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Abstract 
To better explore the polysaccharides of Oenothera erythrosepala, the optimal extraction process 
of Oenothera erythrosepala polysaccharides was studied with the response surface method under 
a single factor. The content of polysaccharides from Oenothera erythrosepala in different periods 
was determined. Meanwhile, the repairing effect of polysaccharides from Oenothera erythrosepala 
was evaluated using RAW264.7 cells damaged by hydrogen peroxide. The results showed that the 
microwave extraction is more effective than the ultrasonic extraction and the traditional extrac-
tion. Through the single factor and the response surface analysis, the best extraction conditions of 
polysaccharide were microwave power 460 w, extraction time 25 min, feed liquid ratio 1:20, and 
the extraction rate under this condition was 78.55%. The contents of Oenothera erythrosepala po-
lysaccharide in the different periods and soil showed that the highest content of polysaccharide 
was in November and sand. The activity test showed that Oenothera erythrosepala polysaccharide 
can effectively repair the damage of RAW264.7 by hydrogen peroxide oxidation. 
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摘  要 

为了更好的开发月见草根中的多糖，本文运用单因素和响应面法对月见草根中多糖的最佳提取工艺进行

了一系列研究。根据最佳提取工艺，对不同时期和不同土质中月见草根多糖的动态积累规律进行了的分
析，并研究了月见草根中多糖对过氧化氢氧化损伤的RAW264.7细胞的修复作用。结果显示，用微波提

取法提取月见草根中多糖比用超声提取法和传统工艺法有更好的提取效果。通过单因素和响应面法分析，

在微波提取法中，月见草根中多糖的最佳提取条件：微波功率460 w、浸提时间25 min、料液比1:20，
在此条件下的提取率为78.55%。在最佳提取方法下，对不同时期和不同土质中月见草根多糖的动态积

累规律研究得知，11月份的月见草根多糖的含量最高为75.61%，而砂质中种植的月见草根的多糖含量

高于壤土。抗氧化实验显示月见草多糖对过氧化氢氧化损伤的RAW264.7是有明显的修复效果。 
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1. 引言 

月见草(Oenothera erythrosepala Borb.)是柳叶菜科二年生草本植物，生于山区向阳坡地，林缘荒地、

路旁等处[1]。月见草被认为是欧美十大防治妇女更年期综合症(PMS)天然药用植物之一，也是二十世纪

发现的最重要的营养药物来源之一[2]。月见草的花具茉莉花的香气，主要成分是芳香醇及其衍生物，可

制芳香浸膏或用于调和香精。月见草油中脂肪酸易被皮肤吸收，促进血液循环，防止表皮细胞角化，延

缓衰老，可为皮肤提供韧性和保水功能，是化妆品中滋润剂和保湿剂[3]。月见草油还可调节血液中类脂

物质，对高胆固醇、高血脂引起的冠状动脉梗塞、粥样硬化及脑血栓等症有显著疗效。月见草的根是药

食两用药材，工业可酿酒或做食材使用，而入药具有清热解毒、祛除湿、强筋骨的功效，还可治疗咳嗽、

感冒、胃刺激和肠痉挛等病症。 
近年来，主要围绕月见草挥发油成分及活性机制和临床疗效等方面进行研究[4]，而对于月见草的根，

尽管开发的产品类型多，但基础研究鲜有报道。月见草的根主要成分是多糖类化合物，但对多糖的提取

工艺、多糖组分、质量标准等缺乏系统的研究。在对月见草多年种植的基础上，作者围绕月见草多糖的

积累规律，提取工艺和活性等方面进行研究，这对于进一步深入开发月见草资源，具有重要的指导意义。 
本文运用了传统工艺法、超声提取法、微波提取法分别对月见草根中的多糖进行单因素研究，研究

