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复合酶全酶解提取工艺提取荷花花粉多糖的 
工艺研究

王大红

（武汉职业技术学院  生物工程学院，湖北  武汉  430074）

摘　要：采用复合酶全酶解提取法对荷花花粉多糖的提取工艺进行研究，探讨果胶酶用量、纤维素

酶用量、提取时间、提取温度等因素对多糖提取率的影响。在单因素试验的基础上，通过正

交试验确定最佳提取工艺条件。研究结果表明，果胶酶用量对多糖提取率的影响最显著。

荷花花粉多糖提取的最佳工艺条件为：果胶酶用量 0.30%、纤维素酶用量 0.15%、提取时间

6h、提取温度 60℃。
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蜂花粉是蜜蜂从鲜花植物花蕊内采集的花粉

粒，并加入了特殊的花蜜和唾液混合后形成的一种

不规则扁圆形状物。不同来源的蜂花粉风味不同，

有的味稍甜，有的略苦涩。荷花花粉属蜂花粉中的

名贵产品，色泽呈乳黄色，呈荷花特有的清新香气，

口感好。蜂花粉含有蛋白质、碳水化合物、矿物质、

维生素和多种活性物质。花粉被称为是高蛋白低脂

肪的“全能营养食品”[1]。花粉多糖是花粉中一类具

有重要生物功能的生物大分子，具有增强免疫、降脂

降压、延缓衰老、保肝护肝、预防贫血及美容养颜等

多种生理功能 [2]。花粉多糖可作为功能性成分用于

食品、保健食品、医药和化妆品行业中。国内许多学

者对蜂花粉多糖的组成成分、提取方法以及生物学

活性进行了广泛而深入的研究。多糖一般为水溶性

化合物，易溶于水而不溶于乙醇、丙酮、乙酸乙酯等

有机溶剂。因此，溶剂提取法是研究最多也是提取

率比较高的一种提取方法。由于花粉外面有一层坚

硬的细胞壁，因此，要充分提取花粉中的多糖等营养

成份，就必须破坏花粉壁。花粉壁由纤维素、半纤维

素、果胶质和蛋白质等组成。酶解法能够利用果胶

酶、纤维素酶等酶制剂作用于蜂花粉壁，使花粉壁中

的果胶、纤维素降解，促进多糖溶出 [3]。

本研究是将纤维素酶和果胶酶两种酶组成的复

合酶破壁工艺与水提法提取多糖工艺相结合，首先

采用单因素试验研究果胶酶用量、纤维素酶用量、提

取时间、提取温度等因素对多糖提取率的影响。然

后，在单因素试验的基础上，通过正交试验和方差分

析确定花粉多糖的最佳提取工艺条件。
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一、材料与方法

（一）实验材料

荷花花粉：由武汉名盛生物科技有限公司提供。

（二）试剂与仪器

1. 试剂

葡萄糖标准溶液（40μg/ml）：精确称取干燥

（105℃干燥 4h）至恒重的葡萄糖 20mg，加水溶解，转

移至 500ml 容量瓶中，加蒸馏水定容，得到浓度为

40μg/ml 的葡萄糖标准溶液。

苯 酚 溶 液（50g/L）：量 取 80g 重 蒸 馏 苯 酚 于

100mL 烧杯中，加水溶解，定容至 100mL，得到浓度

为 800g/L 的苯酚溶液，于棕色磨口瓶中 4℃冰箱中

（可贮存 2 个月）。使用时，取 5mL800g/L 苯酚溶液，

加水稀释至 80mL，即可得到浓度为 50g/L 苯酚溶液

（现用现配）。

浓硫酸（分析纯，ρ=1.84 g/mL）；果胶酶（50000U/

g，湖北兴银河化工有限公司）；纤维素酶（300000U/g，

潍坊奥迪尔进出口贸易有限公司）。

2. 仪器和设备

