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赤灵芝多糖分离纯化及体外抗氧化性研究
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摘要!对赤灵芝多糖进行分离!纯化和体外抗氧化性研究#

从赤灵芝中提取粗多糖"通过离子交换色谱!葡聚糖凝胶色

谱对粗多糖进行分离纯化"采用凝胶渗透色谱!气相色谱进

行分子量和单糖组成测试"对
2̂ H6/)

!

2̂ HQ/"

!

2̂ HB!

个级

分进行了体外抗氧化性研究#结果表明"

!

个多糖级分主要

由葡萄糖!阿拉伯糖!木糖!甘露糖组成"但单糖的摩尔比不

同%

2̂ H6/)

!

2̂ HQ/"

!

2̂ HB

的重均分子量分别为
!?(%_"#

%

"

!?'$_"#

.

"

"?!'_"#

.

Z6

%各样品对自由基的清除率随浓度

升高而增大"呈量效关系"分子量最大的
2̂ H6/)

抗氧化活性

最佳"表明赤芝多糖的抗氧化活性与其组成相关#

关键词!赤芝多糖%分离%分子量%单糖组成%抗氧化
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赤灵芝!简称赤芝$#广义上称之为灵芝)

$3'AC&H83F20

D/C28

!

)2H?/I

"

%H=

$

:3HI?

*#为层菌纲非褶菌目灵芝菌科灵

芝属真菌#是一种广泛应用的药食两用真菌#具有促进睡眠+

缓解机体疲劳+抗氧化+抗肿瘤+调节免疫+保肝等药理活

性)

"3!

*

#赤芝中的多糖是其主要活性成分之一)

.3%

*

'王海燕

等)

(

*对灵芝菌丝体多糖分离纯化得到
!

个多糖级分#多角度

光散射仪联用装置测得其重均分子量各不相同%杨慧等)

$

*从

赤芝子实体分离得到
)

个多糖组分#经
HFH

柱前衍生化反

相色谱分析表明其单糖组成存在显著差异%郝杰等)

'

*研究得

出不同分子量石斛多糖的抗氧化活性不同%倪力军等)

&

*研究

了
'

种多糖的组成与活性#得出其间存在相关性%还有研

究)

"#3""

*表明#多糖的抗氧化能力与多糖的单糖组成+分子量

有较大关系'张志军等)

")

*研究了灵芝多糖在体外对超氧阴

离子自由基和羟自由基的清除能力#发现灵芝多糖具有抗氧

化作用和清除自由基的能力'刘钧发等)

"!

*比较了超声法和

水提法灵芝多糖的抗氧化活性#表明超声法提取的灵芝多糖

的
ZHHb

自由基清除率+还原能力和氧自由基清除能力高于

水提法'叶颖霞等)

".

*通过化学修饰改变灵芝多糖的结构并

研究其抗氧化活性#结果指出乙酰化修饰可显著提高灵芝多

糖的抗氧化活性'另有文献)

"%3"(

*报道灵芝多糖的分子量+

单糖组成对灵芝多糖的药理活性具有一定影响'灵芝多糖

!."



已被证实具有抗氧化活性#且已有研究人员从不同提取工艺

和化学修饰等方面研究灵芝多糖的抗氧化活性#但对灵芝多

糖不同级分的抗氧化性进行比较分析的研究鲜见报道'尤

其是当前有关灵芝多糖提取分离方法和相关活性的研究已

进入一个瓶颈期#而对灵芝多糖分离后所得级分的分子量+

单糖组成进行分析#并比较不同级分的药理活性#探索灵芝

多糖活性与前两者之间关系的研究仍处于空白阶段'本研

究拟提取赤芝粗多糖#通过离子交换色谱+葡萄糖凝胶色谱

对粗多糖进行分离纯化#利用凝胶渗透色谱法!

2H+

$分析各

级分的分子量#衍生化处理后运用气相色谱!

2+

$分析各级

分的单糖组成'通过羟自由基和超氧阴离子清除试验对各

级分进行体外抗氧化活性测试#比较其抗氧化能力强弱#并

对赤芝多糖级分的抗氧化活性+分子量+单糖组成进行比较

分析#以期为赤芝多糖在天然抗氧化剂方面的开发利用提供

参考依据'

"

!

材料与方法
"?"

!

