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摘要:
  

【目的】优化毛蜂窝菌粗多糖(Hexagonia
 

apiaria
 

Polysaccharide,HAP)的超声波辅助提取工艺,探究

HAP 多维体外生物活性特征,拓宽其在功能性食品与医药保健领域的应用范围。 【方法】以毛蜂窝菌为原

料,采用超声波辅助法提取 HAP,利用单因素和响应面试验优化提取工艺,通过自由基清除、α-葡萄糖苷酶

抑制及巨噬细胞实验评价 HAP 体外生物活性。 【结果】
 

HAP 最佳提取工艺条件为超声功率 320
 

W、料液比

1 ∶ 15. 5、提取温度 85. 5
 

℃、提取时间 56
 

min,在此条件下,HAP 得率为(1. 91±0. 02)%;
 

1
 

mg / mL
 

HAP 的

DPPH 和 ABTS+自由基清除率分别为(51. 70±2. 50)%和(78. 51±1. 42)%,2
 

mg / mL
 

HAP 的 α-葡萄糖苷酶

抑制率为(61. 99±1. 45)%,并呈现浓度依赖效应;25
 

μg / mL
 

HAP 对小鼠单核巨噬细胞系 RAW264. 7 增殖具

有抑制作用,细胞相对增殖率为(77. 28±4. 73)%,且该质量浓度 HAP 可促进 RAW264. 7 细胞释放 NO,释放

量为(24. 05±1. 02)
 

μmol / L,显著高于阳性对照组((12. 52 ± 0. 69)
 

μmol / L),具有一定的免疫刺激潜力。
【结论】HAP 具有较好的体外抗氧化、降血糖及免疫刺激活性,具备作为功能性食品或医药保健成分的开发

潜力。
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0　 引言

毛蜂窝菌(Hexagonia
 

apiaria)是一种隶属于担

子菌门-非褶菌目-多孔菌科-蜂窝菌属的珍稀药用

真菌[1] ,又称蜂窝灵芝、龙眼梳等,主要分布于福

建、四川、云南和黑龙江等地[2-3] ,在药用及保健领

域具有广阔的开发利用前景[4] 。 在中医临床应用

中,毛蜂窝菌的子实体干品常以 10 ~ 12
 

g 煎汤温服,
用于胃病治疗;

 

亦可与灵芝、桦褐孔菌、裂蹄菌等药

材共制超微粉,温水冲服,辅助治疗胃癌。 此外,毛
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蜂窝菌子实体也被用于慢性肾炎的调理[5-6] ,其药

理作用可能与所含的多糖类活性成分密切相关。
毛蜂窝菌多糖 ( Hexagonia

 

apiaria
 

Polysaccha-
ride,HAP)是该菌的主要活性成分之一[7-8] 。 研究

表明, 真菌多糖具有抗肿瘤[9-10] 、 抗炎[11] 、 抗氧

化[12] 、免疫调节[13-14] 、降血糖[15-16] 等多种生物活

性,是天然产物研究的重要方向。 目前,HAP 研究

主要集中于提取工艺优化及多糖得率比较[8] ,毛蜂

窝菌菌油的化学成分和 DPPH 自由基清除活性亦

有报道[7] ,但针对 HAP 多维体外生物活性的研究仍

较少。
鉴于此,本研究拟采用广泛用于多糖提取工艺

优化与活性研究的超声波辅助法[17-18] 提取 HAP 并

优化提取工艺,通过 DPPH 和 ABTS+ 自由基清除实

验评价 HAP 的抗氧化能力,通过 α-葡萄糖苷酶抑

制实验分析其降血糖潜力,并利用巨噬细胞模型检

测其免疫刺激作用,以期系统评价 HAP 的多维体外

生物活性,为其深入研究和开发利用提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

毛蜂窝菌,市售;
 

葡萄糖标准品、苯酚,上海麦

克林生化科技股份有限公司;
 

无水乙醇、石油醚,辽
宁泉瑞试剂有限公司;

 

浓硫酸(质量分数为 98%)、
福林酚试剂、牛血清蛋白,上海索莱宝生物科技有限

公司;
 

MD44 MM 透析袋 ( 截留相对分子质量为

3500
 

Da)、α-葡萄糖苷酶、阿卡波糖、4-硝基苯-α-

D-吡喃半乳糖苷(pNPG),合肥博美生物科技有限

责任公司;
 

DPPH 自由基清除率检测试剂盒,上海

源叶生物科技有限公司;
 

ABTS+ 自由基清除率检测

试剂盒、总抗氧化能力试剂盒,苏州格锐思生物科技

有限公司;
 

抗坏血酸(VC),天津科密欧化学试剂有

限公司;小鼠单核巨噬细胞系 RAW264. 7,武汉普诺

赛生命科技有限公司; DMEM 培养基、胎牛血清

(FBS)、青霉素、链霉素、胰酶,赛默飞世尔科技有限

公司;
 

Hyclone 双抗,上海华雅思创有限公司;
 

脂多

糖(LPS),北京普西唐生物科技有限公司;
 

