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摘　要：目的：本文以梨园块菌 Tuber liyuanum 为实验材料，优化和确定其多糖的提取工艺，并对单糖组分进行分

析。方法：在单因素实验的基础上，采用正交试验设计、优化和确定水提醇沉法提取多糖的最适工艺条件；通过

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（1-phenyl-3-menthy-5pyrazolone，PMP）柱前衍生化 HPLC 法分析梨园块菌单糖组分。

结果：梨园块菌多糖的最佳提取工艺条件为提取温度 90 ℃、提取时间 60 min、料液比 1:25 g/mL，在此条件下多

糖得率为 10.57%±0.31%。梨园块菌多糖主要由 D-葡萄糖和少量的 D-甘露糖、D-半乳糖组成，其物质的量之比为

1:0.023:0.006。结论：采用水提醇沉法，在最佳提取工艺条件下能够获得较高的梨园块菌多糖得率，方法简单且

稳定可行；使用柱前衍生化 HPLC 法测定梨园块菌多糖中的单糖组成，具有操作简便、可重复性和准确度高的优

点，可为进一步研究梨园块菌多糖提供理论依据。

关键词：梨园块菌，多糖，提取工艺，单糖组成，1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮柱前衍生，高效液相色

谱 (HPLC)
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Abstract：Objective:  In  this  study, Tuber  liyuanum was used as  the  experimental  material  to  optimize  and  determine  the
extraction process of polysaccharides, and analyze the monosaccharide components. Methods: On the basis of single factor
experiment,  L9(3

4)  orthogonal  experiment  was  used  to  design,  optimize  and  determine  the  optimum  technological
conditions  for  extracting  polysaccharides  by  water  extraction  and  alcohol  precipitation,  and  the  monosaccharide  
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components  of T.  liyuanum were  analyzed  by  1-phenyl-3-methyl-5-pyridine  pre-column  derivatization  HPLC  with
oxazolinone.  Results:  The  optimum  process  conditions  of  extracting  polysaccharides  from T.  liyuanum were  as  follows:
Extraction  temperature  was  90 ℃,  extraction  time  was  60  min,  and  solid-to-liquid  ratio  was  1:25  g/mL.  Under  these
conditions, the yield of polysaccharides was 10.57%±0.31%. The polysaccharides of T. liyuanum were mainly composed of
D-glucose  and  a  small  amount  of  D-mannose  and  D-galactose.  And  the  ratio  of  its  substances  was  1:0.023:0.006.
Conclusion:  The  water  extraction  and  alcohol  precipitation  method  could  obtain  a  higher  yield  of T.  liyuanum
polysaccharides under the optimal extraction process conditions, which was simple, stable and feasible. The determination
of  monosaccharides  composition  in T.  liyuanum polysaccharides  by  pre-column  derivatization  HPLC  was  simple,
reproducible and accurate,  which could provide a theoretical  basis for further research on T. liyuanum polysaccharides in
pear orchards.

Key  words： Tuber  liyuanum； polysaccharides； extraction  process； monosaccharide  composition； 1-phenyl-3-menthy-5-

pyrazolone pre-column derivatization；high performance liquid chromatography (HPLC)

 

