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黑松露多糖分离纯化与抗炎活性研究 
 

王海燕，张隆龙，张凤兰，赵晓宇 

（中国食品药品检定研究院，北京 100050） 

摘要：以黑松露为原料，通过水提醇沉法提取黑松露多糖。提取的黑松露多糖经过 DEAE Sepharose Fast Flow 离子交换层析柱

分离得到两个块菌多糖组分，分别为 TP1 和 TP2。检测 TP1 和 TP2 对小鼠巨噬细胞（RAW264.7）增殖抑制作用、中性红吞噬能力影

响。TP1 进一步用葡聚糖凝胶层析柱纯化，得 TP1-1 并进行结构表征。结果表明：黑松露多糖两种组分 TP1 和 TP2 对 RAW264.7 细

胞没有毒性作用，且都能显著增强 RAW264.7 细胞的中性红吞噬能力，但 TP1 的作用优于 TP2。TP1-1 的数均分子量为 757910 u，其

单糖组成为 D-葡萄糖和 D-甘露糖，比例分别为 88.94%和 1.19%。紫外光谱扫描结果显示块菌多糖 TP1-1 不含蛋白质和核酸。红外光

谱分析结果表明，TP1-1 具有吡喃环的结构，具有 α-型糖苷键，含有甘露糖。 
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Isolation, Purification, and Characterization of Anti-inflammatory 

Activity of Truffle Polysaccharides 
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(National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China) 
Abstract: Using Yunnan truffle as the raw material, black truffle polysaccharides (TPs) were obtained by water extraction and alcohol 

precipitation. The extracted black TPs were separated by DEAE Sepharose Fast Flow ion exchange chromatography to obtain two truffle 

polysaccharide fractions: TP1 and TP2. The inhibitory effects of TP1 and TP2 on the proliferation of mouse macrophages (RAW264.7) and the 

capacities of TP1 and TP2 for the phagocytosis of neutral red pigment were investigated. TP1 was further purified by Sephadex chromatography 

column to yield TP1-1, which was used for structural characterization. The results showed that TP1 and TP2 had no toxic effects on RAW264.7 

cells; they could significantly increase the phagocytic capacity of RAW264.7 cells, and the effect of TP1 was greater than that of TP2. The 

average molecular weight of TP1 was 757910 u, and its monosaccharide composition was D-glucose and D-mannose, in proportions of 88.94% 

and 1.19%, respectively. Ultraviolet (UV) spectra revealed that TP1-1 did not contain protein or nucleic acid. The results of infrared spectrum 

analysis showed that TP1-1 had a pyran ring structure and contained alpha-glycosidic bonds and mannose. 
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黑松露（Truffle），又称块菌、块菇、猪拱菌和无

娘果等，是一类蕈类的总称，属子囊菌门西洋块菌科

西洋块菌属，是一类与树木共生的药食两用珍惜名贵

食用菌[1,2]。我国的云南、四川、新疆和西藏等地为主

要分布区，欧洲的分布以意大利、法国和西班牙等地

为主[3]，研究表明，黑松露含有丰富的多糖、蛋白质、

氨基酸和多不饱和脂肪酸，同时，还含有丰富的矿物

质和固醇类物质[4]。多糖的种类繁多，来源很广泛，

在植物、动物、微生物（细菌和真菌）及海藻中均有

分布，它们又可分为胞外多糖和胞内多糖，其中植物

多糖和微生物多糖是目前研究最多的[5,6]。多糖不仅是 

生命的能源物质、细胞的结构物质，还广泛参与细胞

生长分化、细胞识别、免疫应答、细胞癌变、病毒感

染及胚胎发育等各种生命活动，具有多种生理功能，

如抗氧化、抗肿瘤、抗凝血、降血糖、降血脂、抗感

染及防衰老等，且毒副作用低，因而受到广泛地关注
[7,8]。目前国内对于黑松露多糖的研究尚少，主要是关

于种属分类和资源分布等，对于多糖的生理活性研究

也仅停留在抗氧化上，其他活性鲜有报道。 
本论文首先对云南产的黑松露多糖进行提取并对

制备后的块菌粗多糖进行脱蛋白，并借助离子交换层

析柱、凝胶色谱分离柱等分离纯化手段等得到较纯的

多糖，再对纯化后的多糖免疫活性进行测定，包括考

察了黑松露多糖对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 增值活性

影响，进而通过对黑松露多糖孵育后 RAW264.7 细胞
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吞噬中性红能力的测定，来评价多糖抗炎活性。选取

