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桦褐孔菌子实体多酚的分离及抗氧化性的研究

赵　伟,徐向群
(浙江理工大学理学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:桦褐孔菌子实体中含有大量的活性多酚,为了对多酚进行有效分离,采用甲醇、乙醇和水作为提取溶

剂,通过测定多酚含量和 DPPH 自由基清除率来比较不同溶剂的提取效率,并运用SephadexLHＧ２０柱色谱对多酚

提取液进行分离.结果表明:在６０℃条件下,以甲醇为溶剂并结合超声破碎得到的提取液中多酚含量和 DPPH 自由

基清除率最高,同时SephadexLHＧ２０柱色谱对乙酸乙酯层和正丁醇层多酚实现了有效初步分离,并得出多酚的组成

与抗氧化活性紧密关联.多酚的初步分离为进一步深入研究多酚组分提供了基础.
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０　引　言

桦褐孔菌,也被称为“chaga”,是一种属于担子

菌门绣革菌科的陆地多孔药用真菌,主要生长在北

纬４５°~５０°的寒冷地区,包括北美、芬兰、波兰、俄罗

斯的西伯利亚和堪察加半岛、中国黑龙江的大兴安

岭和小兴安岭、吉林省的长白山以及日本的北海道

等地区[１].早在１６世纪,桦褐孔菌作为一种有效且

低毒性的民间药物,被广泛应用于治疗糖尿病、癌症

和心血管等疾病[２].桦褐孔菌的特殊药用价值主要

是由于含有大量多糖、三萜、多酚等生物活性代谢产

物,这些活性成分使其表现出了抗病毒、抗菌、免疫

调节和抗氧化等活性[３Ｇ５].桦褐孔菌多酚已被证明

是一种天然的抗氧化剂,具有清除各种自由基的能

力[６Ｇ８].
目前对桦褐孔菌子实体的研究重点是多酚

和多糖等物质的分离鉴定和生物活性,其中很多

文献报道了多糖的提取和活性研究[９Ｇ１０],但对于

多酚类物质的研究较少,同时存在多酚的提取率

低,分离鉴定困难等亟待解决的问题.从桦褐孔

菌子实体中提取多酚的主要方法是溶剂提取法,

比较常用的有热水、甲醇和乙醇等溶剂,而且不

同的提取溶剂,得到的多酚含量和抗氧化活性不

同[１１Ｇ１３].超声破碎是用于提取生物细胞内物质

的一种 高 效 率 的 方 法,它 能 够 通 过 振 动 空 化 作

用,破碎细胞壁.因此本文比较了几种常见溶剂

的提取效率,并得出了运用溶剂提取与超声破碎

相结合来提取桦褐孔菌子实体多酚是非常有效

的方法[１４].本文在筛选出最佳提取条件的基础

上,采用 SephadexLHＧ２０柱色谱对多酚提取液

进行初步分离分段,比较分段洗脱物中多酚的

含量 和 抗 氧 化 活 性,为 实 现 多 酚 的 鉴 定 提 供

基础.

１　材料和方法

１．１　实验材料

１．１．１　实验原料

桦褐孔菌子实体,购于杭州胡庆余堂.
１．１．２　实验试剂

１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ三硝基苯肼(DPPH)、福林酚试

剂等,分析纯,购于美国sigma公司;其它试剂均为

分析纯,购于杭州高晶精细化工有限公司.



１．３　实验方法

１．３．１　桦褐孔菌子实体多酚的提取

桦褐孔菌子实体烘干至恒重后,研磨成粉末状,
并将其倒入离心管中,分别加入１０倍体积的提取溶

剂(甲醇、乙醇和水)进行超声破碎,将破碎后的匀浆

液提取６h,提取３次,离心得含有大量多酚的上清

液[１５].将所得的上清液脱水后溶于一定体积的蒸

馏水,再加入１/４体积氯仿,萃取３次;然后在水层

中加入１/４体积乙酸乙酯,萃取３次,将乙酸乙酯层

萃取液真空干燥后,即得到桦褐孔菌子实体的乙酸

乙酯层多酚;继续在萃取后的液体中加入１/４体积

正丁醇,萃取３次,将正丁醇层萃取液真空干燥后,
即可得到桦褐孔菌子实体的正丁醇层多酚.

