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灵芝菌丝体多糖的分离纯化及其单糖组成

分析与分子量测定
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摘要：前期杂交优化后赤芝菌种经液体深层发酵后，提取灵

芝菌丝体多糖，并过 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ柱分离纯

化，利用高效体积排阻色谱（ＨＰＳＥＣ）检测多糖级分的纯度，

采用完全酸水解ＰＭＰ柱前衍生化ＲＰ—ＨＰＬＣ测定多糖级

分的单糖组成，多角度光散射仪联用装置（ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ）

测定其绝对重均分子量（犕狑），并且根据分子旋转半径与分

子摩尔数的关系曲线斜率初步推断其空间构象。结果显示：

分离纯化得到３个多糖级分 ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和 ＧＬＭＰ３，

ＨＰＳＥＣ检测其峰面积百分比分别为９３．５８％，９７．６４％，

９９．１９％，单 糖 组 成 分 析 结 果 表 明 ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２ 和

ＧＬＭＰ３均含有甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳

糖、木 糖、阿 拉 伯 糖 和 岩 藻 糖，但 单 糖 摩 尔 比 各 异。

ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ测试 ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和 ＧＬＭＰ３的 犕狑 分

别为４．５２６×１０５，４．６０３×１０４，３．７６０×１０３ｇ／ｍｏｌ，３个多糖

级分构象可能均为高度紧缩且具有分支结构的聚合物。
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　　灵芝（犌．犾狌犮犻犱狌犿）属担子菌纲、多孔菌目、灵芝科、灵芝

属［１］，按其生长过程可分为菌丝体、子实体和孢子粉３个阶

段。中国灵芝属真菌有７５种，常见的有赤芝、紫芝、黑芝、松

杉灵芝等。近年来，研究发现灵芝具有降血糖［２，３］、降血

脂［４］、免疫调节［５］、抗肿瘤［６］、抗氧化［７］等保健功能，其主要

功效成分为多糖和三萜［８］。

　　作为灵芝的主要活性物质之一，灵芝多糖类产品受到人

们青睐。野生灵芝极为有限，传统的固体培养基培植法受到

生产周期长、生产效率低等制约，无法实现大规模工业化生

产；液体深层发酵灵芝菌丝体多糖具有含量高、培养周期短、

可大规模生产和易于标准化等优点［９］，因此其成为研究

热点。
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　　目前，关于灵芝菌丝体多糖的研究主要包括发酵优化、

结构分析和活性检测等方面［１０－１２］。本试验为考察前期优化

的赤芝菌种在最佳发酵条件下得到的赤芝菌丝体粗多糖的

组成特性，对该粗多糖分离纯化后分别利用高效体积排阻色

谱（ＨＰＳＥＣ）、ＰＭＰ柱前衍生化反相高效液相色谱（ＲＰ—

ＨＰＬＣ）和多角度光散射（ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ）等技术分别研究了

各级分多糖的单糖组成、分子量分布以及链构象特性，为进

一步对该赤芝多糖进行构效关系研究和产品研发提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　赤芝菌丝体多糖样品：本实验室自制；

