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摘  要：本研究采用酸法、碱法、酶法和微波法对灵芝 β-葡聚糖进行降解，通过降解率、产物分子量变

化、产物聚合度分布等指标比较了不同方法的降解效果。结果表明，微波法降解率高达 94%，处理后产

物的分子量明显降低，寡糖产物聚合度分布广。酶法降解率约为 40%，寡糖产物中含有 DP2-5 的成分。

酸法及碱法降解率低于 20%，寡糖产物少。研究表明，与其他 3 种方法相比，微波法降解率高、产物丰

富、操作条件易于控制，是一种简单、高效的降解灵芝 β-葡聚糖、制备灵芝 β-葡寡糖的方法。 
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Abstract: Different methods were used to degrade Ganoderma lingzhi β-glucan, and the 
degradation rate, molecular weight variation and polymerization degree distribution were used 
as indexes to compare the degradation effects. Results showed that the degradation rates of the 
β-glucans treated by microwave, enzymatic and chemical methods were about 94%, 40% and 
20%, respectively. By use of microwave method, the molecular weight of degradation products 
significantly reduced, and the polymerization degree of oligosaccharides was widely distributed. 
The distribution of oligosaccharide polymerization degree in β-glucan degradation products 
obtained through enzymatic treatment was narrow, and the oligosaccharide products under acid 
and alkali treatments were less. Among four tested methods, microwave exhibited the highest 
efficiency, and the operation was simple and controllable, being suitable for the preparation of 
Ganoderma lingzhi β-glucooligosaccharide. 
Key words: Ganoderma β-glucan, β-glucooligosaccharide, degradation 
 

灵芝自古就有“仙草”、“瑞草”之称，

营养丰富，药用价值高，在我国已有 4 000 年

的药用历史（Zhang et al. 2010）。多糖作为灵

芝中最主要的活性成分之一，具有广泛的药

理作用，如免疫调节（Wang et al. 2018）、抗

肿瘤（Zhang 2017；Faruque 2018）及抗炎

（Chung et al. 2017；Zhang 2017）等。β-葡聚

糖是灵芝多糖的主要组成部分，已经被证明

具有免疫调节（Wang et al. 2017；Li et al. 
2020）、抗炎（Wang et al. 2014）、抗肿瘤（Fu 
et al. 2019）等多种活性。但灵芝中的 β-葡聚

糖分子量多为百万级，水溶性较差且溶液黏

度较高，这些特性影响了其功效发挥及应用。 
已有研究表明，β-葡聚糖降解后得到的

寡糖生物学活性有所提高，例如香菇 β-葡聚

糖作为我国抗肿瘤和抗肝炎病毒的临床一线

用药，其降解产物香菇六糖对实体瘤和腹水

瘤的抑瘤率明显提高（张志平等 2005）；不

溶性的可德兰多糖经 β-1,3-内切葡聚糖酶处

理后免疫活性提高（Kataoka et al. 2002）；经

化学降解法得到的较低聚合度的寡糖能够快

速激发烟草的防御活性（Fu et al. 2011）；此
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外，Klarzynski et al.（2000）发现从海带 β-
葡聚糖中得到的昆布五糖为诱导植物防御反

应的最小结构单元。这类 β-葡聚糖与灵芝 β-
葡聚糖在结构上存在较高相似性，均以 β-1,3-
糖苷键为主链，并含有不同比例的 β-1,6-糖
苷键连接的侧链，因此将灵芝 β-葡聚糖降解

为寡糖片段是提高其生物活性的有效手段

之一。目前已有关于微生物、谷物及酵母 β-
葡聚糖的降解研究，但由于不同的 β-葡聚糖

在分子量、结构及物理特性等方面存在差

异，其降解效果也会存在明显的不同，而目

前对于灵芝 β-葡聚糖的降解研究较少，因此

寻找一种有效降解灵芝 β-葡聚糖的方法至

关重要。 
目前常用的 β-葡聚糖降解方法主要有化

学法（Li et al. 2013；Lee et al. 2016；Zhu & Wu 
2019）、物理法（Khan et al. 2015；Ahmad et al. 
2016；Liu et al. 2018）及酶法（Li et al. 2014；
Fu et al. 2015；Li et al. 2018）等。实验室前期

