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摘 要：以九资河茯苓为原料，多糖提取率为指标，利用纤维素酶、半纤维素酶、β-葡聚糖酶协同作用提取茯苓多糖。

基于单因素和正交试验优化复合酶提取工艺条件，并评价茯苓多糖的体外抗氧化活性。结果表明，最佳工艺条件为纤

维素酶、半纤维素酶、β-葡聚糖酶添加量分别为 2.5%、2.5%、5.0%，酶解时间 90 min、酶解温度 50℃、pH 5.0。在此条件

下，茯苓多糖提取率为 6.13%，是水提法的 4.17 倍，其总抗氧化能力是水提法的 2.9 倍。该方法操作简单，条件温和，

多糖提取率和抗氧化活性优势明显。

关键词：茯苓；多糖；复合酶；β-葡聚糖酶；抗氧化活性

Optimization of Polysaccharide Extraction from Jiuzihe Poria cocos with Multiple Enzymes and
Its Antioxidant Activity

XIANG Fei-bing1，2， XIONG Tian-han1， HU Shu-wu1， CHEN Xiao-long1， XIANG Fu1，3*

（1. Hubei Key Laboratory of Economic Forest Germplasm Improvement and Resources Comprehensive
Utilization， Huanggang 438000， Hubei， China； 2. Huanggang Public Inspection and Testing Center，
Huanggang 438000， Hubei， China； 3. Hubei Zhongke Research Institute of Industrial Technology，

Huanggang 438000， Hubei， China）
Ａｂｓｔｒａｃｔ： Using Poria cocos from Jiuzihe as raw material and the extraction rate as index， the polysaccharide
was extracted by complex enzyme method. The extraction conditions were optimized using single factor and
orthogonal tests， and the antioxidant activities in vitro of pachymaran were evaluated. The results showed that
the optimal conditions were 2.5% cellulase， 2.5% hemicellulase， 5.0% β-glucanase， enzymolysis time of 90
min， enzymolysis temperature of 50℃ and pH of 5.0. Under these conditions， the extraction rate of the P. cocos
polysaccharide reached 6.13%， which was 4.17 times that of water extraction. In addition， the total antioxidant
activity of the polysaccharide extract was 2.9 times that of water extraction. Therefore， the compound enzyme
extraction method is easily carried out under mild conditions with a high extraction rate and antioxidant activity
of polysaccharide.
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茯苓（Poria cocos）为多孔菌科真菌茯苓的干燥菌
核，具有利水渗湿、健脾宁心等功效[1-2]。 研究表明，茯
苓多糖是茯苓的主要活性成分，具有免疫调节[3]、抑制
肿瘤[4-6]、降血糖[7-8]和抗氧化[9-10]等生理活性。 地处大别
山的罗田县是著名的“茯苓之乡”，其“九资河茯苓”于
1914年获万国博览会金奖，2007年批准实施地理标志
产品保护。

茯苓多糖存在于细胞壁，其提取方法主要有溶剂
提取法[11]、酸碱提取法[12]、超滤法[13]、微波和超声辅助法[14]

等。 溶剂提取法效率低且费时；酸碱提取法程序复杂
且易破坏多糖立体结构， 使其生物活性受到限制；超
滤法所得多糖含量较低；微波和超声辅助提取需要较
高成本，且组分更复杂难以分离。 相较而言，酶法提取
可催化多糖分子内糖苷键断裂，降低多糖分子质量和
分子黏度，提高多糖提取率和多糖活性利用率，同时
缩短提取时间，降低提取成本[15]。

本试验拟采用纤维素酶、半纤维素酶和 β-葡聚糖
酶进行协同作用， 通过单因素和正交试验探讨复合酶
法提取茯苓多糖的优化工艺， 并评价其体外抗氧化活
性，从而为大别山优质茯苓资源的开发利用提供依据。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

九资河茯苓：湖北省罗田县，烘干，粉碎备用；纤维
素酶（>20 U/mg）、半纤维素酶（>50 U/mg）、β-葡聚糖酶
（>100 U/mg）：浙江一诺生物科技有限公司；浓硫酸（分
析纯）：信阳市化学试剂厂；苯酚（分析纯）：广东恒健制
药有限公司；葡萄糖标准品、维生素 C 标准品（纯度≥
99%）：上海金橞生物科技有限公司；柠檬酸、柠檬酸钠
（均为食品级）：潍坊英轩实业有限公司；总抗氧化试剂
盒（批号：20190322）：南京建成生物工程研究所。
1.2 仪器与设备

