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猫爪草多糖双氧水脱色工艺研究

经　嘉　廖启元△

（安徽中医药高等专科学校药学系，芜湖２４１０００）

　　摘　要　目的　优化猫爪草多糖双氧水脱色工艺。方法　以多糖脱色率和保留率为考察指标，考察了单因
素对脱色效果的影响并进行了正交优化。结果　猫爪草多糖双氧水脱色最优工艺为：脱色时间６０ｍｉｎ、ｐＨ９．０、
脱色温度４５℃、双氧水用量２０％，此条件下脱色率为７９．７％，多糖保留率为７４．３％。结论　采用双氧水对猫爪
草多糖脱色操作简单、工艺稳定，是一种可行脱色方法。
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　　猫爪草为毛莨科植物小毛莨的块根，具有调免
疫、抗肿瘤、抗氧化等作用［１２］，免疫活性部位的筛

选试验表明多糖是其重要活性成分之一。采用水

提醇沉法所得的猫爪草粗多糖中含有大量色素，需

进一步精制纯化。基于此，本文探讨了双氧水脱除

猫爪草多糖色素的工艺条件，并利用正交试验进行

优化，以期为猫爪草多糖的脱色处理提供参考。报

道如下。

１　材料与方法

１．１　材料
猫爪草购于安徽亳州中药材市场，经安徽中医

药高等专科学校汪荣斌教授鉴定为毛莨科植物小

毛莨的块根；ＦＡ１２０４Ｎ型电子天平（上海民桥精密
科学仪器有限公司）；ＲＥ５２９８Ａ旋转蒸发仪（西安
禾普生物科技有限公司）；８０２Ｂ离心机（湖南星科
科学仪器有限公司）；ＵＶ１８００型紫外可见分光光
度计（上海翱艺仪器有限公司）；苯酚、无水乙醇、

双氧水（质量浓度３０％）等试剂均为分析纯。
１．２　方法
１．２．１　猫爪草多糖的制备　将猫爪草粉碎后用石
油醚回流脱脂３次，每次６ｈ。而后加２０倍量水，
于９０℃提取２次，每次２ｈ。合并上清液并减压浓
缩，加４倍体积无水乙醇，冷藏过夜。收集沉淀得
猫爪草粗多糖。用蒸馏水溶解至１．０ｍｇ／ｍｌ，作待
脱色液备用。

１．２．２　多糖含量测定苯酚硫酸法　具体方法参

·４８３·



济宁医学院学报２０１８年１２月第４１卷第６期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１８，Ｖｏｌ４１，Ｎｏ．６

见文献［３］。

１．２．３　多糖保留率与色素脱除率的计算

多糖保留率＝
Ｍ１－Ｍ２
Ｍ１

×１００％ （１）

脱色率＝
Ａ１－Ａ２
Ａ１

×１００％［４］ （２）

式１中，Ｍ１示脱色之前多糖质量，Ｍ２示脱色
之后多糖质量。式２中，Ａ１示脱色处理之前溶液
４５０ｎｍ处的吸光度，Ａ２示脱色处理之后溶液４５０
ｎｍ处的吸光度。
１．２．４　单因素试验　取５０ｍｌ待脱色液５份，以脱
色率及多糖保留率为指标，考察脱色时间（２０、４０、
６０、８０、１００ｍｉｎ）、脱色ｐＨ（６．０、７．０、８．０、９．０、１０．０）、
脱色温度（３５℃、４５℃、５５℃、６５℃、７５℃）、双氧水
用量（５％、１０％、１５％、２０％、２５％）４个因素对猫爪
草多糖脱色效果的影响。

１．２．５　正交试验　根据单因素试验结果，固定ｐＨ
９．０，以多糖脱色率为考察指标，选择脱色时间
（Ａ）、脱色温度（Ｂ）、双氧水用量（Ｃ）进行三因素三
水平正交试验，优化猫爪草多糖脱色工艺，各因素

