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表 5  部分辐射株系试管苗与一年生苗薯蓣皂苷元百分含量 

Tab 5  The percentage composition of diosgenin of plantlet 
and that of one year growth plant  

株系 Co72 Co32 Co25 Co6 Co27 CK 

试管苗 0.09 0.13 0.14 0.07 0.20 0.12 

一年生苗 1.06 1.20 1.30 0.60 1.29 1.19 

表 5 结果表明，在试管苗阶段薯蓣皂苷元含量

差异明显的株系在田间生长一年后，含量差异并不

明显，但整体来讲，在试管苗阶段薯蓣皂苷元含量

高的辐射株系在苗床生长一年后，薯蓣皂苷元含量

一般也较高。 

3  讨论 

 传统上盾叶薯蓣采用根茎繁殖，而要获得薯蓣

皂苷元含量较高的盾叶薯蓣，要保证其生长 3 年才

能采收，这样就造成了盾叶薯蓣种质资源的短缺，

而组织培养技术具有不受地区、季节和气候条件限

制等优势，可以大规模地进行培养，提供大量健壮、

纯度高的培养材料。这不仅可以解决盾叶薯蓣种质

短缺的问题，而且可缩短育种年限，使所培育的优

良品种可以在短时间内大量繁殖推广应用。本试验

在组织培养的基础上，利用秋水仙素诱导和辐射诱

变获得了一系列株系，并对其根茎中的薯蓣皂苷元

含量进行了分析，结果表明，在试管苗阶段薯蓣皂

苷元含量高的株系在苗床生长一年后，薯蓣皂苷元

含量一般也较高。说明在组织培养的基础上，利用

多倍体和辐射诱变育种可以改善盾叶薯蓣的品质，

而且在试管苗阶段，通过测定薯蓣皂苷元含量对株

系进行前期筛选是可行的。 

本试验为盾叶薯蓣多倍体育种和辐射诱变育

种研究的一部分，此后还将继续进行盾叶薯蓣优良

品种的选育，经过 3~5 年盾叶薯蓣质量和化学指标

的评价和考察，最终培育出高产优质的盾叶薯蓣新

品种。 
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摘要：目的  研究松木层孔菌胞外多糖的单糖组成和免疫学活性。方法  使用冻融分级、酶+seveg 法脱蛋白和 Sepharose 

CL-6B 层析纯化松木层孔菌胞外粗多糖(CPPE)，得到级分 PPE，用 HPLC 分析其均一性和分子量，用气相色谱法测其单

糖组成。结果  经 HPLC 验证，PPE 为均一组分，分子量为 3.9×104 Da。气相色谱分析表明，PPE 为甘露聚糖。淋巴细

胞增殖实验显示，PPE 能促进小鼠淋巴细胞的增殖，同时也可协同有丝分裂原 ConA 和 LPS 促进小鼠脾 T、B 淋巴细胞

的增殖。结论  PPE 具有提高机体免疫力的功能。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  Study on monosaccharide composition and immunomodulating activities of extracellular 
polysaccharide of Phellinus pini. METHODS  PPE was purified from CPPE using a combination of techniques, such as: 
frozen-thawed, deproteinated by enzyme/Sevag method and Sepharose CL-6B column chromatography. Homogenicity and 
molecular weight of PPE were analyzed by HPLC, and its composition was assayed by GC. RESULTS  PPE appeared as single 
symmetrical peak on HPLC, and the average molecular weights was 39 kDa. Monosaccharide analysis by GC shows that it was 
mannan. The bioassay showed that PPE could stimulate mouse splenic lymphocytes proliferation and increase the ConA or 
LPS-induced lymphocytes proliferation in vitro. CONCLUSION  The results showed that PPE have the function of enhancing the 
immunity. 
KEY WORDS: Phellinus pini; extracellular polysaccharide; composition analysis; lymphocyte transformation 

 

