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摘　 要： 为了探讨超临界 ＣＯ２萃取广西苦丁茶中多糖的工艺条件，该研究采用超临界 ＣＯ２流体萃取技术分

离苦丁茶多糖，利用苯酚－硫酸法对苦丁茶多糖含量进行测定，并考察不同萃取温度（３５、４０、４５、５０、５５、６０

℃）、萃取压力（２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０ ＭＰａ）、萃取时间（３０、６０、９０、１２０、１５０ ｍｉｎ）、夹带剂（甲醇、９５％甲醇、

５０％甲醇、无水乙醇、９５％乙醇、５０％乙醇）以及夹带剂（９５％乙醇）用量（２．０、２．５、３、３．５、４．０、４．５、５．０ ｍＬ·
ｍｉｎ⁃１）对多糖得率的影响，通过设计正交实验方案，对超临界 ＣＯ２萃取广西苦丁茶多糖的提取工艺进行优

化。 结果表明：通过单因素和正交实验考察了苦丁茶多糖提取的主要影响因素，得到的最佳萃取工艺条件

为萃取温度 ５０ ℃，萃取压力 ４０ ＭＰａ，夹带剂流量 ３．５ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１，萃取时间 １５０ ｍｉｎ；采用苯酚－硫酸法对苦

丁茶多糖含量进行测定。 在最优萃取条件下得到的苦丁茶多糖的提取率为 ７．０５％。 由此可知，采用超临界

ＣＯ２流体萃取，具有提取温度低、萃取率高、萃取周期短、低耗以及污染小等优点，适用于苦丁茶多糖的提取。
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　 　 苦丁茶（ Ｉｌｅｘ ｋｕｄｉｎｇｃｈａ），属于冬青科冬青属

