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摘要：以榆黄菇为研究对象，对榆黄菇多糖（PCP）提取工艺进行优化、纯化、测定单糖组成和分子量，再对其体外免疫活性

进行评价。在单因素基础上通过响应面法确定榆黄菇多糖最优提取工艺为：提取温度 59.81 ℃，提取时间 2.40 h，液料比 29.91 mL/g，

在此条件下，预测得率为 18.82%，实际得率为 18.60%。经 DEAE-Sepharose Fast Flow 柱层析从榆黄菇多糖中分离纯化出 3 个多糖组

分（PCP-1、PCP-2、PCP-3），采用离子色谱法和高效凝胶渗透色谱法分析多糖成分和分子量，得出 PCP-1 由半乳糖组成，分子量为       

1.90×104 u；PCP-2 由半乳糖和葡萄糖组成，摩尔比为 4.36:5.64，分子量 2.76×104 u；PCP-3 由岩藻糖、盐酸氨基葡萄糖、半乳糖、葡

萄糖和葡萄糖醛酸组成，其摩尔比为 0.07:0.11:0.51:7.46:1.85，分子量为 4.81×104 u。通过体外试验评估 PCP 对巨噬细胞 RAW264.7

免疫调节活性。结果表明，PCP-1、PCP-2 和 PCP-3 多糖质量浓度在 25~200 μg/mL 范围内对巨噬细胞 RAW264.7 无毒性并具有一定

增殖作用、显著提高了 NO 释放量并增强了巨噬细胞 RAW264.7 的吞噬能力。当 PCP-1、PCP-2 和 PCP-3 多糖质量浓度为 200 μg/mL

时，巨噬细胞 RAW264.7 NO 释放量达到最大值，分别为 11.40、11.56、11.76 μmoL/L。该研究结果可为榆黄菇的精深加工综合利用

提供理论依据。 
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Abstract: The extraction of polysaccharides from Pleurotus citrinopileatus (PCP) was optimized, and the immunomodulatory effects of the 

purified polysaccharides were assessed. The optimal conditions to extract polysaccharides from P. citrinopileatus were determined using a 

single-factor response surface methodology and comprised an extraction temperature of 59.81 ℃, extraction time of 2.40 h, and liquid-solid 

ratio of 29.91 mL/g. Under these conditions, the predicted yield was 18.82%, and the actual yield was 18.60%. Three polysaccharide 

components (PCP-1, PCP-2, and PCP-3) were separated and purified from PCP using DEAE Sepharose Fast Flow column. The polysaccharide 

compositions and molecular weights were analyzed using ion chromatography and high-performance gel permeation chromatography. PCP-1 

was found to be composed of galactose, with a molecular weight of 1.90×104 u; PCP-2 was composed of galactose and glucose at a molar ratio 

of 4.36:5.64, with a molecular weight of 2.76×104 u; PCP-3 was composed of fucose, glucosamine hydrochloride, galactose, glucose, and  
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glucuronic acid at a molar ratio of 0.07:0.11:0.51:7.46:1.85, with a molecular weight of 4.81×104 u. The immunomodulatory activity of PCP in 

macrophage RAW264.7 cultures was evaluated in vitro. PCP-1, PCP-2, and PCP-3 at 25~200 g/mL were non-toxic to RAW264.7 cells and 

enhanced their proliferation. Moreover, the polysaccharides substantially increased NO release and enhanced the phagocytic ability of 

RAW264.7 cells. Additionally, following treatment with PCP-1, PCP-2, or PCP-3 at 200 μg/mL, NO production by RAW264.7 peaked at  

11.40, 11.56, and 11.76 μmoL/L, respectively. 

