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海南野生桑黄多糖的提取优化及其抗氧化活性

赵浩彤１，祁愉欢２，唐兆成３，戚维聪３，张保龙３
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３．江苏省农业科学院种质资源与生物技术研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：以海南省五指山野生桑黄子实体为原料，旨在通过科学手段优化其多糖成分的热水浸提工艺，并深入评估该
多糖的体外抗氧化活性，以期为天然抗氧化剂的开发提供坚实的理论支撑。研究过程中，采用单因素试验与响应面分析

法相结合的方式，系统探究提取温度（８５、９０、９５℃）、提取时间（１．５、２．０、２．５ｈ）及料液比（１∶１０、１∶２０、１∶３０）（ｇ∶ｍＬ）

这３个核心参数对多糖得率的具体影响，并采用ＡＢＴＳ＋自由基清除法、羟自由基清除法以及铁离子还原能力法测定
其抗氧化活性。结果表明，最佳提取工艺条件为温度８５℃、时间２ｈ、料液比１ｇ∶２０ｍＬ，在此条件下，多糖的实际得
率高达０．７１％，与模型预测值高度一致，充分验证了优化工艺的准确性。进一步分析显示，所得多糖总糖含量为

４４７６％、还原糖含量为１３．３０％。尤为重要的是，体外抗氧化试验揭示，桑黄多糖对ＡＢＴＳ＋自由基和羟自由基的清除
能力展现出显著的浓度依赖性，最高清除率分别达９３．２９％和６９．７１％，接近阳性对照（维生素 Ｃ）的效果；同时，其在
１０ｍｇ／ｍＬ浓度时的铁离子还原力也达到了６．２０ｍｍｏｌ／Ｌ。综上所述，本研究优化了海南省五指山野生桑黄多糖的提
取工艺，明确其显著的体外抗氧化活性，为后续产业化开发奠定了基础。
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　　桑黄（Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓｌｉｎｔｅｕｓ）作为珍稀的药用真菌，
广泛分布于亚洲、欧洲和北美洲的森林中［１］，海南

桑黄是海南热带森林中的珍贵药用真菌，野生桑黄

主要分布于保亭、五指山等地。桑黄自古以来就被

视为一种具有多种药用价值的真菌，其生物活性主

要源于多糖、多酚、黄酮和三萜类等成分［２－５］。桑黄

多糖是其核心功能成分，具有显著的免疫调节、抗

肿瘤、抗氧化及抗炎活性［６－９］。近年来，现代科学技

术的发展促进了对桑黄多糖药理作用与化学成分

的深入研究，引发了广泛的科研关注。
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多糖的生物学活性与其提取工艺密切相关。

目前，常用的桑黄多糖提取方法包括水提法、微波

辅助提取法、酶解法等［１０－１２］。其中，热水浸提法操

作简单、成本低廉，但提取效率较低；醇提法提取效

率较高，但溶剂残留问题不容忽视；酶解法则能够

提高提取效率，但酶的选择和使用条件较为复杂。

传统热水浸提法因操作简便、成本低而被广泛应

用，且水作为溶剂具有生物相容性高、环境友好等

特点，能够最大限度地维持多糖的结构［１３］。研究表

明，提取温度、提取时间及料液比等参数会显著影

响多糖得率［１４］。响应面法通过建立多因素交互作

用模型，可优化提取条件，已在灵芝、灰树花等食用

菌多糖提取中成功应用［１５］。然而，针对海南野生桑

黄多糖的响应面工艺优化尚未系统研究，尤其缺乏

地域性菌株的特性分析。

在生物活性方面，桑黄多糖的抗氧化能力是其

核心功能之一。自由基氧化损伤是衰老、癌症及代

谢性疾病的重要诱因，而天然多糖因其安全性与清

除自由基能力，成为合成抗氧化剂的理想替代

品［１６］。现有研究证实，桑黄多糖可通过激活超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）
等抗氧化酶系，有效清除１，１－二苯基 －２－三硝基
苯肼（ＤＰＰＨ）、２，２′－联氮 －双（３－乙基苯并噻唑
啉 －６－磺酸）二铵盐 （ＡＢＴＳ＋）及羟自由基
（·ＯＨ）［１７］。然而，海南野生桑黄多糖的抗氧化能
力尚未明确。

