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天麻多糖酶解工艺优化、结构表征及其
抗氧化活性分析
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摘　要：多糖因其具有多种生物活性而备受关注，但天然多糖往往分子量较高，导致其低溶解率和生物利用率。本

研究利用 α-淀粉酶降解天麻多糖，以还原糖生成量为指标优化酶解工艺。在最佳酶解条件下酶解天麻多糖，并对

酶解前后天麻多糖的溶解度、单糖组成、相对分子量、官能团、微观结构进行考察。此外，体外检测了酶解前后

天麻多糖对 ABTS+和 DPPH自由基的清除能力。结果表明，最佳酶解工艺为：酶添加量 460 U/g、酶解时间

100 min、酶解温度 60 ℃、酶解 pH5.4，在最佳工艺下，天麻多糖酶解后的还原糖生成量为 0.441 mg/mL。酶解后

天麻多糖的溶解率从 81.28%提高至 93.57%，单糖组成和官能团结构没有明显变化，两个多糖组分的分子量都显

著降低（P<0.05），天麻多糖的网状结构被破坏，变为片状结构。此外，酶处理后天麻多糖抗氧化活性得到显著

提升（P<0.05）。该研究为 α-淀粉酶降解天麻多糖提供一定的科学依据。

关键词：天麻多糖，酶解，结构表征，抗氧化活性
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Abstract： Polysaccharides  are  attracted  much  attention  because  of  their  diverse  biological  activities.  However,  natural
polysaccharides tend to have high molecular weights, resulting in their low solubility and bioavailability. In this study, α-
amylase  was  used  to  degrade  polysaccharides  derived  from Gastrodia  elata,  and  the  enzymatic  hydrolysis  process  was
optimized based on the yield of reducing sugars. G. elata polysaccharides were prepared under the optimal conditions for  
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enzymatic  hydrolysis.  Their  dissolution  rate,  monosaccharide  composition,  relative  molecular  weight,  functional  groups,
and  microstructure  were  analyzed  before  and  after  enzymatic  hydrolysis.  In  addition,  the  ABTS+  and  DPPH free  radical
scavenging abilities in vitro were tested before and after enzymolysis. Results revealed that the optimal enzymolysis process
was  as  follows:  enzyme dosage,  460 U/g,  enzymolysis  time,  100 min,  enzymolysis  temperature,  60 ℃,  enzymolysis  pH,
5.4. Under these conditions, the yield of reducing sugars after enzymolysis was 0.441 mg/mL. After enzymatic hydrolysis,
the dissolution rate of G. elata polysaccharides increased from 81.28% to 93.57%. The monosaccharide composition and
functional  group  structure  indicated  no  obvious  changes,  except  that  the  molecular  weights  of  the  two  polysaccharide
components  were  substantially  reduced  (P<0.05),  and  the  mesh  structure  of G.  elata  polysaccharides  was  destroyed  and
changed  into  sheet  structure.  In  addition,  the  antioxidant  activity  of G.  elata  polysaccharides  was  considerably  enhanced
after  enzymatic  treatment  (P<0.05).  This  study  provides  a  scientific  basis  for  the  enzymatic  degradation  of  G.  elata
polysaccharides.

Key words：Gastrodia elata polysaccharide；enzymolysis；structural characterization；antioxidant activity

