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松茸、黑牛肝菌、双孢白蘑菇提取物体外
抗氧化性试验研究
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(食品科学与技术国家重点试验室 江南大学 ,江苏 无锡 214122)

摘  要: 采用超氧阴离子、羟基自由基、卵磷脂脂质体体系以及测定还原力的方法,研究了松茸、黑

牛肝菌、双孢白蘑菇 3种食用菌, 水提多糖、水提多酚、醇提多酚这 3种不同提取方式, 所得初提物

的抗氧化试验,并测定各种处理的可溶性多糖及多酚含量。结果表明: 醇提多酚具有最强的还原

力,其中黑牛肝菌还原力最强; 3种食用菌醇提多酚的清除超氧阴离子的能力较其他两种提取方式

强; 3种食用菌清除羟基自由基能力在醇提最大质量浓度下最强, 分别达到 591 00%、591 12%、

571 19% , 卵磷脂脂质体清除率分别达到: 471 03%、371 84%、251 68%。

关键词: 松茸; 黑牛肝菌; 双孢白蘑菇; 还原力; 超氧阴离子; 羟基自由基; 卵磷脂脂质体

中图分类号: S 567. 3 文献标识码: A

Study on the Antioxidant Activities of Tricholoma matsutake Sing. ,

Boletus aereus and Agar icus bisporus
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Abstract: In this manuscript , the ant io xidat ion act ivit ies of three ext ract ions of P ine-m ushro om

( T richoloma matsutake Sing. ) pow ers, Boletus aereus pow er s and A gar icus bi sp or us pow er sw er e

evaluated by the hydroxyl radical system , supero xide radical sy stem, r educing pow er, and

lecithin liposome sy stem . T he r esults show ed that alcohol ex t ract polyphenols special fo r Bo letus

aer eus exhibited the strongest reducing pow er. Among of three ex tr act ion pro cesses, the alcohol

ext racted pro cess demonst rated the highest superox ide anion scavenging act iv ity. the H ydrogen

pero xide scavenging act ivity o f three kinds o f edible mushroom s in the alcoho l ex t ract ing ar e

st rongest, respect ively 59. 00%, 59. 12% and 57. 19%; For theLecithin liposomes scavenging

act ivity, 1. 0 mg / mL Pine-mushroom ( w ater ) , Agar icus bispor us ( w ater ) , Boletus aer eus

( alcoho l) w ere achieved at 471 03%, 371 84%, 251 68%, respect iv ely .

Key words: pine-mushroom ( Tr icholoma matsutake Sing . ) , Boletus aer eus, A gar icus bisp or us

r educing pow er , superox ide anion scaveng ing act ivity, hydr ogen pero xide scaveng ing act ivity,

