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2 次旋转正交设计优化锁阳总糖提取工艺 

崔婷婷，黄晴雯，李心雨，陈  文* 
石河子大学药学院，新疆 石河子  832000 

摘  要：目的  2 次回归旋转组合设计优化复合酶解法提取锁阳总糖工艺。方法  以锁阳总糖得率为指标，酶解比例、酶用

量、酶解温度、酶解时间、溶液初始 pH 值为考察因素，筛选出主要因素，并采用 2 次旋转组合设计方法优化提取工艺条件。

采用响应面分析法（RSM），评价各因素水平的单因素效应、互作效应对响应值的影响。结果  复合酶解法提取锁阳总糖最

佳工艺：复合酶用量 1%（锁阳粉末），酶解初始 pH 值 5.5，酶解温度 55 ℃，酶解时间 45 min，果胶酶和纤维素酶比例 1∶
1，在此条件下锁阳总糖得率为（17.54±0.35）%。结论  复合酶法提取锁阳总糖是一种简单有效的辅助方法，2 次旋转正

交组合设计法预测性良好。 
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Optimization of total sugar extraction from Cynomorii Herba by using quadratic 
orthogonal rotation regression combination design 

CUI Ting-ting, HUANG Qing-wen, LI Xin-yu, CHEN Wen 
College of Pharmacy, Shihezi University, Shihezi 832000, China 

Abstract: Objective  To optimize the extraction processes used for enzymatic hydrolysis of total sugar from Cynomorii Herba 
(Cynomorium songaricum) by employed quadratic orthogonal rotation regression combination design. Methods  Taking the 
extraction rate of total sugar as index, as well as enzyme ratio, enzyme concentration, extraction temperature, extraction time, and 
initial pH value as investigation factors to screen out main factors. The quadratic orthogonal rotation regression combination design 
was applied to optimize the process. And then, to employ response surface analysis method (RSM) for evaluating the impacts on the 
response values of the single factor effect and interaction effect of each factor level. Results  The optimum conditions were as follows: 
enzyme concentration was 1% (wt% of Cynomorii Herba powder), initial enzyme solution pH was 5.5, extraction temperature was 
55 ℃, extraction time was 45 min, and pectinase and cellulose was 1∶1 proportion. The extraction yield of total sugar was (17.54 ± 
0.35) %. The influence of response values of each factor presented the relationship of the parabolic surface with the opening downward. 
The results showed that the impact degree on total sugar yield of Cynomorii Herba were extraction temperature, extraction time, and 
enzyme ratio, respectively. Conclusion  This method is a simple and effective method to increase the extraction yield of total sugar 
from Cynomorii Herba. Quadratic orthogonal rotation regression combination design has a favourable predictability. 
Key words: Cynomorii Herba; total sugar; complex enzyme; quadratic orthogonal rotation regression combination design; enzymatic 
hydrolysis 
 

锁 阳 Cynomorii Herba 是 锁 阳 科

（Cynomoriaceae）锁阳属 Cynomorium L. 植物锁阳

Cynomorium songaricum Rupr. 的干燥肉质茎，多寄

生于蒺藜科白刺属 Nitraria L. 植物根部[1]。全株红

棕色，无叶绿素，生长于干燥多沙地带，在新疆、

甘肃、青海、内蒙古等地均有分布。《中国药典》2015
年版记载，锁阳具有补阳气、益精血、润肠通便等

功效。维吾尔药名为“也尔买地克”，系维吾尔医习

用药材。此外，锁阳作为一种传统滋补类药材，民

间将其作为长寿食品[2-3]。锁阳富含多种化学成分， 
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现代药理研究表明，锁阳总糖具有抗氧化、提高免