苦丁茶种常绿乔木，主要分布在我国两广地区和

福建等地（Ｌｉ ｅｔ ａｌ， ２０１３）。 其含有茶多酚、黄酮、
多糖、生物碱以及多种微量元素等药效成分（车彦

云等， ２０１７）。 茶多糖是一种复合多糖，作为一种

天然活性物质已被证实具有防治心血管疾病、抗
氧化、降血脂、抗病毒以及降血糖等保健及药用功

效（Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ， ２０１４）。 随着对苦丁茶有效成分的

研究，苦丁茶多糖得到了越来越多研究者的重视

（Ｘｕ ｅｔ ａｌ， ２０１５）。 目前，提取多糖的传统方法有

热水浸提（谢旻皓等， ２０１５）、酸提法（许春平等，
２０１４）、醇提取法（ Ｚｈａ ｅｔ ａｌ， ２０１４）、水浴回流法

（孙小梅等， ２０１４）以及超声波提取法（ Ｌｉ ｅｔ ａｌ，
２０１５）等。 其中：酸提法的提取时间和温度控制较

严格，提取条件不易掌控；热水浸提、水浴回流等

提取法容易导致多糖物质产生氧化、分解等反应，
极大地影响多糖类物质的生物活性。 这些方法都

存在溶剂消耗大、环境污染、操作繁琐、提取率低

等缺点。 超临界 ＣＯ２ 流体萃取技术（ Ｓｈａｒｉｆ ｅｔ ａｌ，
２０１４； ｄｅ Ｍｅｌｏ ｅｔ ａｌ， ２０１４）是一种新型的绿色提取

技术，广泛应用于食品、化工、生物、中药等研究中

（Ｓａｈｅｎａ ｅｔ ａｌ， ２００９）。 该技术能够防止多糖物质

被氧化，使其生物活性得到最大限度保留，并且操

作简便，在萃取过程中无试剂残留、无污染以及低

耗等。 目前尚未见有超临界 ＣＯ２萃取苦丁茶多糖

的相关报道，因此使用超临界 ＣＯ２萃取工艺改革传

统的苦丁茶多糖提取工艺具有重要意义。

本研究对超临界 ＣＯ２萃取广西苦丁茶中多糖

的工艺条件进行了分析，采用苯酚－硫酸法对苦丁

茶多糖含量进行测定，考察了萃取温度、萃取压

力、萃取时间、夹带剂以及夹带剂浓度对多糖得率

的影响，通过设计正交实验方案，对其提取工艺进

行了优化，旨在为苦丁茶的质量标准制定、应用以

及药物开发提供参考依据。

１　 材料与方法

１．１ 仪器与材料

仪器：泰尔超临界 ＣＯ２ 萃取系统 Ｔｈａｒ⁃ＳＦＥ⁃

５０００；Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；Ｆ１６０ 型粉

碎机（ 北京中兴伟业）；ＳＱＰ 型（精度 ０．０１ ｍｇ）电

子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ 公司）；ＣＡＰ２２５Ｄ 型（精度

０．１ ｍｇ）电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ 公司）；气体 ＣＯ２

（９９．９９％，购于广西柳州富斯特工业气体有限责任

公司）。 材料：苦丁茶（购于广西太华医药有限公

司，产地为广西崇左）。
１．２ 方法

１．２．１ 单因素实验设计（Ｏｒｏｓｚ ｅｔ ａｌ， ２０１６） 　 根据

实验条件以及影响超临界 ＣＯ２萃取的各因素的重

要性，选取萃取温度、萃取压力、萃取时间、夹带

剂、萃取夹带剂用量 ５ 个因素进行单因素实验，考
察苦丁茶多糖的萃取得率。 实验萃取温度分别选

择 ３５、４０、４５、５０、５５、６０ ℃；萃取压力分别为 ２０、
２５、３０、３５、４０、４５、５０ ＭＰａ；萃取时间分别为 ３０、
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６０、９０、１２０、１５０ ｍｉｎ 以及夹带剂分别选择甲醇、
９５％甲醇、５０％甲醇、无水乙醇、９５％乙醇、５０％乙

醇；夹带剂（９５％乙醇）用量选择分别为 ２．０、２．５、
３、３．５、４．０、４．５、５．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１。
１．２．２ 正交实验设计 　 根据单因素实验的结果，以
苦丁茶多糖得率为实验的考察指标。 实验从中选

择合适的萃取温度、萃取压力、萃取时间以及夹带

剂用量进行四因素三水平的正交实验（Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ，
２０１３）。 因素水平表见表 １。

表 １　 正交实验因素水平表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

水平
Ｌｅｖｅｌ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ
萃取温度
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

（℃ ）

Ｂ
萃取压力
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ
（ＭＰａ）

Ｃ
萃取时间
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
（ｍｉｎ）

Ｄ
夹带剂流量
Ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ
ｆｌｏｗ ｒａｔｅ

（ｍＬ·ｍｉｎ ⁃１）

１ ４５ ３５ ６０ ３．０

２ ５０ ４０ １２０ ３．５

３ ５５ ４５ １５０ ４．０

１．２．３ 苦丁茶多糖测定 　 采用苯酚－硫酸法（黄敏

桃等， ２０１４）对苦丁茶多糖进行测定：精密称取无

水葡萄糖纯品 １２．４５ ｍｇ，超纯水定容于 ５０ ｍＬ 容

量瓶中作为标准溶液，分别吸取 ０、０． １、０． ２、０． ５、
０．８、１．０、１．２、１．５、１．８ ｍＬ，置 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，
随后再分别加入 １．０ ｍＬ 的 ６％苯酚溶液， 轻摇混

匀后再加入 ７．０ ｍＬ 硫酸，混匀后于室温下放置 ３０
ｍｉｎ，以超纯水定溶，混匀，于 ４８２ ｎｍ 波长下测定

吸光度。
以横坐标为葡萄糖含量（ｍｇ·ｍＬ⁃１）， 纵坐标

为吸光度值做曲线，得到标准曲线回归方程为 Ａ ＝
０．０４９ ９ Ｃ－０．００１ ５ （ ｎ ＝ ７）， ｒ ＝ ０．９９９ １。 由标准

曲线方程计算萃取得到的苦丁茶样品中多糖的质

量浓度 Ｃ，并计算萃取率（李加兴等， ２０１３）。
苦丁茶多糖萃取率（％）＝ Ｃ×Ｖ ／ ｍ×１００。
式中，Ｃ 为苦丁茶多糖的质量浓度，ｍ 为苦丁

茶的质量（ｇ），Ｖ 为经超临界萃取所得总苦丁茶多

糖样品溶液的体积（ｍＬ）。

２　 结果与分析

２．１ 单因素实验

２．１．１ 萃取压力对萃取率的影响 　 采用 ９５％乙醇

作为夹带剂，在萃取实验温度为 ４０ ℃、夹带剂流

量为 ２．０ ｍｇ·ｍＬ⁃１、萃取时间为 ６０ ｍｉｎ 的条件下，
分别测定不同萃取压力下对苦丁茶多糖萃取率的

影响（图 １）。 由图 １ 可知，苦丁茶多糖的萃取率随

着萃取压力的增高而升高，当压力超过 ４０ ＭＰａ
时，苦丁茶多糖的萃取率变化不大，甚至有下降的

趋势。 当增大萃取压力时，使得萃取过程中超临

界 ＣＯ２的密度增加，溶质和溶剂之间的传质效率得

到了提高，从而增大了苦丁茶多糖的溶解度，提高

了萃取率。 当萃取压力升高到一定程度时，目标

萃取物的萃取率并无明显变化，并且，压力过高使

得萃取成本增高，同时高压力不安全因素也增多。
根据方差分析，萃取率在低于或高于 ４０ ＭＰａ 时具

有显著差异（Ｐ ＜ ０． ０５）。 因此，选取萃取压力为

３５、４０、４５ ＭＰａ 进行正交实验。

注： 萃取温度 ４０ ℃；夹带剂（９５％乙醇）流量

２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１； 萃取时间 ６０ ｍｉｎ。
Ｎｏｔｅ： Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ４０ ℃； Ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
（９５％ ｅｔｈａｎｏｌ） ２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１； Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ６０ ｍｉｎ．

