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灰树花多糖的分离纯化及其体外抗肿瘤活性 
 

陈沛，刘会平，孙娜新，刘子天，李委红，刘旭辉，刘少娟 
（天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：探究低温提取的灰树花多糖的结构及其体外抗肿瘤活性。利用低温（4 ℃）水提醇沉法提取灰树花粗多糖，采用 Sevage

法除去粗糖中的蛋白，透析除去盐类、寡糖等小分子物质，得到多糖组分命名为 GFP，其得率为 2.13%；离子色谱检测其主要单糖为

葡萄糖、半乳糖和甘露糖；高效液相色谱分析结果表明 GFP 为混合物，含有两个主要的大分子群体，分子量分别为 1700.00 ku 和 34.12 

ku，其组分峰面积分别为 66.57%和 28.23%；红外光谱显示 GFP 可能为 α-吡喃多糖。GFP 的抗肿瘤活性研究表明：在一定的浓度范

围内，GFP 能显著抑制人肝癌 HepG2 细胞的增殖；通过 JC-1 染色检测线粒体膜电势的变化发现 GFP 会引起线粒体膜电位降低，这

说明 GFP 诱导的细胞凋亡伴随着膜电位的改变；经过 GFP 处理的 HepG2 细胞出现了典型的细胞凋亡的形态变化，细胞收缩，形成

微核。以上均说明 GFP 诱导 HepG2 细胞凋亡。 
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Abstract: The structure and in vitro anti-tumor activity of polysaccharides extracted from Grifola frondosa at low temperature were 

investigated in this study. Grifola frondosa polysaccharides were extracted by alcohol precipitation at low temperature (4 ), and the proteins in ℃

crude polysaccharides were removed by Sevage method. The small molecule substances such as salts and oligosaccharides were removed by 

dialysis to obtain the polysaccharide fraction named as GFP. The yield was 2.13%. The main monosaccharides were glucose, galactose and 

mannose detected by ion chromatography. The results of HPLC analysis showed that GFP was a mixture containing two major macromolecules 

with molecular weights of 1700.00 ku and 34.12 ku, respectively. The peak areas of the components were 66.57% and 28.23%, respectively. 

Infrared spectra showed that GFP might be α-pyran polysaccharide. The anti-tumor activity of GFP showed that GFP could significantly inhibit 

the proliferation of human hepatic hepG2 cells within a certain concentration range; Detection of mitochondrial membrane potential by JC-1 

staining revealed that GFP caused a decrease in mitochondrial membrane potential, indicating that GFP-induced apoptosis was accompanied by 

changes in membrane potential. Morphological observation showed that the GFP-treated cells showed the typical morphological changes of 

apoptosis, and the cells contracted to form micronuclei. All of the above showed that GFP induced HepG2 cell apoptosis. 
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灰树花（Grifola frondosa），学名为“贝叶多孔菌”，
俗称“舞菇”[1]，是一种珍贵的食、药兼用真菌，夏、

秋间常野生于栗树周围。灰树花属于担子菌亚门、多

孔菌科、树花菌属，也是世界上最主要的食用菌之一
[2]。灰树花不仅口感鲜美，含有丰富的蛋白质、碳水

化合物、维生素、多种微量元素，更具免疫活性和抗

癌作用[3,4]。据报道，现已从灰树花的子实体和液体培 

107 

收稿日期：2018-01-30 

作者简介：陈沛（1991-），女，硕士研究生，研究方向：功能食品研究 

通讯作者：刘会平（1965-），男，博士，教授，研究方向：功能食品研究 

养的菌丝体中分离出多种有效的抗肿瘤多糖[5]。目前

对灰树花多糖的提取方法多为高温提取（80 ℃以上），

以保证理想的提取率。但是提取工艺在优化多糖提取

条件的同时，应综合考虑多糖提取率和多糖活性两个

方面[6]。而多糖除来源外，提取温度、提取时间和提

取溶剂对提取多糖的理化性质影响非常大[7,8]，这表明

不同提取条件下提取的多糖具有不同的生物活性。高

温还可能造成大分子活性物质高级结构发生不可逆的

改变，从而影响其生物活性[9]。已有研究表明较低温

提取香菇多糖在增强巨噬细胞吞噬能力、刺激 T 淋巴
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细胞和 B 淋巴细胞增殖作用方面优于高温[6]。灰树花

