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摘　要　从雷蘑( Clitocy be Gig antean) AS 5. 105深层发酵的滤液中分离得到胞外多糖( CGP ) , 用苯酚-

硫酸分光光度法在室温下测定胞外多糖含量,测定波长 490nm,在 5. 00—40�g·mL - 1范围内吸光度与被

测物含量呈良好的线性关系, 相关系数 r= 0. 9957, 方法的回收率在 97. 8%—104. 6%之间。测定结果表明,

雷蘑在出发培养基深层发酵过程中合成了胞外多糖,含量为 0. 54mg·mL- 1。
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1　前言
雷蘑( Clitocybe Gigantean)别名大白桩蘑、青腿子。白色,菌肉肥厚,味道鲜美。子实体大,可药

用,治小儿麻疹,伤风感冒, 烦躁不安,能产杯伞素( Clitocybin) ,有抗肺结核的作用。

以往的真菌活性多糖多由子实体萃取得到,来源十分有限,真菌深层发酵生产的菌丝体及滤液

中同样含有抗肿瘤活性成分, 主要成分为抗肿瘤多糖及其蛋白复合体 [ 1—3]。但国内外目前对雷蘑

( Clitocybe Gigantean) AS 5. 105的研究仍属空白。

对于多糖的检测, 目前尚无一个统一的方法。多糖的检测方法一般可分为二大类,一类是直接

测定多糖本身,如高效液相色谱法和酶法。另一类是利用 DNS 法
[ 4—6]、斐林法、苯酚-硫酸法、硫酸-

恩酮法[ 7—9]等[ 10]。前者需昂贵的仪器、多糖纯品和特定的酶, 操作步骤繁琐,在应用中受到限制。后

者测定时方法干扰较大,受影响因素多,而且以上测定方法要求在工艺中或样品前处理中通过透析

或过凝胶柱等方法除去单糖、寡糖及小分子物质的前提下或在质量标准中增加单糖检查项,不得检

出单糖的情况下才可行。但这些方法简单、快速,无需多糖纯品和高级仪器,适合目前国内的实验条

件,因而被广泛采用。

苯酚-硫酸法是测定多糖含量较为经典有效的方法之一,但在报道
[ 11—14]

中却因多糖来源、处理

方法的不同而对反应温度的控制、试剂中苯酚及硫酸用量不尽相同。为了进一步确定适合测定雷蘑

深层发酵胞外多糖含量的实验条件,本研究采用对发酵醪减压过滤、Sevag 法除蛋白、蒸馏水透析

定容后,以葡萄糖作为对照,用苯酚-硫酸法测定胞外多糖含量。



2　材料和方法

2. 1　供试材料

2. 1. 1　菌种

雷蘑( Clitocybe Gigantean) AS 5. 105(中科院微生物菌种保藏中心)。

722分光光度计(上海第三分析仪器厂)。

2. 1. 2　培养基

斜面种子培养基(综合马铃薯培养基
[ 15]

) : 马铃薯 200g、葡萄糖 20g、VB11mg、MgSO 41. 5g、

KH2PO 43g、琼脂 18g。

液体培养基: 蔗糖 20g、葡萄糖 5g、酵母膏 2g、KH2PO 43g、MgSO41. 5g、VB1 1mg、蒸馏水

1000mL。

2. 1. 3　菌种培养及接种

取斜面试管菌种点种于培养皿中, 25℃培养 12d后,用� 8mm 无菌打孔器从平板上打孔取块

(即菌丝蝶) , 分别接种于盛有 100mL 发酵培养基的 500mL 三角瓶中,接种量为 50mL 发酵液 1

块。在摇床上振荡培养 25℃, 140rpm。

2. 1. 4　菌丝干重与胞外多糖的提取及含量测定

于实验第9d 终止发酵,对发酵醪减压过滤,得菌丝体和滤液。将菌丝体 80℃干燥至恒重称量,

以菌丝干重( DCW )表示, mg·mL
- 1
发酵醪计。

取滤液 10mL,采用 Sevag 法脱蛋白至两相界面无膜出现为止(大约 10次) ,取 2mL 该脱蛋白

液自来水流水透析 2d,蒸馏水透析 2d 后,取出透析液定容至 50mL,采用苯酚-硫酸法测定多糖含

量,以 �g·mL
- 1
发酵醪计。

3　结果与分析

3. 1　葡萄糖校准曲线的制作

3. 1. 1　葡萄糖对照品贮备液的配制

精密称取 105℃干燥至恒重的分析纯葡萄糖标准品 100mg, 溶解并定容 100mL,则其浓度为

1mg·mL - 1。

3. 1. 2　样品贮备液的配制

取 2mL 脱蛋白液透析后定容至 50mL。

3. 1. 3　苯酚液的配制

称取化学纯苯酚 100g ,置于烧瓶中, 加入 0. 1g 铝片、0. 05g 碳酸氢钠,加热蒸馏, 收集 180—

182℃馏分。称取重蒸苯酚 10g,加入蒸馏水 190g 溶解,置于棕色瓶中备用。

3. 1. 4　实验条件的选择

检测波长的确定: 取葡萄糖对照品溶液和样品溶液, 分别经苯酚-硫酸试剂显色后,作全波长扫

描测定,结果葡萄糖和样品透析液经显色后,均在 490nm 波长处有最大吸收峰。因此选定 490nm

为检测波长。

苯酚及硫酸用量选择:通过改变苯酚和硫酸用量寻找合适的比例, 保持较高的硫酸浓度,确保

多糖的水解和糠醛反应的完全, 使成色反应进行并形成线性梯度。通过实验,确定了加入浓硫酸的
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体积和总体积之比为5∶7为宜, 可使反应在室温进行。

