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摘要 目的: 建立香菇多糖分子量、分子量分布测试及构型判断的方法。方法: 采用 SEC － RI － MALLS 联用技术以磷酸盐缓

冲溶液( pH 7. 8 ～ 8. 0) 为流动相，SHODEX OHPAK 803HQ，SHODEX OHPAK 804HQ，SHODEX OHPAK 805HQ 为色谱分离柱，

在流速 0. 4 mL·min －1，柱温 30 ℃的条件下对香菇多糖在纯水和氢氧化钠溶液中的分子量和分子量分布进行了测试研究。
结果: 在超纯水中香菇多糖样品的重均分子量 Mw 为 7. 264 × 105 ( 5% ) ，在氢氧化钠溶液中香菇多糖样品的 Mw 为 7. 486 × 105

( 5% ) ，分子量分布指数 Mw /Mn 分别为 1. 541 和 1. 561; 通过半径 rg 对 Mw 作图，得知香菇多糖在超纯水和氢氧化钠溶液中都

得到 U 型曲线，表明香菇多糖为典型的高支化度结构，这一结论与香菇多糖真实结构一致。结论: 实验数据显示不同的溶剂

对香菇多糖分子量和分子量分布有一定影响; 通过 rg 对 Mw 作图，可以对高分子的构型进行判断。
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Application of SEC － RI － MALLS Technique on the study of lentinan
molecular weight and distribution analysis of molecular weight *
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Abstract Objective: To develop a quantitative method for the lentinan molecular weight and molecular weight dis-
tribution by SEC － RI － MALLS Technique． Methods: The lentinan relative molecular mass and molecular weight
distribution has been measured using SHODEX OHPAK 803HQ，SHODEX OHPAK 804HQ，SHODEX OHPAK
805HQ as the chromatographic separation column，with phosphate buffer solution ( pH value of 7. 8 － 8. 0) as mo-
bile phase at a flow rate of 0. 4 mL·min －1，and a column temperature of 30 ℃ by SEC － RI － MALLS，system． The
lentinan's configuration is discussed in pure water and NaOH solution respectively． Results: The results showed that
the lentinan Mw is 7. 264 × 105 ( 5% ) in ultrapure water，and 7. 486 × 105 ( 5% ) in NaOH alkaline solution respec-
tively． The molecular weight distribution index Mw /Mn were 1. 541 and 1. 561 respectively． The rg on Mw plot indica-
ted that the lentinan in ultrapure water and NaOH alkali solution produced a U － curve． This proves that the lentinan
has a typical high degree branching structure． This conclusion consistent with the true structure of lentinan． Conclu-
sion: The experimental data showed that different solvents have influential on the molecular weight and molecular
weight distribution of lentinan． The configuration of the polymer can be judged with the rg on Mw plot．
Key words: laser light scattering method; SEC － RI － MALLS; lentinan ( LNT) ; molecular weight; molecular weight
distribution ; determination

香菇多糖( lentinan，LNT) 乃天然产物香菇子实
体中分离纯化获得的 1 种多糖肽，具有广泛的生物药
物活性。其结构可划分为四级。一级结构以 β － D －
( 1 －3) －葡聚糖为主链结构，葡萄糖残基为侧链的葡
聚糖，分枝点位于 O －6 上，重复结构单元一般含有 7
个葡萄糖残基，2 个残基在侧链上，即每 5 个单糖残

基含有 2 个分枝［1 ～ 3］。X －衍射分析表明它的立体结
构为右旋三股螺旋，晶格为六角形，晶格常数 a = b =
1. 5 nm，c =0. 6 nm［4］。香菇菌多糖结构式见图 1。

大量的研究结果表明［5 ～ 14］，香菇多糖有提高免
疫、抗肿瘤、抗感染、保护肝损伤、抗衰老、降血糖、抑
制血小板聚集等作用，对化学致癌及病毒致癌也有
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图 1 香菇多糖的结构图

