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无柄灵芝子实体多糖的提取工艺优化及抗氧化活性研究
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摘要：采用微波辅助提取方法，以无柄灵芝子实体的多糖含量为评价指标，通过单因素实验

考察料液比（无柄灵芝 40 目（380 μm）粉末质量与去离子水体积之比，g/mL，为表达简略，略去

单位）等因素对多糖提取效果的影响；应用 Box-Behnken 响应面法，分析关键参数对多糖含量

的影响规律并进行系统性优化。通过测定总还原能力和自由基清除率，研究最优工艺下提取物

的体外抗氧化活性。结果表明：无柄灵芝多糖的最优提取条件为：料液比 1∶30，微波功率

325 W，提取时间 9 min，浸润时间 30 min，提取 3 次，在该条件下，提取物中多糖含量（质量

分数）可达 26.34%，与理论预测值基本一致，相对标准偏差（RSD）低于  0.4%。优化后的无柄

灵芝多糖提取工艺操作简单、稳定性好，具有可行性，且提取物具有一定的体外抗氧化活性。

该工艺展现出良好的开发潜力。
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灵芝属 (Ganoderma spp.)为担子菌门、伞菌纲、

多孔菌目、灵芝科，作为我国分布广泛的珍贵药用真

菌[1]，其成分多样，包括蛋白质、多糖、萜类、甾类和

有 机 酸 等 活 性 成 分 [2]， 其 主 要 成 分 灵 芝 多 糖

(Ganoderma lucidum Polysaccharide，GLP)具有较多样

的生物活性，在降血糖、降血脂、抗氧化等方面具有

潜在的药用价值 [3-5]。无柄灵芝 (Ganoderma sessile)
作为灵芝属的一个物种，虽然在品种鉴定、成分 [6-7]、

栽培[8] 和材料应用[9-10] 方面已有研究，但有关其多糖

成分的系统研究仍较鲜见。文献 [11] 揭示无柄灵芝

有显著高于赤芝的多糖含量（为赤芝的 1.3倍），其中

野生无柄灵芝 CCMJ4912的多糖含量（质量分数）达

到 1.38%[11]；此外，无柄灵芝栽培菌株 FQ16的子实体

多糖质量浓度亦超过 10 mg/mL[12]，提示无柄灵芝是

一种更具开发潜力的高多糖灵芝新资源。

提取灵芝多糖的方法众多，传统方法有热水浸

提法[13] 和回流法[14]，两种方法虽然操作简单，但均需

较长的提取时间和较高的提取温度，且多糖得率

低。近年来发展的酸碱提取法[15]、酶法[16]、超声提取

法[17] 可以有效提高多糖得率，但条件控制严格，易造

成多糖的水解和糖苷键的断裂，影响多糖活性[17]。相

比之下，微波辅助提取法 [18] 利用微波的热效应加速

细胞内目标成分的浸出，高效、节能，对环境更加友

好，可以在提高有效成分利用率的同时减少生产成

本[19]，在中药材和天然产物提取领域应用广泛。

灵芝多糖作为一种天然的抗氧化剂，其活性机

制主要通过增强抗氧化酶作用、清除自由基、减少脂

质过氧化来展现[20]。相较于多数合成抗氧化剂，灵芝

多糖的肝毒性风险更低、生物安全性更高，优势显

著。目前，抗氧化评价方法主要依托体内与体外两

大体系[21]。与需要构建生物模型的体内评价相比，体

外评价方法体系简单、操作便捷，因而应用更广泛。
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然而，任何单一方法均存在局限性。为克服此问题，

多种方法联用，同时创新性地引入单因素方差分析

及事后检验进行数据分析[22]，可以精确鉴别不同浓度

组间抗氧化活性的统计学差异，提供剂量效应关系

的量化证据，显著提升评价的系统性与科学性。

鉴于无柄灵芝在多糖含量上的优势[11-12, 23] 和多

糖领域的研究空白，有必要对其提取工艺进行优化，

并进一步发掘其活性潜力。本文以无柄灵芝为研究

对象，将多糖含量作为评价指标，采用微波辅助提取

方法，结合 Plackett-Burman实验和 Box-Behnken响应

面模型探索合适的提取条件。多方法联用并结合统

计学分析提取物的体外抗氧化活性，旨在为灵芝新

资源的开发和利用提供数据支持。

 1    仪器与材料

 1.1    仪器

UV1901PC型紫外-可见分光光度计，上海奥析

科学仪器有限公司；BJ-300A型粉碎机，拜杰科技有

限公司；ER-692型微波提取装置，中国电子器件工业

总公司；TDZ5-WS型离心机，湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司；SB2000型水浴锅，上海爱朗仪器有限公

