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缢蛏多糖提取工艺优化及生物活性研究 

王  涛, 刘雨博, 佟长青, 曲  敏, 李  伟, 金  桥* 
(大连海洋大学食品科学与工程学院, 大连  116023) 

摘  要: 目的  优化缢蛏多糖(Sinonovacula constricta polysaccharides, SCP)的提取工艺, 并对其生物活性进行

研究。方法  采用响应曲面法对缢蛏多糖提取工艺进行优化, 红外光谱扫描和高效液相色谱法对缢蛏多糖进

行光谱分析和单糖组成分析, 初步研究了缢蛏多糖的结构组成、体外抗氧化活性。结果  提取缢蛏多糖的最

佳工艺条件是: 提取温度 80 ℃、料液比 1:2 (g/mL)、提取时间 3 h, 此条件下多糖得率为 0.976%。该多糖分子

量约为 480 kD, 单糖组成分析是由葡萄糖组成, 糖环构型为吡喃型。体外抗氧化试验结果表明, 缢蛏多糖的抗

氧化活性较好, 其清除自由基能力与多糖浓度具有明显的量效关系。结论  本研究优化了缢蛏多糖的提取工

艺, 初步分析了缢蛏多糖的结构组成和抗氧化活性, 实验结果可为缢蛏的精深加工及产品开发提供一定的理

论依据。 
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Study on extraction process optimization and bioactivity of Sinonovacula 
constricta polysaccharides 

WANG Tao, LIU Yu-Bo, TONG Chang-Qing, QU Min, LI Wei, JIN Qiao* 
(College of Food Science and Engineering, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the extraction process of Sinonovacula constricta polysaccharides (SCP), and 
study its biological activity. Methods  Response surface methodology was applied to optimize the extraction process 
of SCP, the spectral analysis and monosaccharide compositions of SCP were analyzed by infrared spectrum scanning 
and high performance liquid chromatography, and the structural compositions, antioxidant activities in vitro of SCP 
were studied. Results  The optimum technological conditions for extracting polysaccharides from Sinonovacula 

constricta were as follows: Extraction temperature 80 ℃, solid-liquid ratio 1:2 (g/mL), extraction time 3 h, under 
these conditions, the yield of polysaccharide was 0.976%. The molecular weight of the polysaccharide was about 480 
kD, the monosaccharide composition analysis was composed of glucose, and the sugar ring configuration was pyran 
type. The results of antioxidant test in vitro showed that the antioxidant activities of SCP were good, and its free 
radical scavenging abilities had obvious dose-response relationship with the concentration of polysaccharides. 
Conclusion  The extraction process of Sinonovacula constricta polysaccharides is optimized, the structural 
compositions and antioxidant activities of Sinonovacula constricta polysaccharides are preliminarily analyzed, and 
this experimental results can provide a theoretical basis for the intensive processing and product development of 
Sinonovacula constricta. 

KEY WORDS: Sinonovacula constricta polysaccharides; optimization of extraction process; structural analysis; 

antioxidant activity 
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0  引  言 

