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·基础研究·
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发酵虫草菌粉多糖成分的理化性质及其对 ＣｏｎＡ
抑制 ＬＯ２细胞增殖活性的影响
蒋洪亮１，麻浩２，何丽芳２，赵修南２，单俊杰２，王海南１，３

（１贵州大学 药学院，贵州　贵阳　５５００２５；２军事科学院 军事医学研究院 毒物药物研究所，北京　１００８５０；
３国家药品监督管理局，北京　１０００５３）

［摘要］　目的：将发酵虫草菌粉（Ｃｓ４）粗多糖进行分离纯化，并观察纯化产物对ＣｏｎＡ抑制人正常肝细胞（ＬＯ２
细胞株）增殖活性的拮抗作用。方法：发酵虫草菌粉（Ｃｓ４）通过水提醇沉、复溶、透析、浓缩、冷冻干燥得粗多糖，
采用ＤＥＡＥ纤维素离子交换、ｓｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱色谱分离纯化粗多糖，ＭＴＴ法检测细胞增殖活性。结果：发酵虫草
菌粉（Ｃｓ４）粗多糖经分离纯化得到均一成分，命名为 ＣＳＭＰ６０ＢＩ。高效凝胶渗透色谱法测得其相对峰高分子量为
３２３３６Ｄａ。毛细管电泳测得单糖组成为木糖阿拉伯糖葡萄糖半乳糖甘露糖（００９∶０２０∶１００∶３７０∶３５８）。高浓度
ＣｏｎＡ能抑制ＬＯ２细胞增殖，而加入ＣＳＭＰ６０ＢＩ后，这种抑制作用大大减弱。结论：发酵虫草菌粉（Ｃｓ４）粗多糖的
分离纯化产物ＣＳＭＰ６０ＢＩ对ＣｏｎＡ抑制ＬＯ２细胞增殖活性有拮抗作用，提示其可能有保肝作用。

［关键词］　发酵虫草菌粉；多糖；分离纯化；肝细胞
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ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｔｏｏｂｔａｉｎｔｈｅｔｏｔａｌｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓＴｈｅｔｏｔａｌｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｗｅｒｅｆｒａｃｔｉｏｎａｔｅｄｂｙａＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅｃｏｌｕｍｎＴｈｅｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＯ２ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴＲｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｔｏｔａｌｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔｅｄＣｏｒｄｙｃｅｐｓｐｏｗ
ｄｅｒ（Ｃｓ４）ｗｅｒｅｆｒａｃｔｉｏｎａｔｅｄｔｏｏｂｔａｉｎｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｎａｍｅｄＣＳＭＰ６０ＢＩＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｅａｋｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ
ＣＳＭＰ６０ＢＩｗａｓ３２３３６Ｄａ，ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｇｅｌｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙＴｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｍｏｌａｒｒａｔｉｏｓｗｅｒｅｘｙｌｏｓｅａｒａｂｉｎｏｓｅｇｌｕｃｏｓｅｇａｌａｃｔｏｓｅｍａｎｎｏｓｅ牗００９牶０２０牶１００牶３７０牶３５８），ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＣｏｎＡｉｎｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＯ２
ｉｎｖｉｔｒｏＡｆｔｅｒｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＣＳＭＰ６０ＢＩ，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｗａｓｇｒｅａｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＣＳＭＰ６０ＢＩｍａｙｈａｖｅｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＯ２ｂｙＣｏｎＡｉｎｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｉｍｐｌｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔＣＳＭＰ６０ＢＩ
ｍｉｇｈｔｈａｖｅｈｅｐａｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＦｅｒｍｅｎｔｅｄＣｏｒｄｙｃｅｐｓｐｏｗｄｅｒ；ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１７１１０３００７

发酵虫草菌粉（Ｃｓ４）是由我国科技人员从天然
冬虫夏草分离获得Ｃｓ４菌株，经人工发酵培养制成。
已有文献报道将其用于肝病的治疗，作为补益类药

物，推测多糖可能是其主要的药效物质之一。为此，

将发酵虫草菌粉（Ｃｓ４）粗多糖进行一系列分离纯化，
获得均一成分 ＣＳＭＰ６０ＢＩ，对其理化性质及其对
ＣｏｎＡ抑制人源肝细胞增殖活性的拮抗作用进行了初
步研究。

·０８６·
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１　仪器与材料

１１仪器

ＵＶ２０００紫外分光光度计（上海龙尼柯仪器有限
公司）；高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司 Ｄｅｌｔａ
６００，２４１４示差检测器）；分析天平（Ｏｈａｕｓ公司）；
ＬＧＪ２５Ｃ冷冻干燥机（北京四环冻干机厂）；ＤＺＦ
６０２０真空干燥箱（上海一恒科技有限公司）；ＱＬ８６１
涡旋振荡器（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；

