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超声波协同复合酶法提取桑黄多糖工艺优化 
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摘要：在单因素试验的基础上，通过 Box-Benhnken 组合设计和响应曲面分析法优化桑黄 Inonotus sanghuang 子实

体中多糖的超声波协同复合酶法提取工艺条件。在前期预实验的基础上，采用纤维素酶、果胶酶和蛋白酶按 2:1:1

组成复合酶对桑黄子实体进行酶解处理，添加量为 2%，温度 50℃，pH 6.5，在水溶液中酶解 1 h。然后对工艺中

的超声波功率、超声时间、液料比进行优化。响应面分析结果表明，桑黄子实体中多糖的最佳提取条件为：超声

功率 360.6 W，液料比 32.5:1，超声时间 32.7 min，多糖得率可得 3.31%，与理论值 3.46%基本吻合。 
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Abstract：Extraction technology of polysaccharide from Inonotus sanghuang was optimized by ultrasonic-assisted enzymatic method and response 

surface analysis. Based on the results of single factor experiment, enzymolysis of I. sanghuang sporcarp was carried out with 2% of complex 

phosphoesterasum (ratio of cellulose, pectinase, protease of 2:1:1) at 50℃ under pH of 6.5 for 1 hour. Then optimization of extraction technology 

was implemented on ultrasonic power, ultrasound time and ratio of liquid and material. The response surface analysis demonstrated that 

polusaccharide yield topped 3.31% under condition as follows: ultrasonic power 360.6W, liquid/material ratio 32.5:1, ultrasound treatment time 

32.7minutes, similar to theoretical value of 3.46%. 
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桑黄，中药名，为桑黄纤孔菌 Inonotus sanghuang 的子实体，属担子菌亚门 Basidiomycotina[1]锈革孔菌科

Hymenochaetaceae 纤孔菌属 Inonotus，是一种珍贵的药用真菌。医学研究表明，桑黄具有抗肿瘤、抗氧化、抗

肝纤维化、增强免疫等药理活性[2-4]，被国际公认为抗肿瘤效果最好的药用真菌之一。与大多数药用真菌一样，

桑黄水提物的主要活性成分是多糖，而多糖是构成真菌细胞壁的主要成分，与纤维素、蛋白质等紧密联结，不
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易分离。近年来，浙江、安徽等省桑黄人工栽培规模不断扩大，因此对桑黄多糖提取技术的研究具有重要的意

义。 
目前，桑黄多糖的提取方法多为传统的热水浸提法，该法操作简单，但提取时间长、提取率低。酶具有水

解纤维素、原果胶和糖蛋白的作用，酶的高效性能够节约提取能源与时间，酶的专一性使得到的产物稳定，纯

度、活性高[5]；超声波是一种弹性波，产生并传递强大的能量，能使物质中分子加速运动，有利于植物细胞中

的有效成分转移、扩散及提取[6]。本实验采用超声波协同复合酶法提取桑黄多糖，达到提高多糖提取率的目的。 

1  材料和方法 

1.1  材料与试剂 
桑黄子实体由浙江省森林资源生物与化学利用重点实验室人工培育，菌种为桑黄纤孔菌，2015 年 5 月采自

浙江省淳安县，采用液氮法保存；蛋白酶（酶活力 8×104U∙g-1）、果胶酶（酶活力 9×104 U∙g-1）、纤维素酶（酶

活力 2.5×104U∙g-1）均购自上海伯奥生物科技有限公司；苯酚、无水乙醇、氯仿、正丁醇均为国产分析醇，购

自国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  仪器 
R-201 旋转蒸发器，上海申胜生物技术有限公司；20B 型中药粉碎机，南京邦斯特制药设备有限公司；JY92-

ⅡDN 超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；DKZ-2 型电热恒温振荡水槽，上海福玛实验设备

有限公司；PL602-S 电子天平，梅特勒—托利多仪器（上海）有限公司；UV-2600 紫外分光光度计，日本岛津

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  桑黄子实体多糖的提取  取干燥的桑黄子实体，用 20B 型中药粉碎机粉碎成 40 目，用 95%乙醇浸提 12 h，

