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　　摘要：利用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）、气相色谱（ＧＣ）和红外光谱（ＩＲ）分析法等对香菇（Ｌｅｎｔｉｎｕｓｅｄｏｄｅｓ）发酵液中香
菇胞外多糖（ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＥＰＳ）２种组分 ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２的化学结构进行特征分析，测定其抗氧化活性。结果
表明，ＥＰＳ－１的单糖组成主要为鼠李糖、阿拉伯糖和甘露糖，其摩尔比为１．７∶１．０∶３．０；ＥＰＳ－２的单糖组成主要为
鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖和葡萄糖，其摩尔比为７．２∶２．３∶１．０∶８．４；ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２均有较强的抗氧化活性，
ＥＰＳ－２体外抗氧化活性相对更强。
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　　香菇（Ｌｅｎｔｉｎｕｓｅｄｏｄｅｓ）别称花菇，世界第二大真菌门侧耳
科香菇属（Ｌｅｎｔｉｎｕｓ）食用菌，口味鲜美，营养丰富，富含多糖、
维生素、蛋白质、多元酚、朴菇素、膳食纤维等多种生物活性物

质，其中，香菇多糖具有抗氧化、抗衰老、抗肿瘤、抗炎、保肝护

肝和降血糖等作用［１－２］。液体发酵是目前真菌发酵中应用较

为广泛的一项技术，具有可以工业化连续生产、规模大、产量

高、发酵周期短、生产效益高等优点，除在液体发酵过程中产

生大量菌丝或孢子外，还会在发酵液中分泌多糖、多肽等具有

生理活性的物质。本研究采用 ＤＥＡＥ－５２纤维素柱和 Ｇ－
１００葡聚糖，对香菇发酵液中的胞外多糖（ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＥＰＳ）进行分离纯化，得到ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２等２种组分。在此
基础上，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）、气相色谱（ＧＣ）和红外
光谱（ＩＲ）分析法等分别分析这２种组分的分子量、单糖组
成、键型和抗氧化活性，以期为香菇液体的深层发酵及香菇胞

外多糖的开发利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
１．１．１　菌株与培养基　供试菌种香菇由内蒙古农业科学院
真菌研究所保存并提供。深层液体种子培养基：马铃薯

２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４１ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１ｇ、维生素Ｂ１
０．１ｇ、水１Ｌ，自然 ｐＨ值，于摇床２５℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
１０ｄ。深层液体发酵培养基：马铃薯 ２００ｇ、葡萄糖 ２０ｇ、
ＫＨ２ＰＯ４１ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１ｇ、维生素Ｂ１０．１ｇ、蛋白胨３ｇ、
酵母粉３ｇ、水１Ｌ，自然ｐＨ值，１００Ｌ气升式液体深层发酵罐
中培养１４ｄ，发酵温度为２５℃，连续通入无菌空气。
１．１．２　试剂　３０％ Ｈ２Ｏ２，由天津市凯通化学试剂有限公司
生产；９５％乙醇，由天津市百世化工有限公司生产；ＤＰＰＨ、
ＤＥＡＥ－５２纤维素、葡聚糖Ｇ－１００，由Ｓｉｇｍａ公司生产；苯酚，
由天津市天大化学试剂厂生产；浓硫酸、浓盐酸，由淄博化学

试剂厂有限公司生产；三氯乙酸，由天津大茂化学试剂厂

生产。

１．１．３　仪器　７５２－Ｎ紫外可见分光光度计、ＤＫ－Ｓ２４型恒
温水浴锅、ＤＺＦ－６０２１型真空干燥箱，均由上海精宏实验设备
有限公司生产；ＧＣ２０１０气相色谱仪，由日本岛津公司生产；
Ｎｉｃｏｌｅｔ３８０傅立叶变换红外光谱仪，由美国热电集团生产；
ＴＤＬ－５－Ａ型台式离心机，由上海安亭科学仪器厂生产；
ＬＸＪ－６８－０２型离心机，由北京医疗仪器修理厂生产；１２６０型
高效液相色谱仪，由美国安捷伦科技有限公司生产。

