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酶法提取方格星虫多糖的条件及优化*
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摘要：【目的】确定胰蛋白酶酶解法提取方格星虫（Ｓｉｐｕｎｃｕｌｕｓ ｎｕｄｕｓ ）体壁中水溶性多糖的最优条件。【方法】分

别从料液比、浸提温度、浸提时间、浸提 ｐＨ 值、酶底比等 ５ 个方面进行了初步研究。研究分为两部分进行，先确

认提取方法中各单因素的最优条件，再根据单因素试验结果选取 ４ 个主要因素（料液比、浸提温度、浸提 ｐＨ 值、

酶底比），进行四因素三水平的正交试验，得到方格星虫水溶性多糖水提法的最佳组合。【结果】正交试验结果表

明：对方格星虫多糖提取率影响最大的为浸提温度，其次是 ｐＨ 值和料液比，影响最小的为酶底比。最佳浸提条

件为：温度 ６０℃、ｐＨ 值 ８．０、料液比 １∶１２ｇ·ｍＬ－１、酶底比为 ２．０％、时间 ３ｈ。【结论】在最优浸提条件下，方格

星虫水溶性多糖酶提法所得的最佳提取率为 １．５９％。此方法高效稳定可行，能有效提高方格星虫的多糖提

取率。
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  【研究意义】多糖有同多糖和杂多糖之分，由相同
单糖聚合而成的多糖称为同多糖，如淀粉、纤维素等；
由不同单糖聚合而成的则为杂多糖，如透明质酸、硫
酸软骨素等［１］。多糖的生物学活性具有多元化、复杂
化。近几年来，为了进一步拓展多糖研究的广阔性及
彻底性，研究学者将目光由陆地生物多糖转向海洋生
物多糖的研究上。随着研究的深入，海洋生物多糖的
药用、保健功效逐步被发现。例如，甲壳质能有效减
少肝脏中有毒物质的积累，从而降低肝脏损伤［２］；螺
旋藻多糖具有促进细胞新陈代谢，增强机体免疫力的
功效，并且能抑制癌细胞增殖［３］；壳聚糖具有抗炎以
及抗血凝等作用［４］；方格星虫多糖具有抗病毒、抗菌、
抗氧化、抗辐射、抗疲劳、提高免疫力和记忆力等生物
学 功 能［５～ １ １］。 【前 人 研 究 进 展 】方 格 星 虫

（Ｓｉｐｕｎｃｕｌｕｓ ｎｕｄｕｓ ）作为北部湾地区特有经济品种
之一，因肉质脆嫩、营养丰富而深受广大消费者的喜
爱。方格星虫的多糖提取有多种方法，如夏乾峰等［６］

采用热水提取法提取方格星虫体壁多糖进行多糖抗

菌实验；张桂和等［１２］采用酶解法分离纯化方格星虫

体壁和血液多糖，同时鉴定了其性质。【拟解决的关
键问题】本试验采取胰蛋白酶酶解法对其水溶性多糖
进行提取，分别进行料液比、浸提 ｐＨ 值、浸提温度、
浸提时间以及酶底比 ５ 个单因素试验，确定各个单因
素的最佳提取条件。再根据单因素试验结果进行四
因素三水平的正交试验，确定各个单因素之间的交互
影响，最终得以确定酶法提取的最佳条件，为日后方
格星虫多糖提取工业化研究提供理论依据。

１ 材料和方法

１．１ 试验材料

  试验用方格星虫购于北海市南珠市场；平均体重
为 ３３．５４ｇ，静态时体长为 １２．３７～１５．２５ｃｍ。

１．２ 方格星虫多糖的提取及条件优化

  洗净的方格星虫—→解剖取体壁—→体壁经高速
组织匀浆机磨碎得体壁肉酱—→加入适量胰蛋白酶
酶解—→灭酶—→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）—→得到粗多糖。

  以提取率为指标确定最佳料液比、最佳浸提温
度、最佳浸提时间、最佳浸提 ｐＨ 值以及最佳酶底比。

然后选取 ４ 个主要的影响因素，进行四因素三水平正
交试验，以确定影响浸提率的主要因素之间的交互作
用，从而得到酶法提取方格星虫水溶性多糖的最优
条件。

  多糖提取率（Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｙｉｅｌｄ，％）＝ｍ／Ｍ 。
式中：ｍ 为粗多糖质量，单位 ｇ；Ｍ 为提取所用方格
星虫体壁肉酱的质量，单位 ｇ。

