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摘要：【目的】旨在探究四逆汤多糖的体外抗氧化活性，并优化其水提醇沉工艺参数，为四逆汤多糖在畜禽健康

养殖及绿色饲料添加剂研发等领域的开发利用提供参考。【方法】采用体外抗氧化活性评价体系，通过 DPPH 自

由基、羟自由基、ABTS+·自由基清除能力评估四逆汤多糖的体外抗氧化能力，并采用单因素试验考察提取时间、

液料比、提取温度对四逆汤多糖提取率的影响，利用 Box-Behnken 设计结合响应面法，优化获得四逆汤多糖的

最佳提取条件。【结果】四逆汤多糖对 DPPH 自由基、羟自由基、ABTS+·自由基均表现出显著的清除效果，表明其

具有良好的体外抗氧化能力。四逆汤多糖的最佳提取工艺参数：提取时间 75 min、液料比 20 mL/g、提取温度

86 ℃，在此条件下的多糖提取率为 3.22%，与模型预测值 3.232% 无明显差异。【结论】采用单因素结合响应面分

析优化的四逆汤多糖提取工艺简便可行，同时证实四逆汤多糖具有优异的体外抗氧化活性，为其作为天然抗氧

化剂在畜牧与兽医领域的深入研究及产品开发奠定了重要基础。
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Abstract：［Objective］This study aims to investigate the in vitro antioxidant activity of polysaccharides 

from Sini Decoction and optimize the parameters of its water extraction and alcohol precipitation process，
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thereby providing a reference for the development and application of Sini Decoction polysaccharides in fields 
such as healthy livestock and poultry breeding and research and development of green feed additives.［Method］

An in vitro antioxidant activity evaluation system was adopted. The in vitro antioxidant capacity of Sini 
Decoction polysaccharides was assessed by determining their scavenging abilities against DPPH free radicals，

hydroxyl free radicals，and ABTS+· free radicals. Single-factor experiments were conducted to examine the 
effects of extraction time，liquid-material ratio，and extraction temperature on the extraction rate of the 
polysaccharides. The Box-Behnken design and response surface methodology were employed to optimize the 
extraction conditions.［Result］Sini Decoction polysaccharides exhibited significant scavenging effects on DPPH 
free radicals，hydroxyl free radicals，and ABTS+· free radicals，confirming their good in vitro antioxidant 
capacity. Additionally，the optimal extraction conditions for Sini Decoction polysaccharides were as follows：

extraction time of 75 min，liquid-material ratio of 20 mL/g，and extraction temperature of 86 ℃ .Under these 
conditions，the polysaccharide extraction rate reached 3.22%，which showed no significant difference from the 
model-predicted value of 3.232%.［Conclusion］The extraction process of Sini Decoction polysaccharides 
optimized by combining single-factor experiments with response surface methodology is simple and feasible.
Meanwhile，it is confirmed that Sini Decoction polysaccharides possess excellent in vitro antioxidant activity，

which lays an important foundation for their in-depth research and product development as a natural 
antioxidant in the fields of animal husbandry and veterinary medicine.

Keywords：Sini Decoction；polysaccharides；antioxidant activity；extraction process；response surface 
methodology

