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人工培养冬虫夏草胞外多糖的分离纯化研究
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摘要：本文以乙醇沉淀法提取得到的人工培养冬虫夏草(Cs-HK1)粗胞外多糖为研究对象，采用DEAE-52纤维素(Cl-

)离子交换柱层析和Sephadex G-100葡聚糖凝胶柱层析进行分离、纯化得到一水溶性胞外多糖分EPS-

1A。紫外光谱、比旋光度和凝胶渗透色谱法研究表明该多糖为相对均一组分，中性糖含量为99.0%，重均相对分子质量为4.0×1

04 。多糖特征反应表明该多糖为非淀粉类，不含单糖、糖醛酸、蛋白质、核酸和多酚类物质的中性多糖。
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Abstract: In this paper, the crude exopolysaccharides was extracted from cultured Cordyceps sinensis (Cs-HK1) by ethanol 

precipitation. The water-soluble exopolysaccharide EPS-1A was obtained by isolation and purification using DEAE-52-Cellulose (Cl-) 

ion-exchange column chromatography and Sephadex G-100 gel column chromatography and identified with UV spectrum, optical 

rotation and gel permeation chromatography (GPC). Results suggested that EPS-1A was a relatively homogeneous component, 

containing 99.0% neutral sugar and its weight average molecular weight was of 4.0×104. Characteristic reactions of polysaccharides 

identified that EPS-1A was a non-starch neutral exopolysaccharides, which did not contain monosaccharides, uronic acids, protein, 

nucleic acids and polyphenols.
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水提醇沉法是真菌中多糖提取分离的一般

方法,用此法可除去真菌中的小分子杂质、蛋
白质和色素等物质，从而得到多糖混合物。

当然，要获取均一多糖还需对多糖混合物进

行分级、纯化。现阶段多糖的分离、纯化大

多采用纤维素离子交换柱层析和各种不同类

型的凝胶柱层析等方法[1]，也可利用多糖在乙

醇、异丙醇等溶剂中溶解度的不同对多糖进

行分级和分离[2]。

多糖作为冬虫夏草中一种重要的活性化合

物，具
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有良好的药理作用[3]。一般来说，从子实体或

菌丝体中得到的多糖称为胞内多糖，从发酵

液中提取得到的多糖称为胞外多糖。受自然

环境所限制，目前冬虫夏草多糖主要通过人

工发酵培养获取。香港理工大学吴建勇等[4]从

我国青藏高原野生虫草中分离纯化得到一株

虫草菌Cs-
HK1，现已成功放大到2~10吨级工业化发酵
罐，得到了大量菌丝体和发酵液，并对其多

糖进行了化学特性、酸降解和体外抗氧化活

性等的基础研究[5-

6]，本实验以此菌的发酵液为原料，对冬虫夏

草胞外多糖的分离、纯化以及纯度鉴定进行

研究，为进一步探究胞外多糖的分子结构、

构象表征以及构效关系的建立提供基础和保

障。

1  材料与方法

1.1  冬虫夏草粗胞外多糖
将培养得到的冬虫夏草(Cs-

HK1)发酵液离心去除杂质和菌丝体后，浓缩
，用4倍体积95%乙醇沉淀多糖，离心、冷冻
干燥即得粗胞外多糖，保存于干燥器中，备

用。

1.2  试剂
DEAE-52纤维素(Cl-)为Whatman产品， 

Sephedex G-100为Pharmacia产品，T-

系列葡聚糖为Sigma产品。其他试剂均为国产
分析纯，由香港理工大学深圳研究院提供。

1.3  实验方法
1.3.1  分离纯化技术路线
人工培养冬虫夏草胞外多糖的分离、纯化

技术路线如图1所示。

图1 冬虫夏草胞外多糖的分离纯化路线

Fig.1 Isolation and purification of EPS from cultured 

Cordyceps sinensis (Cs-HK1)

1.3.2  理化性质
多糖含量测定采用苯酚-

硫酸法[7]，以葡萄糖为标准；糖醛酸含量测定

采用硫酸-
咔唑法[8]，以葡萄糖醛酸为标准；蛋白含量测

定采用考马斯亮蓝染色法[9]；淀粉含量测定采

用碘反应[10]；多酚类物质含量采用三氯化铁

法[11]；还原糖含量采用菲林试剂法[12]；多糖

的紫外光谱使用PerkinElmer Lambda 35 
UV/VIS 紫外分光光度计于190-400 
nm下进行；比

旋光度使用PerkinElmer 
341型自动数显旋光仪于20 ℃，589 
nm钠光下测定。
1.3.3  脱蛋白和脱色
冬虫夏草胞外多糖脱蛋白和脱色处理参照

文献[6]的方法进行。

1.3.4  DEAE-52-纤维素初级纯化



取处理的胞外多糖20 mg 溶于2.0 
mL去离子水中，离心(10,000 r/min，5 
min)。将样品缓缓加入DEAE-52纤维素(Cl-

)离子交换柱(2.6 cm×60 
cm)上，依次用去离子水、0.1 mol/L、0.2 
mol/L和0.3 mol/L 
NaCl溶液进行梯度洗脱，平均流速为1.0 
mL/min，每10 min收集1管。苯酚-
硫酸法跟踪检测各管多糖含量，收集洗脱组

分，浓缩，透析，冷冻干燥。

1.3.5  Sephadex G-100分离纯化
取胞外多糖分EPS-1 10 mg，溶于1.0 

mL去离子水中，离心(10000 r/min，5 
min)，上平衡好的Sephadex G-
100葡聚糖凝胶柱(2.6 cm×40 
cm)，去离子水洗脱，平均流速1.0 
mL/min，每10 min 收集1管。苯酚-
硫酸法跟踪监测各管多糖含量，收集洗脱组

