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基于ＧＡ－ＢＰＮＮ优化铁皮石斛多糖提取工艺

李伯齐，郭建军，胡万哉，梁宗锁，侯卓妮
（浙江理工大学生命科学与医药学院，杭州３１００１８）

　　摘　要：为了优化铁皮石斛多糖提取工艺，采用单因素实验考察超声功率、超声时间、纤维素酶浓度、木瓜蛋白

酶浓度、液料比和浸提温度等因素的影响，然后采用正交设计试验方法安排实验，通过 Ｍａｔｌａｂ建立三层结构的ＢＰ
神经网络（Ｂａｃｋ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｎｅｕｒａｌ　ｎｅｔｗｏｒｋ，ＢＰＮＮ），并结合遗传算法（Ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ，ＧＡ）对工艺条件进行全局

寻优，获得最佳提取工艺。结果表明：纤维素酶会对铁皮石斛多糖造成破坏，不利于铁皮石斛多糖提取，而木瓜蛋白

酶可显著增加对铁皮石斛多糖的提取得率；铁皮石斛多糖的最佳提取工艺为液料比９５∶１，超声功率４００Ｗ，木瓜蛋

白酶浓度１４００Ｕ／ｇ，提取温度４８℃，在此工艺条件下铁皮石斛多糖得率达３３．４％，优于普通热水提取２３．６％的得

率，得率提升显著，也同时表明ＢＰ神经网络模型结合遗传算法能够较好地解决此类非线性求优问题。
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０　引　言

铁皮石斛 是 兰 科 植 物 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ
Ｋｉｍｕｒａ　ｅｔ　ｍｉｇｏ的干燥茎，具有保护胃肠道、促进体液
循环、调节人体免疫功能、降低血糖、保护机体免受氧
化应激损伤以及减少肿瘤发生率的作用［１］。铁皮石斛
多糖一直以来被认为是铁皮石斛中的有效成分［２］。体
外实验证明，铁皮石斛多糖可通过产生ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β
细胞因子实现调节免疫的作用［３］。动物实验表明，铁
皮石斛多糖可有效刺激脾细胞的增殖和Ｔ淋巴细胞和

Ｂ淋巴细胞的先天免疫能力，从而实现自我免疫功能的
提高［４］。铁皮石斛多糖能激活补体受体和甘露糖受
体，增强细胞因子的分泌［５］。模型小鼠在口服石斛多
糖之后，胰腺β细胞数量和功能产生明显改善，葡萄糖
耐量和胰岛素敏感性显著提升［６］。小鼠在经过铁皮石
斛多糖灌胃治疗后，血糖浓度、胰岛素、糖化血清蛋白
和血清脂质明显降低，过氧化物酶、超氧化物歧化酶和
谷胱甘肽过氧化物酶显著提升［７］。
如何从药材中简单有效地提取多糖是一项重要

的课题。传统的铁皮多糖提取工艺主要包括热水提
取法［８］、酶提取法［９］、超声提取法［１０］和半仿生提取
法［１１］等。水提法简单易行，但普遍存在提取率较
低，对原料造成较大的浪费［１２］。超声提取技术能够
在低温环境下，快速高效地提取多糖，因此超声提取
技术在中药材提取中的应用越来越广泛［１３－１５］。酶提
取法利用酶对植物细胞的分解破坏，降低植物细胞
内容物的传质阻力，并最大限度保留有效成分，反应
条件温和，可大限度保留提取物有效成分等优点，因
此酶提取法在提取工艺中具有重要地位［１６］。纤维
素酶能够通过分解组成植物细胞壁的纤维素，使细
胞壁产生局部的溶解和塌陷，从而使植物细胞内容
物快速溶出［１７－１８］。木瓜蛋白酶可分解蛋白质，减少
蛋白质与多糖的胶连作用，提升多糖的溶出效
率［１９－２０］。闪式提取技术也是一种在极短的时间内使
溶质在溶液中达到平衡的技术，此法具有提取时间
短，提取效率高的特点［１１］。