１．３．２　桦褐孔菌多酚含量的测定

桦褐孔菌多酚的测定采用福林Ｇ酚法(FolinＧ
Ciocalteureagentmethod[１６]),具体步骤如下:

a)多酚标准曲线的测定

分别１００mg/L的没食子酸标准溶液中准确吸

取０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００μL到干

净的１０mL试管中,然后加入５００μL福林酚试剂,
摇匀后放置３min,接着加入５００μL２０％ Na２CO３,
最后分别加入一定体积的蒸馏水使其体积均为５
mL,充分摇匀后放置在暗室里反应９０min.取出

后,用紫外可见分光光度计测定吸光度A７６５值.分

别以没食子酸标准溶液的浓度和吸光度为横纵坐标

来绘制标准曲线[１６].

b)多酚含量的测定

将提取到的多酚定容到１０mL,按照与１．３．２a)相
同的方法进行测定并对照标准曲线计算多酚的含量.

１．３．３　桦褐孔菌多酚DPPH 自由基清除率的测定

参考 Zhu等[１５]的方法测定桦褐 孔 菌 多 酚 的

DPPH自由基清除率,具体方法为:将０．８mLDPPH
甲醇溶液(０．４mM)加入到１０mL试管中,然后加入

２．４mL多酚样品,充分混合后,在暗室中室温保持３０
min,在波长为５１７nm下,测得Ax 值.对照组用蒸馏水

代替多酚样品,在波长为５１７nm下,测得A０ 值.用甲醇

溶液代替 DPPH 甲醇溶液,多酚样品的加入量为

２．４mL,在波长为５１７nm下,测其Ax０值.计算公式如下:

DPPH自由基清除率/％＝A０－(Ax－Ax０)
A０

×１００

(１)

１．３．４　桦褐孔菌多酚的分段分离鉴定

称取２５gSephadexLHＧ２０干粉于一定体积蒸

馏水中,充分溶胀,将其填充在玻璃柱中(４７０mm×

１５mm),湿法上样后,以甲醇为流动相进行洗脱,流
速为１．４mL/min,结束后,继续用２~３倍柱体积的

甲醇冲洗使柱子再生.
用紫外分光光度计在２８０nm 波长下,测定洗

脱物的吸光度,根据色谱图中吸光度的变化,将得到

的分段洗脱物合并成几个主要部分进行分析,并测

定其中的多酚的含量及抗氧化性[１７Ｇ１８].

１．３．５　数据分析

本文中的实验数据均为３组平行,运用 SPSS
１９．０(USA)和 Origin７．５软件进行处理.

２　结果与讨论

２．１　不同提取溶剂对桦褐孔菌多酚含量的影响

多酚主要分为酚酸、黄酮类和大分子多酚类物

质,采用几种常见的溶剂提取桦褐孔菌子实体中的

多酚,然后用乙酸乙酯萃取,可以使更多的小极性多

酚进入乙酸乙酯层,极性较大的多酚则更容易被萃

取到正丁醇层.每组实验平行３次,采用SPSS软

件进行统计分析.
从图１可以看出,采用不同的溶剂提取,得到的

乙酸乙酯和正丁醇萃取层多酚含量是不同的.通过

对显著性差异的分析得出,乙酸乙酯层多酚含量由

高到低为:甲醇∗ ＞甲醇＞乙醇＞水∗ ＞水,其中,甲
醇∗ 代表在６０℃条件下以甲醇为提取溶剂,水∗ 代

表在１００℃条件下以水为提取溶剂,其余均为室温

条件;正丁醇层多酚含量由高到低:甲醇∗ ＞水∗ ＞
水＞乙醇＞甲醇.以水为溶剂时,得到较多的强极

性酚类物质,使得乙酸乙酯层多酚的含量最低,而正

丁醇层多酚含量相对较高.通过比较分析得到,在

６０℃条件下,采用甲醇提取子实体中多酚的效果是

最好的,提取液的乙酸乙酯层和正丁醇层多酚含量

明显高于其他条件(P＜０．０５).

