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摘要!为探究提取方法对姜多糖提取效果的影响"采用热水

浸提法!超声波冰浴提取法以及复合酶酶解法提取姜多糖"

优化出各自最佳提取工艺条件"并对比多糖紫外光谱扫描以

及姜渣透射电镜扫描图(结果表明*热水浸提法!超声波冰

浴提取法以及复合酶酶解法
1

种提取工艺在最佳提取条件

下得到的多糖提取率分别为#
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"得率分别为#

&2$1M"2"6
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"纯度分别为#
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P

)对比
1

种不同

方法可知"复合酶解法姜多糖提取率和得率最高"而在纯度

方面"热水浸提法优于复合酶解法和超声波冰浴提取法(结

合姜渣透射电镜图发现"不同提取方法对姜细胞的破坏程度

不同"从而造成多糖的提取率和多糖得率不同(

关键词!姜)多糖)热水浸提法)超声波冰浴提取)复合酶解
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$又称百辣云+鲜生姜+姜根等'

属姜科植物'主要分布于中国四川+贵州+福建+湖北和两广等

地!

#

%

(现代工艺研究发现'姜具有抗肿瘤!

!Z1

%

+抗氧化!

5Z$

%和

抗炎止痛!

&

%等药理作用(此外'姜中富含多糖类物质'且姜多

糖具有抗氧化!

'

%

+消炎抑菌!

6

%和抗疲劳!

%

%等生物活性(

在多糖的提取研究中'目前多采用热水浸提法+超声波

提取法+酶提取法和微波提取等!

#"

%方法(研究表明'即使同

种原料'采用不同提取方法所得的多糖'其结构+性质+单糖

成分以及生物活性均有不同(比如'

gD+K

V

等!

##

%在生姜多糖

的研究中'采用了酸式+中性以及碱式水提法'发现
1

种不同

的提取方法得到的生姜多糖具有不同的抗氧化活性*韩冬屏

等!

#!

%研究显示超声波辅助提取法所得姜多糖得率和
F==\

/

的清除能力均优于微波辅助提取和传统热水提取法的*在生

姜粗+精多糖抗氧化试验中'王芸等!

#1

%采用了水提法+超声

辅助酶解法以及酶解法'得出生姜粗多糖的还原能力大小关

系为"超声辅助酶解法
$

酶解法
$

水提法'而精多糖仅对

F==\

/具有显著影响(

透射电镜具有分辨率高+放大倍数高+信息立体化等优

势'近年来备受科研工作者的青睐(在不同方法提取姜多糖

研究中'目前尚未有文献报道利用透射电镜观察姜渣细胞破

损情况'分析影响姜多糖得率的试验研究(因此'本研究拟

采用热水浸提法+超声波冰浴提取法+复合酶提取法
1

种方

法对姜多糖进行分离提取'利用透射电镜和紫外
Z

可见光分

光光度计对姜渣和姜多糖进行扫描分析'对比不同提取方法

!$#



对姜多糖提取效果的影响'拟为进一步深入研究不同方法所

得姜多糖的结构+物化特性以及生物学活性提供试验基础(

#

!

材料与方法
#2#

!

材料与仪器

干姜片"产自云南'亳州市常富药业有限公司'采用

$"_

减压干燥'粉碎过筛
&"

目备用*

纤维素酶#

#6""d

)

*

V

$+果胶酶#

#"""d

)

*

V

$"上海金

穗生物科技有限公司*

木瓜蛋白酶"

1d

)

*

V

'阿拉丁试剂#上海$有限公司*

其它试剂均为国产分析纯试剂*

摇摆式高速中药粉碎机"

FL̂ )$""

型'温岭市林大机械

有限公司*

紫外&可见分光光度计"

Ad)#%"#

型'北京普析通用仪

器有限责任公司*

离心机"

<C@)BBE

型'上海安亭科学仪器厂*

超声波细胞粉碎机"

@̂)%!BB8

型'宁波新芝生物科技股

份有限公司*

真空冷冻干燥机"

=F)#>)$"

型'北京博医康实验仪器有

限公司*

分析天平"

NAC!!5

型'日本岛津仪器公司*

旋转蒸发器"

?()$!"$

型'上海亚荣生化仪器厂*

透射电镜"

\A''""

型'日本日立公司(

#2!

