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响应面法优化提取干巴菌多糖的工艺研究
陆文娟，喻 晨，王美菊，陶眀煊

（南京师范大学金陵女子学院，江苏 南京 210097）

［摘要］ 以干巴菌为原料，采用超声细胞破碎法提取其多糖 .在单因素实验的基础上，采用响应面法对提取工艺进

行优化，通过Box-Behnken设计，建立并分析了各因素与多糖得率关系的数学模型 . 结果显示，最佳工艺条件为：液

料比为38∶1，提取时间为3 h，提取温度为88 ℃，超声功率为603 W，重复2次，测定干巴菌多糖的得率为5.96%.
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Optimization Study on the Extraction Technology of Polysaccharide
from T. ganba jun Zang by Response Surface Method

Lu Wenjuan，Yu Chen，Wang Meiju，Tao Mingxuan

（Ginling College，Nanjing Normal University，Nanjing 210097，China）
Abstract：With T. ganba jun Zang as raw materials，polysaccharide is extracted by ultrasonic cell disruption methods. Based
on single factor experiments，response surface method is adopted to optimize the extraction process. By Box-Behnken design，
the paper builds and analyzes a mathematical model of the factors and the relationship about the yield of polysaccharides.
The results show that the optimum conditions are：liquid ratio is 38∶1，the extraction time is 3 h，the extraction temperature
is 88 ℃，ultrasonic power is 603 W，repeated two times，polysaccharide yield is measured to be 5.96%.
Key words：T. ganba jun Zang，polysaccharides extraction，ultrasound microwave，responsesurface methodology

干巴菌（T. ganba jun Zang）又名绣球菌，也叫对花菌、马牙菌等，属于真菌门、层菌纲、褶菌目、革菌科，

主产于云南，是一种珍稀名贵的食药两用真菌［1-4］. 干巴菌不仅味道鲜美，且营养价值高［5］，已有实验证明，

干巴菌的活性成分中，多糖含量较高，具有抗氧化、抗肿瘤、保肝、增强免疫功能等多种功效［6-10］.
多糖的提取方法常见的有水提醇沉、酸碱提取、微波法等，但这些方法存在提取率不高、容易破坏多

糖活性等问题［11，12］. 近年来超声技术已被广泛应用于植物多糖的提取中［13］，该方法有利于增加细胞内容物

通过细胞膜的穿透能力，充分混合溶剂，从而提高有效成分溶出的速度，缩短了提取时间［14-16］.利用超声波

辅助热水浸提干巴菌多糖目前未见报道 . 干巴菌子实体粉碎后，经超声细胞破碎处理后再热水浸提，可使

多糖充分地溶出 .
本实验在单因素实验的基础上，利用响应面对实验条件（液料比、提取时间、提取温度、超声功率）进

行优化，寻求提取干巴菌多糖的最佳工艺条件，为干巴菌的开发利用提供一定的科学依据 .
1 材料与方法

1.1 材料与试剂

本实验所用干巴菌子实体干品购自于云南纳西田野食品专营店，经去除杂质，于 60 ℃低温烘干至恒

重，粉碎，过80目筛，于干燥器中贮存备用 .
本实验所用95%乙醇为国产分析纯，购自于南京荣世德贸易有限公司 .

收稿日期：2015-05-24.
基金项目：江苏省普通高校研究生科研创新计划项目（KYLX_0729）.
通讯联系人：陶明煊，副教授，研究方向：生物活性物质与保健功能因子 . E-mail：45017@njnu.edu.cn
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1.2 仪器与设备

JA5003N电子天平，购自上海精密科学仪器有限公司；DHG-9140电热恒温鼓风干燥箱，购自上海精

宏实验设备有限公司；FM100高速万能粉碎机，购自天津太斯特仪器有限公司；JY92-II超声细胞破碎仪，

购自宁波新芝生物科技股份有限公司；HH-6数显恒温水浴锅，购自常州国华电器有限公司；GL-22M高速

冷冻离心机，购自湖南赛特湘仪离心机仪器有限公司；RE-52A旋转蒸发器，购自上海亚荣生化仪器厂 .
1.3 干巴菌多糖提取工艺

称取干巴菌子实体干粉 5 g，按一定液料比加入蒸馏水，于超声细胞破碎仪中超声破碎，在 80 ℃水浴

一段时间后，即得到多糖提取液 . 多糖提取液经离心取上清液、浓缩、醇沉、静置过夜后，离心取沉淀，低温

干燥即得到干巴菌多糖［17，18］.
1.4 多糖得率的计算

采用称重法［19］测定干巴菌多糖的得率，计算公式为：多糖得率%=（多糖干品质量/原料质量）×100.
1.5 试验设计

1.5.1 单因素试验

以干巴菌多糖得率为指标，采用单因素试验确定影响提取效果的主要因素 .
单因素试验选取液料比 10∶1、20∶1、30∶1、40∶1、50∶1（mL/g），提取时间 2 h，提取温度 80 ℃，超声功率

