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海地瓜多糖和多肽提取纯化工艺及抗氧化活性

陈发河， 李　 真， 吴光斌

（集美大学食品与生物工程学院， 福建 厦门 ３６１０２１）

［摘要］ 以低值海地瓜 （Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ） 体壁干品为实验原料， 优化酶解超滤工艺条件， 联合

制备出不同分子质量段的海地瓜多糖和多肽， 优化确定柱层析法分离纯化海地瓜多糖的工艺参数， 对比探

究不同分子质量段海地瓜多糖和多肽的体外抗氧化活性。 结果表明： 先用胰蛋白酶在料液比 （ｍ ／ Ｖ） １∶ ４０、
加酶量 ２􀆰 ４％ （质量分数）、 ｐＨ 值 ７􀆰 ５、 ４５ ℃下酶解 ８ ｈ， 然后超滤分离得到分子质量小于 １０ ｋｕ 的海地瓜

多肽， 提取率达到 （２９． ６０２ ± １． ０１２）％ ； 再用中性蛋白酶和木瓜蛋白酶复合使用对超滤截留液和一次酶解

沉淀进行二次酶解提取多糖， 先加入质量分数 ７％ 的中性蛋白酶， ４５ ℃下酶解 ４ ｈ； 再加入质量分数 ８％ 的

木瓜蛋白酶， ６０ ℃下酶解 ４ ｈ， ｐＨ 值均为 ７􀆰 ０， 粗多糖提取率达到 （１４． ５１１ ± ０． １６２）％ 。 确定最佳超滤条

件为： 操作压力 ０􀆰 ２０ ＭＰａ， 料液质量分数 ６％ ， 操作温度 ３５ ℃ 。 得到海地瓜多肽 Ｐ１ （ ５ ～ １０ ｋｕ，
４８􀆰 ４７％ ）、 Ｐ２ （ １ ～ ５ ｋｕ， １８􀆰 ４６％ ） 和 Ｐ３ （ ＜ １ ｋｕ， ３３􀆰 ０７％ ）； 得到海地瓜粗多糖 Ｇ１ （ ＜ １０ ｋｕ，
６３􀆰 ０９％ ）、 Ｇ２ （１０ ～ １００ ｋｕ， ７􀆰 ２４％ ）、 Ｇ３ （１００ ～ ２００ ｋｕ， ４􀆰 ６７％ ） 和 Ｇ４ （ ＞ ２００ ｋｕ， ２５􀆰 ００％ ）。 采用 Ｑ⁃
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ⁃Ｆａｓｔ⁃Ｆｌｏｗ 阴离子交换柱层析法对 Ｇ４进行纯化， 在 ０， ０􀆰 ５， １􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 洗脱盐浓度下， 得到 ３ 个纯

化多糖组分 Ｇ４ － １ 、 Ｇ４ － ２和 Ｇ４ － ３ 。 体外抗氧化活性检测结果显示， 不同分子质量段海地瓜多肽对·ＯＨ 的清

除能力强弱顺序为： Ｐ３ ＞ Ｐ２ ＞ Ｐ１ ， 对 ＤＰＰＨ·和 Ｏ －
２ ·的清除能力强弱顺序均为： Ｐ２ ＞ Ｐ３ ＞ Ｐ１ 。 不同海地瓜

粗多糖对·ＯＨ 、 ＤＰＰＨ· 和 Ｏ －
２ ·的清除能力强弱顺序依次为： Ｇ４ ＞ Ｇ１ ＞ Ｇ３ ＞ Ｇ２ ， Ｇ４ ＞ Ｇ３ ＞ Ｇ１ ＞ Ｇ２ ， Ｇ１ ＞

Ｇ４ ＞ Ｇ２ ＞ Ｇ３ ； 纯化多糖对·ＯＨ 的清除能力强弱顺序为： Ｇ４ － １ ＞ Ｇ４ － ２ ＞ Ｇ４ － ３ ， 对 ＤＰＰＨ· 和 Ｏ －
２ ·的清除能

力强弱顺序均为： Ｇ４ － ２ ＞ Ｇ４ － １ ＞ Ｇ４ － ３ 。
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０　 引言
海地瓜 （Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ） ， 属于棘皮动物门 （Ｅｃｈｉｎｏｄｅｒｍａｔａ） 海参纲 （Ｈｏｌｏｔｈｕｒｏｉｄｅａ） 芋

参目 （Ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ） ［１］ 。 作为我国大宗低值海参品种， 海地瓜广泛分布在我国山东、 福建和广东沿

海， 食用品质较差。 相关研究表明［２ － ６］ ， 海地瓜体内含有丰富的蛋白质、 多糖、 脂肪、 皂苷、 必需氨

基酸、 维生素和微量元素等活性组分， 具有很高的营养价值和药用价值。 由于海地瓜属低值海参， 口

感较差， 食用价值较低， 因此， 研究其中的功效成分的分离提取工艺技术， 是实现低值海参资源高值

化利用的有效途径。
海参独特的自溶现象， 给运输与贮藏带来极大不便。 目前， 海参加工产品主要有海参干品、 海参

冷冻制品、 即食海参等传统海参产品以及海参口服液、 胶囊制剂等深加工功能性海参制品［７ － ８］ 。 海参

多糖是海参体壁的重要组成物质， 主要包括海参硫酸软骨素及海参岩藻聚糖硫酸酯 ２ 种组分［９ － １０］ ，
已证实海参多糖具有增强免疫力、 抑制肿瘤、 抗凝血、 降血脂和预防组织老化等多种特殊功效［１１ － １２］ 。
海参体壁富含蛋白质， 干品中蛋白质质量分数可达 ７０％ 以上， 是制备生物活性肽非常理想的原

料［１３ － １５］ 。 海参活性肽的生物活性研究主要集中在降血压、 抗疲劳、 提高免疫力、 抗菌抗氧化等方

面［１６ － １８］ 。 运用海参自溶和外源酶酶解相结合的技术可有效制备海参多糖和活性多肽［１３］ 。 本文以海地

瓜为原料， 采用酶解和超滤相结合的方法， 研究了联合制备不同分子质量段海地瓜多糖和多肽的工

艺， 并对不同分子质量段海地瓜多糖及多肽的体外抗氧化活性进行了比较分析。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与试剂

海地瓜干品购自厦门中埔水产品批发市场。 实验前洗净体表与体内的泥沙， 去除内脏， 水发后剪成小

块， 于 ４５ ℃烘箱中烘至恒重， 粉碎， 过 ６０ 目筛， 制成海地瓜干粉， 装入自封袋， 贮存于干燥器中备用。
木瓜蛋白酶 （２ × １０５ Ｕ ／ ｇ）， 中性蛋白酶 （２ × １０５ Ｕ ／ ｇ）， 南宁庞博生物工程有限公司； 胰蛋白酶

