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摘  要：【背景】冷杉侧耳(Pleurotus abieticola)是一种新型食药用真菌，具有潜在的经济价值。【目

的】更好地开发利用冷杉侧耳中的多糖成分，挖掘潜在的功能性食品。【方法】采用响应面分析法

对冷杉侧耳多糖的提取工艺进行优化，并通过设置不同浓度梯度的多糖和 Vc (阳性对照)考察该多

糖的 1,1-二苯基-2-苦基肼自由基(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free radical, DPPH)、2,2'-联氮-双-3-
乙基苯并噻唑林 -6- 磺硫 (2,2'-azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate, ABTS) 和羟基自由基

(hydroxyl radical, ·OH)的清除能力及铁离子还原能力来评价冷杉侧耳多糖的体外抗氧化活性。   
【结果】最佳提取工艺：提取时间 122.62 min，提取温度 60.27 ℃，液料比 28.87:1 (体积质量比)，
在该条件下，冷杉侧耳纯多糖提取率达到极大值 2.39%。该多糖在浓度为 1 mg/mL 时，DPPH 自

由基清除率为 49.42%，ABTS 自由基清除率为 88.37%，羟基自由基清除率为 19.87%，铁离子还

原力为 0.273。【结论】本研究为更高效地开发与利用冷杉侧耳多糖提供了理论依据，为进一步挖

掘其生物活性及多糖产品打下了基础。 
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Abstract: [Background] Pleurotus abieticola is a new species of edible and medicinal fungus 
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with a potential economic value. [Objective] To well develop and utilize the polysaccharides in 
P. abieticola and develop potential functional foods. [Methods] The response surface 
methodology was employed to optimize the extraction process of P. abieticola polysaccharide. 
Furthermore, the in vitro antioxidant activities of the polysaccharide at different concentrations 
and Vc (positive control) were evaluated by measuring the activities in scavenging 
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free radical (DPPH), 2,2'-azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate 
(ABTS), hydroxyl radicals (·OH) and reducing iron ions. [Results] The extraction process was 
optimized as extraction at a liquid-to-solid ratio of 28.87:1 (mL:g) and 60.27 ℃ for 122.62 min, 
under which the extraction rate of pure polysaccharide from P. abieticola reached a maximum 
value of 2.39%. The polysaccharide at the concentration of 1 mg/mL showed the DPPH, ABTS, 
and ·OH scavenging rates of 49.42%, 88.37%, and 19.87%, respectively, and the iron ion 
reducing power of 0.273. [Conclusion] This study provides a theoretical basis for the efficient 
development and utilization of P. abieticola polysaccharide and lays a foundation for further 
research on the polysaccharide bioactivity and development of polysaccharide products.  
Keywords: Pleurotus abieticola; polysaccharide; response surface optimization; analysis of 
variance; free radical scavenging ability 

冷杉侧耳(Pleurotus abieticola)最初发现于

俄罗斯远东地区针叶林中，后在我国东北地区也

有记载，是我国研究人员在西南亚高山地区新发

现的一种食药用菌资源[1]，分类学上隶属于担子

菌门(Basidiomycota)蘑菇亚门(Agaricomycotina)
蘑 菇 纲 (Agaricomycetes) 蘑 菇 亚 纲

(Agaricomycetidae) 蘑 菇 目 (Agaricales) 侧 耳 科

(Pleurotaceae)侧耳属(Pleurotus)[2]。目前国内外

关于冷杉侧耳的文献报道十分有限，仅罗智檜等[2]

