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香菇多糖发酵工艺优化、结构表征与抗氧化功能

研究 

王  静 1, 陈紫薇 1, 文  钢 2, 陈  龙 1, 崔淑真 1, 郭心洁 1, 高宏伟 2, 李艳杰 1* 
(1. 山西中医药大学中药与食品工程学院, 晋中  030619; 2. 新疆泰昆集团昌吉饲料有限责任公司, 昌吉  831100) 

摘  要: 目的  研究香菇液体发酵高产胞外多糖的最适培养基组成及发酵工艺, 并对所得胞外多糖进行结构

表征和抗氧化活性评价。方法  通过单因素试验筛选最适碳源、氮源及其浓度, 同时筛选在发酵条件(pH、装

液量、转速、接种量、发酵天数)中对香菇胞外多糖产量影响显著的 3 因素(pH、装液量、转速)进行响应面优

化。采用扫描电镜、紫外光谱、红外光谱及热重分析对最优条件下制备的胞外多糖进行结构表征, 并测定其

对 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine, DPPH)自由基、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻

唑啉-6-磺酸)二铵盐[2,2-biazo-di (3-ethyl-benzothiazolin-6-sulfonic acid) diammonium salt, ABTS]阳离子自由基

及羟基自由基的清除能力。结果  香菇液体发酵最适碳氮源及浓度为葡萄糖 20 g/L、酵母膏 5 g/L; 最佳发酵

工艺为 pH 6、装液量 101 mL、转速 149 r/min、接种量 5%、发酵天数 8 d。扫描电子显微镜显示在此条件下所得

胞外多糖结构疏松; 紫外光谱显示无核酸和蛋白质特征吸收, 红外光谱在 3408.1、2920.5、1646.1、1324.5 cm–1等

处呈现多糖特征吸收峰, 热重分析表明在 28~180 ℃香菇多糖热稳定性较好, 胞外多糖对 DPPH 自由基、ABTS 阳离

子自由基及羟自由基均有较好的清除率, 分别为 60.14%、53.47%、93.94%。结论  本研究优化香菇菌种液体发酵产

胞外多糖的工艺, 确定该工艺稳定可行, 为提升发酵效率、增加香菇多糖产量及其进一步开发利用提供理论依据。 
关键词: 香菇; 胞外多糖; 单因素试验; 响应面; 结构表征; 抗氧化 
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ABSTRACT: Objective  To determine the best medium composition and fermentation conditions to maximize the 

production of exopolysaccharides from Lentinula edodes through submerged fermentation, as well as to analyze the 

structure and assess the antioxidant properties of the extracted exopolysaccharides. Methods  Single-factor 

experiments were conducted to identify the optimal carbon and nitrogen sources and their concentrations. Furthermore, 3 

key factors influencing the yield of Lentinula edodes exopolysaccharides—pH, liquid volume and agitation speed were 

selected for response surface methodology optimization under controlled fermentation parameters (pH, liquid volume, 

rotation speed, inoculum size and fermentation time). The exopolysaccharides produced under these optimized 

conditions were characterized using scanning electron microscopy, ultraviolet spectroscopy, infrared spectroscopy and 

thermogravimetric analysis. Their ability to scavenge free radicals, including 1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine 

(DPPH), 2,2-biazo-di (3-ethyl-benzothiazolin-6-sulfonic acid) diammonium salt, and hydroxyl radicals, was also 

evaluated. Results  Glucose at 20 g/L and yeast extract at 5 g/L were identified as the optimal carbon and nitrogen 

sources, respectively, for submerged fermentation of Lentinula edodes. The ideal fermentation parameters were pH 6, 

liquid volume of 101 mL, agitation speed of 149 r/min, inoculum size of 5% and an 8-day fermentation period. Scanning 

electron microscope images showed that the exopolysaccharides had a loose structural morphology. Ultraviolet 

spectroscopy revealed no absorption peaks indicative of nucleic acids or proteins, while infrared spectroscopy displayed 

characteristic polysaccharide absorption bands at 3408.1, 2920.5, 1646.1 and 1324.5 cm–1. Thermogravimetric analysis 

demonstrated that the polysaccharides maintained good thermal stability between 28 ℃ and 180 ℃. The 

exopolysaccharides exhibited strong antioxidant activity, with scavenging rates of 60.14% for DPPH radicals, 53.47% 

for ABTS cationic radicals and 93.94% for hydroxyl radicals. Conclusion  The study optimize the submerged 

fermentation process for producing exopolysaccharides from Lentinula edodes, confirming the method’s stability and 

practicality. These findings provide a theoretical foundation for enhancing fermentation efficiency, increasing 

polysaccharide yields and supporting further development and application of Lentinula edodes polysaccharides. 

