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　　摘要：分别采用热水提取法、酶法、微波法、碱法４种不同方法提取草菇多糖，并对其抗氧化活性进行比较研究。
结果表明：不同方法提取的草菇多糖对·ＯＨ、ＤＰＰＨ·都较强的清除作用；纤维素酶法、微波法是较佳的２种提取抗氧
化草菇多糖的方法，其多糖均具有较强的抗氧化、还原能力。
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　　草菇（Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａｖｏｌｖａｃｅａ）菇肉脆嫩，味道鲜美，营养价值
高，是食用菌中栽培方法最简单、出菇最快、原料最丰富、最可

口的食用菌之一。早在３００年前，我国已经进行草菇的人工
栽培，后由华侨传到世界各国成为第３大栽培食用菌。我国
草菇年产量高于３万ｔ，占全世界总产量的７０％～８０％，居世
界之首，故国际上称其为“中国蘑菇”［１］。

草菇中抗氧化活性成分已有一些报道［２－４］，主要有总酚

类、多糖类、三萜类、黄酮类化合物等。Ｃｈｅｕｎｇ等采用３种不
同方法评价草菇的甲醇提取物和水提取物的抗氧化活性发

现，水提取物的抗氧化活性高于甲醇提取物，其抗氧化活性与

总酚含量有关［３］。赵俊霞等用不同有机溶剂对草菇培养液

及菌丝体中的代谢成分进行分离提取，代谢提取物均有较高

的 ＤＰＰＨ·清除率，即较高的抗氧化活性，其有效成分含有粗
三萜、黄酮类物质［４］。

本研究通过热水提取法、酶法、微波法、碱法４种不同提
取方法对草菇多糖进行提取，并测定其体外抗氧化活性，探讨

不同提取方法对草菇多糖清除自由基能力的影响，旨在寻找

最佳的提取方法，为草菇的精深加工提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料：草菇子实体，购于农贸市场。

试剂：９５％乙醇、氢氧化钠、浓盐酸、维生素Ｃ、硫酸亚铁、
双氧水、水杨酸、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）、邻苯
三酚、无水乙醇、十二水磷酸氢二钠、二水磷酸二氢钠、铁氰化

钾、三氯乙酸（ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，简称 ＴＣＡ）、氯化铁、甲醇、
氯化亚铁、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），均为国产分析纯；１－二苯
基 －２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ，美国 Ｓｉｇｍａ公司），菲洛嗪
（Ｒｕｉｂｉｏ进口分装）。

仪器：赛多利斯电子天平（上海精密科学仪器有限公

司）；ＨＨ－４数显恒温水浴锅（金坛市富华仪器有限公司）；

ＲＥ－５２Ａ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；ＴＤＬ－５Ａ低
速台式大容量离心机（湖南星科科学仪器有限公司）；ＵＶ－
２１００紫外－可见分光光度计（北京中教金源科技有限公司）；
ＬＧＪ－１２普通型冷冻干燥机（北京松源华兴科技发展有限公
司）。

１．２　草菇多糖提取工艺流程
草菇→预处理→不同方法提取→减压浓缩→乙醇沉淀→

透析→冷冻干燥→草菇多糖。
１．３　草菇多糖提取方法
１．３．１　草菇的预处理　新鲜草菇子实体洗净、去杂、切块，置
于１０５℃烘箱灭活１０ｍｉｎ；６５℃烘干、粉碎，得到草菇碎屑；
９５％乙醇室温过夜，浸提３次，过滤，残渣放置于阴凉处风干
待用。

１．３．２　热水提取法　取预处理的草菇干制品，按料液比
１ｇ∶２０ｍＬ加入蒸馏水，沸水提取１ｈ，过滤。按照“１．３．１”
节中的步骤共提取２次，合并提取液。
１．３．３　酶法提取法　取预处理的草菇干制品，按料液比
１ｇ∶２０ｍＬ加入蒸馏水，纤维素酶、蜗牛酶加入量为０３５％
（质量体积比），５０℃提取９０ｍｉｎ，升温至９０℃灭活酶，过滤，
得提取液。

１．３．４　微波提取法　取预处理的草菇干制品，按料液比
１ｇ∶２０ｍＬ加入蒸馏水，乳化 １０ｍｉｎ，微波处理功率为
４９０Ｗ，提取８ｍｉｎ，过滤。按照“１．３．１”节中的步骤共提取２
次，合并提取液。

１．３．５　碱法提取　取水提后草菇残渣，按照料液比 １ｇ∶
１０ｍＬ加入０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，于４℃提取２次，每次４ｈ，
过滤，滤液中加入３ｍｏｌ／ＬＨＣｌ，调ｐＨ值至７．０。
１．３．６　提取多糖的浓缩干燥　将提取液于６０℃减压浓缩至
原体积的１／１０，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去除沉淀；在浓缩液
中缓缓加入９５％乙醇，使浓缩液与乙醇体积比为１∶４；静置
过夜，离心，沉淀物用蒸馏水溶解，溶解液透析（分子截留量

