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摘要# 目的!优化金钗石斛中生物碱与多糖的联合酶提工艺’ 方法!以加酶量( 酶解温度( 酶解时间( 料液比为影响
因素# 石斛碱( 总生物碱( 多糖含有量为评价指标# 正交试验优化联合酶提工艺’ 结果!木瓜蛋白酶提取的最佳条件
为加酶量 %‘#% C# 酶解温度 +$ j# 酶解时间 " T# 料液比 # h$%# 石斛碱( 总生物碱( 多糖含有量分别为 *‘+,$ $(
+‘*+# )( *$‘),) ’ 9CPC% 纤维素酶提取的最佳条件为加酶量 %‘*% C# 酶解温度 $% j# 酶解时间 " T# 料液比 # h+%#
* 种成分含有量分别为 *‘$#+ )( +‘*$# *( *&‘**# " 9CPC% 果胶酶提取的最佳条件为加酶量 %‘+$ C# 酶解温度 $$ j#
酶解时间 "‘$ T# 料液比 # h+%# * 种成分含有量分别为 *‘$"+ +( +‘+$" )( "&‘*"+ " 9CPC’ 结论!该方法稳定( 可靠(
快速# 可用于联合酶提金钗石斛中生物碱与多糖’
关键词! 金钗石斛% 生物碱% 多糖% 联合酶提% 正交试验
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!!目前# 金钗石斛N$6.’0F&9E60F&,$e;BF7>在制
剂开发中已经取得可喜成果# 脉络宁注射液( 石斛
夜光丸( 石斛明目丸等药物中均含有该药材# 主要
用于治疗心脑血管及血栓性疾病( 提高免疫功能(
降血糖( 改善血脂)#("* ’ 石斛属植物主要化学成分
为生物碱( 多糖( 酚类等# 具有降血糖( 抗肿瘤(
抗衰老( 改善记忆等药理作用)*(+* ’ 生物碱和多糖
是金钗石斛主要活性物质# 对心血管( 神经系统都
有显著作用# 其中石斛碱是其特征性成分)$* # 在
该药材中的含有量远高于其他石斛)&(’* ’

有关报道显示# 石斛生物碱和多糖的提取方法
大多为溶剂法))(,* ’ 酶法正广泛应用于中药化学成
分的提取# 包括多糖( 黄酮( 生物碱( 萜类( 蛋白
质( 肽类( 油类( 有机酸等)#%* # 但目前有关金钗
石斛的研究仅有采用纤维素酶对其多糖进行提
取)##* # 尚未涉及其生物碱# 而且未见这两类成分
联合提取的报道’ 因此# 本实验将通过正交试验优
化金钗石斛中生物碱与多糖的联合酶提工艺# 以达
到提高提取率( 缩短提取时间( 合理利用药材资源
的目的’
%I仪器与试药
#‘#!仪器!e4("%I.型高效液相色谱仪 "日本岛
津公司$% ’""1 型分光光度计 "上海菁华科技仪器
有限公司$% 01"%$ 型电子分析天平 "梅特勒(托利
多仪器有限公司$% \R1("$ 型雷磁数显 \R计 "上
海仪电科学仪器股份有限公司$% 1RI(4型水浴恒
温振荡器 "天津市塞得利斯实验分析仪器制造厂$%
e.($型电动离心机 "金坛市城东新瑞仪器厂$’
#‘"!试药!石斛碱 "###)’&("%#$%*$( N(无水葡
萄糖 "##%)**("%#$%&$ 对照品均由中国食品药品
检定研究院提供’ 金钗石斛购自贵州省赤水市官渡
镇# 经杨相波副研究员鉴定为兰科植物金钗石斛
N$6.’0F&9E60F&,$e;BF7>的干燥茎’ 木瓜蛋白酶
"酶活力( & %%% MP9C# "%#$%""& $( 纤维素酶
"酶活力(#$ %%% MPC# "%#&%+%)$( 果胶酶 "酶活
力($%‘% MPC# "%#$%$%+$ 均由国药集团化学试剂
有限公司提供’ 缓冲液 "自制’ 分别称取柠檬酸(
柠檬酸三钠适量# 加水溶解配制成 %‘# 9@7Pe溶