KEY WORDS: Lentinula edodes; exopolysaccharides; single-variable experiment; response surface analysis; 

structural characterization; antioxidant properties 
 
 

0  引  言 

香菇(Lentinula edodes), 属担子菌门, 作为全球第二大

食用菌, 富含多糖、蛋白质、氨基酸等活性成分, 其中香菇

多糖(lentinan, LNT)为主要活性成分[1], 具有抗癌、抗氧化、

免疫调节等功能, 拥有生物活性强、毒性小的优点, 这些特

性能够使其作为功能食品开发原材料, 通过调节肠道菌群等

多方面, 增强机体对疾病防御作用, 从而促进人类健康[2]。 
近年来, 国内外多围绕香菇多糖的提取制备与生物

活性评价开展了大量研究, 例如, 通过双酶耦合超高压技

术提取香菇多糖, 响应面法优化得到最佳提取条件为双酶

(纤维素酶:木瓜蛋白酶, 质量比为 1:2)添加量 2.5%, 酶解

pH 5.5, 压力 450 MPa[3]。Wen 等[4]将低共熔溶剂与亚临界

水提取技术相结合用于提取香菇多糖, 分离纯化得到两种

均一多糖组分 LEP1 与 LEP2, 对其结构特征及抗氧化、免

疫调节活性进行分析, 发现分子量较低的 LEP2 表现出更

强的生物活性, 为香菇多糖的高效提取提供了新的方法。

在实际应用方面, 研究证实日粮添加香菇多糖可显著调控

奶牛血清免疫因子与炎症因子水平, 改善机体代谢通路, 

有效降低奶牛炎症发生风险[5], 印证了其在体内的免疫调

节活性, 为香菇多糖的功能活性研究提供了理论参考。 
然而, 香菇多糖在细胞中含量低, 生产成本高, 严重

限制了其广泛应用。通过培养香菇子实体生产多糖, 这种

方法耗时长、产量低、产品质量难以控制[6]。相比之下, 液
体发酵技术可缩短发酵周期、降低投入成本[7], 通过调控

发酵参数提升菌丝体生物量及目标活性物质产量[8]。近年

来, 关于提升香菇多糖产量的研究仍相对有限, 多集中在

不同香菇菌株[9]、培养基添加不同金属离子[10–11]或发酵条

件单一因素的考察[12–13], 对发酵培养基和发酵条件参数的

系统筛选优化相对较少。基于此, 本研究通过筛选培养基

组成, 并通过单因素、响应面法优化发酵工艺以提高香菇

胞外多糖产量, 并对其理化指标、抗氧化特性进行检测。

本研究为香菇多糖规模化生产及其功能性食品的开发奠定

理论基础, 为推动微生物发酵实现高质量可持续发展。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

香菇 L808 菌株, 由山东效峰生物科技有限公司提供。 
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马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose agar, PDA)(青岛高

科技工业园海博生物技术有限公司); 酵母膏、葡萄糖、麦芽

糖、蔗糖、牛肉膏(北京奥博星生物技术有限责任公司); 1,1-
二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine,  
DPPH)、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸)二铵盐
[2,2-biazo-di (3-ethyl-benzothiazolin-6-sulfonic acid) 
diammonium salt, ABTS]、溴化钾(KBr)(上海麦克林生化科

