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一种基于水解过程的多糖快速鉴别方法
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摘要:应用生物传感器记录树舌、灵芝和虫草多糖水解过程的还原糖( 还原性末端数) 和葡萄糖含量的实时变化，研究水
溶性多糖水解过程中还原糖(还原性末端数)和葡萄糖的水解过程变化规律。研究表明，同一种多糖水解图谱稳定，不同
种多糖图谱特异性明显，通过水解过程图谱的比对分析，可以实现对树舌、灵芝和虫草多糖的快速鉴别。
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approach for polysaccharides
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Abstract ∶ We employed biosensors to record real-time variations of reducing sugar and glucose contents in hydrolysis
process of Ganoderma applanatum Pat，Ganoderma lucidum and Cordyceps polysaccharide． We further investigated the
variation law of the hydrolysis process of reducing sugar and glucose in hydrolysis process of water-soluble
polysaccharide． Ｒesults show that hydrolysis process map is stable for the same kind of polysaccharide，but the specificity
of hydrolysis process map is significant for different kinds of polysaccharide． Ｒapid identification of Ganoderma
applanatum Pat，Ganoderma lucidum，and Cordyceps polysaccharide can be implemented by the comparison analysis of
hydrolysis process map．
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糖类是生物体内除蛋白质和核酸以外的又一类重要的物质，蕴涵十分丰富的生物学信息，是细胞识别和

信息遗传等重要生物学功能的参与者，近年来已成为生命科学研究的热点［1 － 2］。

多糖，尤其是水溶性多糖，由于在免疫调节、抗肿瘤、抗病毒、抗氧化和降血糖等方面具有独特的生理活
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性与功能［3 － 4］，相关研究进展迅速。随着该研究领域仪器分析手段的不断进步，有关多糖结构与功能关系的

研究备受关注［5 － 6］。目前对多糖结构功能研究常用的大型仪器分析技术有气质联用、紫外及红外光谱分析、

核磁共振、高效液相、X 射线晶体扫描以及原子力显微技术等［7 － 8］。但是，由于多糖结构特点的复杂性，使得

单一仪器分析手段具有一定的局限性。气相色谱法测定糖类所遇到的主要困难是糖类本身没有足够的挥发

性，必须将其转化为挥发性衍生物才能进行测定。高效液相色谱法由于使用通用的示差折光检测器灵敏度

低而受到限制; 若使用紫外或荧光检测器来提高分析灵敏度，糖类化合物须先经过标记衍生，操作繁杂; 并且

衍生反应的发生总伴随样品的损失，这对目前分析要求的日益提高不利。传统的电泳法及 20 世纪 80 年代

后期迅速发展起来的高效毛细管电泳法能进行糖的分离检测，但重复性相对较差，该技术的稳定性能达不到

实际需求。核磁共振技术解决了糖苷键构型问题，但难以分辨非异头质子的位移，解析方法十分繁杂。通常

要弄清楚一个多糖的结构往往需要数种大型仪器与化学分析方法结合，同时花费专业研究人员几个月甚至

整年的时间与精力。这些实验方法由于测试周期长，根本无法在生产过程中使用。多糖的快速分析与鉴别

是多糖研究领域的热点问题。本文研究了水溶性多糖水解过程中还原糖( 还原性末端数) 和葡萄糖的水解

过程变化规律，通过分析水解过程图谱，实现了对树舌、灵芝和虫草多糖的快速鉴别，目前国内外未见相关研

究报道。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 仪器
HH-S 型恒温水浴锅，上海羌强仪器设备有限公司; JPI-5 型架盘天平，苏州博泰伟业电子科技有限公司;

YH-1 型电子万用炉，金坛市诺艺实验仪器厂; SBA-40D 型生物传感分析仪 山东省科学院生物研究所;

