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猴头菇多糖和蛋白质闪式联合提取工艺优化

及结构鉴定
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摘要!采用闪式提取法同步提取猴头菇中多糖和蛋白质#

在单因素试验基础上利用响应面优化提取工艺条件#并

分别采用红外光谱和
R&R'=OZ,

电泳分析多糖的结构及

蛋白质分子的亚基组成%结果表明#闪式法同步提取猴

头菇中多糖和蛋白质的最佳工艺参数为&提取时间
$"1

$

液料比
#$

#

#

!

-D

(

4

"$粉体粒度
*"

目$提取电压
#""[

#

猴头菇多糖提取得率达!

*7!@e"7#?

"

Q

#蛋白质得率为

#7%%Q

%经红外光谱分析猴头菇多糖在
%@""

#

!*%"

#

#@""

#

#!""8-

T#附近有吸收峰'

R&R'=OZ,

电泳分析

猴头菇蛋白质主要分布在
@@7%

#

((7@A&.

附近%采用闪

式提取法可同步提取猴头菇中多糖和蛋白质#且能有效

保护天然产物的活性成分%

关键词!猴头菇'闪式提取法'多糖'蛋白质'同步提取'结

构鉴定
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猴头菇属菌物界担子菌门猴菇目*

#

+

%富含多糖)蛋白

质)纤维素)氨基酸*

!

+

&猴头菇多糖对胃黏膜有保护作

用%可促进消化%还具有提高免疫力)抗衰老)降血糖等效

果*

%

+

&猴头菇多糖常用的提取方法有热水提取*

@

+

)酸碱

提取*

?

+

)酶提取*

(

+和微波辅助提取*

$

+等&但热水法和微

波辅助法提取猴头菇多糖时温度高%对热敏性成分破坏

大%而酸碱法和酶法提取时对多糖中活性成分破坏大&

闪式提取技术利用高速的机械剪切力和搅拌力%迅速有

效地破坏植物细胞组织%通过局部负压渗透作用使有效

成分迅速扩散至溶剂中*

+

+

%具有提取速度快)温度低等优

点%能有效保留热敏性成分与活性*

*

+

&目前闪式提取技

术在金针菇*

#"

+

)白鲜皮*

##

+和黄芪*

#!

+等多糖提取方面已

有应用%但未见用于猴头菇多糖提取的相关报道&

试验拟采用闪式提取法同步提取猴头菇中多糖和蛋

白质%并对多糖结构及蛋白质亚基组成进行分析%以期为

猴头菇多糖和蛋白质的研究提供理论参考&
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材料与方法
#7#

!

材料与试剂

猴头菇子实体"湖北裕国菇业股份有限公司$

无水葡萄糖)牛血清蛋白)考马斯亮蓝"北京索莱宝

科技有限公司$

浓硫酸)磷酸)苯酚)三氯乙酸"分析纯%国药集团化

学试剂有限公司&

#7!

!

主要仪器与设备

闪式提取器"

;̂_,'?"J

型%河南智晶生物科技股份

有限公司$

旋转蒸发仪"

,Y,D@

型%上海爱朗仪器有限公司$

真空冷冻干燥机"

,Y,D@

型%上海爱朗仪器有限

公司$

高速中药粉碎机"

#?"_

摇摆式%浙江温州瑞安市永历

制药机械有限公司$

紫外'可见分光光度计"

U['#$+"

型%岛津仪器苏州

有限公司$

傅立叶红外光谱仪"

O[OJOX%("

型%美国尼高力仪

器公司&

#7%

!

方法

#7%7#

!

提取工艺流程

猴头菇子实体
'

干燥!

@"\

#

#(K

"

'

粉碎
'

加蒸馏

水闪式提取
'

离心!

?"""E

(

-/G

#

#"-/G

"

'

调整提取液

:

;

值至蛋白质等电点!

:

;%7(?

"

'

离心!

+"""E

(

-/G

#

#"-/G

"

'

得上清液!粗多糖溶液"和沉淀!蛋白质"

#7%7!

!

猴头菇粗多糖纯化
!

取猴头菇粗多糖提取液%加

入溶液体积
#

(

%

的
&%#?

大孔树脂脱色%磁力搅拌
@K

%过

滤后取滤液&滤液移至
!?""&.

