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灰树花菌丝体抗肿瘤糖肽 678,/9结构的研究
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摘! 要：以体外抑制肿瘤细胞增殖的活性作为筛选导向，从灰树花深层发酵培养菌丝体中提取、分
离纯化得到一酸性糖肽 678,/9* ;8684 法测得其重均相对分子质量为"/ $$$* 蛋白质质量分数
/%< %$=，糖质量分数为 3/< 1"=。利用化学方法（单糖组成分析、部分酸水解、甲基化分析）和仪器
方法（64、642>,、红外吸收光谱、核磁共振）分析 678,/9 的糖链结构，结果表明其单糖组成主要
有 6)?、6@)、AB@和少量的糖醛酸，其糖链主链由两个 ! !"26)?（/"1）、!!"26@)（/":）、!!"26)?（/
"1，%）和 !!"26@)（/"%）组成的，其中葡萄糖基的 % 位发生取代，取代侧链主要为 !!#2AB@ 2（/"
:）2!!"26)?（/"。可以认为 678,/9为一新糖肽。
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3 3 灰树花（!"#$%&’ $"%()%*’）又名栗子蘑，属贝叶
多孔菌，日本称舞茸，其香味浓郁，质地脆嫩，营

养价值高，在民间有悠久的食用历史［4］。中国、日本

以及北美等地均有分布。其含有众多生物活性物

质，其中灰树花糖肽是其最主要的一类活性成分。

过去研究主要集中在灰树花子实体中活性多糖，其

中日本 5)$!1! 6 等对灰树花子实体多糖 789(!"8
’#)0 进行较为深入全面的活性评价，研究结果表明
789(!"’#)0 具有增强免疫、抑制肿瘤等生理活
性［:，;］。李小定等从灰树花子实体中提取纯化出一

系列具有免疫活性多糖 <=984 和 <=98:［>，?］。
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糖肽的

研究热点。虽然有关灰树花多糖结构的分析已有不

少报道，但对发酵产物中的糖肽结构研究还较

少［@，A］。作者从深层发酵培养的菌丝体出发，提取分

离纯化出具有体外抑制肿瘤增值活性的糖肽 =98
<B4C，并对其结构性质进行较为深入的研究。

)* 试验材料

)+ )* 材料与试剂
灰树花（!"#$%&’ $"%()%*’ =9DEF4）为作者所在实

验室保藏菌种；灰树花菌丝体按文献［E］方法发酵
制备；7GHG8B&*%!()-& 9!-’8/+)I 和 B&*%!$&J =84FF：
瑞典 <%!(1!"#! 公司产品；单糖标准品：B#K1! 公司
进口分装；标准多糖 7&J’(!0 L 系列 L?FF、L44F、
LAF、L>F、L:F、L4F：瑞典 <%!(1!"#! 公司产品；其他
试剂均为化学纯或者分析纯。

)+ ,* 主要仪器
H5LH快速分离制备系统：瑞典 <%!(1!"#! 公

司产品；A?: 型紫外可见分光光度计：上海精密科
学仪器有限公司产品；=M84>H 型气相色谱仪：日本
岛津公司产品；高效液相色谱仪：美国 N!’&(- 公司
产品；E;?8?F=型氨基酸自动分析仪：日本日立公
司产品；6&")+#’ ?7 O P 傅立叶变换红外光谱仪：美
国 6&")+#’ 公司产品；9#00#K!0 L(!"& =M8QB仪：美国
9#00#K!0公司产品；R!(#!0 S0)2! @FF 核磁共振波谱
仪：美国 R!(#!0 公司产品；Q.+’#-T!0 Q5; 酶标仪：

