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摘要#以裸藻为原料#考察超声功率(超声时间(酶解时

间(酶添加量
5

个因素对超声波辅助酶法提取裸藻多糖

得率的影响&结果表明#最佳提取工艺为超声功率

&D"Y

#超声时间
#$3H/

#中性蛋白酶添加量
&)4[

#酶解

时间
&)%P

#该条件下的多糖得率为
&)D'[

&采用超滤法

对裸藻多糖进行分级#得到
&

#

%

#

%

#

#"

#

#

#"W7.&

个不

同分子量段的裸藻多糖&抗氧化活性分析表明#

&

#

%W7.

的羟基自由基清除能力(超氧阴离子清除能力(

8,

!̀ 螯合能力(还原力最强#

#

#"W7.

的脂质过氧化抑制

能力最强#各分子量段裸藻多糖均无
7LL>

自由基清除

能力&

关键词#裸藻多糖'超声波'酶解'响应面'抗氧化
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裸藻是古代原生动物眼虫的植物学名称!其细胞含有

叶绿体!可进行光合作用!同时具有动物与植物两种特性"

因无细胞壁!裸藻有高达
$&)#[

的高效吸收率!可有效吸

收营养素"裸藻中含有丰富的营养成分!如维生素$矿物

营养物$不饱和脂肪酸$多糖等"还具有清除有害胆固醇$

重金属!解决便秘$宿便的功能0

#

1

"多糖具有抗癌$抗病

毒$抗衰老$降血糖$降血脂$抑菌等功能!而有关裸藻多糖

%
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S

11P.IH6,F
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A_LK

&的研究报道较少"

目前!多糖的提取方法主要有传统热水提取法$碱提

法$酸提法$超声波提取法和酶工程提取法"传统热水提

取法耗时$耗能且得率较低0

!

1

!碱提法和酸提法容易断裂

多糖的糖苷键!导致结构和活性改变0

&

1

"利用超声波的

空化作用使细胞易于破碎!有助于多糖溶出!而酶工程技

术可在较温和的条件下分解组织!加速多糖的释放和提

取0

5

1

"这两种方法具有高效$节能等特点!已被广泛用于

动植物有效成分的提取"试验拟以裸藻为原料!采用超

声波辅助酶解对裸藻多糖提取工艺进行优化!并分析其

抗氧化活性!为裸藻多糖的进一步开发利用提供参考"
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材料与方法
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!

材料与仪器
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!

材料与试剂

裸藻粉'德味生物科技%上海&有限公司#

枯草杆菌中性蛋白酶'酶活
!)'k#"
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0

!上海源叶

生物科技有限公司#

无水乙醇$三氯乙酸$重蒸酚$铁氰化钾$浓硫酸$三

氯化铁$菲嗪$

%O

抗坏血酸$过氧化氢$水杨酸等'分析
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纯!国药集团化学试剂有限公司#

抗超氧阴离子自由基试剂盒'南京建成生物科技研

究所#

超滤杯$超滤膜'
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!上海摩速科学器材有限公司#
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联苯基
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苦基肼基'纯度
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!美国
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仪器与设备

真空冷冻干燥箱'

=>B?KX<ML><#O!

型!北京博劢

行仪器有限公司#

冷冻离心机'

_MO!"_O##

型!上海安亭科学仪器厂#

紫外分光光度计'

aZO!"""

型!北京普析通用仪器有

限责任公司#

超声波处理器'

8KO#!""@

型!上海生析超声仪器有

限公司#

旋转蒸发仪'

BAO%!<<

型!上海亚荣生化仪器厂"
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试验方法
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!

超声波辅助酶解提取工艺
!

取一定量的裸藻粉

末!按料液比
#

$
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,

3M

&加入
N

>4

的磷酸盐缓冲溶

液!在一定的超声功率下处理相应时间后加入中性蛋白

酶!

%"i

下酶解一定时间!离心!取上清液!旋转蒸发后的

浓缩液加入
'

倍体积的无水乙醇!静置
!5P

!

