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摘　要：  为确定灵芝子实体多糖最佳提取工艺，通过单因素试验研究料液比、提取时间、浸提温度和溶剂提取次数对灵

芝子实体多糖提取率的影响。在单因素试验的基础上，采用响应面法对灵芝子实体多糖提取工艺进行了优化，结果表明，

灵芝子实体多糖最佳提取条件为料液比（水∶灵芝）50 mL/g、提取时间 60 min 和提取温度 100 °C，在此条件下，灵芝子

实体多糖提取率 2.96%。体外抗氧化测定结果显示，灵芝子实体多糖对 DPPH、·OH 自由基的 IC50 分别为 0.67 和 0.46 mg/mL，

数据表明灵芝子实体多糖具有较强的抗氧化能力。
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Extraction process optimization of Ganoderma lucidum fruiting bodies
polysaccharide and its antioxidant activity
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Abstract：To determine optimal extraction process for polysaccharides from Ganoderma lucidum fruiting bodies，effects of solid-liquid

ratio，extraction time，extraction temperature，and solvent extraction frequency on extraction rate of polysaccharides from Ganoderma

lucidum fruiting  bodies  were  studied  through  single  factor  experiments．On  the  basis  of  single  factor  experiments， response  surface

methodology was used to optimize extraction process of polysaccharides from Ganoderma lucidum fruiting bodies．Experimental results

showed  that  the  optimal  extraction  conditions  for  polysaccharides  from Ganoderma  lucidum fruiting  bodies  were  material  liquid

ratio（water：Ganoderma lucidum）50 mL/g，extraction time 60 minutes，and extraction temperature 100 °C．Under these conditions，

extraction rate of polysaccharides from Ganoderma lucidum fruiting bodies was 2.96%．Results of in vitro antioxidant assays showed that

the IC50 of polysaccharides from Ganoderma lucidum fruiting bodies to DPPH and OH free radicals were 0.67 and 0.46 mg/mL，respect-

ively．The data showed that polysaccharides from Ganoderma lucidum fruiting bodies have extremely strong antioxidant capacity．
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0　引言

灵芝（Ganoderma lucidum）是著名的高等药用真

菌之一，古称“瑞草”，俗称“仙草”，我国首部中

草药文集《神农本草经》将灵芝列为上品[1]。近 30 年

来研究人员对灵芝进行了大量的研究，结果证明，灵

芝具有多种药理作用，如增强免疫力、抑制肿瘤、改

善睡眠、神经保护、抗氧化、防治心血管疾病、抗炎

症及保护肝脏等功效[2-12]。灵芝子实体多糖是灵芝的主

要活性成分，也是研究最深入的一类化合物。灵芝子

实体多糖的种类很多，从赤芝中分离灵芝子实体多糖

GL-1 以来，已经分离出的灵芝子实体多糖达 220 多

种[13]。已知灵芝子实体多糖的药理活性有调节免疫力、

抑制肿瘤、抑制细菌生长、保护肝脏作用、降低血糖、

神经保护和抗氧化等[14-19]。由于灵芝子实体多糖的提

取和纯化工艺较为复杂，因此研究最优的提取工艺对

于高效、高产地提取灵芝子实体多糖具有至关重要的

意义。同时，这也将为灵芝子实体多糖的深入研究和
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有效利用提供科学的借鉴。 

1　材料与方法
 

1.1　材料、试剂与仪器

灵芝子实体，浙江寿仙谷医药股份有限公司；无

水乙醇、苯酚、浓硫酸等，均为国产分析纯；葡萄糖

标准品，广州化学试剂厂。

METTLER AE 100 型电子分析天平，梅特勒托利

多公司；DFT-100 型手提式高速中药粉碎机，大德药

机有限公司；新一佳 HH-2 型恒温水浴锅，青岛聚创环

保集团有限公司；H-1 微型涡旋混合器，上海嘉鹏科技

有限公司；UV-7500 型紫外可见分光光度计，上海天

美科学仪器有限公司。 

1.2　试验方法 

1.2.1　灵芝子实体多糖含量测定 

1.2.1.1　供试样品溶液制备

准确称取 500 mg（精确至±0.001 g）样品，加 40
倍水，在 100 °C 下浸提 3 次，每次浸提 1.0 h，合并 3
次提取液。提取液转移至 100 mL 容量瓶中，加水至刻

