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酸提香菇多糖的分离纯化及结构鉴定 
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摘要：本文研究了用盐酸水溶液从香菇柄中提取并分离纯化得到一种香菇多糖 SP2，运用凝胶柱层析和滤纸电泳进行纯度鉴定，

通过高效凝胶渗透色谱法测定分子量及其分布，利用紫外可见光谱法、气相色谱法、红外光谱法、X-射线衍射法、DSC 热分析、高

碘酸氧化法、Smith 降解法和刚果红实验分析香菇多糖 SP2的结构。分析研究表明 SP2 具有典型的多糖显色反应后的特征吸收峰，组

成相对均一，相对分子量分布范围较窄，重均分子量为 5.203×104 u；单糖组成为甘露糖、葡萄糖和半乳糖，其组成摩尔比为

0.32:58.6:2.82；经高碘酸氧化和 Smith 降解后表明 SP2 中C-C单键有 1→2 键、1→3 键和 1→6 键，且比例为 9.43:5.44:1；SP2 是一种

含有吡喃环的糖蛋白缀合物，不能形成单晶，为无定型形态，在分子之间无较强的作用力存在，且具有螺旋结构。本研究结果为阐明

香菇多糖的构效关系提供依据。 
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Abstract: A new polysaccharide SP2 was isolated from Lentinusedodes using an aqueous HCl solution and purified using gel column 

chromatography, the purity was determined using filter paper electrophoresis. The relative molecular mass and distribution of SP2 were 

analyzed by high-performance gel permeation chromatography, and the structure was analyzed by UV-Vis spectroscopy, gas chromatography, 

infrared spectroscopy, X-ray diffraction, and differential scanning calorimetry, as well as periodate oxidation, Smith degradation, and Congo red 

experiments. The results indicated that SP2 showed a typical absorption peak for polysaccharides after the color reaction and had a relatively 

homogeneous composition. In addition, the molecular weight distribution range was relatively narrow, with a weight-average molecular weight 

of 5.203×104 u. SP2 was found to be composed of mannose, glucose, and galactose with a molar ratio of 0.32:58.6:2.82. Periodate oxidation and 

Smith degradation experiments indicated that the C-C bonds in the branches of SP2 were composed of (1→2), (1→3), and (1→6) linkages with 

a molar ratio of 9.43:5.44:1. SP2 was found to be a glycoprotein conjugate containing pyranose rings that was amorphous and could not form the 

monocry stalline structure. SP2 contained spiral structures and had no strong intermolecular interactions. These results provided evidence to 

explain the structure-activity relationships of polysaccharides from L. edodes. 
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香菇（Lentinan）在生物学分类上属于真菌门，伞

菌目，侧耳科，香菇属[1]。香菇不仅口味鲜美独特，而

且具有较高的药用价值和保健作用，其中主要成分为

香菇多糖，研究证实香菇多糖具有抗肿瘤、抗氧化和 
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提高人体免疫力等多种生理活性功能[2~5]。从 1969年日

本学者Chihara首先利用热水浸提法从香菇子实体中分

离出一种能抑制肿瘤的β-(1→3)葡聚糖多糖以来[6]，香

菇多糖就引起了各国科学家的研究兴趣，且目前已经

有商品化的产品较好地应用于临床疾病治疗中。目前

研究较多的香菇多糖主要采用热水浸提法、碱提取法、

超声波或微波辅助热水提取法和酶解辅助提取法[7~9]。

香菇加工过程中会产生大量的香菇柄，经常作为废弃

物处理掉，或者被用来进行简单的粗加工制成肉松、

调味料等低附加值产品。水浸提提取香菇多糖的得率
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较低，课题小组前期通过研究建立了从香菇加工废弃

