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香菇柄多糖的提取及其硫酸化产物的

免疫调节活性比较

苗冰冰1，孙玉姣1,2*，薛原野1，李宝宝1，常大伟1*

（1.陕西科技大学食品科学与工程学院，陕西西安 710021）

(2.陕西省农产品加工技术研究院，陕西西安 710021）

摘要：香菇是世界第二大栽培食用菌，其在加工过程中会产生大量香菇柄废弃物造成资源浪费和环境污染。该

文以香菇柄为原料，通过水提分级醇沉纯化得到三种多糖 LESP-20、LESP-50、LESP-80，利用化学法、高效凝胶

渗透色谱、气相色谱、红外光谱对其组成及结构特性进行分析。结果表明，LESPs-50 的糖含量最高，为 84.31%，

其相对分子质量为 477.41 ku ；此外，LESPs-20、LESPs-50 和 LESPs-80 均含有 Man、Glc 和 Gal，但单糖摩尔比存

在差异；三种多糖均是含有 β 型糖苷键的中性杂多糖，且葡萄糖占主要成分。对香菇柄多糖（Lentinus edodes Stem 

Polysaccharides）LESPs 进行硫酸化修饰，深入对比原始样品与硫酸化修饰后免疫调节活性的变化。结果表明，硫

酸化修饰后多糖的免疫调节活性更加优越，能显著提高细胞 RAW 264.7 的细胞活力、吞噬能力、酸性磷酸酶活力、

NO 分泌量；并且硫酸基含量越高，其免疫调节活性越好。研究结果将对香菇柄的高值化开发利用提供理论依据。
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Abstract: Lentinus edodes is the second largest cultivated edible fungus in the world. During its process, of 

Lentinus edodes stem, a large amount of Lentinus edodes stem (LES) waste is generated, which causes resource waste and 

environmental pollution. In this study, LES was used as the raw material, three polysaccharides, LESPs-20, LESPs-50 
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食用菌因其药用价值和营养价值而在全球范围

内受到重视，我国食用菌的生产和出口量居于世界前

列 [1] 。食用菌产业的发展离不开现代微生物工业的发

展，当前人们对其的认识和应用正在不断加深，这促

进了食用菌产业链的延续 [2] 。当前，对食用菌的加工

主要集中在三个方面，第一主要作为可食用的蔬菜

类；第二是工厂加工的原材料；第三阶段是对食用菌

的药品、功能食品的开发，以及其副产物的综合利用。

食用菌的营养成分和活性成分除受食用菌种类和栽

培环境的影响外，所采用的加工方式和贮藏保鲜技术

也会影响食用菌的化学成分和商业价值。目前采用的

加工方法主要有干燥、腌制、冷冻和罐装，已用于长

期保存食用菌 [3] 。食用菌在生产和加工过程中会产生

大量副产品（菌盖、菌柄、菌菇基质）和液体废弃物，

但大部分都被直接丢弃，这不仅造成了资源的损失，

也造成了严重的经济和环境问题 [4] 。研究食用菌废弃

物的高值化利用已经成为当务之急 [5] 。

多糖是自然界中广泛存在的一种高分子聚合

物，多糖的分子量、构象、类型和溶解度在很大程

度上决定其生物活性。食用菌多糖具有复杂的结构

和高分子量，由至少 10 个单糖分子通过糖苷键连

接而成。由于食用菌多糖具有较少的糖蛋白和较低

的毒副作用，它们越来越多地被用于食品、药品和

化妆品 [6] 。大量研究已证实其具有许多极具潜力的

生物学活性和治疗功效，如：抗氧化、抗癌、抗肿

瘤、免疫调节活性以及降低胆固醇和降脂功能 [7-9] 。

而自然界中更多的多糖不具有生物活性或活性较

低，一些则是由于多糖分子量太大，无法与细胞表

面受体更好地结合，因此无法发挥活性。另一些多

糖由于缺乏某些基团而活性较差 [10] 。而研究表明对

多糖进行分子修饰能够提高其生物活性。硫酸化、

磷酸化、乙酰化、羧甲基化修饰等是多糖的主要修

饰方法，多糖通过引入官能团就可以改变自身的生

物活性 [11] 。磷酸化修饰能明显提高多糖水溶性，并

在一定程度上改善多糖的抗氧化、抗衰老活性，但

磷酸化试剂和反应条件会影响磷酸化修饰的结果，

可能导致多糖降解使产物成分复杂，限制了磷酸化

的应用；在多糖中引入乙酰基可以改变糖链分子的

空间排布，从而改变生物活性，但目前对于如何采

取适当的方法在特定位置引入乙酰基使其发挥特

定功能还有待研究；硫酸化是糖链修饰中最广泛应

用的方法之一，能够显著提高多糖的生物活性，研

究发现寡糖和硫酸多糖具有免疫调节活性，可参与

激活免疫细胞识别、控制免疫细胞活性和减少炎症

反应引起的副作用。硫酸化多糖能参与很多生命过

程，如生长分化、器官发生等，对生命活动十分重

要，是多糖改性的一个重要方向，具有优越的开发

潜力 [12,13] 。

据此，本研究拟以香菇柄为研究对象，分离纯

化香菇柄多糖，利用硫酸化修饰制备衍生化产物，

并从理化性质和分子形貌两方面来对其衍生物进行

验证，进而评估衍生物的体外免疫调节活性，以拓

宽香菇柄多糖在功能性食品方面的开发和应用，为

进一步实现香菇柄的利用提供理论参考，对促进食

用菌产业的健康、可持续发展，具有十分重要的意义。

1  材料与方法

1.1 实验材料、试剂和仪器

1.1.1 实验材料

香菇柄购自陕西陇县，RAW 264.7 细胞株购于

中国科学院上海细胞库。

and LESPs-80, were obtained from LES by water extraction then purification by step gradient alcohol precipitation, and 

