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　　摘要：采用葡聚糖酶对仙茅多糖ＸＭＰ－１进行酶解，并利用响应面法对酶解工艺进行合理优化。在单因素试验的
基础上，采用星点设计模拟葡聚糖酶酶添加量、酶解温度、时间、ｐＨ值等４个因素对还原糖生成量综合影响的模型，得
到最佳工艺条件，并验证模型的可靠性。通过小鼠巨噬细胞（ＲＡＷ２６４．７）分析 ＸＭＰ－１１～１２ｈ酶解得到的１２批产
物的体外免疫活性。结果表明，最佳酶解工艺为酶添加量为５６％，温度为５２℃，酶解时间为１２ｈ，ｐＨ值为６．０，此时
还原糖生成量为０．２０１０ｍｇ／ｍＬ。优化结果可靠，与预测值的相对误差小于５％。不同时间段酶解产物对细胞无明显
毒害作用，均能诱导ＲＡＷ２６４．７细胞活化，释放ＴＮＦ－α和ＮＯ，其中酶解５ｈ的效果最好。该研究可为仙茅多糖酶降
解片段的制备提供理论基础，也可为仙茅多糖在食品领域进一步开发和应用提供科学依据。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｇｘｚ２００２＠１２６．ｃｏｍ。

　　仙茅作为石蒜科植物仙茅（Ｃｕｒｃｕｌｉｇｏｏｒｃｈｉｏｉｄｅｓ
Ｇａｅｒｔｎ）的根茎，是临床常用的辛热药之一，主要用
于治疗肾阳不足、虚痨内伤、腰膝冷痛、筋骨痿软等

虚寒症状［１－２］。它的组成成分主要包括酚性化合物

及酚苷、三萜皂苷、植物多糖、木脂素苷类、黄酮类

化合物、苯环取代物、挥发油等［３－４］。药理研究结果

显示，仙茅具有抗氧化、增强免疫力、延缓生殖系统

老化、抗骨质疏松、保肝、保护心血管等作用［５］，仙

茅多糖具有免疫调节、对抗肿瘤药氟尿嘧啶减毒增

效、加强青蛙心脏的收缩、抗骨质疏松等作用［６］。

目前对于仙茅多糖成分的研究只有国内外少量文

献报道，且主要研究其药理作用，而将仙茅多糖酶

解为寡糖的研究尚未见报道。

由于多糖是通过其特异性寡聚糖片段与受体

相结合而介导免疫反应的，因此对寡聚糖活性片段

进行研究对探讨仙茅多糖作用机制具有关键作

用［７－８］。降解多糖的方法主要有化学、物理和酶降

解法等；酸降解法和氧化降解法是常用的化学降解

法，简单易行，但是对于降解产物的聚合度难以控

制，降解得率低；目前大多数物理降解方法还只是

处于实验室阶段，还需要进行更深入的研究；酶降

解法与化学、物理降解法相比，具有反应条件温和、

产物均一性好、聚合度适中、得率高、无污染等优

点，且能最大程度地保护反应底物的活性基团不受

破坏［９－１０］。选择合适的降解酶对多糖进行酶法修

饰，不仅可以更好地探讨多糖的结构与功能关系，

进而探寻多糖的活性中心，而且可为药物筛选提供

各种结构类型的候选化合物［１１］。另外，植物多糖虽

然来源丰富，性质稳定，但其分子量大，黏度大，扩

散困难，结构复杂，导致其的吸收受到阻碍，进而使

其应用范围受到限制。将植物多糖降解成适宜的、

较低分子量的寡糖片段，能够使其结构更为清

晰［１２］。寡糖由于结构相对简单，有人工合成的可能

性，其溶解性、稳定性和安全性相对较好［１３］。因此，

对多糖进行酶法修饰已成为多糖构效关系研究的

重要手段，也是发现和研制糖类药物的重要途径。

本研究利用响应面法优化仙茅多糖葡聚糖酶酶解

工艺，并用小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７分析不同时间
段酶解产物的体外免疫诱导活性，以期为仙茅多糖