物—香菇柄中用稀盐酸溶液提取香菇多糖的方法，采

用五元二次回归正交旋转组合实验设计和统计学分析

对酸提香菇多糖的工艺进行优化[10]，在提高香菇多糖

提取效率的同时也为香菇资源的综合利用提供了思

路。多糖的组成和结构极其复杂，与提取溶剂的选择、

提取方式和分离纯化条件均有密切的关系，研究对酸

提香菇多糖进行了分离纯化，分析香菇多糖级分 SP2

组成成分和测定分子量及其分布，并采用紫外光谱、

傅立叶红外光谱、气相色谱、X-射线衍射、DSC 热分

析、高碘酸氧化、Smith 降解法和刚果红实验对香菇多

糖级分 SP2 进行结构分析，以期推测其初步的结构，

为阐明香菇多糖的构效关系提供依据，对农产品资源

综合利用和深加工产业具有理论指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与仪器 

主要实验材料如下：香菇柄，由湖北房县华榕香

菇加工厂提供；葡萄糖、木糖、葡萄糖醛酸、半乳糖、

甘露糖、鼠李糖、阿拉伯糖和岩藻糖均为生化试剂，

购于 sigma公司；多糖标准品为 Pullulan 系列，日本东

京化成公司产品；其他试剂均为分析纯或化学纯级别，

购于上海化学试剂厂。 

主要实验仪器如下：AL204 分析天平，上海梅特

勒公司；S22 分光光度计，上海棱光技术有限公司；

Agilent 1100 高效液相色谱仪，美国 Agilent 公司；

Agilent 6890气相色谱仪，美国 Agilent 公司；Nexus-870

傅立叶变换红外光谱仪，美国赛默飞世尔科技公司；

D/MAX-RB X-射线衍射仪, 日本日立公司；DCS-204F1

型差示扫描量热仪，美国耐驰公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理 

称取烘干粉碎并经 40~60 目筛分后的香菇柄样品

100 g，经 300 mL石油醚（30~60 ℃沸程）提取 3 h 进

行脱脂，用滤布过滤后，滤渣用80%乙醇 300 mL再回

流提取 2 次，每次 2 h，除酚类色素、单糖和低聚糖，

过滤后固体残渣经70 ℃烘干备用。 

1.2.2  香菇多糖的提取 

参照文献[10]中的方法提取粗香菇多糖。 

1.2.3  香菇多糖的纯化和分级 

粗提液经鞣酸法脱蛋白[11]、双氧水脱色[12]后，经

醇沉、离心后纯水复溶。利用不同分子量大小的多糖

在乙醇-水溶液中溶解度不同的原理将其进一步分离纯

化。在乙醇-水溶液终浓度分别为 50%、70%、90%的

条件下，得到三个级分多糖，分别命名为 SP1、SP2、

SP3，三个级分多糖的得率分别为 25.58%、64.77%、

9.64%。 

1.2.4  香菇多糖 SP2 的纯度鉴定 

1.2.4.1  Sephadex G-100 凝胶柱层析 

取冷冻干燥后的SP2 多糖样品10 mg，溶于1 mL

纯水后过 Sephadex G-100 凝胶色谱柱。蒸馏水洗脱，

流速 10 mL/h，分部收集洗脱液，收集 30管，每管 3 mL。

以苯酚-硫酸法[13]检测每管中多糖的含量，紫外吸收法

检测蛋白质[13]。以洗脱管数为横坐标，吸光值为纵坐

标，绘制洗脱曲线图。 

1.2.4.2  滤纸电泳[14] 

对香菇多糖进行滤纸电泳分离。取 8 cm×24 cm 滤

纸条线形点样，电压 400 V电泳 2 h 后取出滤纸条，置

于乙醇中固定，然后浸入高碘酸-西夫试剂中染色 5 

min，取出用 70%乙酸冲洗。置于亚硫酸品红溶液中

25~45 min，然后用亚硫酸盐溶液冲洗 3次，最后放入

乙醇中脱水，置玻璃板上风干，有糖处呈现紫红色带。 

1.2.5  香菇多糖 SP2 结构鉴定 

1.2.5.1  紫外-可见光分析 

香菇多糖 SP2 配成 0.1 mg/mL 的水溶液，在

190~400 nm进行紫外光扫描；取1 mL 0.1 mg/mL多糖

水溶液，经苯酚-硫酸法显色后，在 340~700 nm 可见光

扫描。 

1.2.5.2  红外光谱分析 

香菇多糖 SP2 经过 KBr 压片，上红外光谱仪扫描

分析，分辨率为 4 cm-1，累加 32 次，扫描前扣除空气

背景，扫描范围 4000 cm-1~400 cm-1。 

1.2.5.3  分子量的测定[15] 

