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摘要：以体外非酶糖基化抑制率为主要检测指标，对鸡腿蘑发酵液中抑制非酶糖基化反应具有

较高活性的物质进行了初步的分析与分离，经过A&8大孔树脂和C18反相柱的多次分离，获得一

种具有高非酶糖基化反应抑制活性物质鸡腿蘑素(Comatin)，经HPLC—MS分析其相对分子质量

为168。在2 mg／mL质量浓度条件下，体外非酶糖基化抑制率达到95．86％，半抑制质量浓度IC∞

为0．39 mg／mL，体外实验初步分析鸡腿蘑素可能与蛋白质某一位点结合，且这种结合是在己二醛

与牛血清白蛋白结合之后。
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Abstract：Comatin，exhibit high inhibition percentage on the non-enzymatic glycation(NEG)

reaction，was obtained from the Coprinus comatus fermentation broth，and absorbed by

macropopous resin and then separated with C1 8 reversed—phase chromatography．Its molecular

weight was 168 determined by HPLC-MS．Furthermore，in vitro experiment showed that the IC50

of Comatin on inhibition the NEG reaction was 0．39 mg／mL，and also found that Comatin could

combine with Amadori products to change their structure and finally attenuate their fluorescence

intensity．
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糖尿病是一种常见多发的慢性代谢性疾病，高

