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水溶性蛋白聚糖����的分离纯化和鉴定�

陈石良�， 谷文英�， 许正宏�， 沈爱英�， 陶文沂�， 蒋逵良�， 李 蓁�

（��无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡����
�；��张家港市微生物研究所，江苏张家港������）

摘 要：利用人工栽培的姬松茸子实体干品，经热水提取，乙醇沉淀，蛋白酶法和���
�法相结合去

蛋白，����脱色，���������
 �!����和����
 �!"����柱纯化，得到姬松茸蛋白聚糖�����葡

聚糖凝胶柱层析分析表明，该蛋白聚糖为均一物质，相对分子质量为�������紫外扫描表明有核

酸和蛋白质的特征吸收峰�红外扫描显示有典型的多糖吸收峰�纸层析和气相色谱分析表明，其单

糖组成为葡萄糖、甘露糖、半乳糖以及核糖，其物质的量之比（摩尔比）为����#����#���
#�����
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姬松茸（���������	�
������		）又名小松菇、

巴西蘑菇，是一食药兼用的珍稀食用菌，具有极高

的营养价值和药用价值，特别是在防癌、抗癌以及

降血糖等方面有奇效，被日本食用菌业和医学界称

为“奇迹的蘑菇”、“地球上的最后食品”［�］�因此，近

年来在日本形成食用姬松茸热�我国于����年从

日本引进该菌种，并对其生态学特性、栽培方法、产

品加工、营养成分分析等方面进行了大量的比较系

统的研究［�］�现已成功开发人工栽培技术，并在全

国许多地区推广培植�据水野卓等
［
］研究报道，姬

松茸子实体中含有多种抗肿瘤活性多糖体，其抑瘤

率高达��<，令世人关注�但是，迄今国内尚未见到

� 收稿日期：����������；修订日期：�����������
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有关姬松茸多糖的研究报道�为了深入开发利用这