芬兰产品。

,* 试验方法

,+ )* -./0)1的分离纯化
灰树花发酵醪经? FFF ( U 1#0 高速离心后，取菌

丝体，自来水充分洗涤，加入 :F 倍水（干重计），匀
浆，水提 ; 次，E FFF ( U 1#0离心后合并上清液，浓缩
后，加入 ; 倍体积乙醇后 > V沉淀 :> %，4F FFF ( U
1#0离心收集沉淀，用水复溶。将多糖复溶液上
7GHG8B&*%!()-& 9!-’8 /+)I（:W @ "1 O 4; "1），上样
量 4F 1X，体积流量 : 1X U 1#0，以此用蒸馏水和
FW 4，FW ;，FW ? 1)+ U X 6!M+溶液进行阶段洗脱，每管
收集 @ 1X，苯酚8硫酸法隔管检测流出液糖肽含量，
:EF 01隔管检测蛋白等吸收 W 收集各组分，通过透
析，冷冻干燥，得到灰树花多糖 =9<BF，=9<B4，=98
<B; 和 =9<B? > 个组分，依据体外对人乳腺癌肿瘤
细胞 QM98A 的作用结果得出，抗肿瘤活性部分主要
集中在 =9<B4W 将 =9<B4 样品进行复溶，溶液上
B&*%!()-& =84FF 柱，超纯水流速 4 1+ U 1#0 进行洗
脱，得到两个主要峰，收集各主要峰组分，冷冻干

燥，得到 =9<B4! 和 =9<B4C，将两组分进行体外抑
瘤增值试验，结果发现抗肿瘤活性主要集中在 =98
<B4C组分。
,+ ,* -./0)1结构性质的研究
,+ ,+ )* =9<B)C纯度鉴定及相对分子质量的测定
* 高压液相色谱鉴定糖肽纯度时，样品为 :F 1K U 1+
的糖肽溶液 W 采用 Y+’(!%,$()K&+ +#0&(（+ AW E 11 O
;FF 11）色谱柱，双柱串联，示差折光检测器，流动
相为 FW 4 1)+ U X 6!6Z;溶液，体积流量为 FW D 1X U
1#0，柱温 >? V，进样量 :F !X，记录 7&J’(!0 L 系列
标准多糖色谱曲线。根据各自的保留时间 [L 得到
标准曲线。相同条件下得到样品 =9<B4C 的保留时
间，采用 Q#++&00#.1 :F4F（N!’&(-）软件分析得到样
品的相对分子质量。

,+ ,+ ,* 样品中多糖质量分数及单糖组成分析* 以
葡萄糖为标样，苯酚8硫酸法测定 =9<B4C 中多糖质
量分数；间羟联苯法测定其糖醛酸质量分数，葡萄

糖醛酸做标样；将糖肽样品加入 4W F 1)+ U X \: BZ>:
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!"，#$$ %封管水解 #$ &，水解液用 ’()*+中和至

,- ./ $，离心取上清液 / 将上清液旋转蒸发浓缩至
干，加入肌醇内标物 #$ !0，盐酸羟胺 #$ !0，吡啶
$/ 1 !2于 3$ %水浴中加热反应，反应结束后加入
乙酸酐，进行乙酰化，反应产物减压浓缩蒸干，加入

氯仿溶解取样，进行气相色谱分析；色谱条件为：

*45#.$# 固定相，载气 67，体积流量 #/ 1 !" 8 !9:，氢
火焰检测器（;<=），气化室温度 7>$ %，检测温度 71$
%，程序升温：#?$ %（+ !9:）"7@$ %（+$ !9:）。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。

!" !" #$ 样品中蛋白质质量分数及氨基酸组成分析
$ ’)A 法（’)ABC蛋白测定试剂盒：上海申能博彩

公司产品）测定 D;EF#G中蛋白质质量分数，测定方
法按照盒内使用说明，设定 + 个平行样，结果取其
均值；精密称取样品，以 > !H2 8 " 盐酸溶解，封管水
解 7@ &后定容至 1$ !"，取 # !" 蒸干，加 $/ $7 !H2 8
"盐酸溶解后用氨基酸自动分析仪分析。
!" !" %$ D;EF&G部分酸水解$ 按文献［3］方法进行，
取 1$ !0样品加入 # !H2 8 " 氟乙酸，于 3$ 水解 # ，
水解液透析，然后将袋内溶液加入 + 倍体积乙醇进
行醇析，离心后分别对袋外溶液、袋内沉淀和袋内

上清液进行完全酸水解，测定相应的单糖组成及

比例。

!" !" ’$ D;EF&G 高碘酸氧化及 F!9I& 降解 $ 同文
献［3］方法进行，以 $/ #1 !H2 8 " 高碘酸钠对 D;EF#G
进行氧化，间隔一段时间取样，77+ :! 处检测高碘
酸消耗量，反应 @? & 高碘酸消耗量达到恒定值，加
乙二醇中止反应，透析后浓缩，加入过量的 J’-@还

