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猴头菇子实体中的主要多糖成分

贾联盟，刘 柳，董群。，方积年

(中国科学院上海生命科学研究院上海药物研究所，上海201203)

摘要：目的对猴头菇子实体中的多糖进行分离、纯化和组成分析。方法猴头菇依次经过水提取和碱提取，所

得粗多糖以DEAE—eelluose色谱、Sephadex凝胶滤过色谱和Fehling试剂沉淀等方法进一步分离纯化，高效凝胶滤

过法(HPGPC)鉴定纯度及相对分子质量，气相色谱和IR光谱分析多糖的比旋光度和化学组成。结果 从猴头菇

子实体中提取得3部分粗多糖CPW、CPBl和CPB2，经分离纯化得到5种多糖HEP一1～HEP一5，其中HEP一1和

HEP一4为杂多糖，HEP一3和HEP一5为葡聚糖，HEP一2为酸性多糖。结论猴头菇子实体分到的5种多糖主要含以

D一葡萄糖为主的中性糖，以葡聚糖含量最多，其中HEP一1、HEP一2为新类型的真菌多糖。
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Main polysaccharide fractions isolated from fruiting bodies of Hericium erinaceus
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Abstract：Objective The polysaccharides from fruiting bodies of Hericium erinaceus were isolated，

purified，and characterized．Methods The fruiting bodies of H．erinaceus were extracted by water and

alkaline successively．The crude polysaccharides were isolated and purified by DEAE—celluose，Sephadex

gel filtration chromatography，and the precipitation with Fehling agent．The purity and molecular weight

were identified by HPGPC．Their specific rotations were also determined and the sugar compositions of

polysaccharides were analyzed by GC and IR．Results Three crude polysaccharide fractions(CPW，

CPBl，and CPB2)were extracted from fruiting bodies of H．erinaceus，from which five polysacchrides，

designated HEP一1一HEP一5．were obtained．Among them HEP一1 and HEP一4 were neutral het—

eropolysaccharides，HEP一3 and HEP一5 were glucans，and HEP一2 was an acidic polysaccharide．Conclusion

The five polysaccharides are mainly composed of neutrual sugars，particularly of D—glucose．HEP一1 and

HEP一2 are two new types of fungal polysaccharides．
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猴头菇为齿菌科真菌猴头菌H．erinaceus

(Bull．)Pers．的子实体，为名贵的食用真菌。入药

利五脏、助消化，可治疗神经衰弱、胃炎及胃溃疡等。

猴头菇子实体中含有猴头菌酮、猴头菌碱、植物凝集

素、蛋白质、脂质及多糖等多种化学成分[1]。本实验

报道猴头菇子实体中主要多糖成分的分离纯化、化

学特征和性质。

1仪器和材料

实验中单糖对照品：葡萄糖、半乳糖、鼠李糖、甘

露糖、阿拉伯糖及木糖均为Fluka公司出品。测定多

糖相对分子质量的标准品Dextran T一2000、T一700、

T一580、T一500、T一80、T一70、T一40、T一11和T一9．3为

Pharmacia公司生产。硼氢化钠(NaBH。)、三氟乙酸

(TFA)和DC～Alufolien型纤维素板购自Merck—

Schuchardt公司，DEAE一纤维素购自Whatman公

司，其他试剂均为国产AR级，用前未作处理。

Waters高效液相色谱系统；岛津GC一14 BPF

型气相色谱仪(GC)，色谱柱为3％OV一225／Aw—

DMCS—Chromosorb W(80～100目)玻璃填充柱

(2．5 m×3 mm)，糖组成分析柱温210℃；Perkin—

Elmer 591B型红外(IR)分析仪；WZZ一1型数字式

自动旋光仪；Btichi 461型旋转蒸发仪(工作水浴温
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度为40℃)。

