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摘　要:从南海海洋红树林真菌 2560 号真菌的菌体中提取到多糖 A2, 通过完全酸水解 、 糖腈乙酸酯衍生化以

及GC MS研究分析表明, A2多糖由岩藻糖 、 木糖 、 甘露糖 、 葡萄糖以及半乳糖组成, 摩尔比为 2∶2∶17∶5∶2。
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　　多糖作为天然大分子同核酸 、 蛋白质一样广泛

存在于陆地和海洋生物中 。在已发现的海洋生物活

性物质中, 多糖是其中一大类重要物质 。人们已从

海洋动物 、海藻 、海洋微生物等海洋生物中发现大

量多糖化合物。由于海洋生态环境与陆地不同, 海

洋生物多糖与陆地生物多糖有差异, 且资源丰富,

是开发新药的宝贵源泉, 同时也是揭示多糖在生命

活动过程中作用的切入点, 也为糖的化学和生物学

研究提供了可贵的资料来源
[ 1]
。有文献报道真菌多

糖有体外以及体内抗肿瘤 、抗突变 、降血糖 、抗病

毒 、抗氧化 、抗辐射等等作用
[ 2-4]

。所以真菌多糖

目前具有开发成为新药的巨大潜力。从海洋真菌

2560号里面分离得到一种新的多糖 A2, 并对该多

糖进行单糖组分分析 。

1　实验部分

1.1　仪器和试剂　美国 Finnigen 公司 Vayager GC 

MS气相色谱质谱连用仪;三氟乙酸为 Merck 公司

产品;Sephadex gel_75 为 Sigma 公司产品;盐酸羟

胺 ( AR 、广州化学试剂厂) ;乙酸酐 (AR、 广东汕

头新宁化工厂) ;三氯甲烷 ( AR、 天津市百世化工

有限公司) ;D_葡萄糖 、 D_木糖 、 L_鼠李糖 (中国

医药集团上海化学试剂公司) ;D_来苏糖 ( Sigma

公司) ;D_半乳糖 、 D_甘露糖 (上海试剂二厂) ;

