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致[8]，故证明该化合物为蒲公英萜醇乙酸酯。

化合物Ⅱ：白色针晶(石油醚)，mp 136．0～

137．0℃，Liebermann—Burchard反应呈阳性，10％

硫酸乙醇溶液显紫色。与口一谷甾醇对照品混合后熔

点不下降，Rf值在多种熔剂系统中与对照品一致，

故确定该化合物为p谷甾醇。

化合物Ⅲ：白色粉末(石油醚)，mp 245．0～

246．0℃，Liebermann—Burchard反应呈阳性，10％

硫酸乙醇溶液显紫色。1H—NMR和13C—NMR与文献

报道一致o]，故证明该化合物为熊果酸。

化合物Ⅳ：浅黄色液体，三氯化铁一铁氰化钾反

应呈阳性，示有酚羟基存在。1H—NMR(CDCl。)d：

1．25(3H，T，J一7．1 Hz，一CH。)，3．53(2H，s，

一CH2一CO一)，4．14(2H，q，J一7．1 Hz，一CH2一O一)，

6．78(2H，d，J一8．5 Hz，H一3 7，5 7)，7．15(2H，d，J一

8．5 Hz，H一27，6 7)。13C—NMR(CDCl。)艿：14．2(一

CH3)，40．5(一CH2一CO一)，60．8(一CH2一O一)，115．4(C一

3 7，57)，126．4(C一1 7)，130．5(C一2 7，67)，154．6(C一47)。

以上数据与文献报道一致[1州，故证明该化合物为

对一羟基苯醋酸乙酯。

化合物V：无色针晶(石油醚)，mp 82．o～84．0

℃，三氯化铁一铁氰化钾反应呈阳性，示有酚羟基存

在；Gibb7s反应显示酚羟基对位有取代基的存在。

1H—NMR(CDCl。)艿：3．98(3H，s，一OCH3)，6．15(1H，

s，一OH)，7．04(1H，d，J一8．5 Hz，H一5)，7．42(1H，

br．s，H一2)，7．44(1H，br．d，J一8．5 Hz，H一6)，9．83

(1H，s，一CHO)。13C—NMR(CDCl3)艿：56．1(一OCH3)，

108．7(C一2)，114．3(C一5)，127．6(C一6)，129．9(C一

1)，147．1(C一4)，151．6(C一3)，190．9(一CHO)。以上

数据与文献报道一致[11|，故证明化合物为香草醛。

化合物Ⅵ：白色颗粒状结晶(甲醇一氯仿)，mp

294．0～296．0℃，Liebermann—Burchard反应呈阳

性，10％硫酸乙醇溶液显紫色，Molish反应呈阳性。

与胡萝卜苷对照品混合后熔点不下降，Rf值在多种

溶剂系统中与对照品一致，故确定该化合物为胡萝

卜苷。

致谢：NMR谱由本校测试中心测定。
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姬松茸Agaricus blazei Murill又叫巴西蘑菇，

是一种珍贵的药食兼用真菌Ⅲ，其子实体中含有多

种具有高抗肿瘤活性‘2~51和刺激T细胞作用嘲的多

糖。但热水浸提得到的是各种多糖组分的混合物，而
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不同的多糖的生物活性是不同的，为了研究各种多

