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摘　要：以桑黄子实体为原料，优化桑黄子实体多糖的提取条件，对其结构进行解析并评价其免疫调节活性。以提

取温度、提取时间、料液比、提取次数为因素，采用单因素实验及正交试验优化桑黄子实体多糖提取条件，利用

酶解法和透析法纯化多糖，通过相对分子质量测定、傅里叶红外光谱、单糖组成和甲基化分析其化学结构，并采

用 RAW-Blue™细胞实验初步研究其免疫活性。结果表明，桑黄子实体多糖提取的最优工艺条件为：料液比为

1:40（g/mL），提取温度为 100 °C，提取时间为 2.0 h，提取次数为 3次，该条件下多糖得率为 6.71%，总糖纯度

为 81.69%±0.19%，分子量为 10.77 kDa，其主要由（1→4）-Glc组成，并含有少量的（1→6）-Glc和（1→3）-Glc；
多糖可以增强 RAW-Blue™细胞分泌胚胎碱性磷酸酶的活性，并能增强 RAW-Blue™巨噬细胞的吞噬能力。研究结

果可为桑黄子实体多糖在食品和药品中的开发与应用提供理论依据。
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Abstract： In  this  study,  using  Phellinus  igniarius  as  raw  materials,  the  extraction  conditions  of  Phellinus  igniarius
polysaccharides  were  optimized,  the  structure  and  immune  regulatory  activity  were  analyzed  and  evaluated.  Using
extraction temperature, extraction time, solid-liquid ratio, and extraction frequency as factors, single factor experiments and
orthogonal experiments were used to optimize the extraction conditions of polysaccharides from Phellinus igniarius. After  
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purification  by  enzymolysis  and  dialysis  methods,  the  structural  features  of  this  polysacharide  were  characterised  using
HPSEC  (Mw),  FTIR  (functional  group),  HPAEC  (monosaccharide  composition)  and  methylation  analysis  (linkage
patterns), and their immunomodulatory properties were investigated using RAW-Blue™ cell line. Results showed that, the
optimal extraction conditions of polysaccharides from the fruiting body of Phellinus were as follows: The solid-liquid ratio
was 1:40 (g/mL),  the extraction temperature was 100 °C,  the extraction time was 2.0 h,  and the extraction times were 3.
Under these conditions, the extraction yield of polysaccharide was 6.71%, the total sugar content was 81.69%±0.19%, and
the  Mw was  10.77  kDa.  The  polysaccharide  obtained  belong  to  glucan  family  constructing  mainly  by  (1→4)-Glc,  small
percentage  of  (1→6)-Glc  and  (1→3)-Glc  as  side  chains.  This  polysaccharide  could  enhance  the  embryonic  alkaline
phosphatase  secretion  activity  and  the  phagocytosis  ability  of  RAW-Blue™  macrophages,  which  would  provide  a
theoretical basis for its application in both food and phamacetical area.

Key words：Phellinus igniarius；fruiting body；polysaccharides；Structural characterization；immune activity