紫外可见分光光度计（日本岛津 UV1800）、离心

机、恒温水浴锅等

3. 实验方法

（1）工艺流程

荷花花粉→研碎→加入果胶酶、纤维素酶→加

入蒸馏水→酶解提取→离心→多糖提取液

（2）荷花花粉多糖提取工艺

称取荷花花粉 1g，研碎，加入 0.09%～0.18%

的纤维素酶和 0.20%～0.40% 的果胶酶，加入 10ml

蒸馏水，置于 40～70℃左右的水浴锅中酶解提取

4～10h。提取完毕后在转数 3000r/min 条件下离心

5min，取上清液，得到荷花花粉多糖提取液。

4. 荷花花粉多糖含量测定方法

（1）原理

本实验采用苯酚-硫酸法测定多糖含量 [4]。多

糖在浓硫酸作用下，先水解成单糖，并脱水生成糖醛

衍生物，与苯酚生成橙黄色物质，在波长 490nm 处

有最大吸收，吸光度值与多糖含量呈正比。

（2）葡萄糖标准曲线的制作

分别吸取浓度为 40μg/ml 的葡萄糖标准溶液

0.0mL、0.4mL、0.8mL、1.2mL、1.6ml 至 25mL 试管中，

各 加 蒸 馏 水 2.0mL、1.6mL、1.2mL、0.8mL、0.4mL 至

2.0mL，此时各试管中葡萄糖浓度分别为 0μg/ml、

8μg/ml、16μg/ml、24μg/ml、32μg/ml。向试管中加

入 1.0mL50g/L 苯酚溶液，迅速摇匀，沿试管壁加入

5.0mL 浓硫酸，迅速摇匀后盖塞，静置 10min，30℃

水浴反应 20min，迅速冷却，转移至 1cm 比色皿中，

在 490nm 处测定吸光度值。以葡萄糖的质量浓度

为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制标准曲线，如图

1 所示。标准曲线方程：y=0.0153x+0.006，相关系数

R=0.9992。从标准曲线上看出，葡萄糖溶液浓度在

8～32μg/ml 范围内呈良好线性关系。

图 1　葡萄糖标准曲线

（3）荷花花粉提取液中多糖含量的测定与计算

将荷花花粉多糖提取工艺中得到多糖提取液用

蒸馏水定容至100ml，取 1ml，加蒸馏水定容至100ml

（第二次稀释定容）。取第二次稀释定容后的溶液

1.0ml，加入 5％苯酚溶液 1.0ml 及浓硫酸 5.0ml，摇

匀，室温放置 20 分钟后于 490nm 处测吸光度。由

标准曲线方程计算第二次稀释定容后溶液中葡萄糖

的浓度，再按照下述公式计算荷花花粉多糖提取率。

荷花花粉多糖提取率 =

式中：C——第二次稀释定容后的溶液中葡萄

糖的浓度（μg/ml）

V——第二次稀释定容后的溶液的体积（ml）

m——花粉质量（g）

二、结果与讨论

（一）不同提取条件对荷花多糖提取率的影响

首先采用单因素实验考察果胶酶用量、纤维素

酶用量、提取时间和提取温度对多糖提取率的影响；

其次，在单因素实验的基础上设计 4 因素 3 水平正

交试验，以多糖提取率为主要指标，确定多糖的最佳

提取工艺参数。
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1. 果胶酶用量对花粉多糖提取率的影响

称取 4 份荷花花粉各 1g，均加入 0.12% 的纤维

素酶，再分别加入 0.20%、0.25%、0.30%、0.40% 的果

胶酶，加入 10ml 蒸馏水，置于 60℃左右的水浴锅中

提取 6h。离心，取上清液，定容至 100ml，并测定花

粉多糖提取率。果胶酶用量对多糖提取率的影响如

图 2 所示。

图 2　果胶酶用量对多糖提取率的影响

