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玉米黄色素提取工艺优化及其抗癌活性研究
FD"0)("+&'

3

0&(-11&

3

"+5+7)"+&')'$)'"+()'(-0)("+/+"

%

&25)+7-

%

-**&@

3

+

4

5-'"

于
!

慧

O: "A-

!

刘美佳

D*:)9-Q

Z

-&

!

刘剑利

D*:.-&'Q6-

!

曹向宇

!+,S-&'

(

Q

?

A

&辽宁大学生命科学院!辽宁 沈阳
!

$$##!B

'

&

3450060

7

D-

7

934-9'49

!

D-&0'-'

(

:'-;9<=->

?

!

359'

?

&'

(

!

D-&0'-'

(

$$##!B

!

!5-'&

'

摘要#探究超声辅助酶法制备玉米黄色素的最佳工艺#以及

玉米黄色素对人胃腺癌细胞!

[4MS/"!

"生长的抑制作用%

通过单因素和响应面试验#探讨超声辅助酶法制备玉米黄色

素的最佳条件'用制备的玉米黄色素处理
[4MS/"!

细胞#并

进行形态学观察和
+22

法细胞存活率检测#初步考察其抗

癌活性%超声辅助酶法提取玉米黄色素的最佳条件为&酶活

力
$####<

)

T

#超声功率
.##1

#酶解温度
!0W

#该条件下

提取率达最大#为!

%")B.k#)."

"

#

T

)

T

'细胞形态学观察及

+22

细胞活力检测显示玉米黄色素对
[4MS/"!

细胞具有

一定的生长抑制作用%超声辅助酶法提取玉米黄色素是一

种有效的提取方法#制备的玉米黄色素对
[4MS/"!

细胞生长

有较强的抑制作用%

关键词#玉米黄色素'超声波'酶法'抗癌
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玉米&

R9&J&

?

=P)

'是禾本科玉米属一年生草本植物!

具有种植面积广!产量大的特点")国家粮食安全中长期发

展规划&

"##/

!

"#"#

'年*制定的粮食增产目标中!玉米份额

达到
0!Q

0

$

1

"近年来!玉米的应用日益广泛"在营养方面!

玉米能量利用率较高"玉米中除了脂溶性维生素
N

和叶黄

素含量较高!还含有谷胱甘肽!具有延缓衰老%增强免疫力等

功能"在药用方面!玉米具有降压%降糖%防止动脉硬化%预

防肿瘤之功效0

"

1

"因此!玉米的研究与开发成为国内外研究

热点!越来越受到人们的关注"

玉米黄色素&

M'-9M'('-

'是一种可以从玉米中提取的几

种类胡萝卜素的含氧衍生物的混合物!主要由玉米黄素%黄

体素%隐黄素和
"

S

胡萝卜素组成0

!

1

!可广泛应用于医药%食

品%包装等行业0

.

1

"玉米黄色素属异戊二烯类色素!具有重

要的生理功能!例如抑制肿瘤的增长!预防心脑血管疾病!增

强人体免疫力和预防老年性视黄斑变性等0

0

1

"因而开发和

利用玉米中营养素+++玉米黄色素具有重要的研究意义和

经济价值"目前!对玉米黄色素的研究多集中于玉米黄色素

的提取0

B

1

%纯化0

%

1

%稳定性0

/

1

!而对其抗癌活性0

R

1

%抗氧化活

性0

$#

1研究较少!且抗癌活性主要集中在乳腺癌0

R

1

%卵巢癌研

究0

$$

1上"本试验以
[4MS/"!

细胞为试验研究对象!考察其

抗胃癌活性!以期为人类健康和疾病预防提供一种明确生物

活性的天然物质"

传统玉米黄色素的提取为有机溶剂浸提法!出于溶剂的

安全性考虑!玉米黄色素的提取溶剂多选取乙醇!并辅以其

它提取方法!以缩短提取时间并使提取更加充分0

B

1

"超声波

借助机械振动!改变物质内部结构%状态%功能或加速这些过

R!$



程!从而增加溶剂对细胞壁的穿透力!强化浸提过程!缩短浸

提时间!已被广泛用于植物有效成分的提取"碱性蛋白酶可

有效降解蛋白质!释放玉米黄色素!提高玉米黄色素的有效

溶出率0

$"

1

"本研究拟采用超声辅助酶法从玉米中提取玉米

黄色素!采用响应面法对提取工艺进行优化!并在细胞水平

上研究玉米黄色素对人胃腺癌细胞&

[4MS/"!

