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响应面法优化人参糖蛋白制备工艺
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摘要!目的!优化人参糖蛋白的制备工艺"方法!利用

e6H*e>=@a>@

响应面法分析提取时间%提取次数%料液比%

乙醇体积分数对人参糖蛋白的影响"结果!最优人参糖

蛋白制备工艺为提取时间
#42=

%提取次数
)

次%料液比

#

9

人参粗粉
]T

蒸馏水 $

#4"]#24(

#

A

(

.L

$%乙醇体积分数

$!̂

!该条件下人参糖蛋白质量分数为
!(4#(̂

"结论!

优化的人参糖蛋白的制备工艺稳定性好%准确可靠%提取

率高!具有一定的实用价值"

关键词!人参&糖蛋白&水提醇沉法&响应面法&制备工艺
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人参 为 五 加 科 植 物 人 参 #

K<*<J

4

2*H-*

4

P4O4

J>

<

4

%的干燥根和根茎&含有多种人体所必需的营养成分

和生物活性物质&具有较高的药用价值&是中国传统的名

贵中药,

#

-

'近年来&人参被列为新资源食品&其系列产品

有人参糖蛋白肠溶胶囊+人参蛋白片+人参黑木耳多糖粉

以及人参红景天鹿茸保健酒等,

!̀ 2

-

'人参中发挥多重药

理作用的物质基础主要有皂苷+糖蛋白+糖肽+多糖+多

肽+蛋白质+挥发油等成分,

+

-

*其中糖蛋白类成分被证明

具有许多生物活性&如增强学习记忆能力+抗凋亡+保护

神经细胞以及抗炎镇痛等,

$̀ K

-

'由于糖蛋白具有结构稳

定和潜在保健作用与药效&成为了继多糖之后的研究

热点,

,

-

'

糖蛋白作为一种结合蛋白&兼具蛋白质和多糖的部分

性质&因此其提取方法多根据蛋白质与多糖的性质进行提

取'目前&天然糖蛋白的提取方法主要有水提法+醇提法+

稀盐溶液或缓冲溶液提取法+酸碱溶液提取法+超声波辅

助法以及微波辅助法等&其中以水提法与超声辅助法应用

较多,

#"̀ #)

-

'水提法与超声辅助法均具有操作工艺简单+

引入杂质相对较少+成本低廉+条件控制方便等优点&但水

提法的提取率更高&且更适用于工业化生产,

#(

-

'糖蛋白的

分离方法主要有
W>F/

A

>

法+乙醇沉淀法+碱提酸沉法+硫酸

铵沉淀+超滤法+柱色谱法等&其中乙醇沉淀法和柱色谱法

常用于水提法分离,

#2̀ #+

-

&而乙醇沉淀法操作简单&经济易

得&适用于糖蛋白粗提取物的工业化生产'目前有关人参

糖蛋白制备工艺的研究较少&且方法较为单一+提取率低&

一般约为
242̂

"

#!4+̂

,

#$̀ #K

-

'

课题组在前期试验中初步比对了煎煮法+浸渍法+回

流提取法和酶解法
(

种糖蛋白类成分常用提取方法提取

人参糖蛋白&其中煎煮法的提取率最高&在此基础上&研

究拟以煎煮法为提取方法&水提醇沉法为分离方法&通过

响应面法优化人参糖蛋白的制备工艺&为人参糖蛋白的

开发与工业化生产提供理论依据'
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材料与方法
#4#

!

材料与试剂

2

年生人参$经长春中医药大学陈长宝教授鉴定为五

加科植物人参#

K<*<J

4

2*H-*

4

P4O4J>

<

4

%的干燥根和

根茎&吉林省怡生对外贸易有限公司*

浓硫酸$分析纯&太原化肥厂化学试剂厂*

苯酚$分析纯&四川佰春科技有限责任公司*

葡萄糖$分析纯&常州市海拓实验仪器有限公司*

,2̂

乙醇$分析纯&无锡市晶科化工有限公司*

氯化钠注射液$辰欣药业股份有限公司*

ePO

蛋白浓度测定试剂盒$增强型&碧云天生物技术

有限公司'

#4!