液# 将一定体积的两者混合# 调 ZR值至 +‘% i
&‘%# 即得$’ 甲醇为色谱纯 "美国天地试剂公
司$% 柠檬酸三钠( 柠檬酸( 氨水( 乙酸乙酯均为
分析纯 "天津市科密欧化学试剂有限公司$’
JI方法与结果
"‘#!提取工艺!称取干燥药材粉末适量# 加入一定
量缓冲液和酶# 于振荡器中恒温酶解一定时间
"##% KP9;B$# 取出# 置于 ,% j水中灭酶 #% 9;B)#"* #
离心 "% 9;B# 倾取上清液# 残渣加 #% 9e水洗涤 "
次# 每次 #% 9;B# 合并上清液# 加适量氨水调 ZR
至 #" i#*# 加入与上清液等量的乙酸乙酯萃取 "
次# 合并乙酸乙酯层# 挥干# 甲醇溶解# 转移定容
至 #% 9e量瓶中# 作为石斛碱( 总生物碱供试品溶
液% 水层转移至 "$% 9e量瓶中# 加水至刻度# 摇
匀’ 精密量取续滤液 #% 9e# 加无水乙醇 &% 9e摇
匀# 冷藏过夜后取出# 离心 "+ %%% KP9;B$ "% 9;B#
留取沉淀 "必要时滤过$# +% 9e)%!乙醇洗涤#
离心# 重复 # 次# 沉淀加热水溶解# 转移至 "$ 9e
量瓶中# 待冷却后加水至刻度# 摇匀# 即得多糖供
试品溶液’
"‘"!含有量测定
"‘"‘#!石斛碱!采用R\e4法’ 色谱条件! b67?T
0J;9:J64#)色谱柱 "+‘& 99n"%% 99# $ "9$% 流
动相甲醇(%‘%%"!三乙胺 "+’ h$*$% 检测波长
"#% B9% 柱温 *$ j% 体积流量 #‘% 9eP9;B% 进样
量 #% "e’
"‘"‘"!总生物碱!采用酸性染料比色法’ 取
%‘" 9e供试品溶液用二氯甲烷稀释至 "$ 9e# 摇
匀# 取 #% 9e至干燥洁净的分液漏斗中# 依次加入
ZR+‘, 缓冲液 $ 9e( %‘%+!溴甲酚绿溶液 " 9e#
剧烈振摇 * 9;B后静置 *% 9;B# 下层经二氯甲烷浸
润过的干燥棉花滤过# 取 $ 9e续滤液# 加入含
%‘%# 9@7PeH:NR的无水乙醇 #‘% 9e# 摇匀’ 取二
氯甲烷 #% 9e# 同法操作# 作为空白对照’ 在分光
光度计上于 &"# B9波长处测定吸光度# 计算含
有量’
"‘"‘*!多糖!采用苯酚(硫酸法’ 精密量取供试品
溶液 # 9e# 精密加入 # 9e$!苯酚溶液 "临用配
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制$# 摇匀后再加入 $ 9e硫酸# 摇匀# 于沸水浴
中加热 "% 9;B# 取出# 于冰浴中冷却 $ 9;B’ 以相
应试剂 "水$ 为空白# 同法操作# 作为空白对照’
在 +)’ B9波长处测定吸光度# 计算含有量’
"‘*!正交试验!根据前期单因素试验结果可知#
ZR值对酶提的影响程度不如其他因素明显’ 在最
佳 ZR值的条件下# 选择加酶量 "I$( 酶解温度
"O$( 酶解时间 "4$( 料液比 ".$ 作为影响因
素# 石斛碱( 总生物碱( 多糖含有量为评价指
标# 采用正交试验结合综合平衡法)#*(#+*优化酶提
工艺’
"‘*‘#!木瓜蛋白酶!因素水平见表 ## 试验设计
与结果见表 "# 方差分析见表 *’ 由此可知# 各因
素对石斛碱含有量的影响程度依次为 .sOs4s
I# 总生物碱含有量依次为 .sOsIs4# 多糖含
有量依次为.sOs4sI# 即因素. "料液比$ 对
三者提取效果均有显著影响# 最优提取条件均为
I"O#4".*# 即加酶量 %‘#% C# 酶解温度 +$ j# 酶
解时间 " T# 料液比 # h$%’

