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广东虫草多 的提取及含 测定
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摘要:采用正交试验方法优化了广东虫草多糖的提取工艺.利用优化的提取工艺对广东虫草子实体、子实体采收后

的大米培养基、液体发酵菌丝体以及发酵液 4 种样品的多糖进行提取，并采用苯盼-硫酸法测定了多糖含量.结果

表明，广东虫草多糖的最佳提取工艺为:提取温度 90 "c、提取时间 3 h、提取次数 3 次、乙醇体积分数 100%. 子实

体、大米培养基、广东虫草菌丝体及发酵液的精多糖含量有所差异，分别为 :6.92% ，5.40% 、6.15% 和 3.42% . 
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Extraction and Contents Determination of Polysaccharide 
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Abstract: To get the maximum polysaccharide extraction rate of Cordyceps guαngdongensis , the extracting 

prodedures of polysaccharide were optimized by direct cross experiment. The contents were determined by 

phenol-sulfuric acid method. The contents of polysaccharide extracted from mycelium , fruitbody , rice me­

dium and submerged fermented liquid of C. glωngdongensis were 6. 159毛， 6.929毛， 5.40% , 3.42% , re­

spectively. The optimal extracting conditions of polysaccharide of C. guαngdongensis were at 90 "C , sub­

merged three times with 100% ethanol for 3 h. 
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虫草属 Cordyceps 属于子囊菌门 Ascomycota 肉

目 Hypocreales 麦角菌科 Clavicipitaceae ，广泛分

布于世界各地[l]. 药理作用、有效成分等众多研究显

示:不少种类的虫草属真菌都具有抗肿瘤、抗病毒、

抗氧化、增强人体免疫功能等多种生理活性，而多种

生理功能又归因于虫草属真菌含有的多种化学成
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分，如虫草素、虫草酸、虫草多糖等，其中虫草多糖因

具有抗肿瘤、抗氧化及免疫增强等广泛的药理作用

而倍受关注[2]. 目前，多糖的提取主要是通过不同温

度的水、稀碱溶液进行提取.多糖的检测目前尚无统

一的方法，文献报道多糖的检测方法可分为二大类.

一类是直接测定多糖本身，如高效液相色谱法和酶
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法;另一类是利用斐林法、苯酣-硫酸法、硫酸-:@: 的因素及条件见表1.

酣法等测定多糖以].前者需昂贵的仪器、多糖纯品和

特定的酶，且操作繁琐，在应用中受到限制;后者方

法简单、快速.

广东虫草 Cordyceps gωngdongensis T. H. Li , Q. 

Y. Lin & B. Song 是广东地区独有的虫草新品种[4] ，

广东省微生物研究所初步研究结果显示，该虫草子

座形态与冬虫夏草相似，虫草酸、虫草素含量较高，

急性毒理试验显示无毒性(待另文发表).本文对广

东虫草多糖的提取工艺进行了初步优化，利用改进

的苯酣-硫酸法[5J 定量测定和比较了广东虫草不同

来源所得多糖的含量，为今后对广东虫草多糖的进

一步开发奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

广东虫草子实体、广东虫草子实体采收后的大

米培养基(内含菌丝)、液体发酵菌丝体和发酵液，均

由广东省微生物研究所真菌资源研究组提供.

葡萄糖标准品、苯酣、浓硫酸、氢氧化铀、碳酸氢

饷、乙二胶四乙酸锅、无水乙醇、丙自同和乙酶，均为分

析纯，购于环凯生物科技有限公司.

核酸蛋白分析仪 DU@ 640 ( Beckrnan) , DHZ-DA 恒

温振荡器(江苏太仓实验设备厂) ，超净工作台(苏净集

团安泰产) ,Model J-6B 高速冷冻离心机( Beckrnan ) . 

