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不同云芝菌株获得云芝胞内多糖比较
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摘!要!将不同产地的/个云芝菌株进行液体培养!通过多糖产量"多糖质量和蛋白质质量等指
标!从中选出了1个优良菌株)采用高效液相凝胶过滤色谱法#6789:$测定这1个菌株提取物云
芝胞内多糖的相对分子质量!并加以比较)根据实验的结果!确认菌株;+为液体发酵的首选菌株)
关键词!云芝#胞内多糖#高效液相凝胶过滤色谱法
中图分类号! 文献标识码!<
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EBVK’X-EP,VY?MAA?JA-,PL’PXEBK,J,(L?(M,PKAP’XEM’JPE-AN)9P’XMA,,S-,P?X,BME(P,RO(MR%

!"#$"%&’()#’$*"%"#RMPE?B;+YERK’BR?V,P,VM’F,MA,’-M?XOXRMPE?BL’P(?ZO?VKO(MOP,)
=.3>"$*9!!"#$"%&’()#’$*"%"#"?BMPEK,((O(EP-’(NREKKAEP?V,"6789:

!!云芝胞内多糖#!"#$"%&’()#’$*"%"#?BMPEK,((O2
(EP-’(NREKKAEP?V,R$系从担子菌纲多孔菌科云芝属
真菌云芝或培养的菌丝中提取纯化的结合蛋白多

糖%是良好的生物效应调节剂%具有抑制肿瘤&调节
免疫&降低放&化疗毒副反应等多种药理作用%并有
抗艾滋病毒活性’.()
采用固体发酵培养菌丝体提取多糖成本高&周

期长&产品质量不稳定&产量低%而且最近我国药品

监督管理局要求由固体培养变更为液体培养云芝

菌丝体提取胞内多糖)所以为了克服这些不足%适
应大规模集约化生产%作者采用液体发酵法培养不
同云芝菌株菌丝体提取胞内多糖)同时多糖的理化
性质&生理活性与相对分子质量有很大关系’!()过
去测量多糖相对分子质量常用超速离心&电泳等方
法%既繁琐%误差又大)而高效液相凝胶过滤色谱法
测定多糖相对分子质量%具有快速&分辨率高和重
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现性好的优点!在国内外已得到广泛应用"!!1#)实验
采用此法对不同云芝菌株的胞内多糖相对分子质

量和其对照品相对分子质量进行分析与比较!并比
较它们的多糖得率$多糖质量和蛋白质质量!以选
出优良菌株!提高产量!降低成本)

?!材料与方法

?@?!材料

?)?)?!菌种!不同产地的云芝菌株/株%作者所
在实验室提供&

?)?)A!培养基和培养条件

.&斜面培养!成分%J’;&(马铃薯!$$$葡萄糖

.$$蔗糖.$$磷酸二氢钾.$酵母粉.$琼脂!#)
!&种子培养基!成分%J’;&(葡萄糖!$$玉米
粉.$$麸皮#$蛋白胨1$磷酸二氢钾.)#$硫酸镁$)
!)

1&发酵培养基!成分%J’;&(葡萄糖!$$玉米
粉.$$豆饼粉!$$蛋白胨.$麸皮0)#$磷酸二氢钾

1$硫酸镁$)!)
"&培养条件(转速.#$P’X?B!温度!3[!装液
量!#$X;的三角瓶.$$X;培养%/A)
?@A!方法

?)A)?!多糖质量测定!总糖质量减去还原糖质量
即得胞内多糖的多糖质量)其中总糖质量用苯酚2
硫酸法""#测定!以葡萄糖为标准品)还原糖质量用

\*+法"##测定)
?)A)A!蛋白质质量测定!9’(?B2酚试剂法"/#!以牛
血清白蛋白为标准品)
?)A)B!相对分子质量测定!采用高效凝胶过滤色
谱法%6789:&测定多糖相对分子质量)先将标准
分子质量#3$$$$!.33$$$!0$$$$!.$$$$的\,S2
MPEB和3!3的 GE(M’-,BME’R,分别用$).X’(’;硝
酸钠溶液配成质量浓度为.$XJ’X;的溶液!经

$)"#!X微孔过滤膜过滤!取滤液.$$!;进样!作

6789:分析)色谱条件(色谱柱为 =(MPEANVP’J,(
;?B,EP1$$XX]0)3XX?V]!!流动相为$).
X’(’;硝酸钠溶液!体积流量为$)%X;’X?B!柱温

"#[!示差折光检测器检测)根据测出的保留时间
%+̂&!用 87:软件绘制保留时间2相对分子质量
%,Y&对数的标准曲线)不同菌株的提取物胞内多
糖和其对照品%中国药品生物制品检定所&也按上
述方法溶解$过滤$测定!根据测得的保留时间由

87:软件计算相对分子质量"0#)
?)A)C!菌丝体胞内多糖的提取!各菌株经液体培
养的发酵液先过滤!所得的湿菌丝体洗涤后再过

滤!接着把得到的菌丝体加水充分破碎!破碎后在
热水中抽提!A!抽完后过滤!并把滤渣再热水抽提

.A!再次过滤!然后合并这两次滤液!减压浓缩至
原体积的.’"!加1倍体积的%#_工业酒精沉淀!
静置几个小时后过滤!沉淀物烘干得到结合蛋白多
糖提取物即胞内粗多糖)

A!结果与讨论

A@?!不同云芝菌株液体培养的比较
将进行液体培养的 6!5*!\<!C!+C!;+这/

株菌株分别接入发酵培养基中!在转速.#$P’X?B!
温度!3[!装液量为.$$X;!培养%/A条件下进
行培养)这/株菌株的液体培养结果见表.)

