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摘要:[目的]高效利用暗褐脉柄牛肝菌资源,开发其多糖

功能性食品.[方法]取暗褐脉柄牛肝菌菌丝发酵培养,

低温减压浓缩,乙醇沉淀,DEAEＧ５２纤维素柱色谱分离纯

化,透析袋透析除去小分子杂质制备多糖.总糖含量采

用苯酚—硫酸显色法测定,液质联用法测定单糖组成,紫

外分光光度法判断是否存在核酸和蛋白等杂质;通过红

外光谱和 核 磁 共 振 波 谱,对 多 糖 的 结 构 进 行 分 析.[结
果]制备的多糖总糖含量为８４％,主要单糖种类有:葡萄

糖、甘 露 糖、半 乳 糖 和 阿 拉 伯 糖,其 物 质 的 量 比 为

２．０７∶１．９５∶１．００∶１．５８.红外光谱和核磁共振波谱分析

具有多糖吸收峰,含α 型吡喃糖.[结论]从暗褐脉柄牛

肝菌发酵液中制备的多糖主要由４种单糖组成,结构中

含α型吡喃糖.
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表征

Abstract:[Objective]Thisstudyaimedtoefficientlyutilizethe

resourcesofPhlebopusportentosusanddevelopitspolysaccharide

functionalfood．[Methods]ThemyceliumofP．portentosuswas

culturedandfermented,andthecombinedfermentationbroth

wasconcentratedatlow atemperatureandreducedpressure．

Then,precipitatedbyethanol,separated,purifiedbyDEAEＧ５２

cellulosecolumnchromatography,andthepolysaccharide was

finally refined by dialysis to remove the small molecular

impurities．ThetotalsugarcontentwasdeterminedbyphenolＧ

sulfuricacidcolorimetry,the monosaccharidecomposition was

determinedbyliquidchromatographyＧmassspectrometry (LCＧ

MS),andtheimpuritiessuchasnucleicacidandproteinwere

detected by ultraviolet spectrophotometer．The structure of

polysaccharides was analyzed preliminarily by infrared

spectroscopy(IR)andnuclearmagneticresonancespectroscopy
(NMR)．[Results]Thecontentoftotalsugarwas８４％．The

main monosaccharides of the polysaccharide were glucose,

mannose,galactose,andarabinose,themolarratioofwhichwas

２．０７∶１．９５∶１．００∶１．５８．Obviouspolysaccharideabsorption

peakswereshownintheinfraredspectrumandnuclearmagnetic

resonancespectra,through whichanαＧtypepyranosecanbe

inferredinthepolysaccharide．[Conclusion]Thepolysaccharides

preparedfrom thefermentationbrothofP．portentosus were

mainlycomposedoffourmonosaccharides,thestructureofwhich

containedαＧpyranose．

Keywords: Phlebopus portentosus; fermentation broth;

polysaccharide; separation; purification; structural

characterization

暗褐脉柄牛肝菌[Phlebopusportentosus (Berk．&
Broome)Boedijn]是牛肝菌目(Boletales)成员之一,隶属

于小牛肝菌科(Boletinellaceae)脉柄牛肝菌属[１].因该种

的菌盖表面常呈黑褐色,故在云南西双版纳等地称之为

“黑牛肝 菌”[２],又 名 暗 褐 网 柄 牛 肝 菌、异 样 脉 柄 牛 肝

菌[３],是世界上第一个实现人工栽培的牛肝菌[４].其物

种资源丰富,主要分布于热带和亚热带地区[５].在中国
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的海南、云南的热带地区、贵州、广西等省区也均有分

布[６].现代研究表明,暗褐脉柄牛肝菌含有丰富的营养

成分(糖、脂肪、蛋白、纤维、氨基酸和矿物质元素等)[７]以

及多种药用活性成分(生物碱[８]、酚类[９]、黑色素[１０]、挥发

油[１１]、核苷和甾醇[１２]等),具有急性肝损伤保护作用、抗
氧化、抗高血糖症(αＧ葡萄糖苷酶抑制剂)、抗高血压、神经

细胞保护、抗菌、抗肿瘤等活性,是一种极具研究和开发

价值的食药用真菌[１３－１４].

