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杨树桑黄子实体总黄酮提取工艺优化及其生物活性评价

关艳丽， 李剑梅∗， 郭玲玲， 张疏雨， 韩　 冰， 朱万芹
（辽宁省微生物科学研究院，辽宁 朝阳　 １２２０００）

摘　 要　 为提高杨树桑黄（Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ ）子实体总黄酮得率，并对其生物活性进行评价，以杨树桑

黄子实体为原料，采用超声波辅助法提取其总黄酮，以总黄酮得率为考察指标，利用响应面法优化总黄酮提取

工艺，测定其降血糖活性及抗氧化活性。 结果表明，杨树桑黄总黄酮最佳提取工艺为以 ６０％乙醇为提取剂，液
料比 ４２∶１（ｍＬ ／ ｇ）、提取时间 ２． ７ ｈ、提取温度 ７５ ℃ ，总黄酮得率为（４９． ３１ ± ０． ４５） ｍｇ ／ ｇ。 体外抗氧化实验结

果显示，杨树桑黄总黄酮具有较好的总抗氧化能力，其清除 ＤＰＰＨ 自由基、羟自由基的半抑制质量浓度（ ＩＣ５０）
分别为（１． ３１ ± ０． ０６）、（７３． ６２ ± １． ５０） μｇ ／ ｍＬ。 体外降血糖实验显示，杨树桑黄总黄酮抑制 α⁃葡萄糖苷酶和

α⁃淀粉酶活性的 ＩＣ５０分别为（０． ０４２ ± ０． ００２）、（０． ３２４ ± ０． ０８３） μｇ ／ ｍＬ，抑制类型均为竞争性⁃非竞争性混合抑

制。 杨树桑黄总黄酮提取工艺简单、易行，提取的总黄酮具有较好的抗氧化活性和降血糖活性。
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　 　 桑黄（Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ），别名桑耳、桑臣、桑黄

菇［１⁃２］，是最早收录于我国中药古籍中的一类大型

珍稀食药用真菌的统称［３⁃４］。 在我国的云南、四
川、辽宁、吉林以及黑龙江等地分布较为广泛。 研

究表明，桑黄子实体中含有多糖、多酚、黄酮等多

种成分，具有降血糖、降血脂［５⁃７］、抗氧化［８⁃９］、免疫

调节、抗肿瘤［１０］以及护肝等功效［１１⁃１２］。 目前可人

工栽培的桑黄品种有鲍姆桑黄（ Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ
ｂａｕｍｉｉ）、瓦尼桑黄 （又称杨树桑黄， Ｓａｎｇｈｕａｎｇ⁃
ｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ）和粗毛纤孔菌（ Ｉｎｏｎｏｔｕｓ ｈｉｓｐｉｄｕｓ）等。
其中，杨树桑黄在市场中占有最大份额，具有高产

稳产、价格适中等特点［１３］，因此，杨树桑黄生物活

性物质的提取及功能研究对其药用价值挖掘与产

品开发具有重大意义。 杨树桑黄子实体的主要活

性成分为多糖、黄酮类化合物、三萜等［１４⁃１６］。 目

前，针对杨树桑黄活性物质的研究主要集中于子

实体或液体发酵液中的多糖成分，而对黄酮类化

合物的研究则相对较少，且子实体和菌丝体活性

物质存在较大差异，因此对杨树桑黄子实体黄酮

提取工艺进行研究显得尤为重要。 黄酮类化合物

具有抗氧化、降血糖以及抑菌等多重功效［１７］。 总

黄酮的提取方法主要有酶提取法、溶剂提取法、微
波辅助提取法、超声波辅助提取法［１８⁃１９］ 以及深共

熔溶剂提取法［２０］ 等。 其中超声波辅助提取法具

有提取效率高、作用温和、节能环保、可操作性强

等特点，能提高目标物质的传质速率。 因此，本研

究采用超声波辅助法提取袋料栽培杨树桑黄子实

体总黄酮，利用响应面法优化其提取工艺，检测总

黄酮的体外抗氧化活性、降血糖活性，并对降血糖

活性类型进行了分析，以期为袋料栽培杨树桑黄

产品开发及高值化利用提供参考。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 供试材料　 杨树桑黄（Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａ⁃
ｎｉｎｉｉ）由辽宁省微生物科学研究院药用蕈菌研究

室分离驯化，子实体为袋料栽培子实体。 取新鲜

无霉变的杨树桑黄子实体 ６０ ℃烘干至恒重，粉碎

过 ６０ 目筛，得到子实体粉末备用。
１． １． ２　 主要试剂与仪器设备 　 芦丁（标准品）、
α⁃淀粉酶（１００ Ｕ ／ ｍｇ）、对硝基苯基⁃α⁃Ｄ⁃吡喃葡

萄糖苷 （ ｐＮＰＧ） （纯度 ＞ ９９％ ）、磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ） （０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ７． ０）均购自上海源叶生

