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摘 要:为建立五味子多糖脱蛋白工艺，对三氯乙酸－正丁醇法、Sevag法、酶法 +三氯乙酸－正丁醇、酶法 + Sevag 处理
脱除蛋白进行了研究，并测定处理后多糖液中蛋白质含量。结果表明: 酶法 +三氯乙酸－正丁醇脱蛋白效果最好，即蛋
白酶用量为 1%、处理温度为 50℃、处理时间为 140min、pH为 5，酶处理后再用等体积的三氯乙酸－正丁醇溶液重复处
理 4 次，蛋白质含量低于 0.005mg /mL。
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五味子( Schisandra chinensis( Turcz.) Baill.) 又名
五梅子、玄及、会及、山花椒等，木兰科多年生落叶
藤本。五味子可食用也可药用，其应用已有 2000
多年的历史，常作为方剂用于治疗和预防各种疾

病，可用于生产药品、保健品、化妆美容品和多种饮
品、食品添加剂等。20 世纪 90 年代以来，许多学者
从五味子水提液中分离得到了多糖，目前已经发现

五味子多糖具有保肝、抗疲劳、提高白细胞数量、增
强免疫系统功能、清除氧自由基、抗衰老、镇静催
眠、抑制肿瘤、抗突变、镇痛、降血糖、降血脂等生理
活性［1－4］。通常情况下，在多糖提取液中，蛋白质占
了很大比例。所以，脱除多糖中的蛋白质已经成为
多糖精制过程中非常重要的一步。同时，如何尽量
脱除蛋白质并且保留多糖的有效成分也成为了一

个很有意义的研究课题［5］。因此，研究五味子多糖
脱蛋白工艺，对扩大其应用和工业化生产具有现实

意义。为了进一步开发利用这一植物资源，本文通
过四种不同的方法，单独或联合对五味子粗多糖进

行脱蛋白处理，并对其脱蛋白效果和对多糖含量的

影响进行研究和比较，得到五味子粗多糖脱蛋白的

最佳工艺。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
五味子粗多糖 实验室自制，减压干燥备用; 无

水乙醇、葡萄糖、乙醚、苯酚、浓硫酸、牛血清白蛋白、
考马斯亮兰 G－250、三氯乙酸、正丁醇、氯仿、木瓜蛋
白酶 均为分析纯。

7200 型可见分光光度计 尤尼柯( 上海) 有限公
司; 电热恒温水浴锅 常州国华电器有限公司;

RE－52型旋转蒸发仪 上海博通经贸有限公司;
SHZ－IIIB型循环水真空泵 上海华琦科学仪器有限
公司; TDL－5000B 型离心机 上海安亭科学仪器厂;
DZF6050 真空干燥箱 上海一恒科技有限公司。
1.2 蛋白质含量的测定
以牛血清蛋白为标准物，用考马斯亮蓝 G－50 染

色法制备蛋白质标准曲线［4－6］。
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1.3 多糖含量的测定
用葡萄糖为标准物，使用苯酚－硫酸法［6－9］，在恒

温 25℃，在 490nm处测定标准物浓度与吸光度的对
应关系，制备标准曲线。
1.4 三氯乙酸－正丁醇法脱蛋白
配制 2%浓度粗多糖溶液，使三氯乙酸－正丁醇

( V∶ V 为 1 ∶ 10 ) 与五味子多糖液等体积混合，振荡
10min，静置 1h，重复 7 次［7－8］。
1.5 Sevag法脱蛋白
配制 2%浓度粗多糖溶液，加入其体积 1 /3 的氯

仿－正丁醇( 4∶1 ) 溶液，振荡 30min，经离心去除沉淀
后，取少量水相测蛋白质含量，然后将水相再加入其

体积 1 /3 的氯仿－正丁醇溶液，重复 13 次［7－8］。
1.6 酶处理条件优化
称取 200mg 五味子粗多糖溶于 1000mL 水中。

根据蛋白酶的技术参数，结合实验要求选取: 蛋白酶

用量、处理温度、处理时间、pH 四个因素。应用
“Minitab”软件，采用中心复合设计方法［10－11］，对实验
进行设计( 因素水平设计见表 1 ) ，同时进行局部控
制，使其他实验条件保持一致。

