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北沙参多糖复合酶提取工艺及理化性质研究
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摘要"采用响应面分析法优化复合酶提取北沙参多糖

!

]HGJ6

"提取工艺#利用
.616J)&

离子交换剂对北沙参

多糖进行分离纯化#并考察其单糖组成'相对分子质量及

对
.GG3

自由基的清除作用$结果表明#北沙参多糖的

最优提取工艺为酶解温度
#$^

#酶解时间
"O

#液料比

"$

&

!

!

KH

*

P

"#酶添加量
"*$+

#纤维素酶和木瓜蛋白酶

质量比
"

&

!

#北沙参多糖提取率为!

&&*$%n$*&"

"

+

$

]HGJ6

水洗脱得到
]HGJ6!

#

5@2E

洗脱得到
]HGJ6&

$

]HGJ6

'

]HGJ6!

和
]HGJ6&

在单糖组成'相对分子质量

上有所差异#但均具有一定的清除
.GG3

自由基能力$

关键词"北沙参%多糖%纤维素酶%木瓜蛋白酶
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北沙参为伞形科植物珊瑚菜)

1A&G.)3*)==@;3A)<,Q*

FNOK<ULCR0<

g

*

*的干燥根$是传统的名贵药材和药食同

源物品$具有滋阴清肺&益胃生津等功效/

!:&

0

'其有效成

分主要为香豆素类&聚炔类及多糖类物质$其中多糖类含

量最高$具有抗氧化和调节免疫等功能/

":%

0

'

北沙参多糖提取方法主要有热水回流提取法/

)

0

&微

波辅助提取法/

"

0

&超声波辅助提取法/

(

0

&酸碱提取法/

#

0

&

酶提取法/

#

0等'酶提取法因其提取条件温和$可加速有

效成分释放&纯化提取液中的提取物等特点$已被广泛应

用于植物中有效成分的提取/

':!$

0

'常用的酶有纤维素

酶&果胶酶&蛋白酶或复合酶'纤维素是细胞壁的主要成

分$也是多糖溶出的主要屏障$利用纤维素酶水解细胞

壁$可加速多糖的溶出$且对细胞内的物质结构无影响(

木瓜蛋白酶是含巯基肽链的内切酶$具有蛋白酶和酯酶

的活性$可水解蛋白质$帮助多糖溶出/

!!

0

'使用单一酶提

取北沙参多糖已有研究/

#

0

$而研究采用复合酶提取北沙
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参多糖较少/

!&

0

'

试验拟选用纤维素酶和木瓜蛋白酶按一定比例进行

北沙参多糖提取$应用响应面法确定最佳提取工艺$并对

其结构特征进行分析$考察其对
.GG3

自由基的清除作

用$为提高北沙参多糖的提取率及开发利用提供理论

依据'

!

!

材料与方法
!*!

!

材料与试剂

北沙参!产自河北保定$亳州市问善堂药业科技有限

公司(

!

$

!J

二苯基
J&J

苦味基肼)

.GG3

*&

!J

苯基
J"J

甲基
J)J

吡唑啉酮)

G0G

*&甘露糖)

0@=

*&鼠李糖)

7O@

*&葡萄糖醛

酸)

]EN1

*&半乳糖醛酸)

]@E1

*&葡萄糖)

]EN

*&半乳糖

)

]@E

*&木糖)

c

>

E

*&阿拉伯糖)

1Q@

*&岩藻糖)

,TN

*&

.616J

)&

纤维素!色谱纯$上海阿拉丁试剂有限公司(

纤维素酶!

!q!$

)

\

"

P

$宁夏夏盛实业集团有限

公司(

木瓜蛋白酶!

!q!$

)

\

"

P

$南宁庞博生物工程有限

公司'

!*&

!

仪器与设备

恒温水浴锅!

33J&

型$江苏金坛宏华仪器厂(

磁力加热搅拌器!

.,J&

型$江苏金坛宏华仪器厂(

旋转蒸发仪!

686H15J!!$$

型$日本东京理化株式

会社(

超声波清洗器!

_FJ"$$.6

型$昆山洁力美超声仪器

有限公司(

傅里叶变换红外光谱仪!

FJ!$$

型$德国珀金埃尔默

公司(

;F_J]6H

凝胶柱!

