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热水法提取黄皮疣柄牛肝菌多糖工艺研究
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摘 要：探讨热水法提取黄皮疣柄牛肝菌多糖，选择液料比、提取温度和提取时间进行单因素试验，应用响应曲面法

进行优化，优化后的提取工艺条件为：液料比 34 颐 1（mL/g），提取温度 51 益，提取时间 3.1 h，多糖的提取率为 16.67 %，
与预测值接近，表明响应面优化的模型参数准确可靠。
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粤遭泽贼则葬糟贼：The paper was aimed to study the extraction of polysaccharides of Leccinum crocipodium（Letellier.）
Watliag by hot water method. Liquid -solid ratio，extraction temperature and time were selected as single
factors，and the response surface method was used to optimize the process. The optimum conditions were as
follows：liquid-solid ratio 34 颐 1（mL/g），the extraction temperature 51 益，the extraction time 3.1 h，the
extraction rate of the polysaccharide was 16.67 %，which was close to the predicted value. It showed that the
model parameters of the response surface optimization were accurate and reliable.
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多糖（polysaccharide）是由 10个及以上单糖通过
糖苷键形成的多羟基醛酮类的高分子聚合物。多糖的

来源广泛，主要来源于高等光合植物、真菌、藻类、细菌

等，与蛋白质、脂质、核酸一起被视为生物体内重要的

4种生物大分子物质[1]。现代研究表明，多糖具有抗氧

化、抗辐射、降血糖、抗肿瘤、调节免疫等多种生物活

性，由于药用真菌多糖及食用菌多糖具有显著的免疫

调节作用和抗肿瘤活性，因此可作为营养保健品及治

疗药物的重要来源[2-3]。

黄皮疣柄牛肝菌[Leccinum crocipodium（Letellier.）
Watliag]，滇中称为黄癞头，属真菌界（Fungi），担子菌
门（Basidiomycota），伞菌纲（Agaricomycetes），牛肝菌目
（Boletales），牛肝菌科（Boletaceae），疣柄牛肝菌属
（Leccinellum）。夏秋季生阔叶林下，分布广泛，属树木
外生菌根菌[4-5]。研究表明，黄皮疣柄牛肝菌含有丰富

的蛋白质，粗纤维、矿物质等营养成分及多酚、多糖等

生物活性成分[6]。目前对黄皮疣柄牛肝菌的研究主要
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集中在营养成分的分析及多酚生物活性的研究 [7]，对

黄皮疣柄牛肝菌多糖的研究较少。多糖的提取方法较

多，热水提取法作为多糖提取最常规的方法之一，具

有设备简单，易于操作，成本低廉且对天然活性物质

结构影响较小等优点。因此，本试验采用热水法提取

黄皮疣柄牛肝菌多糖，在单因素试验的基础上，采用

响应曲面法进行优化，得出最佳提取工艺条件，以期

为黄皮疣柄牛肝菌多糖活性的深入研究及其开发利

用提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜黄皮疣柄牛肝菌：云南易门康源菌业有限公

司；葡萄糖：天津市致远化学试剂有限公司；苯酚：天津

市风船化学试剂科技有限公司；浓硫酸：云南杨林工

业开发区汕滇药业有限公司。所用试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

HWS28型电热恒温水浴锅：上海一恒科技有限公
司；UV-2450型紫外分光光度计：岛津仪器（苏州）有
限公司；HC-3018R高速冷冻离心机：安徽中科中佳科
学仪器有限公司；FW135型粉碎机：天津泰斯特仪器
有限公司；FST-PF-UP普利菲尔实验室超纯水机：上
海富诗特仪器设备有限公司；Mettler-Toledo MS104TS
分析天平：上海微川精密仪器有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 热水法提取黄皮疣柄牛肝菌多糖

鲜菌除杂清洗—切片—冷冻干燥—打粉—过 80
目筛—备用。取 0.5 g粉末，以去离子水为溶剂，以一定
的液料比、提取温度和提取时间热水提取黄皮疣柄牛

肝菌多糖。提取液经 4 000 r/min离心 10 min，取上清，
采用苯酚硫酸法测定多糖含量，计算提取率。

1.3.2 葡萄糖标准曲线绘制

配置浓度为 100 滋g/mL的葡萄糖标准溶液，分别吸
取葡萄糖标准溶液 0.0、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL于 25 mL
比色管中，分别补水至 1 mL，然后加入 5 %的苯酚溶
液 1 mL，摇匀，迅速加入浓硫酸 5 mL，摇匀，沸水浴
15 min，取出后迅速冷却至室温。以去离子水作为空白
对照，在 490 nm波长下测吸光度，以葡萄糖浓度为横
坐标，吸光值为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程：y=
0.009 6x-0.003 5，R2=0.999 8。
1.3.3 黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率测定

