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摘要# 目的!优化鸡土从菌属真菌总多酚提取工艺’ 并评价其抗氧化活性( 方法!在单因素试验基础上’ 以料液比)

提取温度) 提取时间) 提取次数为影响因素’ 总多酚得率为评价指标’ Q:c+Q0@>U0> 响应面法优化提取工艺( 然后’

测定总多酚对羟基自由基) ]KK[自由基) BQ/G自由基的清除作用及总抗氧化能力( 结果!最佳条件为料液比" d).’

提取温度 )( e’ 提取时间 #D’ @’ 提取次数 $ 次’ 总多酚得率 "#D-) 3?&?( "(( $?&3E总多酚对 $ 种自由基的清除率
均在 *(!以上’ 而且总抗氧化能力良好’ 并呈浓度依赖性( 结论!该方法稳定可行’ 可用于提取具有较强抗氧化活
性的鸡土从菌属真菌总多酚(
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!!鸡土从菌L1*7&5)72-18./4%7&,)8%8记载于 *本草
纲目+ %"& ’ 具有益胃) 清神) 治痔等功效’ 鸡土从菌
属真菌又称蚁巢伞属真菌’ 是一类夏秋季节生长于
白蚁巢上的大型食药用菌’ 该属真菌中不仅富含多
糖) 核苷) 氨基酸) 脂肪油等多种生物活性成
分%#+$& ’ 还含有总多酚%)& ( 近年来研究发现’ 总多
酚具有抗氧化) 抗衰老作用’ 但鲜有对鸡土从菌属
真菌该成分的报道’ 故本实验通过 Q:c+Q0@>U0> 响
应面法优化该成分提取工艺’ 并评价其抗氧化活
性’ 为其合理开发利用提供科学依据(
MN材料

鸡土从 "编号 G"# 采自云南楚雄彝族自治州’
为鸡土从菌L1*7&5)72-18./4%7&,)8%8"Q0;U%# [053的
干燥子实体$ 灰鸡土从 "编号 G## 采自云南白族自
治州’ 为灰鸡土从菌 L1*7&5)72-181%**(&’%8"Q0;U%#
[053%的干燥子实体$ 黄鸡土从 "编号 G$# 采自四
川绵阳’ 为金黄鸡 土从菌 L1*7&5)72-18.%*.,5&.-%8
[053%的干燥子实体’ 以上药材均经南京中医药
大学陈建伟教授鉴定为正品’ 低温烘干粉碎成细粉
"过 -( 目筛# 后备用(

福林酚 "批号 ’(’O()"#) ]KK[) BQ/G 购自
美国 G5?34公 司$ 没 食 子 酸 对 照 品 " 批 号
\B(’(’\B")#) /;:1:c"-+羟基+#’ ’’ ,’ *+四甲
基苯并二氢吡喃+#+羧酸# 购自上海源叶生物科技
有限公司$ 总抗氧化能力检测试剂盒 "IABK法#
购自北京天恩泽基因科技有限公司( 过硫酸钾
"T#G#J*#) 水杨酸) 硫酸亚铁 "I0GJ) #) 无水乙
醇) 无水碳酸钠) 丙酮均为分析纯$ 水为超纯水(

"+"’(# 型紫外分光光度仪 "上海谱元仪器有
限公司#$ 多功能酶标仪 "美国 Q5:+A4a 公司#$
]T+G## 型电热恒温水浴锅) ][L+.(#$B型电热恒
温鼓风干燥箱 "上海精宏实验设备有限公司#$
B\##( 型电子分析天平 "日本岛津公司#$ GBLB+
"(/o型超纯水仪 "南京易普易达科技发展有限公
司#$ [O+"(((\# 型粉碎机 "永康市绿可食品机械
有限公司#(
%N方法
#D"!提取