'的影响!以期

为玉米黄色素的利用和抗癌功能开发提供理论依据"

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与试剂

玉米.华农
$#$

!市售(

人胃腺癌细胞.

[4MS/"!

!中国医科大学盛京医院提供(

"

S

胡萝卜素.标准品!纯度
&

R/Q

!国药集团化学试剂有

限公司(

碱性蛋白酶.酶活力
"#####<

/

T

!国药集团化学试剂有

限公司(

!S

&

.

!

0S

二甲基噻唑
S"

'

S"

!

0S

二苯基四氮唑溴盐&

+22

'.

纯度
&

R/Q

!美国
;D

T

F,

公司"

$)"

!

仪器与设备

电子分析天平.

[;""!;

型!北京赛多利斯仪器系统有限

公司(

高速冷冻离心机.

b1S!#"$:O

型!安徽嘉文仪器装备有

限公司(

荧光倒置显微镜.

3Pc+C<;>C%!

型!普赫光电&上

海'科技有限公司(

可见光分光光度计.

%"$*

型!上海精密科学仪器有限

公司(

冷冻干燥机.

M:O=;2

型!北京鑫盛鸿阳科技有限公司(

旋转蒸发仪.

ONS0"M;S"

型!上海虹昕电子仪器仪表有

限公司(

全自动酶标仪.

;G9-DA5

型!瑞士帝肯公司"

$)!

!

方法

$)!)$

!

玉米黄色素的提取
!

玉米黄色素的提取方法参照朱

洪梅0

$#

1

!略有改动"玉米预处理!洗净!脱粒并粉碎!过
$"#

目筛备用"采用两步法提取玉米黄色素!取过筛后的玉米

粉!加入碱性蛋白酶进行酶法提取!之后加入无水乙醇进行

超声提取"浸提液
.###-

/

FD9

离心
0FD9

!取上清液通过三

层纱布过滤!用旋转蒸发仪对滤液进行浓缩!冷冻干燥得到

粉末!具体工艺.

玉米
.

脱粒
.

颗粒粉碎
.

加酶水解
.

水浴
.

加乙醇
.

超声
.

离心
.

取上清
.

过滤
.

浓缩
.

冷冻干燥

$)!)"

!

7

S

胡萝卜素标准曲线的测定
!

根据文献0

$!

1!修改如

下.以无水乙醇为溶剂准确称取
"

S

胡萝卜素
0)##F

T

!定容至

0#FP

!然后分别取
$)#

!

")#

!

!)#

!

.)#

!

0)#

!

B)#FP

的溶液定容

至
$#FP

!再将以上溶液分别稀释
$#

倍!在
..B9F

处测吸

光值"空白对照组选取无水乙醇!绘制标准曲线!得到
"

S

胡

萝卜素标准回归方程"

$)!)!

!

单因素试验设计
!

对多个单因素进行预试验!最终选

取结果影响较大的
!

个因素!即.酶活力%酶解温度%超声功

率!进行单因素试验研究"

&

$

'酶活力对玉米黄色素提取率的影响.称取
")#

T

玉

米粉末!加入碱性蛋白酶!酶活力分别为
.###

!

/###

!

$"###

!

$B###

!

"####<

/

T

!加入
.#FP

蒸馏水!酶解时间

.8

!酶解温度
!# W

!之后加入
B# FP

无水乙醇!超声

"#FD9

!超声功率
"##1

"浸提液
.###-

/

FD9

离心
0FD9

!

上清液在
..B9F

下测吸光度!每组试验做
!

个平行"

&

"

'酶解温度对玉米黄色素提取率的影响.称取
")#

T

玉米粉末!加入碱性蛋白酶!酶活力
$"###<

/

T

!加入
.#FP

蒸馏水!酶解时间
.8

!酶解温度分别为.

"#

!

!#

!

.#

!

0#

!

B#W

!

之后加入
B#FP

无水乙醇!超声
"#FD9

!超声功率
"##1

"

浸提液
.###-

/

FD9

离心
0FD9

!上清液在
..B9F

下测吸光

度!每组试验做
!

