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[摘要] 　 目的:优化枸杞多糖(LBP)的精制工艺,为 LBP 的开发提供参考。 方法:以多糖提取率为指标,采用正交试验考

察提取次数、提取时间、料液比对多糖提取工艺的影响。 在单因素试验的基础上,以糖损失率为指标,利用正交试验优化活性

炭除色素工艺,以蛋白清除率和糖损失率的综合评分为指标,采用正交试验优化酶-sevag 法脱蛋白工艺。 结果:最佳提取工

艺为提取次数 2 次、提取时间 30
 

min、料液比 1 ∶10。 最佳除色素工艺为活性炭用量 1. 0%、温度 100℃ 、时间 20
 

min;糖损失率

为 28. 6%。 最佳除蛋白工艺为酶用量 1. 5%、温度 50℃ 、时间 60
 

min;蛋白质清除率为 28. 2%,糖损失率为 10. 9%。 结论:优选

的 LBP 精制工艺稳定可行,适用于 LBP 产品开发。
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[Abstract]　 Objective:To
 

optimize
 

the
 

purification
 

process
 

for
 

Lycium
 

barbarum
 

polysaccharides
 

( LBP),
and

 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

LBP. Methods:With
 

the
 

extraction
 

rate
 

of
 

polysaccharides
 

as
 

an
 

index,the
 

orthogonal
 

test
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

influence
 

of
 

times
 

of
 

extraction,extraction
 

time,and
 

solid-liquid
 

ratio
 

on
 

the
 

extraction
 

process
 

for
 

LBP. On
 

the
 

basis
 

of
 

single-factor
 

experiment,with
 

the
 

loss
 

rate
 

of
 

polysaccha-
rides

 

as
 

an
 

index,the
 

orthogonal
 

test
 

was
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

depigmentation
 

process
 

with
 

activated
 

carbon,and
 

with
 

the
 

comprehensive
 

score
 

of
 

protein
 

clearance
 

rate
 

and
 

polysaccharide
 

loss
 

rate
 

as
 

an
 

index,the
 

orthogonal
 

test
 

was
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

deproteinization
 

process
 

based
 

on
 

the
 

enzyme-Sevag
 

method. Results:The
 

optimal
 

extrac-
tion

 

process
 

was
 

extraction
 

twice,an
 

extraction
 

time
 

of
 

30
 

minutes,and
 

a
 

solid-liquid
 

ratio
 

of
 

1 ∶10. The
 

optimal
 

de-
pigmentation

 

process
 

was
 

an
 

amount
 

of
 

activated
 

carbon
 

used
 

of
 

1. 0%,a
 

temperature
 

of
 

100℃ ,and
 

a
 

time
 

of
 

20
 

mi-
nutes;the

 

polysaccharide
 

loss
 

rate
 

was
 

28. 6%. The
 

optimal
 

deproteinization
 

process
 

was
 

an
 

amount
 

of
 

enzyme
 

used
 

of
 

1. 5%,a
 

temperature
 

of
 

50℃ ,and
 

a
 

time
 

of
 

60
 

minutes;the
 

protein
 

clearance
 

rate
 

was
 

28. 2%
 

and
 

the
 

polysac-
charide

 

loss
 

rate
 

was
 

10. 9%. Conclusion:The
 

optimized
 

purification
 

process
 

for
 

LBP
 

is
 

stable,feasible,and
 

suitable
 

for
 

the
 

development
 

of
 

LBP
 

products.
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　 　 枸杞子(Lycium
 

chinense
 

Miller)属于茄科枸杞属灌木植

物,是宁夏的道地药材。 《本草纲目》记载枸杞子“久服坚筋

骨,轻身不老,耐寒暑。 补精气不足,养颜,肌肤变白,明目

安神,令人长寿”,功效为补肾、明目、润肺,主要用于肺热咳

嗽、烦热消渴、阴虚发热、有汗骨蒸等症[1] ,疗效确切,故素

有“红宝”之称。 现代药理研究表明,枸杞子具有抗氧化、抗
肿瘤、保肝、神经保护、保护视力、调节血糖血脂等作用[2] 。
枸杞子中化学成分丰富,主要包括多糖、类胡萝卜素、黄酮