每种方法的最佳提取工艺；进一步应用响应面法设计试验，使最佳提取条件更加明确；并研究了月见草

根中多糖的动态积累规律和探究月见草多糖的抗氧化活性，为月见草更深入的研究提供了一定的基础。 

2. 材料 

2.1. 仪器与试剂 

电子天平(上海菁海仪器有限公司)、DZTW 型调温电热套(北京市永光明医疗仪器厂)、KQ-250DE 型

数控超声波清洗器、微波炉(青岛海尔成套家电服务有限公司)、旋转蒸发器 RE52CS (上海亚荣生化仪器
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厂)、循环水式多用真空泵 SHB-IIIA (上海沪析实业有限公司)、754PC 紫外–可见分光光度计(上海菁海

仪器有限公司)、DHP-9162 电热恒温培养箱(上海一恒)、Spectra Max M5 酶标仪(美国 Molecular Devices
公司)、96 孔培养板(南通新星实验器材公司)、一次性无菌培养皿(直径 90 mm，南通新星实验器材公司)、
苏净安泰 BSC-1300IIA 生物洁净安全柜(苏州苏净集团)。 

丙酮、无水乙醇、石油醚、苯酚(AR)、浓硫酸(AR)、葡萄糖、过氧化氢、DMSO，均为分析纯；胎

牛血清、DMEM+F12 培养基(BR)、过氧化氢、RAW264.7 细胞、DMSO、MTT (BR)，均来自山东德仁医

药有限公司。 

2.2. 实验材料与处理 

月见草(Oenothera erythrosepala Borb.)来源于山东中医药大学百草园和山东鲁山神农药谷，由山东中

医药大学药学院副教授高德民老师鉴定，凭证标本保存于山东中医药大学标本馆(表 1)。 
 
Table 1. Oenothera erythrosepala materials 
表 1. 供试样品月见草材料 

批号(标本号) 月见草材料来源地 采集日期 土壤类型 经纬度(E, N) 海拔(m) 

20170620 山东中医药大学百草园 2017.06.20 壤土 116˚47'29.25" 
36˚33'24.22" 29 

20170919 山东中医药大学百草园 2017.09.09 壤土 116˚47'34.19'' 
36˚33'34.69" 48 

20171120 山东中医药大学百草园 2017.11.20 壤土 116˚47'34.39" 
36˚33'34.28" 51 

20171121 山东鲁山神农药谷 2017.11.21 砂质土 118˚4'34.91" 
36˚16'6.86" 423 

20180221 山东中医药大学百草园 2018.02.21 壤土 116˚47'34.01" 
36˚33'34.28" 51 

20190420 山东中医药大学百草园 2019.04.20 壤土 116˚47'34.13" 
36˚33'33.74" 51 

20180619 山东中医药大学百草园 2018.06.19 壤土 116˚47'34.44" 
36˚33'33.7" 51 

20180821 山东中医药大学百草园 2018.08.21 壤土 116˚47'34.34" 
36˚33'34.02" 51 

 
将新鲜的月见草根切片于烘干箱中烘干后打成粉末状并过 50 目筛，得粗细均匀的月见草粉末，放置

待用。 

3. 方法 

3.1. 多糖提取方法(单因素分析法) 

3.1.1. 传统工艺法 
精密称取多份月见草 20 g 粉末于烧杯中加入石油醚浸泡过夜，抽滤，将干燥的月见草粉末置于烧杯

中分别以料液比(1:20)加入蒸馏水，分别回流 4 h 过滤，浓缩，Sevage 法除蛋白，85%乙醇多次醇沉于 4℃
下静置过夜，过滤，干燥得粉末[5] [6]。按 2.2 测定样品吸光度，计算多糖含量。 

3.1.2. 微波提取法 
精密称取多份月见草 5 g粉末于烧杯中加入石油醚浸泡过夜，抽滤，将干燥的月见草根别在时间(5 h，
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15 h，20 h，25 h，30 h)、料液比(1:10，1:15，1:20，1:25，1:30)、功率(120 w，280 w，460 w)条件下进

行如表 2 所示的单因素实验，过滤，浓缩，干燥[7] [8] [9]。 
 
Table 2. Microwave extraction of polysaccharides from Oenothera erythrosepala 
表 2. 月见草多糖微波提取法 

试验号 
(No.) 