１．２　多糖的提取
将香菇的发酵液离心，除去胞外产物；用旋转蒸发仪浓

缩，加入 ３倍体积的 ９５％ 无水乙醇；４℃ 醇沉 ２４ｈ，
３５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；弃去上清液，将获得的沉淀真空冷
冻干燥即得胞外多糖。

１．３　多糖组分的测定
采用ＤＥＡＥ－纤维素离子交换柱对 ＥＰＳ组分进行分析：

用浓度梯度为０．２、０．５、１．０ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ溶液进行洗脱，洗
脱速度控制在１ｍＬ／ｍｉｎ；每个洗脱梯度收集２５支试管，每支
试管收集２ｍＬ，采用苯酚－硫酸法［３］测定收集溶液的多糖浓

度，绘制洗脱曲线。采用葡聚糖 Ｇ－１００凝胶柱对多糖组分
进行纯度鉴定［４］：用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液充分平衡层析柱，用
蒸馏水作为洗脱剂进行洗脱，洗脱速度控制在０．１ｍＬ／ｍｉｎ；
每支试管收集２ｍＬ，采用硫酸－苯酚法测定收集溶液的多糖
浓度，绘制洗脱曲线。

１．４　ＥＰＳ２种组分分子量的测定
用０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ水溶液将葡聚糖（标准品）及 ＥＰＳ样

品均配成质量浓度为２ｍｇ／ｍＬ的溶液，采用高效凝胶渗透色
谱法［５］测定多糖分子量，高效液相色谱仪测定条件为：Ｓｈｏｄｅｘ
ＳＢ－８０６ＨＱ８．０ｍｍ×３００ｍｍ色谱柱，柱温为 ５℃，
０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液为流动相，进样量为 １００μＬ，流速为
０．５ｍＬ／ｍｉｎ；以１ｇ分子质量对数（Ｍｗ）为纵坐标、保留时间
（ＥＴ）为横坐标绘制标准曲线，得线性回归方程为：Ｍｗ＝１－
０．３４２９ＥＴ＋１１．９７５（ｒ２＝０．９９９１）；根据样品上柱测定保留
时间，计算样品的分子量。
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１．５　ＥＰＳ２种组分的单糖构成
糖样品经过０．２５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４１００℃加热１６ｈ完全水

解，或者不经过水解处理，按照 Ｂｌａｋｅｎｅｙ等的方法［６］将各单

糖制备成全乙酰化糖醇衍生物；采用气相色谱分析糖的构成，

分离柱为岛津公司生产的０．２５ｍｍ×３０ｍ毛细管柱ＤＢ－１，
柱温为２１０℃，Ｎ２流速为３０ｍＬ／ｍｉｎ。
１．６　ＥＰＳ２种组分化学结构分析

试验样品采用ＫＢｒ压片，采用ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司的 Ｓｐｅｃ
ｔｒｕｎＧＸＦＴ－ＩＲ红外光谱分析系统对 ＥＰＳ２种组分进行化学
成分结构分析。

１．７　ＥＰＳ２种组分体外抗氧化活性测定
ＥＰＳ２种组分清除 ＤＰＰＨ自由基的测定方法为：２ｍＬ

９５％乙醇或 ０．１μｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ与 ２ｍＬ浓度在 １００～

１０００ｍｇ／Ｌ之间的 ＥＰＳ溶液进行混合，２５℃水浴 １５ｍｉｎ，
５１７ｎｍ处测定吸光度［７］。ＥＰＳ清除羟基自由基的测定采用
Ｓｍｉｒｏｎｆｆ等的方法［８］，多糖还原力的测定采用 Ｏｙａｉｚｕ的
方法［９］。