表 1 中心组合设计因素水平表

因素
水平

－ 1 0 1
A蛋白酶用量( % ) 1 2 3
B处理温度( ℃ ) 40 50 60
C处理时间( h) 2 3 4

D pH 5 6 7

1.7 酶法与三氯乙酸－正丁醇法结合脱蛋白
酶法与三氯乙酸－正丁醇法相结合使用，重复

8 次。
1.8 酶法与 Sevag法结合脱蛋白
酶法与 Sevag法相结合使用，重复 9 次。

2 结果与讨论
2.1 蛋白质标准曲线
实验制备蛋白质标准曲线，得到回归曲线和直

线方程: A1 = 0.110 C1 －0.109 ( C1 : 蛋白质溶液浓度) ，

相关系数 r1 = 0.9972，见图 1。

图 1 蛋白质标准曲线

2.2 葡萄糖标准曲线
实验制备葡萄糖标准曲线，得到回归曲线和直

线方程，A2 = 0.164 + 5.270 C2 ( C2 : 葡萄糖溶液浓度) ，

相关系数 r2 = 0.9985，见图 2。
2.3 三氯乙酸－正丁醇法脱蛋白
如图 3 可知，五味子粗多糖经三氯乙酸－正丁醇

脱蛋白处理后，蛋白质含量明显下降，经过 6 次处理

图 2 葡萄糖标准曲线

后蛋白质含量在 0.005mg /mL 左右。在蛋白质脱除
的过程中多糖的含量下降趋势明显。

图 3 三氯乙酸－正丁醇法脱蛋白曲线

2.4 Sevag法脱蛋白
如图 4 可知，五味子粗多糖经 Sevag 法脱蛋白处

理后，蛋白质含量明显下降，经过 9 次处理后蛋白质
含量达到 0.005mg /mL，在 10 次处理后维持在
0.004mg /mL左右。同样在蛋白质脱除的过程中多糖
的含量有明显下降趋势，且损失量较大。

图 4 Sevag法脱蛋白曲线

2.5 酶处理条件优化
2.5.1 模型的拟合 通过对蛋白酶用量、处理温度、
处理时间、pH进行实验优化设计( 结果见表 2) ，得到
相应的二次方程模型:

Y = 0.0988 + 0.0049A + 0.0083B + 0.0051C +
0.0139D + 0.0027AB + 0.0025AC － 0.0054AD －
0.0042BC－0.0005BD－0.0039CD－0.0023A2 + 0.0386B2

+ 0.0006C2－0.0017D2

其中: Y是响应值，即五味子粗多糖中蛋白质的
含量，A、B、C、D 分别表示蛋白酶用量、处理温度、处
理时间、pH。
响应面分析中对实验结果进行拟和的二次模型

方差分析见表 3。F 值为 18.71，多元相关系数为
R2 = 94.24%，预测 R2 = 78.20%，调整 R2 = 89.20%，
说明模型对实验实际情况拟合较好; P 值 ＜ 0.0001
( P值 ＜ 0.05视为模型拟合显著) ，表明该模型高度显
著，可用来进行响应值的预测。
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表 3 中心组合设计二次模型方差分析

类型 自由度 平方和 均方 F值 P值 显著水平
回归 14 0.0166 0.0012 18.71 ＜ 0.0001 ＊＊
纯误差 6 0.0004 0.0001
失拟性 10 0.0006 0.0001 0.90 0.5800
总和 30 0.0177

注: p ＜ 0.01，极显著＊＊; 0.01 ＜ p ＜ 0.05，显著* ; 表 4～表 6 同。
表 4 二次模型回归方程系数显著性检验

模型项 回归系数 标准误差 T值 P值 显著水平
常数项 0.0988 0.0024 41.791 ＜ 0.0001 ＊＊

A 0.0049 0.0019 2.604 0.0190 *
B 0.0083 0.0019 4.414 ＜ 0.0001 ＊＊
C 0.0051 0.0019 2.723 0.0152 *
D 0.0139 0.0019 7.411 ＜ 0.0001 ＊＊
A2 － 0.0023 0.0050 － 0.504 0.6214
B2 0.0386 0.0050 7.800 ＜ 0.0001 ＊＊
C2 0.0006 0.0050 0.122 0.9043
D2 － 0.0017 0.0050 － 0.343 0.7367
AB 0.0027 0.0020 1.377 0.1882
AC 0.0025 0.0020 1.232 0.2364
AD － 0.0054 0.0020 － 2.706 0.0162 *
BC － 0.0042 0.0020 － 2.123 0.0500 *
BD － 0.0005 0.0020 － 0.254 0.8033
CD － 0.0039 0.0020 － 1.941 0.0707

表 2 中心组合设计及结果

实验号 A B C D 预测值
( mg /mL)

实验值
( mg /mL)