提取时间/min 
(Time/min) 

料液比/g：mL 
(Ratio/g：mL) 

微波功率/w 
(Power/w) 

多糖提取率/% 
(Rate/%) 

1 5 1:20 460 27.50 
2 
3 

15 
20 

1:20 
1:20 

460 
460 

31.25 
44.28 

4 25 1:20 460 78.55 

5 30 1:20 460 60.95 

6 15 1:10 460 34.30 

7 15 1:15 460 42.37 

8 15 1:20 460 53.40 

9 15 1:25 460 65.25 

10 15 1:30 460 47.80 

11 15 1:20 120 47.70 

12 15 1:20 280 57.53 

3.1.3. 超声提取法 
精密称取多份月见草粉末 5 g 于烧杯中加入石油醚浸泡过夜，抽滤，将干燥的月见草分别在功率(40 w，

50 w，60 w，70 w，80 w)、温度(20℃，30℃，40℃，50℃，60℃)、料液比(1:10，1:15，1:20，1:25)条件

下进行如表 3 所示的单因素实验过滤，浓缩，离心，干燥[10] [11] [12]。 
 
Table 3. Ultrasonic extraction of polysaccharides from Oenothera erythrosepala 
表 3. 月见草多糖的超声提取法 

试验号 
(No.) 

温度/ ℃ 
(T/ ℃) 

料液比/g：mL 
(Ratio/g：mL) 

超声功率/w 
(Power/w) 

时间/min 
(Time/min) 

多糖提取率/% 
(Rate/%) 

13 60 1:20 40 40 45.61 

14 60 1:20 50 40 40.23 

15 60 1:20 60 40 32.80 

16 60 1:20 70 40 60.51 

17 60 1:20 80 40 42.74 

18 20 1:20 60 40 77.62 

19 30 1:20 60 40 75.50 

20 40 1:20 60 40 40.97 

21 50 1:20 60 40 60.52 

22 60 1:20 60 40 69.57 

23 60 1:10 60 40 60.73 

24 60 1:15 60 40 40.00 

25 60 1:20 60 40 32.80 

26 60 1:25 60 40 45.79 
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3.2. 多糖含量和提取率测定 

3.2.1. 标准曲线的绘制 
精密称取葡萄糖 0.01 g 将其定容于 100 mL 容量瓶中，制得 0.10 mg/mL 的葡萄糖对照品溶液。吸取

葡萄糖标准溶液 0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mL 定容于 10 mL 容量瓶，分别取 2 mL 于具塞的试管中，精

密加入 5%苯酚溶液 1 mL 并迅速加入浓硫酸 5 mL，摇匀，放置 10 min，于 40℃水浴锅中保温 15 min，
用分光光度计在波长 480 nm 处测定吸光度[13]，得标准曲线方程：Y = 9.06X − 0.0162，R² = 0.9997。 

3.2.2. 测定方法  
取多糖粉末 0.01 g 定容于 100 mL 容量瓶中，取 2 mL 进行苯酚硫酸法。 

3.3. 月见草多糖的动态分析 

对采集的不同土质、不同时期下的月见草根(表 1)，采用 3.1 中最佳提取方法提取月见草根中多糖并

测定多糖含量，每次测定均做三组平行实验。 

3.4. 月见草根中多糖体外抗氧化活性 

3.4.1. 月见草根中多糖对过氧化氢损伤的 RAW264.7 细胞模型建立 
取对数生长 RAW264.7 细胞，用含 10%胎牛血清的 DMEM+F12 培养基重悬成细胞悬液。取对数生

长期的 RAW264.7 细胞以 3 × 105 个/孔密度将细胞接种于 96 孔板，用含 10%胎牛血清的培养基于 37℃，

5%二氧化碳培养 24 h 后，弃去原有细胞培养液，空白组加入不含血清的培养基 100 µL，模型组和样品

组加入用不含血清培养基稀释的 1000 μM 过氧化氢 100 µL。继续培养 10 h，弃去原有细胞培养液，样品

组加入不含血清培养基稀释的不同浓度月见草多糖(62.5 μg/mL，125 μg/mL，250 μg/mL，500 μg/mL，1000 
μg/mL，2000 μg/mL)，每孔最终体积 100 µL，每个浓度设 3 个复孔；空白组和模型组只加入不含血清培