【研究意义】近年来，随着消费者对动物源性食品安全的日益关注，以及在畜牧业可持续发展背景下

饲料端“禁抗”、养殖端“减抗”政策的实施，中草药添加剂的广泛运用已成为必然趋势[1]。中草药添加剂

具有无耐药性、低残留、毒副作用小和绿色环保等多种优点，兼具防病与营养的双重作用，适用于畜禽疾

病防治[2]。大量研究证实，中药多糖类饲料添加剂在畜牧和水产养殖中成效显著：黄芪多糖可提升畜禽

的免疫功能与生产性能[3]，并改善黄颡鱼的生长指标、抗氧化能力及肠道组织形态[4]；甘草多糖能优化仔

猪生长性能与免疫功能[5]；中草药多糖及植物多糖类添加剂均能有效调节动物生长节律、缓解氧化应激

损伤，以及提高饲料报酬[6]。因此，中药多糖在畜牧养殖领域的开发应用具有广阔前景。【前人研究进展】

中药复方是在传统中医理论指导下，由两味或两味以上中药遵循“君臣佐使”的配伍原则组合而成的方

剂。中药复方多糖作为其发挥药效的重要物质之一，其提取工艺和生物活性逐渐成为研究热点。周帅

飞等[7]对四君子汤复方多糖的超声提取及脱蛋白工艺进行了优化；杨书彬等[8]应用响应面法优化了左归

饮中总多糖成分的提取工艺；熊永昌等[9]优化了开心散多糖热水浸提法的提取工艺，并发现开心散多糖

具有显著的体外抗氧化作用及良好的体外消炎作用；孙亚丽等[10]通过星点设计-响应曲面法确定了白虎

汤多糖的最佳提取工艺，并发现其具有良好的降血糖作用。这些研究都为中药复方多糖作为中草药添

加剂的开发利用提供了丰富的理论依据。四逆汤（Sini Decoction，SND）是中医经典方剂，始载于东汉张

仲景的《伤寒论》，由附子、干姜、甘草三味药材按 3∶2∶3 组成，其组方精妙，配伍严谨，具有温中祛寒、回阳

救逆的功效[11-12]。现代研究表明，四逆汤主要含有生物碱类、姜辣素类、二苯庚烷、三萜皂苷和黄酮类等

化学成分[13]，具有改善心功能、抗休克、抗氧化应激、抗心肌纤维化、抗动脉粥样硬化、抗肿瘤、免疫调节

及肾保护等多种生理作用[14-15]。在兽医临床实践中，四逆汤治疗患畜四肢厥逆疗效显著[16]，对猪低温症

亦表现出良好效果[17]。目前，关于四逆汤方中单味药材多糖的研究已取得了一定进展：附子多糖采用超

声辅助热水浸提法提取效果最佳，提取率高达 45.91%[18]；张晓琳[19]研究发现附子多糖具有较强的还原能

力和抗氧化能力；谢衣恒等[20]研究发现附子多糖具有增强免疫活性的功能，并采用超高压提取法提取生

姜多糖的提取率较高，达（18.06±0.05）%[21]；孟宪伟等[22]研究发现，随着生姜多糖浓度的增加，其对羟自由

基活性清除能力和还原力均增强，表明生姜多糖具有较好的抗氧化作用。柴美灵等[23]优化了超声辅助
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水浴法提取甘草多糖的工艺，并发现甘草多糖对 DPPH 自由基和 ABTS+·自由基均有清除作用，且清除能

力与多糖浓度存在一定的量效关系。这些针对单味药多糖的研究成果，为四逆汤多糖的提取工艺优化

及生物活性研究提供了科学参考。

【本研究切入点】目前，国内外学者关于四逆汤多糖活性及提取工艺的研究报道甚少。相关试验已

成功提取出四逆汤多糖组分，并证实其具有出色的体外抗氧化活性。这表明，四逆汤多糖具备作为新型

天然抗氧化剂的潜力，有望开发为畜禽饲料用中草药添加剂。近年来，随着中药价格持续攀升以及人畜

争药现象的出现，如何高值化研发中兽药产品已成为开发者关注的焦点。【拟解决的关键问题】本研究以

四逆汤多糖为试验对象，采用单因素试验结合响应面法（response surface methodology，RSM）中的 Box-
Behnken Design（BBD），以多糖提取率为评价指标，系统优化其水提工艺参数，为四逆汤多糖的深入研究

及其在畜牧产业和兽医领域的合理开发利用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1　药材与试剂

附子（产地四川）、干姜（产地云南）、甘草（产地甘肃），均采购于北京同仁堂药房。

无水乙醇（货号：250728，天津市富宇精细化工有限公司）、浓硫酸（货号：20240906，上海沪试实验室

器材股份有限公司）、D（+）-无水葡萄糖（货号：SG8510，上海索宝生物科技有限公司）、苯酚（货号：

20240530，上海沪试实验室器材股份有限公司）、30% 过氧化氢（货号：202411061，莱阳市康德化工有限

公司）、水杨酸（货号：C11593852，上海麦克林生化科技股份有限公司）、硫酸亚铁（货号：20250206，天津

市巴斯夫化工有限公司）、过硫酸钾（货号：20240915，天津市广成化学试剂有限公司）、L-抗坏血酸（货

号：C11608262，上海麦克林生化科技股份有限公司）、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）（货号：JZ5ZI-
PQ，上海索宝生物科技有限公司）、2,2'-联氮-双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐（ABTS）（货号：

