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淡紫拟青霉胞外多糖的分离、纯化及结构分析 

史怀，刘波，苏明星，黄素芳，朱育菁 
福建省农业科学院农业生物资源研究所，福州 350003 

摘  要: 淡紫拟青霉 NH-PL-03 菌株的胞外多糖粗提物对枯萎病病原菌-尖孢镰刀菌具有较好的抑制效果，文中对淡紫

拟青霉胞外多糖进行了分离纯化和结构分析，以期为其构效关系研究奠定基础。采用乙醇沉淀法从淡紫拟青霉发酵液

中提取粗多糖，经 Sevage 法脱蛋白后，过 Superdex-G75 凝胶层析柱分离得到胞外多糖 EP-1。紫外分光法和 Sephacryl 
S-200 HR 凝胶层析柱检测 EP-1 为均一多糖，Sephacryl S-200 柱层析测得 EP-1 的分子量为 35.2 kDa，完全酸水解后纸

层析检测 EP-1 的单糖组成中仅有葡萄糖，红外光谱、高碘酸氧化和 Smith 降解结果表明 EP-1 的化学结构是以 β-(1,3)
糖苷键连接而成的无分枝的葡聚糖。刚果红络合试验表明 EP-1 在稀的碱溶液中以 3 股螺旋构象存在。 
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Isolation, purification and structure analysis of  
polysaccharides from Peacilomyces lilacinus 

Huai Shi, Bo Liu, Mingxing Su, Sufang Huang, and Yujing Zhu 

Agricultural Bioresources Research Institute, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou 350003, China 

Abstract:  The paper dealt with the characterization of polysaccharide of Paecilomyces lilacinus NH-PL-03 strain. First, we 
extracted and purified exude polysaccharide from the fungal fermentation broth by ethanol depositing method. Second, the proteins 
were removed by the Sevage method from the crude polysaccharide. Third, the purified polysaccharide (EP-1) was obtained after 
Superdex G-75 column separation. The results of UV-spectrometer and Sephacryl S-200 HR chromatography experiments showed 
that the EP-1 was a homogeneous pure polysaccharide with molecular weight of 35.2 kDa. Tested by paper chromatography analysis 
using the complete hydrolysis by sulfuric acid, we found that the EP-1 comprise single component as glucose. The chemical structure 
of EP-1 was confirmed as a kind of linear glucan linked by β-(1,3) linkage. The Congo red reaction performed that EP-1 probable 
presented a triple-helica conformation in the dilute alkali. 
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淡 紫 拟 青 霉 Paecilomyces lilacinus (Thom) 

Samson 属半知菌纲、丝孢菌目、拟青霉属，对多种

植物寄生线虫有着良好的防治效果[1-2]、此外还具有

杀虫[3]、促长[4]、拮抗[5]、降解[6]等多种功效，是极

具推广潜力的生防菌与功能菌。淡紫拟青霉生物学

功能与其次生代谢物关系密切，该菌不但能分泌对
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线虫具有毒杀作用的毒素[7-8]，还能分泌吲哚乙酸[9]、