多糖存在于真菌子实体、菌丝体及其发酵液中,具有

抗肿瘤、抗病毒、抗衰老、降糖降脂和提高免疫力等多种

生物活性.Kamchantat等[１４]利用水提醇沉法得到的多

糖蛋白质复合物(PPCＧP１１)具有很强的抗氧化活性,此
外,对５种人类细胞系也有相对较强的体外抗增殖作用,

可能具有较好的抗肿瘤活性.Kaewnarin等[１３]发现通过

水提醇沉法和回流法提取得到的暗褐脉柄牛肝菌粗多糖

同样具有一定的抗氧化活性,并且可以抑制αＧ葡萄糖苷

酶,具有一定的降血糖活性,还可以抑制血管紧张素转换

酶,可能具有抗高血压的活性.目前,国内外学者主要集

中于暗褐脉柄牛肝菌子实体多糖的研究,而对其菌丝体

发酵液中多糖研究较少.与子实体相比,菌丝体生长周

期短,更具有开发优势.研究拟从暗褐脉柄牛肝菌菌丝

体发酵液中分离、纯化多糖,并对其初级结构进行表征,

比较其与子实体多糖组成差异,以期为高效利用暗褐脉

柄牛肝菌资源及开发多糖功能性食品提供参考.

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂

暗褐脉柄牛肝菌新鲜发酵液:从暗褐脉柄牛肝菌菌

丝发酵制备,实验室自制;

透析袋 MD３４:截留相对分子质量３５００,北京索莱宝

科技有限公司;

DEAEＧ５２纤维素:浙江联硕生物科技有限公司;

氯化钠、乙醇、无水乙醇、硫酸、苯酚、磷酸、三氟乙

酸:分析纯,西陇科学股份有限公司;

重水(D２O):上海麦克林生化科技有限公司;

葡萄糖、氢氧化钠:优 级 纯,上 海 阿 拉 丁 化 学 试 剂

公司.

１．２　主要仪器与设备

全自动部分收集器:CBSＧA型,上海沪西分析仪器厂

有限公司;

旋转蒸发器:NＧ１３００SＧWB型,日本东京理化器械株

式会社;

冷冻真空干燥机:Benchtop６．０KEL 型,美国 Virtis
公司;

紫外可见分光光度计:新世纪 T６型,北京普析通用

仪器有限责任公司;

紫外可见分光光度计:V６５０型,日本JASCO公司;

核磁共振谱仪:JNMＧECZ４００S/L１型,日本电子株式

会社;

超高效 液 相 色 谱—质 谱 联 用 仪 (UPLCＧMS/MS):

XevoG３Qtof型,沃特世科技上海有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　发酵液多糖的提取　在无菌条件下,用直径为

１０mm 的打孔器,在暗褐脉柄牛肝菌菌丝的培养皿上打

孔,镊子夹取两片菌丝接种于盛有１００mL发酵培养基的

三角瓶中,２８℃,１５０r/min恒温培养６d,取出后滤去菌

丝,合并发酵液后进行浓缩(６０℃,６０r/min).量取暗褐

脉柄 牛 肝 菌 发 酵 液 (６ L),低 温 减 压 浓 缩 (６０ ℃,

６０r/min),离心(４０００r/min,１５min)合并上清液,边搅

拌边缓慢地加入４倍体积乙醇,４℃冰箱沉淀２４h.醇沉

后进行离心处理,离心乙醇沉淀后,上清液合并装入烧杯

中,置旋转蒸发仪中浓缩,回收乙醇;醇沉离心后沉淀放

入冷冻真空干燥机,冷冻干燥２４h(－６８℃,０．３５Pa),得

到暗褐脉柄牛肝菌粗多糖.