多糖在其主链结构、单糖组成、分子量、支化度、溶

解性、聚合物电荷和构象上是多样化的，这都可能影

响多糖的活性。研究表明，来自赤芝的高分子量多糖

(1086 ku)和(1→3)-β-D-葡聚糖(>788 ku)显示出比其它

较低分子量组分更好的抗肿瘤活性[10,11]。而已有研究

表明，长期热处理降低了灰树花多糖 β-D-葡聚糖的分

子量，高分子量的 β-D-葡聚糖（800 ku）显示出比较

低分子量的 β-D-葡聚糖具有更强的免疫调节和抗肿

瘤活性[7,8]。刘安军[12]从黄芪中提取出新型冷水可溶性

多糖，该多糖对肿瘤生长有明显的抑制作用且能有效

保护免疫器官，促进巨噬细胞吞噬功能，提高荷瘤小

鼠外周血淋巴细胞亚群百分比。然而至今灰树花多糖

的提取主要采用传统的热水浸提法，也有研究发现以

灰树花菌丝体为原料，在不同培养基上浸提培养的五

组多糖，4 ℃提取的多糖比 100 ℃提取的多糖抗氧化

活性更优[13]。本文旨在研究低温（4 ℃）条件下，灰

树花多糖的分离纯化、结构表征及其抗肿瘤活性，为

探索灰树花的综合利用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

灰树花子实体购自天津滨海新区超市；人肝癌

HepG2 细胞购自北京协和医院细胞库；人肝 HL-7702
细胞中国科学院上海细胞库；无水乙醇、MTT、戊二

醛等试剂均为国产分析纯；线粒体膜电位检测（JC-1）
试剂盒 Solarbio。 

1.2  仪器与设备 

紫外可见分光光度计，日本岛津；二氧化碳培养

箱、真空冷干燥机、冷冻离心机、离子色谱仪，美国

Thermo；傅立叶变换红外光谱仪，德国布鲁克仪器公

司；高效液相色谱仪，日本岛津；扫描电镜：日本日

立；ECLIPSE TS100 倒置荧光显微镜，日本 Nikon。 

1.3  灰树花多糖的提取和纯化 

灰树花经过冷冻干燥机干燥后，粉碎，过 80 目筛

子，称重后置烧杯中，加 20 倍（m/V）超纯水浸泡，

密封后置于 4 ℃浸提，12 h 后浸提液 6500 r/min 离心

10 min，重复离心两次收集上清；将上清经过反复冻

融至原体积的 1/3，加无水乙醇置终浓度为 60%的乙

醇中进行沉淀多糖。再将所得醇溶液在 6500 r/min，
10 min 条件下离心，弃上清后得到灰树花粗多糖。然

后将该粗多糖充分溶解于超纯水中，加入 1/4 体积

Sevage 溶液（氯仿:正丁醇=4:1（V:V））用于去除蛋白，

重复操作 4~6 次。将收集到的上清液氮吹除去正丁醇。

再将该多糖溶液装入 12~14 ku 的截留分子量的透析

袋中透析，透析于 4 ℃持续 3 d，每天换三次水。之后

将透析袋内溶液冷冻干燥，产物命名为 GFP。 

1.4  单糖组成分析 

本试验是在经典的离子交换色谱法的基础上改进

的[14]，采用离子色谱分离柱，以离子交换树脂做固定

相与流动相中的离子进行交换，利用待测离子对交换