物科技有限公司；羟自由基清除能力测定试剂

盒、１，１⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基清

除能力测定试剂盒、总抗氧化能力（Ｔ⁃ＡＯＣ）测定

试剂盒（苏州格锐思生物科技有限公司）；阿卡波

糖（酷尔化学科技（北京）有限公司）；维生素 Ｃ
（天津博迪化工股份有限公司）；α⁃葡萄糖苷酶

（北京索莱宝科技有限公司）；ＤＮＳ 显色剂（飞净

生物科技有限公司）。 电子天平 （ ＰＲ２２４ＺＨ ／ Ｅ，
奥豪斯仪器 （常州） 有限公司）；超声波清洗器

（ＫＱ⁃５０Ｅ，昆山市超声仪器有限公司）；多功能粉

碎机（１５０，永康市松青五金厂）；紫外可见分光光

度计（７２３Ｎ，上海仪电分析仪器有限公司）；光吸

收全波长酶标仪（ＲｅａｄＭａｘ １２００，上海闪谱生物

科技有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 总黄酮得率测定　 以芦丁为标准品，采用

ＮａＮＯ２⁃Ａｌ（ＮＯ３） ３ 比色法［２１］测定杨树桑黄子实体

提取液的总黄酮得率，获得标准曲线方程为 Ｙ ＝
２． ９１４ ９Ｘ － ０． ０１１ ７，决定系数 Ｒ２ ＝ ０． ９９９ １。 以

标准曲线相同方法测定并计算提取液中杨树桑黄

总黄酮得率，总黄酮得率按公式（１）计算。

总黄酮得率（ｍｇ ／ ｇ） ＝ Ｃ × Ｖ × Ｎ
Ｗ （１）

式中：Ｃ 为待测样品中黄酮浓度（ｍｇ ／ ｍＬ）；Ｖ
为测试样品总体积（ｍＬ）；Ｎ 为样品稀释倍数；Ｗ
为测试样品的质量（ｇ）。
１． ２． ２　 单因素试验 　 称取杨树桑黄子实体粉末

０． ５００ ０ ｇ 于锥形瓶中，加入提取溶剂， 于超声波

清洗器中进行提取。 设置液料比（子实体粉末∶乙
醇）４０∶１（ｍＬ ／ ｇ）、乙醇浓度 ７０％ 、提取时间 ２． ０ ｈ、
提取温度 ６０ ℃为单因素试验的基础条件，每次改

变一个因素值，按照乙醇浓度 （０、１０％ 、２０％ 、
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％）、液料比（２０∶１、３０ ∶１、
４０∶１、５０ ∶１、６０ ∶１、７０ ∶１、８０ ∶１ （ｍＬ ／ ｇ））、提取温度

（３０、４０、５０、６０、７０、８０ ℃）、超声时间（１． ０ 、１． ５、
２． ０、２． ５、３． ０、３． ５ ｈ）对杨树桑黄子实体总黄酮进

行提取，离心，收集上清液过 ０． ２２ μｍ 微孔滤膜，
得到杨树桑黄总黄酮粗提液，测定总黄酮得率。
１． ２． ３　 响应面试验设计　 根据单因素试验结果，
经 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计三因素三水平试验，以总黄

酮得率为响应值，试验设计见表 １。
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表 １　 响应面试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｔｅｓｔ

水平
因素

Ａ 液料比 ／ （ｍＬ·ｇ － １） Ｂ 提取时间 ／ ｈ Ｃ 提取温度 ／ ℃
－ １ ３０∶１ ２． ５ ６０
０ ４０∶１ ３． ０ ７０
１ ５０∶１ ３． ５ ８０

１． ２． ４　 体外抗氧化活性评价　 分别按照总抗氧

化能力（Ｔ⁃ＡＯＣ）测定试剂盒、ＤＰＰＨ 自由基清除

能力测定试剂盒、羟自由基清除能力测定试剂盒

使用说明书进行总黄酮活性测定，以维生素 Ｃ 作

阳性对照。 计算公式如下：
总抗氧化能力（μｍｏｌ Ｔｒｏｌｏｘ ／ ｍＬ） ＝ ０． ３ × （ΔＡ ＋
０． ０２９ １） × Ｎ （２）

式中：ΔＡ ＝ Ａ空白 － （Ａ测定 － Ａ对照），其中 Ａ对照为

样品与 ＰＢＳ 的吸光度；Ａ测定 为样品与 ２，２′⁃联氨⁃
双⁃３⁃乙基苯并噻唑啉⁃６⁃磺酸（ＡＢＴＳ）的吸光度；
Ａ空白为 ＡＢＴＳ 与 ＰＢＳ 的吸光度；Ｎ 为样品的稀释

