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红汁乳菇多糖的结构特征及对肠道菌群的影响
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摘要!目的!探究红汁乳菇多糖对肠道菌群的调节作用!

方法!以红汁乳菇%

!68:67$9?56:?9H6S,

&为原料#通过热

水提取获得红汁乳菇多糖
<Q[

#进一步纯化得到
<Q[-)

和
<Q[-#

#对其基础结构进行表征#并通过抗生素诱导小

鼠模型#研究
<Q[

对小鼠体重和肠道微生物群组成的影

响!结果!

<Q[-)

主要由甘露糖"葡萄糖"半乳糖组成#其

摩尔质量比为
%5**j')5)$j)5##

'

<Q[-#

主要由甘露糖

和葡萄糖组成#其摩尔质量比为
%5&*j),%5$$

#具有,神经

元-结构和链状结构区域!

<Q[

的干预能通过增加拟杆

菌属%

-68:,70$H,?

&"阿克曼菌属%

'SS,7+6%?$6

&等有益菌

和减少肠球菌属%

E%:,7080889?

&"短杆菌属%

-7,>9%H$*

+0%6?

&等有害菌来恢复肠道菌群的结构和多样性#特别

是有益菌嗜黏蛋白)阿克曼菌%

'.+98$%$

G

5$16

&的增加

表明了
<Q[

在人体肠道菌群调节中的巨大潜力!结论!

红汁乳菇多糖能够作为潜在益生元改善肠道代谢!

关键词!红汁乳菇'多糖'结构'肠道菌群
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肠道菌群的组成与健康+发育和疾病等诸多方面关

联紧密)

)

*

%肥胖)

#P%

*

+免疫)

*

*

+炎症)

,

*

+慢性肾病)

'

*等疾病

受肠道菌群的影响尤为显著&研究)

8P+

*发现%饮食干预

可以直接降低风险并维持肠道稳态&目前发现具有调节

肠道菌群能力的益生元包括菊粉+低聚糖+半乳糖和葡聚

糖)

)$P))

*

%但这些物质也存在腹泻+胀气+便秘等不足%因

此需要探索多样化的天然多糖作为替代物)

)#

*

&

红汁乳菇!

!68:67$9?56:?9H6S,

"是一种美味的食药

用真菌%分布广泛)

)%

*

%其中多糖是红汁乳菇中重要的生物

活性成分)

)*P),

*

&由于人体消化酶不能直接分解多糖%多

#$!
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糖的消化吸收需要肠道微生物分泌的碳水化合物活性酶

的帮助)

)'

*

&研究)

)8

*证实%大多数多糖可调节肠道微生物

群的丰度%如灵芝多糖可通过增加短链脂肪酸的产生来

对抗氧化偶氮甲烷诱导的炎症+肿瘤的发生&研究拟提

取红汁乳菇多糖
<Q[

%并获得纯化的级分%分析其基本结

构并探索其对肠道菌群的影响%旨在为肠道微生物群失

调相关的病理治疗提供依据&

)

!

材料与方法
)5)

!

材料与试剂

红汁乳菇#经
W>(

测序鉴定为红汁乳菇!

!68:67$9?

56:?9H6S,

"%市售$

无水乙醇+正丁醇+氯仿#分析纯%国药集团化学试剂

有限公司$

半乳糖!

N/1

"+葡萄糖!

N16

"+鼠李糖!

Y:/

"+甘露糖

!

V/4

"+

T"M"-

纤维素+

(D

E

:/9DJN-)$$

#上海源叶生物科

技有限公司$

大孔吸附树脂
T+*)

#陕西乐博生化科技有限公司$

O,8!<

(

'

雄性小鼠#!

#$g#

"

H

%

)$

周龄%湖南斯莱克

精达实验动物有限公司&

)5#

!

主要仪器设备

真空冷冻干燥机#

<̂N-)$

型%北京松源华兴科技发展

有限公司$

可见光分光光度计#

8#)N

型%上海仪电分析仪器有

限公司$

高效液相色谱仪#

<O-#$M

型%日本岛津公司$

扫描 电 子 显 微 镜#

bA/4@/R"N#,$

型%美 国
R"W

公司$

傅里叶红外光谱仪#

WY >F/6DF-)$$

型%日本岛津

公司&

)5%

!

方法

)5%5)

!

<Q[

的提取和纯化
!

将干燥的红汁乳菇子实体

粉末!

)$$

H

"与蒸馏水!

