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摘  要：以脱脂米糠为原料，采用淀粉酶和糖化酶水解除去淀粉，采用胃蛋白酶除去蛋白，在酸性条

件和碱性条件下各提取一次，优化米糠多糖提取工艺。实验结果表明，脱脂米糠以 1∶15 g/mL 料液比

加水充分混匀后，以 3%的淀粉酶水解 2 h、3%糖化酶水解 1 h、3%胃蛋白酶水解 1 h 除去淀粉和蛋白，

分别在酸性和碱性条件下 70 ℃、200 W 超声提取 90 min，得到米糠多糖的得率为 8.12%。冷冻干燥

后的粗多糖含有 84.2%的米糠多糖，6.6%的粗蛋白，2.1%的灰分和 5.8%的水分。 
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Abstract: Defatted rice bran was hydrolyzed by amylase, glucoamylase and pepsin to remove starch and 

protein. Then the rice bran polysaccharides were extracted from the treated defatted rice bran under acidic 

conditions and basic conditions once respectively. The result showed that defatted rice bran was mixed with 

distilled water with the ratio of 1∶15 g/mL. The mixture was hydrolyzed by 3% α-amylase for 2 h, 3% 

glucoamylase for 1 h and 3% pepsin for 1 h to remove starch and protein, extracted for 90 min in acidic and 

alkaline environments once respectively with ultra-sonic condition as 70 ℃, 200 W. The yield of the rice 

bran polysaccharides was 8.12%. After freeze-drying, the crude polysaccharides contained 84.2% rice bran 

polysaccharides, 6.6% crude protein, 2.1% ash and 5.8% water. 
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米糠是稻米加工的主要副产物，含有油脂、

蛋白质、碳水化合物、谷维素、维生素、钙、铁、

镁、锰、钾、钠、锌等多种人体必需的营养成分[1-2]。

在这些物质中，米糠多糖是最具有开发价值的功
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能成分之一[3]。米糠多糖是以 α-1,3-葡聚糖为主

链，以木糖（Xyl）、半乳糖（Gal）、甘露糖（Man）、

鼠李糖（Rha）、阿拉伯糖（Ara）、核糖（Rib）等

多种单糖单元为侧链组成的杂聚糖，相对分子质

量超过 1 000 000 Da[4-5]。米糠多糖具有抗氧化、

抗肿瘤、提高免疫、降血压、降血糖等多种生理

活性[6-7]。 

米糠多糖多使用热水或碱水提取，但是由于米
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糠多糖存在于米糠的细胞中，不容易溶出，所以