抽滤，取滤渣风干粉碎备用。称取 1 g 预处理子实体粉，按液料比 40:1（mL:g）加水混匀，用柠檬酸调节 pH 值，

根据各种生物酶的最佳酶活作用条件，在前期预实验的基础上，纤维素酶、果胶酶、蛋白酶按 2:1:1 组成复合酶，

添加量为 2%，温度 50℃，pH 6.5，在水溶液中酶解 1 h，然后在一定液料比、超声功率、超声时间下利用 JY92-
ⅡDN 超声波细胞粉碎机进行提取，3 000 r∙min-1 离心 10 min，上清液用乙醇醇沉 4 h 后 3 000 r∙min-1 离心 5 min，

沉淀溶解后测定。 
1.2.2  响应面法分析实验  选择超声功率、液料比、超声时

间 3 个因素所确定的水平范围，运用 Box-Behnken 中心组合

试验设计原理，采用 3 因素 3 水平的响应面设计，利用 Design 
Expert 8.05 软件对实验数据进行回归分析。自变量的试验水

平分别以-1，0，1 进行编码，试验因素及水平设计见表 1。 

1.3  分析方法 
1.3.1  桑黄多糖含量的测定  采用苯酚-硫酸比色法[7]。 

1.3.2  多糖得率计算 
  多糖得率（Y）/%＝多糖含量×稀释体积样品干质量×100 

1.3.3  实验数据分析  用 Design Expert 8.05 进行数据分析和处理。 

2  结果与分析     

2.1  响应面分析方案及结果 
根据 Box-Behnken 中心组合试验设计原理，共有 17 个试验点，其中 12 个为析因点，5 个零点试验用以估

计试验误差。以多糖得率为响应值，试验方案及结果见表 2。 

表 1 响应面分析因子及水平 
Table 1  Factors and levels of response surface analysis 

因素 
水平 

－1 0 1 
超声功率 X1/W 300 350 400 
液料比 X2/（mL:g） 20 30 40 
超声时间 X3/ min 25 35 45 
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表 2 响应面试验设计方案及试验结果 
Table 2  Design and results by RSM 

试验号 X1/W X2/（mL:g） X3/min 
Y/% 

实测值 预测值 
BOX-1 0  -1  -1  1.66±0.032 1.57 
BOX-2 0 0  0  3.58±0.025 3.37 
BOX-3 -1  -1 0 1.81±0.021 1.75 
BOX-4 1  0 1  2.62±0.019 2.47 
BOX-5 0 -1 1 2.10±0.022 2.07 
BOX-6 0 1  -1 2.96±0.021 2.98 
BOX-7 0 0 0 3.26±0.031 3.37 
BOX-8 0 1 1 1.44±0.018 1.54 
BOX-9 -1 0 1 1.42±0.026 1.51 

BOX-10 -1 1 0 2.45±0.022 2.27 
BOX-11 0 0 0 3.42±0.032 3.37 
BOX-12 1 -1 0 2.16±0.017 2.34 
BOX-13 -1 0 -1 2.27±0.021 2.43 
BOX-14 1 0 -1 2.58±0.018 2.49 
BOX-15 1 1 0 2.64±0.024 2.70 
BOX-16 0 0 0 3.28±0.030 3.37 
BOX-17 0 0 0 3.31±0.022         3.37 

 
2.2  回归模型建立及方差分析 

用 Design Expert 8.05 对表 2 实验数据进行分析[8]，获得多糖得率对超声功率、液料比和超声时间的多元二

次回归方程： 
Y＝3.37＋0.26X1＋0.22 X2－0.24 X3－0.040 X1X2＋0.22 X1X3－0.49X2X3－0.46 X1X1－0.65 X2X2－0.69 X3X3  
由表 3 可知，以多糖得率为目标函数的回归方程的回归效果达到极显著水平，P 值均＜0.000 1；模型的决

