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摘 要 香菇中提取到的水浴性粗多糖，用5，，，，，法结合酶法去蛋白，透析，甲醇分级得到2个多糖级

分，分别命名为』川和Len 20 去置白后多糖经&ph叫.ex G- 100凝应过滤层析纯化得精品多糖Len 3，经纸层

析且援胶过滤层析表现单 区带或单一峰。 经酸水解后纸层析和气相色谱分析表明U，" 2含甘露糖葡萄

糖，摩尔比为甘露糖葡萄糖'" 10.50: 1.00，len 3含木糖、甘露糖、葡萄糖，摩尔比为木糖甘露糖葡萄糖=

0.67:2.45: 1曲。2田-4咽�紫外扫描，无核酸和置臼吸收峰υ4α的句咀阮m-1红外光谱扫描，呈多糖类特征

吸收峰。
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ABSTRACf Water soluble polysaccharide (lentin四) w国crndely e刘ractoo from Lentiru必e曲曲， then 

P'田fied by the meth皿01 fractionation wi也polysaccharide国，lution: meth皿ol(v/v) 1:0.5 and 1:1 respectively 

named Len 1 and Len 2. Subs呵uently，也e deproteîni时间同时haride was陀finoo by gel filtration wi由Sephadex

ι1田田medLe咀3.咀le finished produc恒were 1由:ntified by paper chromato伊Iphy皿d gel fil阳.tion with Sephadex 

ι1∞The comp皿tions of Len 2 and len 3 were se阳且时by paper-阻d.描ohn阳to阳Iphy. 10e results show 

that Le泪2 is oomposed of mann腿e and glucose with a molar ratio of 10.50: 1回， but Len 3 i后C田p田ed of xylose， 

"''"'''酣 皿d glucose with a molar ratio of 0.67: 2.45: 1凶

KEYWQRDS Ientinw; etÙ对白， poly回cch血仇， lentinan， purification 

食用菌营养丰富，吉有蛋白质、糖、维生素且矿物质，是深受人们喜量的营养食品。 近代生物技术的
应用研究表明，食用菌中的活性多糖物质具有增强人体免疫能力和抗肿瘤的功能[1，2J 因此时事糖物质
的提取和研究成了这一领域的热门课题。 多糖(Lentinan)是香菇(Lm阳旧呻尬， )中的重要的药用成卦。
国外发现香菇中提取的要糖物质具有明显的抗肿瘤作用，井对得到的阴种组分进行了初步的结构分析。
国内从四年代开始对食用菌多糖的分离、纯化、性质鉴定与药理作用进行r研究[l10 伺3:糖的提取多
以初级的发酵法、热浸提及盐析法为主，这些方法的得率低、能耗大，存在一定的技术缺陷。 上海食品研
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究所来用酶解步骤对香菇多糖的提取工艺进行了改进，提高了产率。 本文时该法提取的香菇多糖进行
纯化，井对其组成和结构做了初步分析。

1 材料与方法

1.1 材料
香菇事糖祖品由上海市食品研究所食品工艺与包装研究室提供。 Sephad阻G-l∞为盹annacm产

品，0-岩藻糖为Sigma产品，0 木糖为北京化学试il'1公司生化试剂，0 甘露糖、D 葡萄糖、D 半乳
糖均为上海化学试剂二厂分析纯产品。

1.2 方法
1.2，1 提纯

( 1)去置白。 按Sevog法[3J进行蛋白沉淀。 重复3次后再移至透析袋中，对自来水透析ld，再对蒸
懦 水透析刻，适当浓缩，然后加入3倍体积的95�毛乙醇，静置过夜，离心收集沉淀，以无水乙醇、丙酬各
漂洗两遍，抽滤瓶抽干，放人干燥器(乌0，)干燥，所得去蛋白多糖(Len)为洗褐色粉末。

(2)甲醇分级c 将 Len溶于水后用甲醇进行分级。1 %多糖溶液用 1'0. 5(多糖榕液 甲醇v/v)醇析，
在磁力搅拌棒搅拌下缓慢加入甲醇，然后静置过夜，次日离心收集沉淀，用甲醇、乙酷分别洗两次， 干燥
得Len 1，将上清液继续滴加甲醇至l '1，得 Len 20 

(3) 凝 胶 层析。 Len 经 Sephadex G - 1∞柱
。。咄x 70cm)纯化分离，洗脱液 O. lN NaCI溶液，
流速 1OmLllrr，每5mL收集一营，用酣」硫酸法监
测[;J结果如国l所示。 告井单 峰部分(17 至 25
管)，浓缩，道析，用乙醇沉淀，丙阑干燥，得到白色粉
末(Len3)。
1.2.2 事糖的纯度鉴定

