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摘要：以柴达木大肥菇(Agaricus bitorquis（Quél.）Sacc)菌丝体为原料，基于超声波辅助提取手段，采用单因素和 Box-Behnken

法优化酚酸提取工艺，以大孔树脂纯化粗酚酸，并采用 5 种经典的体外抗氧化体系对纯化前后 2 种酚酸进行活性评价。结果表明：超

声波功率 130 W，乙醇浓度 90%，提取温度 61 ℃，提取时间 30 min，液料比 40:1（mL/g）为最佳提取工艺；体外抗氧化试验结果显

示，在高浓度条件下，纯化酚酸（PPA）组对 DPPH、ABTS 自由基清除率分别高于对照组（Vc）4.31%、3.69%，也分别高于粗酚酸

组（CPA）27.45%、32.45%，且 PPA 组的 IC50值分别低于 Vc 组 18.57%、5.20%，也分别低于 CPA 组 40.78%、42.52%，其强弱顺

序为：PPA>Vc>CPA；PPA 组对羟自由基和超氧阴离子自由基清除率分别高于粗酚酸组（CPA）8.56%、30.09%，且 PPA 组的 IC50

值也分别低于 CPM 组 17.39%、53.57%，强弱顺序为：PPA>CPA；PPA 组还原能力高出 CPM 组 51.05%；PPA 组相对于 CPA 组具

有较强的抗氧化活性。综上，柴达木大肥菇纯化酚酸具有较强的抗氧化活性，是天然抗氧化剂的良好来源。 
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Abstract: The process of ultrasonic-assisted extraction was optimized by single factor experiment and Box-Behnken methods to extract 

phenolic acid from the mycelium of Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc. The crude phenolic acid was isolated by macroporous adsorbent resins, and 

the antioxidant activity of two kinds phenolic acid was evaluated with five classical antioxidant assessment system. Results showed that the 

optimal conditions were as follows: ultrasonic power of 130W, ethanol concentration of 90%, extraction temperature of 61 ℃, extracting time of 

30 minutes, and liquid/solid ratio of 40: 1(mL/g).The antioxidant activity experiment in vitro showed that the free radical scavenging capacity of 

DPPH and ABTS in purified phenolic acid (PPA) group were higher than those of Vc group (4.31% and 3.69%) and CPA group (27.45% and 

32.45%) (p<0.05), and the half inhibitory concentrations in PPA group were lower than those of Vc group (18.57% and 5.20%) and CPA group 

(40.78% and 42.52%). The order of antioxidant ability was: PPA>Vc>CPA. The scavenging capacity of hydroxyl radicals and superoxide anion  
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radicals in PPA group were higher than those of the CPA group (8.56% and 30.09%), and the half inhibitory concentrations in PPA group were 

lower than those of CPA group (17.39% and 53.57%). The order of antioxidant ability was: PPA>CPA. The reducing power of PPA group was 

comparable to that of Vc group, which was higher than that of CPA group (51.05%). The antioxidant activity of phenolic acid was increased with 

the increment of the sample concentration. In conclusion, this study revealed that the purified phenolic acid from the mycelium of Agaricus 

bitorquis (Quél.) Sacc have potent antioxidant effects, it could be used as a good source of natural antioxidant. 

Key words: Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc.; phenolic acid; extraction; antioxidation 

 

柴达木大肥菇[Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc.]学
名为双层环伞菌，俗称沙菇、大蘑菇，主要分布于青

