
第３６卷　第６期 西北农林科技大学学报（自然科学版） Ｖｏｌ．３６ Ｎｏ．６

２００８年６月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｏｒｔｈｗｅｓｔＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔ．Ｓｃｉ．Ｅｄ．） Ｊｕｎ．２００８

猪苓发酵菌丝胞内多糖提取工艺研究
�

周　元１，梁宗锁１
，２

（１西北农林科技大学 生命科学学院，陕西 杨凌７１２１００；２陕西省中药指纹图谱与天然产物研究中心，陕西 杨凌７１２１００）

［摘　要］　【目的】优化猪苓发酵菌丝胞内多糖的提取工艺，以提高猪苓胞内多糖浸提的得率。【方法】通过单

因素试验、正交试验和对比试验确定猪苓发酵菌丝胞内多糖的浸提方法、辅助浸提方法和除蛋白方法。【结果】与水

浸提相比，弱碱性溶剂浸提猪苓菌丝胞内多糖的效果更好，具体工艺参数为：按料液比１∶４０添加４０倍体积ｐＨ＝１１

的ＮａＯＨ，９０℃浸提４次，每次６０ｍｉｎ；酶解辅助法和超声波辅助法可有效提高猪苓发酵菌丝胞内多糖的浸提得率，

其中酶解辅助浸提的效果更好，其最佳工艺参数为：复合酶配比为犿（纤维素酶）∶犿（果胶酶）＝１∶１，复合酶用量为

１０ｍｇ／ｇ，酶解８０ｍｉｎ；蛋白酶和Ｓｅｖａｇ配合的除蛋白方法，是去除猪苓胞内蛋白的最佳方法。【结论】猪苓发酵菌丝

胞内多糖的最适提取工艺流程为：猪苓菌丝干粉
%

添加１０ｍｇ／ｇ复合酶〔犿（纤维素酶）∶犿（果胶酶）＝１∶１〕和４０倍

体积蒸馏水
%５０℃酶解８０ｍｉｎ%ＮａＯＨ溶液调ｐＨ＝１１，９０℃浸提４次，每次６０ｍｉｎ%

浸提液合并、浓缩
%ＨＣｌ溶

液调ｐＨ＝６．５%

蛋白酶酶解１ｈ%８５℃酶灭活%Ｓｅｖａｇ除蛋白至无蛋白检出%

浓缩
%

醇沉
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干燥。
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种真菌类中药材，属于无褶菌目（犃狆犺狔犾犾狅狆犺狅狉犪犾犲狊）

多 孔 菌 科 （犘狅犺狔狆狅狉犪犮犲犪犲）多 孔 菌 属 （犘狅犾

狔狆狅狉狌狊）
［１］，具有利尿渗湿之功效，其主要药效成分

是猪苓多糖。现代医学研究认为，猪苓多糖具有解

毒利水渗湿、抑制肿瘤、增强免疫力、保护肝脏、抗衰

老、抗辐射等功效［２３］。研究表明，猪苓多糖是由β１

→３，β１→４和β１→６葡萄糖苷键缩合而成的葡聚

糖，平均分子质量为１００００～７００００
［４］。

目前，提取猪苓菌核胞内多糖的常用方法是热

水煎煮法［５６］，但是在对其他各类植物源多糖提取工

艺的研究中，发现在弱碱性条件下能更有效地浸出

胞内多糖［７］。近年来，随着多糖浸提新技术的发展，

研究者还发现，超声波［７１０］、微波［１１１２］、酶解［７，１３］等辅

助处理技术，也能卓有成效地促进植物细胞内多糖

的浸出；同时，在对多糖去除蛋白技术的研究中，蛋

白酶酶解去除蛋白技术［１４］，因其高效、环保、温和等

特点而受到研究者的广泛关注，逐渐取代了传统的

Ｓｅｖａｇ法
［１５］和ＴＣＡ

［１６］法。

利用液体发酵技术生产猪苓菌丝，是一种较新

的研究成果，有关以猪苓菌丝干粉为材料的多糖提

取工艺研究尚比较少，目前所能获得的报道也仅局

限于水浸提工艺参数的研究［１７］和超声波辅助提取

技术的研究［８］，关于各种浸提工艺参数的交互作用

和酶解浸提技术、除蛋白技术的研究还鲜有报道。

本研究拟对猪苓发酵菌丝胞内多糖的提取工艺进行

改良，探讨浸提过程中各种工艺参数对多糖得率的

交互作用，酶解、超声波和微波处理对多糖得率的影

响，以及蛋白酶除蛋白技术与传统技术的区别，以期

获得猪苓发酵菌丝胞内多糖的最佳提取工艺，为猪

苓发酵生产的下游技术研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　供试猪苓　猪苓原种引自东北食（药）用真

