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　　摘要：采用胰蛋白酶脱除薤白多糖中蛋白质，应用响应面分析法对工艺条件进行优化。以蛋白脱除率为考察指
标，选用超声时间、水浴温度、酶液ｐＨ值、酶液用量４个因素，通过Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计对工艺条件进行优化。结
果表明，薤白多糖最佳脱蛋白工艺条件为：超声时间４５ｍｉｎ、水浴温度３８℃、酶液 ｐＨ值８．０、１０ｍＬ体系酶液用量
０．８０ｍＬ，在此条件下蛋白脱除率为８８．２５％，与模型的预测值８８．８５％基本一致。
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　　薤白（ＡｌｌｉｕｍｍａｃｒｏｓｔｅｍｏｎＢｕｎｇｅ），别名野蒜、小蒜、小根
蒜、苦蒜等，是百合科葱属多年生草本植物，其鳞茎上屉蒸至

半熟后晒干或烘干入药称作薤白［１－３］。据《本草纲目》记载，

薤白具有瘀血可散、胸痹刺痛可愈、中恶猝死可救等作用［４］。

薤白多糖是薤白的主要活性成分之一，具有抗菌、抗氧化等功

能。关于薤白中多糖的提取已有报道［５］。多糖提取方法较

多，但在提取过程中，常伴随有一定的蛋白质会吸附多糖，影

响后续试验中多糖的分离纯化［６－７］，因此选择蛋白去除率高

且多糖损失率小的除蛋白方法是关键环节。研究表明，酶法

脱蛋白是一种脱蛋白效率高、操作简单、多糖损失小的有效脱

蛋白方法［８］。本研究采用胰蛋白酶对薤白多糖中蛋白质进

行去除，通过响应面试验设计优化了酶法脱除薤白多糖中蛋

白质的工艺条件，这也可为其他多糖除蛋白工艺研究提供一

定的参考。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
薤白购自中药材市场。无水葡萄糖、苯酚、浓硫酸均为分

析纯。胰蛋白酶（活力单位≥５００００Ｕ／ｇ）、考马斯亮蓝
Ｇ－２５０、牛血清白蛋白标准品等生化试剂，购于中国医药集
团上海化学试剂公司。

主要仪器包括：ＡＵＹ１２０电子天平（日本岛津）；７２３０Ｇ可
见分光光度计（上海精密仪器有限公司）；ＨＨ－６水浴锅（金
坛市精达仪器制造厂）；ＫＱ２００ＫＤＢ高功率数控超声清洗器
（昆山市超声仪器有限公司）；ＲＥ－５２Ａ旋转蒸发仪（上海雅
荣生化仪器设备有限公司）；ＤＺＦ６０２１真空干燥箱（上海精宏
实验设备有限公司）；ＣＴ１４Ｄ型高速离心机（上海天美生化仪
器设备工程有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　薤白粗多糖的制备　薤白洗净烘干至恒重→粉碎过

４０目筛→精密称取粉末→加适量蒸馏水超声辅助提取→离
心→过滤→滤液减压浓缩→乙醇沉淀（乙醇浓度８０％）→真
空干燥→薤白粗多糖→精密称取 ０．１ｇ→５０ｍＬ容量瓶定
容→多糖溶液，备用。
１．２．２　胰蛋白酶脱除薤白多糖蛋白质的工艺　移取薤白多
糖溶液５ｍＬ，置于锥形瓶中，与ｐＨ值８．０、浓度为５００Ｕ／ｍＬ
的胰蛋白酶酶液分别同时放入３７℃的水浴锅内预热１０ｍｉｎ。
向多糖溶液加入０．８０ｍＬ酶液，定容至１０ｍＬ后置于３８℃水
浴中超声４５ｍｉｎ脱除蛋白。之后，将溶液放入１００℃水浴锅
中灭酶１０ｍｉｎ，冷却至室温，１４０００ｒ／ｍｉｎ高速离心１０ｍｉｎ，收
集上清液，测定蛋白含量。

