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摘要!以紫球藻胞外多糖为原料!*

UW

清除率为评价指标!

依据单因素试验!利用
+;d%+DC9MD9

中心组合试验和响应面

分析法!对
/T$

粗品的酶解工艺进行优化!并评价
/T$

粗品

酶解前后的抗氧化活性#结果表明!

/T$

粗品酶解最佳工艺

参数为%酶解时间
-:,C

!酶解
J

W=:)

!酶解温度
-,Y

!酶添

加量&酶(底物'

(:<[

(

0

H

!酶解液对*

UW

的清除率达到

&

<):-&i):,=

'

R

$优化酶解条件下酶解产物的抗氧化活性显

著提高!酶解产物对*

UW

"

VTTW

*"

"+B$

c

*和
U

\

(

*的

半数清除浓度&

9H
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'分别为&
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关键词!紫球藻$胞外多糖$酶解$抗氧化活性
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紫球藻!

N)B

W

7

@
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#是红藻门中发现的唯

一一种单细胞藻类%在生长稳定期后会大量合成并向胞外分

泌一种分子量较大的磺酸化多糖%其相对分子质量可以达到
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&研究表明%紫球藻胞外磺酸化多糖!
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/T$

#

具有抗病毒*降血酯*抗辐射和降胆固醇等生物活性+

(\'

,

%在

离体和在体条件下均具有抗炎特性+

-

,

$

/T$

对-

UW

*

VTTW

-

和
U

\

(

-有一定的清除能力+

<\.

,

%其降解产品具有良好的吸

<<*



湿和保湿性能%且与分子量呈正相关+

.

,

&天然的
/T$

由于

分子量大*黏度较高*溶解性差%使其生物学构象和生物活性

的研究受到一定的限制&多糖构效关系研究+

*)

,表明多糖的

生理活性随着其由高分子量被降解为低分子量而得到显著

提高&

/T$

降解的研究多采用过氧化氢和辅助超声波的方

法+

**\*,

,

%未见酶法降解
/T$

的报道&

本课题组前期从非洲大蜗牛消化道中分离出一种混合

酶%酶自身无抗氧化能力%但
/T$

经其酶解后产物的抗氧化

能力显著提高&本研究拟以该混合酶为酶制剂%以羟自由基

!-

UW

#清除率为综合评价指标%对
/T$

的酶解工艺进行优

化%并评价
/T$

粗品酶解前后的抗氧化活性%以期为
/T$

在

功能性食品和药品方面的开发利用提供依据&

*

!

材料与方法
*:*

!

材料与设备

*:*:*

!

材料与试剂

紫球藻藻种"中国科学院海洋研究所藻种库$

非洲大蜗牛消化道中制备的混合酶"

*=<&:'([

)

H

%泉州

师范学院福建省海洋藻类活性物质制备与功能开发重点实

验室&

*:*:(

!

主要仪器设备

台式高速离心机"

"33D

H

E1-&#

型%美国贝克曼库尔特有

限公司$

恒温水浴锅"

WW%-V

型%金坛市城东宏业实验仪器厂$

紫外可见分光光度计"

[>%*())

型%上海美谱达仪器有

限公司$

冷冻干燥机"

XV[%(**)

型%上海纪革森实业有限公司$

旋转蒸发仪"

A(%*))$

型%上海申生科技有限公司&

*:(
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试验方法

*:(:*

!

/T$

粗品的提取
!

取紫球藻的
]U!W

培养液%

&)))E

)

029

离心
()029

%留上清液%旋转蒸发浓缩!

&'Y

#%

加入
,

倍体积无水乙醇醇析过夜%

&)))E

)

029

离心
*)029

%

收集醇析物%真空冷冻干燥!

\=)Y

%

\'T1

%

&=C

#%得
/T$

粗品&

*:(:(

!

酶解液的制备工艺
!

