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摘      要  ：  �为优化薰衣草内生真菌胞外多糖的提取条件，同时指明其是否具有抗氧化活性，本研究以薰衣草内生真菌菌株为试验

材料，利用单因素和响应面法确定提取薰衣草内生真菌胞外多糖的最佳工艺条件，并对其抗氧化活性进行测定。结果

表明：提取薰衣草内生真菌胞外多糖的最佳工艺条件：醇沉时间18.03 h、乙醇浓度95.33%、pH5.95；薰衣草内生

真菌胞外多糖对DPPH自由基、ABTS自由基和羟基自由基均有清除效能，对DPPH自由基清除率最高为68.4%，对

ABTS最高清除率为81.8%，对羟基自由基最高清除率为38.6%。
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Abstract  :  � In order to optimize the extraction conditions of exopoly took enps from endophytic fungi of lavender 

and indicate whether it has antioxidant activity, this studydophytic fungi strains of lavender as 

experimental materials, and used single factor and response surface methods to determine the 

optimal extraction conditions of exopolyps from endophytic fungi of lavender, and measured its 

antioxidant activity. The results showed that the optimal extraction conditions were as follows: 

alcohol precipitation time 18.03 h, ethanol concentration 95.33%, ph5.95, and exopolysaccharides of 

endophytic fungi of lavender had scavenging effects on DPPH free radicals, ABTS free radicals and 

hydroxyl free radicals,the highest scavenging rate for DPPH free radicals was 68.4%, for ABTS was 

81.8%, and for hydroxyl radicals was 38.6%.
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薰衣草（Lavandula angustifolia Mill）是一种具有独特香味的草本植物，不仅具有观赏价值，还广泛应用于食品、保健品、护肤

品和医药等领域 [1]，其根部分布着内生真菌（Endophytic fungi）[2]，内生真菌是指一段或全部生命周期存在于植物组织、器官内，而

不使其表现明显病症的一类微生物 [3,4]。研究表明，内生真菌会产生胞外多糖 [5]，多糖的作用多种多样，You等 [6-8]的研究结果表明，香

菇多糖具有抗癌、抗肿瘤、调节免疫力、治疗糖尿病等作用；陶爱恩等 [9]研究三七多糖结构及功能发现，三七多糖具有抗氧化、抗衰

老、促进骨生长等作用；刘学贵等 [10]对紫花苜蓿根部多糖的结构表征及其体外活性进行研究发现，苜蓿根多糖（DAPS-1）具有抗氧化

活性 .；药理学研究表明，薰衣草的提取物也具有抗氧化、抗炎和抑制中枢神经系统等功能 [11]，其抗氧化作用可以通过捕获和中和自由
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一、材料和方法

