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摘要： 目的　 优化石榴瓤多糖提取工艺， 并评价其抑制透明质酸酶活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以料液比、 超

声时间、 超声温度为影响因素， 多糖得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计优化提取工艺。 Ｅｌｓｏｎ⁃Ｍｏｒｇａｎ 法检测多糖对透

明质酸酶活性的抑制作用。 结果　 最佳条件为料液比 １ ∶ ２２， 超声时间 ３５ ｍｉｎ， 超声温度 ４８􀆰 ５ ℃， 多糖得率 ７􀆰 １３％ 。
多糖对透明质酸酶的最大抑制率为 ６７􀆰 ２％ ， ＩＣ５０ 为 １􀆰 ７２３ ｍｇ ／ ｍＬ， 其抑制机理属于可逆性抑制和非竞争性抑制。
结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取抑制透明质酸酶活性较强的石榴瓤多糖。
关键词： 石榴瓤； 多糖； 提取； 抑制透明质酸酶活性； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计； Ｅｌｓｏｎ⁃Ｍｏｒｇａｎ 法

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 ２　 　 　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２０）０９⁃２２６６⁃０６
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２０􀆰 ０９􀆰 ００４

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ ｐｅｒｉｃａｒｐ

ＷＡＮＧ Ｚｈａｎ⁃ｙｉ１， 　 ＬＩＡＯ Ｃｈｅｎｇ⁃ｂｉｎ１， 　 ＧＯＮＧ Ｊｉｎ⁃ｙａｎ１， 　 ＺＨＡＯ Ｃｈｕｎ⁃ｌｉｎ１， 　 ＳＵＮ Ｘｉａｏ⁃ｍｅｉ１， 　
ＸＩＡＮＧ Ｌａｎ２

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｚａｏｚｈｕａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚａｏｚｈｕａｎｇ ２７７１６０， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｊｉｎａｎ ２５００１２， Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ　 Ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ ｐｅｒｉｃａｒｐ ａｎｄ ｔｏ
ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅｉｒ ａｎｔｉ⁃ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ． ＭＥＴＨＯＤＳ 　 Ｗｉｔｈ ｓｏｌｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ， ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ， ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ ａｓ ａｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ， ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ
ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｂｙ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｄｅｓｉｇｎ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ． Ｅｌｓｏｎ⁃Ｍｏｒｇａｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｃｔｃｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ １ ∶ ２２ ｆｏｒ ｓｏｌｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ， ３５ ｍｉｎ ｆｏｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ４８􀆰 ５ ℃ ｆｏｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，
ｔｈｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ ｗａｓ ７􀆰 １３％ ． Ｔｈｅ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ｗａｓ ６７􀆰 ２％
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＩＣ５０ｏｆ １􀆰 ７２３ ｍｇ ／ ｍＬ， ｗｈｏｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｈｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｗｉｔｈ
ｓｔｒｏｎｇ ａｎｔｉ⁃ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｒｏｍ Ｐ． ｇｒａｎａｔｕｍ ｐｅｒｉｃａｒｐ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ ｐｅｒｉｃａｒｐ； ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ； ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ａｎｔｉ⁃ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ；
Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｄｅｓｉｇｎ； Ｅｌｓｏｎ⁃Ｍｏｒｇａｎ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 石榴 Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌ． 是石榴科石榴属多年

生木本植物［１］， 在我国栽培历史悠久， 拥有丰富

的资源。 石榴瓤为石榴果实的内果皮， 存在于石榴

籽假种皮外部间隙， 《全国中药炮制规范》 规定石

榴皮炮制方法为 “除去杂质， 去除残留的内瓤及

种子， 洗净， 切块， 干燥， 或洗净， 干燥后粉
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碎” ［２］， 可见在此过程中石榴瓤通常作为废物被丢

弃， 造成资源浪费［３］。 国内已有关于石榴皮多

糖［４⁃６］、 石榴叶多糖［７］、 石榴籽多糖［８］ 的研究， 但

石榴瓤作为石榴果实结构的一部分， 其所含的该成

分鲜有关注。
多糖具有抗过敏［９］、 调节免疫［１０］、 抗氧化［１１］

等多种生物活性， 以及抑制酶活性的作用［１２⁃１３］，
但关于石榴瓤多糖对透明质酸酶的抑制作用尚无报

道。 因此， 本实验采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计优化石榴

瓤多糖提取工艺， 并测定它对透明质酸酶的抑制作

用， 以期为其开发利用提供参考依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＨＮ⁃ＣＱＹ 低温超声波萃取仪 （上海汗

