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松毛菇多酚抗氧化及抑菌活性研究
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摘要!以超声波辅助乙醇提取松毛菇粗多酚和经大孔树
脂纯化的松毛菇纯化多酚为原料!研究了松毛菇多酚对
,
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,的清除作用!并应用滤纸片法研
究其抑菌活性%结果表明!松毛菇粗多酚和纯化多酚均
具有清除,
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,的作用!且清除能力均
与多酚质量浓度呈量效关系%松毛菇粗多酚及纯化多酚
对

#

种供试菌#大肠埃希氏菌"伤寒沙门氏菌"金黄色葡
萄球菌"枯草芽孢杆菌"酿酒酵母$表现出不同的抑菌活
性!相同浓度下两者对酿酒酵母的抑菌能力最强!纯化多
酚对大肠埃希氏菌的抑菌能力最弱!粗多酚对大肠埃希
氏菌无抑制作用%纯化多酚对

#

种供试菌的抑菌作用与
其质量浓度呈正相关!除大肠埃希氏菌外!粗多酚对其他
供试菌的抑菌作用亦与多酚浓度呈正相关%相同浓度下
纯化多酚的抑菌活性强于粗多酚%

关键词!松毛菇'多酚'抗氧化'抑菌
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松毛菇又名灰离褶伞+千佛头+北风菌+一窝鸡等)

!

*

!

主要分布于中国吉林+黑龙江+河南+青海+云南+西藏及
福建北部地区)

4T8

*

"研究)

#T$

*表明!松毛菇具有助消化+

防治胃肠胀满和便秘等功效!其提取物对肉瘤和艾氏癌
的抑制率高达

D59

"

"59

"目前松毛菇收获后除鲜食
外!大部分被制成干菇+罐头等加工品!但松毛菇中天然
有效成分的研究和开发却鲜见研究报道!极大地制约了
松毛菇的产业发展"

多酚类化合物是广泛存在于植物中的一类活性物
质)

D
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!不仅具有较强的抗氧化作用)
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!还具有抗炎抑
菌)
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+抗癌)
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+抗老化)
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+降血压和预防心血管疾病)
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等功效!近年来对多酚类物质的研究已引起研究者的广
泛关注)

!8

*

"目前已见番石榴)

!#

*

+海棠)

!7

*

+洋葱)

!$

*等果蔬
多酚及柠檬果皮)

!D

*

+玉米须)

!"

*等来源于果蔬副产物的多
酚抗氧化和抑菌活性报道!而关于松毛菇中多酚类化合
物的抗氧化及抑菌活性的研究尚未见报道"试验拟在前
期松毛菇多酚提取纯化研究的基础上!探究松毛菇粗多
酚及纯化多酚的体外抗氧化活性及抑菌活性!以期为松
毛菇多酚的功能特性及高值化利用提供理论依据"

!

!

材料与方法

!1!

!

材料
!1!1!

!

试验原料
松毛菇&武夷山食用菌技术开发有限公司(

大肠埃希氏菌#

ND@A<B&@A&3@5;&

%+伤寒沙门氏菌
#

?3;-5)<;;3(
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%+金黄色葡萄球菌#
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%+枯草芽孢杆菌#
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%+酿酒酵母
#

?3@@A3B5-

9

@<D@<B<C&D&3<

%&广东环凯微生物科技有限
公司"

!1!14

!

主要试剂
没食子酸+硫酸亚铁+过氧化氢+邻苯三酚&分析纯!

上海展云化工有限公司(

!

!
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二苯
&4&

苦基肼#

?@@<

%&生物试剂!梯希爱#上
海%化成工业发展有限公司(

抗坏血酸&分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

平板计数培养基&广东环凯微生物科技有限公司"
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!

