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超声辅助酶解法提取仙人草
多糖的工艺研究
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（吉林化工学院化学与制药工程学院，吉林吉林　 １３２０２２）

摘　 要：以仙人草为原料，采用超声辅助酶解法提取仙人草多糖。通过单因素法考察了单一酶种类
和浓度、复合酶浓度和配比、酶解温度、酶解时间、酶解ｐＨ值对多糖提取率的影响。利用正交实验
优化了超声辅助酶解法提取仙人草多糖的工艺条件。结果表明，超声波辅助酶解法提取仙人草多
糖的最佳提取条件为复合酶（纤维素酶∶果胶酶＝ １∶ １）浓度５％、酶解温度５０ ℃、酶解时间２ ｈ、酶
解ｐＨ值７，在此条件下仙人草多糖的提取率为６． ６０％。
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　 　 仙人草（Ｍｅｓｏｎａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｂｅｎｔｈ），为唇形科凉粉
草属一年生草本植物，是一种重要的药食两用植物
资源，广泛分布于我国广东、广西、福建、浙江等
地［１］。仙人草全草富含多糖、黄酮类化合物、熊果
酸、齐墩果酸、微量元素、维生素等有效生物成分，具
有调节和增强生理机能的作用［２］。大量研究表明，
仙人草多糖具有清除自由基、抗脂质过氧化［３］、增
强机体免疫机能［４ － ５］、抑制人类肝癌细胞生长与肝
纤维化［６ － ７］、抗高血压［８］、抗氧化性与抑菌效
能［９ － １０］等功效。

植物有效成分的提取方法有超临界流体提
取［１１］、超声辅助提取法［１２］、酶提取法［１３］等。超声

波法，对植物有效成分提取具有很好的作用［１４ － １８］。
酶解法反应条件温和，近年来已经广泛应用于天然
药用植物有效成分提取［１９］。目前，对仙人草多糖提
取方法的研究较少。主要的提取技术还是用碱液辅
助热水提取，耗时，碱液浓度要求高，提取率低［２０］。
仙人草多糖酶解法提取研究目前只限于选用纤维素
酶单一种类酶，未涉及其他种类酶或复合酶提取工
艺研究。本文探索利用超声波辅助酶解法提取仙人
草多糖，采用正交实验对复合酶解提取仙人草多糖
工艺进行优化，以期为仙人草多糖深加工的多元化、
产业化提供基础数据。
１　 材料与方法
１． １　 主要材料

仙人草：购于广东省长寿蕉岭仙人草种植基地。
纤维素酶，活性≥１０ ０００ Ｕ ／ ｇ；果胶酶，活性≥
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３０ Ｕ ／ ｍｇ；氯仿、正丁醇、苯酚、浓硫酸、无水葡萄
糖、石油醚，以上化学试剂均为分析纯；蒸馏水，
自制。　

ＸＨ －３００ＵＬ型电脑微波超声波紫外光组合催
化合成仪：北京祥鹄科技发展有限公司；ＥＶ －２１１型
旋转蒸发仪：吉林省亿盈科技有限公司；ＴＳ － ２００Ｂ
型恒温振荡培养摇床：上海天呈仪器制造有限公司；
ＳＨＢ － ３循环水多用真空泵：郑州杜甫仪器厂；
ＦＡ２００５Ｎ型电子分析天平：上海舜宇恒平科学仪器
有限公司；ＴＵ － １９５０型双光束紫外可见分光光度
计：北京普析通用仪器责任有限公司；ＤＲＫ６１２型高
温鼓风干燥箱：山东德瑞克仪器有限公司。
１． ２　 实验方法
１． ２． １　 葡萄糖标准曲线的绘制