诺仪器有限公司）； ＸＦＢ－２００ 小型多功能粉碎机

（永康市小宝电器有限公司）； ＦＡ１１０４ 电子分析天

平 （上海越平科学仪器有限公司）； ＵＶ－２０００ 紫外⁃
可见分光光度计 （上海尤尼柯仪器有限公司）；
ＨＨ⁃Ｓ６ 数显恒温水浴锅 （常州普天仪器制造有限

公司）； ＳＨＺ⁃Ｄ （Ⅲ） 循环水式真空泵 （巩义市予

华仪器有限责任公司）； ＲＥ５２ＣＳ⁃２ 旋转蒸发仪

（上海亚荣生化仪器厂）； ＷＦＺ 真空冷冻干燥机

（上海高致精密仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 石榴于 ２０１８ 年 １０ 月采自山东

省枣庄市峄城区 “万亩石榴园” 主产区， 经枣庄

学院闫志佩教授鉴定为石榴科石榴属多年生木本植

物石榴 Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌ， 将新鲜样品洗干净后手

工撕取瓤部分， 阴干， 粉碎后过 ６０ 目筛， 备用。
Ｄ⁃无水葡萄糖对照品 （纯度≥９８％ ， 上海源叶生物

科技有限公司）； 透明质酸酶 （５ ０００ Ｕ ／ ｇ）、 透明

质酸钾 （上海联迈生物工程有限公司）； Ｅｈｒｌｉｃｈ 试

剂 （上海如吉生物科技发展有限公司）； 乙酰丙酮

（西陇科学股份有限公司）； ＤＮＳ 显色剂 （上海誉

宇新材料科技有限公司）； 抗坏血酸 （天津市河东

区红岩试剂厂）。 ３， ５⁃二硝基水杨酸、 苯酚、 浓盐

酸、 浓硫酸、 氯仿、 正丁醇等均为分析纯 （国药

集团化学试剂有限公司）； 水为蒸馏水， 由枣庄学

院生物学省级教学示范中心提供。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 多糖提取与纯化　 精密称取干燥的石榴瓤粉

末 １０􀆰 ０ ｇ， 置于 ５００ ｍＬ 干燥锥形瓶中， 加水至一

定料液比， 保鲜膜、 橡皮筋封住瓶口后置于超声波

提取器中， 设定超声功率为 ３００ Ｗ， 在一定超声温

度下提取一段时间后减压抽滤， 滤液定容至

１００ ｍＬ （滤液超过 １００ ｍＬ 时， 旋转蒸发仪将其浓

缩至 ８０ ｍＬ 左右后再定容）， 加入 １ ／ ４ 倍体积的氯

仿⁃正丁醇混合溶剂 （比例 ４ ∶ １） 搅拌 ３０ ｍｉｎ，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液， 重复 ３ 次以除

去蛋白质。 将粗多糖溶液置于透析袋 （截留分子

量 ３ ５００ Ｄａ） 中透析 ３６ ｈ 以除去小分子杂质， 完

毕后加入 ３ 倍量无水乙醇， 封口膜封好， 静置冷藏

过夜， 于第 ２ 天过滤， 滤饼复溶于水， 再加入 ３ 倍

量无水乙醇， 重复 ３ 次以除去色素， 得到白色多糖

沉淀， 真空冷冻干燥， 即得精多糖， 称定质量。 将

精多糖用蒸馏水溶解并定容至 ５０ ｍＬ， 作为供试品

溶液， 测定得率、 纯度， 公式分别为得率＝ （样品

中多糖含有量 ／样品质量） ×１００％ 、 纯度 ＝ （样品

中多糖含有量 ／精多糖质量） ×１００％ 。
２􀆰 ２　 总糖含有量测定

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取干燥至恒重的

Ｄ⁃无水 葡 萄 糖 对 照 品 ５０ ｍｇ， 蒸 馏 水 定 容 至

１００ ｍＬ， 即得 （０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 线性关系考察 　 采用苯酚－硫酸法［１４］。
将 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品溶液依次稀释至 １０、 ２０、
３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ μｇ ／ ｍＬ， 各取 １ ｍＬ， 置于