倍数。

羟自由基清除率（％） ＝
Ａ空白 － （Ａ测定 － Ａ对照）

Ａ空白

×１００

（３）
式中：Ａ空白为空白管的吸光度；Ａ测定为测定管

的吸光度；Ａ对照为对照管的吸光度。

ＤＰＰＨ 自由基清除率（％） ＝
１ － （Ａ测定 －Ａ对照）

Ａ空白

×１００

（４）
式中：Ａ测定为样品管的吸光度；Ａ对照为对照管

的吸光度；Ａ空白为空白管的吸光度。
１． ２． ５　 体外降血糖活性测定　 ①α⁃葡萄糖苷酶

抑制活性测定：参考罗丽平等［２２］ 的方法，以阿卡

波糖作阳性对照。 取不同浓度杨树桑黄总黄酮

提取液 ５０ μＬ 加入 １００ μＬ α⁃葡萄糖苷酶（０． ２５
Ｕ ／ ｍＬ），３７ ℃反应 １０ ｍｉｎ，加入 １００ μＬ ｐＮＰＧ（２． ０
ｍｍｏＬ ／ Ｌ），３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ，最后加入 １ ｍＬ 碳酸

钠（１ ｍｏＬ ／ Ｌ）终止反应，测定 ＯＤ４００。 α⁃葡萄糖苷

酶抑制率计算见公式（５）。

抑制率（％ ） ＝
１ － （Ａｓ － Ａｂ）

Ａ０
× １００ （５）

式中：Ａｓ 为样品管的吸光度；Ａｂ 为 ＰＢＳ 缓冲

液代替 α⁃葡萄糖苷酶溶液的吸光度；Ａ０ 为缓冲液

代替样品的吸光度。 ②α⁃葡萄糖苷酶活性的抑制

动力学分析：参考 Ｍｏｒｔｅｚａ 等［２３］ 的方法，并稍作改

动。 固定 α⁃葡萄糖苷酶浓度为 ０． ２５ Ｕ ／ ｍＬ，配制

不同浓度的杨树桑黄总黄酮提取液（０、０． ５、１． ０
μｇ ／ ｍＬ）及不同浓度的 ＰＮＰＧ（１． ０、１． ５、２． ０、２． ５、
３． ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），按照①中的方法进行实验，采用

Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数作图法，以酶活力（Ｖ）的

倒数对底物浓度（Ｓ）的倒数作图，根据反应速率

（Ｖｍａｘ）与未氏常数（Ｋｍ）的变化，确定杨树桑黄总

黄酮对 α⁃葡萄糖苷酶的抑制类型。 ③α⁃淀粉酶抑

制活性测定：参考张琪婧等［２４］ 的方法。 ５０ μＬ
α⁃淀粉酶（１ Ｕ ／ ｍＬ）中加入不同浓度杨树桑黄总

黄酮提取液 ５０ μＬ，３７ ℃反应 １０ ｍｉｎ 后，加入 １００
μＬ １％ 可溶性淀粉反应 １０ ｍｉｎ，再加入 １００ μＬ
ＤＮＳ 显色剂，沸水浴 ５ ｍｉｎ，冷却至室温，加入 １
ｍＬ 蒸馏水，用酶标仪于 ５２０ ｎｍ 波长处测吸光度，
以不同浓度阿卡波糖代替总黄酮提取液作阳性对

照组，按照公式（５）计算 α⁃淀粉酶抑制率。 ④α⁃淀
粉酶活性抑制作用类型分析：参考董仕豪等［２５］ 的

方法。 固定 α⁃淀粉酶浓度为 １． ０ Ｕ ／ ｍＬ，分别配制

杨树桑黄总黄酮提取液（０、３． ０、５． ０ μｇ ／ ｍＬ）及可

溶性淀粉（２． ０、４． ０、６． ０、８． ０、１０． ０ ｍｇ ／ ｍＬ），按照

③中的方法进行实验，绘制 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋｓ 双倒

数曲线图，确定对 α⁃淀粉酶的抑制类型。
１． ２． ６ 　 数据处理与统计学分析 　 采用 Ｏｆｆｉｃｅ
２０１０ Ｅｘｃｅｌ 进行数据处理并绘图，采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃ｅｘ⁃
ｐｅｒｔ １０． ０． ７ 进行响应面试验设计及结果分析。

２　 结果与分析

２． １　 单因素试验结果

２． １． １　 乙醇浓度对杨树桑黄总黄酮得率的影响

　 总黄酮得率随乙醇浓度的升高先增加后减少

（图 １Ａ），乙醇浓度为 ６０％ 时，总黄酮得率最高为

（２０． ３６ ± １． ０１） ｍｇ ／ ｇ，分析可能因为乙醇达到一

定浓度后，其他的醇溶性物质被溶出，导致总黄酮

得率降低，乙醇浓度在 ５０％ ～ ７０％ 时总黄酮得率

差异不显著，从节约成本考虑，选择乙醇浓度

６０％为最佳。
２． １． ２　 杨树桑黄总黄酮提取液液料比的确定 　
液料比对杨树桑黄子实体总黄酮得率的影响见图

１Ｂ。 由图 １Ｂ 可知，杨树桑黄子实体提取液总黄酮

得率随着液料比增加先升高后降低。 液料比为

２０∶１ ～４０∶１时，随着乙醇用量的增加总黄酮得率显

著提高，液料比为 ４０∶１ 时，杨树桑黄提取液总黄酮
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得率达到最高值（４２． ０４ ± ２． ３０） ｍｇ ／ ｇ，当液料比为

