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［摘　 要］ 　 为优化淫羊藿多糖的提取工艺，采用纤维素酶辅助热水浸提法从淫羊藿中提取淫羊藿

多糖，在单因素试验结果的基础上，选择酶浓度、酶提温度、酶提时间为自变量，采用三因素三水平

的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面设计，优化淫羊藿多糖的提取工艺。 试验结果表明，淫羊藿多糖酶辅助提取

的最佳工艺参数为：酶浓度 １１０ Ｕ ／ μＬ，酶提温度 ６０ ℃，酶提时间 １００ ｍｉｎ，且酶提温度对多糖提取率

的影响最大。 在最佳优化条件下淫羊藿多糖提取率为 １０．０６％，接近模型的最大预测值（１０．１９９％）。
试验为淫羊藿多糖的临床开发应用提供了依据。
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　 　 淫羊藿又名仙灵脾，始载于《神农本草经》，是
小檗科（Ｂｅｒｂｅｒｉｄａｃｅａ）淫羊藿属（Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ）多年生

草本植物。 《本草纲目》记载其茎、叶入药，辛温无

毒，有坚筋骨、益精气、补腰膝和强心力等作用，是
我国传统的补益类中药［１］。 淫羊藿中主要含有黄

酮、木质素、生物碱及多糖等多种生物活性物质，其
中淫羊藿多糖是淫羊藿总提取物中较重要的活性

成分［２］。 根据药理学研究证明：多糖具有抗肿

瘤［３］、调节免疫［４－５］、抗氧化［６］、抗病毒［７］、延缓衰

老［８］等多种生理活性。 淫羊藿多糖在淫羊藿中含

量丰富，但目前国内外对淫羊藿多糖的研究报道较

少。 而传统的提取多糖的方法时间长、效率低、温
度高，容易造成多糖的降解及生物活性的降低［９］。
因此，建立和优化多糖的提取工艺具有重要的意

义。 本文采用酶辅助法提取淫羊藿多糖，利用响应

面法优化其提取工艺参数，旨在为进一步研究开发

淫羊藿多糖提供理论依据。
１　 材料与方法

１．１　 仪器与材料

１．１．１　 仪器 　 ７２２ 可见分光光度计为上海欣茂仪

器有限公司产品；ＦＷ－２００ 高速万能粉碎机为南京

九州干燥设备厂产品；ＨＨ－８ 恒温水浴锅为金坛市

新航仪器厂产品。
１．１．２　 材料　 淫羊藿饮片（批号：２０１６０３０２），购自

聊城利民大药店。 淫羊藿经 ５０ ℃烘干 １２ ｈ 后，高
速粉碎，过 ６０ 目筛备用。 葡萄糖（分析纯）、浓硫酸

（分析纯）和苯酚（分析纯）均为莱阳经济技术开发区

精细化工厂产品；纤维素酶（Ｃ１０９２６２）购自阿拉丁。
１．２　 方法

１．２．１　 标准品溶液制备　 精密称取烘干的分析纯

葡萄糖 ０．２ ｇ，置于 １００ ｍＬ 容量瓶中，加重蒸水定

容，摇匀，即得葡萄糖标准溶液（２ ｍｇ ／ ｍＬ）。
１．２．２　 标准曲线的绘制　 标准曲线的制备参考文

献［１０］，略有改动：精密吸取葡萄糖标准溶液 １． ０、
２．０、３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０ ｍＬ 分别置于 １００ ｍＬ
容量瓶中，加重蒸水定容，摇匀，即得浓度分别为