采用凝胶渗透色谱法，Agilent 1100 高效液相色谱

仪，PL aquagel-OH MIXED 柱，检测器为示差折光检

测器，流动相为0.2 M醋酸钠-醋酸缓冲溶液（pH 6.0），

流速为 1 mL/min，柱温30 ℃，进样50 μL，样品浓度

1.0 mg/mL。 

1.2.5.4  单糖组成分析 

准确称取香菇多糖 SP2 15 mg 置于安培瓶中，加入

2 mL 2 M的三氟乙酸，封管，120 ℃水解 4 h，冷却至

室温，50 ℃减压干燥除去三氟乙酸。向水解物中分别

加入 10 mg 盐酸羟胺及 1 mL无水吡啶，在 90 ℃水浴

反应 30 min，冷却至室温，加入 1 mL无水醋酸酐，在

90 ℃水浴反应 30 min，冷却后加入 1 mL水搅拌，然

后用氯仿萃取 3 次，合并氯仿层、减压抽干后加入1 mL

氯仿溶解后，进行气相色谱分析。分别称取各种标准

单糖 10 mg，用无水吡啶溶解并定容至 10 mL。分别吸
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取各标准单糖溶液 0.1~1.0 mL，10 mg盐酸羟胺，并用

无水吡啶补足 2 mL，其余操作同上进行衍生化处理后

上机分析。 

气相色谱检测程序：OV-1701 石英毛细管柱（30 

m×0.32 mm×0.25 m）；进样体积 1 μL，分流比为 1:50；

进样口温度 250 ℃，毛细管柱程序升温，初始柱温

190 ℃，保持5 min，然后以 10 ℃/min 升至280 ℃，

保持 6 min。 

1.2.5.5  X-射线衍射分析[16] 

采用 X-射线衍射测定香菇多糖的结晶性能，X-射

线的条件为：CuKa 辐射，管压 100 kV，管流 50 mA，

Ni为过滤器，入射波长为0.154 nm，扫描速度为 15°

/min，发射狭缝 0.3 mm，扫描步长 0.02°，扫描角度

（2θ）范围为 10~700。 

1.2.5.6  DSC 热分析 

称取 3-5 mg 多糖，放置于铝制小坩埚中压紧后，

在流速为 45 mL/min 的氮气气氛下，空铝为参比，以

10 ℃/min 的升温速率，从 30~300 ℃范围内扫描。 

1.2.5.7  相邻单糖糖基连接方式 

高碘酸氧化：制作高碘酸钠标准曲线，配制浓度

为 15 mM的高碘酸钠溶液，用纯水稀释至浓度分别为

0、0.03 mM、0.06 mM、0.09 mM、0.12 mM和 0.15 mM

的标准系列，在 223 nm处测定吸光值，以高碘酸钠的

浓度（mM）为横坐标，以吸光值为纵坐标，绘制高碘

酸钠消耗量的标准曲线。 

称取多糖样品 20 mg，置于 50 mL棕色容量瓶中，

加入 15 mM的高碘酸钠溶液 20 mL，溶解后置于4 ℃

冰箱黑暗处，并间歇振荡，间隔时间（0、6、12、24、

48…h）取样，用纯水稀释 250倍后用分光光度法测定

223 nm处的吸光值，直至吸光值基本稳定。通过标准

曲线计算出平均每摩尔糖基消耗的高碘酸量。向剩余

的溶液中加 2 滴乙二醇终止反应，放置 20 min，以酚

酞为指示剂，用 0.01 M NaOH标准液滴定甲酸的生成

量。 

Smith 降解反应：经高碘酸氧化后的多糖溶液，加

入乙二醇 4 mL，并于室温搅 30 min 终止反应。自来水

透析 48 h，再用蒸馏水透析 24 h。袋内液体在45 ℃下

减压浓缩后加入 30 mg NaBH4，搅拌均匀后室温暗处放

置 24 h以还原多糖醛。滴加 0.1 M的醋酸溶液调 pH至

5.0，以自来水流水透析48 h、蒸馏水透析 24 h 后冷冻

干燥得到多糖醇产物。将多糖醇产物置于安培瓶中，

按照 1.2.5.4 的方法进行水解、衍生化处理后用气相色

谱仪测定单糖。 

1.2.5.8  刚果红试验 

取 0.5 g/L的香菇多糖SP2 水溶液 2 mL与 2 mL 50 

μM的刚果红溶液混合，逐渐加入 1 M NaOH溶液，使

NaOH 最终浓度为 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 M，室

温下放置 10 min，在 400~600 nm 范围内扫描，将 NaOH

溶液浓度为横坐标，以最大吸收波长为纵坐标作图。 

2  结果与分析 

2.1  香菇多糖级分的纯度鉴定 

香菇多糖级分 SP1 和 SP2 经 Sephadex G-100 柱

层析后，蒸馏水洗脱曲线见图 1，SP1 的蛋白质洗脱曲

线和多糖洗脱曲线出现双重峰，SP2的蛋白质洗脱曲线

和多糖洗脱曲线只有一个单一对称峰。对香菇多糖SP2

进行滤纸电泳后，发现 SP2 呈现单一色带，以上结果

表明香菇多糖级分SP2 组成相对均一。 

 

