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桦褐孔菌多糖的硫酸化修饰及生物活性研究

张秋平,徐向群
(浙江理工大学理学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:研究探讨桦褐孔菌胞内、胞外多糖经过硫酸化修饰后其化学组成与生物活性的变化.利用水溶醇沉法

提取了胞外多糖 EPS和胞内多糖IPS.以 EPS为样品,通过正交实验确定了最佳的硫酸化修饰条件为反应温度

７５℃,反应时间２．５h,反应摩尔比１∶２．５.在同样修饰条件下,胞外多糖取代度要高于胞内多糖取代度.桦褐孔菌

胞内、胞外多糖经硫酸化修饰后,糖含量、蛋白质含量以及糖醛酸含量都有所降低,然而硫酸化修饰多糖展示出了更

强的 DPPH 清除活性以及更低的IC５０值.这表明桦褐孔菌胞外、胞内多糖经硫酸化修饰后,有效提高了抗氧化活

性,利于其进一步开发利用.
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０　引　言

桦褐孔菌(Inonotusobliquus)属于担子菌亚门,
是一种非常珍稀且有着良好治疗效果的可食药用真

菌,主要分布在北纬４５°~５０°的寒冷地区,如欧洲、
亚洲和北美地区,是生长在寒带的木腐菌[１].桦褐

孔菌多糖是其主要的活性组分,有着多种生物功能,
如抗肿瘤、抗氧化和免疫调节活性[２Ｇ４].野生桦褐孔

菌资源非常昂贵且稀缺.我们实验室研究报道了通

过液体深层发酵桦褐孔菌能获得更多含量以及更高

活性的胞外多糖[５Ｇ６],然而,桦褐孔菌多糖的溶解度

偏低,从而影响其生物活性的发挥.
多糖的生物活性与其结构有着密切的关系,对

多糖结构进行适当修饰是多糖领域研究的重点方向

之一.多糖经硫酸化修饰后,不仅能加强其溶解性,
而且能够改变多糖的结构,从而导致多糖生物活性

的加强甚至产生新的生物活性[７Ｇ８].一些研究报道

了硫酸化修饰多糖展示了更强的抗氧化以及抗肿瘤

活性[９],而对桦褐孔菌多糖硫酸化修饰的报道却很

少.因此本研究期望通过正交实验确定桦褐孔菌多

糖硫酸化修饰的最佳条件,并在最佳条件下对来源

对照培养基的胞内、胞外多糖硫酸化修饰,分析比较

胞内、胞外多糖经硫酸化修饰后,各自的化学含量、
单糖组成、分子量以及抗氧化活性的变化,为进一步

开发桦褐孔菌多糖提供理论基础.

１　材料和方法

１．１　实验材料

１．１．１　发酵培养胞内、胞外多糖

桦褐孔菌从徐州师范大学获得.液体菌种的培

养:把保存在麦芽琼脂斜面的桦褐孔菌菌丝体接种于

含有１００mL培养基的２５０mL的锥形瓶中培养,培
养 基 为:酵 母 浸 膏 ２g/L,蛋 白 胨 ３g/L,葡 萄 糖

２０g/L,KH２PO４１g/L,MgSO４１．５g/L,CaCl２０．１g/

L,于２８℃,１５０r/min的培养箱中培养４~５d.将培

养好的液体菌种在超净台上用移液管分别接种于

１００mL对照培养基的２５０mL发酵瓶中,接种比例为

１０％(体积比).将接种好的培养瓶于摇床中培养,培
养条件为温度２８℃,转速１５０r/min,时间９d,收集

发酵液和菌丝体,分别提取胞外多糖和胞内多糖[１０].



１．１．２　主要试剂

Tween８０,天津永大化学试剂有限公司;BCA
试剂盒,上海索宝生物科技公司;１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ三硝

基苯肼(DPPH),Sigma公司;咔唑,常州中集化工

有限公司;其他试剂均为国产分析纯.

