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　　摘要：以平菇为原料，采用复合酶法提取平菇多糖，选择粒度、料液比、提取时间、加酶量等进行单因素试验，得出
在平菇粉末粒度为＞８０目、料液比为１ｇ∶２５ｍＬ、时间１．５ｈ、复合酶（纤维素酶 ∶木瓜蛋白酶＝１∶１）对底物的浓度
为２．０％时平菇多糖的得率最高；固定上述提取条件，通过对温度、ｐＨ值、酶比进行３因素３水平正交试验，得出在温
度为５５℃、ｐＨ值为７、纤维素酶 ∶木瓜蛋白酶＝２∶１时提取的多糖得率最高，为１３．９３％。
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　　平菇又名侧耳，属担子菌亚门口蘑科，是一种目前广泛栽
培的食用菌。平菇中含有丰富的营养物质，氨基酸种类齐全，

矿物质含量丰富。平菇多糖是一种高分子多糖活性物质，具

有抑制癌细胞增生、抗氧化、抗肿瘤、诱导干扰素合成、诱导细

胞凋亡等多种功能［１－３］，通常被包裹在植物细胞壁内，往往和

蛋白质结合在一起，以蛋白多糖的形式存在。

平菇多糖的提取可以采用热水、稀酸、稀碱作为浸提剂进

行浸提，这是提取平菇多糖的传统方法，时间长、效率低、能耗

大［４］，多糖的提取率不高；可以采用微波法、超声波法辅助提

取；也可以采用酶解提取，中性蛋白酶能有效酶解与多糖结合

在一起的蛋白质，从而将多糖释放出来而提高多糖的得率，同

时降低了多糖中蛋白质的含量，提高了多糖的纯度［５－６］。本

研究采用木瓜蛋白酶与纤维素酶复合酶法，多酶协同作用以

提高平菇多糖的提取率、减少能源消耗，这对进一步探索平菇

多糖的提取具有重要的现实意义。

１　材料与方法

１．１　试验原料
新鲜平菇，清洗除去根部，切块干燥，粉碎，过４０、６０、８０、

１００目筛，过筛之后把各级平菇粉分别装到清洁干燥的烧杯
中，置于真空干燥箱中待用。

１．２　主要试剂与仪器
７２２紫外分光光度计，北京赛多利斯仪器系统有限公司；

Ｌａｍｂｄａ－３５紫外可见分光光度计，美国 ＰＥ公司；真空干燥
箱，上海益恒试验仪器有限公司；离心机，上海跃进医疗器械

厂；ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）循环水式真空泵，巩义市予华仪器有限责任
公司。木瓜蛋白酶，北京世纪时尚科贸有限公司；纤维素酶，

国药集团化学试剂有限公司；使用试剂均为分析纯。

１．３　平菇多糖的提取
称取８０目的平菇粉２ｇ，放入２５０ｍＬ三角瓶中，加蒸馏

水３５ｍＬ，混合均匀后置于４５℃水浴锅中，水浴３０ｍｉｎ，调节

ｐＨ值；称取木瓜蛋白酶和纤维素酶按一定比例混合，加入
５ｍＬ蒸馏水溶解；平菇溶液放在水浴中预热至酶解温度，将
酶液加入到平菇溶液中，在恒温振荡器上提取；反应结束后，

将三角瓶放到沸水锅中，１０ｍｉｎ沸水浴灭酶；然后冷却至室
温，将酶提取液放入到离心管中６０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清液，
即得到平菇多糖提取液。

１．４　葡萄糖标准曲线的制作
以葡萄糖浓度为横坐标、吸光度为纵坐标作图。用苯

酚－硫酸法测定多糖含量，得葡萄糖标准曲线的回归方程为：
ｙ＝１３．５４７ｘ－０．００４８，相关系数 ｒ＝０．９９５１，在５～２５μｇ／ｍＬ
范围内呈良好的线性关系。

１．５　多糖总量的测定
采用苯酚 －硫酸比色法［７］，以硫酸、苯酚作为显色剂，与

平菇多糖发生显色反应，在４９０ｎｍ波长处测定吸光度，通过
已经测定的葡萄糖标准曲线计算求得平菇中的多糖含量。

１．６　蛋白质去除方法
采用Ｓｅｖａｇ法［８］去除粗多糖中的蛋白质。具体方法为：

在多糖上清液中加入溶液体积１／４的氯仿 －正丁醇溶液，将
其置于 ２５０ｍＬ锥形瓶中，充分摇匀 ３０ｍｉｎ后用离心机
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，除去白色浑浊液，只取上清液。重
复操作３～４次，即可除净蛋白质。
１．７　多糖的分离与色谱纯化