为１０ｋｕ），冷冻干燥，分别得到水提多糖ＷＰＦ７５、蜗牛酶提多
糖ＳＡＰＦ７５、纤维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５、微波提多糖 ＭＰＦ７５、碱
提多糖ＡＰＦ７５。
１．４　草菇多糖的含量测定

多糖的含量测定采用苯酚 －硫酸法，参照２００５年版《中
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华人民共和国药典》。

１．５　抗氧化活性的测定
１．５．１　·ＯＨ清除活性的测定［５］　分别吸取１．０ｍＬ各浓度
样液，依次加入 ３．０ｍＬ２ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４ 溶液、３．０ｍＬ
１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液，静置１０ｍｉｎ。再加入３ｍＬ６ｍｏＬ／Ｌ水
杨酸溶液，３７℃水浴３０ｍｉｎ，在５１０ｎｍ处测定吸光度Ｄ５１０ｎｍ，
以维生素Ｃ作阳性对照。清除率计算公式：
清除率＝［１－（Ｄｉ（５１０ｎｍ）－Ｄｊ（５１０ｎｍ））／Ｄ０（５１０ｎｍ）］×１００％。

式中：Ｄｉ（５１０ｎｍ）为不同多糖浓度下的吸收度；Ｄｊ（５１０ｎｍ）为用蒸馏
水代替水杨酸时测得的不同多糖浓度本底吸光度；Ｄ０（５１０ｎｍ）为
用水代替多糖样品时测得的空白对照吸光度。每个浓度平行

测３次，求清除率的平均值。
１．５．２　清除活性测定［６］　取４．５ｍＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓
冲溶液（ｐＨ值 ＝８．２），加入１．０ｍＬ各浓度样液，２５℃水浴
２０ｍｉｎ，立即加入０．４ｍＬ于２５℃预热过的２５ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯
三酚溶液，２５℃水浴５ｍｉｎ。加入１ｍＬ８ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ终止反
应，在３２０ｎｍ处测定吸光度Ｄ３２０ｎｍ，以维生素Ｃ作阳性对照。
清除率计算公式：

清除率＝［１－Ｄｉ（３２０ｎｍ）／Ｄ０（３２０ｎｍ）］×１００％。
式中：Ｄｉ（３２０ｎｍ）为不同多糖浓度下的吸光度；Ｄ０（３２０ｎｍ）为用水代
替多糖样品时测得的空白对照吸光度。每个浓度平行做 ３
次，求清除率的平均值。

１．５．３　ＤＰＰＨ·清除活性测定［５］　分别吸取４．０ｍＬ各浓度
样液与０．２ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液，加入具塞试管中摇匀，黑暗
条件下于３７℃放置３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清
液于５１７ｎｍ处测吸光度Ｄ５１７ｎｍ，以维生素Ｃ作阳性对照。清
除率计算公式：

清除率＝［１－（Ｄｉ（５１７ｎｍ）－Ｄｊ（５１７ｎｍ））／Ｄ０（５１７ｎｍ）］×１００％。
式中：Ｄｉ（５１７ｎｍ）为不同多糖浓度下的吸光度；Ｄｊ（５１７ｎｍ）为用无水
乙醇代替 ＤＰＰＨ溶液时测得的不同多糖浓度本底吸光度；
Ｄ０（５１７ｎｍ）为用水代替多糖样品时测得的空白对照吸光度。每
个浓度平行测３次，求清除率的平均值。
１．５．４　还原力测定［７］　取 ２．５ｍＬ各浓度样液，各加入
２５ｍＬ０．２ｍｏＬ／Ｌ磷酸 盐 缓 冲 液 （ｐＨ 值 ６．６）、１％
Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６溶液，混匀后于５０℃水浴２０ｍｉｎ。加入２．５ｍＬ
１０％ 三氯乙酸溶液终止反应，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取
５０ｍＬ上清液，分别加入 ５．０ｍＬ蒸馏水、１０ｍＬ０．１％
ＦｅＣｌ３，静置１０ｍｉｎ，在７００ｎｍ处测定吸光度 Ｄ７００ｎｍ，每个浓度
平行测３次，以维生素Ｃ作阳性对照。
１．５．５　对金属离子螯合活性测定［７］　取１．０ｍＬ各浓度样
液，分别加入３．７ｍＬ甲醇、０．１ｍＬ２ｍｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ２、０．２ｍＬ
５ｍｍｏｌ／Ｌ菲洛嗪，２５℃反应１０ｍｉｎ后，于５６２ｎｍ处测定吸
光度Ｄ５６２ｎｍ，每个浓度平行测３次，以 ＥＤＴＡ作为对照。金属
离子螯合力计算公式：

