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具有抗突变活性的香菇柄
PJF I 多糖的研究

郑建仙 丁霄霖

(华南理工大学 ) () 匕t马轻

摘要 通过酸水解
、

甲基化和 Sm ith 降解等分析方法
,

借助于 气相 色谱和红 外光谱

对存在于香菇柄 中 PJ F I 多糖组分的化学本质作 了剖析
,

建立 了结构模型
。

应用妞

妹 染色单体互换 和微 核双指标生物试验法证实 PJF I 具有 明显的杭突变活性
,

是

一种康价而 又很实用的天然活性物质
。
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2

0 前 言

自日本人干原 1 9 6 9 年报道从香菇中分离出一种抗肿瘤多糖而轰动整个医学药物界之

后
,

全世界掀起了一股从食用菌中寻找抗肿瘤药物的热潮
。

随后的分析表明这种抗肿瘤多糖

是 由 月(1 ~ 3 )糖昔键连接的葡聚糖
,

现命名为香菇多糖 (L e nt in an ) ;用这种 多糖喂养 已移

植肿瘤的小鼠
,

证明抗肿瘤效果显著
,

有效率达 90 % 一 1 00 肠
,

且没有任何毒性 {‘〕
。

然而
,

至今为止有关抗肿瘤 的研 究均是针对香菇全部的 L e n ti na
n

.

作者在进行香菇膳

食纤维研究过程中
,

意外地发现存在香菇柄中的 PJ FI 多糖的化学结构相似于 L e nt in a n ,

经

生物试验证实 PJ F I 具有 明显的抗突变效果
。

由于香菇柄是香菇脱水厂的下脚料
,

具有成本

低廉的优越性
,

因此是一种廉价而又实用的天然活性物质
,

应用前景广阔
。

1 材料与方法

1
.

1 主要原材料

香菇柄 取材于福建省古 田县新鲜干燥的出口级香菇的下脚料
。

L 2 P JF I 多糖的提取与纯化

收稿日期
: 1 9 9 4一 0 7一 0 7
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取适量香菇柄
,

经 S LS (十二烷基硫酸钠 )
、

PA W (苯酚
、

乙酸和水混合物 )和 D M SO (二

甲基亚矾 )连续处理所得残渣用 80 C热水提取 8h
,

提取液浓缩后经 S即har os e CL
一

2俘凝胶

层折柱提纯即是
仁2〕

1
.

3 化学结构分析

1
.

3
.

1 单糖组成分析 PJF I 经 lm lH
Z
S O

、

在 IOO C下水解 sh
,

转化成 A ld : to l a e e ta t e s
衍

生物
,

经 日本岛津公司 G C
一

1 4A 气相色谱仪分析 [ 3〕
。

1
.

3
.

2 甲基化分析 将 PJ FI 分散于 D M SO 溶剂中
,

在 N Z

保护下滴加甲荃亚磺酞负离子

进行 甲基化
,

再经水解和 乙酞化后用气相色谱进行鉴定
[ ‘」

1
.

3
.

3 S m it h 降解 取 100 m g P JF I 悬浮于 15 m m ol 高碘酸钠水溶液中
,

置于 4 C的黑暗环

境中使之发生氧化反应
,

间或振荡
,

于 8
,

1 0
,

1 4.
· ·

⋯ 小时间隔取样
,

测定被消耗的高碘酸钠

数量
,

至高碘酸钠消耗量恒定不变时
,

表明氧化作 用完全
,

所剩大分子组分即为 S m ith 降解

产物 [ 5〕
。

1
.

3
.

4 红外光谱法 取 p JF 1 3 一 sm g 放入玛锚研钵中
,

添加 IOOm o l ZOOm g 光谱纯 K B r ,

在红外灯下研磨均匀
,

装入压片模具 中抽气加压
,

保持 3 一 sm in
,

去压后所得薄片经 日本岛

津公司 IR
一

4 40 红外光谱仪扫描作图
。

1
.

4 生物试验法

1
.

4
.

1 实验动物 与实验方法 实验动物用 Cs
7

纯种小 鼠 (2 o一 2 29 )随机地分 为 5 组
,

每组

10 只
,

设 空白及实验对照组
。

三个实验组均连续灌 胃 PJ F I 多糖水溶液 1 0d
,

剂量分别为

3 m g / k g
,

6m g / k g 和 12 m g / k g
,

空白对照组每天灌胃蒸馏水 0
.

