
 

响应面法优化长茎葡萄蕨藻多糖提取工艺及抗氧化活性
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摘要：为了探究提取长茎葡萄蕨藻多糖的最优工艺及抗氧化活性，对目前已有的多糖提取
方法进行筛选，并采用单因素实验和响应面实验的方法，对料液比、提取温度、提取时间、
木瓜蛋白酶添加量和提取次数这 5个因素进行优化。结果显示，添加木瓜蛋白酶提取长茎
葡萄蕨藻多糖的方法最高效便捷，且当料液比 1∶40，提取温度 50 ℃，提取时间 3 h，提
取次数 2次，以及木瓜蛋白酶添加量为 2.0% 时，长茎葡萄蕨藻多糖提取率相对较高，可
达到 41.24%±0.09%。进一步的实验结果显示，长茎葡萄蕨藻多糖对 DPPH和 ABTS自由
基均具有良好的清除活性，其 IC50值分别为 2.32和 0.67 mg/mL。研究表明，使用优化后
的木瓜蛋白酶酶解法能有效提高长茎葡萄蕨藻多糖的提取率，且长茎葡萄蕨藻多糖具有良
好的抗氧化活性。本研究可为长茎葡萄蕨藻多糖的开发利用提供理论基础和参考依据。
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长茎葡萄蕨藻 (Caulerpa lentillifera)属于绿藻

门 (Chlorophyta)羽藻目 (Bryopsidophyceae)蕨藻

科 (Caulerpaceae)蕨藻属 (Caulerpa)，是一种多年

生大型可食用海藻，因其直立茎球状体晶莹剔透、

圆润饱满似葡萄，且藻体软嫩多汁，口感如鱼子

酱般丰富，又有“海葡萄”和“绿色鱼子酱”的美称[1]。

长茎葡萄蕨藻具有丰富的营养成分，含人体所需

的多种氨基酸、维生素、多糖和脂肪酸等，是最

符合人类食用的蕨藻之一 [2]。研究表明，长茎葡

萄蕨藻的粗多糖含量占干重的 34.00%~64.97%[2-8]，

高于绝大部分的可食用海藻，如马尾藻 (Scagas-
sum)、羊栖菜 (Hizikia fusifarme)、裙带菜 (Undaria
pinnatifida)[9] 等，具有较高的经济价值。

目前长茎葡萄蕨藻多糖的提取方式主要有水

提取法、碱提取法和超声波辅助提取法等方法，

其提取率为 3.22%~11.30%[10-14]，表明仍有大量的

长茎葡萄蕨藻多糖未被完全提取。王小兵等[15] 采

用速溶剂萃取技术 (ASE)提取长茎葡萄蕨藻多糖，

多糖提取率能达到 51.03%，但该方法对仪器条件

的要求较苛刻，成本较高。因此，研发一种温和、

高效、低成本的长茎葡萄蕨藻多糖提取工艺对于

促进长茎葡萄蕨藻深加工产业的发展意义重大。

酶解法是近年来使用最为广泛的植物多糖提

取方法，郑朝阳等[16] 研究表明，木瓜蛋白酶能水

解植物中的游离蛋白质，减少多糖与蛋白质的结

合，从而有效提高多糖提取率。为此，本研究将
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木瓜蛋白酶酶解法与目前已有的长茎葡萄蕨藻多