their composition and structural characteristics were analyzed by chemical methods, high-performance gel permeation 

chromatography, gas chromatography and infrared spectroscopy. The results showed that LESPs-50 had the highest sugar 

content (84.31%) and its relative molecular weight was 477.41 ku. In addition, LESPs-20, LESPs-50 and LESPs-80 all 

contained Man, Glc and Gal, but their molar ratios of monosaccharides differed. All the three polysaccharides were neutral 

heteropolysaccharides containing β-glucosidic bonds, with glucose being the main component. The LESPs were sulfated 

and the differences in immunomodulatory activity between the original sample and the sulfated sample were compared in 

depth. The results showed that the immunomodulatory activities of the sulfated polysaccharides were superior, and they could 

improve the cell viability, phagocytic ability, acid phosphatase activity and the amount of secreted NO of RAW 264.7 cells. 

The higher the content of sulfate group, the better the immunomodulatory activity. The results of this study will provide a 

theoretical basis for the high-value development and utilization of the Lentinus edodes stem.

Key words: Lentinus edodes stem; polysaccharides; sulfated modification; immunoregulatory activity
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1.1.2 实验试剂

葡聚糖标准（相对分子质量分别为 5、12、25、
50、80 和 150 ku）、二甲基亚砜（DMSO）、MTT（四

氮唑蓝）、脂多糖（LPS）、中性红、对硝基苯磷酸、

Triton X-100 和硫酸化试剂三乙胺 - 三氧化硫，购

于上海阿拉丁生化科技股份有限公司；DMEM 高

糖培养基，购于美国 Hyclone 公司；胎牛血清，购

于浙江天杭生物科技股份有限公司；青链霉素混合

液，购于北京索莱宝科技有限公司；NO 测定试剂

盒，购于碧云天生物技术研究所；其余试剂都是国

产分析纯。

1.1.3 实验仪器

T2600 紫外分光光度计，上海佑科仪器仪表有

限公司；EQUINOX-55 型傅里叶红外光谱仪，德国

Bruker 公司；LC-16 型高效液相色谱仪，日本岛津

公司；PEI Q 45+EDAX Octane 型环境扫描电子显微

镜，美国 FEI 公司。

1.2 实验方法

1.2.1 香菇柄多糖的分离提取

将香菇柄（LES）粉碎后过 100 目筛，准确

称取 50 g，添加 40 倍的水，并于 60 ℃搅拌 4 h，
用纱布过滤渣滓，收集上清，上述步骤重复一

次，共收集 4 L 上清液，旋蒸浓缩得到 0.4 L。添

加 95%（V/V）乙醇，使其达到 20%（V/V），在

4 ℃下静置 1 d，9 000 r/min 离心，之后将收集的

沉淀物用少量水溶解，按梯度加入乙醇，重复上

述步骤，收集 20%、50%、80%（V/V）的沉淀物，

按溶解沉淀物溶液的 20%（V/V）添加用 80 mL
三氯甲烷和 20 mL 正丁醇配制的 Sevage 溶液，

剧烈摇晃，9 000 r/min 离心除去蛋白 [14] ，重复多

次直到无白色沉淀。将所得水溶液透析、冻干后

收集香菇柄多糖。采用 Sephadex G-100 型凝胶柱

（40 cm×100 cm）依次对三种多糖进行纯化。称取

100 mg 样品溶于 2 mL 蒸馏水，离心收集上清液

上样，洗脱液选择 0.1 mol/L NaCl。选择自动部分

收集仪分别每管得到 2 mL。收集结束，用紫外 -

可见光度计隔管测定总糖含量（苯酚 - 硫酸法，

490 nm）、蛋白质含量（280 nm） [15,16] 。根据吸

收值，绘制洗脱曲线，对主要组分进行透析和冻

干得到 20%、50%、80% 体积分数醇沉的三个纯

化多糖组分，分别命名为 LESPs-20、LESPs-50、
LESPs-80。

1.2.2 香菇柄多糖理化性质分析

1.2.2.1 总糖含量

采用苯酚-硫酸法 [17] 测定香菇柄多糖（LESPs）
样品中的总糖含量，配制 0.1 mg/mL Gal 溶液，将 0、
0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL 分别加入试管并加蒸馏水

