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中国圆田螺（Cipangopaludina chinensis）俗称螺蛳、田螺、

田嬴、香螺，是在我国广泛分布的淡水贝类之一。《本草纲目》

记载：“田螺利湿清热，止渴醒酒，利大小便；治脚气、黄疸”。

近年，有关贝类多糖的研究证实其具有抗肿瘤、抗病毒、抗凝

血、降血脂、降血糖等多种生物学活性[1-4]，引起了学术界关注。

贝类多糖作为一种动物多糖，目前常用的提取方法有热

水浸提法、碱解法、酶解法、酶碱结合法等[5]。本课题组前期对

中国圆田螺多糖的水提工艺进行了相关研究，已经通过水提

法成功获得贝类多糖，但是水提工艺费时较长（6 h）且得率不

高（平均得率 2.58％）[6]。动物多糖在提取过程中的关键之处

是在不破坏多糖结构和活性的前提下有效去除蛋白，而酶解
蛋白的作用较好且温和。为了进一步提高提取效率，本研究
尝试采用木瓜蛋白酶提取中国圆田螺多糖。在单因素试验的
基础上，进行了酶浓度、pH、酶解温度及酶解时间的正交试验，

优选最优提取条件，以期建立一种简便、快速、有效的提取方
法，为进一步研究中国圆田螺多糖的生物活性奠定基础。
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有限公司）；AL204型电子天平[瑞士梅特勒-托利多仪器（上
海）有限公司]；SHZ-D（Ⅲ）型循环水式真空泵（巩义市英峪予
华仪器厂）。

1.2 原料、药品与试剂

中国圆田螺，于2014年7月在安徽省淮南市焦岗湖采集，

经皖南医学院李朝品教授鉴定为真品；葡萄糖对照品（上海源
叶生物科技有限公司，批号：13041223，纯度：≥98％）；木瓜蛋
白酶（北京化学试剂公司，批号：201402，酶活性：2 000 u/mg）；

无水乙醇、丙酮均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 提取工艺流程

新鲜活体中国圆田螺，洗净，去壳→取螺肉粉粹匀浆→离
心（离心半径 16 cm，转速 4 000 r/min，30 min），弃上清→加 40

倍体积蒸馏水→木瓜蛋白酶浸提（不同酶浓度、pH、温度及时
间下浸提）→升温至 90 ℃灭酶→过滤→75％乙醇沉淀→漂洗
→干燥→多糖粗品。其中木瓜蛋白酶浸提液制备方法为：称
取木瓜蛋白酶10 g溶于pH 6.5磷酸盐缓冲溶液中，转至100 ml

量瓶定容，制备成100 mg/ml的酶液，酶解时调节不同初始pH。

2.2 中国圆田螺多糖得率计算

多糖粗提物得率（％）＝（多糖粗提物质量/样品质量）×

100％。式中，多糖粗提物质量即称取的多糖粗品质量（g）；样
品质量即中国圆田螺螺肉质量（g）。

2.3 单因素试验

本试验选取了影响酶法提取中国圆田螺粗多糖得率的 4

个主要因素，即酶液初始 pH值、酶浓度[木瓜蛋白酶（g）/中国
圆田螺螺肉（g）×100％]、酶解温度及酶解时间进行单因素试
验。每个因素不同水平下，均取中国圆田螺螺肉200 g，按照上
述工艺流程提取，分别计算中国圆田螺粗多糖得率。

2.3.1 酶浓度的筛选 在酶解温度55 ℃、pH 6.5、酶解时间1

h的条件下，设置5个酶浓度（梯度分别为 0.1％、0.5％、1.0％、

1.5％、2.0％），考察不同酶浓度对多糖得率的影响，结果详见
图1A。

由图 1A可知，多糖得率在酶浓度为 0.1％～1.0％时增加
较为明显，而当酶浓度继续增大时，多糖得率的增加趋势趋于
平缓。可能原因为起初随着酶浓度的增大，使多糖能快速有
效地与蛋白质分离，但当酶浓度逐渐趋于饱和时，酶解反应也