疫力、抗糖尿病、延缓衰老和抗疲劳的作用[4-6]。 
回流法或热浸法是提取总糖的传统方法[7-8]，但

存在提取时间长、提取温度高、提取率低的问题。

并且，长时间高温提取可能会造成糖类降解，导致

其药理活性降低[9]。酶解法凭借提取条件温和、耗

能低、效率高、操作简单等优点被广泛用于植物活

性成分的提取，至今尚未有关于酶解法提取锁阳总

糖的报道。采用纤维素酶和果胶酶复合酶复合提取

锁阳总糖，旨在探索一种高效的锁阳总糖提取工艺。

本研究在单因素考察的基础上，以锁阳总糖得率为

指标，采用 2 次旋转正交设计法对影响提取主要因

素进行优化，此外，采用响应面法进一步分析，为

科学、合理地开发锁阳总糖资源提供理论基础。 
1  仪器与材料 

AR1140 电子天平，上海奥豪斯仪器有限公司；

HI221pH测定仪，意大利哈纳HANNA公司；DJ-10A
粉碎机，上海隆拓仪器设备有限公司；电热恒温水

浴锅，北京永光明医疗仪器有限公司；TDL-5 台式

大容量离心机，上海安亭科学仪器厂；TP300 超声

波提取器，北京天鹏电子新技术有限公司；UV-2600
紫外可见分光光度计，日本岛津公司；DHG-9240
电热恒温鼓风干燥箱，上海齐欣科学仪器有限公司。 

锁阳药材，新疆麦迪森维药有限公司，经石河

子大学药学院成玉怀高级实验师鉴定为锁阳科锁阳

属植物锁阳 Cynomorium songaricum Rupr.，于干燥

阴凉处避光保存。果胶酶、纤维素酶，Solarbio 公

司；葡萄糖、无水乙醇、80%浓硫酸、蒽酮、磷酸

二氢钾、氢氧化钠均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  锁阳总糖提取 

锁阳饮片干燥后粉碎，过 80 目筛，以 80%乙

醇-锁阳粉末（4∶1）的比例浸泡 24 h，离心，弃去

有机溶剂，干燥，制备脱脂粗粉保存备用。 
称取预处理后的样品 5.0 g，浸泡在 50 mL、pH

值 4.5～6.5 溶液中，加入一定量（质量分数以锁阳

粉末计）的复合酶（果胶酶、纤维素酶），在适宜温

度下提取若干时间，离心取上清液并定容至 50 mL，
作为供试品溶液。测定结束后，用无水乙醇醇析，

使最终乙醇体积分数达到 80%，4 ℃静置过夜。离

心收集沉淀，所得沉淀分别用 95%乙醇、丙酮、无

水乙醇多次洗涤后，干燥至恒定质量。所有实验重

复 3 次。 

2.2  锁阳总糖得率测定 
2.2.1  对照品溶液的制备  精密称量 105 ℃干燥

至恒定质量葡萄糖对照品 100.00 mg，去离子水溶

解，定容至 100 mL，配制成 1.00 mg/mL 葡萄糖对

照品溶液。 
2.2.2  线性关系考察  采用蒽酮-硫酸法。精密量取

葡萄糖对照品溶液 0.0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、
1.2 mL，分别定容至 50 mL，再各取 2 mL置于 10 mL
带塞试管中，加入 6 mL 0.1%蒽酮-浓硫酸溶液，混