Key words: polysaccharides; Pleurotus citrinopileatus; yield; monosaccharide composition; immunomodulatory 

 

榆黄菇（Pleurotus citrinopileatus）又名金顶侧耳、

玉皇蘑，属担子菌亚门（Basidiomycotina），侧耳科

（Tricholomataceae），侧耳属（Pleurotus）[1,2]，原产

于中国、日本等东方国家[3]，在我国主要分布于黑龙

江、吉林和云南等地区[4]。根据中国食用菌协会统计，

2021 年榆黄菇产量为 4.06 万 t，产量较大的省主要是

山东省，占全国比重约 68.01%。 
榆黄菇味道鲜美，是一种广受欢迎的食用菌。野

生榆黄菇生长在榆树、桦树等阔叶树木的枯立木或倒

木上[5,6]，其子实体色泽鲜艳呈亮黄色，单菇形状为浅

漏斗形、菌肉白色，成簇生长[7,8]。榆黄菇含有人体必

需氨基酸、多糖、蛋白质等多种活性物质[9,10]。多糖

不仅是食用菌的重要组成部分，还是食用菌主要活性

成分之一，具有降血糖[11]、润肠通便[12]、抑制癌细胞

增殖[13]等广泛功效。与植物多糖、动物多糖相比，食

用菌多糖的生产周期短，不受地域、气候等条件限制，

来源广泛，应用前景广阔[14]。多糖的生物活性与结构

特征有关，如单糖组成、支化程度和分子量分布[15-17]

等。目前关于榆黄菇多糖的活性研究主要集中在榆黄

菇菌丝体和发酵液中多糖的抗氧化活性[18]、抗肿瘤活

性[19]和免疫调节活性[20]上。Hao 等[21]从榆黄菇菌丝体

中分离纯化出分子量为 3.22×106 u 的中性多糖，并且

具有一定的降糖作用。然而对于榆黄菇子实体多糖的

结构与生物活性及其作用机制的研究较少。 
本文选取榆黄菇子实体作为研究对象，通过超声

波辅助水提醇沉法提取榆黄菇多糖（PCP），选取提取

温度、液料比、提取时间为自变量进行单因素试验，

再以多糖得率作为响应值进行响应面法优化提取工

艺，得到最佳提取条件。对榆黄菇多糖进行分离纯化，

进一步测定各多糖组分的单糖组成、摩尔比以及分子

量，通过测定巨噬细胞 RAW264.7 的增殖指数、吞噬

活性以及 NO 释放量评价不同组分的榆黄菇多糖的体

外免疫活性，为后续榆黄菇多糖结构特征与免疫活性

之间的关系研究提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  主要材料与试剂 

榆黄菇购自云南易门县德桦菌业有限公司，50 ℃
烘干处理，打粉过筛得榆黄菇粉；巨噬细胞

RAW264.7：中国科学院干细胞库（上海）。 
主要试剂有：二甲基亚砜（DMSO），Adamas 公

司；牛血清蛋白，上海源叶生物科技有限公司；脂多

糖（LPS），美国 Sigma 公司；三氟乙酸（TFA），比

利时 ACROS 公司；DEME 培养基，靑链霉素，Gibco
公司；16 种单糖标准品（岩藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、

半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、果糖、核糖、半乳

糖醛酸、葡萄糖醛酸、氨基半乳糖盐酸盐、盐酸氨基

葡萄糖、N-乙酰-D 氨基葡萄糖、古罗糖醛酸、甘露糖

醛酸），上海博睿糖生物技术有限公司；其它均为分析

纯试剂。 

1.2  仪器与设备 

DEAE-Sepharose Fast Flow（4.6 cm×50 cm），美

国 GE Healthcare 公司；LGJ-10 冷冻干燥机，北京四

环科技有限公司； ICS5000 离子色谱仪，美国

ThermoFisher 公司；SPX-150B-Z 二氧化碳细胞培养

箱，上海博讯有限公司；其余均为通用设备。 

1.3  试验方法 

1.3.1  榆黄菇粗多糖的提取 
取榆黄菇粉末 5 g，根据设计的液料比（10~     

50 mL/g，m/V）加入超纯水，搅拌，超声 20 min，将

超声后的溶液在不同提取时间（1~3 h）、提取温度

（45~85 ℃）下进行提取。6 500 r/min 离心 20 min，
保留上清液，反复提取两次。55 ℃下真空浓缩后，在

4 ℃下加入 3 倍体积的无水乙醇醇沉 24 h，4 000 r/min
离心 15 min 收集沉淀。冷冻干燥后得到榆黄菇粗多糖

（PCP）。采用苯酚-硫酸法测定榆黄菇粗多糖的含量，

以葡萄糖作为标准品[22]。榆黄菇粗多糖的得率（%）

计算如下： 

1

2

100%MY
M

= ×                          （1）
 

式中： 

Y——为榆黄菇粗多糖得率，%； 

M1——为榆黄菇粗多糖质量，g； 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.10 

235 

M2——为榆黄菇粉末质量，g。 

1.3.2  优化试验设计 
根据单因素试验结果，采用 Box-Behnken 法[23]

