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摘 要 以九州虫草（!"#$%&’() *%+),+’-).) % &’()*)+,）发酵菌丝体为试验材料，采用水提法得
到九州虫草菌丝体粗多糖。粗多糖经酶法结合 -./)0法除蛋白、1!2! 法脱色、透析、分级沉淀

得到 345，345经 678!5柱层析得到多糖 34589。经紫外扫描、聚丙烯酰胺凝胶电泳、-.:;)<’+.
=>柱层析等方法检测确定 34589为均一组分。用苯酚8硫酸法测得 34589的含糖量为 ?5%$@
，硫酸8咔唑法测得 34589含有微量的葡萄糖醛酸。-.:;)<’+. =>柱层析测得 34589的分子量
为 A!"## B。红外光谱结果显示 34589含有!8型糖苷键。
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目前的研究发现真菌多糖可以作为广谱

免疫促进剂，具有免疫调节作用；具有抗感

染、抗放射、抗凝血作用；能够降血糖、降血

脂；促进核酸与蛋白质的生物合成；还能够控

制细胞分裂和分化，调节细胞的生长和衰

老［$］。

九州虫草（!"#$%&’() *%+),+’-).) % &’()*)+,
）是本实验室 $AAE 年在山东蒙山发现的一
种寄主为豆天蛾（!/0-.) 1./.-’020 F)G4.<）幼虫
的虫草。有关九州虫草菌丝体多糖的研究未

见报道，本研究首次以九州虫草菌丝体为材

料，提取纯化了九州虫草菌丝体多糖 34589，
并对其理化性质进行了初步的研究，为九州

虫草菌丝体多糖的进一步研究和利用奠定了

基础。

$ 材料和方法

&’& 菌 种
九 州 虫 草 （ !"#$%&’() *%+),+’-).) %

&’()*)+,），采自山东蒙山，经中国科学院微
生物研究所郭英兰研究员鉴定确认。其无性

型菌种由山东大学生命科学院菌种室提供。

&’( 试 剂

67978!5、-.:;)<’+. =>、标准多糖 6.HI<)J
K8=#、K8?#、K8!"#、K8"## 及蓝色葡聚糖 !###
均为 L;)<M)N,) 公司产品，其他为分析纯。
&’# 方 法
$%5%$ 菌丝体培养物的获得
将九州虫草斜面种子接入摇瓶培养基，

!=O恒温 $=# < P M,J摇瓶培养 E# ;，$#@的接
种量转接，!=O恒温 $=# < P M,J摇瓶培养 ?! ;，
充分洗涤后抽滤得菌丝体，E#O烘干至恒重
粉碎备用。斜面培养基为 L69培养基［!］，摇
瓶培养基的组成为：马铃薯 !#@，麸皮 "@，
蔗 糖 !@，&1!L2= #%5@， Q0-2=· ?1!2
#%$"@。
$%5%! 粗多糖的制备
菌丝体粉粹后加入约 5倍体积的体积分

数为 A"@乙醇脱脂 $! ;，离心除去乙醇，残渣
晾干，加入约 !# 倍体积蒸馏水，A#O浸提 5
;，重复提取 =次，上清液减压浓缩至小体积
后加入约 5倍体积的 A"@乙醇沉淀多糖，过
夜离心得沉淀，以无水乙醇、丙酮、乙醚各洗

涤 $次，真空干燥后得菌丝体粗多糖。
$%5%5 多糖的分离纯化
粗多糖溶液，以酶法结合 -./)0 法［5］脱
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蛋白，!"#" 法
［$］脱色，透析后以酸性乙醇分

级，沉淀出 %&’ 和 %&" " 个组分后，将多糖溶
液 (!值调至中性，继续加乙醇至醇浓度达
)*+，离心得 %&,。%&, 过 -.(/0123. $4 柱层
析，苯酚5硫酸法［)］检测糖分布。结果表明
%&,峰形对称，分子量分布范围较窄。利用

6787 9 ",柱层析进一步纯化 %&,，收集主糖
峰透析、乙醇沉淀、干燥得菌丝体多糖 %&,5
8。
’:,:$ 纯度检查
’:,:$:’ 紫外扫描检测
配制 ’ ;< = ;> 的 %&,58 溶液，使用紫外

可见记录光谱仪 ?@5"$*在波长 "** A $** B;
范围内扫描。

’:,:$:" 聚丙烯酰胺凝胶电泳
采用连续电泳，胶浓度为 C:)+［D］。缓

冲液为 "*;E、(! F:, 的硼砂5G0#!缓冲液，
样品浓度为 " ;< = ;>，加样量 "*!>，电压 ’**
@，电泳 C*;HB，以麝香草酚5硫酸法［C］染色。
’:,:$:, -.(/0123. $4柱层析