平菇多糖经初步提取之后取清液，用透析袋透析去除杂

离子，Ｓｅｖａｇ法去除杂蛋白，２％活性炭脱色 １ｈ，抽滤，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；将离心后的上清液放入锥形瓶中，
加入９５％乙醇，使溶液中乙醇的浓度达到７５％，将其保存在
４℃冰箱中醇沉２４ｈ；６０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取沉淀放入表
面皿中，置于真空干燥箱中干燥，即可得到平菇粗多糖［９］。

取粗多糖１０ｍＬ上柱，用恒流泵控制流速为２０ｍＬ／ｈ，自
动部分收集器收集，每管收集２．０ｍＬ，用苯酚 －硫酸法测定
各洗脱液于４９０ｎｍ处的吸光度。收集其流出液，冷冻干燥得
到纯化样品。

１．８　平菇多糖红外光谱和紫外光谱法分析
采用傅里叶红外光谱仪，在４５０～４０００ｃｍ－１范围内对平菇

多糖的结构进行分析。采用Ｌａｍｂｄａ－３５紫外可见分光光度计
在１９０．０～５００．０ｎｍ范围内对提取的多糖进行紫外光谱扫描。
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２　结果与分析

２．１　单因素试验条件确定
２．１．１　物料粒度大小对平菇多糖提取率的影响　将粉碎后的
平菇粉依次通过４０、６０、８０、１００目筛，得到４０目以下、４０～６０
目、６０～８０目、８０～１００目、１００目粒度以上的样品。由图１可
见，物料粒度对提取率有较大影响，平菇粉末粒度越大平菇多

糖得率越高，当平菇粉末的粒度在８０～１００目之间时增加幅度
处于平稳状态，因此，平菇粉末粒度选择８０目以上为宜。

２．１．２　料液比对多糖提取的影响　由图２可见，平菇多糖的
得率随提取剂用量的增加而增大，料液比在达到１ｇ∶２５ｍＬ
时多糖得率最大，且增加逐渐缓慢；提取剂用量过高会降低液

体中固形物的含量而不利于多糖的提取。因此，料液比

１ｇ∶２５ｍＬ时为最优提取条件。

２．１．３　浸提时间对平菇多糖提取率的影响　选择料液比为
１ｇ∶２５ｍＬ、４５°Ｃ水浴中浸提，浸提时间分别为０．５、１、１．５、
２．０、２５和３ｈ。由图３可知，浸提时间为１．５ｈ时多糖提取
率最高。

２．１．４　不同复合酶浓度对多糖提取的影响　由图４可见，纤
维素酶与木瓜蛋白酶为１∶１的复合酶，随着复合酶浓度的增
大，多糖提取率也逐渐增加，在浓度为２．０％时多糖得率最
大，酶浓度大于２．０％后提取率增加趋于平缓。考虑酶的成

本及提取效果，将复合酶浓度２．０％确定为最优条件。
２．２　多酶法提取平菇多糖正交试验结果

影响平菇多糖提取率的因素有许多，本试验固定平菇粉

末粒度为８０目、料液比为１ｇ∶２５ｍＬ、提取时间１．５ｈ、复合
酶对底物的浓度为２．０％，选择温度、ｐＨ值、酶比这３个因素
进行３个水平正交试验（表１），以得到提取平菇多糖得率最
多的优化条件。由表２可见，影响平菇多糖提取率的因素主
次顺序为：Ａ＞Ｃ＞Ｂ；多酶法提取平菇多糖的最佳工艺条件为
Ａ２Ｂ３Ｃ３，即纤维素酶 ∶木瓜蛋白酶＝２∶１、ｐＨ值为７、酶解温
度５５℃，在此条件下，试验得多糖提取率为１３．９３％。

表１　平菇多糖提取工艺正交试验因素水平

水平 Ａ：酶比 Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：温度（℃）
１ １∶１ ５ ３５
２ ２∶１ ６ ４５
３ ３∶１ ７ ５５