藏高原柴达木盆地，子实体的整个生活史都发生于戈

壁草滩 50~60 cm 下[1]。柴达木大肥菇作为高原珍稀食

用菌不仅含有蛋白质、氨基酸、脂肪、膳食纤维、矿

质元素等营养成分，而且含有酚酸、多糖及三萜等活

性物质[2]，极具开发价值。迄今，柴达木大肥菇人工

栽培还没能获得解决，不能规模化种植和推广，同时

由于其自然生长环境的逐步恶化，野生柴达木大肥蘑

菇产量越来越少。有研究表明，液体培养法获得的柴

达木大肥菇菌丝体与子实体具有相似的营养成分和食

用价值，课题组于 2019 年获得了关于柴达木大肥菇菌

丝体及多糖生产的发明专利，这些为菌丝体替代子实

体的开发和利用提供了坚实的保障。目前针对于柴达

木大肥菇功效成分的研究多见于多糖的耐疲劳[3]、抗

氧化[4]及抗缺氧[5]方面，有关酚酸的研究并未见其报

道。酚酸分离的常见方式有机溶剂提取、酶提取、超

声波辅助提取等，超声波辅助提取法相比于其他方法，

具有减少能耗、提高效率等优点，被广泛应用。 
生物体的氧化属于正常的生理过程，羟基、过氧

化氢和超氧阴离子等可以通过多种方式产生机体活性

氧（ROS），过量的 ROS 会产生氧化应激等反应，可

能会危害到身体健康[6]，而大多数合成抗氧化剂对人

体都有潜在的危害[7]，无副作用的天然抗氧化剂的寻

找显得尤为重要。鉴于此，本文研究立足于青藏高原

特色食用菌资源如-柴达木大肥菇，利用超声波辅助法

提取柴达木大肥菇菌丝酚酸，以酚酸得率为响应指标，

采用单因素与 Box-Behnken 法优化提取工艺。同时，

围绕纯化前后的酚酸，采用 DPPH 自由基、ABTS 自

由基、羟自由基、超氧阴离子自由基清除及还原能力

五个抗氧化评级方法，综合解析柴达木大肥菇酚酸抗

氧化功效，旨在为柴达木大肥菇菌丝酚酸的开发提供

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

柴达木大肥菇菌丝体(湿粉）由青海大学食品科学

实验室提供。没食子酸、Vc 标准品、ABTS，北京索

莱宝科技有限公司；DPPH，上海晶纯生化科技股份

有限公司(阿拉丁)；无水乙醇、十二烷基硫酸钠、铁

氰化钾、三氯化铁、铁氰化钾、磷酸二氢钠、氢氧化

钠、磷酸氢二钠、氯化钠、三氯乙酸、硫酸亚铁、氯

化亚铁、过氧化氢、水杨酸、盐酸、邻苯三酚（均为

分析纯），湖北永阔科技有限公司。 

1.2  主要仪器设备 

LKTC-B1-T 数显恒温水浴锅，国华电器有限公

司；DSH-50-5 分析天平，上海越平科学仪器有限公司；

SB-3200TDT 超声波清洗机，宁波新芝生物科技股份

有限公司；752N 紫外-可见分光光度计，上海精密科

学仪器有限公司；RE-52AA 旋转蒸发仪，上海亚荣生

化仪器厂。 

1.3  试验方法 

1.3.1  菌丝体酚酸的提取 

准确称取 1.00 g 菌丝体（湿重）于具塞三角瓶中，

加入乙醇溶液，摇匀并封紧，置于超声波仪处理，抽

滤，收集滤液，浓缩得菌丝体粗酚酸，冷冻后备用。 

1.3.2  菌丝体酚酸的纯化 

采用 D101 型大孔树脂，对菌丝体酚酸粗提物进

行层析纯化。酚酸粗提物上样浓度为 10.00 mg/mL，
以无水乙醇溶液洗脱，上样液和洗脱液流速均为 1.50 
mL/min，收集液浓缩后得菌丝体纯化酚酸，冷冻干燥

后备用。 
1.3.3  标准曲线的绘制 

在 10.00 mL 容量瓶中加入精密称取的没食子酸

标准品 4.00 mg，加入无水乙醇使其完全溶解，定容

至刻度线水平，取 1.00 mL 该溶液至 10.00 mL 容量瓶

中后用无水乙醇稀释并定容至刻度线，可得 40.00 
mg/L 的对照品溶液[8]。分别取 0.10、0.20、0.40、0.60
和 0.80 mL 没食子酸对照品溶液，稀释得到质量浓度

为 10.00、20.00、30.00、40.00、60.00 L 和 80.00 µg/mL
的标准溶液，用无水乙醇做空白对照。准确量取标准

样品 1.00 mL、无水乙醇 1.00 mL、0.3%十二烷基硫酸

钠溶液 1.00 mL、0.6%三氯化铁溶液 1.00 mL、0.9%
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铁氰化钾溶液 0.90 mL，然后用 0.10 mol/L 的盐酸溶

