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响应面法优化合浦珠母贝糖胺聚糖提取工艺

周小双1一，王锦旭1，杨贤庆h，林婉玲1，魏涯1

1(中国水产科学研究院南海水产研究所，农业部水产品加工重点实验室，国家水产品加工技术研发中心，广东广州，510300)

2(上海海洋大学食品学院，上海，201306)

摘 要 以合浦珠母贝全脏器为原材料，经解冻匀浆和热水浸提后，采用枯草杆菌中性蛋白酶和胰蛋白酶双酶

酶解，sevage法除蛋白2次，清液醇沉得糖胺聚糖粗制品(GAG)，粗制品经DEAE一52离子交换柱纯化后得精制

品。在单因素试验基础上，以粗制品得率与糖胺聚糖含量的乘积y／(×10“)为响应值，加酶量、液料比、酶解时

间为影响因子，利用响应面试验分析法优化GAC的粗提工艺，得最佳提取工艺：加酶量为1．14％(枯草杆菌中性

蛋白酶与胰酶质量的比为7：8)；液料比为3：l(mL：g)酶解时间为4．1 h。在此条件下，糖胺聚糖粗制品得率为

0．518％，糖胺聚糖含量为10．9％，经DEAE一52柱纯化后的糖胺聚糖含量为89％。
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合浦珠母贝(Pinc￡口如m口nensii)，又称马氏珠母

贝，双壳纲，珍珠贝科。1965年我国成功开展其人工

育苗，自此海水珍珠养殖业迅猛发展¨。，在我国南方

沿海海域均有分布。近几年对于合浦珠母贝的研

究主要是遗传育种、珍珠层结构、插核育珠等∞1，而

针对软体部贝肉的研究不多。目前，合浦珠母贝贝

肉年产量达2 000 t以上，大多用作食材或饲料，利

用率不高，亟待高值化开发利用，具有良好的应用

前景。

糖胺聚糖(glycosaminoglycans，GAGs)，又名氨基

多糖、酸性黏多糖，是蛋白聚糖整体分子结构中的

“含糖片段”，其二糖单位为氨基己糖和己糖醛酸。

现今确定的糖胺聚糖结构共7种，即硫酸软骨素c

(csC)、硫酸软骨素A(CSA)、透明质酸(HA)、硫酸

皮肤素(DS)、硫酸角质素(KS)、肝素(HP)及硫酸乙

酰肝素(HS)。研究表明，海洋贝类肉中糖胺聚糖具

有多种生物活性，如增强免疫”J、保湿作用H o、抗肿

瘤”。、降血脂∽。、抗氧化‘7。等活性，已有学者对翡翠

贻贝‘31、近江牡蛎‘6|、波纹巴非蛤‘8|、四角蛤蜊‘93等

多种贝类糖胺聚糖的分离纯化和理化性质进行了探
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响应面法是一种确定最佳提取条件的简单有效

方法，计算机能够生成非线性二次式模型¨0。⋯，包括

中心复合设计和一个二阶多项式方程，来确定不同变

量对响应值影响的显著性¨21。本文在前期研究的基

础上¨引，利用响应面法优化合浦珠母贝肉中糖胺聚

糖提取的工艺条件。

1 材料与方法

l-1原材料与试剂

合浦珠母贝贝肉全脏器，购自广东省徐闻县，贝

肉取出后一18℃冷冻备用。

枯草杆菌中性蛋白酶(酶活力100 U／mg)、胰蛋

白酶(酶活力250 u／mg)、木瓜蛋白酶(酶活力800

U／mg)，购自广州齐云生物技术有限公司；肝素钠(效

价150 U／mg)、1，9·二甲基亚甲基蓝，购自Sigma；硫

酸软骨素钠，购自中国食品药品检定研究院；甘氨酸、

NaCl、NaAc、三氯甲烷、正丁醇、无水乙醇均为分析

纯。

1．2仪器设备

高速组织捣碎机；小型切向流超滤系统，美国

MILLIPORE；pH计，梅特勒一托利多仪器(上海)公司；

Milli—Q超纯水机，美国MILLIPoRE；J26xP高速离心

机，美国贝克曼库特；紫外可见分光光度计，日本

sHIMADzu；Alphal_4冷冻干燥机，德国christ；隔膜

真空泵(GM一0．33B)；TLJ-2型定时增力电动搅拌

器，姜堰市天力医疗器械有限公司；Hws24电热恒

 



