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摘　要：在单因素实验的基础上，以舌状蜈蚣藻多糖得率为指标，选择料液比、温度和时间进行响应面实验，
确定最佳工艺条件，同时测定舌状蜈蚣藻多糖对１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基以及羟自由基
（·ＯＨ）的清除能力。结果显示，舌状蜈蚣藻多糖的最佳提取工艺为料液比１∶３７ｇ／ｍＬ，提取温度１００℃，提取
时间４ｈ，此时的多糖得率为１５．２３％。舌状蜈蚣藻多糖清除 ＤＰＰＨ自由基和羟自由基的半抑制质量浓度
（ＩＣ５０）分别为１２．６１ｍｇ／ｍＬ和２．０５ｍｇ／ｍＬ，具有较好的体外抗氧化活性。
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　　 蜈蚣藻属 （Ｇｒａｔｅｌｏｕｐｉａ）隶属于红藻门
（Ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ）、隐丝藻目（Ｃｒｙｐｔｏｎｅｍｉａｌｅｓ）、海膜
科（Ｈａｌｙｍｅｎｉａｃｅａｅ）。目前全世界共报道约 ８０
种，中国共报道了 ３２种［１］。蜈蚣藻属植物分布

较为广泛，主要集中在亚洲海域，在西班牙沿海

也有分布［２３］。舌状蜈蚣藻（Ｇｒａｔｅｌｏｕｐｉａｌｉｖｉｄａ）是
常见的蜈蚣藻属植物，可用于食用、药用和制胶

等方面，其性咸寒，具有清热解毒驱虫之功效，可

用于治疗喉炎、蛔虫病［４］。蜈蚣藻（Ｇｒａｔｅｌｏｕｐｉａ
ｆｉｌｉｃｉｎａ）多糖，通常占到海藻干物质的 ５０％以
上［５６］，具有抗病毒、抗凝血、抗肿瘤、调节免疫等

多种生物活性［７１０］，经济价值高。研究表明：蜈蚣

藻多糖具有较好的抗氧化活性。例如：繁枝蜈蚣

藻（Ｇｒａｔｅｌｏｕｐｉａｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ）具有较强的还原力，
与浓度呈线性关系，当浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ时，还
原力强于ＢＨＡ（叔丁基 ４羟基茴香醚）和ＰＧ（没
食子酸丙脂）［１１］。蜈蚣藻多糖有良好的清除

·ＯＨ和·Ｏ２
－的能力，清除率的半抑制质量浓度

（ＩＣ５０）分别为 ４．６２ｍｇ／ｍＬ和 ０．６２ｍｇ／ｍＬ
［１２］。

ＴＡＮＧ等［８］发现纯化后的蜈蚣藻多糖具有更好的

抗氧化能力。

目前，对于舌状蜈蚣藻多糖的提取及抗氧化

活性的研究较少，考虑到热水浸提法成本低，适

用于大规模工业化生产［１３］，故本实验采取热水浸

提法提取舌状蜈蚣藻多糖，同时，研究舌状蜈蚣

藻多糖的抗氧化性，以期为蜈蚣藻资源的综合开

发和利用提供参考和理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
舌状蜈蚣藻采自汕头南澳岛，由汕头大学陈

伟洲教授鉴定。

１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、维生素
Ｃ（Ｖｃ，华屿欣试剂有限公司）；无水葡萄糖（分析
纯，大连美仑生物技术有限公司）；其余试剂均为

国产分析纯。

ＤＨＧ９１４５Ａ电热恒温鼓风干燥箱（上海一恒
公司）；８００Ｙ多功能粉碎机（永康市铂欧五金制
品有限公司）；ＨＷＳ２４电热恒温水浴锅（上海一
恒公司）；ＡｖａｎｔｉＪ２６ＸＰ高速离心机（美国贝克曼
库尔特公司）；ＲＥ２０００Ａ旋转蒸发仪（上海亚荣
生化仪器厂）；ＳＵＮＲＩＳＥ吸光酶标仪 （瑞士
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ＴＥＣＡＮ公司）。
１．２　方法
１．２．１　舌状蜈蚣藻多糖的提取