400 W，超声时间 10 min，研究液料比对多糖得率的影响 . 对可能影响多糖得率的其他几个因素（提取时

间、提取温度、超声功率、超声时间）分别做单因素试验，每组试验重复3次，取平均值 .
1.5.2 响应面优化试验

在单因素试验研究的基础上，选取液料比、提取时间、提取温度、超声功率 4个因素为自变量，多糖得

率（Y）为响应值，根据Design-Expert Software 8.0.6软件中的Box-Behnken试验设计原理，进行四因素三水

平共29个试验点的响应面分析试验，优化干巴菌多糖的提取条件 . 试验因素及水平编码如表1所示 .
表1 试验设计因素水平及编码

Table 1 Coded values and corresponding real values of the extraction parameters used in design-expert software

变量

液料比(mL/g)
提取时间（h）
提取温度（℃）

超声功率（W）

代码

X1

X2

X3

X4

编码水平

-1
35∶1
2.5
85
550

0
40∶1
3
90
600

1
45∶1
3.5
95
650

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 液料比对多糖得率的影响

图 1所示为液体比对多糖得率的影响 . 由图 1可知，液料比

对多糖得率的影响较为明显，随着液料比的增加，多糖的得率

不断增大；液料比在 10 mL/g~40 mL/g时，多糖得率上升很快；当

液料比增加到 40∶1时多糖得率最高；液料比大于 40∶1时，多糖

得率显著下降 . 究其原因可能是：一定量的干巴菌粉末，溶剂用

量过少，溶解不完全，多糖得率不高；随着溶剂用量的增加，固

液质量浓度差变大，扩散速度提高；当液料比继续增大，固液质

量浓度差增幅减小，多糖得率下降 . 综合考虑后续浓缩的需要，

选取液料比为40∶1较为合适 .
2.1.2 提取时间对多糖得率的影响

图 2所示为提取时间对多糖得率的影响 . 由图 2可知，随着

图1 液料比对多糖得率的影响

Fig.1 Effects of liquid-to-material ratio
on polysaccharide yield
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提取时间的增加，干巴菌多糖的得率不断增加；提取时间为 3 h时，多糖得率最大；超过 3 h，多糖得率反而

下降 . 这可能是由于随着提取时间的延长，部分多糖降解，造成得率下降 . 综合考虑时间成本，选取提取时

间为3 h较为合适 .
2.1.3 提取温度对多糖得率的影响

图 3所示为提取温度对多糖得率的影响 . 由图 3可知，随着提取温度的升高，干巴菌多糖的得率不断

增加；当提取温度到达 90 ℃，多糖得率最高；提取温度升高，多糖得率趋于稳定 . 这可能是因为随着温度

的上升，分子运动速度加快，有利于多糖的渗出 . 温度过高对设备要求较高，同时有可能破坏多糖活性，故

选择水温为90 ℃来提取干巴菌多糖较为合适 .

图2 提取时间对多糖得率的影响

Fig.2 Effects of extraction duration on polysaccharide yield
图3 提取温度对多糖得率的影响

Fig.3 Effects of extraction temperature on polysaccharide yield

2.1.4 超声功率对多糖得率的影响

图 4所示为超声功率对多糖得率的影响 . 由图 4可知，超声细胞破碎仪的功率在 200 W~600 W之间

时，多糖得率随超声功率的增大而增大；在功率为 600 W时，多糖得率最大；超过 600 W，多糖得率有所下

降 . 故选择600 W的超声功率来提取干巴菌多糖较为合适 .
2.1.5 超声时间对多糖得率的影响

图 5所示为超声时间对多糖得率的影响 . 由图 5可知，随着超声时间的延长，多糖的得率不断增大，在

6 min时达到最大，6 min后呈下降趋势 . 这可能是由于在长时间的超声细胞破碎中，干巴菌多糖受到超声

波机械剪切作用的影响，结构被破坏 . 因此，选择6 min的超声时间来提取干巴菌多糖较为合适 .

