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摘  要 

本研究以5种不同提取工艺(热水提取、超声提取、酸溶剂提取、碱溶剂提取、双酶辅助提取)的口蘑多糖

为原料，考察提取工艺对口蘑多糖的抗炎活性的影响。采用脂多糖诱导RAW264.7细胞构建炎症细胞模

型，通过测定细胞上清NO含量、炎症因子水平和炎症因子mRNA相对表达量来探究5种口蘑多糖的抗炎

活性。结果显示：5种口蘑多糖均可显著降低炎症细胞NO含量，其中双酶辅助提取和热水提取多糖显著

高于其余3种口蘑多糖；5种口蘑多糖均可显著降低RAW264.7炎症细胞的TNF-α、IL-1β、IL-6的水平，

提高1L-10的水平，热水提取口蘑多糖对炎症因子的调节作用显著高于其余4种口蘑多糖；5种口蘑多糖

均可显著降低RAW264.7细胞中炎症相关的TNF-α、IL-1β和IL-6的mRNA相对表达水平，提高1L-10的
mRNA相对表达水平，5种口蘑多糖对炎症因子mRNA相对表达量调节强弱顺序为热水提取 > 双酶辅助

提取  > 超声提取  > 碱溶剂提取  > 酸溶剂提取。上述结果表明5种蒙古口蘑多糖对脂多糖诱导的

RAW264.7炎症细胞均有一定的缓解作用，其中以热水提取口蘑多糖的抗炎效果最显著。 
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Abstract 
In this study, polysaccharides were extracted from Tricholoma mongolicum using five extraction 
meyhods, including hot-water extraction (H), ultrasonic extraction (U), acid solvent extraction (Ac), 
alkali solvent extraction (Al), and dual-enzyme-assisted extraction (E). The effects of extraction 
methods on the anti-inflammatory activity of T. mongolicum polysaccharides were systematically 
investigated. A lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7 macrophage inflammation model was 
established. The anti-inflammatory potential of the five polysaccharide samples was evaluated by 
determining nitric oxide (NO) production in cell supernatant, the concentrations of inflammatory 
cytokines, and the relative mRNA expression levels of inflammatory-related genes. The results 
demonstrated that all five polysaccharide samples markedly decreased NO accumulation in inflam-
matory cells; specifically, polysaccharides obtained via dual-enzyme-assisted extraction and hot 
water extraction exhibited superior NO inhibitory capacity compared with the other three groups. 
Additionally, the five polysaccharides significantly downregulated the secretion of pro-inflamma-
tory cytokines (TNF-α, IL-1β, and IL-6) and upregulated the anti-inflammatory cytokine IL-10 in 
LPS-stimulated RAW264.7 cells. Notably, polysaccharides extracted by hot water extraction exerted 
the most prominent regulatory effect on inflammatory cytokines. Consistent with the protein-level 
results, the mRNA transcription levels of Tnf-α, Il-1β, and Il-6 were significantly downregulated, 
while Il-10 mRNA expression was upregulated after polysaccharide intervention. The regulatory 
potency of the five extraction methods on inflammatory cytokine mRNA expression followed the 
sequence: H > E > U > Al > Ac. Collectively, these findings verified that T. mongolicum polysaccharides 
effectively ameliorated LPS-induced inflammatory responses in RAW264.7 cells, and hot water ex-
traction was identified as the optimal method to obtain polysaccharides with outstanding anti-in-
flammatory activity. 
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1. 引言 

蒙古口蘑(Tricholoma mongolicum)是一种珍贵的食用菌，被誉为“草原八珍之首”，因其肉质细嫩、

味道鲜美而备受青睐。蒙古口蘑富含多糖、蛋白质和矿物质等多种人体必须营养素[1]，且具有显著抗氧

化、抗炎、免疫调节等功效[2]-[4]。蒙古口蘑含有丰富的蛋白质，其含量高达 35.6 g/100g 干品，且氨基

酸组成均衡，必需氨基酸含量丰富，占氨基酸总量的 35.85%，有助于提高人体免疫力[5]。此外，蒙古口

蘑富含钙、磷、铁等矿物质，对骨骼健康和血液健康尤为重要。含有维生素 B1、维生素 B2、维生素 B6
等，有助于维持神经系统健康和能量代谢，同时促进肠道蠕动，预防便秘[6]。值得一提的是，蒙古口蘑