天麻是兰科植物天麻（Gastrodia  elata Bl.，G.
elata）的干燥块茎，是一种中国传统名贵中药[1]，近年

来被划为药食两用植物，具有极大的市场价值。现代

药理学研究表明，天麻具有抗惊厥[2]、改善记忆[3]、预

防衰老[4]、神经保护[5] 等作用。这与天麻中的主要活

性物质天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷和天麻多糖

等有关[6]。其中，天麻多糖因其具有抗氧化、抗衰

老、降血脂、抗肿瘤等作用而备受关注[7]。而多糖的

活性与其分子量大小和单糖组成等密切相关[8−9]。而

高分子量的多糖的分子量大、聚合度高且溶解性较

差，从而限制其吸收、利用与生物活性[10]。降解可以

降低多糖分子量和聚合度从而改善其溶解性和生物

活性[9]。

多糖降解的方法主要分为物理、化学和生物降

解法。物理方法多为超声波、微波、水热和电离辐射

降解法，通常操作较为简单，降解效率也较高，但往往

对设备要求较高[10]。而化学降解法主要包括酸降解

法、碱降解法和氧化降解法，这些方法具有试剂廉

价、操作简单、无辐射污染、降解效率较高等优点，

但也存在引入重金属离子、污染环境等缺点[9]。生物

降解法一般分为微生物和酶法降解，微生物降解法是

利用微生物产生能水解多糖糖苷键的酶从而实现多

糖降解[11]，而酶法降解是利用酶水解多糖的糖苷键从

而达到降解的目的[12]。生物降解法有着对环境友

好、降解高效、专一性强的优点，尤其是酶法降解对

多糖的降解高效且特异性较强，但酶法降解还需要对

酶解条件进行控制以确保其能高效降解 [10]。Wu
等[12] 采用纤维素酶降解黑木耳多糖，并通过响应面

试验优化了酶解工艺，在最佳酶解工艺下，降解后黑

木耳多糖的抗氧化活性提高。Hu等[13] 利用半纤维

素酶降解桑叶多糖，酶解后得到的桑叶低聚糖的抗氧

化活性和益生元活性更高。Liu等[14] 利用内切鼠李

糖苷酶降解猴头菌多糖，发现酶解增强了多糖对巨噬

细胞的活化以及免疫调节功能。目前的研究发现，天

麻多糖是一种主要由 α-D-1,4-糖苷键为主链的葡聚

糖,可能还含有 α-1,3-糖苷键和 α-1,4,6-糖苷键[7]。α-
淀粉酶可以水解 α-1,4-糖苷键，已有研究采用 α-淀粉

酶降解蛹虫草多糖，使其抗氧化活性提高、三螺旋结

构改变[15]。而目前利用 α-淀粉酶降解天麻多糖的研

究鲜有报道。

因此本研究利用 α-淀粉酶降解天麻多糖，采用

响应面试验优化了酶降解工艺。此外，还对酶降解前

后天麻多糖的溶解率、结构变化以及抗氧化活性变

化进行检测，以期为天麻多糖的酶法修饰及其应用提

供一定的理论基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

天麻粉　市售；枯草杆菌 α-淀粉酶（4000 U/g）

　食品级、普通型透析袋（截留分子量 1000 Da），

上海源叶生物科技有限公司；　DPPH试剂盒、

ABTS试剂盒　北京盒子生工科技有限公司；二硝基

水杨酸、酒石酸钾钠、亚硫酸钠　均为分析纯，上海

易恩化学技术有限公司；三氟乙酸、氢氧化钠、盐

酸、硝酸钠、叠氮化钠　均为分析纯，国药化学试剂

有限公司；乙腈、氯仿　均为色谱级，美国 ACS恩科

化学公司；1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮　上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；鼠李糖、阿拉伯糖、岩藻

糖、半乳糖、半乳糖醛酸、葡萄糖醛酸、核糖　均为

色谱级，上海安谱实验科技股份有限公司；木糖、甘

露糖、葡萄糖　均为色谱级，坛墨质检科技股份有限

公司；古罗糖醛酸、甘露糖醛酸　均为色谱级，青岛

和海生物科技有限公司；其他分析试剂均为国产分

析纯。

FA-1004电子天平　上海舜宇恒平科学仪器有

限公司；HH-8显数恒温水浴锅　国华电器有限公

司；RE-52AA旋转蒸发仪　上海亚荣生化仪器厂；

V-5600紫外可见分光光度计　上海元析有限公司；

TG220M台式高速冷冻离心机　湖南湘立科学仪器

有限公司；GZX-GH01-3-BS电热恒温鼓风干燥箱

　上海跃进医疗器械有限公司；1200高效液相色谱

仪、1260 InfinityⅡMDS凝胶渗透色谱仪（配有示差

检测器、双角度激光散射检测器）　美国 Agilent公

司；MTN-5800氮吹仪　天津奥特赛恩斯仪器有限公

司；IB-3型离子镀金仪喷金镀膜　日本 Eiko公司；

JSM-840扫描电镜　捷欧路（北京）科贸有限公司；
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Nicolet™ iS50傅里叶红外光谱仪　美国 Thermo
Fisher公司；Synergy H1全波长荧光酶标仪　美国

Biotek公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   天麻多糖的提取　天麻多糖的提取参照马风

