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摘　要：利用水提醇沉法从地木耳中提取多糖，再经初步纯化后，进行多糖的抗氧化性及抑菌作用
实验。结果表明，地木耳多糖对·ＯＨ 和ＤＰＰＨ自由基有较强的清除作用，且最高清除率分别为

７１．５３％和６６．３５％。但地木耳多糖对Ｏ２－·自由基和亚硝酸盐几乎没有作用效果，最高清除率分
别只有３３．３３％和２２．３８％。地木耳多糖对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌均有一定的抑制作用，最小抑
菌质量浓度 ＭＩＣ在１２５～２５０μｇ／ｍＬ之间。而对金黄色葡萄球菌的抑制作用不明显。
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　　地木耳（Ｎｏｓｔｏｃ　ｃｏｍｍｕｎｅ　Ｖａｕｃｈ．）俗称地皮
菜、地耳、鼻涕肉、地踏菜、地软、地衣、地捡皮等，为

藻类蓝藻纲念珠藻科（Ｎｏｓｔｏｃａｃｅａｅ）念珠藻属植物
念珠藻（Ｎｏｓｔｏｃ　ｃｏｍｍｕｎｅ　Ｖａｕｃｈ．）的藻体。它与发



菜（Ｎ．ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｅ　Ｂｏｒｎ．ｅｔ　Ｆｌａｈ．）、葛仙米（Ｎ．
ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ　ｋｕｔｚ．）为同属植物［１］。地木耳是世界
广生种，主要分布在石灰石区和喀斯特岩溶地
带［２］。在我国各地几乎都有分布，资源丰富，并且
生命力极强，即使休眠几十年，一遇水又马上恢复
生机。地木耳一般在夏秋季雨后采收，去杂质洗
净，鲜用或晒干［３］。据研究地木耳含有丰富的蛋白
质、多糖、维生素、钙、磷、铁等，《本草纲目》记载：地木
耳气味甘、平、无毒，明目益气，补肾。《中国药典》记
载：野生地木耳对补充维生素、蛋白质、清热解毒、凉
血明目、夜盲、皮疹赤热等有明显滋补食疗效果。
近年来对地木耳多糖活性的研究主要体现在

地木耳多糖对植物生长的促进作用［４－６］，而对地木
耳多糖的抗氧化和抑菌活性的研究还未见报道，本
实验采用水提醇沉法从地木耳中提取多糖，再经初
步纯化后，进行多糖的体外抗氧化性及抑菌作用的
研究，为地木耳多糖的生产与应用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
地木耳于２００９年采自青海省西宁市西山。采

回后自来水洗净泥沙，后用蒸馏水清洗，自然晾干，
粉碎。
细菌：枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、大肠

杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙ－
ｌｏｓｏｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）由青海大学生物系微生物实验室谢
占玲老师提供。
乙醇、丙酮、乙醚、３０％双氧水、三氯乙酸、正丁

醇、邻二氮菲、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、邻苯三酚、
盐酸、三羟甲基氨基甲烷、１，１－二苯基苦基苯肼自
由基 （ＤＰＰＨ·为Ｓｉｇｍａ公司产品）；硫酸亚铁、水
杨酸、盐酸、三羟甲基氨基甲烷 （Ｔｒｉｓ）、亚硝酸钠、
柠檬酸、对氨基苯磺酸、盐酸萘己二胺等均为国产
市售分析纯。

１．２　仪器与设备
恒温水浴锅：上海精宏实验设备有限公司产

品；ＲＥ－５２ＡＡ旋转蒸发器：上海亚荣实验设备有限
公司产品；ＴＤＬ－５－Ａ型离心机：上海安亭科学仪器
厂产品；ＤＺＦ－６０５０真空干燥箱：上海沪粤明科学仪
器有限公司产品；７２１型可见光分光光度计：上海仪
器厂产品；ＨＺＰ－２５０型全温振荡培养箱：上海新诺
仪器设备有限公司产品；ＢＯＸＵＮ 超净台：上海优
浦科学仪器有限公司生产。