设计试验。提取温度、液料比、提取时间为自变量，

多糖得率作为响应值[24]。试验因素和水平如表 1 所示。 
表1 响应面试验因素水平表 

Table 1 Responsesurface experimental factor level table 

水平 水浴时间/h 提取温度/℃ 液料比/(mL/g)

-1 2 45 1:20 
0 2.5 55 1:30 

1 3 65 1:40 

1.3.3  榆黄菇粗多糖的纯化 
采用 Sevage 法[25]除去榆黄菇粗多糖中的蛋白质

后经 DEAE-Sepharose Fast Flow 柱层析分离纯化榆黄

菇多糖。将粗多糖溶于去离子水中，取 40 mL 溶液进

行 DEAE-Sepharose Fast Flow 柱层析，分别用蒸馏水

和 0.1、0.3、0.5 mol/L NaCl 溶液梯度洗脱，流速为     
2 mL/min，自动收集洗脱液（10.0 mL/管），根据苯酚

-硫酸法跟踪显色定性[26]，收集管数为横坐标，吸光度

值为纵坐标绘制洗脱曲线。收集同一峰洗脱液浓缩体

积，透析后冷冻干燥得到四个多糖组分[27,28]。 
1.3.4  榆黄菇多糖初步结构分析 
1.3.4.1  分子量测定 

参照谢添等[29]的方法并稍加修改，通过高效凝胶

渗透色谱法（HPGPC）测定三个多糖组分的分子量：

称取样品和标准品配制成 5 mg/mL 溶液，过 0.22 μm
滤膜后用注入 HPGPC 系统，色谱条件如下，RI-10A
示差检测器；色谱柱：BRT105-104-102 串联凝胶柱   
（8 mm×300 mm）；流动相：0.05 mol/L NaCl 溶液；

流速：0.6 mL/min，柱温：40 ℃；进样体积：20 μL。 
1.3.4.2  单糖组成分析 

取 16 种单糖标准品配置成单糖标准溶液（0.1、
0.5、1、5、10、20、50 mg/mL）。根据绝对定量方法，

测定不同单糖质量，根据单糖摩尔质量计算出摩尔比。 
用离子色谱仪分析多糖的单糖组成[30]。取 5 mg

榆黄菇多糖样品（PCP-1、PCP-2 和 PCP-3）于安瓿中，

加入 10 mL 的 2 mol/L TFA，120 ℃分解 5 h。用 N2

干燥酸水解液，加入 5 mL 水涡旋混匀后吸取 100  μL
于 900 μL 去离子水中，水解样品溶液与 10 mg/mL 标

准单糖混合物注入色谱系统。色谱条件：色谱柱为

DionexCarbopacTMPA20（3×150）；流动相：A 相：

H2O；B 相：15 mmol/L NaOH；C 相：15 mmol/L NaOH
和 100 mmol/L NaOAC；流速：0.3 mL/min；进样量：

5 μL，柱温：30 ℃；检测器：电化学检测器。 
1.3.5  榆黄菇多糖对巨噬细胞 RAW264.7 免疫

活性测定 
1.3.5.1  榆黄菇多糖对巨噬细胞 RAW264.7 增殖实验 

采用 MTT 法 [31]检测榆黄菇多糖对巨噬细胞

RAW264.7 的增殖影响。将处于对数生长期的细胞悬

液接种于 96 孔板，细胞密度约每孔 1×105 个，每孔

100 μL，培养 24 h 后弃培养基，分为空白组、阳性对

照组和样品组，分别用等体积的培养基、LPS       
（10 µg/mL）和多糖溶液（12.5、25、50、100、       
200 μg/mL）培养细胞。在 37 ℃、体积分数 5% CO2