取一定量
/T$

粗品配成水溶

液%依次调节酶解温度*酶解时间*酶解
J

W

值*酶添加量

!酶)底物#*保温酶解!不断调节
J

W

值%使酶解过程在初始

J

W

值 下 进 行#一 定 时 间 后%沸 水 浴 灭 酶 活
*) 029

%

*))))E

)

029

离心
*)029

%得酶解液&

*:(:,

!

单因素试验
!

通过预试验确定酶解
/T$

粗品单因素

试验的基本条件为"酶解温度
-'Y

*酶解时间
-C

*酶解
J

W

值
<:)

以及酶添加量!酶)底物%

/

)

$

#

(:=[

)

0

H

&通过固定其

他条件只改变其中一个条件来分析各单因素对酶解产物清

除-

UW

能力的影响+

*&

,

&

!

*

#酶解温度"酶解温度分别选取
('

%

,'

%

&)

%

&'

%
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%

-)

%

-'

%

<)

%

<' Y

%在酶解时间
-C

%酶解
J

W

值
<:)

%酶添加量

(:=[

)

0

H

的条件下%测定
/T$

粗品酶解产物对-

UW

的清

除率&

!

(

#酶解时间"在酶解温度
-'Y

%

J

W

值
<:)

%酶添加量

(:=[

)

0

H

的条件下%分别酶解
(

%

,

%

&

%

'

%

-

%

<C

%测定
/T$

粗

品酶解产物对-

UW

的清除率&

!

,

#酶解
J

W

值"酶解
J

W

分别选用
&:)

%

':)

%

-:)

%

<:)

%

=:)

%

.:)

%在酶解温度
-'Y

%酶解时间
-C

%酶添加量
(:=[

)

0

H

的条件下%测定
/T$

粗品酶解产物对-

UW

的清除率&

!

&

#酶添加量"酶添加量分别选用
):*
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%

*:&

%

(:)

%

(:=[

)

0

H

%在酶解温度
-'Y

%酶解时间
-C

%

J

W

值
=:)

的条

件下%测定
/T$

粗品酶解产物对-

UW

的清除率&

*:(:&
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+;d%+DC9MD9

响应面优化试验
!

根据单因素试验结

果%采 用 统 计 软 件
VDL2

H

9%/d

J

DE4=:):-

中
+;d%+DC9MD9

VDL2

H

9

试验设计原理+

*'\*-

,

%以-

UW

清除率为响应值%确定

中心点试验是自变量取值为试验设计水平中值%非中心点试

验为其他取值%重复
'

次中心点试验%以估计试验误差&

*:(:'

!

/T$

粗品酶解产物的制备
!

以响应面最佳优化参数

酶解
/T$

粗品得酶解液%
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离心
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%

$DF1

H

D

法

除蛋白+

*<\*=

,后%

&)))E

)

029

离心
*)029

%上清液旋转蒸发

浓缩!

&'Y

#%加入
,

倍体积无水乙醇醇析过夜%

&)))E

)

029

离心
*)029

%收集醇析物%真空冷冻干燥!

\=)Y

%

\'T1

%

&=C

#%得
/T$

酶解产物&

*:(:-

!

/T$

粗品酶解前后抗氧化活性的测定

!

*

#-

UW

清除能力"参考文献+

*&

,&

!

(

#

VTTW

-清除能力"参考文献+

*.

,&

!

,

#

"+B$

c

-清除能力"参考文献+

()

,&

!

&

#

U

\

(

-清除能力"参考文献+

(*

,&
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数据处理

所有试验至少重复
,

次%用
@27E;L;O4/d7D3

进行数据整

理%所得数据以均值
i

标准差表示&不同平均值之间的差异

显著性检验采用
$T$$**:'

统计软件中的邓肯氏多重比较

法进行&显著差异水平
T

#

):)'

%极显著差异水平
T

#

):)*

&
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结果与分析
(:*

!

单因素试验

(:*:*

!

酶解温度
!

