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摘要：目的  藦确定萝 果壳多糖脱蛋白的最优方法。方法  以蛋白脱除率和多糖损失率为指标，比较氯仿-正丁醇法(Sevag

法)、三氯乙酸法(TCA 法)、木瓜蛋白酶-Sevag 法和木瓜蛋白酶-TCA 法。结果  Sevag 法、TCA 法、木瓜蛋白酶-Sevag

法、木瓜蛋白酶-TCA 法的蛋白脱除率分别为 73.14%，71.55%，86.03%，75.33%，多糖损失率分别为 24.40%，25.68%，

8.47%，17.13%。结论  木瓜蛋白酶-Sevag 藦法是除去萝 果壳多糖中蛋白的最佳方法。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To elect the best deproteinization method of polysaccharide from Metaplexis Japonica nutshell. 
METHODS  The protein was removed by the methods of Sevag, TCA, papain-sevag and papain-TCA. The rate of 
deproteinization and the loss rate of polysaccharide were detected. RESULTS  The percentage of deproteinization of Sevag, 
TCA, papain-Sevag and papain-TCA were 73.14%, 71.55%, 86.03%, 75.33% respectively and the loss rate of polysaccharide 
were 14.40%, 9.22%, 8.47%, 7.13% respectively. CONCLUSION  The best deproteinization method of polysaccharide from 
Metaplexis Japonica nutshell was the papain-Sevag method. 
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萝藦(Metaplexis japonica)别名白环藤，多年生

缠绕草本，有乳汁。《本草汇言》记载：“萝藦，

补虚劳，益精气之药也。”常以块根、全草和果壳

入药，目前对萝藦藤和萝藦全草研究较多。杨蕾[1]

对萝藦藤进行了系统实验的研究，确定萝藦中含

有糖类、蛋白质、生物碱类化合物等。贾琳等[2]

通过对萝藦全草粗多糖研究，证明萝藦多糖能提

高免疫抑制小鼠体质量及免疫器官指数，促进脾

淋巴细胞增殖。但目前国内外尚没有对萝藦果壳

多糖进行研究的报道。 

植物多糖常混有较多蛋白，会对多糖的研究

产生较大的影响。去除植物多糖中蛋白常用的方

法有 Sevag 法、TCA 法、鞣酸法、及酶法与以上

方法结合法[3-4]，此外还有 HCl 法[5]、NaCl 法和

CaCl2 法
[6]。本实验比较 Sevag 法、TCA 法、木瓜

蛋白酶-Sevag法和木瓜蛋白酶-TCA法对萝藦果壳

多糖提取物脱蛋白效果，以确定最优脱蛋白方法，

为萝藦果壳多糖分离纯化提供依据。 

1  材料、试剂及仪器 

萝藦果壳(采集于锦州市周边，并由锦州市药品

检验所翟铁红主任药师鉴定为萝藦科萝藦果壳)。 

考马斯亮蓝 G250(批号：20111006，天津市光

复精细化工研究所 )；葡萄糖对照品 (批号：

C14027000，上海楚定分析仪器有限公司，纯度：
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99.6%)，牛血清蛋白(批号：110722，上海蓝技科

