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　　摘要：以黑木耳为原料，采用磷酸缓冲液浸提，在料液比、浸提时间、浸提温度等单因素试验的基础上，设计正交试
验，以研究黑木耳凝集素的最佳提取工艺。结果表明，以磷酸盐缓冲液为提取剂，料液比１ｇ∶１５ｍＬ，提取温度为
３０℃，提取时间为１６ｈ条件下，黑木耳凝集素的凝集活性最高，达到０．７４２。
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　　黑木耳（Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａａｕｒｉｃｕｌａ）营养丰富，是我国传统的食
药兼用菌，含有多糖、凝集素、三萜类等药用成分，具有提高免

疫功能、抗癌、降血脂等功效。随着双孢菇、灵芝、金针菇和口

蘑等真菌凝集素及抗肿瘤效果的发现，真菌凝集素的作用被

逐渐认识，它具有凝集细胞、活化淋巴细胞、免疫调节、抑制癌

细胞、抑制植物病原真菌等作用［１－３］。我国是黑木耳的生产

和消费大国，研究黑木耳中包括凝集素在内的多种活性成分

的提取工艺，对黑木耳的开发和利用具有重要意义。本研究

利用磷酸缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）浸提法，采用
正交试验，优化提取工艺条件，以期为黑木耳凝集素在食品、

医药、保健方面的研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
黑木耳干品从市场购买，经粉碎、筛分、密封后存放于阴凉处

备用。鸡血由武汉生物工程学院基础生物学实验室提供。试

验所需试剂均为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　黑木耳凝集素的提取方法　取黑木耳干品粉末
２．５ｇ，选取合适的提取试剂，以料液比１ｇ∶２０ｍＬ在４℃条
件浸提过夜。浸提液经过滤，４０００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心３０ｍｉｎ。
上清液加入固体硫酸铵至饱和度为５０％，４℃盐析１２ｈ。沉
淀经冷冻离心、透析后，用ＰＢＳ溶解，获得凝集素粗品。
１．２．２　凝集活性的测定　采用孙册等的方法［４］，检测凝集

效价，即凝集素倍比稀释后，加入等量的２％鸡红细胞悬液，
静置１ｈ观察结果。根据红细胞凝集分类标准，判定红细胞
凝集效价［５］。参照赵则海等的方法［６］，对凝集效价定性数据

赋值，取其加权平均数作为量化的凝集活性（ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｙ，Ａａ）。以凝集活性为指标，筛选提取的最佳工艺。
１．２．３　提取剂的选择　分别以 ＰＢＳ（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
７．２）、０．９％ＮａＣｌ、蒸馏水作为提取剂，提取黑木耳凝集素，血

凝法检测凝集效价和凝集活性，确定最佳提取试剂。

１．２．４　单因素试验　以黑木耳凝集素的凝集活性为指标，以
ＰＢＳ为 提 取 试 剂 进 行 单 因 素 试 验。料 液 比 分 别 为
１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶１５ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶２５ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ；
提取温度分别为４、２０、３０、４０℃；提取时间分别为６、１２、１８、
２４ｈ，确定各因素对试验的影响。
１．２．５　正交试验设计　选取料液比、提取温度、提取时间３
个因素，以凝集活性为指标，进行Ｌ９（３

３）正交试验，试验设计

见表１，对黑木耳凝集素的提取最佳工艺进行研究 ［７－８］。

表１　黑木耳凝集素提取工艺正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：提取温度
（℃）

Ｃ：提取时间
（ｈ）

１ １∶１５ ２５ ８
２ １∶２０ ３０ １２
３ １∶２５ ３５ １６

２　结果与分析

２．１　提取剂的选择
提取剂种类对黑木耳凝集素凝集活性的影响见图１。以

ＰＢＳ为提取剂，凝集活性最高，蒸馏水次之，生理盐水最弱。
综合考虑凝集素的凝集活性和稳定性，选取ＰＢＳ为提取剂。

２．２　单因素试验
２．２．１　料液比对黑木耳凝集素凝集活性的影响　由图２可
知，随着提取剂ＰＢＳ用量的增大，提取的凝集素凝集活性也
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增大，料液比１ｇ∶１５ｍＬ时，凝集活性基本达到最高；此后随
着提取剂用量的增加，凝集素凝集活性有下降的趋势。提取

