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云芝糖肽的单糖组成分析
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摘　要　目的　对多孔菌科真菌云芝的活性成分云芝糖肽的单糖组成进行研究。方法　采用薄层色谱法

和高效液相色谱-蒸发光散射检测器(HPLC-ELSD)联用技术。结果　云芝糖肽的单糖组成及摩尔比为:葡萄糖∶

D-甘露糖∶半乳糖∶木糖=1∶0.074∶0.067∶0.0178。结论　建立了云芝糖肽的单糖组成的检测方法 , 各单糖之间

的比例与文献报道有所不同。
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　　云芝又称彩云革盖菌[ 1] ,为多孔菌科真菌云芝

(Coriolus versicolor (L)Fr.)的子实体 。云芝性微

甘 、寒 ,能清热 、消炎 ,主治气管炎 、肝炎 、肿瘤等 。

云芝的主要活性成分是云芝糖肽(Polysacchari

diopeptide , PSK),系由 15%蛋白质组成的蛋白多糖

体
[ 2]
。药理实验表明 ,它具有明显的增强免疫活

性 、抗肿瘤 、改善学习记忆和延缓衰老等作用[ 3-4] 。

据文献
[ 5]
,云芝糖肽由葡萄糖 、L-岩藻糖 、D-

甘露糖 、半乳糖和 α-鼠李糖五种单糖组成 。我们

综合地运用 TLC和 HPLC 方法 ,测定了云芝糖肽的

单糖组成 ,并发现云芝糖肽中还含有木糖 ,而且各

单糖之间的比例与文献报道有所不同。并对云芝

糖肽的单糖组成检测的方法学进行了探索。

1　仪器和试药

UV-2100&HPLC-10AT(日本 Shimadzu 公司),涡

旋混合器 , YDP02OD 型电子天平(联邦德国), 800

型离心沉淀器(上海手术器械厂), ELSD 检测器

(SEDEX55型 , 法国)。

硅胶(化学纯);异丙醇 ,甲醇 ,乙酸乙酯 ,正丁

醇 ,乙酸 、磷酸二氢钠 ,邻苯二甲酸 ,苯胺 ,三氟乙酸

(以上均为分析纯);乙腈(HPLC 级);重蒸水(自

制);单糖对照品:半乳糖 ,D-甘露糖 ,鼠李糖 , L-岩

藻糖(Fluka Chemie AG CH-9470 Buchs), 木糖(E

Merk公司);云芝糖肽粗品(昆山生物化学厂);云

芝糖肽精品(从固体发酵的菌丝体 ,由水提醇沉工

艺得到的粗品精制而成 ,自制)。

2　方法与结果

2.1　薄层色谱法

显色剂:邻苯二甲酸-苯胺通用显色剂 。

对照品溶液的配制:精密称取葡萄糖 、半乳糖 、

D-甘露糖 、鼠李糖 、L-岩藻糖各 5.00 mg ,于 5 ml容

量瓶中用蒸馏水溶解 ,稀释至刻度 ,摇匀 ,制成 1.0

mg/ml的对照品溶液。再分别精密吸取标准单糖

溶液各 1.0 ml于 5 ml的容量瓶中 ,制成混合对照

品溶液。

1.Glc;2.Fru;3.Man;4.Gala;5.Rha;6.Complex of Five Sugars;7.

Xyl;8.Hydrolysis Products of PSK

Fig 1.TLC of hydrolysi s products of PSK

137

 收稿日期　2000-12-18　＊通讯作者Tel:025-5322639　E-mail:fbcs@mai lbox.cpu.edu.cn.



薄层板的制备:0.7%的 CMC-Na 中加入磷酸

二氢钠(使浓度为 0.2mol/L)与硅胶 G 铺制薄层

板 ,晾干 ,110℃活化 1 h ,置干燥器中备用。展开系

统:A:丙酮-水(9∶2);B:异丙醇-乙酸乙酯-正丁醇-

水(6∶10∶3.5∶9)。

2.2　HPLC-ELSD

2.2.1　色谱条件　采用梯度洗脱 ,可将各单糖分

离 ,分离条件为:色谱柱:Licrospher 100 NH2 ,柱温:

20℃,流速:1 ml/min ,进样量:10 μl ,检测器:ELSD

(SEDEX 55),蒸发温度:90℃,灵敏度:GAIN=7 ,载

气压力:2.2×105 Pa , 流动相:A:重蒸水;B:乙腈

(梯度洗脱:30 min内乙腈由 15%升至 30%)。

2.2.2 　糖肽的水解 　精密称取云芝糖肽精品

25.00 mg ,加入 2 mol/L 三氟乙酸 2.0 ml ,于 100℃

水浴水解 6 h ,取出 ,冷却 ,60℃水浴中用 N2 吹干 。

加流动相 2 ml(乙腈-水=80∶20)溶解 ,备用。

2.2.3　云芝糖肽的单糖组成　HPLC-ELSD分离云

芝糖肽精品的结果表明 ,云芝糖肽精品中含有葡萄

糖 、L-岩藻糖 、D-甘露糖 、半乳糖 、木糖。采用峰高

定量 ,得云芝糖肽中各种单糖的摩尔比 , 与文献

值[ 5]比较结果见表 1。

1.Fru;2.Xyl;3.Man;4.Glc;5.Man

Fig 2.HPLC of hydrolysis of PSK

　　Tab 1.Mass ratios of monosaccharides in PSK

Catalogue Glc Man Gala Fru Xyl

Molal ratio(Lab.) 1 0.074 0.067 - 0.0178

Mass ratio(Lab.) 0.864 0.064 0.058 0.001a 0.013

Molal ratio(Ref.) 1 0.33 0.27 0.41 -

　　aValue was got from the 10-fold condensed solution

2.2.4　云芝糖肽各单糖含量测定　以上述色谱条

件 ,对云芝糖肽的单糖含量进行了测定 ,并同时对

方法学进行了考察 。

各单糖标准品溶液的制备　精密称取各单糖

10.0 mg ,置 10 ml容量瓶中 ,用乙腈-水=(85∶15)

的溶液溶解 、定容 ,即得 。

线性关系考察　配置五种标准单糖的混合溶

液 ,配制浓度梯度为 0.02 , 0.05 , 0.1 ,1.0 , 5.0 , 10.

0 ,15.0 mg/ml ,各进样 20μl ,用峰高定量 ,结果见表

2。
Tab 2.Linear equation of monosaccharides

Sample
Linear range

(mg/ml)
Equations r

Glc 0.1020 Y =123.9X+69325.9 0.9992

Man 0.0515 Y =602.6X+25452.8 0.9993

Gala 0.1010 Y =126.7X+482.9 0.9985

Xyl 0.1010 Y =91.9X-103.5 0.9919

Fru 0.025.0 Y =88.6X+588.0 0.9894

精密度考察　进样精密度用标准曲线中浓度

为1.0 mg/ml溶液进行 ,用峰高定量 ,各单糖的精

密度分别为:葡萄糖:0.9991 ,甘露糖:0.9995 ,半乳

糖:0.9990 ,岩藻糖:0.9987 ,木糖:0.9990。

重复性考察 　取云芝糖肽精品 5 份 ,依法水

解 ,进样 ,峰高定量 ,各单糖组分的重复性为:葡萄

糖:0.9915 , 甘露糖:0.9900 ,半乳糖:0.9878 ,岩藻

糖:0.9856 ,木糖:0.9918。

加样回收率　为避免加入标准品后浓度超出

标准曲线 ,故将甘露糖 、半乳糖 、岩藻糖和木糖的加

入量调整为 5.0 mg 。加样回收率见表 3。

　　　　　　　Tab 3.Recovery of PSK(n=5)

Monosaccharides
Blank

(mg)

Added(mg) Found(mg)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Mean

recovery(%)

Glc 21.6 10.1 10.2 10.1 10.0 10.0 9.67 9.56 9.33 9.29 9.62 94.19

Man 5.1 5.1 5.2 5.4 5.1 5.0 4.35 4.78 4.95 4.55 4.37 89.10

Gala 1.45 5.2 5.1 5.3 5.3 5.3 4.09 4.10 4.00 4.41 4.53 80.64

Fru 0.025 5.3 5.2 5.1 5.1 5.2 4.09 4.15 3.96 3.68 4.22 77.59

Xyl 0.325 5.3 5.3 5.2 5.1 5.0 4.12 4.79 4.09 4.27 4.47 83.98
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3　讨　论

1)对于组成中同时含有葡萄糖 、半乳糖和甘

露糖的多糖 ,采用薄层色谱法分析 ,分离度良好的

报道不多[ 6] 。其原因是由于这三者分子量相同 ,羟

基数相同 ,极性非常接近 。本实验采用了双向展开

和薄层固定相加盐相结合的方法 ,增加了糖在固定

相中的溶解度 ,从而增加了硅胶薄层所承载的样品

量。同时 ,这种处理使得硅胶薄层吸附能力下降 ,

易获得分布集中的斑点 ,较好地改善了分离。

2)常用的糖衍生化气相色谱分辨率高 ,但大

多数单糖在衍生化后产生多峰[ 7] ,影响定性 、定量

分析。目前对于多糖中单糖组份的高效液相色谱

法 ,色谱柱使用离子交换树脂[ 8-9] ,进行离子交换色

谱过程 ,检测器使用脉冲电化学检测器或二极管阵

列检测器[ 10] 。本文采用氨基键合相色谱柱梯度洗

脱和 ELSD检测 ,对糖这一无紫外吸收的样品进行

检测和定量 。采用峰高进行定量原因是:(1)用梯

度洗脱时所产生的基线漂移给积分带来误差;(2)