４０∶１ ～８０∶１ 时，随着乙醇用量的增加总黄酮得率显

著下降后趋于平稳，可能是液料比升高有利于黄酮

类化合物与溶剂的接触，提高了其溶解度，但过高

的液料比会导致黄酮的结构遭到破坏［２６］。 因此，
选择液料比为 ３０∶１ ～５０∶１ 进行后续试验。
２． １． ３　 杨树桑黄总黄酮提取时间的确定 　 随着

提取时间的延长，总黄酮得率先显著增加后减少

（图 １Ｃ），当提取时间为 ３． ０ ｈ 时，总黄酮得率达

到峰值，可能是随着提取时间的延长促进了原料

与溶剂的充分接触，使黄酮类物质溶解增多，但随

着时间的继续延长，总黄酮得率急速下降，分析原

因一方面由于较长的提取时间使溶剂挥发；另一

方面可能是提取时间过长黄酮类物质发生分解和

氧化。 因此，选择提取时间为 ２． ５ ～ ３． ５ ｈ 进行后

续试验。
２． １． ４　 杨树桑黄总黄酮提取温度的确定 　 由图

１Ｄ 可知，随着提取温度的升高，杨树桑黄总黄酮得

率先增加后趋于平稳，提取温度为 ７０ ℃时，总黄酮

得率最高。 可能高温使黄酮类物质的扩散速率和

溶解度增加，但温度过高会导致黄酮成分的分解和

氧化，故选择提取温度 ６０ ～８０ ℃进行后续试验。

图 １　 不同因素对杨树桑黄总黄酮得率的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ

２． ２　 响应面优化结果

２． ２． １　 响应面试验结果分析 　 根据单因素试验

结果，进行响应面试验设计优化杨树桑黄子实体

总黄酮提取工艺，得到总黄酮得率试验结果（表
２）。 采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｒｔ １０． ０． ７ 进行数据分析，得
到二元回归方程：Ｙ ＝ ４８． ９２ ＋ ２． ３３Ａ － １． ７３Ｂ ＋
４． ４１Ｃ ＋ ０． ６５ＡＢ － ０． ３４ＡＣ － ３． ５５ＢＣ － ５． １４Ａ２ －
３． ６８Ｂ２ － ６． ４４Ｃ２。 由杨树桑黄总黄酮提取响应面

优化方差分析结果（表 ３）可知，模型 Ｐ ＜ ０． ０００ １，
差异极显著，各因素对杨树桑黄总黄酮得率影响

顺序为提取温度（Ｃ） ＞ 液料比（Ａ） ＞ 提取时间

（Ｂ）；失拟项 Ｐ ＝ ０． １４９ ９ ＞ ０． ０５ 不显著，说明模

型对数据拟合良好；Ｒ２ ＝ ０． ９８３ ２，Ｒ２
Ａｄｊ ＝ ０． ９６１ ６，

说明模型拟合度高，误差小，回归方程可以用于总

黄酮提取参数的理论预测和分析。 模型中，因素

Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、ＢＣ、Ａ、Ｂ、Ｃ 的 Ｐ ＜ ０． ０１，说明其对总黄

酮得率的影响极显著，ＡＣ、ＡＢ 的影响不显著。 经

分析得到杨树桑黄总黄酮最佳提取条件为提取时

间 ２． ７３ ｈ、提取温度 ７４． ６４ ℃、液料比 ４１． ４８ ∶１
（ｍＬ ／ ｇ），总黄酮得率 ５０． ４８ ｍｇ ／ ｇ。
２． ２． ２　 各因素的交互作用对总黄酮得率的影响

　 各因素间交互作用对响应值的影响程度可以通

过等高线图和响应面直观地反映出来，响应曲面

陡峭程度反映因素影响的敏感性，平缓则影响较

小，等高线椭圆形说明两因素交互作用显著，圆形

则与之相反［２７⁃２９］。 由图 ２ 可知，提取时间（Ｂ）和
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提取温度（Ｃ）的响应面曲线较为陡峭，且等高线

为椭圆形，说明其对总黄酮得率影响显著。 而

ＡＢ、ＡＣ 的响应面坡度均平缓，等高线较为稀疏、
近圆形，说明其对总黄酮得率影响均不显著，该结

果与方差分析结果一致。
表 ２　 杨树桑黄总黄酮提取工艺优化响应面法试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ

Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ ｂｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