ＭＣＯ１５ＡＣ孵育箱（ＳＡＮＹＯ公司）；３００１闪烁扫描酶
标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＢＳＺ１００型自动部分收集器（上
海青浦沪西仪器厂）；ＢｅｃｋｍａｎＰ／ＡＣＥＴＭＭＤＱＣａｐｉｌ
ｌａｒｙＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ（美国贝克曼库尔特公司）。

１２材料

发酵虫草菌粉（Ｃｓ４，江西国药有限责任公司，
批号：Ｚ１０８９００２１）。二乙胺基乙基纤维素（ＤＥＡＥ
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，上海恒信化学试剂有限公司）；Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ１００（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；单糖、葡萄糖标准品（Ｓｉｇ
ｍａ公司）；峰高分子量为６０００、１０４×１０４、４０×
１０４、６６×１０４和 ２０×１０５Ｄａ的葡聚糖（Ｓｉｇｍａ公
司）；三氟乙酸（ＴＦＡ，９９％，ＡＣＲＯＳＯＲＧＡＮＩＣ公
司）；１苯 基２甲 基４吡 唑 啉 酮 （ＰＭＰ，９９％，
Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；人正常肝细胞株ＬＯ２（军事医学科学
院毒物药物研究所李前教授惠赠）；ＤＭＥＭ培养液
（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＲＰＩＭ１６４０液（Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血
清（ＦＢＳ，浙江天杭生物科技有限公司）；胰蛋白酶
（Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；噻唑蓝（ＭＴＴ，Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；刀
豆蛋白Ａ（Ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ，ＣｏｎＡ，Ｓｉｇｍａ公司）；十二烷
基硫酸钠（ＳＤＳ，Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；其他试剂均为国产
分析纯。

２　方法

２１多糖ＣＳＭＰＢ１的制备

称取发酵虫草菌粉１ｋｇ，加１５Ｌ去离子水，置于
６０℃水浴中加热提取４ｈ，然后多层纱布滤过，滤渣
在相同条件下再重复提取 １次。合并滤液，离心
（３０００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ），上清液５０～５５℃减压浓缩，
浓缩液加入３倍体积９５％乙醇水，静置醇沉４８ｈ。离
心（３０００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ），分离沉淀，沉淀部分多
次加入去离子水重复溶解多糖，离心（３０００ｒ·ｍｉｎ－１，
２０ｍｉｎ）得上清液，膜透析上清液７２ｈ，以除去小分子
杂质。将袋内透析液离心，上清液减压浓缩后，进行

冷冻干燥，得到发酵虫草菌粉粗多糖ＣＳＭＰ６０［１３］。

称取ＣＳＭＰ６０粗多糖１ｇ，加入２０ｍＬ水，置于
６０℃水浴中加热溶解，离心，沉淀再重复操作１次。
合并上清液上样 ＤＥＡＥ纤维素色谱柱（６０ｃｍ×
３０ｃｍ），依次采用Ｈ２Ｏ、０２５和０５ｍｏｌ·Ｌ

－１ＮａＨＣＯ３
洗 脱，苯 酚硫 酸 法 检 测 含 糖 组 分［６］，收 集

０２５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＨＣＯ３洗脱的含糖组分，水透析脱
盐、浓缩和冷冻干燥获得多糖组分 ＣＳＭＰ６０Ｂ。
ＣＳＭＰ６０Ｂ再经过 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱进一步分离和
纯化，最终获得分子量均一多糖ＣＳＭＰ６０Ｂ１［４６］。

２２ＣＳＭＰＢ１的理化性质测定

２２１纯度鉴定和峰高分子量测定　用高效凝胶渗
透色谱（ＨＰＧＰＣ）方法，以 ＴＳＫｇｅｌＧ３０００ＰＷＸＬ
（７８ｍｍ×３００ｍｍ）为色谱柱。流动相：０１ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎａ２ＳＯ４溶液；进样体积：２０μＬ；柱温箱温度：
３５℃；检测器为２４１４示差检测器和２９９８紫外检测
器。分别准确称取５ｍｇ峰高分子量为６０００、１０４×
１０４、４０×１０４、６６×１０４和２７×１０５Ｄａ的葡聚糖标
准品，分别加入 ５００μＬ０１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＳＯ４溶解，
０２２μｍ水系微孔滤膜过滤。滤液上样。采用Ｗａｔｅｒｓ
Ｅｍｐｏｗｅｒ２０ＧＰＣ软件处理实验数据，以标准葡聚糖
的保留时间（ｔＲ）为横坐标，分子量的对数（ｌｇＭｐ）为
纵坐标，绘制多糖分子量的标准曲线。