伟等[16] 的方法，并略有改动。取烘干至恒重的天麻

粉末，加入 90%的乙醇回流脱脂。脱脂后待乙醇挥

发完全，称取 30 g天麻粉，按照料液比（1:30）加入去

离子水，在 75 ℃ 下提取 4 h。随后浓缩至 100 mL，
加入 Savage试剂（氯仿:正丁醇=4:1）脱蛋白，重复

七次后，将剩余溶液转移至透析袋并放置于装有超纯

水的烧杯中透析 2 d。透析完成后加入无水乙醇至

乙醇浓度为 80%，并在 4 ℃ 下静置。离心收集后用

少量无水乙醇、丙酮洗涤，再加入蒸馏水溶解，冷冻

干燥后得天麻多糖。 

1.2.2   天麻多糖酶解工艺　参考吴迪等[17] 的方法，

并略有改动。称取冷冻干燥好的天麻多糖 100 mg，
加入适量超纯水溶解后，配制为 1 mg/mL的天麻多

糖溶液。加入 α-淀粉酶并以柠檬酸—磷酸氢二钠缓

冲液调节 pH，配制成不同酶添加量和不同 pH的溶

液。反应时间结束后，立即沸水浴 10 min，以彻底使

α-淀粉酶失活。随后在 5000×g下离心 10 min，取上

清液进行测定，以还原糖生成量为指标考察不同酶添

加量、酶解时间、酶解温度和酶解 pH对天麻多糖酶

解效率的影响。

在最佳工艺条件下进行酶解试验，反应时间结

束后，立即沸水浴 10 min，以彻底使 α-淀粉酶失活。

在 5000×g下离心 10 min，取上清液在旋转蒸发仪中

浓缩。浓缩后加入无水乙醇至终浓度为 80%，于

4 ℃ 过夜静置，离心后弃上清，收集沉淀冷冻干燥，得

酶解后的天麻多糖。 

1.2.3   单因素实验 

1.2.3.1   酶添加量对还原糖生成量的影响　固定酶

解时间为 90 min，酶解温度为 60 ℃，酶解 pH为 7，
考察酶添加量（200、300、400、500和 600 U/g）对还

原糖生成量的影响。 

1.2.3.2   酶解时间对还原糖生成量的影响　固定酶

添加量为 500 U/g，酶解温度为 60 ℃，酶解 pH为 7，
考察酶解时间（30、60、90、120和 150 min）对还原

糖生成量的影响。 

1.2.3.3   酶解温度对还原糖生成量的影响　固定酶

添加量为 500 U/g，酶解时间为 90 min，酶解 pH为

7，考察酶解温度（40、50、60、70和 80 ℃）对还原糖

生成量的影响。 

1.2.3.4   酶解 pH对还原糖生成量的影响　固定酶添

加量为 500 U/g，酶解时间为 90 min，酶解温度为

60 ℃，考察酶解 pH（4、5、6、7和 8）对还原糖生成量

的影响。 

1.2.4   响应面试验　在单因素实验的基础上，以还

原糖生成量为指标，选择酶添加量（300、400和

500  U/g）、酶解时间（60、90和 120  min）和酶解

pH（5、6和 7）进行三因素三水平的响应面优化试验，

试验设计见表 1。
 
 

表 1    响应面优化试验因素与水平
Table 1    Factors and levels of response surface

optimized experiment

水平

因素

A酶添加量（ U/g） B酶解时间（min） C酶解pH

−1 400 60 5
0 500 90 6
1 600 120 7

  

1.2.5   还原糖生成量的测定 

1.2.5.1   标准曲线的制作　还原糖的计算参考牟佳

红等 [18] 的方法。精密称取烘干至恒重的葡萄糖

100 mg，加超纯水溶解并定容至 100 mL，得 1 mg/
mL的葡萄糖溶液。制备浓度为 0.1、0.2、0.3、0.4、
0.5、0.6 mg/mL的葡萄糖溶液，备用。在具塞玻璃管

中加入 1 mL超纯水，再加入不同浓度的葡萄糖溶

液 l mL，最后加入 1.5 mL的二硝基水杨酸试剂，摇

匀，沸水浴 5 min，流水冷却至室温后，用超纯水定容

至 25 mL。在波长 540 nm下检测吸光度，平行测定

三次。以葡萄糖浓度为横坐标（X），吸光度为纵坐标

（Y），绘制标准曲线，得方程 Y=16.05X−0.01689，
R2=0.9974，表明在 0.004~0.024 mg/mL范围内线性

关系良好。 

1.2.5.2   天麻多糖酶解后还原糖生成量的检测　在

试管中加入 1 mL超纯水，再加入酶反应结束后的上

清液 l mL，最后加入 1.5 mL的二硝基水杨酸试剂，

摇匀，沸水浴 5 min，流水冷却至室温后，用超纯水定

容至 25 mL。在波长 540 nm下检测吸光度，平行测

定三次。根据 1.2.5.1中的标准曲线计算天麻多糖酶

解后得到还原糖的生成量。

还原糖生成量(mg/mL) = c×D

式中：c表示根据吸光度值计算出的溶液质量浓

度，mg/mL；D表示溶液稀释倍数。 

1.2.6   溶解率的测定　参考曹馨慧等[19] 的方法，取

酶解前后的天麻多糖各 60 mg于 EP管中，加入适量

超纯水充分溶解后，在 8000×g下离心 10 min，移弃

上清液。50 ℃ 干燥至恒重，称重后按下式计算天麻

多糖溶解率。

溶解率(%) =
m1 −m2

m1

×100

式中：m1 表示样品溶解前的质量，mg；m2 表示

样品烘干后的质量，mg。 

1.2.7   多糖结构的测定 

1.2.7.1   单糖组成测定　参考 Yang等[20] 的方法并

略有改动。称取适量样品于水解管中，加入 2 mol/L
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三氟乙酸 1 mL，充氮，110 ℃ 烘箱中水解 5 h，取出

