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正红菇子实体多糖 HAP-Ⅰ的结构和抗氧化活性评价 
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摘要：以正红菇子实体分离纯化后得到的单一多糖 HAP-Ⅰ为研究对象，用高效凝胶渗透色谱（GPC）结合葡聚糖凝胶 Sephadex 

G-100 的分离结果鉴定其分子量分布及纯度，利用 FT-IR、GC、高碘酸氧化和 Smith 降解、NMR 研究 HAP-I 分子内部结构；通过体

外抗氧化法清除自由基 DPPH、O2
-、OH 以及还原力测定，评价HAP-I 抗氧化能力。结果表明，HAP-Ⅰ重均相对分子量 MW 16860 u；

FT-IR 显示 HAP-Ⅰ具有多糖的特征吸收峰且为含氨基的 β型 D-葡萄糖环构型；GC 结果显示 HAP-Ⅰ含鼠李糖、甘露糖、葡萄糖、半

乳糖 4 种单糖，摩尔比为 1:8.29:7.45:18.13；高碘酸氧化和 Smith 降解结果表明，HAP-I 是含有甘露糖苷的 D-吡喃葡萄糖环，包括 α

构型和 β构型，不含有 1→4 糖苷键，由 66.7% 1→3 糖苷键，22.24%的 1→6、1→糖残基和 11.06% 1→2 糖残基组成；NMR 表明 HAP-I

是含有半乳糖基的吡喃糖，既有 α构型，也有 β构型；体外抗氧化结果表明，HAP-I 有较强的清除自由基 DPPH、O2
-、OH 作用和还

原能力。 
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Abstract：A purified single polysaccharide (HAP-I) that was isolated from the fruit bodies of Russula vinosa was used as the study object, 

and its molecular weight distribution and purity were determined based on the separation results from gel permeation chromatography (GPC) 

with dextran-based Sephadex G-100. The chemical structure of the HAP-I molecule was studied by Fourier transform infrared spectroscopy 

(FT-IR), gas chromatography (GC), periodate oxidation, Smith degradation, and nuclear magnetic resonance (NMR). The antioxidant activity of 

HAP-I was evaluated by measuring its reducing power and in vitro scavenging activities on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), superoxide 

anion (O2
-), and hydroxyl (OH) free radicals. The results revealed that the weight-average relative molecular mass (MW) of HAP-I was 16,861; 

FT-IR spectra indicated the presence of characteristic absorption peaks of polysaccharides and an amino-group-containing β-D-glucose ring 

structure in HAP-I. GC results showed that HAP-I contained four monosaccharides, rhamnose (Rha), mannose (Man), glucose (Glu), and 

galactose (Gal), with a molar ratio of 1:8.29:7.45:18.13. The results from periodate oxidation and Smith degradation revealed that HAP-I had a 

D-glucopyranose ring containing mannosidase, including α- and β-configurations; the branches of HAP-I were composed of 66.7% (1→3) 

glycosidic linkages, 22.24% (1→6) and (1→) sugar residues, and 11.06% (1→2) sugar residues (without (1→4) glycosidic linkage). NMR 

results showed that HAP-I contained galactosyl pyranose with both α- and β-configurations. The in vitro antioxidant activity test suggested that 

HAP-I had strong scavenging activities on DPPH, O2
-, and OH radicals, as well as strong reducing power. 
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红菇属真菌植物门、担子菌纲、伞菌目、红菇科。

是一种和楮、栲等树木的根系共生的菌根真菌。别名

正红菇、真红菇、大红菇、红椎菌、大红菌、大朱菇。 
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菇种类中正红菇品味最佳，正红菇在福建三明分布最