养基 100 µL，继续培养 10 h，MTT 法检测细胞活性。 

3.4.2. MTT 法测细胞活性 
培养 10 h 后，加入 20 µL 的 MTT 溶液，继续培养 4 h，吸去培养液，加入 100 µL DMSO，10 min

后在 490 nm 下测吸光度，计算细胞存活率[14] [15]。 

4. 结果及分析 

4.1. 传统工艺法 

通过对温度、料液比等参数的比较，传统工艺法提取月见草根多糖在温度 75℃、料液比为 1 g:20 mL
时，多糖的最高提取率为 75.00%。 

4.2. 单因素水平试验及结果[16] 

4.2.1. 微波提取法  
采用微波提取法对月见草多糖进行提取，结果(表 2)所示，通过对比，最佳提取时间为 25 min，最佳

料液比为 1 g:20 mL，最佳微波功率为 460 w。 

4.2.2. 超声提取法 
采用超声提取法对月见草多糖进行提取，结果如表 3 所示，通过对比，超声提取法的最佳提取温度

为 20℃，最佳料液比为 1 g:20 mL，最佳超声功率为 60 w。 
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4.3. 月见草根多糖的动态分析 

不同采收时间月见草根的多糖含量结果显示(表 4)，不同时期月见草根的多糖含量差异显著。在每年

的 11 月份和 3 月份多糖含量较高，而在 7、8 月份多糖的含量明显偏低。不同土质对月见草根中多糖的

含量如表 4 所示，不同土质下种植的月见草的根中多糖含量不同，月见草的根中多糖的含量砂质土中要

高于壤土中。 
 
Table 4. The extraction rate of polysaccharides at different stages 
表 4. 不同时期月见草根中多糖含量 

样品批号 土壤类型 多糖含量(%) 

20170620 壤土 39.82 ± 5.13 

20170919 壤土 50.63 ± 3.93 

20171120 壤土 75.61 ± 4.15 

20171121 砂质土 75.96 ± 4.58 

20180221 壤土 65.79 ± 3.85 

20170420 壤土 53.49± 4.95 

20180619 壤土 42.87 ± 4.62 

20180821 壤土 36.51 ± 3.83 

4.4. 月见草根中多糖的抗氧化活性 

样品组与模型组有显著差异，与模型组相比较月见草多糖能够明显提高经过氧化氢诱导损伤的

RAW264.7 的存活率(图 1)。在多糖浓度为 5 μg/mL、25 μg/mL、250 μg/mL 时，有一定的抗氧化活性且有

剂量效应；在多糖浓度为 500 μg/mL、1000 μg/mL、2000 μg/mL 时，与模型组差异有统计学意义(P < 0.05)。 
 

 
Figure 1. Repair effect of evening primrose polysaccharide on RAW264.7 cells damaged by hydrogen peroxide 
图 1. 月见草多糖对过氧化氢损伤的 RAW264.7 细胞的修复作用 
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5. 响应面法优化月见草多糖提取工艺 

5.1. 微波提取法 

在单因素实验的基础上，参考文献[17] [18] [19] [20]选取提取时间、料液比、微波功率进行三因素三

水平的实验设计，因素水平分别以−1、0、1 编码，以月见草根多糖的得率为响应值，见表 5。 
 
Table 5. Table of test factors 
表 5. 试验因素水平表 

水平 
(horizontal) 

因素(factor) 

提取时间/h 
(Time/min) 

料液比/g:mL 
(Ratio/g：mL) 

微波功率/w 
(Power/w) 

−1 5 0.1 120 

0 15 0.2 290 

1 25 0.3 460 

 
以提取时间、微波功率、料液比为自变量，月见草多糖提取率为响应值，利用 Design-Expert8.0.6 软

件进行三因素三水平的响面数据分析，结果见表 6、表 7。 
 
Table 6. Response surface analysis of experimental design and results 
表 6. 响应面分析实验设计及结果 