会随之趋于平缓。所以，酶浓度确定为1.0％左右。

2.3.2 pH的筛选 在酶解温度55 ℃、酶浓度1.0％、酶解时间
1 h的条件下，设置 5个酶液初始 pH（分别为 4.5、5.5、6.5、7.5、

8.5），考察不同pH对多糖得率的影响，结果详见图1B。

由图1B可见，酶液pH的改变对多糖得率的影响较大。在
pH为 4.5～7.5范围内，多糖的得率随着 pH的增大而升高；但
在7.5之后，当继续增大pH时，多糖的得率反而开始下降。这
可能是酶活力的适宜 pH范围及糖肽键对碱的不稳定性共同
作用的结果。因此，酶提法的pH选为7.5 左右。

2.3.3 酶解温度的筛选 在酶浓度 1.0％、pH 6.5、酶解时间 1

h的条件下，设置 5个温度（梯度分别为 40、45、50、55、60 ℃），

考察不同酶解温度对多糖得率的影响，结果详见图1C。

由图1C可知，多糖的得率在40～55 ℃时随着温度的升高
而升高，但继续升高温度，多糖得率反而下降。其可能原因是
酶促反应刚开始时会随着温度的升高而加快，而当温度高于
最适反应温度后，酶活力反而减小，多糖得率也会随之下降。

因此，酶解温度宜确定为55 ℃左右。

2.3.4 酶解时间的筛选 在酶浓度 1.0％、pH 6.5、酶解温度
55 ℃条件下，设置5个酶解时间（分别为1、2、3、4、5 h），考察不
同酶解时间对多糖得率的影响，结果详见图1D。

由图1D可知，酶解反应到3 h时达到最大得率，再继续延
长反应时间，多糖得率反而呈平缓下降趋势。可见反应进行
到3 h时，多糖已充分解离溶出；再继续反应，某些多糖可能又
会与蛋白质大分子结合发生沉淀，导致得率略有下降。综合
考虑，酶解时间以3 h左右为宜。

2.4 正交试验

根据单因素试验结果，每个因素选取 3个水平，因素与水
平见表 1；在课题组前期建立的成熟水提醇沉工艺基础上，选
择多糖得率为单一指标，对酶浓度、pH、酶解温度与酶解时间
选用L9（34）正交表设计试验进行各因素水平的优选，从而确立
酶法最优提取条件，试验安排及结果见表 2；方差分析结果见
表 3。正交试验安排表中每个组合下，均取中国圆田螺螺肉
200 g，同样按照“2.1”项工艺流程提取后分别计算中国圆田螺
粗多糖得率。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（酶浓度），％

0.5

1.0

1.5

B（pH）

7.0

7.5

8.0

C（酶解温度），℃
50

55

60

D（酶解时间），h

2.5

3.0

3.5

由表2可见，影响酶法提取中国圆田螺多糖因素的主次顺
序为B＞A＞C＞D，即pH＞酶浓度＞酶解温度＞酶解时间；从
表 3的方差分析可见，B 因素各水平之间有显著性差异（P＜

0.05），A因素对多糖得率有一定影响，C因素和D因素在本次
试验各水平下对多糖得率没有显著影响。综合考虑，最优工
艺为A2B1C2D2，即酶浓度1.0％、pH 7.0、酶解温度55 ℃、酶解时
间3.0 h。

2.5 优选工艺的验证

由于正交试验具有信息丢失现象，并不能包含所有组合[7]，

在本试验的安排中，A2B1C2D2不在所列正交试验之内。为此笔
者又对优选工艺进行了验证试验，按A2B1C2D2组合进行3次提
取试验。结果显示，多糖平均得率为 4.98％（RSD＝2.51％，

n＝3），高于其他组合。

图1 各因素对多糖得率的影响
A.酶浓度；B.pH；C.酶解温度；D.酶解时间

Fig 1 Effects of the factors on the yield of polysaccharides
A. enzyme concentration；B. pH；C. enzymolysis temperature；D. enzy-

molysis time
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2.6 多糖含量测定方法学考察

为进一步验证该工艺的提取质量，笔者对所得粗多糖的
多糖含量进行了测定。采用苯酚-硫酸法[8-9]测定多糖含量，选
取葡萄糖为对照品制备对照品溶液，以对照品溶液质量浓度
为 x、吸光度为 y绘制多糖含量的标准曲线，得回归方程为：y＝

11.81x－0.006（r2＝0.999 3），葡萄糖检测质量浓度线性范围为
0.02～1.0 mg/ml。同时，按相应方法进行了精密度、稳定性和
回收率试验。结果，精密度试验中吸光度的 RSD 为 2.66％
（n＝5）；稳定性试验中，取试样120 min 内（前60 min每10 min

