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　　摘要：以盐地碱蓬叶为试材，采用双酶法从中提取可溶性膳食纤维（ｓｏｌｕｂｌｅｄｉｅｔａｒｙｆｉｂｅｒ，ＳＤＦ）。通过单因素试验
及正交试验研究不同提取条件对碱蓬叶中ＳＤＦ提取率的影响；通过测定羟自由基清除率、还原力和ＤＰＰＨ自由基清除
率鉴定其抗氧化性。结果表明，双酶法提取ＳＤＦ的最佳工艺条件为料液比１ｇ∶２５ｍＬ、木瓜蛋白酶用量１６％、酶解时
间３ｈ、酶解温度５５℃、糖化酶用量１．０％；提取液具有显著的羟自由基清除率、ＤＰＰＨ自由基清除能力和铁还原力。
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　　盐地碱蓬（Ｓｕａｅｄａｓａｌｓａ）为藜科、碱蓬属草本植物，别称
盐蓬、黄须菜、盐蒿，是典型的盐地指示植物。幼苗可作蔬菜，

种子可榨油。富含不饱和脂肪酸、维生素和微量元素，具有降

糖、降压、扩张血管、防治心脏病和增强人体免疫力等药用效

能［１］。膳食纤维一般指包含纤维素、半纤维素、树脂、果胶及

木质素等成分，在人体中不易被消化吸收的多糖类食物成分，

主要存在于植物的细胞壁中。根据膳食纤维的溶解性不同，

它包括可溶性膳食纤维（ＳＤＦ）和不溶性膳食纤维（ＩＤＦ）［２－３］。
膳食纤维对人的生理具有积极的促进作用，包括通便、降血

脂、降血糖等［４］。近年来，对盐地碱蓬叶化学成分方面的研

究，主要为无机元素，而有机成分仅限于对其营养成分和总黄

酮提取测定方面的研究，关于其中ＳＤＦ提取工艺及其抗氧化
活性方面极少，因此，本试验主要研究盐地碱蓬叶中 ＳＤＦ的
提取条件，通过优化条件，获得最高提取率，并通过不同方法

评价其提取物的抗氧化性，旨在为盐地碱蓬叶作为天然抗氧

化剂来源的可行性开发提供前期准备。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试碱蓬叶，采摘于江苏省盐城市滩涂自然保护区。供

试药剂有木瓜蛋白酶（１０００００Ｕ／ｇ）、糖化酶（１０００００Ｕ／ｇ），
江苏锐阳生物科技有限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、氯化

钠、盐酸、氢氧化钠、无水乙醇等均为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　盐地碱蓬叶中ＳＤＦ提取工艺流程　碱蓬叶干燥至恒

质量→粉碎→过筛（４０目）→称取样品１ｇ→加磷酸盐缓冲液
（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为６．６）溶解、调ｐＨ值至７．０→加入植物蛋
白酶酶解→灭酶（１００℃，５ｍｉｎ）→调ｐＨ值至４．０～４．６、加入
糖化酶、酶解（酶解温度６０℃）→灭酶（１００℃，５ｍｉｎ）→（用
２层纱布过滤）离心（９０００ｒ／ｍｉｎ，４ｍｉｎ）取滤液浓缩至
５ｍＬ→醇析（４倍体积 ９５％热乙醇）→离心（９０００ｒ／ｍｉｎ，
４ｍｉｎ）、取滤渣、洗涤滤渣（用丙酮、７８％乙醇）→干燥至恒质
量，即得ＳＤＦ，计算ＳＤＦ提取率［４－５］。

１．２．２　ＳＤＦ提取率的计算　ＳＤＦ提取率＝［提取所得的ＳＤＦ
质量（ｇ）／样品质量（ｇ）］×１００％。
１．２．３　盐地碱蓬叶ＳＤＦ提取条件优化　选取对ＳＤＦ提取率
有影响的料液比、植物蛋白酶酶解时间、植物蛋白酶添加量、