（２􀆰 ５ × １０５ Ｕ ／ ｇ）， 北京索莱宝科技有限公司； 牛血清蛋白、 Ｄ⁃氨基葡萄糖、 Ｄ⁃葡萄糖醛酸、 Ｔｒｉｓ⁃ｂａｓｅ，
国药集团化学试剂有限公司； Ｑ⁃Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ⁃Ｆａｓｔ⁃Ｆｌｏｗ 凝胶 （分装进口）， 美国 Ｐｈａｒｍａｃｉａ； 其他试剂均

为国产分析纯。
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１􀆰 ２　 仪器与设备

Ｃａｒｙ５０ 紫外可见分光光度计， 美国 Ｖａｒｉａｎ 公司； ＴＨ － ３００Ａ 梯度混合仪、 ＢＴ － １００ 恒流泵、 ＤＢＳ －
１００ 部分收集器， 上海青浦沪西仪器厂； 层析柱 （１􀆰 ５ ｃｍ × ４０ ｃｍ、 １􀆰 ５ ｃｍ × ７０ ｃｍ）， 上海方畦仪器有限

公司； ＲＥ － ５２ＡＡ 旋转蒸发仪， 上海亚荣生化仪器厂； ＳＨＢ －Ⅲ 循环水多用真空泵， 郑州长城科工贸有

限公司； 超滤膜 （ＵＰ０１０、 ＵＳ１００、 ＵＶ２００、 ＵＰ０１０、 ＵＰ００５、 ＮＰ０１０）， 迈纳德膜技术有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 工艺流程

海地瓜干粉→胰蛋白酶一次酶解→离心去沉淀 （保留沉淀备用） →上清液抽滤除杂→

１０ ｋｕ 超滤
↗ 透过液 （海地瓜多肽混合液） →超滤分级 （不同分子质量段的海地瓜多肽）
↘ 截留液与一次酶解离心沉淀混合→双酶二次酶解→离心取上清液 （海地瓜粗多糖） →
　 超滤分级 （不同分子质量段的海地瓜粗多糖） →离子交换柱层析法 （海地瓜纯化多糖）。

１􀆰 ３􀆰 ２　 总糖及蛋白质含量的测定

总糖含量的测定采用苯酚 － 硫酸法［１９］ ； 蛋白质含量的测定采用 Ｆｏｌｉｎ － 酚法［２０］ 。
１􀆰 ３􀆰 ３　 酶法提取海地瓜多糖和多肽

１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 １　 蛋白酶的筛选

选用胰蛋白酶、 中性蛋白酶和木瓜蛋白酶， 根据酶制剂说明书提供的最佳酶解条件设计对比实

验， 以酶解液中总糖含量和蛋白质含量为指标确定后续实验中蛋白酶的使用量。 实验中均取 １０ ｇ 海

参粉， 料液比 （ｍ ／ Ｖ） 为 １∶ ４０， 用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的盐酸溶液和氢氧化钠溶液调节 ｐＨ 值， 加酶量为 ２％ ， 在

电热恒温振荡水槽中酶解 ４ ｈ 后， 置于 １００ ℃沸水浴灭酶 ５ ｍｉｎ， 冷却后离心 （４０００ ｒ ／ ｍｉｎ， １５ ｍｉｎ），
取上清液定容于 １００ ｍＬ， 分别用苯酚 － 硫酸法和 Ｆｏｌｉｎ － 酚法测 Ａ４９０和 Ａ６４０ ， 计算酶解液中总糖和蛋白

质含量。 选用酶解液中蛋白质含量最高的蛋白酶 Ａ 对原料液进行一次酶解， 总糖含量最高的蛋白酶 Ｂ
对一次酶解沉淀及超滤截留液进行二次酶解。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ２　 酶解条件的优化

对实验用酶进行单因素实验， 考察酶解时间、 加酶量、 酶解 ｐＨ 值和酶解温度这 ４ 个因素。 每个

因素选取不同的水平， 均做 ３ 次平行试验， 计算酶解液中的总糖含量或蛋白质含量。 根据单因素实验

结果， 每个因素在最优范围内选取 ３ 个水平， 利用 Ｌ９ （３４ ）正交试验表进行正交试验， 对每种实验用

酶的酶解条件进行优化。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ３　 双酶体系复合酶解试验

提取海参多糖的关键在于破坏糖链与蛋白质之间的共价结合， 即肽键。 由于蛋白酶对肽链断裂作

用具有专一性， 一种酶只能水解固定的几种氨基酸残基， 使其多糖提取率受到限制。 因此， 以单酶最

佳酶解工艺为基础， 选用双酶体系复合酶解， 确定最佳酶解方案。
１􀆰 ３􀆰 ４　 超滤条件的优化

超滤过程中以不同的操作压力、 料液浓度和操作温度为考察因素， 以膜通量和膜效能为衡量指

标［２１］ ， 确定最佳超滤条件。 膜通量以单位时间通过单位膜面积透过液的体积来表示， 具体公式为：
膜通量 （ＬＭＨ） ＝ Ｖ ／ （Ｔ × Ｓ ）； 膜效能以单位时间通过单位膜面积透过液冷冻干燥后的质量来表示，
具体公式为： 膜效能 （ＭＭＨ） ＝ Ｍ ／ （Ｔ′ × Ｓ） ， 其中， Ｖ 为超滤透过液的体积 （Ｌ）； Ｍ 为超滤透过液

冷冻干燥后的质量 （ｇ）； Ｓ 为平板超滤膜的表面积 （ ｍ２ ）； Ｔ 和 Ｔ′为原料液通过膜表面所消耗的时

间， 单位分别为 ｈ 和 ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ５　 超滤法分离分级海地瓜多肽和多糖

选用截留分子质量为 ５ ｋｕ 和 １ ｋｕ 的超滤膜依次对海地瓜多肽混合液进行超滤分级， 选用截留分

子质量为 １０， １００ 和 ２００ ｋｕ 的超滤膜依次对海地瓜多糖粗提液进行截留液超滤分级。 采用截留液全

循环超滤方式， 当截留液体积为原始酶解液体积的 １ ／ ５ 时， 达到超滤终点。 依次收集 ５， １ ｋｕ 截留液
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和 １ ｋｕ 透过液， 透析除盐并冷冻干燥得到 ３ 个海地瓜多肽组分。 依次收集 １０， １００， ２００ ｋｕ 透过液和

２００ ｋｕ 截留液， 透析除盐并冷冻干燥得到 ４ 个海地瓜粗多糖组分。
１􀆰 ３􀆰 ６　 海地瓜高分子质量粗多糖 Ｇ４的离子交换柱层析法纯化

参照文献 ［２２］， 采用 Ｑ⁃Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ⁃Ｆａｓｔ⁃Ｆｌｏｗ 强阴离子交换柱对 Ｇ４进行分离纯化。 取适量海参粗

多糖溶解、 离心去沉淀后上样， 流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 每管收集 ５ ｍＬ， 采用苯酚 － 硫酸法和波长 ２８０ ｎｍ 处

