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响应面法优化核桃分心木中多糖的提取工艺 

杨  飞 1#, 阿吉然姆·阿布拉 2#, 木巴拉克·伊明江 2, 海力茜·陶尔大洪 2* 
(1. 新疆维吾尔自治区分析测试研究院, 乌鲁木齐  830011; 2. 新疆医科大学药学院, 乌鲁木齐  830011) 

摘  要: 目的  优化核桃分心木中多糖的提取工艺。方法  采用超声提取法对核桃分心木中多糖进行提取, 

以多糖含量为考察指标, 在单因素实验的基础上, 研究超声提取温度、超声提取时间、料液比对核桃分心木多

糖含量的影响, 并采用响应面法优化核桃分心木多糖含量的提取工艺。结果  核桃分心木中提取多糖的最佳

工艺参数为: 超声提取温度为 60 ℃、超声提取时间为 40 min、料液比为 1:15(m/V)。采用此条件此方法提取

核桃分心木中多糖, 含量为 17.42%, 相对标准偏差为 0.273%。结论  采用响应面优化法得到的提取条件参数

准确可靠, 具有实际应用价值。 
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Optimization of extraction process of polysaccharide from Diaphragma 
juglandis Fructus by response surface method 

YANG Fei1#, AJIRANMU·A-Bu-La2#, MUBALAKE Yi-Ming-Jiang2, HAILIQIAN·Tao-Er-Da-Hong2* 
(1. Xinjiang Institute of Analysis and Testing, Urumqi 830011, China; 2. School of Pharmacy, Xinjiang Medical University, 

Urumqi 830011, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the extraction process of polysaccharide from Diaphragmajuglandis Fructus. 

Methods  Polysaccharide were extracted from Diaphragma juglandis Fructus by ultrasonic extraction. Taking the 

polysaccharide content as an index, the effects of ultrasonic extraction temperature, ultrasonic extraction time and 

feed-liquid ratio on the extraction process of polysaccharide from Diaphragma juglandis Fructus were studied on the 

basis of single-factor experiment, and the extraction process of polysaccharide from Diaphragma juglandis Fructus 

was optimized by response surface method. Results  The optimum extraction parameters of polysaccharide from 

Diaphragma juglandis Fructus were as follow: ultrasonic extraction temperature was 60 ℃, ultrasonic extraction time 

was 40 min, the soild liquid ratio was 1:15(m/V). Under these condition, the polysaccharide content increased to 

17.42%, and relative standard deviation was 0.27%. Conclusions  The parameters obtained by response surface 

optimization method are accurate and reliable, and have practical application value. 
KEY WORDS: Diaphragma juglandis Fructus; polysaccharides; extraction parultrasons; response surface 
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1  引  言 

核桃隔膜中医又称核桃分心木(Diaphragma juglandis 
Fructus), 简称分心木[1]。药理研究表明其对遗精、淋病、

血尿、带下、泻痢等疾病[2]有良好的作用。目前, 国内外

对核桃属植物其他部位药用性研究较多, 从核桃仁、青皮、

壳枝叶等部位发现抗肿瘤、抗氧化活性成分[3,4]。近年来新

疆医科大学朱青梅[5]对新疆地区核桃品种的核桃分心木研

究发现, 多糖是核桃隔膜主要有效成分之一。然而未有

核桃分心木多糖提取工艺的优化, 造成资源浪费。多糖

具有提高机体免疫力、抵抗细菌、抵抗病毒、防止衰老、

抵抗肿瘤、抗突变[6]; 同时对细胞毒性极小, 作为药物对

治疗多种免疫缺损疾病和自身免疫疾病有显著的效果 [7], 
而且糖的结构也影响到与其相连的蛋白质的功能 [8]。目

前涉及多糖主要的提取方法有超声提取法、酶提取法、

红外辐射法、水提醇沉法等。超声提取法具有操作时间

短 , 受热均匀 , 试剂用量少 , 易于控制等特点 , 是一种

高效可行的提取方法 [9,10]。本研究通过采用单因素实验

和响应面法结合 [1116], 对核桃分心木中多糖的提取工

艺进行优化, 为其药材质量的评价及其开发利用提供科

学的理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与材料 

2.1.1  实验仪器 
UV-2700 型 紫 外 分 光 光 度 仪 ( 日 本 岛 津 公 司 ); 

