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芽孢杆菌发酵法提取铁皮石斛多糖、 

多肽及其抗氧化活性分析 

王艳领, 余  磊, 田春美* 

(重庆工贸职业技术学院健康学院, 涪陵  408000) 

摘  要: 目的  研究一种有效的铁皮石斛多糖、多肽提取方法, 并分析其基本性质及体外抗氧化活性。方法  以

铁皮石斛为研究对象, 采用芽孢杆菌发酵法对铁皮石斛进行提取, 用蒽酮-硫酸法和双缩脲法分别测定铁皮石

斛提取液的多糖和多肽含量, 以传统热水浸提法和超声波辅助提取法为对照, 通过提取液对自由基清除能力、

螯合金属离子能力、抑制亚油酸自氧化能力指标, 评价芽孢杆菌发酵提取液的抗氧化活性。结果  芽孢杆菌

发酵提取法工艺参数为: 投料比例 4% (g/mL)、发酵 pH 6、发酵温度 33.5℃、发酵时间 46 h, 此时多糖提取率

为 37.21%, 多肽含量高达 4.43 mg/kg, 分子量主要分布在 2000 Da 以下, 占 84.95%。提取液对羟基自由基

(hydroxyl radical, ꞏOH)、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine, DPPH)自由基和 2,2’-

联氮-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)(2,2’-diazo-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid, ABTS)阳离子自由基

有较强的清除能力, Fe2+螯合能力 67%、亚油酸自氧化抑制率 53%。结论  芽孢杆菌发酵法提取的铁皮石斛提

取液, 多糖、多肽含量高, 具有较好的抗氧化性, 为铁皮石斛在食品领域的开发利用提供了一定的理论指导和

实验数据参考。 
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Extraction of polysaccharides and peptides from Dendrobium officinale by 
Bacillus fermentation method and analysis of their antioxidant activity 

WANG Yan-Ling, YU Lei, TIAN Chun-Mei* 

(College of Health, Chongqing Industry & Trade Polytechnic, Fuling 408000, China) 

ABSTRACT: Objective  To study an effective method for extracting polysaccharides and peptides from Dendrobium 

officinale, and analyze their basic properties and in vitro antioxidant activity. Method  Taking Dendrobium officinale as 

the research object, the Bacillus fermentation method was used to extract Dendrobium officinale. The polysaccharide and 

peptide content of Dendrobium officinale extract were determined using anthrone sulfuric acid method and biuret 

method, respectively. The traditional hot water extraction method and ultrasonic assisted extraction method were used as 

controls, the antioxidant activity of Bacillus fermentation extract through indicators such as free radical scavenging 

ability, chelating metal ion ability, inhibition of linoleic acid autooxidation ability were evaluated. Results  The process 

parameters of Bacillus fermentation extraction method were feed ratio 4% (g/mL), fermentation pH 6, fermentation 
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temperature 33.5℃, fermentation time 46 h. At this time, the polysaccharide extraction rate was 37.21%, the peptide content 

was as high as 4.43 mg/kg, and the molecular weight was mainly distributed below 2000 Da, accounting for 84.95%. The 

extract had strong scavenging ability against hydroxyl radicals (ꞏOH), 1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine, (DPPH) 

radicals, and 2,2’-diazo-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic aci (ABTS) cation radicals, with Fe2+chelating ability of 

67%, linoleic acid inhibition rate of 53%. Conclusion  The extract of Dendrobium officinale extracted by Bacillus 

fermentation method has high content of polysaccharides and peptides, and good antioxidant properties, providing 

theoretical guidance and experimental data reference for the development and utilization of Dendrobium officinale in the 

fields of food. 

