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[摘要] 对超微粉体及三种不同大小粉体提取的柳松菇多糖及多糖的凝胶柱层析分离进行研究，结果表明，

超微粉碎和普通粉碎对总糖、还原糖的提取基本没有影响，对多糖的提取影响较大．由300目超微粉提取的多糖

含量和得率分别为50％和13％，未粉碎的块状、40目粗粉和100目细粉提取的多糖含量和得率分别为300目超

微粉的42．8％、65．7％、72．1％和28，2％、45．7％、71．2％．采用SephadexG一200凝胶柱层析分离柳松菇多糖，得

到纯化的多糖I和Ⅱ两个多糖组分．在超微粉碎提取的柳松菇多糖中，主要是相对分子质量高的多糖I，在未

粉碎的块状提取的柳松菇多糖中，以相对分子质量低的多糖Ⅱ为主，超微粉碎有利于相对分子质量高的多糖I

的提取．多糖I为胞内多糖，其含糖量为78％，相对分子质量约为424 137，在260 nm、280 nm均无吸收；多糖Ⅱ

的含糖量为42．9％，相对分子质量为12 944，在280 nm无吸收，但在260 nm有一个吸收峰．
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Abstract：The effects are studied of extracting polysaccharide from Agrocybe Aegerita by using ultramicro—

powder and three different size powders and isolation of polysaccharide on Sephadex G-200 column chro—

matography．The results show that the extraction of total sugar and reducing sugar has little influence，but

has a great influence on the extracting polysaccharide between the ultramicro—powder and other three

powders．The content and yield of polysaccharide are 50％and 13％by using extraction of ultramicro—

powder respectively．The polysaccharide content and yield which are extracted by unsmashed fruiting

body，coarse powder and fine powder are 42．8％，65．7％，72．1％and 28．2％，45．7％，71．2％of ul—

tramiero—powderg content and yield，respectively．Two components of polysaccharide I and II are isolated

and purified by using the method of column chromatographic Sephadex G一200．The polysaccharide I and

lI are the main components in extracted polysacehafide by using uhramicro·-powder and unsmashed fruit··

ing body，respectively．The polysaccharide I belong to the incellular polysaccharide，whose polysaccha—

ride content is 78％and whose molecular weight is 424 137．This polysaccharide does not exhibit obvious

absorption at 280 and 260 nm．The sugar content of polysaccharide II is 42．9％．whose molecular weight

is 12944，and it is not absorbed at 280 Fin，but it exhibits a peak at 260 nm．
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0 引言