后冷却至室温，取 0.5 mL于 4 mL离心管中，调 pH
至中性。然后向 4 mL离心管中加入 0.2 mL浓度

为 0.3  mol/L的 NaOH，0.4  mL  PMP甲醇溶液，充

氮，70 ℃ 水浴 60 min，取出后冷却至室温。然后加

入 0.2  mL浓度为 0.3  mol/L的 HCl，加水定容到

2 mL，加入 1.5 mL氯仿，振荡摇匀后静置分层，弃去

下层氯仿，如此反复萃取三次，水层过 0.45 μm滤膜，

上机测定。

数据采集仪器系统包括 Agilent  1200，检测

器：紫外检测器。色谱柱：C18（4.6  mm×250  mm×
5  μm）；流动相 A：15%乙腈（乙腈经 0.05  mol/L
KH2PO4 稀释，pH6.8），流动相 B：40%乙腈（乙腈经

0.05  mol/L  KH2PO4 稀释，pH6.8）。流速：1.0  mL/
min；柱温 ： 25 ℃；进样量 ： 20 μL   ；检测波长 ：

254 nm。洗脱梯度：0 min A相/B相（100:0 V/V），

10 min   A相 /B相 （ 92:8  V/V） ， 40 min   A相 /B相

（63:37 V/V），45 min A相/B相（100:0 V/V），50 min
A相/B相（100:0 V/V）。 

1.2.7.2   分子量测定　参考胡卫珍等[21] 的方法，采用

凝胶渗透色谱（GCP）联合示差检测器和双角度激光

散射检测器进行多糖分子量的检测。准确称取适量

样品用流动相溶解，配制为浓度约 1~3 mg/mL溶液，

过 0.22  μm微孔滤膜后上机测试。色谱柱：PL
aquagel-OH Mixed-H，8 μm，7.5×300 mm（分子量范

围 500~107 Da）；流速：1.0 mL/min，柱温：45 ℃；进样

量：50 μL；流动相：0.1 mol/L硝酸钠（0.01%叠氮化

钠），等度洗脱。通过样品的粘度、出峰时间等利用

GPC软件拟合计算出样品的分子量Mw。 

1.2.7.3   红外光谱扫描　称取酶解前后的天麻多糖

各 5 mg，加入 5 mg的 KBr研磨混合后，取出 2 mg
粉末压片，在 400~4000 cm−1 范围下进行红外扫描。 

1.2.7.4   扫描电镜观察　取酶解前后的天麻多糖样

品适量，利用 IB-3 型离子镀金仪喷金镀膜后，电子枪

加速电压 20 kV，JSM-840扫描电镜在不同放大倍数

下观察。 

1.2.8   抗氧化能力测定 

1.2.8.1   DPPH自由基的抗氧化测试　采用 DPPH
自由基清除能力检测试剂盒进行抗氧化能力测试。

具体步骤按照试剂盒说明书进行。制备 2、4、6、8、
10 mg/mL的酶解前后天麻多糖和维生素 C溶液备

用。在 96孔板中加入待测样品 150  μL，再加入

50 μL的 DPPH工作液为测量组 A1。在 96孔板中

加入试剂一 150 μL，再加入待测样品 50 μL为对照

组 As。在 96孔板中加入提取液 150 μL，再加入工

作液 50 μL为空白组 A0。用维生素 C作为阳性对

照。充分混匀后，室温避光反应 30 min。在 515 nm
处测定吸光值，待测样本 DPPH自由基清除率按下

式计算。

DPPH自由基清除率(%) =
A0 −A1 +As

A0

×100

式中：A0 为提取液与 DPPH工作液反应后的吸

光度；A1 为样品与 DPPH工作液反应后的吸光度；

As 为试剂一与待测样品反应后的吸光度。 

1.2.8.2   ABTS+自由基的抗氧化测试　采用 ABTS+

自由基清除能力检测试剂盒进行抗氧化能力测试。

具体步骤按照试剂盒说明书进行。制备 2、4、6、8、
10 mg/mL的酶解前后天麻多糖和维生素 C溶液备

用。在离心管中依次加入试剂一 50 μL、试剂二

100 μL和试剂三 100 μL，立即混匀。然后加入待测

样本 50 μL和试剂四 50 μL，充分混匀后，37 ℃ 反

应 60  min，随后 10000×g常温离心 10  min，吸取

200 μL上清液于 96孔板中，在 536 nm处测定吸光

值，待测样本 ABTS+自由基清除率按下式计算。维

生素 C作为阳性对照。

ABTS+自由基清除率(%) =
A0 −A1 +As

A0

×100

式中：A0 为提取液与 ABTS+工作液反应后的吸

光度；A1 为样品与 ABTS+工作液反应后的吸光度；

As 为试剂一与待测样品反应后的吸光度。 

1.3　数据处理

数据分析采用 SPSS Statistics 26软件，结果以

平均值±标准差表示，P<0.05为显著水平。响应面试

验设计和图表制作采用 Design Expert 10.0，其余图

表制作均采用 Graphpad prism 8。 

2　结果与分析 

2.1　天麻多糖酶解单因素实验 

2.1.1   酶添加量对还原糖生成量的影响　考察了不

同酶添加量对还原糖生成量的影响，结果如图 1所

示。酶添加量从 200~600 U/g，还原糖生成量不断提

高，而当酶添加量为 600 U/g时，还原糖含量反而降

低，这可能是由于酶添加过多时，酶分子粘结吸附而

使反应减缓[17]，从而导致还原糖含量降低，因此本研

究中最佳酶添加量为 500 U/g。
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图 1    酶添加量对天麻多糖降解效率的影响
Fig.1    Effect of enzyme addition on the degradation efficiency