技有限公司); 过硫酸钾、水杨酸、硫酸铁(FeSO4)(分析纯, 
天津市凯通化学试剂有限公司); KH2PO4、MgSO4(北京欣

盛百泰科技有限公司); 土豆、玉米面(市售); 蛋白胨(北京

索莱宝科技有限公司); 酒石酸铵(分析纯, 北京百灵威科

技有限公司); 抗坏血酸(L-ascorbic acid, VC)、过氧化氢

(H2O2)、乙醇、苯酚(分析纯, 天津市科密欧化学试剂有限

公司)。 

1.2  仪器与设备 

BSA224S-CW 万分之一电子天平(北京赛多利斯科学

仪器有限公司); FD-1A-50 真空冷冻干燥机(北京博医康实

验仪器有限公司); HC-3018R 高速冷冻离心机(安徽中科中

佳科学仪器有限公司); SPECTRAMAX190 型酶标仪(北京

生原诚业科技有限公司); R-1001LN 型旋转蒸发仪(郑州长

城科工贸有限公司); pHS-3C+型酸度计(成都世纪方舟科

技有限公司); HZ-2011KB 型恒温振荡培养箱(金坛市杰瑞

尔电器有限公司); IRAffinity-IS 傅里叶变换红外光谱仪

(Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR, 株式会社岛

津制作所); STA 200 同步热分析仪(日立高新技术公司); 
UV 1780 紫 外 - 可 见 分 光 光 度 计 (ultraviolet-visible 
spectrophotometry, UV-Vis, 株式会社岛津制作所)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  菌种活化  
将香菇菌种接种于 PDA 培养基, 于 28 ℃恒温培养, 

待菌丝完全长满培养基即培养完成。 
1.3.2  液体培养基的筛选 

碳源筛选: 土豆 200 g/L、KH2PO4 2 g/L、MgSO4 1 g/L
为基础培养基, 分别加入 10 g/L 葡萄糖、玉米面、蔗糖、

麦芽糖, 观察菌丝体生物量生长情况。 
氮源筛选: 在筛选出最适碳源基础上, 分别加入 5 g/L

牛肉膏、蛋白胨、酵母膏、酒石酸铵, 观察菌丝体生物量

生长情况。将装有 80 mL 发酵液的锥形瓶置于摇床中, 在
28 ℃、120 r/min 的条件下恒温振荡培养 8 d。 

碳氮源浓度筛选: 碳源质量浓度梯度为 5、10、15、
20 g/L, 氮源质量浓度梯度为 2.5、5.0、7.5、10.0 g/L。 
1.3.3  发酵条件单因素试验 

基于 1.3.2 所确定的最适液体发酵培养基, 以香菇胞

外多糖含量为主要评价指标, 同时监测菌丝体生物量变化, 
对发酵液初始 pH (4、5、6、7、8)、装液量(40、60、80、
100、120 mL)、发酵时间(0、4、8、12、16 d)、摇床转速

(130、140、150、160、170 r/min)、接种量(1%、3%、5%、

7%、9%)进行单因素试验。并通过单因素方差分析评估各

因素对香菇多糖含量影响程度。 
1.3.4  响应面法优化发酵条件 

使用响应面分析筛选胞外多糖含量最佳发酵工艺。采

用 Box-Behnken 实验设计方法, 选择对胞外多糖含量影响

显著的 3 个因素: pH、装液量、转速, 进行 3 因素 3 水平

响应面分析, 优化液体菌种发酵条件(表 1)。 
 

表 1  响应面试验因素水平 
Table 1  Levels of factors in response surface experiments 

水平 A: pH B: 装液量/mL C: 转速/ (r/min) 

–1 5 80 140 

0 6 100 150 

1 7 120 160 
 

1.3.5  菌丝体生物量测定 
采用 180 目滤布过滤发酵液收集菌丝体, 菌丝体经蒸馏

水多次冲洗, 于 60 °C 下烘干至恒重并称重, 结果以 g/L 表示。 
1.3.6  胞外多糖含量检测 

发酵液蒸发浓缩至原体积 1/7, 加入 4 倍体积 95%乙

醇, 4 ℃静置过夜。4000 r/min 离心 10 min, 收集沉淀, 经
冷冻干燥获得香菇胞外多糖样品并称重。采用苯酚-硫酸法

测 定 多 糖 含 量 , 以 葡 萄 糖 为 标 准 品 制 作 标 准 曲 线

Y=0.0134+9.4351X, 决定系数 r2=0.996; 在不同组各取 0.1 g, 
蒸馏水溶解, 依次加入 0.4 mL 5%苯酚与 2 mL 浓硫酸, 于
490 nm 测定吸光度, 根据标准曲线计算该溶液中多糖含量, 
根据各组冻干样品总质量, 最终计算为发酵液中实际胞外

多糖含量, 结果以 g/L 表示[14]。 
1.3.7  扫描电镜检测 

取香菇多糖干燥粉末直接粘到导电胶上固定, 进行喷金

处理, 将样品放置在扫描式电子显微镜(scanning electron 
microscope, SEM)观察台上在不同倍数下观察微观形态。 
1.3.8  紫外-可见吸收光谱 