随着人民生活水平的不断提高，慢性病已成为

严重威胁人类健康、影响国民经济和社会发展的重

大公共卫生问题[1−2]。食用菌对糖尿病、心血管疾病

和消化系统疾病等慢性疾病具有良好的治疗效果[3]。

食用菌中不仅含有如黄酮，多酚和多糖等多种功能成

分[4]，而且还含有丰富的微量元素、膳食纤维、蛋白

质、维生素和矿物质等营养物质[5−6]。因此，食用菌

在医药、功能食品等领域有着广泛的应用。

桑黄（Phellinus igniarius），属真菌界，担子菌门，

担子菌纲，多孔菌目，多孔菌科，木层孔菌属，是一种

珍稀的食药用真菌，主要分布和种植在东亚，特别是

中国、日本和韩国[7]。两千年前，汉代的《神农本草

经》记载其具有疏通血脉、祛除瘀血、缓解腹痛和治

疗慢性腹泻等功效[8]。现代医学研究表明，桑黄具有

抗肿瘤、抗氧化、降血糖和免疫调节等多种药理活

性[9−10]，这些生理活性与桑黄的化学成分密切有关[11]。

多糖是一类主要的生物活性大分子，普遍存在

于微生物、植物和动物等自然资源中[12]。桑黄多糖

是桑黄中最重要的活性成分之一，其具有抗氧化[7]、

抗肿瘤[9]、降血糖[11] 和免疫调节[13] 等潜在的生物活

性。目前，虽然对桑黄多糖的化学结构和生物活性已

有大量研究，但因为桑黄种属较多，不同品种的桑黄

中多糖的结构及生物活性具有较大差异。本研究采

用单因素实验及正交试验优化桑黄子实体多糖的提

取工艺条件，采用水提醇沉法提取多糖、经酶解法和

透析法对多糖进行除杂纯化，并通过相对分子质量测

定、傅里叶红外光谱、单糖组成及甲基化分析其化学

结构。然后，采用 RAW-Blue™细胞分泌胚胎碱性磷

酸酶（SEAP）实验、吞噬实验研究其免疫调节活性，

旨在为桑黄的利用和进一步的开发提供科学依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

杨树桑黄（Phellinus igniarius）　天津市园艺工

程研究所提供；无水乙醇、甲醇、氨水、二氯甲烷、二

甲基亚砜　均为分析纯，天津市江天化工有限公司；

浓硫酸、苯酚、硝酸钠　均为分析纯，天津市化学试

剂一厂；复合蛋白酶、葡萄糖标准品、单糖标准品、

葡聚糖标准品、脂多糖　均为优级纯，美国 Sigma公

司；氢氧化钠　分析纯，上海生工生物有限公司；冰乙

酸、无水硫酸钠　均为分析纯，天津市大茂有限公

司；三氟乙酸　分析纯，北京百灵威有限公司；

DMEM培养基（生物试剂）　美国 Gibco公司；磷酸

盐缓冲液　优级纯，上海源培生物科技股份有限公

司；胎牛血清（生物试剂）　美国 Gemini公司；双抗

（生物试剂）　美国 Hyclone公司；RAW-Blue™细

胞、QUANTI-Blue™显色剂　均为生物试剂，美国

Invivogen公司。

X622-ZH型电子天平　奥豪斯中国分公司；RE-
2000型旋转蒸发仪　上海亚荣仪器厂；INFINITE
200 PRO型酶标仪　瑞士 TECAN公司；6890N型

气质联用仪　安捷伦科技有限公司；IS50型傅里叶

红外光谱　尼高利公司；Prominence LC-20A型示差

高效液相色谱仪　日本岛津公司；ICS-5000+离子色

谱仪　美国 Dionex公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   桑黄子实体多糖的提取　

 1.2.1.1   提取方法　桑黄子实体多糖采用水提醇沉

法提取[14]。桑黄子实体经烘干、粉碎过 60目筛后，

加入蒸馏水（料液比 1:40），加热 100 ℃，搅拌 2 h，离
心（6000 r/min，25 ℃，30 min）并收集上清液，重复

3次。加入 3倍体积的无水乙醇，4 ℃ 静置 48 h。离

心（6000 r/min，20 ℃，20 min）后取沉淀烘干得到桑

黄水提物（SP-1）。
通过酶解法和透析法对桑黄水提物进行除杂纯

化。桑黄水提物经完全溶解后，向其中添加 3%复合

蛋白酶，在 40 ℃、pH7的条件下搅拌 2 h去除蛋白，

煮沸灭酶。离心（6000 r/min，20 ℃，20 min）后将上

清液用透析袋（8000~14000  Da）透析 2  d。离心

（6000 r/min，20 ℃，20 min）去掉沉淀，将上清液旋蒸

浓缩后，加入 3倍体积的无水乙醇，4 ℃ 静置 48 h。
离心（6000 r/min，4 ℃，20 min）取沉淀，经真空冷冻

干燥得到桑黄子实体多糖（SP-2）。

 1.2.1.2   总糖纯度及多糖得率的测定　总糖纯度的

测定采用苯酚-硫酸法[15]。

标准曲线制备：以 2 mL不同浓度的葡萄糖溶液

为标准品，分别加入 50 μL 80%苯酚和 3 mL浓硫
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酸，混匀，冷却至室温，490 nm处测其吸光度。