lecithin liposomes scavenging act ivity



  自古以来,作为食物或食物增香剂, 食用菌就

一直被广泛使用。松茸是最有价值品种之一, 不仅

具有特殊的香味, 也具有一些生理活性, 如降低胆

固醇、抗氧化性、免疫调节、抗肿瘤等作用
[ 1]
。黑牛

肝菌数量大,商品价值最高, 目前有关野生食用牛

肝菌的研究主要集中在其营养成分分析和活性物

质多糖的免疫及抗肿瘤作用方面, 有关野生食用牛

肝菌主要活性物质多糖组分的分离鉴定及抗氧化

作用的研究还少见报道[ 2]。双孢白蘑菇属于高蛋

白质、低热量、低脂肪食物, 还可以降低胆固醇、防

止动脉血管硬化,对高血脂及糖尿病患者有一定的

食疗作用
[ 3]
。

多糖是生物有机体除蛋白质、核酸之外的第三

大生物大分子。多糖作为信息分子广泛参与细胞

间配体与受体的相互识别、细胞内信号转导等生理

过程,与细胞活化、增殖、分化及产生细胞因子等有

关。另外,多糖本身低毒、来源广泛,使得多糖研究

成为近年来的研究热点[ 4]。多糖具有多种生物活

性,某些多糖不但具有抗癌、抗病毒、抗衰老等作

用,还是理想的免疫增强剂
[ 5]
。酚类化合物广泛存

在于植物食品中,由于其羟基取代的高反应性和吞

噬自由基的能力而有很好的抗氧化活性[ 6] 。作者

对 3种食用菌冷冻干燥粉末,采用不同提取方式获

得初提物,并对各种处理进行抗氧化性研究。

1  材料与方法

11 1  材料与试剂

黑牛肝菌、松茸:采自云南食用菌研究所基地,

放冰块于包装温箱中,当天空运到无锡; 白蘑菇: 无

锡惠山区农林局提供,采后 1 h 内运送到试验室; 上

述食用菌于 70 ? 2 e 的烘箱中烘干。

邻二氮菲, 双氧水, 硫酸亚铁,十二水磷酸氢二

钠,二水磷酸二氢钠,三羟甲基氨基甲烷盐酸盐, 浓

盐酸,邻苯三酚,铁氰化钾,三氯乙酸, 氯化铁, 氯化

钠,对氨基苯磺酸, 盐酸萘乙二胺, 亚硝酸钠, 卵磷

脂,抗坏血酸:均为分析纯试剂。

11 2  仪器与设备
台式 AO 型气流粉碎机: 宜兴清新粉体机械有

限公司产品;冷冻水浴恒温振荡器: 江苏金坛亿通

电子有限公司产品; TDL-60台式离心机:上海安亭

科学仪器厂; FA1104型电子天平: 上海天平仪器厂

产品;恒温水浴锅: 郑州长城科工贸有限公司产品;

超低温冰箱U410: N ew Brunsw ick Scientf ic公司产

品; Labconco 冻干机: Labconco 公司产品; 721型紫

外可见分光光度计:上海精密科学仪器有限公司产

品; UV-2100紫外可见分光光度计, 农尼科 (上海)

仪器有限公司产品。

11 3  试验方法

取3种不同食用菌,按 1 g B 30 m L 的比例加入

蒸馏水于 500 m L 烧杯中, 搅拌均匀, 以保鲜膜封

口, 然后分进行水提和醇提, 提取条件如下:

1. 3. 1  水提取多糖条件  90 e 恒温水浴锅中, 水

提 4 h[ 7] 。

1. 3. 2  水提取多酚条件  100 e 沸水浴中浸提 30

min,然后 4 000 g 离心 20 m in,过滤, 滤渣再反复提

取 2次,合并滤液;