糖提取方法进行对比筛选，确定提取多糖的最佳

方法，并采用单因素和响应面法优化提取工艺，

同时也探究了长茎葡萄蕨藻多糖的抗氧化活性，

以期为长茎葡萄蕨藻多糖的开发利用提供理论基

础和科学依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

 　　药物　　长茎葡萄蕨藻鲜藻委托杭州牧海食

品经营有限公司从越南芽庄购入。

 　　主要试剂　　木瓜蛋白酶 (G8431)、1,1-二苯

基 -2-苦基肼 (DPPH)标准品 (SD9360)、2,2-二氮 -
双 (3-乙基苯并噻唑-6-硫酸)二铵盐 (SA5340)，北

京索来宝科技有限公司。NaOH (天津博迪化工有

限公司，批号：2019年 8月 23日)。正丁醇 (天津市

富宇精细化工有限公司，批号：2020年 9月 25日)。
 　　主要仪器　　恒温水浴锅 (英国，Grant

SUB6)，电磁炉 (九阳，JYC-19BE5)，高速冷冻离

心机 (德国艾本德，Centrifuge 5810R)，旋转蒸发

仪 (上海亚荣生化仪器厂，RE-52AA)，冷冻干燥

机 (德国 Christ， ALPHA 1-4 LD plus)，电子天平

(沈阳龙腾电子有限公司，ESJ110-48)，电热恒温

鼓风干燥箱 (上海精宏实验设备有限公司，DHG-
9240A)，高速度功能粉碎机 (永康市云达机械设备

厂，JR-200)，酶标仪 (北京普朗新技术有限公司，

DNM-9602G)。

 1.2    实验方法

 　　制备长茎葡萄蕨藻粉末　　用海水清洗长茎

葡萄蕨藻，然后用蒸馏水再洗涤 3次，并在 50 ℃
的烘箱中干燥，随后粉碎过 50目药典筛，并保存

在干燥器中备用，按药典方法测定水分。

 　　筛选提取方法　　根据已有文献公布的研究

方法，分别尝试 5种不同的提取方法提取长茎葡

萄蕨藻粗多糖 (表 1)，根据多糖提取率、成本、便

捷及可行性确定用于本研究的基础方法。

按上述简要流程，具体方法如下。

①取 308 g新鲜长茎葡萄蕨藻 (通过预实验得

知 10 g藻粉=308 g鲜藻)洗净，手动榨汁得到的

长茎葡萄蕨藻汁并加入 5倍的 95%乙醇，4 ℃ 醇

沉 12 h。3 500×g 离心 15 min弃去上层乙醇，收

集沉淀溶解在 50 mL蒸馏水中，弃去不溶性杂质，

冷冻干燥 36 h后收集多糖并称重，记为组 1。
②取 10 g长茎葡萄蕨藻粉末加入 200 mL蒸

馏水，在 60 ℃ 下提取 2 h。提取结束后 3 500×g
离心 15 min收集上清液。将上清液置于旋转蒸发

仪中 50 ℃ 负压浓缩，得到 10 mL浓缩提取液，

加入 5倍的 95%乙醇，4 ℃ 醇沉 12 h。3 500×g
离心 15 min弃去上层乙醇，收集沉淀溶解在 50
mL蒸馏水中，弃去不溶性杂质，冷冻干燥 36 h
后收集多糖并称重，记为组 2。

③ (多糖提取和醇沉步骤同②)，3 500×g 离

心 15 min弃去上层乙醇，收集沉淀溶解在 50 mL
蒸馏水中，加入 Sevege试剂 (氯仿：正丁醇为

4∶1，体积比，现配现用)，多糖溶液与 Sevege体

积比为 4∶1，置于分液漏斗中，剧烈振荡 15 min，
静置 30 min，弃去蛋白质层和有机溶剂层，重复

以上操作，直至无蛋白质出现。冷冻干燥 36 h后

收集多糖并称重，记为组 3。
④取 10 g长茎葡萄蕨藻粉末加入 200 mL蒸

馏水，加入质量浓度为 0.5%的木瓜蛋白酶，在

60 ℃ 下提取 2 h，pH为 6。提取结束后沸水灭酶

5 min，3 500×g离心 15 min收集上清液。将上清

液置于旋转蒸发仪中 50 ℃ 负压浓缩，得到 10
mL浓缩提取液，加入 5倍的 95%乙醇，4 ℃ 醇

沉 12 h。3 500×g 离心 15 min弃去上层乙醇，收

集沉淀溶解在 50 mL蒸馏水中，弃去不溶性杂质，

表 1    五种提取长茎葡萄蕨藻粗多糖方法的简要流程

Tab. 1    Summaries of five methods for extracting polysaccharides from C. lentillifera

组别
groups

简要流程
summary

参考文献
reference

1 鲜藻→手动榨汁→醇沉→三层纱布过滤多糖→冷冻干燥 [17]

2 藻粉→60 ℃水提→浓缩→醇沉→冷冻干燥 [12]

3 藻粉→60 ℃水提→浓缩→醇沉→sevege试剂除蛋白→冷冻干燥 [14]

4 藻粉→60 ℃水+0.5%木瓜蛋白酶提取→浓缩→醇沉→冷冻干燥 [18]

5 藻粉→60 ℃ 2% NaOH提取→浓缩→醇沉→冷冻干燥 [10]
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冷冻干燥 36 h后收集多糖并称重，记为组 4。
⑤取 10 g长茎葡萄蕨藻粉末加入 200 mL质