１．３　方法

１．３．１　地木耳多糖样品的制备　称取１００ｇ干燥

的粉碎过筛的地木耳粉末，用８００ｍＬ体积分数

８０％乙醇浸泡２４ｈ去脂［４］，用双层纱布过滤。滤渣
风干后用６０倍蒸馏水９０℃水浴浸提５次，每次３
ｈ，合并提取液，旋转蒸发浓缩，用Ｓｅｖａｇ法［７］多次
脱蛋白至蛋白质除尽为止，透析，旋转蒸发浓缩，加
入９５％乙醇使醇体积分数达到７０％，于４℃冰箱中
醇沉过夜，离心，沉淀物依次用无水乙醇，丙酮和石
油醚洗涤，在烘箱中６０℃干燥得白色的地木耳精制
多糖，备用。

１．３．２　地木耳多糖抗氧化性能力实验

１）清除 ＤＰＰＨ自由基能力的测定　精确配制
浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＤＰＰＨ·乙醇溶液，将地木耳
用蒸馏水溶解，配制成５０、１００、２００、５００、１　０００

μｇ／ｍＬ等一系列溶液，精确吸取样品溶液３ｍＬ，加
入５ｍＬ　５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ·乙醇溶液，混匀后在
室温下静置３０ｍｉｎ，以５ｍＬ无水乙醇和３ｍＬ蒸
馏水的混合液为参比，测定５１７ｎｍ处的吸光值［８］。

然后按下式计算 ＤＰＰＨ自由基清除率：

清除率（％）＝ ［１－ （Ａｉ－Ａｊ）／Ａ０］×１００％
式中：Ａ０为空白对照液的吸光度（以蒸馏水代替样
品液）；Ａｉ为样品组的吸光度；Ａｊ为样品溶液本身的
吸光度（以无水乙醇代替显色剂）。

２）清除·ＯＨ 能力的测定　利用Ｆｅｎｔｏｎ反应
法产生·ＯＨ，·ＯＨ 氧化水杨酸产生有色物质，该
产物在５１０ｎｍ处有强吸收峰。体系中加入清除·

ＯＨ 的物质，则会减少有色物质生成，降低吸光
度［９］。具体操作为：取若干支２５ｍＬ的比色管，加
入９．０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＦｅＳＯ４０．２５ｍＬ、９．０ｍｍｏｌ／Ｌ水杨
酸—乙醇溶液０．２５ｍＬ，不同质量浓度（同１）中的
质量浓度梯度）的地木耳多糖溶液５ｍＬ，最后加入

８．８ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２Ｏ２０．２５ｍＬ启动反应，于室温下反
应１ｈ。加５ｍＬ蒸馏水稀释反应体系，在５１７ｎｍ
处测定样品的吸光度Ａ。按１）节计算方法计算清
除率。

３）清除Ｏ２－·自由基能力的测定　采用邻苯
三酚氧化法［１０］。具体操作为：在１０ｍＬ试管中加
入３ｍＬ　Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ值８．２），１ｍＬ不同
浓度（同１）中的浓度梯度）的地木耳多糖溶液，（２５
±０．５）℃水浴平衡２０ｍｉｎ后，加入０．３ｍＬ　７．０
ｍｍｏｌ／Ｌ的邻苯三酚准确反应４ｍｉｎ，加入１ｍＬ
１０．０ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ终止反应，在４２０ｎｍ处测定其吸
光度Ａ，按１）节计算方法计算清除率。

４）清除亚硝酸盐能力的测定　当加入地木耳
多糖溶液时，地木耳多糖中有效成分与ＮａＮＯ２作用
将ＮａＮＯ２消耗掉，剩余亚硝酸根在酸性条件下，能
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使对氨基苯磺酸重氮化，再使其与盐酸α—萘胺偶
合生成红色偶联化合物，测定溶液吸光度，计算亚
硝酸盐清除率。
取不同质量浓度（同１．３．１中１）节中的质量浓