以及蛋白酶、淀粉酶、右旋糖苷酶等多种酶类[10-11]。

国内对淡紫拟青霉在植物线虫及病害生物防治上的

应用进行了广泛的研究，但对菌株所产生的各种次

生代谢物的提取及结构、功能等深层次的研究十分

薄弱。本实验室在先期工作中筛选到一株对尖孢镰

刀 菌 具 有 拮 抗 抑 制 作 用 的 淡 紫 拟 青 霉 菌 株

NH-PL-03，对抗性物质进行了初步的筛选分析，结

果表明其抑菌活性来自胞外多糖的粗提物[12]。 

微生物多糖是目前生物发酵工程和生物医药领

域的一大研究热点。多糖及其复合物在生命活动中

有着极其重要的生物功能，但由于多糖本身的结构

复杂，很多特殊的生物活性都与其复杂的空间结构

关系密切，因此对多糖结构的研究是开发利用糖类

物质的关键。 

拟青霉属真菌的多糖国内外研究报道多为医药

方面，如古尼拟青霉、细脚拟青霉、蝉拟青霉等菌

株的胞外多糖经研究发现具有免疫调节、抗肿瘤、

抗肝炎病毒等作用[13-15]。但关于淡紫拟青霉多糖的

活性及结构方面的研究尚未见他人报道。 

本研究对淡紫拟青霉胞外多糖进行提取、分离、

纯化后，对多糖的结构进行了分析，为明确其构效

关系、推断抑菌机理，以及更好地开发利用淡紫拟

青霉提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
菌种：淡紫拟青霉 NH-PL-03 菌株。 

发酵培养基：查氏培养基 (蔗糖 3％，NaNO3 

0.3％，KCl 0.05％，MgSO4 0.05％，KH2PO4 0.1％，

FeSO4 0.001％，pH 自然)。 

试剂：葡萄糖、果糖、木糖、甘露糖、鼠李糖、

半乳糖标准品均为 Sigma 公司产品；层析分离材料

Superdex G-75、Sephacryl S-200 HR 葡聚糖凝胶均为

Pharmacia 公司产品；其余试剂为国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  多糖的提取、分离和纯化 

淡 紫拟青 霉摇 床培养 7 d 后收集 发酵 液，

8 000 r/min 离心 15 min，取上清液。上清液加入 3

倍体积的 95％乙醇沉淀过夜，2 000 r/min 离心

30 min，收集沉淀，依次用丙酮、乙醚洗涤数次后

真空干燥即得多糖粗提物。Sevage 法[16]初步纯化去

除多糖粗提物中的游离蛋白质后，多糖溶液经逆向

流水透析 48 h，蒸馏水透析 24 h 后，用 3 倍体积 95

％乙醇醇析过夜，2 000 r/min 离心 30 min，收集沉

淀，无水乙醇冲洗后真空干燥即得淡紫拟青霉胞外

粗多糖。 

Superdex G-75 装柱 (1.6 cm×60 cm)，粗多糖上

柱后以 0.2 mol/L 的 NaCl 溶液洗脱，流速 24 mL/h，

酚-硫酸法检测，收集最大洗脱峰，真空冷冻干燥得

到多糖 EP-1。 

1.2.2  多糖的纯度鉴定 

紫外光谱分析：多糖样品 EP-1 溶解于 0.2 mol/L

的 NaOH，200~400 nm 区间扫描。 

Sephacryl S-200 HR 凝 胶 层 析 ： Sephacryl 

S-200 HR 装柱  (1.6 cm×80 cm)，样品上柱后以

0.2 mol/L 的 NaCl 溶液洗脱，流速 12 mL/h，酚-硫

酸法检测多糖峰位。 

1.2.3  分子量测定[17] 

采用 Sephacryl S-200 HR 层析柱 (操作条件同

上)，取 T 系列标准葡聚糖上柱，0.2 mol/L NaCl 溶

液洗脱，各测得洗脱体积 Ve，用蓝色葡聚糖 T2000

上柱，测得洗脱体积 V0。根据 Ve/V0 与分子量对数值

logM·W 测出标准曲线。相同浓度待测样品于同样条

件上柱，据其 Ve/V0 值从标准曲线上查算分子量。 

1.2.4  多糖组成分析 

EP-1 多糖样品 5 mg 加入 2 mol/L 的 H2SO4 

4.5 mL，封管，100℃水解 8 h，BaCO3 中和，离心

取上清，浓缩后作纸层析。以葡萄糖、果糖、木糖、

甘露糖、鼠李糖、半乳糖标准品为对照，乙酸乙酯∶

吡啶∶水=10 4 3∶ ∶  (V/V) 为展开剂，苯胺-邻苯二

甲酸显色，105℃烘干 5 min。 

1.2.5  多糖结构分析 

红外光谱分析：取 EP-1多糖样品 2 mg与 100 mg

干燥的 KBr 粉末于玛瑙研钵中在红外灯下磨匀压

片，红外光谱仪于 4 000~400 cm−1 波长区间内扫描。 

高碘酸氧化及甲酸测定[18]：EP-1 样品 50 mg，

加去离子水 50 mL，磁力充分搅拌，使样品的悬浮
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液均匀，然后加入 30 mmol/L NaIO4 25 mL，定容，