液定容至 25.00 mL，显色后于暗处静止 20 min，测定

720 nm 处的吸光度值(A)。以没食子酸标准样品浓度

为横坐标，吸光度值为纵坐标绘制标准曲线，求得线

性回归方程为：y=1.2678x-0.0215，R2=0.9964。 
1.3.4  测定酚酸含量及提取率 

精确吸取酚酸样品 1.00 mL，按照标曲体系测定

酚酸含量。通过回归方程计算酚酸浓度（mg/mL），

每组做 3 个平行样,按式（1）计算酚酸得率： 

酚酸提取得率/(mg/g)=
m

Vc×                     （1） 

式中：c 为酚酸浓度（mg/mL）；V 为滤液体积（mL）；m

为菌丝体的质量（g）。 

1.3.5  试验设计 

1.3.5.1  单因素试验设计 

分别考察超声波功率、提取时间、提取温度、乙

醇浓度、液料比因素对酚酸提取得率的影响。 

1.3.5.2  响应面试验 

根据 Box-Behnken 试验设计原理，以单因素试验

为基础，选取超声波功率、提取温度、乙醇浓度 3 个

因素，采用 3 因素 3 水平的响应面实验设计与优化分

析方法[9]。 
1.3.6  抗氧化试验 

1.3.6.1  DPPH 自由基清除能力的测定 

DPPH 自由基清除能力的测定参照文献方法[10]。

分别量取不同浓度的样品各2.00 mL于25.00 mL试管

中，加入 2.00 mmol/L 的 DPPH-乙醇溶液 2.00 mL，置
于暗处放置 20 min 后，在 517 nm 处测定吸光度。阳

性对照为 Vc。DPPH 自由基的清除率按照下式（2）
计算： 

1 2

0

DPPH %= 1 100%A A
A

⎡ ⎤−
− ×⎢ ⎥

⎢ ⎥⎣ ⎦
清除率/

           （2） 

式中：A0 为只加 DPPH-乙醇溶液的吸光度；A1 为样品和

DPPH-乙醇溶液的吸光度；A2为样品溶液的吸光度。 

1.3.6.2  ABTS 自由基清除能力测定 

参照谢佳涵等[11]的方法测定ABTS自由基清除能

力。将 7.40 mmol/L ABTS 溶液与 2.60 mmol/L 过硫酸

钾溶液按体积比 1:1 混匀，室温避光静置 12 h，使用

前用无水乙醇稀释，使吸光度在 734 nm 波长处为

0.70±0.02，得到 ABTS 工作液。配制不同质量浓度样

液分别取 1.00 mL，加入 ABTS 工作液 3.00 mL，混均

避光静置 10 min，于 734 nm 波长处测定吸光度。阳

性对照为 Vc。按公式（3）计算 ABTS 自由基清除率。 

0 1

0

ABTS / % 100%A A
A

⎡ ⎤−
= ×⎢ ⎥
⎢ ⎥⎣ ⎦

自由基清除率
       （3） 

式中：A1为样品和ABTS工作液的吸光度；A0为只加ABTS

工作液的吸光度。 

1.3.6.3  羟自由基清除能力的测定 

参照罗敬文等[12]的方法测定羟自由基清除能力。

分别量取不同浓度的样品各2.00 mL于25.00 mL试管

中，各加入 6.00 mmol/L 的硫酸亚铁溶液 2.00 mL 和

6.00 mmol/L 的过氧化氢溶液 2.00 mL，摇匀后静置 10 
min；再加入6.00 mmol/L的水杨酸-乙醇溶液2.00 mL，
加入蒸馏水定容至 10.00 mL，在 37 ℃下水浴 15 min
后于 510 nm 处测定吸光度。阳性对照为 Vc。羟自由

基的清除率按照下式（4）计算： 

1 2

0

%= 1 100%A A
A

⎡ ⎤−
− ×⎢ ⎥

⎢ ⎥⎣ ⎦
羟自由基清除率/        （4） 

式中：A0 为加无水乙醇、硫酸亚铁、过氧化氢和水杨酸-

乙醇反应体系光度；A1为样品、硫酸亚铁、过氧化氢和水杨酸

-乙醇反应体系的吸光度；A2为样品、硫酸亚铁和蒸馏水反应体

系光度溶液的吸光度。 

1.3.6.4  超氧阴离子自由基清除能力测定 

超氧阴离子自由基清除能力测定参照李珍等[13]

的方法。取 50.00 mmol/L TrisHCl 4.50 mL（用 NaOH
溶液调节溶液 pH 值至 8.20），在 25 ℃水浴中加热 20 
min，加入不同质量浓度的样品溶液 2.00 mL，加入