!

试验方法

#2!2#

!

提取工艺流程

姜粉
'

提取#热水浸提!超声波冰浴提取!复合酶酶解$

'

离心#

5""".

%

*,K

"

!"*,K

$

'

过滤"取滤液"

$"_

旋蒸至原滤

液
#

%

5

'

J:T+

V

试剂#正丁醇与氯仿体积比
5

"

#

$除蛋白
'

加

入
5

倍体积无水乙醇静置
'

离心#

5""".

%

*,K

"

#"*,K

$"得

沉淀
'

丙酮!无水乙醇!乙醚各洗涤
!

次
'

减压干燥"

5"_

'

多糖成品

#2!2!

!

热水浸提法

#

#

$单因素试验"探究热水浸提时间+温度+液料比对姜

多糖提取率的影响(固定提取时间
!D

'提取温度
'"_

'设

置液料比分别为
#"

"

#

'

#$

"

#

'
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"

#

'

!$
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#

'

1"

"

#

'

1$

"

#

#

*<

)

V

$*固定提取时间
!D

'液料比
!"

"

#

#

*<

)

V

$'设置提

取温度分别为
$"

'

&"

'
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'

6"

'

%"

'

#""_

*固定提取温度
%"_

'

液料比
!"

"

#

#

*<

)

V

$'设置提取时间分别为
#

'

!

'

1

'

5

'

$

'

&D

(

#

!

$正交试验设计"在单因素试验的基础上'以多糖提

取率为考察对象'采用正交试验分析'优化姜多糖最优提取

工艺参数(

#2!21

!

超声波冰浴提取法

#

#

$单因素试验"探究超声时间+功率+液料比对姜多糖

提取率的影响(固定液料比
!"

"

#

#

*<

)

V

$'超声功率

!""I

'设定超声时间分别为
!"

'

!$

'

1"

'

1$

'

5"

'

5$*,K

*固定

液料比
!"

"

#

#

*<

)

V

$'超声时间
1$*,K

'设定超声功率分别

为
#""

'

!""

'

1""

'

5""

'

$""

'

&""I

*固定超声时间
1$*,K

'超

声功率
$""I

'设定液料比分别为
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"

#

'

#$

"
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'
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#
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$正交试验设计"在单因素试验的基础上'以多糖提

取率为检测指标'采用正交试验分析'优化姜多糖最优提取

工艺参数(

#2!25

!

复合酶解法

#

#

$单因素试验"在纤维素酶用量
&1"""d

)

V

/底物'

果胶酶用量
!""""d

)

V

/底物'木瓜蛋白酶用量
&!2$d

)

V

/

底物条件下'探究酶解条件对姜多糖提取效果的影响(固定

酶解时间
!D

'酶解温度
$"_

'

;

\$2"

'设定液料比分别为

#$

"

#

'

!"

"

#

'

!$

"

#

'

1"

"

#

'

1$

"

#

'

5"

"

#

#

*<

)

V

$*在酶解时

间
!D

'酶解温度
$"_

'液料比
!$

"

#

#

*<

)

V

$条件下'设定

;

\

分别为
12"

'

52"

'

$2"

'

&2"

'

'2"

'

62"

*固定酶解时间
!D

'液料

比
!$

"

#

#

*<

)

V

$'

;

\&2"

'设定酶解温度分别为
1"

'

5"

'

$"

'

&"

'

'"

'

6"_

*固定液料比
!$

"

#

#

*<

)

V

$'

;

\&2"

'酶解温度

$"_

'设定酶解时间分别为
#2"

'

#2$

'

!2"

'

!2$

'

12"

'

12$D

(

#

!

