
基金项目!黑龙江省自然基金项目$编号,

LI!"#%<"#!

%&黑龙江

省优势特色学科资助项目$编号,黑教联1

!"#9

2

;

号%&

黑龙江省农垦总局资助项目$编号,

I-[#&[(/#"#/

";

%

作者简介!梁英!女!黑龙江八一农垦大学教授!博士#

通信作者!毕洪梅$

#%$$

'%!女!黑龙江八一农垦大学副教授!博

士#

B/?352

,

>)4

R

?'5

6

X5

7

#!.N=)?

收稿日期!

!"!"/"9/#$

!"#

,

$%&$'()*

.

+

&,--.&$%%'/)011&*%*$&%$&%*?

平菇多糖硫酸酯制备工艺优化及抗氧化活性研究
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摘要!以取代度为考察指标#研究了浓硫酸加入量*反应

温度和反应时间等因素对平菇多糖硫酸化的影响)在单

因素的基础上#通过
L

%

!

&

;

"正交试验优化平菇多糖硫酸

酯的制备工艺条件)采用
(:/+J

光谱仪对平菇多糖和平

菇多糖硫酸酯进行结构鉴定#并通过测定还原力*

F77I

自由基*超氧阴离子自由基和羟自由基清除率探索了平

菇多糖硫酸酯的抗氧化活性'结果表明(平菇多糖硫酸

酯制备优化工艺条件为平菇多糖
#N""

R

#浓硫酸加入量

#"?L

#反应温度
."c

#反应时间
%"?54

#该条件下平菇

多糖硫酸酯的取代度为
"N;9

'

(:/+J

光谱分析证明硫酸

基与平菇多糖形成了平菇多糖硫酸酯'平菇多糖硫酸酯

对
F77I

自由基*超氧阴离子自由基和羟基自由基的

"F

A"

!半数清除率"分别是
"N9#.

#

#N99!

#

#N.##?

R

%

?L

)平

菇多糖硫酸酯的还原力和对
&

种自由基的清除力均优于

平菇多糖'说明平菇多糖经硫酸酯化后抗氧化能力

增强'

关键词!平菇)多糖)硫酸酯化)制备工艺)光谱分析)抗

氧化
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平菇又称白蘑!学名侧耳!属担子菌门下伞菌目侧耳

科!是药食两用菌#平菇易于栽培!营养丰富且富含多

糖1

#

2

!是获取多糖物质的极好原料#据报道1

!b;

2

!平菇多

糖$
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@
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化"抗肿瘤"抗病毒"抗凝血"降血糖"降血脂和免疫调节

等多种生物活性#但因水溶性较差!其生物活性的发挥

受到了一定的限制#对多糖进行化学修饰!可有效地改

变多糖的化学结构!从而改变多糖的理化性质!提高其生

物活性1

A

2

#天然多糖硫酸酯和化学修饰后的多糖硫酸酯

是目前研究较多的一大类多糖!硫酸酯化是多糖改性的

最常用方法!已成为近年来研究的热点!受到很多学者们

的极大关注1

.b9

2

#研究表明!多种食用菌多糖经硫酸化

修饰后!不但提高了原多糖的水溶性!其抗氧化1

%b##

2

"抗

肿瘤1

#!b#&

2

"抗病毒1

#;

2

"抗凝血1

#A

2

"降血脂1

#.

2

"保护神经细

胞1

#$

2等作用也明显增强#近年来!对多糖硫酸酯的合成"

表征和生物活性的研究促进了多糖硫酸酯在食品工业和

医药领域的应用1

#9

2

#但对平菇多糖硫酸酯的制备及生物

活性研究中国未见报道#

研究拟以从平菇子实体中提取的平菇多糖为原料!

采用浓硫酸法对平菇多糖硫酸酯的制备工艺进行优化!

鉴定平菇多糖硫酸酯的结构并考察其抗氧化活性#旨在

为平菇多糖硫酸酯在药物和抗氧化保健功能性食品的开

发应用提供理论依据#

#

!