紫外吸收法分别测定各收集管的多糖含量和蛋白质含量， 绘制洗脱峰， 按多糖峰收集各含糖组分， 透

析法 （３５００ ｕ） 除盐、 旋蒸浓缩、 冷冻干燥后， 低温干燥储藏备用。
１􀆰 ３􀆰 ７　 羟基自由基 （·ＯＨ） 清除能力的测定

参照文献 ［２３ － ２４］， 反应体系依次加入 １􀆰 ０ ｍＬ 磷酸盐缓冲液 （ｐＨ ＝ ７􀆰 ４０， １ ｍｏｌ ／ Ｌ）、 １􀆰 ０ ｍＬ
番红花红试剂 （１００ ｍｇ ／ Ｌ）、 １􀆰 ０ ｍＬ ＥＤＴＡ⁃Ｆｅ２ ＋ 试剂 （１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 ０􀆰 ５ ｍＬ 各浓度样品溶液以及１ ｍＬ
质量分数 ３％ Ｈ２ Ｏ２溶液， 混合均匀， ３７ ℃下保温静置 ３０ ｍｉｎ， 在波长 ５２０ ｎｍ 处测吸光度值， 记为 ＡＳ

（用 １􀆰 ０ ｍＬ 磷酸盐缓冲液加 ３􀆰 ５ ｍＬ 蒸馏水调零）。 按照相同的操作方法， 以 １􀆰 ５ ｍＬ 蒸馏水代替样品

和 Ｈ２ Ｏ２溶液， 吸光度值记为 Ａ； 以 ０􀆰 ５ ｍＬ 蒸馏水代替样品， 吸光度值记为 Ａ０ ， ·ＯＨ 清除率计算公

式为：·ＯＨ 清除率（％ ） ＝ （ＡＳ － Ａ０ ） ／ Ａ × １００ 。
１􀆰 ３􀆰 ８　 １， １ － 二苯基 － 苦肼基自由基 （ＤＰＰＨ·） 清除能力的测定

参照文献 ［２５ － ２７］， 取各浓度的样品溶液 ２􀆰 ０ ｍＬ 和 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＰＰＨ· － 乙醇溶液 ２􀆰 ０ ｍＬ，
充分混合均匀， 在室温下避光静置 ３０ ｍｉｎ， 在波长 ５１７ ｎｍ 处测吸光度值， 记为 ＡＳ （用体积分数 ５０％
的乙醇调零）。 按照相同的操作方法， 以 ２􀆰 ０ ｍＬ 无水乙醇代替 ＤＰＰＨ· － 乙醇溶液， 测吸光度值， 记

为 Ａ； 以 ２􀆰 ０ ｍＬ 无水乙醇代替样品溶液， 测吸光度值， 记为 Ａ０ ， ＤＰＰＨ·清除率计算公式为： ＤＰＰＨ·
清除率（％ ） ＝ （ １ － （ＡＳ － Ａ） ／ Ａ０ ） × １００ 。
１􀆰 ３􀆰 ９　 超氧阴离子自由基 （Ｏ －

２ ·） 清除能力的测定

参照文献 ［２３， ２７］ 的方法， 并加以改进， 取 Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ 缓冲液 （ ｐＨ ＝ ８􀆰 ２， ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ）
４􀆰 ５ ｍＬ和各浓度样品溶液 ０􀆰 １ ｍＬ， 混合均匀， ２５ ℃温水浴中反应 ２０ ｍｉｎ。 再加入 ０􀆰 ４ ｍＬ 邻苯三酚试

剂 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 以 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸为溶剂配制）， 充分混匀， ２５ ℃温水浴中准确反应 ４ ｍｉｎ， 迅速加

入 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 的浓盐酸 ０􀆰 １ ｍＬ 终止反应。 波长 ３２０ ｎｍ 处测得吸光值记为 ＡＳ （用 Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ 缓冲液

４􀆰 ５ ｍＬ和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸 ０􀆰 ５ ｍＬ 混合液调零）。 按照相同的操作方法， 以 ０􀆰 ４ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的盐酸

代替邻苯三酚试剂， 测得吸光值记为 Ａ； 以 ０􀆰 １ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的盐酸代替样品溶液， 测得吸光值记为

Ａ０ ， Ｏ －
２ ·清除率计算公式为： Ｏ －

２ ·清除率 （％ ） ＝ ［１ － （ＡＳ － Ａ） ／ Ａ０ ］ × １００ 。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 酶解方法对海地瓜多肽和多糖提取率的影响

２􀆰 １􀆰 １　 蛋白酶的筛选

由表 １ 可以看出， 从提取多肽的角度出发， 胰蛋白酶的酶解效果最佳， 可溶性蛋白质含量明显高

于中性蛋白酶和木瓜蛋白酶酶解所得， 且总糖含量最低， 这可能是由于胰蛋白酶作为动物性蛋白酶对

肽键断裂作用专一性较高造成的。
从提取多糖的角度出发， 作用谱广的微生物酶中性蛋白酶的酶解效果最佳， 酶解液中总糖含量最

高， 木瓜蛋白酶酶解能力稍弱。 故选用胰蛋白酶对原料液进行一次酶解， 酶解条件参照文献 ［２８］。
然后通过截留分子质量 １０ ｋｕ 的超滤膜分离得到分子质量相对较小海地瓜多肽， 提取率达到海地瓜体

壁干质量的（２９􀆰 ６０２ ± １􀆰 ０１２）％ ， 重复性好且纯度较高， 残留糖含量控制在 ２％ 以下。
利用中性蛋白酶和木瓜蛋白酶对一次酶解沉淀及超滤截留液开展后续实验， 提取海地瓜粗多糖。

根据上述实验结果进行中性蛋白酶和木瓜蛋白酶的单因素试验和正交试验。 中性蛋白酶酶解条件为：
ｐＨ 值 ７􀆰 ０， 加酶量 ４％ ， 酶解温度 ５０ ℃ ， 酶解时间 ４ ｈ。 木瓜蛋白酶酶解条件为： 酶解 ｐＨ 值 ７􀆰 ０，
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加酶量 ４％ ， 酶解温度 ５０ ℃ ， 酶解时间 ４ ｈ。 改变其中一个条件， 保持其他条件不变， 分别考察不同

影响因素对多糖提取率的影响。 各因素取值范围： 酶解 ｐＨ 值为 ６􀆰 ０， ６􀆰 ５， ７􀆰 ０， ７􀆰 ５， ８􀆰 ０； 加酶量

为 １％ ， ２％ ， ４％ ， ６％ ， ８％ ； 酶解温度为 ４０， ５０， ６０， ７０ ℃ ； 酶解时间为 ２， ４， ６， ８， １０ ｈ。

表 １　 最佳蛋白酶筛选实验结果

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

酶的种类
Ｅｎｚｙｍｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

时间 Ｔｉｍｅ
／ ｈ

加酶量
Ｅｎｚｙｍｅ ａｄｄｅｄ ／ ％ ｐＨ 温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃
总糖质量含量