1. 2 方法
1. 2. 1 正交试验优化广东虫草多糖的提取工艺

粗多糖的提取路线:参照董彩虹[6J 的方法.将广东虫

草子实体、发酵菌丝体及大米培养基进行干燥、研

磨成粉末状.取 3 份干燥的粉末各 10 g，加入50 mL 

无水乙醇进行脱脂.脱脂后挥发干燥的粉末加 200

mL 蒸馆水于 70 - 90 "c水浴回流提取 1~3h，抽滤

后得滤液和滤渣，收集滤液，浓缩，边搅拌边加入 3

倍体积无水乙醇，置 4 "C冰箱沉淀过夜，5 000 r/min 

离心 30 min ，沉淀分别以乙醋、丙酣、无水乙醇进行

脱水干燥，所得产物即为广东虫草子实体、发酵菌丝

体及大米培养基粗多糖.

广东虫草发酵液浓缩至原体积的 115 后，用 3

倍体积元水乙醇于 4 "C冰箱沉淀过夜， 5 000 r/min 

离心 30 min，沉淀分别以乙醋、丙酣、无水乙醇进行

脱水干燥，所得产物即为发酵液粗多糖.

为获得从广东虫草中提取活性多糖的最佳试验

条件，得到最大提取率，本试验随机选用广东虫草大

米培养基为材料，通过正交试验优化分离条件，选取

表 1 热水回流提取工艺正交试验表头设计

Tab.l The factors and levels of extraction technics 

水平
提取温度 提取时间 提取次数 伊(乙醇)

( A)/"C ( B)/h ( C) (D)/% 

90 3 3 100 

2 80 2 2 95 

3 70 1 75 

1. 2. 2 粗多糖的纯化采用 Sevag 法[6J 脱蛋白.取粗

多糖加蒸馆水，磁力搅拌并加热使其榕解，之后与

Sevag 试剂[ V( 氯仿): V( 正丁醇) = 4: 1 ]按体积比 5: 1 

混合，装入分液漏斗中剧烈振荡，静置 30 min ，上清液

按上述步骤重复几次，直至两相间元明显的蛋白层.

将脱蛋白后所得多糖溶液在 50 "c、pH 8.0 时加

人 115 体积的体积分数为 30% 的 H2 02 溶液，氧化脱
色至糖榕液由棕色变为浅黄色.

将透析袋剪成适当长度小段，在 2000 mL 的 20

glL 碳酸氢纳和 1 mmoVL EDTA (pH 8.0) 中将透析

袋煮沸 10 min，用蒸馆水彻底清洗透析袋，之后在

1 mmoVL EDTA (pH 8.0) 中将透析袋煮沸 10 min. 

冷却后存放于 4 "C冰箱保存备用.

从冰箱中取出处理过的透析袋，用蒸馆水彻底

清洗，之后装人脱色后的多糖溶液，用专用透析夹夹

紧，置于蒸馆水中透析 24 h ，每 3 h 换水 1 次.之后将

透析后的溶液加 3 倍体积无水乙醇在 4 "C冰箱沉淀

过夜，离心，沉淀干燥得精多糖.

1. 2. 3 葡萄糖标准曲线绘制 称取精制苯盼 5.0

g，加水恪解并定容至 100 mL，氓匀，得到 glL 的苯

酣溶液，置冰箱中保存.

精密称取干燥至恒质量的分析纯葡萄糖 50 吨，

用蒸馆水溶解定容至 500 mL，即得葡萄糖标准液，置

冰箱中备用.

分别精密吸取葡萄糖标准液 O 、 0.20 、 0.40 、

0.60 、0.80 、1. 00 mL 于 6 支有盖试管中，依次加入

1. 00 、0.80 ，0.60 、0.40 、0.20 、o mL 去离子水，并各加

入 50 glL 苯酣溶液1. 5 mL，浓硫酸 7.0 mL，摇匀后

反应 30 min ，然后用去离子水定容至 10 mL，冷却后

在 488 nm 波长下，以蒸馆水为空白对照测定 D峭 nm.

以 D唰 nm'为纵坐标，葡萄糖标准液质量浓度为横坐

标绘制标准曲线.

