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摘要: 【目的】提高松茸粗多糖提取率，探究松茸多糖纯化组分及抗氧化作用。【方法】采用超声波辅助水提

醇沉法提取松茸粗多糖，优化提取工艺，使用 DEAE-Sepharose Fast Flow离子柱分离纯化粗多糖，采用离子色

谱法分析单糖成分，并测定体外抗氧化活性。【结果】最优提取工艺参数为：浸提时间 2.25 h，料液比 1∶31
(g∶mL)，浸提温度 83.50 ℃，该条件下多糖提取率为 8.67%。松茸粗多糖经分离纯化后收集到 3种多糖组分

(TMP-1、TMP-2、TMP-3)，主要由岩藻糖、盐酸氨基葡萄糖、半乳糖、葡萄糖和甘露糖组成，其中 TMP-1存

在鼠李糖，TMP-2和 TMP-3存在葡萄糖醛酸。松茸粗多糖和 3种纯化多糖组分均具有一定的抗氧化活性且存

在量效关系，抗氧化能力强弱为：松茸粗多糖>TMP-2>TMP-3>TMP-1。【结论】松茸多糖有一定的抗氧化活

性，且松茸粗多糖效果最好，分离纯化后的多糖组分抗氧化活性有所降低。本研究为松茸多糖的开发利用提

供了理论基础，对其功能食品研发具有重要意义。
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Abstract: ［Purpose］To improve the extraction rate of Tricholoma matsutake crude polysacchar-
ide,  and  explore  the  antioxidant  effect  of  T.  matsutake  polysaccharide  (TMP)  purified  fractions.
［Methods］The crude TMP was extracted by ultrasonic assisted water extraction and alcohol pre-
cipitation,  and the extraction process was optimized.  The crude TMP was separated and purified by
DEAE-Sepharose Fast Flow ion column, the monosaccharide components were analyzed by ion chro-
matography, and the antioxidant activity in vitro was determined. ［Results］The optimal extraction
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process parameters were: extraction time was 2.25 hours, solid-liquid ratio was 1∶31 (g∶mL), ex-
traction  temperature  was  83.50  ℃,  under  these  conditions,  the  polysaccharide  extraction  rate  was
8.67%. Three polysaccharide components (TMP-1, TMP-2 and TMP-3) were collected after purifica-
tion, which mainly composed of fucose, glucosamine hydrochloride, galactose, glucose and mannose.
Rhamnose existed in TMP-1, and glucuronic acid existed in TMP-2 and TMP-3. Crude TMP and puri-
fied polysaccharides had certain antioxidant activity and there was a dose-effect relationship. The anti-
oxidant activity was as follows: crude TMP>TMP-2>TMP-3>TMP-1. ［Conclusion］TMP has cer-
tain antioxidant activity, and the antioxidative activity of crude TMP is the best. The antioxidant activ-
ity of TMP after separation and purification is reduced. This study provides a theoretical basis for the
development  and  utilization  of T. matsutake  polysaccharides,  and  is  of  a  great  significance  for  the
research and development of functional foods.

Keywords: Tricholoma matsutake polysaccharides; extraction process; separated and purified; mono-
saccharide composition; antioxidant activity

 
松茸 [Tricholoma matsutake (S.Ito et lmai) Sing]

又称松口蘑、松簟等，属担子菌门 (Basidiomy-
cete)伞菌目 (Agaricales)口蘑科 (Tricholomataceae)
口蘑属 (Tricholoma)大型真菌 [1]，在中国主要分