图4 超声功率对多糖得率的影响

Fig.4 Effects of ultrasonic power on polysaccharide yield

图5 超声时间对多糖得率的影响

Fig.5 Effects of ultrasonic time on polysaccharide yield

2.2 响应面法对多糖提取条件的优化试验

2.2.1 试验设计结果及方差分析

本实验通过Design-Expert Software 8.0.6软件设计的响应面试验方案及实验结果如表 2所示，实验结

果的方差分析如表3所示 .
按照Design-Expert Software 8.0.6软件中的Box-Behnken Design 模型对表 2中的数据进行多元回归分

析，得到回归方程为：

Y=5.78-0.18A+0.22B-0.29C-0.17D-0.41AB+0.45AC-0.61AD+0.052BC+
0.28BD+0.32CD-0.52A2-0.67B2-0.94C2-0.85D2.

用方差分析来评估模型的显著性，如表 3所示 . 模型的P值<0.000 1，说明模型达到了极显著水平；失

拟项不显著（P>0.05），说明模型对响应值拟合良好 . P<0.000 1的项代表高度显著项，P<0.05的项代表显
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著项，在试验范围内，液料比和超声功率的交互项AD、液料比的二次项A2、提取时间的二次项B2、提取温度

的二次项C2、超声功率的二次项D2对多糖得率都具有高度显著影响；液料比（P=0.016 8<0.05）、提取温度

（P=0.000 5<0.05）、提取时间（P=0.004 5<0.05）、超声功率（P=0.022 1<0.05）对多糖得率都有显著影响，按

照对结果的影响排序为提取温度>提取时间>液料比>超声功率 . 方程的相关系数为 R2=0.957 6，调整后

R2=0.915 2，说明 91.52%的响应值变化可由方程中的 4个因素解释［20，21］，可利用该回归方程确定最佳提取

工艺条件 .
表2 Box-Bchnken 试验设计与结果

Table 2 Box-Bchnken experimental design matrix and results

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

编码水平

A液料比/(mL/g)
-1
1

-1
1
0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

B提取时间/h
-1
-1
1
1
0
0
0
0
0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0
0

C提取温度/℃
0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0

-1
-1
1
1

-1
-1
1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

D超声功率/W
0
0
0
0

-1
-1
1
1

-1
-1
1
1
0
0
0
0
0
0
0
0

-1
-1
1
1
0
0
0
0
0

多糖得率Y/%
试验值

4.28
4.58
5.61
4.25
4.69
3.67
3.86
4.11
4.12
5.38
4.80
3.63
4.30
4.70
3.67
4.28
5.34
3.87
3.61
3.93
4.40
4.15
3.54
4.42
5.89
5.61
5.77
5.81
5.84

预测值

4.14
4.62
5.41
4.23
4.78
3.56
3.80
3.86
4.16
5.02
5.04
3.47
4.25
4.69
3.67
4.11
5.24
4.00
3.77
4.31
4.50
4.38
3.60
4.60
5.78
5.78
5.78
5.78
5.78
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表3 回归模型的方差分析

Table 3 Variance analysis for the regression model established

方差来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BD

BC

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

纯误差

总变异

R2=0.9 576

平方和

16.060
0.370
0.580
1.040
0.340
0.690
0.800
1.480
0.011
0.320
0.430
1.720
2.890
5.750
4.670
0.710
0.670
0.046

16.770
R2adj=0.9 152

自由度

14
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
14
10
4
28

均方

1.150
0.370
0.580
1.040
0.340
0.690
0.800
1.480
0.011
0.320
0.430
1.720
2.890
5.750
4.670
0.051
0.067
0.011

F值

22.58
7.37

11.43
20.44
6.63

13.56
15.77
29.05
0.22
6.28
8.44

33.85
56.87

113.09
91.95

5.85

P值

<0.000 1
0.016 8
0.004 5
0.000 5
0.022 1
0.002 5
0.001 4

<0.000 1
0.648 5
0.025 1
0.011 5

<0.000 1
<0.000 1
<0.000 1
<0.000 1

0.051 7

2.2.2 响应面和等高线分析

利用Design-Expert Software 8.0.6软件中的Box-Behnken Design 模型对表 2中的数据进行回归拟合分

析，所得响应面及等高线如图 6~图 11所示 . 图 6~图 11直观地反映了各因素及其交互作用对多糖得率的

影响［22，23］.