本研究以海南野生桑黄为原料，采用热水浸提

法结合响应面优化技术，系统探究提取温度、时间及

料液比对多糖得率的影响规律；对其总糖、还原糖含

量及体外抗氧化活性（ＡＢＴＳ＋自由基、羟自由基清除
率及ＦＲＡＰ还原力）进行系统研究，旨在为热带药用
真菌资源产业化过程中的高效开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
野生桑黄子实体采自海南省保亭县五指山区。

３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）、三氯乙酸、酒石酸钾钠
购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；抗坏血酸

（维生素Ｃ，ＶＣ）、羟自由基清除能力检测试剂盒和
ＡＢＴＳ＋法总抗氧化能力检测试剂盒均购自生工生物
工程（上海）股份有限公司；铁离子还原能力试剂盒

购自北京艾普希隆生物科技有限公司；所有有机溶

剂均为国产分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　桑黄多糖的提取流程　试验于２０２５年２—
７月在江苏省农业科学院休闲所内进行。准确称取
干燥处理后的桑黄子实体粉末，热水水浴浸提。４
层纱布过滤后，在４０℃条件下将提取液浓缩，加入
终浓度 ８０％乙醇，４℃过夜醇沉。醇沉液离心
（６０００ｒ／ｍｉｎ，４５ｍｉｎ），沉淀复溶于水，加入终浓度
４％三氯乙酸溶液，４℃下静置 ６ｈ，随即离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ）弃上清，沉淀过夜醇沉后冷
冻干燥，得到桑黄多糖。

１．２．２　单因素试验　以桑黄多糖得率为指标，探究
提取温度、提取时间和料液比对桑黄多糖得率的影

响。桑黄多糖得率按下列公式计算：

多糖提取得率＝ｍ／Ｍ×１００％。
式中：ｍ为桑黄多糖重，ｇ；Ｍ为桑黄子实体粉末
重，ｇ。
１．２．２．１　提取温度对桑黄多糖得率的影响　固定
桑黄子实体粉末１０ｇ，提取时间２ｈ，料液比１∶２０
（ｇ∶ｍＬ），考察提取温度７５、８０、８５、９０、９５℃对桑黄
多糖得率的影响。

１．２．２．２　提取时间对桑黄多糖得率的影响　固定
桑黄子实体粉末１０ｇ，提取温度８５℃，料液比１∶２０
（ｇ∶ｍＬ），考察提取时间１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｈ
对桑黄多糖得率的影响。

１．２．２．３　料液比对桑黄多糖得率的影响　固定桑
黄子实体粉末 １０ｇ，提取时间 ２ｈ，考察料液比
１∶１０、１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０（ｇ∶ｍＬ）对桑黄
多糖得率的影响。

１．２．３　响应面试验设计　在单因素试验基础上，利
用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ．１１．０软件，以桑黄多糖得率（Ｙ）
为响应指标，选取提取温度（Ａ）、提取时间（Ｂ）和料
液比（Ｃ）作为考察因素，为优化热水浸提法提取桑
黄多糖的工艺条件，设计了响应面试验。各因素具

体水平见表１。
表１　响应面设计因素与水平

水平
因素

Ａ：提取温度（℃） Ｂ：提取时间（ｈ）Ｃ：料液比（ｇ∶ｍＬ）

－１ ８０ １．５ １∶１０

　０ ８５ ２．０ １∶２０

　１ ９０ ２．５ １∶３０

１．２．４　碳水化合物含量测定　总糖含量采用苯酚
硫酸法［１８］进行测定。还原糖含量采用ＤＮＳ法［１９］进

行测定。以葡萄糖浓度和吸光度分别为横坐标与
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纵坐标，绘制标准曲线。