!

仪器与设备

多功能粉碎机$

eY*#""#

型&中山市长柏电器实业有

限公司*

电子天平$

ZJ*O!""!

型&余姚纪铭称重校验设备有

限公司*

电磁炉$

RQ*Q!"KP

型&佛山市富士宝电器科技股份

有限公司*

增力电动搅拌器$

ZZ*#

型&江苏金坛市江南仪器厂制

造证*

旋转蒸发仪$

-%-LOS*##""

型&东京理化器械株式

会社*

冻干机$

-%-LO*&'[!#""

型&东京理化器械株式

会社*

电子天平$

J-!"(

)

"!

型&梅特勒(托利多仪器#上

海%有限公司*

-%-LO

油浴锅$

"We*!#""

型&上海爱朗仪器有限

公司*

酶标仪$

J!""

B

C6

型&瑞士
8-POS

集团公司*

振荡培养箱$

joj%*K2PSW

型&上海知楚仪器有限

公司'

#4)

!

方法

#4)4#

!

人参糖蛋白的提取

人参粗粉
1

浸泡
1

煎煮%过滤
1

合并滤液%浓缩
1

醇

沉
1

抽滤
1

沉淀
1

冷冻干燥
1

人参糖蛋白

#4)4!

!

单因素试验

#

#

%提取时间$固定提取次数
)

次&料液比#

9

人参粗粉
]

T

蒸馏水%
#]#(

#

A

)

.L

%&乙醇体积分数
,"̂

&考察提取时

间#

#

&

!

&

)

&

(

&

2=

%对人参糖蛋白中多糖和蛋白质量分数的

影响'

#

!

%提取次数$固定提取时间
#=

&料液比#

9

人参粗粉
]

T

蒸馏水%
#]#(

#

A

)

.L

%&乙醇体积分数
,"̂

&考察提取次

数#

#

&

!

&

)

&

(

&

2

次%对人参糖蛋白中多糖和蛋白质量分数

的影响'

#

)

%料液比$固定提取次数
)

次&提取时间
#=

&乙醇

体积分数
,"̂

&考察料液比#

9

人参粗粉
]T

蒸馏水%,

#]K

&

#]

#(

&

#]!"

&

#]!+

&

#])!

#

A

)

.L

%-对人参糖蛋白中多糖和

蛋白质量分数的影响'

#

(

%乙醇体积分数$固定提取次数
)

次&提取时间

#=

&料液比#

9

人参粗粉
]T

蒸馏水%

#]#(

#

A

)

.L

%&考察乙醇

体积分数#

2"̂

&

+"̂

&

$"̂

&

K"̂

&

,"̂

%对人参糖蛋白中

多糖和蛋白质量分数的影响'

#4)4)

!

响应面试验设计
!

在单因素试验的基础上&以提

取时间+提取次数+料液比+乙醇体积分数为自变量&采用

'>90

A

@*-H

B

>C:K4"4+

软件进行四因素三水平的
e6H*e>*

=@a>@

响应面分析试验设计,

#,

-

&平行
)

次'

#4)4(

!

多糖质量分数测定

#

#

%标准曲线的绘制$根据文献,

!"

-并修改'精密吸

取
"

&

#"

&

!"

&

)"

&

("

&

2"

&

+"

&

$"

&

K"

&

,"

&

#""

#

L

质量浓度为

"4#.

A

)

.L

的葡萄糖标准液于离心管中&加超纯水补充

至
#""

#

L

&混匀&得到质量浓度分别为
"4""

&

"4"#

&

"4"!

&

"4")

&

"4"(

&

"4"2

&

"4"+

&

"4"$

&

"4"K

&

"4",

&

"4#".

A

)

.L

的标

准溶液'加入质量分数为
"42̂

苯酚溶液
#""

#

L

&缓缓加

入浓硫酸
2""

#

L

&混匀&

#""\

水浴
2.0@

&待水浴锅中温

度降至室温&取出'精密吸取
!""

#

L

置于
,+

孔板中&以

超纯水为空白&测定
(,"@.