植物蛋白酶酶解温度、糖化酶添加量等５个因素，在单因素试
验的基础上，做５因素４水平的正交试验，考察其对 ＳＤＦ提
取率的影响（表１）。

表１　盐地碱蓬叶ＳＤＦ提取正交试验因素与水平

水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：植物
蛋白酶添

加量（％）

Ｃ：植物蛋
白酶酶解

时间（ｈ）

Ｄ：植物蛋
白酶酶解

温度（℃）

Ｅ：糖化酶
添加量

（％）
１ １∶１０ ８ ２ ４５ ０．６
２ １∶１５ １２ ３ ５０ ０．８
３ １∶２０ １６ ４ ５５ １．０
４ １∶２５ ２０ ５ ６０ １．２

１．２．４　盐地碱蓬叶中ＳＤＦ提取物抗氧化活性研究
１．２．４．１　羟自由基清除率的测定　羟自由基的清除能力是
体外常用的评估抗氧化方法之一［６］。本试验采用紫外分光

光度法，取９ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＦｅＳＯ４溶液１ｍＬ，８．８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２
溶液１ｍＬ，９ｍｍｏｌ／Ｌ的水杨酸－乙醇溶液１ｍＬ，加入不同浓
度的ＳＤＦ提取液１ｍＬ，静置３０ｍｉｎ，用蒸馏水作空白对照，
５１０ｎｍ处测量其吸光度，代入以下公式计算［７－８］：

清除率＝［１－（Ｄ１－Ｄ２）／Ｄ３］×１００％。
式中：Ｄ１表示加了样液的吸光度；Ｄ２表示不加显色剂的样液
的本底吸光度，是为了减去样液本身颜色对于试验的影响；

Ｄ３表示以蒸馏水代替样液的空白管的吸光度。
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１．２．４．２　还原力的测定　取１ｍＬ不同浓度的 ＳＤＦ提取液
分别置于试管中，依次加入０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ值
为 ６．６）０．２ｍＬ和 １％铁氰化钾溶液 ０．５ｍＬ，５０℃水浴
２０ｍｉｎ，快速冷却后加入 １０％三氯乙酸溶液 １ｍＬ，以
２０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１０ｍｉｎ，取上清液１．５ｍＬ，加入３ｍＬ
蒸馏水和０．１％ ＦｅＣｌ３溶液１ｍＬ，以蒸馏水作为空白对照，充

分混匀，静置１０ｍｉｎ后，在７００ｎｍ下测定其吸光度值Ｄ［９］。
１．２．４．３　ＤＰＰＨ自由基清除率的测定　取不同料液比的
ＳＤＦ提取液各１．０ｍＬ加入试管中，加含０．０５７ｍｇ／ｍＬＤＰＰＨ
自由基的乙醇溶液１．０ｍＬ，置于暗处反应３０ｍｉｎ，在５１７ｎｍ
波长处测定吸光度，以蒸馏水作为空白，计算清除率［１０－１１］。

清除率＝［１－（Ｄｉ－Ｄｊ）／Ｄ０］×１００％。
式中：Ｄｉ表示１ｍＬ提取液＋１ｍＬＤＰＰＨ溶液的吸光度；Ｄｊ表
示１ｍＬ提取液 ＋１ｍＬ无水乙醇的吸光度；Ｄ０表示 １ｍＬ
ＤＰＰＨ＋１ｍＬ无水乙醇的吸光度。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　料液比对ＳＤＦ提取率的影响　设定植物蛋白酶添加
量１２％，称取 １ｇ样品，在５０℃下酶解４ｈ，糖化酶添加量
１．０％，分别按照料液比１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０
（ｇ∶ｍＬ）提取ＳＤＦ，考察料液比对ＳＤＦ提取率的影响（图１）。

　　由图１可知，随着溶剂的量的增大，ＳＤＦ提取率先上升后
下降，且在１ｇ∶１５ｍＬ处时提取率最高，为１６．２１％。因此，
确定设计料液比在１ｇ∶１５ｍＬ左右为宜。可能是因为溶剂
过少时溶解度低，反应体系较为黏稠，酶与底物接触不够充

