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低共熔溶剂提取灰树花多糖及其抗氧化活性分析

吴丹1,2，甘炳成1,2，赵金2，陈梦星1,2，伍一有1,2，李翔1，王涛2*

（1.成都大学食品与生物工程学院，四川成都 610000）

（2.中国农业科学院都市农业研究所，成都农业科技中心，四川成都 610213）

摘要：为了实现灰树花多糖（Grifola Frondosa Polysaccharide, GFP）的高效利用，该研究采用新型低共熔溶剂

（Deep Eutectic Solvent, DES）提取 GFP 并优化其工艺条件，进一步探究其抗氧化活性。以灰树花为原料，从八种

DESs 中筛选出最优的多糖提取溶剂为 DES-2（氯化胆碱 - 乙二醇）。在单因素试验的基础上，采用正交试验设计优

化 GFP 的提取工艺，确定最佳提取工艺为 DES-2 含水率 10%、DES-2 摩尔比 1:1、液料比 80:1 （mL/g）、提取温度

60 ℃、提取时间 40 min。此条件下，GFP 得率为 30.25%，是传统热水浸提法的 2.23 倍。抗氧化测试结果表明，热

水浸提法获得的灰树花多糖（W-GFP）清除 DPPH、ABTS+和 ·OH 自由基的 EC50 分别为 0.11、0.45 和 0.26 mg/mL，

而 DES 法获得的灰树花多糖（D-GFP）清除这三种自由基的 EC50 分别为 0.11、0.56 和 0.23 mg/mL。该研究表明

DES 提取 GFP 具有绿色、得率高的优势，且获得的 GFP 具有较强的抗氧化活性，为灰树花多糖功能食品的开发和

利用提供理论依据。
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Abstract: In order to realize the efficient utilization of Grifola frondosa Polysaccharide (GFP), a novel Deep Eutectic 

Solvent (DES) was used to extract GFP. The extraction conditions were optimized and the antioxidant activity of the GFP 

was investigated. Grifola frondosa was used as the raw material, DES-2 (choline chloride-ethylene glycol) was found as the 

optimal polysaccharide extraction solvent among the eight DESs after screening. On the basis of single factor experiments, 

the orthogonal experimental design was used to optimize the extraction conditions of GFP. The optimal extraction condition 

was determined as follows: DES-2 water content, 10%; DES-2 molar ratio, 1:1; liquid- to-material ratio, 80 mL/g; extraction 
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灰 树 花（Grifola frondosa） 属 担 子 菌 亚 门

