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摘要# 目的!优化白牛肝菌多糖脱色工艺# 并评价其抗氧化活性’ 方法!在单因素试验基础上# 以脱色温度( 树脂
量( 多糖质量浓度( 脱色时间为影响因素# 脱色率( 多糖回收率为评价指标# 正交试验优化脱色工艺’ 再通过V6"p螯
合能力( 羟基自由基清除活性( 还原能力试验测定抗氧化活性’ 结果!最佳条件为脱色温度 *% j# 1) 树脂量
’‘$ CP#%% 9C多糖# 多糖质量浓度 # CPe# 脱色时间 " T# 脱色率 ),‘*+!# 多糖回收率 +,‘"&!’ 多糖具有较强的V6"p

螯合能力与羟基自由基清除活性# 但其还原 V6*p能力较弱’ 结论!该方法稳定可靠# 可用于脱色白牛肝菌多糖# 并
且该成分具有良好的抗氧化活性’
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!!白牛肝菌又称大脚菇( 美味牛肝菌# 主要分布
于我国河南( 黑龙江( 四川( 云南( 贵州( 西藏(

内蒙古( 福建等地)#(** # 其菌盖呈扁半球形或稍平
坦# 光滑# 四周钝# 颜色为褐色% 菌肉与菌管白
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色% 子实体中等至大型)+($* # 同时菌肉厚而细软#
可食用# 味道鲜美# 是品种优良的野生食用菌# 亦
可入药)&* ’ 白牛肝菌中含有丰富的营养物质# 如
蛋白质( 氨基酸( 可溶性多糖( 粗纤维( 脂肪( 多
种矿物质元素等)’(,* # 其中多糖具有抗氧化( 免疫
调节( 抗 肿 瘤( 抗 疲 劳( 抗 炎 等 多 种 生 物
活性)#%(#)* ’

由于在制备过程中色素对多糖的纯度有较大影
响# 并且有些本身具有一定药理活性# 对相关评价
产生了干扰’ 因此# 本实验将针对白牛肝菌多糖制
备过程中色素较多的问题# 对其脱色工艺进行优化
以提高纯度# 然后对该成分的抗氧化活性进行
研究’
%I仪器与试药
#‘#!仪器!电子天平 "上海精科天美科学仪器有
限公司# -R##%"$% 恒温水浴锅 "江苏省金坛市医
疗仪器厂# RR(b+"%$% 旋转蒸发仪 "上海亚荣生
化仪器厂# G8($"$% 紫外(可见分光光度计 "上海
美谱达仪器有限公司# MX(##%%$% 循环水式多用
真空泵 "上海锦赋实验仪器设备有限公司# 1R/(
.+$% 离心机 "上海安亭科学仪器厂# 5Ue(
#&4$% 真空干燥箱 "北京中仪泓瑞公司# ./V(
"I1O$% 电子分析天平 "梅特勒(托利多仪器有限
公司# [8#%+8P%"$% 电热恒温鼓风干燥箱 "上海
新苗医疗器械制造有限公司# NRU(,#+*O$(+$%
[E7J;DQ:B酶标仪 "美国5T6K9@V;DT6K公司$’
#‘"!试药!白牛肝菌 "云南滇峰菌业批发公司#
产地云南$’ 1)( .%&#( 0($( .*%#G树脂 "天津
波鸿树脂有限公司$’ 丙酮( 苯酚( 乙二胺四乙酸
二钠盐( 氯化亚铁( 维生素4( 硫酸亚铁( 水杨酸
钠( 铁氰化钾( 三氯乙酸( 三氯化铁( N(葡萄糖(
硫酸 "国药集团化学试剂有限公司$% 菲洛嗪 "美
国 1;C9:公司$% 其余试剂均为国产分析纯’
JI方法
"‘#!多糖粗品制备"#,("%#!称取白牛肝菌 $%% C#
&% j下烘干 & T# 粉碎# 称取 #%% C# 加入 *% 倍体
积的蒸馏水# )% j下搅拌浸提 " T# 过滤# 收集滤
液# 滤渣进行二次浸提# 合并滤液# 离心后浓缩至
"%% 9e# 加 * 倍体积无水乙醇# + j沉淀过夜# 离
心# 沉淀依次用乙醇( 丙酮洗涤# 减压干燥#
即得’
"‘"!脱色工艺
"‘"‘#!大孔树脂类型筛选)"#*!称取粗品 #%% 9C#
各 + 份# 配制成 # 9CP9e溶液# 加入 1)( .*%#G(

0($( .%&# 大孔树脂各 #% C# *’ j下搅拌脱色
#‘$ T# 得脱色液# 在 "%% i’$% B9波长范围内进
行紫外(可见全波长扫描# 测定曲线下面积
IM4"%% i’$% B9# 并采用硫酸(苯酚法测定多糖含有
量)""* # 按下式计算脱色率与多糖回收率# 选择脱
色效果最佳的大孔树脂’

脱色率d
IM4脱色前 lIM4脱色后

IM4脱色前
n#%%!

