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黑参多糖复合酶提取工艺优化

刘 昕 1 徐多多 1 邱潮楠 2 樊 博 1 侯相竹 1 张会佳 2 高 阳 2

（1. 长春中医药大学药学院，吉林  长春   130117; 2. 长春中医药大学人参科学研究院，吉林  长春   130117）

摘要：［目的］采用酶提取法优化黑参多糖（BGP）提取工艺，并考察其抗氧化活性。［方法］采用正交工艺法优化复合酶

提取 BGP 的最佳用量，采用响应面法优化复合酶提取 BGP 工艺条件，并利用 DPPH 自由基法、ABTS+自由基法评价黑

参多糖的体外抗氧化活性。［结果］最佳复合酶配比为 120 mg 纤维素酶、120 mg 果胶酶、80 mg 木瓜蛋白酶；最佳酶解工

艺条件为酶解料液比 1∶50 （mg/mL），pH 7.5，提取时间 2.5 h，提取温度 45 ℃，此时 BGP 得率最高可达（20.04±0.14）%；

当黑参多糖质量浓度为 3 mg/mL 时，对 DPPH 自由基和 ABTS+自由基的清除率分别为 54.38% 和 92.14%。［结论］复合

酶提取 BGP 得率高，工艺稳定可行，且该 BGP 具有一定的抗氧化活性。
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Abstract: ［［Objective］］ To optimize the extraction process of black ginseng polysaccharides (BGP) by an enzyme extraction method, and to 

investigate the antioxidant activity of BGP. ［［Methods］］ The optimal dosage of compound enzymes for BGP extraction is obtained using the 

orthogonal method, and the process conditions for BGP extraction by compound enzymes are optimized using the response surface method. 

The in vitro antioxidant activity of BGP is evaluated using the DPPH and the ABTS+ radical methods. ［［Results］］ The optimal enzyme ratio 

is 120 mg cellulase, 120 mg pectinase, and 80 mg papain. The optimal enzymatic hydrolysis process conditions are an enzymatic digestion 

liquid ratio of 1:50 (mg/mL), pH of 7.5, extraction time of 2.5 hours, and extraction temperature of 45 ℃ , at which the BGP yield can reach 

up to (20.04±0.14)% . When the BGP concentration is 3 mg/mL, the DPPH radical and ABTS+ radical scavenging rates are 54.38% and 

92.14%, respectively. ［［Conclusion］］ BGP yield by the compound enzyme extraction process is high. The process is stable and feasible, and 

the resulting BGP exhibits certain antioxidant activity.
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黑参（black ginseng）是将五加科人参（Panax ginseng 

C. A. Mey.）通过多次蒸制和干燥，即“九蒸九曝”得到的人

参深加工产品［1］，因其外观为深黑色而得名。经过这一加

工过程，黑参的化学成分和生物活性均发生了显著变

化［2］。白参和黑参中均含有人参皂苷、挥发油、有机酸、多

糖、氨基酸等化学成分［3-4］，但其主要活性成分人参皂苷

的种类有显著变化，黑参中稀有皂苷的含量也明显提高，

这与其具有更强的抗肿瘤、抗氧化活性密切相关［5-8］；此

外，与白参和红参相比，黑参多糖（BGP）含量更高，且其

对 DPPH 自由基的清除能力也更强［9］。近年来，以黑参为
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原料已开发出一系列的健康产品及化妆品［10］，具有广阔