Ｔｏｔａｌ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ
／ （ｇ·Ｌ － １ ）

蛋白质质量含量

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｇ·Ｌ －１）
胰蛋白酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ ４ ２ ８． ０ ３７ ０． ３１１ ± ０． ０１０ ６． ７８３ ± ０． １０１
中性蛋白酶 Ｎｅｕｔｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ４ ２ ７． ０ ５０ ０． ５０２ ± ０． ０１３ ５． ２６３ ± ０． １６２
木瓜蛋白酶 Ｐａｐａｉｎ ４ ２ ６． ５ ５０ ０． ４２３ ± ０． ００７ ５． ０３６ ± ０． １３９

２􀆰 １􀆰 ２　 酶解条件单因素试验

２􀆰 １􀆰 ２􀆰 １　 酶解时间对多糖提取率的影响

由图 １ 可以看出， 随着酶解时间延长， 中性蛋白酶的多糖提取率逐渐增大， ２ ～ ８ ｈ 之内增大趋势

明显， ８ ｈ 之后趋于平缓。 这是因为溶液粘稠降低酶分子的移动性， 不利于酶解反应进行， 此时酶解

产物达到饱和， 阻碍多糖释放。 在 ２ ～ ８ ｈ 之内， 木瓜蛋白酶的多糖提取率同样逐渐升高， ８ ｈ 时提取

率最高， 之后有所降低。
２􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２　 加酶量对多糖提取率的影响

由图 ２ 可以看出， 随着加酶量的增大， 中性蛋白酶多糖提取率迅速上升， ６％ 时达到最大值， 而

后出现下降。 这可能是因为随着加酶量的增大， 酶解程度加深， 酶解液粘度有所升高， 部分多糖被各

种杂质吸附形成沉淀。 木瓜蛋白酶多糖提取率随加酶量的增大而增大， ６％ 之后继续增大加酶量， 提

取率增大幅度变小。 因为此时酶解已达到饱和， 底物浓度不变， 即使增大加酶量， 没有充足底物与酶

结合， 多糖提取率也不会有大幅度的增加。
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图 1 酶解时间对多糖提取率的影响

Fig.1 Influence of enzymolysis time on
the extraction rate of polysaccharide

图 2 加酶量对多糖提取率的影响

Fig.2 Influence of enzyme concentration
on the extraction rate of polysaccharide

说明：a，b，c，d，e 分别表示酶解时间为 2，4，5，8，10 h
Notes：a，b，c，d，e indicated enzymolysis time 2，4，6，8，10 h

说明：a，b，c，d，e 分别表示加酶量为 1%，2%，4%，6%，8%
Notes：a，b，c，d，e indicated enzyme concentration 1%，2%，4%，6%，8%

a b c d e a b c d e a b c d e a b c d e

２􀆰 １􀆰 ２􀆰 ３　 酶解 ｐＨ 值对多糖提取率的影响

由图 ３ 可以看出， 酶解 ｐＨ 值对中性蛋白酶多糖提取率的影响程度很小， ｐＨ 值在 ６􀆰 ０ ～ ７􀆰 ０ 内，
多糖提取率只有小幅度的升高， ｐＨ 值在 ７􀆰 ０ 以上时， 多糖提取率几乎没有变化。 酶解 ｐＨ 值对木瓜

蛋白酶多糖提取率的影响则比较明显， ｐＨ 值在 ６􀆰 ０ ～ ７􀆰 ０ 内， 多糖提取率随着 ｐＨ 值的增大而增大，
ｐＨ 值在 ７􀆰 ０ 时多糖提取率达到最大， 之后逐渐减小。 因此， 中性蛋白酶和木瓜蛋白酶的最佳酶解 ｐＨ
值均控制在 ７􀆰 ０ 左右， 这与酶制剂说明书的描述一致。
２􀆰 １􀆰 ２􀆰 ４　 酶解温度对多糖提取率的影响

由图 ４ 可以看出， 中性蛋白酶和木瓜蛋白酶的多糖提取率随着温度的升高均呈现先增大后减小的

·９０１·
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趋势。 酶解温度在 ５０ ℃时， 中性蛋白酶的多糖提取率最高； 酶解温度在 ６０ ℃时， 木瓜蛋白酶的多糖

提取率最高。 另外， 由图 ４ 还可以看出， 酶解温度对中性蛋白酶的影响程度更明显。
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图 3 pH 值对多糖提取率的影响

Fig.3 Influence of pH value on
the extraction rate of polysaccharide

图 4 酶解温度对多糖提取率的影响

Fig.4 Influence of temperature on
the extraction rate of polysaccharide

中性蛋白酶
Neutral proteinase

中性蛋白酶
Neutral proteinase

a b c d e a b c d e a b c d e a b c d e

说明：a，b，c，d，e 分别表示pH 值为 6.0，6.5，7.0，7.5，8.0
Notes：a，b，c，d，e indicated pH 6.0，6.5，7.0，7.5，8.0

说明：a，b，c，d，e 分别表示温度为 30，40，50，60，70℃
Notes：a，b，c，d，e indicated temperature 30，40，50，60，70℃

２􀆰 １􀆰 ３　 酶解条件正交试验

２􀆰 １􀆰 ３􀆰 １　 中性蛋白酶正交试验

根据单因素实验结果， 设计 Ｌ９ （３４ ）正交试验来考察中性蛋白酶酶解时间、 加酶量、 酶解 ｐＨ 值、 酶

解温度４ 个因素对多糖提取率的影响， 各因素水平见表２， 正交试验结果见表３。 由表３ 可知， 在各因素

水平范围内， 对中性蛋白酶多糖提取率的影响主次顺序为： 加酶量 ＞ 酶解温度 ＞ ｐＨ 值 ＞ 酶解时间。 得

到中性蛋白酶的最优酶解条件 Ａ１ Ｂ３ Ｃ２ Ｄ１ ： 酶解时间为 ８ ｈ， 加酶量为 ７％ ， ｐＨ 值为 ７􀆰 ０， 酶解温度为

４５ ℃。 在该条件下经过 ３ 次验证实验， 得到海地瓜体壁多糖提取率为体壁干质量的 （１０􀆰 ８６３ ±０􀆰 １２０）％ 。
表 ２　 中性蛋白酶正交试验因素水平表

Ｔａｂ． ２　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

水平

Ｌｅｖｅｌｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

酶解时间
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ（Ａ） ／ ｈ

加酶量
Ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｂ） ／ ％

酶解 ｐＨ 值
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｐＨ（Ｃ）

酶解温度
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｄ） ／ ℃

１ ８ ５ ６． ５ ４５
２ ９ ６ ７． ０ ５０
３ １０ ７ ７． ５ ５５

表 ３　 中性蛋白酶正交试验结果

Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

实验号
因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
多糖提取率 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ／ ％
１ １ １ １ １ ７． ７１２
２ １ ２ ２ ２ ８． ７８７
３ １ ３ ３ ３ １０． ３６５
４ ２ １ ２ ３ ７． ７８２
５ ２ ２ ３ １ ９． ０５１
６ ２ ３ １ ２ ９． １５３
７ ３ １ ３ ２ ６． ９９０
８ ３ ２ １ ３ ８． ５９５
９ ３ ３ ２ １ １０． １６３
ｋ１ ８． ９５５ ７． ４９５ ８． ４８７ ８． ９７５
ｋ２ ８． ６６２ ８． ８１１ ８． ９１１ ８． ３１０
ｋ３ ８． ５８３ ９． ８９４ ８． ８０２ ８． ９１４
Ｒ ０． ３７２ ２． ３９９ ０． ４２４ ０． ６６５

