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摘 要：针对黑木耳细胞壁异常坚韧的特点，探讨使其壁内多糖有效溶出的工艺方法。 采用高压均质与酶法结
合的工艺，借助 Minitab 统计软件，利用中心组合试验法对黑木耳多糖的提取工艺进行优化。 结果表明，黑木耳在均
质压力 8~10 MPa 下均质 10~12 min 进行破壁预处理后， 采用 0.05 mol/L 柠檬酸钠缓冲溶液作为溶剂，80℃下提取 2
h，然后冷却至 45℃，添加纤维素酶 355 U/g，在料液比 1∶48、pH 5.0 的条件下提取 1.2 h，NaOH 调至中性后迅速提高
温度至 85℃灭酶 1 h，获得黑木耳多糖的得率达到 15.37%。
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Study on preparation technology optimization of Auricularia
auricular polysaccharide by response surface method
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Abstract: The process of dissolving Auricularia auricular polysaccharide out effectively according to the
characteristics of its leathery cell wall was studied. This experiment used the combination of high pressure homogenization
and enzyme method, and optimized the extraction process of polysaccharides from A. auricula by using central composite
design method with Minitab statistical software. The results showed that, A. auricular was homogenized under
homogenization pressure 8~10 MPa for 10~12 min as broken pretreatment, then 0.05 mol/L sodium citrate buffer solution
was used as solvent to extract for 2 h at 80℃. Cooling to 45℃, 355 U/g cellulase was added and the reaction lasted 1.2 h
in the liquid ratio of 1 ∶48 in pH 5.0. Then we adjusted pH to neutral with NaOH, and quickly raised the temperature to
85℃, stayed 1 h for enzyme inactivation. Under above conditions, A. auricula polysaccharides yield reached 15.37%.
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黑木耳 Auricularia auricula（L. ex Hook.）属于担子
菌纲木耳目木耳科木耳属， 为我国珍贵的药用和食
用胶质真菌。 我国是世界上生产黑木耳的主要国家，
产量占世界黑木耳总产量的 90%左右。 明代李时珍
撰写的《本草纲目》中，记载了黑木耳的多种药用功
效。 现代医学研究也进一步证实了黑木耳多糖具有
抗肿瘤 [1 -2]、抗氧化 [3 -4]、降血糖 [5]、降固醇 [6 -7]、抗血
栓 [8]、抗辐射 [9]、抗疲劳 [10]以及增强免疫力 [11]等生物学

活性。
与其他来源的材料相比， 制备黑木耳多糖具有特

殊性，这是因为黑木耳菌丝的细胞壁异常坚韧，其细胞

壁主要成分为几丁质（一种乙酰葡萄糖胺的多聚体）及
小量的纤维素和称作葡聚糖的葡萄糖多聚体 [12]。 同时，
黑木耳是一种特殊的胶质体真菌， 其碳水化合物含量
很高，随着黑木耳吸水溶胀后，可溶性部分从组织中流
出，增加了提取体系的粘度，给黑木耳多糖的提取制备
过程增加了难度。 常见黑木耳多糖的水法提取工艺，其
多糖得率低且纯度不高；酸/碱/酸碱结合工艺虽然得率
较高，但会造成多糖成分降解且淀粉、蛋白不能完全去
除。 酶法由于温和且无残留，是一种非常有前景的细胞
破壁技术， 国内已有关于应用酶法提取黑木耳多糖的
研究，采用的酶主要是纤维素酶 [13-14]、蛋白酶 [13]、果胶
酶 [14-15]等，这些酶只是破坏真菌中含量不多的相应的底
物，对黑木耳没有特异性，且破壁效果不明显。 本研究
将物理高压均质法与生物酶法相结合， 采用响应面法
优化黑木耳多糖的提取工艺， 达到壁内多糖有效溶出
的效果。
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图 1 黑木耳多糖标准曲线
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图 2 纤维素酶添加量对黑木耳多糖提取的影响
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1 材料与方法

1.1 试验材料
供试菌床木耳（新科 241）子实体购自浙江富来森

食品有限公司。 苯酚、硫酸、柠檬酸钠、柠檬酸、磷酸、
95%乙醇、无水乙醇购自杭州米克化学仪器有限公司，
纤维素酶（10 000 U/g）购自江苏锐阳生物科技有限公
司。
试验仪器：AL04 型电子天平（梅特勒-托利多有限

公司），JP-250A-I 型高速多功能粉碎机（上海久品工贸
有限公司），T6 新世纪分光光度仪 （北京普析通用有限
公司），HH-2 型水浴锅（江苏省金坛市恒丰仪器制造有
限公司），DL-5M 离心机（配更换转头，购自湖南星科技科
学仪器有限公司），NanoGenizer高压均质机 （苏州微流纳

米生物技术有限公司），搅拌器（江苏省金坛市恒丰仪器制
造有限公司），DHG-9240A 型鼓风干燥箱（上海一恒科技
有限公司）。
1.2 试验方法
1.2.1 黑木耳预处理 取过 125 μm 筛的黑木耳粉 10 g，按料
液比 1∶15（g/mL）加入 0.05 mol/L 柠檬酸钠缓冲溶液充分
溶胀后，在高压均质机均质压力 8~10 MPa 条件下均质 

