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桦褐孔菌胞外多糖级份的化学性质和抗氧化活性研究
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摘
!

要!研究桦褐孔菌发酵胞外多糖的抗氧化活性%采用液体深层发酵培养桦褐孔菌!利用水溶醇沉法从发

酵液中分离提取胞外多糖
UT4

!中性蛋白酶
e409+

3

0

试剂法对
UT4

去除蛋白分离得到多糖
ÛT4

%

ÛT4

经
ÛJU6

A!

阴离子交换色谱和
40

`

/+]0aV6!$$

凝胶色谱柱层析后得到三个多糖级份!其中!具有较高蛋白质和甘露糖含量

以及具有较低分子量的级份
ÛT4!

和
ÛT4B

的抗氧化活性较好%表明桦褐孔菌胞外多糖的抗氧化活性与其蛋白

质$甘露糖含量及分子量有关%

关键词!桦褐孔菌'胞外多糖'抗氧化活性'液体深层发酵'组成'分子量

中图分类号!

PABD
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文献标识码!
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引
!

言

桦褐孔菌"

K*'*';(:'\,2

h

((:

$是一种应用很广

泛的药用真菌#主要寄生于白桦树'银桦'赤杨等的

树干或树皮下#菌丝体极其耐寒#主要分布于俄罗斯

北部'北欧和中国黑龙江'吉林长白山及日本北海道

等北纬
F$

"

A$N

地区(

%

)

&桦褐孔菌多糖具有免疫调

节活性(

!

)

'抗肿瘤活性(

B

)

'抗氧化'降血脂'降血

糖(

F6C

)等功能#在医药工业上有着广阔的应用前景&

但是目前关于液体深层发酵培养的桦褐孔菌胞外多

糖各级份的化学性质和抗氧化活性鲜有报道#特别

是化学性质对抗氧化活性的影响未见报道&我们实

验室用响应面法#以胞外多糖产量和羟基自由基清

除率为指标#对液体深层培养桦褐孔菌产胞外多糖

的培养条件进行了优化(

D

)

&本研究在此基础上利用

色谱法进一步对桦褐孔菌胞外多糖"

UT4

$进行分离

纯化#并研究各多糖级份的化学性质和抗氧化活性#

发现各多糖级份的抗氧化活性与多糖的蛋白含量'

甘露糖含量及分子量有关&

!

!

材料和方法

%>%

!

实验材料

%>%>%

!

发酵培养胞外多糖

液体培养基组成!玉米粉
AB

3

*

X

'蛋白胨
B>!

3

*

X

'

_Q

!

TR

F

!>AA

3

*

X

'

M

3

4R

F

%>A

3

*

X

'

S+S,

!

$>%

3
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X
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&将培养好的液体菌种"

SW4B%F>B"

$在超

净工作台上用移液管移至装有
%$$IX

发酵基础培

养基的
!A$IX

发酵摇瓶中#接种比例为
%$j

"体积

分数$&将接种好的发酵三角瓶放置于恒温摇床中#

发酵温度
!Di

#摇床转速
%A$)

*

I2*

#培养
"]

#收集

发酵液以提取胞外多糖(

D

)

&

%>%>!

!

主要试剂

二乙胺基乙基纤维素"

ÛJU6A!

$#

[+;/I+*

公

司%中性蛋白酶'葡聚糖凝胶"

40
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/+]0aV6!$$

$#北

京瑞达恒辉科技有限公司%

WSJ

试剂盒#凯基生物%

%

#

%6

二苯基
6!6

三硝基苯肼"

T̂TQ

$#

42

3

I+

公司%其

它试剂均为国产分析纯&



%>!
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实验方法

%>!>%

!

