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姬松茸胞内多糖提取工艺的研究!

邹 祥&，!， 胡昌华&， 章克昌!

&D 西南师范大学 现代生物医药研究所，重庆 %$$B&#；

!D 江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，发酵技术国家工程研究中心，江苏 无锡 !&%$EF

摘要：采用单因子试验和正交试验组合优化，对姬松茸菌丝体胞内多糖提取工艺进行了研究，单因子试验表明姬松

茸胞内多糖提取工艺为：组织捣碎、水提、提取 E 次，正交试验优化组合结果为温度 "$ G，时间 % 4，料水比 & H !#，

在此最佳提取工艺条件下，姬松茸胞内多糖提取得率为（!D& I $D&）:J K J 湿菌体（含水量 CBL），具有一定的实际生

产意义 *
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姬松茸（!"#$%&’( )*#+,% M-.9))），又名巴西蘑菇，是一种珍稀食药用菌，近年来国内外研究发现姬松茸子

实体中含有丰富的抗肿瘤活性多糖［&］、抑制肿瘤血管生成药物成分麦角甾醇等［!］活性成分，具有广阔的开

发价值和应用空间 * 深层培养技术是目前药用真菌实现产业化的主要方式，它可以克服传统的固体栽培存

在生产周期长、产量低、难以实现工业化等缺点，通过深层培养技术生产的真菌多糖主要有胞外多糖和菌

丝体胞内多糖 * 胞内多糖也是多糖类有效活性成分之一［E］* 影响真菌菌丝体胞内多糖提取得率的因素很

多［%］，如菌体破碎方法（超声波、机械法等）、提取溶剂的选择、提取温度、提取时间等，必须通过大量实验

进行探索才能确定最佳工艺参数，而有关姬松茸多糖多从子实体中提取［#，F］，从深层培养姬松茸菌丝体中

提取活性多糖报道较少，因此有必要对胞内多糖的提取工艺进行研究 * 本文主要以姬松茸胞内多糖得率为

考察指标，对影响深层培养姬松茸菌丝体胞内多糖提取收率的一些关键因素进行了研究 *

# 材料与方法

#&# 材 料

&D&D& 姬松茸（!"#$%&’( )*#+,% M-.9)) NOP!）

由江南大学生物资源实验室筛选保存 *
& D&D! 主要仪器

Q? #!82 旋转蒸发仪（上海本玻仪器有限公司）；RS, "型离心沉淀机（上海医用分析仪器厂）；高速

组织捣碎机（江苏江阴科研器械厂）*
#&’ 实验方法

&D!D& 姬松茸菌丝体胞内多糖提取工艺流程

将通过深层培养获得的同一批次的姬松茸菌丝体用蒸馏水冲洗干净后，称取一定量的湿菌丝体，按一

定的料水比加入自来水，用组织捣碎机将菌丝球捣碎，按照设计的工艺参数进行热水浴加热浸提，提取若

干次，提取液离心沉淀，上清液合并，蒸发浓缩后按比例加入 "#L的乙醇，到乙醇浓度 F$L，冰箱静置过

夜，离心，沉淀用蒸馏水溶解并定容到 !# :R，然后用苯酚 T 硫酸法［B］测多糖含量 *
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!"#"# 胞内多糖得率的计算

胞内多糖得率 $ 多糖质量 %湿菌体质量（&’ % ’）

! 结果与分析

!"# 预处理方式对胞内多糖得率的影响

对菌丝体胞内多糖提取预处理常见有组织捣碎机捣碎、超声波破碎等形式，组织捣碎机是利用高速旋

转的刀片将菌丝球打碎并与水形成悬浊液，以缩短固体或细胞内部溶质分子向其表面扩散的距离，但不能

破碎细胞壁 ( 而超声波破碎是在组织捣碎之后继续对菌体的细胞壁进行破坏，更易于细胞壁物质的溶解，

从而使目标产物更好地溶出 ( 本实验条件为：料水比值 ! )*+，温度 ,+ -，提取 # 次，时间均为 . /，选择无

预处理、组织捣碎、超声波破碎 * 种预处理方式 ( 结果表明（图 !），组织捣碎和超声波破碎对胞内多糖得率

影响近乎相同，但均优于无预处理方式，考虑到提取成本及能耗，本实验选择以组织捣碎为宜 (
!"! 提取次数对胞内多糖得率的影响

在料水比值为 ! )!+ 和 ! )*0 的实验条件下，考察提取次数对多糖得率的影响 ( 实验结果表明（图 #），提

取次数直接影响胞内多糖的得率，第 . 次提取，粗多糖得率已处于较低水平，而过度增加提取次数，反而

会使后续操作的压力增大、生产效率下降，因此提取次数以 * 次为宜 (

图 ! 预处理方式对胞内多糖得率的影响
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图 # 提取次数对胞内多糖得率的影响
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!"$ 提取剂对胞内多糖得率的影响