对冷杉侧耳生物学特性及栽培条件进行了初步

研究；Guo 等[3]以线虫感染的马尾松切片为主要

原料，研究了其作为冷杉侧耳栽培基质的潜质；

Pan 等[4]发现其水溶性多糖通过促进免疫细胞应

答进而具有免疫增强活性，其机制可能与调节肠

道微生物群介导的氧化应激有关。 
侧耳属食用菌易获得且受众面广，具有重要

的经济和生态价值[5]，研究该属食药用菌的活性

成分及应用对提高其商品附加值具有现实意义。

目前对侧耳属多糖的研究主要集中在提取方法、

制备与纯化、结构分析、生物学活性和生理作用

等方面[6-7]。例如，平菇提取物(平菇多糖和 75%
乙醇提取物)对结肠炎症具有一定的保护和恢复

效果，有治疗阿尔茨海默病、股骨头坏死等多种

疾病的效果[6]；从阿魏侧耳提取出的胞外多糖在

一定的浓度范围内可提高实验小鼠的免疫能力、

对枯草芽孢杆菌的生长发育有抑制效果[8]。侧耳

多糖的得率、纯度和相关活性很大程度上由提取

条件决定，因此选择适宜提取方法并进行工艺优

化尤为重要。常见的侧耳多糖提取方法有热水浸

提法、酸提取法、碱提取法、酶提法、超临界萃

取法、超声波和微波辅助提取法等[9]。这些方法

各有其利弊，酸碱提取法能有效提高多糖得率，

缩短提取时间，但对设备的耐腐蚀性要求较高，

耗能高；酶提取法提取条件温和，对多糖损伤小，

但价格昂贵且易失活；超临界萃取法、超声波和

微波辅助提取法虽较酶提法成本低，但均需特定

设备支持[10]；热水浸提法虽有处理时间长，提

取效率低，在一些稀有食用菌的提取过程中不友

好的缺点，但其易于使用且价格低廉，非常适合

实验室或大规模工业合成真菌多糖[11]。因此，为
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后续更好地挖掘与利用冷杉侧耳多糖，选择热水

浸提法来提取冷杉侧耳多糖，并优化其提取工艺。 
活性氧等自由基可使人衰老并导致各种疾

病，所以清除或抑制自由基的产生，即进行抗氧

化活性的研究尤为重要，而体外抗氧化试验是评

价抗氧化活性的重要手段。体外抗氧化试验是在

自由基溶液中加入抗氧化剂，根据所产生的光学

差异来反映抗氧化活性，自由基清除能力测定是

常用的抗氧化活性评价方法，可以较为准确地反

映出抗氧化剂的抗氧化能力[12]，并为开发抗氧

化剂提供依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

冷杉侧耳菌种由吉林农业大学食药用菌教

育部工程研究中心提供，在吉林农业大学菌菜基

地进行栽培，成熟后采收子实体并烘干备用。 
铁氰化钾、三氯化铁和苯酚，天津市鑫铂特

化工有限公司；浓硫酸，北京化工厂；葡萄糖，

国药集团化学试剂有限公司；抗坏血酸，西陇科

学股份有限公司；1,1-二苯基-2-苦基肼自由基

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free radical, 
DPPH)，梯希爱(上海)化成工业发展有限公司；

水杨酸和硫酸亚铁，天津永大化学试剂有限公

司；过氧化氢溶液，广东恒健制药有限公司；2,2'-
联 氮 - 双 -3- 乙 基 苯 并 噻 唑 林 -6- 磺 硫

(2,2'-azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate, 
ABTS)，福州飞净生物科技有限公司；过(二)硫
酸钾，天津市科密欧化学试剂有限公司；三氯乙