试验号

因素

Ａ 液料比
／ （ｍＬ·ｇ － １）

Ｂ 提取
时间 ／ ｈ

Ｃ 提取
温度 ／ ℃

Ｙ 总黄酮得率
／ （ｍｇ·ｇ － １）

１ ５０∶１ ３． ５ ７０ ４０． ５７
２ ５０∶１ ３． ０ ８０ ４４． ０８
３ ５０∶１ ３． ０ ６０ ３５． ０６
４ ４０∶１ ３． ０ ７０ ４７． ６２
５ ４０∶１ ２． ５ ６０ ３２． １４
６ ４０∶１ ３． ５ ８０ ３８． ３７
７ ４０∶１ ３． ０ ７０ ４９． ０８
８ ３０∶１ ３． ５ ７０ ３４． ４１
９ ３０∶１ ３． ０ ８０ ４０． ２９
１０ ３０∶１ ２． ５ ７０ ４０． ９３
１１ ４０∶１ ２． ５ ８０ ４７． １６
１２ ４０∶１ ３． ５ ６０ ３７． ５３
１３ ５０∶１ ２． ５ ７０ ４４． ５０
１４ ４０∶１ ３． ０ ７０ ４８． ６４
１５ ４０∶１ ３． ０ ７０ ４９． １２
１６ ４０∶１ ３． ０ ７０ ５０． １５
１７ ３０∶１ ３． ０ ６０ ２９． ９３

表 ３　 杨树桑黄总黄酮提取响应面法优化结果方差分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ６５５． ７３ ９ ７２． ８６ ４５． ５８ ＜ ０． ０００ １
Ａ ４３． ４８ １ ４３． ４８ ２７． ２０ ０． ００１ ２
Ｂ ２３． ９８ １ ２３． ９８ １５． ００ ０． ００６ １
Ｃ １５５． ２３ １ １５５． ２３ ９７． １０ ＜ ０． ０００ １
ＡＢ １． ６８ １ １． ６８ １． ０５ ０． ３３９ ８
ＡＣ ０． ４５ １ ０． ４５ ０． ２８ ０． ６１２ ６
ＢＣ ５０． ２７ １ ５０． ２７ ３１． ４４ ０． ０００ ８
Ａ２ １１１． ２３ １ １１１． ２３ ６９． ５８ ＜ ０． ０００ １
Ｂ２ ５７． ０１ １ ５７． ０１ ３５． ６６ ０． ０００ ６
Ｃ２ １７４． ７５ １ １７４． ７５ １０９． ３１ ＜ ０． ０００ １

残差 １１． １９ ７ １． ６０
失拟项 ７． ８４ ３ ２． ６１ ３． １２ ０． １４９ ９
纯误差 ３． ３５ ４ ０． ８４
总离差 ６６６． ９２ １６
Ｒ２ ０． ９８３ ２
Ｒ２

Ａｄｊ ０． ９６１ ６

２． ２． ３　 最适条件和回归模型的验证　 基于对响

应面试验结果的分析得到杨树桑黄总黄酮最佳提

取条件，考虑到试验的可操作性，验证试验的条件

调整为液料比 ４２ ∶ １（ｍＬ ／ ｇ）、提取时间 ２． ７ ｈ、提
取温度 ７５ ℃，进行 ３ 次重复，杨树桑黄总黄酮得

率为 （４９． ３１ ± ０． ４５） ｍｇ ／ ｇ，与模型预测值的偏差

仅为 ２． ３７％ ，说明响应面法优化得到的模型参数

具有可靠性。
２． ３　 抗氧化活性评价

２． ３． １　 总抗氧化能力分析　 由图 ３ 可知，杨树桑

黄总黄酮提取液具有较好的总抗氧化能力。 当杨

树桑黄总黄酮提取液和维生素 Ｃ 质量浓度为

１０ ～ ５０ μｇ ／ ｍＬ时，总抗氧化能力随着其浓度的增

加均增强，且杨树桑黄总黄酮提取液的总抗氧化

能力始终高于维生素 Ｃ，当质量浓度为 ２０ μｇ ／ ｍＬ
时，杨树桑黄总黄酮的总抗氧化能力 （１． ５２ ±
０． ２５ μｍｏｌＴｒｏｌｏｘ ／ ｍＬ） 是维生素 Ｃ（１． １０ ± ０． １２
μｍｏｌ Ｔｒｏｌｏｘ ／ ｍＬ）的 １． ３８ 倍，说明杨树桑黄总黄