1 － 1 － 1 － 1 － 1 0.0929 0.0871
2 0 0 0 0 0.09889 0.0892
3 1 － 1 1 － 1 0.1344 0.1306
4 1 － 1 1 1 0.1447 0.1477
5 0 0 0 1 0.1111 0.1056
6 1 － 1 － 1 1 0.1288 0.1227
7 0 1 0 0 0.1457 0.1399
8 － 1 － 1 － 1 1 0.1402 0.1392
9 － 1 1 － 1 － 1 0.1134 0.1124
10 0 0 0 0 0.0988 0.0927
11 0 0 0 0 0.0988 0.0971
12 1 1 － 1 － 1 0.1346 0.1286
13 － 1 1 1 － 1 0.1180 0.1223
14 0 0 － 1 0 0.0943 0.1056
15 1 0 0 0 0.1012 0.1005
16 － 1 － 1 1 1 0.1463 0.1504
17 1 1 － 1 1 0.1584 0.1605
18 － 1 － 1 1 － 1 0.1144 0.1142
19 1 1 1 1 0.1573 0.1612
20 0 0 0 0 0.0988 0.0973
21 0 － 1 0 0 0.1293 0.1343
22 1 － 1 － 1 － 1 0.1030 0.1075
23 － 1 1 － 1 1 0.1588 0.1607
24 0 0 1 0 0.1046 0.0926
25 0 0 0 0 0.0988 0.0982
26 － 1 0 0 0 0.0915 0.0915
27 0 0 0 0 0.0988 0.1057
28 0 0 0 0 0.0988 0.1138
29 1 1 1 － 1 0.1490 0.1520
30 0 0 0 － 1 0.0832 0.0880
31 － 1 1 1 1 0.1479 0.1454

二次模型中回归系数的显著性检验( 表 4) 表明，
因素 B、D 对多糖蛋白的脱除效果的线性效应极显
著，因素 A、C对多糖蛋白的脱除效果的线性效应显
著; 因素 B2 对多糖蛋白的脱除效果的曲面效应极显

著，因素 A2、C2、D2 对多糖蛋白的脱除效果的曲面效

应不显著; 因素 AD、BC 对多糖蛋白的脱除效果的交
互效应显著，因素 AB、AC、BD、CD 对多糖蛋白的脱
除效果的交互效应不显著。说明 3 个因素均不同程
度地对响应值产生显著或极显著的影响，本实验设

计的因素选择是成功的。
将未达到显著水平的因素剔除，将其平方和和

自由度并入剩余项，进行第二次方差分析，以提高检

验的精确度( 表 5) 。
第二次方差分析，回归 F 值为 35.01，多元相关

系数为 R2 = 91.42%，预测 R2 = 83.24%，调整 R2 =
88.81%，说明模型对实验实际情况拟合较好; P 值 ＜
0.0001，表明该模型高度显著，可用来进行响应值的
预测。根据模型失拟性分析，说明所建立的三元二
次回归方程在整个回归空间内的拟合度较好，可用

于优化条件的模拟估算。
由表 6 分析表明，模型回归及保留的各项因素

项均达到显著水平，说明蛋白质含量与实验因素之

间存在极显著的回归关系，其优化的回归方程为:

Y = 0.0983 + 0.0049A + 0.0083B + 0.0051C +
0.0139D +0.0360B2－0.0054AD－0.0042BC
其中: Y是响应值，即五味子粗多糖中蛋白质的

含量，A、B、C、D 分别表示蛋白酶用量、处理温度、处
理时间、pH。
2.5.2 响应值优化与曲面图分析 由“Minitab”软件
得到优化条件的处理，确定最优酶法脱蛋白工艺为:
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表 5 第二次方差分析

类型 自由度 平方和 均方 F值 P值 显著水平
回归 7 0.0162 0.0023 35.01 ＜ 0.0001 ＊＊
误差 6 0.0004 0.0001
失拟性 17 0.0011 0.0001 0.96 0.5651
总和 30 0.0177

表 6 第二次回归方程系数显著性检验

模型项 回归系数 标准误差 T值 P值 显著水平
常数项 0.0983 0.0023 43.659 ＜ 0.0001 ＊＊

A 0.0049 0.0019 2.558 0.0181 *
B 0.0083 0.0019 4.335 ＜ 0.0001 ＊＊
C 0.0051 0.0019 2.674 0.0142 *
D 0.0139 0.0019 7.280 ＜ 0.0001 ＊＊
B2 0.0360 0.0030 12.174 ＜ 0.0001 ＊＊
AD －0.0054 0.0020 － 2.658 0.0145 *
BC － 0.0042 0.0020 － 2.085 0.0482 *

蛋白酶用量为 1%、处理温度为 49℃、处理时间为
141min、pH 为 5，理论计算蛋白质含量为达到
0.07mg /mL。根据实际实验情况，把优化的工艺条件
调整为蛋白酶用量为 1%、处理温度为 50℃、处理时
间为 140min、pH为 5，在此条件下进行了验证实验，
实测蛋白质含量为 0.068 ± 0.007mg /mL，与预测值较
接近，证明了响应面实验设计与分析方法在酶法脱