使 NaIO4 终浓度为 15 mmol/L。置于暗处反应，每隔

6 h 取样 0.1 mL，蒸馏水稀释 250 倍，分光光度计测

定 223 nm 处光密度值至恒定为止 (蒸馏水为空白对

照)。加一滴乙二醇终止反应，高碘酸氧化完成。查

标准曲线，计算高碘酸消耗量。取上述氧化液 2 mL，

加 1 滴溴甲酚紫为指示剂，0.0045225 mol/L NaOH

滴定，计算甲酸生成量。 

Smith 降解：乙二醇处理后的溶液透析 48 h，浓

缩，加入 NaBH4 还原过夜。50％ HAc 中和至 pH 为

6~7，去离子水透析 48 h。透析液加入等体积的

1 mol/L H2SO4，25℃水解 40 h，BaCO3 中和至 pH 为

6，过滤后透析 48 h，袋外部分干燥做 G.C.分析，袋

内加乙醇醇析，离心，上清及沉淀部分干燥后分别进

行 G.C.分析。G.C.条件：HP-5 石英毛细管柱 (30 m× 

0.32 mm×0.25 μm)，恒流模式，流量 1 mL/min，程序

升温为：以 3 /min℃ 从 120℃升到 210℃，保持 4 min。

进样口采用不分流模式，温度 250℃，载气为氮气，

检测器温度 300℃，氮、氢、空气的流速分别为 25、

30、400 mL/min。进样量 1 μL。 

刚果红结合实验分析[18]：5 mg EP-1 样品，加入

2 mL 去离子水和 2 mL 80 μmol/L 刚果红试剂，逐渐

加 4 mol/L NaOH 溶液，使溶液的碱浓度由 0 mol/L

增加到 0.4 mol/L，然后紫外扫描，测不同碱浓度条

件下的最大光吸收波长。 

1.2.6  淡紫拟青霉胞外多糖的生物活性测定 

EP-1 溶解于 0.2 mol/L 的 NaOH 中，将 PDA 固

体培养基熔化后冷却至 45℃左右，迅速添加 EP-1

溶液并充分摇匀，使其终浓度为 200 μg/mL，制成平

板。以同浓度的 NaOH 溶液为空白对照。用 6 mm

打孔器从长势旺盛的尖孢镰刀菌平板上打取菌饼，

并各移 1 块菌饼倒扣在上述制备的平板中央，25℃

恒温培养箱培养 6 d 后取出观察。 

2  结果与分析 

2.1  多糖的提取、分离和纯化 
发酵上清液中加入 95％乙醇后立即产生暗绿色

胶团状凝集物，其内裹有大量气泡浮于溶液表面，

离心后得到果冻状凝胶，该提取物具有多糖常见的

各种颜色反应，可溶于碱液，在水及酸中基本不溶。

多糖粗提物经 Sevage 法脱蛋白并透析后，冷冻干燥

获得的粗多糖样品呈淡黄色粉末状。粗多糖经

Superdex G-75 柱层析纯化得到 3 个洗脱峰 (图 1)，

收集最大洗脱峰并真空冷冻干燥后得到白色粉末，

将其命名为 EP-1。 

 

图 1  胞外粗多糖的 Superdex G-75 柱层析图谱 
Fig. 1  Chromatogram of the crude exo-polysacharides on 
Superdex G-75 column. 
 