的应用潜力［11］。

人参多糖因活性显著、毒性低的特点，已成为广大学

者研究的热点，而对黑参的研究更多集中在皂苷类成分，

对黑参多糖的深入研究相对较少，而黑参多糖往往在抗

肿瘤、提高免疫力等方面具有较好的活性，是黑参研究未

来方向之一。目前，多糖提取主要采用复合酶法、水浸提

法、酸碱浸提法等工艺［12］。其中，酶解法具有条件温和、

效率高、特异性强、操作简便等优点，与传统水煎煮法相

比，酶解法反应条件温和，所用有机溶剂少，步骤简易，已

被广泛用于各种中草药多糖的提取［13-14］。研究拟以复合

酶法提取黑参多糖，采用响应面法优化其工艺条件，以期

为黑参多糖的制备工艺及药效学研究奠定基础。

1　材料与方法

1.1　材料

黑参药材：经长春中医药大学高其品教授鉴定为五

加科植物的干燥根和根茎，市售；

纤维素酶（50 U/mg）、果胶酶（500 U/mg）、木瓜蛋白

酶（800 U/mg）、DPPH（纯度 96%）、ABTS（纯度 98%）：上

海源叶生物科技有限公司；

葡萄糖：纯度≥99.5%，美国 Sigma公司；

酶标仪：M200pro 型，上海佑科仪器仪表有限公司；

离心机：Anke TDL-5-A 型，上海安亭科学仪器厂；

分析天平：XS-204型，梅特勒—托利多仪器有限公司。

1.2　方法

1.2.1　黑参多糖含量测定　取适量葡萄糖标准品，加水

配制成质量浓度为 0.1 mg/mL 的标准品溶液，取 1 mL 溶

液，采用苯酚—硫酸法［15］进行显色测定，以葡萄糖质量浓

度为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制葡萄糖标准曲线方

程为 y=15.23x+0.090 7，R2=0.999 7。取适量 BGP，加水

配制成供试品溶液，根据回归方程计算 BGP 含量。

1.2.2　复合酶提取 BGP 工艺　参照殷澳等［16］的方法并稍

作修改，提取流程如图 1 所示，并按式（1）计算黑参多糖

得率。

Z= C× V× F
M

× 100%， （1）

式中：

Z——黑参多糖得率，%；

C——黑参提取液中多糖的质量浓度，mg/mL；

V——提取液的体积，mL；

F——稀释倍数；

M——黑参粉末质量，g。

1.2.3　酶用量单因素试验　固定料液比 1∶40 （g/mL）、

pH 6.0、提取温度 50 ℃、提取时间 2.5 h。分别考察纤维素

酶用量（60，80，100，120，140，160 mg）、果胶酶用量（40，

60，80，100，120，140 mg）和木瓜蛋白酶用量（80，100，

120，140，160，180 mg）对 BGP 含量的影响。

1.2.4　复合酶正交试验　采用 L9 （34）正交试验，以纤维

素酶用量、果胶酶用量、木瓜蛋白酶用量为因子，以 BGP

得率为指标，对复合酶的最佳配比进行优化。

1.2.5　复合酶与单酶对比　纤维素酶（黑参 9.6 g，纤维素

酶 320 mg）、果胶酶（黑参 8 g，果胶酶 320 mg）、木瓜蛋白

酶（9.6 g 黑参，木瓜蛋白酶 320 mg）和复合酶（黑参 9 g，纤

维素酶 120 mg、果胶酶 120 mg、木瓜蛋白酶 80 mg），按照

1.2.2 的方法分别进行酶提取并计算得率，对比单一酶与

复合酶法的提取效果。

1.2.6　复合酶法单因素试验　加入复合酶（120 mg 纤维

素酶、120 mg 果胶酶、80 mg 木瓜蛋白酶），分别以料液比

［1∶ 30，1∶35，1∶40，1∶45，1∶50 （g/mL）］、酶解  pH 值（5.0，

5.5，6.0，6.5，7.0）、 酶解温度（40，45，50，55，60 ℃）、酶解时

间（0.5，1.0，1.5，2.0，2.5 h）为单因素，考察其中一种因素

时固定其余工艺条件不变，以 BGP 得率为指标进行单因

素试验。

1.2.7　响应面试验　采用 Design-Expert 13 软件对复合酶

法提取工艺进行响应面分析与优化。

1.2.8　抗氧化活性分析　

（1） DPPH 自由基清除活性测定：参考黄明浩等［17］的

方法稍作修改，配制 0.1 mmol/L 的 DPPH 乙醇工作液。吸

取 100 μL 不同浓度的维生素 C 标准溶液以及黑参多糖溶

液于 96 孔板中，各孔分别加入 100 μL DPPH 工作液，避光

图 1　复合酶提取黑参多糖酶工艺流程

Figure 1　BGP extraction process by compound enzymes
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0.5 h，测定 517 nm 处吸光度值。按式（2）计算 DPPH 自由