活性更好的组分进一步纯化，并将进一步纯化后的多

糖样品进行一系列结构解析。本文研究可为黑松露多

糖功能食品及药物的研究开发提供重要的理论基础及

科学依据。 

1  材料与方法 

31 

1.1  材料与仪器 

无水乙醇、浓硫酸、苯酚和葡萄糖，美国 Sigma
公司。数显鼓风干燥箱，上海博讯实业有限公司医疗

设备厂；旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；中草药

粉碎机，美的有限公司；紫外分光光度计，上海棱光

技术有限公司；循环水真空泵，郑州长城科工贸有限

公司；恒温水浴摇床，天津奥特赛恩斯仪器有限公司；

分析天平，上海天平仪器厂；冷冻干燥机，德国

CHRIST 公司；酶标仪，美国 Thermo 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  黑松露多糖的提取 
黑松露多糖的具体提取流程见图 1。 

 
图1 黑松露多糖提取流程 

Fig.1 Flow chart of the extraction of crude polysaccharides 

from truffle 
1.2.2  黑松露多糖的粗分离纯化[9] 

利用 Sevage 法将粗提多糖样品进行杂蛋白去除。

黑松露多糖水提液中加入两倍体积的 Sevage 试剂，

25 ℃下振荡 20 min，之后在 5000 r/min 转速下离心

15 min，取上清液，上述步骤重复 3 次，除去蛋白。

继续在上清液中加 90%乙醇，静置，4000 r/min 转速

离心 10 min，取沉淀干燥后冻干备用。 
1.2.3  黑松露多糖的阴离子交换柱层析纯化 

柱填料：DEAE Sepharose Fast Flow 离子交换纤维

素，蒸馏水平衡 6 h；样品配制：称取 2 g 黑松露多糖

冻干粉溶解于 100 mL 蒸馏水中；每次上样体积：10 
mL；流速：1.0 mL/min；洗脱液：蒸馏水、0.05、0.1、
0.2、0.3 和 0.5 mol/L 的 NaCl 溶液；分部收集，5 min/
管。取上述 200 μL 纯化液，加 200 μL 蒸馏水和 200 μL 

5%的苯酚溶液以及 1 mL 浓硫酸，混匀静置 10 min，
在 490 nm 下测定吸光值，绘制洗脱曲线，并以此收

集不同峰段的多糖组分。收集的多糖组分 60 ℃旋蒸

浓缩，并用 3000 u 的透析袋透析。透析液为蒸馏水，

透析温度 4 ℃，透析时间为 3 d，透析液更换时间为 6 
h。冻干，得到不同组分冻干粉。 
1.2.4  黑松露多糖的凝胶柱层析纯化 

柱填料：葡聚糖凝胶 Sephadex G-100；样品配制：

准确称取 200 mg 样品溶于 100 mL 蒸馏水；每次上样

体积：10 mL；洗脱条件：蒸馏水洗脱，1 mL/min，5 
min/管；分部收集。 

按照 1.2.3 的步骤绘制洗脱曲线，并得到冻干粉。 
1.2.5  细胞抗炎活性评价 
1.2.5.1  黑松露多糖溶液的配制 

样品溶于DMEM培养基，浓度为 1 mg/L，0.22 μm
微孔滤膜过滤除菌（无菌环境）。将样品溶液稀释，得

到浓度梯度为 1000 μg/mL、500 μg/mL、250 μg/mL、
125 μg/mL 和 62.5 μg/mL 的五个剂量组。 
1.2.5.2  细胞培养 

取出液氮罐中的小鼠巨噬细胞 RAW264.7，恒温

水浴 37 ℃解冻细胞。细胞解冻完成后转移到放有 
4 mL DMEM 培养基（含 10%胎牛血清、1%双抗）的

15 mL 无菌离心管中混匀。1000 r/min 离心 5 min，弃

上清液，再加入 1 mL DMEM 培养基混匀成悬液，转

移至无菌细胞培养皿中，再加 3 mL DMEM 培养基。

恒温培养箱（5%CO2，37 ℃）中培养，培养基每天

更换一次。 
1.2.5.3  MTT 实验 

将 RAW264.7 细胞悬液以浓度 1×106 个/mL、每

孔 100 μL 接种于 96 孔板中，恒温培养箱（5%CO2，

37 ℃）中培养贴壁 24 h，弃去上清液。加入 1.2.5.1
中的五组浓度样品溶液 100 μL，阳性对照组加 50 
μg/mL 的脂多糖（LPS）溶液 100 μL，调零组加入