量分数为 2%的 NaOH溶液中，在 60 ℃ 下提取

5 h。提取后 3 500×g 离心 15 min收集上清液，将

上清液置于旋转蒸发仪中 50 ℃ 负压浓缩，得到

10 mL浓缩提取液，加入 5倍的 95%乙醇，4 ℃
醇沉 12 h。3 500×g 离心 15 min弃去上层乙醇，

收集沉淀溶解在 50 mL蒸馏水中，弃去不溶性杂

质，冷冻干燥 36 h后收集多糖并称重，记为组 5。
 　　单因素实验　　根据预实验结果，确定使用

方法④提取长茎葡萄蕨藻多糖，即木瓜蛋白酶酶

解法。按照上述方法，探究料液比 (1∶10、1∶20、
1∶30、1∶40、1∶50)、提取温度 (30、40、50、
60和 70 ℃)、提取时间 (1、2、3、4和 5 h)、木瓜

蛋白酶添加量 (0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、2.5%)、
提取次数 (1、2、3和 4次)，这 5个因素对长茎葡

萄蕨藻多糖提取的影响。

 　　响应面实验　　在单因素实验的基础上，利

用响应面分析法对提取工艺进一步优化。根据

Box-Behnken实验原理，选择料液比 (A)、提取时

间 (B)、提取温度 (C)为自变量，长茎葡萄蕨藻多

糖的提取率 (Y)为响应值，应用 Design-Expert. V
8.0.6软件进行三因素三水平的响应面实验分析，

得到长茎葡萄蕨藻多糖提取的最佳工艺参数。

 　　多糖标准曲线的绘制　　精确称量 10 mg标

准葡萄糖置于 100 mL容量瓶中定容。取 7支具塞

玻璃试管，分别加入 0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8
及 1.0 mL的葡萄糖溶液，用蒸馏水补足体积至

1.0 mL，充分混匀后迅速置于冰浴中冷却 5 min。
取出后加入 4 mL现配的 0.2%蒽酮硫酸溶液，摇

匀，立即置于沸水浴中煮沸 10 min。取出，冷却

至室温，在 620 nm波长下测定 OD值。以标准葡

萄糖含量 (μg)为横坐标，以吸光值为纵坐标，绘

制标准曲线，得到线性回归方程：y=0.003 4x+
0.084 1，R2=0.999 2。
 　　长茎葡萄蕨藻多糖提取率的测定　　将长

茎葡萄蕨藻粗多糖溶解于蒸馏水中，并将浓度调

整至适合测定的范围。精确吸取 1.0 mL于具塞玻

璃试管中，按照绘制标准曲线的方法操作，每个

样品 3个重复，在 620 nm处测定 OD值，根据标

准曲线计算多糖浓度，再按照式 (1)计算长茎葡萄

蕨藻样品中的多糖提取率 (D，%)：
D = N £ V£ n £ L=M £ 100 (1)