L_岩藻糖 ( Fluka 公司) ;吡啶 ( AR 、 天津市大茂

化学试剂厂 ) ;2560 号菌种由香港城市大学

Vrigmoed和 Jones教授提供, 由尹文清培养, 经热

甲醇脱脂, 得到干燥的菌体。

1.2　分离提取　取 200 g 已经脱脂的干燥菌体, 用

粉碎机粉碎, 用热水浸提 8次, 合并 8 次提取液,

浓缩 、抽滤滤去沉淀, 加 3 倍体积乙醇沉淀多糖,

于冰箱放置过夜, 离心收集沉淀 。用去离子水充分

溶解, 调节 pH 值 9 ～ 10, 加 1 10体积 φ=30%的

双氧水, 氧化脱色, 于室温放置 3 d, 并保持 pH

值 9 ～ 10, 直到无气泡放出为止;以 Sevag 法脱蛋

白 12次;加 1倍体积乙醇沉淀多糖, 于冰箱过夜,

离心收集沉淀。沉淀经 φ=95%乙醇 、 无水乙醇 、

丙酮 、 无水乙醚脱水, 得到浅黄色的粗多糖。

1.3　纯化　称取 80 mg 浅黄色的粗多糖溶解于 2

mL二重蒸馏水, 过 Sephadex G_75凝胶柱, 以硫酸

-苯酚法检测, 收集主峰部分, 冷冻干燥得到白色

蓬松状A2多糖。

1.4　酸水解以及糖腈乙酸酯衍生化
[ 5]
　称取 3 mg

冷冻干燥的多糖A2, 加入 3mL 2 mol L三氟乙酸溶

解, 封管于 120 ℃水解 3 h, 减压蒸干, 分别用 1

mL二重蒸馏水洗涤 3 次, 减压蒸干。分别于装有

10 mg标准单糖和已水解的多糖A2的25 mL小圆底

烧瓶中加入 10 mg 盐酸羟胺 、 0.5 mL 吡啶, 于 90

℃水浴中加热 30 min并不断振荡 。取出冷却到室

温, 加入0.5 mL 乙酸酐, 于 90 ℃继续反应 30 min

进行乙酰化, 冷却到室温, 减压蒸馏至溶剂不能被

蒸出来为止, 加入 2 mL 二重蒸馏水破坏乙酸酐,

分 3次加入 9 mL氯仿萃取, 每次 3 mL, 合并氯仿

层, 减压蒸至剩有少量液体为止, 就可进行GC MS

分析。GC MS结果见图 1。

1.5　GC MS 条件 　取上清液 0.6 μL 进样。GC 条

件:INNOWAX 石英毛细管柱 ( 0.25 mm ×30 m) ,

进样口温度 220 ℃, 程序升温 200 ℃, 保持 3 min,

以 8 ℃ min升至 240 ℃, 保持 0 min, 以 12 ℃ min
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升至 260 ℃, 保持 0 min。MS 条件:接口 235 ℃,

离子源 EI
+
, Energe:70 eV, 检测器电压:500 V,

质谱扫描 19.00 ～ 447.00。对标准单糖和多糖 A2酸

水解后的单糖的糖腈乙酸酯衍生物进行 GC MS 分

析。

图 1　A2 水解后糖腈乙酸酯衍生物 ( a) 和

各种标准单糖 ( b) 的 GC 总离子图

Fig.1　GC of aldoononitrile acetate derivatives after

acidic hydrolysis ( a) and monocarbohydrates as standard ( b)

2　结果与讨论

多糖水解后进行衍生化的方法有多种, 如三甲

基硅醚衍生化 、 糖腈乙酸酯衍生化 、糖醇乙酸酯衍

生化等, 曾用三甲基硅醚化衍生物进行多糖组分的

测定
[ 6]
, 三甲基硅醚衍生化后的衍生物相对容易气

化, 但是由于单糖在衍生化时会出现α_和 β_、 呋

喃 、 吡喃构型及其直链构型等 5种异构体, 因此在

质谱中每种单糖就可能有 1 ～ 5个峰, 所以多种单

糖的异构峰会重叠在一起, 也就有可能对测试的结

果有影响。单糖的糖腈乙酸酯衍生化只是出现一个

峰, 所以根本不存在这种问题, 也就是刚好能解决

三甲基硅醚化衍生物所带来的问题, 因而分析测试

的结果相对比较准确。但是糖腈乙酸酯衍生化也存

在一个问题, 就是数据库里面的数据有的时候不能

正确解出每个峰对应的是哪种糖腈乙酸酯, 所以在

进行该实验的时候, 必须先对标准糖进行 GC MS

分析, 找到一个条件使得每个不同标准糖的糖腈乙

酸酯衍生物的出峰时间不同, 并确定每个不同的标

准糖的糖腈乙酸酯衍生物的出峰时间, 然后再对经

酸水解后的A2糖腈乙酸酯化后的糖腈乙酸酯衍生

物进行GC MS 分析, 通过和不同标准糖的糖腈乙

酸酯衍生物的出峰时间对比就可以得出多糖 A2是

由哪些单糖组成。这样就可以得出正确的结果 。

由图 1 的分析结果表明, 多糖 A2由岩藻糖 、

木糖 、 甘露糖 、葡萄糖以及半乳糖组成, 它们的摩

尔比分别为 2∶2∶17∶5∶2。
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Abstract:A polysaccharide A2 from mangrove endophytic fungus No.2560 from the South China Sea was isolated.

Analyses by complete acid hydrolysis and aldoononitrile acetate derivatives and GC MS indicated that it was composed of

L_fucose, D_xylose, D_mannose, D_glucose, and D_galatcose with molar ratio of 2∶2∶17∶5∶2.
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