X=<

法除蛋

白!冷冻干燥得裸藻粗多糖"

#)!)!

!

裸藻多糖含量测定
!

采用苯酚.硫酸法0

%

1测定多

糖含量!葡萄糖标准曲线方程为
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单因素试验设计
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&超声功率'超声时间
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$中性蛋白酶添加量
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$酶解时间
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!考察超声功率%
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&对裸藻多糖得率的影响"

%
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&超声时间'超声功率
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&对

裸藻多糖得率的影响"

%

&

&中性蛋白酶'超声功率
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$超声时间
!%3H/

$

酶解时间
%P

!考察中性蛋白酶添加量%

"[

!

#[

!

![

!

&[

!

5[

!

%[

&对裸藻多糖得率的影响"
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&酶解时间'超声功率
&D"Y

$超声时间
!%3H/

$中

性蛋白酶添加量
%[

!考察酶解时间%

!

!
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%
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&对裸

藻多糖得率的影响"

#)!)5

!

响应面试验设计
!

在单因素试验基础上根据

KLKK

显著性差异分析%

L

%

")"%

&!以超声时间$中性蛋白

酶添加量$酶解时间为试验因素!以多糖得率为响应值!

设计三因素三水平响应面试验优化裸藻多糖提取工艺

条件"

#)!)%

!

不同分子量段的裸藻多糖的制备
!

将裸藻粗多糖

溶解!经超滤分离得
#

#"

%

A_LKO#
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%

#
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A_LKO!
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#
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A_LKO&
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个分子量段裸藻多糖溶液!冷冻干燥

备用"

#)!)D

!

不同分子量段裸藻多糖的抗氧化分析

%

#

&超氧阴离子自由基清除率的测定'参照抗超氧阴

离子试剂盒说明书进行测定0

D

1

"

%

!

&
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自由基清除率的测定'参照
bH,

等0

4

1的

方法"

%

&

&羟基自由基清除率的测定'参照邵佳等0

'

1的

方法"

%

5

&

8,

!̀ 螯合率的测定'参照万茜淋等0

$

1的方法"

%

%

&还原力的测定'参照
K+/

等0

#"

1的方法"

%

D

&脂质过氧化抑制率的测定'参照
P̂./

等0

##

1的

方法"

#)&

!

数据处理

采用
KL<KK!"

对试验所得数据进行显著性差异分

析%用不同字母表示&!单因素试验$抗氧化试验采用

9IH

0

H/')"

作图!响应面优化采用
7,FH

0

/OA*

N

,I-')")D
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结果与分析
!)#

!

单因素试验

!)#)#

!

超声功率
!

由图
#

可知!多糖得率随超声功率的

增强缓慢提高!当超声功率为
&D"Y

时!多糖得率达到

&)"'[

!继续增大超声功率!多糖得率趋于平稳"功率过

大会使多糖的糖苷键断裂!转变为可溶于乙醇的单糖$寡

糖或低聚糖!导致醇沉过程中的多糖得率下降0

#!

1

"因此!

最佳超声功率为
&D"Y

"

!)#)!

!

超声时间
!

由图
!

可知!多糖得率在超声
%

#

#%3H/

内显著提升!随后趋于平缓"超声波作用时间太

长!空化效应的作用力进一步破坏提取物中部分多糖的

图
#
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超声功率对多糖得率的影响
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图
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超声时间对多糖得率的影响
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糖链!导致醇沉过程中多糖得率下降0

#&

1

"故最佳超声时

间为
#%3H/

"

!)#)&

!

酶解时间
!

由图
&

可知!多糖得率随酶解时间的

延长%前
&P

内&呈上升趋势!表明与糖结合的蛋白质逐步

被水解!有利于多糖的释放溶出0

#5

1

"而随着酶解时间

%

&P

后&的继续延长!中性蛋白酶活性逐步减弱!裸藻多

糖得率提升不明显!与叶洵璐等0

#5

1的结论相似"故最佳

酶解时间为
&P

"

!)#)5
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中性蛋白酶添加量
!

由图
5

可知!多糖得率随中

图
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!