细胞培养箱中培养 24 h 后弃培养基，向每孔中加入

100 μL MTT 溶液（0.5 mg/mL），培养 4 h，吸取出培

养基，添加 150 μL DMSO 在黑暗中振荡至溶解出活

细胞内的甲臜晶体，在 570 nm 处测定吸光值，并按

照公式计算： 

1

0

100%AB
A

= ×                           （2）
 

式中： 

B——为细胞存活率，%； 

A1——样品组吸光值； 

A0——空白组吸光值。 

1.3.5.2  榆黄菇多糖对巨噬细胞 RAW264.7 的吞噬活

性实验 
参照 Shi 等[32]方法通过中性红实验评估巨噬细胞

RAW264.7 的吞噬活性，将细胞培养到不同质量浓度

的样品中 24 h 后弃培养基，PBS 清洗 2 次，每孔加入

质量分数为 0.075%中性红溶液 100 μL，在恒温箱内孵

育 3 h，弃培养基，用 PBS 清洗细胞 2 次，再加入    
100 μL 细胞裂解液，室温下孵育 1 h 后于 540 nm 处测

量吸光度。吞噬指数的计算公式如下： 

1

0

100%AC
A

= ×                           （3）
 

式中： 

C——为细胞存活率，%； 

A1——样品组吸光值； 

A0——空白组吸光值。 

1.3.5.3  榆黄菇多糖对巨噬细胞 RAW264.7 释放 NO
的测定 

RAW264.7 细胞的处理方法同 1.3.5.1，细胞培养

结束后，收集上清液，按 Griess 试剂盒操作说明检测

巨噬细胞 RAW264.7 的 NO 释放量。 
1.3.6  统计分析 

所有试验均进行 3 次平行测定，试验数据通过

SPSS 19.0 统计软件等软件进行分析，单因素方差分析 
（ANOVA），Duncant 检验进行显著性分析（P＜0.05
表示差异显著）。图形绘制采用 Origin 2018 软件。 
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2  结果与讨论 

