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摘要：目的 应用木瓜蛋白酶法脱除化香树果序多糖中蛋白，探究最佳工艺条件。方法 通过对酶用量、酶作用时间、酶作用温

度及pH值四个单因素考察，采用响应面优化法试验分析。结果 最佳工艺条件，木瓜蛋白酶用量1.508%，温度65 ℃，酶解时间

92.3 min，pH＝7.0，多糖蛋白脱除率为90.90%，多糖保留率为84.06%。结论 木瓜蛋白酶法是一种较优的多糖脱除蛋白方法。
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Abstract：Objective To screen the optimum method for deproteinization of Platycarya strobilacea Sieb. et Zucc polysaccharides.
Methods In this study，the optimum conditions for deproteinized papain were studied by four single factors，enzyme dosage，en⁃
zyme action time，enzyme temperature and pH，and response surface optimization and orthogonal experiment.Results The optimum
process condition was that the papain 1.508%，65 ℃，92.3 min，and pH＝7.The rate of the removal from polysaccharides protein
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pain⁃deproteinization method was the best for protein removal from Platycarya strobilacea Sieb.et Zucc polysaccharides.
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化香树为胡桃科植物，药用部位为其干燥果

序，具有清热燥湿，消肿散於，止痒杀虫等功效［1⁃4］。

通过相关文献报道和临床实验表明，化香树果序中

的多糖成分具有较好的抗氧化活性［5］。

多糖是由 10个以上的单糖经过糖苷键连接而

成的糖链。它是中药中普遍存在的一种成分，具备

免疫调节、抗肿瘤抗癌、降血糖血脂、抗衰老、抗辐

射等药理作用，其中免疫促进作用是最重要的［6］。

基于多糖在临床疾病方面的广泛应用和作为美容

食品、化妆品、保健品的有效成分，因而多糖具备较

大的开发利用价值。

但在对提取的多糖进行药理活性研究时，发现

多糖中蛋白质对药理活性的研究影响较大，因此对

得到的粗多糖进行除蛋白处理就非常必要而且关

键［7⁃8］。酶法是以酶为催化剂使多糖溶液中的蛋白

质发生反应从而达到去除蛋白的作用，所以此方法

脱蛋白效果较好。同时，由于酶专一性较高，该酶

不会与多糖发生结合，多糖保留率较高，所以，该法

为效果较好的多糖蛋白脱除方法［9⁃11］。因此，本实验

自 2018年 1—4月通过对木瓜蛋白酶脱除过程中的

酶作用条件进行了重点研究，最终筛选确定了化香

树果序多糖脱蛋白的最佳工艺路线，并通过响应面

法优化筛选出了其最优的蛋白脱除条件，为化香树

果序多糖的进一步应用研究做了贡献。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器 材料：化香树果序粗多糖（通过

本实验室制得，含量46.65%），三氯甲烷（AR）、正丁

醇（AR）、小牛血清白蛋白（AR）、考马斯亮蓝（AR）、

浓硫酸（AR）、木瓜蛋白酶（活力单位＞4万 U/g，北
京鼎国生物技术有限责任公司）。

仪器：HHS 恒温水浴锅（巩义予华仪器厂）；

AL204 型分析天平（梅特勒-托利多仪器（上海）
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有限公司）；UV⁃265 型紫外分光光度计（日本岛

