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灰树花多糖螯合铁的制备工艺研究 

陈  柠, 聂文冰, 李丹婷, 瑆李瑞 , 王  宇, 陈贵堂* 

(中国药科大学工学院食品质量与安全教研室, 南京  211198) 

摘  要: 目的  对灰树花多糖和三价铁 Fe( )Ⅲ 的螯合工艺进行初步研究, 确定最佳螯合条件。方法  灰树花

粗多糖用 Sevag法除蛋白后, 在碱性条件下与三氯化铁进行反应制得灰树花多糖与 Fe( )Ⅲ 的螯合物, 啰用邻菲

啉法测定铁含量, 考察灰树花多糖与柠檬酸三钠的比例、螯合温度、螯合时间和溶液 pH 4个因素对产品中铁

含量的影响, 然后通过正交实验确定最佳螯合条件。结果  灰树花多糖与柠檬酸三钠的比例对螯合效果的影

响最大, 其次是螯合时间和螯合温度, 溶液 pH 的影响最小, 螯合的最佳工艺条件为灰树花多糖与柠檬酸三钠

的比例为 2:1, 螯合温度为 50 ℃, 螯合时间为 0.5 h, 溶液 pH为 8。经验证, 此条件下制得的螯合物中铁含量最

高, 为 3.08%。结论  本研究的制备工艺条件可以实现灰树花多糖与 Fe( )Ⅲ 的有效螯合, 制得的灰树花多糖螯

合铁有望成为一种新型的补铁剂。 
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Study on preparation process of Grifola frondosa polysaccharide-iron complex 
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(Department of Food Quality and Safety, College of Engineering, China Pharmaceutical University, 
Nanjing 211198, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the chelating process of the polysaccharide from Grifola frondosa and Fe(III), 

and determine the optimum chelate condition. Methods  The action of polysaccharide from Grifola frondosa and 

iron trichloride was conducted under alkaline conditions after deproteininzation by Sevag method, and the iron 

content in product was detected by phenanthroline method. The effects of mass ratio of polysaccharide from Grifola 

frondosa to trisodium citrate, chelating time, chelating temperature and pH value of solution on iron content in 

product were investigated by the single factor experiments, and the optimum chelating condition was determined by 

the orthogonal experiment. Results  The mass ratio of polysaccharide from Grifola frondosa to trisodium citrate on 

iron content in chelate was the most influential factor, followed by chelating time, chelating temperature and pH 

value of solution. The optimum chelating condition were as follows: mass ratio of polysaccharide from Grifola 

frondosa to trisodium citrate was 2:1, chelating temperature was 0.5 h, chelating temperature was 50 ℃, and pH value 

of solution was 8. The content of iron was the highest (3.08%) under the above conditions. Conclusion  The 

effective chelating of the polysaccharide from Grifola frondosa and Fe(III) can be achieved by this process, and the 

Grifola frondosa polysaccharide-iron complex is expected to be a new type of iron supplement. 
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1  引  言 