个平行"

&

!

'超声功率对玉米黄色素提取率的影响.称取
")#

T

玉米粉末!加入碱性蛋白酶!酶活力
$"###<

/

T

!加入
.#FP

蒸馏水!酶解时间
.8

!酶解温度
.#W

!之后加入
B#FP

无水

乙醇!超声
"# FD9

!超声功率分别为.

$##

!

"##

!

!##

!

.##

!

0##1

"浸提液
.###-

/

FD9

离心
0FD9

!上清液在
..B9F

下测吸光度!每组试验做
!

个平行"

$)!).

!

[']S[589E59

试验设计
!

应用
>5AD

T

9SN]

X

5-6/)#)B

软

件!采用
[']S[589E59

设计!以玉米黄色素提取率为响应值!

对主要单因素&酶活力%超声功率%酶解温度'进行优化!选取

!

因素
!

水平的旋转组合设计!从中筛选提取玉米黄色素的

最佳工艺条件"

$)!)0

!

玉米黄色素抗癌活性的测定

&

$

'玉米黄色素对人胃腺癌细胞损伤的形态学观察.根

据文献0

$.

1!修改如下.将
/"!

细胞以每孔
.g$#

0个接种到
B

孔板内!每孔培养液体积
"FP

!置于
!%W0Q

的
M3

"

培养箱

中培养
".8

!然后设置空白组!试验组&玉米黄色素浓度

#)"0

!

#)0#

!

$)##F

T

/

FP

'!共同培养
".8

!在显微镜下观察细

胞形态"

&

"

'玉米黄色素对人胃腺癌细胞增值情况的影响.根据

文献0

$0

1!修改如下.将
/"!

细胞以每孔
!g$#

!个接种到
RB

孔板内!每孔培养液体积
"##

#

P

!培养
".8

后!设置空白组!

试验组&玉米黄色素浓度
#)"0

!

#)0#

!

$)##F

T

/

FP

'!继续培养

".8

!

+22

法检测细胞活力"

$)!)B

!

数据分析
!

试验重复
!

次!结果取平均值!采用
;C;;

$R)#

软件进行统计分析"

"

!

结果与分析
")$

!

标准曲线的绘制

在
"/#

!

B##9F

波长范围内对
"

S

胡萝卜素进行全波扫

描!在
..B9F

处发现
"

S

胡萝卜素最大波峰!因此本试验中玉

米黄色素的含量计算以
..B9F

下吸光值为准"在一定浓度

范围内!

"

S

胡萝卜素的含量与其在
..B9F

处的吸光度值呈

良好的线性关系&

G

"

a#)RRRB

'!见图
$

"

")"

!

单因素试验结果

")")$

!

酶活力对玉米黄色素提取率的影响
!

由图
"

可知!在

一定范围内!随酶活力的增加!玉米黄色素提取率也随之提

#.$

提取与活性
!

"#$%

年第
!

期



图
$

!

"

S

胡萝卜素标准曲线

D̂

T

G-5$

!

;6,9H,-H7G-Y5'I

"

S7,-'6595

图
"

!

酶活力对玉米黄色素提取率的影响

D̂

T

G-5"

!

NII576'I59\

J

F5H'A,

T

5'9685

J

D5(H'IF,D\5

J

5(('Z

X

D

T

F596

高!但当酶活力达到
$"###<

/

T

时!玉米黄色素提取量达到

最大值!之后随酶活力的增加!玉米黄色素提取率呈下降趋

势"原因是当酶活力较低时!底物没有被完全酶解!随着酶

活力的增加!玉米黄色素被逐渐释放!但当酶活力大于

$"###<

/

T

时!酶解反应达到饱和!所以提取率不再升

高0

$B

1

"可见最佳酶活力为
$"###<

/

T

时!此条件下!玉米黄

色素提取率为&

B.)%/#k$)"/0

'

#

T

/

T

"

")")"

!

酶解温度对玉米黄色素提取率的影响
!

由图
!

可知!

一定温度范围内!玉米黄色素提取率随温度升高呈现先增加

后减少的趋势!当温度达到
.#W

时!提取率达到最大值!为

&

B0)BRk$)"$

'

#

T

/

T

!当温度在
.# W

以上时!呈下降趋势"

因此玉米黄色素提取的最佳温度为
.#W

"

")")!