１．３ 多糖含量测定

  采用苯酚-硫酸法。精密称取 １０５℃干燥至恒重
的对照葡萄糖 ５０８．５ｍｇ，加水溶解，定容于 ２００ｍＬ容
量瓶中，配成 ２．５４２５ｍｇ·ｍＬ－１的葡萄糖标准溶液。
吸取稀释五倍的葡萄糖标准溶液 ０、０．２、０．４、０·６、

０·８、１．０ｍＬ 置于 ２０ｍＬ 的干燥刻度试管中，以超纯
水补至 １．０ｍＬ，再分别加入 ６％苯酚 １．０ｍＬ，摇匀，
迅速加入浓硫酸 ５．０ｍＬ，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。将葡萄糖溶液换成粗多糖用同样的方法测
定吸光度，参照标准曲线获得多糖浓度。

２ 结果与分析

２．１ 浸提温度对多糖提取率的影响

  ｐＨ 值 ７．０，料液比 １ ∶ ９ｇ· ｍＬ－１，酶底比

１·５％，于 ４０℃、４５℃、５０℃、５５℃ 、６０℃、６５℃、７０℃
下分别酶解 ３ｈ，不同浸提温度下方格星虫多糖的提
取率见图 １。方格星虫的多糖提取率与浸提温度的
关系呈先增后降趋势。当浸提温度维持在 ５５～６５℃
之间时，多糖提取率基本处于平衡，分别为 １．１２％、

１·１７％、１．０７％；继续提高浸提温度，多糖提取率反而
下降，可能的原因是提取温度超过一定范围会造成动
物多糖断裂降解。由于升高温度会造成提取多糖的
成本增加，因此综合考虑浸提温度单因素试验中酶法
提取方格星虫水溶性多糖的最佳提取温度为 ５５℃。

图 １ 浸提温度对多糖提取率的影响

  Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．２ 浸提时间对多糖提取率的影响

  温度 ６０℃，ｐＨ 值 ７．０，料液比 １∶９ ｇ·ｍＬ－１，
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酶底比 １．５ ％，分别反应 １ｈ、２ｈ、３ｈ、４ｈ 、５ｈ 、６ｈ、７ｈ、

８ｈ，不同浸提时间下方格星虫多糖提取率结果见图

２。方格星虫的多糖提取率与浸提时间大体上也呈先
增后降趋势，过短的浸提时间造成酶解反应不完全，
不利于方格星虫的多糖提取；适当延长浸提时间能显
著提高多糖的浸提率，超过 ３ｈ 后再延长浸提时间同
样使得浸提率下降，原因在于酶解时间过长，造成酶
解液变质。浸提时间单因素试验表明酶法提取方格
星虫水溶性多糖的最佳提取时间为 ３ｈ。

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

２．３ 浸提料液比对多糖提取率的影响

  ｐＨ 值 ７．０，酶底比 １．５％，分别选取料液比为

１∶３ｇ·ｍＬ－１、１∶６ｇ·ｍＬ－１、１∶９ｇ·ｍＬ－１、１∶１２
ｇ·ｍＬ－１、１∶ １５ｇ·ｍＬ－１、１∶ １８ｇ·ｍＬ－１，在 ６０℃
水浴中酶解 ３ｈ，不同浸提料液比时方格星虫多糖提
取率结果见图 ３。从图中可知，料液比为 １ ∶ １２
ｇ·ｍＬ－１的试验组多糖浸提率最高，达 １．３２％。低
料液比和高料液比试验组的多糖浸提率都不理想。
料液比单因素试验表明酶法提取方格星虫水溶性多

糖的最佳料液比为 １∶１２ｇ·ｍＬ－１。

图 ３ 料液比对多糖提取率的影响

  Ｆｉｇ．３ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｏ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃ-
ｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．４ 胰蛋白酶添加量对多糖提取率的影响

  温度 ６０℃，ｐＨ 值为 ７．０，料液比为 １ ∶ １２
ｇ·ｍＬ－１，在酶底比分别为 ０．５％、１．０％、１．５％、

２·０％、２．５％、３．０％、３．５％、４．０％的条件下反应 ３ｈ，
得到的浸提结果如图 ４ 所示。当胰蛋白酶添加量低
于 ２·０％时，方格星虫多糖提取率较低，增加蛋白酶