合均匀，置于沸水浴 15 min，室温放置 15 min，使

其恢复常温，于 625 nm 处测定吸光度（A）值[10]。

以葡萄糖质量浓度（C）为横坐标，A 值为纵坐标

进行线性回归，得回归方程 A＝42.304 C＋0.042 7，
r＝0.999 0，结果表明葡萄糖在 4～24 mg/L 线性关

系良好。 
2.2.3  锁阳总糖得率的测定  精密量取供试品溶液

1.0 mL，用去离子水稀释 1 000倍，精密量取 2.0 mL，
按“2.2.2”项方法测定 A 值，计算锁阳总糖量及锁

阳总糖得率。 
锁阳总糖得率＝提取总糖的质量/锁阳粉末的质量 

2.3  单因素考察 
为考察复合酶解法各因素对总糖得率的影响，

通过文献调研[11-14]，对酶解比例（酶解比例为果胶

酶与纤维素酶比例）、酶用量、酶解温度、酶解时间

及溶液初始 pH 值共 5 个因素进行单因素试验。其

他条件固定，精密称取 5.0 g 预处理样品，加入 50 
mL 去离子水（料液比 1∶10），酶用量 1%，初始溶

液 pH 值为 5.5。实验因素在实际操作过程中可适当

更改。 
2.3.1  酶解比例对总糖得率的影响  植物细胞壁是

由纤维素组成的刚性骨架嵌入到由半纤维素和糖蛋

白凝胶状果胶化合物组成[15]，因此某些酶可以通过

破坏细胞壁水解结构性总糖和脂质体提高内容物的

溶出[16]。分别考察酶解比例为 1∶3、2∶3、1∶1、
3∶2、3∶1 对总糖得率的影响，结果总糖得率分别

为（10.32±0.14）%、（12.87±0.43）%、（17.11±
0.37）%、（10.98±0.20）%、（10.27±0.46）%。当

果胶酶-纤维素酶（1∶1）时，总糖得率达到最大值

17.11%，这是由于当 2 种酶协同作用于植物细胞壁

时，细胞内容物充分溶出，总糖提取效果最好。据

相关文献报道[17]，果胶酶与纤维素酶比例过大或过

小均不能使细胞壁充分破坏。 
2.3.2  酶用量对总糖得率的影响  分别考察酶用量
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为 0.5%、1.0%、2.0%、3.0%对总糖得率的影响，

结果总糖得率分别为（12.98±0.14）%、（15.76±
0.18）%、（15.99±0.11）%、（16.30±0.11）%。当

底物量（锁阳质量）一定时，复合酶用量 0.5%～3.0%
时，总糖得率先升高后趋于平缓。当酶用量达到

1.0%时，总糖得率达到 15.76%；当酶用量超过 1.0%
后，总糖得率却没有显著性变化，初步确定最佳酶

用量为 1.0%。 
2.3.3  酶解温度对总糖得率的影响  随着温度的增

加，提取溶剂中总糖的扩散系数增大，溶解性增强，

总糖得率增加，但高温也会导致酶的活性降低[18-19]。

分别考察酶解温度为 40、45、50、55、60 ℃对总

糖得率的影响，结果总糖得率分别为（15.78±
0.29）%、（15.53±0.19）%、（16.29±0.17）%、   
（17.46±0.16）%、（16.32±0.13）%。当温度高于

45 ℃后，随着温度的升高，锁阳总糖得率显著增加。

温度达到 55 ℃时总糖得率达到 17.46%，进一步升

温，总糖得率反而降低。 
2.3.4  酶解时间对总糖得率的影响  分别考察酶解

时间为 35、45、55、65、75 min 对总糖得率的影响，

结果总糖得率分别为（11.56±0.22）%、（16.62±
0.38）%、（15.98±0.41）%、（15.32±0.24）%、   
（15.20±0.33）%。随着酶解时间的增加总糖得率逐

渐增加，酶解时间 45 min 时总糖得率达到 16.62%。

当酶解时间超过 45 min 后，酶解基本完全，随时间

的延长，总糖得率反而下降，这是因为长时间的酶

解使溶出的总糖结构遭到破坏，总糖得率反而下降。 
2.3.5  溶液初始 pH 值对总糖得率的影响  分别考

察溶液 pH 值为 4.5、5.0、5.5、6.0、6.5 对总糖得率

的影响，结果总糖得率分别为（14.98±0.09）%、

（15.06±0.33）%、（17.83±0.23）%、（14.87±0.07）%、

（13.39±0.16）%。当溶液初始 pH＜5.5 时，随着

pH 值的增大总糖得率增大，提取溶液初始 pH＞5.5
时，总糖得率呈下降趋势。当提取溶液初始 pH＝5.5
时，总糖得率达到最高值。由于酶对 pH 值比较敏

感，pH 值的变化可以改变酶空间构象而引起酶活性

的降低，进而引起锁阳总糖得率的降低。当 pH＜5
时，酸性条件加热破坏糖的结构，pH 值为 7 时无意

义，初步确定最佳的溶液初始 pH 值为 5.5。 
2.4  提取工艺的参数优化 
2.4.1  2 次旋转正交试验及数据分析  通过单因素

试验确定提取参数的初步范围，选择影响锁阳总糖

提取的 3 个主要因素：酶解比例（X1）、酶解温度（X2）

和酶解时间（X3），采用 3 因素 5 水平 2 次旋转组合

实验[20-21]，以锁阳总糖得率（Y）为考察指标，进

行锁阳总糖提取条件优化。根据 3 因素的上下限值

（X1j，X2j），计算各影响因素的零水平 X0j 和变化区

间∆j，并根据公式：X0j＝(X1j＋X0j)/2，∆j＝(X1j＋X0j)/γ
（γ＝ 3），编制因素水平编码表。按照 3 因素 2 次

旋转组合设计要求，得到 23 组锁阳总糖提取实验，

其中 15～23 号是 0 水平 9 次重复实验，实验结果见

表 1。 
 

表 1  2 次回归旋转组合设计及实验结果 (n = 3) 
Table 1  Design and experimental results of quadratic orthogonal rotation regression combination design (n = 3) 