松木层孔菌隶属于层孔菌属，是一种寄生于云

杉、落叶松、松等针叶树活立木上的多年生腐生

菌 

[1]，近几年的研究发现，层孔菌属多糖具有免疫

调节、抗肿瘤、抗氧化、降血脂、降血糖等生物学

活性[2-7]。王稳航等[5]的研究表明，松木层孔菌子实

体水提多糖(PSⅠ)、碱提多糖(PSⅡ)、磺化多糖(PS

Ⅲ)具有抗氧化功能，3 种多糖均能不同程度地提高

小鼠血清、心、肝、脑、脾中 SOD、GSH-Px 活力，

降低 MDA 生成量，而对 TOAC 值影响较小；同时，

3 种多糖均显著提高了小鼠体内血清 NO 生成量。

松木层孔菌水提多糖 PSⅠ能显著提高小鼠的脾指

数和胸腺指数，能显著促进脾细胞体外增值能力，

具有提高机体免疫力的功能[8]。然而，关于松木层

孔菌的发酵培养，胞外多糖组成分析和免疫学活性

方面的研究还未见报道。 

本试验对松木层孔菌胞外多糖(PPE)的单糖

组成进行分析，并对其免疫学活性进行了初步的

考察。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

松木层孔菌发酵液的获得：本实验室从松木层

孔菌子实体中分离菌种，取活化后的斜面母种接入

500 mL 锥形瓶中，28 ℃，140 r·min1 培养 7 d。发

酵结束后，4 000 r·min1 离心收集新鲜发酵液备用。 

1.2  试剂与仪器 

Sepharose CL-6B(Amersham Biosciences)，蓝色

葡聚糖 (Blue dextran 2000)、标准分子量葡聚糖

(133 800，84 400，41 100，21 400，2 500)、链蛋

白酶(Sigma)，其余试剂均为国产分析纯或色谱纯； 

LC-10ATVP 色 谱 仪 ( 日 本 SHIMADZU ，

SHIMADZU ID-10A 检测器，CLASS VP 工作站)；

TSK-GEL TYP G3000PWXL 色谱柱(7.8 mm×30.0 

cm，7 m)。 

Vavian 3400 气相色谱仪(美国 Vaviam 公司，

附 FID 检测器，HP3365 化学工作站)；SE30 色谱

柱(50 mm×0.20 mm，0.25 m)。 

1.3  PPE 的提取纯化 

松木层孔菌发酵液浓缩至原体积的 1/10，用 3

倍体积预冷的 98%乙醇醇沉，静置过夜，离心，常

规干燥，得褐色发酵液粗多糖，命名为 CPPE。CPPE

经冻融分级、链蛋白酶+Sevag 法联合脱蛋白、

Sepharose CL-6B 层析柱(2.5 cm×90 cm)层析(洗脱

液：0.9%NaCl，流速：0.5 mL·min1，以苯酚-硫酸

法检测，合并糖峰部分洗脱液，透析后浓缩冻干，

得松木层孔菌胞外多糖 PPE。利用 HPLC 对 PPE 进

行均一性及分子量测定，分析条件：流动相为

0.7%Na2SO4；流速为 0.5 mL·min1；柱温为 40 ℃；

压力 1.6 MPa。 

1.4  PPE 的单糖组成分析 

PPE 的预处理[9]：称取 PPE(10 mg)经 2 mol·L1 

三氟乙酸(TFA)120 ℃封管水解 3 h，用无水乙醇蒸

除 TFA 至中性；加 1 mg 肌醇和 1 mL 0.1 mol·L1 

Na2CO3，30 ℃干燥箱保温 50 min；加 KBH4 50 mg，

室温放置 1.5 h；25%乙酸中和 KBH4，并用阳离子

交换树脂除盐；甲醇除酸至中性；将干燥物 85 ℃

真空加热 2 h；加 1 mL 正丙胺，1 mL 无水吡啶，

55 ℃保温 30 min，N2 吹干；加 0.5 mL 无水吡啶和

0.5 mL 乙酸酐，90 ℃保温 1 h，N2 吹干；加 1 mL

无水二氯甲烷，离心，取上清气相色谱仪分析。 

PPE的气相色谱分析条件：以高纯氮气为载气，

气化温度 280 ℃，检测温度 280 ℃，柱温为 130 ℃

(2 min)，以 10 ℃·min1 程序升温至 250 ℃(20 min)。 

1.5  PPE免疫活性研究 

采用 MTT 法检测小鼠体外脾淋巴细胞的增殖

情况[3]。小鼠颈椎脱臼处死后，无菌条件下取出脾

脏，轻轻研磨制备脾细胞，用 0.01%Tris-NH4Cl 溶



 

中国现代应用药学 2010 年 8 月第 27 卷第 8 期                                   Chin JMAP, 2010 August, Vol.27 No.8        ·713· 