温水浴锅，上海一恒科学仪器有限公司；旋转蒸发

仪，上海亚荣生化仪器厂；CBS．B程控多功能全自

动部份收集器和BT．100SD定时电脑泵，上海青浦

沪西仪器厂。

1．3实验方法

1．3．1 粗提工艺

合浦珠母贝全脏器一解冻一加水匀浆一热水浸

提一酶解一煮沸灭酶一10 000 r／min离心10 min，

sevage法除蛋白一清液调pH值至7．0，体积分数

65％乙醇4℃醇沉24 h_离心分离沉淀一无水乙醇

和丙酮洗涤一冷冻干燥得GAG粗制品

1．3．2 含量测定

糖胺聚糖的含量测定采用1，9-二甲基亚甲基蓝

法[1 4I。

1．3．3酶量比例选择

以合浦珠母贝全脏器为原料，经解冻匀浆、热水

浸提后分别按质量分数0．1％、0．3％、0．5％、0．7％、

0．9％枯草杆菌中性蛋白酶和0．2％、0．4％、0．6％、

0．8％、1．0％胰蛋白酶的比例，在50℃、pH 7．5～7．7

的条件下分别进行4 h单酶水解和双酶酶解，酶解液

经sevage法除蛋白两次后醇沉的GAG粗制品，以粗

制品得率与糖胺聚糖含量的乘积y／(×10。4)作为指

标，选择出最佳酶量比例。

1．3．4 合浦珠母贝肉中糖胺聚糖提取工艺的单因素

试验

选取对粗制品得率与糖胺聚糖含量有影响的3

个因素，即加酶量、液料比、酶解时间，按照1．3．1提

取合浦珠母贝肉中糖胺聚糖，以粗制品得率与糖胺聚

糖含量的乘积y／(×10。4)作为指标进行考察。

1．3．5 响应面法优化合浦珠母贝肉中糖胺聚糖提取

工艺

综合单因素试验结果，根据Box—Benhken的中心

组合试验设计原理，本实验选取加酶量A、液料比8、

酶解时间C作为3因素进行编码，糖胺聚糖粗制品

得率与糖胺聚糖含量的乘积y／(×lO“)为响应值，

实验因子和水平设计如表1。

表1 响应面分析因子及水平表

Table l The factors and IeveIs of response surfhce analysis

1．3．6精制工艺

取1．0 g GAG粗制品溶解于250 mL NaAc缓冲

溶液(pH 6．0)后，上样至DEAE一52离子交换色谱柱，

采用0．5 moL／L NaAc缓冲液(pH 6．0)和1．5 mol／L

NaCl各100 mL分别进行洗脱分离，以5 mL／管收集

洗脱液后，以1，9．二甲基亚甲基蓝法测定各管样品

中糖胺聚糖的含量，合并相同组分，将不同峰段组分

分别进行超滤除盐、冻干后储存备用。

2 结果与分析

2．1酶量比例选择

如图1和图2所示，经单酶水解的结果表明，糖

胺聚糖粗制品得率与含量的乘积l，随加酶量的增

加提高显著，但当加酶量高于o．7％枯草杆菌蛋白

酶和0．8％胰蛋白酶时有下降趋势，故枯草杆菌蛋

白酶和胰蛋白酶的最适加酶量分别为0．7％和

0．8％．

图1 枯草杆菌中性蛋白酶水解结果

Fig．1 Efkct of en2yme dosage on the enzymatic

hydrolysis by neutral protease of Bacillus subtilis

图2胰蛋白酶酶解结果

Fig．2 Efkct of enzyme dosage on the enzymatic

hydrolysis by pancreatin

随后进一步确定枯草杆菌中性蛋白酶与胰蛋白

酶的双酶最佳比例，结果见表2。经综合考虑粗制品

得率、GAG含量及其乘积y／(×10。)3项指标，确定

最佳酶量比例为7：8(g：g)。
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表2枯草杆菌中性蛋白酶与胰蛋白酶不同酶