灰树花(Grifola frondosa)是隶属于担子菌纲、多孔菌

目、多孔菌科、树花菌属的大型真菌, 又名栗子蘑、贝叶

多孔菌、莲花菌或千佛菌, 是一种药食两用菌。灰树花营

养丰富, 尤其是灰树花多糖具有多种生物活性, 使其具有

抗肿瘤、抗衰老及提高免疫力等多种功能[1,2]。铁是人体

所必需的微量元素, 若人体对铁的摄入量不足, 血红蛋白

的合成会减少, 进而使红细胞中血红蛋白的含量减少, 导

致人体内各组织器官的供氧不足, 威胁人体健康。缺铁会

导致缺铁性贫血, 缺铁性贫血在我国人群中普遍存在, 而

妇女及儿童的发病率较高, 严重威胁了我国居民的身体健

康[3]。补充足量的铁是防治缺铁性贫血最根本的方法, 因

此 , 高生物利用度的铁营养强化剂一直以来都是研究热

点。目前广泛使用的铁补充剂主要包括无机铁和有机铁两

大类, 其中无机铁的代表物质是硫酸亚铁, 其补铁效果虽

好, 但具有明显的副作用, 如口腔异味、胃肠道刺激以及易

发生铁中毒等。研究表明, 多糖具有与多种金属配位结合

的能力, 而多糖与三价铁( )Ⅲ 离子相结合形成的配合物具

有较强的稳定性且对胃肠刺激较小[4], 副作用也较小, 它

不仅可以作为补铁剂为人体提供所需要的铁, 还可以发挥

多糖本身的药用价值并增强其生物活性, 是目前比较有效

的缺铁性贫血补铁剂, 因此受到越来越广泛的关注。本研

究报道了一种灰树花多糖铁的制备工艺, 以期为开发新型

的多糖铁补铁剂提供研究基础。 

2  材料与方法 

2.1  实验仪器 

Tu-1901 双光束紫外可见分光光度计(北京普析通用

仪器有限责任公司); LD-5-10 离心机(北京医用离心机厂); 

RE52-99 旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器厂); DZF-1B 型真

空干燥箱(上海跃进医疗器械厂); FA2004电子天平(上海精

密科学仪器公司); HH-42 型数显恒温搅拌循环水箱(常州

国华电器有限公司); 78-1 型电动搅拌器(常州国华电器有

限公司)。 

2.2  材料与试剂      

灰树花粗多糖: 本实验室自制, 经苯酚硫酸法测定, 

其多糖含量为 30%。 

邻二氮菲、苯酚、六水合硫酸亚铁铵和葡萄糖(国药

集团化学试剂有限公司); 盐酸羟胺、氯化铁、醋酸钠、氯

仿、柠檬酸三钠、浓硫酸和盐酸(南京化学试剂有限公司); 

氢氧化钠(西陇化工有限公司)。所有试剂均为分析纯。 

2.3  实验方法 

2.3.1  灰树花粗多糖的预处理 

称取 20 g 灰树花粗多糖, 加入 400 mL 蒸馏水溶解, 

加入 6 g活性炭, 80 ℃水浴 1 h; 搅拌脱色后, 于 4000 r/min

条件下离心 15 min, 将上清液用菊形滤纸过滤; 将滤液经

旋转蒸发浓缩至原体积的 1/3; 浓缩后的灰树花多糖溶液

用 Sevag 法除蛋白[5,6]: 浓缩液与氯仿-正丁醇混合液(4:1)