胞外多糖的提取

用滤纸过滤除去菌丝体得到发酵液#发酵液真

空浓缩至原体积的
%

*

F

左右#加入
F

倍体积
"Aj

的

乙醇#充分搅拌使多糖沉淀出来#在
Fi

条件下静置

过夜&然后将多糖沉淀用
"Aj

的乙醇反复冲洗#以

除去掺杂于其中的还原糖和小分子物质&然后离心

"

D$$$)

*

I2*

#

#I2*

$#冷冻干燥得到的胞外多糖样

品记作
UT4

&

用中性蛋白酶
e409+

3

0

试剂法除蛋白&

UT4

用水溶解#加入多糖水溶液体积
%

*

A

的氯仿和
%

*

!A

的正丁醇于分液漏斗中#充分振荡#静置后放出下层

的白色粘稠物质&如此反复多次直至水层和氯仿层

之间基本无白色粘稠状物质为止&多糖溶液再用蒸

馏水透析
FD/

#然后浓缩醇沉#收集下层沉淀#冷冻

干燥得到除去蛋白质的胞外多糖样品记作
ÛT4

&

%>!>!

!

胞外多糖的分级纯化

将
ÛJU6A!

预处理后#以
$>$%I',

*

X

的
`

Q

C>DTW4

溶液浸泡平衡
%$/

并装柱"

!>F5IfA$

5I

$#体积流量控制在
C!IX

*

/

#将
ÛT4

溶于少量

TW4

中然后上柱&依次用
!$$IX

的
TW4

'

%A$IX

$>%I',

*

X?+S,6TW4

'

%A$IX$>!I',

*

X?+S,6

TW4

'

!$$IX$>BI',

*

X?+S,6TW4

洗脱#自动部分

收集器收集"每管
#IX

$#苯酚
6

硫酸法跟踪检测多

糖含量#收集前三个单一组分#然后透析脱盐浓缩醇

沉#冷冻干燥得到各多糖级份#记作
ÛT4%

'

ÛT4!

'

ÛT4B

&

ÛT4%

'

ÛT4!

'

ÛT4B

分别经
40

`

/+]0aV6!$$

"

!>F5IfA$5I

$柱层析#用
$>%I',

*

X?+S,

溶液

洗脱#体积流量控制在
%DIX

*

/

#每管
BIX

自动部

分收集器收集#苯酚
6

硫酸法跟踪检测多糖含量&收

集每个样品中的单一组分#透析脱盐浓缩醇沉#冷冻

干燥得到各多糖级份#分别记作
T̂ UT4%

'

T̂ UT4!

'

T̂ UT4B

&

%>!>B

!

组成分析

用苯酚
6

硫酸法测定各多糖样品的含糖量&用

WSJ

试剂盒测定各多糖样品的蛋白质含量&

单糖的组成分析采用气相色谱法测定#多糖的

水解物及各单糖标准品采用糖腈乙酸酯法进行衍生

化&气相色谱分析条件!弹性石英毛细管柱
ST642,A

SW

#

!AIf$>ABII

#液膜厚度
$>!A

$

I

&程序升温!

%%$i

保持
AI2*

#

Bi

*

I2*

到
%D$i

#维持
AI2*

#

Ai

*

I2*

升温至
!!$i

#保持
%$I2*

&气化室温度

!C$i

#

LK̂

检测器温度
!A$i

#载气压力"氮气$

$>#MT+

#氢气
$>#AMT+

#空气
$>A$MT+

#分流比

B$g%

(

"

)

&

%>!>F

!

分子量测定

多糖分子量的测定采用
4US6XX4

法"

:2b00a6

5,(:2'*5/)'I+;'

3

)+

`

/

<

H2;/,+:0),2

3

/;:5+;;0)6

2*

3

$&待测样品
T̂ UT4%

'

T̂ UT4!

'

T̂ UT4B

各

%I

3

溶于
%IX$>!I',

*

X?+S,

中#使其浓度约为

%I

3

*

IX

&进样前样品经
$>!

$

I

的微孔滤膜过

滤#进样量为
A$$

$

X

&测量前仪器先用聚乙二醇进

行校正#调节折射率增量"

V'

*

VO

$为
$>%!AIX

*

3

#

多角度激光光散射仪检测波长调至
+

d#AD*I

#检

测温度为
!Ai

(

%$

)

&

%>!>A

!

羟基自由基清除活性测定

以
4I2)*'--

等(

%%

)的方法为基础加以改进#反应

体系"

FIX

$包括!

%IXL04R

F

"

"II',

*

X

$#

%IX

水杨酸"

"II',

*

X

$#

%IXQ

!

R

!

"

D>DII',

*

X

$#不

同浓度的胞外多糖溶液
%IX

&

Q

!