图１　不同提取溶剂对多酚萃取物中多酚含量的影响

注:甲醇∗ :６０ ℃条件,水∗ :１００ ℃条件,其余均为室温条件.图

中乙酸乙酯层和正丁醇层多酚含量的显著性差异分别用小写字

母和大写字母表示,不同字母代表有显著性差异(P＜０．０５).
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２．２　不同提取溶剂对桦褐孔菌多酚抗氧化活性的影响

多酚的抗氧化活性研究非常重要,多酚 DPPH
自由基清除率经常被用来衡量抗氧化活性的高低.
本实验在研究了多酚含量的基础上,比较不同提取

溶剂的乙酸乙酯层和正丁醇层多酚萃取物在同一浓

度下(１００mgGAE/L)的 DPPH 自由基清除率,同
样每组实验平行 ３ 次,采用 SPSS 软件进行统计

分析.
如图２所示,除水的乙酸乙酯层多酚以外,其

余多酚的 DPPH 自由基清除率均在３０％左右.相

比较而言,在６０℃条件下,甲醇提取液的乙酸乙酯

层多酚和正丁醇层多酚的 DPPH 自由基清除率显

著性地高于其它提取液(P＜０．０５),分别达到了

４０．０１％和３９．１０％.综合考虑乙酸乙酯层和正丁

醇层多酚的含量和 DPPH 自由基清除率,确定在

６０℃条件下,采用甲醇提取桦褐孔菌子实体中的

多酚.

图２　不同提取溶剂对多酚萃取物的

DPPH 自由基清除率的影响

注:甲醇∗ :６０℃条件,水∗ :１００℃条件,其余均为室温条件.

图中乙酸乙酯层和正丁醇层多酚 DPPH 自由基清除率的显

著性差异分别用小写字母和大写字母表示,不同字母代表有

显著性差异(P＜０．０５).

２．３　不同萃取层多酚SephadexLHＧ２０柱色谱流

出曲线

　　在波长为２８０nm 下,测定每个试管中乙酸乙

酯层和正丁醇层多酚柱色谱洗脱物的吸光度,制成

色谱图,根据色谱图中吸光度的变化,将得到的洗

脱物合并成几个主要部分进行分析,由于乙酸乙

酯层和正丁醇层多酚的极性和组成的差异,其得

到的柱色谱流出曲线不同,随着洗脱的进行,乙酸

乙酯层多酚逐渐被洗脱出来,与乙酸乙酯层相比,
正丁醇层多酚较易被洗脱出来,F２中洗脱液的吸

光度 最 高,含 有 较 多 的 多 酚,具 体 结 果 如 图 ３
所示.

图３　桦褐孔菌子实体多酚柱色谱流出曲线

２．４　不同萃取层多酚分段分离的多酚含量

将得到的洗脱物进行根据流出曲线进行合并

后,测定了各个部分的多酚含量.从图４(a)中可以

图４　桦褐孔菌子实体多酚分段分离多酚含量

注:图中多酚含量的显著性差异用小写字母表示,不同字母表示有

显著性差异(P＜０．０５).
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看出乙酸乙酯层分段洗脱物中多酚含量由高到低

为:Ⅱ＞Ⅲ＞Ⅳ＞Ⅰ＞Ⅴ,第Ⅱ部分的多酚含量明显

高于其他组分(P＜０．０５),第Ⅴ部分的多酚含量最

低;如图４(b),对于正丁醇层分段洗脱物,同样是第

Ⅱ部分的多酚含量最高,其余部分均要远远低于第

Ⅱ部分,第Ⅱ和Ⅴ部分没有显著性差异(P＜０．０５).
由于正丁醇极性大于乙酸乙酯,在正丁醇层中含有

更多的强极性多酚.

