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摘!要!通过筛选比较%株云芝菌种!获得液体发酵生产云芝糖肽的较佳菌株4&05!经优化摇瓶

发酵!放大至/$6罐发酵!!17发酵38!菌丝体干重达!392:"6!菌丝体破碎后!经超滤浓缩!醇
沉干燥后!云芝胞内糖肽产率达!9!/:"6!糖肽总糖为""9"1;!肽//9"/;!经<=64检测其相对

分子质量高于#$$$$的有!个组分!分别为.1/%$$和!..$$!所提取产品的出峰时间与标准品基

本一致#
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!!云芝胞 内 糖 肽 是 从 担 子 菌 纲 多 孔 菌 科 云 芝 属

真菌的菌 丝 体 中 提 取 的 结 合 蛋 白 多 糖!它 具 有 广

泛的药理作用"特别对机体的免疫功能具有调节和

增强作用"是一种有效的免疫增强药!云芝胞内糖

肽可预防和 治 疗 慢 性 乙 型 肝 炎#肝 硬 化 等 类 肝 病"
也可预防和 治 疗 多 种 肿 瘤 疾 病 如 肝 癌#乳 腺 癌#胃

癌#食道癌#大肠癌#头颈部癌#妇科癌症等"可降低

放化疗毒副 反 应"因 此 作 为 治 疗 癌 症 的 辅 助 药 品!
此外云芝糖肽还具有镇痛#镇静#降血糖#抗乙肝病

毒#以 及 提 高 抗 氧 化 能 力"清 除 脂 质 过 氧 化 物

$6=_%&#"!’等作用!
有关云芝 液 体 发 酵 已 有 一 些 报 道&."1’"但 由 于

云 芝 糖 肽 是 一 个 多 组 分 复 杂 体 系"糖 肽 的 理 化 性

质#生理活性 与 相 对 分 子 质 量 有 很 大 关 系"如 何 通

过液体发酵获得大量云芝菌丝体"提取到含有较高

有效成分的产品"并且符 合 国 家 药 品 标 准 E50B‘0
$!#0!$$!要求的糖肽产品"目前尚未见有关此方面

文献报道!作者通过对%株云芝菌种筛选与比较"
获得适合的菌株4&0<和4&05"4&05扩大至/$6
罐液体发酵"提 取 获 得 云 芝 胞 内 糖 肽"通 过 高 效 液

相色谱$<=64%检测"与云芝糖肽标准品比较"并测

定其总糖#还原糖#肽含量等指标"均符合国家药品

标准 E50B‘0$!#0!$$!的要求!

<!材料与方法

<=<!菌种

云芝$!"#$"%&’()#’$*"%"#%菌种%株"分别编号

为4&0K#4&0a#4&0<#4&0+#4&06#4&05"由 作 者

所在研究室从全国各地收集#分离并保藏!

<>?!培养基

种子培养基(每升培养基含!$:葡萄糖"/:蛋

白胨"":麸皮及无机盐等!
发酵培养基(每 升 培 养 基 含/$:葡 萄 糖"!$:

豆饼粉"#":玉米粉"%:蛋白胨"":麸皮及无机盐

等!

<>@!@AB发酵罐的发酵条件

/$6全自动不锈钢发酵罐由无锡三海生 化 工

程有限公司制 造)Z< 值"溶 氧$a_%探 头 为 瑞 士 梅

特勒公司产品"在线自动检测!
接 种 体 积 分 数#$;#搅 拌 转 速#"$!!$$O*

YC-#通风比#b$91#温度!%!!17#装液量!!6#
罐压$9"\:*IY!!

<>C!云芝胞内糖肽的提取

<>C><!摇瓶培养胞内糖肽提取!发酵液过滤获得

菌丝体"洗涤!次"用组织 捣 碎 机 破 壁"2$!#$$7

热水煮沸!次"抽提!次"过滤得滤液"减压浓缩至

原体积#*/"加入/倍体积酒精沉淀"过滤干燥得胞

内糖肽!

<>C>?!/$6发酵罐胞内糖肽提取!
发酵液"板 框 过 滤"菌 丝 破 壁"热 水 抽 提"

板框过滤"超滤浓缩"醇沉"干燥

超滤浓缩采用Ac!$#超滤装置$上海弗立特实

业有限公司制造%"美国进口卷式膜元件"膜截流相

对分子质量为#$$$$"过滤面积$91Y!超滤膜!

<>D!菌丝体干重

取#$$Y6发 酵 液 过 滤"去 离 子 水 洗 涤 残 渣!
次"烘干至恒重"得菌丝体干重$:*6%!

<>E!质量指标的测定

云芝 糖 肽 标 准 品 购 自 中 国 药 品 生 物 制 品 检

定所!