基清除率。

T= ( )1 - A 1 - A 2

A 0
× 100%， （2）

式中：

T——自由基清除率，%；

A 1——样品组吸光度；

A 2——样品背景吸光度；

A 0——控制组吸光度。

（2） ABTS+自由基清除活性测定：参考吕庆银等［18］的

方法并修改。将 2.45 mmol/L 过硫酸钾溶液与 7 mmol/L 

ABTS+溶液按体积比 1∶1 混合，避光放置 12~16 h，在紫外

734 nm 下 通 过 甲 醇 稀 释 ，使 溶 液 吸 光 度 达 到 0.700±
0.020，即得 ABTS 工作液。吸取 100 μL 不同浓度的维生

素 C 标准溶液以及黑参多糖溶液于 96 孔板，各孔加入

100 μL ABTS 工作液，避光静置 0.5 h，测定 734 nm 处吸光

度值。按式（2）计算 ABTS+自由基清除率。

1.2.9　数据处理　采用 Origin 2021 软件绘图，选择 Stats

和 Design-Expert 13 软件进行统计分析。

2　结果与分析

2.1　复合酶用量配比优化

2.1.1　单因素试验　由图 2 可知，随着酶用量的增加，

BGP 得率逐渐升高，达到最高点后开始缓慢下降，当纤维

素酶为 100 mg、果胶酶为 120 mg、木瓜蛋白酶为 100 mg

时，BGP 得率达到最高，分别为（16.09±0.32）%，（12.46±
0.23）%，（17.73±0.28）%。得率呈上升趋势是由于酶用

量不足，还不能完全降解细胞使多糖溶出，当达到最佳酶

添加量后得率开始下降，可能是由于加入的酶过量，酶分

子达到了饱和状态，部分酶分子无法与底物结合，导致底

物水解速度降低［19-20］。

2.1.2　复合酶用量正交试验　在单因素试验基础上，选

取纤维素酶用量、果胶酶用量和木瓜蛋白酶用量为因素，

进行三因素三水平正交试验。试验因素见表 1，试验设计

及结果见表 2。

由表 2 和表 3 可知，酶种类及用量对 BGP 得率影响显

著（P<0.05）；根据 R 值可以看出，木瓜蛋白酶对 BGP 得

率影响最为明显，纤维素酶次之；最佳的复合酶选择方案

为 A3B2C1，即纤维素酶 120 mg、果胶酶 120 mg、木瓜蛋白

酶 80 mg，此时 BGP 得率为 19.87%。

2.2　复合酶提取与单酶对比

由图 3 可知，采用复合酶提取时 BGP 得率最高，为

（18.65±0.39）%，均显著大于纤维素酶、果胶酶、木瓜蛋白

酶单酶提取的，所以选用复合酶进行后续试验。

2.3　复合酶法提取黑参多糖工艺优化

2.3.1　单因素试验　由图 4（a）可知，随着料液比的增

加，BGP 得率先增加后减小，最优料液比为 1∶50 （g/mL）；

随着溶剂用量的增加，多糖浓度差异变大，增大了多糖

的溶出，继续增大溶剂体积会导致其他水溶性成分溶

出，从而降低多糖得率。由图 4（b）可知，pH 为 7.0 时

BGP 得率最高，酸碱环境下酶活性下降，多糖降解加

快，因此多糖得率降低，但随着 pH 的继续升高，复合酶

活性逐渐降低，多糖提取率呈降低趋势［21］。由图 4（c）

可知，当提取时间＜ 2 h 时，酶与底物未充分反应，BGP

未完全溶出，随着提取时间的延长，多糖溶出量增加；

当提取时间 ＞ 2 h 时，过度提取会导致活性成分分解，

多糖得率降低。由图 4（d）可知，当提取温度＜ 45 ℃时，

字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 2　单酶用量单因素试验结果

Figure 2　Single factor experiment results of single enzyme dosage

表 1　复合酶法提取黑参多糖的正交试验

Table 1　Orthogonal experiment of BGP extraction by 

compound enzyme method

水平

1

2

3

A 纤维素酶

用量/mg

80

100

120

B 果胶酶

用量/mg

100

120

140

C 木瓜蛋白酶

用量/mg

80

100

120
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分子运动弱，复合酶活性不能很好地发挥，且很难释放

