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　　摘要：通过固态发酵里氏木霉制备纤维素酶液，其中滤纸酶、β－葡萄糖苷酶、内切型纤维素酶和木聚糖酶的活性
分别达２．０２、１．９９、１６７．００、５３．９０Ｕ／ｍＬ。继续以纤维素酶水解黄芪药渣制备其中的多糖物质。经单因素试验和正交
优化试验得出，酶法制备黄芪多糖的最佳工艺条件为纤维素酶用量４Ｕ／ｇ、酶解温度４５℃、酶解时间４ｈ。采用酶解提
取法可以从黄芪药渣中获得４４．６ｍｇ／ｇ多糖，而未经酶处理对照组的多糖提取量仅为２．９ｍｇ／ｇ。可见，纤维素酶的处
理能够明显提高黄芪多糖的提取效率。抗氧化测定结果表明，酶法制备的黄芪多糖能够明显降低百草枯对秀丽线虫

的氧化损伤。
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黄芪的主要药用成分为黄芪多糖、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄

糖苷和黄酮等［２］。黄芪多糖（Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＡＰＳ）
可作为免疫增强剂或调节剂，促进抗体形成，同时还有抗病

毒、抗肿瘤、抗衰老、抗应激、抗氧化和降脂等功效［３－５］。工业

上多采用水提醇沉法提取黄芪多糖，其工艺简单易操作，但提

取率较低（在３．８０％ ～９．７８％之间）［６－８］。黄芪经水提法制
备多糖后形成的药渣中仍含有多糖等活性物质，这些物质被

纤维素等聚合物限制而不易溶出［９－１０］。纤维素酶是可降解

纤维素高聚物的一组酶系，在制备多糖等药用活性物质方面
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具有良好的应用前景［８，１１］。本试验利用纤维素酶制备黄芪药

渣中的多糖，通过单因素和正交试验优化酶解作用条件，并评

价黄芪多糖的抗氧化活性，为进一步高效利用黄芪资源提供

技术途径。

１　材料与方法

１．１　试验材料
黄芪，产地为甘肃省陇西县，购自安徽省亳州市中药材市

场；里氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｒｅｅｓｅｉ）Ｄ－８６２７１，购自芬兰 ＶＴＴ技
术中心；秀丽线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ），由笔者所在实验
室保存。百草枯，购自Ｓｉｇｍａ公司；１，１－二苯基 －２－三硝基
苯肼（ＤＰＰＨ）等生化试剂均为国产分析纯。

ＰＤＡ培养基：２００ｇ马铃薯，２０ｇ葡萄糖，１５ｇ琼脂粉，加
蒸馏水至１０００ｍＬ。

Ｍａｎｄｅｌｓ培养基：２．０ｇＫＨ２ＰＯ４，１．４ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４，０．３ｇ
Ｕｒｅａ，０．３ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１．０ｍＬ微量元素浓缩液（３．７ｇ／Ｌ
ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ，１．４ｇ／ＬＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１．６ｇ／ＬＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，
５．０ｇ／ＬＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ），１０．０ｇ葡萄糖，０．３ｇ酵母膏，加蒸馏
水至１０００ｍＬ。

