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摘要# 目的!优化复合酶提取金樱子根多糖工艺# 并评价其抗氧化活性& 方法!在单因素试验基础上# 以酶添加量’
酶解 Z@’ 酶解时间’ 液料比为影响因素# 多糖得率为评价指标# 响应面法优化提取工艺& 再测定多糖对 VBB@’
/S@’Si

# /自由基的清除作用&结果!最佳条件为酶添加量 #<"!# 酶解 Z@%<%# 酶解时间 %- 24E# 液料比 "* x"# 酶

解温度 %+ d# 多糖得率 "%"<+- 2=>=& &<’ 2=>2M多糖对 VBB@’ /S@’Si
# /自由基的清除率分别为(,<("!’

(*<"%!’ (*<&,!# NC+’分别为 ’<-&+’ "<#,%’ "<+#" 2=>2M& 结论!该方法简便可行# 可用于复合酶提取抗氧化活性
较强的金樱子根多糖&
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789:$7;:! 7<=!.88ZF424l/FH/782Z8PE9 /El:2//;FX37F48E F/7HE46P/Y8XZ80:L377H3X49/LYX82>+3( )($5&E
,(6( ]47H;$X88FL3E9 F8/W30P3F/FH/3EF48;493EF37F4W4F:$=>:?@19!D4FH /El:2/3994F48E# /El:280:L4LZ@#
/El:280:L4LF42/3E9 046P49)L8049 X3F483L4EY0P/E74E=Y37F8XL# Z80:L377H3X49/L:4/09 3L3E /W30P3F48E 4E9/;#
X/LZ8EL/LPXY37/2/FH89 [3L3ZZ04/9 F88ZF424l4E=FH//;FX37F48E 8E FH/\3L4L8YL4E=0/Y37F8X/;Z/X42/EF$^P\L/)
6P/EF0:FH/L73W/E=4E=/YY/7FL8YZ80:L377H3X49/L8E VBB@# /S@# Si

# / YX//X394730L[/X/9/F/X24E/9$
$>9AB:9!.H/8ZF423078E94F48EL[/X/9/F/X24E/9 F8\/#<"! Y8X/El:2/3994F48E# %<% Y8X/El:280:L4LZ@# %-
24E Y8X/El:280:L4LF42/# "* x" Y8X046P49)L8049 X3F48# 3E9 %+ d Y8X/El:280:L4LF/2Z/X3FPX/# FH/Z80:L377H3X49/L
:4/09 [3L"%"<+- 2=>=$.H/L73W/E=4E=X3F/L8YZ80:L377H3X49/L"&<’ 2=>2M$ 8E VBB@# /S@#Si

# / YX//X394)
730L[/X/(,<("!# (*<"%!# (*<&,! [4FH FH/NC+’ W30P/L8Y’<-&+# "<#,%# "<+#" 2=>2M# X/LZ/7F4W/0:$
;@C;BA9<@C!.H4LL42Z0/3E9 Y/3L4\0/2/FH89 73E \/PL/9 Y8XFH/782Z8PE9 /El:2//;FX37F48E Y8XZ80:L377H3)
X49/L[4FH LFX8E=3EF48;493EF37F4W4F:YX82>=)($5&,(6( X88FL$
D>EF@$19! >+3( )($5&,(6( ]47H;$( X88FL( Z80:L377H3X49/L( 782Z8PE9 /El:2//;FX37F48E( 3EF48;493EF37F4W4)
F:( X/LZ8EL/LPXY37/2/FH89

!!酶提取中药有效成分操作简单# 条件温和# 不
需要大型设备# 节约能源# 在有效成分结构研究’

生物活性保持方面具有一定优势)"* & 天然产物多
糖具有抗氧化’ 抗肿瘤’ 防衰老’ 降血糖等多种生
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物活性# 可开发为药品’ 食品’ 保健品的添加剂#
市场前景十分广阔)#)&* &