菌研究所。ＰＤＡ培养基斜面于２５℃活化７ｄ后，转

接入ＰＤＡ平板培养基，２５℃培养１０ｄ，将菌落边缘

新生菌丝接入猪苓发酵种子培养基（玉米粉３０

ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，蛋白胨１ｇ／Ｌ，酵母膏０．５

ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，ｐＨ

自然），于２５℃摇瓶培养１０ｄ，作为猪苓液体培养的

种子液。将种子液以体积分数１０％的接种量接入

摇瓶，按体积分数４０％的装液量于１６０ｒ／ｍｉｎ、２５℃

发酵培养２０ｄ（发酵培养基与种子培养基配方相

同）。

猪苓发酵培养产物经４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０

ｍｉｎ，所得沉淀即为猪苓发酵菌丝体。菌丝体经蒸

馏水反复冲洗，于６０℃烘干至恒重，粉碎即可得到

猪苓营养菌丝干粉。

１．１．２　仪器与试剂　主要仪器有：岛津 ＡＵＷ２２０

分析天平，尤尼柯 ＵＶ２８０２Ｈ 紫外可见分光光度

计，宁 波 新 芝 ＳＢ２５１２ＤＴ 超 声 波 清 洗 机，ＬＧ

ＷＰ７００机械型微波炉，上海安亭 ＴＤＬ４０Ｂ台式离

心机，上海精宏ＤＫＢ５０１Ａ型超级恒温水槽。

主要试剂有：１∶１０００纤维素酶，上海蓝季生物

科技有限公司；果胶酶，科邦生物分装；中性蛋白酶，

北京奥博星生物技术有限公司。其他试剂均为试验

分析纯。

１．２　猪苓发酵菌丝胞内多糖的检测

取猪苓菌丝干粉加入适量浸提溶剂，恒温水浴

反复浸提，浸提液经过滤、浓缩即得粗多糖提取液，

再经过除蛋白、醇沉、干燥即可得到多糖纯品。可溶

性总糖含量的测定采用苯酚－硫酸法
［１８］，在４９０

ｎｍ处测吸光度，计算总糖含量；还原糖含量的测定

采用３，５二硝基水杨酸法
［１９］，在５４０ｎｍ处测吸光

度，计算还原糖含量，二者均以葡萄糖为标准参照。

由于浸提液中不含淀粉，因此多糖含量近似等于可

溶性总糖含量与还原糖含量之差。总糖得率和多糖

得率按下式计算：

总糖得率／％＝（总糖含量×提取液体积／菌丝

干粉质量）×１００％；

多糖得率／％＝（多糖含量×提取液体积／菌丝

干粉质量）×１００％。

１．３　猪苓发酵菌丝胞内多糖浸提方法的比较

１．３．１　水浸提工艺参数的优化　为获得猪苓菌丝

胞内多糖水浸提的最佳工艺参数，采用Ｌ９（３
４）正交
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试验，研究不同浸提温度、浸提时间、料液比和浸提 次数对胞内多糖得率的影响，试验方案如表１所示。

表１　猪苓发酵菌丝胞内多糖水浸提工艺参数优化的Ｌ９（３
４）正交试验设计

Ｔａｂｌｅ１　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍｉｎ

犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｕｓｉｎｇｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｓｏｌｖｅｎｔ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

Ａ
浸提温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｂ
浸提时间／ｍｉｎ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｃ
料液比

Ｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄｔｏｓｏｌｖｅｎｔ

Ｄ
浸提次数

Ｔｉｍｅｓ

１ ８０ ３０ １∶２０ １

２ ９０ ６０ １∶３０ ２

３ １００ ９０ １∶４０ ３

１．３．２　碱浸提工艺参数的确定　采用单因素试验，

确定碱浸提时的溶剂ｐＨ值、浸提温度、料液比、浸

提次数和浸提时间。

（１）ｐＨ值。分别用ｐＨ 为１０，１１，１２，１３，１４的

ＮａＯＨ溶液浸提猪苓发酵菌丝干粉，料液比为１∶

３０，于８０℃浸提３次，每次６０ｍｉｎ，确定浸提的最佳

ｐＨ。

（２）浸提温度。用ｐＨ 为１２的 ＮａＯＨ 溶液浸

提猪苓发酵菌丝干粉，按１∶３０的料液比，分别在

５０，６０，７０，８０，９０℃的浸提温度下反复浸提３次，每

次６０ｍｉｎ，确定浸提的最佳温度。

（３）料液比。用ｐＨ 为１２的 ＮａＯＨ 溶液浸提

猪苓发酵菌丝干粉，分别按１∶８，１∶１０，１∶２０，１∶

３０，１∶４０的料液比于８０℃浸提３次，每次６０ｍｉｎ，

确定浸提的最佳料液比。

（４）浸提次数。用ｐＨ 为１２的 ＮａＯＨ 溶液浸

提猪苓发酵菌丝干粉，按１∶３０的料液比于８０℃分

别浸提１，２，３，４次，每次６０ｍｉｎ，确定最佳的浸提次

数。

（５）浸提时间。用ｐＨ 为１２的 ＮａＯＨ 溶液浸

提猪苓发酵菌丝干粉，按１∶３０的料液比，于８０℃

分别浸提３次，每次分别浸提３０，６０，９０，１２０ｍｉｎ，确

定浸提的最佳时间。

１．３．３　碱浸提工艺参数的优化　为获得猪苓菌丝

胞内多糖碱浸提的最佳工艺参数，采用Ｌ９（３
４）正交

试验研究不同浸提温度、ｐＨ 值、料液比和浸提次

数，在每次浸提６０ｍｉｎ时对猪苓胞内多糖得率的影

响，试验方案如表２所示。

表２　猪苓发酵菌丝胞内多糖碱浸提工艺参数优化的Ｌ９（３
４）正交试验设计

Ｔａｂｌｅ２　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍｉｎ犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｕｓｉｎｇａｌｋａｌｉｓｏｌｖｅｎｔ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

Ａ
浸提温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｂ

ｐＨ

Ｃ
料液比

Ｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄｔｏｓｏｌｖｅｎｔ

Ｄ
浸提次数

Ｔｉｍｅｓ

１ ７０ １０ １∶２０ ２

２ ８０ １１ １∶３０ ３

３ ９０ １２ １∶４０ ４

１．３．４　水浸提和碱浸提效果的比较　在最优工艺

条件下浸提猪苓菌丝的胞内多糖，比较水浸提和碱

浸提时多糖得率的差异。

１．４　猪苓发酵菌丝胞内多糖辅助浸提方法的比较

１．４．１　酶解辅助提取　（１）酶解时间的确定。由于

纤维素酶和果胶酶具有相似的反应条件，因此本试

验将二者混合作为复合酶使用。将不同配比的复合

酶按一定用量混入猪苓菌丝干粉中，加３０倍体积的

蒸馏水浸泡，调ｐＨ至５．０，于５０℃保温酶解；其后

８５℃酶灭活１０ｍｉｎ，调ｐＨ至７．０，１００℃热水浸提

３次，每次６０ｍｉｎ，检测可溶性总糖和多糖的得率。

用配比为犿（纤维素酶）∶犿（果胶酶）＝１∶１的复合

酶以１０ｍｇ／ｇ用量，对猪苓菌丝干粉分别酶解处理

３０，５０，７０，９０，１１０ｍｉｎ，通过单因素试验确定酶解处

理的最佳作用时间。

（２）酶解工艺参数的优化。在上述研究的基础

上，将纤维素酶和果胶酶按不同比例混合，以不同用

量加入到猪苓菌丝干粉中，酶解反应６０～８０ｍｉｎ，

采用Ｌ９（３
４）正交试验对酶解工艺参数进行优化，其

方案如表３所示。

１．４．２　超声波和微波辅助提取　（１）超声辅助提

取。将猪苓发酵干菌丝浸于３０倍体积的蒸馏水中，

采用４０Ｗ 的超声功率分别处理１０，１２，１４，１６，１８

和２０ｍｉｎ，然后于１００℃蒸馏水中浸提３次，每次

６０ｍｉｎ，测定可溶性总糖和多糖的得率。（２）微波辅

助提取。将猪苓发酵干菌丝浸于３０倍体积的蒸馏

水中，采用１００Ｗ 的微波功率分别处理０，５，１０，２０，

３０，４０和５０ｍｉｎ，然后于１００℃蒸馏水中浸提３次，

１２２第６期 周　元等：猪苓发酵菌丝胞内多糖提取工艺研究



每次６０ｍｉｎ，测定可溶性总糖和多糖的得率。

表３　猪苓发酵菌丝胞内多糖酶解浸提工艺参数优化的Ｌ９（３
４）正交试验设计

Ｔａｂｌｅ３　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｅｎｚｙｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＩＰＳｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