CCK-8
检测试剂盒、一氧化氮( NO)检测试剂盒,上海碧云

天生物技术股份有限公司;实验用水为超纯水。 除

特别说明外,所用化学试剂均为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

DK-S24 型电热恒温水浴锅、DGG-9140AF 型

电热恒温鼓风干燥箱,上海森信实验仪器有限公司;
 

KH-500DE 型数控超声波清洗器,昆山禾创超声仪

器有限公司;
 

SCIENTZ-10YG / A 型冷冻干燥机,宁
波新芝冻干设备股份有限公司;

 

MR-96A 型多功能

酶标仪,美谷分子仪器(上海)有限公司;
 

H2050R-1
型高速冷冻离心机,湘仪离心机仪器有限公司;

 

RE
 

52-99 型旋转蒸发器,上海亚荣生化仪器厂;
 

2500C
型佳声多功能粉碎机,永康市红太阳机电有限公司;

 

AR2140 型电子天平,梅特勒-托利多国际贸易(上

海)有限公司;
 

SZ-GY820ASP 型水分测定仪,深圳

市冠亚技术科技有限公司;
 

SW-CJ-1D 型净化工作

台,浙江苏净净化设备有限公司;
 

DMI6000
 

CS 型显

微镜,徕卡显微系统(上海)贸易有限公司;
 

ZCLY-

100 型 CO2 培养箱,上海知楚仪器有限公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 HAP 提取　 将挑选除杂后的毛蜂窝菌原料

于 60
 

℃电热恒温鼓风干燥箱中烘干,粉碎后过 40
目筛,得到毛蜂窝菌粉末。 取适量毛蜂窝菌粉末于烧

瓶中,加入石油醚回流脱脂 2 次,每次 1
 

h;过滤并弃

去滤液,将滤渣于 60
 

℃电热恒温鼓风干燥箱中烘干

至恒重后,加入适量超纯水,在设定的超声波条件下

提取 HAP。 将提取液于 4000
 

r / min 条件下离心

15
 

min,收集含粗多糖的上清液,于 60
 

℃ 条件下真

空浓缩至原体积的 1 / 4。 在 300
 

r / min 磁力搅拌条

件下加入浓缩液 4 倍体积的无水乙醇,放入 4
 

℃ 冰

箱中静置 12
 

h 后离心(4000
 

r / min,5
 

min),收集沉

淀,于-50
 

℃ 、真空度<10
 

Pa 条件下冷冻干燥 48
 

h,
得到 HAP [18] 。 HAP 得率的计算公式如下:

HAP 得率 = HAP 质量

毛蜂窝菌样品质量
× 100%

1. 3. 2　 单因素试验　 称取 10
 

g 预处理后的毛蜂窝

菌粉末置于烧杯中,以超纯水为提取溶剂,按照

1. 3. 1 的方法提取 HAP。 固定超声频率为 24
 

kHz,
以 HAP 得率为评价指标[19] ,分别考查超声功率、料
液比、提取温度和提取时间对 HAP 得率的影响。 单

因素试验的基础条件为:超声功率 300
 

W、料液比

·2·
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(g / mL)1 ∶ 15、提取温度 80
 

℃ 、提取时间 50
 

min。
考查某一因素时,仅改变该因素水平,其余条件保持

不变。 各因素的水平设置如下:超声功率为 100
 

W、
200

 

W、300
 

W、400
 

W、500
 

W;料液比为 1 ∶ 5、1 ∶
10、1 ∶ 15、1 ∶ 20、1 ∶ 25;提取温度为 70

 

℃ 、75
 

℃ 、
80

 

℃ 、 85
 

℃ 、 90
 

℃ ;提取时间为 45
 

min、 50
 

min、
55

 

min、60
 

min、65
 

min。
1. 3. 3　 响应面试验　 在单因素试验结果的基础上,
为优化 HAP 提取工艺,以 HAP 得率(Y)为响应值,
选取超声功率 ( A / W )、 料液比 ( B)、 提取温度

(C / ℃ )、提取时间(D / min)作为考查因素,采用响

应面法进行试验设计,并通过回归模型分析确定最

佳提取条件。 各因素水平设置见表 1。

表 1　 响应面试验设计因素与水平
Table

 

1　 Factors
 

and
 

levels
 

of
 

the
 

response
 

surface
 

design

水平
因素

A / W B C / ℃ D / min
-1 200 1 ∶ 10 80 50
0 300 1 ∶ 15 85 55
1 400 1 ∶ 20 90 60

1. 3. 4　 总糖、蛋白质及水分含量测定　 参考《食用

菌中总糖含量的测定》(GB / T
 

15672—2009)中的苯

酚-硫酸法[20]并略作修改,测定 HAP 的总糖含量。
分别吸取 0

 

mL、0. 1
 

mL、0. 2
 

mL、0. 4
 

mL、0. 6
 

mL、
0. 8

 

mL、 1. 0
 

mL 葡萄糖标准溶液 ( 质量浓度为

100
 

μg / mL),置于具塞试管中,加水补足至 1. 0
 

mL,
摇匀。 各管再加入 1. 0

 

mL 质量分数为 5%的苯酚

溶液和 5
 

mL 浓硫酸,涡旋混匀,避光反应 20
 

min
后,于 490

 

nm 处测定吸光度。 以葡萄糖质量浓度

(x)为横坐标、吸光度(y)为纵坐标绘制标准曲线,
得回归方程 y = 0. 008

 