金樱子>+3( )($5&,(6( ]47H;$为我国南方民间
习用药材# 资源丰富# 广泛分布于广西’ 广东’ 湖
南等地# 是妇科千金片’ 金鸡胶囊’ 三金片’ 王老
吉凉茶等主要原药材)%)+* # 其根部化学成分以三萜皂
苷类’ 黄酮类’ 碳水化合物等为主)*)(* # 药理作用主
要包括抗炎’ 抗菌’ 抗氧化等)-)"’* # 但目前对其物
质基础和作用机制的研究不够深入& 前期报道# 酶
提取金樱子果实时可得到一定量多糖)""* # 具有较好
的抗氧化活性)"#* # 但未见该方法提取其根部位多糖
及抗氧化作用的报道# 故本实验优化复合酶提取金
樱子根多糖工艺# 并评价其抗氧化活性&
GH材料

金樱子根购自广西玉林中草药市场# 经玉林师
范学院陈晓白教授鉴定为蔷薇科植物金樱子 >+3(
)($5&,(6( ]47H;$的干燥根& 维生素 C’ F)无水葡
萄糖’ Si

# /"超氧阴离子自由基$’ /S@"羟自由
基$ 清除能力检测试剂盒购自北京索莱宝科技有
限公 司( 纤 维 素 酶 " +’ ’’’ R>=$’ 果 胶 酶
""’’ ’’’ R>=$’ 木瓜蛋白酶 "(’ ’’’ R>=$ 购自
江苏锐阳生物技术公司( VBB@ ""# ")二苯基)#)三
硝基苯肼$ 购自日本 .CN公司( 其他试剂均为国
产分析纯& +("’A型高速离心机 "德国 1ZZ/E98XY
公司$( J0ZH3)"+’* 型紫外分光光度计 "上海谱元
仪器有限公司$( ^@J)cJ型双功能水浴恒温振荡
器 "常州华普达教学仪器有限公司$( B@̂)#+ 型
B@计 "上海仪电科学仪器股份有限公司$( ^@c)
7型循环水真空泵’ # M)JA1型旋转蒸发器 "上海
皓庄仪器有限公司$&
LH方法
#<"!多糖提取""&#!粉碎*特定酶解条件下提取*
高温灭活*分离浓缩*乙醇沉淀*^/W3=/法脱蛋
白*二次醇沉*真空冷冻干燥&
#<#!多糖得率测定""&#!采用苯酚)硫酸法测定#
得到葡萄糖标准曲线为 An(<%-( *Xi’<’"( +
"># n’<--’ &$# 其中A为 %-’ E2下吸光度# X为
葡萄糖质量浓度 "2=>2M$& 再计算多糖得率
"2=>=$# 公式为得率n’/‘>D# 其中 ’为稀释液中
多糖质量浓度 "2=>2M$# / 为稀释倍数# ‘为稀
释液体积 "2M$# D为金樱子根粉末质量 "=$&
#<&!方法学考察
#<&<"!精密度试验!取葡萄糖对照品溶液 "’<’%
2=>2M$ 适量# 按 -#<#. 项下方法测定吸光度 *