柳松菇(Agrocybe aegerita(Brig．)sing．)又名柱状田头菇、柱状环锈伞、柳菇、柳环菌，隶属于担子菌

纲，粪锈伞科，田蘑属，是一种很有发展前途的药食两用大型食用菌．该菌味道鲜美，脆嫩爽口，不仅营养价

值高，而且含有多糖、麦角固醇、黄酮类等多种生物活性物质¨’2。，人药治水肿、小便不利、肾炎等，其子实

体热水提取物对小白鼠肉瘤s．180和艾氏腹水瘤的抑制率分别为90％和80％，子实体多糖可以改善肌肉

疲劳状态，有明显的降血糖活性一_J，但目前国内外对柳松菇的研究主要集中在栽培育种等方面，对其功

效成分的研究尚未见详细报道．多糖是柳松菇的主要药用功效成分之一，对于多糖的提取通常都是利用常

规的粉碎方法进行，本文将超微粉碎应用于多糖的提取，并对不同粉碎程度提取的多糖及多糖的凝胶柱层

析分离进行了比较研究，旨在为柳松菇多糖及其功能性保健因子的开发利用提供理论依据．

1材料与方法

1．1实验材料及试剂

柳松菇子实体，来源于苏州市华昌食用菌有限公司．经低温烘干后加工粉碎成3～5 mm3块状、40目

粗粉、100目细粉及300目超微粉四种规格用于实验．块状和40目细粉在本公司加工，100目细粉和300

目超微粉在东台市菇神食用菌研究所加工．粉碎后的样品均通过OLYMPUS(CH型)显微镜检查其粉体粒

径的大小．

Sephadex G．200、葡聚糖(Dextran)TS00、T70、T40、T10为Pharmacia产品，考马斯亮蓝G250(Fluka产

品)，牛血清白蛋白(Sigma产品)，其他试剂为国产分析纯或生化试剂．

蛋白沉淀剂为220 g／L乙酸锌溶液和106 g／L亚铁氰化钾溶液．

1．2实验方法

1．2．1 多糖的提取

取4种不同粉碎程度的样品按1：40(W／V)的比例加入蒸馏水于500 mL三角烧瓶内，搅拌均匀，100℃

恒温水浴中回流提取1 h，4 000 r／rain离心10 min，收集上清液，沉淀再按1：20(彤y)的比例加人蒸馏水，

混合均匀后，按上述条件再提取两次．分别各取3次提取液2．0 mL，加4倍95％乙醇沉淀粗多糖，粗多糖

经80％乙醇洗涤离心后，用于多糖测定．将三次提取液合并，测定其总糖和还原糖，把提取液浓缩至一定

体积后按50：1：1(提取液：乙酸锌溶液：亚铁氰化钾溶液)的体积比例加入蛋白沉淀剂，混匀，静置30 min

后，离心去除蛋白质，取上清液浓缩至一定体积，加入4倍体积的95％乙醇，于冰箱内静置过夜，4 000 r／

min离心10 min，弃上清液，沉淀用80％乙醇洗涤离心3次，将所得沉淀冻干后分别得到4种不同粉碎程

度提取的柳松菇多糖，用于实验分析．

1．2．2还原糖、总糖及多糖含量测定

还原糖采用DNS法测定，总糖和多糖采用硫酸一蒽酮法测定．其中多糖测定改进如下：取多糖样品溶

液和不同浓度葡聚糖溶液各0．4 mL于试管中，用1 mL的移液器吸1．00 mL蒽酮试剂后直接打人到试管

中的溶液内，立即混匀后于100cC保温10 min，用0．5 cm光径的比色皿在722型光栅分光光度计上读取

620 nm的吸光度值，以吸光度值对葡聚糖质量(斗g)进行线性回归，求出回归方程及相关系数，将样品吸光

度值代入回归方程后即得样品的多糖质量．

1．2．3多糖纯度分析

取冻干多糖样品10．0 mg，加蒸馏水溶解定容至10 ml，配成浓度为1．0 mg／mL的柳松菇多糖溶液，按

硫酸一蒽酮法测定多糖含量，按Brecdford法。6 o或folin一酚法测蛋白质含量．同时在TU一1800型紫外可见分

光光度计上进行波长扫描检测280 nm和260 nm的吸收值．

1．2．d多糖的凝胶柱层析分离纯化

多糖采用Sephadex G-200凝胶柱层析(40×1．5 em)分离．取柳松菇多糖加0．4 mL生理盐水充分溶

解，加到用生理盐水充分平衡过的Sephadex G-200凝胶柱上，用生理盐水进行洗脱，用BS一160A型自动部
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分收集器进行分部收集(4管／h，0．75 mL／管)，用硫酸一蒽酮试剂检测收集管糖含量，以葡萄糖含量为纵坐