度，摇匀；精密量取 2 mL，加入乙醇 30 mL，摇匀；

4 °C 放置 12 h，取出，离心（4 000 r/min 5 min）。倒

去上清液，加水溶解沉淀，沉淀溶解后转移至 10 mL
容量瓶中，定容摇匀，即得灵芝子实体多糖待测液。 

1.2.1.2　标准曲线制定

100 mg/L 标 准 葡 萄 糖 溶 液 制 备 ： 准 确 称 取

0.100 0 g 葡萄糖标准品于 100 mL 烧杯中，加水溶解，

定容至 1 000 mL 容量瓶，储存于 4 °C 冰箱中备用。

分别精密吸取 0、0.2、0.4、0.6、0.8 和 1.0 mL 的

葡萄糖标准溶液于 20 mL 具塞玻璃试管中，用蒸馏水

补至 1.0 mL。向试管中加入 1.0 mL  5% 苯酚溶液和

5.0 mL 硫酸，静置 10 min，充分混合，将试管放置于

30 °C 水浴中，并保持 20 min，于 490 nm 测吸光度，

以蒸馏水作为空白对照，以葡聚糖或葡萄糖质量（x）
为横坐标，以吸光度（y）为纵坐标，绘制标准曲线。 

1.2.1.3　硫酸苯酚法测定灵芝子实体多糖含量

精密吸取 1 mL 待测液于 20 mL 具塞玻璃试管中，

按 1.2.1.2 的方法测定其吸光值，代入标准曲线回归方

程求出待测液中葡萄糖含量 C（mg），总多糖含量 E
计算公式如下

E =
CD
M
×100% （1）

式中　M——样品质量，mg
　D——稀释倍数 

1.2.2　热水浸提法单因素试验设计 

1.2.2.1　浸提料液比对灵芝子实体多糖提取率的影响

精密称取 500 mg 灵芝子实体粉末，分别按料液比

（水∶灵芝）10、20、30、40 和 50 mL/g 加入水进行

单因素试验，在 80 °C 条件下热水浸提 3 次，3 次提取

时间均为 1.0 h，过滤、合并 3 次滤液，将滤液定容到

适宜容量瓶中，测定吸光度，计算提取率，每个试验

3 个重复。 

1.2.2.2　浸提时间对灵芝子实体多糖提取率的影响

精密称取 500 mg 灵芝子实体粉末，按料液比

（水∶灵芝）40 mL/g 加水，在 80 °C 条件下热水浸提

3 次，分别提取 20、30、40、50 和 60 min，过滤、合

并 3 次滤液，将滤液定容到适宜容量瓶中，测定吸光

度，计算提取率，每个试验 3 个重复。 

1.2.2.3　浸提温度对灵芝子实体多糖提取率的影响

精密称取 500 mg 灵芝子实体粉末，按料液比

（水∶灵芝）40 mL/g，分别在 60、 70、 80、 90 和

100 °C 条件下进行单因素试验，热水浸提 3 次，每次

1.0 h，过滤、合并 3 次滤液，将滤液定容到适宜容量

瓶中，测定吸光度，计算提取率，每个试验 3 个重

复。 

1.2.2.4　溶剂提取次数对灵芝子实体多糖提取率的影响

精密称取 500 mg 灵芝子实体粉末，按料液比

（水∶灵芝）40 mL/g，在 80 °C 条件下分别浸提 1、2、
3 和 4 次条件下进行单因素试验，每次提取时间为

1.0 h，过滤、合并 3 次滤液，将滤液定容到适宜容

量瓶中，测定吸光度，计算提取率，每个试验 3 个

重复。 

1.2.3　响应面法优化灵芝子实体多糖提取工艺

根据单因素试验结果和响应面试验设计原理，对

料液比（X1）、提取温度（X2）、提取时间（X3）进行

3 因素 3 水平编码，因素水平及编码如表 1 所示。采用

响应面优化法对灵芝子实体多糖提取条件进行优化试

验。最后以灵芝子实体多糖提取率为响应值，利用软

件 Design-expert V 12 对所有数据进行分析，确定最佳

提取工艺。
  

表 1　响应面法因素水平编码

Tab. 1    Factor level coding of response surface methodology

水平
因素

料液比 X1/（mL·g−1） 温度 X2/ °C 时间 X3/min

−1 30 80 40

0 40 90 50
+1 50 100 60

  

