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摘要：脱除蛋白质是真菌多糖纯化过程中较为重要的环节之一，为了优化裂盖马鞍菌多糖脱蛋白
质工艺，采用Ｓｅｖａｇ法和三氯乙酸法对其多糖进行蛋白质脱除，通过比较２种方法处理后的蛋白质
脱除率和多糖损失率来确定最佳的脱蛋白质方法。结果表明，三氯乙酸法脱除蛋白质效果最佳，其
最佳工艺为三氯乙酸质量浓度５０ｇ／Ｌ、三氯乙酸与粗多糖体积比１∶１、振荡时间４０ｍｉｎ、静置时间

４０ｍｉｎ，在此条件下蛋白质脱除率为９２．３７％，多糖损失率为１６．９１％。
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　　裂盖马鞍菌 （Ｈｅｌｖｅｌｌａ　ｌｅｕｃｏｐｕｓ　Ｐｅｒｓ．）是一种
珍稀名贵的美味野生食用菌，分布于河北、甘肃、新
疆等地［１］。裂盖马鞍菌子实体中的蛋白质、多糖及
多种人体必需氨基酸含量高于平菇、香菇及黑木耳
等食用菌，具有较好的开发前景［２］。多糖不仅是细
胞的结构物质和能源物质，而且具有多种生理功能，

广泛参与细胞识别，细胞生长、分化、代谢，胚胎发
育，抗细胞癌变，抗病毒感染及免疫应答等各项生命
活动［３］。近年来，关于裂盖马鞍菌的研究主要集中
于其营养成分及生物学特性方面，而关于其多糖的
研究鲜有报道［４－６］。真菌中的多糖往往与蛋白质共
存，且常结合形成糖蛋白复合物，致使从粗多糖中脱
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除蛋白质较为困难，因此，对多糖脱蛋白质工艺进行
研究具有重要意义。目前，多糖脱蛋白质的方法主
要有Ｓｅｖａｇ法、三氯乙酸法、酶解法、鞣酸法、盐酸法
等［７－８］，其中Ｓｅｖａｇ法和三氯乙酸法比较常用。鉴于
此，本研究采用Ｓｅｖａｇ法和三氯乙酸法对裂盖马鞍
菌子实体水溶性多糖脱蛋白质工艺进行初步研究，

以期为裂盖马鞍菌多糖的开发利用提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料与仪器
裂盖马鞍菌粗多糖由本实验室制备。牛血清白

蛋白、苯酚、考马斯亮蓝 Ｇ－２５０、三氯乙酸、氯仿、正
丁醇等均为国产分析纯。

仪器：ＨＪ－２磁力加热搅拌器产自江苏省金坛市
医疗仪器厂，ＬＸＪ－ＩＩＢ　Ａｎｋｅ离心机产自上海安亭科
学仪器厂，Ｔ６新世纪紫外分光光度计购自北京普析
通用仪器有限责任公司，恒温振荡器产自金坛市医
疗仪器厂。

１．２　Ｓｅｖａｇ法脱除裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质
称取０．５００　０ｇ粗多糖置于５００ｍＬ容量瓶中，

配制成１ｇ／Ｌ的粗多糖溶液，量取该溶液８０ｍＬ置
于１００ｍＬ烧杯中，再加入２０ｍＬ的Ｓｅｖａｇ试剂［氯
仿∶正丁醇 ＝４∶１］，于磁力加热搅拌器上常温搅
拌３０ｍｉｎ，将溶液倒入１５０ｍＬ的分液漏斗中，静置
（时间越久越好），弃下层有机溶剂和中间层变性蛋
白，再次加入Ｓｅｖａｇ试剂，重复操作５次，计算每次
处理后的蛋白质脱除率和多糖损失率。

１．３　三氯乙酸法脱除裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质
称取０．５００　０ｇ粗多糖置于５００ｍＬ容量瓶中，

配制成１ｇ／Ｌ的粗多糖溶液，各取２０ｍＬ，加入一定
量２ｍｏｌ／Ｌ三氯乙酸，使粗多糖溶液中三氯乙酸达
到一定质量浓度，振荡一段时间，然后于４℃静置
一段时间，取上清液，于４ ℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取上清液，测定并计算蛋白质脱除率和多糖
损失率。