猴头菇子实体H．erinaceus(Bull．)Pers．产

自浙江丽水，由浙江省庆元方格医药保健品有限公

司提供，为干燥的药材。

2方法

2．1提取：取干燥的猴头菇子实体1．5 kg，95％乙

醇索氏提取6 h脱脂，按图1所示的流程进行提取。

上

2次

图1猴头菇子买体粗多糖提取流程图

Fig．1 Extraction processing chart of crude polysaccha—

rides from fruiting bodies of H．erinaceus

2．2分离纯化：取粗多糖CPW 20 g，以Sevag法

(氯仿一正丁醇=4：1)脱蛋白5次，直到Lowry反

应呈阴性，得完全脱蛋白后的粗多糖14．7 g。装

DEAE一纤维素(80 cm×6 cm，C1一型)柱分多次上样

进行色谱分离，先后以蒸馏水及0．1、0．2、0．4和

0．8 mol／L NaCl溶液洗脱，以苯酚一硫酸法检测糖

含量，收集合并主峰位。其中蒸馏水洗脱和0．2

mol／L NaCl洗脱部分经浓缩、透析和冷冻干燥分别

用HEPAl(4．7 g)和HEPA3(1．4 g)。HEPAl(1 g)

上Sephadex G一200柱纯化，0．2 mol／L NaCl洗脱，

得HEP一1(230 rag)。HEPA3(1 g)以Sephadex G-75

柱纯化得HEP一2(115 rag)。

取CPBI样品10 g，分多次上DEAE一纤维素柱

(80 cm×6 am，C1一型)，分别以蒸馏水及0．1、0．2和

o．4 mol／L NaCl洗脱，收集水洗部分，浓缩、透析、

冷冻干燥得HEPBl，然后再用DEAE一纤维素柱

(OH一型)色谱，依次以蒸馏水及0．01、0．02和0．04

moL／L NaOH溶液洗脱，收集0．04 moL／L NaOH

溶液洗脱含糖部分，以1 moL／L HCl中和，透析、浓

缩、冷冻干燥，得多糖HEP一3(1．4 g)。

CPB2样品5 g，溶于500 mL 0．5 moL／L

NaOH溶液中，搅拌使充分溶解，离心除去不溶物。

上清液在搅拌下缓缓滴加Fehling试剂[2]，至不再

产生沉淀，离心(6 000 r／rain)。沉淀部分在0℃以

含5％HCl的乙醇分解铜复合物，再依次以乙醇和

无水丙酮洗涤，产物以Fehling试剂按照上述方法

反复沉淀3次，得到浅黄色粉末HEP一4(670 mg)。

上清液以25％冰醋酸中和，透析后用3倍体积乙醇

沉淀，得白色粉末HEP一5(3．3 g)。

2．3糖含量和蛋白含量的测定：以D一葡萄糖和牛

血清白蛋白(BSA)为对照品，分别按照苯酚一硫酸

法[31和Lowry法[4]，测定粗多糖CPW、CPBl和

CPB2的中性糖含量和蛋白质含量。

2．4纯度的鉴定和相对分子质量的测定：相对分子

质量用高效凝胶滤过法(HPGPC)测定[5]，色谱柱为

UltrahydrogelTM 2000和500二柱串联，示差法检

测。溶液和流动相均为0．003 moL／L NaOH，体积

流量0．5 mL／min。标准曲线根据标准葡萄糖Dex—

tran T一700、T一580、T一500、T一80、T一70、T一40、T一11

和T一9．3的相对分子质量和保留时间制作。

2．5 比旋光度[a]器的测定：精确称取一定量的多

糖样品，以蒸馏水配成一定浓度的溶液，在20℃室

温于WZZ一1S数字式自动旋光仪上测得其旋光度，

然后计算比旋光度。HEP一4和HEP一5由于不溶于

水，故而采用0．5 moL／L NaOH作为溶剂。

2．6糖组份分析：取3 mg多糖样品，加入2 moL／

L三氟乙酸(TFA)4 mL，封管，1lo℃下水解3 h。

水解产物减压蒸干，再反复加甲醇蒸干3次以除尽

TFA。蒸干的样品用0．2 mL蒸馏水溶解，取少量在

纤维素板上薄层色谱，检验水解是否完全和是否含

糖醛酸[6]，并初步鉴定单糖组成。展开剂为醋酸乙

酯一吡啶一水一醋酸(5：5：3：1)，苯胺一邻苯二甲酸喷

洒后于100℃加热烘烤10 min显色。其余水解产物

以NaBH。还原、醋酸酐乙酰化制备阿尔迪醇乙酸酯

衍生物后进行GC分析凹』。

2．7糖醛酸的还原及含量测定：以葡萄糖醛酸为对

