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中文摘要 

    硫磺菌 (Laetiporus sulphureus) 屬於白肉迷孔菌科真菌，其多醣體已被證實

具抗癌及抗發炎等生物活性，因多醣體的複雜性高，不同物種、萃取方法，以及

不同產地所取得的多醣體在物化性質與活性上可能有差異。本研究主要目的為探

討南投 (NT)、雲南 (YN)、東勢 (DS) 與豐丘 (FQ) 等產地和硫化多糖 (Sulfate 

polysaccharides, SPS) 及一般多糖 (Polysaccharides, PS) 的萃取方法對硫磺菌多

醣體的物化性質與抗發炎活性影響。結果顯示，各產地 SPS的產率依序為 7.54%、

9.46%、4.12%與 3.48%，而 PS 的產率則約為 1 至 1.5%之間。SPS 比 PS 具有較

低的總醣與較高的蛋白質含量，而硫酸根含量除 FQ 產地外，各產地之 PS 皆高

於 SPS。SPS 的單醣組成以葡萄糖、甘露糖、半乳糖及岩藻糖為主，其分子量分

布以 2.80 kDa 最多。在傅立葉轉換紅外光譜中 SPS 顯示出羥基、烷基、CHO 與

C=O 振動、C-H、S=O、C-O-C 與 C-O-H 等鍵結，為典型的多醣體圖譜。PS 的

單醣組成同樣以葡萄糖、甘露糖、半乳糖及岩藻糖為主，各組間的分子量分布相

似，皆具有約 10-25 kDa 與 500-600 kDa 之分子量群，而 PS 的官能基種類與 SPS

相似，屬於多醣體的圖譜。抗發炎活性顯示所有產地之 SPS 與 PS 對一氧化氮的

抑制效果皆不佳，但所有產地之 SPS 對 TNF-α 與 IL-6 等發炎相關因子的抑制則

顯示有良好的效果。這些結果說明各產地之 SPS 與 PS 具有明顯物化性質的差

異，且所有 SPS 對於 LPS 誘導 RAW 264.7 細胞之發炎因子具有良好的抑制效果，

而 PS 的抑制效果則較差，這些結果皆說明不同萃取方法與產地差異對於多醣體

的物化性質與活性具有不同程度的影響。由於南投產地之 SPS (NTS) 比其他多

醣體具有最佳的抑制 TNF-α 與 IL-6 生成效果，因此試驗進一步分析 NTS 的化學

結構。NMR 結果顯示，NTS 之主鏈由 α-(1→6)半乳糖與 β-(1→6)葡萄糖構成，且

在部分葡萄糖的 3-O 位置具有甘露糖與葡萄糖鏈的鍵結，而半乳糖的 2-O 位置

則具有甘露糖與岩藻糖殘基。針對不同產地硫磺菌之研究結果表明，在硫化多醣

體的萃取方法下，硫磺菌的多醣體皆表現出抗發炎活性，此結果顯示出硫磺菌多
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醣體在發炎治療與相關藥物開發的潛力。 

 

關鍵字：硫磺菌、多醣體、不同產地、物化性質、抗發炎、化學結構 
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Abstract 

Laetiporus sulphureus is a fungus belonging to the family Fomitopsidaceae. 

Polysaccharides extracted from L. sulphureus have been confirmed to exhibit various 

bioactivities, such as anticancer and anti-inflammatory. However, according to many 

previous studies, the structures of polysaccharides are complex, their physicochemical 

properties may vary depending on species, extraction methods, and even origins. This 

study aimed to investigate the differences in physicochemical properties and anti-

inflammatory activities of L. sulphureus polysaccharides obtained from different 

regions (NT, YN, DS, and FQ) and extraction methods (SPS and PS). Based on the 

results, the yields of SPS from NT, YN, DS, and FQ regions were 7.54%, 9.46%, 4.12%, 

and 3.48%, respectively, while the yields of PS were approximately 1% to 1.5%. SPS 

had lower sugar content and higher protein content than PS. However, except FQ, the 

sulfate content of SPS was lower than PS. Results of monosaccharide composition 

showed that SPS and PS mainly consisted of glucose, mannose, galactose, and fucose. 

SPS from different origins had a molecular weight of 2.80 kDa, and PS of different 

origins had molecular weight of 10-25 kDa and 500-600 kDa. The FT-IR spectra of SPS 

and PS showed that all of them have hydroxyl, alkyl, formyl (–CHO), carbonyl (C=O), 

C–H, sulfonyl (S=O), ether (C–O–C), and hydroxyl (C–O–H) bonds. In anti-

inflammatory analysis, both SPS and PS exhibited weak inhibitory effects on nitric 

oxide production. However, SPS from different origins possessed good inhibitory 

effects on TNF-α and IL-6 production. These results showed that SPS had stronger anti-

inflammatory activity than PS, and the physicochemical properties showed that fruiting 

bodies from different locations but using the same extraction method possessed similar 

total sugar content, total protein content, monosaccharides composition, and functional 

group composition. As the SPS obtained from NT exhibited the best inhibition effects 
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on TNF-α and IL-6 production, further experiment was performed to analyze its 

chemical structure. The NMR results showed that the main chain of NTS consisted of 

α-(1→6)-linked galactose and β-(1→6)-linked glucose, and the mannose and glucose 

side chains were substituted at the 3-O position of certain glucose, while mannose and 

fucose residues were attached to the 2-O position of galactose. According to the results, 

SPS from all origins exhibited anti-inflammatory activities. These findings showed that 

polysaccharides of Laetiporus sulphureus have potential for inflammation treatment 

and related drug development. 

 

Key words:  

Laetiporus sulphureus, polysaccharides, different origins, physicochemical properties, 

anti-inflammatory, chemical structure 
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第一章、 前言 

    藥用蕈類的發展與使用已有悠久的歷史，其所含有的活性成分使得它們廣泛

應用於食品、機能性產品或保養化妝品等領域。 

    在許多活性成分中，多醣體是其中最主要的成分之一，研究已證實其具有抗

癌 (Jen & Ng, 2025)、抗病毒 (Sousa et al., 2022)、抗發炎與免疫調節等功能 (Shi 

et al., 2025)，為具有極高應用潛力的成分。然而研究發現多醣體的化學特性複雜

度高，不同萃取方法、產地、萃取溫度與萃取溶液 pH 值所取得的多醣體在單醣

種類、分子量、醣苷鍵型態等物化性質上皆有顯著差異，這些差異可能會影響多

醣體的生物活性 (Cui et al., 2023)，因此分析多醣體的物化性質可以作為初步評

估其生物活性與效力的依據。 

    本研究的藥用蕈類為硫磺菌 (Laetiporus sulphureus (Bull.) Murill)，是屬於擔

子菌門硫磺菌屬的真菌，主要生長於亞洲、歐洲與美洲，在臺灣也有其族群分布。

先前研究中已發現硫磺菌的多醣體帶有硫酸根基團，這些含硫多醣體 (sulfated 

polysaccharides) 為多醣體的衍生物，通常會帶有較多負電而有較高的溶解度，因

此很容易與細胞產生反應而顯現出較佳的生物活性。這類的含硫多醣體大多來自

於藻類，目前真菌來源的含硫多醣體也僅有硫磺菌被報導能夠自然產生，然而來

自不同產地硫磺菌的多醣體的物化性質與生物活性差異尚未被研究，因此了解不

同產地的硫磺菌多醣體特性能促進其在醫藥與保健產品領域上的發展及應用。 

    發炎為身體遭遇外來刺激時所引發的一系列防禦反應，但過度的發炎反而會

造成如敗血症或自體免疫疾病等病症，因此適時抑制發炎反應十分重要。目前許

多菇類的多醣體已經確認具有抗發炎的效果，但針對不同產地硫磺菌的抗發炎活

性卻較少有系統性的探討，因此本研究擬使用脂多醣誘導小鼠巨噬細胞 RAW 

264.7 的發炎模式進行評估不同產地硫磺菌多醣體的抗發炎活性，並探討其物化

性質差異，同時也針對具有最佳抗發炎活性之多醣體進行化學結構分析。 
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第二章、 文獻回顧 

2.1. 菇類 

2.1.1. 菇類簡介 

    菇類是真菌界 (Fungi) 中大型真菌的統稱，這些真菌在分類上屬於子囊菌門 

(Ascomycota) 與擔子菌門 (Basidiomycota)。菇類的特色為具有明顯的子實體，其

主要由菌傘 (cap) 與菌柄 (stalk) 所構成，而在菌傘的下方會有許多皺褶，此處

為產生與存放孢子的重要位置。菇類的細胞構造與植物相似，兩者皆具有細胞壁，

但由圖 2-1 的剖面可知菇類的細胞壁是由幾丁質、β-葡聚醣與蛋白質所構成 

(Ehren et al., 2020; Ifuku et al., 2011; Paudel et al., 2016)，與葡萄糖組成的植物細胞

壁不同。 

    一般來說，菇類會生長於枯木或落葉等植物殘體上，藉由分解其中的有機物

獲得碳源與生長所需之養分，可促進木質部中的碳重新進入碳循環中，是自然界

中重要的分解者，這樣的特性也使得菇類分布十分廣泛，並且在幾千年前便進入

人類的視野，成為常見的食材之一。菇類具有豐富的營養成分，例如多醣體、蛋

白質、固醇類化合物、酚類或維生素等 (Krishnamoorthi et al., 2022)，其中蛋白質

的占比約為 19-38% (Braaksma & Schaap, 1996)，且含有多種胺基酸，包含苯丙胺

酸 (Phenylalanine)、纈胺酸 (Valine)、蘇胺酸 (Threonine)、異白胺酸 (Isoleucine)、

亮胺酸 (Leucine)、甲硫胺酸 (Methionine)、離胺酸 (Lysine)、組胺酸 (Histidine) 

與多種非必要胺基酸 (Davila & Du, 2023)；菇類的脂質含量低，但不飽和脂肪酸

的含量豐富，例如亞油酸 (0.0–81.1%)、油酸 (1.0-60.3%)與亞麻酸 (0.0–28.8%) 

等 (Sande et al., 2019)；至於醣類在菇類中也十分豐富，其含量依據不同品種與

萃取方法可能會有所差異。 

    得益於其豐富的營養成分與人們的健康意識提升，目前針對菇類的需求仍持

續上升。在 2022 年時全球的菇類市場已達 503.2 億美元，且預測到 2030 年時市

場規模可能達到 797.5 億美元 (Rijia et al., 2025)，顯示這些真菌具有龐大的發展

潛力。 

 

2.1.2. 藥用菇類 

    除了食用之外，具有藥理活性的菇類也開始被注意，例如靈芝 (Ganoderma 
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lucidum)、舞菇 (Grifola frondosa)、冬蟲夏草 (Ophiocordyceps sinensis)、烏苓參 

(Xylaria nigripes) 與巴西蘑菇 (Agaricus blazei) 等，藥用菇類便是這些菇類的統

稱。目前在許多地區皆有使用藥用菇類的習慣，而亞洲地區藥用菇類的應用則已

有千年歷史。許多研究已經證明藥用菇類具有良好藥理活性，例如抗癌 (Jen & 

Ng, 2025)、降血糖 (Wang et al., 2014)、降血壓 (Okamoto et al., 2020)、降膽固醇 

(Cheung, 1998) 與免疫調節 (Lu et al., 2023) 等；這些藥理活性可能來自於菌絲

體、子實體或孢子等部位。此外，研究也發現藥用菇類的活性成分主要有多醣體 

(polysaccharides)、醣蛋白 (glycoproteins)、三萜類化合物 (triterpenoids) 與酚類

化合物 (phenolic compounds) 等 (Venturella et al., 2021)，其結構可參考圖 2-2，

這些活性成分已被應用在多種機能性食品與藥品的開發。 
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圖 2-1、菇類細胞壁剖面圖 (Ifuku et al., 2011) 

Figure 2-1. The cross-section of fungal cell wall (Ifuku et al. 2011).  

 

 

圖 2-2、菇類中多醣體、酚類化合物與三萜類化合物之結構 (Guo et al., 2025) 

Figure 2-2. Structures of mushroom polysaccharides, phenolic compounds, and 

triterpenoids (Guo et al. 2025).  
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2.2. 菇類多醣體 

2.2.1. 多醣體與菇類多醣體簡介 

    多醣體為生物體中常見的物質，其主要是由多個單醣以醣苷鍵 (glycosidic 

bond) 互相連接所組成的鏈狀大分子化合物。多醣體由單醣的組成的種類大致可

分為同質多醣 (homopolysaccharides) 與異質多醣 (heteropolysaccharides) 兩種。

同質多醣代表此多醣分子以相同的單醣相接而成，例如葡聚醣與半乳聚醣，而異

質多醣體則是由多種單醣所組成，例如半乳葡聚醣與岩藻葡聚醣等。 

    除單醣種類外，各單醣間的鍵結方式也十分多樣，以植物葛根為例，其葡聚

糖的鍵結型式為→3)-α-Glc-(1→ 與 →4)-β-Glc-(1→ (Li et al., 2024)，而菇類多醣

體則通常含有→3)-β-Glc-(1→與→6)-β-Glc-(1→ (Palacios et al., 2012; Samuelsen et 

al., 2019; Synytsya & Novák, 2013)，這些不同的組合方式使得多醣體的型態十分

多元。(L. Li et al., 2024) 

    菇類的多醣體廣泛存在於細胞壁與細胞內，是維持結構、獲得能量與傳遞訊

息的重要分子。菇類的多醣體大多由葡萄糖、半乳糖、岩藻糖與甘露糖等單醣組

成 (Lu et al., 2023; Samuelsen et al., 2019)，其鍵結形式、分子量、單醣種類與占

比等性質會因為萃取的溫度、溶劑種類、酸鹼值或是不同萃取部位等而有所不同，

進而產生多種生物活性，因此多醣體是目前菇類最主要被研究的活性物質之一。 

 

2.2.2. 菇類多醣體之分子量 

    菇類多醣體的分子量大小普遍被認為是影響其生物活性的因素，研究指出分

子量越大的多醣體越容易與細胞的受體結合，且較大的多醣體分子變化性高，因

此容易展現良好的生物活性 (Meng et al., 2016)；例如囊口菇 (Macrocybe titans) 