菌盖初扁半球形后平展中部下凹，中部色深红至暗

（黑）红，边缘较淡呈深红色，盖缘常见细横纹。红

广，产量最多，也最有营养和价值的。红菇味甘性温，

并含有人体必需的多种氨基酸等成分，营养价值丰富，

还具有增加机体免疫力、降低胆固醇、抗癌等作用。

Sun 等人 [1]从红菇中分离纯化得到两种单一多糖

RVP-1和RVP-2，分子量分别为3.1×10
5
 u和4.2×10

5
 u。

http://baike.sogou.com/lemma/ShowInnerLink.htm?lemmaId=62062&ss_c=ssc.citiao.link
http://baike.sogou.com/lemma/ShowInnerLink.htm?lemmaId=8292536&ss_c=ssc.citiao.link
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Sun 等人[2]分离得到的红菇纯化多糖 RVP 分子量为

3.9×10
4
 u ，糖链主要由 (1→6)-α-D-半乳糖基和

(1→2,6)-α-D-半乳糖基构成，体外抗氧化活性试验表

明，RVP能剂量依赖性的增强清除羟基自由基的效果。  

多糖具有广泛的生物活性，如抗氧化、抗衰老、

抗肿瘤、免疫增强等[3~5]，因而受到更多的关注目前，

对红菇多糖主要是提取工艺及其粗多糖生物活性的研

究，而对其单一纯品生物活性机制和生物活性与分子

结构的间关系研究甚少。可能是由于红菇多糖分离困

难和分子结构不太清楚。甘耀坤等人[6]研究粗红菇多

糖的抗氧化活性，说明红菇具有一定的抗氧化作用，

但是否纯化后的红菇多糖比粗多糖更具抗氧化能力，

有必要进行研究探讨。HAP-Ⅰ是以正红菇子实体分离

纯化后得到的单一多糖，因此，本文采用红外光谱法、

气相色谱分析法、高碘酸氧化法、Smith 降解法、13
C 

NMR 和 1
H NMR 分析研究了 HAP-I 的结构，通过体

外抗氧化实验研究了 HAP-I 对自由基的清除作用，为

研究红菇多糖生物活性作用机制与分子结构间的关系

和红菇多糖的活性应用提供了有用的信息。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

野生正红菇，产地福建，购于广州清平路干货市

场；葡聚糖标准品（5200、11600、23800、48600、148000、

273000、410000、668000 和 1400000 Da，Sigma 公司）；

单糖标准品，Sigma 公司；葡萄糖醛酸，Sigma 公司；

1,1-二苯-2-苦基肼，美国 sigma 公司生产；Whatmen 

DEAE-52，广州展晨生物科技有限公司进口分装；

D354FD 树脂，广州市广联津化工有限公司生产；

Sephadex G-100，Pharmacia 公司。 

RE-2000A 旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；

DHG-9076A 电热恒温鼓风干燥箱，广东环凯微生物科

技有限公司；100 kD 超滤离心管，Millipore；UV-5000

分光光度计，上海元析仪器有限公司；BT-200 恒流泵、

DBS-100 自动部分收集器，上海沪西仪器厂；

Waters2410 示差检测器、717plus 自动进样器、

1525HPLC 泵，美国 Waters 公司；Agilent6890T 气相

色谱系统，美国 Agilent 公司；Vector33 傅立叶变换红

外光谱仪，德国 Bruck 公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  粗多糖制备分离纯化工艺 