次# 测得其 ÂV为 #<"!# 表明仪器精密度良好&
#<&<#!重复性试验!按 -#<". 项下方法制备样
品溶液# 按 -#<#. 项下方法测定多糖质量浓度 *
次# 测得其 ÂV为 ’<-!# 表明该方法重复性
良好&
#<&<&!稳定性试验!按 -#<". 项下方法制备样
品溶液# 室温下放置 ’’ %’ (’ "#’ "*’ #’’ #% H
后按 -#<#. 项下方法测定多糖质量浓度# 测得其
ÂV为 "<,!# 表明样品在 #% H内稳定性良好&
#<&<%!加样回收率试验!精密称取含有量已知的
样品 - 份# 按 +’!’ "’’!’ "+’!水平加入葡萄
糖对照品# 平行 & 份# 按 -#<#. 项下方法测定多
糖质量浓度# 计算回收率& 结果# & 个水平下的平
均加样回收率分别为 -+<%!’ --<(!’ "’+<,!#
ÂV分别为 "<+!’ #<(!’ &<%!&
#<%!单因素试验!固定摇床转速为 "(’ X>24E# 复
合酶 "纤维素酶x果胶酶x木瓜蛋白酶$ "" x" x
")"%* $# 考察酶添加量 " "<’!’ "<+!’ #<’!’
#<+!’ &<’!$’ 酶解 Z@ "&<+’ %<’’ %<+’ +<’’
+<+$’ 液料比 ""’ x"’ "+ x"’ #’ x"’ #+ x"’
&’ x"$’ 酶解时间 "&’’ +’’ ,’’ -’’ ""’ 24E$’
酶解温度 "&+’ %’’ %+’ +’’ ++ d$ 对多糖得率
的影响& 结果# 各因素固定水平为酶解 Z@%<+#
液料比 #’ x"# 酶添加量 #<’!# 酶解时间 +’ 24E#
酶解温度 %+ d&
#<+!响应面试验!在单因素试验基础上# 以酶添
加量 "J$’ 酶解 Z@ "c$’ 酶解时间 "C$’ 液料
比 "V$ 为影响因素# 多糖得率为评价指标 "O$#
响应面法优化提取工艺& 因素水平见表 "&

表 GH因素水平
:)IJGHN).*"+/)3!(%[%(/

因素
水平

i" ’ "
J酶添加量>! "<+ #<’ #<+
c酶解 Z@ %<’ %<+ +<’
C酶解时间>24E &’ +’ ,’
V液料比 "+ x" #’ x" #+ x"

#<*!抗氧化活性实验!测定多糖对 VBB@’ Si
# /

自由基的清除作用)"%* # 检测波长分别为 +",’
&#’ E2( 按照试剂盒说明书# 测定多糖对/S@自
由基的清除作用#检测波长为+&* E2& 以上实验均选
择维生素C作为对照# 质量浓度均分别设置为 ’<#’
’<*’ "<’’ "<%’ "<(’ #<#’ #<*’ &<’ 2=>2M&
MH结果
&<"!单因素试验!图 " 显示# 当酶添加量为
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#<’!时# 多糖得率可达 "&+<’( 2=>=# 但进一步
加大后无显著变化# 故选择 #<’!作为最佳酶添加
量& 图 # 显示# 当酶解 Z@为 %<+ 时# 多糖得率达
到最大# 为 "&%<%+ 2=>=# 但 Z@偏高或偏低均不
利于酶活性发挥# 故选择 %<+ 作为最佳酶解 Z@&
图 & 显示# 当液料比为 #’ x" 时# 多糖得率达到
"&*<"# 2=>=# 但液料比继续增大后得率反而减小#
其原因可能与液料比过高不利于多糖溶出有关# 而
用水量过大会加重后续浓缩工作负担# 不利于工业
化实际生产# 故选择 #’ x" 作为最佳液料比& 图 %
显示# 随着酶解温度升高# 多糖得率先提高后降
低# 这是由于温度过高会导致酶活力减弱# 故选择
%+ d作为最佳酶解温度& 图 + 显示# 当酶解时间
为 +’ 24E 时# 多糖得率为 "#-<+" 2=>=# 接近于
-’ 24E时的最大值# 但再进一步延长酶解时间时得
率反而减小# 其原因可能与时间过长导致酶催化活
性减弱有关# 故选择 +’ 24E作为最佳酶解时间&

图 GH酶添加量对多糖得率的影响
N#&JGH>--%.*/"-%3a,6%)!!#*#"3"35"(,/)..2)+#!%/,#%(!

图 LH酶解5?对多糖得率的影响
N#&JLH>--%.*/"-%3a,6"(,/#/5?"35"(,/)..2)+#!%/,#%(!