的大分子量多醣體對於三陰性乳癌細胞 MDA-MB-231 的凋亡效果優於小分子量

多醣體 (da Silva Milhorini et al., 2025)；烏苓參的兩種純化多醣體以分子量較大

者具有較好的抑制一氧化氮、TNF-α 與 IL-6 分泌的效果 (任, 2018)。因此分析多

醣體的分子量可以初步推測其生物活性的強弱。 

    雖然大分子量的多醣體一般具有較佳的生物活性，但研究也指出多醣體的分

子量過大可能會受限於組織屏障而較難進入細胞或與受體結合，進而影響其生物

活性 (Yang et al., 2022)。目前已有許多小分子量多醣體的研究，如雲南雞油菌的
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多醣體 CY-2 分子量約為 26.9 kDa，可抑制 α-葡萄糖苷酶的活性，具有降血糖功

效 (Tian et al., 2023)；猴頭菇多醣體 HEFP 多醣體的分子量約為 15-17 kDa，其具

有緩解小鼠潰瘍性腸炎與平衡腸道菌叢的功效 (Li et al., 2024)。(H. Li et al., 2024) 

 

2.2.3. 生長環境與產地差異 

    菇類的種類繁多，且許多種類分布廣泛，因此為了適應環境，菇類在生長過

程中會針對其多醣體的結構、醣類組成或是蛋白質含量等方面進行調整，進而使

得相同種類但生長於不同產地下的菇類多醣體有著不同的物化性質，例如來自三

個產地的猴頭菇在經過相同方法萃取後的多醣體物化性質雖具有相似性，但在醣

類含量、蛋白質含量、單醣組成以及醣苷鍵種類與比例上皆表現出差異 (Chen et 

al., 2023)，這樣的差異會使得多醣體的生物活性產生變化，例如來自塞爾維亞的

野生靈芝 (GS) 與中國的栽培靈芝 (GCN) 在物化性質上具有差異，並且在生物

活性研究中發現 GCN 具有較佳的抗氧化能力，而 GS 對於人類乳腺癌與子宮頸

癌有抑制潛力 (Stojković et al., 2014)。 

 

2.2.4. 蛋白質與多肽 

    研究指出有些菇類的多醣體會與蛋白質或多肽組成醣蛋白 (glycoprotein) 

與醣肽 (glycopeptide)，這些結構複雜的複合物具有較高的彈性且容易被免疫受

體辨認 (Han et al., 2014)；許多研究也證實這些複合多醣體具有多元的活性，例

如香菇萃取之醣蛋白 SGP 中的疏水性胺基酸有助於與金屬離子的螯合，進而提

高其抗氧化能力，另外其 O-糖肽鍵對體內激素的調節有正面影響，是優良的抗

氧化劑 (Gao et al., 2023)。雲芝經過酪醇刺激後，其蛋白多醣體 IPS-T 的總碳水

化合物、蛋白質和葡萄糖含量增加，使其抗腫瘤活性增強 (Wang et al., 2017)。 

 

2.2.5. 菇類多醣體之免疫調節活性 

    當遇到外來病原菌、病毒或是其他刺激時，身體內的免疫細胞會活化並發送

發炎訊號促使更多免疫反應啟動，是許多生物體內的重要防禦手段。菇類的多醣

體已被確認具免疫促進性，其可藉由與免疫細胞上的受體結合促使自然殺手細胞、

T 細胞、樹突細胞、嗜中性球及單核球等免疫細胞活化 (圖 2-3)；例如蟲草花多

醣體 CMP-III 能夠增強巨噬細胞的吞噬功能，促進一氧化氮、TNF-α 和 IL-6 的
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分泌，並且 CMP-III 可能透過活化 MAPKs 和 NF-κB 訊號通路發揮其功能 (He et 

al., 2020)；靈芝孢子的水溶性多醣體可活化免疫細胞與促進一氧化氮產生 (Sheng 

et al., 2022)；雲芝多醣體可促進巨噬細胞 RAW264.7 的吞噬作用，也可以刺激一

氧化氮等發炎因子分泌 (Zhang et al., 2021)；香菇多醣體可減緩癌細胞的增殖能

力，對於胃癌細胞與結腸癌細胞的生長有抑制效果 (Park et al., 2024)。 

 

2.2.6. 菇類多醣體之抗發炎活性 

    雖然發炎為生物體重要的防禦手段，但發炎反應持續的時間過長可能會造成

許多問題，例如破壞正常的組織、發炎處纖維化與免疫系統失調等，可能導致慢

性疾病，因此抑制不正常的發炎反應可協助身體恢復正常機能。 

    菇類多醣體也可以藉由調控免疫相關的基因表現與抑制發炎訊號通路來調

控細胞激素的分泌，進而達到抑制不正常發炎的效果；例如人工培養的烏苓參多

醣體 TXNP 與 CXNP 可抑制 RAW264.7 分泌 IL-1、TNF-α、NO 及 PGE2 分泌，

也減少 iNOS 及 COX-2 的表現及轉錄因子 NF-κB 的活化 (陳，2015)；杏鮑菇多

醣體 PEP-0.1-1、PEP-0-1 和 PEP-0-2 皆會透過 NF-κB 和 MAPK 訊號通路顯著的

抑制 NO、TLR4、TNF-α、IL-6 與 IL-1β 分泌 (Wang et al., 2024)。另外針對動物

的實驗也顯示菇類多醣體的抗炎效果，例如香菇多醣體可抑制小鼠體內經脂多醣

誘導之 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的分泌並保護腎臟免於受到發炎因子的破壞 (Song 

et al., 2020)，這些生物體外與體內的研究均顯示各種菇類的多醣體在抑制發炎上

具有良好的效果。(陳, 2015) 
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表 2-1、菇類多醣體之鍵結模式、結構、分子量與生物活性 (Guo et al., 2025) 

Table 2-1. Linkage patterns, structures, molecular weights, and bioactivities of fungal polysaccharides (Guo et al., 2025).  
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圖 2-3、菇類多醣體之免疫調節機制 (Chan et al., 2009) 

Figure 2-3. Mechanisms of immunomodulation induced by fungal polysaccharides 

(Chan et al., 2009).  
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2.3. 硫磺菌 

2.3.1. 硫磺菌簡介 

    硫磺菌的學名為 Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill，又名雞冠菌、鮭肉菌、

硫色絢孔菌或硫磺多孔菌，屬於擔子菌門 (Basidiomycota) 白肉迷孔菌科 

(Fomitopsidaceae) 的真菌。硫磺菌的子實體呈現橘紅色，其菌傘寬度最大可達 30

公分，呈現半圓或扇形，彼此如瓦片般互相疊生 (圖 2-4)。 

    硫磺菌常見於中低海拔的闊葉林中，喜好生長於枯木上，其族群分布廣泛，

在歐洲、亞洲與美洲等地皆有發現，而在臺灣的中低海拔山區也有其分布。硫磺

菌具有特殊的香氣，幼嫩時的子實體在煮熟後味道鮮美，而老後的子實體口感較

差，但其含有豐富的胺基酸、脂肪酸、碳水化合物、維生素與礦物質等成分，可

調節身體機能，是一種高營養價值的食用藥用菇類 (Khatua et al., 2017)。 

 

2.3.2. 硫磺菌多醣體的結構與生物活性 

    多醣體是硫磺菌中最主要的活性成分之一。Alquini 等人 (2004) 在硫磺菌子

實體中萃取出兩種不同的多醣體，其中一種為直鏈的 β-葡聚醣，構形為→3)-β-

Glc-(1→；另一種則是以 α-(1→6) 半乳糖為主鏈的異質半乳聚醣，其岩藻糖、甘

露糖、半乳糖與葡萄糖之比例為 18:35:41:6，在主鏈上的 2-O 處具有甘露糖與岩

藻糖的取代 (圖 2-5)。另外，根據 Jen (2024) 的研究，硫磺菌的蛋白聚醣 F2 以

β-(1→6) 葡聚糖與 α-(1→6) 半乳聚糖作為多醣體主鏈，並且在葡萄糖的 3-O 處

與半乳糖的 2-O 處由葡萄糖、甘露糖與岩藻糖等支鏈取代。 

    研究發現，硫磺菌的多醣體中有硫酸根基團存在，這樣的特性使得多醣體呈

現高度負電，對於水的溶解度更佳，進而容易與細胞產生交互作用；例如硫磺菌

的硫化多醣體 SPS 可抑制 TNF-α、IL-6 和 TGFβ 的分泌，具有良好的抗發炎效

果 (Lu et al., 2023)；硫磺菌的 SPS 多醣體也可使細胞週期停止於 G0/G1 期進而

抑制乳癌細胞的增生，且能夠阻止乳癌細胞遷徙與增強巨噬細胞毒殺乳癌細胞的

活性 (Jen et al., 2024; 任，2024)。(Jen et al., 2024; 任, 2024) 

 

 



doi:10.6342/NTU202502766
11 

 

圖 2-4、硫磺菌子實體型態 (Andreas Eichler, 2017) 

Figure 2-4. Fruiting bodies of Laetiporus sulphureus 

 

 

圖 2-5、硫磺菌多醣體之重複單元的鍵結模式 (Alquini et al., 2004) 

Figure 2-5. Linkage pattern of the repeating unit in Laetiporus sulphureus 

polysaccharides (Alquini et al., 2004). 



doi:10.6342/NTU202502766
12 

2.4. 巨噬細胞與抗發炎 

2.4.1. 巨噬細胞 

    巨噬細胞為白血球之一，由單核球細胞轉變而成，當組織受到損傷或是病原

體入侵時，會釋放組織胺促使單核球離開血管往受損處移動，並轉變為巨噬細胞，

這些巨噬細胞在組織中除了吞噬病原體外，也會向外分泌細胞因子，促使更多免

疫細胞參與發炎反應，是身體抵禦外來入侵的重要一環 (Belboul et al., 2025)。 

    在發炎的相關研究中，小鼠巨噬細胞 RAW 264.7 是最常被使用的免疫細胞

之一，根據文獻，其最早是在 BALB/c 的小鼠中注入 A-MuLV 病毒，使其細胞癌

化後取得 (Raschke et al., 1978) ，因此 RAW 264.7 同時具有持續分裂、吞噬作用

與免疫反應等特性，相較於先前研究使用的原代免疫細胞 (例如: BMDMs、腹腔

巨噬細胞與肝臟巨噬細胞等) 更加穩定。目前 RAW 264.7 細胞被廣泛應用於需要

模擬發炎的研究中，例如抗發炎藥物的測試、天然物抗發炎活性評估與發炎路徑

分析等，對於發炎相關的研究十分重要。 

 

2.4.2. 脂多醣與發炎 

    脂多醣 (Lipopolysaccharide, LPS) 是一種由脂質與多醣體組成之大分子，是

許多革蘭氏陰性菌細胞壁的重要組成部分，為一種細菌毒素，因此脂多醣也被稱

作內毒素  (endotoxin)。脂多醣主要由脂質 A (lipid A)、核心寡醣  (core 

oligosaccharide) 與 O-抗原多醣 (O-antigen polysaccharides) 等結構所組成 (Di 

Lorenzo, 2017)，其中核心寡醣還可以再區分成 inner core 與 outer core，整體結構

可參考圖 2-6。由於脂多醣的毒性主要來自於結構保守的脂質 A (Rietschel et al., 

1987)，因此免疫細胞能藉由此結構得知革蘭氏陰性細菌的存在，並啟動相對應

的免疫反應。 

    當身體受到革蘭氏陰性菌感染時，脂多醣會刺激巨噬細胞、嗜中性球或淋巴

細胞產生多種發炎因子，例如 TNF-α、IL-6、IL-1β 與一氧化氮等，促使免疫反應

啟動，但過量的脂多醣可能會造成免疫細胞分泌過多發炎因子，進而造成類風溼

關節炎、粥狀動脈硬化或是敗血症等，因此脂多醣在發炎相關的研究中時常作為

刺激巨噬細胞發炎的物質 (Page et al., 2022)。 
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2.4.3. 一氧化氮與 iNOS  

    一氧化氮 (nitric oxide, NO) 是一種含有一個氮原子與一個氧原子的氣態分

子，由於其電子在結合時並不成對，因此是一個不穩定的自由基，其半衰期僅有

幾秒鐘。在身體中，一氧化氮主要由一氧化氮合酶 (nitric oxide synthase, NOS) 與

精胺酸作用所產生，由於其在脂質與水中皆有良好的溶解度，因此可以做為訊號

傳遞物質穿越細胞膜。一氧化氮在身體中能調控多種發炎相關的功能，包含擴張

血管、傳遞訊號與調節免疫反應，其對於血管的舒張效果最早在乙醯膽鹼對於兔

的動脈收縮與舒張的研究中被注意 (Furchgott & Zawadzki, 1980)，且在幾年後在

肺動脈與靜脈內皮細胞研究中被確認為一氧化氮 (Ignarro et al., 1987)。 

    一氧化氮合酶 (NOS) 是一類可將 L-精胺酸氧化為一氧化氮與 L-瓜胺酸的

蛋白質，其種類有神經型 (neuronal NOS, nNOS)、誘導型 (inducible NOS, iNOS) 

與內皮型 (endothelial NOS, eNOS)，其中 iNOS 產生的一氧化氮數量最多。iNOS

一般存在於巨噬細胞、單核球、嗜中性球、內皮細胞與平滑細胞中，當接收到如

LPS 或 IL-1β 等因子的刺激時，iNOS 便會活化並產生大量的一氧化氮，以調節

免疫反應與傳遞發炎訊號 (Ahmad et al., 2020)。 

 

2.4.4. TNF-α 與 IL-6 

    在發炎反應中，巨噬細胞除了分泌一氧化氮外，也會分泌一系列的細胞激素，

例如 TNF-α 與 IL-6 等，這類的蛋白可藉由專一性受體辨認並調控細胞內的基因

表現與下游產物的生成，進而對細胞的行為產生影響，是控制免疫反應的重要因

子。 

    腫瘤壞死因子  (tumor necrosis factor alpha, TNF-α) 也被稱為惡液質素 

(cachectin)，是一種急性反應蛋白 (acute phase protein)。TNF-α 在釋放前為一組

26 kDa 之跨膜蛋白質，在經過切割後的水溶性蛋白分子量約為 17 kDa。TNF-α 可

破壞腫瘤中的血管並促使腫瘤細胞凋亡，也可以促使細胞分泌 iNOS、IL-1β 或是

IL-6 等蛋白質，有助於發炎反應擴大。 

    介白素-6 (interleukin-6, IL-6) 為白血球介素的成員之一，其同樣也是一種急

性反應蛋白。巨噬細胞的受體在接受病原刺激後會大量分泌 IL-6，調節 T 細胞分

化與活化 B 細胞產生抗體，進而啟動發炎反應 (Hirano et al., 1986)。IL-6 的分子

量約在 21-28 kDa，在 1978 年針對 T 細胞的研究中發現 T 細胞會分泌一種物質
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促使 B 細胞產生 IgG (Kishimoto et al., 1978)，並且在 1986 年由此物質的 cDNA

