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摘　要：为增加油橄榄叶多糖的开发利用价值，以油橄榄叶为实验材料，采用正交试验优化油橄榄叶多糖（OLP）
的提取工艺，高效凝胶渗透色谱-多角度激光光散射仪联用（HPGPC-MALLS）测定分子量，PMP 柱前衍生高效液

相色谱法分析 OLP 的单糖组成，并评价其抗氧化活性。结果显示，OLP 的最佳提取工艺条件为料液比 1:27.5
g/mL，温度 95 ℃，提取时间 3.5 h，在此条件下 OLP 的得率为 2.75%；OLP 的重均分子量（Mw）为 25.36 kDa，
数均分子量（Mn）为 19.32 kDa，多分散系数为 1.313；OLP 主要由葡萄糖（Glc）、半乳糖（Gal）和氨基半乳糖

（GalN）组成，还含有鼠李糖（Rha）、阿拉伯糖（Ara）、木糖（Xyl）、甘露糖（Man）和氨基葡萄糖（GlcN）

等单糖，各单糖的相对摩尔比为 56.2:15.9:10.3:8.3:5.9:2.6:0.5:0.3；抗氧化活性实验结果发现，OLP 具有较好的

抗氧化活性，对羟自由基、超氧阴离子自由基和 DPPH 自由基的半数抑制浓度（IC50）分别为 0.422、0.302 和

0.268 mg/mL。本研究所得油橄榄叶多糖的提取工艺简单、得率高、抗氧化活性好，为油橄榄叶多糖的进一步研究

和开发利用提供了重要参考。
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Abstract：In order to increase the development and utilization value of polysaccharides from Olea europaea L. leaves, the  
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extraction process of  polysaccharides from Olea europaea L.  leaves (OLP) was optimized by orthogonal  experiment,  the
molecular  weight  was  determined  by  high  performance  gel  permeation  chromatography  combined  with  multi-angle  laser
light  scattering  (HPGPC-MALLS),  and  the  monosaccharide  composition  of  OLP  was  analyzed  by  PMP  pre-column
derivatization  and  its  antioxidant  activity  was  evaluated.  The  results  showed  that  the  optimal  extraction  conditions  were
material-liquid ratio of 1:27.5 g/mL, extraction temperature of 95 ℃ and extraction time of 3.5 h. Under these conditions,
the  yield  of  OLP  was  2.75%.  The  average  weight  molecular  weight  (Mw)  of  OLP  was  25.36  kDa,  the  average  number
molecular  weight  (Mn)  was  19.32  kDa,  and  the  polydispersity  was  1.313.  OLP  was  mainly  composed  of  glucose  (Glc),
galactose  (Gal)  and  galactose  amino  (GalN),  but  also  contains  rhamnose  (Rha),  arabinose  (Ara),  xylose  (Xyl),  mannose
(Man) and glucosamine (GlcN), and the relative molar ratio of monosaccharide was 56.2:15.9:10.3:8.3:5.9:2.6:0.5:0.3. The
results  showed  that  OLP  had  good  antioxidant  activity,  with  IC50 of  0.422,  0.302  and  0.268  mg/mL  for  hydroxyl  free
radical, superoxide anion free radical and DPPH free radical, respectively. The optimum technology of OLP is simple, the
yield  is  high,  and  the  antioxidant  activity  is  good,  which  provides  an  essential  reference  for  the  further  research,
development and utilization of OLP.
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油橄榄（Olea europaea L.）系木犀科木犀榄属常

