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摘 要:采用响应面法优化了藜麦麸皮超声提取皂苷的最佳工艺，并考察了最佳提取工艺条件下提取物对 α-葡萄糖
苷酶的抑制活性。同时建立酶反应动力学方程对其抑制动力学进行分析，探讨了藜麦麸皮提取物对 α-葡萄糖苷酶
的抑制机制。实验结果表明，藜麦麸皮超声提取皂苷的最佳工艺条件为液料比 15 mL /g，75%乙醇超声提取，超声时
间 1． 5 h，超声温度 45 ℃，在此条件下藜麦麸皮皂苷的提取得率为 2． 370% ± 0． 022%。α-葡萄糖苷酶抑制活性实验
表明提取物的抑制作用明显强于阳性药阿卡波糖( P ＜ 0． 05) ，其 IC50值为 0． 620 ± 0． 057 mg /mL。酶动力学研究表
明藜麦麸皮总皂苷提取物是一种可逆的混合性抑制类型。本研究为明确藜麦麸皮提取物的降低餐后血糖作用机理
提供了参考，为藜麦麸皮的开发与利用提供了依据。
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Study on the optimization of the extraction technology by response
surface methodology and inhibitory activity of α-glucoside of
total saponins from the bran of Chenopodium quinoa Willd．
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Abstract: Response surface methodology was used to optimize the ultrasonic extraction process of saponins from the bran of
Chenopodium quinoa Willd． and the inhibitory activity of the extract against α-glucosidase was investigated under the optimal
extraction conditions． The enzyme reaction kinetics equation was established to analyze the inhibition kinetics and mecha-
nism． The results showed that the optimal extraction conditions of saponins from quinoa bran were as follows: liquid-solid ratio
of 15 mL /g，ultrasonic extraction with 75% ethanol，ultrasonic time of 1． 5 h，ultrasonic temperature of 45 ℃ ． Under these
conditions，the extraction yield of saponins from quinoa bran was 2． 370% ± 0． 022% ． α-Glucosidase inhibitory activity of
the extract was stronger than that of acarbose ( P ＜ 0． 05) ，and the IC50 value was 0． 620 ± 0． 057 mg /mL． Enzyme kinetics
study showed that total saponins extract of quinoa bran was a reversible mixed inhibition type． This study provides a reference
for clarifying the mechanism of quinoa bran extract in reducing postprandial blood glucose and a basis for the development and
utilization of quinoa bran．
Key words: total saponins from the bran of Chenopodium quinoa Willd． ; response surface method; extraction technology，α-
glucosidase; inhibition mechanism

藜麦 ( Chenopodium quinoa Willd． ) 原产于南美
洲安第斯山区，是印加土著居民的主要传统食物，具

有 5 000 ～ 7 000 多年的食用和种植历史［1］。藜麦具



有丰富的营养价值，其富含总酚与黄酮醇，具有抗氧

化、免疫调节及抗癌活性［2，3］。20 世纪 60 年代初，
我国开始引进藜麦资源。近几年来，我国藜麦种植
面积迅速扩大，2019 年全国藜麦种植面积估计超过
2 万 hm2，总产量可达到 2 ～ 3 万吨［4］。藜麦麸皮
( 即藜麦的外种皮) 中含有大量三萜皂苷，但皂苷味

苦。食用藜麦之前常通过水洗或者研磨去除［5］，所
以藜麦实际生产加工过程中会产生大量的藜麦麸

皮，但目前对藜麦麸皮的利用仅是简单加工处理用

作饲料［6］，如果可以利用藜麦麸皮，就能提高藜麦

的综合利用价值。三萜皂苷具有抗炎、抗肿瘤、抗动
脉粥样硬化和抗糖尿病等活性［7，8］，除此之外，已有

文献报道藜麦麸皮中白蛋白具有抗氧化和 ACE 抑
制活性［9］，其 50%乙醇提取物通过激活抗氧化酶系
统和阻断 TGF-β1 途径对四氯化碳诱导的小鼠肝损
伤和纤维化具有保护作用［10］，同时有研究发现未加