分析確認其為細胞激素的一種 (Hirano et al., 1986)。 
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圖 2-6、脂多醣的化學結構示意圖 (Di Lorenzo et al., 2022) 

Figure 2-6. Schematic diagram of the chemical structure of lipopolysaccharide (Di 

Lorenzo et al., 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202502766
16 

第三章、 研究動機與目的 

    因來自於不同菇類種類、萃取方法或是不同產地的多醣體在物化性質上可能

會有差異，使得它們的生物活性可能有所不同，因此研究多醣體的物化性質對於

其生物活性分析十分重要。目前尚缺少不同產地硫磺菌多醣體的物化性質與抗發

炎活性分析報告，因此本研究擬用南投 (NT)、雲南 (YN)、東勢 (DS) 與豐丘 

(FQ) 等產地和硫化多醣體  (Sulfate polysaccharides, SPS) 及一般多醣體 

(Polysaccharides, PS) 的萃取方法所取得的硫磺菌多醣體，進行物化性質與抗發

炎活性的差異評估，接著再取活性最佳的多醣體進一步分析其化學結構，嘗試探

討造成其產生生物活性的因素。 
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第四章、 材料與方法 

4.1. 材料及化學試劑 

本研究所使用之人工栽培硫磺菌子實體均由康建生物科技股份有限公司 (南投

縣草屯鎮雙冬里中正路 97 號) 生產提供，其種源分別為臺灣南投、東勢、豐丘

與 中 國 雲 南 。 牛 血 清 蛋 白  (bovine serum albumin, BSA) 、 脂 多 醣 

(lipopolysaccharide, LPS)、α-澱粉酶 (α-amylase) 及 α-葡萄醣苷酶 (α-glucosidase) 

購自 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)。DMEM 培養液 (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium) 及胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS) 購自 Gibco (Grand Island, 

NY, USA)。磷酸鹽緩衝液 (phosphate buffered saline, PBS) 購自 HyClone (Logan, 

UT, USA)。ELISA kit 購自 BD Bioscience (USA)。其餘使用之化學藥劑皆為試藥

級。 
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4.2. 含硫多醣體 (SPS) 與純化多醣體 (PS) 之製備 

4.2.1. 含硫多醣體 (SPS) 之萃取與純化 

    含硫多醣體的萃取方法參照等 Lu 等人 (2023) 的實驗步驟進行。 

1. 取 1 g 之硫磺菌子實體粉末，並加入 40 mL 之萃取緩衝液 (含 0.1 M 醋酸鈉、

5 mM 半胱胺酸、100 mg 木瓜酵素與 5 mM EDTA，pH 值 5.5)。 

2. 放置於 60℃水浴下萃取 24 小時，接著以 2000 ×g 離心 10 分鐘 (CN-6000; 

HsiangTai Machinery Industry Co., New Taipei City, Taiwan)，收集上清液。 

3. 重複上述步驟再次萃取沉澱物，完成後合併收集兩次萃取之上清液。 

4. 取上清液體積 3.75 倍的 95%乙醇，緩慢滴入上清液，接著在 4℃下靜置隔夜。 

5. 以 9000 ×g 離心 10 分鐘 (Avanti J-26S XP; Beckman Coulter Inc., Brea, CA, 

USA)，取得沉澱物並以 100 mL 去離子水回溶，接著裝入透析袋 (molecular 

weight cut-off: 12-14 kDa; Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA, 

USA) 於 4℃下透析 72 小時，每 6 到 8 小時替換一次超純水。 

6. 取透析完成之溶液以 9000 ×g離心 10分鐘 (Avanti J-26S XP; Beckman Coulter 

Inc., Brea, CA, USA)，接著取上清液進行冷凍乾燥 48 小時，最後將含硫多醣

體粉末 (SPS) 收集秤重，並以下列算式計算產率。所有樣品均保存於防潮箱

中備用。 

產率 (%) =
含硫多醣體粉末 (𝐠)

子實體粉末 (𝐠)
 × 𝟏𝟎𝟎% 

 

 

4.2.2. 純化多醣體 (PS) 之萃取與純化 (Su et al., 2017) 

    硫磺菌之純化多醣體的萃取與純化參照 Su 等人 (2017) 的實驗步驟進行。 

1. 取 3 g 硫磺菌子實體粉末，加入去離子水 150 mL 後置於 100℃下萃取 3 小時。 

2. 以濾紙過濾並收集已降溫的溶液，接著將過濾完成的澄清液體進行減壓濃縮，

直到體積減少至 40 mL 以下。 

3. 以 4 倍體積之 95%乙醇將多醣體沉澱析出，並於 4℃下靜置隔夜。 

4. 取出靜置的溶液以 3500 rpm 離心 10 分鐘，取得的沉澱物以 95%乙醇潤洗 3

次，最後可獲得粗多醣沉澱物。 

5. 將沉澱物以去離子水回溶，置於-20℃下冷凍，接著再進行冷凍乾燥 48 小時，
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完成後取得的粉末即為水溶性粗多醣粉末 (crude polysaccharides)。 

6. 取粗多醣粉末以 0.5 mg/mL 的比例溶於去離子水中，調整 pH 至中性後，放

入透析袋  (molecular weight cut-off: 12-14 kDa; Spectrum Laboratories Inc., 

Rancho Dominguez, CA, USA) ，並加入 100 μL 之 α-澱粉酶溶液 (2 mg/mL; 

60 U/mL) 與 α-葡萄糖苷酶溶液 (2 mg/mL; 60 U/mL)。 

7. 將透析袋置於超純水中 72 小時，每 6 到 8 小時替換一次超純水。 

8. 將溶液移入分液漏斗，並加入多醣溶液體積 1/3 倍的 Sevag 試劑 (氯仿:正丁

醇 = 4:1, v/v)，劇烈搖晃後在室溫下靜置 10 分鐘等待其分層，接著移除下層

的試劑與蛋白質。此步驟重複三次。 

9. 將完成去蛋白的溶液體積減壓濃縮至 40 mL 以下，接著將其放置於-20℃下冷

凍。 

10. 最後進行冷凍乾燥 48 小時取得純化多醣體粉末 (PS)，並以下列算式計算產

率。所有樣品均保存於防潮箱中備用。 

產率 (%) =
粗多醣或純化多醣體粉末 (𝐠)

子實體粉末 (𝐠)
 × 𝟏𝟎𝟎% 
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4.3. 總醣含量分析 

    本分析參照DuBois等人 (1956) 與 Masuko等人 (2005) 的方法進行硫磺菌

多醣體總醣含量分析。(DuBois et al., 1956; Masuko et al., 2005) 

4.3.1. 原理 

    濃硫酸具有脫水的效果，因此碳水化合物在濃硫酸的作用下會脫水形成呋喃 

(furan) 衍生物，而這些衍生物再與苯酚縮合後會產生具 UV-Vis 吸光的複合物，

因此可藉由測量特定波長的吸光值來推測總碳水化合物含量。根据研究，其最大

吸光值出現在 490 nm，因此使用 490 nm 作為偵測波長。。 

 

4.3.2. 測定方法 

1. 取各產地之硫磺菌含硫多醣體 (SPS) 與純化多醣體 (PS) ，以去離子水配製

成溶液，濃度為 100 μg/mL (100 ppm)。 

2. 將樣品溶液與葡萄糖標準品 (0、20、40、60、80 及 100 μg/mL，溶於去離子

水) 加入 96 孔盤中。 

3. 加入 30 μL 之 5％苯酚 (phenol) 溶液，混和均勻後再加入濃硫酸 150 μL。 

4. 置於 90℃水浴下反應 5 分鐘，完成後取出冷卻至室溫。 

5. 使用 ELISA plate reader (Infinite M200 PRO, Tecan, Switzerland) 在 490 nm 下

測量樣品與葡萄糖標準品之吸光值，完成後建立標準曲線，並帶入樣品測值

以取得濃度。總醣含量 (％) 的計算以樣品溶液的濃度為分母，總醣濃度為分

子。 

總醣含量 (%) =
總醣濃度 (𝛍𝐠/𝐦𝐋)

樣品溶液濃度 (𝛍𝐠/𝐦𝐋)
 × 𝟏𝟎𝟎% 
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4.4. 多醣體物化性質分析 

4.4.1. 蛋白質含量分析 (Bradford, 1976) 

1. 取 2 mg 多醣體粉末以 500 μg/mL 的濃度比例溶於 4 mL 的 PBS 中，接著取

50 μL 的樣品溶液與 BSA 標準品 (0、20、40、60、80 與 100 μg/mL，溶於

PBS)加入 96 孔盤。 

2. 加入 200 μL 的 dye reagent (Coomassie Brilliant Blue G-250) 並充分混和，接

著放置於室溫下避光反應 10 分鐘。 

3. 以 ELISA plate reader (Infinite M200 PRO, Tecan, Switzerland) 在 595 nm 的波

長下測量樣品與標準品之吸光值。 

4. 取 BSA 標準品的吸光值建立標準曲線，並計算多醣體樣品之蛋白質含量。 

 

4.4.2. 硫酸根含量分析 (Zhu et al., 2018) 

1. 取 1 mg 多醣體粉末加入 1 mL 之 2 M TFA (trifluoroacetic acid)，接著置於

120℃下水解 1 小時。 

2. 將 TFA 抽乾後以超純水回溶，接著以 3 : 7 之比例與 BaCl2-明膠溶液混和。 

3. 靜置 10 分鐘後以 360 nm 波長測量樣品與硫酸鎂標準品的吸光值，建立標準

曲線後計算硫酸根含量。 

 

4.4.3. 多醣體分子量分析 (Escarnot et al., 2011) 

1. 取 2 mg 多醣體粉末與移動相溶液配製成濃度為 2 mg/mL 的樣品，接著以 0.45 

μm 的濾膜過濾。 

2. 使用高效液相層析儀 (high performance liquid chromatography, HPLC) 分析樣

品之分子量分布。 

3. 分析條件： 

(1) 儀器：Agilent 1100 系列 (Aglient Technologies, Palo Alto, CA, USA) 搭配

G1362A 折射率偵測器 (refractive index detector, RI)。 

(2) 管柱：TSK gel GMPWXL管柱 (7.8 mm × 300 mm, 13 μm, Tosoh, Tokyo, Japan)。 

(3) 移動相溶液：50 mM 硝酸鈉溶液，含 0.05%疊氮化鈉。 

(4) 標準品：多醣體的分子量分析使用 dextran 標準品 (5、25、150、270、670 與

1100 kDa) 作為標準品，並利用不同分子量的標準品在管柱內的滯留時間建
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立標準曲線。 

(5) 分析時的樣品體積為 20 μL，移動相流速為 0.6 mL/min，分析時間如表 4-1 所

示。 

 

表 4-1、多醣體分子量之 HPLC 分析條件 

Table 4-1. The HPLC analysis conditions for the molecular weight of polysaccharides. 

Time (min) Flow rate (mL/min) 50 mM NaNO3 with 0.05% NaN3 (%) 

0 0.6 100 

25 0.6 100 

 

4.4.4. 單醣組成分析 (Dai et al., 2010; Wu et al., 2012) 

4.4.4.1. TFA 酸水解 

1. 取樣品 2 mg 進入水解管中，加入 1 mL 之 2 M TFA (trifluoroacetic acid)，於

120℃下進行水解 1 小時。 

2. 水解完成後將水解液倒入樣品瓶，並使用甲醇將剩餘的產物潤洗至樣品瓶。 

3. 進行減壓濃縮抽乾液體，完成後加入 2 mL 50%甲醇並再次抽乾。此步驟需反

覆進行至無 TFA 殘留。 

4. 以超純水回溶樣品 (回溶樣品濃度 5 mg/mL)，在經過 0.45 μm nylon 濾膜過濾

後避光儲存於-20℃。 

 

4.4.4.2. 衍生化 

1. 取 100 μL 之樣品與標準品加入 100 μL 0.6 M NaOH，混和均勻後再取 50 μL

至微量離心管中。 

2. 加入 50 μL 0.5 M PMP (1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone；溶於甲醇) 並將其置

於 70℃下反應 100 分鐘。 

3. 取出冷卻後加入 50 μL 0.3 M HCl 終止反應，接著再加入 200 μL 的超純水。 

4. 加入 500 μL 氯仿並劇烈震盪以去除未反應的試劑，接著抽出氯仿層。此步驟

需重複三次。 

5. 剩餘的水溶液以 0.45 μm nylon 濾膜過濾，保存於 4℃下備用。 
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4.4.4.3. HPLC 分析 

1. 所有樣品與標準品以逆相高效液相層析儀 (reverse phase high performance 

liquid chromatography, RP-HPLC) 進行分析。 

2. 分析條件： 

(1) 儀器：Agilent 1100 系列 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) 搭配

G1379A 除氣裝置、G1311A 四相幫浦與 G1314A 紫外光及可見光偵測器。 

(2) 管柱：Mightysil RP-18 GP 管柱 (4.6 mm × 250 mm, 5 μm, Kanto Chemical, 

Japan)。 

(3) 移動相溶液：溶液 A 為磷酸鹽緩衝液 (pH 6.7)，溶液 B 為乙腈。 

(4) 標準品：由葡萄糖 (glucose)、半乳糖 (galactose)、岩藻糖 (fucose)、甘露糖 

(mannose)、核糖  (ribose)、鼠李糖  (rhamose)、木糖  (xylose)、阿拉伯糖 

(arabinose)、葡萄醣醛酸 (glucuronic acid) 與半乳糖醛酸 (galacturonic acid) 

等十種單醣的 PMP 衍生物組成。由於每種單醣在管柱內的滯留時間不同，因

此可與樣品進行比對，再將不同濃度 (50、100、500、1000 與 2000 μg/mL) 標

準品所得到的波峰積分，即可建立標準曲線。 

(5) 分析時的樣品體積為 20 μL，移動相流速為 1.0 mL/min，偵測波長為 245 nm，

流洗液條件為 A：B = 82.5：17.5 (v/v)，如表 4-2 所示。 

 

表 4-2、多醣體單醣組成之 HPLC 分析條件 

Table 4-2. The HPLC analysis conditions for the monosaccharide composition of 

polysaccharides. 