4m l/ 只 ;实验组及对照组用公

认的诱变剂环磷酞胺 (C PP )腹腔注射 20 m g / k g
,

第 l ld 各组均脱 臼处死
,

取骨髓进行 SC E

和 MN 常规制 片
。

1
.

4
.

2 小 鼠活 体骨髓细 胞 SC E 制 片分析 常规制片[6] 中特别注意 固定液的恒定
,

要加盖

不使挥发以免造成两者 比例失调
。

经紫外灯光照 25 m in 后加入 5
一

嗅脱氧尿嚓咤核昔 (5
一

Br
-

d u )
,

磁力搅拌 2一 2
.

5h
; 实验对照组脱 臼处死前 3 0h 腹腔注射 C PP 20 m g /k g

,

空白组
、

实验

对照组和各实验组处死前 3一 4h 均注射秋水仙素 sm g / k g
.

常规制备骨髓细胞染色体标本
,

标本在 37 C恒 温箱 中老化 2d 后进行分化染色
,

每只动物制 片 4 张
,

每片至少计数 30 个 中

期分裂相
,

按 L a m b e r

计数 S C E
.

1
.

4
.

3 小 鼠活 体骨髓 细胞 M N 制片分析 将骨髓细胞置于生理盐水中
,

去除上清液加入

3 7 C 预温的 0
.

07 m ol K CI 3 m l置于 37 C 环境中
,

sm in 后加入固定液 (甲醇
:

冰醋酸一 3 :
1)

lm l预固定
,

离心后去除上清液
,

再加固定液 4 m l混匀
,

固定两次后气干法滴片
,

用 p H 一 6
.

4

的 G ie m
s a
液 (1

: 1 0) 染色 1 5 m i。
,

每个标本统计 5 0 0 0 个细胞
,

计算出微核率
。

2 材料与方法

2
.

1 PJF I 多糖化学结构的分析

从表 1 的单糖分析结果表明
,

葡 萄糖 Gl
c
占 PJ F I 水解单糖总量的 75 %

,

因此 PJ FI 分

子的框架结构只能是一种葡聚糖
。

表 2 的结果表明甲基化 PJ F I 水解分离出 4 种甲基化葡糖

残基
,

2
,

3
,

4
,

6
一

M e 4
G lc ,

2
,

4
,

6
一

M e 3
G I。

,

2
,

3
,

4
一

M e 3
G I。 和 2

,

4
一

M e Z
G I。 的摩尔比为 9

.

5 : 1 6
.

5

: 1 : 1 0
.

5
.

2
,

4
,

6
一

M e 3
G lc 的含量最多表明主链是由 (l~ 3 )糖昔链连接

,

2
,

4
一

M e Z
G I。的存
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在表明主链上部分 Gl
c 通过 C

6

分支点连有侧链
,

而 2
,

3
,

4
一

M e 3

Gl
c
的出现说明PJ FI 分子中

还混 杂有 (l ~ 6) 糖昔键
。

PJF I 在 黑暗处用 15 m m ol 高碘酸钠进

行氧化
,

7 2h 后高碘酸钠的消耗量达到恒定
。

将 S m it h 降解产物 D PJF I 和原分子 P JF I 注

入 Se p h a r o s e C L
一

ZB 凝胶 层 析 柱 ( 2
.

o x

lo o e m
,

床高 9 6e m )
,

用 0
.

4 m o l N a O H 作洗

脱液
,

每管收集 5 m l
,

取样用硫酸苯酚法显色

后在 4 8 On m 处进行 比色
。

洗脱结果如图 1 所

示
,

由此可知降解后的 D PJF I 仍是大分子物

质
,

这说明(1 ~ 6) 糖昔键是位于原分子 PJ FI

的 侧链
。

因为若在主链上存在 (1 ~ 6) 键
,

那

S m it h 降解后必定有低分子物质 生成
,

但这

种情况并没有出现
。

对 D PJF I 再次进行甲基

化 分 析
,

只分离 出两 种 甲基 糖 2
,

3
,

4
,

6
-

M e ;
G lc 和 2

,

4
,

6
一

M e 3
G le

,

表 明 降 解 后

D P JF I 为一线性分子
,

说 明 PJF I 原分子 中

不带 (1 ~ 3) 键连接的侧链
。

表 一 P JF I 多糖的单糖组成 (m o l% )