Ａ

犿（纤维素酶）∶犿（果胶酶）

犿（Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ）∶犿（Ｐｅｃｔｉｎａｓｅ）

Ｂ
复合酶用量／（ｍｇ·ｇ－１）

Ｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅ

Ｃ
酶作用时间／ｍｉｎ

Ｔｉｍｅ

Ｄ
空列

Ｂｌａｎｋ

１ １∶１ ５ ６０ １

２ ２∶１ １０ ７０ ２

３ ３∶１ １５ ８０ ３

１．５　猪苓发酵菌丝多糖浸提液中蛋白去除方法的

比较

１．５．１　Ｓｅｖａｇ法
［２０］
　将三氯甲烷和正丁醇以犞（三

氯甲烷）∶犞（正丁醇）＝４∶１的量加入到粗多糖浸

提液中，充分摇匀，静置，待两相界面稳定后，排出下

部蛋白质黏液，反复多次，至不再出现白色黏液止。

按下式计算蛋白去除率和多糖损失率：

蛋白去除率／％＝（处理前蛋白含量－处理后蛋

白含量）／处理前蛋白含量×１００％；

多糖损失率／％＝（处理前多糖含量－处理后多

糖含量）／处理前多糖含量×１００％。

１．５．２　蛋白酶法
［２１］
　将猪苓发酵菌丝粗多糖提取

液的ｐＨ调至６．５，添加５ｇ／Ｌ的中性蛋白酶，于５０

℃酶解１ｈ，８５℃酶灭活１０ｍｉｎ，过滤去沉淀。

１．５．３　蛋白酶和Ｓｅｖａｇ配合法
［２２］
　用蛋白酶酶解

多糖提取液，过滤后再用Ｓｅｖａｇ法脱除蛋白，至无沉

淀产生。

１．５．４　三氯乙酸法（ＴＣＡ法）
［２３］
　向粗多糖浸提

液中加入体积分数１０％的ＴＣＡ，调节其ｐＨ至３，放

置过夜，离心去沉淀。

２　结果与分析

２．１　猪苓发酵菌丝胞内多糖最适浸提方法的比较

２．１．１　水浸提工艺参数的优化　用Ｌ９（３
４）正交试

验对猪苓发酵菌丝胞内多糖的水浸提工艺参数进行

优化，其结果见表４。

表４　猪苓发酵菌丝胞内多糖水浸提工艺参数优化的正交试验结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍｉｎ犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｕｓｉｎｇｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｓｏｌｖｅｎｔ

编号

Ｎｏ．

Ａ
浸提温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｂ
浸提时间／ｍｉｎ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｃ
料液比

Ｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄ

ｔｏｓｏｌｖｅｎｔ

Ｄ
浸提次数

Ｔｉｍｅｓ

总糖得率／％
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｔｏｔａｌｓｕｇａｒ

多糖得率／％
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

１ １ １ １ １ ２１．８６ ５．５１

２ １ ２ ２ ２ ５１．８８ １７．１９

３ １ ３ ３ ３ ５７．７６ １８．９２

４ ２ １ ２ ３ ５５．０５ １８．０４

５ ２ ２ ３ １ ４６．０１ １８．８９

６ ２ ３ １ ２ ５２．８３ ２０．５４

７ ３ １ ３ ２ ４８．４３ １８．２６

８ ３ ２ １ ３ ５２．９６ ２２．０９

９ ３ ３ ２ １ ４７．０５ ２０．８４

总糖得率

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｔｏｔａｌｓｕｇａｒ

犽′１ ４３．８３ ４１．７８ ４２．５５ ３８．３１

犽′２ ５１．３０ ５０．２９ ５１．３３ ５１．０５

犽′３ ４９．４８ ５２．５５ ５０．７４ ５５．２６

犚′ ７．４７ １０．７７ ８．７８ １６．９５

多糖得率

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

犽１ １３．２９ １３．９４ １６．０５ １５．０８

犽２ １９．１６ １９．３９ １８．６９ １８．６６

犽３ ２０．４０ １９．５２ １８．１１ １９．１０

犚 ７．１０ ５．５８ ２．６４ ４．０２

　　由表４可见，猪苓发酵干菌丝多糖水浸提的最

佳工艺条件为Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ３，即在１００℃的浸提温度条

件下，每次浸提９０ｍｉｎ，料液比为１∶３０，浸提３次。

对猪苓发酵菌丝可溶性总糖得率和多糖得率进行比

较可知，各工艺参数对猪苓发酵菌丝可溶性总糖得

率的影响均比较大，影响大小依次表现为“浸提次数

＞浸提时间＞料液比＞浸提温度”；各参数对猪苓发

酵菌丝多糖得率的影响均不明显，相对而言，以浸提

温度的影响较大，说明较高的浸提温度有利于猪苓

菌丝胞内多糖的浸出。综上认为，用水浸提猪苓菌
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丝多糖时，增加浸提次数、延长浸提时间、加大溶剂