Time (min) Flow rate (mL/min) Solvent A (%) Solvent B (%) 

0 1.0 82.5 17.5 

60 1.0 82.5 17.5 

 

4.4.5. 醣苷鍵種類分析 (Peng et al., 2010) 

1. 所有樣品均以傅立葉轉換紅外光譜儀 (Fourier-transform infrared spectroscopy, 

FT-IR) 進行分析。 

2. 儀器：Thermo Scientific Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA)，分析範圍為 4000 至 400 cm-1。 
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3. 分析方法：取樣品粉末放置於儀器上並完全覆蓋偵測器，完成後壓實樣品分

析 10 分鐘，最後移除樣品粉末，確保儀器完全乾淨後放上下一個樣品。 
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4.5. 細胞培養 

4.5.1. 細胞種類與培養條件 

    本研究使用之小鼠巨噬細胞 RAW 264.7 (ATCC TIB-71) 來自食品工業發展

研究所 (Bioresource Collection and Research Center, BCRC, Hsinchu, Taiwan)，其

生長於 DMEM 培養基 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)，且培養條件為 37℃

及 5% CO2。DMEM 培養基含 90% DMEM 培養液與 10%胎牛血清。 

 

4.5.2. 細胞活化與繼代培養 

4.5.2.1. 細胞活化 

1. 將 DMEM 培養基放置於 37℃水浴中回溫，完成後以 70%乙醇擦拭並移入生

物安全櫃中備用。 

2. 取出含有細胞之冷凍保存管放入 37℃水浴槽中快速回溫，待其融化後以 70%

乙醇擦拭並移入生物安全櫃中備用。 

3. 將 4 mL DMEM 培養基與 1 mL 細胞懸浮液加入離心管，接著以 1000 rpm 離

心 5 分鐘，完成後去除上清液並加入 1 mL 之新鮮 DMEM 培養基。 

4. 均勻混和細胞後將其取出加入含有 4 mL新鮮DMEM培養基的 25 T培養瓶，

接著搖晃培養瓶使細胞混和均勻後放入培養箱培養。 

5. 培養一日後需更換培養液，接著每隔 2 至 3 日需進行繼代。 

 

4.5.2.2. 細胞繼代培養 

1. 當細胞生長至容器底面積的 80%時需進行繼代。首先將舊的培養液移除，以

PBS 緩衝液 (phosphate-buffered saline，含 6.7 mM PO4
3-) 清洗細胞兩次。 

2. 加入 3 mL 之新鮮培養基至培養瓶，接著以細胞刮勺輕輕取下附著在瓶底的

細胞，完成後沖散細胞使其均勻懸浮。 

3. 取特定體積之細胞液加入新的培養瓶中，接著以 DMEM 培養基將溶液體積

調整為 5 mL，最後將培養瓶放置於培養箱中培養。 

 

4.5.3. 細胞冷凍保存 

1. 當細胞成長至容器底面積的 80%，且處於指數生長期 (log phase) 時即可進

行冷凍保存。首先將細胞以繼代培養的步驟收集，接著取 20 μL 細胞懸浮液
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與 20 μL 染劑混和後注入細胞計數器。 

2. 計算出細胞濃度後取細胞懸浮液進入離心管，以 1000 rpm 離心 5 分鐘並去

除上清液。 

3. 加入冷凍保存液 (DMSO：FBS = 1：9 (v/v)) 並將細胞濃度調整為 1 × 106 

cells/mL，接著以每管 1 mL 的比例加入冷凍保存管。 

4. 將冷凍保存管冰入- 80℃冰箱一天，接著馬上移入液態氮中保存。 
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4.6. 細胞存活率分析 (MTT assay)  

    本分析參照 Mosmann (1983) 與 Shan 等人 (2009) 的方法進行，用於了解不

同濃度下硫磺菌含硫多醣體 (SPS) 與純化多醣體 (PS) 對 LPS 誘導小鼠巨噬細

胞的存活率影響。(Mosmann, 1983; Shan et al., 2009) 

 

4.6.1. 原理 

    MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 是一種水

溶性黃色化合物，此化合物在經過細胞粒線體中的細胞色素 c (cytochrome c) 與

琥珀酸去氫酶 (succinate dehydrogenase, SDH) 的作用後會轉變成紫色的脂溶性

甲䐶 (formazan) 結晶，因此在經過 DMSO (Dimethyl sulfoxide) 溶解後可在 570 

nm 波長下測定吸光值。由於琥珀酸脫氫酶只出現於活細胞內，因此紫色結晶越

多即代表細胞存活率越高。 

 

4.6.2. 實驗步驟 

1. 收集細胞並使用 DMEM 調整其濃度至 4 × 105 cells/mL，接著取 100 μL 細胞

懸浮液加入 96 孔盤中，並培養 24 小時。 

2. 吸除舊培養基，接著加入經過 0.22 μm PES 濾膜過濾之不同濃度的 SPS 與 PS

多醣體樣品 (0、25、50、100 μg/mL，溶於 DMEM) 並反應一小時。 

3. 除控制組之外，所有處理組均加入 1 μg/mL LPS (以 DMEM 稀釋) 誘導細胞

發炎。 

4. 24 小時後，移除所有培養基並以 PBS 清洗細胞，接著加入 100 μL 0.5 mg/mL 

之 MTT (溶於 DMEM)，避光反應 2 小時。 

5. 移除上清液後加入 150 μL DMSO，待紫色結晶完全溶解後，以 ELISA plate 

reader (Infinite M200 PRO, Tecan, Switzerland) 於 570 nm 波長下測量吸光值，

並將 630 nm 波長作為矯正吸光值。 

6. 取控制組結果作為分母，各個處理樣品作為分子，計算出 RAW 264.7 細胞在

不同處理下之存活率。 
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4.7. 一氧化氮 (nitric oxide, NO) 產量分析 

    本研究參照 Su 等人 (2017) 的方法進行，用於了解不同濃度下的硫磺菌含

硫多醣體 (SPS) 與純化多醣體 (PS) 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞的 NO 產生量影

響。 

 

4.7.1. 原理 

    NO 為重要的發炎因子之一，因此測定細胞之 NO 產生量可以了解細胞的發

炎程度，但 NO 的穩定性低，很容易轉變成硝酸離子 (nitrate, NO3-)與亞硝酸根離

子 (nitrite, NO2-)，因此測定 NO 產生量時會以 NO2-作為測量標的。進行測定時

會使用 Griess reagent 試劑，此試劑主要由磺胺 (sulfanilamide) 與 N-(1-奈基)-乙

二胺二鹽酸鹽 (N-1-napthylethylenediamine dihydrochloride, NED) 組成，磺胺首

先會與 NO2-離子進行重氮化反應並產生重氮鹽 (diazonium salt)，接著再與 NED

試劑產生耦合反應形成粉色耦氮化合物 (azo compound)，此時使用 540 nm 波長

測定吸光值即可估算 NO 生成量。 

 

4.7.2. 實驗步驟 

1. 收集 RAW 264.7 細胞，並使用 DMEM 調整其濃度至 4 × 105 cells/mL，接著

取 100 μL 細胞懸浮液加入 96 孔盤中，並培養 24 小時。 

2. 吸除舊培養基，接著加入經過 0.22 μm PES 濾膜過濾之不同濃度的 SPS 與 PS

多醣體樣品 (0、25、50、100 μg/mL，溶於 DMEM) 並反應一小時。 

3. 除控制組之外，所有處理組均加入 1 μg/mL LPS (以 DMEM 稀釋) 誘導細胞

發炎。 

4. 24 小時後，取 50 μL 細胞上清液與標準品 (0、3.125、6.25、12.5、25、50 與

100 μM 之 NaNO2，溶於 DMEM) 加入 96 孔盤，接著加入 50 μL Griess reagent

試劑避光反應 15 分鐘，最後以 ELISA plate reader (Infinite M200 PRO, Tecan, 

Switzerland) 於 540 nm 波長下測量吸光值。 

5. 將測值代入標準曲線以計算不同產地與濃度之 SPS 與 PS 多醣體處理後，LPS

誘導 RAW 264.7 細胞的 NO 生成量，藉此推測樣品之抗發炎能力。 
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4.8. TNF-α 與 IL-6 激素定量分析 

    本研究依據 OptEIATM Mouse ELISA set (BD Bioscience, USA) 所提供的步驟

進行，用於了解不同濃度下的硫磺菌含硫多醣體 (SPS) 與純化多醣體 (PS) 對

LPS 誘導小鼠巨噬細胞的 TNF-α 與 IL-6 激素產生量影響。 

 

4.8.1. 樣品製備 

1. 收集 RAW 264.7 細胞，並使用 DMEM 調整其濃度至 4 × 105 cells/mL，接著

取 100 μL 細胞懸浮液加入 96 孔盤中，並培養 24 小時。 

2. 吸除舊培養基，接著加入經過 0.22 μm PES 濾膜過濾之不同濃度的 SPS 與 PS

多醣體樣品 (0、25、50、100 μg/mL，溶於 DMEM) 並反應一小時。 

3. 除控制組之外，所有處理組均加入 1 μg/mL LPS (以 DMEM 稀釋) 誘導細胞

發炎。 

4. 24 小時後，收集細胞上清液並保存於-20℃下備用。 

 

4.8.2. 分析步驟 

1. 取 50 μL capture antibody 依照推薦比例以 coating buffer 稀釋，接著加入具有

特殊塗層之 96 孔盤，並於 4℃下反應 8 小時。 

2. 移除抗體溶液，以 washing buffer (PBS，含 0.05% Tween-20) 清洗 3 次後，加

入 300 μL 之 1%脫脂牛奶 (溶於 PBS) blocking 1 小時，填補孔盤中未被抗體

附著的空隙。 

3. 移除脫脂牛奶，以 washing buffer 清洗 3 次後，加入 50 μL 樣品與標準品 (以

含有 0.5% BSA 之 PBS 稀釋) 反應 2 小時。 

4. 移除樣品溶液，以 washing buffer 清洗 3 次後，加入 50 μL detection antibody

反應 1 小時。 

5. 移除抗體溶液，以 washing buffer 清洗 3 次後，加入 50 μL 含鏈黴親和素之辣

根過氧化酶 (horseradish peroxidase-streptavidin, Sav-HRP)，並置於暗處反應

30 分鐘。 

6. 移除 Sav-HRP，以 washing buffer 清洗 3 次後，加入 50 μL TMB (3,3’ , 5,5’ -

tetramethylbenzidine)，放置於暗處反應 15 分鐘後，以 0.1 M 磷酸溶液停止反

應。 
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7. 以 ELISA plate reader (Infinite M200 PRO, Tecan, Switzerland) 於 450 nm 波長

下測定吸光值，最後代入兩個激素的標準品所建立之標準曲線，即可計算經

過不同產地與濃度之 SPS 與 PS 多醣體處理後 LPS 誘導 RAW 264.7 細胞的

TNF-α 與 IL-6 生成量。 
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4.9. 多醣體化學結構鑑定分析 

 

4.9.1. 核磁共振 (nuclear magnetic resonance, NMR) 光譜分析 

1. 取 10 mg 多醣體粉末溶於 0.6 mL D2O，待樣品完全溶解後，裝入 NMR 分析

專用玻璃管。 

2. 使用 Bruker Advance III 800 MHz NMR 光譜儀 (Bruker BioSpin, Billerica, MA, 

USA) 進行分析 SPS 與 PS 之 1H、13C、COSY (correlation spectroscopy)、TOCSY 

(total correlation spectroscopy)、ROESY (rotating-frame nuclear overhauser effect 

correlation spectroscopy)、HSQC (heteronuclear single quantum correlation) 與

HMBC (heteronuclear multiple-bond correlation) 等光譜。 
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4.10. 統計分析 

數據以平均值 ± 標準差表示，並且以統計軟體 SAS 進行單因子變方分析(one-

way analysis of variance, one-way ANOVA) 與鄧氏新多重差距檢定 (Duncan’s new 

multiple range test)。P 值小於 0.05 代表組間具有顯著差異。 
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第五章、 結果與討論 

5.1. 含硫多醣體 (SPS) 與純化多醣體 (PS) 之產率 

    表 5-1 為各產地與兩種萃取方法的產率結果。在相同產地下，所有 SPS 的產

率均高於 PS，以 NT 為例，其 SPS 與 PS 的產率分別為 7.54%與 1.11%，本結果

與 Jen 等人 (2023) 的實驗結果相似。  

    在相同萃取方法下，結果顯示不同產地之多醣體的產率呈現差異。SPS 的產

率以 YN 最高 (9.46%)，接著為 NT (7.54%)，而 DS (4.12%) 與 FQ (3.48%) 的產

率則是最低且兩者在統計上不具顯著差異，顯示出不同產地對 SPS 的產率有影

響；各產地 PS 的產率約為 1%至 1.5%，在統計上並沒有顯著差異，呈現較為一

致的結果。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202502766
34 

表 5-1、各產地硫磺菌的 SPS 與 PS 多醣體之產率 

Table 5-1. Yields of SPS and PS polysaccharides from L. sulphureus of different origins. 