工藜麦中的多酚及皂苷提取物对 α-葡萄糖苷酶均
具有较高的抑制活性［11］。
目前有关藜麦麸皮总皂苷的超声提取工艺尚未

见相关文献报道。本实验以藜麦麸皮为实验材料，
对超声提取总皂苷的工艺进行优化。在单因素实验
的基础上，选择液料比、乙醇浓度、超声时间和超声
温度为自变量，以藜麦麸皮总皂苷的提取得率作为

响应值，采用响应面法优化得到藜麦麸皮总皂苷的

超声提取最佳工艺。本实验同时考察了最佳提取工
艺条件下提取物对 α-葡萄糖苷酶的抑制活性。同
时建立酶反应动力学方程对其抑制动力学进行分

析，探讨了藜麦麸皮提取物对 α-葡萄糖苷酶的抑制
机制，从而挖掘藜麦麸皮作为 α-葡萄糖苷酶抑制剂
的开发潜力，为藜麦麸皮的进一步开发利用提供理

论基础和数据支撑。
1 材料与仪器
1． 1 材料与试剂
藜麦麸皮，粉末状，是由白藜麦机械脱去的麸皮

制得( 由青海博基生物技术有限公司提供) 。
α-葡萄糖苷酶( G5003，100UN，来源于酵母，美

国 Sigma 公司 ) ; 4-硝基苯-α-D-吡喃葡萄糖苷
( pNPG，阿拉丁试剂( 上海) 有限公司) ;阿卡波糖及
齐墩果酸对照品( 上海源叶科技有限公司) ; 其他试

剂均为国产分析纯。
1． 2 仪器与设备

KQ-100B型超声波清洗仪( 昆山超声仪器有限
公司) ; EPOCH2 型酶标仪 ( BioTek 公司) ; BE-9010

型恒温振荡器( THOMMO SHAKER) ; Cary 300Bio型
紫外-可见分光光度计( 美国安捷伦公司) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 总皂苷含量的测定
采用比色法测定总皂苷的含量［12］，并在此基础

上略做改动。准确移取 0． 20 mL样品溶液于 10 mL
具塞试管中，置于 70 ℃水浴上挥去溶剂，分别依次
加入新配制的 5%香草醛-冰醋酸溶液 0． 2 mL，高氯
酸 0． 8 mL，摇匀，置于 60 ℃水浴加热 15 min，取出
后立即用冷水冷却数分钟，加入 4 mL 乙酸乙酯，摇
匀，以不加标准品溶液和样品溶液的平行样为空白，

在 560 nm下测定吸光值，重复 3 次，以齐墩果酸为
标准品，得回归方程为 y = 11． 892 x + 0． 070 9，r
= 0． 999 6，结果显示质量在 0． 010 8 ～ 0． 108 mg /
mL范围内线性关系良好。根据标准曲线计算溶液
中皂苷的浓度，然后根据公式计算出样品中总皂苷

的提取得率，按式( 1) 计算:

总皂苷提取得率 = C × d × V
1000 ×M × 100% ( 1)

其中，C:根据标准曲线计算溶液中总皂苷的
质量浓度 ( mg /mL ) ; d: 稀释倍数; V: 定容体积
( mL) ; M:称取的样品质量( g) 。
1． 3． 2 藜麦麸皮皂苷提取工艺优化
1． 3． 2． 1 单因素实验
准确称取 1． 0 g藜麦麸皮粉末，选择液料比、乙

醇浓度、超声时间和超声温度四个因素，以其中一项
因素改变时，其他因素不变进行单因素实验。各单
因素变量分别是: 液料比 ( 5、10、15、20、25 mL /g) 、
乙醇浓度( 50%、60%、70%、80%、90% ) ，超声时间
( 0． 5、1． 0、1． 5、2． 0、2． 5 h) 和超声温度( 40、50、60、
70、80 ℃ ) ，提取次数均为 3 次。
1． 3． 2． 2 响应面优化
在单因素实验结果的基础上，选取液料比( A) 、