１．３．２　多糖的分离纯化　将预处理后的 DEAEＧ５２纤维

素湿法装柱,用去离子水平衡１２h.称取０．５g暗褐脉柄

牛肝菌发酵液粗多糖,加水溶解,离心(１２０００r/min,

３min),取上清液,上样.分别用蒸馏水、NaCl溶液(０．１,

０．２,０．３,０．４,０．５mol/L)洗脱,控制洗脱速度,设定自动收

集装置每９．５min收集一次,９mL/管,用苯酚—硫酸法检

测.将各级洗脱液浓缩至１０~２０mL[１５],透析、冷冻干燥

２４h(－６８℃,０．３５Pa),即得暗褐脉柄牛肝菌精制多糖.

１．３．３　总糖含量测定　采用苯酚—硫酸法[１６].

(１)葡萄糖标准曲线绘制:称取１０mg干燥至恒重的

葡萄糖标准品,少量蒸馏水溶解后,定容至１００mL,配成

０．１mg/mL的标准葡萄糖溶液.吸取０．１,０．２,０．４,０．５,

０．７,０．８,１．０mL的标准溶液于比色管中,补水至２mL,再

加１．０mL５％苯酚,迅速加入５mL浓硫酸,摇晃均匀,在

沸水浴中煮沸１５min,取出后放入冰水中冷却至室温,以

相同处理的蒸馏水为空白,在４９０nm 下测定吸光度值,

以浓度为横坐标,吸光度为纵坐标,绘制标准曲线.

(２)多 糖 含 量 测 定:取 醇 沉 干 燥 物 １０ mg,配 成

０．１mg/mL的多糖样品溶液,同上述方法测定样品中总

糖含量.

１．３．４　单糖组成分析　参考文献[１６].

１．３．５　紫外光谱分析　参考文献[１７],将暗褐脉柄牛肝

菌发酵 液 粗 多 糖 配 成 １ mg/mL 的 水 溶 液,在 ２００~

４００nm 范围内扫描.

１．３．６　红外光谱分析　参考文献[１８],取暗褐脉柄牛肝

菌粗多糖２mg与２００mg的 KBr混合,压片,在４０００~

４００cm－１测定红外吸收光谱.
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１．３．７　核磁共振波谱分析　参考文献[１９].

１．４　数据统计分析

试验结果采用 MicrosoftOfficeExcel２０２１软件进行

数据处理,采用 Origin２０２１、MestReNova软件进行数据

分析并作图.

２　结果与分析

２．１　多糖的提取

暗褐脉柄牛肝菌发酵液通过水提醇沉法得到粗多糖

０．３２g/L,低于子实体多糖的提取率.秦如冰等[３]通过响

应面法优化了暗褐脉柄牛肝菌粗多糖的提取工艺,最终

提取 条 件 为 温 度 ７９ ℃,时 间 ７８ min,液 料 比 ２０∶
１(mL/g),多糖提取率为１５．９５％.因此,在后续也可对

发酵培养条件进一步优化,以期提高发酵液中多糖的提

取率.

２．２　多糖的分离纯化

暗褐脉柄牛肝菌发酵液多糖洗脱曲线如图１所示.

粗多糖经过 DEAEＧ５２纤维素柱色谱后,得到３个明显的

洗脱峰,含量各有不同.其中,蒸馏水洗脱峰面积最大,

图１　暗褐脉柄牛肝菌多糖的 DEAEＧ５２纤维素

色谱洗脱曲线

Figure １　 Elution curve of polysaccharidefrom P．

portentosus by DEAEＧ５２cellulosecolumn
chromatography

含量相对较多,故将蒸馏水洗脱液进行合并、浓缩、透析

和冻干后称得蒸馏水组分多糖０．１０７１g,用于后续的结

构表征.与伍燕等[２０]暗褐网柄牛肝菌精制多糖(AHP)

的 DEAEＧ纤维素离子交换柱色谱洗脱曲线相似,均为水

洗脱组分含量最多,但两者含量存在明显不同.

２．３　多糖的总糖含量测定

标准曲线拟合方程为Y＝１．８６６９x＋０．００３８,R２＝
０．９９９１.粗多糖总糖含量为４７．５７％;蒸馏水洗脱组分多

糖总糖含量为８４％.