酮具有良好的总抗氧化能力。
２． ３． ２ 　 ＤＰＰＨ 自由基清除率分析 　 由杨树桑黄

总黄酮提取液对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力结果

（图 ４）可知，当杨树桑黄总黄酮提取液和维生素 Ｃ
质量浓度为 ０ ～ ５ μｇ ／ ｍＬ 时，ＤＰＰＨ 自由基清除率

随其质量浓度的增加而增强，且杨树桑黄总黄酮提

取液对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率始终高于相同质量

浓度的维生素 Ｃ，杨树桑黄总黄酮提取液 ＩＣ５０ 为

（１． ３１ ±０． ０６） μｇ ／ ｍＬ，维生素 Ｃ 的质量浓度为 ５
μｇ ／ ｍＬ 时的抑制率仅为 ３８． ４％。 可见，杨树桑黄

总黄酮提取液具有较好的 ＤＰＰＨ 自由基清除能力。
２． ３． ３　 羟自由基清除率分析　 杨树桑黄总黄酮

提取液及维生素 Ｃ 溶液对羟自由基清除率试验

结果见图 ５。 由图 ５ 可知，当杨树桑黄总黄酮提

取液质量浓度为 ２０ ～ １２０ μｇ ／ ｍＬ 时，羟自由基清

除率随着其浓度的增加逐渐增强，当质量浓度为

８０ μｇ ／ ｍＬ 时，羟自由基的清除率达到 ５３． ５％ ，
ＩＣ５０为 （７３． ６２ ± １． ５０） μｇ ／ ｍＬ，是维生素 Ｃ 溶液

ＩＣ５０（０． ９５ ± ０． ８３） ｍｇ ／ ｍＬ 的 ７． ７５％ 。 可见，杨树

桑黄总黄酮提取液对羟自由基清除能力优于维生

素 Ｃ。
２． ４　 降血糖活性评价

２． ４． １　 杨树桑黄总黄酮对 α⁃葡萄糖苷酶的活性

抑制及抑制类型分析　 杨树桑黄总黄酮对 α⁃葡萄

糖苷酶抑制作用结果见图 ６Ａ。 由图 ６Ａ 可知，当质

量浓度为０． ０５ ～１． ００ μｇ ／ ｍＬ 时，阿卡波糖对 α⁃葡
萄糖苷酶的抑制效果优于杨树桑黄总黄酮，两者对
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α⁃葡萄糖苷酶的抑制率均随质量浓度的升高而增

强，且差距逐渐缩小，两者对 α⁃葡萄糖苷酶的 ＩＣ５０

分别为（０． ０４２ ± ０． ００２）、（０． １６０ ± ０． ００１） μｇ ／ ｍＬ，
说明杨树桑黄总黄酮具有较好的 α⁃葡萄糖苷酶抑

制活性。 由 α⁃葡萄糖苷酶抑制类型的双倒数 Ｌｉｎ⁃
ｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 图（图 ６Ｂ）可以看出，随着总黄酮粗

提液质量浓度的升高，直线在纵轴和横轴的截距

均增大，即 Ｖｍａｘ和 Ｋｍ 均随总黄酮提取液质量浓度

增加而减小，说明杨树桑黄总黄酮对 α⁃葡萄糖苷

酶的抑制作用类型为竞争⁃非竞争性混合抑制。
２． ４． ２　 杨树桑黄总黄酮对 α⁃淀粉酶的抑制作用

　 由图 ７Ａ 可知，当质量浓度为 ０． ５ ～ ５． ０ μｇ ／ ｍＬ
时，杨树桑黄总黄酮对 α⁃淀粉酶抑制作用优于阳

性对照阿卡波糖，表现出较好的 α⁃淀粉酶抑制作

用，且具有浓度依赖效应，杨树桑黄总黄酮、阿卡

波糖对 α⁃淀粉酶的 ＩＣ５０ 分别为（０． ３２４ ± ０． ０８３）
μｇ ／ ｍＬ 和 （０． ４３２ ± ０． １１２） μｇ ／ ｍＬ。 从杨树桑黄

总黄酮抑制 α⁃淀粉酶的 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 图（图
７Ｂ）可以看出，各直线相交于第二象限，随着杨树

桑黄总黄酮提取液质量浓度的升高，Ｋｍ值增大，
Ｖｍａｘ减小，可推测杨树桑黄总黄酮对 α⁃淀粉酶的

抑制类型为混合抑制。

图 ２　 响应面法两两因素交互作用对总黄酮得率的影响
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图 ３　 杨树桑黄总黄酮和维生素 Ｃ
的总抗氧化能力

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ Ｖｃ

图 ４　 杨树桑黄总黄酮和维生素 Ｃ
对 ＤＰＰＨ 自由基清除能力

Ｆｉｇ． ４　 ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ
Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ Ｖｃ

图 ５　 杨树桑黄总黄酮（Ａ）和维生素 Ｃ（Ｂ）的羟自由基清除率

Ｆｉｇ． ５　 Ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｆｒｅｅ ｒａｃｉｃａｌｓ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ Ｖｃ

图 ６　 杨树桑黄总黄酮对 α⁃葡萄糖苷酶抑制作用

Ｆｉｇ． ６　 Ｉｎｈａｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ α⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ

图 ７　 杨树桑黄总黄酮对 α⁃淀粉酶抑制作用

Ｆｉｇ． ７　 Ｉｎｈａｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｖａｎｉｎｉｉ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ α⁃ａｍｙｌａｓｅ
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３　 讨　 论