以多糖提取率为研究指标，无水葡萄糖为对照
品，采用苯酚—硫酸法，在４８９ ｎｍ波长处测定吸光
度。精密称取２２． ６ ｍｇ的葡萄糖标准品于２５０ ｍＬ
容量瓶内，用蒸馏水定容至刻度，分别吸取对照品溶
液１． ０、２． ０、３． ０、４． ０、５． ０、６． ０ ｍＬ于１０ ｍＬ具塞试
管中，加蒸馏水稀释至刻度，取上述葡萄糖对照品溶
液各２ ｍＬ，加４％苯酚溶液１． ０ ｍＬ，混匀，迅速加入
浓硫酸７． ０ ｍＬ摇匀，于４０ ℃水浴中保温３０ ｍｉｎ，取
出，以相应试剂为空白，进行分析，得回归方程为
ｙ ＝ ０． ０４５ ７ｘ ＋ ０． ０９，Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ８，结果见图１。　

图１　 葡萄糖标准曲线
１． ２． ２　 仙人草多糖的含量测定

吸取仙人草多糖提取液适量，按１． ２． １方法，
采用苯酚—硫酸法测吸光度，通过线性方程计算
提取液中多糖浓度，按公式（１）计算仙人草多糖提
取率：

多糖提取率＝仙人草多糖质量／仙人草质量×
１００％ （１）
１． ２． ３　 仙人草多糖的提取方法

仙人草干燥恒重粉碎过４０目筛，准确称取仙人
草粉末５． ０ ｇ，以料液比１∶ ３０ ｇ ／ ｍＬ加入蒸馏水，在
一定的超声波频率下进行超声处理，通过改变酶浓
度、酶解温度、酶解时间、酶解ｐＨ值进行提取，抽滤

后，仙人草提取物加入石油醚脱脂，经离心收集上清
液，使用旋转蒸发仪浓缩至１０ ｍＬ左右，用Ｓｅｖａｇｅ
法除蛋白［２１］后，用蒸馏水定容于２５０ ｍＬ容量瓶中，
测定吸光度，计算提取率。
１． ２． ４ 　 超声辅助酶解法提取仙人草多糖单因素
实验　
１． ２． ４． １　 酶种类及酶浓度的确定

准确称取５． ０ ｇ仙人草粉，设定超声频率７０
Ｗ，在酶解温度５０ ℃、酶解时间２． ５ ｈ、酶解ｐＨ ６的
条件下，考察单一酶及复合酶的浓度及配比对仙人
草多糖提取率的影响。所用酶分别为纤维素酶（浓
度２％、３％、４％、５％），果胶酶（浓度２％、３％、４％、
５％），纤维素酶∶果胶酶＝ １∶ １的复合酶（浓度２％、
３％、４％、５％），纤维素酶∶果胶酶＝ ２ ∶ ３的复合酶
（浓度２％、３％、４％、５％），纤维素酶∶果胶酶＝ ３∶ ２
的复合酶（浓度２％、３％、４％、５％）。
１． ２． ４． ２　 酶解温度对多糖提取率的影响

准确称取５． ０ ｇ仙人草粉，加入４％复合酶（纤
维素酶∶果胶酶＝ １∶ １），提取液ｐＨ ６，在７０ Ｗ超声
功率下，分别设置酶解温度为４０、４５、５０、５５ ℃，酶解
时间２． ５ ｈ进行实验，考察酶解温度对仙人草多糖
提取率的影响。
１． ２． ４． ３　 酶解时间对多糖提取率的影响

准确称取５． ０ ｇ仙人草粉，加入４％复合酶（纤
维素酶∶果胶酶＝ １∶ １），提取液ｐＨ ６，在７０ Ｗ超声
功率下，酶解温度５０ ℃，设置酶解时间分别为１． ５、
２、２． ５、３ ｈ进行实验，考察酶解时间对仙人草多糖
提取率的影响。
１． ２． ４． ４　 酶解ｐＨ值对多糖提取率的影响

准确称取５． ０ ｇ仙人草粉，加入４％复合酶（纤
维素酶∶果胶酶＝ １∶ １），酶解ｐＨ值分别为４、５、６、７，
在７０ Ｗ超声功率下，酶解温度５０ ℃，酶解时间２． ５
ｈ进行实验，考察酶解ｐＨ值对仙人草多糖提取率的
影响。
１． ２． ５　 正交实验优化仙人草多糖提取工艺

