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摘  要：研究建立一种柱前 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）衍生化液相色谱测定香菇多糖单糖组

成的方法，色谱条件为 ZORBAX Eclipse XDB-C18 液相色谱柱；流动相为 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液-乙

睛（体积比 80∶20）；柱温 30 ℃；检测器为紫外检测器（245 nm）；流速为 0.8 mL/min。方法学研究

表明：方法准确度高，重现性、稳定性好，各单糖组分在一定的浓度范围内具有良好的线性关系      

（R2≥0.998 5），平均加样回收率在 80.6%~91.4%（RSD≤5%），可应用于香菇多糖样品的单糖组成分

析。通过对 81 批次香菇多糖样品的分析，构建了基于多糖单糖组成信息的液相色谱指纹图谱，确定

了 7 个共有特征峰，分别为甘露糖、氨基葡萄糖、核糖、葡萄糖、半乳糖、木糖、岩藻糖，相似度在

0.94 以上。此外，运用偏最小二乘回归分析（PLS）关联香菇多糖单糖组成与小鼠单核巨噬细胞白血

病细胞（RAW264.7 细胞）存活率。结果显示，氨基葡萄糖、核糖和葡萄糖与细胞存活率呈正相关，

其中前两种单糖的贡献较大。 
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Abstract: A PMP-HPLC method for the determination of monosaccharide composition of Lentinan was 

established. Polysaccharide hydrolysates were performed on a Zorbax Eclipse XDB-C18 column, with a 
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mobile phase consisting of 0.1mol/L phosphate buffer solution-ethyl alcohol (80:20 v/v) at the flow rate of 

0.8 mL/min. The detector was ultraviolet detector (245 nm), and the column temperature was 30 ℃. 

Methodological studies showed that this method had high accuracy, reproducibility and stability, a good 

linear relationship in a certain concentration range (R2≥0.998 5) and a high sample recovery (80.6%~91.4%, 

RSD≤5%), so it could be applied to the analysis of monosaccharide composition of Lentinan. Through the 

analysis of 81 Lentinan samples, a PMP-HPLC fingerprint based on polysaccharide monosaccharide 

composition was constructed, and seven common characteristic peaks were identified, including fucose, 

glucosamine, galactose, glucose, mannose and xylose, with the similarity above 0.94. In addition, partial least 

squares regression (PLS) was used to analyze the correlation of Lentinan monosaccharide composition and 

the survival rate of RAW264.7 cells. The results showed that the glucosamine, ribose and glucose of Lentinan 

were positively correlated with the cell survival rate, and the former two had a higher correlation. 

Key words: lentinan; monosaccharide; PMP pre-column derivatization; HPLC; fingerprint; immunoactivity 

