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　　摘要：研究了多酶法提取榛蘑多糖的最佳条件并进行光谱研究，通过单因素和正交试验确定了酶法提取榛蘑多糖
的最佳工艺，即：粒度８０目，料水比１∶２０，酶作用温度４０℃，加酶（加酶总量为底物的１％）质量比（木瓜蛋白酶 ∶纤
维素酶）３∶１，ｐＨ值６．５，酶作用时间２．０ｈ；在此条件下多糖的提取率可达１６．８５％。红外光谱分析表明榛蘑多糖为
含有葡萄糖醛酸的β－吡喃多糖。
　　关键词：榛蘑多糖；多酶法提取；正交试验；光谱分析
　　中图分类号：Ｒ２８４．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０８－０２７６－０３

收稿日期：２０１４－０９－０５
作者简介：邹东恢（１９６７—），男，黑龙江齐齐哈尔人，硕士，副教授，研
究方向为农产品加工、酶技术等。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｏｕｄｏｎｇ１０００＠
１６３．ｃｏｍ。

　　榛蘑多糖（ＡＭＰ）是从榛蘑菌丝体、子实体和发酵产物中
分离而来的，是一种能够控制细胞的分裂分化和调节细胞生

长衰老的活性多糖，同时它还具有抗辐射、促进造血、抑制肿

瘤生长、调节免疫等药理作用［１－２］。此外，榛蘑多糖也具有一

定的抗氧化能力，可以用于制备具有抗氧化活性的天然活性

物质。榛蘑多糖提取可以采用热水、稀酸、稀碱作为浸提剂，

也可采用微波法、超声波法辅助提取，浸提法是提取榛蘑多糖

的传统方法，但时间长、效率低、能耗大［３］，多糖的提取率普

遍不高。酶法提取多糖简单快捷、省时低耗，对榛蘑多糖的工

业化提取及生产具有非常重要的现实意义。

１　材料与方法

１．１　原料处理
　　将市场上购买的榛蘑根部去除后，用清水清洗干净，用剪
刀将菌伞剪成适当的小块，放入真空干燥箱中干燥，用粉碎机

粉碎，将粉碎后的榛蘑干粉依次通过２０、４０、６０、８０目的筛子，
之后将各级的榛蘑粉放入洁净干燥的烧杯中，并将其置于干

燥箱中待用。

１．２　试剂与仪器
　　ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）循环水式真空泵：河南省巩义市予华仪器
有限责任公司；离心机：上海跃进医疗器械厂；ＲＨ－Ｑ型全温
振荡器：江苏省全坛市荣华仪器制造有限公司；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；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；所使

用的试剂均为分析纯。

１．３　葡萄糖标准曲线的制作
　　以测定的吸光度Ｄ作为纵坐标，葡萄糖的质量浓度Ｃ作
为横坐标，用苯酚－硫酸法测定多糖含量，绘制出葡萄糖标准
曲线为ｙ＝１２．３１３０ｘ－０．０２９１，相关系数为ｒ＝０．９９９１。

１．４　酶法提取榛蘑多糖的方法
　　精确称取８０目的榛蘑粉２ｇ于锥形瓶中，按照一定的料
水质量比加入蒸馏水，用 ｐＨ计调节 ｐＨ值，按照一定加酶比
加入木瓜蛋白酶和纤维素酶（加酶总量为底物的１％），在恒
温振荡器上振荡一定时间，用１００℃沸水锅水浴１０ｍｉｎ，灭
酶，在冷却至室温之后，用８０００ｒ／ｍｉｎ离心机离心１０ｍｉｎ，取
上清液，即得到酶提取多糖清液。

１．５　多糖总量的测定
　　采用苯酚－硫酸比色法［４］。硫酸 －苯酚法是以硫酸、苯
酚作为显色剂，与榛蘑多糖发生显色反应，在４９０ｎｍ波长处
测定吸光度，再通过已经测定的葡萄糖标准曲线计算求得榛

蘑中的多糖含量。

１．６　蛋白质去除方法
　　本试验采用 Ｓｅｖａｇｅ法［５］来去除榛蘑多糖溶液中的杂蛋

白质。配制氯仿 －正丁醇溶液，两者的体积比为４∶１，在榛
蘑多糖溶液中加入其１／４体积的氯仿 －正丁醇溶液，将其置
于大锥形瓶中，充分摇匀３０ｍｉｎ之后，静置，去除溶液下面的
白色混浊物；取上清液于另一锥形瓶中，重复操作３～４次后，
即可除去榛蘑多糖溶液中的蛋白质。