固体发酵培养基：１．５ｇ小麦麸，１．５ｇ脱木素麦秆，
５．０ｍＬ１０×Ｍａｎｄｅｌｓ培养基。具体配制方法参考文献［１２］。
１．２　试验方法
１．２．１　固态发酵制备纤维素酶　参照文献［１２］中的方法进
行固态发酵制备纤维素酶。取约１０８个里氏木霉孢子（ＰＤＡ
平板培养获得）接种于１００ｍＬＭａｎｄｅｌｓ培养基，并于２８℃、
２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养２ｄ。将１ｍＬ菌丝培养物接入固态发酵
培养基中，混匀后３０℃培养１３ｄ。发酵结束后，每瓶发酵物
中加入 ３０ｍＬ无菌水（含 ０．１％吐温 ８０），置于 ２５℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ条件下提取 １２０ｍｉｎ。提取液经 ８０００ｒ／ｍｉｎ、
１０ｍｉｎ离心后取上清液。所得粗酶液加入终浓度为０．０２％
的三氮化钠，并置于４℃保存备用。
１．２．２　酶活性的测定　参照文献［１２］中的方法分别测定发
酵液中滤纸酶、内切型纤维素酶（ＣＭＣ酶活）、β－葡萄糖苷酶
及木聚糖酶的活性。酶活性测定均在５０ｍｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸缓
冲液（ｐＨ值为４．８）中进行，各设３个重复。１个单位（Ｕ）滤
纸酶、ＣＭＣ酶或木聚糖酶分别定义为１ｍｉｎ催化相应底物生
成１μｍｏｌ葡萄糖（滤纸酶和 ＣＭＣ酶）或木糖（木聚糖酶）的
酶量；１个单位（Ｕ）的 β－葡萄糖苷酶定义为１ｍｉｎ催化４－
硝基苯基－β－Ｄ－吡喃葡萄糖苷（ｐＮＰＧ）生成１μｍｏｌ４－硝
基苯酚的酶量。

１．２．３　黄芪药渣的获得　黄芪经粉碎后，按固液质量比为
１∶１０加 入蒸 馏水，９０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ水 浴 浸 提 ２ｈ，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ获得上清液，重复提取１次。所得上
清液加３倍体积的９９％乙醇溶液，充分混匀，４℃静置过夜，
６０００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ离心，沉淀经６０℃烘干，即得黄芪粗多
糖。所得黄芪残渣烘干至恒质量，装袋密封备用。

１．２．４　酶法提取黄芪药渣中的多糖
１．２．４．１　单因素试验　称取１ｇ黄芪药渣装入５０ｍＬ离心
管中，加入５ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠缓冲液（ｐＨ值为４．８），
分别加入不同量（０～１０Ｕ）的纤维素酶（以滤纸酶活性计
算），加入无菌水使总体积为１０ｍＬ。经５０℃酶解２ｈ后，反

应物经８０℃水浴提取４ｈ，离心法获得上清液并经醇沉法获
得粗多糖。粗多糖经适当稀释后，以苯酚 －硫酸比色法测定
总糖含量，并以二硝基水杨酸（３，５－ｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，
ＤＮＳ）法测定寡糖含量，两者之差即为多糖含量［１３］。同时，比

较不同酶解温度（３５～５５℃）或酶解时间（１～８ｈ）对酶法制
备黄芪多糖的影响。

１．２．４．２　正交优化试验　根据单因素试验结果，对纤维素酶
用量、酶解时间和酶解温度进行正交设计（表１），优化黄芪多
糖提取的最佳酶解条件。

表１　Ｌ１６（４３）正交试验设计表

水平
因素

纤维素酶用量（Ｕ／ｇ） 酶解时间（ｈ） 酶解温度（℃）
１ ３ １．５ ４０
２ ４ ２．０ ４５
３ ５ ３．０ ５０
４ ６ ４．０ ５５

１．２．５　黄芪多糖的抗氧化活性
１．２．５．１　ＤＰＰＨ自由基清除测定　根据文献［１４］进行ＤＰＰＨ
自由基清除测定，分别配制不同浓度（０．０５、０．１０、０．１５、０．２０、
０．２５、０．３０、０．４０ｍｇ／ｍＬ）的黄芪多糖。向１０ｍＬ玻璃试管中
依次加入１ｍＬ各浓度黄芪多糖待测液和 ２ｍＬ０．６ｍｇ／Ｌ
ＤＰＰＨ，混匀，室温避光反应３０ｍｉｎ，测定５１７ｎｍ处的吸光度。
以５０％乙醇作为空白对照，每个处理重复 ３次，求平均值。
ＤＰＰＨ清除率的计算公式如下：