of G. elata polysaccharide
注：图中不同小写字母表示差异显著，P<0.05，图 2~图 4同。
  

2.1.2   酶解时间对还原糖生成量的影响　合适的酶
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解时间有利于多糖与酶的充分反应，酶解时间对天麻

多糖降解效率的影响如图 2所示。当酶解时间从

30 min增加至 90 min，还原糖生成量逐渐升高，而随

着时间继续增加，还原糖生成量趋于稳定。随着反应

时间的增加，溶液中底物浓度逐渐降低和酶活力降

低，因此还原糖生成量逐渐趋于稳定[12]。考虑时间成

本，最佳酶解时间选取 90 min。
  

0.45

0.40 b
b

a a a

还
原

糖
生

成
量

 (m
g/

m
L)

0.35

0.30
30 60 90

酶解时间 (min)
120 150

图 2    酶解时间对天麻多糖降解效率的影响
Fig.2    Effect of enzymatic hydrolysis time on the degradation

efficiency of G. elata polysaccharide
  

2.1.3   酶解温度对还原糖生成量的影响　酶解温度

对还原糖生成量的影响如图 3所示。还原糖生成量

呈先升高后降低的趋势，在 60 ℃ 时还原糖生成量最

高，但不同温度（40、50、60、70和 80 ℃）对还原糖生

成量的影响并不显著（P>0.05），这可能是由于本试验

采用的枯草杆菌 α-淀粉酶具有较强的耐热性，即使

在较高温度下也具有较强的活性。综合以上结果，确

定最佳酶解温度为 60 ℃。
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图 3    酶解温度对天麻多糖降解效率的影响
Fig.3    Effect of enzymatic temperature on the degradation

efficiency of G. elata polysaccharide
  

2.1.4   酶解 pH对还原糖生成量的影响　pH的大小

往往会影响酶活力的高低，图 4显示了酶解 pH对还

原糖生成量的影响。由图可知，当 pH从 4上升至

6时，还原糖生成量也随之增加。但当 pH进一步上

升时，还原糖生成量开始降低。因为过低或过高的

pH都会导致酶活力降低[22]，所以在本研究中选择最

佳酶解 pH为 6。 

2.2　天麻多糖酶解响应面试验 

2.2.1   响应面试验方差分析　在单因素实验的结果

基础上，确定酶添加量（A）、酶解时间（B）以及酶解

pH（C）3个因素进行响应面优化试验，以还原糖生成

量为响应值，采用 Box-Behnken模型进行三因素三

水平的响应面试验设计，试验结果见表 2。

通过 Design-Expert10软件对表 2的试验结果

进行回归拟合分析，得到酶解天麻多糖还原糖生成量

（Y）对酶添加量（A）、酶解时间（B）和酶解 pH（C）

的二元多项回归方程：Y=0.45−0.0065A−0.0035B−

0.0015C−0.00675AB+0.00175AC+0.00125BC−

0.013A2−0.011B2−0.012C2。

对响应面结果进行方差分析，结果见表 3。由

表 3可知，建立的模型 P 值小于 0.01时，为极显著

水平，表明该模型显著性较高。而失拟项（P=

0.6746>0.05）不显著，说明该模型具有统计学意义。

一次项 A和 AB表现为显著水平（P<0.05），表明对

天麻多糖降解效率有显著影响，A2、C2 和 B2 各项的

P 值小于 0.01，表明这些因素对天麻多糖降解效率有

极显著影响。其他因素 P 值均大于 0.05，所以这些

因素对天麻多糖降解效率影响较小。由方差分析结

果可知，各因素对天麻多糖降解效率影响大小顺序
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图 4    酶解 pH对天麻多糖降解效率的影响

Fig.4    Effect of enzymatic pH on the degradation efficiency
of G. elata polysaccharide

 

表 2    响应面试验设计及结果

Table 2    Experimental design and results of response surface

试验号
A酶添加量

（U/g）
B酶解时间

（min）
C酶解
pH

还原糖生成量
（mg/mL）

1 500 90 6 0.444±0.001
2 500 60 7 0.430±0.001
3 400 90 7 0.427±0.003
4 500 90 6 0.455±0.001
5 600 90 7 0.417±0.001
6 400 120 6 0.437±0.001
7 500 90 6 0.452±0.002
8 500 120 7 0.420±0.001
9 400 90 5 0.435±0.003
10 600 90 5 0.418±0.002
11 600 120 6 0.411±0.003
12 400 60 6 0.425±0.001
13 600 60 6 0.426±0.001
14 500 90 6 0.454±0.004
15 500 120 5 0.419±0.001
16 500 60 5 0.434±0.003
17 500 90 6 0.441±0.001
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为 A（酶添加量）>B（酶解时间）>C（酶解 pH）。 