分；但当溶剂过多时，底物浓度过低，酶被稀释，使底物与酶之

间的结合受阻，因此ＳＤＦ提取率随着溶剂的量的增大呈先升
后降的趋势。

２．１．２　植物蛋白酶添加量对ＳＤＦ提取率的影响　设定料液
比为１ｇ∶１５ｍＬ，糖化酶添加量 １．０％，分别按 ８％、１２％、
１６％、２０％、２４％的植物蛋白酶添加量，５０℃下酶解４ｈ，计算
ＳＤＦ提取率（图２）。由图２可知，随着植物蛋白酶添加量的
提高，ＳＤＦ提取率先增加后降低，且在添加量为１６％时，达到
最大提取率 １８．６６％。可能是因为植物蛋白酶增加后，使底
物与酶反应更彻底，所以 ＳＤＦ提取率越来越高；而继续增加
植物蛋白酶量时，过多的酶反而抑制了反应的进行，致使ＳＤＦ
提取率反而降低。所以植物蛋白酶添加量在１６％时最佳。
２．１．３　植物蛋白酶酶解时间对ＳＤＦ提取率的影响　设定料
液比为１ｇ∶１５ｍＬ，糖化酶添加量１．０％，植物蛋白酶添加量

１６％，酶解温度５０℃，分别酶解２、３、４、５、６ｈ，计算ＳＤＦ提取
率（图３）。由图３可知，随着植物蛋白酶酶解时间的增加，
ＳＤＦ提取率先增加后降低，且在３ｈ时 ＳＤＦ提取率最大，为
２１．１５％。可能是因为随着酶解时间的增加，碱蓬叶中的ＳＤＦ
被充分提取出来，而随着时间越来越长，ＳＤＦ暴露在空气中被
氧化，提取量反而减少。因此蛋白酶酶解时间３ｈ为最佳提
取条件。

２．１．４　植物蛋白酶酶解温度对ＳＤＦ提取率的影响　设定料
液比为１ｇ∶１５ｍＬ，糖化酶添加量１．０％，植物蛋白酶添加量
１６％，酶解３ｈ，分别于４０、４５、５０、５５、６０℃对蛋白酶进行酶解
提取ＳＤＦ，考察植物蛋白酶酶解温度对 ＳＤＦ提取率的影响
（图４）。由图４可知，随着酶解温度的提高，ＳＤＦ提取率先增
加后降低，且在５０℃时最大，达１９．２９％。可能是因为随着
酶解温度提高，植物蛋白酶的活性也越来越高，从而 ＳＤＦ的
提取率增加，而当酶解温度超过最适温度后，蛋白酶渐渐失

活，提取率也降低。所以５０℃为适宜的蛋白酶酶解温度。

２．１．５　糖化酶添加量对ＳＤＦ提取率的影响　设定料液比为
１ｇ∶１５ｍＬ，植物蛋白酶添加量１５％，５０℃酶解３ｈ，分别加
入糖化酶０．６％、０．８％、１．０％、１．２％、１．４％，考察其添加量
对ＳＤＦ提取率的影响（图５）。由图５可知，随着糖化酶添加
量的提高，ＳＤＦ提取率先增加后降低，且当添加量为 １．０％
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时，提取率达到１９．６８％。因此，确定糖化酶添加量在１．０％
时为最佳提取条件。

２．２　正交试验结果
由表２可知，因为ＲＡ＞ＲＢ＞ＲＣ＞ＲＤ＞ＲＥ，所以各因素对

ＳＤＦ提取率影响的大小依次为Ａ＞Ｂ＞Ｃ＞Ｄ＞Ｅ，各种因素的
ｋ值表明各因素水平的影响程度分别是 Ａ４＞Ａ３＞Ａ２＞Ａ１，
Ｂ３＞Ｂ４＞Ｂ２＞Ｂ１，Ｃ２＞Ｃ４＞Ｃ３＞Ｃ１，Ｄ３＞Ｄ４＞Ｄ１＞Ｄ２，Ｅ３＞
Ｅ４＞Ｅ２＞Ｅ１，各因素水平的最佳组合为 Ａ４Ｂ３Ｃ２Ｄ３Ｅ３，即碱蓬
叶中ＳＤＦ提取的最佳条件为料液比１ｇ∶２５ｍＬ，植物蛋白酶
添加量为１６％，酶解时间为３ｈ，酶解温度为５５℃，糖化酶添
加量为１．０％。

