ２.２２ １４.７０ ０.００５ ０

ｘ３ ６０.７５ ６０.７５ ４０３.１８ <０.０００ １

ｘ１ ｘ２ １.６２ １.６２ １０.７５ ０.０１１ ２

ｘ１ ｘ３ ２.７７ ２.７７ １８.４０ ０.００２ ７

ｘ２１ １２.２３ １２.２３ ８１.１９ <０.０００ １

ｘ２２ １８.１０ １８.１０ １２０.１２ <０.０００ １

ｘ２３ ８.１９ ８.１９ ５４.３４ <０.０００ １

残差 １.２１ ０.１５

失拟性 ０.５９ ０.１５ ０.９７ ０.５１０ ０

纯误差 ０.６１ ０.１５

总变异 １１２.４７
ｘ１为液料比ꎬｘ２为浸提时间ꎬｘ３为浸提温度ꎮ

２.２.２　 不同因素交互对白果多糖得率的影响 　 由

表 ３ 可知ꎬ多糖得率回归模型中的交互项 ｘ１ｘ２(液料

比与浸提时间的交互)作用影响显著ꎬｘ１ ｘ３(液料比

与浸提温度的交互)作用影响极显著ꎬ因而对其进

行交互作用响应面分析ꎮ
２.２.２.１　 液料比与浸提时间交互的影响　 由图 ５ 可

以看出ꎬ当浸提温度在 ０ 水平(８５ ℃)、液料比为 ３５
ｍｌ ∶ １ ｇ~４０ ｍｌ ∶ １ ｇ时ꎬ随着浸提时间的延长ꎬ多糖

得率先缓慢 升 高 后 略 微 降 低ꎻ 当 液 料 比 为 ４０
ｍｌ ∶ １ ｇ~５５ ｍｌ ∶ １ ｇ时ꎬ随着浸提时间的延长ꎬ多糖

得率呈现明显的先升后降的趋势ꎻ当浸提时间为

２􀆰 ０ ｈ 时ꎬ随着液料比的不断增大ꎬ多糖得率呈现先

缓慢升高后缓慢降低的趋势ꎬ当浸提时间延长至

３􀆰 ０ ｈ 时ꎬ多糖得率随着液料比的增大呈现显著的

先升后降的趋势ꎮ 当多糖得率较高时ꎬ液料比及浸

提时间均在 ０ 水平附近ꎮ
２.２.２.２　 液料比与浸提温度交互的影响　 由图 ６ 可

以看出ꎬ当浸提时间为 ０ 水平(３􀆰 ０ ｈ)、液料比为 ３５
ｍｌ ∶ １ ｇ~５５ ｍｌ ∶ １ ｇ时ꎬ随着浸提温度的升高ꎬ多糖

得率显著提高ꎻ当浸提温度为７５~ ９５ ℃ꎬ液料比的

变化对多糖得率的影响不明显ꎬ当浸提温度较低时ꎬ
随着液料比增大ꎬ多糖得率先升高后略有降低ꎬ当浸

提温度较高时ꎬ多糖得率较高ꎮ
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图 ５　 液料比与浸提时间交互作用对白果多糖得率的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｉｑｕｉｄ￣ｔｏ￣ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｓｅｅｄ

图 ６　 液料比与浸提温度交互作用对白果多糖得率的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｉｑｕｉｄ￣ｔｏ￣ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ
ｓｅｅｄ

２.２.３　 响应面优化及验证试验　 运用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ
７. ０ 软件ꎬ在设置多糖得率为极大值的条件下ꎬ得到

多糖浸提的最优理论条件如下:液料比４３􀆰 ３１ ｍｌ ∶ １
ｇꎬ浸提时间 ３􀆰 １５ ｈꎬ浸提温度 ９５ ℃ꎬ在此条件下的

多糖得率预测值为 ２０􀆰 ６６％ꎮ 结合实际情况ꎬ对最

优理论浸提条件进行调整ꎬ得到最佳浸提条件如下:
液料比 ４５ ｍｌ ∶ １ ｇꎬ浸提时间 ３􀆰 ０ ｈꎬ浸提温度 ９５
℃ꎬ在此条件下经 ３ 次试验验证得出ꎬ多糖得率为

１９􀆰 ６７％±０􀆰 ３９％ꎬ与预测值(２０􀆰 ６６％) 间的误差较

小ꎬ且 每 组 试 验 结 果 均 处 于 ９５％ 可 信 度 区 间

(１９􀆰 ６１％~ ２１􀆰 ７０％)ꎬ表明所得回归模型可以较好

地拟合白果多糖的浸提情况ꎮ
２.３　 抑菌活性分析

如表 ４ 所示ꎬ白果多糖对枯草芽孢杆菌(Ｂ.ｓｕｂ￣
ｔｉｌｉｓ)的抑制活性最强ꎬ当白果多糖质量浓度为 ０􀆰 １５

ｍｇ / ｍｌ时ꎬ其抑菌圈直径即达(１.９５±０􀆰 １２) ｃｍꎻ随着

白果多糖质量浓度的不断增加ꎬ其抑菌圈直径显著

增大(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ最小抑菌质量浓度为 ２􀆰 ５０ ｍｇ / ｍｌꎮ
白果多糖对大肠杆菌(Ｅ.ｃｏｌｉ)的抑制活性也较强ꎬ当
白果多糖质量浓度为 ５.００ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ抑菌圈直径为