绿乔木，是重要的木本油料和果用树种，原产于地中

海地区，在我国甘肃、云南、四川和福建等地有广泛

分布[1−3]，现有种植面积已超过 120 万亩。油橄榄树

在进行修剪和果实采摘过程中会产生大量的副产物

油橄榄叶，目前对于油橄榄叶没有进行有效的利用。

研究发现，油橄榄叶中含有黄酮、多酚、多糖等生物

活性成分[4−6]，多糖作为生物大分子具有重要的生理

活性，在食品、化妆品、保健品、药品和医用材料等

领域已有广泛应用[7−9]。

多糖由于其多羟基的结构特点，易溶于水，不溶

于乙醇等有机溶剂。热水提取法是目前多糖提取中

最常用的方法，材料经过粉碎、脱脂等前处理后经热

水提取，提取液加入一定浓度的乙醇，收集沉淀可获

得粗多糖。除此之外，微波、超声波、超临界萃取、

超高压等技术也可用于多糖的辅助提取，也有通过酶

的作用破坏细胞壁来提高多糖的提取效果[10]。利用

油橄榄叶提取多糖，不仅能够充分利用油橄榄叶这一

资源，同时也可以为功能性多糖提供新的来源。邓建

梅等[11] 通过微波辅助提取油橄榄叶多糖，在最佳工

艺条件下油橄榄叶的多糖得率为 12.4535 mg/g。原

姣姣等[12] 通过响应面优化了超声-酶辅助油橄榄叶

多糖的提取工艺，发现先用酶解处理，之后再进行超

声提取可以提高提取率，在优化的工艺条件下油橄榄

叶多糖的提取率可以达到 4.50%。王布雷等[13] 从油

橄榄叶提取了一种由甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、

半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖组成的酸性

杂多糖，活性研究发现该多糖具有良好的抗氧化作

用，对革兰氏阴性细菌的抑制能力强于革兰氏阳性细

菌。而对于油橄榄叶多糖的精细结构及活性方面的

深入研究相对较少，多糖的结构复杂，活性与结构密

切相关，研究发现不同的方法提取获得的多糖组成不

同，结构和性质存在差异，造成多糖的活性不稳定及

质量控制难度大。热水提取是多糖最常用的提取方

法，方法稳定，重复性好，获得的多糖结构稳定。因

此，本研究采用正交试验优化油橄榄叶多糖的热水提

取工艺，通过红外光谱、分子量及单糖组成分析进行

多糖结构的初步分析，并评价多糖的抗氧化活性，为

油橄榄叶多糖的进一步开发利用提供参考，为油橄榄

叶的综合利用奠定基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

油橄榄叶　采于甘肃省陇南市，经鉴定为木犀

科植物油橄榄（Olea europaea L.）的叶子；乙腈　色

谱纯，德国 Merck 公司；1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮

（PMP）　分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、系列单糖标

准品（甘露糖、氨基葡萄糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、氨

基半乳糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖和阿

拉伯糖）　分析纯，Sigma-Aldrich 公司；其它化学试

剂均为国产分析纯。

AB104-N 型分析天平　梅特勒-托利多仪器公

司；FD-1-55 型冷冻干燥机　北京博医康实验仪器有

限公司；RE-52CS-2 型旋转蒸发仪　上海亚荣生化

仪器厂；SHB-IIIA 型循环水式真空泵　郑州长城科

工贸有限公司；UV-9200 紫外可见分光光度计　北

京瑞利分析仪器公司；Agilent1260 高效液相色谱

仪、Eclipse XDB-C18 色谱柱（4.6 mm×150 mm，5 μm）

　美国安捷伦公司；Frontier 红外光谱仪　美国

Perkin Elmer 公司；Dawn 型多角度激光光散射仪　

美国 Wyatt 公司；OHpak SB-806M HQ 凝胶色谱柱

（8.0 mm×300 mm）　日本昭和电工；TG16-WS 型低

速大容量离心机　湖南湘仪离心机仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   油橄榄叶前处理　油橄榄叶阴凉处晾干后粉

碎机粉碎，过 60 目筛，用 80% 乙醇 80 ℃ 加热回流脱脂

4 次，每次 2 h，脱脂后的油橄榄叶粉末干燥后备用[14]。 

1.2.2   油橄榄叶多糖提取单因素实验　以影响多糖

得率的料液比、温度和时间为考察因素，研究不同单

因素对油橄榄叶多糖得率的影响。分别称取脱脂后

油橄榄叶粉末 2 g 于三口烧瓶中，置恒温磁力加热搅
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拌器水浴中分别按以下条件提取：在 80 ℃、提取时