富含硒元素，硒被称为“抗癌之王”，具有增强免疫力、抗氧化、抗癌等多种生物功能[7]。 
炎症作为人体免疫系统的第一反应，是机体在受伤、感染和压力发生时的一种生理现象[7] [8]。一般
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来说，炎症是通过分泌 NO 和促炎细胞因子发挥保护作用[9]，但长期的炎症可能是有害的，导致例如

发烧、动脉粥样硬化、关节炎甚至癌症等疾病[10]。炎症的治疗主要集中在类固醇和非类固醇抗炎药上，

类固醇可能引发高血压，骨质疏松等副作用，而非类固醇抗炎药物则可能导致过敏反应，这些副作用

限制了它们的长期使用[11]。因此，寻找安全且有效的抗炎物质成为当前研究的重点。近年来，多糖因

其安全性高、抗炎和免疫调节能力强而受到广泛关注，开发具有显著生物活性的多糖是近年的关注热

点。 
蒙古口蘑作为一种重要的食用菌资源，具有诸多药理活性，因尚未实现人工驯化，开发利用程度不

高，蒙古口蘑多糖作为口蘑中的主要活性成分之一，目前对其研究较少，主要集中在多糖的提取、结构

初步表征和少量活性功能研究。对于提取工艺与抗炎活性关系的研究尚未见报道。本研究以蒙古口蘑为

原料，分别采用超声辅助提取、热水提取、酸溶剂提取、碱溶剂提取和双酶辅助提取等提取工艺结合真

空冷冻干燥获得 5 种蒙古口蘑多糖。利用脂多糖诱导 RAW264.7 细胞，建立巨噬细胞炎症模型，通过细

胞活性、细胞上清中 NO 含量、细胞上清中炎症因子浓度和细胞上清中炎症因子表达量来探究 5 种蒙古

口蘑多糖的抗炎活性。本研究成果可为蒙古口蘑多糖的开发和利用提供理论支撑，促进蒙古口蘑多糖在

功能性食品工业中转化为益生元、为开发抗炎类功能食品提供科学依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与仪器 

蒙古口蘑：购买自河北张家口崇礼区大市场。 
细胞株：小鼠腹腔巨噬细胞 RAW264.7，购于国家实验细胞资源共享服务平台(NICR，北京，中国)。 
旋转蒸发仪 RV8，德国 IKA 艾卡集团；恒温水浴锅 HH-601，江苏金坛市恒丰仪器制造有限公司；

真空冷冻干燥机 FD-5，西盟生命技术(香港)有限公司；酶标仪 1500-28，中国赛默飞世尔科技有限公司；

超净工作台 SW-CJ-1FD，苏州安泰空气技术有限公司；立式压力蒸汽灭菌锅 SQ510C，重庆雅马拓科技

有限公司；超声波清洗机 SB-5200DT，宁波新芝生物科技股份有限公司；涡旋振荡器 MX-F，美国

SCILOGEX 公司；pH 计 PHS-3C，上海仪电科学仪器股份有限公司。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 蒙古口蘑多糖的提取 

 
Figure 1. The extraction steps of polysaccharides from Tricholoma mongolicum 
图 1. 蒙古口蘑多糖的提取步骤 
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蒙古口蘑的预处理及多糖的制备参考实验室前期的研究[3]。采用酸溶剂提取(Acid solvent extraction)、
碱溶剂提取(Alkali solvent extraction)、双酶辅助提取(Enzyme-assisted extraction)、超声辅助提取(Ultrasonic-
assisted extraction)和热水提取(Hot water extraction)获得蒙古口蘑多糖分别命名为：TMIPs-Ac、TMIPs-Al、
TMIPs-E、TMIPs-U 和 TMIPs-H。具体的提取工艺件图见图 1。 