按 20:3(V:V)的比例混合, 用电磁搅拌器搅拌 30 min 后于

4000 r/min离心 15 min, 取上清液加入相应量的上述 Sevag

溶液(氯仿-正丁醇混合液)重复以上操作, 至多糖中的蛋白

除尽; 在多糖液中加入约 3 倍体积的 90%乙醇, 过夜醇沉

后于 4000 r/min条件下离心 10 min, 将得到的沉淀真空冷

冻干燥后备用。经苯酚硫酸法[7-10]测定, 此干燥物的多糖含

量为 72.3%。 

2.3.2  灰树花多糖螯合铁实验 

称取一定量制得的灰树花粗多糖干燥物, 加入一定

比例的的柠檬酸三钠, 溶于 6 mL 蒸馏水中, 加入过量 2 

mol/L 的 FeCl3溶液, 用 20%的 NaOH 调节溶液的 pH 值至

7~8之间, 可以看到有红棕色沉淀产生; 在70 ℃左右的水浴

中不停搅拌, 水浴 1 h; 4000 r/min离心 5 min, 取上清液加入

3倍体积的 95%乙醇溶液, 4000 r/min离心 5 min; 倾去上清

液, 将沉淀分别用 95%乙醇、无水乙醇和无水乙醚洗涤, 最

后将灰树花多糖螯合铁置于培养皿中真空干燥, 于 510 nm

波长处测定其吸光度, 由此得到其中的铁含量[11-14]。 

2.3.3  铁标准曲线的制作 

采用邻菲罗啉比色法[15-17], 取 8个 50 mL容量瓶, 分

别 用 移 液 管 准 确 加 入 铁 标 准 溶 液 (10 μg/mL 的

(NH4)2Fe(SO4)2·6H2O)0.00、4.00、6.00、8.00、12.00、14.00、

18.00和 20.00 mL, 再分别加入 10%的盐酸羟胺溶液 1 mL、

0.1%的邻菲罗啉显色液 2.5 mL和 1 mol/L醋酸钠缓冲溶液 5 

mL, 用蒸馏水稀释至刻度, 摇匀, 放置 10~15 min。在 510 nm

波长处以蒸馏水为空白对照样品, 测定其吸光度; 以铁标准

溶液中的铁含量为横坐标, 吸光度为纵坐标绘制标准曲线。 

2.3.4  单因素实验 

为了对灰树花多糖螯合铁的制备工艺进行优化, 分

别研究了灰树花多糖和柠檬酸三钠的投料比、螯合时间、

螯合温度及溶液 pH值 4个因素对产品中铁含量的影响。 

(1)灰树花多糖与柠檬酸三钠的投料比 

柠檬酸三钠作为催化剂, 对多糖铁的螯合效果具有

重要影响。设置灰树花多糖与柠檬酸三钠的比例为 2:1、

3:1、4:1、5:1和 6:1进行研究。 

(2)螯合时间 

在 6个不同时间(0.5、1、1.5、2、2.5和 3 h)条件下进

行研究。 
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表 1  L9(3
4)正交实验因素水平表 

Table 1  Factors and levels of the L9(3
4) orthogonal experiment 

水平 
因素 

A/pH B/温度( )℃  C/时间(h) D/多糖与柠檬酸三钠的比值 

1 6 50 0.5 2:1 

2 7 60 1.0 3:1 

3 8 70 1.5 4:1 

 
 

(3)螯合温度 

温度在影响反应速率的同时, 也会影响最终产品的

铁含量。设置 5个不同制备温度: 40、50、60、70、80 ℃

进行研究。 

(4)溶液 pH值 

选取 pH值分别为 6、7、8、9、10、11的溶液为反应

条件进行多糖铁的螯合。 

根据以上设定的条件, 按照预实验的制备步骤进行

灰树花多糖螯合铁的制备, 并用邻菲啰啉法测定产品的铁

含量。 

2.3.5  正交实验及其验证 

根据单因素实验结果, 以 L9(3
4)正交实验因素水平表

(表 1)对灰树花多糖螯合铁的制备工艺进行进一步研究。按

照“2.3.2”中所述的实验步骤进行螯合, 测定产物的铁含量, 

用正交软件分析计算得到最佳工艺条件, 并对最佳条件进

行验证。 

2.4  数据分析 

采用 Excel 2003和正交实验助手 V3.1软件进行数据

分析。测定结果以平均值±标准差表示。 

3  结果与分析 

3.1  铁标准曲线的绘制 

以铁标准溶液中的铁含量为横坐标, 吸光度为纵坐标绘

制标准曲线 , 曲线的回归方程为 Y=0.0038X+0.0071, 

r²=0.99993, 铁含量在0~200 μg之间呈良好的线性关系(图1)。 
 

 
 

图 1  铁的标准曲线 

Fig. 1  Standard curve of Fe 

3.2  单因素实验 

3.2.1  灰树花多糖与柠檬酸三钠的质量比对产品中铁含量

的影响 

将灰树花多糖与柠檬酸三钠按质量比分别为 2:1、3:1、

4:1、5:1、6:1, 在 pH为 8、70 ℃条件下水浴 1 h, 按预实

验步骤进行螯合, 所得产品中铁含量的测定结果如图 2 所

示。由图 2可知, 在一定范围内, 随着灰树花多糖比例的增

加, 所得螯合物的含铁量上升, 当多糖与柠檬酸三钠的比

值为 3:1 时, 螯合物的含铁量最高; 当多糖的比例进一步

增加时, 所得螯合物的含铁量逐步下降, 故选择灰树花多糖

与柠檬酸三钠的最佳质量比为3:1。 
 

 
 

图 2  灰树花多糖与柠檬酸三钠的质量比对产品中铁含量的影响

(n=3) 
Fig. 2  Effect of mass ratio of polysaccharide from Grifola frondosa 

to trisodium citrate on iron content in product (n=3) 