在实验过程中观察到淡紫拟青霉胞外多糖 EP-1

具有凝胶多糖的特性，即多糖的碱溶液在透析和中

和过程中均可以形成微凝胶状，不易搅碎、破坏凝

胶状态，用碱溶解后可以恢复溶液状；加热过程中

可以形成有一定强度的凝胶，高温 (＞80℃) 下形成

的凝胶不可逆。 

2.2  多糖的纯度鉴定 
2.2.1  紫外光谱分析 

EP-1 溶液在紫外光波长 260 nm 与 280 nm 处均

无显著吸收峰，说明样品中已基本去除蛋白质、多

肽、核酸类等杂质 (图 2)。 

 

图 2  EP-1 样品的紫外光谱 
Fig. 2  Ultraviolet spectrum of EP-1. 
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2.2.2  凝胶柱层析 

多糖的洗脱收集液用酚-硫酸法检测，得到的洗

脱峰为单一的对称峰 (图 3)，表明 EP-1 多糖为均一

多糖。 

 
图 3  EP-1 样品的 Sephacryl S-200 HR 柱层析图谱 
Fig. 3  Chromatogram of the sample EP-1 on Sephacryl S-200 
HR column. 
 
2.3  多糖的分子量测定 

根据 T-系列标准葡聚糖制作的标准曲线，求得

EP-1 的分子量为 35.2 kDa (图 4)。 

2.4  多糖的组成分析 
EP-1 水解产物与标准单糖的纸层析图谱表明：

EP-1 的单糖组成只有葡萄糖，不含果糖、木糖、甘

露糖、鼠李糖、半乳糖，可见 EP-1 是一种单一单糖

组分的葡聚糖 (图 5)。 

 
图 4  多糖分子量标准曲线 
Fig. 4  Standard curve of polysaccharides molecular weight. 

 
图 5  EP-1 水解产物的纸层析图谱 
Fig. 5  Paper chromatogram of EP-1. A: rhamnose; B: 
galactose; C: mannose; D: glucose; E: hydrolysate of EP-1. 

2.5  多糖的结构分析 
2.5.1  红外光谱结果分析 

EP-1 样品的红外光谱显示了多糖的特征吸收

峰：3 405 cm−1 处的吸收峰为-OH 的伸缩振动吸收

峰，2 925 cm−1 处的吸收峰为 C-H 的伸缩振动吸收

峰，1 373 cm−1 处的吸收峰为 C-H 变角振动吸收峰，

1 315 cm−1 处的吸收峰为 C-H 弯曲振动吸收峰，

1 162 cm−1 处的吸收峰为环上的 C-O 吸收峰，889 cm−1

处的特征吸收峰表示了 EP-1 为 β-D-吡喃型糖苷键

构型；800~870 cm−1 处无吸收峰，表明无甘露聚糖

存在；1 650~1 550 cm−1 之间无吸收峰，表明无明显

氨基存在 (图 6)。 

 

图 6  EP-1 的红外光谱 
Fig. 6  Infrared spectrum of EP-1. 

 

图 7  不同浓度 NaOH 溶液中 EP-1 样品与刚果红络合物

最大吸光值的变化 
Fig. 7  Change in the absorption maximum of the Congo 
Red-sample complex at various concentrations of NaOH. 
 
2.5.2  高碘酸氧化及甲酸测定 

用 NaIO4对 IP-1 及 EP-1 样品进行选择性定性氧

化实验，间隔时间取样，发现其紫外吸收数值始终

保持恒定不变，并且用 NaOH 溶液滴定没有发现甲
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酸生成。以上结果表明 EP-1 样品是以不消耗 NaIO4