2.2.2. RAW264.7 细胞培养 
使用含有 10%胎牛血清和 1%青霉素–链霉素的 DMEM 高糖培养基培养 RAW264.7 细胞。 
细胞复苏：水浴锅预热至 37℃，将需要复苏的细胞从液氮中取出，立即置于其中，期间不停晃动直

至细胞悬液完全融化。将细胞悬液吹打均匀后转移到培养瓶中，并置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养。待

大部分细胞贴壁后，更换培养液，之后隔天换液。 

2.2.3. 不同提取工艺的蒙古口蘑多糖对 RAW264.7 细胞活性的测定 
调整细胞密度为 1 × 104 个/mL，并将其加入到 96 孔板中，置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养 4 h 后

加样。实验分为空白对照组，脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS)组和 TMIPs 组，其中空白对照组加 100 μL
细胞培养基，LPS 组加 100 μL 由细胞培养基配制的浓度为 10 μg/mL 的 LPS 溶液，蒙古口蘑多糖组分别

加入 100 μL 由细胞培养基配制的不同浓度(50、100、200、400、800 μg/mL)的不同提取工艺的蒙古口蘑

多糖溶液，所有样品均需过 0.22 μm 水相滤膜，每组 3 个重复，置于培养箱中培养 24 h 后，每孔加入 10 
μL CCK-8 溶液，继续培养 4 h 后于 450 nm 处测定每孔的吸光度。按照公式(1)计算细胞活力。 

% 100= ×
处理组吸光度

细胞活力
空白组吸光度

                             (1) 

2.2.4. 不同提取工艺的蒙古口蘑多糖对 RAW264.7 细胞中 NO 含量的测定 
调整 RAW264.7 细胞以 1 × 105 个/mL 的密度于 6 孔板中铺板，待细胞贴壁后按照 1.2.2 中的试验分

7 组进行处理，试验设置 6 复孔，按组别处理后将细胞培养板放置在培养箱中培养 24 h，而后收集细胞

上清液，将细胞培养上清液按 50 μL/孔加入 96 孔酶标板中，按 Griess 试剂盒说明书操作，每孔需要加入

Griss Reagent I 和 Griss Reagent II 各 50 μL，故根据实验需求，吸取等量的 Griss 试剂 I 与 Griss 试剂 II 充
分混合后，将混合液按 100 μL 加入含有细胞上清液的酶标板中，540 nm 下读取光密度值。 

2.2.5. 酶联免疫吸附实验(ELISA)测定炎症因子浓度 
调整 RAW264.7 细胞以 1 × 105 个/ml 的密度于 6 孔板中铺板，待细胞贴壁后按照 2.4.2 中的试验分 7

组进行处理，试验设置 6 复孔，按组别处理后将细胞培养板放置在培养箱中培养 24 h，而后收集细胞上

清液，按 ELISA 试剂盒的说明检测细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 IL-10 的水平。 

2.2.6. 实时荧光定量 PCR 测定 

Table 1. Primer sequence 
表 1. 引物序列 

数量 质量 碱基序列(5’→3’) 

IL-1β F AGCTTCAAATCTCGCAGCAG 

 R TCTCCACAGCCACAATGAGT 

TNF-α F ACTGGAGCCTCGAATGTCAA 

 R TGGAAAGGCCTGAAGGTAGG 

IL-6 F GCTTCTTGGGACTGATGCTG 
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续表 

