
收稿日期: 2010- 10- 08

基金项目: 青海省科技厅支撑项目 ( 0733211D01)

作者简介: 张唐伟 ( 1987- ) , 男, 山东菏泽人, 硕士研究生,

研究方向:药用植物化学; E - ma i:l zhangtangw e i04

@ 163. com

* 通讯作者: 李天才, E- m ai:l tc l@i nw ipb. ac. cn

do:i 10. 3969/ .j issn. 1006- 9690. 2011. 03. 010

地木耳多糖的提取与纯化研究
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摘 要 对地木耳采用水提醇沉法获得的地木耳多糖粗提取物, 采用 Sevage法脱蛋白质、醇沉, 干燥得粗多糖,进

一步用 DEAE- 52纤维素柱层析分离纯化, 用纸色谱和琼脂糖凝胶电泳对洗脱组分进行纯度鉴定。结果表明:

Sevage法脱蛋白 7次可脱除 94%的蛋白质,多糖得率为 13. 75%。DEAE- 52纤维素柱层析后得到 10种组分,浓缩

干燥后得到白色粉末状多糖组分 ,每个组分经过纯度鉴定后均为单一的多糖。选择水和 NaC l溶液为洗脱剂的温

和条件分离纯化多糖效果较好。
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Study on Isolation and Purification of Polysaccharides
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Abstract Po lysaccharidesw ere prepared from N ostoc commune Vauch. The crude po lysaccharidesw ere

ex tracted from the dried pow er o fN ostoc communeV auch by d istilled w ater extraction and ethanol precipi

tation, w hile the protein w as removed w ith Sevage s method. A fter being further desiccat ion, these po ly

sacchar ides w ere purif ied by DEAE - 52 cellulose co lumn chromatog raphy, and was proved to be pure

through PC and agarose ge l e lectrophoresis. The results show ed that Sevage s deprote in method can ge t

rid of 94% pro tein w ith the y ie ld of polysacchar ide as high as 13. 75%. The po lysaccharides w ere further

purified into ten componen t by DEAE- 52 cellu lose co lumn chroma tography w ith w ater and sodium elu

t ion, each component is a sing le po lysaccharide wh ich proved through PC and agarose ge l electrophoresis.

W ater and N aC1 as elu tion so lvent can lead to good purify ing effic iency on po lysaccharides.

Key words N ostoc commune Vauch; polysacchar ides from N ostoc commune Vauch; co lumn chrom atog

raphy; iso lation; purificat ion

地木耳 (Nostoc commune Vauch)俗称地皮菜、地

耳、鼻涕肉、地踏菜、地软、地衣、地捡皮等,为藻类蓝

藻纲念珠藻科 ( Nostocaceae)念珠藻属植物念珠藻

(N ostoc commune Vauch )的藻体。它与发菜 ( N.

f lagelliform e )、葛仙米 (N ostoc sphaeroides Ku tzing )为

同属植物
[ 1]
。自然生长的地木耳为草绿色, 粘球

状, 植物体常集合形成肉眼可以看见有胶状球形或

不规则的扩展群。地木耳不耐干旱,在干旱脱水后,

藻体呈叶状薄片,易碎裂,潮湿吸水后又呈不规则形

的隆起,裂叶状扩展,深绿色。地木耳的藻丝在胶鞘
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内无规则地排列,在藻体的繁殖发育期有异形胞存