ＢＰ 神 经 网 络 （Ｂａｃｋ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｎｅｕｒａｌ
ｎｅｔｗｏｒｋ，ＢＰＮＮ）是一种基于深度学习的算法，具有
通过对各种复杂数据进行深度学习而拥有分类能力

和优良的多维函数映射的能力［２１－２２］。在计算科学和
运筹学中，遗传算法是受自然选择过程启发的一种
算法，可通过突变和中间或离散重组来进化个体，从
而解决优化问题［２３－２４］。
传统的热水提取法存在提取效率低，原材料浪

费严重等问题。本文在单因素实验的基础上以超声
功率、木瓜蛋白酶浓度、温度、提取时间四因素设计
正交实验，建立ＢＰ神经网络并结合遗传算法优化
提取方法，得到铁皮石斛多糖最佳提取工艺，为遗传
算法结合神经网络在多元非线性求优问题中的应用

中提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
铁皮石斛药材由杭州天鸿生物科技有限公司提

供，木瓜蛋白酶、纤维素酶、葡萄糖、硫酸、蒽酮、

３，５—二硝基水杨酸和无水亚硫酸钠购于生工生物
工程（上海）有限公司，所有试剂均为分析纯。

１．２　实验仪器

ＸＯ－６５０Ｄ超声细胞破碎仪（南京先欧仪器制造
有限公司）；ＬＧ－０１高速中药粉碎机（瑞安市百信制
药机械有限公司）；ＨＷＳ－１２恒温水浴锅（上海一恒
科技有限公司）；ＤＥＮＶＥＲ　ＴＰ－２１４千分之一电子天
平（赛多利斯科学仪器有限公司）；ＳＹＮＥＲＧＹ　ＨＴＸ
多功能酶标仪（美国伯腾仪器有限公司）。

１．３　实验方法

１．３．１　多糖的含量测定及得率计算

１．３．１．１　多糖的提取与测定
总糖的提取与测定参照马旖旎等［２５］方法加以

改进。将铁皮石斛粉末烘干至恒重，称取０．２０ｇ，按
照液料比１００∶１加入蒸馏水，混匀，超声提取，加入
纤维 素 酶 或 木 瓜 蛋 白 酶，以 ８０００ｒ／ｍｉｎ 离 心

１０ｍｉｎ，取上清，即得铁皮石斛水提物，稀释１００倍，
根据硫酸蒽酮法［２５］测定提取液中总糖的含量以及

ＤＮＳ法［２６］测定还原糖的含量。

１．３．１．２　多糖得率的计算
按照上述方法分别计算铁皮石斛提取液中总糖

的质量以及还原糖的质量，方法参考文献［２７］，具体
计算方法如公式（１）所示：

Ｙ／％＝
Ｃ１×Ｖ１×ｋ１－Ｃ２×Ｖ２×ｋ２

Ｍ ×１００ （１）

其中：Ｙ 表示多糖得率，％；Ｃ１、Ｃ２ 分别表示测得总
糖和还原糖质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ１、Ｖ２ 分别表示测定
体系的体积，ｍＬ；ｋ１、ｋ２ 分别表示总糖测定和还原糖
测定时稀释的倍数；Ｍ 表示铁皮石斛的质量，ｇ。

１．３．２　单因素实验设计
单因素实验设计如表１所示，每个试验水平设

３个平行实验组，考察各个单因素对铁皮石斛多糖
得率的影响。
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表１　单因素实验

因素 变化条件 固定条件

液料比／（ｍＬ·ｇ－１） ２０∶１、４０∶１、６０∶１、８０∶１、１００∶１ 浸提时间５０ｍｉｎ，浸提温度５０℃
浸提时间／ｍｉｎ　 ３０、６０、９０、１２０、１５０ 液料比１００∶１，浸提温度５０℃
超声功率／Ｗ　 ０、１５０、３００、４５０、６００ 液料比１００∶１，超声时间５ｍｉｎ
超声时间／ｍｉｎ　 ０、２、４、６、８ 液料比１００∶１，超声功率５００Ｗ
浸提温度／℃ ３０、４５、６０、７５、９０ 液料比１００∶１，浸提时间６０ｍｉｎ