DMEM 培养基 100 μL，做 3 组平行。放回恒温培养

箱（5%CO2、37 ℃）中培养 24 h。 
加入 5 mg/mL MTT 溶液 20 μL，继续培养 4 h，

弃去上清液。加入 DMSO 溶液 150 μL，振荡 10 min，
490 nm 下测吸光值。细胞存活率的计算公式为： 

细胞存活率=A/B×100% 
其中 A 为实验组吸光度，B 为对照组吸光度。 

1.2.5.4  中性红实验 
前期步骤参考 1.2.5.3 的第一部分进行。弃去上清

液，加入 0.1%中性红溶液 150 μL（过 0.22 μm 的微孔

滤膜），放回恒温培养箱培养 3 h 后，弃去上清液，常

温下 PBS 缓冲液清洗 3 次，再加入 200 μL 细胞裂解



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.8 

液（乙酸:无水乙醇=1:1，V/V），静置 20 min，540 nm
下测定吸光值。 

采集样品红外吸收图谱，并用 Nexus 系统软件对图谱

进行处理分析。 
1.2.6  黑松露多糖的结构解析 1.3  数据处理 
1.2.6.1  黑松露多糖分子量的分布测定 

色谱条件：采用美国 Water 公司的高效凝胶渗透

色谱（H i g h - P e r f o r m a n c e  G e l  P e r m e a t i o n 
Chromatography，HPGPC）法对黑松露多糖 TP1-1 的

分子量分布进行测定。色谱柱为日本 Tosoh 公司的

TSK-GEL G-5000 PWXL column（300 mm×7.8 mm 
i.d.，10 μm）和 TSK-GEL G-3000 PWXL column 串联

使用。流动相为 0.01 mol/L 的 KH2PO4；流速为 

采用 Excel 软件整理数据，Origin 8.5 软件作图，

组间数据比较采用单因素方差分析（One-way 
ANOVA），p<0.05 视为统计学意义上的显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  黑松露多糖的提取及离子交换柱层析分

离 0.6 mL/min；柱温为 35 ℃；检测器为 2414 型示差折

光检测器。 
分子量校正标准曲线：将不同分子量的葡聚糖标

准品（5200、16800、273000、410000、670000、1400000 
u）用流动相 KH2PO4溶液配成 1.0 mg/mL 的标准液，

上样量为 10 μL。以葡聚糖标准品的分子量对数值

logMW 为横坐标，以分子量的微分分布 dwt/d(logM)
为纵坐标，采用 Breeze GPC 软件对曲线进行回归拟合

以绘制分子量校正标准曲线。 
1.2.6.2  黑松露多糖的单糖组成分析[10~12] 

吸取标准品溶液和样品水解液各 200 μL，依次加

入 200 μL、0.5 mol/L 的 PMP（1-苯基-3-甲基-5-吡唑

啉酮）甲醇溶液和 200 μL、0.3 mol/L 的 NaOH 溶液，

70 ℃水浴 60 min。冷却至室温后加入 200 μL、0.3 
mol/L 的 HCl 溶液，加去离子水补充至 2 mL，分三次

加入三氯甲烷 5 mL 并涡旋震荡均匀，3000 g 离心 5 
min 后弃去下层，重复三次至三氯甲烷层无颜色，上

层溶液用 0.22 μm 微孔滤膜过滤后供 HPLC 进样。

HPLC 分析条件：色谱柱 Dionex Acclaim 120 C18
（4.6×250 mm，5 μm）；流动相 0.1 M（pH=6.7）PBS:
乙腈=81:19（V/V），流速 1.0 mL/min；柱温 30 ℃；检

测波长 250 nm；进样量 10 μL。 

 
图2 黑松露多糖离子交换层析（DEAE Sepharose Fast Flow）

洗脱图 

Fig.2 Elution profile of truffle polysaccharide by 

anion-exchange chromatography (DEAE Sepharose Fast Flow) 