9x-0. 012
 

7,R2 = 0. 999
 

1,表
明在 10 ~ 100

 

μg / mL 范围内线性关系良好。 供试样

品溶液亦按上述方法处理,将样品吸光度代入标准

曲线中,得到样品中总糖的质量浓度,再乘以稀释倍

数计算样品中总糖含量。
采用 Lowry 法(福林-酚法) [21] 并稍作修改,测

定 HAP 的蛋白质含量。 称取适量 HAP 样品,加入

超纯水溶解并配制成质量浓度为 0. 25
 

mg / mL 的溶

液,于 60
 

℃条件下加热溶解,备用。 取 1. 0
 

mL 上述

样品溶液,加入 5. 0
 

mL 福林-酚甲液,涡旋混匀,室
温避光反应 10

 

min;再加入 0. 5
 

mL 福林-酚乙液,
涡旋混匀,室温避光反应 15

 

min,于 750
 

nm 波长处

测定吸光度。 牛血清蛋白标准溶液与供试样品溶液

均按上述方法处理,以牛血清蛋白质量浓度( x)为

横坐标、吸光度(y)为纵坐标绘制标准曲线,得回归

方程 y = 0. 000
 

7x+0. 049
 

4,R2 = 0. 997
 

0,将样品吸

光度代入标准曲线中,得到样品中蛋白质的质量浓

度,再乘以稀释倍数计算样品中蛋白质含量。
使用水分测定仪测定 HAP 的水分含量。 称取

1. 00
 

g
 

HAP 样品,均匀平铺于测定盘中,设置加热

温度为 100
 

℃ ,采用仪器自动模式干燥至终点(当

设定时间内样品质量变化小于 1
 

mg 时判定为终

点)。 水分测定仪直接读取失水质量与初始样品质

量的差值,即为 HAP 的水分含量[22] 。

1. 4　 抗氧化活性测定

1. 4. 1　 DPPH 自由基清除率 　 采用 DPPH 自由基

清除率检测试剂盒,按照试剂盒说明书测定 HAP 的

DPPH 自由基清除率。 分别设置样品测定组、样品

对照组、空白组和阳性对照组。 空白组微量离心

(EP)管中加入 0. 05
 

mL 氮自由基提取液、0. 225
 

mL
无水乙醇和 0. 225

 

mL
 

DPPH 溶液;
 

样品测定组 EP
管中加入 0. 05

 

mL 不同质量浓度 ( 0. 2
 

mg / mL、
0. 4

 

mg / mL、0. 6
 

mg / mL、0. 8
 

mg / mL、1. 0
 

mg / mL)的
HAP 溶液、0. 225

 

mL 无水乙醇和 0. 225
 

mL
 

DPPH
溶液;

 

样品对照组 EP 管中加入 0. 05
 

mL
 

1. 0
 

mg /
mL 的 HAP 溶液和 0. 45

 

mL 无水乙醇;以 VC 为阳

性对照组,即以等质量浓度 VC 溶液代替 HAP 溶

液,其余组分同样品测定组。 各 EP 管混合均匀后

于室温避光静置反应 30
 

min,于 517
 

nm 处测定各组

吸光度。 样品的 DPPH 自由基清除率计算公式

如下:

DPPH 自由基清除率 =
A0 - (A1 - A2)

A0

× 100%

式中,
 

A0 为空白组吸光度,
 

A1 为样品测定组吸光度,
 

A2 为样品对照组吸光度。

1. 4. 2　 ABTS+ 自由基清除率 　 采用 ABTS+ 自由基

清除率检测试剂盒,按照说明书测定 HAP 的 ABTS+

自由基清除率。 分别设置样品测定组、样品对照组、

·3·
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空白组和阳性对照组。 样品测定组 EP 管中加入

10
 

μL 不同质量浓度 ( 0. 1
 

mg / mL、 0. 2
 

mg / mL、
0. 4

 

mg / mL、0. 6
 

mg / mL、0. 8
 

mg / mL、1. 0
 

mg / mL)的
HAP 溶液和 190

 

μL
 

ABTS 工作液;样品对照组 EP
管加入 10

 

μL 相同质量浓度梯度的 HAP 溶液和

190
 

μL 无水乙醇;空白组中加入 10
 

μL 无水乙醇和

190
 

μL
 

ABTS 工作液;阳性对照组以相同质量浓度

VC 溶液代替 HAP 溶液,其余同测定组。 各组溶液

混合均匀后于室温下避光反应 6
 

min,于 734
 

nm 处

测定吸光度。 样品的 ABTS+自由基清除率计算公式

如下:

ABTS + 自由基清除率 = (1 -
B1 - B2

B0
) × 100%

式中,
 

B0 为空白组吸光度,
 

B1 为样品测定组吸光

度,
 

B2 为样品对照组吸光度。
1. 4. 3　 总抗氧化能力　 采用 FRAP 法,使用总抗氧

化能力试剂盒测定 HAP 的总抗氧化能力。 分别设

置样品测定组、空白组和阳性对照组。 样品测定组

EP 管中加入 10
 

μL 不同质量浓度(1
 

mg / mL、2
 

mg /
mL、3

 

mg / mL、4
 

mg / mL、5
 

mg / mL) 的 HAP 溶液、
20

 

μL 超纯水和 170
 

μL 显色液,混合均匀;空白组

加入 30
 

μL 超纯水和 170
 

μL 显色液;阳性对照组以

相同质量浓度 VC 溶液代替 HAP 溶液,其余同测定

组。 各组混合均匀后于室温下反应 10
 

min,于 590
 

nm
处测定吸光度。 样品测定组吸光度记为 C1,空白组

吸光度记为 C0,差值 ΔC = C1 -C0。 结果根据 Trolox
标准曲线换算,以 Trolox 当量表示。 样品的总抗氧

化能力(μmol
 

Trolox·mL-1)计算公式如下:
总抗氧化能力 = 2. 06 × (ΔC - 0. 004

 

2)

1. 5　 α-葡萄糖苷酶抑制率测定

参考 G. G. Niu 等[23] 的方法并稍作修改,测定

HAP 对 α-葡萄糖苷酶的抑制率。 用 pH 值为 6. 8
的 PBS 缓冲液配制 α-葡萄糖苷酶溶液(0. 4

 

U / mL)
和 pNPG 溶液( 2. 5

 

mmol / L)。 实验设置样品测定

组、样品对照组、空白组和阳性对照组。 样品测定组

EP 管中依次加入 80
 

μL
 

α - 葡萄糖苷酶溶液、
400

 

μL 不同质量浓度 ( 0. 02
 

mg / mL、0. 1
 

mg / mL、
0. 5

 

mg / mL、1. 0
 

mg / mL、1. 5
 

mg / mL、2. 0
 

mg / mL)的
HAP 溶液和 200

 

μL
 

pNPG 溶液; 样品对照组以

80
 

μL
 

PBS 缓冲液代替酶溶液,其余组分同样品测

定组,用于消除样品自身颜色对吸光度的干扰;空白

组以 80
 

μL
 

PBS 缓冲液代替样品,依次加入 80
 

μL
 

α-

葡萄糖苷酶溶液、200
 

μL
 

pNPG 溶液和 400
 

μL
 

PBS
缓冲液,用于测定无抑制剂存在条件下酶反应的吸光

度;阳性对照组以 400
 

μL 相同质量浓度的阿卡波糖

标准溶液代替 HAP 溶液,其余组分同样品测定组。
各组混匀后于 37

 

℃下反应 10
 

min,随后加入 200
 

μL
 

2. 5
 

mmol / L 的 pNPG 溶液,继续于 37
 

℃电热恒温水

浴锅中反应 20
 

min,于 405
 

nm 处测定吸光度[24] 。
HAP 对 α-葡萄糖苷酶的抑制率计算公式如下:

α - 葡萄糖苷酶抑制率 = (1 -
M1 - M2

M0
) × 100%

式中,
 

M0 为空白组吸光度,
 

M1 为样品测定组吸光

度,
 

M2 为样品对照组吸光度。

1. 6　 体外免疫活性测定

将 RAW264. 7 细胞接种于含 10% (若无特指,
百分数均指体积分数) FBS、1%青霉素和链霉素的

DMEM 培养基中,并置于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱内

进行常规传代培养,实验均使用对数生长期细胞。
称取适量 HAP 或 LPS,用 DMEM 培养基配制成质

量浓度为 1
 

mg / mL 的母液,于 4
 

℃下保存备用。 取

处于对数生长期的 RAW264. 7 细胞,调整密度至 5×

104 个 / mL,按每孔 100
 

μL 接种于 96 孔板。 预培养

24
 

h 后,设置正常组(DMEM 培养基)、PBS 组(等体

积 PBS 缓冲液对照)、阳性对照组(终质量浓度为

10
 

μg / mL 的 LPS)和给药组(终质量浓度为 25
 

μg /
mL 的 HAP)。 各组继续孵育 24

 

h 后,吸去上清液,
每孔加入 100

 

μL
 

CCK-8 溶液,继续避光孵育 1
 

h,
于 450

 

nm 处测定吸光度[22] 。 细胞相对增殖率计算

公式如下:

细胞相对增殖率 =
Z t - Zc

Zb - Zc

× 100%

式中,Z t 为样品组吸光度,Zc 为正常组吸光度,Zb

为阳性对照组吸光度。
采用 Griess 试剂盒[25] ,按照说明书测定培养基

中 NO 的释放量。 精密称取 NaNO2 标准品,以细胞

培养液为溶剂,配制浓度为 100
 

μmol / L 的 NaNO2

标准储备液,再以此为母液进行稀释,得到 0
 

μmol /
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L、5
 

μmol / L、 10
 

μmol / L、 20
 

μmol / L、 40
 

μmol / L、
60

 