用量均有利于菌丝中还原糖的浸出，但对多糖浸提

效果的影响不大，尤其是浸提９０ｍｉｎ与浸提６０ｍｉｎ

的多糖得率较为接近。因此，水浸提猪苓发酵菌丝

多糖的理想条件是料液比为１∶３０，１００℃浸提３

次，每次６０ｍｉｎ。

２．１．２　碱浸提参数范围的确定　采用单因素试验，

研究猪苓发酵菌丝胞内多糖在不同ｐＨ、浸提温度、

料液比、浸提次数和浸提时间下可溶性总糖和多糖

的得率。

（１）ｐＨ值。由图１可见，可溶性总糖和多糖的

浸提得率均随溶剂ｐＨ的升高先增大后降低，在ｐＨ＝

１１ 时 二 者 均 达 到 最 大 值，分 别 为 ５３．８９％ 和

１６．５４％。因此认为，最适于猪苓菌丝胞内多糖碱浸

提的ｐＨ在１１左右。

（２）浸提温度。由图２可见，浸提温度在７０℃

以下时，对可溶性总糖和多糖得率的影响不大，而在

８０℃时二者的得率均达到最大，其后又呈下降趋

势。因此认为，猪苓发酵菌丝胞内多糖碱浸提的最

适温度为８０℃左右。

图１　溶剂ｐＨ对猪苓发酵菌丝胞内可溶性总糖

和多糖得率的影响

－▲－．可溶性总糖；－□－．多糖

Ｆｉｇ．１ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｔｏｔａｌｓｕｇａｒａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

－▲－．Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ；－□－．Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

图２　浸提温度对猪苓发酵菌丝胞内可溶性总糖

和多糖得率的影响

－▲－．可溶性总糖；－□－．多糖

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｔｏｔａｌｓｕｇａｒａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

－▲－．Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ；－□－．Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

　　（３）料液比。由图３可见，随浸提溶剂量的增

加，可溶性总糖和多糖的得率也相应提高，考虑到多

糖提取液的浓缩和醇沉过程，认为猪苓多糖碱浸提

的最适宜料液比为１∶２０～１∶４０。

（４）浸提次数。由图４可见，增加浸提次数可以

有效提高可溶性总糖和多糖的得率，考虑到后续操

作过程，认为猪苓多糖碱浸提的最适宜次数为２～４

次。

图３　料液比对猪苓发酵菌丝胞内可溶性总糖

和多糖得率的影响

－▲－．可溶性总糖；－□－．多糖

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄｔｏｌｉｑｕｉｄｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆ犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｔｏｔａｌｓｕｇａｒａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

－▲－．Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ；－□－．Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

图４　浸提次数猪苓发酵菌丝胞内可溶性总糖

和多糖得率的影响

－▲－．可溶性总糖；－□－．多糖

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲犲ｔｏｔａｌｓｕｇａｒａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

－▲－．Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ；－□－．Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

　　（５）浸提时间。由图５可见，延长浸提时间对猪 苓发酵菌丝胞内可溶性总糖和多糖得率的影响均不
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明显。因此认为，猪苓多糖浸提的时间为３０～６０

ｍｉｎ。

图５　浸提时间对猪苓发酵菌丝胞

内可溶性总糖和多糖得率的影响

－▲－．可溶性总糖；－□－．多糖

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｕｒａｔｉｏｎｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｔｏｔａｌｓｕｇａｒａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

－▲－．Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ；－□－．Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

　　 综上所述，用弱碱性溶剂浸提猪苓胞内多糖时，

最适提取温度在８０℃左右，料液比为１∶２０～１∶

４０，浸提次数为２～４次，浸提时间的影响不大，故选

用和水浸提相同的时间，即６０ｍｉｎ。

２．１．３　碱浸提参数的优化　根据单因素试验结果，

用Ｌ９（３
４）正交试验对弱碱溶剂浸提猪苓胞内多糖

的工艺参数进行优化，其结果见表５。

　　由表５可以看出，各浸提工艺参数对可溶性总

糖得率的影响大于多糖，其中作用最显著的是浸提

次数，其次为浸提温度。此外，溶剂量的提高有利于

可溶性总糖得率的增加，而适当的ｐＨ 更有利于多

糖得率的提高，各参数对多糖得率的影响大小依次

表现为“浸提次数＞浸提温度＞溶剂ｐＨ＞料液

比”。因此，弱碱溶液浸提猪苓发酵菌丝胞内可溶性

总糖和多糖的最佳工艺参数均为Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即浸提

温度为９０℃，溶剂ｐＨ＝１１，料液比为１∶４０，浸提

次数为４次。

表５　猪苓发酵菌丝胞内多糖碱浸提工艺参数优化的正交试验结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍｉｎ犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｕｓｉｎｇａｌｋａｌｉｓｏｌｖｅｎｔ