提取剂的不同对体系中多糖的溶解度有显著的影响，本实验选择自来水、F;GH、草酸铵为提取剂，实验

结果表明（图 *），用 +"! &8@ % I F;GH 提取姬松茸胞内多糖，效果明显优于用水提取的胞内多糖，但提取液颜色

偏深，给下一步精制带来困难，据已有的报道［J］，草酸铵提取姬松茸子实体多糖，效果与水提法相近，本实验

结果表明，采用不同浓度的草酸铵能提高粗多糖的得率，但存在多糖中夹杂部分草酸铵的缺点，考虑到本课题

研究目标限于水溶性多糖，以水为提取剂最为经济可行，因此，本实验仍选择自来水为提取剂(
!"% 提取温度对胞内多糖得率的影响

温度直接影响物质在水中的溶解度，对多糖得率有显著的影响，本实验选择不同温度为考察指标，结

果表明（图 .）( 提取温度在 K+ -至 !++ -之间，随着温度的增加多糖得率增加显著，温度对多糖提取得率

影响较大，考虑到能耗及维护多糖的结构稳定性，提取温度应控制在 ,+ -左右为宜 (

图 * 提取剂对胞内粗多糖得率的影响
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图 . 热水温度对粗多糖得率的影响
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!"# 提取时间对胞内多糖得率的影响

在 !" #条件下，提取 $ 次，以 % &$’ 的料水比研究提取时间对多糖得率的影响规律，由图 ’ 可见，在时

间低于 ( ) 时，得率随提取时间的延长增加很快，超过 ( ) 后则增加缓慢 * 这表明，产物溶解于水有个过程，

时间过短，产物溶解不充分，但时间过长，又易引起产物结构的破坏和生物活性的丧失，并使生产效率降

低 * 综合以上方面考虑，提取时间以 ( + " ) 为好 *
!"$ 料水比 对胞内多糖得率的影响

限于多糖、糖蛋白、蛋白质等生物大分子物质的溶解度，浸取过程的用水量是限制多糖得率的重要因

素，从图 , 可以看出，改变不同的料水比，在同一条件下，提取 $ 次，随着料水比的增加，胞内多糖得率在

% &(- 达到峰值，因此，选择料水比 % &(- 较为适宜 *

图 ’ 提取时间对胞内多糖得率的影响
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图 , 料水比对胞内多糖得率的影响
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!"% 胞内多糖热水提取工艺的正交试验

根据以上各单因素试验结果，确定温度、时间、料水比为热水浸取过程中影响胞内多糖得率最显著的 (
个因素，选取 ( 因素的较优水平，按 G!（("）正交表设计试验，因素水平表如表 %、表 $ 所示 *

表 & 正交试验因素水平表

<:H?4 % <)4 .:5679I :;@ G4J4?I 73 K96)707;:? <4I6

水 平
因 子

D 温度 L # M 时间 L ) N 料水比 J L O
% P- $ $’
$ !- ( (-
( %-- " (’

表 ! 正交试验结果

<:H?4 $ F4IQ?6 D;:?RI/I 73 K96)707;:? 28S49/=4;6

试 验 D 温度 L # M 时间 L ) N 料水比 胞内多糖得率 L =0·0T %

% %（P-） %（$） %（$’） %1$!
$ % $（(） $（(-） %1U’
( % (（"） (（(’） %1,
" $（!-） % $ %1$P
’ $ $ ( %1,,
, $ ( % $1%(
U (（%-- % ( %1,%
P ( $ % %1,,
! ( ( $ %1,"
V% %1’’ %1(! %1,!
V$ %1,! %1,! %1’,
V( %1,( %1U! %1,$
! 值 -1%" -1"- -1%(
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图 ! 指标和因素的关系图
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以胞内多糖得率为考察指标，由极差

分析以及图 ! 的试验因素指标趋势可见，4
个因素的主次顺序为 5 6 7 6 8，最优组合

为 79548:，即最佳提取工艺条件为：温度

;< =，时间 > ?，料水比 : @9A，在此最优条

件下重复 4 次试验，得到姬松茸最终胞内

多糖提取得率（9%: B <%:）C$ D $ 湿菌体（含

水量 E!F）G

! 讨 论

提取工艺的选择是生物工业产业化的重要环节，直接影响最终产品收率和产业化前景，本文对姬松茸

胞内多糖提取工艺的研究，旨在探索一条工业化可行的提取路线，为姬松茸产业化作前期准备，研究结果

表明姬松茸菌丝体胞内多糖提取工艺为：水提、组织捣碎、提取 4 次、温度 ;< =、时间 > ?、料水比 : @ 9A，

在此最适提取工艺条件下，菌丝体提取液颜色较浅，进一步分离纯化无需脱色处理，符合工业化工艺要求，

菌丝体胞内多糖提取得率为（9%: B <%:）C$ D $ 湿菌体（含水量 E!F），而且正交试验数据是 : 次提取的结果，

在多次提取的情况下，姬松茸胞内多糖的产量还会进一步提高，因此本研究具有一定的实际生产意义 G 在

实际工业化提取多糖工艺时，对提取液浓缩、提取工段的优化组合、提取溶剂的重复利用率等需全盘考虑，

从而为实际生产寻求最佳工艺化参数 G
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