剂具有不同亲和力这一原理实现分离[15]。在 10.0 
mmol/L NaOH 溶液为流动相的条件下，通过脉冲安培

检测器，分离检测八种单糖。 

1.5  GFP的分子量测定及纯度鉴定 

采用凝胶渗透高效液相色谱法鉴定灰树花多糖的

纯度，并测定其分子量[16]。 

1.6  GFP的全波长扫描 

将 GFP 溶于水配成 1 mg/mL 的溶液，蒸馏水作

参比，在 200 nm~400 nm 范围内进行紫外光谱扫描。 

1.7  GFP的糖含量测定 

本实验以分析纯葡萄糖为标准品，苯酚-硫酸法测

定经纯化后的多糖样品中糖的含量。 

1.8  GFP的红外光谱鉴定 

将 7 mg GFP 和 150 mg 干燥的溴化钾颗粒充分混

合、研磨后在室温下测定 GFP 的红外光谱[16]。 

1.9  微观形态观察 

1.9.1  扫描电镜观察 

取适量的 GFP 粉末铺在导电胶上，用洗耳球吹去

表面浮样。在离子溅射仪中喷金处理 15 s 左右，即可

进行样品扫描。观察多糖样品电镜图像，确定扫描视

野，选定放大倍数为 1000 和 2000，分别拍照记录。 
1.9.2  原子力显微镜观察 

将 GFP 冻干后，配制成 0.1 μg/mL 的溶液，之后

取 5 μL 滴加到 5 mm×5 mm 的云母片上。经过 24 h 烘

箱 40 ℃晾干后，在室温条件下，用扫描探针显微镜

(SPI3800-SPA-400，Seiko Instruments Inc)在原子力显

微分析模式下以非接触模式对样品进行扫描和拍摄，

扫描速率 0.5 Hz，用的是金涂层 Si3N4探针，横向分

辨率为 0.2 nm，垂直分辨率为 0.01 nm，最大扫描范

围为 100 μm×100 μm。 
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1.10  细胞增殖活性的测定 

通过 MTT[17,18]测定法测定不同浓度 GFP 处理的

HepG2 细胞与 HL-7702 细胞的活力，根据吸光度值计

算出 GFP 对细胞生长的抑制率。分别取对数期的细胞

进行计数，在 96 孔板中接种细胞，其密度大约 5×104

个/mL，体积为 100 μL。16 h 后弃去培养液，分别加

入不同浓度（0、50、100、200、400 μg/mL）的 GFP
在 96 孔板中继续培养 24 h。之后在每孔中加入等量的

20 μL MTT 溶液(5 mg/mL)。将 96 孔板在培养箱放置

4 h 并离心，然后弃去培养基，每孔加入 150 μL DMSO
并振荡 15 min 以溶解形成的不溶性甲瓒。用酶标仪于

570 nm 处测量吸光度。 
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计算细胞活力：存活率=A/B×100% 
其中 A 是 GFP 处理的细胞的平均光密度；B 是对照孔的