编号

Ｎｏ．

Ａ
浸提温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｂ

ｐＨ

Ｃ
料液比

Ｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄ

ｔｏｓｏｌｖｅｎｔ

Ｄ
浸提次数

Ｔｉｍｅｓ

总糖得率／％
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｔｏｔａｌｓｕｇａｒ

多糖得率／％
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

１ １ １ １ １ ３８．５８ １５．３０

２ １ ２ ２ ２ ５３．９７ ２１．７７

３ １ ３ ３ ３ ６０．２９ ２７．１３

４ ２ １ ２ ３ ６１．８０ ２７．７７

５ ２ ２ ３ １ ５７．２５ ２７．７５

６ ２ ３ １ ２ ４８．１４ ２０．５９

７ ３ １ ３ ２ ５７．４３ ２４．０３

８ ３ ２ １ ３ ６５．５３ ３１．６６

９ ３ ３ ２ １ ５４．４２ ２６．０５

总糖得率

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｔｏｔａｌｓｕｇａｒ

犽′１ ５０．９５ ５２．６０ ５０．７５ ５０．０９

犽′２ ５５．７３ ５８．９２ ５６．７３ ５３．１９

犽′３ ５９．１３ ５４．２８ ５８．３２ ６２．５４

犚′ ８．１８ ６．３１ ７．５８ １２．４５

多糖得率

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

犽１ ２１．４０ ２２．３７ ２２．５１ ２３．０３

犽２ ２５．３７ ２７．０６ ２５．１９ ２２．１２

犽３ ２７．２５ ２４．５９ ２６．３０ ２８．８５

犚 ５．８５ ４．６９ ３．７９ ６．７３

２．１．４　碱浸提和水浸提多糖得率的比较　对经过

优化的浸提工艺进行比较，水浸提的工艺参数分别

为：料液比为１∶３０，于１００℃浸提３次，每次浸提

６０ｍｉｎ，在此条件下，猪苓菌丝可溶性总糖的得率为

５８．７１％，胞内多糖的得率为２２．３２％；碱浸提的工

艺参数为：以ｐＨ＝１１的 ＮａＯＨ 为浸提溶剂，料液

比为１∶４０，于９０℃浸提４次，每次浸提６０ｍｉｎ，在

此条件下，猪苓菌丝可溶性总糖的得率为６１．５３％，

胞内多糖的得率为２６．３１％。由此可见，与水浸提

相比，用弱碱性溶剂浸提猪苓菌丝干粉可明显提高

胞内多糖的得率。

２．２　猪苓发酵菌丝胞内多糖辅助浸提方法的比较

２．２．１　酶解辅助浸提法　在进行猪苓发酵菌丝多

糖的水浸提之前，首先对猪苓发酵菌丝用１０ｍｇ／ｇ

配比为犿（纤维素酶）∶犿（果胶酶）＝１∶１的复合酶

分别酶解处理３０，５０，７０，９０，１１０ｍｉｎ，其可溶性总

糖和多糖得率的变化如图６所示。由图６可见，酶

解处理３０～５０ｍｉｎ时，其对可溶性总糖和多糖得率
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的影响不大；但酶解５０～７０ｍｉｎ时，可溶性总糖和

多糖的得率迅速提高；此后再延长酶解处理时间，其

对可溶性总糖和多糖得率的提高没有显著影响。因

此认为酶解处理以７０ｍｉｎ左右为宜。

　　在上述研究的基础上，采用Ｌ９（３
４）正交试验对

酶解工艺参数进行了优化，其结果如表６所示。

　　由表６可见，酶解辅助浸提工艺参数中，复合酶

用量对可溶性总糖和多糖得率的影响最为显著，其

用量以１０ｍｇ／ｇ为宜，偏高和偏低均不利于多糖的

浸出；而酶作用时间和复合酶配比的影响均不显著。

因此可以认为，酶解辅助浸提多糖的最优工艺为

Ａ１Ｂ２Ｃ３，即复合酶配比为犿（纤维素酶）∶犿（果胶

酶）＝１∶１，复合酶用量为１０ｍｇ／ｇ，酶解作用时间

为８０ｍｉｎ。

图６　酶解处理时间对猪苓发酵菌丝胞

内可溶性总糖和多糖得率的影响

－▲－．可溶性总糖；－□－．多糖

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆ犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｔｏｔａｌｓｕｇａｒａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

