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摘 要

本论文旨在通过小白鼠试验给出红曲多糖的毒理特征和对提高机体免疫力的作用。并

通过uV诱变红曲霉筛选红曲多糖的高产菌株，优化其液体发酵条件。研究了影响红曲多糖

提取率和纯化程度的主要因素。通过一系列试验，初步给出了红曲多糖的理化性质、分子

量、结构、以及组成成分等。

首先对红曲霉斜面培养基进行了研究，通过试验确定了麦芽汁糖化工艺，确定了斜面

培养基：麦芽汁糖度6-8．5波美度，pH6—7，2％琼脂。

正常灌胃红曲多糖21天后，称量小鼠体重，并将肝、脾、肾、心、肺分别称重，计算

脏体指数。结果可以看出，红曲多糖能增加肝脏质量，增加脾脏质量，而高浓度又降低脾

质量，对其他各个器官无明显的不良影响。而且从SGPT含量来看，红曲多糖能显著降低其

含量，而对血糖含量和SGOT含量影响不明显。结论是红曲多糖对小鼠无明显的毒害作用。

通过DTH试验，小鼠经灌胃红曲多糖后，其足跖肿胀度与对照组差异明显，说明红曲

多糖能提高小鼠细胞免疫功能。在三氯甲烷致中毒试验中，和对照组相比，试验组SGPT含

量有所降低说明红曲多糖有保肝护肝作用。碳粒廓清试验，给小鼠灌胃红曲多糖，能使廓

清速率大幅增加表明红曲多糖可提高腹腔巨噬细胞吞噬能力，促使小鼠外周血E一玫瑰环形

成，增加体内淋巴细胞转化率，使非特异性免疫加强。游泳试验和耐缺氧能力试验似乎说

明红曲多糖在提高机体耐疲劳能力和缺氧条件下生活能力方面作用不大，有待进一步研究。

利用紫外线对出发菌株红曲霉AS 3．4701进行诱变处理，经过初筛确定了最佳诱变剂

量： 254 nln，2．0 rain。再经过复筛获得了一株最佳突变株Zlt-100，该突变株经连续三次

传代，结果红曲粗多糖的产量分别是4．269／L，4．699／L，4．109／L，平均4．359／L。证明该

茵株具有稳定的遗传性，比出发菌株提高产量286％。

通过三组试验，包括：(1)发酵条件优化的正交试验；(2)无机元素的含量确定的平

行试验；(3)优化的发酵条件验证试验。得出结论：红曲霉在经过斜面培养后， 以大米浆

为基础培养物(固形物1 O％)，加入IqaNO，0．15％， MgSO；·7H：O 0．15％， KH：PO。0．25％，温

度35℃，220r／min摇床培养96小时，再经4000r／min离心5mill，24小时醇沉，电热鼓

风干燥等操作，产多糖量5．539／L，高出初始条件27％。

通过正交试验优化得最佳提取条件为：浸提温度90℃；浸提料液比1：3；浸提时间

30min。红曲多糖的产量为6．66 g／L，高出初始条件20％。

利用苯酚一硫酸法测得红曲粗多糖中总糖含量为78％；利用3．5一二硝基水杨酸法测定还
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原糖含量为12．5％；则多糖含量65．5％。利用考马斯亮蓝法测定可溶蛋白含量为5．2％。