 

Samples 

Yield (%, DW) 

SPS PS 

NT 7.54 ± 0.88b 1.11 ± 0.07a 

YN 9.46 ± 0.52a 1.14 ± 0.19a 

DS 4.12 ± 0.88c 1.52 ± 0.44a 

FQ 3.48 ± 0.29c 1.36 ± 0.27a 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). Values followed by the different letter in the 

same column are significantly different as analyzed by Duncan’s new multiple range 

test (p < 0.05). 
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5.2. 含硫多醣體 (SPS) 與純化多醣體 (PS) 之物化性質差異 
5.2.1. 總醣、總蛋白與硫酸根含量 

    表 5-2 顯示，各產地 SPS 的總醣含量低，其中含量最高者為 FQS 的 17.81%

最高，接著為 DSS 的 13.95%，NTS 與 YNS 為總醣含量最低之組別，兩者分別

為 9.36%與 10.82%且在統計上不具有顯著差異，。 

各產地的 SPS 總蛋白含量具有較明顯的差異，從結果中可發現所有產地之

總蛋白含量皆高於 PS，並且其中含量最高的產地為 NTS 與 YNS，分別為 17.20%

與 18.35%，而 DSS 與 FQS 的含量較少，分別為 11.67%與 9.59%，此結果代表

SPS 多醣體中的蛋白質無法有效地被木瓜酵素去除，與 Jen 等人 (2024) 針對豐

丘產地之 SPS 的分析結果大致相符。另外根據先前研究指出，部分菇類多醣體會

與胜肽等蛋白結合，如雲芝醣肽的蛋白質含量可達 28-35%且可以抵抗蛋白酶的

水解作用 (Cui & Chisti, 2003)，因此推測 SPS 可能屬於蛋白聚醣 (proteoglycan) 

或是醣蛋白 (glycoprotein)。由於 SPS 中含有較高的蛋白質，根據前人的研究指

出，蛋白質等物質可能會影響酚硫酸法的靈敏度，進而使得醣類含量的結果可能

被低估 (Saha & Brewer, 1994)，因此蛋白質含量的結果也能解釋 SPS 多醣體總醣

含量偏低的情況。 

總而言之，由總醣與總蛋白含量結果可發現各產地 SPS 之組成皆有所不同，

顯示出產地的差異會影響 SPS 多醣體的總醣與總蛋白含量。 

    與 SPS 相比，各產地 PS 的醣類含量明顯較高，表 5-3 顯示 FQP 具有最高的

總醣含量 (59.34%)，而 NTP (40.03%)、YNP (35.78%) 與 DSP (41.38%) 等組別

的醣類含量稍低，彼此在統計上不具有顯著差異。另外所有 PS 的蛋白質含量都

很低，其中最高者為 NTP 之 0.12%，顯示去蛋白步驟能有效去除 PS 多醣體之蛋

白質。依據前述之結果可發現各產地之 PS 的醣類與蛋白質含量相較於 SPS 差異

較小，整體而言較為相似。 

    另外值得注意的是 SPS 與 PS 的硫酸根含量，因為根據 Jen 等人 (2023) 與

Lu 等人 (2023) 的實驗結果顯示，豐丘產地硫磺菌的 SPS 在硫酸根含量上會高

於 PS，但本研究發現除了豐丘產地之 SPS 多醣體外，其餘產地之 SPS 硫酸根含

量皆低於 PS，推測可能是因為這些菌株的部分基因序列有所不同，使得各產地

之子實體所萃取出的 SPS 與 PS 在硫酸根含量上有所差異。 
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表 5-2、各產地硫磺菌的 SPS 多醣體之總醣、總蛋白與硫酸根含量百分比 

Table 5-2. Total sugar, protein, and sulfate content of SPS polysaccharides from L. 

sulphureus of different origins. 

Samples Total sugar content 

(%) 

Total protein content 

(%) 

Sulfate content 

(%) 

NTS  9.36 ± 0.90b 17.20 ± 2.35a 2.33 ± 0.12b 

YNS 10.82 ± 1.69b 18.35 ± 4.26a 1.81 ± 0.06b 

DSS  13.95 ± 4.17ab 11.67 ± 2.40b 3.64 ± 0.61a 

FQS 17.81 ± 1.09a  9.59 ± 1.52b 2.35 ± 0.19b 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). Values followed by the different letter in the 

same column are significantly different as analyzed by Duncan’s new multiple range 

test (p < 0.05). 

 

表 5-3、各產地硫磺菌的 PS 多醣體之總醣、總蛋白與硫酸根含量百分比 

Table 5-3. Total sugar, protein, and sulfate content of PS polysaccharides from L. 

sulphureus of different origins. 

Sample Total sugar content 

(%) 

Total protein content 

(%) 

Sulfate content 

(%) 

NTP 40.03 ± 4.89b 0.12 ± 0.07a 2.44 ± 0.19b 

YNP 35.78 ± 3.41b 0.02 ± 0.04b 2.85 ± 0.42b 

DSP 41.38 ± 4.06b 0.09 ± 0.04ab 5.38 ± 1.92a 

FQP 59.34 ± 9.54a 0.02 ± 0.03b 1.62 ± 0.26b 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). Values followed by the different letter in the 

same column are significantly different as analyzed by Duncan’s new multiple range 

test (p < 0.05). 
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5.2.2. 分子量分布 

    根據表 5-4 所示，不同產地間 SPS 的分子量群分布有很大的差異。首先 YNS

與 FQS 具有較大的分子量群分布，分別為 691.00 kDa 與 478.66 kDa，且 FQS 的

分子量群分布較廣，整體而言複雜度較高；而 NTS 與 DSS 的分子量分析則顯示

兩者的 SPS 之分子量分布較小，其中 DSS 所含有之多醣體片段皆小於透析膜之

孔隙 (12 kDa)，根據研究顯示，萃取過程中的溫度或是溶液 pH 值等因素會影響

多醣體的分子量分布 (Cui et al., 2023)，因此推測這些小分子量片段可能來自於

透析後的萃取流程或是樣品處理。研究指出，較大的多醣體分子量對於生物活性

的表現較佳，但本研究之硫磺菌 SPS 多醣體的分子量較小，這樣的結果是否會對

於生物活性產生影響仍未知，但可以確定的是各產地之 SPS 在分子量分布上具

有較明顯的差異，可以說明產地會影響 SPS 多醣體的分子量分布。 

    表 5-5 顯示， PS 多醣體的分子量分布皆位於 500-600 kDa 與 5-20 kDa 左

右，整體而言各產地間相似性較高，代表產地差異對於 PS 的分子量分布影響較

小，另外從結果中發現除了 YNP 與 FQP 之外，其餘產地在經過透析後沒有出現

小於 12 kDa 的片段，顯示 PS 多醣體相較於 SPS 較不容易發生斷裂。 
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表 5-4、各產地硫磺菌 SPS 多醣體之分子量分布 

Table 5-4. Molecular weight distribution of SPS polysaccharides from L. sulphureus of 

different origins. 

 NTS YNS DSS FQS 

SPS 24.60 ± 0.71 691.00 ± 17.72 8.56 ± 0.47 478.66 ± 32.82 

  2.94 ± 0.06  2.87 ± 0.02 2.82 ± 0.01 23.09 ± 0.71 

     6.16 ± 0.15 

     2.80 ± 0.06 

     1.08 ± 0.01 

Data are presented as mean ± SD (n = 3).  

 

表 5-5、各產地硫磺菌 PS 多醣體之分子量分布 

Table 5-5. Molecular weight distribution of PS polysaccharides from L. sulphureus of 

different origins. 

 NTP YNP DSP FQP 

PS 572.80 ± 18.83 507.31 ± 7.69 461.28 ± 11.92 540.03 ± 6.11 

 21.06 ± 0.52  18.99 ± 0.14 15.13 ± 2.83  24.70 ± 0.43 

    9.24 ± 0.28    5.78 ± 0.02 

Data are presented as mean ± SD (n = 3).  
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圖 5-1、NTS 的高效液相層析圖譜 

Figure 5-1. The HPLC chromatogram of NTS. 

 

 

圖 5-2、YNS 的高效液相層析圖譜 

Figure 5-2. The HPLC chromatogram of YNS. 
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圖 5-3、DSS 的高效液相層析圖譜 

Figure 5-3. The HPLC chromatogram of DSS. 

 

 

圖 5-4、FQS 的高效液相層析圖譜 

Figure 5-4. The HPLC chromatogram of FQS. 
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圖 5-5、NTP 的高效液相層析圖譜 

Figure 5-5. The HPLC chromatogram of NTP. 

 

 

圖 5-6、YNP 的高效液相層析圖譜 

Figure 5-6. The HPLC chromatogram of YNP. 



doi:10.6342/NTU202502766
42 

 

圖 5-7、DSP 的高效液相層析圖譜 

Figure 5-7. The HPLC chromatogram of DSP. 

 

 

圖 5-8、FQP 的高效液相層析圖譜 

Figure 5-8. The HPLC chromatogram of FQP. 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202502766
43 

5.2.3. 單醣組成 

    根據標準品的分析結果 (圖 5-9)，所有單醣依照滯留時間依序為甘露糖 

(mannose, Man)、核糖  (ribose, Rib)、鼠李糖  (rhamnose, Rha)、葡萄醣醛酸 

(glucuronic acid, GlcUA)、半乳糖醛酸 (galacturonic acid, GalUA)、葡萄糖 (glucose, 

Glc)、半乳糖 (galactose, Gal)、木糖 (xylose, Xyl)、阿拉伯糖 (arabinose, Ara) 與

岩藻糖 (fucose, Fuc)。各產地多醣體的單醣組成結果如表 5-6 與表 5-7 所示。 

    結果顯示，各產地的 SPS 皆發現多種單醣的吸收峰，代表這些多醣體屬於異

質多醣，且在經過對照後得知 SPS 多醣體主要由葡萄糖、甘露糖、半乳糖及岩藻

糖所組成，且含有少量的核糖、木糖與阿拉伯糖。在 YNS 組別中，另發現葡萄

醣醛酸的吸收峰。經過比較後，發現各產地之 SPS 大多具有相似的單醣組成趨

勢，但在某些單醣的莫爾百分比上各產地還是具有差異，例如 FQS 與 YNS 的葡

萄糖占比較其他組別高 (30.02%與 50.25%)，而 YNS 的甘露糖 (13.47%)、 

推測為產地差異所造成。 

    PS 多醣體的單醣組成同樣也以葡萄糖、甘露糖、半乳糖及岩藻糖為主，並

含有核糖、木糖與阿拉伯糖，整體來說與 SPS 相似。但有些產地之 PS 在單醣的

莫爾百分比上同樣也出現明顯不同，例如 FQP 與其他產地的 PS 相比具有較高占

比的葡萄糖 (46.95%) 與木糖 (3.00%)，而甘露糖 (16.85%) 與核糖 (1.05%) 的

占比則明顯較低。 

    總而言之，SPS 與 PS 皆為異質多醣，其單醣組成主要為葡萄糖、甘露糖、

半乳糖與岩藻糖，並且除了 FQ 與 YN 的多醣體之外，其他產地多醣體的各單醣

占比在各產地間大致相似。先前研究顯示，葡萄糖為牛樟芝、雲芝、靈芝、舞菇

及桑黃最主要的單醣 (Su et al., 2016)，且由前人研究發現由甘露醣、葡萄醣與半

乳醣所組成的冬蟲夏草多醣體表現出促進免疫細胞吞噬的活性 (Yi et al., 2025a)。

但本研究發現部分產地的多醣體以半乳糖占比最多，顯示不同產地來源的硫磺菌

多醣體在單醣組成上會有所不同。 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202502766
44 

 

圖 5-9、單醣標準品波峰分布圖 

Figure 5-9. A representative chromatogram of monosaccharide standards. Man: 

mannose; Rib: ribose; Rha: Rhamnose; GlcUA: Glucuronic acid; GalUA: 

Galacturonic acid; Glc: glucose; Gal: galactose; Xyl: xylose; Ara: arabinose; Fuc: 

fucose.
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表 5-6、各產地硫磺菌 SPS 多醣體之單醣組成 

Table 5-6. Monosaccharide compositions of SPS polysaccharides from L. sulphureus of different origins. 

 

Samples 

Monosaccharides composition (molar %) 

Man Rib GlcUA Glc Gal Xyl Ara Fuc 

NTS 25.98 ± 1.94a 3.23 ± 0.64a ND 23.12 ±4.45bc 27.34 ± 1.29b 2.35 ± 0.29a 4.22 ± 0.29a 13.77 ± 2.04a 

YNS 13.47 ± 1.15c 2.68 ± 0.72ab 6.83 ± 3.57a 50.25 ± 3.30a 14.19 ± 0.74c 2.53 ± 0.92a 3.71 ± 2.15a  6.35 ± 0.35b 

DSS 25.11 ± 0.82ab 2.63 ± 0.41ab ND 21.51 ± 4.16c 31.52 ± 2.64a 2.29 ± 0.12a 2.90 ± 0.13a 14.04 ± 1.73a 

FQS 22.95 ± 1.78b  1.78 ± 0.37b ND 30.02 ± 3.47b 27.41 ± 1.01b 2.75 ± 0.31a 2.91 ± 0.54a 15.18 ± 2.98a 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). Man: mannose; Rib: ribose; GlcUA: Glucuronic acid; Glc: glucose; Gal: galactose; Xyl: xylose; Ara: 

arabinose; Fuc: fucose. Values followed by the different letter in the same column are significantly different as analyzed by Duncan’s new multiple 

range test (p < 0.05).  
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表 5-7、各產地硫磺菌 PS 多醣體之單醣組成 

Table 5-7. Monosaccharide compositions of PS polysaccharides from L. sulphureus of different origins. 