由图
*

可知%

/T$

粗品酶解产物对-

UW

的清除率随酶解温度的升高呈先上升后下降的趋势&当酶

解温度升至
-'Y

时%

/T$

粗品酶解产物对-

UW

的清除率

达到最大值&酶解过程中%酶催化反应的速度和酶的稳定性

会受到温度的影响&随着温度的升高%反应速度会加快%但

图
*

!

酶解温度对
/T$

粗品酶解产物*

UW

清除

能力的影响
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年第
'

期



温度过高会导致酶失活以及变性%从而影响反应速度&因

此%最佳酶解温度选取
-'Y

&

(:*:(

!

酶解时间
!

由图
(

可知%

/T$

粗品酶解产物对-

UW

的清除率随酶解时间的延长先增大后减小%在
-C

时达到最

大值&酶解时间大于
-C

后%由于大部分
/T$

粗品已被酶

解%且酶活力逐渐下降%酶解产物不再随时间的延长而增加%

酶解产物对-

UW

的清除率开始下降&因此%酶解时间选取

-C

为宜&

图
(

!

酶解时间对
/T$

粗品酶解产物*

UW

清除

能力的影响
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酶解
J

W

!

由图
,

可知%酶解体系中
J

W

对酶解效果

有显著的影响&当酶解
J

W

在
&:)

#

=:)

时%随
J

W

的升高

/T$

粗品酶解产物对-

UW

的清除率急剧增大%

J

W=:)

时达

到最大值%随后快速下降&这是因为不同的酶对应不同的最

适
J

W

%过酸过碱都会使酶失活&所以酶解
J

W

选择
=:)

&

图
,

!

酶解
J

W

对
/T$

粗品酶解产物*
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清除

能力的影响
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0;3

8

L2L

J

W ;9C

8

KE;d

8

3E1K2713

L71FD9

H

29

H

1742F24

8

;O4CDD96

8

01427C

8

KE;3

8

L14DL

(:*:&

!

酶添加量
!

由图
&

可知%

/T$

粗品酶解产物对-

UW

的清除率随酶添加量的增加逐渐增加%可能是酶量的增加而

可提高其水解能力%从而使酶解产物中对-

UW

清除活性强

的组分增加&但考虑到试验条件的可控制性和重现性%酶添

加量选择
(:=[

)

0

H

为佳&

(:(

!

+;d%+DC9MD9

响应面试验

在单因素试验的基础上%利用响应面分析法对
/T$

粗

品酶解工艺条件进行优化%因素水平见表
*

&

!!

利用软件
VDL2

H

9%/d

J

DE4=:):-

对试验结果!表
(

#进行多

图
&

!

酶添加量对
/T$

粗品酶解产物*

UW

清除

能力的影响

X2

H

5ED&

!

/OOD74;OD96

8

0D%4;%L5GL4E14DE142;;9C

8

KE;d

8

3

E1K2713L71FD9

H

29

H

1742F24

8

;O4CDD96

8

01427C

8

%

KE;3

8

L14DL

表
*

!

+;d%+DC9MD9

设计试验因素水平编码

B1G3D*

!

X174;EL

#

3DFD3L19K7;K29

H

41G3D;O+;d%+DC9MD9

KDL2

H

94DL4

水平
"

酶解温度)

Y

+

酶解时间)

C

!

酶解
J

W

V

酶添加量)

!

[

-

0

H

\*

#

\* '' ' <:) *:&

) -) - =:) (:)

* -' < .:) (:=

元回归拟合%得数学回归模型"

5g-(:(<c(:*=2c,:('Sc*:'*Hc.:,*Xc):<=2S\

(:.(2Hc*:<,2X\,:&=SHc*:)(SXc):,-HX\(:*'2

(

\

<:,*S

(

\-:,*H

(

\&:<-X

(

& !