图 1　浓度-吸光度散点图

3. 1. 5　校准曲线制备

精密吸取葡萄糖标准贮备液 0. 5、1. 0、2. 0、3. 0、4. 0mL 均定容

100mL, 分别取 1. 0mL, 各加入苯酚液 1. 0mL, 迅速滴加浓硫酸

5. 0mL(硫酸占总体积 71. 4% ) ,另以 1. 0mL 水同上操作, 作为空白

液。20min 后,于波长 490nm 处测其吸光度, 分别为 0. 079、0. 167、

0. 246、0. 351、0. 476, 得回归方程为: A = 0. 0978C- 0. 0296, r =

0. 9957。式中: A 为吸光度, C 为葡萄糖浓度。

3. 1. 6　精密度试验

精密吸取同一样品溶液 1. 0mL,重复测定吸光度 6次,结果 RSD= 2. 8%( n= 6)。

3. 1. 7　稳定性试验

　　精密吸取样品 1. 0mL, 按上述方

法操作,每隔 30min测定 1次,共测定

6次, 结果见表 1。

从表 1中结果可以看出, 用苯酚-

硫酸法进行胞外多糖的含量分析, 以

吸光度定量,结果相对标准偏差较小,

实验重复性好,所得实验结果可靠。

表 1　稳定性实验结果

序号 吸光度 平均值 标准偏差 相对标准偏差( % )

1 0. 185

2 0. 187

3 0. 180

4 0. 179 0. 182 0. 00004 2. 2

5 0. 178

6 0. 186

3. 2　多糖含量测定

3. 2. 1　样品含量测定

精密吸取样品液 1. 0mL,下同 3. 1. 5,经测量换算得样品中多糖含量为 0. 54mg·mL
- 1。

3. 2. 2　加样回收率测定

精密吸取 0. 5ml样品液, 6份,分别加入浓度不同的葡萄糖对照品溶液 0. 5mL,按样品测定方

法测定吸光度,测得平均回收率为 100. 2%, 结果见表 2。

表 2　回收率实验

序号 样品量( �g) 加样量( �g) 测得量( �g) 回收量( �g) 回收率( % )

1 10. 5 5. 00 15. 73 5. 23 104. 6

2 10. 5 10. 00 20. 38 9. 88 98. 8

3 10. 5 15. 00 25. 17 14. 67 97. 8

4 10. 5 20. 00 30. 32 19. 82 99. 1

5 10. 5 25. 00 35. 93 25. 43 101. 4

平均 100. 2

　　表 2结果表明,以葡萄糖标准品为对照品, 苯酚-硫酸法进行胞外多糖的含量分析,加样回收率

为 100. 2% ,所以本方法的准确度较高。

4　结论
通过苯酚-硫酸法显色实验验证了雷蘑( Clitocybe Gigantean) AS 5. 105深层发酵合成了胞外多

糖。通过对比确定了苯酚-硫酸法检测雷蘑胞外多糖含量的最佳条件:浓硫酸的体积和总体积之比

为 5∶7;快速滴加浓硫酸放热, 可使反应在室温进行;放置 30min后吸光度稳定。经测定,在出发液

体培养基中, 雷蘑胞外多糖含量为 0. 54mg·mL
- 1 ,这个结果也将被后续优化实验所证实。
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此方法可很好的用于胞外粗多糖含量的测定,因为液体发酵得到的多糖颜色较淡, 经脱蛋白、

透析后,实际上也是对多糖进行了初步的纯化和脱色处理。
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Determination of Extracellul ar Polysaccharide
from Submerged Fermentation Broth of Clit ocybe Gigantean
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Abstract　An ex tracellular polysaccharide, CGP, was ex tracted from submerged fermentation

broth of Clitocybe Gigantean, and determined at room temperature by phenol-sulfuric acid

spectrophotometry at 490nm . The linear range is 5. 00—40�g·mL
- 1

( r= 0. 9957) w ith recovery of
97. 8%—104. 6% . T he ex tracellular polysaccharide of Clitocybe Gigantean was synthesized in the

process by the initial liquid culture medium , and detected as 0. 54mg·mL
- 1 .

Key words　 Clitocy be Gigantean, Ex tracellular Poly saccharide, Phenol-Sulfuric Acid Spectro-

photometry, Synthesis.
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