样品测定：称取 10 mg样品，加入 1 mL 72% H2SO4，

室温搅拌 30 min，使样品完全溶解，稀释至 0.2 mg/mL，
取 2 mL稀释液，加入 50 μL 80%苯酚溶液，3 mL浓

硫酸，混匀，冷却至室温后测定吸光度，根据下式计算

样品中总糖纯度：

总糖纯度(%) =
C×V

m
×100

式中：C为从标准曲线查得总糖浓度（mg/mL）；
V为测定时样品的体积（mL）；m为样品的质量（mg）。

多糖得率的计算公式如下：

多糖得率(%) =
m1 ×C1

m
×100

式中：m为样品的质量（mg）；m1 为提取后多糖

的质量（mg）；C1 为提取后多糖的总糖纯度（%）。

 1.2.1.3   单因素实验设计　提取温度：称量 5 g样品，

在料液比为 1:30（g/mL）、提取时间为 1.5 h、提取次

数为 1次、醇沉时加入无水乙醇的倍数为 4倍、醇沉

时间为静置过夜的条件下，考察不同提取温度（60、
70、80、90、100 ℃）对多糖得率的影响。

提取时间：称量 5 g样品，在提取温度为 80 ℃、

料液比为 1:30（g/mL）、提取次数为 1次、醇沉时加

入无水乙醇的倍数为 4倍、醇沉时间为静置过夜的

条件下，考察不同提取时间（0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 h）
对多糖得率的影响。

料液比：称量 5 g样品，在提取温度为 80 ℃、提

取时间为 1.5 h、提取次数为 1次、醇沉时加入无水乙

醇的倍数为 4倍、醇沉时间为静置过夜的条件下，考

察不同料液比（1:10、1:20、1:30、1:40、1:50 g/mL）
对多糖得率的影响。

提取次数：称量 5 g样品，在提取温度为 80 ℃、

提取时间为 1.5 h、料液比为 1:30（g/mL）、醇沉时加

入无水乙醇的倍数为 4倍、醇沉时间为静置过夜的

情况下，考察不同提取次数（1、2、3、4、5次）对多糖

得率的影响。

 1.2.1.4   正交试验设计　根据文献 [16−17]调研及

单因素实验确定的条件范围设计正交试验方案，因为

提取温度、提取时间以及料液比对实验的影响较大，

所以本实验采用以上三者作为实验因素，提取次数选

择 3次，依据 L9（3
4）正交表开展三因素三水平正交

试验，探究桑黄子实体多糖的最优提取条件。正交试

验因素水平设计如表 1所示。
 
 