多糖回收率d
多糖含有量脱色后

多糖含有量脱色前
n#%%!

"‘"‘"!单因素试验
"‘"‘"‘#!脱色温度!固定多糖质量浓度 # 9CP9e#
树脂量 #% CP#%% 9C多糖# 脱色温度 "$( *%( *$(
+%( +$ j# 脱色时间 &% 9;B# 在搅拌下脱色# 抽
滤# 计算脱色前后的脱色率与多糖回收率’
"‘"‘"‘"!脱色时间!固定多糖质量浓度 # 9CP9e#
树脂量 #% CP#%% 9C多糖# 脱色温度 *$ j# 脱色
时间 #$( *%( &%( ,%( #"%( #$% 9;B# 在搅拌下脱
色# 抽滤# 计算脱色前后的脱色率与多糖回收率’
"‘"‘"‘*!树脂量!固定多糖质量浓度 # 9CP9e#
树脂量 "‘$( $( ’‘$( #%( #"‘$ CP#%% 9C多糖# 脱
色温度 *$ j# 脱色时间 &% 9;B# 在搅拌下脱色#
抽滤# 计算脱色前后的脱色率与多糖回收率’
"‘"‘"‘+!多糖质量浓度!固定树脂量 #% CP#%% 9C
多糖# 脱色温度 *$ j# 脱色时间 &% 9;B# 多糖质
量浓度 %‘"$( %‘$( #( "( *( + 9CP9e# 在搅拌下
脱色# 抽滤# 计算脱色前后的脱色率与多糖回
收率’
"‘"‘*!正交试验!根据单因素试验结果# 选择脱
色温度 "I$( 树脂量 "O$( 多糖质量浓度 "4$(
脱色时间 ".$ 作为影响因素# 脱色率( 多糖回收
率作为评价指标# 每个因素均为 * 个水平# 采用
e,"*

+$ 表进行正交试验# 因素水平见表 #’
表 %I因素水平

@:<O%IV:./*84:6)9-[-94

试验号
I脱色温度P

j
O树脂量P

"C-#%% 9C多糖 l#$
4多糖P
"C-el#$

.脱色时间P
T

# "$ "#$ ’‘$ "#$ %‘$"#$ #‘$"#$
" "$ "#$ #% ""$ #""$ " ""$
* "$ "#$ #"‘$"*$ ""*$ "‘$ "*$
+ *% ""$ ’‘$ "#$ #""$ "‘$ "*$
$ *% ""$ #% ""$ " "*$ #‘$"#$
& *% ""$ #"‘$"*$ %‘$"#$ """$
’ *$ "*$ ’‘$ "#$ ""*$ " ""$
) *$ "*$ #% ""$ %‘$ "#$ "‘$"*$
, *$ "*$ #"‘$"*$ #""$ #‘$"#$
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"‘*!抗氧化活性实验
"‘*‘#!亚铁离子螯合能力)"**!在酶标板上# 每孔
依 次 加 入 %‘%)( %‘#&( %‘*"( %‘&*( #‘"$(
"‘$ 9CP9e待测液各 $% "e( 8.5I("H:溶液 "以
蒸馏水为空白$( 氯化亚铁 $ "e( 水 #&% "e# 每种
质量浓度设 & 个平行# 室温下混匀 $ 9;B# 前 * 组
加入 #% "e菲洛嗪钠# 后 * 组加入 #% "e水作为对
照# 室温下混匀 #% 9;B 后酶标仪扫描# 在 $&" B9
波长下测定吸光度 *# 按下式计算螯合能力 "*%
为空白吸光度# *# 为样品吸光度# *" 为不加菲咯
嗪时的吸光度$’

螯合力 _ # ‘
*# ‘*"
*( )
%

a#%%!

"‘*‘"!羟基自由基清除活性)"+*!在酶标板上# 每
孔依次加入待测液或维生素 4溶液 "质量浓度同
/ "‘*‘# 0 项# 以 蒸 馏 水 为 空 白 $ #%% "e(
#‘$ 99@7Pe硫酸亚铁溶液 $% "e( & 99@7Pe过氧化
氢溶液 *$ "e# 每种质量浓度设 & 个平行# 室温下
混匀 #% 9;B# 前 * 组加入 " 99@7Pe水杨酸钠溶液
$% "e# 后 * 组加入水作为对照# 室温下混匀
#% 9;B# 避光置于 *’ j培养箱中孵育 $% 9;B# 在
$&" B9波长下测定吸光度 *# 按下式计算清除率
"*% 为空白吸光度# *# 为样品吸光度# *" 为除去
水杨酸钠后的溶剂空白吸光度$’

清除率 _ # ‘
*# ‘*"
*( )
%

a#%%!