C12824509，上海麦克林生化科技股份有限公司）。

1.2　试验方法

1.2.1　抗氧化试验所用四逆汤多糖的提取　

取药材附子、干姜、甘草，用 95% 的乙醇浸泡过夜，去除色素和脂溶性物质[24-25]，自然晾干，经中草

药粉碎机粉碎，过 70 目筛备用。将预处理后的附子、干姜、甘草按 3∶2∶3 的比例，称取 8 g/份，以液料比

20 mL/g、提取温度 90 ℃热水浸提 75 min，离心（4 000 r/min，10 min）去除杂质，收集上清液。向上清液中

加入 4 倍体积的无水乙醇，静置过夜进行醇沉；醇沉后离心（4 000 r/min，10 min），收集沉淀，冷冻干燥，即

得到四逆汤多糖。

1.2.2　DPPH 自由基清除能力测定　

参照黄玉华等[26]的方法并加以修改。首先精密称取 2 mg DPPH，用 50 mL 的无水乙醇溶解，配制成

0.1 mmol/L的DPPH工作液，放置在4 ℃的冰箱中保存备用。配制质量浓度分别为0.2，0.4，0.8，1.2，1.6 mg/mL
的四逆汤多糖样品溶液各 10 mL，每个质量浓度的样品分别取 100 μL 后加入 100 μL DPPH，混合均匀，室

温避光反应 30 min。于 517 nm 处检测吸光度值，重复 3 次。以 L-抗坏血酸（维生素 C）作为阳性对照，每

个质量浓度梯度平行操作 3 次。按式（1）计算 DPPH 自由基清除率：

SD1=［1－（A12－A13）/（A11－A10）］×100% （1）
式（1）中：SD1为 DPPH 自由基清除率，%；A12为样品组吸光度值（100 μL 样品溶液+100 μL DPPH 溶液）；A13
为样品空白组吸光度值（100 μL 样品溶液+100 μL 无水乙醇）；A11 为对照组吸光度值（100 μL 无水乙醇

+100 μL DPPH 溶液）；A10为对照组吸光度值（200 μL 无水乙醇）。

1.2.3　羟自由基清除能力测定　

参照相关方法 [27-29] 并加以修改。将 FeSO4 溶液（9 mmol/L，1 mL）、水杨酸-乙醇溶液（9 mmol/L，

1 mL）和 H2O2 溶液（9 mmol/L，0.05 mL）在反应管中混匀，在室温下反应 1 h。取不同质量浓度（0.2，0.4，
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0.8，1.2，1.6 mg/mL）的四逆汤多糖样品溶液与混合试剂按照 1∶2 的比例混合，37 ℃反应 30 min 后，在波长

510 nm 下测定吸光度，重复 3 次。以 L-抗坏血酸（维生素 C）溶液为阳性对照，每个质量浓度梯度平行操作

3次。按式（2）计算羟自由基清除率：

SD2=［1－（A22－A23）/（A21－A20）］×100% （2）
式（2）中：SD2 为羟自由基清除率，%；A22 为样品组吸光度值（70 μL 样品溶液+140 μL 试剂溶液）；A23 为样