KEY WORDS: Dendrobium officinale; Bacillus fermentation extraction; antioxidant properties 
 
 

0  引  言 

石斛是一种生长在热带和亚热带的兰科草本植物 , 

在药学研究中应用广泛, 其中, 有突出药用价值的包括金钗

石斛(Dendrobium nobile)、铁皮石斛(Dendrobium candidum)

以及霍山石斛(Dendrobium huoshanense) 3 种[1‒3]。目前, 已

记载有超过 80 种的石斛属植物[4‒5], 它们含有多种天然生

物活性成分, 如氨基酸、植物多糖、生物碱、菲类、挥发

性成分等[6‒8], 具有抗氧化[9‒10]、清除自由基、降血糖、调

节免疫力[11‒12]等多种功效。铁皮石斛在 2021 年被列入中

国药食同源食品目录, 作为一种具有丰富药理活性的中药

资源, 现已成为保健品和化妆品领域研究的热门话题, 许

多学者以铁皮石斛为原料, 开发出了系列功能性产品, 备

受消费者青睐[13‒15]。 

目前提取石斛多糖多肽的方法主要还是以罐式热水

浸提法为主, 虽然该方法简单易操作, 但耗时长, 影响因

素较多且提取率相对低。为了提高铁皮石斛的利用率, 联

合复合酶提取法[16]、超声波辅助提取法[17]、发酵提取法[18]

等技术不断在相关文献中被报道。例如廖霞等[19]研究了酶

提取法联合微波辅助提取法提取铁皮石斛多糖, 结果发现

多糖提取率高于单独提取法; 王林青等[15]采用超声波-微

波协同辅助提取铁皮石斛花多糖并评估其抗氧化功效 ; 

LIANG 等[20]以深共晶溶剂作为提取剂、采用酶辅助提取铁

皮石斛多糖, 结果表明此法比水提法能获得更高产量的铁

皮石斛多糖; 李坚等[21]采用乳酸菌发酵提取铁皮石斛多糖, 

结果表明这种方法不但可以提高多糖产率还可以增强其抗

氧化活性。这些提取方法在多糖产率方面虽然比传统的热

水浸提法高, 但缺少联合多种提取方法对铁皮石斛多糖产

率的影响因素和提取物对多种自由基清除能力等方面的深

入研究。 

本研究拟以多糖得率为基础评价指标, 先通过正交

实验优化热水浸提法提取铁皮石斛多糖工艺条件, 然后在

最优提取条件下用超声波辅助提取法和芽孢杆菌发酵提取

法进行提取对比实验, 比较 3 种提取方法对铁皮石斛多糖

相对分子量及单糖组成的影响, 同时以维生素 C (vitamin 

C, VC)做阳性对照, 考察不同提取方式所得提取液的抗氧

化性能差异, 分析其体外抗氧化活性, 以期研究一种最优

的铁皮石斛多糖、多肽的提取方法, 为铁皮石斛这一药食

同源资源的综合研究开发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

芽孢杆菌 DU-106(广州华南农业大学食品科学学院

实验室); MRS 肉汤培养基、马铃薯葡萄糖琼脂培养基、琼

脂(广东环凯微生物科技有限公司); 铁皮石斛(含水量≤

8%, 安徽一品堂生物科技有限公司); 福林酚、1-苯基-3-

甲基-5-吡唑啉酮(1-pheny-3-methyl-5-pyrazolone, PMP)(分

析纯, 北京华迈科生物技术有限责任公司); 菲洛嗪(分析

纯, 美国 Sigma 公司); 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl- 

2-trinitrophenylhydrazine, DPPH)、邻苯三酚、氢氧化钠、

盐酸、甲醛、乙腈、三氟乙酸、亚油酸、双缩脲试剂、硫

氰酸铵、氯化亚铁、2,2’-联氮-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺

酸)(2,2’-diazo-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid, ABTS) 

(分析纯, 上海阿拉丁有限责任公司); 三氯乙酸、乙醇(分

析纯, 上海麦克林生化科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

LC-20A 高效液相色谱仪(日本岛津公司); PeLLicon-2

超滤装置(德国默克公司); TU-1810DAP 紫外分光光度计

(北京通用仪器有限责任公司); KQ-400DB(10L)-400W 超

声仪(巩义予化有限责任公司); ASA-M100皮肤角质层水分

测试仪(日本 ASCH 公司); PHS-2F-pH 计(上海精密仪器有

限公司); ME104 分析天平(120 g/0.1 mg, 广州靖扬仪器设

备有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

取新鲜的铁皮石斛茎叶等部位清洗干净, 然后置于

45℃真空干燥箱中进行干燥, 待茎叶水分蒸干后取出, 粉碎, 

过 200 目筛, 即为植物原粉。为探究不同工艺提取的活性物

含量差别带来的功效差异, 首先选用传统热水提取法筛选
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最优提取条件, 其次在最优提取条件下用超声波辅助提取

