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摘要：分别从料液比、浸提时间、浸提次数、浸提温度等４个方面初步研究 水 法 提 取 方 格 星 虫 体 壁 中 的 水 溶 性 多

糖的条件及优化。在单因素试验结束后，通过正交试验取四因素三水平得到方格星虫水溶性多糖水提法的最佳

组合。结果：影响方格星虫多糖提取率的主次顺序为浸提温度＞料液比＞浸 提 时 间＞浸 提 次 数，最 佳 的 浸 提 条

件为：温度１００℃，料液比１∶１２ｇ／ｍＬ，浸提时间３ｈ，浸 提 次 数４次。在 最 优 浸 提 条 件 下，方 格 星 虫 水 溶 性 多 糖

水提法所得的最佳提取率为１．２２％。该工艺稳定可行，能有效提高方格星虫多糖的提取率。
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中图法分类号：Ｒ２８４．２　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００５－９１６４（２０１３）０４－０２８５－０４

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅ　ａｉｍ　ｏｆ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ　ｉｓ　ｔｏ　ｃｈｏｏｓｅ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｗａｔｅｒ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｗａｔｅｒ　ｓｏｌｕ－
ｂｌｅ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｆｒｏｍＳｉｐｕｎｃｕｌｕｓ　ｎｕｄｕｓ　Ｌｉｎｎａｅｕｓ．Ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ　ｄｅｓｉｇｎ　ｗｉｔｈ　ｆｏｕｒ　ｆａｃ－
ｔｏｒｓ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｓｔｕｄｙ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｔｏ　ｆｌｕｉｄ，ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ，ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｗａｔｅｒ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ　ｆｒｏｍ
Ｓ．ｎｕｄｕｓ．Ｔｈｅ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｔｈａｔ　ａｆｆｅｃｔｅｄ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｙｉｅｌｄ　ｆｒｏｍＳ．ｎｕｄｕｓ　ｒａｎｋｅｄ　ａｓ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｅｍ－
ｐｅｒａｔｕｒｅ＞ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｔｏ　ｆｌｕｉｄ＞ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ＞ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅｓ．Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｅｘ－
ｔｒａｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｗｅｒｅ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｆ　１００℃，ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｔｏ　ｆｌｕｉｄ　ｏｆ　１∶１２ｇ／ｍＬ，ｔｉｍｅ　ｆｏｒ
３ｈａｎｄ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　４ｔｉｍｅｓ．Ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ａｂｏｖｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｒｅａｃｈｅｄ
１．２２％．Ｔｈｉｓ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｉｓ　ｓｔａｂｌｅ　ａｎｄ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ｗｉｔｈ　ｈｉｇｈ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｓｉｐｕｎｃｕｌｕｓ　ｎｕｄｕｓ，ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ｗａｔｅｒ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

　　近年来，随着研究设备和研究方法的进步，多糖

的研究对象逐步从陆地生物扩展到海洋生物。海洋

生物多糖具有种类多、作用广等特点，目前已有很多

海洋生物多糖应用于药物治疗中。例如服用含有鼠

李糖的褐藻酸，能有效缓解恶心、呕吐等症状，并能减

少铬、铝等重金属在体内的沉积［１］。另外从海藻中分

离的海藻硫酸多糖具有抗凝血活性，也广泛应用于缺

血型心、脑血管疾病［２］。海洋无脊椎动物等海洋生物

含有的一种氨基多糖甲壳素，长期以来应用于临床早

期癌症，它不仅具有提高免疫、抑制肿瘤的作用，还能

帮助中后期癌症患者减轻放疗后的痛苦［３］。

　　常用的粗多糖提取工艺有热水浸提法、超声波或

微波辅助法、溶剂浸提法、酶解法以及酸碱浸提法等，
各种方法都有自身的优点和缺陷，一般根据需提取的
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多糖特性选取合适的工艺。本试验采用的是热水浸