单 糖 X yl M a n G le

含 量 5 6 7 5 5

表 2 PJFI 多糖的 甲基化分析结果 (m ol % )

甲基化单糖 糖昔键位置 相对含量

2
,

3 , 4
,

6
一

M e ‘G le

2
,

4
,

6
一

M
e :

G l
e

2
,

3
,

4
一

M e 3G le

2
,

4
一

M e Z G le

2
,

3
,

4
,

6 一

M e ‘G a l

2
,

3
,

4
一

M e 3
G

a
l

3
,

4
一

M e zG a l

2
.

3
,

5
一

M e 3X yl

2
.

3
,

4
,

6
一

M e ;
M

a n

2
.

4
,

6 一

M e 3 M
a n

G le (1 ~

~ 3 )G le (1一

~ 6 )G lc (l~

~ 3
,

6 )G le (1 ~

G
a
l(1~

~ 6 )G a l(1 ~

~ 2
,

6 )G al(1 ~

X y l(1 ~

M a n (l~

~ 3 )M a n (l~

19

3 3

2

2 1

注 2
,

3 , 4
,

6 一

M e 4
G Ie = 1

.

5
一

d i一O
一 a e e ty l

一

2
,

3
,

4
,

6
一
t e tr a

一

()
一 n l e th yl

一

g l
u e

ir o l
,
e te

.

三0.

代

10 2 0 3 0

收集管数

40

(sm l/管 )

5() 60 7 0 8 0

图 1 P JF I 和 D PJF I 两种组分的 S e ph a r o s e e L
一
ZB 凝胶层析图

一
.

一 PJ FI 一 + 一 D PJ FI

存在于 PJF I 中的非 G lc 单糖主要有 3 种
:
G a l( 半乳糖 )

、

M a n (甘露糖 )和 X y l( 木糖 )
,

以 G a l的存在数量最多
。

2
,

3
,

4
,

6
一

M e 4

G a l
,

2
,

3
,

4
一

M e 3
G a l和 3

,

4
一

M e :
G a l的相对摩尔比为 1

: 2
.

5 : 3
.

5
,

说明由 (l ~ 6) 糖昔键连接的半乳聚糖链上
,

通过 C
:

位置带有侧链
; 2

,

3
,

4
,

6
-

M e 4

M a n
与 2

,

4
,

6
一

M e 3

M a n
的摩尔比为 1 : 2

.

2
,

即 M a n 是通过 (一
3 )键连接

,

不带侧链
;

X yl仅以非还原尾端形式出现
,

只能作为某主链的侧链或支链的支支链形式存在
。

仔细观察表 2
,

在 PJ FI 分子主链上带有分支点的 GI
C
数 目与非还原尾端 Gl

。
的数 目仅

相差 2
,

也就是说主链至多只能再带 2 个单位的非 Gl
c 侧链

。

对 G a l
,

Man 和 X yl的存在情况
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分析表明
,

G a l聚链 最有可能成为 (1 ~ 3) 葡聚糖主链的支链
,

加上 2 个单位的非还原尾端

G a l
,

主链上带分支点的 G IC 数 目正好与非还原端 GI
C
与 G a l之和相等

。

从表 2 非还原尾端

M a n ,

X yl的数量发现
,

(l 一 3) 糖昔键连的甘露聚糖链和单一的 X yl 只能是以半乳聚糖支链

的支支链形式出现
,

只以单一非还原尾端形式存在的 X y l其连接方式比较自由
,

它也许还可

作为 (1 ~ 3 )G le 或 (1~ 6 )G le 支链或单一 [G le (l~ ]支链的非还原尾端
。

50 00 4 0 0 0 30 0 0 18 0 0 1 60 0 14 0 0 12 0 0

图 2 PJF I 的红外光谱图

PJ FI 的红外光谱图见图 2 所示
,

g o oc m 一 ’