１０ ｍＬ具塞试管中， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ５％ 苯酚溶液， 摇

匀， 滴加 ５􀆰 ５ ｍＬ 浓硫酸， 摇匀， 室温下静置

３０ ｍｉｎ， 在４９０ ｎｍ波长处测定吸光度。 以溶液质量

浓度为横坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ） 进行

回归， 得 方 程 为 Ａ ＝ ０􀆰 ０７９ ２Ｘ － ０􀆰 ００５ ５ （ ｒ ＝
０􀆰 ９９９ ５）， 在 １􀆰 ４３ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系

良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 精密度试验 　 精密量取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下

对照品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法测定 ６ 次，
测得总糖含有量 ＲＳＤ 为 １􀆰 ２６％ ， 表明仪器精密度

良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 重复性试验　 精密称取干燥的石榴瓤粉

末适量， 按 “２􀆰 １” 项方法制备 ６ 份供试品溶液，
按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法测定， 测得总糖含有量

ＲＳＤ 为 １􀆰 ４８％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ４　 稳定性试验　 精密称取干燥的石榴瓤粉

末适量， 按 “２􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液， 室

温下于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 １６ ｈ 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下

方法测定， 测得总糖含有量 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８５％ ， 表明

溶液在 １６ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ５　 加样回收率试验　 精密称取含有量已知

的干燥石榴瓤粉末适量， 按 “２􀆰 １” 项下方法制备

６ 份供试品溶液， 精密加入 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品

７６２２

２０２０ 年 ９ 月

第 ４２ 卷　 第 ９ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２０
Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ９



溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法测定， 测得

总糖平均加样回收率为 １０１􀆰 １２％ ， ＲＳＤ 为 ０􀆰 ９２％ 。
２􀆰 ３　 还原糖含有量测定 　 采用 ＤＮＳ 显色法［１４］。
精密量取 “ ２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品溶液 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０ ｍＬ 于具塞刻度试管中， 不足

１􀆰 ０ ｍＬ 的蒸馏水补足 １􀆰 ０ ｍＬ， 加入 ３， ５⁃二硝基水

杨酸 （ＤＮＳ） 显色剂 ２􀆰 ０ ｍＬ， 沸水浴 ５ ｍｉｎ 后用自

来水冷却， 蒸馏水补至 １０ ｍＬ， 于 ５４０ ｎｍ 波长处

测定吸光度。 以溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 吸

光度为纵坐标 （Ａ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝ ０􀆰 ０１７
２Ｘ－０􀆰 １８６ ２ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ３）， 在 ５～５０ μｇ ／ ｍＬ范围内

线性关系良好。
２􀆰 ４　 多糖含有量测定 　 按 “２􀆰 ２” 项下方法测定

总糖含有量， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测定还原糖含有

量， 多糖含有量＝总糖含有量－还原糖含有量。
２􀆰 ５　 提取工艺优化

２􀆰 ５􀆰 １　 单因素试验

２􀆰 ５􀆰 １􀆰 １　 料液比　 精密称取石榴瓤粉末 ３􀆰 ０ ｇ， 固

定超声时间 ３５ ｍｉｎ、 超声温度 ４５ ℃， 考察粉末与

水比例 （料液比） １ ∶ ８、 １ ∶ １２、 １ ∶ １６、 １ ∶ ２０、
１ ∶ ２４、 １ ∶ ２８ 对多糖得率的影响， 结果见图 １。 由

此可知， 随着提取溶剂用量增加， 多糖得率呈先升

后降的趋势， 料液比为 １ ∶ ２０ 时达到最大； 进一步

加大提取溶剂用量后， 多糖得率反而略呈下降趋

势， 其原因是溶剂量过多会增加该成分损失。 因

此， 确定料液比为 １ ∶ ２０ 左右。

图 １　 料液比对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

２􀆰 ５􀆰 １􀆰 ２　 超声时间　 精密称取石榴瓤粉末 ３􀆰 ０ ｇ，
固定料液比 １ ∶ ２０、 超声温度 ４５ ℃， 考察超声时

间 ２０、 ２５、 ３０、 ３５、 ４０、 ４５ ｍｉｎ 对多糖得率的影

响， 结果见图 ２。 由此可知， 提取 ２０ ～ ３５ ｍｉｎ 时，
多糖得率升高趋势明显； 超过 ３５ ｍｉｎ 后， 多糖得

率反而略有下降， 其原因是超声时间过长时该成分

结构会发生改变。 因此， 确定超声时间为３５ ｍｉｎ
左右。
２􀆰 ５􀆰 １􀆰 ３　 超声温度　 精密称取石榴瓤粉末３􀆰 ０ ｇ，

图 ２　 超声时间对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｉｍｅ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