剂用量少会导致提取率低和提取液黏稠，而用量过多会使提

取液浓缩工作的负荷增加，因此确定最佳料液比为

１ｇ∶１５ｍＬ。　
２．２．２　提取温度对黑木耳凝集素凝集活性的影响　由图３可
知，在４～３０℃，黑木耳凝集素的凝集活性随温度升高而增加，
３０℃时达到最高；温度超过３０℃时，凝集活性明显下降。结

果表明黑木耳凝集素对温度比较敏感，提取温度过高可能导致

凝集素变性失活，凝集活性下降，因此提取温度应选择３０℃。
２．２．３　提取时间对黑木耳凝集素凝集活性的影响　由图４
可知，提取时间在１２ｈ以内，黑木耳凝集素的凝集活性随着
提取时间的延长而增加，１２ｈ时达到峰值；此后，随着提取时
间的延长，凝集素的凝集活性缓慢下降。综合考虑凝集素的

提取率、凝集活性以及提取进度，确定提取时间为１２ｈ。

２．３　正交试验
正交试验结果和极差分析见表２，方差分析结果见表３。

影响黑木耳凝集素提取因素的主要顺序为：提取时间（Ｃ）＞
提取温度（Ｂ）＞料液比（Ａ）。由表３可知，因素 Ｃ有显著差
异，说明提取时间对凝集素凝集活性的影响最明显；因素Ａ、Ｂ
没有显著差异，对凝集素凝集活性没有显著性影响。结合极

差和方差分析、单因素试验，确定黑木耳凝集素提取的最佳工

艺参数是Ａ１Ｂ２Ｃ３，即提取温度３０℃、料液比１ｇ∶１５ｍＬ，浸
提时间１６ｈ。此组合没有出现在正交表中，经过３次验证试
验后，提取的凝集素的凝集活性平均为０．７４２，大于正交组合
中的任一组合。

表２　黑木耳凝集素提取工艺正交试验结果

试管号

因素

Ａ：料液比 Ｂ：提取
温度

Ｃ：提取
时间

Ｄ：空列
凝集活性

１ １ １ １ １ ０．６２５
２ １ ２ ２ ２ ０．７１３
３ １ ３ ３ ３ ０．７１９
４ ２ １ ２ ３ ０．６６３
５ ２ ２ ３ １ ０．７３１
６ ２ ３ １ ２ ０．６００
７ ３ １ ３ ２ ０．６７５
８ ３ ２ １ ３ ０．６３８
９ ３ ３ ２ １ ０．６２５
ｋ１ ０．６８６ ０．６５４ ０．６２１
ｋ２ ０．６６５ ０．６９４ ０．６６７
ｋ３ ０．６４６ ０．６４８ ０．７０８
Ｒ ０．０４０ ０．０４６ ０．０８７

３　结论与讨论

本试验以单因素试验和正交试验相结合，对黑木耳凝集

素提取工艺条件进行优化，得到最佳提取工艺为：以 ＰＢＳ为
提取剂，料液比 １ｇ∶１５ｍＬ，提取温度 ３０℃，提取时间为
１６ｈ，经饱和度５０％的硫酸铵盐析、透析后，获得的黑木耳凝
集素的凝集活性达到０．７４２。

表３　黑木耳凝集素提取工艺正交试验结果方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著水平

因素Ａ ０．００２３７ ２ ０．００１１８５ ４．２３ 不显著

因素Ｂ ０．００３７７ ２ ０．００１８８５ ６．７３２ 不显著

因素Ｃ ０．０１１５０ ２ ０．００５７５０ ２０．５４ 显著

误差 ０．０００５６ ２ ０．０００２８０
总和 ０．０１８２０ ８

　　注：Ｆ０．０１（２，２）＝９９，Ｆ０．０５（２，２）＝１９。

　　本试验以凝集素的凝集活性为指标，考察不同因素对提
取的影响。在血凝法试验中，如何确定凝集素提取液的凝集

效价比较困难。相比较其他方法，通过对凝集效价加权平均

数获得量化的凝集活性，在凝集素提取及凝集活性研究中，可

操作性更强。由于凝集素的本质是蛋白质或糖蛋白，蛋白质

含量与凝集活性之间有相关性，因此在凝集素的提取过程中，

可以参考蛋白质的提取和检测方法。
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