缢蛏(Sinonovacula constricta)俗称蛏子、青子, 是软体

动物门瓣鳃纲真瓣鳃目竹蛏科缢蛏属海洋双壳类软体动物, 
是沿海地区的主要贝类养殖经济品种之一[1], 其 2019 年我

国养殖产量已达到 87 万 t[2]。螠蛏肉性寒、味甘咸, 具有

清热除烦、补阴虚、补血止痢、利尿消肿等功效[3]。 
贝类多糖是贝类体内的一类重要的生物活性物质 , 

而贝类品种丰富, 资源量巨大, 这为开发贝类多糖提供了

良好的原料基础。贝类品种、生活习性及生长环境的差异

导致了贝类多糖的组成复杂、结构多变、生物活性多样[4]。

目前, 贝类多糖常采用水提法、碱提法、酶解法、盐提法及

超声波辅助提取法等提取[5]。研究表明, 贝类多糖具有良好

的抗氧化[6]、抗凝血[7]、增强机体免疫力[8‒9]、抗疲劳[10]、

抗病毒[11]、抗肿瘤[12‒13]、肝损伤保护[14]等功效, 但目前缢

蛏的研究主要集中在营养与免疫方面 , 关于缢蛏多糖

(Sinonovacula constricta polysaccharides, SCP)活性的报道

有限。贝类多糖具有的良好理化特性及多种生物活性, 使
其在保健食品、化妆品和医药等多个领域具有很好的应用

前景[5,15]。而且食用贝类多糖没有毒副作用, 这使其在临床

和药物制剂方面也具有巨大的潜能[16]。 
本研究通过单因素试验选择自变量, 以缢蛏多糖得

率为响应值, 运用 Box-Behnken 响应面分析研究优化多糖

的提取工艺, 并初步分析了缢蛏多糖的分子量、单糖组成、

红外光谱性质等, 探究其抗氧化活性, 以期为缢蛏资源的

开发利用及精深加工提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鲜活缢蛏原料: 2019 年 9 月购于大连市新长兴水产批

发市场。 
Sephadex G-100 葡聚糖凝胶(纯度 100%)、1-苯基-3-

甲基-5-吡唑啉酮(1-pheny-3-methyl-5-pyrazolone, PMP, 纯
度 99%)、10 种单糖标准品(纯度≥99%)(美国 Sigma 公司); 
维生素 C (vitamin C, VC, 纯度>99%, 北京索莱宝科技有

限公司); 乙腈(色谱纯, 德国 CNW 科技公司); 无菌双蒸水

(北京伊塔生物科技有限公司); 无水乙醇、葡萄糖、过氧化

氢、水杨酸、磷酸钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

BS224S型电子分析天平(北京 Sartorius 仪器系统有限

公司); Perkin Elmer 傅里叶变换红外光谱仪(美国珀金埃尔

默仪器有限公司); UV-754 紫外分光光度计(上海光学仪器

一厂); Agilent 1260 高效液相色谱仪(配备紫外检测器、示

差检测器, 美国安捷伦公司); GL-21M 型高速冷冻离心机

(湘仪离心机仪器有限公司); 微孔滤膜(0.45 μm, 日本岛津

公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  缢蛏多糖的提取流程 
新鲜缢蛏→去掉蛏壳→组织粉碎机匀浆→热水浴浸

提→离心→上清液进行等电点除杂蛋白→喷雾干燥→缢蛏

多糖粗品。 
1.3.2  样品前处理 

将新鲜缢蛏去掉蛏壳, 利用组织粉碎机匀浆, 精确称

取 20 g 匀浆液置于 500 mL 烧杯中, 采用一定料液比、提

取温度、提取时间对缢蛏多糖进行热水浸提, 提取结束后, 
5000 r/min 离心 10 min, 合并收集上清液, 调节 pH 为 5.5
进行等电点除杂蛋白, 4 ℃过夜放置, 离心去沉淀, 收集上

清经喷雾干燥得到缢蛏多糖粗品。 
1.3.3  缢蛏多糖含量的测定 

苯酚-硫酸法测定总糖含量并绘制标准曲线[17]。 
1.3.4  单因素试验 

称取一定量的缢蛏肉并匀浆, 按下列条件开展单因

素试验: 在提取温度 80 ℃条件下, 分别以料液比 1:1、1:2、
1:3、1:4、1:5、1:6 (g/mL)提取 3 h。在料液比 1:2 (g/mL)
条件下, 分别在 50、60、70、80、90、100 ℃提取 3 h。在

料液比 1:2 (g/mL)、提取温度 80 ℃的条件下, 分别提取 1、
2、3、4、5、6 h。每组试验均重复 3 次, 考察单因素条件

对缢蛏多糖得率的影响。 
1.3.5  响应面试验 

根据单因素试验结果, 选择料液比、提取时间、提取

温度为自变量并设置合适的水平, 以缢蛏多糖得率作为响应

值, 运用 Box-Benhken 响应面法进行响应面试验设计, 优化

缢蛏多糖的提取工艺。响应面试验因素及水平设计见表 1。 
 

表 1  响应曲面试验因素水平表 
Table 1  Response surface methodology factor level table 

因子 编码 
水平 

‒1 0 1 
提取温度/℃ A 70 80 90 
料液比(g/mL) B 1:1 1:2 1:3 
提取时间/h C 2 3 4 

 

