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玛咖多糖超声提取工艺优化及其对IEC-6

细胞增殖和迁移的影响

孙加燕,朱金燕,陈慧芳

(安庆医药高等专科学校,安徽 安庆 246052)

摘 要:目的 优化超声法提取玛咖多糖的工艺,并初步研究玛咖多糖对大鼠小肠上皮细胞(IEC-6)的增殖及其迁移的

作用。方法 以水为溶剂,以玛咖多糖得率作为响应指标,以液料比(体积∶质量)、超声功率、超声时间以及提取温度为

主要因素,采用单因素实验结合响应面分析实验,优化工艺。分别采用 MTT法、细胞划痕法,初步研究玛咖多糖对IEC-
6细胞增殖以及迁移的作用。结果 当提取时间83min,提取功率177W、液料比40ml/g、提取温度63℃时,多糖得率

最高,平均得率是(75.20±1.21)mg/g。玛咖多糖浓度在0.1~10mg/L范围内,能够促进IEC-6细胞增殖,在10mg/

L浓度时玛咖多糖促进IEC-6细胞迁移。结论 通过响应面优化的超声法提取的玛咖多糖,在一定浓度条件下可以促

进IEC-6细胞的增殖以及迁移。
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OptimizationofultrasonicextractionprocessforMacapolysaccharideandMaca
polysaccharide’seffectonproliferationandmigrationofIEC-6cells

SunJiayan,ZhuJinyan,ChenHuifang

(AnqingMedicalCollege,Anqing246052,Anhui,China)

  Abstract: Objective TooptimizetheultrasonicextractionprocessforextractingMacapolysaccharide,
andtostudytheeffectofMacapolysaccharideontheproliferationandmigrationofsmallintestinalepithelial
cells(IEC-6)inrats. Methods Withwaterasthesolvent,Macapolysaccharideyieldastheresponseindex,
andliquid-solidratio(volume:mass),ultrasonicpower,ultrasonictimeandextractiontemperatureasthe
mainfactors,asinglefactorexperimentcombinedwithresponsesurfaceanalysisexperimentwasperformedto
optimizetheprocess.MTTassayandcellscratchassaywereadoptedtoobservetheeffectofMacapolysaccha-
rideontheproliferationandmigrationofIEC-6cellrespectively. Results Whentheextractiondurationwas
83min,theextractionpowerwas177W;theliquid-solidratio40ml/g.Whentheextractiontemperaturewas
63℃,thepolysaccharideyieldwasthehighest,withanaverageyieldof(75.20±1.21)mg/g.Attheconcen-
trationof0.1~10mg/L,MacapolysaccharidecouldpromotetheproliferationofIEC-6cells.Attheconcen-
trationof10mg/L,MacapolysaccharidecouldpromotethemigrationofIEC-6cells. Conclusion Macapoly-
saccharideextractedbyresponsesurfaceoptimizedultrasonicextractioncanpromotetheproliferationandmi-
grationofIEC-6cellsatcertainconcentrations.
  Keywords: Macapolysaccharide;responsesurfacedesign;IEC-6cells
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  玛咖原产地秘鲁,又名秘鲁参,是南美十字花科,
独行菜属,药用部位为根茎。我国首先在云南引种成