Fig 1 The structure of lentinan

抑制作用，此外它还具有多种药理活性，如抗溃疡、
防辐射及防治青光眼等作用，因此香菇多糖可广泛

地应用于临床，具有很好的药用价值。然而申报新

药需要按申报要求进行系统试验，香菇多糖作为高

分子化合物，其临床疗效及过敏反应的发生与其分

子量高低及分子量分布密切相关，其中 MW 的大小

及其分布状况及该分子在不同溶液中的性质是评价

其药用价值、控制生产和改进产品质量的主要根据

和重要指标。高聚物分子量的检测方法有很多，目

前较常用的有乌氏粘度法、色谱法和激光光散射法。
乌氏粘度法是将高聚物溶于一定的溶剂中，用乌氏

粘度计测量其特性粘度值，再根据特性粘度与分子

量之间的关系公式计算出其粘均分子量，但该方法

不能直接求出绝对平均分子量，而是间接地通过经

验公式计算，所以会带来较大的误差; 色谱法既可以

提供分子量值，还可得到分子量的分布情况，但该法

所给出的是分子量相对值，一般需采用标准样品校

准。激光光散射法的特点是当光通过高分子溶液

时，由于密度起伏和溶液浓度不均一而引起光散射

现象，光散射仪可从不同角度对散射光进行检测，收

集散射光的强度，散射光角度的变化与分子的尺寸

有关，任何方向的散射光强度与高聚物的分子量和

溶液浓度成正比，用激光测定每个级分的相对聚合

度和均方半径，然后将数据进行处理并作图，该方法

需要对样品进行分级处理，其分级处理时间长而十

分烦琐。由传统的光散射技术发展起来的体积色谱

( SEC) － 示 差 检 测 ( RI ) － 多 角 度 激 光 光 散 射

( MALLS) 联用技术，兼具了色谱法和光散射法的特

点，光散射仪可从多个不同角度对散射光进行检测，

同时摒弃了烦琐的操作和运算，在不需要标准样品

的情况下，也不必对分子的形状进行假设，能快速、
准确地测定出高分子的绝对 Mw、Wn、粘分子量、分

子量分布、分子的形状、分支、聚集态等，而且准确性

和重现性很好。在我们以前的工作中，应用不同的

联用系统对不同的大分子物质进行了相关测试研究

工作［15，16］，获得了十分满意的结． 果。受单位委托，

根据样品的特性本论文采用 SEC － RI － MALLS 联

用系统测定了新提取的香菇多糖在不同溶液中的

Mw 及分子量分布，并对香菇多糖在纯水和氢氧化钠

溶液中的溶液性质进行了比较研究，得到如下结论:

在超纯 水 中 香 菇 多 糖 样 品 的 Mw 为 7. 264 × 105

( 5% ) ，在氢氧化钠溶液中香菇多糖样品的 Mw 为

7. 486 × 105 ( 5% ) ，分子量分布指数 Mw /Mn 分别为

1. 541 和 1. 561; 通过 rg 对 Mw 作图，得知香菇多糖

在超纯水和氢氧化钠溶液中都得到 U 型曲线，表明

香菇多糖为典型的高支化度结构，这一结论与香菇

多糖真实结构一致，实验数据显示不同的溶剂对香

菇多糖分子量和分子量分布有一定影响。该论文所

使用的实验方法和得到的数据及结论，将为该类药

物的质量控制，制定质量标准，完成新药申报项目资

料的准备，提供必要的实验方法和数据，同时可以通

过 rg 对 Mw 作图，对高分子的构型进行判断。
1 实验仪器及实验条件

SEC － RI － DAWN EOS 十八角度激光散射联用

系统( 图 2 所示) ，美国怀雅特公司购买。

图 2 SEC － RI － MALLS 联用系统仪器结构图

Fig 2 Structure chart of the SEC － RI － MALLS system

组件名称: Aglient 1100 单元泵，SHODEX OHPAK
SB － G( 6. 0 mm × 50 mm) ，SHODEX OHPAK 803HQ
( 8. 0 mm × 300 mm) ，804HQ ( 8. 0 mm × 300 mm) ，

805HQ( 8. 0 mm ×300 mm) ，Astra V 激光光散射数据

采集及处理软件，SK1200H 超声波清洗仪器; 重蒸馏

水; 其他试剂为分析纯，微孔过滤膜 0. 2 μm; 香菇多

糖样品( 自制) : 为白色纤维状疏松固体。
2 实验过程

2. 1 实验条件和流动相配制 实验用香菇多糖样
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品( 协作单位制备) ，以 pH 为 7. 8 ～ 8. 0 的磷酸盐缓

冲溶液作为流动相，流动相经 0. 2 μm 水系过滤膜低

真空度过滤，测试柱温30 ℃ ; 示差折光检测器温度30
℃，检测波长 690 nm; 流速: 0. 4 mL·min －1 ; 进样体

积: 500 μL; 样品溶液浓度: 1 ～2 mg·mL －1。选择 pH
为 7. 8 ～ 8. 0 的磷酸盐缓冲溶液作为该实验的流动

相。其配制方法是: 取磷酸氢二钾5. 59 g 与磷酸二氢

钾 0. 41 g，加水使溶解并定容至 1000 mL。
2. 2 样品溶液配制

2. 2. 1 样品溶液 A 称取香菇多糖样品 5 mg，置于

5 mL 量瓶中，加超纯水( 电阻率 25 ℃时为 18. 2MQ
) 溶胀，定容过夜。
2. 2. 2 样品溶液 B 称取 5 mg 香菇多糖样品，置

于 5 mL 量瓶中，加 0. 5 mol·L －1氢氧化钠溶液 0. 5
mL 溶胀，用 0. 5 mol·L －1的盐酸和精密 pH 试纸调

pH 到 7. 8 ～ 8. 0 于 5 mL 量瓶中，定容过夜。
2. 3 样品测定条件 香菇多糖分子量和分子量分

布的测定是在 SEC － RI － MALLS 联用系统( 图 2 )