１．２　实验方法

１．２．１　胞外多糖的提取

分别将发酵第９d的培养基胞外液用滤纸进行

抽滤,得到菌丝体和发酵液.菌丝体保留用于提取

胞内多糖,发酵液于真空浓缩至原体积的１/４,加入

４倍体积的９５％的乙醇,充分搅拌,使多糖尽可能多

的沉淀下来,与４ ℃的冰箱中静置过夜.沉淀用

９５％的乙醇反复冲洗,以除去参杂在其中的还原糖

和小分子物质.然后在６５００r/min条件下离心,清
除上清液,并冷冻干燥,得到了干燥的胞外多糖样品

并留着备用,记为EPS.

１．２．２　胞内多糖的提取

将发酵液抽滤得到的菌丝体用蒸馏水洗涤３
次,直至洗涤后的蒸馏水为无色为止.将洗涤干净

的菌丝体放置烘箱中烘干至没有水分,然后用研磨

磨成粉末,将粉末置于离心管中并加入蒸馏水(蒸馏

水∶菌丝体＝１∶５),超声５min(超声时间５s,间隔

时间３s),混合液置于９５℃的恒温水浴锅中加热２
h,离心收集上清液,再向离心管中的残渣加入蒸馏

水,重复上面的操作,将两次收集的上清液合并,真
空浓缩,加入４倍体积的９５％乙醇并充分搅拌,放
入４℃冰箱中静置过夜,用干净的９５％的乙醇洗涤

得到的沉淀多糖,然后在６５００r/min条件下离心并

去除上清液,将得到的沉淀放入冷冻干燥机中干燥,
最终得到的固体即为胞内多糖,记为IPS.

１．２．３　硫酸化多糖的制备

本实验采用三氧化硫Ｇ吡啶法对桦褐孔菌多糖

进行硫酸化修饰.考察了反应温度、反应时间以及

三氧化硫Ｇ吡啶与多糖摩尔比３个因素对硫酸化修

饰结果的影响.以对照培养基胞外多糖为样品,取
代度(DS)为指标,每个因素选取了３个水平,其中

温度为５５、７５℃和８５℃;时间为１．５、２．５h和３．５
h;摩尔比为１．０∶１．５,１．０∶２．５和１．０∶３．５,通过

正交实验确定最佳的硫酸化修饰条件.
在最佳的硫酸化修饰条件下,分别对桦褐孔菌胞

内、胞外多糖进行硫酸化修饰,其过程为:准确称取５０
mg多糖样品,通过超声或加热搅拌使其溶解在３５mL
的甲酰胺溶液中,将制备好的硫酸酯化试剂加入其

中.反应一段时间后,用冰水浴使其迅速降至室温,

然后用２mol/L的 NaOH 溶液调节pH 至７~８.经

透析袋透析４８h后,透析液于真空浓缩至原溶液体

积的１/４,加入４倍体积９５％的乙醇,４℃冰箱静置过

夜,离心清除上清液,再冷冻干燥,所得固体即为桦褐

孔菌硫酸化多糖,分别记为sEPS和sIPS.
硫酸多糖的取代度通过氯化钡明胶法测定[１１],

根据测得标准曲线计算硫酸基含量并根据以下公式

计算取代度:

DS＝ １．６２×S
３２－１．０２×S

(１)

其中:DS为硫酸多糖取代度;S为硫酸基百分含量.

１．２．４　化学组成的分析

用苯酚Ｇ硫酸法测定各多糖EPS和IPS以及对

应硫酸化多糖样品的糖含量.用BCA 试剂盒测定

各上述多糖以及各硫酸化多糖样品的蛋白含量.用

硫酸Ｇ咔唑法测定各上述多糖以及硫酸化多糖样品

的糖醛酸含量.
采用气相色谱分析多糖样品中单糖的组成,多糖

以及硫酸化多糖的水解物和各单糖标准品通过糖腈

乙酸酯法完成多糖的衍生化.气相色谱的分析条件

为:采用的是石英毛细管柱SEＧ５０,３０m×０．２５mm,
液膜厚度为０．２５μm,气化室温度２６０℃,FID检测器

温度２５０℃,载气压力０．６MPa,氢气压力０．６５MPa,
空气０．５０MPa,分流比３０∶１,进样量１μL.程序升

温,１１０℃保持２min,在以３℃/min升温至１８０℃,
保持５℃,然后５℃/min升温至２２０℃,保持２min.