!

超声功率对玉米黄色素提取率的影响
!

由图
.

可知!

一定范围内!随超声功率的增加!玉米黄色素提取率逐渐提

高!当超声功率达到
.##1

时!玉米黄色素提取率达最大值!

图
!

!

酶解温度对玉米黄色素提取率的影响

D̂

T

G-5!

!

NII576'I59\

J

F5A'(G6D'965F

X

5-,6G-5'9685

J

D5(H'IF,D\5

J

5(('Z

X

D

T

F596

图
.

!

超声功率对玉米黄色素提取率的影响

D̂

T

G-5.

!

NII576'IG(6-,A'9D7

X

'Z5-'9685

J

D5(H'I

F,D\5

J

5(('Z

X

D

T

F596

之后随超声功率的提高!玉米黄色素提取率不再升高!功率

过大会增加能耗!从节能角度考虑!选取最佳超声功率为

.##1

!此条件下!玉米黄色素提取率为&

B0)RRk#)./

'

#

T

/

T

"

")!

!

响应面试验结果

以单因素结果为依据!细化因素水平!根据
[']S[589E59

试验设计原理得到响应面因素设计水平!见表
$

"

表
$

!

[']S[589E59

试验设计水平

2,@(5$

!

,̂76'-A,9H(5Y5(AD9[']S[589E59H5AD

T

9

水平
L

酶活力/

&

<

2

T

V$

'

[

超声功率/

1

M

酶解温度/

W

V$ $#### !0# !0

# $"### .## .#

$ $.### .0# .0

!!

根据试验设计得到的试验结果见表
"

"

表
"

!

[']S[589E59

试验设计结果

2,@(5"

!

[']S[589E59H5AD

T

9ZD685]

X

5-DF596,(-5AG(6A

试验组
L [ M

提取率/&

#

T

2

T

V$

'

$ $ V$ # 0/)/#

" # # # B/)!$

! # # # B%)RB

. V$ # V$ %")B.

0 $ $ # 0R)%#

B # # # B/)$!

% $ # $ B#)R"

/ # V$ $ B")!0

R V$ $ # %#)/.

$# # # # B/)#!

$$ V$ V$ # BB)!"

$" # $ V$ B%)"!

$! # # # B%)R$

$. # $ $ B0)%"

$0 $ # V$ B!)R$

$B # V$ V$ B0)/$

$% V$ # $ %$)$.

$.$
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").

!

回归模型方差分析

利用软件设计
>5AD

T

9SN]

X

5-6/)#)B

对数据进行多元回

归拟合!获得酶活力%超声功率%酶解温度的二元多项回归

方程.

OaB/)#V.)%#+K$)"//V$)$/!V#)R$+/V#)!%+!K

#).R/!V$)$.+

"

V!)#$/

"

K#)""!

"

" &

$

'

由表
!

可知!模型
C

*

#)###$

!模型显著!失拟项
Ca

#).""!

!失拟项不显著!另外酶活力的一次项!超声功率的一

次项!酶解温度的一次项!酶活力与超声功率的交互项!酶活

力与酶解温度的交互项!超声功率与酶解温度的交互项!酶活

力的二次项!超声功率的二次项均达到极显著水平&

C

*

#)#$

'(

酶解温度的二次项达到显著水平&

C

*

#)#0

'"由
1

值可以看

出各因素影响结果的主次顺序是
L

)

[

)

M

"模型
G

"

a

#)RRR"

!表明模型与实际拟合程度好!模型能够解释大多数因

变量的变化"综上!模型成立!拟合程度较好!试验误差较小"

")0

!

各因素交互作用的响应面分析

由图
0

&

,

'可知!当酶活力一定时!提取率随超声功率的

表
!

!

响应面试验回归模型方差分析j

2,@(5!

!

L9,(

J

ADA'IY,-D,975I'-685ID665H-5

T

-5AAD'9F'H5(

方差来源 平方和 自由度 均方
1

值
C-

)

1

显著性

模型
"0$)$% R "%)R$ $#!$)."

*

#)###$

11

L $%B)/$ $ $%B)/$ B0!.)BB

*

#)###$

11

[ $!)#! $ $!)#! ./$)0/

*

#)###$

11

M $$)$R $ $$)$R .$!).!