$正交试验设计"在单因素试验的基础上'以多糖提

取率为考察对象'采用正交试验分析'优化姜多糖最优提取

工艺参数(

#2!2$

!

多糖及蛋白含量测定
!

根据文献!

#5

%'采用苯酚
Z

硫

酸法测定多糖含量'考马斯亮蓝法测定蛋白含量'并对计算

方法进行如下修改"

#

#

$多糖提取率"按式#

#

$计算(

!

#

W

=

#

Z

[

J

Z

#""P

' #

#

$

式中"

!

#

&&&多糖提取率'

P

*

=

#

&&&提取液中多糖浓度'

V

)

*<

*

[

&&&提取液体积'

*<

*

J

&&&原料质量'

V

(

#

!

$多糖得率"按式#

!

$计算(

!

!

W

J

#

J

Z

#""P

' #

!

$

式中"

!

!

&&&多糖得率'

P

*

J

#

&&&多糖成品质量'

V

*

J

&&&原料质量'

V

(

#

1

$蛋白含量"按式#

1

$计算(

!

1

W

=

!

Z

[

J

Z

#""P

' #

1

$

式中"

!

1

&&&蛋白含量'

P

*

=

!

&&&提取液中蛋白浓度'

V

)

*<

*

[

&&&提取液体积'

*<

*

J

&&&原料质量'

V

(

#2!2&

!

多糖紫外光谱扫描
!

将样品配成
#2"*

V

)

*<

的多糖

溶液'在波长
!""

$

1&"K*

内进行光谱扫描'检测
!&"

'

!6"K*

处是否有核酸和蛋白质的特征吸收峰!

#1

%

(

#2!2'

!

姜渣透射电镜观察
!

收集经
1

种不同方法提取后的

姜提取残渣'冻干'精确称量
#"2"*

V

冻干粉和
#""*<

无水

乙醇均匀混合(选用
1""

目的高质量铜网'用镊子小心取出

1$#

提取与活性
!

!"#6

年第
%

期



铜网'将膜面朝上'并轻放于滤纸上'用移液枪取
!"

#

<

待测

液滴于铜网上'待其自然风干(采用透射电镜'在
#""[7

加

速电压'线分辨率
"2#5K*

条件下观察细胞壁破碎情况(

#2!26

!

统计数据分析
!

试验数据采用#平均值
M

标准偏差$

表示'即#

;

N

^

5

$(采用
J

;

JJ#%2"

数据统计软件进行单因素

方差分析'

=

#

"2"$

表示具有显著性差异'

=

#

"2"#

表示具有

极显著性差异(

!

!

结果与分析

!2#

!

热水浸提法

!2#2#

!

热水浸提法正交试验因素水平设计
!

考察液料比+提

取温度+提取时间对姜多糖提取的影响'根据单因素试验结

果'建立三因素三水平正交试验因素水平'见表
#

(

表
#

!

热水浸提法正交试验因素设计水平表

A+S-:#

!

\4QR+Q:.:XQ.+3Q,4K4.QD4

V

4K+-Q:JQU+3Q4.

/:J,

V

K-:T:-Q+S-:

水平
N

液料比#

*<

)

V

$

E

提取温度)
_ >

提取时间)
D

# #$

"

# 6" !

! !"

"

# %" 1

1 !$

"

# #"" 5

!2#2!

!

正交试验结果及方差分析
!

热水浸提法提取姜多糖的

正交试验结果见表
!

(通过分析可知'影响姜多糖提取率主次

因素依次为
E

$

N

$

>

'最优水平组合为
N

!

E

1

>

1

'即液料比

!"

"

#

#

*<

)

V

$'提取温度
#""_

'提取时间
5D

(由表
1

可知'

液料比+温度+时间均对姜多糖的提取有显著性影响#

=

#

"2"$

$'且温度具有极显著性影响#

=

#

"2"#

$'

1

个因素影响大小

顺序与正交试验结果相符(在最优试验条件下进行
1

组平行

实验验证'姜多糖的提取率为#

##2'5M"2!1

$

P

'高于正交试验

中
%

个试验组'可见'该正交试验结果可靠(

表
!