·０１１·
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２􀆰 １􀆰 ３􀆰 ２　 木瓜蛋白酶正交试验

根据单因素实验结果， 设计 Ｌ９ （３４ ）正交试验考察木瓜蛋白酶酶解时间、 加酶量、 ｐＨ 值、 酶解温

度４ 个因素对多糖提取率的影响， 各因素水平见表４， 正交试验结果见表５。 由表５ 可知， 在各因素水平

范围内， 对木瓜蛋白酶多糖提取率的影响主次顺序为： 加酶量 ＞ ｐＨ 值 ＞ 酶解温度 ＞ 酶解时间， 得到木

瓜蛋白酶的最优酶解条件 Ａ２ Ｂ３ Ｃ２ Ｄ２ ： 酶解时间为 ８ ｈ， 加酶量为 ８％ ， ｐＨ 值为 ７􀆰 ０， 酶解温度为 ６０ ℃。
在该条件下经过 ３ 次验证实验， 得到海地瓜体壁多糖提取率为体壁干质量的（９􀆰 ３６４ ± ０􀆰 １７３）％ 。

表 ４　 木瓜蛋白酶正交试验因素水平表

Ｔａｂ． ４　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｏｆ ｐａｐａｉｎ

水平

Ｌｅｖｅｌｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

酶解时间
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ（Ａ） ／ ｈ

加酶量
Ｅｎｚｙｍｅ ａｄｄｅｄ（Ｂ） ／ ％

酶解 ｐＨ 值
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｐＨ（Ｃ）

酶解温度
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｄ） ／ ℃

１ ７ ６ ６． ５ ５５
２ ８ ７ ７． ０ ６０
３ ９ ８ ７． ５ ６５

表 ５　 木瓜蛋白酶正交试验结果

Ｔａｂ． ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｏｆ ｐａｐａｉｎ

实验号
因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
多糖提取率 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ／ ％
１ １ １ １ １ ６． ００９
２ １ ２ ２ ２ ７． ４６４
３ １ ３ ３ ３ ８． ３６５
４ ２ １ ２ ３ ７． ０５５
５ ２ ２ ３ １ ７． ３２０
６ ２ ３ １ ２ ８． ００９
７ ３ １ ３ ２ ６． ９６４
８ ３ ２ １ ３ ６． １１５
９ ３ ３ ２ １ ８． ９７９
ｋ１ ７． ２７９ ６． ６７６ ６． ７１１ ７． ４３６
ｋ２ ７． ４６１ ６． ９６６ ７． ８３３ ７． ４７９
ｋ３ ７． ３５３ ８． ４５１ ７． ５５０ ７． １７８
Ｒ ０． １８２ １． ７７５ １． １２２ ０． ３０１

２􀆰 １􀆰 ４　 双酶体系复合酶解试验

通过酶的筛选试验结果， 本试验选择多糖提取率较高的中性蛋白酶和木瓜蛋白酶， 比较单酶酶解

和双酶复配使用对海地瓜多糖提取率的影响。 由正交试验结果可以看出， 中性蛋白酶和木瓜蛋白酶的

最佳酶解 ｐＨ 值均为 ７􀆰 ０。 因此结合正交试验所得两种单酶的最优条件， 在不同的组合方式下， 仅改

变酶解温度和酶解时间， 不同酶解的设计方案见表 ６。 由表 ６ 可知， 在酶解时间一定的情况下双酶复

配使用， 无论是混合酶解还是分步酶解， 均比单酶酶解效果好。 这与不同蛋白酶底物特异性及活性中

心不同有关， 酶复配使用大大增加了其可酶解的底物范围， 多糖提取率明显升高。 而分步后酶解方案

５ 和方案 ６ 的多糖提取率均比复合酶解型的高， 这可能是因为两种酶混合使用影响了各自的活性， 而

且无法同时兼顾两种酶的最优酶解条件。 分步酶解两种方案又以中性蛋白酶在先的效果更好， 所以方

案 ５ 为最佳酶解方案， 即： 先加入中性蛋白酶， 在加酶量 ７％ 、 酶解温度 ４５ ℃的条件下水解 ４ ｈ， 再

加入木瓜蛋白酶， 在加酶量 ８％ 、 酶解温度 ６０ ℃的条件下水解 ４ ｈ， 整个过程 ｐＨ 值均为 ７􀆰 ０， 多糖提

取率最高， 达到了（１４􀆰 ５１１ ± ０􀆰 １６２）％ ， 重复性良好。
目前使用双酶或多酶体系来提高多糖提取率的研究已有很多报道： 展学孔等［２９］ 采用胰蛋白酶和

胃蛋白酶双酶体系先后水解的方式提取海参多糖， 本文研究结果与其一致， 效果良好； 冀利等［３０］ 以

·１１１·
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浓缩枣汁超滤截留液为原料， 选用植物蛋白酶、 木瓜蛋白酶和酸性蛋白酶 ３ 种酶分步水解金丝小枣蛋

白， 提取了多糖和多肽。
表 ６　 单酶与双酶提取率比较

Ｔａｂ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｉｎｇｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ ｍｉｘｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ

方案
Ｓｃｈｅｍｅ

酶解方式
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

酶种类
Ｅｎｚｙｍｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

酶解温度
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

酶解时间
Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ／ ｈ

多糖提取率 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ／ ％

１ Ⅰ Ａ ４５ ８ １０． ８６３ ± ０． １２０
２ Ⅰ Ｂ ６０ ８ ９． ３６４ ± ０． １７３
３ Ⅱ Ａ 和 Ｂ Ａ ａｎｄ Ｂ ４５ ８ １１． ３０１ ± ０． ０９８
４ Ⅱ Ａ 和 Ｂ Ａ ａｎｄ Ｂ ６０ ８ １１． ８８０ ± ０． １３９

５ Ⅲ 先 Ａ 后 Ｂ
Ｆｉｒｓｔ Ａ ａｆｔｅｒ Ｂ

先 ４５ 后 ６０
Ｆｉｒｓｔ ４５ ａｆｔｅｒ ６０ ４，４ １４． ５１１ ± ０． １６２

６ Ⅲ 先 Ｂ 后 Ａ
Ｆｉｒｓｔ Ｂ ａｆｔｅｒ Ａ

先 ６０ 后 ４５
Ｆｉｒｓｔ ６０ ａｆｔｅｒ ４５ ４，４ １３． ２９１ ± ０． １０１

　 　 说明： Ａ—中性蛋白酶， Ｂ—木瓜蛋白酶； Ⅰ型—单酶酶解， Ⅱ型—双酶混合酶解， Ⅲ型—双酶先后酶解

Ｎｏｔｅｓ： Ａ—ｎｅｕｔｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ； Ｂ—ｐａｐａｉｎ； Ｉ—ｓｉｎｇｌｅ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ； Ⅱ—ｍｉｘｅｄ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ； Ⅲ—ｍｉｘｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

