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硫磺菌多糖的分离纯化及体外抗氧化、

抗肿瘤活性初探
△

胡亚平１，王锦１，郑丽１，田新利１，代玲１，林玲辉１，王立安２

（１邢台医学高等专科学校，河北　邢台　０５４０００；２河北师范大学生命科学学院，河北　石家庄　０５００２４）

［摘要］　目的：将硫磺菌子实体粗多糖进行分离纯化，对纯化产物进行理化特性和抗氧化抗肿瘤活性的检测。
方法：硫磺菌子实体干粉采用水提醇沉、Ｓｅｖａｇｅ法去蛋白制备得粗多糖，采用 ＤＥＡＥ５２色谱柱分离纯化粗多糖，通
过扫描电镜（ＳＥＭ）、红外光谱（ＩＲ）和氢核磁共振谱（１ＨＮＭＲ）对纯化后的多糖进行检测，采用清除ＤＰＰＨ自由基和
ＭＴＴ法检测多糖活性。结果：硫磺菌子实体分离得到三种多糖组分（ＬＳＰＳⅠ、ＬＳＰＳⅡ、ＬＳＰＳⅢ）。ＬＳＰＳⅠ和
ＬＳＰＳⅡ多糖的含量分别为８５４３％ 和８０１２％；ＬＳＰＳⅠ呈现片状结构，ＬＳＰＳⅡ呈现不规则多面体结构；ＬＳＰＳⅠ和
ＬＳＰＳⅡ均具有糖类物质的吸收峰且为α构型；ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ均表现出较强的清除ＤＰＰＨ自由基活性，ＥＣ５０值分

别为１０７４、１５６７ｍｇ·ｍＬ－１。ＬＳＰＳⅡ对人胃癌细胞株 ＢＧＣ的增殖有较强的抑制作用，ＩＣ５０值为 ８４８μｇ·ｍＬ
－１。

结论：硫磺菌子实体粗多糖的分离纯化产物ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ均有较强的抗氧化活性，ＬＳＰＳⅡ还有一定的抗胃癌细
胞作用。

［关键词］　硫磺菌多糖；ＤＰＰＨ自由基；抗氧化；人胃癌细胞株 ＢＧＣ；抗肿瘤
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硫磺菌（Ｌａｅｔｉｐｏｒｕｓｓｕｌｐｈｕｒｅｕｓ）又名黄芝、硫磺多
孔菌、硫色多孔菌，独立或者呈簇生长于腐烂的落

叶或针叶树种的原木、树桩和树干上，是一种有重

要利用价值的食用兼药用真菌，广泛分布于欧洲、

亚洲和北美洲的美国［１］。张津等优化了从硫磺菌子

实体中提取水溶性多糖的提取工艺［２］；ＬｕｎｇＭＹ
从硫磺菌菌丝体和发酵液中分别提取胞内多糖和胞

外多糖，发现它们均具有一定的抗氧化活性［３］；闫

梅霞等发现硫磺菌菌丝体粗多糖对小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌
具有一定的体内抑制作用，最大抑制作用达到了

３５７％［４］；王娟等发现硫磺菌摇瓶发酵液的乙酸乙

酯提取物对８种植物病原菌、１种霉菌、７种细菌都
有较为显著的抗菌作用［５］。目前对于硫磺菌多糖的

研究相对较少，特别是关于硫磺菌多糖的纯化和结

构的研究还鲜见报道。

本实验室前期已完成了硫磺菌野生菌种的驯化。

本实验以实验室培育的硫磺菌子实体为材料提取粗

多糖，进行分离纯化，并对纯化后的多糖进行了理

化特性的研究，以及体外抗氧化活性和抗肿瘤活性

的初步探究，以期为硫磺菌多糖的进一步研究和开

发提供科学依据。

１　材料与方法

１１材料与试剂

硫磺菌子实体，由河北师范大学真菌生化与分

子生物学实验室种植；人胃癌 ＢＧＣ８２３细胞株，保
存于河北师范大学真菌生化与分子生物学实验室，

液氮冻存，按常规方法传代培养。

１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、２，６二叔
丁基对甲酚（ＢＨＴ）、噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）、顺铂（ＤＤＰ），北京索莱宝科技有限公司；
胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养基，浙江天杭生物科技公
司；实验室用水均为超纯水，其余所用试剂均为分