２．５　不同萃取层多酚分段分离的多酚抗氧化活性

抗氧化活性是多酚的一个重要生物学活性,因
此比较分段多酚的抗氧化活性的不同是十分重要

的.如图５(a),乙酸乙酯层分段洗脱物的DPPH 清

除率由高到低为:Ⅱ＞Ⅲ＞Ⅳ＞Ⅴ＞Ⅰ,其中第Ⅱ部

分中不仅含有最多的多酚,其对应的 DPPH 清除率

也是最高的,达到了６５．６１％;第Ⅳ和Ⅴ部分的多酚

含量虽然较低,但其 DPPH 自由基清除率较高,分
别达到了５４．８０％和５１．５０％,这说明该部分含有更

多的高活性多酚;正丁醇层分段洗脱物中,除第Ⅰ部

分以外,其余部分的DPPH 自由基清除率均在４０％

图５　桦褐孔菌子实体多酚分段分离多酚DPPH自由基清除率

注:图中多酚 DPPH 自由基清除率的显著性差异用小写字母表示,

不同字母表示有显著性差异(P＜０．０５).

以上,第Ⅱ部分的抗氧化活性最高,达到了５０．７０％,
说明这几部分中含有的多酚活性较高(P＜０．０５),
具体结果如图５(b).同时通过比较发现,乙酸乙酯

层多酚的DPPH 自由基清除率总体上高于正丁醇

层,具有较高的抗氧化活性(P＜０．０５).

３　结　论

桦褐孔菌作为一种天然药用真菌,其子实体中

含有大量的生物活性成分,其中多酚类物质在抗氧

化活性方面发挥着重要的作用.通过对几种溶剂提

取液中多酚含量和抗氧化活性的研究发现:a)在６０
℃条件下,采用甲醇溶剂对桦褐孔菌子实体中多酚

的提取效果是最有效的;b)SephadexLHＧ２０柱色谱

可以对不同萃取层多酚初步进行有效分离,对多酚

含量和抗氧化活性的比较后,从而得出抗氧化活性

不仅与多酚含量有关,更重要的是受多酚组成的影

响.该实验结果为后续多酚的进一步分离鉴定提供

了前提,可以尝试在此基础上选择活性较高的部分

进行组分研究.
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StudyonSeparationofPolyphenolfromFruitBodyofInonotus
obliquusandItsAntioxidantActivity

ZHAOWei,XUXiangqun
(SchoolofSciences,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:ThefruitbodyofInonotusobliquuscontainsabundantactivepolyphenols．Inorderto
separatethepolyphenols,methanol,ethanolandwaterwereusedastheextractionsolvents,andthe
extractionefficiencyofdifferentsolventswascomparedthroughdeterminingcontentandDPPHradical
scavengingactivityofpolyphenol．Meanwhile,SephadexLHＧ２０columnchromatographywasappliedto
separatethepolyphenolextract．Thestudyresultsshowthatundertheconditionof６０℃ ,thecontentand
DPPHradicalscavengingactivityofpolyphenolinextractreachthe maximum when methanolasthe
solventiscombined withultrasonication．Besides,goodpreliminaryseparationofpolyphenolatethyl
acetatelayerandnＧbutylalcohollayerisachievedbyusingSephadexLHＧ２０columnchromatography．The
resultindicatesthat polyphenolcompositionisclosely relatedto antioxidantactivity．Preliminary
separationofpolyphenollaysafoudnaitonforfurtherstudyofpolyphenolcomponents．

Keywords:Inonotusobliquus;polyphenol;separation;antioxidantactivity
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