（Basidiomycota）、层菌纲（Hymenomycetes）、无

隔担子菌亚纲（Holobasidiomycetidae）、非褶菌目

（Aphyllophorales）、多孔菌科（Polyporaceae）、树

花菌属（Grifola）。作为一种食药两用真菌 [1] ，灰树

花富含多糖、甾体、多酚、生物碱、蛋白质等多种

活性物质 [2] ，具有抗肿瘤、增强免疫、抗病毒、降血糖、

调节肠道菌群、抗氧化和抑菌等生物功能 [3] 。近年来，

灰树花因营养和药用价值高，逐渐成为研究热点。

灰树花子实体最主要的生物活性成分是多糖，

具有降血糖、免疫调节、抗肿瘤等功效 [4] 。灰树花

多糖的提取方法主要有热水提取法 [5] 、超声或微波

辅助提取法 [6,7] 、酸碱提取法 [8] 、酶提取法 [9] 、超临

界 CO2 提取法 [10] 等。水提法耗时长、得率较低。超

声或微波辅助提取法需借助专业仪器，不利于大规

模提取 [11] 。酸碱提取法易破坏多糖的糖苷键和空间

结构 [12] 。酶法提取中，酶的价格较高且易失活 [13] 。

超临界 CO2 提取法仅适合提取低极性小分子，不适

合提取多糖等高极性大分子，且得率较低 [14] 。低共

熔溶剂（Deep Eutectic Solvent, DES）是一种有机

溶剂和离子液体的潜在替代溶剂，由两种或两种以

上氢键供体和受体以一定摩尔比组成 [15] ，具有熔点

低、挥发性低、可降解、无毒环保等优点 [16] 。Chen
等 [17] 采用氯化胆碱 / 乙二醇 DES 快速同时提取卷丹

茎中的酚酸和多糖，得率比热水提取提高 36%。张

景等 [18] 采用 4 种提取方法提取羊肚菌多糖，得出氯

化胆碱 / 尿素型 DES 提取的多糖得率较高。

目前文献中尚无低共熔溶剂提取灰树花多糖的

报道。本研究采用低共熔溶剂提取灰树花多糖，通

过单因素和正交试验进行工艺优化，并评价灰树花

多糖的抗氧化活性，为灰树花多糖功能产品的开发

和应用提供理论参考。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂 

灰树花，购自庆元菇香食品有限公司；氯化胆

碱（纯度 99%）、甜菜碱（纯度 99%）、尿素（纯

度  ≥ 99%）、乙二醇（纯度 ≥ 99.5%）、甘油（纯

度 ≥ 99.7%）、无水乙醇（纯度 99.80%），均购自泰

坦科技探索平台；1,4- 丁二醇（纯度 ≥ 99%）、硫酸

亚铁七水合物（FeSO4
.7H2O），均购自阿拉丁试剂

（上海）有限公司；浓硫酸，购自成都市科隆化学品

有限公司；苯酚，购自成都金山化学试剂有限公司；

D（+）- 无水葡萄糖、DPPH（1,1- 二苯基 -2- 苦基肼）

和 ABTS（2,2- 联氮基双 -3- 乙基苯并噻唑啉 -6- 磺酸）

二铵盐，均购自北京索莱宝科技有限公司；3,5- 二
硝基水杨酸和过硫酸钾，均购自上海麦克林生化

科技有限公司；过氧化氢，购自惠州市湘盛工贸有

限公司。

1.2 主要仪器设备

  WGLL-125BE 电热鼓风干燥箱，天津市泰斯特

仪器有限公司；FW177 中草药粉碎机，天津市泰斯

特仪器有限公司；ME204102（CD）电子天平，梅

特勒 - 托利多仪器（上海）有限公司；WP-UP-LH-
20S 理化分析性超纯水机，四川沃特尔水处理设备

有限公司；WT100-3 恒温水浴槽，杭州米欧仪器有

限公司；V2 漩涡混匀仪，上海一恒科技有限公司；

RCT basic 加热磁力搅拌器，艾卡（广州）仪器设

备有限公司；TGL-1650 高速冷冻离心机，四川蜀

科仪器有限公司；SparkTECAN 酶标仪，帝肯上海

实验器材有限公司；B15-10NDA0002 冷冻干燥机，

宁波新芝生物科技股份有限公司。

temperature, 60 ℃ ; extraction time, 40 min. Under such conditions, the extraction yield of GFP was 30.25%, which was 2.23 times 

that of the traditional hot water extraction method. The results of antioxidant studies indicated that the polysaccharide extracted by 

hot water (W-GFP) had EC50 values of 0.11, 0.45 and 0.26 mg/mL in the DPPH, ABTS and ·OH radical scavenging tests, 

respectively, whilst the G. Frondosa polysaccharides extracted by eutectic solvents (D-GFPs) had EC50 values of 0.11, 0.56 

and 0.23 mg/mL, respectively . Therefore, this study showed that extraction of G. Frondosa by DES had the advantages of 

being green and having high yield, and the obtained GFPs exhibited relatively strong antioxidant activities, which provides a 

theoretical basis for the development and utilization of GFP functional foods.

Key words: Grifola frondosa; deep eutectic solvents; polysaccharide extraction; antioxidant activity
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表 1  DES的组成

Table 1 Composition of the DES

编号 组成 HBA HBD 摩尔比 含水率 /%

DES-1 氯化胆碱 -尿素

氯化胆碱

尿素 1:2 30

DES-2 氯化胆碱 -乙二醇 乙二醇 1:2 30

DES-3 氯化胆碱 -1,4- 丁二醇 1,4- 丁二醇 1:2 30

DES-4 氯化胆碱 -甘油 甘油 1:2 30

DES-5 甜菜碱 -尿素

甜菜碱

尿素 1:2 30

DES-6 甜菜碱 -乙二醇 乙二醇 1:2 30

DES-7 甜菜碱 -1,4- 丁二醇 1,4- 丁二醇 1:2 30

DES-8 甜菜碱 -甘油 甘油 1:2 30

标准体系以及空白对照，加蒸馏水补至 0.1 mL，
分别加入 6% 苯酚溶液 0.1 mL、浓硫酸 0.5 mL
将试管盖盖上，涡旋混匀，室温静置 10 min。每

