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摘要：为了综合的利用开发金钗石斛这一珍贵中草药，研究金钗石斛低聚糖提取工艺及其抗

氧化活性。采用热水提取法提取金钗石斛低聚糖，以 Box-Behnken 试验设计结合响应面法优

化了提取工艺条件，确定最佳工艺条件为提取时间87min，提取温度52℃，料液比1:48（g/ml）。

在该条件下，金钗石斛低聚糖得率为 12.932%，与预测值 12.9429%基本一致。抗氧化研究10 

结果表明金钗石斛低聚糖具有明显的清除自由基的作用，其清除能力表现为浓度依赖性，当

质量浓度为 2.0mg/ml 时，对 2 ,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐自由基和 1,1-二苯

基-2-三硝基苯肼自由基的清除率分别达到 97.97%和 67.80%，远高于同浓度下金钗石斛多糖

对这两种自由基的清除率。 

关键词：响应面法；金钗石斛低聚糖；抗氧化 15 
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Optimization of Extraction Process and Antioxidant 

Capacity of Oligosaccharide from Dendrobium Nobile 

Qu Ting, Ma Chaoyang, Wang Hongxin 20 

(National Engineering Research Center for Functional Food. School of Food Science and 

Technology, Jiangnan University, Wuxi 214122) 
Abstract: Dendrobium Nobile oligosaccharide was extracted and its antioxidant experiment was 

carried out to provide the guideline for the efficient utilization and development of Dendrobium Nobile 

resource. Hot water was used to extract Dendrobium Nobile oligosaccharide and extraction conditions 25 
were optimized by employing response surface methodology based on Box-Behnken design as 

extraction time of 87min, extraction temperature of 52℃ and liquid-to-solid ratio of 1:48(g/ml),. The 

extraction yield of crude oligosaccharide under the optimized conditions was 12.93%, which is 

basically the same as the value 12.932% predicted by Box-Behnken model. The antioxidant 

experimental results showed that free radical scavenging rate of the obtained oligosaccharide was 30 
97.97% for the ABTS+•and 67.80% for DPPH at the concentration of 2.0mg/ml, which is higher than 

those of polysaccharide from Dendrobium Nobile at the same concentration.) 

Key words: response surface methodology; oligosaccharide; antioxidant capacitie 

 

0 引言 35 

石斛（Dendrobium nobile Lindl）是兰科石斛属植物多种药物的总称，位居四大仙草之

首，最早记载出现于《神农本草经》，根据李时珍的《本草纲目》对于石斛描述，石斛具有

去湿除痹,降气,补五脏虚弱,强健形体,滋阴的作用。现在医学发现，石斛中主要的功效成分[1~5]

为多糖和石斛碱，石斛具有降血糖[6][7]、降血脂[8]和抗氧化[2][6][9]等作用。低聚糖

（Oligosaccharides），又称为寡糖，是单糖通过糖苷键连接起来形成的具有直链或者分支链40 

的低度聚合糖，一般是指含有 2~10 个单糖的聚合物。现已有报道证实功能性低聚糖具有促
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进肠道益生菌生长、改善人体内环境、增强机体免疫力、抗氧化等活性，具有良好的发展前

景[10~13]。近年来，我国对于石斛多糖和生物碱的研究颇多，研究成果也颇为丰富，但对于 

石斛中所含的低聚糖鲜有报道。因此，本研究探究了石斛低聚糖溶液提取技术，通过响

应面法考察各试验条件对低聚糖得率的影响，并确定最佳工艺参数。并对所得低聚糖进行纯45 

化试验，用其纯品进行抗氧化试验，以期为石斛低聚糖的开发利用提供参考。 

1 材料与方法 

1.1  试验材料 

试验用金钗石斛,来自于贵州赤水国礼石斛有限公司；无水乙醇、无水葡萄糖、苯酚、

氢氧化钠、亚硫酸氢钠、酒石酸钾钠、3,5-二硝基水杨酸购自国药集团化学试剂有限公司；50 

维生素 C/抗坏血酸标准品、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼、2 ,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二

铵盐购自西格玛奥德里奇（上海）贸易公司；实验用水为蒸馏水；其余所用试剂均为分析纯。 

试验仪器 UV-2100 紫外可见分光光度计，尤尼柯（上海）仪器有限公司；HH-4G 恒温

水浴锅，常州赛普实验仪器厂；SHZ-III 循环水式真空泵，上海姜强仪器有限公司；FW80

高速粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司；AR224CN 电子天平，奥豪斯仪器（常州）有限55 