表 %I木瓜蛋白酶因素水平
@:<O%IV:./*84:6)9-[-94,*8W:W:"6

水平 I加酶量PC O酶解温度Pj 4酶解时间PT .料液比
# %‘%$ +$ #‘$ # h*%
" %‘#% $% "‘% # h+%
* %‘#$ $$ "‘$ # h$%

表 JI木瓜蛋白酶试验设计与结果
@:<OJI7-4"16:6)8-429/4*,/-4/4,*8W:W:"6

试验号 I O 4 . 含有量P"9C-Cl#$
石斛碱 总生物碱 多糖

# # # # # *‘"%) ) +‘%++ , *+‘#"* #
" # " " " *‘+%) ) +‘"’" % *$‘"*’ )
* # * * * *‘+%’ " +‘#), + *+‘##+ "
+ " # " * *‘+,$ $ +‘*+# ) *$‘),) ’
$ " " * # *‘"#" # +‘%&+ * **‘$)’ "
& " * # " *‘*’% " +‘"*% + *$‘%%+ *
’ * # * " *‘+$, , +‘#," $ *$‘#"* "
) * " # * *‘*&& * +‘"#& * *$‘+$’ )
, * * " # *‘#,% ’ *‘,$" ) **‘$)) "

均值 # *‘*+" *‘*)) *‘*#$ *‘"%+
均值 " *‘*$, *‘*", *‘*&$ *‘+#*
均值 * *‘**, *‘*"* *‘*&% *‘+"*
极差 %‘%"% %‘%&$ %‘%$% %‘"#,
均值 # +‘#&, +‘#,* +‘#&+ +‘%"#
均值 " +‘"#" +‘#)+ +‘#), +‘"*"
均值 * +‘#"# +‘#"+ +‘#+, +‘"+,
极差 %‘%,# %‘%&, %‘%+% %‘"")
均值 # *+‘+," *$‘%+) *+‘)&" **‘’&&
均值 " *+‘)*% *+‘’&# *+‘,%) *$‘#""
均值 * *+‘’"* *+‘"*& *+‘"’$ *$‘#$’
极差 %‘**) %‘)#" %‘&** #‘*,#

表 KI木瓜蛋白酶方差分析
@:<OKI=6:9R4"4*,[:8":6.-,*8W:W:"6

指标 来源 离均差平方和 自由度 %比 !值
石斛碱 O %‘%%) " )‘%%% s%‘%$

4 %‘%%$ " $‘%%% _%‘%$
. %‘%," " ,"‘%%% _%‘%$

误差 "I$ %‘%%# " & &
总生物碱 I %‘%#* " &‘$%% _%‘%$

O %‘%%) " +‘%%% _%‘%$
. %‘%,’ " +)‘$%% _%‘%$

误差 "4$ %‘%%" " & &
多糖 O #‘%#, " $‘&,* _%‘%$

4 %‘’+) " +‘#’, _%‘%$
. *‘’’* " "#‘%’) _%‘%$

误差 "I$ %‘#)% " & &
!!注! %%‘%$ ""# "$ d#,‘%%# %%‘%# ""# "$ d,,‘%%

"‘*‘"!纤维素酶!因素水平见表 +# 试验设计与
结果见表 $# 方差分析见表 &’ 由此可知# 各因素
对石斛碱含有量的影响程度依次为 .sOsIs4#
总生物碱含有量依次为.sOs4sI# 多糖含有量
依次为.s4sOsI# 即因素. "料液比$ 对三者
提取效果均有显著影响# 最优提取条件均为
I#O"4"."# 即加酶量 %‘*% C# 酶解温度 $% j# 酶
解时间 " T# 料液比 # h+%’

