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摘要：以多糖得率为指标，用正交试验对鸡腿菇子实体多糖的提取纯化工艺进行优化。用离子色谱和凝胶渗透色

谱对粗多糖进行分离纯化，利用化学和光谱学方法对均一多糖 ((#$)*!进行结构分析。结果表明鸡腿菇子实体多
糖最佳提取工艺为：提取次数为 #次，提取时间为 !+&,，提取温度为 %&-，料液比为 !.!"；最佳脱蛋白条件：样品*氯
仿 /正丁醇为 #. !（!0!），氯仿*正丁醇为 # . !（!0!），反应时间为 "$123，脱蛋白次数为 4；结构分析的结果表明：

((#$)*!分子量为 !+%5 6 !$5 78，糖组成为 9:;.<8= > !.5+$"；岩藻糖以端基方式连接，半乳糖主要以 !，’*和 !，"，’*
两种方式连接，#个主要的连接方式的摩尔比为 !+!& . "+?? . !；主要由（!，’）*!*7*<8=" 糖残基构成主链，在 @*"位被

!*9:;A糖残基取代的 &个单糖残基组成的结构重复单元。
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鸡腿菇（5*"&-)9< .*(%’9<（^:I==IT X I[ 9T X）LX 9X
<T8U），学名毛头鬼伞，隶属于真菌门（Y:1U;MO8）、担
子菌纲（c8R2S2M1U;IOIR）、伞菌目（CF8T2;8=IR）、鬼伞科
（(MAT238;I8I）、鬼伞属（5*"&9-)9<）［!，"］。鸡腿菇是药
食两用菌，子实体肉质细嫩，鲜美可口，性平，有益脾

胃，具有清心安神、通肠利便、治疗痔疮等功效［#］。

经常食用有助消化、增加食欲［5］。常食用它可利于

老年人的保健，幼儿的生长，孕妇体内胎儿的正常发

育［&］。现代研究表明，鸡腿菇中丰富的营养成份具

有降血糖、降血脂、提高免疫活性、抗肿瘤及抑菌等

一系列生物活性［’］。而鸡腿菇多糖亦被证实具有提

高免疫力、抗肿瘤等生物活性［4 d !$］。与香菇、灵芝等
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其它真菌相比，鸡腿菇多糖的研究还比较少。本文

对鸡腿菇多糖的提取、除蛋白工艺进行优化，并借助

现代分析手段对得到的均一多糖结构进行初步探

讨，旨在更好地开发和利用鸡腿菇这一珍贵的真菌

资源。

! 材料与方法

!"! 材料
鸡腿菇干燥子实体切片，购于上海农业科学院

食用菌所百信食药用菌科贸有限公司。

!"# 试剂
单糖 标 准 品 为 !"#$% 产 品；三 氟 乙 酸

（&’(&))*，+’,）、硼氢化钠（-%.*/）购自 01234 公
司；567 -%)* 为 8"9:1;公司产品；其余试剂均为国
产分析纯试剂。

!"$ 设备
<&!=566 离 子 色 谱 仪（ 8"9:1; 公 司 ），

>?+,1;@A9212层析系统（BC公司），电热恒温水浴锅
（上海益恒试验仪器有限公司），气质联用仪（+D12$9
’"::"#%: +E,&C0!），色谱柱：8.F5 0! 石英毛细管
柱，(6 $ G 6H=5 $$ G 6H=5!$，核磁共振仪（I%2"%:
<-)I, 566）。
!"% 实验方法
!"%"! J!鸡腿菇多糖提取、纯化工艺流程：鸡腿菇
干品!沸水浴浸提!过滤!滤液醇沉!离心得粗多
糖!复溶!脱蛋白!粗多糖!8C,CF!1@D%29K1 阴离
子柱层析!!1@D%32LA 凝胶柱层析!&&(6MFN
!"%"# 粗多糖提取、除蛋白条件优化：多糖提取工
艺中，影响因素很多，在本实验室常用单因素实验基

础上，选定提取温度、时间、次数、料液比等因素，采

用 OP（(/）正交设计进行优化，因素水平设计见表 N。
每一处理用鸡腿菇子实体 N66 #。

表 ! 热水浸提正交试验因素水平

水平
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粗多糖除蛋白采用 !1V%# 法［NN］，优化条件用
OP（(/）正交设计来确定，见表 =。

表 # 粗多糖除蛋白正交实验因素水平表
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!"%"$ 检测：多糖总量的测定：采用苯酚 Y 硫酸
法［N=］，以葡萄糖为标准品。