低分子量降解片段的制备提供理论基础，对深入研

究仙茅多糖构效关系及更好地开发利用仙茅多糖

具有重要意义。
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１　材料与方法

１．１　材料与仪器
仙茅，购自贵州省贵阳市万东桥药材市场，经

贵阳中医学院孙庆文教授鉴定为仙茅（Ｃｕｒｃｕｌｉｇｏ
ｏｒｃｈｉｏｉｄｅｓＧａｅｒｔｎ）的根，干燥粉碎过 ４０目筛。
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－５０层析柱，美国 ＰｈａｒｍａｃｉａＳｗｅｄｅｎ公
司；ＤＥＡＥ纤维素柱，上海恒信化学试剂有限公司；
小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７，中国科学院典型培养
物保藏委员会昆明细胞库；ＤＭＷＭ培养基、胰酶
（ＨｙＣｌｏｎｅ，Ｊ１４００３２）、ＭｏｕｓｅＴＮＦ－αＥＬＩＳＡ试剂盒
（ＤＫＷ１２ －２０１２ －０９６）、ＮＯ 检 测 试 剂 盒
（ＢＬＵＥＧＥＮＥ，Ｅ０３Ｎ００４１），北京达科为生物技术有
限公司；３－（４，５－二甲基噻唑 －２）－２，５－二甲基
四氮Ｄ唑溴蓝（ＭＴＴ，８２２Ａ０５５），北京索莱宝科技有
限公司；胎牛血清（ＦＢＳ，２０１５０９１４），浙江天杭生物
科技股份有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

自动部分收集器（ＢＳ－１００Ａ），上海精科实业有
限公司；紫外可见分光光度计（ＵＶ－１８００），日本岛
津仪器有限公司；旋转蒸发仪（ＢｕｃｈｉＲ１１４），
Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ公司；数显恒流泵（ＨＬ－２Ｂ），上海精科
实业有限公司；数显加热磁力搅拌器（Ｃ－ＭＡＧＨＳ
７），德国ＩＫＡ集团；酶联免疫检测仪（１５１０）、水套式
ＣＯ２培养箱（ＵＳＡ３１３１），美国热电公司；倒置显微镜
（０３０４０１０８），日本尼康公司。
１．２　试验方法
１．２．１　仙茅粗多糖的提取及分离纯化　用８０％乙
醇回流提取仙茅干药粉２次，每次２ｈ，除去低聚糖、
单糖及脂溶性成分后，按照仙茅干药粉和蒸馏水的

料液比为１ｇ∶３５ｍＬ，沸水浴提取１５０ｍｉｎ，然后将
提取液浓缩至黏稠状，５倍无水乙醇醇沉，静置过
夜，干燥得到仙茅粗多糖。对仙茅粗多糖采用

ＤＥＡＥ－纤维素柱进行层析（Φ１２．６ｃｍ×１００ｃｍ），
流速为 ５ｍＬ／ｍｉｎ，４０ｍｉｎ／管，用纯净水进行洗脱；
再经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－５０凝胶柱层析进行纯化
（Φ２．６ｃｍ×８５ｃｍ），流 速 为 １．２ ｍＬ／ｍｉｎ，
６ｍｉｎ／管，用纯净水进行洗脱。凝胶渗透色谱法：
ＡｇｉｌｅｎｔＰＬａｑｕａｇｅｌ－ＯＨＭＩＸＥＤ色谱柱（７．５ｍｍ×
３００ｍｍ，８μｍ），流动相为０．０５ｍｏｌ／ＬＮａ２ＳＯ４溶液，
流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，温度为３５℃，进样量为８０μＬ，
检测器为示差折光检测器；用流动相溶解１０ｍｇ多
糖样品于１０ｍＬ容量瓶中，进行高效液相色谱分析。
凝胶渗透色谱法测定结果分析：采用以标准品的相