从图 2 中可以看出，当果胶酶用量从 0.20% 增

加到 0.30% 时，花粉多糖提取率逐渐上升，至 0.30%

时提取率达到最大值 21.30%；当酶用量增加至

0.40% 时，提取率反而略有下降。说明当酶用量增

大到一定程度后很可能会导致酶与酶之间相互附

着，降低酶与底物的传质效率，反而降低反应效率。

因此，果胶酶用量选用花粉量的 0.30% 为宜。

2. 纤维素酶用量对多糖提取率的影响

称取 4 份荷花花粉各 1g，均加入 0.30% 的果胶

酶，再分别加入 0.09%、0.12%、0.15%、0.18% 的纤维

素酶，加入 10ml 蒸馏水，置于 60℃左右的水浴锅中

提取 6h。离心，取上清液，定容至 100ml，并计算多

糖提取率。纤维素酶用量对多糖提取率的影响如图

3 所示。

图 3　纤维素酶用量对多糖提取率的影响

从图3中可以看出，随着纤维素酶用量从0.09%

增加至 0.12% 时，花粉多糖提取率上升较大。然后

在当纤维素酶再继续增加至 0.18% 时，多糖提取率

几乎没有再增加，其原因与果胶酶用量对多糖提取

率的影响相似。因此，纤维素酶用量选用花粉量的

0.12% 为宜。

3. 提取时间对花粉提取率的影响

称取 4 份荷花花粉各 1g，加 0.30% 的果胶酶和

0.12% 的纤维素酶，加入 10ml 蒸馏水，置于 60℃的

水浴中分别提取 4、6、8、10 小时。离心，取上清液，

定容至 100ml，并计算多糖提取率。提取时间对多

糖提取率的影响如图 4 所示。

图 4　提取时间对多糖提取率的影响

从图 4 中可以看出，随着提取时间的增加，在

4～8 小时内，花粉多糖提取率呈明显上升趋势；8 小

时后，上升趋势平缓。因此，提取时间选用 8 小时

为宜。

4. 提取温度对多糖提取率的影响

分别称取 4 份荷花花粉各 1g，加 0.30% 的果胶

酶和 0.12% 的纤维素酶，加入 10ml 蒸馏水，然后分

别在 40℃、50℃、60℃、70℃下水浴浸提 6h，离心，取

上清液，定容至 100ml，并计算多糖提取率，考察提

取温度对多糖提取率的影响，如图 5 所示。

图 5　提取温度对多糖提取率的影响
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从图 5 中可以看出，当提取温度从 40℃增加至

60℃时，花粉多糖提取率逐渐上升，而且上升幅度较

快，到 60℃时提取率最大。当温度超过 60℃后，随

着温度逐渐增加，提取率反而下降。这是因为果胶

酶用量和纤维素酶在本质上是蛋白质，随着温度逐

渐升高，酶蛋白就会逐渐变性，酶活力会逐渐下降，

导致多糖提取率降低。因此提取温度选择60℃为宜。

（二）荷花花粉多糖提取条件的优化

在单因素实验的基础上设计 L9（34）水平正交试

验，以荷花花粉的多糖提取率为指标，得出最佳提取

工艺。正交实验因素水平、正交试验结果及方差分

析分别如表 1、表 2 和表 3 所示。

表 1　正交实验因素水平

水平
A 果胶酶	

用量（%）

B 纤维素酶

用量（%）

C 提取时间

（h）

D 提取温度

（℃）

1 0.25 0.09 4 40

2 0.30 0.12 6 50

3 0.40 0.15 8 60

表 2　L9（34）正交试验结果

编号
A 果胶酶

用量（%）

B 纤维素

酶用量（%）

C 提取

时间（h）

D提取温

度（℃）

多糖提取

率 (%)