近年来，随着桑黄人工栽培规模的不断扩大，
其产品的开发利用越来越受到研究人员的广泛关

注，黄酮作为桑黄的主要活性成分之一，其提取工

艺及其生物活性也成为研究的热点。 乙醇提取法

提取黄酮具有方法简单、安全性高、成本较低等优

点，但仍存在着提取时间长、效率低等不足。 因

此，本研究利用响应面分析方法对超声波辅助乙

醇法提取杨树桑黄总黄酮的提取工艺进行优化，
模型对数据拟合良好，模型验证结果与预测值的

偏差仅为 ２． ３７％ ，说明本研究的工艺可应用于实

际生产。 程俊文等［３０］ 优化了超声波辅助提取粗

毛纤孔菌桑黄子实体总黄酮的工艺，总黄酮平均

得率为 ２． ５１％ 。 郎明紫等［３１］ 利用超声波辅助醇

提法对桑树桑黄总黄酮提取工艺进行优化，黄酮

得率为 ４． ４１％ 。 伞迦楠［３２］ 使用超声波辅助乙醇

提取法优化三种野生桑黄总黄酮提取工艺，杨树

桑黄总黄酮得率为（１１． ４８９ ± ０． １５３） ｍｇ ／ ｇ，松树

桑黄总黄酮得率为（４． ３２７ ± ０． １９２） ｍｇ ／ ｇ，丁香

桑黄总黄酮得率为（１． ４１９ ± ０． ０９３） ｍｇ ／ ｇ。 杨娟

娟等［３３］采用响应面法优化忍冬桑黄总黄酮提取

工艺，其总黄酮得率为 ０． ８０％ ；付婷伟等［３４］ 优化

了乙醇回流法提取杨树桑黄总黄酮的工艺，总黄

酮得率为 ２． ６８％ 桑黄的品种、培育方式、提取方

法对桑黄总黄酮得率影响显著，而本研究所获得

的提取工艺更有利于杨树桑黄总黄酮提取，杨树

桑黄子实体总黄酮得率为（４９． ３１ ± ０． ４５） ｍｇ ／ ｇ，
明显优于以上文献报道的结果。

桑黄黄酮类活性物质可直接捕获或清除氧化

反应中产生的自由基，阻断自由基链反应，起到抗

氧化作用［３５］。 本研究发现，当质量浓度为 １０ ～ ５０
μｇ ／ ｍＬ 时，杨树桑黄总黄酮具有较好的抗氧化活

性，其对 ＤＰＰＨ 自由基、羟自由基的清除率及总抗

氧化活性始终高于相同质量浓度维生素 Ｃ 溶液，
并表现出浓度依赖效应。 本研究杨树桑黄总黄酮

对 α⁃淀粉酶和 α⁃葡萄糖苷酶的抑制作用均随其

质量浓度的升高而增强，其 ＩＣ５０分别为（０． ０４２ ±
０． ００２） 、（０． ３２４ ± ０． ０８３） μｇ ／ ｍＬ，对 α⁃淀粉酶

的抑制效果优于阿卡波糖 （ ＩＣ５０ ＝ （ ０． ４３２ ±
０． １１２）μｇ ／ ｍＬ），对 α⁃葡萄糖苷酶和 α⁃淀粉酶的

抑制类型均为混合型抑制。 因能抑制 α⁃淀粉酶

和 α⁃葡萄糖苷酶活性，黄酮类化合物被认为具有

较大潜力替代商品降糖药物［３６］。 综上，杨树桑黄

子实体总黄酮具有较好的体外抗氧化和降血糖活

性，由于本研究采用的是桑黄总黄酮的粗提液，其
中含有的蛋白质、多糖等成分会影响桑黄总黄酮

提取物的生物活性。 因此，后续将对桑黄总黄酮

的组成成分、分子结构、提取纯化技术及其与抗氧

化、降血糖活性的相关性等进行深入研究，进一步

挖掘总黄酮中生物活性优良的单体化合物，为桑

黄黄酮类产品的研发提供参考。
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ｃｙｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｆｏｏｄｓ， ２０１３， ５ （２ ）：
６７９⁃６８８．

［１３］ 杨焱，陈晓华，戴玉成，等． 我国桑黄产业发展现状、问题及

展望：桑黄产业发展千岛湖宣言［ Ｊ］ ． 菌物学报， ２０２３， ４２
（４）：８５５⁃８７３．

［１４］ Ｗａｎｇ Ｈ， Ｍａ ＪＸ， Ｗｕ ＤＭ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉ⁃
ｅｎｔｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｏｆ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｆｕｎｇｉ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｕｎｇｉ， ２０２３， ９（２）： ２４２．

［１５］ Ｈｗａｎｇ ＢＳ， Ｌｅｅ ＩＫ， Ｃｈｏｉ ＨＪ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ
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ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｍｕｓｈｒｏｏｍ Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓ ｂａｕｍｉｉ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ＆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ， ２０１５， ２５
（１６）： ３２５６⁃３２６０．