1. 3. 3  醇提条件  以体积分数为 80%的乙醇作提

取液,料液比为 1 g B30 mL,在 40 e 下水浴浸提 2

h,浸提次数为 3次[ 8]。

将上述提取液,按一定体积比( 50 B1 B 1)提取

液, 220 g/ L 乙酸锌溶液, 106 g / L 亚铁氰化钾溶液

加入蛋白质沉淀剂,混匀,静置 30 min后,离心去除

蛋白质( 4 000 r/ min,离心 20 m in)。取上清液浓缩

至一定体积, 加入 3 倍体积的体积分数 95%乙醇,

于冰箱内静置过夜, 4 000 r / min 离心 20m in, 弃上

清液,沉淀用体积分数 80%乙醇洗涤离心 3 次, 将

所得沉淀冻干后得到试验所需提取物, 用于试验分

析。试验中处理号为: 1~ 3为松茸 3 种提取方式所

得粗提物, 4~ 6为黑牛肝菌 3 种提取方式所得粗提

物, 7~ 9为白蘑菇 3种提取方式所得粗提物, 所有

提取物经相应处理得到处理液。

11 4  检测指标及测定方法

准确称取冻干后 01 1 g 样品, 纯水定容至 100

mL,所得质量浓度为 1 m g/ m L,同样方法配制 01 2、

01 4、01 6、01 8 mg / mL 的溶液,进行如下试验。

11 41 1  还原力的测定  铁氰化钾还原法 [ 9]
:在 21 5

mL pH 61 6的磷酸盐缓冲液中加入不同浓度的样品

液 21 5 m L,质量分数 1%的铁氰化钾溶液 21 5 m L,

混合物在 50 e 恒温 20 m in后,再加入 21 5 mL 体

积分数 10%的三氯乙酸溶液,然后以 3 000 r/ min

离心分离 10 m in,取上层清液 5 mL 加蒸馏水 5 m L

和质量分数01 1% FeCl3溶液 1 mL,在 700 nm 处测

定吸光度,吸光度越高, 还原能力越强。

11 41 2  抑制超氧阴离子( O
2- # )活性试验  邻苯三

酚法
[ 10]
。邻苯三酚在碱性条件下自氧化形成中间

产物 O
2- # ,此自由基能促进邻苯三酚的自氧化, 因

此通过测定某物质对邻苯三酚自氧化的抑制作用,

即可表征其对 O
2- #的清除作用。

取 10支 10 m L 试管,各加入 01 05 mo l/ L Tr-

isH CL 缓冲液 41 5 m L, 置于 25 e 水浴中预热
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20m in,分别加入 1 mL 不同浓度溶液和 01 4 mL 25

mmo l/ L 邻苯三酚溶液, 混匀后于 25 e 水浴中反应

4 m in后, 立即加入两滴 8 m ol/ L H Cl 终止反应,

320 nm 处测定吸光度( A i ) ,空白对照组以相同体积

的蒸馏水代替。清除率计算公式为:

O2- #清除率( %) =
( A 0- A 1)

A 0
@ 100% ( 1)

 式中: A 0 为空白液的吸光值; A 1 为待测样品的

吸光值。

11 41 3  清除羟自由基 ( # OH )活性试验  Fenton

反应[ 10] 。利用 H 2 O2与 Fe2+ 混合产生 # OH , 邻二

氮菲-Fe2+ 水溶液经 # OH 氧化为邻二氮菲-Fe3+

后,其最大吸收峰消失,然后测定其吸光度的变化。

取 8支 10 mL 比色管, 均依次加入 1 m L pH

81 20的 T ris-H CL 溶液、01 3 mL 71 5 mm ol/ L 硫酸

亚铁铵溶液和 01 3 mL 71 5 mmo l/ L 的邻二氮菲溶

液, 1号为空白, 3~ 7号分别加入 01 2、01 4、01 6、01 8

和 11 0 mL 1 m g/ m L 样品溶液, 8号加入 1 mL 01 2

mg/ mL 的 VC溶液,最后往 2~ 8号分别加入 1 mL

71 5 mm ol/ L H 2 O 2溶液, 定容至刻度。在 37 e 水
浴中反应 1 h, 在 510 nm 下测吸光度 A , 计算对

# OH的清除率。

# OH 清除率( % ) =
( A 3- A 2 )
( A 1- A 2 )

@ 100% ( 2)

 式中: A 1和 A 2分别为体系不加 H 2 O2和加 H2 O 2

时的吸光度, A 3为加入多糖溶液后的吸光度。

11 41 4  在卵磷脂脂质体中抗氧化活性的测定  试

剂的配置
[ 11]

:制备脂质体 PBS 分散体系( LLS) , 30

mg 卵磷脂溶解于 30 mL 10 mm ol/ L pH 71 4 的

PBS中, 冰浴震荡。制成三氯乙酸( TCA )-硫代巴

比妥酸( TBA)-盐酸( H Cl)混合液: 15 gTCA, 01 37

gT BA, 21 1 mL 浓盐酸依此加入 100 mL 水中。

测定步骤: 样品管中依此加入 1 mL 卵磷脂、1

ml 40 Lm ol/ L 三氯化铁溶液 ( FeCl3 )、1 m L 400

Lmol/ L 抗坏血酸和 1 mL 样品, 混匀。避光于 37

e 水浴 60 min, 再加入 2 mL TCA-TBA-H CI 混合

液, 100 e 水浴 15 m in,迅速冷却,以 5 500 r/ m in转

速离心 20 min, 取上清液在 532 nm 测吸光值 A s,

空白管以 1 m L 重蒸水代替1 mL 样品,操作方法同

样品管,可测得空白管的吸光度 A c。

清除率 I( %) =
(A c- A s)

Ac
@ 100% ( 3)