μmol / L、100
 

μmol / L 的系列标准溶液。 分别取

各浓度标准溶液与等体积 Griess 试剂Ⅰ和Ⅱ混合,
室温避光反应 10

 

min,于 540
 

nm 处测定吸光度。 以

NaNO2 浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准曲

线,得回归方程为 y= 0. 006
 

9x-0. 005
 

5,R2 = 0. 999
 

8。
细胞接种及给药处理条件同上,将样品吸光度( y)
代入上述标准曲线,计算 NO2

-浓度(x,μmol / L),即
为 NO 释放量。

图 1　 不同因素对 HAP 得率的影响
Fig. 1　 Effects

 

of
 

different
 

factors
 

on
 

HAP
 

yield

1. 7　 数据处理

所有实验均重复 3 次,结果以(平均值±标准

差)表示。 使用 SPSS
 

27. 0 软件进行数据分析,多组

间比较采用单因素方差分析( One-way
 

ANOVA);方
差齐时,采用 LSD 法进行组间两两比较;方差不齐

时,采用 Dunnett′s
 

T3 法。 P<0. 05 表示差异具有统

计学意义。 采用 Design-Expert
 

13 软件对响应面试

验数据进行方差分析和模型拟合,使用 Origin
 

2018
软件绘图。

2　 结果与分析

2. 1　 单因素结果分析

不同因素对 HAP 得率的影响见图 1,其中不同

小写字母表示组间差异显著(P<0. 05),下同。 由图

1a)可知,超声功率在 100 ~ 300
 

W 范围内,HAP 得

率随超声功率的增加而升高,并于 300
 

W 时达到最

大值;继续提高超声功率后,HAP 得率呈下降趋势,
这可能是过高的超声功率会产生过强空化作用并造

成多 糖 链 断 裂 或 结 构 破 坏, 从 而 降 低 提 取 效

率[26-27] 。 因此,响应面试验以 300
 

W 为中心点,考
查范围为 200 ~ 400

 

W。 由图 1b)可知,当料液比在

1 ∶ 5 ~ 1 ∶ 15 之间时,HAP 得率随溶剂比例的增加

逐渐升高;继续增加溶剂用量后,HAP 得率趋于平
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缓并略有下降。 适量增加溶剂可提高体系传质效率

并促进多糖溶出,而溶剂过量会造成溶质过度稀释

及杂质溶出增加,降低溶液质量浓度,从而影响提取

效率[27-29] 。 因此,响应面试验以 1 ∶ 15 为中心点,
考查范围为 1 ∶ 10 ~ 1 ∶ 20。 由图 1c)可知,在 70 ~
85

 

℃范围内,HAP 得率随提取温度的升高而增加,
并于 85

 

℃时达到最大值;提取温度继续升高后得率

略有下降。 适度升温有利于多糖溶剂的溶出和扩

散,温度过高则可能加剧多糖降解[30-31] 。 因此,响
应面试验以 85

 

℃为中心点,考查范围为 80 ~ 90
 

℃ 。
由图 1d)可知,在 45 ~ 55

 

min 范围内,HAP 得率随

提取时间的延长而升高,并于 55
 

min 时达到最大

值;继续延长时间后,得率趋于稳定并略有下降。 较

长时间的超声作用可能引起多糖结构降解,并促进

其他组分溶出[32-33] 。 因此,响应面试验以 55
 

min 为

中心点,考查范围为 50 ~ 60
 

min。

2. 2　 响应面试验结果分析

2. 2. 1　 响应面试验设计与结果　 响应面试验设计

及结果见表 2。 采用 Design-Expert 软件对表 2 数据

进行二次多项式回归拟合,得到回归模型方程为:
Y= 1. 84+0. 035

 

8A+0. 012
 

5B+0. 007
 

5C+
0. 040

 

8D+0. 005
 

0AB+0. 037
 

5AC-0. 025
 

0AD-
0. 007

 

5BC-0. 015
 

0BD-0. 017
 

5CD-
0. 091

 

7A2 -0. 061
 

7B2 -0. 071
 

7C2 -0. 084
 

2D2

2. 2. 2　 模型拟合与方差分析　 响应面回归模型的

显著性检验及方差分析见表 3。 由表 3 可知,该回归

模型达到极显著水平(P<0. 01),失拟项不显著(P>
0. 05),模型实际决定系数 R2 = 0. 984

 

3,调整决定系

数 R2
adj = 0. 968

 

6,二者较为接近,表明模型拟合度良

好,未见明显过拟合[34] 。 一次项 A、B、D,交互项 AC、
AD 及二次项 A2、B2、C2、D2 均达到极显著水平(P<
0. 01),表明各因素及其交互作用在不同程度上均对

HAP 得率有显著影响。 由回归模型 F 值可知,各因

素对 HAP 得率影响的主次顺序为:D(提取时间) >A
(超声功率)>B(料液比)>C(提取温度)。
2. 2. 3　 最优提取工艺验证　 由回归模型预测得到

HAP 的最优提取工艺条件为:超声功率 318. 57
 

W、
料液比 1 ∶ 15. 40、提取温度 85. 36

 