２　结果与分析

２．１　单因素试验条件确定
２．１．１　物料粒度对榛蘑多糖提取的影响　从图１可知，２０、
４０、６０、８０目的榛蘑粉提取的多糖分别为１０．２６％、１０４８％、
１０．６５％和１２．０８％，由此可知８０目的榛蘑粉提取的多糖最
高，因此试验选定物料粒度为８０目。
２．１．２　料水质量比对榛蘑多糖提取的影响　从图２可知，料
水质量比为１∶５、１∶１０、１∶１５、１∶２０的条件下榛蘑粉提取
的多糖分别为７．０２％、１０．２４％、１１．９７％和１２．３７％，因此试
验确定料水质量比为１∶２０。
２．１．３　ｐＨ值对榛蘑多糖提取的影响　从图３可知，ｐＨ值为
４．５、５．５、６．５、７．５的条件下榛蘑粉提取的多糖为１０８１％、
１０．４７％、１２．９３％和１０．０４％，由此可知 ｐＨ值为６．５时的榛
蘑粉提取的多糖最高（图３），因此试验选定ｐＨ值为６．５。
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２．１．４　温度对榛蘑多糖提取的影响　从图４可知，温度为
３０、４０、５０、６０℃的条件下榛蘑提取的多糖分别为１１．６３％、
１２．８８％、１３．６９％和１２．５９％，当温度在３０～５０℃之间时，随
着温度的升高，多糖提取率较快地增长，继续升高温度提取的

多糖便有了下降的趋势，因此试验确定温度为５０℃。

２．１．５　时间对榛蘑多糖提取的影响　从图５可知，时间为
０．５、１．０、１．５、２．０ｈ的条件下测定榛蘑粉的多糖提取率，以
２．０ｈ的条件下最高，因此试验选定时间为２．０ｈ。
２．１．６　加酶质量比对榛蘑多糖提取的影响　从图６可以看
出，当加酶总量为底物的１％时，随着加酶质量比（木瓜蛋白
酶：纤维素酶）的增大提取的多糖也逐渐增加，当酶比为３∶１

时，提取率开始下降，考虑到酶的成本及效果，加酶质量比应

为２∶１。

２．２　榛蘑多糖提取的正交试验结果分析
２．２．１　因素与水平　在单因素试验的基础上，选择影响榛蘑
多糖提取的主要因素加酶（加酶总量为底物的１％）质量比
（木瓜蛋白酶 ∶纤维素酶）、酶解温度、ｐＨ值、酶解时间进行
四因素三水平正交试验（表 １），确定提取榛蘑多糖的最佳
条件。

表１　榛蘑多糖提取工艺正交试验因素与水平

水平

因素

Ａ：加酶质量比（木瓜
蛋白酶 ∶纤维素酶）

Ｂ：酶解温度
（℃） Ｃ：ｐＨ值 Ｄ：酶解时间

（ｈ）

１ １∶１ ４０ ５．５ １．０
２ ２∶１ ５０ ６．５ １．５
３ ３∶１ ６０ ７．５ ２．０

２．２．２　正交试验结果　由表２中４个因素的极差值可知，影
响榛蘑多糖提取率的４个因素的主次顺序是 Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞Ｃ。
通过正交试验可知复合酶法提取榛蘑多糖的最佳工艺条件为

Ａ３Ｂ１Ｃ２Ｄ３，即加酶质量比（木瓜蛋白酶 ∶纤维素酶）为 ３∶１，
酶解温度为４０℃，ｐＨ值６．５，酶解时间２．０ｈ，此时榛蘑多糖
的提取率为１６．８５％。
２．３　榛蘑粗多糖的脱色与醇沉提取
　　将除净蛋白质的多糖溶液用２０ｇ／Ｌ的活性炭脱色１ｈ，
抽滤后再１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。将离心后的上清液放入
锥形瓶中，加入大于溶液体积７５％的乙醇，然后置于４℃冰
箱中醇沉２４ｈ。取出后用离心机８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取
出沉淀物放入表面皿中，在真空干燥箱中干燥，得到榛蘑粗

多糖。

２．４　色谱分离纯化
　　取粗多糖１０ｍＬ上柱。用恒流泵控制流速（２０ｍＬ／ｈ），
自动部分收集器收集，每管收集２．０ｍＬ，用苯酚 －硫酸法测
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表２　榛蘑多糖提取工艺正交试验结果

试管号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 多糖提取率（％）
１ １ １ １ １ １２．９２
２ １ ２ ２ ２ １２．２８
３ １ ３ ３ ３ １２．８４
４ ２ １ ２ ３ １５．３６
５ ２ ２ ３ １ １１．３５
６ ２ ３ １ ２ １１．４５
７ ３ １ ３ ２ １６．３３
８ ３ ２ １ ３ １４．６３
９ ３ ３ ２ １ １３．９４
Ｔ１ ３８．０４ ４４．６１ ３９．００ ３８．２１
Ｔ２ ３８．１６ ３８．３６ ４１．５８ ４０．０６
Ｔ３ ４４．９０ ３７．９６ ４０．５２ ４２．８３
ｋ１ １２．６８ １４．８７ １３．００ １２．７３
ｋ２ １２．７２ １２．７８ １３．８６ １３．３５
ｋ３ １４．９８ １２．６５ １３．５０ １４．２７
Ｒ ２．３０ ２．２２ ０．８６ １．５４