表２　平菇多糖提取工艺正交试验结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ 多糖得率（％）
１ １ １ １ ９．０４
２ １ ２ ２ １０．０５
３ １ ３ ３ １２．１３
４ ２ １ ２ １２．９８
５ ２ ２ ３ １１．４３
６ ２ ３ １ １２．０９
７ ３ １ ３ １１．８７
８ ３ ２ １ １３．４２
９ ３ ３ ２ １０．８２
Ｋ１ ３１．２２ ３３．８９ ３１．９５
Ｋ２ ３６．５０ ３４．９０ ３３．８５
Ｋ３ ３６．１１ ３５．０４ ３５．３３
ｋ１ １０．４１ １１．３ １０．６５
ｋ２ １２．１７ １１．６３ １１．２８
ｋ３ １２．０４ １１．６８ １１．７８
Ｒ １．７６ ０．３８ １．１３

优化条件 Ａ２ Ｂ３ Ｃ３

２．３　平菇多糖红外光谱和紫外光谱法分析
红外吸收光谱是有机化合物结构表征的重要方法。由图

５可见，平菇多糖具有下列结构特征：３４４５ｃｍ－１处的吸收峰
是由Ｏ—Ｈ键的伸缩振动引起的；２９２７ｃｍ－１处的吸收峰是由
多糖中的Ｃ—Ｈ键伸缩振动引起的；１６３３ｃｍ－１处的吸收峰是
糖－ＣＨＯ的Ｃ＝Ｏ键伸缩振动引起的；１４５８～１４１４ｃｍ－１的
吸收峰是 Ｃ—Ｏ—Ｃ和 Ｃ—Ｏ—Ｈ伸缩振动引起的；１１５４～
１０７９ｃｍ－１的吸收峰是吡喃环的 Ｃ—Ｏ—Ｃ键伸缩振动引起
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的；８７９ｃｍ－１处的吸收峰是葡聚糖特征吸收峰；５７１ｃｍ－１的吸
收峰是沿着Ｃ—ＯＨ键内部旋转而引起的。因此，可以得出平
菇多糖为β－吡喃多糖。

　　紫外光谱在实际应用中非常广泛，可以用来对有机化合
物进行定量分析，该分析方法灵敏度较高，能够检测出浓度为

１０～１００μｍｏｌ／Ｌ的化合物，蛋白质的吸收峰为２８０ｎｍ、核酸
的吸收峰为２６０ｎｍ。由图６可见，测出的紫外吸收光谱非常
平滑，光滑曲线上没有出现峰值，这说明提取的平菇多糖中，

蛋白质和核酸的含量都很少。

３　小结

本试验采用多酶法对平菇多糖进行优化提取，首先通过

对粒度、料液比、时间、酶量等单因素分别进行试验，得出在平

菇粉末粒度＞８０目、料液比为１∶２５、时间１．５ｈ、复合酶（纤
维素酶 ∶木瓜蛋白酶 ＝１∶１）对底物的浓度为２．０％时平菇
多糖的得率最高。

然后通过对酶解温度、ｐＨ值、加酶比（纤维素酶∶木瓜蛋
白酶）进行３因素３水平正交试验，得出在酶解温度５５℃、
ｐＨ值为７、纤维素酶 ∶木瓜蛋白酶 ＝２∶１的条件下，平菇多
糖的得率最高为１３．９３％。

通过傅里叶红外光谱仪对平菇多糖的结构进行分析，可

以得出平菇多糖为β－吡喃多糖；将提纯后的干燥平菇多糖，
采用Ｌａｍｂｄａ－３５型紫外可见光分光光度计进行紫外吸收光
谱分析，结果表明平菇多糖中的蛋白质和核酸的含量都比

较少。
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骨板的前缘与１对勺状软骨相连；软骨板的外侧缘中间稍偏
后方有关节面与甲状软骨的后角相连。勺状软骨１对，附于
环状软骨背侧前缘，呈三棱形小骨，前端附有弯曲的弹性软骨

形成的小角软骨。

３　小结

一般哺乳动物的喉腔有声带，有的动物还有室褶，声带和

室褶都属于喉腔的黏膜褶［２，５］。兔喉腔除了有声带和室褶

外，在喉中室两侧还有１对纵向的小黏膜褶（图１中的Ｖ），该
黏膜褶位于２个乳头之间。至于该黏膜褶对兔的发声有何作
用，还有待进一步研究。

马等动物的会厌软骨有楔状突［５］，楔状突是从会厌软骨

基底部两侧缘发出的棒状软骨突，位于喉侧壁内，参与构成室

褶。兔会厌软骨的乳头突（图１中的Ｒ）不是从会厌软骨基底
部两侧缘发出，而是从基底部的背侧向后上方发出１对乳头

状突起，不位于喉侧壁内，不参与构成室褶，所以该乳头突是

否属于楔状突，还有待于商榷。
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