１．２．５　桑黄多糖体外抗氧化活性研究
１．２．５．１　ＡＢＴＳ＋自由基清除能力测定　桑黄多糖
对ＡＢＴＳ＋自由基清除率的测定参考李瑞雪等的方
法［２０］，利用ＡＢＴＳ＋总抗氧化能力检测试剂盒进行：
在９６孔板中分别加入 １０μＬ浓度为 １、２、４、６、８、
１０ｍｇ／ｍＬ的多糖溶液以及１９０μＬＡＢＴＳ＋工作液，
充分混匀后室温避光反应 ２０ｍｉｎ，使用酶标仪在
７３４ｎｍ波长处测定吸光度。同时设置等浓度的维
生素Ｃ溶液作为阳性对照，ＡＢＴＳ＋自由基清除率按
下列公式计算：

ＡＢＴＳ＋自由基清除率＝
Ｄ１－Ｄ２
Ｄ１

×１００％。

式中：Ｄ１为空白组的吸光度；Ｄ２为样品溶液的吸
光度。

１．２．５．２　羟自由基清除能力的测定　桑黄多糖对
羟自由基清除率的测定参考 Ｔａｎｇ等的方法［２１］，利

用羟自由基清除能力检测试剂盒进行：在１．５ｍＬ离
心管中分别加入 ０．１５ｍＬ浓度为 １、２、４、６、８、
１０ｍｇ／ｍＬ的多糖溶液，加入０．７５ｍＬ工作液后，用
ｄｄＨ２Ｏ将反应体系补足至１．５ｍＬ。经涡旋振荡混
合均匀后将反应体系置于３７℃恒温水浴孵育１ｈ。
随后在室温条件下以１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收
集上清液并于５３６ｎｍ波长处测定吸光度。试验设
置等浓度维生素Ｃ作为阳性对照，羟自由基清除率
依据下式计算：

羟自由基清除率＝
Ｄ２－Ｄ３
Ｄ１－Ｄ３

×１００％。

式中：Ｄ１为空白组的吸光度；Ｄ２为样品溶液的吸光
度；Ｄ３为对照组的吸光度。
１．２．５．３　铁离子还原能力（ＦＲＡＰ）的测定　桑黄
多糖对铁离子还原能力的测定参考刘养山等的方

法［２２］，利用铁离子还原能力试剂盒进行：在１．５ｍＬ
离心管中分别加入 ２０μＬ浓度为 １、２、４、６、８、
１０ｍｇ／ｍＬ的多糖溶液，随后加入６８０μＬ显色液，用
ｄｄＨ２Ｏ补足至 ８００μＬ。充分混匀后室温孵育
１０ｍｉｎ，于５９０ｎｍ波长处测定吸光度。同时设置等
浓度的维生素Ｃ作为阳性对照，根据铁离子标准曲
线计算其还原力。

１．３　数据处理
每组试验均设置３个平行，试验数据以均值 ±

标准偏差表示；数据整理与图表绘制在 Ｅｘｃｅｌ２０１６
及 Ｏｒｉｇｉｎ２０２１软件上完成。响应面分析通过

Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１１．０进行，运用ＳＰＳＳ２７．０软件对数
据进行显著性检验及进一步的方差分析。

２　结果与分析

２．１　提取工艺的单因素结果
２．１．１　提取温度对桑黄多糖得率的影响　由图１
可见，提取温度在７５～８５℃时多糖得率随温度上升
而增加，８５℃时多糖得率达到最大值，８５～９５℃范
围内多糖得率呈逐渐下降趋势。这可能是由于过

高温度促使多糖发生降解反应［２３］，进而造成含量减

少与得率下降。因此确定８５℃为最佳提取温度。

２．１．２　提取时间对桑黄多糖得率的影响　由图２
可见，当提取时间在１～２ｈ时，多糖的提取率随着
提取时间的延长而逐渐增加，并在２ｈ时达到最高
值０．５８％。然而，当提取时间超过２ｈ后，提取率开
始缓慢下降。这可能是因为在２ｈ左右，多糖的溶
出已经基本达到平衡状态［２４］，继续延长提取时间不