材料与方法
#N#

!

材料与主要试剂

平菇多糖,纯度为
9$NA.Z

!实验室自制&

无水乙醇"浓硫酸"正丁醇"硫酸钾"三氯化铁"抗坏

血酸"邻苯三酚"抗坏血酸"水杨酸"过氧化氢,分析纯!天

津市大茂化学试剂厂&

三羟甲基氨基甲烷,生化试剂!美国
,5

R

?3

公司&

F77I

,分析纯!美国
,5

R

?3

公司#

#N!

!

仪器与设备

电子分析天平,

0LD/&#"N&

型!上海精密科学仪器有

限公司&

旋转蒸发器,

JB/A!%%

型!巩义市黄山谷予华仪器厂&

紫外分光光度计,

:.

新世纪型!北京普析通用仪器

有限责任公司&

傅立叶变换红外光谱仪,

-'̂P6.$"(:/+J

型!美国

:>'8?)-5=)2'1

公司&

离心机,

Lh\/++<

型!上海安亭科学仪器厂&

恒温水浴锅,

If,!;

型!上海一恒科学仪器有限

公司#

#N&

!

试验方法

#N&N#

!

平菇多糖硫酸酯的制备
!

取一定体积的浓硫酸与

A?L

含有
"N".&

R

$

-I

;

%

!

,E

;

的正丁醇溶液混合!置于

三颈圆底烧瓶中!装上干燥管和搅拌器!冰浴冷却到
"c

!

磁力搅拌
&"?54

!缓慢加入
#N""

R

平菇多糖!在一定温度

下进行反应#反应结束后!离心$

&"""8

.

?54

!

#"?54

%分

离!残留物用
AZ -30=

溶液中和!产物用重蒸水透析

!;>

!然后加入
A

倍体积的无水乙醇沉淀!减压抽滤!用无

水
D3D2

!

干燥!得到的白色晶体即为平菇多糖硫酸酯#

#N&N!

!

平菇多糖硫酸酯制备的单因素试验设计
!

$

#

%浓硫酸加入量对平菇多糖硫酸酯取代度的影响,

固定平菇多糖质量
#N""

R

"反应时间
%"?54

"反应温度

!"c

!浓硫酸加入量分别为
.

!

9

!

#"

!

#!

!

#;?L

!按
#N&N#

进行操作并计算取代度值#

$

!

%反应温度对平菇多糖硫酸酯取代度的影响,固定

平菇多糖质量
#N""

R

"浓硫酸加入量
#"?L

"反应时间

%"?54

!反应温度分别为
!"

!

;"

!

."

!

9"

!

#""c

!按
#N&N#

进

行操作并计算取代度值#

$

&

%反应时间对平菇多糖硫酸酯取代度的影响,固定

平菇多糖质量
#N""

R

"浓硫酸加入量
#"?L

"反应温度

!"c

!反应时间分别为
&"

!

."

!

%"

!

#!"

!

#A"?54

!按
#N&N#

进行操作并计算取代度值#

#N&N&

!

平菇多糖硫酸酯制备的正交试验设计
!

在单因素

试验的基础上确定正交试验的因素水平!采用
L

%

$

&

;

%表

进行正交试验!对平菇多糖硫酸酯的制备工艺进行优化#

#N&N;

!

考察指标测定

$

#

%硫酸基含量的测定及取代度计算,采用
<3D2

!

凝

胶法1

#%

2测定硫酸基含量!以
[

!

,E

;

溶液绘制标准曲线!

在
&."4?

波长下测定吸光度!由回归方程计算硫酸基含

量!再根据式$

#

%计算取代度#

-

,

X

#7.!

Y

8

&!

Z

#7"!

Y

8

! $

#

%

式中,

-

,

'''取代度&

8

'''硫含量!

Z

#

$

!

%红外光谱分析,称取
A?