布于吉林、四川、云南、西藏等地。松茸是世界

上最珍贵的大型真菌之一，具有独特的风味和药

理学特性[2]。其含有多种营养物质，如多糖、蛋

白质、矿物质、维生素、低脂肪等，具有抗氧化、

治疗糖尿病、抗癌等功效[3]。多糖是松茸的主要

活性成分，也是目前研究最多的组分。临床研究

证明：松茸提取物 (多糖)具有美白、抗肿瘤、提

高免疫力、抗病毒活性、抗炎、降血糖等作用[4]，

在保健食品和医药领域具有广阔的开发前景。目

前，有关松茸多糖的研究多集中于松茸粗多糖或

提取分离的部分多糖，如：YIN等[5]比较了热水

提取法、酶辅助提取法、超声波清洗器提取法、

静态探针超声波提取法和连续相微萃取法提取松

茸多糖的差异；陈炼红等[6]采用复合酶法从松茸

中提取了多糖；吴杨洋等[7]对比了热水浸提、超

声提取、酶提取和微波提取法的松茸多糖提取

率。但是，对于松茸多糖分离纯化后各组分单糖

组成及结构、生物活性及其结构作用机制之间的

关系尚不清楚。不同来源的松茸多糖结构可能存

在差异，阻碍了松茸多糖的充分利用[8]。基于此，

本研究采用超声波辅助水提醇沉法提取松茸多

糖，利用响应曲面试验优化其提取工艺；对多糖

进行分离纯化，对纯化后的组分进行单糖组成研

究；测定松茸多糖对 DPPH自由基和 ABTS自由

基的清除率、金属螯合离子能力以及还原能力，

以评价其抗氧化活性。研究结果将为松茸多糖的

进一步开发利用提供理论参考。 

1   材料与方法
 

1.1    主要材料与试剂

松茸购自易门县山里香食品有限公司 (产自

云南省玉溪市易门县)；2,2′-联氮双 (3-乙基苯并

噻唑啉-6-磺酸)二铵盐 (ABTS)、1-1-二苯基-2-三
硝基苯肼 (DPPH)购自天津市风船化学试剂科技

有限公司；抗坏血酸 (Vc)、乙二胺四乙酸二钠盐

(EDTA-2Na)购自上海源叶生物科技有限公司；

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)购自上海博睿糖生物技术有

限公司。以上试剂均为分析纯。 

1.2    主要仪器与设备

A360紫外分光光度计 (上海美普达仪器有限

公司)；LGJ-10N真空冷冻干燥机 (北京亚星仪科

发展有限公司)；H2-16RK台式高速离心机 (湖南

可成仪器设备有限公司)；SCQ-9201B超声波清

洗器 (上海声彦超声仪器有限公司)；ICS5000离

子色谱仪 (美国 ThermoFisher公司)。 

1.3    试验方法 

1.3.1   松茸粗多糖提取

准确称取松茸粉末 5 g (精确至 0.001)于烧杯

中，以超纯水为提取溶剂，溶解后放入超声波提

取仪 (功率 600 W，频率 40 kHz)超声 20 min，之
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后按照一定浸提时间、料液比和浸提温度进行提

取；以 6 500 r/min离心 20 min，收集上清液，滤

渣复提 2次，合并上清液；旋转蒸发至 1/4体

积，加入上清液体积 3倍的无水乙醇，醇沉 (4 ℃，

24 h)；静置 24 h后，以 4 000 r/min离心 15 min，沉

淀物加入超纯水复溶，以 6 500 r/min 离心 20 min；
冷冻干燥后置于−80 ℃ 保存，得到松茸粗多糖。

以葡萄糖为标准，采用苯酚—硫酸法测定松茸粗

多糖的含量，绘制葡萄糖标准曲线，并计算松茸

粗多糖提取率。松茸粗多糖提取率=松茸粗多糖

质量/松茸预处理干粉质量×100%。 

1.3.2   单因素试验

参考尹秀莲等[9]的方法。准确称取松茸粉末

5 g (精确至 0.001)，按照 1.3.1节的方法提取粗多

糖，在浸提温度 90 ℃、料液比 1∶30 (g∶mL)、
浸提时间 2 h的条件下进行单因素试验，分别探

究浸提温度、液料比和浸提时间对松茸粗多糖提

取率的影响。 

1.3.3   响应面优化设计

在单因素试验基础上，利用 Box-Behnken法

设计优化试验，响应值为多糖提取率。响应面水

平见表 1。
 
 