多酚、生物碱等[3] 。 其中枸杞多糖( LBP)为枸杞子主要生

物活性物质,药理实验表明,LBP 具有抗氧化、降血糖、降血

脂、调节机体免疫、抗衰老等作用[4] 。 然而多糖在提取过程

中一般含有较多水溶性杂质,包括单糖、寡糖、色素、无机

盐、高分子蛋白等。 为得到纯度较高的多糖,除色素和脱蛋

白是多糖纯化必不可少的操作。
本实验拟通过正交试验优选 LBP 的精制工艺,以糖损

失率、蛋白清除率为指标,通过优化 LBP 的提取、除色素、脱
蛋白工艺,进一步为 LBP 的产品开发及研究奠定基础。
1　 仪器与试剂

1. 1　 仪器　 XL-08B 粉碎机(广东市旭朗机械设备有限公

司);RE - 2000A 型旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂);
SHB-Ⅲ型循环水式多用真空泵(郑州长城科工贸有限公

司);DHG-9075A 型电热鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有

限公司);BWSsn 电子计重称(厦门佰伦斯电子科技有限公

司);XB
 

220A 电子分析天平;TDL-40B
 

离心机(上海安亭电

子仪器厂);UV - 2550
 

紫外分光光度计(日本岛津);KQ -
500B

 

型超声清洗器(昆山市超声仪器公司)。
1. 2　 试 剂 　 枸杞子 ( 宁夏明德医药有限公司, 批号:
070101);葡萄糖对照品(成都曼斯特公司,批号:405A0911);
木瓜蛋白酶 ( Solarbio

 

公司,批号: 325A026);考马斯亮蓝

G-250(Roche
 

公司,批号:416B0312);浓硫酸(北京化工厂);
活性炭粉(天津大茂试剂厂);重蒸酚(北京索莱宝公司)。
2　 方法与结果

2. 1　 多糖的含量测定 　 精密称取干燥至恒重的葡萄糖对

照品 8mg,加水溶解并定容至 100
 

ml,摇匀,配制得 80
 

μg / ml
储备液。 6%苯酚溶液现配现用。 精密吸取储备液 0. 5、1. 0、
1. 5、2. 0、2. 5、3. 0、3. 5

 

ml 置于 5
 

ml 容量瓶中,加水稀释定

容,摇匀,即得对照品溶液[5] 。 精密吸取上述系列对照品溶

液 2. 0
 

ml,分别加于 10
 

ml 具塞试管中,加入苯酚 1. 0
 

ml,摇
匀,迅速加入浓硫酸 5. 0

 

ml,立即摇匀,放置,冷至室温。 另

取 2. 0
 

ml 水作空白对照,于 490
 

nm 波长处测定吸光度(A),
以葡萄糖含量 C( μg / ml)为横坐标,以 A 为纵坐标,得回归

方程 A = 0. 0162C+0. 0076(R2 = 0. 9991),表明葡萄糖含量在

8~ 48
 

μg / ml 与 A 呈良好的线性关系。 (见图 1)
2. 2　 LBP 的制备及工艺优化　 挑选枸杞子,洗净晾干。 将

枸杞子置于 65℃ 下真空干燥 24
 

h,冷却至室温。 将烘干后

的枸杞子经粉碎机破碎,粉碎后过筛 100 目(整个过程在常

图 1　 苯酚硫酸法测定多糖含量

温下进行)。 以粗产率为指标,选择提取次数、提取时间、料
液比为考察因素,取 13

 