"‘*‘*!还原能力)"$*!8\管中依次加入待测液或
维生素4溶液 "质量浓度同 /"‘*‘#0 项# 以蒸馏
水为空白$ #%% "e( 磷酸盐缓冲液 #%% "e( #!铁
氰化钾 #%% "e# 混匀后于 $% j恒温水浴中反应
"% 9;B# 再加入 #%!三氯乙酸 #%% "e# 混匀# 取
#%% "e于酶标板上# 设 & 个平行# 前 * 组加入
"% "e三氯化铁和 #%% "e水# 后 * 组加入 #"% "e
水作为对照# 混匀后酶标仪扫描# 在 ’%% B9波长
下测定吸光度*"总还原能力较强者具有较大的吸
光度# 故选择 ’%% B9波长$’
KI结果
*‘#!大孔树脂类型筛选!图 # 显示# 不同型号树
脂的脱色效果有明显差异# 以 1) 树脂脱色率最高#
可达 $$!# 虽然其多糖回收率最低# 但仍保持在
)%!左右# 故最终选择 1) 大孔树脂进行优化’
*‘"!单因素试验!由图 "I可知# 随着树脂量增
加脱色率逐渐增大# 并在 #% CP#%% 9C多糖时相对
稳定% 多糖回收率随着树脂量增加呈先增加后减少

注! 柱状图表示脱色率# 折线图表示多糖回收率

图 %I不同大孔树脂对脱色效果的影响
V"1O%I+,,-./4*,)",,-8-6/!:.8*W*8*248-4"64*6)-.*9$

*8"d:/"*6-,,-./

图 JI单因素试验结果
V"1OJI#-429/4*,4"619-,:./*8/-4/4
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再增加的趋势# 大于 #% CP#%% 9C多糖时相对稳
定# 故选择 #% CP#%% 9C多糖作为最佳树脂量’

由图 "O可知# 随着多糖质量浓度增加脱色率
逐渐降低# 而多糖回收率着随时间延长先增加后降
低# 在 # 9CP9e时达到最大# 故选择 # 9CP9e作
为最佳质量浓度’

由图 "4可知# 脱色温度对脱色率与多糖回收
率均无明显影响# 在 *% j时效果相对较佳# 同时
大孔树脂在温度大于 +$ j时易发生结构变化# 故
选择 *% j作为最佳脱色温度’

由图 ".可知# 随着脱色时间增加脱色率逐渐
增大# 在 #"% 9;B时趋于稳定# 而多糖回收率随时

间延长先降低后增加# 故选择 #"% 9;B 作为最佳脱
色时间’
*‘*!正交试验!表 " 显示# 各因素对脱色率的影
响程度依次为 4s.sOsI# 最优条件为
I"O*4#.*% 对多糖回收率的影响程度依次为 Os
Is4s.# 最优工艺为 I"O#4"."% 对脱色率与多
糖回收率乘积的影响程度依次为Os4sIs.# 最
优工艺为 I"O#4"."’ 结合实验条件及经济便捷的
原则# 最终确定最优脱色工艺为 I"O#4"."# 即脱
色温度 *% j# 1) 树脂量 ’‘$ CP#%% 9C多糖# 多糖
质量浓度 # CPe# 脱色时间 " T’

表 JI试验设计与结果
@:<OJI7-4"16:6)8-429/4*,/-4/4

试验号!!!!
I脱色温度P

j
O树脂量P

"C-#%% 9C多糖 l#$
4多糖P
"C-el#$

.提取时间P
T

脱色率P
!

多糖回收率P
!

"脱色率n多糖
回收率$P!

# "$ "#$ ’‘$ "#$ %‘$"#$ #‘$"#$ ,%‘** +)‘$% +*‘)#
" "$ "#$ #% ""$ #""$ " ""$ )&‘,+ +,‘’& +*‘"&
* "$ "#$ #"‘$"*$ ""*$ "‘$ "*$ )+‘#" *+‘#) ")‘’&
+ *% ""$ ’‘$ "#$ #""$ "‘$ "*$ ),‘%* $&‘&, $%‘+’
$ *% ""$ #% ""$ " "*$ #‘$"#$ ’,‘#) ++‘*" *$‘#%
& *% ""$ #"‘$"*$ %‘$"#$ """$ ,#‘&, +$‘&& +#‘)’
’ *$ "*$ ’‘$ "#$ ""*$ " ""$ )"‘’# ++‘&, *&‘,&
) *$ "*$ #% ""$ %‘$ "#$ "‘$"*$ ,#‘," +"‘*) *)‘,$
, *$ "*$ #"‘$"*$ #""$ #‘$"#$ ))‘*% *&‘$% *"‘"*

