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［摘　 要］ 　 为了优化 Ｓｅｖａｇ 法脱鹿药粗多糖蛋白工艺条件，以牛血清白蛋白为标准品测定蛋白质含

量，以葡萄糖为标准品测定多糖含量，以蛋白质脱除率、多糖保留率及综合评分为指标，通过正交试

验考察氯仿与正丁醇的比例、多糖液与 Ｓｅｖａｇ 液的比例、振荡时间、洗脱次数四因素对脱蛋白效果的

影响，确定鹿药多糖脱蛋白的最佳工艺条件。 结果表明 Ｓｅｖａｇ 法脱鹿药多糖蛋白的最佳条件为

氯仿 ∶ 正丁醇＝ ４ ∶ １，多糖溶液（２ ｍｇ ／ ｍＬ） ∶ Ｓｅｖａｇ 试剂＝ ２ ∶ １，振荡时间 １５ ｍｉｎ，洗脱 ６ 次，从综合

评分来看，主要的影响因素是脱蛋白次数和振荡时间。 Ｓｅｖａｇ 法脱鹿药多糖蛋白的方法简便，工艺

稳定且可有效提高多糖的纯度。
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　 　 多糖为人体必需的生物大分子之一，在细胞识

别、生物体受精、生长发育、神经系统和免疫系统衡

态的维持等方面都起着重要作用［１］。 由于特殊的

结构、理化性质及生物活性，使得多糖在医药领域

有着广泛的应用，如疫苗、免疫调节剂、抗肿瘤、抗
病毒药物，以及制备药物缓释剂、医用透析膜、人工

血液等［２－４］。 多糖的研究已成为生命科学研究中最

活跃的领域之一。 目前，植物多糖在畜禽业中的应

用与理论研究也日益增多［５－６］。
鹿药（Ｓｍｉｌａｃｉｎａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ａ． Ｇｒａｙ）为百合科鹿

药属多年生草本植物，据记载，鹿药为鹿常食九草

之一而得名。 鹿药为药食同源植物，幼嫩茎叶从出

苗到开花前均可食用，而根茎及根为民间常用中药

“鹿药”，性味 “甘、苦、温，无毒”，具有补气益肾、祛
风除湿、活血调经功能［７］。 近年来，也有从事鸡、猪
等养殖业的农民将鹿药的根茎粉碎后掺入到饲料

中，以提高饲养动物的肉质质量和增强免疫力［８］。
现代研究显示鹿药根茎中含有黄酮、皂苷、多糖等

活性成分［９－１１］，前期研究发现鹿药中多糖含量较

高，约占干燥生药的 ２０％［１２］，且具有抗氧化和抑制

肿瘤细胞增殖的作用。 我国野生鹿药资源分布十

分广泛，储量巨大，具有较大的开发利用潜力。 为

确切了解鹿药多糖结构与功能的关系，首先要得到

较纯的多糖。 因此本研究开展鹿药多糖的分级沉

淀及脱蛋白研究，确定了 Ｓｅｖａｇ 法 （即氯仿－正丁醇

脱蛋白的方法）脱鹿药多糖蛋白的最佳工艺，将为

鹿药多糖的分离纯化及开发利用提供理论基础。
１　 材料与仪器

１．１　 材料 　 鹿药样品采自吉林省辉南县境内，将
根茎及根洗净阴干，粉碎备用。
１．２　 仪器与试剂　 ＤＬ－１０００Ｅ 智能超声波清洗器，
上海之信仪器有限公司；ＭＥ２０３Ｅ 电子天平，ＭＥＴ⁃
ＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司；ＤＪ－１０Ａ粉碎机，上海隆拓仪器

有限公司；高速冷冻离心机，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；
冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公司；Ｔ６－紫
外分光光度计，北京普析通用有限责任公司。 葡萄