用醋酸纤维薄膜电泳和凝胶过滤法进行纯 度检
查。
1.2.3 事糖的吉量分析

苯盼 硫酸法测定多糖的居糖吉量， 以葡萄糖
为标准[.J。
1.2.4 事糖的光暗分析
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Fig.l α回回协g础】"''''阻by Sephadex G-1OO 

(1)紫外光谱测定。 将Len 3 多糖配成 500rglmL的溶液，UVIKOW 810 紫外扫描，在2由m和2曲m
处未见置白质和核酸的特征吸收。

(2)红 外光谱分析[3j。 将l吨左右 经干燥的糖样，与 1∞町2皿吨 经 干燥的KB，粉来在玛瑞研悻中
研细后压片，用PE胀lN ElMER MODEL 11阳红排扫描。
1.2.5 醒事解产物的法层析[5，6J

采用新华中速媳纸(20咽x 29cm)，上行层析，榕剂革统为正丁醇昨醋酸水( 4'1 . 5'5)或醋酸乙醋
唯睫'*( 10'4'3)。样品loo'C水解 曲，用碳酸顿中和至中性，过滤后浓缩、声。样、展开、显色。 显色il'J为
苯胶 邻辈二甲酸。 井用木糖、岩革糖、半乳糖、葡萄糖等标准单糖作对照。
1.2.6 单糖组成及其摩尔比测定

样品加入三氟醋酸 1∞t京解1Oh，过滤去除杂质，减压挥主三氟醋酸至于，再加入蒸馆水重复几
次，直至最后去除三姐醋酸[71。 然后进行乙酷化处理，反应产物直接进行气相色谱分样产]。 标准单糖如
土处理。 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，井根据各峰面积计算出其摩加
比。 色谱条件是用5 %OV-225固定液，担体Clrr田阻。由WAW -OMCS (80 - 100目)，柱温210吧，盹流
速30nù./mi且，以氢焰离于化检测器测定。 气相色谱仪是岛津旺:9A型。
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2 结果与讨论

2.1 多糖纯化有关问题
2.1.1 脱色处理

真菌il'糖可能因吉有酷类化合物，在空气中提取或干燥时颜色加深，可用双氧*或活性炭脱
色[8，9J。 在用H，o，脱色处理后，一定要透析至XH，o，检出，否则在桂层析操作中残余的比0，对 葡罪糖
凝胶有破坏作用。 H，乌检出用高锺酸怦法[叫。 另外，醇洗及腿洗过程中，减压抽干时用薄膜覆盖样
品，减少空气接触，也能防止颜色加深。
2.1.2 去蛋自方法的比较

香菇粗多糖中除 了含有多糖物质以外，还含有置白质，胶质等。 如将蛋白质物质先用置白串解酶在
解(如胃蛋白酶、膜蛋白酶、木瓜蛋白酶、链酶蛋白酶等)，使样品中蛋白质部分水解后，再用 Se，唔法效
果更好。 从去置白的妓果来看，完全用 Se，唔法去蛋白处理，起码要重复进行 8次 ，才能基本去除蛋白。

2次去蛋白后吉糖 78. 4%，8次去置白后吉糖 97. 3%0 如果用 Se，唔法结合酶法，酶处理后再经3 次
Se，唔法处理，在氯仿和水的界面就未见 沉淀，可见用 Se，..结合酶法去置白 妓率可提高68%，且节省r
大量的试剂和时间;从最后得到的产物中吉糖量来看，两种处理后吉糖都'1达到90%以上。 所以本实
验采用�唱结合酶法去蛋白。
2.1.3 酒精度对事糖得率的影晌

多糖配成 1% -2%的水溶液，然后进行平同酒
精度的沉淀得事试验。 结果见表1。

在进行酒精沉淀时配成的多糖溶液不宜超过
2%，以免将杂质分子夹带沉淀下来，同时过稀(低于
}% )也舍不利于 酒精沉淀。 从上面得到的结果来
看，75%的酒精度已能将多糖基本沉淀出来，再增加
酒精度对多糖的得率影响并不显著。
2.1.4 事糖申糖含量的测定

袤1 不同i酒精浓度对回收多捆的影响
Tab.l 1be effect of diß'er四" .. 创业.. �自璐100

曲-阴阳嗣叫田诅"

编号 静析洒精度(%) 多糖得率(%)