透析袋中透析%

@\

蒸

馏水中透析
@+K

%每
@

#

?K

换水一次&旋转蒸发浓缩后

置于冷冻干燥冷阱中预冻
#!K

%再经冷冻干燥!

T@"\

%

#(=.

#得到
;,=

粉末*

#%

+

&

#7%7%

!

工艺条件优化
!

试验以猴头菇多糖提取为主)蛋

白质提取为辅%单因素主要考虑多糖得率的影响%蛋白质

未寻找到最优的提取条件%所以响应面试验仅以多糖得

率为评价指标优化提取工艺&

!

#

#提取时间的影响"粉体粒度
+"

目%按液料比

#+

#

#

!

-D

(
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#加入蒸馏水%电压
#""[

%提取时间分别设

置为
!"

%

@"

%

("

%

+"

%

#""

%

#!"1

%考察提取时间对多糖与蛋

白质得率的影响&

!

!

#料液比的影响"粉体粒度
+"

目%液料比分别设置

为
#@

#

#

%

#(

#

#

%
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#

#

%
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%
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#%提取电压

#""[

%提取时间
("1

%考察料液比对多糖与蛋白质得率

的影响&

!

%

#粉体粒度的影响"猴头菇干粉分别按
@"

%

("

%

+"

%

#""

%

#!"

目过筛%按液料比
#+

#

#

!

-D

(

4

#加入蒸馏水%电

压
#""[

%提取时间
("1

%考察粉体粒度对多糖与蛋白质

得率的影响&

!

@

#提取电压的影响"粉体粒度
+"

目%液料比
#+

#

#

!

-D

(

4

#%提取时间
("1

%提取电压设置
#""

%

#!?

%

#?"

%

#$?

%

!""[

%考察提取电压对多糖与蛋白质得率的影响&

!

?

#响应面试验优化"根据
_92'_FKGAFG

中心组合试

验设计原理%选取对提取得率影响较大的因素进行中心

组合试验&

#7%7@

!

多糖得率的测定

!

#

#多糖含量的测定"采用苯酚'硫酸法*

#@

+

%以葡萄

糖标准品的质量浓度!

-

4

(

-D

#为横坐标%溶液在
@*"G-

处的吸光度为纵坐标%绘制标准曲线%得回归方程见式得

标准曲线
+l"7""*+Om"7"!*%

%

G

!

l"7**!(

&

!

!

#多糖得率计算"将提取液稀释至合适倍数后测量

其吸光度值%根据标准曲线计算多糖浓度%按式!

#

#计算

多糖得率&

+

L

)

N

S

N

F

N

#""

I

N

#"""

N

#""Q

% !

#

#

式中"

+

'''猴头菇多糖得率%

Q

$

)

'''多糖浓度%

-

4

(

-D

$

S

'''测定多糖时稀释倍数$

F

'''提取液的总体积%

-D

$

I

'''猴头菇粉末质量%

4

&

#7%7?

!

蛋白质得率的测定

!

#

#蛋白质含量的测定"采用考马斯亮蓝法*

#?

+

%用紫

外分光光度计%以试剂空白做参比%在
?*?G-

波长处测

定对照品溶液吸光度&以吸光度为纵坐标%蛋白质浓度为

横坐标%得标准曲线
+l"7""%@OT"7"!(%

%

G

!

l"7**#$

&

!
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#蛋白质得率计算"将提取液稀释至合适倍数后测

量其吸光度值%根据标准曲线计算蛋白质浓度%按式!

!

#

计算蛋白质得率&
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式中"

O

'''猴头菇蛋白质得率%

Q

$

<

'''蛋白质浓度%

-

4

(

-D

$

>

'''测定蛋白质时稀释倍数$

F

'''提取液的总体积%

-D

$
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'''猴头菇粉末质量%

4

&

#7%7(

!

产物鉴定

!

#

#多糖"取
%-

4

;,=

粉末与
"7%

4

_̀E

研磨混合

均匀%压制薄片%进行傅里叶变换红外光谱分析%扫描波

长为
@"""

#

@""8-

T#

&

!

!

#蛋白质"采用蒸馏水复溶猴头菇蛋白质!蒸馏水

%"-D

#得到浑浊液%再经离心分离!

+"""E

(

-/G

%

#"-/G

#

得到上清液%参照文献*

#(

+的方法进行十二烷基硫酸

钠'聚丙烯酰胺凝胶!

R&R'=OZ,

#电泳&

(!!