表 &I纤维素酶因素水平
@:<O&IV:./*84:6)9-[-94,*8.-9929:4-

水平 I加酶量PC O酶解温度Pj 4酶解时间PT .料液比
# %‘*% +$ #‘$ # h*%
" %‘*$ $% "‘% # h+%
* %‘+% $$ "‘$ # h$%

表 ^I纤维素酶试验设计与结果
@:<ÔI7-4"16:6)8-429/4*,/-4/4,*8.-9929:4-

试验号 I O 4 . 含有量P"9C-Cl#$
石斛碱 总生物碱 多糖

# # # # # *‘*$) + +‘"## , **‘"#" +
" # " " " *‘$#+ ) +‘*$# * *&‘**# "
* # * * * *‘"%) , +‘%+" + *$‘%%) &
+ " # " * *‘"’* , +‘##’ + *+‘)), &
$ " " * # *‘*)# & +‘"++ * **‘$#) ’
& " * # " *‘*)% $ +‘"*+ " *&‘%), &
’ * # * " *‘+$* " +‘*%, ’ *&‘%)’ $
) * " # * *‘")# $ +‘%,$ , *+‘))* "
, * * " # *‘"), ’ +‘#+) + **‘$"* *

均值 # *‘*&# *‘*&" *‘*+% *‘*+*
均值 " *‘*+$ *‘*,* *‘*$, *‘+$%
均值 * *‘*+# *‘",* *‘*+) *‘"$$
极差 %‘%"% %‘#%% %‘%#, %‘#,$
均值 # +‘"%" +‘"#* +‘#)# +‘"%"
均值 " +‘#,, +‘"*# +‘"%& +‘",)
均值 * +‘#)$ +‘#+" +‘#,, +‘%)$
极差 %‘%#’ %‘%), %‘%"$ %‘"#*
均值 # *+‘)$# *+‘’*% *+‘’") **‘+#)
均值 " *+‘)** *+‘,## *+‘,#$ *&‘#&,
均值 * *+‘)*# *+‘)’+ *+‘)’" *+‘,"’
极差 %‘%"% %‘#)# %‘#)’ "‘’$#

"*)
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表 NI纤维素酶方差分析
@:<ONI=6:9R4"4*,[:8":6.-,*8.-9929:4-

指标 来源 离均差平方和 自由度 %比 !值
石斛碱 I %‘%%# " #‘%%% &

O %‘%#& " #&‘%%% &
. %‘%$’ " $’‘%%% _%‘%$

误差 "4$ %‘%%# " & &
总生物碱 O %‘%#* " #*‘%%% &

4 %‘%%# " #‘%%% &
. %‘%&) " &)‘%%% _%‘%$

误差 "I$ %‘%%# " & &
多糖 O %‘%$$ " $$‘%%% _%‘%$

4 %‘%$’ " $’‘%%% _%‘%$
. ##‘*,% " ## *,%‘%%% _%‘%#

误差 "I$ %‘%%# " & &
!!注! %%‘%$ ""# "$ d#,‘%%# %%‘%# ""# "$ d,,‘%%

"‘*‘*!果胶酶!因素水平见表 ’# 试验设计与结果
见表 )# 方差分析见表 ,’ 由此可知# 各因素对石斛
碱( 总生物碱含有量的影响程度均依次为 .sOs
Is4# 最优提取条件为 I#O*4#."% 多糖含有量依
次为.sOs4sI# 最优提取条件为I#O*4#.*# 故
无论是生物碱还是多糖# 其优化条件均不同# 并且
未在正交表中# 故再分别作进一步筛选’