2.2.2   响应曲面分析　根据回归模型建立如图 5所

示的响应曲面图，响应曲面坡度的陡峭程度可以看出

两两因素之间的交互情况[23]。在图 5a中可以观察

到，随着酶解时间和酶添加量的增加，天麻多糖酶解

过程中还原糖生成量呈先增加后降低的趋势，且响应

曲面较陡，因此两因素间交互作用较为显著（P<

0.05）。在图 5b和 5c中同样可以观察到类似的现

象，但两两因素之间交互作用并不显著（P>0.05），其

中图 5b中两因素的交互作用强于图 5c中两因素的

交互作用，这与方差分析的结果也一致。 

2.2.3   最佳工艺的确定及模型验证　通过响应面优

化试验后，得到天麻多糖酶解的最佳工艺为酶解时

间 100.493 min，酶添加量 459.563 U/g，酶解 pH为

5.379。结合试验实际操作情况，得到最优工艺为酶

解时间 100  min，酶添加量 460  U/g，酶解 pH为

5.4。在此条件下，进行模型验证试验三次，得到天麻

多糖酶解后还原糖生成量为 0.441±0.020 mg/mL，与

理论值 0.442 mg/mL较为接近，因此该模型可用于

天麻多糖酶解效率的预测。 

2.3　溶解率的测定

天麻多糖酶降解后溶解率的变化如表 4所示。

由图可知，天麻多糖在酶解后，溶解率发生了显著的

变化（P<0.05）。酶解前天麻多糖溶解率为 81.28%，

而酶解后的天麻多糖溶解率为 93.57%，这表明酶处

理后天麻多糖的溶解率得到了提高。吴迪等[17] 使

用 β-葡聚糖酶处理黑木耳多糖后，也观察到黑木耳

多糖溶解率的提高。
 

2.4　单糖组成分析

酶处理前后天麻多糖的单糖组成色谱检测图见

图 6，单糖组成与含量变化见表 5。由表 5可知，酶

解前后天麻多糖的单糖组成以葡萄糖为主，分别为

97.97%和 97.26%，这表明天麻多糖是一种以葡萄糖

为主的多糖，这在前人许多研究中得到了证实。Huo

等[24] 通过水提醇沉法提取天麻多糖，Sevage法脱蛋

白，经过 10 kDa膜透析后发现天麻多糖是一种葡聚

糖。Huo等[25] 同样采用水提醇沉法提取多糖，然后

用 Sevage法脱蛋白，再经过两步柱纯化后得到的天

 

表 3    回归方程的方差分析

Table 3    Analysis of variance for the fitted regression equation

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 0.0027410 9 0.0003045 9.50 0.0036 **
A 0.0003380 1 0.000338 10.55 0.0141 *
B 0.0000980 1 0.000098 3.06 0.1238
C 0.0000180 1 0.000018 0.56 0.4780
AB 0.0001823 1 0.0001823 5.69 0.0485 *
AC 0.0000123 1 0.00001225 0.38 0.5560
BC 0.0000063 1 0.00000625 0.20 0.6721
A2 0.0007088 1 0.0007088 22.12 0.0022 **
B2 0.0005544 1 0.0005544 17.30 0.0042 **
C2 0.0006038 1 0.0006038 18.84 0.0034 **

残差 0.0002243 7 0.00003204
失拟项 0.0000655 3 0.00002183 0.55 0.6746 不显著

纯误差 0.0001588 4 0.0000397
总差 0.0029650 16

注：P<0.05代表显著，以“*”表示；P<0.01代表极显著，以“**”表示。

 

表 4    酶解前后天麻多糖溶解率的变化

Table 4    Changes of dissolution rate of G. elata polysaccharide
before and after enzymatic hydrolysis

样品 溶解率（%）

酶解前天麻多糖 81.82±0.02b

酶解后天麻多糖 93.57±0.05a

注：不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
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图 5    两两因素交互作用对天麻多糖降解效率影响的
响应面图

Fig.5    Response surface plots of the effect of pairwise factor
interactions on the degradation efficiency of G. elata

polysaccharide
注：a：酶添加量和酶解时间交互作用；b：酶添加量和酶解
pH交互作用；c：酶解时间和酶解 pH交互作用。
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麻多糖仍然为一种葡聚糖。然而也有其他研究中提