试验号 X1 X2/℃ X3/min Y/% 试验号 X1 X2/℃ X3/min Y/% 

 1 3∶2 (1) 60 (1) 50 (1) 15.31 13 1∶1 (0) 55 (0) 35 (−γ) 16.75 

 2 3∶2 (1) 60 (1) 40 (−1) 15.20 14 1∶1 (0) 55 (0) 55 (γ) 15.33 

 3 3∶2 (1) 50 (−1) 50 (1) 15.33 15 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 17.88 

 4 3∶2 (1) 50 (−1) 40 (−1) 16.02 16 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 18.10 

 5 2∶3 (−1) 60 (1) 50 (1) 15.25 17 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 17.97 

 6 2∶3 (−1) 60 (1) 40 (−1) 15.01 18 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 16.61 

 7 2∶3 (−1) 50 (−1) 50 (1) 16.57 19 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 17.21 

 8 2∶3 (−1) 50 (−1) 40 (−1) 16.24 20 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 16.83 

 9 1∶3 (−γ) 55 (0) 45 (0) 16.78 21 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 16.93 

10 3∶1 (γ) 55 (0) 45 (0) 16.34 22 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 17.03 

11 1∶1 (0) 45 (−γ) 45 (0) 16.66 23 1∶1 (0) 55 (0) 45 (0) 17.08 

12 1∶1 (0) 65 (γ) 45 (0) 15.66      

分析所有组别数据，RSD 值均小于 2.5% 
RSD of data of all groups analyzed were less than 2.5% 
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2.4.2  统计分析与模型拟合  复合酶法提取锁阳总