块菌 Tuber，又称猪拱菌、无娘果、松毛茯苓等，

在商业上常被称为松露，隶属子囊菌亚门盘菌目块菌

科，是一类与树木共生和生长在地下的名贵野生食用

菌，因其独特的香气，深受国际美食界的喜爱[1−4]。块

菌在北半球有着较广的分布，在欧洲主要分布在地中

海沿岸国家，在我国的分布以云南、四川、西藏等地

为主[5]。块菌子实体含有丰富的多糖、氨基酸、多不

饱和脂肪酸和蛋白质等营养成分，在块菌多糖的研究

中，已有研究表明大多数块菌中的多糖主要组成成分

是鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖，也有部分块菌

中存在着特殊种类的多糖组成，如岩藻糖、阿拉伯糖

等。在印度块菌（T. indicum）、夏块菌（T. aestivum）

和棕红块菌（T. rufum）的子实体中多糖组成主要包括

葡萄糖、甘露糖、半乳糖、鼠李糖、阿拉伯糖和岩藻

糖等单糖[6−9]。目前，常用的多糖提取方法主要有水

浴加热提取法、酶提取法、微波辅助法、超声波辅助

法、碱提法和酸提法等，其中水提醇沉法已广泛应用

于产业化且方法成熟，此法操作简单、成本低、能够

最大程度减少多糖在提取过程中水解[10]。由于多糖

类物质存在较好的生物活性，具有抗氧化、抗肿瘤、

增强免疫力、降血糖和降血脂等功效[11−16]，在食品、

药品和化妆品行业中具有较好的应用前景。

在多糖分析中，由于多糖化合物种类较多、化学

性质相似，经硫酸-苯酚、硫酸-蒽酮等显色反应后，使

用紫外分光光度法测定其总多糖含量[17−19]。通常情

况下，多糖需要进行酸水解以后使其糖苷键断裂，再

通过色谱技术测定水解液中的单糖和含量。目前，常

用的色谱分析方法包括薄层色谱法（TLC）、高效液

相色谱法（HPLC）和气相色谱法（GC）等多种分析方

法[20−22]，因多糖本身存在挥发性和热稳定性较低等问

题，在使用这些分析方法时都会存在着一定的不足之

处[23]。例如，采用 GC 法检测时需要对其衍生化后才

可进行，衍生化过程复杂且色谱峰容易出现异构化裂

分，不适宜对糖醛酸和氨基糖的分析，适用范围不广

泛。其中，HPLC 法具有良好的稳定性以及可供选择

的色谱柱类型较多，是单糖组成分析中应用最广泛的

技术之一。但糖类物质无紫外吸收基团，不能直接使

用 HPLC-UV 法进行定量分析，在对单糖进行衍生化

后，可以采用 HPLC-UV 法进行分析且具有较高的灵

敏度[24]。玄光善等[25] 采用 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉

酮（1-phenyl-3-menthy-5-pyrazolone，PMP）柱前衍生

化 HPLC 法，分析了桦褐孔菌 Inonotus obliquus 多

糖的单糖组成，此法反应条件温和，分析快速、稳定，

比柱前衍生化气相色谱法更为简便[26−27]。

本研究以梨园块菌 Tuber liyuanum 为实验材

料，采用水提醇沉法提取多糖，对提取工艺进行优化，

并建立多糖的单糖组成分析检测方法，为梨园块菌多

糖的开发利用奠定基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

新鲜样品　2020 年 7 月采购于云南省昆明市盘

龙区双龙乡，经中国科学院昆明植物研究所刘建伟，

进行分子鉴定为梨园块菌 Tuber liyuanum；单糖标准

品 D-葡萄糖（HPLC≥98%）、D-甘露糖（HPLC≥

98%）、D-半乳糖（HPLC≥98%）、L-岩藻糖（HPLC≥

98%）　北京索莱宝科技有限公司；D-无水葡萄糖、

苯酚、氢氧化钠、盐酸、磷酸二氢钾　国药集团化学

试剂有限公司；浓硫酸　重庆川东化工（集团）有限公

司；无水乙醇　天津市大茂化学试剂厂；三氟乙酸

（TFA）、1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）　上海麦

克林生化科技有限公司；蒸馏水　实验室自制；所有

试剂均为分析纯。

Agilent 1260 型高效液相色谱仪　美国安捷伦

公司；BUCHI R-100 旋转蒸发仪　瑞士步琦有限公

司；SHB-Ⅲ S 循环水式多用真空泵　郑州市亚荣仪

器有限公司；3H16RI 智能高速冷冻离心机　湖南赫

西仪器装备有限公司；SCIENTZ-10N 冷冻干燥机　

宁波新芝生物科技股份有限公司；ME 104E 型万分

之一电子天平　梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   样品预处理及多糖提取　将块菌样品洗净后，