g 粉末,共 9 份,按
 

L9(34 )正交表进

行试验, 试验安排及结果见表
 

1。 超声提取法在 50℃ 、
PH = 7 的条件下提取,超声波提取功率为 160W。 提取完后

抽滤即得粗提取液,然后在旋转蒸发仪中浓缩至 50
 

ml 左

右。 用四倍体积的无水乙醇进行醇沉 24
 

h,将醇沉好的溶液

进行抽滤,将滤渣装进蒸发皿(称量蒸发皿的质量)中放入

烘箱,等其完全烘干后从蒸发皿中取出来称量其净重,并计

算其粗产率。 由表 1 结果分析可知,各因素对提取工艺的影

响顺序为 A>B>C,故最佳提取工艺组合为 A2B2C1,即提取

次数 2 次、提取时间 30
 

min、料液比 1 ∶10。
表 1　 LBP 提取纯化工艺正交试验

序号 A(次) B(h) C 产率(%)
1 3 1 1 ∶10 2. 16
2 1 0. 5 1 ∶20 5. 24
3 3 0. 25 1 ∶20 3. 57
4 1 1 1 ∶15 3. 26
5 2 1 1 ∶20 8. 01
6 3 0. 5 1 ∶15 1. 64
7 2 0. 5 1 ∶10 17. 20
8 2 0. 25 1 ∶15 1. 87
9 1 0. 25 1 ∶10 2. 76

K1 11. 26 8. 2 22. 12
K2 27. 08 24. 08 6. 77
K3 7. 37 13. 43 16. 82
R 19. 71 15. 88 15. 35

　 　 注:A—提取次数;B—提取时间;C—料液比。
2. 3　 除色素工艺

2. 3. 1　 单因素试验　 以活性炭用量、脱色温度、脱色时间为

单因素考察指标进行单因素试验,取 18 份 LBP 提取液。 以

6 份提取液加活性炭, 用量依次为 0. 5%、 1. 0%、 1. 5%、
2. 0%、2. 5%、3. 0%,恒温水浴温度 60℃ 下脱色 40

 

min,再分

别离心 30
 

min,转速为 4000
 

r / min,总共离心 2 次,测定脱色

后多糖溶液的吸光度;以 6 份提取液加活性炭,用量为

1. 0%,脱色温度依次为 40℃ 、 50℃ 、 60℃ 、 70℃ 、 80℃ 和

90℃ ,再离心 30
 

min,转速为 4000
 

r / min,总共离心 2 次,测
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定脱色后多糖溶液的吸光度;再以 6 份提取液,加入 1. 0%活

性炭,恒温水浴温度为 90℃ ,脱色时间分别设为 20、30、40、
50、60、70

 

min,再离心 30
 

min,转速为 4000
 

r / min,总共离心

2 次,测定脱色后多糖溶液的吸光度。 其结果表明,以多糖

损失率为指标,初步确定活性炭用量为 1. 0%、脱色温度为

90℃ 、脱色时间为 30
 

min。
2. 3. 2　 正交试验优化工艺　 在单因素试验的基础上,选择

活性炭用量、脱色温度、脱色时间为考察因素,以糖损失率

为指标,取多糖提取液 9 份,按
 

L9(34 )正交表进行试验[6] ,
试验安排及结果见表 2。 由直观分析可知,各因素对除色素

工艺的影响顺序为 B>C>A,确定最佳水平组合为 A2B3C1,
即活性炭用量为 1. 0%、温度为 100℃ 、时间为 20

 

min。 取多

糖提取液 3 份,按优选工艺条件进行验证试验,结果平均糖

损失率为 25. 1%,表明优选的除色素工艺稳定可行。
表 2　 LBP 脱色工艺 L9(34)正交试验

序号 A(%) B(℃ ) C(min) D 吸光度 糖损失率(%)
1 0. 5 80 20 1 0. 220 40. 9
2 0. 5 90 30 2 0. 211 46. 8
3 0. 5 100 40 3 0. 216 43. 5
4 1. 0 80 30 3 0. 208 48. 7
5 1. 0 90 40 1 0. 205 50. 7
6 1. 0 100 20 2 0. 239 28. 6
7 1. 5 80 40 2 0. 229 35. 1
8 1. 5 90 20 3 0. 220 41. 3
9 1. 5 100 30 1 0. 225 37. 6