1. 2. 4 多糖含量的测定采用苯酣-硫酸法[M]. 精

密称取干燥至恒质量的 4 种广东虫草精制多糖各

5 吨，置于 1∞ mL 容量瓶中，加蒸馆水定容至刻度，摇

匀.取样品液1. 0 mL，蒸馆水补充至 2.0 mL，加入
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50 glL的苯酣1. 0 mL，浓硫酸 5.0 mL，迅速振荡摇匀，

于室温下显色 20 min ，测定 D唰阳，平行测定 3 次.并

根据标准曲线的回归方程计算出供试液中的葡萄糖

含量，按下式计算换算因子(f):f =m/(CxD) ， 式中，

m 为称取的虫草多糖质量(mg) ， C 为多糖液中葡萄糖

的质量浓度(mglmL) ，D 为多糖的稀释倍数.

取所配多糖样品液 2.0 mL ，按1. 2. 3 方法测定

D唰 nm'平行测定 3 次.根据标准曲线的回归方程计

算出 C，并按下式计算样品中多糖质量分数，多糖质量

分数 = CxDxf/Mxl∞%，式中 ，M为称取的广东虫草

样品质量(mg).

1.2.5 精密度、稳定性及回收率试验 随机取子实

体精制多糖样品液 2.0 mL，按1. 2. 3 方法测定

D唰阳，平行测定 6 次.

随机取菌丝体精制多糖样品液 2.0 mL，按

1. 2. 3 方法测定 D唰阳在 20 、 30 、 40 、 50 、 60 、 90 、

120 min后的变化.

回收率试验采用加样回收法[6]. 取菌丝体精制

多糖样品液(50μglmL) 1. 0 mL，用蒸馆水分别稀释

至 2.0 ，2.5 ，3.0 、4.0 ， 5.0 、 6.0 mL，吸取稀释后的多

糖溶液各1. 0 mL，再分别加人标准葡萄糖溶液 O. 1 、

0.2 、0.3 、0.4 、0.5 、0.6 mL，然后用蒸馆水补充至 2.0

mL，按照1. 2. 3 法进行显色并测定 D础 nm ，根据葡萄

糖的检出量，计算其回收率，回收率= (试验测定值

-样品所含被测成分量)/加人纯品量 x 100%. 

2 结果与分析

2.1 广东虫草活性多糖提取工艺的优化和提取结果

由表 2 得知，不同条件下多糖的提取率相差较

大.从极差分析得出，多糖提取率的影响因素依次为

提取温度〉提取次数〉提取时间〉乙醇浓度，最佳

组合为 AIBICI D1 ，即在 90 "c ，提取 3 h ，提取 3 次，

乙醇体积分数 100% 时，多糖得率最高，为 10.41%.

2.2 葡萄糖标准曲线

由图 1 可知，葡萄糖质量浓度在 18 -75μglmL 

范围内，葡萄糖的质量浓度 (x) 与光密度 (y) 之间呈

现良好的线性关系，符合郎伯-比尔定律.将样品的

D唰m代入方程即可求得相应的葡萄糖质量浓度.

2.3 多糖含量的测定结果

平行测定 3 次质量浓度为 50μglmL 的 4 种虫草

多糖的 D唰 nm'并根据相应公式计算得出，广东虫草菌

丝体、子实体、大米培养基及发酵液多糖在测定过程中

的换算因子ω分别为 2.391 、2.109 、1. 115 和1. 308. 

表 2 广东虫草活性多糖提取结果

Tab. 2 The results of polysaccharide extraction 

揣
一12
3
4
5
6
7
8
9

D 提取率/%
A-1-1222333 c-123231312 B-123123123 

12331223l 10.41 

10.21 

6.84 

7.82 

5.59 

7.36 

2.52 

3.08 

1. 39 

TI 27.46 20.75 20.85 17.39 

12 20.77 18.88 19.42 20.09 

口 06.99 15.59 14.95 17.74 

tl 9.15 6.92 6.95 5.80 

t2 6.92 6.29 6.47 6.70 

t3 2.33 5.20 4.98 5.91 

R 6.82 1. 72 1. 97 0.90 

1.2 

AU l y=0.014 5 x+O.OIO 7 
矿=0.999 I 

0.8 

事 0.6
Q 

0.4 

0.2 

。
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p(葡萄糖)/(mg.mL-')

80 

图 1 葡萄糖标准曲线

Fig. 1 Standard curve of glucose 

平行测定 3 次 4 种虫草多糖的 D唰 nm'并根据相

应公式计算得出，广东虫草菌丝体、子实体、大米培

养基及发酵液 4 种精多糖的质量分数分别为

6.15% 、6.929毛、5.40% 和 3.429毛.