在 40 ℃ 条件下风干至恒重后，粉碎，加入适量无水

乙醇在 45 ℃ 水浴中搅拌浸提 3 次，每次 1 h，将浸泡

过后的样品粉末晾干后备用。

多糖提取工艺：称取梨园块菌样品粉末，按比例

加入蒸馏水进行加热回流提取，提取结束后收集上清

第  43 卷  第  13 期 鲁　斌 ，等： 梨园块菌多糖提取工艺优化及其单糖组成分析 · 219 · 



液并趁热过滤，避免冷却后影响溶液过滤的速度；将

滤液浓缩至小体积后，加入多糖浓缩液 1/3 体积的

Sevage 试剂（V三氯甲烷:V正丁醇=4:1）进行震荡、静置

和分液等一系列操作去除蛋白，然后将 4 倍体积无

水乙醇加入上清液中于 4 ℃ 静置过夜，促使多糖充

分析出，使用离心方式收集沉淀并冷冻干燥得到梨园

块菌粗多糖。 

1.2.2   多糖含量的测定　参照苯酚-硫酸法测定样品

的总糖含量[28]。 

A = 7.7325x+0.0186

1.2.2.1   葡萄糖标准曲线的绘制　精密称取干燥的

无水葡萄糖标准品 0.1003 g 于 100 mL 容量瓶中，加

蒸馏水定容至刻度，配成浓度为 1.003 mg/mL 的葡

萄糖标准对照品溶液，备用。准确吸取葡萄糖标准对

照品溶液 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 mL 分别定容

至 50 mL 作稀释液。取各稀释液 1.0 mL 于试管中，

加蒸馏水和 5% 苯酚试液各 1.0 mL，摇匀，迅速加入

5.0 mL 浓硫酸，混匀后放置 5 min 置于沸水浴中加

热 20 min，冷却至室温在 490 nm 波长处测定其吸光

度值 A，以蒸馏水代替葡萄糖溶液参与反应的体系作

空白对照。以浓度 x 为横坐标、吸光度值 A 为纵坐

标，建立标准曲线回归方程： ，R2=
0.9993；在 0.02~0.12 mg/mL 之间线性关系良好。 

1.2.2.2   供试品溶液的制备　配成浓度是 1.0 mg/mL
的粗多糖溶液，准确吸取 1.0 mL 于试管中，按照上述

的方法测定供试品的吸光度值 A，计算梨园块菌的多

糖得率。

多糖得率（%）＝（粗多糖质量×多糖含量/原料质

量）×100 

1.2.3   单因素实验　针对多糖提取工艺的研究，其中

影响多糖得率最主要的因素包括提取料液比、提取

时间和提取温度等，在本论文中分别选择不同的因素

条件进行多糖得率的单因素实验考察。 

1.2.3.1   提取料液比对多糖得率的影响　每次实验

固定提取温度为 90 ℃、提取时间为 90 min，分别提

取 3 次，考察不同料液比（1:10、1:15、1:20、1:25、
1:30 g/mL）条件下对多糖得率的影响。 

1.2.3.2   提取时间对多糖得率的影响　固定料液比

为 1:20 g/mL、提取温度为 90 ℃，分别提取 3 次，考

察不同提取时间（30、60、90、120、150 min）条件下

对多糖得率的影响。 

1.2.3.3   提取温度对多糖得率的影响　固定料液比

为 1:20 g/mL、提取时间为 90 min，分别提取 3 次，

考察不同提取温度（80、85、90、95、100 ℃）条件下

对多糖得率的影响。 

1.2.4   正交试验设计　在上述单因素实验的基础上，

采用 L9（34）的正交试验设计，试验的因素与水平见

表 1。 

1.2.5   单糖组成测定　参照文献 [29−31] 方法并稍

作改进分析测定。

样品制备：准确称取 2 mg 样品于 5 mL 安瓿瓶

中，加入 2 mol/L 三氟乙酸 1 mL 氮气封口后 110 ℃

水解 4 h，蒸干，用甲醇洗涤后蒸干，反复 3 次去除残

留的三氟乙酸，再加 1 mL 蒸馏水溶解得 2 mg/mL

多糖水解液。取 200 μL 水解液与 200 μL 0.6 mol/L

的 NaOH 溶液，再加入 0.5 mol/L 的 1-苯基-3-甲基-

5-吡唑啉酮（PMP）甲醇溶液 200 μL，混匀后在 70 ℃

水浴中反应 30 min，冷却至室温加入 0.6 mol/L 的

HCl 溶液 200 μL 以中和 NaOH。然后再加入 1 mL

三氯甲烷，旋涡振荡、离心，去三氯甲烷层，重复萃取

3 次除去多余的 PMP，水相用 0.45 μm 微孔滤膜过

滤，滤液稀释 2 倍用于 HPLC 分析。

色谱条件：采用 Agilent 1260 型高效液相色谱

系统分析，Agilent  ZORBAX  SB-C18 色谱柱（4.6×

150 mm，5 μm）；流速为 1.0 mL/min；柱温 30 ℃；进

样量 20  μL；检测波长为 250  nm。流动相 A 为

0.02 mol/L 的 KH2PO4 缓冲液，流动相 B 为乙腈，在

0 min→10 min→30 min 内变化乙腈的比例为 15%

→20%→25% 进行梯度洗脱。 

1.3　数据处理

每组试验平行重复 3 次，用 SPSS 17.0 软件对

试验结果进行 t-检验和 LSD 多重比较分析，结果以

均值±标准差（Mean±SD）表示，用 Excel  2010 和

Origin 软件进行作图。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验结果 

2.1.1   料液比对多糖得率的影响　由图 1 可知，当提

 