提法，该方法的优点是在生产上使用安全，成本低廉，
并且相较于 酸 碱 法 提 取，不 容 易 使 多 糖 的 糖 苷 键 断

裂，从而保证多糖的活性。

　　方格星虫在近几年已成为研究热点，在其营养成

分［４］、氨基酸组 成［５］、基 础 营 养 研 究［６～９］等 方 面 都 有

相关报道。此外，方格星虫的多糖也具有很多生理活

性，它能明显抑制金色葡萄球菌、大肠埃希菌等细菌

的 生 长［１０］；也 能 较 好 的 抑 制 人 肝 癌 细 胞 系

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞 株 ＨＢＶ－ＤＮＡ的 复 制［１１］；它 还 能

促进小鼠（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）脾淋巴 细 胞 的 增 殖，提 高

小鼠的免疫 力［１２］。本 试 验 先 分 别 从 料 液 比、浸 提 时

间、浸提温度、浸提次数等４个方面进行了单因素试

验，找出４个单因素的最佳提取条件。之后再４个因

素分别取３个水平进行正交试验，旨在找出水法提取

方格星虫体壁水溶性多糖的最优条件。

１　材料和方法

１．１　试验材料

　　 本 试 验 采 用 鲜 方 格 星 虫 成 虫，平 均 体 重 为

３１．２６ｇ，均购自北海市南珠水产市场。在提取多糖之

前，先将鲜方格星虫体壁剪开去内脏、血液，用蒸馏水

洗涤２～３遍，再将之剪碎并用高速组织匀浆机打碎

至糊状以备用。多糖提取工艺流程为：对应各试验条

件水法 浸 提→离 心（９０００ｒ／ｍｉｎ离 心３０ｍｉｎ）→去 蛋

白（三氯乙酸 充 分 搅 拌 后５０００ｒ／ｍｉｎ离 心，２～３次）

→醇 沉（约 至 乙 醇 浓 度７５％，４℃过 夜）→离 心（４℃
９０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ）→洗涤（２０ｍＬ无水乙醇和丙