２　结果与分析

２．１　香菇胞外多糖的组成
采用ＤＥＡＥ－纤维素柱分析 ＥＰＳ发现，ＥＰＳ含有 ＥＰＳ－

１、ＥＰＳ－２这２个组分（图１－Ａ）。对ＥＰＳ的２个组分采用葡
聚糖Ｇ－１００凝胶进行分离，结果表明，ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２均分
离得到１个单一的洗脱峰（图 １－Ｂ、Ｃ），这表明 ＥＰＳ－１、
ＥＰＳ－２均为纯的多糖。

２．２　ＥＰＳ２种组分的分子量
由表１、图２可知，ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２的数均分子量分别为

５３２、７１４，重均分子量分别为３．５８×１０４、１．２０×１０５，多分散系
数分别为６７．２６、１６８．１９。

表１　ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２的分子量测定结果

组分 Ｍｗ Ｍｎ Ｍｚ Ｍｗ／Ｍｎ Ｍｚ／Ｍｗ
ＥＰＳ－１ ３．５８×１０４ ５３２ ５．２１×１０５ ６７．２６ １４．５６
ＥＰＳ－２ １．２０×１０５ ７１４ ７．５６×１０５ １６８．１９ ６．３０

　　注：Ｍｗ为重均分子量；Ｍｎ为数均分子量；Ｍｚ为 Ｚ平均分子量；

Ｍｗ／Ｍｎ为多分散系数；Ｍｚ／Ｍｗ为多分散指数。

２．３　ＥＰＳ２种组分的单糖构成
由表２可知，ＥＰＳ－１单糖组成有鼠李糖、阿拉伯糖、甘露

糖，占比分别为 ２８．８％、１５．５％、５５．７％，其摩尔比为
１．７∶１．０∶３．０；ＥＰＳ－２单糖组成有鼠李糖、阿拉伯糖、甘露
糖、葡萄糖，占比分别为３６．７％、１０．７％、５．６％、４７．０％，其摩
尔比为７．２∶２．３∶１．０∶８．４。
２．４　ＥＰＳ２种组分化学结构分析

由图３可见，ＥＰＳ－１在３４３１．２４ｃｍ－１附近有明显的由
—ＯＨ伸缩振动引起的吸收峰，在２９３５．８７ｃｍ－１附近有Ｃ—Ｈ
伸缩振动引起的吸收峰［１０］；１６４３．８６ｃｍ－１处有酰胺羰基存在
的吸收峰；１４３３．４１ｃｍ－１处为Ｃ—Ｈ变角振动；１０６０．８８ｃｍ－１

处有糖环上Ｃ—Ｏ伸缩振动引起的吸收峰，这表明多糖中存
在Ｄ—吡喃环［１１］；８１２．０１ｃｍ－１处有α糖苷键存在的吸收峰，
５６８．５８ｃｍ－１处有吡喃环伸缩振动引起的吸收峰。
　　由图 ４可见，ＥＰＳ－２在 ３４１５．８２ｃｍ－１附近有较强的
由—ＯＨ伸缩振动引起的吸收峰，２９２５．１７ｃｍ－１附近有Ｃ—Ｈ

伸缩振动引起的吸收峰［１０］；１６３８．０３ｃｍ－１处有酰胺羰基存在
的吸收峰；１４１６．６５、１６１８．５４ｃｍ－１处为 Ｃ—Ｈ变角振动；
１１５３．８３、１０７９．３４、１０２３．９６ｃｍ－１处的吸收峰由Ｃ—Ｏ、Ｏ—Ｈ
伸缩振动引起，这表明多糖中存在Ｄ－吡喃环［１１－１２］。
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表２　气相色谱结果