２．４　多糖的单糖组成分析

由图２和表１可知,与１４种单糖混合对照品进行比

对,可以检测到１２种单糖,表明暗褐脉柄牛肝菌发酵液

多糖是一种杂多糖,其中含量较高的４种单糖分别为

DＧ葡萄糖、DＧ甘露糖、DＧ半乳糖和LＧ阿拉伯糖,其物质的

量比为２．０７∶１．９５∶１．００∶１．５８,以 DＧ葡萄糖为主,而伍

燕等[２０]从暗褐网柄牛肝菌子实体中提取的多糖的单糖组

成为半乳糖、甘露糖、岩藻糖、葡萄糖、鼠李糖,物质的量

比为１．７２∶１．５４∶０．９６∶０．２５∶０．０７,由此表明暗褐脉柄

牛肝菌发酵液多糖与子实体多糖存在显著差异,因此可

能会有不同的生物活性,有待进一步研究.

２．５　多糖的紫外光谱分析

暗褐脉柄牛肝菌发酵液多糖的紫外扫描图谱如图３
所示.暗褐脉柄牛肝菌多糖的紫外扫描曲线较为平滑,

在２６０,２８０nm 处无明显吸收峰,表明暗褐脉柄牛肝菌发

酵液多糖不含有杂蛋白、多肽和核酸[１６],说明多糖中大部

分蛋白质和核酸已被除去.

２．６　多糖的红外光谱分析

暗褐脉柄牛肝菌发酵液多糖的红外光谱图如图４所

示.在３３８６cm－１处出现强而宽的吸收峰,为典型的多

糖羟基(O—H)伸缩振动峰;２９２８cm－１处的吸收峰为多

糖C—H 键的伸缩振动峰;１６４１cm－１处为 C═ O 的伸

缩 振动峰;１４１１cm－１处为C—H键的弯曲振动,吸收峰

１．LＧ古洛糖醛酸　２．DＧ甘露糖醛酸　３．DＧ甘露糖　４．DＧ核糖　５．LＧ鼠李糖　６．DＧ氨基半乳糖　７．DＧ葡萄糖醛酸　８．DＧ半乳糖醛

酸　９．DＧ氨基葡萄糖　１０．DＧ葡萄糖　１１．DＧ半乳糖　１２．DＧ木糖　１３．LＧ阿拉伯糖　１４．LＧ岩藻糖

图２　１４种单糖标准品及暗褐脉柄牛肝菌多糖的超高效液相色谱—质谱联用色谱图

Figure２　UPLCＧMS/MSchromatogramsof１４monosaccharidestandardsandpolysaccharideofP．portentosus
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表１　暗褐脉柄牛肝菌多糖的单糖组成

Table１　Monosaccharidecompositionofpolysaccharide
fromP．portentosus

样品
摩尔质量/
(gmol－１)

检测离子

(m/z)
标准品含量/
(mgg－１)

样品含量/
(mgg－１)