%&,58 ’*;<溶于 ’;>质量分数 *:F+的

G0%I溶液，上 -.(/0123. $4 柱，以质量分数
*:F+的 G0%I溶液洗脱，从第 D’管开始自动
部分收集，*:"’ ;> = ;HB，用苯酚5硫酸法检测
糖含量。

’:,:) 总糖含量测定
以苯酚5硫酸法测定。

’:,:D 葡萄糖醛酸含量测定
以硫酸5咔唑法［J］测定。

’:,:C 分子量的测定
用 -.(/0123. $4 柱，以分子质量为 $*

***、C****、")****和 $J"***K的多糖标准品
6.LM10B N5$*、N5C*、N5")*、N5)** 分别上柱，
*:F+的 G0%I 溶液洗脱，自动部分收集，":’
;> =’*;HB，测得各自的洗脱体积 !"，用蓝色
葡聚糖 "***（分子质量 O "** &K）测得柱外水
体积 !*，以 !" # !* 为纵坐标，I < $P为横坐

标，绘制标准曲线。样品 %&,58 在相同条件
下上柱，测量其 !" 值，利用标准曲线求得其
分子量。

’:,:J 红外光谱
干燥的 %&,58 ’* ;<，与 ’** A "** ;< Q41

研碎后压片，R.1&HB57I;.1 CJ, 型红外分光光
度计在$*** A $**S;9 ’段扫描。

" 结果与讨论

!"# 多糖的分离与纯化
%&,过 67875",层析柱时，糖峰主要出现

在穿过峰部分（见图 ’），收集穿过峰得到
%&,58。%&,58为白色粉末，易溶于水，不溶于
乙醇、丙酮、乙醚等有机溶剂。

图 ’ %&,的 675",洗脱曲线

!"! 纯度鉴定
":":’ 紫外扫描检测
紫外扫描的结果（见图 "）显示，在波长

"D*B; 和 "J* B; 处 %&,58 均无明显的吸收
峰，表明 %&,58中不含核酸和蛋白质等杂质。

图 " %&,58的紫外吸收光谱

":":" 聚丙烯酰胺凝胶电泳
%&,58经聚丙烯酰胺凝胶电泳，染色后

显示为一红色窄带，表明 %&,58具有较高的
纯度。

":":, -.(/0123. $4柱层析
%&,58 的 -.(/0123. $4 柱层析洗脱峰为
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单峰（见图 !），并且峰形狭窄对称，证明
"#!$%的分子量分布较为均一。

图 ! "#!$%的 &’()*+,-’ ./洗脱曲线

以上结果可以证明，"#!$%为均一的多
糖，可以进一步进行结构研究。

!"# 总糖含量
采用苯酚$硫酸法测得 "#!$% 的含糖量

为 0!123（以葡萄糖计）。
!"$ 葡萄糖醛酸含量
采用硫酸$咔唑法测得 "#!$% 含有微量

的葡萄糖醛酸。

!"% 分子量
&’()*+,-’ ./ 柱层析测得 "#!$% 的洗脱

体积为 24456，根据标准曲线 ! 7 81!94." :
!12;.<（#4 7 81<;9=）计算，"#!$%平均分子质
量为 <4988 >。
!"& 红外光谱

"#!$%的红外光谱图（见图 .），在!!08
?5@ 2附近均有 A—B伸缩振动的强吸收峰，
在 2=88 ?5@ 2附近和 2488 C 2828 ?5@ 2附近均

有 !!" A 的伸缩振动峰，以上均为多糖的特
征吸收峰。在 ;!< ?5@ 2附近有明显的吸收

峰，在 ;<8 ?5@ 2附近无吸收峰，表明 "#!$%含

!$型糖苷键。在 ;88 ?5@ 2及 ;0= ?5@ 2附近有

明显的吸收峰，说明 "#!$%可能含有甘露糖。
目前的研究发现真菌多糖的生物学活性

与其结构有密切的关系，真菌多糖的功能活

性与其三维空间的立体构型、分支程度、单糖

间的苷键结合形式、取代基等均有一定的关

系。对于 "#!$%精细结构及其生物学活性的
研究正在进行当中。

图 . "#!$%的红外光谱

! 结 果

采用摇瓶发酵制备了九州虫草菌丝体，

用水提法得到九州虫草菌丝体粗多糖。粗多

糖经酶法结合 &’D*E法除蛋白、B4A4 法脱色、

透析、分级沉淀、FG$4!柱层析得到多糖 "#!$
%。经多种方法检测证明"#!$%为均一组分。
"#!$%的分子质量为 <4988 >。红外光谱结果
显示 "#!$%含有!$型糖苷键。
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所产生的效果。
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