司；梅特勒 AL104型分析天平，北京莱博瑞杰科技有

限公司。

 1.2    材料

无柄灵芝菌株，采自美国佛罗里达州 Lettuce
Lake Park，保藏于上海市农业科学院食用菌所，其子

实体材料由上海市农业科学院周帅副研究员栽培提

供；去离子水，华东理工大学自制。

FeSO4 ·7H2O K3Fe(CN)6

K2S2O8

C7H6O3 NaH2PO4∙2H2O Na2HPO4∙12H2O
C2HCl3O2 FeCl3

分析级试剂：无水乙醇、浓硫酸、无水葡萄糖、

 和    ，国药集团化学试剂有限

公司；2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸 (ABTS)，
上海新铂化学技术有限公司 ；蒽酮、L-抗坏血酸

(Vc)，上海源叶生物科技有限公司；1,1-二苯基-2-三
硝基苯肼 (DPPH)，上海阿拉丁生化科技股份有限公

司 ；    ，上海凌峰化学试剂有限公司 ；H2O2、

 、   、   ，上海泰

坦科技股份有限公司；   、   ，上海麦克

林生化科技有限公司。

 2    实验方法

 2.1    灵芝多糖含量的测定

 2.1.1   测定方法的选择　目前应用最为广泛的多糖

含量测定方法为蒽酮-硫酸法和苯酚-硫酸法。相比

苯酚-硫酸法，蒽酮-硫酸法线性范围更宽、重现性更

好、影响因素更少[24]，且苯酚是一种致癌物，毒性大，

使用安全性低。作为更安全有效的测定方法，蒽酮-

硫酸法早在 1948年即被报道用于碳水化合物的测

定，在 2020版《中国药典》中被作为灵芝多糖的含量

测定方法，规定灵芝多糖以无水葡萄糖 (C6H12O6)计，

其含量（质量分数）不得少于 0.90%，《保健食品原料

目录破壁灵芝孢子粉》亦以同法作出相同标准规定[25]。

因此，本文采用蒽酮-硫酸法测定灵芝多糖的含量。

针对该方法在测定时易形成浑浊的问题，前期实验

表明，通过适当稀释样品浓度可有效解决，实验结果

准确、稳定。

 2.1.2   葡萄糖标准溶液的制备　精确称取葡萄糖

标准品 100 mg，放入 100 mL容量瓶中，加去离子水

定容，摇匀，取出适量溶液，加水稀释制得质量浓度为

0.25 mg/mL的葡萄糖标准溶液。

 2.1.3   显色剂的制备　精确称取适量蒽酮标准品，

加入质量分数为 80%的硫酸溶液，配制质量浓度为

1 mg/mL的蒽酮-硫酸溶液，现配现用。

A = 0.018 1c+ 0.051 R2 = 0.999 5

 2.1.4   葡萄糖标准曲线的绘制　精确吸取葡萄糖标

准溶液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL，分别置于 25 mL
比色管中，各加水至 2.0 mL，迅速加入 2.1.3节配制的

蒽酮-硫酸溶液，摇匀，置于冰水中，全部加完后，先在

沸水浴中放置 10 min，然后转入冰水中，冷却至室

温，取出，以去离子水为空白对照。取比色皿，先用

去离子水润洗，再用待测液润洗 2~3次，按照紫外-可

见分光光度法 (中国药典通则 0401)，于 625 nm波长

处测定吸光度 （A）。以 A 为纵坐标，质量浓度 （c,
μg/mL）为横坐标，绘制标准曲线，得到线性回归方程

    ，相关系数    。曲线

具有良好的线性关系，回归效果显著。

 2.1.5   供试品溶液的制备　灵芝子实体用粉碎机粗

碎，室温下浸泡在适量体积分数为 90%的乙醇溶液

中 2~3 d，过滤后收集残渣阴干。将待处理样品置于

50 ℃ 的烘箱内，充分烘干，以确保干燥。称取适量干

燥后的药材，使用粉碎机将其粉碎处理，收集通过

40目（380 μm）筛网的细粉，干燥保存以备后续使

用。精确称取 1 g灵芝粉末，转移至三颈烧瓶中，按

预定比例加去离子水，使灵芝粉末充分浸泡。设置

合适的微波参数进行微波提取，结束后收集提取液，

过滤得上清液，浓缩、冻干，得提取物粉末。称取一

定质量的提取物，加适量去离子水溶解，得到供试品

溶液。

 2.1.6   多糖含量的测定　取适量的供试品溶液，置于

25 mL比色管中，按照 2.1.4节操作，通过葡萄糖标准
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曲线计算得到样品提取物的多糖质量浓度，则所得