红菇子实体→粉碎过 60 目筛→热水浸提→离心（4000 

r/min，10 min，下同）→减压浓缩→D354FD 树脂脱色→85%

乙醇醇沉→离心→Sevage 法脱蛋白→醇沉→离心→沉淀溶解

→DEAE-52离子交换柱层析（规格为 2.6×30 cm的 Z型层析柱，

平衡后 6 s/滴）→蒸馏水洗脱→收集组分→减压浓缩→透析→

超滤膜过滤→冷冻干燥（-65 ℃，24 h）→得到 HAP-Ⅰ纯品 

多糖得率=冻干多糖质量/多糖上样量×100% 

1.2.2  红菇子实体多糖 HAP-Ⅰ的相对分子质

量测定及纯度鉴定 

采用 GPC 法进行实验，色谱条件为 TSK GEL 

G-5000PWXL 柱（7.8 mm×300 mm）与 TSK GEL 

G-3000PWXL 柱（7.8 mm×300 mm）串联；流动相为

0.02 mol/L KH2PO4溶液，pH 6.0；流速为 0.6 mL/min；

柱温为 35 ℃；检测器：示差检测器。 

1.2.3  红外光谱扫描  

取红菇精制多糖HAP-Ⅰ约2 mg与KBr混合研细

后，在 4000~500 cm
-1范围内进行红外扫描。 

1.2.4  单糖组成分析   

多糖 HAP-Ⅰ的水解及标准品的衍生化参照文献
[7]，最后生成具有挥发性的糖腈乙酸酯衍生物。 

气相色谱分析：上述产物进行气相色谱分析，根

据单糖标准品的保留时间匹配分析结果，并根据气相

色谱各峰的面积比计算出单糖质量比。色谱条件：采

用 Agilent 6890N 气相色谱仪、DB-1701 毛细管柱

(30m×0.25 m，0.25 μm)及氢火焰离子化检测器；高纯

氮作载气，流速为 1 mL/min。程序升温：柱初始温度

为 180 ℃，以 2 ℃/min 升至 220 ℃，保持 1 min，以

5 ℃/min 升至 250 ℃，保持 2 min；进样口温度为

250 ℃，汽化室温度为 250 ℃，检测器温度为 300 ℃，

吹扫流速为 4.0 mL/min。 

1.2.5  高碘酸氧化和 Smith 降解 

高碘酸氧化和 Smith 降解方法参考文献[8]，将降

解后溶液水解、衍生化后进行 GC 分析。 

1.2.6  核磁共振分析 

称取约 40 mg HAP-Ⅰ，用 0.5 mL 重水溶解，

-20 ℃过夜真空冷冻干燥后再次用 0.5 mL 重水复溶，

重复上述操作三次，最后用 0.5 mL 重水溶解后置于核

磁管中，测定红菇纯化多糖 HAP-Ⅰ的氢谱和碳谱。 

1.2.7  抗氧化活性 

1.2.7.1  HAP-I 对有机自由基 DPPH 的清除作用 

取不同浓度的 HAP-I 多糖溶液 0.6 mL，分别加入

0.1 mol/L 的 DPPH 溶液 2 mL，混匀后 25 ℃水浴中放

置 25 min，4000 r/min 离心 10 min，取上清液在 517 nm

处测定吸光度。DPPH 自由基的清除率根据以下公式

计算。 

DPPH·清除率（%）=（A0-A1）/A0×100 

式中，A0-用蒸馏水代替样品溶液的 DPPH 溶液的吸光度；
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A1-加样品溶液的 DPPH 溶液的吸光度。 