表 aI果胶酶因素水平
@:<OaIV:./*84:6)9-[-94,*8W-./"6:4-

水平 I加酶量PC O酶解温度Pj 4酶解时间PT .料液比
# %‘+$ +$ "‘$ # h*%
" %‘$% $% *‘% # h+%
* %‘$$ $$ *‘$ # h$%

表 ]I果胶酶试验设计与结果
@:<O]I7-4"16:6)8-429/4*,/-4/4,*8W-./"6:4-

试验号 I O 4 . 含有量P"9C-Cl#$
石斛碱 总生物碱 多糖

# # # # # *‘")) $ +‘%$, & ""‘&$, %
" # " " " *‘$%% $ +‘*"+ ’ "$‘$+) $
* # * * * *‘+## & +‘"#" , "$‘#$’ *
+ " # " * *‘"$+ # +‘#%) + "+‘*$’ #
$ " " * # *‘"’# + +‘#%$ ’ ""‘*"& +
& " * # " *‘$#’ , +‘*$" # "&‘"$) %
’ * # * " *‘*+$ + +‘#’, # ""‘+&’ *
) * " # * *‘*%’ ) +‘#$, * "&‘",$ ,
, * * " # *‘*") & +‘#", , "+‘#$+ ’

均值 # *‘+%% *‘",& *‘*’# *‘",&
均值 " *‘*+) *‘*&% *‘*&# *‘+$$
均值 * *‘*"’ *‘+#, *‘*+* *‘*"+
极差 %‘%’* %‘#"* %‘%") %‘#$,
均值 # +‘#,, +‘##& +‘#,% +‘%,)
均值 " +‘#), +‘#,’ +‘#)) +‘")$
均值 * +‘#$& +‘"*" +‘#&& +‘#&%
极差 %‘%+* %‘##& %‘%"+ %‘#)’
均值 # "+‘+$$ "*‘#&# "$‘%’# "*‘%+’
均值 " "+‘*#+ "+‘’"+ "+‘&)’ "+‘’$)
均值 * "+‘*%& "$‘#,% "*‘*#’ "$‘"’%
极差 %‘#+, "‘%", #‘’$+ "‘""*

表 YI果胶酶方差分析
@:<OYI=6:9R4"4*,[:8":6.-,*8W-./"6:4-

指标 来源 离均差平方和 自由度 %比 !值
石斛碱 I %‘%%) " )‘%%% &

O %‘%"* " "*‘%%% _%‘%$
. %‘%+* " +*‘%%% _%‘%$

误差 "4$ %‘%%# " & &
总生物碱 I %‘%%* " *‘%%% &

O %‘%"# " "#‘%%% _%‘%$
. %‘%$+ " $+‘%%% _%‘%$

误差 "4$ %‘%%# " & &
多糖 O &‘’’$ " #&#‘*#% _%‘%#

4 $‘#%% " #"#‘+", _%‘%#
. )‘#*+ " #,*‘&&’ _%‘%#

误差 "I$ %‘%+" " & &
!!注! %%‘%$ ""# "$ d#,‘%%# %%‘%# ""# "$ d,,‘%%

!!按照果胶酶提取生物碱的最优条件 I#O*4#."
进行提取# 与正交试验中生物碱含有量最高的第 &
组 "I"O*4#."$ 进行比较% 按照果胶酶提取多糖
的最优条件I#O*4#.* 进行提取# 与正交试验中多
糖含有量最高的第 ) 组 "I*O"4#.* $ 进行比较#
各平行 * 份# 测得石斛碱( 总生物碱( 多糖含有
量# 取平均值# 结果见表 #%’ 由表可知# 生物碱(
多糖含有量在 I#O*4#." 条件下均高于 I"O*4#."%
在I#O*4#.* 条件下# 多糖含有量高于 I*O"4#.*#
但与其他酶提结果比较相对较低# 而且生物碱含有
量也并非最高’ 最终确定# 果胶酶提取的最优条件
为I#O*4#."# 即加酶量 %‘+$ C# 酶解温度 $$ j#
酶解时间 "‘$ T# 料液比 # h+%’

