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灵芝菌丝体碱提水溶性多糖工艺条件及
对羟自由基的清除作用

张珏， 张志才， 王玉红， 章克昌
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214036)

摘 要：通过单因素实验对影响碱提灵芝茵丝体多糖的各种因素进行了研究，确定提取条件为：提

取温度65℃，提取时间4 h，碱料(体积：质量)比4：1，碱液浓度0．5 mol／L．在此条件下提取并

对所得水溶性多糖的抗氧化作用进行了初步研究，表明其对羟自由基有较好的清除能力，在一定

范围内清除率与糖的质量浓度呈正相关．
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Studies on Water Soluble Polysaccharides from the Mycelia of

Ganoderma lucidun by Alkaline Extraction
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(The Key Laboratory of Industrial Bioteehnology，Ministry of Education，Southern Yangtze University，Wuxi

214036，China)

Abstract：The factors influencing on alkaline extraction of polysaccharides from the mycelia of

Ganoderma lucidun was studied．The optimum conditions were：extractoin temperature：65℃，

extraction time 4 hr，the ratio of material to NaOH 1：4，the concentration of NaOH 0．5 tool／L．

The alkaline extracted product，water soluble polysaccharides，exhibited obvious scavenging

effects for hydroxyl free radicals(HFR)and had positive correlation with initial sugar

concentration．
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灵芝(Ganoderma lucidum leyss．ex Fr，

Karst)，是传统的扶正固本、滋补强壮的名贵食药用

真菌之一，历代医书均将之列为“药中上品”，长期

服用可治病养身，延年益寿．目前灵芝的野生资源

稀缺，灵芝产品的生产、研究多从子实体中提取．人

工栽培的方法周期长(2～3个月以上)、占地面

积大、受季节和原料等诸多因素的限制，运用深层

培养技术获得灵芝菌丝体需约2周时间，可大大降

低生产成本．研究表明，灵芝菌丝体多糖具有与其

子实体多糖相似的生物活性，已有多种葡聚糖、杂

多糖及多糖一蛋白质复合物被分离出来，并显示明显

的抗肿瘤活性，因此灵芝菌丝体多糖的研究日趋引

人关注‘¨．

传统提取菌丝体多糖多采用水提法，剩余物一
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般按废弃物处理．药用真菌均含有不同类型的多