析纯。

１２主要仪器设备

ＶＥＲＴＥＸ７０傅立叶变换红外拉曼红外显微镜
联用光谱仪，德国布鲁克；Ｓ４８００冷场发射扫描电
子显微镜，日本日立；ＢｉｏＬｏｇｉｃＬＰ色谱系统，Ｂｉｏ
ＲＡＤ公司；ＭＵＬＴＩＳＫＡＮＧＯ酶标仪，Ｔｈｅｒｍｏ美国。

１３硫磺菌多糖的制备及分离纯化

１３１粗多糖的制备　新鲜硫磺菌子实体，烘干机干

燥，粉碎后得到硫磺菌子实体干粉，称重得质量ｍ１，
向其中加蒸馏水加热浸提三次（液料比２０ｍＬ·ｇ－１，
８０℃，４ｈ），真空抽滤，合并滤液，旋转蒸发仪
６０℃浓缩，将得到的浓缩液采用 Ｓｅｖａｇｅ法除蛋
白［６］，弃掉有机相和蛋白层，得到水相层，重复脱

蛋白操作直至无蛋白层析出。向收集的水相层加入

４倍体积无水乙醇，于 ４℃冰箱静置醇沉过夜，
４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，真空冷冻干燥，得到硫
磺菌粗多糖（ＬＳＰＳ），称重得质量 ｍ２。按公式（１）计
算ＬＳＰＳ得率。

ＬＳＰＳ得率（％）＝ｍ２／ｍ１×１００％ （１）
１３２ＤＥＡＥ５２柱色谱　取硫磺菌粗多糖１５０ｍｇ溶
于１０ｍＬ蒸馏水中，配成１５ｍｇ·ｍＬ－１的多糖水溶
液，进行ＤＥＡＥ５２离子交换柱色谱，所用色谱柱规
格为 １５ｃｍ ×２３ｃｍ。以 ０、０１、０３、０５、
０７ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＣｌ溶液进行梯度洗脱，控制流速
为２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，以４ｍＬ／管收集洗脱液，使用苯
酚硫酸法进行多糖显色，并在 ４９０ｎｍ下测量其吸
光度，直到无多糖组分流出，共收集６０管。以洗脱
管数为横坐标，吸光度为纵坐标绘制洗脱曲线图，

合并洗脱峰部分，６０℃浓缩，－２０℃真空冷冻干燥
后置于－２０℃冰箱中保存备用。

１４扫描电镜观察

取适量冻干的多糖样品粉末，通过双面胶粘

在样品台上，清除多余的不能被粘附在样品台上

的粉末，使得样品台上只保留一层薄薄的待测样

品。喷镀金原子，用扫描电子显微镜观察样品表

面并拍照。

１５葡萄糖标准曲线的绘制及多糖含量的测定

１５１葡萄糖标准曲线的绘制　采用苯酚硫酸法，参
考文献方法［７］稍做改动。用蒸馏水配制１０ｍｇ·ｍＬ－１

的葡萄糖标准液。取１０只１００ｍＬ容量瓶，分别加
入０、０２、０４、０６、０８、１０、１２、１４ｍＬ葡萄
糖标准液，定容至刻度。各取２ｍＬ样品放入试管内，
分别加入５％苯酚溶液１ｍＬ，浓硫酸５ｍＬ，混匀。冷
却至室温后，用酶标仪于４９０ｎｍ处测吸光度值，以
吸光度值（Ｙ）为纵坐标，葡萄糖含量（μｇ·ｍＬ－１，Ｘ）
为横坐标，绘制葡萄糖标准曲线。得到标准曲线方

程式为Ｙ＝ａＸ＋ｂ。
１５２多糖含量的测定　用蒸馏水配制一定浓度的
多糖溶液，浓度为ｗ（μｇ·ｍＬ－１），取１ｍＬ的多糖溶
液用上述的硫酸苯酚法检测，得到吸光度值 Ａ１。按

·２３１１·
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公式（２）计算多糖含量。
　　多糖含量（％）＝（Ａ１－ａ）／ｗｂ×１００％ （２）
　　式中：Ａ１为用苯酚硫酸法测定的吸光度值；ａ、
ｂ为葡萄糖标准曲线公式中的系数值；ｗ为多糖溶
液浓度（μｇ·ｍＬ－１）。