２０、４０、６０、８０、１００、１２０、１４０、１６０ ｕｇ ／ ｍＬ 的标准溶

液。 各取 １ ｍＬ 于干燥洁净试管中，加入 ５％的苯酚

溶液 １ ｍＬ，迅速加入浓硫酸 ５ ｍＬ，振荡混匀，冷水

浴１０ ｍｉｎ后，在 ４９０ ｎｍ 处测定其吸光度。 以葡萄糖

的浓度（ｘ）为横坐标，吸光度（ ｙ）为纵坐标制作标

准曲线，计算回归方程。
１．２．３　 酶溶液制备　 精密称取纤维素酶５．０ ｇ，置于

烧杯中，加纯净水溶解后，将其转移至５０ ｍＬ容量瓶

中，定容，摇匀，即得１０００ Ｕ ／ ｍＬ的纤维素酶溶液。
１．２．４　 酶法提取 　 酶法提取参考文献［１１］，略有改

进，具体方法如下：精确称取淫羊藿粉末 １．００ ｇ，加
入 ２５ ｍＬ 纯净水，调节ｐＨ＝ ５，加入适量的纤维素

酶，置于一定温度条件下进行淫羊藿多糖的提取，
提取一定时间后沸水浴灭活 ５ ｍｉｎ，冷却后加入

２５ ｍＬ纯净水，９０ ℃恒温水浴 ２ ｈ，冷却后过滤，最
后定容于 １００ ｍＬ 容量瓶中，用于总多糖含量测定。
１．２．５　 多糖的含量测定 　 多糖含量测定的方法为

苯酚－硫酸法［１２］。 样品溶液 １０ 倍稀释后，取 １ ｍＬ 于

１０ ｍＬ 试管中，按 １．２．２ 标准曲线下的方法进行测定。
１．２．６　 单因素试验设计　 选择酶浓度、酶提温度、
酶提时间这 ３ 个对淫羊藿总多糖提取工艺有影响

的参数进行单因素试验。 具体条件见表 １。

表 １　 单因素设计

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｄｅｓｉｇｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
单因素条件 固定提取条件

Ａ 酶浓度
（１０、３０、５０、７０、９０、１１０ Ｕ ／ μＬ） 酶提温度 ５０ ℃，酶提时间 ６０ ｍｉｎ

Ｂ 酶提温度
（３０、４０、５０、６０、７０、８０ ℃） 酶浓度 ９０ Ｕ ／ μＬ，酶提时间 ６０ ｍｉｎ

Ｃ 酶提时间
（２０、４０、６０、８０、１００、１２０ ｍｉｎ） 酶浓度 ９０ Ｕ ／ μＬ，酶提温度 ５０ ℃

１．２．７　 响应面试验设计　 根据单因素试验选择的

响应面试验范围，利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１０．０．４软件，以
酶浓度（Ｘ１，Ｕ ／ μＬ）、酶提温度（Ｘ２，℃）、酶提时间

（Ｘ３，ｍｉｎ）作为变量，以－１、０、１ 代表变量水平，进行

Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计三因素三水平实验方案，见表 ２。
试验数据用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ 软件进行回归分析，优化

出各因素对提取得率影响的回归方程，分析各个因

素对多糖提取率的影响，并做出响应面和等高图。
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表 ２　 淫羊藿总多糖提取因素与水平