技发展有限公司)；三氯乙酸(批号：20120824，天

津市光复精细化工研究所 )；重蒸酚 (批号：

08310246，北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司)；

95%乙醇(批号：20120905，盘锦天源药业有限公

司)；木瓜蛋白酶 100 万 U·g1 (批号：20120503，

南宁宠博生物工程有限公司)；三氯甲烷(批号：

20120824，天津市光复精细化工研究所)；正丁醇

(批号：20100908，天津市天力化学试剂有限公司，

分析纯)。 

ASC-DⅡ三峰牌计重秤(上海乾峰电子仪器有

限公司)；SHZ-D( )Ⅲ 循环水式真空泵(上海东玺制

冷仪器设备有限公司)；旋转蒸发器(上海广英仪器

有限公司)；恒温水浴锅(上海广英仪器有限公司)；

UP3200HE 数控超声波清洗器(南京垒君达超声电

子设备有限公司)；电子恒温水浴锅(北京中兴伟业

仪器有限公司)；LD-2A( )Ⅱ 低速离心机(北京京立

离心机有限公司)；真空干燥器(蜀牛)；PHS-25 型

pH 计(上海精科)；酒精计(河间市黎民居综合仪表

厂)；BP211D 电子天平(Saitorius)；752N 紫外可见

分光光度计(上海精密科学仪器有限公司)。 

2 方法 

2.1  萝藦果壳多糖的提取 

将干燥后的萝藦果壳粉碎，40 目筛，称取 200 

g果壳粉末，加 12倍于果壳称取量的蒸馏水，80 ℃

热水浸提 2 次，每次 2 h。浸提后滤渣过 400 目纱

网，取滤液，合并两次滤液。将滤液在 60 ℃，

25 r·min1 旋转蒸发浓缩至 400 mL，离心取上清

液。上清液加入 95%乙醇，边加边搅拌，使乙醇

终浓度为 65%，醇沉两次，所得固体于真空干燥

器中干燥，得萝藦果壳粗多糖。 

2.2  蛋白质含量测定 

采用考马斯亮蓝法[7]，制作蛋白标准曲线。以

蛋白浓度 C 为横坐标，以吸光度 A 为纵坐标得回

归方程 A=0.006 1C+0.013，r=0.999 8，线性范围：

20~100 g·mL1。 

2.3  多糖含量测定 

采用苯酚-硫酸法制作多糖含量测定标准曲

线，称取恒重后的葡萄糖 40 mg 置于 500 mL 量瓶

中，加蒸馏水定容至刻度，得到葡萄糖溶液浓度

为 80 µg·mL1，分别精密量取 0.10，0.20，0.40，

0.60，0.80，1.00 mL 于试管中，加蒸馏水补至 1.00 

mL，加 6%苯酚 1 mL，摇匀，加入 5 mL 浓硫酸，

迅速摇匀，冷却至室温，在 490 nm 处测吸光度。

以吸光度 A 为纵坐标，浓度 C 为横坐标，得回归

方程 A=0.008 5C+0.018 3，r=0.999 2。线性范围：

8~80 g·mL1。 

2.4  脱蛋白方法 

2.4.1  Sevag 法  取 0.5 g·mL1 的粗多糖溶液 50 

mL，加入多糖溶液 1/4 体积的 Sevag 试剂(氯仿∶

正丁醇=4∶1)，充分震荡，4 000 r·min1 离心 1 min，

溶液分为 3 层，上层为多糖水溶液，中间为蛋白，

下层为氯仿-正丁醇，取上清夜。反复处理 9 次，分

别测定蛋白(处理前的测定需稀释 5 倍后测定，下同)

和多糖(多糖处理前后均需稀释 50 倍后测定，下同)

处理前后的含量，计算蛋白脱除率和多糖损失率。 

2.4.2  TCA 法  取 0.5 g·mL1 粗多糖溶液 50 mL，

冰浴条件下分别加入不同浓度 TCA，边加边搅拌，

使 TCA 终浓度为 5%，10%，15%。于 4 ℃冰箱

中过夜，4 000 r·min1 离心 15 min，取上清液，用

2 mol·L1 的 NaOH 溶液中和至中性[8]，分别测定蛋

白和多糖处理前后的含量，计算蛋白脱除率和多

糖损失率。 

2.4.3  木瓜蛋白酶-Sevag 法  木瓜蛋白酶作用于

多糖脱蛋白时与[E]/[S]即酶的用量、pH 值、温度、

时间四个因素有关[9]。本实验进行 L9(3
4)正交实验

后，离心，按“2.4.1”项下 Sevag 法处理 5 次，分

别测定蛋白和多糖处理前后的含量，计算蛋白脱除

率和多糖损失率。正交因素水平表见表 1。 

表 1  木瓜蛋白酶脱蛋白因素水平 

Tab 1  Factors and levels of papain removal of protein 

因  素 
水平

酶量(A)/% pH(B) 温度(C)/℃ 时间(D)/h 

1 1 5.0 50 1 

2 2 5.5 55 2 

3 3 6.0 60 4 

2.4.4  木瓜蛋白酶-TCA 法  取 0.5 g·mL1 的粗多

糖溶液 50 mL，先用“2.4.3”项下确定的酶作用的

最佳条件处理多糖溶液，然后再用“2.4.2”项下

确定的 TCA 脱蛋白最佳体积分数处理多糖溶液，

分别测定蛋白和多糖处理前后的含量，计算蛋白

脱除率和多糖损失率。 

3  结果 

3.1  Sevag 法脱蛋白结果 

多糖溶液经过 Sevag 试剂反复处理 9 次后，多

糖溶液和氯仿-正丁醇间已基本没有蛋白。处理前蛋
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白含量为 145.74 µg·mL1，处理后为 39.15 µg·mL1，