蛋白含量的测定：采用 .&,蛋白试剂盒（01234
公司）。

!"%"% 纯度及分子量测定［N=］：( $# &&(6MFN 溶于
NH/ $O缓冲液配成溶液，上样体积 N6!O，+!? Z[\O
/666F(666 串 联 柱，脱 气 缓 冲 液 洗 脱，流 速
6H5 $OR$":，[%]12K=/N/ 示差检测仪自动检测。以
81;]2%: +系列标准分子量，对保留时间做出标准曲
线，然后根据待测多糖的保留时间，计算出样品的分

子量。

!"%"& 紫外光谱测定：=$# &&(6MFN溶于 ($O水中，
在 =66:$ ^ /66:$进行全扫描。
!"%"’ 单糖组成分析［N=，N(］：取 = $# &&(6MFN放入薄
壁长试管中，加入 = $9ARO三氟乙酸（+’,）/ $O，在
NN6Q下水解 =D，定容至 N66$O，稀释 N66 倍后上样
测定。色 谱 条 件：分 离 柱 采 用 8"9:1; 公 司
&%2_9Z%3+0Z,=6 预处理柱、&%2_9Z%3+0 Z,=6 检测柱；
脉冲安培检测器工作参数：CN为 N66 $I，/66 $K；C=
为 Y =666$I，=6 $K；C( 为 S66 $I，N6 $K；C/ 为
Y N66 $I，X6 $K。流动相：分别采用浓度为 =H5
$$9ARO的 -%)*作淋洗液；淋洗方法采用单一浓度
淋洗。流速：6H/5 $OR$":；上样量：=5!O；温度 (6Q。
!"%"( 红外光谱分析［N=］：取 N $# ^ = $# 多糖样品，
用溴化钾压片后进行 <E分析。完全甲基化后的多
糖样品再检测甲基化是否完全时，取样 N $#后采用
石蜡油制片进行 <E分析。
!"%") 甲基化分析［N/，N5］：多糖 = $#经 Z=)5 充分干

燥，按照 ?%AL%:和 Z%‘A的方法［NS］进行完全甲基化。
甲基化样品经 <E检测无羟基吸收后，完全甲基化后
经三氟乙酸水解，硼氢化钠还原，醋酐乙酰化后，溶

解于氯仿，进行 B&F0! 分析。B&F0! 的分析条件
为：柱温 U6Q初温，保持 N $":，以 5QR$":至 =66Q，
再以 =QR$": 至 =N5Q，最后以 =6QR$": 至 =X6Q。
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氦气作载气。进样口温度 !"#$，分流比 % & "#。柱
流速为 %’()’*+。,-（.#/0），倍增器电压 1"#0，灯丝
电流 !"#!2，接口温度 !##$，离子源温度 !"#$，质
量数扫描范围 3!4’5 6 37!4’5，扫描速率 !8" 9:4+)
;/:。
!"#"$ 核磁共振分析：样品溶于 <!= 于 04>*4+

-?=02 "### 核磁仪测定，<!= 为内标。

% 结果

%"! 鸡腿菇多糖提取条件的优化
鸡腿菇多糖提取正交试验结果见表 1。

表 & 热水浸提正交实验结果

序号 2 @ A <
粗提物得率

（B）
多糖

（B）

% % % % % 1187C %#8%.

! % ! ! ! 178C %%8C

1 % 1 1 1 1C873 %18"%

3 ! % ! 1 1C817 %183!

" ! ! 1 % 1C8.7 %"8!7

7 ! 1 % ! 3!8". %!8C%

. 1 % 1 ! 3"8%3 %78!"

D 1 ! % 1 338CD %383!

C 1 1 ! % 318#C %18%D

E% 1"8"D 1C8D3 1.8" 1D87%

E! 3%8"C 3%8"D 1D8" 3%8#7

E1 318D" 1C87 3"8#! 3%81"

F% %%8D7 %18!D %!8" %!8D.

F! %18D7 %18D7 %!8D1 %187C

F1 %387! %18! %"8#% %18.D

表 1表明：（%）从极差 G 值的大小，可得出各
因素作用主次顺序是：2（提取次数）H A（温度）H <
（料液比）H @（时间）。（!）最佳因素水平是
21@!A1<1，即提取次数为 1次，时间为 %8"I，温度为

C"$，溶剂体积为 %!倍时提取效果最为理想。
%"% 鸡腿菇粗多糖除蛋白条件的优化
鸡腿菇粗多糖除蛋白最佳工艺条件试验结果见

表 3。
由表 3得出：（%）各组因素作用的主次顺序为：

氯仿与正丁醇的体积比 H反应时间 J除蛋白次数 H
样品与氯仿K正丁醇的体积比。（!）最佳工艺为
2%@!A!<1，即样品K氯仿正丁醇的体积比为 1 & %，氯仿

K正丁醇的体积比为 1 &%，反应时间为 !# ’*+，除蛋白
次数为 .次。

表 # 粗多糖除蛋白正交实验结果
序号 2 @ A < 粗多糖蛋白质含量（B）

% % % % % #833

! % ! ! ! #8!"