　　阴离子交换凝胶：ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ型，美国 ＧＥ

Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；

　　葡聚糖标准品：Ｄｅｘｔｒａｎ系列，美国Ｓｉｇｍａ公司；

　　甘露糖、鼠李糖等１２种单糖标准品：＞９７％，美国Ｓｉｇ

ｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；

　　乙腈：色谱纯，美国Ｔｅｄｉａ公司；

　　１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）：９９％，美国ＡｃｒｏｓＯｒ

ｇａｎｉｃｓ公司；

　　三氟乙酸：化学纯，国药集团化学试剂有限公司；

　　盐酸、苯酚、硫酸、三氯甲烷、无水乙醇、硝酸钠、甲醇和

氢氧化钠：分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

　　高效液相色谱仪：Ｗａｔｅｒｓ１５２５型，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；

　　液相色谱系统：Ａｌｉｇｅｎｔ１２００型，安捷伦科技有限公司；

　　多角度激光光散射仪：ＤＡＷＮ８型，美国 Ｗｙａｔｔ公司；

　　可见光分光光度计：７２２Ｎ型，上海精密科学仪器有限

公司；

　　自动收集器及玻璃层析柱（３．２ｃｍ×２５ｃｍ）：ＢＳＺ１００

型，上海沪西分析仪器厂；

　　旋转蒸发仪：ＲＥ５２２型，上海亚荣生化仪器公司；

　　恒温水浴锅：ＨＨ２型，江苏省金坛市新航仪器厂。

１．２　方法

１．２．１　灵芝菌丝体粗多糖的分离纯化　脱蛋白、脱色后，将

灵芝菌丝体多糖配制为浓度５０ｍｇ／ｍＬ的水溶液。样品上

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ柱（３．２ｃｍ×２５ｃｍ），用自动收

集器前后分２次各收集洗脱液１００管，第１次以ｐＨ７．８的

０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ—ＨＣｌ溶液为洗脱液，第２次以０．０１～

１．００ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液和０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ—ＨＣｌ溶液梯度

洗脱，流速为８ｍＬ／ｍｉｎ，每分钟收集１管，每５管（每管取

０．２ｍＬ，共１．０ｍＬ）用苯酚硫酸法
［１３］于４９０ｎｍ处测多糖的

吸光值。收集主要峰组分，用截留分子量为３．５×１０３Ｄａ的

透析袋透析４８ｈ除盐后冷冻干燥得 ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和

ＧＬＭＰ３。

１．２．２　级分多糖的高效体积排阻色谱法（ＨＰＳＥＣ）分析　色

谱条件参考文献［１４］，ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和ＧＬＭＰ３分别配成

浓度约为１０ｍｇ／ｍＬ的水溶液，过０．４５μｍ微孔滤膜后进样

分析。

１．２．３　级分多糖的单糖组成分析

　　（１）样品的完全酸水解：将多糖级分别溶于水配成浓度

约为５ｍｇ／ｍＬ的溶液，吸取５００μＬ溶液于具塞试管中，加

入２ｍｏｌ／ＬＴＦＡ溶液５００μＬ，充分混匀后充入 Ｎ２封管，置

于１１０℃烘箱中水解１２０ｍｉｎ，取出冷却至室温，加入同体积

的甲醇，氮气吹干，重复３次后以１ｍＬ超纯水溶解。

　　（２）混合单糖标样ＰＭＰ衍生化：取１００μＬ的混合单糖

标准液（各单糖质量浓度均为３ｍｇ／ｍＬ左右）与等体积

０．６ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 溶液混合均匀，取５０μＬ上述混合液于

５ｍＬ具塞试管中，加入０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＰＭＰ甲醇溶液５０μＬ，

旋涡混匀；７０ ℃下反应１００ｍｉｎ中，取出冷却至室温，加

０．３ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液６０μＬ中和ｐＨ，加水定容至１ｍＬ，再

加入的１ｍＬ氯仿，振荡使两相充分接触，静置后弃去有机

相，重复３次以除去多余的ＰＭＰ试剂，将衍生化后的溶液过

０．４５μｍ微孔滤膜，进样分析。级分多糖样品水解产物的

ＰＭＰ衍生化方法与混标衍生化方法相同。

　　（３）ＲＰ—ＨＰＬＣ色谱条件：检测器：二极管阵列检测器

（ＤＡＤ）；色 谱 柱：ＺＯＲＢＡＸ ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８ （２５０ ｍｍ×

４．６ｍｍｉ．ｄ．，５μｍ）；流动相：０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ６．７磷酸盐缓冲