酶解时间对多糖得率的影响
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中性蛋白酶添加量对多糖得率的影响
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性蛋白酶添加量的增加逐渐增大!当中性蛋白酶添加量

达
&[

后!多糖得率趋于平稳!确定中性蛋白酶的最佳添

加量为
&[

"

!)!

!

响应面优化设计

!)!)#

!

试验设计与结果分析
!

根据单因素试验结果!以

多糖得率为响应值"根据
J2*OJ,/P/W,/

中心组合原理

进行响应面设计!试验因素水平表见表
#

!试验设计与结

果见表
!

"

!!

利用
7,FH

0

/OA*

N

,I-')")D

软件对响应面试验结果进

行多元回归拟合!得到以裸藻粗多糖得率%

!

&为响应值的

二次多项回归方程'
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为检验回归方程中各因素对裸藻多糖得率的影响程

度及有效性!对式%

!

&中的回归方程进行方差分析!结果

见表
&

"由表
&

可知!回归模型
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表示该模型线

性关系极显著!失拟项
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!不显著!说明该

表
#

!

试验因素$水平及编码

X.QE,#

!

A*

N

,IH3,/-R.1-2IF

!

E,G,EF./6126,

水平
<

中性蛋白酶

添加量,
[

J

酶解时间,

P

=

超声时间,

3H/

]# # ! %

" & & #%

# % 5 !%

表
!

!

响应面试验设计及结果

X.QE,!

!

BK;6,FH

0

/3.-IH*./6-P,I,F

N

2/F,F

序号
< J =

多糖得率,
[

# " ]# ]# !)4&

! " " " &)D$

& " # # &)%"

5 " ]# # !)$$

% # ]# " !)''

D " # ]# #)$"

4 # " # &)&#

' ]# " # &)"!

$ ]# ]# " !)'&

#" " " " &)D5

## # " ]# !)'!

#! " " " &)D!

#& " " " &)DD

#5 " " " &)D'

#% ]# # " !)$D

#D # # " &)%&

#4 ]# " ]# !)55

((!

提取与活性
AbXB<=X?9@ : <=X?Z?XC

总第
!#$

期
"

!"!"

年
#

月
"



表
&

!

多糖得率回归模型系数的显著性检验l

X.QE,&

!

B,

0

I,FFH2/12,RRH1H,/-./6<@9Z<-,F-2R

-P,

S

H,E62R

N

2E

S

F.11P.IH6,

来源 平方和 自由度 均方
H

值
L

模型
!)D4

!!

$ ")&"

!!

#$5)"!

%

")"""#

< ")!# # ")!# #5")!4

%

")"""#

J ")!4 # ")!4 #4$)"5

%

")"""#

= ")54 # ")54 &"5)5D

%

")"""#

<J ")"4 # ")"4 54)D4 ")"""!
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!)"&k#"

]&

#

!)"&k#"

]&

#)&! ")!'4D

J= ")"& # ")"& #')$" ")""&5

<

!

")%4 # ")%4 &4!)&%

%

")"""#

J

!

")!& # ")!& #%!)&4

%

")"""#

=

!

")D% # ")D% 5!5)4"

%

")"""#

残差
")"# 4 #)%&k#"

]5

5555555555555555555555

失拟项
4)5&k#"

]&

&

!)5'k#"

]&

&)"! ")#%D$

净误差
&)!'k#"

]&

5

')!"k#"

]5

总离差
!)D' #D

!

l

!

J

!

e")$$D"

!

J

!

<6

V

e")$$"$

!

:a[e#)!&

"

模型拟合性好#变异系数
:a[e#)!&

%

#")""

!相关系数

J

!

e")$$D"

!校正决定系数
J

!

<6

V

e")$$"$

!说明该模型可

靠!可用于优化超声波辅助酶法提取裸藻多糖工艺"各

因素对裸藻多糖得率的影响程度为超声时间
#

酶解时

间
#

中性蛋白酶添加量"

!)!)!

!

试验因素间的交互作用
!