１．３．１　单因素试验

１．３．１．１　三氯乙酸质量浓度　各取１ｇ／Ｌ的粗多
糖溶液２０ｍＬ，分别加入一定量２ｍｏｌ／Ｌ 三氯乙
酸，使粗多糖溶液中三氯乙酸质量浓度分别达到

２０、４０、５０、６０、８０ｇ／Ｌ，混匀，振荡３０ｍｉｎ，随后于

４℃静置３０ｍｉｎ，然后按照１．３中方法进行。

１．３．１．２　振荡时间　各取１ｇ／Ｌ的粗多糖溶液

２０ｍＬ，加入２ｍｏｌ／Ｌ三氯乙酸，使粗多糖溶液中三
氯乙酸质量浓度达到５０ｇ／Ｌ，分别振荡１０、２０、３０、

４０、５０ｍｉｎ，随后于４℃静置３０ｍｉｎ，然后按照１．３
中方法进行。

１．３．１．３　静置时间　各取１ｇ／Ｌ的粗多糖溶液

２０ｍＬ，加入２ｍｏｌ／Ｌ三氯乙酸，使粗多糖溶液中三
氯乙酸质量浓度达到５０ｇ／Ｌ，振荡３０ｍｉｎ，随后于

４℃分别静置１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ，然后按照１．３
中方法进行。

１．３．２　正交试验　在单因素试验的基础上，对三氯
乙酸法脱蛋白质工艺中的三氯乙酸质量浓度、振荡
时间、静置时间进行三因素三水平正交试验，因素与
水平见表１。

表１　三氯乙酸法脱除裂盖马鞍菌粗多糖
蛋白质的正交试验设计

水平

因素

三氯乙酸质量

浓度（Ａ）／（ｇ／Ｌ）
振荡时间（Ｂ）／

ｍｉｎ
静置时间（Ｃ）／

ｍｉｎ

１　 ４０　 ２０　 ２０

２　 ５０　 ３０　 ３０

３　 ６０　 ４０　 ４０

１．４　蛋白质含量的测定

采用考马斯亮蓝 Ｇ－２５０法［９］测定蛋白质含量，

以牛血清蛋白作标准曲线，得牛血清蛋白质量浓度

Ｃ１ 与吸光度Ａ１ 之间的回归方程为：Ａ１＝０．４４７　３

Ｃ１＋０．００７　３，Ｒ２＝０．９９６　４。蛋白质脱除率＝（处理
前蛋白质含量－处理后蛋白质含量）／处理前蛋白质
含量×１００％。

１．５　多糖含量的测定

采用苯酚－硫酸法［１０－１１］测定多糖含量，以葡萄糖

为对照品绘制标准曲线，得葡萄糖质量浓度Ｃ２ 与吸

光度 Ａ２ 之间的回归方程为：Ａ２ ＝０．２０３　０Ｃ２ ＋

０．００３　４，Ｒ２＝０．９９９　４。糖损失率＝（处理前多糖含
量－处理后多糖含量）／处理前多糖含量×１００％。

２　结果与分析

２．１　Ｓｅｖａｇ法对裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质的脱除效果
由图１可以看出，随着蛋白质脱除次数的增加，

裂盖马鞍菌粗多糖中的蛋白质脱除率和多糖损失率

均不断增加。当蛋白质脱除次数为３时，蛋白质脱
除率较大，达到６４．２％，但是多糖损失率也较大，达
到２５．２１％；当蛋白质脱除次数大于３时，蛋白质脱
除率增加缓慢，但多糖损失率仍不断增加，脱除次数
达到５时，蛋白质脱除率达到６５．８１％，多糖损失率
也高达３４．１７％。这可能是部分蛋白质与多糖牢固
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结合形成了糖复合物，脱蛋白质的同时造成了多糖
的损失。综合考虑，Ｓｅｖａｇ法脱除蛋白质以 ３ 次
为宜。

