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摘要：为了探索海带废渣高附加值利用的方法，用真姬菇ＪＢ０６菌株液态发酵海带废渣，乙醇沉

淀法制备发酵液上清液中多糖，用试剂盒测定了所得多糖的抗自由基和总抗氧化能力。结果表

明：在多糖质量浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ时，真姬菇ＪＢ０６菌株发酵上清液中的多糖（简称ＪＢ０６菌株多

糖）对羟自由基的抑制率比海带废渣水溶液上清中的多糖（简称对照多糖）高了１１．３４％；多糖质

量浓度为８ｍｇ／ｍＬ时，ＪＢ０６菌株多糖对超氧阴离子自由基的抑制率比对照多糖高了９．５２％；
ＪＢ０６菌株多糖的总抗氧化能力比对照多糖高出了１３．２０％。通过实验可以得出：真姬菇发酵海

带废渣后获得的多糖的总抗氧化能力比对照多糖总抗氧化能力显著提高。
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　　海带作为海藻的一种，是海藻工业的主要原料

之一，目前在我国已形成了一个以褐藻胶、甘露醇、
碘 为 主 要 产 品 的 海 藻 化 工 业，产 业 规 模 居 世 界 首

位。按干物质 计，海 带 的 工 业 利 用 率 仅 为３０％，还

有约２／３的海带成分尚未得到利用，而是作为废弃

物扔 掉，不 仅 浪 费 了 大 量 的 自 然 资 源，还 带 来 一 系

列环境污染问题［１］。
真姬菇（Ｈｙｐｓｉｚｉｇｕｓ　ｍａｒｍｏｒｅｕｓ），俗 称 玉 蕈、

斑玉蕈、蟹味 菇 等，它 隶 属 担 子 菌 亚 门，层 菌 纲，伞

菌目，白蘑科，玉蕈属，是一种较为珍稀的药食两用

菌［２］。其多糖具有防癌抗癌、抵抗 ＨＩＶ病毒、降血

压、清除体 内 自 由 基、提 高 免 疫 力 等 功 效［３］。随 着

人们对液体培养技术研究的不断深入，液体培养已

被成功地 用 于 多 种 大 型 真 菌 的 大 规 模 生 产［４］。研

究发现，真 姬 菇 在 液 体 培 养 过 程 中 能 够 在 细 胞 内、
外同时积累多糖［５］。现代研究表明：许多食用真菌

所含成分（如 多 糖 等）具 有 免 疫 调 节 活 性［６］。作 者

以真 姬 菇 做 菌 种，液 体 发 酵 海 带 废 渣，研 究 了 所 得

多糖的抗自由基和总抗氧化能力，为真姬菇的液体

发酵和海带废渣的再利用提供一定的科学依据。

１．１　 材料与仪器

羟自由基测定试剂盒、抗超氧阴离子自由基测

试盒、总抗氧 化 能 力（Ｔ－ＡＯＣ）测 定 试 剂 盒：均 购 自

南京 建 成 生 物 工 程 研 究 所；海 带 废 渣：荣 成 市 寻 山

渔业公司；真姬菇ＪＢ０６菌株：作者所在实验室筛选

保存。

４Ｋ－１５高速冷冻离心机：德国Ｓｉｇｍａ公司制造；

Ａｌｐｈａ１－２／ＬＤ－ｐｌｕｓ冷冻干燥机：德国Ｃｈｒｉｓｔ公司制

造；ＭＫ３酶联免疫分析仪：美国热电Ｔｈｅｒｍｏ。

１．２　方法

１．２．１　培养基的制备

１）菌种斜面和平 板 培 养 基（ｇ／ｄＬ）：ＰＤＡ培 养

基，含马 铃 薯２０，葡 萄 糖２，琼 脂 粉１．８，ｐＨ 自 然。

１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。

２）５％海带废渣液体培养 基：将 海 带 废 渣 磨 成

干粉，配 制 成５％的 水 溶 液，同 时 添 加０．０２５ｇ／ｄＬ
的蛋白胨和０．００５ｇ／ｄＬ的硫酸镁，ｐＨ自然，各做

３个平行，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。

１．２．２　接种、培 养 与 处 理　将 实 验 菌 株 从 斜 面 上

挑取一小块接种到平板中央，２５℃恒温培养。待菌

丝体长到一定程度，用直径为１０ｍｍ无菌打孔器从

平 板 上 打 孔 取 块，分 别 接 种 于 海 带 废 渣 液 体 培 养

基，放入摇床，２５℃、１１０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养，以无

菌 的、不 接 种 的 海 带 废 渣 液 体 培 养 基 作 为 空 白 对

照。１０ｄ后，将 发 酵 产 物 于４　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０
ｍｉｎ，收集上清 液，然 后 加 入３倍 体 积 的 无 水 乙 醇，
混匀，４℃静置过夜后，５　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，沉
淀用９５％乙醇洗２次后，－２０℃冷冻，冷冻干燥机