木瓜蛋白酶浓度／（Ｕ·ｇ－１） ０、５００、１０００、１５００、２０００ 液料比１００∶１，浸提时间６０ｍｉｎ、浸提温度５０℃
纤维素酶浓度／（Ｕ·ｇ－１） ０、２００、４００、６００、８００ 液料比１００∶１，浸提时间６０ｍｉｎ，浸提温度５０℃

１．３．３　正交实验设计
在单因素实验结果的基础上，选取液料比（Ａ）、

超声功率（Ｂ）、木瓜蛋白酶酶浓度（Ｃ）和水浴温度
（Ｄ）作为研究因素，以多糖提取率作为优化指标，采
用正交设计试验方法安排试验，优化提取工艺，因素
与水平设计见表２。

表２　正交试验因素水平

因素
水平

１　 ２　 ３

Ａ／（ｍＬ·ｇ－１） ６０∶１　 ８０∶１　 １００∶１

Ｂ／Ｗ　 ２００　 ４００　 ６００

Ｃ／（Ｕ·ｇ－１） ５００　 １０００　 １５００

Ｄ／℃ ４０　 ５０　 ６０

２　结果与分析

２．１　单因素结果分析

２．１．１　液料比对多糖得率的影响
多糖得率与液料比的关系曲线如图１所示，由

图可知，多糖得率随着液料比的增大而增加，其原因
为增加液料比可增加分散介质的体积从而使铁皮石

斛多糖的得率增加。考虑到随着液料比的增大，提
取多糖时所需要耗费的浓缩时间，试剂消耗量都要
增加，所以选取６０∶１，８０∶１，１００∶１三个水平设计正
交实验。

图１　多糖得率与液料比的关系曲线

２．１．２　浸提时间对多糖得率的影响
多糖得率与浸提时间的关系曲线如图２所示，

由图可知，在３０～９０ｍｉｎ范围内，多糖得率随时间
增长而增加，延长时间可使多糖溶解更充分，从而增
加多糖得率。在８０ｍｉｎ后，各个水平没有变化，其
原因可能是因为分散体系在８０ｍｉｎ达到稳定的
状态。

图２　多糖得率与浸提时间的关系曲线

２．１．３　超声功率对多糖得率的影响
多糖得率与超声功率的关系曲线如图３所示，

由图可知，多糖得率在０～３００Ｗ 的范围内随着超
声功率的变化而增大，在３００～６００Ｗ 范围内，提取
率随功率的变化不明显，其原因可能是超声功率在

３００Ｗ已能够有效地破坏铁皮石斛的细胞壁，加速
多糖的溶出。

图３　多糖得率与超声功率的关系曲线
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２．１．４　超声时间对多糖得率的影响
多糖得率与超声时间的关系曲线如图４所示，

由图可知，铁皮石斛多糖的多糖得率在超声提取时
间０～４ｍｉｎ范围内随时间的增长而升高，多糖得率
在超声处理４～１０ｍｉｎ范围内趋于稳定，不随时间
的增长而变化，选取超声时间为５ｍｉｎ作为正交实
验中的超声提取条件。

图４　多糖得率与超声时间的关系曲线

２．１．５　浸提温度对多糖得率影响
多糖得率与浸提温度的关系曲线如图５所示，

由图５可知，在３０～８０℃的温度范围内，温度升高，
得率增加。当温度达到８０℃后，多糖得率下降，其
原因可能是酶的最适温度小于８０℃，因此选取４０、

５０℃和６０℃三个因素水平优选最佳提取温度。

图５　多糖得率与浸提温度的关系曲线

２．１．６　木瓜蛋白酶浓度对多糖的得率影响
多糖得率与木瓜蛋白酶浓度的关系曲线如图６

所示，由图可知，木瓜蛋白酶的浓度在０～１０００Ｕ／ｇ
范围内，多糖得率增加的速率较大，在１０００～２０００
Ｕ／ｇ的浓度范围内，多糖得率的增加速率变慢，其
原因可能是酶浓度增加，可加速溶出的速率，因此选
取５００、１０００Ｕ／ｇ和１５００Ｕ／ｇ三个水平。