表 1    试验的因素水平

Table 1    Factor and level of the experiment

水平
因素

A-料液比（g/mL） B-提取时间（min） C-提取温度（℃）

1 1:20 30 85

2 1:25 60 90

3 1:30 90 95
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图 1    提取料液比对梨园块菌多糖得率的影响

Fig.1    The effect of solid-to-liquid ratio on the yield of
polysaccharide from T. liyuanum

注：图中不同小写字母表示各因素间差异显著（P< 0.05）；图
2~图 3 同。
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取所用料液比在 1:10~1:25 g/mL 之间，随着料液比

体积的增加，提取多糖的得率也随之增高，且在料液

比为 1:25 g/mL 时，得率达到最大值 9.17%；而后再

提高料液比体积，多糖的得率并未提高，反而呈现出

下降趋势。在较低料液比体积提取下，由于提取溶剂

较少，多糖没有得到充分溶解，使得得率不高；此外，

增加溶剂有助于提高多糖的溶出，但提高溶剂量会导

致浓缩过程时间较长，可能会造成多糖的分解，从而

影响多糖的得率[32]。因此，选择料液比为 1:25（g/mL）
作为后续试验优化的参数条件。 

2.1.2   提取时间对多糖得率的影响　由图 2 可知，当

提取时间在 30~60 min 之间，随着提取时间的延长，

多糖的得率也随之增高，提取时间在 60 min 时，得率

达到最大值 8.04%；而后再延长提取时间，得率反而

下降并趋于平稳。这可能是由于提取时间短，多糖提

取不充分，导致得率低；提取时间长使多糖不断溶出，

与此同时在长时间的高温加热下容易造成多糖结构

的破坏和分解，也可能存在因多糖分子内部沸腾引起

扩散通道堵塞的情况，使多糖难以溶出导致得率降

低[33−34]。因此，选择提取时间为 60 min 作为后续试

验优化的参数条件。
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图 2    提取时间对梨园块菌多糖得率的影响
Fig.2    The effect of extraction time on the yield of

polysaccharide from T. liyuanum
  

2.1.3   提取温度对多糖得率的影响　由图 3 可知，随

着提取温度的升高，多糖的得率也随之提高，当提取

温度达到 90 ℃ 时，多糖的得率最大，为 7.48%；之后

进一步升高提取温度，得率出现下降。分析原因可能

是在一定温度范围内随着温度升高，加快了分子间的

运动，有助于水溶性多糖溶出[35]。但温度超过范围，

会存在高温加速破坏多糖分子结构的情况，进而导致

多糖得率的降低[36]。因此，可选择提取温度为 90 ℃
作为后续试验优化的参数条件。 

2.2　多糖得率正交试验设计结果与分析

根据正交试验设计，考察料液比（g/mL）、提取时

间（min）、提取温度（℃）等因素的相互作用对梨园块

菌多糖得率的影响，进行试验设计结果的极差分析

（表 2）和对因素水平间进行方差分析（表 3），结果如

下所示。
  

表 2    梨园块菌多糖提取的 L9（34）正交试验设计
Table 2    L9(3

4)  orthogonal design of polysaccharide extraction
from T. liyuanum

试验编号 A-料液比 B-提取时间 C-提取温度 得率（%）

1 1 1 1 8.26
2 1 2 2 9.83
3 1 3 3 8.64
4 2 1 2 9.11
5 2 2 3 9.89
6 2 3 1 8.42
7 3 1 3 8.67
8 3 2 1 7.95
9 3 3 2 8.51

K1 26.73 26.04 24.63
K2 27.42 27.67 27.45
K3 25.13 25.57 27.20

X1 8.91a 8.68b 8.21b

X2 9.14a 9.22a 9.15a

X3 8.38b 8.52b 9.07a

R 0.76 0.70 0.94

注：表中不同上标小写字母a和b表示差异显著（P<0.01）。
 
  

表 3    因素水平间梨园块菌多糖得率的方差分析
Table 3    Variance analysis of yield of polysaccharide from

T. liyuanum

差异来源 离差平方和 df 均方 F P
A 0.000 2 0.000 10.413 0.001
B 0.000 2 0.000 9.165 0.001
C 0.000 2 0.000 18.385 0.000

误差 0.000 20 0.000
总计 0.001 26

 