黑松露干片经水提、除蛋白和醇沉等工艺处理后

冷冻干燥得到黑松露粗多糖，测得粗多糖得率为

8.37% 。经脱蛋白的黑松露粗多糖利用 DEAE 
Sepharose Fast Flow 阴离子交换层析分离，经过蒸馏

水和不同浓度 NaCl 溶液洗脱后得到两个吸收峰（图

2），分别命名为 TP1（蒸馏水洗脱组分）和 TP2（0.05 
mol/L NaCl 洗脱组分）。分别收集两个吸收峰，经浓

缩、透析和真空冷冻干燥后得到 TP1 和 TP2 干品。 1.2.6.3  黑松露多糖 TP1-1 的紫外光谱扫描[13] 
精确称取 1 mg 黑松露多糖 TP1-1，用蒸馏水充分

溶解，配成浓度为 1 mg/mL 的多糖溶液，以蒸馏水为

空白对照，于 200~400 nm 波长范围内扫描。 

2.2  黑松露多糖 TP1 和 TP2 组分的抗炎活性

评价 
1.2.6.4  黑松露多糖 TP1-1 的红外光谱扫描[14] 

精确称取 2 mg 黑松露多糖 TP1-1，加入适量干燥

的 KBr 粉末，充分混合，在玛瑙研钵中研磨均匀后加

入压膜内压片，制成直径约 10 mm、厚约 1 mm 的透

明压片。 

采用 MTT 法考察了黑松露多糖两个组分 TP1 和

TP2 对于小鼠巨噬细胞 RAW264.7 的增值活性影响。

如图 3A 和 B 所示，不同浓度的黑松露多糖 TP1、TP2
与 RAW264.7 细胞共同培养 24 h 后，对 RAW264.7 细

胞的增殖无抑制作用。因此，黑松露多糖对于

RAW264.7 细胞无毒性作用。 
将上述制好的压片放入傅里叶变换红外光谱仪

（FT-IR）内，在波长 400~4000 cm-1范围内进行扫描， 
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图3 黑松露多糖TP1及 TP2组分抗炎活性评价 

Fig.3 Evaluation of the anti-inflammatory activity of TP1 and 

TP2 

注：A，TP1 对 RAW264.7 细胞的增殖抑制作用；B，TP2

对 RAW264.7 细胞的增殖抑制作用；C′，TP1 和 TP2 对

RAW264.7 细胞吞噬中性红能力的影响。 

进而通过对黑松露多糖 TP1 和 TP2 孵育后

RAW264.7 细胞吞噬中性红能力的测定，来评价 TP1
和 TP2 抗炎活性。如图 3C′所示，随着 TP1 和 TP2 浓

度的不断增加，吸光值不断增大，与 TP1 和 TP2 的作

用浓度呈正相关。当浓度为 250 mg/mL 时，吸光值达

到最高，RAW264.7 细胞吞噬中性红的量最多，即 TP1
和 TP2 对 RAW264.7 细胞吞噬中性红的能力影响最

大。当浓度继续增大至 1000 mg/mL 时，RAW264.细
胞吞噬中性红的能力略有下降，但跟对照组相比较，

仍有显著性增强（p<0.05）。 
不同浓度下，TP1 对 RAW264.7 细胞吞噬能力的

影响明显高于 TP2，即 TP1 能更好的促进 RAW264.7

细胞吞噬能力地增强，因 TP1 组分的抗炎活性相较

TP2 组分更好，选择 TP1 组分进行后面的实验。 

2.3  黑松露多糖 TP1的凝胶柱层析纯化 

 
图4 黑松露多糖TP1进一步分离纯化 

Fig.4 Further purification of TP1 by (a) Sephadex G-100 gel 

chromatography and (b) HPGPC 

注：a，TP1 凝胶（Sephadex G-100）层析洗脱图；b，TP1-1

的 HPGPC 色谱图。 

黑松露多糖TP1经葡聚糖凝胶Sephadex G-100进
一步分离纯化后，得到单一、高而尖的吸收峰（图 4a），
收集吸收峰对应的收集管内多糖，经浓缩、透析、冷

冻干燥后得到高纯度的黑松露多糖 TP1-1 干品，测得

TP1-1 多糖含量为 91.51%。通过 Breeze GPC 软件计

算得出 TP1-1 数均分子量为 757910 u，如图 4b 所示，

该分子量的黑松露多糖之前未见报道。 

2.4  黑松露多糖 TP1-1的单糖组成分析 

将三氟乙酸（TFA）水解后的黑松露多糖 TP1-1
采用 PMP 对糖进行衍生化，使其带共轭基团，在紫

外区能有吸收峰，以同样的方式衍生化单糖标准品并

将其作为对照，然后通过液相色谱分析 TP1-1 的单糖

组成。本实验测定了混合单糖标准品衍生物在 HPLC
上的出峰时间，再进行样品衍生物的测定，收集液相

色谱图以作对比。根据各单糖标准品的保留时间不同

（如表 1），单糖衍生物出峰顺序如图 5a 所示。将黑

松露多糖 TP1-1 经水解和衍生化后进液相色谱得到的
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图 5b 与 5a 相比可知。黑松露多糖 TP1-1 主要有葡萄