Ｔａｂ ２　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ

水平

因素

酶浓度 Ｘ１

／ （Ｕ·μＬ－１）
酶提温度 Ｘ２ ／ ℃ 酶提时间 Ｘ３ ／ ｍｉｎ

－１ ３０ ３０ ４０

０ ７０ ５０ ８０

１ １１０ ７０ １２０

２　 结　 果

２．１　 标准曲线的建立　 葡萄糖的标准曲线见图 １。
以吸光度 ｘ（ＯＤ）为横坐标，葡萄糖浓度 ｙ 为纵坐标

制作标准曲线，葡萄糖葡萄糖线性回归方程为

ｙ＝ １１５．０４ｘ－１３．９５３，Ｒ２ ＝ ０．９９８９，葡萄糖标准溶液浓

度为 ２０～１６０ ｕｇ ／ ｍＬ 范围时，线性关系良好。

图 １　 葡萄糖标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ

２．２　 单因素对淫羊藿总多糖提取率的影响

２．２．１　 酶浓度对淫羊藿总多糖提取率的影响　 酶浓

度对淫羊藿总多糖提取率的影响结果见图 ２。 可以

看出，随着纤维素酶浓度的增加淫羊藿多糖的提取

率也 逐 渐 增 大， １１０ Ｕ ／ μＬ 时 提 取 率 最 高， 但

９０ Ｕ ／ μＬ到 １１０ Ｕ ／ μＬ 提取率增幅不大，考虑到经

济因素选取最优酶浓度为 ９０ Ｕ ／ μＬ 为宜。
２．２．２　 酶提温度对淫羊藿总多糖提取率的影响　
酶提温度对淫羊藿总多糖提取率的影响结果见图

３。 可以看出，当温度在 ３０ ～ ５０ ℃之间时，淫羊藿

总多糖提取率随温度的升高而呈上升趋势，当温度

超过 ５０ ℃时，总多糖提取率随温度的升高而逐渐

降低。 因此，酶提温度选择 ５０ ℃为宜。

图 ２　 酶浓度对淫羊藿总多糖提取率的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ

图 ３　 酶提温度对淫羊藿总多糖提取率的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ

２．２．３　 酶提时间对淫羊藿总多糖提取率的影响　
酶提时间对淫羊藿总多糖提取率的影响结果见图

４。 可以看出，酶提时间在 ２０ ～ ８０ ｍｉｎ，随着酶提时

间的增加，淫羊藿总多糖的提取率也呈增加的趋

势，在 ８０ ｍｉｎ 达到最大，酶提时间再增加，多糖提取

率呈下降的趋势。

图 ４　 酶提时间对淫羊藿总多糖提取率的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ
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２．３　 淫羊藿总多糖提取工艺优化

２．３．１　 响应面实验设计与结果　 根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎ⁃
ｋｅｎ 中心组合设计原理，综合单因素试验结果，选取

酶浓度、酶提温度、酶提时间 ３ 个因素，在单因素试

验的基础上采用三因素三水平的响应面分析方法，
研究三因素不同组合对淫羊藿多糖提取率的影响，
试验设计及结果见表 ３。

表 ３　 淫羊藿多糖提取的响应面设计与结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ
编号 Ｘ１ 酶浓度 Ｘ２ 酶提温度 Ｘ３ 酶提时间 淫羊藿多糖提取率 ／ ％

１ ０ －１ －１ ８．７１

２ －１ ０ －１ ９．５１

３ １ １ ０ １０．０５

４ －１ １ ０ ９．３９

５ １ ０ －１ ９．８７

６ ０ ０ ０ ９．８１

７ －１ ０ １ ９．４１

８ ０ ０ ０ ９．８８

９ －１ －１ ０ ８．６５

１０ ０ －１ １ ８．５６

１１ １ －１ ０ ８．９６

１２ １ ０ １ ９．９９

１３ ０ １ １ ９．８２

１４ ０ ０ ０ ９．７８

１５ ０ ０ ０ １０．０４

１６ ０ ０ ０ ９．８９

１７ ０ １ －１ ９．７６

　 　 对表 ３ 试验数据进行回归分析，得到各因素影

响多糖提取率的一次效应、二次方效应及其交互效

应的回归方程： Ｙ （％） ＝ ９． ８８ ＋ ０． ２４Ｘ１ ＋ ０． ５２Ｘ２ －

８．７５Ｘ３ ＋ ０． ０８７Ｘ１Ｘ２ ＋ ０． ０５５Ｘ１Ｘ３ ＋ ０． ０５３Ｘ２Ｘ３ －

０．０６８Ｘ１
２－０．５５Ｘ２

２ －０．１２Ｘ３
２，其中 Ｙ 代表淫羊藿多

糖提取率（％），Ｘ１ 纤维素酶浓度（Ｕ ／ μＬ），Ｘ２ 酶提

温度（℃），Ｘ３ 酶提时间（ｍｉｎ）。 利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
１０．０．４ 软件对表 ３ 中的数据进行多元回归拟合，显
著性检验，结果见表 ４。

表 ４　 响应面二次回归模型的方差分析

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｑｕａｄｒａｔｉｃ ｍｏｄｅｌ
方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