补到 2 mL，分别加入 50 μL 80% 苯酚和 2.5 mL 浓

硫酸，涡旋混匀后静置 20 min，于 490 nm 处测定，

配制 0.1 mg/mL LESPs 溶液，重复上述方法。之后

根据 Gal 的质量及其吸光度，绘制标准曲线，得到

回归方程，根据回归方程计算样品的总糖含量。

1.2.2.2 蛋白质含量

配制 0.1 mg/mL 的鸡蛋白蛋白溶液，分别向试

管中加入 0、0.2、0.4、0.6、0.8 和 1.0 mL，加蒸馏

水补至 1 mL，加入 5 mL 由乙醇和 85% 浓 H3PO4

配制的考马斯亮蓝 G-250 溶液，涡旋混匀后静置

5 min，在 590 nm 波长下进行测定，配制 0.1 mg/mL 
LESPs 溶液，按照上述方法测定。之后根据鸡蛋白

蛋白的质量及其吸光度，绘制标准曲线，得到回归

方程，根据回归方程计算样品的总蛋白质含量 [18] 。

1.2.2.3 相对分子质量测定

选用 HPGPC 测定 LESPs 的相对分子质量 [19] ，

配制 2 mg/mL 葡聚糖（670、410、25、12、5 ku），
测定其保留时间，根据对应的数据计算标准曲线。

配制5 mg/mL的LESPs溶液，离心过0.22 μm水系膜，

测定其保留时间，代入标准曲线，计算其分子量。

1.2.2.4 单糖组成测定

准确称取 5 mg 的 LESPs 溶于 2 mL 的 4 mol/L 三

氟乙酸，在 121 ℃水解 2 h，冷却后调至中性，加

入 30 mg 硼氢化钠，加 2 mL 水，混匀在室温放置

1.5 h。加入醋酸至无气泡产生。在 60 ℃减压蒸干，

加入 0.1%（V/V）盐酸甲醇 2 mL，振荡减压后蒸干，

重复三次以上，后放入 105 ℃烘箱 15 min。后加入

1 mL 吡啶和醋酸酐，封管后沸水 1 h，减压蒸干。

加入 1.5 mL 吡啶和 1.5 mL 蒸馏水萃取样品，弃去

水相，保留有机相，重复三次得到样品，同时以

九种单糖样品（Rha、Fuc、Ara、Xyl、Man、Glc、
Gal、GlcA 、GalA）为标准，按照以上方法进行衍

生化处理和 GC 解析 [20] 。

1.2.2.5 香菇柄多糖的全波长扫描分析

配制 2 mg/mL 的 LESPs 溶液，离心取上清后，

于 200~600 nm 在石英比色皿中进行全波长扫描 [21] 。

1.2.2 6 香菇柄多糖傅里叶红外光谱（FT-IR）分析

准确称取 5 mg LESPs，加入 50 mg 提前烘干
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kBr 后在研钵后压片，于 4 000~400 cm-1 下通过

FT-IR 对其进行扫描 [22] 。

1.2.3 香菇柄多糖的硫酸化修饰

将三乙胺 - 三氧化硫分别称取 20 mg（低剂

量 L）、40 mg（中剂量 M）和 80 mg（高剂量 H），

加入 25 mL 二甲基甲酰胺和（300 mg）LESPs-20、
LESPs-50、LESPs-80，在 50 ℃搅拌反应 12 h，
用 5 mol/L NaOH 结束反应，加入 4 倍体积 φ=95%
乙醇，1 d 后离心，沉淀物溶解在水中，选择 300 u
透析袋透析，冻干，得到 LESPs-20、LESPs-50、
LESPs-80 的硫酸化多糖，分别命名为 LESPs-20L、
LESPs-20M、LESPs-20H，LESPs-50L、LESPs-
50M、LESPs-50H 和 LESPs-80L、LESPs-80M、

LESPs-80H [23] 。

1.2.4 香菇柄多糖硫酸化产物的理化性质分析

1.2.4.1 硫酸化产物的硫酸基含量测定

选用 B a C l 2- 明胶法  [ 2 4 ]  ，选择 k 2S O 4 配制

0.1 mg/mL 溶液，分别取 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6、0.7、0.8、0.9 和 1.0 mL 补 至 1 mL， 计 A 液