血糖引起的一系列代谢紊乱是造成糖尿病血管病

变的主要因素。多年来的研究表明，其是通过多种

途径介导的，其中蛋白质非酶糖基化(non-enzymat—

ic glycation，NEG)是主要因素之一[1'2]，该反应最

终可形成一系列不可逆的糖基化终产物(Ad-

vanced glycosylation end products，AGEs)L3J。在

糖尿病患者体内，随着AGEs反应的发生和加速，

会导致胶原蛋白发生交联耦合、心室隔膜增厚及动

脉硬化，从而引起一系列病理生理改变Hj。因此，

抑制和减少AGEs的形成也是近年来糖尿病研究

的热点问题。

鸡腿蘑(CoIprinus comatus)，学名毛头鬼伞，被

联合国粮农组织(FAO)和世界卫生组织(WHO)确

定为具“天然、营养、保健”3种功能为一体的16种

珍稀食用菌之一[5]。现代研究表明，鸡腿蘑具有降

低血糖、防止肝损伤、抗肿瘤、提高机体免疫力等功

效¨．8]。但是，这些鸡腿蘑保健功能主要与哪些代

谢产物有关，除了少数鸡腿蘑多糖在提高机体免

疫‘91和抗肿瘤功效m1方面的研究报道外，尚无其它

报道。作者以体外非酶糖基化抑制率为主要检测

指标，对鸡腿蘑发酵液中对非酶糖基化反应具有较

高抑制活性的物质进行了初步的分析与分离。

1材料与方法

1．1菌种与材料

鸡腿蘑(Coprinus comatus)由江南大学生物工

程学院生物资源实验室筛选保藏。

牛血清白蛋白(BSA)：中国医药(集团)上海化

学试剂公司生产；已二醛(质量分数30％)：中国医

药(集团)上海化学试剂公司提供；玉米粉与麸皮均

为市售，过40目筛；其余试剂均为国产分析纯试剂。

650—60型荧光分光光度计：日本Hitachi公司

产品；Waters 2690液相色谱仪，Waters 996二极管阵

列检测器：Waters公司产品；Masslynx 4．0工作站。

1．2培养基

1)斜面培养基：综合PDA培养基。

2)种子培养基(g／L)：葡萄糖20，玉米粉15，麸

皮5，KH：PO。2，MgSOt·7H20 3，酵母膏2，玉米

浆5。

3)发酵培养基(g／L)：葡萄糖lO，玉米粉15，麸

皮10，KH2P04 2，MgS04·7H20 3。

1．3体外非酶糖基化抑制实验

将BSA、已二醛和NaN3分别按10、12、2 mg／

mL溶于pH 7．4、0．2 rnol／L KH2P04一K2 HPO。缓

冲液(PBS)中。取1 mL上述PBS，分别加入1 mL

待测物溶液，以蒸馏水为空白，振荡混匀，37℃避光

孵育15 d，而后定容至10 mL待测。

采用荧光分光光度计测定，激发波长370 nm，

狭长5 nm，发射波长440 nm，狭长6 nm。各测试物

对非酶糖基化反应的抑制作用以抑制率表示，计算

公式如下：

Q=—n1--—n2×100％
行l

式中：Q为抑制率；咒。为空白管荧光强度；，lz

为药物干预管荧光强度。

每个样品平行测定3次，用Excel软件，结果用

Mean士SD表示，组间差异经t检验。

1．4发酵液AB-8型大孔树脂分离

将鸡腿蘑发酵液在3 000 r／min下离心20

min，取上清液抽滤，滤液上AB-8型大孔吸附树脂

柱，滤液吸附结束后，分别用lO倍柱体积的超纯水

以及体积分数20％、40％、60％、80％和100％的乙

醇溶液洗脱，分别收集。其中将吸附过程中收集的

发酵液以及水洗脱过程收集的洗脱液合并，将

60％、80％和100％洗脱过程收集的洗脱液合并，这

样共得4个粗分离组分，分别编号为CC00，CC20，

CC40．CC60。

2结果与讨论

2．1发酵液中抑制NGE反应活性成分的分步

为了进一步确定培养液中的生物活性成分的

分布情况，首先对鸡腿蘑发酵上清液和菌丝体抽提

液进行了比较。取100 mL发酵液，离心分离后获

得上清液和菌丝体，将菌丝体按常规方法进行热水

抽提，将抽提液离心去除残渣，浓缩定容至100 mL。

经测定，发酵上清液和菌丝体抽提液对体外非酶糖

基化的抑制率分别为(75．1士0．5)％和(31．6±

1．7)％，这表明具有高抑制活性的代谢产物被分泌

到胞外。

将发酵上清液用AB8型大孔树脂初步分离的

4个组分浓缩，冷冻干燥后用超纯水配制成一定浓

度的溶液进行体外抑制率实验。从表1可以看出，

CC20的抑制效果最佳，CC40次之。虽然CC60在

2 mg／mL质量浓度下抑制率达到50％以上，但其

得率太低，这也表明该组分并不是鸡腿蘑在发酵过

程中获得的主要代谢产物。

虽然CC00组分得率相对较高，但是抑制效果

不佳。由于AB-8大孔树脂不能吸附多糖和蛋白

质，因此这两类物质主要集中在CCoo组分中，由此
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可以推断，鸡腿蘑发酵液在抑制非酶糖基化反应方

面具有高活性的物质是非多糖和非蛋白质类物质。

2．2 CC20及CC40的进一步分离

在大孔树脂初步分离的基础上对CC20和

CC40进行进一步的分离，采用实验室自装的低压

层析柱(26 mm×50 cm，上海华美实验仪器厂制

mL／min，浙江智达N2000色谱工作站。分离之前

的预实验(高压液相一二极管阵列)表明，CC20和

CC40所含物质在280 rim左右均有一明显的吸收

峰，因此采用紫外检测器，波长为280 nm。

通过进一步分离，CC20和CC40分别分离得到

6组和8组组分，其分离图谱见图1，2。对这14种

造)，C18填料，甲醇一水梯度洗脱，体积流量2．0 组分进行体外抑制率实验，结果见表2。

表1发酵上清液各初分离组分得率及其NGE反应抑制率

Tab．1 The NEG reaction inhibition percentage of four ingredients and their content in fermentation broth

—P<O．01与CC40和CC60比较；△△P<O．01与CC60比较
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图1 CC20分离图谱

Fig．1 LC chromatogram for CC20 separation
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图2 CC40分离图谱

Fig．2 LC chromatogram for CC20 separation
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表2 CC20和CC40各分离组分得率及其NEG反应抑制率

Tab．2 The NEG reaction inhibition percentage of these in-

gredients in CC20 and CCA0

一P(0．01与CC20中的其它组分比较；66P<O．01与

CC40中的其它组分比较。

从表2中可以看出，CC20的第5个组分

CC205的抑制活性最高，其在2 mg／mL质量浓度

下的抑制率达到95．86％，也是所有组分中惟一在

0．5 mg／mL质量浓度下抑制率超过50％的组分，

因此有必要对其进行再次的纯化，并将其命名为鸡

腿蘑素(Comatin)。

另一个值得关注的是，除了鸡腿蘑素(Comatin)

以外，CC204、CCA05、CCA06、O?A07也同样表现出较

好的抑制活性，这提示鸡腿蘑发酵液中存在着一种以

上的具有抑制非酶糖基化反应活性的物质。

2．3鸡腿蘑素的分离纯化

鸡腿蘑素(Comatin)的分离纯化采用实验室自

装的中压层析柱(15 mm×40 cm，上海华美实验仪

器厂制造)，C18填料，甲醇一水梯度洗脱，体积流量

1．o～1．6 mL／min(浙江智达N2000色谱工作站)。

经过两次分离纯化，将收集的鸡腿蘑素经高压液相

色谱检测，得到单一对称峰，说明经两次分离后达

到色谱纯(见图3)。经HPLC—MS分析，鸡腿蘑素

相对分子质量为168，见图4。
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(a)Comatin第一次分离纯化，体积流量1．6 mL／min

‘n

(b)Comatin第二次分离纯化，体积流量1．0 mL／min

图3鸡腿蘑素分离纯化图谱

Fig．3 LC chromatogram for Comatin separation and

purification
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图4鸡腿蘑素HPLC图谱

Fig．4 HPLC chromatogram of Comatin

2．4鸡腿蘑素质量浓度与抑制率的关系

在0～3 mg／mL范围内考察了鸡腿蘑素质量

浓度对非酶糖基化反应抑制率的关系，见图5，在0

～1．2 mg／mL范围内，鸡腿蘑素的抑制活性与其质

量浓度呈明显的依赖关系，其对非酶糖基化抑制作用

的半抑制质量浓度IC5。为0．39 mg／mL。

Z 5鸡腿蘑素与非酶糖基化反应体系作用方式的研究

按文献[11]稍作修改，将已二醛与牛血清白蛋白

分开配制，然后按3种方式：1)己二醛+牛血清白

蛋白；鸡腿蘑素；2)己二醛+鸡腿蘑素；牛血清白蛋

如”∞：2加鲐柏筋m巧
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自；3)鸡腿蘑素+牛血清白蛋白；己二醛。37℃反

应3、7、13 d，再分别与相应的另一种溶液混合再反

应，总共反应时间为15 d，测定抑制率见表3。
lOO
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-Comatin质量浓度／(mg／mL)

圈5鸡腿蘑素对非酶糖基化反应抑制曲线

Fig．5 The inhibitory effect of Comatin on NEG reaction

结果显示，己二醛与牛血清白蛋白先反应抑制

率最高；其次为牛血清白蛋白与鸡腿蘑素先反应再

与己二醛反应，鸡腿蘑素先与己二醛反应再与白蛋

白反应抑制率最低。说明鸡腿蘑素可能与蛋白质

某一位点结合，且这种结合是在己二醛与牛血清白

蛋白结合之后。
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