间为 3 h 条件下，考察提取料液比（1:20、1:25、1:30、
1:35 和 1:40 g/mL）对多糖得率的影响；在料液比为

1:30 g/mL、提取时间为 3 h 的条件下，考察提取温度

（50、60、70、80、90、95 ℃）对多糖得率的影响；在料

液比为 1:30 g/mL、提取温度为 80 ℃ 的条件下，考察

提取时间（1、2、3、4 和 5 h）对多糖得率的影响[15]。

每组实验重复 3 次，计算多糖得率。 

1.2.3   正交试验设计　在 1.2.2 单因素实验的基础

上，对 3 个影响因素进行三因素三水平 L9（34）正交

试验，根据多糖得率对结果进行分析[16]，正交试验设

计因素水平见表 1。
 
 

表 1    正交试验因素水平
Table 1    Orthogonal assay factors and levels

水平
因素

A 料液比（g/mL） B 温度（℃） C 时间（h）

1 1:27.5 85 2.5

2 1:30.0 90 3.0

3 1:32.5 95 3.5
  

1.2.4   多糖得率的计算　采用硫酸-苯酚法[17] 测定总

糖含量，参考文献 [18] 按以下公式计算不同条件下

油橄榄叶的多糖得率：

多糖得率(%) =多糖质量/原料质量×100
 

1.2.5   油橄榄叶多糖的纯化　根据正交试验优化的

提取工艺条件提取油橄榄叶多糖，提取液经减压浓

缩，乙醇沉淀后复溶于蒸馏水，用透析袋（截留分子量

为 7 kDa）对蒸馏水透析 3 d，透析液减压浓缩后冷冻

干燥，得油橄榄叶多糖 OLP，用于后续理化性质分析

及抗氧化活性评价[18]。 

1.2.6   红外光谱分析　油橄榄叶多糖置于装有 P2O5

的真空干燥箱中，50 ℃ 真空干燥至恒重，后取 2~3 mg
用 KBr 压片，在 4000~400 cm−1 范围内进行红外光

谱扫描，记录红外光谱图[19]。 

1.2.7   分子量分析　高效凝胶渗透色谱-多角度激光

光散射仪联用（HPGPC-MALLS）测定分子量，OLP
用 0.1 mol/L Na2SO4 溶液溶解为 5 mg/mL，0.22 μm
微孔滤膜过滤后备用。分析用色谱柱为 OHpak SB-
806M HQ，流动相为 0.1 mol/L Na2SO4溶液，进样量

100 μL，流速 0.6 mL/min，柱温 35 ℃，示差检测器

（RID）和多角激光光散射仪（MALLS）串联在线检

测，用 Astra 5.3.4.20 工作软件进行数据处理，计算

OLP 重均分子量（Mw）、数均分子量（Mn）以及分散

系数[20−21]。 

1.2.8   单糖组成分析　采用 PMP 柱前衍生高效液相

色谱法测定油橄榄叶多糖的单糖组成。取 OLP 3 mg
溶于 300 μL 2 mol/L 三氟乙酸（TFA），加入安瓿瓶后

封口，在 105 ℃ 条件下水解 6 h，水解液氮吹仪吹干

后反复加甲醇 3 次吹干，除去 TFA[22]。水解产物溶

解于 100 μL 蒸馏水中，加入 100 μL 0.3 mol/L NaOH
和 120 μL 0.5 mol/L PMP 溶液在 70 ℃ 水浴中反应

1 h，反应物冷却后加入 100 μL 0.3 mol/L HCl 溶液

中和，后用三氯甲烷萃取 3 次以除去未反应的 PMP，
收集水相经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，备用。不同单糖