25.00 mmol/L 邻苯三酚溶液 0.40 mL（用 8.00 mmol/L 
HCl 配制），震荡摇匀，在 25 ℃水浴中加热 4 min，以

2 滴 8.00 mol/L HCl 终止反应，在 320 nm 紫外条件下

测定吸光度。阳性对照为 Vc。超氧阴离子自由基的清

除率按照下式（5）计算： 

1 2

0

/ %= 1 100%A A
A

⎡ ⎤−
− ×⎢ ⎥

⎢ ⎥⎣ ⎦
超氧阴离子自由基清除率

 （5） 

式中：A0为加 Tris-HCl、邻苯三酚和 2 滴 8.00 mol/L 盐酸

反应体系的吸光度；A1为加 Tris-HCl、样品溶液、邻苯三酚和

滴 8.00 mol/L 盐酸反应体系的吸光度；A2为 Tris-HCl 和样品溶

液反应体系的吸光度。 

1.3.6.5  还原能力的测定 

还原能力的测定根据陈惠卿等[14]报道的方法稍

作修改。分别量取不同浓度的样品各 1.00 mL 于 25.00 
mL 试管中，加入磷酸缓冲液（0.20 mol/L，pH 6.60）
2.50 mL 和 1%的铁氰化钾溶液 2.50 mL，于 50 ℃下水

浴 20 min 后，加入 10%的三氯乙酸溶液 2.50 mL；以

2000 r/min 离心 10 min 后，取 2.50 mL 上清液，各加

入蒸馏水 2.50 mL 和 0.1%的三氯化铁溶液 0.50 mL，
混匀后静置 10 min；于 700 nm 处测定吸光度 A。用

1.00 mL 无水乙醇替样品，按照以上方法测定吸光度

A0 作空白组，样品的还原能力通过 A-A0 判定，值越

大表示样品的还原能力越强。阳性对照为 Vc。 
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1.4  数据处理 

响应面实验采用 Design-Expert 8.0.5 软件设计，

实验设置重复 3 组，结果用 x±s 表示。利用 SPSS. 
statistic 22 软件对数据进行处理及误差分析，检验

p<0.05 为差异显著。 

2  结果与讨论 

2.1  柴达木大肥菇菌丝体酚酸提取单因素试

验与分析 

2.1.1  超声波功率对酚酸提取得率的影响 

 
图1 超声波功率对酚酸得率的影响 

Fig.1 Effect of ultrasonic power on yield of phenolic acid 

注：图中组内不同小写字母表示存在显著性差异

（p<0.05），下同。 

分别以超声波功率 90、110、130、150 和 170 W，

液料比 20:1 mL/g，乙醇浓度 80%，在 30 ℃条件下提

取 15 min，计算酚酸提取得率。结果如图 1 可知，酚

酸得率随着超声波功率先增大后下降，当超声波功率

为 130 W 时，酚酸得率最高为 23.27 mg/g，与超声功

率为 90 W 的酚酸得率相比，是它的 1.13 倍。这与黄

艳等[15]提取松毛菇多酚时也发现类似结果。可能原因

是超声波对细胞壁有一定破碎作用，并且随功率增大

而增强，这导致菌丝细胞内酚酸物质快速溶出，其溶

出率显著增加；当超声波功率增加至细胞承受的高限

值时，细胞破碎，胞内物质会全部释放到体系中，酚

酸溶出率达到最高水平；而后再增加超声波功率，此

时体系中酚酸已到达饱和状态，过大的超声波功率还

会影响酚酸的稳定性，导致酚酸提取率下降[15]。因此，

本研究确定最佳超声波功率为 130 W。 
2.1.2  提取时间对酚酸提取得率的影响 

分别以提取时间 20、25、30、35 和 40 min，超

声波功率 130 W，其他条件同上，进行超声辅助提取。

结果如图 2 可知，酚酸得率随着提取时间先增加后降

低，在提取 30 min 时，酚酸得率达到最高值为 26.32 
mg/g，与提取时间为 20 min 的酚酸得率相比，是它的

1.05 倍。这比王治宝等[8]在提取蒙古口蘑总酚酸得率

高 1.59 倍。可能与超声波较强的剪切作用有关，长时

间作用会破坏酚酸的分子结构，导致酚酸的降解转化，

从而影响提取效果[15]。因此，确定 30 min 为合适的超

声波处理时间。 

 