品空白组吸光度值（70 μL 样品溶液+70 μL 无水乙醇+70 μL 蒸馏水）；A21为对照组吸光度值（70 μL 蒸馏

水+140 μL 试剂溶液）；A20对照组吸光度值（70 μL 无水乙醇+70 μL 蒸馏水）。

1.2.4　ABTS+·自由基清除能力测定　

参照彭浪等[30]的方法并加以修改。将 7 mmol/L ABTS 溶液与 2.45 mmol/L 过硫酸钾溶液吹打混匀，在

室温下避光反应 16 h。将反应后的 ABTS 溶液用蒸馏水稀释，直至其在 734 nm 吸光度为 0.70±0.02，即得

ABTS 工作液。分别配制质量浓度为 2，4，6，8，10 mg/mL 四逆汤多糖样品溶液各 10 mL，每个质量浓度取

20 μL 后加入 180 μL ABTS 工作液，混合均匀，室温避光反应 30 min，在 734 nm 处检测吸光度。重复 3 次。

以 L-抗坏血酸（维生素 C）作为阳性对照，每个质量浓度梯度平行操作 3 次。按式（3）计算 ABTS+·自由基

清除率：

SD3=［1－（A32－A33）/（A31－A30）］×100% （3）
式（3）中：SD3为 ABTS+·自由基清除率，%；A32为样品组吸光度值（180 μL ABTS 工作液+20 μL 样品溶液）；

A33为样品空白吸光度值（180 μL蒸馏水+20 μL样品溶液）；A31为对照组吸光度值（180 μL ABTS工作液+20 μL
蒸馏水），A30空白对照组吸光度值（200 μL 蒸馏水）。

1.2.5　多糖提取率测定　

（1）葡萄糖标准曲线的绘制。四逆汤多糖提取率的测定采用硫酸-苯酚法[31]。于 10 mL 容量瓶中加

入 10 mg 葡萄糖标准品，用蒸馏水溶解并定容至刻度，配制成终质量浓度为 1 mg/mL 的标准溶液。分别

吸取上述溶液 0，0.2，0.4，0.6，0.8 mL 置于 5支 1.5 mL 的离心管中，再依次加入蒸馏水补至终体积为 1.0 mL，

摇匀。分别取上述不同质量浓度的溶液 0.2 mL，置于另外 5 支 1.5 mL 的离心管中，加入 0.1 mL 5% 苯酚溶

液，混匀后迅速垂直加入 0.5 mL 浓硫酸。摇匀后室温放置 30 min，于 490 nm 处检测吸光度。以葡萄糖质

量浓度为 x 轴，吸光度为 y 轴，绘制标准曲线。

（2）四逆汤多糖提取率测定。

精密称取四逆汤多糖 5 mg，溶于 5 mL蒸馏水中，配制成 1 mg/mL 溶液。取上述溶液 0.2 mL置于 1.5 mL
的离心管中，加入 0.1 mL 5% 苯酚溶液，混匀后迅速垂直加入 0.5 mL 浓硫酸，摇匀后室温放置 30 min，于

490 nm 处检测吸光度。根据标准曲线计算四逆汤多糖质量浓度及提取率。

Y = C × V × m
A × M

式（4）中：Y 为四逆汤多糖提取率；C 为上述方法测定的四逆汤多糖质量浓度；V 为待测体积（5 mL）；m 为

总样品提取的四逆汤多糖质量；A 为测定所用四逆汤多糖质量（5 mg）；M 为四逆汤总样品质量（8 g）。

1.2.6　单因素试验　

影响四逆汤多糖提取率的主要因素有提取时间、液料比和提取温度等，按照 1.2.1 工艺流程和 1.2.5
多糖含量测定方法，考察不同提取时间（30，45，60，75，90 min）、液料比（10，15，20，25，30 mL/g）及提取温

度（60，70，80，90，100 ℃）对四逆汤多糖提取率的影响。

1.2.7　响应面试验设计　

依据相关方法 [32-33]，在单因素试验结果的基础上，选取提取时间（A）、液料比（B）以及提取温度

（C）3 个影响因素作为自变量，以四逆汤多糖提取率（Y）为响应值，采用 Box-Behnken Design（BBD）中心

组合设计（central composite design，CCD）原理，应用 Design-Expert 13.0.1.0 软件，设计三因素三水平的响

应面试验，分析、建立数学回归模型，根据考察因子的分析结果及响应面等高线图及三维模型，优化确定

从四逆汤中提取多糖的最佳条件。响应面试验因素及水平设计见表 1。
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2 结果与分析