 式中: Ac为空白液的吸光值; A s为待测样品的吸

光值。

11 41 5  总酚含量的测定  福林酚试剂法[ 12] 。取

11 0 mL 样品提取液,依次加入 51 0 mL 水、1 mL 福

林酚显色剂和 3 m L 质量分数 71 5%碳酸钠溶液,摇

匀,显色 2 h, 在 765 nm 波长下测定吸光度。每组

试验重复 3次。

11 41 6  总糖含量的测定  采用苯酚-硫酸法测定。

吸取 1 m L 样品液, 1 mL 质量分数 5%苯酚加入 5

mL 浓硫酸的试管摇匀, 10 m in 后,放入 30 e 水浴

中 20 min,以空白试剂调零, 在 490 nm 波长比色,

由标准曲线计算含量。每组试验重复 3次。

2  结果与讨论

21 1  还原力的测定

3种食用菌不同提取方式所得提取物还原力结

果测定如图 1。处理号 1~ 3为松茸冷冻干燥粉末

的结果,提取方式依次为 90 e 水 4 h 提取、100 e

水 01 5 h提取、40 e 体积分数 80%乙醇提取。处理

号 4~ 6为黑牛肝菌测定结果, 7~ 9为白蘑菇测定

结果。还原能力是表示抗氧化物质提供电子能力

的重要指标,抗氧化物质通过提供电子可使自由基

变成稳定的分子, 从而失去活性。许多研究证实抗

氧化活性同还原力是密切相关的[ 13] 。

由图 1可以清晰看出 3种食用菌提取方式 3所

得初提物还原力相对其他两种提取方式较高, 同时

相同质量浓度下, 黑牛肝菌还原力最强, 在低浓度

下, 松茸较双孢白蘑菇还原力强, 高浓度下,还原力

基本一致。双孢白蘑菇还原力在 3种食用菌中, 还

原力最低,表现在同等提取及测定操作条件下, 处

理号 7第一个数值与处理号 8第一至 3个数值均测

不出来,即双孢白蘑菇提取方式 1、2 所得的低质量

浓度样液中,无法测定还原力大小。同一组试验结

果中,还原力随着其质量浓度的增大而增强。

图 1 3 种食用菌粉末不同提取物还原力测定

Fig. 1  Reducing power of extracts from the three edible

mushrooms' powders
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21 2  清除超氧阴离子(O
- 2 # )活性的测定