功,目前主要种植地区集中在西南的一些省份。普遍

认为玛咖具有增强性功能、改善生育能力、调节机体免

疫力等多重药理学作用。玛咖的活性成分丰富,多糖

是其主要的活性成分之一,对于玛咖多糖的生物学活

性研究比较多的是调节免疫能力[1-3]。玛咖的产地、色
泽对玛咖多糖的含量影响较大,提取多糖时,所采取的

方法工艺对多糖的得率也有较大影响,因此在提取多

糖时需对工艺进行优化。目前,玛咖常与人参、枸杞、
淫羊藿、红景天等中药材配伍应用于功能性食品。但

玛咖为外来植物,中医药性、归经尚未明确,因此与传

统的中药配伍使用,缺乏中医药理论支撑。有学者认

为玛咖属于甘温健脾中药[4]。近年来研究表明健脾类

中药可以通过调节肠道菌群、肠道黏膜免疫等修复肠

黏膜损伤[5]。植物多糖属于天然生物大分子,研究表

明植物多糖可通过作用于不同类型的肠上皮细胞保护

肠道黏膜[6-9]。基于此,本研究选取超声法提取玛咖多

糖,通过响应面设计实验,优化玛咖多糖的提取工艺,
并采取 MTT实验、细胞划痕实验,初步研究玛咖多糖

对IEC-6细胞增殖和迁移作用的影响。从而为玛咖的

药效学物质基础、药理作用及其深入开发提供一定参

考。

1 材料与方法

1.1 主要材料和仪器 玛咖干根(秘鲁,购于深圳庄

民中 药 材 有 限 公 司); 噻 唑 蓝 (Sigma,批 号:

1003010349);FBS 胎 牛 血 清 (GIBCO,批 号:FBS-
PA011052);DMEM 培 养 基 (HyClone,批 号:

SH30067.01B);葡萄糖(中国食品药品检定研究院,
批号:110833-202008)大鼠小肠上皮细胞(通派生物公

司);酶标仪(Thermo公司);荧光正置显微镜(Olym-
pus公司);CO2 培养箱(Precision公司);其他试剂和

仪器包括超声波清洗器、离心机等均为国产。

1.2 实验方法

1.2.1 玛咖总多糖的提取及去蛋白 称取10g干燥

的玛咖根茎,切断,过筛粉碎,得到玛咖药材粉末。药

材粉末参照药典中枸杞多糖的预处理步骤进行脱脂预

处理[10],以95%乙醇去低分子糖及色素。预处理后按

照实验预先设计的各个条件进行超声提取,反复提取

2~3次。每次提取后离心,最终合并上清液,真空抽

滤,60℃真空浓缩上清液,反复用sevage法去蛋白,
直到浓缩液中蛋白层不可见为止。浓缩液再次离心,
上清以终浓度80%乙醇沉淀,并于4~10℃条件下静

置过夜。用无水乙醚、丙酮洗涤所得沉淀3次,并挥去

有机溶剂,收集洗净后的沉淀,即得灰褐色的玛咖多

糖,计算多糖得率。提取过程中每次离心的时间为5
~10min(5000r/min)。

1.2.2 玛咖多糖含量的测定

1.2.2.1 葡萄糖标准曲线的拟合 标准曲线的拟合

参照药典枸杞子多糖的测定时标准曲线的拟合方法,
采用苯酚-硫酸法测多糖浓度[10],最终葡萄糖浓度系

列为10μg/ml、20μg/ml、30μg/ml、40μg/ml、50

μg/ml。

1.2.2.2 玛咖多糖含量的测定及多糖得率的计算 
精密称取玛咖多糖0.01g,加蒸馏水50ml,定容,摇
匀,取0.5ml至试管中,蒸馏水补齐2ml,按苯酚硫酸

法做显色反应,于200~600nm处,做全波段扫描,结
果样品溶液与葡萄糖标准溶液在490nm处都有最大

吸收峰,综合取490nm 作为样品检测波长。测490
nm处吸光度(A490),通过标准曲线方程计算玛咖多

糖浓度和多糖得率。多糖得率(R)=玛咖多糖含量/
药材质量(mg/g)