多糖（polysaccharide）是一类具有一定的重

复单元和聚合度、相对分子量大小不一且呈一定

分布宽度的生物大分子。其重复单元由相同或不

相同的中性、酸性或碱性单糖以一定的摩尔比、

糖苷键和分支度等连接而成，它们的极性一般较

强，结构相近，均呈多分散性，故不可能像小分

子那样可以高分辨、高选择性地直接进行色谱分

析[1]。为了改善其分离选择性和提高检测灵敏度，

常将多糖水解后采用柱前或柱后衍生化色谱法进

行分离检测，其中 l-苯基 -3-甲基 -5-吡唑啉酮

（PMP）柱前衍生化高效液相色谱法，因其具有温

和的反应条件和较高的灵敏度而被广泛应用[2-5]。

本研究将香菇多糖经过微波辅助酸水解为单糖，

研究 PMP 衍生化-液相色谱法分析测定香菇多糖

的单糖组成并进行方法学考察，并构建香菇多糖

的单糖组成 PMP-HPLC 指纹图谱。 

多糖具有多种生物活性，包括免疫调节、抗

癌、抗氧化、降血脂、降血糖等，尤其是增强免

疫力这一功能被广泛关注[6-10]。多糖的生物活性

与其结构密切相关[11]，而多糖的水解产物可以侧

面表征多糖的一级结构。因此，本研究拟采用香

菇多糖的单糖组成 PMP-HPLC 标准指纹图谱，并

通过偏最小二乘回归分析（PLS）建立多糖指纹

图谱及其免疫活性的谱效关系。进行多糖免疫活

性与其单糖组成指纹图谱的相关性研究，可以快

速高效地表征多糖的免疫活性，并以指纹图谱对

活性的正相关峰指导实际生产从而获得高活性多

糖产品。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

香菇多糖样品（81 批次）：无限极（中国）

有限公司；三氟乙酸（TFA）、Na2HPO4、NaH2PO4、

无水乙醇均为分析纯：国药集团化学试剂有限公

司；乙腈为色谱纯：美国 TEDIA 公司；12 种单

糖标准品为岩藻糖（Fuc）、鼠李糖（Rham）、氨

基葡萄糖（GlcN）、半乳糖（Gal）、葡萄糖（Glc）、

甘露糖（Man）、木糖（Xyl），氨基半乳糖（GalN）、

核糖（Rib）、阿拉伯糖（Ara）、葡萄糖醛酸

（ GlcUA ）、 半 乳 糖 醛 酸 （ GalUA ）： 美 国

Sigma-Aldrich 公司。 

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（RAW264.7

细胞）：上海生命科学研究院生物化学与细胞生物

学研究所；DMEM 培养基：北京索莱宝科技有限

公司 Solarbio；二甲基亚砜（DMSO）：北京百灵

威科技有限公司；新生牛血清（FBS）：美国 Gibco- 

Invitrogen 公司；青霉素–链霉素双抗溶液：美国

Gibco 公司；四甲基偶氮唑蓝（MTT）：美国 Sigma- 

Aldrich 公司。 

1.2  仪器与设备 

Waters 2695高效液相色谱仪，配有 Waters2489

紫外检测器、Empower 色谱工作站：美国 Waters

公司；LE204E 分析天平，感量 0.000 1 g：梅特勒

–托利多国际贸易（上海）有限公司；流动相真空

抽滤脱气装置（津腾抽滤装置 1 L）：广州奈姆塔

贸易有限公司；SW-CJ-2D 超净工作台：苏州净化
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设备有限公司；二氧化碳培养箱、Multiskan GO

型酶标仪、超低温冰箱：美国 Thermo 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  香菇多糖样品的制备 