为 BaCl2- 明胶比浊液，B 液为明胶，先加入 A 液和

1 mL 的三氯乙酸，摇匀，20 min 后，于 360 nm 处

记为 A1，重复上述操作将 A 液替换为 B 液，测定

记为 A2，纵坐标为 C=A1-A2，横坐标为硫酸基团

毫克数，绘制标准曲线。样品的处理取 5 mg 溶于

1 mol/mL HCl 1 mL，100 ℃水解 6 h。冷却离心后，

吸取各样品溶液 0.1 mL，按照以上方法测定样品的

吸收值，根据标准曲线计算硫酸基含量。

1.2.4.2 硫酸化产物的相对分子质量分析

选用 HPGPC 测定硫酸化 LESPs 的相对分子质

量 [19] ，配制 2 mg/mL 葡聚糖（670、410、25、12、
5 ku），测定其保留时间，根据对应的数据计算标准曲

线。配制 5 mg/mL 的 LESPs 溶液，离心过 0.22 μm 水

系膜，测定其保留时间，代入标准曲线计算其分子量。

1.2.4.3 硫酸化产物的傅里叶红外光谱（FT-IR）

分析

准确称取 5 mg 硫酸化的 LESPs，加入 50 mg
提前烘干 kBr 后在研钵后压片，于 4 000~400 cm-1

下通过 FT-IR 对其进行扫描 [22] 。

1.2.5 香菇柄多糖硫酸化产物的免疫调节活性

1.2.5.1 巨噬细胞株 RAW 264.7 的培养

采 用 1 wt.% 青 霉 和 链 霉 素 DMEM 并 加 入

φ=10% 胎牛血清作为完全培养基，于 37 ℃，φ=5% 

CO2 培养箱内培养，隔天传代。

1.2.5.2 细胞活力测定

选用完全培养基将细胞液调节到每毫升

1×105 cells，接种到 96 孔板，每孔 100 μL，混合

后，放置在 37 ℃、CO2 的恒温培养箱培养 24 h 之

后移去上清，各列分别加入 100 μL 无血清培养基和

100 μL 脂多糖 LPS（10 μg/mL）为空白和阳性对照，

并加入不同浓度 100 μL 硫酸化香菇柄多糖（12.5、
25、50、100 和 200 μg/mL），24 h 后移去上清液，

加入 100 μL 0.5 mg/mL 噻唑蓝 MTT，培养 4 h，移

去上清液，加入 200 μL 的 DMSO，小心混匀，在酶

标仪 570 nm 处测定 [15] 。

1.2.5.3 细胞吞噬能力测定

选用完全培养基将细胞液调整至每毫升

1×105 cells，接种到 96 孔板，每孔 100 μL，混

合后，放置在 37 ℃、CO2 的恒温培养箱培养 24 h。
之后移去上清，各列分别加入 100 μL 无血清培养基

和 100 μL 脂多糖 LPS（10 μg/mL）为空白和阳性对

照，并加入 100 μL 不同质量浓度硫酸化香菇柄多糖

（12.5、25、50、100 和 200 μg/mL），培养 24 h，后

抽出上清，加入 0.1%（V/V）的中性红生理盐水溶液，

培养4 h，用PBS洗去残留物，加入用冰乙酸和乙醇1:1
配制的裂解液，1 h 后用酶标仪于 540 nm 检测 [25] 。

1.2.5.4 酸性磷酸酶活力测定

选用完全培养基将细胞液调整至每毫升

1×105 cells，接种到 96 孔板，每孔 100 μL，混匀

后，放置在 37 ℃、CO2 的恒温培养箱培养 24 h。之

后移去上清，各列分别加入 100 μL 无血清培养基和

100 μL 脂多糖 LPS（10 μg/mL）空白和阳性对照，并

加入不同质量浓度 100 μL 硫酸化香菇柄多糖（12.5、
25、50、100 和 200 μg/mL），24 h 后抽出上清液，每

孔分别加入 1%（V/V）Triton X-100（25 μL）和对硝

基苯磷酸（150 μL），培养 1 h后。添加 50 μL（3 mol/L）
NaOH 进行终止实验，后于 405 nm 酶标仪检测 [26] 。

1.2.5.5 NO 分泌量测定

选用完全培养基将细胞液调整至每毫升

1×105 cells，接种到 96 孔板，每孔 100 μL，混匀后，

放置在 37 ℃、CO2 的恒温培养箱培养 24 h。之后

移去上清，各列分别加入 100 μL 无血清培养基和

100 μL 脂多糖 LPS（10 μg/mL）为空白和阳性对

照，并加入不同质量浓度硫酸化香菇柄多糖（12.5、
25、50、100 和 200 μg/mL）100 μL，24 h 后 收

集上清液，吸取 50 μL 的上清液，分别加入 50 μL 
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GriessA 溶液 50 μL GriessB 溶液。酶标仪于 540 nm
测定 [27] 。选用无血清培养基配制亚硝酸钠标准溶液，

根据吸光度和浓度做标准曲线。

1.3  数据分析

通过 Microsoft Excel 2019 处理数据，独立重复

n=5，数据表示方法：平均值 ± 标准差，SPSS 22
进行统计学分析，采用 LSD 检验。

2  结果与讨论

2.1 香菇柄多糖的分离纯化提取

图 1 用 Sephadex G-100 凝胶色谱柱纯化得到 LESPs-20（a）、

LESPs-50（b）、LESPs-80（c）的洗脱图

Fig.1 Purification elution curves of LESPs and elution profile 

on Sephadex G-100 column for LESPs-20 (a), LESPs-50 (b), 

LESPs-80 (c) 

体积分数 20%、50%、80% 分别醇沉后粗多糖

的得率为 11.42%、2.51%、1.42%。为了提高香菇柄

多糖的纯度，将得到的香菇柄多糖用 Sephadex G-100
凝胶色谱柱进行纯化。如图 1 所示，分别收集主要

峰。图 1a，收集 10~20 管；图 1b，收集 18~30 管；

图 1c，收集 9~30 管；将收集的洗脱液透析、冷冻

后得到 3 种纯化后的组分 LESPs-20、LESPs-50、
LESPs-80。洗脱图如图 1。

2.2 香菇柄多糖的理化性质分析

2.2.1 总糖含量测定

通过标准品 Gal 质量及其所测吸光值计算，得

到 标 准 方 程 为：y=4.289 0x-0.010 7，R2=0.994 6。
将 LESPs 吸光值带入标准方程得到 LESPs-20、
LESPs-50、LESPs-80 的糖含量如表 1 所示，其中

LESPs-50 的糖含量最高。

表 1  LESPs-20、LESPs-50、LESPs-80的得率、理化性质、相对分子量和单糖组成

Table 1 Yield, physicochemical properties, relative molecular weight and monosaccharide composition of 
LESPs-20, LESPs-50 and LESPs-80

项目 LESPs-20 LESPs-50 LESPs-80

得率 /% 1.23±0.12c 5.21±0.28a 2.42±0.31b

理化性质
总糖含量 /% 65.82±3.23c 84.31±4.21a 71.21±3.23b

蛋白质含量 /% 1.37±0.21b 1.87±0.67b 5.81±1.21a

相对分子质量 /ku 473.25±1.23a 477.41±2.86a 455.21±1.32b

单糖组成

Man 1.00±0.00b 1.00±0.00b 1.00±0.00c

Glc 5.09±0.05a 8.39±0.01a 4.36±0.13a

Gal T 1.01±0.12b 1.72±0.29b

注：在 P ＜ 0.05 的情况下，表中的不同字母代表有显著性差异。T ：忽略不计。
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LESPs-50 和 LESPs-80 的相对分子质量分别为 473.25、
477.41、455.21 ku，如表 1 所示。

图 3 单糖标准品（a）和 LESPs-20（b）、LESPs-50（c）、

LESPs-80（d）的单糖组成

Fig.3 Monosaccharide standard (a) and the monosaccharide 

composition of LESPs-20 (b), LESPs-50 (c) and LESPs-80 (d)

注： （1）Rha，（2）Fuc，（3）Ara，（4）Xyl，（5）Man，（6）

Glc，（7）Gal，（8）GclA，（9）GalA。

2.2.2 蛋白质含量测定

通过鸡蛋白蛋白标准品质量和所测吸光值，

得 到 标 准 方 程：y=3.421 7x+0.015 4，R2=0.996 7。
将 LESPs 吸光值代入标准方程得到 LESPs-20、
LESPs-50、LESPs-80 的蛋白质含量如表 1 所示，三

种多糖的蛋白质含量都相对较低，可忽略不计。

图 2 LESPs-20（a）、LESPs-50（b）、LESPs-80（c）的

相对分子质量

Fig.2 The molecular mass of LESPs-20 (a), LESPs-50 (b) and 

LESPs-80 (c)