在单因素实验基础上，以仙人草中多糖提取率
为考察指标，选择复合酶浓度、酶解温度、酶解时间、
酶解ｐＨ值为考察因素，设计Ｌ９（３４）正交实验，正交
实验因素与水平设计见表１。

表１　 正交实验因素水平

水平 Ａ
复合酶浓度／ ％

Ｂ
酶解温度／ ℃

Ｃ
酶解时间／ ｈ

Ｄ
酶解ｐＨ值

１ ３ ４５ ２ ５

２ ４ ５０ ２． ５ ６

３ ５ ５５ ３ ７
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２　 结果与分析
２． １　 单因素实验
２． １． １　 酶种类及酶浓度的确定

酶种类及酶用量对仙人草多糖提取率的影响见
图２。由图２可知，单一的纤维素酶、果胶酶和复合
酶在相同条件下提取仙人草多糖时，复合酶较佳，其
中当纤维素酶与果胶酶１∶ １复合时，仙人草多糖的
提取效率最高。这是由于仙人草细胞壁是由纤维素
与果胶组成，可用纤维素酶与果胶酶酶解破壁溶出
有效成分，故纤维素酶与果胶酶共用效果最好。当
复合酶浓度达到４％时，仙人草提取率明显高于
２％、３％时的提取率，继续提高酶浓度对提取率没有
明显作用。综合考虑，采用纤维素酶与果胶酶１ ∶ １
复合、酶浓度为４％提取仙人草多糖较佳。

图２　 酶种类及浓度对多糖提取率的影响
２． １． ２　 酶解温度对多糖提取率的影响

由图３可知，当酶解温度为５０ ℃时，仙人草多
糖提取率最佳，当酶解温度继续升高时，提取率下
降。这是由于酶解温度过高会影响酶的活性，使酶
的作用受到抑制。因此，较适酶解温度为５０ ℃。

图３　 酶解温度对多糖提取率的影响
２． １． ３　 酶解时间对多糖提取率的影响

由图４可知，当酶解时间为２． ５ ｈ时，仙人草多
糖的提取率达到最大值，继续延长时间则呈下降趋
势。当酶解时间过多时，超声波具有较强的机械剪
切作用，会使多糖结构破坏，导致多糖提取率下降。

图４　 酶解时间对多糖提取率的影响
２． １． ４　 酶解ｐＨ值对多糖提取率的影响

由图５可知，酶解ｐＨ值４ ～ ６时，随着ｐＨ提高
仙人草多糖提取率逐渐增加，当ｐＨ值为６． ０时提
取率最高，继续加大ｐＨ值时仙人草多糖提取率呈
下降趋势。酶解ｐＨ值为６时酶活性最大，因此确
定提取仙人草多糖适宜酶解ｐＨ值为６。

图５　 酶解ｐＨ值对多糖提取率的影响
２． ２　 正交实验

正交实验设计方案与结果见表２，方差分析见
表３。

表２　 正交实验方案及结果
实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 多糖提取率／ ％
１ １ １ １ １ ５． １２

２ １ ２ ２ ２ ６． ０２

３ １ ３ ３ ３ ５． ４７

４ ２ １ ２ ３ ６． １２

５ ２ ２ ３ １ ６． ４３

６ ２ ３ １ ２ ６． ０２

７ ３ １ ３ ２ ６． １４

８ ３ ２ １ ３ ６． ５７

９ ３ ３ ２ １ ６． ２３

Ｋ１ ５． ５３７ ５． ７９３ ５． ９０３ ５． ９２７

Ｋ２ ６． １９０ ６． ３４０ ６． １２３ ６． ０６０

Ｋ３ ６． ３１３ ５． ９０７ ６． ０１３ ６． ０５３

极差 ０． ７７６ ０． ５４７ ０． ２２０ ０． １３３

优化方案 Ａ３ Ｂ２ Ｃ１ Ｄ３
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表３　 方差分析结果
差异源偏差平方和自由度 Ｆ比 Ｆ临界值显著性
因素Ａ １． ０４５ ２ ２． ５３２ ４． ４６０ 