以 20%乙醇沉淀法从灵芝子实体水提物中制

备得到了灵芝 β-葡聚糖 GLP20（Liu et al. 
2014），分析显示，其总糖含量为 95.9%，分

子量为 2.42×106g/mol，结构是以 β-(1→3)-糖
苷键连接为主链、以 β-(1→6)-糖苷键连接为

支链的葡聚糖，支链和主链比例为 1:3，可作

为研究灵芝 β-葡聚糖降解的原料（Liu et al. 
2018）。本研究分别采用酸法、碱法、微波法

及酶法对其进行降解，以降解率、产物的分

子量变化以及聚合度分布等为评价指标对不

同方法的降解效果进行比较，旨在确定一种

降解率高、产物丰富、简单高效的降解方法，

为灵芝 β-葡聚糖降解产物的制备及活性研究

奠定基础。 

1 材料与方法 
1.1 供试材料 
1.1.1 材料：灵芝 β-葡聚糖编号为 GLP20，由

实验室制备获得。 
1.1.2 试剂：溶壁酶（ lysing enzymes from 
Trichoderma，批号 SLBJ0553V）购于 Sigma 公

司；β-1,3-内切葡聚糖酶（endo-1,3-β-glucanase，
批号 180503a）、昆布二糖（laminaribiose，
批号 150402a）、昆布三糖（laminaritriose，
批号 170603）、昆布四糖（laminaritetraose，
批号 150104）、昆布五糖（laminaripentaose，
批号 150305）、昆布六糖（laminarihexaose，
批号 190606）等寡糖标准品均购于 Megazyme
公司；其他试剂均为国产分析纯。 
1.1.3 仪器设备：恒温混匀仪，杭州奥盛仪器

有限公司；高通量密闭高压微波消解仪，美

国CEM公司；Waters2695高效液相色谱仪（配

有 2414 型示差折光检测器），美国 Waters 公
司；Dionex ICS-5000+离子色谱系统，美国

Dionex 公司。 
1.2 方法 
1.2.1 灵芝 β-葡聚糖溶液的配制：定量称取灵

芝 β-葡聚糖，加入 0.2mol/L 的氢氧化钠溶液

在 40℃水浴中搅拌使其充分溶解，以 6mol/L
的硫酸溶液调节 pH 至中性，定容备用。 
1.2.2 酸法对灵芝 β-葡聚糖的降解研究：参考

Li et al.（2013）的降解方法并略作修改，取

5mL 20mg/mL 的灵芝 β-葡聚糖溶液，缓慢加

入 6mol/L 的硫酸溶液和水，使灵芝 β-葡聚糖

终浓度为 10mg/mL，并使酸的终浓度分别为

0.1、0.5、1mol/L，60℃下加热降解，分别在

0、2、4、6、8h 取样，以 10mol/L 的氢氧化

钠溶液调节 pH 至中性，用于后续分析。 
1.2.3 碱法对灵芝 β-葡聚糖的降解研究：定量

称取 4 份 100mg 的灵芝 β-葡聚糖固体，缓慢

加入 10mol/L的氢氧化钠溶液和水，使灵芝β-
葡聚糖的终浓度为 10mg/mL，并使碱的终浓

度分别为 0.2、0.5、1、2mol/L，40℃条件下

加热降解，每隔 20h 取样一次，以 6mol/L 的
硫酸溶液调节 pH 至中性，用于后续分析。 
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1.2.4 酶法对灵芝 β-葡聚糖的降解研究：取灵

芝 β-葡聚糖溶液，参考说明书所述最适水解

条件（溶壁酶 pH 6.5，40℃；β-1,3-内切葡聚

糖酶 pH 4.5，40℃），分别于 10mL 灵芝 β-葡
聚糖溶液中加入 4mg 溶壁酶，9mL 灵芝 β-
葡聚糖溶液中加入 1mL β-1,3-内切葡聚糖酶