生物体内氧化还原反应中, 大致有 2% ~ 5%的

氧会产生超氧自由基, 超氧自由基的毒性是机体发

生氧中毒的主要原因, 表现在使核酸链断裂、多糖

解聚和不饱和脂肪酸过氧化作用, 进而造成遗传突

变、膜损伤、酶系失活、线粒体氧化磷酸化作用改变

等一系列变化
[ 14]
。其在 3种食用菌不同提取方式

所得提取物结果测定如图 2。清除超氧阴离子试验

结果中, 提取方式并不是最明显影响因素, 但提取

方式 3所得结果依旧占据超氧阴离子清除率优势。

而 3种食用菌清除超氧阴离子强弱的顺序为黑牛

肝菌、双孢白蘑菇、松茸, 与还原力中结果黑牛肝

菌、松茸、双孢白蘑菇略为不同。同一组试验结果

中,清除超氧阴离子能力随着其质量浓度的增大而

增强。

图 2  3 种食用菌粉末不同提取物超氧阴离子清除率

的测定

Fig. 2  Superoxide anion scavenging activity of extracts

f rom the three edible mushrooms'powders

21 3  清除羟自由基( #OH)活性的测定

羟自由基( # OH )清除率是反映物质抗氧化作

用的重要指标。 # OH 在其氧原子上含有一个未配

对电子, 夺取电子的能力很强, 是体内最活泼的活

性氧,可介导许多病理变化。3种食用菌不同提取

方式所得提取物清除羟自由基结果测定如图 3。此

组试验结果中, 清除羟自由基能力强弱与提取方式

没有还原力以及清除超氧阴离子中明显呈规律, 在

同一种食用菌内不同, 3种食用菌间也不同,即无法

整体判断提取方式的优劣,也无法整体判断哪种食

用菌在清除羟自由基方面的优劣。3种食用菌均在

提取方式 3 下初提物质量浓度 11 0 mg/ mL 时, 清

除羟自由基能力最大, 依次为 591 00%、591 12%、

571 19%, 较其对应超氧阴离子清除率 121 79%、

151 97%、131 20%大, 说明各食用菌清除羟自由基

强于清除超氧阴离子的能力。同一组试验结果中,

清除羟自由基( # OH )能力随着其浓度的增大而增

强。

图 3  3 种食用菌粉末不同提取物羟基自由基清除率

的测定

Fig. 3  Hydrogen peroxide scavenging activity of extracts

from the three edible mushrooms'powders

21 4  在卵磷脂脂质体中抗氧化活性的测定

卵磷脂 C-2 位上所含极低密度脂蛋白和低密

度脂蛋白的过不饱和脂肪酸, 在亚铁离子的催化

下,经振荡能诱发脂质过氧化产生烷氧基( LO # )和

烷基过氧基( LOO # )。在加热的条件下, 过氧化物

可与硫代巴比妥酸( TBA)反应产生红色化合物, 并

在波长 532 nm 处有显著的光吸收
[ 13]
。试验利用这

种原理,研究 3种食用菌不同提取方式所得提取物

清除卵磷脂脂质体结果测定如图 4。

图 4  3 种食用菌粉末不同提取物卵磷脂脂质体清除

率的测定

Fig. 4  Lecithin liposomes scavenging activity of extracts

from the three edible mushrooms'powders

  松茸和双孢白蘑菇清除卵磷脂脂质体的变化

规律相似,根据提取方式有较为明显的强弱变化:

提取方式 1、提取方式 2、提取方式 3, 松茸乙醇提取
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的 01 2 mg / mL 数值 01 27, 很小, 在图中显示最低,

其水提方式 1的 11 0 mg/ mL 质量浓度数值结果为

471 03%, 最大。而黑牛肝菌清除率的强弱变化规

律为:提取方式 3、提取方式 1、提取方式 2,即松茸、

双孢白蘑菇水提方式优于乙醇提取效果。其各种

食用菌最大结果间强弱比较: 松茸水提多糖 11 0

mg/ mL 为 471 03%、双孢白蘑菇水提多糖 11 0 m g/

mL 为 371 84%、黑牛肝菌醇提多酚 11 0 mg/ mL 为

251 68%。同一组试验结果中, 清除卵磷脂脂质体

能力随着其质量浓度的增大而增强。

21 5  总酚与总糖质量分数的测定
目前,很多研究多糖、多酚的抗氧化性, 如陈金

娥等人研究红茶、绿茶、乌龙茶活性成分抗氧化性,

其中: 醇提得到各种茶多酚提取液, 水提得到各种

茶多糖提取液 [ 15]。作者试验中测得 3 种食用菌不

同提取方式所得提取物中可溶性多糖、多酚含量如

图 5。图 5显示的结果与这一结论基本相似: 水提

多糖质量分数高, 醇提多酚质量浓度高, 即处理 1、

4、7多糖质量分数与处理 3、6、9多酚质量浓度很明

显。处理 5、9多糖质量分数很低, 显示偏低。每种

食用菌内, 3种处理方式所得初提物多酚质量浓度

依次增加,而多糖质量分数变化趋势不甚明显。

3  结  语

1) 本试验采用 3种体系以及通过测定还原力

图 5  3 种食用菌粉末不同提取物可溶性总糖和总酚

的测定

Fig. 5  Content of of the solube total sugar content and

total phenolic compounds of extracts from the

three edible mushrooms'powders

的方法,研究了松茸、黑牛肝菌、双孢白蘑菇 3种食

用菌,水提多糖、水提多酚、醇提多酚这 3种提取方

式, 测定所得初提物的抗氧化试验。结果表明醇提

多酚具有最强的还原力, 其中黑牛肝菌还原力最

强。

  2) 清除超氧阴离子的能力结果显示 3种食用

菌醇提多酚的较其他两种提取方式强。

3) 清除羟基自由基能力在醇提最大质量浓度

下最强。
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