度梯度）的地木耳多糖溶液１０ｍＬ于２５ｍＬ容量
瓶，加入质量分数０．０１％的 ＮａＮＯ２标准溶液０．２５
ｍＬ，加入柠檬酸—磷酸缓冲溶液（ｐＨ 值３．０）５
ｍＬ，加蒸馏水定容至刻度，３７℃下反应１ｈ。取１
ｍＬ反应液于试管中，加入质量分数０．４％的对氨基
苯磺酸溶液２ｍＬ，质量分数０．２％盐酸α－萘胺１
ｍＬ，摇匀放置１５ｍｉｎ后，用分光光度计在５４４ｎｍ
处测吸光度值，按下式计算清除率求得多糖溶液对
亚硝酸盐的清除能力［１１］。
清除率∕％ ＝ （Ａ０－Ａ）∕Ａ０×１００％

式中：Ａ０为未加多糖溶液的空白试验（以蒸馏水代
替）的吸光度；Ａ为不同浓度反应液的吸光度。

１．３．３　地木耳多糖抑菌实验

１）培养基的制备　细菌培养基：牛肉膏３ｇ、蛋
白胨１０ｇ、ＮａＣｌ　５ｇ、琼脂１５～２０ｇ，水１　０００ｍＬ，

ｐＨ　７．０～７．２。

２）供试菌种的活化及菌悬液的制备　预先将

３种供试菌种接入相对应的斜面培养基上进行活
化，细菌置３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ。然后分
别挑取１环已活化好的菌种放入９ｍＬ无菌水中，
振荡摇匀，制成一系列菌悬液，菌浓度约为１０６～
１０８ＣＦＵ∕ｍＬ，备用。

３）抑菌活性的测定　采用滤纸片法［１２］。新华
滤纸用打孔器制备直径为９ｍｍ的小纸片，１２０℃
干热灭菌２ｈ。精制的多糖、青霉素用蒸馏水配制
成５００μｇ／ｍＬ 的溶液，在试验前经针孔过滤器
（０．２２μｍ）除菌，采用二倍稀释法

［１３］，用无菌水配制
成不同质量浓度的溶液，依次为５００、２５０、１２５、

６２．５、３１．２５μｇ／ｍＬ。将制备好的滤纸片无菌状态
下于上述各溶液中分别浸泡３０ｍｉｎ，备用。同法以
无菌水作阴性对照。
倒入各种菌种的固体培养基，待其完全冷却凝

固后，再分别移取各菌悬液０．４ｍＬ，用涂布器涂布
均匀。每个平板放４个实验样片，１片阴性对照样
片，用无菌镊子取样片贴放于平板表面。各样片中
心之间相距２５ｍｍ以上，与平板的周缘相距１５ｍｍ
以上。贴放好后，用无菌镊子轻压样片，使其紧贴
于平板表面。盖好平皿，置３７℃温箱，培养过夜。

４）最低抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定　向平皿中分
别移取不同浓度的稀释液各１．０ｍＬ，然后每平皿
中倒入各种菌种相应的温度在４５℃左右的培养基

约１４ｍＬ，混匀，完全冷却凝固后，每皿分别移取各
菌悬液０．４ｍＬ，涂布均匀，同时做溶剂空白对照。
在适宜温度下培养，每个质量浓度作３个重复。以
完全无菌生长的浓度为最小抑制质量浓度。

２　结果与分析

２．１　抗氧化实验结果

２．１．１　 地木耳多糖对ＤＰＰＨ 自由基清除作用的
测定　清除ＤＰＰＨ 自由基的能力可以用来衡量天
然抗氧化剂的抗氧化活性。自由基清除剂对 ＤＰ－
ＰＨ自由基的清除程度与其所接受的电子数成定量
关系，也就是说和抗氧化剂的供氢能力有关［１４］。

图１　地木耳多糖和ＶＣ对ＤＰＰＨ自由基清除作用的

比较

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＤＰＰＨ　ｒａｄｉｃａｌ　ｓｃａｎｖｅｎｇｉｎｇ　ｃａｐａｃｉ－
ｔｙ　ｏｆ　Ｎｏｓｔｏｃ　ｃｏｍｍｕｎｅ　ｖａｃｈ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ａｎｄ