2.1　四逆汤多糖抗氧化活性的测定

2.1.1　四逆汤多糖对 DPPH 自由基的清除效果　

DPPH 作为一种稳定的自由基，能在有机溶剂中稳定存在，其醇溶液呈紫色，且需低温避光储藏，具

有单一电子，故能接受一个电子或氢原子，在波长为 517 nm 时具有最大吸收[34]。由图 1 可知，在试验质量

浓度范围内，随着四逆汤多糖质量浓度的升高，其对 DPPH 自由基的清除能力逐渐增大，呈现出一定的量

效关系。0.2 mg/mL 的抗坏血酸对 DPPH 自由基的清除率可达（97.86±0.27）%，四逆汤多糖在 1.6 mg/mL
时对 DPPH 自由基清除率高达（73.05±2.99）%以上，表明四逆汤多糖对 DPPH 自由基的清除具有质量浓

度依赖性。

2.1.2　四逆汤多糖对羟自由基的清除效果　

羟自由基是人体中最为主要的自由基之一，因其反应活性大，反应体系较为稳定[35]。水杨酸可以捕获羟

自由基，生成 2,3-二羟基苯甲酸和 2,5-二羟基苯甲酸，二者在波长 510 nm 处有最大吸收[36]。羟自由基的清

除率常被用作评价药物抗氧化能力的指标之一。由图2可知，在四逆汤多糖质量浓度介于0.2~1.6 mg/mL时，

其阳性对照的羟自由基清除率呈逐渐上升趋势，在 0.4 mg/mL 时逐渐稳定，清除率达到（96.74±0.10）%。

四逆汤多糖羟自由基的清除率也随着质量浓度升高而逐渐增强，表现出一定的量效关系。多糖在

1.6 mg/mL 时，对羟自由基的清除率达到（48.98±1.46）%，但清除能力远低于阳性对照组。试验结果表

明，四逆汤多糖有较为良好的羟自由基清除效能。

2.1.3　四逆汤多糖对 ABTS+·自由基的清除效果　

ABTS 法是测定自由基清除能力应用最广泛的间接检测法之一，可用于多糖的抗氧化能力的测定。

ABTS 在氧化剂作用下被氧化为蓝绿色的 ABTS+·自由基，在 734 nm 处具有特征吸收峰；当体系中存在自

由基清除剂时，ABTS+·被还原，导致反应体系褪色，其吸光度下降[37]。由图 3 可知，在四逆汤多糖质量浓

表1　响应面试验因素与水平

Tab.1　Factors and levels in the response surface experiment

水平

Level
-1
0
1

因素 Factor
A 提取时间/min
Extraction time

60
75
90

B 液料比/（mL·g-1）

Liquid-material ratio
15
20
25

C 提取温度/℃
Extraction temperature

80
90

100

图 1　四逆汤多糖对 DPPH 自由基的清除效果

Fig.1　Scavenging effect of SND polysaccharides on DPPH free radicals
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度介于 2~10 mg/mL 时，其对 ABTS+·自由基的清除率与质量浓度呈现出良好的线性关系；当多糖的质量

浓度达到 10 mg/mL 时，其清除率可达（97.40±0.93）%，表现出极好的 ABTS+·自由基清除能力，与阳性对

照组无显著差异，表明四逆汤多糖具有良好的抗氧化活性。

2.2　绘制标准曲线

根据试验结果进行线性回归分析（图 4），得到葡萄糖标准曲线方程 y=0.004 8x-0.005 1，R2=0.999，

在葡萄糖质量浓度介于 0~80 μg/mL 时，其吸光度与质量浓度呈现良好的线性关系，可用于计算四逆

汤多糖的质量浓度。

2.3　单因素试验

2.3.1　提取时间对四逆汤多糖提取率的影响　

固定液料比为 20 mL/g，提取温度为 90 ℃，研究不同提取时间（30，45，60，75，90 min）对四逆汤多

糖提取率的影响。由图 5 可知，随着提取时间延长，四逆汤多糖的提取率逐渐增大；当提取时间为

75 min 时，四逆汤多糖的提取率达到最大值（3.25±0.02）%。之后，随着提取时间的增加，四逆汤的提

取率反而下降。分析其原因可能是，当多糖提取率达到最大时，细胞膜内外多糖质量浓度达到平衡，

多糖含量无明显增加；当提取时间增加时，一方面药材中溶解出的杂质成分增多，挤占了有限的溶剂

图 2　四逆汤多糖对羟自由基的清除效果
Fig.2　Scavenging effect of SND polysaccharides 

on hydroxyl free radicals
图 3　四逆汤多糖对 ABTS+·自由基的清除效果
Fig.3　Scavenging effect of SND polysaccharides 