分别取 10 mL 香菇多糖样品（81 个批次），

加入 30 mL 无水乙醇，充分摇匀后，4 000 r/min

离心 10 min，除去上清，沉淀用 30 mL 80%乙醇

溶解，充分混匀后再一次离心除上清，沉淀在

60 ℃下烘干，备用。 

1.3.2  香菇多糖样品的微波水解 

取 20 mg 香菇多糖放入微波消解管中，加入

7 mL 3.0 mol/L 的三氟乙酸溶液，130 ℃下微波水

解 30 min，得到香菇多糖水解液。 

1.3.3  PMP 衍生化 

1.3.3.1  混合单糖标样的衍生化  分别取 100 µL

的混合单糖标准液（各单糖质量浓度均为 0.36 g/L

左右）与 100 µL 的 0.6 mol/L NaOH 溶液混合均

匀；取 50 µL 的混合液与 50 µL 0.5 mol/L 的 PMP

甲醇溶液漩涡混匀；70 ℃反应 100 min 后冷却至

室温；加 50 µL 0.3 mol/L 的 HCl 溶液进行中和；

补水至 1 mL，再加 1 mL 的氯仿，振摇混匀后静

置分层，弃去下层氯仿相，重复上述萃取步骤 3

次以上，用 0.45 µm 微孔滤膜过滤后进行液相色

谱分析。 

1.3.3.2  香菇多糖水解样品的衍生化  香菇多糖

水解样品的衍生化参考 Sun 等的方法并稍作修

改 [12]，具体如下：取水解后的香菇多糖水解液

200 µL 于试管中，氮吹仪吹干，加 1 mL 水漩涡

振荡溶解。取 100 µL 上述溶液，与 100 µL 0.6 mol/L

的 NaOH 溶液混匀。加入 0.5 mol/L 的 PMP 甲醇

溶液 200 µL 混匀。于 70 ℃反应 100 min 后，冷

却至室温。加 250 µL 0.3 mol/L 的 HCl 中和，然

后加水（补 350 µL 的水）至 1 mL，混匀，再加 1 mL

的氯仿，振摇混匀后静置分层，弃去下层氯仿相，

重复上述萃取步骤至少 3 次以上，用 0.45 µm 微

孔滤膜过滤后进行液相色谱分析。 

1.3.4  色谱条件 

色 谱 柱 为 ZORBAX Eclipse XDB-C18

（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相为磷酸盐缓冲

液（0.1 mol/L，pH 6.7）–乙睛（体积比为 80∶20）；

柱温：30 ℃；检测器：紫外检测器；检测波长：

245 nm；流速：0.8 mL/min；进样体积：10 µL。 

1.3.5  PMP-HPLC 方法学研究 

1.3.5.1  系统适用性  将 12种单糖混合标准品衍

生化后，采用液相色谱条件分析，连续进样 5 针，

记录色谱图，计算各峰面积 RSD（%）。 

1.3.5.2  标准曲线、检出限  精密称取各单糖标

样适量，用水配置成系列标准溶液，采用液相色

谱条件分析，以峰面积为纵坐标，对照品浓度为

横坐标，绘制标准曲线，得到回归方程、相关系

数和线性范围。 

1.3.5.3  重复性、稳定性  平行制备水解多糖样

品溶液 6 份，采用液相色谱条件分别分析，计算

6 个样品中各单糖峰面积的平均值及 RSD（%）。

取水解多糖样品，分别在 0、2、4、6、8、12、

24 h，采用液相色谱条件分析，计算样品中各单

糖峰面积的平均值及 RSD（%）。  

1.3.5.4  准确性  取已知单糖组成含量的多糖样

品，分别加入高、中、低 3 个浓度的混合单糖对

照品溶液，微波水解法水解，采用液相色谱条件

分析，测定其回收率及 RSD（%）。 

1.3.6  不同多糖溶液配制 

准确称取 10 mg 香菇多糖样品，用含有 1%双

抗的 DMEM 培养基溶解后配成 1 mg/mL 的母液，

在无菌条件下过 0.22 μm 微孔滤膜除菌，将滤液

等梯度稀释成 500、250、100、50 和 25 μg/mL 5

个剂量组。 

1.3.7  3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴

盐（MTT）法测定 RAW264.7 细胞活力 

MTT 法测定 RAW264.7 细胞活力参考张勇的

方法 并稍 作修 改 [13] ，将 处于 对数 生长 期 的

RAW264.7 小鼠巨噬细胞消化传代并收集后接种

于 96 孔板中，细胞密度为 2×104 个/mL，每孔接

种量为 100 μL，同时在 96 孔板的边缘孔加入

100 μL 的 PBS。将接种后的细胞摇匀后置于二氧

化碳培养箱中培养 12 h，每孔加入 100 μg/mL 的

香菇多糖，继续培养 24 h，同时设置空白对照，

之后向每孔加入 10 μLMTT 试剂（5 mg/mL），继

续培养 4 h。培养结束后，吸出上清液，并向每孔

中加入 150 μL DMSO 溶液混合均匀后继续培养

15 min，在 490 nm 处用酶标仪测定吸光度值。细

胞存活率计算公式为： 
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(%) /

*100

细胞存活率 香菇多糖组吸光度

对照组吸光度
 

1.4  数据处理 

实验数据均以平均值±标准偏差表示，每个实

验至少重复三次。数据统计使用 SPSS 19.0 软件

进行 One-Way ANOVA 分析，以及 Tukey’s 多重

检验，P<0.05 被认为数据差异显著。采用 Origin

软件绘制图形。 

2  结果与讨论 

2.1  PMP-HPLC 方法学研究 

2.1.1  系统适用性 

由表 1 可知，适用性实验 RSD 数据均满足

GB/T27417—2017《化学分析方法确认和验证指

南》附录 B 要求，说明系统对不同单糖具有良好

的适用性。在该色谱条件下，除木糖和阿拉伯糖

外，其余 10 种单糖均能达到基线分离，理论板数

以葡萄糖计不低于 8 000，色谱图见图 1。 

2.1.2  标准曲线、检出限 

12 种单糖的峰面积 Y 与其质量浓度 X (mg/L) 