式中，N 代表多糖浓度 (g/mL)，V 代表待测体积

(mL)，n 代表稀释倍数，L 代表多糖得率，M 代表

多糖样品的质量 (g)。 

 　　长茎葡萄蕨藻多糖对 ABTS 自由基清除能

力的测定　　取 ABTS二铵盐 40.7 mg，加蒸馏水

定容至 10 mL，配置成 7.4 mmol/L的 ABTS二铵

盐储备液。再取 K2S2O8 7 mg，加蒸馏水定容至

10 mL，配置成 2.6 mmol/L的过二硫酸钾储备液。

将上述两种储备液各取 1 mL混合，黑暗环境下室

温放置 12 h，用 pH值为 7.4的磷酸盐缓冲液将混

合液稀释 10~20倍，直至吸光度为 0.70±0.02，此

溶液即为 ABTS自由基工作液。精确称取 5 mg维

生素 C于容量瓶中，用超纯水溶解后定容至 100
mL，实验时稀释成浓度为 20.84 μg/mL的阳性对

照溶液。准确吸取不同体积的待测样品溶液于 96
微孔板中，再加入 100 μL的 ABTS工作液，用纯

水补足体积至 200 μL，振摇 10 s以充分混匀后静

置 6 min。调节酶标仪波长为 734 nm测吸光度，

记为 Asample；空白组以等体积的纯水代替 ABTS
工作液，记为 Ablank；对照组以等体积的纯水代替

样品溶液，记为 Acontrol。清除率计算同式 (2)。
 　　长茎葡萄蕨藻多糖对 DPPH自由基清除能

力的测定　　称取 4 mg DPPH固体试剂，95%乙

醇溶解并定容至 100 mL，配为 40 μg/mL溶液，

避光保存备用。精确称取 5 mg维生素 C置于容量

瓶中，用超纯水溶解后定容至 100 mL，实验时稀

释配制成浓度为 20.84 μg/mL的阳性对照溶液。准

确吸取不同体积待测样品溶液于 96微孔板中，再

加入 100 μL的 DPPH溶液，轻轻混匀后用 95%乙

醇补足体积至 250 μL，避光反应 30 min。调节酶

标仪波长 515 nm测吸光度，记为 Asample；空白组

以等体积的纯水代替 DPPH溶液，记为 Ablank；对

照组以等体积的纯水代替样品溶液，记为 Acontrol。

清除率按下式计算：

( ) = [1¡ (A sample¡ A blank)=

A cont rol]£ 100 (2)

 2    结果

 2.1    筛选提取方法

1~5组长茎葡萄蕨藻多糖提取率分别为

0.72%、2.44%、3.69%、8.55%和 3.32%，其中组

4的提取率最高，且操作较为简便 (图 1)。因此，
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综合提取效率、操作便捷性以及多糖提取率等因

素，确定以组 4作为提取方法进行工艺优化，即

使用木瓜蛋白酶酶解法提取长茎葡萄蕨藻多糖。

 2.2    单因素实验

 　　料液比对长茎葡萄蕨藻多糖提取率的影

响　　当料液比为 1∶40时，长茎葡萄蕨藻多糖

提取率达到最大，之后随着料液比的増高而降低

(图 2-a)，因此将 1∶40作为最佳料液比条件。

 　　提取温度对长茎葡萄蕨藻多糖提取率的影

响　　当温度小于 50 ℃ 时，长茎葡萄蕨藻多糖

提取率随着温度的升高而增加 (图 2-b)，温度为

50 ℃ 时，多糖提取率达到顶峰，随温度的升高而

逐渐降低。因此，选择最佳的提取温度为 50 ℃。

 　　提取时间对长茎葡萄蕨藻多糖提取率的影

响　　随着提取时间的延长，长茎葡萄蕨藻多糖

提取率逐渐增加 (图 2-c)。但提取时间超过 3 h后，

多糖提取率降低。因此选择最佳的提取时间为 3 h。
 　　木瓜蛋白酶添加量对长茎葡萄蕨藻多糖提

取率的影响　　随着木瓜蛋白酶添加量的增多，

长茎葡萄蕨藻多糖提取率呈上升趋势 (图 2-d)。在
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图 1    不同提取方法对长茎葡萄蕨藻多糖提取率的影响

1.鲜藻提取组，2.普通水提取组，3. sevege试剂处理提取组，4.添
加木瓜蛋白酶提取组，5. NaOH碱提取组。

Fig. 1    Effects of different extraction methods on
the extraction rate of polysaccharides from C. lentillifera
1. the fresh algae extraction group, 2. the water extraction group, 3. the
sevege reagent treatment group, 4. the papain group, 5. the NaOH extrac-
tion group.
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图 2    单因素实验结果

Fig. 2    Single factor test results
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添加量达到 2.0%之后，多糖提取率趋于平稳，因

此为了控制成本，确定最佳的木瓜蛋白酶添加量

为 2.0%。

 　　提取次数对长茎葡萄蕨藻多糖提取率的影

响　　提取次数提升至 2次时，长茎葡萄蕨藻多

糖提取率明显增高 (图 2-e)。当提取次数大于 2次

后，多糖提取率略有降低且基本保持不变。因此，

为了节约成本，提高效率，提取次数确定为 2次。

 2.3    响应面实验

 　　实验设计及结果　　根据单因素实验结果，

确定木瓜蛋白酶添加量为 2.0%，提取次数为 2次。

随后应用 Design-Expert. V 8.0.6软件探究料液比、

提取温度和提取时间对长茎葡萄蕨藻多糖提取率

的影响，实验设计及结果见表 2。

 　　建立回归方程方差分析　　利用 Design-
Expert. V 8.0.6软件对表 2中的数据进行多元回归

拟合，得到二次项回归方程：

Y = 41:63+ 4:97A + 0:15B + 0:74C + 0:27AB+
0:77AC + 0:32BC ¡ 6:02A2 ¡ 3:87B2 ¡ 2:35C2 (3)