R

的平菇多糖或平菇多

糖硫酸酯与适量的
[<8

压片!用
(:/+856A

型傅立叶变换

红外光谱仪在
;"""

(

;""=?

b#波数范围扫描!得到红外

吸收光谱图进行分析!确定平菇多糖硫酸酯的合成情况#

$

&

%相对还原力,参照文献1

!"

2!以抗坏血酸作阳性

对照!在
$""4?

处测定吸光度!每个样品重复
&

次!取平

均值#吸光度越大!还原能力越强#

$

;

%超氧阴离子自由基清除能力,采用邻苯三酚自氧

化法1

!"

2

!以抗坏血酸作阳性对照!在
&!A4?

处测定吸光

度值!重复
&

次!取平均值#

$

A

%

F77I

自由基清除能力,参照文献1

!"

2!以抗坏

血酸作对照!在
A#$4?

处测定吸光度值!重复测定
&

次!

取平均值#

$

.

%羟自由基的清除能力,采用
('41)4

反应体

系1

!"

2

!以抗坏血酸作阳性对照!重复测定
&

次!取平均值#

#N;

!

数据处理

试验数据处理采用
,0,%N#

软件!结果用$平均数

&'!

提取与活性
Bh:J0D:+E- G 0D:+M+:K

总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



值
e

标准偏差%表示!

7

#

"N"A

为差异显著水平#

!

!

结果与分析
!N#

!

平菇多糖硫酸酯制备工艺优化

!N#N#

!

单因素试验
!

由图
#

$

3

%可知!随浓硫酸加入量的

增大!取代度先增加!当硫酸加入量为
#"?L

时取代度最

大$为
"N;"

%!之后开始降低#可能是浓硫酸加入过多!放

热过快造成多糖碳化!同时还会导致多糖部分降解的缘

故#因此!浓硫酸最佳加入量为
#"?L

#

由图
#

$

X

%可知!反应温度在
!"

(

."c

时!随温度升

高!取代度缓慢增加&当温度为
." c

时!取代度达到最

高!为
"N;$

&当温度超过
."c

时取代度明显降低#说明

温度过高也可造成平菇多糖碳化!不利酯化反应#因此!

最佳反应温度为
."c

#

由图
#

$

=

%可知!反应初期!随反应时间的延长!平菇

多糖的取代度明显提高!

#NA>

时达最高$为
"N;!

%!之后取

代度有所降低#可能是因为浓硫酸的强氧化性及长时间

作用引起多糖分子链发生断链和脱水焦化等副反应!致

使取代度下降1

!#

2

#因此!最佳反应时间为
#NA>

#

图
#

!

浓硫酸体积*反应温度和反应时间对平菇多糖硫酸酯取代度的影响

(5

R

P8'#

!

:>''YY'=16)Y6P2

O

>P85=3=5*C)2P?'

#

1'?

O

'831P8'34*15?')41>'*'

R

8'')Y6PX6151P15)4

)Y

O

)2

@

63==>385*')YS;+&B.D&C.CDB+2D&C

!N#N!

!

正交试验
!

在单因素试验结果的基础上确定正交

试验的因素水平!见表
#

#

!!

由表
!

可知!浓硫酸加入量影响最大!反应温度次

之!影响最小的是反应时间&空列的
L

值与反应时间的
L

值相等!可能是因素间存在一定的交互作用所致#优化

参数为
0

!

D

!

F

!

!即平菇多糖质量
#N""

R

!浓硫酸加入量

#"?L

!反应温度
."c

!反应时间
%"?54

#按此组参数重

复
&

次验证实验!平菇多糖取代度为
"N;9

!高于其他组

合!因此优化工艺为平菇多糖质量
#N""

R

!浓硫酸加入量

#"?L

!反应温度
."c

!反应时间
%"?54

#

!N!

!

红外光谱分析

平菇多糖和平菇多糖硫酸酯的
(:/+J

谱图见图
!

#

从图
!