CP413 电子天平：奥豪斯仪器（常州）有限公司；
DEKW-D-2型电热恒温水浴锅：北京西城区医疗器械
厂；UV1901PCS 型双光束紫外可见光分光光度计：上
海佑科仪器仪表有限公司；DHG-9147A电热恒温干燥
箱：上海精宏实验设备有限公司；KQ-500DB 型台式数
控超声波清洗器： 东莞市科桥超声波设备有限公司；
精密 pH试纸：上海三爱思试剂有限公司。
1.3 试验方法
1.3.1 葡萄糖标准曲线绘制及样品中多糖含量计算

参考文献 [16]的方法，准确称取葡萄糖标准品
0.100 g，置于 500 mL 容量瓶中，加水溶解，稀释至刻
度， 摇匀。 分别准确量取葡萄糖标准品溶液 0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0 mL，置于 25.0 mL容量瓶中，加水至 4.0 mL，
再分别加入 5%苯酚溶液 2.0 mL 和浓硫酸 6.0 mL，充
分混合摇匀，室温下（25 ℃）放置 30 min 后在 488 nm
波长处测定吸光度。 以吸光度为纵坐标（A），葡葡萄糖
质量浓度（mg/mL）为横坐标（C）绘制标准曲线，回归方
程为 A = 0.000 7 C - 0.000 7，R2 = 0.999 8，表示葡萄糖
浓度在 40 μg/mL~200 μg/mL 范围内与吸光度线性关
系良好。

酶提取液按相同方法处理，在 488 nm 波长下测定
吸光度，按公式（1）计算多糖提取率。

K/%= CVD
W×106 ×100 （1）

式中：K 为茯苓样品的多糖提取率，%；C 为样品
溶液中的多糖浓度，μg/mL；D 为样品溶液的稀释倍
数；V为测定液体积，mL；W为样品的质量，g。
1.3.2 复合酶添加量正交试验

根据前期试验结果，以纤维素酶添加量（A）、半纤
维素酶添加量（B）、β-葡聚糖酶添加量（C）为变量因
子，设计 L9（33）正交优化试验确定复合酶法最佳添加
量。 正交试验因素水平见表 1。

称取茯苓粉末 2.00 g于锥形瓶中， 分别按设计配
比添加复合酶， 加入 pH值为 5.0的柠檬酸-柠檬酸钠
缓冲液 100 mL，搅拌均匀。 置于 50℃的恒温水浴锅中
酶解 90 min，置于沸水中水浴 15 min 灭活酶。 将酶解
液趁热抽滤， 用容量瓶定容到 100 mL， 取 0.25 mL 按
1.3.1的方法测吸光度，计算多糖提取率。
1.3.3 酶解工艺单因素试验

称取 3份茯苓粉末 2.00 g 于锥形瓶中， 加入纤维
素酶、半纤维素酶和 β-葡聚糖酶各 0.05 g，后续操作
同 1.3.2，分别考察酶解时间（60、90、120、150、180 min）、
酶解温度（45、50、55、60、65 ℃）和 pH 值（4.5、5.0、5.5、
6.0、6.5）对茯苓多糖提取率的影响。
1.3.4 酶解工艺正交试验

根据复合酶添加量正交试验和酶解工艺单因素
试验结果，选取对多糖提取率影响较显著的酶解时间
（D）、酶解温度（E）和 pH值（F）等因素进行正交试验设

表 1 复合酶添加量正交试验的因素与水平

Table 1 Factors and levels of orthogonal test of compound enzyme

dosage

水平
A纤维素酶
添加量/%

B半纤维素酶
添加量/%

C β-葡聚糖酶
添加量/%

1 0 0 0

2 2.5 2.5 2.5

3 5.0 5.0 5.0
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计，如表 2所示。

1.3.5 传统水提法制备茯苓多糖提取液
按照复合酶法的最佳酶解温度和时间制得茯苓

多糖提取液。称取 3份茯苓粉末 2.00 g于锥形瓶中，加
水 100 mL， 按照复合酶法的最佳酶解温度和时间，在
50℃条件下水提 90 min，趁热抽滤后定容到 100 mL，取
0.25 mL按 1.3.1的方法测吸光度，计算多糖提取率。
1.3.6 总抗氧化能力评价

稀释配制系列质量浓度的茯苓多糖提取液，并以
VC 溶液为阳性对照，同时将复合酶法以及水提法得到
的茯苓多糖提取液浓度调整至 0.3 g/L，根据总抗氧化试
剂盒说明书操作，将测试管和对照管中样液在 520 nm
波长处测定吸光度，并按公式（2）计算其抗氧化能力。

T= As- Ac

0.01×30 × Vt

Vs
×n （2）

式中：T 为总抗氧化能力，U/mL；As 为测定管吸光
度值；Ac 为对照管吸光度值；Vt 为反应液总体积，mL；
Vs 为取样量，mL；n为样品测试前稀释倍数。
1.4 数据分析