１．２．５　分子量的测定

采用SECＧLLS法(sizeexclusionchromatography
withlaserlightscattering)来测量多糖的分子量.该种

方法不需要标准曲线,所以不依赖于未知样品的性质

与结构,测量结果更为精确.测量操作步骤如下:准确

称取储存好的多糖样品和硫酸化多糖样品２mg,溶解

于４mL的０．２mol/L的NaNO３ 溶液中,使浓度为０．５
mg/mL.进行测量之前,先将所有待测样品用０．２μm
的微孔滤膜进行过滤,进样量为１００μL,检测器温度３０
℃,流动时间０．８mL/min.

１．２．６　FTＧIR光谱分析

称取少量的干燥多糖样品,在１∶１００的情况下

与 KBr充分混合,压成均匀的１mm 的薄片.薄片

通过 NicoletAVATAR３６０FTＧIR 光谱仪进行扫

描测量,扫描范围４０００~４００cm－１.

１．２．７　DPPH 自由基清除率的测定

DPPH 自由基的测定了通过采用Yang等[１２]的

方法并做了一些改进,具体操作为:准确称取储存好
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的多糖样品并溶于蒸馏水中,配成浓度梯度０．５~５
mg/mL.于干净的试管中加入０．８mL 配置好的

DPPH 溶液(０．４mmol/L),分别移取各浓度多糖

２．４mL加入试管中,并充分振荡摇匀,黑暗处静置

３０min,然后测定其吸光度并记为Ab１,样品对照组

为以甲醇代替DPPH,加入各浓度多糖２．４mL,反
应后测定吸光度记为Ab２,对照组为０．８mL的甲醇

溶液与２．４mL的 DPPH 溶液反应记为Ab０.所有

吸光度的值都是在５１７nm 下测得,DPPH 自由基

清除率按以下方程进行计算:

DPPH 自由基清除率/％＝
Ab０－(Ab１－Ab２)

Ab０
×１００ (２)

其中:Ab０—对照吸光度;Ab１—多糖样品吸光度;

Ab２—样品对照组吸光度(反应体系中无DPPH).

２　结果与分析

２．１　硫酸修饰条件的优化

表１所示为正交实验结果,从表１中可以看出,

５号试验的取代度最高为０．９７,取代度最低的为１
号试验,取代度为０．５３.此外,通过极差分析可以

得出,在温度、时间和反应摩尔比３个因素中,反应

温度对取代度的影响最大,其次是反应摩尔浓度比,
而反应时间对温度的影响最弱.

在多糖硫酸化修饰的反应研究中,反应温度和反

应摩尔浓度比是影响硫酸化多糖取代度的两个主要因

素.随着反应摩尔浓度比的增加以及反应时间的延

长,取代度逐渐升高,而如果反应摩尔浓度比过高或者

反应时间过长,多糖也许会被降解甚至碳化.当温度

从５５℃上升到７５℃过程中,硫酸化多糖取代度明显

上升,但当温度继续上升时,硫酸化多糖的取代度却开

始下降,此外温度过高也许会导致多糖结构被破坏.
因此综合所有因素,确定了最佳的多糖硫酸化修饰条件

为温度７５℃,时间２．５h,反应摩尔浓度比为１．０∶２．５.