１６红外光谱扫描

取２ｍｇ左右干燥的多糖样品，与 ３００ｍｇ左右
ＫＢｒ粉末，红外灯下在玛瑙研钵中轻轻研匀压片，
进行红外光谱扫描，扫描范围４０００～４００ｃｍ－１。

１７氢谱分析

取多糖 １０ｍｇ左右，溶于 ０５ｍＬ重水（Ｄ２Ｏ）

中，用６００ＭＨｚ核磁共振仪测定。

１８体外抗氧化、抗肿瘤活性测定

１８１抗氧化活性　采用 ＤＰＰＨ自由基（ＤＰＰＨ·）清
除能力的测定法，参考文献方法［８］稍做改动。用无

水乙醇配制０２ｍｏｌ·Ｌ－１ＤＰＰＨ·工作液，将待测多
糖配成不同浓度的样品液，以同一浓度 ＢＨＴ为阳性
对照，依次向９６孔板中加入１００μＬ不同浓度的样
品液，１００μＬ的 ＤＰＰＨ工作液，室温下暗反应震荡
３０ｍｉｎ，酶标仪测定５１７ｎｍ处的吸光度值 Ａ。按公
式（３）计算ＤＰＰＨ·清除率。

清除率（％）＝［Ａ０（ＡｉＡｊ）］／Ａ０×１００％ （３）
　　式中：Ａｉ为１００μＬＤＰＰＨ·工作液 ＋１００μＬ样
品液的ＯＤ５１７；Ａｊ为１００μＬ无水乙醇 ＋１００μＬ样品
液的ＯＤ５１７；Ａ０为１００μＬＤＰＰＨ·工作液＋１００μＬ蒸
馏水的ＯＤ５１７。
１８２抗肿瘤活性　采用 ＭＴＴ法，参考文献方法［９］

稍做改动。用ＲＰＭＩ１６４０将待测多糖配成不同浓度
的多糖样品液，以同一浓度顺铂为阳性对照。取对

数生长期的ＢＧＣ胃癌细胞，以１×１０５个·ｍＬ－１细胞
浓度接种于９６孔培养板中，每孔加入１００μＬ，于二
氧化碳培养箱（５％ ＣＯ２，３７℃）培养２４ｈ后，加入
１００μＬ多糖样品液，阴性对照组中加１００μＬ的无血
清培养基，并设空白孔。培养４８ｈ后，离心弃去上
清，每孔加 １００μＬＭＴＴ（１ｍｇ·ｍＬ－１），继续培养
４ｈ后，离心（２０００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ）弃上清，每孔
加二甲基亚砜 １５０μＬ，震荡１０ｍｉｎ，用酶标仪检测
５７０ｎｍ的吸光度值 Ａ。按公式（４）计算癌细胞增殖
抑制率。

癌细胞增殖抑制率（％）＝（１Ａｓ／Ａ０）×１００％

（４）

式中：Ａｓ为实验组吸光度值；Ａ０为空白对照组
吸光度值。

１９数据处理

本实验进行三次平行实验，测定结果以平均

值±标准差（ＳＤ）表示，数据分析采用 ｏｒｉｇｉｎｐｒｏ７５、
ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ软件和ＩＣ５０软件。

２　结果与分析

２１多糖的制备及分离纯化

从４０ｇ硫磺菌子实体干粉中得到的硫磺菌粗多
糖（ＬＳＰＳ）为２８２ｇ，计算得粗多糖得率为７０５％。

采用ＤＥＡＥ５２离子交换柱对 ＬＳＰＳ１５０ｍｇ进行
分离纯化，梯度洗脱曲线如图１所示。用水和不同
浓度的ＮａＣｌ溶液洗脱，共得到三个洗脱峰，合并各
洗脱峰组分，分别对其减压浓缩，冷冻干燥后共收

集得到３个纯化后的多糖组分，分别命名为 ＬＳＰＳ
Ⅰ、ＬＳＰＳⅡ和 ＬＳＰＳⅢ，其中 ＬＳＰＳⅠ为水洗脱得
到，共获得 ３６ｍｇ；ＬＳＰＳⅡ 和 ＬＳＰＳⅢ 分别为
０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ和 ０３ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ洗脱得到，
分别获得２４ｍｇ和４ｍｇ。计算得 ＬＳＰＳⅠ、ＬＳＰＳⅡ
和ＬＳＰＳⅢ的得率分别为２４％、１６％和２７％。因为
ＬＳＰＳⅢ含量太少后续未对其做进一步研究，仅对
ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ进行了研究。

