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摘 要：对发酵法生产的灰树花胞外多糖 456787! 的理化特性与结构进行了初步研究 )经凝胶柱

层析和 965: 检测纯度，证明水溶性多糖 456787! 为单一均匀组分，不含蛋白质和核酸，比旋光度

［!］"!
; < = ">> ) %$?（9!@，$ ) "），965: 法测得平均相对分子质量为 3 ) ! A "$2 ) 4:、BC 和"#:7*+C 分

析表明，456787! 是一类"7葡聚糖，分子的主链以"7（""#）7糖苷键连接，并含有"7（""3）、!7（""
!）、!7（""#）及"7（""!）糖苷键相连的侧链 ) 456787! 可与刚果红结合，形成的络合物在 $ D $ ) 2
E’( F 5 的 *,@9 溶液中，表现出最大吸收波长（!E,G）的特征变化，同时在 :; 谱中出现明显的有序

结构信息 )这提示 456787! 在溶液中存在三股螺旋构象，维持其有序构象的力可能以氢键力为主 )
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多糖的生物活性直接依赖于糖链的结构与构

象，揭示多糖结构与功能的关系是目前真菌多糖的

研究热点 !虽然有关灰树花多糖结构的分析已有不

少报道［"，#］，但大多数是以来自子实体的多糖为研

究对 象，而 对 发 酵 产 物 中 的 多 糖 结 构 研 究 还 较

少［$］! %&’()(# 是作者从灰树花 %*+,-. 菌株发酵

液中分离纯化出来的一种主要多糖组分，经动物实

验证实，该组分具有显著的抗肿瘤和增强机体免疫

功能的作用［.］!

! 材料与方法

! " ! 材料

%&’()(# 按文献［.］介绍的方法制备 !
! " # 试剂

/012345 标准品和 60784901 %(#- 为 ’843:4;<4
公司产品，/(葡萄糖、/(甘露糖、/(半乳糖、/(木糖、

/(鼠李糖和 /(阿拉伯糖均为 6<=:4 公司产品，其余

均为国产分析纯试剂 !
! " $ 仪器

红外光谱仪：>?(..-，日本 68<:49@A 仪器公司

生产；核磁共振仪：)B$--，瑞士 C?+DE? 仪器公

司生产；气相色谱仪：%F(".)，日本岛津公司生产 !
高压液相色谱仪：G4203H 公司生产，配置有 #".- 示

差折光检测器、I"- 泵和 J.- 数据处理机；K(I--F 圆

二色谱仪、GLL(#) 自动旋光仪：上海物理光学仪器

厂生产 !
! " % 方法

! !% !! 高压液相色谱" 将糖样配成 #- := M :& 的

溶液进样 !采用 +N2348O93P=0N N<5043（J ! Q :: R $--
::）色 谱 柱，双 柱 串 联，氢 火 焰 离 子 化 检 测 器

（S>/）!流动相为 - ! " :PN M & T4TU$ 溶液，体积流量

为 - ! V :& M :<5，柱温 .I W，进样量 #-!&，记录样

品色谱曲线 !
! !% !# 相对分子质量测定 按 X’&F 测定纯度时

的相同条件，将相对分子质量分别为 . "--，J" .--，

""- ---，#-- ---，IQ- --- 的标准 /012345 相继进

样，记 录 各 自 的 保 留 时 间 ?Y，以 ?Y 为 横 坐 标，

N= !为纵坐标，绘制标准曲线 ! 待测样品按上述条

件进样，求得 ?Y，查标准曲线，得到多糖相对分子

质量 !
! !% ! $ 红外光谱分析 " 取多糖 "- := 与 DC3 压

片，用 >?(..- 扫描 !
! !% !% 紫外光谱分析" 将多糖配成质量浓度为- ! "
= M 9& 的溶液，采用 +,($-- 扫描 !

! !% !& 核磁共振分析（!$F(TZ?）" #- := 多糖样

品溶于 - ! I :& /#U 中，$-- ZX@ 的 TZ? 仪 在

$"$ D下连续 . 8 测定，参考标准为 /66 !
! !% !’ 气相色谱分析" 参照文献［I］所述方法制备

糖乙酰化衍生物，然后直接进行气相色谱分析 ! 采

用弹性石英毛细管柱，内径 - ! $# ::，长 $- :，担体

为 F83P:PHP3[ G)G /ZF6（Q- \ "-- 目），固定液

为 $]U,("J-"，载气 T#，体积流量 " ! I :& M :<5，氢

火焰检测器（S>/），气化室温度 #^- W，检测温度

#I- W，程 序 升 温："Q- W（$ :<5）! #.- W（$-
:<5）!根据标准单糖与样品的保留时间的比较，确

定组成单糖的种类，并根据各峰面积计算出摩尔

比 !
! !% !( 圆二色谱测定" 将样品配成 # ! -]的多糖

溶液，以 K(I--F 圆二色谱仪在室温条件下进行测

定，波长范围为 "V- \ $I- 5: !
! !% !) 刚果红实验" 按文献［Q］所述方法，以 +,(
JI. 分光光度计在 - \ - ! . :PN M & T4UX 溶液条件

下测!:41的变化，以 /012345 Y(." 以及纯刚果红溶

液为参比，手控波长扫描 !
! !% !* 比旋光度测定" 将样品配成一定浓度的溶

液，GLL(#) 自动旋光仪以室温条件下测定比旋光

度 !