1.2.4　灵芝子实体多糖抗氧化活性试验 

1.2.4.1　总还原力

参考 ZOU C 等[20] 的测定方法并做部分修改，取

2 mL 待测样品加入 2 mL pH 值 6.6 的磷酸缓冲溶液

（c=0.20 mol/L）然后加入 1% 铁氰化钾 2 mL 充分混匀，

再在 50 °C 的恒温情况下加热 20 min。之后将混合物快
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速冷却至室温并加入 10% 三氯乙酸 2 mL，进行充分混

匀。然后在 4 °C 下以 3 000 r/min 的速度离心 10 min，
并取 2 mL 上层清液加入 2 mL 蒸馏水。接着加入 0.1%
FeCl3 0.4 mL  ， 混 合 均 匀 并 静 置 10 min。 最 后 在

700 nm 波长下测定吸光度 A700，每个处理进行 3 个重复

试验。使用蒸馏水进行调零，维生素 C 作为阳性

对照。 

1.2.4.2　对 DPPH 自由基清除作用

参考 BRAND-WILLIAMS W 等[21] 的测定方法并做

部分修改，配制浓度为 0.2 mmol/L 的 DPPH 溶液于棕

色瓶中，4 °C 保存。然后在 10 mL 的试管中加入 2 mL
样品待测液后加入 2 mL DPPH 溶液均匀混合。置于暗

处反应 30 min 后在 517 nm 处测定其吸光度（Ai），同

时测定空白吸光度（Ac）及 DPPH 溶液本底吸光度

（Aj）。

DPPH 自由基清除率计算公式为

清除率 = (1−
Ai－A j

Ac
)×100% （2）

式中　Ac——空白吸光度

　Ai——样品吸光度

　Aj——95% 乙醇代替 DPPH 时吸光度 

1.2.4.3　对羟基自由基（·OH）的清除作用

参考 SMIRNOFF N 等[22] 的测定方法并做部分修改，

取 1 mL 样品溶液，依次加入 6 mmol/L 的 FeSO4 溶液

1 mL，混合均匀后再加入 6 mmol/L 的 H2O2 溶液 1 mL，
再次混匀，静置 10 min，再加入 6 mmol/L 的水杨酸溶

液 1 mL，摇匀，静置 30 min 后，于 510 nm 处测其吸

光值。清除率计算公式为

清除率 = (1− A1－A2

A0
)×100% （3）

式中　A0——空白吸光度

　A1——样品吸光度

　A2——水代替水杨酸时本底吸光度 

2　结果与分析
 

2.1　标准曲线

葡萄糖标准曲线如图 1 所示，葡萄糖含量在

0～100 μg 范围内线性关系良好，结果较准确。 

2.2　单因素试验结果 

2.2.1　最佳料液比确定

分别采用不同的料液比，考察灵芝子实体多糖提

取率，研究料液比对灵芝子实体多糖提取率的影响，

结果如图 2 所示。

由图 2 可知，料液比 10～50 mL/g，当其他条件相

同时，随着料液比的增大，灵芝子实体多糖提取率也

增大。当料液比<20 mL/g 时，由于溶剂水无法完全浸

没灵芝样品，导致多糖提取率低；当料液比>20 mL/g
时，灵芝子实体多糖提取率呈现先显著升高然后趋于

平衡趋势。当料液比>40 mL/g 时，多糖提取率增加不

明显，考虑到能耗，确定最佳料液比 40 mL/g。 

2.2.2　浸提最佳时间确定

分别采用不同的浸提时间，考察灵芝子实体多糖

提取率，研究浸提时间对灵芝子实体多糖提取率的影

响，结果如图 3 所示。
 

 

图 3　浸提时间对多糖提取率的影响

Fig. 3    Effects of extraction time on polysaccharide extraction rate
 

由图 3 可知，提取时间 20～60 min，当其他条件

一定时，随着时间的延长多糖提取率也呈上升趋势，

在提取时间 60 min 时，提取率最大。因此确定浸提最

佳时间 60 min。 

2.2.3　浸提最佳温度确定

分别采用不同的浸提温度，考察灵芝子实体多糖

提取率，研究浸提温度对灵芝子实体多糖提取率的影

响，结果如图 4 所示。

由图 4 可知，提取温度 60～100 °C，其他条件不

 

图 1　葡萄糖标准曲线

Fig. 1    Standard curve of glucose
 

图 2　料液比对多糖提取率的影响

Fig. 2    Effects of solid-liquid ratio on polysaccharide extraction rate
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变时，随着灵芝子实体提取温度的升高，灵芝子实体