10~12 min，使黑木耳有效破壁。
1.2.2 黑木耳多糖的纤维素酶法提取单因素试验 取高压均
质机均质后的黑木耳浆料，加入 0.05 mol/L 柠檬酸钠缓冲
溶液 50 mL，在 80℃水浴锅搅拌（120 r/min）的条件下提取 

2 h，冷却至 45℃，加入纤维素酶按以下方法进行提取。

（1） 纤维素酶添加量对黑木耳多糖提取得率的影
响。 补加柠檬酸钠缓冲溶液使料液比达到 1∶100（g/mL），
调 pH 为 5.0， 依次按以下添加量加入纤维素酶：200、
300、400、500 U/g， 然后在 45℃下提取 1.5 h，NaOH 调
至中性后迅速提高温度到 85℃灭酶 1 h，8 000 r/min 离
心 20 min，取上清液，1∶4（V/V）95%乙醇醇沉，4℃静置
过夜，离心，取沉淀，溶解定容，待测。

（2）提取时间对黑木耳多糖提取得率的影响。 在料
液比 1∶100（g/mL）、加酶量 300 U/g 的条件下，分别在
45℃下提取 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 h，NaOH 调至中性后
迅速提高温度到 85℃灭酶 1 h，8 000 r/min 离心 20
min，取上清液，1∶4（V/V）95%乙醇醇沉，4℃静置过夜，
离心，取沉淀，溶解定容，待测。

（3）料液比对黑木耳多糖提取得率的影响。 在加酶
量 300 U/g， 料液比分别为 1∶12、1∶40、1∶60、1∶80、1∶100
（g/mL） 条件下提取 1.5 h，NaOH 调至中性后迅速提高
温度到 85℃灭酶 1 h，8 000 r/min离心 20 min， 取上清
液，1∶4（V/V）95%乙醇醇沉，4℃静置过夜，离心，取沉
淀，溶解定容，待测。

1.2.3 黑木耳多糖溶出量的计算 采用改进后的苯
酚-硫酸法测定黑木耳多糖含量，按下式计算黑木耳多
糖提取得率。

多糖得率（%）= C×V×N×10
－3

v×M ×100

式中，C 为经过稀释后测定的多糖含量（μg），V 为提取
后得到的上清液体积（mL），N 为稀释倍数，v 为用于测
定的上清液体积（mL），M为黑木耳子实体质量（mg）。

2 结果与分析

2.1 黑木耳多糖标准曲线
由图 1黑木耳多糖标准曲线可得，多糖含量（μg/mL）

=（OD490+0.0006）/0.0218，R2=0.9951。

2.2 各单因素对黑木耳多糖提取的影响
2.2.1 纤维素酶添加量对多糖提取的影响 纤维素酶
添加量对多糖提取的影响如图 2 所示。 在固定料液比
1∶100、温度 45℃、pH 5 的条件下酶解 1.5 h，多糖得率
随着酶用量的增加而增大， 当酶用量达到 400 U/g 时，
黑木耳多糖的提取得率最大。 再增加酶用量时，多糖得
率出现下降趋势， 这可能是由于底物浓度一定的情况
下，酶分子达到了饱和。

2.2.2 提取时间对黑木耳多糖提取的影响 在固定料
液比 1:100、 温度 45℃、pH 5.0、 纤维素酶添加量 300
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多糖得率（%）

12.75
14.79
12.54
12.97
15.17
15.14
8.68
13.86
10.03
13.17
13.68
12.57
15.17
15.11
9.93
10.29
15.17
9.63
11.09
15.13

时间（h）

0
0
0

-1.682
-1
0
-1
-1
1
1
0
1
0
0
0
-1
0
1

1.682
0

酶添加量（U/g）

0
0

-1.682
0
-1
0
-1
1
-1
1

1.682
-1
0
0
0
1
0
1
0
0

料水比（g/mL）

1.682
0
0
0
1
0
-1
1
1
-1
0
-1
0
0

-1.682
-1
0
1
0
0

表 2 响应面试验方案及结果

料液比

23.18∶1
30∶1
40∶1
50∶1

56.82∶1

时间（h）

0.66
1.00
1.50
2.00
2.34

酶添加量（U/g）

231.82
300
400
500

568.18

水平

-1.68
-1
0
1

1.68

表 1 响应面试验因素与水平
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图 3 提取时间对黑木耳多糖提取的影响
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图 4 料液比对黑木耳多糖提取的影响

U/g的条件下，提取时间对黑木耳多糖提取得率的影响
如图 2所示。 0~1.5 h，随着提取时间的延长，溶液中可
溶性多糖的含量逐渐增加，细胞内多糖被释放出来；提
取时间超过 1.5 h 后， 溶液中多糖含量呈现递减的趋
势，这可能是因为随着酶解时间的延长，酶的稳定性受
到影响， 也可能是溶出的可溶性多糖由于酶的作用降
解造成。 因此，酶法提取多糖需控制酶解时间，避免造
成多糖损失。