液—乙腈（犞／犞＝８３／１７）；检测波长：２４５ｎｍ；柱温：３０℃；流

速：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积：２０μＬ

１．２．４　ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ分析

　　（１）ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ—ＲＩ体系：采用尺寸排除色谱和多

角度光散射仪联用装置（ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ）测试试样的重均分

子量（犕狑）、多分散系数（犕狑／犕狀）及均方根旋转半径

（ＲＭＳ）。多角度激光光散射仪（ＭＡＬＬＳ）波长为６３３ｎｍ，用

茁霉多糖（犕狑＝１．１８×１０４，犕狑／犕狀＝１．１０）做为标样进行

归一化。尺寸排除色谱装置分别使用水体系的 Ｓｈｏｄｅｘ

ＯＨｐａｋＳＢ８０５ＨＱ和ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋＳＢ８０４ＨＱ 两根色谱

柱串 联 和 示 差 折 光 检 测 器 （ＲＩ１５０，ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ，

ＵＳＡ）。

　　（２）测试条件：流动相：０．２ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ水溶液；流

速：０．５ｍＬ／ｍｉｎ；测试温度：２５℃；进样量：２００μＬ。

　　（３）样液制备：多糖级分分别溶于０．２ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ水

溶液中，样品浓度为１ｍｇ／ｍＬ。进样前样品及流动相经过

０．２μｍ滤膜过滤。

２　结果与分析

２．１　灵芝菌丝体多糖的分离纯化

　　通过ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ柱的洗脱液以管数为

横坐标，吸光值为纵坐标绘制洗脱曲线（图１），按照出峰顺序

先后收集得到３个多糖级分分别命名为ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和

ＧＬＭＰ３，级分组分透析除盐后冻干供后续分析。
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图１　灵芝菌丝体多糖通过ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ

柱洗脱曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆ犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿 ｍｙｃｅｌｉｕｍ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ

２．２　级分多糖的高效体积排阻色谱法（ＨＰＳＥＣ）分析

　　纯度的概念是随着分离分析手段的进展而不断发展的，

多糖是结构复杂的生物大分子，它的纯度只代表多糖在某一

链长的平均分布，因此通常意义上的多糖纯度是指多糖在一

定分子量范围的均一分布［１５］。高效体积排阻色谱（ＨＰＳＥＣ）

具有快速、高分辨率和重现性好的优点，是目前最常见的鉴

定多糖纯度的方法。由图２可知，除少量杂峰外３个级分均

为单一对称的峰型，可以视为均一的多糖。

图２　ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和ＧＬＭＰ３的 ＨＰＳＥＣ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＳＥＣｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＧＬＭＰ１，

ＧＬＭＰ２ａｎｄＧＬＭＰ３

　　根据 ＨＰＳＥＣ图中峰面积的百分比可知，３个级分多糖

的纯度分别为９３．５８％，９７．６４％，９９．１９％，少量杂峰为分子

量０．５×１０３Ｄａ左右的多糖小分子。同时，以不同分子量的

葡聚糖标准品为标样，根据标样的保留时间和对应分子量做

出分子量校正曲线，再由软件计算出级分多糖样品的相对重

均分子量（犕狑）见表１。

表１　３个级分多糖的相对重均分子量及纯度结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ犕狑ａｎｄｐｕｒｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒａｃｔｉｏｎｓ

样品名称 相对重均分子量／Ｄａ 纯度／％

ＧＬＭＰ１ ４６２３６３ ９３．５８

ＧＬＭＰ２ ６５２２２ ９７．６４

ＧＬＭＰ３ ６３８７ ９９．１９

２．３　单糖组成分析结果

　　１２种单糖标样的ＰＭＰ衍生化 ＲＰ—ＨＰＬＣ色谱图见

图３，在该色谱条件下１２个单糖峰的分离效果较好。

　　ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和 ＧＬＭＰ３的单糖组成见图４～６，与

图３中标准品的保留时间对照可知，ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和

ＧＬＭＰ３均含有甘露糖（Ｍａｎ）、鼠李糖（Ｒｈａ）、半乳糖醛酸

（ＧａｌＵＡ）、葡萄糖（Ｇｌｕ）、半乳糖（Ｇａｌ）、木糖（Ｘｙｌ）、阿拉伯糖

（Ａｒａ）和岩藻糖（Ｆｕｃ）。Ｆｅｒｒｅｉｒａ等
［１６］研究发现液体深层发

酵灵芝多糖的单糖组成中 Ａｒａ来自于发酵液多糖而非菌丝

体多糖。

图３　１２种单糖ＰＭＰ衍生物的ＲＰ—ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＰＭＰｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｆｔｗｅｌｖｅ

ｋｉｎｄｓｏｆｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｂｙＲＰ—ＨＰＬＣ

图４　ＧＬＭＰ１ＰＭＰ柱前衍生化的ＲＰ—ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＲＰ—ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＧＬＭＰ１ｂｙ

ＰＭＰｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ
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图５　ＧＬＭＰ２ＰＭＰ柱前衍生化的ＲＰ—ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＲＰ—ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＧＬＭＰ２ｂｙ

ＰＭＰｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

图６　ＧＬＭＰ３ＰＭＰ柱前衍生化的ＲＰ—ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＲＰ—ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＧＬＭＰ３ｂｙ

ＰＭＰｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

　　由表２可知，３个多糖级分均含有 Ｍａｎ、Ｒｈａ、ＧａｌＵＡ、

Ｇｌｕ、Ｇａｌ、Ｘｙｌ、Ａｒａ和Ｆｕｃ，但它们的单糖摩尔比差异较大。

分子量最大的ＧＬＭＰ１中Ｘｙｌ最多，其次是Ｇａｌ、Ａｒａ和Ｆｕｃ，

前期研究［１７］表明 Ｘｙｌ有助于提高多糖的抗氧化活性。

ＧＬＭＰ２含Ｇａｌ最多，其次是Ｘｙｌ、Ｇｌｃ和 Ａｒａ且这３种单糖

含量接近，单糖组成分析中Ｇａｌ含量较多的多糖可以显著地

增强免疫活性［１８］。分子量最小的ＧＬＭＰ３中Ｇｌｃ含量最多，

其次是Ｇａｌ，而其他６种单糖含量较少。分子量大的ＧＬＭＰ１

和ＧＬＭＰ２中单糖组成种类更丰富，并且表征高生物活性的

单糖含量更高。

表２　３个级分多糖的单糖组成（摩尔比）

Ｔａｂｌｅ２　Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒａｃｔｉｏｎｓ

多糖级分 甘露糖（Ｍａｎ） 鼠李糖（Ｒｈａ） 半乳糖醛酸（ＧａｌＵＡ） 葡萄糖（Ｇｌｃ）半乳糖（Ｇａｌ） 木糖（Ｘｙｌ） 阿拉伯糖（Ａｒａ） 岩藻糖（Ｆｕｃ）

ＧＬＭＰ１ ２．２１ ２．４６ ５．３６ １．００ ７．６７ １２．８５ ６．４４ ５．０７

ＧＬＭＰ２ ０．４０ ０．２８ ０．５９ １．００ １．４５ １．０９ ０．９３ ０．４７

ＧＬＭＰ３ ０．１３ ０．１０ ０．１３ １．００ ０．７３ ０．１９ ０．３９ ０．１５

２．４　多糖级分的液相色谱—多角度激光散射联用（ＳＥＣ—

ＭＡＬＬＳ）分析

　　通过示差折光（ＲＩ）检测器信号和光散射（９０°）获得３个

多糖级分的色谱图，见图７。ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ经普适校正测定

ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和ＧＬＭＰ３的绝对重均分子量（犕狑）分别

为４．５２６×１０５，４．６０３×１０４，３．７６０×１０３ｇ／ｍｏｌ，这与２．２中

所测得的相对重均分子量有一定差异。ＨＰＳＥＣ方法中，葡

聚糖和多糖样品结构有一定的差异性，以葡聚糖为标样测得

的相对重均分子量误差更大，不能准确表示级分多糖的分子

量。ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ直接测出多糖样品图谱中每个点的绝对

分子量，无需进行任何色谱柱标定和标准品参考，测定结果

更精确。

　　此外，分子量分布情况可由 犕狑／犕狀的比值显示，当该

值越大时，分子量分布就越宽即分散度就越大。对于窄的分

子量分布，其犕狑／犕狀比值接近１
［１９］。由表３可知，３个多糖

级分的 犕狑／犕狀 比值分别为 １．５５９，１．３６０，１．１２５，表明

ＧＬＭＰ１和ＧＬＭＰ２中度分散，而ＧＬＭＰ３分子量分布区间较

窄。另外，ＡＳＴＲＡ软件分析可获得样品的构象，即由分子旋

转半径 ＲＭＳ与分子摩尔数之间的关系曲线可得，该关系曲

线用α表示。Ｗｙａｔｔ
［１９］认为当α值小于或等于０．３３时大分

子是一个紧密均匀的球形构象；而α值在０．２～０．４可以说

明大分子为高支化的紧缩链构象；直线斜率在０．５～０．６，表

明大分子是一个无规则线团构象。３个级分多糖的α值皆在

０．３～０．４，表明 ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和 ＧＬＭＰ３均为紧密且具

有高度分枝结构的大分子聚合物，其中ＧＬＭＰ２可能是球形

构象。

图７　级分多糖的光散射（ＬＳ）和ＲＩ检测器的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＳＥＣｗｉｔｈＬＳａｎｄ

ＲＩｏｆｔｈｒｅｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒａｃｔｉｏｎｓ
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表３　ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ—ＲＩ测定多糖级分的分子特性

Ｔａｂｌｅ３　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｒｅｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎｓｂｙＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ—ＲＩ

样品
折光指数

增量犱狀／犱犮

犕狑／

（ｇ·ｍｏｌ－１）
ＲＭＳ／ｎｍ 犕狑／犕狀 α

ＧＬＭＰ１ ０．１４５ ４．５２６×１０５ ８６．３ １．５５９ ０．３８

ＧＬＭＰ２ ０．１４２ ４．６０３×１０４ ６１．２ １．３６０ ０．３１

ＧＬＭＰ３ ０．１４１ ３．７６０×１０３ ２０．６ １．１２５ ０．３４

３　结论
　　前期优化后的赤芝菌种经液体深层发酵，获得的灵芝菌

丝体粗多糖经ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ分离纯化得到３个多

糖级分ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和ＧＬＭＰ３，ＨＰＳＥＣ检测３个级分

多糖纯度都较高，可视为均一的多糖级分。ＰＭＰ衍生化

ＲＰ—ＨＰＬＣ结果显示 ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和 ＧＬＭＰ３均含有

Ｍａｎ、Ｒｈａ、ＧａｌＵＡ、Ｇｌｕ、Ｇａｌ、Ｘｙｌ、Ａｒａ和Ｆｕｃ，与之前报道的

灵芝菌丝体多糖的单糖组成略有差异［２０］，这可能跟灵芝菌

种、培养条件等因素有关。采用 ＳＥＣ—ＭＡＬＬＳ—ＲＩ测试

ＧＬＭＰ１、ＧＬＭＰ２和ＧＬＭＰ３的绝对重均分子量（犕狑）分别

为４．５２６×１０５，４．６０３×１０４，３．７６０×１０３ｇ／ｍｏｌ，并且根据分

子旋转半径与分子摩尔数的关系曲线斜率α可知，３个多糖

级分构象可能均为高度紧缩且具有分支结构的聚合物。本

研究为赤芝菌丝体多糖的构效关系研究提供结构基础，有利

于该多糖的产品开发。
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