]%$$$G̀ cH

&

]&)$$G̀ cH

型$

日本东京株式会社(

液相色谱仪!

H2!&&$

型$安捷伦科技)中国*有限

公司(

液相色谱仪!

C&(9)

型$美国
1EE<@=NC

公司'

!*"

!

试验方法

!*"*!

!

北沙参预处理
!

取北沙参粉碎$过
%$

目筛$用
"

倍

体积的
9)+

乙醇回流提取
&

次$除去脂溶性成分$药渣干

燥后$备用'

!*"*&

!

北沙参多糖提取工艺优化

)

!

*酶解时间!取
)

P

经预处理的北沙参粉末$酶解

温度
#$^

$液料比
&$

&

!

)

KH

"

P

*$纤维素酶与木瓜蛋白

酶质量比
!

&

!

$酶添加量
!+

)质量分数*$考察酶解时间

)

!

$

&

$

"

$

%O

*对多糖提取率的影响'

)

&

*酶解温度!取
)

P

经预处理的北沙参粉末$液料

比
&$

&

!

)

KH

"

P

*$纤维素酶与木瓜蛋白酶质量比
!

&

!

$

酶添加量
!+

)质量分数*$酶解
&O

$考察酶解温度)

%$

$

)$

$

($

$

#$

$

'$^

*对多糖提取率的影响'

)

"

*液料比!取
)

P

经预处理的北沙参粉末$酶解温

度
#$^

$纤维素酶与木瓜蛋白酶质量比
!

&

!

$酶添加量

!+

)质量分数*$酶解
"O

$考察液料比/

&$

&

!

$

"$

&

!

$

%$

&

!

$

)$

&

!

)

KH

"

P

*0对多糖提取率的影响'

)

%

*酶添加量!取
)

P

经预处理的北沙参粉末$酶解

温度
#$^

$液料比
"$

&

!

)

KH

"

P

*$纤维素酶与木瓜蛋白

酶质量比
"

&

!

$酶解
"O

$考察酶添加量)

!+

$

&+

$

"+

$

%+

$质量分数*对多糖提取率的影响'

)

)

*纤维素酶与木瓜蛋白酶质量比!取
)

P

经预处理

的北沙参粉末$酶解温度
#$^

$液料比
"$

&

!

)

KH

"

P

*$酶

添加量
!+

)质量分数*$酶解
"O

$考察纤维素酶与木瓜蛋

白酶质量比)

!

&

!

$

!

&

&

$

&

&

!

$

!

&

"

$

"

&

!

*对多糖提取率

的影响'

)

(

*响应面试验优化!根据
ABRJACO=DC=

中心组合试

验设计原理$选取酶解时间&液料比和酶添加量为响应面

因素$利用
.CV<

P

=J6R

W

CQL'*$

软件设计优化提取工艺$并

对结果进行分析'

!*"*"

!

多糖提取率的测定
!

按式)

!

*计算多糖提取率'

0

W

?

!

?

&

[

!$$+

$ )

!

*

式中!

0

...多糖提取率$

+

(

?

!

...粗多糖质量$

P

(

?

&

...样品质量$

P

'

!*"*%

!

分离纯化
!

采用
.616J)&

纤维素柱层析法对北

沙参粗多糖进行分离纯化'取北沙参多糖)

]HGJ6

*约

&$$K

P

$加入
!$KH

蒸馏水溶解$离心$上样$分别以蒸馏

水和
$

"

!KBE

"

H5@2E

洗脱$并用自动收集器收集$每

!$K<=

收集一管$苯酚.硫酸法显色'

!*"*)

!

理化性质分析
!

)

!

*傅里叶变换红外光谱)

,;J47

*分析!检测北沙参

多糖在
%$$$

"

%)$NK

:!处的
,;J47

/

!"

0

'

)

&

*北沙参多糖相对分子质量!采用
3G]G2J6HF.

法/

!%

0

'以保留时间为横坐标$相对分子质量为纵坐标$绘

制标准葡聚糖标准曲线)

>

i:$*"!$'4[!!*#%9

$

I

&

i

$*99!!