对分子质量对数与对应的洗脱体积绘制标准曲线，

再根据样品洗脱体积求得其相对分子质量［１４］。对

仙茅多糖纯化后样品进行纯度鉴定。

１．２．２　仙茅多糖的酶解工艺及评价指标　取纯化
后的仙茅多糖３０ｍｇ加５ｍＬ纯净水→５０℃下搅拌
３０ｍｉｎ使其充分溶解→加入 １６．８ｍｇ葡聚糖酶、
１５ｍＬｐＨ值为 ６的 ＫＨ２ＰＯ４／Ｋ２ＨＰＯ４ 缓冲液→
５２℃ 下反应１２ｈ→沸水浴１５ｍｉｎ终止反应→过
滤→浓缩至１０ｍＬ→酶解产物的混合物。

从酶解产物中分别移取２ｍＬ置于３０ｍＬ具塞
试管中，加入 ３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）溶液
３ｍＬ，混合均匀后，沸水浴７ｍｉｎ，急速冷却，补水至
２５ｍＬ。以还原糖含量为指标，绘制葡萄糖标准曲
线：ｙ＝０．８０１１ｘ＋０．００６８（ｒ２＝０．９９９８，线性范围为
０．０８～０．４８ｍｇ／ｍＬ），计算酶解产物的还原糖含量。
１．２．３　仙茅多糖酶解工艺的单因素试验　考察酶
添加量、温度、时间、ｐＨ值对仙茅纯多糖酶解得到的
还原糖含量的影响。在酶解温度为 ５５℃、时间为
１０ｈ、ｐＨ值为５．５条件下，设酶添加量分别为２０％、
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％；在酶添加量为 ５０％、
时间为１０ｈ、ｐＨ值为５．５条件下，分别设酶解温度
为１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０℃；在酶添加量为５０％、
温度为５０℃、ｐＨ值为５．５条件下，分别设酶解时间
为３、６、９、１２、１５、１８ｈ；在酶添加量为５０％、温度为
５０℃、时间为 １２ｈ条件下，分别设 ｐＨ值为 ４．０、
４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７．０，对仙茅多糖酶解工艺进
行单因素试验。

１．２．４　响应面法优化试验　在单因素考察基础上，
以酶添加量（Ａ）、温度（Ｂ）、酶解时间（Ｃ）、ｐＨ值
（Ｄ）为自变量，还原糖生成量为响应值。采用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０５软件进行４因素５水平星点设计
试验［１５－１６］，具体见表１。

表１　响应面试验因素的水平设计

因素水平
Ａ：酶添加量
（％）

Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：酶解时间
（ｈ） Ｄ：ｐＨ值

－１．７３２ ４０．００ ４０．００ １０．００ ５．００

－１ ４４．００ ４４．１８ １０．８４ ５．４２

０ ５０．００ ５０．００ １２．００ ６．００

１ ５６．００ ５５．８２ １３．１６ ６．５８

１．７３２ ６０．００ ６０．００ １４．００ ７．００

１．２．５　ＭＴＴ法检测各酶解组分对细胞的毒性　在
含有１０％胎牛血清（ＦＢＳ）、１ｍＬ１０．２５％胰酶的
９０％ ＤＭＥＭ培养基接种小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ
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２６４７细胞，在温度为３７℃、ＣＯ２浓度为５．０％的细
胞培养箱中进行传代培养［１７］。在酶添加量为

５６％、温度为５２℃、ｐＨ值为６．０条件下，试验组为
１００ｍｇ仙茅纯多糖酶解１～１２ｈ，分别得到１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ｈ等１２批酶解产物浓缩干
燥，配制成浓度为３１．２５０、１２５．０００、５００．０００μｇ／ｍＬ
溶液；空白组（ＢＣ）：以 ＤＭＥＭ培养基作为空白对
照；多糖组 （ＸＭＰ－１）：将未酶 解 的 浓 度 为
１２５．００μｇ／ｍＬ的仙茅多糖溶液命名为 ＸＭＰ－１，作
为多糖组。以每孔１０６个细胞的浓度将 ＲＡＷ２６４．７
细胞接种于９６孔（１００μＬ／孔）细胞培养板中，加入
试验组、空白组和多糖组溶液各１００μＬ，置于温度
为 ３７℃、ＣＯ２浓度为 ５％的细胞培养箱中孵育
４８ｈ。细胞孵育完成后，每孔加入２０μＬＭＴＴ，继续
培育 ４ｈ后终止培养，吸取上清，每孔加１５０μＬ二
甲基亚砜ＤＭＳＯ，低速（１００ｒ／ｍｉｎ）摇床１０ｍｉｎ，静置
２０ｍｉｎ，待结晶溶解后用酶标仪于４９０ｎｍ处检测吸
光度。根据以下公式计算细胞存活率。