方法 "! 精密称取药材 "D((( ?’ 以 ’(!丙酮+
水体系为溶剂’ 料液比 " d"’’ $( e下水浴加热
"D’ @’ 提取 $ 次%’& (

方法 #! 精密称取药材 "D((( ?’ 以纯水为溶
剂’ 料液比 " d$(’ )( e下水浴加热 " @’ 提取
$ 次%-& (

方法 $! 精密称取药材 "D((( ?’ 以 -(!乙醇为
溶剂’ 料液比 " d$’’ 超声 )’ 35>’ 提取 $次%,& (

结果表明’ $ 种方法得率分别为 )D$,) -D’.)
)D-* 3?&?’ 考虑到丙酮和乙醇作为有机溶剂具有
一定毒性’ 故选择第 # 种方法进行优化(
#D#!含有量测定!取药材用打粉机粉碎’ 过 -( 目
筛’ 精密称取 "D((( ?’ 恒温水浴浸提’ 抽滤’ 取
滤液( 采用 I:15>+O5:945107 比色法测定含有量’ 以
没食子酸为对照品’ 称取 "( 3?置于 "(( 3E量瓶
中’ 以蒸馏水定容至刻度’ 配成 "(( $?&3E标准
液 "现用现配#’ 分别量取 "D() #D() $D() )D()
’D( 3E置于 "( 3E量瓶中’ 纯水定容至刻度’ 摇
匀’ 另取 "( 3E蒸馏水作为空白溶液’ 依次吸取
" 3E于试管中’ 加入 ’ 3E"(!福林酚试剂’ 摇
匀’ ’ 35>后加入 ) 3E’!碳酸钠溶液’ 摇匀’ 避
光反应 " @ 后’ 在 ,-’ >3波长处测定吸光度( 以
吸光度为纵坐标 "=#’ 没食子酸质量浓度为横坐
标 "Q# 进行回归’ 得方程为 =g(D("( ,)Qq
(D(-. # "*g(D... .#’ 在 "( f-( $?&3E范围内
线性关系良好( 取提取液 " 3E’ 通过上述回归方
程测得总多酚质量浓度’ 再根据公式 FiX9?i
"((!计算含有量 "F为总多酚质量浓度’ 单位
3?&3E$ X为滤液体积’ 单位3E$ ?为药材干重’
单位?#(
#D$!单因素试验!选择料液比 "" d"() " d#()
" d$() " d$’) " d)() " d)’) " d’(#) 提取时间
"(D’) ") "D’) #) #D’ @#) 提取温度 "#() )()
-() *( e#) 提取次数 "") #) $) ) 次# 进行单
因素试验’ 平行 $ 次’ 考察其对总多酚得率的
影响(
#D)!Q:c+Q0@>U0> 响应面法!在单因素试验基础
上’ 选择料液比 "B#) 提取时间 "Q#) 提取温
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度 "O#) 提取次数 "]# 作为影响因素’ 总多酚
得率作为评价指标 "\# 进行优化( 因素水平见
表 "(

表 MN因素水平
A70(MNS741+857.*:262:5

因素
水平

h" ( "
B料液比 " d$( " d)( " d’(
Q提取时间&@ "D’ # #D’
O提取温度&e )( -( *(
]提取次数&次 " # $

#D’!抗氧化活性实验
#D’D" ! ]KK[自由基清除率测定%*+"(& ! 配制
’( $?&3E]KK[乙醇溶液’ 取 "(( $E’ 与 ’( $E
总多酚溶液置于 .- 孔板中混合’ 静置 $( 35> 后于
’". >3波长处测定吸光度’ 按照公式 %" h "=ch
=c(# &=(& i"((!计算清除率 "=c为样品溶液吸
光度’ =c(为未加 ]KK[乙醇溶液吸光度’ =( 为空
白溶液吸光度#’ 以水溶性维生素 2 "/;:1:c# 为
阳性对照’ 平行 $ 次(
#D’D#!羟基自由基清除率测定%*+"(&!取 I0GJ) 溶
液 ". 33:1&E#) 乙醇+水杨酸溶液 ". 33:1&E#
各 #( $E置于 .- 孔板中’ 接着加入 "(( $E总多酚
溶液’ 最后加入 #( $E[#J# 溶液 "*D* 33:1&E#’
混合摇匀’ $, e下水浴加热 "’ 35> 后取出’ 于
’"( >3波长处测定吸光度’ 按照公式 %" h "=ch
=c(# &=(& i"((!计算清除率 "=c为样品溶液吸
光度’ =c(为未加 [#J# 溶液吸光度’ =( 为空白溶
液吸光度#’ 以/;:1:c为阳性对照’ 平行 $ 次(
#D’D$!BQ/G自由基清除率测定%"(+""&!配制 BQ/G
工作液’ 方法为取 BQ/G ",D) 33:1&E#) T#G#J*
"#D- 33:1&E# 贮备液各 #(( $E混合’ 室温下避
光反应 "# @ 后’ 乙醇稀释 ’( 倍’ 使其在 ,$) >3
波长处的吸光度为 (D, j(D(#’ 即得( 取工作液
"#( $E) 总多酚溶液 $( $E置于 .- 孔板中混合’
静置 - 35> 后’ 于 ,$) >3波长处测定吸光度’ 按
照公式 %" h "=c+=c(# &=(& i"((!计算清除率
"=c为样品溶液吸光度’ =c(为未加 BQ/G 工作液吸
光度’ =( 为空白溶液吸光度#’ 以 /;:1:c为阳性对
照’ 平行 $ 次(
#D’D)!总抗氧化能力测定!配制 IABK工作液’
方法为称取 #,D* 3?I0GJ),,[#J’ 溶解并定容至
" 3E""(( 33:1&E#’ 即得’ 取适量稀释至 (D"’)
(D$) (D-) (D.) "D#) "D’ 33:1&E( 于 .- 孔板中
加入 "*( $E工作液’ 空白对照孔中加入 ’ $E蒸馏

