
第!"卷第#期

$%%%年&月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’"()#*+,%+-.$/+01"(2+3405%6#/0$1
’()*!"，+(*#
,-)*，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%%

文章编号：!%%".%/01（$%%%）%#.%//2.%#

灰树花深层发酵菌丝体多糖的酶法

提取及其抗肿瘤作用

收稿日期：!""".!!.$/；修订日期：$%%%.%#.!/*
作者简介：陈石良（!"2".），男，湖南邵阳人，粮油及植物蛋白工程博士研究生*

陈石良， 孙 震， 谷文英， 陶文沂
（无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡$!#%/2）

摘 要：对灰树花深层发酵菌丝体多糖的酶法提取工艺及其抗肿瘤作用进行了研究*结果表明：利

用复合酶法处理并结合热水浸提，缩短了提取时间，且能显著提高多糖的提取率，多糖提取率达

&*#3，效果优于其他浸提方法*动物体内实验证明，腹腔注射菌丝体多糖对小鼠移植性肿瘤4!0%
有明显的抑制作用，抑制率达5&*23!22*&3*
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灰树花是一种珍奇的食药两用菌，不仅可以栽

培生产子实体，也可以利用深层发酵技术培养菌丝

体*多糖是存在于灰树花菌丝体中的主要有效组分

之一［!，$］，近年来多采用热水、酸、碱浸提法提取灰

树花子实体和菌丝体多糖［/，#］*这些方法虽然是提

取多糖的经典方法，但水提法时间长且效率低，而

酸碱法又极易导致多糖的立体结构破坏及生物活

性改变*因此，建立一种高效、经济的灰树花多糖提

取方法具有现实意义*
灰树花菌丝体中除多糖外，还含有一定量的蛋

白质、胶质和粗纤维等成分，如能采用有关酶类对

菌丝体进行预处理，将会有利于糖类物质的溶出和

分离，从而提高多糖的提取率*为此，对灰树花深层

发酵菌丝体多糖的酶法提取工艺进行了研究，并探

讨其抗肿瘤作用*
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! 材料与方法

!"! 实验材料

!!!!! 灰树花菌丝体干粉 作者所在实验室发酵

的菌丝体经过滤、洗涤、烘干，粉碎后过"#目筛，获

得干菌粉!
!!!!# 复合酶系 由纤维素酶、果胶酶、蛋白酶、

酶$等按一定比例组成的混合酶系!
!"# 实验方法

!!#!! 热水浸提 菌丝体干粉与蒸馏水按质量比

为%&’#混和，置(#)水浴中恒温浸提"*，’###+／

,-.离心，取上清液，浓缩/倍，用01234法［/］去蛋

白质5次，得脱蛋白水提浓缩液!待测多糖提取率!
!!#!# 稀碱浸提 菌丝体干粉与#!/,67／893:;
溶液按质量比为%&’#混和，置(#)水浴中恒温浸

提<*，’###+／,-.离心，取上清液，中和，浓缩/
倍，用01234法去蛋白质5次，得脱蛋白碱提浓缩

液!待测多糖提取率!
!!#!$ 稀酸浸提 菌丝体干粉与%!/,67／8;=7
溶液按质量比为%：’#混合，置(#)水浴中恒温浸

提<*，经’###+／,-.离心，取上清液，中和，浓缩/
倍，用01234法去蛋白质5次，得脱蛋白酸提浓缩

液!待测多糖提取率!
!!#!& 复合酶浸提 菌丝体干粉与蒸馏水按质量

比为!’&%混和，浸泡5#,-.后，调至>;"!/，加菌

粉质量<?的复合酶，置/#)保温反应@#,-.后，

立即升温至(#)灭酶，并继续于(#)水浴中浸提

%*，’###+／,-.离心，取上清液，浓缩/倍，用01A
234法去蛋白质5次，得脱蛋白酶解浓缩液!待测多

糖提取率!
!"$ 多糖提取率的测定

被测液中加入5倍体积质量分数为@/?的乙

醇，5###+／,-.离心%#,-.，收集醇沉物，再依次用

质量分数B/?乙醇、无水乙醇和丙酮滤洗，常温真

空干燥，称重，按下式计算多糖提取率!

多糖提取率C
多糖质量
菌粉干重

!"& 抗肿瘤实验

取接种BD的小白鼠0%(#腹水癌细胞，用生理

盐水稀释成%#B,8E%的癌细胞悬液，以每鼠#!<
,8接种于小鼠右腋皮下，<’*后随机分组，每组

%<只，雌雄各半，同时开始每日腹腔注射多糖溶液，

给药体积为#!/,8，对照组给予等量生理盐水，连

续%#D，停药后次日处死动物，剥离瘤块，称重!肿

瘤抑制率按下式计算!