舌状蜈蚣藻→清洗烘干粉碎→２倍体积无水
乙醇浸泡１２ｈ→抽滤，烘干→按照预设料液比加
入蒸馏水→设置不同的温度和时间进行水浴处
理→离心取上清→旋转真空浓缩→醇沉过夜→
离心弃上清→依次用丙酮、无水乙醇洗涤→冻干
→舌状蜈蚣藻粗多糖（ＧＬＰ）［１４１６］。
１．２．２　多糖含量的测定

参考张婧婧等［１２］和朱良等［１４］的方法，首先

绘制葡萄糖标准曲线，再进行舌状蜈蚣藻多糖含

量的测定。

１．２．３　舌状蜈蚣藻多糖提取条件的优化
分析料液比、温度、时间３种因素对粗多糖

得率的影响［１４１５］。以料液比为１∶３０～１∶７０ｇ／ｍＬ
进行研究；选取６０～１００℃进行温度的研究；选
取２～６ｈ５个水平进行时间的研究，以多糖得率
为评价指标，计算公式：

Ｆ＝
Ｖ×Ｃ×ｆ×Ｗ２×Ｗ１

Ｗ３
×１００ （１）

式中：Ｆ为多糖得率，％；Ｗ１为舌状蜈蚣藻的质
量，ｇ；Ｗ２为粗多糖的质量，ｇ；Ｗ３为从 Ｗ２中取出
的用于分析的粗多糖质量，ｇ；Ｖ为溶解Ｗ３粗多糖
定容后的体积，Ｌ；ｆ为多糖的校正系数，约为０．９；
Ｃ为多糖浓度，ｇ／Ｌ。
１．２．４　响应面优化试验设计

本文根据单因素的实验结果采用 Ｂｏｘ
Ｂｏｈｎｋｅｎ法［１７１８］，对热水浸提法提取舌状蜈蚣藻

多糖最优工艺条件（料液比、温度、时间）进行响

应面优化试验。实验设计见表１。

表１　响应面试验设计因素与水平
Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｕｓｅｄｉｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒ
水平 Ｌｅｖｅｌ

－１ ０ １
Ａ料液比

Ｍａｔｅｒｉａｌｔｏｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏ／（ｇ／ｍＬ） １∶３０ １∶４０ １∶５０

Ｂ温度Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ ８０ ９０ １００
Ｃ时间Ｔｉｍｅ／ｈ ３ ４ ５

１．２．５　体外抗氧化性的测定
ＤＰＰＨ自由基清除率的测定参考 ＺＨＡＮＧ

等［１９２１］的方法；羟自由基清除率的测定参考

ＣＨＥＮＧ等［２２２４］的方法。

１．２．６　数据处理
利用Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ２２．０软件对数据进行处

理和分析。

２　结果与分析

２．１　多糖含量的测定
实验得到葡萄糖标准曲线回归方程：

ｙ＝１１．４８６ｘ－０．０１１７，Ｒ２＝０．９９９
式中：ｘ表示质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；ｙ表示吸光度。
２．２　单因素试验结果
２．２．１　料液比对多糖提取的影响

设置不同料液比，７０℃水浴２ｈ，考察料液比
对多糖得率的影响。

由图１可知，多糖得率随着料液比的增加，
呈现先增后减的趋势，当料液比达到１∶４０ｇ／ｍＬ
时，得率达到最大值１１．００％。这多是因为当料
液比偏小时，多糖提取不充分，多糖得率低；随着

料液比的增加，物料与溶剂接触面积增加，使多

糖的得率增加［２５２６］；当料液比大于 １∶４０ｇ／ｍＬ
时，多糖得率逐渐降低，可能是由于随着料液比

逐渐增加，溶剂渗透到细胞内部的扩散距离增

大，导致时间延长，使得多糖得率下降［２７］。同时，

考虑到溶剂量大时，不利于后续实验的进行，为

了提高效率，降低消耗，选择１∶３０ｇ／ｍＬ、１∶４０ｇ／
ｍＬ、１∶５０ｇ／ｍＬ进行响应面分析。

图１　料液比对舌状蜈蚣藻多糖得率的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｉｄｔｏｓｏｌｖｅｎｔｒａｔｉｏ

ｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄｏｆＧＬＰ

２．２．２　温度对多糖提取的影响
由图２可知：温度为６０～７０℃时，温度升高，

多糖得率增加；温度为７０～９０℃时，随着温度的
升高，多糖得率缓慢增长；当达到１００℃时，多糖
得率达到最大值１３．３８％。在一定程度上，热处
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理对于多糖得率起着至关重要的作用［２８］，多糖的

溶解度会随着温度的升高而增大，得率增

加［２９３０］。因此，选择８０、９０、１００℃进行响应面试
验。

图２　温度对舌状蜈蚣藻多糖得率的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄｏｆＧＬＰ

２．２．３　时间对多糖提取的影响
固定料液比为１∶４０ｇ／ｍＬ，１００℃水浴处理

不同时间，观察多糖得率的变化。从图３可以得
出：多糖得率在２～４ｈ时间内显著增加，在４ｈ
时达到最大１５．１１％，超过４ｈ后，多糖得率逐渐
降低。这可能是随着时间的推移，多糖逐渐溶

出，得率增加，提取４ｈ时，多糖基本溶解出来，但
随着时间的继续增加，引起了多糖的降解，从而

使多糖得率下降［３１３５］。

图３　时间对舌状蜈蚣藻多糖得率的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ
ｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄｏｆＧＬＰ

２．３　响应面试验结果
２．３．１　回归模型方差分析

本文选取料液比（Ａ）、温度（Ｂ）和时间（Ｃ）作
为３个自变量，以舌状蜈蚣藻多糖得率（Ｙ）为响
应值，采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计法对浸提法条件进行

设计，结果见表２。

表２　舌状蜈蚣藻多糖得率的响应面试验方案及结果
Ｔａｂ．２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

ｆｏｒｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

试验号

Ｎｕｍｂｅｒ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ Ｂ Ｃ

多糖得率

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｙｉｅｌｄ／％

１ －１ －１ ０ １２．１３
２ １ －１ ０ １３．６３
３ －１ １ ０ １４．９１
４ １ １ ０ １２．５７
５ －１ ０ －１ １３．４１
６ １ ０ －１ １２．０９
７ －１ ０ １ １２．３５
８ １ ０ １ １２．７３
９ ０ －１ －１ １４．９２
１０ ０ １ －１ １４．９９
１１ ０ －１ １ １４．０６
１２ ０ １ １ １５．０７
１３ ０ ０ ０ １５．１３
１４ ０ ０ ０ １５．０１
１５ ０ ０ ０ １４．９
１６ ０ ０ ０ １４．９７
１７ ０ ０ ０ １５．３８

　　舌状蜈蚣藻多糖得率对料液比（Ａ）、温度
（Ｂ）以及时间（Ｃ）的二次多项式回归模型：Ｙ＝
１５．０８－０．２２Ａ＋０．３５Ｂ－０．１５Ｃ－０．９６ＡＢ＋０．４３
ＡＣ＋０．２３ＢＣ－１．９４Ａ２＋０．１７Ｂ２－０．４９Ｃ２。
　　由表３可知，模型的Ｐ小于０．０００１，极显著，
失拟项的Ｐ大于０．０５，不显著，说明模型拟合良
好，能较好地拟合料液比、温度、时间对多糖得率

的影响。回归模型的决定系数 Ｒ２ａｄｊ＝０．９７９７，表
明该模型可以拟合９７．９７％的响应值变化，因此
该模型是可靠可信的，可以用来分析和预测多糖

得率的实验结果。温度（Ｂ）、料液比与温度的交
互项（ＡＢ）、料液比的二次项（Ａ２）以及时间的二
次项（Ｃ２）的 Ｐ值均小于０．００１，对多糖得率的影
响极显著。料液比（Ａ）、料液比与时间的交互项
（ＡＣ）对多糖得率的影响高度显著（Ｐ＜０．０１）。
时间（Ｃ）、温度与时间的交互项（ＢＣ）对多糖得率
的影响显著（Ｐ＜０．０５）。但是，温度的二次项
（Ｂ２）对于多糖得率的影响并不显著。在回归方
程中，一次项系数的绝对值越大，对应因素对多