表１　正交实验结果表

实验号 温度/℃ 时间/h 反应摩尔浓度比 取代度

１ ５５ １．５ １∶１．５ ０．５３

２ ５５ ２．５ １∶２．５ ０．６４

３ ５５ ３．５ １∶３．５ ０．７３

４ ７５ １．５ １∶２．５ ０．８９

５ ７５ ２．５ １∶３．５ ０．９７

６ ７５ ３．５ １∶１．５ ０．８６

７ ８５ １．５ １∶３．５ ０．８３

８ ８５ ２．５ １∶１．５ ０．７８

９ ８５ ３．５ １∶２．５ ０．８４

K１ １．９０ ２．２５ ２．１７

K２ ２．７０ ２．３９ ２．３７

K３ ２．４５ ２．４３ ２．５３

R ０．８２ ０．２８ ０．３６

注:K１为每一列中当温度为５５℃,时间１．５h、摩尔比１．０∶１．５时各

取代度之和;K２(K３)为每一列中当温度为７５℃(８５℃),时间２．５h
(３．５h)以及摩尔比１．０∶２．５(１．０∶３．５)时各取代度之和;R 为每一

列中K１、K２和K３的极差.

２．２　多糖以及硫酸化多糖的组成分析

表２所示为桦褐孔菌胞内、胞外多糖以及对应

硫酸化修饰多糖的化学含量以及单糖组成.从表２
中可以看出,IPS 要比 EPS 有更高的糖含量,为

４５．７１％,而糖醛酸和蛋白质的含量则较低.两种多

糖经硫酸化修饰后,糖含量、糖醛酸含量以及蛋白质

含量都有所下降,且其中蛋白含量下降的更明显,这
可能由于蛋白质的稳定性差,在高温条件下容易变

性而失活.所有多糖和硫酸化多糖样品都主要由甘

露糖、葡萄糖和半乳糖组成,并且含有少量阿拉伯

糖、木糖和鼠李糖.与 EPS相比,IPS有更高含量

的葡糖糖,其含量分别为４０．２％和５５．９％;经硫酸

化修饰后,两种多糖中葡萄糖含量都明显增加;此
外,sEPS和sIPS的取代度分别为０．８５和０．６５,表
明在同样条件下,胞外多糖要比胞内多糖更容易发

生硫酸化取代.

表２　桦褐孔菌多糖以及对应硫酸化多糖的化学含量和单糖组成

糖样品 中性糖w/％ 糖醛酸w/％ 蛋白质w/％
单糖组成n/％

鼠李糖 木糖 阿拉伯糖 甘露糖 葡糖糖 半乳糖
取代度

EPS ３０．７１±０．３９ ３．２１±０．０２ ２２．６４±０．６５ ４．２ １６．７ ８．１ １６．３ ４０．２ １４．５ －

sEPS ２５．６±０．２４ ２．５９±０．０２ １０．２±０．１２ １．２ ６．２ ４．１ １５．６ ５５．６ １７．３ ０．８５

IPS ４５．７１±０．３９ １．４４±０．０２ １９．６５±０．３５ ５．８ ５．１ ４．５ １７．４ ５５．９ １１．３ －

sIPS ３９．６１±０．２４ １．１１±０．０３ ５．６０±０．１２ ３．８ ２．７ １．１ １４．０ ６６．８ １１．９ ０．６５

注:w/％表示为重量百分比;n/％表示摩尔百分比;－表示未发现.
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２．３　多糖的分子量

重均分子量(MW)和粘均分子量(MN)是影响

硫酸化多糖生物活性的重要参数.从表３中可以看

到,EPS和sEPS的MN 值和MW 值分别为４２８４０、

４３５６６和４５３７６、４４９８６,且 EPS和sEPS的 MW/

MN 的值都接近于１,表明多糖分散度小,分子形态

分布较均一.
表３　桦褐孔菌多糖以及硫酸多糖的分子量

多糖样品
重均分子量

(MN)
粘均分子量

(MW) MW/MN

EPS ４２８４０ ４５３７６ １．０６
sEPS ４３５６６ ４４９８６ １．０３

２．４　多糖FTＧIR分析

如图１所示为 EPS和sEPS的红外光谱图,图

１中３２００~３６００cm－１出现的宽峰为 O－H 伸缩振

动;２９４０cm－１左右出现的峰是由－CH２ 中C－H 的

伸缩振动造成;１６５９cm－１左右出现的峰为多糖的水

化峰;１３９１cm－１出现的峰是由 C－H 的弯曲振动造

成;１０３２cm－１左右出现的峰是由糖类中 C－O 振动

引起的.与EPS相比,sEPS出现了３个新的特征

峰,其中１２３０cm－１和１１４６cm－１两个特征峰是由 S
＝O的伸缩振动引起,另外一个８０９cm－１出现的特

称峰是由C－O－SO３ 伸缩振动引起.３个新出现

的特征峰可以表明硫酸取代的发生[１３].