在 0.05~60 mg/L 范围内具有很好的线性关系，线

性系数均大于 0.998 5，见表 2。12 种糖的检出限

（20 μL 进样，S/N=3）为 0.12~0.35 mg/L。结果

表明，该方法检测线性很好，线性范围较宽，检

测灵敏度很高。 

2.1.3  重复性、稳定性 

由表 3 可知，重复性实验 RSD 数据均满足

GB/T27417—2017《化学分析方法确认和验证指

南》附录 B 要求，说明该方法重复性好，可应用

于香菇多糖水解样品中 10 种单糖的分析。 

由表 4 可知，稳定性实验 RSD 数据均满足

GB/T27417—2017《化学分析方法确认和验证指

南》附录 B 要求，说明样品溶液在 24 h 内稳定。 

2.1.4  准确性 

各单糖在不同浓度下的回收率均在 78%~ 

91%之间，RSD%均小于 5.0%（表 5），说明本方 

 
表 1  12 种单糖对液相色谱的适用性 

Table 1  Applicability of 12 monosaccharides to liquid chromatography 

 1 2 3 4 5 平均值 RSD/% 

甘露糖 4 446 996 4 451 451 4 521 478 4 498 742 4 532 176 4 490 169 0.88 

氨基葡萄糖 3 715 413 3 812 472 3 725 478 3 710 248 3 702 473 3 733 217 1.21 

核糖 4 675 501 4 610 147 4 712 535 4 721 457 4 632 476 4 670 423 1.04 

鼠李糖 3 932 533 4 115 727 4 124 762 3 956 754 4 025 777 4 031 111 2.19 

葡萄糖醛酸 2 888 973 2 756 767 2 828 577 2 982 517 2 822 579 2 855 883 2.97 

半乳糖醛酸 3 436 776 3 522 777 3 567 544 3 498 757 3 524 741 3 510 119 1.36 

氨基半乳糖 3 670 412 3 827 147 3 674 174 3 827 214 3 728 754 3 745 540 2.08 

葡萄糖 4 281 727 4 428 271 4 157 574 4 104 275 4 127 772 4 219 924 3.20 

半乳糖 4 653 449 4 438 757 4 622 771 4 355 744 4 627 104 4 539 565 2.95 

木糖 5 117 335 5 204 271 5 027 136 5 127 557 5 037 541 5 102 768 1.42 

阿拉伯糖 5 708 880 5 923 710 5 725 751 5 792 274 5 627 471 5 755 617 1.92 

岩藻糖 4 896 560 4 838 222 5 027 270 4 641 400 4 827 507 4 846 192 2.88 

 

 
 

图 1  衍生化处理的混合标样（A）和香菇多糖（B）的高效液相色谱图 

Fig.1  High performance liquid chromatography (HPLC) of the derivatized mixed  
standard sample (A) and lentinan hydrolyzed samples (B) 
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表 2  9 种单糖的检出限及线性关系 

Table 2  Detection limits and linear relationship of 9 monosaccharides 

 标准曲线 R2 线性范围/(mg/L) 检测限/(mg/L) 