取得到的天麻多糖含有多种单糖[26]，这可能是因为提

取纯化方法的不同或天麻品种的差异。酶解处理后，

葡萄糖含量略微降低，而半乳糖、阿拉伯糖和岩藻糖

的含量显著增加（P<0.05）。这可能是由于酶处理后

葡聚糖主链的断裂，而其他单糖暴露了出来[27]。 

2.5　分子量的检测

多糖是一种高分子聚合物，往往具有较大的分

子量，酶解前后分子量的检测图见图 7。由图 7可

知，本研究提取纯化得到的天麻多糖并不是均一多

糖，有两个主要的峰出现。酶解前两个峰对应的天麻

多糖平均分子量为 3.064×103 Da和 3.737×104 Da。
而酶解后两个峰对应的天麻多糖分子量都显著降

低（P<0.05），平均分子量分别为 1.206×103 Da和
9.652×103 Da，表明经过酶解处理后天麻多糖的分子

量显著降低（P<0.05）。杜国丰等[28] 采用微波辅助

H2O2/VC 降解浒苔多糖，发现经过微波辅助 H2O2/
VC 处理后浒苔多糖的分子量显著降低。Wu等[12]

利用纤维素酶降解黑木耳多糖后同样发现黑木耳多

糖分子量显著降低。酶降解多糖主要是基于酶对多

糖糖苷键的作用，经过酶解处理后往往会造成大量糖

苷键的断裂，从而使多糖分子量显著降低[14]。
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图 7    酶解前后天麻多糖重均分子量分布曲线的变化图
Fig.7    Changes of weight average molecular weight curves of
G. elata polysaccharide before and after enzymatic hydrolysis

注：图 a为酶解前的天麻多糖重均分子量分布曲线；图 b为酶
解后的天麻多糖重均分子量分布曲线。
  

2.6　红外光谱分析

傅里叶红外光谱是多糖结构表征的主要检测方

式之一，可通过观察特定波长的变化反映样品中所含

 

表 5    酶解前后天麻多糖的单糖组成及其含量的变化

Table 5    Changes of monosaccharide composition and content of G. elata polysaccharide before and after enzymatic hydrolysis

样品
葡萄糖
（%）

古罗糖醛酸
（%）

甘露糖
（%）

氨基葡萄糖
（%）

核糖
（%）

鼠李糖
（%）

葡萄糖醛酸
（%）

半乳糖醛酸
（%）

半乳糖
（%）

阿拉伯糖
（%）

岩藻糖
（%）

GEP 97.97 0.05 0.37 0.02 0.02 0.12 0.01 0.36 0.43 0.31 0.34
E-GEP 97.26 0.04 0.30 0.02 0.01 0.13 0.01 0.29 1.07 0.43 0.44

注：GEP为酶解前天麻多糖；E-GEP为酶解后天麻多糖。
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图 6    天麻多糖酶解前后单糖组成高效液相色谱检测图

Fig.6    High performance liquid chromatography determination
for monosaccharide composition of G. elata polysaccharide

before and after enzymatic hydrolysis
注：图 a为单糖标准品；图 b为酶解前天麻多糖；图 c为酶解
后天麻多糖。
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有的基团，进而推测出样品中的官能团和结构。

图 8显示了酶解前后天麻多糖在 400~4000 cm−1 波

长下的傅里叶红外光谱图。3400 cm−1 的吸收峰是由

于多糖中羟基伸缩振动引起的，而 2926 cm−1 左右的

吸收峰则是由于甲基 C-H的拉伸振动导致[25]。在

1640 cm−1 处的吸收峰可能是由于多糖中的结合

水[29]，而 1412 cm−1 处的吸收峰归因于 C-H变形振

动的原因[30]。在 1154、1080和 1021 cm−1 处的吸收

峰表明存在 C-O-C和 C-O-H键[29]，表明多糖中有吡

喃糖形式的糖基残基。在 929.0 cm−1 处的吸收是典

型的 D-吡喃糖形式葡萄糖[29]，而在 850 cm−1 处的特

征吸收带表明多糖中含有 α-糖苷键 [31]，这与 Huo
等[25] 对多糖结构解析的结果一致。总体来看，酶解

前后天麻多糖的基本结构没有发生变化。
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图 8    酶解前后天麻多糖的傅里叶红外光谱图
Fig.8    Fourier infrared spectra of G. elata polysaccharide