准确称取 ５ｍｇ多糖 ＣＳＭＰ６０Ｂ１，同样加入
５００μＬ０１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＳＯ４溶解、过滤和进样。根
据样品峰形状和保留时间，判断多糖纯度和计算其

峰高分子量［７］。

２２２单糖组成测定　ＣＳＭＰＢ６０１完全酸水解：称
取５ｍｇＣＳＭＰＢ６０１，加入５ｍＬ三氟乙酸（ＴＦＡ），
密封后置于１２０℃烘箱中加热２ｈ进行完全酸水解
反应。水解液再多次加入甲醇，反复减压蒸除残留

的三氟乙酸。待进行ＰＭＰ衍生化。
单糖 ＰＭＰ衍生化［８１０］：准确称取单糖标准品

（氨基葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、葡萄糖、鼠李糖、

岩藻糖、半乳糖、甘露糖、葡萄糖醛酸和半乳糖醛

酸）各１０ｍｇ，加５ｍＬ超纯水溶解，涡旋混匀。取
４０μＬ标准单糖混合液于试管中，依次加入６００μＬ
０３ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠和６００μＬ０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＰ甲
醇溶液（现用现配）。涡旋混匀，在７０℃水浴中反应
３０ｍｉｎ，取出自然冷却至室温。缓慢加入 ６００μＬ
０３ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸，使溶液ｐＨ为７。加１ｍＬ三氯甲
烷萃取，向水相继续加入１ｍＬ三氯甲烷，重复萃取
２次，合并水相，水相经０２２μｍ滤膜滤过，进毛
细管电泳分析。ＣＳＭＰＢ６０１完全酸水解产物也按
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相同的ＰＭＰ衍生方法，制备单糖衍生物，然后进行
毛细管电泳分析。

毛细管电泳条件：缓冲盐溶液为５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１硼
砂溶液（ｐＨ＝１０５７）；毛细管柱为Φ５０μｍ×６０ｃｍ；
分离电压为１５ｋＶ；检测波长为２４５ｎｍ；进样压力
为０５ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９５ｋＰａ）；进样时间为１０ｓ；柱
温为２５℃。

２３细胞培养

细胞常规传代培养条件：从液氮冷冻保存的容

器中取出ＬＯ２细胞株，经常规处理后接种入添加含
１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ液的玻璃瓶中，放于３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度的孵育箱静置培养。３～４ｄ传代
１次，传代时弃去培养上清液，用 ＰＢＳ淋洗 １次，
经０１２５％胰酶和 ００１％ ＥＤＴＡＮａ２的混合液消化
后，以含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ液制成细胞悬液，按１∶３
传代培养扩增，备用。

２４ＭＴＴ法检测细胞增殖活性

实验设正常组、ＣｏｎＡ模型组和多糖组，每组
设平行６复孔。取对数生长期 ＬＯ２细胞，经消化
处理后，以１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ液制成单细胞悬液，
用 Ｔｒｙｐａｎｂｌｕｅ液染色，ＷＢＣ计数法计数活细胞总
数，接种入９６孔细胞培养板，密度为１×１０４／孔，
培养箱孵育贴壁 ５ｈ。然后各多糖组分别加入用
ＲＰＩＭ１６４０液配制的使其终质量浓度为 １０、５０、
２５０μｇ·ｍＬ－１的多糖（具有均一分子量）溶液。ＣｏｎＡ
模型组和多糖组再加入用 ＲＰＩＭ１６４０液配制的
ＣｏｎＡ溶液（５００μｇ·ｍＬ－１）。按常规静置共孵育
７２ｈ。ＭＴＴ显色法检测：向含有培养物的 ９６孔板
每孔加入０５％ＭＴＴ液２０μＬ，继续于孵育箱培养
４ｈ，去上清液，加入 １０％ＳＤＳ液 ２００μＬ／孔，
３７℃温箱过夜后在闪烁扫描酶标仪上５７０ｎｍ波长
检测吸光度（Ａ）值［１１］。

２５统计学方法

实验结果数据以（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１３０
统计软件进行 ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ方差分析。Ｐ＜００５
表示差异具有统计学意义。

３　结果

３１多糖组分

粗多糖经过 ＤＥＡＥ纤维素柱洗脱后，得３个洗
脱峰，从左至右分别命名为ＣＳＭＰ６０Ａ（去离子水洗
脱），ＣＳＭＰ６０Ｂ（０２５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＨＣＯ３洗脱），ＣＳＭＰ
６０Ｃ（０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＨＣＯ３洗脱），结果见图１。

