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摘要 从蛹虫草(Cordycepsmilitaris)BYB-08液体发酵液中提取胞外多糖并纯化,测定蛹虫草胞外多糖粗

品(exopolysaccharides,EPS)和纯化品(EPS-1)清除DPPH、·OH、O2-·以及螯合Fe2+ 的能力和总还原能力。

结果表明:EPS和EPS-1对DPPH、·OH、O2-·都具有一定的清除能力以及螯合Fe2+ 的能力和总还原能力,

且其抗氧化效果与多糖质量浓度呈良好的剂量-效应关系。当多糖质量浓度为10mg/mL时,EPS和EPS-1对

DPPH的清除率分别达到96.07%、95.51%,对·OH的清除率分别达到74.00%、68.39%,对O2-·的清除率

分别达到75.10%、62.12%,对Fe2+螯合率分别达到54.12%、28.13%,同时EPS和EPS-1的总还原力分别达

到62%、54%。胞外多糖粗品EPS的抗氧化效果优于纯化品EPS-1。
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  蛹虫草(Cordycepsmilitaris),又名北虫草、北
冬虫夏草、蛹草菌等,属子囊菌亚门,麦角菌目,麦角

菌科,是冬虫夏草的近缘种,虫草属的模式种。蛹虫

草和冬虫夏草具有相似的活性成分和药理作用。蛹

虫草部分药用成分的含量甚至高于冬虫夏草[1-2]。
蛹虫草对于生长环境要求相对较低,且人工培养已

经基本成型并可进行大规模培养[3]。因此,蛹虫草

逐渐成为冬虫夏草最理想的代用品。蛹虫草含有虫

草素、虫草多糖、氨基酸、腺苷、虫草酸和SOD等[4]

活性成分。虫草多糖作为蛹虫草重要的活性成分之

一,具有调节免疫、抗氧化、抗肿瘤、保护肝脏、降血

糖、抑菌等[5-10]多种生物活性作用,还具有天然、安
全、无毒副作用的优点,因此,受到国内外很多学者

的青睐。目前,国内外对于蛹虫草的研究多集中于

蛹虫草人工培养、活性成分的提取工艺以及子实体

粗提物的功能活性等方面。蛹虫草胞外多糖是蛹虫

草发酵液中主要成分之一,由于其分离纯化较困难,
目前对蛹虫草胞外多糖的研究和报道相对较少,同
时对蛹虫草胞外多糖粗品与纯化品的抗氧化活性差

异的研究较少[11]。本研究采用水提醇沉法提取蛹

虫草胞外多糖,对比蛹虫草BYB-08胞外多糖粗品

和纯化品的抗氧化活性,以期为蛹虫草多糖生物活

性的作用机制及蛹虫草多糖类药物、功能性食品的

开发和应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)菌株。蛹虫草菌株BYB-08由华中农业大学

应用真菌研究所提供。

2)试剂和仪器设备。羟基自由基测定试剂盒、
抗超氧阴离子自由基及产生超氧阴离子自由基测试

盒、总抗氧化能力(T-AOC)测定试剂盒购于南京建

成生物工程研究所。离心机,上海安亭科学仪器厂;

R-215旋转蒸发仪,瑞士步琦有限公司;HH-6数显

恒温水浴锅,国华电器有限公司;SP-752紫外-可见

光分光光度计,上海光谱仪器;BT224S电子天平,
德国赛多利斯集团。

3)培养基。斜面培养基:马铃薯琼脂(PDA)
培养基。种子培养基:蔗糖2%、蛋白胨2%、酵母膏

1%、pH自然。液体发酵培养基:蔗糖6.41%、酵母

浸出粉3.79%、KH2PO40.072%、pH自然。

1.2 试验方法

1)蛹 虫 草 BYB-08的 液 体 培 养。将 蛹 虫 草

BYB-08菌株接入到斜面PDA培养基后,27℃培养
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7d,然后挑取6~8块大小约0.5cm2的菌种块接入

100mL/250mL液体种子培养基,25℃、150r/min
振荡培养3d,得到种子培养液。按10%的接种量,
将种子培养液接入到液体发酵培养基内,25℃、150
r/min振荡培养6d。