并使灵芝 β-葡聚糖的终浓度为 10mg/mL，酶

解 4–8h 后分别取样在沸水浴中加热 10min
使酶灭活，所得酶解产物用于后续分析。 
1.2.5 微波法对灵芝 β-葡聚糖的降解研究：将

10mg/mL 的灵芝 β-葡聚糖置于微波消解罐

中，设定微波功率为 1 000W，温度分别为

140、160、180℃，处理 60min 后收集产物用

于后续分析。 
1.2.6 降解率的测定：降解率以醇沉分离与苯

酚-硫酸法测定总糖含量（左琦等 2008）相结

合的方式进行分析，降解产物经 50%乙醇醇沉

后离心得到上清和沉淀，分别测定其总糖含

量，基于以下公式计算降解率：ω=A1/(A1+A2)× 
100%，式中：A1 为 50%醇沉上清中糖含量；

A2为 50%醇沉沉淀中糖含量；ω为降解率（%）。 
1.2.7 高效凝胶尺寸排阻色谱法（HPSEC）分

析产物分子量变化：色谱柱：TSK-GEL 系列

G6000PWXL 和 G4000PWXL（7.8mm×300mm，

日本 TOSOH 公司）串联；检测器：Waters 2414
示差折光检测器；流动相：0.15mol/L 硝酸钠，

0.05mol/L 磷酸二氢钠，0.02%叠氮钠；柱温：

30℃；流速：0.5mL/min；上样量：100μL。 
1.2.8 高效阴离子交换色谱-脉冲安培检测法

（HPAEC-PAD）分析降解产物中的片段组成：

色谱柱：美国 Dionex 公司 CarbopacTM PA-100
柱（4mm×250mm）；洗脱液：流动相 A：
150mmol/L 氢氧化钠；流动相 B：150mmol/L 
NaOH 和 500mmol/L 醋酸钠；柱温和脉冲安

培检测器的温度维持在 30℃；进样量：25μL。
梯度洗脱程序如下：0–5min，A/B，90/10
（V/V）；5–30min，A/B，80/20（V/V）；

30–30.1min，A/B，30/70（V/V）；30.1–40min，
A/B，0/100（V/V）；40–45min，A/B，90/10
（V/V）。 

2 结果与分析 
2.1 酸法降解对灵芝 β-葡聚糖降解效果的

分析 
灵芝 β-葡聚糖经不同浓度的硫酸溶液

降解 8h 所得产物的分子量变化分析结果见

图 1A，可以看出在硫酸浓度为 0.1–1.0mol/L
之间，随着酸浓度的增加，产物峰的保留时

间出现右移，但是分子量变化不明显，仅从

2.42×106g/mol 降至 1.05×106g/mol，表明此浓

度范围内的硫酸对灵芝 β-葡聚糖的降解效果

较差，测定其降解率仅为 5%–12%，与液相

结果相符。对酸浓度为 1.0mol/L 时不同时间

下降解产物片段分析发现，其出峰时间主要

集中于 2–7min，表明降解后寡糖产物主要为

单糖及二糖，寡糖种类较少；对比降解 2–8h
的产物可知，随着时间的改变，产物的寡糖

种类并未表现出明显的变化，但随着降解时

间的延长，单糖含量逐渐增加（图 1B）。 
2.2 碱法降解对灵芝 β-葡聚糖降解效果的

分析 
灵芝β-葡聚糖的水溶性较差，可溶于NaOH

溶液中，并且随着 NaOH 浓度的提高，其结

构由三螺旋结构变为无规则的卷曲形式（Liu 
et al. 2014）。本研究分别选用了 0.2–2mol/L
的氢氧化钠对灵芝 β-葡聚糖进行降解，结果

发现降解率随着碱浓度的增加由 11.95%提高

至 18.57%，并且 4 种浓度下碱降解产物的出

峰时间、峰个数及峰形基本一致。灵芝 β-葡
聚糖经2mol/L的氢氧化钠降解0–120h产物的

分子量变化见图 2A，结果表明随着碱降解时

间的延长，产物的分子量仅从 2.42×106g/mol
降至 1.01×106g/mol，结合降解率结果可知，

碱降解对灵芝 β-葡聚糖降解效果较弱。不同 
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图 1 酸降解产物分析   A：不同浓度硫酸降解产物的高效凝胶尺寸排阻色谱图. B：1mol/L 硫酸降解不同

时间所得产物的高效阴离子色谱图；DP1–6 代表不同聚合度标品，DP1：葡萄糖；DP2：昆布二糖；DP3：
昆布三糖；DP4：昆布四糖；DP5：昆布五糖；DP6：昆布六糖. 下同 
Fig. 1 Analysis of β-glucan degradation products obtained through acid treatment. A: HPSEC analysis of 
degradation products obtained under treatments of different concentrations of H2SO4. B: HPAEC analysis of 
degradation products obtained through degradation using 1mol/L H2SO4 under different periods; DP1–6 
indicate standard products with different degrees of polymerization, DP1: Glucose; DP2: Laminaribiose; DP3: 
Laminaritriose; DP4: Laminaritetraose; DP5: Laminaripentaose; DP6: Laminarihexaose. The same below. 

 

   
 

图 2 碱降解产物的分析   A：2mol/L NaOH 降解不同时间所得产物的高效凝胶尺寸排阻色谱图；B：2mol/L 
NaOH 降解不同时间所得产物的高效阴离子色谱图 
Fig. 2 Analysis of β-glucan degradation products obtained through alkali treatment. A: HPSEC analysis of 
degradation products obtained through degradation using 2mol/L NaOH under different periods; B: HPAEC 
analysis of degradation products obtained through degradation using 2mol/L NaOH under different periods. 