照品，用间苯基苯酚法测定HEP一2的糖醛酸含

量[8]。取HEP一2样品20 mg，按照Conrad方法还原

糖醛酸[9]。

3结果和讨论

3．1 粗多糖提取：猴头菇子实体依次经沸水和碱溶

液提取后，得到3个部分粗多糖：水提部分CPW

(40．8 g)，碱提水溶部分CPBl(19．7 g)和碱提水不

溶部分CPB2(35．7 g)，总的粗多糖产率为6．4％，

碱提液中得到的多糖多于水提液，说明猴头菇子实

体中的多糖多数难溶于水。按照文献方法测定3种

粗多糖中的糖含量和蛋白含量，结果见表1。其中
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表1 3种粗多糖的产率及其中性糖和蛋白质含量的测定

Table 1 Yield of three crude polysaccharides and their

contents of neutural sugar and protein

CPW蛋白质含量较高，纯化前需要脱蛋白处理。

3．2纯度及相对分子质量的测定：HEP一1、HEP-2

和HEP一3以HPGPC法检测，均出现对称的单峰，

可以鉴定为均一的多糖。其中HEP一1和HEP一2的

相对分子质量分别为1．8×104和1．2X105，HEP-3

的相对分子质量则超过100万。HEP一4和HEP一5在

水中不溶解，在测定条件无法进行HPGPC分析，故

而首先将它们分别溶解于0．5 moL／L NaOH，再上

Sephadex S一300柱，以0．5 moL／L NaOH洗脱，分

部收集。以苯酚一硫酸法检测，得到的洗脱曲线呈单

一对称峰。HEP一4以Fehling试剂反复纯化3次，最

后1次纯化过程中以不同体积Fehling试剂所沉淀

下来的多糖各取少量作组成分析，糖组成基本不变，

可以判断为均一的多糖。

3．3 比旋光度[a]器：各种多糖的比旋光度如表2

所示，不同组份的比旋光度有显著差异，说明它们可

能具有不同的化学结构。

表2猴头菇多糖HEP—I～HEP一5的比旋光度

Table 2 SPecific rotations of polysaccharides

HEP一1一HEP一5

多糖旋光度aD／(。)质量浓度／(g·100 mL_1)比旋光度[a]黠／(。)

3．4糖组成分析结果：HEP一1由鼠李糖、半乳糖和

葡萄糖组成，摩尔比为1．00：3．20：0．84；HEP-2

由葡萄糖组成，IR和TLC分析显示还含有糖醛酸，

经测定糖醛酸质量分数为22．3％，羧基还原后再进

行组成分析，结果未出现其他中性糖，这说明HEP一

2是由葡萄糖和葡萄糖醛酸组成的多糖，两者的摩

尔比约为4：1；HEP一3和HEP一5均为单一葡萄糖

组成的葡聚糖，但IR的特征吸收显示前者主要为

B一葡聚糖，而后者则为d一葡聚糖；HEP一4由鼠李糖、

木糖和甘露糖组成，摩尔比为1．00：2．40：4．60。

3．5 IR光谱分析：由于多糖结构单元中糖环及官

能团的相似性以及多糖整体结构的复杂性，多糖的

IR谱大都十分相似，但从一些特殊的吸收峰，也可

以得到多糖结构的某些信息。HEP一2的IR谱在

1 728 cm叫出现吸收峰，说明含有糖醛酸；HEP一3在

893 cml处产生p葡聚糖的特征吸收峰，而HEP一5

则出现840 Crll_1处出现a一葡聚糖吸收峰；HEP一4有

810和870 cm叫处的吸收峰，证明含有甘露糖[1⋯。

国内外对猴头菇子实体中的多糖组分均进行过

研究，有些报道针对未经纯化的粗多糖进行分析，无

法确定其中多糖的类型及相对含量，其他对纯化后

的多糖的研究报道过B—D一葡萄糖[1h123和一种主要

由半乳糖和葡萄糖构成的杂多糖[1引。本实验分离到

的两种杂多糖(HEP一1和HEP一4)，0【一葡聚糖(HEP一

5)和一种含糖醛酸的葡聚糖(HEP一2)均是首次从猴

头菇子实体中分离到，其中HEP一1和HEP一2的糖

基构成在以前报道的真菌多糖中未见类似报道，它

们的化学结构和生物活性尚需进一步研究。上述结

果还表明，猴头菇中的多糖主要为中性多糖，且大多

以葡萄糖为主要构成单元。
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