图6 液料比和提取时间交互作用影响多糖得率的响应面和等高线图

Fig.6 Response surface plot and contour plot for interactive effect of solid-liquid ratio
and extraction time on extraction yield of polysaccharides
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图7 液料比和提取温度交互作用影响多糖得率的响应面和等高线图

Fig.7 Response surface plot and contour plot for interactive effect of solid-liquid ratio
and extraction temperature on extraction yield of polysaccharides

图8 液料比和超声功率交互作用影响多糖得率的响应面和等高线图

Fig.8 Response surface plot and contour plot for interactive effect of solid-liquid ratio
and ultrasonic power on extraction yield of polysaccharides

图9 提取时间和提取温度交互作用影响多糖得率的响应面和等高线图

Fig.9 Response surface plot and contour plot for interactive effect of extraction time
and extraction temperature on extraction yield of polysaccharides
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图10 提取时间和超声功率交互作用影响多糖得率的响应面和等高线图

Fig.10 Response surface plot and contour plot for interactive effect of extraction time
and ultrasonic power on extraction yield of polysaccharides

图11 提取温度和超声功率交互作用影响多糖得率的响应面和等高线图

Fig.11 Response surface plot and contour plot for interactive effect of extraction temperature
and ultrasonic power on extraction yield of polysaccharides

图 6~图 11显示了两种因素交互时其响应面及等高线的分布情况 . 从响应面的最高点和等高线图可

以看出，在试验范围内存在极值，等高线中最小椭圆的中心点对应响应面的最高点 .
从图 6可以看出，液料比和提取时间的交互影响曲面陡峭，等高线图呈椭圆，说明两者交互作用显

著 . 固定液料比，随着提取时间的延长，多糖得率先增加、后减小 . 从等高线图来看，沿时间轴的等高线明

显多于沿液料比的，说明提取时间对多糖得率的影响比液料比大 .
从图7可以看出，固定液料比，增加提取温度有利于提高多糖得率；继续增加提取温度，多糖得率反而

下降 . 沿提取温度轴的等高线明显多于沿液料比的，说明提取温度对多糖得率的影响比液料比大 .
从图 8可以看出，液料比和超声功率的等高线图呈明显椭圆，说明两者交互作用十分显著 .固定超声

功率，多糖得率随着液料比的增加而增加；继续增加液料比，多糖得率呈下降趋势，但下降幅度不明显 .
从图 9可以看出，固定提取时间，多糖得率随提取温度增加先增加后减小 . 沿提取温度轴的等高线明

显多于提取时间的，说明提取温度对多糖得率的影响比提取时间大 .
从图 10可以看出，提取时间和超声功率的交互影响曲面陡峭，说明两者有交互作用 . 固定提取时间，

多糖得率随超声功率增加先增加后减小，减小的幅度不明显 .
从图 11可以看出，固定提取温度，多糖得率随着超声功率的增加而增加；继续增加超声功率，多糖得

率呈下降趋势 . 沿提取温度轴的等高线明显多于沿超声功率的，说明提取温度对多糖得率的影响比超声

功率大 .
2.2.3 优化与验证

由Design-Expert Software 8.0.6软件中的Box-Behnken Design 模型分析可得干巴菌多糖提取的最佳工艺
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为：液料比为37.83：1，提取时间为3.15 h，提取温度为88.80 ℃，超声功率为603.09 W，此时预测的多糖得率

为5.89%.为方便操作，将工艺修正为液料比为38∶1，提取时间为3 h，提取温度为88 ℃，超声功率为603 W，

此时多糖得率达到5.96%，与理论值相差较小，说明该优化工艺参数可用于指导干巴菌多糖的提取 .
3 结语

目前，有关干巴菌多糖提取的文章鲜有报道 . 禹国龙［24］等研究绣球菌多糖的提取工艺，得到最佳条件

为提取温度 60 ℃、提取时间 2 h、pH值 9、料液比 1∶30，此条件下提取率为 1.7%. 本试验的多糖提取率明显

高于前者，究其原因可能是：（1）原料的预处理不同：本试验的干巴菌经过超声波细胞破碎前处理，细胞内

容物通过细胞膜的穿透能力增强，更有利于多糖的溶出；（2）最优工艺的确定方法不同：本试验在单因素

试验的基础上，应用响应面分析法对干巴菌多糖的提取工艺进行研究，在影响多糖提取率的主要因素之

间进行两两比较；（3）可能存在干巴菌种属差异 . 结果显示，提取时间和温度对干巴菌多糖得率影响显著，

最佳工艺条件下多糖的得率可达到 5.96%，本文实验表明本试验提取工艺可行，稳定性好，可为干巴菌的

开发利用提供一定的科学依据 .
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