提取效率较低。针对这种情况，一般辅以超声[8-9]、

微波[10-11]、高温高压[12]等手段。根据已有的文献

报道，使用超声或者微波辅助后，米糠多糖的得

率一般在 2%左右，提高不是很明显。主要原因一

是米糠多糖与蛋白质、淀粉等其他物质以复合态

形式结合，单纯提取多糖不易；二是由于米糠主

要在细胞内，使用超声、微波等手段不能有效破

坏细胞壁，无法使多糖有效溶出。 

本实验以脱脂米糠为材料，在酸性环境下使

用酸破坏细胞壁使胞内物充分溶出，用淀粉酶、

糖化酶除掉淀粉，用蛋白酶除去蛋白质，然后使

用超声提取米糠多糖。提取液通过调节 pH 值除

去植酸钙，使用超滤设备制备米糠多糖，获得较

高的米糠多糖提取率。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

稳定化脱脂米糠：购自河南四维生物技术有

限公司。  

α-淀粉酶（3 700 U/g）和糖化酶（100 000 U/g）：

购自北京奥博星生物技术有限责任公司；胃蛋白

酶（3 000 U/mg）：购自生工生物工程(上海)股份

有限公司。实验所需其他试剂均为分析纯，购自

国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  仪器设备 

电热恒温培养箱（DRP-9162 型）：上海森信

实验仪器有限公司；离心机（ 5810R 型）：

Eppendorf；电子天平（PL3002-IC 型）：Mettler- 

Toledo；Lambda 35 紫外/可见分光光度计：Perkin 

Elmer；超滤膜系统：Sartorius，Vivaflow 200 微

型膜包，3 000 Da。 

1.3  实验方法 

1.3.1  超声提取法 

准确称取脱脂米糠 5.0 g置于 250 mL三角瓶，

按照设定料液比加入去离子水，充分浸润后，在

设定条件下超声提取一定时间，提取液离心     

（4 000 r/min）15 min，调节上清液 pH至 5.5，

加入淀粉酶和糖化酶各 50 mg，在 55 ℃反应 2 h，

调节 pH 至 4，加入胃蛋白酶 38 ℃反应 2 h。反

应完成后 95 ℃水浴 10 min灭酶活，取少量提取

液检测淀粉和蛋白残留。提取液使用饱和 Ca(OH)2

水溶液调节 pH 至中性，过滤，加入 4 倍体积的

95%乙醇，4 ℃静置 24 h，离心，收集下层残渣，

加入少量 95%乙醇洗涤后离心，残渣使用去离子

水溶解后稀释定容到一定体积，使用外标法通过

苯酚–硫酸法[13]检测多糖得率。 

1.3.2  单因素实验条件的确定 

提取温度：5.0 g脱脂米糠中加入 100 mL水，

分别在 30、40、50、60、80 ℃下，使用 125 W

超声提取 60 min。 

提取功率：5.0 g脱脂米糠中加入 100 mL水，

在 60 ℃下，分别使用 50、75、125、150、200、

250 W超声提取 60 min。 

提取时间：5.0 g脱脂米糠中加入 100 mL水，

在 60 ℃下，使用 125 W分别超声提取 60、70、

80、100、120 min。 

料液比：5.0 g脱脂米糠中分别加入 25、50、

75、125、150、200 mL水，在 60 ℃下，使用 125 W

超声提取 60 min。 

1.3.3  生物酶协同超声提取方法 

准确称取脱脂米糠 5.0 g置于 250 mL三角瓶，

按照设定的料液比加入去离子水，充分浸润，调

节 pH至 6.0，加入设定量的 α-淀粉酶后 60 ℃条

件下反应一定时间，调节 pH至 5.0，加入设定量

糖化酶后 50 ℃反应一定时间，分别取少量酶解

液，使用碘液检测，调节 pH 至 4，加入设定量胃

蛋白酶溶液，38 ℃反应一定时间，使用双缩脲法检

测蛋白去除效果。调节 pH值，在设定条件下超声

提取，过滤，提取液使用 Ca(OH)2调节 pH至中性，

90 ℃水浴 10 min 灭酶活，离心，过滤，醇沉后

离心，合并下层残渣，加入少量 95%乙醇洗涤后

离心，取残渣使用去离子水溶解后稀释定容到一

定体积，使用外标法通过苯酚–硫酸法检测多糖得率。 

酶种类：取三份脱脂米糠各 5.0 g，按 1∶15

的比例加入蒸馏水，混匀后，分别使用 3% α-淀

粉酶（pH 6、60 ℃水解 2 h）、3%糖化酶（pH 5、

50 ℃水解 1 h）和 3%胃蛋白酶（pH 4、38 ℃水
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解 1 h）水解，反应结束后 150 W、80 ℃超声提