多糖质量分数为： 

w =
cKV

m×106 ×100% (1)

式中，K 为稀释倍数；V 为溶液体积 (mL)；m 为提取物

质量 (g)。
 2.1.7   精密度实验　精确吸取一定体积的供试品溶

液，按 2.1.4节方法连续测定吸光度值 6次，计算得到

相对标准偏差（RSD）为 0.12%，表明仪器精密度良好。

 2.1.8   稳定性实验　精确吸取一定体积的供试品溶

液 6份，分别在 0、1、4、8、10、12 h按 2.1.4节方法

测定吸光度值，计算得到 RSD为 1.12%，表明仪器在

12 h内稳定性良好。

 2.1.9   重复性实验　重复制备 6份相同的供试品溶

液，按 2.1.4节方法测定吸光度值，计算得到 RSD为

0.94%，表明该方法重复性好。

 2.1.10   加样回收率实验　精确吸取一定体积的供试

品溶液，平行制备 6份，分别加入 2.1.2节制备的葡萄

糖标准溶液0.1 mL，按 2.1.4节方法测定吸光度值，计

算得到 RSD为 2.06%，表明该方法回收率良好。

 2.2    单因素提取实验

为系统评估提取功率、提取时间、浸润时间、提

取次数以及料液比（无柄灵芝 40目（380 μm）粉末质

量与去离子水体积之比，g/mL。为表达简略，下文省

去单位）等各因素对提取物多糖含量的影响，采用单

因素实验设计，每个因素设置 4~5个水平，每个实验

均平行重复 3次，从而明确各因素对提取效果的影响

趋势，并提高实验结果的可靠性与重复性。

 2.3    Plackett-Burman 设计实验

在单因素实验中，由于无柄灵芝各个因素的实

验结果均有效，为进一步确定显著影响因素，减少后

续优化实验的复杂性，在 Design-Expert 13软件中进

行 Plackett-Burman设计，对单因素实验中的料液比

（A，g/mL）、提取功率（B，W）、提取时间（C，min）、浸

润时间（D，min）、提取次数（E）各选取两个水平（1，
−1），共进行 12组实验，每组实验平行重复 3次，以多

糖含量为响应值进行考察，各因素水平见表 1。
 2.4    Box-Behnken 响应面实验

综合单因素实验和 Plackett-Burman设计结果，

无柄灵芝实验选择提取时间 (C)、浸润时间 (D)和提

取次数 (E)为响应面模型的自变量，固定料液比为

1∶30、提取功率 325 W。以多糖含量为响应值，导

入 Design-Expert 13软件进行三因素三水平共 17组

（n=3）实验的 Box-Behnken设计，以优化提取工艺，软

件根据响应值结果自动进行 F检验以分析模型整体

显著性、模型项显著性、失拟项和拟合优度。每个因

素均设计高 (1)、中 (0)、低 (−1)3个水平，各因素变量

水平见表 2。
  

表 2    无柄灵芝的 Box-Behnken设计因素水平表

Table 2    Factor levels of Box-Behnken design for G. sessile

Level
Factor

C D E

−1 1 20 1

0 5 30 2

1 9 40 3

 

 2.5    体外抗氧化活性实验

灵芝中的多糖成分是其展现抗氧化活性的主要

物质基础。本研究通过响应面设计优化，确定了无

柄灵芝多糖在微波辅助提取法下的最佳工艺参数。

在此基础上，参考相关灵芝多糖体外抗氧化活性研

究的浓度设置 [26-27] 并结合预实验结果，将所得提取

物配制成质量浓度依次为 1.5、 1.2、 1.0、 0.8、 0.6、
0.4、0.2、0.1、0.05 mg/mL的样品溶液，考察其体外抗

氧化活性。该质量浓度范围旨在覆盖可能的活性变

化区间，并进一步探究高质量浓度条件下的活性表

现。实验以 Vc作为阳性对照，质量浓度设置与样品

一致。

 2.5.1   总还原力测定　参照 Zhao等[28] 的实验方法并

稍作修改，配制磷酸盐缓冲液（PBS），以及质量分数

分别为 1%、10%和 0.1%的铁氰化钾溶液、三氯乙酸

溶液和三氯化铁溶液，于 700 nm波长处分别测定其

吸光度值。总还原力实验结果以吸光度值表示。

 2.5.2   DPPH自由基清除能力测定　参照 Du等[29] 的

实验方法，配制 DPPH溶液。于 517 nm波长处测定

各样品吸光度值，实验结果按式（2）计算。 

SA1 =
A0−Ai+A j

A0
×100% (2)