水’ 标准曲线检测孔中加入 ’ $E不同浓度 I0GJ)
标准溶液’ 样品检测孔中加入 ’ $E总多酚溶液’
$, e下孵育 $ f’ 35>后’ 在 ’.$ >3波长处测定吸
光度( 以 /;:1:c为阳性对照’ I0GJ) 浓度为横坐
标’ 吸光度为纵坐标绘制标准曲线’ 测定总抗氧化
能力(
ON结果
$D"!单因素试验
$D"D"!料液比!由图 " 可知’ 随着料液比增大’
总多酚得率呈先提高后降低的趋势’ 在 " d)( 时最
大’ 随后开始降低’ 其原因可能为被提取物在溶剂
中的溶出已饱和( 从提取效率) 降低能耗等方面综
合考虑’ 最佳料液比为 " d)((

图 MN料液比对总多酚得率的影响
S,W(MND33241+35+:,*!:,d>,*871,+ +.1+17:<+:=</2.+:5=,2:*

$D"D#!提取时间!由图 # 可知’ 随着提取时间增
大’ 总多酚得率提高’ 在 # @ 时最大’ 随后趋于平
缓并逐渐降低’ 其原因可能为提取时间过长时有效
成分发生降解( 因此’ 最佳提取时间为 # @(

图 %N提取时间对总多酚得率的影响
S,W(%ND33241+32X18741,+.1,;2+.1+17:<+:=</2.+:5=,2:*

$D"D$!提取温度!由图 $ 可知’ 随着提取温度增
加’ 总多酚得率提高’ 在 -( e时最大’ 随后降低’
其原因可能为温度较高会破坏总多酚结构’ 同时增
加能源消耗( 因此’ 最佳提取温度为 -( e(
$D"D)!提取次数!由图 ) 可知’ 随着提取次数增
加’ 总多酚得率先提高后降低’ 在 $ 次时最大’ 其
原因可能为总多酚提取量已达到最大’ 继续提取时
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图 ON提取温度对总多酚得率的影响
S,W(OND33241+32X18741,+.12;<2871>82+.1+17:

<+:=</2.+:5=,2:*

反而浪费时间和能源( 因此’ 最佳提取次数为
$ 次(

图 ’N提取次数对总多酚得率的影响
S,W(’ND33241+32X18741,+.1,;25+.1+17:<+:=</2.+:5=,2:*

$D#!Q:c+Q0@>U0> 响应面法!结果见表 #( 然后’
通过]0M5?> 2cR0;6*D(’ 软件对数据进行拟合’ 得
到方程为 Vg"(D*) q(D##=q(D")Uh(D($,Fq
"D,Kq(D#*=Uq(D(*’=Fq(D("$=Kh(D#UFh
(D""UKh(D)#FKh(D#)=# h(D(#,U# h(D"-F# h
(D.’K#’ 方差分析见表 $’ 可知模型 !V(D((( "’
失拟项 !k(D(’’ 总决定系数 "J## (D.." (’ 调
整决定系数 "J#4aX# (D.*# "’ 表明模型稳定可靠’
可用于预测实验结果(
!!响应面分析%"#+"’&见图 ’( 通过 ]0M5?> 2cR0;6
*D(’ 软件’ 得到最优工艺为料液比 " d)*D*.’ 提
取温度 )( e’ 提取时间 #D’ @’ 提取次数 $ 次’ 为
了方便实际操作’ 将其修正为料液比 " d).’ 提取
温度 )( e’ 提取时间 #D’ @’ 提取次数 $ 次( 再进
行 $ 批验证试验’ 测得总多酚得率为 "#D-) 3?&?’
与预测值 "#D#- 3?&?相近 "相对误差为 $D(.!#’
表明该模型可有效优化提取工艺(
$D$!抗氧化活性
$D$D"!]KK[清除率!由图 - 可知’ 清除率随着
总多酚质量浓度增加呈先提高后平稳的趋势’ 在