表 1    响应面试验因素及水平

Tab. 1    Experimental factors and levels of response surface
 

因素 factor
水平 level

−1 0 1

浸提时间/h extraction time 1 2 3

浸提温度/℃ extraction temperature 75 85 95

料液比/(g∶mL) solid-liquid ratio 1∶20 1∶30 1∶40

  
1.3.4   松茸粗多糖的纯化与分级

采用 Sevag法脱去松茸粗多糖中的蛋白质，

收集样品，浓缩后透析 72 h，得到脱蛋白松茸粗

多糖。参照 BRADFORD[10]报道的考马斯亮蓝方

法制备蛋白质标准曲线，测定多糖中的蛋白质含

量。称取脱蛋白松茸粗多糖 0.3 g溶于 40  mL
蒸馏水中，充分溶解，通过 DEAE-Sepharose Fast
Flow离子柱 (4.6 cm×50 cm)，依次用蒸馏水以及

0.1、 0.3和 0.5  mol/L  NaCl溶液洗脱，流速为

2 mL/min，收集洗脱液 (每管 10.0 mL)。以葡萄

糖为标准，采用苯酚—硫酸法跟踪测定各管中的

多糖含量。依据洗脱峰型，收集同一峰洗脱液，

经浓缩、透析、冻干，获得不同松茸多糖组分。 

1.3.5   松茸多糖中单糖组成的测定

取 16种单糖标准品配制成约 10 mg/mL标准

溶液，再精密配制为 0.1、0.5、1.0、5.0、10.0、
20.0和 50.0 mg/L的梯度质量浓度标准品。

用离子色谱仪 (IC)分析纯化后松茸多糖组分

的单糖组成[11]。取样品 5 mg于安瓿瓶中，加入

2 mol/L TFA 10 mL，120 ℃ 水解 3 h。氮吹后加

入水 5 mL混匀，吸取 100 μL加至 900 μL去离

子水中，12 000 r/min离心 5 min。取上清液进 IC
分析，色谱柱：DionexCarbopacTMPA20 (3 mm×
150 mm)；流动相：H2O (A)、250 mmol/L NaOH
(B)、50 mmol/L NaOH和 500 mmol/L NaOAC (C)；
流速：0.3 mL/min；进样量：5 µL；柱温：30 ºC；
检测器：电化学检测器。 

1.3.6   不同组分松茸多糖体外抗氧化活性的测定

(1) DPPH自由基清除率的测定：参考 SONG
等 [12]的方法。取质量浓度为 0.25、0.50、1.00、
2.00和 4.00 mg/mL松茸粗多糖和各单糖组分溶液

2.0 mL，分别加入 0.2 mmol/L DPPH溶液 2.0 mL，
混匀，室温下避光静置 30 min，测定波长 517 nm
处的吸光度值，以 Vc为阳性对照，按公式计算

DPPH自由基的清除率：

DPPH自由基清除率 =
Å

1− A1−A2

A0

ã
×100%。

式中：A0 为空白对照组 (超纯水代替样品)的吸光

度值，以下公式同；A1 为样品组的吸光度值，以

下公式同；A2 为样品本底 (无水乙醇代替 DPPH
溶液)的吸光度值。

(2) ABTS自由基清除率的测定：参考胡治远

等[13]的方法。将 7 mmol/L ABTS溶液以磷酸盐缓

冲液 (10 mmol/L，pH 7.4)稀释，在波长 734 nm
处测得吸光度值达到 0.700±0.020。取 ABTS溶

液 3.0 mL，加入不同质量浓度松茸粗多糖和各单

糖组分溶液 0.4 mL，混合后室温放置 30 min，再

测定波长 734 nm处的吸光度值，以 Vc为阳性对

照，按公式计算 ABTS自由基的清除率：

ABTS自由基清除率 =
Å

1− A1−A2

A0

ã
×100%。

式中：A2 为样品本底 (磷酸盐缓冲液代替 ABTS
工作液)的吸光度值。

(3) 金属螯合能力的测定：参照文献 [14]的方

法。取不同质量浓度松茸粗多糖和各单糖组分溶液
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3.5 mL至试管中，在室温下加入 2 mmol/L FeCl2
0.1  mL和 5  mmol/L菲咯嗪 0.4  mL，振动反应

