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步研究，以有利于更好地为消费者酿出质优价廉的美味红葡

萄酒提供科学依据。
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香菇菌糠多糖的提取、组成及抗氧化活性分析

沙日娜
（包头轻工职业技术学院，内蒙古包头０１４０３５）

　　摘要：利用响应面法，对香菇菌糠多糖（Ｌｅｎｔｉｎｕｓｅｄｏｄｅｓｒｅｓｉｄｕｅｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＲＰＳ）的提取条件进行优化，利用
高效液相色谱（ＨＰＬＣ）、气相色谱（ＧＣ）等对其２种组分ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２进行化学结构特征分析，测定其抗氧化活
性。结果表明，ＬＲＰＳ的最佳提取条件为：加水稀释 ３５倍、醇沉时间 ２０ｈ、ｐＨ值为 ８，此时多糖的得率为 ３．６９％；
ＬＲＰＳ－１由鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖组成，物质量之比为１．７∶１．０∶３．０，ＬＲＰＳ－２由鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡萄
糖组成，物质量之比为７．２∶２．３∶１．０∶８．４；ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２均有较强的抗氧化活性，ＬＲＰＳ－２更为显著。
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　　香菇（Ｌｅｎｔｉｎｕｓｅｄｏｄｅｓ）别称花菇，为真菌门侧耳科香菇属
世界第二大食用菌［１］。香菇口味鲜美，富含多糖、维生素、蛋

白质、多元酚、朴菇素、膳食纤维等多种生物活性物质，其中，

菌丝体多糖是香菇菌丝体中最重要的生物活性物质，具有抗

氧化、抗衰老、抗炎、保肝护肝和降血糖等作用［２－４］。菌糠是

真菌收获后的培养基剩余物，含有丰富的菌丝体，我国年产各

类菌糠总量约为９００万ｔ，大部分被作为废物遗弃，在浪费资
源的同时造成环境污染。响应面法（ＲＳＭ）是以最经济的方
式、较少的试验次数及较短的时间对参数进行全面研究，越来

越多地被应用于各种生物化工处理过程［５］。本研究对香菇

菌糠多糖的提取条件进行优化，利用 ＤＥＡＥ－５２纤维素柱和
葡聚糖Ｇ－１００对香菇菌糠多糖（ＬＲＰＳ）进行分离纯化，研究
多糖组分ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２的分子量、单糖组成和抗氧化活
性，从而为香菇菌糠的开发利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
香菇菌糠，由内蒙古农业科学院真菌研究所提供。

１．２　仪器与试剂
１．２．１　试验仪器　７５２－Ｎ紫外可见分光光度计、ＤＫ－Ｓ２４
型恒温水浴锅、ＤＺＦ－６０２１型真空干燥箱，均由上海精宏实验
设备有限公司生产；ＧＣ２０１０气相色谱仪，日本岛津公司生产；
ＴＤＬ－５－Ａ型台式离心机，上海安亭科学仪器厂生产；

Ｎｉｃｏｌｅｔ３８０傅立叶变换红外光谱仪，美国热电集团生产；
ＬＸＪ－６８－０２型离心机，北京医疗仪器修理厂生产。
１．２．２　试剂　３０％ Ｈ２Ｏ２，天津市凯通化学试剂有限公司生
产；９５％乙醇，天津市百世化工有限公司生产；ＤＰＰＨ、ＤＥＡＥ－
５２纤维素、葡聚糖 Ｇ－１００，Ｓｉｇｍａ公司生产；苯酚，天津市天
大化学试剂厂生产；浓硫酸、浓盐酸，淄博化学试剂厂有限公

司生产；三氯乙酸，天津大茂化学试剂厂生产。

１．３　多糖的提取与测定
使用多功能粉碎机粉碎香菇菌糠，采用水提醇沉法［６－７］

提取香菇菌糠多糖，采用苯酚－硫酸法［８］测定多糖含量。

１．４　香菇菌糠多糖的提取优化
１．４．１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ（ＰＢ）试验设计　采取９因素３水平
ＰＢ试验（表１）考察各提取条件对 ＬＲＰＳ提取率的影响；采用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．０软件对数据进行分析。