其中，SA1 为 DPPH自由基清除率，Ai 为样品组吸光

度值，Aj 为无水乙醇代替 DPPH溶液的吸光度值，

A0 为去离子水代替样品的吸光度值。

 2.5.3   ABTS自由基清除能力测定　参照陈杰等 [30]

表 1    无柄灵芝的 Plackett-Burman设计因素水平表

Table 1    Factor levels of Plackett-Burman design for G. sessile

Level
Factor

A B C D E

−1 1∶20 195 1 20 1

1 1∶40 455 9 40 3
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0.70 ± 0.02

的实验方法。配制浓度为 7.4 mmol/L的 ABTS溶液

和 2.6 mmol/L的过硫酸钾溶液，等体积混合，避光静

置 12~16 h后用无水乙醇稀释 50倍，使溶液在 734 nm
波长处的吸光度值为（   ），得到 ABTS工作

液。于 734 nm波长处测定各样品的吸光度值，实验

结果按式（3）计算。 

SA2 =
A0−Ai+A j

A0
×100% (3)

其中，SA2 为 ABTS自由基清除率，Ai 为样品组吸光

度值，Aj 为去离子水代替 ABTS工作液的吸光度值，

A0 为去离子水代替样品的吸光度值。

 2.5.4   羟自由基清除能力测定　参照 Xue等[31] 的实

验方法配制亚硫酸铁溶液、H2O2 溶液和水杨酸溶

液。于 510 nm波长处测定各样品吸光度值，实验结

果按式（4）计算。 

SA3 =
A0−Ai+A j

A0
×100% (4)

其中，SA3 为羟自由基清除率，Ai 为样品组吸光度值，

Aj 为去离子水代替 H2O2 溶液的吸光度值，A0 为去离

子水代替样品的吸光度值。

 2.5.5   统计学分析　采用 IBM SPSS Statistics 27软件

对多糖样品在不同浓度下测得的多项自由基清除率

和总还原力数据进行单因素方差分析及事后检验，

组间多重比较采用 Tukey HSD检验。该方法是 t检
验用于多组比较时的逻辑扩展，通过一次整体性检

验合理避免多次 t检验带来的误差膨胀问题，有效控

制整体错误率，是方差分析显著后进行的经过严格

校正的多重 t检验 [30]。当 P<0.05时，表明实验结果

具备统计学显著性差异。

 3    结果与分析

 3.1    单因素实验结果

 3.1.1   提取功率　按 2.1.5节方法进行微波提取，考

察微波功率对多糖质量分数的影响，结果如图 1所示。

由图 1可知，随着提取时微波功率的升高，多糖

质量分数呈现先上升后下降的趋势，在 325 W处达

到峰值。由于微波的热效应原理，微波功率和提取

时的温度相互关联，随着微波功率增加，体系温度也

逐渐升高，溶剂的表面张力和黏度降低，为多糖的溶

解创造了有利条件；当微波功率超过 325 W时，体系

回流愈发强烈，但体系温度过高会导致多糖降解造

成质量分数降低。综上，选择提取功率为 325 W进

行后续实验。

 3.1.2   料液比　按 2.1.5节方法进行微波提取，考察

料液比（1∶10、1∶20、1∶30、1∶40、1∶50）对多糖

质量分数的影响，结果如图 2所示。随着料液比递

增，多糖质量分数先上升，达到峰值后再下降，且在

料液比为 1∶30时达到峰值。由于无柄灵芝的质地

坚硬，在料液比为 1∶10时渗透到细胞内部的溶剂过

少，不利于传质过程，多糖溶解不完全；同时，溶剂量

过少时提取液较为黏稠，在转移和抽滤过程中易产

生损耗。随着料液比增加，溶剂与灵芝粉末的接触

面积增大，溶剂不断渗入内部，传质效率提高，故多

糖质量分数上升。但过高的料液比也会导致其他非

目标成分的溶出增加，不利于后续的分离纯化操作，

同时增加溶剂消耗。结合经济环保的原则，选择适

中的料液比，即 1∶30进行后续实验。
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图 2    无柄灵芝在不同料液比下的多糖质量分数 (n=3)
Fig. 2    Polysaccharide mass fraction of G. sessile under different

solid-liquid ratios(n=3)
 