材料与仪器

赤芝"海南本地赤芝子实体#切片干燥后粉碎过
(#

目筛%

X/

葡萄糖!

28B

$+

X/

木糖!

j

O

8

$+

X/

阿拉伯糖!

*M6

$+

X/

半

乳糖!

268

$+

X/

鼠李糖!

T;6

$+

X/

岩藻糖!

G<B

$+

X/

甘露糖

!

F6:

$标准品"含量
$

&'I

#上海源叶生物科技有限公司%

Z4*40@

P

;6MDN@+̂/(,

凝胶+

0@

P

;6BM

O

80/!##bT

凝胶"

美国
H;6M56B76

公司'

其他试剂均为分析纯%

凝胶 色 谱 仪"

4̂ 4X0 0

O

NL@5

型#配
d6L@MN%"%

泵#

Z*d1b4̂ 4X0

$

"'

角度激光光散射检测器#

X

P

L786QM4W

示差检测器#美国
d

O

6LL

公司%

气相色谱仪"

*

=

78@:L('&#

型#美国
*

=

78@:LJ@B;:D8D

=

7@N

公司'

"?)

!

方法

"?)?"

!

赤芝粗多糖的提取
!

参考文献)

"$

*采用超声波辅助

法提取#

&%I

乙醇进行沉淀#得赤芝粗多糖
2̂ H

'

"?)?)

!

赤芝粗多糖的分离纯化
!

赤芝粗多糖
2̂ H

用洗脱缓

冲液溶解后上
Z4*40@

P

;6MDN@+̂/(,

层析柱#依次用

JM7N

&

b+8

缓冲液!

#?#%5D8

(

^

#

P

b$?(

$和含
#?#

#

#?)

#

#?%

#

#?'5D8

(

^16+8

的
JM7N

&

b+V

缓冲液!

#?#%5D8

(

^

#

P

b$?(

$

梯度洗脱#洗脱速度为
)5̂

(

57:

#

(5̂

每管分部收集#隔管

检测多糖含量!苯酚硫酸法
"

.&#

$'按多糖含量检测值分别

合并收集单一峰组分#去离子水透析#冻干'得到
.

个主要

赤芝多糖组分
2̂ H6

+

2̂ HQ

+

2̂ HB

+

2̂ HA

'上步收集的各个

组分通过
0@

P

;6BM

O

80/!##bT

层析柱在同浓度
16+8

的缓冲

液洗脱下进一步分级纯化#隔管检测多糖含量'按多糖含量

检测值分别合并收集单一峰级分#去离子水透析#冻干'得

2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB!

个赤芝多糖级分'

"?)?!

!

分子量测定
!

采用凝胶渗透色谱法测定分子量#使用

激光检测器和示差光检测器联用技术#色谱柱"

0;DA@W

Xb

P

6R0,/'#.bl

+

0,/'#(bl

!

'55_!##55

$%流动相"

#?") 5D8

(

^

醋酸铵溶液 !含
#?#)I

叠氮化钠$%流速"

"5̂

(

57:

%柱温"

)%\

'

"?)?.

!

单糖组成分析
!

取
2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

各
"#5

=

#

置
"#5̂

具塞试管中#加
.5̂ )5D8

(

^JG*

溶液#封闭#

")#\

烘箱中水解反应
"?%

"

)?#;

#取出#放冷至室温后#将

水解液转入
)%5̂

梨形烧瓶#

(#\

水浴减压蒸干'单糖乙

酰化参考文献)

"'

*的方法进行'

2+

条件"进样量
"

&

^

#色谱

柱"

*

=

78@:LbH/V11Xd6W"&#&"1/"!!

!

!# 5_)%#

&

5_

#?)%

&

5

$#检测器"

GVZ

#载气"

1

)

#流速
"?#5̂

(

57:

#进样口

)##\

#汽化室
!)#\

#检测室
)%#\

#分流比为
)#

#

8

#程序

升温#初温
(#\

#

(\

(

57:

升至
"'#\

'

"?)?%

!

羟自由基!/

Xb

$清除率测定
!

参考文献)

"&

*的方法

进行'清除率按式!