糖得率的影响也越大。因此，３个因素对多糖得
率的影响由大到小依次为时间、料液比、温度。
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表３　回归模型方差分析
Ｔａｂ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

方差来源

Ｓｏｕｒｃｅ
平方和

Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ
自由度

ｄｆ
均方

Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ
Ｆ
Ｆ

Ｐ
Ｐ

显著性

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
模型 ２３．５５ ９ ２．６２ ８７．０１ ＜０．０００１ 
Ａ ０．４ １ ０．４ １３．１７ ０．００８４ 
Ｂ ０．９８ １ ０．９８ ３２．５８ ０．０００７ 
Ｃ ０．１８ １ ０．１８ ５．９８ ０．０４４３ 
ＡＢ ３．６９ １ ３．６９ １２２．５７ ＜０．０００１ 
ＡＣ ０．７２ １ ０．７２ ２４．０２ ０．００１８ 
ＢＣ ０．２２ １ ０．２２ ７．３４ ０．０３０２ 
Ａ２ １５．８７ １ １５．８７ ５２７．７１ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ０．１３ １ ０．１３ ４．２１ ０．０７９２
Ｃ２ １．０２ １ １．０２ ３３．８２ ０．０００７ 

残差 Ｒｅｓｉｄｕａｌ ０．２１ ７ ０．０３
失拟项 Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ０．０６９ ３ ０．０２３ ０．６５ ０．６２５６ 不显著

绝对误差 Ｅｒｒｏｒ ０．１４ ４ ０．０３５
总误差 Ｓｕｍ ２３．７６ １６

注：表示Ｐ＜０．０５，影响显著；表示Ｐ＜０．０１，影响高度显著；表示Ｐ＜０．００１，影响极显著。
Ｎｏｔｅｓ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）； ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓａｖｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）；
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓａｎｅｘｔｒａｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．００１）

２．３．２　因素的交互效应分析
由图４可知，料液比与温度相互作用对舌状

蜈蚣藻多糖得率的影响极显著，料液比与时间交

互作用对舌状蜈蚣藻多糖得率的影响高度显著，

而温度与时间的交互影响对于舌状蜈蚣藻多糖

得率的影响显著。对以上３组图进行分析可知：
时间相关的曲线倾斜率大，则时间对响应值多糖

得率的影响最明显；其次为料液比，而温度对响

应值多糖得率的影响较小。

２．３．３　最佳条件优化及结果验证
通过对实验模型的分析，得出料液比１∶３７ｇ／

ｍＬ、提取温度９９．２５℃、提取时间３．９４ｈ为提取
舌状蜈蚣藻多糖的最佳工艺条件，考虑到实际情

况，将最佳的实验条件调整为料液比１∶３７ｇ／ｍＬ、
提取温度１００℃、提取时间４ｈ，此时多糖得率为
１５．２３％，误差为０．９９％，因此本实验得到的最优
条件可靠可行，具有一定的参考价值。

２．４　体外抗氧化活性测定结果
２．４．１　舌状蜈蚣藻多糖清除ＤＰＰＨ自由基的能力

ＤＰＰＨ自由基的清除率是评判抗氧化剂的抗
氧化能力的常用指标［３５］。由图５可知，舌状蜈蚣
藻多糖清除ＤＰＰＨ自由基能力呈现剂量依赖性，
且具有良好的线性关系（Ｒ２＞０．９３）。根据回归
方程，计算舌状蜈蚣藻多糖对 ＤＰＰＨ自由基清除
能力的ＩＣ５０值为１２．６１ｍｇ／ｍＬ，低于龙须菜中硫琼