可以看出!平菇多糖硫酸酯除了有与平菇多糖共

同的特征吸收峰,

&!""

(

&.""=?

b#处
E

'

I

的伸缩振

动峰!

!9""

(

&"""=?

b#处
D

'

I

$次甲基%的伸缩振动峰!

#.A"=?

b#附近
&&

D E

的伸缩振动峰!

#;#;

(

#;A9=?

b#

表
#

!

正交试验因素水平表

:3X2'#

!

:>'Y3=1)8634*2'C'26)Y)81>)

R

)432'̂

O

'85?'41

水平
0

浓硫酸加入量.
?L<

反应温度.
c D

反应时间.
?54

# 9 ;" ."

! #" ." %"

& #! 9" #!"

处
D

'

E

'

D

和
D

'

E

'

I

的 伸 缩 振 动 峰!

#"""

(

#!""=?

b#处 吡 喃 环 的
D

'

E

'

D

的 伸 缩 振 动 峰 及

A9"=?

b# 处附近
D

'

E

'

I

键内部旋转引起的吸收峰!

证明平菇多糖为吡喃型多糖#平 菇 多 糖 硫 酸 酯 在

#!&"=?

b#和
9A"=?

b#附近增加了两个新的吸收峰!

#!&"=?

b#的峰是'

E,E

b

&

的
&&

, E

非对称伸缩振动峰!

表
!

!

正交试验结果

:3X2'!

!

E81>)

R

)4321'618'6P216

试验号
0 <

$空列%

D F

取代度

# # # # # "N&$

! # ! ! ! "N;A

& # & & & "N;&

; ! # ! & "N;.

A ! ! & # "N;!

. ! & # ! "N;;

$ & # & ! "N&"

9 & ! # & "N&!

% & & ! # "N&;

T

#

"N;! "N&9 "N&9 "N&9

''''''''''''''''''''''

T

!

"N;; "N;" "N;! "N;"

T

&

"N&! "N;" "N&9 "N;"

L "N#! "N"! "N"; "N"!

''!

"

M)2N&$

"

-)N#

梁
!
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9A"=?

b#附近的吸收峰为
D

'

E

'

,

的拉伸振动!均为硫

酯键的特征吸收峰#同时还可以看出!平菇多糖硫酸酯

在
&;""=?

b#附近的羟基吸收峰有所降低!说明平菇多

糖硫酸酯已成功合成1

%

!

#!

2

#

!N&

!

体外抗氧化活性

平菇多糖和平菇多糖硫酸酯的抗氧化活性试验结果

见图
&

#

!!

由图
&

$

3

%可知!在试验浓度范围内!平菇多糖和平菇

多糖硫酸酯的还原能力与样品浓度呈正相关!浓度越大!

还原能力越强!二者还原能力相当!低于对照组维生素
D

$

7

#

"N"#

%#

!!

由图
&

$

X

%可知!质量浓度为
"NA

(

&N"?

R

.

?L

时!平

菇多糖和平菇多糖硫酸酯对超氧阴离子自由基的清除能

力随着质量浓度的增加!一直明显增加#当质量浓度达

到
&N"?

R

.

?L

时!平菇多糖硫酸酯对超氧阴离子自由基

的清除率达到了
$"N#!Z

&但低于质量浓度为
#NA?

R

.

?L

的维生素
D

的清除率!与维生素
D

对照组比较差异显著

$

7

#

"N"#

%#维生素
D

"平菇多糖和平菇多糖硫酸酯对超

氧阴离子自由基的
"F

A"

$半数清除率%分别是
"N..9

!

!N&!#

!

#N99!?

R

.

?L

!平菇多糖硫酸酯对超氧阴离子自由

基的清除能力好于平菇多糖#

!!

由图
&

$

=

%可知!质量浓度为
"NA

(

#NA?

R

.

?L

时!平

菇多糖和平菇多糖硫酸酯对
F77I

自由基的清除能力

随浓度的增加极显著增加$

7

#

"N"#

%!质量浓度为
#NA

(

图
!