K1 43. 73 41. 57 36. 93 43. 07
K2 42. 67 46. 27 44. 37 36. 83
K3 38. 00 36. 57 43. 30 44. 50
R 5. 73 9. 70 7. 43 7. 67

　 　 注:A—活性炭用量;B—温度;C—时间;D—误差列。
2. 4　 脱蛋白工艺

2. 4. 1　 单因素试验　 以木瓜蛋白酶、脱蛋白温度、脱蛋白时

间为单因素考察指标进行单因素试验,取 18 份 LBP 提取

液。 取 6 份分别加入木瓜蛋白酶 0. 5%、1. 0%、1. 5%、2. 0%、
2. 5%、3. 0%,脱蛋白水浴温度 60℃ ,酶解 40

 

min 后冷却至

室温,离心 60
 

min,转速为 3000
 

r / min。 取上清液,并加入

1 / 5 体积的 sevag 试剂,水浴振荡器上振荡 30
 

min,静置后取

上清液反复操作 3 次后,测定吸光度;取 6 份加入木瓜蛋白

酶用量 1. 5%,脱蛋白温度分别为 40℃ 、50℃ 、60℃ 、70℃ 、
80℃ 、90℃ ,酶解 40

 

min 后冷却至室温,离心 60
 

min,转速为

3000
 

r / min。 取上清液,并加入 1 / 5 体积的 sevag 试剂,水浴

振荡器上振荡 30
 

min,静置后取上清液反复操作 3 次后,测
定吸光度;取 6 份加入木瓜蛋白酶 1. 5%用量,脱蛋白水浴温

度为 40℃ ,酶解时间分别为 20、30、40、50、60、70
 

min,冷却至

室温,再离心 60
 

min,转速 3000
 

r / min。 取上清后加入 1 / 5
体积的 sevag 试剂,在水浴振荡器上振荡 30

 

min,静置后取

上清液,反复操作 3 次,测定吸光度。 其结果表明,以蛋白清

除率和糖损失率为考察指标, 初步确定木瓜蛋白酶为

1. 5%、脱蛋白温度为 40℃ 、脱蛋白时间为 70
 

min。
2. 4. 2　 正交试验优化工艺　 在单因素试验的基础上,选择

木瓜蛋白酶、脱蛋白温度、脱蛋白时间为考察因素,以蛋白

清除率与糖损失率为指标,取多糖提取液 9 份,按
 

L9(34 )正

交表进行试验[6-7] ,试验安排及结果见表 3。 采用考马斯亮

蓝 G-250 试剂盒测定蛋白质含量,静置 10
 

min,在 595
 

nm
处使用紫外分光光度计测吸光度。 由结果分析可知,各因

素对脱蛋白工艺的影响顺序为 A>C>B,确定最优水平组合

为 A2B3C1,即木瓜蛋白酶用量为 1. 5%、 脱蛋白温度为

50℃ 、脱蛋白时间为 60
 

min。 取多糖溶液 3 份,按优选工艺

条件进行验证试验,结果平均除蛋白率为 46. 3%,平均糖损

失率为 29. 1%,表明优选的脱蛋白工艺稳定可行。
表 3　 脱蛋白工艺

 

L9(34)正交试验

序号 A(%) B(℃ ) C(min) D 蛋白清除率
(%)

糖损失率
(%)