65 ".5 

2 节。 81.9 

3 75 86.7 

4 .， 87.0 

多糖粗品用酣-硫酸法测得多糖中且糖吉量为 61.1%(其中包括用硫酸咔哩法测得已糖醒酸吉量
21 .2%)门n凯氏定氨法测得吉蛋白质 1 6.0%;甲醇分级得到的 1' 0. 5 级分(I.en3 )呈褐色，吉糖60.2%，
l '  1 级分(I.en2)呈蓝白色，吉糖9 4.5%;柱层折得到的多糖(I.en 3)呈灰白色，吉糖99. 1%。
2.1.5 握胶层析鉴定纯度

k汀d经S叩hade:飞G-l∞柱O.Ocmx于'Ocm)再
纯化分离，洗脱液O.lN NaCl 溶液，流速lOmLlh，每
5 mL收集-营，用勘 硫酸法监测，结果如图2所
刁亏。

2.2 多糖组成和结构分析
2.2.1 纸色谱

结果见图 3， 木糖显红色，甘露糖、 葡萄糖、半
乳糖均显棕色，际准单糖的"'比为 葡萄糖 木糖 甘
露糖=0.84'1.1 6'1曲。l.en 1、 l.en2、I.en 3 在纸上
都只检出甘露糖和 葡萄糖的斑点，可能因为木糖在
多 糖 中 的 吉 量 较少，而纸层析 的灵敏度不够之
故[12J。

2.2.2 红外光谱分析
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分析结果见图 4所示。 比较Len l，Len 2，Len 3 的红夕光谱图，可见三者基本是一致的。 在4α页。~
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650cm-1呈多糖类物质的特征吸收峰。 35田-32阳cm-1的特征峰是由 O-H的 伸缩振动引起的 司嗣同

28∞cm-1之间的尘峰是由糖类C-H的 伸缩振动引起的 ，1400 _ 1200cm-1的 些峰是C-H 的变角振

动，这两组峰是糖类的特征吸收峰; 1665 _ 1625cm -1是糖的*化物的 吸收峰; 1250 - 950哑，- ，之间的一组

峰是两种C-O的伸缩振动引起的 ，一种是毗喃糖环的酷键c-0- C，另 种是经基的 吸收峰; 897cm-1 

附近的 吸收峰是阻止喃糖R 型巳 H变角振动的 吸收峰; 1049cm-1及1075币，- ，两个吸收峰表征ß-P�喃

糖基。 因此可推断该香菇多糖为 种自-p比喃多糖[3]c 方积年"关于多糖的综述中提到对香菇多糖结

构报道较多的是ß-(1-3) 为主链的葡罪糖，但也有α 甘露果糖的报道。 但从图 4 的光谱圈中未显示

α-糖昔键的特征峰。
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2.2.3 气相色谱分析
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图4 香筋多糖Len 1 ，Len 2和le" 3的红外光谱图
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样品经酸水解乙散化后进行气相色谱分析 ，得到图5、图6，分别时应Len 2、l.en 3 的气相色谱图。
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然后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其摩如

比。 结果如表 2所示。

标 准
单 糖

IR(min) 

岩藻糖 12.4:飞5

木糖 22.858 

甘露糟 玄7.978

葡萄糖 30.138 

半乳糖 31.917 

褒2 1皿1、I且2和""3水解物的气相色谱分析

I'ab.2 GC of峙曲曲回回0(1皿1， Len2audl且3

国l

，，(皿，) A， 

""'2 

IR(rnin) A; 

ZJ .672 102433 

29酬 叨85

注:IR.滞留时间; 儿，峰面相: 一，未撞出。

"'" ， 

，，(皿且) A 

22.642 19344 
27.608 8534' 

29.9()[[ 34882 

由上分析结果可得，Lru诅吉甘露糖、葡萄糖，摩尔比为10.50' 1 田，Len3除了纸色谱检出的甘露糖、
葡萄糖外，还吉有木糖，摩单比木糖甘露糖葡萄糖为0.67: 2.45: 1.000 Len 1在实验中只显示 个微
弱的信号，未见糖峰的出现，可能该乙散化法对Len 1 革理想。 但纸色谱显示有甘露糖、葡萄糖的存在，
并根据其红外图谱与Len 2�Len 3 的基本相似，可推断Lenl也吉有相似的单糖组成。 葡萄糖醒酸按还

原乙酷化方法处理，未能获得适合气相色谱分析 的衍生物，所以也没有出峰时。
时香菇多糖的结构进行进一步深入研究，将有利于阐明其活性功能与结构的关系。
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