原过夜 / 用醋酸溶液中和至中性，透析后冷冻干
燥，加入 # !H2 8 " -7F*@进行完全水解，水解产物分

析条件同单糖组成分析。

!" !" ($ D;EF&G 甲基化$ 采用改良 -(KH!HL9 法对
D;EF#G进行甲基化，在充分干燥的样品中，加入 +
!"以 @ 目分子筛脱水的二甲亚砜，充入氮气，缓慢
加入甲基亚磺酰甲基钠（FCFC），搅拌 +$ !9: 后，
缓慢滴加 #/ 1 !"碘甲烷，反应 # &后加入蒸馏水中
止反应，对水透析，冻干，<M 检查+ 1$$ N!5#附近无

O *-吸收峰。将甲基化产品加入体积分数 3$P甲
酸，密封水解 > &，减压蒸干，加入 7 !H2 8 " 三氟乙
酸，水解 > &，用甲醇除去三氟乙酸，重复 + 次，加入
J’-@室温反应 7 & 还原，用甲醇除去 -7 ’*@，加入

乙酐和无水吡啶各 $/ 1 !"，封管 3$ %乙酰化 7 &，

干燥后氯仿溶解进行 D)5CF分析，并按仪器所附数
据库检索定性。

!" !" )$ 红外光谱及核磁共振测定$ 6QNH29I 1= R ’
型红外光谱仪，J’L 压片，扫描范围 @ $$$ S @$$
N!5#。用 =7* 配成 +$ !0 8 !" 的样品溶液，室温下
利用 4(L9(: <:HT( >$$ 核磁共振仪进行分析分析测
定。

!" !" *$ 灰树花糖肽各组分体外对人乳腺癌细胞
C);5) 抑制作用测定U 人乳腺癌细胞 C);5. 培养
于 MEC< #>@$ 培养液中，加质量分数 #$P新生牛血
清（;)F），#$$ V 8 !2青霉素，@ !" 8 !"胰岛素。放
入 +. % )*7培养箱中培养，接种时细胞浓度调整

为 + S 1 R #$1个 8 !2，将细胞加入 3> 孔培养板中，每
孔 #1$ !"，置于 +. %、1P )*7培养箱培养 7@ &，再
加入用完全培养基稀释成不同浓度的样品溶液 #1$
!"，空白对照组加入等体积的 MEC< #>@$ 完全培养
基，每组设 @ 个复孔，将细胞培养板移入 )*7培养箱

中，在 +. %、1P )*7及饱和湿度条件下培养 @? &
后 CBB法 1.$:!下测定其吸收值，计算抑制率。

#$ 结果与讨论

#" &$ 灰树花体外抗肿瘤糖肽分离纯化以及活性组
分的筛选

灰树花菌丝体糖肽通过水提取，乙醇沉淀，复

溶后，经 =WAW5FQ,&(LHXQ ;(XI5Y2HZ 离子交换柱层
析，得到一中性多糖组分（D;FE$）和 + 个盐洗脱组
分（D;EF#，D;EF+，和 D;EF1）（如图 # 所示）。由
图可以看出，各组分中糖含量随着盐离子浓度的增

加而降低；@ 个组分在 7?$ :! 下都有一定的吸收，
随着盐离子浓度的增加其相对含量也在增加。

将各组分进行体外对C);5. 作用的结果如图 7
所示 / 结果表明，灰树花多糖体外抗肿瘤活性主要
集中在 D;EF# 组分，并且对 C);5. 的作用一定程度
下具有剂量依赖关系。而其他组分即使在较高剂

量（1$$ !0 8 !2）的条件下，对肿瘤细胞增值的影响
都不大。将 D;EF# 进一步经 FQ,&([Q\ D5#$$ 柱层
析。从图 + 洗脱曲线可以看出，得到两组分 D;EF#(
与 D;EF#G，其中 D;EF#G相对含量较大。考察二者
体外对 C);5. 增值作用的影响，图 @ 表明，抗肿瘤
活性组分主要集中在 D;EF#G，并且经过进一步纯
化，其有效剂量明显低于纯化前 D;EF# 组分。
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图 !" 灰树花多糖在 #$%$&’()*+,-.( /+.0&/1-2层析柱上的洗脱曲线
3456 !" %74-7&(89*+75( 9*,-:+0-5,+)*; -/ )-1;.+99*+,4<(. /,-: != "#$%&$’( >3?@A! -7 #$%$&’()*+,-.( /+.0&/1-2