管取 0.2 mL 于 96 孔板中，在 490 nm 下，用酶标

仪测定 OD 值并绘制葡萄糖标准曲线。以葡萄糖标

准品质量浓度（mg/mL）为横坐标、OD 值为纵坐

标，得标准曲线方程 y=6.882 6x+0.122 7，相关系数

R2=0.992。取 0.1 mL 样液进行以上操作，所有样品

进行 3 个以上平行实验，并重复测定 3 次。灰树花

多糖得率计算公式如下 [22] ：

P =
C×V×D
M×1000

×100%                     （1）

式中：

P——灰树花多糖得率，% ；

C——回归方程计算得到灰树花多糖质量浓度，mg/mL ；

V——提取液的体积，mL ；

D——稀释倍数；

M——灰树花粉末质量，g。

1.3.4 单因素试验

筛选灰树花多糖得率最高的低共熔溶剂

（DES）进行单因素试验，考察 DES 的含水率

（10%、20%、30%、40%、50%）、摩尔比（1:1、
1:2、1:3、1:4、1:5）、液料比（40:1、50:1、60:1、
70:1、80:1，mL/g）、提取温度（40、50、60、70、
80 ℃）、提取时间（20、30、40、50、60 min）对

多糖得率的影响。

1.3.5 正交试验优化设计

基于单因素试验结果，以 A 含水率（%）、B 摩

尔比、C 液料比（mL/g）为考察对象，用 L16(4
3) 进

行正交实验并分析，得出灰树花多糖提取的最佳工艺

1.3 实验方法

1.3.1 样品预处理及DES的制备

灰树花子实体于 45 ℃烘干，粉碎机粉碎后，

通过 60 目筛得到灰树花粉末并抽真空密封保存。

氢键受体（Hydrogen Bond Acceptor, HBA）（氯化胆

碱、甜菜碱）和氢键供体（Hydrogen Bond Donor, 
HBD）（尿素、乙二醇、1,4- 丁二醇、甘油）按摩尔

比 1:2 混合，含水率为 30%，在 80 ℃下磁力搅拌，

直至形成均匀透明的液体。冷却至室温后密封在玻

璃容器中备用 [19] 。DES 的编号及组成如表 1 所示。

1.3.2 灰树花多糖粗提液制备

DES 提取法：取 0.1 g 灰树花粉末于 10 mL 离

心管中，按 40:1（V/m），加入含水率为 30% 的

DES 混合均匀。充分浸泡后在 50 ℃下水浴加热

30 min，在 2 311×g 的条件下离心 10 min，将上

清液取出并记录上清液体积，即得 D-GFP 粗提液。

参照 Xiao 等 [20] 的方法，配制 0.5 mol/L 的氯化胆碱、

甜菜碱水溶液。

热水浸提法：取 0.1 g 灰树花粉末于 10 mL 离心

管中，按液料比 40:1（mL/g），加入纯水混合均匀。

充分浸泡后在 85 ℃下水浴加热 30 min，在 2 311×g
的条件下离心 10 min，将上清液取出并记录上清液

体积，即得 W-GFP 粗提液。

1.3.3 灰树花多糖含量测定 
参照许盈盈等 [21] 的方法，灰树花多糖含量采用

苯酚 -硫酸法进行测定，计算多糖得率。将葡萄糖

标准品放置烘箱中，于 105 ℃烘干至恒重，配制质量

浓度为 0.1 mg/mL 的葡萄糖标准液。分别配制质量浓

度为 0.02、0.04、0.06、0.08、0.1 mg/mL 的葡萄糖
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条件和得率。正交试验因素设计水平如表 2 所示。

表 2  正交试验因素水平设计

Table 2 Orthogonal test factor level design

水平
因素

A 含水率 /% B 摩尔比 C 液料比 (mL/g)