10 min，测定 562 nm处的吸光度值，以 EDTA-
2Na为阳性对照，按公式计算金属螯合能力：

金属螯合能力 =
Å

1− A1

A2

ã
A0×100%。

式中：A2 为样品本底 (超纯水代替 FeCl2 溶液)的
吸光度值。

(4) 还原能力的测定：参考 FAN等 [15]方法。

取不同质量浓度松茸粗多糖和各单糖组分溶液各

1 mL，加入 1% (ρ)铁氰化钾溶液 1 mL、pH 6.6
磷酸盐缓冲液 1 mL，混合均匀，混合物在 50 ℃
恒温 20 min后，加入 10% (ρ)三氯乙酸溶液 2 mL，
然后在 3 000 r /min 离心 10 min，取上清液 2 mL，
加入蒸馏水 2 mL、0.1% (ρ)三氯化铁 0.4 mL，混

合均匀，室温静置 10 min，测定 700 nm处的吸

光度值，以 Vc为阳性对照，按公式计算松茸粗

多糖的还原能力：

还原能力 = A1−A2。

式中：A2 为样品本底 (超纯水代替三氯化铁溶液)
的吸光度值。

根据松茸多糖在不同质量浓度下的清除率和

吸光度值拟合得到回归方程，通过半数抑制浓度

(median inhibition concentration，IC50)比较松茸多

糖不同组分的抗氧化活性。 

1.4    数据处理与统计分析

各试验做 3组平行，试验数据采用 Origin
8.0、SPSS Statistics 18.0和 Design-Expert.8.0.6进

行分析。 

2   结果与分析
 

2.1    葡萄糖标准曲线

葡萄糖标准曲线见图 1。回归方程为 y=
0.009x−0.001，R2=0.999 2，其中，y 为葡萄糖的

吸光度值，x 为葡萄糖质量浓度 (μg/mL)。 

2.2    不同单因素对松茸粗多糖提取率的影响

随着料液比、浸提时间、浸提温度的增加，

松茸粗多糖提取率均呈先升高后降低的趋势

(图 2)。液料比为 1∶30 (g∶mL)、浸提时间为 2 h、
浸提温度为 85 ℃ 时，松茸粗多糖提取率分别最

高，分别为 8.22%、8.13%和 8.65%，因此，以

上条件为最优单因素处理。 

2.3    响应面优化结果

在单因素试验基础上设计响应面试验，结果

(表 2)显示：松茸粗多糖提取率介于 5.130%~
8.824%之间。 
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图 1    葡萄糖标准曲线

Fig. 1    Standard curve of glucose
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图 2    料液比、浸提时间和浸提温度对松茸粗多糖提取率的影响

Fig. 2    Effects of solid-liquid ratio, extraction time and extraction temperature on the extraction rate of
Tricholoma matsutake crude polysaccharide
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2.3.1   回归模型分析

松茸粗多糖提取率 (Y)对浸提时间 (A)、料液

比 (B)、浸提温度 (C)的回归模型为：Y=8.59+
0.54A+0.15B−0.022C−1.38A2−0.87B2−0.67C 2+0.11AB−
0.85AC+0.38BC， 校 正 系 数 R2=0.973  1， R2

Adj=
0.938 5，变异系数为 3.3%；模型 P=0.000 1<0.01，
失拟项 P=0.113 3>0.05 (表 3)。影响提取率的因

素依次为：浸提时间>料液比>浸提温度。 

2.3.2   响应面优化分析

松茸粗多糖提取率受浸提时间的影响大于料

液比，料液比与浸提温度 2个因素交互作用显著，

提取率受浸提时间的影响大于浸提温度 (图 3)。
因此，提取率的最大影响因素是浸提时间，其次

是料液比和浸提温度，与方差分析结果一致。 

2.3.3   松茸粗多糖提取率的验证

经回归模型分析，松茸粗多糖最佳提取工艺

为：浸提时间 2.25 h，料液比 1∶30.67 (g∶mL)，
浸提温度 83.45 ℃；对该条件进行优化后的提取

工艺为：浸提时间 2.25 h，料液比 1∶31 (g∶mL)，
浸提温度 83.50 ℃。3次平行试验结果显示：松

 