1.2.3 玛咖多糖提取工艺的优化

1.2.3.1 玛咖多糖单因素实验 固定超声功率180
W,料液比30ml/g,超声温度60℃,改变提取时间

(20min、40min、60min、80min、120min)进行提取

时间的单因素实验;固定料液比30ml/g,超声温度60
℃,超声时间60min,改变超声功率(100W、140W、

180W、220W、260W、300W),进行超声功率的单因

素实验;固定料液比30ml/g,超声温度60℃,超声时

间60min,超声功率180W,改变提取温度(40℃、50
℃、60℃、70℃、80℃)提取,进行提取温度的单因素

实验;固定超声温度60℃,超声时间60min,超声功

率180W,改变料液比(10ml/g、20ml/g、30ml/g、40
ml/g、50ml/g),进行料液比的单因素实验。

1.2.3.2 超声提取玛咖多糖的响应面设计实验 通

过前期的单因素工艺摸索,筛选出对提取率有影响的

4个因素,分别是提取时间 A、超声功率B、液料比(体
积:质量)C、提取温度 D,以多糖得率为指标,进行响

应面设计实验,具体的实验因素及编码,见表1。

表1 主要因素水平及编码

编码
提取时间

A/min

超声功率

B/W

液料比C/

(ml·g-1)

提取温度

D/℃
-1 60 140 30 50
0 80 180 40 60
1 100 220 50 70

1.2.3.3 最佳工艺的验证 按照上述优化后的最佳
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工艺条件,平行提取3份玛咖多糖,并测定多糖含量。

1.2.4 玛咖多糖对IEC-6细胞增殖和迁移的影响

1.2.4.1 MTT法检测玛咖多糖对IEC-6细胞增殖

的影响 根据参考文献,确定药物初筛浓度为0~100

μg/ml
[11-12]。以含10%FBS的DMEM 培养基分别配

制0.1mg/L、1mg/L、10mg/L、100mg/L的玛咖多

糖溶液。取两块96孔板,向96孔板中加入细胞密度

为2×104 个/毫升的细胞悬液100μl。放入细胞培养

箱中培养至细胞贴壁,弃去原培养基,加入上述配好的

各个浓度的玛咖多糖溶液,每孔加入200μl,以只加培

养基的组作为空白对照,继续放入培养箱中培养,两块

96孔板分别培养24h、48h,到相应的时间节点,取出

96孔板,按照 MTT实验操作[13]。于570nm处测吸

光度,每个浓度做5个复孔。

1.2.4.2 细胞划痕法检测玛咖多糖对IEC-6细胞迁

移的影响 用含2%血清的培养液分别配制0.1mg/

L、1mg/L、10mg/L、100mg/L的玛咖多糖溶液待

用。根据细胞划痕法的操作,在6孔板背面,划痕标记

直线,将对数生长期细胞以2×105 个/孔的细胞密度

接种到划横线的培养板中,待显微镜下观察细胞快长

满时,换以2%血清的培养液继续培养12h,使用无菌

移液管尖端,在长满细胞的孔中,垂直与直线画划痕标

记。刮伤后用PBS清洗每个孔,去除残碎的细胞片,
并用上述配好待用的含玛咖多糖的培养液替换,注意

刮伤后立即在显微镜下观察并拍照,记作0h;继续培

养48h;达到时间后,取出细胞划伤后的6孔板,观察

细胞迁移情况,并拍照。使用ImageJ软件处理每个

时间节点的图片,并计算迁移率。以不加药物的2%
血清的培养液为对照,每个浓度制作3个复孔。迁移

率=(0h划痕面积-48h划痕面积)/0h划痕面积×
100%。

1.3 统计学方法 采用SPSS20.0对数据进行分析,
计量资料数据用(췍x±s)表示,实验组与对照组之间的

比较采用t检验分析,P <0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 标准曲线的拟合 标准曲线如图1,y=7.99x+
0.115;横坐标葡萄糖浓度(Cglu),纵坐标A490,相关系

数R2=0.996,表明在10~50μg/ml之间,线性关系

良好。

2.2 响应面实验结果

2.2.1 单因素实验结果 实验结果发现:提取时间为

80min,提取功率为180W,提取温度为60℃,提取液

料比为40ml/g时多糖得率为最高,见图2。

图1 葡萄糖标准曲线

图2 单因素实验结果

2.2.2 玛咖多糖提取响应面实验结果及方差分析 
通过响应面设计,共进行29组实验,具体的实验设计

及结果如表2。实验数据分析,得到二次多项回归方

程:提取率(mg/g)R=74.43+0.8025A-0.2317B+
0.52C+0.7942D-0.03AB-1.688AC+3.025AD+
0.64BC-0.445BD-0.2775CD-5.152A2-2.386B2

