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摘要： 研究了一种从保健口服液中提取并纯化后的真菌复合多糖的体外抗氧化活性 （还原力、
对羟自由基和 DPPH自由基的清除能力），并与复合多糖单一成分进行比较。 结果表明：在实验
浓度范围内，各真菌多糖抗氧化活性均随着多糖质量浓度增加显示出稳定增长。 相同质量浓度
下，真菌复合多糖的抗氧化活性高于竹荪多糖及虫草多糖，但较香菇多糖的活性低或相当。表明
在考虑药效和经济成本平衡的前提下，真菌复合多糖具有更高的体外抗氧化活性。
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Abstract： In this manuscript，the antioxidant activity （the reducing power，the·OH and DPPH·
eliminate ability） of a combined fungus polysaccharide extracted from a healthy oral liquid was
studied in vitro and compared with raw materials. The results demonstrated that the antioxidant
activity of all fungi polysaccharides showed stable growth along with the increasing concentration in
the experiment. With the same concentration，the antioxidant activity of the polysaccharide
compounds was higher than that of the polysaccharides extracted from Dictyophoraindusiataand
CordycepsCephalosporium Mycelia，but was lower than or equal to the activity of lentinan. Therefor
the combined fungus polysaccharide has greater health care function when consider the effect and
the cost meanwhile.
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研究论文

作为主要的供能途径，氧化反应在生物体的生

存过程中起着至关重要的作用[1-2]。 但活性氧（ROS）
会对 DNA 造成损伤，从而引起癌症、冠心病以及其

他老年性疾病 [3-4]，不受机体控制产生过多的氧自由
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基会加快机体衰老，同时可能会引发风湿性关节炎

和动脉粥样硬化等疾病 [5]。 而人工合成的抗氧化剂

的安全性远远低于天然抗氧化剂[6]。 因此，寻找一种

天然的、有效的、无毒性、安全的抗氧化剂来消除体

内自由基[7]成为当今医药界关注的课题。
真菌多糖是从真菌子实体、菌丝体或发酵液中

分离出来的一类具有生物活性的大分子碳水化合

物。 研究表明，真菌多糖具有提高免疫力、抗肿瘤、
延缓衰老、降血糖、降血压、降血脂等生理功效，并

且对正常细胞不产生毒副作用 [8-9]，因此可作为潜在

的机体抗氧化剂加以开发。 目前关于多糖抗氧化的

研究主要局限在单一多糖的层面上，而关于复合多

糖的研究还较少。 作者研究一种以香菇、竹荪和虫

草菌粉为主要成分的真菌保健口服液中的复合多

糖的提取及体外抗氧化活性，旨在为中药有效成分

的进一步研究提供理论基础。

1.1 材料、试剂与仪器

保健液口服液、香菇、竹荪、虫草菌粉，均由广

州无限极（中国）有限公司提供；铁氰化钾、硫酸亚

铁、无水乙醇、正丁醇、三氯甲烷、溴化钾、水杨酸、
三氯乙酸、三氯化铁、双氧水、DPPH 等，均为国产分

析纯； 透析袋， 购自上海捷瑞生物工程有限公司；
SephadexG-200，购自上海鹏顺科学仪器有限公司。

UV-1800 型紫外可见分光光度计，上海美谱达

仪 器 有 限 公 司 制 造；NICOLET NEXUS 470 型 红 外

光谱仪，Thermo Electron Corporation 制造；FreeZone
2.5 L 冷冻干燥机， 美国 Labconco 有限公司制造；
LC1200 型凝胶渗透层析液相色谱仪，安捷伦科技有

限公司制造。
1.2 复合多糖的提取

口服液中的复合多糖提取采取直接用乙醇沉

淀（口服液体积∶乙醇体积=1∶4），获得的粗多糖沉淀

水溶后，采用 sevage 法脱蛋白，将混合液（正丁醇体

积∶氯仿体积=1∶4）等体积加入糖溶液中后，剧烈振

摇 20~30 min，静置至溶液分层，将溶剂层和溶液层

中间变性蛋白质去掉，重复多次，直至无中间蛋白

层出现。 将脱蛋白质后的糖溶液 pH 调至 8.0 左右，
55 ℃下滴加体积分数 30%过氧化氢，保温 2 h 至淡

黄色后，将多糖溶液醇沉复溶后，透析去除盐类等

小分子物质 [10-11]，经 G200 型凝胶色谱柱纯化后，用

苯酚-硫酸法检测洗脱曲线为单一对称峰（图 1），证

明为单一成分，经 GPC 检测该复合多糖重均分子量

为 2.4*105。 洗脱液冷冻干燥得复合真菌多糖样品。

图1 口服液多糖组分的 Sephadex G200 型凝胶过滤色谱图

Fig. 1 Sephadex G -200 chromatogram of the
polysaccharide extracted from the Healthy oral
liquid shows a large peak near aliquot 35