1 10 1: 1 50:1

2 20 1: 2 60:1

3 30 1: 3 70:1

4 40 1: 4 80:1

1.3.6 灰树花多糖抗氧化活性测定

1.3.6.1 DPPH 自由基清除活性测定

    参照 Zhang 等 [23] 的方法略有改动，用无水乙醇

配制 0.1 mmol/L的DPPH溶液，将W-GFP和D-GFP
分别配制成质量浓度为 0.05、0.1、0.3、0.5、0.7、
1.0 mg/mL 的溶液。依次加入 150 μL DPPH 溶液和

样液，充分混匀，避光静置 30 min，在 517 nm 处

测定吸光度，计算公式如下：

X =(1-
A1-A2

A0
)×100%                 （2）

式中：

X——DPPH 自由基清除率，% ；

A0——空白组的吸光值（蒸馏水代替多糖溶液）；

A1——样品组的吸光值；

A2——对照组的吸光值（无水乙醇代替 DPPH 溶液）。

1.3.6.2 ABTS 自由基清除活性测定

参照 He 等  [24]  的方法稍作改动，分别配制

7 mmol/L ABTS 溶液和 2.45 mmol/L 过硫酸钾溶液。

将 ABTS 溶液和过硫酸钾溶液按 1:1 混合，用蒸馏

水稀释，测得吸光值为 0.7±0.02，作为 ABTS 工作

液。将W-GFP和D-GFP分别配制成质量浓度为0.05、
0.1、0.3、0.5、0.7、1.0 mg/mL 的溶液，分别移取

150 μL 灰树花多糖溶液和 ABTS 工作液于 EP 管，

避光反应 6 min 后在 734 nm 波长下测定吸光度，计

算公式如下：

Y =(1-
A1-A2

A0
)×100%                 （3）

式中：

Y——ABTS+ 自由基清除率，% ；

A0——空白组的吸光值（蒸馏水代替多糖溶液）；

A1——样品组的吸光值；

A2——对照组的吸光值（蒸馏水代替 ABTS 溶液）。

1.3.6.3 羟基自由基清除活性测定

参照许盈盈等 [21] 的方法稍作改动，用蒸馏水

配制 6 mmol/L 的 FeSO4 溶液，用无水乙醇配制

6 mmol/L 的水杨酸 - 乙醇溶液。移取 100 μL 30% 
H2O2 溶于蒸馏水中配制成 0.1% 的 H2O2 溶液。将

W-GFP 和 D-GFP 分别配制成质量浓度为 0.05、
0.1、0.2、0.5、1、2、3 mg/mL 的 溶 液， 分 别 移

取 50 μL FeSO4 溶液、50 μL 水杨酸 - 乙醇溶液、     
100 μL 样液、50 μL H2O2 溶液，37 ℃水浴 30 min，
于 510 nm 测定吸光度，计算公式如下：

Z =(1-
A1-A2

A0
)×100%                 （4）

式中：

Z——OH 自由基清除率，% ；

A0——空白组的吸光值（蒸馏水代替多糖溶液）；

A1——样品组的吸光值；

A2——对照组的吸光值（蒸馏水代替 H2O2 溶液）。

1.4 数据统计与分析

采 用 IBM SPSS statistics 26 处 理 相 关 数 据，

Origin 2021 软件进行作图，通过正交设计助手 V3.1
和 Minitab 软件进行正交实验设计和方差分析。本

实验数据以平均值 ± 标准偏差（SD）表示。采用

单因素方差分析评估显著性，P 值为 0.05 作为显著

性的阈值。

2  结果与分析

2.1 低共熔溶剂和提取条件的确定

2.1.1 DES类型对灰树花多糖得率的影响

图 1 DES 类型对灰树花多糖得率的影响

Fig.1 Effect of DESs type on extraction yields of 

polysaccharides from Grifola frondosa

注：不同小写字母表示具有显著差异（P ＜ 0.05）。下图同。

分别探讨热水浸提、氯化胆碱水溶液、甜菜碱

水溶液以及 8 种 DESs 对灰树花多糖得率的影响，
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如图 1 所示。DES 提取多糖的效率均显著高于热水、