处吸光度'绘制标准曲线得

回归方程
>

l24#$#+Jk"4#(K(

&

S

!

l"4,,,

'

#

!

%样品溶液的测定$取人参糖蛋白粉配制成

"4#.

A

)

.L

的样品溶液&测定
(,"@.

处吸光度&按式#

#

%

计算多糖质量分数'

+

#

V

8

Z

T

Z

9

#

9

!

Z

9

)

Z

#""̂

& #

#

%

式中$

+

#

(((多糖质量分数&

^

*

8

(((样品溶液中多糖质量浓度&

.

A

)

.L

*

T

(((样品定容体积&

.L

*

9

#

(((粗提物质量&

A

*

9

!

(((样品溶液的质量&

A

*

9

)

(((原料质量&

A

'

#4)42

!

蛋白质质量分数测定
!

采用
ePO

法,

!#

-

'按式#

!

%

计算蛋白质质量分数'

+

!

V

8

Z

T

Z

9

#

9

!

Z

9

)

Z

#""̂

& #

!

%

式中$

+

!

(((蛋白质质量分数&

^

*

8

(((样品溶液中蛋白质量浓度&

.

A

)

.L

*

T

(((样品定容体积&

.L

*

9

#

(((粗提物质质量&

A

*

9

!

(((样品溶液质量&

A

*

9

)

(((原料质量&

A

'
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#4)4+

!

人参糖蛋白质量分数计算
!

按式#

)

%进行计算'

+l+

#

k+

!

& #

)

%

式中$

+

(((人参糖蛋白质量分数&

^

'

#4)4$

!

数据处理
!

各指标测定均重复
)

次&采用
-H5>1

软

件进行统计分析&使用
'>90

A

@*-H

B

>C:K4"4+

软件进行试验

设计和方差分析&并通过
B

C09.$4"

+

MC0

A

0@!"#,

软件

作图'

!

!

结果与分析
!4#

!

单因素试验

!4#4#

!

提取时间
!

由图
#

可知&随着提取时间的延长&多

糖质量分数变化不明显&而蛋白质质量分数显著降低'

这可能是随着提取时间的延长&杂质大量溶出并且使蛋

白质稳定性下降&不利于蛋白质溶出&因此最适提取时间

为
#=

'

!4#4!

!

提取次数
!

由图
!

可知&随着提取次数的延长&多

糖和蛋白质质量分数均升高&提取
)

次后&多糖和蛋白质

质量分数降低'提取次数过多&提取物中黏液质等其他

水溶性杂质含量升高&主成分含量反而降低&故选择提取

次数为
)

次'

!4#4)

!

料液比
!

由图
)

可知&随着料液比的增大&多糖和

蛋白质质量分数均先增加后降低&当料液比#

9

人参粗粉
]

图
#

!

提取时间对人参糖蛋白中多糖和蛋白质

质量分数的影响

&0

A

;C>#

!

-??>5:6?>H:C/5:06@:0.>6@:=>56@:>@:

图
!

!

提取次数对人参糖蛋白中多糖和蛋白质

质量分数的影响

&0

A

;C>!

!

-??>5:6?>H:C/5:06@:0.>96@:=>56@:>@:

T

蒸馏水%为
#]#(

#

A

)

.L

%时多糖质量分数最高*当料液比

#

9

人参粗粉
]T

蒸馏水%为
#]!"

#

A

)

.L

%时蛋白质质量分数最

高'这可能是由于液料比的增加&使原料与浸提液的接

触面积增大&目标成分充分溶出&而当料液比增加到一定

程度时&蛋白质和多糖溶出达到平衡&而杂质扩散相对增

多'因此&选择最适料液比#

9

人参粗粉
]T

蒸馏水 %为
#]

#(

#

A

)

.L

%'

!4#4(

!

乙醇体积分数
!

由图
(

可知&多糖质量分数随乙

醇体积分数的升高先增加后降低&当乙醇体积分数为

$"̂

时&多糖质量分数最高*蛋白质质量分数随乙醇体积

分数的升高而升高&当乙醇体积分数为
,"̂

时&蛋白质质

量分数最高'这可能与多糖和蛋白质的溶解性有关&二

者对高浓度醇的亲和力不同&且乙醇体积分数过高&沉淀

出的非糖类成分增多&提取物中多糖质量分数降低'综

上&选择最适乙醇体积分数为
$"̂

'

!4!