法和芽孢杆菌发酵提取法进行实验, 并检测活性物含量。 

1.3.2  热水提取法 

在热水提取工艺中, 采用传统回流方法: 取等量的植

物粉末, 加入到 300 mL 的单口圆底烧瓶中, 接着向烧瓶中

加入去离子水, 在磁力搅拌下进行回流提取, 然后将提取

液进行过滤和离心(4000 r/min), 上清液随后用 0.05 µm 滤

膜过滤, 得热水提取液。此提取实验中, 单因素的控制条

件包括料液比(1:20、1:15、1:10、1:5, g/mL)、回流温度(70、

80、90、100℃), 以及提取时间(6、12、18、24 h)。 

1.3.3  超声波辅助提取法 

在超声波辅助提取工艺中[17], 根据热水提取法获得

的最佳料液比和回流提取时间进行操作。先在 300 mL 的

单口圆底烧瓶中, 按最佳料液比加入石斛粉末和去离子水, 

用 400 W 的超声仪分别处理 20、30、40 和 50 min。在超

声的辅助下 , 磁力搅拌回流提取相同时间 , 提取液通过

0.05 μm 滤膜过滤, 得超声波辅助提取液。 

1.3.4  芽孢杆菌发酵提取法 

在芽孢杆菌发酵提取工艺中[18], 准确称取等量植物

粉末, 先高压灭菌(115℃, 30 min), 按照 4% (g/mL)投料比

例接种芽孢杆菌 DU-106, 初始 pH 为 6, 在 33.5℃条件下

培养 46 h, 随后灭菌失活, 冷却, 过滤除渣, 得粗多糖滤液, 

离心(4000 r/min), 滤膜过滤, 得芽孢杆菌发酵提取液。 

1.3.5  提取液分析 

(1)糖含量检测 

提取液中多糖含量的测定, 在波长 490 nm 下, 用紫外

分光光度计测定吸光度, 并进行换算以获得多糖的含量[22]。

此外, 根据文献[23]的方法, 对多糖进行水解, 然后加入 PMP

进行衍生反应, 最后用高效液相色谱法(high performance 

liquid chromatography, HPLC)来测定石斛提取液降解产物

的单糖组成和含量。 

(2)多肽含量测定 

提取液中多肽含量使用双缩脲法进行测定[24‒25]。首先

用 4.00 mL 双缩脲试剂处理 20 mg/mL 的标准蛋白溶液, 放

置 30 min后, 在 540 nm 下测吸光度, 根据浓度梯度结果绘

制标准曲线。 

用去离子水配制 10%的三氯乙酸与等体积的提取液

清液混合, 放置反应 30 min, 然后以 4000 r/min 转速离心

20 min, 使析出的不溶性蛋白质固液分离, 取上清液 1.00 mL, 

按相同方法处理并测定上清液的吸光度。通过对照标准曲

线, 计算出石斛提取液中多肽含量。 

(3)水解度的测定 

将石斛提取后的滤渣加入 100 mL 蒸馏水, 在 100℃

下, 用 6 mol/L 的盐酸, 放置反应 24 h, 打断所有肽键, 彻

底水解, 调节 pH 至中性, 用甲醛滴定法, 对比空白氢氧化

钠的消耗量, 换算得到水解后的总氨基氮含量。其中被水

解氨基氮数与原料总氮数的比值, 即为发酵液的水解度

(degree of hydrolysis, DH)。 

(4)平均肽链长度的测定 

评估蛋白质发酵产物中肽段质量可通过测定发酵液

中平均肽链长度(average peptide chain length, APCL), 它是

评估肽段质量的重要指标, 能够准确地表明提取液中肽段

所包含氨基酸残基数的平均值。APCL 的计算方法按照文

献[26‒27]要求进行。 

(5)多肽相对分子质量的测定 

采用 HPLC(含 M32 工作站)法。样品前处理: 将发酵溶