*

#)###$

11

L[ !)"/ $ !)"/ $"$)#/

*

#)###$

11

LM #)0B $ #)0B "#)0$ #)##"%

11

[M #)R0 $ #)R0 !0)$! #)###B

11

L

"

0).B $ 0).B "#$)//

*

#)###$

11

[

"

!/)"0 $ !/)"0 $.$!)B$

*

#)###$

11

M

"

#)"$ $ #)"$ %)%% #)#"%#

1

残差
#)$R % #)#"%

'''''''''''''''''''''''

失拟项
#)#/R ! #)#!# $)$/ #).""!

净误差
#)$# . #)#"0

总和
"0$)!B $B

!

j

!11

表示差异极显著&

C

*

#)#$

'(

1

表示差异显著&

C

*

#)#0

'"

图
0

!

酶活力与超声功率(酶活力与酶解温度(超声功率与酶解温度相互作用等高线和响应面图

D̂

T

G-50

!

O5A

X

'9A5AG-I,75,9H7'96'G-

X

('6AI'-6855II576A'ID965-,76D'9@56Z55959\

J

F5,76DYD6

J

,9HG(6-,A'9D7

X

'Z5-

#

@5S

6Z55959\

J

F5,76DYD6

J

,9H59\

J

F5A'(G6D'965F

X

5-,6G-5

#

@56Z559G(6-,A'9D7

X

'Z5-,9H59\

J

F5A'(G6D'965F

X

5-,6G-5

'9685

J

D5(H'I5]6-,76D'9-,6D'

".$

提取与活性
!

"#$%
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增加!呈现先升高后降低的变化趋势(当超声功率一定时!随

酶活力增加提取率呈下降趋势"响应曲面的坡度陡峭!表明

响应值对酶活力和超声功率比较敏感!等高线的疏密程度可

知!酶活力和超声功率的交互作用明显!影响显著"最优点

十分接近酶活力
$###<

/

T

和超声功率
.##1

!并且在这个

点提取率有最大值"由图
0

&

@

'可知!当酶活力一定!提取率

随酶解温度的升高逐渐升高(当酶解温度一定时!提取率随

酶活力的增加逐渐下降"从等高线可看出!两因素的交互作

用较强!影响显著!相比于酶解温度!提取率对酶活力更为敏

感"由图
0

&

7

'可知!当超声功率一定时!随酶解温度的升高!

提取率逐渐增加(当酶解温度一定时!随着超声功率的增加!

提取率呈先升高后下降的趋势"响应曲面的坡度较为陡峭!

可知响应值对超声功率和酶解温度比较敏感(由等高线疏密

程度可知!超声功率和酶解温度的交互作用较显著"最优点

接近于超声功率
.##1

和酶解温度
!0W

!并且在该点提取

率有最大值"

")B

!

验证实验结果

通过
>5AD

T

9SN]

X

5-6/)#)B

软件设计!得玉米黄色素提取

最佳工艺参数为酶活力
$####<

/

T

!超声功率
.$!)RR1

!酶

解温 度
!0 W

!此 条 件 下 玉 米 黄 色 素 理 论 提 取 率 为

%")R#

#

T

/

T

"考虑到实际操作中遇到问题!将提取工艺修整

为.酶活力
$####<

/

T

!超声功率
.##1

!酶解温度
!0W

!对

优化参数进行
!

次重复实验得 玉 米 黄 色 素 提 取 率 为

&

%")B.k#)."

'

#

T

/

T

"预测值与实验值非常接近!进一步证明

试验设计和数学模型具有可靠性和重现性"

")%

!

玉米黄色素对人胃癌细胞损伤的形态学观察结果

由图
B

%

%

可知!空白对照组细胞贴壁状态良好!棱角清

晰"随玉米黄色素试验组剂量的增加!细胞贴壁数目逐渐减

少!其中
$)##F

T

/

FP

玉米黄色素组细胞明显变圆收缩!贴

壁数目是空白组的
.%)"Q

!与空白组相比!差异极显著&

C

*

#)#$

'!说明玉米黄色素对人胃癌细胞具有抑制作用!并且呈

现剂量+效应关系"陆雪莹等0

$%

1选取木犀草素处理
[4MS

/"!