表 1    正交试验因素水平设计
Table 1    Factors and levels of orthogonal test

因素
水平

1 2 3

A提取温度（°C） 80 90 100
B提取时间（h） 1.0 1.5 2.0
C料液比（g/mL） 1:20 1:30 1:40

 1.2.2   相对分子质量的测定　用高效凝胶排阻色谱

法测定桑黄子实体多糖的分子量[18]，不同分子量的葡

聚糖（10、40、70、500和 2000 kDa）为标准品。色谱

条件如下：

色谱柱：Ultrahydrogel  7.8×300  mm线性柱和

Ultrahydrogel 6×40 mm保护柱；流动相：0.1 mg/mL
NaNO3；流速：0.6 mL/min；柱温箱温度：40 ℃。

 1.2.3   傅里叶红外光谱的测定　称取 1 mg样品和

150 mg干燥的 KBr。用研钵研磨均匀，压片后进行

傅里叶红外光谱扫描[19]。得到波数范围为 4000~
400 cm−1 的傅里叶红外光谱图。

 1.2.4   单糖组成的测定　根据文献 [20]方法并做适

当改进，进行桑黄子实体多糖的单糖组成测定，具体

操作方法如下：

样品测定：称取 1.5 mg样品于安瓿瓶中，加入

1.5 mL 2 mol/L三氟乙酸，封口，120 ℃ 水解 3 h，减
压旋干。加入 0.5 mL甲醇，减压旋干（重复 5次），最

后将产物完全溶于 1.5 mL超纯水中，使用离子色谱

仪鉴定样品单糖组成。

标品测定：称取单糖标准品（岩藻糖、鼠李糖、阿

拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、半乳糖醛

酸、葡萄糖醛酸）1 mg，分别溶于 1 mL水中，各取

500 μL混合加水稀释至 5 mL，使用离子色谱仪鉴定

标准品单糖组成。离子色谱条件如下：

色谱柱：Dionex CarboPacTM PA20，3×150 mm；

流动相：A相为超纯水，B相为 0.2 mol/L NaOH溶

液，C相为 1 mol/L醋酸钠溶液；流动相体积比例：

A相:B相:C相=5:2:1；流速：0.45 mL/min；柱温箱

温度：30 ℃。

 1.2.5   甲基化分析　参考文献 [1]的方法进行多糖

的甲基化分析。称取 3 mg样品溶于 0.5 mL二甲基

亚砜中，加入 20 mg氢氧化钠和 0.5 mL碘甲烷，搅

拌 2.5 h。加入 3~5 mL去离子水，振荡萃取，去掉水层，重

复 3次。吸取有机相，过无水硫酸钠柱，再用 0.5 mL
二氯甲烷洗 2次柱子，得到的有机相组分进行氮气

吹干。再加入 0.5 mL 4 mol/L三氟乙酸 100 ℃ 水解 6 h，
氮气吹干，加入 0.3 mL去离子水、50 μL 50 mg/mL
氨水和 3 mg硼氘化钠，室温搅拌 12 h。加入 250 μL
冰乙酸，再加入 0.5 mL含 5%醋酸的甲醇，氮气吹干，

重复 4次，加入 0.5 mL乙酸酐，100 ℃ 加热 2 h，冷却

后加 250  μL无水乙醇，氮气吹干后加入 0.5  mL
二氯甲烷溶解，过无水硫酸钠柱，用 0.5 mL二氯甲烷

清洗 2次柱子，得到最终产物进行 GC-MS检测。检

测条件如下：

色谱柱：5%苯基~95%甲基硅氧烷毛细管色谱

柱；检测器：火焰离子检测器；色谱柱程序升温：120 ℃
保持 3 min，以 3 ℃/min速度升温至 210 ℃，210 ℃
再保持 4 min；色谱柱流速：10 mL/min；进样口温度：

280 ℃；进样体积：2 μL；N2 流速：25 mL/min；H2 流

速：30 mL/min；空气流速：400 mL/min。
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 1.2.6   桑黄子实体多糖的免疫调节活性测定　

 1.2.6.1   细胞复苏　在无菌 37 ℃ 水浴锅中，将冻存

的 RAW-Blue™巨噬细胞迅速融化。将细胞转移至

放有 9 mL完全培养基（由基础培养基加上 10%的

胎牛血清和 1%由青霉素-链霉素组成的双抗配制而

成）的离心管中，1000 r/min离心 5 min后弃上清液，

加入完全培养基重悬细胞，转移至培养瓶中，再加入

适量完全培养基，混匀后放入 37 ℃，5% CO2 的培养

箱中培养。

 1.2.6.2   细胞传代　取处于对数生长期的 RAW-
Blue™细胞进行传代。将培养瓶中的培养基弃去，用

磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 3次，然后加入适量完全培

养基，用细胞刮刀将细胞刮下，制成细胞悬液，吸取部

分细胞液转移至新培养瓶中，加入适量完全培养基，

吹打均匀，放入 37 ℃，5% CO2 的培养箱中培养。

 1.2.6.3   多糖对 RAW-Blue™细胞分泌 SEAP的影

响　弃去培养瓶中的培养基后用 PBS洗 2次，加适量

完全培养基刮下细胞，吸取细胞计数，配制浓度为

5.5×105 个/mL的细胞液。在 96孔板中每孔加入

195 μL配制完成的细胞液，再加入 5 μL 50 μg/mL
多糖溶液，空白用 PBS补全，阳性对照加入 5 μL
2 μg/mL的脂多糖（LPS），放入培养箱中培养 24 h。
将 40 μL细胞液转移至新的 96孔板中，加入 160 μL
的 QUANTI-Blue™显色剂，放入培养箱中培养 2 h，
测定 620 nm处吸光度。