肿瘤抑制率C
!"E!#
!"

式中：!" 为对照组平均瘤重，!# 为给药组平均

瘤重$

# 结果与讨论

#"! 酶解工艺条件的确定

#!!!! 复合酶最适作用>;值 将菌粉溶液的>;
分别调至’!#，’!/，/!#，"!#，"!/，B!#，然后加入干

菌粉质量<?的复合酶，/#)保温@#,-.后进行多

糖提取，测定不同>;值下多糖提取率，结果见图%!
可以看出，在>;/!#!B!#范围内，复合酶均具有

较高的酶活力，但>;"!/时酶活力最高，因此实际

操作时应选取>;"!/!
#!!!# 复合酶最适作用温度 调节菌粉液的>;
值为"!/，分别加入菌粉质量<?的复合酶，在不同

温度下保温水解@#,-.后进行多糖提取，测定不同

酶解温度下的多糖得率，结果见图<!可知，在上述

给定条件下，复合酶的最适作用温度为/#)，此时

多糖的提取效果最好!

图! ()对多糖提取率的影响

*+,"! -../012./34562758+8()23(2758900:9;+<//=>
1;901+23

图# 温度对多糖提取率的影响

*+,"# -../012./34562758+81/6(/;91?;/23

(2758900:9;+<//=1;901+23

#!!!$ 复合酶最佳酶解时间 调节菌粉液>;为

"!/，分别加入菌粉质量<?的复合酶，在/#)下作
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用不同时间后进行多糖提取，测定不同酶解时间下

多糖提取率，结果见图!"可见，复合酶作用#$%&’
后，多糖提取率不再增加，因此酶解时间以#$%&’
为宜"

图! 酶作用时间对多糖提取率的影响

"#$%! &’’()*+’(,-./+0.1#1*#/(+,2+0.13))435#6(
(7*53)*#+,

8"9": 复合酶最适用量 调节菌粉液()值为

*"+，分别加入菌粉质量$"+,!!"$,的复合酶，在

+$-下保温#$%&’后进行多糖提取，测定不同酶

用量下的多糖得率，结果见图."可以看出，多糖得

率随酶用量的增加而增加"但当酶用量超过菌粉质

量的/,后，多糖提取率不再明显增加"为节省复合

酶用量，降低生产成本，复合酶的用量以菌粉质量

的/,为宜"

图: 酶用量对多糖提取率的影响

"#$%: &’’()*+’3/+;,*+’366#,$(,-./(+,

2+0.13))435#6((7*53)*#+,

8%8 酶解后水提工艺条件的确定

8"8"9 最适热水浸提温度 选用上述最佳酶解工

艺条件进行酶处理后，分别在不同温度下保温浸提

01，测多糖提取率，结果见图+"可见，热水浸提温

度对多糖提取效果有很大影响"+$-浸提时多糖得

率仅为2$-浸提时的+$,左右"当温度升至2$-
以上时，多糖得率增加幅度趋于平缓"而且温度过

高，有可能破坏多糖的结构，因此采用2$-热水浸

提是较理想的选择"
8"8"8 最适浸提加水比 当加水比分别为0$30，

/$30，!$30，.$30，+$30时酶解#$%&’，再置于2$-
下保温浸提01，测多糖得率，结果见图*"当加水比

从0$30增加到.$30时，菌丝体胞内多糖几乎完全

被浸出"再增大加水比，多糖的浸提率无明显提高，

而且会增加下一步浓缩工艺的负担"因此，以.$30
的加水比为宜"

图< 温度对多糖提取率的影响

"#$%< &’’()*+’*(/2(53*;5(+,2+0.13))435#6((7*53)*#+,

图= 加水倍数对多糖提取率的影响

"#$%= &’’()*+’>+0;/(+’366#,$?3*(5+,2+0.13)@
)435#6((7*53)*#+,

8"8"! 最适浸提时间 酶处理后的提取液分别在

2$-保温浸提$，$"+，0，0"+，/"$，/"+，!"$，!"+，.1
后，测多糖得率，结果见图4"表明酶解后水提01
即可将菌丝体中的多糖提取完全"热水浸提时间太

长，易引起多糖裂解，导致多糖提取率下降"因此，

水提时间以01为宜"

图A 热水浸提时间对多糖提取率的影响

"#$%A &’’()*+’(7*53)*#+,*#/(+,2+0.13))435#6((7*53)*#+,
综合上述研究结果可知，利用复合酶处理并结

合热水浸提提取灰树花菌丝体胞内多糖的最佳工

艺条件为：菌丝体干粉与蒸馏水按质量比为03.$
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混和，浸泡!"#$%后调&’至()*，添加菌粉质量