 3.1.3   提取时间　 按 2.1.5节方法进行微波提取，考

察提取时间（1、5、9、13、17 min）对多糖含量的影

响，结果如图 3所示。随着提取时间的增加，多糖质

量分数快速提高而后趋于平缓。基于微波提取机

制，初期时体系的快速升温促进了有效物质的溶解，

因而多糖质量分数显著提高。持续增大加热时间，

其他杂质成分溶解增加，由于多糖和这些成分的黏
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图 1    无柄灵芝在不同提取功率下的多糖质量分数 (n=3)

Fig. 1    Polysaccharide mass fraction of G. sessile under different
extraction powers(n=3)
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性特质，使其在物料表面造成堵塞，阻碍了有效成分

向溶液内的扩散，多糖的溶出趋近饱和。同时提取

时间的增加会导致体系温度过高，造成多糖结构降

解、活性降低等负面影响，因而多糖质量分数增加缓

慢甚至可能下降。从高效节能的角度出发，提取时

间不宜过长，故选择 5 min作为无柄灵芝的提取时间。
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图 3    无柄灵芝在不同提取时间下的多糖质量分数 (n=3)
Fig. 3    Polysaccharide mass fraction of G. sessile under different

extraction time (n=3)
 

 3.1.4   浸润时间　按 2.1.5节方法进行微波提取，考

察浸润时间（0、10、20、30、40 min）对多糖质量分数

的影响，结果如图 4所示。可以看出，多糖质量分数

随着浸润时间的增加，呈现抛物线状变化，且浸润时

相比不浸润时多糖的溶出明显增加。多糖在浸润初

期质量分数增高，这主要是因为延长了浸润渗透阶

段的时间，软化了药材，药材的细胞结构被打开，有

利于有效成分的溶解和扩散。但是，过长的浸润时间

也会造成杂质成分的溶出，同时加速有效成分的分

解和流失，影响药效。综上，选择浸润时间为 30 min。
 3.1.5   提取次数　按 2.1.5节方法进行微波提取，考

察提取次数对多糖质量分数的影响，结果如图 5所

示。随着提取次数的增加，多糖质量分数明显提

升。当提取次数增加至 3次和 4次时，多糖质量分数

的增加幅度越来越小，当提取次数为 2时，多糖质量

分数为 4次提取总质量分数的 88%。因此，考虑到绿

色节能，选择 2次进行后续实验。

 3.2    Plackett-Burman 实验

 3.2.1   设计与结果　以料液比（A）、提取功率（B）、提

取时间（C）、浸润时间（D）、提取次数（E）为变量，以

多糖质量分数为响应值进行 Plackett-Burman实验，

结果见表 3。
  

表 3    Plackett-Burman实验设计及结果 (n=3)

Table 3    Design and results of Plackett-Burman experiment (n=3)

No. A B C D E w（GLP）/%

1 −1 −1 1 −1 1 25.62

2 1 1 1 −1 −1 21.96

3 −1 −1 −1 1 −1 15.81

4 1 −1 1 1 −1 20.51

5 1 −1 1 1 1 22.16

6 −1 1 −1 1 1 18.09

7 1 −1 −1 −1 1 17.08

8 1 1 −1 1 1 17.75

9 −1 1 1 1 −1 22.13

10 −1 1 1 −1 1 25.31

11 −1 −1 −1 −1 −1 16.25

12 1 1 −1 −1 −1 17.10

 

Y=20.35−0.055 42A+

0.409 2B+3.34C−0.572 5D+1.02E

 3.2.2   回归分析和显著性检验　对表 3中的数据进

行回归分析和显著性检验 ，结果见表 4。利用

Design-Expert  13软件 ，以综合评分多糖质量分数

(Y)为响应值，得到回归方程为： 

 ， 相 关 系 数 R2＝

0.980 5，表明该回归方程模型的拟合度良好，回归方
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图 4    无柄灵芝在不同浸润时间下的多糖质量分数 (n=3)

Fig. 4    Polysaccharide mass fraction of G. sessile under different
soaking time(n=3)
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图 5    无柄灵芝在不同提取次数下的多糖质量分数 (n=3)

Fig. 5    Polysaccharide mass fraction of G. sessile under different
extraction cycles (n=3)
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程具有代表性。由表 4可知，该模型极显著（P<0.01），
提取时间（C）和提取次数（E）对多糖质量分数的影响