图１　来源对照培养基胞外多糖和

　　对应硫酸多糖红外光谱图

注:(a)为sEPS;(b)为EPS.

２．５　DPPH 自由基清除活性

DPPH 是一种稳定的自由基,被广泛应用于评

估天然产物的自由基清除能力.图２为桦褐孔菌胞

外、胞内多糖以及对应硫酸化多糖的 DPPH 清除活

性随溶度变化关系.从图２中可以看出,４种多糖

EPS、sEPS、IPS和sIPS的自由基清除活性与溶度

呈一定剂量关系,且在５mg/mL时达到最大值,分
别为３９．１８％、４２．２６％、３５．２％和４５．１％.结果表

明桦褐孔菌胞内、胞外多糖经硫酸化修饰后,有更强

的DPPH 清除活性,且从表４中可以看出,硫酸修

饰多糖要比对应未修饰多糖有更低的IC５０值.表

明硫酸修饰多糖呈现更强的抗氧化活性.

图２　桦褐孔菌多糖以及对应硫酸多糖的 DPPH 清除活性

表４　多糖以及对应硫酸化多糖的半抑制浓度

多糖样品 IC５０/(mg/mL)
EPS ６．９４
sEPS ５．７４
IPS ７．３１
sIPS ６．０５

３　结　论

本实验对来源对照培养基胞内、胞外多糖进行

了硫酸化修饰,确定了最佳的硫酸修饰条件为温度

７５℃,反应摩尔浓度比１∶２．５以及反应时间２．５
h.在FTＧIR光谱中,经硫酸化修饰后的多糖出现

了两个新的特征峰,分别为１２５０和８１０cm－１,都是

由S＝O伸缩振动引起的,表明硫酸取代反应的发

生.多糖样品经硫酸化修饰后,其分子量并未出现

明显的变化,表明在硫酸化修饰反应过程中,多糖没

有发生明显的降解.此外,与天然多糖相比,经硫酸

化修饰后的胞内、胞外多糖显示出更强的 DPPH 自

由基清除活性以及更低的IC５０值,表明其抗氧化能
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力被加强了.这些结果表明硫酸化修饰能加强桦褐

孔菌多糖的抗氧化活性.
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StudiesonSulfatedModificationandBiologicalActivityof
PolysaccharidesofInonotusObliquus

ZHANGQiuping,XUXiangqun
(SchoolofScience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Thisresearchaimstodiscusschemicalcompositionandbiologicalactivityofintracellularand
extracellularpolysaccharidesofInonotusobliquusaftersulfatedmodification．extracellularpolysaccharide
(EPS)andintracellularpolysaccharide(IPS)wereextractedbywaterethanolmethod．ByusingtheEPS
asthesample,theorthogonalexperimentswereappliedtoconfirmtheoptimummodificationconditionsas
follows:reactiontemperature７５℃,reactiontime２．５h,molarratio１∶２．５．Underthesamemodification
conditions,thesubstitutiondegreeofEPSwashigherthanthatofIPS．Thecontentsofsugar,uronicacid
andproteinofpolysaccharidesdecreasedaftersulfatedmodification,whilethepolysaccharidemodifiedby
sulfationexhibitedsignificantlystrongerDPPHeliminationactivityandlowerIC５０value．Theseshowthat
sulfatedmodificationcanenhancetheantioxidantactivityofpolysaccharidesofInonotusobliquus,and
contributetofurtherdevelopmentandutilizationofpolysaccharides．
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