*

#

对结果进行统计分析%结果见表
,

&

由表
,

可知%该模型
T

值
#

):)))*

%表明模型是极显著

的%而且失拟项
T

值为
):*'&(

%表明失拟项不显著%该模型

稳定&由表
,

中回归系数的显著性检验可知%

"

*

+

和
V

对

/T$

粗品酶解产物的-

UW

清除率影响极显著!

T

#

):)*

#%

!

对
/T$

粗品酶解产物的-

UW

清除率影响显著!

T

#

):)'

#$

"!

和
+!

对
/T$

粗品酶解产物的-

UW

清除率影响均显著

!

T

#

):)'

#%

"

(对
/T$

粗品酶解产物的-

UW

清除率影响显

著!

T

#

):)'

#%

+

(

*

!

(和
V

(对
/T$

粗品酶解产物的-

UW

清

除率影响极显著!

T

#

):)*

#&

!!

将不显著项从回归方程中剔除%进行二次方差分析%结

果见表
&

&结果表明%回归方程中各项均达显著水平%失拟

项不显著!

T

%

):)'

#&回归方程为"

5g-(:(<c(:*=2c,:('Sc*:'*Hc.:,*X\(:.(2H\

,:&=SH\(:*'2

(

\<:,*S

(

\-:,*H

(

\&:<-X

(

& !

(

#

!!

响应面中的等高图能够直观地反映出各因素交互作用

对响应值的影响%酶解温度和酶解
J

W

*酶解时间和酶解
J

W

之间交互作用的等高线图和响应面见图
'

*

-

&

!!

酶解温度和酶解
J

W

对
/T$

粗品酶解产物的-

UW

清

除率的影响近似椭圆形%说明有交互作用+图
'

!

G

#,&由

图
'

!

1

#可知%当酶解温度一定时%

/T$

粗品酶解产物对

.<*

第
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!



-

UW

清除率随
J

W

的增加呈先增加后减小的趋势%在
J

W

为
<:)

#

<:=

时%

/T$

粗品酶解产物的-

UW

清除率较高%在

J

W

一定时%

/T$

粗品酶解产物对-

UW

清除率随酶解温度

的变化较小%当酶解温度为
-'Y

左右时%

/T$

粗品酶解产物

的-

UW

清除率较高&

酶解时间和酶解
J

W

对
/T$

粗品酶解产物的-

UW

清

除率的影响近似椭圆形%说明有交互作用+图
-

!

G

#,&由图
-

!

1

#可知%当酶解
J

W

一定时%

/T$

粗品酶解产物的-

UW

清

除率随时间的延长呈先增加后减小的趋势%在酶解时间达

-C

时%

/T$

粗品酶解产物的-

UW

清除率较高%在酶解时间

一定时%

/T$

粗品酶解产物的-

UW

清除率随
J

W

的增加有

较小幅度的变动%在酶解
J

W<:)

#

<:=

时%

/T$

粗品酶解产物

的-

UW

清除率高&

表
(

!

试验设计及结果

B1G3D(

!

/d

J

DE20D9413KDL2

H

919KEDL534L

序号
" + ! V

-

UW

清除率)
R

* ) ) ) ) -,:<(i):(,

( \* ) ) \* &,:<(i):&(

, * ) \* ) ',:=-i):,-

& \* ) * ) '<:.=i):(.

' ) \* * ) &.:,)i):-=

- ) \* \* ) ,.:-&i):,<

< ) ) \* * -):-(i):,(

= ) ) * * -):((i):&(

. ) \* ) \* ,=:==i):',

*) \* \* ) ) &.:'=i):,=

** * * ) ) '=:.=i):&(

*( \* * ) ) '&:<-i):,,

*, ) * ) * -*:.&i):&<

*& \* ) \* ) &&:-=i):'-

*' ) * \* ) '':*=i):,&

*- ) ) ) ) -*:.)i):((

*< ) ) ) ) '.:=&i):(<

*= ) ) ) ) -,:')i):&'

*. ) ) \* \* &&:(-i):'&

() * ) * ) '':&-i):,-

(* * ) ) \* &<:,&i):'<

(( * \* ) ) '):--i):(.

