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攀枝花黑松露多糖的抗氧化和降血糖活性 
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摘要：多糖作为松露的重要成分之一，具有抗氧化，抗肿瘤和降血糖等多种生物活性。然而，多糖活性与其结构密切相关，但

关于攀枝花黑松露中多糖组分的相关结构及其生物活性的研究鲜有报道。该研究采用水提法和 Sephadex G-200 分离纯化黑松露多糖，

并对其结构及体外抗氧化、降血糖活性进行了初步分析。结果表明黑松露多糖的分子质量为 1.29×104 u，主要由甘露糖、葡萄糖、鼠

李糖和半乳糖组成，其摩尔比为 2.89:1.81:0.34:0.50。红外光谱分析表明该组分是含有 α-糖苷键的吡喃型多糖。体外抗氧化实验表明，

该多糖对 DPPH 自由基和羟自由基均具有一定的清除作用，但对 DPPH 自由基表现出更好的清除能力，其 IC50值为 1.02 mg/mL，同

时随多糖质量浓度的增加其抗氧化活性也随之升高。另外，在体外降血糖实验方面，该多糖能显著抑制 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的

活性，其 IC50值分别为 1.99 mg/mL、3.30 mg/mL。该研究结果可为深度开发黑松露多糖提供理论依据。 
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Antioxidant and Hypoglycemic Activity of Polysaccharide from Panzhihua 
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Abstract: Polysaccharides, the main component present in truffle, exhibit diverse biological properties, including antioxidant, anti-tumor, 

and hypoglycemic activity. Polysaccharide activity is closely related to its structure; however, reports on related structures and biological activity 

of polysaccharide components in Panzhihua black truffle remain scarce. Herein, the polysaccharide from Panzhihua black truffle was isolated 

and purified using water extraction and Sephadex G-200. Additionally, its primary structure and in vitro antioxidant and hypoglycemic activity 

were analyzed. The molecular weight of the black truffle polysaccharide is 1.29×104 u, and it mainly consists of mannose, glucose, rhamnose, 

and galactose at a molar ratio of 2.89:1.81:0.34:0.50. Infrared spectrum analysis revealed that the polysaccharide was pyranoid with an 

α-glycosidic bond. In vitro experiments revealed that the polysaccharide exhibited specific DPPH and hydroxyl free radical scavenging effects, 

affording better scavenging ability against DPPH free radicals, with an IC50 value of 1.02 mg/mL. Meanwhile, the antioxidant activity increased 

with increasing polysaccharide concentration. In addition, in vitro hypoglycemia analysis indicated that the polysaccharide could significantly 

inhibit α-glucosidase and α-amylase activity, with IC50 values of 1.99 mg/mL and 3.30 mg/mL, respectively. This study provides a theoretical 

basis for the comprehensive development of black truffle polysaccharide. 
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氧化是生物产生能量的重要过程，然而，人体在 
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代谢过程中会不可避免地产生自由基，自由基容易诱

发各种病理效应，如动脉粥样硬化和衰老[1]。只有体

内的自由基处于一定的动态平衡时，才能维持机体运

行，因此有必要开发和利用有效的抗氧化剂来消除人

体内的自由基[2]。糖尿病是一种以高血糖为特征的代

谢性疾病，可以通过胰岛素和口服双胍类、磺脲类等

降糖药物进行治疗[3]。然而，这些治疗方式会引起肠
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道紊乱、低血糖等副作用[4]。因此，寻找副作用更少

的有效替代品迫在眉睫。 
多糖是生物活性大分子，同时也是松露的重要成

分之一，对生物细胞无毒副作用，具有多种生物活性，

如抗氧化活性[5]、降血糖活性[6]、抗炎活性[7]、免疫调

节[8]、降血脂[9]等。有研究证实松露多糖的抗氧化能力

取决于多糖的分子量、硫酸酯化含量、分支度和糖苷

键类型[10,11]，其降血糖活性则与多糖的分子量、糖苷

键、高级结构、基团、硫酸酯化、羧甲基化以及乙酰

化密切相关[12]。黑松露也称“黑钻石”，是一种药食两

用的野生型真菌，具有浓烈而独特的香味，常作为食

品和香料的原料[13]。成熟的黑松露具有较高的营养价

值，富含氨基酸、维生素、甾醇和微量元素等，也可

以通过增强免疫力、益胃、抑制肿瘤等多种途径促进

人体健康[14,15]。然而不同品种和不同地理环境的松露，

其多糖成分在结构和生物活性方面存在一定程度的差

异，从而影响其营养和生物活性。本论文以攀枝花黑

松露多糖为研究对象，探索其结构及其抗氧化、降血

糖活性，为攀枝花黑松露及其多糖的深度开发提供理

论及科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

本研究中黑松露采自四川省攀枝花市盐边县新九

乡山区，40 ℃烘干处理，粉碎后过 80 目筛，得到黑

松露粉。 
实验中所用主要试剂有：无水乙醇、浓硫酸、苯

酚、3,5-二硝基水杨酸、D-葡萄糖醛酸、α-葡萄糖苷酶、

对硝基苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷、α-淀粉酶、维生素 C、
TPTZ、阿卡波糖等，均为常规国产分析纯试剂，购于