表２　ＳＤＦ提取正交试验结果

序号
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：植物蛋
白酶添加

量（％）

Ｃ：植物蛋
白酶酶解

时间（ｈ）

Ｄ：植物蛋
白酶酶解

温度（℃）

Ｅ：糖化
酶添加

量（％）

ＳＤＦ
提取率

（％）
１ １∶１０ ８ ２ ４５ ０．６ ９．８６
２ １∶１０ １２ ３ ５０ ０．８ １４．６１
３ １∶１０ １６ ４ ５５ １．０ １６．８８
４ １∶１０ ２０ ５ ６０ １．２ １５．６４
５ １∶１５ ８ ３ ５５ １．２ １４．６４
６ １∶１５ １２ ２ ６０ １．０ １３．４７
７ １∶１５ １６ ５ ４５ ０．８ １６．１２
８ １∶１５ ２０ ４ ５０ ０．６ １４．８７
９ １∶２０ ８ ４ ６０ ０．８ １５．５２
１０ １∶２０ １２ ５ ５５ ０．６ １７．８９
１１ １∶２０ １６ ２ ５０ １．２ １６．５５
１２ １∶２０ ２０ ３ ４５ １．０ １８．７６
１３ １∶２５ ８ ５ ５０ １．０ １６．６３
１４ １∶２５ １２ ４ ４５ １．２ １８．５１
１５ １∶２５ １６ ３ ６０ ０．６ ２０．０６
１６ １∶２５ ２０ ２ ５５ ０．８ １６．４９
ｋ１ １４．２４７ １４．１６２ １４．０９２ １５．８１３ １５．６７０
ｋ２ １４．７７５ １６．１２０ １７．０１８ １５．６６５ １５．６８５
ｋ３ １７．１８０ １７．４０２ １６．４４５ １６．４７５ １６．４３５
ｋ４ １７．９２２ １６．４４０ １６．５７０ １６．１７２ １６．３３５
Ｒ ３．６７５ ３．２４０ ２．９２６ ０．８１０ ０．７６５

２．３　盐地碱蓬叶中ＳＤＦ的抗氧化作用
２．３．１　羟自由基清除率的测定　不同料液比的 ＳＤＦ提取液
对羟自由基的清除作用见图６。由图６可知，料液比分别为
１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０、１∶３５（ｇ∶ｍＬ）的提取液清
除自由基时，它的羟自由基清除率随着料液比的增加而降低，

与样品的浓度呈正相关，当样品浓度达到一定程度时，羟自由

基清除率将趋于稳定，这与张志旭等的研究结果［１２］一致。

２．３．２　还原力的测定　对不同料液比的 ＳＤＦ提取液测其吸
光度，吸光度Ｄ值越大，表示还原力越强，其相应的还原力测
定值见图７。由图７可知，随着料液比的增加，它的吸光值呈
下降趋势，说明盐地碱蓬叶中可溶性膳食纤维随着料液比的

增加还原力降低。

２．３．２　ＤＰＰＨ自由基清除率的测定　ＤＰＰＨ自由基是一种稳
定的自由基，根据吸光度的变化可测得样品中清除率的大

小［１３］。不同料液比的ＳＤＦ提取液其对 ＤＰＰＨ自由基的清除
作用见图８。由图８可知，不同料液比的 ＳＤＦ溶液对 ＤＰＰＨ
自由基清除能力呈正相关关系，随着料液比的增加，ＤＰＰＨ自
由基清除率越小。

