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Abstract：In this manuscript，the water -soluble crude polysaccharides PEAP was extracted from
Pleurotus Eryngii（PE） by alkali solution and fractionated by DEAE-52 cellulose and Sephadex G-
150，obtaining a novel polysaccharide composition termed PEAP -1. Furthermore，the structural
characteristics of PEAP-1 was analyzed by HPLC，GC，IR，Congo red test，AFM and SEM methods.
The results of HPLC and GC analysis indicated that PEAP-1 was a homogeneous polysaccharide
whose average molecular weight is 450 kDa and monoaccharide is composed of Glu and Gal at a
molar ratio of 16.9∶0.37. Moreover，the peak near 832 cm-1 and 919 cm-1 suggested the presence of
pyranose ring in PEAP -1 from the infrared spectroscopy. The Congo red test and atomic force
microscope （AFM） images showed that PEAP -1 has no triple -helix structure but with multi -
branched frame，and its single molecular presents random coil chain with a diameter of 0.13~1.2 nm.

摘要： 采用碱提的方法从杏鲍菇中提取得到水溶性粗多糖 PEAP， 并经 DEAE-52 纤维素和
SephadexG-150 柱层析法分离纯化， 获得一种新的杏鲍菇多糖组分 PEAP-1。 通过 HPLC、GC、
IR、刚果红实验、原子力显微镜（AFM），以及环境电镜扫描（SEM）分析方法，研究了 PEAP-1 的
结构形貌。 HPLC 和 GC 结果表明，PEAP-1 为均一多糖，相对分子质量为 450 kDa，单糖基由葡
萄糖和半乳糖组成，其摩尔比为 16.9∶0.37。 在红外光谱图中，832 cm-1和 919 cm-1附近出峰，表
明在 PEAP-1中存在吡喃糖环结构。 刚果红实验和 AFM图像显示，PEAP-1的多分支结构中没
有三股螺旋构型， 单个分子呈无规则链状， 直径在 0.13~1.2 nm 之间。 同时， 在 SEM 检测下
PEAP-1呈片状、杆状和网状形貌。
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杏鲍菇（Pleurotus eryngii）俗称刺芹侧耳、雪茸、
鲍鱼菇、或干贝菇等 [1]，为真菌界（Mycota）、真菌门
（Eumycota）、担子菌亚门（Basidiomycotina）、层菌纲
（Hymenomycetes）、 同 担 子 菌 亚 纲
（Homobasidiomycetes）、伞菌目（Agaricales）、侧耳科
（Pleurotaceae）、侧耳属（Pleurotus）珍稀食用菌。主要
分布于西欧国家以及南亚、 中东一带和我国的新
疆、青海、四川地区，是高山、草原以及沙漠地带的
一种品质优良的大型肉质伞菌，也是我国的珍稀名
贵野生食用菌。 现代临床研究表明，杏鲍菇具有抗
氧化[2]、抗肿瘤[3]、抗肝损伤和降血脂 [4]、抗血管生成 [5]

等生物活性和药理作用。
对杏鲍菇水提多糖的研究目前已有报道。 杨立

红 [6]等，从杏鲍菇子实体中分离纯化出两种杏鲍菇
多糖，利用紫外光谱检测，表明两种多糖均不含核
酸和蛋白质；红外光谱测定结果表明，两种多糖均
为含有葡萄糖醛酸的葡聚糖； 小鼠实验结果表明，
杏鲍菇多糖对力竭小鼠具有明显的抗氧化作用，对
肝脏、骨骼肌有明显抗损伤作用。Jung[3]等，对杏鲍菇
多糖进行硫酸化修饰，并研究硫酸化的程度对杏鲍
菇多糖的结构和生物活性的影响。 结果表明，硫酸
化修饰能够加强杏鲍菇多糖的生物活性。 然而对杏
鲍菇碱提多糖的研究鲜见报道。 利用稀碱溶液浸
提，可以分离一些新颖的多糖组分，多糖的得率也
大大提高 [7]。 由于稀碱液有助于解除植物细胞壁分
子间的化学和物理作用，且碱提多糖具有一定的生
物活性 [8]。 因此 ，笔者采用 DEAE-52 纤维素和
Sephadex G-150 凝胶柱层析对碱提杏鲍菇粗多糖
进行分离纯化，获得均一多糖 PEAP-1，并综合采用
高效液相色谱（HPLC）、气相色谱（GC）、IR、刚果红实
验、原子力显微镜（AFM）、环境电镜扫描（SEM）等方
法，分析其构象和分子外貌，为今后碱提杏鲍菇多糖
的研究及开发利用提供了结构信息和科学依据。