糖、苯酚、牛血清白蛋白、考马斯亮蓝 Ｇ２５０、无水乙

醇、浓硫酸等均为分析纯。

２　 方法与结果

２．１　 鹿药粗多糖的提取及分级沉淀　 采用超声波

法提取鹿药粗多糖，按照正交试验确定的最佳工

艺［１２］，提取 ３ 次，合并提取液，将提取液减压浓缩

至原体积的 １ ／ １０，加无水乙醇进行分级沉淀，首先

加入无水乙醇至醇含量为 ７０％，有沉淀析出，低温

放置 ２４ ｈ 后，７０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，沉淀用无水

乙醇和丙酮反复洗涤至洗液无色，沉淀冷冻干燥得

７０％乙醇沉淀鹿药多糖（标记为ＳＪＰ１），按照以上沉

淀方法，向离心后的上清液继续加入无水乙醇至醇

含量分别达到 ８０％、９０％，分别得到 ８０％乙醇沉淀

鹿药多糖（标记为ＳＪＰ２）和 ９０％乙醇沉淀鹿药多糖

（标记为ＳＪＰ３）。
２．２　 鹿药多糖的蛋白质含量测定　 蛋白质含量测

定参照文献［１３］，采用考马斯亮蓝法，以牛血清白蛋白

为对照品，于波长 ５９５ ｎｍ 处测吸光度，以吸光度值

为纵坐标，蛋白质含量（ｍｇ）为横坐标，绘制标准曲

线，得回归方程：ｙ＝１．１３８３ｘ＋０．０１６２，ｒ＝０．９９６７。
蛋白质脱除率（％）＝ １００×（ｍ１－ｍ２）÷ｍ１，ｍ１为脱

蛋白前溶液中蛋白质的含量，ｍ２为脱蛋白后溶液中

蛋白质的含量。
２．３　 鹿药多糖的多糖含量测定　 鹿药多糖含量测

定采用苯酚－硫酸法：精密量取脱蛋白后的上层清

液 ０．１ ｍＬ 加水定容至 ５ ｍＬ，取 ２ ｍＬ 置具塞试管

中，加入 ４％苯酚溶液 １．５ ｍＬ，摇匀，迅速加入浓硫

酸 ６．０ ｍＬ，摇匀，于 ４０ ℃水浴中保温 ３０ ｍｉｎ，取出，
置冰水浴中 ５ ｍｉｎ，取出，以相应试剂为空白，测定

４９０ ｎｍ 的吸光度，代入葡萄糖标准曲线的回归方程

ｙ＝ １３．０４９ｘ＋０．００３７（ｘ：葡萄糖浓度，ｍｇ ／ ｍＬ；ｙ 为吸

光度；ｒ＝ ０．９９９８），计算多糖的含量。
多糖损失率（％）＝ １００×（Ｍ１ －Ｍ２） ÷Ｍ１， Ｍ１为

脱蛋白质前溶液中多糖的含量；Ｍ２为脱蛋白质后溶

液中多糖的含量。
２．４　 鹿药粗多糖脱蛋白工艺正交试验 　 Ｓｅｖａｇ 法

脱蛋白的效果和氯仿与正丁醇的比例、多糖液与

Ｓｅｖａｇ 液的比例、振荡时间、洗脱次数等因素有关。
前期研究中将ＳＪＰ２配成 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的多糖溶液，单因

素试验结果表明：氯仿与正丁醇比例为 ２ ∶ １，多糖
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液与 Ｓｅｖａｇ 试剂比例为 ４ ∶ １，振荡 ３０ ｍｉｎ，洗脱 ５
次分别为单因素试验设计中蛋白脱除率达到最高。
基于单因素试验结果，本研究对四个因素通过正交