出有效成分，随着提取温度的升高，细胞壁中的 BGP 也

释放出来，但提取温度过高，酶活性降低，因此多糖得

率下降。当提取温度为 55~65 ℃时，多糖得率趋于平稳

状态。

表 2　酶配比正交试验

Table 2　Orthogonal experiment of enzyme ratio

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

k1

k2

k3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

11.16

9.72

15.15

5.43

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

13.52

13.94

8.57

5.37

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

15.22

9.13

11.68

6.09

BGP 得率/%

15.96

10.56

6.96

7.92

11.40

9.84

16.68

19.87

8.91

表 3　正交试验结果方差分析†

Table 3　Analysis of variance of orthogonal experiment 

results

来源

模型

截距

A

B

C

误差

总计

校正的总计

III型平方和

157.282

1 298.401

47.541

53.554

56.186

0.933

1 456.616

158.215

自由度

6

1

2

2

2

2

9

8

均方

26.214

1 298.401

23.771

26.777

28.093

0.466

F

56.203

2 783.813

50.965

57.411

60.233

Sig.

0.018

0.000

0.019

0.017

0.016

† R2 =  0.994，R2
Adj=0.976。

图 3　复合酶与 3 种单酶提取黑参多糖得率对比

Figure 3　Comparison of the BGP yield by compound 

enzymes and three single enzymes

字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 4　复合酶提取工艺对黑参多糖得率的影响

Figure 4　Effect of extraction process optimization by compound enzymes on the BGP yield
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2.3.2　Box-Behnken 试验　在单因素试验基础上，以料液