（一）实验材料

1.植物样本与试验菌株  

本实验所用样本采集于新疆维吾尔自治区伊犁哈萨克自治州

薰衣草种植基地，选择其中长势优良的薰衣草，装入密封袋中带

回实验室，并将其保存于 -80℃超低温冰箱。对薰衣草根部表面

进行消毒，用无菌刀将其切成一定大小组织块并接种到 PDA固体

培养基上进行培养，一段时间后将菌落旁的菌丝接种到新鲜培养

基上，如此反复从而得到纯的薰衣草根部内生真菌，该种内生真

菌是具有抗菌活性的内生真菌 YDZ-8，即哈茨木霉菌 [2]。

2.主要试剂与培养基  

无水乙醇、Vc（维生素 C）、DPPH（1,1-二苯基 -2-三硝

基苯肼）（2,2’-联氮 -双 -2-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸）、

ABTS、水杨酸、过氧化氢；PDA培养基、PDB培养基。

（二）实验方法

1.发酵液的制备  

将接种培养薰衣草根部内生真菌的 PDA培养基取出，倒出

锥形瓶中粘稠、絮状物质，留下发酵液，把发酵液倒入清洗干净

的锅中，用电磁炉加热浓缩至其原有体积的1/3，置于冰箱冷藏

待用。

2.多糖提取单因素试验 

醇沉时间试验：取五个干净小烧杯分别向其中加入10 mL浓

缩液，并添加90 mL无水乙醇，使混合液中乙醇浓度达到90%，

用1 mol/L的 HCl水溶液和1 mol/L的 NaOH水溶液调节各烧杯中

混合液的 pH至6.0，放于4 ℃冰箱冷藏进行醇沉试验，时间分别

为16、17、18、19和20 h，然后5000 rpm离心20 min。除去上

清液，取出沉淀物干燥至恒重。计算多糖产量，并根据最高多糖

产量选择最佳醇沉时间；

乙醇浓度试验：取五个干净小烧杯分别向其中加入10 ml浓缩

液，并添加无水乙醇，使混合液中乙醇浓度最终分别达到80%、

85%、90%、95%和100%，利用1 mol/L的 HCl水溶液和1 mol/

L的 NaOH水溶液调节各烧杯中混合液的 pH至6.0。乙醇醇沉时

间为上述试验的最佳时间，然后5000 rpm离心20 min。除去上清

液，取出沉淀物干燥至恒重。计算多糖产量，选取多糖产量最高

的乙醇浓度作为最佳浓度；

pH试验：取五个干净小烧杯分别向其中加入10 ml浓缩液，

用1 mol/L HCl水溶液和1 mol/l NaOH水溶液调节浓缩溶液的 pH

基，实现阻止或减缓氧化过程对人体造成伤害 [12-14]，有望成为一种天然抗氧化剂 [15]。

目前，关于薰衣草的研究主要集中在薰衣草的生态特性 [16-18]、化学成分 [19,20]及其药理作用 [21,22]等方面，而对薰衣草内生真菌胞外多

糖提取工艺条件的优化及抗氧化活性研究更是鲜有报道。基于此，本实验以伊犁哈萨克自治州薰衣草种植基地的薰衣草内生真菌菌株为

研究对象，通过设置不同的醇沉时间、乙醇浓度和 pH，从而确定薰衣草内生真菌胞外多糖的最佳提取条件，同时测定了薰衣草内生真

菌胞外多糖的抗氧化活性，以期为进一步研究薰衣草内生真菌胞外多糖提供理论参考。

值分别至4、5、6、7和8，醇沉时间和乙醇浓度为上述试验的最

佳时间和浓度。其他步骤与乙醇浓度试验相同。选取多糖产量最

高的 pH为最佳 pH[23]。以上三组试验均重复测试3次。

多糖产量计算公式：多糖产量 =m/v（m:多糖质量、v:浓缩液

体积）

3.响应面法优化试验 

基于单因素实验，我们使用 Box-Behnken中心组合的试验

设计原理，使用3因素3水平响应面分析方法，通过分析醇沉时

间（A）、乙醇浓度（B）和 pH（C）三个因素并以薰衣草胞外多

糖产量（Y）作响应值，确定提取薰衣草胞外多糖提取的最佳工艺

（表1）。

表1 三因素三水平试验设计表

水平 Level 醇沉时间 A（h） 乙醇浓度 B（%） pHC

-1 17 90 5

0 18 95 6

1 19 100 7

4.抗氧化能力的测定  

薰衣草多糖对 DPPH自由基清除能力的测定：分别取质量浓

度为0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL的多糖溶液2.0 mL， 与2 

mL的0.01 mmol/L的 DPPH-乙醇溶液混合，室温避光反应30 

min，然后在517 nm处测量吸光度值 [24-26] 。

薰衣草多糖对 ABTS自由基清除能力的测定：分别取多糖质

量浓度为0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL的多糖溶液1.0 ml，与

3 mL的 ABTS溶液混合，室温反应10 min，在730 nm处测量吸

光度值 [27-29]。

薰衣草多糖对羟基自由基清除能力的测定：分别取多糖质量

浓度为0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL的多糖溶液1.4 ml，与1.2 

mL水杨酸 -乙醇和1 mL过氧化氢混合，温室反应15 min，然后

在510 nm处测量吸光度值。以上每个试验重复三次，使用 Vc作

为阳性对照。

二、结果与分析

（一）单因素试验结果

1.醇沉时间对薰衣草胞外多糖产量的影响  

由图1可知，伴随着醇沉时间的增加，薰衣草内生真菌胞外

多糖的产量是先增加后减少，醇沉时间为18 h时产量最高，为

0.0934 g/mL。
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图1醇沉时间对胞外多糖产量的影响

Figure.1 Influence of alcohol precipitation time on exopolysaccharide yield

2.乙醇浓度对薰衣草胞外多糖产量的影响

由图2可知，伴随着乙醇浓度的增大，薰衣草胞外多糖的产量

趋于先增加后减少，并在乙醇浓度为95%时，胞外多糖产量达到

最大值，为0.0587 g/mL。

图2乙醇浓度对胞外多糖产量的影响

Figure .2 Effect of ethanol concentration on exopolysaccharide yield.