除五味子粗多糖蛋白实验中的应用具有准确性和可

靠性。

图 5 响应面分析图

如图 5 可以看出，处理温度对其他三个因素有
明显的影响，当处理温度在中间水平条件下，经过处

理后的多糖蛋白质含量都较低; 在 pH 与蛋白酶用量
的曲面图中，曲面略微形成了马鞍型，在 pH 处于低
水平时，随着酶用量的增加，蛋白质含量明显升高，

但在 pH处于高水平时，随着酶用量的增加，蛋白质
含量略微下降，说明 pH对蛋白酶活性产生了一定的
影响，同时 pH 在 5～6 之间也有助于蛋白质变性，当
两者都处于低水平条件下，处理后的多糖蛋白质含

量较低; 处理时间可能对蛋白酶的活性产生了负面

影响，随着时间的减少，多糖中蛋白质含量也随之降

低; 蛋白酶用量的变化并没有对实验结果产生较大

影响。产生这种现象可能是由于实验使用的蛋白酶
的相关技术参数所至。只有在温度适中，pH 处于酸
性，处理时间相对较短的情况下，蛋白酶才能对蛋白

质形成较大作用。
2.6 四种脱蛋白方法的比较
从图 6 中可以看出，四种方法都对五味子粗多

糖有很好的脱蛋白效果，但是在脱除蛋白的过程中

同样对多糖也造成了损失。从脱蛋白的效果来看，
两种方法与酶法相结合处理要好于两种方法单独处

理，这是由于蛋白酶除了酶解多糖溶液中的游离蛋

白质外，还对与多糖结合的蛋白质产生了酶解作用，

形成了更多的游离蛋白质，为进一步脱除提供了条

件。同样从对多糖的损失方面来看，相结合的方法
也优于这两种方法的单独使用，能够有效地减少多

糖的损失。

图 6 四种不同方法的脱蛋白曲线

酶法 + 三氯乙酸－正丁醇法脱蛋白与酶法 +
Sevag法脱蛋白对蛋白的脱除效果都较好，两种方法
在经过 4 次处理后，多糖溶液中蛋白质含量都达到
了 0.005mg /mL 以下，酶法 +三氯乙酸－正丁醇法略
低于酶法 + Sevag法，且继续处理蛋白质含量基本维
持不变; 两者多糖含量都维持在 20mg /mL以上，酶法
+三氯乙酸－正丁醇法要高于酶法 + Sevag 法。同时
通过对经过两种处理方法后溶液的剩余体积进行比

较发现，酶法 +三氯乙酸－正丁醇法在经过 4 次以上
处理后，溶液的剩余体积都在 45mL 以上，而酶法 +
Sevag法经 4 次以上处理后，溶液的剩余体积已经在
40mL以下，且随着处理次数的增多而逐渐减少。综
合以上因素，最终选择先用酶法对五味子粗多糖溶
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液进行处理，然后用等体积三氯乙酸－正丁醇溶液对
酶法处理完的溶液进行 4 次脱蛋白处理，完成对粗
多糖的脱蛋白过程。

3 结论
本实验通过对三种不同的方法，单独或联合使

用对五味子粗多糖脱蛋白效果的研究和比较，在酶

法脱蛋白的实验中通过响应面实验设计方法，考察

了蛋白酶用量、处理温度、处理时间、pH 对脱蛋白效
果的影响。实验分析中，二次方程的模型( 总) 回归
极显著，且第二次方差分析后的失拟性检验不显著，

说明通过本次实验所建立的二次回归方程成功地反

映了所考察的四个因素与响应值之间的相关性，实

验设计科学合理。在酶法处理过程中，蛋白酶用量、
处理温度、处理时间、pH 都是影响蛋白质含量的关
键因素，并且处理温度的曲面效应，蛋白酶用量与

pH、处理温度与处理时间的交互作用都对蛋白质含量
有显著的影响。各因素对蛋白质含量的影响顺序为:
处理温度、pH ＞处理时间 ＞蛋白酶用量。酶法处理的
最佳工艺条件为: 蛋白酶用量为 1%、处理温度为
49℃、处理时间为 141min、pH为 5。根据实际情况，工
艺条件调整为: 蛋白酶用量为 1%、处理温度为 50℃、
处理时间为 140min、pH为 5，在此条件下进行了验证
实验，实测蛋白质含量为 0.068 ± 0.007mg /mL，与预测
值 0.07mg /mL较接近。
通过对几种处理方法后溶液中的蛋白质含量、多

糖含量以及多次处理后溶液剩余体积等因素进行比

较，最终确定先用酶法在工艺参数为: 蛋白酶用量为

1%、处理温度为 50℃、处理时间为 140min、pH为 5 的
条件下对五味子粗多糖溶液进行处理，然后再用等体积

三氯乙酸—正丁醇溶液对酶法处理完的溶液进行 4 次
处理，最终多糖溶液中蛋白质含量低于 0.005mg /mL。
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