螯合力＝［１－Ｄｉ（５６２ｎｍ）／Ｄ０（５６２ｎｍ）］×１００％。
式中：Ｄｉ（５６２ｎｍ）为不同多糖浓度下的吸光度；Ｄ０（５６２ｎｍ）为用水代
替多糖样品时测得的空白对照吸光度。

１．５．６　半抑制质量浓度ＩＣ５０的计算　以多糖浓度为横坐标、
清除率为纵坐标，绘制不同方法提取草菇多糖的清除率曲线。

以纵坐标的清除率５０％作水平线，与清除率曲线相交点，即
为半抑制质量浓度ＩＣ５０。

２　结果与分析

２．１　不同方法提取草菇多糖及其含量测定
提取结果表明，水提多糖ＷＰＦ７５、微波提多糖 ＭＰＦ７５、蜗

牛酶提多糖 ＳＡＰＦ７５、纤维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５、碱提多糖
ＡＰＦ７５Ｖ得率分别为 １６．９２％、１５．５６％、２２．５７％、２１．３８％、
１９２％，可见蜗牛酶提多糖ＳＡＰＦ７５得率最高，纤维素酶提多
糖ＣＡＰＦ７５次之，碱提多糖 ＡＰＦ７５最低。酶能最大限度地释
放胞内外游离、部分结合的多糖成分，因此含量最高；由于水

提法的时间长、次数多，含量也较高。

２．２　不同方法提取草菇多糖对·ＯＨ清除作用的比较
由图１可知，草菇多糖具有较强的清除·ＯＨ作用，在质

量浓度０．１～５．０ｍｇ／ｍＬ范围内，５种不同方法提取草菇多糖
清除率随着质量浓度增加而提高；在质量浓度 ０．１～
１．０ｍｇ／ｍＬ范围内，微波提多糖 ＭＰＦ７５与纤维素酶提多糖
ＣＡＰＦ７５对·ＯＨ的清除率均大于阳性对照维生素 Ｃ，且具有
明显的量效关系；微波提多糖 ＭＰＦ７５、纤维素酶提多糖
ＣＡＰＦ７５半抑制质量浓度ＩＣ５０分别低于０．１０、０．８９ｍｇ／ｍＬ，阳
性对照维生素 Ｃ的 ＩＣ５０为０．１１ｍｇ／ｍＬ；在质量浓度 １．０～
５．０ｍｇ／ｍＬ范围内，微波提多糖 ＭＰＦ７５与纤维素酶提多糖
ＣＡＰＦ７５对·ＯＨ的清除率与阳性对照维生素 Ｃ相当，对
·ＯＨ自由基的清除率为９８．３６％。

在质量浓度０．１～５．０ｍｇ／ｍＬ范围内，碱提多糖 ＡＰＦ７５、
水提多糖 ＷＰＦ７５、蜗牛酶提多糖 ＳＡＰＦ７５半抑制质量浓度
ＩＣ５０分别为０．６０、２．００、２．７５ｍｇ／ｍＬ，且具有明显的量效关系。
在质量浓度１．０～５．０ｍｇ／ｍＬ范围，草菇多糖对·ＯＨ的清除
作用由大到小排序为阳性对照维生素Ｃ＞碱提多糖ＡＰＦ７５＞
水提多糖ＷＰＦ７５＞蜗牛酶提多糖ＳＡＰＦ７５。

结果表明，微波提多糖 ＭＰＦ７５和纤维素酶提多糖
ＣＡＰＦ７５具有较强的清除·ＯＨ能力，其能力≥阳性对照维生
素Ｃ。

２．３　不同方法提取草菇多糖对Ｏ－２·清除活性的比较
由图２可知，在不同方法提取草菇多糖对Ｏ－２·的清除作

用的比较中，只有纤维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５对Ｏ－２·具有清除
作用。蜗牛酶提多糖 ＳＡＰＦ７５、微波提多糖 ＭＰＦ７５、碱提多糖
ＡＰＦ７５、水提多糖 ＷＰＦ７５的清除活性均为 ０；在质量浓度
０．１～５．０ｍｇ／ｍＬ范围内，纤维素酶提多糖ＣＡＰＦ７５对Ｏ－２·的
清除活性逐渐增强，最大清除率为 ９８．３２％，且 ＩＣ５０为
０．１２ｍｇ／ｍＬ。结果表明：仅纤维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５具有较
强的清除Ｏ－２·能力。
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２．４　不同方法提取草菇多糖对ＤＰＰＨ·清除活性的比较
由图３可知，草菇多糖具有较强的清除 ＤＰＰＨ·作用，在