２􀆰 ２　 海地瓜多肽和多糖的超滤法分离分级

２􀆰 ２􀆰 １　 超滤条件的优化

２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １　 操作压力对超滤膜通量和膜效能的影响

在料液质量分数为 ４％ 、 操作温度为 ２５ ℃ 的条件下， 研究不同操作压力（０􀆰 １０，０􀆰 １５，０􀆰 ２０，
０􀆰 ２５ ＭＰａ）对超滤膜通量和膜效能的影响， 结果如图 ５ 所示。 由图 ５ 可见， 在 ０􀆰 １０ ～ ０􀆰 ２５ ＭＰａ 的压力

范围内， 膜通量随操作压力升高而增加， 当其操作压力上升到 ０􀆰 ２０ ＭＰａ 以后， 增加幅度趋于平缓。
随着压力的增加， 被截留的大分子物质在膜表面不断累积吸附， 最终达到饱和形成凝胶层。 此时， 继

续增加压力， 除了增加能耗外， 只会增加凝胶层的厚度、 致密度和传质阻力， 加重膜污染。 因此， 当

压力达到 ０􀆰 ２０ ＭＰａ 以后， 膜通量减缓， 膜效能由增大变为减小。 结合膜通量和膜效能两项指标综合

考虑， 操作压力选择 ０􀆰 ２０ ＭＰａ 为宜。
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图 5 操作压力对超滤膜通量和膜效能的影响

Fig.5 Effects of operating pressure on ultra鄄filtration
membrane flux and membrane efficiency

２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２　 料液质量分数对超滤膜通量和膜效能的影响

在操作压力为 ０􀆰 ２０ ＭＰａ、 操作温度为 ２５ ℃ 的情况下， 研究不同料液质量分数（１％ ，２％ ，４％ ，
６％ ，８％ ）对超滤膜通量和膜效能的影响， 结果如图 ６ 所示。 由图 ６ 可见， 膜通量随着料液质量分数的

升高而降低。 这是因为料液黏度与溶质浓度成正比， 而粘度越高， 扩散系数越小， 膜表面越易出现浓

差极化现象， 形成凝胶层， 导致膜通量下降。 但是低浓度料液中小分子溶质含量少， 膜效能很低， 随

着料液质量分数的增加， 膜效能显著增大， 质量分数达到 ６％ 时膜效能增大幅度明显减小。 综合考虑

·２１１·
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产品利用率、 生产效率等， 确定料液质量分数为 ６％ 。
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图 6 料液质量分数对超滤膜通量和膜效能的影响

Fig.6 Effects of liquid concentration on ultra鄄filtration
membrane flux and membrane efficiency

２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３　 操作温度对超滤膜通量和膜效能的影响

在操作压力为 ０􀆰 ２０ ＭＰａ、 料液质量分数为 ４％ 的条件下， 研究不同操作温度（１５，２５，３５，４５ ℃ ）对

超滤膜通量和膜效能的影响， 结果如图 ７ 所示。 由图 ７ 可见， 温度升高， 膜通量和膜效能都随之增

大。 这是因为料液黏度随温度上升而下降， 因而扩散系数增加， 浓差极化影响降低， 有效延缓了膜表

面凝胶层的形成。 但是， 温度升高使蛋白质等大分子物质体积膨胀而结构变得疏松不规则， 易造成堵

塞污染或吸附污染。 当温度升高到 ３５ ℃时， 膜效能增加幅度明显降低。 综合考虑膜通量和膜效能大

小及经济效益， 本实验采用 ３５ ℃作为超滤温度。
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图 7 操作温度对超滤膜通量和膜效能的影响

Fig.7 Effects of operating temperature on ultra鄄filtration
membrane flux and membrane efficiency
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２􀆰 ２􀆰 ２　 海地瓜多肽和多糖的超滤分离分级

超滤分级得到 ３ 个不同分子质量段 ５ ～ １０ ｋｕ、 １ ～ ５ ｋｕ 和 ＜ １ ｋｕ 的海地瓜多肽， 分别命名为 Ｐ１ 、
Ｐ２和 Ｐ３ 。 经测定各组分中多肽含量， 计算得到不同分子质量段海地瓜多肽在海地瓜多肽混合液中所

占比例： Ｐ１ （４８􀆰 ４７％ ）， Ｐ２ （１８􀆰 ４６％ ）， Ｐ３ （３３􀆰 ０７％ ）。
超滤得到 ４ 个不同分子质量段 （ ＜ １０ ｋｕ， １０ ～ １００ ｋｕ， １００ ～ ２００ ｋｕ， ＞ ２００ ｋｕ） 的海地瓜多糖，

分别命名为 Ｇ１ 、 Ｇ２ 、 Ｇ３和 Ｇ４ ， 测定 ４ 个组分中的化学组成如表 ７。 由表 ７ 可见， 随着分子质量的增

大， 海地瓜粗多糖中总糖含量逐渐增加， 蛋白质含量逐渐减少， 分子质量大于 ２００ ｋｕ 的粗多糖 Ｇ４中

总糖含量已升至 ５５􀆰 ９９％ ， 蛋白质含量已降至 ６􀆰 ３３％ 。 故本研究只对所占比例较高且杂质最少的粗多

糖 Ｇ４进一步分级纯化。

·３１１·
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表 ７　 海地瓜多糖的化学组成

Ｔａｂ． ７　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
％

海地瓜多糖
Ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｆ

Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ

总糖质量
分数 Ｔｏｔａｌ

ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

蛋白质质量
分数

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

氨基己糖
质量分数

Ｈｅｘｏｓａｍｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

葡萄糖醛酸
质量分数

Ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

岩藻糖质量
分数

Ｆｕｌｏｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

硫酸根质量
分数

Ｓｕｌｆａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｇ１ １４． ５６ ４０． ３６ ３． ７３ １． ０７ １． ０８ —
Ｇ２ １５． ３５ ４６． ９８ ６． ０３ １． １９ １． ４６ ０． １４
Ｇ３ ２２． ０４ ３２． ９８ １１． ３５ ３． ８４ ５． ７４ ５． ３６
Ｇ４ ５５． ９９ ６． ３３ １１． ６９ ５． ４９ ３６． ２５ ２０． ５９
Ｇ４ － １ ６７． ３５ ４． ９８ ３． ２１ ７． ９９ ４３． ９８ １． ２９
Ｇ４ － ２ ３４． ４５ ２１． ９８ １１． １７ ９． ８８ １０． １８ １６． １６
Ｇ４ － ３ ５４． ８１ １． ０８ ９． ３０ ９． ５８ ２３． ４８ ２５． ５９