乙醇浓度( B) 、超声时间( C) 和超声温度( D) 为考察
因素，以总皂苷提取得率为响应值，采用响应面法进

行 Box-Behnken中心组合设计，用 Design Expert 8． 0
进行实验数据分析，进而优化藜麦麸皮总皂苷的提

取工艺。
1． 3． 3 α-葡萄糖苷酶抑制活性测定
将藜麦麸皮总皂苷提取物配制成不同浓度的样

品溶液。采用参考文献［13］方法并作适当调整，以基
于 pNPG的体外评价模型进行检测。实验分为空白
组、空白对照组、样品空白组和样品组，各反应物在
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96 孔板中加样 20 μL，每组 3 个平行，分别加入 80
μL 0． 1 mmol /L 磷酸缓冲溶液 ( pH6． 8 ) ，空白对照
组和样品空白组加入 50 μL 0． 1 mmol /L 磷酸缓冲
溶液( pH6． 8) ，其他各组加入 50 μL α-葡萄糖苷酶
磷酸缓冲溶液( 1 U /mL) ，在恒温振荡器中 37 ℃保
温 30 min后取出，加入 50 μL 0． 5 mmol /L pNPG溶
液，充分混匀，于 37 ℃水浴反应 20 min，结束后加入
50 μL 0． 1 mol /L的 Na2CO3 溶液中止反应。在 405
nm处测定吸光值，根据式( 2) 计算出各样品对 α-葡
萄糖苷酶的抑制率。以阿卡波糖为阳性对照，绘制
药物浓度与对酶的抑制率的关系曲线，求出相应的

IC50值。

抑制率 =
( AC － AB ) － ( AS － ASB )

AC － AB
× 100% ( 2)

其中，AC :空白组吸光值; AB : 空白对照组吸光

值; AS :样品组吸光值; ASB :样品空白组吸光值。
1． 3． 4 α-葡萄糖苷酶抑制的抑制动力学分析
按照“1． 3． 3”方法分别测定不同浓度藜麦麸皮

总皂苷提取物与酶浓度分别为 0． 25、0． 5、1． 0、2． 0、
4． 0 U /mL 时反应的初速度，底物最终浓度为 0． 5
mmol /L，每个浓度做 3 个平行孔，以酶浓度［E］( U /
mL) 为横坐标，反应初速度 ν ( ΔOD /min) 为纵坐标
作图，利用图的特征推断酶的结合方式。藜麦麸皮
总皂苷提取物对 α-葡萄糖苷酶的抑制类型由 Line-
waver-Burk方法确定［14］。配制不同浓度的藜麦麸

皮总皂苷提取物，与浓度分别为 0． 125、0． 25、0． 5、
1． 0、2． 5 mmol /L的底物溶液，混匀，加入 1 U /mL α-
葡萄糖苷酶溶液，测定 α-葡萄糖苷酶抑制的反应速
率 V。按 Lineweave-Burk 方程，以底物浓度的倒数
1 /［S］为横坐标，1 /V为纵坐标绘制抑制作用动力学
曲线，确定抑制类型。
1． 3． 5 统计分析
数据采用 GraphPad Prism 7 软件处理，所有实

验结果均测量 3 次，以平均值 ±标准差( x ± s) 表示。
2 结果与讨论
2． 1 单因素实验
2． 1． 1 液料比对提取得率的影响
改变液料比，而其他参数不变，探讨液料比对藜

麦麸皮总皂苷提取得率的影响。结果如图 1A 所
示。从图中可以看出，在液料比为 15 mL /g 时总皂
苷的提取得率达到最高。因此，选择液料比为 5、
15、25 mL /g为响应面设计的三个水平。
2． 1． 2 乙醇浓度对提取得率的影响
改变乙醇浓度，而其他参数不变，探讨乙醇浓度