因素Ｂ ０． ４９９ ２ １． ２０９ ４． ４６０ 

因素Ｃ ０． ０７３ ２ ０． １７７ ４． ４６０

因素Ｄ ０． ０３４ ２ ０． ０８２ ４． ４６０

误差 １． ６５ ８

　 　 注：显著性检验即方差齐性检验，Ｆ比＞ Ｆ０． ０１（ｎ１、ｎ２）时，说
明该因素水平的改变对实验结果有极显著影响；Ｆ比＞ Ｆ０． ０５（ｎ１、ｎ２）
时，说明该因素水平的改变对实验结果有显著影响。

由表２ ～表３可知，各因素影响仙人草多糖提
取率的主次顺序为Ａ ＞ Ｂ ＞ Ｃ ＞ Ｄ ，即复合酶浓度＞
酶解温度＞酶解时间＞酶解ｐＨ值。仙人草多糖提
取最佳工艺条件为：复合酶浓度５％，酶解温度５０
℃，酶解时间２ ｈ，酶解ｐＨ值为７，在此条件下多糖
的提取率为６． ５７％。
２． ３　 最佳工艺验证实验

为进一步考察最佳工艺的稳定性和可行性，根
据正交实验得出的最佳工艺条件，进行３次验证性
实验。３次验证实验的结果分别为６． ６１％、６． ６５％、
６． ５５％，平均提取率为６． ６０％，说明此工艺条件的
稳定性好，可行性强。
３　 结论

通过单因素实验和Ｌ９（３４）正交实验，确定了
超声辅助酶解法提取仙人草多糖的最佳工艺条
件为：复合酶（纤维素酶∶果胶酶＝ １ ∶ １）浓度
５％、酶解温度５０ ℃、酶解时间２ ｈ、酶解ｐＨ值为
７。在此最佳提取工艺条件下，多糖的平均提取
率为６ ． ６０％。
参考文献：
［１］林丽莎，张坤，詹岳霖，等．仙草的化学成分和药理作用研究进展
［Ｊ］．生物科技进展，２０１３，３（６）：４４８ － ４５２．

［２］刘素莲．凉粉草化学成分的初步研究［Ｊ］．中药材，１９９５，１８（５）：
２４７ － ２４８．

［３］杨敏，冯磊，柯雪琴．仙草多糖对大鼠肝匀浆脂质过氧化的实验
研究［Ｊ］．浙江预防医学，２００２，１４（１２）：４ － ５．

［４］黄三元．治癌中药处方７００种［Ｍ］．台湾：八德教育文化出版社，
１９８６．

［５］ＬＡＩ Ｌ Ｓ，ＣＨＯＵ Ｓ Ｔ，ＣＨＡＯ Ｗ Ｗ． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ａｃ

ｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｈｓｉａｎ － ｔｓａｏ（Ｍｅｓｏｎａ ｐｒｏｃｕｎｂｅｎｓ Ｈｅｍｓｌ）ｌｅａｆ ｇｕｍ［Ｊ］．
Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２００１，４９：９６３ － ９６８．

［６］ＳＨＹＵＭｉｎｇｈｕａｎ，ＫＡＯ Ｔｚｕｃｈｉｅｎ，ＹＥＮ Ｇｏｗｃｈｉｎ． Ｈｓｉａｎ － ｔｓａｏ （Ｍｅ
ｓｏｎａ ｐｒｏｃｕｍｂｅｍｓ Ｈｅｍｌ）ｐｒｅｖｅｎｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ＣＣｌ４ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｓ ｃｅｌｌｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｆｏｏｄ ａｎｄ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２００８，４６（１２）：３７０７ － ３７１３．