图 2 提取时间对酚酸得率的影响 

Fig.2 Effect of extraction time on yield of phenolic acid 

2.1.3  提取温度对酚酸提取得率的影响 

 
图3 提取温度对酚酸得率的影响 

Fig.3 Effect of extraction temperature on yield of phenolic acid 

分别以提取温度 50、55、60、65 和 70 ℃，超声

波功率 130 W，其他条件同上，超声波处理 30 min，
计算酚酸提取得率。结果如图 3，酚酸得率先迅速升

高后下降，在提取温度 60 ℃时，酚酸得率最高为 28.38 
mg/g，与提取温度为 50 ℃的酚酸得率相比，是它的

1.18 倍。这比吴燕等[16]在提取丁香叶总酚酸得率高

21.02 倍。表明在低温范围内，提取温度的升高有利于

酚酸得率的提高，而后随着温度的升高，菌体细胞组

织破坏，使溶液中酚酸处于过饱和状态，导致大量的

酚酸在高温下变性，酚酸含量降低，提取得率下降[13]。

因此，提取温度以 60 ℃为最佳。 
2.1.4    乙醇浓度对酚酸提取得率的影响 

分别以乙醇浓度 80、85、90、95 和 100%，提取

温度60 ℃，在超声波功率130 W条件下，提取30 min。
由图 4 可知，酚酸得率先升高后降低，当乙醇浓度 90%
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时，酚酸得率最高为 33.48 mg/g，与乙醇浓度为 80%
的相比，酚酸得率是它的 1.10 倍。尹敏等[17]在提取冬

虫夏草菌丝体多酚时也发现类似结果。其原因可能与

菌丝体酚酸的极性有关，高浓度的乙醇溶液有利于酚

酸的溶出，但过高的乙醇浓度易使菌丝体中部分酚酸

变性[17]，降低酚酸的有效含量。因此，确定 90%乙醇

浓度为最佳。 

 

图4 乙醇浓度对酚酸得率的影响 

Fig.4 The effect of ethanol concentration on the yield of 

phenolic acid 

2.1.5  液料比对酚酸提取得率的影响 

分别以液料比 20:1、30:1、40:1、50:1、60:1 mL/g，
乙醇浓度 90%，提取温度 60 ℃，在超声波功率为 130 
W 条件下提取 30 min，计算酚酸提取得率。结果如图

5 可知，酚酸得率先升高后保持平稳下降，当液料比

40:1 mL/g 时，酚酸得率最大为 38.22 mg/g，与液料比

为 20:1 mL/g 的酚酸得率相比，是它的 1.41 倍。这比

牛真真等[18]提取山楂核总酚酸得率高 7.60 倍。原因可

能与有效成分的溶解度有关，当溶剂浓度超过一定水

平时，细胞中醇溶性物质的溶出会远远超过酚酸，且

酚酸会在高水平溶剂量条件下被迅速稀释，导致酚酸

得率快速降低[17]。因此，确定液料比以 40:1 mL/g 为

最佳。 

 

图5 料液比对酚酸得率的影响 

Fig.5 The effect of material liquid ratio on the yield of phenolic 

acid 

2.2  响应面优化实验与分析 

在单因素试验的基础上，采用 Design-Expert 8.0.5
软件进行三因素三水平的响应面试验设计对酚酸提取

工艺进行进一步优化，试验方案及结果见表 1，对数

据进行 Forward 模式多元二次回归拟合，得到菌丝体

中酚酸提取量预测值的二次多项回归方程： 
Y=-4.76A2-4.71B2-1.69C239.00-0.35AB-0.35AC-0.32BC+ 

0.14A+0.29B+0.37C 

 
表1 响应面试验结果 

Table 1 Response surface test results 

试验号 乙醇浓度/% 超声波功率/W 提取温度/℃ 酚酸得率/(mg/g) 

1 -1（80） -1（110） 0（60） 25.79 

2 +1（100） -1（110） 0（60） 26.61 

3 -1（80） +1（150） 0（60） 27.15 

4 +1（100） +1（150） 0（60） 26.55 

5 -1（80） 0（130） -1（50） 28.63 

6 +1（100） 0（130） -1（50） 29.78 

7 -1（80） 0（130） +1（70） 30.02 

8 +1（100） 0（130） +1（70） 29.79 

9 0（90） -1（110） -1（50） 31.63 

10 0（90） +1（150） -1（50） 32.78 

11 0（90） -1（110） +1（70） 33.05 

12 0（90） +1（150） +1（70） 32.92 

13 0（90） 0（130） 0（60） 38.90 

14 0（90） 0（130） 0（60） 39.12 

15 0（90） 0（130） 0（60） 38.96 
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表2 响应面结果方差分析 

Table 2 Result of the response surface regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F Prod>F 显著性 