仅不会显著提高多糖的提取率，反而可能导致杂质

的溶出增加或生产效率的降低。因此确定２ｈ为最
佳的提取时间。

２．１．３　料液比对桑黄多糖得率的影响　由图３可
见，得率在料液比为１ｇ∶２０ｍＬ时达到峰值，超过

—５１２—江苏农业科学　２０２５年第５３卷第２２期



该比例后（１ｇ∶２０ｍＬ～１ｇ∶５０ｍＬ）呈持续下降趋
势。分析认为，溶剂体积过大可能导致多糖分子扩

散阻力增加，进而降低溶出效率［２５］。因此确定

１ｇ∶２０ｍＬ为最佳料液比。

２．２　响应面试验设计与结果
２．２．１　响应面试验优化及方差分析　基于单因素
试验结果筛选的关键变量，依据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计
（ＢＢＤ）原理构建三因素三水平的响应面模型。各
因素水平采用等间距编码：－１、０、＋１，试验设计矩
阵及响应值详见表 ２，回归模型方差分析结果见
表３。

表２　响应面试验设计与结果

组号
水平

提取温度Ａ 提取时间Ｂ 料液比Ｃ
多糖得率

（％）

１ －１　 －１　 ０ ０．４４

２ １ －１　 ０ ０．４１

３ －１　 １ ０ ０．４２

４ １ １ ０ ０．４２

５ －１　 ０ －１　 ０．５２

６ １ ０ －１　 ０．５１

７ －１　 ０ １ ０．５３

８ １ ０ １ ０．５２

９ ０ －１　 －１　 ０．４５

１０ ０ １ －１　 ０．４４

１１ ０ －１　 １ ０．４３

１２ ０ １ １ ０．４６

１３ ０ ０ ０ ０．６９

１４ ０ ０ ０ ０．６７

１５ ０ ０ ０ ０．６８

１６ ０ ０ ０ ０．６８

１７ ０ ０ ０ ０．６９

　　由表２可知，通过对试验数据进行多元回归分
析，得到多元回归方程：

　　Ｙ＝０．６８２０－０．００６３Ａ＋０．００１３Ｂ＋０．００２５Ｃ＋

０．００７５ＡＢ＋０．０１００ＢＣ－０．０９２３Ａ２－０．１６７３Ｂ２－
００６９８Ｃ２。
　　由表３可知，Ｐ＜０．０００１表明回归模型具有高
度显著性，能够很好地解释响应变量的变化；失拟

的Ｐ值为０．５４１３，大于０．０５，表明失拟不显著，进
一步验证了模型的拟合效果；Ｒ２＝０．９９７６，说明模
型对数据的拟合程度非常高，大部分的变异都可以

通过模型中的自变量来解释；Ｒ２Ａｄｊ＝０．９９４６，说明该
模型能够解释 ９９．４６％的响应值变化，具有良好的
准确性；由显著性结果可知，Ａ２、Ｂ２、Ｃ２均极显著
（Ｐ＜０．０００１），ＢＣ项显著（Ｐ＜０．０５）。根据对Ｆ值
的分析可知，３个因素对多糖得率的影响由大到小
为Ａ（提取温度）＞Ｃ（料液比）＞Ｂ（提取时间）。