ＶＣ

图１结果表明，ＶＣ对ＤＰＰＨ自由基有很强的
清除作用，５０μｇ／ｍＬ的 ＶＣ清除率即可达到９０％
以上。在实验质量浓度范围内，地木耳多糖对ＤＰ－
ＰＨ自由基的清除率随其质量浓度的增加而提高。
质量浓度０～０．４ｍｇ／ｍＬ范围内，地木耳多糖对

ＤＰＰＨ自由基的清除率迅速提高，在０．４～１ｍｇ／

ｍＬ范围内清除率呈现平稳提升的趋势，最高可达

６６．３５％。

２．１．２　地木耳多糖对·ＯＨ清除作用的测定　
·ＯＨ被认为是活性最强的自由基，也是毒性最大
的自由基，辐射损伤等物理、化学因子都会促进其
形成，是造成生物有机体过氧化损伤的主要因素。

有研究表明，·ＯＨ 是通过 Ｈ２Ｏ２与金属离子氧化
还原反应产生的，因此可以通过螯合金属离子或使
金属离子无反应来清除·ＯＨ［１５］。ＶＣ为已知的·

ＯＨ 清除剂，因此以 ＶＣ为对照品和地木耳多糖进
行比较，结果见图２。由图２可知，在实验质量浓度
范围内，地木耳多糖与对照品 ＶＣ对·ＯＨ 都有较
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强的清除作用，清除率随着二者的质量浓度增加而
提高。研究结果还表明，质量浓度０～０．２ｍｇ／ｍＬ
范围内，地木耳多糖对·ＯＨ的清除作用急剧上升；
质量浓度０．２～１ｍｇ／ｍＬ范围内，地木耳多糖对·

ＯＨ的清除作用随质量浓度的增加缓慢提高；最高
达到７１．５３％。

图２　地木耳多糖和ＶＣ对·ＯＨ清除作用的比较

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｘｉｙｌ　ｒａｄｉｃａｌ　ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ｃａ－

ｐａｃｉｔｙ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｎｏｓｔｏｃ　ｃｏｍｍｕｎｅ　ｖａｃｈ　ｐｏｌｙｓａｃ－
ｃｈａｒｉｄｅ　ａｎｄ　ＶＣ

２．１．３　地木耳多糖对 Ｏ２－ ·的清除能力测定　
Ｏ２－·是生物体内第一个氧自由基，是其他活性氧
的前体，对生物体内细胞、酶、ＤＮＡ 及不饱和脂肪
酸等物质均能产生影响。生物体内氧化还原反应
中，大约有２％～５％的氧会产生 Ｏ２－·，Ｏ２－·是
活性氧的一种，是机体内寿命最长的自由基，通常
作为自由基链式反应的引发剂，产生活性更强的 Ｈ
·自由基，进一步给机体造成危害［１６］。以ＶＣ为对
照品，比较二者对Ｏ２－·的清除作用。以清除率和
质量浓度为横纵坐标作图，结果见图３。

图３　地木耳多糖和ＶＣ对Ｏ２－·清除作用的比较

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ａｎｉｏｎ　ｒａｄｉｃａｌ　ｓｃａｖｅｎ－

ｇｉｎｇ　ｃａｐａｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｎｏｓｔｏｃ　ｃｏｍｍｕｎｅ　ｖａｃｈ　ｐｏｌｙｓａｃ－
ｃｈａｒｉｄｅ　ａｎｄ　ＶＣ

　　由图３可知，在实验浓度范围内，对照品ＶＣ对

Ｏ２－·有较强的清除作用，而地木耳多糖对Ｏ２－·
的清除作用较差，最高才达到３３．３３％。

２．１．４　地木耳多糖对亚硝酸盐清除能力的测定　

亚硝酸盐与仲胺在人体中易合成强致癌物质亚硝

胺，而且亚硝酸盐是一种允许在肉制品加工中使用
的食品添加剂，采取有效途径清除亚硝酸盐对预防
癌症具有重要意义。以ＶＣ为对照品，比较二者对
亚硝酸盐的清除作用。以清除率和质量浓度为横
纵坐标作图，结果见图４。