# 结果与分析

# " ! 纯度鉴定

# !! !! 凝胶柱层析 洗脱液经苯酚(硫酸法测多糖

分布，以管号对光密度作图，为单一对称洗脱峰（见

图 "）!

图 ! +,-./.# 的 01234516 +.#77 柱层析

89:" ! ;3<=>4?=:<4> =@ +,-./.# =A 01234516 +.#77
;=BC>

# !! !# 高压液相色谱 多糖经高压液相色谱测定

呈单一对称吸收峰（见图 #）!
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图 ! "#$%&%! 的高压液相色谱

’()* ! +$#, -. "#$%&%!

以上两种纯度检测结果表明，多糖 !"#$%$& 为

均一组分 ’
! * ! 物理性状

!"#$%$& 为白色粉末状，易溶于水，不溶于乙

醇、乙醚、丙酮等有机溶剂 ’ 其比旋度为［!］()* + ,
(-- ’)./（0&1，. ’ (）’ 显色反应结果表明：!"#$%$&
与苯酚$硫酸试剂反应呈红色，与蒽酮试剂反应呈蓝

绿色，与!$萘酚试剂反应呈紫红色，与 23$3&、斐林试

剂均不显色 ’
! * / 单糖组成

!4 分析表明，!"#$%$& 由葡萄糖组成（见图

5），为均一多糖 ’

图 / "#$%&%! 水解物的气相色谱

’()* / ", -. +012-3045674 -. "#$%&%!

! * 8 相对分子质量

经 0#"4 测得 !"#$%$& 的近似相对分子质量

约为 6& ...（见图 7）’
! * 9 光谱分析

紫外 吸 收 光 谱（ 89）：紫 外 光 谱 分 析 表 明，

!"#$%$& 为末端吸收，未发现有核酸及蛋白质的吸

收峰（图 )）’
红外吸收光谱（ 3:）：!"#$%$& 图谱显示（见图

6），在 5 &.. ; 5 6.. <= > (出现一种宽峰，是 1—0
的伸缩振动，表明多糖存在分子内和分子间的氢

键 ’在 & ?.. ; 5 ... <= > (的吸收峰是 4—0 伸缩振

动，这一区域的吸收峰是糖类的特征吸收峰 ’ ( &..
; ( 7.. <= > (所看到的不太尖的吸收峰是 4—0 的

变角振动 ’ ( ... ; ( &.. <= > (间比较大的吸收峰是

由两种 4—1 伸缩振动所引起的，其中一种是属于

4—1—0 的，另 一 种 是 糖 环 的 4—1—4’ ( 65.
<= > (处的吸收峰是—401 的 !!4 1 伸缩振动造成

的 ’ ?@. <= > (处有一吸收峰，是吡喃糖"$型 4—0 变

角振动的特征吸收峰，表明有"$糖苷键［)］’

图 8 "#$%&%! 的相对分子质量测定

’()* 8 :7672;(<56(-< -. "#$%&%! =-37>?352 @7()A6 B0
+$#,

图 9 "#$%&%! 的紫外光谱

’()* 9 CD EF7>62?; -. "#$%&%!

图 G "#$%&%! 的红外光谱

’()* G HI EF7>62?; -. "#$%&%!

! * G J=I 分析

由 !"#$%$& 的(54$AB: 图谱（图 -）可知，在异
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头碳 ! " # $ %&’ ( % " % $ %& ) *共振范围内出现 ’ 个共

振信号，可以肯定有 ’ 个残基（异头碳）组成 "
%）!# " + $ %& ) ’和 ,# " % $ %& ) ’分别是异头碳和

连接碳的化学位移，这两处的共振信号说明多糖分

子中存在!-%，+-糖苷键，由于 . 取代发生在 /+ 位

上，因而连接碳的共振向低磁场位移（, " & $ %& ) ’ (
, "’ $ %& ) ’!, " 0 $ %& ) ’ ( # " ’ $ %& ) ’），这同时表明