２􀆰 ２􀆰 ３　 粗多糖 Ｇ４的离子交换柱层析法纯化

样品经初始 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液 （含 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ） 洗脱和 ０ ～ ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 线性洗脱后， 选择了

ＮａＣｌ 浓度为 ０， ０􀆰 ５， １􀆰 ０， １􀆰 ５， ２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 的洗脱盐对海地瓜多糖 Ｇ４进行等梯度洗脱， 洗脱峰如图 ８
所示。 由图 ８ 分析确定 ＮａＣｌ 洗脱盐浓度为 ０， ０􀆰 ５， １􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ， 洗脱出现 ３ 个主要的多糖峰， 洗脱浓

度的增大说明多糖组分中与凝胶发生离子交换作用的物质逐渐增多， 可以推测最后一种多糖中含有最

多的酸根离子。 另外， 由图 ８ 还可以看出， 多糖峰二与蛋白质检测峰重合， 推测其成分可能为糖 － 蛋

白质复合物。 多糖峰三无蛋白质检出， 推测可能是一种组分单一的多糖。 合并收集粗多糖洗脱曲线三

个峰值处的多糖组分， 经除盐、 浓缩、 冷冻干燥处理后， 低温干燥环境中储藏， 得到海地瓜多糖呈乳

白色棉絮状， 分别命名为 Ｇ４ － １ 、 Ｇ４ － ２和 Ｇ４ － ３ 。 Ｇ４经过离子交换柱分离纯化得到的 ３ 种纯多糖的化学组

成差异很大， 说明相同分子质量范围内存在不同的多糖的组分， 可以通过柱层析的方法分离。 柱层析

纯化多糖 Ｇ４ － １ 、 Ｇ４ － ２ 、 Ｇ４ － ３的化学组成如表 ７， 其中 Ｇ４ － ２蛋白质含量较高， 占 ２１􀆰 ９８％ ， 进一步验证

了 Ｇ４ － ２洗脱过程中出现蛋白峰的原因， 即 Ｇ４ － ２是一种糖 － 蛋白质复合物。 Ｇ４ － ３中几乎不含蛋白质， 硫

酸根和岩藻糖含量很高， 说明 Ｇ４ － ３ 是高度硫酸酯化的岩藻聚糖。 而 Ｇ４ － １ 中岩藻糖含量最高， 达到

４３􀆰 ９８％ ， 氨基己糖、 葡萄糖醛酸及硫酸根含量最低， 说明 Ｇ４ － １是一种纯度较高的同多糖， 这也是 Ｇ４ － １

能被不含 ＮａＣｌ 的洗脱液最先洗脱下来的原因。
２􀆰 ３　 海地瓜多肽和多糖的抗氧化活性

２􀆰 ３􀆰 １　 清除羟基自由基 （·ＯＨ） 的能力

由图 ９ ～ 图 １１ 可以看出， 海地瓜多肽、 粗多糖和纯化多糖的·ＯＨ 清除能力均随着质量浓度的增

大显著增强， 且均高于 Ｖｃ。 不同分子质量段海地瓜多肽的·ＯＨ 清除能力随着分子质量的增大而降

低， 且差异较显著， 分子质量最小 Ｐ３对·ＯＨ 的清除能力最强。 不同分子质量段粗多糖中， Ｇ４的清除

能力最强， 质量浓度在 ６ ｇ ／ Ｌ 时·ＯＨ 清除率已达到（９８􀆰 ４２ ± １􀆰 ８９）％ 。 ３ 种海地瓜纯化多糖中， Ｇ４ － １

的·ＯＨ 清除能力最强。
２􀆰 ３􀆰 ２　 清除 １， １ － 二苯基 － 苦肼基自由基 （ＤＰＰＨ·） 的能力

由图 １２ 可以看出， Ｖｃ 在较低的质量浓度下表现出很强的 ＤＰＰＨ·清除能力， 而且随质量浓度增

加， 增幅较大。 对比图 １３ ～ 图 １５ 可以看出， 海地瓜多肽、 粗多糖和纯化多糖组分的 ＤＰＰＨ·清除能

力均随质量浓度升高而增强， 但是均低于 Ｖｃ。 海地瓜不同分子质量段多肽中， Ｐ２的 ＤＰＰＨ·清除能力

最强， 在 １ ～ ４ ｇ ／ Ｌ 范围内清除率迅速增大， 之后保持很小幅度缓慢增大。 海地瓜粗多糖中， Ｇ４在低

质量浓度时表现出的 ＤＰＰＨ·清除能力较弱， ２ ～ ４ ｇ ／ Ｌ 范围内 ＤＰＰＨ·清除率迅速升高， 从（２４􀆰 ０２ ±
１􀆰 ２２）％ 增至（７９􀆰 １１ ± １􀆰 ７２）％ ， 之后一直保持最强的 ＤＰＰＨ·清除能力。 ３ 种海地瓜纯化多糖中，
Ｇ４ － ２的 ＤＰＰＨ ·清除能力最强， 且在较低质量浓度 １ ｇ ／ Ｌ 时， ＤＰＰＨ · 清除率已达到 （ ４２􀆰 ５６ ±

·４１１·
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１􀆰 ０４）％ ， 但增长趋势相对比较平缓。 与·ＯＨ 清除能力类似， Ｇ４ － ３的 ＤＰＰＨ·清除能力最弱。
２􀆰 ３􀆰 ３　 清除超氧阴离子自由基 （Ｏ －

２ ·） 的能力

由图 １６ 可以看出， Ｖｃ 对 Ｏ －
２ ·具有较强的清除能力， １ ～ ４ ｇ ／ Ｌ 范围内， Ｏ －

２ ·清除率从 （２６􀆰 ５６ ±
１􀆰 ３３）％ 增至 （９４􀆰 ９８ ± ０􀆰 ６７）％ ， 之后趋于平缓。 海地瓜多肽对 Ｏ －

２ ·清除能力结果如图 １７ 所示， 海

地瓜多肽 Ｐ２的 Ｏ －
２ ·清除能力相对较强， 且 Ｏ －

２ ·清除率随质量浓度的升高有明显的增大趋势。 在实验
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图 9 海地瓜多肽和 Vc 对·OH 的清除能力

Fig.9 Scavenging activities of peptides from
Acaudina molpadioides and Vc on·OH
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Fig.10 Scavenging activities of crude polysaccharides
from Acaudina molpadioides on·OH

图 11 海地瓜纯化多糖对·OH 的清除能力

Fig.11 Scavenging activities of pure polysaccharides
from Acaudina molpadioides on·OH
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Fig.12 Scavenging activity of Vc on DPPH·
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Fig.13 Scavenging activities of peptides from
Acaudina molpadioides on DPPH·
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浓度范围内， 随浓度升高， Ｐ１和 Ｐ３的 Ｏ －
２ ·清除能力增加缓慢， 说明， 在该范围内二者的浓度和 Ｏ －