 

Samples 

Monosaccharides composition (molar %) 

Man Rib GlcUA Glc Gal Xyl Ara Fuc 

NTP 23.21 ± 1.32a 2.21 ± 1.17a 2.75 ± 0.73a 23.92 ± 1.04c 28.15 ± 2.03a 1.94 ± 1.33a 1.82 ± 1.19a 16.00 ± 1.78a 

YNP 22.34 ± 1.66a 1.76 ± 0.34a 0.66 ± 0.15b 36.73 ± 1.46b 20.62 ± 1.02b 1.30 ± 0.31a 2.00 ± 1.18a 14.59 ± 2.00ab 

DSP 24.58 ± 0.85a 1.72 ± 0.22a ND 29.39 ± 0.23c 29.24 ± 0.43a 1.32 ± 0.10a 1.11 ± 0.09a 12.64 ± 0.76ab 

FQP 16.85 ± 0.84b 1.05 ± 0.14b ND 46.95 ± 6.85a 19.74 ± 3.09b 3.00 ± 1.13a 1.79 ± 0.37a 10.62 ± 3.88b 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). Man: mannose; Rib: ribose; GlcUA: Glucuronic acid; Glc: glucose; Gal: galactose; Xyl: xylose; Ara: 

arabinose; Fuc: fucose. Values followed by the different letter in the same column are significantly different as analyzed by Duncan’s new multiple 

range test (p < 0.05). 
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5.2.4. 官能基組成 

    傅立葉紅外線光譜 (Fourier-transform infrared spectroscopy, FT-IR) 為分析多

醣體各官能基與鍵結的方法，藉由偵測各種鍵結在伸縮、轉動或振動時的能量吸

收可了解多醣體的官能基組成。多醣體中的單醣可以分為 α 與 β 兩種構形，其差

異主要來自於單醣分子在經過半縮醛反應後，形成的環狀構造以及一號碳與六號

碳上羥基的相對位置，此特性最早在 1894 年針對多醣體立體結構與環狀構造形

成研究中被發現 (Fischer, 1894)。α 構型的為一號碳上的羥基與六號碳位於不同

側，而一號碳上的羥基與六號碳位置若位於同側則為 β構形 (陳，2015)。(陳, 2015) 

    Lu 等人 (2023) 指出硫磺菌 SPS 多醣體具有羥基、烷基、CHO 與 C=O 振

動、C-H、S=O、C-O-C 與 C-O-H 等鍵結，而本實驗的結果顯示各產地 SPS 同樣

具有這些基團，顯示出較為一致的結果。由圖 5-10 可知，在約 3300 cm-1處有羥

基 (-OH) 的振動；2900-2950 cm-1間出現烷基 (C-H) 訊號；1600-1650 cm-1處為

CHO 與 C=O 的振動；1400 cm-1附近為 C-H 鍵結；1200 cm-1處附近屬於 S=O 鍵

結；1020 cm-1附近則是 C-O-C 與 C-O-H 的訊號；位於 700-950 cm-1之變旋異構

區 (anomeric region) 中的訊號可判斷 SPS 具有 α 與 β 兩種構形，其中 α 構形的

訊號大約出現在 900 cm-1，而 β 構形的訊號則位於 800 至 850 cm-1間。 

    由圖 5-11 可知，各產地的 PS 多醣體在官能基組成上與 SPS 相似，皆具有羥

基、烷基、CHO 與 C=O 振動、C-H、C-O-C 與 C-O-H 等鍵結，並且在 1200 cm-

1 處同樣也具有 S=O 之訊號，顯示 PS 多醣體中確實具有硫酸根存在。在構形上

PS 多醣體同樣也具有 α 與 β 兩種，其波峰位置分別位於 900 cm-1 與 800 至 850 

cm-1間。 

    總結來說，SPS 與 PS 的吸收峰位置顯示其為典型的醣類 FT-IR 圖譜，並且

相同種類的多醣體具有相似的吸收峰位置與趨勢，顯示在相同萃取方法下不同產

地的官能基與鍵結差異不明顯。另外在構形上所有 SPS 與 PS 皆具有 α 與 β 兩種

構形，兩者較為相似。 
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圖 5-10、各產地之 SPS 多醣體之傅立葉轉換紅外光譜 

Figure 5-10. Fourier-transform infrared (FTIR) spectra of SPS polysaccharides from 

different origins. a: NTS; b: YNS; c: DSS; d: FQS. 
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圖 5-11、各產地之 PS 多醣體之傅立葉轉換紅外光譜 

Figure 5-11. Fourier-transform infrared (FTIR) spectra of PS polysaccharides from 

different origins. a: NTP; b: YNP; c: DSP; d: FQP. 
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5.3. 含硫多醣體 (SPS) 與純化多醣體 (PS) 之抗發炎活性 

5.3.1. 細胞存活率 

    為了瞭解 SPS 與 PS 的藥理活性安全濃度，試驗在進行生物活性分析前預先

評估 SPS 與 PS 對於細胞存活率的影響，作為確認其最適合之安全濃度範圍的依

據。 

    由圖 5-12 與圖 5-13 可知，在加入不同濃度樣品與 LPS 誘導細胞發炎後，各

產地的 SPS 與 PS 在濃度 25 μg/mL、50 μg/mL 與 100 μg/mL 下皆不會對細胞數

量造成明顯影響，代表在此濃度下所有產地之多醣體不會造成細胞毒性，因此這

些濃度可以作為後續試驗生物活性之評估。 
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圖 5-12、不同產地與濃度之 SPS 對 LPS 誘導 RAW 264.7 細胞的存活率影響 

Figure 5-12. Cell viability of LPS-induced RAW264.7 cells treated with different 

concentrations of SPS from various regions. The bars having different letters are 

significantly different (p < 0.05) as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 

 

 

圖 5-13、不同產地與濃度之 PS 對 LPS 誘導 RAW 264.7 細胞的存活率影響 

Figure 5-13. Cell viability of LPS-induced RAW264.7 cells treated with different 

concentrations of PS from various regions. The bars having different letters are 

significantly different (p < 0.05) as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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5.3.2. 一氧化氮的抑制 

    在發炎反應中一氧化氮是重要的訊號分子之一，其可促進血管擴張並參與抑

制發炎反應，因此分析一氧化氮的產生量可初步評估藥物之抗發炎活性。 

    根據圖 5-14 與 5-15 的結果，RAW264.7 巨噬細胞在加入 LPS 後，一氧化氮

的生成量皆顯著上升。在 SPS 多醣體的處理下 (圖 5-14)，除了 NTS 之外，其餘

產地處理組在統計上與 LPS 處理組相比均不具顯著差異，而將各產地相同濃度

一起比較 (圖 5-15) 後則發現在統計上各組別具有差異，但與控制組之 IC50 

(24.99 μg/mL) 相比後發現，不同濃度處理組的抑制效果均與控制組 IC50 的抑制

效果相差 45%以上，顯示出 SPS 對於一氧化氮產生量的抑制效果不明顯。 

    圖 5-16 與圖 5-17 為 PS 多醣體處理的結果，各產地的一氧化氮生成量在統

計上出現顯著差異。FQP 在 100 μg/mL 下之一氧化氮產生量為 88.63%，且隨著

濃度下降抑制效果也隨之變差，呈現出劑量效應。而 NTP、YNP 與 DSP 的各濃

度處理間，雖然在統計上具有顯著差異，但其具有明顯的抑制效果之濃度皆為 25

與 50 μg/mL，不具劑量效應。此外，各濃度處理與控制組 L-NMMA 的 IC50 (23.83 

μg/mL) 進行比較後發現，各處理組的濃度雖然高於控制組的半抑制濃度，但其

抑制效果與控制組 IC50的抑制效果相比皆具有 30%以上的差異，因此 PS 對於一

氧化氮產生量的抑制效果也較為微弱。 

    根據前人研究，硫磺菌之胞外多醣體可以在 LPS 誘導的模式下抑制 BV2 小

膠質細胞分泌一氧化氮、PGE2以及 TNF-α (Jayasooriya et al., 2011)，這樣的結果

與本研究之硫磺菌多醣體 SPS 與 PS 對於一氧化氮分泌的抑制效果具有差異，因

此仍需要分析其他發炎因子的含量才能確認 SPS 與 PS 之抗發炎活性。 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202502766
53 

 

圖 5-14、各產地之 SPS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之一氧化氮產生抑制效果 

Figure 5-14. Inhibitory effects of SPS from different regions on nitric oxide production 

in LPS-induced RAW264.7 macrophages. a: NTS; b: YNS; c: DSS; d: FQS. LNMMA: 

NG-monomethyl-L-arginine. The bars having different letters are significantly different 

(p < 0.05) as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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圖 5-15、各產地間 SPS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之一氧化氮產生抑制效果比較 

Figure 5-15. Comparison of the inhibitory effects of SPS from different regions on nitric 

oxide production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. LNMMA: NG-

monomethyl-L-arginine. The bars having different letters are significantly different (p 

< 0.05) as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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圖 5-16、各產地之 PS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之一氧化氮產生抑制效果 

Figure 5-16. Inhibitory effects of PS from different regions on nitric oxide production 

in LPS-induced RAW264.7 macrophages. a: NTP; b: YNP; c: DSP; d: FQP. LNMMA: 

NG-monomethyl-L-arginine. The bars having different letters are significantly different 

(p < 0.05) as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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圖 5-17、各產地間 PS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞一氧化氮之產生抑制效果比較 

Figure 5-15. Comparison of the inhibitory effects of PS from different regions on nitric 

oxide production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. LNMMA: NG-

monomethyl-L-arginine. The bars having different letters are significantly different (p 

< 0.05) as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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5.3.3. TNF-α 與 IL-6 激素的抑制 

    當巨噬細胞受到外來刺激時，為了讓更多免疫細胞參與抗發炎反應，會釋放

TNF-α 與 IL-6 等多種細胞激素，這些激素相較於一氧化氮更加穩定，可以更準

確地測量發炎反應的效果，因此本研究進一步分析 TNF-α 與 IL-6 的分泌量作為

評估 SPS 與 PS 對 LPS 誘導發炎反應的抑制效果。 

    如圖 5-18 與圖 5-19 所示，RAW264.7 細胞在加入 LPS 後，TNF-α 分泌量皆

顯著上升，所有樣品處理組的 TNF-α 產生量百分比皆隨著濃度提高而顯著下降。

根據半抑制濃度 (IC50) 結果 (表 5-8) ，NTS、YNS 與 FQS 的半抑制濃度皆為 55 

μg/mL 左右，而 DSS 的 IC50雖然較差，但仍然具有約 205 μg/mL 之半抑制水準。

接著與控制組的 IC50 (26.03 μg/mL) 比較後發現，NT、DS 與 FQ 三個產地 SPS

的半抑制濃度與控制組 Dexamethasone 之半抑制濃度約相差兩倍，而 DS 產地的

半抑制濃度則差異較大，但此結果仍確認所有產地之 SPS 多醣體對於 TNF-α 激

素具有抑制效果。 

    相較於 SPS，PS 多醣體對 TNF-α 之抑制效果則相對不明顯，從圖 5-20 與圖

5-21 中可發現 NTP、YNP 與 DSP 在 100 μg/mL 處理下具有約 20%的抑制效果，

而 FQP 在 25 μg/mL 與 100 μg/mL 具有較低的 TNF-α，其趨勢與其他產地有些許

差異。 

    各產地 SPS 同樣也具有良好的抑制 IL-6 生成量效果。根據圖 5-22 與 5-23 所

示，RAW264.7 細胞在加入 LPS 後，IL-6 分泌量皆顯著上升，而經過 NTS、DSS

與 FQS 處理之細胞的 IL-6 分泌量則顯著下降。另外根據 IC50計算結果 (表 5-9)，

發現 NTS 具有最佳的半抑制濃度 (23.33 μg/mL)，而 DSS 與 FQS 的半抑制濃度

較高，但仍有約為 60 μg/mL；至於 YNS 與其他組別相比對 IL-6 的抑制幅度較

小，在 25 與 50 μg/mL 下的抑制效果在統計上與 LPS 處理無顯著差異，僅在 100 

μg/mL 下與 LPS 相比具有 30%左右的抑制效果。與控制組的 IC50 (21.28 μg/mL) 

相比後發現，NT 產地的半抑制濃度與其相似，DS 與 FQ 產地的半抑制濃度則是

控制組半抑制濃度的三倍，至於 YN 產地的半抑制濃度則差異較大。 

    根據圖 5-24，在 YNP 與 DSP 組別中樣品與 LPS 處理無明顯差異，NTP 與

FQP 雖在統計上與 LPS 處理有差異，但抑制幅度較小且無劑量效應；而圖 5-25

中顯示在所有產地與處理組共同比較後，各產地之 PS 多醣體雖也在部分處理組

的統計上顯現出差異，但抑制幅度同樣較小，代表各產地 PS 多醣體對於 IL-6 的
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抑制效果較差。 

    總結來說，各產地硫磺菌之 SPS 多醣體對 LPS 誘導 RAW 264.7 細胞的 TNF-

α 與 IL-6 激素分泌皆具有較佳的抑制效果，可以顯著抑制發炎中之 RAW 264.7

細胞分泌兩種激素。各產地 PS多醣體在 100 μg/mL下可抑制 TNF-α分泌約 20%，

而對於 IL-6 的抑制活性則較不明顯。根據先前的研究，利用熱水萃取之綠豆皮

多醣體 H-MBP 相較於酸萃取、鹼萃取與酵素萃取等方法對於 TNF-α 與 IL-6 的

抑制效果較佳 (Ding et al., 2025)，顯示出利用不同的萃取方法所取得的多醣體在

抗發炎活性上確實會有不同。 
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圖 5-18、各產地之 SPS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之 TNF-α 激素產生抑制效果 

Figure 5-18. Inhibitory effects of SPS from different regions on TNF-α production in 

LPS-induced RAW264.7 macrophages. a: NTS; b: YNS; c: DSS; d: FQS. Dexa.: 

Dexamethasone. The bars having different letters are significantly different (p < 0.05) 

as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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圖 5-19、各產地間 SPS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之 TNF-α 激素產生抑制效果比

較 

Figure 5-19. Comparison of the inhibitory effects of SPS from different regions on 

TNF-α production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. Dexa.: Dexamethasone. 

The bars having different letters are significantly different (p < 0.05) as analyzed by 

Duncan’s new multiple range test. 

 

表 5-8、各產地 SPS 之 TNF-α 半抑制濃度 

Table 5-8. Half-maximal inhibitory concentration of SPS from different regions on 

TNF-α production. 

 IC50 (μg/mL) 

NTS 57.74 

YNS 52.06 

DSS 205.72 

FQS 55.29 
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圖 5-20、各產地之 PS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之 TNF-α 激素產生抑制效果 

Figure 5-20. Inhibitory effects of PS from different regions on TNF-α production in 

LPS-induced RAW264.7 macrophages. a: NTP; b: YNP; c: DSP; d: FQP. Dexa.: 

Dexamethasone. The bars having different letters are significantly different (p < 0.05) 

as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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圖 5-21、各產地間 PS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之 TNF-α 激素產生抑制效果比

較 

Figure 5-21. Comparison of the inhibitory effects of PS from different regions on TNF-

α production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. Dexa.: Dexamethasone. The 

bars having different letters are significantly different (p < 0.05) as analyzed by 

Duncan’s new multiple range test. 
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圖 5-22、各產地之 SPS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之 IL-6 激素產生抑制效果 

Figure 5-22. Inhibitory effects of SPS from different regions on IL-6 production in LPS-

induced RAW264.7 macrophages. a: NTS; b: YNS; c: DSS; d: FQS. Dexa.: 

Dexamethasone. The bars having different letters are significantly different (p < 0.05) 

as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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圖 5-23、各產地間 SPS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之 IL-6 激素產生抑制效果比較 

Figure 5-23. Comparison of the inhibitory effects of SPS from different regions on IL-

6 production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. Dexa.: Dexamethasone. The 

bars having different letters are significantly different (p < 0.05) as analyzed by 

Duncan’s new multiple range test. 