!

热水浸提法提取姜多糖正交试验结果分析
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0

J,J 4U

+/)

*

/D1>(

99

/=/)%81?4J3

;

4-

0
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表
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!

热水浸提法正交试验方差分析表a

A+S-:1
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J,J4UT+.,+K3:4U4.QD4
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4K+-Q:JQU4.D4Q
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源
BBB
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超声波冰浴提取法

!2!2#

!

超声波冰浴提取法正交试验因素水平设计
!

考察超

声时间+超声功率和液料比对姜多糖提取的影响'根据单因

素试验结果'建立三因素三水平正交试验因素水平'见表
5

(

表
5

!

超声波冰浴提取法正交试验因素设计水平表

A+S-:5

!

d-Q.+J4K,3,3:S+QD:XQ.+3Q,4K4.QD4

V

4K+-Q:JQU+3Q4.

/:J,

V

K-:T:-Q+S-:

水平
N

超声时间)
*,K E

超声功率)
I >

液料比#

*<

)

V

$

# 1" 5"" #$

"

#

! 1$ $"" !"

"

#

1 5" &"" !$

"

#

!2!2!

!

正交试验结果及方差分析
!

超声波冰浴提取法提取

姜多糖的正交试验结果见表
$

(通过分析可知'影响超声提

取姜多糖的工艺顺序"

>

$

E

$

N

'且最佳提取工艺条件为

N

#

E

!

>
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'即超声时间
1"*,K

+超声功率
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+液料比
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$(由表
&

可知'超声时间'超声功率以及液料比均对

姜多糖的提取有显著性影响#

=

#

"2"$

$'且
1

个因素影响大

小顺序与正交试验结果相符(对最优试验条件进行
1

组平

行实验验证'此时姜多糖的提取率为#

'2""M"2"5

$

P

'高于正

交试验中
%

个试验组'表明正交试验方案设计稳定(
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!

复合酶提取法

!212#

!

复合酶酶解条件正交试验因素水平设计
!

考察液料

比+

;

\

值+酶解温度和酶解时间对姜多糖提取的影响'根据

单因素试验结果'建立四因素三水平正交试验因素水平'见

表
'

(

!212!

!

正交试验结果及方差分析
!

由表
6

可知'影响复合酶

提取姜多糖的工艺顺序为
>
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E

$
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'且最优提取工艺为
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#
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和
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可知'温度+时间+液料比和
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值均对多糖提取率有极显著性影响#

=

#

"2"#

$(在最优

工艺条件下进行
1

组平行实验进行验证'提取液中姜多糖的

提取率为#

!"2%1M"2!"

$

P

'结果远高于
%

个正交试验组结

果'可见该正交试验结果可靠(
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多糖得率%纯度及蛋白质含量

1

种方法提取姜多糖的多糖得率+纯度及蛋白质含量见

表
#"

(由表
#"

可知'复合酶解法得到的姜多糖得率远高于

热水浸提法和超声波冰浴提取法的*而在纯度方面'热水浸

提法相对优于超声波冰浴提取法和复合酶解法(
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多糖紫外光谱扫描

对
1

种不同提取方法得到的姜多糖进行紫外光谱扫描'

如图
#

所示'采用
9:T+

V

法除蛋白后'姜多糖溶液在
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表
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超声波冰浴提取法提取姜多糖正交试验

设计与结果分析
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超声波冰浴提取法正交试验方差分析表a
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复合酶酶条件正交试验因素设计水平表
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处均未出现明显的特征吸收峰'从而进一步证明
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V

法能有效去除姜多糖中的蛋白(
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透射电镜扫描

对比分析不同方法提取多糖剩余姜渣的透射电镜图

#图
!