SGD-IV-D型全自动还原糖测定仪，山东省科学院生物中心; 81-2 型磁力恒温搅拌器，上海思乐自动化科技有

限公司; DS-1 型高速组织捣碎机，上海满贤经贸有限公司; 20ＲP-52D 型自动高速冷冻离心机，内蒙古农大动

物科学与医学学院; A-2 电热鼓风干燥箱，福建省泉州宇博电子厂。

1. 1. 2 试剂
0. 15 mol /L 盐酸的配制: 用移液管取 37% 浓盐酸 6. 25 mL，用蒸馏水定容至 1 000 mL。

0. 10 mol /L 氢氧化钠溶液的配制: 称量氢氧化钠 4. 0 g，加入到盛有适量蒸馏水的烧杯中，用蒸馏水定

容至 1 000 mL。

1. 00 g /L 葡萄糖标准溶液的配置: 精密称量烘干后的无水葡萄糖 1. 000 0 g，用蒸馏水定容至1 000 mL。

1. 2 方法［9 － 10］

1. 2. 1 胞外粗多糖的制备

分别取培养成熟的树舌、灵芝和虫草发酵液，以发酵液中残留还原糖低于 0. 01%为基准，用 5 000 r /min

离心机离心 15 min，并用 0. 2 μm 过滤器过滤，获得上清液。上清液加入 1. 5 ～ 3 倍无水乙醇沉淀多糖

30 min。醇沉液体用 10 000 r /min，离心 15 min，弃上清液。沉淀置于 60 ℃电热鼓风干燥箱中烘干 24 h，获

得胞外粗多糖样品。

1. 2. 2 胞内多糖的制备

虫草发酵液经离心后的菌丝体沉淀，用蒸馏水冲洗 3 ～ 4 次，菌丝体中加入适量 5% 氯化钠溶液，放入组

织捣碎机中，高速捣碎 30 min。捣碎的菌丝体液，用超声波进行细胞破碎。破碎菌丝体溶液 100 ℃煮沸 2 h。

溶液冷却后，用高速离心机 10 000 r /min 离心 10 min，取上清液，加入 1. 5 倍体积的无水乙醇，静置过夜，

10 000 r /min离心 10 min，取沉淀，于 60 ℃烘箱中烘干，即得虫草胞内粗多糖样品。
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1. 2. 3 多糖的酸水解方法