表１　ＬＲＰＳ提取条件的优化ＰＢ试验变量水平及编码值

变量 代码
编码水平

－１ ０ １
加水倍数（倍） Ａ１ ２０ ３０ ４０
ｐＨ值 Ａ２ ５ ７ ９

提取温度（℃） Ａ３ ７５ ８５ ９５
提取时间（ｈ） Ａ４ １ ２ ３
提取次数（次） Ａ５ １ ２ ３
乙醇浓度（％） Ａ６ ７５ ８５ ９５
乙醇倍数（倍） Ａ７ ２ ３ ４
醇沉时间（ｈ） Ａ８ １２ ２４ ３６
醇沉温度（℃） Ａ９ －４ ４ １２

１．４．２　响应面（ＲＳＭ）试验设计　根据 ＰＢ试验结果，选取
ｐＨ值、加水倍数、醇沉时间这３个对多糖得率影响最大的因
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素进行响应面法优化条件的筛选试验，以１、０、－１编码自变
量的高、中、低３个水平，通过最小二乘法拟合二次多项方程，
模型表达式为：ｙ＝Ａ０＋∑Ａｉｘｉ＋∑Ａｉｉｘｉ＋∑Ａｉｊｘｉｘｊ。式中，ｙ为
响应值，即ＬＲＰＳ得率，Ａ０、Ａｉ、Ａｉｉ、Ａｉｊ为方程系数，ｘｉ、ｘｊ（ｉ≠ｊ）
为自变量编码值。采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．０软件对数据进行
回归分析。

１．５　多糖的凝胶柱层析
采用ＤＥＡＥ－纤维素离子交换柱对多糖进行分离纯化，

采用葡聚糖Ｇ－１００凝胶柱对多糖进行进一步分离纯化和纯
度鉴定［９］，采用硫酸 －苯酚法测定收集到的多糖溶液浓度，
绘制洗脱曲线。

１．６　多糖的化学结构分析
１．６．１　单糖组成测定　糖样品经过 ０．２５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４
１００℃ 加热１６ｈ完全水解，或者不经过水解处理，按照Ｂｌａｋ
ｅｎｅｙ等的方法［１０］将各单糖制备成全乙酰化糖醇衍生物；采用

气相色谱分析糖的构成，分离柱为岛津公司生产的

０．２５ｍｍ×３０ｍ毛细管柱 ＤＢ－１，柱温为 ２１０℃，Ｎ２流速
为 ３０ｍＬ／ｍｉｎ。
１．６．２　多糖分子量的测定　多糖样品溶于５０ｍｍｏｌ／Ｌ的硝
酸钠溶液或０．０５％叠氮化钠中，获得浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ的糖
溶液；使用０．４５μｍ滤膜过滤，直接进样［１１］进行高效液相色

谱测定，测定条件为：３０ｃｍ×４．６ｍｍＴＳＫＧ３０００ＰＷｘｌ色谱
柱，３．５ｃｍ×４．６ｍｍＴＳＫ保护柱，流动相为５０ｍｍｏｌ／Ｌ硝酸
钠溶液或 ０．０５％的叠氮化钠，流速为 ０．４ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为
３０℃，进样量为２０μＬ。
１．７　多糖抗氧化分析

多糖清除ＤＰＰＨ自由基的测定方法为：２ｍＬ９５％乙醇或
０．１μｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ，与２ｍＬ浓度在１００～１０００ｍｇ／Ｌ之间的
ＥＰＳ溶液进行混合，２５℃水浴 １５ｍｉｎ，５１７ｎｍ处测定吸光
度［１２］。ＥＰＳ清除羟基自由基的测定采用 Ｓｍｉｒｏｎｆｆ等的方
法［１３］，多糖还原力的测定采用Ｏｙａｉｚｕ的方法［１４］。