图４　地木耳多糖和ＶＣ清除亚硝酸能力的对比

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｉｔｒｉｔｅ　ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ｃａｐａｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｎｏｓ－
ｔｏｃ　ｃｏｍｍｕｎｅ　ｖａｃｈ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ａｎｄ　ＶＣ

　　由图４可知，在实验浓度范围内，对照品ＶＣ对
亚硝酸盐有较强的清除作用，而地木耳多糖对亚硝
酸盐的清除作用很不明显，最高只达到２２．３８％。

２．２　地木耳多糖的抑菌实验
地木耳多糖对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌均有一

定的抑制效果，且作用相当，但是都不如阳性对照
品阿莫西林的抑菌效果强；随着多糖质量浓度的增
大，抑制作用增强；最小抑制浓度 ＭＩＣ在１２５～
２５９μｇ／ｍＬ之间见表１、２。地木耳对金黄色葡萄球
菌的抑制作用不明显，由此可见在试验的３种微生
物中地木耳多糖对微生物的抑制作用具有选择性。

３　结　语

多糖在生物体内发挥作用更为复杂，它可能直
接参与猝灭自由基的途径外，还可能与通过调节机
体内内源性抗氧化剂的活性相关［１７］。地木耳多糖
对·ＯＨ 和ＤＰＰＨ 自由基有较强的清除作用，清除
率随其质量浓度的增加而提高，且清除率最高可达

７１．５３％和６６．３５％。但是地木耳多糖对 Ｏ２－·和
亚硝酸的清除能力有限，最高清除率分别只有

３３．３３％和２２．３８％。通过实验结果表明地木耳多
糖具有一定的体外抗氧化作用，因此地木耳多糖在
体内抗氧化作用还需进一步的研究。
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表１　菌落生长情况

Ｔａｂ．１　Ｇｒｏｗｔｈ　ｓｉｔｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｎｏｓｔｏｃ　ｃｏｍｍｕｎｅ　ｖａｃｈ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

供试菌种
地木耳多糖质量浓度／（μｇ／ｍＬ）

５００　 ２５０　 １２５　 ６２．５　 ３１．２５
阿莫西林

大肠杆菌 － － ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －

金黄色葡萄球菌 ＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －

芽孢杆菌 － － ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －

　注：“－”无菌生长；“＋”有少量菌落生长；“＋＋”有不超过１／３平皿面积的菌落生长；“＋＋＋”有不超过１／２平皿面积的菌

落生长；“＋＋＋＋”有超过１／２平皿面积的菌落生长。

表２　地木耳多糖对各菌种的抑菌圈直径

Ｔａｂ．２　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｚｏｎｅ　ｄｉａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　Ｎｏｓｔｏｃ　ｃｏｍｍｕｎｅ　ｖａｃｈ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

供试菌种
地木耳多糖质量浓度／（μｇ／ｍＬ）

５００　 ２５０　 １２５　 ６２．５　 ３１．２５
阿莫西林 无菌水

大肠杆菌 １０．７１　 １０．３５　 １０．１４　 ９．６３　 ９．３５　 １２．７２　 ９．００

金黄色葡萄球菌 ９．５５ － － － － １２．６５　 ９．０３

芽孢杆菌 １０．６２　 １０．５８　 １０．４２　 ９．６４ － １２．８２　 ９．０１

　注：表２数据为３次重复实验的平均值；－为无抑菌现象。

　　多糖对各类微生物的生长有不同程度的抑制
作用，或者说生长拮抗。但多糖抑菌作用的机制还
不十分明确。实验表明，地木耳多糖的抑菌作用还
是相对较弱的。对常见的细菌有一定的抑制作用，
对同一菌株而言，抑菌效果随多糖质量浓度的增大

而显著。地木耳多糖对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌的
最小抑制浓度 ＭＩＣ在１２５～２５９μｇ／ｍＬ之间。由于
菌种所限，实验仅对常见的３种菌进行了抑菌实
验，因此地木耳多糖对其他微生物生长的抑制作用
还有待研究。
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