提取与活性
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#7@

!

数据处理

各检验指标分别测定
%

次%取平均值%采用
,28F0

!"#(

进行统计分析%用
&=R

数据处理系统进行显著性分

析%组间比较采用单因素方差分析%以
=

$

"7"?

为差异有

统计学意义&结果以!平均值
e

标准差#表示&

!

!

结果与分析
!7#

!

单因素试验

!7#7#

!

提取时间对多糖和蛋白质得率的影响
!

由图
#

可

知%提取时间为
!"

#

("1

时%猴头菇多糖和蛋白质得率均

增加&提取时间超过
("1

后%猴头菇多糖得率下降%可能

是由于时间较长%闪式提取刀头积攒的能量较多而发热%

引起多糖分解%导致得率降低$蛋白质得率变化不大%可

能是提取
("1

后闪式提取达到平衡&故提取时间控制在

("1

左右为宜&

!7#7!

!

液料比对多糖和蛋白质得率的影响
!

由图
!

可

知%猴头菇多糖得率随着液料比的增加先增加后减少%而

同一曲线字母不同表示差异显著!

=

$

"7"?

#

图
#

!

提取时间对猴头菇多糖和蛋白质得率的影响
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同一曲线字母不同表示差异显著!
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液料比对猴头菇多糖和蛋白质得率的影响
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蛋白质得率变化趋势相反&多糖得率在液料比
#+

#

#

!

-D

(

4

#之后降低%可能是由于液料比过高%会降低猴头

菇与闪式剪切刀头接触的机会%同时过高的液料比会增

加后续浓缩的难度&故液料比取
#+

#

#

!

-D

(

4

#较佳&

!7#7%

!

粉体粒度对多糖和蛋白质得率的影响
!

由图
%

可

知%随着粉体粒度的减小%多糖得率先增加后减小%可能

是物料粒径过小时%其表面能较大且微粒间相互黏连%不

利于多糖的溶出%导致得率降低$粉体粒度越小%蛋白质

得率越低%可能是蛋白质与脂肪的乳化作用所致%

#""

目

后乳化作用达到平衡%得率不再显著降低&故粉体粒度

取
#""

目左右为宜&

!7#7@

!

提取电压对多糖和蛋白质得率的影响
!

由图
@

可

知%随着闪式提取电压的增加%猴头菇多糖得率逐渐增

加%蛋白质得率先降低后上升&由于试验所用闪提器电

压参数控制范围为
#""

#

!""[

%而且试验过程中发现%提

取电压超过
#!?[

后由于刀头转速越快%通过机械能转
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化而来的热能较多%导致体系温度明显升高%可能会导致

提取的多糖与蛋白质变性%甚至失去活性&因此将提取

电压固定为
#""[

&

!7!

!

响应面优化

!7!7#

!

响应面试验设计及结果
!

根据
_92'_FKGAFG

中心

组合试验设计原理%固定提取电压为
#""[

%选取对提取

得率影响较大的提取时间)液料比)粉体粒度进行中心组

合试验&试验设计因素编码及水平见表
#

%试验设计及结

果见表
!

&

!!

利用
&F1/

4

G,2

:

FE3+7"(

软件将响应值!多糖得率#

和各个因素进行多元回归拟合%得出试验因素的一次效

应)二次效应及多次效应的响应面回归模拟方程"

+l*7#+m"7!#" T"7"+UT"7!(,m"7"#$"Um
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!
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回归方程方差分析
!

由表
%

可知%回归模型

=

$

"v""#

%表明该二次方程具有高度显著性$模型失拟项

=l"7"?%+

%不显著$

G

!

OH

k

l"7*++$

%说明模型能够解释

*+7+$Q

的响应值变化$

G

!

l"7**?#

%表明该模型的拟合

程度较好%可以用此模型来分析和预测猴头菇闪式提取

工艺条件&各因素对猴头菇多糖的提取影响大小关系为

粉体粒度
%

提取时间
%

液料比&一次项
O

)

_

)

C

%二次项

O

!

)

_
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)

C

!对提取效果影响极显著!
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#%交互项

_C

对提取效果影响极显著!
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$
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#%其他项影响不显
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模型的优化分析及验证
!