1.3 单糖分析

1.3.1 多糖水解 称取 20 mg 左右多糖于水解管

中，加入 2 mL 1 mol/L 的硫酸水溶液，封管，于 100
℃水解 4 h，水解液用碳酸钡中和，过滤，滤液冷冻

干燥或置真空烘箱在 45 ℃下真空干燥， 得到的干

燥物即为游离单糖。
1.3.2 衍生化 称取上述干燥单糖样品加入 10 mg
盐酸羟胺， 加入 2 mg 肌醇作为内标，0.5 mL 吡啶，
于 90 ℃水浴中保持 30 min； 取出冷却后加入 0.5
mL 乙酸酐于 90 ℃水浴中保持 30 min，待样品冷却

后进行 GC 分析。
1.3.3 色谱分析条件 岛津 GC-14A 气相色谱仪；
OV1701 石英毛细管柱（30 m，0.53 mm，1.0 μm）；检

测器为 FID（氢火焰离子鉴定器）。
1.3.4 气相条件 气化室温度 260 ℃，检测器温度

250 ℃； 柱温升温程序： 起始温度 120 ℃， 保持 3
min，每分钟升 10 ℃，至 195 ℃，保留 0.1 min，每分

钟升 3 ℃， 至 240 ℃， 保留 10 min； 载气压力（N2）
0.60 kg/cm2，燃气压力（H2）：0.65 kg/cm2，助燃气压力

（空气）0.50 kg/cm2，分流比 30∶1，进样量 2.0 μL。
1.4 红外图谱分析

溴化钾压片法：室温条件下，将 1 mg 干燥的样

品与适量干燥溴化钾混合研磨压片后， 在 4 000~
500 cm-1 范围内进行红外光谱扫描并 FTIR 分析。
1.5 体外抗氧化活性

1.5.1 系列多糖样品溶液的配制 分别称取适量

材料与方法1
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所得真菌复合多糖及其 3 种组分多糖 （香菇多糖、
竹荪多糖和虫草多糖）， 用去离子水溶解配制成质

量浓度为 1 000 μg/mL 的溶液， 再分别吸取该母液

2.5、1.5、 0.5、 0.25 mL 至试管中， 加水补至 5 mL，即

得质量浓度为 500、300、100、50 μg/mL 的样品溶液。
1.5.2 还原力测定 在具塞试管中加入 1 mL 多糖

样 品（50~1 000 μg/mL）、0.2 mL PBS（2.0 mol/L，pH
6.6） 和 0.25 mL 质量分数 1%的铁氰化钾溶液。 置

50 ℃恒温水浴中反应 20 min，迅速冷却，再加入 10
g/dL 的三氯乙酸溶液 0.5 mL，3 000 g 离心 10 min，
取上清液 1.5 mL，加入 0.1 mL 1 g/dL 三氯化铁溶液

和 3.0 mL 去离子水，振荡均匀，静置 5 min，在 700 nm
处以蒸馏水代替多糖溶液为空白，测定其吸光值[12]。
1.5.3 对羟基自由基的清除 在试管中依次加入 1
mL 不同质量浓度的多糖样品 （50~1 000 μg/mL），
0.9 mL FeSO4 （0.15 mmol/L），0.5 mL 水 杨 酸 （9
mmol/L），0.5 mL H2O2 （8.8 mmol/L），37 ℃反 应 60
min，于 510 nm 处测得不同竹荪多糖浓度下的吸光

值 Ax，水杨酸替代双氧水时的吸光值 Ax0，水杨酸代

替多糖测得空白对照吸光值 A0
[13]。

·OH 清除率=[A0-（Ax-Ax0）/A0]×100%
1.5.4 对 DPPH 自由基的清除 样 品 管 中 加 入 1
mL 不同质量浓度的多糖溶液 （50~1 000 μg/mL）与