1.2.7.2  HAP-I 对 O2
-
·的清除作用 

取 6 支带塞试管，分别加入 1.84 mLTris-HCl 缓冲

液（50 mmol/L）、0.4 mL 的样液和 0.16 mL 的邻苯三

酚溶液（10 mmol/L，HCl 配制），混匀，4 min 后加入

8 mmol/L 的 HCl 溶液 0.4 mL。摇匀后立即在 325 nm

下测定吸光度。O2
-
·的抑制率根据以下公式计算。 

O2
-
·抑制率（%）=（A0-A1）/A0×100 

式中，A0-用蒸馏水代替样品溶液的 DPPH 溶液的吸光度；

A1-加样品溶液的 DPPH 溶液的吸光度。 

1.2.7.3  HAP-I 对·OH 的清除作用 

分别依次加入 9 mmol/L FeSO41 mL、不同浓度样

品溶液1 mL和9 mmol/L水杨酸，混匀后，静置于37 ℃

水浴中，10 min 后，加入 6 mmol/LH2O21mL，在 37 ℃

水浴中静置 30 min。在 510 nm 处测定吸光度。 

·OH 清除率（%）=（A0-A1）/A0×100 

式中，A0-用蒸馏水代替样品溶液的 DPPH 溶液的吸光度；

A1-加样品溶液的 DPPH 溶液的吸光度。 

1.2.7.4  还原能力测定 

在试管中依次加入 0.6 mmol/L 200 mmol/L 的磷

酸缓冲液（pH 6.6）、0.6 mL 多糖溶液以及 1%铁氰化

钾 2.5 mL，振荡后在 50 ℃水浴中放置 20 min，取出

让其急速降温，加 10% TCA 0.6 mL，离心 10 min 后，

取 1mL 上清液，加入 1 mL 蒸馏水和 0.2 mL 0.1%氯化

铁，混匀，静置 10 min，在 700 nm 处测吸光度。吸

光度的大小直接反映还原性的强弱。 

1.2.8  数据分析 

用Microsoft Excel和Oringe软件进行数据的统计

分析。 

2  结果与分析 

2.1  HAP-Ⅰ的纯度和分子量测定 

 
图1 HAP-Ⅰ的 Sephadex G-100洗脱曲线 

Fig.1 Elution curve of HAP-I with Sephadex G-100 column 

chromatography 

2.2  HAP-Ⅰ的单糖组成 

 
图2 HAP-Ⅰ的GPC图谱 

Fig.2 GPC spectrum of HAP-I 

红菇子实体粗多糖经 DEAE-52 分离、超滤离心

得到 HAP-Ⅰ，其得率为 15.5%。经葡聚糖凝胶

Sephadex G-100 检验（图 1），得到单一对称洗脱曲线；

经 GPC 检测（图 2），得到单一对称峰，表明 HAP-Ⅰ

为纯度较好的均一多糖样品，峰位分子量 Mp 为

20155，重均分子量 Mw为 16860，数均分子量 Mn为

13500。 

 
图3 单糖标准品的GC色谱图 

Fig.3 GC chromatogram of monosaccharide standards 

 
图4 HAP-Ⅰ的GC色谱图 

Fig.4 GC chromatogram of HAP-I 

单糖标准品经衍生化后生成糖腈乙酸酯衍生物，

用 GC 进行分析得到的图谱。由图 3 和图 4 可知，

HAP-Ⅰ经水解、衍生化后得到4个峰，保留时间8.749、
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16.284、17.217、18.032 min 与标准品鼠李糖（8.740）、