水平安排如表１所示。

表１　正交试验因素与水平

水平
Ａ Ｂ Ｃ

脱色时间／ｍｉｎ 脱色温度／℃ 双氧水用量／％

１ ６０ ４５ １５

２ ８０ ５５ ２０

３ １００ ６５ ２５

２　结果与分析

２．１　脱色时间对猫爪草多糖脱色效果的影响
在２０～６０ｍｉｎ的脱色时间范围内，随着时间的

延长，猫爪草多糖脱色率迅速从 ４５．４％提高至
７８９％。但６０ｍｉｎ以后，脱色率变化较小。而多
糖保留率随脱色时间的延长不断降低，且６０ｍｉｎ后
降低速度加快。可能原因是双氧水氧化色素同时

也在氧化多糖，脱色时间越长多糖损失越多。因

此，应选择脱色时间为６０ｍｉｎ较为适宜。见图１。
２．２　脱色ｐＨ对猫爪草多糖脱色效果的影响

猫爪草多糖的脱色率随 ｐＨ值的升高而逐渐
提高。ｐＨ６．０时，脱色率６４．１％，ｐＨ９．０时，脱色
率７８．３％。此后继续增加 ｐＨ至１０．０时，脱色率
几乎保持不变。Ｈ２Ｏ２在水溶液中可电离出过氧氢

根离子攻击色素，且在碱性介质中其电离度增大。

因此，提高ｐＨ可增强双氧水的脱色作用。多糖保
留率则受ｐＨ影响较小，稳定在７１．９％～７５．１％之
间，故应选择ｐＨ为９．０较为适宜。见图２。

图１　脱色时间对猫爪草多糖脱色效果的影响

图２　脱色ｐＨ对猫爪草多糖脱色效果的影响

２．３　脱色温度对猫爪草多糖脱色效果的影响
提高温度可增加脱色率，因为高温可加快自由

基的离解，利于脱色。所以当温度从３５℃升高至
５５℃时，脱色率提高了１．２倍，达到７８．２％。但过
高的温度同时也会促进自由基自身的分解，不利于

脱色。所以，当温度超过 ５５℃后，脱色率开始降
低。与此同时，多糖保留率几乎不变，所以，综合考

虑应选择脱色温度为５５℃。见图３。

图３　脱色温度对猫爪草多糖脱色效果的影响

２．４　双氧水用量对猫爪草多糖脱色效果的影响
当双氧水用量５％时，脱色率４０．８％，而双氧

水用量２０％时，脱色率７８．２％，提高了１．９倍。主
要原因是当双氧水浓度较低时，分解速度较慢，因

·５８３·
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而脱色效果相对较差。但继续增加双氧水的用量，

脱色率变化不大，与此同时多糖保留率迅速降低，

因过量的双氧水会导致多糖的氧化降解。因此，应

选择双氧水的用量为２０％较为适宜。

图４　双氧水用量对猫爪草多糖脱色效果的影响

２．５　正交试验结果
正交试验结果及方差分析如表２、３所示，可知

对猫爪草多糖双氧水脱色率影响大小的顺序为：双

氧水用量＞脱色时间 ＞脱色温度 ，但三个因素中
只有双氧水用量对猫爪草多糖脱色率影响显著（Ｐ
＜０．０５）。最优工艺组合为 Ａ１Ｂ１Ｃ３，即脱色时间
６０ｍｉｎ、脱色温度４５℃、双氧水用量２５％。但由单
因素考察可知，双氧水用量达２５％时，多糖保留率
降低，因此，综合考虑脱色率与多糖保留率，选择双