甘露糖 Y = 0.000 05X+3.431 5 0.999 3 0.05~50 0.12 

氨基葡萄糖 Y = 0.000 1X+2.104 8 0.999 7 0.05~60 0.15 

核糖 Y = 0.000 09X–2.605 3 0.999 5 0.1~60 0.19 

鼠李糖 Y = 0.000 1X–3.332 9 0.999 2 0.1~50 0.35 

葡萄糖醛酸 Y = 0.000 1X+2.586 8 0.999 1 0.05~50 0.35 

半乳糖醛酸 Y = 0.000 1X–4.160 5 0.998 8 0.1~40 0.24 

氨基半乳糖 Y = 0.000 1X–3.507 1 0.999 2 0.1~40 0.22 

葡萄糖 Y = 0.000 1X+1.616 5 0.999 1 0.05~60 0.16 

半乳糖 Y = 0.000 09X–3.993 1 0.998 9 0.05~50 0.15 

木糖 Y = 0.000 1X+1.589 7 0.998 9 0.05~60 0.15 

阿拉伯糖 Y = 0.000 1X–4.024 7 0.999 3 0.05~60 0.21 

岩藻糖 Y = 0.000 1X–2.140 8 0.998 5 0.05~50 0.26 
 

表 3  香菇多糖水解样品的重复性实验结果 

Table 3  Repetitive results of lentinan hydrolyzed samples 

 1 2 3 4 5 6 平均值 RSD/%

甘露糖 1 476 291 1 455 517 1 376 308 1 338 466 1 391 122 1 380 853 1 403 093 3.72 

核糖 30 186 28 835 28 814 30 544 28 379 29 571 29 388 2.91 

鼠李糖 53 460 50 749 54 309 50 547 52 898 53 938 52 650 3.08 

葡萄糖醛酸 118 303 116 421 116 193 115 856 109 532 124 172 116 746 4.03 

半乳糖醛酸 249 447 238 655 238 323 238 209 247 858 231 199 240 615 2.84 

葡萄糖 5 381 115 5 375 631 5 351 653 5 221 278 5 269 850 5 180 065 5 296 599 1.61 

半乳糖 598 170 592 288 586 495 589 746 585 312 575 586 587 933 1.29 

木糖 221 850 224 239 224 213 208 568 219 038 226 101 220 668 2.90 

阿拉伯糖 240 968 246 513 243 926 246 059 232 738 249 509 243 286 2.42 

岩藻糖 138 192 130 957 135 217 137 890 138 705 132 422 135 564 2.41 
 

表 4  香菇多糖水解样品的稳定性实验结果 

Table 4  Stability results of lentinan hydrolyzed samples 

 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 12 h 24 h 平均值 RSD/%

甘露糖 1 476 291 1 475 643 1 378 402 1 432 935 1 478 526 1 393 434 1 391 122 1 432 336 3.13 

核糖 30 186 31 302 30 466 31 320 30 803 31 829 31 379 31 041 1.86 

鼠李糖 53 460 53 249 52 270 52 655 53 256 53 033 54 898 53 260 1.56 

葡萄糖醛酸 118 303 115 996 109 914 117 872 110 893 105 159 109 532 112 524 4.39 

半乳糖醛酸 249 447 231 282 258 222 246 599 239 392 239 255 247 858 244 579 3.57 

葡萄糖 5 381 115 5 355 741 5 407 288 5 582 602 5 334 771 5 223 305 5 069 850 5 336 382 2.98 

半乳糖 598 170 600 046 575 812 584 639 606 195 583 739 605 312 593 416 2.01 

木糖 221 850 214 122 228 723 233 129 229 433 215 890 229 038 224 598 3.28 

阿拉伯糖 240 968 228 207 227 377 244 037 237 962 242 875 232 738 236 309 2.92 

岩藻糖 138 192 141 355 139 815 140 318 134 012 147 646 138 705 140 006 2.93 
 

表 5  加标回收率和相对标准偏差 

Table 5  Recovery rate of standard addition and relative standard deviation                      % 

 回收率 RSD（n=3）  回收率 RSD（n=3） 

甘露糖 82.1 2.57 葡萄糖 85.1 4.01 

核糖 85.3 3.58 半乳糖 78.5 2.88 

鼠李糖 90.5 4.57 木糖 80.6 3.14 

葡萄糖醛酸 82.6 2.57 阿拉伯糖 86.7 2.48 

半乳糖醛酸 91.4 1.59 岩藻糖 88.4 3.04 



特约专栏  第 29 卷 2021 年 第 3 期 

 

