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摘要：【目的】研究碱法提取方格星虫体壁中水溶性方格星虫多糖的条件及优化。【方法】根据料液比、浸提时间、

浸提温度、碱液浓度对多糖得率的影响，并通过正交试验得到方格星虫水溶性多糖浸提工艺优选因素组合。【结

果】影响方格星虫多糖得率的因素主次顺序为浸提温度＞料液比＞浸提时间＞碱液浓度；最佳浸提条件为温度

５０℃，料液比 １∶６ ｇ／ｍＬ，时间 ４ｈ，碱液（ＮａＯＨ）的质量分数为 ８％。【结论】最佳浸提工艺条件下多糖浸提提取

率最大为 １．８１％。
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  【研究意义】由于生活环境的不同，海洋生物多糖
的种类和活性与陆地生物多糖不尽相同，本文旨在研
究碱法提取方格星虫多糖的条件及其优化，找出碱法
提取方格星虫多糖的最优条件。【前人研究进展】多
糖因构成成分不同而分为均一性多糖和不均一性多

糖。早期的多糖研究主要对象集中在陆地植物方面，
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近年来，随着海洋生物的开发，海洋生物多糖的研究
也逐步开展。研究发现，海洋生物多糖的种类大体分
为 ３ 种，海洋微生物多糖、海藻多糖和海洋动物多
糖［１，２］。这些多糖具有不同的生理作用，例如，从海
洋湿润黄杆菌（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｕｌｉｇｉｎｏｓｕｍ ）的代
谢产物中得到一种胞外杂多糖Ｍａｒｉｎａｃｔａｎ，具有增强
免疫活性、促进体液免疫和细胞免疫的功能［３］；从褐
藻中提取的海带多糖和褐藻胶分别具有降血糖［４］和

降血脂［５］的作用；从仿刺参肠道提取的粗多糖对小鼠

Ｈ２２ 肝癌实体瘤具有抑制作用［６］。

  本试验方格星虫是北部湾沿海地带特色海产品
之一，目前已有许多学者针对其营养需求等进行相关
研究［７～ １０］。在其多糖研究方面，已有报道：热水提取
法的最大提取率为 １．２２％［１ １］，另外已证实方格星虫
多糖具有抗菌、抑制乙肝病毒活性以及提高小鼠免疫
活性等生理作用［１２～ １４］。【拟解决的关键问题】本试验
从料液比、浸提时间、浸提温度、碱液浓度等 ４ 个方
面，分别进行了单因素试验，之后再从 ４ 个因素分别
取 ３ 个水平，通过正交试验研究碱法提取方格星虫体
壁水溶性多糖的最优条件。

１ 材料和方法

１．１ 材料及预处理

  鲜方格星虫成虫均购自北海市南珠水产品市场，
平均体质量为 ３０．２ｇ。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。

  预处理：用解剖剪将鲜活的方格星虫纵向剖开，
体壁用蒸馏水洗涤，剪成 １ｃｍ２左右的小段，经高速组
织匀浆机匀浆打碎成糊状。按照试验方法选取的料
液比加入设定浓度的 ＮａＯＨ，用设定的温度恒温水
浴提取相应时间，提取之后用 １５％的盐酸调节 ｐＨ
值至 ７．０，再 ９０００ｒ／ｍｉｎ 离心 ３０ｍｉｎ（ＫＲ２５ｉ，美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司出品），收集上清液。在上清液中加入
三氯乙酸，充分搅拌后 ５０００ｒ／ｍｉｎ 离心，收集上清液
去除沉淀（沉淀为蛋白），此步骤重复 ２～３ 次。收集
的上清液与 ９５％乙醇溶液按 １∶３ 的比例（约至乙醇
浓度 ７５％）４ ℃过夜，之后 ４ ℃条件下 ９０００ｒ／ｍｉｎ 离
心 １０ｍｉｎ，分别加入无水乙醇和丙酮洗涤多次沉淀后
置通风处晾干。将沉淀用超纯水溶解后装入能截留
相对分子量为 １００００ 以上的玻璃纸流水透析 ４８ｈ，溶
液与 ９５％乙醇溶液 １∶３ 的比例再沉淀，离心，冷冻
干燥（Ｃｏｏｌｓａｆｅ １１０４Ｌ，Ｄｅｎｍａｒｋ，丹麦 ＬａｂｏＧｅｎｅ 公
司出品）得到方格星虫粗多糖。