上于 690 nm 下测定的，十八角激光光散射仪测定的

角度从 16. 9°到 155. 4°。11 角为 90°散射角，此时

的激光强度最稳定，受杂散光干扰最小［15，16］。分子

量和分子量分布测量时将样品溶液稀释后经 0. 2
μm 的水系过滤头，经凝胶渗透色谱、示差检测和光

散射检测联用法测量。凝胶渗透色谱柱和示差检测

器的温度均为 30 ℃。
2. 4 香菇多糖分子量和分子量分布测定的具体步

骤 打开 SEC － RI － EOS 联机软件模板并设好有关

的参数，准备采集实验数据。打开示差检测器的

PURGE 阀，用配备好的流动相将整个联用系统冲洗

干净后，关闭示差检测器 PURGE 阀，清零。用手动

进样器将样品溶液通过针头过滤器进样，开始收集

数据。用 Astra V 数据处理软件处理所收集的实验

数据。主要数据处理步骤是: 定激光基线和示差基

线→定激光峰和示差峰→运行软件。结果见表 1。
表 1 香菇多糖分子量和分子量分布的结果
Tab 1 Lentinan results of molecular weight

and molecular weight distribution

溶剂( solvent)

水

( water)
氢氧化钠溶液

( NaOH solution)

MW/g·mol － 1 7. 264 × 105( 5% ) 7. 486 × 105( 5% )

Mn /g·mol － 1 4. 713 × 105( 6% ) 4. 791 × 105( 5% )

Mw /Mn 1. 541( 8% ) 1. 563( 7% )

10%分子量( molecular weight) 2. 735 × 105 2. 838 × 105

90%分子量( molecular weight) 1. 363 × 106 1. 311 × 106

3 结果与讨论

3. 1 流动相浓度的选择 由于 SHODEX OHPAK
系列凝胶过滤色谱柱可采用超纯水或磷酸盐缓冲溶

液、醋酸盐缓冲溶液做分离流动相，根据样品的组

成、化学结构、溶解度等物理性质，选择 pH 为 7. 8 ～
8. 0 的磷酸盐缓冲溶液作为该实验的流动相。
3. 2 pH 的选择 色谱柱条件适宜的 pH 范围( 3. 0
～ 8. 0) ，对于不同的缓冲溶液采用不同的 pH，选择

磷酸盐 pH 为 7. 8 进行试验。
3. 3 样品分子量及分布的测定与不同溶剂对分子

量及分布的影响 该实验分别使香菇多糖在超纯水

( 电阻率 25 ℃ 时为 18. 2 MQ ) 溶胀过夜和 pH 为

7. 8 ～ 8. 0 的氢氧化钠溶液中于 5 mL 量瓶中溶胀过

夜后测试。香菇多糖样品分子量的测定结果见表

1，在超纯水中香菇多糖样品的 Mw 为 7. 264 × 105

( 5% ) ，在氢氧化钠溶液中香菇多糖样品的重均分

子量为 7. 486 × 105 ( 5% ) ，分子量分布指数 Mw /Mn

分别为 1. 541 和 1. 561，数据显示不同的溶剂对香

菇多糖分子量和分子量分布是有影响的。下一步工

作应该集中在对香菇多糖溶液行为的研究上。
3. 4 2 种溶液中香菇多糖构型判断 已有文献报

道［17］，从 Mw 与 rg 图中能够得到一些关于溶液中分

子链构型的信息。通过 rg 对 Mw 作图( 图 3、图 4 ) 。
香菇多糖超纯水和氢氧化钠溶液中都得到 U 型曲

线，表明香菇多糖为典型的高支化度结构，这一结论

与香菇多糖真实结构一致。

图 3 香菇多糖在超纯水中的支化构型图

Fig 3 Lentinan branched configuration plot in ultrapure water

3. 5 谱图分析

从图 5 与图 6 可知在所选定的色谱条件下，香

菇多糖在分离效果良好，可用于说明该方法可作为

常规测定试验室提取的香菇多糖分子量及其分布分

析方法。
通过对该实验的数据处理发现，基线的确定和
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图 4 香菇多糖在氢氧化钠溶液中的支化构型图

Fig 4 Lentinan branched configuration plot in NaOH

图 5 香菇多糖在超纯水中的 11 角激光峰( a) 和示差( b) 谱

图

Fig 5 The plot of the 11th detector( a) and RI( b) in in ultra-

pure water

图 6 香菇多糖在氢氧化钠溶液中的 11 角激光峰( a) 和示差( b) 谱

图

Fig 6 The plot of the 11th detector( a) and RI( b) in NaOH

峰面积的选取，对实验结果有一定的影响，必须通过

大量的实验进行摸索。
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