定系数 R2 = 0.971 5，说明模型与实际实验拟合较好；校正决定系数 AdjR2 = 0.934 8，说明该模型能解释 97.15％

响应值的变化；模型的失拟项表示模型预测值与实际值不拟合的概率，表 3 中模型失拟项的 P 值为 0.166 3，大

于 0.05，表明模型的失拟项不显著；根据表 3 的显著性分析结果，各因素的一次项、二次项以及 X1X3、X2X3 的

交互项对多糖得率的影响均呈显著（P＜0.05）影响。分析表明这个模型建立的回归方程能运用于超声波协同复

合酶法提取桑黄子实体多糖提取条件优化的理论预测。 

表 3 回归模型方差分析 
Table 3  ANOVA of regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 
模型 7.69 9 0.85 26.48 0.000 1** 
X1 0.52 1 0.52 16.26 0.005 0** 
X2 0.39 1 0.39 12.01 0.010 5* 
X3 0.45 1 0.45 13.82 0.007 5** 
X1 X2 0.01 1 0.01 0.20 0.669 4 
X1 X3 0.20 1 0.20 6.22 0.041 3* 
X2 X3 0.95 1 0.95 29.54 0.001 0** 
X1 X1 0.90 1 0.90 27.92 0.001 1** 
X2 X2 1.76 1 1.76 54.55 0.000 2** 
X3 X3 1.98 1 1.98 61.51 0.000 1** 

残差 0.23 7 0.03   
失拟项 0.15 3 0.05 2.88 0.166 3 
纯误差 0.07 4 0.02   
总离差 7.91 16    

R2=0.971 5 ；Adj R2=0.934 8 
注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）。 

 
2.3  响应面图形分析 

分别将模型中的超声功率、液料比及超声时间的其中一个因素固定在 0 水平，得到另外两个因素的交互影
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响结果，二次回归方程的响应面及其等高线如图 1，图 2，图 3 所示，各个因素及其相互间的交互作用对响应值

的影响结果通过该组图可以直观地反映出来。极值条件应该在等高线的圆心处。由几组图可以看出，影响桑黄

子实体多糖提取得率的最显著因素为超声功率（X1），表现为响应面变化弧度较大。超声时间（X3）和液料比

（X2）响应面弧度变化平缓，说明对响应值影响相对较小。 
此外，等高线的形状可反映出交互效应的强弱，椭圆形表示二因素交互作用显著，而圆形则与之相反[9]。

从图 1 至图 3 可以看出，X2 与 X3，X1 与 X3 之间交互作用显著。 
 

 
 

                                                 

图 1  超声功率和液料比交互影响多糖得率的曲面图（A）和等高线图（B） 
Figure 1  Surface diagram and contour of polysaccharide yield under interaction of ultrasonic power and liquid/ material ratio 

 

  

                                                            

 

图 2  超声功率和超声时间交互影响多糖得率的曲面图（A）和等高线图（B） 
Figure 2  Surface diagram and contour of polysaccharide yield under interaction of ultrasonic power and treatment time 
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图 3  液料比和超声时间交互影响多糖得率的曲面图（A）和等高线图（B） 
Figure 3  Surface diagram and contour of polysaccharide yield under interaction of liquid/ material ratio and ultrasonic treatment time 

 

2.4  验证实验 
根据 Box-Behnken 试验所得的结果和二次多项回归方程，利用 Design Expert 8.05 分析，得到最佳提取条件

为：超声功率 360.6 W，液料比 32.5:1，超声时间 32.7 min，多糖得率理论值可达 3.46%。 
为检验模型预测值与实际实验值之间的相关性，即检验响应面优化模型的可靠性，对桑黄子实体中多糖提

取得率进行实验验证。实验中超声功率、液料比和超声时间的优化值分别为 360.6 W，32.5:1，32.7 min，三次

平行实验，测得多糖得率分别为 3.29%，3.35%，3.28%，实际多糖得率平均值为 3.31%，达到了回归模型预测

理论值的 95.7%，实验结果与模型符合良好，说明该模型能较好地模拟和预测桑黄子实体多糖得率。 

3  结论 

本实验针对桑黄子实体组织结构木质化程度高，传统的热水浸提法多糖得率普遍较低的情况，通过集成运

用生物酶法和超声波法，先采用纤维素酶、果胶酶、蛋白酶按 2:1:1 组成复合酶对桑黄子实体进行酶解处理，添

加量为 2%，温度 50℃，pH 6.5，在水溶液中酶解 1 h。进而对工艺中超声波功率、超声时间、液料比等参数条

件进行了实验设计，根据 Box-Benhnken 中心组合实验设计及三因素三水平的响应面分析，通过二次多项回归模

型进行方差分析和回归拟合，预测了桑黄子实体多糖的最佳提取工艺条件为：超声功率 360.6 W，液料比 32.5:1，

超声时间 32.7 min，多糖得率理论值可达 3.46%。验证实验中多糖得率 3.31%，与预测值十分接近，证明了该实

验方法的稳定性。 
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