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摘 要：以热带假丝酵母和八孢裂殖酵母为材料，通过化学抽提法得到多糖粗取物，经 A4)45纤维素阴离子交换柱
分离纯化得到组分 B7和 BC，经 DEF;7GEH I5"##柱层析鉴定，它们为均一成分，分子量分别为 !/$JA和 00?JA；蛋白
分析表明 B7和 BC为蛋白多糖；经薄层层析和高压液相分析，B7主要含甘露糖，BC则由甘露糖和半乳糖组成，其
摩尔比为 1K/ L1；氨基酸组成分析表明 B7和 BC含有 !种极性氨基酸和 1"种非极性氨基酸；经邻苯三酚自氧化法
检测 B7与 BC均能抑制邻苯三酚自氧化，具有体外抗氧化能力。动物实验表明 B7和 BC具有抑制小白鼠肝癌 M""

实体瘤的作用。
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酵母多糖是酵母细胞壁的重要组成部分［1］，这

些大分子中含有 1## O /##甘露糖分子，酵母多糖占
酵母细胞壁干重的 !#P［"，/］。近年来，多糖及多糖
复合物在生物体的功能越来越受到生物学家们的重

视，成为生物学研究热点之一［!，@］。现已发现某些

酵母多糖主要成分为大分子的甘露聚糖［0，?］，并具有

免疫和抗肿瘤的作用［$，2］。周义发等［1#］研究表明啤

酒酵母多糖主要由!5A5甘露糖组成，分子量为
""#JA，但未见多糖的功能报道。江 萍等［11］在其
研究工作中发现从啤酒酵母、热带假丝酵母和八孢

裂殖酵母提取的多糖具有相应的免疫学效应，但他

们未对多糖成分作进一步分离纯化。为此本研究以

热带假丝酵母和八孢裂殖酵母为材料，分别提取多

糖并初步分析多糖的化学组成和理化性质，从而为

进一步研究酵母多糖的功能奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 实验菌株：热带假丝酵母（!"#$%$" &’()%*"+%,）
和八孢裂殖酵母（ -*.%/(,"**."’(01*2, (*&(,)(’3,）菌
株购自中国科学院微生物研究所菌种保藏中心。

!"!"# 试剂：A4)45纤维素为 Q;7-67=产品；DEF;75
GEH5葡聚糖凝胶为 R;767S>87公司产品；蓝色葡聚糖
（分子量为 "###JA）购自 D8+67公司；葡聚糖标准品
为 AEH-S&= 系列，平均分子量分别为 1#JA、!#JA、

?#JA、11#JA、@##JA；单糖标准样品为生化试剂；其它
化学试剂均为分析纯。

!"!"$ 主要仪器：日本岛津 T%5"0# 型紫外可见分
光光度计；美国 U7>J67=公司高压液相色谱仪；美国
VW44XYVV50Z型真空冷冻干燥；日本岛津 [D52/#型
薄层扫描仪；层析柱为 1K@>6 \ "$K@>6砂芯玻璃柱。
!"# 多糖含量的测定方法
苯酚硫酸法，参照文献［1"］进行。

!"$ 酵母蛋白多糖的 %&’&(纤维素柱层析分离
提取粗多糖［1/］，经 M[Y/

3型 A4)45纤维素色谱
柱初步分离后，再用 U!Y?

" 3 型 A4)45纤维素色谱柱
作进一步纯化，具体步骤如下：（1）用 #K1 6&’]Z FM
2K10的 .7"[Y/5.7M[Y/ 缓冲液平衡 A4)45纤维素
色谱柱（柱高 "#>6），加入多糖粗提物溶液 "6Z，蒸
馏水为洗脱液进行洗脱，控制洗速为 #K06Z]68=，洗
脱液以每管 @ 6Z进行收集，苯酚硫酸法测定各管多
糖的含量，检测多糖洗脱峰。（"）再用 #K"6&’]Z
FM$K$#的 M/UY/5.7"U!Y? 缓冲液平衡 A4)45纤维素
色谱柱（柱高 "#>6），加入上述初步分级的多糖溶
液 "6Z，以蒸馏水作为洗脱液进行洗脱，控制洗速为
#K!6Z]68=，洗脱液以每管 @6Z进行收集，苯酚硫酸
法测定各管多糖的含量，检测多糖洗脱峰。

!") 蛋白多糖的纯度鉴定及其分子量测定
DEF;7GEH I5"##凝胶预处理后，装柱至 ""K@>6，

加多糖溶液 #K06Z（含多糖 1#6+），以 #K2P .7[’作



为洗脱液进行洗脱，控制洗速为 !"#$%&$’(，以每管
)$%收集流出液，以苯酚硫酸法测定各管多糖的含
量，以检测多糖洗脱峰。同时以蓝色葡聚糖检测色

谱柱的空体积 *!，再检测 #种标准葡聚糖洗脱体积

*+，以 *+&*! 为纵坐标、各标准多糖分子量的对数为

横坐标，得到多糖的分子量标准曲线，根据样品的洗

脱体积得出多糖的分子量。

!"# 蛋白多糖单糖成分的分析
)$,蛋白多糖样品加入 #$$-.&%硫酸 /"#$%，于

0!!1水解 #2，用 34（56）/ 中和硫酸。水解液分别
进行薄层层析和高压液相色谱分析单糖组成。薄层

层析和高压液相色谱分析分别参照文献［07，0#］。
!"$ 蛋白含量的测定
参照文献［08］方法进行。

!"% 氨基酸成分的分析［!#］

准确称取样品 #$,，加入 8$-.&% 69. #!!!%（含
有 0:草酸和 !"!#:巯基乙醇），封管，于 0!!1水解
/72，过滤，收集滤液。用 34;<$4( 8)!! 型氨基酸自
动分析仪分析滤液中各氨基酸浓度。