１．２．３　蛋白质含量的测定　采用考马斯亮蓝法［９］：以牛血

清蛋白为标准品，在５９５ｎｍ条件下测定吸光度，得回归方程
ｙ＝０．０２９３ｘ＋０．００６２（ｎ＝５，其中ｘ为蛋白含量，μｇ／ｍＬ；ｙ为
吸光度），ｒ２为０．９９７３。

蛋白质去除率 ＝（处理前蛋白含量 －处理后蛋白含
量）／处理前蛋白含量×１００％。
１．２．４　响应面试验设计　根据单因素试验结果，选择超声时
间、水浴温度、溶液ｐＨ值、酶液用量等４个主要因素，分别选
择３个水平（表１），以蛋白脱除率（Ｙ）为考察指标，进行响应
面试验设计［１０－１１］，优化胰蛋白酶脱除薤白多糖中蛋白的工艺

条件。

表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面设计试验因素水平和编码

编码
Ａ：超声时间
（ｍｉｎ）

Ｂ：水浴温度
（℃） Ｃ：溶液ｐＨ值 Ｄ：酶液用量

（ｍＬ）

　１ ３５ ３０ ７．５ ０．４０
　０ ４５ ３７ ８．０ ０．８０
－１ ５５ ４４ ８．５ １．２０

２　结果与分析

２．１　响应面工艺回归模型的建立及方差分析
在单因素试验基础上，依据ＢＢＤ中心组合试验设计进行

了２９组试验，其中５组中心点重复试验，试验结果见表２，回
归模型的方差分析见表３。
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表２　薤白多糖除蛋白工艺响应曲面试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 蛋白脱除率

（％）

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７
１８
１９
２０
２１
２２
２３
２４
２５
２６
２７
２８
２９

１
１
０
０
０
－１
１
１
０
０
０
０
０
０
－１
－１
０
０
０
１
０
０
０
１
－１
－１
０
０
－１

０
０
０
０
１
０
０
１
０
０
０
１
－１
０
０
１
０
－１
－１
－１
０
０
－１
０
０
０
１
１
－１

０
－１
１
０
０
－１
１
０
－１
１
０
０
－１
０
０
０
０
０
０
０
－１
０
１
０
０
１
－１
１
０

１
０
１
０
１
０
０
０
１
－１
０
－１
０
０
－１
０
０
１
－１
０
－１
０
０
－１
１
０
０
０
０

７９．９６
８０．２８
８０．４３
８８．８４
７８．６７
７８．６９
８２．０９
８２．４８
７６．７３
７８．２４
８８．７７
７６．７１
７６．００
８８．７２
８０．０７
８０．３１
８８．３６
７２．７９
７６．６４
７７．１７
７７．３５
８８．１５
７６．３７
８０．４６
８０．１５
８３．４７
７６．３２
８２．５４
７７．１４

表３　蛋白脱除率回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

〗模型 ５４３．１３ １４ ３８．８０ １１９．９３ ＜０．０００１ 
Ａ ０．５７ １ ０．５７ １．７５ ０．２０６５
Ｂ ３６．４７ １ ３６．４７ １１２．７４ ＜０．０００１ 
Ｃ ２６．３１ １ ２６．３１ ８１．３４ ＜０．０００１ 
Ｄ ０．０４６ １ ０．０４６ ０．１４ ０．７１２９
ＡＢ １．１４ １ １．１４ ３．５４ ０．０８０９
ＡＣ ２．２１ １ ２．２１ ６．８２ ０．０２０５ 
ＡＤ ０．０８４ １ ０．０８４ ０．２６ ０．６１８１
ＢＣ ８．５６ １ ８．５６ ２６．４５ ０．０００１ 
ＢＤ ８．４４ １ ８．４４ ２６．０９ ０．０００２ 
ＣＤ １．９７ １ １．９７ ６．１０ ０．０２７０
Ａ２ ５０．６５ １ ５０．６５ １５６．５８ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ２６８．６６ １ ２６８．６６ ８３０．４９ ＜０．０００１ 
Ｃ２ １３２．１９ １ １３２．１９ ４０８．６５ ＜０．０００１ 
Ｄ２ ２１８．４４ １ ２１８．４４ ６７５．２７ ＜０．０００１ 
残差 ４．５３ １４ ０．３２
失拟 ４．１７ １０ ０．４２ ４．６９ ０．０７４９
纯误差 ０．３６ ４ ０．０８９
总和 ５４７．６６ ２８
ｒ２ ０．９９１７
ｒ２Ａｄｊ ０．９８３５