极显著（P<0.01），料液比（A）、浸润时间（D）对多糖质

量分数的影响显著（0.01<P<0.05），提取功率（B）对多

糖质量分数的影响无显著性差异（P>0.05）。为降低

后续优化的复杂性，节约实验资源，故选择影响最具

显著性的 3个因素，即提取时间、提取次数和浸润时

间作为后续响应面模型的考察因素。

 3.3    Box-Behnken 响应面实验结果

 3.3.1   模型设计与结果　以提取时间 (A)、浸润时间

(B)和提取次数 (C)为响应面模型的自变量，多糖质

量分数为响应值，运用 Box-Behnken实验设计 (共进

行 17组实验)，方案及结果见表 5。

Y = 23.34+2.69A+0.075 0B+2.02C−0.867 5AB+

0.375 0AC+0.602 5BC−1.22A2−0.820 0B2−0.732 5C2

R2
adj R2

adj

 3.3.2   响应面模型分析　利用 Design-Expert  13软

件，建立了多糖含量 (Y)与自变量间的多元回归拟合方

程为： 

 ，

实验方差分析结果见表 6。该模型 P<0.000 1，说明该

回归方程模型差异极显著；模型失拟项 P=0.913 6>
0.05，差异不显著；模型相关系数 R2=0.984 0，决定系

数   =0.963 7（ R2 与   的值为 Design-Expert 13软

件基于回归模型的方差分析自动计算得出），说明模

型拟合良好，误差较小，可解释 96.37%的响应值变

化 [31]。分析各因素在表中的 P 值，可知各因素对多

糖质量分数的影响顺序依次为：提取时间 (A)>提取

次数 (C)>浸润时间 (B)。该模型可对相应的多糖质

量分数进行预测。

根据 Design-Expert 13分析获得回归模型的曲

面图和等高线图，可借助直观的形式，明确呈现出不

表 4    Plackett-Burman实验方差分析

Table 4    Plackett-Burman experimental variance analysis

Source
Sum of

squares
DF

Mean

square
F value P value Significant

Model 127.81 5 25.56 60.36 < 0.000 1 **

A 3.69 1 3.69 8.7 0.025 6 *

B 2.01 1 2.01 4.74 0.072 2

C 105.67 1 105.67 249.55 < 0.000 1 **

D 3.93 1 3.93 9.29 0.022 6 *

E 12.51 1 12.51 29.53 0.001 6 **

Residual 2.54 6 0.423 5

Total deviation 130.35 11

**Extremely significant(P<0.01);*Significant(P<0.05); DF—Degree of

freedom

表 5    Box-Behnken实验设计方案及结果 (n=3)

Table 5    Box-Behnken experimental design and results (n=3)

No. A B C w（GLP）/%

1 −1 −1 0 17.56

2 1 −1 0 24.97

3 −1 1 0 19.36

4 1 1 0 23.30

5 −1 0 −1 17.22

6 1 0 −1 21.55

7 −1 0 1 20.47

8 1 0 1 26.30

9 0 −1 −1 20.24

10 0 1 −1 19.27

11 0 −1 1 23.10

12 0 1 1 24.54

13 0 0 0 22.62

14 0 0 0 23.00

15 0 0 0 23.26

16 0 0 0 23.55

17 0 0 0 24.27

表 6    Box-Behnken实验方差分析

Table 6    Variance analysis of Box-Behnken experimental results

Source
Sum of

squares
DF

Mean

square
F value P value Significant

Model 108.05 9 12.01 48.22 < 0.000 1 Significant

A 57.84 1 57.84 232.27 < 0.000 1 **

B 0.045 1 0.045 0.180 7 0.683 5

C 32.52 1 32.52 130.61 < 0.000 1 **

AB 3.01 1 3.01 12.09 0.010 3 *

AC 0.562 5 1 0.562 5 2.26 0.176 5

BC 1.45 1 1.45 5.83 0.046 4 *

A² 6.29 1 6.29 25.27 0.001 5 **

B² 2.83 1 2.83 11.37 0.011 9 *

C² 2.26 1 2.26 9.07 0.019 6 *

Residual 1.74 7 0.249

Lack of fit 0.193 6 3 0.064 5 0.166 6 0.913 6 Not significant

Pure error 1.55 4 0.387 3

Cor total 109.8 16

**Extremely significant(P<0.01);*Significant(P<0.05); DF—Degree of

freedom
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同因素对响应值的影响力度，还有各因素彼此间交