固定料液比 １ ∶ ２０、 超声时间 ３５ ｍｉｎ， 考察超声

温度 ２５、 ３５、 ４５、 ５５、 ６５、 ７５ ℃ 对多糖得率的

影响， 结果见图 ３。 由此可知， 在 ２５ ～ ４５ ℃ 下，
多糖得率升高趋势明显； 超过 ４５ ℃ 后， 多糖得

率反而呈下降趋势， 其原因是温度过高时该成分

会氧化变质或水解损失。 因此， 确定超声温度为

４５ ℃左右。

图 ３　 超声温度对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

２􀆰 ５􀆰 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计 　 在单因素试验基础上，
以料液比 （Ａ）、 超声时间 （Ｂ）、 超声温度 （Ｃ）
为影响因素， 多糖得率为评价指标 （Ｙ）， 应用 Ｄｅ⁃
ｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计， 优

化提取工艺。 因素水平见表 １， 结果见表 ２。
表 １　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

水平
因素

Ａ 料液比 Ｂ 超声时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 超声温度 ／ ℃
－１ １ ∶ １６ ３０ ３５

０ １ ∶ ２０ ３５ ４５

１ １ ∶ ２４ ４０ ５５

　 　 将表 ２ 数据进行多元回归拟合， 得到方程为

Ｙ＝ ７􀆰 ０９ ＋ ０􀆰 １３Ａ ＋ ０􀆰 ０９０Ｂ ＋ ０􀆰 ０８３Ｃ － ０􀆰 １５ＡＢ ＋
０􀆰 ２８ＡＣ＋０􀆰 ０９０ＢＣ－０􀆰 １８Ａ２ －０􀆰 ２７Ｂ２ －０􀆰 ３７Ｃ２， 方差

分析见表 ３。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０００ １， 表明模

型达到极显著水平； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明未知因

素对实验结果影响较小； Ｒ２ 为 ９８􀆰 ９６％ ， 表明模型

拟合程度良好， 可代替真实点进行分析； 各因素及

其交互项、 二次项均达到显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 或极显

著 （Ｐ＜０􀆰 ０１） 水平。
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表 ２　 试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ
试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｙ 多糖得率 ／ ％

１ ０ ０ ０ ７􀆰 １１
２ １ ０ １ ６􀆰 ９７
３ ０ １ －１ ６􀆰 ３４
４ １ －１ ０ ６􀆰 ８６
５ ０ ０ ０ ７􀆰 １２
６ ０ １ １ ６􀆰 ７３
７ １ ０ －１ ６􀆰 ２９
８ －１ １ ０ ６􀆰 ７１
９ ０ －１ １ ６􀆰 ３７

１０ ０ ０ ０ ７􀆰 ０９
１１ －１ ０ －１ ６􀆰 ６７
１２ －１ ０ １ ６􀆰 ２３
１３ ０ ０ ０ ７􀆰 ０６
１４ ０ －１ －１ ６􀆰 ３４
１５ －１ －１ ０ ６􀆰 ２３
１６ ０ ０ ０ ７􀆰 ０５
１７ １ １ ０ ６􀆰 ７４

表 ３　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源
离均差
平方和

自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １􀆰 ８１ ９ ０􀆰 ２０ ７４􀆰 ００ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ０􀆰 １３ １ ０􀆰 １３ ４７􀆰 ８６ ０􀆰 ０００ ２
Ｂ ０􀆰 ０６５ １ ０􀆰 ０６５ ２３􀆰 ８５ ０􀆰 ００１ ８
Ｃ ０􀆰 ０５４ １ ０􀆰 ０５４ ２０􀆰 ０４ ０􀆰 ００２ ９
ＡＢ ０􀆰 ０９０ １ ０􀆰 ０９０ ３３􀆰 １２ ０􀆰 ０００ ７
ＡＣ ０􀆰 ３１ １ ０􀆰 ３１ １１５􀆰 ４２ ＜０􀆰 ０００ １
ＢＣ ０􀆰 ０３２ １ ０􀆰 ０３２ １１􀆰 ９２ ０􀆰 ０１０ ６
Ａ２ ０􀆰 １３ １ ０􀆰 １３ ４９􀆰 １０ ０􀆰 ０００ ２
Ｂ２ ０􀆰 ３１ １ ０􀆰 ３１ １１５􀆰 ４２ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ０􀆰 ５７ １ ０􀆰 ５７ ２０９􀆰 ８６ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ０􀆰 ０１９ ７ ０􀆰 ００２ ７ — —
失拟项 ０􀆰 ０１５ ３ ０􀆰 ００５ １ ５􀆰 ４８ ０􀆰 ０６６ ９
误差项 ０􀆰 ００３ ７ ４ ０􀆰 ０００ ９ — —
总离差 １􀆰 ８３ １６ — — —