对藜麦麸皮总皂苷提取得率的影响。结果如图 1B
所示。从图中可以看出，在乙醇浓度为 80%时总皂
苷的提取得率达到最高，而后随着乙醇浓度的增加

总皂苷提取得率有所降低。因此，选择乙醇浓度为
60%、80%、100%为响应面设计的三个水平。

图 1 液料比( A)、乙醇浓度( B)、超声时间( C)、超声温度( D)对藜麦麸皮皂苷提取得率的影响
Fig. 1 Effects of liquid-solid ratio ( A) ，concentration of ethanol ( B) ，ultrasonic time ( C) ，

ultrasonic temperature ( D) on saponin extraction yield of quinoa bran
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2． 1． 3 超声时间对提取得率的影响
改变超声时间，而其他参数不变，从而探讨超声

时间对藜麦麸皮总皂苷提取得率的影响。结果如图
1C所示。从图中可以看出，在超声时间为 1． 5 h 时
总皂苷的提取得率达到最高，而后随着超声时间的

增加总皂苷提取得率有所降低。因此，超声时间为
1． 0、1． 5、2． 0 h为响应面设计的三个水平。
2． 1． 4 超声温度对提取得率的影响
改变超声温度，而其他参数不变，从而探讨超声

温度对藜麦麸皮总皂苷提取得率的影响。结果如图
1D所示。从图中可以看出，在超声温度为 60 ℃时
总皂苷的提取得率达到最高，而后随着超声温度的

增加总皂苷提取得率逐渐降低。因此，超声温度为
40、60、80 ℃为响应面设计的三个水平。
2． 2 响应面实验结果与分析
根据单因素实验结果，响应面实验因素水平及

编码如表 1 所示，以总皂苷提取得率为响应值( Y) ，
响应面设计方案及结果如表 2 所示。

表 1 响应面分析因素及水平表
Table 1 Factors and levels of response surface analysis

水平
Level

因素 Factor

A液料比
Liquid-solid ratio( mL /g)

B乙醇浓度
Concentration of ethanol( % )

C超声时间
Ultrasonic time( h)

D超声温度
Ultrasonic temperature( ℃ )

-1 5 60 1． 0 40

0 15 80 1． 5 60

1 25 100 2． 0 80

表 2 Box-Behnken实验设计与结果
Table 2 Box-Behnken experimental design and results

编号
No． A( mL /g) B( % ) C( h) D( ℃ ) Y( % )

1 15 100 1． 5 80 0． 98

2 15 60 2． 0 60 1． 42

3 5 80 2． 0 60 1． 56

4 15 80 2． 0 80 1． 10

5 25 80 1． 5 40 1． 93

6 5 80 1． 0 60 1． 28

7 15 80 1． 5 60 2． 35

8 25 80 1． 5 80 1． 19

9 15 100 2． 0 60 1． 19

10 15 80 1． 5 60 2． 36

11 5 60 1． 5 60 1． 58

12 15 80 1． 5 60 2． 35

13 25 80 2． 0 60 1． 53

14 15 80 1． 0 80 1． 31

15 15 80 1． 5 60 2． 36

16 15 60 1． 5 80 1． 13

17 15 80 2． 0 40 2． 04

18 5 80 1． 5 80 0． 86

19 15 100 1． 0 60 1． 00

20 15 60 1． 5 40 1． 79
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续表 2( Continued Tab． 2)

编号
No． A( mL /g) B( % ) C( h) D( ℃ ) Y( % )

21 15 100 1． 5 40 1． 53

22 15 60 1． 0 60 0． 91

23 25 60 1． 5 60 1． 99

24 25 100 1． 5 60 1． 31

25 15 80 1． 5 60 1． 58

26 15 80 1． 0 40 2． 00

27 5 100 1． 5 60 1． 14

28 25 80 1． 0 60 1． 21

29 5 80 1． 5 40 1． 89

利用 Design Expert 8． 0． 6 软件对表 2 实验数据
进行回归分析，获得响应面方差分析及显著性结果

如表 3 所示。

表 3 响应面方差分析
Table 3 The response surface analysis of variance ( ANOVA)