糖组分的性质，本研究采用分级醇沉、凝胶色谱等分

离方法从姬松茸子实体水提粗多糖中分离出多种均

一多糖组分，并对其中3个主要组分的理化性质进

行了研究，采用酸水解和光谱法初步研究了其中一

个组分的化学结构。

1材料与方法

1．1材料：姬松茸子实体由浙江省益圣菌物发展有

限公司提供。凝胶柱Sepharose 6 fast flow

(2．6 cmX 60 cm)，Superdex 200 prep grade(2．6

cmX 60 cm)，Dextran标准品均为Pharmacia公司

产品；单糖对照品：鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、甘露糖、

半乳糖、葡萄糖、葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸均为

Fluka产品，其余试剂均为国产分析纯。仪器设备：

高压液相色谱仪为Agilent 1100型配示差检测器，

液相柱为日本Shodex多糖凝胶柱SB 804 HQ、SB

803 HQ，单糖柱为Shodex sugar SP0810，旋光仪为

WZZ—T。投影式自动指示旋光仪，德国Bruker

Vector 22傅里叶红外光谱仪，Bruker AM 400超导

核磁共振仪。

1．2方法

1．2．1 姬松茸多糖的提取：干燥的姬松茸子实体粉

碎后60目过筛，称取一定量的子实体粉末，按料水

比1：30在100℃下浸提3 h，离心后上清液减压蒸

馏浓缩至原体积的1／5，然后加入3倍体积的95％

乙醇过夜，离心得到粗多糖[7]。

1．2．2 粗多糖脱蛋白：将粗多糖样品溶解于一定量

的蒸馏水中，加入0．2倍体积的Sevag试剂(氯仿一正

丁醇一5：1)振荡均匀后置于分液漏斗中静置分层，

分液除去蛋白质后继续加入Sevag试剂，重复3次，

然后减压蒸馏去除残留的Sevag试剂，冻干备用。

1．2．3 多糖分级醇沉：用分级醇沉对粗多糖进行初

步分离，将一定量的多糖样品溶解在蒸馏水中，加入

95％乙醇至质量体积分数为30％，4℃醇析12 h，

15 000 r／rain离心，沉淀为粗多糖，然后依次向上清

液继续加入95％的乙醇至终质量分数分别为40％、

50％、60％、70％和80％，每次操作同前。

1．2．4多糖的凝胶色谱：分级醇沉得到的粗多糖采

用FPLC色谱系统分离，采用Sepharose 6 fast flow

(2．6 cm×60 cm)、Superdex 200 prep grade(2．6

cm×60 cm)等凝胶柱分离，示差检测器检测，蒸馏

水洗脱，体积流量2．0 mL／min，示差检测器检测，

分部收集器按峰分部收集。

1．2．5 多糖纯度分析：高效液相色谱法分析[8]。

1．2．6多糖组分理化性质分析：多糖组分旋光度测

定：多糖样品配成2．o％的水溶液，用WZZ—T。旋

光仪于室温(25。C)下测定。凝胶滤过法测定多糖相

对分子质量：Aglient 1100高压液相色谱仪配SB

804 HQ多糖液相柱测定多糖相对分子质量，流动

相为双重纯蒸水，体积流量0．8 mL／min，示差检测

器检测，标准品为Dextran T一10、T一20、T一40、T一70、

T一500和T一2000。

1．2．7多糖组分结构分析：采用凯氏定氮法[91测定

蛋白质。多糖组成分析：液相色谱法测定多糖组成，

多糖样品20 mg，溶于20 mL 2．0 mol／L H2S04，沸

水浴水解6 h，经BaCO。中和，抽滤后进行HPLC分

析。Aglient 1100液相色谱仪配SHODEX SP一0810

单糖分析柱分析，流动相为双重纯蒸水，体积流量

0．8 mL／min，示差检测器检测。红外光谱分析：样品

用溴化钾压片，在Bruker Vector 22傅里叶红外光

谱仪上测定。核磁共振分析：样品溶解于D：O中，在

Bruker AM 400超导核磁共振仪上测定。

2结果与讨论

2．1多糖分级醇沉：在本实验所采用的不同体积分

数的乙醇都有部分多糖沉淀下来。但当乙醇体积分

数低于20％时，没有多糖沉淀出来，当乙醇体积分

数为40％时，沉淀出多糖的量最大。经液相分析各

部分多糖沉淀可知，当乙醇体积分数低于40％或高

于50％时，子实体粗多糖能够被很好地分为两个部

分，30％和40％乙醇沉淀多糖差别很小，从相对分

子质量标准曲线可知，都属于相对分子质量较大的

部分(>50万)，因此可以将这两部分多糖沉淀合并

为一个部分；当乙醇体积分数从50％依次增加时，

各部分多糖沉淀有一些差别，相对分子质量逐渐减

小，但彼此之间不能明显分离开来，因此可以将这几

部分多糖合并为一部分，虽然50％乙醇的多糖沉淀

中有部分与40％乙醇相同，但量很低。

从以上实验结果可以看出，乙醇分级沉淀能够

很好地将粗多糖粗略分为两个部分，本实验将30％

和40％乙醇多糖沉淀合并为一部分，命名为粗多糖

I；将50％～80％乙醇多糖沉淀合并为一部分，命

名为粗多糖Ⅱ，然后用于凝胶色谱分离。

2．2 多糖组分的凝胶色谱：粗多糖I相对分子质量较

大，因此选用排阻较大的凝胶Sepharose 6 F．F．分

离，收集到2个洗脱峰，纯度检测表明两者都是均一多

糖组分，分别命名为ABM—I和ABM一Ⅱ，紫外检测发

现ABM—I有紫外吸收，估计存在一定量的结合蛋白，

而ABM一Ⅱ不存在结合蛋白。粗多糖Ⅱ相对分子质量
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较小，选用排阻限较小的Superdex 200 prep grade分