图１　ＣＳＭＰ６０在ＤＥＡＥ纤维素柱洗脱曲线

ＣＳＭＰ６０Ｂ进一步用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００纯化，用苯
酚硫酸法测定 λ＝４９０ｎｍ的吸收峰，用 λ＝２８０ｎｍ
检测非糖物质的吸收峰。最终 ＣＳＭＰ６０Ｂ组分经过
凝胶柱色谱分离得到单一峰，收集 ４３管至 ６３管，
得到ＣＳＭＰ６０ＢＩ，结果见图２。

图２　ＣＳＭＰ６０Ｂ在ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱洗脱曲线

３２多糖纯度及峰高分子量

运用高效凝胶渗透色谱法测得 ＣＳＭＰ６０ＢＩ峰
高分子量３２３３６Ｄａ，而且峰型为单一对称峰，结果
见图３。

图３　ＣＳＭＰ６０ＢＩ的高效凝胶渗透色谱图

３３单糖组成

运用毛细管电泳测得 ＣＳＭＰ６０ＢＩ的单糖组成
及比例为木糖阿拉伯糖葡萄糖半乳糖甘露糖
（００９∶０２０∶１００∶３７０∶３５８）。标准单糖混合物和
ＣＳＭＰ６０Ｂ１单糖混合物的 ＣＥ图谱分别见图 ４和
图５。
３４ＣＳＭＰ６０ＢＩ对ＣｏｎＡ抑制 ＬＯ２细胞增殖活性的
影响

　　模型组 ＣｏｎＡ对 ＬＯ２细胞增殖活性具有明显抑
制作用，ＣＳＭＰ６０ＢＩ低、中、高剂量均对 ＣｏｎＡ抑
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制ＬＯ２细胞增殖活性有拮抗作用，且呈现一定的量
效关系，结果见表１。

注：１氨基葡萄糖；２木糖；３阿拉伯糖；４葡萄糖；
５鼠李糖；６岩藻糖；７半乳糖；８甘露糖；９葡萄糖
醛酸；１０半乳糖醛酸。

图４　标准单糖ＰＭＰ衍生物的ＣＥ图谱

注：１木糖；２阿拉伯糖；３葡萄糖；４半乳糖；５甘露糖。

图５　ＣＳＭＰ６０ＢＩ单糖衍生物的ＣＥ图谱

表１　ＣＳＭＰ６０ＢＩ对ＣｏｎＡ抑制ＬＯ２细胞增殖活性的影响
组别 Ａ５７０ｎｍ

正常组 ０４０２±００１１

模型组 ０１９２±００１２

１０μｇ·ｍＬ－１组 ０２８０±００２１＃＃

５０μｇ·ｍＬ－１组 ０４１３±００４６＃＃＃

２５０μｇ·ｍＬ－１组 ０４７８±００１６＃＃＃

注：与正常组比，Ｐ＜０００１；与模型组比，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１。

４　讨论

将发酵虫草菌粉在６０℃进行连续提取，制备粗
多糖。利用 ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ离子交换树脂柱色谱和
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶柱色谱对发酵虫草菌粉粗多糖
进行纯化后得到白色粉末ＣＳＭＰ６０ＢＩ。

高效凝胶渗透色谱法具有操作简单、快速、灵

敏、重复性好和样品量少等特点，成为目前测定多

糖相对分子质量及其分布最理想的方法。应用高效

凝胶渗透色谱法对 ＣＳＭＰ６０ＢＩ进行纯度鉴定，确
定其为分子量均一的多糖，峰高分子质量为３２３３６。
当然，通常所谓的多糖纯品实质上是一定相对分子

质量范围的均一组分，它的纯度只代表相似链长的

平均配布。

多糖的单糖组成分析必须使用高效的分离技术，

方可实现多糖组成单糖的有效分离。多糖单糖组成

分析较常用的方法有薄层色谱法、气相色谱法、

ＨＰＬＣ、毛细管电泳法、离子色谱法等。毛细管电泳
法具有样品用量少、时间短、灵敏度高、分离效果

明显等优点，采用毛细管电泳法对 ＣＳＭＰ６０ＢＩ进
行单糖组成分析，结果显示 ＣＳＭＰ６０ＢＩ的单糖主
要为葡萄糖、半乳糖、甘露糖以及少量木糖和阿拉

伯糖。关于 ＣＳＭＰ６０ＢＩ的结构分析，将随着实验
的深入另文报道。

已有研究显示，高浓度ＣｏｎＡ对肝细胞有损伤作
用［１２］，能抑制细胞增殖。而 ＣＳＭＰ６０ＢＩ加入后，
这种抑制作用大大减弱，在一定范围内，随着剂量

增加，甚至促进肝细胞的增殖。这一结果提示，

ＣＳＭＰ６０ＢＩ可能对肝细胞有保护作用，其确切的保
肝作用尚有待体内实验的进一步证实。
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