式中， Y 为长茎葡萄蕨藻多糖提取率，A、B和

C分别代表料液比、提取时间和提取温度。

 　　方差分析　　为了检验长茎葡萄蕨藻多糖提

取工艺回归模型的有效性，对该模型进行方差分

析 (表 3)。回归模型 P<0.000 1，表明该回归模型

具有统计学意义。矫正系数 R2(Adj)=0.956 8，表明

实验误差小，准确度高。模型确定系数 R2=0.981 1，
预测相关系数 R2(Pred)=0.950 6，二者的数值接近，

说明偏差在合理范围之内，实际测量值与预测值

的拟合度程度较好，二者有高度相关性。失拟项

P=0.953 0>0.05，结果不显著，说明选择的模型对

该实验的拟合性良好。变异系数 C.V.%为 3.16%，

反映了模型具有较高的稳定性和可信度。信噪比

(Adeq Precisior)为 17.222，大于临界值 4，表明模

型的准确度高。以上指标均表明，可采用该拟合

回归方程对长茎葡萄蕨藻多糖的最优提取工艺进

行预测和分析。

 　　自变量对多糖提取率的影响程度　　该回

归模型中的自变量一次项 A和二次项 A2、B2、C2

对长茎葡萄蕨藻多糖提取率有显著影响 (P<0.05)。
由 F 值可知，三个因素对长茎葡萄蕨藻多糖提取

表 2    响应面实验设计及结果

Tab. 2    Response surface design and results

实验编号
test number A B C 多糖提取率/%

extraction of polysaccharides

1 1∶40 4 40 34.80

2 1∶40 3 50 41.00

3 1∶50 2 50 36.22

4 1∶40 3 50 39.85

5 1∶30 3 60 28.29

6 1∶50 3 40 36.67

7 1∶30 2 50 27.16

8 1∶30 3 40 27.95

9 1∶40 3 50 43.18

10 1∶50 3 60 40.11

11 1∶40 3 50 41.05

12 1∶40 2 40 34.94

13 1∶40 4 60 36.51

14 1∶40 3 50 43.06

15 1∶30 4 50 26.71

16 1∶50 4 50 36.84

17 1∶40 2 60 35.36

注：A. 料液比，B. 提取时间(h)，C. 提取温度(℃)，下同。
Notes: A. material/solution ratio, B. extraction time (h), C. extraction
temperature (℃), the same below.

表 3    响应面二次模型多糖得率的方差和回归系数分析

Tab. 3    Analysis of variance and regression coefficient of
polysaccharide yield in response surface quadratic model

方差来源
source

平方和
sum of
squares

自由度
df

均方
mean
square

F值
F value

P值
P value

显著性
significance

模型
model

467.43 9 51.94 40.37 <0.000 1 **

A 197.31 1 197.31 153.37 <0.000 1 **

B 0.17 1 0.17 0.14 0.723 9

C 4.37 1 4.37 3.39 0.108 0

AB 0.29 1 0.29 0.22 0.651 5

AC 2.40 1 2.40 1.87 0.214 0

BC 0.42 1 0.42 0.32 0.587 4

A2 152.67 1 152.67 118.67 <0.000 1 **

B2 63.19 1 63.19 49.12 0.000 2 *

C2 23.28 1 23.28 18.10 0.003 8 *

残差
residual

9.01 7 1.29

失拟项
lack of fit

0.66 3 0.22 0.10 0.953 0

纯误差
pure error

8.35 4 2.09

总和
total

476.43 16

注：“*”表示差异显著(P<0.05)，“**”表示差异极显著(P<0.01)。
Notes:“*”indicates  significant  difference  (P<0.05);“**”  indicates
extremely significant difference (P<0.01).
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率的影响程度的大小顺序为：料液比>提取温度>
提取时间。