 66  

法测定单糖含量回收率良好，准确度高。 

2.2  香菇多糖 PMP-HPLC 标准指纹图谱的构建 

2.2.1  香菇多糖 PMP-HPLC 标准指纹图谱 

将 81 个批次香菇多糖样品的 PMP-HPLC 标

准指纹图谱数据转换成 CDF 格式，导入指纹图谱

专用软件“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”，

见图 2。经多点校正、峰匹配等软件处理生成香

菇多糖 PMP-HPLC 标准指纹图谱，见图 3。 

2.2.2  单糖标准品对照定性共有峰中的单糖峰 

选取自然界中常见的 12 种单糖作为参照标 

准，来定性香菇多糖水解产物色谱分离图谱中的

各个单糖峰。配制单糖的混合标准溶液（各单糖

的质量浓度均为 0.42 mg/mL 左右）。将该混合标

准溶液进行 PMP 衍生化后，进样分析得到色谱图

（图 4A）。由图可知，12 种单糖的分离度较好，

能够满足色谱指纹图谱的定性要求。 

按照相同的液相色谱条件，分析香菇多糖的

指纹图谱。对照 12 个单糖混合标样色谱图中各峰

的相对保留时间，可以确定香菇多糖指纹共有特

征峰中有 7 个是单糖峰，依次分别为甘露糖、氨 

 

 
 

图 2  香菇多糖的 PMP-HPLC 图谱 

Fig.2  PMP-HPLC chromatogram of lentinan 

 

 
 

图 3  香菇多糖的 PMP-HPLC 标准指纹图谱 

Fig.3  Standard fingerprint of lentinan chromatogram 



第 29 卷 2021 年 第 3 期  特约专栏 

 

 67  

 
 

图 4  12 种单糖标样（A）和香菇多糖水解样品（B）的 PMP-HPLC 图谱 

Fig.4  PMP-HPLC spectra of 12 standard monosaccharides (A) and lentinan hydrolyzed samples (B) 
 