表?!不同云芝菌株的液体培养结果比较

D&<@?!7"68&$-9"%"(’-E#-*,#’0#$.($"6*-((.$.%0*"#$"%&’
()#’$*"%"#90$&-%9

样 品
多糖质率’

%J’;&

每.$$J
多糖质量’J

每.$$J
蛋白质质量’J

6 提取物 $)0$" "")/0 1.)3!

5*提取物 $)/"0 10)1$ !%)3$

\<提取物 $)/#" ".)1! !")10

C提取物 $)0"0 "3)"$ !%)0#

+C提取物 $)/"$ 1$)0$ 1.).$

;+提取物 $)0.# "")%1 1")%$

!!从实验结果可以看出!在相同的发酵条件下!
这/株菌株所得云芝胞内多糖质量有差异!由高到
低的顺序为 C!;+!6!\<!5*!+C)其中 C!;+和

6这1个菌株的多糖产量在$)0J’;以上!而\<!

5*和+C这1个菌株的多糖质量则在$)0J’;以
下)从多糖质量来看!以C最高!;+其次!+C最低)
蛋白质质量以;+最高!6 次之!\<最低)从上可
知!6!C!;+这三株菌株活力高!胞内多糖产量$多
糖质量和蛋白质质量都较高)此外!还进行了多次
重复液体培养实验!发现这1个菌种发酵结果稳
定)因此!我们选择 6!C!;+这三个菌株作为下一
步研究的出发菌株)
A@A!相对分子质量测定结果比较

A)A)?!保留时间2相对分子质量!,>"对数的标准
曲线!分子筛原理是 6789:测定多糖或结合蛋
白多糖的根据!多糖相对分子质量的对数与保留时
间呈一定线性关系)所以根据上述方法测定的结
果!作保留时间对相对分子质量的对数的线性回
归!得回归方程(;J,>‘.1)!a$)"0.+̂!,> 为
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相对分子质量!+̂ 为保留时间!曲线相关系数"‘
$)%%/#)
A)A)A!云芝多糖的相对分子质量测定结果!采用
高效凝胶过滤色谱法测定了从不同菌株提取到的

云芝胞内多糖!根据 87:软件绘制的标准曲线及
它们各自的保留时间!用 87:软件计算出相对分
子质量",>

#!其结果见表!!色谱图见图.)

表A!不同云芝菌株提取物的相对分子质量比较

D&<@A!7"68&$-9"%"(6"’.,#’&$>.-2109"(.F0$&,09($"6*-(G

(.$.%0*"#$"%&’()#’$*"%"#90$&-%9

样品

峰#
保留时间$

"X?B#

相对分子

质量

峰$
保留时间$

"X?B#

相对分子

质量

对照品 .#)#31 0!#..# .3)/31 !#.1/

6 提取物 .#)#/0 0103$0 .3)/31 !#.1/

C提取物 .#)"/. 3!0/%! .%)3$$ 0"3#

;+提取物 .#)#.0 003%!$ .3)#%0 !0#%1

"E#

"F#

"K#

"V#

图?!不同云芝菌株所提取的胞内多糖凝胶过滤色谱图

)-2@?!71$"6&0"2$&69"(-%0$&,.’’#’&$8"’39&,,1&$-*.9

($"6*-((.$.%0!"#$"%&’()#’$*"%"#90$&-%9

!!由表!和图.可知!虽然从不同云芝菌株所得
云芝胞内多糖其凝胶过滤色谱峰形相似!但其相对
分子质量及其分布有差异!控制其相对分子质量显
得必要)从峰#来看!C最大!相对分子质量为3!0
/%!!;+其次!6最小!相对分子质量为0103$0%而
峰$的相对分子质量就差别很大!由大到小的顺序
和相对分子质量分别为;+!6!C%!0#%1!!#.1/!

0"3#)与对照品相比!可看出C没有相对分子质量
为二万多的这个峰!而 6和;+这两个菌株提取物
的峰#和峰$分子量都分别在七十几万和二万多!
最为符合要求)

B!结!论

!!.#在实践中已经证明!只有获得较高活力&生
产性能优良的菌株!才有可能实现成功发酵和生
产!降低生产成本)通过自然选育淘汰活力差&发酵
能力弱的菌株!为进一步菌株改良和发酵生产打下
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一个坚实的起点和基础)本文通过液体培养淘汰了
生长较弱的5*!+C!\<这1个菌株!得到生长较
快"产量较高的 6!C!;+这1个菌株)
!#虽然 6789:测定的多糖肽的相对分子质
量只是一个相对值!不是一个真正的相对分子质
量!但在一定流动相浓度下作为云芝胞内多糖的质
量控制还是可取的)据 GEMROBEJEU等报道$3%!云
芝多糖抑瘤活性与相对分子质量大小有关!一般活
性较强的成分!相对分子质量在#$$$%1$$$$
间$3!%%)故根据对照品的相对分子质量!认为峰$应

为有效活性成分峰)本实验的 6和;+这两个菌株
所得云芝胞内多糖的峰$相对分子质量均在此范
围内!均与对照品符合!但至于它们产生的多糖相
对分子质量的差别是否会造成抑瘤活性的差异有

待实验证明)
从液体培养和 6789:测定的结果来看!6和

;+这两个菌株都不错!但考虑到云芝菌株发酵的
目的是收获菌丝体!提取得到云芝胞内多糖!这就
要求提高产量!降低成本!所以确定菌株;+为下一
步的液体发酵实验菌株)
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