酸，天津永晟精细化工有限公司。 
电子天平，梅特勒-托利多仪器上海有限公

司；单列三孔恒温水浴锅，常州国宇仪器制造有

限公司；中草药粉碎机，天津市泰斯特仪器有限

公司；微量高速离心机，艾本德公司；多功能酶

标仪，伯腾仪器有限公司；旋转蒸发器，上海亚

荣生化仪器厂。 

1.2  方法 
1.2.1  粗多糖提取 

称取 5 g 冷杉侧耳子实体粉碎物，热水浴浸

提 2 次。将浸提液合并后浓缩，冷却后以 4 ℃、

6 000 r/min 离心 5 min 收集上清液，加入 4 倍体

积的无水乙醇进行醇沉，低温环境下静置 24 h
以上后 4 ℃、6 000 r/min 离心 5 min 并弃去上清

液，所得沉淀即为冷杉侧耳粗多糖。将粗多糖烘

干至恒重，记录其质量。 
1.2.2  多糖含量及提取率测定 

绘制葡萄糖标准曲线：将葡萄糖(分析纯)烘
干至恒重后，配制 0、10、20、30、40、50 和

60 μg/mL 不同浓度梯度的葡萄糖溶液(空白处理

为蒸馏水)，再分别加苯酚、浓硫酸，静置 20 min
后于 490 nm 下测定其吸光度值。采用苯酚-硫酸

法测量糖含量[13]。得到所需的葡萄糖标准曲线

为：y=0.008 01x+0.136 21 (y：吸光度值；x：质

量浓度)，其中 R2=0.995 32。 
检测粗多糖样品中的纯多糖质量浓度：将待

测液按浓度稀释后，再分别加苯酚、浓硫酸。静

置 20 min 后于 490 nm 下测定其吸光度值，并代

入到上述标准曲线中计算所对应的质量浓度，以

此计算纯多糖质量。 
冷杉侧耳纯多糖提取率(Y)计算公式为： 

Y(%)=提取所得纯多糖质量 /冷杉侧耳样品干  
重×100。 
1.2.3  冷杉侧耳多糖提取的单因素试验 

固定单一变量后，依次探索提取时间、温度

和液料比对多糖提取率的影响[14-15]。在 80 ℃、

液料比为 20:1 (mL:g，下同)的条件下，分别设

置 90、120、150、180 和 210 min 这 5 个不同的

时间梯度处理组；在 120 min、80 ℃的条件下，

分别设置 20:1、30:1、40:1、50:1 和 60:1 这 5 个

不同的液料比梯度处理组；在 120 min、液料比
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为 30:1 的条件下，分别设置 50、60、70、80 和

90 ℃这 5 个不同的温度梯度处理组。 
1.2.4  响应面分析法优化冷杉侧耳多糖的提取

工艺条件 
应用 Design Expert 8.06 软件，根据上述单

因素试验的筛选结果，采用响应面分析法进行冷

杉侧耳多糖提取工艺条件的优化[13,16]。如表 1 所

示，影响因素分别用 A、B 和 C 代表，单因素水

平以−1、0 和 1 进行编码。 
1.2.5  抗氧化活性的测定 

应用上述响应面分析法优化后的工艺条件

提取冷杉侧耳多糖进行后续试验。将多糖用蒸馏

水配制成质量浓度为 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 和

1.0 mg/mL 的多糖溶液，采用同样的方法配制

Vc 溶液作为阳性对照。各组试验操作重复 3 次

取平均值。DPPH、ABTS 和羟基自由基(·OH)
清除率的测定分别参考王珍珍等[17]、裴育等[18]、

冯倩[19]的方法并略有改动。铁离子总还原能力

的测定参考何源等[20]的方法并略有改动。计算

公式为： 
自由基清除率(%)=[1−(A样品−A对照)/A空白]×100 
式中：A样品为样品吸光度值；A对照为对照组吸光度

值；A空白为空白组吸光度值；DPPH、ABTS 和·OH
清除率分别于 517、734 和 510 nm 处测定吸光  

度值。 
铁离子总还原力=A样品−A本底 

式中：A样品为样品吸光度值；A本底为用蒸馏水代替

氯化铁溶液的本底吸光度值，于 700 nm 处测定

吸光度值。 

2  结果与分析 
2.1  单因素试验结果 

由图 1A 可知，提取时间低于 120 min 时，

多糖提取率逐渐升高，120 min 时冷杉侧耳纯多

糖提取率达到最大值，为 1.69%，提取时间超过

120 min 时，纯多糖提取率随着时间的推移呈下

降趋势，所以根据提取时间的单因素试验结果选

取 90、120 和 150 min 进行响应面分析。提取温

度在低于 60 ℃时纯多糖提取率逐渐升高，60 ℃
时冷杉侧耳纯多糖提取率达到最大值，为

1.46%，温度超过 60 ℃时，多糖提取率未达到 
 

 