标准品采用同样方法进行衍生和处理[23−24]。

HPLC 测定单糖组成色谱分析条件：色谱柱为

Eclipse XDB-C18 （4.6 mm×150 mm，5 μm），流动相为

磷酸盐缓冲液:乙腈=83:17（V/V），流速 1.0 mL/min，
柱温 25 ℃，紫外检测器 245 nm 在线检测，根据标准

品和样品出峰时间确定单糖种类，根据峰面积计算各

单糖相对摩尔比[23−24]。 

1.2.9   抗氧化活性的评价　取 1.2.5 所得 OLP，用蒸

馏水配制浓度分别为 0.1、0.25、0.5、1、2.5 和 3 mg/mL
溶液，按以下方法进行抗氧化活性评价。

羟自由基清除能力测定：分别取不同浓度 OLP
1 mL 于试管中，等体积蒸馏水作为空白对照，依次加

入9 mmol/L Fe2SO4 溶液1 mL、8.8 mmol/L H2O2 1 mL
和 9 mmol/L 水杨酸溶液 1 mL 后混匀，在 37 ℃ 水

浴恒温反应 15 min，VC 作为阳性对照，在 510 nm 处

测定吸光值[25−26]。用公式（1）计算样品对羟基自由基

的清除率：

清除率(%) = (1−A/A0)×100 式（1）

式中：A0：空白对照组吸光值；A：样品吸光值。

超氧阴离子清除能力测定：分别取不同浓度

OLP 1 mL 于试管中，等体积蒸馏水为空白对照，立

即加入 3 mL 0.05 mol/L Tris-HCl  （pH8.2）溶液混

匀，37 ℃ 水浴加热 10 min 后加入 2 mL 30 mmol/L
邻苯三酚溶液反应 5 min，加入 1 mL 8 mol/L HCl 中
止反应，VC 作为阳性对照，320 nm 处测定吸光值[25−26]。

代入公式（1）计算样品对超氧阴离子自由基的清除率。

DPPH 自由基清除能力测定：分别取不同浓度

OLP 2 mL 于试管中，等体积蒸馏水为空白对照，分

别加入 2 mL 0.1 mmol/mL DPPH 乙醇溶液混匀，避

光静置 30 min，VC 作为阳性对照。517 nm 处测定

吸光值[25−26]。代入公式（1）计算样品对 DPPH 自由

基的清除率。 

1.3　数据处理

实验均进行 3 次重复，结果用平均值±标准偏差

表示，采用 Origin 9.0 软件进行数据处理和作图；利

用 SPSS 17.0 软件进行 IC50 计算。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验结果 

2.1.1   料液比对多糖得率的影响　从图 1 可以看出，

在料液比为 1:20~1:30 g/mL 时，随着提取溶剂量的

增加，油橄榄叶多糖的得率在不断增加，当料液比达到

1:30 g/mL 时多糖得率为 2.13%，经过显著性检验发

现继续增加提取溶剂的量多糖得率没有明显增加，说

明多糖的溶出达到了平衡，从节约溶剂以及后续多糖
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提取液浓缩能耗的角度考虑，选择料液比 1:30 g/mL
为正交试验设计的中心值。
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图 1    料液比对多糖得率的影响
Fig.1    Effects of material-liquid ratio on the yield of

polysaccharides
注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）；图 2~图 3 同。

  

2.1.2   温度对多糖得率的影响　从图 2 可以看出，提

取温度对 OLP 得率有明显的影响，随着温度的升高，

多糖得率也在增加，随着温度的升高油橄榄叶细胞壁

的破坏程度也增加，有利于多糖的溶出，当温度达到

90 ℃ 时多糖得率为 2.03%，从提取过程水浴加热方

式温度的限制及提取温度升高造成溶剂挥发等方面

考虑，选择 90 ℃ 为正交试验工艺优化的中心值。
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图 2    温度对多糖得率的影响
Fig.2    Effects of temperature on the yield of polysaccharides

  

2.1.3   时间对多糖得率的影响　从图 3 可以看出，随

着提取时间的延长 OLP 得率明显增加，在 1~3 h 范围

内，时间的延长对 OLP 得率影响显著（P<0.05），提取

时间达到 3 h 时，多糖得率为 1.95%，经过显著性检

验发现 3 h 后继续延长提取时间多糖得率增加不显

著（P>0.05），从节约成本和时间考虑，选择 3 h 为后

续正交试验工艺优化的中心值。 

2.2　正交试验结果及分析 

2.2.1   正交试验结果　根据 2.1 单因素实验结果可

知，选取影响 OLP 得率的料液比、温度和时间三个

因素，采用标准 L9（34）正交试验设计进行提取工艺

优化，正交试验及试验结果见表 2。
  

表 2    L9（34）正交实验及结果
Table 2    L9(3

4) orthogonal design and experiment results

序号
影响因素 多糖得

率（%）A 料液比 B 温度 C 时间 D （空白列）

1 1 1 1 1 2.10
2 1 2 2 2 2.51
3 1 3 3 3 2.74
4 2 1 2 3 2.07
5 2 2 3 1 2.42
6 2 3 1 2 2.24
7 3 1 3 2 2.19
8 3 2 1 3 2.44
9 3 3 2 1 2.46