取 1 mL上清液定容于 100 mL容量瓶，精确吸取
1 mL溶液于比色管，依次加入 1 mL 5 %的苯酚溶液，

摇匀，浓硫酸 5 mL，摇匀，沸水浴 15 min，取出后迅速
冷却至室温。以去离子水作为空白对照，在 490 nm处
用分光光度计测量吸光度。根据葡萄糖标准曲线方程

计算多糖提取率。计算公式如下：

多糖提取率/%=[（C伊V伊N）伊10-3/m] 伊100
式中：C为测得的多糖溶液浓度，滋g/mL；V 为多糖

溶液测定体积，mL；N 为样品稀释倍数；m 为样品质
量，mg。
1.3.4 热水法提取黄皮疣柄牛肝菌多糖单因素试验

在热水法提取黄皮疣柄牛肝菌多糖的过程中，影

响多糖提取率最重要的因素为液料比、提取温度、提

取时间。本试验中，考察提取温度 40、50、60、70、80 益；
液料比 10 颐 1、20 颐 1、30 颐 1、40 颐 1、50 颐 1（mL/g）；提取
时间 1、2、3、4、5 h对黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率的影
响。每组试验重复 3次，结果取平均值。
1.3.5 响应面优化最佳提取工艺

响应面试验设计[8-9]：依照单因素试验结果，通过

Design-Exert8.0.6软件，采用 Box-henhnken中心组合
试验设计，采用三因素三水平响应面分析法测定不同

参数对响应值 Y—多糖提取率（%）的影响，以确定最
优提取条件。因素及水平见表 1。

1.3.6 数据处理

本试验设计采用 Design-Exert8.0.6软件，图形制
作采用 GraphPad Prism 5软件。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 提取温度对黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率的影响

固定液料比为 30 颐 1（mL / g）、提取时间 3 h，考察
提取温度对黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率的影响，结果

见图 1。
由图 1可知，在 40 益~50 益范围内，随着温度的升

高多糖的提取率逐渐增加，当温度达到 50 益时，多糖
的提取率最高，当温度超过 50 益后，多糖的提取率开
始下降。这是由于黄皮疣柄牛肝菌多糖对高温较敏

表 1 响应面分析因素水平编码表

Table 1 Response surface analysis factor level coding table

水平 A 提取温度/益 B液料比/（mL/g） C提取时间/h

-1 45 20颐1 2.5

0 50 30颐1 3

1 55 40颐1 3.5
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感，用较高的温度浸提破坏了多糖的结构，造成多糖

提取率下降。因此，适宜的提取温度为 50 益左右。
2.1.2 液料比对黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率的影响

液料比对黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率的影响结

果如图 2所示。

由图 2可知，当液料比在 10 颐 1（mL/g）至 30 颐 1（mL/g）
时，多糖提取率随液料比的升高而升高。而当液料比超

过 30 颐 1（mL/g）时多糖提取率呈下降趋势，这可能是因
为溶剂少时，多糖不能充分溶出导致提取率偏低，溶剂增

加有利于多糖的溶出，但是过多的溶剂会增加后续蒸

发浓缩时间，造成多糖损失[10-11]，因此选择 30 颐 1（mL/g）
的液料比较为合适。

2.1.3 提取时间对黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率的影响

提取时间对黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率的影响

结果见图 3。
由图 3可知，在一定范围内，随着时间的延长多糖

提取率表现为先增大后减小，提取时间为 3 h时，多糖
的提取率最高。这是因为短时间的提取不利于多糖的

充分溶解，从而导致提取率较低，长时间的提取易使

多糖降解导致提取率下降。因此，选择最适提取时间

为 3 h。

2.2 响应面优化黄皮疣柄牛肝菌多糖提取工艺

2.2.1 响应面试验设计与结果

运用 Design-Exert8.0.6软件，采用 Box-henhnken
中心组合试验设计原理，依据单因素试验结果，选取

提取温度、液料比、提取时间 3个对多糖提取率影响较
大的因素，采用三因素三水平响应面分析法，确定最

佳提取工艺。响应面试验设计与结果见表 2。

2.2.2 回归模型建立与方差分析

运用 Design-expert软件对表 2中的试验结果进
行多元回归拟合，建立二次多项式回归模型。获得热

水法提取黄皮疣柄牛肝菌多糖提取温度（A）、液料比
（B）和提取时间（C）与多糖提取率（Y）的二次多项回归
方程为：

18

17

16

15

14

13
30 40 90

温度/益
50 60 70 80

图 1 提取温度对多糖提取率的影响

Fig.1 The effect of extraction temperature on the extraction rate of

polysaccharides

图 2 液料比对多糖提取率的影响

Fig.2 The effect of liquid ratio on the extraction rate of

polysaccharides
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图 3 提取时间对多糖提取率的影响