１．２ 碱提方格星虫多糖的条件优化

  研究料液比、浸提温度、浸提时间以及碱液浓度

等因素对多糖浸出率的影响。

１．２．１ 最佳料液比的确定

  改变试验料液比，分别取 １ ∶ ３ｇ／ｍＬ、１ ∶ ４ｇ／

ｍＬ、１∶５ｇ／ｍＬ、１∶６ｇ／ｍＬ、１∶７ｇ／ｍＬ、１∶８ｇ／ｍＬ、

１∶９ｇ／ｍＬ、１∶１０ｇ／ｍＬ，其他条件为浸提时间 ３ｈ，浸
提温度 ６０℃，碱液浓度 ６％。根据方格星虫多糖的提
取率确定最佳料液比。

１．２．２ 最佳浸提温度的确定

  改变试验浸提温度，分别取 ３０℃、４０℃、５０℃、

６０℃、７０℃、８０℃、９０℃、１００℃，其他条件为料液比

１∶５ｇ／ｍＬ，浸提时间 ３ｈ，碱液浓度 ６％。根据方格星
虫多糖提取率确定最佳温度范围。

１．２．３ 最佳浸提时间的确定

  改变试验浸提时间，分别取 １ｈ、２ｈ、３ｈ、４ｈ、５ｈ、

６ｈ、７ｈ、８ｈ，其他条件为料液比 １∶５ｇ／ｍＬ，浸提温度

６０℃，碱液浓度 ６％。根据方格星虫多糖提取率的影
响选择最佳浸提时间。

１．２．４ 最佳浸提碱液浓度的确定

  改变浸提碱液浓度，分别取 １％、２％、３％、４％、

５％、６％、７％、８％、９％、１０％，其他条件为浸提时间 ３
ｈ，浸提温度 ６０℃ ，料液比 １∶５ｇ／ｍＬ。根据其方格
星虫多糖的提取率确定最佳浸提次数。

１．２．５ 多糖浸提条件正交试验

  完成各个单因素试验后，为确定各个单因素之间
的交互影响，因此在预实验的基础上进行了正交试
验。正交试验采用四因素、三水平，从 Ｌ９（３ ４）正交试
验表中确定各个试验组合，得出最佳浸提条件。

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。精密
称取 １００℃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
的葡萄糖标准溶液。吸取稀释 ５ 倍的葡萄糖标准溶
液 ０ｍＬ、０．２ｍＬ、０．４ｍＬ、０．６ｍＬ、０．８ｍＬ、１．０ｍＬ 置
于 ２０ｍＬ 的干燥刻度试管中，加超纯水至体积均为

１．０ｍＬ，再分别加入 ５％苯酚 ２·０ｍＬ，摇匀，迅速加入
浓硫酸 ３．０ｍＬ，冷却至室温，４９０ｎｍ 处测定其吸光度
（ＵＶ６３００，上海美谱达公司出品），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，精密称取 １００℃干
燥至恒重的各组粗多糖 ２００ｍｇ左右，加水溶解，定容
于 ２００ｍＬ容量瓶中，配成溶液。吸取稀释 ５ 倍粗多
糖溶液 ０．４ｍＬ置于 ２０ｍＬ 的干燥刻度试管中，加超
纯水至体积均为 １．０ｍＬ，再分别加入 ５％ 苯酚

２·０ｍＬ，摇匀，迅速加入浓硫酸 ３．０ｍＬ，冷却至室温，

４９０ｎｍ 处测定其吸光度，得到的吸光值参照标准曲
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线获得多糖浓度。

２ 结果与分析

２．１ 葡萄糖标准曲线

  采用苯酚-硫酸法绘得葡萄糖标准曲线，结果如
图 １ 所示。

图 １ 葡萄糖标准曲线

Ｆｉｇ．１ Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ

２．２ 料液比对多糖提取率的影响

  如图 ２ 所示，随着料液比的增加，方格星虫多糖
提取率呈先增后降的趋势。当料液比小于 １∶ ５ｇ／

ｍＬ 时，增加料液比有利于提高方格星虫的多糖提
取，当料液比大于 １∶５ｇ／ｍＬ 时，继续提高方格星虫
与碱液的料液比将使多糖提取率持续下降。以获取
最大多糖提取率为目的，单因素试验中碱法提取方格
星虫多糖的最适料液比为 １∶５ｇ／ｍＬ。

图 ２ 料液比对多糖提取率的影响

  Ｆｉｇ．２ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｏ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃ-
ｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．３ 浸提温度对多糖提取率的影响

  如图 ３ 所示，当提取温度为 ５０℃、６０℃、７０℃时，
多糖的提取率都比较高，低于或高于此温度，多糖的
提取率都不理想，低提取温度对提取率的影响要大于
高提取温度。以获取最大多糖提取率为目的，单因素
试验中碱法提取方格星虫多糖的最适温度为 ６０℃。

２．４ 浸提时间对多糖提取率的影响

  如图 ４ 所示，方格星虫多糖提取中浸提时间对多
糖提取率也有影响。浸提时间 ３ｈ 最佳，提取率为

１·５８％。延长浸提时间并不能持续提高多糖提取率。
以获取最大多糖提取率为目的，单因素试验中碱法提

取方格星虫多糖的最适提取时间为 ３ｈ。

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

图 ４ 浸提时间对多糖提取率的影响

  Ｆｉｇ．４ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙ-
ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．５ 碱液浓度对多糖提取率的影响