序号 单糖名称

ＥＰＳ－１ ＥＰＳ－２

保留时间

（ｍｉｎ）
峰面积

（μＶ）
保留时间

（ｍｉｎ）
峰面积

（μＶ）

１ 鼠李糖 １４．３５ ６４５９．２ １４．３５ １１９９５．０
２ Ｄ－核糖 — — — —

３ 阿拉伯糖 １６．５３ ３６９３．６ １６．５３ ３７７６．１
４ 木糖 — — — —

５ 肌醇 — — — —

６ 甘露糖 ３４．８４ １１１７１．６ ３４．８１ １６６８．７
７ 葡萄糖 — — ５．６７ １４００４．６
８ 半乳糖 — — — —

　　注：“—”表明多糖组分中不含有该单糖。 ２．５　ＥＰＳ２种组分的体外抗氧化活性
　　由图５可见，随 ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２浓度的升高，ＥＰＳ－１、
ＥＰＳ－２的抗氧化活性上升；ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２浓度为
１２００ｍｇ／Ｌ时，对ＤＰＰＨ的清除率分别为（５７．８５±０．６９）％、
（７８．９６±１．６５）％，对羟基自由基的清除率分别为（１１．５０±
０．４３）％、（４７．２０±２．０６）％，还原力分别为 ０．６１±０．０１、
１．２６±０．０３，ＥＰＳ－２的抗氧化能力明显优于ＥＰＳ－１。

３　结论与讨论

香菇发酵液经ＤＥＡＥ－纤维素离子交换柱和葡聚糖 Ｇ－
１００凝胶柱分离，可得到多糖组分 ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２。气相色
谱法测定ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２单糖组成发现，ＥＰＳ－１中主要含

有鼠李糖、甘露糖，而 ＥＰＳ－２中主要含有鼠李糖、葡萄糖，对
ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２化学结构分析发现，２种多糖均为Ｄ－吡喃型。
　　有研究表明，当多糖浓度为１０００ｍｇ／Ｌ时，虫草对ＤＰＰＨ
的清除率为２０％［１３］，桦褐孔菌对ＤＰＰＨ的清除率为１０％［１４］；

多糖浓度为１２００ｍｇ／Ｌ时，桑黄的还原力为０．１０［１５］，树舌灵
芝的还原力为０．４０［１６］。本研究结果表明，ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２浓
度为１２００ｍｇ／Ｌ时，ＥＰＳ－１、ＥＰＳ－２对ＤＰＰＨ的清除率分别
为５７．８５％±０．６９％、７８．９６％ ±１．６５％，对羟基自由基的清
除率分别为１１．５０％ ±０．４３％、４７．２０％ ±２．０６％，还原力分
别为０．６１±０．０１、１．２６±０．０３，与虫草等相比，ＥＰＳ－１、
ＥＰＳ－２对ＤＰＰＨ、羟基自由基有较强的清除能力及较强的还
原力，且ＥＰＳ－２的抗氧化活性相对更强。
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ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍｆｒｅｓｈｍｙｃｅｌｉａｏｆＡｇａｒｉｃｕｓｂｌａｚｅｉＭｕｓｓｉｌｌａｎｄｉｔｓ
ａｎｔｉ－ｆａｔｉｇｕｅｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｏｕｔｈｗｅｓｔＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
２００６，２８（２）：１９０－１９４．

—５１３—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１２期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［８］ＳｍｉｒｎｏｆｆＮ，ＣｕｍｂｅｓＱＪ．Ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｏｍ
ｐａｔｉｂｌｅｓｏｌｕｔｅｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９８９，２８（４）：１０５７－１０６０．

［９］ＯｙａｉｚｕＭ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂｒｏｗｎｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｅｄｂｙｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔａｎｄｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．Ｊ
ＳｏｃＦｏｏｄＳｃｉ，１９８６，３５（１１）：７７１－７７５．

［１０］ＺｏｕＸ．Ｑｕｉｃｋｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｅｓｆｒｏｍＡｇａｒｉｃｕｓｂｌａｚｅｉＭｕｒｉｌｌａｎｄｅｌｅｍｅｎｔａｒｙｐｒｏｐｅｒｔｙａｎａｌｙｓｉｓ
［Ｊ］．ＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ，２００５，１７（４）：１４．
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陈晓兰，陈　未，王帅兵，等．ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定鸭肉中氯霉素类药物残留［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１２）：３１６－３１９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．１２．０９８

ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定鸭肉中氯霉素类药物残留
陈晓兰１，２，陈　未１，王帅兵１，蒋春茂１，２

（１．江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００；２．江苏省动物药品工程技术研究中心，江苏泰州 ２２５３００）

　　摘要：现有动物性食品中氯霉素类药物残留检测前处理方法较为复杂，为简化样品分析方法，建立简单的样品前
处理方法和ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，以同时检测鸭肉中氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考残留。以５０％乙腈制备组织匀浆液，
向匀浆液中添加对照药物后采用乙腈去蛋白，高速离心，选择 ０．１％乙酸和乙腈 －甲醇（１∶１）为流动相，以
０．５ｍＬ／ｍｉｎ流速梯度洗脱，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ电喷雾电源（ＥＳＩ），负离子，选择多反应监测（ＭＲＭ）模式检测，并对所建立的
方法进行方法学验证。在所建立的样品前处理和色谱条件下，３种目标化合物在３ｍｉｎ内实现同时分离，标准工作曲
线在 ０．０２５～５．０００μｇ／ｇ范围内线性良好，ｒ２为 ０．９９５８～０．９９７６。最低检测限均为 ２．５ｎｇ／ｇ，最低定量限为
２５ｎｇ／ｇ。在添加量为２０、５０、１００ｎｇ／ｇ的水平下，平均回收率为９３．２６％ ～９７．２５％，ＲＳＤ为０．４７％ ～１．８３％。本试验
采用较为简单的乙腈蛋白沉淀法，操作简易，过程提取回收率高，可大幅提高样品前处理的效率，在所建立的色谱条件

下检测灵敏度大幅提高。该方法简易可行，能满足国际氯霉素类药物残留检测的要求。
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　　动物源食品（肉、蛋、奶、水产及其制品）的安全是全世界
关注的焦点，其中兽药残留问题是影响动物源食品安全的重

要因素之一［１］。氯霉素类药物属于广谱抗生素，对革兰氏阴

性及阳性细菌均有抑制作用，主要包括氯霉素（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉ
ｃｏｌ，ＣＡＰ）、甲砜霉素（ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，ＴＡＰ）、氟苯尼考（ｆｌｏｒｆｅｎｉ
ｃｏｌ，ＦＦ）等。氯霉素可抑制人类骨髓的造血功能，引起再生障
碍性贫血，在美国、欧盟及我国均被禁用于食品动物，同时规

定了禽肉中甲砜霉素、氟苯尼考的最高残留限量分别为５０、
１００ｎｇ／ｇ。目前，氯霉素类药物残留的检测方法主要有微生
物法［２］、酶联免疫法［３］、共振生物传感器法［４］、气相色谱

法［５］、液相色谱法［６］、超高效液相色谱法［７］、气相色谱 －质谱

法［８］、液相色谱 －质谱法［９］、超高效液相色谱 －串联质谱
法［１０－１２］等。

目前，动物性食品中氯霉素类及其代谢物的残留检测前

处理方法较为传统，药物与杂质间分离度差，且复杂的前处理

程序影响了样品回收率。如何简化前处理方法是目前该类药

物检测中亟待解决的关键问题。仅采用 ＨＰＬＣ技术或 ＧＣ技
术已无法满足多残留检测的要求，且其在鸭肉残留检测方法

中的应用尚未见国内外报道。鉴于此，本研究拟将快速溶剂

萃取（ＡＳＥ）技术应用于样品前处理，采用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法
建立快速、简易、高灵敏、高通量的禽肉中氯霉素类及其代谢

物的多残留快速检测技术，为兽药残留监控体系的建立和完

善提供先进的技术资料，对于我国动物性食品出口贸易更好

地与国际接轨、保障人类健康具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　药物与试剂
氯霉素对照品购自中国食品药品检定研究所，批号为
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