 
图 1 SP1、SP2凝胶柱层析图 

Fig.1 Elution patterns of SP1/SP2 with gel chromatography 

2.2  香菇多糖 SP2结构鉴定 

2.2.1  紫外-可见光谱分析 

由图 2（a）可知，香菇多糖 SP2 的紫外扫描图在

260~280 nm下无明显的蛋白质特征吸收峰，这可能是

蛋白质含量较低的缘故；由图 2（b）可知，香菇多糖

SP2 的水溶液经苯酚-硫酸法显色后，在 490 nm 附近有

明显的吸收，这是多糖显色反应后的特征吸收峰。 

2.2.2  红外光谱分析 

图3为香菇多糖SP2经KBr压片后测定的红外光

谱图：3400 cm-1 左右是形成氢键缔合的-OH伸缩振动
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吸收峰，说明存在分子间的氢键；3000~2800 cm-1的一

组峰是糖类 C-H伸缩振动吸收峰；1400~1200 cm-1的一

些峰是糖类 C-H 变角振动吸收峰，因此可以判断该化

合物是糖类化合物[17]。1630.84 cm-1是酰胺的羰基(C=O)

的伸缩振动，1611.87 cm-1 是 N-H的变角振动，进一步

证明该糖是一种糖蛋白缀合物；1043.51 cm-1是伯羟基

的吸收峰；914.29 处的吸收峰是 β-型 C-H 变角振动特

征吸收峰，表明该糖是吡喃型多糖[18]。 

 

 
图 2 香菇多糖 SP2的紫外-可见扫描图 

Fig.2 UV-Vis scanning spectrophotometry of SP2 

注：a：紫外扫描图，b：苯酚-硫酸法显色可见光扫描

图。 

 

图 3 香菇多糖 SP2 的红外谱图 

Fig.3 Infrared spectrum of SP2 

2.2.3  分子量的测定 

多糖的分子量具有相对性，通常所测定的分子量

只是一种统计平均值，代表相似链长的平均分布。GPC

法测定结果表明香菇多糖SP2的Z均相对分子质量Mz

为 5.879×104 u，数均分子量 Mn 为 4.707×104 u，重均

分子量 Mw 为 5.203×104 u，多分散系数 Mw/Mn 为

1.105，这说明香菇多糖 SP2 的相对分子质量较为集中，

分布范围比较窄，这与阮征测定的香菇多糖分子量

2.03×105 u 有差别[19]，这可能是因为所采用的提取方法

不同或是香菇的品种不同。 

2.2.4  香菇多糖 SP2 单糖组成分析 

多糖样品经水解、乙酰化衍生反应后与 7 种标准

单糖的糖腈乙酰酯衍生物的气相色谱仪测定图谱进行

比对，根据保留时间定性，外标法定量，结果表明香

菇多糖 SP2 的单糖组成为甘露糖、葡萄糖、半乳糖，

其组成摩尔比为：0.32:58.6:2.82，由此可判断出香菇多

糖 SP2 的单糖组成主要是葡萄糖。 

2.2.5  X-射线衍射分析 

 
图 4 香菇多糖 SP2 的 X-衍射图谱 

Fig.4 X-ray diffraction of SP2 

图4 为香菇多糖SP2的 X-衍射图谱，香菇多糖SP2

在 2θ 为 10°至 70°范围内无明显的强吸收峰，这说明香

菇多糖SP2 在此条件下不能形成单晶，为无定型形态。

香菇多糖分子规整性不强，这与多糖的复杂结构有关。 

2.2.6  香菇多糖 SP2 的 DSC 分析 

 

图 5 香菇多糖 SP2 的 DSC图谱 

Fig.5 DSC of SP2 

图 5 为 SP2 的 DSC 分析测定图谱，结果显示香菇

多糖 SP2 的热焓变化分成两个阶段，第一阶段

35.16~180.19 ℃为吸热，焓变较大为317.4 J/g；第二阶

段 221.42~295.83 ℃为吸热，焓变较小为 12.63 J/g。说
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明香菇多糖的组成较复杂，并且在分子内部和分子之