仪器设备
电子分析天平&

A%448W

型!上海舜宇恒平科学仪器
有限公司(

数控超声波清洗器&

Zk&#55?%

型!昆山市超声仪器
有限公司(

循环水真空泵&

><i&?>&

9

型!巩义市予华仪器有限
责任公司(

旋转蒸发器&

X%4555A

型!上海亚荣生化仪器厂(

紫外可见分光光度&

Ŵ&7!55

型!上海元析仪器有限
公司(

冷冻干燥机&

\B[&!5?

型!湖南湘仪实验仪器开发有
限公司(

手提式压力蒸汽灭菌锅&

Y]k&\>&!D>F

型!上海博迅
实业有限公司医疗设备厂(

气浴恒温振荡器&

><i&D4A

型!江苏省金坛市荣华仪
器制造有限公司(

单人单面净化工作台&

>b&W[&!U?

型!苏州净化设备
有限公司(

高速粉碎机&

7454

型!欣镇精密企业有限公司"
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方法
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松毛菇多酚干品的制备
!

参照课题组)

4

*前期研究

的方法进行松毛菇粗多酚的提取及纯化"粗多酚及纯化
多酚溶液经真空浓缩+冷冻干燥后分别获得松毛菇粗多
酚和纯化多酚干品"
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松毛菇多酚体外抗氧化活性
#
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的
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!以及不同浓度的松毛菇多酚
样品和

_

W

待测液于试管中"分别加入
!'\

不同浓度的
松毛菇多酚待测液!然后依次加入

!'\U2>;
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和
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水杨酸溶液!再加入
415'\<
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;

4

!充分混合后置于
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下水浴
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处测定吸光度值
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(等体积去离
子水替代
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!其余条件一致!测定吸光度值
,
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(用等
体积去离子水替代样品测定吸光度值

,
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"以
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为阳性
对照!每组试验平行测定
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次!结果取平均值"按式#
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测得的吸光度值"
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2能力测定&采用邻苯三酚自氧化
法)
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磷酸缓冲溶液#
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于
!55'\

容量瓶中!加入
#'\

不同浓度的松毛菇粗多酚
及纯化多酚溶液!再加入

41# 'K*

'

\

的邻苯三酚溶液
!'\

!用去离子水定容"自邻苯三酚溶液加入时即准确
计时!以不同浓度松毛菇多酚提取液作参比!反应启动后
第

75.

时测定
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处吸光值
,
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"以不加多酚提取液
作为对照!以
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的磷酸缓冲溶液作参比!反应启动
75.

时测定
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处吸光值
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"以同样的方法测定
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2的能力!作为阳性对照"每组试验平行测定
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$$$不含样品溶液的吸光度值"
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%清除
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2能力测定&采用
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比色法)
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配制不同浓度的多酚样品和
_
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乙醇溶液!在试管中依次加入
415'\

的待测液和
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乙醇溶液!对照管中依次加入
415'\

的待测液和
无水乙醇!空白管中依次加入

415'\

的
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乙醇溶液
和无水乙醇"溶液充分摇匀!室温下避光放置

65'),

!于
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处测定吸光度值!依次记为
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"每组试
验平行测定
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次!结果取平均值"按式#

6

%计算
?@@<

2

清除率"
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2清除率!
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$$$样品待测液和
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乙醇溶液的吸光度值(

,

4

$$$样品待测液和无水乙醇的吸光值(

,

5

$$$无水乙醇和
?@@<

乙醇溶液对应测得的吸
光值"
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松毛菇多酚抑菌活性
#

!

%松毛菇多酚溶液制备&称取一定质量的粗多酚及
纯化多酚粉末干品!在无菌操作台上加入无菌蒸馏水溶
解!各配制成

65'

-

'

'\

的原液!置于冰箱中遮光保存!