成都迪维乐普科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

Acquity UPLC H-Class超高效液相色谱仪-示差检

测器，Waters；TSK-GEL G4000PWXL 凝胶色谱柱，

TOSOH；COXEM EM30Plus 扫描电镜，韩国库塞姆

公司；I3X 多功能酶标仪，美谷（上海）分子仪器有

限公司；Nicolet 380 傅里叶变换红外光谱仪，美国赛

默飞公司；其余均为通用设备。 

1.3  实验方法 

1.3.1  黑松露粗多糖的提取 
取 20 g 研磨后的松露粉末，加 20 倍水混匀，80 ℃

热水浴提取 2 h 后用布氏漏斗抽滤，收集滤液；60 ℃

下进行减压浓缩后加入 4 倍体积的 95%乙醇于 4 ℃沉

淀中过夜，在 4000 r/min 的转速下离心 10 min，收集沉

淀，得到粗多糖。 
1.3.2  粗多糖的纯化 

将粗多糖溶解后，按体积比 5:1 的比例加入 Sevage
试剂，充分摇匀后在 4000 r/min 下离心 5 min，收集位

于上层的糖液，去除蛋白。将多糖冻干后配制成浓度

为 10 mg/mL 的溶液，用葡聚糖凝胶 Sephadex G-200
层析柱纯化，每次的上样体积为 1 mL，用蒸馏水洗脱，

流速 6 s/滴，1 min/管。将收集的各管糖液按苯酚硫酸

法测 OD490，根据试管标号和 OD490绘制洗脱曲线，并

且得到冻干粉，备用。 
1.3.3  多糖纯度鉴定 

参考于晓凤[16]的方法对多糖样品进行纯度鉴定。

取 3.0 mL 浓度为 1 mg/mL 的多糖溶液，以蒸馏水作空

白对照，在 190~400 nm 波长下对攀枝花黑松露纯多糖

进行全波长扫描。观察 260 nm 和 280 nm 两处是否存

在特征吸收峰，从而判断纯化后的多糖是否含有蛋白

质和核酸。 
1.3.4  黑松露多糖的结构分析 
1.3.4.1  分子量测定 

分子量测定参照王海燕等[7]的研究，用凝胶色谱对

黑松露的分子量分布进行测定。将葡聚糖标准品 T-10、
T-40、T-70、T-500、T-2000 用 KH2PO4配成 1.0 mg/mL
的标准液，同时上样量为 20 μL，测定出峰时间。以葡

聚糖标准品的分子量对数值 logMW 为横坐标，以分子

量的微分分布 dwt/d(logM)为纵坐标，绘制分子量标准

曲线。 
1.3.4.2  傅立叶红外光谱分析 

精确称取1 mg多糖样品，加适量的干燥KBr粉末，

混合研磨均匀后，在压片机上进行压片，制成透明薄

片。将制好的压片利用傅里叶变换红外光谱仪扫描，

扫描范围为 400~4000 cm-1，采集样品的红外吸收光谱。 
1.3.4.3  单糖组成分析 

参考向莹等[17]的方法，并做适当处理：在试管中

加入 400 μL 的混合单糖标准液或多糖水解液、400 μL 
PMP 甲醇溶液，使用涡旋混合器混合均匀；放入 70 ℃
的水浴中反应 2 h 后取出并冷却至室温，加 400 μL 0.3 
mol/L 的 HCl 中和（pH 6~7），再加水 1200 μL 和等体

积的氯仿，使用涡旋混合器混合均匀；放置一段时间，

弃掉氯仿相，重复萃取几次。将水相用微孔膜（0.45 μm）

进行过滤，打入高效液相色谱进行分析。 
1.3.4.4  扫描电子显微镜分析 

参考 Fan 等[18]的方法对攀枝花黑松露多糖进行扫

描电镜分析。将充分干燥的多糖样品固定在样品台上，
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在溅射一层金后，对样品进行检查并放入扫描电镜内