表 2   Box-Behnken 试验设计及响应值

Tab. 2    Design and response value of Box-Behnken experiment
 

组号

number

试验因素 experimental factor
粗多糖提取率/%

extraction rate of crude polysaccharide浸提时间/h
extraction time

料液比/(g∶mL)
solid-liquid ratio

浸提温度/℃
extraction temperature

1 2.00 1∶40 75.00 6.618
2 2.00 1∶30 85.00 8.642
3 1.00 1∶30 75.00 5.130
4 1.00 1∶30 95.00 6.758
5 2.00 1∶30 85.00 8.824
6 2.00 1∶20 75.00 7.522
7 3.00 1∶40 85.00 7.312
8 1.00 1∶40 85.00 6.118
9 3.00 1∶30 95.00 6.264
10 2.00 1∶30 85.00 8.302
11 2.00 1∶30 85.00 8.652
12 1.00 1∶20 85.00 5.602
13 2.00 1∶30 85.00 8.550
14 3.00 1∶30 75.00 8.030
15 3.00 1∶20 85.00 6.350
16 2.00 1∶20 95.00 6.746
17 2.00 1∶40 95.00 7.358

 

表 3   方差分析与显著性判断

Tab. 3    Analysis of variance and judgment of significance
 

变异来源

source of variation
平方和

sum of square
自由度

degree of freedom
样本方差

sample variance
F检验

F-test
显著水平

significant level
显著性

significance
模型 model 20.47 9 2.27 28.14 0.000 1 **
浸提时间 (A) extraction time 2.36 1 2.36 29.25 0.001 0 **
料液比 (B) solid-liquid ratio 0.17 1 0.17 2.17 0.173 7
浸提温度 (C) extraction temperature 0.00 1 0.00 0.05 0.834 8
A2 8.04 1 8.04 99.53 <0.000 1 **
B2 3.16 1 3.16 39.13 0.000 4 **
C2 1.87 1 1.87 23.15 0.001 9 **
AB 0.05 1 0.05 0.62 0.458 5
AC 2.88 1 2.88 35.64 0.000 6 **
BC 0.57 1 0.57 7.11 0.032 2 *

残差 residual 0.57 7 0.08
失拟项 lack of fit 0.42 3 0.14 3.84 0.113 3
纯误差 pure error 0.15 4 0.04
总误差 total error 21.03 16

注/Note: **. P<0.01，*. 0.01<P<0.05。
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茸多糖提取率实际测量值为 8.42%，与预测值

(8.67%)较为接近，表明响应面模型具有可行性，

且松茸粗多糖的最佳提取工艺有效。 

2.4    松茸粗多糖初步分离纯化结果 

2.4.1   松茸粗多糖的蛋白含量

蛋白质标准曲线见图 4。回归方程为 y=
0.009 1x+0.007 1，R2=0.999 3。未去除蛋白质的

松茸粗多糖中蛋白质含量为 15.73%；去除蛋白质

后，松茸粗多糖中蛋白质含量为 3.65%。 

2.4.2   松茸粗多糖的组分

经分离纯化，去除蛋白质后的松茸粗多糖得

到 4种多糖组分，分别为 TMP-1、TMP-2、TMP-3
和 TMP-4，其总糖含量分别为 84.33%、88.33%、

90.04%和 95.33%，纯度较高 (图 5)；但 TMP-4
组分因含量较低而不予研究。 

2.5    松茸多糖纯化组分的单糖组成

由图 6和表 4可知：TMP-1由岩藻糖、盐酸

氨基葡萄糖、鼠李糖、半乳糖、葡萄糖和甘露糖
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图 3    浸提时间、料液比、浸提温度的交互作用对松茸粗多糖提取率的影响

Fig. 3    Effects of interaction among extraction time, solid-liquid ratio and extraction temperature
on the extraction rate of T. matsutake crude polysaccharide
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组成，单糖质量比为 2.1∶0.4∶2.9∶7.1∶75.4∶
12.2；TMP-2和 TMP-3都由岩藻糖、盐酸氨基葡

萄糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖和葡萄糖醛酸组

成，其中 TMP-2单糖质量比为 8.9∶0.9∶19.6∶
43.5∶22.6∶4.5，TMP-3单糖质量比为 6.6∶8.6∶
14.6∶52.0∶12.0∶6.1；岩藻糖、盐酸氨基葡萄