配制质量浓度 1 mg/mL 的多糖溶液, 通过紫外-可见

分光光度计测定在 200~600 nm 范围内多糖样品水溶液的

紫外-可见吸收光谱。 
1.3.9  傅里叶变换红外光谱检测 

干燥样品与 KBr 以 1:100 质量比混匀, 研钵研磨压薄

片, 将压片置于 IRAffinity-IS FT-IR 在 4000~400 cm-1 对多

糖样品进行 32 次扫描。 
1.3.10  热稳定性研究 

通过 STA 200 同步热分析仪分析香菇多糖热稳定性。

称取 10 mg 多糖样品粉末, 置于坩埚内, 以空白坩埚做对

照组。以氮气作为载气, 升温速率 10 ℃/min, 升温范围

30~800 ℃。 
1.3.11  香菇胞外多糖 DPPH 自由基清除率检测 

参照文献[15]方法并进行改进。将 2 mL 不同质量浓度
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(0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL)多糖溶液与 2 mL 0.1 mmol/L
的 DPPH 溶液混匀, 避光放置 30 min, 在 517 nm 处测定吸

光度。以 VC 为阳性对照, 按以下公式(1)计算。 

1 2

0
DPPH % (1 ) 100%A A

A
−= − ×自由基清除率    (1) 

式中: A0 为蒸馏水与 DPPH 溶液 OD 值; A1 为多糖溶

液与 DPPH 溶液 OD 值; A2 为多糖溶液与无水乙醇 OD 值。  
1.3.12  香菇胞外多糖 ABTS+自由基清除率检测 

根据文献[16]的方法略加修改进行测定。将 7.4 mmol/L 
ABTS 溶液和 2.6 mmol/L 过硫酸钾溶液等比例混合, 避光

放置过夜, 取适量 95%乙醇稀释至 734 nm下吸光度值达到

0.70±0.02, 即得 ABTS 测定液。 
将 0.5 mL 不同质量浓度(0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL)

多糖溶液与 4.5 mL ABTS+测定液混匀, 室温避光反应 5 min, 
于 734 nm 测量吸光度。以 VC 为阳性对照, 按以下公式(2)
计算。  

0 1

0
ABTS % ( ) 100%’ ’

’
A A

A
+ −= ×自由基清除率/    (2) 

式中: A’0 为蒸馏水与 ABTS 测定液 OD 值; A’1 为多糖

溶液与 ABTS 测定液 OD 值。 
1.3.13  香菇胞外多糖羟自由基清除率测定 

参照文献[17]中的方法进行修改。配制 1.0 mL 不同质

量浓度(0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL)多糖溶液, 加入 2 mL 
9 mmol/L FeSO4, 2 mL 9 mmol/L 乙醇-水杨酸和 1 mL 9 mmol/L 
H2O2混匀, 反应体系水浴加热 15 min, 在 510 nm测量吸光

度。以 VC 为阳性对照。按以下公式(3)计算。 

1 2

0
% (1 ) 100%’’ ’’

’’
A A

A
−= − ×羟 清除 /自由基 率   (3) 