测 1次，后 60 min 每 30 min 测 1次）吸光度的 RSD 为 2.53％
（n＝8）；样品回收率试验中，平均回收率为 99.67％（RSD＝

1.03％，n＝3）。上述结果表明方法学考察结果均符合要求。

2.7 多糖提取质量考察及最优工艺参数的确定

精密量取粗多糖 10 mg置于 10 ml量瓶中，加蒸馏水稀释
至刻度得供试品溶液。取供试品溶液 2 ml，于 490 nm波长处
测定吸光度，代入回归方程计算多糖浓度（c）。按公式：多糖含
量（％）＝c×D/m×100（式中：m为多糖样品质量，D为多糖的稀
释倍数）计算多糖含量，得平均含量为73.54％（RSD＝1.36％，

n＝3），结果表明该工艺稳定可行。故在本试验中确定木瓜蛋
白酶提取中国圆田螺多糖的最优工艺参数为A2B1C2D2，即酶浓
度1.0％、pH 7.0、酶解温度55 ℃、酶解时间3.0 h。

3 讨论
蛋白酶水解法提取动物多糖是一种较为理想的方法，蛋

白酶可作用的肽键范围广泛，可使蛋白质充分水解，迅速将糖
类解离[10]。常用的蛋白酶有木瓜蛋白酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶
等。笔者选用了木瓜蛋白酶进行中国圆田螺多糖的提取，评
价多糖提取效果的指标主要是得率和多糖含量。在前期研究
基础上发现提取所得多糖含量较稳定，主要是水提用时较长
且得率不高（平均得率2.58％）。针对此，在本试验设计中主要

选取了多糖得率作为评价指标来进行工艺优选。通过试验确
定了木瓜蛋白酶提取中国圆田螺多糖的最优工艺条件。与前
期优选的水提工艺（醇沉浓度75％、浸提温度60 ℃、料液比1 ∶
2，浸提时间6 h）相比，酶法浸提时间缩短一半且得率亦有所提
高[6]；同时，酶提法所得粗多糖含量（73.54％）亦高于水提法所
得含量（65.85％）。由此可见，优选的酶法提取工艺可有效提
高多糖的提取效率和提取质量。

在试验中发现pH对多糖得率的影响较为显著，单因素试
验中显示提取最优pH为7.5，正交优选的pH为7.0。理论上酶
活力的最适 pH范围通常在 7.0以内，而试验结果却显示在中
性偏碱的条件下得率较高。因此，应同时考虑碱性环境利于
糖肽键的解离以及酶活性适宜的 pH范围这两个因素的共同
作用 [11]。王长云等 [12]研究也发现，在不改变糖链结构的前提
下，采用酶碱结合法对动物多糖的释放非常有效。莫开菊等[13]

研究发现，采用碱液和木瓜蛋白酶联合预处理原料后亦可以
提高葛仙米多糖的提取率。鉴于此，在后续的研究中可以考
虑先用碱处理样品，再用蛋白酶水解，可能会更有效地提高多
糖得率。

通过验证试验表明，优选的酶法提取工艺简便有效、稳定
可行。该工艺的建立为进一步研究中国圆田螺多糖的结构、

生物活性及构效关系奠定了基础。
[注：本文系安徽理工大学青年教师科学研究基金重点项目（No.

QN201354）]。
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表2 正交试验设计与结果

Tab 2 Design and results of orthogonal test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

因素
A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

3.20

3.93

3.47

0.73

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

3.67

3.40

2.93

1.07

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

3.16

3.73

3.70

0.57

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

3.59

3.61

3.39

0.22

多糖得率，％

3.02

3.95

2.63

4.13

4.62

3.03

3.86

3.42

3.12

表3 方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis

方差来源
A

B

C

误差（D）

离均差平方和（SS）

0.81

1.80

0.63

0.09

自由度
2

2

2

2

方差（MS）

0.41

0.90

0.32

0.05

F

9.43

20.98

7.35

P

＜0.10

＜0.05

注：F0.01（2，2）＝99；F0.05（2，2）＝19；F0.10（2，2）＝9

Note：F0.01（2，2）＝99；F0.05（2，2）＝19；F0.10（2，2）＝9
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