糖和甘露糖组成，比例分别为 88.94%及 1.19%。说明

TP1-1 的单糖组成以葡萄糖含量较高，另有少量甘露

糖。 
表1 各单糖标准品的出峰时间 

Table 1 Retention time of each monosaccharide standard 

出峰顺序 单糖名称 出峰时间/min 

1 26.03 甘露糖 

2 34.01 核糖 

3 34.87 鼠李糖 

4 41.50 葡萄糖醛酸

5 47.27 半乳糖醛酸

6 54.72 葡萄糖 

7 62.69 半乳糖 

8 66.61 木糖 

9 68.69 阿拉伯糖 
10 78.07 岩藻糖 

 
图6 黑松露多糖TP1-1的光谱特征研究 

Fig.6 (a) UV spectrum of TP1-1; (b) infrared spectrum of TP1-1 

注：a，TP1-1 的紫外光谱图；b，TP1-1 的红外光谱图。 

黑松露多糖 TP1-1 样品紫外扫描结果及红外吸收

光谱分别如图 6a 及 b 所示。由图可知，TP1-1 样品在

260 nm及280 nm处波长的紫外扫描结果未见吸收峰，

说明经粗多糖除蛋白后所得样品较纯，不含蛋白质。

由图 6b 的红外光谱图可知，TP1-1 在 3357 cm-1（吸

收波长范围为 3600~3200 cm-1）处有吸收峰，这是糖

类中 H-O 键的伸缩振动，峰形宽而钝，可推测是羟基

在分子间发生缔合而不是游离的羟基；在 2922 cm-1

（吸收波长范围为 3000~2800 cm-1）处有吸收峰是

C-H 键的伸缩振动产生，且在 1368 cm-1（吸收波长范

围为 1400~1200 cm-1）处有吸收峰是由-CH2-基团和

C-H 伸缩振动和变角振动引起，综合以上三组峰可初

步判断该物质为糖类化合物；在 1644 cm-1（吸收波长

范围为 1665~1625 cm-1）处有吸收峰是-CHO 的 C=O
键的伸缩振动引起，该吸收峰为肽键上酰胺羰基的吸

收峰，表明 TP1-1 是一种含有氨基的糖类聚合物；在

1081 cm-1和 1024 cm-1两处的吸收峰（吸收波长范围

为 1200~1000 cm-1）是属于吡喃环的伸缩振动，因此

TP1-1 具有吡喃环的结构；TP1-1 在 929 cm-1处的吸收

峰是吡喃糖环的醚键（C-O-C）的非对称伸缩振动引

起；TP1-1 在 850 cm-1处的吸收峰表明其糖苷键为 α-
型吡喃糖苷键；在 1750~1700 cm-1之间无吸收峰，表

明该多糖不含糖醛酸。761 cm-1和 709 cm-1处有吸收 

 

图5 黑松露多糖TP1-1单糖组成分析 

Fig.5 (a) Liquid chromatogram of standard monosaccharides; 

(b) liquid chromatogram of TP1-1 

注：a，单糖标准品的液相色谱图；b，TP1-1 的液相色谱

图。 

2.5  黑松露多糖 TP1-1的光谱特征研究 
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峰表明含有甘露糖，这与单糖组成分析的结果相互印

证。 

3  结论 

本实验以黑松露干片为原料，通过热水浸提法获

得的黑松露多糖，经离子交换层析分离纯化后得到

TP1 和 TP2 组分，其中 TP1 组分的抗炎效果优于 TP2
组分。TP1 经葡聚糖凝胶层析柱进一步纯化后得到

TP1-1 组分纯度较高（多糖含量为 91.51%），其数均

分子量为 757910 u，主要由 D-葡萄糖（88.94%）和

D-甘露糖（1.19%）组成，且 TP1-1 的光谱学特征分

析，其纯度较高，具有吡喃环的结构，含有甘露糖。

该结论可为黑松露多糖的产业化应用提供重要信息。 
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