公司；BC-R206 旋转蒸发仪，上海贝凯生物化工设备有限公司；DL-5-B 低速离心器，上海

安亭科学仪器有限公司；SCIENTZ-10N 冷冻干燥机，宁波新芝生物科技股份有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1 石斛低聚糖的提取工艺流程 

石斛切断、打碎——石斛粉与乙醇溶剂混合——提取——离心、抽滤——定容100ml。 60 

1.2.2 溶剂浸提法提取石斛低聚糖单因素实验 

  ①浸提温度对石斛低聚糖得率的影响 

  称取1g石斛粉于三角烧瓶中，选取乙醇浓度（体积分数）15%，料液比1:40，浸提时间50min，

测定浸提温度分别为40℃、50℃、60℃、70℃、80℃时的石斛低聚糖得率。 

  ②浸提时间对石斛低聚糖得率的影响 65 

  称取1g石斛粉于三角烧瓶中，选取乙醇浓度（体积分数）15%，料液比1:40、浸提温度60℃，

测定浸提时间分别为20min、30min、40min、50min、60min时的石斛低聚糖得率。 

  ③料液比对石斛低聚糖得率的影响 

  称取1g石斛粉于三角烧瓶中，选取乙醇浓度（体积分数）15%、、浸提温度60℃、浸提时

间50min，测定料液比分别为1:20、1:30、1:40、1:50、1:60时的石斛低聚糖得率。 70 

1.2.3 响应面优化实验 

在单因素实验结果的基础上，根据Box-Benhnken 中心组合设计原理，采用响应面法[14]

对金钗石斛低聚糖提取工艺进行3因素3水平的优化，并按最佳提取条件进行验证试验。 

1.2.4 分析方法 

总糖、多糖、还原糖的测定：采用3，5-二硝基水杨酸（DNS）法[15]，以葡萄糖为标准75 

品； 
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金钗石斛低聚糖的率=100*（总糖-多糖-还原糖）/石斛粉质量 

1.2.5 金钗石斛低聚糖的脱色及纯化 

将提取的金钗石斛低聚糖溶液浓缩后，在45℃下使用AB-8树脂进行脱色和初步纯化，

得粗低聚糖，然后使用分子量为500D的透析袋透析后浓缩冷冻干燥，得脱色除单糖后的金80 

钗石斛低聚糖。 

1.2.6 ABTS
+自由基清除能力的测定 

以VC为对照品，进行ABTS
+自由基清除能力的测定[9]。将7mmol/l的ABTS水溶液与

2.45mmol/l的过硫酸钾溶液等比例混合，在暗处反应16h，得ABTS
+离子溶液，维生素C溶液

作为对照品。将离子溶液在使用前放在波长为734nm波长的紫外分光光度计中，把吸光度调85 

整为0.700+-0.02，室温下维持30min。取2.0ml的ABTS溶液加入0.1ml的待测样品，室温下混

匀反应6min后，于734nm波长处测定吸光值，清除率公式为： 

ABTS清除率（%）= A0-（A1-A2）/A0， 

       其中，A0：ABTS溶液在波长734nm的吸光值 

A1：样品与ABTS反应后在波长734nm处的吸光值 90 

A2：样品在波长734nm处的吸光值 

其中所有空白品均为无水乙醇代替。 

1.2.7 DPPH 自由基清除能力测定 

以VC为对照品，进行DPPH自由基清除能力测定[2]。用无水乙醇配置成0.1mmol/l的DPPH

溶液，维生素C溶液作为对照品。2.0mlDPPH溶液中加入3.0ml不同浓度梯度的低聚糖溶液或95 

者VC对照品，室温下暗处反应30min，然后在517nm波长下测定吸光值。清除率公式为： 

DPPH清除率（%）=A0-（A1-A2）/A0 

其中，A0：无样品影响的DPPH在波长517nm的吸光值 

A1：样品与DPPH反应后的在波长在517nm处的吸光值 

A2：样品在波长517nm处的吸光值 100 

其中所有空白品均为无水乙醇代替。  

1.3 数据分析 

    单因素实验数据采用SPSS软件进行统计分析，响应面分析由Design Expert软件完成。 

2 实验结果与分析 

2.1 提取单因素实验结果 105 

提取温度对低聚糖的率的影响如图1，得率在60℃时达到最大值，40~60℃范围内，随着

温度升高，得率也越来越高，70~80℃范围内呈明显下降趋势，这可能是因为随着温度升高

使溶剂粘度降低，分子运动加快，从而加快生物活性物质的溶出，但是当温度过高时会使热

敏性化合物降解为小分子化合物，导致得率降低。 

提取时间对低聚糖得率的影响如图2所示，提取时间从40min延长至80min的过程中，得110 

率有明显的升高，在80min时达到最大值，80min后又呈下降趋势，这可能是因为随着时间

的延长，低聚糖等活性物质结构遭到破坏，故选取80min作为响应面的一个中心点。 
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料液比对低聚糖得率的影响如图3，料液比从1:20（g/ml）到1:50（g/ml）的过程中，随