多糖提取率也升高，其中多糖提取率在 100 °C 条件下

比 90 °C 有较大升高，因此确定最佳浸提温度 100 °C。 

2.2.4　浸提最佳提取次数确定

分别浸提不同的次数，考察灵芝子实体多糖提取

率，研究浸提次数对灵芝子实体多糖提取率的影响，

结果如图 5 所示。
 

 

图 5　浸提次数对多糖提取率的影响

Fig. 5    Effects of extraction times on polysaccharide extraction rate
 

由图 5 可知，随着提取次数的增多，灵芝子实体

多糖含量提取率呈上升的趋势，其中到达 3 次时，提

取已经非常的充分。当提取超过 3 次以后，多糖提取

率变化不大，考虑到能耗，取浸提最佳提取次数

3 次。 

2.3　响应面法试验设计结果

按照响应面试验方案进行试验，灵芝子实体多糖

提取结果如表 2 所示。 

2.3.1　模型建立与显著性分析

根据试验数据，用 Design-expert V 12 软件对自变

量编码的 X1、X2、X3 进行回归分析并建立模型，得到

回归方程

Y =2.02+0.2938X1+0.2925X2+0.1288X3+

0.2325X1X2−0.0300X1X3+0.1425X2X3+

0.0890X2
1 −0.1585X2

2 +0.2040X2
3

（4）

通过 Design-Expert V12 软件进行方差分析，分析

结果如表 3 所示。

 

表 3　回归方程方差分析

Tab. 3    Variance analysis of regression equation

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 2.110 0 9 0.234 6 77.81 < 0.000 1
X1 0.690 3 1 0.690 3 228.96 < 0.000 1
X2 0.684 5 1 0.684 5 227.01 < 0.000 1
X3 0.132 6 1 0.132 6 43.98 0.000 3
X1X2 0.216 2 1 0.216 2 71.72 < 0.000 1
X1X3 0.003 6 1 0.003 6 1.19 0.310 7
X2X3 0.081 2 1 0.081 2 26.94 0.001 3
X1

² 0.033 4 1 0.033 4 11.06 0.012 7
X2

² 0.105 8 1 0.105 8 35.08 0.000 6
X3

² 0.175 2 1 0.175 2 58.12 0.000 1

残差 0.021 1 7 0.003 0
失拟项 0.011 0 3 0.003 7 1.46 0.351 9
净误差 0.010 1 4 0.002 5
总离差 2.13 16
模型 R2=0.990 1

　　注：P≤0.01，说明自变量对响应值的影响极显著；P≤0.05，说

明自变量对响应值的影响显著。

 

2
2

2
3

2
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由表 3 可知，模型 P<0.01，说明该模型的回归方

程是极显著的。失拟项为 0.011 0<0.05，模型 R2 为

0.99>0.90，说明模型的拟合程度较好，试验误差较小，

可用该回归方程代替试验真实点对试验结果进行分析

和预测。3 个因素对多糖提取率的影响从大到小依次为

液料比、提取温度和提取时间。此外，X1、X2、X3、

X1X2、X2X3、X 、X 的 P 值均<0.01，说明它们对灵芝

子实体多糖提取率的影响极显著；X 的 0.01<P<0.05，
表明它们对多糖提取率的影响显著。 

2.3.2　因素间交互作用的响应面分析

液料比 X1、温度 X2、提取时间 X3 的交互效应分析

结果如图 6、图 7 和图 8 所示。

 

表 2　响应面法试验结果

Tab. 2    Experimental results of response surface methodology

序号
料液比 X1/

（mL·g−1）

温度 X2/

°C

时间 X3/

min

多糖提取率 Y/

%
1 40 90 50 2.08

2 40 100 60 2.62

3 40 80 60 1.80

4 50 80 50 1.72

5 40 100 40 2.05

6 40 80 40 1.80

7 30 90 60 2.19

8 30 90 40 1.90

9 50 90 40 2.50

10 40 90 50 1.98

11 40 90 50 2.04

12 40 90 50 1.96

13 30 80 50 1.55

14 50 90 60 2.67

15 50 100 50 2.82

16 30 100 50 1.72
17 40 90 50 2.05

 

图 4　浸提温度对多糖提取率的影响

Fig. 4    Effects of extraction temperature on polysaccharide
extraction rate
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图 6　液料比和提取温度交互作用对多糖提取率的影响

Fig. 6    Effects of liquid-solid ratio and extraction temperature
interaction on polysaccharide extraction yield

 

 

图 7　液料比和提取时间交互作用对多糖提取率的影响

Fig. 7    Effects of liquid-solid ratio and extraction time interaction on
polysaccharide extraction yield