图 B" 灰树花多糖不同质量浓度、组分对 CD3&E 细胞
增殖抑制率的影响

3456 B " F7*4G404-7 -/ ),-14/(,+04-7 -/ CD3&E 9(11. G;
<4//(,(70 9-79(70,+04-7. -/ )-1;.+99*+,4<(.
/,-: != "#$%&$’( >3?@A!

图 H" >3I’!G经 ’()*+<(8 >&!AA 进一步纯化
3456 H" 3J,0*(, )J,4/49+04-7 -/ >3I’! G; 5(1 /410,+04-7

-7 ’()*+<(8 >&!AA

图 K" >3I’!+ 和 >3I’!G对CD3&E 细胞增殖抑制率
的影响

3456 K " F7*4G404-7 -/ ),-14/(,+04-7 -/ CD3&E 9(11. G;
<4//(,(70 9-79(70,+04-7. -/ >3I’!+ +7< >3&
I’!G /,-: != "#$%&$’( >3?@A!

H= B" >3I’!G的理化性质
!"#$%&为棕黄色絮状物，极易溶解于水，不溶

于乙醇、丙酮等有机溶剂 ’ (#!#)得到一单一对称
谱图，表明 !"#$%&为相对单一组分，软件分析得出
相对重均相对分子质量（!*）为+% ,,,；比色法测
得糖质量分数为 -.’ ,/，蛋白质质量分数为
%.’ 0/，并含有质量分数 1/的糖醛酸，因此可以初
步认为 !"#$%&为一酸性糖肽。!)，!)23$ 分析结
果表明，其主要有葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖组成，

根据内标法结合校正因子计算葡萄糖、半乳糖和阿

拉伯糖摩尔比为 .’ 004 5’ 6.4 %，以葡萄糖为主，因
此 !"#$%&为一酸性糖肽。

!"#$%&经酸水解后，氨基酸自动分析仪分析
结果如表 % 所示，由 %0 种氨基酸组成，其中质量分
数较高的天冬氨酸、谷氨酸、精氨酸分别为 5’ 5+/、
5’ ,%/和 5’ ,%/。
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表 !" 灰树花糖肽 #$%&!’中氨基酸组成及质量分数
()’* ! " +,-./ )0-1 0/,2/3-4-/. /5 6718/97:;1 #$%&!’

58/, !< "#$%&$’( #$=>?!

氨基酸 质量分数 ! " 氨基酸 质量分数 ! "

天冬氨酸 #$% &’ &( 半胱氨酸 )*$ + $ ,’ (-
谷氨酸 ./0 &’ ,- 缬氨酸 12/ -’ ((
丝氨酸 345 -’ 6& 蛋氨酸 748 ,’ (&
组氨酸 9:$ ,’ -& 苯丙氨酸 ;<4 ,’ =(
甘氨酸 ./* -’ >? 异亮氨酸 @/4 ,’ A6
苏氨酸 B<5 -’ =? 亮氨酸 C40 -’ ->
丙氨酸 #/2 ,’ &A 赖氨酸 C*$ -’ ,,
精氨酸 #5D &’ ,- 脯氨酸 ;5E ,’ FF
酪氨酸 B*5 ,’ &=

@< @" 红外光谱分析
从样品 .G;3-H的红外光谱图中可看到，& &F&

IJK-（)KL）、( F&, IJK-（)K9）、- >&- M - >6A IJK-

（)KL）为多糖糖链特征吸收峰；- =>(IJK-羧基吸收
峰，表明糖肽中含有一定量的糖醛酸，这也与前面
比色法测定结果相一致；?=& IJK-左右的吸收峰表
明其含 ! 型构型；另外 F(> IJK-附近存在较弱的吸

收峰，这是阿拉伯糖呋喃环对称伸缩振动所造成。

图 A" 灰树花糖肽 #$%&!’的红外吸收光谱
$-B* A " $(CDE 32;048) /5 #$%&!’ 58/, !< "#$%&$’(

#$=>?! ,70;9-)

