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松口蘑菌丝体糖蛋白 34的性质及其结构
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摘!要!通过聚丙烯酰胺凝胶电泳"红外"紫外扫描"气相色谱"氨基酸组成"!/消去反应等方法研
究松口蘑菌丝体糖蛋白 34的结构性质!结果表明!该糖蛋白的相对分子质量为62$$$!红外扫描
有典型的多糖吸收峰!糖苷键为"型#单糖组成为葡萄糖和木糖!摩尔比$!%为"%7#!紫外扫描有
蛋白质吸收峰!蛋白质量分数为26)68!多糖为!%)68!多糖与蛋白质为9/糖肽键连接)
关键词!松口蘑#菌丝体#糖蛋白#结构性质
中图分类号!:6#")! 文献标识码!;

70$#80#$&’94&$&80.$+/0+8/"(:’18";$"0.+%($"<
=18.’+#<"(!"#$%&’&()*)+,-+)./0#123

<=>4?-@#%!%!A;9BC-/D?#"%!;9EF’-@/FG,#

##)HIF’’(’JK?’LCIF-’(’@D%H’GLFCM-N,-@LOC>-?PCMQ?LD%BGR?!#%$"5%SF?-,"!)S’((C@C’JT’’UHI?C-IC,-U

*GLM?L?’-,(V-@?-CCM?-@%SF?-CQC;@M?IG(LGM,(>-?PCMQ?LD%KC?W?-@#$$$0"%SF?-,$

>?/0$&80!HLMGILGM,(IF,M,ILCM?QL?IQ’JLFC@(DI’XM’LC?-34JM’YLFCYDIC(?GY’J"!#$%&’&()
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!!松口蘑#"!#$%&’&()()*+,*)-.H?-@)$是赤松
等树木的活体共生菌%又称松茸&松蕈或松蘑)松口
蘑菇体肥厚%香气宜人%肉质鲜美%有很高的营养价
值与特殊功效%抑癌率高达.$8以上%列菌类之首%
日本人称之为’菇中之王()#*)河村幸雄##..%$将松
口蘑子实体经水提取&凝胶过滤&阴离子交换树脂
和疏水色谱层析后获得具有抗肿瘤活性的酸性糖

蛋白)!*)作者发现在松口蘑深层发酵菌丝体中存在

着一种糖蛋白%该物质对体外培养的宫颈癌细胞

_C<,细胞和动物体内肿瘤细胞H/#0$均具有较强
的抑制增殖活性%是一种潜在的抗肿瘤药物)"*)本
实验采用气相色谱#]S$&红外光谱#=‘$&紫外&电
泳&氨基酸分析等技术对松口蘑菌丝体糖蛋白 34
的化学结构进行了初步的探讨)
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B!材料与方法

BCB!实验材料
松口蘑菌种!购自上海农科院菌种保藏中心)

BCD!松口蘑菌丝体糖蛋白提取
松口蘑菌丝体深层培养方法参见文献"%#)松

口蘑菌丝体匀浆后水提取$上清液加入2$8饱和度
的硫酸铵盐析$蛋白质组分经\V;V离子交换柱和

HCXF,M’QCS</5K柱层析获得菌丝体糖蛋白 34$经
凝胶色谱和电泳证明为相对分子质量分布均一级

组分)
BCE! 实验方法

B)E)B!相对分子质量测定!将标准相对分子质量
蛋白质与 34进行H\H/4;]V凝胶电泳$以标准蛋
白质的迁移率为纵坐标$(@3 为横坐标$绘制相对
分子质量曲线)根据 34 迁移率得出相对分子
质量"6#)
B)E)D!糖含量测定!苯酚/硫酸法$以葡萄糖为标
准品"5#)
B)E)E!蛋白质测定!T’(?-/酚试剂法$以牛血清白
蛋白为标准品"2#)
B)E)F!单糖组成分析!气相色谱法测定单糖组成
及摩尔比%!&)
称取#$Y@样品’"$Y@硼氢化钠和6Y@内

标物肌醇$!Y<水$振荡后室温下放置#)6F$使糖
还原成相应的糖醇)滴入醋酸分解硼氢化钠$至无
气泡产生为止)溶液在5$a下减压浓缩至干$加入
体积分数$)#8盐酸甲醇溶液!Y<$振荡后减压蒸
发至干$重复%次以除去硼酸根)剩余物在#$6a
烘箱中加热#6Y?-除去水分$加入$)6Y<吡啶和

$)6Y<醋酸酐$封管后在沸水浴中反应#F$反应
产物直接进行气相色谱分析)根据气相色谱分析中
各峰的面积比计算出!)气相色谱分析条件!色谱柱
为弹性石英毛细管柱$内径$)"!YY$长"$Y(担
体为SFM’Y’Q’M[B;B \3SH%0$/#$$目&(固定
液为"89&/#2$#(载气 *!$体积流量#)6Y<)

Y?-(氢火焰检测器%T=\&(气化室温度!5$a(检
测温度!6$a(程序升温!#0$a%"Y?-&#!%$a
%"$Y?-&)根据标准单糖与样品的保留时间比较$确
定组成单糖种类$并根据各峰面积计算出!)
B)E)G!红外光谱分析!取 34#$Y@与 bKM压
片$用=‘/%%$扫描)
B)E)H! 氨基酸组成分析!准确称取346$Y@$以

