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真菌多糖提纯 组分分析及结构初步鉴定

赵玉萍 纪丽莲 朱晓庆

(淮阴工学院生化系 江苏 淮阴      223001)

摘   要 研究了采用Sephadex G75 分离纯化真菌多糖 获得两种胞外多糖 采用薄层层析法 分析这两种多糖

组分均可能有木糖 甘露糖 葡萄糖和鼠李糖 采用红外光谱对此两种多糖进行了初步的结构鉴定
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Purification, Preliminary Component Analysis and Structure Identification of  Fungi Polysaccharides
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Abstract The polysaccharides of fungi were studies in this paper. The two kinds of EPS were obtained by Sephadex

G75. Then the components of these EPS were considered by thin-layer chromatography, and they were xylose, mannose, glucose

and rhamnose. Finally, the structures of polysaccharides were analyzed preliminarily by infra-red spectrum.
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由于真菌多糖具有多方面的生物活性 真菌多糖产

品的研制已成为一个热点 目前许多食用真菌产品已投

放市场 以真菌多糖作为功能添加剂的保健食品也相继

出现 并且多种真菌多糖已被制成药品 但是 对于

未开发的真菌资源来说 还需要进一步加强研究和开发

的深度 进一步了解真菌多糖的化学结构 组成成分

生物活性和构效关系 使真菌多糖在食品工业 发酵

工业 医疗保健等领域得到更广泛的应用

1 材料与方法

1.1 材料

菌种 编号为 SHX03008 本院生物工程实验室筛
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选获得

1.2 主要仪器和设备

W S 7 0 - 1 型红外线快速干燥器 Y P - 2 压片机

Nicolet 5700 FT-IR UV-2401PC 紫外分光光度计

Spectrumlab 22PC分光光度计 BSZ-160自动分部收集

器

1.3 培养基及配制方法

(1)基础培养基 PDA 培养基[1]

(2)曲霉 SHX03008 种子培养基 PDA 液体培养基

(3) 曲霉SHX03008 发酵培养基 葡萄糖4% 酵母

膏 4% 磷酸二氢钾0.1% 七水硫酸镁0.025%

1.4 糖含量测定

多糖含量= 总糖量- 还原糖量

总糖量测定方法 苯酚硫酸法[ 2 , 3 ]

还原糖测定方法 3,5- 二硝基水杨酸比色法(DNS

法) 测还原糖

1.5 胞外粗多糖的提取条件优化

乙醇沉淀法[ 4 ]

1.6 多糖去蛋白

sevage 法[4,5]

去蛋白后的多糖制成水溶液 200 400nm 范围紫

外扫描鉴别去蛋白效果

1.7 粗多糖的分离纯化

凝胶柱层析法[6 8 ] 本课题所用的凝胶为葡聚糖凝

胶Sephadex G-75 湿态粒径92 277 m 适用pH2

10 膨胀系数 12 15ml/g 溶胀时间 20 24h

1.8 多糖组分分析

采用薄层层析法来分析多糖组分[9 13]

展层剂 正丁醇:乙酸乙酯:异丙醇:醋酸:水:吡啶=

35:100:60:35:30:30

显色液 苯胺 8ml 二苯胺 8g 和 85% 磷酸 140ml

混合 水浴微热至溶解

样品的处理 多糖样品3mg 加 1mol/L 硫酸 6ml

置 100 水解 8h 水解液用BaCO 3中和至中性 离心取

上清液低温浓缩即为点样液 将标准单糖 木糖 甘

露糖 半乳糖 葡萄糖和鼠李糖各自配成 0.5 % 的乙醇

溶液 作为标准糖点样液

1.9 多糖的红外光谱分析

采用压片法进行制样 以 K B r 作为分散介质 用

红外光谱扫描 对多糖的构型初步分析[ 1 4 ]

2 结果与讨论

2.1 胞外粗多糖提取条件优化结果

在多糖浓缩液中加入不同体积的乙醇 沉淀出的粗

多糖量不同 见图 1

图1   乙醇量对胞外粗多糖沉淀的影响

Fig.1    The effect of quantity of alcohol on sedimentation of crude

extracellular polysaccharide(EPS)
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由图 1 可知 加入 1 倍体积乙醇时 只有少量粗

多糖析出 随着乙醇量的增加 粗多糖析出量也在增

加 当乙醇量增加到 4 倍时 粗多糖已基本沉淀完全

故在实验中选择95%乙醇与多糖浓缩液体积比为4:1时的

乙醇量为最佳乙醇量

2.2 胞外粗多糖去蛋白后的紫外扫描分析

去蛋白后的胞内外粗多糖水溶液用紫外分析仪

200 400nm 紫外扫描 图谱如下

图2    胞外多糖紫外扫描图

Fig.2    UV-light scanning of EPS
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由图2可见 多糖液在260nm 和 280nm 处均无特征

吸收 表明经脱蛋白后 胞外多糖粗品中核酸(260nm)

和蛋白质(280nm)已基本不存在 用苯酚硫酸法测得胞外

粗多糖总糖含量分别为80.2% sevage 法去蛋白可行

2.3 多糖分离纯化结果

2.3.1 凝胶柱层析结果

胞外多糖凝胶层析洗脱曲线见图3 出样率为97.2%

凝胶层析柱能基本实现多糖的分离 由胞外多糖出

峰情况可知 胞外可能含有两种多糖 先出峰的为胞

外多糖(EPS) 后出峰的为EPS 浓缩烘干后  EPS

呈乳白色  EPS 呈浅黄褐色 两种多糖的总糖含量

均在 9 0 % 以上

2.3.2 薄层层析结果

喷洒了显色剂的薄板在烘箱烘干后即可检查其展层

效果 效果较好 如图 4 所示 从下往上样品分别为

木糖 胞外多糖 I 甘露糖 胞外多糖 I I 葡萄糖
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图3   胞外多糖凝胶层析洗脱曲线

Fig.3    The elution curve of EPS by Gel chromatography
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由图4 可见 各单糖的R f值为鼠李糖 木糖 甘露

糖 果糖 葡萄糖 两种胞外多糖组分相同 均可能

有木糖 甘露糖 葡萄糖和鼠李糖

2.4 红外光谱扫描结果

2.4.1 胞外多糖 红外光谱图

从图5 中可以观察到4000 1600cm-1特征谱带中

3450 3400cm-1处是-OH伸缩振动峰 2900 2850cm-1处

为C-H 伸缩振动 1700 1600cm-1处是C=O 振动推知该

种多糖含有羰基 多糖中可能含有 - C O O H 是一种酸

性多糖 1600 1000cm -1相关谱带区中  在 1400

1340cm-1 C-H弯曲振动 在1100 1000cm-1为C-O伸缩振

动 1000cm-1以下的指纹区 860cm-1或810cm-1处有较

弱小吸收峰 表明多糖中可能存在甘露糖残基[ 1 9 ]

2.4.2 胞外多糖 红外光谱图
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图5    胞外多糖 红外光谱图

Fig.5    The infra-red spectrum of EPS
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图6    胞外多糖 红外光谱图

Fig.6    The infra-red spectrum of EPS
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由图可知 胞外多糖 和II 的组成成分虽然相同

但在结构上它们却存在着差异

3 结  论

实验室分离筛选真菌菌株SHX008 经 Sephadex G-

7 5 分离后 获得两种胞外多糖纯品 采用薄层层析法

分析其组分 发现两者均可能含有木糖 甘露糖 葡

萄糖和鼠李糖 采用红外光谱法 初步分析多糖的结

构 发现两者的结构有差异
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图4   薄层层析图

Fig.4    The picture of thin-layer chromatography
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