平均光密度。 

1.11  线粒体膜电位检测 

本试验采用 JC-1 染色[19]，细胞培养如下：按大约

2×105 个/mL 的细胞密度将细胞接种于六孔板中进行

细胞培养，16 h 后弃培养基，用 PBS 洗 3 遍，加入含

不同浓度的 GFP（0、200、400 μg/mL）的 DMEM 培

养基，以空白样品组为对照组，每组设置 3 个平行复

孔，37 ℃，5% CO2培养箱中继续培养 24 h。结束之

后将培养基弃掉，用 PBS 缓冲液清洗三次。试验方法

按照试剂盒说明书进行。 

1.12  细胞形态学观察 

将HepG2细胞(1×106个/mL)接种在6孔板内盖玻

片（灭菌）上生长，16 h 后用不同浓度 GFP（0、200、
400 μg/mL）处理，24 h 后弃去培养基，加入 4%戊二

醛固定细胞 4 h，30%、40%、50%、60%、70%、80%、

90%、95%无水乙醇逐级脱水，扫描电子显微镜下观

察细胞形态学变化。 

1.13  数据处理 

数据处理采用SPSS 20.0软件和Sigma Plot10.0软
件对实验数据进行处理。结果以平均值±标准差所表

示。 

2  结果与分析 

2.1  灰树花多糖的单糖组成 

下图 1 为 2 mmol/L 的标品的离子色谱图，图 2
为相同条件下 GFP 的离子色谱图。

 
图1 八种单糖的离子色谱图 

Fig.1 Ion chromatogram of eight monosaccharides 

 
图2 GFP的单糖组分 

Fig.2 The monosaccharide component of GFP 

由离子色谱结果可知，GFP 主要单糖为葡萄糖、

半乳糖甘露糖。葡萄糖（40.51%~42.11%）和半乳糖

（29.35%~30.35%）是主要的单糖，相对少量的是甘

露糖（19.88%~20.72%），葡萄糖醛酸（1.43%~1.85%）

也被发现在样品中。这些结果表明，GFP 主要由三种

不同类型的单糖组成的杂多糖。之前也有研究发现不

同提取温度得到的三组灰树花多糖样品中葡萄糖是主

要单糖(77.60%~80.90%)，还有相对少量的半乳糖

(7.10%~8.20%) 、甘露糖 (4.30%~5.80%) 、岩藻糖

(4.50%~5.40%)和核糖(1.70%~1.90%)[20]，这与本试验

研究基本一致，均为不同单糖组成的杂多糖。 

2.2  GFP的分子量测定及纯度鉴定 

本试验采用分子排阻（凝胶渗透）高效液相色谱，

以标准葡聚糖分子量对保留时间作多糖分子量标准曲

线，根据多糖样品色谱图的保留时间计算多糖样品平

均相对分子量。 

根据试验结果，本试验低温所提灰树花多糖为混

合物，因为它含有两个主要的大分子群体。绝大部分

为分子量为 1700.00 ku 大分子量，峰面积为 66.57%。

另外一部分的分子量为 34.12 ku，其相应的峰面积为

28.23%。多糖分子的结构和生物活性与多糖分子量大

小直接相关。据报道，在提取过程中，高提取温度可
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能导致高分子量群体的降解[20]。通常，小分子量多糖

可能无法形成活性聚合体，表现出较低的生物活性
[21]。 
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图3 GFP高效液相色谱图 