存活率＝（Ｄ药物 －Ｄ本底）／（Ｄ正常 －Ｄ本底）×１００％。
１．２．６　ＲＡＷ２６４．７细胞免疫因子 ＴＮＦ－α测定　
细胞接种同“１．２．５”节。于温度为３７℃、ＣＯ２浓度
为５．０％的细胞培养箱中培养２４、３６、４８ｈ，细胞孵
育完成后，收集细胞培养上清；然后根据小鼠ＴＮＦ－
αＥＬＩＳＡｋｉｔ说明手册中进行操作，最后根据标准曲
线（ｙ＝２２４．１３ｘ－９８．９８９，ｒ２＝０．９８８６）计算细胞因

子ＴＮＦ－α的浓度［１８－１９］。

１．２．７　酶解组分诱导 ＲＡＷ２６４．７细胞活化释放免
疫因子一氧化氮 （ＮＯ）　 采用 Ｇｒｉｅｓｓ法测定
ＲＡＷ２６４．７细胞释放的 ＮＯ量［２０］，细胞接种同

“１．２．５”节。于温度为３７℃、ＣＯ２浓度为５．０％的
细胞培养箱中分别培养２４、３６、４８ｈ后，加入１００μＬ
Ｇｒｉｅｓｓ试剂［含３ｍｍｏｌ／Ｌ磺胺酸，３０ｍｇ／ＬＮ－１－
（萘基）乙二胺二盐酸盐，质量分数２５％冰乙酸］，室
温避光孵育２０ｍｉｎ，离心取细胞上清液，用酶标仪于
４５０ｎｍ处测定吸光度，最后根据标准曲线（ｙ＝
７３．８６ｘ－３．５０６，ｒ２＝０．９８８２）计算ＮＯ含量。
１．２．８　数据处理及统计　活性试验获得的数据采
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．００进行分析，并与空白对照组
进行比较。

２　结果与分析

２．１　仙茅粗多糖的分离纯化
运用ＤＥＡＥ纤维素柱对２０ｇ仙茅粗多糖进行

初步纯化，用纯净水洗脱自动收集器分部收集，苯

酚－硫酸法检测，以洗脱管数为横坐标，吸光值为
纵坐标，得到一个单一峰（图１），收集单一峰对应部
分溶液并浓缩，经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－５０凝胶柱进一步纯
化，用纯净水洗脱，收集吸光度最大的单一峰对应

的物质，浓缩干燥，命名为 ＸＭＰ－１（图２）；经凝胶
渗透色谱分析发现，色谱峰为单一对称峰（图３），可
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判断所得纯化产物为分子量分布均一的多糖。

２．２　单因素试验结果
２．２．１　酶添加量对还原糖生成量的影响　由图４
可知，在一定范围内还原糖的生成量与酶添加量呈

正相关关系，在酶添加量为５０％时达到最大值。因
此选择５０％为酶添加量最佳值。

２．２．２　酶解温度对还原糖生成量的影响　酶活性
的发挥存在最适合的温度，低于或超过该值，酶活

性的发挥都会受到影响。从图５可以看出，当温度
在５０℃以下时，温度的增加有利于还原糖的生成。
因此选择５０℃为酶解温度最佳值。

２．２．３　酶解时间对还原糖生成量的影响　从图６
可以看出，在酶解时间为１２ｈ内，还原糖的产生量

随酶解时间的增加迅速增加，说明葡聚糖酶对

ＸＭＰ－１的作用有一个逐渐修饰的过程；在酶解时
间为１２ｈ之后，还原糖稍有生产量减少。因此酶解
时间为１２ｈ最为合适。

２．２．４　ｐＨ值对还原糖生成量的影响　从图７可以
看出，在ｐＨ值为６．０时，还原糖生成量达到极大值，
说明葡聚糖酶活性的发挥有最佳的 ｐＨ值，越接近
该ｐＨ值，越有利于酶活性的发挥。因此选择 ６．０
为ｐＨ值最佳值。