基葡萄糖、核糖、葡萄糖、半乳糖、木糖、岩藻

糖（图 4B）。其单糖组成摩尔比为：甘露糖∶氨

基葡萄糖∶核糖∶葡萄糖∶半乳糖∶木糖∶岩藻

糖=8∶1∶2∶155∶7∶1∶1。葡萄糖的摩尔百分

比为 89%，半乳糖的摩尔百分比为 4%，甘露糖

的摩尔百分比为 5%。对 81 批次香菇多糖样品进

行相似度评价，均在 0.94 以上，说明各批次间相

似度良好。 

Xu 等从香菇子实体中分离得到一种杂多糖

L2，由葡萄糖（87.5%）、半乳糖（9.6%）及阿拉

伯糖（2.8%）组成[14]。Chen 等从香菇子实体中   

分离得到三种香菇多糖 L E PA 1，L E P B 1 和 

LEPC1，LEPA1 的单糖组成摩尔比为果糖∶阿拉

伯糖∶甘露糖∶半乳糖∶葡萄糖=0 .1∶0 .1∶

1.0∶1.2∶2.4；LEPB1 和 LEPC1 均由甘露糖、半

乳糖、葡萄糖和葡萄糖醛酸组成，其摩尔比分别

为 1.3∶3.7∶2.8∶1.6 和 0.7∶1.7∶3.1∶2.5[15]。

Zhao 等从香菇中分离得到多糖碎片 LEP1 和

LEP2，LEP1 仅由葡萄糖组成，而 LEP2 的单糖

组成摩尔比为甘露糖∶半乳糖∶葡萄糖=5.9∶

8.4∶88.7[16]。Jeff 等从香菇子实体中分离纯化得

到三种多糖，主要由葡萄糖组成，并含有少量的 

半乳糖和甘露糖[17]。Tian 等从巨型香菇中分离得

到中性多糖 LGPS-1，由甘露糖、葡萄糖和半乳糖

组成，摩尔比为 3.0∶4.1∶7.1[18]。综上所述，从

香菇子实体和菌丝体中分离得到的多糖主要由葡

萄糖、甘露糖和半乳糖组成，有的还可能含有少

量的阿拉伯糖、木糖、果糖等[13]，与本研究结果

相似。 

2.3  香菇多糖 PMP-HPLC 指纹图谱与其免疫活

性的谱效关系 

2.3.1  不同浓度香菇多糖溶液对 RAW264.7 细胞

活力的影响 

由表 6 可知，香菇多糖溶液浓度在 25~ 

100 μg/mL 的范围内，其对细胞存活率的影响是

随着多糖溶液浓度的增大细胞存活率呈现升高

的趋势。然而，当采用高浓度香菇多糖溶液

（500 μg/mL）处理细胞时，细胞存活率下降较为

明显，仅为 58%，说明该浓度会抑制巨噬细胞生

长。这一趋势和铁皮石解多糖对 RAW264.7 细胞

的增殖活性影响相似[13]。多糖溶液浓度为 100 和

200 μg/mL 时，其对细胞存活率的影响基本一致。

因此，选择 100 μg/mL 香菇多糖溶液用于后续细

胞实验。 

 
表 6  不同浓度多糖溶液对 RAW264.7 细胞活力的影响 

Table 6  Effects of different concentrations of polysaccharides on RAW264.7 cell viability                 % 

多糖溶液浓度/(μg/mL) 
 

25 50 100 200 500 

细胞存活率 80.54±0.06 103.40±0.05 142.23±0.04 143.56±0.08 58.00±0.05 

 

2.3.2  PMP-HPLC 指纹图谱与免疫活性相关性 

RAW264.7 小鼠巨噬细胞是一种免疫细胞，

本研究选用该细胞模型来研究不同批次香菇多糖

样品对免疫细胞增殖的影响，从而初步探讨多糖

提取物的免疫调节活性。不同批次香菇多糖对

RAW264.7 细胞活力的影响如表 7 所示，细胞存

活率范围为 136.76%~152.35%，说明香菇多糖可

刺激免疫细胞的增殖。 
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表 7  香菇多糖对 RAW264.7 细胞活力的影响 

Table 7  Effect of lentinan on the activity of RAW264.7 cells % 

序号 细胞存活率 序号 细胞存活率 

1 148.23±2.34 9 146.27±2.57 

2 152.35±1.45 10 150.26±3.14 

3 142.28±0.89 11 149.78±2.27 

4 150.26±3.25 12 146.28±0.75 

5 145.29±0.87 13 145.84±1.26 

6 136.76±2.01 14 152.19±0.59 

7 142.68±1.56 15 148.25±3.24 

8 156.24±1.89 16 147.24±2.57 

 