2.1  单因素试验分析 

2.1.1  提取温度对榆黄菇粗多糖得率的影响 

温度升高有助于多糖溶出，但温度过高会导致多

糖结构被破坏，多糖部分活性降低，进而降低多糖得

率[33]。当提取时间为 2 h，液料比为 30 mL/g 时，研究

不同提取温度对榆黄菇粗多糖得率的影响。由图 1 可

知，榆黄菇粗多糖的得率在 45~55 ℃时升高，在

55~85 ℃时，随着温度升高得率下降。郑婷婷等[34]采

用热水浸提黄皮疣柄牛肝菌多糖的最适提取温度为

51 ℃，得率为 16.67%。与本文研究的提取温度相近。

当提取温度为 55 ℃时，榆黄菇粗多糖的得率最高，

为 8.28%。因此，榆黄菇粗多糖最佳提取温度为 55 ℃。 

 
图1 提取温度对榆黄菇粗多糖得率的影响 

Fig.1 Effect of extraction temperature on the yield of crude 

polysaccharide from Pleurotus citrinopileatus 

2.1.2  提取时间对榆黄菇粗多糖得率的影响 

 
图2 提取时间对榆黄菇粗多糖得率的影响 

Fig.2 Effect of extraction time on the yield of crude 

polysaccharide from Pleurotus citrinopileatus 

提取时间是影响多糖得率的重要因素[35]。当提取

温度为 55 ℃，液料比为 30 mL/g 时，研究不同提取

时间对榆黄菇粗多糖得率的影响如图 2 所示。当提取

时间在 1~2.5 h 时榆黄菇多糖得率逐渐上升，在 2.5~  
3 h 呈下降趋势，在提取 2.5 h 时，得率最高达 11.39%。

提取时间不足多糖溶解不充分，提取时间过长可能导

致多糖降解，进而影响多糖得率。因此，选择最佳的

提取时间为 2.5 h。 
2.1.3  液料比对榆黄菇粗多糖得率的影响 

在提取温度为 55 ℃、提取时间为 2.5 h 时，不同

液料比对榆黄菇粗多糖得率的影响如图 3 所示。当液

料比从 10 mL/g 增加到 20 mL/g，得率从 6.40%缓慢上

升至 6.87%，当液料比增加至 30 mL/g，得率达最大值

为 9.01%，液料比继续增加后，榆黄菇粗多糖得率出

现下降趋势。液料比较低时，溶液粘度大，不利于多

糖溶出，液料比较大时后期浓缩过程会造成多糖损失，

多糖得率降低[36]。 

 
图3 液料比对榆黄菇粗多糖得率的影响 

Fig.3 Effect of liquid-solidratio on the yield of crude 

polysaccharide from Pleurotus citrinopileatus 

表2 试验设计和结果 

Table 2 Experimental design and results 

编号
A 提取温度

/℃ 
B 提取时间 

/h 
C 液料比

(mL/g) 
R 得率

/% 

1 65 2.5 20 11.86 

2 45 3 30 11.38 

3 45 2 30 13.99 

4 65 2 30 12.39 

5 45 2.5 40 13.91 

6 55 2 20 13.94 

7 55 2.5 30 19.62 

8 55 2 40 15.91 

9 55 3 20 12.77 

10 55 2.5 30 19.29 

11 55 2.5 30 18.40 

12 55 3 40 12.92 

13 55 2.5 30 18.80 

14 55 2.5 30 16.91 

15 65 3 30 9.80 

16 45 2.5 20 14.85 

17 65 2.5 40 10.27 
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2.2  榆黄菇粗多糖提取条件优化 

根据单因素试验结果，研究提取温度（A）、提取

时间（B）和液料比（C）三个因素对榆黄菇粗多糖得

率（Y）的影响，建立试验模型，进行 17 组试验，试

验设计和结果见表 2。 

2.2.1  模型建立及显著性检验 
根据多元回归分析结果，榆黄菇粗多糖得率的多

元回归方程为： 
Y=18.60-1.23A-1.17B-0.051C+0.005AB-0.16AC- 

0.46BC-3.94A2-2.78B2-1.94C2。响应面二次模型的方差

分析（ANOVA）如表 3 所示。 
表3 回归模型方差分析 

Table 3 Variance analysis of regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 Model 149.53 9 16.61 13.25 0.001 3 ** 

A-提取温度 12.03 1 12.03 9.59 0.017 4 * 

B-提取时间 10.95 1 10.95 8.73 0.021 3 * 

C-液料比 0.021 1 0.021 0.017 0.900 6  

WS 1×10-4 1 1×10-4 7.974×10-5 0.993 1  

WL 0.11 1 0.11 0.084 0.780 1  

SL 0.83 1 0.83 0.66 0.443 2  

W2 65.3 1 65.30 52.07 0.000 2 ** 

S2 32.44 1 32.44 25.87 0.001 4 ** 

L2 15.9 1 15.90 12.68 0.009 2 ** 

残差 8.78 7 1.25    

失拟项 4.33 3 1.44 1.30 0.390 9  

纯误差 4.45 4 1.11    

总和 158.31 16     

注：R2 =0.94，R2
Adj=0.87，C.V=7.71%，PRESS=76.17，**差异极显著（P<0.01），*差异显著（0.01<P<0.05）。

由表 3 可知，F 值（13.25）和P 值（P=0.001 3＜0.01）
表明该模型具有统计学意义[35]。失拟项的 F 值和 P 值

分别为 1.30 和 0.39。P 值＞0.05 表明该回归方程的拟

合度高，而模型 P=0.0013＜0.01 极显著则说明可以直

接利用该方程分析及预测榆黄菇粗多糖得率随相关因

素变化的情况[37]。测定系数 R2、校正决定系数 R2
Adj

和变异系数 C.V 分别为 94.46%，87.33%和 7.71%。离

散系数 C.V（Y 的变异系数）反映试验的稳定性和可

信度，C.V 值越小，这表明试验值的可靠性很高，观

测值和预测值之间具有高度相关性[38]。P 值越小，相

应的系数越显著[39]。由 F 值可知，影响榆黄菇粗多糖

得率的因素排序为：提取温度（A）＞提取时间（B）
＞液料比（C）。 
2.2.2  各因素交互作用对榆黄菇粗多糖得率的

影响 

  

  

  

图 4 提取时间和提取温度（a，b）、液料比和提取温度（c，d）、

液料比和提取时间（e，f）对多糖得率的影响 

Fig.4 The effects of extraction time and extraction temperature 

(a, b), extraction time and liquid-material ratio (c, d), 

liquid-material ratio and extraction temperature (e, f) on the 

yield of polysaccharides 

响应面和等高线图直观反映提取温度、提取时间

和液料比三者之间的交互作用对榆黄菇粗多糖得率的

影响。提取时间和提取温度的等高线呈椭圆形，二者

交互显著（图 4a、b）。从液料比和提取温度的等高线 
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图可以看出提取温度对榆黄菇多糖的得率要大于液料