的添加量有利于提高多糖的提取率。但是持续添加
胰蛋白酶含量并不能持续提高多糖的提取率，过高的
胰蛋白酶含量反而会略微降低方格星虫的多糖提取

率。胰蛋白酶添加量单因素试验表明酶法提取方格
星虫水溶性多糖的最佳酶量为 ２．０％。

图 ４ 酶添加量对多糖提取率的影响

  Ｆｉｇ．４ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｅｒ-
ｃｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．５ ｐＨ值对多糖提取率的影响

  料液比 １∶１２ｇ·ｍＬ－１，酶底比 ２．０％，ｐＨ 值选
择 ５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０，于 ６０℃水浴
中酶解 ３ｈ，得到的浸提结果如图 ５ 所示。弱酸性的
提取环境不利于方格星虫多糖的提取，碱性环境下

ｐＨ 值大于 ８．０ 也会使得提取率显著下降。当 ｐＨ 值
为 ８．０ 时，得到最大的提取率 １．１２％。ｐＨ 值单因素
试验表明酶法提取方格星虫水溶性多糖的最适 ｐＨ
值为 ８．０。

图 ５ ｐＨ 值对多糖提取率的影响

  Ｆｉｇ．５ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃ-
ｃｈａｒｉｄｅｓ

２．６ 酶法提取方格星虫多糖的正交试验优化

  得到各单因素最佳提取条件之后，选择主要的 ４
个因素（料液比、浸提温度、浸提 ｐＨ 值以及酶底比）
进行正交试验。正交试验设计为四因素三水平，如表

１ 所示，４ 个因素对方格星虫多糖提取率的影响顺序
为浸提温度＞ｐＨ 值＞料液比＞酶底比。酶法提取
方格星虫多糖的最佳条件为浸提温度 ６０℃、料液比

１∶１２ｇ·ｍＬ－１、ｐＨ 值 ８．０、酶底比 ２．０％、浸提时间

３ｈ，在此条件下提取得到的最大多糖提取率为

１·５９％。

０６１ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·２，Ａｐｒｉｌ ２０１４



表 １ 正交试验及结果

Ｔａbｌｅ １ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

试验号
Ｔｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

（Ａ）料液比
Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｏ ｆｌｕｉｄ

（ｇ·ｍＬ－１）

（Ｂ）浸提温度
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃）
（Ｃ）ｐＨ 值

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐＨ

（Ｄ）酶底比
Ｄｏｓａｇｅ ｏｆ
ｅｎｚｙｍｅ（％）

提取率
Ｒａｔｉｏ
（％）

１ １（１∶９） １（５５） １（７．０） １（２．０） １．０３
２ １ ２（６０） ２（７．５） ２（２．５） １．３９
３ １ ３（６５） ３（８．０） ３（３．０） １．１２
４ ２（１∶１２） １ ２ ３ １．３４
５ ２ ２ ３ １ １．５９
６ ２ ３ １ ２ １．１９
７ ３（１∶１５） １ ３ ２ １．３７
８ ３ ２ １ ３ １．２５
９ ３ ３ ２ １ １．２１
Ｋ １ １．１８ １．２５ １．１６ １．２８
Ｋ ２ １．３７ １．４１ １．３１ １．３２
Ｋ ３ １．２８ １．１７ １．３６ １．２４
Ｒ ０．１９ ０．２４ ０．２０ ０．０８

最优水平
Ｏｐｔｉｍａｌ ｌｅｖｅｌ Ａ２ Ｂ２ Ｃ３ Ｄ１

３ 讨论

  自 ２００４ 年广西海洋研究所首次在国内外突破了
方格星虫人工育苗技术难关以来，科技人员在方格星
虫繁殖发育［１３～ １５］、营养需求与饲料开发［１ ６～ １８］等方面

开展了系列的研究。目前已有相关研究报道了水法
提取方格星虫多糖的条件［１ ９］。酶法提取多糖的方法
已在许多种海洋生物多糖提取中得到应用，如采用胃
蛋白酶和胰蛋白酶（依次加入）辅助提取中国蛤蜊
（Ｍａｃｔｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ）中的蛤蜊多糖［２０］；采用木瓜蛋
白酶提取糙海参（Ｈｏｌｏｔｈｕｒｉａ ｓｃａｂｒａ Ｊａｅｇｅｒ ）中酸
性粘多糖［２１］、皱纹盘鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ Ｉｎｏ）
中鲍 鱼 多 糖［２２］以 及 海 带 （Ｌａｍｉｎａｒｉａ ｊ ａｐｏｎｉｃａ