表 1  响应面试验因素水平表 
Table 1  Factors and levels of response surface 
design  
Factors Code Level 

−1 0 1 
Extraction temperature (℃) 
Extraction time (min) 
Liquid-solid ratio (mL:g) 

A 
B 
C 

55 
90 
25:1 

60 
120 
30:1 

65 
150 
35:1 

 

 

 
 

图 1  单因素对冷杉侧耳多糖提取率的影响   A：提取时间. B：提取温度. C：液料比 
Figure 1  Effects of single factor on extraction rate of polysaccharide from Pleurotus abieticola. A: Extraction 
time. B: Extraction temperature. C: Liquid-solid ratio. 
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之前大小，所以根据温度单因素试验结果选取

55、60 和 65 ℃进行响应面分析(图 1B)。液料比

低于 30:1 (mL:g)时多糖的提取率逐渐升高，在

液料比达到 30:1 (mL:g)时冷杉侧耳纯多糖提取

率达到最大值，为 1.96%，之后逐渐下降，所以

根据液料比单因素试验结果选取 25:1、30:1 和

35:1 (mL:g)进行响应面分析(图 1C)。 

2.2  响应面分析法优化试验结果 
根据单因素试验结果进行响应面优化试验，

并计算其多糖提取率，结果见表 2。应用 Design 

Expert 8.06软件对表 2中的响应面试验结果进行

回归拟合方差分析，结果见表 3。 
 

表 2  冷杉侧耳多糖的响应面试验设计及结果 
Table 2  Response surface methodology design and results of Pleurotus abieticola polysaccharide 
No. A factor (Extraction temperature) B factor (Extraction time) C factor (Liquid-solid ratio) Yield (%) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 

‒1 
0 
0 

‒1 
1 
0 
0 
0 
1 
0 
0 
0 
1 

‒1 
1 
0 

‒1 

‒1 
0 

‒1 
0 
0 

‒1 
0 
0 
0 
1 
0 
0 

‒1 
1 
1 
1 
0 

0 
0 
1 
1 
1 

‒1 
0 
0 

‒1 
‒1 

0 
0 
0 
0 
0 
1 

‒1 

0.983 5 
2.356 7 
2.210 5 
1.304 6 
1.473 6 
1.659 3 
2.360 5 
2.366 6 
1.497 9 
2.200 1 
2.482 2 
2.359 4 
1.409 6 
1.126 3 
1.327 0 
1.600 4 
1.480 5 

 

表 3  回归模型方差分析 
Table 3  Analysis of variance for quadratic regression model 
Source Sum of squares df Mean square F value P value Significant 
Model 4.100 9 0.46 77.70 <0.000 1 Significant 
A 0.083 1 0.083 14.09 0.007 1  
B 1.058×10−5 1 1.058×10−5 1.80×10−3 0.967 3  
C 7.736×10−3 1 7.736×10−3 1.32 0.288 6  
AB 0.013 1 0.013 2.16 0.184 8  
AC 5.751×10−3 1 5.751×10−3 0.98 0.355 1  
BC 0.330 1 0.33 56.43 0.000 1  
A2 2.870 1 2.87 489.55 <0.000 1  
B2 0.510 1 0.51 86.68 <0.000 1  
C2 0.061 1 0.061 10.33 0.014 8  
Residual 0.041 7 5.868×10−3    
Lack of fit 0.029 3 9.741×10−3 3.29 0.140 1 Not significant 
Pure error 0.012 4 2.962×10−3    
Cor total 4.140 16     
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二次多项式的回归模型为：Y=2.39+0.10A− 
1.15×10−3B−0.031C−0.056AB+0.038AC−0.29BC−
0.83A2−0.35B2−0.1C2 