#<

"混合%

&,c

提取
%:

并不断搅

拌%

,,c

超声处理
):

%

*$$$F

(

.04

离心
),.04

%重复提

取两次并合并上清液%

'$c

旋蒸浓缩&浓缩物用乙醇缓

慢沉淀至终浓度
&$=

%

&$$$F

(

.04

离心
#$.04

%得粗多

糖&

(DG/

H

D

试剂!

R

氯仿
jR

正丁醇
e*j)

"用于除蛋白%微孔

吸附树脂
T+*)

用于除色素%将冷冻干燥后获得的多糖命

名为
<Q[

&将
<Q[

溶解于水中!

,.

H

(

.<

"%依次通过

T"M"-

纤维素柱!

)'..k,$$..

"和
(D

E

:/9DJN-)$$

柱!

)'..k,$$..

"进行纯化%分别用蒸馏水和不同浓

度的氯化钠洗脱&透析!截留分子量
8$$$T/

"%冻干后获

得进一步纯化的级分
<Q[-)

和
<Q[-#

&

)5%5#

!

化学成分分析

!

)

"多糖含量#采用苯酚'硫酸法)

)&

*

&

!

#

"蛋白质含量#采用考马斯亮蓝法)

)+

*

&

!

%

"单糖组成#参照文献)

#$

*&

<Q[-)

和
<Q[-#

在

*.71

(

<

三氟乙酸中
)$$c

酸解
':

%所有酸解产物和标

准品均由
$5,.71

(

<[V[-

甲醇溶液衍生化%然后通过高

效液相色谱法分析纯度%色谱条件为
ST(-O

)&

!

,

%

.

%

#,$..k*5'..

"色谱柱%流速
).<

(

.04

%流动相为乙

腈和
E

Q'5&

的磷酸盐缓冲溶液!

R

乙腈
jR

磷酸盐缓冲溶液 为

)%j&8

"%进样量
#$

%

<

%检测波长
#,$4.

&

)5%5%

!

扫描电子显微镜观察
!

取少量的多糖样品粘附于

载物台上%减压至真空环境下喷上一薄层金粉%用场发射

扫描电镜对样品不同方位的表面特征进行观察&

)5%5*

!

傅里叶变换红外光谱扫描
!

采用
]!F

压片法%扫

描范围
*$$$

"

*$$6.

P)

&

)5%5,

!

动物试验
!

饲养小鼠保持在!

#,g#

"

c

环境中%

)#:

明暗循环%自由采水&将
%$

只小鼠随机分为
%

组%

一组为正常对照组!记为
O74@

组"%其余两组小鼠给予头

孢曲松钠灌胃%每天一次%灌胃剂量为
&

H

(

I

H

体重%持续

灌胃
,9

%观察小鼠粪便状态%当小鼠出现腹泻现象视为

造模成功)

#)

*

&对于造模成功的两组小鼠%一组用红汁乳

菇粗多糖进行干预!记为
M4@[

组"$一组作为自然恢复组

!记为
M4@

组"&

M4@[

组自成功建模以来每天灌胃

%$$.

H

(

I

H

<Q[

%

O74@

组和
M4@

组灌胃等体积的生理盐

水&喂食期间%观察并记录小鼠体重+行动能力和粪便状

态%收集干预第
$

%

%

%

8

%

)*

天的粪便贮藏至液氮中&

)5%5'

!

小鼠肠道菌群
)'(FYXM

测序
!

对动物试验中收

集的样本进行微生物测序%从粪便中提取
TXM

后%使用

带有
3/F679D

的特异引物
%*)ROO>MONNNXNNO\N-

OMN

和
&$,Y NMO>MOQfNNN>M>O>MM>OO

扩 增

)'(FTXM

的高变区
f%

和
f*

区%目标片段采用
MV[AFD

_>3D/9?

回收试剂盒进行回收&对纯化后的
[OY

产物

使用
bA30@

对文库进行定量%将合格的各上机测序文库

!

W49DJ

序列不可重复"梯度稀释后%根据所需测序量按相

应比例混合%并经
X/SQ

变性为单链进行上机测序%使用

X7G/(D

2

测序仪进行
#k#,$3

E

的双端测序&

)5%58

!

统计分析
!

通过
([((#*5$

进行统计分析%数据采

用单因素方差分析%

4

#

$5$,

代表具有显著性差异&所有

数据均表示为平均值
g

标准差&

#

!