２　结果与分析

２．１　ＰＢ试验
由表２可见，当香菇菌糠加水稀释２０倍、ｐＨ值为５、提取

温度为９５℃、提取时间为３ｈ、提取１次、乙醇浓度为９５％、
乙醇稀释２倍、醇沉时间３６ｈ、醇沉温度１２℃时（编号５），
ＬＲＰＳ的得率相对最高，为３．３４％。由表３可知，试验模型的
Ｐ值小于０．０１，模型回归性较好，能够很好地反映变量和自
变量之间的变化规律；ｐＨ值、加水倍数和醇沉时间的 Ｐ值均
小于０．０１，这３个因素对ＬＲＰＳ的得率影响显著，其他因素影
响相对较小或不显著。因此，选取提取ｐＨ值、加水倍数和醇
沉时间这３个因素进行响应面分析试验。
２．２　ＲＳＭ试验
２．２．１　选取优化因素　ｐＨ值、加水倍数、醇沉时间分别以变
量ｘ１、ｘ２、ｘ３表示，经多重回归分析，ＬＲＰＳ得率的预测值 ｙ和
变量之间的多项式模型为：

ｙ＝２．１１＋０．３０ｘ１＋０．１４ｘ２＋０．３１ｘ３－０．１２ｘ１ｘ２－０．０６７ｘ１ｘ３＋
０．１０ｘ２ｘ３－０．４２ｘ１

２－０．３０ｘ２
２－０．２７ｘ３

２。

２．２．２　响应面数据分析　由表４可知，线性回归系数 ｘ１、ｘ３
和二次项系数ｘ１

２、ｘ２
２、ｘ３

２均极显著（Ｐ＜０．０１），线性回归系

表２　ＬＲＰＳ提取条件的优化

编号 Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ａ４ Ａ５ Ａ６ Ａ７ Ａ８ Ａ９
ＬＲＰＳ得率
（％）

１ １ １ －１　 １ １ １ －１ －１ －１ １．５６±０．１７
２ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ ２．６７±０．０９
３ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ ０．８９±０．０８
４ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ ２．７８±０．１４
５ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ ３．３４±０．０７
６ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １．３４±０．０６
７ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ ２．７８±０．０５
８ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ １．０１±０．１１
９ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ ０．７７±０．１３
１０ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ ０．９１±０．１６
１１ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ １．４５±０．１８
１２ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ １．００±０．０４
１３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １．３６±０．１２
１４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １．１３±０．１８
１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １．１２±０．１５
１６ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １．２１±０．１１
１７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １．１１±０．１７

   　　

　　注：表中标注“”表示该模型或因素对 ＬＲＰＳ的得率作用显著
（Ｐ＜０．０５），标注“”表示该因素或模型对 ＬＲＰＳ的得率作用极显
著（Ｐ＜０．０１）。表３、表４同。

表３　ＬＲＰＳ提取条件优化试验数据方差分析

因素 平方和 自由度 平均方差 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ９．２５ ９ １．０３ ５７．５３ ＜０．０００１
Ａ１ １．０６ １ １．０６ ５９．２０ ０．０００３ 
Ａ２ ０．１０ １ ０．１０ ５．７５ ０．００１２ 
Ａ３ ０．０１６ １ ０．０１６ ０．９１ ０．３７６２
Ａ４ ０．６０ １ ０．６０ ３３．３２ ０．０５３５
Ａ５ ６．２８ １ ６．２８ ３５１．４４ ０．０４５８ 
Ａ６ ０．１０ １ ０．１０ ５．８０ ０．０５２７
Ａ７ ０．３３ １ ０．３３ １８．７５ ０．００４９ 
Ａ８ ０．７０ １ ０．７０ ３８．９６ ＜０．０００１ 
Ａ９ ０．０６６ １ ０．０６６ ３．６７ ０．１０３７