利用正交设计助手 II 3.1和 Microsoft Excel 2007等
软件完成试验设计和数据分析。

2 结果与分析
2.1 复合酶比正交试验

复合酶添加量正交优化试验结果见表 3和表 4。

由表 3、表 4可知，β-葡聚糖酶对多糖提取率的影
响最大，其次是纤维素酶，半纤维素酶的影响最小，原
因可能是 β-葡聚糖酶不仅能破坏细胞壁结构，更能将
茯苓多糖中的葡聚糖聚合体降解，提高多糖提取率[17]；
优化条件为 A2B2C3，即纤维素酶、半纤维素酶、β-葡聚
糖酶的添加量分别 2.5%、2.5%和 5.0%，此时茯苓多糖
提取率为 6.05%。
2.2 酶解工艺单因素试验
2.2.1 酶解时间对多糖提取率的影响

酶解时间对多糖提取率的影响如图 1所示。

由图 1 可知，多糖提取率随着酶解时间的增加整
体呈先上升后下降的趋势，当酶解时间为 90 min 时，
茯苓多糖提取率最高，为 5.98%；继续延长酶解时间，

表 2 酶解工艺正交试验的因素与水平

Table 2 Factors and level of orthogonal test on enzymatic

hydrolysis

水平 D酶解时间/min E酶解温度/℃ F pH值

1 60 45 4.5

2 90 50 5.0

3 120 55 5.5

试验号
A纤维素酶
添加量/%

B半纤维素酶
添加量/%

C β-葡聚糖
酶添加量/%

多糖提取
率/%

1 0 0 0 1.31

2 0 2.5 2.5 2.22

3 0 5.0 5.0 2.62

4 2.5 0 2.5 3.82

5 2.5 2.5 5.0 6.05

6 2.5 5.0 0 1.65

7 5.0 0 5.0 3.99

8 5.0 2.5 0 1.85

表 3 复合酶添加量正交试验结果

Table 3 Results of orthogonal test for complex enzyme dosage

试验号
A纤维素酶
添加量/%

B半纤维素酶
添加量/%

C β-葡聚糖
酶添加量/%

多糖提取
率/%

9 5.0 5.0 2.5 5.62

k1 2.050 3.040 1.603

k2 3.840 3.373 3.887

k3

R

3.820

1.790

3.297

0.333

4.220

2.617

续表 3 复合酶添加量正交试验结果

Continue table 3 Results of orthogonal test for complex enzyme

dosage

表 4 复合酶添加量正交试验方差分析

Table 4 Variance analysis of the orthogonal test for complex

enzyme dosage

因素 偏差平方和 自由度 F比 F0.05 临界值 显著性

A 6.337 2 1.179 19.000 -

B 0.183 2 0.034 19.000 -

C 12.172 2 2.264 19.000 -

误差 5.38 2

注：-表示对结果影响不显著（P>0.05）。
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酶解时间/min
90 150120

图 1 酶解时间对多糖提取率的影响

Fig.1 The effect of enzymatic reaction time on polysaccharide

extraction rate
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图 2 酶解温度对多糖提取率的影响

Fig.2 The effect of enzymatic reaction temperature on

polysaccharide extraction rate

则茯苓多糖提取率下降。 这可能是酶解时间过长引起
多糖的结构发生变化[18]，导致茯苓多糖的含量不仅没
有增加反而减少，且时间过长也会使杂质溶出。 因此，
酶解时间以 90 min为宜。
2.2.2 酶解温度对多糖提取率的影响

酶解温度对多糖提取率的影响如图 2所示。

由图 2可知，在酶解温度 45℃～50℃内，随着温度
的增加，多糖提取率急剧上升，达到 5.68%；当酶解温
度超过 50℃后，多糖提取率则急剧下降。 这可能是因
为在 50 ℃时，酶活性随温度升高而增加，多糖的溶解
和扩散速率增加，从而提高多糖提取率；而当温度过
高，酶活性降低，同时高温可能使多糖的结构发生变
化[19]，导致多糖提取率急剧降低。 因此酶解温度以 50℃
为宜。
2.2.3 pH值对多糖提取率的影响

pH值对多糖提取率的影响如图 3所示。

由图 3可知，随着 pH 值从 4.5 增加到 5.0，多糖提
取率达到峰值，为 6.03%；继续提高 pH值，多糖提取率
呈下降趋势。 适当的 pH 值有利于酶的活性增加，当
pH值高于 5.0时，复合酶活性被破坏[20]，从而使得多糖
提取率降低。 故 pH值以 5.0为宜。

2.3 酶解工艺正交试验
酶解工艺正交试验结果如表 5、表 6所示。

由表 5、表 6 可知，酶解时间（D）对多糖提取率的
影响最大，且具有显著性；其次为酶解温度（E），pH 值
（F）影响最小；最优工艺条件为 D2E2F2，即酶解时间
90 min、酶解温度 50℃、pH值 5.0。
2.4 酶解工艺验证试验