 R AGACAGGTCTGTTGGGAGTG 

IL-10 F GCATGGCCCAGAAATCAAGG 

 R ACACCTTGGTCTTGGAGCTTATTA 

β-actin F CCAGCCTTCCTTCTTGGGTA 

 R CAATGCCTGGGTACATGGTG 

 
RAW264.7 细胞总 RNA 的提取及 cDNA 的合成：使用 TRIzol 试剂从 RAW264.7 细胞中提取总 RNA。

用微量分光光度计对总 RNA 进行定量和质量分析。使用一步式 gDNA 移除和 cDNA 合成试剂盒对 RNA
进行反转录，并选择合适的基因引物，用 PerfectStart Green qPCR SuperMix 试剂盒扩增目标基因片段，

使用 StepOnePlus 实时荧光定量 PCR 系统对靶基因进行定量。采用 2−ΔΔCT 法计算 mRNA 的相对含量，β-
acin 作为内参，计算试验与对照条件下基因表达的变化值。 

引物：试验中相应基因的引物参考安琪的研究[12]，引物序列如表 1 所示。 

2.3. 数据处理 

实验结果均采用软件 SPSS Statistics 25.0 作单因素 ANOVA 检验，各组间采用 Duncan 法进行比较检

验，结果以均值 ± 标准误差表示，p < 0.05 表示差异显著，p < 0.01 表示差异极显著，使用 Origin 2021
进行绘图。 

3. 结果与分析 

3.1. 不同提取工艺的蒙古口蘑多糖对 RAW264.7 细胞活性的影响 

LPS 分布在巨噬细胞、树突状细胞和 B 细胞细胞膜上的受体识别并结合，这触发免疫反应并刺激免

疫细胞释放炎症因子，从而引发局部炎症[13]。为了研究 5 种蒙古口蘑多糖对 RAW264.7 细胞的增殖作

用，采用 CCK-8 法评估不同浓度的蒙古口蘑多糖对细胞活性的影响，图 2 为 5 种蒙古口蘑多糖对

RAW264.7 细胞增殖活性的影响。与空白对照组相比，LPS 组均可以显著促进 RAW264.7 细胞增殖(p < 
0.01)。随着 TMIPs-Ac、TMIPs-Al、TMIPs-E 和 TMIPs-U 浓度的增加，RAW264.7 细胞的增殖活性呈现

出先增加后降低的趋势，当浓度在 50~100 μg/mL 时，RAW264.7 细胞的增殖活性与多糖浓度呈正相关，

并且在 100 μg/mL 时达到最大值，而当多糖浓度在 200-800 μg/mL 时，RAW264.7 细胞活性逐渐下降，但

其数值仍高于 100%；对于 TMIPs-H 来说，在 50~800 μg/mL 的浓度范围内，其均可以促进 RAW264.7 细

胞的增殖活性。这些结果表明，在 50~800 μg/mL 浓度范围内，5 种多糖对 RAW264.7 细胞不存在毒性作

用。此外，这些多糖在此浓度区间内不仅安全无害，还能够有效促进 RAW264.7 细胞的增殖。 
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注：*p < 0.05，**p < 0.01，下同。 

Figure 2. Effect of polysaccharide fractions by TMIPs on the proliferative activity of RAW264.7 cells 
图 2. 不同提取方法蒙古口蘑多糖组分对 RAW264.7 细胞增殖活性的影响 

3.2. 不同提取工艺的蒙古口蘑多糖对 RAW264.7 细胞中 NO 水平的影响 

一氧化氮(NO)作为关键的炎症介质，NO 在炎症反应中起重要作用[14]，研究表明，过量产生的 NO
可导致炎症加剧，并与多种慢性疾病的发展相关，包括肥胖、糖尿病等。因此，调控 NO 的水平可能对