以指纹图谱为基础建立的多糖指纹图谱谱效

相关性研究，就是将“谱”中的多糖活性成分群

的特征峰和化学成分的含量变化与“效”所代表

的生理功效结果相对应，研究其中的规律，探索

谱效相关性。将 16 个香菇多糖样品酸水解

PMP-HPLC 指纹图谱的 7 个共有色谱峰面积百分

比数据整理成矩阵，如表 8 所示。根据同一色谱

条件下标准品的相对保留时间定性共有峰 1 到共

有峰 7 分别为甘露糖、氨基葡萄糖、核糖、葡萄

糖、半乳糖、木糖、岩藻糖。 
 

表 8  香菇多糖 PMP-HPLC 指纹图谱峰数据矩阵 

Table 8  Peak data matrix of PMP-HPLC  
fingerprint of lentinan               % 

序 

号 

特征 

峰 1： 

甘露糖 

特征峰

2：氨基

葡萄糖 

特征 

峰 3： 

核糖 

特征 

峰 4： 

葡萄糖 

特征 

峰 5： 

半乳糖 

特征

峰 6：

木糖

特征

峰 7：

岩藻糖

1 5.01 0.56 0.80 87.33 4.65 0.68 0.98

2 4.85 0.63 0.93 87.38 4.61 0.68 0.93

3 5.38 0.55 1.04 86.22 5.14 0.64 1.03

4 4.72 0.61 0.91 87.87 4.34 0.63 0.92

5 4.84 0.61 0.91 87.85 4.24 0.61 0.93

6 5.26 0.54 0.85 86.57 5.07 0.68 1.03

7 5.32 0.53 0.83 86.54 5.13 0.63 1.03

8 4.93 0.56 0.93 87.49 4.62 0.59 0.88

9 4.98 0.58 0.93 87.22 4.69 0.65 0.96

10 5.38 0.54 1.03 86.33 5.14 0.58 0.99

11 5.44 0.55 1.04 86.15 5.17 0.61 1.05

12 4.84 0.53 0.92 87.32 4.75 0.75 0.88

13 5.21 0.53 0.94 86.75 4.86 0.76 0.95

14 4.94 0.62 0.92 88.73 3.22 0.71 0.86

15 5.25 0.53 1.00 86.66 5.03 0.57 0.96

16 5.12 0.53 0.94 86.90 4.85 0.74 0.91

 

以指纹图谱中共有峰的峰面积百分比为自变

量 X，多糖对 RAW264.7 细胞存活率为因变量 Y，

采用 SPSS 26.0 软件进行偏最小二乘回归分析，

得到回归方程为： 

1

2 3

4 5

6 7

% 88.648 2.464*

16.692 * 5.054*

0.919 * 1.229 *

5.090*

(

14.

)

183*

X
X X

X X
X X

  
 

 



细胞存活率

 

回归系数如表 9 所示，7 个共有峰中，峰 1

（甘露糖）、峰 5（半乳糖）、峰 6（木糖）和峰 7

（岩藻糖）是活性负相关峰，峰 2（氨基葡萄糖）、

峰 3（核糖）和峰 4（葡萄糖）为活性正相关峰，

其对 RAW264.7 细胞存活作用的贡献大小排序为

峰 2（氨基葡萄糖）>峰 3（核糖）>峰 4（葡萄糖）。

有研究表明茶多糖中的甘露糖、鼠李糖、半乳糖

和阿拉伯糖与其抗氧化活性密切相关，其中木糖

和半乳糖其抗氧化能力呈负相关，而鼠李糖呈正

相关[19]。此外，多糖的单糖组成也与抗肿瘤活性

相关，通常含有葡萄糖多糖抗肿瘤活性较好，可

能原因是在人类巨噬细胞中具有葡萄糖受体[20]。 

 
表 9  PLS 分析结果 

Table 9  Analysis results of PLS 

特征峰 回归系数 

峰 1：甘露糖 Man –2.464 

峰 2：氨基葡萄糖 GlcN 16.692 

峰 3：核糖 Rib 5.054 

峰 4：葡萄糖 Glc 0.919 

峰 5：半乳糖 Gal –1.229 

峰 6：木糖 Xyl –5.090 

峰 7：岩藻糖 Fuc –14.183 

 

3  结论 

本研究建立了一种柱前 PMP 衍生化液相色

谱测定香菇多糖单糖组成的方法，方法学研究表

明该方法准确度高，重现性、稳定性好，可应用

于香菇多糖样品的单糖组成分析。采用该方法对

81 批次香菇多糖样品进行分析，构建了基于多糖

单糖组成信息的液相色谱指纹图谱。为香菇多糖

的质量控制和活性测定提供更全面的参考。此外，

以指纹图谱为基础，运用偏最小二乘回归分析关

联香菇多糖单糖组成与 RAW264.7 细胞存活率，

建立的多糖指纹图谱谱效相关性研究，本研究将

“谱”中的多糖活性成分群的特征峰与“效”所

代表的生理功效结果相对应，研究其中的规律，

初步探索香菇多糖的谱效相关性。 
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