试验进一步优化，以确定Ｓｅｖａｇ法脱鹿药多糖蛋白

的工艺，因素水平设计见表 １。

选用 Ｌ９（３４）正交设计，以蛋白质脱除率、多糖

保留率，及综合评分（综合评分 ＝ 蛋白质脱除率×

５０％＋多糖保留率×５０％）为考察指标进行工艺优

化，结果见表 ２。

表 １　 正交试验因素水平表

水平

因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

多糖 ∶ Ｓｅｖａｇ ／ （Ｖ ／ Ｖ） 氯仿 ∶ 正丁醇 ／ （Ｖ ／ Ｖ） 次数 振荡时间 ／ ｍｉｎ

１ ２ ∶ １ ３ ∶ １ ４ １５

２ ３ ∶ １ ４ ∶ １ ５ ２５

３ ４ ∶ １ ５ ∶ １ ６ ３５

表 ２　 正交试验结果

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
蛋白脱除率 ／ ％ 多糖保留率 ／ ％ 综合评分

１ １ １ １ １ ８８．５４ ６７．７３ ７８．０１

２ １ ２ ２ ２ ３８．５３ ７６．７６ ５５．８９

３ １ ３ ３ ３ ７８．１３ ７９．９５ ７７．５５

４ ２ １ ２ ３ １４．８８ ９１．７８ ５１．３４

５ ２ ２ ３ １ ８１．００ ９２．７１ ８６．５９

６ ２ ３ １ ２ ２９．１７ ９４．３４ ６１．６９

７ ３ １ ３ ２ ３８．６９ ９５．８１ ６６．６８

８ ３ ２ １ ３ ４５．３８ ９５．８９ ６６．６７

９ ３ ３ ２ １ １１．２３ ９３．７９ ５３．２７

蛋白脱除率极差分析

ｋ１ ７４．２５ ５０．７３ ５４．３５ ６０．１８

ｋ２ ４５．３７ ５８．０６ ２３．５４ ３８．６２

ｋ３ ３４．４６ ４１．９９ ７１．４５ ４９．２０

Ｒ ３９．７６ １６．５０ ４８．０７ ２６．３０

多糖保留率极差分析

ｋ１ ８１．５８ ８６．０６ ９５．７５ ８４．９８

ｋ２ ９７．６６ ９７．２４ ９３．８９ ９０．１３

ｋ３ １０４．９６ ９９．２３ ９０．２６ ９１．３８

Ｒ ２１．４３ ４．５４ ２．３０ ６．５１

总体评分极差分析

ｋ１ ７２．３６ ６７．６３ ７０．３５ ７６．３９

ｋ２ ７０．４３ ７３．５４ ５３．７７ ６４．０２

ｋ３ ６２．４５ ６７．０７ ７９．４２ ６６．２６

Ｒ ８．１１ ６．３２ ２４．０４ １２．１７

　 　 由蛋白质脱除率来看，各因素的影响大小顺

序为 Ｃ＞Ａ＞Ｄ＞Ｂ，即脱蛋白次数影响最大，其次

是多糖溶液与 Ｓｅｖａｇ 试剂比例，再次是振荡时

间，这三个因素对蛋白脱除率的影响均达到差异

极显著水平（ Ｐ＜０．０１） ；最后是氯仿与正丁醇比

例，在试验所选的比例对脱除率的影响差异不显

著（Ｐ＞０．０５） 。 按照极差分析各水平间的最佳效

果是 Ｃ３Ａ１Ｄ１Ｂ２。
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由多糖保留率来看，各因素的影响顺序为