取 60 min，提取液醇沉后检测总多糖含量。另取

5.0 g脱脂米糠，先后使用 3% α-淀粉酶（pH 6、

60 ℃水解 2 h）、3%糖化酶（pH 5、50 ℃水解 1 h）

和 3%胃蛋白酶（pH 4、38 ℃水解 1 h）水解，提

取后检测总多糖含量。 

酶解时间：在三角瓶中加入 5.0 g脱脂米糠，

按 1∶15的比例加入蒸馏水，混匀后，添加 3% α- 

淀粉酶，在 pH 6.0、60 ℃下反应 0.5、1、1.5、2 h，

使用碘液检测淀粉残留，直至碘液不变蓝；糖化

酶水解除糊精：在三角瓶中加入 5 g 脱脂米糠，

按 1∶15的比例加入蒸馏水，混匀后，添加 3%糖

化酶，在 pH 5.0、50 ℃下反应 0.5、1、1.5、2 h，

使用碘液检测糊精残留，直至碘液变为淡黄色；

胃蛋白酶水解除蛋白：在三角瓶中加入 5 g 脱脂

米糠，按 1∶15 的比例加入蒸馏水，混匀后，添

加 3%胃蛋白酶，在 pH 4.0、38 ℃下反应 0.5、1、1.5、

2 h，使用双缩脲反应检测，直至除去蛋白。 

加酶量：三种酶分别按照 0.5%、1%、2%、

3%的添加量依此加入反应，其余工艺与酶种类筛

选工艺相同，计算多糖得率。 

正交实验设计：在超声提取工艺的单因素实验

和酶解–超声协同提取实验的基础上设计 L9（34）

正交实验，正交实验因素水平设计如表 1所示。 
 

表 1  正交实验设计 

水平 
A 

料液比/(g/mL) 
B 

温度/℃ 
C 

功率/W 
D 

时间/min

1 1∶10 60 150 90 

2 1∶15 70 175 100 

3 1∶20 80 200 110 

 
1.3.4  粗多糖成分测定方法 

粗多糖中成分检测方法如表 2所示。 

 
表 2  粗多糖中成分检测方法 

指标 测定方法 

总糖量 苯酚–硫酸法[13] 

水分 采用 135 ℃烘干法[14] 

粗蛋白 采用凯氏定氮法[15] 

灰分 AOAC（1995, 900.02）[16] 

γ-谷维素 《米糠中γ-谷维醇测定方法的研究》[17] 

 

1.3.5  米糠多糖的理化性质分析 

取适量冷冻干燥后的粗多糖，观察其颜色、

形状、气味、水溶性及在有机试剂中的溶解性等。

加入适量的蒸馏水配置成多糖溶液后，分别与碘–

碘化钾、考马斯亮蓝、苯酚–硫酸试剂反应检测粗

多糖的化学性质。 

1.3.6  米糠多糖组成分析 

准确称取乳糖酶、β-甘露聚糖酶、半纤维素

酶、木聚糖苷酶、β-葡聚糖苷酶、纤维素酶和 α-

葡聚糖苷酶各 20 mg，分别使用超纯水溶解后定

容至 100 mL，配成 20%的不同糖苷酶的酶溶液，

在冰水浴中缓慢加入研磨后的硫酸铵，至终浓度

为 80%，4 ℃过夜沉淀，离心去上清，沉淀加入

PBS 缓冲液重悬，4 ℃透析除盐，然后用超滤管

进行浓缩，获得硫酸铵沉淀初步纯化的蛋白。准

确称取所提取米糠多糖 5 mg，使用超纯水定容至

100 mL配成 5%的多糖溶液。量取 40 μL多糖溶

液和 10 μL不同酶溶液，混匀后 37 ℃反应 3 h，

使用薄层层析检测。 

2  结果与分析 

2.1  米糠多糖的超声提取得率 

图 1 为 5 g 米糠使用超声方法分别在不同温

度、功率、时间、加水量条件下的米糠多糖得率。 

当温度由 30 ℃升到 80 ℃时，米糠多糖得率

由 0.13%增加到 0.25%，几乎呈线性增加（图 1a），

因此使用热水提取效果较好，但是在超声波的影

响下温度太高有可能会破坏多糖的糖链，因此以

80 ℃为宜。 

提取超声波功率为 150 W时米糠多糖得率最

高，为 0.34%，在 75 W时最低，仅 0.13%（图 1b）。

超声功率越高，产生的空化作用越大，有利于物

料中有效成分的溶出；但如果功率过高，空化作

用时会产生大量气泡，产生空化屏障，同时也易

引起局部升温，不利于实验进行。 

提取时间在 60~80 min 之间时，随着时间的

延长，米糠多糖提取得率上升趋势明显（由 0.20%

到 0.27%），但是 80 min以后继续延长超声时间，

多糖提取得率开始下降（图 1c）。由于超声时间

过长易破坏多糖结构，超声提取时间不宜过长。 



粮油食品科技 第 27 卷 2019 年 第 1 期  生物工程 

 

 59  

 
 