式中: A’’0 为蒸馏水取代多糖溶液与所有试剂反应

OD 值; A’’1 为多糖溶液与全试剂反应 OD 值; A’’2 为多糖溶

液与以蒸馏水代替 H2O2 的其他试剂反应 OD 值。 

1.4  数据处理 

试验数据以重复 3 次的平均值表示, 采用单因素方差

分析进行差异显著性检验, 利用 Duncan 法进行多重比较。

其中, P<0.05 和 P<0.01 分别被视为差异显著和极显著。数

据分析使用 SPSS Statistics 27 软件, 响应面优化设计借助

Design-Expert 10 软件, 图片由 Origin 2024 软件绘制。 

2  结果与分析 

2.1  液体培养基的筛选结果 

2.1.1  液体发酵不同碳氮源的筛选 
以菌丝体生物量为评价指标优化液体发酵培养基 , 

碳源作为能量来源, 其类型对微生物生长具有较大影响, 
图 1~2。图 1(a)所示不同碳源对菌丝体生长影响显著

(P<0.05)。葡萄糖作为碳源时菌丝体生物量最高, 为 0.89 g/L; 
且菌丝体悬浮均匀、团聚少[图 2(a)]。证实葡萄糖更易于

被微生物利用, 该结果与血红铆钉菇发酵研究中葡萄糖可

作为优质碳源促进生物量积累的结论一致[18], 因此确定其为

最佳碳源。 
氮源为微生物生长提供营养物质。图 1(b)中不同氮源

对菌丝体生物量影响显著(P<0.05), 其中, 酵母膏组菌丝

体生物量最高, 达到 0.76 g/L; 且菌丝体密度高[图 2(b)]。
该结果与李昆等[19]真菌发酵中酵母膏为优质氮源的研究

结果相符, 故确定酵母菌为最佳氮源。 
2.1.2  不同碳源浓度筛选 

图 3 显示 , 葡萄糖质量浓度显著影响菌丝体生长

(P<0.05), 生物量随质量浓度升高呈现先上升后下降的趋势。

当质量浓度为 20 g/L 时达最大值(0.94 g/L)。低浓度抑制菌

丝体生长, 高浓度破坏菌丝体细胞渗透压。这一结果与秀

珍菇发酵中适宜葡萄糖质量浓度可促进菌丝体生长的结论

一致[20]。因此, 葡萄糖最终质量浓度为 20 g/L。 
 

 
 

注: 不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 图 3~9 同。 
图 1  不同碳、氮源对菌丝体生物量的影响 

Fig.1  Effects of different carbon and nitrogen sources on mycelial growth biomass 
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注: (a)不同碳源; (b)不同氮源。 
图 2  不同碳、氮源对香菇菌丝体形态的影响 

Fig.2  Effects of various carbon and nitrogen sources on the 
morphology of Lentinula edodes mycelium 

 

 
 
图 3  不同葡萄糖质量浓度对菌丝体生物量的影响 

Fig.3  Effects of different mass concentrations of glucose on 
mycelial biomass 

 
2.1.3  不同氮源质量浓度筛选 

图 4 显示 , 随质量浓度增加生物量先上升后下降

(P<0.05)。当质量浓度为 5.0 g/L时, 生物量达最大值 1.06 g/L。
酵母膏作为复合有机氮源, 适宜质量浓度可满足菌体增殖

营养需求, 促进生物量积累; 质量浓度过高易造成营养过

剩, 加重菌丝体细胞代谢负担, 对菌丝体生长产生抑制作

用[21]。最终, 选取酵母膏质量浓度为 5 g/L。 

2.2  液体发酵条件单因素结果 

2.2.1  pH 变化对胞外多糖含量及菌丝体生长的影响 
胞外多糖积累与菌丝体生长均受 pH 显著影响

(P<0.05)。图 5 所示, pH=6 时胞外多糖含量最高(0.95 g/L)。
弱酸性环境利于菌丝体对碳、氮源等营养物质的吸收效率[22], 
改变细胞膜通透性, 促进胞内物质释放, 增加胞外多糖产

量。因此, 选取 pH=6 为最佳发酵条件。 
2.2.2  装液量对胞外多糖产量及菌丝体生物量的影响 

装液量通过影响通气量间接调控发酵溶氧水平, 溶
氧水平对真菌生长及多糖产量至关重要。图 6 表明, 装液

量对胞外多糖产量及生物量影响显著(P<0.05), 生物量随

装液量增加而上升, 胞外多糖含量先升高后下降, 装液量

100 mL 时达到峰值, 为 0.81 g/L。装液量过少导致发酵液

蒸发; 过多则通气量不足, 抑制胞外多糖合成。装液量 100 mL, 
在保障菌丝体生长同时, 为胞外多糖合成提供充足供氧。

因此, 选择 100 mL 为最佳装液量。 
 

 
 
图 4  不同酵母膏质量浓度对菌丝体生物量的影响 

Fig.4  Effects of different mass concentrations of yeast extract on 
mycelial biomass 

 
 

 
 
图 5  pH 对香菇胞外多糖含量和菌丝体生物量的影响 

Fig.5  Effects of pH on exopolysaccharide content and mycelial 
biomass of Lentinula edodes  