"

$计算"

>

T

"

1

U

"

空

"

#

U

"

空
V

"##I

# !

"

$

式中"

>

&&&羟自由基!/

Xb

$清除率#

I

%

"

W

&&&加入
b

)

X

)

和样品液组的吸光度%

"

空&&&加入
b

)

X

)

不加样品液组的吸光度%

"

#

&&&加入样品液不加
b

)

X

)

组的吸光度'

"?)?(

!

超氧阴离子!

X

)3

/$清除率测定
!

参考文献)

)#

*的

方法进行'清除率按式!

)

$计算"

>

T

"

#

U

"

I

"

#

V

"##I

# !

)

$

式中"

>

&&&超氧阴离子!

X

)3

/$清除率#

I

%

"

N

&&&样品组的吸光度%

"

#

&&&用等量水代替样品组的吸光度'

"?)?$

!

数据分析
!

"?)?%

和
"?)?(

中#每种样品均制成
#?#%

#

#?"#

#

#?)#

#

#?.#

#

#?'#5

=

(

5̂

共
%

个浓度进行试验#每个浓

度下分别进行
%

次试验#利用数据处理软件对结果进行处理

并进行误差分析#分别比较同种样品不同浓度及同浓度不同

样品的/

Xb

清除率和
X

)3

/清除率'

)

!

结果与分析

)?"

!

多糖的分离纯化

赤芝粗多糖
2̂ H

经
Z4*40@

P

;6MDN@+̂/(,

层析柱洗

脱#洗脱曲线见图
"

'

2̂ H

分离得到
.

个主要多糖组分

2̂ H6

+

2̂ HQ

+

2̂ HB

+

2̂ HA

#得率分别为
)&?(I

#

)"?"I

#

"!?$I

#

.?'I

'由于
2̂ HA

组分得率较低#只将
2̂ H6

+

2̂ HQ

+

2̂ HB!

个组分进一步通过
0@

P

;6BM

O

80/!##bT

层析

柱分级纯化#洗脱曲线见图
)

'

2̂ H6

经分离得到
2̂ H6/"

+

2̂ H6/)

+

2̂ H6/!!

个级分#其中以
2̂ H6/)

为主要成分#得率

()?%I

#洗脱峰较对称'

2̂ HQ

经分离得到
2̂ HQ/"

+

2̂ HQ/)

)

个级分#

2̂ HQ/"

为主要成分#得率
((?"I

#峰形较对称'

2̂ HB

再次柱层析后洗脱曲线峰形较对称#组成相对单一#得

率
(&?)I

'因此将对
2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB!

个得率较高

级分样品的分子量+单糖组成和体外抗氧化活性进行研究'

.."

提取与活性
!

)#"$

年第
"

期



图
"

!

2̂ H

经
Z4*40@

P

;6MDN@+̂/(,

柱洗脱曲线

G7

=

<M@"

!

48<L7D:B<MS@DK2̂ HD:Z4*40@

P

;6MDN@+̂/(,

图
)

!

2̂ H6

!

2̂ HQ

和
2̂ HB

经
0@

P

;6BM

O

80/!##bT

柱洗脱曲线

G7

=

<M@)

!

48<L7D:B<MS@DK2̂ H6

"

2̂ HQ6:A2̂ HBD:

0@

P

;6BM

O

80/!##bT

)?)

!

分子量测定

图
!

为
2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

的
2H+

样品的示差光检

测峰'经
*0JT*%?!?.

数据处理软件分析得出
2̂ H6/)

的

重均分子量!

J<

$为
!?(%_"#

%

Z6

#数均分子量!

J'

$为

!?#"_"#

%

Z6

%

2̂ HQ/"

的重均分子量为
!?'$_"#

.

Z6

#数均

分子量!

J'

$为
)?(%_"#

.

Z6

%

2̂ HB

的重均分子量为
"?!'_

"#

.

Z6

#数均分子量!

J'

$为
'?"%_"#

!

Z6

'何晋浙等)

)"

*研究

灵芝多糖分子量分布得出#灵芝多糖分子量分布主要在
'_

"#

.

"

)_"#

%

Z6

#以高分子量多糖为主'本研究对灵芝粗多

糖初次分离得到的高分子量组分
2̂ H6

+

2̂ HQ

得率达

%#?$I

#与文献研究结果相似%而分离到的
2̂ H6/)

和
2̂ HB

的分子量为
!?(%_"#

%

Z6

和
"?!'_"#

.