着料液比的增大，得率也明显增加，1:50（g/ml）之后，随着料液比的继续增大，得率趋于

停止，但能耗及成本会随溶剂用量的增大而增加，这说明加大提取容积的用量只能在一定程115 

度上提高得率，所以选择1:40~1:60（g/ml）范围内。 

 

图1 温度对于低聚糖提取率的影响 

Fig.1 Influence of extraction temperature on the yield of Dendrobium Nobile oligosaccharide 

 120 

图2 提取时间对于低聚糖提取率的影响 

Fig.2 Influence of extraction time on the yield of Dendrobium Nobile oligosaccharide 

 

图3 料液比对于低聚糖提取率的影响 

Fig.3 Influence of extraction liquid-to-solid on the yield of Dendrobium Nobile oligosaccharide 125 
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2.2 响应面优化结果分析 

根据单因素试验结果，以提取温度、提取时间和料液比4个影响因素为变量，金钗石斛

低聚糖得率为响应值，采取3因素3水平响应面实验对金钗石斛低聚糖的提取进行优化。试验

因素与水平设计见表1，试验结果见表2。 

表1 Box-Benhnken试验设计 130 

Tab.1 Box-Benhnken design 

水平 时间（min） 温度（℃） 料液比（g/ml） 

1 60 50 1:40 

2 80 60 1:50 

3 100 70 1:60 

2.2.1 低聚糖的率的优化结果 

  根据实验结果建立以下模型： 

  低聚糖得率=+12.34+0.69*A-1.33*B=0.76*C+1.17*B*C-1.54A
2
-0.99*B

2
-0.81*C

2
 

  （式中：A为时间（min），B为温度（℃），C为料液比（g/ml）） 135 

  由表3可知，低聚糖的率的p值为0.0068，表明这个模型较为显著。通过对模型的可信性分

析，其决定系数R
2
=0.9082，表明模型拟合度好；校正决定系数为0.7901.说明有79.01%的实

验点可由该模型来解释；精确度为7.976，表明模型准确度高，模型可靠。对于低聚糖模型

来说，一次项A、B、C，交互项BC和二次项A
2、B

2对其影响均显著（p< 0.05）。 

表2 Box-Benhnken 试验设计及结果 140 

Tab.2 Box-Benhnken design and results 

实验号 A、时间 B、温度 C、料液比 低聚糖得率 

1 1 2 3 9.83 

2 3 1 2 12.14 

3 3 3 2 9.23 

4 1 1 2 9.73 

5 3 2 3 10.26 

6 2 2 2 12.34 

7 2 1 3 12.28 

8 1 2 1 9.34 

9 2 3 1 6.47 

10 2 3 3 11.76 

11 1 3 2 11.69 

12 2 1 1 12.18 

13 2 2 2 10.57 

14 3 2 1 12.26 

15 2 2 2 12.29 

16 2 2 2 12.35 

17 2 2 2  

 

表3 回归方程方差分析 

Tab.3 Variance analysis of regression equation 

项目 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性 

模型 47.25 9 5.25 7.69 0.0068 显著 

A 3.83 1 3.83 5.61 0.0498 显著 

B 14.14 1 14.14 20．72 0.0026 显著 

C 4.57 1 4.57 6.70 0.0360 显著 
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AB 0.44 1 0.44 0.65 0.4463  