2.2.3 香菇柄多糖的相对分子质量分析

以标品葡聚糖分子量 670、410、25、12 及 5 ku
为标准，得出了线性回归公式：y = -0.164 8x+7.539 7，
R2=0.991 1。在 3 种 LESPs 都显示出一个单独的峰，

如图 2 所示，说明 LESPs 的分子质量是均一的。

将测得 LESPs 的保持时间代入公式，LESPs-20、
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2.2.4 香菇柄多糖的单糖组成分析

使用 GC 法，对单糖组成进行分析，其中 Rha、
Fuc、Ara、Xyl、Man、Glc、Gal、GlcA 及 GalA 作

为标准单糖，针对在气相色谱仪上不同单糖产生不

同响应计算其响应因子，将 LESPs 的结果通过归一

法进行定量分析其单糖组成。将 LESPs 图 3 与混合

标准单糖图 3a 保留时间相对应，计算表明 LESPs-20、
LESPs-50、LESPs-80 是 由 Man、Glc 及 Gal 组 成。

LESPs-20 中 Man、Glc 的 摩 尔 比 为 1.00:5.09 ；

LESPs-50中Man、Glc及Gal的摩尔比为1:8.39:1.01 ；

LESPs-80中Man、Glc及Gal的摩尔比为 1:4.36:1.72。
结果表明，LESPs 是一种中性杂多糖。现有研究表

明，香菇多糖是以葡聚糖为主链的结构，还含有

岩藻糖、半乳糖等 [28] ，这与香菇柄多糖的结构相

类似，可为深入分析香菇柄多糖糖苷键的连接结

构提供依据。

2.2.5 香菇柄多糖的全波长扫描分析

为了验证香菇柄多糖蛋白质含量之间的差

异与化学法作对比。如图 4 所示，三种 LESPs
在 250~280 nm 处都存在吸收峰，但强度不大。

LESPs-80 的吸收峰对比于 LESPs-50 和 LESPs-20 较

强，与化学法结果相同，三种多糖中 LESPs-80 的

蛋白质含量高于其他两种多糖。

图 4 LESPs-20、LESPs-50、LESPs-80 的紫外光谱图

Fig.4 UV spectrum of LESPs-20, LESPs-50 and LESPs-80

2.2.6 香菇柄多糖的傅里叶红外光谱（FT-IR）

分析

如图 5 所示，红外图谱显示有多糖的特征峰，

在 3  371 .47  cm -1 处为 O-H 的伸缩振动峰，在

2 918.23 cm-1 处为甲基和亚甲基中 C-H 的振动有关，

且均有较强的峰；三种多糖在 858.30 cm-1 处为 β 型

糖苷键的特征峰，表明 LESPs 是一种含有 β 型糖苷

键的中性多糖。其他文献也表明，香菇多糖大多是

含有 β 型糖苷键的多糖 [29] 。

图 5 LESPs-20、LESPs-50、LESPs-80 的红外光谱图

Fig.5 FT-IR spectrum of LESPs-20, LESPs-50 and LESPs-80

2.3 香菇柄多糖硫酸化修饰及其产物的理化
性质测定

2.3.1 硫酸化修饰产物的硫酸基含量测定

通过标准品 k2SO4 质量及其所测吸光值计算，

得到标准方程为：y =5.229x+0.019 5，R2=0.994 6。将

所测硫酸化 LESPs 的吸光值代入标准方程，LESPs-
20L、LESPs-20M 及 LESPs-20H ；LESPs-50L、
LESPs-50M 及 LESPs-50H ；LESPs-80L、LESPs-
80M 及 LESPs-80H 的硫酸基含量如图 6，分别为

12.4%、20.3% 及 25.1% ；17.3%、24.9% 及 27.3% ；

13.2%、22.1% 及 27.3%。结果表明，硫酸化程度越

高，硫酸基含量也随之增高。

图 6 硫酸化修饰产物的硫酸基含量

Fig.6 Sulfate group content of sulfated modified products

2.3.2 硫酸化多糖的相对分子质量

如 图 7 所 示， 选 用 HPGPC 法 测 定 硫 酸 化

LESPs的相对分子质量。结果表明，硫酸基含量越高，

分子量越大。
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图 7 硫酸化多糖的相对分子质量

Fig.7 Average molecular weight of sulfated polysaccharides

注：在 P ＜ 0.05 的情况下，图中的不同字母代表有显著

性差异。

图 8 LESPs-20（L、M、H）（a）、LESPs-50（L、M、H）（b）

和 LESPs-80（L、M、H）（c）的红外光谱图

Fig.8 FT-IR spectrum of LESPs-20 (L-M-H) (a), LESPs-50 

(L-M-H) (b) and LESPs-80 (L-M-H) (c)

2.3.3 硫酸化多糖傅里叶红外光谱（FT-IR）的

分析

如图 8 所示，对比原始多糖发现其出现两个新

的特征峰，其中 1 228 cm-1 和 810 cm-1 处有明显的峰，

此处分别为硫酸化多糖的 S=O 和 C-O-S 的伸缩振动

峰；且随着硫酸化程度越高，可看出峰的吸收升高。

这说明三种多糖 LESPs-20、LESPs-50 及 LESPs-80
硫酸化修饰成功。

2.4 硫酸化修饰产物对免疫调节活性的影响

2.4.1 硫酸化修饰产物对小鼠巨噬细胞RAW 264.7
细胞活力的影响

如表 2 所示，与空白组相比，不同硫酸化修饰

的 LESPs-20、LESPs-50、LESPs-80 在一定浓度范

围下均能显著增强巨噬细胞的细胞活力（P ＜ 0.05）。
与 其 他 程 度 的 硫 酸 化 多 糖 相 比，LESPs-20H、

LESPs-50H 和 LESPs-80H，对细胞活力表现出最

强的效果。在质量浓度范围为 12.5~200 μg/mL 多

糖作用下，不同多糖对细胞活力的增长顺序是

LESPs-20H ＞ LESPs-20M ＞ LESPs-20L ＞ LESP-
20 ；LESPs-50H＞ LESPs-50M＞ LESPs-50L ＞ LESP-
50 ；LESPs-80H ＞ LESPs-80M ＞ LESPs-80L ＞ LESP-
80。高硫酸化程度多糖的细胞活力都明显高于原始