 1.2.6.4   多糖的细胞吞噬能力测定　采用中性红实

验分析多糖对 RAW-Blue™细胞吞噬能力的影响[21]，

取对数生长期的巨噬细胞，经 PBS清洗、吹打混匀

后，取 100 μL按 5×104 个/孔的细胞密度将细胞悬液

接种于 96孔板中，在培养箱中培养 12 h使细胞贴壁

完全，弃去完全培养基，加入不同样品，培养 24 h，弃
上清液，加入 100 μL中性红溶液，培养 30 min，弃上

清，用 PBS清洗 3次，加入 200 μL醋酸-乙醇细胞裂

解液，测定 540 nm处吸光度，根据下式计算细胞吞

噬中性红的能力：

吞噬活性(%) =
A实

A零

×100

式中：A实为实验孔吸光度值；A零为调零孔吸光

度值。

 1.3　数据处理

采用 Excel 2010软件进行数据处理，采用 SPSS
26软件做差异显著性分析，其中所有实验均为 3次

重复，以平均值±标准差表示，采用 Origin 2022软件

绘图。

 2　结果与分析

 2.1　桑黄子实体多糖提取条件的优化

 2.1.1   桑黄子实体多糖提取条件的单因素实验　

 2.1.1.1   提取温度对桑黄子实体多糖得率的影响　

提取温度是影响多糖得率的一个重要因素。如图 1

所示，随着提取温度增加，多糖得率也增加，当提取温

度增至 80 ℃ 时，多糖得率达到最高值为 5.31%。随

着提取温度的继续增加，多糖得率反而出现下降。这

可能是因为加热促进了多糖的浸出，提高了多糖得

率，但是过高的温度又引起了多糖的降解[22]，从而导

致得率下降。因此，提取温度选择 80 ℃ 为宜。

 2.1.1.2   提取时间对桑黄子实体多糖得率的影响　

提取时间是多糖提取时的一个重要参数。如图 2所

示，随着提取时间增加，多糖得率也增加，当提取时间

增至 1.5 h时，多糖得率达到最高值为 5.31%。当提

取时间为 2.5 h时，多糖得率反而出现下降。这可能

是因为继续增加提取时间可能会导致多糖的分解[23]。

因此，提取时间选择 1.5 h为宜。
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图 2    提取时间对桑黄子实体多糖得率的影响
Fig.2    Effect of extraction time on yield of polysaccharide from

Phellinus igniarius
 

 2.1.1.3   料液比对桑黄子实体多糖得率的影响　料

液比对多糖得率的影响较大。如图 3所示，随着料液

比增加，多糖得率也增加，当液料比增至 1:30（g/mL）
时，多糖得率达到最高值为 5.31%。继续加大料液

比，多糖得率并未出现显著变化。提取过程中增加料

液比可以在一定程度上促进原料与提取液充分接触，

从而提高得率，当提取液达到饱和，继续增加提取液

可能对多糖的浸出没有明显的影响，甚至有时还会增

加其他杂质的溶出，导致多糖得率降低[24]。因此，料

液比选择 1:30（g/mL）为宜。

 

6.0

5.5

5.0

4.5

4.0 d
c

a

b
b

3.5

3.0
60 70 80 90

提取温度 (℃)

多
糖

得
率

 (%
)

100

图 1    提取温度对桑黄子实体多糖得率的影响

Fig.1    Effect of extraction temperature on yield of
polysaccharide from Phellinus igniarius

注：小写字母不同表示差异显著（P<0.05）；图 2~图 4、图 7~
图 8同。
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 2.1.1.4   提取次数对桑黄子实体多糖得率的影响　

由图 4可知，随着提取次数的增加，桑黄子实体多糖

得率呈增加趋势。且当提取次数增至 3次后，多糖

得率未出现显著性增长。考虑经济因素，最终选择提

取次数为 3次，此条件下的多糖得率为 6.23%。
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图 4    提取次数对桑黄子实体多糖得率的影响
Fig.4    Effect of extraction times on yield of polysaccharide