图 １　 萃取压力对苦丁茶多糖提取率的影响
Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

２．１．２ 萃取温度对萃取率的影响 　 在萃取压力为

４０ ＭＰａ，提取时间为 ６０ ｍｉｎ，夹带剂（９５％乙醇）流
量为 ２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１的条件下，考察不同萃取温度
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（３５、４０、４５、５０、５５、６０ ℃） 对苦丁茶多糖萃取率的

影响（图 ２） 。 图 ２ 结果显示，苦丁茶多糖的萃取

率随温度增高而升高，当温度高于 ５０ ℃ 时，过高

的温度使得 ＣＯ２的密度降低溶解能力也随之下降，
从而使得苦丁茶多糖的溶解度发生下降，同时过

高的温度会导致苦丁茶多糖的不稳定性增加，使
得其提取含量受到一定影响。 根据此单因素实

验，选择正交实验的萃取温度为 ４５、５０、５５ ℃。

注： 萃取压力 ４０ ＭＰａ； 夹带剂（９５％乙醇）流量

２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１；萃取时间 ６０ ｍｉｎ。
Ｎｏｔｅ： Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ４０ ＭＰａ； Ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
（９５％ ｅｔｈａｎｏｌ） ２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１； Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ６０ ｍｉｎ．

图 ２　 萃取温度对苦丁茶多糖提取率的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

２．１．３ 萃取时间的影响 　 图 ３ 结果显示，随着萃取

时间的增加，苦丁茶多糖的萃取率不断增高，在萃

取时间为 １２０ ｍｉｎ 后，萃取率增加缓慢。 由于萃取

时间越长，ＣＯ２流体能更充分地接触苦丁茶物料，
萃取越完全，并提高了萃取率。 但当萃取达到一

定时间后，萃取率无明显变化，此外萃取时间过长

也可能导致多糖产生不稳定性而影响提取率，过
长时间的萃取还会带来过高的萃取成本。 因此，
在本研究中，根据此单因素实验，选择 ６０、１２０、１５０
ｍｉｎ 萃取时间进行正交实验分析。
２．１．４ 夹带剂的影响 　 由于糖类化合物的羟基较

多、分子量较大且极性较大，所以很难用低极性溶

剂进行萃取，因此为了提高提取率可在萃取过程

中加入极性较高、选择性好、安全的夹带剂对多糖

进行提取。 本研究分别选择甲醇、９５％乙醇、５０％

注： 萃取压力 ４０ ＭＰａ； 夹带剂（９５％乙醇）流量

２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１； 萃取温度 ４０ ℃。
Ｎｏｔｅ： Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ４０ ＭＰａ； Ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ

（９５％ ｅｔｈａｎｏｌ） ２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１； Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ４０℃．

图 ３　 萃取时间对苦丁茶多糖提取率的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

甲醇、无水乙醇、９５％乙醇、５０％乙醇作为夹带剂，
考察夹带剂在萃取过程中对多糖提取率的影响，
结果如图 ４ 所示。 流量为 ２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１时，９５％
乙醇作为萃取夹带剂具有较高提取率，因此，选择

９５％乙醇作为苦丁茶多糖萃取的夹带剂。
２．１．５ 夹带剂流量的影响　 用萃取压力 ４０ ＭＰａ、萃
取温度 ５０ ℃、提取时间 ９０ ｍｉｎ，分别设置夹带剂

流量在 ２．０、２．５、３、３．５、４、４．５、５．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１时进

行实验，考察夹带剂流量对萃取苦丁茶多糖萃取

率的影响（图 ５）。 方差分析表明，苦丁茶多糖得

率与 ３．０ ～ ４．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１的夹带剂流量差异显著

（Ｐ＜０．０５）。 因此，根据此单因素实验，选择 ３． ０、
３．５、４．０ ｍＬ·ｇ⁃１的夹带剂流量进行正交实验分析。
２．２ 正交实验结果与分析

根据 ２．１ 的单因素试验结果，选定萃取温度、
萃取压力、萃取时间、夹带剂流量进行四因素三水

平的正交试验，结果见表 ２。 由表 ２ 可知，影响苦

丁茶多糖萃取得率最显著的因素是萃取温度，其
次为萃取压力、萃取时间、夹带剂流量，各因素不

同水平影响次序为 Ａ２＞Ａ３＞Ａｌ，Ｂ２＞Ｂ３＞Ｂ１，Ｃ３＞Ｃ２
＞Ｃｌ，Ｄ２＞Ｄ３＞Ｄｌ，Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２ 为极差分析得到的最