２．３　响应面法优化试验结果
２．３．１　星点设计试验和结果　基于单因素考察结
果，运用响应面－星点设计法优化仙茅多糖酶解工
艺，结果见表２、表３，其中表２为星点设计试验和结
果，表３为多糖酶解优化工艺所建立回归方程的方
差分析。

２．３．２　回归方程的建立及显著性检验　通过
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５ｂ软件对表３中的试验结果进
行多元线性回归二项式拟合，得到的方程为Ｙ＝
－０．９１６０５＋１．５５４５８Ａ＋７．１８９８８×１０－３Ｂ＋
０．０６５１３２Ｃ＋０．０３７３２７Ｄ－１．７５４２１×１０－３ＡＢ－
３．６００７４×１０－３ＡＣ＋６．８３２１７×１０－３ＡＤ－
１．３８４９０×１０－５ＢＣ＋３．８７７７２×１０－５ＢＤ－
３．９７００４×１０－４ＣＤ－１．４００７０Ａ２－６．００６９８×
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表２　响应面设计试验与结果

试验号
因素水平

Ａ：酶添加量 Ｂ：温度 Ｃ：酶解时间 Ｄ：ｐＨ值
还原糖生成量

（ｍｇ／ｍＬ）

１ －１ －１ －１ －１ ０．１７９９

２ １ －１ －１ －１ ０．１８８５

３ －１ １ －１ －１ ０．１８５１

４ １ １ －１ －１ ０．１９１５

５ －１ －１ １ －１ ０．１８６９

６ １ －１ １ －１ ０．１９４９

７ －１ １ １ －１ ０．１９１９

８ １ １ １ －１ ０．１９７５

９ －１ －１ －１ １ ０．１８１５

１０ １ －１ －１ １ ０．１９１５

１１ －１ １ －１ １ ０．１８７５

１２ １ １ －１ １ ０．１９４９

１３ －１ －１ １ １ ０．１８７９

１４ １ －１ １ １ ０．１９６５

１５ －１ １ １ １ ０．１９３３

１６ １ １ １ １ ０．１９９６

１７ －１．７３２ ０ ０ ０ ０．１８１６

１８ １．７３２ ０ ０ ０ ０．１９３６

１９ ０ －１．７３２ ０ ０ ０．１９１６

２０ ０ １．７３２ ０ ０ ０．１９９６

２１ ０ ０ －１．７３２ ０ ０．１８６６

２２ ０ ０ １．７３２ ０ ０．１９７４

２３ ０ ０ ０ －１．７３２ ０．１９６６

２４ ０ ０ ０ １．７３２ ０．２００６

２５ ０ ０ ０ ０ ０．２０１６

２６ ０ ０ ０ ０ ０．２０１９

２７ ０ ０ ０ ０ ０．２０１５

２８ ０ ０ ０ ０ ０．２０１８

２９ ０ ０ ０ ０ ０．２０１２

３０ ０ ０ ０ ０ ０．２０１６

１０－５Ｂ２－２．４０１７４×１０－３Ｃ２－３．００６９８×１０－３Ｄ２，
Ｒ２＝０．９９９１，其中Ｙ为还原糖生长量，可以看出，方
程可信度较好，可以较准确地评估多糖的酶解工