蛋白脱除率为 73.14% 。处理前多糖含量为

2 950.13 µg·mL1，处理后为 2 230.30 µg·mL1，多

糖损失率为 24.40%。 

3.2  TCA 法脱蛋白结果 

3 种不同体积分数 TCA 处理多糖溶液后多蛋

白脱除率和多糖损失率见表 2。结合蛋白脱除率和

多糖损失率两个指标，采用 10% TCA 脱蛋白效果

优于 5%和 15%。 

3.3  木瓜蛋白酶-Sevag 法脱蛋白结果 

3.3.1  多糖损失率  结果见表 3，从极差 R 分析得

知多糖损失条件优先顺序为 D>B>C>A，但考虑到

多糖损失率都不大，所以酶作用条件对多糖损失

影响可以不予考虑，应以考虑蛋白脱除率为主。 

表 2  TCA 法脱蛋白结果 

Tab 2  Results of TCA deproteinization 

TCA/% 
处理前蛋白含量/ 

µg·mL1 

处理后蛋白含量/ 

µg·mL1 

蛋白质 

脱除率/% 

处理前多糖含量/ 

µg·mL1 

处理后多糖含量/ 

µg·mL1 

多糖 

损失率/% 

5 145.69 45.86 68.52 2 950.24 2 232.15 24.34 

10 145.77 41.47 71.55 2 950.44 2 192.77 25.68 

15 145.43 42.06 71.08 2 950.65 2 208.86 25.14 

 