中冻干，得到粗多糖。

１．２．３　苯酚硫酸法测多糖质量浓度　标准曲线的

绘制：取１１支 带 塞 的 玻 璃 试 管，依 次 加 入０．１００
ｍｇ／ｍＬ的 葡 萄 糖 标 准 液０、０．１、０．２、０．３、０．４ 、

０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１．０ｍＬ，然后加入蒸馏水补

足到１ｍＬ，加入５％的苯酚１．０ｍＬ，竖直加入浓硫

酸５ｍＬ，振 荡 混 匀，然 后１００ ℃水 浴 中 反 应１０
ｍｉｎ，冷却至室温，在４９０ｎｍ波长下测定吸光值。

将粗多糖水 溶 液 稀 释 到 合 适 的 浓 度，加 入１．０
ｍＬ，其它操作同标准曲线绘制方法，将吸光度值利

用标准曲线算出溶液中多糖的质量浓度，此数值乘

０．９，即为纯多糖量。

１．２．４　多 糖 清 除 羟 自 由 基 能 力 测 定　将 对 照 多

糖、ＪＢ０６菌株 多 糖 分 别 用 蒸 馏 水 配 制 成０．１、０．２、

０．３、０．５、１．０、２．０、４．０ｍｇ／ｍＬ系列浓度，按试剂盒

说明书提供的方法进行测定，每个质量浓度做３个

平行，用酶标仪５５０ｎｍ处测吸光度。

１．２．５　多糖清除超氧阴离子自由基能力测定　将

对照 多 糖、ＪＢ０６菌 株 多 糖 分 别 用 蒸 馏 水 配 制 成

２．０、４．０、６．０、８．０、１０．０、１２．０、１４．０、１６．０ｍｇ／ｍＬ
系列质量浓度，按试剂盒说明书提供的方法进行测

定，每个质量浓度做３个平行，用酶标仪５５０ｎｍ处

测吸光度。

１．２．６　多 糖 总 抗 氧 化 能 力 测 定　将 对 照 多 糖、

ＪＢ０６菌株多糖分别用蒸馏水配制成０．１、０．２、０．４、

０．６、０．８、１．０、２．０、４．０、６．０ｍｇ／ｍＬ系列质量浓度，
每个质量浓度 做３个 平 行，用 酶 标 仪５２０ｎｍ处 测

吸光度。按试剂盒说明书提供的方法进行测。

２．１　多糖质量浓度

葡 萄 糖 标 准 曲 线 为Ｙ＝１０．３４２　Ｘ－０．０００　２，
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Ｒ２＝０．９９９　５，其中，Ｙ 为４９０ｎｍ处的吸光光度值，

Ｘ为葡萄糖质量浓度。对照粗多糖和ＪＢ０６菌株粗

多糖的质量浓度测定结果见表１。
表１　多糖质量浓度测定结果

Ｔａｂ．１　Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ　ｉｎ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｂｒｏｔｈ

粗多糖 ＯＤ４９０均值
质量浓度／
（ｇ／ｄＬ）

对照粗多糖 ０．１９１±０．００３　 １６．６４

ＪＢ０６菌株粗多糖 ０．３２６±０．００６　 ２８．３９

　　从表１的实验结果可以看出，ＪＢ０６菌株多糖质

量浓度明显高于对照多糖。

２．２　多糖清除羟自由基能力的比较

ＪＢ０６菌株多糖 清 除 羟 基 自 由 基 的 能 力 高 于 对

照 多 糖，且 抑 制 率 随 着 多 糖 质 量 浓 度 的 增 大 而 增

加。ＪＢ０６ 菌 株 多 糖 在 质 量 浓 度 为 ０．１～０．５
ｍｇ／ｍＬ时 其 抑 制 率 增 加 较 慢，当 大 于０．５ｍｇ／ｍＬ
时，抑制率从４０．７８％很快升至６０．３１％；对照多糖

的抑制率 随 着 多 糖 质 量 浓 度 的 升 高 逐 渐 增 加。李

正鹏、吴萍［７］研 究 了 白 灵 菇 胞 外 多 糖 抗 氧 化 活 性，
对羟自由基 的 抑 制 率 也 是 随 着 多 糖 质 量 浓 度 的 增

加而增高，在４ｍｇ／ｍＬ时抑制 率 为３９．５６％，低 于

本实验的结果，ＪＢ０６菌株多糖此质量浓度的抑制率

为７０．５６％，见图１。

图１　对照多糖、ＪＢ０６菌株多糖的清除羟自由基测定结果
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　　从 图１的 实 验 结 果 得 知，在０．５ｍｇ／ｍＬ时，