由图
%

#

4

可知!酶解时

间与中性蛋白酶添加量之间的相互作用显著!其次为超

声时间与酶解时间的相互作用!最后是中性蛋白酶添加

量与超声时间"通过响应面的陡峭程度0

#%

1可以看出!超

声时间影响最大!酶解时间的影响大于中性蛋白酶添加

量!与方差分析结果一致"

图
%

!

酶解时间与中性蛋白酶的交互作用对

多糖得率的影响

8H

0

+I,%

!

XP,,RR,1-F2R,/T

S

3.-H1P

S

6I2E

S

FHF-H3,

#

/,+O

-I.E

N

I2-,.F,./6H-FH/-,I.1-H2/2/-P,

S

H,E6

2R

N

2E

S

F.11P.IH6,

图
D

!

超声时间与中性蛋白酶添加量的交互作用对

多糖得率的影响

8H

0

+I,D

!

XP,,RR,1-F2R+E-I.F2+/6-H3,

#

.66H-H2/2R

/,+-I.E

N

I2-,.F,./6H-FH/-,I.1-H2/2/-P,

S

H,E62R

N

2E

S

F.11P.IH6,

图
4

!

超声时间与酶解时间的交互作用对多糖

得率的影响

8H

0

+I,4

!

XP,,RR,1-F2R+E-I.F2+/6-H3,

#

,/T

S

3.-H1P

S

O

6I2E

S

FHF-H3,./6H-FH/-,I.1-H2/2/-P,

S

H,E6

2R

N

2E

S

F.11P.IH6,

!)!)&

!

验证实验
!

经响应面优化法分析得到裸藻多糖的

理论工艺条件为超声时间
#')%43H/

$中性蛋白酶添加量

&)DD[

$酶解时间
&)%%P

!此条件下多糖得率的预测值为

&)44[

"为检验响应面结果的可靠性!对最优工艺参数进

行验证实验%

'e%

&!根据实际操作情况!将验证条件修正

为超声时间
#$3H/

$中性蛋白酶添加量
&)4[

$酶解时间

&)%P

!此时实测多糖得率为
&)D'[

!与预测值相差
")"$[

!

证明用所建模型预测裸藻多糖得率是准确可行的"

!)&

!

不同分子量段裸藻多糖含量分析

超声波辅助酶法制得的裸藻多糖粗提液经超滤膜分

离后!各组分中
A_LKO#

$

A_LKO!

$

A_LKO&

含量分别为

5!)"4[

!

!#)4%[

!

!D)D4[

"

!)5

!

裸藻多糖抗氧化分析

!)5)#

!

羟基自由基清除率
!

由图
'

可知!裸藻多糖对羟

基自由基的清除能力随样品浓度增大逐渐增长0

#D

1

"

A_LKO#

$

A_LKO!

$

A_LKO&

分子量段的裸藻多糖达到
(:

%"

时的浓度分别为
")!%

!

")!$

!

")!&3

0

,

3M

!其中
A_LKO!

对

羟基自由基的清除效果相对较弱"高于陈艺煊等0

#4]#'

1

)(!

"

Z2E)&D

!

@2)#

葛智超等#裸藻多糖提取工艺优化及抗氧化活性研究



图
'

!

不同分子量段裸藻多糖对羟基自由基的清除效果

8H

0

+I,'
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XP,,RR,1-2R6HRR,I,/-32E,1+E.I(,H

0
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0

E,/.

N

2E

S

F.11P.IH6,F2/P

S

6I2*

S

EI.6H1.EF1.G,/

0

H/

0

提取的小球藻多糖与羊栖菜多糖"

!)5)!

!

7LL>

自由基清除率
!

由图
$

可知!

7LL>

自由

基清除率随着
Z

=

的浓度增加逐渐上升!但试验
&

个组分

均无
7LL>

自由基清除效果%清除率均为
"

&!对比桑叶

多糖的
7LL>

自由基清除率较弱0

#$

1

!可能是由于两者多

糖的结构不同所致"

图
$

!