1.1 试验材料
1.1.1 试剂 DEAE-52 纤维素，Whatman 公司提

供；SphadexG-150，Pharmacia 公司提供； 标准葡聚
糖、标准单糖，Sigma提供；其它试剂均为 AR级。
1.1.2 仪器 北京普析 TU-1810 型紫外可见分光
光 度 计 ；Christ Alphal -4 型 真 空 冷 冻 干 燥 机 ；
Waters1525 型高效液相色谱仪 （Water2414 型示差
折光检测器，色谱柱：Shodex Ohpak SB-804 HQ，流
动相： 超纯水）；Agilent 气相色谱仪；FEI Quanta200
型环境扫描电子显微镜； 岛津 SPM-9500J3 型原子
力显微镜，Bruker Tensor27 型红外光谱仪。
1.1.3 杏鲍菇 陕西杨凌金麒麟生物科技有限公
司提供。
1.2 杏鲍菇多糖的提取、分离及纯化
1.2.1 提取及分离纯化 杏鲍菇粗多糖参照文献
[9]的方法提取，提取率为 8.6%。取粗多糖 0.3 g溶于
蒸馏水 10 mL 中，离心，上清液经 DEAE-52 型纤维
素柱层析分离， 依次用蒸馏水，0.1、0.3 及 0.5 mol/L
NaCl 溶液洗脱， 体积流量为 0.6 mL/min，DBS-100
型收集器进行收集，每管 8 mL，苯酚-硫酸法检测，
收集各组分洗脱液，减压浓缩后冷冻干燥。 主峰多
糖组分为 0.1 mol/L NaCl 溶液洗脱所得组分， 命名
其为 PEAP1，取 PEAP1 30 mg溶于蒸馏水 5 mL中，
离心，上清液再经 Sephadex G-150 型凝胶过滤柱层
析纯化，蒸馏水为洗脱液，体积流量为 0.3 mL/min，
每管收集 3 mL，苯酚-硫酸法检测，收集洗脱液，冷
冻干燥得到多糖 PEAP-1。
1.2.2 PEAP-1 的纯度和相对分子质量测定 采用
高效液相色谱法（HPLC）对 PEAP-1 多糖进行纯度
鉴定。 称取 PEAP-1 适量，配制 2 mg/mL 质量浓度
多糖溶液，进行 HPLC 分析。 色谱条件：Waters1525
型高效液相色谱系统，色谱柱为 Shodex Ohpak SB-
804 HQ，流动相为超纯水，体积流量为 0.8 mL/min，
Waters2414 型示差折光监测器，柱温 30 ℃，进样量
为 20 μL，以洗脱峰的保留时间为横坐标，已知葡聚
糖标品相对分子质量的对数值为纵坐标，绘制标准
曲线。
1.2.3 PEAP-1 的单糖组成分析 多糖的水解参照
文献[10]的方法进行，水解物制备多糖的糖睛乙酸