图１　Ｓｅｖａｇ法对裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质的脱除效果

２．２　三氯乙酸法对裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质的脱
除效果

２．２．１　单因素试验结果

２．２．１．１　三氯乙酸质量浓度　由图２可以看出，随
着三氯乙酸质量浓度的增加，蛋白质脱除率呈先降
低后增加再降低的趋势，多糖损失率呈先微幅降低
后增加的趋势。当三氯乙酸质量浓度小于５０ｇ／Ｌ
时，随着三氯乙酸质量浓度的增加，蛋白质脱除率和
多糖损失率均表现为先微幅降低后升高；当粗多糖
溶液中三氯乙酸质量浓度达到５０ｇ／Ｌ时，蛋白质脱
除率达到最大，为９４．４４％，多糖损失率为１７．４０％；
当三氯乙酸质量浓度超过５０ｇ／Ｌ时，随着三氯乙酸
质量浓度的增加，蛋白质脱除率降低，多糖损失率升
高。这可能是因为三氯乙酸超过一定质量浓度后，
造成糖苷键的裂解，从而使多糖损失率增加，因此，
三氯乙酸用量的选择对提高蛋白质脱除率和降低多

糖损失率至关重要。综合考虑，粗多糖溶液中三氯
乙酸质量浓度以５０ｇ／Ｌ时效果最佳。

图２　不同质量浓度三氯乙酸对裂盖马鞍菌粗多糖
蛋白质脱除效果的影响

２．２．１．２　振荡时间　由图３可以看出，随着振荡时
间的增加，蛋白质脱除率和多糖损失率均表现为先
增加后降低，但多糖损失率变化不明显。当振荡时
间为３０ｍｉｎ时，蛋白质脱除率最大，为９３．１０％，多

糖损失率为２０．１８％。因此，振荡时间以３０ｍｉｎ为
佳，此时蛋白质脱除效果较好。

图３　振荡时间对裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质
脱除效果的影响

２．２．１．３　静置时间　由图４可以看出，随着静置时
间的增加，蛋白质脱除率先增加后降低，多糖损失率
先降低后增加。当静置时间为３０ｍｉｎ时，蛋白质脱
除率 最 高，为 ９１．３４％；多 糖 损 失 率 最 低，为

１７．１６％。由此可知，静置时间以３０ｍｉｎ为佳，此时
蛋白质脱除效果较好，多糖损失率较低。

图４　静置时间对裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质脱除效果的影响

２．２．２　正交试验结果　由表２可以看出，三氯乙酸
法脱除蛋白质工艺过程中的各因素对蛋白质脱除率

的影响主次顺序为三氯乙酸质量浓度＞振荡时间＞
静置时间，最佳组合为 Ａ２Ｂ３Ｃ３，即三氯乙酸质量浓
度５０ｇ／Ｌ、振荡时间４０ｍｉｎ、静置时间４０ｍｉｎ；各因
素对多糖损失率的影响主次顺序为：三氯乙酸质量
浓度＞静置时间＞振荡时间，最佳组合为三氯乙酸质
量浓度５０ｇ／Ｌ、振荡时间３０ｍｉｎ、静置时间３０ｍｉｎ。

由表３可知，三氯乙酸质量浓度对蛋白质脱除率影
响显著，而振荡时间和静置时间对蛋白质脱除率和
多糖损失率影响不大，由于本研究探讨的是裂盖马
鞍菌粗多糖脱蛋白质工艺，因此以蛋白质脱除率为
首要考察指标，综合考虑多糖损失率方面因素，故得
出三氯乙酸法脱除裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质的最佳

工艺为：三氯乙酸质量浓度 ５０ｇ／Ｌ、振荡时间

４０ｍｉｎ、静置时间４０ｍｉｎ。
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表２　三氯乙酸法脱除裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质的正交试验结果

