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摘 要：灵芝多糖具有广泛的生物活性，但天然多糖抗氧化能力有限。硒是人体必需的微量元素，将硒与多糖结

合可发挥协同增效作用。本研究以灵芝子实体为原料，采用水提醇沉法提取灵芝多糖，以亚硒酸钠为硒源，在抗坏血

酸催化下合成灵芝多糖-硒复合物，通过紫外光谱、红外光谱对复合物进行表征，并测定其抗氧化活性及对小鼠免疫细
胞增殖的影响。结果表明，硒成功与灵芝多糖结合，复合物对 DPPH自由基、羟自由基的清除能力显著强于未修饰多
糖，且能明显促进脾淋巴细胞增殖。灵芝多糖-硒复合物具有良好的抗氧化与免疫调节活性，可作为功能性食品配料开
发应用。
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引言

灵芝是我国传统的名贵药用真菌，其活性成分灵芝

多糖具有免疫调节、抗肿瘤、抗氧化等多种药理作用，

被广泛应用于功能性食品和医药领域。然而，天然灵芝

多糖的抗氧化活性相对较弱，限制了其作为高效抗氧化

剂的开发应用。硒是人体必需的微量元素，是谷胱甘肽

过氧化物酶的活性中心，具有重要的抗氧化功能。将硒

与多糖结合，既可补充人体所需的硒元素，又可发挥硒

与多糖的协同增效作用。本研究以灵芝多糖为原料，合

成灵芝多糖-硒复合物，并对其结构进行表征，评价其抗
氧化与免疫调节活性，为开发新型功能性食品提供理论

依据。

1材料与方法

1.1 材料与试剂

灵芝子实体购自安徽省金寨县灵芝种植基地，经鉴

定为赤芝。亚硒酸钠、抗坏血酸、无水乙醇、浓硫酸、

苯酚、葡萄糖标准品等均为分析纯，购自国药集团化学

试剂有限公司。DPPH 自由基、邻二氮菲、硫酸亚铁、
过氧化氢等用于抗氧化活性测定。RPMI-1640 培养基、
胎牛血清、ConA、MTT 等用于细胞实验。SPF 级雄性
BALB/c小鼠，6-8 周龄，体重 18-22g，购自四川省医学
科学院实验动物研究所，动物合格证号为 SCXK（川）
2020-0015。主要仪器包括紫外-可见分光光度计、傅里叶
变换红外光谱仪、冷冻干燥机、旋转蒸发仪、酶标仪、

CO₂细胞培养箱等[1] 。

1.2 灵芝多糖的提取

取干燥灵芝子实体，粉碎过 40目筛，按料液比 1:20
加入蒸馏水，于 90℃水浴中提取 2 小时，过滤收集滤
液。残渣按相同条件重复提取两次，合并三次滤液。滤

液于 60℃减压浓缩至原体积的 1/5，加入 4 倍体积无水
乙醇，4℃静置过夜，离心收集沉淀。沉淀依次用无水乙
醇、丙酮洗涤，冷冻干燥即得灵芝多糖粗品。将粗品溶

于蒸馏水，采用 Sevag法（氯仿:正丁醇 = 4:1）脱蛋白，
重复操作 5 次至紫外检测无蛋白吸收峰。透析后冷冻干
燥，得到精制灵芝多糖。

1.3 灵芝多糖-硒复合物的制备

参考文献方法，采用抗坏血酸还原法制备灵芝多糖-
硒复合物。称取灵芝多糖 0.5g，溶于 50mL 蒸馏水中，
加入亚硒酸钠 0.2g，搅拌溶解。加入抗坏血酸 1.0g，用
0.1mol/L NaOH 调节 pH至 7.0，于 60℃水浴中反应 6 小
时。反应结束后，反应液依次用蒸馏水透析 48小时（透
析袋截留分子量 3500Da），以除去游离亚硒酸钠和抗坏
血酸。透析液冷冻干燥，得到灵芝多糖-硒复合物，记为
GLP-Se。采用同样方法不加亚硒酸钠制备对照样品[2]。

1.4 紫外光谱与红外光谱表征

紫外光谱测定：将灵芝多糖和 GLP-Se 分别配制成
0.5mg/mL的水溶液，在 200-400nm波长范围内扫描，记
录紫外吸收光谱。红外光谱测定：取灵芝多糖和 GLP-Se
样品各 2mg，与 200mg KBr 混合压片，在 4000-400cm⁻¹
范围内扫描，分辨率为 4cm⁻¹。