模型 290.77 9 32.31 1610.95 <0.0001 *** 

A 0.17 1 0.17 8.29 0.0346 * 

B 0.67 1 0.67 33.36 0.0022 ** 

C 1.09 1 1.09 54.55 0.0007 ** 

AB 0.50 1 0.50 25.11 0.0041 ** 

AC 0.48 1 0.48 23.98 0.0045 ** 

BC 0.41 1 0.41 20.25 0.0064 ** 

A2 222.10 1 222.10 11074.51 <0.0001 *** 

B2 82.07 1 82.07 4092.39 <0.0001 *** 

C2 10.50 1 10.50 523.33 <0.0001 *** 

残差 0.10 5 0.020    

失拟项 0.075 3 0.025 1.93 0.3590  

纯误差 0.026 2 0.013    

总差 290.87 14     

注：**p<0.01，差异极显著；*p<0.05，差异显著。 

 

 

图6 浓度与功率交互影响的等高线 

Fig.6 Contour line of correlation between ethanol concentration 

and ultrasonic power 

对回归模型进行方差分析，其结果表明回归模型

极显著，此模型可解释 99.97%的变异，失拟值不显著

（p>0.05），说明本试验模型能较好地拟合真实数据的

变化。此外回归方程系数显著性检验可知，模型的一

次项 C（p<0.01）差异极显著，B（p<0.05）差异显著，

A（p>0.05）差异不显著；二次项 A2、B2、C2（p<0.01）
差异极显著。 

 

 

图7 浓度与温度交互影响的等高线 

Fig.7 Contour line of correlation between ethanol concentration 

and temperature 

利用 Design-Expert 8.0.5 软件绘制各因素响应曲

面和等高线图，因素对响应值影响的显著性顺序为：

超声波功率>提取温度>乙醇浓度，将不显著的因素保

持低水平状态，显著因素保持在最优代码水平上，因

此获得的酚酸提取最优条件为：乙醇浓度 90.07%、超

声波功率 131 W、提取温度 61.06 ℃，在此条件下酚

酸得率预测最大值为 39.02 mg/g。以最优提取工艺进
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行了三组验证实验，获得酚酸得率实测值为 39.09 
mg/g，与预测值接近。与王淑芳等[19]研究优化小麦酚

酸提取工艺后的得率相比，是它 37.05 倍；与蒲忠慧

等[20]研究优化川芎酚酸提取工艺后的得率相比，是它

的 0.88 倍。 

 

 

图8 功率与温度交互影响的等高线 

Fig.8 Contour line of correlation between ethanol ultrasonic 

power and temperature 

2.3  柴达木大肥菇菌丝体酚酸体外抗氧化活

性研究结果 

2.3.1  柴达木大肥菇菌丝体酚酸对 DPPH 自由

基的清除能力 

 
图9 菌丝体酚酸的 DPPH 清除能力 

Fig.9 DPPH free radical scavenging capacity of phenolic acid in 

mycelium 

DPPH 法是一种评价天然抗氧化剂抗氧化活性的

常用体系。天然抗氧化剂的 DPPH 清除率越高，显示

其抗氧化能力越强[21]。由图 9 结果可知，各酚酸试验

组对 DPPH 清除率随着浓度增加而增大，PPA 组对

DPPH 清除率最高。当浓度为 1.50 mg/mL 时，PPA 组

清除率达到最大值 79.84%；与阳性对照（Vc）组比

较，PPA 组清除率相当于 Vc 组的 104.31%，显示出

较高的抗氧化活性（p<0.05）；与 CPA 组相比，PPA
组清除率相当于该组的 127.45%，差异显著（p<0.05）。
由表 3 可知，PPA、CPA 及 Vc 组对 DPPH 的清除率