*$根据标准曲线计算北沙参多糖相对分子质量'

色谱 柱 为
;F_J]6H ]%$$$ G̀ cH

&

;F_J]6H ]&)$$

G̀ cH

(流动相为超纯水(柱温
"$^

(进样量
&$

%

H

(漂移

管温度
($ ^

(雾化温度
"$ ^

(载气为
5

&

(载气流量

&*$KH

"

K<=

'

)

"

*

3GH2

分析!根据文献/

!)

0略作修改'

6NE<

W

VC

c.AJ2

!'

色谱柱)

%*( KKq&)$ KK

$

)

%

K

*(检测波长

&%)=K

(柱温
"$^

(上样量
&$

%

H

(流速
!KH

"

K<=

(流动

相为磷酸盐缓冲液)

$*!KBE

"

H

$

W

3(*')

*.乙腈)

'"

&

!#

$

体积比*(洗脱方式为等度洗脱'

")!

提取与活性
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!*"*(

!

清除
.GG3

自由基能力
!

参照文献/

!(:!#

0'

!*%

!

数据处理

采用
.CV<

P

=J6R

W

CQL'*$

&

-Q<

P

<='

&

FGFF!(*$

和
6RNCE

等分析软件对试验数据进行处理分析'

&

!

结果与分析
&*!

!

单因素试验

&*!*!

!

酶解时间对北沙参多糖提取率的影响
!

由图
!

可

知$随着酶解时间的增加$提取率总体呈先增后减趋势$

酶解
"O

时提取率达峰值$可能是随着酶解时间的增长$

酶解作用充分发挥$使得提取率增大$但时间过长$部分

多糖被酶解导致提取率降低'因此$选择酶解
"O

'

图
!

!

酶解时间对北沙参多糖提取率的影响

,<

P

TQC!

!

6YYCNLBYC=X

>

KBE

>

V<VL<KCB=LOCCRLQ@NL<B=
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W
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&*!*&

!

酶解温度对北沙参多糖提取率的影响
!

由图
&

可

知$

"$

"

#$^

时提取率随酶解温度的升高而上升(温度继

续升高$提取率下降'随着温度的升高$多糖在溶剂中的

溶解度&扩散系数增大$提取率增加(温度过高$多糖结构

受到破坏$且酶逐渐失活$提取率降低'因此$选择酶解

温度为
#$^

'

&*!*"

!

液料比对北沙参多糖提取率的影响
!

由图
"

可

知$当液料比为
"$

&

!

)

KH

"

P

*时$提取率最高$继续增大

液料比$提取率反而降低$其原因可能与液料比过高不利

于多糖溶出有关'因此$选择液料比为
"$

&

!

)

KH

"

P

*'

图
&

!

酶解温度对北沙参多糖提取率的影响
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图
"

!

液料比对北沙参多糖提取率的影响
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!

酶添加量对北沙参多糖提取率的影响
!

由图
%

可

知$北沙参多糖提取率随着酶添加量的增加先上升后下

降$当酶添加量为
"+

时$提取率最高$可能是在一定范围

内$增加酶的用量有利于水解植物细胞组织$从而利于多

糖的溶出(当酶添加量继续增加时$北沙参多糖被过量的

纤维素酶和木瓜蛋白酶降解$导致提取率降低'因此$选

择酶添加量为
"+

'

&*!*)

!

纤维素酶与木瓜蛋白酶质量比对多糖提取率的影

响
!

由图
)

可知$当纤维素酶与木瓜蛋白酶质量比为
"

&

!

时$多糖提取率最高达
&!*9+

(当纤维素酶与木瓜蛋白

酶 质量比为
!

&

"

时$多糖提取率最低为
!&*#+

$二者之

图
%

!

酶添加量对多糖提取率的影响

,<

P

TQC%

!

;OCCYYCNLBYC=X

>

KC@UU<L<B=B=LOCCRLQ@NL<B=

Q@LCBY

W

BE

>

V@NNO@Q<UCYQBK1A&G.)3&I3D)4

图
)

!

酶比对多糖提取率的影响

,<

P

TQC)

!

;OCCYYCNLBYC=X

>

KCQ@L<BB=LOCCRLQ@NL<B=

Q@LCBY

W

BE

>

V@NNO@Q<UCYQBK1A&G.)3&I3D)4

#)!

"

IBE*")

!