３　结论

该试验以盐地碱蓬叶中的ＳＤＦ提取率为指标，采取单因
素试验，确定单因素的合适范围，在此基础上进行正交试验优

化提取工艺。结果表明，各因素水平的最佳组合为

Ａ４Ｂ３Ｃ２Ｄ３Ｅ３，即碱蓬叶中 ＳＤＦ提取的最佳条件为料液比
１ｇ∶２５ｍＬ，植物蛋白酶添加量为１６％，酶解时间为３ｈ，酶解
温度为５５℃，糖化酶添加量为１．０％。通过羟自由基清除
率、还原力和ＤＰＰＨ自由基清除率鉴定其提取液的抗氧化性，
提取液具有显著的羟自由基清除率、ＤＰＰＨ自由基清除能力
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和铁还原力，为其作为功能性食品开发提供了参考。
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一种新的综合法破壁灵芝孢子技术

叶　坤，左　金，黄昊宇，高　鹏
（中国空气动力研究与发展中心高速空气动力研究所，四川绵阳６２２７６２）

　　摘要：以微波预处理对灵芝孢子进行脆化，采用正交试验法对影响灵芝孢子含水量、脆化率的因素进行了试验和
分析，获得了微波的最佳工艺组合，并结合气流粉碎进行破壁。结果发现，当温度为４０℃、功率为９ｋＷ、处理时间达
到３０ｍｉｎ时微波预处理的效果最好。与预处理前相比，经过预处理后的灵芝孢子采用气流粉碎的破壁率明显提高，
而粉碎所用时间大大缩短。气流破壁灵芝孢子的多糖和三萜含量较破壁前显著增加，同时不会引入重金属杂质。

　　关键词：灵芝孢子；微波预处理；正交试验；脆化；气流粉碎；破壁
　　中图分类号：Ｓ５６７．３＋１０．９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）０１－０１７８－０３

收稿日期：２０１５－１１－２１
基金项目：国家自然科学基金（编号：５１３２７８０４）。
作者简介：叶　坤（１９７６—），男，湖南常德人，博士，工程师，从事超微
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　　灵芝孢子即灵芝的种子，是灵芝在生长成熟时期从菌盖
弹射出来的极为细小的颗粒，内含丰富的生物活性成分，其中

多糖类和三萜类化合物被看作是主要活性物质，具有抗肿瘤、

抗心血管疾病、增强免疫等作用［１－２］，其有效成分含量高出灵

芝７５倍［３］。

灵芝孢子具有坚韧的双层外壁结构，研究表明孢壁成分

中几丁质含量为 ５２．０８％ ～５７．６４％，无机元素构成以硅
（１９．０１％）、钙（２４．３１％）为主，硅、钙掺入几丁质使得孢壁更
加结实坚韧、耐酸碱，极难氧化分解［４］。因此，利用一般的物

理、化学方法很难将灵芝孢子壁打破。研究表明，人体对不破

壁孢子内的营养成分很难吸收，生物利用率低［５］。未破壁的

灵芝孢子有效成分进入体内的消化利用率仅为１２％，破壁后
的灵芝孢子有效成分的消化吸收率可达９５％，而且破壁前后
孢子的活性成分是有差异的，研究结果显示，破壁灵芝孢子的

多糖与三萜含量明显高于未破壁灵芝孢子［６－７］。因此，为了

充分利用灵芝孢子内的有效成分，必须对其进行破壁。目前，

国内的研究人员已经对灵芝孢子的破壁方法进行了大量的研

究。这些破壁方法可以归纳总结为生物法［８］、化学法［９］、物

理法［１０］、机械法［１１］４种类型，但是这些方法普遍存在生产成
本高、破壁率低、产品中的有害残留较高、生产效率较低等缺

点。为了弥补灵芝孢子现有破壁技术的不足，充分利用其中

的营养成分，本试验研究了一种对灵芝孢子进行预处理后采

用气流粉碎破壁的综合方法，该方法易于实现、操作简单，既

可以保证灵芝孢子破壁完全，又可以完整保留其中的有效成

分，而且不会引入重金属杂质。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
原料来自安徽省金寨县提供的大别山灵芝孢子（未破

壁），平均粒径为４～６μｍ，水分含量约为１０％。
　　自制真空低温微波预处理设备；自制 ＣＰ－２０型超微气
流粉碎分级机；ＸＳＰ－２４Ｎ生物显微镜，南京江南永新光学有
限公司生产；Ｓ－４８００扫描电子显微镜，日本日立公司生产。
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