液加入适量蒸馏水, 超声 10 min, 使用 0.22 μm 滤膜过滤。 

检测条件: 色谱柱为凝胶柱, 流动相为乙腈/水/三氟

乙酸(40:50:0.1, V:V:V), 进样量为 5 μL, 波长 220 nm, 流速

0.5 mL/min, 柱温 30℃。 

1.3.6  提取液性能检测 

(1)抗氧化检测 

提取液抗氧化性能测定方法, 以 VC 为阳性对照, 测

定对超氧阴离子自由基(O2
‒ꞏ)、羟基自由基(ꞏOH)、DPPH

自由基和 ABTS 阳离子自由基的清除作用[28‒31]。 

(2)超滤法分离纯化多肽 

在室温下, 用超滤装置对提取液进行连续三级超滤

分离和纯化。在保持提取液质量浓度为 10 mg/mL 条件下, 

对所得滤液依次使用 10、5 和 3 kDa 截留分子量的超滤膜截

留。随后, 对各截留组分进行真空干燥, 制备成 0.8 mg/mL

的溶液, 以测定对 O2
‒ꞏ、ꞏOH、DPPH 自由基和 ABTS 阳离

子自由基的清除作用。 

(3)螯合金属离子能力的测定 

通过评估提取液的螯合金属离子能力来间接评价其

抗氧化性能。首先, 将 3.00 mL 提取液与 100 μL 1 mmol/L 

FeCl2 混合, 加入 1.00 mL 1 mmol/L 的菲洛嗪溶液, 在常温

下, 缓慢搅拌反应 20 min, 样品用紫外分光光度计测定其

在 562 nm 处的吸光度。 

(4)抑制亚油酸自氧化能力的测定 

配制亚油酸储备液: 首先在玻璃试管里, 取 2.00 mL 

2.5%的亚油酸水溶液与pH 7.0的磷酸盐缓冲溶液(0.05 mol/L)

涡旋混合 2 min, 随后均质 10 min 得混合溶液。 

取 2.00 mL 0.8 mg/mL 的提取液与等体积的亚油酸溶

液充分混合均匀, 将试管用锡箔纸包住避光, 转移至 40℃

烘箱中反应 1 周, 空白对照组中提取液以蒸馏水作为替代。反

应结束后, 取 0.50 mL 反应液, 依次加入乙醇(3.50 mL 75%)、

硫氰酸铵(0.50 mL 30%)和FeCl2溶液(0.5 mL 20 mmol/L), 充分

混匀, 静置反应 3 min, 用紫外分光光度计测定样品在波长

500 nm 处的吸光度。 

1.4  数据处理 

Excel 2019 对实验数据进行整理 , GraphPad Prism 

9.0、Origin 2023 软件进行数据统计分析及绘图, 所有实验
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均重复测定 3 次, 结果以平均值±标准偏差表示。 

2  结果与分析 

2.1  铁皮石斛热水法提取最佳条件 

在传统提取方法中, 料液比、温度、提取时间均是主

要因素, 以三因素四水平的正交实验探究多糖提取率的最

佳提取条件, 因素水平表见表 1, 实验结果见表 2。 

 
表 1  铁皮石斛热水提取的正交因素水平表 

Table 1  Level table of orthogonal factors in hot water  
extraction of Dendrobium officinale 

水平 A(料液比)(g/mL) B(温度)/℃ C(提取时间)/h 

1  1:20 70 6 

2  1:15 80 12 

3  1:10 90 18 

4 1:5 100 24 

 
表 2  优化热水提取条件正交实验结果 

Table 2  Orthogonal experiment results of optimizing hot  
water extraction conditions 