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。

２．５　榛蘑多糖结构红外吸收光谱分析结果
　　红外光谱和分子结构有着极其密切的关系，已成为测定
分子结构的一种重要方法。由于红外光谱仪的广泛应用，现

在已成为一种常规的分析测试手段。由图７可知，由多糖中
Ｏ—Ｈ、Ｎ—Ｈ伸缩振动引起 ３４１８．１７ｃｍ－１处的峰值；在
２９２９．８８ｃｍ－１处吸收峰是由多糖中 Ｃ—Ｈ的伸缩振动引起
的，是糖类的特征吸收；在１６４１．６１ｃｍ－１处吸收峰是—ＣＨＯ
的 Ｃ Ｏ的非对称伸缩振动引起的，为肽链上酰胺碳基的吸
收峰；在１４０２．０５ｃｍ－１处吸收峰是由多糖中Ｃ—Ｏ—Ｃ和Ｃ—
Ｏ—Ｈ的伸缩振动引起的；在１２４７．９２ｃｍ－１处的吸收峰是由
多糖中 Ｃ Ｏ的对称性伸缩振动引起的，说明有羧酸的存在；
在１１３７．３２ｃｍ－１处吸收峰是由多糖中 Ｄ－吡喃葡萄糖伸缩
振动引起的；在１０７３．５７ｃｍ－１处吸收峰是由多糖中 β－Ｄ－
吡喃葡萄糖苷伸缩振动引起的；在８７１．８８ｃｍ－１为β－吡喃环
中Ｃ１—Ｈ的变角振动吸收峰；在８０５．５２ｃｍ

－１处是由吡喃环

中Ｃ１—Ｈ的变角振动引起的。由此可知，榛蘑多糖为含有葡
萄糖醛酸的β－吡喃多糖。

２．６　榛蘑多糖结构紫外吸收光谱分析结果
　　紫外吸收光谱应用广泛，可用于有机化合物的结构表征
和有机化合物的定量分析［６］。由图８可知，得到的紫外吸收
光谱显示核酸和蛋白质的含量较小，因为在核酸（吸收峰

２６０ｎｍ）和蛋白质（吸收峰２８０ｎｍ）吸收波长处未出现峰值。

３　结果与讨论

　　本试验中，首先采用单因素试验确定优化条件，即：物料粒
度为８０目，料液质量比为１∶２０，然后采用正交试验的方法来
进一步优化榛蘑多糖的提取条件，得到提取榛蘑多糖的最佳优

化条件，即为提取温度４０℃，ｐＨ值６．５，酶解时间２．０ｈ，加酶
（加酶总量为底物的１％）质量比（木瓜蛋白酶 ∶纤维素酶）
３∶１，最佳优化条件的榛蘑多糖提取率达到１６．８５％。
　　采用 Ｓｐｅｃｔｕｍｏｎｅ傅里叶变换红外光谱仪对干燥后的榛
蘑多糖进行结构分析，由多糖中 Ｏ—Ｈ、Ｎ—Ｈ伸缩振动引起
３４１８．１７ｃｍ－１处的峰值；在２９２９．８８ｃｍ－１处吸收峰是由多糖
中 Ｃ—Ｈ的伸缩振动引起的，是糖类的特征吸收；在
１６４１．６１ｃｍ－１处吸收峰是—ＣＨＯ的 Ｃ Ｏ的非对称伸缩振
动引起的，为肽链上酰胺碳基的吸收峰；在１４０２．０５ｃｍ－１处
吸收峰是由多糖中 Ｃ—Ｏ—Ｃ和 Ｃ—Ｏ—Ｈ的伸缩振动引起
的；在１２４７．９２ｃｍ－１处的吸收峰是由多糖中 Ｃ Ｏ的对称性
伸缩振动引起的，说明有羧酸的存在；在１１３７．３２ｃｍ－１处吸
收峰是由多糖中 Ｄ－吡喃葡萄糖伸缩振动引起的；在
１０７３．５７ｃｍ－１处吸收峰是由多糖中β－Ｄ－吡喃葡萄糖苷伸缩
振动引起的；在８７１．８８ｃｍ－１为β－吡喃环中Ｃ１—Ｈ的变角振动
吸收峰；在８０５．５２ｃｍ－１处是由吡喃环中Ｃ１—Ｈ的变角振动引起
的。由此可知，榛蘑多糖为含有葡萄糖醛酸的β－吡喃多糖。
　　采用Ｌａｍｂｄａ－３５型紫外可见光分光光度计对榛蘑多糖
进行紫外光谱扫描，得到一条较为光滑的曲线，在２６０ｎｍ和
２８０ｎｍ处都没有出现峰值，由此可知榛蘑多糖中核酸和蛋白
质的含量较少。
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