减缓这些疾病的进展具有潜在的治疗意义。 
本研究采用 Griess 试剂检测细胞培养上清液中的亚硝酸盐含量，间接反映细胞内的 NO 水平。如图

3 所示，与对照组相比，LPS 处理组的 NO 含量显著升高，表明炎症模型的成功建立。在 5 种多糖组中，

随着多糖浓度的增加，LPS 诱导的细胞 NO 产生量呈现下降趋势。这表明 5 种蒙古口蘑多糖均具有降低

NO 水平的作用，并且在较高浓度下效果更为显著。此外，比较不同提取工艺所获得的蒙古口蘑多糖对

RAW264.7 细胞中 NO 水平的影响时，在 50 μg/mL 浓度下，5 种多糖的 NO 含量存在显著差异，因此选

用该浓度进行后续实验。 
 

 
Figure 3. Effect of polysaccharide fractions by TMIPs on the NO production of 
RAW264.7 cells 
图 3. 蒙古口蘑多糖组分对 RAW264.7 细胞上清中 NO 含量的影响 
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3.3. 不同提取工艺的蒙古口蘑多糖对 RAW264.7 细胞中炎症因子浓度的影响 

慢性炎症通常伴随着促炎细胞因子的异常调节[15]。炎症因子中，IL-1β 可以促进多种促炎介质的分

泌，而 TNF-α 则增强巨噬细胞的敏感性，并促进其他促炎细胞因子的释放。此外，IL-6 通过激活免疫反

应来帮助宿主应对紧急应激，其过量产生会导致多种促炎介质和细胞因子的产生，从而引发炎症反应[16]。
相对而言，IL-10 作为一种重要的抗炎细胞因子，主要在免疫系统中发挥抑制炎症反应的作用，与 IL-6、
IL-1β 和 TNF-α 不同，IL-10 主要负责调节和减轻免疫应答，以防止过度炎症对宿主造成的损害[17]。 

如图 4 结果显示，与对照组相比，LPS 组及 5 种多糖干预组中 TNF-α 的水平显著升高，且 5 种多糖

干预组的各个浓度水平显著低于 LPS 组(p < 0.01)。IL-1β 的检测结果也显示，与对照组相比，LPS 组和

TMIPs 干预组均表现出显著升高，而 TMIPs 组的水平均显著低于 LPS 组(p < 0.01)。对于 IL-6，结果显示

LPS 组和低浓度 TMIPs 干预组的水平显著升高(p < 0.01)，而在 TMIPs 浓度为 100 μg/mL 时，与对照组相

比，其水平显著降低(p < 0.01)。最后，IL-10 的结果表明，5 种多糖干预组的 IL-10 水平显著高于对照组，

与 LPS 组相比，5 种多糖各组的 IL-10 水平均显著升高(p < 0.01)。因此，在 RAW264.7 巨噬细胞中，5 种

蒙古口蘑多糖通过调节炎症相关因子，展现出其对炎症反应的调控作用。5 种蒙古口蘑多糖不仅能够有

效抑制促炎因子的释放，还能促进抗炎因子的释放，从而在炎症调控中发挥重要作用。 
 

 
Figure 4. Effects of TMIPs on the level of TNF-α, IL-1β, IL-6, and IL-10 in RAW264.7 cells. A: Level of 
TNF-α; B: Level of IL-1β; C: Level of IL-6; D: Level of IL-10. * p < 0.05 and ** p <0.01 compared with the 
normal group 
图 4. 5 种蒙古口蘑多糖对 RAW264.7 细胞 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 IL-10 水平的影响。A：TNF-α 的含

量；B：IL-1β 的含量；C：IL-6 的含量；D：IL-10 的释放量。与 Normal 组比较 
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3.4. 不同提取工艺的蒙古口蘑多糖对 RAW264.7 细胞中炎症相关基因表达的影响 

为探究 5 种蒙古口蘑多糖对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞炎症细胞因子释放的作用，采用 RT-qPCR 技

术检测细胞中 TNF-α、IL-6、IL-1β 和 IL-10 的 mRNA 表达。如图 5 所示，与对照组相比，LPS 刺激后，

RAW264.7 细胞中 IL-1β、TNF-α 和 IL-6 的 mRNA 表达量都极显著升高(p < 0.01)，说明造模成功；与 LPS
组相比，5 种多糖各组的 IL-1β、TNF-α 和 IL-6 的 mRNA 表达量都极显著降低(p < 0.01)，结果还表明，5 种

