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超声辅助法在亚洲日月蛤多糖提取工艺优化中的应用
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【摘 要】目的: 探讨超声辅助法对亚洲日月蛤多糖最佳提取工艺。方法: 分别用热水浸提法和超声辅助热水浸提法提取亚洲

日月蛤多糖，并比较两种方法的生物多糖得率。再分别以液固比、提取温度和提取时间为条件，采用超声辅助法提取亚洲日

月蛤多糖，通过单因素正交实验确定多糖得率的最优提取条件。结果: 相同条件下，热水浸提法提取出的亚洲日月蛤多糖得

率为 1．05%，而超声辅助热水浸提法的多糖得率为 1．71%。超声辅助热水法提取亚洲日月蛤多糖的最优条件是: 在超声功率

160 W 条件下，液固比 40∶1( mL/g) 、温度为 90℃、时间 4 h，在此条件下亚洲日月蛤多糖得率为 2．01%，其中液固比( P＜0．01) 和

提取温度( P＜0．05) 对多糖提取率影响较大。结论: 超声辅助法提取亚洲日月蛤多糖得率明显优于热水浸提法。
【关键词】超声; 亚洲日月蛤; 多糖; 优化

【中图号】Ｒ 284 【文献标识码】A
【DOI】10．3969 / j．issn．1002－0217．2016．06．002

Optimizing the ultrasound-assisted extraction technology in isolation of the polysaccharide
from Amusium pleuronectes

HU Wei，TANG Xiaoniu
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【Abstract】Objective: To optimize the ultrasound-assisted extraction technique in isolating the polysaccharide from Amusium pleuronectes．Methods: Isola-

tion of polysaccharide from Amusium pleuronectes was performed with simple hot water extraction or ultrasound-assisted hot water extraction，and polysac-

charide yield was compared pertaining to the two techniques．Then optimal polysaccharide extraction condition was determined by single factor and orthogo-

nal test on water to material ratio，extraction temperature and extraction time basis．Ｒesults: Polysaccharide yield of Amusium pleuronectes was 1．05% by

simple hot water extraction and 1．71% by ultrasound-assisted hot water isolation in the same condition．Optimal conditions for polysaccharide production by

ultrasound assistance were as follows: ultrasound power at 160 W，water to material ratio by 40∶1( mL /g) ，extraction temperature at 90℃ and extraction

time for 4 hours．This condition resulted in polysaccharide yield from Amusium pleuronectes by 2．01%．In addition，the water-material ratio and extraction

time had great impact on the recovery rate( P＜0．01; P＜0．05，respectively) ．Conclusion: Ultrasound-assisted hot water extraction may lead to higher poly-

saccharide yield from Amusium pleuronectes than simple hot water isolation technique．
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亚洲日 月 蛤 ( Amusium pleuronectes ) 俗 称 日 月

贝，属于软体动物门、甲壳纲、莺蛤目、海扇蛤科，广

泛分布于我国东南沿海地区，是重要的海洋经济贝

类。研究证实，生物多糖在免疫调节、抗肿瘤、抗氧

化及抗病毒等方面具有重要的生物学作用［1－4］。而

贝类多糖是贝壳类动物的主要成分之一，研究发现，

贝类多糖也具有多方面的生物学作用，如 Yuan Q
等［5］研究发现缢蛏多糖具有较强的免疫刺激活性;