编号 A (g/mL) B/℃ C/h 多糖得率/%

1 1 1 1 22.34 

2 1 2 2 25.78 

3 1 3 3 27.28 

4 1 4 4 26.62 

5 2 1 2 30.12 

6 2 2 1 25.66 

7 2 3 4 25.18 

8 2 4 3 23.74 

9 3 1 3 34.56 

10 3 2 4 31.18 

11 3 3 1 30.44 

12 3 4 2 27.08 

13 4 1 4 21.19 

14 4 2 3 21.72 

15 4 3 2 22.08 

16 4 4 1 19.95 

K1 102.02 108.21  98.39 

A>B>C 
A3B1C3 

K2 104.70 104.34 105.06 

K3 123.26 104.98 107.30 

K4  84.94  97.39 104.17 

k1  34.01  36.07  32.80 

k2  34.90  34.78  35.02 

k3  41.09  34.99  35.77 

k4  28.31  32.46  34.72 

R  38.32   6.95   5.78 

 
由表 2 可知, 3 种因素对铁皮石斛热水提取法的影响

由大到小为: 料液比>温度>提取时间, 说明料液比的影响

最大, 提取时间影响最小, 最优方案为 A3B1C3, 即最佳提

取条件为料液比 1:10 (g/mL)、温度 70℃、提取时间 18 h, 按

照最优条件进行再提取实验验证, 得铁皮石斛多糖提取率

为 33.51%。 

2.2  超声波辅助提取法结果分析 

基于热水提取法的最优提取条件: 料液比 1:10 (g/mL)、

温度 70℃、提取时间 18 h, 用 4000 W 超声波分别超声 20、

30、40、50 min 后, 在超声辅助下进行回流提取, 多糖得

率为 34.72%、38.31%、36.43%、34.81%。 

2.3  芽孢杆菌发酵提取法结果分析 

根据热水提取法获得的最优提取料液比 1:10 (g/mL), 

准确称量铁皮石斛粉末作为发酵底物, 按照 4% (g/mL)投

料比例接种芽孢杆菌 DU-106 发酵提取, 铁皮石斛的多糖

提取率为 37.21%。 

3 种实验方法的多糖含量对比发现, 发酵提取法的多

糖含量比提取时间为 30 min 的超声波辅助提取法略低, 其

有可能是发酵过程中, 芽孢杆菌生长对提取石斛多糖分解

消耗[32‒34], 转化为乳酸、多肽等有机物, 进而在提取后获

得的多糖会比超声波辅助法的稍低。 

2.4  石斛提取液中单糖检测结果 

由图 1 可知, 铁皮石斛多糖的主要成分是甘露糖和葡

萄糖。经 HPLC 检测, 不同提取方法所得甘露糖与葡萄糖

的比例不同, 其中水提取法所得甘露糖与葡萄糖的比例约

为 3:1、超声提取法所得甘露糖与葡萄糖的比例约为 1.5:1、

发酵提取法所得甘露糖与葡萄糖的比例约为 1:1。由于甘露

糖与葡萄糖的比例是石斛多糖生理活性的重要影响因素[35], 

国家药典[2]规定药用石斛多糖甘露糖含量不得少于 13%, 

此时发酵提取法可能会影响石斛多糖的生理活性, 特别是

其抗氧化能力。但在约 5 min 处, 发酵提取法中出现了一

个非单糖吸收峰, 该峰是由芽孢杆菌 DU-106 在发酵过程

中产生的乳酸形成的特征吸收峰。 

 

 
 

注: 1-甘露糖; 2-鼠李糖; 3-半乳糖醛酸; 4-葡萄糖;  

5-半乳糖; 6-阿拉伯糖。 

图 1  提取液 HPLC 谱图 

Fig.1  HPLC spectrum of the extract 
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2.5  多肽含量、DH 和 APCL 的测定结果 