津公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 蛋白质标准曲线的绘制 本实验采用考马

斯亮蓝染色法，此方法的原理是考马斯亮蓝G⁃250
染料在游离状态为红色，当它与蛋白质结合后则呈

现蓝色，在一定浓度范围内蛋白质的浓度和溶液在

595 nm波长下的吸光度呈正比［10］。将 100 mg考马

斯亮蓝 G⁃250 溶解于 50 mL 95% 乙醇中并搅拌均

匀，在向其中加入 100 mL 85%（W/V）磷酸溶液，加

蒸馏水至1 000 mL刻度线处进行定容。取10 mg牛
血清白蛋白加一定的蒸馏水，用容量瓶配制成 0.1
mg/mL的标准蛋白质溶液。取 6支具塞试管，分别

移入标准液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL配制成不同

浓度的 6管溶液，定容至 2 mL，再加入 5 mL考马斯

亮蓝G⁃250显色剂，充分振荡混合均匀后静置显色

2 min，用比色法将空白溶液作为对照组，在波长

595 nm处测定各管溶液的吸光度，测定应在 1 h内

完成。以牛血清白蛋白含量为 x轴，以吸光度为 y
轴，拟合得标准曲线方程：y＝6.598 6x+0.013 2，R2＝

0.998 2，呈良好的线性关系。

1.2.2 蛋白质浓度［10］的测定 准确配制5 mg/mL的

多糖溶液，取两只具塞试管，第一管中加入1.0 mL多

糖溶液，在第二管管中加入1.0 mL蒸馏水，并分别取

考马斯亮蓝5.0 mL加入两管中，振荡摇匀，静置显色

2 min，在595 nm处以第二管溶液为对照组调零，测

第一管溶液吸光度，根据上述所得标准曲线求得该

多糖中蛋白的浓度C前。蛋白脱除率的计算：

蛋白脱除率 ( % ) = ( C前 - C后 )
C前

× 100%
式中：C前：为多糖脱蛋白前蛋白质的浓度；C后：

为多糖脱蛋白后蛋白质的浓度。

1.2.3 化香树果序多糖保留率计算 应用苯酚-硫酸

法［10］测定多糖含量，化香树果序多糖的保留率计算：

多糖保留率 ( % ) = M后

M前

× 100%
式中：M前：为多糖脱蛋白前多糖的含量；M后：为

多糖脱蛋白后多糖的含量。

1.3 统计学方法 响应面分析方法［12］是目前经常

采用的一种试验设计方法。通过合理的试验设计

进行试验，并对试验得到的数据，应用 Design⁃Ex⁃
pert v7.1.3软件，进行多元二次回归方程数据拟合，

绘制响应曲面和等高线图，分析预测得到较优工艺

参数。Design⁃Expert v7.1.3软件是专业响应面分析

软件，能够大大地减少所需要的实验次数，提高实

验效率。响应面法相对于正交试验法，精密度高、

预测值接近真实值，结果更加合理、可靠。

2 结果

2.1 木瓜蛋白酶法脱蛋白

2.1.1 酶用量 分别将 0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%
（酶底比）的木瓜蛋白酶加入到预先准备好的 5支

含 1 mL化香树果序粗多糖溶液的试管中，放在水浴

锅中，设置温度为 50 ℃，在 pH值为 7.0条件下，保

温 1 h，3 000 r/min离心5 min，倾倒出上层脱蛋白的

多糖溶液。实验结果如图1所示。
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图1 酶用量对蛋白脱除率的影响情况

根据图1可知，当酶用量增大时，蛋白脱除率随

之而迅速增大；当酶用量达到 1.5%时，蛋白脱除率

达到最大值 80%，之后慢慢趋于稳定，则说明酶用

量为1.5%时蛋白脱除率较佳。

2.1.2 酶解时间 将 1.5%（酶底比）的木瓜蛋白酶

加入到预先准备好的 5支含 1 mL化香树果序粗多

糖溶液的试管中，放在 50 ℃水浴锅中，在 pH值为

7.0 条件下，保温并依次放置 30、60、90、120、150
min，然后以3 000 r/min离心5 min，倾倒出上层脱蛋

白的多糖溶液。实验结果如图2所示。
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图2 酶解时间对蛋白脱除率的影响情况

由图 2可知，蛋白脱除率随酶解时间的不断增

大，蛋白脱除率逐渐上升，在 90 min时蛋白脱除率

到达最大，之后又随酶解时间的增加而逐渐减小，

因此，酶解时间90 min为较佳时间。

2.1.3 酶解温度 将 1.5%（酶底比）的木瓜蛋白酶

加入到预先准备好的 5支含 1 mL化香树果序粗多

糖溶液的试管中，分别放在40、50、60、70、80 ℃水浴
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锅中，在 pH值为 7.0条件下，保温放置 90 min，然后

以3 000 r/min离心5 min，倾倒出上层脱蛋白的多糖

溶液。实验结果如图3所示。
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图3 酶解温度对蛋白脱除率的影响

从图3可以看出，温度在40 ℃到60 ℃之间时，蛋

白脱除率随温度的升高逐渐增大；当达到60 ℃时，蛋

白脱除率达到最大；温度在60 ℃到80 ℃之间又随温

度的升高而降低。因而，酶解温度60 ℃为较佳温度。

2.1.4 pH值 将1.5%（酶底比）的木瓜蛋白酶加入

到预先准备好的 5支含 1 mL化香树果序粗多糖溶

液的试管中，放在 60℃水浴锅中，分别在 pH 值为

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 条件下，保温放置 90 min，然
后以 3 000 r/min离心5 min，倾倒出上层脱蛋白的多

糖溶液。实验结果如图4所示。
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图4 pH值对蛋白脱除率的影响

由图4中可知，当在中性环境时，蛋白脱除效果

较好，在酸性和碱性环境时，蛋白脱除效果较差，因

此需在中性环境条件下对多糖溶液进行酶解处理。

2.2 响应面 由上述实验可知，木瓜蛋白酶适宜环

境是中性，因此在进行响应面优化试验时固定 pH
值为7.0，以蛋白脱除率为指标，使用酶用量、酶解时

间、温度3种因素进行15次试验。响应面因素与水

平设计见表1，响应面分析方案见表2。
根据Design⁃Expert v7.1.3软件拟合得到回归方

程为：
Y＝90.90+0.046A+3.61B+0.71C+0.58AB+

2.81AC-0.67BC-5.01A2-3.77B2-4.30C2

2.2.1 响应值结果及其拟合模型 根据表3的分析

结果可知，通过Design⁃Expert v7.1.3软件拟合得到

表1 响应面分析因素与水平

因 素

A 酶用量 X1/%
B 温 度 X2/ ℃
C 酶解时间 X3/ min

水平

-1
1.0
55
80

0
1.5
60
90

1
2.0
65
100

表2 Box-Behnken设计方案及响应值

试验序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

A
-1
-1
0

-1
1
1
0
1
1

-1
0
0
0
0
0

B
1

-1
-1
0
0
1

-1
0

-1
0
0
1
0
0
1

C
0
1
1
1
0

-1
-1
0

-1
0
1
0
0

-1
0

蛋白脱除率/%
81.00
77.80
78.16
77.98
86.71
86.53
84.04
85.11
86.00
78.69
90.98
84.76
90.77
90.94
79.41