优萃取条件组合，即萃取温度 ５０ ℃、萃取压力 ４０
ＭＰａ，夹带剂流量 ３．５ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１、萃取 １２０ ｍｉｎ。 在
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注： 萃取压力 ４０ ＭＰａ； 夹带剂流量 ２．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１；
萃取温度 ４０ ℃； 萃取时间 ６０ ｍｉｎ。

Ｎｏｔｅ： Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ４０ ＭＰａ； Ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ２．０ ｍＬ·
ｍｉｎ⁃１； Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ４０ ℃； Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ６０ ｍｉｎ．

图 ４　 夹带剂对苦丁茶多糖提取率的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

注： 萃取压力 ４０ ＭＰａ； 萃取时间 ９０ ｍｉｎ； 萃取温度 ４０ ℃。
Ｎｏｔｅ： Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ４０ ＭＰａ； Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

９０ ｍｉｎ； Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ４０ ℃．

图 ５　 夹带剂流量对苦丁茶多糖提取率的影响
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｎ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

最佳工艺条件下对苦丁茶进行 ３ 次萃取平行试

验，平均萃取得率为 ７．０５％。

３　 讨论与结论

萃取压力（Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ， ２０１５）对于目标萃取物

的萃取具有重要影响，萃取压力是影响苦丁茶多

糖超临界 ＣＯ２萃取过程中溶解度的一个重要参数。

表 ２　 正交实验设计结果
Ｔｂａｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

实验号
Ｔｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

萃取率
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

（％）

１ １ １ １ １ ５．３６

２ １ ２ ２ ２ ６．０６

３ １ ３ ３ ３ ６．６３

４ ２ １ ２ ３ ５．６８

５ ２ ２ ３ １ ７．０３

６ ２ ３ １ ２ ６．７８

７ ３ １ ３ ２ ６．５３

８ ３ ２ １ ３ ６．３９

９ ３ ３ ２ １ ５．８６
ｋ１ ５．４８ ５．８２ ６．３３ ６．４５
ｋ２ ６．７２ ６．５５ ６．４２ ７．０１
ｋ３ ６．４１ ６．３８ ６．９４ ６．８６

Ｒ ０．９３ ０．７３ ０．６１ ０．５６

萃取温度对于苦丁茶多糖提取率也具有一定的影

响（Ｄｅｎｔ ｅｔ ａｌ， ２０１３）。 在超临界萃取过程中夹带

剂起到助溶作用（Ｄａｐｏｒｔｏ ｅｔ ａｌ， ２０１４），能够更有

效地将目标物提取出来。 本研究通过单因素实验

得到的结果，确定了萃取温度、萃取压力、萃取时

间以及夹带剂用量四个主要影响因素进行四因素

三水平的正交实验，探索出了苦丁茶多糖超临界

ＣＯ２流体萃取的最佳提取工艺，建立了一种超临界

ＣＯ２流体萃取法从苦丁茶中提取多糖的方法。 相

较于传统的提取方法，超临界 ＣＯ２流体萃取能够在

低温下萃取苦丁茶多糖并能够最大限度保留多糖

的生物活性；在整个萃取过程中唯一使用的有机

试剂为夹带剂（９５％乙醇），能够与 ＣＯ２流体混溶

提高了多糖的在 ＣＯ２流体中的溶解度，并能够在萃

取结束后对夹带剂进行回收，无有机试剂残留、无
污染以；此外，超临界 ＣＯ２流体萃取苦丁茶多糖操

作简便、低耗、生产周期短。
本研究建立的苦丁茶多糖超临界 ＣＯ２流体萃

取法工艺条件稳定可行，具有较好重现性，苦丁茶

多糖的萃取得率达 ７．０５％，优于施思等（２０１０）和

于淑池等（２０１５）的报道，与传统的热水浸提相比

萃取得率提高了将近两倍，可为苦丁茶多糖的有
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效提取以及苦丁茶的药用价值以及保健作用的深

入开发提供新的参考依据。
综上所述，超临界 ＣＯ２流体萃取具有提取温度

低、萃取率高、萃取周期短、低耗以及污染小等优

点，适用于苦丁茶多糖的提取。
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