分，浓缩，透析，冷冻干燥。

1.3.6  相对分子质量测定
胞外多糖分EPS-

1A的相对分子质量测定采用凝胶渗透色谱法(
GPC)。实验方法和色谱条件参照文献[6]的方

法，以T-系列葡聚糖[Mw=(5.2-
1482)103]为标准。
1.3.7  纯度鉴定
依次采用紫外光谱、比旋光度[13]和凝胶

渗透色谱法进行胞外多糖分EPS-
1A的纯度鉴定，实验方法如上所述。

2  结果与讨论

2.1  离子交换柱层析初级纯化
根据DEAE-52纤维素(Cl-

)离子交换柱的物理吸附和离子交换作用，对
已处理(脱蛋白、脱色、透析)的冬虫夏草胞外
多糖进行初步的分级、纯化，洗脱曲线如图2
所示。

如图2，经0~0.3 
mol/L的NaCl溶液分步梯度洗脱后，得到2个
组分EPS-1和EPS-2，其中EPS-
1为去离子水洗脱得到的主要组分，该多糖在
阴离子交换纤维素柱上不吸附，化学分析不

含硫酸基和糖醛酸，初步判断为水溶性中性

多糖。而EPS-2为0.1 mol/L 

NaCl洗脱所得到的组分，得率低，且水溶性
较EPS-1差，不作为进一步研究对象。

图2胞外多糖的洗脱曲线(DEAE-52纤维素)

Fig.2 The elution profile of exopolysaccharides on a DEAE-

52-cellulose column 

2.2  Sephadex G-100凝胶柱层析纯化
组分EPS-1经Sephadex G-

100葡聚糖凝胶柱层析进一步分级纯化，洗脱
曲线如图3所示。从图可以看出：由去离子水
洗脱仅得到一个组分，峰形比较对称，且得

率为60.7%。合并主峰部分，减压浓缩，透析
，冻干，得胞外多糖分EPS-1A，经苯酚-
硫酸法检测中性糖含量为99.0%。

图3葡聚糖凝胶柱层析分离纯化胞外多糖

Fig.3 Purification of exopolysaccharide on Sephadex G-100 

column 

2.3  纯度鉴定
我们通常所说的多糖纯品实质上是一定相

对分子质量范围的均一组分。鉴定多糖纯度

的方法通常有功能团分析、比旋光度、水解

后糖组分分析、纸色谱、高效液相色谱和高

压电泳分析法等。随着现代生化技术的不断



发展，多糖样品的纯度一般采用两种或两种

以上的方法来验证。

2.3.1  紫外光谱法
胞外多糖分EPS-

1A的紫外光谱如图4所示。图4可以看出：EP
S-1A仅在195 
nm左右有一吸收峰，这是多糖的特征紫外吸
收峰。在260 nm和280 
nm处无明显吸收，表明该多糖中很可能不含
有核酸、蛋白质和多肽类物质。

图4 胞外多糖分EPS-1A的紫外光谱

Fig.4 the UV spectrum of EPS-1A

2.3.2  比旋光度法
根据某一特定体积乙醇只析出一定范围相

对分子质量的均一多糖，若以比旋度作为均

一多糖的特征指数，其值也一定是唯一的。

从表1中我们可以发现：胞外多糖分EPS-
1A在三种乙醇浓度下的比旋光度基本相同，
表明该多糖为相对均一组分，且比旋光度为+
6.5º。

表1不同体积乙醇沉淀EPS-1A的比旋光度

Table 1 Optical rotations of EPS-1A precipitated with 

various volume of ethanol

乙醇体积分数(%)
25 50 80

平均值
20
D[ ]

ESP-1A +6.3 +6.6 +6.6 +6.5

2.3.3  凝胶渗透色谱法

图5 胞外多糖分EPS-1A的凝胶渗透色谱图

Fig.5 GPC chromatography of EPS-1A

图5为胞外多糖分EPS-
1A的凝胶渗透色谱图(GPC)，可以看出：EPS
-
1A为相对单一对称峰，揭示该多糖为相对均
一组分。根据保留时间，从标准曲线上求得E
PS-
1A的数均相对分子质量为1.2×104，重均相对

分子质量为4.0×104，重均相对分子质量与数

均相对分子质量的比值为3.3，表明该多糖相
对分子质量分布较宽。

综上所述，经紫外光谱、比旋光度和凝胶

渗透色谱等方法分析表明胞外多糖分EPS-
1A为相对均一多糖。
2.4  理化特性
实验表明：胞外多糖分EPS-

1A为白色絮状固体，无异味，可溶于水，不
溶于乙醇、乙醚和丙酮等有机溶剂，热稳定

性良好；碘反应不显蓝色，说明此多糖为非

淀粉类；与斐林试剂和三氯化铁反应均为阴

性，说明不含有单糖和多酚类物质；考马斯

亮蓝反应和260 
nm吸收反应均为阴性，表明很可能不含有糖
醛酸、蛋白质和核酸类物质。

3  结论

采用DEAE-52纤维素(Cl-

)离子交换和Sephadex G-
100葡聚糖凝胶柱层析对乙醇沉淀得到的冬虫
夏草胞外多糖进行分离、纯化，得到EPS-
1A级分。经紫外光谱、比旋光度和凝胶渗透
色谱分析表明胞外多糖分EPS-
1A为相对均一组分，中性糖含量为99.0%，
重均相对分子质量为4.0×104，为非淀粉类，

不含单糖、蛋白质、核酸和多酚类物质的水

溶性多糖。
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