艺。从表３可以看出，模型的 Ｐ值小于０．０００１，说
明试验因素对试验结果影响极显著，该模型具有较

好的分析预测意义。失拟项的 Ｐ值等于 ０．３４３３，
大于０．０５，说明它对试验结果影响不显著，说明方
程拟合程度较好，可用于预测试验结果。各因素方

差分析结果显示，对于一次项和二次方项：酶添加

量、温度、酶解时间、ｐＨ值及其各自二次方项皆对还
原糖生成量的影响极显著（Ｐ＜０．００１）；对于交叉
项：酶添加量和温度的交互作用对还原糖生成量的

影响极显著（Ｐ＜０．００１）；酶添加量和酶解时间的交

互作用、酶添加量和ｐＨ值的交互作用、酶解时间和
ｐＨ值的交互作用对还原糖生成量的影响高度显著
（Ｐ＜０．０１）；温度和ｐＨ值的交互作用对还原糖生成
量的影响不显著（Ｐ＞０．０５）；表明各因素与还原糖
生成量之间不是简单线性关系。由 Ｆ值可得，４因
素对还原糖生成量的影响次序为酶添加量 ＞酶解
时间＞温度＞ｐＨ值。最优条件是酶添加量为５６％，
温度为５２．３２℃，酶解时间为１２．４６ｈ，ｐＨ值为６．３６，
此时还原糖生成量期望值为０．２０１９ｍｇ／ｍＬ。
２．３．３　响应曲面分析　采用软件 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
获得响应值的３Ｄ曲面，分析各因素对还原糖生成
量的影响及各因素间的交互作用，即当固定酶添加

量、温度、酶解时间、ｐＨ值中任意２个因素为零水平
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表３　ＸＭＰ－１优化工艺所建立回归方程的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方差 Ｆ值 Ｐ值

模型 ０．００１３１０ １４ ９．３６Ｅ－０５ １１７１．４８３ ＜０．０００１

Ａ ０．０００３０３ １ ０．０００３０３ ３７９７．６０５ ＜０．０００１

Ｂ ０．０００１０３ １ ０．０００１０３ １２８６．４７８ ＜０．０００１

Ｃ ０．０００２０３ １ ０．０００２０３ ２５３９．１７５ ＜０．０００１

Ｄ ２．４９×１０－５ １ ２．４９×１０－５ ３１２．２００５ ＜０．０００１

ＡＢ ５．６４×１０－６ １ ５．６４×１０－６ ７０．６０９４９ ＜０．０００１

ＡＣ ９．５１×１０－７ １ ９．５１×１０－７ １１．８９９９５ ０．００３６

ＡＤ ８．５６×１０－７ １ ８．５６×１０－７ １０．７１０７４ ０．００５１

ＢＣ １．４１×１０－７ １ １．４１×１０－７ １．７６０３４７ ０．２０４４

ＢＤ ２．７６×１０－７ １ ２．７６×１０－７ ３．４５０２８１ ０．０８３０

ＣＤ １．１６×１０－６ １ １．１６×１０－６ １４．４６６１４ ０．００１７

Ａ２ ０．０００３９２ １ ０．０００３９２ ４９１１．９５７ ＜０．０００１

Ｂ２ ７．２２×１０－５ １ ７．２２×１０－５ ９０３．３９４７ ＜０．０００１

Ｃ２ ０．０００１８５ １ ０．０００１８５ ２３１０．６７７ ＜０．０００１

Ｄ２ １．８１×１０－５ １ １．８１×１０－５ ２２６．３７３５ ＜０．０００１

残差　 １．２×１０－６ １５ ７．９９×１０－８

失拟项 ８．９８×１０－３ １０ ８．９８×１０－８ １．４９７１２ ０．３４３３

纯误差 ３×１０－７ ５ ６×１０－８

总变量 ０．００１３１１ ２９

　　注：当Ｐ＜０．０５时，试验因素对结果的影响显著；当Ｐ＜０．０１时，试验因素对结果的影响高度显著；当Ｐ＜０．００１时，试验因素对结果的影响

极显著。

时，其他２个因素间的交互作用对还原糖生成量的
影响。从图８可以看出，还原糖生成量随其中任意
２个因素量的增加均呈上升趋势，达到一定值之后，
稍下降或趋于平缓。各因素之间具有交互作用。