Wang T 等［6］研究证实太平洋牡蛎多糖具有较好的

抗高血压作用等。随着生活水平的提高，海洋贝类

越来越多地出现在人们餐桌之上，因其味美、营养价

值高而深受人们喜爱。生物多糖传统工艺包括水溶

剂提取法、乙醇溶剂提取法、酸提取法和碱提取法，

不仅耗时长、温度高、浪费资源，且其提取的生物多

糖生物活性会降低。所以目前很少用单一的传统工

艺提取生物多糖，基本上都是两种提取方法联合使

用，从而更快速、更有效的提取生物多糖。贝类生物

多糖因其蛋白质含量很高，所以其脱蛋白是难点，因

此必须进行多次重复脱蛋白，方可得到纯度较高的

贝类多糖。日月贝作为重要的海洋经济贝类，其多

糖的提取及生物活性尚不清楚。因此本研究拟优化

日月贝多糖提取工艺，从而为日月贝多糖的生物活

性研究提供基础。

1 材料与方法

1．1 材料 日月贝( 南京众彩批发市场) 。
1．1．1 试剂 丙酮、无水乙醇、三氯甲烷、正丁醇

( 所有试剂均为国产分析纯) ; 活性炭、D301-Ｒ 型大

孔树脂，均为国产。
1．1．2 主要仪器 MODEL 电子分析天平 ( 上海金

山亭林工业开发区) ，XHF-D 高速分散器内切式匀

浆机( 宁波新芝生物科技股份有限公司) ，JY96-Ⅱ
超声波细胞粉碎机( 宁波新芝生物科技股份有限公

司) ，SIGMA 3-18KS 高速冷冻离心机 ( 德国赛多

利斯公司) ，KW-1000DC 数显恒温水浴锅 ( 江苏金

坛市亿通电子有限公司) ，KQS200B 超声清洗器( 昆

山市超声仪器有限公司) ，ELELA OSB-2100 旋转蒸

发仪( 上海爱朗仪器有限公司) ，SIMFD8-3 冻干机

( 北京博医康实验仪器有限公司) ，U2800 紫外分光

光度计( 尤尼柯上海仪器有限公司) 。
1．2 方法

1．2．1 日月贝粗多糖提取 将日月贝去壳、洗净、
风干称质量，组织搅碎机搅碎，加丙酮在室温下脱脂

24 h。脱脂后加双蒸水 ( 不同液固比) 在超声功率

160 W 条件下冰浴细胞粉碎 30 min。以提取温度和

提取时间为可变因素，在不同条件下水浴提取。提

取液经过滤、离心，减压抽滤至原溶液 1 /5 容积，加

3 倍容积 95%乙醇，4℃下醇沉 24 h，去除上清，收集

沉淀，依次用无水乙醇和丙酮脱水，重复 2 次，加双

蒸水复溶 2 次收集复溶液。
1．2．2 脱蛋白 用 Sevage 法脱蛋白( Sevage 试剂为

三氯甲烷∶正丁醇 = 4∶1) 。将复溶液与 Sevage 试剂

按照 3∶1 的比例混合，在摇床上以 220 r /min 充分混

合 1 h 后离心，混合液分三层，收集上层糖溶液。上

述步骤重复 10 次，以充分脱去蛋白质。