on ABTS+· free radicals

图 4　葡萄糖溶液标准曲线

Fig.4　Standard curve of glucose solution
图 5　提取时间对四逆汤多糖提取率的影响

Fig.5　The effect of extraction time on the extraction rate of 
SND polysaccharides
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空间，从而抑制多糖的进一步浸出；另一方面，多糖分子结构可能因煎煮时间过长而发生降解或改

变，从而降低多糖的提取率。因此，确定最佳提取时间为 75 min，选择 60 min、75 min 和 90 min 这 3 个

水平进行响应面试验。

2.3.2　液料比对四逆汤多糖提取率的影响　

固定提取时间为 75 min，提取温度为 90 ℃，研究不同液料比（10，15，20，25，30 mL/g）对四逆汤多

糖提取率的影响。由图 6 可知，随着液料比的提高，四逆汤多糖的提取率随之增大，可能是细胞内外

的多糖质量浓度梯度增大，多糖被充分地溶解出来。当液料比为 20 mL/g 时，多糖提取率达到最大值

（3.23±0.03）%。然而，当液料比超过某一限度时，固体药材和溶剂间吸附作用减小，若要达到同等的植

物细胞壁破碎效果，则需要吸收更多的外界能量，才能释放细胞内多糖。因此，在本试验中，液料比过大

时，多糖提取率呈现下降趋势。综上，确定最佳液料比为 20 mL/g，选择液料比 15，20，25 mL/g 这 3 个水平

进行响应面试验。

2.3.3　提取温度对四逆汤多糖提取率的影响　

固定液料比为 20 mL/g，提取时间为 75 min，研究不同提取温度（60，70，80，90，100 ℃）对四逆汤多糖

提取率的影响。由图 7 可知，提取温度介于 60~100 ℃时，随着温度的提高，四逆汤多糖的提取率先增加

后下降。当提取温度为 90 ℃时，四逆汤多糖的提取率达到最高，为（3.26±0.09）%；继续升高温度，四逆汤

提取率反而下降，可能是煎煮温度的升高导致多糖结构被破坏，使其转化为寡糖或单糖，从而提取率降

低。因此，确定最佳提取温度为 90 ℃，选择 80 ℃、90 ℃和 100 ℃这 3 个水平进行响应面试验。

2.4　响应面法优化四逆汤多糖提取工艺

2.4.1　响应面试验设计及试验结果　

根据单因素试验结果，将提取时间（A）、液料比（B）、提取温度（C）作为自变量，四逆汤多糖提取率

（Y）为响应值，进行三因素三水平的响应面试验设计，结果见表 2。

2.4.2　建模与显著性分析　

通过 Design-Expert 13.0.1.0 软件对表 2 中试验数据进行响应面多元回归拟合分析，得到回归方程：

Y=3.20-0.016 3A-0.115B+0.273 8C-0.417 5AB-0.16AC+0.377 5BC-0.865A2-0.457 5B2-0.6C2。进一步验证

回归模型与因素的显著性，回归方程的方差分析和拟合结果见表 3。

由表 3 可知，该试验模型的 F 值为 57.18，P<0.000 1，表明本试验模型的差异性极显著。失拟项

P=0.211 1>0.05，说明失拟不显著，该模型的可信度较高。决定系数 R2=0.986 6，校正决定系数 R2Adj=0.969 3，

两数值相接近，证明试验误差较小，该回归模型的拟合效果可靠，可用于分析和预测 3 个因素（提取时间、

液料比、提取温度）组合下的四逆汤多糖提取率。此外，方差分析中结果显示，一次项 C、二次项 A2、B2、C2

图 6　液料比对四逆汤多糖提取率的影响

Fig.6　The effect of liquid-material ratio on the extraction rate 
of SND polysaccharides