 
2.2.3  摇床转速对胞外多糖产量及菌丝体生物量的影响 

摇床转速影响发酵通气状况, 对胞外多糖含量具有

显著影响(P<0.05), 对生物量影响较小。图 7 所示, 转速

150 r/min 时胞外多糖含量最高, 为 1.11 g/L。转速较低导

致氧气供应不足, 抑制微生物发酵; 转速过高会因剪切效

应及酶解作用导致多糖降解, 适当增加转速能够促进氧气

与菌体接触, 增加多糖合成[23]。因此, 选用 150 r/min 为最

佳转速。 
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图 6  装液量对香菇胞外多糖含量和菌丝体生物量的影响 
Fig.6  Effects of liquid volume on exopolysaccharide content and 

mycelial biomass of Lentinula edodes  
 
 

 
 

图 7  摇床转速对香菇胞外多糖含量和菌丝体生物量的影响 
Fig.7  Effects of shaking speed on exopolysaccharide content and 

mycelial biomass of Lentinula edodes  
 

2.2.4  发酵时间对胞外多糖产量及菌丝体生物量的影响 
图 8 显示, 发酵天数对胞外多糖与菌丝体生物量的影

响显著(P<0.05), 两者随发酵时间先升后降, 胞外多糖含

量在发酵 8 d 达到最大值, 为 0.76 g/L。这可能是因为在发

酵初、中期, 微生物发酵处于对数生长期, 营养物质多用于

合成胞外多糖[24]; 后期由于营养物质缺乏细胞开始自溶[25], 
胞外多糖含量下降。因此, 选用 8 d 为最佳发酵天数。 
2.2.5  接种量对胞外多糖产量及菌丝体生物量的影响 

接种量是影响发酵菌种生长繁殖速度的重要因素。图 9
显示, 接种量对多糖含量影响显著(P<0.05), 接种量 5%时, 
胞外多糖产量最大, 为 0.69 g/L, 接种量过低会延长发酵

周期, 增加染菌风险; 过高使营养消耗过快, 导致菌体提

前衰亡。5%接种量能够确保菌体生长和代谢活动, 促进胞

外多糖合成[26]。因此, 选用 5%为最佳接种量。 
2.2.6  单因素方差分析 

本研究中选取发酵液初始 pH、装液量、发酵时间、

摇床转速、接种量对胞外多糖含量的影响见表 2。方差越

小 , 对胞外多糖含量影响越弱 [27], 影响程度为 : 摇床转

速>pH>装液量>发酵时间>接种量。最终确定摇床转速、pH
和装液量为核心影响因素。 

 
 

 
 

图 8  发酵时间对香菇胞外多糖含量和菌丝体生物量的影响 
Fig.8  Effects of fermentation time on exopolysaccharide content 

and mycelial biomass of Lentinula edodes  
 
 

 
 

图 9  接种量对香菇胞外多糖含量和菌丝体生物量的影响 
Fig.9  Effects of lnoculum size on exopolysaccharide content and 

mycelial biomass of Lentinula edodes  
 
 

表 2  单因素试验方差分析 
Table 2  Analysis of variance for single factor experiments  

因素 
胞外多糖含量/(g/L) 

平均值 方差 

接种量 0.40 0.04 

发酵时间 0.48 0.03 

装液量 0.50 0.07 

摇床转速 0.55 0.13 

pH 0.50 0.09 
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2.3  响应面法优化液体发酵条件 

2.3.1  响应面法试验设计及结果  
借助 Design-Expert 10.1软件对表 3进行分析, 建立二

次多元回归方程: 胞外多糖含量=1.16455+0.0906474A+ 
0.00927862B–0.023062C+0.015872AB-0.0412843AC+ 
0.0169553BC–0.176956A2–0.232088B2–0.241389C2。 
2.3.2  模型建立与方差分析 

对回归方程进行方差分析(表 4), 模型显著性检验

P<0.01, 失拟项 P>0.05, 表明该模型显著且无失拟。结合

F, 各因素对胞外多糖含量的影响顺序为 A>C>B (pH>摇床

转 速 > 装 液 量 ) 。 该 模 型 的 决 定 系 数 R2 达 0.9953, 
R2

Adj=0.9896, 意味着模型能解释 98.96%的响应值变异 , 
且与预测相关系数 R2

Pred 差值较小, 说明模型拟合效果优

异, 可用于最优发酵工艺分析。 
2.3.3  响应面交互作用分析 

图 10 显示, pH-装液量、装液量-转速等高线图呈类圆

形, 对胞外多糖含量影响不显著。pH-转速交互曲面纵向

跨度明显且等高线呈椭圆形, 表明二者交互作用显著。经

软件优化得最佳发酵条件为: pH为6.27、装液量为100.52 mL、
摇床转速为 149.31 r/min, 该条件下模型预测的胞外多糖

含量为 1.18 g/L。 

表 3  试验设计与结果 
Table 3  Design and results of experimental  

序号 A B C 胞外多糖含量/(g/L)