甘露糖（16.124）、葡萄糖（17.243）、半乳糖（18.054）

的保留时间一致，4 种单糖摩尔比为 1:8.29:7.45:18.13。 

2.3  红外光谱分析 

HAP-Ⅰ的红外光谱图（KBr 压片法）如图 5 所示，

HAP-Ⅰ在 3401 cm
-1 处是多糖中 O-H 伸缩振动；在

2930 cm
-1处的吸收，是 C-H 吸收峰，也是糖类的特征

峰；1400~1200 cm
-1处的吸收峰是 C-H 的变角振动；

1641 cm
-1 处 的 吸 收 峰 是 多 糖 中 乙 酰 胺 基

（-NHCOCH3）的 C=O 伸缩振动，说明 HAP-Ⅰ是一

种含氨基的糖缀合物；918 cm
-1和 873 cm

-1处出现的

吸收峰，是四氢吡喃环的非对称伸缩振动所造成的

C-O-C 骨架振动和 β-D-葡萄吡喃糖 C-H 的变角振动，

769 cm
-1处为 D-葡萄吡喃糖环的振动，表明该组分含

有 β-D-吡喃葡萄糖环；802 cm
-1是甘露糖的特征吸收

峰，这与 GC 结果一致[6]。 

 
图5 HAP-I的红外光谱图 

Fig.5 FT-IR spectrum of HAP-I 

2.4  HAP-Ⅰ的高碘酸氧化和 Smith 降解 

HAP-Ⅰ经高碘酸氧化，136 h 后达到稳定，吸光

度值为 0.268，通过标准曲线 (y=9.9783x+0.016，

R
2
=0.9994)计算，平均每摩尔己糖基消耗高碘酸的量

为 1.410 mol；用 0.00945 mol/L 的 NaOH 滴定，得到

平均每摩尔己糖基生成甲酸的量为 0.627 mol，说明

1→6、1→糖苷键占连接残基的 22.24%。高碘酸的消

耗量高于甲酸生成量的 2 倍，说明既含有只消耗高碘

酸不生成甲酸的 1→2、1→4 糖苷键，又含有不消耗

高碘酸也不产生甲酸的 1→3 糖苷键。1→2、1→4 糖

苷键占连接残基的 11.06%，那么可氧化残基占

33.30%，1→3 糖苷键是不可氧化残基，占 66.7%。 

1→2、1→4 糖苷键型只消耗高碘酸，不生成甲

酸，但 1→4 糖苷键产生赤藓醇和乙二醇，而 1→2 糖

苷键同时还会产生甘油；1→3 糖苷键不会被高碘酸

氧化，Smith 降解后仍为原来的糖。图 6 为混合标准

品的糖精乙酸酯衍生物的 GC 图谱，标准品保留时间

依次为乙二醇、丙三醇（甘油）、赤藓醇、鼠李糖、甘

露糖、葡萄糖、半乳糖。 

 
图6 混合标准品的糖精乙酸酯衍生物的GC图谱 

Fig.6 GC chromatogram of acetyl derivatives of mixed standards 

 
图7 Smith降解后 HAP-Ⅰ的GC色谱图 

Fig.7 GC chromatogram of HAP-I after Smith degradation 

图 7 所示，Smith 降解产物中不含有赤藓醇、乙

二醇，表明糖链中不含有 1→4 糖苷键，不含有鼠李

糖、半乳糖，表明鼠李糖和半乳糖中不含有 1→3 糖

苷键；降解产物中含有大量的甘油，表明糖链中含有

1→2 糖苷键；甘露糖和葡萄糖的存在，说明甘露糖

和葡萄糖都含有 1→3 糖苷键。降解产物甘露糖、葡

萄糖、甘油的摩尔比为 1:2.65:4.29。 

2.5  13
C NMR 和 1

H NMR 分析 

 
图8 HAP-I 核磁共振碳谱 

Fig.8 13C-NMR spectrum of HAP-I 
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13
C NMR 谱（图 8）显示，异头 C1 区（δ90~120 