-1.861C2-2.224D2(编码制)。回归方程方差分析

如表3,模型的 P <0.05,模型的决定系数 R 2为

0.9711,说明模型具有较高显著性,同时R2
adj=0.9421

与PredR2接近,能够解释实验94.21%的响应值变

异,模型与真实数据能够较好拟合,对实践具有指导意

义。而从F 值的大小得出影响响应值的顺序为A>D
>C>B。综上可用上述模型分析和预测提取率最佳

处理工艺。
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表2 响应面试验设计与结果

序号 A/min B/W C/(ml·g-1) D/℃ R/(mg·g-1)

1 0 0 0 0 74.35
2 -1 0 0 1 64.02
3 0 0 -1 -1 68.59
4 0 0 0 0 75.26
5 1 0 -1 0 69.33
6 0 1 1 0 71.67
7 1 1 0 0 66.92
8 0 0 0 0 74.22
9 0 0 0 0 74.33
10 0 -1 0 -1 68.61
11 0 0 1 1 71.54
12 0 0 1 -1 70.75
13 0 0 -1 1 70.49
14 0 -1 0 1 70.52
15 0 1 0 1 69.84
16 -1 0 -1 0 65.33
17 -1 1 0 0 65.50
18 1 0 0 1 72.78
19 0 1 -1 0 68.75
20 1 0 0 -1 64.33
21 0 0 0 0 73.98
22 -1 0 0 -1 67.67
23 0 1 0 -1 69.71
24 -1 0 1 0 68.58
25 0 -1 -1 0 70.27
26 1 -1 0 0 68.34
27 -1 -1 0 0 66.80
28 0 -1 1 0 70.63
29 1 0 1 0 65.83

表3 回归模型方差分析

方差来源 平方和 自由度 方差 F P
回归模型 264.64 14 18.90 33.56 <0.0001
 A 7.73 1 7.73 13.72 0.0024
 B 0.64 1 0.64 1.14 0.3030
 C 3.24 1 3.24 5.76 0.0309
 D 7.57 1 7.57 13.44 0.0025
 AB 0.0036 1 0.0036 0.006392 0.9374
 AC 11.39 1 11.39 20.23 0.0005
 AD 36.60 1 36.60 64.99 <0.0001
 BC 1.64 1 2.64 4.91 0.0510
 BD 0.79 1 0.79 1.41 0.2554
 CD 0.31 1 0.31 0.55 0.4718
 A2 172.17 1 172.17 305.70 <0.0001
 B2 36.92 1 36.92 65.55 <0.0001
 C2 22.46 1 22.46 39.87 <0.0001
 D2 32.10 1 32.10 56.99 <0.0001
残差 7.88 14 0.56
失拟项 6.93 10 0.69 2.91 0.1572
纯误差 0.95 4 0.24
合计 272.53 28

 注:R2=0.9711,AdjR2=0.9421,PredR2=0.8480。

2.2.3 响应面分析 不同工艺条件交互作用对结果

的影响如图3a~图3f。由图3a可知,提取时间-超声

功率交互作用对提取率的影响趋势呈一抛物曲面分布

随着提取时间和超声功率的增加,多糖得率先增后减。
取适中条件:提取时间80~90min、超声功率160~
200W 水平时,可显著提高产物提取率。由图3b,交
互曲面纵向跨度较大,且等高线呈现显著椭圆形,可知