２．１．７　纤维素酶浓度对多糖得率的影响
多糖得率与纤维素酶浓度如图７所示，由图可

知，在０～８００Ｕ／ｇ纤维素酶浓度范围内，多糖得率

图６　多糖得率与木瓜蛋白酶浓度的关系曲线

随浓度的增长而下降，推测纤维素酶可对铁皮石斛
多糖的糖苷键产生破坏，导致多糖的减少，而还原糖
的含量增加。因此，在铁皮石斛多糖提取的正交实
验中不考虑纤维素酶浓度。

图７　多糖得率与纤维素酶浓度的关系曲线

２．２　正交设计结果方差分析
选择液料比（Ａ）、超声功率（Ｂ）、木瓜蛋白酶浓

度（Ｃ）和提取温度（Ｄ）为研究因素，以多糖得率（Ｙ）
为试验指标进行正交实验，每次实验重复３次，结果
如表３所示。由表３中极差分析结果可知，各个因
素的水平效应大小依次为木瓜蛋白酶浓度（４．８４）、
液料比（２．１５）、超声功率（１．１６）和提取温度（０．６１）。
由表４方差分析结果可知，木瓜蛋白酶浓度与

液料比水平效应非常显著，超声功率效应显著，提取
温度效应不明显。综合以上结论分析得最佳提取条

件为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ３，铁皮石斛最佳提取条件为液料比

１００∶１，超声功率６００Ｗ，木瓜蛋白酶浓度１５００Ｕ／ｇ，

提取温度为６０℃。

２．３　ＢＰ神经网络建模结合遗传算法结果分析

２．３．１　ＢＰ神经网络模型的建立
本文通过 Ｍａｔｌａｂ　２０２０ａ软件构建３层结构的

ＢＰ神经网络，输入层包含４个节点（液料比Ａ，超声
功率Ｂ、木瓜蛋白酶浓度Ｃ和提取温度Ｄ），隐藏层
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　　 表３　正交试验结果与方差分析

试验号 Ａ／（ｍＬ·ｇ－１） Ｂ／Ｗ　 Ｃ／（Ｕ·ｇ－１） Ｄ／℃
Ｙ／％

实验１ 实验２ 实验３
平均得率／％

１　 ３　 ２　 ３　 １　 ３２．５０　 ３２．４０　 ３３．１０　 ３２．６７
２　 ３　 ３　 １　 ２　 ２８．００　 ２８．２０　 ２７．９０　 ２８．０３
３　 ２　 １　 ３　 ２　 ３１．２８　 ３１．４４　 ３０．４０　 ３１．０４
４　 ２　 ３　 ２　 １　 ２９．３６　 ２９．５２　 ３０．４０　 ２９．７６
５　 ２　 ２　 １　 ３　 ２６．８８　 ２６．５６　 ２６．８０　 ２７．４１
６　 １　 ３　 ３　 ３　 ３１．４４　 ３０．９６　 ３１．６２　 ３１．３４
７　 １　 ０　 １　 １　 ２４．７２　 ２５．５０　 ２４．９６　 ２５．０６
８　 ３　 １　 ２　 ３　 ２９．２０　 ２９．６０　 ２９．９０　 ２９．５７
９　 １　 ２　 ２　 ２　 ２７．１２　 ２７．００　 ２８．０８　 ２７．４０
ｋ１ ２７．９３　 ２８．５５　 ２６．８３　 ２９．１６
ｋ２ ２９．４　 ２９．１６　 ２８．９０　 ２８．８２
ｋ３ ３０．０８　 ２９．７１　 ３１．６８　 ２９．４４
Ｒ　 ２．１５　 １．１６　 ４．８４　 ０．６１