脱色率 T# "&#‘*, "&"‘%& "’+‘$’ "$’‘)#
T" "&%‘$+ "$)‘%+ "&+‘"& "&#‘,’
T* "&"‘,* "&+‘’$ "+&‘%" "&$‘%’
B %‘)% "‘"+ ,‘$" "‘+"

多糖回收率 T# #*"‘++ #+,‘)) #*&‘$+ #",‘*"
T" #+&‘&’ #*&‘+& #+"‘,+ #+%‘##
T* #"*‘$& ##&‘*+ #"*‘"% #**‘"$
B ’‘’% ##‘#) &‘$) *‘&%

脱色率n多糖
回收率

T# ##$‘)" #*#‘"+ #"+‘," ###‘#*
T" #"’‘’" ##’‘*# #"$‘,$ #""‘*)
T* #%)‘#+ #%*‘#+ #%%‘)" ##)‘#)
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*‘+!验证试验!应用 /*‘*0 项下最优脱色工艺
进行 * 批验证试验# 结果见表 *# 可知该工艺稳定
可靠’

表 KI验证试验结果 $#MK&
@:<OKI#-429/4*,[-8",".:/"*6/-4/4$#MK&

试验号 脱色率P! 多糖回收率P!
# ),‘’) +’‘$*
" ),‘%# +)‘$+
* ),‘"* $’‘’#

平均值 ),‘*+ +,‘"&
G1.P! %‘*, "‘#)

*‘$!抗氧化活性实验!图 * 显示# 多糖对 V6"p的
螯合能力随着其质量浓度增加而逐步上升# 在

%‘%) i#‘"$ 9CP9e范围内增长趋势明显% 在
#‘"$ 9CP9e时# 对 V6"p的螯合能力接近 8.5I(
"H:% 在 "‘$ 9CP9e时# 对V6"p的螯合能力略高于
8.5I("H:’ 同时# 它还具有良好的清除 NR-能
力# 低质量浓度下更强# 高质量浓度下与维生素4
相当# 但在 % i"‘$ 9CP9e范围内还原能力不明
显’ 另外# 该成分还原V6*p能力不显著’
&I讨论与结论

白牛肝菌中含有大量色素# 故去除这些杂质是
其多糖制备过程中需要解决的关键问题’ 大孔树脂
可以从溶液中有选择性地吸附有机物质# 从而实现
初步分离提纯的目的’ 本实验通过 1) 大孔树脂对
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图 KI抗氧化活性实验结果
V"1OKI#-429/4*,:6/"*S"):6/:./"["/R /-4/4

粗品进行脱色# 并对工艺进行优化# 同时体外抗氧
化活性实验显示# 其多糖具有较强的 V6"p螯合能
力与羟基自由基清除活性# 其抗氧化活性与干预便
秘等药理作用可能存在一定关联性# 具体机制有待
深入研究’ 综上所述# 本实验可为深入研究白牛肝
菌药理作用( 构效关系( 资源开发提供依据’
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摘要# 目的!优化金钗石斛中生物碱与多糖的联合酶提工艺’ 方法!以加酶量( 酶解温度( 酶解时间( 料液比为影响
因素# 石斛碱( 总生物碱( 多糖含有量为评价指标# 正交试验优化联合酶提工艺’ 结果!木瓜蛋白酶提取的最佳条件
为加酶量 %‘#% C# 酶解温度 +$ j# 酶解时间 " T# 料液比 # h$%# 石斛碱( 总生物碱( 多糖含有量分别为 *‘+,$ $(
+‘*+# )( *$‘),) ’ 9CPC% 纤维素酶提取的最佳条件为加酶量 %‘*% C# 酶解温度 $% j# 酶解时间 " T# 料液比 # h+%#
* 种成分含有量分别为 *‘$#+ )( +‘*$# *( *&‘**# " 9CPC% 果胶酶提取的最佳条件为加酶量 %‘+$ C# 酶解温度 $$ j#
酶解时间 "‘$ T# 料液比 # h+%# * 种成分含有量分别为 *‘$"+ +( +‘+$" )( "&‘*"+ " 9CPC’ 结论!该方法稳定( 可靠(
快速# 可用于联合酶提金钗石斛中生物碱与多糖’
关键词! 金钗石斛% 生物碱% 多糖% 联合酶提% 正交试验
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