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摘 要: 分离纯化黄绿蜜环菌菌丝体粗多糖，提高多糖含量，以进一步应用于工业化生产。采用

DEAE-52 纤维素层析柱分离纯化黄绿蜜环菌菌丝体多糖，依次用水、0． 1 mol /L NaCl、0． 2 mol /L
NaCl、0． 4 mol /L NaCl、0． 8 mol /L NaCl 进行洗脱; 苯酚-硫酸法测定纯化后多糖含量，测定波长 490
nm，葡萄糖浓度与吸光度的回归方程为 A = 6． 3137X + 0． 2156Ｒ2 = 0． 9909。黄绿蜜环菌菌丝体水体

粗多糖经 DEAE-52 纤维素层析柱分离纯化后，多糖含量达到 99%以上。经过中试试验验证提取及

分离纯化工艺适用于工业化生产。
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黄绿蜜环菌 ( Armillaria luteo-virens) ，又名黄蘑

菇，黄环菌，属担子菌亚门，层菌纲，口蘑目，口蘑科，

蜜环菌属。野生黄绿蜜环菌子实体中含丰富的蛋白

质、氨基酸、维生素、矿物质、挥发油和多糖等营养成

分［1-2］。在黄绿蜜环菌诸多的生物活性组分中，多糖

是发挥关键作用的主要组分之一，具有抗肿瘤作

用［3］。但是野生黄蘑菇自然产量低，且生长环境易

遭受破坏，多糖产量与质量不稳定［4］。已有关于黄

绿蜜环菌人工驯化［5］、深层发酵条件［6］、胞外多糖

发酵条 件［7］、子 实 体 多 糖［8］、菌 丝 体 多 糖 含 量 测

定［9］方面的研究，对于黄绿蜜环菌菌丝体多糖分离

纯化方面的研究很少。本文通过对人工驯化的黄绿

蜜环菌菌种进行深层发酵，利用 DEAE-52 纤维素柱

分离纯化菌丝体多糖，以期提高多糖的纯度为黄绿

蜜环菌多糖的深层开发及工业化生产提供依据。

1 材料与方法

1． 1 材料与仪器

黄绿蜜环菌菌种分离自青海省祁连县峨堡乡采

集的野生黄绿蜜环菌子实体，菌种经人工驯化、深层

发酵培养收集菌丝体，蒸馏水洗净，60℃烘干既得。

95%乙醇( 分析纯) 、NaOH ( 分析纯) 、HCl ( 分

析纯) 、苯酚( 分析纯) 、硫酸( 分析纯) 、Nacl ( 分析

纯) 、葡萄糖( 分析纯) 、阿拉伯糖( 分析纯) 、鼠李糖

( 分析纯 ) 、D-甘 露 糖 ( 分 析 纯 ) 、阿 拉 伯 糖 ( 分 析

纯) 、木糖( 分析纯) 、半乳糖( 分析纯) 、DEAE-52 纤

维素、实验用水为蒸馏水。
752 型紫外可见分光光度计( 上海精密科学仪

器有限公司) 、ＲE52-98 型旋转蒸发器( 上海亚荣生

化仪器厂) 、UPI-1-520T 型超纯水器( 成都超纯科技

有限公司) 、JP 300 型超声波提取器( 武汉嘉鹏电子

有限公司) 、YP 1002N 型电子分析天平 ( 上海精密

科学仪器有限公司) 、JDP-0． 2 型真空冷冻干燥机

( 兰州科近真空冻干技术有限公司) 、LXJ-Ⅱ离心沉

淀机( 涟水电讯电机厂) 、10 × 40 cm 层析柱、3 000
MW 透析膜等。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 黄绿蜜环菌菌丝体多糖的提取、分离和纯化

黄绿蜜环菌菌丝体→按料液比 1∶ 60 加水浸泡

12 h→超声 30 min→92 ℃水浴提取 3 次，每次 3 h，

合并滤液，浓缩→加入 4 倍体积的 95% 乙醇，沉淀

→抽滤，沉淀→真空冷冻干燥 12 h→既得黄绿蜜环
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菌菌丝体水提物粗多糖。
称取 200 g DEAE-52 填料，装于 10 × 40 cm 层