甘露糖 、葡萄糖和半乳糖均为六碳糖 ,其分子结构

中只因羟基位置不同而产生的保留行为差异不足

以使他们达到基线分离;(3)峰面积定量的进样精

密度没有峰高定量的良好 。本文建立了云芝糖肽

单糖组成的 HPLC测定方法 ,其精密度 、重复性 、加

样回收率结果可靠 、准确 ,且操作方便。

3)L-岩藻糖含量很少 ,只有样品浓度较高时

才能检测到。而文献报道[ 5]的岩藻糖含量较高 ,可

能是因为:文献中的云芝糖肽来源不同;ELSD的检

测灵敏度较低 ,不能检出含量低的组份;或者岩藻

糖的连接不紧密 ,在提取过程中因脱链而被弃去。

4)本文采用 TLC 和 HPLC 方法 ,表明该云芝

糖肽含有葡萄糖 、D-甘露糖 、半乳糖 、木糖和少量

的 L-岩藻糖(质量比为:0.864∶0.064∶0.058∶0.013

∶0.001),其中木糖是首次在云芝糖肽中检测到的 。

但可能由于样品来源不同 ,样品量少 ,水解物中含

量极微 ,HPLC检测限太低等原因 ,此云芝糖肽检测

不到鼠李糖 ,这与文献报道
[ 5]
的不符 ,还需进一步

验证 。
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Study of Monosaccharides in PSK by TLC and

HPLC-ELSD
ZHANG Zhe , ZOU Qiao-Gen1 , SONG Zhe1 , WU Ru-Jin

Department of Pharmaceutical Analysis;1Center of Analysis , China Pharmaceutical University , Nanjing

210009 , China

ABSTRACT　AIM　The aim is to study the monosaccharides in polysaccharidiopeptide (PSK)from the Coriolus

versicolor (L)Fr.;METHODS 　 TLC &HPLC-ELSD.RESULTS 　The Molal ratio and composition of the

monosaccharides are:Glc∶Man∶Gala∶Xyl=1∶0.074∶0.067∶0.0178.A detection method of the composition of PSK′

s monosaccharides was established.

KEYWORDS　Polysaccharidiopeptide from the Coriolus versicolor (L)Fr.;TLC;HPLC-ELSD;Monosaccharides;

Composition

·书　评·

实时评述 ,旨在创新

———评《药物化学进展》(第一卷)

在即将进入 21世纪的时候 , 彭司勋院士主编的《药物化学进展》(第一卷),已于 2000 年由中国医药科技出版社出版。

正如书名所示 ,该书旨在介绍国内外药物和新药创制的最新进展和主要成就 ,使读者在浩瀚的信息和文献海洋中 , 得以快

捷地了解和把握药物化学和有关学科的现状及发展趋势 , 是一本非常有用的教学和研究参考书。

分子生物学 、组合化学和计算机科学向药物化学的融入和结合 ,使近 20 年来药物研究和新药创制发生了深刻的变革 ,

新的策略 、技术和方法改变着新药研究与开发的模式 ,并取得了瞩目的进展与成果。该书的绪论介绍了这些内容。

该书对皮质激素 、雌激素 、维生 D3 等受体调节剂(激动剂和拮抗剂)和生成酶抑制剂的进展和新药进行了讨论。并且

以 5α还原酶 、α肾上腺素能受体和芳构化酶为靶点 , 设计合成治疗前列腺增生和抗肿瘤药物 , 也在书中作了简明的叙述。

第四章以含有蝶啶环的药物为重点 ,讨论了含蝶啶环的抗肿瘤药物设计和合成。第五章和第九章讨论了新药研究的方法

学———小分子组合库的构建策略和新药筛选中受体靶点的研究进展。第六章对紫杉烷的化学 、结构特征以及药物研究的

进展 ,进行了较详尽的讨论 , 提供了较翔实的文献 ,对从事该领域的研究者有很好的参考价值。第十二章综述了丹参的化

学成分 、生源 、结构修饰和活性成分的药理作用。该文对深入研究中药丹参有很好的参考意义。在第八章和第十章分别以

一氧化氮合酶和离子通道为靶点 ,对心血管和神经系统疾病的治疗药物进行了讨论。以离子通道为主线讨论影响心律的

诸生理因素 ,并以此作为研制抗心律失常药物的靶点。虽然阐明靶点与药物的关系和药物化学的篇幅较少 , 但作者较详细

地介绍了心脏的电生理学 ,对药物化学家理解这类药物的作用特征和设计新药是有意义的。该书在叙述天然药物化学进

展时 ,提出了“本草化学”概念 , 虽然作者未曾明确本草化学的含义和与中药化学和天然药物化学的异同 ,但内容反映了作

者试图从中药(无机和有机药物)炮炙过程和发生的化学变化 , 把握和理解中药的有效成分和物质本质 , 历史地回顾了中药

的制作过程和化学本质 ,我们相信并期望对我国特有的医药遗产的现代化研究中 ,有更精彩的描述 。

相信每年一卷的《药物化学进展》将对我国药物化学教学与研究 、新药创制产生重要的影响。第一卷的问世是个良好

的开端 ,今后诸卷相信会更好 , 例如增加中英文索引会更有利于检索和查找。

郭宗儒　研究员　博士生导师

中国医学科学院药物研究所
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