 　　响应面分析及验证实验　　曲线的走势越陡，

说明该因素对长茎葡萄蕨藻多糖的提取率影响越

大，曲线的走势越平缓则说明该因素对长茎葡萄

蕨藻多糖提取率的影响越小。对长茎葡萄蕨藻多

糖提取率影响最大的因素为料液比，其次为提取

温度和提取时间 (图 3~图 5)，这与表 3中的分析

结果相一致。由回归模型预测的长茎葡萄蕨藻多

糖最佳提取工艺参数为料液比 1∶44.77，提取温度

60 ℃，提取时间 3.08 h，木瓜蛋白酶添加量 2.0%，

提取次数 2次，最大提取率预测值为 41.41%。为

了方便操作，将优化的条件改为料液比 1∶45，
提取温度 60 ℃，提取时间 3 h，木瓜蛋白酶添加

量 2.0%，提取次数 2次。在此优化条件下进行 3
次平行实验，长茎葡萄蕨藻多糖的提取率为 41.24%±
0.09%，这和预测值较接近，因此该模型可较好地

预测和模拟长茎葡萄蕨藻多糖的产率及最佳的提

取工艺。

 2.4    抗氧化实验

 　　长茎葡萄蕨藻多糖对 DPPH自由基的清除

作用　　随着长茎葡萄蕨藻多糖浓度的升高，对

DPPH自由基的清除能力也不断增强 (图 6)。当长

茎葡萄蕨藻多糖的浓度为 3.00 mg/mL时，DPPH
自由基的清除率达到 52.98%，且随着多糖浓度的

升高该清除率不再增加，维生素 C和长茎葡萄蕨

藻多糖的 IC50 分别为 7.38 μg/mL和 2.32 mg/mL，
说明长茎葡萄蕨藻多糖对 DPPH自由基有一定的

清除作用，但清除率较差。
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图 3    料液比与提取时间对长茎葡萄蕨藻多糖

提取率的影响

(a)响应面图，(b)等高线图，下同。

Fig. 3    Effects of material/solution ratio and
extraction time on the extraction rate of
polysaccharides from C. lentillifera

(a) response surface figure, (b) contour figure, the same below.
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图 4    料液比与提取温度对长茎葡萄蕨藻

多糖提取率的影响

Fig. 4    Effects of material/solution ratio and
extraction temperature on the extraction rate of

polysaccharides from C. lentillifera
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 　　长茎葡萄蕨藻多糖对 ABTS自由基的清除

作用　　随着长茎葡萄蕨藻多糖浓度的升高，对

ABTS自由基的清除率也不断增加 (图 7)。当长茎

葡萄蕨藻多糖浓度为 2.00 mg/mL时，ABTS的清

除率达到 93.8%，且不再随多糖浓度的增加而升

高，维生素 C和长茎葡萄蕨藻多糖的 IC50 分别为

7.07 μg/mL和 0.67 mg/mL，说明长茎葡萄蕨藻多

糖对 ABTS自由基具有较强的清除作用。

 3    讨论

植物中的多糖常与蛋白质紧密结合，因此用

传统的水提取法不易完全提取。木瓜蛋白酶是一

种含巯基肽链内切酶，具有蛋白酶和酯酶的活性，

能水解长茎葡萄蕨藻中的游离蛋白和结合蛋白，

减少多糖与蛋白的结合，增加植物多糖的溶出[16]。

本研究在前人的实验基础上，尝试了 5种不

同的提取方法，以期探索高效提取长茎葡萄蕨藻

多糖的制备工艺。预实验结果表明 (图 1)，组 1的
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图 5    提取时间与提取温度对长茎葡萄蕨藻

多糖提取率的影响

Fig. 5    Effects of extraction time and temperature on
the extraction rate of polysaccharides from C. lentillifera
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图 6    对 DPPH自由基的清除作用

Fig. 6    Scavenging effect on DPPH free radicals
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图 7    对 ABTS自由基的清除作用

Fig. 7    Scavenging effect on ABTS free radicals
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长茎葡萄蕨藻多糖提取率仅为 0.72%，这表明采