提取时间与液料比相互作用对响应值的影响显著。仅

考虑二者影响下的提取率优化工艺条件集中于提取时

间80~90min,液料比35~45ml/g水平区间组合。
图3c所示,提取率随提取时间和提取温度增加均呈现

先增后减变化。其中,提取率随提取时间的变化趋势

更加显著,表明提取时间对提取率的影响较提取温度

影响显著。当设置提取时间70~90min、提取温度60
~65℃水平范围取值时,为二者交互影响下提取率的

优化工艺。从图3d可知,当超声功率<180W 时,超
声功率与响应值呈正相关关系;而当超声功率>180
W时,其相关关系发生转折,超声功率在180W 附近

取值时为提取率的临界最佳工艺参数,同理提取率随

液料比变化的临界最佳参数为40ml/g左右。如图

3e所示,超声功率和提取温度交互作用中提取温度对

响应值的贡献更大,是提取率的敏感影响因子。取超

声功率水平160~200W、提取温度55~65℃,利于促

进产物提取率提升。图3f所示,提取温度对提取率的

影响较液料比影响更大,引起曲面较大幅度的先增后

减变化,取液料比35~45ml/g、提取温度60~65℃
水平附近值,可显著提高提取率水平。工艺优化的目

的是为了得到最大的响应值,因此必须对各个影响因

素全盘考虑,才能得到最理想的结果,根据模型运行结

果,最佳的工艺为:提取时间83.163min、超声功率

177.131W、液料比40.335ml/g、提取温度62.919
℃,在此条件下模型预测的响应值为74.624mg/g。

2.2.4 最优工艺条件试验验证 根据软件预测结果,
结合实际条件的可行性,取提取时间83min、超声功

率177W、液料比40ml/g、提取温度63℃为条件进

行三次重复试验,平均得率为(75.20±1.21)mg/g,
模型预测的结果为74.624mg/g,二者接近,表明该响

应面模型优化的工艺条件有效可靠。

2.3 MTT法检测玛咖多糖对IEC-6细胞增殖的影

响 与不加药物的对照组比较,玛咖多糖在0.1mg/L
到10mg/L范围内有利于IEC-6细胞的增殖,起促进

作用,同时在该范围内表现出量效依赖关系,玛咖多糖

10mg/L组与正常组比增殖幅度达35%,差异有统计

学意义(P<0.01),但100mg/L的玛咖多糖表现出

一定的抑制作用,这可能与多糖类物质具有双向免疫

调节作用相关[14],以吸光度作为纵坐标,玛咖多糖浓

度作为横坐标,具体结果见图4。
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图3 响应面和等高线

注:与正常对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。

图4 玛咖多糖对IEC-6细胞增殖的影响

2.4 不同浓度玛咖多糖对IEC-6细胞迁移的影响 
结合 MTT结果,选择0.1mg/L、1mg/L、10mg/L
的玛咖多糖,研究玛咖多糖对IEC-6细胞迁移的影响。
实验结果见图5,玛咖多糖10mg/L时能够明显促进

IEC-6细胞的迁移。

注:与正常对照组比较,**P<0.01。

图5 玛咖多糖对IEC-6细胞迁移的影响

3 讨论

植物多糖极性大,但是由于分子量大,结构复杂,
溶解性差别也较大。植物多糖提取的传统方法是水提

醇沉法,一般用于水溶性较大的多糖,但水提醇沉法,
由于受热时间较长,往往会破坏多糖的高级结构。目

前,酶解法、超声法、微波法用的也比较多[15]。研究选

用超声法提取玛咖多糖,基于前期的单因素实验,筛选

出对多糖得率影响比较大的主要因素,在此基础上运

用响应面设计实验优化工艺,得出最佳工艺为提取时

间83min、超声功率177W、液料比40ml/g、提取温

度63℃,玛咖多糖平均提取率为(75.20±1.21)mg/

g。但是在玛咖多糖的提取过程中,仅对多糖做了初步

的脱脂、去色素、脱蛋白处理,而未做分离和纯化。研
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究以IEC-6细胞作为模型,初步研究玛咖多糖对IEC-
6细胞的增殖和迁移的影响,研究结果表明,在一定浓

度条件下,玛咖多糖能够促进IEC-6细胞的增殖和迁

移,从而为玛咖的药性、药效提供一定参考,但没有对

玛咖多糖促进IEC-6细胞的增殖和迁移的具体机制进

行深入的探讨,下一步将对玛咖总多糖进行分离纯化

并进一步探讨玛咖多糖促进IEC-6细胞增殖和迁移的

机制。
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