互作用的具体状况，曲面越陡峭，因素间的交互作用

越显著[32]。如图 6~7所示，在无柄灵芝所构建的模型

中，交互项 AB、AC 以及 BC 的响应曲面图皆表现出

明显的陡峭特征，说明因素间交互作用对多糖提取

的影响较大。分析图 7等高线图，均呈现椭圆形，其

中 AC 项的等高线图分布较为稀疏，这表明其交互作

用相对较弱；而 AB 和 BC 交互项交互作用较为突出，

对无柄灵芝的提取效果有着显著的影响。这与表 6
的方差分析结果一致（PAC = 0.176 5>0.05，PAB = 0.010 3<
0.05，PBC = 0.046 4<0.05）。由于多糖质量分数随各因

素变化呈现近似抛物线的变化趋势，存在最高点，代

表因素能在实验范围内相互组合使多糖质量分数达

到最大。因此，可以通过该响应面模型合理预测并

确定微波提取多糖的最优工艺参数。
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图 6    各因素交互作用对无柄灵芝多糖质量分数影响的响应面图

Fig. 6    Response surface plot of the effects of various factor interactions on the polysaccharide mass fraction of G. sessile
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图 7    各因素交互作用对无柄灵芝多糖质量分数影响的等高线图

Fig. 7    Contour plots of the effects of various factor interactions on the polysaccharide mass fraction of G. sessile
 

 3.3.3   验证工艺　利用 Design-Expert 13软件分析预

测，将多糖质量分数的最大值设定为响应目标，得无

柄灵芝多糖的最佳提取工艺条件为：提取时间 9 min，
浸润时间 30 min，提取次数 3次。按以上参数进行

3次平行验证实验，结果见表 7。在验证实验中，无柄

灵芝多糖质量分数的平均值为 26.34%，RSD为 0.33%。

实验值与理论预测值接近，表明该模型预测性良好，

该提取工艺稳定、重复性好，相较于文献 [33-34]，操
作便捷、多糖质量分数高，证明该方法用于无柄灵芝

多糖提取的可行性。

 3.4    体外抗氧化活性实验结果

对表 8和图 8所示的实验结果进行分析，灵芝

多糖提取物的总还原力，以及对 DPPH∙、ABTS∙+和
∙OH清除率均随提取物质量浓度的升高而显著增大，

表 7    无柄灵芝微波提取工艺验证结果

Table 7    Verification  results  of  microwave  extraction  process  of
G. sessile

w/%
RSD/%

1 2 3 Average

26.25 26.41 26.37 26.34 0.33

表 8    单因素方差分析结果

Table 8    One-way ANOVA results

Indicator DF F value P value Significant

Total reducing capacity (8,18) 3 179.572 < 0.001 **

DPPH∙ scavenging rate (8,18) 5 613.514 < 0.001 **

ABTS∙+ scavenging rate (8,18) 10 096.431 < 0.001 **

∙OH scavenging rate (8,18) 588.901 < 0.001 **

**Extremely significant(P<0.01);*Significant(P<0.05); DF—Degree of

freedom
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质量浓度依赖性强。单因素方差分析结果表明，四