2.4 精密度、稳定性及回收率试验结果

精密度试验结果表明，连续 6 次测定子实体精

多糖所得 D唰 nm分别为 0.434 8 、 0.4657 、 0.468 7 , 

0.513 0 、0.513 6 和 0.523 0 ，平均为 0.4864 ，相对标

准偏差为 O. 59 % (n = 6) ，小于 2% ，表明本试验的精

密度较好.

稳定性试验结果表明，虫草多糖溶液在显色后

的 20 、30 、40 、 50 、 60 、 90 和 120 min 内 D488 nm变化不

大，即在此段时间范围内的稳定性良好.
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由表 3 可知，6 次试验的平均回收率为 98.579毛， 会对含量测定造成一定影响，所以本试验在多糖含

虫草多糖的提取一般采用热水直接浸提脱脂后

的虫草残渣，然后用乙醇沉淀得到虫草粗多糖.为获 [ 1 J 

得从广东虫草中提取活性多糖的最佳试验条件，得

到其最大提取率，本试验采用正交试验方法进行 L9

(34 )试验.与委红等[9] 在蜗虫草多糖提取上所采用

的正交试验方法相比，本试验加人了提取时间对多
[3 J 

糖提取率的影响，结果表明，提取时间的长短也会影

响提取率，但其并非主要影响因素.试验条件下广东 [4J 
虫草多糖的最佳提取条件为 :9o t 水浴回流 3 h ，重

标准偏差为1. 129毛 (n=6) ， 回收率在 959毛 -105% 之

间，表明本试验的测定方法是可靠、可行的.

表 3 回收率试验结果

Tab. 3 The result of recovery rate 

编号
与多糖量相当的 加入葡萄

葡萄糖量/罔 糖量/附

22.42 10 

17.94 20 

14.95 30 

11.21 40 

8.97 50 

7.47 60 

32.26 98.40 

37.35 97.05 

44.41 98.20 

51. 35 l∞.35 

57.76 97.58 

67.09 99.36 

98.75 98.57 

试验测得量/附 回收率/%

1
2
3
4
5
6

刊

3 讨论与结论

复提取 3 次，用无水乙醇进行沉淀.由于 AIB2C2D2

与 AIBIC1DI 这 2 种组合在多糖得率的高低方面相

差不大，分别为 10.219毛和 10.41% ，实际生产中后者

付出的能耗则相对较大.因此，考虑到成本等经济问

题，大规模生产中可以选择 AIB2C2D2进行提取，即

提取温度 90 "c ，提取 2 h ，提取 2 次，乙醇体积分数

为 959毛.

通过对广东虫草 4 种样品多糖的提取及含量测

定，结果表明:广东虫草 4 种样品多糖含量有所差异，

且由高到低依次为:子实体〉液体发酵菌丝体〉子实

体采收后的大米培养基>发酵液，这与来永斌等[10]在

测定蝠虫草多糖含量时的结果不完全一致，可能是由

于种间差异或培养过程中营养成分不同所致.

另外在多糖提取过程中，蛋白质和色素的存在

量测定之前利用 Sevag 法去除了蛋白质，用氧化脱色

法去除色素.此外，苯酣-硫酸法测定多糖含量虽然

方便迅速，但在测定过程中，由于苯酣极易氧化，故

要避光或迅速操作，以尽量减小误差.

根据本试验结果，在开发利用广东虫草多糖时，

应有针对性地利用子实体，由于菌丝体与子实体多

糖含量差异不大，故也可用液体深层发酵菌丝提取

多糖.另外广东虫草米饭培养基中也可能含有部分

虫草多糖，但由于其中混有的米饭可能会对虫草多

糖的纯度有一定影响，在后续试验中应尽量减少这

些因素，以提高其利用率，这样既可以节省资源，避

免栽培料的浪费，又可以实现工厂化大规模生产，缩

短生产周期，为广东虫草多糖作为安全有效的免疫

调节剂提供充足的资源.
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