用普通的物理处理方法无法完全破坏植物细胞，

大量多糖仍未溶出。组 2多糖水提取后不经过任

何处理，提取率为 2.44%，可能是由于此方法提

取的多糖中蛋白质等杂质含量高，导致多糖浓度

低，提取率随之下降。组 3多糖在水提取后采用

sevege试剂除蛋白，提取率高于组 2，但此法操

作过程中蛋白质多出现在两液面交界处，分离时

多糖损耗较大，且需要取多糖层多次进行重复实

验，操作较为繁琐。组 4多糖的提取率最高，达

到 8.55%，相比于组 3的 sevege试剂法，此组添

加木瓜蛋白酶能在提取过程中一并水解植物细胞

膜中的结合蛋白，从而更大限度地使长茎葡萄蕨

藻多糖溶出，且反应温和易操作。长茎葡萄蕨藻

多糖是酸性多糖，因此组 5采用碱提取法，但此

法会溶出大量色素，导致多糖浓度降低，故使用

此法时需提前将藻粉进行除色素处理。因此，综

合提取效率、操作便捷性以及多糖提取率等因素，

本研究确定以木瓜蛋白酶酶解法作为长茎葡萄蕨

藻多糖的基础提取方法并进行工艺优化。

由式 (1)可知，多糖提取率主要取决于多糖

得率和多糖浓度，因此优化长茎葡萄蕨藻多糖提

取工艺需重点从这两方面着手。本研究发现，长

茎葡萄蕨藻的含水量可达 96.76%，高含水量的特

性导致长茎葡萄蕨藻的干燥藻粉具有一定的吸水

性。因此，在单因素优化实验中，过低的料液比

会导致长茎葡萄蕨藻藻粉无法完全溶于水中，溶

液呈米糊状且接近饱和，多糖可溶出空间变小，

从而降低多糖提取率。另一方面，过高的料液比

会使杂质含量增高，多糖浓度降低，也不利于提

高多糖提取率 (图 2-a)。温度是酶能否充分发挥活

性的重要因素，当提取温度达到 50 ℃ 时，木瓜

蛋白酶达到最适作用温度，酶与底物完全接触反

应，多糖提取率达到顶峰。温度大于 50 ℃ 时，

酶结构在高温下被破坏，酶活性随着温度的升高

而降低，多糖提取率也随之逐渐降低 (图 2-b)。在

其他因素固定的情况下，长茎葡萄蕨藻多糖提取

率在提取时间为 3 h时最高，之后随着时间的延

长而降低，其原因可能由于提取时间过长而导致

多糖结构的改变或者糖苷键的裂解 (图 2-c)。木瓜

蛋白酶添加量是控制工艺成本的重要因素之一，

当酶用量刚好与反应底物完全结合时，即为酶的

最适用量。本次实验中，木瓜蛋白酶添加量达到

2.0%之后，长茎葡萄蕨藻多糖提取率趋于平稳，

表明木瓜蛋白酶浓度已饱和，即最适添加量为

2.0% (图 2-d)。此外，适当增加提取次数能提高藻

粉利用率、降低工艺成本、并大幅提高多糖提取

率。当提取次数为 2次时，长茎葡萄蕨藻多糖提

取率明显提高了 2.2%，随后趋于平稳，表明该工

艺的最佳提取次数为 2次 (图 2-e)。
单因素实验进行的前提是假定各因素间没有

交互作用，但在实际问题中，各因素相互独立的

情况是极为少见的，因此研究因素间的交互作用

尤为重要[19]。考虑到成本与实际可行性，实验将

木瓜蛋白酶添加量和提取次数分别固定为 2.0%
和 2次，并应用 Design-Expert. V 8.0.6软件探究料

液比、提取时间和提取温度三因素间的相互作用。

方差分析中模型的 P<0.000 1，表明本研究建立的

回归模型具有统计学意义，且各项系数均反映该

模型具有较高的稳定性和可信度。F 值、响应面

图和等高线图的结果显示，料液比对长茎葡萄蕨

藻多糖提取率的影响最大，这可能也与长茎葡萄

蕨藻藻粉具有吸水的特性有关。通过该回归模型

预测的提取长茎葡萄蕨藻多糖最佳工艺为料液比

1∶45、提取温度 50 ℃、提取时间 3 h、木瓜蛋白

酶添加量 2.0%，在此条件下，长茎葡萄蕨藻多糖

的实际提取率为 41.24%，与理论值相差 0.17%，

表明该模型可较好地预测和模拟长茎葡萄蕨藻多

糖的产率及最佳的提取工艺。王小兵等 [15] 采用

ASE技术结合正交实验对长茎葡萄蕨藻多糖提取

工艺进行优化，发现优化后的多糖提取率可达到

51.03%，高于本实验的实际提取率。究其原因：

一是长茎葡萄蕨藻的产地具有差异，王小兵等[15]

采用的实验材料取自海南，而本实验的藻体取自

越南芽庄，不同地区的光照、水体盐度等因素具

有差异性，从而导致不同地区藻体积累的营养活

性物质含量具有差异[20]。二是两者对鲜藻的干燥

方式有差异。有研究表明，在其他因素相同的情

况下，冷冻干燥处理的长茎葡萄蕨藻中活性物质

的含量明显高于热风干燥处理 [7]。三是两者提取

方式有差异。王小兵等[15] 采用的加速溶剂萃取仪

能快速地将萃取物从基质活性部位解吸出来，大

大提高多糖提取率，但此法需要高温高压的条件，

成本高，不利于大规模投产。

此外，本实验还探究了长茎葡萄蕨藻多糖的

体外抗氧化活性，发现该多糖对 DPPH和 ABTS
清除率的 IC50 分别为 2.32和 0.67 mg/mL，最高清

除率分别可达 52.98%和 93.80%，表明长茎葡萄
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蕨藻多糖对 ABTS的清除作用优于 DPPH。但宋

