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接种细胞密度是影响植物单细胞平板培养植板

率的又一重要 因素
。

从实验结果看
,

植板率随接种细

胞密度的增大而提高
。

但是
,

接种细胞密度越大
,

细

胞之间的距离越小
,

细胞分裂不久
,

形成 的克隆就彼

此长合在一起
,

这就 给分离起源于单细胞的无性 系

带来很大困难
。

因此
,

以筛选高产细胞株为 目的设计

植物单细胞平板培养时
,

不能为 了提高植板率盲 目

增大接种密度
,

而应在保证适度植板率的前提下
,

改

善其它培养条件
,

尽可能降低接种细胞密度
,

以便分

离起源于单细胞克隆
。
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灵芝菌发酵培养基的优化及灵芝胞外多糖的分离纯化
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摘 要 用 正交法研究了不同条件对灵芝菌生长 影响
,

从中选 出了灵芝菌液体深层发酵的优化培养基
�

葡萄糖
�
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每升发酵液产

干菌丝体 � �
�
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,

粗多糖 �
�
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。

经葡聚糖凝胶层析对灵芝胞外多糖进行了分离纯化
,

共有 � 个组分
,

并用红外光

谱
、

紫外光谱
,

气相色谱等手段进一步分析了灵芝胞外多糖的组成
,

结果表明灵芝胞外多糖系由甘露糖
、

果糖
、

葡萄

糖通过糖 各�
一

糖昔键构成
。
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灵芝是我国古代劳动人民用之已久的一类珍贵

的药用真菌
,

具有补中
、

固肾
、

补肺
、

止血的功用
,

对

多种慢性病有一定疗效
。

灵芝多糖对肉瘤 51
8。、

肿瘤

A H
一

B

,

埃利希氏腹水瘤及腺瘤具有 明显 的抑制活

性
,

并能迅速恢复和提高机体免疫能力
,

治疗爱滋病

的报道更引人瞩 目
,

掀起 了一场
“

灵芝研究热
”
川

。

灵芝及其多糖广泛应用在医药
、

食品等领域
,

市

场需求量与 日俱增
,

但 目前灵芝多糖的生产几乎都

是从子实体中提取
,

灵芝野生资源缺乏
,

人工栽培的

周期长 (2 一 3 个月 以上 )
,

占地面积大
,

又受季节 限

制
,

从而影 响了灵芝的充分利用
,

而利用深层培养技

术 生产灵芝
,

周期短 (7 ~ 10 d )
、

成本低
、

产量大
,

具

有工业化的生产前景
,

选取合适的培养基
、

适当的分

离纯化方法
,

提取灵芝 多糖是本研究的最终 目的
。
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1 9 7 。年生
,

江苏灌云人
,

现为南京理工大学化工学 院博士研究生
,

讲师
,

主要从事糖化学及微生物生理
学术论文多篇

,

参与 国家 自然科学基金等多项科研 工作
。

、

生化研究工 作
,

发表
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质呈逐渐下降趋势
;p H 值是不断降低 的

,

说明在发

酵 中有酸类物质分泌到胞外
,

即灵芝酸
。

2

二

3 胞外多糖的分离纯化
:
通过紫外分析可知

,

我们

所得到的灵芝多糖在 26 0 m m 及 280 m m 处无吸收

峰
,

也就是说无核酸及蛋白质存在
,

基本上证明多糖无

其他杂质
,

且通过发酵得到的多糖提取得率为 37
.
5

g /k g干菌体
,

比文献报道川 34
.
4 9 /k g 干菌体有提高

。

2

.

4 胞外多糖组分的层析分析
:
通过凝胶层析所得

到的洗脱曲线见图 2
。

基的伸缩振动吸收峰
。

2

.

5

.

3 气相色谱分析
:
将胞外多糖组分 1 的酸水解

液乙酞化后作气相色谱
,

其结果如表 2 所示
。

乙酞化

方法是
:
取 20 m g 灵芝多糖溶于 3 m L 5 m ol /L 硫酸

中
,

封管在沸水中水解 s h
,

水解液加人适量 BaC O 3

中和
,

过滤
。

滤液中加人 15 m g N aB H
、 ,

放置过夜
,

然

后加人适量乙酸分解过量的 N
aB H 、 ,

重复 4 次
。

将上

面得到的溶液在 105 C 的烘箱 中烘干
,

冷却后转人

真空耳塞管
,

加人 1 m L 乙酸配
,

0

.

5 m I

J

毗陡
,

然后

在 10 O C 下反应 Z h
,

反应液冷却后加人 1 m L 水
,

放人表面皿中蒸发至干
。

最后用 1 m l
一

氯甲烷提取
,

提取液可直接进行气相色谱分析 (见表 2)
。

表 2 胞外多糖的气相 色谱 分析

,J
6众0.

保 留时间
峰面积

“

犷寸一奋节下犷
-
落石一右 几 孔

洗脱管数(管)

(m in )

3.232

3 8 13

4 250

5.548

合计

校正因子

气�432众众众众

试侧报哪

3973

219

615

7 1389

76 196

含量

(写)

5.2 14

0.287

0 807

93.69 1

100 00

l ,

0 0 0
E 十 0 0 0

1
.
O O O E + 0 0 0

1
.
0 0 0 E + 0 0 0

1
.
0 0 0 E + 0 00

图 2 胞外多精的洗脱曲线

从图 2 可以看出
,

胞外多糖的成分复杂
,

分子量

大小不一
,

共有 5 个组分
。

2

.

5 多糖的单糖组成分析
:

2
.
5

,

1 纸层析
:
通过纸层析测定 R f 值与已知单糖

比较可知灵芝胞外多糖组分是由葡萄糖
、

甘露糖
、

果

糖组成的
。

2

,

5

.

2 胞外多糖红外分析
:
通过胞外多糖红外光谱

看 出 840
。
m

一‘

及 76 1 Cm 一‘

附近无吸收峰
,

8 9 2
e

m

一 ‘

处有 吸收峰
,

表明灵芝胞外多糖具有 份D
一

糖昔键
;

800 cm 一 ‘

处有一微弱的吸收峰表 明有甘露糖存 在
;

1 110 om
一 ‘

处有吸收表明灵芝多糖的单糖为六元环

结构
;3 40 0

cm 一 ’

处的强吸收峰为糖分子 中缔三经

从表 2 我们可以 看出
,

灵芝胞外 多糖组分 1 是

由 3 种单糖组成的
,

结合纸层析 的结果可知灵芝胞

外多糖中含有甘露糖
、

果糖
、

葡萄糖
,

其 中果糖是首

次报道
。
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由此
,

确证 刊 为 件香树脂 醇棕

桐酸醋
。
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0 6
)
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1 4 5

·

2 5 和 121
·

6 5 显示有一个双键存在
,

其
, 3

C N
M

R 与文献报道的 p
一

香树脂醇一致阶〕
,

故推测

其结构为 尽
一

香树脂醇
。
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