观察样品形态和结构（放大倍数为 1000 倍、4300 倍）。 
1.3.5  黑松露多糖的抗氧化活性 
1.3.5.1  DPPH 自由基清除能力 

分别取不同浓度的样品 100 μL 置于 96 孔板中，再

分别加入 15 μL 的 0.4 mmol/L DPPH，混匀，避光放置

30 min，使其充分反应，在 517 nm 波长下测吸光度 A1；

用乙醇代替 DPPH 重复上述操作，在 517 nm 波长下测

吸光度 A2，用水做空白对照得吸光度 A0，并以维生素

C 做阳性对照，实验设置 3 组重复。DPPH 自由基清除

能力计算公式为： 

1 2

0

A -ADPPH % = 1- 100%
A

×自由基清除率（ ）（ ）  

1.3.5.2  羟自由基清除率 
将多糖样品配置成不同浓度（0.01~0.30 mg/mL）

的样品溶液，依次加入 2.5 mL 亚硫酸铁（9 mmol/L）、

1 mL 水杨酸-乙醇溶液（9 mmol/L）、1 mL 过氧化氢

（9 mmol/L），在 37 ℃水浴中反应 30 min 后，4000×g
离心 10 min，于 520 nm 处测吸光度值 B。用乙醇代替

水杨酸-乙醇溶液得吸光度值 B0，用水做空白对照得吸

光度值 A，并以维生素 C 做阳性对照，实验设置 3 组

重复。羟自由基的清除能力计算公式为： 

0/ % (1 ) 100%B B
A
−

= − ×羟基自由基清除率  

1.3.5.3  铁还原抗氧化能力测定 
取不同浓度的样品（0.1~1.2 mg/mL）100 μL，依

次加入 400 μL 浓度为 0.3 mol/L 醋酸缓冲液（pH=3.6）、
40 μL 浓度为 10 mmol/L 的 TPTZ 溶液、40 μL 浓度为

20 mmol/L 的三氯化铁溶液，混合均匀，37 ℃水浴 10 
min，于 590 nm 处测定吸光度值。以不同浓度的七水

合硫酸亚铁为标准品重复上述操作，同时以七水合硫

酸亚铁浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲

线，y=0.6126x+0.4934（R²=0.9966），计算样品抗氧化

能力，实验设置 3 组重复，并以维生素 C 做阳性对照。 
1.3.6  黑松露多糖的降血糖活性 

黑松露多糖的降血糖活性实验参照等Lv等[19]的研

究，并做适当修改。 
α-淀粉酶抑制活性测定：将多糖样品配置成不同浓

度（0.5~3.0 mg/mL）的样品溶液；用 pH 6.5 的磷酸盐

缓冲液配制 0.6 mg/mL 的 α-淀粉酶溶液和 2.0 mg/mL
的淀粉溶液。取 100 μL 样品溶液加入 100 μL α-淀粉酶

溶液和淀粉溶液，于 37 ℃培养 20 min 后加入 500 μL 
DNS 沸水浴 5 min，在 535 nm 处测得吸光度 A1。用磷

酸缓冲液代替待测溶液，测得吸光度 A2；以蒸馏水和

磷酸盐缓冲液分别取代待测液和 α-淀粉酶溶液，测的

吸光度为 A0、A3。实验设置 3 组重复，α-淀粉酶抑制

能力的公式为： 

1 2

0 3

-- %=(1- ) 100%
-

A A
A A

α ×淀粉酶抑制率/  

α-葡萄糖苷酶抑制活性测定：配制不同浓度的

（0.5~3.0 mg/mL）的样品溶液；用 pH 6.8 的磷酸盐缓

冲液（0.1 mol/L）配制 0.01 mg/mL 的 α-葡萄糖苷酶溶

液；配制 2.5 mmol/L 的 pNPG 溶液、0.1 mol/L 的碳酸

钠溶液。取 100 μL 样品溶液加入等体积的 α-葡萄糖苷

酶溶液，37 ℃水浴 15 min，加 100 μL 的 pNPG 溶液，

37 ℃水浴 10 min，最后加入 5 mL 碳酸钠溶液使其停

止反应，于 410 nm 处测得吸光度值 A1。用蒸馏水做空

白对照得吸光度值 A0；用磷酸盐缓冲液代替 α-葡萄糖

苷酶溶液，得到吸光度值 B，同时以阿卡波糖做阳性对

照。实验设置 3 组重复，α-葡萄糖苷酶抑制能力的公式