多糖样品，LESPs-50H 的细胞活力最高，其次为

LESPs-80H。由此可见，硫酸基含量越高，细胞活

力的增长效果越高；相比于原样品，硫酸多糖对细

胞活力的增长效果更好。

2.4.2 硫酸化修饰产物对小鼠巨噬细胞RAW 264.7
吞噬能力的影响

吞噬作用是游离微生物以及任何外来颗粒被

巨噬细胞和多形核嗜中性白细胞从宿主体内清除

的主要机制。吞噬作用的增强是活化巨噬细胞的

显著特征之一 [30] 。用中性红摄取实验测定巨噬细

胞的吞噬活性。如表 3 可见，与空白组相比，不

同硫酸化修饰 LESPs-20、LESPs-50、LESPs-80
在一定浓度范围下均能显著增强巨噬细胞的吞噬

能力（P ＜ 0.05）。与其他程度的硫酸化多糖相比，

LESPs-20H、LESPs-50H、LESPs-80H 对吞噬能力表

现出最强的效果。在质量浓度范围为 12.5~200 μg/mL
多糖作用下，不同硫酸化多糖对吞噬能力的增长

顺序是 LESPs-20H ＞ LESPs-20M ＞ LESPs-20L ；

LESPs-50H ＞ LESPs-50M ＞ LESPs-50L ；LESPs-
50H ＞ LESPs-50。LESPs-50H、LESPs-80H 的 吞
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噬作用明显高于其他样品。由此可见，范围内

在 LESPs-80L（12.5~100 μg/mL）、LESPs-80M
（12.5~200 μg/mL） 和 LESPs-80H(12.5~25 μg/mL

表 2  不同质量浓度LESPs对RAW 264.7细胞活力影响

Table 2 Effect of different concentrations of LESPs on the cell viability of RAW 264.7

Control LPS LESPs 200 μg/mL 100 μg/mL 50 μg/mL 25 μg/mL 12.5 μg/mL

1.00±0.08hi 1.93±0.02a

LESPs-20 0.98±0.01gh 0.99±0.01i 1.19±0.01h 1.19±0.01a 1.27±0.01h

LESPs-20L 0.01±0.01gh 1.15±0.02h 1.18±0.01h 1.25±0.01f 1.27±0.02h

LESPs-20M 1.13±0.03f 1.28±0.01g 1.34±0.03fg 1.38±0.01e 1.44±0.03ef

LESPs-20H 1.15±0.02e 1.36±0.02f 1.42±0.01f 1.56±0.02b 1.50±0.01d

LESPs-50 1.04±0.01g 1.14±0.01h 1.30±0.02g 1.42±0.01de 1.52±0.01cd

LESPs-50L 1.35±0.04c 1.45±0.03e 1.56±0.05e 1.58±0.04b 1.45±0.04ef

LESPs-50M 1.41±0.02c 1.53±0.05d 1.68±0.04c 1.64±0.03b 1.44±0.04e

LESPs-50H 1.54±0.02b 1.85±0.03b 1.99±0.13a 2.03±0.01a 1.79±0.06b

LESPs-80 0.90±0.01i 0.98±0.01i 0.98±0.02i 1.06±0.02g 1.38±0.01fg

LESPs-80L 1.33±0.02d 1.53±0.03d 1.55±0.02e 1.56±0.02cd 1.35±0.03g

LESPs-80M 1.41±0.02c 1.67±0.01c 1.62±0.03de 1.52±0.03c 1.52±0.02d

LESPs-80H 1.54±0.03b 1.71±0.01c 1.68±0.02cd 1.59±0.02b 1.57±0.01c

注：细胞活力为实验组吸光度值与空白组吸光度值的比值。在 P ＜ 0.05 的情况下，表中的不同字母代表相同浓度下不同

LESPs 有显著性差异。下同。

表 3  不同质量浓度LESPs对RAW 264.7吞噬能力影响

Table 3 Effect of different concentrations of LESPs on the phagocytic capacity of RAW 264.7

Control LPS LESPs 200 μg/mL 100 μg/mL 50 μg/mL 25 μg/mL 12.5 μg/mL

1.00±0.03ij 1.76±0.03a

LESPs-20 1.11±0.02g 1.18±0.01hi 1.23±0.03hi 1.19±0.01f 1.27±0.03h

LESPs-20L 1.04±0.02h 1.05±0.03j 1.14±0.02j 1.23±0.02ef 1.25±0.02h

LESPs-20M 1.18±0.01f 1.16±0.02i 1.24±0.02h 1.25±0.04e 1.33±0.02g

LESPs-20H 1.23±0.03e 1.35±0.03f 1.43±0.04de 1.45±0.03c 1.44±0.04e

LESPs-50 1.12±0.01g 1.22±0.01g 1.40±0.03f 1.45±0.03c 1.55±0.02bc

LESPs-50L 1.15±0.02f 1.22±0.02h 1.42±0.02e 1.45±0.01c 1.44±0.02e

LESPs-50M 1.43±0.02d 1.45±0.02d 1.49±0.01d 1.46±0.02c 1.55±0.02cd

LESPs-50H 1.56±0.03b 1.59±0.01c 1.57±0.03b 1.55±0.02b 1.59±0.01b

LESPs-80 1.26±0.04e 1.31±0.03f 1.37±0.04g 1.47±0.02c 1.49±0.02de

LESPs-80L 1.45±0.02d 1.42±0.02e 1.40±0.01f 1.35±0.02d 1.32±0.02fg

LESPs-80M 1.49±0.03c 1.55±0.02c 1.54±0.01c 1.42±0.03c 1.37±0.02f

LESPs-80H 1.55±0.03b 1.64±0.01b 1.55±0.02c 1.57±0.02b 1.54±0.02c

注：细胞吞噬指数为实验组吸光度值与空白组吸光度值的比值。

和 100~200 μg/mL）这些范围内，硫酸基含量越

高，吞噬能力的增长效果越高。相比于原样品，

硫酸多糖对细胞吞噬能力的增长效果更好。
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表 4  不同质量浓度LESPs对RAW 264.7酸性磷酸酶活力影响