比例水解结果比较

Table 2 Effect of ratio Of neutral protease Of曰口ci妇s

sH6矗酶to pancreatiⅡon the hydrolysis

水解结果

粗制品得率／％

GAc含量／％

y／(×1014)

注：酶解条件为总加酶量1．5％、pH 7．5—7．7、50 qC酶解4 h。

2．2单因素试验及其分析

2．2．1 酶解时间对糖胺聚糖粗制品得率与含量的影

响

取50 g合浦珠母贝全脏器匀浆后，加入150 mL

蒸馏水55℃热水浸提5 h后，加入质量分数1．5％的

双酶(枯草杆菌中性蛋白酶与胰酶的质量比为7：8)，

调节pH值至7．5～7．7，在50℃下分别酶解1、2、3、

4、5 h。酶解后煮沸灭酶，离心去除杂质，sevage法除

蛋白2次，调节pH值至7．0后加入无水乙醇至乙醇

体积分数65％醇沉12 h，离心得沉淀，冷冻干燥后得

糖胺聚糖粗制品，以y／(×10‘4)为指标。结果如图

3所示，可知l，值随酶解时间的增加呈先增后减的趋

势，在4 h处达最大值，故最适酶解时间为4 h。

图3 酶解时间对糖胺聚糖提取的影响

Fig．3 Effect of hydmlysis￡ime on the excraccion

yield of glycosaminoglycans

2．2．2 液料比对糖胺聚糖粗制品得率与含量的影响

取50 g合浦珠母贝全脏器匀浆后，分别按1：l、

2：l、3：l、4：l、5：1(mL：g)的液料比加入蒸馏水55℃

热水浸提5 h后，加入质量分数1．5％的双酶(枯草杆

菌中性蛋白酶与胰酶的质量比为7：8)，调节pH值至

7．5～7．7，在50℃下分别酶解4 h。酶解后煮沸灭酶，

离心去除杂质，sevage法除蛋白两次，调节pH值至

7．0后加入无水乙醇至乙醇体积分数65％醇沉12 h，

离心得沉淀，冷冻于燥后得糖胺聚糖粗制品，以

y／(×10“)为指标。结果如图4所示，随着液料比

的增大，y值快速升高，当液料比为3：l时l，值达最大
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值，而后随着液料比的增大缓慢减小。故选取液料比

为3：1。

图4 液料比对糖胺聚糖提取的影响

Fig．4 Efkct of liquid—solid ratio on the extraction

yield of glycosaminoglycans

2．2．3加酶量对糖胺聚糖粗制品得率与含量的影响

取50 g合浦珠母贝全脏器匀浆后，分别按3：1的

液料比加入150 mL蒸馏水55℃热水浸提5 h后，分

别加入质量分数0．9％、1．2％、1．5％、1．8％、2．1％

的双酶(枯草杆菌中性蛋白酶与胰酶的质量比为7：

8)，调节pH值至7．5—7．7，在50℃下分别酶解4 h。

酶解后煮沸灭酶，离心去除杂质，sevage法除蛋白2

次，调节pH值至7．0后加入无水乙醇至乙醇体积分

数65％醇沉12 h，离心得沉淀，冷冻干燥后得糖胺聚

糖粗制品，以y／(×10‘4)为指标。结果如图5所示，

可知当加酶量为1．2％时l，值达最大值，而后随着加

酶量的增大y值减小。

图5 加酶量对糖胺聚糖提取的影响

Fig．5 Ef玷ct of enzyme dosage on the extraction

yield of glycosaminoglycans

2．3响应面试验结果与分析

在单因素试验的基础上，根据Box．Benhken的中

心组合试验设计原理，选取加酶量A、液料比曰、酶解

时间c作为三因素，并以糖胺聚糖粗制品得率与糖

胺聚糖含量的乘积y／(×10‘4)为响应值，试验方案

及结果见表3。

运用SPSS软件对上述结果进行整理和数据分

析，回归分析结果见表4。可以看出加酶量对合浦珠

母贝肉中糖胺聚糖的提取具有极显著的影响，液料比
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和酶解时间对其也有显著影响。试验数据经回归拟