由
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软件得出模型预测闪式提取猴头菇多糖的最佳条件为提

取时间
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)液料比
#$7!(
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#
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#)粉体粒度
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目%此条件下猴头菇多糖得率为
*7!+Q

&考虑到实

际操作对上述模型预测最优条件进行修正%最终多糖优

化条件为"提取时间
$"1

)液料比
#$

#
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度
*"

目%在此条件下进行
%

次平行验证实验%猴头菇中多

糖得率为!

*7!@e"7#?

#

Q

%与理论预测值
*7!+Q

极为接近%

说明用该模型对猴头菇多糖的提取进行工艺优化具有一

定的实际可操作性&该条件下蛋白质提取率为
#7%%Q

&

!7%

!

产物鉴定

!7%7#

!

多糖
!

闪式提取的猴头菇多糖的红外光谱见图
?

&

猴头菇多糖在
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T#附近有比较宽的强吸收峰%

!*%"8-

T# 附近有弱吸收峰%
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T#的弱吸
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T#较宽的峰
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#"%+8-

T# 的峰是糖苷键
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的伸缩振动引起%
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T#处的吸收峰是由于
Q'

吡喃环的不对称伸缩振

动产生*
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李珊珊等*
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+研究表明%猴头菇由葡萄糖)半乳糖)岩

藻糖和甘露糖组成&试验所得猴头菇多糖经水解和衍生

化处理后进行气相色谱分析%除了常见的葡萄糖)鼠李

糖)岩藻糖)阿拉伯糖)木糖)甘露糖)半乳糖
$

种单糖外%

还有具有潜在研究价值的未知峰%证明了闪式提取法能

有效保护天然产物的活性成分&

!7%7!
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蛋白质
!

由图
(

可知%在
((7@A&.

和
@@7%A&.

附

近各有一条明显带&从
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#可知%猴头菇蛋白质分子量在
((7@A&.

左右

主要是色素%而
@@7%A&.

左右主要是微管蛋白和核糖核

酸酶&

DFF

等*
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+对猴头菇粗蛋白进行
R&R'=OZ,

电泳分

析%发现少量真菌免疫调节蛋白的相对分子质量为
#"

#

#@A&.

%

;L-.G1

等*

!%

+研究发现%提取的猴头菇蛋白中相

对分子质量低于
#@7%A&.

的酸性蛋白主要参与翻译)核

糖体结构和生物发生)转运途径$猴头菇中相对分子质量

较小的蛋白质参与了猴头菇物多种代谢途径&

%

!

结论
!!

试验结果表明%闪式同步提取猴头菇多糖和蛋白质

S7

标准蛋白质
!

#7

闪式提取的猴头菇蛋白质

图
(

!
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电泳分析

V/

4

LEF(

!

R&R'=OZ,/-.

4

F19I-&='>'*I&='13>&*A

最佳 提 取 工 艺 参 数 为"提 取 时 间
+" 1

)液 料 比
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#

#
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#)粉体粒度
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目)提取电压
#""[

%该条件

猴头菇多糖得率为!

*7!@e"7#?

#

Q

%蛋白质得率为
#7%@Q

&

采用傅里叶红外光谱法对猴头菇多糖的结构进行初步鉴

定%发现在
%@""8-

T# 附 近 有 比 较 宽 的 强 吸 收 峰%

!*%"8-

T# 和
#@""

#

#!""8-

T#附近有弱吸收峰%均属

于多糖的特征吸收峰$单糖组成以葡萄糖)半乳糖)岩藻

糖和甘露糖含量较多&猴头菇蛋白质产物经
R&R'=OZ,

凝胶电泳分析%发现在
((7@A&.

和
@@7%A&.

附近各有一

条明显带%主要是微管蛋白和核糖核酸酶&闪式提取法

能有效保护猴头菇多糖与蛋白质的天然活性成分&
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结论
通过单因素试验和正交试验得出%黑豆豆豉前发酵

的最优工艺组合为发酵时间
@H

%发酵温度
%*\

%接种量
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,黑豆%该条件发酵所得黑豆豆豉的总多酚含

量为
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4
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&==;

,清除率为
$*7+(Q

&研究结果表

明%采用纳豆芽孢杆菌发酵来生产抗氧化能力较强的黑

豆豆豉是可行的&后续将对后发酵中发酵时间)发酵温

度以及食盐)白酒等辅料对黑豆豆豉风味物质形成)营养

成分变化)功能因子形成及抗氧化活性的影响作进一步

的研究&
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