糖、半乳糖、葡萄糖和甘露糖是 TMP-1、TMP-2
和 TMP-3的主要成分，鼠李糖仅存在于 TMP-1
中，葡萄糖醛酸存在于 TMP-2和 TMP-3中。 

2.6    松茸多糖不同组分的体外抗氧化活性

由图 7可知：当质量浓度为 4.00 mg/mL时，

松茸粗多糖、TMP-1、TMP-2、TMP-3和 Vc对

DPPH自由基清除活性分别为 84.42%、46.54%、

66.87%、62.52%和 93.75%，IC50 值依次为 0.359、
10.226、0.873、1.043 和 0 mg/mL，DPPH清除能

力为 Vc>松茸粗多糖>TMP-2>TMP-3>TMP-1。
由图 8可知：当质量浓度为 0.25~4.00 mg/mL

时，松茸粗多糖、松茸多糖不同组分和 Vc的

ABTS自由基清除率均随着质量浓度的增加而升

高，质量浓度为 4.00 mg/mL时，松茸粗多糖、

TMP-1、TMP-2、TMP-3和 Vc的 ABTS自由基清

除率分别为 89.98%、39.91%、85.56%、78.53%
和 100.04%，IC50 值依次为 0.507、14.514、0.525、
0.716和 0.001 mg/mL，ABTS的清除能力为 Vc>
松茸粗多糖>TMP-2>TMP-3>TMP-1。

由图 9可知：当质量浓度为 4.00 mg/mL时，

松茸粗多糖、TMP-1、TMP-2、TMP-3和 EDTA-
2Na的金属螯合能力分别为 83.41%、36.22%、

69.13%、48.18%和 99.93%，IC50 值依次为 0.602、
9.671、0.870、4.786和 0 mg/mL，其中，松茸粗

多糖和 TMP-2表现出较强的金属螯合能力，但都

低于 EDTA-2Na。
由图 10可知：松茸多糖的还原能力随着质

量浓度的升高而增强，当质量浓度为 4.00 mg/mL
时，松茸粗多糖、TMP-1、TMP-2、TMP-3和 Vc
的还原能力分别为 0.872、0.056、0.822、0.764
和 1.477，IC50 值依次为 1.348、110.142、1.517、
1.840和 0 mg/mL，还原能力为：Vc>松茸粗多

糖>TMP-2>TMP-3>TMP-1。 

3   讨论
 

3.1    松茸多糖单因素试验结果

松茸药用价值极高且较为稀少，松茸多糖是

目前研究热点之一，如何最大限度获得松茸多糖

也成为亟待解决的问题。目前，松茸粗多糖的提

取方法有微波提取法[16]、热水提取法[17]、超声波

提取法 [18]等，但存在方式单一、操作复杂的缺

点。采用超声辅助水提醇沉法[19]，将 2种提取方

法进行复合提取，能够有效提高提取率、缩短提

取时间。通过前期预试验，确定料液比、浸提时

间、浸提温度对提取工艺的影响较大，因此选用

这 3个单因素进行提取工艺研究。杨惠舒等[20]采

用响应面法优化石韦多糖提取工艺，确定最佳提

取料液比为 1∶27 (g∶mL)，提取率为 3.96%，提

取过程中料液比超过最佳料液比时，总多糖提取

率有降低趋势，与本研究结果相近。分析其原因

可能是原料中多糖含量有限，料液比不断增加，

溶出率出现峰值，多糖溶出完全；但料液比持续
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图 4    蛋白质标准曲线

Fig. 4    Standard curve of protein
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图 5    松茸粗多糖经 DEAE-Sepharose Fast Flow
离子柱分级分离的图谱

Fig. 5    Stepwise elution curve of T. matsutake crude
polysaccharide on DEAE-Sepharose Fast

