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白花丹参多糖酶法提取条件的
响应面优化及其抗氧化活性研究

巩　健

（淄博职业学院 制药与生物工程系，山东 淄博　２５５３１４）

摘　要：研究响应面优化复合酶法提取白花丹参多糖的工艺，并评价其抗氧化活性。以白花丹参多
糖提取率为响应值，液料比、酶解温度、酶解时间、复合酶（木瓜蛋白酶∶纤维素酶∶果胶酶＝２∶２∶１）
添加量为实验因素，采用响应面法建立数学模型，优化提取条件，并初步探讨白花丹参多糖的理化

性质，考察白花丹参多糖对ＤＰＰＨ和·ＯＨ自由基的清除能力。结果表明，通过二次回归模型响应
面分析，液料比、酶解时间、温度、复合酶添加量四因素对白花丹参多糖提取率的影响依次减弱；最

佳工艺条件为酶解温度５２℃、时间７０ｍｉｎ、复合酶添加量８．０ｍｇ／ｍＬ、液料比例为４５∶１ｍＬ／ｇ，在此
条件下多糖提取率为１３．３６％，模型方程理论预测值为１３．７０％，两者相对误差小于５％。白花丹
参多糖为左旋型、酸性多糖，易溶于水，并具有较强的抗氧化活性，对ＤＰＰＨ和·ＯＨ自由基的半数
抑制浓度分别为０．９６９ｍｇ／ｍＬ和３．１１４ｍｇ／ｍＬ，但抗氧化活性小于ＶＣ。采用响应面法优化得到了
白花丹参多糖的最佳复合酶提取工艺，得到的多糖具有较强的抗氧化活性。
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　　多糖具有多种药理活性，如抗氧化、抗炎性反
应、抗肿瘤、增强免疫等，且副作用小［１］，天然产物

如铁棍山药［２］、紫苏［３］、栀子［４］、啤酒酵母［５］等都含

有多糖成分。白花丹参（ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｆ．ａｌｂａ）
属稀有名贵食药材，富含多种有效活性成分。研究