－▲－．Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ；－□－．Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

表６　猪苓发酵菌丝胞内多糖酶解辅助浸提工艺参数优化的试验结果

Ｔａｂｌｅ６　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍｉｎ犘．狌犿犫犲犾犾犪狋犲ｗｉｔｈｅｎｚｙｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

编号

Ｎｏ．

Ａ

犿（纤维素酶）∶
犿（果胶酶）

犿（Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ）∶
犿（Ｐｅｃｔｉｎａｓｅ）

Ｂ
复合酶用量／
（ｍｇ·ｇ－１）

Ｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅ

Ｃ
酶作用时间／ｍｉｎ

Ｔｉｍｅ

Ｄ
空列

Ｂｌａｎｋ

总糖得率／％
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｔｏｔａｌｓｕｇａｒ

多糖得率／％
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

１ １ １ １ １ ５８．４７ ２３．５４

２ １ ２ ２ ２ ６０．０５ ２５．７２

３ １ ３ ３ ３ ６１．６９ ２６．３９

４ ２ １ ２ ３ ５８．５６ ２４．２５

５ ２ ２ ３ １ ６２．４９ ２７．６０

６ ２ ３ １ ２ ５６．３１ ２０．９２

７ ３ １ ３ ２ ５３．６６ ２０．０６

８ ３ ２ １ ３ ６２．８５ ２５．４７

９ ３ ３ ２ １ ５７．９０ ２３．９７

总糖得率

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆｔｏｔａｌｓｕｇａｒ

犽′１ ６０．０７ ５６．９０ ５９．２１ ６０．６２

犽′２ ６０．１２ ６２．８０ ５８．８４ ５６．６７

犽′３ ５８．１４ ５８．６３ ６０．２８ ６１．０３

犚′ １．９８ ５．９０ １．４４ ４．３６

多糖得率

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

犽１ ２５．２２ ２２．６２ ２３．３１ ２５．０４

犽２ ２４．２６ ２６．２６ ２４．６５ ２２．２３

犽３ ２３．１７ ２３．７６ ２４．６８ ２５．３７

犚 　２．０５ 　３．６５ 　１．３７ 　３．１４

２．２．２　超声波和微波辅助浸提法　 将猪苓发酵菌

丝按犿（猪苓发酵菌丝干粉）∶犞（蒸馏水）＝１∶３０

浸泡，分别在４０Ｗ 超声波功率下处理１０，１２，１４，

１６，１８和２０ｍｉｎ，或在１００Ｗ微波功率下处理０，５，

１０，２０，３０，４０和５０ｍｉｎ，然后用１００℃蒸馏水浸提３

次，每次６０ｍｉｎ，其可溶性总糖和多糖的得率随处

理时间的变化规律如图７所示。

　　由图７可以看出，超声波处理对猪苓发酵菌丝

胞内可溶性总糖和多糖的浸出效果有明显的促进作

用，随处理时间的延长，可溶性总糖和多糖的得率均

呈上升趋势，相比较而言，１４ｍｉｎ左右的超声波处

理即可以获得较为理想的多糖得率。相反，随着微

波处理时间的增加，可溶性总糖和多糖的得率逐渐

下降，甚至低于未处理样品，因此认为微波处理并不

适于猪苓多糖的提取。

２．３　猪苓发酵菌丝胞内多糖浸液蛋白去除方法的

比较

分别用Ｓｅｖａｇ法、蛋白酶法、蛋白酶和Ｓｅｖａｇ配

合法以及ＴＣＡ（三氯乙酸）法，去除上述试验获得的

猪苓胞内多糖粗品中的蛋白质成分，以多糖粗品为

对照，比较蛋白的去除率和多糖的损失率。经过各

种除蛋白方法的处理后，多糖得率和剩余可溶性蛋
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白的含量如图８所示。

图７　超声波和微波处理时间对猪苓发酵菌丝胞内可溶性总糖和多糖得率的影响

－▲－．可溶性总糖；－□－．多糖

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｎｄｍｉｃｒｏｗａｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｏｎｔｏｔａｌｓｕｇａｒａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

－▲－．Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ；－□－．Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