采用 GB 5009.5—2010《食品安全国家标准 食品中蛋

白质的测定》及 GB/T 9695.31—2008《肉制品 总糖含量

测定》检测缢蛏多糖样品中的蛋白质及总糖含量。 
1.3.6  缢蛏多糖性质测定 

(1)缢蛏多糖的纯化及分子量测定 
将通过 1.3.2 制备的缢蛏粗多糖溶解, 经 Sephadex 

G-100 葡聚糖凝胶柱层析, 蒸馏水洗脱, 收集组分并透析, 
冷冻干燥得缢蛏纯化多糖。 

采用高效液相色谱法[18]测定缢蛏多糖的分子量, 检测

器为示差折光检测器, 流动相为双蒸水, 流速为 0.6 mL/min, 
色谱柱为 TSK-gel G4000 (7.8 mm×300 mm, 10 μm), 柱温

30 ℃, 进样体积 20 μL, 称取分子量分别为 200 万、50 万、
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7 万和 1 万的葡聚糖和缢蛏多糖, 使用双蒸水配制质量浓度      
10 mg/mL 的标准葡聚糖溶液和缢蛏多糖样品液, 利用孔径

为 0.45 μm 的微孔滤膜过滤后进入高效液相色谱仪, 利用流

速为 0.6 mL/min 的双蒸水进行洗脱, 绘制葡聚糖分子量标

准曲线并测定缢蛏多糖分子量。 
(2)缢蛏多糖单糖组成分析 
样品水解及标准品的衍生化方法参照陈燕文等[19]的方

法, 采用高效液相色谱法测定样品中多糖组成。液相色谱条

件: ZORBAX Eclipse XDB-C18色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm); 
流动相 A 为 0.1 mol/L 磷酸钠缓冲液, 流动相 B 为乙腈; 检
测波长 250 nm; 柱温 30 ℃; 洗脱流速 1.0 mL/min。 

(3)缢蛏多糖傅里叶变换红外光谱分析 
将干燥的样品 2 mg 与 100 mg 溴化钾(KBr)研磨混匀

后压成薄片, 傅里叶变换红外光谱扫描 4000~400 cm‒1 范

围, 并对结果进行分析。 
1.3.7  缢蛏多糖体外抗氧化活性测定 

超氧阴离子自由基清除能力测定采用邻苯三酚自氧

化法[20]; 羟基自由基清除能力测定采用水杨酸法[21]; 1,1-
二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)
自由基清除能力测定参考文献[22]。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验结果 

如图1a所示, 随着提取时间的延长, 缢蛏多糖得率先升

高后降低, 在 3 h 时多糖得率达到最大值。过长的提取时间, 
会引起多糖结构变化及提取液中杂质的增加[23], 使得多糖得

率相对降低。因而响应面优化提取时间选择 2、3、4 h。 
温度对多糖得率的影响结果如图 1b 所示, 随着温度

的上升, 缢蛏多糖得率先升高后降低, 在 80 ℃时得率最

大。温度直接影响物质在水中的溶解度, 升温会加速传质

过程 , 使多糖更易溶出 , 但过高的温度会引起多糖的降

解, 不利于多糖的提取[24]。因而响应面优化提取温度选择

70、80、90 ℃。 
如图 1c 所示, 料液比对多糖得率的影响较为明显。随

着料液比的增加, 缢蛏多糖得率相应升高, 当料液比小于

1:2 (g/mL)时, 多糖得率开始缓慢下降。过低的料液比会增

加浓缩的工作量, 综合节约资源以及生产工艺等因素考虑, 
选择 1:2 (g/mL)为最适料液比。因而响应面优化料液比选

择 1:1、1:2、1:3 (g/mL)。 

2.2  缢蛏多糖提取工艺优化 

2.2.1  回归模型的建立及显著性检验 
在单因素试验基础上, 选择提取温度(A)、料液比(B)