酮）→冷冻干燥（冷 冻 干 燥 机－３８℃冷 冻 干 燥４ｈ）→
溶 解（２０ｍＬ蒸 馏 水）→透 析（截 留 相 对 分 子 量 为

１０００００以上的玻璃纸流水透析４８ｈ）→５０℃水浴浓缩

至１／３→醇沉（约至乙醇浓度７５％，４℃过夜）→离心

（４℃９０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ）→冷冻干燥得到粗多糖

（冷冻干燥机－３８℃冷冻干燥４ｈ）。

　　试 验 药 品 包 括 分 析 纯９５％乙 醇、ＮａＯＨ、苯 酚、
硫酸、三氯乙酸、葡萄糖等。

１．２　水法提取方格星虫多糖的条件优化

　　采用热水法提取经预处理的方格星虫水溶性多

糖，研究料液比、浸提温度、浸提时间以及浸提次数等

因素对多糖浸出率的影响。４个单因素试验为固定４
个提取条件中的３个条件，改变另外一个条件，以确

定变量对方格星虫多糖提取的影响。

　　试 验１：确 定 料 液 比１∶１５ｇ／ｍＬ，浸 提 温 度

１００℃，浸提次数５次，分别取不同的浸提时间，０．５～
６ｈ，０．５ｈ一个梯度 共１２个 试 验 组，根 据 试 验 结 果 中

方格星虫的多糖提取率确定最佳浸提时间。

　　试验２：确定浸提温度１００℃，浸提时间４ｈ，浸提

次数５次，分别取不同的料液比，１∶３ｇ／ｍＬ，１∶６ｇ／

ｍＬ，１∶９ｇ／ｍＬ，１∶１２ｇ／ｍＬ，１∶１５ｇ／ｍＬ，１∶１８ｇ／

ｍＬ，１∶２１ｇ／ｍＬ，共７个 试 验 组，根 据 试 验 结 果 中 方

格星虫的多糖提取率确定最佳料液比。

　　试验３：确 定 料 液 比１∶１５ｇ／ｍＬ，浸 提 时 间４ｈ，

浸提次数５次，分别取不同的浸提温度，４０～１００℃，

１０℃一个梯度共７个试验组，根据试验结果中方格星

虫的多糖提取率确定最佳提取温度。

　　试 验４：确 定 料 液 比１∶１５ｇ／ｍＬ，浸 提 温 度

１００℃，浸提时间４ｈ，改 变 浸 提 次 数，分 别 浸 提１～６
次共６个试验组，根据试验结果中方格星虫的多糖提

取率确定最佳浸提次数。

１．３　粗多糖质量分数测定

　　葡萄糖标准曲线采用苯酚－硫酸法测定。具体流

程为：取分析级葡萄糖１００℃干燥至恒重→精确秤取

５３５．２５ｍｇ→蒸馏水溶解→２００ｍＬ容量瓶定容（浓度

２．６７６３ｇ／ｍＬ）→取１０ｍＬ定容至５０ｍＬ容量瓶（稀释

５倍）→分 别 取０，０．２，０．４，０．６，０．８，１．０ｍＬ置 于

２０ｍＬ的 干 燥 刻 度 试 管 中，加 超 纯 水 至 体 积 均 为

１．０ｍＬ→加入５％苯酚２．０ｍＬ（摇 匀）→加 入 浓 硫 酸

３．０ｍＬ（冷却至室温）→４９０ｎｍ处测定其吸光度。以

浓度为横坐标，吸光度为纵坐标绘制标准曲线。将各

试验组水法提取的粗多糖按照相同的方法溶解后测

得吸光值，参照葡萄糖标准曲线获得多糖浓度。

２　结果与分析

２．１　葡萄糖标准曲线

　　图１所示为苯酚－硫酸法测吸光值得葡萄糖标准

曲线。

图１　葡萄糖标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ

２．２　各单因素对方格星虫多糖提取率的影响

　　从图２可 知，改 变 浸 提 时 间 对 多 糖 提 取 率 有 影

响。当浸提时间低于３ｈ时，方格星虫的多糖提取率
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不理想，提高 浸 提 时 间 能 较 为 显 著 的 提 高 多 糖 提 取

率。浸提时间在３．０～４．５ｈ，改变浸提时间对浸提效

果并无显著影响。浸提时间为４．０ｈ时，多糖的浸提

效果最佳，提取率高达１．１６％。当浸提时间大于４．
５ｈ后，继续增加浸提时间，多糖提取率反而下降。

图２　浸提时间对多糖提取率的影响

　　Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｐｅｒｃｅｎｔ　ｏｆ　ｐｏｌｙ－
ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

　　从图３可知，改变水提法的浸提温度也能对方格

星虫多糖的提取率产生影响。多糖提取率随着浸提

温度从４０℃提高到１００℃持续增加，在１００℃达到最

大提取率１．０８％。

图３　浸提温度对多糖提取率的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｐｅｒｃｅｎｔ　ｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

　　从图４可知，水提法中料液比不同同样影响方格

星虫的多糖提取。当料液比 低 于１∶１５ｇ／ｍＬ时，提

高料液比，能持续提高多糖的提取率。但当料液比大

于１∶１５ｇ／ｍＬ时，继续提高料液比，多糖的提取率反

而下降。料液比为１∶１５ｇ／ｍＬ时，多 糖 提 取 率 达 到

最佳，为１．０８％。

图４　料液比对多糖提取率的影响

　　Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｔｏ　ｆｌｕｉｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃ－
ｔｉｏｎ　ｐｅｒｃｅｎｔ　ｏｆ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

　　从图５可知，浸提次数对方格星虫的多糖提取率

也有影响。多糖提取率与提取次数并不成正比例关

系。浸提次数少于４次时，提高浸提次数有利于提高

多糖提取率，当浸提次数为４次时，多糖提取率达到

最大，达１．０９％。之后再提高浸提次数，多糖提取率

反而有所下降。

图５　浸提次数对多糖提取率的影响

　　Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｔｉｍｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｐｅｒｃｅｎｔ

ｏｆ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．３　方格星虫多糖浸提条件的正交试验优化

　　完成单因素试验后，根据单因素试验结果，查阅

正交实验表，对４个影响因素分别取３个水平，如表

１所示分别进行了单因素交互试验。从结果看，４个

因素对方格星虫多糖提取率的影响顺序为浸提温度

＞料液比＞浸提时间＞浸提次数，并且４个因素之间

有交互影响。水法提取方格星虫多糖的最佳条件为

料液比１∶１２ｇ／ｍＬ、浸 提 温 度 为１００℃、浸 提 时 间 为

３．０ｈ，浸 提 次 数 为４次，得 到 的 最 大 多 糖 提 取 率 为

１．２２％。
表１　正交试验及结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

试验号
Ｔｅｓｔ

料 液 比
（Ａ）
Ｒａｔｉｏ　ｏｆ
ｍａｔｅｒｉａｌ
ｔｏ　ｆｌｕｉｄ
（ｇ／ｍＬ）

浸 提 温
度（Ｂ）
Ｅｘｔｒａｃ－
ｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒ－
ａｔｕｒｅ
（℃）