3.0 mL 的 0.004％体积分数溶于 95％乙醇的 DPPH
溶液， 室温放置 10 min 后，517 nm 处测定吸光值

Ax，空白管用蒸馏水代替多糖溶液，测定值为 A0，体

积分数 95%乙醇代替 DPPH 测定值为 Ax0
[14]。

DPPH 自由基清除率=[1-（Ax-Ax0）/A0]×100%

2.1 单糖组成

通过对各多糖的单糖组成摩尔比进行比较（见

表 1）， 可得出该复合多糖中主要成分为虫草多糖，
竹荪多糖和香菇多糖含量极少，即该保健口服液中

大部分原材料为成本较低的虫草菌粉。
2.2 红外分析

真菌复合多糖的特征吸收峰、红外光谱谱图见

图 2，表现出一般多糖的特征吸收峰：由多糖羟基的

伸缩振动引起的 3 600~3 200 cm-1 之间的吸收峰、
由 C—H 伸缩振动引起的 2 930 cm-1 处的吸收峰等

特征峰[10]。 此外 840 cm-1 处无吸收峰，890 cm-1 处有

明显吸收峰，表明该复合多糖是以 β糖苷键相连的。

表 1 各多糖单糖组成

Table 1 Monosaccharide composition of polysaccharides

图 2 复合多糖红外色谱图

Fig. 2 FTIR spectrum of the combined fungus
polysaccharide

2.3 还原力测定

铁氰化钾 [K3Fe（CN）6]可 被 还 原 试 剂 还 原 成 亚

铁 氰 化 钾 [K4Fe（CN）6]，K4Fe（CN）6 再 和 Fe3+作 用 生

成普鲁士蓝，在 700 nm 处有最大吸收值，以检测其

还原力，吸光值越大，说明其还原力越高[15]。
随着多糖质量浓度的增加（图 3），各多糖还原

能力呈现出稳定的增长，复合多糖的还原能力在各

质量浓度测量范围内均大于竹荪多糖和虫草多糖。
当多糖质量浓度为 50、100 μg/mL 时， 复合多糖与

香菇多糖的还原能力无明显差异，而在较大质量浓

度时复合多糖还原能力小于香菇多糖。 当质量浓度

为 1 mg/mL 时，各多糖还原能力达到最大，其中复

合多糖 OD700 为 0.478，香菇多糖为 0.667。
2.4 对羟自由基清除能力测定

利用 H2O2 和 Fe2+混合发生 Fenton 反应[16]，生成

具有很高反应活性的·OH， 在该体系内加入水杨酸

可捕捉·OH 并产生深色物质， 该物质在 510 nm 处

有最大吸收。

结果与分析2

单糖组成
摩尔分数/%

复合多糖 虫草多糖 竹荪多糖 香菇多糖

鼠李糖 0.87 1.35

阿拉伯糖 1.24 1.56

木糖 1.18 2.52

甘露糖 65.00 44.44 7.03

葡萄糖 14.71 18.60 90.70 100

半乳糖 17.00 31.54 2.29
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随着多糖质量浓度的增加，各多糖对羟基自由

基清除能力呈现出稳定的增长（图 4），复合多糖的

清除能力在各质量浓度测量范围内均大于竹荪多

糖和虫草多糖，小于香菇多糖的清除能力。 当多糖

质量浓度为 1 000 μg/mL 时， 各多糖对羟基的清除

能力达到最大， 其中复合多糖清除率为 44.26%，香

菇 多 糖 清 除 率 为 61.76% ， 虫 草 多 糖 清 除 率 为

32.41%，竹荪多糖清除率为 26.85%。

图 3 还原力曲线

Fig. 3 Curve of reducing power

图 4 真菌多糖对羟自由基的清除能力

Fig. 4 Effects of polysaccharides on scavenging·OH

2.5 对 DPPH 自由基清除能力的测定

DPPH 自由基是一种稳定的自由基， 在可见光

区 517 nm 处有最大吸收峰， 抗氧化剂与 DPPH·反

应，DPPH 溶液变色的程度反映了提取物的清除能

力。 这一反应已被广泛用于测试化合物自由基清除

能力和评价食品、植物提取物的抗氧化活性。

由图 5 可看出， 随着多糖质量浓度的增加，只

有香菇多糖对 DPPH 自由基清除能力呈现出逐渐

增长的趋势。 当多糖质量浓度为 50~300 μg/mL 范

围内，虫草多糖对 DPPH 自由基清除能力几乎未发

生改变，竹荪多糖的清除能力出现降低趋势，但小

于复合多糖以及香菇多糖的清除能力；当多糖质量

浓度为 500、1 000 μg/mL 时，复合多糖、虫草多糖以

及竹荪多糖 DPPH 自由基清除能力逐渐上升，并在

多糖质量浓度为 1 000 μg/mL 时达到最大， 复合多

糖对 DPPH 自由基的清除率为 12.09%，虫草多糖为

6.04%， 竹荪多糖为 4.95%， 远远小于香菇多糖的

49.95%。

图 5 真菌多糖对 DPPH 自由基的清除能力

Fig. 5 Effects of polysaccharides on scavenging DPPH·

各真菌多糖抗氧化活性在实验浓度范围内均

随着多糖质量浓度的增加显示出稳定的增长，且从

保健口服液中提取出来并纯化后的真菌复合多糖

的抗氧化活性高于竹荪多糖及虫草多糖，但较香菇

多糖的活性低或相当。 从抗氧化活性来讲，该保健

口服液中含有的真菌复合多糖比单一使用竹荪或

者虫草菌粉为原料的活性高，比公认高活性的香菇

多糖低，但是以香菇为单一原料制作口服液的成本

较高，因此，同时考虑活性和成本时，该保健口服液

具有更高的抗氧化活性。

结 语3
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