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灵芝为多孔菌科真菌赤芝 Ganoderma luicdum（Leyss.ex

Fr.）Karst. 或紫芝G. sinense Zhao，Xu et Zhang干燥子实体[1]。

《神农本草经》中记载，灵芝具有扶正固本、滋补强壮、延年益

寿等功效[2]。近年来，中外学者对灵芝的子实体、孢子粉等进

行了广泛、深入的研究。研究表明，灵芝的化学成分包括多

糖、三萜、甾醇、腺苷、氨基酸多肽类及各种微量元素[3]，而灵芝

多糖是灵芝中的活性成分之一[4]，灵芝多糖具有提高免疫力、

抗氧化、抗菌、保肝、调节血糖、改善睡眠等药理作用 [5-9]。

因此，如何有效地提取活性灵芝多糖成为科研工作者的研

究热点。

超微粉碎技术可以将固体物料粉碎成平均粒径在 2～3

μm水平，对于脆性较大的物料粉碎粒度可达亚微米级，增加物

料与溶剂的接触面积，促进有效成分的溶出，降低能耗，提高

效率，易于工业生产。效应面法（Response surface methodolo-

gy）是一种优化生物过程的统计学试验设计，采用该法可以建

立连续变量曲面模型，对影响生物过程的因素及各因素间的

交互作用进行评价，确定其最佳水平范围，并且所需要的试验

组数相对较少，可节省人力物力财力，因此该方法已经广泛应

用于各种生物过程的优化中[10-11]。

本试验结合工业需求，对灵芝进行超微粉碎，以灵芝多糖

对 1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基的半数清除率的

倒数（1/EC50）为因变量，采用效应曲面分析法优选提取工艺，

得到抗氧化活性较高的灵芝多糖最优提取工艺，以期为灵芝

多糖的资源开发、利用提供参考。
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摘 要 目的：优选灵芝多糖的提取工艺。方法：采用单因素试验考察料液比、浸提温度、浸提时间对灵芝多糖抗氧化活性的影

响。以液料比、浸提温度、浸提时间为自变量，以灵芝多糖对 1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基的半数清除率的倒数

（1/EC50）为因变量，通过对自变量各水平进行多元线性回归及二项式拟合，采用BBD设计-效应面法优选灵芝多糖提取工艺。结

果：优选提取工艺为浸提温度63 ℃、浸提时间2 h、料液比1 ∶ 33（g/ml），在此条件下，灵芝多糖的1/EC50为0.732 2 ml/mg，与响应面

拟合方程的预测值0.733 7 ml/mg相当。结论：优选的提取工艺合理、可行，可用于灵芝多糖的提取。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of polysaccharide from Ganoderma. METHODS：The effects

of ratio of material to liquid，extraction temperature and extraction time on antioxidant activity of polysaccharide from Ganoderma

were investigated. The extraction technology was optimized with central composite design-response surface methodology with extrac-

tion temperature，extraction time and ratio of liquid to solid as independent variable using reciprocal（1/EC50）of free radical scav-

enging rate of polysaccharide from Ganoderma to DPPH as dependent variable. Multiple linear regression and binomial expression

was fitted with independent variable. RESULTS：The optimal extraction technology was as follows：extraction temperature 63 ℃，

extraction time 2 h，and ratio of liquid to solid 1 ∶ 33（g/ml）. In this condition，1/EC50 of polysaccharide from Ganoderma to DPPH

was 0.732 2 ml/mg，which was consistent with the predicted value 0.733 7 ml/mg. CONCLUSIONS：The optimized technology is

reasonable and feasible，and can be used for the extraction of polysaccharide from Ganoderma.
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AB204-N型电子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）；DZF-6051型