比，二者交互作用不明显（图 4c、d）。因此最佳提取

条件为：提取温度 59.81 ℃，提取时 2.40 h，液料比

29.91 mL/g，多糖得率最高为 18.82%。与其他食用菌

多糖得率相比，徐昙烨等[40]用超声波辅助提取桦褐孔

菌多糖得率为 3.81%，鲁斌等[41]用热水浸提梨园块菌

多糖得率为 10.57%，冉靓等[42]采用微波辅助提取青杠

菌多糖得率为 9.42%。本研究所采用的提取工艺能提

高榆黄菇多糖的得率。 
2.2.3  响应面试验模型的验证 

经回归模型分析，榆黄菇粗多糖的最佳提取条件

为：提取温度 53.44 ℃，提取时间 2.39 h，液料比    
30.19 mL/g。根据实验实际可操作条件，最终确定榆

黄菇粗多糖提取工艺为：提取温度 55 ℃，提取时间

2.5 h，液料比 30 mL/g。在此条件下榆黄菇粗多糖实

际得率为 18.60%，与理论预测值 18.82%较为接近。

通过验证试验充分说明该模型具有可行性，适用于榆

黄菇粗多糖提取。 

2.3  榆黄菇粗多糖的纯化 

 
图5 DEAE-Sepharose Fast Flow洗脱曲线 

Fig.5 Elution curve of DEAE sepharose fast flow column 

经 Sevage 法得到去除蛋白质的榆黄菇粗多糖。如

图 5 所示，根据 DEAE-Sepharose Fast Flow 的洗脱曲

线，将榆黄菇多糖分为四个不同组分：PCP-1、PCP-2、
PCP-3 和 PCP-4。收集三个组分后浓缩、透析、冷冻

干燥后进行后续细胞试验（PCP-4 多糖含量最低的组

分除外）。 

2.4  榆黄菇多糖分子量测定 

 

 

 

图 6 PCP-1（a）、PCP-2（b）、PCP-3（c）多糖的色谱图 

Fig.6 Chromatogram of PCP-1(a), PCP-2(b), PCP-3(c) 

polysaccharide 

 
表4 PCP-1、PCP-2、PCP-3的相对分子量 

Table 4 Relative molecular weight of PCP-1, PCP-2 and PCP-3 

样品 出峰时间/min lg Mp lg Mw lg Mn Mp Mw Mn 

PCP-1 41.465 4.2 4.3 4.1 16 232 18 976 13 727 

PCP-2 40.646 4.4 4.4 4.3 23 056 27 591 19 418 

PCP-3 39.428 4.6 4.7 4.5 38 855 48 144 32 523 

注：得到 lgMp-RT 为峰位分子量；lgMw-RT 为重均分子量；lgMn-RT 为数均分子量。 

本研究通过 HPGPC 色谱法测定 PCP-1、PCP-2、
PCP-3 的分子量，如图 6 所示。根据标品的出峰时间

及分子量得到多糖分子量的标准曲线，线性回归方程

为：y=-0.198 5x+12.509，R2=0.996 4。PCP-1（图 6a）、
PCP-2（图 6b）和 PCP-3（图 6c）的出峰时间分别为

41.47、40.65、39.43 min，PCP-1、PCP-2 和 PCP-3 中



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.10 

239 

均只有一个峰，且峰的分布较为对称，可以判断出

PCP-1、PCP-2、PCP-3 多糖成分相对均一。如表 4 所

示，PCP-1、PCP-2、PCP-3 的分子量分别为 1.90×104、

2.76×104、4.81×104 u。He 等[43]从榆黄菇子实体分离出

一种水溶性多糖，分子量为 2.74×104 u，这与本试验榆

黄菇多糖的分子量存在差异，这可能是提取的方法及

醇沉使用的乙醇浓度不同导致的[44]。 

2.5  榆黄菇多糖单糖组成分析 

榆黄菇多糖离子色谱图如图 7 所示。图 7a 表明

16 种单糖彼此有效分离，并且校准曲线种的 R2 值均

高于 0.99 表明该分析方法的可靠性[45]。将榆黄菇多糖

与标准品的离子色谱图比对确定榆黄菇多糖的单糖组

成。PCP-1、PCP-2 和 PCP-3 的单糖组成及摩尔比见

表 5。根据面积归一法计算出各单糖的组成摩尔比[46]。

结果表明，PCP-1单糖组成分析只检出半乳糖（图 7b）；
PCP-2 由半乳糖和葡萄糖组成，摩尔比为 4.36:5.64  
（图 7c）；PCP-3 由岩藻糖、盐酸氨基葡萄糖、半乳