在
[ 2]
。地木耳是世界广生种,主要分布在石灰石区

和喀斯特岩溶地带。在我国几乎都有分布, 资源丰

富,并且生命力极强,即使休眠几十年, 一遇水又马

上恢复生机。地木耳一般在夏秋季雨后采收, 去杂

质洗净,鲜用或晒干
[ 3]
。据研究地木耳含有丰富的

蛋白质、多糖、维生素、钙、磷、铁等, 本草纲目 记

载:地木耳气味甘、平、无毒, 主治明目益气, 补肾。

中国药典 记载: 野生地木耳对补充维生素、蛋白

质、清热解毒、凉血明目、夜盲、皮疹赤热等有明显滋

补食疗效果。目前对地木耳多糖的研究较少, 本实

验对地木耳多糖的提取、分离、纯化及纯度鉴定进行

了研究,旨在为地木耳的进一步开发利用提供基础

数据。

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂

地木耳于 2009年采自青海省西宁市西山。采

回后自来水洗净泥沙, 然后用蒸馏水清洗, 自然晾

干,粉碎。

DEAE- 52W hatman公司; 透析袋 (截留量为

3000) Wha tman公司; 无水乙醇、丙酮、石油醚、氯

仿、正丁醇、浓硫酸、苯酚、甲苯胺蓝、琼脂糖及巴比

妥钠等。

1. 2 仪器与设备

DYY - 12型电脑三恒多用电泳仪 (水平电泳

槽 ) ,北京六一仪器厂; 721可见光分光光度计, 上海

仪器厂;电子天平, 美国派布洛克公司; RE- 52AA

旋转蒸发仪, 上海亚荣生化仪器厂; 循环水式多用

真空泵 SHB- III, 陕西太康生物科技有限公司。

1. 3 方法

1. 3. 1 地木耳多糖的提取

称取 100 g干燥的粉碎过筛的地木耳粉末, 用

800mL 80%乙醇浸泡 24 h去脂
[ 4]
, 用双层纱布过

滤。滤渣风干后用 60倍蒸馏水 90 水浴浸提 5

次,每次 3 h,合并提取液,旋转蒸发浓缩, 用 Sevage

法
[ 5]
多次脱蛋白至蛋白质除尽为止, 透析, 旋转蒸

发浓缩,加入 95%乙醇使醇浓度达到 70% , 于 4

冰箱中醇沉过夜,离心,沉淀物依次用无水乙醇,丙

酮和石油醚洗涤,在烘箱中 60 干燥得白色的地木

耳精制多糖,备用。

1. 3. 2 地木耳多糖的分离与纯化

将地木耳精制多糖用蒸馏水配成 3 mg /mL的

溶液, 5 000 r/m in离心 10 m in后, 取 150 mL进行

DEAE- 52纤维素阴离子交换色谱层析,用蒸馏水、

0. 1~ 0. 5 mo l/L的 NaC l以 1 mL /m in的流速洗脱,

每 10 m in收集一管, 用苯酚 -硫酸法
[ 6]
在 490 nm

波长处逐管检测。

1. 3. 3 纯化多糖的纯度鉴定

1. 3. 3. 1 纸层析法
[ 7 ]

新华 2号滤纸, 点样量为

0. 5%纯化多糖水溶液 20 L; 展层剂为正丁醇 浓

氨水 水 ( 40 50 5) ,饱和 2 h, 上行层析, 室温展层

6 h,取出后吹干,染色液 0. 1%甲苯胺蓝, 95%乙醇

漂洗至背景褪色,吹干。

1. 3. 3. 2 琼脂糖凝胶电泳
[ 8]
胶浓度 0. 6% ,厚 3

mm;上样液: 纯多糖溶液 20 L ( 10mg /mL ), 10%

甘油 5 L。指示剂: 溴酚蓝。电泳缓冲液: 0. 075

mol /L巴比妥缓冲液 ( pH8. 6) ;电压: 110 V, 电泳 2

h,染色液 0. 1%甲苯胺蓝; 脱色液为乙醇 水 醋酸

= 5 5 0. 1。

1. 3. 4 地木耳多糖的理化性质

观察地木耳多糖的颜色、状态和溶解情况,并进

行化学性质实验, 如茚三酮反应, M olish反应、碘 -

碘化钾反应、苯酚 -硫酸反应。

1. 3. 4. 1 茚三酮反应 取 1. 0 mL多糖水解液

( 1. 0 mg /mL)于试管中, 加茚三酮试剂 1. 0 mL, 在

沸水中加热 20m in, 冷却后观察。分别取蒸馏水和

小牛血清溶液 ( 1. 0 mg /mL) 1 mL作为对照。

1. 3. 4. 2 M o lish反应 取 1. 0 mL样品溶液 ( 1. 0

mg /mL)于试管中,然后加 2滴 Molish试剂 ( - 萘

酚 ) ,摇匀。倾斜试管,沿管壁加入约 1 mL浓硫酸,

小心竖直后,仔细观察两层液面交界处的颜色变化。

以蒸馏水和淀粉 ( 1. 0mg /mL)作为对照。

1. 3. 4. 3 碘 -碘化钾反应 在白瓷板的凹孔中加

入 200 L多糖样品溶液 ( 1. 0mg /mL),滴加碘 -碘

化钾溶液 50 L观察颜色的变化。以蒸馏水为阴性

对照, 0. 5%的淀粉指示液为阳性对照。

1. 3. 4. 4 苯酚 -硫酸反应 取 1. 0mL多糖样品溶

液 ( 1. 0mg /mL)置试管中, 加 5%的苯酚 -硫酸 600

L,再加入浓硫酸 625 L, 振荡, 观察颜色的变化。
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以蒸馏水为阴性对照。