数ｘ２显著（Ｐ＜０．０５），这表明ｐＨ值、加水倍数和醇沉时间对
ＬＲＰＳ得率的影响都比较显著；模型的Ｐ值＜０．０００１，具有极
显著性，而Ｆ值为１３．４０，这说明香菇菌糠多糖的预测值和试
验值一致；失拟项的 Ｆ值为０．２９，Ｐ值为０．１２８９，这说明试
验结果并非由纯误差引起，模型方程适合对 ＬＲＰＳ提取试验
的理论预测。另外，试验结果表明，模型的 Ｒ２值为０．９９９６，
这说明试验值和预测值高度吻合，９９．９６％的响应值具有可变
性；调整行列式系数的 Ｒ２值为０．９９９０，这说明 ９９．９０％ 的
ＬＲＰＳ总变差归因于独立变量，仅约０．１０％的总变量不能用
模型解释。

　　经响应面（图１）分析，提取条件为ｐＨ值７．８８、加水３４．５
倍、醇沉时间１９．８２ｈ，ＬＲＰＳ的得率相对最高，为３．８５％，而
验证试验ＬＲＰＳ的得率为３．８４％，这表明该模型适用于ＬＲＰＳ
提取。考虑到操作方便，将最优提取条件调整为 ｐＨ值８、加
水３５倍、醇沉时间２０ｈ，此时，ＬＲＰＳ的得率为３．６９％。
２．３　香菇菌糠多糖的组分分离纯化

采用ＤＥＡＥ－纤维素柱对ＬＲＰＳ进行组分分离，分别利用
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蒸馏水和０．２、０．５、１．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液作为流动相对 ＬＲＰＳ
进行洗脱，得到２个组分ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２；对分离得到的２
个组分用葡聚糖Ｇ－１００凝胶作进一步分离发现，ＬＲＰＳ－１、
ＬＲＰＳ－２均分离得到１个单一的洗脱峰，这表明 ＬＲＰＳ－１、
ＬＲＰＳ－２均为纯多糖（图２）。

２．４　多糖组分化学结构分析
２．４．１　单糖组成分析　由表５可知，ＬＲＰＳ－１的单糖组成主
要包括鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖，其物质量之比为

１．７∶１．０∶３．０；ＬＲＰＳ－２的单糖组成主要包括鼠李糖、阿拉
伯糖、甘露糖、葡萄糖，其物质量之比为７．２∶２．３∶１．０∶８．４。

表４　ＬＲＰＳ二次模型回归系数显著性检验

项目 系数 标准误 平方和 均方离差 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ３．３３ ０．３７ １３．４０ ０．０００９ 
截距 ２．１１ ０．０１７
ｘ１ ０．３０ ０．０１４ ０．７１ ０．７１ ２５．６２ ０．０００５ 
ｘ２ ０．１４ ０．０１４ ０．１６ ０．１６ ５．７１ ０．０４８２ 
ｘ３ ０．３１ ０．０１４ ０．７９ ０．７９ ２８．４５ ０．０００３ 
ｘ１ｘ２ ０．１２ ０．０１９ ０．０５６ ０．０５６ ２．０２ ０．００１２ 
ｘ１ｘ３ ０．０６７ ０．０１９ ０．０１８ ０．０１８ ０．６４ ０．００８２ 
ｘ２ｘ３ ０．１０ ０．０１９ ０．０４４ ０．０４４ １．５８ ０．０１２２ 
ｘ１２ －０．４２ ０．０１９ ０．７３ ０．７３ ２６．３５ ＜０．０００１ 
ｘ２２ －０．３０ ０．０１９ ０．３７ ０．３７ １３．３３ ＜０．０００１ 
ｘ３２ －０．２７ ０．０１９ ０．３１ ０．３１ １１．２３ ０．０００７ 
失拟检验 ０．０１９ ０．１４ ０．０４７ ０．２９ ０．１２８９