间无较强的作用力存在。SP2第一个吸热峰，为脱去所

带的结合水，第二个吸热峰表示完全分解。 

2.2.7  高碘酸氧化-Smith 降解反应 

2.2.7.1  高碘酸氧化反应 

 

图 6 NaIO4标准曲线 

Fig.6 Standard curve of NaIO4 concentration 

香菇多糖 SP2 在高碘酸钠溶液中进行氧化，12 d

后反应达到平衡，根据 NaIO4 消耗量标准曲线（图 6）

计算出 20 mg 香菇多糖 SP2 高碘酸的消耗量为 0.08 

mmoL，通过 NaOH滴定发现有甲酸生成，且甲酸的生

成量为 0.007 mmoL，按葡萄糖分子量为 180计算，即

每摩尔糖残基消耗的高碘酸量为 0.72 mol，生成的甲酸

量为 0.063 mol，说明 SP2 中存在1→3键和 1→6键，

同时高碘酸的消耗量远大于甲酸生成量的 2 倍，说明

还存在大量的只消耗高碘酸而不生成甲酸的类型，即

存在 1→2 或1→4 键，且 1→3 键与消耗高碘酸的1→2

（1→4，1→6 键）之比约为 0.52:1。 

2.2.7.2  Smith 降解反应 

Smith降解是将高碘酸氧化产物还原后进行酸水解

或部分水解，由于糖基之间以不同的位置缩合，用高

碘酸氧化后则生成不同的产物，由降解产物来推断糖

苷键的位置。香菇多糖SP2经过高碘酸氧化后的多糖溶

液用NaBH4进行还原，还原产物水解、衍生化反应后

经气相色谱分析检测出有甘油、葡萄糖、半乳糖存在，

没有赤鲜醇生成，说明SP2中不含1→4键，且其中1→2

键:1→3键:1→6键为9.43:5.44:1。部分葡萄糖和半乳糖

以不被氧化的1→3键连接，且位于分子的核心部位，

并以1→3键构成主链；葡萄糖是1, 3-葡萄糖残基的降解

产物；而甘油是l, 2-葡萄糖残基和1, 6-葡萄糖残基或非

还原末端的葡萄糖残基的降解产物；甘露糖以可氧化

的方式存在。 

2.2.8  刚果红试验 

刚果红与具有螺旋结构的多糖可形成络合物，络

合物的最大吸收波长较刚果红移向长波。香菇多糖SP2

与刚果红络合物的最大吸收波长随氢氧化钠浓度而变

化（结果见图 7）。氢氧化钠浓度小于 0.3 mol/L，最大

吸收波长呈现上升趋势，表明糖与刚果红形成络合物，

香菇多糖 SP2 呈有规则的螺旋构象。氢氧化钠浓度大

于 0.3 mol/L，最大吸收波长呈现下降趋势，表明螺旋

构象开始解体，转变成无规则的自由卷曲形态。 

 

图 7 SP2-刚果红复合物最大吸收波长的变化 

Fig.7 Maximum absorption of SP2-Congo red complex in 

solution with various concentrations of NaOH 

3  结论 

本文对酸提香菇多糖进行脱蛋白、脱色和醇沉分

级后得到一种相对分子质量分布较集中的多糖 SP2。

SP2 重均分子量为 5.203×104 u，单糖组成为甘露糖、

葡萄糖、半乳糖，组成摩尔比为 0.32:58.6:2.82。红外

光谱分析表明香菇多糖 SP2 是一种含有吡喃环的糖蛋

白缀合物。X-射线衍射结果显示 SP2 不能形成单晶，

为无定型形态，DSC 热分析试验表明 SP2 组成较复杂，

在分子内部和分子之间无较强的作用力存在。通过高

碘酸氧化、Smith 降解分析 SP2 中 C-C 单键有 1→2 键、

1→3 键和 1→6 键，且 1→2 键:1→3 键:1→6 键为

9.43:5.44:1；部分葡萄糖和半乳糖以不被氧化的 1→3

键连接，且位于分子的核心部位，并以 1→3键构成主

链；葡萄糖是 1, 3-葡萄糖残基的降解产物；而甘油是

l, 2-葡萄糖残基和 1, 6-葡萄糖残基或非还原末端的葡

萄糖残基的降解产物；甘露糖以可氧化的方式存在。

刚果红试验表明 SP2 具有螺旋结构。 
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