R

!

最后加入以启

动整个反应&反应体系在
BCi

条件下温育
#$I2*

#

然后在
%!$$$)

*

I2*

条件下离心
#I2*

&最后在

A%$*I

处检测吸光度#清除率由如下方程计算!

清除率
d

#

$

@

"

#

J

@#

J$

$

#

$

f%$$j

"

%

$

式中!

#

$

+对照"蒸馏水$实验吸光度#

#

J

+多糖样品液的吸光度#

#

J$

+背景实验吸收"反应体系中无
Q

!

R

!

$&

%>!>#

!

T̂TQ

自由基清除活性测定

参考
G+*

3

等(

%!

)的方法#于
%$IX

的试管中加

入
$>FIM

的
T̂TQ

溶液
$>AIX

#再加入
%>AIX

的测试样品混合#之后充分振荡&并在室温下黑暗

处保持
B$I2*

#于
A%C*I

处测
#

J

值&对照组含有

相同量的乙醇和
T̂TQ

自由基#并且在相同的波长

下测定其
#

$

值&样品对照组除不加
T̂TQ

外#其

余均加入相同的量#并在相同的条件下测定其
#

J$

值&清除率由如下方程计算!

清除率
d

#

$

@

"

#

J

@#

J$

$

#

$

f%$$j

"

!

$

式中!

#

$

+对照"蒸馏水$实验吸光度#

#

J

+多糖样品液的吸光度#

#

J$

+背景实验吸收"反应体系中无
T̂TQ

$&

'

!

结果与分析

!>%

!

ÛT4

的
ÛJU6A!

离子交换分级纯化

ÛT4

经
ÛJU6A!

柱层析后得到
ÛT4%

'

ÛT4!

'

ÛT4B

三个级份#如图
%

所示#三个级份的
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得率分别为
!A>%j

'

%D>Aj

'

D>CDj

#总的多糖回收

率为
A!>Fj

&

ÛT4

的第四个级份由于含量过少#

未予以收集&

图
%

!

ÛT4

的
ÛJU6A!

柱层析洗脱曲线

!>!

!

ÛT4

的
40

`

/+]0aV6!$$

凝胶柱分级纯化

ÛT4

经
ÛJU6A!

柱层析后得到的三个级份#

再经
40

`

/+]0aV6!$$

柱层析作进一步的分离纯化#

其结果如图
!

所示&收集图中虚线所示各级份#分别

记作
T̂ UT4%

'

T̂ UT4!

'

T̂ UT4B

#待作分子量测定&

!>B

!

UT4

'

ÛT4

及其纯化级份的组成分析

UT4

'

ÛT4

及其各纯化级份的多糖和蛋白质

含量分析结果见表
%

&由表
%

可知#

ÛT4

的三个经

ÛJU6A!

分离纯化的级份
ÛT4%

'

ÛT4!

'

ÛT4B

的多糖含量比较接近#分别是
C%>Fj

'

#D>%j

'

#F>Aj

#蛋白含量也比较相近#

ÛT4!

的蛋白含量

"

%D>!j

$稍 高 于
ÛT4%

"

%B>#j

$和
ÛT4B

"

%#>#j

$&

UT4

的多糖含量和蛋白含量都较低#主要

是因为粗多糖中可能还有很多杂质未除去#如无机和

有机的小分子物质'色素等&

UT4

除去蛋白后仍然还

有蛋白质保留其中#说明这些多糖是糖和蛋白质的复

合物&

ÛT4%

'

ÛT4!

和
ÛT4B

均不含木糖#其原

因可能是
ÛT4

经
ÛJU6A!

柱层析时只收集了前

三个组分#含量极少未予以收集的组分中可能含有少

量木糖&

ÛT4B

的甘露糖含量最高为
F">Dj

&

图
!

!

ÛT4%

'

ÛT4!

和
ÛT4B40

`

/+]0aV6!$$

柱层析洗脱曲线

表
!

!