解红细胞，Hank’s 洗涤 3 次后，用 RPMI 1640 完全

培养基制备脾细胞悬液，调整细胞浓度为 106 mL1。

100 μL 含有无菌待测样品的细胞悬液加入含有或

者不含 ConA(终浓度 5.0 μg·mL1)、LPS(终浓度 10.0 

μg·mL1)的 96 孔培养板中。加入待检样品 20 μL，

用 RPMI 1640 完全培养基补至 200 μL。每个样品重

复 3 个孔。混匀后放入培养箱 5%CO2，37 ℃预孵

72 h。每孔加入 20 μL 的 MTT 染色液 5 mg·mL1，

5%CO2，37 ℃反应 4 h。培养结束后，去上清液，

加入 100 μL 的 DMSO，震荡溶解，酶标仪 570 nm

处检测。 

2  结果与讨论 

2.1  提取纯化 

松木层孔菌发酵液经分离纯化后得到褐色粉

末状固体 CPPE，经苯酚-硫酸法测得其总糖含量为

33.56%，凯氏定氮法测得蛋白含量为 31.68%。纯

化后胞外多糖 PPE 为淡黄色粉末，比旋光度[α]D
20=

＋21.3°，糖含量为 92.84%，HPLC 分析结果显示，

样品为对称单一峰，表明所获得的多糖纯度较高，

其分子量为 39 kDa，见图 1。 

 
图 1  PPE 的 HPLC 谱图 

Fig 1  HPLC spectrum of PPE 

2.2  PPE 单糖组成 

糖组成分析结果表明，PPE 为甘露聚糖，见图 2。 

 
图 2  PPE 的单糖组成 GC 谱图 

Fig 2  GC chromatogram of PPE 

2.3  免疫活性研究结果 

应用MTT法对PPE进行了体外免疫活性实验，

结果见表1。 

表 1  PPE对小鼠脾淋巴细胞增殖作用的影响 
Tab 1  Effects of PPE and PPE on ConA- or LPS- induced 
lymphocyte proliferation in mouse splenocytes in vitro 

OD(570 nm) 
组别 

PPE PPE+ConA PPE+LPS 

阴性对照组 0.424±0.013   

ConA阳性对照组  0.486±0.021  

LPS阳性对照组   0.898±0.023

PPE(25 μg·mL1) 0.483±0.0171) 0.543±0.0241) 0.901±0.031

PPE(50 μg·mL1) 0.585±0.0352) 0.564±0.0211) 0.978±0.0291)

PPE(100 μg·mL1) 0.605±0.0412) 0.594±0.0192) 1.028±0.0412)

PPE(200 μg·mL1) 0.512±0.0142) 0.641±0.0442) 0.834±0.022

注：与阴性对照组相比，1)P＜0.05；2)P＜0.01 

Note: Compared with negative control group, 1)P＜0.05; 2)P＜0.01 

3  结论 

松木层孔菌胞外粗多糖经纯化后，得到一个级

分，糖含量由粗多糖的33.56%提高到纯化后的

92.84%，重均分子量集中在39 kDa附近；松木层孔

菌胞外多糖为均一多糖，由甘露糖组成，为甘露聚

糖；松木层孔菌胞外多糖具有促进小鼠脾淋巴细胞

增殖的作用，同时可协同有丝分裂原ConA和LPS促

进小鼠脾T、B淋巴细胞的增殖。 

由表 1 可以看出，PPE 能够促进小鼠脾淋巴细

胞的增殖(浓度为 50，100，200 μg·mL1 具有显著

差异)，同时也可协同有丝分裂原 ConA(浓度为 100 

μg·mL1和200 μg·mL1时具有显著差异)和LPS(100 

μg·mL1 时具有显著差异)促进小鼠脾 T、B 淋巴细

胞的增殖。 

4  讨论 

通过发酵工程技术生产真菌多糖，具有生产

周期短、成本低廉、适宜工业化的大规模生产等

优点，近年来已成为真菌多糖研究和开发的热点

之一。松木层孔菌由于受其生理生态的特殊性和

复杂性以及外部环境条件制约，天然资源非常有

限，笔者通过液态发酵技术成功培养出松木层孔

菌，说明松木层孔菌适合发酵培养，为以后的大

规模生产提供了理论依据。 

笔者从松木层孔菌发酵液中分离出松木层孔

菌胞外粗多糖，在对其进行纯化的过程中发现，

在去除了其中的蛋白质成分之后，松木层孔菌胞
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外粗多糖分布相对比较集中，因此后续的纯化步

骤很简单，这一特点为松木层孔菌胞外多糖的工

业化生产降低生产成本、快速进入市场提供了便

利的条件。 

对松木层孔菌胞外多糖的单糖组成进行分析

表明，该多糖仅由甘露糖组成，为甘露聚糖。由于

该胞外多糖单糖组成比较单一，对其结构方面的分

析工作相对会比较轻松，而且很有可能得到该多糖

非常精确的结构信息。 

甘露聚糖结合凝集素(MBL)是哺乳动物C型凝

集素超家族的成员，在机体抗感染免疫反应中处于

第一线[10]。MBL能特异性地识别多种病原微生物表

面的多糖结构，进而激活补体系统和调理吞噬杀灭

病原[11-12]。同时，它也参与多种免疫性疾病的发

生 

[13]。松木层孔菌胞外多糖为甘露聚糖，通过对其

免疫学活性的初步研究发现，该多糖具有促进小鼠

脾淋巴细胞增殖的作用，为进一步研究该多糖的抗

病毒、抗肿瘤、免疫调节等方面的活性提供理论基

础，并为松木层孔菌的开发利用提供了有价值的参

考资料。 
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糖足颗粒质量标准研究 
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摘要：目的  建立糖足颗粒的质量标准。方法  采用薄层色谱法对糖足颗粒中的黄芪、防己、当归 3 味主要中药进行定

性鉴别，以高效液相色谱法对其主药赤芍中的芍药苷进行含量测定。结果  定性鉴别分离度好，专属性强；芍药苷在

0.504~5.040 μg 内线性关系良好，r=0.999 8(n=6)，平均回收率为 97.74%，RSD 为 0.72%(n=6)。结论  本法可靠，准确，

专属性强，可有效控制糖足颗粒的质量。 
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