２．４．２　分子量　由表６可知，ＬＲＰＳ－１的数均分子量 Ｍｎ为
４．３６×１０２，重均分子量Ｍｗ为２．９７×１０

４，多分散系数Ｍｗ／Ｍｎ
为６８．１１；ＬＲＰＳ－２的数均分子量Ｍｎ为６．９３×１０

２，重均分子

量Ｍｗ为１．１８×１０
５，多分散系数Ｍｗ／Ｍｎ为 １７０．２７。

２．４．３　多糖的抗氧化活性　由图３可知，ＬＲＰＳ、ＬＰＳ（香菇多
糖）、ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２在波长７００ｎｍ处测得的吸光度分别
为０．２０４±０．０３、０．２６４±０．００１、０．７７３±０．０５、０．９８６±０．０３；
浓度为 １０００ｍｇ／Ｌ时，ＬＲＰＳ、ＬＰＳ、ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２对

ＤＰＰＨ的清除率分别为（１９．９２±０．０２）％、（３９．８８±０．０１）％、
（５３．５６±０．０３）％、（５５．６１±０．０１）％；对羟基自由基的清除
率分别为（５８．９９±１．０３）％、（６６．２０±１．３４）％、（７８．５８±
２．３３）％、（９２．１０±２．５７）％。由此可见，同等浓度下，ＬＲＰＳ
的抗氧化活性略低于ＬＰＳ，但是ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２的抗氧化
活性明显高于ＬＰＳ，浓度为１０００ｍｇ／Ｌ时，ＬＲＰＳ－２的还原力
是ＬＰＳ的３．７３倍，对ＤＰＰＨ和羟基自由基的清除率均为ＬＰＳ
的１．３９倍。
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表５　香菇菌糠多糖组分的单糖种类

序号 单糖名称
ＬＲＰＳ ＬＲＰＳ－１ ＬＲＰＳ－２

保留时间（ｍｉｎ） 响应值（μＶ） 保留时间（ｍｉｎ） 响应值（μＶ） 保留时间（ｍｉｎ） 响应值（μＶ）
１ 鼠李糖 １４．３６ ９８６１．６ １４．３５ ６４５９．２ １４．３５ １１９９５．０
２ Ｄ－核糖 — — — — — —

３ 阿拉伯糖 １６．５４ ３６８１．０ １６．５３ ３６９３．６ １６．５３ ３７７６．１
４ 木糖 — — — — — —

５ 肌醇 — — — — — —

６ 甘露糖 ３４．８４ １０５２５．８ ３４．８４ １１１７１．６ ３４．８１ １６６８．７
７ 葡萄糖 ３５．６５ ６４５８．３ — — ５．６７ １４００４．６
８ 半乳糖 — — — — — —

表６　ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２的分子量测定结果

多糖组分 Ｍｗ Ｍｎ Ｍｚ Ｍｗ／Ｍｎ Ｍｚ／Ｍｗ
ＬＲＰＳ－１ ２．９７×１０４ ４．３６×１０２ ５．１９×１０５ ６８．１１ １７．４７
ＬＲＰＳ－２ １．１８×１０５ ６．９３×１０２ ７．５１×１０５ １７０．２７ ６．３６

　　注：Ｍｗ为重均分子量；Ｍｎ为数均分子量；Ｍｚ为 Ｚ平均分子量；

Ｍｗ／Ｍｎ为多分散系数；Ｍｚ／Ｍｗ为多分散指数。

３　结论

香菇菌糠多糖的最佳提取条件：ｐＨ值为８、加水３５倍、

醇沉时间为２０ｈ，此时多糖的提取率为３．６９％。对 ＬＲＰＳ进
行分离纯化，得到ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２这２种组分，ＬＲＰＳ－１
由鼠 李 糖、阿 拉 伯 糖、甘 露 糖 组 成，物 质 量 之 比 为

１．７∶１．０∶３．０；ＬＲＰＳ－２由鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡萄
糖组成，物质量之比为７．２∶２．３∶１．０∶８．４。本试验选取多
糖对羟基自由基清除率、ＤＰＰＨ清除率及还原力３个指标考
察多糖体外的抗氧化活性，结果显示，ＬＲＰＳ－１、ＬＲＰＳ－２对
ＤＰＰＨ、羟基自由基均有较强的清除能力及较强的还原力，
ＬＲＰＳ－２的体外抗氧化活性相对更强。
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