5B*!!
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间存在显著差异'可能是酶种类不同$作用位点不同$纤

维素酶可水解细胞壁$木瓜蛋白酶可水解蛋白质$有助于

多糖溶出$当二者以适当比例复合时$才能显著提高多糖

提取率'因此$选择纤维素酶与木瓜蛋白酶质量比为

"

&

!

'

&*&

!

ABRJACO=DC=

试验结果

采用
ABRJACO=DC=.CV<

P

=

试验设计方法$通过响应

面分析寻求最优工艺参数/

!'

0

'根据单因素试验结果$确

定多糖酶解时间&液料比&酶添加量的各项参数水平)见

表
!

*'采用
ABRJACO=DC=

设计对北沙参多糖提取进行工

艺优化$结果见表
&

'

!!

由软件分析所得各因素和响应值关系的二次多元回

归方程为!

!!

2i&&*&"[$*$(9"[$*!#6:$*#!?:$*"%"6[

$*9""?[$*%$6?:!*"("

&

:&*&(6

&

:&*!&?

&

' )

&

*

!!

由表
"

可知$模型
Gi$*$!#(

$

$*$)

$说明模型具有

显著性(模型失拟项
G

#

$*$)

$表明试验和模型拟合较好(

I

&

1U

S

i$*'('9

$说明模型误差较小$能较好地反映各因素

表
!

!

ABRJACO=DC=

试验设计因素水平表

;@MEC!

!

ABRJACO=DC=CR

W

CQ<KC=L@EUCV<

P

=

Y@NLBQEC?CEL@MEC

水平
1

酶解时间"
O A

液料比)

KH

"

P

*

2

酶添加量"
+

:! &*) &)

&

! &*)

$ "*$ "$

&

! "*$

! "*) ")

&

! "*)

表
&

!

试验设计及结果

;@MEC&

!

6R

W

CQ<KC=L@EUCV<

P

=@=UQCVTELV

试验号
1 A 2

多糖提取率"
+

! ! :! $ !9*%$

& :! $ :! &$*#$

" $ :! ! !(*%$

% $ :! :! !9*($

) $ ! :! !'*)$

( ! ! $ !9*#$

# $ $ $ &&*"$

' $ $ $ &&*"$

9 $ $ $ &&*"$

!$ ! $ ! !'*(#

!! $ $ $ &&*&"

!& :! :! $ !(*')

!" ! $ :! !#*&"

!% $ $ $ &&*&"

!) $ ! ! !(*''

!( :! $ ! !'*%!

!# :! ! $ !'*%9

表
"

!

回归模型方差分析o

;@MEC"

!

I@Q<@=NC@=@E

>

V<VBYQC

P

QCVV<B=KBUCEV

方差来源 平方和 自由度 标准误差
C

值
G

值 显著性

模型
(&*%( 9 (*9% )*%9 $*$!#(

-

1 $*$% ! $*$% $*$" $*'((%

A $*&& ! $*&& $*!# $*(9$)

2 %*$" ! %*$" "*!' $*!!#)

1A $*%) ! $*%) $*"( $*)#$$

12 "*%9 ! "*%9 &*#( $*!%$#

A2 $*(& ! $*(& $*%9 $*)$)$

1

&

#*#) ! #*#) (*!" $*$%&%

-

A

&

&!*)# ! &!*)# !#*$( $*$$%%

--

2

&

!'*9( ! !'*9( !)*$$ $*$$(!

--

残差
'*') # !*&(

......................

失拟项
'*') " &*9) &*#$ $*!'!$

误差
&*$# % $*)&

总和
#!*"! !(

!

o

!

I

&

1U

S

i$*'('9

(

I

&

i$*9%&(

(

-

表示显著(

--

表示极

显著'

与多糖提取率之间的关系(

I

&

i$*9%&(

$表明回归方程能

较好地描述单因素与响应值之间的关系$可以用此模型

来分析和精确预测北沙参多糖提取工艺条件/

!9

0

'各因素

对多糖提取率影响大小关系为酶添加量
#

液料比
#

酶解

时间'

&*"

!

等高线图和响应曲面图

由图
(

"

'

可知$各等高线图均呈椭圆形$说明酶解

时间与液料比&酶解时间与酶添加量&液料比与酶添加量

之间存在交互作用'

&*%

!

模型的验证

通过
.CV<

P

=J6R

W

CQL'*$

软件分析$北沙参多糖提取

的最佳工艺条件为酶解时间
&*9'O

$液料比
"$*!&

&

!