表明，白花丹参提取物通过保护细胞周期与抑制细

胞凋亡对脂多糖（ＬＰＳ）损伤的血管内皮祖细胞发挥

保护作用［６］；此外，白花丹参水溶性部位可能通过

调节细胞氧化应激抑制由 ＬＰＳ导致的血管内皮细

胞凋亡［７］。本研究拟通过响应面法优化白花丹参

多糖的复合酶提取工艺，并探讨其体外抗氧化作用。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

白花丹参：购自山东泰联中药饮片公司，烘干至

恒重备用；ＤＰＰＨ（１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼）

：北京中生瑞泰科技；木瓜蛋白酶、果胶酶、纤维素

酶：上海士锋生物科技；Ｄ（＋）－无水葡萄糖（标准

品）：大连美仑生物技术；维生素Ｃ：Ｓｉｇｍａ（美国）；无
水乙醇等常用化学试剂均为国产分析纯。

１．２　白花丹参多糖的提取
白花丹参药材粉碎后过１００目筛，称取筛后粉

末５．０ｇ，按具体实验需要的酶解条件，在摇床上进
行酶解提取多糖成分，摇床转速为２００ｒ／ｍｉｎ，酶解
完成得到多糖浸提液，浓缩，Ｓｅｖａｇ法去除蛋白，上清

乙醇沉淀，离心，沉淀用乙醇、丙酮、乙醚依次清洗，

真空冷冻干燥。

１．３　多糖测定
通过苯酚—硫酸法测定多糖含量，还原糖测定

采用３，５－二硝基水杨酸法［８］。以 Ｄ（＋）－无水
葡萄糖作为标准品，得到标准曲线为ｙ＝０．０１５１ｘ－

０．０３９２，Ｒ２＝０．９９４３，方程式中 ｘ为葡萄糖质量浓

度，单位为ｍｇ／ｍＬ，ｙ为吸光度ＯＤ值。
多糖提取率计算公式为：Ｑ／％ ＝［（Ｎ×Ｔ）／Ｚ］

×１００，式中：Ｑ为多糖提取率（％）；Ｔ为多糖浸提液
的体积（ｍＬ）；Ｎ为由回归方程求得的多糖浓度

（ｍｇ／ｍＬ）；Ｚ为药材白花丹参粉末质量（ｇ）。
还原糖提取率计算公式：Ｈ／％ ＝提取液中还原

糖质量／白花丹参粉末质量×１００。

１．４　理化性质分析
将样品多糖分别溶于水、丙酮、乙醚、乙醇、正丁

醇、二甲基亚砜有机溶剂，观察溶解情况；用 ｐＨ计
测定样品溶液 ｐＨ值；采用碘—碘化钾反应检测样

品溶液中有无淀粉的存在，以１ｍｇ／ｍＬ淀粉溶液作

为对照；用自动旋光仪测１ｍｇ／ｍＬ样品多糖２０℃

时的旋光度；粘度测定具体方法参照文献［９］，使用

旋转流变仪（安东帕 ＭＣＲ３０２，奥地利）测定不同温

度下（２０℃、５０℃）样品溶液表观粘度随剪切速率

变化的曲线。

１．５　响应面优化设计
酶解ｐＨ４．５、摇床转速２００ｒ／ｍｉｎ及复合酶比

例（木瓜蛋白酶、纤维素酶、果胶酶的质量比为２∶２

∶１）［１０］三个条件不变，因素水平设计及数据分析方

法参考文献［１１］，具体因素水平见表１。数据分析采

用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件（Ｓｔａｔ－Ｅａｓｅ，Ｉｎｃ．）。

表１　白花丹参多糖提取条件优化的因素水平值

水平

因素

Ａ
液料比

／（ｍＬ／ｇ）

Ｂ
酶解

温度／℃

Ｃ
酶解

时间／ｍｉｎ

Ｄ
酶添加量

／（ｍｇ／ｍＬ）
－１ ２０∶１ ４６ ３０ ６
０ ４０∶１ ５２ ６０ ８
１ ６０∶１ ５８ ９０ １０

１．６　白花丹参多糖抗氧活性研究
白花丹参多糖对自由基 ＤＰＰＨ的清除能力测

定：０．２ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液与待测样液等体积（各２
ｍＬ）混合反应０．５ｈ后，测其在５１７ｎｍ处的吸光度
值，标记为Ｃ１，测ＤＰＰＨ溶液与蒸馏水在５１７ｎｍ处的
吸光度值，标记为Ｃ０，测乙醇与样液在５１７ｎｍ处的吸
光度值，标记为Ｃ２，同法测定对照ＶＣ的吸光度值

［１２］。

白花丹参多糖对自由基·ＯＨ的清除能力测
定：详细步骤参考文献［１２］，测定波长为５１０ｎｍ的吸
光度值，标记为 Ｃ１，蒸馏水替代样品溶液后的吸光
度值为Ｃ０，蒸馏水代替水杨酸后的吸光度值为 Ｃ２，
同法测定对照ＶＣ的吸光度值，并进行比较。

对两种自由基的清除率计算公式均为：

Ｙ／％ ＝［１－（Ｃ１－Ｃ２）／Ｃ０］×１００。

２　结果与分析
２．１　响应面优化
２．１．１　实验结果

具体结果见表２～表３。

表２　实验方案及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 多糖提取率／％
１ ０ ０ －１ １ ８．８５
２ １ －１ ０ ０ １１．６５
３ ０ １ ０ １ ９．４８
４ －１ ０ －１ ０ ７．１５
５ ０ １ ０ －１ ９．３５
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实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 多糖提取率／％
６ ０ ０ １ －１ １０．８６
７ －１ １ ０ ０ ７．２３
８ ０ －１ －１ ０ ９．２４
９ １ １ ０ ０ １０．８３
１０ －１ －１ ０ ０ ８．３５
１１ １ ０ ０ １ ９．８３
１２ ０ ０ ０ ０ １２．６３
１３ ０ －１ １ ０ １０．４１
１４ ０ １ －１ ０ ９．１２
１５ １ ０ ０ －１ ９．４７
１６ １ ０ －１ ０ ７．５７
１７ ０ ０ －１ －１ ７．９８
１８ ０ ０ ０ ０ １３．８５
１９ ０ －１ ０ １ ９．４１
２０ ０ ０ ０ ０ １３．４７
２１ －１ ０ ０ １ ７．４６
２２ ０ －１ ０ －１ １０．０１
２３ ０ ０ ０ ０ １３．５３
２４ －１ ０ １ ０ ９．３１
２５ ０ １ １ ０ １１．４５
２６ ０ ０ ０ ０ １３．３９
２７ －１ ０ ０ －１ ７．４３
２８ ０ ０ １ １ ９．６６
２９ １ ０ １ ０ １１．４１