$可知'结合姜渣透射电镜图'发现经过热水浸提后'姜

细胞出现了较明显的破损'有利于姜多糖溶出*复合酶解在

破坏细胞壁结构后'改变了细胞通透性'使得细胞中其他水

表
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复合酶酶解提取姜多糖正交试验设计与结果分析
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多糖得率%纯度及蛋白质含量
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图
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!

多糖紫外光谱扫描结果
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图
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!

不同方法提取多糖剩余姜渣透射电镜扫描结果图
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溶性物质和多糖一同溶出'从而降低了多糖纯度*超声波提

取的原理是利用超声空化'使多糖更易溶于溶剂'而试验中

利用超声波提取的姜多糖得率和纯度较另
!

种方法低'其原

因主要是采用了冰浴提取法'降低了超声波对细胞的破坏'

且低温不利于姜多糖溶出!

#$

%

'其他水溶性物质'如姜酚等在

低温环境中溶解度高于多糖!

#&

%

'而低温能减少多糖生物活

性损失(

1

!

结论
本试验利用透射电镜扫描姜渣'试验结果表明'不同提

取方法对姜细胞的破坏有明显的差异性'从而造成多糖的溶

出不同(对比分析
1

种不同工艺提取的姜多糖'得出复合酶

解法姜多糖得率最高'为#
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$

P

*而在多糖纯度方

面'热水浸提法相对另外
!

种提取方法更好'可达#
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$
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(经过
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法除蛋白后'

1

种姜多糖中蛋白含量均

低于
"2$P

'远低于文献!
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%报道(

本试验中采用超声波冰浴提取法'姜多糖得率较低'且

杂质较多(近年来超声波与酶解法协同提取法!

#'

%得到广泛

关注'后续可利用超声波
Z

酶解协同提取姜多糖'同时对比

分析
!

种提取方法在得率+纯度以及生物活性等方面的
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参考文献

!

#

%张?'余成浩'彭成
2

川产道地中药材干姜与生姜的研究进

展!

@

%

2

中药与临床'

!"#!

'

1

#

&

$"

$&)$62

!

!

%

\(ON<NA\Nb<

'

=?B8>(=2NKQ,),KU-+**+Q4.

0

+K/+KQ,)

QD.4*S4Q,3:UU:3QJ4UY,K

V

:.4K:,K+.+Q*4/:-4U*

0

43+./,+-,K)

U+.3Q,4K

!

@

%

2(W.4

;

:+K@4W.K+-4U=D+.*+34-4

V0

'

!"#&

'

'%#

#

#$

$"

$%$)&"!2

!

1

%贾晓娟
2&)

姜烯酚对人卵巢癌
9b]7)1

和
N!'6"

细胞生长和促

炎因子表达的抑制作用!

F

%

2

成都"成都中医药大学'

!"#$

"

11)1&2

!

5

%

N8b:)

e

,K

V

'

g\N]F+K)/+K

'

CBN]H:K

V

)JD:K

V

'

:Q+-2>4*)

;

+.,J4K4U/,UU:.:KQ/.

0

,K

V

*:QD4/J4K>D,K:J:

V

,K

V

:.

#

g,K

V

,S:.

4UU,3,K+-:?4J34:

$"

>D+K

V

:J,KT4-+Q,-:J

'

3D:*,3+-

;

.4U,-:

'

+K)

Q,4X,/+KQ

;

.4

;

:.Q,:J

'

+K/ *,3.4JQ.W3QW.:

!

@

%

2L44/>D:*,JQ.

0

'

!"#&

'

#%'

#

;

+.QE

$"

#!%!)#1""2

!

$

%

HN8gD,)-,K

'

<BN8HgD:K

V

'

>\(8C,+4)J4K

V

'

:Q+-29:

;

+.+)

Q,4K+K/

;

.:

;

+.+Q,4K4U&)

V

,K

V

:.4-U.4**4-:3W-+./,JQ,--+Q,4K.:J)

,/W:4U ŴKK+K
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