<>E><!总糖测定!苯 酚0硫 酸 法"按 国 家 药 品 标 准

$E50B‘0$!#0!$$!%所提供的方法&3’!

<>E>?!还原糖测定!a*5法测定&"’!

<>E>@!肽含量测定!国家 药 品 标 准$E50B‘0$!#0
!$$!%所提供的方法!

<>E>C!相 对 分 子 质 量 的 测 定!高 效 液 相 色 谱"

E?SWd5SV%$$"凝胶 色 谱 柱 为 A(LO,HN8O:F(SV6C-0
F,O.91YY /̂$$YY!

采用标准 相 对 分 子 质 量 的 葡 聚 糖aFRLO,-"相

对分子质 量 分 别 为3%$$"#$$$$".$$$$"#11$$$"

31!$$$"用$9#Y’(*6*,*_/溶解并过滤"进样量

为!$"6"流 动 相 为$9#Y’(*6*,*_/溶 液"流 速

$92Y6*YC-"采用 示 差 折 光 检 测 器!用 ‘=4软 件

绘制相对分子 质 量 对 数$(:+E%+保 留 时 间$,%的

标准曲线"根据待测样品保留时间"由‘=4软件计

算各出峰组分的相对分子质量&/’!

?!结果与讨论

?><!不同菌种的筛选结果

对%株 云 芝 菌 种 4&0<#4&0a#4&0K#4&05#

4&0+分别进行摇瓶培养和云芝胞内糖肽的提取与

检测"虽 然 这%株 菌 种 获 得 的 胞 内 糖 肽 在 总 糖#还

原糖#肽 含 量 上 均 符 合 国 家 药 品 标 准 E50B‘0$!#0
!$$!的 要 求$总 糖#/";#还 原 糖$#$;#肽#
!$;%"但经 <=64检测"只有菌种4&05#4&0<所

制得的胞内糖肽与标准品符合!

?>?!云芝糖肽标准品相对分子质量分布及所提取

产品F4BG检测

用不同相 对 分 子 质 量 的 标 准 葡 聚 糖aFRLO,-"
进样检测其保留时间,"用‘=4软件绘制相对分子

%% 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!

万方数据



质量对数!(:+E"#保留时间!,"的标准曲线$得到

标准相对分子质量工作曲线$见图#%

图<!标准相对分子质量工作曲线

)-2=<!H"$I-%2,#$J."(50&%*&$*8"’.,#’&$;.-210

!! 经 线 性 回 归$其 方 程 为(: +E e#/9!f
$93.#,$相关 系 数 为$922%"%通 过 测 定 样 品 的 保

留时间$由标 准 曲 线 所 做 的 线 性 方 程$可 计 算 样 品

中各组分的相对分子质量%
云芝胞内糖肽标准品经 <=64检测$其出峰保

留时间见图!%根据保留时间$由‘=4软件计算各

出峰组分的相对分子质量$见图/%

图?!云芝糖肽标准品出峰保留时间图谱

)-2=?!K1.$.0.%0-"%0-8.,#$J."(50&%*&$*6"’35&,,1&L

$"6.60-*.

图@!云芝糖肽标准品组分相对分子质量分布

)-2=@!K1.8"’=;0=*-50$-7#0-"%"(50&%*&$*6"’35&,L

,1&$"6.60-*.

!!一般认为$只有相对分子质量在#$$$$&%’以上

的云芝糖 肽 组 分 才 可 能 具 有 功 能%从 图/可 以 看

出$相对分子质量在#$$$$以 上 的 有!个 组 分$即

<=64图谱中的前两个峰$一个是.!12$$$一个是

!"!$$$因此在所获得的云芝糖肽产品中$主要比对

这两个峰的保留时间及所占比例%
从云芝菌4&05(4&0<胞内所提取获得的糖肽

样品$经 <=64检测$其图谱见图3!.%

图C!云芝GML+胞内糖肽出峰保留时间图谱

)-2=C!K1.$.0.%0-"%0-8.,#$J."(GML+6"’35&,,1&$L

"6.60-*.

图D!云芝GML+胞内糖肽相对分子质量分布

)-2=D!K1.8"’>;0=*-50$-7#0-"%"(GML+6"’35&,,1&$L

"6.60-*.

图E!云芝GMLF胞内糖肽出峰保留时间图谱

)-2=E!K1.$.0.%0-"%0-8.,#$J."(GMLF6"’35&,,1&$L

"6.60-*.
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图N!云芝GMLF胞内糖肽相对分子质量分布

)-2=N!K1.8"’>;0=*-50$-7#0-"%"(GMLF6"’35&,,1&$L

"6.60-*.
表<!GML+!GMLF所制备 的 胞 内 糖 肽 与 标 准 品F4BG图 谱

比对

K&7=<!F4BG&%&’35-5,"86&$-5"%"(6"’35&,,1&$"6.60-*.