2)蛹虫草BYB-08胞外多糖的提取、纯化及含

量测定。蛹虫草发酵液4000r/min离心15min,
取上清液减压浓缩至10~15mL,然后加入3倍体

积95%乙醇,4℃冰箱静置24h。离心取沉淀部分

采用文献[12]方法脱蛋白,再将脱蛋白处理后的粗

多糖置于透析袋中,4℃持续透析3~5d,浓缩、真
空冷冻干燥得到胞外多糖粗品(EPS)。取EPS50
mg溶于5mL的蒸馏水中,过0.45μm微孔滤膜后

上样于 DEAE-cellulose-52离子交换柱,分别用蒸

馏水及0.1、0.2、0.3mol/LNaCl对样品进行梯度

洗脱,收集洗脱液,透析、冷冻干燥。采用苯酚-硫酸

法测定胞外多糖的含量[13]。

3)清除DPPH的测定。根据Yen等[14]方法稍

作修改,将 DPPH 粉 末 用 无 水 乙 醇 配 制 成0.2
mmol/L的DPPH无水乙醇混合液,准确吸取样品

待测溶液(质量浓度梯度为1、2、3、4、5mg/mL)和

DPPH无水乙醇混合溶液各2mL,混匀后室温下避

光放置30min,于波长517nm处测定吸光度,每个

样品平行测定3次,使用维生素C(Vc)作为阳性对

照。按照下列公式计算各待测样品对DPPH 的清

除率:

清除率/% = (1-As-Ab

Ac
)×100

式中:As为2mL样品溶液+2mLDPPH无水

乙醇混合液的吸光度;Ab为2mL样品溶液+2mL
无水乙醇的吸光度;Ac为2mLDPPH无水乙醇混

合液+2mL蒸馏水的吸光度。

4)清除羟基自由基(·OH)的测定。采用南京

建成生物工程研究所提供的羟基自由基测定试剂盒

来测定样品清除·OH的能力。试验步骤按照说明

书进行,蒸馏水空白对照,Vc作阳性对照。按照下

列公式计算各待测样品对·OH的清除率:

清除率/% =A0-Ax

A0-Ab
×100

式中:A0为对照管的吸光度;Ax为测定管的吸

光度;Ab为空白管的吸光度。

5)清除超氧阴离子自由基(O2-·)的测定。采

用南京建成生物工程研究所的抗超氧阴离子自由基

及产生超氧阴离子自由基测试盒。试验按照说明书

进行,采用蒸馏水作空白,Vc作阳性对照。按照下

列公式计算各待测样品对O2-·的清除率:

清除率/% =A0-Ax

A0
×100

式中:A0为对照管的吸光度;Ax为测定管的吸

光度。

6)Fe2+螯合能力的测定。参考Decker等[15]的

方法稍作修改。反应混合物包含3mL不同质量浓

度(2、4、6、8mg/mL)的样品、0.05mL氯化亚铁溶

液(2mmol/L)、0.2mL菲洛嗪溶液(5mmol/L),
剧烈振荡,室温下孵育10min。在562nm处测定

其吸光值。乙二胺四乙酸(EDTA)作为阳性对照。
按下面的公式计算Fe2+螯合能力:

螯合能力/% =A0-(A1-A2)
A0

×100

式中:A0为对照组的吸光值(使用蒸馏水代替

样品);A1为样品的吸光值;A2为空白的吸光值(使
用蒸馏水代替氯化亚铁溶液)。

7)总抗氧化能力的测定。采用南京建成生物工

程研究所的总抗氧化能力(T-AOC)测定试剂盒。
试验按照说明书进行,采用蒸馏水作空白,Vc作阳

性对照。总抗氧化能力=A-A0,A 为测定管的吸

光度;A0为对照管的吸光度。
1.3 统计分析

所有 数 据 均 为3次 测 定 的 平 均 值,表 示 为

Mean±SD(标准偏差)。采用SPSS软件对试验结

果进行统计分析,采用方差分析(ANOVA)用于各

质量 浓 度 组 间 的 显 著 性 检 验,使 用 GraphPad
Prism5.0用于计算样品清除自由基的IC50。

2 结果与分析

2.1 EPS 和 EPS-1 的提取、纯化及含量测定

1)EPS的提取和纯化。将蛹虫草发酵液经离

心、乙醇沉淀、脱蛋白、透析及冷冻干燥等处理,便可

得到胞外多糖粗品(EPS)。蛹虫草胞外多糖粗品

EPS经DEAE-cellulose-52洗脱后的洗脱曲线如图

1所示。由图1可知,EPS经蒸馏水洗脱后得到一

个比较高的、对称的洗脱峰,该洗脱组分为中性多

糖,收集该组分经浓缩、透析、冷冻干燥,命名为

EPS-1;洗脱液为0.1mol/LNaCl时,EPS的洗脱

曲线呈现一个较小的、对称的洗脱峰,该洗脱组分

为酸性多糖,命名为EPS-2;而洗脱液为0.2、0.3
mol/LNaCl时均没有洗脱峰,表明EPS均仅存在

1种酸性多糖。
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图1 EPS经DEAE-cellulose-52洗脱曲线