２ ·
清除能力没有明显的量效关系。 另外， Ｐ３的 Ｏ －

２ ·清除能力强于 Ｐ１ 。 对比图 １６ 可以看出， 海地瓜多肽

的 Ｏ －
２ ·清除能力均不及 Ｖｃ。
海地瓜粗多糖及纯化多糖对 Ｏ －

２ ·清除能力结果如图 １８、 图 １９ 所示， 海地瓜粗多糖及纯化多糖的

Ｏ －
２ ·清除能力都较弱， 远远低于 Ｖｃ。 而且 Ｏ －

２ ·清除率随质量浓度的升高没有很明显的变化趋势。 罗
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图 14 海地瓜粗多糖对 DPPH·的清除能力

Fig.14 Scavenging activities of crude polysaccharides
from Acaudina molpadioides on DPPH·
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Fig.15 Scavenging activities of pure polysaccharides
from Acaudina molpadioides on DPPH·
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图 16 Vc 对 O2·的清除能力

Fig.16 Scavenging activity of Vc on O2·

图 17 海地瓜多肽对 O2·的清除能力

Fig.17 Scavenging activities of peptides from
Acaudina molpadioides on O2·
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图 18 海地瓜粗多糖对 O2·的清除能力

Fig.18 Scavenging activities of crude polysaccharides
from Acaudina molpadioides on O2·

图 19 海地瓜纯化多糖对 O2·的清除能力

Fig.19 Scavenging activities of pure polysaccharides
from Acaudina molpadioides on O2·
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　 第 ２ 期 陈发河， 等： 海地瓜多糖和多肽提取纯化工艺及抗氧化活性
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晓航［３１］从鲍鱼脏器中提取粗多糖， 在 ２０ ｇ ／ Ｌ 时， Ｏ －
２ ·清除率仅有 ２５％ ， 说明动物多糖对 Ｏ －

２ ·的清

除能力普遍较弱。 本实验海地瓜粗多糖中 Ｇ１的 Ｏ －
２ ·清除能力相对高一些， 可能是因为分子质量小于

１０ ｋｕ 这一区间粗多糖中蛋白含量含量较高， 而且大部分以低分子质量多肽形式存在， 所以其 Ｏ －
２ ·清

除率略高于其他分子质量段粗多糖。 纯化多糖中仍然以 Ｇ４ － ２ 的 Ｏ －
２ ·清除率最高； 质量浓度升至

１０ ｇ ／ Ｌ时， Ｇ４ － １的 Ｏ －
２ ·清除率接近 Ｇ４ － ２的水平。 Ｇ４ － ３的 Ｏ －

２ ·清除能力最弱， 而且随着质量浓度的升

高变化幅度很小。 这与李霞等［３２］对兰州百合不同部位多糖 Ｏ －
２ ·清除能力的研究得到的结果类似。

３　 结论
１） 本实验中选用胰蛋白酶对海地瓜体壁干粉进行一次酶解， 在料液比 （ｍ ／ Ｖ） １ ∶ ４０、 加酶量

２􀆰 ４％ 、 ｐＨ ７􀆰 ５、 酶解温度 ４５ ℃的条件下酶解 ８ ｈ。 然后通过截留分子质量 １０ ｋｕ 的超滤膜分离得到海

地瓜多肽， 提取率达到 （２９􀆰 ６０２ ± １􀆰 ０１２）％ 。 选用中性蛋白酶和木瓜蛋白酶复合使用进行二次酶解：
先加入 ７％ 的中性蛋白酶， ４５ ℃酶解温度下酶解 ４ ｈ； 再加入 ８％ 的木瓜蛋白酶， ６０ ℃ 酶解温度下酶

解 ４ ｈ， 整个过程 ｐＨ 值均为 ７􀆰 ０， 多糖提取率达到 （１４􀆰 ５１１ ± ０􀆰 １６２）％ 。
２） 本实验中得到的最佳超滤条件为： 操作压力为 ０􀆰 ２０ ＭＰａ， 料液质量分数为 ６％ ， 操作温度为

３５ ℃。 按照从大分子质量到小分子质量的顺序对海地瓜多肽进行超滤分级， 得到 ３ 个不同分子质量段的

海地瓜多肽： Ｐ１ （５ ～ １０ ｋｕ， ４８􀆰 ４７％ ）， Ｐ２ （１ ～ ５ ｋｕ， １８􀆰 ４６％ ）， Ｐ３ （ ＜ １ ｋｕ， ３３􀆰 ０７％ ）。 按照从小分

子质量到大分子质量的顺序对海地瓜多糖进行超滤分级， 得到 ４ 个不同分子质量段的海地瓜粗多糖： Ｇ１

（ ＜ １０ ｋｕ，６３􀆰 ０９％ ）， Ｇ２ （１０ ～ １００ ｋｕ，７􀆰 ２４％ ）， Ｇ３ （１００ ～ ２００ ｋｕ，４􀆰 ６７％ ）， Ｇ４ （ ＞ ２００ ｋｕ，２５􀆰 ００％ ）。
３） 采用 Ｑ⁃Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ⁃Ｆａｓｔ⁃Ｆｌｏｗ 阴离子交换柱层析法对 Ｇ４进行纯化， 在 ０， ０􀆰 ５， １􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 洗脱

盐浓度下， 得到 ３ 种多糖组分 Ｇ４ － １ 、 Ｇ４ － ２和 Ｇ４ － ３ 。 透析除盐、 冷冻干燥得到乳白色棉絮状多糖样品。
４） 本实验中体外抗氧化活性检测结果表明， 海地瓜多糖和多肽对·ＯＨ 清除能力均比 Ｖｃ 的强，

对 ＤＰＰＨ· 清除能力和 Ｏ －
２ · 清除能力较弱， 均不及 Ｖｃ 的。 不同分子质量段海地瓜多肽对·ＯＨ 的清

除能力强弱顺序为： Ｐ３ ＞ Ｐ２ ＞ Ｐ１ ， 对 ＤＰＰＨ· 和 Ｏ －
２ ·的清除能力强弱顺序均为： Ｐ２ ＞ Ｐ３ ＞ Ｐ１ 。 不同海

地瓜粗多糖对·ＯＨ 、 ＤＰＰＨ· 和 Ｏ －
２ ·的清除能力强弱顺序依次为： Ｇ４ ＞ Ｇ１ ＞ Ｇ３ ＞ Ｇ２ ， Ｇ４ ＞ Ｇ３ ＞

Ｇ１ ＞ Ｇ２ ， Ｇ１ ＞ Ｇ４ ＞ Ｇ２ ＞ Ｇ３ ； 纯化多糖对· ＯＨ 的清除能力强弱顺序为： Ｇ４ － １ ＞ Ｇ４ － ２ ＞ Ｇ４ － ３ ， 对

ＤＰＰＨ·和 Ｏ －
２ ·的清除能力强弱顺序均为： Ｇ４ － ２ ＞ Ｇ４ － １ ＞ Ｇ４ － ３ 。
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