SK8210HP 型超声清洗仪 (上海科导超声清洗仪有限公

司 ); DK-S24 水浴锅 (上海市力辰实验设备有限公司 ); 
FW-100 型高速万能粉碎机、TDL-5A 型离心机(上海菲

恰尔分析仪器有限公司); XPE 型分析天平[0.0001 g, 梅
特勒-托利多仪器(上海)有限公司]。 
2.1.2  样品与试剂 

核桃分心木来自新疆沙雅县核桃中的隔膜, 由新疆

医科大学生药教研室帕丽达·阿不力孜教授鉴定为核桃分

心木(Diaphragma juglandis Fructus)。 
苯酚、浓硫酸(分析纯, 天津市天新精细化工厂); 乙

醇、氯仿、正丁醇、丙酮(分析纯, 天津市富宇精细化工有

限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 
葡萄糖对照品溶液 [14]: 精密称取葡萄糖对照品  

10.00 mg, 用水溶解并定容于 100 mL 容量瓶, 摇匀, 最终

得 0.100 g/L 的葡萄糖对照品溶液。 
苯酚溶液的制备: 精密取苯酚 5.0 g, 加水定容至到

100 mL, 即得。 

2.2.2  供试品配制 
取核桃分心木适量, 按照一定的料液比, 在一定温度

下超声提取一定时间。过滤, 浓缩, 除蛋白(氯仿:正丁醇

=4:1, V/V), 共 5 次, 石油醚脱脂, 加乙醇调至溶液醇量为

80%, 4 ℃静置过夜, 过滤, 沉淀用乙醇洗涤 1 次, 再用丙

酮洗涤 1 次, 干燥多糖密封备用[11]。精密称取干燥至恒重

的核桃分心木多糖 5 mg, 定容至 100 mL 容量瓶。 
2.2.3  检测波长的确定 

精密取对照品溶液、供试品溶液适量于具塞试管中, 
依次加入定量的水、5%(V/V)苯酚 -浓硫酸溶液 [12,13], 于
95 ℃水浴恒温加热 15 min, 冷却至室温, 在可见光波长

300~800 nm 范围内扫描, 最终确定其得最大吸收波长为

490 nm。同法配制分心木多糖样品溶液, 测定最大波长为

490 nm[11]。 
2.2.4  标准曲线的绘制 

精密吸取对照品溶液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL
于具塞试管中, 加入一定量的水、5%(V/V)苯酚-浓硫酸溶

液, 于 95 ℃水浴恒温加热 15 min, 冷却至室温, 冷却至室

温, 在最大吸收波长处分别测定吸光度, 以 A 值为纵坐标

(Y), 以浓度(mg/mL)为横坐标(X), 绘制标准曲线。 
2.2.5  单因素实验 

选择超声提取时间、超声提取温度、料液比 3 个因素, 
超声提取时间采用 20、30、40、50 min 4 个水平; 超声提

取温度 50、60、70、80 ℃ 4 个水平; 料液比为 1:10、1:15、
1:20、1:25 (g/mL) 4 个水平, 确定其适宜的提取范围, 每组

实验重复 3 次。 

3  结果与分析 

3.1  方法学考察 

3.1.1  线性关系 
在 2.90~14.30 μg/mL 范围内, 葡萄糖标准曲线方程为

Y=51.654X+0.0372, r2=0.9997。葡萄糖对照品溶液测得的吸

光度值呈良好的线性关系(见图 1)。 

 

 
 

图 1  葡萄糖对照品标准曲线 
Fig.1  Standard curve of glucose control substance 
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3.1.2  仪器精密度 
精密量取 0.4 mL 5 份样品葡萄糖对照品溶液, 按水

-5%(V/V)苯酚-浓硫酸方法处理, 于最大吸收波长处连续测

定吸光度, 计算相对标准偏差(relative standard deviation, 
RSD)为 1.90%(n=5), 表明仪器精密度良好。 
3.1.3  方法稳定性 

精密量取 0.4 mL 供试品溶液, 按精密量取 0.4 mL 5
份样品葡萄糖对照品溶液, 按水-5%(V/V)苯酚-浓硫酸方法

进行处理, 在室温分别放 0、30、60、90、120 min 分别测

定吸光度。计算相对标准偏差(relative standard deviation, 
RSD)为 1.28%(n=5), 表明供试品溶液在 120 min 之内稳定

性良好。 
3.1.4  方法回收率与精密度 

取已知多糖的含量的供试品溶液 9 份, 每份各 0.2 mL, 
按低、中、高浓度依次加入对照品 0.04、0.06、0.08 mL 各

3 份, 测定回收率, 计算 RSD, 结果如表 1 所示。该方法低、

中、高浓度回收率平均值分别为 97.30%、100.03%、98.70%, 
方法准确性好, 回收率良好。 

 
 