6$"*#,.*73GML+&%*GMLF;-0150&%*&$*

<=64图谱
云芝胞内糖

肽标准品

4&05
胞内糖肽

4&0<
胞内糖肽

峰U 保留时间!YC- #"9"1/ #"9"#. #"9"%.

相对分子质量 .!112. .1/".! .3!#2.

归一化含量!; 393! #39#! 19..

峰UU保留时间!YC- #19%1/ #19"2. #19%1/

相对分子质量 !"!// !..$3 !"!//

归一化含量!; #92/ !#923 !19%!

!!由上可见"菌种4&0<#4&05提 取 获 得 的 胞 内

糖肽与标准 品 的 前 两 个 峰 的 保 留 时 间 和 相 对 分 子

质量基本一致"其中4&0<的峰UU保留时间与标准

品完全相同"4&05的峰U和峰UU的归一化含量高"
分别 为#39#!;和!#923;"远 高 于 标 准 品393!;
和#92/;"因此对4&05进行/$6扩大培养和提取

研究$

?>@!@AB发酵罐扩大培养

以菌种4&05为种子"进 行/$6罐 发 酵"其 发

酵过程曲线见图1$

图O!云芝GML+在@AB罐中发酵过程曲线

)-2=O!).$8.%0&0-"%,#$J."(GML+-%@A’-0.$(.$8.%0"$

!!由图1可见"发酵!"H左右"菌丝体开始进入

对数生长期"溶 氧 急 剧 下 降"还 原 糖 质 量 浓 度 也 开

始显著下降"在 发 酵!$0.$H左 右 时 菌 体 处 于 对 数

生长期"发 酵 至.$H时 菌 丝 体 干 重 达 到 最 大"为

!392:!6"之后菌体量略微有些降低$
发酵培养至!8左右时"由于菌丝体大量生长"

菌体代谢旺 盛"培 养 液 十 分 粘 稠"溶 氧 维 持 在 较 低

水平"并一直 维 持 到 发 酵 结 束"因 此 可 考 虑 提 高 转

速和加大通风量来改善溶氧水平$发酵起始Z<值

为"92/"培 养"H后"Z< 值 回 升 到"92%"之 后Z<
值持续下降"到%$H降到最低"为39"3".$H后Z<
值开始缓慢回升"至发酵终止时Z<值为391"$

根据还原糖质量浓度不再下降以及Z<值回升

的情况"终止 发 酵 并 对 发 酵 液 进 行 过 滤"分 别 对 发

酵清液和菌丝体进行提取"获得胞外多糖和胞内糖

肽"并进行检测"结果见表!$
表?!@AB罐发酵所提取产品的质量检测数据

K&7=?!P#&’-0&0-J.-%*.Q"(6"’35&,,1&$"6.60-*.6$"*#,.*73
GML+-%@AB(.$8.%0"$

检测指标 检测结果

胞内糖肽 总糖!; ""9"1

单糖!; $93%

肽!; //9"/

得率!%:!6& !9!/

胞外多糖 总糖!; /%9!!

单糖!; $9."

肽!; #29.$

得率!%:!6& .91"

!!由 表!可 见"所 提 取 制 得 的 云 芝 胞 内 糖 肽"总

糖#/";%以葡萄糖计&"单糖$#$;"含肽#!$;"
并经江苏省药物研究所检测"其 <=64图谱与标准

品一致"符合国家药品标准 E50B‘0$!#0!$$!要求$
此外进行了#$批 次 的 上 罐 发 酵"所 提 取 获 得 的 胞

内糖肽均符合要求"表明此发酵工艺可靠$

@!结!论

通过筛选并经 <=64检测验证"云芝菌4&0<
和4&05较佳"其提 取 获 得 的 产 品 符 合 国 家 药 品 标

准 E50B‘0$!#0!$$!要求$

4&05经/$6发酵罐扩大培养"!17发酵液体

培养38"菌丝体 干 重 达!392:!6"菌 丝 体 破 碎 后"
经超滤 浓 缩"醇 沉 干 燥 后"云 芝 胞 内 糖 肽 产 率 达

!9!/:!6"总 糖 为 ""9"1;"肽 含 量 //9"/;"经
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<=64检 测 其 有 效 成 分 的 相 对 分 子 质 量 分 别 为

.3!!$$和!"!$$!其归一化含量分别为19..;和

!19%!;!高于标准品393!;和#923;"经#$批次

发酵!所获得 的 产 品 符 合 要 求!因 此 该 生 产 技 术 可

进一步扩大"
在获得胞内糖肽的同时!可获得.91":#6胞外

粗多糖!胞外多糖的功能性待进一步研究"
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