  如图 ５ 所示，方格星虫多糖提取使用的碱液浓度
同样影响多糖的提取率。碱液浓度为 ６％时，多糖提
取率最高，为 １．３８％。图 ５ 结果还显示，碱液浓度过
高比碱液浓度过低更不利于方格星虫的多糖提取。
以获取最大多糖提取率为目的，单因素试验中碱法提
取方格星虫多糖的最适碱液浓度为 ６％。

图 ５ 碱液浓度对多糖提取率的影响

  Ｆｉｇ．５ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｋａｌｉ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．６ 方格星虫多糖浸提条件的正交试验优化

  本试验设计为查相关正交表所得，根据预实验结
果，对 ４ 个影响因素分别取 ３ 个水平。从表 １ 和表 ２
结果可以看出，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＞碱液浓度。
碱法提取方格星虫多糖的最佳条件为料液比 １∶６ｇ／

ｍＬ、浸提温度为 ５０℃、浸提时间为 ４ｈ、碱液浓度为

８％，得到的最大多糖提取率为 １．８１％。

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



表 １ 碱法提取条件的因素水平

Ｔａbｌｅ １ Ｔｈｅ Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

水平
Ｌｅｖｅｌｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

料液比（Ａ）
Ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｍａｔｅｒｉａｌ
ｔｏ ｆｌｕｉｄ
（ｇ／ｍＬ）

浸提温度（Ｂ）
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
（℃）

浸提时间（Ｃ）
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ（ｈ）

碱液浓度（Ｄ）
Ａｌｋａｌｉ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（％）

１ １：５ ５０ ３ ４
２ １：６ ６０ ４ ６
３ １：７ ７０ ５ ８

表 ２ 正交试验及结果

Ｔａbｌｅ ２ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

试验号
Ｔｅｓｔ
ｎｕｍｂｅｒ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

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

浸提
温度（Ｂ）
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅ-
ｒａｔｕｒｅ
（℃）

浸提
时间（Ｃ）
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ（ｈ）

碱液
浓度（Ｄ）
Ａｌｋａｌｉ
ｃｏｎｃｅｎ-
ｔｒａｔｉｏｎ
（％）

多糖提
取率

Ｐｏｌｉｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ
（％）

１ １ １ １ １ １．５９
２ １ ２ ２ ２ １．５３
３ １ ３ ３ ３ １．２１
４ ２ １ ２ ３ １．８１
５ ２ ２ ３ １ １．５８
６ ２ ３ １ ２ １．５７
７ ３ １ ３ ２ １．６４
８ ３ ２ １ ３ １．３２
９ ３ ３ ２ １ １．５３
Ｋ １ １．４４ １．６８ １．４９ １．５７
Ｋ ２ １．６５ １．４８ １．６２ １．５８
Ｋ ３ １．５０ １．４４ １．４８ １．４５
Ｒ ０．２１ ０．２４ ０．１５ ０．１３

最优水平
Ｏｐｌｉｍａｌ
ｌｅｖｅｌ

Ａ２ Ｂ１ Ｃ２ Ｄ３

３ 结论

  已有研究发现，方格星虫体壁蛋白含量非常高，
因此在碱提多糖过程中作了蛋白去除的相关处

理［１５，１ ６］。本试验在开始前，以水提多糖法作为对照
试验，结果显示碱提法的多糖提取率远远大于水提法
的多糖提取率，这与朱建飞等［１７］在紫苏饼粕多糖提

取中的结 果 一 致。赵 东 贤 等［１８］在 研 究 福 寿 螺

（Ｐｏｍａｃｅａ ｃａｎａｌｉｃｕｌａｔａ ）多糖提取工艺时，发现碱
提法能提高福寿螺酸性多糖的提取率。另外多糖碱
提工 艺 也 同 样 应 用 于 绿 疣 海 葵 （Ａｎｔｈｏｐｌｅｕａｒ
ｍｉｄｏｒｉ ）、 毛 肤 石 鳖 （Ａｃａｎｔｈｏｃｈｉｔｏｎ
ｒｕｂｒｏｌｉｎｅａｔｕｓ ）、平背蜞（Ｇａｅｔｉｃｅ ｄｅｐｒｅｓｓｕｓ ）及绒毛
近方 蟹 （Ｈｅｍｉｇｒａｐｓｕｓ ｐｅｎｉｃｉｌｌａｔｕｓ ）等 海 产 品
中［１ ９］。本文的结果显示，从单因素结果来看，方格星
虫碱法提取多糖工艺最佳单因素提取水平分别为料

液比 １∶５ｇ／ｍＬ、温度 ６０℃、提取时间 ３ｈ、碱液浓度

６％。通过正交试验进行单因素交互试验后，方格星
虫碱法提取多糖的最佳提取工艺为料液比 １∶ ６ｇ／

ｍＬ，浸提温度 ５０℃，浸提时间 ４ｈ、碱液浓度 ８％，得
到的最大多糖提取率为 １．８１％。经重复试验证明，
该工艺条件稳定性好，多糖提取率高，可进一步投入
工业化生产。
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