和提取时间(C) 3 个因素, 根据 Box-Behnken 的中心组合试

验设计原理, 采用三因素三水平的响应面分析方法, 优化

缢蛏多糖提取工艺, 试验设计与结果见表 2。利用 Design 
Expert 8.0 软件对表 2 数据建立二次回归模型, 所拟合的二

次多元回归方程是: 
 
 

 
 

图 1  不同因素对多糖得率的影响 
Fig.1  Effects of different factors on the yields of SCP 
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Y=0.93+0.020A–0.022B+0.047C-0.030AB+(4.250E–003) 
AC–(7.500E–003)BC–0.087A2–0.44B2–0.26C2。 

表 3 为上述模型的方差分析结果。由表 3 可知, 模型

是显著的(P<0.0001), 失拟项 P值为 0.5436大于 0.05, 不显

著, 这说明模型的试验拟合程度较好。R2 为 0.9970 表示模

型对各个试验点的适配度为 99.7%, 拟合度很好, 可以利

用该回归方程代替试验真实点预测提取条件对缢蛏多糖得

率的影响[25]。分析模型回归方程的 P 值, 多糖提取模型中

的一次项 A、二次项(A2、B2、C2)和交互项 AB 对多糖得率

的影响表现为极显著, 一次项 B 对多糖得率的影响表现为

显著水平, 而一次项 C、交互项(AC、BC)则影响不显著。

各因素对多糖得率的影响主次顺序为: A(提取温度)>B(料

液比)>C(提取时间)。 
2.2.2  响应面图和等高线图分析 

等高线图可直观反映不同变量之间交互作用的显著

程度, 椭圆形的等高线图意味着两被测变量间的交互作用

显著, 而圆形的等高线图则表示两被测变量间的交互作用

不显著[26]。图 2~4 中的 3 个响应曲面图形状均为凸形曲面, 
这代表响应值(Y)存在最高值, 而响应曲面的倾斜角度越陡

峭, 表明两变量的交互作用越显著, 反之响应曲面的倾斜

角度越平缓, 表示两因素的交互作用越微小。由图 2 可知, 

提取温度与料液比之间的交互作用极为显著。 

表 2  响应面法优化试验设计及结果 
Table 2  Experimental results for response surface methodology 

试验 
编号 

A 提取 
温度/℃ 

B 料液比 
(g/mL) 

C 提取 
时间/h 

Y 多糖 
得率/% 

 1  1  0  1 0.460 

 2 ‒1  1  0 0.257 

 3  1  0 ‒1 0.498 

 4  0 ‒1 ‒1 0.301 

 5  1 ‒1  0 0.187 

 6 ‒1  0  1 0.623 

 7  0  0  0 0.961 

 8  0 ‒1  1 0.365 

 9 ‒1 ‒1  0 0.523 

10  1  1  0 0.314 

11  0  0  0 0.955 

12  0  1  1 0.308 

13  0  0  0 0.936 

14  0  0  0 0.902 

15  0  1 ‒1 0.295 

16 ‒1  0 ‒1 0.555 

17  0  0  0 0.923 

 
 

表 3  响应面试验的方差分析 
Table 3  Variance analysis of response surface test 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 

模型 1.25  9 0.14 260.04 <0.0001** 

A-提取温度/℃ 0.031  1 0.031 58.22 0.0001** 

B-料液比(g/mL) 5.100E-003  1 5.100E-003 9.54 0.0176* 

C-提取时间/h 1.431E-003  1 1.431E-003 2.68 0.1458 

AB 0.039  1 0.039 72.22 <0.0001** 

AC 2.809E-003  1 2.809E-003 5.25 0.0556 

BC 6.502E-004  1 6.502E-004 1.22 0.3066 

A2 0.17  1 0.17 312.51 <0.0001** 

B2 0.73  1 0.73 1362.58 <0.0001** 

C2 0.17  1 0.17 321.99 <0.0001** 

残差 3.742E-003  7 5.346E-004   

失拟项 1.433E-003  3 4.778E-004 0.83 0.5436 

纯误差 2.309E-003  4 5.773E-004   

总离差 1.25 16    

R2 0.9970     

注: *差异显著(P<0.05); **差异极显著(P<0.01)。 
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图 2  提取温度与料液比交互作用的响应面和等高线图 
Fig.2  Response surface and contour map of the interaction between extraction temperature and solid-liquid ratio 