浸 提 时
间（Ｃ）
Ｅｘｔｒａｃ－
ｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ（ｈ）

浸 提 次
数（Ｄ）
Ｅｘｔｒａｃ－
ｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｓ
（次）

多 糖 提 取
率
Ｅｘｔｒａｃ－
ｔｉｏｎ　ｒａｔｅ
ｏｆ　ｐｏｌｙｓａ－
ｃｃｈａｒｉｄｅ
（％）

１　 １（１︰９） １（８０） １（３．０） １（３） ０．３４
２　 １　 ２（９０） ２（３．５） ２（４） ０．８９
３　 １　 ３（１００） ３（４．０） ３（５） ０．６４
４　 ２（１︰１２）１　 ２　 ３　 ０．７６
５　 ２　 ２　 ３　 １　 ０．９３
６　 ２　 ３　 １　 ２　 １．２２
７　 ３（１︰１５）１　 ３　 ２　 ０．４５
８　 ３　 ２　 １　 ３　 ０．６８
９　 ３　 ３　 ２　 １　 １．１６
Ｋ１ ０．６２　 ０．５２　 ０．７５　 ０．８１
Ｋ２ ０．９７　 ０．８３　 ０．９４　 ０．８５
Ｋ３ ０．７６　 １．０１　 ０．６７　 ０．６９
Ｒ　 ０．３５　 ０．４９　 ０．２６　 ０．１６

最优水平
Ｏｐｔｉｍａｌ
ｌｅｖｅｌ

Ａ２ Ｂ３ Ｃ１ Ｄ２

备 注：表格中Ｋ１～Ｋ３为各因素各水平下的多糖平均得率，Ｒ为极差，

等于多糖平均得率最大值减去平均得率最小值。

Ｎｏｔｅ：Ｋ１～Ｋ３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｅ　ｍｅａｎ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｆａｃｔｏｒ

ｉｎ　ｅａｃｈ　ｌｅｖｅｌ．Ｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ｔｈｅ　ｒａｎｇｅ，Ｒ＝ｔｈｅ　ｍａｘｉｍｕｍ　ａｖｅｒａｇｅ　ｙｉｅｌｄ
－ｔｈｅ　ｍｉｎｉｍｕｍ　ａｖｅｒａｇｅ　ｙｉｅｌｄ．
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３　讨论

　　在以往的海洋生物多糖研究中，提取方法有很多

种，如采用酶法从皱纹盘鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓ　ｄｉｓｃｕｓ　ｈａｎｎａｉ
Ｉｎｏ）中提取鲍 鱼 多 糖，多 糖 的 得 率 高 达１９．６０％［１３］；
采取酸法提 取 青 蛤（Ｃｙｃｌｉｎａ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ）多 糖，多 糖 的

提取率为１．８２％［１４］；采用超滤、浓缩、离子交换层析

等方法提取、纯化中国鲎（Ｔａｃｈｐｌｅｕｓ　ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ）鲎
抗脂多糖因子［１５］。水法提取多糖的工艺同样在普洱

茶（Ｃａｍｅｌｌｉａ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ）茶 多 糖［１６］、大 理 百 合（ＤａＬｉ
Ｌｉｌｉｕｍ　ｂｒｏｗｎｉｅ）多糖［１７］、蜗牛（Ｃａｔｈａｉｃａ　ｆａｓｃｉｏｌａ）
多糖［１８］的提取中得到应用。

　　在单因素试验中，改变提取时间能影响多糖的提

取率，分析原因可能在于多糖存在于方格星虫体壁细

胞之中，需要破碎细胞才能溶解出来，增加提取时间

有利于提高 细 胞 破 碎 率，因 此 多 糖 的 提 取 率 也 可 增

加。但是持续提高浸提时间，由于此方法是热水浸提

法，持续的高温，很可能破坏多糖的糖苷键，导致糖苷

键断裂，因此最终的多糖提取率下降。而相同提取时

间、料液比、提取次数的条件下，高温试验组多糖提取

率优于低温试验组的原因可能在于细胞的细胞膜骨

架由磷脂双分子层组成，磷脂双分子层表面镶嵌或贯

穿有大量蛋白质，高温能使这些蛋白质变性，因而使

得存在于细胞质中的多糖得以溶解出来。适当增加

料液比以及提高浸提次数能有效提高多糖提取率的

原因则可能是二者都能使体壁细胞破碎率升高，从而

提高多糖提取率。而高提取次数反而得到低提取率，
原因一，可能是在多次提取过程中需转移多糖次数以

及需浓缩的多糖溶液量增加，会粘在容器壁上损耗一

部分；原因二，可能是反复提取使得原来已经提取出

来的多糖，糖苷键被破坏，因此提取率下降。

４　结论

　　正交试验结果显示水法提取的４个提取条件之

间有 交 互 影 响，料 液 比 为１∶１２ｇ／ｍＬ，浸 提 温 度 为

１００℃，浸提时间为３．０ｈ，浸提次数为４次，提取效果

最好，得到的 最 大 多 糖 提 取 率 为１．２２％。在 正 交 实

验结果基础上，取最佳提取条件进行了多次试验，结

果显示 该 试 验 条 件 稳 定 性 好，多 糖 高 提 取 率 重 复

性好。
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