与其浓度均呈正相关，并具有良好的线性关系，其中

PPA组的 IC50值只是Vc组的82.43%、CPA组59.22%，

PPA 组的 IC50值最小为 0.61 mg/mL，清除 DPPH 自由

基能力最大。综上，各酚酸试验组对 DPPH 清除率强

弱顺序为：PPA>Vc>CPA，即 PPA 组对 DPPH 自由

基的清除作用最好。与杨美莲[22]和 Zan[23]等朝鲜蓟叶

酚酸提取物对DPPH清除能力呈现剂量依赖上升的结

果一致，在相同浓度下纯化后的酚酸对 DPPH 的清除

能力均明显强于粗酚酸，与赵艳红等[24]石榴皮酚酸结

果类似。 
表3 DPPH清除率与酚酸浓度的线性关系 

Table 3 Linear relationship between DPPH clearance and 

phenolic acid concentration 

样品 线性方程 R2 IC50/(mg/mL)
CPA y=32.433x+16.57 0.9386 1.03 

PPA y=34.567x+28.75 0.9983 0.61 

Vc y=34.3x+24.63 0.9932 0.74 

2.3.2  柴达木大肥菇菌丝体酚酸对 ABTS 自由

基清除作用 

ABTS 是一种常用的检测天然产物抗氧化活性的

方法。在清除 ABTS 自由基反应中，抗氧化剂通过抑

制蓝绿色的 ABTS 自由基的产生来评价抗氧化性[25]。

由图 10 结果可知，各酚酸试验组对 ABTS 清除率随

着浓度升高而增大，PPA 组对 ABTS 清除率最高。当

浓度为 1.50 mg/mL 时，PPA 组清除率达到最大值

（75.82±0.69）%；与 Vc 组比较，PPA 组清除率是

Vc 的 103.69%，差异显著（p<0.05）；与 CPA 组相

比，PPA 组清除率相当于该组的 132.45%，明显高于

CPA 组（p<0.05）。由表 4 结果可知，PPA、CPA 及

Vc 组对 ABTS 的清除率与其浓度均呈正相关，具有较

好的线性关系，其中 PPA 组的 IC50值分别相当于 Vc
组、CPA 组的 94.80%、57.48%，PPA 组的 IC50值最

低为 0.73 mg/mL，清除 ABTS 自由基的能力最高。综

上，各酚酸试验组对 ABTS 清除率强弱顺序依次为：

PPA>Vc>CPA，即 PPA 组对 ABTS 自由基的清除效

果最好。与朱洁[25]等研究了大孔吸附树脂对梨幼果酚

酸的 ABTS 自由基清除能力的结果一致，即纯化酚酸
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清除 ABTS 自由基的能力强于粗酚酸。 

 
图10 菌丝体酚酸的ABTS自由基清除能力 

Fig.10 ABTS free radical scavenging capacity of phenolic acid 

in mycelium 

表4 ABTS清除率与酚酸浓度的线性关系 

Table 4 Linear relationship between ABTS clearance and 

phenolic acid concentration 

样品 线性方程 R2 IC50/(mg/mL) 
CPA y=37.367x+2.61 0.992 1.27 

PPA y=29x+28.94 0.998 0.73 

Vc y=36.267x+22.24 0.9958 0.77 

2.3.3  柴达木大肥菇菌丝体酚酸对羟自由基的

清除能力 

 
图11 菌丝体酚酸的羟自由基清除能力 

Fig.11 Hydroxyl free radical scavenging capacity of phenolic 

acid in mycelium 

表5 羟自由基的清除率与酚酸浓度的线性关系 

Table 5 Linear relationship between hydroxyl radical 

scavenging rate and phenolic acid concentration 

样品 线性方程 R2 IC50/(mg/mL)

CPA y=42.533x+10.66 0.9992 0.92 

PPA y=33.7x+24.47 0.9933 0.76 

Vc y=38.533x+30.92 0.9971 0.49 

羟自由基是一种活性氧，在细胞内，羟自由基可

以穿过细胞膜，与氨基酸、蛋白质和 DNA 等生物分

子发生反应，造成组织破坏和细胞死亡，这也是引起

衰老和其他疾病的重要因素[26]。因此，在膳食中寻找

羟自由基清除剂是生物体预防多种疾病最有效的措施

之一[27]。由上图 11 结果可知，酚酸试验组对羟自由

基清除率随着浓度升高而增大，PPA 组对羟自由基清

除率高于 CPA 组。当浓度为 1.50 mg/mL 时，PPA 组

清除率达到最大值为 78.65%；与 Vc 组比较，PPA 组

对羟自由基清除率相当于 Vc 组的 88.22%（p<0.05），

CPA 组对羟自由基清除率相当于 Vc 组 81.26%
（p<0.05）；与 CPA 组相比，PPA 组对羟自由基清除

率相当于 CPA 组 108.56%，具有显著差异（p<0.05）。

由表 5 可知，PPA、CPA 及 Vc 组对羟自由基清除率

与其浓度均呈正相关性，其中 PPA 组的 IC50 值低于

CPA 组 17.39%，其中它的 IC50值为 0.76 mg/mL，且

清除羟自由基高于 CPA 组。综上，PPA 组对羟自由

基的清除效果优于 CPA 组。与吴燕等[28]研究丁香叶

酚酸纯化前后对羟自由基清除效果结论一致。 
2.3.4  柴达木大肥菇菌丝体酚酸对超氧阴离子

自由基的清除能力影响 

 
图12 菌丝体酚酸的超氧阴离子清除能力 

Fig.12 Superoxide free radical scavenging capacity of phenolic 

acid in mycelium 

表6 超氧阴离子清除率与酚酸浓度的线性关系 

Table 6 Linear relationship between superoxide anion 

scavenging rate and phenolic acid concentration 

样品 线性方程 R2 IC50/(mg/mL) 