析柱中，2 mol /L NaOH 浸泡 24 h，水洗至中性; 1
mol /L HCl 浸泡 24 h，水洗至中性，备用。取上述糖

溶液，胶头滴管上样，依次用水( 约 10 L) 、0． 1 mol /L
NaCl( 9 L) 、0． 2 mol /L NaCl( 9 L) 、0． 4 mol /L NaCl
( 9 L) 和 0． 8 mol /L NaCl( 9 L) 洗脱，分别收集洗脱

液。将各组分洗脱液分别浓缩至适当体积，透析除

盐，然后对各组分进行减压冷冻干燥得 Fr1-Fr5 的

菌丝体多糖。
1． 2． 2 对照品及供试品溶液制备

精确称取已干燥的葡萄糖 100 mg，加水溶解，

转移至 100 mL 容量瓶中，加水定容至刻度，得 1
mg /mL 葡萄糖对照品溶液，备用。取 1． 2． 1 项下分

离所得 5 个流份( F1 ～ F5 ) 的多糖各 50 mg，溶于 50
mL 水中，得供试品溶液备用。
1． 2． 3 标准曲线测定

精密吸取葡萄糖对照品溶液 0． 2 mL、0． 4 mL、
0． 6 mL、0． 8 mL、1． 0 mL、1． 2 mL、1． 4 mL 和 1． 6
mL，加水补至 2． 0 mL，加饱和苯酚水溶液 0． 5 mL，

浓硫酸 7． 5 mL，室温放置 30 min，于 490 nm 处测定

吸光度值。
1． 2． 4 换算因子测定

精密移取 5 个供试品溶液各 1． 0 mL，按照标准

曲线项下的方法测定吸光度，计算出多糖中葡萄糖

的浓度，按下式计算出换算因子［10］。
F = W /CD

W 为多 糖 重 量 ( mg ) ，C 为 多 糖 中 葡 萄 糖 的 浓 度

( mg /mL) ，D 为多糖的稀释因素。测得 F1 = 1． 54、
F2 = 0． 85、F3 = 0． 98、F4 = 0． 95、F5 = 2( n = 3) 。
1． 2． 5 多糖含量测定