合得回归方程：

y=5．65—0．34A一0．12×B+0．11 C+0．47AB一

0．23×AC一0．060曰C一0．93A2—2．07曰2—0．94C2

表3实验方案与结果

Table 3 ExperimentaI design and resulb

实验
A

编号

2．59

4．47

2．86

3．77

2．6l

2．56

2．34

3．33

2．53

2．00

3．62

3．5

5．73

5．71

5．64

5．6l

5．55

模型 30．1l 9

A 0．92 l

曰 O．12 l

C 0．09 l

AB 0．89 l

AC 0．2l 1

曰C 0．014 l

|42 3．65 1

曰2 18．1l l

C2 3．7l l

残差 0．04l 7

失拟项 O．019 3

纯误差 O．022 4

总离差30．15 16

3．35 571．85

0．92 158．07

0．12 20．1

0．09 15．44

0．89 152．64

0．2l 35．38

O．014 2．46

3．65 624．44

18．1l 3 095．6

3．7l 634．54

5．85E一03

6．43E一03 1．19

5．42E一03

<O．000 l 显著

<O．000 l

0．002 9

0．005 7

<0．000 l

0．000 6

0．160 7

<O，000 l

<0．000 l

<0．000 l

O．420 8 不显著

响应面模型的好坏要根据系数R2和方差分析来

判断¨5|。方差分析结果中，模型的P值小于0．000 1，

具有极显著影响，表示该模型有效。失拟项是描述合

适模型附近数据的变动情况，失拟项的值不显著

(P=0．420 8)，说明拟合的模型方程效果比较好，这

种实验方案是可行的¨6|。该试验月2=O．998 6表示

水平较好，说明该模型拟合较好。同时根据F值可

以判断出3个因素对合浦珠母贝糖胺聚糖提取影响

的排序为：加酶量>液料比>酶解时间。

根据回归分析和回归方程拟合可绘制出相应等

高线和响应面分析图，响应面三维图形是响应值对试

验因子所构成的三维空间的曲面图，从图6一图8中

能够直观的看出各因素相互作用对响应值的影响。

由于响应面图是三维图形，所以只能固定其中一个因

素，表达其中2个因素的函数。响应面3D图形的坡

度及等高线的形状可以反应2因子之间交互作用强

弱，3D图形的坡度越陡，等高线形状为椭圆形则表示

两因素交互作用显著。

图6表示酶解时间与加酶量交互作用对糖胺聚

糖提取的影响，随着酶解时间和加酶量的增加，y值

缓慢增加后逐渐减小。图7表示液料比与加酶量交

互作用对糖胺聚糖提取的影响作用，y值随着液料比

和加酶量的增加呈先增后减的趋势。图8表示液料

比与酶解时间交互作用对糖胺聚糖提取的影响，随着

液料比和酶解时间的增加，y值同样呈先增后减的趋

势。经对比，从图中可以看出加酶量与液料比的交互

作用最为显著

图6酶解时间与加酶量交互作用对糖胺聚糖

提取影响的等高线和响应面图

Fig．6 Response surface and contour plots fbr the

effbct of enzyme dosage and hydrolysis time on the

extraction yield of glycosaminoglycans

以y值极大值为指标，经Design-Expert 8．0软件

分析可得最佳工艺条件为：加酶量1．12％(枯草杆菌
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图7液料比与加酶量交互作用对糖胺聚糖提取影响的

等高线和响应面图

Fig．7 Response surface and contour plots fbr the effbct

of liquid—solid ra“o and enzyme dosage on the extI’action

yield of glycosaminoglycans
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图8液料比与酶解时间交互作用对糖胺聚糖提取影响