氧水用量为２０％。

表２　正交试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 空列 脱色率／％
１ １ １ １ １ ７４．６
２ １ ２ ２ ２ ７８．９
３ １ ３ ３ ３ ７９．７
４ ２ １ ２ ３ ７８．１
５ ２ ２ ３ １ ７９．３
６ ２ ３ １ ２ ７１．６
７ ３ １ ３ ２ ７８．９
８ ３ ２ １ ３ ７１．７
９ ３ ３ ２ １ ７７．８
Ｋ１ ７７．７３３ ７７．２００ ７２．６３３ ７７．２３３
Ｋ２ ７６．３３３ ７６．６３３ ７８．２６７ ７６．４６７
Ｋ３ ７６．１３３ ７６．３６７ ７９．３００ ７６．５００
Ｒ １．６００ ０．８３３ ６．６６７ ０．７６６

表３　正交试验方差分析结果

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ Ｆ临界值 Ｐ

Ａ ４．５６０ ２ ４．０４６ １９．０００

Ｂ １．０８７ ２ ０．９６５ １９．０００ ＜０．０５

Ｃ ７７．２４２ ２ ６８．５４２ １９．０００

空列 １．１２７ ２ １．０００ １９．０００

误差 １．１３ ２

　　为验证双氧水脱色工艺的稳定性和可信度，在
最优条件下进行３次平行试验。见表４。

表４　验证试验结果

试验次数 脱色率／％ 多糖保留率／％

１ ８０．１ ７４．１

２ ７９．５ ７３．８

３ ７９．４ ７４．９

平均值 ７９．７ ７４．３

３组平行试验结果稳定，重现性较好，且多糖
保留率相对较高，表明该脱色工艺稳定可行。

３　讨论

目前，常用的多糖脱色方法包括吸附法、化学

法、离子交换法等。龚敏等［５］采用大孔树脂对药

桑多糖脱色后发现其抗氧化活性有所增强；蒋俊

等［６］报道了猴头菌大孔树脂脱色多糖对胃黏膜的

损伤修复作用显著提高；但肖平等［７］用活性炭对

板蓝根多糖脱色后发现其清除自由基的能力降低。

因此，脱色方法的选择除考虑脱色率、多糖保留率

以外，还应评估其对多糖结构与活性的影响。

本文采用双氧水对猫爪草多糖进行脱色，考察

了脱色时间、ｐＨ、脱色温度、双氧水用量对脱色率
及多糖保留率的影响，并通过正交试验对工艺进行

了优化。结果表明，双氧水用量对脱色率有显著影

响，在脱色时间６０ｍｉｎ、ｐＨ９．０、脱色温度４５℃、双
氧水用量２０％的条件下，猫爪草多糖的双氧水脱
色率为７９．７％，多糖保留率为７４．３％。但双氧水
为强氧化剂，从单因素考察可知其可能导致多糖氧

化降解，故下一步将结合多糖的结构分析与活性研

究，更为深入地探讨双氧水的脱色影响。
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）

（上接第３８３页）胶相对分子质量偏低、黏度不高
的缺陷。

３　结论

外切型蛋白酶从胶原纤维肽链外端逐一切除

氨基酸，在具备较强的水解胶原纤维之间交联键能

力的同时，对胶原纤维内部纤维肽键的损伤亦较

小，可弥补内切型蛋白酶酶解速度过快而导致所提

骨明胶黏度低的难题。本文采用骨粉代替骨粒进

行梯度滴滤浸酸，能有效地将浸酸终点 ｐＨ提高至
２．０，所提骨明胶的黏度提高了９０．４％，避免了低
ｐＨ对胶原的破坏。组合使用外切型风味蛋白酶与
内切型２７０９蛋白酶酶解骨素，在可保持明胶高黏
度的条件下，有效地将酶解时间缩短为２０ｈ。最佳
工艺条件下，所提明胶的冻力３３７Ｂｌｏｏｍ·ｇ，黏度
６．５２ｍＰａ·Ｓ，提交率为１５．３％，透明度＞４００ｍｍ，
相对分子质量＞１０万的组分占５２．５７％，明胶质量
达到高档医用骨明胶国家标准，为后续生物酶法制

备高档骨明胶的工业化应用奠定基础。
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