Z6

#进一步说明通过

多次凝胶层析可从赤芝多糖分离出分子量更大或更小的均

一组分'一般认为#分散指数
J<

(

J'

越大#表明分子量分

步越宽#反之越窄'

2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

的
J<

(

J'

分

别为
"?))

#

"?.(

#

"?.#

#说明
!

个赤芝多糖级分的分子量分步

较集中#纯度较好'另有研究)

))3).

*报道#具有活性的灵芝多

糖的分子量一般大于
"?#_"#

.

Z6

#分子量低于此值的多糖

一般没有活性或活性很低#

lV

等)

"#

*提出水溶性多糖抗氧化

能力与分子量分布有很大关系'

)?!

!

单糖组成分析

单糖混合标准品的色谱图见图
.

#通过与各单糖乙酰酯

的保留时间对比#各单糖乙酰化后出峰顺序依次为鼠李糖

!

$?)($57:

$+阿拉伯糖!

'?)%!57:

$+岩藻糖!

'?(!.57:

$+木

图
!

!

2̂ H6/)

!

2̂ HQ/"

和
2̂ HB

的
2H+

图

G7

=

<M@!

!

2@8

P

@M5@6L7D:B;MD56LD

=

M6

P

;

O

N

P

@BLMD

=

M65DK

2̂ H6/)

"

2̂ HQ/"6:A2̂ HB

图
.

!

单糖混合标准品乙酰酯气相色谱图

G7

=

<M@.

!

26NB;MD56LD

=

M65DK68A7LD86B@L6L@NDK

5D:DN6BB;6M7A@NL6:A6MA

糖!

&?''$57:

$+甘露糖!

"!?#"&57:

$+半乳糖!

"!?!&'57:

$和

葡萄糖!

"!?$')57:

$#肌醇的保留时间为
"%?#!"57:

'

2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

水解乙酰化后的
2+

分析结果

见图
%

"

$

#结合图
.

#说明
2̂ H6/)

主要由阿拉伯糖+木糖+甘

露糖和葡萄糖
.

种单糖组成#算得其摩尔比为
"?"'

#

"?&&

#

)?#.

#

!?('

%

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

主要由阿拉伯糖+木糖+甘露糖+

半乳糖和葡萄糖
%

种单糖组成#摩尔比分别为
"?%.

#

#?'$

#

)?(%

#

#?!!

#

.?#"

和
"?).

#

"?..

#

"?.!

#

#?!&

#

.?!&

'何晋

浙等)

)"

*通过
2+

分析了灵芝多糖的组成#得出灵芝多糖由葡

萄糖+阿拉伯糖+木糖+甘露糖和半乳糖组成#其中葡萄糖为

主要成分#含量为
'&I

'与其研究结果相比#灵芝多糖的总

体组成一致#但各级分所含单糖比例不同#且
2̂ H6/)

不含半

乳糖'以上表明分子量不同的赤芝多糖级分#其单糖组成和

含量不同#多糖结构存在差异%葡萄糖含量低于文献)

)"

*报

道的
'&I

#原因可能是灵芝品种不同#以及在分离纯化过程

中损失的其他级分主要组成为葡萄糖'

)?.

!

'

Xb

和
X

)3

'清除率试验结果

对羟自由基的清除率试验结果见图
'

#在试验范围内#所

有样品对羟自由基均有清除作用#且清除率随浓度升高而增

大#清除率与浓度呈量效关系'当浓度达到
#?'#5

=

(

5̂

时#

2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

+

2̂ H

和
C

+

对羟自由基的清除率

分别为
$"?..I

#

!#?'$I

#

!$?(.I

#

.!?('I

#

''?.%I

#

2̂ H6/)

对羟自由基的清除率与
C

+

最为接近#相当于
C

+

的
'#?$$I

#

%."

第
!!

卷第
"

期 徐雪峰等"赤灵芝多糖分离纯化及体外抗氧化性研究
!



图
%

!

2̂ H6/)

水解产物乙酰酯气相色谱图

G7

=

<M@%

!

26NB;MD56LD

=

M65DK68A7LD86B@L6L@NDK2̂ H6/)

图
(

!

2̂ HQ/"

水解产物乙酰酯气相色谱图

G7

=

<M@(

!