的葡萄糖残基以 1→3糖苷键方式连接而成的直链葡

聚糖。 

2.5.3  Smith 降解 

经透析后袋内物质醇析仍然有大量沉淀产生，

而袋外部分用 G.C.分析未检测出任何物质。Smith

降解的结果同样验证了 EP-1 由高碘酸氧化不能打

断的 1→3 糖苷键方式连接而成。 

2.5.4  刚果红结合实验分析 

NaOH 浓度较小时，溶液的紫外吸收移向长波，

表明 EP-1 样品能与刚果红形成络合物，样品呈有规

则的螺旋构象；NaOH 浓度增大到一定程度，最大

吸收波长下降，多糖的螺旋结构解体，变成无规则

的线团形式 (图 7)。即 EP-1 在弱碱性范围内可形

成有序的 3 股螺旋结构，在强碱性条件下，分子间

的氢键被破坏，3 股螺旋结构解体为单股，不能与

刚果红形成络合物。通常的凝胶多糖分子量在 40~ 

77 kDa 之间，容易形成 3 股螺旋结构。 

2.5.5  多糖结构还原 

EP-1 样品完全酸水解后的纸层析和高碘酸氧化

实验、Smith 降解实验均确定多糖 EP-1 是以 1→3

葡萄糖苷键连接的单糖组分单一的无分支结构的多

聚葡萄糖；Sephacryl S-200 HR 凝胶层析求得 EP-1

样品的平均分子量为 35.2 kDa；红外光谱分析证明， 

EP-1 样品的红外光谱显示了多糖的特征吸收峰，

890 cm−1 处的特征峰表示了该多糖的糖苷键为 β-吡

喃型糖苷键构型。与刚果红试剂形成的络合物其紫

外吸收波长随 NaOH 浓度变化而变化的构象检测表

明 EP-1 样品在稀碱溶液中 (浓度＜0.3 mol/L) 可能

存在 3 股螺旋构象。 

综上所述，可知淡紫拟青霉胞外多糖 EP-1 的结

构式可以图 8 表示，其中 n 代表聚合度，约为 195。 

 

图 8  EP-1 的结构式 
Fig. 8  Structural formula of EP-1. 

2.6  多糖的生物活性测定 
对照组尖孢镰刀菌菌落呈白色絮状，菌丝致密

饱满，几乎布满整个平板 (图 9A)。镜检观察可见菌

丝细胞质均匀、直长、少分支、节间较长、有卵形

分生孢子产生。 

培养基中添加 EP-1 多糖处理的尖孢镰刀菌，其

生长受到抑制，菌丝稀疏，气生菌丝围绕中央的菌

饼呈簇状分布，在菌丝团的间隙间可见坏死的菌丝

紧贴在培养基表面，呈黑色 (图 9B)。镜检可见受抑

制的菌丝生长异常，多处局部膨大，坏死的菌丝细

胞质严重浓缩，部分菌丝消解，胞内物质溢出，未

观察到孢子产生。粗多糖对尖孢镰刀菌的抑制能力

更强，可使尖孢镰刀菌菌丝大面积坏死，在菌落上

形成黑斑 (图 9C)。 

 

图 9  淡紫拟青霉多糖对尖孢镰刀菌的抑制活性 
Fig. 9  Inhibition activity of Paecilomyces lilacinus 
polysaccharide to F. oxysporum. (A) The control group. (B) 
Adding EP-1 to the medium. (C) Adding crude exo- 
polysacharides to the medium. 

 
与未纯化的粗多糖相比，EP-1 对镰刀菌菌落生

长的抑制能力略低，推测 Superdex G-75 层析分离时

获得的另外 2 个低含量的组分也对镰刀菌具有一定

的抑制能力。 

3  讨论 

到目前为止，从真菌中分离得到的多糖有几十

种，可分为聚糖、杂多糖、蛋白糖和肽糖，糖的种

类与真菌种属间无明显的相关性。近年研究报道的

真菌多糖以葡聚糖居多。Mondal 等 [19]从食用蘑菇

Termitomyces eurhizus 的子实体中得到 2 个多糖 PS-I

和 PS-II，均为 α-葡聚糖，其中 PS-I 结构主链由

α-(1,6)-D-葡萄糖和 α-(1,3)-D-葡萄糖按 2.5:1 的比例

组成，无分枝；PS-II 则为 α-(1,6)-D-葡聚糖。陆榕

等[20-21]提取出细脚拟青霉 Paecilomyces tenuipes 粗

A B C 
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多糖，纯化后经研究确定了细脚拟青霉多糖 I 为