 

 

图 8　提取温度和提取时间交互作用对多糖提取率的影响

Fig. 8    Effects of extraction temperature and extraction time interaction
on polysaccharide extraction yield

 
由图 6、图 7 和图 8 可知，  X1X2、X1X3 和 X2X3 对

多糖提取率交互效应的交互所成图像均是抛物线，说

明提取料液比、提取温度和提取时间对灵芝子实体多

糖提取率的影响均比较大，在具体试验操作中，适当

增加液料比、提取温度和提取时间，多糖提取率都会

随之增加。 

2.3.3　优化工艺验证试验结果

利用 Design-Expert 的 Numerical 对数据进行分析可

知，最适提取料液比 50 mL/g、提取时间 60 min、提取

温度 100 °C，在此条件下多糖提取率 3.22%。在此理论

最佳条件下进行试验，灵芝子实体多糖提取率 2.96%，

与模型预测值仅相差 0.26 个百分点，表明此方法可行。 

2.4　灵芝粗多糖抗氧化活性测定 

2.4.1　总还原力

由图 9 可知，样品质量浓度 0.04～0.20 mg/mL 时，

灵芝子实体多糖和维生素 C 总还原能力随着浓度增加

呈现上升趋势，在此质量浓度范围内灵芝子实体多糖

总还原能力相对于 维生素 C 总还原能力低，在

0.04 mg/mL 浓度时为 0.46，0.2 mg/mL 时为 0.82。
 

 

图 9　灵芝子实体多糖总还原力

Fig. 9    Total reducing power of Ganoderma lucidum fruiting bodies
polysaccharide

  
2.4.2　对 DPPH 自由基清除作用

由图 10 可知，浓度 0～1 mg/mL 时，DPPH 自由基

清除率随着灵芝子实体多糖含量的升高而呈上升趋势，

维生素 C 对 DPPH 自由基清除率能力显著高于灵芝子

实体多糖，在浓度 0.2 mg/mL 时维生素 C 对 DPPH 自

 

图 10　灵芝子实体多糖 DPPH 自由基清除率

Fig. 10    DPPH free radical scavenging rate of Ganoderma lucidum
fruiting bodies polysaccharide
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由基清除率高达 95.21%，而同浓度下灵芝子实体多糖

对 DPPH 自 由 基 清 除 率 15.75%。 当 质 量 浓 度

1 mg/mL 时，灵芝子实体多糖对 DPPH 自由基清除率

69.13%，维生素 C 对 DPPH 自由基清除率高达 98.37%。

经计算灵芝子实体多糖对 DPPH 自由基清除率 50% 时，

IC50=0.67 mg/mL，显示灵芝子实体多糖对 DPPH 自由

基具有一定清除作用。 

2.4.3　对羟基自由基（·OH）清除作用

由图 11 可知，浓度 0～0.24 mg/mL 时，羟基自由

基（·OH）清除率随着灵芝子实体多糖含量的升高也

呈上升趋势；浓度 0.04 mg/mL 时，灵芝子实体多糖对

羟基自由基（·OH）清除率 24.9%，维生素 C 对羟基

自由基（·OH）清除率 46.2%；浓度 0.2 mg/mL 时，

灵芝子实体多糖对羟基自由基清除率 33.8%，维生素

C 对羟基自由基（·OH）清除率 54.5%。经计算灵芝

子实体多糖对羟基自由基（·OH）清除率 50% 时，

IC50=0.46 mg/mL，显示灵芝子实体多糖对羟基自由基

（·OH）比对 DPPH 自由基具有更好清除作用。
 

 

图 11　灵芝子实体多糖羟基自由基清除率

Fig. 11    Scavenging rate of hydroxyl radical of Ganoderma lucidum
fruiting bodies polysaccharide

  

3　结束语

数据分析结果表明，最适提取料液比（水∶灵芝）

50 mL/g、提取时间 60 min、提取温度 100 °C，在此条

件下多糖提取率 2.96%。本研究采用响应面法对灵芝子

实体提取工艺进行优化，工艺优化结果具有提取率高、

稳定可行、设备简单和成本相对可控等优点。灵芝子

实体多糖对 DPPH 自由基、羟基自由基（·OH）的

IC50 分别为 0.67 和 0.46 mg/mL，表明灵芝粗多糖具有

较强抗氧化能力，为灵芝子实体多糖在功能性食品及

多元化开发利用中打下坚实基础。
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