糖的 2 次旋转正交优化的结果如表 1 所示。对表中

实验数据进行多元回归拟合，获得 Y 对自变量 X1、

X2、X3（编码值）的 2 次多项回归模拟方程：Y＝ 
17.305 70－0.142 78 X1－0.371 37 X2－0.175 60 X3－

0.378 29 X1
2－0.519 71 X2

2－0.562 14 X3
2＋0.213 75 

X1X2－0.143 75 X1X3＋0.088 75 X2X3。 
通过 F 检验和 P 值检验可知，回归模型具有统

计学意义（表 2）。通过 F 值可知 F1＝1.201 52＜
F0.05(5, 8)＝3.69，说明回归方程失拟不显著，拟合较

好，可认为所选用的 2 次回归模型是适当的，模型

并未受到其他因子的影响；回归显著性检验 F2＝

5.047 27＞F0.01(9, 13)＝4.19，回归是显著的，说明

回归方程拟合良好，模型的预测值准确度可达 95%。

对回归系数显著性检验，在 α＝0.10 显著水平剔除

不显著项后，简化后的回归方程 Y′＝17.305 70－
0.371 37 X2－0.378 29 X1

2－0.519 71 X2
2－0.562 14 

X3
2。由表 2 可知，通过比较 X1、X2、X3 的 F 值可

以得出各个因素对总糖得率影响的大小顺序依次为

X2＞X3＞X1。 
2.4.3  主要因素分析  用降维法[22]将任意 2 个因素

固定在 0 水平，得到另 1 个因素与得率的效应方程

分别为 X1：Y1＝17.305 70－0.142 78 X1－0.378 29 
X1

2；X2：Y2＝17.305 70－0.371 37 X2－0.519 71 X2
2；

X3：Y3＝17.305 70－0.175 60 X3－0.562 14 X3
2；由 

 
表 2  方差分析表 

Table 2  Variation analysis 

变异来源 平方和 自由 F 值 P 值 

X1  0.278 4  1 0.865 6 0.369 1 

X2  1.883 5  1 5.855 6 0.030 9* 

X3  0.421 1  1 1.309 2 0.273 2 

X1
2  2.273 9  1 7.069 1 0.019 7* 

X2
2  4.291 8  1 13.342 5 0.002 9** 

X3
2  5.021 1  1 15.609 8 0.001 7** 

X1X2  0.365 5  1 1.136 3 0.305 8 

X1X3  0.165 3  1 0.513 9 0.486 1 

X2X3  0.063 0  1 0.195 9 0.665 3 

回归 14.611 6  9 F2＝5.047 27 0.010 0 

剩余  4.181 6 13   

失拟  1.793 4  5 F1＝1.201 52 0.361 5 

误差  2.388 2  8   

总和 18.793 3 22   

F0.01(9, 13) = 4.19  F0.05(5, 8) = 3.69  *P＜0.05  **P＜0.01 

方程 X1、X2、X3 分别作图，由图 1 可知在−γ≤X≤γ
的范围内，各因素对 Y 的影响均呈先增大后减少的

趋势，其中 X2 的变化趋势最为明显，说明 X2 对 Y
的影响最大。 

 
 
 

图 1  单因素效应分析 
Fig. 1  Effect analysis of single factor 

 
2.4.4  交互效应分析  在回归方程 Y 中，X1X2 项与

X2X3 项为“＋”，说明 X1 与 X2、X2 与 X3 均存在协

同效应；而 X1X3 项为“－”，说明 X1 与 X3 存在拮

抗作用。将 1 个因素固定为 0 水平，可得到两两互

作效应方程（α＝0.10 显著水平剔除不显著项后，简

化后的回归方程）分别为 Y12＝17.305 70－0.371 37 
X2－0.378 29 X1

2－0.519 71 X2
2；Y13＝17.305 70－

0.378 29 X1
2－0.562 14 X3

2；Y23＝17.305 70－0.371 37 
X2－0.519 71 X2

2－0.562 14。 
根据 Design-Expert V8.0 软件响应面分析法，

以 Y 为响应值，分别绘制方程 Y12、Y13、Y23 的响应

面及其等高线。由图 2 可知，Y 均先缓慢增至最高

点后下降，变化趋势平缓，X1和 X2 的交互作用对 Y
的影响最显著；X3 和 X1、X2 和 X3 两两交互作用变

化趋势均不明显。 
2.4.5  预测模型验证  采用 DPS 数据处理系统对

实验数据进行分析，通过计算机模拟寻优得出总糖

提取的优化组合为 X1在 0 水平（1∶1），X2在 0 水

平（55 ℃），X3在 0 水平（45 min），在此条件下 Y
为 17.31%，通过实际实验得出最佳 Y 为 17.54%，

与理论值（17.31%）基本匹配，说明此模型稳定、

可行。 
3  讨论 

本实验对复合酶解法提取锁阳总糖进行研究，

得出锁阳总糖的优化提取工艺：酶用量 1%，酶解

初始 pH 5.5，酶解比例 1∶1，酶解温度 55 ℃，酶

解时间 45 min，在此优化条件下锁阳总糖得率为 
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图 2  X1、X2 和 X3 对 Y 的响应面 (A) 及其等高线 (B) 
Fig. 2  Response surface (A) and contour plot (B) for X1, X2, and X3 to Y 

 
（17.54±0.35）%。相较于传统的热浸提取法与回流

提取法[23]，复合酶解法降低能耗、缩短提取时间、

提取条件较为温和、对锁阳总糖结构破坏小、生物

酶选择性强、实验操作简单。优化后的复合酶解法

提取工艺可以作为一种新的辅助方法，对提高锁阳

总糖的提取率有很大意义。 
本实验通过 2次旋转正交组合设计以及DPS系

统处理，较以往的设计方法借助非线性数学模拟拟

合，提供了由模型探索最佳工艺的策略，并通过增

加中心点的重复实验，减小实验误差，提供了更加

科学、全面、精确的实验结果[24]。通过对实验数据

进行多元回归拟合，建立总糖得率与酶解温度，酶

解时间，酶解比例的关系，得出各主要因素对总糖

得率影响大小顺序：酶解温度＞酶解时间＞酶解比

例，通过响应面分析两两因素互作效应，得出酶解

比例和酶解温度的交互作用对总糖得率的影响最为

显著。本实验为锁阳总糖提取工艺的确定提供了量

化资料，并且为其他天然产物中总糖的提取奠定了

理论基础。 
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