Table 4 Effect of different concentrations of LESPs on the acid phosphatase activity of RAW 264.7

Control LPS LESPs 200 μg/mL 100 μg/mL 50 μg/mL 25 μg/mL 12.5 μg/mL

1.00±0.02hi 1.91±0.03a

LESPs-20 1.02±0.02g 1.14±0.06f 1.18±0.01g 1.18±0.01h 1.12±0.01g

LESPs-20L 1.14±0.02f 1.25±0.02e 1.24±0.02g 1.24±0.03g 1.32±0.02d

LESPs-20M 1.14±0.01f 1.24±0.01ef 1.35±0.04ef 1.44±0.02d 1.35±0.03d

LESPs-20H 1.23±0.01cd 1.27±0.02e 1.52±0.02d 1.54±0.01b 1.54±0.02b

LESPs-50 1.34±0.01b 1.35±0.01d 1.27±0.01f 1.27±0.01g 1.22±0.01f

LESPs-50L 1.15±0.01f 1.18±0.06ef 1.14±0.02hi 1.18±0.05h 1.13±0.03g

LESPs-50M 1.21±0.06cd 1.35±0.02d 1.34±0.02e 1.36±0.03f 1.31±0.02d

LESPs-50H 1.26±0.02c 1.45±0.03c 1.63±0.04b 1.43±0.02de 1.34±0.02d

LESPs-80 1.19±0.01e 1.34±0.02d 1.20±0.01g 1.13±0.01hi 1.20±0.01f

LESPs-80L 1.02±0.02g 1.05±0.05g 1.14±0.04hi 1.24±0.01i 1.13±0.06g

LESPs-80M 1.25±0.03de 1.44±0.03cd 1.45±0.01d 1.35±0.03ef 1.25±0.03e

LESPs-80H 1.34±0.02b 1.56±0.02b 1.55±0.02c 1.48±0.03c 1.45±0.03c

注：细胞酸性磷酸酶活力为实验组吸光度值与空白组吸光度值的比值。

细胞的 NO 分泌量（P ＜ 0.05）。与其他程度的硫酸

化多糖相比，LESPs-20H、LESPs-50H 在 50 μg/mL
质量浓度下，LESPs-80H 在 200 μg/mL 范围下，对

NO 分泌量表现出最强的效果。不同多糖对 NO 分泌

量的增长顺序是 LESPs-20H ＞ LESPs-20M ＞ LESPs-
20L ＞ LESPs-20 ；LESPs-50H  ＞ LESPs-50M ＞ LESPs-
50L ＞ LESPs-50 ；LESPs-80H ＞ LESPs-80M ＞ LESPs-
80L ＞ LESPs-80。高硫酸化程度多糖的 NO 分泌量都

明显高于原始多糖样品。由此可知，在 LESPs-80L
（50~200 μg/mL）、LESPs-80M（12.5~100 μg/mL）
和 LESPs-80H（12.5~200 μg/mL）这些范围内，硫

酸基含量越高，NO 分泌量的增长越高。相比于原

样品，硫酸多糖对细胞 NO 分泌效果更好。

现有研究表明，香菇多糖是一种 β- 葡聚糖，而 β-
葡聚糖由于其特别的一级结构，具有较高的免疫调

节活性 [33] ，研究发现，硫酸化的香菇柄多糖也能提

高机体的免疫调节活性。上述细胞实验表明，硫酸

化多糖对 RAW 264.7 巨噬细胞免疫调节活性相比于

原样品更好，且硫酸基含量越高，其免疫调节活性

越强，LESPs-50H 的免疫调节活性最高。这可能是

由于硫酸基团的引入，导致多糖的一级结构和分子

量发生变化 [34,35] 。此外，经过硫酸化修饰后，多糖

的静电排斥力和空间电阻发生了剧烈变化，增加了

多糖分子链的伸展性，提高了水溶性，从而有利于

其活性表达 [33] 。但高浓度样品的免疫活性降低，可

能是由于高浓度的多糖会对细胞产生毒害作用，该

现象也在其他文献报道中出现 [36,37] 。

2.4.3 硫酸化修饰产物对小鼠巨噬细胞RAW 264.7
酸性磷酸酶活力的影响

酸性磷酸酶是一种在活化的 RAW 264.7 细胞的

吞噬作用中起核心作用的酶 [31] 。如表 4 可见，与空

白组相比，不同硫酸化修饰 LESPs-20、LESPs-50、
LESPs-80 在一定质量浓度范围下均能显著增强巨噬

细胞的酸性磷酸酶活力（P ＜ 0.05）。与其他程度

的硫酸化多糖相比，LESPs-20H 在 25~50 μg/mL 质

量浓度下，LESPs-50H 50 μg/mL 质量浓度范围内，

LESPs-80H 在 50~100 μg/mL 范围下，分别对酸性

磷酸酶活力表现出最强的效果。在质量浓度范围为

12.5~200 μg/mL 多糖作用下，巨噬细胞酸性磷酸酶

活力的增长顺序是 LESPs-20H ＞ LESPs-20M  ＞ LESPs-
20L ＞ LESPs-20 ；LESPs-50H ＞ LESPs-50M ＞ LESP-
50L ；LESPs-80H ＞ LESPs-80M ＞ LESPs-80L。由此