℃ 、提取时间

56. 00
 

min,在此条件下 HAP 得率为 1. 85%。 考虑

到实际操作的可行性,将提取工艺条件调整为:超声

功率 320
 

W、料液比 1 ∶ 15. 5、提取温度 85. 5
 

℃和提

取时间 56
 

min。 在此优化条件下进行 3 次平行验证

实验,HAP 得率为(1. 91±0. 02)%,与预测值的相对

标准偏差为 3. 24%,表明所建模型对 HAP 超声辅助

提取工艺具有较好的预测能力。

表 2　 响应面试验设计及结果
Table

 

2　 Experimental
 

design
 

and
 

results
 

of
 

response
 

surface
 

methodology
实验号 A B C D Y / %

1 0 -1 0 1 1. 75
2 1 0 1 0 1. 76
3 1 0 0 1 1. 71
4 -1 1 0 0 1. 65
5 0 0 1 1 1. 72
6 1 0 0 -1 1. 70
7 0 0 0 0 1. 84
8 -1 0 1 0 1. 62
9 0 0 -1 1 1. 73
10 0 -1 -1 0 1. 68
11 0 1 0 1 1. 74
12 0 0 0 0 1. 84
13 1 0 -1 0 1. 66
14 -1 -1 0 0 1. 65
15 1 -1 0 0 1. 71
16 0 1 -1 0 1. 74
17 -1 0 0 -1 1. 57
18 -1 0 0 1 1. 68
19 0 0 0 0 1. 83
20 0 1 1 0 1. 72
21 1 1 0 0 1. 73
22 -1 0 -1 0 1. 67
23 0 -1 0 -1 1. 62
24 0 0 0 0 1. 84
25 0 0 0 0 1. 85
26 0 0 1 -1 1. 67
27 0 0 -1 -1 1. 61
28 0 1 0 -1 1. 67
29 0 -1 1 0 1. 69

2. 3　 化学成分组成分析

经实验测定,HAP 的总糖、蛋白质和水分含量分别

为(24. 97±0. 33)%、(13. 19±0. 74)%和(9. 53±0. 47)%。

2. 4　 抗氧化活性分析

2. 4. 1　 DPPH 自由基清除率　 不同质量浓度 HAP
对 DPPH 自由基清除率的影响见图 2。 由图 2 可

知,在 0. 2 ~ 1. 0
 

mg / mL 范围内,HAP 对 DPPH 自由

基的清除率随质量浓度的增加而升高;当质量浓

·6·
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　 　 表 3　 回归模型的显著性检验及方差分析
Table

 

3　 Significance
 

test
 

and
 

analysis
 

of
 

variance
 

for
 

the
 

regression
 

model
方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 0. 151
 

7 14 0. 010
 

8 62. 76 <0. 000
 

1 ∗∗
A 0. 015

 

4 1 0. 015
 

4 89. 26 <0. 000
 

1 ∗∗
B 0. 001

 

9 1 0. 001
 

9 10. 86 0. 005
 

3 ∗∗
C 0. 000

 

7 1 0. 000
 

7 3. 91 0. 068
 

0
D 0. 020

 

0 1 0. 020
 

0 115. 91 <0. 000
 

1 ∗∗
AB 0. 000

 

1 1 0. 000
 

1 0. 58 0. 459
 

2
AC 0. 005

 

6 1 0. 005
 

6 32. 59 <0. 000
 

1 ∗∗
AD 0. 002

 

5 1 0. 002
 

5 14. 48 0. 001
 

9 ∗∗
BC 0. 000

 

2 1 0. 000
 

2 1. 30 0. 272
 

7
BD 0. 000

 

9 1 0. 000
 

9 5. 21 0. 038
 

5 ∗
CD 0. 001

 

2 1 0. 001
 

2 7. 10 0. 018
 

5 ∗
A2 0. 054

 

5 1 0. 054
 

5 315. 75 <0. 000
 

1 ∗∗
B2 0. 024

 

7 1 0. 024
 

7 142. 90 <0. 000
 

1 ∗∗
C2 0. 033

 

3 1 0. 033
 

3 193. 00 <0. 000
 

1 ∗∗
D2 0. 046

 

0 1 0. 046
 

0 266. 20 <0. 000
 

1 ∗∗
残差 0. 002

 

4 14 0. 000
 

2
失拟项 0. 002

 

2 10 0. 000
 

2 4. 43 0. 082
 

1
纯误差 0. 000

 

2 4 0. 000
 

1
总和 0. 154

 

1 28
　 R2 = 0. 984

 

3 R2
adj = 0. 968

 

6
　 注:∗表示差异显著(P<0. 05);

 