ＳＣＤＰＰＨ＝（１－ＤＳ５１７ｎｍ／ＤＣ５１７ｎｍ）×１００％。
式中：ＳＣＤＰＰＨ为 ＤＰＰＨ的清除率；ＤＳ５１７ｎｍ为样品的吸光度；
ＤＣ５１７ｎｍ为对照的吸光度。
１．２．５．２　线虫抗氧化测定　通过添加百草枯诱导秀丽线虫
产生氧化应激损伤以评价黄芪多糖的抗氧化活性。将黄芪多

糖制成一定浓度的溶液后，添加至培养有秀丽线虫的９６孔板
中，于２０℃培养４８ｈ，再于每个孔里添加百草枯，使其终浓度
为４０ｍｍｏｌ／Ｌ。每２４ｈ观察１次线虫存活情况并记录线虫存
活数目，直至秀丽线虫全部死亡，每组试验所测秀丽线虫数目

不少于８０条。

２　结果与分析

２．１　纤维素酶的制备及酶活性测定
由图１可知，粗酶液中的滤纸酶、β－葡萄糖苷酶、ＣＭＣ

酶 和 木 聚 糖 酶 的 活 性 分 别 为 ２．０２、１．９９、１６７．００、
５３．９０Ｕ／ｍＬ。可见，固态发酵液中含有较高水平的纤维素酶
和半纤维素酶。
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２．２　酶法制备黄芪药渣中多糖的影响因素
２．２．１　纤维素酶用量对黄芪多糖提取的影响　由图２可知，
未经纤维素酶水解作用，从黄芪药渣中水提获得的多糖提取

量为２．９ｍｇ／ｇ；纤维素酶用量为０．２Ｕ／ｇ时，多糖提取量达
８．２ｍｇ／ｇ。增加纤维素酶的用量，多糖的提取量明显升高，纤
维素酶用量为 ４．０Ｕ／ｇ时，多糖提取量达到最大值，为
３４．７ｍｇ／ｇ。继续增加纤维素酶的用量，黄芪多糖的提取量无
明显变化。因此，提取黄芪多糖的最佳纤维素酶用量为

４．０Ｕ／ｇ。酶解处理获得的多糖量最高可达未经纤维素酶处
理组的１１．９７倍。

２．２．２　酶解温度对黄芪多糖提取的影响　酶解温度对酶法
制备黄芪多糖的效率有明显的影响。由图 ３可知，低温
（３５℃）下，酶法提取黄芪多糖的提取量为２７．９ｍｇ／ｇ。提高
酶解温度，黄芪多糖的提取量明显增加，在４５℃时，黄芪多糖
的提取量达到最大值，为３５．７ｍｇ／ｇ。继续升高温度，黄芪多
糖的提取量明显降低。因此，利用纤维素酶提取黄芪药渣中

黄芪多糖的最适温度为４５℃。

２．２．３　酶解时间对黄芪多糖提取的影响　由图４可知，随着
酶解时间的延长，黄芪多糖的提取量明显升高。酶解时间为

４ｈ时，黄芪多糖的提取量达３４．６ｍｇ／ｇ。进一步延长酶解时
间，多糖提取量呈现下降的趋势。因此，酶解４ｈ为最佳的酶
解时间。

２．３　正交优化试验
根据单因素试验的结果，继续对纤维素酶用量、酶解温

度、酶解时间这３个因素进行正交设计优化以获得最佳的提
取条件。正交试验结果如表２所示，各因素对黄芪多糖提取
量的影响程度表现为酶解温度 ＞纤维素酶用量 ＞酶解时间。
根据试验结果优化得最佳提取条件为酶解温度４５℃、纤维素
酶用量４．０Ｕ／ｇ、酶解时间４ｈ。最后经验证，在此条件下黄

