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摘   要 本文对银耳多糖进行提取 分离 并采用DEAE- 纤维素和Sephadex G-200进行纯化 得到均一酸性多

糖 TPP2 以银耳多糖清除羟基自由基能力为指标 对银耳多糖分离纯化的每一步进行跟踪 并研究了酸性多糖

TPP2 体外抗氧化活性 实验表明银耳酸性多糖TPP2 清除羟自由基的作用明显 50%清除率的样品浓度为66.5 g/

ml 银耳酸性多糖TPP2 对猪油的过氧化有明显的抑制作用
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Research on the Purification and Anti-Oxidize Activity of  Tremella Polysaccharide
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Abstract The tremella polysaccharide was purified by DEAE-Cellulose and Sephadex G-200, and then obtained a pure

homopolysaccharide TPP2. The ability of the tremella polysaccharide to scavenge the hydroxyl free radical in the test was

carefully observed, and the outside anti-oxidize activity of acidity polysaccharide was researched. It was proven in the test that

TPP2 showed active ability in scavenging the hydroxyl free radical, the sample thickness was 66.5 g/ml in 50% scavenging rate.
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TPP2 restrains obviously the peroxide of lard.
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银耳(Tremellafuclformis Bcrk)在我国已有悠久的药用

和食用历史 近年来 对银耳的化学成分及药理活性

进行许多研究和大量的现代药理证明 多数药理活性都

与银耳多糖有关 特别是酸性银耳多糖[1] 酸性银耳多

糖具有广泛的药理活性 能提高机体免疫力 增强机

体耐缺氧能力 清除自由基 抑制肿瘤 能使人体产

生抗体及干扰素 可治疗高血压 高血脂 糖尿病

乙型肝炎等多种现代医学中的疑难病症

本文以椴木银耳为材料 对银耳多糖进行提取

分离 纯化 并以多糖清除羟基自由基能力为指标

初步纯化出均一多糖 T P P 2 为开发 利用银耳资源

探索银耳多糖药理活性的物质基础提供研究线索

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

通江椴木银耳 试剂均为国产分析纯

7200分光光度计(UNICO) UV2802PC 紫外-可见扫

描分光光度仪( U N I C O ) 旋转蒸发浓缩仪( B u c h i )

DEAE-Sepharose Fast Flow(Sweden) Sephadex G-200

(Sweden)

1.2 提取

称取一定量的通江椴木银耳 将其在70 的烘箱中

烘3h 粉碎(粒度60 目) 用 80% 的乙醇浸泡银耳粉末

用减压抽滤将乙醇浸出物除去 然后加水(1:10) 在70

条件浸提5h 8000r/min 离心 30min 取上清液 重复

抽提一次 合并两次上清液 即银耳多糖粗提液 采

用本室改进的苯酚-硫酸定糖法(另文发表 下文中所涉

及的多糖测定方法均为此方法)测定多糖的含量 并进

行清除羟基自由基能力的测定

浓缩银耳多糖粗提液 搅拌下加入无水乙醇至终浓

度 8 0 % 静置 2 h 后 离心分离 采用 S e v a g 法除蛋

白 获得精制银耳多糖 干燥 称重 并进行清除

羟基自由基能力的测定

1.3 分离纯化

1.3.1 DEAE-Sepharose Fast Flow柱层析

层析柱(2.6cm 30cm) 介质为DEAE-Sepharose

Fast Flow 离子交换纤维素 用蒸馏水平衡 粗多糖上

样量200mg 上样体积20ml 流速 1.5ml/min 蒸馏水

洗脱150ml后 以蒸馏水250ml和 3mol/L NaCl 250ml梯

度洗脱 采用分部收集 收集液测定多糖浓度 按峰

2 管号范围合并多糖洗脱液 透析后冻干 备用

1.3.2 Sephadex G-200凝胶过滤柱层析

溶解峰2冻干品10mg于10ml蒸馏水中 层析柱(2cm

80cm) 介质为Sephadex G-200 用蒸馏水洗脱 流

速 0.5ml/min 采用分部收集 收集液测定多糖浓度

合并糖峰收集液 冻干 得均一多糖 该组分命名为

TPP2(Tremellafuclformis Bcrk Polysaccharide Peak 2)