不同分子量段裸藻多糖对
7LL>

自由基

的清除效果

8H

0

+I,$

!
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F.11P.IH6,F2/7LL>OF1.G,/
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H/

0

F1.G,/

0

H/

0

!)5)&

!

超氧阴离子自由基清除率
!

由图
#"

可知!超氧阴

离子清除率随样品浓度增加逐渐上升0

!!

1

!不同分子量段

裸藻多糖在
!"3

0

,

3M

后的清除率增长缓慢"

A_LKO&

组分的超氧阴离子清除能力较强!且高于其余两段!当浓

度为
!"3

0

,

3M

时!

A_LKO&

的清除率达
D!)#![

"高于

刘洪超等0

!5

1制备的羊栖菜多糖的!与殷玲等0

!!

1制备的巢

脾多糖的较为接近"

!)5)5

!

8,

!̀ 螯合率
!

由图
##

可知!裸藻多糖对
8,

!̀ 螯合

能力随样品浓度的升高逐渐增强!当浓度为
")#3

0

,

3M

后其螯合能力上升趋缓"各个分子量段裸藻多糖对
8,

!̀

螯合能力较接近!

(:

%"

为
")"D

#

")"'3

0

,

3M

!均高于相同

浓度下的阳性对照组及李正鹏等0

!"

1研究的蓝空地花菌多

糖!说明各分子量段对
8,

!̀ 的螯合能力较强"

图
#"

!

不同分子量段裸藻多糖对超氧阴离子

自由基的清除效果

8H
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2E
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N

,I2*H6,./H2/I,O

32G.E

图
##

!

不同分子量段裸藻多糖对
8,

!̀ 的螯合能力

8H

0

+I,##

!
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0

.QHEH-

S
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0
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S
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(H-P6HRR,I,/-32E,1+E.I(,H

0

P-FR2I8,

!̀

!)5)%

!

还原力
!

由 图
#!

可 知!

A_LKO#

$

A_LKO&

在

!"3

0

,

3M

时的还原力分别达到
")%$&

!

")D$$

!随着浓度

的进一步增加!还原力缓慢上升#

A_LKO!

在
#"3

0

,

3M

时的还原力达
")#4"

!随后趋于平缓#还原力大小为

A_LKO&

#

A_LKO#

#

A_LKO!

"张宁等0

!#

1研究的黑木耳分

图
#!

!

不同分子量段裸藻多糖的还原力
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级多糖在
!"3

0

,

3M

时的还原力达到最大值%

#)"!&

&!高

于试验结果"

!)5)D

!

脂质过氧化抑制率
!

由图
#&

可知!脂质过氧化抑

制率随样品浓度的增加逐渐上升!不同分子量段裸藻多

糖在
&"3

0

,

3M

时的抑制率达到较大值后趋于平稳"

A_LKO#

$

A_LKO&

的
(:

%"

分别为
!')!4

!

!$)$"3

0

,

3M

!而

A_LKO!

的脂质过氧化抑制率较弱!在所选范围内并未达

到
%"[

"当浓度 为
5" 3

0

,

3M

时!

A_LKO#

$

A_LKO!

$

A_LKO&

的脂质过氧化抑制率分别为
%$)"'[

!

&!)"$[

!

%')"#[

!低于张宁等0

!!

1研究的黑木耳多糖"

图
#&

!

不同分子量段裸藻多糖对脂质过氧化的抑制效果
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!

结论
裸藻多糖的最佳提取工艺为超声时间

#$3H/

!中性

蛋白酶添加量
&)4[

!酶解时间
&)%P

!该条件下的多糖得

率为
&)D'[

"通过超滤将裸藻多糖分离成
&

个不同分子

量段裸藻多糖!并对其进行体外抗氧化试验!得出分子量

为
&

#

%W7.

的裸藻多糖的综合抗氧化效果较好!其对

8,

!̀ 螯合率$羟基自由基清除能力$还原力$超氧阴离子

自由基清除能力的效果最佳!各分子量段对
7LL>

自由

基均无清除效果"后续可通过膜分离$色谱等方法对裸

藻多糖进行进一步纯化及结构鉴定"
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