结果与讨论
#5)

!

<Q[-)

和
<Q[-#

的组成

由图
)

可知%水洗多糖和盐洗多糖通过葡聚糖凝胶

柱洗脱后均得到一个单一的洗脱峰%说明得到了纯度较

高的均质多糖%分别将其命名为
<Q[-)

和
<Q[-#

&

由表
)

可知%从红汁乳菇子实体中提取
<Q[

的得率

为
'5%*=

%与
<Q[

相比%

<Q[-)

和
<Q[-#

的得率较低%

但中性糖含量较高%分别达到
+&5#$=

和
+85%#=

%而且

几乎无蛋白质&

<Q[-)

主要由甘露糖+葡萄糖+半乳糖组

$$!

提取与活性
"_>YMO>WSX U MO>WfW>Z

总第
#*8

期
"

#$##

年
,

月
"



图
)

!

<Q[

的
T"M"-

纤维素柱和
(D

E

:/9DJN-)$$

凝胶柱洗脱曲线

R0

H

AFD)

!

"1A@074

E

F7C01D?7CT"M"-6D11A17?D671A.4/49(D

E

:/9DJN-)$$

H

D1671A.4C7F<Q[

表
)

!

<Q[

&

<Q[-)

和
<Q[-#

的得率&化学成分与

单糖组成

>/31D)

!

Z0D19?

"

6:D.06/1/49.747?/66:/F09D67.

E

7?0@074

7C<Q[

"

<Q[-)/49<Q[-#

样品
得率(

=

中性糖(

=

蛋白质(

=

单糖组成!摩尔质量"

甘露糖 葡萄糖 半乳糖

<Q[ '5%* 8%5$$ $58)$

<Q[-) #*5&$ +&5#$ $5$$# %5** ')5)$ )5##

<Q[-# )+5*$ +85%# $5$$* %5&* ),%5$$ $5$$

成%其摩尔质量比为
%5**j')5)$j)5##

&

<Q[-#

主要由

甘露糖和葡萄糖组成%其摩尔质量比为
%5&*j),%5$$

%

<Q[-#

中主要含有葡萄糖%而不含半乳糖%这两种多糖都

可能属于葡聚糖)

##

*

%该试验结果符合食用菌多糖的

规律)

#%

*

&

#5#

!

红外光谱分析

由图
#

可知%

%%))

%

%%*'6.

P)附近的强吸收带归因于

S

'

Q

的伸缩振动%

#+#'

%

#+#86.

P)附近存在另一个弱

峰%表示存在甲基或亚甲基%进一步证实这些样品为多糖&

酰胺
W

带在
)'8+

%

)'%)6.

P)附近的强吸收带有
X

'

Q

偏

差振动%但是强度很弱%证明蛋白质较少&此外%

)$8+

%

)$8&6.

P)处检测到的峰是由
O

'

S

伸缩引起的%

)$#&

%

)$%)6.

P)处检 测 到 的 峰 是 由 糖 苷 键 引 起 的%

&*%

%

&,'6.

P)处的光谱特征表明
<Q[-)

和
<Q[-#

存在
!

构型&

图
#

!

<Q[-)

与
<Q[-#

的红外图谱

R0

H

AFD#

!

W4CF/FD9?

E

D6@F/7C<Q[-)/49<Q[-#

#5%

!

扫描电镜分析

由图
%

可知%

<Q[-)

呈非常均匀的状态%且由两种结

构组成#一种类似于神经元的结构%中间是一个平面多边

形的/细胞体0%细胞边缘延伸出几个/轴突0到
*

个侧面%

称为/神经元0区域$另一个结构是链%符合多糖结构&

<Q[-#

整体看起来比较杂乱%/神经元0结构区和链状结

构区几乎重叠%层次不清晰%可能与多糖状态有关&

<Q[-)

和
<Q[-#

除了结构均匀性不同外%均有一条粗壮

的主链%有很多分支%这些分支的末端呈球形%

<Q[-#

的

末端小球明显多于
<Q[-)

&

<Q[-)

的骨架形态更直%而

<Q[-#

则多呈弧形弯曲&

#5*

!

动物试验分析

#5*5)

!

<Q[

对小鼠体重的影响
!

由图
*

可知%

O74@

+

M4@

和
M4@

E

组的小鼠体重无显著性差异%且最终达到了相同

的水平%说明
<Q[

对小鼠体重无明显影响&

#5*5#

!

<Q[

对肠道微生物群落水平的影响
!