吸取供试品各 1． 0 mL，按照标准曲线项下的方

法测定吸光度，同时做 3 个重复，以标准曲线和下式

计算样品中多糖的百分含量。
多糖含量( % ) = CDF /W

C 为供试液葡萄糖浓度，D 为供试液的稀释因素，F
为换算因素，W 为供试品的重量。
1． 2． 6 回收率测定

采用加样回收法。取 5 个组分的供试品溶液各

5 份，每份 1 mL。每份样品分别加入标准葡萄糖溶

液 0． 1 mL、0． 2 mL、0． 3 mL、0． 4 mL、0． 5 mL，用蒸馏

水补至 2 mL，按照标准曲线项下方法测定吸光度，

计算加标回收率。
加标回收率 = ( 加标试样测定值 － 试样测定

值) ÷ 加标量 × 100%
1． 2． 7 黄绿蜜环菌菌丝体多糖的组成分析

多糖完全水解液，以葡萄糖、木糖、鼠李糖、D-甘
露糖、阿拉伯糖、半乳糖为标准对照，标准对照单糖

配制浓度为 5 mg /mL。将硅胶板在 105 ℃活化 0． 5
hr，用毛细管重复点样几次，吹风机吹干，在密闭层

析缸中展开。展开剂为正丁醇 ∶ 乙酸 ∶ 水( 4 ∶ 1 ∶ 5 ) ，

在室温下展开，展层结束后，在通风橱中挥干溶剂，

用苯胺-邻苯二甲酸显色剂喷雾，置 105℃烘箱中显

色 10min，由斑点确定样品的单糖组成［8］。
1． 2． 8 黄绿蜜环菌菌丝体多糖提取中试放大试验

取发酵所得黄绿蜜环菌菌丝体 5 kg，按照 1． 2．
1 项下的提取工艺提取黄绿蜜环菌菌丝体多糖，计

算粗多糖的得率并测定多糖含量。另取黄绿蜜环菌

菌丝体 50 kg，按照同样的工艺流程进行中试放大试

验，计算出多糖的得率并测定含量。
1． 2． 9 黄绿蜜环菌菌丝体多糖分离纯化中试放大

试验

取 1． 2． 8 中试试验所得粗多糖 5 kg，按照 1． 2． 1
项下的分离纯化工艺对黄绿蜜环菌菌丝体粗多糖进

行分离纯化，计算纯多糖的得率并测定多糖含量。
另取黄绿蜜环菌菌丝体多糖 50 kg，按照同样的分离

纯化工艺进行中试放大试验，计算多糖的得率并测

定含量。

2 结果与讨论

2． 1 菌丝体多糖提取、分离纯化结果

15． 3 g、12． 8 g、17． 6 g 干燥的黄绿蜜环菌菌丝

体按菌丝体多糖提取方法分别制得的菌丝体多糖

0． 3680 g、0． 2829 g、0． 4189 g，得 率 2． 405%、
2． 210%、2． 380%。黄绿蜜环菌菌丝体本工艺提取

多糖平均得率为 2． 3317%，ＲSD =4． 55%［9］。
黄绿蜜环菌菌丝体粗多糖 65 g，经 DEAE-52 分

离纯化，得到 5 个组分的的精制多糖分别为 Fr1 ( 水

洗) ，6． 0099 g，得率 9． 46% ; Fr2 ( 0． 1 mol /L NaCl 淋

洗) ，0． 9110 g，得率 1． 4% ; Fr3 ( 0． 2 mol /L NaCl 淋
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洗) ，0． 2767 g，得率 0． 43% ; Fr4 ( 0． 4 mol /L NaCl 淋

洗) ，0． 1458 g，得率 0． 23% ; Fr5 ( 0． 8 mol /L NaCl 淋

洗) ，0． 0546 g，得率 0． 084%。纯化多糖的总得率为

11． 38%
2． 2 标准曲线测定结果

苯酚-硫酸法测得标准曲线的回归方程: A =
6． 3137X + 0． 2156，Ｒ2 = 0． 9909，A 为吸光度值，X 为

葡萄糖浓度。结果表 明 葡 萄 糖 在 ( 0． 02 ～ 0． 16 )