K1 7.35 6.36 6.78 6.98
K2 6.73 7.37 7.04 6.94
K3 7.09 7.44 7.35 7.25
k1 2.45 2.12 2.26 2.33
k2 2.24 2.46 2.35 2.31
k3 2.36 2.48 2.45 2.42
R 0.21 0.36 0.19 0.11

 

从表 2 正交试验结果极差分析可以看出，3 个提

取因素对 OLP 得率影响的顺序为 B>A>C，即温度

对 OLP 得率的影响最大，其次是料液比和时间，最佳

提取条件为 A1B3C3，即料液比为 1:27.5 g/mL，在温

度 95 ℃ 下提取 3.5 h。 

2.2.2   工艺验证试验　根据 2.2.1 正交试验工艺优化

结果，取油橄榄脱脂粉末 2.0 g，3 份，按照 A1B3C3 条

件进行 OLP 提取工艺验证试验，测定提取液多糖含

量，计算 OLP 得率。计算结果得率分别为 2.77%、

2.75% 和 2.74%，平均得率为 2.75%，高于正交试验

设计中所有条件下 OLP 得率，表明工艺优化成功。

该工艺油橄榄叶多糖的得率高于邓建梅等[11] 采用微

波辅助提取的多糖得率（12.4535 mg/g），低于原姣姣

等[12] 采用的超声-酶辅助提取的得率（4.50%），相比

而言，本研究多糖的得率较高，并且提取条件简单，成

本较低，易于大规模制备。 

2.3　油橄榄叶多糖红外光谱分析结果

从图 4 可知，OLP 的红外光谱图中可以看出 OLP
具有多糖的一般吸收特征峰，3427 cm−1 处的吸收峰为

糖结构中-OH 的 O-H 的伸缩振动吸收峰，2935 cm−1

处吸收峰为糖结构中 C-H 特征吸收峰，1747、1631、
1439 cm−1 这 3 处为 C=O 和 O-H 特征吸收峰，1100~
1022 cm−1 为吡喃糖残基糖环 C-O-C和 C-O-H 吸收[7]。

通过红外光谱分析说明所制备的 OLP 为糖类化合物[19]。
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图 3    时间对多糖得率的影响

Fig.3    Effects of time on the yield of polysaccharides
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图 4    OLP 红外光谱图
Fig.4    Infrared spectrogram of OLP

  

2.4　分子量分析结果

采用 HPGPC-MALLS 法对 OLP 的分子量进行

了分析测定，结果见表 3。
  

表 3    OLP 分子量分析结果
Table 3    OLP molecular weight analysis results

OLP
Mw（kDa） Mn（kDa） 多分散系数（Mw/Mn）

25.36 19.32 1.313
 

从表 3 可知，OLP 的重均分子量（Mw）和数均分

子量分别为 25.36 和 19.32 kDa，多分散系数为 1.313，
表明 OLP 的分子量分布范围较窄。 

2.5　油橄榄叶单糖组成分析结果

采用 PMP 柱前衍生-HPLC 法分析 OLP 的单糖

组成，单糖组成 HPLC 结果见图 5，单糖组成分析结

果及相对摩尔比见表 4。
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图 5    OLP 单糖组成分析 HPLC 图
Fig.5    Monosaccharide composition analysis of OLP by HPLC
注：1. Man；2. GlcN；3. Rha；4. GlcA；5. GalN；6. GalA；7. Glc；
8. Gal；9. Xyl；10. Ara。
 

从图 5 和表 4 可知，OLP 为含有 8 种单糖的杂

多糖，主要由葡萄糖（Glc）、半乳糖（Gal）和氨基半乳

糖（GalN）组成，此外还含有鼠李糖（Rha）和阿拉伯糖

（Ara），以及少量的木糖（Xyl）、甘露糖（Man）和氨基

葡萄糖（GlcN），各种单糖的相对摩尔比如表 4，其中

Glc 所占比例最大。王布雷等[13] 也对提取的油橄榄

叶多糖的单糖组成进行了分析，发现其由 7 种单糖

组成，其中Gal 占比最大，为 31.17%，其次是Glc 和Ara，
占比分别为 29.30% 和 21.64%，此外还含有 GalA
（6.95%）、Rha（5.67%）、GlcA（3.11%）和 Man（2.17%），