1 –1 –1 0 0.68 

2 1 –1 0 0.84 

3 –1 1 0 0.64 

4 1 1 0 0.87 

5 –1 0 –1 0.66 

6 1 0 –1 0.91 

7 –1 0 1 0.67 

8 1 0 1 0.76 

9 0 –1 –1 0.70 

10 0 1 –1 0.70 

11 0 –1 1 0.64 

12 0 1 1 0.72 

13 0 0 0 1.14 

14 0 0 0 1.16 

15 0 0 0 1.18 

16 0 0 0 1.17 

17 0 0 0 1.16 

 
表 4  响应面拟合回归方程的方差分析结果 

Table 4  Results of analysis of variance for response surface fitted regression equation 

方差来源 平方和 自由度 方差 F P 显著性 

回归模型 0.7530 9 0.0837 166.42 <0.0001 ** 

A 0.0657 1 0.0657 130.76 <0.0001 ** 

B 0.0007 1 0.0007 1.37 0.2801 ns 

C 0.0043 1 0.0043 8.46 0.0227 * 

AB 0.0010 1 0.0010 2.00 0.1998 ns 

AC 0.0068 1 0.0068 13.56 0.0078 ** 

BC 0.0011 1 0.0011 2.29 0.1742 ns 

A2 0.1318 1 0.1318 262.26 <0.0001 ** 

B2 0.2268 1 0.2268 451.14 <0.0001 ** 

C2 0.2453 1 0.2453 488.02 <0.0001 ** 

残差 0.0035 7 0.0005    

失拟项 0.0028 3 0.0009 4.85 0.0806 ns 

纯误差 0.0008 4 0.0002    

合计 0.7565 16     

 R2=0.9953  R2
Adj =0.9894  R2

Pred=0.9401  

注: *代表差异显著, P<0.05; **代表差异极显著, P<0.01; ns 代表差异不显著。 
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图 10  各因素交互作用对香菇胞外多糖含量影响的响应曲面及等高线图 
Fig.10  Response surface and contour plots showing the interaction effects of various factors on the exopolysaccharide content of Lentinula 

edodes  
 

2.3.4  工艺条件验证性试验 
结合软件预测结果与实际生产工艺的设置合理性 ,  

选取 pH=6、装液量 101 mL、转速 149 r/min 进行验证。3
次重复试验测得胞外多糖平均含量为(1.35±0.24) g/L, 与
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预测值接近, 表明优化工艺可行。 

2.4  SEM 结果分析 

SEM(图 11)观察发现, 香菇多糖在 300×和 1000×低倍

数下 , 呈不规则块状 , 整体结构较为疏松 , 表面平滑。

5000×高倍数下, 可见明显孔隙结构。这种多孔形貌有助

于水分快速渗入, 促进多糖分散与溶解, 更好发挥其功能

特性。 
 

 
 

注: a. 300×; b. 1000×; c. 5000×。 
图 11  不同放大倍数下香菇多糖微观结构 

Fig.11  Microscopic structure of Lentinula edodes polysaccharides at 
various magnifications 

 

2.5  紫外光谱分析 

图 12 显示, 210.2 nm 处有吸收峰, 为糖分子结构特征

峰; 280 nm、260 nm 处均无明显吸收峰, 说明样品不含核

酸和蛋白质等杂质, 样品纯度较高。 
 

 
 

图 12  香菇胞外多糖的紫外光谱分析 
Fig.12  Ultraviolet spectrum analysis of exopolysaccharide from 

Lentinula edodes 
 

2.6  FT-IR 分析 

图 13 结果显示, 3408.1 cm–1 处出现宽而强的 O-H 键

伸缩振动[28], 表明香菇多糖分子内富含羟基, 使多糖空间

构象稳定, 羟基是影响多糖抗氧化活性主要基团; 2920.5 cm–1

为 C–H 伸缩振动[29], 是葡萄糖基等单糖侧链特征结构; 
1646.1 cm–1为 C=O的伸缩振动; 1324.5 cm–1对应 C–H键变

角振动[29]; 1097 cm–1 强吸收峰为吡喃糖环中 C–O–C 和

C–O–H 伸缩振动, 表明香菇多糖骨架以吡喃糖环为主[30]; 
799.4 cm–1 处弱吸收峰, 说明香菇多糖分子中可能含有少

量 α-型糖苷键[31]。 

 
 