ＪＢ０６菌株多 糖 与 对 照 多 糖 的 抑 制 率 差 别 最 小，因

此，在该多糖质量浓度下，对ＪＢ０６菌株多糖和对照

多糖的 抑 制 率 做ｔ检 验 ﹙ｐ＞０．０５差 异 不 显 著；

０．０５＜ｐ＜０．０１差异显著；ｐ＜０．０１差 异 极 其 显 著

﹚，ｐ＝０．００２，差 异 极 其 显 著，从 而 得 知，在 其 它 多

糖质量浓度下ＪＢ０６菌株多糖与对照多糖的抑制率

差异都极其显著。

２．３　多糖清除超氧阴离子自由基能力的比较

ＪＢ０６菌株多糖清除超氧阴离子自由基的能力

明显高于对照 多 糖。ＪＢ０６菌 株 多 糖 在 低 质 量 浓 度

范围内，抑制 率 随 质 量 浓 度 的 升 高 而 增 强，多 糖 质

量浓度从２ｍｇ／ｍＬ升至８ｍｇ／ｍＬ时，抑制率增加

较快，从８．８３％升至２５．７１％，多糖质量浓度大于８
ｍｇ／ｍＬ时，抑 制 率 增 加 很 慢，在１６ｍｇ／ｍＬ时，抑

制率仅为３２．１４％。对照多糖对超氧阴离子自由基

的抑制 率 随 质 量 浓 度 的 变 化 与ＪＢ０６菌 株 多 糖 相

似。李顺峰等［８］报 道 真 姬 菇 子 实 体 多 糖 体 外 抗 氧

化特性研究表明，真姬菇子实体多糖粗品对超氧阴

离 子 自 由 基 有 一 定 清 除 效 果，在 质 量 浓 度 为１０
ｍｇ／ｍＬ时抑制率达到最高，约３０％左右，本实验结

果与其一致，见图２。

图２　对照多 糖、ＪＢ０６菌 株 多 糖 的 抗 超 氧 阴 离 子 自 由 基 测

定结果
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　　从实 验 结 果 得 知，多 糖 质 量 浓 度 为２ｍｇ／ｍＬ
时，ＪＢ０６菌株多糖 与 对 照 多 糖 的 抑 制 率 差 别 最 小，
因此，在该多糖质量浓度下，对ＪＢ０６菌株多糖和对

照多糖的抑 制 率 做ｔ检 验，ｐ＝０．００４，差 异 极 其 显

著，从而得知，在其它多糖质量浓度下ＪＢ０６菌株多

糖与对照多糖的抑制率差异都极其显著。

２．４　多糖总抗氧化能力的比较

从图３可以看出，ＪＢ０６菌株多糖的总抗氧化能

力随多糖质量浓度的增加有一定的变化。在１ｍｇ／

ｍＬ和２ｍｇ／ｍＬ时，总 抗 氧 化 能 力 达 到 最 高，为

２．０５０Ｕ／ｍｇ，当多糖质量浓度继续增加时，其总抗
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氧化能力 则 减 少。多 糖 质 量 浓 度 为６ｍｇ／ｍＬ时，
总抗氧化能力减少为１．４０１Ｕ／ｍｇ，因此，ＪＢ０６菌株

多糖的总抗 氧 化 能 力 为２．０５０Ｕ／ｍｇ；对 照 多 糖 的

总抗氧化能力也表现出与ＪＢ０６菌株多糖相似的趋

势，在多糖 质 量 浓 度 为０．４～２ｍｇ／ｍＬ范 围 内，总

抗氧化能力逐渐增加，当多糖质量浓度为２ｍｇ／ｍＬ
时，总 抗 氧 化 能 力 达 最 高，为１．８１１Ｕ／ｍｇ，多 糖 质

量浓度继续增加时，总抗氧化能力则逐渐降低。因

此，对 照 多 糖 的 总 抗 氧 化 能 力 为１．８１１ Ｕ／ｍｇ。

ＪＢ０６菌株 多 糖 的 总 抗 氧 化 能 力 比 对 照 多 糖 高 了

１３．２％。
对ＪＢ０６菌株多糖和对照多糖的抗氧化能力单

位做ｔ检验，ｐ＝０．０３０，差异显著。

　　作者测 定 了 真 姬 菇 液 态 发 酵 海 带 废 渣 所 得 多

糖清除羟自由基、清除超氧阴离子自由基和总抗氧

化能力，通过实验得出：真姬菇ＪＢ０６菌株多糖清除

羟自由基、清除超氧阴离子自由基和总抗氧化能力

都比对照多糖的高，真姬菇对海带废渣的发酵有明

显的效果。

图３　对照多糖、ＪＢ０６菌株多糖的总抗氧化能力测定结果
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