图 7　提取温度对四逆汤多糖提取率的影响

Fig.7　The effect of extraction temperature on the extraction 
rate of SND polysaccharides
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和交互项 AB、BC 都对四逆汤多糖提取率 Y 值的影响极显著（P<0.01），一次项 B 和交互项 AC 对 Y 值的影

响显著（P<0.05），而一次项 A 对 Y 值影响不显著（P>0.05）。再根据 F 值可知，3 个因素对四逆汤多糖提取

率的影响主次顺序为 C、B 和 A，即提取温度、液料比和提取时间。

表2　响应面试验设计与结果
Tab.2　Response surface experimental design and results

试验编号 Experiment number
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

A

-1
1
0
1

-1
0

-1
0

-1
1
0
1
0
0
0
0
0

B

0
0
0
1
0
0
1

-1
-1
-1
0
0
0
1

-1
0
1

C

-1
1
0
0
1
0
0
1
0
0
0

-1
0
1

-1
0

-1

Y/%
1.41
1.74
3.32
1.45
2.20
3.18
2.21
2.26
1.47
2.38
3.06
1.59
3.27
2.65
2.39
3.17
1.27

表3　回归模型方差分析

Tab.3　Analysis of variance for regression model

来源

Source
模型

Model
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

Residual
失拟项

Lack of fit
纯误差

Pure error
总和

Cor total

平方和

Sum of squares
8.220 0
0.002 1
0.105 8
0.599 5
0.697 2
0.102 4
0.570 0
3.150 0
0.881 3
1.520 0
0.111 8

0.071 6

0.040 2

8.330 0

自由度

Degree of freedom
9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7

3

4

16

均方

Mean square
0.913 0
0.002 1
0.105 8
0.599 5
0.697 2
0.102 4
0.570 0
3.150 0
0.881 3
1.520 0
0.016 0

0.023 9

0.010 0

F 值

F value
57.18

0.13
6.63

37.54
43.66

6.41
35.70

197.30
55.19
94.93

2.37

P 值

P value
<0.000 1

0.726 8
0.036 8
0.000 5
0.000 3
0.039 1
0.000 6

<0.000 1
0.000 1

<0.000 1

0.211 1

显著性

Significance
**

*
**
**
*

**
**
**
**

*表示差异在 5% 水平显著性，**表示差异在 1% 水平显著性。

* significance at 0.05 level，** significance at 0.01 level。

·· 35



中 兽 医 学 杂 志 第 60 卷

2.4.3　各因素交互作用的结果分析　

借助 Design-Expert 13.0.1.0 软件绘制三因素交互作用的响应面图和等高线图（图 8~图 10）。等高线

的形状和疏密程度可以反映两因素交互效应的强弱，若形状越接近椭圆形且曲线分布越密集，则表示两

因素交互作用越显著；相反，若形状接近圆形且曲线分布越分散，则表示交互作用不显著。此外，响应面

的坡度也可以反映各因素对响应值的影响程度，若曲线越陡峭，说明各因素交互作用有显著影响，反之

亦然[38-39]。

由图 8 可知，响应面的曲线陡峭且等高线呈现较为明显的椭圆形，表明提取时间（A）和液料比（B）的

交互作用对四逆汤多糖提取率的影响极为显著。其中，在液料比（B）方向上的响应面曲线较提取时间

（A）坡度更陡峭，且液料比（B）的等高线分布密度更大，说明与提取时间相比，液料比对四逆汤多糖的提

取率影响更为显著。

由图 9 可知，响应面曲线走势比较陡峭，等高线图为椭圆形但曲面弧度不大，说明提取时间（A）和提

取温度（C）的交互作用对响应值的影响较为显著。其中，沿着提取温度（C）方向上的响应曲面变化趋势

比提取时间（A）更大，表明在两因素的交互效应中，提取温度对四逆汤多糖提取率的影响更大。

图 8　提取时间与液料比的等高线图与响应面分析

Fig.8　Contour plot and response surface plot for extraction time and liquid-material ratio

图 9　提取时间与提取温度的等高线图与响应面分析

Fig.9　Contour plot and response surface plot for extraction time and extraction temperature
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由图 10 可知，响应面图像呈现为抛物线，等高线为椭圆状且有明显的曲面弧度，表明液料比（B）与