的模型显著水平远远小于0.05（P＜ 0.000 1），说明该

模型是有统计学意义的，从失拟性检验结果来看，失

拟误差并不显著（P＝0.094 8），这说明实验中的未知

因素对于试验结果影响不大，预测的回归模型与实际

实验结果拟合效果较好。由于预测模型的 R2 ＝

0.997 2，说明蛋白脱除率的实验值与预测值之间的存

在着良好的一致性，该模型的变异系数CV＝0.51%＜

5%，校正系数R2Adj＝0.992 3，这说明预测的模型可以

反映响应值为99.23%的变化，因此通过回归方程能

够预测试验的最佳工艺。通过表3方差分析结果可

知，各单因素中，影响化香树果序多糖蛋白脱除率最

大的是反应温度，其次是时间，其中最不显著的是酶

的加入量，酶用量与时间之间的交互影响最为显著。

表3 方差分析表

方差来源

模型

X1
X2
X3
X1X2
X1X3
X2X3
X12

X22

X32

残差

失拟误差

纯误差

总和

平方和

328.33
0.017

104.26
4.08
1.33

31.47
1.78

92.62
52.36
68.22
0.91
0.88
0.025

329.24

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
5
3
2
14

均方

36.48
0.017

104.26
4.08
1.33

31.47
1.78

92.62
52.36
68.22
0.18
0.29
0.012

F值

200.83
0.094

573.95
22.44
7.34

173.26
9.81

509.86
288.26
375.55

23.68

P值

＜0.000 1
0.771 3

＜0.000 1
0.005 2
0.042 3

＜0.000 1
0.025 9

＜0.000 1
＜0.000 1
＜0.000 1

0.094 8
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图5 酶用量和温度对蛋白脱除率的交互影响 图6 时间和酶用量对蛋白脱除率的交互影响 图7 时间和温度对蛋白脱除率的交互

影响

2.2.2 响应面图分析 根据图 5~7分析可知：酶解

温度对蛋白脱除效果的影响较大，曲线变化趋势较

陡；而酶解时间和酶用量对蛋白脱除效果的影响较

小，曲线变化趋势平缓。对回归模型方程求一阶偏

导：X1＝0.016，X2＝0.951，X3＝0.23［13⁃14］，然后将三个

数值带入回归方程，则可计算得到：在酶用量

1.508%，酶解温度64.76 ℃，酶解时间92.3 min时，蛋

白脱除率为90.82%。

2.2.3 优化条件重复验证试验 为了便于实验，将

脱蛋白的条件设定为：酶用量 1.508%，温度 65 ℃，

酶解时间 92.3 min，pH＝7.0 进行 3 次重复验证试

验，试验结果如表4所示。

表4 验证试验结果/%
试验次数

1
2
3
平均值

蛋白脱除率

90.78
90.98
90.93
90.90

多糖保留率

84.21
83.95
84.02
84.06

从表 4可以看出，蛋白脱除率和多糖保留率在

酶用量 1.508%，酶解温度 64.76 ℃，酶解时间 92.3
min条件下均较高，化香树果序多糖脱蛋白试验重

现性较高。

3 结论

研究发现，多糖中的蛋白往往会影响到多糖的

活性，其是以结合或者游离态存在，对多糖的脱蛋

白纯化工作，均是为了去游离蛋白质而不破坏结合

蛋白质，所以确定脱蛋白工艺路线时，一方面要尽

可能得除去游离蛋白质，另一方面也要尽可能地减

少多糖-蛋白质类复合物、多糖大分子的降解。目

前应用较多的脱蛋白工艺是反复应用 Sevage法，该

工艺最大的缺点就是多糖保留率低、费时和溶剂量

大；也有人采用三氯乙酸和盐酸法等工艺，其蛋白

脱除率很高，但多糖在酸性环境下容易发生降解，

因此其应用受到了一定的限制。相对而言酶法脱

蛋白工艺具有条件温和，蛋白脱除率较高等优点引

起了研究者的兴趣。本研究经过对比上述几种多

糖蛋白的脱除工艺之后，最终选择应用木瓜蛋白酶

工艺，并通过响应面法确定了其最佳脱蛋白条件

为：在酶用量 1.508%，温度 65 ℃，酶解时间 92.3
min，pH＝7.0的条件下，化香树果序多糖蛋白脱除

率是90.90%，多糖保留率是84.06%。对进一步加深

对化香树果序多糖的研究具有一定的意义。
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