为： 

1 0- / % (1 ) 100%A A
B

α −
= − ×葡萄糖苷酶抑制率  

1.4  数据处理 

使用 Excel 进行实验数据处理，Origin 2018 软件

作图，IBM SPSS Statistics 26 软件计算抗氧化活性和

降血糖活性的半抑制浓度（IC50 值）。方差分析采用

Dunnett 检验，以 p<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  多糖的提取与纯化 

 
图1 Sephadex G-200层析柱纯化洗脱曲线 

Fig.1 Sephadex G-200 chromatography column purification 

elution curve 

本试验表明攀枝花黑松露粗多糖得率为 4.52%，这

比较于张存艳等 [20]采用干燥方式测多糖的得率

（7.56%）有所降低，这可能是由于地理位置、干燥方

法以及提取方法的差异导致。将所得粗多糖经葡聚糖

凝胶 Sephadex G-200 层析柱纯化，绘制洗脱曲线（图
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1），收集主要出峰的 43~45 管糖液，浓缩、干燥后得

到纯化的黑松露多糖。 

2.2  多糖纯度鉴定结果 

由紫外吸收扫描图（图 2）可知，该多糖在 260 nm
与 280 nm 处无吸收峰，说明纯化后的多糖不含蛋白与

核酸，该多糖纯化彻底。 

 
图2 紫外吸收扫描图 

Fig.2 Ultraviolet absorption scanning diagram 

2.3  分子量 

凝胶渗透色谱（Gel Permeation Chromatography，
简称 GPC）是根据相对分子量的大小将聚合物中不同

的分子进行分离，分子量越小保留时间就越长，具有

方便易检测等优点，可用于多糖分子量的测定。本实

验中测得的攀枝花黑松露的数均分子量Mn为1.29×104 
u，该分子量的多糖还未有报道。 

 
图3 黑松露多糖分子量检测 

Fig.3 Determination of molecular weight of black truffle 

polysaccharide 

2.4  傅立叶红外分析 

傅立叶红外变换光谱图是分子中基团振动能级跃

迁而产生的。根据攀枝花黑松露多糖的红外光谱图（图

4）可知：该多糖在 3404.81 cm-1处有吸收峰，是由 O-H
伸缩振动所引起[21]；在 2927.41 cm-1处的吸收峰，说明

有 C-H 存在[22]；在 1641.63 cm-1的吸收峰，可能是由

于 C=O 的不对称伸缩而引起的振动所导致；在 1419.83 
cm-1 处的吸收峰，这是由于 C-H 变角振动引起[23]；

1200~1000 cm-1 的吸收峰可能是吡喃环伸缩振动所引

起的，同时也是多糖的典型吸收区域[24]。此外，该多

糖的红外扫描结果在 578.51 cm-1处还有吸收峰，表明

该黑松露多糖中糖苷键为 α-型，且在糖醛酸对应的

1740 cm-1没有吸收峰，说明该黑松露多糖不含糖醛酸，

即为中性糖[25]。 

 
图4 黑松露多糖红外光谱扫描图 

Fig.4 Infrared spectrum of black truffle polysaccharides 

2.5  单糖组成 

 

 
图5 单糖标准品（a）和样品（b）色谱图 

Fig.5 Chromatogram of monosaccharide standard (a) and 

sample (b) 

注：1.甘露糖醛酸；2.甘露糖；3.鼠李糖；4.葡萄糖醛酸；

5.半乳糖胺；6.葡萄糖；7.半乳糖；8.阿拉伯糖；9.岩藻糖。 

黑松露多糖经过水解以后，采用衍生法对多糖进
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行衍生化，黑松露多糖带上共轭基团后在紫外区有吸