编号(No.) 提取时间(Time) 微波功率(Power) 料液比(Ratio) 提取率% (Rate/%) 

1 −1 1 0 27.5 

2 0 1 0 53.4 

3 1 1 0 78.55 

4 0 1 −1 34.3 

5 0 1 1 62.25 

6 0 −1 0 47.7 

7 0 0 0 57.53 

 
Table 7. Fitting regression analysis results 
表 7. 拟合回归分析结果 

方差源(source) 平方和(sum of square) 自由度(free degree) 均方和(Mean square) F值F value P 值(P>F) P value 

总模型 1773.44 6 307.50 21.50 0.0157 

A 1303.05 1 1303.05 49.59 0.0059 

B 2.70 1 16.25 0.036 0.8610 

C 478.95 1 478.95 14.86 0.0308 

AB 0.000 0 - - - 

AC 0.000 0 - - - 

BC 0.000 0 - - - 

A
2
 0.094 1 0.094 - - 

B
2
 34.02 1 34.02 - - 

C
2
 8.76 1 8.76 - - 

纯误差 0.000 0 - - - 

总离差 1773.44 6 - - - 

表注：A-时间，B-微波功率，C-料液比。 
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表 7 表明 A、B、C 因素对多糖提取率影响显著，表明三个因素对月见草多糖的提取有影响，提取时

间、微波功率、料液比均对月见草多糖的提取有显著影响。 

5.2. 超声提取法 

在单因素基础上选取提取温度、料液比、超声功率进行三因素三水平的实验设计，实验结果见表 8。 
 
Table 8. Table of test factors 
表 8. 试验因素水平表 

水平 
(horizontal) 

因素(factor) 

提取温度/℃ (T/℃) 料液比/g:mL (Ratio/g：mL) 超声功率/w (Power/w) 

−1 20 0.1 40 

0 40 0.2 60 

1 60 0.3 80 

 
以提取时间、微波功率、料液比为自变量，月见草多糖提取率为响应值，利用 Design-Expert8.0.6 软

件进行三因素三水平的响面数据分析，结果见表 9 和表 10。 
 
Table 9. Response surface analysis of experimental design and results 
表 9. 响应面分析实验设计及结果 

编号(No.) 提取温度(T) 微波功率(Power/w) 料液比(Ratio) 提取率% (Rate/%) 

1 −1 −1 0 77.62 

2 0 1 −1 40.97 

3 1 0 0 69.57 

4 1 0 −1 60.73 

5 1 0 −1 32.8 

6 1 0 0 45.79 

7 1 −1 1 45.61 

 
Table 10. Fitting regression analysis results 
表 10. 拟合回归分析结果 

方差源 
(source) 

平方和 
(sum of square) 

自由度 
(free degree) 

均方和 
(Mean square) 

F 值 
F value 

P 值(P > F) 
P value 

总模型 2428.84 5 485.77 0.91 0.5987 

A 30.24 1 30.24 0.056 0.8343 

B 1.99 1 1.99 3.724E-003 0.9569 

C 305.38 1 305.38 0.57 0.5289 

AB 147.84 1 147.84 0.28 0.6517 

AC 0.000 0 - - - 

BC 71.10 1 71.10 0.13 0.7505 

A
2
 0.000 0 - - - 

B
2
 0.000 0 - - - 
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Continued 

C
2
 0.000 0 - - - 

纯误差 1070.85 2 535.42 - - 

总离差 3499.69 7 - - - 

表注：A-温度，B-料液比，C-超声功率。 
 

表 9 表明 A、B、C 因素对多糖提取率影响显著，表明三个因素对月见草多糖的提取有影响，其中料

液比对月见草多糖的提取有显著影响。 

6. 响应面图分析[21] 

根据上述表格分别得到微波提取法和超声提取法的三因素对月见草多糖提取率影响的响应面图和等

高线图。 

6.1. 微波提取法 

由图 2~4 可知，说明微波功率和时间之间、时间和料液比之间对多糖提取率影响显著；料液比和微

波功率之间对多糖提取率的影响不显著。 
 

 
Figure 2. Response surface and contour line of microwave power and extraction time to the extraction rate of polysaccha-
rides from monthly grass roots 
图 2. 微波功率与提取时间对月见草根多糖提取率的响应面及其等高线 
 