来源
Source

平方和
Sum of squares

自由度
df

均方
Mean square

F值
F value

P值
P value

模型 Model 5． 08 14 0． 36 4． 57 0． 003 7＊＊

A 0． 060 1 0． 060 0． 76 0． 398 3

B 0． 23 1 0． 23 2． 93 0． 109 0

C 0． 11 1 0． 11 1． 34 0． 266 1

D 1． 77 1 1． 77 22． 33 0． 000 3＊＊

AB 0． 014 1 0． 014 0． 18 0． 676 5

AC 4． 000E-0． 004 1 4． 000E-0． 004 5． 044E-0． 003 0． 944 4

AD 0． 021 1 0． 021 0． 27 0． 614 7

BC 0． 026 1 0． 026 0． 32 0． 578 9

BD 3． 025E-0． 003 1 3． 025E-0． 003 0． 038 0． 848 0

CD 0． 016 1 0． 016 0． 20 0． 663 9

A2 0． 70 1 0． 70 8． 77 0． 010 3*

B2 1． 72 1 1． 72 21． 69 0． 000 4＊＊

C2 1． 27 1 1． 27 16． 02 0． 001 3＊＊

D2 0． 55 1 0． 55 7． 00 0． 019 2*

残差 Residual 1． 11 14 0． 079

失拟项 Lack of fit 0． 63 10 0． 063 0． 52 0． 814 4

纯误差 Pure error 0． 48 4 0． 12

总离差 Cor total 6． 19 28

注: * P ＜ 0． 05; ＊＊P ＜ 0． 01。

因素交互作用对藜麦麸皮总皂苷提取得率的影

响见图 2。以藜麦麸皮总皂苷提取得率为响应值
( Y) ，得到总皂苷提取量对各影响因素的二次多项
式回归模型为: Y = 2． 20 + 0． 071 × A － 0． 14 × B + 0．

094 × C － 0． 38 × D － 0． 060 × AB + 0． 010 × AC + 0．
072 × AD － 0． 080 × BC + 0． 027 × BD － 0． 062 × CD －
0． 33 × A2 － 0． 51 × B2 － 0． 44 × C2 － 0． 29 × D2。
经统计学分析可知，该实验选用的模型极显著
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图 2 因素交互作用对藜麦麸皮总皂苷提取得率的影响
Fig. 2 Factors interaction effects on total saponins extraction yield from quinoa bran

( P ＜ 0． 01 ) ，表明模型选择合适; 失拟项 P ＞ 0. 05，
说明该模型拟合度好。根据表 3 显示，在此实验设
计中，超声温度( D) 对藜麦麸皮总皂苷提取得率的
影响达到了极显著水平( P ＜ 0． 01 ) 。从显著性检
验 P值的大小可以得到各因素对藜麦麸皮总皂苷
提取得率影响的顺序为超声温度( D) ＞ 乙醇浓度
( B) ＞ 超声时间( C) ＞液料比( A) 。
通过回归模型求解方程，得到最佳的提取条件

为:液料比 15． 52 mL /g，76． 62%乙醇超声提取，超
声时间 1． 59 h，超声温度 46． 46 ℃。结合到实际操
作的局限性，对该条件进一步的完善，即液料比 15
mL /g，75%乙醇超声提取，超声时间 1． 5 h，超声温
度 45 ℃。经过 3 次重复性实验验证，得到总皂苷提

取得率为 2． 37% ± 0． 022%，与预测值 2． 35%的相
对误差为 0． 85%，说明实际结果与预测值比较差异
性较小，表明此响应面法得到的回归模型具有较好

的可靠性。
2． 3 藜麦麸皮提取物对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用
采用优化后的提取工艺得到的藜麦麸皮总皂苷

提取物，对 α-葡萄糖苷酶抑制作用结果见图 3。实
验结果表明，总皂苷提取物的抑制作用明显强于阳

性药阿卡波糖( P ＜ 0． 05 ) ，其 IC50值分别为 0． 620
± 0． 057 mg /mL 和 0． 851 ± 0． 053 mg /mL。推测
藜麦麸皮中皂苷类化合物可能是其发挥酶抑制作用