收峰，然后使用高效液相色谱分析[26]。攀枝花黑松露

主要是由甘露糖、葡萄糖、鼠李糖、半乳糖组成，这

四种单糖的摩尔比为 2.89:1.81:0.34:0.50，其中甘露糖

含量最大，其次是葡萄糖。有研究表明，多糖的单糖

组成会影响其高级结构，大部分具有降血糖功能的多

糖都含有葡萄糖、半乳糖[15]。 

2.6  扫描电子显微镜分析 

该多糖组分的表面形态如图 6 所示。在放大 1000
倍电镜下（图 5a）观察到该多糖呈块状堆积结构，放

大 4300 倍（图 5b）呈瘤状突起形态。 

  
图6 黑松露多糖扫描电镜结果 

Fig.6 Results of scanning electron microscope on 

polysaccharide of black truffle 

2.7  黑松露多糖的抗氧化活性 

DPPH 自由基是一种稳定的氮中心的自由基，其有

机溶液呈紫色，溶液的变色程度与其接受的电子数量

（自由基清除活性）成定量关系，因而可以用于评价

抗氧化活性[27]。通过图 7a 可知，黑松露多糖具有清除

DPPH 自由基和羟自由基的能力，但清除作用低于对照

维生素 C。在一定的浓度范围内，清除自由基的能力随

着多糖溶液浓度的增大而增大，并且这一趋势与维生

素 C 相同。在浓度为 3 mg/mL 时，该多糖对 DPPH 自

由基和羟自由基的清除率是最大的，分别为 64.29%和

52.42%。 
FRAP 是一种基于氧化还原反应的比色法。在酸性

条件下，Fe3+-TPTZ 被抗氧化剂还原成 Fe2+-TPTZ，溶

液变成深蓝色，并且在 593 nm 处有强吸收。由图 7b
可知该多糖的铁还原能力与浓度有依赖关系，在一定

范围内随着多糖浓度的增大铁还原能力也会随之增

强。 
多糖的抗氧化活性与它的化学结构有着密切联

系。例如，Liu 等[28]从松露中提取出 TP1、STP1 和 STP2
三个组分中主要的单糖都是葡萄糖，这些组分都具有

较强的抗氧化性能。本研究测定了攀枝花黑松露的单

糖组成，发现其也主要由葡萄糖组成，也表现出较强

的抗氧化性，这与上述研究一致。 

通过计算，得到该多糖清除 DPPH 自由基和羟自

由基的 IC50值分别为 1.02 mg/mL、1.82 mg/mL，Vc 清
除 DPPH 自由基和羟自由基的 IC50 值分别为 0.17 
mg/mL、0.62 mg/mL。该多糖清除 DPPH 自由基的能

力要强于清除羟自由基的能力。 

 

 
图7 黑松露多糖抗氧化能力 

Fig.7 Antioxidant capacity of black truffle polysaccharide 

注：a.羟自由基与 DPPH 自由基清除率；b.铁还原抗氧化

能力。 

2.8  黑松露多糖的降血糖活性 

 
图8 黑松露多糖降血糖能力 

Fig.8 Hypoglycemic effect of black truffle polysaccharide 

多糖类物质可以通过调控相关消化酶活性、调节

肝脏糖代谢中关键酶表达等途径达到降血糖作用[15]。
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攀枝花黑松露多糖对 α-淀粉酶、α-葡萄糖苷酶均有一

定的抑制作用，其抑制作用随浓度的变化趋势与阿卡

波糖一致（图 8）。且该黑松露多糖对 α-葡萄糖苷酶的

抑制作用强于对 α-淀粉酶的抑制作用。在 2.5 mg/mL
时对 α-淀粉酶的抑制作用最大，达到 45.80%；在 2 
mg/mL 时对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用趋于稳定，达到

57.22%。 
曾有研究表明，多糖的降血糖活性与其分子质量、

单糖组成相关，一般在合适的范围内，分子量越低的

多糖组分对 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制效果越高
[17]。有时，降血糖能力的强弱也与多糖的来源相关[19]，

如邵淑宏等[29]的研究中测定了三种乌龙茶多糖，其中

分子量最大的多糖具有最强的 α-葡萄糖苷酶抑制效

果。测定该多糖与阿卡波糖抑制 α-淀粉酶和 α-葡萄糖

苷酶 IC50值：多糖的 IC50值分别为 1.99 mg/mL、3.30 
mg/mL，阿卡波糖的 IC50值分别为 0.90 mg/mL、0.76 
mg/mL。故黑松露多糖具有一定的降血糖能力，但与

阿卡波糖相比，抑制 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶较弱。 

3  结论 

本研究在对黑松露多糖的结构分析中发现，该组

分具有糖类化合物的特征峰，且推断出该多糖为 α-吡
喃型杂多糖，其分子量为 1.29×104 u，主要由甘露糖、

葡萄糖、鼠李糖和半乳糖组成，摩尔比为 2.89:1.81:0.34: 
0.50。抗氧化和降血糖结果表明，该多糖具有较好的抗

氧化和降血糖活性，且随质量浓度的增加其清除率和

抑制率逐渐升高，其中对 DPPH 自由基的清除能力最

好。黑松露多糖作为天然的抗氧化剂，在健康食品的

开发和生产中具有一定的研究意义。同时，随着对多

糖研究的不断深入，黑松露多糖较好的降血糖活性也

将为其深度开发及其在辅助治疗糖尿病方面提供更好

的健康解决途径。 
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