［７］罗燕梅，黄立红，黄妙惠，等．仙草多糖对ＨｅｐＧ２细胞酒精性损伤
的保护作用［Ｊ］．食品科技，２０１５，４０（９）：１７６ － １７９．

［８］ＹＥＨＡ Ｃ，ＴＨＵＡＮＧ Ｗ Ｈ，ＹＥＮ Ｇ Ｃ ． Ａｎｔｉｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｈｓｉａｎ － ｔｓａｏ ａｎｄ ｉｔｓａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ

［Ｊ］． Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００９，２０：８６６ － ８７５．
［９］刘莹，朱东屏，徐向进，等．仙草提取物对糖尿病大鼠的治疗作用
研究［Ｊ］．福州总医院学报，２００５，１２（４ ～ ５）：２６８ － ２６９．

［１０］ＬＩＵ Ｍｉｎｇ，ＦＥＮＧ Ｔａｏ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍｅｓｏｎａ Ｂｌｕｎｅｓ ｇｕｍ ｏｎ ｔｈｅ
ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｌｉｎｇ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｂｒｅａｄ［Ｊ］． Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ，２０１４，９６２ － ９６５：１２５８ － １２６６．

［１１］ＥＲＫＵＣＵＫＩ Ａ，ＡＫＧＵＮ Ｈ，ＹＥＳＩＬ － ＣＥＬＩＫＴＡＳ Ｏ． Ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｅａｌ
ＣＯ２ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｌｅａｖｅｓ：Ｉｄｅｎｔｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｓｕｐｅｒｒｉｔｉｃａｌ Ｆｌｕｉｄｓ，２００９，５１：２９ －
３５．

［１２］ＬＩＵＪｉｅ，ＬＩ Ｊｉｎｗｅｉ，ＴＡＮＧ Ｊｉａｎ． Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｅａｌｌｙ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａ，ｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ［Ｊ］． Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｂｉｏｐｒｏｄｕｅｔｓ Ｐｒｏｅｓｓｉｎｇ，２０１０，８８：
２１５ － ２２１．

［１３］刘志伟，吴和明，张晨． 酶法提取仙人草黄酮类化合物的研究
［Ｊ］． 时珍国医国药，２０１０，２１（１１）：２９０３ － ２９０４．

［１４］唐政，陈小香，黄献珠．混合酶提法提取铁皮石斛多糖中石斛多
糖的优化工艺研究［Ｊ］．北方园艺，２０１４（６）：１３２ － １３４．

［１５］李悦，刘阳，田晶，等．酶辅助法提取板栗中多糖的工艺研究
［Ｊ］． 粮油加工，２０１４（５）：６３ － ６５．

［１６］付娟娟，温文，李丹丹，等．超声波辅助纤维素酶提取甜菊糖苷
［Ｊ］．中国食品添加剂，２０１２，５：１２９ － １３３．

［１７］曹楠楠，陈香荣，吴艳．苦豆子多糖的超声波提取工艺优化及理
化性质研究［Ｊ］．现代食品科技，２０１４，３０（２）：２０９ － ２１５．

［１８］冯翠兰，刘福来，董华强．酶法提取仙人草胶最佳工艺及不同产
区仙草胶含量比较［Ｊ］．广东农业科学，２００９（２）：６５ － ６８．

［１９］尹怀霞，黎锡流，朱良．从仙草中提取仙草胶的研究［Ｊ］．现代食
品科技，２００６，２２（３）：１３４ － １３５，１４３．

［２０］蒋文明，李爱军，汪辉，等．微波辅助提取仙草多糖［Ｊ］．食品科
学，２０１１，３２（４）：１１ － １４．

［２１］张萍，贺茂萍，殷力，等．石榴皮多糖的Ｓｅｖａｇｅ法除蛋白工艺研

究［Ｊ］．食品科技，２０１３，３８（１２）：２１９ － ２２２，１４３．●完