一珍稀食药用菌资源，发挥其潜在的药用价值和经

济价值，作者对姬松茸多糖进行了系列研究，本文

报道其水溶性蛋白聚糖����的分离纯化、理化性

质及组成分析�

� 材料与方法

��� 材料

����� 菌种 姬松茸由福建省三明真菌研究所提

供�

����� 母种培养基 马铃薯���／�	，葡萄糖��／

�	，琼脂��／�	�

����� 子实体栽培料 稻草�
���，猪粪����，菜

饼
��，清糠���，石灰��
��，石膏粉��
��，过

磷酸钙��
��，尿素��
��，水����������

����� 试剂 �������标准品、���������������

�
、�������������，均为���������公司产品；��核

糖为�����公司产品；��葡萄糖、��甘露糖、��半乳

糖，均为上海化学试剂二厂产品；其余试剂均为国

产分析纯试剂�

��� 方法

����� 子实体栽培 采用室内床栽法
［�］�

����� 多糖的分离纯化 按图�所示的流程进

行�

图� ����的分离纯化流程图

�	
�� ��
����	��	�
�����	�����	��������	�	���	��

������

����� 多糖的糖含量测定 苯酚�浓硫酸法
［
］，以

葡萄糖为标准�

����� 多糖的蛋白质含量测定 凯氏定氮法
［�］�

����� 多糖比旋光度测定 采用 �  自动显示

旋光仪［!］�

����� 多糖的粘度测定 采用 "#����#��$%�&�

�#�����’�(��粘度计
［!］�

����� 多糖的纯度鉴定 采用凝胶过滤法
［)］�

����� 多糖相对分子质量测定 取����蓝色葡

聚糖溶于最小体积的��
* ’�+$溶液中，上柱层

析，层析柱（)���,��!��）为�������������柱，

洗脱液为��
*’�+$溶液，洗脱速度（体积流量）为

��	／�，测得外水体积，然后用相对分子质量分别

为�����，�����，!����，
����的�������标准品

相继上柱，分别求出它们的洗脱体积，再对相对分

子质量作图，得到相对分子质量标准曲线，最后取

����样品����按上述条件上柱，测其洗脱体积，

求出多糖����的相对分子质量�

����� 多糖的光谱分析 紫外光谱测定：将多糖

配成质量浓度为
����／�	的溶液，采用-%����

扫描（���������）；红外光谱测定：取�������，

与./�压片，用0"����扫描�根据红外光谱和紫外

光谱的测定结果进行分析�

����� 多糖组分的纸层析分析 取����样品��

��溶于��	的��#$／	硫酸溶液中，封管，���1

水解)�，用碳酸钡中和水解液，过滤，浓缩，点样分

析�纸层析采用新华中速层析滤纸，展开剂为醋酸

乙酯�吡啶�水（��2�2�），显色剂为苯胺�邻苯二甲

酸，显色后，于��
1加热�����，观察层析结果并

与相应的标准品对照�

������ 多糖的气相色谱分析 取多糖����，按

上述方法进行水解，中和，过滤，浓缩，然后将其制

成还原乙酰化衍生物，进行气相色谱分析�气相层

析采用
*3%���
，+��#�#&#�4�����5+�（)�

����目），岛津�+�"0�气相色谱仪，柱温���1，

载气’�，���	／���，氢火焰检测器�根据标准单糖

与样品的保留时间的比较，确定组成单糖种类，并

根据各峰面积计算出其物质的量之比（摩尔比）�

� 结果与分析

��� 物理性质

姬松茸多糖纯品����为淡黄色粉末，易溶于

水，不溶于高浓度的乙醇、乙醚、丙酮、乙酸乙酯等

有机溶剂，水溶液呈淡黄色透明，��*水溶液�6为

���，�*溶液比旋光度为［�］���78

9，�*溶液粘

度为��������采用凝胶过滤色谱法，测得����的

�
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相对分子质量为�������

��� 化学定性反应

姬松茸多糖与硫酸�苯酚反应显阳性，与茚三酮

和双缩脲试剂反应均呈阳性，表明其含有糖和蛋白

质�

��� 纯度鉴定

经�����	
��
�
�����柱层析分离（图�），得

两种 多 糖 组 分 ���� 和 �����多 糖 ���� 经

	
��
�
������柱层析纯化后（图�），洗脱峰为单

一对称峰，糖峰和蛋白峰出现的位置重叠，表明多

糖����是单一均匀的蛋白多糖�苯酚�硫酸法和

凯氏定氮法分别测得����的糖质量分数为���

��，蛋白质质量分数为������

图� ����的������	
��
	�����柱层析

����� ��������������������������	
��
	�����

图� ����的�	
��
	������柱层析

����� ���������������������	
��
	������

��� 光谱分析

将����溶解后作紫外光谱分析，测定结果显

示（图�），在�����和�����处有特征吸收峰，表

明含蛋白质和核酸类物质�红外光谱测定结果如图

�所示，在��������和��������以及��������

处有�个特征峰，它们分别代表了糖类�—�的伸

缩振动与变角振动，因而进一步确定了����是糖

类化合物���������和��������处的吸收峰分

别代表了�—�的伸缩振动和变角振动�在���

����的吸收峰则代表了吡喃环��基端差向异构的

�—�变角振动，证明了����有吡喃糖的��糖苷键

结构，而目前已发现的具有显著抑瘤活性的多糖糖

苷键构型大多为��型
［�］�位于��������和����

����处的两个吸收峰是 —�变角振动所引起的，

说明����含有氨基�

��� 糖组成分析

多糖纯品经水解后纸层析，以醋酸乙酯�吡啶�

水（��!�!�）为展开剂，与相应的标准品对照，结果

表明姬松茸多糖����水解物中含有�种单糖（图

�），它们是葡萄糖、半乳糖、甘露糖和核糖，若以半

乳糖的"#值为�，则它们的相对"#值之比为：�
$!

�$�!%
�!"&’(�!����!����!�����多糖纯品水解

物经气相色谱分析（图�），进一步证实了它含有葡

萄糖、甘露糖、半乳糖和核糖，其物质的量之比（摩

尔比）为�$�!�
$!%
�!"&’(����!����!����!

�����

图� ����的紫外吸收光谱

����� ���
	 ��!�������

图� ����的红外吸收光谱

����� "#�
	 ��!�������

� 讨 论

�） 姬松茸水溶多糖至少含有两种组分����

和�����从图�可知����为其主要组分且纯度比
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����更高，因此先对����组分的理化性质及单糖

组成进行分析，另一组分����的性质与结构将另

作报道�

�） 初步研究表明，����为一含有葡萄糖、甘

露糖、半乳糖和核糖等�种单糖的杂多糖，具有多

糖和蛋白质的特征吸收峰，并具��型糖苷键�这与

图� ����的水解物纸层析图谱

����� �	
��
����	����	�����������	���������

图� ����水解物气相色谱图

����� ��
����	����	�����������	���������

��	
��，
������等
［��］报道的同类多糖基本相似�但

他们分离得到的水溶性多糖主要由葡萄糖和半乳

糖组成，其物质的量之比（摩尔比）为�����������

���，并含有少量甘露糖、木糖、岩澡糖和核糖，这可

能是由于采用的菌种和栽培基质不同，故得到的子

实体多糖的组分有一定差异�

�） 提取真菌多糖的方法主要有水提或稀盐、

稀碱提取，为防止糖苷键断裂，应尽量避免酸性条

件下提取�作者采取热水浸提，以便提取分离到水

溶性多糖�水提之后的残渣可进一步进行盐提和碱

提�有关盐溶性和碱溶性多糖，正在研究之中�

�） 初次得到的多糖粗品一般都混有蛋白质、

色素等杂质������法
［��］去除蛋白质，在避免多糖

降解上有较好的效果�但要达到除尽游离蛋白质的

目的，需反复多次处理�作者选用蛋白酶与�����试

剂联合脱蛋白，有利于降低多糖折损，减少脱蛋白

操作次数，提高分离效率�色素的去除常采用活性

炭吸附法，但多糖也同时被吸附，难以洗脱分离，多

糖损失大［��］�故此，采用�� �，��!氧化脱色，取

得了理想的效果�经过脱蛋白、脱色等步骤后得到

的多糖通常是多糖的混合物，其进一步纯化可采取

分级沉淀、离子交换色谱法、凝胶过滤色谱法或凝

胶电泳法等�作者先用"#�#�纤维素柱层析，将酸、

中性多糖分离；然后再经��$��%�&�����柱层析，

分离分子大小不同的多糖组分�结果表明，通过这

两步处理完全可以得到组分均一的纯多糖�

�） 水溶性多糖����的抗肿瘤作用及免疫促进作

用有待于进一步研究�
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