2 结果与分析

2. 1 地木耳多糖的提取

100 g地木耳干粉水提经 7次 Sevage法除蛋白

后可得到 13. 75 g粗多糖, 多糖得率为 13. 75% ,

Sevage法脱蛋白 7次可脱除 94%的蛋白质。

2. 2 地木耳多糖的分离与纯化

用 DEAE- 52纤维素阴离子交换色谱将地木耳

多糖不同组分分离:粗多糖溶解上样后,分别用蒸馏

水、0. 1 ~ 0. 5 mol /L N aC l梯度洗脱, 用苯酚 -硫酸

法跟踪检测,洗脱曲线如图 1所示。可见,分离效果

较好, 有明显的 10个洗脱峰,且峰形比较对称, 分别

代表 10个组分 NCP1 - 10。根据峰面积大小, 确定

收集含量较多的组分 NCP3、NCP4、NCP5、NCP7, 将

这些组分合并浓缩,干燥待用。

图 1 洗脱曲线

2. 3 地木耳多糖的纯度鉴定

地木耳多糖洗脱组分经过纸色谱后得到单一斑

点,琼脂糖电泳后是单一的条带,而且不同的多糖之

间的迁移率不同,从而说明分离纯化的多糖是单一

的多糖,而且是不同的多糖。

2. 4 理化性质分析

结果显示, M o lish反应呈阳性,硫酸 -蒽酮反应

呈阳性,说明提取物为多糖; 碘 -碘化钾反应呈阴

性,说明为非淀粉多糖;茚三酮反应呈阴性, 说明样

品不含蛋白、多肽或氨基酸。

3 讨 论

( 1)多糖广泛存在于植物、动物、微生物 (细菌

和真菌 )中, 来源广泛, 其中研究较早的是从细菌中

得到的各种荚膜多糖,它在医药上主要用于疫苗生

产。近几十年来,人们发现从植物中,特别是具有中

国特色的中草药中提取的多糖具有非常重要与特殊

的生理活性,这些多糖参与了细胞的各种活动,具有

多种多样的生物学功能, 如参与生物体的免疫调节

功能、降血糖、降血脂、抗炎抗疲劳、抗衰老等
[ 9]
。

但对于藻类多糖提取、分离纯化及生物活性的研究,

国内目前较少报道。

( 2)地木耳粉末经过 60倍蒸馏水 90 热水每

次 3 h浸提 5次后, 经过 Sevage法脱蛋白后多糖得

率为 13. 75,这比范群艳
[ 10 ]
等提取地木耳多糖的得

率高,究其原因可能是地木耳采自于西北干旱地区,

生存环境恶劣,为了抵抗恶劣的生活环境其体内的

多糖含量增加;另外, 提取次数增多、提取时间延长

都能够增加多糖的得率。

( 3)多糖脱蛋白的方法有 Sevage法、三氯三氟

乙烷法、三氯乙酸法、酶法等。 Sevage法条件温和,

缺点是效率不高,一次只能去除少量蛋白质,必须重

复多次操作 (一般要重复 5~ 7次左右 ) , 才可去除

蛋白质,多糖因此而大量损失:三氯三氟乙烷法效率

较高,但沸点较低, 易挥发,不宜大量使用;三氯乙酸

法较为剧烈,往往会引起某些多糖的降解;酶法效率

较高,但易使多糖 -蛋白质的复合物分解,造成某些

多糖 -蛋白质复合物特有的生理活性降低
[ 11]
。本

研究选用 Sevage法脱蛋白, 实验结果显示, 随着脱

蛋白次数的增加, 地木耳多糖和蛋白质的吸光值均

有不同程度的下降,但是随着脱蛋白次数的增加蛋

白质的含量逐渐平稳,因此本研究脱蛋白 7次,脱蛋

白后,蛋白含量为脱蛋白之前的 6% ,多糖损失为脱

蛋白前的 86%, 基本达到了脱蛋白的目的, 如果再

进一步脱蛋白多糖损失会加大。

离子交换色谱是通过载体表面带电基团与样品

离子和淋洗离子进行可逆交换、离子偶极作用和离

子吸附实现色谱分离。不同的多糖在一定 pH条件

下, 所带电荷不同, 则可根据各多糖上电荷的差异而

达分离目的, DEAE-纤维素常用作离子交换色谱的

柱填充材料, 对多糖进行分离纯化。本研究以 DE

AE-纤维素为柱填充材料,对提取的地木耳多糖进

行纯化,用蒸馏水、0. 1~ 0. 5 mo l/L N aC l为洗脱剂

洗脱后得到 10种洗脱组分,通过纸色谱和琼脂糖凝
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胶电泳鉴定洗脱组分为单一的多糖组分, 从而说明

通过离子交换色谱可以对地木耳多糖达到很好的分

离效果。

4 结 论

( 1)采用水提醇沉法提取地木耳多糖, 在用 60

倍蒸馏水 90 水浴浸提 5次, 每次 3 h, 得率为

13. 75% ,提取液使用 Sevage法脱蛋白 7次可脱除

94%的蛋白质,这样可以减少多糖的损失。

( 2)在地木耳多糖的分离纯化过程中应选择较

为温和的条件,用水和不同浓度 NaC1溶液为洗脱

剂,避免剧烈的条件使多糖发生降解。DEAE - 52

纤维素柱层析柱洗脱后得到 10种多糖组分,各个组

分经过纸色谱和琼脂糖凝胶电泳纯度鉴别后均为单

一的多糖组分。
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