处的吸收峰表明是 夕型糖昔键
。

据此
,

即出推

出如图 3 所示的 PJF I 化学结构模型
。

已知存在于香菇伞部具有抗肿瘤活性的香菇多糖的化学结构 如图 4 所示川
,

仔细比较

图 3 和图 4
,

可知两者的主链框架结构完全一样
,

仅在支链组成上有所差异
。

此外
,

两者的分

~ 3 ) 日
一

D
一

G le p (l ~ 3 )件D
一

G le p (l ~ 3 )各D
一

G le p (l 一 3 )p
一

D
一

G le p (1 ~ 3 )母
一

D
一

G le p (l ~
6

个
1

母
一

D
一

G le p

6

个
1

扫
一

D
一

G le p

6

个

6 6

个 个
1 1

G a lp (2卜 1 )M a n P (3一 1 )M a n P G a lp

:
a
}p [ (2 _ 1 )X ylp〕

.

)
ylp

6

个
1 l

p
一

D
一

G le p G a lp

X y ! p 是以非还原尾 端形式出现
.

其连接方式 比较灵活

图 3 P JF I 多糖的化学结构模型

一 3 ) 日I)
一

G l
e p (l ~ 3 )日 D G l

e p ( 1 ~ 3 ) 吕r) G le p ( l ~ 3 )俘D G le p ( 1 ~ 3 ) 吕D
一

G le p (l ~
6 6 6

个 个 个
1 1 1

日
一

D G l
e p 吕【)

一

G l
e p 日D G l

e p

6 3

个 个
1 1

日
一

D
一

G le p 吕
一

[)
一

G le p

6 3

个 个
1 1

日
一

D
一

G le p 日
一

D
一

G le p

图 4 香菇多糖的化学结构特征
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子聚合度及溶解特性等完全相似
。

有鉴于 L e nt in an 具有明显的抗肿瘤活性
,

因此可以推测

PJ F I 也同样具有这方面生理活性
,

下面通过生物试验予以证实
。

2
.

2 PJF I 多糖的抗突变生物试验

分子生物学 (特别是基因学 )的研究与发展引导人们对可能引起基因突变的物质进行分

析与检测
。

致突变是恶性肿瘤和畸形病变等疾病的先兆
,

对
“

致突变
”

的逆思维导致 了
“

抗突

变
”

的出现
。

抗突变是 防止恶性肿瘤产生的基础
,

一种物质具有抗突变活性
,

那就说明它是具

有保 护机体免于发生肿瘤病变的生理活性物质
。

姐妹染色单体互换 (Sis te r C hr o m a t id E x eh a n g e ,

简称 S C E )是检测诱变剂灵敏而又可

靠的指标[v,
8〕

。

在 D N A 复制过程中
,

5
一

Brd u 可作为核昔酸单体掺入新合成 D N A 链 中胸腺

嚓陡核昔 (T )所占的位置
,

经历了两个细胞周期后
,

其染色体的两条姐妹染色单体的 D N A

双链在化学组成上就有了差别
:

一条染色体 D N A 双链 的一股含有 5
一

Br du
,

另一股则没有
。

另一条染色体单体的 D N A 则两股都含有 5
一

Brd u
.

借助于差别染色
,

在光学显微镜下可观

察到这种不同
。

D N A 受损时可进行修复
—

重组修复
,

即比姐妹染色单体互换来修复损伤
。

在修复时

掺入 5
一

Br d u 则可观察到修复部位
,

此部位也代表受损部位
。

受损部位多则修复的部位也多
,

说明其受损伤大
,

从而表现出 SC E 频率高
。

S C E 频率若与正常 S C E 频率有统计学差异
,

则

说明有诱变剂存在
。

对致突变作用进行逆 思维
,

即注入公认的致突变剂 (环磷酞胺 CPP) 作

为实验对照
。

CPP 的致突变作用使 SC E 频率 明显升高
,

与空白对照组有显著差异
;
各实验组

喂以不同浓度的 PJ F I 多糖溶液并注入等量 的 C PP
,

若 由于 C PP
.

