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黑木耳多糖的酶法提取 纯化及性质研究

韩春然 唐 娟 马永强

(哈尔滨商业大学食品工程学院 黑龙江 哈尔滨        150076)

摘   要 本文以双酶法提取黑木耳粗多糖 利用DEAE-Cellulose 52和Sepharose CL-4B柱层析对其进行纯化 以

Sephadex G -100凝胶柱层析测定了多糖的分子量 结果表明黑木耳多糖含有两个主要组分APE 和 APE 分子

量分别为31.7 104 和 18.3 104 均为非淀粉类多糖 不含单糖 蛋白质 核酸及多酚类物质
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Study on Isolation, Purification and Characteristics of Polysaccharides from Auricularia auricula
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Abstract The Auricularia auricular polysaccharides were extracted by proteinase and celluloase, purified by DEAE-

Cellulose 52 and Sepharose CL-4B chromatography.The molecular weight was determined by Sephadex G -100 chromatograph.

The results showed that there are two main fractions in Auricularia auricular polysaccharides with the molecular weight of

31.7 104 and 18.3 104, respectively, which are non-starch polysaccharides, free of simple sugar, protein, nuclear acid and

phenols.
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木耳 (Auricularia auricula (L.ex Hook) Underwood)

又名黑木耳 在我国已有1000 多年的栽培史 是我国传

统的保健佳品[1] 现代医学研究证实 黑木耳所含的多

糖体具有抗溃疡[2] 延缓衰老[3] 降低血脂[4] 抗肝炎

抗突变[5] 抗肿瘤[6] 增强蛋白质和核酸代谢及促进机体

免疫等功能 作为 黑色食品 家族中的重要成员

黑木耳越来越受到追求营养与健康的现代人重视 本文

以黑木耳为原料 首次采用复合酶法分离提取黑木耳多

糖 并经离子交换纤维素和葡聚糖凝胶对其进行组分拆

分和纯化 为黑木耳多糖的进一步开发奠定理论基础

1 材料与方法

1.1 材料

黑木耳 DEAE-Cellulose 52    Waterman 公司

D E A E - S e p h a d e x  A 5 0 蓝色葡聚糖 标准葡聚糖

(Dextran T-10, T-40, T-70, T-110, T-500)    Pharmacia公司

Sepharose CL-4B    北京鼎国生物技术有限公司 透析袋

(DM36 透析分子量8000 14000)    Sigma 公司

1.2 仪器

722光栅分光光度计    上海精密科学仪器有限公司

UV-120-02紫外/可见光分光光度计    日本岛津公司

1.3 方法

1.3.1 黑木耳多糖的提取

采用复合酶水解法提取黑木耳多糖 黑木耳经除杂

干燥 粉碎 过筛等预处理后 得到黑木耳子实体干

粉 以中性蛋白酶 (120IU/g木耳) 在45 pH7.0 酶

解2.5h 再以纤维素酶(90IU/g 木耳) 于 50 pH5.0

酶解3.5h 然后迅速升温至80 灭酶浸提2h 离心

过滤

1.3.2 黑木耳多糖的纯化

1.3.2.1 脱蛋白

采用Sevag 法[7] 按照黑木耳多糖水溶液1/4 体积

加入氯仿/ 正丁醇(4:1)试剂 剧烈振荡30min 离心

倾出上清液 除去中间变性蛋白及下层氯仿 重复操

作直至中间层无变性蛋白

1.3.2.2 脱色

采用H2O2 法 将多糖水溶液用氨水调pH 值至 8.0
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40 滴加 5% H2O 2 保温(40 )3h 以 DM36 透析分

子量8000 14000 的透析袋于室温下透析4h 得黑木耳

多糖(APE)

1.3.2.3 黑木耳多糖的分级

(1) DEAE-纤维素柱层析

采用 DEAE-Cellulose 52(Cl )柱层析 湿法装柱

( 1cm 30cm) 取脱蛋白 脱色后的木耳多糖上样

以 pH7.5 Tris-HCl 缓冲液平衡好的层析柱 分别用

pH7.5 Tris-HCl Tris-HCl+0.2mol/L NaCl Tris-HCl+

0.5mol/L NaCl阶段洗脱 流速10ml/h 分部收集洗脱液

(5ml/tube) 各管以蒽酮-硫酸法检测多糖含量

(2) Sepharose CL-4B柱层析

经阴离子交换柱层析分离得到的多糖级分再以

Sepharose CL-4B ( 1cm 40cm) 柱层析进行纯化 以

0.1mol/L 的 NaCl 溶液进行洗脱 流速20ml/h 流出液

分管收集(5ml/tube) 以蒽酮比色法检测每管多糖含量

依据测定结果 分段合并各多糖峰部分 冷冻干燥

1.3.3 黑木耳多糖的纯度鉴定

取黑木耳多糖组分各 5 m g 以蒸馏水溶解 于波

长 200 400nm 处进行紫外扫描 记录紫外光谱 以蒸

馏水为对照 检测样品中是否含有蛋白质及核酸

1.3.4 黑木耳多糖分子量的测定

采用凝胶柱层析法 Sephadex G-100( 1cm 40cm)