1.4 紫外吸收测定

将TPP2配成0.4mg/ml的溶液 在200 400nm波长

范围进行紫外扫描

1.5 纯度鉴定

取10mg TPP2溶于10ml蒸馏水中 Sephadex G-200

凝胶过滤柱层析(2cm 80cm) 采用分部收集 5ml/管

分别测定每管多糖浓度 绘制洗脱曲线

1.6 清除羟基自由基活性测定

以清除羟基自由基能力为指标 对银耳多糖分离纯

化的每一步进行跟踪

清除羟基自由基实验方法 按照 Smirnoff [2]的方

法

清除率计算公式

E% =[A0-(AX-A0 )]/A0 100%

式中 A 0 为空白对照液的吸光度

A X 为加入多糖溶液后的吸光度

A 0 为不加显色剂 H 2O 2 多糖溶液本底的吸光度

EC 50 表示清除率为 50 % 时的样品浓度

1.7 银耳多糖的抗氧化实验

银耳多糖对油脂的抗氧化能力采用强化实验法 即

将 VC 银耳多糖加入新炼制的猪油中 置于 65 的恒

温烘箱中 定时取样检测猪油的过氧化值(POV 值) 以

POV 值来表示油脂的氧化速度 进而衡量抗氧化剂的活

性 POV 值的测定方法按GB5009.37-96 标准执行

2 结果与分析

2.1 提取

先用80% 的乙醇浸泡可以使大分子蛋白质变性 同

时脂肪和色素留在乙醇溶液中 然后加水浸提多糖 这

样所得的多糖色白 经检测不含脂肪 蛋白质 并且

减少了后面脱色 脱脂的复杂工序

随着乙醇加入量的增加 有白色丝状物析出 即

为多糖 随着乙醇的递增白色析出物不断增加 当乙

醇的浓度达到 8 0 % 时 多糖完全析出 静置后 上层

液体清澈透明 离心分离 进一步采用 S e v a g 法除去

万方数据



171基础研究 食品科学 2005, Vol. 26, No. 9

蛋白质 获得精制银耳多糖 干燥 称重 得率为

9.75%

2.2 分离纯化

2.2.1 DEAE-Sepharose Fast Flow柱层析
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图1   银耳粗多糖的 DEAE-Sepharose Fast Flow柱层析洗脱曲线

Fig.1    The elution curve of crude polysaccharides by DEAE-

Sepharose Anion-exchange chromatography

测定各管多糖浓度得到洗脱曲线(图 1) 结果显示

分离的两个峰 峰 1 由蒸馏水洗脱 初步判断为中性多

糖 峰 2 为 Na C l 梯度洗脱 为酸性多糖成分 分别收

集峰 1 2 透析冻干 备用

2.2.2 Sephadex G-200分子筛凝胶层析
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图2    多糖峰2样品的凝胶 Sephadex G-200层析洗脱曲线

Fig.2    The elution curve of the peak 2 of polysaccharide by

Sephadex G-200 chromatography

经DEAE-Sepharose Fast Flow 柱层析后 所得银

耳多糖峰2经Sephadex G-200 凝胶过滤层析 洗脱曲线

如图 2 得一主峰 收集此峰 冻干

2.3 紫外扫描

采用紫外扫描分光光度仪 在200 300nm 进行扫

描 结果显示 银耳多糖TPP2 溶液在260nm 和 280nm

处无明显吸收蜂(实验结果略) 表明银耳多糖中不含核

酸和蛋白质等杂质成分

2.4 纯度鉴定

TPP2溶液采用Sephadex G-200分子筛排阻层析 得

单一正态峰(见图 3) 证明 TPP2 为均一多糖

2.5 银耳多糖活性测定

以银耳多糖清除羟基自由基能力为指标 对银耳多
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图3    TPP2 的 Sephadex G-200分子筛排阻层析洗脱曲线