精密称取 0. 300 0 g 多糖样品，于 100 mL 小三角瓶中，加入 30. 0 mL 蒸馏水充分溶解，再加入 30. 0 mL

0. 15 mol /L 盐酸，混匀，沸水浴 5 h。水解前半个小时每隔 5 min，以后每隔 10 min 取 0. 50 mL 的水解液，将

水解液迅速冷却并加入 0. 30 mL 浓度为 0. 10 mol /L 的氢氧化钠溶液终止水解反应，后微调水解液 pH 值至

7. 0，获得该样品的不同水解时间的水解液测试样品。

1. 2. 4 水解过程参数的测定方法

还原糖含量使用 SGD-IV-D 型全自动还原糖测定仪测定，每次取样量 0. 5 mL; 葡萄糖含量采用 SBA-40D

型葡萄糖酶电极法，每次取样量 20 μL。

2 结果与分析

2. 1 树舌多糖水解过程图谱

平行测定两次树舌多糖水解过程中葡萄糖、还原糖的含量变化。称取树舌粗多糖 0. 299 8 g，按 1. 2. 3

和 1. 2. 4 的测定方法，测定结果见图 1; 平行测定称取树舌粗多糖 0. 300 3 g，按同样方法测定，结果见图 2。

图 1 树舌多糖水解过程图谱

Fig． 1 Hydrolysis process map of Ganoderma applanatum Pat

polysaccharides

图 2 平行测定树舌多糖水解过程图谱

Fig． 2 Parallel determination hydrolysis process map of

Ganoderma applanatum Pat polysaccharides

由图 1 图谱可知，多糖水解过程中葡萄糖和还原糖含量随时间逐步增加。葡萄糖含量在糖水解过程中

占还原性糖的比例由起始时的 75%左右逐渐降低至 65% 左右; 由图 2 图谱可见同样的结果。图 1 ～ 2 显示

葡萄糖和还原糖在时间进程上数值稳定，葡萄糖占还原糖比值稳定。由图 1 和图 2 比对可以看出，同一种树

舌多糖样品水解图谱是稳定的，图形相似。

2. 2 灵芝多糖水解过程图谱

平行测定两次灵芝多糖水解过程中葡萄糖、还原糖的含量变化。称取灵芝粗多糖 0. 300 3 g，按 1. 2. 3

和 1. 2. 4 的测定方法，结果见图 3; 平行测定称取灵芝粗多糖 0. 300 2 g，按同样的测定方法，结果见图 4。

由图 3 可知，灵芝多糖水解过程中葡萄糖和还原糖含量随时间逐步增加。葡萄糖含量在灵芝多糖水解

过程中占还原性糖的比例由启始时的 70%左右逐渐提高为 80% 左右; 由图 4 可见同样的结果。图 3 ～ 4 显

示葡萄糖和还原糖在时间进程上数值稳定，葡萄糖占还原糖比值稳定。

由图 3 ～ 4 可知，水解 5 h 后，该灵芝粗多糖水解液中葡萄糖占还原糖的比例分别为 80%、78%。图 3 和

图 4 的比对分析显示，同一种灵芝多糖样品水解图谱是稳定的。

2. 3 虫草胞内多糖水解过程图谱

称取虫草胞内粗多糖 0. 300 3 g，按 1. 2. 3 和 1. 2. 4 水解过程参数的测定方法，结果见图 5，平行测定称
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取虫草胞内粗多糖 0. 300 5 g，按同样的方法测定，结果见图 6。

由图 5 ～ 6 可知，虫草胞内多糖在该水解条件下水解液中几乎不含葡萄糖，多糖水解过程中还原糖含量

随时间逐步增加。图谱 1 ～ 2 显示葡萄糖和还原糖在时间进程上数值稳定，还原糖水解速率几乎相同。还可

以看出，同一种虫草胞内多糖样品水解图谱是稳定的。

图 3 灵芝多糖水解过程图谱

Fig． 3 Hydrolysis process map of Ganoderma lucidum

polysaccharides

图 4 平行测定灵芝多糖水解过程图谱

Fig． 4 Parallel determination hydrolysis process map of

Ganoderma lucidum polysaccharides

图 5 虫草胞内多糖水解过程图谱

Fig． 5 Hydrolysis process map of Cordyceps polysaccharides
图 6 平行测定虫草胞内多糖水解过程图谱

Fig． 6 Parallel determination hydrolysis process map of

Cordyceps polysaccharides

3 结论

( 1) 在精密控制多糖水解的条件下，同一种树舌、灵芝和虫草胞内多糖的水解图谱是稳定且可以重复的。

( 2) 通过比较树舌、灵芝和虫草胞内多糖的水解图谱，发现它们之间的区别非常明显。每一种多糖的水

解图谱具有各自的特征，同种多糖水解过程参数测定数值稳定，且参数之间对应关系稳定。比对不同多糖水

解过程中葡萄糖、还原糖含量的水解图谱，可以实现对不同来源的多糖的快速鉴别分析。

( 3) 如果建立更多的单糖快速分析传感器，如半乳糖、木糖以及甘露糖等，用来记录标准水解条件的多

糖的水解过程，建立多糖水解过程图谱库，开发比对分析软件，就能够根据水解过程图谱来实现对多糖的快

速分析，同时获得该多糖的更多信息。如果能够进一步从水解过程中分辨到相对分子量、糖苷键、异构形式

和单糖构型等水解信息，就有可能建立基于水解过程的多糖快速分析方法。
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* 简讯*

我院与烟台市人民政府签署全面合作框架协议

6 月 27 日，“2014 年烟台市与省内部分高校院所科技合作签约仪式”在烟台市举行。

我院院长王英龙代表我院和烟台市人民政府签署了全面合作框架协议。双方本着"优势

互补、平等协商、真诚合作、互惠互利、共同发展" 的原则，采取共建机构、人员交流、联合

研究、技术转移、科技咨询等多种方式，开展高起点、多层次、全方位的科技交流与合作，逐

步建立起产学研联合的创新体系和良性互动的运行机制，共同在烟台构建科技创新的新

高地。

科技合作洽谈会上，院属单位负责人、专家与烟台市企业进行了技术交流沟通，在海

洋平台设备系统控制、海洋工程特种材料、食品加工、太阳能综合利用等多个领域达成合

作意向。我院激光所、生物所、海仪所、自动化、材料所、能源所分别与烟台富润实业有限

公司、山东国际生物科技园、蓬莱市海洋生物有限公司、山东蓝色海洋科技股份有限公司、

莱州金声汽车电器有限公司、隆达铝业( 烟台公司) 、山东海德尔节能技术有限公司签署

了科技合作协议。( http: / /www． sdas． org / tpxw /5331． htm)
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