　 　 响应面分析见图 ４。 由此可知， 固定超声温度

（Ｃ） 时， 因素 Ａ （料液比）、 Ｂ （超声时间） 对多

糖得率的影响均呈倒 Ｕ 型变化； Ａ 对响应面坡度的

改变程度大于 Ｂ， 表明前者影响较大。 同理， 其他

因素影响程度为 Ａ＞Ｃ、 Ｂ＞Ｃ。
通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对表 ３ 数据进行

分析， 得到最优工艺为料液比 １ ∶ ２２􀆰 ４４， 超声时

间 ３５􀆰 ３０ ｍｉｎ， 超声温度 ４８􀆰 ５０ ℃， 多糖得率为

７􀆰 １４％ ， 考虑到实际生产条件， 将其修正为料液比

１ ∶ ２２， 超声时间 ３５ ｍｉｎ， 超声温度４８􀆰 ５ ℃。 在此

优化工艺下进行 ３ 批验证试验， 测得多糖得率分别

为 ７􀆰 １４％ 、 ７􀆰 １２％ 、 ７􀆰 １３％ ， 平均 ７􀆰 １３％ ， 与预测

值 ７􀆰 １４％ 接近， 表明模型具有较好的稳定性。

注： 左图为三维曲面图， 右图为等高线图。

图 ４　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

２􀆰 ６　 抑制透明质酸酶活性检测

２􀆰 ６􀆰 １　 抑制率测定 　 采用 Ｅｌｓｏｎ⁃Ｍｏｒｇａｎ 法［１５］。 按

“２􀆰 １” 项下方法测得精多糖纯度约为 ７５％ ， 通过含

有量换算， 将其依次配制成 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ８、
１􀆰 ２、 １􀆰 ６、 ２􀆰 ０、 ２􀆰 ４、 ２􀆰 ８、 ３􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， 各精

密量取 ０􀆰 ５ ｍＬ 至 １０ ｍＬ 试管中， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 透明

质酸酶 （５００ Ｕ ／ ｍＬ） 混匀， ３７ ℃下水浴 ２０ ｍｉｎ， 取

出试管， 加入 ０􀆰 １ ｍＬ ＣａＣｌ２ 溶液 （２􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ） 混

匀， ３７ ℃水浴 ２０ ｍｉｎ， 取出试管， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 透明

质酸钾溶液 （ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ） 混匀， ３７ ℃ 下水浴

４０ ｍｉｎ， 取出试管， 静置 ５ ｍｉｎ， 加入 ２ 滴 ＮａＯＨ 溶

液 （５ ｍｏｌ ／ Ｌ）、 ０􀆰 ５ ｍＬ 乙酰丙酮溶液混匀， 沸水浴

１５ ｍｉｎ 后冰水浴冷却 ５ ｍｉｎ， 取出试管， 静置 １０ ｍｉｎ
后加入蒸馏水 ０􀆰 ５ ｍＬ、 Ｅｈｒｌｉｃｈ 试剂０􀆰 ５ ｍＬ、 浓 ＨＣｌ
２ ｍＬ， 补加无水乙醇至 １０ ｍＬ， 振摇混匀， 静置

３０ ｍｉｎ后在 ５３０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以相同质量

浓度的抗坏血酸为阳性对照， 计算透明质酸酶抑制

率 （Ｒ）， 公式为 Ｒ＝ ［ （Ａ０－Ａ） ／ Ａ０］ ×１００％ ， 其中

Ａ０ 为对照组吸光度 （以不加样品、 酶液、 透明质酸

钾为空白对照）， Ａ 为样品组吸光度 （以加样品， 不

加酶液、 透明质酸钾为空白对照）。 抑制曲线见

图 ５。
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图 ５　 多糖对透明质酸酶活性的抑制曲线

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ
ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 由此可知， 在 ０􀆰 １ ～ ２􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 质量浓度范围