真空干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）；LXJ型低速大容量

多管离心机（上海安亭科学仪器厂）；HH-S型水浴锅（郑州长

城科工贸有限公司）；RE-2000A型旋转蒸发仪（上海亚荣生化

仪器厂）。

1.2 药材

灵芝子实体由福建省农业科学院食用菌研究所陈体强副

研究员提供，经过超微粉碎成超细粉（300目）后备用。

1.3 试剂

DPPH（美国 Sigma 公司）；石油醚、甲醇、无水乙醇（分析

纯，西陇化工股份有限公司）；水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 灵芝多糖的制备工艺流程

灵芝超细粉→石油醚脱脂→60 ℃下干燥→以不同条件

（提取温度、提取时间、料液比）进行回流提取→趁热抽滤→减

压浓缩→加无水乙醇使含醇体积分数达80％（V/V）→4 ℃静置

过夜、离心→灵芝粗多糖[12]。

2.2 灵芝多糖清除DPPH自由基活性的测定

取“2.1”项下灵芝粗多糖以超纯水溶解，制成一系列不同

质量浓度（0.80、1.6、2.4、3.2、4.0 mg/ml）的样品溶液。每种样

品溶液取2 ml与2 ml 0.2 mmol/L DPPH溶液混合，避光室温反

应 30 min，在 517 nm 波长处测定其吸光度（A），由下式计算

DPPH清除率，并计算1/EC50
[13]。DPPH清除率（％）＝[1－（A－

Ab）/A0]×100％。式中，A为样品与DPPH反应后的吸光度，Ab为

样品溶剂与DPPH反应后的吸光度，A0为未加样品的DPPH的

吸光度。每一样品平行测3次，取其平均值。

2.3 单因素试验

2.3.1 料液比对灵芝多糖抗氧化活性的影响 准确称取

10.00 g 灵芝超细粉，共 5份，分别加入超纯水 100、200、300、

400、500 ml，料液比分别为1 ∶10、1 ∶20、1 ∶30、1 ∶40、1 ∶50（g/ml），

在60 ℃水浴中浸提2 h，按“2.2”项下方法测定多糖清除DPPH

自由基的能力。结果，物料与提取溶剂的充分接触可以加速

目标成分的提取效率。在料液比较低时随着料液比的增

加，1/EC50也在增加，料液比为1 ∶30（g/ml）时灵芝多糖的1/EC50

已达到较高水平，料液比超过 1 ∶ 40（g/ml）时，反而略有下降。

这是由于增加料液比可以增加物料与溶剂的接触面积，促进

多糖成分的溶出，但料液比过大，也使得其他成分被过多溶

出。考虑到能耗及多糖的纯度，料液比选为 1 ∶ 30（g/ml）时较

为适宜。液料比对灵芝多糖抗氧化活性的影响见图1。

2.3.2 浸提温度对灵芝多糖抗氧化活性的影响 准确称取

10.00 g灵芝超细粉，共 5份，用 300 ml的超纯水在 40、50、60、

70、80 ℃水浴中浸提 2 h，按“2.2”项下方法测定多糖清除

DPPH自由基的能力。结果，适宜的提取温度可以加速目标成

分的提取并保持其活性的稳定，在40～60 ℃温度范围内，随着

提取温度的升高，灵芝多糖1/EC50明显增加，提取温度在60 ℃

时 1/EC50达到最高水平，温度超过 60 ℃时反而下降。这是由

于增加温度可以加快分子扩散，促进多糖成分的溶出，但温度

过高使得多糖成分被降解，抗氧化活性相应降低。因此，选

择 60 ℃较为适宜。浸提温度对灵芝多糖抗氧化活性的影响

见图 2。

2.3.3 浸提时间对灵芝多糖抗氧化活性的影响 准确称取

10.00 g灵芝超细粉，共5份，用300 ml超纯水分别在60 ℃水浴

中浸提1、1.5、2、2.5、3 h，按“2.2”项下方法测定多糖清除DPPH

自由基的能力。结果，适易的提取时间可以使目标成分充分

的提取出来，如果提取时间过长反而使得非目标成分被过多

的提取出来，影响多糖的纯度及活性。在提取时间较短时，随

着提取时间的增加，灵芝多糖的活性也在不断增加，提取时间

在2～2.5 h时灵芝多糖活性相对较高，提取时间超过2.5 h时，

灵芝多糖的 1/EC50则略有下降。考虑到提取效率及能耗，因

此提取时间选为 2 h较为适宜。浸提时间对灵芝多糖抗氧化

活性的影响见图3。

2.4 Box-Behnken Design（BBD）设计-效应面试验
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图1 料液比对灵芝多糖抗氧化活性的影响

Fig 1 Effects of ratio of liquid to solid on antioxidant activi-

ty of polysaccharides
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Fig 2 Effects of extraction temperature on antioxidant activ-

ity of polysaccharides
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2.4.1 试验设计与结果 在单因素试验基础上，根据Box-Be-

hnken 的中心组合试验设计原理，以液料比（X1）、浸提温度

（X2）、浸提时间（X3）为自变量，以 1/EC50为响应值进行试验。

因素与水平见表1；BBD设计效应面试验安排与结果见表2。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