　　注：差异显著（Ｐ＜０．０５）；差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

　　利用软件ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０对数据进行多元回归拟合，
得到蛋白脱除率与试验条件之间的二次多项式方程为：Ｙ＝
８８．５７＋０．２２Ａ＋１．７４Ｂ＋１．４８Ｃ－０．０６２Ｄ＋０．５４ＡＢ－０．７４ＡＣ－
０．１５ＡＤ＋１．４６ＢＣ＋１．４５ＢＤ＋０．７０ＣＤ－２．７９Ａ２－６．４４Ｂ２－
４５１Ｃ２－５．８０Ｄ２。
式中：Ｙ为蛋白脱除率的预测值；Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别代表超声时
间、水浴温度、溶液ｐＨ、酶液用量的编码值。方差分析结果显
示，方程复相关系数的平方Ｒ２为０．９９１７，说明该模型极显著
（Ｐ＜０．０１），失拟项（ｒ＞０．０１）不显著及 ｒ２Ａｄｊ为０．９８３５，说明
建立的模型能够解释９８．３５％响应值的变化，用该模型对胰
蛋白酶脱除薤白多糖中蛋白质的工艺条件进行优化是可

行的。

２．２　交互效应
根据回归方程，作响应曲面图，考察所拟合的响应曲面的

形状，分析各影响因素对提取率的影响以及各因素间的交互

效应，其响应曲面如图１所示，６组图直观地反映了各因素对
响应值的影响。从图１中可以看出，当４个因素中任意２个
因素取零水平，其余２个因素同时变化时，随着两者的增大，
多糖提取率均呈现先上升后下降的趋势。比较６组图并结合
表３方差分析可知：方程的二次项的影响均极显著，交互项影
响、各一次项显著性参差不齐，表明各因素对蛋白脱除率的影

响较复杂，不是简单的线性关系，可以利用回归方程来确定最

佳工艺条件。

２．３　验证试验
由模型方程通过软件计算得到脱除薤白多糖中蛋白质的

最佳工艺条件为：超声时间４５．２８ｍｉｎ、水浴温度３８．１３℃、酶
液ｐＨ值８．０９、酶液用量０．８１ｍＬ（１０ｍＬ体系），在此条件下
多糖提取率的理论值可达８８．８５％。根据试验情况将以上工
艺参数修正为超声时间４５ｍｉｎ、水浴温度３８℃、酶液 ｐＨ值
８．０、酶液用量０．８０ｍＬ（１０ｍＬ体系），实际测得试验结果蛋
白脱除率为８８．２５％，说明该模型可以较好地预测各试验条
件与蛋白脱除率之间的关系，具有一定实用价值。

３　结论

本研究根据中心组合试验设计原理，以蛋白脱除率为响

应指标，通过４因素３水平响应分析对胰蛋白酶脱除薤白多
糖中蛋白质的工艺条件进行了优化。优化后得到最佳工艺条

件为超声时间４５ｍｉｎ、水浴温度３８℃、酶液 ｐＨ值８．０、酶液
用量０．８０ｍＬ（１０ｍＬ体系），在此条件下，测得蛋白脱除率为
８８．２５％，与模型的预测值８８．８５％基本一致。
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