ppm）的 δ97.85 ppm、δ97.69 ppm 表明 HEP-I 主要含

有两种糖残基；异头碳化学位移小于 δ103，说明是 α

型糖苷键构型[9]；小于 δ80 ppm 是吡喃糖的 C3 和 C5

的的信号峰；δ 在 70.0 ppm~75.0 ppm 处的化学位移表

明有未发生取代的 C-2、C-3、C-4；在 75.5 ppm 和 78.7 

ppm 处的化学位移表明该多糖中有碳发生取代；δ 在

67.4、67.2、67.0、66.7、66.4 处的一系列化学位移，

表明有 C-6 位被取代；在高场 17.45 ppm 处为鼠李糖

单元的 6 位甲基碳信号，表明有鼠李糖基存在，在低

场 56.0 ppm 处为甲酯化的半乳糖的甲基碳信号[10]，表

明有半乳糖基存在，与 GC 单糖组成结果一致。 

 
图9 HAP-I 核磁共振氢谱 

Fig.9 1H-NMR spectrum of HAP-I 

在 1
H NMR 谱（图 9）中，异头氢质子区 δ4.3~5.9 

ppm 有 2 个信号，表示 HAP-I 主要由 2 种单糖组成，

δ4.63 ppm、δ4.84 ppm 处的位移表明 HAP-I 中含有 β

型吡喃糖，这与红外光谱分析一致。 

2.6  抗氧化活性 

DPPH·是稳定的自由基化合物，其溶液在 517nm

处有强的吸收，它被广泛地应用于评估抗氧化剂清除

自由基的能力，DPPH·清除率高说明抗氧化活性好。

在此基础上，纯化多糖 HAP-I 对 DPPH·清除能力进行

测定，图 10a，在 2 mg/mL~10 mg/mL 浓度范围内，

HAP-I 对 DPPH·清除能力随着浓度的增大而增大，呈

线性关系，表明 HAP-I 可以提供清除自由基 DPPH 的

氢供体。与低浓度的 Vc 比较，清除能力显然不如 Vc。 

超氧阴离子活性较低，比许多生物和光化学反应

产生的自由基具有更长的寿命。虽然超氧阴离子自由

基是在大多数生物体一个相对较弱的氧化剂，但它可

以通过歧化和其他类型的反应形成二次基团（如过氧

化物和羟基氢）激进而引起的组织的损害和各种疾病
[11]。清除超氧阴离子自由基能力是说明抗氧化活性机

制一个重要途径[12]。图 10b 中，在 2 mg/mL-10 mg/mL

浓度范围内，多糖 HAP-I 清除 O2
-
·的能力随着浓度的

增大而增大，当浓度为 6 mg/mL 时，清除率为 29.9%，

之后曲线趋于平缓。说明 HAP-I 有一定的清除 O2
-
·的

作用。 

 

 

 

 

图10 HAP-I和 Vc的抗氧化能力 

Fig.10 Antioxidant activities of HAP-I and Vc 

羟基自由基是危险的有机体氧化损伤生物分子，

多糖可以作为电子或供氢体，以清除羟自由基[13]。图

10c 显示 HAP-I 对羟基自由基的清除能力与浓度呈一

定的依赖性。浓度为 10 mg/mL 时，清除率达到
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62.19%，与 1.5 mg/mL 的 Vc 溶液（清除率 66.76%）

相当。 

还原能力是抗氧化物质提供电子能力的重要指

标，提供可阻断 Fe
2+向 Fe

3+转变的电子；多糖的分子

链中活性的羟基提供电子或氢原子的能力强，与自由

基充分作用，表现出抗氧化活性[14]。还原力作用测定

中，吸光度越大表示还原力越强。如图 10d 所示，在

浓度为 2 mg/mL~10 mg/mL 的范围内，HAP-I 的还原

能力随着浓度的增大而增强，8 mg/mL 浓度的 HAP-I

的还原能力与 0.125 mg/mL 的 Vc 还原能力相当。 

整体上，浓度为 10 mg/mL 时，HAP-I 对自由基

清除作用大小依次是 DPPH·>·OH>O2
-
·，具有一定的

还原能力；由于 Vc 是高纯度阳性对照物，所以 HAP-I

的抗氧化活性虽不及 Vc，但其高浓度下仍然可以作为

免费自由基抑制剂或清除剂，有可能作为抗氧化剂。 

3  结论 

红菇子实体多糖经提取分离纯化后得到 HAP-I，

得率为 15.5%。均一多糖 HAP-I 重均分子量 Mw 为

16861 Da，由鼠李糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖 4 种

单糖组成，摩尔比为1:8.29:7.45:18.13；结构表征HAP-I

是含有甘露糖苷的 D-吡喃葡萄糖环，包括 α构型和 β

构型，不含有 1→4 糖苷键，由 22.24%的 66.7% 1→3

糖苷键，1→6、1→糖残基和 11.06% 1→2 糖残基组

成。HAP-I 具有一定的清除自由基能力和还原能力，

10 mg/mL 的高浓度下能与微克级别 Vc 媲美，可以作

为抗氧化剂应用与食药工业。综上，本文对正红菇子

实体多糖 HAP-I 的研究，为红菇多糖生物活性作用机

制与分子结构间的关系和红菇多糖的活性研究奠定了

基础。 
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