!"& 多糖体外抗氧化能力的鉴定
采用邻苯三酚自氧化法［0=］进行。

!"’ ()和(*抗肿瘤活性的鉴定
实验用昆明小白鼠雌雄各半，用皮下转移方法

转接小白鼠肝癌 6//瘤株，/72 后开始腹腔注射 >4
与 >?，连续注射 0!@，剂量为 /#$,&（<,·@）。对照组
注射等量生理盐水，第 00天检测小鼠实体瘤重。

抑瘤率 A对照组瘤重B试验组瘤重
对照组瘤重

C 0!!:

图 ! ()的 +,-.
/型（0）和 12-%

3 / 型（1）45056纤维素
柱层析图

D’,E0 92F-$4G-,F4H2I -J >4 -( 695)
K B（L）4(@ 375=

/ K BGIH+（3）
MNLNB;+..O.-P+ ;-.O$(P

3 结果和分析

3"! 酵母蛋白多糖的分离纯化
3"!"! 热带假丝酵母蛋白多糖的分离提纯：化学法
提取热带假丝酵母粗多糖，粗多糖经 695)

K 型

MNLNB纤维素色谱柱层析在 )!$%处出现最大洗脱
峰（图 0BL）；将其真空冰冻浓缩至 0#$,&$%，再进一

步用 375=
/ K型 MNLNB纤维素色谱柱进行纯化，发现

在 /!$%处出现大的洗脱峰（图 0B3），收集该洗脱
峰，样品命名 >4，71保存备用。
3"!"3 八孢裂殖酵母蛋白多糖的分离提纯：提取八
孢裂殖酵母粗多糖，粗多糖经 695)

K 型 MNLNB纤维
素色谱柱层析在 /#$%处出现最大洗脱峰（图 /BL）；
将其真空冰冻浓缩至 0#$,&$%，再进一步用 375=

/ K

型 MNLNB纤维素色谱柱进行纯化，发现在 /! $%处
出现大的洗脱峰（图 /B3），收集该洗脱峰，样品命名
为 >?，71保存备用。

图 3 (*的 +,-.
/（0）和 12-%

3 /型（1）45056纤维素柱
层析图

D’,E/ 92F4$4G-,F4H2I -J >? -( 695)
K B（L）4(@ 375=

/ K BGIH+（3）
MNLNB;+..O.-P+ ;-.O$(P

3"3 ()和(*的 789:);8<6=3>>凝胶色谱鉴定
采用 Q+H24@+R SB/!!凝胶柱色谱鉴定 >4与 >?

纯度。结果表明，>4 和 >? 分别在色谱柱的 /=$%
（图 )BL）和 /0$%（图 )B3）处有一个洗脱峰，因此 >4
与 >?为均一成分。

图 . ()和(*的 789:);8< =63>>凝胶色谱柱层析图
D’,E) 92F-$4G-,F4H2I -J >4（L）4(@ >?（3）-( Q+H24@+R SB/!!
;-.O$(P

测定色谱柱的空体积 *! 及各标准葡聚糖洗脱

体积 *+，并绘制多糖的分子量标准曲线（图 7）。根
据 >4与 >?的洗脱体积推算得出它们的分子量分

图 2 标准多糖的分子量曲线图
D’,E7 9OFT+ -J $-.+;O.4F U+’,2GP -J PG4(@4F@ H-.IP4;;24F’@+P
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别为 !"# $%和 &&’ $%。
!"# $%和$&的化学组成分析
紫外光谱分析的结果表明 () 与 (* 在 +,,-.

及 +#,-.处有吸收峰，苯酚硫酸法检测含有糖类物
质，/0)12301法检测含有蛋白成分，因此 ()与 (*为
蛋白多糖。

薄层层析法检测 ()中只含有甘露糖，(*中含
有甘露糖和半乳糖。经高压液相色谱法的进一步分

析发现，()含有甘露糖，含量为 ’&4!5；(*含有甘
露糖和半乳糖，含量分别为 !64+5和 "7485，它们
之间的摩尔比约为 64" 96。

()与 (*的蛋白含量测定结果表明，()与 (*
的蛋白含量分别为 ++4’5和 +,4"5。氨基酸自动
分析仪测定结果表明 ()与 (*均含 6&种氨基酸，
其中包括 !种极性氨基酸和 6+种非极性氨基酸，总
含量分别为 +,4!5和 +,4"5（表 6）。

表 ’ $%和$&的氨基酸组成()
:)*;< 6 =-);>?@? 32 ).@-3 )A@1? 32 () )-1 (*B5

C).D;<? C E F % : G H I J = K L M N O ( :3P);

() 6468 +4+6 ,4’" 64"! +4+! 64"’ 64+’ 64,+ ,47" 64,# 64,& +4"7 ,48# 64+! 646# ,4&6 +,4!