Ａ＞Ｄ＞Ｂ＞Ｃ，总体趋势是脱蛋白率高，多糖保留率

低，也即多糖损失的多。 所以要从蛋白质脱除率

和多糖保留率综合来分析更为合理些。
从总 体 评 分 来 看， 各 因 素 的 影 响 顺 序 为

Ｃ＞Ｄ＞Ａ＞Ｂ，即脱蛋白次数＞振荡时间＞多糖溶液

与 Ｓｅｖａｇ 试剂比例＞氯仿与正丁醇比例。 极差分

析各因素水平间的最佳效果是 Ｃ３Ｄ１Ａ１Ｂ２，与蛋

白质脱除率的影响基本一致，由此确定鹿药多糖

脱蛋白的最佳工艺为多糖溶液 （ ２ ｍｇ ／ ｍＬ） 与

Ｓｅｖａｇ 试剂的体积比为 ２ ∶ １，氯仿与正丁醇体积

比为 ４ ∶ １，脱蛋白 ６ 次，每次振荡 １５ ｍｉｎ。
２．５　 样品测定　 按照脱蛋白最佳工艺条件对鹿

药分级沉淀所得的 ７０％、８０％、９０％乙醇沉淀多

糖进行脱蛋白处理，测定脱蛋白前、后多糖的蛋

白质含量和多糖含量，结果见表 ３。
表 ３　 样品脱蛋白测定

分级沉淀多糖 原多糖含量 ／ ％ 蛋白质脱除率 ／ ％ 多糖保留率 ／ ％

ＳＪＰ－１ ９１．１２ ７３．０３ ９７．９１

ＳＪＰ－２ ９７．３７ ８８．５４ ９５．５６

ＳＪＰ－３ ６６．６４ ７２．３８ ８９．７８

　 　 可见，Ｓｅｖａｇ 法脱蛋白后 ＳＪＰ１ 和 ＳＪＰ２ 的多糖

保留率大于 ９５％，ＳＪＰ３ 的接近 ９０％；蛋白质脱除率

都在 ７２％以上，说明本实验确定的 Ｓｅｖａｇ 法脱蛋白

工艺适合于鹿药粗多糖的纯化。
３　 讨　 论

水的溶解范围广泛，水提多糖，溶液中除多糖

外，还含有蛋白质、无机盐等多种成分。 水提后采

用醇沉法可去除一些小分子量的物质而得到较纯

的多糖，本实验中采用乙醇分级沉淀鹿药多糖，所
得 ７０％、８０％和 ９０％乙醇沉淀多糖的多糖含量分别

为 ９１．１２％、９７．３７％、６６．６４％，三者有明显差别，也说

明三者的不同，所以采用水提，乙醇分级沉淀法，不
仅可富集得到鹿药多糖，并且也实现了鹿药粗多糖

的初步分离。
目前植物多糖除蛋白质的常用方法有：Ｓｅｖａｇ

法、三氯乙酸法、天然澄清剂法、蛋白酶法、透析法、
树脂法、反复冻融法等［１４－１５］，以及几种方法联用。
其中 Ｓｅｖａｇ 法是实验室中普遍采用的方法。 本研究

通过单因素及多因素正交试验确立了 Ｓｅｖａｇ 法去除

鹿药粗多糖蛋白质的优化 工 艺 为： 多 糖 溶 液

（２ ｍｇ ／ ｍＬ）与 Ｓｅｖａｇｅ 试剂的体积比为 ２ ∶ １，三氯

甲烷与正丁醇体积比为 ４ ∶ １，脱蛋白 ６ 次，每次振

荡 １５ ｍｉｎ，其中脱蛋白次数和振荡时间是主要影响

因素。 本研究所确定的最佳工艺与文献确定的最

佳工艺基本一致［１６］，由此可见，采用 Ｓｅｖａｇ 法脱除

植物多糖中的蛋白质不仅简便易行，且从方法学角

度来看是稳定性、重复性、再现性都比较好的方法，
不失为多糖脱蛋白的常用方法。

目前，在天然产物化学研究领域里对多糖的提

取分离、药理、药效等方面的研究比较广泛，如同

Ｓｅｖａｇ 法脱多糖蛋白已经成型一样，各种研究日臻成

熟，但是由于多糖结构的复杂性使得多糖结构分析、
构效关系、生物学功能及机理等方面还存在许多问

题需要去解决，期待未来研究多糖可以象研究蛋白

质、核酸那样，更好的实现研究的自动化。
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