Fig.3 High performance liquid chromatography of GFP 

2.3  GFP的紫外光谱扫描（UV） 

 
图4 GFP全波长扫描 

Fig.4 The UV spectra of GFP 

图 4 为 GFP 的紫外光谱图，显示其在 200 nm 有

最大吸收峰，在 260 nm 和 280 nm 均无明显的光吸收，

说明 GFP 不含或含少量游离结合的蛋白质、核酸类物

质。　 

2.4  GFP的糖含量测定 

 
图5 葡萄糖标准曲线 

Fig.5 Standard curve of glucose 

不同浓度分析纯葡萄糖溶液为参照，用苯酚-硫酸

比色法在 490 nm 处测定各吸光度，以葡萄糖含量

(μg/mL)为横坐标，以吸光度值为纵坐标，绘制标准曲

线，回归方程为 y=0.0019x-0.0035，R2=0.9996，测得

GFP 中糖含量为 86.12%。 

2.5  GFP的红外光谱鉴定 

采用傅立叶红外光谱（FT-IR）分析 GFP 的官能

团，从图 6 中可推测 GFP 的结构特征、糖残基及其构

型。 

 
图6 GFP红外分析图谱 

Fig.　 6 Infrared spectrum of GFP 

图谱中宽峰3415 cm-1波段代表了O-H拉伸振动。

2918 cm-1左右的带是由C-H伸缩振动导出的，在 2919 
cm-1和 2000 cm-1处的弱吸收峰为 C-H 拉伸振动的特

征峰，这一区域的吸收峰是糖类的特征吸收峰；1420 
cm-1和 1250 cm-1左右的宽带可归属于C-H 键的弯曲。

在 1175~1000 cm-1的范围内，是由 C-O、C-C、C-O-C
和 C-O-H 的拉伸和弯曲振动造成的，其强信号大约为

1076 cm-1处[22]。 
这些结果都是蘑菇多糖的典型红外信号。1050 

cm-1左右的特征带也表明 GFP 中存在一个吡喃环，这

说明 GFP 糖环构型为吡喃型；β型糖苷键的吸收峰在

890 cm-1左右处，图谱中 804 cm-1的吸收峰表明糖苷

键可能为 α型，这些结果表明灰树花多糖 GFP 可能为

α-吡喃多糖。这进一步证实了低温浸提的灰树花粗多

糖水与高温相比理化性质相似，而其差别在于其分子

量大小[20]。 

2.6  微观形态分析 

GFP 的扫描电镜图片（×1000 倍和×2000 倍）如

图 7（a、b）所示。GFP 的原子力显微镜图片如图 7
（c、d）所示。 

扫描电镜能够直观的分析研究多糖微观形态及空

间构象[23]，能快速有效地获得待测物的三维立体图

像，还能细微的观察测定被测样品的每一个角度，不

受待测样品状态影响[24]。 
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图7 GFP微观形态 

Fig.7 GFP Microscopic morphology 

通过图 7a、b 中可以看出，多糖呈片层状或碎屑

状，表面质地光滑，多糖分子间具有较强的相互作用

力，聚集程度大。因为原子力显微镜成像的高度不可

能“扩大效应”的影响，而将不同长度和宽度却会受到

测量位置不同的影响，高度可以作为一个分子直径的

参考。通常来说，多糖分子链一般为 0.1~1.0 nm。图

7c、d 所显示的最大累积高度约为 20 nm，这说明每股

并非为单个糖链，这可能是由于此多糖分子含有少量

糖醛酸照成的，糖链上糖醛酸羧基或羧基负离子上的

强电负性氧原子与另一糖链上的羟基氢易于形成分子

间氢键这是由多糖分子末端羟基之间氢键。由于浓度

低，没有形成复杂的链状或网状与多个糖链缠绕成股

的结构。 

2.7  GFP对HepG2 细胞增殖活性的影响 

多糖及其衍生物不仅作为能量的储存和结构成

分，还参与信号识别和细胞间通讯，并在免疫系统、

受精、发病机制、血液凝固和系统发育等方面发挥关

键作用[25]。多糖还可以识别并结合一系列的细胞黏附

分子进而发挥活性[26]。 
从图 8（b）可看出，GFP 对人肝 HL-7702 细胞

的增殖几乎没有抑制作用，当其浓度为 50 µg/mL~400 
µg/mL 时，对 HL-7702 细胞的增殖抑制作用与不添加

多糖样品的没有明显的差异，说明 GFP 对正常细胞没

有增殖抑制作用。如图 8（a）所示，不同浓度的 GFP
作用 24 h 后，可明显抑制 HepG2 细胞的增殖，且随

着浓度的增加，抑制率不断增加，并呈现出浓度依赖

关系。当 GFP 浓度为 200 µg/mL 时，其抑制率达到

49.12%，当 GFP 浓度增加为 400 µg/mL 时，抑制率达

到 76.45%。所以，低温提取的灰树花多糖 GFP 对

HepG2 细胞增殖有显著的抑制作用，其抑制效果优于

灰树花深层发酵菌丝体多糖抗肿瘤活性[27]。 

 

图 8 GFP不同浓度对hepG2细胞（a）和HL-7702（b）细胞增

殖的影响 

Fig.8 Effects of different concentrations of GFP on the 

proliferation of hepG2 cells 

注：不同的符号分别代表不同浓度 GFP 对 HepG2 细胞存

活率的影响与对照组相比差异显著(n=6，*p<0.05，** p<0.01)。 

2.8  线粒体膜电位检测 

  