糖、葡萄糖和葡萄糖醛酸组成，其摩尔比为 0.07:0.11: 
0.51:7.46:1.85（图 7d）。PCP-1、PCP-2 和 PCP-3 中均

含有半乳糖，PCP-2 和 PCP-3 的主要成分为葡萄糖。

杨金涛等[47]采用水提法从榆黄菇中分离出由葡萄糖、

半乳糖、葡萄糖醛酸组成的 α型呋喃葡聚糖，与本试

验中的 PCP-3 的单糖组成相似。 

  

  
图 7 16中标准单糖（a）和PCP-1(b)、PCP-2(c)和 PCP-3(d)组分单糖的离子色谱图 

Fig.7 The ion chromatograms of 16 standard monosaccharides (a) and component monosaccharides released from PCP-1 (b), PCP-2 (c) 

and PCP-3 (d) 

表5 3种纯化多糖的单糖组成摩尔比 

Table 5 The molarity ratio of monosaccharide composition of 

three kinds of purified polysaccharides 

样品 岩藻糖 盐酸氨基葡萄糖 半乳糖 葡萄糖 葡萄糖醛酸

PCP-1 - - 1 - - 

PCP-2 - - 4.36 5.64 - 

PCP-3 0.07 0.11 0.51 7.46 1.85 

2.6  榆黄菇多糖对巨噬细胞免疫活性的影响 

2.6.1  榆黄菇多糖对RAW264.7增殖活性的影响 
巨噬细胞的增殖活性是评估多糖免疫调节活性的

指标之一[48]。研究不同质量浓度的 PCP-1、PCP-2 和

PCP-3 对巨噬细胞 RAW264.7 增殖的影响，如图 8 所

示。PCP-2 与空白组相比，在 12.5~200 µg/mL 质量浓

度范围内可以极显著增强巨噬细胞 RAW264.7 的增殖

活性（P＜0.01），且在质量浓度为 100 µg/mL 时效果

最好。PCP-1 在 12.5~50 µg/mL 质量浓度范围内，巨

噬细胞 RAW264.7 的增殖指数呈先上升后下降的趋

势，与空白组相比差异极显著（P＜0.01），在 100~   
200 µg/mL 质量浓度范围内，增殖率有所下降，但与

空白组相比无显著差异。PCP-3 在 12.5~100 µg/mL 质

量浓度范围内对巨噬细胞 RAW264.7 有一定的增殖作

用，但与空白组相比无显著差异。结果表明，PCP-1、
PCP-2 和 PCP-3 对巨噬细胞 RAW264.7 无毒性并具有
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一定增殖作用。但三种组分多糖对巨噬细胞的增殖活