3.pH对薰衣草胞外多糖产量的影响

图3显示，薰衣草胞外多糖的产量随 pH值的增加呈现出先增

大后减小的趋势。当 pH 值为6.0时，薰衣草胞外多糖的产量最

大，为0.0457 g/mL。

图3 PH对胞外多糖产量的影响

Figure. 3 Effect of PH on exopolysaccharide yield

（二）回归模型建立及方差分析

本实验使用 Design-Expert软件以三因素三水平为响应面

分析方法，深度分析了三种单因素两两之间的相互作用对于薰衣

草内生真菌胞外多糖的产量影响。每次试验进行三次重复，计算

平均值以确保数据准确性（表2）。利用响应面软件分析表2中

17组试验的薰衣草内生真菌胞外多糖产量，得到回归分析统计表

（表3）。表3结果表明，乙醇浓度对薰衣草内生真菌胞外多糖产

量影响显著（P＜0.05）。模型 P值小于0.05，可信度水平大于

95.0%。由 F值可知三种因素对薰衣草胞外多糖产量的影响能力依

次为：乙醇浓度＞醇沉时间＞ pH。

表2设计和实验结果

Table 2. design and experimental results

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1

Std Run A:醇沉时间 B:乙醇浓度 C:pH 多糖产量

                               h                    %                                         g/ml

1 2 17 90 6 0.0299

2 19 19 90 6 0.03

3 1 17 100 6 0.031

4 10 19 100 6 0.0337

5 14 17 95 5 0.0296

6 18 19 95 5 0.0328

7 12 17 95 7 0.032

8 6 19 95 7 0.0294

9 13 18 90 5 0.0319

10 8 18 100 5 0.0365

11 15 18 90 7 0.0335

12 17 18 100 7 0.0313

13 9 18 95 6 0.0469

14 4 18 95 6 0.0479

15 5 18 95 6 0.0489

16 7 18 95 6 0.0492

17 11 18 95 6 0.05

表3 回归分析结果

Table 3 Results of regression analysis

       Source    Sumof Squares  df   Mean Square     F-value       p-value

Model 10.40 9 1.16 101.60 <0.0001 significant

A-醇沉时间 0.0145 1 0.0145 1.27 0.2967 *

B-乙醇浓度 0.0648 1 0.0648 5.70 0.0483

C-pH 0.0265 1 0.0265 2.33 0.1710

AB 0.0169 1 0.0169 1.49 0.2622

AC 0.0841 1 0.0841 7.40 0.0298 *

BC 0.1156 1 0.1156 10.17 0.0153 *

A² 4.12 1 4.12 362.26 <0.0001 **

B² 2.39 1 2.39 210.56 <0.0001 **

C² 2.52 1 2.52 221.88 <0.0001 **

Residual 0.0792. 7 0.0114

Lack of Fit 0.0217 3 0.0072 0.4999 0.7023
notsigni

ficant

Pure Error 0.0579 4 0.0145

Cor Total 10.48 16

R2=0.9924                Adjusted R²=0.9826            Predicted R2=0.9582

（三）响应面结果分析

由图4、图5、图6可以分别得到醇沉时间、乙醇浓度和 pH三



临床研究 | CLINICAL RESEARCH

004 | Copyright © This Work is Licensed under A Commons Attribution-Non Commercial 4.0 International License.

种单因素对薰衣草内生真菌胞外多糖产量的影响能力。每个响应

面表示两个不同的单因素之间的交互作用。

由图4可知，当醇沉时间一定时，伴随着乙醇浓度的加大，薰

衣草内生真菌胞外多糖的产量先不断地增加，达到最大值后迅速

减少。同时，薰衣草胞外多糖的产量在乙醇浓度一定时，将随醇

沉时间的增加而逐渐增大，但随后开始下降。

 

图4  醇沉时间和乙醇浓度对多糖得率影响的响应面图

Figure 4 Response surface graph of the effects of alcohol precipitation time and ethanol con-

centration on polysaccharide yield

图5结果表明，薰衣草内生真菌胞外多糖的产量在一定 pH

条件下，随醇沉时间的增加先呈上升趋势，达到最大值后开始下

降。当醇沉时间一定时，薰衣草胞外多糖的产量会随着 pH的增加

而逐渐上升，但到达一定值后，逐渐开始下降。

 

图5 醇沉时间和 pH对多糖得率影响的响应面图

Figure 5 Response surface graph of the effects of alcohol precipitation time and pH on polysac-

charide yield

图6表明，一定的乙醇浓度条件下，薰衣草内生真菌胞外多糖

的产量伴随着 pH值的增大而逐渐增加，然后在达到最高点后快速

降低。同时，薰衣草胞外多糖的产量在一定 pH条件下随乙醇浓度

的增大先增加，然后缓慢减少。

  