２．３．４　验证与优化　通过响应面法优化 ＸＭＰ－１
的最佳酶解条件，结合实际操作，将优化条件调整

为酶添加量５６％、温度５２℃、酶解时间１２ｈ、ｐＨ值
６．０，在此条件下进行试验，平行检测５次，所测的还
原糖生成量为０．２０１０ｍｇ／ｍＬ，与期望值的相对误
差在５％以内，二者较吻合。所以该方法能较好优
化ＸＭＰ－１的酶解条件，具有较好的可信度。
２．４　不同时间段酶解产物的体外免疫诱导活性
２．４．１　不同时间段的酶解产物对细胞的毒性作用
　不同时间段的酶解产物分别孵育 ４８ｈ后对
ＲＡＷ２６４．７细胞毒性作用见图９。通过光学显微镜
观察ＸＭＰ－１对ＲＡＷ２６４．７细胞形态的影响，结果
发现，ＸＭＰ－１对 ＲＡＷ２６４．７细胞的形态没有造成
明显的影响。ＸＭＰ－１在３１．２５０～５００．０００μｇ／ｍＬ
浓度范围内，孵育４８ｈ后对细胞的生长不会造成明
显影响。所以浓度在５００．００μｇ／ｍＬ以内的ＸＭＰ－
１对ＲＡＷ２６４．７细胞是安全无毒性的，可以作为后
续试验的浓度设定上限，这对于各项试验指标的判

断都具有重要的意义。

２．４．２　不同时间段的酶解产物诱导 ＲＡＷ２６４．７细
胞活化分泌ＴＮＦ－α的结果　孵育２４、３６、４８ｈ后，
不同时间段的酶解产物对 ＲＡＷ２６４．７细胞分泌
ＴＮＦ－α的影响见图１０。不同时间段的酶解产物均
能诱导ＲＡＷ２６４．７细胞活化分泌 ＴＮＦ－α，且诱导
活性呈现浓度依赖性。酶解 ５ｈ的组分诱导
ＲＡＷ２６４．７细胞分泌ＴＮＦ－α的作用，孵育３６ｈ和
４８ｈ时不同浓度的诱导作用均强于多糖组。
２．４．３　不同时间段的酶解产物诱导 ＲＡＷ２６４．７细
胞活化释放ＮＯ的结果　孵育２４、３６、４８ｈ后，不同
时间段的酶解产物诱导 ＲＡＷ２６４．７细胞活化释放
ＮＯ的结果见图１１。结果表明，ＸＭＰ－１不同时间段
的酶解产物均可有效诱导 ＲＡＷ２６４．７细胞活化分
泌ＮＯ，孵育３６、４８ｈ时，酶解４、５ｈ的酶解产物在不
同浓度条件下都能较好地促进细胞 ＮＯ的分泌，且
都优于多糖组。

３　讨论与结论

运用葡聚糖酶对 ＸＰＭ－１进行酶解，在单因素
试验的基础上考察了ＸＭＰ－１经葡聚糖酶酶解的最
佳条件，运用星点设计法构建了各酶解条件因素对
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ＸＭＰ－１酶解工艺的影响模型，结果表明，该方法拟
合程度较好，模型具有设计意义；酶添加量、酶解时

间的适当增加以及适宜的ｐＨ值和温度都能增加还
原糖的生成量；４因素对还原糖生成量的影响次序
为酶添加量＞酶解时间 ＞温度 ＞ｐＨ值。将优化条

件修正为酶添加量为５６％，温度为 ５２℃，酶解时间
为 １２ｈ，ｐＨ值为 ６．０后，还原糖量生成量为
０．２０１０ｍｇ／ｍＬ，与期望值的相对误差在 ５％以内，
可信度较高，可用于 ＸＭＰ－１酶解工艺的优化。体
外免疫诱导活性分析结果表明，浓度为 ５００μｇ／ｍＬ
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以下，孵育时间４８ｈ以内，酶解产物对细胞没有明
显的毒害作用；不同时间段酶解产物均可诱导细胞

分泌ＴＮＦ－α和ＮＯ，其中酶解５ｈ的组分免疫诱导
活性较其他时间段效果好。本研究结果可为仙茅

在食品和医药领域的开发利用及工艺化生产提供

一定的理论指导。
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影响［Ｊ］．中国药师，２０１８，２１（１２）：２２８４－２２８６．