+,的复合酶，在*"-下保温酶解."#$%，升温至

/"-继续恒温浸提01)
!"# 酶法浸提与其它浸提工艺的比较

分别用常规的热水浸提、酸浸提、碱浸提及优化

后的复合酶浸提工艺提取菌丝体多糖，结果见图/)

图$ 不同提取方法对多糖提取的影响

%&’"$ ())*+,-.)*/,01+,&.23*,4.5-.26.78-1+9
+410&5**/,01+,&.2

从图/可看出，在2种提取方法中，用酸碱溶液

提取时，所用时间虽较短，但多糖提取率较低)这是

因为稀酸、稀碱在浓度因子难以控制的情况下易使

多糖中的糖苷键断裂，形成较多的单糖，从而减少

了多糖得率)而且提取液需中和，程序繁琐；水提法

虽易操作，但时间长，提取效率低；相比之下，复合

酶法浸提可大大提高可溶性多糖的提取率，在+1
内，其多糖得率可达3)2,，分别是热水浸提和酸、

碱浸提法的0)*，0)(和0)!倍，而且反应条件温和，

杂质易除，能保持多糖的立体结构和生物活性)
!": 多糖对;<$=的抑制作用

体内抑瘤实验结果见表0)灰树花菌丝体粗多

糖对40/"的抑制率达*3)(,!(()3,，多糖与对

照（生理盐水）之间的差异达到极显著水平（!!
")"0）)肿瘤组织病理学观察结果表明，对照组瘤体

在脂肪组织中呈浸润性生长，扩散快（图.5），而给

药组瘤体 与 脂 肪 组 织 的 界 限 清 楚，扩 散 缓 慢（图

.6）)此外，对照组出现多灶性坏死（图0"5），而给药

组坏死仅见于中心区域（图0"6）)由此进一步证实，

灰树花菌丝体多糖有治疗或控制肿瘤生长之功效)
因此，灰树花菌丝体多糖不仅是一种理想的保健食

品，而且是一种较好的抗癌药物，如能将其与放疗

或化疗药物合用，势必在肿瘤治疗中起重大作用)
表< 灰树花菌丝体粗多糖对;!<$=的抑制作用

>1?"< @24&?&,&.2*))*+,.)+0A5*6.78-1++410&5*-)0.3,4*38+*7&1.)!"#$%&#’$()$*&.2;10+131<$=

给药 剂量 给药途径
鼠数／只

始 末
动物增重／7 平均瘤重（"#$%）／7 抑瘤率／,

菌丝体多糖 *"#7／87 腹腔注射 0+ 0+ 3)3 ")009")"2 (()30）

0""#7／87 腹腔注射 0+ 00 ()/ ")0+9")"3 (!)(0）

+""#7／87 腹腔注射 0+ 0+ 3)+ ")029")"! *3)(0）

生理盐水 ")*#: 腹腔注射 0+ 0+ *)( ")!!9")0+

注：0）!!")"0

5：对照组 6：多糖组

图B 多糖对肿瘤组织;!<$=影响的光镜观察（:=C）

（示肿瘤与脂肪组织界限）

%&’"BD4.,.3&+0.’0164.),012-6712,,A3.0;!<$=-4.E9
&2’,4*?.05*0?*,E**2,A3.0125)1,,&--A*

5：对照组 6：多糖组

图<= 多糖对肿瘤组织;!<$=影响的光镜观察（:=C）

（示肿瘤组织坏死情况）

%&’"<= D4.,.3&+0.’0164.),012-6712,,A3.0;!<$=
-4.E&2’2*+0.,&+,&--A*.),A3.0
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的影响动力学的各种因素，确定了最佳的酶促反应

环境，实现了条件的最优化，并对底物进行了比较，

得出了对酶亲和力最大的底物，对酶反应工艺的确

定和酶反应器的选择具有一定的参考价值!
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< 结 论

"）酶法提取灰树花菌丝体多糖最佳工艺为：菌

丝干粉与蒸馏水按质量比为"Z@N混合，浸泡MN
14.后，调JF至P!B，添加菌粉质量A[的复合酶，

在BN\下保温酶解>N14.后升温至?N\，继续恒

温浸提"O，多糖得率为R!@[!
A）从多糖得率和提取效率看，酶法浸提优于常

规的热水浸提法以及酸碱浸提法!
M）灰树花菌丝体多糖具有明显的抗肿瘤活性，

动物体内对E"?N的抑制率为BR!P[!PP!R[!
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