α-(1,6)连结的无分枝的葡聚糖，相对分子量为

2.05×104，细脚拟青霉多糖 II 则以 β-(1,6)-D-葡聚

糖为主链，β-(1,6)-D-甘露糖和 β-(2,6)-D-半乳糖组

成侧链。 

淡紫拟青霉胞外多糖 EP-1 的结构为以 β-(1,3)

糖苷键连接而成的无分枝的葡聚糖。此前报道的此

类结构的多糖被称为凝胶多糖 (又名 Curdlan 多糖、

热凝多糖 )，目前发现的凝胶多糖为粪产碱杆菌

Alcaligenes faecalis var. myxogenes 或 土 壤 杆 菌

Agrobacterium species 所产生[22]，由于其独特的结构

和理化性质，具有多种生理活性与应用价值。作为

食品添加剂，可用于改善加工食品的粘弹性、稳定

性、保湿性、抗冷冻性及增稠性等，并可制成可食

的生物可降解膜 [23]；作为免疫调节剂，具有抗肿

瘤[24]、降血脂、降胆固醇[25]的作用；此外，经硫酸

化修饰的凝胶多糖可用于抗人类 HIV 病毒[26]。真菌

特别是淡紫拟青霉产生此类结构的多糖以及该多糖

对尖孢镰刀菌的抑菌活性尚未见报道。 

多糖是极其复杂的多聚体，具有微观不均匀一

性等特点，即使不同来源的相同多糖其构象、理化

性质乃至生物活性及其作用机理也可能不同。如不

同来源的 β-(1,3)-D-葡聚糖，化学组成虽然相同，但

分子大小和空间构象相差很大。黑木耳 β-(1,3)-D-

葡聚糖为单股螺旋，香菇 β-(1,3)-D-葡聚糖为三股螺

旋，虎奶菇 β-(1,3)-D-葡聚糖为柔顺链，而它们的生

物活性相差很大[27]。本研究结果表明淡紫拟青霉胞

外多糖 EP-1 在稀碱溶液中以 3 股螺旋的构象存在，

该多糖对尖孢镰刀菌具有较高的抑菌活性。这种由

淡紫拟青霉所产生的凝胶多糖的发现，表明淡紫拟

青霉不仅在植物病害的生物防治领域具有推广价

值，同时在食品工业、医药工业等领域也展现出一

定的开发利用前景。 

现有的结果表明，高级结构对多糖的影响非常

大，X-衍射结果显示 3 股螺旋结构是真菌多糖最具

活性的空间构象[28]。如天然香菇多糖的高级结构与

其抗肿瘤活性密切相关，当在香菇多糖溶液中加入

脲、胍等变性剂，改变其三股螺旋立体构型，其抗

肿瘤免疫活性消失[29-30]；向水不溶性的裂摺菌多糖

种添加尿素或 NaOH，则可诱导产生三股螺旋构象，

从而表现出抗肿瘤活性[31]。但并不是所有多糖其螺

旋结构与活性存在必然关系，如有研究表明灰树花

多糖[32]以及从 Glomerella cingulata 的培养液中分离

出的 β-(1,3)-D-葡聚糖 (Glomerellan)[33]，其抗肿瘤

活性均与有序结构无关。淡紫拟青霉胞外多糖 EP-1

对生存能力很强的枯萎病原尖孢镰刀菌具有很好的

抑制作用，但该多糖的抑菌能力是否与其螺旋结构

之间存在关联还有待于进一步的研究。 
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