图 MH液料比对多糖得率的影响
N#&JMH>--%.*/"-(#K’#!O/"(#!+)*#" "35"(,/)..2)+#!%/,#%(!

图 VH酶解温度对多糖得率的影响
N#&JVH>--%.*/"-%3a,6"(,/#/*%65%+)*’+%

"35"(,/)..2)+#!%/,#%(!

图 RH酶解时间对多糖得率的影响
N#&JRH>--%.*/"-%3a,6"(,/#/*#6%"35"(,/)..2)+#!%/,#%(!

&<#!响应面法!结果见表 ## 得到二次多项回归
表 LH试验设计及结果

:)IJLH1%/#&3)3!+%/’(*/"-*%/*/

试验号 J c C V O>"2=/=i"$
" ’ ’ i" " "&&<’#
# " i" ’ ’ "&#<+&
& ’ " ’ " "&*<*%
% i" ’ i" ’ ""+<,*
+ ’ " ’ i" "#"<*+
* ’ ’ " i" "&+<"#
, i" " ’ ’ "#%<"*
( ’ i" i" ’ "#(<+*
- " " ’ ’ ""+<-#
"’ i" i" ’ ’ ""%<+*
"" " ’ ’ " "&%<,+
"# ’ ’ ’ ’ "%+<,#
"& ’ i" " ’ ""’<#(
"% ’ " i" ’ "’,<-#
"+ " ’ ’ i" "&#<#%
"* " ’ i" ’ "#(<+*
", ’ ’ i" i" "&&<#%
"( ’ ’ ’ ’ "%’<*(
"- ’ i" ’ " "#%<’’
#’ ’ ’ ’ ’ "%&<%(
#" i" ’ ’ " "#’<(%
## ’ i" ’ i" "&*<%’
#& ’ ’ ’ ’ "%&<*-
#% i" ’ " ’ "#%<((
#+ ’ " " ’ "&#<(,
#* ’ ’ ’ ’ "%#<#’
#, i" ’ ’ i" "&#<-#
#( ’ ’ " " "#’<%’
#- " ’ " ’ "#"<,*

&#%#
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方程为 8n"%&<"+ m#<,#Ai’<*’Li’<"+*i
"<(&Fi*<++ALi&<-(A*m&<*+AFm"’<("L*m
*<(+LFi&<*#*Fi"’<’"A# i""<*(L# i"’<(#*# i
#<##F## 方差分析见表 && 由表可知# 模型 Hh
’<’’’ "# 失拟项 Hk’<’+# 总决定系数 ># n
’<-*" &# 调整后>#39Kn’<-## +# 表明该模型与实验
数据拟合程度良好# 误差小# 可用于预测( 各因素
影响程度依次为酶添加量 "J$ k液料比 "V$ k
酶解 Z@ "c$ k酶解时间 "C$# 其中 c’ C影响
不显著 "Hk’<’+$# 其他 # 个因素影响显著 "Hh
’<’+$# 而且除 V# 外同一因素或两两因素间的交
互作用也均有显著影响 "Hh’<’+$& 响应面分析
见图 *&
!!由此可知# 最优工艺为酶添加量 #<"!# 酶解
Z@%<%# 酶解时间 %(<-- 24E# 液料比 "*<& x"# 多
糖得率 "%%<’, 2=>=# 考虑到实际操作方便# 将其
修正为酶添加量 #<"!# 酶解 Z@%<%# 酶解时间
%- 24E# 液料比 "* x"& 再进行 & 次验证试验# 测