内多糖对透明质酸酶活性的抑制率明显增加， 在

２􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 时最大， 达 ６７􀆰 ２％ ， 但超过 ２􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ
后其升高程度趋缓； 多糖溶液质量浓度 （Ｘ） 与抑

制率 （ Ｙ） 之间呈正相关， 方程为 Ｙ ＝ ２６􀆰 １２Ｘ ＋
４􀆰 ９９ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ２）， ＩＣ５０为 １􀆰 ７２３ ｍｇ ／ ｍＬ； 抗坏

血酸 ＩＣ５０为 ０􀆰 ８１６ ｍｇ ／ ｍＬ， 表明其作用强于多糖。
２􀆰 ６􀆰 ２　 酶抑制动力学分析　

经前期预实验得知， 反应体系透明质酸酶反应

初速率维持时间≥３６ ｍｉｎ。 本实验固定多糖溶液质

量浓度为 ２􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ， 底物透明质酸钾浓度为

３􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 选 择 透 明 质 酸 酶 活 性 ２􀆰 ５、 ５􀆰 ０、
７􀆰 ５、 １０􀆰 ０、 １２􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ。 研究分为 ２ 组， １ 组为实

验组， 加入多糖； 另 １ 组为空白对照组， 不加入多

糖而以空白溶液代替， 测定反应初速率 （Ｖ）， 以

　

加入反应体系前的透明质酸酶活性为横坐标， 初速

率为纵坐标绘图， 以确定多糖对透明质酸酶的抑制

作用是否属于可逆性抑制类型［１６］， 结果见图 ６。
由此可知， 无论加或未加抑制剂， 曲线均通过原

点， 表明多糖对透明质酸酶的抑制作用属于可逆性

抑制［１７］。

图 ６　 透明质酸酶活性⁃反应初速率曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ⁃ｉｎｉｔｉａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

以 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ５􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 透明质酸

钾为底物， 加入 ０􀆰 ８、 １􀆰 ２、 １􀆰 ６、 ２􀆰 ０、 ２􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ
多糖溶液， 测定其在 １８ ｍｉｎ 时的吸光度。 以反应速

率的倒数 （１ ／ Ｖ） 为纵坐标， 加入反应体系前底物

透明质酸钾浓度的倒数 （１ ／ ［Ｓ］ ） 为横坐标绘图，
以确定多糖对透明质酸酶抑制作用类型［１８］， 结果见

图 ７。 由此可知， 曲线在 Ｘ 轴的负半轴几乎交于一

点， 属于非竞争性抑制类型［１９］， 表明底物浓度升高

不能降低多糖对透明质酸酶的抑制活性。

图 ７　 多糖 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 曲线

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

３　 讨论

本实验在单因素试验的基础上采用 Ｂｏｘ⁃
Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计优化石榴瓤多糖提取工艺， 得到最佳

条件为料液比 １ ∶ ２２ ｇ ／ ｍＬ， 超声时间 ３５ ｍｉｎ， 超

声温度 ４８􀆰 ５ ℃， 多糖得率为 ７􀆰 １３％ ， 与预测值

７􀆰 １４％ 接近， 表明工艺准确可靠。
透明质酸能在具有一定活性透明质酸酶的条件

下水解， 产生 β⁃Ｎ⁃乙酰葡糖胺， 后者可在碱的催

化下与乙酰丙酮缩合而形成生色原， 它在酸性条件

下与 Ｅｈｒｌｉｃｈ 试剂缩合显色， 缩合产物在５３０ ｎｍ波
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长处有最大吸收， 故通过可见分光光度法测定

β⁃Ｎ⁃乙酰葡糖胺含有量可得知透明质酸被水解的

程度， 进而间接判断透明质酸酶活性， 该成分含

有量越高， 酶活性也越高， 反之则越低， 上述方

法即为国际通用的 Ｅｌｓｏｎ⁃Ｍｏｒｇａｎ 法。 本实验采用

该方法测定石榴瓤多糖体外抑制透明质酸酶活

性， 发现其 ＩＣ５０为 １􀆰 ７２３ ｍｇ ／ ｍＬ， 表明其抑制作

用较强。
由此推测， 石榴瓤多糖对透明质酸酶的抑制机

理可能是前者作用于后者上的活性位点， 并优先以

非共价键结合， 使后者无法再作用于底物透明质

酸， 导致其活性暂时丧失； 或两者以共价键的形式

结合而发生反应， 使后者结构改变， 丧失其催化透

明质酸水解的活性位点， 从而永久性失活。
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