后续试验根据需要可配制成相应浓度"

#

4

%菌悬液及滤纸圆片制备&每次试验前预先对大肠
埃希氏菌+伤寒沙门氏菌+金黄色葡萄球菌+枯草芽孢杆
菌+酿酒酵母

#

种供试菌进行活化!挑取活化过的各种供
试菌的单菌落!接种于装有

!5'\

无菌生理盐水及无菌
玻璃珠的锥形瓶中!振荡

!5'),

"采用
/I

755,'

值法对菌
悬液浊度进行调整!得到

!5

D

WÛ

'

'\

的菌悬液!进行梯
度稀释后制备

!5

$

WÛ

'

'\

的菌悬液!备用"

用打孔器打出直径为
7''

的滤纸小圆片!

!4!C

灭
菌

!#'),

后烘干+备用"

#

6

%松毛菇多酚抑菌活性测定&采用滤纸片扩散
法)

48

*

"在无菌操作台中!将无菌滤纸圆片分别置于浓度
为

!5

!

45

!

65'

-

'

'\

的松毛菇粗多酚和纯化多酚水溶液
中浸泡

!5H

!将无菌培养基倒入无菌培养皿!凝固后用无
菌移液管准确吸取

514'\

的
#

种供试菌菌悬液于培养
基平板上!用涂布棒涂布均匀!静置

!5'),

"用无菌镊子
夹取出经不同浓度松毛菇多酚溶液浸泡过的滤纸圆片!

沥干!均匀置于含供试菌的培养基表面!以浸有无菌生理
盐水的滤纸圆片为空白对照!每个平皿均匀放置

8

片滤
纸!编号标记!将含细菌的培养皿置于

6$C

条件下培养
48H

!含有酵母的培养皿置于
4DC

条件下培养
8DH

!观察
滤纸圆片周围是否出现抑菌圈!采用十字交叉法量取抑
菌圈直径!比较不同浓度多酚溶液的抑菌效果"每组试
验平行测定

6

次!结果取平均值"

#

8

%松毛菇多酚最低抑菌浓度#

QFW

%的测定&参照李
芬芳等)

4#

*的方法并根据实际情况有所调整"将松毛菇粗
多酚和纯化多酚原液配分别制成

41#

!

#15

!

!515

!

!#15

!

4515

!

4#15

!

6515'

-

'

'\$

个浓度!用移液管准确吸取各
浓度多酚溶液

!'\

置于无菌平板内!注入
#5C

无菌培
养基后充分混匀!待培养基凝固后!分别滴加

#

种供试菌
的菌悬液各

51!'\

!用涂布棒涂布均匀!静置
!5'),

!对
含细菌和酵母菌的培养皿进行培养"将完全无菌生长的
平板所对应的松毛菇多酚浓度记为最小抑菌浓度
#

QFW

%"每组试验平行测定
6

次"

#

#

%松毛菇多酚最低致死浓度#

QSW

%测定&依次将

QFW

测定中未见菌生长对应的各培养皿的培养菌!各吸
取

51!'\

涂布于相应平板培养基上!静置
!5'),

!对含
细菌和酵母菌的培养皿进行培养"平板菌落总数

%

#

的
最小稀释浓度记为最低致死浓度#

QSW

%"

4

!

结果与分析

41!

!

松毛菇多酚体外抗氧化活性
41!1!

!

清除2

;<

能力
!

由图
!

可知!松毛菇粗多酚+纯
化多酚和

_

W

的浓度越高!对2

;<

的清除率越大!即清
除能力越强!且影响显著"当质量浓度为

517'

-

'

'\

时!

粗多酚+纯化多酚和
_

W

对2

;<

清除率均达到最大值!

分别为
771889

!

7"16$9

!

7D1D59

!此时纯化多酚的清除
率最高!且高于

_

W

"当浓度
%

516'

-

'

'\

时!粗多酚和
纯化多酚对2

;<

的清除率均低于
_

W

(当浓度
'

516'

-

'

'\

时!松毛菇纯化多酚对2

;<

的清除率均高于
_

W

"相同浓度下!松毛菇纯化多酚对2

;<

的清除率均
高于粗多酚"综上!松毛菇粗提及纯化多酚均具有较强
的2

;<

清除能力!且清除能力与多酚浓度呈正相关!当
浓度

"

516'

-

'

'\

时!纯化多酚的清除能力强于
_

W

"比
较相同质量浓度的粗提多酚+纯化酚与

_

W

对2

;<

清除
率的效果可知!当纯化多酚浓度达到

514'

-

'

'\

后!纯化
多酚与

_

W

对2

;<

清除率的效果无显著差异!浓度达到
51#9

以上后!三者清除2

;<

的效果无显著差异"

小写字母不同表示组内差异显著#

@

%

515#

%!大写字母不同表示
组间差异显著#

@

%

515#

%

图
!