Ａｒｅｓｃｈ ）中的海带多糖［２３］；另外在鲨软骨多糖提取
中，复合使用胰蛋白酶和木瓜蛋白酶比单独使用木瓜
蛋白酶或胰蛋白酶的多糖提取率要高［２４］。

  方格星虫体壁多糖存在于体壁细胞的细胞质中，
需破碎细胞使细胞质溶解至水中才能提取出来。胰
蛋白酶能有效降解体壁细胞细胞膜上存在的蛋白质，
破坏细胞膜机构，提高细胞破碎率，从而提高多糖提
取率。在第一部分单因素试验中，不同的浸提温度对
多糖提取率产生影响，原因在于低于最适温度，胰蛋
白酶的活性较低，使得蛋白酶的作用发挥不完全；而
过高的温度又会导致胰蛋白酶失活，也不利于细胞破
碎。改变提取时间能影响多糖提取率的原因可能在
于，胰蛋白酶是一种肽链内切酶，需要反应一定时间
才能充分破坏细胞膜结构，从而提高体壁细胞破碎

率。而过长的提取时间，则可能导致已经溶解于水中
的多糖在长时间高温作用下糖苷键断裂，导致最终多
糖提取率下降。改变料液比影响多糖提取率则可能
是，低料液比使得酶的作用发挥不完全，而高料液比
又导致细胞破碎不完全，这些都直接关系到多糖的浸
出。适当增加酶底比能有效提高细胞破碎率，但是浸
提过程中当酶量与料液比达到平衡之后，再继续添加
酶并不能持续起到提高多糖得率的作用。同时，胰蛋
白酶在反应过程中只有在最适 ｐＨ 值的环境中才能
发挥出最大作用，这也就解释了过低和过高的 ｐＨ 值
的试验组多糖的得率较低的原因。

４ 结论

  通过单因素试验和正交试验，得到胰蛋白酶酶解
法提取方格星虫多糖的最优条件为提取温度 ６０℃、
料液比 １∶１２ｇ·ｍＬ－１、ｐＨ 值 ８．０、酶底比为 ２．０％、
提取时间 ３ｈ，最大多糖提取率为 １．５９％。正交试验
结束后，根据最优提取条件进行了多次试验，结果表
明多糖高提取率稳定性好，该试验条件可进一步实现
工业化生产。
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ｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃａｌｌｏｐＣｈｌａｍｙｓ ｆａｒｒｅｒｉ ａｆｔｅｒ ａｉｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｊ Ｅｘｐ Ｍａｒ Ｂｉｏｌ Ｅｃｏｌ，

２００７，３４５：５２-６０．

［２０］ Ｌｅｔｅｎｄｒｅ Ｊ，Ｃｈｏｕｑｕｅｔ Ｂ，Ｍａｎｄｕｚｉｏ Ｈ，ｅｔ ａｌ．Ｔｉｄａｌ ｈｅｉｇｈｔ

ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｄｅｆｅｎｃｅｓ

ｉｎＭｙｔｉｌｕｓ ｅｄｕｌｉｓ ［Ｊ］．Ｍａｒｉｎｅ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，

２００９，６７：６９-７４．
［２１］ Ｖｉｄａｌ-Ｌｉ~ｎáｎ Ｌ，Ｂｅｌｌａｓ Ｊ．Ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔ-

ｅｄ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｍｕｓｓｅｌｓ，Ｍｙｔｉｌｕｓ ｇａｌｌｏｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｉｓ
———Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｍａｒｉｎｅ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ［Ｊ］．

Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｏｔａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１３，４６１-４６２：５６-
６４．

［２２］ Ｐａｍｐａｎｉｎ Ｄ Ｍ，Ｂａｌｌａｒｉｎ Ｌ，Ｃａｒｏｔｅｎｕｔｏ Ｌ，ｅｔ ａｌ．Ａｉｒ ｅｘ-

ｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ ｏｆ Ｃｈａｍｅｌｅａ ｇａｌｌｉｎａ ｈａｅｍｏ-
ｃｙｔｅｓ：ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｈａｅｍａｔｏｃｒｉｔ，ａｄｈｅｓｉｏｎ，ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ

ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｃｏｍｐ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ａ Ｍｏｌ

Ｉｎｔｅｇｒ Ｐｈｙｓｉｏｌ，２００２，１３１（３）：６０５-６１４．

（责任编辑：陈小玲）  
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