图 13  香菇胞外多糖的红外光谱分析 
Fig.13  Infrared spectroscopy analysis of exopolysaccharide from 

Lentinula edodes  
 

2.7  热稳定性研究分析 

同步热分析显示香菇多糖热分解分为 3 个阶段(图 14)。
第一阶段(28~180 ℃)质量损失 8.99%, 主要为水分挥发, 差
示扫描量热曲线147 ℃处的弱吸热峰。第二阶段(180~737 ℃)
质量损失高达 42.07%, 差热重曲线在 434 ℃时热分解速率

达到最大值0.26%/℃, 差示扫描量热曲线在221 ℃和437 ℃
附近出现两个明显吸热峰, 表明糖苷键发生断裂, 产生挥发

性小分子物质 [32], 表明热分解以吸热为主。第三阶段

(737~800 ℃)样品失重渐缓, 质量损失 7.52 %, 表明大部分多

糖在高温下被分解碳化[33], 最终香菇多糖的质量残留率为

41.41%。结果表明, 香菇多糖在 180 ℃以下热稳定性良好。 

2.8  体外抗氧化分析   
DPPH 自由基是一种含有孤电子、结构相对稳定的自

由基 , 清除率主要反映多糖通过提供氢原子或电子 , 将 
DPPH 自由基还原为联氨化合物的能力[34]。香菇胞外多糖

抗氧化活性表明, 对 DPPH 自由基的清除能力随质量浓度

(0.2~1.0 mg/mL)升高持续增强, 在 1.0 mg/mL 时清除率达

60.14%[图 15(a)], 说明香菇胞外多糖能够提供较为充足的

氢供体, 有效终止 DPPH 自由基的链式反应。ABTS 与过硫酸

钾反应生成蓝绿色阳离子自由基 ABTS+, 当加入具有抗氧化

活性的样品后, ABTS+被还原为 ABTS, 导致吸光度下降[35]。

对 ABTS⁺自由基的清除率呈先升后降趋势, 在 0.8 mg/mL 时

达到峰值 53.47%[图 15(b)], 抗氧化能力最佳, 而浓度过高

样品中的多糖分子发生聚集, 影响了抗氧化基团与自由基

的反应, 吸光度降低。羟自由基是一种具有高度活性的自由基, 
它极易氧化各种生物大分子, 导致氧化损伤[36]。对羟自由基的

清除效果与 VC 对照品趋势一致, 均随浓度阶梯式上升, 在
1.0 mg/mL 时清除率达 93.94%, 接近 VC 水平[图 15(c)], 这是

由于香菇多糖可能通过提供大量氢原子、稳定自由基中间体

等方式, 对羟自由基进行高效清除[37]。以上结果表明, 该多糖

在适宜浓度下均具有良好自由基清除能力。 
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注: a. 热重曲线; b. 差热重曲线; c. 差示扫描量热曲线。 
图 14  香菇多糖同步热分析图谱 

Fig.14  Thermogravimetric-differential scanning calorimetry profile of Lentinula edodes  
 

 
 

图 15  不同质量浓度下体外抗氧化分析 
Fig.15  In vitro antioxidant analysis at various mass concentrations 

 

3  结  论 

本研究优化香菇胞外多糖发酵工艺, 确定最佳培养

基为 20 g/L 葡萄糖、5 g/L 酵母膏; 在 pH 6、装液量 101 mL、
转速 149 r/min、接种量 5%、发酵 8 d, 多糖产量达

(1.35±0.24) g/L。所得多糖样品结构疏松、纯度高、热稳定

性良好; 胞外多糖浓度在 1.0 mg/mL 时 DPPH 自由基和羟自

由基清除率为 60.14%、93.94%, 在 0.8 mg/mL 时, ABTS+清除

率为 53.47%, 均表现出良好抗氧化活性。综上, 经工艺优化

不仅提高香菇多糖产量, 而且所得香菇多糖品质高, 质量稳

定, 具有良好抗氧化特性, 具备规模化生产的潜力。 
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