5Y’()<_S(溶解$封管$水解!%F后定容至6$
Y<$取#Y<蒸干$加$)$!Y’()<_S(溶解后用氨

基酸自动分析仪分析)氨基酸自动分析仪为日立/
0"6型)
B)E)I!紫外光谱分析!将 34配成6Y@)Y<的溶
液$采用>&/"$$$在!$$"6$$-Y之间进行扫描)
B)E)J!34中糖苷键连接方式的确定!34用$)!
Y’()<*,9_于5$a处理"$Y?-(对照样品按同
样方法配制$配好后立即放入%a冰箱$测定其在

!!$"%$$-Y的吸收光谱)

D!结果与分析

DCB!基本物理性质

34为白色粉末$易溶于水$不溶于乙醇等有机
溶剂)硫酸/苯酚’硫酸/蒽酮’硫酸/咔唑反应$考马
斯亮蓝反应呈阳性(菲林试剂’碘/碘化钾反应呈阴
性$表明其中含有多糖’蛋白质’糖醛酸$不含还原
糖和淀粉)糖质量分数为!%)68$蛋白质质量分数
为26)68)
DCD!=K的相对分子质量
经H\H/4;]V测得 34的亚基相对分子质量

为62$$$%见图#&)

图B!=K的7L7MK>:N凝胶电泳

O+3CB!P4.7L7MK>:N.’.80$";4"$&/."(=K

DCE!单糖组成

]S分析结果见图!$")

#)鼠李糖(!)阿拉伯糖(")木糖(%)甘露糖(6)葡萄糖(5)半乳糖

图D!标准单糖的气相色谱

O+3CD!:9"(70&%6&$67#3&$/
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图E!=K水解物的气相色谱

O+3CE!:9"(Q16$"’1/&0./"(=K

!!从标准单糖和 34的单糖组成气相色谱中可

以看出!34含有葡萄糖和木糖!葡萄糖与木糖摩尔

比为"%7#)

DCF!红外光谱分析

从图%中可以看出!34在#6"$!#5"$和"%!$

IYc#有明显吸收峰)根据文献!在"!$$""5$$

IYc#之间的吸收峰主要是由多糖游离羟基的伸缩

振动引起的"在!0$$""$$$IYc#的吸收峰是S/_
伸缩振动!这一区域的吸收峰是糖类的特征吸收

峰)#5"$IYc#处的吸收峰是cS_9的Sd9伸缩

振动造成的!为肽链上酰胺羰基的吸收峰!在0%$

IYc#处有一明显的吸收峰!这是"/型S/_ 变角振

动的特征吸收峰!表明存在"/糖苷键)本品在#6"$

IYc#!#5"$IYc#!"%!$IYc#处明显的吸收峰!表

明样品既含蛋白质又含有糖!为糖蛋白#0$)

图F!=K的红外光谱

O+3CF!P4.+%($&$.6/;.80$#<"(=K($"<04.<18.’+#<

"(!3*)+,-+)./

DCG!氨基酸组成

34的氨基酸组成见表#)从表中可以看出!

34以](D和HCM含量最高!其次是 ](G!;QX!&,(
和<DQ)

表B!=K糖蛋白氨基酸组成及质量分数

P&?CB!P4.&<+%"&8+68"<;"/+0+"%&%68"%0.%0"(3’18";$"M

0.+%=K

氨基酸种类 质量分数%8 氨基酸种类 质量分数%8

;QX 0)"5" =(C !)6!"

AFM %).6" <CG 6)0"!

HCM ##)00 ADM $)220

](G .)55% 4FC ")0%%

](D !.)!%" <DQ 5)#2!

&,( 0)062 _?Q #)52#

3CL #)565 ;M@ %)65$

DCH!紫外光谱分析及!M消除反应
从图6!5中可以看出!34在!5$-Y处无吸

收!在!0$-Y左右有一肩形峰!这是蛋白结合多糖
的特征吸收峰)在植物糖蛋白中!目前主要发现的
糖肽键有!种类型!一种是 */型糖肽键!另一种是

9/型糖肽键)前者对碱稳定"后者极易被碱打开!在
糖肽连接处!若为丝氨酸即转变成"/氨基丙烯酸!
若为苏氨酸!则转变为"/氨基丁烯酸)这两种不饱
和氨基酸!均在!"$"!%$-Y处有特征紫外吸收)
34经碱处理后在!%$-Y 处产生明显的特征吸收
峰!说明 34中的糖肽键为9/糖肽键#.$)

图G!=K的紫外光谱

O+3CG!,R7;.80$#<"(=K

图H!=K经!M消除反应后的紫外光谱

O+3CH!,R7;.80$#<"(=K&(0.$!M$.&80+"%
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E!结!论

本实验对松口蘑菌丝体抗肿瘤活性物质 34
的理化性质与结构进行了初步研究!发现 34为白
色粉末!含蛋白质与多糖!相对分子质量约为

62$$$!含有蛋白质质量分数26)68!多糖质量分

数!%)68)综合红外光谱"紫外光谱"!/消除反应"
氨基酸组成等的检定结果表明!34为含有9/糖肽
键的糖蛋白!多糖主要由葡萄糖和木糖组成!摩尔
比为"%7#!含糖基类型为"/型!氨基酸组成以](D
和HCM为主要氨基酸)
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