!

不同浓度的松毛菇多酚溶液对,

;<

的清除能力
U)

-

0L2!

!

PH2./(R2,

-

),

-

/(

=

(/)G

I

KJ

=

K*

I=

H2,K*.JLK'

!

9

5

S

A

9

;;2-7&)5B3D<<)DJKL

,

;<

2

;<

几乎能与所有生物大分子#蛋白质+脂质+核酸
等%发生反应!其存在与人体衰老+癌症等多种疾病相关!

因此对人体危害极大)

47

*

"作为一种天然多酚提取物!在
一定浓度下松毛菇纯化多酚对2

;<

的清除能力强于
_

W

!因此可以考虑将松毛菇纯化多酚作为一种外源性自
由基清除剂加以利用"

41!14

!

清除
;

T

4

2能力
!

由图
4

可知!松毛菇粗提及纯化
多酚+

_

W

溶液对
;

T

4

2清除率与其浓度呈正相关!即质量

%'!

#

_K*167

#

:K16

李彦坡等!松毛菇多酚抗氧化及抑菌活性研究



浓度越高!对
;

T

4

2的清除率越大!清除能力越强"当浓
度为

51#'

-

'

'\

时!松毛菇纯化多酚对
;

T

4

2的清除率
#

6#14!9

%高于
_

W

#

651459

%(当浓度
"

51#'

-

'

'\

时!相
同浓度下对

;

T

4

2的清除率由大至小的排序为&

_

W

"

纯
化多酚

"

粗多酚!当浓度为
!5'

-

'

'\

时!松毛菇粗多
酚+纯化多酚和

_

W

溶液对
;

T

4

2的清除率均达到最大
值!分别为

$81889

!

$D1479

!

D$1779

"综上!松毛菇粗提
及纯化多酚均具有一定的

;

T

4

2清除能力!相同浓度下纯
化多酚清除能力强于粗多酚!且清除能力均随浓度增加
而增强!与王建超)

4$

*

+胡明明)

4D

*的研究结果类似"当浓
度

%

4'

-

'

'\

时!纯化多酚与
_

W

对
;

T

4

2清除率无显著
差异!但与粗多酚差异显著!而浓度

"

4'

-

'

'\

后!相同
浓度的粗多酚与纯化多酚均低于

_

W

对
;

T

4

2的清除率!

且差异显著"

小写字母不同表示组内差异显著#

@

%

515#

%!大写字母不同表示
组间差异显著#

@

%

515#

%

图
4

!

不同浓度的松毛菇多酚溶液对
;

T

4

,的清除能力
U)

-

0L24

!

PH2./(R2,

-

),

-

/(

=

(/)G

I

KJ

=

K*

I=

H2,K*.JLK'

!

9

5

S

A

9

;;2-7&)5B3D<<)DKJ3)JJ2L2,G/K,/2,&

GL(G)K,.JKL;

T

4

,

人体很多重大疾病的发生均与细胞内的活性氧数量有
关!如羟基的存在)

4"

*

"由于多酚类含有羟基结构!与领苯三
酚结构类似!在领苯三酚自氧化时!亦使得松毛菇多酚发生
自氧化!从而导致松毛菇多酚清除

;

T

4

2的能力弱于
_

W

"

41!16

!

清除
?@@<

2能力
!