的等高线和响应面图

Fig．8 Response surface and contour plots for the efI-ect

of 1iquid—solid ratio and hydrolysis time on the extmction

yield of glycosaminoglycans

中性蛋白酶与胰蛋白酶的质量比为7：8)、液料比

2．93：1、酶解时间4．1 h，相应的响应面二次模型预测

y最大值为5．69×10一。为了验证本实验响应面法

242 2Q!鱼!竺!：璺呈型里：!f!旦!旦!曼曼z 2

的可行性，采用最佳提取工艺进行验证实验。考虑到

实际操作问题，选取最佳提取工艺为：加酶量1．14％

(枯草杆菌中性蛋白酶与胰酶的质量比为7：8)、液料

比3：1、酶解时间4．1 h。重复3次实验得糖胺聚糖

粗制品得率平均值为0．518％，糖胺聚糖平均含量为

10．9％，故3次平行实验得平均y值为5．23×10一，

与理论值相差不大，说明由响应面法得出的糖胺聚糖

最佳提取工艺是可行的。

2．4粗制品精制结果与分析

糖胺聚糖粗制品经DEAE-52离子交换柱纯化的

洗脱曲线如图9所示，以5 mL／管收集洗脱液。1—

20管收集0．5 mol／L NaAc缓冲液(pH 6．0)洗脱液，

经1，9一二甲基亚甲基蓝法测定无糖胺聚糖反应，可

淋洗除去未吸附于离子交换填料上的杂质；2l～100

管收集1．5 moL／L NaCl溶液洗脱液，绘制洗脱曲线可

见呈单峰，经合并相同组分测定后可得糖胺聚糖含量

为89％，达到精制糖胺聚糖粗品的目的。

幽9糖胺聚糖粗制品经DEAE-52离子交换柱

纯化的洗脱曲线

Fig．9 Elution curve of GAG by DEAE一52 ion

exchange column chromatography

3 结论

(1)本实验通过响应面法建立3个影响因素(加

酶量、液料比、酶解时间)与响应值y／(×10。4)(糖

胺聚糖粗制品得率与糖胺聚糖含量的乘积)相互作

用的模型，该模型有效反映出糖胺聚糖提取的最佳工

艺为：加酶量1．14％(枯草杆菌中性蛋白酶与胰酶的

质量比为7：8)、液料比3：1(mL：g)、酶解时间4．1 h。

在此条件下进行重复试验，合浦珠母贝全脏器中糖胺

聚糖的粗制品得率为0．518％，糖胺聚糖含量为

10．9％。

(2)经实验对比等电点与sevage法2种除蛋白

方法，后者的效果更好，可能因为在等电点除蛋白时

的pH变化大而导致糖胺聚糖的结构破坏从而降低

了糖胺聚糖的提取率。
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(3)经实验摸索，醇沉的最佳pH值为7．0，溶液

呈酸性或碱性均不利于糖胺聚糖的析出。

(4)使用DEAE一52离子交换柱纯化糖胺聚糖，可

以有效去除残留蛋白、色素等杂质，提高糖胺聚糖的

纯度，经DEAE．52柱纯化后糖胺聚糖含量为89％。
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optimization of extraction process for glycosaminOglycans from

P伽c缸d矗m口r细以s豇by response surface methodology

ZHOU Xiao．shuan91一，WANG Jin—xul，YANG Xian．qingh，

LIN Wan．1jn91，WEI Yal

1(South China Sea Fisheries Research lnstitute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Key Laboratory of

Aquatic Product Processing，Ministry of Agriculture，National R＆D Center for Aquatic Product Processing，Guangzhou 510300，China)

2(College of Food Science and Technology，Shanghai 0cean University，Shanghai 201306，China)

ABSTRACT Glycosaminoglycans were extracted trom the whole Viscera ol PincfodⅡmnnensii Via enzymatic hydroly‘

sis by pancreatin and neutral protease of Bnci露配5 sH6#iZi5． Enzymatic hydrolysate was deproteinized twice by sevage

and subsequent ethanol precipitation． The pure product of glycosaminoglycans was separated through DEAE一52 c01一

umn． The product as Y／(×10一4)of the yield and the content of glycosaminoglycans was the response value。 Liquid·
solid ratio，enzyme dosage and enzymolysis time were impact factors． The optimum extraction conditions for glycosami—

n091ycans were selected by response su如ce． The optimal enzyme dosage were of 1．14％ (the ratio of neutral protease
and pancreatin at 7：8)，liquid—solid ratio 3：1 and enzymolysis time 4．1 h． Under these conditions，the yield and

eontent of glycosamin091yeans were of 0．518％，10．9％，with funher purification at the content of 89％through DE·

AE．52 column． It is feasible to optimize extraction of 91ycosaminoglycans from Pinc￡。dⅡmnr把nsii by response su—’ace

method，which will be great help to the researeh in the future．

Key words 尸i几c￡odo m。nensii；91ycosaminoglycans；response su—-ace method0109y
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