细胞!凋亡细胞表现为细胞间隙增大!体积缩小!细胞边

图
B

!

玉米黄色素对人胃癌细胞
/"!

细胞形态学的影响

D̂

T

G-5B

!

NII576'IF,D\5

J

5(('Z

X

D

T

F596'9/"!75((A

11

与空白组相比差异极显著!

C

*

#)#$

图
%

!

玉米黄色素对人胃癌细胞
/"!

细胞的抑制作用

D̂

T

G-5%

!

=98D@D6'-

J

5II576'IF,D\5

J

5(('Z

X

D

T

F596

'9/"!75((A

缘模糊!细胞折光性减弱!与玉米黄色素处理组细胞形态相似"

")/

!

玉米黄色素对人胃癌细胞增值情况的影响

由图
/

可知!玉米黄色素能够有效抑制
/"!

细胞的生

长!当加入
$)## F

T

/

FP

玉米黄色素!细胞存活率变为

"")$Q

!与空白组比较差异极显著!并且随玉米黄色素剂量

的升高!对细胞抑制效果增强!呈现剂量效应关系"李晓伶

等0

R

1研究表明!当玉米黄色素浓度为
0!)"$

#

T

/

FP

时!人卵

巢透明癌&

N;S"

'细胞抑制率达到
0#Q

!当玉米黄色素为

B")"$

!

B$)R!

!

R/)B#

#

T

/

FP

时!对人乳腺癌细胞&

+>LS+[S

"!$

'%人肺癌细胞&

L0.R

'%前列腺癌细胞&

CMS!

'也具有同样

的抑制效果"宋佳等0

$/

1试验结果表明!酒糟中玉米黄色素

对宫颈癌&

:5(,

'细胞也具有抑制作用!当浓度
"#

#

T

/

FP

时!

抑制率达到
!$)R/Q

"可见玉米黄色素具有抑制癌细胞增值

的作用!但对不同癌细胞的抑制情况不同"

11

与空白组相比差异极显著!

C

*

#)#$

(

1

与空白组相比差异显著!

C

*

#)#0

图
/

!

玉米黄色素对人胃癌
/"!

细胞存活率的影响

D̂

T

G-5/

!

NII576'IF,D\5

J

5(('Z

X

D

T

F596'9YD,@D(D6

J

'I/"!75((A

!

!

结论
本试验通过对酶活力%超声功率%酶解温度

!

个因素的

探究!建立了影响玉米黄色素得率的二次多项数学模型!优

化得出玉米黄色素超声辅助酶法提取的最佳工艺条件为.酶

活力
$####<

/

T

!超声功率
.##1

!酶解温度
!0W

(最佳条

件下的得率为&

%")B.k#)."

'

#

T

/

T

"通过形态学观察及

+22

细胞活力检测表明玉米黄色素对人胃癌细胞具有一定

损伤作用"通过试验表明超声辅助酶法制备玉米黄色素是

!.$

第
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一种有效的方法!制备的玉米黄色素具有一定抗癌活性!但

其确切抗胃癌机制还有待进一步研究"
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月份气温较高脱粒玉米通过晾晒
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月份气温下降晾晒困难!此时玉
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通风干燥期间!要根据当地粮情和储粮生态!灵活调整
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1对高水分粮食的就仓干燥

提供了原则性的技术操作方法规范!但机械套用上述规范进

行操作不能很好地解决粮食过度干燥和粮堆各部分水分梯

度较大的问题!而且干燥成本较高"本试验在控制入仓粮食

基本水分在合理的范围内%适时通风干燥!准确把握各干燥

点水分%精准分析干燥时间并进行倒仓平衡水分等方法!使

干燥成本控制在较低的水平!比机械干燥节约成本约
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实现了水分平衡和安全储粮(根据粮情能够推算所需通风干

燥时间!降低了过度干燥发生的概率!是一种切实可行的粮

食常规通风就仓干燥方法"后续可通过玉米入库前期降

水0

%

1

%入仓后分析仓内粮堆温度场分布规律0
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!优化通风路

径分布!结合其他热泵技术对此技术方法进一步完善!预期

可以获得更好的就仓干燥效果0
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!在充分保障储粮质量的

同时!节能降耗!提高干燥效率"
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