糖，用一种方法很难将其完全提取出来，用不同提

取剂对灵芝菌丝体进行浸提，既可使灵芝菌丝体多

糖获得初步分级，又能提高多糖得率．本实验研究

了从灵芝发酵菌丝体水提后的残渣中碱提多糖的

工艺条件及碱提水溶性多糖对羟自由基的清除

作用．

1材料与方法

1．1材料

菌种采用本实验室保藏的灵芝菌种．30℃，

150 r／min液体深层二级培养共11 d；3 000 r／min，

15 min离心，取菌丝体即得灵芝菌丝．

1．2方法

1．2．1碱提粗多糖的提取与分离 以去除水提水

溶性多糖的菌丝体残渣为材料，其方法[2~53为：

灵芝发酵菌丝体残渣(水提液无苯酚硫酸反应)一

碱液浸提，离心一上清液一冰醋酸中和，离心一分

别取[沉淀一洗涤干燥一得碱提碱溶性多糖

(GAP2)]和[上清液一4倍醇沉，离心一沉淀一洗

涤，干燥一得碱提水溶性多糖(GAPl)]．

1．2．2分析方法总糖测定：苯酚一硫酸法[6]；还原

糖测定：DNS法‘71；蛋白质含量测定：考马斯亮兰

法邙]；多糖含量测定：采用总糖减去还原糖来定量；

羟自由基(·OH)清除率的测定：采用Fenton反应

体系[9]．

多糖得率(mg／g)一粗多糖干重／菌丝体干重

2结果与讨论

在灵芝多糖碱提过程中，影响提取液中多糖含

量的因素很多．经初步实验，选定提取温度、提取时

间、料液比、碱液质量浓度作为主要影响因素，以所

得多糖量为指标，单因素实验进行条件筛选．

2．1温度的影响

每次取菌丝体残渣15 g(湿重)，在料碱(体

积：质量)比为1：4、0．5 mol／L NaOH碱溶液、浸

提时间4 h的条件下，分别在4，25，45，65，85℃浸

提一次，根据多糖得率，确定最佳碱提温度，结果见

图1．

由图1可知，碱提温度对提取工艺有很大的影

响．在较低温度下碱提多糖的得率增加缓慢，45～

65℃多糖得率迅速增加，超过65℃又呈下降趋势．

在温度较低时物系的传质过程缓慢，多糖得率变化

不大，提取温度高传质速率大，多糖得率增大，但温

度过高易引起多糖结构的破坏和生物活性丧失，因

此本实验提取温度选择65℃．
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图1温度对碱提的影响

Fig．1 Effects of temperature on alkaline extraction

2．2碱提时间的选择

取菌丝体残渣15 g(湿重)，在料碱(体积：质

量)比为1：4、0．5 mol／L NaOH碱溶液、浸提温度

65℃的条件下，分别在2，3，4，5 h浸提一次，根据

多糖得率，确定最佳碱提时间，结果见图2．
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图2时间对碱提的影响

Fig．2 Effects of time on alkaline extraction

由图2可知，随着提取过程进行，多糖含量逐

渐增加，超过4 h反而下降，碱提时间过长，部分多

糖会被氧化、降解，因此确定提取时间为4 h．

2．3料液E匕对提取过程的影响

取菌丝体残渣15 g(湿重)，在0．5 mol／L

NaOH碱溶液、浸提温度65℃、浸提4 h的条件下，

以料碱(体积：质量)比1：2，1：3，1：4，1：5分

别浸提一次，根据多糖得率，确定最佳料液比，结果

见图3．
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图3碱料比对碱提的影响

Fig．3 Effects of alkaline volume on alkaline extraction
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由图3可知，料液比是影响浸提的另一重要因

素，在料碱(体积：质量)比为1：4时，碱提多糖的

得率最大，因此确定1：4为碱提的最佳料碱比．

2．4碱液浓度的影响

取菌丝体残渣15 g(湿重)，在料碱(体积：质

量)比1：4、浸提温度65℃、浸提4 h的条件下，以

0．1，0．25，0．5，1．0 tool／L NaOH溶液，分别浸提

一次，根据多糖得率，确定最佳料液比，结果见图4．
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图4 NaOH浓度对碱提的影响

Fig．4 Effects of alkaline concentration on alkaline ex‘

traction

从图4可以看出，碱溶液浓度对灵芝菌丝体多

糖的提取影响较大，由于碱溶液具有溶解菌丝体细

胞膜的作用，可促进多糖的释放，因此多糖得率随

碱溶液浓度的增加而增加，但增加幅度却随之逐渐

降低．过高的碱溶液浓度易引起糖结构的变化和破

坏，甚至使其中六碳环裂解，进而引起多糖活性的

丧失．综合考虑，确定碱溶液浓度0．5 mol／L进行

实验．

2．5碱提灵芝菌丝体水溶性多糖对羟自由基的清

除作用

通过单因素实验，确定了碱提灵芝菌丝体多糖

的最佳工艺为：提取温度65℃，提取时间4 h，料碱

(体积：质量)比1；4，碱溶液浓度0．5 tool／L．取

30 g菌丝渣按1．2．1方法提取、分离，分别得碱提

水溶性多糖(GAPl)0．612 5 g，菌丝干重得率为

93．52 mg／g，碱提碱溶性多糖(GAP2)o．142 4 g，菌

丝干重得率为21．74 mg／g，其中GAPl的得率是

GAP2的4．3倍．对GAPl清除羟自由基的活性进

行初步研究，结果见表1．

表1碱提灵芝菌丝体水溶性多糖对羟自由基的清除作用

Tab．1 HFR scavenging effects of water soluble Ganoderma

polysaccharides from mycelia by alkaline extraction

多糖质量浓度／

(mg／mL)

羟自由基

清除率／％

0．142

0．427

O．711

0．996

1．280

31．5

72．2

79．6

80．6

82．2

从表1可看出，碱提灵芝菌丝体水溶性多糖对

羟自由基的清除率随糖溶液质量浓度的增加而增

加，在低糖质量浓度时清除率增幅明显，从0．142～

0．427 mg／mL，清除率增加了56．4％，糖质量浓度

大于0．427 mg／mL，清除率增幅趋缓．碱提灵芝菌

丝体水溶性多糖对羟自由基有较好的清除能力，在

一定范围内清除率与其糖的质量浓度呈正相关．

碱提灵芝菌丝体水溶性多糖的理化性质、单糖组

成、抗肿瘤活性等的研究工作正在进一步开展之中．
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