提取温度（C）的交互作用对四逆汤多糖提取率有显著影响。其中，液料比（B）方向的响应曲线较提取温

度（C）更为平缓，且提取温度（C）的等高线分布更密集，表明在这 2 个因素的交互作用中，提取温度较液

料比对多糖提取率的影响更显著。

2.4.4　条件优化与验证试验结果　

通过 Design-Expert 13.0.1.0 软件对拟合的回归模型进一步分析，确定四逆汤多糖的最优提取参数为

提取时间 74.618 min、液料比 19.891 mL/g、提取温度 86.124 ℃。结合试验条件及操作的可行性，将四逆汤

多糖的提取工艺调整为提取时间 75 min、液料比 20 mL/g、提取温度 86 ℃。在此条件下进行 3 次平行验证

试验，得到四逆汤多糖提取率为 3.22%，与模型预测值 3.232% 基本相符，充分说明了该回归模型的准确

性，采用响应面法优化四逆汤多糖的提取工艺具有良好的可行性。

3 讨 论

四逆汤源自《伤寒论》，是由附子、干姜及甘草三味药材组成的经典复方，具有“温中祛寒、回阳救逆”

之功效。现代研究显示，该方剂含多种活性成分[40]，其中多糖类成分因其潜在的生物活性而备受关注。

体外抗氧化试验表明，四逆汤多糖具有较强的自由基清除能力，提示其在兽医临床及动物保健领域具有

潜在的应用价值，因此本研究进一步对其多糖提取工艺进行了系统优化。

在生物活性方面，多糖的抗氧化机制涉及自由基清除、氧化反应抑制以及抗氧化酶活性调节等多个

方面[41]。目前，关于四逆汤多糖抗氧化作用的研究较为有限。本究结果表明，在 1.6 mg/mL 质量浓度下，

四逆汤多糖对 DPPH 自由基和羟自由基的清除率分别可达 73.05% 与 48.98%；在 10 mg/mL 质量浓度下，

对 ABTS+·自由基的清除率高达 97.40%，充分说明其具有显著的体外抗氧化能力，为该复方多糖作为饲

料添加剂或兽用抗氧化制剂的开发提供了试验依据。

多糖的提取工艺直接影响其提取率与生物活性。热水浸提法因操作简便、成本低且对多糖结构破

坏较小，成为常用方法[42]。为进一步提升四逆汤多糖的提取效率，在单因素试验基础上，采用响应面法

中的 Box-Behnken 设计，系统优化水提醇沉工艺中的提取时间、液料比和提取温度等关键参数。最终确

定最佳工艺条件为提取时间 75 min、液料比 20 mL/g、提取温度 86 ℃，该条件下多糖提取率达 3.22%，为四

逆汤多糖在兽用制剂中的标准化制备与产业化开发提供了数据基础。

尽管四逆汤多糖的工艺优化与体外活性评价取得了阶段性成果，但仍存在若干局限。例如，四逆汤

多糖的构效关系尚未明确，其在动物体内的抗氧化效能、适宜给药方式及安全性仍有待进一步验证。未

图 10　液料比与提取温度的等高线图与响应面分析

Fig.10　Contour plot and response surface plot for liquid-material ratio and extraction temperature
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来研究可聚焦于多糖的结构解析，利用实验动物模型和靶向畜禽开展体内药效评价及作用机制解析，以

推动四逆汤多糖在兽药与动物功能性饲料中的科学应用。

4 结 论

四逆汤多糖具有较强的体外抗氧化能力，在一定浓度下对 DPPH 自由基、羟自由基、ABTS+·自由基

的清除率分别可达 73.05%、48.98%、97.40%，为其在兽医临床及饲料添加剂领域的开发提供了试验依

据。同时，以热水浸提法为基础，通过单因素试验结合响应面法 Box-Behnken 设计，确定四逆汤多糖水

提醇沉最佳工艺为提取时间 75 min、液料比 20 mL/g、提取温度 86 ℃，在此条件下提取率达 3.22%，为其标

准化制备与产业化开发提供了数据支撑。
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