from Phellinus igniarius
 

 2.1.2   桑黄子实体多糖提取条件的正交试验　上述

单因素实验确定了正交试验的因素和水平，以多糖得

率为指标，进行 L9（3
4）正交试验。由极差分析结果

可知（表 2），影响多糖得率的因素主次顺序为提取时

间（B）>提取温度（A）>料液比（C），最优水平组合为

A3B3C3，即料液比为 1:40（g/mL），提取温度为 100 ℃，

提取时间为 2.0 h。由于最优组合 A3B3C3 未出现在

正交表中，因此与正交表中的最高得分组 A3B3C2 进

行验证实验。验证实验结果 A3B3C3 的多糖得率

6.71%显著高于 A3B3C2 的多糖得率 6.53%（P<0.05），
证明 A3B3C3 为最优组合。

 2.2　桑黄子实体多糖的总糖纯度及相对分子质量测定

以葡萄糖为标准品，葡萄糖浓度 mg/mL为横坐

标，OD值（490 nm）为纵坐标，绘制葡萄糖标准曲线：

y=11.997x+0.0776，R²=0.9996。经测定得出 SP-1
的总糖纯度为 60.05%±0.11%，SP-2的总糖纯度为

81.69%±0.19%。以分子量的对数值为横坐标，保留

时间为纵坐标绘制标准曲线：y=−1.7962x+17.918，
R2=0.9936。根据分子量标准曲线，可计算出 SP-2的

分子量约为 10.77 kDa。有研究表明[11]，桑黄多糖的

分子量约为 17.7 kDa，与本研究结果略有不同，这可

能与实验所采用的提取方法不同有关。

 2.3　傅里叶红外光谱分析

通过傅里叶红外光谱分析，能比较准确地对多

糖的官能团进行分析。使用 KBr压片法[25] 对 SP-
2进行傅里叶红外光谱扫描，其结果如图 5所示。SP-2
具有糖类物质的特征吸收峰。其中，3397.25 cm−1

处出现一个吸收强度较大的峰，是桑黄多糖分子中

O-H的伸缩振动所形成的；2922.88 cm−1 处的峰，是

C-H的伸缩振动所形成的；1624.56 cm−1 处为 C=O
的伸缩振动峰；1200~1400 cm−1 处的 3个峰，是 C-H
的弯曲振动所形成的；1000~1200 cm−1 处的 2个峰，是

C-O-R的伸缩振动峰。综上所述，该物质是一种糖

类化合物。
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图 5    桑黄子实体多糖傅里叶红外光谱图
Fig.5    FT-IR of polysaccharides from Phellinus igniarius

 

 2.4　单糖组成测定

用离子色谱法对 SP-2进行单糖组分分析。离

子色谱法是单糖组成分析的常用方法，根据单糖标准

品的保留时间确定样品中单糖的种类，利用不同浓度

单糖标准品的峰面积绘制标准曲线，根据样品峰面积

确定单糖含量[26]。对照标准品的离子色谱图图 6可

看出，SP-2的单糖组分比较简单，主要为葡萄糖，几
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图 3    料液比对桑黄子实体多糖得率的影响

Fig.3    Effect of solid-liquid ratio on yield of polysaccharide
from Phellinus igniarius

 

表 2    桑黄多糖提取正交试验

Table 2    Orthogonal test of extracting polysaccharides from
Phellinus igniarius

实验号 A
提取温度

B
提取时间

C
料液比

多糖得率

1 1（80） 1（1.0） 1（1:20） 4.32

2 1 2（1.5） 2（1:30） 5.50

3 1 3（2.0） 3（1:40） 6.38

4 2（90） 1 2 5.65
5 2 2 3 6.37
6 2 3 1 6.36

7 3（100） 1 3 6.22
8 3 2 1 6.31
9 3 3 2 6.53

K1 5.40 5.40 5.66

K2 6.13 6.06 5.89

K3 6.35 6.42 6.32
R 0.95 1.02 0.66
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乎不含有其他单糖，所以可以推测 SP-2是一种葡聚

糖。有研究表明[27]，桑黄多糖的主链由葡萄糖组成，

支链由甘露糖组成，与本研究结果略有不同，可能与

桑黄的品种、提取方法及条件等不同有关。

 2.5　甲基化分析

甲基化分析是一种测定多糖中糖苷键类型的常

用方法。采用 GC-MS对 SP-2进行甲基化分析，通

过对色谱峰的保留时间及质谱信息进行对比，如表 3
所示，SP-2主要由（1→4） -Glc、T-Glc、（1→4,6） -
Glc、（1→3,4）-Glc、（1→6）-Glc构成，其摩尔百分比

为 61.36:19.51:8.90:5.58:4.64。根据单糖组成和甲

基化分析的结果，推测 SP-2的主要由（1→4）-Glc组

成，并含有少量的（1→6）-Glc和（1→3）-Glc。
  

表 3    桑黄子实体多糖的单糖连接方式
Table 3    Monosaccharide linkage mode of polysaccharides

from Phellinus igniarius

连接方式 摩尔百分比

（1→4）-Glc 61.36
T-Glc 19.51

（1→4,6）-Glc 8.90
（1→3,4）-Glc 5.58
（1→6）-Glc 4.64

 