材料与方法1

Meanwhile，the flake，rods and mesh morphology of PEAP-1 was detected using SEM.
Keywords： Alkali -extractable polysaccharides from Pleurotus Eryngii，purification，Preliminary
Structure Analysis，AFM，SEM
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酯衍生物 [11]， 衍生物进行 GC 分析。 色谱条件：
Thermo TR-5 石英毛细管柱 （30 m×0.32 mm ID×
0.25 μm），FID 检测器，程序升温：150 ℃（7 ℃/min）
→190 ℃（15 ℃/min）→250 ℃； 进样口温度 280 ℃，
检测器温度 260 ℃； 载气：N2体积流量 30 mL/min，
H2体积流量 50 mL/min，空气体积流量 300 mL/min；
进样量 0.1 μL；内标：肌醇六乙酸酯。 对照用标准单
糖为：D-葡萄糖、D-半乳糖、D-木糖、L-阿拉伯糖、
D-甘露糖、L-鼠李糖。
1.2.4 PEAP-1 的 IR 分析 称取适量 PEAP-1 与
适量干燥的 KBr 粉末混合研磨后压片， 在 4 000~
400 cm-1范围内进行红外扫描。
1.2.5 PEAP-1 的刚果红实验 2 mL 质量浓度为
0.5 mg/mL 的 PEAP-1 溶液， 与 2 mL 质量浓度为
50 μg/mL 的刚果红溶液， 及 1 mL 不同浓度 NaOH
溶液（依次配成不同浓度 0.05～0.5 mol/L）混合并摇
匀， 在 25 ℃反应 10 min， 用紫外分光光度仪进行
400～600 nm 扫描 ， 依次测定混合液在不同浓度
NaOH溶液中最大吸收波长的变化。同时以 2 mL刚
果红溶液和 1 mL 不同浓度 NaOH 溶液混合作为对
照组。 参见文献[12]。
1.2.6 PEAP-1的原子力显微镜 将干燥的样品 1 mg
溶于 1 mL 去离子蒸馏水中，封管在 85 ℃水浴中加
热 1 h，冷却至室温；再稀释，直至样品质量浓度为
10 μg/mL。 置于磁力搅拌器持续搅拌 24 h 后，通过
加热使样品溶解完全且减少聚集体的存在。 取样品
溶液 5 μL 滴在新剥取的云母表面， 常温常压下空
气干燥，再滴加无水乙醇固定，防止多糖从云母片
上脱落， 样片干燥后即可进行 AFM 观测。 图像在
Contact 模式下获得， 测试在室温和大气环境中进
行，湿度为 50%～60%，探针为 Si3N4，用 200 μm 长的
微悬臂，力弹性常数为 0.12 N/m。
1.2.7 PEAP-1 的环境扫描电镜 取多糖样品粘着
于样品台上，置真空喷镀仪内喷金镀导电层，采用
Quanta200 型环境扫描电镜进行扫描；模式：高真空
模式；电子枪加速电压：20 kV[13]。

2.1 PEAP-1的理化性质分析
杏鲍菇碱提多糖 PEAP-1 是一种浅黄色海绵

状固体，易溶于水，不溶于乙醇、丙酮、氯仿、乙酸乙
酯等有机溶剂 。 紫外全波长扫描显示 ， 在 260、

280 nm和可见区处均无吸收，说明 PEAP-1 不含核
酸、蛋白质和色素，在 190 nm 处有多糖的特征吸收
峰。 与碘-碘化钾溶液反应为阴性，说明其不含淀粉
及纤维素；与菲林试剂反应呈阴性，说明其不含还
原糖。
2.2 PEAP-1纯度和相对分子质量测定
如图 1 所示，PEAP-1 在 HPGPC 中呈现单一对

称尖峰，表明其为均一多糖。 根据标准葡聚糖系列
Dextran T-2000、T-500、T-70、T-40、T-10 制作标准
曲线：lgMW=-0.665 0tR+9.995 8。 式中，MW为标准葡

聚糖的已知相对分子质量，tR为其保留时间。 根据
HPLC的保留时间 tR=6.524，根据标准曲线确定其相
对分子质量约为 450 kDa。

图 1 PEAP-1 高效液相色谱图
Fig. 1 HPLC of PEAP-1

2.3 PEAP-1的单糖组成分析
将 PEAP-1 完全水解物进行糖腈乙酸酯衍生

化，衍生物进行 GC分析。 通过与标准品 GC图谱保
留时间相比较， 确定其单糖组成为葡萄糖和半乳
糖，如图 2 所示，并计算出单糖摩尔比为 16.9∶0.37，
说明 PEAP-1是一种以葡萄糖为主的多聚糖。