Flow ion column

  114 云南农业大学学报 第 39 卷  



增加，原料与溶液的分离操作难度增加，使部分

多糖损失，提取率反而降低。王兰英等[21]提取发

酵虫草多糖 1.5 h时，多糖提取含量达到最高，

超过 1.5 h后多糖提取含量开始下降，与本研究

多糖浸提时间的上升趋势相近。随着浸提时间增

加，多糖提取率先增加后下降，可能是部分小分

子多糖开始降解，从而降低多糖提取率。王君

等[22]采用超声辅助提取金丝皇菊多糖，提取率随

着温度的升高呈先升后降的趋势，并在 70 ℃ 时

达到峰值 (84.813 mg/g)，这是因为温度不断升

高，分子之间运动加快，多糖溶解度不断提高，

从而提高了多糖提取率；当温度达到 85 ℃ 时，

多糖已基本溶出，温度持续升高，多糖结构被破

坏，多糖提取率降低。因此，本研究最佳料液比

为 1∶30 (g∶mL)，浸提时间为 2 h，浸提温度为

85 ℃。
 

3.2    松茸多糖提取条件的优化

基于 Box-Behnken设计的响应面方法优化松

茸多糖的提取，得到最佳工艺条件为：浸提时间

2.25 h，料液比 1∶31 (g∶mL)，浸提温度 83.50 ℃，

在此条件下多糖提取率为 8.67%。YIN等 [5]采用

响应面法优化了逆流探针超声提取松茸多糖的工
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图 6    16 种标准单糖 (a) 和松茸多糖纯化组分 TMP-1 (b)、TMP-2 (c)、TMP-3 (d) 的离子色谱图

Fig. 6    Ion chromatograms of 16 standard monosaccharides (a) and purified components of TMP-1 (b),
TMP-2 (c) and TMP-3 (d) from T. matsutake polysaccharide

 

表 4   松茸多糖纯化组分的单糖含量 
Tab. 4    Content of purified components of polysaccharides from T. matsutake %

组分

component
岩藻糖

fucose
鼠李糖

rhamnose
盐酸氨基葡萄糖

glucosamine hydrochloride
半乳糖

galactose
葡萄糖

glucose
甘露糖

mannose
葡萄糖醛酸

glucuronic acid

TMP-1 2.1 2.9 0.4 7.1 75.4 12.2
未检出

not detected

TMP-2 8.9
未检出

not detected 0.9 19.6 43.5 22.6 4.5

TMP-3 6.6
未检出

not detected 8.6 14.6 52.0 12.0 6.1
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艺，其最大产率为 8.11%；陈炼红等[6]采用复合

酶法从松茸中提取多糖，提取率为 6.95%；吴杨

洋等[7]研究发现：热水浸提和超声提取的松茸多

糖提取率较高，分别为 9.34%和 8.06%。本研究

采用超声波辅助水提醇沉法提取松茸粗多糖，与

其他方法相比能够显著提高多糖提取率。此外，

松茸多糖提取率存在差异，可能与原料生长环

境、产地、生长状态等外部条件有关，在提取多

糖时应将这些条件考虑在内。从模型的方差分

析、响应面和等高线图可以看出：料液比与浸提

温度的交互作用项极其显著，料液比与浸提温度

的交互作用项显著，其余项均为不显著。对松茸

粗多糖的提取率影响最大的因素是浸提时间，其

次是料液比和浸提温度。 

3.3    松茸多糖的分离纯化与单糖组成

本研究松茸多糖分离纯化出 4种新多糖组

分：TMP-1、TMP-2、TMP-3和TMP-4，其中TM-
P-4含量较低。YAN等[23]从杏鲍菇、金针菇、平

菇和白褐菇中获得了 4种水溶性多糖富集组分，

经分离纯化得到 1种中性多糖和 1种酸性多糖；

LIU等[24]将牡蛎王菇粗多糖在 DEAE-纤维素柱洗
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注：Crude TMP. 松茸粗多糖；下同。

注：Crude TMP. T. matsutake crude polysaccharide; the same as below.

图 7    松茸多糖不同组分的 DPPH 自由基清除率

Fig. 7    DPPH radical scavenging rate of different
components from T. matsutake polysaccharide
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图 8    松茸多糖不同组分的 ABTS 自由基清除率

Fig. 8    ABTS radical scavenging rate of different
components from T. matsutake polysaccharide
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图 9    松茸多糖不同组分的金属离子螯合力

Fig. 9    Metal iron chelating ability of different components
from T. matsutake polysaccharide
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图 10    松茸多糖不同组分的还原能力

Fig. 10    Reducing ability of different components from T.
matsutake polysaccharide
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脱，得到 3种组分。本研究显示：TMP-1单糖组