@< F" 部分酸水解结果
部分酸水解后，各部分经硅烷化衍生，.)分

析结果表明，其主链由 ./I 和 .2/所构成，在透析袋
内醇析上清液检测出 #52，.2/ 和 ./I，说明它们可
以形成支链或者主链的末端残基，在透析袋外部分

检测出 #52的含量远大于袋内部分，说明 #52 可能
主要存在支链末端。

@< A" 高碘酸氧化和 &,-46降解
.G;3-H经高碘酸氧化，>? < 后吸收达到稳定

值，并产生少量甲酸，说明 ./I 和 .2/存在一定量的
"或 -"= 键型，或者 #52 存在 -"键型；3J:8< 降解
检测出较多含量的 ./I，说明 ./I存在不被高碘酸氧
化的键型，如 -"&；-"(，&；-"&，>；-"&，= 等中的
某些键型；同时在检出赤藓醇，说明还有 -"> 键型
存在 .G;3-H的结构中。
@< G" 甲基化分析

.G;3-H经甲基化、水解、还原及乙酰化后得到
甲基化糖醇乙酸酯，进行 .) 和 .) ! 73 联机分析，
结合本机所带数据库和文献的相对保留时间和不

同单糖的主要离子碎片，可以推断出 .G;3-H 中各
糖基的连接方式及各种单糖所对应的比例。分析结

果列于表 (。表 ( 表明，#52位于糖链的末端 ’ 糖链
的分支点在 ./I 上，其为 -，&，= 连接，./I 还有 -"
&、-"> 连接方式；而 .2/ 存在 -"> 和 -"= 两种连
接方式。通过各残基的摩尔比，可以初步判定 .GK
;3-H的主链由 ./I-"&；./I -"&，=；.2/ -"> 以及
少量 .2/ -"= 组成，而 #52-"为糖链的末端残基。
@< H" #$%&!’ !I和!@J核磁共振分析

.G;3-H的-&)KN7O谱显示，信号出现在 " FF’ &
+ -,>’ - 之间的化学位移为糖肽端基 ) +-的信号，

同时也进一步证明糖苷键为 ! 型；处于低场 "
-A>’ 6 + -A6’ , 之间的信号为糖醛酸的化学位移 ’ -

9 N7O分析表明，6’ ( "’ 为 9K- 的化学位移，同样
表明 .G;3-H为 !型 ’ 结合文献对 .G;3-H 的 ) 和
9的化学位移进行初步归属，如表 & 所示 ’ 综合以
上的结论，可以推测具有对 7)GKA 增值有一定抑制
作用的灰树花糖肽 .G;3-H的结构式如图 A 所示。

表 K" #$%&!’甲基化结果分析
()’* K" L;4679)4-/. ).)973-3 1)4) 5/8 #$%&!’

峰号 保留时间 ! J:P 单糖甲基化衍生物 摩尔比 质子碎片 键型

- ->’ ,= (，&，6K74&K#52 -’ = >&，>6，A-，?A，-,-，--A，-(F，-=- #52（-"
( ->’ FF (，&，6K74&K#52 ,’ - >&，>6，A-，?A，-,-，--A，-(F #52（-"
& -?’ ,6 (，&，=K74&K./0 -’ ( >&，>6，A-，?A，-,-，--&，--A，-(F，-=-，-A&，(&& ">）./I（-"
> -F’ (> (，>，=K74&K./0 (’ 6 >&，>6，A-，?A，-,-，--A，-(F，-6F，-=-，-?F "&）./I（-"
6 -F’ 6= (，&，=K74&K.2/ -’ ( >&，>6，?A，FF，-,-，--A，-(F，-=-，(&& ">）.2/（-"
= (-’ -A (，&，>K74&K.2/ ,’ 6 >&，>>，A-，?A，-,-，--A，-&F，-&,，-=-，-?F，(&& "=）.2/（-"
A (>’ -A (，>K74(K./0 - >&，>6，A-，?A，FF，-(F，-?F，(,A "-，&）./I（="
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表 !" 灰树花糖肽 #$%&’( 的’) ’!* +,- 特征化学位移解析
./(0 !" ’)1+,- /23 ’!*1+,- 456784/9 :58;<: =; >=9?:/445/@836 #$%&’(