-1

0

1

因素
X1

1 ∶20

1 ∶30

1 ∶40

X2，℃
50

60

70

X3，h

1.5

2

2.5

表2 BBD设计效应面试验安排与结果

Tab 2 Box-behnken design of extraction technology and re-

sults

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

X1

-1

1

-1

1

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

X2，℃
-1

-1

1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

X3，h

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

1/EC50，ml/mg

0.550 5

0.571 3

0.622 3

0.671 9

0.570 2

0.621 9

0.621 0

0.672 1

0.569 6

0.611 7

0.619 3

0.661 8

0.723 7

0.723 6

0.733 6

0.733 7

0.723 8

2.4.2 模型拟合 应用Design-Expert.8.05b软件对表2中的试

验数据进行多元回归拟合，得到灵芝多糖的抗氧化活性（y）对

料液比（X1）、提取温度（X2）、提取时间（X3）的二次多元回归方

程模型为：y＝0.73+0.022X1+0.032X2+0.025X3+0.007 2X1 X2－

0.000 15X1X3+0.000 1X2X3－0.059X1
2－0.065X2

2－0.047X3
2。对

得出的回归模型进行方差分析，结果见表3。由表3可知，整体

回归模型是有统计学意义的（P＜0.000 1）；校正决定系数 R2

（adj）为 0.957 3（大于 0.80），说明该模型只有 4.27％的变异。

信噪比为16.858，表示该模型有足够的信号。并且该模型的总

回归系数R2为0.981 3，说明该模型与实际试验拟合较好，试验

误差较小，因此可用该模型对灵芝多糖的提取效果进行分析

和预测。

2.4.3 三维效应面分析 效应模型的效应面及等高线可直观

反映各试验因素间的两两交互作用对灵芝多糖抗氧化活性的

影响。根据回归模型方程，将浸提温度、浸提时间、液料比对

灵芝多糖抗氧化活性的影响绘制成三维效应面图见图 4。由

图4可知，其中各个因素在试验范围内对灵芝多糖抗氧化活性

影响的大小顺序为：浸提温度（X2）＞浸提时间（X3）＞料液比

（X1）。浸提温度和浸提时间、浸提温度和料液比之间的交互关

系较为显著，当浸提温度在小于63 ℃时，灵芝多糖的抗氧化活

性随温度的升高而增大，而随着浸提温度继续增加灵芝多糖

的活性略微下降。浸提温度与料液比之间的交互关系不显

著，表现为曲面较为平缓。

2.5 灵芝多糖的最优工艺条件与验证

利用Design-Expert.8.0.5b软件对试验进行分析处理，获得

灵芝多糖提取的最优条件为料液比 1 ∶ 33.38（g/ml），浸提温度

63.65 ℃，浸提时间2.17 h。考虑到实际操作条件，将灵芝多糖

提取的最优工艺调整为料液比1 ∶33（g/ml），提取温度63 ℃，提

取时间 2 h，理论预测 1/EC50为 0.733 7 ml/mg。依据调整后的

条件进行验证试验，重复3次，得灵芝多糖1/EC50为0.732 2 ml/

表3 方差分析结果

Tab 3 Analysis of variance

方差来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

残差
失拟
净误差
总离差

离差平方和
0.064

3.750E－003

8.256E－003

5.040E－003

2.074E－004

9.000E－009

4.000E－008

0.015

0.018

9.456E－003

1.214E－003

1.095E－003

1.188E－004

0.065

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方
7.087E－003

3.750E－003

8.256E－003

5.040E－003

2.074E－004

9.000E－009

4.000E－008

0.015

0.018

9.456E－003

1.734E－004

3.650E－004

2.971E－005

F

40.87

21.62

47.61

29.07

1.20

5.190E－004

2.307E－004

84.50

101.61

54.53

12.29

P

＜0.000 1

0.002 3

0.000 2

0.001 0

0.310 4

0.982 5

0.988 3

＜0.000 1

＜0.000 1

0.000 2

0.017 4

0.75
0.70
0.65
0.60
0.55
1.001/E

C 5
0，m

l/m
g

0.50
0.00
－0.50

－1.00－1.00－0.50
0.00 0.50

1.00

X2，℃
X3，h

A
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0.65
0.60
0.55
1.00
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C 5