对各试验

图
%

!

<Q[-)

和
<Q[-#

的扫描电镜图
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H
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!

("V0./

H
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%
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&

图
*

!

小鼠平均体重变化
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组中丰度前
#$

的门进行物种注释%并在菌门水平上分析

各试验组的细菌群落组成%结果见图
,

&小鼠肠道中丰度

高的细菌包括拟杆菌门!

-68:,70$H,:,?

"+变形菌门!

470*

:,0T68:,7$6

"+厚壁菌门!

D$7+$89:,?

"+疣微菌门!

R,779*

80+$870T$6

"和蓝细菌!

/

@

6%0T68:,7$6

"&与
O74@

组相比%

干预第
$

天%

M4@

组的拟杆菌门丰度极低%变形菌门丰度

较高$干预第
8

天%疣微菌门和拟杆菌门丰度显著增加%

而变形菌门丰度急剧下降至与
O74@

相同的水平%厚壁菌

门丰度也减少%蓝细菌无影响%表明小鼠肠道菌群具有一

定的恢复能力&对于
M4@

E

组%疣微菌门丰度随
<Q[

干

预时间的延长而增加%且显著高于
O74@

组$变形菌丰度

显著下降%但仍显著高于
O74@

组$拟杆菌丰度随多糖干

预时间的延长而增加%但干预第
)*

天仍显著低于

O74@

组&

!!

由图
'

+图
8

可知%

O74@

组的菌群组成基本一致%以肠

球菌属和阿克曼菌属为主%拟杆菌属次之&

M4@

组的菌群

组成差异较大%干预第
$

"

%

天%肠球菌属+短杆菌属和拟

杆菌属是优势种%干预第
*

"

)*

天%肠球菌和短单胞菌丰

度减少%而卟啉单胞菌科+阿克曼菌属和拟杆菌属是优势

种%且干预第
)*

天%拟杆菌丰度急剧下降%阿克曼菌丰度

减少%而变形杆菌数量显著增加&

M4@

E

组干预第
$

天的

结果与
M4@

组相似%肠球菌在干预第
%

天迅速增加并成

为优势种%随后逐渐减少退出优势种群之列%阿克曼菌的

丰度随干预时间的推移而增加%并显著高于
O74@

组&从

第
)*

天菌属组成情况上来看%

M4@

组细菌组成与
O74@

组

相似%

M4@

E

组细菌组成及比例与
O74@

组有显著差异&

综上%

<Q[

干预后使一些有益菌属增加&阿克曼菌

作为一种优势菌%随干预时间的推移逐渐增加%最终高于

其他组&阿克曼菌具有促进免疫+减轻肥胖和抗癌的作

用)

#*

*

%是主要的丁酸生产者%可预防多种疾病)

#,

*

&拟杆

菌属是另一个优势属%试验结果中超过了
O74@

组%拟杆

菌可以分泌大量的碳水化合物活性酶%碳水化合物的利

用能迅速调整以适应各种饮食%此外%拟杆菌属通过消化

多糖为其他细菌提供合适的多糖%有利于复杂肠道菌群

之间的互利共生)

#'

*

&另一方面%肠球菌等有害菌)

#8

*明显

减少%说明
<Q[

具有调节肠道菌群结构和多样性%维持

其稳态的作用%并且具有治疗与肠道微生物群失调相关

的疾病的潜力&

图
,

!

门水平上的肠道微生物组成
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!

属水平上的肠道微生物组成
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图
8

!

属相对丰度条形图

R0

H

AFD8

!

ND4A?FD1/@0GD/3A49/46D3/F6:/F@

%

!

结论
从红汁乳菇中提取了红汁乳菇多糖!

<Q[

"%并确定

了其纯化级分
<Q[-)

和
<Q[-#

的单糖组成+官能团和直

观的表面结构&结果表明%

<Q[-)

主要由甘露糖+葡萄

糖+半乳糖组成%其摩尔质量比为
%5**j')5)$j)5##

%

<Q[-#

主要由甘露糖和葡萄糖组成%其摩尔质量比为

%5&*j),%5$$

%具有/神经元0结构和链状结构区域&动物

试验表明%小鼠体重在喂食期间无影响%有益菌阿克曼菌

和拟杆菌属数量增加明显并超过对照组%说明红汁乳菇

多糖具有调节肠道菌群紊乱以维持体内平衡的能力%但

其作用机制有待进一步探究&
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