［１６］ Ｗａｎｇ ＧＪ， Ｔｓａｉ ＴＨ， Ｃｈａｎｇ ＴＴ， ｅｔ ａｌ． Ｌａｎｏｓｔａｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｐｈｅｌｌｉ⁃
ｎｕｓ ｉｇｎｉａｒｉｕｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉＮＯＳ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔａ
Ｍｅｄｉｃａ， ２００９， ７５（１５）： １６０２⁃１６０７．

［１７］ 彭真福，陈庆发，白永亮，等． 桑黄残渣黄酮提取工艺研究

［Ｊ］ ． 农产品加工（学刊），２０１４，１２（２３）：２８⁃３０，３５．
［１８］ 陈晓平，于翠翠． 响应面法优化微波辅助乙醇提取桑黄黄酮

工艺的研究［Ｊ］ ． 食品与发酵科技，２０２２，４９（４）：３１⁃３６．
［１９］ 朱姝枚，郭璐，张少冰，等． 超声波辅助乙醇提取忍冬桑黄菌

丝体中黄酮的研究［Ｊ］ ． 食品科技，２０２２，４７（２１）：２３９⁃２４４．
［２０］ 巫永华，黄莉莉，王解语，等． 深共熔溶剂提取桑黄黄酮及体

外降血糖、结合胆酸盐能力分析［ Ｊ］ ． 食品与发酵工业，
２０２４，５０（１１）：１２８⁃１３６．

［２１］ 刘艳芳，杨焱，贾薇，等． 药用真菌桑黄总黄酮测定方法研究

［Ｊ］ ． 食用菌学报，２００６，１３（２）：４５⁃４８．
［２２］ 罗丽平，李冰晶，赵景芳，等． 三种食用菌提取物体外抗氧化

与降血糖活性研究［ Ｊ］ ． 食品与工业科技，２０２０，４０ （２０）：
３２４⁃３２９．

［２３］ Ｍｏｒｔｅｚａ Ｓ，Ｍｅｈｒａｎ Ｍ，Ｍｕｓｔａｆａ Ｇ，ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｉｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ α⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ；ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎ⁃
ａｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉ⁃
ｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２３，２５３（Ｐ７）：１２７３８０．

［２４］ 张琪婧，耿振甲，李敏，等． 覆盆子总黄酮的酶辅助闪式提取

及其抗氧化、降血糖和降血脂活性分析［ Ｊ］ ． 粮食与油脂，
２０２５，３８（１）：１１５⁃１２６．

［２５］ 董仕豪，徐柠檬，资璐熙，等． 云南小粒咖啡果皮多酚生物活

性评价及成分鉴定［Ｊ］ ． 精细化工，２０２５，４２（２）：３７０⁃３８７．

［２６］ 王振伟． 响应面法优化桑椹多糖提取工艺及其抗氧化活性

研究［Ｊ］ ． 饲料研究，２０２２，４５（２１）：８７⁃９２．

［２７］ 唐森，李璐彬，覃逸明，等． 刀豆壳总黄酮提取工艺优化及其

抗氧化活性研究［Ｊ］ ． 食品研究与开发，２０２１，４２（６）：７６⁃８４．

［２８］ 宋佳敏，王鸿飞，孙朦，等． 响应面法优化金蝉花多糖提取工

艺及抗氧化活性分析［Ｊ］ ． 食品科学，２０１８，３９（４）：２７５⁃２８１．

［２９］ 魏晴，卢虹志，张俊，等． 响应面法优化艳山姜多糖提取工艺

及抗氧化研究［Ｊ］ ． 食品研究与开发，２０２１，４２（７）：７０⁃７５．

［３０］ 程俊文，贺亮，魏海龙，等． 超声波辅助提取桑黄黄酮工艺优

化［Ｊ］ ． 浙江林业科技， ２０１７， ３７ （６）： ３５⁃３９．

［３１］ 郎明紫，刘明明，解鸿青，等． 桑黄黄酮的超声波辅助醇提

工艺优化及其体外抗氧化活性测定［Ｊ］ ． 蚕业科学， ２０１９，

４５ （２）： ２６２⁃２６８．

［３２］ 伞迦楠． 长白山三种桑黄比较研究［Ｄ］． 长春：吉林大学，

２０２０．

［３３］ 杨娟娟，孙波，王卓仁，等． 响应面法优化忍冬桑黄总黄酮提

取工艺［Ｊ］ ． 河南农业科学， ２０２４， ５３ （５）： １７２⁃１８０．

［３４］ 付婷伟，周紫微，邵颖，等． 桑黄总黄酮的提取、组分分析及

其生物活性评价［Ｊ］ ． 食品工业科技， ２０２４， ４５ （７）： １９１⁃

２００．

［３５］ 张慧莹， 吴海龙， 姚德坤， 等． 桑黄素的研究进展［Ｊ］ ． 中国

林副特产， ２０１６（２）：９９⁃１０１．

［３６］ 杨继晨． 黄酮类化合物对 α⁃淀粉酶 ／ α⁃葡萄糖苷酶的抑制

机制及其构效关系研究［Ｄ］． 天津：天津大学，２０２１．
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