图 1  不同单因素条件下米糠多糖的提取得率 

 

每 5 g 脱脂米糠使用 75 mL 水，即料液比    

1∶15 g/mL时，提取得率达到 0.31%，随着料液比

的减小变化趋势不大（图 1d）。提取溶剂用量过大

造成后续醇沉时成本增加，因此以 1∶15 g/mL的料

液比为宜。 

单纯的超声提取效率低下，所有单因素实验得

率均低于 1%，没有进一步优化提取参数的必要。 

2.2  改进后米糠多糖提取工艺 

2.2.1  酶解条件优化 

在米糠中，多糖经常与淀粉、蛋白质等一起以

结合状态存在，单纯超声方法对溶出度的影响有

限，因此，可以尝试采用水解去除淀粉、蛋白以

释放结合态多糖的方法提高得率。本研究选择淀

粉酶和糖化酶水解淀粉，胃蛋白酶水解蛋白。 

三种酶水解不同时间后淀粉和蛋白的去除效

果如表 3所示。使用 3%的 α-淀粉酶反应 2 h，取

少许提取液使用碘液检测显淡紫色，说明淀粉水

解完全，而尚有糊精；使用 3%的糖化酶进一步水

解 1 h，取少量提取液使用碘液检测显淡黄色，而

后颜色不变，说明糊精水解完全；使用 3%的胃蛋

白酶水解 1 h 后，使用双缩脲反应显蓝色，说明

蛋白得到充分降解。因此，淀粉酶、糖化酶、蛋

白酶酶解时间分别是水解 2、1、1 h。 

表 3  酶解时间对米糠多糖得率的影响 

酶 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 

α-淀粉酶 蓝色 蓝色 蓝紫色 紫色 

糖化酶 紫色 淡黄色 淡黄色 淡黄色 

胃蛋白酶 紫色 蓝色 蓝色 蓝色 

 
不同酶处理脱脂米糠后多糖的得率如图 2 所

示。使用单酶处理时，α-淀粉酶处理后的多糖得

率最高，为 1.67%，其次为糖化酶，胃蛋白酶最

低，说明与淀粉结合的多糖较多。使用依次加入

α-淀粉酶、糖化酶和胃蛋白酶的混合酶处理方法，

可提高米糠多糖得率，达 1.96%，因此使用复合

酶对脱脂米糠进行处理。 

 

 
 

图 2  不同酶对米糠多糖提取得率的影响 
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酶添加量对粗多糖性状及多糖得率的影响如

表 4所示。使用 0.5%的酶水解米糠时，得到的粗

多糖黏度较大，呈黄色块状，使用苯酚–硫酸法检

测多糖得率为 1.52%；当加酶量提高到 3%时，粗

多糖为淡黄色粉末，得率有所提高，为 2.28%，

因此，最适加酶量为 3%。 

 
表 4  酶添加量对米糠多糖提取得率的影响 

项目 0.5% 1% 2% 3% 

粗多糖

性状 

黏，深黄色

大块状物 

黏，深黄色

小块状物，

少许粉末 

淡黄色粉

末，少许深

黄色块状物 

淡黄色粉末，

极少深黄色

块状物 

得率/% 1.52 1.81 2.17 2.28 

 
2.2.2  提取方法优化 

在不同 pH 条件下米糠多糖的得率如图 3 所

示。酸性（pH 4.0）条件、中性（pH 7.0）条件和

碱性（pH 8.0）条件下，米糠多糖的提取得率分

别为 1.48%、0.83%和 1.19%，提取效率分别是酸

性 > 碱性 > 中性。 

 

 
 

 