Ｍｏｄｅｌ ４．０６ ９ ０．４５ ４４．５０ ＜０．０００１ ∗∗

Ｘ１ ０．４６ １ ０．４６ ４４．９４ ０．０００３ ∗∗

Ｘ２ ２．１４ １ ２．１４ ２１１．１５ ＜０．０００１ ∗∗

Ｘ３ ６．１３ １ ６．１３ ０．０６０ ０．８１３０ ／
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续表　
方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

Ｘ１Ｘ２ ０．０３１ １ ０．０３２ ３．０２ ０．１２５９ ／

Ｘ１Ｘ３ ０．０１２ １ ０．０１２ １．１９ ０．３１１０ ／

Ｘ２Ｘ３ ０．０１１ １ ０．０１１ １．０９ ０．３３１９ ／

Ｘ１
２ ０．０１９ １ ０．０１９ １．８９ ０．２１１５ ／

Ｘ２
２ １．２７ １ １．２７ １２５．５３ ＜０．０００１ ∗∗

Ｘ３
２ ０．０５８ １ ０．０５８ ５．７３ ０．０４７９ ∗

残差 ０．０７１ ７ ０．０１０

失拟项 ０．０３０ ３ ０．０１０ １．００ ０．４７９２

误差项 ０．０４１ ４ ０．０１０

总和 ４．１３ １６

相关系数 Ｒ２ ＝ ０．８６６９，校正系数（Ａｄｊ Ｒ２）＝ ０．９６０７

　 ∗Ｐ＜０．０５ 差异显著，∗∗Ｐ＜０．０１ 差异极显著， ／ 差异不显著

　 ∗Ｐ＜０．０５ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ， ∗∗ Ｐ＜０．０１ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ， ／ ｈａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