Fig.1 ElutioncurveofEPSonthe
DEAE-cellulose-52column

  EPS 经 DEAE-cellulose-52 分 级 分 别 得 到

EPS-1和 EPS-22种多糖组分,其回收率分别为

69.1%、15.5%,总回收率为84.6%。其中,EPS-1
所占比例较高,EPS-2所占比例较低。因此,收集比

例较高的组分即EPS-1和胞外多糖粗品EPS用于

下一步体外抗氧化活性分析。

2)EPS和EPS-1含量测定。以葡萄糖为标准

对照品,在490nm处测得吸光度(A)与葡萄糖质量

浓度(μg/mL)之间的回归方程为y=0.0147x-
0.0024(R2=0.9995)(图2),蛹虫草胞外多糖EPS
的多 糖 含 量 为 59.78%,EPS-1 的 多 糖 含 量 为

70.53%;推测蛹虫草胞外多糖EPS和EPS-1可能

含有除多糖以外的其他成分,如部分难以分离的蛋

白质等组分。

图2 苯酚-硫酸法测定葡萄糖含量的标准曲线

Fig.2 Thestandardcurveofglucosemeasured
byphenol-sulfuricacidmethod

2.2 EPS 和 EPS-1 对自由基的清除能力

1)对DPPH 的清除作用。DPPH 是一种人工

合成的以氮为中心的稳定自由基,被广泛应用于评

价抗氧化成分的体外抗氧化活性。由图3A可知,
在质量浓度为2~10mg/mL时,随着EPS和EPS-
1质量浓度的增加,对DPPH的清除能力逐渐增强;
当多糖质量浓度为10mg/mL时,EPS和EPS-1对

DPPH的清除率分别达到96.07%、95.51%,与同

质量浓度的 Vc的清除率(96.68%)相仿,且比C.
militarisSU5和C.militarisSU5-08[16]的EPS清

图3 EPS和EPS-1对DPPH(A)、·OH(B)、O2-·(C)的清除作用

Fig.3 ScavengingratesofEPSandEPS-1againstDPPH(A),·OH(B),O2-·(C)
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除DPPH的效果明显。此外,对DPPH的清除率为

50%(IC50)时对应的EPS和EPS-1质量浓度分别

为1.15、1.58mg/mL;对 DPPH 清除能力大小

EPS>EPS-1。

2)对羟基自由基(·OH)的清除作用。由图3B
可知,EPS和 EPS-1对·OH 具有一定的清除效

果,且清除率均随多糖质量浓度的增加而增加,在多

糖质量浓度为8mg/mL时,EPS和EPS-1对·OH
的清除率分别达到72.01%、65.46%,优于冬虫夏

草菌-中国被毛孢(Hirsutellasinensis)的菌丝体水

提物60.90%[17];在多糖质量浓度为10mg/mL
时,EPS和 EPS-1对·OH 的 清 除 率 分 别 达 到

74.00%、68.39%,对·OH的清除率为50%(IC50)
时对应的 EPS和 EPS-1质量浓度分别为3.94、

6.72mg/mL,对·OH 的清除能力大小依次为

EPS>EPS-1。

3)对超氧阴离子自由基(O2-·)的清除作用。
由图3C可知,在试验所取的质量浓度范围内,EPS
和EPS-1对O2-·的清除能力表现出良好的剂量-

反应效应;对O2-·的清除率为50%(IC50)时对应

的EPS 和 EPS-1 质 量 浓 度 分 别 为 4.07、5.60
mg/mL,EPS对O2-·的清除率略优于EPS-1;当多

糖质量浓度为10mg/mL时,EPS和EPS-1对O2-·
的清除率都达到最高,分别为75.10%和62.12%。
2.3 EPS 和 EPS-1 对 Fe2+ 的螯合能力及总抗氧化

能力

  1)对Fe2+ 的螯合能力。Fe2+ 螯合能力的测定

是评价抗氧化物质抗氧化活性的一个重要指标。由

图4A可知,EPS和EPS-1对Fe2+具有一定的螯合

能力。在多糖的质量浓度为2~10mg/mL时,EPS
对Fe2+螯合能力随质量浓度的增大而增大;在多糖

的质量浓度为2~8mg/mL时,EPS-1对Fe2+螯合

率逐渐增大,在质量浓度为8mg/mL时,EPS-1对

Fe2+螯合率最大,为31.07%(P<0.01),当质量浓

度大于8mg/mL时,螯合能力略有下降,与 Yu
等[18]的研究结果相一致;在质量浓度为10mg/mL
时,EPS和EPS-1对Fe2+的螯合率分别为54.12%、