 
 

 
 

图 3  提取温度与提取时间交互作用的响应面和等高线图 
Fig.3  Response surface and contour map of the interaction between extraction temperature and time 

 
 

 

 
图 4  料液比与提取时间交互作用的响应面和等高线图 

Fig.4  Response surface and contour map of the interaction between solid-liquid ratio and extraction time 
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2.2.3  验证与优化 
通过软件求解回归方程, 得出提取工艺最优条件为: 

提取温度 78.27 ℃、料液比 1:1.95 (g/mL)、提取时间 3.05 h, 
预测得率为 0.978%。考虑到实际的可操作性, 选择提取温

度 80 ℃、料液比 1:2 (g/mL)、提取时间 3 h, 在此条件下进行

3 次平行试验, 验证试验结果显示缢蛏多糖得率为 0.976%, 
与理论预测值相对误差为 0.002%, 提取工艺可行。 

经国家标准检测缢蛏多糖样品中的蛋白质及总糖含

量分别为 28.6%和 48.61%。 

2.3  缢蛏多糖性质分析 

2.3.1  缢蛏多糖分子量测定 
缢蛏多糖分子量测定结果如图 5 所示, 通过计算得出, 

缢蛏多糖分子量约为 480 kD, 表明其为大分子多聚糖。 
2.3.2  缢蛏多糖单糖组成分析 

通过水解多糖并对其衍生化产物进行测定, 可以得出单

糖组成及物质的量之比。缢蛏多糖经过水解、衍生化及高效

液相色谱法检测, 试验结果如图 6 所示, 通过与单糖标准品

谱图进行比对可知, 缢蛏多糖的单糖组分为葡萄糖。李志[27]

研究了牡蛎多糖的单糖组成, 发现其单糖组分也为葡萄糖。 
2.3.3   傅里叶变换红外光谱分析 

缢蛏多糖的红外光谱图如图 7 所示, 该图具有典型的

多糖红外吸收峰, 1635 cm‒1处的吸收峰是 C=O的伸缩振动

吸收, 2973 和 1380 cm‒1 的吸收峰为-CH3 的伸缩振动和变

角振动吸收, 3294 cm‒1 处的吸收峰为-OH 键的伸缩振动吸

收, 1047、1088 和 1219 cm-1 处均有吸收, 表明该糖环构型

为吡喃型, 935 cm‒1 处的吸收峰为 D-吡喃糖的伸缩振动吸

收, 且在 882 cm‒1 处有吸收峰, 推断该多糖为 α-D-吡喃型

多糖。该试验结果也与刘志昌等[28]的研究结论一致。 
 

 
 

注: ◇为分子量标准品, ▲为缢蛏多糖样品。 
图 5  高效液相色谱法测定缢蛏多糖分子量 

Fig.5  Determination of molecular weight of SCP by high 
performance liquid chromatography 

 

 
 

注: a 中 1~10 依次为:甘露糖、氨基葡萄糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、氨基半乳糖、葡萄糖、半乳糖、木糖、岩藻糖。 
图 6  单糖标准品(a)和缢蛏多糖(b)的单糖高效液相色谱图 

Fig.6  High performance liquid chromatograms of standard monosaccharides (a) and SCP (b) 
 

 
 

图 7  缢蛏多糖红外光谱图 
Fig.7  Infrared spectrogram of SCP 

2.4  缢蛏多糖体外抗氧化活性 

2.4.1  缢蛏多糖对超氧阴离子自由基的清除能力 
超氧阴离子自由基是人体内常见的氧自由基, 是其

他活性氧的产生前体, 而且超氧阴离子自由基可作为引

发剂启动自由基链式反应, 会衍生出更多活性更强的自

由基, 对人体造成更大伤害[29]。由图 8 可知, VC 清除超

氧阴离子的效率极高, 而缢蛏多糖对超氧阴离子自由基

清除作用随着多糖浓度的增加相应增强, 具有明显的浓

度依赖性。在试验所选浓度范围内, 当多糖的质量浓度为

10 mg/mL 时, 缢蛏多糖对超氧阴离子自由基清除率达到

33.71%。 



1624 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 13 卷 
 
 
 