２􀆰 ２５ ｃｍꎮ 此外ꎬ白果多糖对绿脓假单胞菌(Ｐ.ａｅｒｕｇ￣
ｉｎｏｓａ)、金黄色葡萄球菌(Ｓ.ａｕｒｅｕｓ)也有一定的抑制

作用ꎬ当白果多糖质量浓度为 １０􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ抑菌

圈直径均约为 １􀆰 ６０ ｃｍꎮ 本试验同时测定白果多糖

对戴尔凯氏有孢圆酵母( Ｔ. ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ)、鲁氏毛霉

(Ｍ.ｒｏｕｘｉａｎｕｓ)、黑根霉(Ｒ.ｎｉｇｒｉｃａｎｓ)、产紫青霉(Ｐ.
ｐｕｒｐｕｒｏｇｅｎｕｍ)、黑曲霉(Ａ. ｎｉｇｅｒ)、沙门柏干酪青霉

(Ｐ.ｃａｍｅｍｂｅｒｔｉ)６ 种真菌的抑制活性ꎬ发现白果多糖

对这 ６ 种真菌均没有表现出明显的抑制活性ꎮ 因此

认为ꎬ白果多糖不具有广谱抑菌活性ꎮ
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表 ４　 白果多糖的抑菌活性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

菌种　 　 　 　 白果多糖质量
浓度 (ｍｇ / ｍｌ)

抑菌圈直径　
(ｃｍ)　 菌种　 　 　 　 白果多糖质量

浓度 (ｍｇ / ｍｌ)
抑菌圈直径　

(ｃｍ)　

绿脓假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ) １０.００ １.６３±０.０５ａ 大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ) １０.００ ２.６１±０.０１ａ

５.００ １.４８±０.１２ａｂ ５.００ ２.２５±０.０３ｂ

２.５０ １.２４±０.１１ｂ ２.５０ ２.０５±０.１０ｂｃ

１.２５ １.０２±０.０４ｂ １.２５ １.７５±０.０４ｃ

０.６０ ０.５２±０.１０ｃ ０.６０ １.５８±０.１５ｃｄ

０.３０ 　 　 ０ｄ ０.３０ １.２８±０.２２ｄ

０.１５ 　 　 ０ｄ ０.１５ 　 　 ０ｅ

０ 　 　 ０ｄ ０ 　 　 ０ｅ

金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ) １０.００ １.５７±０.１０ａ 枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ) １０.００ 　 ≥４.０ａ

５.００ １.４８±０.１６ａ ５.００ ３.３８±０.１０ｂ

２.５０ １.２９±０.１１ａｂ ２.５０ ３.２５±０.１２ｂｃ

１.２５ １.０８±０.１０ｂ １.２５ ２.９５±０.１１ｃ

０.６０ ０.６６±０.１４ｃ ０.６０ ２.５８±０.１３ｄ

０.３０ 　 　 ０ｄ ０.３０ ２.４８±０.１０ｄ

０.１５ 　 　 ０ｄ ０.１５ １.９５±０.１２ｅ

０ 　 　 ０ｄ ０ 　 　 ０ｆ

同一类菌种不同白果多糖质量浓度处理的抑菌圈直径数据后标有不同小写字母表示具有显著差异(Ｐ<０.０１)ꎮ

３　 结 论

采用响应面分析法对白果多糖的浸提工艺进行

优化并建立白果多糖浸提的回归模型ꎮ 结果表明ꎬ
液料比、浸提时间及浸提温度对白果多糖得率有显

著或极显著影响ꎮ 结合回归模型及实际情况得到白

果多糖提取的最优条件如下:液料比 ４５ ｍｌ ∶ １ ｇꎬ浸
提时间 ３􀆰 ０ ｈꎬ浸提温度 ９５ ℃ꎬ在此条件下白果多糖

得率为１９􀆰 ６７％±０􀆰 ３９％ꎬ与预测值的误差较小ꎮ
抑菌试验结果表明ꎬ白果多糖具有较强的抑菌活

性ꎬ对革兰氏阳性细菌(金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌)、革兰氏阴性细菌(大肠杆菌、绿脓假单胞菌)均
有抑制活性ꎬ其中对枯草芽孢杆菌的抑制活性较强ꎬ
最小抑菌质量浓度为 ２􀆰 ５０ ｍｇ / ｍｌꎬ对大肠杆菌也有较

强的抑制活性ꎬ当白果多糖质量浓度为 １０􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ
时ꎬ抑菌圈直径约为 ２􀆰 ６１ ｃｍꎬ在相同质量浓度(１０􀆰 ００
ｍｇ / ｍｌ)条件下ꎬ白果多糖对绿脓假单胞菌、金黄色葡

萄球菌的抑菌圈直径为 １􀆰 ５０ ~ １􀆰 ６０ ｃｍꎮ 此外ꎬ由于

白果多糖对真菌几乎无抑制活性ꎬ因此不具有广谱抑

菌活性ꎮ
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