图 2 PEAP-1 气相色谱图
Fig. 2 GC of PEAP-1

2.4 IR分析
PEAP-1 的红外光谱从 400~4 000 cm-1，如图 3

所示，3 365 cm-1为 （—OH官能团）O—H 的伸缩振

结果与分析2
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动，2 932 cm-1为（-CH2-官能团）C—H 的伸缩振动，
1 747 cm-1为（—COOH、—CHO 或—COOR 官能团）
C=O 伸缩振动，1 629 cm-1 为 （—C=O 或—CHO
官能团）C=O 的伸缩振动，1 442 cm-1为（—COOH
官能团）C—O 的弯曲振动，1 382 cm-1 为（—COOH
官能团）C=O 的对称伸缩振动，1 110 cm-1 为（—
C—O—C—官能团）C—O的伸缩振动[14-15]。 919 cm-1

为（D-葡萄糖）的反对称环振动 [16]，832 cm-1 为（D-
半乳糖）C—H 的弯曲振动 [17]。 600~950 cm-1为异头

区域，586 cm-1为吡喃糖环的骨骼模型[17-18]。

图 3 PEAP-1 红外光谱图
Fig. 3 IR of PEAP-1

2.5 刚果红
刚果红（Congo red）是一种酸性染料，能溶于水

和乙醇。 有研究表明[19]，具有抗肿瘤活性的 β-（1→
3）葡聚糖，其构象一般为三股螺旋构象，而且有三
股螺旋的 β-（1→3）葡聚糖与刚果红复合后，在 0~
0.2 mol/L NaOH 溶液范围内， 在可见光区的最大吸
收波长 （λmax）具有向波长 （500 nm）方向移动的特
点，因此在碱性介质中，研究多糖刚果红复合物的
λmax可以得到多糖构象的有关信息。
杏鲍菇碱提多糖 PEAP-1的刚果红实验曲线如

图 4 所示，随着 NaOH 浓度的增高，杏鲍菇碱提多
糖与刚果红的最大吸收波长相应减小，但相对于刚
果红本身最大吸收波长减小明显缓慢，虽然络合物
与刚果红本身相比发生了红移，但并未表现出具有
三股螺旋结构的多糖与刚果红形成的络合物在不

同浓度的 NaOH 溶液中所表现出的亚稳区，说明杏
鲍菇碱提多糖不具有三股螺旋结构。
2.6 AFM表征
图 5（a）（b）分别为 10 μg/mL PEAP-1 不同放大

倍数的原子力显微镜图。 从图 5（a）中可以看到，在
云母表面，PEAP-1 呈分子链形态并有少量的聚集

体存在，这可能是由于多糖中含有糖醛酸而带有负
电荷，云母片本身也带负电荷，所以云母片会和多
糖样品产生排斥，从而使多糖分子聚集成团[20]。为了
更清晰地观察到多糖的真实形态， 提高放大倍率，
从图 5（b）中可以看见 PEAP-1 的无规则分子链形
态，无三股螺旋结构，这与刚果红实验结果相符。 用
AFM 附带软件测得多糖单链的高度在 0.13~1.2
nm 之间，宽度在 20~59 nm 范围内。 多糖分子单链
直径理论值在 0.1~1 nm 之间 [21]，PEAP-1 分子单链
直径与理论值相符，而宽度远大于单链分子的估算
值，这是由于有限大小的针尖，在扫描时不同的部
位与分子链作用，导致增宽效应在 DNA 的 AFM 观
测中也发现类似的现象[22]。