2.2.3 料液比对黑木耳多糖提取的影响 在固定提取
温度 45℃、 提取时间 1.5 h、pH 5.0、 纤维素酶添加量
300 U/g 的条件下，料液比对黑木耳多糖提取得率的影
响如图 4所示。料液比未达到 1∶40时，多糖得率随着料
液比的增加而增加，料水比增加到 1∶40 后，多糖得率不
再继续提高，再增加溶剂剂量多糖的得率反而降低，这
可能因为随着提取溶剂的增加， 一定程度稀释了多糖
的浓度，不利于多糖的沉淀。

2.3 黑木耳多糖提取的中心组合试验设计和响应面分析
根据 Box-Benhnken 的中心组合试验设计原理，将

纤维素酶添加量、 酶作用时间和料水比 3 个因素作为
试验因素，参考单因素试验结果，以多糖得率为响应值
设计试验，试验因素及水平见表 1，试验设计及结果见
表 2。

采用 Desigh-Expert软件对所得试验数据进行多元
回归拟合，以料液比（A）、纤维素酶添加量（B）、提取时
间（C）3个因子作为影响因素进行试验。 由统计软件得
到的回归方程：

Y=15.09+0.64×A+0.18×B-0.42×C-1.39×A2-0.76×
B2-1.15×C2-0.49×A×B-2.02×A×C-0.013×B×C
回归方程系数分析结果见表 3。 由表 3 分析可得，

除单因子 B、交叉项 BC 不显著外，其他参数拟合均显
著，且模型 R2=0.9815，说明该数学模型的拟合效果较
好。
响应面图形是响应值对各试验因子 A、B、C 构成

的一个三维空间的曲面图， 从响应面的三维分析图中
可以找出最佳参数及各参数之间的相互作用。 以 Y 轴
为响应值， 每次对其中两个因素做响应面图如图 5~图
7所示。
应用 Desigh-Expert 软件对其进行响应面优化，得

到结果：A=0.83，B=-0.45，C=-0.59。 代入前述变换公式
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图 5 料液比与纤维素酶添加量对多糖得率影响的响应面

15.5547
14.2362
12.9178
11.5993
10.02809

2.00
1.75

1.50
1.25

1.00
C：时间

50
45

40
35

30
A：料液比

2.00

1.75

1.50

1.25

1.00

C：
时
间

30 35 40 45 50
A：料液比

图 6 料液比与提取时间对多糖得率影响的响应面

显著性

显著

不显著

显著

显著

显著

显著

显著

显著

不显著

P 值

0.0002
0.1426
0.0035

<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0071

<0.0001
0.9332

F 值

32.97
2.53
14.39
164.54
49.68
111.82
11.37
192.71
7.398E-3

均方差

5.57
0.43
2.43
27.80
8.39
18.89
1.92
32.56
1.25E-3

自由度

1
1
1
1
1
1
1
1
1

参数

A
B
C
A2

B2

C2

AB
AC
BC

表 3 方差分析结果 得到最佳提取工艺为： 料液比 48∶1、 纤维素酶添加量
355.0 U/g、 提取时间 1.2 h， 此时黑木耳多糖得率 Y=
15.45%。 以最佳组合方案的提取条件进行验证试验重
复 3 次， 得到黑木耳多糖实际得率平均值为 15.37%，
近似理论值。

3 结论与讨论

黑木耳的细胞壁异常坚韧， 常规提取方法很难有
效破壁；且其内含较高的碳水化合物，随着黑木耳的吸
水溶胀，可溶性部分从组织中流出，增加了提取体系的
粘度，给黑木耳多糖的提取制备过程增加了难度。 本研

究将物理高压均质法与生物酶法相结合， 从多糖提取
试验条件及其结果可以看出，高压均质后，采用纤维素
酶（400 U/g）法可以将黑木耳多糖的得率从 7.05%提高
至 14.81%。 进一步采用响应面法优化黑木耳多糖的提
取工艺，结果表明最佳提取工艺为：黑木耳粉按料液比
1∶15（g/mL）加入柠檬酸钠缓冲溶液充分溶胀后，在高压

均质机的均质压力 8~10 MPa下均质 10~12 min， 再加
入柠檬酸钠缓冲溶液 50 mL， 在 80℃水浴锅搅拌条件
下提取 2 h，冷却至 45℃后，添加纤维素酶 355 U/g，在
料液比 48∶1、pH 5.0 的条件下提取 1.2 h，NaOH 调至中
性后迅速提高温度到 85℃灭酶 1 h，此时获得黑木耳多
糖得率为 15.37%。 下一步将在获得黑木耳多糖提取工
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图 7 纤维素酶添加量与提取时间对多糖得率影响的响应面

艺的最优化基础上， 进一步研究黑木耳多糖的分子组
成、分子结构以及其降血糖的功能活性与机制。
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