成为岩藻糖、盐酸氨基葡萄糖、鼠李糖、半乳

糖、葡萄糖和甘露糖；TMP-2和 TMP-3单糖组

成种类一致，包括岩藻糖、盐酸氨基葡萄糖、半

乳糖、葡萄糖、甘露糖和葡萄糖醛酸，但含量有

差别。食用菌中含有葡萄糖、岩藻糖、半乳糖、

甘露糖、木糖等多种杂多糖，TMP-1、TMP-2和

TMP-3的单糖组成在灵芝和金针菇中也有发现[25]。 

3.4    不同组分松茸多糖的体外抗氧化活性

本研究表明：松茸粗多糖、TMP-1、TMP-2
和 TMP-3具有较强的 DPPH和 ABTS自由基清除

能力、金属螯合能力以及还原能力，松茸多糖具

有较好的抗氧化能力，其中松茸粗多糖的抗氧化

活性最好，可能与粗多糖中其他抗氧化剂含量有

关；TMP-2和 TMP-3抗氧化活性均优于 TMP-1，
可能与单糖组成有关。研究表明：多糖组成与抗

氧化活性密切相关[26]。YUAN等[27]测定了桑叶多

糖 (MLP)中 粗 MLP、 MLP-3a和 MLP-3b对

DPPH自由基的清除率分别为 68.21%、40.44%和

60.17%，与本研究结果相似；粗 MLP的 DPPH
自由基清除率高于分离纯化后的多糖组分，可能

是粗多糖中含有多酚，而 MLP-3b的抗氧化活性

比 MLP-3a更高，这可能是由于 MLP-3b的糖醛

酸含量较高。本研究中，TMP-2和 TMP-3清除

DPPH自由基的能力高于 TMP-1，这可能与 2种

组分都含有糖醛酸有关。CHEN等 [28]研究表明：

茯砖茶中多糖对 ABTS自由基清除活性与半乳糖

含量有关，而本研究的 TMP-1、TMP-2和 TMP-3
中半乳糖是其主要单糖成分，其半乳糖含量存在

一定差异可能是发挥清除 ABTS自由基作用的原

因之一。JIANG等[29]研究了青蛤多糖 (CSPS)的抗

氧化活性，CSPS-3比 CSPS-1或 CSPS-2具有更

好的 Fe2+螯合作用。据报道，具有金属离子螯合

活性的化合物通常包含—OH、—SH、—COOH、

C=O、—S—和—O—中 2个或 2个以上的官能

团[30]。CSPS-3的螯合作用可能是由于结构中的强

Fe2+螯合基团。本研究中，松茸粗多糖、TMP-2比

TMP-1、TMP-3的金属离子螯合活性高，可能是

由于 TMP-2的结构中含有强 Fe2+螯合基团。LIU
等[31]对竹荪多糖 (DIP)抗氧化性的研究结果与本

研究结果相似，DIP的还原能力虽然没有预期

高，但具有浓度依赖性，TMP的还原能力也有一

定的浓度依赖性。本研究表明：TMP-1、TMP-2

和 TMP-3为酸性杂多糖，这与 TONG等 [18]的研

究结果相似，其研究从松茸子实体中分离出 2种

具有显著抗氧化活性的多糖成分 TM-APS-1和

TM-APS-2，2种多糖均由葡萄糖和葡萄糖醛酸组

成，且葡萄糖含量较高，有利于氢键形成，可以

增强多糖清除自由基的能力，从而提高抗氧化活

性。但是，对于松茸多糖的抗氧化机制还需要进

一步研究。 

4   结论

本研究通过超声波辅助水提醇沉法提取松茸

粗多糖，确定最佳提取工艺为：浸提时间 2.25 h，
料液比 1∶31 (g∶mL)，浸提温度 83.50 ℃，此条

件下多糖提取率为 8.42%。松茸粗多糖分离纯化

得到 3种多糖组分：TMP-1、TMP-2和 TMP-3，
其组成主要为：葡萄糖、甘露糖和半乳糖，但含

量有差别。松茸多糖表现出一定的抗氧化能力，

对 DPPH和 ABTS自由基都有较好的清除效果，

同时具有较好的金属离子螯合能力和还原能力。

其中，松茸粗多糖的抗氧化活性最好，其次为

TMP-2、TMP-3和 TMP-1。该研究为松茸粗多糖

的分离纯化、结构解析、生物活性研究以及开发

具有潜力的功能性食品提供了理论依据。
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