 

 
时间下碱降解产物片段的分析结果显示，产物

出峰时间主要在 4–7min 之间，并且随着降解

时间的增加，产物峰的个数保持不变，仅在峰

面积上有所增加（图 2B）。 
2.3 酶法降解对灵芝 β-葡聚糖降解效果的分析 

本研究基于灵芝 β-葡聚糖的结构特征，
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选择溶壁酶和 β-1,3-内切葡聚糖酶对其进行

降解。两种酶降解产物的分子量分布特征分

析结果显示，产物在原样处的峰均有明显的

降低，测得溶壁酶降解率为 37.28%，β-1,3-
内切葡聚糖酶降解率为 39.93%，表明两种酶

均能将大分子量的 β-葡聚糖降解为分子量较

小的片段（图 3A）。以高效阴离子色谱对产

物进行分析，降解后片段主要在 2–10min 之

间，寡糖聚合度较集中（图 3B）。 
2.4 微波法降解对灵芝 β-葡聚糖降解效果的

分析 
基于 Wang et al.（2016）在采用微波法

对可德兰多糖进行降解时发现作用温度对降

解率及产物的寡糖组成具有较大的影响，本

研究对固定微波功率下不同温度对灵芝 β-葡
聚糖的降解影响进行了考察。结果表明，不

同温度下微波降解产物的寡糖种类差异较

大。降解产物的分子量变化情况见图 4A，不

同温度下的微波降解产物在原样处的色谱峰

基本消失，结合其产物的降解率高于 94%，

说明微波法对灵芝 β-葡聚糖有明显的降解效

果。微波降解产物片段分析见图 4B，140℃
条件下产物中寡糖种类较丰富，而 160℃及

180℃所得到的产物中寡糖种类明显降低，产

物中主要为单糖及较低聚合度的寡糖。 
2.5 降解方法比较 
2.5.1 降解率比较：将不同降解方法对灵芝 β-
葡聚糖的降解率进行对比发现，酸法及碱法对

灵芝 β-葡聚糖的降解效率较低，其中酸法降解

率为 12.04%，碱法降解率为 18.57%。专一性

的 β-1,3-内切葡聚糖酶的降解率较化学法有

明显提高，可达 39.93%，而微波降解法的降

解率高达 94.09%（表 1）。 
2.5.2 降解产物分析：通过对不同方法得到的

降解产物进行比较，可以看出：酸法、碱法

及酶法降解率明显低于微波降解；酸法与碱

法降解产物中寡糖种类较少；β-1,3-内切葡聚

酶降解产物中寡糖种类较化学法降解产物明

显增多，但寡糖产物主要集中于聚合度较小

的三糖及四糖，聚合度较高的寡糖产物较少；

微波法降解产物分布较广，寡糖种类明显优

于其余 3 种降解产物。 

 

   
 

图 3 酶降解产物的高效凝胶尺寸排阻色谱图（A）和高效阴离子色谱图（B）  m1：β-1,3-内切葡聚糖酶

降解产物；m2：溶壁酶降解产物 
Fig. 3 HPSEC (A) and HPAEC (B) analysis of β-glucan degradation products obtained through enzymatic 
treatment. m1: The degradation product obtained through endo-1,3-β-glucanase treatment; m2: The 
degradation product obtained through lysing enzyme treatment.  
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图 4 不同温度下微波降解产物的高效凝胶尺寸排阻色谱图（A）和高效阴离子色谱图（B）  
Fig. 4 HPSEC (A) and HPAEC (B) analysis of β-glucan degradation products obtained through microwave 
treatment at different temperatures.  

 
表 1 不同降解方法的降解率 
Table 1 The degradation rate of Ganoderma lingzhi β-glucan degraded by using different methods  
降解方法 

Degradation methods 

酸法 

Acid method 

碱法 

Alkali method 

酶法 

Enzyme method 

微波法 

Microwave method 

降解率 

Degradation rate (%) 

12.04±0.87a 18.57±0.36b 39.93±1.31c 94.09±1.09d 

注：不同小写字母表示差异显著性（P<0.01） 

Note: Different lowercase letters indicate a significant difference at P<0.01. 