由表 3 可知, 热水提取法和超声波辅助提取法对铁皮

石斛多肽的提取效率相对较低。这可能是因为热水提取法

的加热温度不够高, 提取时间不够长, 或者受其他因素的影

响, 导致铁皮石斛中的多肽没有被充分溶解出来; 而超声波

辅助提取法可能因为超声波的强度、频率等因素, 没有足够

的力量破碎铁皮石斛的细胞, 从而使得多肽不能有效地释

放和提取; 发酵提取法的提取效率最高, 高达 4.43 mg/kg, 

可能原因是在发酵过程中微生物能分泌多种酶, 这些酶不

但可以加速破坏铁皮石斛的细胞壁和释放胞内活性物质, 

还可通过生物转化降解潜在的有害物质, 并生成有益的次

生代谢产物, 对增加铁皮石斛功效成分的提取率和活性很

有利[36]。此外, 发酵过程也能够产生乳酸等有机酸, 可进

一步促进多肽的释放和提取。 

 
表 3  不同提取方法的多肽含量、DH 和 APCL 

Table 3  Peptide content, DH and APCL of different  
extraction methods 

提取方法 多肽含量/(mg/kg) DH/% APCL 

热水提取法 0.79±0.036  1.42±0.044 2.87±0.015

超声波辅助

提取法 
1.24±0.020  2.79±0.017 2.67±0.026

发酵提取法 4.43±0.035 16.37±0.040 6.08±0.021

 
热水提取法的 DH 较低, 可能是由于提取条件中未考

虑适宜的 pH, 导致提取过程中多肽链没完全水解; 超声波

辅助提取法的 DH 较高, 说明超声波作用能破碎铁皮石斛

细胞, 使包裹在细胞内的多肽更易被释放和提取; 发酵提

取法的 DH 最高, 说明发酵过程中微生物作用明显, 能加

速多肽的降解。 

热水提取法的 APCL 较高, 说明该方法未能完全降解

多肽链, 或者是某些较长的多肽链在该条件下比较稳定, 

不易被降解; 超声波辅助提取法的 APCL 较低, 表明该方

法能够降解一些较长的多肽链, 使得 APCL 变短; 发酵提

取法的 APCL 最高, 说明发酵过程能促进一些较短多肽链

的合成, 使得 APCL 变长, 进一步表明了该发酵产物中肽

段质量较高, 有利于提高其抗氧化活性。 

2.6  多肽分子量的测定结果 

CHEN 等[37]和 AUNG 等[38]研究指出, 长链多肽中可

能会含有能与自由基反应的结构, 通常长链的结构使其以

非活性的形式存在。当生物多肽经过水解时, 释放出大量

的活性小分子肽, 可充分与自由基反应, 才表现出抗氧化

活性。这里选用获取多肽含量最高的发酵提取法所得提取

液进行多肽分子量的测定, 以探讨其分布与抗氧化活性之

间的关系。 

由图 2 和表 4 可知, 提取液中以小于 2000 Da 小分子

多肽为主, 占其总量的 84.95%, 可能是微生物产生的生物

酶作用, 可以促进石斛多肽的水解, 产生了大量的小分子

多肽, 进而提高石斛发酵提取液的抗氧化活性和自由基清

除活力, 说明抗氧化活性的强弱与产物中多肽含量及分子

量大小的分布情况有明显相关性。 

 

 
 

图 2  发酵提取法多肽分子量分布图 

Fig.2  Molecular weight distribution of polypeptide by  
fermentation extraction methods 

 
表 4  不同分子量的多肽含量 

Table 4  Content of peptides with different molecular weights  

分子量/Da 多肽含量/% 

>5000  2.77±0.020 

 5000~2000 12.28±0.030 

 2000~1000 17.32±0.020 

1000~500 25.83±0.017 

 500~300 24.69±0.026 

 300~200 10.78±0.020 

<200  6.33±0.010 

总计(<2000) 84.95 

 

2.7  抗氧化性能分析 

2.7.1  O2
‒ꞏ、ꞏOH、DPPH 自由基和 ABTS 阳离子自由基清

除能力 

将 3 种提取方法获得的铁皮石斛提取液进行抗氧化性

能的测定, 以 VC 为阳性对照, 测定对 O2
‒ꞏ、ꞏOH、DPPH 自

由基和 ABTS 阳离子自由基的清除作用。测试 VC 样品分别

为 0.5、1.0、1.5、2.0 mg/mL 的水溶液, 取热水法(方案 9)、

超声法(提取时间为 30 min)、发酵法的铁皮石斛提取液, 配

制相同质量浓度的测试样品, 测试其抗氧化性能。 

由图 3 可知, 经热水法提取后, 铁皮石斛多糖对 4 种

自由基的清除率约是相同 VC 浓度的 50%, 说明石斛多糖

具有一定的抗氧化性能, 可调节人体自由基的平衡, 是一

种较好的天然抗氧化剂, 可能的主要机制是通过皮肤吸收

后, 石斛多糖能够干预自由基反应链, 增强机体的抗氧化
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防御系统, 并降低炎症相关因子的表达, 从而实现抗氧化

作用[38]。 

 

 
 

图 3  热水提取法与 VC 的抗氧化性能 

Fig.3  Antioxidant properties of hot water extraction  
method and VC 

 