氯化胆碱及甜菜碱水溶液（P ＜ 0.05），这是因为

DES 和目标化合物之间的氢键相互作用。DES 溶液

中，DES-2 的多糖得率最高（23.89%），可能是因

为 DES-2 与多糖存在静电相互作用且氢键结合能力

更强，乙二醇的羟基分支少，空间位阻小 [25] 。因此，

确定 DES-2 提取灰树花多糖。

2.1.2 DES-2含水率对灰树花多糖得率的影响

含水率会影响 DES 的粘度，从而影响灰树花

多糖在提取液中的传质效率，结果如图 2 所示。

DES-2 溶剂含水率在 10%~20% 时，多糖得率逐渐

增加，当含水率为 20% 时达到最大值 23.48%。含

水率过低会使 DES-2 溶剂更黏稠，导致提取不充

分。合适的含水率能增加多糖得率，而含水率在

20%~40% 时，多糖得率逐渐降低。一方面，随着

含水率的增加，DES 溶剂粘度降低，增加传质效率，

从而提高得率；另一方面，过量的水会破坏氢键网

络 [26] ，减弱多糖与 DES 的相互作用，从而降低得率。

因此，选择含水率为 20% 进行正交试验。

图 2 DES-2 含水率对灰树花多糖得率的影响

Fig.2 Effect of DES-2 moisture contents on extraction yields 

of polysaccharides from Grifola frondosa

2.1.3 DES-2摩尔比对灰树花多糖得率的影响

图 3 显示了摩尔比对灰树花多糖得率的影响。

DES-2 溶剂摩尔比在 1:3 时达到最大值 25.82%，随

后开始出现下降趋势。这是因为随着乙二醇含量的

初始增加，DES-2 的黏度降低，导致目标化合物的

扩散传质增加 [27] 。但随着乙二醇含量的进一步增加，

氯化胆碱与目标化合物之间的氢键作用减弱，不利

于目标化合物的萃取 [28] 。选择合适的摩尔比，可以

降低共熔点 [29] ，并提高得率。因此，选择摩尔比为 1:3
进行正交试验。

2.1.4 液料比对灰树花多糖得率的影响

液料比对灰树花多糖得率的影响如图 4 所示，

液料比在 40:1~70:1 （mL/g）时，灰树花多糖得率随

DES 溶剂量的增加而上升。液料比在 70:1 （mL/g）
时，多糖得率达到最大值 33.47%，达到传质平衡，

有利于提取目标化合物。在 80:1 （mL/g）时，曲线

直线下降，可能是因为较大的 DES 用量会减弱多糖

与 DES 之间的分子间相互作用 [30] ，导致得率降低。

因此，选择液料比为 70:1 （mL/g）进行正交试验。

图 3 DES-2 摩尔比对灰树花多糖得率的影响

Fig.3 Effect of DES-2 molar ratios on extraction yields of 

polysaccharides from Grifola frondosa

图 4 液料比对灰树花多糖得率的影响

Fig.4 Effect of liquid-solid ratios on extraction yields of 

polysaccharides from Grifola frondosa

2.1.5 提取温度对灰树花多糖得率的影响

提取温度对灰树花多糖得率的影响如图 5 所示，

提取温度在 40~60 ℃时，温度升高，灰树花多糖得

率逐渐增加。提取温度为 60 ℃时，多糖得率达到

最大值 31.81%。这是因为温度升高，会使溶剂的粘

度和界面张力降低，加速目标化合物与原料的解离。

因此，传质过程得到加强，提高得率 [31] 。在 70 ℃时，

多糖得率开始下降。可能是因为温度过高使多糖的

结构发生了改变 [32] ，导致得率下降。而 80 ℃时出

现上升趋势，该温度下的得率和最佳提取温度得率

相差不到 1%。总体来说，提取温度对得率的影响

较小。考虑到节约能源，选择 60 ℃为最佳提取温度。
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图 5 提取温度对灰树花多糖得率的影响