可见，硫酸基含量越高，酸性磷酸酶活力的增长效

果越高。相比于原样品，硫酸多糖对细胞酸性磷酸

酶活力的增长效果更好。LESPs-50H 和 LESPs-80H
对酸性磷酸酶活力的促进效果最佳。

2.4.4 硫酸化修饰产物对小鼠巨噬细胞RAW 264.7 
NO分泌量的影响

NO 是与巨噬细胞溶细胞功能相关的信号分

子之一，对于对抗微生物、寄生虫和肿瘤细胞至

关重要 [32] 。如表 5 可见，与空白组相比，不同

硫酸化修饰 LESPs-20、LESPs-50、LESPs-80 在

12.5~200 μg/mL 质量浓度范围下均能显著增强巨噬
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表 5  不同质量浓度LESPs对RAW 264.7 NO分泌量的影响（μmol/L）

Table 5 Effect of different concentrations of LESPs on the NO secretion of RAW 264.7

Control LPS LESPs 200 μg/mL 100 μg/mL 50 μg/mL 25 μg/mL 12.5 μg/mL

5.75±1.23hi 18.74±0.50a

LESPs-20 10.08±0.15h 10.73±0.31h 11.68±0.22fg 12.53±0.15f 12.14±0.29f

LESPs-20L 11.37±0.48g 12.28±0.44fg 12.51±0.43e 13.55±0.23de 14.53±0.33c

LESPs-20M 13.54±0.42ef 14.47±0.33e 14.36±0.33d 15.54±0.33b 15.59±0.28b

LESPs-20H 14.54±0.34de 15.63±0.55bc 16.56±0.33b 15.81±0.29b 15.38±0.90b

LESPs-50 10.75±0.07gh 11.82±0.35gh 12.76±0.25ef 14.16±0.22cd 12.68±0.29e

LESPs-50L 15.58±0.27bc 15.11±0.30de 14.59±0.35cd 13.67±0.22de 13.14±0.16de

LESPs-50M 16.18±0.24b 15.40±0.17cd 15.19±0.28c 14.51±0.30c 13.76±0.27d

LESPs-50H 16.47±0.37b 16.56±0.35b 17.49±0.35b 16.45±0.30b 14.68±0.29c

LESPs-80 9.97±0.01h 10.40±0.33h 10.97±0.46g 12.73±0.19ef 11.58±0.16gh

LESPs-80L 12.94±0.19f 12.66±0.12f 12.60±0.42e 11.67±0.40g 10.91±0.32h

LESPs-80M 15.21±0.32cd 14.31±0.68de 13.23±0.75e 13.11±0.58d 11.96±0.36fg

LESPs-80H 16.18±0.42b 16.03±0.45bc 15.42±0.36c 14.79±0.44c 13.53±0.31d

Fungi, 2021, 7(6): 427.
[5] ANTUNES F, MARCAL S, TAOFIQ O, et al. Valorization of 

mushroom by-products as a source of value-added compounds 
and potential applications  [J] . Molecules, 2020, 25(11): 2673.

[6] ZHANG Z, LV G, SONG T, et al. Comparison of the 
preliminary characterizations and antioxidant properties of 
polysaccharides obtained from Phellinus baumii growth on 
different culture substrates  [J] . Carbohydrate Polymers, 2015, 
132: 397-399.

[7] LIU C. Extraction, separation and purification of acidic 
polysaccharide from morchella esculenta by high voltage 
pulsed electric field  [J] . International Journal Bioautomotion, 
2019, 23(2): 193-202.

[8] ZHAO Y, SONG J, WANG J, et al. Optimization of cellulase-
assisted extraction process and antioxidant activities of 
polysaccharides from Tricholoma mongolicum Imai  [J] . 
Journal of the Science of Food and Agriculture, 2016, 96(13): 
4484-4491.

[9] MA G, DU H, HU Q, et al. Health benefits of edible mushroom 
polysaccharides and associated gut microbiota regulation  [J] . 
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 2022, 62(24): 
6646-6663.

[10] HUANG S Y, CHEN F, HAO C, et al. Modification and 
application of polysaccharide from traditional Chinese 
medicine such as Dendrobium officinale  [J] . International 
Journal of Biological Macromolecules, 2020, 157: 385-393.

[11] SIMSEK M, ASIYANBI H T, RASAQ N, et al. Progress 
in bioactive polysaccharide-derivatives: A review  [J] . Food 
Reviews International, 2021, 132: 970-977.

[12] 谢苗,亓小妮,吴杨洋,等.多糖的化学修饰及其结构鉴定

研究进展 [J] .湖北农业科学,2021,60(3):11-17.

3  结论

本论文以陕西香菇柄废弃物为原料，阐明了香

菇柄多糖的理化特性实现初级利用，并对香菇柄多

糖进行硫酸化修饰，研究不同修饰程度对免疫调节

活性的影响实现二级利用。研究发现三种香菇柄多

糖均是主要由葡萄糖组成的中性 β 型杂多糖，但其

单糖组成存在差异。硫酸基修饰后的多糖能显著提

高小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 的细胞活力、吞噬能力、

酸性磷酸酶活力、NO 分泌量。初步明确了硫酸化修

饰程度与多糖活性的关系，硫酸化修饰程度越高，多

糖免疫调节活性越好，但具体的免疫增强效应仍有待

进一步深入研究。研究结果将为深入阐明硫酸化香菇

柄多糖增强免疫作用的机制提供基础依据，为功能性

香菇柄活性成分的进一步加工提供技术支持。
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