由图
6

可知!与对2

;<

和
;

T

4

2清除能力类似!松毛菇粗多酚+纯化多酚和
_

W

溶液
亦具有一定清除

?@@<

2的能力!且清除率亦与多酚溶
液浓度呈正相关"在试验设计浓度范围内!纯化多酚和
_

W

溶液对
?@@<

2的清除率随浓度增大增幅明显!粗多
酚对

?@@<

2的清除率随浓度增大呈平缓上升趋势"当
浓度为

517'

-

'

'\

时!粗多酚+纯化多酚及
_

W

对应清除
率均达最大值!分别为

7$1689

!

D"18$9

!

"71659

"相同
浓度下!对

?@@<

2的清除率由大至小的排序为&

_

W

"

纯
化多酚

"

粗多酚"综上!松毛菇粗多酚及纯化多酚均具有
一定的清除

?@@<

2的能力!相同浓度下纯化多酚清除能

小写字母不同表示组内差异显著#

@

%

515#

%!大写字母不同表示
组间差异显著#

@

%

515#

%

图
6

!

不同浓度的松毛菇多酚溶液对
?@@<

,的清除能力
U)

-

0L26

!

PH2./(R2,

-

),

-

/(

=

(/)G

I

KJ

=

K*

I=

H2,K*.JLK'

!

9

5

S

A

9

;;2-7&)5B3D<<)DKJ3)JJ2L2,G/K,/2,&

GL(G)K,.JKL?@@<

,

力强于粗多酚!且清除能力均随浓度增加而增强"当
_

W

+纯化多酚和粗多酚质量浓度相同时!且浓度
&

51!9

时!三者清除
?@@<

2的能力无显著差异!

"

51!9

时!松
毛菇粗多酚与纯化多酚清除

?@@<

2的能力较
_

W

差"

由以上结果可知!松毛菇纯化多酚对2

;<

+

;

T

4

2和
?@@<

2的清除能力均强于粗多酚!可能是粗多酚中所含
有的活性作用成分要低于纯化多酚!且粗多酚含有较多
杂质#如色素+蛋白等%!因此松毛菇多酚产业化应用过程
中!粗多酚的分离纯化显得尤为必要"

414

!

松毛菇多酚抑菌活性
4141!

!

不同浓度松毛菇多酚的抑菌效果
!

由表
!

可知!

6

种浓度#

!5

!

45

!

65'

-

'

'\

%的松毛菇粗多酚对大肠埃希
氏菌无抑制作用!除革兰氏阴性的伤寒沙门氏菌外!各浓
度的粗多酚对革兰氏阳性的金黄色葡萄球菌和枯草芽孢
杆菌+酿酒酵母均有抑制作用!且抑菌圈直径大小与多酚
浓度存在明显的剂量效应关系!即抑菌效果随着多酚浓
度的增大而增强"当粗多酚浓度为

45

!

65'

-

'

'\

时对
伤寒沙门氏菌亦呈现抑制作用"相比松毛菇粗多酚!除
对大肠埃希氏菌的抑菌效果无显著变化外!纯化多酚对
其他

8

种供试菌的抑菌圈直径均明显增大"不论是粗多
酚还是纯化多酚!相同浓度下对酿酒酵母的抑菌圈直径
均最大!说明对酿酒酵母的抑菌效果最好!

65'

-

'

'\

时
对应的抑菌圈直径分别为#

!51"e514

%!#

!81$e514

%

''

"

综上!相同浓度条件下!粗多酚及纯化多酚均对酿酒酵母
的抑菌作用最强!且纯化多酚对同一供试菌的抑菌作用
均强于粗多酚"

41414

!

最低抑菌浓度和最低致死浓度
!

由表
4

可知!在
#

种供试菌中!松毛菇粗多酚对酿酒酵母和枯草芽孢杆菌
的

QFW

最低!均为
#15'

-

'

'\

!对大肠埃希氏菌的最高!

&'!

提取与活性
%]PXAWPF;: V AWPF_FPY

总第
44!