1.5 体外抗氧化活性测定

DPPH自由基清除能力测定：配制不同浓度的样品溶
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液（0.2、0.4、0.6、0.8、1.0mg/mL），取 2mL样品溶液
加入 2mL 0.1mmol/L DPPH 乙醇溶液，混匀后避光反应
30分钟，于 517nm处测定吸光度，计算清除率。羟自由
基清除能力测定：采用邻二氮菲-Fe²⁺氧化法，在 536nm
处测定吸光度，计算清除率。以维生素 C 为阳性对照，
每个浓度设三个平行样。

1.6 免疫细胞活性测定

制备小鼠脾淋巴细胞悬液：无菌取小鼠脾脏，研磨

过 200 目筛网，裂解红细胞后，用 RPMI-1640完全培养

1.7

基调整细胞浓度为 2 10⁶ 个/mL。将细胞接种于 96 孔

板，每孔 100μL，分别加入不同浓度的灵芝多糖和 GLP-
Se 溶液（终浓度 25、50、100、200μg/mL），同时设空
白对照组和 ConA阳性对照组（5μg/mL）。于 37℃、5％
CO₂培养箱中培养 48小时，加入 MTT溶液 20μL，继续
培养 4小时。离心弃上清，加入 150μL DMSO溶解甲
结晶，于 570nm处测定吸光度，计算细胞增殖率[3]。

数据统计

实验数据以均数 标准差表示，采用 SPSS 22.0软件
进行单因素方差分析，组间比较采用 LSD-t检验，以 P <
0.05为差异有统计学意义。

2结果与分析

2.1 紫外光谱分析

灵芝多糖和灵芝多糖-硒复合物的紫外扫描光谱如
图 1 所示。灵芝多糖在 260nm 和 280nm 处无明显的吸
收峰，说明多糖中不含核酸和蛋白质。GLP-Se在 260nm
附近出现新的吸收峰，该峰为硒的特征吸收峰，证实硒

与灵芝多糖成功结合。两者的紫外吸收曲线存在明显差

异，表明多糖的化学结构在硒修饰后发生了变化。

图 1（灵芝多糖与灵芝多糖-硒复合物紫外扫描光谱图）

2.2 红外光谱分析

灵芝多糖和 GLP-Se 的红外光谱如图 2 所示。两者
在 3400cm⁻¹附近均出现宽而强的吸收峰，为 O-H伸缩振
动；2930cm⁻¹附近为 C-H 伸缩振动；1630cm⁻¹附近为 C
= O 伸缩振动或结合水的弯曲振动。与灵芝多糖相比，
GLP-Se 在 1020cm⁻¹ 附近的吸收峰明显增强，该峰属于
Se = O键的伸缩振动；在 820cm⁻¹附近出现新的弱吸收
峰，归属为 Se-O-C键的伸缩振动。红外光谱结果进一步
证实了硒与灵芝多糖形成了化学键合，而非简单的物理

混合[4]。

图 2（灵芝多糖与 GLP-Se红外光谱对比图）

2.3 对 DPPH自由基的清除作用

灵芝多糖和 GLP-Se对 DPPH自由基的清除能力呈浓
度依赖性增加。在 0.2-1.0mg/mL 浓度范围内，灵芝多糖
的 DPPH清除率从 18.5％上升至 52.3％，而 GLP-Se的清
除率从 31.2％上升至 78.6％。各浓度点 GLP-Se的清除率
均显著高于灵芝多糖（P < 0.05）。当浓度为 1.0mg/mL
时，GLP-Se的清除率接近阳性对照维生素 C的 86.4％。
结果表明，硒修饰显著增强了灵芝多糖的 DPPH自由基
清除能力，这可能与硒的引入增加了供电子基团有关。

2.4 对羟自由基的清除作用

羟自由基是生物体内最具毒性的活性氧自由基之

一。灵芝多糖和 GLP-Se 对羟自由基的清除能力同样呈
浓度依赖性增加。在 0.2-1.0mg/mL浓度范围内，灵芝多
糖的羟自由基清除率从 12.6％上升至 45.7％，而 GLP-
Se 的清除率从 25.3％上升至 71.4％。各浓度点 GLP-Se
的清除率均显著高于灵芝多糖（P < 0.01）。当浓度为
1.0mg/mL时，GLP-Se的羟自由基清除率较灵芝多糖提高
了 56.2％。这一结果说明硒修饰能有效提升多糖对羟自
由基的清除能力，可能与 Se-O键的强电子效应有关。
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2.5 对脾淋巴细胞增殖的影响