表３　实验结果的方差分析

参数 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ 显著性

模型 １０６．８０ １４ ７．６３ １９．３８ ＜０．０００１
Ａ １５．９４ １ １５．９４ ４０．４８ ＜０．０００１
Ｂ ０．２２ １ ０．２２ ０．５５ ０．４７１１
Ｃ １４．５０ １ １４．５０ ３６．８２ ＜０．０００１
Ｄ ０．０１４ １ ０．０１４ ０．０３６ ０．８５３１
ＡＢ ０．０２３ １ ０．０２３ ０．０５７ ０．８１４５
ＡＣ ０．７１ １ ０．７１ １．７９ ０．２０２０
ＡＤ ０．０２７ １ ０．０２７ ０．０６９ ０．７９６４
ＢＣ ０．３４ １ ０．３４ ０．８５ ０．３７１０
ＢＤ ０．１３ １ ０．１３ ０．３４ ０．５７００
ＣＤ １．０７ １ １．０７ ２．７２ ０．１２１３

Ａ２ ４１．８０ １ ４１．８０ １０６．１８ ＜０．０００１
Ｂ２ １３．３３ １ １３．３３ ３３．８６ ＜０．０００１
Ｃ２ ２２．７７ １ ２２．７７ ５７．８４ ＜０．０００１
Ｄ２ ３３．６１ １ ３３．６１ ８５．３６ ＜０．０００１
残差 ５．５１ １４ ０．３９
失拟项 ４．７０ １０ ０．４７ ２．３１ ０．２１８０
纯误差 ０．８１ ４ ０．２０
总误差 １１２．３１ ２８
　　注：变异系数ＣＶ值为６．２７，Ｒ２＝０．９５０９，Ｒ２Ａｄｊ＝０．９０１８；
表示差异极显著（Ｐ＜０．００１），表示差异非常显著（Ｐ＜０．０１），
表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．１．２　方程建立与结果分析
多糖提取率（Ｑ）与自变量的二次多项回归拟合

方程：

Ｑ＝１３．３７＋１．１５Ａ－０．１３Ｂ＋１．１０Ｃ－０．０３４Ｄ＋
０．０７５ＡＢ＋０．４２ＡＣ＋０．０８２ＡＤ＋０．２９ＢＣ＋０．１８ＢＤ－
０．５２ＣＤ－２．５４Ａ２－１．４３Ｂ２－１．８７Ｃ２－２．２８Ｄ２

由表３方差分析结果可知，模型方程达到极显
著（Ｐ＜０．０００１），失拟项不显著（Ｐ＝０．２１８０＞
０．０５），调整决定系数 Ｒ２Ａｄｊ＝０．９０１８，总决定系数Ｒ

２

＝０．９５０９，这些值表明此回归方程模型成立，拟合
程度好，实验误差小，可用于白花丹参多糖酶法提取

工艺的优化。此外，液料比（Ａ）、酶解时间（Ｃ）、酶
解温度（Ｂ）、复合酶添加量（Ｄ）对白花丹参多糖提
取率的影响依次减弱，其中 Ａ、Ｃ达到极显著水平
（Ｐ＜０．０００１），两因素间交互作用均不显著（Ｐ＞
０．０５）。回归模型方程求解得到的最佳工艺参数为：
复合酶酶解温度５１．９℃，酶添加量７．９ｍｇ／ｍＬ，酶
解时间为６９．８ｍｉｎ，液料比为４５．１∶１ｍＬ／ｇ，此时白
花丹参多糖提取率达到１３．７０％。
２．１．３　交互作用分析