表 3  多糖损失率 

Tab 3  The loss rate of polysaccharide 

No A B C D 

处理前 

多糖含量/ 

µg·mL1 

处理后 

多糖含量/ 

µg·mL1 

多糖损

失率/%

1 1 5.0 50 1 2 950.23 2 682.05 9.09 

2 1 5.5 55 2 2 950.16 2 733.32 7.35 

3 1 6.0 60 4 2 950.26 2 696.24 8.61 

4 2 5.0 55 4 2 950.11 2 701.12 8.44 

5 2 5.5 60 1 2 949.98 2 693.92 8.68 

6 2 6.0 50 2 2 950.19 2 701.09 8.44 

7 3 5.0 60 2 2 950.27 2 709.82 8.15 

8 3 5.5 50 4 2 949.99 2 726.38 7.58 

9 3 6.0 55 1 2 950.14 2 740.09 7.12 

K1 8.35 8.56 8.37 8.30    

K2 8.52 7.87 7.64 7.98    

K3 7.62 8.06 8.48 8.21    

R 0.90 0.69 0.84 0.32    

3.3.2  蛋白脱除率及方差分析  蛋白脱除率见表

4，由表 4 分析，从极差 R 方面分析，影响蛋白脱

除率因素为：A>D>C>B，直观分析脱蛋白最佳条

件为：A2B1C1D3。 

方差分析结果见表 5，由结果可知，酶加入量

即[E]/[S]和时间对蛋白脱除率影响特别显著，温度

对蛋白脱除率影响显著，而 pH 值在 5~6 之间时对

蛋白脱除率无明显影响，与 R 分析结果一致。故

木瓜蛋白酶 -Sevag 法中酶作用的最佳条件为

A2B1C1D3。 

3.3.3  条件验证 

在 A2B1C1D3 条件下，取同一批供试品进行 3

次实验，结果见表 6。经验证，此条件下脱蛋白效

果稳定。 

表 4  蛋白脱除率 

Tab 4  Percentage of deproteinization 

No A B C D 

处理前 

蛋白含量/ 

µg·mL1 

处理后

蛋白含量/

µg·mL1

蛋白脱

除率/%

1 1 5.0 50 1 145.33 34.37 76.35

2 1 5.5 55 2 145.45 32.89 77.39

3 1 6.0 60 4 145.78 32.39 77.78

4 2 5.0 55 4 145.35 22.41 84.58

5 2 5.5 60 1 145.69 30.38 79.15

6 2 6.0 50 2 145.77 23.47 83.90

7 3 5.0 60 2 145.79 33.79 76.82

8 3 5.5 50 4 145.74 28.20 80.65

9 3 6.0 55 1 145.78 36.24 75.14

K1 77.17 79.25 80.30 76.88 

K2 82.54 79.06 79.04 79.37 

K3 77.54 78.94 77.92 81.00 

R  5.37  0.31  2.38  4.12 

   

表 5  方差分析 

Tab 5  Analysis of variance 
因素 偏差平方和 自由度 F 显著性 

A 54.036 2 369.710 <0.01 

C 8.531 2 58.367 <0.05 

D 25.870 2 177.001 <0.01 

B(误差) 0.146 2   

3.4  木瓜蛋白酶- TCA 法脱蛋白结果 

采用“3.3.2”中酶作用的最佳条件处理多糖

溶液后，再用 10% TCA 脱蛋白，处理前蛋白含量

为 145.88 µg·mL1，处理后为 35.99 µg·mL1；处理

前多糖含量为 2 950.16 µg·mL1 ，处理后为

2 444.80 µg·mL1，蛋白脱除率和多糖损失率依次为

75.33%和 17.13%。
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表 6  验证结果 

Tab 6  Results of verification 

次数 
处理前蛋白含量/ 

µg·mL1 

处理后蛋白含量/ 

µg·mL1 

蛋白质 

脱除率/% 

处理前多糖含量/ 

µg·mL1 

处理后多糖含量/ 

µg·mL1 

多糖 

损失率/% 

1 145.56 20.68 85.79 2 950.19 2 704.14 8.34 

2 145.99 20.39 86.03 2 950.28 2 700.39 8.47 

3 145.34 20.52 85.88 2 950.15 2 702.93 8.38 

 

4  讨论 

单用 Sevag 法进行脱蛋白处理，需要反复多

次，多糖损失较多。TCA 法除蛋白较为剧烈，应

注意温度不宜过高，以免造成多糖结构破坏。TCA

法脱蛋白，TCA 遇到分子量较大且结构复杂的蛋

白质时，TCA 可能会进入到蛋白质分子内，使这

类蛋白难以去除。而且以上 2 种脱蛋白方法对游

离蛋白质去除效果较好，但难以除去糖结合蛋白。 

有些多糖提取物中会含有糖结合蛋白和结构

复杂的大分子蛋白，这就需要先用酶法在适宜条

件下先将这类蛋白水解，然后再用以上方法中的

某种方法处理。先用酶法处理多糖溶液，将大分

子蛋白和糖结合蛋白酶解成小分子蛋白，再采用

合适的方法除去，可以提高蛋白脱除率。本实验

表明酶解后减少了 Sevag 法处理次数，降低了多糖

损失，去除蛋白效果最佳，至于溶液中残留的

Sevag 试剂可以用透析法除掉[10]。木瓜蛋白酶还具

有把蛋白水解物合成类蛋白的作用，这可能是酶

-TCA 法去除蛋白效率未明显提高的原因。 
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中药药性间的相关性研究 
  

王哲，张佩江(河南中医学院，郑州 450000) 

 
摘要：目的  采用数据挖掘技术研究分析中药药性与其功能主治间的关系规律。方法  以中国药典、《中药学》、《中华本

草精选本》、《中药药理学》和《新编中药志》等书籍记载为数据来源，结合临床用药经验及相关规范用语，创建了中药

药性理论及其功能主治等相关属性的中药数据库，首先建立相关的数据模型，然后针对中药的药性、药味、归经、功能

及主治进行数据统计分析，最后针对分析结果再进行关联挖掘。结果  建立了中药药性-药味-归经、药性-药味-归经-功

能以及药性-药味-归经-功能-主治间较密切的频繁项目集，并计算出相关支持度及支持率。结论  开展中药药性间相关性

研究，为中医药研究提供参考。 
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