图１　硫磺菌粗多糖经ＤＥＡＥ５２离子交换柱的
梯度洗脱曲线

２２物理性状和扫描电镜观察

图２是ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ的电子显微镜扫描结
果，给出了多糖样品的表面结构特征。

冷冻干燥后的多糖组分ＬＳＰＳⅠ呈现白色透明冰晶
状，１万倍放大后在扫描电镜下形态如图２Ａ所示，
呈透明玻璃状，其表面光滑，并伴有一些小的凹槽；

冻干后的ＬＳＰＳⅡ呈现白色粉末状，１万倍放大后在扫
·３３１１·
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描电镜下形态如图２Ｂ所示，呈不规则的砖块状。可
见ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ为两种不同的多糖。

图２　ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ的扫描电镜图

２３葡萄糖标准曲线及多糖含量

以葡萄糖溶液的浓度为横坐标，４９０ｎｍ吸光值
为纵坐标，绘制标准曲线，数据处理后得标准曲线

回归方程：Ｙ＝０００８Ｘ－００３０，ｒ＝０９９７。实验表
明葡萄糖浓度在０～１２０μｇ·ｍＬ－１范围内，吸光度与
葡萄糖浓度呈良好的线性关系。通过葡萄糖标准曲

线方程，计算得到，硫磺菌粗多糖（ＬＳＰＳ）的多糖含
量为（３９１３±１０２）％。经过 ＤＥＡＥ５２色谱柱得到
纯化的硫磺菌多糖 ＬＳＰＳⅠ和 ＬＳＰＳⅡ，分别为
（８５４３±１２３）％和（８０１２±１１９）％。此结果表
明，经过ＤＥＡＥ５２纤维素色谱柱的纯化，硫磺菌多
糖的纯度有了明显的提高。

２４ＩＲ分析

ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ的红外光谱仪扫描结果见图
３。由图 ３可知，ＬＳＰＳⅠ在３４２１ｃｍ－１处有一明显
吸收峰，此为多糖特征性 ＯＨ的伸缩振动峰，是由
糖分子内或分子间氢键 ＯＨ伸缩振动而引起的吸
收，形宽且钝，说明羟基不是游离的，而是在分子

间发生了缔合［１０］；２９２７ｃｍ－１附近的吸收峰为次甲
基（－ＣＨ２）中ＣＨ的伸缩振动的吸收峰；１６５２ｃｍ

－１附

近的吸收峰为 Ｃ＝Ｏ伸缩振动峰［１１］；１４１９ｃｍ－１附

近的吸收峰可能是由ＣＯＯＨ中的 ＣＯ键伸缩振动或
是ＣＨ键的反对称伸缩振动和变角振动引起的［１２］；

１０２０ｃｍ－１附近的吸收峰是由 ＣＯＨ和吡喃糖环的
ＣＯＣ中的两种ＣＯ键的伸缩振动引起的［１３］。

图３　ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ的红外光谱图

ＬＳＰＳⅡ在３４２１ｃｍ－１处有吸收，这是 ＯＨ伸
缩振动，与 ＬＳＰＳⅠ 相似，说明羟基在分子间缔
合；２９３１ｃｍ－１附近的吸收峰为 ＣＨ伸缩振动；
１６５２ｃｍ－１附近的吸收峰为 Ｃ＝Ｏ伸缩振动峰；
１４１９ｃｍ－１附 近 有 与 ＬＳＰＳⅠ 相 似 的 吸 收 峰；
１０２４ｃｍ－１附近有与ＬＳＰＳⅠ相似的吸收峰。

综上所述，由红外图谱可知 ＬＳＰＳⅠ和 ＬＳＰＳⅡ
均具有明显的糖类化合物的特征。

２５１ＨＮＭＲ分析

ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ的１ＨＮＭＲ分析见图４。１ＨＮＭＲ
主要解决多糖结构中糖苷键构型及结构中氢个数比的

问题，但是由于非异头质子化学位移δ相近，且有部
分重叠现象，使多数质子信号较难解析，一般β型异
头质子区域化学位移位于δ４４～５０，α型异头质子
区域化学位移位于δ５０～５５［１４］。ＬＳＰＳⅠ的 １ＨＮＭＲ
信号中有 δ５３５、５１７和５１４，ＬＳＰＳⅡ的１ＨＮＭＲ信
号有δ５３９，ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ的１ＨＮＭＲ信号均集中在
δ５０～５５可见这两种多糖均存在α糖苷构型异头氢。