AC 0.16 1 0.16 0.23 0.6437  

BC 5.50 1 5.50 8.06 0.0251 显著 

A2 9.97 1 9.97 14.61 0.0065 显著 

B2 4.12 1 4.12 6.04 0.0436 显著 

C2 2.73 1 2.73 4.00 0.0856  

残差 4.78 7 0.68    

失拟项 4.78 3 1.59    

净误差 0.000 4 0.000    

总离差 52.03 16     

R
2
=0.9082，R

2
Adj=0.7901，Adeq Precisior=7.976，PRESS=76.45，C.V.%=7.67 145 

2.2.2 各因素对低聚糖得率的交互作用 

提取温度和料液比对低聚糖得率有显著的交互作用，如图4所示，当料液比一定时，低

聚糖的得率随着提取温度的升高先明显上升，在60℃时达到最大值，从60℃上升到70℃的过

程中由有下降的趋势，这可能是因为提取温度过高会使低聚糖有效成分的结构遭到博怀，导

致的率下降；当提取温度一定时，低聚糖得率随料液比的增加呈升高最后趋于平缓的趋势，150 

这说明加大提取容积的用量只能在一定程度上提高低聚糖的得率。 

提取时间和提取温度对低聚糖得率的交互作用，如图5所示，当提取温度一定时，低聚

糖得率随时间的延长先快速升高后有所降低，在80min时达到最大值，这可能是延长提取时

间，低聚糖化合物的结构遭到了破坏，是的得率降低；当提取时间一定时，低聚糖的得率随

提取温度的升高先上升再下降，这说明在提取过程中合适的提取时间和提取温度可提高低聚155 

糖的得率。 

通过响应面分析，得到金钗石斛低聚糖的最佳提取工艺参数为提取时间为86.6min，提

取温度为51.7℃，料液比为1:48.2（g/ml），此条件下低聚糖得率达最大值，为12.9429%。为

了检验该参数的可行性，且便于操作，以提取时间87min，提取温度52℃，乙醇浓度0，料液

比1:48（g/ml），进行3次平行试验验证试验，得到的实际平均得率为12.932%，实际得率与160 

理论值相差0.0109%，说明该工艺参数可用于知道金钗石斛低聚糖的提取。 

 
图4 提取温度和料液比对低聚糖得率的交互作用 

Fig.4 Influence of extraction temperature and 

liquid-solid ratio on yield of Dendrobium Nobile 

oligosaccharide 

 
图5 提取时间和提取温度对低聚糖得率的交互作用 

Fig.5 Influence of extraction time and extraction 

temperature on yield of Dendrobium Nobile 

oligosaccharide 
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2.3 ABTS
+自由基清除能力  

ABTS
+自由基清除实验常作为一种评估样品抗氧化能力的实验用于各种抗氧化物的帅

选实验中。由图6可知，随着样品浓度的不断提高（0.005、0.025、0.05、0.1、0.2、0.4、0.8、

1.6、2.0mg/ml），石斛低聚糖溶液的清除ABTS
+自由基的能力也是逐渐提高的，当样品浓度165 

达到2mg/ml时，清除率可高达97.97%。与同质量浓度的VC溶液相比，金钗石斛低聚糖在

ABTS
+自由基清除能力上具有显著的效果。与同等浓度金钗石斛粗多糖相比，金钗石斛低聚

糖对ABTS
+自由基清除效果是很明显的。 
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 VCABTS+自由基清除率
 金钗石斛低聚糖ABTS+自由基清除率
 金钗石斛粗多糖ABTS+自由基清除率

金钗石斛低聚糖、粗多糖及VC对ABTS+自由基清除率  

图6 金钗石斛低聚糖、粗多糖及VC对ABTS+自由基的清除率 170 

Fig.6  ABTS+·scavenging rate of Dendrobium Nobile oligosaccharide in comparison with vitamin C and 

Dendrobium Nobile polysaccharides 
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 金钗石斛低聚糖DPPH清除率
 金钗石斛粗多糖DPPH清除率

金钗石斛低聚糖、粗多糖及VC对DPPH清除率  

图7 金钗石斛低聚糖、粗多糖及VC对DPPH自由基的清除率 175 

Fig.7 DPPH racial scavenging rate of Dendrobium Nobile oligosaccharide in comparison with vitamin C and 

Dendrobium Nobile polysaccharides 

2.4 DPPH 自由基清除能力 

由图7可知，金钗石斛低聚糖DPPH自由基的清除率岁浓度的升高而提高，当金钗石斛低
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聚糖溶液浓度为2.0mg/ml时，清除率最高可达67.80%。而与同质量浓的的VC相比，金钗石180 

斛低聚糖的DPPH清除能力相对较弱。而与同批量的金钗石斛粗多糖相比，金钗石斛低聚糖

在清除DPPH自由基方面还是有显著效果的。 

3 结论 

通过响应面实验模型预测得出金钗石斛低聚糖的最优提取条件为：提取时间为86.6min，

提取温度为51.7℃，料液比为1:48.2（g/ml），此条件下低聚糖得率达最大值，为12.9429%。 185 

用水溶液提取的金钗石斛低聚糖，经过一系列的分离纯化后所得的样品进行抗氧化实

验，并与石斛粗多糖进行比较，得出，金钗石斛低聚糖具有良好的抗氧化能力，尤其在对清

除 

ABTS
+自由基方面具有显著的效果。其结构与抗氧化活性之间的比较，需进一步更深入

的探究。 190 
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