 
 

 

 
 

图 8  缢蛏多糖和 VC 清除超氧阴离子自由基的作用 
Fig.8  Scavenging effects of SCP and VC on superoxide anion free 

radicals 
 

2.4.2  缢蛏多糖对羟基自由基的清除能力 
羟基自由基是一种活性氧, 也是人体的正常代谢产物, 

当人体内的动态平衡被打破, 羟基自由基会对人体造成损

害, 引发疾病。以 VC 作为对照, 研究缢蛏多糖对羟基自由基

的清除作用, 结果见图 9。由图 9 可知, VC 清除羟基自由基的

能力极高。在所选质量浓度范围内, 缢蛏多糖对羟基自由基

具有较好的清除作用, 并且缢蛏多糖的质量浓度与清除羟基

自由基的能力呈正相关。当质量浓度为 10 mg/mL 时, 缢蛏多

糖的羟自由基清除率达到 91.71%。 
 
 

 
 

图 9  缢蛏多糖和 VC 清除羟基自由基的作用 
Fig.9  Scavenging effects of SCP and VC on hydroxyl radical 

 
2.4.3  缢蛏多糖对 DPPH 自由基的清除能力 

抗氧化物质清除 DPPH 自由基的能力与其所能接受

的电子数量密切相关, 即与该物质的供氢能力相关。由图

10 可知, VC 清除 DPPH 自由基的能力极强, 而在所选的浓

度范围内, 缢蛏多糖清除 DPPH 自由基的能力随着浓度的

升高而增强, 显示出良好的剂量关系, 并且缢蛏多糖清除

DPPH 自由基的效果要优于其对超氧阴离子自由基和羟基

自由基的清除效果。在质量浓度为 6~10 mg/mL 范围内, 缢
蛏多糖具有较高的 DPPH 自由基清除能力, 当多糖质量浓

度为 10 mg/mL 时 , 其对 DPPH 自由基的清除率达到

95.46%。 

 
 

图 10  缢蛏多糖和 VC 清除 DPPH 自由基的作用 
Fig.10  Scavenging effects of SCP and VC on DPPH radical 

 
当前主流的抗氧化机制包括: 清除活性自由基、清除

非活性氧化因子、螯合金属离子等, 而影响多糖物质抗氧化

的因素很多, 包括多糖来源、提取方法、纯度、分子量、化

学结构、空间构象等[30]。钟城城等[31]研究了厚壳贻贝多糖

的体外抗氧化活性, 发现其抗氧化活性也与浓度呈一定正

相关性, 厚壳贻贝多糖清除DPPH自由基和超氧阴离子自由

基的最大清除率均在 80%左右(10 mg/mL), 但其多糖还原

力测定中, 多糖还原活性较低。郭雷等[32]研究了青蛤多糖的

体外抗氧化活性, 发现其具有较强的浓度依赖的抗氧化能

力。多糖物质的抗氧化活性在不同的体外抗氧化试验中并不

总是保持一致, 这主要是因为当前通用的多种体外抗氧化

试验采用不同的试验方法, 其适用对象和反应体系有差异, 
导致多糖体外抗氧化试验结果之间缺乏对比。 

3  结  论 

本研究采用响应面法优化了缢蛏多糖的提取工艺条件, 
其最佳提取工艺条件为: 提取温度 80 ℃、料液比 1:2 (g/mL)、
提取时间 3 h, 该条件下多糖得率为 0.976%。采用红外光

谱扫描和高效液相色谱法对缢蛏多糖进行光谱分析和单糖

组成分析, 结果表明缢蛏多糖分子量约为 480 kD, 主要

由葡萄糖组成, 以 α-D-吡喃型多糖形式存在。缢蛏多糖具

有较好的体外抗氧化活性, 其清除超氧阴离子自由基、羟

基自由基、DPPH 自由基的能力与多糖浓度有明显的量效

关系。以上试验结果可为缢蛏的精深加工及产品开发提

供参考。 
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