图6 乙醇浓度和 pH对多糖得率影响的响应面图

Figure 6 Response surface graph of the effects of ethanol concentration and pH on polysaccha-

ride yield

经过 Design-Expert软件中 Box-Behnken的设计分析，得

到提取薰衣草内生真菌胞外多糖的最佳条件：醇沉时间为18.03 

h，乙醇浓度为95.33%，pH为5.95。此时薰衣草菌株胞外多糖预

测值为0.0486g/mL。

（四）抗氧化能力的测定

1.薰衣草胞外多糖对 DPPH自由基清除能力的测定

由图7可知， 薰衣草胞外多糖具有 DPPH自由基清除的能

力；同时随着质量浓度增高，DPPH自由基清除率也相应增强，表

明薰衣草胞外多糖对 DPPH自由基清除能力呈现出良好的剂量依

赖性，在质量浓度为1.0 mg/mL时，薰衣草胞外多糖的 DPPH清

除率达到72.8%。

图7  Vc和薰衣草胞外多糖的 DPPH自由基清除能力

Figure 7 DPPH radical scavenging ability of Vc and lavender extracellular polysaccharides

2.薰衣草胞外多糖对 ABTS自由基清除能力的测定  

由图8所示，薰衣草胞外多糖具有清除 ABTS自由基的能

力；当多糖质量浓度增加时，其对 ABTS自由基清除率也会增

加，表现出一定的剂量依赖性。当浓度为1.0 mg/mL时，ABTS

自由基的去除率与 Vc接近。

图8 Vc和薰衣草胞外多糖的 ABTS自由基清除能力

Figure 8 ABTS radical scavenging ability of Vc and lavender extracellular polysaccharides

3.薰衣草胞外多糖对羟基自由基清除能力的测定 

由图9可知，薰衣草胞外多糖对羟自由基具有一定的清除能

力，但清除效果不明显；薰衣草胞外多糖的羟自由基清除率和质

量浓度呈线性依赖关系，在相同的浓度下，Vc的羟自由基清除率

高于薰衣草胞外多糖，在质量浓度为1.0 mg/mL时，薰衣草胞外

多糖的羟自由基清除率为42.63%。
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图9 Vc和薰衣草胞外多糖的羟自由基清除能力

Figure 9: Hydroxyl radical scavenging ability of Vc and lavender extracellular polysaccharides

（五）薰衣草胞外多糖红外结构表征

取2.00 mg的薰衣草内生真菌胞外多糖研磨成粉末状并进行

压片处理，用红外光谱仪进行扫描。如图10所示，薰衣草胞外多

糖 样 品 在511、596、866、1070、1260、1413、1507、1661、

1877、2232、2349、2462、2906、3002、3403、3791cm-1均 有

特征吸收。3791cm-1附近的谱帯是糖类 O-H伸缩振动吸收峰，

2906、3403cm-1附近的吸收峰是 C-H伸缩振动峰，2232cm-1处

是 C≡ C伸缩振动吸收峰，1661、1877cm-1处峰是 C=O是伸缩振

动吸收峰，1507cm-1处峰是 C=C伸缩振动吸收峰，1413cm-1处

峰是 C-H的弯曲振动吸收峰，511、596、866cm-1处峰是 C-H弯

曲吸收峰。

图10薰衣草胞外多糖红外线图

Figure 10. Infrared diagram of lavender exopolyps

三、讨论

本研究发现随着醇沉时间、乙醇浓度和 pH的增加，多糖提取

量均呈现先上升后下降的趋势。当醇沉时间在16.00~17.78 h区域

时，多糖提取量随着醇沉时间的增加而升高，这是因为适当的延

长醇沉时间能够使析出的多糖充分沉淀 [30]，但当醇沉时间＞17.78 

h，多糖提取量反而减少，这可能是醇沉时间过长破坏了多糖结

构，致使部分多糖失活 [31,32]，且醇沉时间过长也会引起多糖在溶

液中再溶解，降低多糖得率 [30]。另外，乙醇浓度过高会破坏多糖

结构，导致多糖提取量下降 [33,34]，也有研究表明，这可能是由于

乙醇浓度过高，挥发能力增强，溶液极性减小，小分子极性或非

极性物质被竞争性的溶出所致 [35]。此外，pH过高或过低会引起多

糖糖苷键的断裂，从而使多糖发生降解，导致多糖得率降低 [36]。

四、结论

通过单因素和 Box-Behnken响应面试验得出醇沉时间18.03 

h、乙醇浓度95.33%、pH5.95是提取薰衣草内生真菌胞外多糖的

最佳条件，并且随醇沉时间、乙醇浓度和 pH的增加均呈现先上升

后下降的趋势。本研究还发现薰衣草内生真菌胞外多糖具有较强

的抗氧化活性，可以消除 DPPH、ABTS和羟基自由基 ,随着多糖

质量浓度的增加其抗氧化活性也随之提升，对 DPPH自由基清除

率最高为68.4%，对 ABTS最高清除率为81.8%，对羟基自由基最

高清除率为38.6%。
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