(, ) \* ) * '':<-i):&(

(& * ) ) * <):-=i*:-*

(' \* ) ) * -):*&i):,(

(- ) * ) \* &):.=i):'-

(< ) ) ) ) -(:,=i):&.

(= ) * * ) '):.(i):('

(. ) ) * \* &(:&(i):-<

表
,

!

回归方程显著性检验和方差分析h

B1G3D,

!

"913

8

L2L;OF1E2197D19KL2

H

92O27197D4DL4;O

ED

H

EDLL2;9D

e

5142;9

差异源 平方和 自由度 均方
D

值
T

值 显著性

模型
*.*):<) *& *,-:&= (,:'=

#

):)))*

* *

" '-:=' * '-:=' .:=( ):))<,

* *

+ *(-:,- * *(-:,- (*:=, ):)))&

* *

! (<:*= * (<:*= &:<) ):)&=)

*

V *)&):=- * *)&):=- *<.:=&

#

):)))*

* *

"+ (:&- * (:&- ):&, ):'(&-

"! ,&:(( * ,&:(( ':.* ):)(.*

*

"V **:.< * **:.< (:)< ):*<(&

+! &=:&& * &=:&& =:,< ):)**=

*

+V &:*- * &:*- ):<( ):&*)<

!V ):'( * ):'( ):). ):<-.*

"

(

,):)' * ,):)' ':*. ):),=.

*

+

(

,&-:-) * ,&-:-) '.:==

#

):)))*

* *

!

(

('=:-- * ('=:-- &&:-.

#

):)))*

* *

V

(

*&<:** * *&<:** (':&( ):)))(

* *

残差
=*:), *& ':<.

-----------------------

失拟
<*:,- *) <:*& (:.' ):*'&(

误差
.:-< & (:&(

总和
*..*:<, (=

!

h

!*

表示差异显著%

T

#

):)'

$

**

表示差异极其显著%

T

#

):)*

$

U

(

g):.'.,

%

"K

N

:U

(

g):.*=-

&

表
&

!

二次方差分析h

B1G3D&

!

f51KE14271913

8

L2L;OF1E2197D

差异源 平方和 自由度 均方
D

值
T

值 显著性

模型
*=.*:'. *) *=.:*- ,&:))

#

):)))*

* *

" '-:=' * '-:=' *):(( ):))')

* *

+ *(-:,- * *(-:,- ((:<* ):)))(

* *

! (<:*= * (<:*= &:=. ):)&),

*

V *)&):=- * *)&):=- *=<:)=

#

):)))*

* *

"! ,&:(( * ,&:(( -:*' ):)(,(

*

+! &=:&& * &=:&& =:<* ):))=-

* *

"

(

,):)' * ,):)' ':&) ):),()

*

+

(

,&-:-) * ,&-:-) -(:,)

#

):)))*

* *

!

(

('=:-- * ('=:-- &-:&.

#

):)))*

* *

V

(

*&<:** * *&<:** (-:&&

#

):)))*

* *

残差
*)):*' *& ':'-

-----------------------

失拟
.):&= *& -:&- (:-< ):*<-<

误差
.:-< & (:&(

总和
*..*:<, (=

!

h

!*

表示差异显著%

T

#

):)'

$

**

表示差异极其显著%

T

#

):)*

$

U

(

g):.&.<

%

"K

N

:U

(

g):.(*=

&

)=*

开发应用
!

()*=
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'
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图
'

!

酶解温度和酶解
J

W

对*

UW

清除率影响的响应曲面和等高线图

X2

H

5ED'

!

#DL

J

;9LDL5EO17D

J

3;419K7;94;5E

J

3;4O;EDOOD74L;OD96

8

0;3

8

L2L4D0

J

DE145ED19K

J

W19K4CD2E

054513294DE1742;9;9C

8

KE;d

8

3E1K2713L71FD9

H

29

H

图
-

!