免疫细胞活性是评价免疫调节功能的重要指标。在

25-200μg/mL 浓度范围内，灵芝多糖和 GLP-Se 均能促
进小鼠脾淋巴细胞增殖，且呈浓度依赖性。当浓度为

200μg/mL 时，灵芝多糖组的细胞增殖率为空白对照组
的 1.38 倍，而 GLP-Se组达到 1.72 倍，显著高于灵芝多
糖组（P < 0.05）。GLP-Se在 100μg/mL时的增殖率已接
近灵芝多糖 200μg/mL时的水平。结果表明，硒修饰增强
了灵芝多糖对淋巴细胞的活化能力，这可能与硒提高多

糖与细胞表面受体的结合能力有关。

3讨论

3.1 灵芝多糖-硒复合物的合成机制

本研究采用抗坏血酸还原法成功合成了灵芝多糖-硒
复合物。在抗坏血酸存在下，亚硒酸钠被还原为活性硒

中间体，随后与多糖分子中的羟基反应形成 Se-O-C键。
紫外光谱中 260nm附近特征吸收峰及红外光谱中 Se = O
键和 Se-O-C键的特征吸收峰，均证实硒与灵芝多糖实现
了共价结合。化学键合方式使硒更稳定地结合于多糖分

子上，有利于提高硒的生物利用度。合成条件对复合物

性质有重要影响，本研究优化确定 60℃、6小时、pH7.0
为较优条件。温度过高会导致多糖降解，过低则反应不

充分；反应时间过长会使分子量分布变宽；中性偏碱条

件有利于反应进行[5]。

3.2 硒修饰对灵芝多糖抗氧化活性的增强机制

硒修饰显著增强了灵芝多糖的抗氧化活性。硒修饰

增强活性的机制可从三方面解释。从电子效应看，硒原

子具有较大的原子半径和较低的电负性，其孤对电子易

于参与共轭体系，增强多糖分子的供电子能力，从而更

有效地中和自由基。从结构效应看，硒的引入改变了多

糖的空间构象，使分子链更加舒展，暴露出更多活性基

团，提高了与自由基碰撞的概率。从协同效应看，硒本

身是谷胱甘肽过氧化物酶的活性中心，复合物可能模拟

该酶的活性位点，催化自由基清除反应。硒修饰后多糖

的水溶性未发生明显改变，保证了其在体外体系中的良

好分散性。

3.3 灵芝多糖-硒复合物的免疫调节活性及构效关系

GLP-Se对小鼠脾淋巴细胞的增殖促进作用显著优于

灵芝多糖，表明硒修饰不仅增强了多糖的抗氧化活性，

还提高了其免疫调节活性。其作用机制涉及以下方面。

在受体识别层面，硒修饰可能改变多糖空间结构，使其

更易与 TLR4 受体结合或结合位点增多。在信号转导层
面，硒本身可通过 MAPK和 NF-κB信号通路直接调节免
疫细胞功能，与多糖形成协同效应。在细胞代谢层面，

硒可降低免疫细胞内氧化应激水平，为细胞增殖创造有

利微环境[6] 。构效关系分析表明，硒的引入量、结合位

置及 Se-O-C 键的形成方式是决定 GLP-Se活性的关键结
构因素。后续应进一步测定复合物中硒含量，明确其与

生物活性的量效关系。

结束语

本研究成功制备了灵芝多糖-硒复合物，光谱表征证
实硒与灵芝多糖形成了稳定的化学键合。体外活性评价

表明，硒修饰显著增强了灵芝多糖对 DPPH自由基和羟
自由基的清除能力，同时提高了对脾淋巴细胞的免疫增

殖活性。灵芝多糖-硒复合物具有良好的抗氧化与免疫调
节活性，两者呈现协同增效作用。该复合物可作为功能

性食品配料的候选物，具有广阔的开发应用前景。后续

研究应进一步阐明其构效关系及体内作用机制，为其实

际应用提供更充分的科学依据。
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