0，m
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g
X3，h

0.50 0.00－0.50－1.00－1.00
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图4 三维效应面图

A.浸提温度与浸提时间对灵芝多糖抗氧化活性的影响；B. 浸提时间与

液料比对灵芝多糖抗氧化活性的影响；C. 浸提温度与液料比对灵芝多

糖抗氧化活性的影响

Fig 4 Three-dimensional response surface

A. effects of extraction temperature and time on antioxidant of polysac-

charides；B. effects of extraction time and ratio of liquid to solid on anti-

oxidant of polysaccharides；C. effects of extraction temperature and ratio

of liquid to solid on antioxidant of polysaccharides
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mg。实际测定值与理论值接近，说明该方程模型与实际情况

拟合良好。

3 讨论

现有文献多以灵芝多糖的提取率为评价指标对其提取工

艺进行优化，为了能更多的得到多糖成分，使得多糖的提取多

在比较剧烈苛刻的条件下进行。但是，剧烈的提取环境往往

使得多糖结构发生不同程度的破坏，而多糖的结构与其生物

活性有着密切的联系。如何从灵芝中提取得到抗氧化活性较

高的灵芝多糖？笔者通过单因素试验考察了浸提温度、浸提

时间、液料比对灵芝多糖抗氧化活性的影响，根据BBD-效应

面试验原理建立了灵芝多糖抗氧化活性与浸提温度、浸提时

间、液料比之间关系的二次多项式回归模型，该模型拟合程度

高，准确有效。综上，该提取工艺合理、可行，可用于灵芝多糖

的提取，并为灵芝药材的深加工提供一定的参考。
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国家卫生和计划生育委员会等六部门多措并举、统筹推进，切实做好保障儿童用药工作

本刊讯 党中央、国务院高度重视保障儿童用药工作。

国家卫生计生委、国家发展改革委、工业和信息化部、人力资

源社会保障部、食品药品监管总局、国家中医药局日前联合召

开媒体通气会，宣传解读经国务院同意联合印发的《关于保障

儿童用药的若干意见》（以下简称《意见》）。

当前，我国医药卫生事业快速发展，儿童健康和用药水平

逐步提高，儿童基本用药状况显著改善。但是，我们也清醒地

看到，目前儿童用药适宜品种、剂型和规格不足，企业缺乏研

发动力和生产积极性，不合理用药问题仍然存在，儿童用药安

全面临挑战。

《意见》从鼓励研发创制、加快申报审评、确保生产供应、

强化质量监管、推动合理用药、完善体系建设、提升综合能力

等环节，对保障儿童用药提出了具体要求。这是近十几年来

我国关于儿童用药的第一个综合性指导文件。

在申报审评和研发创制方面：对于部分临床急需的儿童

适宜品种、剂型、规格，建立申报审评专门通道，加快进度，并

逐步建立鼓励研发的儿童药品目录，引导和鼓励企业优先研

发生产。探索建立新药申请时提供相关儿童临床试验数据及

用药信息的制度。对已上市品种，要求药品生产企业及时补

充完善儿童临床试验数据。

在保障生产供应方面：对国产儿童用药通过单列代表品、

规定宽松的剂型比价系数等方式，在定价时给予政策扶持。

按规定及时将儿童适宜剂型、规格纳入基本医疗保险支付范

畴。优先支持儿童用药生产企业开展产品升级、生产线技术

改造。建立短缺预警机制，对临床必需、易短缺、用量小的

药品综合采取价格、采购扶持及定点生产、储备等方式确保

供应。

在提高临床合理用药及综合评价能力方面：发挥专业协

会的学术优势，总结临床用药经验及安全用药数据，形成行业

共识，制定儿童用药指南。同时，对部分已在临床使用多年但

药品说明书缺乏儿童用药数据的药品，完善相关数据，以引导

企业研发申报和生产，合理修订药品说明书。建立儿童临床

用药综合评价体系和临床数据库，整理分析儿童用药数据并

定期开展综合评价。
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