比、pH、酶解温度和酶解时间为因素，以 BGP 得率为响应

值，进行四因素三水平响应面优化试验。试验因素水平

见表 4，试验设计及结果见表 5，回归模型方差分析见表 6。

根据模型，得多项回归方程为：

Y=18.45-0.210 8A+0.715B+0.492 5C+1.19D+
0.652 5AB-0.21AC+0.24AD+1.63BC+2.00BD-2.26CD-
2.38A2-0.682B2-4.60C2-0.177D2。 （3）

根据表 6 可知，模型 F=9.71，P<0.000 1，具有极显著

差异，说明模型拟合良好。失拟项不显著（P=0.061 1＞
0.05），说明试验结果受到的干扰较小，可用于试验结果的

分析。预测 R²=0.489 5，与调整 R²之差为 0.323 7，二者较

为接近，回归方程的拟合程度和可信度较高，可利用该模

型分析。比较 F 值大小，得出各因素对 BGP 得率的影响

大小顺序为料液比>酶解温度>pH>酶解时间。一次项

D，二次项 A2、C2影响极显著（P<0.01），交互项 BC、BD 和

CD 影响显著［22］。

2.3.3　等高线图和响应面图　曲面坡度越陡、等高线越

密集、椭圆程度越大，两者之间的交互作用越明显［23］。由

图 5 可知，料液比对 BGP 得率的影响大于 pH；料液比对

BGP 得率的影响大于酶解温度，曲面坡度陡，料液比和酶

解温度对 BGP 得率影响较大；酶解时间对 BGP 得率的影

响大于料液比；pH 对 BGP 得率的影响大于酶解温度；酶

解时间对 BGP 得率的影响大于 pH；酶解时间对 BGP 得率

的影响大于酶解温度。

2.3.4　最佳工艺条件验证　在响应面模型预测中，复合

酶法提取 BGP 的最佳工艺条件为料液比 1∶50 （g/mL），

pH 7.5，酶解温度 45 ℃，酶解时间 2.5 h，此时 BGP 得率为

21.547%。按最佳工艺条件进行 3 次平行验证实验，测定

BGP 得率为（20.04±0.14）%，与预测值无显著性差异，说

明响应面法优化的最佳工艺稳定可行。

2.4　抗氧化活性分析

2.4.1　 DPPH 自由基清除活性　由图 6（a）可知，在 0~

4 mg/mL 质量浓度范围内，BGP 对 DPPH 自由基的清除效

率 与 BGP 质 量 浓 度 存 在 明 显 正 相 关 ，当 质 量 浓 度 为

0.005~4.000 mg/mL 时，DPPH 自由基清除率达到 18.52%~

52.61%，说明 BGP 对 DPPH 自由基具有一定的清除作用。

2.4.2　ABTS+自由基清除活性　由图 6（b）可知，在 0.005~

图 5　各因素交互作用对 BGP 得率的影响

Figure 5　Effect of the interaction of various factors on BGP yield

表 4　Box-Behnken试验因素水平表

Table 4　Factors and levels of Box-Behnken experiment

水平

1

2

3

A 料液比

（g/mL）

1∶45

1∶50

1∶55

B pH

6.5

7.0

7.5

C 酶解温

度/℃
40

45

50

D 酶解时

间/h

1.5

2.0

2.5
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0.050 mg/mL 质量浓度范围内，BGP 对 ABTS+自由基的清

除效率与 DPPH 自由基的基本相同，在 0.05~4.00 mg/mL

质量浓度范围内，BGP 对 ABTS+ 自由基的清除效率与

BGP 质量浓度存在明显正相关，当质量浓度为 0.001~

4.000 mg/mL 时 ，ABTS+ 自 由 基 清 除 率 达 到 20.98%~

99.36%，与维生素 C 的接近，证明 BGP 对 ABTS+自由基

有一定的清除能力。

表 6　回归模型方差分析†

Table 6　Analysis of variance of regression model

来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

误差

总和

平方和

234.47

0.53

6.13

2.91

16.90

1.70

0.18

0.23

10.60

16.00

20.34

36.69

3.02

137.00

0.20

24.16

22.46

1.69

258.62

自由度

14.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

14.00

10.00

4.00

28.00

标准误差

16.75

0.53

6.13

2.91

16.90

1.70

0.18

0.23

10.60

16.00

20.34

36.69

3.02

137.00

0.20

1.73

2.25

0.42

F 值

9.71

0.31

3.56

1.69

9.79

0.99

0.10

0.13

6.14

9.27

11.79

21.26

1.75

79.40

0.12

5.30

P 值

<0.000 1

0.587 0

0.080 3

0.215 0

0.007 4

0.337 3

0.753 9

0.720 3

0.026 6

0.008 7

0.004 0

0.000 4

0.207 2

<0.000 1

0.736 6

0.061 1

显著性

**

**

**

**

**

**

**

† *表示差异显著（P<0.05），**表示差异极显著（P<0.01）。

表 5　Box-Behnken试验设计及结果

Table 5　Designs and results of Box-Behnken experiment

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

2

2

1

2

1

3

2

3

1

2

2

2

2

2

3

2

2

1

3

2

2

1

2

2

1

3

2

3

2

B

2

1

2

2

2

1

2

2

2

1

3

1

2

3

2

2

3

2

2

3

2

3

2

2

1

2

2

3

1

C

1

3

2

2

2

2

2

1

3

1

2

2

2

2

2

2

3

1

2

1

3

2

1

2

2

3

3

2

2

D

3

2

3

2

1

2

2

2

2

2

1

3

2

3

1

2

2

2

3

2

3

2

1

2

2

2

1

2

1

BGP 得率/%

15.65

11.60

16.54

17.89

15.88

13.03

19.33

12.12

12.08

12.43

13.34

18.67

18.67

22.69

14.69

18.65

17.09

11.60

16.31

11.41

11.61

15.72

10.51

17.73

14.99

11.76

15.49

16.37

17.32

图 6　BGP 的抗氧化活性

Figure 6　Antioxidant activity of BGP
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3　结论

研究以黑参药材为原料，采用复合酶法提取，通过正

交试验与响应面法相结合的方法，优选出复合酶法提取

黑参多糖的最佳工艺条件为纤维素酶 120 mg、果胶酶

120 mg、木瓜蛋白酶 80 mg，料液比 1∶50 （g/mL），加入超

纯水，用 pH 2.2 的柠檬酸—磷酸氢二钠缓冲溶液调节 pH

至 7.5，恒温水浴摇床酶解反应 2.5 h，酶解温度 45 ℃，此条

件下的黑参多糖得率为（20.04±0.14）%。复合酶能够破

坏植物细胞壁，并破坏多糖分子结构［24-25］，使得黑参多糖

具有良好的自由基清除能力。
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