离，收集到3个洗脱峰，纯度分析表明都是均一多糖组

分，其中第一个洗脱峰物质命名为ABM一Ⅲ，其他2个

组分相对分子质量都小于5 000，未作进一步研究，紫

外检测3个组分都没有紫外吸收。

2．3 多糖组分物理性质：ABM—I为白色固体，

ABM一Ⅱ和ABM—Ill为黄色固体，3者都易溶于水、甲

酸、氨水和稀盐溶液等，不溶于乙醇、乙醚和丙酮等有

机溶剂，部分理化性质见表1。

从表1中可以看出，3个组分的碘一碘化钾和咔

表1 ABM—I、ABM一Ⅱ和ABM—Ill的部分理化性质

Table 1 Partial physicochemical property of ABM-I，ABM一Ⅱ·and ABM—nl

”+”：阳性，。一”：阴性

“+”：positive，“一”：negative

唑一硫酸反应都为阴性，表明其中不含有淀粉和糖醛

酸；ABM—I有紫外吸收，说明它是一个糖蛋白组

分，蛋白量为1．5％，其相对分子质量超过了标准曲

线的上限(2．0×106)，现有条件不能准确测出其相

对分子质量。

2．4 ABM—I的结构分析

2．4．1组成分析：HPLC分析ABM—I的完全水解

产物可知，水解产物只含有葡萄糖，表明ABM—I是

一个单一多糖组分。

2．4．2 红外光谱解析：ABM—I的红外光谱在

3 385．77 cm叫处有一强且宽的吸收峰，系多糖上一

O—H形成的分子间、内氢键；2 924．89 cm_1附近的

肩峰为饱和C—H伸缩振动的信号，中等强度；

1 643．83 em-1为酰胺羰基特征吸收峰，弱，推测样

品中少量存在的蛋白质可能为糖结合蛋白；在

1 300～1 250 cm叫和1 240 cm_1处无吸收峰，表明

无磷酸基和磺酸基取代；1 154．07、1 079．88、

l 022．39 cm．1 3个峰为吡喃糖环特征吸收峰，是其

糖苷键C—O—C的非对称振动峰，强；红外光谱在890

cm_1附近无吸收峰，而在850 cm-1附近存在吸收峰

表明组成的单糖为a—D一吡喃葡萄糖，另外在875和

810 cm_1无吸收峰，表明不含甘露吡喃糖、半乳吡喃

糖，这与完全酸水解产物分析结果一致；在770

cm_1附近为吡喃糖环C—O—C的对称振动峰。

2．4．3核磁共振谱解析：在ABM—I的1H—NMR谱

中，d 5．338 71处有异头碳C一1上质子的氢位移，表

明这些葡萄糖残基均为a型吡喃糖，这与红外光谱

分析一致。在13C—NMR谱中，艿100．278处化学位移

表明C一1发生取代；艿：77．747，73．773，71．639处化

学位移表明有未发生取代的C一2、C一3、C一4；艿78～

85内无化学位移，表明不存在发生取代的C一2、C一3、

C一4；艿69附近的化学位移表明有发生取代的C一6；

艿：60．987，62．928的化学位移表明还存在未取代的

C一6，因此可能还具有a分支结构，但是由于所测定

组分相对分子质量巨大，以及扫描时间不充分，在艿

78～85没有形成可见峰。

综合以上各项分析可知，ABM—I糖链的主链

结构应为a一(1—6)吡喃型D一葡聚糖，并含有少量结

合蛋白(1．5％)。本研究只对ABM—I的结构进行了

初步研究，要完全阐述其结构还要采用高碘酸氧化、

Smith降解和GCiMS联用等分析方法进一步研究，

ABM一Ⅱ和ABM一Ⅲ结构以及3个组分的药理作用

也有待进一步研究。
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