表３　方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

回归模型 ０．１９１９ ９ ０．０２１３ ３２８．０３ ＜０．０００１

Ａ：提取温度 ０．０００３ １ ０．０００３ ４．８１ ０．０６４４

Ｂ：提取时间 ０．００００ １ ０．００００ ０．１９ ０．６７４２

Ｃ：料液比 ０．０００１ １ ０．０００１ ０．７７ ０．４０９５

ＡＢ ０．０００２ １ ０．０００２ ３．４６ ０．１０５１

ＡＣ ０．００００ １ ０．００００ ０．００ １．００００

ＢＣ ０．０００４ １ ０．０００４ ６．１５ ０．０４２２

Ａ２ ０．０３５８ １ ０．０３５８ ５５１．２６ ＜０．０００１

Ｂ２ ０．１１７８ １ ０．１１７８ １８１１．９９ ＜０．０００１

Ｃ２ ０．０２０５ １ ０．０２０５ ３１５．１５ ＜０．０００１

残差 ０．０００５ ７ ０．０００１

失拟 ０．０００２ ３ ０．０００１ ０．８３ ０．５４１３

纯误差 ０．０００３ ４ ０．０００１

总误差 ０．１９２４ １６

　　各因素交互作用对桑黄多糖得率的影响如图４
所示，响应曲面的曲率变化及等高线的形态直观反

映了因素间的交互效应：当曲面越陡峭、等高线就

越趋近椭圆形，这意味着交互效应越显著［２６］。分析

显示，ＢＣ的交互效应显著，ＡＢ交互效应次之，ＡＣ的
交互效应则是最弱的，与方差分析结论一致。

２．２．２　最佳提取工艺的验证试验　响应面预测的
最优工艺条件为提取温度 ８４．８３℃、提取时间
２０１ｈ、料液比 １ｇ∶２０．１８ｍＬ，预测多糖得率为
０６８％。结合生产实际，调整提取温度８５℃、提取
时间 ２ｈ、料液比 １ｇ∶２０ｍＬ，实际提取得率达
０７１％，与模型预测值的结果高度吻合。
２．３　桑黄多糖的总糖含量

葡萄糖标准曲线如图５所示。由图５可知，标
准葡萄糖线性回归方程为ｙ＝１１．９９８０ｘ－０．０２４４，
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ｒ２＝０．９９７４，线性关系良好。根据回归方程计算得到
桑黄多糖样品总糖含量为４４．７６％。
２．４　桑黄多糖的还原糖含量

还原糖标准曲线如图６所示。还原糖标准线性
回归方程为ｙ＝０．６８２０ｘ－０．０１４９，ｒ２＝０．９９５５，线性
关系良好。根据回归方程计算得到桑黄多糖样品还

原糖含量为１３．３０％。
２．５　桑黄多糖抗氧化活性分析
２．５．１　桑黄多糖对 ＡＢＴＳ＋自由基的清除作用　
ＡＢＴＳ＋法是通过过硫酸钾氧化 ＡＢＴＳ生成蓝绿色自
由基ＡＢＴＳ＋，在抗氧化剂存在下该自由基被还原，通
过测定７３４ｎｍ波长处的吸光度变化来评估抗氧化能
力［２７］。ＡＢＴＳ＋法是一种广泛采用的间接检测方法，
常用于测定植物或中草药抽提液的抗氧化能力［２８］。

图７中展示了桑黄多糖对ＡＢＴＳ＋自由基清除率随多

糖浓度变化的趋势，并与维生素Ｃ的清除效果进行了
对比。桑黄多糖对ＡＢＴＳ＋自由基的清除效能随其浓
度升高而显著增强，二者呈现显著正相关性。在多糖

浓度从１ｍｇ／ｍＬ增加到４ｍｇ／ｍＬ时，清除率急剧上
升至８４．７１％。随着多糖浓度不断增加，清除率趋于
稳定，当浓度达到１０ｍｇ／ｍＬ时清除能力达到峰值，
达到９３．２９％。与之相比，维生素Ｃ在其浓度范围内
对ＡＢＴＳ＋自由基的清除能力均维持在９５％左右，显
示出其较强的清除效果。总体而言，桑黄粗多糖对

ＡＢＴＳ＋自由基的清除率随多糖浓度的增加而提升，并
在高浓度下表现出接近维生素Ｃ的清除效果，有较好
的清除ＡＢＴＳ＋自由基的作用。
２．５．２　桑黄多糖对羟自由基的清除作用　羟自由
基作为机体代谢过程生成的高活性氧组分，具有一

定的细胞毒性。该自由基可介导生物大分子的氧
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化损伤过程，进而导致细胞坏死等一系列反应［２９］。