式中：Y 为多糖提取率；A 为提取温度；B 为提

取时间；C 为液料比。 

模型的数值 P<0.000 1，模型项差异极显著；

失拟项的 P 值为 0.140 1，大于 0.1 不显著。对

表中的数值进行比较，可得出 A、BC、A2、B2

和 C2 为显著模型，其中 A、BC、A2 和 B2 达到极

显著水平，P<0.01；C2 达到显著水平，P<0.05。
回归方程线性相关系数 R2=0.990 1，R2

adj=0.977 3，

两者的值均大于 0.9 且相差不多，模型对本试验 
的拟合度是良好的，说明该回归方程可用于提取

率的预测和分析。综上所述，三因素对冷杉侧耳

多糖提取率的影响大小依次为：提取温度>液料比>
提取时间。冷杉侧耳多糖的最佳提取工艺的条件

为：提取温度为 60.27 ℃，提取时间为 122.62 min，
液料比为 28.87:1 (mL:g)。在该条件下，冷杉侧

耳纯多糖提取率达到极大值 2.39%，与实际验证

值 2.33%相接近。 
图 2−图 4 为 3 组影响因素的响应面曲面图

和等高线图，通过观察三维响应面曲面图的坡度 

 
图 2  提取温度与液料比对冷杉侧耳多糖提取率影响的响应面曲面图和等高线图   A：响应面曲面图. 
B：等高线图 
Figure 2  Response surface diagram and contour map showing the interaction of extraction temperature and 
liquid-solid ratio on Pleurotus abieticola polysaccharide extraction rate. A: Response surface diagram. B: 
Contour map. 
 

 
图 3  提取时间与提取温度对冷杉侧耳多糖提取率的影响的响应面曲面图和等高线图   A：响应面曲面

图. B：等高线图 
Figure 3  Response surface diagram and contour map showing the interaction of extraction time and 
temperature on Pleurotus abieticola polysaccharide extraction rate. A: Response surface diagram. B: Contour map. 
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图 4  提取时间与液料比对冷杉侧耳多糖提取率的影响的响应面曲面图和等高线图   A：响应面曲面图. 
B：等高线图 
Figure 4  Response surface diagram and contour map showing the interaction of extraction time and 
liquid-solid ratio on Pleurotus abieticola polysaccharide extraction rate. A: Response surface diagram. B: 
Contour map. 
 