1．2．3 脱色

1．2．3．1 活性炭脱色 取 6 只洁净的试管，向试管

中各加入脱蛋白后的日月贝多糖溶液 5 mL，再分别

称取 0．1、0．2、0．3、0．4、0．5、0．6 g 颗粒状活性炭，依次

加入含有日月贝多糖溶液的试管内摇匀。55℃恒温

水浴 2 h 后 12 000 r /min 离心 10 min，取上清双层滤

纸抽滤 2 次。测定各试管中糖溶液脱色率［7］。
1．2．3．2 大孔树脂脱色 大孔树脂处理: 先取一定

量的 D301-Ｒ 型大孔树脂，用双蒸水浸泡 1 h 后减压

去气泡，去水后加 5%NaCl 溶液搅拌 4 h，双蒸水洗

至中性; 再加 2% NaOH 溶液搅拌 4 h，双蒸水洗至

中性备用。
取 6 只洁净的试管，向试管中各加入脱蛋白后

的日月贝多糖溶液 5 mL，再分别称取 0．1、0．2、0．3、
0．4、0．5、0．6g 处理后的 D301-Ｒ 大孔树脂，依次加入

含有日月贝多糖溶液的试管内摇匀，55℃ 恒温水浴

2 h 后 12 000 r /min 离心 10 min，取上清双层滤纸抽

滤 2 次，测定各试管中糖溶液脱色率。脱色后的多

糖提取液经 0．22 μm 滤膜过滤、透析、冷冻干燥，得

到纯度较高的日月贝多糖，测其多糖含量。
1．3 多糖含量测定 采用硫酸-蒽酮法检测多糖含

量［8］。硫酸蒽酮溶液配制: 称取 0．2 g 蒽酮放入 100
mL 容量瓶内，加浓硫酸定容至刻度，利用超声清洗

器超声使蒽酮完全溶解( 现配现用) 。称取在 105℃
条件下烘干至恒质量的葡萄糖 10 mg，置于 100 mL
容量瓶内，加双蒸水定容至刻度并摇匀。在该容量

瓶内量取 10 mL 溶液，加入到 100 mL 容量瓶内，并

用双蒸水定容至刻度，所得溶液即为标准液。量取

0．1、0．2、0．3、0．4、0．5、0．6、0．7、0．8、0．9mL 标准液分

别置于 10 mL 试管内，用双蒸水将各体积补至 1．0
mL 之后向各试管内加入 4 mL 硫酸蒽酮溶液摇匀并

加橡皮塞，先冰浴 10 min 再 100℃水浴 10 min，冷却

至室温。利用紫外分光光度计在 620 nm 波长处分

别测吸光度值，以葡萄糖标准液浓度为横坐标，吸光

度值为纵坐标，绘制标准曲线。称取 10 mg 日月贝
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粗多糖，加双蒸水稀释至 100 倍后摇匀，吸取 1 mL
溶液，测其吸光度值，根据标准曲线得直线回归方程

y = 0．00432+0．00339x，相关系数 r2 = 0．99938。计算

得出日月贝多糖得率。计算公式如下:

多糖含量 N ( %) = M×D /0．010×100%; 多糖得

率( %) = W×N /Q×100%。其中，M 为多糖浓度，D
为稀释倍数，Q 为样本质量( g) ，W 为各条件所得多

糖质量。

2 结果

2．1 多糖提取工艺优化条件 通过单因素实验探

讨超声辅助法提取日月贝多糖最优条件，以液料比、
温度和时间 3 个因素设计正交实验，见表 1、2。由

表 3 可知，液固比( P＜0．01) 和提取温度( P＜0．05) 对

多糖提取率影响较大，其影响作用大小依次为 ＲA

﹥ ＲB ﹥ ＲC，即影响因素为液固比﹥温度﹥时间，由

表 1 和表 2 可知其最佳提取工艺为 A2B3C2，即其最

优提取条件为液固比 40 ∶ 1 ( mL /g ) ，提取温度为

90℃，提取 时 间 4 h 下，日 月 贝 多 糖 的 提 取 率 为

2．01%。

表 1 超声辅助法提取日月贝多糖正交实验因素水平

因素 A: 液固比 / ( mL /g) B: 温度 /℃ C: 时间 /h

1 30 ∶1 70 3

2 40 ∶1 80 4

3 50 ∶1 90 5

表 2 超声辅助法提取日月贝多糖 L9( 3
3 ) 正交实验结果

序号
因素

A B C
提取率 /%

1 1 1 1 0．74

2 1 2 2 0．79

3 1 3 3 1．05

4 2 1 3 1．71

5 2 2 1 1．77

6 2 3 2 2．01

7 3 1 2 1．17

8 3 2 3 1．43

9 3 3 1 1．64

k1 0．86 1．21 1．38 －

k2 1．83 1．24 1．32 －

k3 1．41 1．57 1．40 －

Ｒ 0．97 0．36 0．08 －

表 3 超声辅助法提取日月贝多糖正交实验结果方差分析

因素 偏差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

A 1．421 2 0．710 212．395 0．005

B 0．201 2 0．100 30．023 0．032

C 0．009 2 0．005 1．369 0．422

2．2 活性炭和大孔树脂脱色比较

2．2．1 活性炭脱色 由图 1 可知活性炭对日月贝

多糖脱色效果明显，当添加活性炭量为 0．04 g /mL
时，多糖脱色率达 89．51%。随着活性炭量的增加，

其脱色率变化不大，但多糖损失量会增多，所以活性

炭对日 月 贝 多 糖 脱 色 的 最 优 条 件 为 活 性 炭 量 为

0．04 g /mL，在 55℃恒温水浴条件下脱色 2 h。

图 1 活性炭脱色效果曲线

2．2．2 大孔树脂脱色 由图 2 可知大孔树脂对日

月贝多糖脱色效果明显，当添加大孔树脂量为 0．06
g /mL 时，多糖脱色率达 81．25%。随着大孔树脂量

的增加，其脱色率变化不大，但多糖损失量会增多，

所以大孔树脂对日月贝多糖脱色的最优条件为大孔

树脂量为 0．06 g /mL，在 55℃ 恒温水浴条件下脱色

2 h。

图 2 D301-Ｒ 大孔树脂脱色效果曲线

3 讨论

超声辅助法提取日月贝多糖，在超声条件下，使

液体介质不断受到压缩和拉伸，产生空化作用，其产

生的空化泡可以机械地破坏日月贝的细胞结构，使

其破裂释放有效糖成份并能更好地溶解在水溶液
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中，从而能节约提取时间和能源，并能提高生物多糖

提取率。但因其在超声条件下会产生大量的热量，

故必须进行冰浴细胞粉碎，防止高温破坏生物多糖

活性。本研究利用超声辅助热水浸提法提取日月贝

多糖，在相同条件下热水浸提法日月贝多糖得率为

1．05%，而超声辅助热水浸提法日月贝多糖得率为

1．71%，其多糖得率明显比单一热水法多糖得率高。
超声辅助法在超声功率 160 W 条件下，液固比 40∶1
( mL /g) 、温度 90℃、时间 4 h 条件下，日月贝多糖提

取率为 2．01%。目前常用的辅助法提取生物多糖，

如陈明等［9］ 利用超临界 CO2 萃取法提取茶多糖;

Maran JP 等［10］利用微波辅助法从芒果皮中提取多

糖; Cheng Z 等［11］利用微波酶辅助法提取五味子多

糖; Liu JL 等［12］采用高压超声波辅助法提取川穹多

糖等，其生物多糖提取率较传统工艺有明显的提高。
比较活性炭和大孔树脂两种脱色工艺: 活性炭

和大孔树脂脱色效果都较明显，活性炭脱色率为 89．
51%，较大孔树脂 81．25%高。目前活性炭脱色和大

孔树脂脱色是最常用的两种脱色方法。通过实验研

究结果显示: 活性炭黏附力强，脱色效果较好，工艺

简便、快速，但糖含量损失较多，如果只是将提取的

生物多糖溶液经透析后用于动物实验，可以选择脱

色效果较好的活性炭脱色。大孔树脂脱色前期对树

脂的处理较繁琐，装柱后脱色时间较长，脱色效果不

如活性炭脱色，但如果需要进一步分离纯化解析糖

结构实验，可选择多糖保留率较高的大孔树脂脱色。
糖溶液经初步 DEAE Sepharose Fast Flow 离子交换

层析，色素和一些其他类物质会被截留在层析柱的

凝胶内，从而收集到纯度较高的中性糖和酸性糖。
综上所述，超声辅助法提取日月贝多糖得率明

显高于传统工艺。超声辅助法在超声功率 160 W
条件下，其最佳提取条件为: 液固比 40∶1( mL /g) 、温
度 90℃、时间 4 h，日月贝多糖得率为 2．01%。活性

炭脱色率为 89．51%，较大孔树脂 81．25%高。日月

贝多糖提取工艺的优化为日月贝多糖的生物活性研

究提供更好的基础。
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