残基 !"# $ %"# !"& $ %"& !"’ $ %’ !"( $ %( !") $ %") !"* $ %"*

+,-."（!" (/ 00 $ #1(/ # (/ #0 $ 2&/ 1 ’/ 0( $ 33/ ( (/ 10 $ 2(/ 0 ’/ 2) $ *&/ 1 4

"(）5-6（#" )/ 11 $ 0*/ # ’/ 0’ $ *0/ 2 ’/ 03 $ *0/ ’ (/ &) $ 32/ ( (/ ’3 $ *0/ ’ ’/ 3& $ *#/ ’

"’）567（#" )/ &) $ #1#/ 3 ’/ *1 $ 3’/ # ’/ 2# $ 2&/ & ’/ ’( $ 3&/ * ’/ *& $ 3)/ # ’/ 2’ $ *&/ 0

"#，’）567（*" )/ 10 $ #1’/ ) ’/ 3) $ 3(/ * ’/ 30 $ 2)/ 0 ’/ &# $ *0/ ’ ’/ )3 $ 3*/ 3 ’/ 30 $ 31/ 2

"*）5-6（#" )/ 11 $ 00/ ’ ’/ 23 $ *0/ 2 ’/ )) $ 3#/ # (/ ## $ 31/ & (/ 1( $ *0/ 1 ’/ 0’ $ *0/ )

"(）567（#" )/ 12 $ #11/ 1 ’/ *( $ 3#/ * ’/ 0# $ 3’/ 3 ’/ 3# $ 33/ ’ ’/ 30 $ 3&/ 1 (/ 1# $ *1/ 0

图 A" #$%&’(的初步结构
$8B0 A" .56 >=::8(96 456784/9 :<@C4<C@6 =; #$%&’(

D" 结" 论

研究表明，以体外抑制肿瘤细胞 8%9"3 增值的
活性为主要筛选目标，灰树花深层发酵培养的菌丝

体经过水浸提、乙醇沉淀、离子交换、分子筛等分离

纯化工具，得到具有较强体外抑制肿瘤细胞 8%9"3
增值作用的糖肽组分 59:;#<，通过一系列的结构
分析表明，59:;#< 是相对分子质量为&# 111，含有
#*/ 3=蛋白质，(=糖醛酸的酸性糖肽，其单糖组成
主要有 567、5-6、+,- 和少量的糖醛酸，以两个 ! !
!"567（#"’）、!! !"5-6（#"(）! ! !"567（#"’，
*）组成的糖链重复单元，每 & 个重复重复单元中间
由 ! ! >"5-6（#"*）链接，葡萄糖基的 * 位发生取
代，取代侧链主要是 !! !"567（#"(）和 ! ! ""+,-
（#"/ 59:;#<的理化性质及结构结果表明，该组分
与从灰树花子实体中所提取的糖肽 >"9,-7?@AB 以及
杜巍等所纯化的组分 5/ 9/ "& 的结构都有很大的不
同，因此可以认为 59:;#<为一新糖肽。

过去诸多研究表明，多糖能够增强人体免疫功

能的生物活性物质，被称为“生物反应调节剂

（CD8）”，在体外对肿瘤细胞一般不具有直接细胞
毒的作用。但是近几年，越来越多研究表明，一定纯

度的糖肽在适当的剂量下，对肿瘤细胞起到抑制其

增值，促进其凋亡的作用［#1 4 #&］；并且还可以选择性

地作用肿瘤细胞［#’］，在研究中经离子交换分离所得

各糖肽组分（59:;1，59:;#，59:;’，59:;)）即使
在浓度 #111 "E $ FG 下，对口腔表皮样细胞 HC 等
细胞无明显的直接抑制作用（未附数据）。更有研

究表明，多糖体外抗肿瘤作用与其单糖组成、蛋白

质含量相对分子质量以及菌种来源及其培养条件

都有很强的相关性［#(］。研究表明，纯化的不同组

分，体外抑制肿瘤增值的活性不同，并且随着纯化

的进一步进行，有效作用剂量也显著下降。接下来

需要对 59:;#<作用于 8%9"3 的机制及其构效关系
等进行进一步的研究。
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