分子中有!-%，+-糖苷键连接的侧链［’，0］；

+）! " !0 $ %& ) ’和 # " 1# $ %& ) ’两处的共振信号

说明 多 糖 分 子 中 存 在!-%，1-糖 苷 键 连 接 的 侧

链［’，0］；

1）% " &* $ %& ) *和 , " &* $ %& ) ’两处的共振信号

说明 多 糖 分 子 中 存 在"-%，1-糖 苷 键 连 接 的 侧

链［’，0］；

*）% " &* $ %& ) *和 # " 0! $ %& ) ’两处的共振信号

说明多糖分子中存在"-（%，1）-糖苷键［0］，根据红外

光谱的结果，作者认为该键构成了 234-5-+ 的主

链；

’）% " &0 $ %& ) *和 # " +’ $ %& ) ’两处的共振信号

显示 多 糖 分 子 中 存 在"-（%，+）-糖 苷 键 相 连 的 侧

链［’，0］；

0）, " % $ %& ) ’ ( , " , $ %& ) ’区为未取代碳 /+、

/1、/* 和 /’ 的化学位移，比较复杂，不易解析 "
,）0 " 0# $ %& ) ’是 /0 共振区［’］"

图 ! "#$%&%’ 的()*%+,-

./01 ! ()*%+,- 23 "#$%&%’

’ 1 ! 多糖的构象分析

’ "! "( % 多糖 234-5-+ 可与刚果红形成稳定的络合

物 如图 # 所示，234-5-+ 与刚果红结合，形成的

络合物在 & ( & " * 678 9 3 的 :;.< 溶液范围内，表

现为最大吸收波长（!6;=）的特征变化 "当 :;.< 溶

液浓度在 & " &’ ( & " %# 678 9 3 范围内时，!6;=有一稳

定区，当 :;.< 浓度大于 & " +’ 678 9 3 后，!6;=急骤

下降到与 >?=@A;B C-*% 及单纯刚果红相同 " 由于

>?=@A;B 为 %!0 主干，分子整体不具刚性，不能形

成螺旋，更不能形成多股螺旋［,］，因而不能出现刚

果红实验中的!6;=相对稳定区域 "以上结果初步表

明，2D4-5-+ 在中性至弱碱性范围内是一有序的多

股螺 旋，在 中 等 碱 性 条 件 下（& " %# ( & " ++ 678 9 3
:;.< 溶液）发生构象转变，在强碱性条件下则解体

为单股无规线团，不能与刚果红形成络合物 " 这种

特征变化与 <;A; / 等人对"-（%!1）葡聚糖构象的

研究结果相同［#，!］"

图 4 不 同 +567 浓 度 下 "#$%&%’—刚 果 红 络 合 物

!859的变化

./01 4 *:5;0<= /; >:< 5?=2@A>/2; 859/8B8（!859）23 >:<

*2;02 -<C %"#$%&%’ D28AE<9，5> F5@/2B= D2;%
D<;>@5>/2;= 23 =2C/B8 :GC@29/C<

’ "! "’ 圆二色谱分析（/>）% 用圆二色谱作 234-
5-+ 与脲试剂作用前后的分析，结果见图 ! " 可看

出，不加变性剂脲的样品溶液，除在 %!’ B6 处形成

极强的正科顿效应，［#］为 E *1 " ’F，尚在 +%% B6 处

出现较强的负科顿效应，［#］为 ) %% " *F，这显示存在

有序螺旋构象［%&］"加变性剂脲作用后，/> 谱发生了

明显的改变，即在所用仪器测定的范围内没有明显

的吸收峰，暗示分子的构象发生了相应的变化，无

明显的有序结构信息［%%］"

图 H "#$%&%’ 的圆二色谱

./01 H *I JA<D>@B8 23 "#$%&%’
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因多糖的 !" 分析资料较少，对脲引起的 !"
变化与构象关系尚不能确切解析 # 但据作者推测，

可能是脲破坏了氢键，糖链的有序构象转变为无规

线团构象，因而使分子不富有圆二色谱结构信息 #
因此，结合前面的刚果红实验结果，推知 $%&’(’)
在水溶液中为多股螺旋 #

! 结 论

*）灰树花胞外多糖 $%&’(’) 为白色粉末状均

一组分，不含蛋白质与核酸，易溶于水，比旋光度

［!］*)
" + , *-- # ./（0)1，2 # *），其平均相对分子质量

为 3 # ) 4 *25 #
)）结构分析表明 $%&’(’) 是一种由葡萄糖组

成的吡喃葡聚糖，分子主链是"’（*!6）连接的葡萄

糖，支链为"’（*!3）、!’（*!)）、!’（*!6）及"’（*!
)）葡萄糖，分别连接在主链的 1’)、1’6 和 1’3 上 #
从近年来的一些文献报道看，凡具有抗肿瘤活性的

真菌多糖如小核菌多糖［*)］、多孔菌多糖［*)］、裂褶菌

多糖［*6］和香菇多糖［*5］均为有分支的"’（*!6）葡聚

糖，而!’（*!6）葡聚糖没有抑瘤活性［*)］#由此推断，

在多糖主链上占优势的"’（*!6）键是 $%&’(’) 活

性的结构前提［*)，*.］#
6）刚果红实验和圆二色谱分析结果初步证明

$%&’(’) 在溶液中存在螺旋构象，维持其有序构象

的力可能以氢键力为主 # $%&’(’) 分子的"’螺旋构

象对于抗肿瘤活性起重要作用［*.］#
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