期
#

4545

年
6

月
#



表
!

!

松毛菇多酚对供试菌的抑菌效果
!

P(M*2!

!

S(/G2L)K.G(G)/2JJ2/GKJ

=

K*

I=

H2,K*.JLK'!

9

5

S

A

9

;;2-7&)5B3D<<)DK,GH2G2.G23M(/G2L)(

$

)h6

%

!

''

供试菌 !!!!!!!!

纯化前
!!!!!!!! !!!!!!!!

纯化后
!!!!!!!!

!5'

-

'

'\ 45'

-

'

'\ 65'

-

'

'\ !5'

-

'

'\ 45'

-

'

'\ 65'

-

'

'\

对照

大肠埃希氏菌
715e51! 715e51! 715e51! 716e51! 71$e514 $15e51! 715

伤寒沙门氏菌
715e51! $1#e516 !51!e514 $14e51! D1$e514 !415e514 715

金黄色葡萄球菌
$14e51! D1!e514 "1!e514 D1#e51! "14e514 !51!e516 715

枯草芽孢杆菌
D16e514 "15e514 !516e514 D1"e514 !518e514 !416e516 715

酿酒酵母
D17e51! "14e517 !51"e514 !51#e51! !614e516 !81$e514 715

表
4

!

松毛菇多酚的
QFW

和
QSW

P(M*24

!

QFW(,3QSWKJ

=

K*

I=

H2,K*.JLK'

!

9

5

S

A

9

;;2-7&)5B3D<<)D '

-

&

'\

菌种 !! !

QFW

! !! !! !

QSW

!! !

纯化前 纯化后 纯化前 纯化后
大肠埃希氏菌

4515 !515 6515 !#15

伤寒沙门氏菌
!#15 #15 4#15 !515

金黄色葡萄球菌
!515 #15 !#15 #15

枯草芽孢杆菌
#15 41# !#15 #15

酿酒酵母
#15 41# !515 41#

为
4515'

-

'

'\

"松毛菇纯化多酚亦对酿酒酵母和枯草
芽孢杆菌的

QFW

最低!均为
41#'

-

'

'\

"粗提及纯化多
酚对酿酒酵母的

QSW

最小!分别为
!515

!

41#'

-

'

'\

!对
大肠埃希氏菌的

QSW

最大!分别为
6515

!

!#15'

-

'

'\

"

纯化多酚对各菌种的
QFW

和
QSW

均小于粗多酚!表明
纯化多酚的抑菌活性强于粗多酚"综上表明!在

#

种供
试菌中!松毛菇粗多酚及纯化多酚对酿酒酵母的抑菌能
力最强!对大肠埃希氏菌的抑菌效果最弱!且纯化多酚对
各供试菌的抑菌作用均强于粗多酚"

6

!

结论
通过体外抗氧化试验获知松毛菇粗多酚及纯化多酚

对2

;<

+

;

T

4

2和
?@@<

2均具有清除作用!且清除效果
与多酚质量浓度呈量效关系"同等浓度条件下纯化多酚
的清除效果强于粗多酚"抑菌试验得出松毛菇粗多酚及
纯化多酚对

#

种供试菌呈现不同的抑菌活性!相同浓度
条件下均对酿酒酵母抑菌能力最强!纯化多酚对大肠埃
希氏菌的抑菌能力最弱!而粗多酚对大肠埃希氏菌无抑
菌作用!纯化多酚的抑菌活性强于粗多酚"

松毛菇多酚具有良好的抗菌活性!可作为天然抗氧
化剂及天然植物抗菌剂应用于食品加工与医疗保健中"

后续试验可利用现代分析方法#

<@\W

+红外光谱技术
等%!对松毛菇多酚化合物进行结构鉴定和组分分析!进
一步明确其中抗氧化和#或%抑菌效果的主要生物活性成
分!探究其作用机制!并进一步将其应用于油脂+肉制品+

饮料等食品加工中!从而促进松毛菇的高值化利用"
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