性的影响有差异，这可能与单糖种类、摩尔比以及化

学结构不同有关[49]。 

 
图8 PCP-1、PCP-2和 PCP-3对 RAW264.7细胞增殖的作用 

Fig.8 Effect of PCP-1, PCP-2, and PCP-3 on RAW264.7 cell 

proliferation 

注：与空白对照组相比，*表示差异显著（P<0.05），**

表示差异极显著（P<0.01）。下图同。 

2.6.2  榆黄菇多糖对巨噬细胞 RAW264.7 的吞

噬活性的影响 

 
图9 PCP-1、PCP-2和 PCP-3对 RAW264.7细胞吞噬指数的影响。 

Fig.9 Effect of PCP-1, PCP-2, and PCP-3on phagocytic index of 

RAW264.7 cells 

吞噬活性增强是巨噬细胞活化的标志之一[50]，活

化的巨噬细胞作为先天免疫应答的关键参与者，可以

清除微生物感染和其他病原体[51]，多糖通过提高巨噬

细胞的吞噬能力进而提高生物体的免疫功能[52]。如 
图 9 所示，与空白组相比，LPS 显著增加巨噬细胞

RAW264.7 吞噬活性（P＜0.01）。当 PCP-2 多糖质量

浓度为12.5 µg/mL对增强巨噬细胞RAW264.7吞噬活

性效果不明显，在 25~200 µg/mL 时，巨噬细胞的吞

噬指数与多糖质量浓度呈正相关，且极显著高于空白

组（P＜0.01）。PCP-1 多糖在 12.5~200 µg/mL 质量浓

度范围内，随着质量浓度的增加，巨噬细胞 RAW264.7
的吞噬指数缓慢下降。PCP-3 多糖在质量浓度为    
25 µg/mL 时，巨噬细胞 RAW264.7 的吞噬指数达到最

大，随着多糖质量浓度的增加，吞噬指数逐渐下降。

结果表明 PCP-1、PCP-2 和 PCP-3 都能在不同程度上

增进巨噬细胞 RAW264.7 的吞噬活性。本研究 PCP-1
对细胞吞噬活性影响与董楠等[53]研究相似，竹荪多糖

呈浓度依赖性降低巨噬细胞 RAW264.7 吞噬能力。 
2.6.3  榆黄菇多糖对巨噬细胞 RAW264.7 的

NO 释放量的影响 
多糖通过刺激一氧化氮合酶直接刺激 NO 的产生

调节巨噬细胞的免疫功能[54]，低浓度的 NO 有助于修

复组织和消除炎症[55]，而过量 NO 与各种炎症以及

DNA 损伤有关[56]。由图 10 可知，与空白对照组相比，

经 LPS 处理后 RAW264.7 的 NO 释放量显著升高    
（P＜0.05）。12.5~200 µg/mL 质量浓度范围的 PCP-1、
PCP-2、PCP-3 作用于巨噬细胞 RAW264.7 后，NO 的

释放量均随着多糖质量浓度的增加而增大，并且显著

高于正常对照组（P＜0.05），呈浓度依赖性。当 PCP-1、
PCP-2、PCP-3 质量浓度为 200 μg/mL 时，巨噬细胞

RAW264.7 的 NO 释放量达到最大值。韩曾姣等[57]用

不同质量浓度刺糖精多糖作用巨噬细胞后，NO 释放

量与刺糖精多糖质量浓度呈正相关，且刺糖精多糖质

量浓度为 100 μg/mL、200 μg/mL 时，NO 生成量高于

LPS 组。LPS 作为阳性对照极大地促进了 NO 的释放

量，本研究结果 Chen 等[50]研究一致，茯砖茶杂多糖

能促进巨噬细胞中 NO 分泌，且呈剂量依赖性。 

 
图10 PCP-1、PCP-2和PCP-3对RAW264.7细胞NO释放量的影响 

Fig.10 Effects of PCP-1, PCP-2 and PCP-3 on NO release in 

RAW264.7 cells 

3  结论 

本文采用超声波辅助水提醇沉法从榆黄菇子实体

中提取榆黄菇粗多糖，经响应面优化的最佳工艺得到

的榆黄菇多糖得率为 18.60%。经DEAE-Sepharose Fast 
Flow 纯化得三种主要组分多糖：PCP-1、PCP-2 和

PCP-3。离子色谱和 HPGPC 色谱显示 PCP-1 由半乳糖

组成，分子量为 1.90×104 u；PCP-2 由半乳糖和葡萄糖

组成，分子量为 2.76×104 u；PCP-3 由岩藻糖、盐酸氨

基葡萄糖、半乳糖、葡萄糖和葡萄糖醛酸组成，分子
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量为 4.81×104 u。体外免疫试验表明，PCP-1、PCP-2
和 PCP-3 对巨噬细胞RAW264.7 无毒性并具有一定增

殖作用、促进巨噬细胞 RAW264.7 的吞噬活性和释放

NO。PCP-1、PCP-2 和 PCP-3 在体外均具有较好的免

疫促进作用。由于 PCP-1、PCP-2 和 PCP-3 的基本结

构存在差异，它们的免疫调节活性也存在差异，PCP-2
对巨噬细胞 RAW264.7 的增殖促进作用更显著。后续

研究可进一步对榆黄菇不同组分多糖的糖苷键连接方

式、官能团、高级结构等进行测定，以便进一步深入

研究榆黄菇多糖结构与其免疫活性间关系。 
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