表４　方差分析
因素 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 显著性

Ａ／（ｍＬ·ｇ－１） ３．８００　 ２　 １．９００　 ７．９１ ＊＊
Ｂ／Ｗ　 ２．３７２　 ２　 １．１８６　 ４．９４ ＊

Ｃ／（Ｕ·ｇ－１） ３６．０３４　 ２　 １８．０１７　 ７５．０７ ＊＊
Ｄ／℃ ０．０５７　 ２　 ０．２８５　 １．１９
误差 ４．３２　 １８　 ０．２４

设置８个节点，输出层为１个节点（多糖得率Ｙ）。

２．３．２　ＢＰ神经网络虚拟样本的生成

ＢＰ神经网络基于大量样本数据能够增加神经
网络预测的准确性，故通过增加虚拟样本量的方式
丰富样本数据。由于每个变量（液料比，超声功率，木
瓜蛋白酶浓度，提取温度，多糖得率）在实际操作中都
存在一定的误差，故在每一个变量数据上增加一个波
动的Δｉ值，本文中Δｉ值取０．５％，按照Ｌ８（２７）正交
设计，使得每个实际样本生成８个虚拟样本，由此

９个实际样本可生成７２个虚拟样本，再加上９个实
际样本，总样本量为８１个，增加了训练空间内的样
本量，可提升ＢＰ神经网络的稳定性［２８］。

２．３．３　ＢＰ神经网络的训练

将此网络模型函数和参数设置为训练函数

（ｔｒａｉｎｌｍ）、最大训练迭代次数（５００）、隐含层神经元
的传递函数：ｔａｎｓｉｇ、输出层神经元的传递函数：

ｐｕｒｅｌｉｎ，其他参数默认。随机选取７０个样本作为训
练样本，剩余样本用来测试网络的性能［２９］。设定该
网络模型训练次数为１０００，学习速率设置为０．１，训
练目标最小误差设置为０．０００１，动量因子设置为

０．０１，输出验证样本预测输出与期望输出的相对误
差。由图８可知，１１个测试样本神经网络相对误差
均小于６×１０－４，表明模型能够准确预测实验结果
（见图８）。

图８　神经网络预测误差图

２．３．４　遗传算法优化ＢＰ神经网络模型
遗传算法可优化网络模型的阈值以及初始权重

值，使优化后的网络模型能够更好地预测未知样
本［２３］。本文中，设定的参数如下，迭代进化次数：

１００，种群规模：２０，交叉概率设置：０．７５，变异概率：

０．２，浮点数编码，个体长度：１，结果如图９所示。由
图９所得到的最优预测多糖得率为３４．７８％，对应
的实验条件液料比为 ９５．３∶１．０，超声功率为

３９８．２Ｗ，酶浓度为１３８２．８Ｕ／ｇ，温度为４７．８℃，
为最优实验条件的选择提供参考。

图９　适应度曲线
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２．４　验证试验
根据２．３．３中遗传算法优化的结果进行试验，

将ＢＰ神经网络预测的最佳提取工艺确定为液料比
为９５∶１，超声功率为４００Ｗ，酶浓度为１４００Ｕ／ｇ，温
度为４８℃，提取铁皮石斛多糖，试验重复３次，结果
如表５所示。由表５可知，ＢＰ神经网络模型预测结
果较方差分析预测结果具有更高的多糖得率，因此
最佳提取工艺确定为液料比为９５∶１，超声功率为

４００Ｗ，酶浓度为１４００Ｕ／ｇ，温度为４８℃。
表５　验证试验

试验 多糖得率／％ 平均值／％ 标准差／％
３２．９

方差分析 ３４．１　 ３３．４　 １．８７
３３．２
３４．２

ＢＰ神经网络建模 ３４．５　 ３４．１　 １．３４
３３．６

３　讨　论

酶法提取在中药材以及食品的提取工艺中广泛

应用，王占一等［３０］发现纤维素酶可用于藕节多糖的
提取，纤维素酶也常用于名贵药材铁皮石斛中可溶
性多糖的提取［３１－３２］。薛燕等［３３］研究发现，中性蛋白
酶与纤维素酶比例为２∶１时，铁皮石斛多糖的得率
较常规提取方法获得非常显著提升，多糖得率达到