LＧ古洛糖醛酸 １９４．１４０ ５２５ ０．００３０ ０．００５６

DＧ甘露糖醛酸 １９４．１４０ ５２５ ０．００６０ ０．０１１１

DＧ葡萄糖醛酸 １９４．１４０ ５２５ ０．００６０ ０．０１１１

DＧ半乳糖醛酸 １９４．１４０ ５２５ ０．００３０ ０．００５６

DＧ甘露糖 １８０．１５５ ５１１ ０．９４００ １．７４０７

DＧ葡萄糖 １８０．１６０ ５１１ ０．９９８０ １．８４８１

DＧ半乳糖 １８０．１６０ ５１１ ０．４８２０ ０．８９２６

DＧ氨基半乳糖 ２１５．５００ ５１０ ０．００７０ ０．０１３０

LＧ鼠李糖 １６４．１６０ ４９５ ０．００９０ ０．０１６７

LＧ岩藻糖 １６４．１６０ ４９５ ０．１０３０ ０．１９０７

DＧ核糖 １５０．１３０ ４８１ ０．０９７０ ０．１７９６

LＧ阿拉伯糖 １５０．１３０ ４８１ ０．７６１０ １．４０９３

图３　暗褐脉柄牛肝菌多糖的紫外光谱图

Figure３　UVspectrumofpolysaccharidefrom
P．portentosus

图４　暗褐脉柄牛肝菌多糖的红外光谱图

Figure４　Infraredspectrumofpolysaccharidefrom
P．portentosus

较弱;在１１５２,１０７９,１０２５cm－１３处吸收峰为多糖骨架

C—O—H 和 C—O—C键的伸缩振动,表明存在吡喃糖

环结构.在８４８,７６３cm－１处的信号表明多糖中存在α构

型.在５７６cm－１处是硫酸酯键的吸收峰,吸收峰微弱,表

明多糖含有硫酸基团[１３].红外光谱数据分析暗褐脉柄牛

肝菌发酵液多糖为吡喃糖,糖苷键类型为α构型,与伍燕

等[２０]对暗褐脉柄牛肝菌多糖 AHP的分析结果类似.

２．７　多糖的核磁共振波谱分析

利用核磁共振波谱法来鉴定暗褐脉柄牛肝菌多糖的

糖苷键构型,其１HＧNMR和１３CＧNMR如图５、图６所示.

在１HＧNMR中,多糖的质子信号主要在δ３．４０~５．５０,异
头质子氢的信号在δ４．３~５．９,H２~H６的化学位移出现

在δ３．３３~４．２１,其中βＧ糖苷键构型的异头氢信号主要分

布在δ４．４~４．９,αＧ糖苷键构型的异头氢信号主要分布在

δ４．８~５．５.由图５可知,暗褐脉柄牛肝菌多糖的质子信

号集中在δ３．３７~５．３５,为典型的多糖质子吸收峰.其中

异头质子的化学位移为δ４．７~５．５,表明此多糖主要含

αＧ糖苷键构型,与伍燕等[２０]研究暗褐网柄牛肝菌子实体

多糖的构型相似.非异头氢信号均集中在δ３．２~４．２.

δ１．１８处弱信号峰是CＧ６位脱氧糖的甲基质子信号峰,可
能为组成中含量较少的岩藻糖或鼠李糖的甲基质子信

号.以上结果与红外光谱分析结果一致.

　　在核磁共振碳谱中,δ１０３~１０６无信号,表明结构中

无吡喃糖残基的βＧD构型,δ９９．７１的信号峰说明其主链

的糖苷键类型为吡喃糖残基的αＧD型;δ８２~８４无明显

信号,说明无呋喃糖,在小于δ８０ 处有信号峰,为吡喃糖

的C３和C５的化学位移.δ６０．５７处有较强的信号峰,说

图５　暗褐脉柄牛肝菌多糖的１HＧNMR
Figure５　１HＧNMRofpolysaccharidefrom

P．portentosus

图６　暗褐脉柄牛肝菌多糖的１３CＧNMR
Figure６　１３CＧNMRofpolysaccharidefrom

P．portentosus
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明存在未发生取代的 C６.综合以上结果可知,该多糖只

存在一种构型为αＧD型,由于天然多糖结构复杂,其具体

结构还需结合甲基化和二维核磁进一步解析.

３　结论
暗褐脉柄牛肝菌发酵液多糖含有１２种单糖,是一种

杂多糖,含量较高的有４种:葡萄糖、甘露糖、半乳糖和阿

拉伯糖,其物质的量比为２．０７∶１．９５∶１．００∶１．５８.紫外

光谱分析不含蛋白质、多肽和核酸.红外光谱和核磁共

振波谱数据分析该多糖结构以吡喃糖为主,其糖苷键类

型为α构型.
研究仅对暗褐脉柄牛肝菌发酵液多糖进行了分离纯

化和初级结构表征,其二级分子结构、生物学活性及其作

用机制还有待进一步研究.
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