由图 4 可知, 经超声波辅助提取后, 多糖的含量升高

会增强抗氧化性能, 同时自由基清除能力也会随着多糖的

剂量增加而增加, 其中, 在相同测试浓度下, 对 ABTS 阳

离子自由基清除能力高于其他 3 种自由基清除能力。多糖

清除 ABTS 阳离子自由基的机制与分子结构、组成、浓度、

分子量等因素有关, 超声辅助能提高其清除能力的原因可

能是石斛多糖中含有许多活性基团, 如羟基、磷酸基、羧

基等, 它们能与 ABTS 阳离子自由基中的 O2
‒ꞏ发生反应, 

并将其捕获, 从而使 ABTS 阳离子自由基中的 O2
‒ꞏ得到抑

制, 进而使 ABTS 阳离子自由基被清除; 超声波辅助提取

会在液体中产生多种声学效应, 导致出现剧烈的物理或化

学反应 , 形成更多的活性多糖或单糖 , 从而提高清除

ABTS 阳离子自由基的能力。 
 

 
 

图 4  超声波辅助提取法与 VC 的抗氧化性能 

Fig.4  Antioxidant properties of ultrasonic assisted  
extraction method and VC 

 

由图 5 可知, 经芽孢杆菌发酵提取后, 2.0 mg/mL 的提

取液对ꞏOH、DPPH 自由基清除能力大幅度提高, 分别提高

约为 32.90%、35.07%, 其原因可能是芽孢杆菌的代谢活动

导致发酵液中的多糖分子量降低, 赋予其更高的抗氧化

能力。分子量是研究多糖结构与活性的重要参数之一[39], 

在生物体内, 多糖想要发挥活性功能需要穿过重重阻碍, 

多糖的分子量越大意味着体积也越大, 在一定程度上会

影响其跨越细胞膜发挥生物活性。另外研究表明[38], 发酵

法会提高提取液中多肽的种类与含量, 有助于提高抗氧

化作用 , 从而抵御皮肤受到的自由基损伤和外界环境对

肌肤的伤害。 

 

 
 

图 5  芽孢杆菌发酵提取法与 VC 的抗氧化性能 

Fig.5  Antioxidant properties of Bacillus fermentation method  
Bacillus and VC 

 
2.7.2  提取液纯化后的抗氧化性能分析 

对发酵提取液进行连续的三级超滤分离和纯化, 依

次使用不同截留分子量的超滤膜截留(如将 10 kDa 透过

液用作 5 kDa 的起始液), 即可收集到不同分子量片段的

截留液和透过液 , 以此类推 , 获得不同分子量的石斛多

肽, 分别真空干燥, 测定不同分子量片段对 4 种自由基的

清除能力。 

由表 5 可知, 不同分子量片段对ꞏOH 和 DPPH 自由基

的清除率相对较高, 表明这些多肽对它们的清除能力较

强。不同抗氧化指标之间的清除率存在差异 , 分子量为

3000~5000 Da 和 3000 Da 以下的多肽在各项抗氧化指标中

均表现出较高的清除率, 具有较强的抗氧化活性, 这可能是

因为这些多肽具有较好的结构稳定性和活性基团暴露, 有

利于与自由基相互作用并清除它们; 而分子量为 5000 Da以

上的多肽抗氧化活性相对较弱, 这可能是因为这些肽的结

构稳定性较差或活性基团暴露不足, 影响了它们与自由基

之间的相互作用。 

2.7.3  提取液螯合金属离子能力的测定 

Fe2+被认为是一种对脂质氧化产生威胁的增强剂, 它

能够在 Fenton 反应中产出更强的ꞏOH, 这种化合物能够快

速和环境中的生物大分子产生化学作用, 从而对细胞器造

成巨大破坏。故可通过评价提取液对 Fe2+的螯合能力大小, 

证明其抗氧化性的强弱。 
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表 5  不同分子量片段对 O2
‒ꞏ、ꞏOH、DPPH 自由基和 ABTS 阳离子自由基的清除能力数据 

Table 5  Scavenging ability data of different molecular weight fragments on O2
‒ꞏ,ꞏOH, DPPHꞏ and ABTS+ꞏ 