(* 64++ 64’6 64"" 64+! 64!" 64,! 64+" 64!+ 648" ,4## ,4#8 648+ 64,# 64"+ ,4’8 ,4#’ +,4"

() )-1 (* @-1@A)P<1 D3;>?)AAQ)0@1<? DR0@2@<1 203. !"#$%$" &’()%*"+%, )-1 -*.%/(,"**.’(01*2, (*&(,)(’3, 0<?D<AP@S<;>T

!"* $%和$&体外抗氧化能力的鉴定
采用邻苯三酚自氧化检测 ()与 (*抗氧化能

力，结果表明在测定体系中加入 ()与 (*时，45!+7

吸收值明显下降，表明 () 与 (* 均能明显抑制邻
苯三酚的自氧化作用，具有体外抗氧化能力，且 ()
抗氧化能力略比 (*强（图 7）。

图 + $%和$&对邻苯三酚自氧化的抑制效应
J@UT7 H-Q@*@P30> <22<AP? 3- )RP3V3W@1)P@3- 32 D>03U);;3; *> () )-1 (*

!"+ $%和$&抗肿瘤活性的鉴定
动物实验表明 ()和 (*对小白鼠 N++肝癌转移

性实体瘤有一定抑制作用，注射量为 +7.UB（$U·1）
时，抑瘤率分别为 "64+5和 ",4"5（表 +）。

表 ! $%和$&对小白鼠 ,!!实体瘤的抑制作用
:)*;< + H-Q@*@P30> <22<AP? 3- PQ< .@A< N++ PR.30

O03RD? %3?)U<
B［.UB（$U·1）］

H-X<AP@3-
P@.<?

=-@.);?
/<U@--@-UBE-1

:R.30 Y<@UQPBU
Z[ C%

H-Q@*@P30>
0)P<B5

() +, 6, 6&B6& ,4+8# [ ,4,!& "64+

(* +, 6, 6&B6& ,4",+ [ ,4,!# ",4"

\3-P03; +, 6, 6&B6& ,4!"" [ ,4,&#

# 讨论

#"’ $%和$&的 -./.0柱层析的分离纯化
不同离子型的 %E=EV纤维素对多糖的分离十分

关键。对于杂多糖的初步分离，采用 N\]"
V型 %EV

=EV纤维素色谱柱进行分离。色谱柱转型缓冲液的
选择主要考虑缓冲液的 DN 值和离子浓度［6#］。一方
面，其 DN值要小于离子交换剂的 DL值（%E=EV纤
维素 DL值 84+,），同时 DN必须尽量接近 DL值；另
一方面，离子强度能够增强 %E=EV纤维素的吸附能
力，同时也增加色谱柱的有效交换量［6#］。本实验根

据多次预备实验的筛选，最终确定选用 ,46 .3;BI
DN值 846&的 ^)+\]"V^)N\]" 缓冲液作为 %E=EV纤
维素转型试剂。

对于多糖进一步分离纯化，采用 /!]’
+ _ 型 %EV

=EV纤维素阴离子交换柱，主要是利用多糖在碱性条
件下能与硼酸盐形成离子复合物的特性，从而分离

不同分子量的多糖［6+］。本实验中，选用 ,4+ .3;BI
DN值 #4# N"/]"V^)+/!]’ 缓冲液进行转型时，色谱

柱具有很好的分离效果。

#"! $%和$&的性质分析
前文报道了啤酒酵母多糖的理化特性［6"］，文中

介绍了一般化学提取法提取酵母胞壁多糖。本研究

表明 ()和 (*与啤酒酵母多糖具有相似的化学组
成和抗氧化性质。实验证明，()和 (*均为蛋白多
糖，()含有甘露糖，(*含有甘露糖和半乳糖。而大
多数酵母多糖多为杂多糖［68，+,］，这可能是不同的培

养条件、不同的分离提纯方法而导致的［6+，+6］。C<DQV
)1<W OV+,,色谱柱测定 () 和 (* 的分子量分别为
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!"# $%和 &&’ $%，这可能是糖链上连有较多的肽链、
形成较大的蛋白多糖分子的缘故［((］。动物实验表

明 )*与 )+具有一定的抑制小白鼠肝瘤 ,((实体瘤

的作用。%-./0也曾报道甘露聚糖具有抑制肿瘤功
能，并具有抗原决定簇及免疫调节功能［("］。国内也

有报道证明真菌多糖具有抑制肿瘤的功能［(!］。目

前 )*和 )+结构特征、免疫学特性及生理功能正在
研究之中，本研究通过对多糖的提取纯化和一些理化

特性的研究，为以后的深入研究积累资料，奠定基础。
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