等高线的形状可反映出交互效应的强弱，椭圆

形表示两因素间交互作用显著，而圆形则与之相反。

图１表明各因素间交互作用等高线图均近似圆形，
说明交互作用对白花丹参多糖提取率的影响不显

著，与方差分析结果一致。
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图１　交互作用的响应面图

２．２　验证优化后工艺

将白花丹参多糖提取的最佳工艺参数微调为：

复合酶酶解温度５２℃，酶添加量８．０ｍｇ／ｍＬ，酶解

时间为７０ｍｉｎ，液料比为４５∶１ｍＬ／ｇ，为检验响应面

法优化后的工艺可靠性，此条件下平行进行３组实

验，白花丹参多糖、还原糖提取率的平均值分别为

１３．３６％、６．１７％，此多糖提取率值与回归方程理论

预测值１３．７０％的相对误差为２．４８％。

２．３　理化性质

白花丹参多糖易溶于水，难溶于乙醚、丙酮等有

机溶剂；ｐＨ值等于６．０３，表明其为酸性多糖；碘—

碘化钾试剂反应为阴性，无淀粉存在；在波长

５８９ｎｍ处的旋光度值为 －０．１０１，计算比旋光度为

－５０．５，提示白花丹参多糖为左旋型。粘度特性结

果见图２，样品多糖溶液粘度随温度的提高而下降，

随着剪切速度的增大而下降，表现为剪切稀化现象，

白花丹参多糖水溶液为假塑性流体。

图２　温度与剪切速度对样品溶液粘度特性的影响

２．４　多糖成分抗氧化活性研究

结果如图３～图４所示，白花丹参多糖浓度为

８ｍｇ／ｍＬ时，其对 ＤＰＰＨ自由基的清除率达到

８８．５１％，但小于 ＶＣ。白花丹参多糖清除 ＤＰＰＨ的

半数抑制浓度（ＩＣ５０）为０．９６９ｍｇ／ｍＬ，ＶＣ的 ＩＣ５０为

０．６９７ｍｇ／ｍＬ。白花丹参多糖浓度达到 １０ｍｇ／ｍＬ

时，对自由基·ＯＨ的清除率达到８８．５７％，但相同

浓度的ＶＣ对·ＯＨ的清除率高达９８．０４％，因此与

ＶＣ比较，白花丹参多糖清除·ＯＨ的能力较弱。白

花丹参多糖对自由基·ＯＨ的ＩＣ５０为３．１１４ｍｇ／ｍＬ，

ＶＣ的ＩＣ５０为０．４０３ｍｇ／ｍＬ。

３　结论
孟国良等采用正交实验法分别研究了白花丹参
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图３　白花丹参多糖对ＤＰＰＨ清除能力的测定

图４　白花丹参多糖对自由基·ＯＨ清除能力的测定

多糖微波［１３］和超声波［１４］萃取的工艺条件，得率均

小于１０％。刘振亮等通过水浴回流法提取白花丹

参多糖，多糖提取率为 ８．５３６％；当多糖浓度为

１ｍｇ／ｍＬ时，白花丹参多糖对亚油酸过氧化抑制率

为２３．０５％［１５］。文献查新未见酶法及响应面优化

法针对白花丹参多糖提取的工艺优化。本研究通过

响应面优化得到白花丹参多糖复合酶提取的最优工

艺参数如下：复合酶添加量８．０ｍｇ／ｍＬ、酶解时间

７０ｍｉｎ、酶解温度５２℃、液料比４５∶１ｍＬ／ｇ，此时多

糖提取率实际实验值为 １３．３６％，与理论预测值

１３．７０％相对误差小于５％，表明通过响应面法优化

得到的模型参数准确可靠，且多糖提取率高于超声

波和水浴回流提取法；此外，白花丹参多糖对自由基

·ＯＨ和ＤＰＰＨ均有清除效应，表明具有一定的体

外抗氧化活性，但与 ＶＣ比较，其清除这两种自由基

的能力较弱。

研究结果提示白花丹参多糖在功能食品或药品

添加剂的开发中具有一定的应用价值，如作为保健

营养品、美容护肤品、中药复方的添加剂等，下一步

研究将重点探讨白花丹参多糖的化学组成、相对分

子质量分布、单糖组成、波谱分析及其体内药理活

性，为其研发应用提供更多信息。
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