表 %UI果胶酶提取条件比较
@:<O%UIA*!W:8"4*6*,W-./"6:4--S/8:./"*6.*6)"/"*64

条件
含有量P"9C-Cl#$

石斛碱 总生物碱 多糖
I#O*4#." *‘$"+ + +‘+$" ) "&‘*"+ "
I*O"4#.* *‘""$ " +‘#+* ’ ")‘)*’ &

"‘+!验证试验!见图 # 和表 ##’

图 %I正交试验柱状图
V"1O%ID"4/*18:!,*8*8/5*1*6:9/-4/4

KI讨论
预试验应用邻苯二甲酸氢钾(氢氧化钠( 柠檬

酸(柠檬酸钠缓冲液 " ZR均为 $‘%$ 对木瓜蛋白
**)
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!!!! 表 %%I验证试验结果
@:<O%%I#-429/4*,[-8",".:/"*6/-4/4

酶
因素 含有量P"9C-Cl#$

加酶量PC ZR值 提取温度Pj 提取时间PT 料液比 石斛碱 总生物碱 多糖
木瓜蛋白酶 %‘#% $‘$ +$ "‘% # h$% *‘+,$ $ +‘*+# ) *$‘),) ’
纤维素酶 %‘*% $‘% $% "‘% # h+% *‘$#+ ) +‘*$# * *&‘**# "
果胶酶 %‘+$ +‘$ $$ "‘$ # h+% *‘$"+ + +‘+$" ) "&‘*"+ "

酶( 纤维素酶( 果胶酶进行考察# 发现在相同 ZR
值的不同缓冲液中# 每种酶对金钗石斛有效成分的
提取效果无明显差异’ 由于柠檬酸( 柠檬酸钠与邻
苯二甲酸氢钾相比在水中更易溶解# 故最终选择柠
檬酸(柠檬酸钠缓冲液’

结合前期单因素试验与正交试验结果发现# 与
木瓜蛋白酶( 纤维素酶相比# 果胶酶提取金钗石斛
多糖的含有量明显更低# 其原因一方面可能是果胶
酶主要分解果胶质# 对多糖溶出的影响并不大% 另
一方面# 果胶酶活性较低# 其加酶量相对较多# 而
且酶与多糖均溶于水层# 对后者有一定吸附作用#
在离心过程中有可能两者一起被沉淀’

预试验中参考张利报道的方法)#$* # 酶解后对
药渣进行生物碱提取# 而酶液进行多糖提取# 但发
现石斛碱出峰极小# 甚至不出峰# 总生物碱含有量
也极低% 酶液中加入有机溶剂 "三氯甲烷( 乙酸
乙酯$ 萃取后# 石斛碱峰面积增大’ 进一步考察
发现# 加入氨水碱化溶液后再萃取生物碱时# 石斛
碱( 总生物碱含有量均明显增加# 说明酶解过程中
随着细胞壁的破坏# 生物碱与多糖一部分溶于酶液
中# 另一部分留在药渣中# 通过不断优化提取条件
可尽量将药渣中的有效成分都提取出来’

当酶提金钗石斛生物碱时# 由于是在酶液中进
行# 故可能还有少量留在水相# 不能保证完全萃
取# 而且结合前期实验可知# 它的成本也可能比溶
剂法高’ 但总体上# 该方法过程温和# 在节约提取
时间的同时提高了成分含有量# 值得进一步推广
应用’
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