和等高线图的形状，可确定提取温度与液料比、

提取时间与提取温度、提取时间与液料比这 3 组

影响因素对响应值的影响程度和交互作用强度[17]。

通过比较曲面陡峭程度可知，提取时间与提取温

度的交互作用对冷杉侧耳纯多糖提取率的影响

最大(图 3A)。三幅等高线图中图 2B 和图 4B 呈

椭圆形，则所对应的这两组影响因素，即提取

温度与液料比、提取时间与液料比之间的交互

作用显著；而图 3B 的等高线图呈圆形，则提取

时间与提取温度这组影响因素间的交互作用不

显著。 

2.3  抗氧化活性 
采用上述最优提取条件提取冷杉侧耳多

糖，对其体外抗氧化活性进行探究，分别评价

了 4 种抗氧化活性指标。如图 5 所示，多糖与

Vc 浓度在 0.1−1.0 mg/mL 范围内变化时，对

DPPH、ABTS 和·OH 清除作用及铁离子还原能

力均呈上升趋势。随着浓度的增大，抗氧化能

力逐渐增强，对照组 Vc 的抗氧化能力均高于多

糖。在 1 mg/mL 时，对照组的自由基清除率均

保持在 90%以上， ABTS 清除能力最高为

88.37%，Vc 对照组为 98.55% (图 5A)；DPPH
清除能力达到 49.42%， Vc 对照组最高达

96.81%，与处理组差异明显(图 5B)；羟基自由

基清除能力为 19.87%，对照组 Vc 最大值达到

99.28% (图 5C)；铁离子总还原力为 0.27，Vc
对照组最大值达到 3.23 (图 5D)。以上结果表明，

冷杉侧耳多糖具有较强的抗氧化活性，尤其是

对 ABTS 的清除能力最强，可能是一种潜在的

抗氧化剂。 

3  讨论与结论 
为更好地获取并利用冷杉侧耳多糖这一新

的资源，降低其在传统的热水浸提过程中因温度

过高或浸泡时间过长等原因所造成的损失率，本

试验采用单因素试验结合响应面分析的方法[21-22]

优化冷杉侧耳多糖的提取工艺。王金玺等[16]采

用响应面法对平菇多糖的热水浸提工艺进行优

化，平菇多糖得率为 3.25%。揣东华等[23]采用响

应面法优化杏鲍菇多糖的工艺，杏鲍菇多糖得率

为 3.24%。钱磊等[24]采用响应面法优化平菇多糖

的酶法提取工艺，多糖得率可达 6.82%，比传 
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图 5  冷杉侧耳多糖体外抗氧化活性   A：冷杉侧耳多糖对 ABTS 清除作用. B：冷杉侧耳多糖对 DPPH
清除作用. C：冷杉侧耳多糖对羟基自由基清除作用. D：冷杉侧耳多糖对铁离子还原能力 
Figure 5  In vitro antioxidant activity of Pleurotus abieticola polysaccharides. A: Scavenging effects of P. 
abieticola polysaccharide on ABTS. B: Scavenging effects of P. abieticola polysaccharide on DPPH. C: 
Scavenging effects of P. abieticola polysaccharide on hydroxyl radicals. D: Reducing power of P. abieticola 
polysaccharide to iron ions. 
 
统水提法提高 3.98%。杨勇等[25]采用复合酶法提

取平菇多糖，优化后多糖提取率为 5.90%，纯度

为 60.91%。因此酶解等方法可提高真菌水溶性

多糖的提取，在后续对冷杉侧耳多糖的研究中可

加入此方法，并与响应面分析法相结合，以获得

更高的提取率。 
大量研究表明，多糖是一种优良的天然抗氧

化剂。食用菌的多糖可以通过清除自由基来保护

生物膜并减缓机体的衰老[26]，且许多野生和栽

培食药用菌的多糖具有抗氧化活性[27]。当杨树

桑黄发酵液多糖浓度为 6 mg/mL 时，对 DPPH
的清除率达到 57%，表明杨树桑黄发酵液多糖

具有作为抗氧化剂的潜力[28]。香菇和黑木耳多

糖在 0.5−1.0 mg/mL 的浓度范围内对 DPPH 清除

率分别从 55.64%上升到 62.96%、从 43.16%上升

到 55.00%，且黑木耳多糖、香菇多糖对羟基自
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由基都有一定的清除效果[29]。然而冷杉侧耳的

抗氧化活性未知，遂根据最优提取条件提取冷

杉侧耳多糖，评价其体外抗氧化活性。试验共

进行 4 种指标的测定，发现冷杉侧耳多糖在浓

度为 1 mg/mL 时，对于 ABTS 清除率高达

88.37%，说明冷杉侧耳多糖是一种潜在的自由

基清除剂，值得深入研究和开发利用[30-31]。除此

之外，真菌多糖不仅具有提高人体的免疫力、

抗病毒、抗辐射、抗炎、抗疲劳和延缓衰老等

作用[32]，且在食品工业、医药界和动物养殖业

等[33]具有很广阔的发展前景，对于冷杉侧耳这

一新兴种质资源来说，其价值有待进一步挖掘。 
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