1 % 1 1 1 #8!.

3 ! % ! 1 #81!

" ! ! 1 % #811

7 ! 1 % ! #81C

. 1 % 1 ! #81C

D 1 ! % 1 #8!C

C 1 1 ! % #81!

E% #8C7 %8%" %8%! %8#C

E! %8#3 #8D. #8DC %8#1

E1 %8## #8CD #8CC #8DD

F% #81! #81D #81. #817

F! #81" #8!C #81# #813

F1 #811 #811 #811 #8!C

G #8#1 #8#C #8#. #8#.

%"& 纯度鉴定
粗多糖经 <,2,K阴离子交换层析和凝胶层析后

得到均一多糖 AA1#LK%。AA1#LK% 在凝胶层析和
MN(A图谱上均呈单一对称峰，表明其为均一组分
（见图 %、图 !）。其紫外图谱扫描显示 !##+’ 6
3##+’无吸收峰，表明其不含蛋白质和核酸。根据
在 MN(A图谱中的保留时间，根据标准曲线计算其
分子量为 %8C3 O %#3<。

图 % AA1#LK%的 ;/PI4:>QR ;K1##层析色谱图

%"# 结构分析
%"#"! 糖组成分析：AA1#LK%完全酸水解后的样品
经过 MN2,AKN2<分析后（见图 3），与标准单糖的离
子色谱（图 1）比较，可知 AA1#LK% 主要由岩藻糖和
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半乳糖组成，其摩尔比为 !"#$%&’ ( ) $*+,-。
!"#"! 红外光谱分析：红外光谱显示出 ../,01)在

图 - ../,01)的 234.图谱

图 / 标准糖样中的高效阴离子色谱图
) 岩藻糖；- 鼠李糖；/ 阿拉伯糖；* 半乳糖；5 葡萄糖；6 木糖；7 甘

露糖；8 果糖

图 * ../,01)的高效阴离子色谱图
)+ 岩藻糖；- 半乳糖

*,,,#9: ) ; 65,#9: )区具多糖类物质的一般特征。

在 )7/, #9: )附近没有糖醛酸的特征吸收峰，表明

../,01) 很可能为一中性多糖［)7］；8*/+8 #9: )的峰

表明 ../,01)中的糖苷键为!1型，因!1型差向异构
体的 .—2取平伏键，在 8** < 8 #9: )处有 ) 个吸
收峰（而"1型的 .—2取直立键，在 8=) < 7 #9: )处

有 )个吸收峰）。75=+8 #9: )为 >1吡喃环的对称环
伸缩振动峰，在 )),, ; ),), #9: )间有 /个强吸收峰
亦表明 ../,01)中的糖环构型为吡喃型（呋喃型糖
环在此区间上只有 -个强吸收峰）［)-］。以上结果说
明 ../,01)可能是以!1型糖苷键连接的，糖环为吡
喃型。

!"#"$ 甲基化分析：../,01)的甲基化分析结果见
表 5。

表 % &&$’()*的甲基化分析
甲基化多糖 连接方式 摩尔比 主要的离子碎片峰

-，/，*1?@/1!"# )1’ABC@D !"#! ) */，7-，8=，),)，))5，))7，)/)，)6)，)75

-，/，*1 ?@/1%&’ )，61 ’ABC@D %&’! -+=* */，7)，87，),)，))7，)-=，)6)，)7/，)8=，-//

/，*1?@-1%&’ )，-，61’ABC@D %&’! )+- */，7)，87，==，)-=，)5=，)7/，)8=，-//

由表 5可知 %’&为 )，6、)，-，6两种连接方式，其
中 )，61’ABC@D %&’! 为主要键型，可能构成主链；
../,01)分枝点主要位于半乳糖上；/个主要糖残基
的摩尔比为 ) $ -+=* $ )+-，甲基化的结果与单糖组成
比例基本一致，说明 ../,01)可能是由 5 个单糖残
基构成重复单元结构。

!"#"# 核磁共振分析：由 )2 E?F 谱（图 5）可知
../,01) 有 5个异头氢信号，与甲基化分析结果一
致，分别在#5+)-、#5+,8、#5+,-（/个 2）处出现。5
个异头氢信号出现在低场，均是半乳糖构型，且是单

峰（/ G)，- H /2I），表明这些糖是!1构型
［)8］。

在)/. E?F谱中（图 6）在#),,+7 ; ),*+,7处也

有 5个异头碳信号；在#)8+//处为 .2/ 的 .（!"#的

. : 6）的共振峰，与)2 E?F上#)+-8处的 61位脱氧
糖的 .2/ 双峰（!"#的 216）是一致的；#57+7 ; 6*+7
处为 6位取代的碳信号［)=］。另外，在)/. E?F谱上#
8- ; 88处没有共振信号，证明所有的糖残基为吡喃
型糖苷［-,］，这与 JF 谱的结果是一致的；在#)7, ;
)76范围内没有无糖醛酸的羧基共振信号，进一步
验证了 JF谱中 ../,01)为一中性多糖的结果。