湿法装柱 将 T 系列葡聚糖标准品(Dextran)及样品分

别上样于0.1mol/L的 NaCl溶液充分平衡的层析柱 以

0.1mol/L的 NaCl溶液进行洗脱 蒽酮-硫酸法检测 以

标准葡聚糖分子量的对数lgMW 对分配系数 Kav 作标准

曲线 通过标准曲线计算样品的分子量

1.3.5 黑木耳多糖的理化性质

对分离纯化所得的黑木耳多糖组分分别进行以下性

质测定

溶解性测定 斐林试剂反应 碘 - 碘化钾反应

双缩脲反应 三氯化铁反应

2 结果与分析

2. 1 黑木耳多糖的纯化

2. 1.1 脱蛋白

多糖提取液经浓缩得到的粗多糖中 多糖含量很

低 蛋白质是粗多糖中最主要的杂质 它的存在增加

了多糖的吸湿性 而且它所带电荷可吸附大量其它杂

质 在除去其它杂质的过程中又会吸附多糖 导致多

糖损失 使多糖的分级纯化变得困难 所以 多糖纯

化的第一步就是脱蛋白 Sevag 法是去除游离蛋白的有

效方法 在多糖溶液中加入氯仿- 正丁醇混合溶液进行

充分振摇 将游离蛋白变性为不溶性物质 经离心分

离 可达到去除蛋白质的目的

2.1.2 脱色

黑木耳多糖是真菌来源的多糖 由于含有酚类化合

物 所以提取出来的粗多糖呈棕色 且溶液的碱性越

强 颜色越深 黑木耳多糖中的色素大多是负性离子

不能用活性炭等吸附剂脱色 但这类物质多含有不饱和

双键 羟基 芳香环等 在碱性条件下能与氧化剂反

应 从而达到脱色的目的 本试验采用了 H 2O 2 方法脱

色 过氧化氢是一种无色无臭的液体 可与水以任何

比例混合 它氧化性较强 酸性较弱 通常认为 过

氧化氢的脱色原理是它在水溶液中电离出的过氧氢根离

子 H O 2 能够与色素结合 使之脱色 为避免多糖降解

脱色温度不应过高 脱色处理后再经透析除去氧化后的

小分子色素 即可使黑木耳多糖颜色变浅 经脱色处

理后的黑木耳多糖呈浅黄色

2.1.3 黑木耳多糖的分级

2.1.3.1 DEAE- 纤维素柱层析

多糖分子一般为中性或酸性带负电荷的糖分子 因

此采用阴离子交换柱层析 采用DEAE-Cellulose 52作为

分离介质对黑木耳多糖进行层析 获得了较为满意的结

果(图 1) 可以看出 黑木耳多糖经阶段洗脱可以得到

三种组分 其中以pH7.5 Tris-HCl洗脱所得组分和以Tris-

HCl+0.2mol/L NaCl洗脱所得组分为主 分别命名为APE

和 A P E 收集这两个组分 透析 冻干 得到

A P E 和 A P E
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图1   黑木耳多糖的 DEAE-Cellulose 52柱层析图

Fig.1     Elution profile of Auricularia auricula polysaccharides on

DEAE-Cellulose 52 ion exchange column

2.1.3.2 Sepharose CL-4B柱层析

由APE I 和 APE II 的洗脱曲线(图2 3)可知 二

组分的洗脱峰均为单一对称峰 均为单一组分 收集主

峰部分 经透析 冻干得黑木耳多糖 APE 和 AP E

2. 2  黑木耳多糖的纯度鉴定(紫外光谱)

由图4 5可见 APE 和APE 在紫外280和260nm

处均无明显吸收峰 说明黑木耳多糖经分离纯化所得的

两个主要组分不含蛋白质和核酸

2. 3 黑木耳多糖分子量的测定
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3 结  论

以中性蛋白酶和纤维素复合提取黑木耳中的多糖

得到的黑木耳粗多糖经 Sevag 法脱蛋白 H2O 2 法脱色

DEAE-Cellulose 52柱层析和Sepharose CL-4B柱层析

可得到两个多糖组分 A P E 和 A P E 这两个主要组

分均不含蛋白质和核酸 均为非淀粉类多糖 且不含

单糖 蛋白质及多酚类物质 采用Sephadex G -100 凝

胶柱层析法测得APE 分子量为31.7 104 APE 分

子量为18.3 104
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表1   黑木耳多糖的部分理化性质

Table 1     Part of the physiochemical properties of Auricularia

auricula polysaccharides

斐林试剂反应 碘-碘化钾反应 双缩脲反应 三氯化铁反应
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图2    APE I的 Sepharose CL-4B柱层析图

Fig.2     Elution profile of APE I on Sepharose CL-4B column
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图3    APE II的 Sepharose CL-4B柱层析图

Fig.3     Elution profile of APE II on Sepharose CL-4B column
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图4    APE I的紫外吸收光谱

Fig.4     Ultraviolet spectra of APE I at 200 to 400 nm
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图5   APE II的紫外吸收光谱

Fig.5      Ultraviolet spectra of APE II at 200 to 400 nm

以蓝色葡聚糖测得凝胶柱的外水体积V0为 11ml 标

准葡聚糖分子量的对数 lg M W 对分配系数 Ka v ( l g M W -

Kav) 所作标准曲线如图 6 测得 APE 的洗脱体积为

13ml 根据标准曲线 其分子量为31.7 104 APE

的洗脱体积为15ml 其分子量为18.3 104

2.4 黑木耳多糖的理化性质

A P E 为白色粉末 A P E 为灰白色粉末 二者

图6    Sephadex G-100柱层析测定葡聚糖分子量标准曲线

Fig.6     Standard curve of molecular weights of dextran by

Sephadex G-100 column chromatography

y= 2.0584x+5.678

R2=0.9911
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都溶于水 不溶于无水乙醇 丙酮 乙酸乙酯 正

丁醇等有机溶剂 APE 和 APE 斐林试剂反应 碘 -

碘化钾反应 双缩脲反应 三氯化铁反应均为阴性(表

1) 说明 AP E 和 A P E 均为非淀粉类多糖 且不含

单糖 蛋白质及多酚类物质
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