致突变作用本应 升高 的

S C E 频率实际上未升高或升高很少
,

与实验对照组有显著差异
,

则表明具有抗突变效果
。

微核 (M ic ro n uc le ar
,

简称 MN )是检测诱变剂灵敏的细胞整体方法
。

染色体受诱变剂损

伤而发生断裂
,

丧失着丝粒的染色体断片或染色单体断片在细胞分裂后期
,

染色体在纺垂体

的牵引下移向细胞两极时
,

这些断片便遗落在细胞质中
,

分裂末期之后便单独形成 1 ~ n
个

小核
,

即微核
。

微核的形成说明染色体受损较严重
。

若微核的频率与正常的微核频率有统计

学差异
,

则说明有诱变剂存在
。

与 S C E 一样
,

对 M N 进行逆 向思维
,

并使用 C PP 后观察
,

各

实验组喂 以不同浓度的PJ FI 多糖溶液
,

若 由于 CPP 致突变作用本应升高的 M N 频率不升

高或升高很少
,

与实验对照组有显著差异
,

则表明具有抗基因突变效果
。

S C E 和 MN 双指标互相验证
,

使试验结果更为可靠
。

对 PJ FI 多糖组分的分析结果列于

表 3 和表 4
.

由表 3 可知
,

3 个剂量组 SC E 频率与实验对照组均有显著差异(P < 0
.

0 5 )
,

表

明在此 3 个剂量下均有明显的抗突变效应
;而 3 个剂量组的 S C E 之间(表中 b 与

c , 。
与 d

,

d

与 b) 无显著差异 (P > 0
.

05 )
,

表明它没有剂量
—

效应关系
。

从表 4 可知
,

3 个剂量组与实验

对照组均有显差 (P < 0
.

05 )
,

而与空白对照组均无显差
,

说明在这 3 个剂量下均有 明显的抗

突变效应
,

而 3 个剂量组之间 (即
。
与 d

,

d 与
e , e
与

。)均无显差
,

说明无剂量

—
效应关系

。

表 3 PJF I多糖组分的 sc E 检测结果
’

组 别
空白对照

(a )

3m g / k g

(b )

6 m g / k g

(e )

1 Z n 、g / k g

(d )

实验对 照
(e )

S C E 均数

SC E 频率

P (与
e )

25
.

9 5 6 6
.

5 6 6 6
.

7 2

6
.

6 56

( 0
.

0 5

7 1
.

9 1

7
.

1 9 1

( 0
.

0 5 ( 0
.

0 5

6 7
.

6 3

6
.

6 7 3

< 0
.

0 5
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续表 3

组 别
空白对照 3 n lg / k g 6 m g / k g 12 m g / k g 实验对照

( a ) (b ) (e ) (d ) (e )

) 0
.

0 5

(b 与
e )

> 0
.

0 5

(c

与 d )

> 0
.

0 5

(d 与 b )

注
*

每组 10 只小鼠
,

每只计数 30 个 中期分裂相细胞

表 4 PJF I 多糖组分的 M N 检测结果
.

组 别
空白对照

(
a
)

实验对照
(b )

3 n 、g / k g 6 n l g / k g 1 Zn : g / k g

M N 均值

M N 频率

P (各组与 a)

P(各组与 b )

l 6

3
.

2 %
。

4 8

9
.

6编

< 二0
.

0 5

(
e
) (d ) (e )

2 6 2 1 1 5

5
.

2 %
。

) 0
.

0 5

< 0
.

0 5 ( 0
.

0 5

> 0
.

()5

(e

与 d )

4
.

2%
。

) 0
.

0 5

( 0
.

0 5

) 0
.

0 5

(d 与 e )

3 %
。

) 0
.

0 5

< 0
.

0 5

> 0
.

0 5

(e

与
e )

注
*

每组 10 只小鼠
,

每只计数 50 0 0 个多染白血细胞

3 结 论

化学结构分析表 明存在于香菇柄部的 PJ F I 多糖组分其结构相似于存在于香菇伞部已

知具有抗肿瘤活性的香菇 多糖
,

经姐妹染色单体互换 (S C E )和微核 (M N )双指标检测的生

物试验结果表明 3 个剂量 (3 m g /k g
,

6 m g /k g 和 12 m g /k g )的 PJF I 多糖均表现出明显的抗

突变效应
,

证实 PJ F I 具有 明显的保护机体免遭肿瘤侵害的生理功能
。
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