1 1. 0 30 60 1 14. 9 32. 1
2 1. 0 40 70 2 17. 8 46. 1
3 1. 0 50 80 3 14. 6 35. 9
4 1. 5 30 70 3 12. 6 19. 1
5 1. 5 40 80 1 19. 5 20. 0
6 1. 5 50 60 2 28. 2 10. 9
7 2. 0 30 80 2 33. 8 39. 4
8 2. 0 40 60 3 41. 7 16. 3
9 2. 0 50 70 1 42. 6 17. 5

K1 15. 8 20. 4 28. 7 25. 7
K2 20. 1 26. 3 24. 3 36. 6
K3 39. 4 28. 5 22. 6 23. 0
R 23. 6 8. 0 5. 6 3. 6
K4 38. 0 30. 2 19. 8 23. 2
K5 16. 7 27. 5 27. 6 32. 1
K6 24. 4 21. 4 31. 8 23. 8
R 21. 4 8. 8 12. 0 8. 9

　 　 注:A—木瓜蛋白酶;B—温度;C—时间;D—误差列。
3　 讨　 　 论

　 　 枸杞子中多糖类成分是其主要的活性物质,主要由葡

萄糖、阿拉伯糖、半乳糖、甘露糖、木糖及鼠李糖等 6 种单糖

组成[8] ,具有极高的药用价值和保健功能。 但由于多糖在

醇沉时混入较多水溶性杂质,故优化 LBP 的提取工艺显得

极为重要。 本研究采用苯酚-硫酸法测定多糖的含量,此方

法简单、准确度高、重复性好。
不同的脱色方法都会影响脱色率和糖损失率[9] ,而脱

色方法主要有:大孔树脂法、双氧水法、活性炭吸附法等。
其中大孔树脂法脱色效果较好,但是成本昂贵,耗时较长;
双氧水法使多糖损失率较大,且对多糖降解较严重,影响多

糖生物活性;而活性炭比表面积大,为多 (下转第 158 页)
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表 11　 验证性试验结果(n= 3)

批号
山奈酚-3-O-龙胆二糖苷

(mg / g)
岩白菜素
(mg / g)

总含量
(mg / g)

干膏率
(%)

综合评分
(%)

偏差
(%)

RSD
(%)

1 0. 4298 1. 1003 1. 5301 19. 74 94. 08 -2. 26
 

2 0. 4802 1. 1567 1. 6369 19. 85 98. 94 2. 64 2. 53
3 0. 3998 1. 1827 1. 5825 20. 58 97. 44 1. 33

　 　 注:偏差(%)= (实际值-理论值) / 理论值×100%。
　 　 星点设计-效应面法进行提取工艺的优化,减少了主观

干扰,使结果更加精确、预测性更强。 同时能够在软件直接

显示试验结果,并对最佳工艺条件进行预测,极大地降低了

主观因素对结果的影响。 其与正交设计试验和均匀设计试

验相比较,因素考察范围更加广泛,连续性更强。
本实验在单因素试验考察因素范围的基础之上采用星

点设计-效应面法对壮药盘龙止咳颗粒提取工艺进行优选,
实验结果显示,理论预测综合评分值为 96. 39%,实际测得

综合评分值为 93. 62%,计算偏差率为-2. 87%。 结果表明实

际值与预测值偏差在合理范围内,表明该数学模型预测的

结果真实可靠。 根据实际生产要求,综合考虑经济成本,确
定了最佳提取工艺:乙醇浓度 50%、溶剂倍量 12 倍、提取时

间 50
 

min。
随着壮医药的迅速发展,壮药在国内以及国际的使用

越来越广泛,需求量也日渐增大,壮药对于许多疾病的治疗

有其特殊的优势,期待壮药被更多人接受与认可,更好地预

防和治疗疾病。
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(上接第 152 页)孔性颗粒,无臭无味,且对水溶性色素脱色

较好,因此本实验采用了活性炭脱色法。 Sevag 法脱蛋白方

法需重复多次操作,且耗时耗力,有机溶剂用量较大,而单

独使用木瓜蛋白酶效果不佳,故本研究采用了将二者结合

的方法进行脱蛋白。
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