∗∗表示差异极显著(P<0. 01)。

图 2　 不同质量浓度 HAP 对 DPPH 自由基
清除率的影响

Fig. 2　 Effect
 

of
 

HAP
 

concentration
 

on
 

DPPH
 

radical
 

scavenging
 

activity

度为 1. 0
 

mg / mL 时,清除率为(51. 70±2. 50)%。 为

进一步量化其 DPPH 自由基清除能力,采用四参数

Logistic 方程对剂量-效应曲线进行非线性拟合,得
到半数清除浓度( IC50 )为 0. 925

 

mg / mL。 上述结果

表明,HAP 对 DPPH 具有一定的清除能力,并呈现

质量浓度依赖性。
2. 4. 2　 ABTS+自由基清除率 　 不同质量浓度 HAP
对 ABTS+ 自由基清除率的影响见图 3。 由图 3 可

知,在 0. 1 ~ 1. 0
 

mg / mL 范围内,HAP 对 ABTS+自由

基的清除率随质量浓度的增加而升高,呈明显量效

关系。 当质量浓度为 1. 0
 

mg / mL 时,ABTS+ 自由基

清除率为(78. 51±1. 42)%。 经四参数 Logistic 方程

拟合,HAP 的 IC50 为 0. 147
 

mg / mL。 上述结果表

明,HAP 具有显著的 ABTS+ 自由基清除能力,且随

质量浓度的增加而增强。
2. 4. 3　 总抗氧化能力　 不同质量浓度 HAP 的总抗

氧化能力见图 4。 由图 4 可知,在 1 ~ 5
 

mg / mL 范围

内,HAP 的总抗氧化能力随质量浓度的增加而升

高,呈质量浓度依赖性。 当质量浓度为 5 mg / mL
时,HAP 的总抗氧化能力为 ( 3. 33 ± 0. 025) μmol

 

Trolox / mL,而 VC 在同等质量浓度下的总抗氧化能

力为(6. 79±0. 023) μmol
 

Trolox / mL。 虽然 HAP 的

总抗氧化能力低于 VC,但在测试质量浓度范围内呈

现良好的量效关系,表明 HAP 具有一定的总抗氧化
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能力,且其抗氧化活性与质量浓度密切相关,具有进

一步开发利用的潜力。

2. 5　 α-葡萄糖苷酶抑制能力分析

α-葡萄糖苷酶是碳水化合物消化过程中的关

键酶,也是调节餐后高血糖的临床治疗靶点[35] ,抑
制该酶的活性可以延缓葡萄糖的生成和吸收,从而

起到控制餐后血糖的作用[36] 。 不同质量浓度 HAP
对 α-葡萄糖苷酶抑制率的影响见图 5。 由图 5 可

知,在 0. 02 ~ 2. 00
 

mg / mL 范围内,HAP 对 α-葡萄

　 　 　 　

图 3　 不同质量浓度 HAP 对 ABTS+自由基
清除率的影响

Fig. 3　 Effect
 

of
 

HAP
 

concentration
 

on
 

ABTS+
 

radical
 

scavenging
 

activity

图 4　 不同质量浓度 HAP 的总抗氧化能力
Fig. 4　 Total

 

antioxidant
 

capacity
 

of
 

HAP
 

at
 

different
 

mass
 

concentrations

糖苷酶的抑制率随其质量浓度的增加而升高,呈质

量浓度依赖性;当质量浓度为 2. 00
 

mg / mL 时,抑制

率为 ( 61. 99 ± 1. 45)%。 阿卡波糖在质量浓度为

0. 1
 

mg / mL 时抑制率已达较高水平,随后趋于平稳。
HAP 对 α-葡萄糖苷酶的 IC50 为 0. 602

 

mg / mL,高
于阿 卡 波 糖, 但 低 于 文 献 报 道 的 网 地 藻 多 糖

(22. 64
 

mg / mL ) 和 余 甘 子 多 糖 组 分 PEP - 50
(3. 34

 

mg / mL) [37-38] ,表明 HAP 对 α-葡萄糖苷酶具

有一定的抑制效果。 综上,在本实验质量浓度范围

内尚未观察到明显平台期,更高质量浓度下的抑制

效果仍需进一步验证。

2. 6　 体外免疫活性分析

本研究评价了 HAP 对 RAW264. 7 细胞的免疫

刺激作用,结果见表 4。 由表 4 可知,与正常组相

比,PBS 组差异不显著;阳性对照组细胞增殖率显著

　 　

图 5　 不同质量浓度 HAP 对 α-葡萄糖苷酶
抑制率的影响

Fig. 5　 Effect
 

of
 

HAP
 

concentration
 

on
 

α-glucosidase
 

inhibitory
 

activity

表 4　 HAP 对 RAW264. 7 细胞增殖及 NO 释放的影响
Table

 

4　 Effects
 

of
 

HAP
 

on
 

RAW264. 7
 

cell
 

proliferation
 

and
 

NO
 

release

组别 细胞相对
增殖率 / %

NO 释放量 /
(μmol·L-1 ) 显著性

正常组
PBS 组

阳性对照组
给药组

100. 00±5. 56
98. 06±7. 47

158. 33±4. 41
77. 28±4. 73

8. 89±0. 30
8. 68±0. 36

12. 52±0. 69
24. 05±1. 02

—
—

P<0. 01
P<0. 01

　 注:—表示无统计学意义(P>0. 05)。
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升高;经 25
 

μg / mL
 

HAP 处理后的 RAW264. 7 细胞

活力略有下降,细胞增殖率为(77. 28±4. 73)%,表明

该质量浓度 HAP 对 RAW264. 7 细胞的增殖具有一定

的抑制作用。 然而,给药组 NO 释放量为(24. 05 ±
1. 02)

 