CPA y=34.233x+11.81 0.9866 1.12 

PPA y=36.7x+31.03 0.9922 0.52 

Vc y=37.567x+37.65 0.9948 0.33 

超氧阴离子自由基能够转化为其他氧自由基，产

生更强的攻击性，从而对组织产生损伤导致各种疾病
[29]。由图 12 结果可知，各酚酸试验组对超氧阴离子

清除率随着浓度升高而增大，PPA 组的清除率明显高

于 CPA 组。当浓度为 1.50 mg/mL 时，PPA 组清除率

达到最大值为 84.34%；与 Vc 组比较，PPA 组清除率

是 Vc 组的 91.04%（p<0.05），接近 Vc 组的清除效果，

CPA 组清除率是 Vc 组的 69.98%（p<0.05），远低于

Vc 组；与 CPA 组相比，PPA 组清除率相当于该组的
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130.09%，PPA 组清除超氧阴离子作用明显强于 CPA
组（p<0.05）。由表 6 可知，PPA、CPA 及 Vc 组对

超氧阴离子清除率与其浓度均呈正相关性，PPA 组的

IC50值低于 CPA 组 53.57%，其中它的 IC50值为 0.52 
mg/mL，PPA 组清除超氧阴离子效果明显高于 CPA
组。与王晓梅等人[30]大孔树脂纯化新疆鼠尾草酚酸对

超氧阴离子清除能力的结果类似。 
2.3.5  柴达木大肥菇菌丝体酚酸还原能力 

 
图13 菌丝体酚酸的还原能力 

Fig.13 Reduction capacity of phenolic acid in mycelium 

还原力可以参与多种抗氧化反应，可以破坏自由

基链式反应和过氧化物的降解[31]。PPA、CPA 及 Vc
组的还原能力如图 13 所示，各酚酸试验组的还原能力

随着浓度升高而增大，PPA 组的清除率明显高于 CPA
组。当浓度为 1.50 mg/mL 时，PPA 组还原能力为 1.23；
与 Vc 组比较，PPA 组还原能力是 Vc 组的 99.68%，

显示与 Vc 组一致的强还原能力（p<0.05）；与 CPA
组相比，PPA 组还原能力相当于该组的 151.05%，明

显高于 CPA 组（p<0.05），表明 PPA 组具有较强还

原能力。与巫永华等[32]山楂叶酚酸提取物纯化前后还

原能力效果的研究结论一致。 

3  结论 

本研究采用单因素试验和Box-Behnken 试验对柴

达木大肥菇菌丝体酚酸的提取工艺进行了优化，得到

最佳工艺参数是乙醇浓度为 90%，超声波功率为 130 
W，提取时间为 30 min，提取温度为 61 ℃，液料比为

40:1 mL/g，在此条件下的酚酸提取得率达 39.09 mg/g，
与预测值一致。这与牛真真[18]和王淑芳[19]提取酚酸得

率相比，分别是它们的 7.60 倍、37.05 倍；与蒲忠慧[20]

提取酚酸得率相比，是它的 0.88 倍。体外抗氧化试验

结果表明，在高浓度条件下，与对照组比较，纯化酚

酸组清除 DPPH、ABTS 自由基能力高出 4.31%、

3.69%；纯化酚酸的还原能力与对照组接近；与粗酚

酸组相比，纯化酚酸组清除 DPPH、ABTS 自由基能

力高出 27.45%、32.45%；纯化酚酸组清除羟自由基及

超氧阴离子自由基作用高出 8.56%、30.09%；纯化酚

酸组还原能力高出粗酚酸组 51.05%。纯化酚酸组对

DPPH、ABTS、羟自由基、超氧阴离子自由基清除作

用与还原能力均表现出浓度依赖特征，其中纯化酚酸

组对 DPPH、ABTS 自由基清除作用的 IC50值分别低

于对照组 18.57%、5.20%，分别低于粗酚酸组 40.78%、

42.52%；纯化酚酸组清除羟自由基、超氧阴离子自由

基作用的 IC50值分别低于粗酚酸组 17.39%、53.57%。

综上所述，纯化酚酸对 DPPH、ABTS 自由基的清除

作用最佳，显示出比 Vc 组更强的清除自由基功效，

在清除羟自由基、超氧阴离子自由基方面，具有远强

于粗酚酸的清除作用，可作为天然抗氧化剂首选来源，

广泛应用于健康及功能食品行业。 
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