根据表 2 和表 3 的结果分析可知，在方差分析

中因素 A、B、C 之间对梨园块菌多糖得率具有极显

著的差异影响（P<0.01）。通过正交试验设计的极差

分析可得，在料液比、提取时间、提取温度等因素之

间相互作用中，对梨园块菌多糖得率的影响程度次序

按由大到小排列为：C（提取温度）>A（料液比）>B（提

取时间）。综上所述，多糖提取的理论最佳工艺水平

组合为 A2B2C2，即料液比为 1:25 g/mL、提取时间

为 60 min、提取温度为 90 ℃。 

2.3　试验验证

采用上述正交试验设计中所获得的理论优水平

组合，对梨园块菌多糖提取试验验证，进行 3 次重复
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Fig.3    The effect of extraction temperature on the yield of
polysaccharide from T. liyuanum
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试验，测得多糖的平均得率为 10.57%±0.31%。因

此，该提取工艺条件具有较好的可行性，可供后续梨

园块菌多糖提取研究作参考。 

2.4　单糖组成分析 

2.4.1   标准单糖的衍生化分析　在本项研究工作开

展之前，本研究团队查阅了大量文献资料发现在块菌

多糖研究中，主要是由鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、甘

露糖和少量的岩藻糖、阿拉伯糖等单糖组成。因此，

在研究过程中经综合考虑后选择其中 4 个标准单糖

作为标准对照进行初步研究分析与探讨。在这里，分

别选择了 D-甘露糖、L-岩藻糖、D-葡萄糖和 D-半乳

糖等标准品并进行精确称量，加水溶解配成浓度为

1 mg/mL 的混标储备液，再取混标储备液稀释 2、4、
8、16、32、64 倍配成梯度工作液进行 PMP 衍生化

处理和 HPLC 分析。以各单糖组分的浓度为横坐标

（x）、峰面积为纵坐标（y）建立标准曲线，结果见表 4，
根据信噪比计算检测限（RSN=3）和定量限（RSN=10），
回归方程相关系数均为 0.99 以上，表明各单糖衍生

物浓度在 3.906~250 μg/mL 之间线性关系较好。 

2.4.2   梨园块菌单糖组成测定结果　对工艺优化后

提取的梨园块菌多糖样品进行单糖组成测定，经衍生

化后进行 HPLC 分析，结果与标准单糖色谱图进行

对比（图 4），判断出多糖水解产物中单糖的种类。在

色谱图 16.037 min 处出现一个无标准单糖对照的未

知峰，由于在本项研究工作中只采用了 4 种标准单

糖进行对照分析与初步探讨，可能存在标准单糖种类

和数量选择不合适的问题，对此处出现的未知峰猜测

可能是其他类型的单糖，针对这个问题也进行了相关

文献的查阅，希望能够根据已报道的相关同类文献资

料中出现的物质进行简单比较分析；遗憾的是同类相

关文献仅查阅到有限的数量并且不能进行比较分析，

无法推测该未知峰的单糖种类。因梨园块菌单糖组

成的分析研究工作报道较少，可供参考的文献资料有

限，本研究团队将在后续的工作中围绕这个未知峰进

行探索分析和完善，以明确该未知峰的单糖种类。综

上，与 4 种标准单糖对比分析后，可推断出梨园块菌

多糖主要组成成分是 D-葡萄糖，与少量的 D-甘露

糖、D-半乳糖等共同组成，其物质的量比为 1:0.023:

0.006。本实验的结果与李美凤等[37] 的研究结果相

似，在梨园块菌多糖中的葡萄糖含量最高，占其多糖

组成的 90% 以上，其余由少量的甘露糖和半乳糖共

同组成，同时也说明了梨园块菌多糖中的单糖组成分

析检测结果准确，这一结果也得到其他相关研究[38−39]

的证实。
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图 4    标准单糖（A）和梨园块菌多糖衍生物（B）HPLC 色谱图
Fig.4    HPLC chromatograms of standard monosaccharides (A)

and T. liyuanum polysaccharides sample (B)
  

3　结论
采用水提醇沉方式提取梨园块菌多糖，以单因

素条件筛选和正交试验相结合方式对其提取工艺进

行优化，最终选择结果良好的工艺参数并确定：提取

温度 90 ℃、提取时间 60 min 和料液比 1:25 g/mL，
通过验证后在上述参数条件下，梨园块菌的多糖得率

达 10.57%±0.31%；对所得多糖样品进行单糖组成测

定，经水解、PMP 衍生化试剂反应和 HPLC 分析，结

果显示梨园块菌多糖主要由 D-葡萄糖以及少量的

D-甘露糖、D-半乳糖等单糖组成，其物质的量比为

1:0.023:0.006。以上结果可为梨园块菌多糖开发利

用奠定基础。
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