!!!! 表 %N试验设计及结果

A70(%NG25,W.7.*825>:15+312515

试验号
B

料液比

Q

提取时间

O

提取温度

]

提取次数

\总多酚得率&

"3?,?h"#
" h" " ( ( "(D$#
# ( h" " ( "(D’*
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注! 各小图左边均为响应面图’ 右边均为等高线图

图 ]N各因素响应面图
S,W(]N"25<+.525>83742<:+153+8678,+>53741+85

"(( $?&3E时最大’ G" fG$ 分别为 .(D.)!)
*.D)’!) *#D#’!(

图 &N总多酚对GTTE自由基的清除作用
S,W(&N@4762.W,.W 2332415+31+17:<+:=</2.+:5

+.GTTE382287*,47:

$D$D#!羟基自由基清除率!由图 , 可知’ 清除率
随着总多酚质量浓度增加呈先提高后平稳的趋势’
在 "(( $?&3E时最大’ G" fG$ 分别为 .$D,-!)
.,D)-!) .,D#-!(
$D$D$!BQ/G自由基清除率!由图 * 可知’ 清除率
随着总多酚质量浓度增加呈先提高后平稳的趋势’
在 "(( $?&3E时最大’ G" fG$ 均达到 "((!(
$D$D)!总抗氧化能力!IABK法所得标准曲线为
Vg(D"-" )Qq(D($, ) "J# g(D... *#’ 在 (D"’ f
’ 33:1&E范围内线性关系良好( 由图 . 可知’ 总
抗氧化能力随着总多酚质量浓度增加而提高’ 在

图 )N总多酚对羟基自由基的清除作用
S,W()N@4762.W,.W 2332415+31+17:<+:=</2.+:5

+./=*8+X= 382287*,47:

图 YN总多酚对#?A@自由基的清除作用
S,W(YN @4762.W,.W 2332415+31+17:<+:=</2.+:5+.
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"(( $?&3E时最大’ 依次为 G# kG$ kG"(
’N讨论

目前’ 对鸡土从菌属真菌的研究主要集中在其
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图 ‘N总多酚总抗氧化能力
S,W(‘NA+17:7.1,+X,*7.147<74,1,25+31+17:<+:=</2.+:5

多糖类成分’ 而鲜有总多酚类成分的报道( 本实验
在单因素试验基础上通过 Q:c+Q0@>U0> 响应面法优
化鸡土从菌属真菌总多酚提取工艺’ 发现当料液比
为 " d’( 时’ 该成分得率较 " d)( 有所降低’ 而所
优化出的料液比为 " d).’ 接近 " d’(’ 可能是因
为提取时间) 提取次数) 提取温度) 料液比 ) 个影
响因素相互作用的结果’ 使得总多酚溶出量增加’
得率提高’ 而且是通过软件计算得出’ 可能存在一
定相对误差(

研究表明%"-& ’ 总多酚提取大多采用乙醇) 甲
醇) 丙酮等有机溶剂’ 本实验考虑到实际操作的安
全高效’ 选择用水提取( 目前’ 该成分含有量的测
定方法较多’ 如普鲁士蓝法) 酒石酸亚铁法) 高锰
酸钾法) 紫外分光光度法) 原子吸收法) I:15>+O5+
:941607法等%",& ’ 本实验发现’ 与高锰酸钾法) 酒
石酸法等比较’ I:15>+O5:941607 法操作简便可行’
效果更优’ 故采用该方法进行测定(

抗氧化活性实验结果表明’ 当总多酚含有量
为 "(( $?&3E时’ 对羟基自由基) ]KK[自由基)
BQ/G自由基的清除率均在 *(!以上’ 呈现出良
好的抗氧化活性( 前期报道%"*+".& ’ 鸡土从菌属真菌
中主要含有多糖) 氨基酸) 脂肪油) 总多酚) 蛋
白质及其他一些粗纤维’ 由于本实验以水为溶剂
提取总多酚’ 故多糖) 氨基酸等水溶性成分也会
被一同提取出来’ 可能是多种成分共同作用使得
该成分抗氧化活性较强’ 具体原因还有待进一步
研究(
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