表 1  回收率实验测定结果(n=9) 
Table 1  Experimental results of recovery (n=9)  

对照品加入量/mg 回收率/% 平均回收率/% RSD/%

0.04 96.5 

97.3 

1.67 

0.04 99.7 

0.04 95.7 

0.06 100.1 

100.0 0.06 99.8 

0.06 100.2 

0.08 99.7 

98.7 0.08 97.8 

0.08 98.6 
 
 

3.2  单因素实验结果 
3.2.1  超声提取温度对核桃分心木中多糖类物质提取的

影响 
从图 2可知, 提取温度低于 60 ℃时, 随着温度的升高, 

多糖的含量不断提高; 超过 60 ℃时, 多糖的含量逐渐下

降。在 60 ℃时, 多糖的含量最高, 为 15.23%。这可能是由

于随着体系温度的升高, 植物多糖在溶剂体系中的溶解度

以及扩散系数均会随之增大。然而当体系温度过高, 则会

导致部分多糖降解, 从而降低多糖的含量。故选择 60 ℃
为最适提取温度。 
3.2.2  超声提取时间对核桃分心木中多糖类物质的提取

的影响 
从图 3 可知, 提取时间在 40 min 之内, 随着时间的增

加多糖含量逐步增加, 在 40 min 时多糖含量达到 15.62%, 
之后稍有下降趋势。故选择 40 min 为最适提取时间。 

 

 
 

图 2  超声提取温度与核桃分心木中多糖含量的关系(n=3) 
Fig.2  The relationship between ultrasonic extraction temperature 

and the content of polysaccharide of walnut distraction(n=3) 
 

 
 

图 3  超声提取时间与核桃分心木中多糖含量的关系(n=3) 
Fig.3  The relationship between ultrasonic extraction time and the 
content of polysaccharide of Diaphragma juglandis Fructus(n=3) 

 
3.2.3  料液比核桃分心木中多糖类物质提取的影响 

从图 4 可知, 料液比在 1:15(m/V)时, 所得核桃分心木

中多糖的含量最高为 14.72%, 而料液比增高时, 核桃分心

木中多糖的含量呈下降趋势 , 可能是因为料液比在

1:15(m/V)时多糖类物质已达到饱和, 提高料液比反而会促

进其他杂质溶出, 造成提取溶剂的浪费。操作难易以及后

期的浓缩, 纯化等因素, 最终选取料液比为 1:15(m/V)。 
 

 
 

图 4  料液比与核桃分心木中多糖含量的关系(n=3) 
Fig.4  The relationship between the ratio of feed to liquid and the 
content of polysaccharide of Diaphragma juglandis Fructus(n=3) 
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3.3  响应面实验 

3.3.1  实验设计及结果 
根据单因素试验结果, 选取超声提取温度 A(℃)、超

声提取时间 B(min)、料液比 C(g/mL)为自变量, 多糖含量

为响应值, 设计 3 因素 3 水平对核桃分心木中多糖的提取

工艺进行优化。响应面实验设计因素水平表见表 2。通过

Design-Expert 8.0.6 软件进行三因素三水平的响应面分析, 
所得试验组合和结果如表 3 所示。 

 
 

表 2  响应面试验设计因素水平表 
Table 2  Response surface test design factor level table 

序号 水平 A 超声提取温度/℃ B 超声提取时间/min C 料液比/(g/mL) 

1 –1 50 30 1:10 

2 0 60 40 1:15 

3 1 70 50 1:20 
 
 

表 3  Box-Behnken 响应面法分析实验结果 
Table 3  Results of Box-Behnken response surface analysis 

序号 A/℃ B/min C/(g/mL) 多糖含量/% 

1 0 –1 1 14.88 

2 0 1 1 15.027 

3 1 1 0 15.681 

4 0 0 0 17.35 

5 –1 –1 0 14.344 

6 –1 1 0 14.89 

7 0 –1 –1 13.69 

8 –1 0 –1 13.75 

9 1 0 –1 14.38 

10 0 0 0 17.45 

11 0 0 0 17.43 

12 0 1 –1 15.62 

13 1 0 1 14.11 

14 –1 0 1 14.22 

15 1 –1 0 13.66 

16 0 0 0 17.45 

17 –1 1 0 15.201 

 
3.3.2  模型的建立与统计分析 

利用 Design-Expert8.0.6 软件对表 3 中的数据进行多

元回归拟合, 得到核桃分心木中多糖含量 Y(%)对编码自变

量超声提取温度 A(℃)、超声提取时间 B(min)、料液比

C(g/mL):Y=17.42+0.048A+0.61B+0.10C+0.31AB-0.19AC-0.4
5BC-1.70A2-1.01B2-1.6C2 
3.3.3  方差分析结果 