Fig.3     The elution curve of the TPP2 by Sephadex G-200 size-

exclusion chromatography

糖分离纯化的每一步进行跟踪 对银耳多糖粗提

液 精制银耳多糖和 TP P 2 进行清除羟基自由基能力

的测定 结果如图 4 银耳多糖粗提液 精制银耳

多糖和 TPP2 的 EC50分别为147.9 97.5 66.5 g/ml

随着银耳多糖的纯度提高 其清除羟基自由基活性也随

着提高
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图4   不同银耳多糖样品对羟基的清除作用

Fig.4     Ability in scavenging the hydroxyl free radical of polysac-

charides

TPP2

银耳粗多糖

银耳精多糖

2.6 抗氧化性能研究

通过不同银耳多糖样品对猪油的抗氧化能力测定

结果如图 5 所示 银耳多糖粗提液 精制银耳多糖和

T P P 2 的抗氧化作用随纯度提高而增强 特别是加入

TPP2 的油脂过氧化值变化曲线的变化率与加入 VC 的油

脂的过氧化值变化曲线的变化率相近 说明 TPP 2 的抗

氧化作用较高
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图5   不同银耳多糖样品对猪油的抗氧化作用

Fig.5     Anti-oxidize activity of polysaccharides
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3 讨  论

3.1 银耳粗多糖为灰白色粉末 可溶于水 易溶于碱

水溶液 但不溶于高浓度的乙醇 苯 甲苯 甲醇

丙酮等有机溶剂 用离子交换纤维素DEAE-Sepharose

Fast Flow 柱层析 可得到分离的两个峰 根据DEAE-

纤维素的性质 洗脱液的性质及洗脱体积 初步判断

峰 2 为酸性多糖 由图 1 可得峰 2 为主峰 说明酸性多

糖的含量较高 证明提取的银耳多糖以酸性多糖为主

由于酸性银耳多糖为银耳的主要生理活性成分[1] 含量

的多少直接影响到它的各种生理作用 在我们的实验

中 发现本文所采用的通江椴木银耳的酸性多糖的含量

最高(另文发表) 这也是我们选用通江椴木银耳作为酸

性银耳多糖研究对象的原因

3.2 多糖是继蛋白质 核酸之后的又一信息分子 由

于其结构的不均一性 如分子质量 极性 组成等的

不均一 因此它的分离纯化和纯度鉴定上存在一定的困

难 也无专门的活力测定手段 我们在对多糖进行纯

化过程中 根据清除羟基自由基的实验结果 发现随

着蛋白质等杂质的去除 其清除羟基自由基的作用相应

增强 因此我们采用银耳多糖清除羟基自由基能力为指

标 对银耳多糖分离纯化的每一步进行跟踪 分别采

用DEAE-Sepharose Fast Flow柱层析和Sephadex G-200

凝胶柱层析逐级纯化 最后得到清除羟基自由基活性较

高的均一酸性多糖 TP P 2 并且经过我们的测定 其中

性多糖组分清除自由基能力不明显 实验结果显示均一

酸性银耳多糖TPP2 有较好的清除羟基自由基能力 50%

清除率的样品浓度为66.5 g/ml 对猪油的过氧化有明

显的抑制作用 此结果只是初步肯定银耳多糖的体外抗

氧化作用 能否作为抗衰老药物还需要进一步通过体内

药理实验证实

经过我们的工作得到了清除羟基自由基活性较高的

酸性多糖 TP P 2 并进行了抗氧化实验 但要更加深入

的了解银耳多糖的药理作用机理 应该深入地从多糖的

化学组成及其结构 明确其构效关系等方面 来揭示

银耳多糖的生理活性 在这些方面 19 8 4 年吴梧桐等

人对银耳孢子多糖的结构作了初步分析[6] 高其品等人

对银耳子实体多糖结构 单糖残基的连接方式和糖苷键

的构型进行了初步的分析研究[7 9] 为了说明均一银耳

多糖 T P P 2 的生理活性机理 我们应该在前人的基础

上 从分子量 单糖残基实质 单糖残基间的顺序

单糖残基在糖苷键中的位置 环状结构的类型 糖苷

键的构型六个方面进行表征 既从理论水平揭示银耳多

糖的化学本质及构效关系 又在应用水平上为开发新药

或提高现有药物的药效 为攻克自由基带来的人类顽症

提供新的思路
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黄海水产所-塞内加尔鳎种苗培育成功

由黄海水产研究所率先在国内开展的欧洲名贵海水鱼养殖 -- 塞内加尔鳎规模化种苗培育技术日前获得成功

黄海水产研究所已培育出 3 c m 鱼苗 1 8 0 多万尾 这是继大菱鲆 半滑舌鳎等优质种苗繁育养殖成功后 青岛

市在海水养殖优质苗种培育技术方面取得的又一重大突破
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