［６］王雪倩．仙茅多糖的分离纯化，结构鉴定及抗骨质疏松活性研究

［Ｄ］．广州：广东药科大学，２０１７．

［７］ＧａｎｔｎｅｒＢＮ，ＳｉｍｍｏｎｓＲ Ｍ，ＣａｎａｖｅｒａＳＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｂｙｄｅｃｔｉｎ－１ａｎｄｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ２［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２００３，１９７

（９）：１１０７－１１１７．

［８］韩艳萍，赵鲁杭，吴海明．壳寡糖激活巨噬细胞的机制［Ｊ］．浙江

大学学报（医学版），２００６，３５（３）：２６５－２７２．

［９］许莉莉．浒苔多糖酶解产物的分离纯化及活性研究［Ｄ］．杭州：

浙江工商大学，２０１３．

［１０］ＨｕＴ，ＬｉＣＸ，ＺｈａｏＸ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｇｕｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｄｅｇｒａｄｅｄｂｙａｒａｐｉｄｍｉｃｒｏｗａｖｅ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］． ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１３，３７３：

５３－５８．　
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［１１］ＳｏｎｇＹ，ＤｕＢ，ＺｈｏｕＴ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｂｙ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙａｎｄｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍ ｄｅｆａｔｔｅｄｐｅａｎｕｔ（Ａｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａ）ｃａｋｅｓ

［Ｊ］．ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１１，３４６（２）：３０５－３１０．

［１２］黄越燕，王露露，季　慧．植物多糖纯化分离方法研究进展

［Ｊ］．中华中医药学刊，２０１６，２１（３）：６７１－６７４．

［１３］马　莉，唐健元，李祖伦，等．板蓝根多糖分离纯化及其性质的

研究［Ｊ］．中草药，２００７，３８（８）：１１４３－１１４６．

［１４］赵　颖，宋新波，张丽娟，等．高效凝胶色谱法测定甘草多糖

分子量及其分子量分布［Ｊ］．天津中医药，２０１５，３２（１）：４６－

４８．　　

［１５］李东东，放茂良，刘　琼，等．星点设计 －响应面法优化超声提

取青竹标多酚［Ｊ］．中药材，２０１１，３４（１）：１２９－１３３．

［１６］郑思睿，杨　婷，依木然·马瑞士，等．响应面法优化罗布麻多

糖提取工艺及抗氧化活性研究［Ｊ］．食品研究与开发，２０１８，３９

（１６）：９３－９７．

［１７］ＪｉａｎｇＺ，ＯｋｉｍｕｒａＴ，ＹａｍａｇｕｃｈｉＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｏｔｅｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｓｕｌｆａｔｅｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ａｓｃｏｐｈｙｌｌａｎ，ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ Ａｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍ

ｎｏｄｏｓｕｍｔｏｉｎｄｕｃｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅａｎｄｃｙｔｏｋｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍｍｏｕｓｅ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎａｓｃｏｐｈｙｌｌａｎａｎｄ

ｆｕｃｏｉｄａｎ［Ｊ］．ＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅ－ＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１１，２５（４）：

４０７－４１５．

［１８］ＬｉａｏＸ，ＹａｎｇＬ，ＣｈｅｎＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆａ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＧＬＰ） ｆｒｏｍ Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓａｎｄ ｉｔｓ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ＆Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，２０１５，

６（８）：２５４２－２５４９．　

［１９］ＡｋａｎｄａＭＲ，ＰａｒｋＢＹ．ＩｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆＭＡＰＫ／ＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌ

ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓ：Ｃａｍｅｌｌｉａｊａｐｏｎｉｃａｍｉｔｉｇａｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄ

ｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ＆Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１７，９５（７）：

１１３９－１１４６．

［２０］ＫｉｍＤ，ＹａｍａｓａｋｉＹ，ＪｉａｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙｏｎ

ｍｏｄｅｃｃｉｎ－ａｎｄｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ（ＰＨＡ）－ｉｎｄｕｃｅｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ（ＮＯ）ｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａｃｔａ

ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１１，４３（１）：５２－６０．
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