mg /mL之间线性关系良好。回归方程见图 1。

图 1 葡萄糖标准曲线

2． 3 多糖含量测定结果

按照标准曲线项下多糖含量测定方法测定 5 个

纯化组分( Fr1 ～ Fr5) 供试品的多糖含量，每个组分

供试品重复测定 3 次，吸光度平均值见下表 1。
表 1 各流份多糖吸光度表

流份 Fr1 Fr2 Fr3 Fr4 Fr5

吸光度 0． 629 0． 952 0． 857 0． 877 0． 533

结果表明，经分离纯化，5 个流份供试品的多糖

含量分别是: 99． 45%、99． 45%、99． 96%、99． 75% 和

100%。根据相关文献［9］可知黄绿蜜环菌菌丝体水

提物多糖含量为 31． 21%，由此可见经分离纯化多

糖含量明显得到提高。
2． 4 回收率测定结果

按照标准曲线项下的多糖含量测定方法，测定

每个组分下加标试样多糖含量，按照加标回收率计

算公式，计算出每个组分的加标回收率及平均值，5
个组分供试品回收率见表 2。
2． 5 多糖组分分析结果

硅胶薄层层析结果表明，菌丝体多糖水解产物

的的组成为阿拉伯糖和木糖( 图 2) ［8］。

表 2 供试品回收率

组分 Fr1 Fr2 Fr3 Fr4 Fr5

回收率 103． 3% 102． 7% 99． 6% 100% 98． 2%
ＲSD 3． 1% 1． 9% 2． 4% 1． 5% 3． 6%

1． D-甘露糖 2． 阿拉伯糖 3． 木糖 4． 半乳糖 5． 葡萄糖 6． 鼠李

糖

图 2 薄层层析图

2． 6 黄绿蜜环菌菌丝体多糖提取小试及中试放大

试验

表 3 三批小试试验结果

编号 菌丝体量 /kg 粗多糖提取量 粗多糖得率 /% 多糖含量 /%

1 5 0． 118 2． 18 30． 76
2 5 0． 111 2． 21 29． 35
3 5 0． 114 2． 29 28． 57

表 4 三批中试试验结果

编号 菌丝体量 /kg 粗多糖提取量 粗多糖得率 /% 多糖含量 /%

1 50 1． 07 2． 14 28． 59
2 50 1． 04 2． 08 27． 74
3 50 0． 99 1． 98 28． 16

三批放大试验结果与小试结果基本一致。试验

方法可行，可以用于工业大生产中。
2． 7 黄绿蜜环菌分离纯化中试放大试验

表 5 三批小试试验结果

粗多

糖 /kg

纯化多糖 / g

Fr1 Fr2 Fr3 Fr4 Fr5

总纯化

多糖 / g

多糖得

率 /%

多糖含

量 /%

5 467． 05 67． 23 18． 07 9． 53 3． 86 565． 74 11． 31 96． 58
5 456． 13 64． 65 17． 66 9． 24 3． 94 551． 62 11． 03 97． 42
5 461． 68 68． 19 14． 87 8． 72 3． 83 557． 29 11． 16 98． 65

黄绿蜜环菌菌丝体多糖分离纯化工艺三批中试

试验与小试试验结果基本一致，可应用于工业分离

纯化黄绿蜜环菌菌丝体多糖。
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表 6 三批中试试验结果

粗多

糖 /kg

纯化多糖 / g

Fr1 Fr2 Fr3 Fr4 Fr5

总纯化

多糖 / g

多糖得

率 /%

多糖含

量 /%

50 4476． 15 637． 22 128． 56 79． 12 32． 52 5353． 57 10． 71 93． 67
50 4503． 55 649． 56 136． 28 68． 54 35． 67 5393． 6 10． 78 94． 35
50 4489． 64 658． 43 133． 49 73． 36 31． 98 5386． 9 10． 77 94． 13

3 结论

目前，对于多糖的纯化方法主要有，纤维素层

析、凝胶柱层析、亲和层析及阴离子交换柱层析［11］。
本文采用阴离子交换柱层析中的 DEAE-52 纤维素

柱层析分离纯化菌丝体多糖。DEAE-52 纤维素具

有较大的表面积，对大分子的吸附能力较弱，用一定

浓度的盐就可以洗脱下来，洗脱速度快。实验结果

表明 DEAE-52 分离纯化得到的 5 个组分多糖含量

均达到 99% 以上，取得了比较满意的结果。本方法

操作简便，得到的多糖纯度高。进一步实验可对发酵

产生的菌丝体多糖和自然状态下的子实体多糖进行

含量和种类上的比较; 进一步分离纯化多糖: 另外对

于黄绿蜜环菌菌丝体多糖进行相关的生物活性研究。
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Abstract In order to enhance the content of polysaccharide，isolation and purification of polysaccharide of Armillaria
luteo-rivens mycelium were conducted for the application to industrial production． The polysaccharide in Armillaria luteo-
rivens mycelium was separated and purified by DEAE-52，and eluted gradiently by water，0． 1 mol /L NaCl，0． 2 mol /L
NaCl，0． 4 mol /L NaCl and 0． 8 mol /L NaCl; the content of polysaccharide was measured by the phenol-sulfuric acid
method，determined with wavelength of 490 nm． The linear relationship of glucose concentration was good with regression
equation A = 6． 3137X + 0． 2156( Ｒ2 = 0． 9909) ． The content of polysaccharide exceeded 99% after isolation and purifica-
tion． The results showed that the process of extraction，separation and purification was suitable for industrial production．
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