μmol / L,阳性对照组 NO 释放量为(12. 52 ±
0. 69)

 

μmol / L,与正常组和 PBS 组相比,给药组与阳

性对照组的 NO 释放量均极显著升高(P<0. 01),且前

者显著高于后者。 因此,HAP 可促进 RAW264. 7 细

胞释放 NO,具有一定的免疫刺激潜力。

3　 结论

本研究采用超声波辅助法提取了 HAP,利用单

因素和响应面试验优化了 HAP 的提取工艺,并对其

体外生物活性进行了研究。 结果表明:最佳提取条件

为超声功率 320
 

W、 料液比 1 ∶ 15. 5、 提取温度

85. 5
 

℃、提取时间 56
 

min,在此条件下 HAP 得率为

(1. 91±0. 02)%。 HAP 具有较好的 DPPH 和 ABTS+

自由基清除能力及总抗氧化能力,并对 α-葡萄糖苷

酶表现出质量浓度依赖性抑制作用。 25
 

μg / mL
 

HAP
可显著促进 RAW264. 7 细胞释放 NO,但细胞相对增

殖率有所下降,表明 HAP 具有免疫刺激潜力,但其作

用机制及安全性有待进一步验证。 综上,HAP 表现

出抗氧化、α-葡萄糖苷酶抑制、免疫调节等多维体外

生物活性,可为其活性组分筛选及功能评价提供实验

依据。 后续研究应重点明确 HAP 的活性物质基础及

构效关系,并通过细胞毒性评价、作用机制分析和动

物实验进一步验证其生物学效应及安全性。
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Abstract:【Objective】This
 

study
 

aimed
 

to
 

optimize
 

the
 

ultrasound-assisted
 

extraction
 

process
 

of
 

crude
 

Hexagonia
 

apiaria
 

polysaccharide
 

(HAP)
 

and
 

to
 

investigate
 

its
 

multiple
 

in
 

vitro
 

biological
 

activities,
 

thereby
 

broadening
 

its
 

potential
 

applications
 

in
 

functional
 

foods
 

and
 

healthcare.
 

【Methods】Hexagonia
 

apiaria
 

was
 

used
 

as
 

the
 

raw
 

materi-
al,

 

and
 

HAP
 

was
 

extracted
 

by
 

ultrasound-assisted
 

extraction.
 

The
 

extraction
 

process
 

was
 

optimized
 

using
 

single-fac-
tor

 

experiments
 

and
 

response
 

surface
 

methodology.
 

The
 

in
 

vitro
 

biological
 

activities
 

of
 

HAP
 

were
 

evaluated
 

by
 

radi-
cal

 

scavenging,
 

α-glucosidase
 

inhibition,
 

and
 

macrophage
 

assays. 【Results】The
 

optimal
 

extraction
 

conditions
 

were
 

as
 

follows:
 

ultrasonic
 

power,
 

320
 

W;
 

solid-to-liquid
 

ratio,
 

1 ∶ 15. 5;
 

extraction
 

temperature,
 

85. 5
 

℃;
 

and
 

extraction
 

time,
 

56
 

min.
 

Under
 

these
 

conditions,
 

the
 

HAP
 

yield
 

was
 

(1. 91±0. 02)%.
 

At
 

1
 

mg / mL,
 

the
 

DPPH
 

and
 

ABTS+
 

radical
 

scavenging
 

rates
 

of
 

HAP
 

were
 

(51. 70±2. 50)%
 

and
 

(78. 51±1. 42)%,
 

respectively.
 

At
 

2
 

mg / mL,
 

the
 

α-glucosidase
 

inhibition
 

rate
 

of
 

HAP
 

reached
 

(61. 99±1. 45)%,
 

showing
 

a
 

concentration-dependent
 

effect.
 

At
 

a
 

mass
 

concentration
 

of
 

25
 

μg / mL,
 

HAP
 

inhibited
 

the
 

proliferation
 

of
 

the
 

murine
 

monocyte / macrophage
 

cell
 

line
 

RAW264. 7,
 

with
 

a
 

relative
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

of
 

(77. 28±4. 73)%.
 

Interestingly,
 

at
 

this
 

concentration,
 

HAP
 

significantly
 

promoted
 

NO
 

release
 

from
 

RAW264. 7,
 

with
 

an
 

NO
 

release
 

of
 

(24. 05±1. 02)
 

μmol / L,
 

which
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

positive
 

control
 

group
 

((12. 52±0. 69)
 

μmol / L),
 

indicating
 

immunosuppression
 

potential.
 

【Conclusion】HAP
 

exhibits
 

promising
 

in
 

vitro
 

antioxidant,
 

hypoglycemic,
 

and
 

immunostimulatory
 

activities
 

in
 

a
 

concentration-dependent
 

manner,
 

suggesting
 

its
 

potential
 

for
 

development
 

as
 

a
 

functional
 

food
 

or
 

nutraceutical /
pharmaceutical

 

ingredient.
Key

 

words:Hexagonia
 

apiaria;polysaccharide;ultrasound-assisted
 

extraction;process
 

optimization;in
 

vitro
 

biologi-
cal

 

activity　
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