 
Figure 3. The response surface and contour line of the ratio of solid to liquid and extraction time to the extraction rate of 
polysaccharides from grass root 
图 3. 料液比与提取时间对月见草根多糖提取率响应面及其等高线 
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Figure 4. The ratio of feed to liquid and microwave power to the response surface and contour line of polysaccharides 
图 4. 料液比与微波功率对月见草根多糖响应面及其等高线 

6.2. 超声提取法 

图 5~7 说明温度和料液比之间、温度和超声功率之间对月见草多糖的提取率影响显著：超声功率和

料液比之间相互作用较小，对月见草多糖的提取率影响不显著。 
 

 
Figure 5. The response surface and contour line of the ratio of solid to liquid and extraction temperature to the extraction 
rate of polysaccharides from grass root 
图 5. 料液比与提取温度对月见草根多糖提取率响应面及其等高线 
 

 
Figure 6. The response surface and contour line of ultrasonic power and extraction temperature to the extraction rate of po-
lysaccharides 
图 6. 超声功率与提取温度对月见草根多糖提取率响应面及其等高线 
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Figure 7. The response surface and contour line of the ratio of solid to liquid and ultrasonic power to the extraction rate of 
polysaccharides from grass root 
图 7. 料液比与超声功率对月见草根多糖提取率响应面及其等高线 

7. 结论 

本实验通过单因素试验和响应面法分析设计，得到了月见草根中多糖在微波提取法中的最佳工艺条

件：最佳提取时间为 25 min，最佳料液比为 1:20，最佳微波功率为 460 w，在此条件下的多糖提取率为

78.55%；在超声提取法中的最佳工艺条件：最佳提取温度为 20℃，最佳料液比为 1:20，最佳超声功率为

60 w，在此条件下的多糖提取率为 77.62%。通过研究得出，本实验所选用的微波提取法提取月见草中的

多糖，与其它两种方法相比，具有提取效率高、速度快等特点。该提取方法也被用于紫荆花多糖[7]、天

麻多糖[13]等多种多糖的提取工艺中，并获得了较好的效果。 
微波提取多糖的效率高，其原理是微波能根据所遇介质性质不同会产生反射、吸收和穿透等现象[22]。

微波辐射植物维管束和腺细胞，使细胞内部快速升温，内压提高，细胞壁膨胀破裂，提高溶剂活性细胞，

内含物流出而溶解在溶剂中[23] [24] [25] [26]。但超声的作用效果没有微波的更彻底，超声时间太长，杂

质可随有效成分一起被提取出来，而且超声时间越长，杂质含量越高[27] [28] [29]。与传统工艺法相比较，

超声提取法和微波提取法，提取月见草多糖所用时间短，提取率也较高。综合分析上述三种提取方法，

我们得到了月见草多糖的最佳提取工艺为微波提取法，并进一步明确了微波提取的最佳提取参数。 
本实验通过对不同时期、不同土质的月见草根中多糖的含量进行分析，发现经过生长期的生长，11

月份的月见草多糖含量最高，可达 75.61%。月见草的花期为第二年 6~9 月，在其花期时茎高 50~200 厘

米，因此根部的营养成分在此时向上运输，导致根部多糖含量降低。在 11 月和 3 月附近，月见草的基生

叶丛紧贴地面，根吸收主要的营养成分，因此，月见草根中的多糖在 11 月份时最高，且研究发现月见草

更适合在砂质土壤中生长。通过对不同时期的月见草的根中的多糖含量进行比较，明确了提取月见草的

根的多糖的最佳时期。并通过不同浓度的月见草根中多糖对过氧化氢损伤的 RAW264.7 细胞的修复作用

进行比较，发现月见草多糖具有一定的抗氧化活性，为月见草根中多糖的进一步研究与开发奠定了基础。 
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