４３．８５％。本文结果表明，纤维素酶虽然能使提取液
中总糖的得率提升，但同时使铁皮石斛中的可溶性
多糖发生水解，从而导致可溶性多糖得率减小。纤
维素酶作为一种复合酶，其中含有多种酶协同作用
对植物细胞细胞壁产生分解破坏的作用，由于纤维
素酶由于成分复杂，无法特异性识别纤维素或者铁
皮石斛多糖成分，对多糖造成结构上的破坏，形成还
原糖，对铁皮石斛多糖的得率是不利的。因此，纤维
素酶在多糖类物质的提取时必须谨慎使用。
多糖与蛋白质等生物大分子容易在水中形成胶

体，在此分散体系中，分散介质水全部被包含于高分
子形成的网状结构中，形成不流动的半固体状
物［３４］，从而导致铁皮石斛多糖提取速率和得率降
低。木瓜蛋白酶是一种低特异性蛋白水解酶，对蛋
白质具有较好的水解作用［３５］。在本文中，木瓜蛋白
酶能够显著提升铁皮石斛多糖得率，其原因可能是
木瓜蛋白酶可以破坏分散体系中大分子之间的胶连

作用，增加分散介质水的流动性，从而提升提取速率
以及得率。

本文探讨液料比、浸提时间、浸提温度、超声功
率、超声时间等因素对铁皮石斛多糖得率的影响。
结果表明，在一定范围内提升单因素的水平均可提
升铁皮石斛多糖的得率，与前人报道的结果相一
致［３６］。通过增加液料比的水平，可增加分散体系中
介质水的含量从而增加多糖的得率，而增加浸提时
间、浸提温度、超声功率和超声时间则能够让铁皮石
斛多糖溶解得更充分，更快速。本文通过正交试验
进一步研究各因素对铁皮石斛多糖得率的影响，并
分别通过方差分析和ＢＰ神经网络建模的方法对提
取工艺进行优化，结果表明ＢＰ神经网络模型具有
更好的预测效果，所得最佳工艺更加科学有效。在
优化问题中，方差分析只能针对正交试验中各因素
水平对提取工艺的影响，并在已知的因素水平下对
提取工艺进行优化，优化结果不具有全局性，而ＢＰ
神经网络模型作为一种智能信息处理系统，在结合
遗传算法的条件下，能够进行全局寻优，具有全局性
和科学性，因此ＢＰ神经网络模型的优化结果在多
元非线性求优问题中具有一定的参考意义［３７］。

４　结　论

本文在单因素试验的基础上，用正交设计安排
实验，采用方差分析以及ＧＡ－ＢＰＮＮ进行全局优化
铁皮石斛多糖最佳的提取工艺，主要结果如下：

ａ）通过提升液料比、浸提时间、超声功率、超声
时间、浸提温度和木瓜蛋白酶浓度的因素水平可提
升铁皮石斛多糖的得率，而在铁皮石斛多糖提取过
程中加入纤维素酶则会减少铁皮石斛多糖得率，纤
维素酶可破坏铁皮石斛多糖结构，并将其水解成还
原糖。

ｂ）对铁皮石斛多糖提取工艺的影响因素水平
效应大小依次为：木瓜蛋白酶浓度、液料比、超声功
率、温度。

ｃ）ＢＰ神经网络模型寻优法能够更加全面合理
地进行寻优，所得铁皮石斛多糖最佳提取工艺为液料
比为９５∶１，超声功率为４００Ｗ，酶浓度为１４００Ｕ／ｇ，
温度为４８℃在此条件下，多糖得率３４．１％，大于普
通提取方法。
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