before and after enzymatic hydrolysis
注：GEP为酶解前天麻多糖；E-GEP为酶解后天麻多糖，
图 10、图 11同。
  

2.7　扫描电镜观察结果

天麻多糖酶解前后扫描电镜形貌图如图 9所

示。酶解前天麻多糖为网状结构，而酶解后天麻多糖

的网状结构被破坏，形成片状结构，孔隙变得更大。

结果表明，酶解可以改变天麻多糖的微观结构，这与

Hu等[13] 的研究结果一致。 

2.8　抗氧化活性分析

自由基可引起脂质过氧化，破坏蛋白质和 DNA
的结构和功能，导致细胞膜破裂和细胞死亡，进而引

发一系列疾病的产生[32]。植物提取物中往往存在许

多天然抗氧化剂，能够清除自由基，例如：多酚、黄酮

和多糖等[33]。因此可以通过测定它们对自由基的清

除能力来评价生物活性物质的抗氧化能力。 

2.8.1   酶解前后天麻多糖对 DPPH自由基清除能力

的变化　酶解前后天麻多糖对 DPPH自由基清除能

力的变化如图 10所示。由图中可以看出，相比于酶

解前的天麻多糖，酶解后天麻多糖的 DPPH自由基

清除率显著提高（P<0.05）。酶解前后的天麻多糖对

DPPH自由基清除率具有浓度依赖性，清除率随着浓

度的增加而增加，IC50 值分别为 17.30±2.51 mg/mL
和 5.61±0.21 mg/mL。常相娜等[27] 测定了酶解前后

苹果渣多糖对 DPPH自由基的清除能力，发现酶解

前多糖自由基清除率为 34.49%，而酶解后为

53.99%，提高了 19.5%，这与本研究结果相似。
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图 10    酶解前后天麻多糖对 DPPH自由基清除率的影响
Fig.10    Effect of G. elata polysaccharide on DPPH free radical

clearance before and after enzymatic hydrolysis
注：VC 为维生素 C；不同小写字母表示相同质量浓度下不同
处理组存在显著性差异（P<0.05），图 11同。
  

2.8.2   酶解前后天麻多糖对 ABTS+自由基清除能力

的变化　酶解前后天麻多糖对 ABTS+自由基清除能

力的变化如图 11所示。由图可知，酶解前后天麻多

糖对 ABTS+自由基的清除率具有质量浓度依赖性，

清除率随着质量浓度的增加而增大。此外，酶解前后

天麻多糖对 ABTS+自由基清除率的 IC50 值分别为

22.46±0.89  mg/mL和 8.27±0.36  mg/mL，酶解后的

天麻多糖对 ABTS+自由基的清除率显著高于酶解前

的天麻多糖（P<0.05）。结果表明，酶解后天麻多糖的

抗氧化能力得到显著提升（P<0.05）。Hu等[13] 利用

半纤维素酶降解桑叶多糖，酶解后得到的桑叶低聚糖

对 ABTS+自由基清除能力提升。酶解前天麻多糖分

子量较高，结构也较为复杂，酶解后的天麻多糖具有

更低的分子量，而低分子量的多糖往往具有更好的生

物活性[14]。分子量较高的多糖水溶性较差，黏度高，

限制了人体对它们的吸收、利用和生物活性[34]。而

当多糖的分子量降低后，多糖的空间结构更加松散，
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图 9    酶解前后天麻多糖的扫描电镜图

Fig.9    Scanning electron microscopy of G. elata polysaccharide
before and after enzymatic hydrolysis

注：图 A、B和 C分别为酶解前天麻多糖扫描电镜图（放大
200、500和 1000倍）；图 D、E和 F分别为酶解后天麻多糖扫
描电镜图（放大 200、500和 1000倍）。
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分子内氢键变得较弱，形成更多的游离氨基和羟基，

这有利于发挥其生物活性[35]。也有研究发现较低的

分子量会让多糖的空间结构变得不稳定，造成生物活

性的降低[34]，因此有必要深入了解分子量大小与多糖

活性的关系。此外，天麻多糖在酶解前后都有两个主

要组分，且分子量大小差异较大，哪些组分在抗氧化

活性中发挥了更显著的效果仍值得进一步探讨。同

时本研究发现，酶解后天麻多糖的阿拉伯糖、半乳糖

和岩藻糖含量增加，这可能是多糖抗氧化活性提高的

另一个原因。在前人的研究中发现单糖组成及其比

例的变化可能影响其生物活性，Lin等[35] 发现半乳糖

含量与金针菇多糖的抗氧化活性呈正相关（P<
0.05），Yi等[36] 发现经蒸汽爆破预处理后牛膝多糖中

阿拉伯糖、半乳糖和糖醛酸的含量增加，提高了其对

ABTS+、DPPH、羟基自由基和超氧阴离子的体外清

除活性。 

3　结论
本研究利用 α-淀粉酶降解天麻多糖，以还原糖

生成量为指标优化酶解工艺。结果表明，最佳酶解工

艺为：酶添加量 460 U/g，酶解时间 100 min，酶解温

度 60 ℃，酶解 pH5.4，在最佳工艺下天麻多糖酶解后

还原糖生成量为 0.441 mg/mL。酶解后天麻多糖的

溶解率从 81.28%提高到 93.57%，两个多糖组分的

分子量都显著降低（P<0.05），天麻多糖的网状结构被

破坏，变为片状结构，而单糖组成和官能团结构没有

明显变化。此外，酶处理后天麻多糖抗氧化活性得以

显著提升（P<0.05）。这些发现表明能够使用 α-淀粉

酶处理来对天麻多糖进行修饰，从而改善天麻多糖性

质和生物活性，也为进一步解析天麻多糖的构效关系

提供了一定的理论依据。
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