图 4 PEAP-1 刚果红反应
Fig. 4 Congo red reaction of PEAP-1

图 5 PEAP-1（10 μg/mL）原子力显微镜图
Fig. 5 AFM of PEAP-1（10 μg/mL）

2.7 环境电镜扫描
图 6（a）（b）分别是杏鲍菇碱提多糖试样不同放

大倍数的扫描电镜图像，扫描结果表明：在低倍率
下（500×），样品堆积 A、B、C 3 种形貌结构，依次为
光滑片状、长杆状和网状，如图 6（a）所示，不能获得
多糖聚集体的微观形貌信息。 因此，提高放大倍率
（5 000×），针对每一种类型多糖形貌进行扫描，图 6
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（b） 分别是高倍率下 A、B 和 C 的形貌。 片状结构
（A）表面紧密，较为平整，说明分子间相互作用较
强，这与其较大相对分子质量特性相吻合；长杆状
结构（B）在空间上相互缠绕，相互支撑，排列松散，
这很好地解释了多糖在宏观下“海绵”状的形貌；网
状结构（C）表面粗糙，网孔分布杂乱，大小不一，这
可能是由于在冷冻干燥过程中冷肼制冷不足而使

多糖表面未彻底冻结而引起的。 这些形貌也可能与
提取过程中碱液浓度过高或处理时间过长而引起

多糖结构的破坏有关。

图 6 PEAP-1 环境扫描电镜
Fig. 6 SEM of PEAP-1

长期以来，多糖界公认多糖的活性在很大程度
上取决于其相对分子质量的大小，Lee 等 [23]从蛹虫

草培养菌丝中分离出一种相对分子质量为 210 kDa
的高分子量多糖 CPMN FrⅢ， 其具有抗免疫特性。
Gomaa 等人[24]从炭疽菌的培养液中分离出相对分子

质量约为 670 kDa 的高分子葡聚糖，其具有抗肿瘤
活性。同样，杏鲍菇碱提多糖 PEAP-1也是一种大分
子量多糖，相对分子质量达到 450 kDa，其所具有的

活性有待进一步研究。
本课题中研究的多糖 PEAP-1不具有三股螺旋

结构。 虽有研究表明[19]，具有抗肿瘤活性的 β-（1→
3） 葡聚糖， 其构象一般为三股螺旋构象， 但 W
Blaschek 等人[25]从腐霉菌中提取出两种大分子量的

葡聚糖，都具有抗肿瘤活性但没有螺旋结构。 Gomaa
等人[24]从炭疽菌的培养液中分离出相对分子质量约

为 670 kDa 的高分子的 β-（1→3）-D-葡聚糖，其抗
肿瘤活性与有序结构无关。 这说明不具有三股螺旋
结构的多糖不一定没活性。
多糖生物活性与化学结构的关系不仅建立在

多糖分子的一级结构上，而且还与多糖分子的高级
结构有关。AFM是一种新型的生物大分子高级结构
分析方法，由于其操作性好，灵敏度高，分析范围可
达到纳米级等众多优势，因而被广泛应用于分析生
物大分子的高级结构。 蔡林涛等[23]在国内首次采用

AFM分析多糖结构，结果表明虫草多糖分子链呈分
枝结构。孙润广等[26]用 AFM观察到甘草多糖的分子
链呈多股紧密的螺旋结构。 本课题研究中 AFM 分
析结果表明，PEAP-1 多糖分子链呈无规则链状且
具有多分支结构， 多糖单链的高度在 0.13~1.2 nm
之间，宽度在 20~59 nm范围内。
多糖的结构分析较蛋白质结构分析复杂，这是

因为组成多糖的单糖品种繁多，而且即使只有一种
单糖，单糖残基的组成、排列序列与连接方式等，因
异头物的构型（α 或 β）、单糖基的构型（L 或 D）、糖
基环化方式（五元环或六元环）、有无侧链、糖基上
的羟基是否被取代（如硫酸基、磷酸基、酰基和氨基
等）、 相邻单糖基相连糖苷键的位置 （1→2，1→
3，1→4，1→6 等）等的不同而不同，若多糖是由不同
的单糖基所组成的杂多糖，其结构还包括多糖基连
接的顺序[27]。本课题研究中 IR分析结果表明，PEAP-
1 中存在 D-葡萄糖和 D-半乳糖吡喃糖环结构。 单
糖残基异头物的构型（α 或 β），有条件将进一步利
用核磁表征多糖的结构，这是今后需进一步做的研
究工作。
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