)

KH

"

P

*$酶添加量
&*9!+

$为检测该法的可靠性$考虑到

实际操作的便利$最优工艺修正为酶解时间
"O

$液料比

"$

&

!

)

KH

"

P

*$酶添加量
"+

$进行
"

次验证实验$北沙参

多糖提取率为)

&&*$%n$*&"

*

+

$与预测值
&&*"$+

相差

$*&)+

$说明用该模型对北沙参多糖的提取进行工艺优化

具有一定的实际可操作性'该条件下的北沙参多糖提取

率)

&&*$%+

*高于课题组前期研究/

(

0的)

!&*!"+

*$说明复

合酶法提取多糖$有更好的协同作用$效率更高'

&*)

!

北沙参粗多糖分离纯化

由图
9

可知$蒸馏水和
5@2E

作为洗脱相$均有一个

洗脱峰$分别命名为
]HGJ6!

&

]HGJ6&

'

&*(

!

]HGJ6

&

]HGJ6!

&

]HGJ6&

理化性质分析

&*(*!

!

红外光谱
!

由图
!$

可知$

]HGJ6

&

]HGJ6!

&

]HGJ

6&

均具有多糖的特征吸收峰'

"%$$NK

:!处为多糖分子

$)!

提取与活性
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总第
&!#

期
"

&$!9

年
!!

月
"



图
(

!

酶解时间与液料比对多糖提取率的交互作用

,<

P

TQC(

!

2B=LBTQ

W

EBLV@=UQCV

W

B=VCVTQY@NC

W

EBLVBYC=X

>

K@L<NO

>

UQBE

>

V<VL<KC@=UE<

g

T<UJLBJVBE<U

Q@L<BB=CRLQ@NL<B=Q@LCBY

W

BE

>

V@NNO@Q<UCV

图
#

!

酶解时间与酶添加量对多糖提取率的交互作用

,<

P

TQC#

!

2B=LBTQ

W

EBLV@=UQCV

W

B=VCVTQY@NC

W

EBLVBYC=X

>

KBE

>

V<VL<KC@=UC=X

>

KC@UU<L<B=VB=CRLQ@NL<B=

Q@LCBY

W

BE

>

V@NNO@Q<UCV

图
'

!

液料比与酶添加量对多糖提取率的交互作用

,<

P

TQC'

!

2B=LBTQ

W

EBL@=UQCV

W

B=VCVTQY@NC

W

EBLBYLOCCYYCNLBYLOCE<

g

T<UJLBJVBE<UQ@L<B@=ULOC@KBT=L

BYC=X

>

KC@UUCUB=LOC

W

BE

>

V@NNO@Q<UCCRLQ@NL<B=Q@LC

图
9

!

北沙参粗多糖
.616J)&

纤维素洗脱曲线图

,<

P

TQC9

!

6ETL<B=NTQ?CBYNQTUC

W

BE

>

V@NNO@Q<UC

.616J)&YQBK1A&G.)3&I3D)4

中.

-3

伸缩振动(

&9$$NK

:!处为多糖分子中
2:3

键

的伸缩振动引起的(

!($$NK

:!处为
%%

2 -

的伸缩振动

吸收峰(

!%$$NK

:!处为
2

.

3

的弯曲振动(

!&)$

"

!$$$NK

:! 处是
2

.

-

的伸缩振动吸收(

')$NK

:!处吸

收峰/

&$

0及
!$!$

$

!$'$

$

!!($NK

:!处吸收峰表明为
#

J

吡

喃糖(由此可见$

]HGJ6

经
.616J)&

纯化后$多糖的特征

吸收峰未发生明显变化'

&*(*&

!

单糖组成
!

由图
!!

可知$

]HGJ6

由
]EN1

&

]EN

&

]@E

和
1Q@

组成(

]HGJ6!

由
]EN1

&

]EN

&

]@E

和
1Q@

组成(

]HGJ6&

由
]EN

组成'

&*(*"

!

相对分子质量
!

由图
!&

可知$

]HGJ6

具有
"

个吸

%)!

"

IBE*")

!

5B*!!
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图
!$

!

]HGJ6

'

]HGJ6!

'

]HGJ6&

红外图谱

,<

P

TQC!$

!