项指标在提取物不同质量浓度处理组间的差异均达

到极显著水平（P<0.01）。Tukey’s HSD多重比较证

实，在提取物测试质量浓度范围（0.05~1.5  mg/mL）
内，绝大多数相邻质量浓度组间的活性提升均具有

统计学显著性（P<0.05）[35-36]，进一步严格验证了随提

取物质量浓度升高，体外抗氧化活性显著增大的

结论。具体而言，在低质量浓度范围（0.05~0.4 mg/mL），
活性升高速度开始加快；随着提取物质量浓度增加，

活性升高速度虽然逐渐变慢，但在统计上仍持续产

生显著差异。

Vc作为阳性对照，在较低质量浓度时已展现极

强的活性，并随着质量浓度增加，活性很快上升，在

考察范围内其活性始终高于样品溶液。在较低质量

浓度时，提取物对 DPPH∙和 ABTS∙+的清除能力低于

Vc，但当质量浓度超过 0.4 mg/mL时，提取物的清除

能力逐渐趋近于 Vc，并在实验范围的最高质量浓度

（1.5 mg/mL）处清除率均超过 90%，与 Vc的最终活性

水平趋近。对于总还原力和∙OH清除能力，提取物的

表现虽在整个质量浓度范围内均显著低于 Vc，但其

自身仍呈现出明确的剂量-效应正相关性：总还原力

在所有实验质量浓度梯度间均存在显著性差异（P<

0.05），而∙OH清除率在提取物质量浓度大于 0.2 mg/mL
时亦开始持续显著上升（P<0.05），这表明该提取物确

实具备显著的总还原力及清除羟自由基的潜力。

综上所述，结合严格的统计学分析，在该工艺下

所得的无柄灵芝提取物具有一定的体外抗氧化活

性，其活性随提取物质量浓度增加而显著增强，并对

DPPH∙和 ABTS∙+展现出与 Vc接近的高清除潜力。

 4    结　论

（1）通过单因素、 Plackett-Burman设计、Box-
Behnken响应面优化实验对微波法辅助提取无柄灵

芝子实体多糖的工艺条件进行优化，得到最优工艺

参数为：料液比 1∶30，微波功率 325 W，提取时间

9 min，浸润 30 min，提取 3次。该条件下多糖质量分

数达到最高（26.34%），与预测值相近，RSD值小于

0.4%，说明本实验方法合理、可行性高、模型稳定，适

用于无柄灵芝多糖的提取优化。

（2）研究最优工艺下所获提取物的体外抗氧化

活性。通过测定总还原能力、DPPH·清除率、ABTS·+

清除率以及∙OH清除率并综合评价，认为在上述提取

工艺下，提取物具有一定的抗氧化活性，该多糖具有
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*Data  points  marked  with  the  same  letter  are  not  significantly  different(P≥0.05),  while  those  labeled  with  different  letters  are  significantly
different(P<0.05, Tukey’s HSD test)

图 8    体外抗氧化物活性实验结果 (n=3)

Fig. 8    Results of in vitro antioxidant activity experiments(n=3)
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实际应用价值和多糖新资源开发潜力。
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Optimization of the Extraction Process and Antioxidant Activity
Study of Polysaccharides from Ganoderma sessile Fruiting Body

SONG Yuxin1, LI Rui1, HAN Wei1, ZHOU Shuai2, FENG Na2

(1. Shanghai Key Laboratory of New Drug Design, Engineering Research Center of Pharmaceutical Process Chemistry,
Ministry of Education, School of Pharmacy, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237,
China; 2. National Engineering Research Center of Edible Fungi, Institute of Edible Fungi, Shanghai Academy of

Agricultural Sciences, Shanghai 201403, China)

Abstract: To explore and expand new resources of Ganoderma lucidum polysaccharides, Ganoderma sessile was
selected as the research object, given that it remains under-researched and rich in active ingredients with high contents.
A microwave-assisted extraction method was adopted, with the polysaccharide content of Ganoderma sessile  fruiting
bodies  serving  as  the  evaluation  index.  Single-factor  experiments  were  carried  out  to  investigate  the  effects  of  five
variables, including solid-to-liquid ratio(Ratio of powder mass of Ganoderma sessile 40 mesh to volume of deionized
water)  ,  microwave  power,  extraction  time,  soaking  time,  and  extraction  cycles  on  the  extraction  efficiency  of
Ganoderma  lucidum  polysaccharides.  The  Plackett-Burman  experimental  design  was  conducted  to  screen  out  three
dominant  influencing  factors:  Extraction  time,  soaking  time  and  extraction  cycles.  On  this  basis,  a  three-factor  and
three-level  regression  model  was  established  via  Box-Behnken  response  surface  methodology,  so  as  to  analyze  the
effects  of  key  parameters  on  polysaccharide  content  and  achieve  systematic  process  optimization.With  vitamin  C
solution  set  as  the  positive  control,  the  in  vitro  antioxidant  capacity  of  polysaccharides  prepared  under  optimized
conditions  was  evaluated.  The  antioxidant  indicators  involved  total  reducing  power,  as  well  as  DPPH,  ABTS  and
hydroxyl radical scavenging rates within a certain concentration range. The results showed that the optimal extraction
conditions  for  polysaccharides  from  Ganoderma  sessile  fruiting  bodies  were  as  follows:  Solid-to-liquid  ratio  of
1:30 g/mL, microwave power of 325 W, extraction time of 9 min, soaking time of 30 min, and three extraction cycles.
Under  these  conditions,  the  polysaccharide  content(mass  fraction)  reached  26.34%,  which  was  consistent  with  the
predicted  value,  with  a  relative  standard  deviation（RSD） lower  than  0.4%.The  optimized  extraction  process  for
Ganoderma  sessile  polysaccharides  features  simple  operation,  favorable  stability  and  excellent  applicability.
Meanwhile,  the  extracted  polysaccharides  presented  potent  in  vitro  antioxidant  activity,  which  endows  them  with
promising development and application prospects.

Key words: Ganoderma sessile；polysaccharide；microwave  extraction；Box-Behnken  response  surface  method；
antioxidant
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