 

3 讨论 
作为灵芝中的有效成分之一，灵芝 β-葡

聚糖因具有多种活性而备受关注，但其分子

量大、溶解性差及黏度大的特点使应用受到

限制，而将葡聚糖降解为葡寡糖可降低分子

量、提高水溶性、减小黏度并增强生物活性，

因此寻找一种有效降解灵芝 β-葡聚糖的方法

至关重要。目前降解 β-葡聚糖的方法有化学

法、酶法及物理法等，酸降解作为目前降解

多糖常用的方法之一，其优势在于成本低、

简单易行、可通过控制条件使多糖降解为单

糖及不同聚合度的寡糖，例如 Warrand & 
Janssen（2007）采用 0.45mol/L 的盐酸对淀

粉进行降解时发现，作用时间为 45min 时降

解程度达到 88.9%，同时产物主要为 DP1-7
的寡糖。但本研究发现硫酸对灵芝 β-葡聚糖

的降解率仅为 12%，且产物中主要为单糖和

二糖，这可能与灵芝 β-葡聚糖独特的三螺旋

结构有关，此前 Grandpierre et al.（2008）采

用硫酸对可德兰多糖进行降解时发现作用时

间长达 90h 时降解率仍低于 25%，且产物主

要为单糖及二糖，这进一步证明了此猜测。

前期 Liu et al.（2014）以氢氧化钠对灵芝 β-
葡聚糖进行研究时发现在碱浓度大于

0.15mol/L 时灵芝 β-葡聚糖会发生构象转变，

其三股螺旋结构在碱的作用下会解螺旋为单

链结构。本研究进一步以更高浓度的碱对其

进行降解，结果发现在高浓度碱作用下 β-葡
聚糖的分子量有明显的降低，但是降解率低
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于 20%，并且产物中寡糖种类较少。酶降解

法因其降解速度快、降解产物的分子量易于

控制等优点在 β-葡聚糖的降解研究中具有较

大潜力。本研究基于灵芝 β-葡聚糖的结构特

点选择了可断裂 β-糖苷键的酶，结果发现酶

法降解率约为 40%，效率明显高于化学法，

此外寡糖产物分布较窄、可基于专一性酶断

键的特点推测产物的结构，因此酶法降解产

物在特定聚合度产物的制备上具有明显的优

势。然而酶本身价格昂贵，对 pH、温度、样

品浓度等要求较高，极大地增加了降解成本。

微波法作为一种物理降解方法，有操作简便、

环境污染小、产品后处理简单等优势，本研

究探讨了不同作用温度下微波降解灵芝 β-葡
聚糖的效果，结果表明微波温度为 140℃时

降解效率高、寡糖产物丰富，而 160℃及

180℃条件下灵芝 β-葡聚糖的降解率高，但产

物主要以葡萄糖为主。温度作为微波能量的

一种表现形式，研究不同温度下微波降解产

物实际是在考察微波辐射能对样品的降解产

生怎样的影响，从实验结果可知微波能量对

降解产物具有较大影响，较低辐射能量下，

产物的组成较为丰富；而辐射能量过高会导

致寡糖含量降低，单糖含量显著增加；此外

不同结构的 β-葡聚糖所对应的最优降解温度

可能不同，例如 Wang et al.（2016）采用微

波法进行降解结构为直链 β-葡聚糖的可德兰

时，发现在 180℃下处理 60min 时可德兰的

降解率可高达 98.4%，且产物中寡糖种类较

多，因此采用微波法对 β-葡聚糖进行降解时

选择合适的降解条件至关重要。 
本研究采用了酸、碱、微波及酶法降解

灵芝 β-葡聚糖，研究中采用的标准品为葡萄

糖及聚合度为 2–6 的昆布寡糖，其结构为

β-1,3-糖苷键连接而成的直链葡寡糖。采用阴

离子色谱对产物进行分析时发现，样品的聚

合度、单糖组成、侧链分支度等均会对保留

时间造成一定的影响，此外不同聚合度的寡

糖在同一浓度下的色谱峰响应值会有不同。

因缺少与灵芝 β-葡聚糖 GLP20 结构单元相似

的寡糖标准品，阴离子色谱仅能对降解产物

中寡糖的种类和丰富程度进行定性分析，于

是本研究中结合了高效凝胶排阻色谱法及苯

酚硫酸法对各方法的降解效果进行比较，结

果发现微波法降解的效率显著优于化学法和

酶法，可作为后期大量降解灵芝 β-葡聚糖、

制备灵芝 β-葡寡糖的主要方法。此前已有研

究表明 β-葡聚糖的生物活性与其高级构象、

分子量大小、支链比例等结构特征相关

（Zhang et al. 2005；Wang et al. 2017），但目

前对 β-葡寡糖聚合度与活性之间的关系研究

较少。本研究通过微波降解法制备了一批聚

合度分布较广的寡糖，为进一步明确寡糖的

构效关系，将在后期对降解后的产物进行分

离纯化，得到单一聚合度的寡糖并对其进行

结构鉴定，以便为将来不同聚合度寡糖的定

量、定性分析及活性评价提供基础。 
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