 2.6　桑黄子实体多糖的免疫调节活性分析

 2.6.1   多糖对 RAW-Blue™细胞分泌 SEAP的影响

　采用比色法测定多糖对 RAW-Blue™细胞分泌

SEAP的影响[28]，RAW-Blue™细胞来源于RAW 264.7
巨噬细胞。它们能稳定表达 NF-κB和 AP-1转录因

子诱导的 SEAP基因。在细胞上的受体作用下 RAW-
Blue™细胞能够激活 NF-κB和/或 AP-1，导致 SEAP
分泌，当使用 QUANTI-Blue™ SEAP检测介质时，

即可观察到 SEAP的分泌量[29]。实验结果如图 7所

示，LPS阳性对照组能显著 （P<0.05） 增强 RAW-
Blue™细胞分泌 SEAP的活性，与空白对照组相比，

桑黄子实体多糖均能够影响 RAW-Blue™细胞分泌

SEAP的活性，且均显著（P<0.05） 高于空白对照组，

说明桑黄子实体多糖促进了 RAW-Blue™细胞分泌

SEAP的活性。SP-2能够显著 （P<0.05） 增强 RAW-

Blue™细胞分泌 SEAP的活性，然而，与 SP-2相比，

SP-1对 RAW-Blue™细胞分泌 SEAP活性促进作用

较小。

 2.6.2   多糖对细胞吞噬能力的影响　吞噬作用是巨

噬细胞活化的主要指标之一，所以可以通过测定巨噬

细胞的吞噬能力来研究其免疫调节活性[30]，采用中性

红法测定多糖对巨噬细胞吞噬能力的影响。RAW-
Blue™巨噬细胞的吞噬能力实验结果如图 8所示，

LPS阳性对照组能显著 （P<0.05） 促进巨噬细胞的中

性红吞噬能力，实验组中，SP-2能够显著 （P<0.05）
增强 RAW-Blue™巨噬细胞的吞噬活性。然而，与

SP-2相比，SP-1对 RAW-Blue™巨噬细胞吞噬活性

促进作用较小，这可能和多糖的含量差异有关。Liu
等[31] 研究发现，桑黄多糖能促进 RAW 264.7细胞增

殖，增强其吞噬能力，促进其分泌 IL-6和 TNF-α 细

胞因子，并增强细胞周期中的 S期，显示出明显的免

疫调节活性，这与本实验的结果相似。
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图 8    桑黄子实体多糖对 RAW-Blue™细胞吞噬能力的影响
Fig.8    Effect of polysaccharides from Phellinus igniarius on the

phagocytosis of RAW-Blue™ cells
 

 3　结论
本研究采用水提醇沉法提取桑黄子实体多糖、

经酶解法和透析法对桑黄子实体多糖进行除杂纯化，

通过单因素实验及正交试验确定了多糖提取的最优

工艺条件为料液比为 1:40（g/mL），提取温度为 100 ℃，

提取时间为 2.0 h，提取次数为 3次，该条件下多糖得

率为 6.71%；总糖纯度为 81.69%±0.19%，分子量为

10.77 kDa，其主要由（1→4）-Glc组成，并含有少量的
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Fig.6    Monosaccharide composition of polysaccharides from
Phellinus igniarius
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Fig.7    Effects of polysaccharides from Phellinus igniarius on
SEAP secretion in RAW-Blue™ cells
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（1→6）-Glc和（1→3）-Glc。免疫调节活性实验表明，

桑黄子实体多糖可以增强 RAW-Blue™细胞分泌

SEAP的活性，并能增强 RAW-Blue™巨噬细胞的吞

噬能力，故其具有较好的免疫调节活性。本研究为桑

黄的推广应用和深度开发提供了技术支持和理论依

据。但是，本研究对桑黄子实体多糖的研究尚处于初

级阶段，对其活性研究还不够完全，对其化学结构和

在体内的作用机制尚不完全清楚，对桑黄子实体多糖

的深层次的结构及构效关系还有待于进一步的研究。
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