对该回归方程进行方差分析, 模型项达到高度显著

(P<0.0001), 失拟项不显著(P>0.05),说明该模型构建成功。

模 型 的 决 定 系 数 R2=0.9941, 校 正 后 的 决 定 系 数

R2adj=0.9866, 说明该模型能够解释 98.66%的多糖含量的

变化, 可用此回归方程对桃分心木中多糖含量进行理论预

测。根据 F 值的大小可知 3 个试验因素对多糖得率影响的

顺序依次为: 超声提取时间 B(min)、料液比 C(g/mL)、超

声提取温度 A(℃), 其中一次项 B 交互项 AB、AC 和二次项

A2、B2、C2 对多糖得率的影响极显著(P<0.01); 其余项对指

标影响不显著。 
3.3.4  响应面曲面分析与优化 

图 4~5 可知, 超声提取温度和提取时间、超声提取温

度和料液比的交互作用影响极显著, 与方差分析试验结果

相符合。 

3.4  验证实验 

通过软件 Design-Expert 8.0.6 得出最佳提取工艺条件: 
超声提取温度(A)为 60 ℃, 超声提取时间(B)为 42 min、料

液比(C)1:15(g/mL)理论预测总多糖含量 17.457%。但考虑

实际操作范围将此条件稍作修改 , 超声提取温度 (A)为
60 ℃, 超声提取时间(B)为 40 min、料液比(C)1:15(g/mL), 
为了验证优化工艺条件, 进行 3 次平行实验, 多酚含量平

均值 17.42%、RSD 为 0.273%, 与理论含量预测值 17.457%
相比, 相差 0.037%, 误差为 0.21%。因此, 利用响应面法优

化得到的提取条件参数准确可靠。 

4  结  论 

(1)拟合的多元回归方程的相关系数及变异系数均表

明, 模型方程能够较好地反映真实的实验值。在所选因素

水平内超声提取温度 A(℃), 超声提取时间 B(min)、料液比

C(g/mL), 其中一次项 B 交互项 AB、AC 和二次项 A2、B2、

C2 对多糖得率的影响极显著(P<0.01); (2)核桃分心木中多

糖含量的最佳提取工艺条件: 提取率基本接近。因此超声

提取温度(A)为 60 ℃, 超声提取时间(B)为 40 min、料液比

(C)1:15(g/mL), 此时核桃分心木中多糖含量平均值 17.42%, 
与理论含量预测值 17.457%相比, 相差 0.037%, 误差为

0.21%。利用响应面法优化得到的提取条件参数准确可靠, 
为核桃分心木的开发利用提供了理论依据。 
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表 4  方差分析表 
Table 4  Analysis of variancetable 

变异来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性 
模型 30.453 9 3.384 131.572 <0.0001 ** 

A-超声提取温度 0.020 1 0.020 0.777 0.4072  
B-超声提取时间 3.213 1 3.213 124.944 <0.0001 ** 

C-料液比 0.079 1 0.079 3.087 0.1223  
AB 0.444 1 0.444 17.252 0.0043 ** 
AC 0.137 1 0.137 5.323 0.0544  
BC 0.795 1 0.795 30.904 0.0009 ** 
A2 12.024 1 12.024 467.552 <0.0001 ** 
B2 4.259 1 4.259 165.617 <0.0001 ** 
C2 10.652 1 10.652 414.195 <0.0001 ** 

残差 0.180 7 0.026    
失拟项 0.125 3 0.042 3.043 0.1552  
纯误差 0.055 4 0.014    
总变异 30.633 16     

R2=0.9941 R2adj=0.9866 

注“*”表示 P<0.05, 差异显著; “**”表示 P<0.01, 差异极显著。 
 

 
 

图 5  超声提取温度和提取时间的交互作用对多糖含量影响的响应面图和等高线图 
Fig.5  Response surface and contour plots of the interaction effect of ultrasonic extraction temperature and ultrasonic extraction time on 

polysaccharide content 
 

 
 

图 6  超声提取温度和料液比的交互作用对多糖含量影响的响应面图和等高线图 
Fig.6  Response surface and contour plots of the interaction effect of ultrasonic extraction temperature and liquid-solid ratioon on 

polysaccharide content 
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