Fig.5 Effect of extraction temperatures on extraction yields 

of polysaccharides from Grifola frondosa

2.1.6 提取时间对灰树花多糖得率的影响

提取时间对灰树花多糖得率的影响如图 6 所示。

提取时间的整个变化曲线图趋于平缓。提取时间

在 20~40 min 时，灰树花多糖得率随时间的延长而

增加。在 40 min 时，多糖得率达到最大值 31.49%。

这归因于在一定提取时间内可以提高多糖的溶出速

率，提高得率 [33] 。在 40~60 min 时，随着时间增加，

灰树花多糖的得率反而下降，可能是由于提取时间

过长，多糖分子与溶剂或其他溶出分子持续在 60 ℃
相互作用，使部分多糖的结构遭到破坏 [34] ，导致得

率降低。这说明提取时间过长，不利于灰树花多糖

的提取。因此，最佳提取时间为 40 min。

图 6 提取时间对灰树花多糖得率的影响

Fig.6 Effect of extraction times on extraction yields of 

polysaccharides from Grifola frondosa

2.2 正交试验结果与分析

通过表 3 正交实验级差分析，在所选择的试验

水平内，因素主次顺序为 A ＞ C ＞ B。含水率对灰

树花多糖的提取影响最大，其次是液料比，最后是

摩尔比。A1B1C4 为最佳提取工艺。即提取工艺参

数为含水率 10%、摩尔比 1:1、液料比 80:1 （mL/g）。

2.3 最佳提取工艺验证

在最佳工艺条件［含水率 10%，摩尔比 1:1，
液料比 80:1 （mL/g），提取温度 60 ℃，提取时

间 40 min］下进行验证实验，该条件下测得多糖

得率为 30.25%，RSD=5.76%（n=3）。表明数据精

确可靠，该工艺稳定可行。与传统的热水浸提法

（13.54%）相比，低共熔溶剂提取灰树花多糖得率

提高了 123%。目前，文献暂无低共熔溶剂提取灰

树花多糖的报道，但已有低共熔溶剂提取其他食

药用菌的相关报道。例如，谢苗等 [11] 采用低共熔

溶剂法制备灵芝多糖，得率比热水浸提法提高了

83.33%。

表 3  L16(4
3)正交试验结果

Table 3 L16 (4
3) Orthogonal test results

试验序号
A 含水率 

/%
B 摩
尔比

C 液料比
(mL/g) 得率 /%

1 1 1 1 26.90±2.21

2 1 2 2 32.92±2.60

3 1 3 3 29.81±2.11

4 1 4 4 32.88±1.87

5 2 1 2 23.51±1.89

6 2 2 1 26.33±1.29

7 2 3 4 23.89±4.36

8 2 4 3 24.25±0.03

9 3 1 3 30.27±4.29

10 3 2 4 27.33±3.36

11 3 3 1 20.57±1.83

12 3 4 2 24.47±1.56

13 4 1 4 26.25±1.25

14 4 2 3 20.27±0.69

15 4 3 2 15.35±0.65

16 4 4 1 15.68±1.10

K1 30.63 26.73 22.36

K2 24.50 26.71 24.06

K3 25.66 22.40 26.15

K4 19.38 24.31 27.59

R 11.25 4.33 5.22

因素主次 Ⅰ Ⅲ Ⅱ

最优水平 A1 B1 C4
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表 4  正交试验方差分析

Table 4 Analysis of variance for orthogonal trials

来源
离均差
平方和

自由度 均方 F 临界值 F P 显著性

含水率 255.75 3 85.250 4.760 11.83 0.006 ∗∗

摩尔比 52.54 3 17.512 4.760 2.43 0.163

液料比 363.39 3 21.128 4.760 2.93 0.122

误差 43.24 6 7.207

总计 414.91 15

注：** 差异极显著，P ＜ 0.01 ；* 差异显著，0.01 ＜ P ＜ 0.05。

2.4 抗氧化活性分析

每种抗氧化活性体外评价方法均具有其局限

性，不能全面评价多糖的抗氧化能力。因此，采用

3 种方法（DPPH 自由基、ABTS+ 自由基、羟基自

由基清除）来综合分析 DES 提取法和热水浸提法提

取的灰树花多糖的体外抗氧化活性。

2.4.1 DPPH自由基清除率

由图 7 可知，灰树花多糖质量浓度越高，DPPH
自由基清除率越高，表明清除能力与剂量呈正相关。

在本试验中，GFP 质量浓度最大为 1.0 mg/mL，此

时 D-GFP 和 W-GFP 的 DPPH 清除率分别为 92.10%
和 87.47%，且无显著性差异（P ＞ 0.05）。经计算，

W-GFP 和 D-GFP 清除 DPPH 自由基的 EC50 都为

0.11 mg/mL。结果表明，两种方法提取的 GFP 均具

有较强的 DPPH 清除活性。 

 