多糖可以阻止 TNF-α mRNA 的转录，抑制 IL-1β mRNA 的合成和表达，减少 IL-6 mRNA 的过度分泌，促

进 IL-10 mRNA 在巨噬细胞中的表达，从而减少 LPS 刺激的炎症反应[18]。说明 5 种蒙古口蘑多糖可以下

调 RAW264.7 细胞中炎症因子的基因表达，具有很好的抗炎效果。研究表明，单糖组成可以显著影响多糖

的抗炎活性[19]。5 种多糖含有甘露糖、核糖、半乳糖醛酸、阿拉伯糖、葡萄糖和半乳糖等，其中，甘露糖

和半乳糖能被巨噬细胞特异性识别，并诱导细胞行为的动态变化[19]。其中，TMIPs-H 的抗炎作用比其他 4
种多糖显著，可能是 TMIPs-H 中高摩尔比的甘露糖的存在显著影响多糖的抗炎活性。 

 

 
Figure 5. mRNA levels of TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-10 in RAW264.7 cells by RT-PCR. (A) The TNF-α relative 
mRNA expression level; (B) The IL-1β relative mRNA expression level; (C) The IL-6 relative mRNA expression 
图 5. TMIPs 对 LPS 刺激的 RAW264.7 细胞中 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 IL-10 m RNA 相对表达量的影
响。(A) TNF-α mRNA 相对表达量；(B) IL-1β m RNA 相对表达量；(C) IL-6 mRNA 相对表达量；(D) 
IL-10 mRNA 相对表达量 

4. 结论 

在 LPS 刺激的 RAW 264.7 细胞中，五种蒙古口蘑多糖表现出显著的抗炎作用，能够有效调节细胞内
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的炎症因子水平。具体而言，这些多糖显著降低了 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等促炎细胞因子的水平，并且显

著提高了 IL-10 这一抗炎因子的水平。此外，研究还发现，这些蒙古口蘑多糖能够有效抑制 NO 的产生，

进一步减轻了炎症反应。在分子水平上，五种蒙古口蘑多糖均显著降低了 RAW 264.7 细胞中 TNF-α、IL-
1β 和 IL-6 的 mRNA 表达，而同时促进了 IL-10 的 mRNA 表达。结果证实这些多糖不仅能够调节炎症因

子的蛋白质水平，还能够通过抑制促炎因子的转录水平和增强抗炎因子的表达，从而在免疫反应中发挥

积极的调节作用。此外，TMIPs-H 展现出了更为强效的免疫调节作用，能够更加显著地抑制促炎因子的

表达，并在调节炎症反应方面发挥更强的作用，表明其在抗炎疗法中的潜力，主要原因在于 TMIPs-H 单

糖组成中具有丰富的甘露糖和半乳糖。综合来看，五种蒙古口蘑多糖都表现出了显著的抗炎活性，尤其

是 TMIPs-H，这为其作为潜在的天然抗炎药物提供了理论依据。未来的研究可以进一步探讨这些多糖的

具体作用机制，并评估它们在临床抗炎治疗中的应用前景。 
天然多糖的研究作为现在科研人员的研究热点之一，目前的研究还仍存在很多局限性。实验中使用

的是蒙古口蘑粗多糖，然而，粗多糖的组分结构复杂，包含多种不同的活性成分。因此，后续研究可以

着手对蒙古口蘑多糖进行进一步的分离和纯化，以获取更高纯度的多糖样品。有助于深入了解不同纯化

组分的生物活性，并探究其在体外消化酵解过程中所表现出的特征。多糖作为天然产品的主要活性成分，

在生理功能方面展现出丰富的多样性。通过动物实验，可以有效评估多糖对肠道微生物组成的影响及其

与生理指标之间的关系。后续研究可以通过动物实验，观察 5 种蒙古口蘑多糖给药后对动物体内肠道菌

群变化的影响，包括对有益菌和有害菌的相对丰度的调节情况。此外，可以评估多糖对动物生长、代谢

及抗炎的影响。 
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