图 3  不同 pH 条件下的米糠多糖得率 

 
脱脂米糠在酸性（pH 4）条件下超声提取一

次后的残渣在碱性（pH 8）条件下再提取一次，

酸提液和碱提液分别加入 4倍体积 70%乙醇，4 ℃

静置 12 h后离心，取上清液以旋转蒸发仪回收乙

醇，残留水液加入 4倍体积 80%乙醇，4 ℃静置

12 h后离心，取上清液以旋转蒸发仪回收乙醇，

残留水液加入 4倍体积 95%乙醇，4 ℃静置 12 h

后离心，分别收集不同乙醇浓度沉淀所得粗多糖，

检测多糖得率，结果如表 5所示。 

表 5  酸、碱条件下水提液在不同醇沉 

条件下的米糠多糖得率               % 

乙醇浓度 
提取多糖

70% 80% 95% 
得率合计 总得率

酸提多糖 1.76 0.19 0.04 1.99 

碱提多糖 0.61 0.60 0.08 1.29 
3.29

 
脱脂米糠水提液使用 70%乙醇醇沉后的得率

为 1.76%，占酸提总多糖的 88.4%，使用 80%乙

醇和 95%乙醇醇沉得率分别是 0.19%和 0.04%，

分别占 9.5%和 2.0%。碱提多糖使用 70%乙醇和

80%乙醇醇沉的多糖得率分别是 0.61%和 0.60%，

分别占碱提总多糖得率的 47.3%和 46.5%，95%乙

醇醇沉得率为 0.08%，占 6.2%。酸提多糖和碱提

多糖得率分别为 1.99%和 1.29%，分别占多糖总

得率的 60.7%和 39.3%。可见，在酸性和碱性条

件下提取的多糖种类和结构有所区别，在提取过

程中，应该考虑酸碱条件下各提取一次。 

在超声提取工艺的单因素实验和酶解–超声

协同提取实验的基础上设计 L9（34）正交实验，

结果见表 6~表 7。 

 
表 6  正交实验结果 

实验号 A. B C D 多糖得率/%

1 1 1 1 1 3.85 

2 1 2 2 2 4.56 

3 1 3 3 3 4.34 

4 2 1 2 3 7.11 

5 2 2 3 1 7.88 

6 2 3 1 2 6.32 

7 3 1 3 2 5.77 

8 3 2 1 3 6.54 

9 3 3 2 1 6.30 

k1 4.250 5.577 5.570 6.010  

k2 7.103 6.327 5.990 5.550  

k3 6.203 5.653 5.997 5.997  

R 2.853 0.750 0.427 0.460  

 
各因素对多糖得率影响程度的大小顺序为料

液比（A）＞温度（B）＞时间（D）＞功率（C），

最佳提取工艺为 A2B2C3D1，即料液比 1∶15 

g/mL，温度 70 ℃，功率 200 W，时间 90 min，
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该条件下多糖得率可达 7.88%，远远高于未改良