脂对ＤＰＰＨ自由基的 ＩＣ５０（１７ｍｇ／ｍＬ）
［３５］，表明

舌状蜈蚣藻多糖抗氧化性强于龙须菜中的硫琼

脂，具有较好的抗氧化性。但是舌状蜈蚣藻多糖

ＤＰＰＨ自由基清除能力明显低于Ｖｃ。
２．４．２　舌状蜈蚣藻多糖清除羟自由基的能力

由图６可知，舌状蜈蚣藻多糖对·ＯＨ清除
率呈现剂量依赖性，在０．２５～２．００ｍｇ／ｍＬ之间
线性关系良好。依据清除率曲线 ｙ＝２０．０４５ｘ＋
８．８４１２，Ｒ２＝０．９４４２，计算舌状蜈蚣藻多糖对
·ＯＨ的 ＩＣ５０为２．０５ｍｇ／ｍＬ，低于蜈蚣藻多糖对
·ＯＨ的ＩＣ５０（４．６２ｍｇ／ｍＬ）

［３６］，说明舌状蜈蚣藻

多糖的抗氧化性优于蜈蚣藻多糖。但由图 ６可
知，舌状蜈蚣藻抗氧化性明显低于Ｖｃ。

３　讨论

海藻多糖的提取方法主要有溶剂提取法、酶

解法、物理提取法以及复合法等，方法众多，各有

利弊。目前，主要以水浸提法为主。本文采用热

水浸提法提取舌状蜈蚣藻多糖，多糖提取的最佳

工艺条件为料液比１∶３７（ｇ／ｍＬ）、１００℃沸水浴提
取４ｈ，此时多糖得率为１５．２３％，约为带形蜈蚣
藻（Ｇｒａｔｅｌｏｕｐｉａｔｕｒｕｔｕｒｕ）多糖得率［３７］的１．９倍，但
是明显低于蜈蚣藻（Ｇｒａｔｅｌｏｕｐｉａｆｉｌｉｃｉｎａ）［３８］、赛氏
蜈蚣藻（Ｇｒａｔｅｌｏｕｐｉａｓｅｔｃｈｅｌｌｉｉｋｙｌｉｎ）、青岛蜈蚣藻
（Ｇｒａｔｅｌｏｕｐｉａｑｉｎｇｄａｏｅｎｓｉｓ）［３９］。这可能是由于蜈蚣
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图４　各因素交互作用对多糖含量影响的响应面图
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｙｉｅｌｄ

图５　多糖对ＤＰＰＨ自由基清除能力
Ｆｉｇ．５　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＧＬＰｏｎＤＰＰＨ

图６　多糖对·ＯＨ自由基清除能力
Ｆｉｇ．６　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＧＬＰｏｎ·ＯＨ
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藻的种类不同，使得多糖得率不同。研究发现，

提前浸泡、适当增加多糖提取次数可以提高多糖

得率。同时，藻类自身的产地、生长期，以及提取

时的醇沉浓度对多糖得率也有一定的影响［３８，４０］。

我国是海藻养殖大国，但是海藻的利用率不

高，主要用来食用、制胶等。大量研究表明，海藻

多糖具有抗氧化、抗病毒、抗凝血、抗肿瘤、免疫

调节等多种生物活性，有望应用于医药保健方

向，提高海藻利用率以及海藻产业价值。近年

来，海藻多糖的抗氧化活性受到越来越多的关

注。研究表明，海藻多糖有较强的清除自由基的

能力，能减少自由基的氧化反应，降低自由基对

于人体细胞的氧化攻击。本文通过测定舌状蜈

蚣藻多糖的ＤＰＰＨ自由基和羟自由基清除率，评
价其体外抗氧化活性。结果表明：舌状蜈蚣藻多

糖对ＤＰＰＨ自由基和羟自由基的清除能力均呈现
剂量依赖性，随着多糖浓度的增加，自由基清除

能力增强。舌状蜈蚣藻多糖对ＤＰＰＨ自由基和羟
自由基的 ＩＣ５０分别为１２．６１ｍｇ／ｍＬ和２．０５ｍｇ／
ｍＬ，体外抗氧化活性较好，有望成为应用于食品、
药品和化妆品行业的新型抗氧化剂。
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