表 MH方差分析
:)IJMH73)(,/#/"-[)+#)3.%

来源 离均差平方和 自由度 均方 S值 H值
模型 # (&&<," "% #’#<%" #%<(# h’<’’’ "
J ((<,( " ((<,( "’<(( ’<’’+ &
c %<#( " %<#( ’<+& ’<%(’ *
C ’<#* " ’<#* ’<’&" ’<(*# "
V %’<’% " %’<’% %<-" ’<’%& (
Jc ","<,% " ","<,% #"<’* ’<’’’ %
JC *&<&* " *&<&* ,<,, ’<’"% +
JV +&<## " +&<## *<+# ’<’## -
cC %*,<#" " %*,<#" +,<#( h’<’’’ "
cV "(,<++ " "(,<++ ##<-- ’<’’’ &
CV +#<+* " +#<+* *<%% ’<’#& *
J# *%-<*, " *%-<*, ,-<*+ h’<’’’ "
c# ((+<"% " ((+<"% "’(<+# h’<’’’ "
C# ,+-<*" " ,+-<*" -&<"& h’<’’’ "
V# &"<(& " &"<(& &<-’ ’<’*( &
残差 ""%<"- "% (<"* % %
失拟性 "’’<"( "’ "’<’# #<-* ’<"*" %
纯误差 "%<’" % &<+’ % %
总和 # -%,<-’ #( % !% !%

># n’<-*" &#>#39Kn’<-## +

图 ZH各因素响应面图
N#&JZH$%/5"3/%/’+-).%5("*/-"+[)+#"’/-).*"+/

得多糖得率为 "%"<+- 2=>=# 与预测值 "%%<’, 2=>=
相当# 表明该模型稳定可靠&
&<&!抗氧化活性实验
&<&<"!对 VBB@自由基的清除作用!图 , 显示#
多糖质量浓度为 ’<# e&<’ 2=>2M时# 对 VBB@自
由基的清除率逐渐增大# 在 &<’ 2=>2M时最高#
达 (,<("!# NC+’为 ’<-&+ 2=>2M&
&<&<#!多糖对/S@自由基的清除作用!图(显

示# 多糖质量浓度为 ’<# e&<’ 2=>2M时# 对/S@
自由基的清除率逐渐增大#在 &<’ 2=>2M时最高#
达 (*<"%!# NC+’为 "<#,% 2=>2M&
&<&<&!多糖对Si

# /自由基的清除作用!图-显示#
多糖质量浓度为 ’<# e&<’ 2=>2M时# 对 Si

# /
自由基的清除率逐渐增大#在 &<’ 2=>2M时最高#
达 (*<&,!# NC+’为 "<+#" 2=>2M&

%#%#
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图 ^H多糖对144?自由基的清除作用
N#&ĴH9.)[%3&#3& %--%.*/"-5"(,/)..2)+#!%/"3144?

-+%%+)!#.)(

图 cH多糖对)@?自由基的清除作用
N#&JcH9.)[%3&#3& %--%.*/"-5"(,/)..2)+#!%/"3)@?

-+%%+)!#.)(

图 fH多糖对@g
L )自由基的清除作用

N#&JfH9.)[%3&#3& %--%.*/"-5"(,/)..2)+#!%/"3@g
L )

-+%%+)!#.)(

VH讨论
前期易运红等)"+*采用超声波辅助水提醇沉法提

取金樱子根多糖# 在提取温度 ,’ d’ 提取时间
*’ 24E’ 料液比" x+’ =>2M’ 提取次数%次的条件下#
多糖得率为 "#,<,+ 2=>=( 郭巧玲等)"**采用超声波强
化碱水水浴提取该成分# 其得率为 "#%<+- 2=>=#
均低于本实验结果 ""%"<+- 2=>=$& 同时# 本实
!!!

验采用复合酶提取# 具有提取时间短’ 操作温度
低’ 有机溶剂用量少’ 不需要超声设备等优点&

另外# 抗氧化活性实验结果显示# 金樱子根多
糖对VBB@’ /S@’Si

# /自由基均具有较强的清除
作用#与韦玉兰等)"#*报道一致# 可为该成分进一步
研究开发提供理论基础&
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