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摘 要 液体发酵培养获得灰树花发酵液 ’()，提取发酵液胞内粗多糖，再应用快速分离纯化开
拓系统 *+,- ./012343将胞内粗多糖进行分离纯化，经 5.*.柱层析得到一种蛋白多糖复合物 ’(6

!，’(6 !经 78094/!$$凝胶过滤和高压液相色谱鉴定为单峰，初步证明其为纯净物。
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在分类学上灰树花隶属于担子菌亚门，层菌纲，

非褶菌目，多孔菌科，树花菌属，是一种天然的珍稀

食药两用真菌［"］。其所含的生物活性物质———灰树

花多糖，被认为是所有真菌生物活性物质中抗肿瘤

活性最强的［!］。近年来我国对于灰树花的研究愈来

愈多，但主要集中于固体栽培方面，液体发酵培养的

研究较少，分离纯化方面的研究亦鲜有报道，为此笔

者对灰树花进行了液体培养和胞内多糖的分离纯

化，这种珍贵的食药兼用真菌做了较深入的研究。

" 材料与方法

! ;! 材 料
供试菌株：灰树花（’3<=21- =32>92?-）’($%菌株，

本实验室筛选。

斜面培养基（@）：葡萄糖 !，马铃薯汁 !$，麸皮
汁 A，BC!6D# $ ; !，EF7D#·GC!D $ H "，琼脂 !。
液体发酵培养基（@）：葡萄糖 "，玉米粉 $ ; A，麸

皮 "，BC!6D# $ ; !，EF7D#·GC!D $ H !、I-I1! $ ; "。液
体摇瓶菌种培养条件：培养箱及摇床温度均为 !AJ，
摇床转速为 "&$ 3 K L<>，培养 & 9，得发酵液 ’()。
! ;" 主要设备

76M!A$*型生化培养箱，南京实验仪器厂；
CN’MOO 型回转式摇床，上海欣芯自动化设备有限
公司。快速分离纯化开拓系统 *+,- ./012343 、
C<0340PE"& K "$5.*.层析柱 、78094/!$$ CQ "$ K %$
凝胶过滤层析柱，安法玛西亚公司生产。高压液相

色谱仪，惠普公司生产。

! ;# 方 法
" ; % ; " 发酵液的制备
发酵液还原糖的测定：%，AM二硝基水杨酸法［%］。
发酵液固形物含量的测定：取 #$ L) 发酵液，%

$$$ 3 K L<> 离心 !$ L<>，菌体经多次冲洗后，于 "$AJ
烘至恒重。

发酵液胞外多糖含量的测定：% $$$ 3 K L<> 离心
所得上清液，取 %$ L)，加 % 倍体积的体积分数为
RA@的乙醇，于 #J冰箱中醇析 "S T，离心，取沉淀于
"$AJ烘至恒重。
" ; % ; ! 胞内粗多糖的提取及初步纯化
发酵液经离心、菌体经超声波破碎、热水浸提，

再于 #J醇析过夜，再经 74U-F法脱蛋白［#］，C!D! 脱

色［&，G］，透析，浓缩，冷冻干燥得胞内粗多糖。

" ; % ; % 胞内粗多糖的纯化
采用快速分离纯化开拓系统 *+,- ./012343，将

%ALF经 " ; % ; ! 制备的胞内粗多糖，上 5.*. 柱，以
0C& ; S磷酸盐缓冲液、V-I)溶液梯度洗脱，!"A >L、
!S$ >L 波长下在线检测，A L) K管部分收集，结果见
图 "。再经苯酚M硫酸法测定所收集各管的多糖含
量，结果见图 !。取第 "个洗脱峰，即第二只收集管
中的溶液经透析、冷冻干燥得胞内多糖纯化物 ’O6。
取 &LF ’O6 上 78094/!$$ 柱，超纯水洗脱，以 $ ; !A
L) K L<>流速洗脱，" L) K管部分收集，!"A >L、!S$
>L波长下在线检测，结果见图 %。苯酚M硫酸法检测
经凝胶过滤的多糖含量所得结果如图 #，’(6 !的
高压液相检测图谱见图 A。

! 结果与讨论

" ;! 液体摇瓶培养发酵动态情况
发酵液的相关发酵动态见图 " 和图 !。由图 "

和图 !可以看出，随着发酵的进行，0C开始下降，于
第 # W G天维持在 % ; #左右，第 S天 0C有所上升，可
能是发酵后期部分菌体分解所致，同时胞外多糖不