伟康[10] 研究发现，长茎葡萄蕨藻多糖对 ABTS自

由基的清除作用弱于 DPPH，与本研究的结果相

反，其原因可能是二者的提取方法有差异，从而

导致多糖产物的活性不同。

综上，本研究为长茎葡萄蕨藻多糖的开发利

用奠定了理论基础，后续将探究该酶解法提取的

长茎葡萄蕨藻多糖的分子结构，阐明木瓜蛋白酶

对长茎葡萄蕨藻多糖结构和活性功能的影响，以

期促进长茎葡萄蕨藻多糖的深度开发利用。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Response surface methodology-based optimization of extraction process of
polysaccharides from Caulerpa lentillifera and their antioxidant activity

TONG Yanmei 1,2,     CHEN Xiuli 2,     HU Tingjun 1,     LIU Qingyun 2,3,     LI Qiangyong 2,3,    
FENG Pengfei 2,     YANG Chunling 2,     PENG Min 2,     ZHU Weilin 2,    

PAN Chuanyan 2,     ZENG Digang 2,     ZHAO Yongzhen 2,3*

(1. College of Animal Science and Technology, Guangxi University, Nanning　530005, China;
2. Guangxi Academy of Fishery Science, Nanning　530021, China;

3. Guangxi Shrimp Breeding Engineering Technology Research Center, Nanning　530021, China)

Abstract: Caulerpa  lentillifera  is  a  kind  of  perennial  large  edible  seaweed,  which  is  also  known as  "sea  grape"
because of its upright stem globule glittering and translucent, similar in appearance to grapes. C. lentillifera is also
one of the most suitable seaweeds for human consumption. It is rich in nutrients and contains a variety of amino
acids,  vitamins,  polysaccharides  and fatty  acids  needed by the  human body.  Among them,  polysaccharide  is  the
most important active component in C. lentillifera. According to research, the crude polysaccharide content of C.
lentillifera accounts for 34.00%-64.97% of its dry weight, which is higher than that of most edible algae, such as
Scagassum, Hizikia fusifarme and Undaria pinnatifida. At present,  the main extraction methods for polysacchar-
ides  of C.  lentillifera  are  water  extraction,  alkali  extraction  and ultrasonic-assisted  extraction,  and  the  extraction
rate is 3.22%-11.30%, but there are still a large amount of polysaccharides that remains un-extracted. In order to
develop a mild, efficient and low-cost extraction process of polysaccharides from C. lentillifera, and to explore the
antioxidant activity of the polysaccharide, we screened five existing extraction methods of polysaccharides from C.
lentillifera.  Through  single  factor  experiment  and  response  surface  experiment,  the  ratio  of  material  to  solution,
extraction temperature, extraction time, amount of papain and extraction times were optimized, and the optimum
process parameters were obtained. Polysaccharide concentration was determined by anthrone sulfate method in the
experiment.  In  addition,  we investigated the scavenging activity  of  the polysaccharide on DPPH and ABTS free
radicals. The results showed that adding papain is the most efficient method to extract polysaccharides from C. len-
tillifera. The order of the factors affecting the extraction rate of polysaccharide from C. lentillifera is as follows:
ratio of material to solution > extraction temperature > extraction time, and the ratio of material to solution showed
an extremely significant influence on the extraction rate of the polysaccharide (P<0.001). The best extraction para-
meters  after  optimization  were  as  follows:  ratio  of  material  to  solution  is  1∶45, extraction  temperature  60  ℃,
extraction time 3 h, extraction count 2 times, the addition amount of papain 2.0%. Under this condition, the extrac-
tion rate of polysaccharides can reach 41.24%±0.09%. In addition, polysaccharides from C. lentillifera had good
scavenging activities on DPPH and ABTS free radicals, and their IC50 values were 2.32 and 0.67 mg/mL, respect-
ively. This study shows that the optimized papain enzymatic hydrolysis can improve the extraction rate of polysac-
charides  from C. lentillifera  effectively,  among which the  ratio  of  material  solution  is  the  most  important  factor
affecting this method. Besids, the polysaccharides of C. lentillifera have good antioxidant activity.

Key words: Caulerpa lentillifera; polysaccharide; papain; response surface method; antioxidant resistance
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