的主要活性成分。已有研究表明藜麦麸皮中的黄酮
和酚类物质具有抑制糖苷酶作用［15］。而藜麦麸皮
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中皂苷类物质对葡萄糖苷酶的抑制作用未见文献报

道，有望从其中分离得到安全、有效的 α-葡萄糖苷
酶抑制剂。

图 3 总皂苷提取物( A)和阿卡波糖( B)对 α-葡萄糖苷酶抑制作用
Fig. 3 Inhibitory effect of total saponins extract ( A) and acarbose ( B) on the activity of α-glucosidase

2． 4 藜麦麸皮总皂苷提取物对 α-葡萄糖苷酶的抑
制机制分析

在不同提取物浓度的存在下，改变酶的浓度，通

过剩余酶活力对不同浓度的酶作图得到一组直线

( 图 4) 。所有的直线有很好的线性关系，且都经过
原点。另外，随着提取物浓度的增加，直线的斜率在
减小，说明藜麦麸皮提取物浓度的存在，没有改变酶

的数量，而是降低了酶的活性。因此，藜麦麸皮总皂
苷提取物对 α-葡糖糖苷酶的抑制作用是可逆的。

图 4 藜麦麸皮总皂苷提取物酶浓度与反应初速率图
Fig. 4 Relationship between enzyme concentration and initial
reaction velocity of total saponins extract from quinoa bran

2． 5 藜麦麸皮总皂苷提取物对 α-葡萄糖苷酶的抑
制动力学研究

为了评估总皂苷提取物对 α-葡萄糖苷酶的抑
制机制，进行了酶动力学研究。按 Lineweaver-Burk
双倒曲线作图法，分别作出藜麦麸皮总皂苷提取物

和阿卡波糖酶抑制动力学曲线，确定抑制类型和抑

制常数。如图 5 和 6 所示，结果显示总皂苷提取物

浓度越大，直线斜率越大，而所有直线相交于第一象

限，说明藜麦麸皮总皂苷提取物对 α-葡萄糖苷酶的
抑制作用属于混合竞争性抑制。而阿卡波糖所有直
线与 Y轴几乎相交于一点，说明阿卡波糖对 α-葡萄
糖苷酶属于竞争性抑制，这与文献报道一致［13］。

图 5 藜麦麸皮总皂苷提取物的 Lineweaver-Burk双倒曲线
Fig. 5 Lineweaver-Burk plot of total
saponins extract from quinoa bran

图 6 阿卡波糖 Lineweaver-Burk双倒曲线
Fig. 6 Lineweaver-Burk plot of acarbose

3 结论
本文采用响应面法优化了藜麦麸皮超声提取皂
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苷的最佳工艺为液料比 15 mL /g，75%乙醇超声提
取，超声时间 1． 5 h，超声温度 45 ℃，得到总皂苷提
取得率为 2． 370% ± 0． 022%。该工艺条件简单，
操作控制容易，稳定性好，克服了常规方法提取时间

长需要加热处理操作步骤繁琐等缺点。
α-葡萄糖苷酶抑制活性实验表明，藜麦麸皮总

皂苷提取物抑制活性明显强于市售 α-葡萄糖苷酶
抑制剂阿卡波糖( P ＜ 0． 05 ) ，有望从其中分离得
到安全、有效的 α-葡萄糖苷酶抑制剂。抑制机制和
酶动力学研究表明，藜麦麸皮总皂苷提取物是一种

可逆的混合性抑制类型，这为明确藜麦麸皮提取物

的降低餐后血糖作用机制提供了参考，为其高值化

利用提供数据基础和技术支撑。此外，藜麦麸皮对
α-葡萄糖苷酶抑制作用的活性物质基础以及体内活
性等可以通过分离制备和相关的动物模型的建立来

进一步研究。
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