!

平菇多糖和平菇多糖硫酸酯
(:/+J

光谱

(5

R

P8'!

!

(:/+J3X6)8X34='6

O

'=18P?6)Y7E7

34*7E7,

&N"?

R

.

?L

时!对
F77I

自由基的清除能力增强缓慢!差

异不显著&平菇多糖硫酸酯对
F77I

自由基的清除能力

与对照组维生素
D

差异不显著!平菇多糖对
F77I

自由

基的清除能力与对照组维生素
D

差异显著$

7

#

"N"A

%&当

质量浓度为
&N"?

R

.

?L

时!平菇多糖硫酸酯"平菇多糖"

维生素
D

对
F77I

自由基的清除率分别为
9AN$9Z

!

$$N;AZ

!

%"N!&Z

#维生素
D

"平菇多糖和平菇多糖硫酸

酯对
F77I

自由基的
"F

A"

$半数清除率%分别是
"NA!&

!

"N%%%

!

"N9#.?

R

.

?L

!平菇多糖硫酸酯对
F77I

自由基的

清除能力好于平菇多糖#

!!

由图
&

$

*

%可知!质量浓度为
"NA

(

&N"?

R

.

?L

时!平

图
&

!

平菇多糖和平菇多糖硫酸酯的还原力和自由基清除能力

(5

R

P8'&

!

J'*P=15C'

O

)S'834*6=3C'4

R

54

R

3X5251

@

1)Y8''83*5=326)Y7E734*7E7,

('!

提取与活性
Bh:J0D:+E- G 0D:+M+:K

总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



菇多糖和平菇多糖硫酸酯对羟基自由基的清除能力随质

量浓度的增加而增大#维生素
D

对羟基自由基的清除能

力在质量浓度为
#NA?

R

.

?L

时基本达到最高!随着质量

浓度的增加!维生素
D

的清除率趋于稳定#当质量浓度

为
&N" ?

R

.

?L

时!平菇多糖硫酸酯的清除率达到了

$9N;!Z

#当质量浓度为
#NA?

R

.

?L

时!维生素
D

的清除

率达到了
%#N!9Z

!与对照组比较差异显著$

7

#

"N"#

%#维

生素
D

"平菇多糖和平菇多糖硫酸酯对羟基自由基的

"F

A"

$半数清除率%分别是
"N.&A

!

!N"9&

!

#N.##?

R

.

?L

!平

菇多糖硫酸酯对羟基自由基的清除能力好于平菇多糖#

综上!平菇多糖硫酸酯对
F77I

自由基"超氧阴离子

自由基和羟基自由基的清除能力均好于平菇多糖!与前

人1

%b#"

!

!!b!;

2研究结果一致#可能是多糖引入硫酸基后!

改变了多糖的水溶性"光学活性和空间构象!从而使其性

质有所不同!引起生物活性发生改变1

#.

!

!!

!

!A

2

#

&

!

结论
试验采用浓硫酸法成功制备了平菇多糖硫酸酯!通

过正交试验获得了制备优化工艺!即平菇多糖质量

#N""

R

!浓硫酸加入量
#"?L

!反应温度
."c

!反应时间

%"?54

!取代度为
"N;9

#红外吸收光谱分析证明平菇多糖

是吡喃型多糖#平菇多糖和平菇多糖硫酸酯都具有较好

的抗氧化性!但平菇多糖硫酸酯的抗氧化性强于平菇多

糖!说明食用菌多糖经硫酸修饰后抗氧化能力增强#综

上!制备平菇多糖硫酸酯的原料来源丰富!工艺简单!对

平菇多糖硫酸酯的批量生产有重要的现实意义!同时平

菇多糖硫酸酯的抗氧化性有着较好的应用价值!在药物

和抗氧化保健功能性食品领域会有长远的发展#平菇多

糖硫酸酯的其他生物活性及取代度不同对其生物活性的

影响还有待进一步研究#
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