$ 讨论

鸡腿菇子实体多糖提取的最佳工艺为：提取次

数为 /次，提取时间为 )+5K，提取温度为 =5L，溶剂
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图 ! ""#$%&’的’( )*+图谱

图 , ""#$%&’的’# " )*+图谱

体积为 ’-倍。其中各因素的影响顺序为 .（提取次
数）/ "（温度）/ 0（溶剂体积）/ 1（时间）。
鸡腿菇子实体粗多糖脱蛋白纯化最佳条件：样

品&氯仿正丁醇的体积比为 # 2 ’，氯仿&正丁醇的体积
比为 # 2’，反应时间为 -$ 345，除蛋白次数为 6次。7
个因素对脱蛋白的影响顺序为 1（氯仿与正丁醇体
积比）/ "（反应时间）8 0（反应次数）/ .（样品与氯
仿&正丁醇体积比）。
鸡腿菇均一多糖 ""#$%&’的单糖组成为岩藻糖

和半乳糖；糖苷键的连接方式为 ’位连接的 9:;、’，,
位连接的 <=>和 ’，-，,位连接的 <=>，且三者摩尔比
为 ’ 2 -?@7 2 ’?-，其中主链为 ’，,位连接的 <=>，分枝
点位于半乳糖的 "&- 上；! 个单糖残基构成的重复
单元是主要结构，平均每 7个己糖有一个分枝糖基。

通过近 -$年科学工作者对各类真菌多糖的组
成和结构的研究，发现真菌多糖主要包括以下几

种［-’，--］：（’）葡聚糖，其结构是主链由!& ’，# 糖苷
键，支链为!& ’，, 糖苷键连接；（-）甘露聚糖，主要
由"A糖苷键连接的主链；（#）杂多糖；（7）糖蛋白
和多糖肽。

据笔者所知，除了凡军民［-#］等曾报道在鸡腿菇

菌丝体中获得岩藻半乳聚糖外，一些真菌的异半乳

聚糖也有报道，例如 !"#$%&’(" "))*"#"+,(［-7］中的岩
藻半 乳 聚 糖，-$(.+$)/./ 0’"1.$#&"［-!］、-*"((,*.#"
2&*,+.)&/［-,］、3$*4)$’,/ ).#.5$*"［-6］、3 B 0$(&#+"’.,/ 和 3 B
.6#."’.,/［-C］中的甘露岩藻半乳聚糖，以及 7"&+.)$’,/
/,*)8,’&,/［-@］中的岩藻甘露半乳聚糖等，这些结构主
要由（’，,）&"&0&<=>) 糖残基构成主链，在 D&- 位被

"&E&9:;) 或 #&9&"&0&*=5)&"&E&9:;) 糖残基取代。
多糖的化学结构是其生物活性的基础，王昭

晶［#$］等报道小刺猴头菌子实体水溶性多糖 (F#可
明显增加病体小鼠胃液中的游离酸度和胃蛋白酶活

性，降低血清中胃泌素的含量，抑制胃体及胃窦粘膜

的萎缩变薄，使胃部粘膜炎症减轻。其中 (F#以
’，, 连接的 <=>为主，侧链含有 9:;和 <>;残基；马
秀俐［#’］等报道西洋参多糖 FFG#&’ H 7均能较好的
刺激小鼠脾淋巴细胞转化、协同亚剂量 "I5. 诱生
白介素&-（JE&-）。7 个均一多糖为含有糖醛酸的杂
多糖，而它们的中性糖主链是基本以 ’，, 连接的 <=>
为主。""#$%&’与前面所提到达两种均一多糖主链
结构类似，然而多糖的活性受结构的影响甚多，如高

级结构、侧链的有无、长短及连接位置、分枝密度及

糖苷键的结合，即使结构相似的两种多糖也可能具

有不同的生物活性，其生理活性及详细结构还有待

进一步研究证明。
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为加快稿件的审理过程，加强与审稿专家、作者及读者的互动和交流，我刊已从 #$$’年 ’月 >日起正式
启用新版远程投稿及编辑系统。该系统能实现远程投稿、远程查稿、在线审稿、在线编辑等功能。欢迎广大

作者、读者和审稿专家使用！今后，我刊所有来稿都将通过该系统进行管理，关于稿件的一切信息也都将通

过网络告知作者。

如果您在使用过程中发现任何问题，请随时与我刊编辑部联系。

另，为减少稿件积压，进一步缩短出版周期，我刊将从 #$$&年起将刊期从双月刊变更为月刊，欢迎广大
作者踊跃投稿！
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