为含有糖醛酸的酸性多糖。研究发现，原料的产地、

年限及处理工艺[27−28]、多糖的提取方法等均会对多

糖的单糖组成和活性产生影响[29−30]，该研究与本研究

所获油橄榄叶多糖在单糖组成上存在明显不同，可能

是该研究所用油橄榄叶为四川西昌所产，与本研究所

用材料的产地以及提取方法等不同有关，这也说明多

糖的来源及提取方法会对多糖的结构产生影响。 

2.6　油橄榄叶多糖抗氧化活性 

2.6.1   对羟自由基的清除活性　OLP 和 VC 对羟自

由基的清除活性见图 6。
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图 6    OLP 对羟自由基的清除活性
Fig.6    Scavenging activity of OLP on hydroxyl free radical

 

从图 6 可知，OLP 对羟自由基有一定的清除活

性，且呈现明显的浓度依赖关系，在浓度 0.1~3 mg/mL
范围内随着浓度的增加，清除活性明显增强，浓度为

3 mg/mL 时，清除率达到了 83.32%，经计算 OLP 和

VC 对羟自由基的半数抑制浓度（IC50）分别为 0.422
和 0.044 mg/mL，表明 OLP 对羟自由基具有较好的

清除活性，在一定浓度范围内可以发挥清除羟基自由

基的活性。 

2.6.2   对超氧阴离子自由基的清除活性　OLP 和 VC

对超氧阴离子自由基的清除活性见图 7。
由图 7 可知，OLP 对超氧阴离子自由基有明显

的清除活性，在浓度 0.1~1 mg/mL 范围内随着浓度

的增加清除活性明显增强，呈现浓度依赖关系，当浓

度为 2.5 mg/mL 时，清除率达到了 85.13%，经计算

OLP 和 VC 对超氧阴离子自由基的 IC50 分别为 0.302
和 0.139 mg/mL，表明 OLP 对超氧阴离子自由基具

有较好的清除活性。 

2.6.3   对 DPPH 自由基的清除活性　OLP 和 VC 对

DPPH 自由基的清除活性见图 8。
由图 8 可知，随着 OLP 浓度的增加对 DPPH 自

由基的清除活性与 VC 具有相同的作用趋势，均表现

出明显的浓度依赖关系，浓度达到 3 mg/mL 时清除

 

表 4    OLP 单糖组成及相对摩尔比分析结果

Table 4    The analysis results of monosaccharide composition
and relative mole ratio

样品
单糖组成及其相对摩尔比

Man GlcN Rha GalN Glc Gal Xyl Ara

OLP 0.5 0.3 8.3 10.3 56.2 15.9 2.6 5.9
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率达到 82.26%，经计算 OLP 和 VC 对 DPPH 自由基

的 IC50 分别为 0.268 mg/mL 和 0.073 mg/mL，表明

OLP 对 DPPH 自由基有较好的清除活性。

通过比较发现 OLP 对 DPPH 的清除活性最强，

其次是超氧阴离子自由基和羟自由基，表明 OLP 对

不同类型的自由基均有较好的清除活性，可以用于天

然抗氧化剂的开发，保护机体免受自由基损伤，有进

一步开发和应用的前景。 

3　结论
本研究在单因素实验的基础上通过正交试验优

化了油橄榄叶多糖的提取工艺，发现提取时间对多糖得

率影响最大，在最佳提取工艺条件料液比 1:27.5 g/mL，
温度 95 ℃，提取时间 3.5 h 下，多糖得率为 2.75%，

分析发现油橄榄叶多糖主要是由 Glc、Gal 和 GalN
等单糖组成的杂多糖，分子量分布窄，纯度较好，能够

清除羟自由基、超氧阴离子自由基和 DPPH 自由基，

具有较好的体外抗氧化活性。本研究为油橄榄叶多

糖的进一步研究以及开发利用提供了参考。
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anion free radical
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