断积累，于第 &天达到高峰，为 ! "A$ LF K )。还原糖

S$"
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图 ! "#、胞外多糖含量变化曲线

图 $ 生物量、还原糖变化曲线

图 % &’(& )*"+,-.-完成的胞内多糖的
/)&)层析图谱

含量呈下降趋势。

! 0! 胞内多糖的分离纯化
$ 0 $ 0 ! 胞内多糖的 /)&)层析
应用快速分离纯化开拓系统 &123 )*"+,-.-，

#4"-."(5!6 7 !8 /)&) 层析柱进行胞内多糖的分离
纯化，结果如图 %所示。横坐标为保留体积（9:）和
管号。于 $!; <9、$=8 <9波长下在线检测，在结合洗
脱过程，于第 $ 管、第 >、; 管出现吸收高峰，而梯度
洗脱过程的吸收情况相对较弱。由于本纯化设备未

配置示差折光检测器，所以不能进行多糖的在线检

测，故采用化学方法（苯酚?硫酸法）逐管检测多糖含
量。结果如图 >所示。

图 > 胞内多糖 /)&)层析的多糖检测图谱

图 > 表明，经苯酚?硫酸法测定，亦是第 $ 管达
到多糖含量高峰，占胞内多糖组成的绝大部分。由

于梯度洗脱过程与结合洗脱过程比较，各管多糖含

量相对较低，使得在图 >中不能得以表达，故于图 ;

改变纵坐标后，绘出 !8 @ %8 管的 /)&) 层析图谱，
图 ;所示的多糖分布情况与图 >中第 !个多糖洗脱
峰比较含量甚微。且分离效果不佳。/)&)层析结
果说明，于 $!; <9有强吸收，且 $!; <9、$=8 <9吸收
峰重叠，保留体积为 = 0 6 9:的第 $管之洗脱溶液为
胞内多糖的主要组成部分，命名为 ABC。由于 ADC
!具有 $=8 <9的吸收，推测其可能是一种蛋白聚糖
复合物。有关 ADC !的结构分析将另文报道。

图 ; 胞内多糖 /)&)层析的多糖检测图谱
（第 !8管—第 %%管）

$ 0 $ 0 $ ADC !的纯度鉴定
$ 0$ 0 $ 0 ! ADC !的 EF"G.*$88 #H !8 7 %8 凝胶过滤
层析

由图 6 可见，ABC经 EF"G.*$88 #H !8 7 %8 凝胶
过滤层析，于 $!; <9、$=8 <9波长下在线检测，得到
重叠单峰。

图 6 &’(& )*"+,-.-完成的 ABC的
EF"G.*$88凝胶过滤图谱

由图 I可见，经苯酚 J硫酸法测定，与图 6在相
同的洗脱位置得到一多糖单峰。

$ 0 $ 0 $ 0 $ ADC !的高压液相色谱分析
图 =表明，ADC !经 #C:K层析，视差折光检测

亦为一单峰。图 ; 表明，ADC !经 EF"G.*$88 凝胶

L8!
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图 ! "#$%&’()*+,,凝胶过滤的多糖检测图谱

过滤的各管洗脱液经苯酚 - 硫酸法检测亦的到单
峰，图 . 也表明 "/$ !经 %&’()*+,, 凝胶过滤，于
+01 23、+4, 23波长下检测为单峰，故基本说明 "/$
!为一纯净物。

图 4 "#$的高压液相图谱

多糖一般在 +01 23有较强的吸收，蛋白多糖一
般在 +01 23、+4, 23会有较强的吸收，故洗脱液在此
波长下的吸收情况与多糖的分布有一定的对应关

系。研究表明，灰树花胞内粗多糖各组分于 +01 23、
+4, 23波长的检测情况与多糖复合物的分布情况有
直接的定位关系，因此，在没有视差折光检测器在线

检测多糖洗脱的情况下，可用此法进行某些多糖组

分的制备，如本研究中可见灰树花胞内粗多糖经

5676一次纯化即可获得高纯度的 "/$ !组分。
"/$ !含量高，纯度高，保留时间短，使得制备迅速，
另外洗脱剂盐浓度低，使得透析除盐较为方便，这给

所收集组分的后处理工作带来极大的方便。笔者已

经通过动物试验证明 "/$ !对饮食性高血脂症具
有显著的治疗作用。有关生物活性的研究将另文报

道。

8 结 论

对灰树花进行了液体培养和胞内多糖的分离纯

化，以较经济的原料经液体发酵培养 . (即获得了较
高的多糖产量。采用快速分离纯化开拓系统 79:;
6*’<=>)>，于 +01 23、+4, 23 波长下在线检测，经
5676柱一次纯化即可获得 "/$ !组分，"/$ !经
%&’()*+,,凝胶过滤、?$@A 检测均为一单峰，初步
证明 "/$ !为一纯净物。
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