 

表 5-9、各產地 SPS 之 IL-6 半抑制濃度 

Table 5-9. Half-maximal inhibitory concentration of SPS from different regions on IL-

6 production. 

 IC50 (μg/mL) 

NTS 23.33 

YNS 352.6 

DSS 59.02 

FQS 63.83 

 

 

c

d

e

a

a

b

e

a

a

c

c

e

b
b

c

0

20

40

60

80

100

120

Control LPS 25 μg/mL 50 μg/mL 100 μg/mL Dexa.

IL
-6

 p
ro

d
u
ct

io
n
 (

%
)

NTS

YNS

DSS

FQS



doi:10.6342/NTU202502766
65 

 

圖 5-24、各產地之 PS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之 IL-6 激素產生抑制效果 

Figure 5-24. Inhibitory effects of PS from different regions on IL-6 production in LPS-

induced RAW264.7 macrophages. a: NTP; b: YNP; c: DSP; d: FQP. Dexa.: 

Dexamethasone. The bars having different letters are significantly different (p < 0.05) 

as analyzed by Duncan’s new multiple range test. 
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圖 5-25、各產地間 PS 對 LPS 誘導小鼠巨噬細胞之 IL-6 激素產生的抑制效果比

較 

Figure 5-25. Comparison of the inhibitory effects of PS from different regions on IL-6 

production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. Dexa.: Dexamethasone. The bars 

having different letters are significantly different (p < 0.05) as analyzed by Duncan’s 

new multiple range test. 
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5.4. 南投產地含硫多醣體 (NTS) 之化學結構 

    核磁共振為分析多醣體結構之常見方法，其原理為利用原子的自旋特性給予

特定波長的電磁波，原子在吸收電磁波能量後產生共振，接著當電磁波停止後原

子會釋出吸收的能量並經由偵測器偵測後轉變為訊號，可協助研究者判定分子結

構、官能基與鄰近原子的關係。根據上述 TNF-α 與 IL-6 等激素的分泌量結果顯

示 NTS 對於這兩種激素的抑制效果最佳，因此本研究使用 NTS 進行化學結構分

析，並且根據 Alquini 等人 (2004)、Nyman 等人 (2016)、Sanuelsan 等人 (2019) 

與 Jen (2024) 的研究結果進行圖譜的訊號歸納，以了解 NTS 多醣體的結構。 

(Nyman et al., 2016; Samuelsen et al., 2019) 

5.4.1. 1H NMR 圖譜 

    根據 1H 圖譜的結果，位於 δ 4.97 與 δ 4.93 為半乳糖之 H-1 訊號，分別屬於

→2,6)-α-Gal-(1→與→6)-α-Gal-(1→，甘露糖與岩藻糖之 H-1 訊號為 δ 5.04，另外

位於 δ 5.20 至 δ 5.21 處也有→2)-α-Man-(1→的 H-1 訊號。葡萄糖之 1H 譜訊號相

較於其他單醣不明顯，可能與其他訊號重疊；然而在與 Alquini 等人 (2004)的研

究比對後，推測大約位於 δ 4.50 至 δ 4.54 處為葡萄糖之 H-1 訊號，且鍵結種類為

→6)-β-D-Glc-(1→與→3,6)-β-D-Glc-(1→。 

    由於試驗所使用的樣品並非純物質，其中所含有的各類分子使得圖譜的訊號

重疊嚴重，讓 H-2 至 H-6 的訊號大多難以判定，但根據 H-1 訊號的解讀結果仍

可初步估算單醣組成。在前述之單醣組成結果中，可知 NTS 的半乳糖、甘露糖

加岩藻糖與葡萄糖的比為 27.34：39.75：23.12 ≈ 1.2：1.7：1，而根據 H-1 訊號峰

的面積轉換結果顯示，半乳糖：甘露糖加岩藻糖：葡萄糖的比為 1.9034：1.8928：

0.4814，約等於 4.0：3.9：1，此組成比例與單醣組成的結果並不相符，因此推測

1H 譜中的部分訊號被重疊覆蓋，需要利用後續的 NMR 圖譜確認。 
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圖 5-26、NTS 多醣體之 1H NMR 圖譜 

Figure 5-28. 1H NMR spectrum of NTS (D2O, 800 MHz, 25℃).  
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5.4.2. 13C NMR 圖譜 

    根據 Jen (2024) 的研究結果，可將 NTS 多醣體之碳譜大致分成兩個區域，

位於 δ 50 至 δ 75 間的訊號屬於 C-2 至 C-6，而 δ 98 至 δ 103 間的訊號則是單醣

殘基之 C-1，兩個區域內皆具有多個峰，彼此的歸屬與分類較難在碳譜中完成，

需要再以別的圖譜進行比對。此外，對比後發現在 δ 15.64 位置的訊號為 CH3官

能基，可能屬於岩藻糖之六號碳 (C-6)。 

 

 

圖 5-27、NTS 多醣體之 13C NMR 圖譜 

Figure 5-29. 13C NMR spectrum of NTS (D2O, 800 MHz, 25℃). 
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5.4.3. COSY 圖譜 

    COSY 圖譜可協助分析多醣體相鄰兩個氫的訊息，其測量結果可由圖 5-30

得知。在圖中總共發現 10 組 H1/H2 訊號，分別為 A (δ 4.93/δ 3.77)、B (δ 4.97/δ 

3.77)、C1 (δ 5.03/δ 3.82)、C2 (δ 5.04/δ 3.83)、D (δ 5.03/δ 3.99)、E (δ 4.95/δ 4.14)、

F (δ 5.13/δ 4.01)、G (δ 4.44/δ 3.24)、H (δ 4.45/δ 3.43) 與 I (δ 4.46/δ 3.45)。根據 Jen 

(2024) 與 Alquini 等人 (2004) 的分析結果比對後，確認殘基 A 與 B 皆為半乳

糖，其鍵結模式分別為→6)-α-Gal-(1→與→2,6)-α-Gal-(1→；C1、C2、D 與 E 殘

基的訊號推測為α構型之岩藻糖 (訊號C1與C2) 與甘露糖 (訊號D與E) (Nyman 

et al., 2016)。根據 Jen (2024) 的研究結果，位於 δ 5.26/δ 4.06 附近具有兩組訊號，

但本研究之圖譜僅觀察到一組 (訊號 F)，在經過比對後推測為 α-甘露糖 (Nyman 

et al., 2016)。(Zavadinack et al., 2024; 任, 2024) 

    在 F2 之 δ 4.45 處具有一系列的訊號，分別為 G (δ 4.44/δ 3.24)、H (δ 4.45/δ 

3.43) 與 I (δ 4.46/δ 3.45)，經比對後確認此訊號應為 β-葡萄糖之 H1/H2 位置。根

據前人研究結果，推測 G 訊號應該為→6)-α-Glc-(1→，H 與 I 則屬於→3,6)-α-Glc-

(1→ (Zavadinack et al., 2024; 任，2024)。此外，根據硫磺菌結構之相關研究顯示，

COSY 圖譜中具有末端葡萄糖訊號 (任，2024)，但本研究並未在圖譜中發現類似

的訊號，需要搭配其他圖譜進行確認。(任, 2024) 

    總結來說，COSY 圖譜中的訊號經過分類後分別屬於半乳糖 (訊號 A 與 B)、

岩藻糖 (訊號 C1 與 C2)、甘露糖 (訊號 D、E 與 F) 和葡萄糖 (G、H 與 I)。根據

前人研究推測 A 與 B 為→6)-α-Gal-(1→與→2,6)-α-Gal-(1→；C1 與 C2 屬於→3)-

α-Fuc-(1→與末端 α-岩藻糖；D 為 α-Man-(1→；E 與 F 為→2)-α-Man-(1→；G 屬

於→3)-α-Glc-(1→；H 與 I 則皆為→3,6)-α-Glc-(1→ (Nyman et al., 2016; Samuelsen 

et al., 2019; 任，2024)。 
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圖 5-28、NTS 多醣體之 COSY 圖譜 

Figure 5-30. COSY spectrum of NTS (F1 = F2 = 2.8-5.5 ppm, D2O, 800 MHz, 25℃). 
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5.4.4. TOCSY 圖譜 

    TOCSY 圖譜由圖 5-31 所示。根據圖譜的結果，除了訊號 E 之外，COSY 圖

譜中所發現之 H1/H2 訊號皆可在 TOCSY 圖譜中發現，但訊號重疊較為嚴重，因

此先以外側之 H1 尋找其他氫之訊號。 

    圖譜中發現，A 出現 δ 4.92/δ 3.78 與 δ 4.92/δ 3.81 兩組訊號，分別屬於 H1/H2

與 H1/H3；B 具有 δ 4.97/δ 3.76 與 δ 4.97/δ 3.98 兩組訊號，分別屬於 H1/H2 與

H1/H3；C1 具有 δ 5.04/δ 3.83、δ 5.04/δ 3.91 與 δ 5.04/δ 3.91 三組訊號，分別屬於

H1/H2、H1/H3 與 H1/H4；C2 具有 δ 5.04/δ 3.83、δ 5.04/δ 3.83 與 δ 5.04/δ 3.91 三

組訊號，分別為 H1/H2、H1/H3 與 H1/H4；D 與 F 的訊號分別為 δ 5.03/δ 4.00 與

δ 5.20/δ 3.99，皆屬於 H1/H2。另外訊號 E 並未在 TOCSY 圖譜中發現，推測可能

被其他訊號覆蓋。 

    葡萄糖訊號 G、H 與 I 同樣也在 TOCSY 圖譜中被發現。首先 G 具有 δ 4.44/δ 

3.24、δ 4.44/δ 3.41、δ 4.44/δ 3.32 與 δ 4.44 /δ 3.55 四組訊號，分別屬於 H1/H2、

H1/H3、H1/H4 與 H1/H5；H 與 I 具有 δ 4.46/δ 3.44、δ 4.46/δ 3.67 與 δ 4.46 /δ 3.57

三組訊號，皆屬於 H1/H2、H1/H3 與 H1/H5。經過 TOCSY 圖譜分析後，發現 NTS

各個糖類的訊號可以更明確地被確認，並且可以將 COSY 圖譜中未被觀察到的

H3 至 H6 訊號進行初步分類。 
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圖 5-29、NTS 多醣體之 TOCSY 圖譜 

Figure 5-31. TOCSY spectrum of NTS (F1 = 2.8-5.4 ppm, F2 = 2.0-5.8 ppm, D2O, 800 

MHz, 25℃). 
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5.4.5. ROESY 圖譜 

    ROESY 圖譜中可觀察到單醣彼此間的關聯情況，有助於判斷多醣體的鍵結

模式。由圖 5-32 中發現，各個訊號同樣也是重疊嚴重，因此仍然先尋找 H1 與其

他氫的相關訊號。 

    根據解讀，A 具有六組訊號，分別是 AH1/AH2 (δ 4.92/δ 3.77)、AH1/AH3 (δ 

4.92/δ 3.77)、AH1/GH6a (δ 4.92/δ 3.77)、AH1/HH6a (δ 4.92/δ 3.77)、AH1/AH6b (δ 

4.92/δ 3.60) 與 AH1/BH6b (δ 4.92/δ 3.60)。B 具有五組訊號，分別是 BH1/BH2 (δ 

4.97/δ 3.77)、BH1/BH6b (δ 4.97/δ 3.59)、BH1/BH3 (δ 4.97/δ 4.00)、BH1/AH5 (δ 

4.97/δ 4.08)與 BH1/AH6b (δ 4.97/δ 3.59)，兩者的訊號顯示 A 與 B 應該在 6-O 位

置有相連，而 A 與 G 或 H 可能也在 6-O 位置彼此連接。 

    C1 具有四組訊號，分別是 C1H1/C1H2 (δ 5.03/δ 3.83)、C1H1/C1H3 (δ 5.03/δ 

3.91)、C1H1/C1H4 (δ 5.03/δ 3.91)與 C1H1/BH2 (δ 5.03/δ 3.77)。C2 則具有兩組訊

號，分別為 C2H1/C2H2 (δ 5.03/δ 3.83) 與 C2H1/BH2 (δ 5.03/δ 3.77)，顯示 C1 與

C2 皆與 B 的 O-2 相連。 

    D 具有六組訊號，分別是 DH1/DH2 (δ 5.03/δ 3.99)、DH1/DH3 (δ 5.03/δ 3.82)、

DH1/DH4 (δ 5.03/δ 3.58)、DH1/DH5 (δ 5.03/δ 3.68)、DH1/BH2 (δ 5.03/δ 3.77) 與

DH1/C1H3 (δ 5.03/δ 3.91)，顯示在 B 的 2-O 與 C1 的 3-O 位置具有末端甘露糖 D

的連結。 

    E 與 F 共具有七組訊號，其中 F 在 ROESY 圖譜中出現了兩套相似的訊號，

並且有互相連接的情況，根據 Jen (2024) 的研究結果，代表其可能為兩個不同連

結方式的 α-甘露糖，因此將其中一套以 F*表示。E 具有一組訊號，為 EH1/F*H2 

(δ 4.96/δ 4.01)。F 具有三組訊號，分別是 FH1/FH2 (δ 5.20/δ 3.98)、FH1/FH5 (δ 

5.20/δ 3.66) 與 FH1/F*H2 (δ 5.20/δ 3.98)。F*具有三組訊號，分別是 F*H1/F*H2 

(δ 5.20/δ 3.99)、F*H1/F*H5 (δ 5.20/δ 3.66) 與 F*H1/FH2 (δ 5.20/δ 3.99)，顯示 E 與

F 皆與 F*的 2-O 處連結，而 F*與 F 的 2-O 位置相連。 

    G 具有六組訊號，分別是 GH1/GH2 (δ 4.44/δ 3.24)、GH1/GH3 (δ 4.44/δ 3.41)、

GH1/GH4 (δ 4.44/δ 3.37)、GH1/GH5 (δ 4.44/δ 3.55)、GH1/GH6a (δ 4.45/δ 3.78) 與

GH1/HH6a (δ 4.45/δ 3.78)。H 具有六組訊號，分別是 HH1/HH2 (δ 4.44/δ 3.41)、

HH1/HH3 (δ 4.45/δ 3.66)、HH1/HH4 (δ 4.44/δ 3.41)、HH1/HH5 (δ 4.45/δ 3.55)、

HH1/HH6a (δ 4.45/δ 3.78) 與 HH1/GH6a (δ 4.45/δ 3.78)。I 具有三組訊號，分別是
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IH1/IH2 (δ 4.45/δ 3.41)、IH1/IH3 (δ 4.45/δ 3.66) 與 IH1/HH3 (δ 4.45/δ 3.66)。結果