1 1 1 1 1 18.24 

2 1 2 2 2 21.38 

3 1 3 3 3 22.25 

4 2 1 2 3 20.72 

5 2 2 3 1 19.51 

6 2 3 1 2 22.12 

7 3 1 3 2 14.60 

8 3 2 1 3 16.38 

9 3 3 2 1 15.17 

K1 20.62 17.85 18.91 17.64 

K2 20.78 19.09 19.09 19.37 

K3 15.38 19.85 18.79 19.78 

R 5.24 1.24 0.30 2.14 

表 3　方差分析表

因素 偏差平方和 自由度 F 值 显著性

A 果胶酶用量（%） 68.643 2 5.245 *

B纤维素酶用量（%） 6.075 2 0.344

C 提取时间（h） 0.139 2 0.008

D 提取温度（℃） 7.749 2 0.439

误差 70.61 8

由正交实验的结果可以看出，四个因素对荷花

花粉多糖提取率的影响大小中，果胶酶用量的影响

最大，其次是提取温度和纤维素酶用量，提取时间的

影响最小。由 F 分布表查得 F0.95（2，8）＝ 4.46，F0.99

（2，8）＝ 8.56。比较各 F 值与 F0.95（2，8），F0.99（2，8）的

大小可得出：FA ＞ F0.95（2，2），故 A 因子（果胶酶用

量）对多糖提取率的影响显著，而其他三个因素对多

糖浓度的影响不显著。根据正交实验 K 值可以得到

荷花花粉多糖提取的最佳工艺条件为：果胶酶用量

0.30%、纤维素酶用量 0.15%、提取时间 6h、提取温度

60℃。在此最佳条件下，荷花花粉多糖的提取率最

高，为 22.47％。

三、结论

蜂花粉含有蛋白质、碳水化合物、矿物质、维生

素和多种活性物质。蜂花粉既是极好的天然营养食

品，同时也是一种理想的滋补品，并具有一定的医疗

作用，是具有营养价值和药效价值双重作用的天然

营养食品的物质所组成的浓缩物。据《神农本草经》

记载：“花粉气味甘平，利小便，消淤血，久服轻身，益

寿延年”。蜂花粉虽然营养丰富，但是它的外层有一

层比较坚硬的细胞壁，会影响蜂花粉营养成分的提

取和吸收。因此，需要采用物理方法、酶解方法和微

生物方法等方法对天然蜂花粉进行破壁处理，以利

于多糖等营养成分的提取和吸收。

本文采用纤维素酶和果胶酶复合酶酶解破壁

工艺与水提工艺相结合的方式提取荷花花粉中的多

糖。首先用单因素试验研究了果胶酶用量、纤维素

酶用量、提取时间和提取温度等因素对花粉多糖提

取率的影响。然后，在单因素试验基础上设计 4 因

素 3 水平正交试验，确定了荷花蜂花粉多糖最佳提

取工艺参数。正交实验和方差分析的结果表明：四

个因素中，果胶酶用量对荷花蜂花粉多糖提取率的

影响最大，其次依次是提取温度、纤维素酶用量和提
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取时间。荷花蜂花粉多糖提取的最优工艺参数为

果胶酶用量 0.30%、纤维素酶用量 0.15%、提取时间

6h、提取温度 60℃。在此工艺条件下，荷花花粉多

糖的提取率为 22.47％。
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Research on the Process of CompositeEnzyme Enzymatic 
Hydrolysis Method of Lotus Pollen Polysaccharides

WANG Dahong

(School of Biological Engineering, Wuhan Polytechnic, Wuhan, Hubei 430074, China)

Abstract: A composite enzyme enzymatic hydrolysis method was used to study the extraction process of lotus 

pollen polysaccharides, and the effects of polysaccharide extraction rates influenced by pectinase dosage, cellase 

amount, extraction time, extraction temperature and other factors was discussed. On the basis of the single factor 

test, the best extraction process conditions are determined through the orthogonal test. The results of the study 

show that the impact of the amount of pectinase on polysaccharides is the most significant. The best process 

conditions for the extraction of lotus pollen polysaccharides are: 0.30%of pectinase, 0.15%of cellulose enzymes, 

6h extraction time, and 60°C for extraction.
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