28.13%。

图4 EPS和EPS-1对Fe2+的螯合能力(A)及总抗氧化能力(B)

Fig.4 Theferrousionchelatingcapacity(A)andreducingpower(B)ofEPSandEPS-1

  2)总抗氧化能力(T-AOC)。由图4B可知,

EPS和EPS-1都有一定的总还原能力,且随着多糖

质量浓度的增加,总还原能力逐渐增强,当多糖质量

浓度为10mg/mL时,EPS和EPS-1的总还原力都

超过0.5,表明EPS和EPS-1均是良好的电子供

体,具有一定的抗氧化能力,EPS的抗氧化能力较

EPS-1的抗氧化能力强。

3 讨 论

本研究采用不同方法对蛹虫草胞外多糖粗品和

纯化品进行体外抗氧化试验,结果表明,在试验所选

取的浓度范围内,EPS和EPS-1都具有清除DPPH、
·OH、O2-·的能力和螯合Fe2+的能力,同时也具

有一定的总还原能力,但二者的抗氧化活性存在差

异。在清除DPPH、·OH、O2-·时,EPS和EPS-1
清除自由基能力随多糖质量浓度的增加而提高;其
中,对DPPH的清除效果最好,当多糖质量浓度为

2mg/mL时,二者的清除率均大于50%,表明EPS
和EPS-1具有较好的供氢能力,能阻断油脂自动氧

化的连锁反应,从而发挥抗氧化作用;在多糖质量浓
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度为6mg/mL时,对O2-·清除率即可超过50%,
而要使得对·OH 的清除率大于50%则需要多糖

质量浓度达到8mg/mL,表明EPS和EPS-1能较

好地清除自由基,从而阻止氧化反应的产生;同时,

EPS和EPS-1也具有一定的螯合Fe2+的能力和总

还原能力,表明EPS和EPS-1具有螯合金属离子、
阻止金属离子催化氧化反应以及较好的还原能力。
蛹虫草胞外多糖的体外抗氧化试验结果表明,蛹虫

草胞外多糖作为一种天然、无毒的抗氧化物质,其抗

氧化机理可能包括:清除自由基(DPPH、·OH、

O2-·等)、螯合金属离子(Fe2+)、清除氧等。但在

相同多糖质量浓度条件下,蛹虫草胞外多糖粗品的

清除效果均稍优于纯化品,与张俊生等[19]的研究结

果一致。
一般来说,植物多糖的活性不仅与多糖的单糖

组成、糖苷键类型、主链的构型、支链、官能团、分子

质量及高级结构等[20-22]有关,还与其共存的其他物

质有关。蛹虫草胞外多糖粗品成分复杂,往往含有

糖蛋白、氨基酸、黄酮类、类胡萝卜素以及硒等成分。

Yu等[23]在研究中发现蛹虫草对氧化损伤的保护作

用可能是因为蛹虫草中的虫草多糖、多酚和类黄酮

等物质具有清除自由基的能力。同时,蛹虫草胞外

多糖粗品中可能还含有类胡萝卜素和硒等成分,这
些与蛹虫草胞外多糖共存的其他物质,可能对蛹虫

草胞外多糖的抗氧化效果产生协同增效作用。因

此,在试验所选取的浓度范围内,蛹虫草胞外多糖粗

品EPS的抗氧化效果优于纯化品EPS-1。
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Antioxidantactivityofextracellularpolysaccharides
ofCordycepsmilitaris

YEWen-jiao1 FENGWu1 HUANGWen1 BIANYin-bing2 CHENJia-ping1 SHENLi-li1

1.CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China;

2.CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Antioxidantactivityofcrude(exopolysaccharides,EPS)andpurified(EPS-1)extracellular
polysaccharidesfromCordycepsmilitarisBYB-08werestudied.Theresultshowedthatbothcrudeand
purifiedpolysaccharideshadscavengingactivityagainstDPPHradical,·OH,O2-·,ferrousionchela-
tingabilityandtotalreducingcapacity(T-AOC).ThescavengingratesofEPSandEPS-1onDPPHradi-
calat10mg/mLwere96.07%and95.51%.ThescavengingratesofEPSandEPS-1on·OH were
74.00%and68.39%.Theferrousionchelatingcapacity,scavengingratesofO2- ·andthereducing
powerofEPSandEPS-1were54.12%,28.13%,75.10%,62.12%,62%and54%,respectively.The
crudepolysaccharidesEPSshowedstrongerantioxidantpropertiesthanpurifiedpolysaccharidesEPS-1.

Keywords Cordycepsmilitaris;extracellularpolysaccharide;antioxidantactivity;freeradical;

chelatingcapacity
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