表２　酶法提取黄芪多糖的正交试验结果

试验号 纤维素酶用量 酶解时间 酶解温度
多糖含量

（ｍｇ／ｇ）

１ １ １ １ ３２．９
２ １ ２ ２ ３９．８
３ １ ３ ３ ３８．２
４ １ ４ ４ ３８．９
５ ２ １ ２ ３９．３
６ ２ ２ １ ３２．６
７ ２ ３ ４ ３６．２
８ ２ ４ ３ ４３．９
９ ３ １ ３ ３５．３
１０ ３ ２ ４ ３１．２
１１ ３ ３ １ ２８．４
１２ ３ ４ ２ ４０．９
１３ ４ １ ４ ３１．３
１４ ４ ２ ３ ３５．３
１５ ４ ３ ２ ４３．８
１６ ４ ４ １ ２７．９
ｋ１ ３７．５ ３４．７ ３０．５
ｋ２ ３８．０ ３４．７ ４１．０
ｋ３ ３４．０ ３６．６ ３８．２
ｋ４ ３４．６ ３７．９ ３４．４
Ｒ ４．１ ３．１ １０．５

优化水平 ２ ４ ２

芪多糖的提取量为４４．６ｍｇ／ｇ。
２．４　黄芪多糖的抗氧化活性

由图５可知，随着黄芪多糖浓度的升高，其对ＤＰＰＨ自由
基的清除率明显提高，当黄芪多糖浓度达到０．３０ｍｇ／ｍＬ时，
其对ＤＰＰＨ自由基的清除率可达２５．４％。继续升高黄芪多
糖的浓度，其对ＤＰＰＨ自由基的清除率则无明显增加。
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　　由图６可知，０．３０ｍｇ／ｍＬ黄芪多糖能够明显提高线虫的
存活率，最长存活时间为９ｄ，比空白对照组（ＣＫ）延长４ｄ。
由图７可知，添加０．３０ｍｇ／ｍＬ黄芪多糖，秀丽线虫的平均寿
命为３．４８ｄ，比对照组（２．６７ｄ）提高了３０．３％。因此，黄芪
多糖明显降低了百草枯对线虫引起的氧化损伤，其具有良好

的抗氧化作用。

３　结论与讨论

水提醇沉工艺只能获取黄芪组织中部分多糖，残留的药

渣中仍含有丰富的多糖等活性物质［９］，这部分物质由于受组

织中纤维素等结构成分的限制而难以溶出。微生物等来源的

纤维素酶能够有效作用于黄芪组织中的纤维结构，从而促进

黄芪多糖的提取［８，１１，１５］。相对于碱法（如氧化钙水溶液）制备

黄芪多糖，酶法制备具有条件温和、产物纯度高和绿色环保等

优势。本试验以里氏木霉固态发酵获得了高活性的纤维素

酶，以经２次高温水提处理的黄芪药渣作为材料提取多糖。
结果显示，与未经酶处理的对照组相比，酶解处理使黄芪多糖

的提取量提高了１１．９７倍。正交优化试验结果表明，酶法制
备多糖中的主要影响因素影响由大到小依次为酶解温度、纤

维素酶用量、酶解时间，而最佳酶解参数为酶解温度４５℃、纤
维素酶用量４．０Ｕ／ｇ、酶解时间４ｈ，在此条件下，从黄芪药渣
中可获得４４．６ｍｇ／ｇ黄芪多糖。由此可见，纤维素酶对促进
黄芪药渣中多糖的制备具有重要的意义。同时，是否存在更

加有效的黄芪组织水解酶系以进一步提高黄芪多糖的提取效

率值得进一步研究。

抗氧化活性是黄芪多糖的重要生理功能［１６］。本试验体

外抗氧化试验结果表明，酶法制备的黄芪多糖对 ＤＰＰＨ自由

基的清除率为２５．４％，低于文献报道值［１４，１７］。这可能与获得

的黄芪多糖分子量或结构有一定的关系［１８］。同时，以秀丽线

虫为模型测试黄芪多糖的体内抗氧化能力，发现０．３０ｍｇ／ｍＬ
黄芪多糖明显增强了秀丽线虫对百草枯的抗性，处理组线虫

的平均寿命延长了３０．３％。结果表明，纤维素酶法制备的黄
芪多糖具有结构完整性，显示出良好的抗氧化活性。利用纤

维素酶技术促进黄芪药渣中多糖的制备，对实现黄芪资源的

高效利用具有重要意义。
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