26NB;MD56LD

=

M65DK68A7LD86B@L6L@NDK2̂ HQ/"

图
$

!

2̂ HB

水解产物乙酰酯气相色谱图

G7

=

<M@$

!

26NB;MD56LD

=

M65DK68A7LD86B@L6L@NDK2̂ HB

分别为
2̂ H

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

的
"?(.

#

)?!"

#

"?&#

倍'表明

2̂ H6/)

具有较好的羟自由基清除能力#且优于纯化前的赤

芝粗多糖
2̂ H

#其他级分对羟自由基清除能力一般'

对超氧阴离子的清除率试验结果见图
&

#与对羟自由基

的清除率试验相似#各样品清除率与浓度呈量效关系'由

图
&

可知#与
C

+

比较#

2̂ H

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

对超氧阴离子的

清除能力一般#当浓度增至
#?'#5

=

(

5̂

时#

2̂ H6/)

的清除

率增加到
'(?)$I

#为
C

+

的
&.?%.I

#分别是
2̂ H

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

的
"?()

#

)?((

#

)?.'

倍'

!!

综上分析#赤芝多糖级分
2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

+

2̂ HB

的分

子量和单糖组成类型及比例各不一致#其在不同体系中的抗

氧化活性也存在明显差异#说明赤芝多糖的抗氧化活性和其

分子量+单糖组成相关#与鲍素华等)

)%

*对铁皮石斛多糖的研究

结果 相似'赤芝多糖级分分子量大小为
2̂ H6/)

$

2̂ HQ/"

$

图
'

!

样品对羟自由基的清除率

G7

=

<M@'

!
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=
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=
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O

AMDW

O

8M6A7B68DKN65
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图
&

!

样品对超氧阴离子的清除率

G7

=
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=
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P

@MDW7A@6:7D:

M6A7B68DKN65

P

8@N

2̂ HB

#但其抗氧化性大小为
2̂ H6/)

$

2̂ HB

$

2̂ HQ/"

#表明

赤芝多糖的抗氧化性与其分子量并非正相关'倪力军等)

&

*

指出各单糖对多糖体外抗氧化活性具有影响#从赤芝单糖组

成分析结果可知#

2̂ H6/)

中木糖的组成比例高于其他
)

个级

分#且不含半乳糖#推测可能是
2̂ H6/)

优于
2̂ HB

和
2̂ HQ/"

抗氧化活性的原因'表明赤芝多糖的体外抗氧化活性除与

其分子量相关外#还受各级分单糖组成的影响#各单糖对其

影响程度还有待进行大量的试验和数据分析得出'

!

!

结论
之前#赤芝多糖的抗氧化活性已有研究报道)

")

#

)(3)'

*

#本

研究进一步对赤芝粗多糖进行分离纯化#得到
!

个主要级分

2̂ H6/)

+

2̂ HQ/"

和
2̂ HB

#并研究了各级分的体外抗氧化活

性'结果表明#赤芝多糖级分的分子量大小+单糖组成不同#

其抗氧化性也存在差异'赤芝多糖纯化级分
2̂ H6/)

对羟自

由基和超氧阴离子的清除率明显高于赤芝粗多糖和其他级

分#与
C

+

相近#具有良好的抗氧化活性#其重均分子量大小

为
!?(%_"#

%

Z6

#由阿拉伯糖+木糖+甘露糖和葡萄糖
.

种单

糖组成'研究从赤灵芝粗多糖中分离并筛选出了一个最佳

抗氧化活性级分&&&

2̂ H6/)

#这对赤芝多糖的综合开发和

有效利用具有重要指导意义'
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的解决方案'使用新的吊笼起吊结构#能够防止吊钩脱落#

而且结构简单#造价低#即使在罐下部起吊也简单易操作#提

高了骨素加工生产企业的生产效率和操作工艺的安全性'

新型防止吊笼中骨渣掉落装置#可有效避免吊笼进出提取罐

时骨渣容易掉落的问题'通过调节螺栓即可方便地压紧或

放松滑块'此外#基于新型自卸式排渣吊笼和防掉渣装置的

设计应用#该套新型设计除用于可食性动物骨素提取外#也

可用于植物源物料的提取及罐头+软罐头杀菌生产#是一种

能够满足食品物料提取和杀菌的安全可靠的吊笼装置'
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