E8D

*

IE8D

及其纯化级份的组成

4(

3

+)5'*;0*;

Q

*

j

T)';02*5'*;0*;

Q

*

j

4(

3

+)5'I

`

'*0*;'

*

j

)/+I*':0 +)+\2*':0 a

<

,':0 I+**':0

3

,(5':0

3

+,+5;':0

UT4 FF>B %B>B

ÛT4 C$>A %#>A !>#F A>$" B>$B !F>D %$>B AF>%

ÛT4% C%>F %B>#

+ + +

!F>! %D>" A#>"

ÛT4! #D>% %D>! B>D# B>A" !B>D %A>D A!>"

ÛT4B #F>A %#>#

+ + +

F">D %#>A BB>C

!>F

!

多糖分子量

经
ÛJU6A!

和
40

`

/+]0aV6!$$

柱层析后的各

多糖级份的分子量如表
!

所示&数均分子量
M:

的范围是
!"$$$

"

B#$$$

#重均分子量
M*

的范围

是
BA$$$

"

F%$$$

&

T̂ UT4%

的分子量最大#从表中

可以看到#来自于
ÛT4

的三个多糖级份的
M*

*

A#D

第
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%:

值都不是很大#

M*

*

M:

值越接近
%

#多糖分

散度越小#其分子量分布相对更均一&

表
'

!

各多糖级份的分子量

M: M* M*

*

M:

T̂ UT4% B#$$$ F%$$$ %>%F

T̂ UT4! !"$$$ BA$$$ %>!%

T̂ UT4B !"$$$ BA$$$ %>!%

!>A

!

羟基自由基清除活性

如图
B

所示#

ÛT4

的纯化多糖级份在
$>%

"

!I

3

*

IX

浓度范围内表现出了较明显的剂量效应#各

级份在
$>AI

3

*

IX

以后#活性随浓度的变化则不是很

明显&

ÛT4

的三个级份中#

ÛT4B

的活性最强#最高

羟基自由基清除率分别为
!F>Fj

'

B!>Cj

'

F$>!j

&

!!

图
B

!

ÛT4%

'

ÛT4!

和
ÛT4B

的羟基

自由基清除活性图

!>#

!

T̂TQ

自由基清除活性

如图
F

所示#在
$>%

"

!I

3

*

IX

浓度范围内#

ÛT4

三个级份的羟基和
T̂TQ

自由基的清除活性

差异较明显&

ÛT4!

的
T̂TQ

清除活性要稍高于

ÛT4B

的清除活性#

ÛT4%

的活性仍然最低#最高

T̂TQ

自由基清除率分别为
!%>#j

'

BD>#j

'

BAk#j

&

图
F

!

ÛT4%

'

ÛT4!

和
ÛT4B

的
T̂TQ

自由

基清除活性图

$

!

结
!

论

在对
ÛT4

经
ÛJU6A!

分离纯化的各级份的

抗氧化活性研究中发现级份
ÛT4!

和
ÛT4B

的抗

氧化活性较好#经化学组成及分子量测定后发现其

原因很可能是
ÛT4!

和
ÛT4B

具有较高的蛋白质

含量'甘露糖含量和较低的分子量(

F6A

#

D

)

&经响应面

法优化的培养桦褐孔菌发酵胞外多糖极有可能还具

有其它较高的生物活性#但还需更多的活性实验和

结构研究来证明&桦褐孔菌发酵胞外多糖体现出的

抗氧化活性和便利来源在药用和保健品的开发和研

究中具有广阔的应用前景#这对保护珍稀的野生桦

褐孔菌具有积极作用&
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ÛT4BH2;/+/2

3

/0)

`

)';02*+*]I+**':05'*;0*;+*],'H0)I',05(,+)H02

3

/;/+90+:;)'*

3

0)/

<

])'a

<

,

)+]25+,+*] T̂TQ)+]25+,6:5+90*

3

2*

3

+5;292;

<

>

C:

9

?,.<;

!

G'>'>B=X>3P(

H

==X

%

0a'

`

',

<

:+55/+)2]0:

%

+*;2'a2]+*;+5;292;

<

%

:(\I0)

3

0]-0)I0*;+;2'*

%

5'I

`

':2;2'*

%

I',05(,+)H02

3

/;

"责任编辑!许惠儿#

C#D

第
#

期 向玉玲等!桦褐孔菌胞外多糖级份的化学性质和抗氧化活性研究