!

响应面法优化人参糖蛋白制备工艺

!4!4#

!

模型方程建立与显著性检验
!

结合单因素试验结

果&以提取时间+提取次数+料液比和乙醇体积分数为自

变量&以人参糖蛋白质量分数为响应值&运用
'>90

A

@*

-H

B

>C:K4"4+

软件进行
e6H*e>=@a>@

响应面试验设计&因

素水平见表
#

&试验设计与结果见表
!

'

图
)

!

料液比对人参糖蛋白中多糖和蛋白质

质量分数的影响
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乙醇体积分数对人参糖蛋白中多糖和

蛋白质质量分数的影响
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!!

对试验结果进行二次多项式回归模型方程拟合&得

回归模拟方程$
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由表
)

可知&回归模型的
B

值为
$,,4!)

&

K

#

"4""#

&

表
#

!

响应面试验因素与水平
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提取时
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次数
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'

乙醇体积

分数)
^

# # ! #]K $"

" ! ) #]#( K"
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!

!

响应面试验设计与结果
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B
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A

@/@7C>9;1:96?C>9

B

6@9>9;C?/5>6

B

:0.0I/:06@

试验号
O e P '

人参糖蛋白质量分数)
^

试验号
O e P '

人参糖蛋白质量分数)
^
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回归方程各项方差分析d
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说明该模型具有高度显著性'失拟项
B

值为
24K+

&

K

%

"4"2

&说明模型拟失拟性不显著'模型相关系数
S

!

l

"4,,KK

&校正系数
S

!

O7

D

l"4,,$2

&表明该回归方程具有较

好的拟合度且试验误差较小'一次项
O

+

P

+

'

&交互项

OP

+

O'

以及二次项
O

!

+

e

!

+

P

!

+

'

!对糖蛋白质量分数影

响极显著#

K

#

"4"#

%*一次项
e

对糖蛋白质量分数影响显

著#

K

#

"4"2

%'由
B

值可知&各因素对人参糖蛋白质量分

数影响的主次顺序为料液比
%

提取时间
%

乙醇体积分

数
%

提取次数'

!4!4!

!

交互作用分析
!

由图
2

可知&提取时间与料液比+

提取时间与乙醇体积分数的交互作用极显著#

K

#

"4"#

%&

与方差分析结果一致'

!4!4)

!

验证实验
!

经响应面法优化后得到人参糖蛋白制

备的最佳工艺参数为提取时间
#4+K=

+提取次数
)4"#

次+

料液比#

9

人参粗粉
]T

蒸馏水%
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A
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%+乙醇体积

分数
$#4,,̂

&此条件下预测的人参糖蛋白质量分数为

!(4()̂

'为方便实际操作&将工艺参数修正为$提取时间

#42=

+提取次数
)

次+料液比#

9
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]T

蒸馏水%为
#4"]
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#

A

)

.L

%+乙醇体积分数
$!̂

&经
)

次重复性实验验

证&人参糖蛋白的平均质量分数为
!(4#(̂

&与预测值基

本一致&较文献,

#$`#K

&

!!`!)

-有明显的提高&证明该

模型优化的人参糖蛋白的制备工艺准确可靠&稳定可行'

图
2

!

各因素间交互作用对人参糖蛋白质量分数的影响
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结论
采用煎煮法提取&乙醇沉淀法分离&并运用响应面法

优化了人参糖蛋白制备工艺'结果表明&人参糖蛋白最

佳制备工艺参数为提取时间
#42=

+提取次数
)

次+料液比

#

9

人参粗粉
]T

蒸馏水%为
#4"]#24(

#

A

)

.L

%+乙醇体积分数

$!̂

&此条件下人参糖蛋白质量分数高达
!(4#(̂

'后续

可通过色谱技术等方法对人参糖蛋白进行纯化&以提高

其纯度*还可对其高级结构和生物活性机制进行研究'
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