图８　不同去除蛋白方法对猪苓多糖得率和残余蛋白含量的影响

Ｒ．对照；Ａ．Ｓｅｖａｇ法；Ｂ．蛋白酶法；Ｃ．蛋白酶和Ｓｅｖａｇ配合法；Ｄ．ＴＣＡ法

&．多糖；'．可溶性蛋白

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｒｅｍｏｖｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ

Ｒ．Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ａ．Ｓｅｖａｇ；Ｂ．Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ；Ｃ．Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ＋Ｓｅｖａｇ；Ｄ．ＴＣＡ

&．Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；'．可溶性蛋白

　　由图８可知，４种去除蛋白方法的效果从优到

差依次为Ｃ＞Ａ＞Ｂ＞Ｄ，对多糖的损耗从小到大依

次为Ｃ＜Ｂ＜Ａ＜Ｄ，因此去除蛋白效果最好且猪苓

胞内多糖损失最少的除蛋白方法是蛋白酶和Ｓｅｖａｇ

配合法，即先用蛋白酶酶解粗多糖内的蛋白成分，再

经过２次Ｓｅｖａｇ处理即可除去猪苓粗多糖内９４．６％

以上的蛋白质，而多糖的损失率不足１３．１％。该方

法既温和有效，又符合环保的要求，是一种值得推广

的除蛋白技术。

３　讨论和结论

前人往往是在某一特定条件下比较水浸提和其

他溶剂浸提的差异，这种方法并不能客观反映浸提

溶剂的优缺点。本研究首先确定在蒸馏水和弱碱环

境中浸提猪苓发酵菌丝胞内多糖的最优工艺，再比

较两种优化工艺下猪苓多糖的得率。结果表明，对

工艺参数的优化可有效提高猪苓发酵菌丝胞内多糖

的浸提得率，而且弱碱性环境更有利于猪苓发酵菌

丝胞内多糖的浸提。

本研究在对３种辅助浸提方法的比较试验中发

现，微波处理对猪苓发酵菌丝胞内多糖得率的提高

没有影响，这可能是因为微波处理引起浸提液局部

高温从而导致多糖降解所致，其具体原因还有待进

一步研究，因此暂不提倡采用微波处理辅助猪苓多

糖的浸提。复合酶酶解和超声波处理对猪苓发酵菌

丝胞内多糖的浸出效果均有明显的促进作用，这可

能是因为纤维素酶和果胶酶的酶解作用，以及超声

波的空化作用，均能破坏猪苓菌丝的细胞壁结构，使

胞内多糖得以有效释放，从而获得较为理想的浸提

效果。陈德育等［８］认为，猪苓干菌丝经过６００Ｗ 的

超声波破壁８ｍｉｎ后，可有效提高多糖的浸出效果，

这一结果与本研究基本相同。但本研究通过初试验
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发现，功率为４０Ｗ的超声波处理１０～２０ｍｉｎ效果

较好，进一步试验证明，１４ｍｉｎ超声处理的效果最

佳。超声波强度对猪苓多糖提取的影响机理尚不十

分清楚，还有待在今后的研究和实践中进一步探索。

通过酶解处理，猪苓胞内多糖的得率可达２７．６０％

以上，比超声波处理的效果更佳，因此认为酶解处理

辅助浸提是猪苓菌丝胞内多糖浸提的最适工艺技

术。

通过对４种除蛋白方法的比较，本研究认为

Ｓｅｖａｇ法是一种较为理想的除蛋白方法，但一般需

要５～８次重复才能有效地去除粗多糖中的蛋白质，

费时较多且易于在重复操作过程中损失较多的多糖

成分。但在经过蛋白酶酶解后，仅需要２～３次

Ｓｅｖａｇ处理，即可除去糖液中９４．６％以上的蛋白成

分，该方法可在有效去除粗多糖中蛋白成分的同时，

降低多糖成分的损失，适用于猪苓胞内多糖的提取。

本研究认为，猪苓发酵菌丝胞内多糖提取的最

优工艺流程应为：猪苓菌丝干粉
%

添加１０ｍｇ／ｇ用

量的复合酶〔犿（纤维素酶）∶犿（果胶酶）＝１∶１〕和

４０倍体积的蒸馏水%５０℃酶解８０ｍｉｎ% ＮａＯＨ

溶液调ｐＨ＝１１，９０℃浸提４次，每次６０ｍｉｎ%

浸

提液合并、浓缩
% ＨＣｌ溶液调ｐＨ＝６．５%

蛋白酶

酶解１ｈ%８５℃酶灭活%Ｓｅｖａｇ除蛋白至无蛋白

检出
%

浓缩
%

醇沉
%

干燥。
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