Fig.3 The effect of extraction time on the extraction rate of

polysaccharides

表 2 响应面试验设计与结果

Table 2 Experimental design and results of response surface

试验号 A 温度 B液料比 C时间
多糖提取
率/%

1 0 0 0 16.67

2 1 -1 0 15.54

3 -1 0 -1 15.07

4 0 0 0 16.73

5 -1 1 0 15.45

6 -1 -1 0 14.83

7 1 0 1 15.83

8 0 1 -1 16.20

9 0 1 1 16.31

10 1 1 0 16.02

11 0 -1 1 16.14

12 -1 0 1 15.17

13 0 -1 -1 14.67

14 1 0 -1 15.23

15 0 0 0 17.03
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Y =16.81+0.26A +0.35B+0.28C-0.035AB+0.12AC-
0.34BC-0.93A 2-0.42B2-0.56C2

回归模型方差分析见表 3。

结合表 3，可判断回归方程中各个自变量对黄皮
疣柄牛肝菌多糖提取率的影响。由表 3可知，模型相
关系数 砸2 = 0.967 1，调整决定系数 砸2

Adj = 0.908 0，表明
该模型拟合程度良好[12]。失拟项 P>0.05，说明实测值与
预测值之间无失拟存在，说明该数字模型具有较好的

预测性，可用于分析和预测黄皮疣柄牛肝菌多糖最佳

提取条件。由 F值的大小可以判断，各因素对多糖提
取率影响大小为：液料比>提取时间>提取温度。
2.2.3 响应曲面分析

响应面图形是响应值 Y 与对应的因素构成的一
个三维空间在二维平面上的等高线图，响应面图形分

析是将一个因素固定在零水平，对其中另外两个因素

进行分析。通过响应面图形可以直观看出各因素对响

应值 Y 的影响[13-14]。各因素交互作用对黄皮疣柄牛肝

菌多糖提取率影响的响应曲面图见图 4。
如图 4，由温度和液料比两者的交互作用可知，当

温度不变时，黄皮疣柄牛肝菌多糖的提取率随着液料

比的增大先上升后下降，当液料比不变时，多糖提取

率随着温度的升高先上升后下降。

由时间和温度两者的交互作用可知，温度不变

时，随着时间的延长，多糖提取率逐渐上升，之后表现

为下降。在提取过程中过高的温度和过长的提取时间

会导致多糖的降解，从而影响多糖的提取率[15]。因此，

在多糖的提取过程中温度不宜过高时间不宜过长。

由液料比和提取时间的交互作用可知，时间一定

时，随着液料比的增加多糖提取率表现为先上升后下

降，说明适宜的液料比升温快，细胞壁易破裂使多糖

溶出。而液料比增加，一定时间内多糖不能完全溶出，

多糖提取率反而降低。因此，热水法提取多糖需要适

宜的液料比和提取时间。

2.2.4 最优工艺参数确定

运用 Design-expert软件分析得到最大提取率（Y）
时，与其对应的黄皮疣柄牛肝菌多糖的最佳提取条件

为液料比 33.41 颐 1（mL/g），提取温度 50.73 益、提取时
间 3.08 h，此条件下多糖提取率理论值为 16.91 %。采
取最佳提取条件验证试验结果，根据试验条件，优化

工艺条件为液料比 34 颐 1（mL/g），提取温度 51 益，提取

表 3 回归模型方差分析表

Table 3 The table of regression model variance analysis

注：*为显著（P约0.05）；**为差异极显著（P约0.01）。

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P值 显著性

回归模型 7.14 9 0.79 16.34 0.003 4 **

A 温度 0.55 1 0.55 11.36 0.019 9 *

B液料比 0.98 1 0.98 20.19 0.006 4 **

C时间 0.65 1 0.65 13.39 0.014 6 *

AB 0.004 9 1 0.004 9 0.10 0.763 5

AC 0.063 1 0.063 1.29 0.307 9

BC

A 2

B2

C2

0.46

3.18

0.66

1.15

1

1

1

1

0.46

3.18

0.66

1.15

9.53

65.45

13.58

23.65

0.027 3

0.000 5

0.014 2

0.004 6

*

**

*

**

残差 0.24 5 0.049

失拟 0.17 3 0.056 1.51 0.422 6 不显著

误差 0.074 2 0.037

总和 7.38 14
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图 4 各因素交互作用对多糖提取率影响的响应曲面图

Fig.4 Response surface diagram of the effect of various factors on

the extraction rate of polysaccharides
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时间3.1 h，测得 3次验证试验结果平均值为 16.67 %，
与理论值接近。因此，响应面优化得到的黄皮疣柄牛

肝菌多糖提取率工艺参数是可行的。

3 结论

本试验以黄皮疣柄牛肝菌为原料，采用热水法提

取黄皮疣柄牛肝菌多糖，考察料液比、提取温度和提

取时间对黄皮疣柄牛肝菌多糖提取率的影响，在单因

素试验的基础上，通过响应面优化得到热水提取法最

佳工艺参数为：液料比 34 颐 1（mL/g），提取温度 51 益，
提取时间 3.1 h。该方法操作简单，提取率高，且避免了
高温提取对多糖结构的破坏，易于对后续黄皮疣柄牛

肝菌多糖的分离纯化、结构鉴定及生物活性研究奠定

一定的试验基础。
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