4=YQ@QCUV

W

CNLQTKBY]HGJ6

#

]HGJ6!

#

]HGJ6&

!*0@=

!

&*7O@

!

"*]EN1

!

%*]@E1

!

)*]EN

!

(*]@E

!

#*c

>

E

'*1Q@

!

9*,TN

图
!!

!

标准品及
]HGJ6

'

]HGJ6!

'

]HGJ6&

高效液相色谱图

,<

P

TQC!!

!

3GH2BYFL@=U@QU@=U]HGJ6

#

]HG6!

#

]HGJ6&

图
!&

!

]HGJ6

'

]HGJ6!

'

]HGJ6&

相对分子质量分布图

,<

P

TQC!&

!

0BECNTE@QaC<

P

OLU<VLQ<MTL<B=BY]HGJ6

#

]HG6!

#

]HGJ6&

收峰$相对分子质量分别为
%((&*9'

$

"#(*'9

$

!$*%$D.@

(

]HGJ6!

具有
&

个吸收峰$相对分子质量分别为
%&&!*%)

$

"##*9(D.@

(

]HGJ6&

具有
&

个吸收峰$相对分子质量分别

为
%(&(*%!

$

!$*&%D.@

'由此可见$

]HGJ6

&

]HGJ6!

和

]HGJ6&

为非均一多糖'

&*#

!

体外抗氧化活性

由图
!"

可知$在
$

"

'K

P

"

KH

浓度范围内$

]HGJ6

&

]HGJ6!

&

]HGJ6&

对
.GG3

自由基有一定的清除作用$且

图
!"

!

]HGJ6

'

]HGJ6!

和
]HGJ6&

对

.GG3

自由基的清除作用

,<

P

TQC!"

!

FN@?C=

P

<=

P

CYYCNLBY]HGJ6

#

]HGJ6!@=U

]HGJ6&B=.GG3

呈浓度依赖性'三者清除
.GG3

自由基的
+?

)$

值分别为

!*9!'

$

#*%&&

$

"*"9&K

P

"

KH

$清除能力大小为
]HGJ6

#

]HGJ

6&

#

]HGJ6!

$优于超声波辅助提取法的)

!*99K

P

"

KH

*

/

#

0

和纤维素酶法的)

(*"!#K

P

"

KH

*

/

'

0

$但均低于阳性对照

I

2

)

+?

)$

为
$*$$)K

P

"

KH

*的清除能力'

!!

李亚辉等/

&!

0研究表明复合酶提取的多糖对
.GG3

自由基和羟基自由基的清除作用均略大于同质量浓度的

I

2

'故复合酶法提取的多糖具有较好的抗氧化作用$可

能由于!

#

双重酶解作用$有利于多糖的溶出(

$

提取时

间短&条件温和$对多糖的结构破坏较小(

&

木瓜蛋白酶

水解蛋白质$多糖溶出的同时$提高了多糖的纯度/

&&

0

'

"

!

结论
通过单因素试验及响应面综合分析$得到复合酶法

提取北沙参多糖的最优提取工艺为酶解温度
#$^

$酶解

时间
"O

$液料比
"$

&

!

)

KH

"

P

*$酶添加量
"+

$纤维素酶

与木瓜蛋白 酶 质 量 比
"

&

!

$此 条 件 下 的 提 取 率 为

)

&&*$%n$*&"

*

+

'经
.616J)&

纤维素纯化后得到两个

组分$

]HGJ6!

与
]HGJ6&

'

]HGJ6

由
]EN1

&

]EN

&

]@E

和

1Q@

组成$相 对 分 子 质 量 分 别 为
%((&*9'

$

"#(*''

$

!$*%$D.@

(

]HGJ6!

由
]EN1

&

]EN

&

]@E

和
1Q@

组成$相对

分子质量分别为
%&&!*%)

$

"##*9(D.@

(

]HGJ6&

由
]EN

组

成$相对分子质量分别为
%(&(*%!

$

!$*&%D.@

(且
"

种组

分均表现出一定的清除
.GG3

自由基的能力$其
+?

)$

值

分别为
!*9!'

$

#*%&&

$

"*"9&K

P

"

KH

'后期将对北沙参多

糖的结构特征及体内抗氧化活性进行研究'
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