在纤维素酶、半纤维素酶、β-葡聚糖酶的添加量分别
2.5%、2.5%和 5.0%，酶解时间 90 min、酶解温度 50 ℃、
pH 5.0条件下，重复提取 6次，茯苓多糖的平均提取率
为（6.13±0.45）%，高于表 5中的最高多糖提取率5.93%。

根据优化的酶解温度和时间，采用水提法在 50 ℃
条件下水提 90 min， 测得茯苓多糖提取率为（1.47±
0.20）%，只有复合酶法提取率的 23.98%。 此外，陈莉
等[21]采用热水浸提法所得茯苓多糖的提取率为2.29%，
采用纤维素酶、蛋白酶、果胶酶的复合酶酶解法的提
取率为 3.56%，采用酶解+热水浸提法把提取率提高到
5.31%，均低于本试验优化得到的茯苓多糖提取率。 一
方面可能是由于茯苓原料的区别，另一方面也可能是
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酶解温度/℃
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表 5 酶解工艺正交试验结果

Table 5 Results of orthogonal test on enzymatic hydrolysis

试验号 D酶解时间/min E酶解温度/℃ F pH值 多糖提取率/%

1 60 45 4.5 4.71

2 60 50 5.0 5.02

3 60 55 5.5 4.88

4 90 45 5.0 5.85

5 90 50 5.5 5.93

6 90 55 4.5 5.73

7 120 45 5.5 5.48

8 120 50 4.5 5.68

9 120 55 5.0 5.59

k1 4.870 5.347 5.373

k2 5.837 5.543 5.487

k3

R

5.583

0.967

5.400

0.196

5.430

0.114

因素 偏差平方和 自由度 F比 F0.05 临界值 显著性

D 1.507 2 215.286 19.000 *

E 0.062 2 8.857 19.000 -

F 0.019 2 2.714 19.000 -

误差 0.01 2

表 6 酶解工艺正交试验方差分析

Table 6 Variance analysis of orthogonal test on enzymatic

hydrolysis

注：*表示对结果影响显著（P＜0.05）；-表示对结果影响不显著（P＞0.05）。

应用技术

图 3 pH值对多糖率提取率的影响

Fig.3 The effect of pH on polysaccharide extraction rate
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纤维素酶、半纤维素酶和 β-葡聚糖酶对茯苓多糖提
取的协同作用较纤维素酶、蛋白酶、果胶酶 3 种酶更
具优势。
2.5 总抗氧化能力评价

以 VC 为对照，测定复合酶法所得茯苓多糖提取液
不同浓度下的总抗氧化能力如图 4所示。

由图 4 可知，Vc 溶液的总抗氧化能力在 0.2 g/L ~
0.6 g/L浓度时呈明显的线性增长关系， 增加至 0.8 g/L
时则趋于稳定；茯苓多糖溶液的总抗氧化能力则在浓
度增加到 0.8 g/L后继续增加。 表明此总抗氧化能力测
试方法可行，纤维素酶、半纤维素酶和 β-葡聚糖酶
3种酶协同提取的茯苓多糖溶液具有抗氧化活性，且
随着多糖浓度增加，总抗氧化能力越强；但从受试浓
度范围看，茯苓多糖溶液的总抗氧化能力弱于相同质
量浓度的 VC 溶液。

为进一步评价茯苓多糖提取液的抗氧化活性，将
复合酶法和水提法得到的茯苓多糖提取液浓度调整
至 0.3 g/L，测定总抗氧化能力分别为（2.63±0.41）U/mL
和（0.90±0.21）U/mL，即复合酶法所得茯苓多糖提取液
的总抗氧化能力是水提法的 2.9倍。 推测是由于 β-葡
聚糖酶将茯苓多糖中的葡聚糖聚合体降解为低分子
片段，且保持其立体结构而生物活性高[17]，从而提高了
茯苓多糖的抗氧化能力。

3 结论
以大别山“九资河茯苓”为对象，建立了纤维素酶、

半纤维素酶和 β-葡聚糖酶 3 种酶协同提取茯苓多糖
的优化工艺，即纤维素酶、半纤维素酶和 β-葡聚糖酶
的用量分别为 2.5%、2.5%和 5.0%、 酶解时间 90 min、
酶解温度 50℃、pH 5.0。 此条件下，茯苓多糖提取率为
6.13%，为相同条件下水提法的 4.17倍，其总抗氧化能
力是水提法的 2.9 倍。 该方法条件温和，操作简单，且

多糖提取率和抗氧化活性优势明显，可用于大别山地
区九资河茯苓多糖的工业化制备。
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