·４３１１·
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图４中化学位移在δ３４～４２之间的信号主要是糖残
基上 Ｃ２Ｈ到 Ｃ６Ｈ的信号位移峰

［１５］。综上分析结果

表明，ＬＳＰＳⅠ和 ＬＳＰＳⅡ均为主要以 α构型链接的
多糖。

图４　ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ的核磁共振氢谱图

２６对ＤＰＰＨ·的清除活性

由图５可知，ＬＳＰＳⅠ和 ＬＳＰＳⅡ与标准抗氧化剂
ＢＨＴ比较，对ＤＰＰＨ·均有一定的清除活性，两种多
糖在设定浓度范围内，随着样品浓度增大，清除率相

应提高，当样品浓度为 ６ｍｇ·ｍＬ－１时，ＬＳＰＳⅠ和
ＬＳＰＳⅡ的 ＤＰＰＨ·清除率分别为（４０６４±０３７）％和
（３５４９±２７９）％，但 阳 性 对 照 ＢＨＴ在 浓 度
１ｍｇ·ｍＬ－１时，ＤＰＰＨ·清除率已经达到７９８２％。计
算得，ＬＳＰＳⅠ和 ＬＳＰＳⅡ对 ＤＰＰＨ·清除率的 ＥＣ５０值分
别为１０７４和１５６７ｍｇ·ｍＬ－１，ＬＳＰＳⅠ对ＤＰＰＨ·的清
除活性优于ＬＳＰＳⅡ。

２７ＭＴＴ

通过检测发现ＬＳＰＳⅠ对 ＢＧＣ细胞增殖无抑制效
果，ＬＳＰＳⅡ对 ＢＧＣ细胞增殖的抑制效果见图６，与标
准抗肿瘤药物顺铂ＤＤＰ比较，对ＢＧＣ细胞有一定的
抑制作用，在设定浓度范围内，随着样品浓度增大，

抑制率相应提高，当ＬＳＰＳⅡ在浓度１０００μｇ·ｍＬ－１对
ＢＧＣ的抑制率达到了（５５６４±１３７）％，其ＩＣ５０值为
８４８μｇ·ｍＬ－１，表现出很强的体外抗肿瘤活性。

图５　ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ对ＤＰＰＨ·的清除作用

图６　ＬＳＰＳⅡ对ＢＧＣ细胞的抑制作用

３　讨论和结论

硫磺菌作为一种珍贵的食药用真菌，本实验室

已完成对其的野生驯化并高产栽培。本研究首次从

自行栽培的硫磺菌中得到了两个多糖组分ＬＳＰＳⅠ和
ＬＳＰＳⅡ。由于在多糖纯化中色素和蛋白质等杂质会
对其的分离造成干扰，所以在分离前期一般进行除

色素和蛋白的操作。本实验提取得到的硫磺菌粗多

糖本身颜色为白色无色素干扰，所以后期只进行了

Ｓｅｖａｇｅ法除蛋白的操作。
由于多糖的分子结构等与其生物学活性具有密

切的关系，弄清多糖的结构可以更深入的揭示其在

生命过程中的作用［１６］。多糖结构的检测手段有很

多，本实验主要采用 ＳＥＭ观察了ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ
的物理结构，采用苯酚硫酸法检测了它们的多糖纯

度，对于多糖纯度的检测，由于目前尚未找到比较

合适的标准品，因此通过各种方法得到的多糖纯度

仍是比较粗略的结果［１７］。采用 ＩＲ和１ＨＮＭＲ分析
了它们的糖键结构，表明 ＬＳＰＳⅠ和 ＬＳＰＳⅡ均具有
糖类物质的吸收峰且为α构型。

本实验采用清除 ＤＰＰＨ·实验评价 ＬＳＰＳⅠ和
ＬＳＰＳⅡ的体外抗氧化活性，结果显示这两种多糖均

·５３１１·
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具有较好的体外自由基清除能力，且均呈现良好的

剂量效应关系。本实验还探讨了 ＬＳＰＳⅠ和 ＬＳＰＳⅡ
对ＢＧＣ细胞的抑制作用，ＬＳＰＳⅡ对 ＢＧＣ细胞增殖的
具有较好的抑制效果。综上所述，分离自硫磺菌子实

体的多糖组分ＬＳＰＳⅠ和ＬＳＰＳⅡ可作为抗氧化剂和抗肿
瘤制品进一步研究，并应用于食品医药领域。
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