 
图9 GFP作用于HepG2细胞的JC-1染色图 

Fig.9 JC-1 staining of HepG2 cells treated with GFP 

注：图为在不同浓度 GFP 处理 HepG2 细胞 24 h 后，采用

JC-1 法检测细胞的凋亡的情况。 

细胞凋亡早期的标志性变化之一就是线粒体膜电

位的下降。本试验中线粒体膜电位检测是以 JC-1 为荧
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光探针来检测线粒体膜电位的变化，在线粒体膜电位

较高时，JC-1 以聚合物形式聚集在线粒体的基质中，

产生红色荧光；在线粒体膜电位较低时，JC-1 不能聚

集在线粒体的基质中，此时 JC-1 为单体，可以产生绿

色荧光。通过荧光颜色的转变来检测线粒体膜电位的

变化。由图 9 可知，对照组 A 中 JC-1 表现为红色荧

光，与之相比，在有 GFP 处理的情况下，HepG2 细胞

绿色荧光明显增多，并且伴随着 GFP 浓度的增加细胞

中的绿色荧光所占的比例越来越多，说明线粒体膜电

位降低。线粒体膜电位的降低作为线粒体膜去极化的

结果，是线粒体损伤的一个指标[28]，是凋亡的初始和

不可逆步骤[29]。由此可以说明 GFP 对 HepG2 细胞有

促凋亡的作用，并且 GFP 诱导的细胞凋亡伴随着膜电

位的改变。 

2.9  GFP诱导HepG2细胞凋亡的形态学观察 

  

 
图10 扫描电镜观察GFP诱导HepG2细胞凋亡图 

Fig.10 Observation of HepG2 cell apoptosis induced by GFP 

under scanning electron microscope 

注：图为经过不同浓度 GFP 处理 HepG2 细胞 24 h 的电镜

图。 

上图10为GFP处理HepG2细胞24 h的扫描电镜

观察的细胞形态结构。由图 10 可以看出，经过不同浓

度GFP处理 24 h 的细胞形态发生显著变化。不经GFP
处理的对照组 HepG2 细胞，细胞膜完整，表面微绒毛

丰富且完整、规则排列、长丝突起分布均匀，细胞间

镶嵌连接[30]。经 GFP 作用 24 h 后，试验组细胞呈现

细胞调亡形态，胞体体积缩小，表面微绒毛卷曲、崎

变、小球结构逐渐增多，细胞质形成空泡，细胞间紧

密连接结构消失，微核形成。这些结果与其他类型的

细胞中观察到的细胞凋亡趋势一致[31]，可以看出 GFP
诱导人肝癌 HepG2 细胞凋亡。 

3  结论 

本研究利用低温(4 ℃)提取灰树花多糖，得到了有

较好的抗肿瘤作用的功能性多糖 GFP。结构鉴定其主

要单糖为葡萄糖、半乳糖和甘露糖，含有两个主要的

大分子群体，可能为 α-吡喃多糖。细胞体外增殖抑制

实验（MTT）表明 GFP 在一定浓度范围内能够抑制肝

癌细胞株 HepG2 的生长。通过 JC-1 试验检测到线粒

体膜电位降低，说明 GFP 诱导的细胞凋亡伴随着膜电

位的改变。对 HepG2 细胞形态学观察发现，经过 GFP
处理的 HepG2 细胞出现了凋亡形态。这说明低温提取

的灰树花多糖有一定的抗肿瘤作用。Wang[32]等研究结

果表明，含有甘露糖并伴随有葡萄糖和半乳糖存在的

多糖组分具有较高的抑瘤活性，单糖组成不同，其结

构和功能也有所不同。另外分子质量也是影响多糖活

性的一个重要因素，这可能与多糖分子能否形成高级

结构有关，GFP 分子质量相对较大可能有三股螺旋结

构存在，可以产生能形成活性的聚合结构。而多糖分

子的立体构型发生改变，活性也会随之消失。这在理

论研究和产品开发上都具有非常重要的意义。 
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