因此，评估样本清除羟自由基的能力是衡量其抗氧

化活性的关键指标。图８展示了桑黄多糖和维生素
Ｃ在不同浓度下对羟自由基清除率的影响。羟自由
基清除率随多糖浓度升高显著提高，表明浓度与清

除率之间存在正相关关系。在浓度为０～２ｍｇ／ｍＬ
的初始阶段，桑黄多糖的清除率相对较低，从

９１６％缓慢增长至约 １７．６０％。随着浓度达到
４ｍｇ／ｍＬ，桑黄多糖的清除率显著上升，达到
４１７０％。当浓度不断升高，桑黄多糖的羟自由基清
除能力也随之不断升高，在浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时达
到最大，为６９．７１％。尽管在整个浓度范围内，桑黄
多糖的清除率总体低于维生素 Ｃ的清除率，但在高
浓度下仍表现出显著的清除能力，表明其在高浓度

下具有较强的羟自由基清除能力。

２．５．３　桑黄多糖铁离子（ＦＲＡＰ）总还原力测定　
在铁离子还原能力测定中，样品所含的抗氧化组分

将Ｆｅ３＋ －三吡啶三吖嗪（Ｆｅ３＋ －ＴＰＴＺ）转化为在
５９０ｎｍ波长处具有吸光特性的蓝色Ｆｅ３＋－ＴＰＴＺ络
合物［３０］。测定样品吸光度，样品的还原能力与其吸

光度成正比。由图９可见，当多糖浓度从 ０ｍｇ／ｍＬ
逐渐增加至１０ｍｇ／ｍＬ时，桑黄多糖的铁离子还原
力呈现为一种缓慢而稳定的上升趋势，在浓度为

１０ｍｇ／ｍＬ时，还原力达到 ６．２０ｍｍｏｌ／Ｌ。相比之
下，维生素Ｃ的铁离子还原力在相同浓度范围内表
现出更为显著的变化。在浓度为１ｍｇ／ｍＬ时，维生
素Ｃ的还原力为３．２２ｍｍｏｌ／Ｌ，随着浓度的增加，还
原力迅速上升，在浓度为２ｍｇ／ｍＬ时，还原力达到
９．８５ｍｍｏｌ／Ｌ，此后还原力增加趋于平缓，稳定在
１２ｍｍｏｌ／Ｌ左右。综合来看，桑黄多糖的铁离子还
原力随着多糖浓度的增加呈现出一种缓慢而稳定

的上升趋势，而维生素 Ｃ的还原力则表现出更为显
著的变化。

３　结论

本研究通过单因素试验结合响应面分析法优

化了海南野生桑黄多糖的热水浸提工艺，确定最优

条件为提取温度 ８５℃、提取时间 ２ｈ、料液比
１ｇ∶２０ｍＬ，多糖得率达０．７１％。对提取所得多糖
的初步理化分析表明，其总糖含量为４４．７６％，还原
糖含量为１３．３０％，表明以高分子量多糖为主，伴有
少量糖苷链降解。体外抗氧化试验证实，桑黄多糖

具有显著的自由基清除能力。ＡＢＴＳ＋清除率随浓度
增加呈线性增强趋势，在１０ｍｇ／ｍＬ时达９３．２９％，
接近阳性对照（维生素 Ｃ）的效果。羟自由基清除
率也随浓度增加，最高达６９．７１％。此外，多糖的铁
离子 还 原 能 力 （ＦＲＡＰ）在 １０ ｍｇ／ｍＬ时 达
６．２０ｍｍｏｌ／Ｌ，充分展现了海南野生桑黄多糖作为
天然抗氧化剂的巨大潜力。本研究系统优化了海

南野生桑黄多糖的提取工艺，初步揭示其作为天然

抗氧化剂的潜力，为其资源化利用提供了技术依

据。然而，本研究仍存在一定的局限性，首先研究

对桑黄多糖的基本理化性质进行了分析，但未深入

探讨多糖结构特征，后续可对其分子量、单糖组成、

糖苷键类型进行鉴定分析，从而系统揭示其结构特

征；其次，本研究仅评估了桑黄多糖的体外抗氧化
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能力，未来可通过细胞模型和体内动物试验验证其

潜在的抗肿瘤、降血糖、免疫调节等活性，为海南野

生桑黄在功能性食品和药物开发等领域提供重要

的科学数据支撑。
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