前多糖提取得率。 

 
表 7  方差分析 

因素 偏差平方和 自由度 F比 显著性 

A 38.33 2 103.20 ** 

B 3.05 2 8.22 ** 

C 1.06 2 2.85  

D 1.24 2 3.35  

注：**表示 P<0.01。 

 
以多糖得率为指标，当 F0.05（2，18）=3.55

和 F0.01（2，18）=6.01时，因素 A和 B均显著。

结合上述结果可知，A2B2C3D1为较理想的组合。 

米糠多糖提取制备方法：脱脂米糠按照    

1∶15 g/mL的料液比加入去离子水，充分混匀后

调节 pH 至 6，加入 3%的 α-淀粉酶，60 ℃水解

2 h，调节 pH为 5，加入 3%糖化酶 50 ℃水解 1 h，

调节 pH至 4，加入 3%胃蛋白酶，38 ℃水解 1 h，

在温度 70 ℃下以 200 W的功率超声提取 90 min，

离心，残渣调节 pH 至 8，相同条件下超声提取

90 min，合并提取液，95 ℃灭酶 5 min，使用

Ca(OH)2调节 pH为 7，离心，适度浓缩后取上清

液加入 4倍体积的 95%乙醇，4 ℃过夜后离心。

收集沉淀，使用少量乙醇洗涤后以少量水溶解，

冷冻干燥，取少量冻干粉检测多糖得率，同样条

件下提取三次的多糖得率分别为 8.12%、8.08%、

8.15%，平均 8.12%，相对标准偏差（RSD）为

0.43%。 

2.2.3  米糠多糖的成分和理化性质 

冷冻干燥后得到的粗多糖主要成分（表 8）

为米糠多糖，此外还含有少量粗蛋白、灰分和水

分，所得多糖几乎不含具有脂溶性的γ-谷维素。 

 
表 8  米糠多糖基本成分的含量         % 

成分 米糠多糖 粗蛋白 灰分 水分 γ-谷维素

含量 84.150.88 6.580.61 2.130.39 5.820.27 0.010.00

 
冷冻干燥后的粗多糖为粉末状固体，呈淡黄

色，无味，不挥发，易溶于水，不溶于有机溶剂，

与碘–碘化钾反应不变色，与考马斯亮蓝反应呈浅

蓝色，与苯酚–硫酸反应最终颜色为红棕色。由此

可见，得到的米糠多糖为包含少量蛋白质的非淀

粉多糖。 

2.2.4  米糠多糖的特异性糖苷酶水解 

采用不同提取工艺可以获得不同种类的米糠

多糖。姜元荣等[18]通过低温热水提取、高温热水

提取和碱提取法从脱脂米糠中分别获得了

LWSRBP、HWSRBP、ASRBP、AISRBP 四种多

糖，其中 LWSRBP 和 HWSRBP 单糖组成为鼠李

糖∶木糖∶甘露糖∶葡萄糖∶半乳糖=1∶1∶2∶

8∶16，ASRBP 的单糖组成为鼠李糖∶阿拉伯

糖∶木糖∶甘露糖∶葡萄糖∶半乳糖=1∶32∶

30∶2∶5∶13，AISRBP 的单糖组成则为阿拉伯

糖∶木糖∶甘露糖∶葡萄糖∶半乳糖=19∶14∶

l∶107∶13。米糠多糖的组成不是单一的，相同

的提取工艺可以获得多种多糖。Hikino等[19]利用

低温提取法从米糠中获得 Oryzabran A、Oryzabran 

B、Oryzabran C和 Oryzabran D四种米糠多糖组

分，在相对分子质量和单糖组成方面差别较大。

通过检测不同糖苷酶水解后的水解产物可以推断

所提取米糠多糖的组成，结果如图 4所示。 

 

 
 

图 4  米糠多糖使用不同糖苷酶水解后的薄层色谱图 

注：1，乳糖酶水解产物；2，乳糖酶；3，β-甘露聚糖酶水

解产物；4，β-甘露聚糖酶；5，半纤维素酶水解产物；6，半纤

维素酶；7，木聚糖苷酶水解产物；8，木聚糖苷酶；9，β-葡聚

糖苷酶水解产物；10，β-葡聚糖苷酶；11，纤维素酶水解产物；

12，纤维素酶；13，α-葡聚糖苷酶水解产物；14，α-葡聚糖苷酶；

15，米糠多糖。 

 

图 4 中硫酸铵沉淀后的糖苷酶在薄层色谱

（TLC）中无明显斑点，已排除糖苷酶中杂质对

实验结果的干扰。乳糖酶、β-甘露聚糖酶、木聚

糖苷酶、β-葡聚糖苷酶、纤维素酶、α-葡聚糖苷

酶等对米糠多糖具有明显的水解作用，反应后产
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生了一系列水解产物。由此推断所提米糠多糖为

多种多糖结构的混合物，TLC结果有可能是多糖

主链水解的产物，也有可能是支链结构的水解产

物，具体结构还需要进一步确定。 

3  结论 

本实验在传统超声提取方法的基础上使用生

物酶解协同处理，使米糠多糖得率得到大幅提高。

实验结果表明，以脱脂米糠为原料，按料液比   

1∶15 g/mL 加入水，充分混匀后以淀粉酶水解    

2 h、糖化酶水解 1 h、胃蛋白酶水解 1 h除去淀粉

和蛋白，在酸性和碱性环境下分别超声提取一次，

提取条件为 70 ℃的温度下，以 200 W超声提取

90 min，残渣调至碱性后再次提取，合并两次

提取液，浓缩后以 95%乙醇醇沉得到米糠多糖

的得率为 8.12%。冷冻干燥后的粗多糖含有

84.2%的米糠多糖、6.6%的粗蛋白、2.1%的灰分

和 5.8%的水分。 
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