顯示，G 與 H 之間以 6-O 位置互相連接，I 則連結於 H 的 3-O 處。 
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圖 5-30、NTS 多醣體之 ROESY 圖譜 

Figure 5-32. ROESY spectrum of NTS (F1 = 3.0-5.6 ppm, F2 = 2.9-5.5 ppm, D2O, 800 

MHz, 25℃). 
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5.4.6. HSQC 圖譜 

    圖 5-33 為 HSQC 圖譜，可協助判斷各個單醣殘基中氫與碳的化學位移。在

F1 = 95-110 ppm 與 F2 = 4.4-5.4 ppm 具有 H1/C1 訊號，分別為 A (δ 4.92/δ 97.87)、

B (δ 4.97/δ 97.87)、C1 (δ 5.04/δ 101.16)、C2 (δ 5.04/δ 101.16)、D (δ 5.03/δ 102.28)、

E (δ 4.95/δ 102.11)、F (δ 5.20/δ 100.55)、F* (δ 5.20/δ100.55)、G (δ 4.44/δ 102.89)、

H (δ 4.44/δ 102.89) 與 I (δ 4.45/δ 102.89)。 

    在 H2-H6/C2-C6 的訊號範圍中，可觀察到 B 之 H2/C2 (δ 3.76/δ 77.57)、C1

之 H3/C3 (δ 3.91/δ 77.49)、E 之 H2/C2 (δ 4.13/δ 81.38)、F 之 H2/C2 (δ 3.99/δ 78.70)、

F*之 H2/C2 (δ 4.01/δ 78.44)、H 之 H3/C3 (δ 3.68/δ 83.88) 與 I 之 H3/C3 (δ 3.68/δ 

83.88) 的碳化學位移處於較低場，因此推測這些位置為醣苷鍵連結的位置。另外

從圖中各單醣的 C-6 位移訊號中，可發現半乳糖 A 與 B 及葡萄糖 G 與 H 位於較

低場，因此推測 A、B、G 及 H 是在此位置具有醣苷鍵鍵結。 
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圖 5-31、NTS 多醣體之 HSQC 圖譜 

Figure 5-33. HSQC spectrum of NTS (F1 = 54-140 ppm, F2 = 2.8-5.4 ppm, D2O, 800 

MHz, 25℃). 
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5.4.7. HMBC 圖譜 

    圖 5-34 為 HMBC 圖譜，可藉由氫與碳的關聯訊號確認多醣體的鍵結模式。

根據結果，在 H1 訊號區域 (F2 = 4.4-5.4 ppm) 可發現 C1H1/BC2 (δ 5.04/δ 77.57)、

C2H1/BC2 (δ 5.04/δ 77.57)、DH1/BC2 (δ 5.03/δ 77.57)、DH1/C1C3 (δ 5.03/δ 77.49)、

EH1/F*C2 (δ 4.95/δ 78.44)、FH1/F*C2 (δ 5.20/δ 78.44) 與 F*H1/FC2 (δ 5.20/δ 78.70) 

之訊號，因此推測 C1、C2 與 D 連結於 B 的 2-O 上，而 D 也與 C1 的 3-O 位置

相連；另外甘露糖 E、F 與 F*的鍵結模式為 E 連結於 F*的 2-O 處，而 F*與 F 在

2-O 處彼此皆有相連。 

    除了連結位置外，圖譜中也發現一些單醣的訊號，有助於我們再次確認其碳

的位移，例如 C1H2/C1C3 (δ 3.83/δ 77.49)、C1H3/C1C3 (δ 3.91/δ 77.49)、C1H6/C1C4 

(δ 1.15/δ 71.48)、C1H6/C1C5 (δ 1.15/δ 67.21)、C2H6/C2C4 (δ 1.15/δ 71.48)、

C2H6/C2C5 (δ 1.15/δ 67.21)、DH1/DC2 (δ 5.03/δ 69.06)、DH1/DC3 (δ 5.03/δ 69.98)、

DH1/DC3 (δ 5.03/δ 73.27)、EH1/EC3 (δ 4.95/δ69.98)、EH1/EC5 (δ 4.95/73.27)、

FH1/FC3 (δ 5.20/δ 69.98)、FH1/FC5 (δ 5.20/δ 73.27)、F*H1/F*C3 (δ 5.20/δ 69.98) 

以及 F*H1/F*C5 (δ 5.20/δ 73.27)。 
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圖 5-32、NTS 多醣體之 HMBC 圖譜 

Figure 5-34. HMBC spectrum of NTS (F1 = 56-96 ppm, F2 = 3.3-5.3 ppm, D2O, 800 

MHz, 25℃) 
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5.4.8. NTS 之結構討論 

    根據各個圖譜的分析結果，NTS 各訊號之 1H 與 13C 的化學位移可整理成表

5-10，並且經過解讀後確認 NTS 主要由五個重複單元所組成，各單元分別以 a 至

e 命名。各個重複單元根據其主鏈醣類組成可分為三類，分別以 α-半乳糖 (a、b

與 c)、β-葡萄糖 (d) 與 α-甘露糖 (e) 所組成。單元 a 的主鏈為→6)-α-Gal-(1→ 

(訊號 A 與 B)，並且在訊號 B 的 2-O 位置有一組 α-Man-(1→3)-α-Fuc-(1→分支 

(訊號 D 與 C1)。單元 b 與 c 皆以一組→6)-α-Gal-(1→作為主鏈 (訊號 B)，並且分

別在 2-O 位置具有 α-Fuc-(1→與 α-Man-(1→的分支 (訊號 C2 與 D)。單元 d 為一

組主鏈為→3,6)-β-Glc-(1→ (訊號 H) 以及→6)-β-Glc-(1→ (訊號 G) 所組成的葡聚

醣，其排列順序為 H-G-H，並且在訊號 H 上各有一組→3)-β-Glc-(1→分支 (訊號

I)。單元 e 為一組由→2)-α-Man-(1→所組成的甘露糖鏈 (訊號 E、F 與 F*)，其排

列順序為 E-F*-F-F*。 

    另外根據 NTS 之單醣組成結果與前人的研究結果可將各個重複單元進行排

列。依據單醣的組成結果，NTS 之甘露糖、葡萄糖、半乳糖與岩藻糖之比例為 6 : 

5 : 6 : 3，因此可推測出所有重複單元之個數，最後再綜合所有已知資訊及 Aquini

等人 (2004) 與 Jen (2024) 的研究結果進行比對後可歸納出NTS之鍵結模式 (圖 

5-35)。 

    總結來說，NTS 之多醣體主要以→6)-α-Gal-(1→作為主鏈，並且具有一組以

→6)-β-Glc-(1→與→3)-β-Glc-(1→所組成的重複單元 a 以及一組由→2)-α-Man-

(1→所構成之重複單元 e，此結果與 Jen (2024) 之研究成果相似。 
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圖 5-33、NTS 多醣體之重複單元與化學結構 

Figure 5-35. Putative repeat units and chemical structure of NTS. 
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表 5-10、NTS 多醣體之各單醣殘基之 1H 與 13C 的化學位移 

Table 5-10. 1H and 13C NMR chemical shift of NTS. 

Residue Position δ1H δ13C 

A 1 4.92 97.87 

→6)-α-Gal-(1→ 2 3.78 68.15 

 3 3.81 69.77 

 4 - - 

 5 4.08 69.20 

 6 3.80(a), 3.59(b) 65.85 

    

B 1 4.97 97.87 

→2,6)-α-Gal-(1→ 2 3.76 77.57 

 3 3.98 68.31 

 4 - - 

 5 4.12 68.85 

 6 3.80(a), 3.59(b) 65.85 

    

C1 1 5.04 101.16 

→3) -α-Fuc-(1→ 2 3.83 67.42 

 3 3.91 77.49 

 4 3.91 71.48 

 5 4.08 67.21 

 6 1.15 15.68 

    

C2 1 5.04 101.16 

α-Fuc-(1→ 2 3.83 67.42 

 3 3.83 70.03 

 4 3.91 71.48 

 5 4.08 67.21 

 6 1.15 15.68 

    

D 1 5.03 102.28 

α-Man-(1→ 2 4.00 69.06 

 3 3.82 69.98 

 4 3.58 66.86 

 5 3.68 73.27 

 6 3.78(a), 3.58(b) 60.94 

    

E 1 4.95 102.11 

→2)-α-Man-(1→ 2 4.14 81.38 

 3 3.99 69.98 

 4 3.58 66.86 

 5 3.66 73.27 

 6 3.78(a), 3.58(b) 60.94 

    

F 1 5.20 100.55 

→2)-α-Man-(1→ 2 3.99 78.70 

 3 3.99 69.98 

 4 3.58 66.86 
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F (cont'd) 5 3.66 73.27 

→2)-α-Man-(1→ 6 3.78(a), 3.58(b) 60.94 

    

F* 1 5.20 100.55 

→2)-α-Man-(1→ 2 4.01 78.44 

 3 3.99 69.98 

 4 3.58 66.86 

 5 3.66 73.27 

 6 3.78(a), 3.58(b) 60.94 

    

G 1 4.44 102.89 

→6)-β-Glc-(1→ 2 3.24 73.13 

 3 3.41 75.57 

 4 3.37 69.51 

 5 3.55 74.89 

 6 3.78(a), 3.58(b) 66.17 

    

H 1 4.44 102.89 

→3,6)-β-Glc-(1→ 2 3.41 72.70 

 3 3.66 83.88 

 4 3.41 69.41 

 5 3.55 74.89 

 6 3.78(a), 3.58(b) 66.17 

    

I 1 4.45 102.89 

→3)-β-Glc-(1→ 2 3.41 72.70 

 3 3.66 83.88 

 4 3.41 69.41 

 5 3.44 75.52 

 6 3.78(a), 3.58(b) 60.94 

 

(De Nicola et al., 2021; Di Lorenzo et al., 2020; Knirel et al., 2011; H. Li et al., 2024; 

Meng et al., 2016; Palacios et al., 2012; Yi et al., 2025b; Zdorovenko et al., 2012; 

Zheng et al., 2020) 
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第六章、 結論 

    不同產地之硫磺菌子實體的含硫多醣體 (SPS) 產率分別為 7.54% (NTS)、

9.46% (YNS)、4.12% (DSS) 與 3.48% (FQS)，而各產地間的純化多醣體 (PS) 產

率則大約為 1.00-1.50%之間，顯示產地來源的差異對於多醣體的產率有影響。 

    在同產地下，PS 的總蛋白質含量極少但總醣類含量較高，而 SPS 相較於 PS

則具有較多的蛋白質含量與較少的醣類含量，代表 SPS 中的蛋白質無法有效去

除，顯示其可能為蛋白多醣或是醣蛋白。在硫酸根含量上，除 FQ 產地之 SPS 外，

其餘產地的含量皆小於 PS，目前推測為不同產地來源造成硫磺菌的基因序列產

生差異所導致。 

    所有產地 SPS 之單醣組成主要以甘露糖、葡萄糖、半乳糖與岩藻糖所組成，

分子量分布皆以 2.80 kDa 的小分子量片段為最多，但各產地間的其他分子量片

段分布則差異較大，其中 YN 與 FQ 兩個產地還分別具有 691.00 kDa 與 478.66 

kDa 之大分子量片段，顯示出各產地間 SPS 的分子量分布具有差異。PS 多醣體

之單醣組成同樣也以甘露糖、葡萄糖、半乳糖與岩藻糖為主，其分子量分布為 10-

25 kDa 與 500-600 kDa，整體來說各產地間較為相似。在官能基組成上，SPS 與

PS 皆含有羥基 (-OH)、烷基 (C-H)、CHO 與 C=O 振動、C-H、S=O、C-O-C 與

C-O-H 等官能基，並且具有 α 與 β 構形，說明各產地與各萃取方法間官能基組成

較為相似。 

    在 LPS 誘導 RAW 264.7 發炎的模式下，各產地 SPS 均表現出抑制 TNF-α 與

IL-6 細胞激素的產生；根據 IC50的結果，NTS 對於 TNF-α 與 IL-6 的分泌具有最

佳的抑制效果。與 SPS 多醣體相比，PS 的抑制 TNF-α 與 IL-6 分泌效果則較弱，

此說明各產地的 PS 多醣體的抗發炎效果較差。 

    根據 NMR 的結果，NTS 多醣體主要以甘露糖、半乳糖、葡萄糖與岩藻糖所

組成，此結果與單醣組成分析之結果相符。另外經過圖譜分析後，可確認 NTS 之

主鏈的重複單元以 α-(1→6)半乳糖與 β-(1→6)葡萄糖所構成，部分 β-葡萄糖在 3-

O 位置具有 α-(1→2)甘露糖殘基與 β-葡萄糖-3-O-β-葡萄糖的鍵結，而 α-半乳糖則

具有 α-甘露糖、α-岩藻糖與 α-岩藻糖-3-O-α-甘露糖等殘基連結於 2-O 位置。 

    總結來說，在相同萃取方法下，不同產地之硫磺菌多醣體的物化性質雖具有

差異，但其抗發炎效果較為一致，這樣的結果顯現出硫磺菌多醣體在發炎抑制與
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相關藥物開發的潛力，並且也確認產地來源並不是影響硫磺菌多醣體生物活性的

最重要因素。 
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