酶解时间和酶解
J

W

对*

UW

清除率影响的响应曲面和等高线图

X2

H

5ED-

!

#DL

J

;9LDL5EO17D

J

3;419K7;94;5E

J

3;4O;EDOOD74L;OD96

8

0;3

8

L2L420D19K

J

W19K4CD2E054513

294DE1742;9;9C

8

KE;d

8

3E1K2713L71FD9

H

29

H

(:,

!

验证实验

根据
VDL2

H

9%/d

J

DE4=:):-

软件计算出的最优工艺条件"

酶解温度
-,Y

*酶解
J

W=:)

*酶添加量
(:<[

)

0

H

%酶解时间

-:,C

&按该条件进行
,

次平行实验%实际测定
/T$

粗品酶

解产物对-

UW

的清除率为!

<):-&i):,=

#

R

%理论预测值为

-<:<=R

%两者非常接近%表明模型预测值与实际值的误差在

允许范围之内&说明采用响应面法优化得到的
/T$

粗品酶

解工艺条件参数是可信的&

(:&

!

/T$

粗品酶解前后的抗氧化活性

未经酶解的
/T$

粗品%当质量浓度为
*)0

H

)

0P

时%对

-

UW

*

VTTW

-*

"+B$

c

-和
U

\

(

-

&

种自由基清除能力较

弱%清除率分别为
,):,*R

%

*.:,(R

%

*.:<'R

%

,&:.*R

&

由表
'

可见%经过酶解后的
/T$

粗品对上述
&

种自由基

清除作用明显增强&利用计算机插值法模拟结果表明%酶解

后的
/T$

粗品对-

UW

*

VTTW

-*

"+B$

c

-和
U

\

(

-的半数

清除浓度!

9H

')

#分别为!

*:-<i):'=

#%!

*:)=i):)*

#%!

):-&i

):)*

#%!

&:*-i):)*

#

0

H

)

0P

%但均低于维生素
/

的&

,

!

结论
本研究以从非洲大蜗牛消化道中分离的混合酶为酶制

剂%通过响应面法建立
/T$

粗品酶解制备抗氧化酶解物工

艺的二次多项回归方程%通过方差分析%模型显著%所得方程

拟合度高&试验结果表明%最优酶解工艺条件为"酶解温度

-,Y

*酶解时间
-:,C

*酶解
J

W=:)

*酶添加量
(:<[

)

0

H

%在

此条件下
/T$

酶解产物的-

UW

清除率为!

<):-&i):,=

#

R

&

!!

优化酶解条件下%酶解产物的抗氧化活性显著提高%对

-

UW

*

VTTW

-*

"+B$

c

-和
U

\

(

-的
9H

')

分别为!

*:-<i

表
'

!

/T$

粗品酶解产物对自由基的清除效果

B1G3D'

!

/OOD74L;O4CDD96

8

0;3

8

L2L/T$;9E1K2713L71FD9

H

29

H

样品 单位
9H

')

-

UW VTTW

-

"+B$

c

-

U

\

(

-

酶解物
0

H

)

0P *:-<i):'= *:)=i):)* ):-&i):)* &:*-i):)*

>

/

$

H

)

0P *(:''i):)* -:.*i):)& *,:&-i):), &):&&i):*=

*=*

第
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'
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):'=

#%!

*:)=i):)*

#%!

):-&i):)*

#%!

&:*-i):)*

#

0

H

)

0P

%表

明
/T$

粗品在经过酶解后的综合抗氧化性增强&因此%

/T$

酶解产物具有潜在的作为抗氧化产品的应用前景&但本试

验未对酶解产物进行进一步分离纯化和表征%且蜗牛消化道

酶的分离纯化及其对
/T$

粗品的作用机制尚不明确&后续

将针对上述存在问题开展研究&
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