项目 10 kDa 以上 5000~10000 Da 3000~5000 Da 3000 Da 以下 

O2
‒ꞏ清除率/% 28.13±0.026 29.79±0.010 35.49±0.010 39.49±0.026 

ꞏOH 清除率/% 38.44±0.020 31.46±0.017 43.21±0.017 51.22±0.026 

DPPH 自由基清除率/% 36.73±0.010 30.57±0.010 45.52±0.026 55.27±0.030 

ABTS 阳离子自由基清除率/% 25.66±0.020 27.26±0.020 37.86±0.035 41.20±0.020 

 
由图 6 可知, 发酵提取法的螯合能力最强, 达 67%, 

这是由于发酵提取法中生成了大量的多肽, 而抗氧化作用

是多肽通过其侧链上的羧基与 Fe2+发生螯合作用实现, 因

为肽链分子中的羧基解离会影响提取液的螯合能力, 导致

多肽的末端或侧链结构从电中性变成电负性, 使该部分更

易与金属离子螯合。此外, 提取液中存在的小分子肽, 可

能与乙二胺四乙酸有相似的空间结构, 通过“钳制”游离的

金属离子, 增强提取液的螯合能力, 提高抗氧化活性。 

 

 
 

图 6  不同提取方式的提取液对 Fe2 +的螯合力 

Fig.6  Chelating ability of extracts from different extraction 
methods to Fe2+ 

 
2.7.4  提取液抑制亚油酸自氧化能力的测定 

由图 7 可知, 不同提取方式的提取液对亚油酸自氧化

均有抑制作用, 作用 7 d 后, 发酵提取法的抑制率达 53%。

这说明石斛多糖中含有一些不饱和双键, 它们与自由基反

应, 稳定了自由基并抑制了亚油酸的氧化过程, 起到了抗 

 

 
 

图 7  不同提取方式的提取液对亚油酸过氧化的抑制力 

Fig.7  Inhibition effects of extracts from different extraction 
methods on linoleic acid peroxidation 

氧化剂的作用。发酵提取液抗氧化能力最强, 可能是由于

其富含多肽, 通过疏水性氨基酸残基与疏水性亚油酸分子

产生不饱和烃的加成反应, 阻断了脂质过氧化过程中自由

基引发的链式反应, 而表现出更强的抑制作用。此外, 发

酵提取液中的小分子肽如果含有还原性的官能团, 也可以

在解离时提供电子或质子与自由基或活性氧反应, 使其失

去氧化活性, 减少脂质的过氧化反应。 

3  结  论 

3 种提取方法获得铁皮石斛提取液, 在多糖含量上, 

热水提取法为 33.51%, 超声波辅助提取法为 38.31%, 芽孢

杆菌发酵提取法为 37.21%; 在多肽含量中, 发酵提取法获

得多肽最高为 4.43 mg/kg, 多肽分子量主要分布在 2000 Da

以下, 占 84.95%, 为提取液提供了有效的抗氧化性能。同

时, 不同分子量的多肽抗氧化性能测试结果表明了小分子

的多肽对抗氧化性能提升具有重要意义。 

抗氧化性能结果显示, 超声波辅助提取会在提取液

中产生声学效应, 可产生剧烈的物理和化学反应, 从而使

细胞壁更容易破裂获得更多的活性多糖或单糖, 提升其清

除 ABTS 阳离子自由基的能力。发酵提取法则可获得更

多的营养物质, 有利于提升对ꞏOH、DPPH 自由基和 ABTS

阳离子自由基的清除能力。从 Fe2+螯合能力、亚油酸自氧

化抑制率检测中可知: 提取液均表现出明显的抑制效果, 

其中发酵提取法抑制效果最好, 分别为 67%和 53%, 这说

明发酵提取法提取植物活性成分, 可以增强提取液抗氧化

性能。 

该研究可为铁皮石斛的提取、抗氧化性能提供了一定

的理论依据。但由于缺乏制备提纯设备, 未对提取液中营

养物质、多肽结构进行表征, 导致缺乏对发酵方法提高抗

氧化性能的主要影响因素分析。因此, 后续研究可以进一

步探究发酵方法中营养物质、多肽结构对抗氧化性能的影

响, 促进天然植物的提取在食品领域中的应用。 
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