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ
蛋白质脱除率／％ 多糖损失率／％

１　 １　 １　 １　 ７９．６６　 １７．１３

２　 １　 ２　 ２　 ８２．２０　 １６．８１

３　 １　 ３　 ３　 ８３．０５　 １７．５６

４　 ２　 １　 ２　 ９１．５３　 １６．８４

５　 ２　 ２　 ３　 ９２．３７　 １８．２４

６　 ２　 ３　 １　 ９３．２２　 １７．６２

７　 ３　 １　 ３　 ８８．１４　 １７．７２

８　 ３　 ２　 １　 ８７．２９　 １７．６９

９　 ３　 ３　 ２　 ８８．９８　 １７．５７

ｋ蛋白质脱除率１ ８１．４９３　 ８６．２３７　 ８６．４６０

ｋ蛋白质脱除率２ ９２．２０３　 ８７．１３０　 ８７．３５０

ｋ蛋白质脱除率３ ８７．９１０　 ８８．２４０　 ８７．７９７

Ｒ蛋白质脱除率 １０．７１０　 ２．００３　 １．３３７

ｋ糖损失率１ １６．７９７　 １６．６７０　 １６．９８０

ｋ糖损失率２ １６．０８３　 １６．５５７　 １６．０９７

ｋ糖损失率３ １７．１２３　 １６．７７７　 １６．９２７

Ｒ糖损失率 １．０４０　 ０．２２０　 ０．８８３

表３　三氯乙酸法脱除裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质的正交试验方差分析结果

变异来源
偏差平方和

蛋白质脱除率 多糖损失率

自由度

蛋白质脱除率 多糖损失率

Ｆ值
蛋白质脱除率 多糖损失率

Ａ　 １７５．４７５　 ０．４１２　 ２　 ２　 １５６．３９５ ２．７４７

Ｂ　 ５．８８２　 ０．２４７　 ２　 ２　 ５．２４２　 １．６４７

Ｃ　 ２．０７４　 ０．８８３　 ２　 ２　 １．８４８　 ５．８８７

误差 １．１２　 ０．１５

　注：＊表示在０．０５水平上差异显著。

２．２．３　最佳工艺的验证结果　在三氯乙酸法脱除
裂盖马鞍菌粗多糖中蛋白质最佳工艺条件下进行

３次平行验证试验，以考察最佳条件的合理性和可
靠性。３ 次 测 得 多 糖 损 失 率 分 别 为 １６．５１％、

１７．３２％和１６．９１％，平均值为１６．９１％，相对标准
偏差为 ２．３９％；３ 次测得蛋白质脱除率分别为

９２．３７％、９３．２２％和９１．５３％，平均值为９２．３７％，
相对标准偏差为０．９１％，分别与表２中多糖最小损
失率、蛋白质最大脱除率接近，说明三氯乙酸脱除蛋
白质最佳工艺条件重现性良好，数据可靠。

３　结论与讨论

本研究结果表明，三氯乙酸法在蛋白质脱除率、多
糖损失率、处理次数、有机溶剂用量等方面均优于

Ｓｅｖａｇ法。Ｓｅｖａｇ法虽是经典的脱蛋白质方法，但对裂
盖马鞍菌粗多糖脱蛋白质效果不理想，处理５次后，仍
未能有效脱除蛋白质，且多糖损失率较高。三氯乙酸
法作用温和，脱蛋白质效果较好，且多糖损失率较低，
适合作为裂盖马鞍菌粗多糖的蛋白质脱除剂。

Ｓｅｖａｇ法主要用于去除游离蛋白质，蛋白聚糖
和糖蛋白很难去除，并且随着脱蛋白质次数的增加，
多糖损失率急剧上升。另外，此法用到的三氯甲烷
是一种强毒性溶剂，容易导致多糖活性下降和溶剂
残留。三氯乙酸是一种有机酸，可以使样品中的蛋
白质变性而沉淀，从而达到去除蛋白质的目的；但是
酸性物质易造成糖苷键的裂解，从而使多糖得率降
低，因此在去除粗多糖中蛋白质以及与多糖结合的
多肽时，三氯乙酸用量、静置时间及作用时间的选择
对提高蛋白质脱除率和降低多糖损失率至关重要。
在进行单因素试验时，虽然所用的材料、试剂为

同一批，所用的粗多糖提取液也是同一批，但由于试
验进行有先后顺序，所以造成不同单因素试验的粗
多糖提取液及其他试剂放置时间的长短不同，从而
可能造成相同试验条件下不同单因素之间的试验结

果略微有差异，但是差异不明显。
本研究表明，当三氯乙酸用量为５０ｇ／Ｌ、静置时间

４０ｍｉｎ、处理时间４０ｍｉｎ时，裂盖马鞍菌粗多糖蛋白质
脱除效果较好，且多糖损失较少。 （下转第１６０页）
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