　 　 由表 ４ 可以看出，各因素中纤维素酶浓度一次

项Ｘ１极显著，酶提温度一次项Ｘ２极显著，酶提温度

二次项Ｘ２
２极显著，酶提时间二次项Ｘ３

２显著。 在本

实验设计范围内，Ｒ２ ＝０．８６６９，校正后的 Ｒ２ ＝ ０．９６０７，

模型Ｆ＝ ４４．５０，该模型回归显著性 Ｐ＜０．０００１，说明

建立的模型极显著；失拟项 Ｆ 值为１．００，Ｐ＝ ０．４７９２＞

０．０５，不显著，说明模型的拟合程度良好，未知因素

对试验结果干扰较小，该模型可以用于淫羊藿多糖

的提取优化。

２．３．２　 相应曲面分析与优化　 根据回归方程，作出

响应面图，考察所拟合的响应曲面的形状，分析酶

浓度（Ｘ１）、酶提温度（Ｘ２）和酶提时间（Ｘ３）对淫羊

藿多糖提取率的影响，相应曲面的三维立体见

图 ５．ａ－ｃ与等高图见图 ６．ｄ－ｆ。

由图 ５．ａ 和图 ６．ｄ 可以看出，随着酶浓度的增

加，提取得率缓慢增加，说明增加酶浓度有利于提

高提取率，但增加的速度相对较小，当酶浓度超过

９０ Ｕ ／ μＬ 后出现提取得率趋于平稳的趋势；而提取

得率随着提取温度的增加而快速增大，当提取温度

在 ５０ ℃时，提取率达到最大值，之后随温度的增

加，提取率呈下降趋势。 说明提取温度对提取率的

影响较大。

由图 ５．ｂ 和图 ６．ｅ 可以看出，提取率随酶提时

间的增加缓慢增大，在 ８０ ｍｉｎ 时达到最大值，之后

随时间的增大而缓慢降低，可能是随着酶解的进

行，有非多糖类物质析出，影响多糖得率的测定；而
随着酶浓度的增加提取率同样是缓慢增长的趋势，
说明酶提时间和酶浓度对提取率的影响相对较小。

由图５．ｃ和图６．ｆ可以看出，酶提温度在 ４０ ～
５０ ℃之间时，提取率随温度的升高而迅速增大，温
度在 ５０ ℃后，提取率呈明显的下降趋势；而随着酶

提时间的增大，提取率变化趋势不明显，说明相对

于酶提时间，酶提温度对提取率的影响较大。
２．３．３　 验证试验　 为验证试验的可操作性，选取同

一样品， 在纤维素酶浓度 １１０ Ｕ ／ μＬ、 酶提温度

６０ ℃、酶提时间 １００ ｍｉｎ 的最佳提取条件下进行验

证性试验，提取 ３ 次，计算淫羊藿多糖的平均提取

率为 １０．０６％，非常接近理论预测值 １０．１９９％。 因

此，采用响应面优化方法对淫羊藿多糖的提取工艺

进行优化，可得到最优的工艺参数，为进一步的试

验研究奠定基础，为淫羊藿的开发利用提供依据。
３　 讨　 论

多糖是存在于生物体内的一类生物大分子物

质，具有重要的生物活性。 多糖传统的提取方法是

水煮、水提醇沉法，这些传统的提取方法时间长、效
率低。 而酶辅助提取法具有时间短、效率高、能耗

低等优点，克服了传统提取法的一些缺点。 本研究

·６５·
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图 ５　 两因素之间交互作用对淫羊藿多糖提取率影响的响应面三维立体图

Ｆｉｇ ５　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｔｈｒｅｅ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ

图 ６　 两因素之间交互作用对淫羊藿多糖提取率影响的响应面等高线图

Ｆｉｇ ６　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｏｎｔｏｕｒ ｍａｐ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ

基于酶法在提取中药时的优点，通过单因素和响应

面法讨论了淫羊藿多糖的提取工艺条件，以期达到

高效从淫羊藿中提取多糖的目的。
在单因素试验中，就酶浓度而言，淫羊藿多糖

的提取率随着酶浓度的增加而增大，但酶浓度在

９０～１１０ Ｕ ／ μＬ 之间增长趋势变缓，这是由于随着酶

浓度的增加，促进了酶对淫羊藿植物细胞壁的降

解，增加了多糖的溶出量，当酶浓度超过 ９０ Ｕ ／ μＬ
后，纤维素酶与底物的作用点达到饱和；就酶提温

度而言，淫羊藿多糖提取率随温度的升高而增加，
当温度超过 ５０ ℃时，总多糖提取率随温度的升高

而程下降趋势，这是由于酶属于蛋白质，其活性受

温度的影响，温度升高可促进酶活性的增强，当超

过最适温度时可导致酶蛋白质变性失活，从而降低

酶的活性，影响多糖提取率；就酶提时间而言，随着

酶提时间的增加多糖提取率升高，超过 ８０ ｍｉｎ 时，
多糖提取率程下降趋势，这可能是酶解过程中细胞

透性不断增加，随着酶解的不断进行，一些非多糖

类可溶性物质不断析出，干扰多糖的测定，导致多

糖提取率降低。
通过响应面试验设计，利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件

建立了淫羊藿多糖提取率与纤维素酶浓度、酶提温

度及酶提时间的二次多项回归模型，验证结果表明

该模型合理可靠，能较好的预测淫羊藿多糖的提取

率。 优化出淫羊藿多糖酶辅助提取的最佳工艺参

数为：纤维素酶浓度 １１０ Ｕ ／ μＬ，酶提温度 ６０ ℃，酶
提时间 １００ ｍｉｎ，淫羊藿多糖的提取率为 １０．０６％，
与预测值 １０．１９９％非常接近，可达预测值的 ９８．６％。
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据有关文献报道，刘晓鹏等［１３］ 用微波辅助法提取

淫羊藿多糖，多糖得率为 １．８％；姜虹等［１４］ 报道，用
响应面法优化淫羊藿多糖超声提取提取工艺，其多

糖提取率为 ５．６２％。 与微波辅助法及超声提取法

相比，本研究相对省时，且淫羊藿多糖提取率较高。
试验结果表明该回归方程可以较好的预测实验结

果。 因此，选择响应面法来优化淫羊藿多糖的提取

工艺是可行的。
该提取工艺中的试验条件具有容易控制、安全

环保，且提取效率高、时间短等优点，弥补了传统提

取工艺的缺点，可为淫羊藿多糖的工业化大生产提

供参考。
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