质量浓度０．１～５．０ｍｇ／ｍＬ范围内，５种不同方法提取草菇多
糖清除率随着质量浓度增加而提高，且具有明显的量效关系；

在质量浓度０．１～１．０ｍｇ／ｍＬ范围内，草菇多糖清除 ＤＰＰＨ·
作用由大到小排序为阳性对照维生素Ｃ＞碱提多糖ＡＰＦ７５＞
蜗牛酶提多糖ＳＡＰＦ７５＞纤维素酶提多糖ＣＡＰＦ７５＞水提多糖
ＷＰＦ７５＞微波提多糖 ＭＰＦ７５；在质量浓度１．０～５．０ｍｇ／ｍＬ
范围内，草菇多糖对ＤＰＰＨ·的清除作用发生变化，其作用由
大到小排序为阳性对照维生素 Ｃ＞蜗牛酶提多糖 ＳＡＰＦ７５＞
水提多糖 ＷＰＦ７５＞纤维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５＞碱提多糖
ＡＰＦ７５＞微波提多糖ＭＰＦ７５。蜗牛酶提多糖 ＳＡＰＦ７５、水提多
糖ＷＰＦ７５、纤维素酶提多糖ＣＡＰＦ７５、微波提多糖ＭＰＦ７５的半
抑制质量浓度ＩＣ５０分别为０．１００、０．４６０、０．４６３、０．４６４ｍｇ／ｍＬ。

结果表明，５种不同方法提取草菇多糖均有较强的清除
ＤＰＰＨ·能力，且质量浓度越大，其清除率越高。

２．５　不同方法提取草菇多糖还原活性的比较
由图４可知，草菇多糖具有一定的还原力，在质量浓度

０．１～１．０ｍｇ／ｍＬ的范围内，５种不同方法提取草菇多糖清除
率随着质量浓度增加而提高，且具有明显的量效关系，还原活

性由大到小排序为阳性对照维生素 Ｃ＞纤维素酶提多糖
ＣＡＰＦ７５＞微波提多糖 ＭＰＦ７５＞碱提多糖 ＡＰＦ７５＞蜗牛酶提
多糖ＳＡＰＦ７５＞水提多糖 ＷＰＦ７５。在质量浓度为５．０ｍｇ／ｍＬ
时，碱提多糖 ＡＰＦ７５的还原活性也大于阳性对照维生素 Ｃ。
在质量浓１．５～２．５ｍｇ／ｍＬ范围内，５种不同方法提取草菇多
糖还原力由强至弱排序为纤维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５＞微波提
多糖ＭＰＦ７５＞阳性对照维生素Ｃ＞碱提多糖ＡＰＦ７５＞蜗牛酶
提多糖ＳＡＰＦ７５＞水提多糖 ＷＰＦ７５。可见草菇多糖的还原能
力与其抗氧化活性之间有着明显的相关性，还原能力的高低

可以间接反映抗氧化能力的强弱。

结果表明，纤维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５和微波提多糖
ＭＰＦ７５具有较强的还原能力，反映其抗氧化能力较强。

２．６　不同方法提取草菇多糖金属子螯合力的比较
由图５可知，在质量浓度为０．１～５．０ｍｇ／ｍＬ范围内，纤

维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５与微波提多糖 ＭＰＦ７５随质量浓度增
加对金属离子螯合力逐渐增加，最大螯合力分别为５１．７８％、
５２７７％；水提多糖ＷＰＦ７５与蜗牛酶提多糖ＳＡＰＦ７５对金属离
子几乎无螯合力。在质量浓度０．１～２．５ｍｇ／ｍＬ时，碱提多
糖ＡＰＦ７５对金属子螯合力有 １个平峰，最大螯合力为
２１５９％。活性物质的金属离子螯合作用一方面可避免重金
属对生物体的危害，有利于人体的健康；另一方面又可螯合对

人体重要的金属离子（铁、锌等），可能对人体健康产生负面

影响［７］。

结果表明，通过控制纤维素酶提多糖 ＣＡＰＦ７５和微波提
多糖ＭＰＦ７５浓度，能够达到较理想的金属离子螯合作用。

３　结论与讨论

由结果可知，５种不同方法提取的草菇多糖在体外对
·ＯＨ、ＤＰＰＨ·都有较强的清除作用，其中纤维素酶法和微波
法是２种最佳的提取抗氧化多糖的方法，其多糖得率分别为
２１．３８％、１５．５６％，均具有较强抗氧化能力、还原能力。草菇
多糖能够清除自由基，具有一定的抗氧化作用，有望被开发成

为天然的抗氧化剂，极具开发潜力和市场前景。
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