标，收集管号为横坐标绘制层析曲线图．

根据层析曲线图将多糖峰部分分别合并，浓缩后加4倍体积的95％乙醇沉淀，离心收集沉淀后得到

每个峰的多糖，将多糖溶解后再进行一次Sephadex G一200柱层析分离，得到单一对称的多糖峰，将多糖峰

合并加4倍体积的95％乙醇沉淀，即得到层析后纯多糖I和Ⅱ两个多糖组分．

1．2．5 多糖的相对分子质量的测定

分别称取相对分子质量为50万、7万、4万、1万的葡聚糖各2 mg左右，用少量生理盐水溶解，进行

Sephadex G．200柱层析，检测收集管糖含量，计算出不同分子量葡聚糖的洗脱体积，以洗脱体积对葡聚糖

相对分子质量对数进行线性回归求出回归方程．将纯多糖I和Ⅱ分别溶解后，在相同条件下进行凝胶柱层

析，求出其洗脱体积，代入回归方程得到柳松菇多糖的相对分子质量．

2结果与分析

2．1超微粉碎与普通粉碎粉体粒径的显微观察

在OLYMPUS显微镜(目镜X 10，物镜X40)下观察超微粉，整个视野遍布淡黄色细小的颗粒，未见完

整的细胞和组织碎片，用显微测微尺测量粉体的粒径，其中90％以上的粒径分布范围在5．2～10．4¨m

间．粗粉和细粉在显微镜下观察均可见到完整的细胞、茵丝体片段和较大组织碎块，绝大多数粉体粒径都

在100 LLm以上．

2．2提取时间及提取次数对不同粉碎程度多糖、总糖和还原糖提取的影响

从表1看出，不同粉碎程度的样品经2次提取后的得率都在90％以上，但第一次提取的得率与粉碎

程度呈正相关，而第二次提取的得率与粉碎程度呈负相关，同时，多糖总量也与粉碎程度呈正相关，提示加

大粉碎程度后，有利于多糖的溶出和提取．

从表中还可看出，不同粉碎程度对总糖和还原糖的提取影响不大，对多糖提取影响较大，随着粉碎程

度的增大，提取的多糖总量明显增加，以300目超微粉提取的多糖总量最高，块状、40目粗粉和100目细

粉提取的多糖总量只有300目提取多糖总量的14．7％、43．3％和64．7％．

表1提取时间及提取次数对不同粉碎程度多糖、总糖和还原糖提取的影晌

40目 l

2

667．5±4．2

157．8 4-3．5

30．0±0．3

7．1±0．3

74．98

17．72 40．06 43．3 323．6±65．6 52．0 4-0．8

3 l 117．0 4-4．4 2，9±0．1 7．30

300目 1606．5 4-68．8 72．3 4-2．3

345．7±8．4 15．6±0．4

i88．4±2．4 4．7±0．1

2．3不同粉碎程度对提取柳松菇多糖含量及得率的影响

将不同粉碎程度的样品重复提取多糖三次，经真空干燥后，用万分之一天平称量，得到多糖得率，同时

测定该多糖的糖和蛋白质含量及紫外吸收光谱(见表2)．结果表明不同粉碎程度提取的多糖的蛋白质含

量均低于2．3％(以Folin一酚法测定)，在280 nm处无明显的吸收峰存在．
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表2不同粉碎程度提取多糖含量及得率比较