图 7 灰树花多糖对 DPPH 自由基的清除能力

Fig.7 DPPH radical scavenging activity by Grifola frondosa 

polysaccharides

2.4.2 ABTS+自由基清除率

如图 8 所示，不同质量浓度灰树花多糖对

ABTS+ 自由基的清除作用呈浓度依赖性，清除率随

质量浓度增加而增加 [35] 。在 1 mg/mL 时，W-GFP
和 D-GFP 的 ABTS+. 清除率分别达到 75.07% 和

68.39%，无显著性差异。经计算，W-GFP 和 D-GFP

清除 ABTS+ 自由基 EC50 值分别为 0.45 mg/mL 和

0.56 mg/mL。由此可知，W-GFP 和 D-GFP 具有相

当的 ABTS+. 清除活性。

 

图 8 灰树花多糖对 ABTS+ 自由基的清除能力

Fig.8 ABTS+ radical scavenging activity by Grifola frondosa 

polysaccharides

2.4.3 ·OH清除率

羟基自由基（ .OH）是一种非常活泼的自由

基，具有强氧化能力，几乎可以氧化所有有机物。

由图 9可知，W-GFP和D-GFP都能清除羟基自由基，

且清除能力随着多糖质量浓度的增加而增加，表

明清除能力与剂量呈正相关。在本试验中，多糖

质量浓度为 3.0 mg/mL 时，W-GFP 和 D-GFP 的 .OH
清除率分别为 70.20% 和 79.01%。经计算，W-GFP
和 D-GFP 清除 .OH 的 EC50 值分别为 0.26 mg/mL 和

0.23 mg/mL。由此可知，D-GFP 和 W-GFP 均具有

较好的 .OH 清除活性，其抗氧化活性相当。 

图 9 灰树花多糖对 .OH 的清除能力

Fig.9 ·OH scavenging activity by Grifola frondosa 

polysaccharides

注： 不 同 的 小 写 字 母 表 示 样 品 间 有 显 著 差 异

（P ＜ 0.05）。

通过上述 3 种方法发现，DES 和热水浸提法得

到的多糖均具有较好的抗氧化活性，且它们的抗氧

化活性相当。据文献报道，采用低共熔溶剂提取的
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灵芝多糖也具有一定的抗氧化活性，且剂量活性呈

正相关 [11] ，与本文研究结果相似。

3  结论

以灰树花得率为指标，从不同溶剂中筛选出最

优溶剂为 DES-2（氯化胆碱 - 乙二醇）。采用氯化

胆碱 - 乙二醇型 DES 提取灰树花多糖，考察了单因

素（含水率、摩尔比、液料比、提取温度、提取时间）

对得率的影响。由单因素试验可知，含水率、摩尔

比和液料比对多糖得率的影响较为显著，因此采用

正交试验法优化这三个因素，得出最佳的工艺优化

参数是 DES-2 含水率 10%、DES-2 摩尔比 1:1、液

料比 80:1 （mL/g）。最后，采用最佳工艺参数优化提

取灰树花多糖，得率为 30.25%。与传统的热水浸提

法（13.54%）相比，提高了 123%。抗氧化活性测

定得出，D-GFP 清除 DPPH、ABTS+ 和 OH 自由基

的EC50 值分别为 0.11、0.56和 0.23 mg/mL，而W-GFP
清除这三种自由基的 EC50 值分别为 0.11、0.45 和

0.26 mg/mL。结果表明，两种方法提取的 GFP 均具

有较强的抗氧化活性，且它们的抗氧化活性相当。

因此，DES 可以高效提取 GFP，且获得的 GFP 具

有较强的抗氧化活性。本研究可为灰树花多糖的高

效提取、功能食品的开发和利用提供参考。
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