 
3.2.2  螯合时间对产品中铁含量的影响 

将灰树花多糖和柠檬酸三钠按 3:1 的比值在 70 ℃、

pH 为 8 的条件下分别水浴 0.5、1.0、1.5、2、2.5、3.0 h

进行螯合, 结果如图 3所示。由图 3可知, 当反应时间为 1 

h 时, 所得螯合物的含铁量最高, 因此选择最佳螯合时间

为 1 h。 

3.2.3  螯合温度对产品中铁含量的影响 

将灰树花多糖和柠檬酸三钠按 3:1的比值分别在 40、

50、60、70、80 ℃、pH为 8的条件下水浴 1 h, 按预实验

步骤进行螯合, 结果如图 4所示。由图 4可知, 随着温度的

增加, 所得螯合物的含铁量逐渐增加, 当温度为 60 ℃时达
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到峰值 , 之后铁含量快速下降 , 故选择最佳螯合温度为

60 ℃。 
 

 
 

图 3  螯合时间对产品中铁含量的影响(n=3) 

Fig. 3  Effect of chelating time on iron content in product (n=3) 
 

 
 

图 4  螯合温度对产品中铁含量的影响(n=3) 

Fig. 4  Effect of chelating temperature on iron content in product 
(n=3) 

 
3.2.4  溶液 pH 对产品中铁含量的影响 

选择灰树花多糖与柠檬酸三钠的比值为 3:1, 螯合温

度为 60 ℃, 溶液 pH分别为 6、7、8、9、10、11, 水浴 1 h, 

产品中铁含量的测定结果如图 5 所示。由图 5 可知, 当反

应液 pH值为 7时, 所得螯合物的含铁量最高, 所以选择最

佳螯合 pH为 7。 
 

 
 

图 5  溶液 pH对产品中铁含量的影响(n=3) 

Fig. 5  Effect of pH value of solution on iron content in product (n=3) 

3.3  正交实验及其验证 

正交实验方案及结果分析见表 2。由表 2可以看出: 极

差值 R反映出影响灰树花多糖与 Fe( )Ⅲ 螯合效果的各影响

因素的排列顺序为 D >C >B >A, 即灰树花多糖与柠檬酸三

钠的质量比>螯合时间>螯合温度>溶液 pH, 最佳反应组合

为 A3B1C1D1, 即灰树花多糖与柠檬酸三钠的质量比为 2:1、

反应时间为 0.5 h、温度为 50 ℃、溶液 pH为 8。经验证实

验, 在此条件下, 所得螯合物的含铁量最高, 为 3.08%。可

见本研究所得正交实验的优化结果可靠。 

 
表 2  正交实验结果 

Table 2  The results of orthogonal experiment 

试验号 A B C D Fe含量(%)

1 1 (pH=6) 1(50 )℃ 1(0.5 h) 1(2:1) 2.323 

2 1 2(60 )℃ 2(1 h) 2(3:1) 1.313 

3 1 3(70 )℃ 3(1.5 h) 3(4:1) 0.645 

4 2(pH=7) 1 2 3 1.297 

5 2 2 3 1 1.416 

6 2 3 1 2 1.245 

7 3(pH=8) 1 3 2 1.360 

8 3 2 1 3 1.446 

9 3 3 23 1 1.619 

k1 1.427 1.660 1.671 1.786 

 
 
 

k2 1.319 1.392 1.410 1.306 

k3 1.475 1.170 1.140 1.129 

R 0.156 0.490 0.531 0.657 

 

4  结  论 

采用单因素实验和正交实验确定了灰树花多糖与

Fe( )Ⅲ 螯合制备灰树花多糖铁的最佳工艺条件: 多糖与柠

檬酸三钠的质量比为 2:1, 螯合温度为 50 ℃, 螯合时间为

0.5 h, 溶液 pH为 8。采用此优化后的工艺制得的螯合物中

铁含量为 3.08%。本研究能够为拓展灰树花资源利用及开

发新型的多糖铁补铁剂提供一定的科学依据。 
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