经300目粉碎后提取的多糖含量和得率分别为50％和13％，而块状、40目和100目的提取的多糖含

量和得率仅为300目的42．8％、65．7％、72．1％和28．2％、45．7％、71．2％．说明经粉碎后的物料比未粉碎

的物料更有利于多糖的溶出和提取，且超微粉碎在这三种粉碎程度中，其多糖含量和得率都是最高的．

2．4超微粉碎对多糖凝胶柱层析分离的影响

柳松菇多糖有两个组分，经Sephadex G-200柱层析后能够将这两个组分分离开(见图1．A)，其中最先

洗脱出来的是相对分子质量较大的多糖I组分，后洗脱出来的是相对分子质量较小的多糖Ⅱ组分．块状和

300目超微粉提取的多糖，以相同的量进行凝胶柱层析分离，在小分子多糖Ⅱ组分上，两者层析后得到很

相似几乎重合的多糖峰，但在大分子多糖I组分上相差很大，超微粉碎后大分子多糖经层析后的总量为

5．54rag，是块状提取(层析后总量为0．54rag)的10倍，可见超微粉碎有利于大分子多糖的提取．

为进一步研究这两个多糖分子特性，将300目层析后的最先洗脱出来的峰I和块状后洗脱出来的峰

Ⅱ分别合并，进行Sephadex G一200柱层析，得到单一基本对称的峰(见图1．B和1一C)，将其合并后，得到纯

化的多糖I和多糖Ⅱ．

经检测，多糖I的糖含量为76．7％，与考马斯亮蓝G250和Folin一酚试剂均呈阴性反应，在280 nm和

260 nm处都无明显吸收；多糖Ⅱ的糖含量为42．9％，在280 nm处无吸收，但在260 nm处有一明显吸收，用

定磷法测得其含磷量为3．0％，表明多糖Ⅱ可能为含有部分核酸类物质的多糖．

0
g
Ⅷ
i

￥
皿日】】
把

鞋
撩

收集管号 收集管号

图1柳松菇多糖(A)、纯化多糖I(B)和纯化多糖II(c)的SephadexG-200柱层析图谱

2．5 多糖的相对分子质量测定

将标准葡聚糖系列进行柱层析得到其洗脱体积，以LogMW对洗脱体积(戈)进行线性回归，得回归方

程为LogMW=～0．0667x+6．9495(r2=0．993 9)，将纯化的多糖I和Ⅱ的洗脱体积代入，得到大分子多糖

I的相对分子质量为424 136．8±17 433．2，小分子多糖Ⅱ的相对分子质量为12 944．4±1 980．4．

3讨论

超微粉碎是近年来迅速发展的一项旨在进行细胞级粉碎新技术，已在中草药的深加工中得到较快的

应用，经超微粉碎后可使细胞内成分充分暴露出来，药物有效成分的溶解和释放加快，药物的药效学活性
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提高，更有利于在体内的吸收"-s J．对于真菌超微粉碎则集中在灵芝孢子粉的破壁和子实体的粉碎等方

面，对于其它食用菌的报道不多．柳松菇是近年来很有发展前景的一种药食大型食用菌，对其有效药用成

分，特别是多糖类报道不多．我们将超微粉碎应用于多糖的提取和分离，并与不同粉碎程度提取的多糖进

行比较研究，结果表明，柳松菇多糖提取的总量、得率和含量均随着粉碎程度的加大有明显的增加，以超微

粉碎为最高，超微粉碎的多糖含量达50％，块状、40目粗粉和100目细粉提取的多糖含量分别为它的

42．8％、65．7％和72．1％，其多糖得率为13％，高于其他几种不同粉碎程度提取的多糖和已报道的几种食

用菌多糖得率归’10 J．说明超微粉碎比其他几种粉碎更有利于柳松菇子实体多糖的提取、多糖含量和得率的

提高．

真菌多糖一般分为胞外多糖和胞内多糖，高等真菌多糖主要是胞内多糖，它主要存在于菌丝体的细胞

壁或细胞间质中，采用适当方法可将其提取出来．本文用未粉碎和超微粉碎两种方法提取的柳松菇多糖进

行凝胶柱层析分离，在同样上样量的情况下得到多糖Ⅱ的峰几乎重合，提示它的含量相同，不因粉碎程度

加大而有所提高，推测它为胞外多糖，但粉碎与不粉碎对多糖I的影响很大，经超微粉碎后多糖I层析后

的多糖量是未粉碎的10倍，说明多糖I主要来自细胞壁或细胞内，属胞内多糖，只有当细胞完全破碎后，

它们才能完全释放，被提取出来．对于柳松菇胞内大分子多糖I的提取，本实验采用超微粉碎的方法进行，

比其他几种粉碎方法更有效，得率更高．

本文从柳松菇中分离出一个大分子多糖组分和一个低分子多糖组分与文献报道结果很一致∞J．大分

子多糖组分的相对分子质量为40多万，不含蛋白质和核酸，推测为葡聚糖；小分子多糖组分的相对分子质

量为1万多，不含蛋白质但在260 nm处有吸收，含有3．O％的磷，明显低于核酸中磷的含量，可能含有部分

核酸类物质，因其相对分子质量与小分子量多糖相近而未能分离，其分离方法还有待进一步改进．这两个

多糖的理化性质及生物活性正在研究和证实之中．

有报道证实柳松菇的两种多糖成分均有降低糖尿病小鼠血糖的作用，但大分子多糖的降血糖功效更

为明显，因而利用超微粉碎提取柳松菇多糖有较高的实用价值和应用前景．

多糖的脱蛋白多采用Sevag的方法，该法不仅要消耗较多的有机溶剂，而且手续烦琐，需反复多次，甚

至十几次才能脱去多糖中的杂蛋白，我们将测定食品中还原型抗坏血酸方法中所用的蛋白沉淀剂应用于

多糖的脱蛋白，所得多糖与考马斯亮蓝G250呈阴性反应，在280 nm无明显吸收，说明该法可靠，简便易

行，有其应用价值．
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