通过试验确定了红曲粗多糖的纯化工艺，Sevag法除杂蛋白，透析带除盐及小分子物

质，Sephadex G一200柱层析，收集峰值的糖，冷冻干燥得红曲多糖纯品。

纸层析上只有一个海蓝色斑点，表明红曲多糖是单一纯物质。确定了展开剂为正丁醇一

乙醇一水(12：3：5)。Sephadex G-2oo柱层析呈单洗脱峰表明多糖组分均一。

通过一系列生化试验，红曲多糖粗品为浅红色粉末，纯品为白色粉末，较易溶于水，

水溶液粘稠，pH6左右，无色无味，1％的红曲多糖水溶液粘度460mPa．s，与碘试剂不呈蓝

色。苯酚一硫酸反应呈桔红色，蒽酮试剂反应呈蓝绿色，比旋光度【c【】”。=1．66。不溶于

高浓度乙醇、乙醚、丙酮、乙酸乙酯等有机溶剂。

本试验采用双向薄层层析方法，红曲多糖经2mol／L硫酸水解，展开剂氯仿：甲醇：水

=16：9：2，对红曲多糖的组分进行了测定，基本确定了红曲多糖中舍有甘露糖、葡萄糖、

半乳糖。

采用Sephadex G-200进行凝胶过滤层析，上样量5mg／lml，0．1mol／Lilacl溶液洗脱，

利用已知分子量的葡聚糖做标准曲线，测定红曲多糖分子量为31．6万。

红外光谱IR分析：将2mg红曲多糖纯品与200rag纯KBr研细混合均匀在油压机上压成

透明薄片，在TJ270-30红外分光光度计上IR分析，扫描范围4000—400cm～，得出红曲多

糖是D一吡喃型多糖。

通过该研究，证明了红曲多糖对生物有机体没有毒害作用，对提高机体免疫力有明显

效果。通过结构和组成研究，证明了红曲多糖是由甘露糖、葡萄糖、半乳糖组成的杂多糖，

具有D一吡喃构型，进一步佐证了红曲多糖具有提高机体免疫力的作用。因而通过大量的

诱变筛选得一株高产多糖的优势菌株，并优化了液体发酵条件，优化了提取条件，纯化条

件．可以指导生产，并可以后续开发几种保健食品和饮料，以提高亚健康人群的免疫水平。

关键词：红曲多糖紫外诱变免疫作用G-200层析双向层析红外光谱
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Abstract

This paper is aim to give out the toxicological characteristics and the effect on improving

immunity by mice experiment．Screening the high yield strain of polysaccharides by UV

mutation method，at the same time，we optimized the liquid ferment condition，studied the main

factors of extraction rate and the degree of purification of polysaccharides．Under series of

experiments，the physicochemical characteristics，molecular weight，molecular structure and

composition ofpolysaccharides have been given．

Above all we studied the bevel culture medium，found the weft sacchartfying technology，

and the bevel culture medium is：the sugar degree ofweft is 6-8．5 Baume，pH 6-7，agar 2％．

After 21 days we weighed the avoirdupois of mice normally poured stomach by

polysacchaddes，and wetghed the liver，spleen，kidney,heart,lung and recorded the index ofthe

organs respectively．The result shows that the experiment the lower concentration

polysaccharides can increase the liver quality，spleen quality,but high concentration

polysaccharides could reduce the spleen quality and there is n0 bad effect on the other organs．

Seen from the content of SGPT,polysaccharides could lower the content of SGPT obviously,but

no apparent effect on the content of blood-sugar and SGOT．The conclusion is that

polysaecharides has no apparent toxic effect on the mice．

Through the DTH experiment，after pouring the polysaecharides into stomach the mice’S

feet swollen degree has obvious changes compared with the reference team．The experiment

illuminated that polysaccharides could improve the mice cellular immunity．In the experiment of

chloroform fine poisoning，Compared with reference team the SGPT content of the expedmented

team has been lowered which illustrated polysaccharides call protect liver．In the experiment of

carbon granule clearance rate，polysaccharides Call improve abdominal cavity macrophage

phagocytize ability,prompt the formation of periphery blood E-rose loop，increase the

transformation rate of vivo lymphocyte and strengthen nonspeeific immunity by pouring

polysaccharides．By the swimming experiment and resistance to hypoxia experimenL
we knew

that the effect of polysaccharides is not apparent 0n improving resistance to hypoxia capability

and viability at anoxic condition，which needs US study in furtherstep．

nI
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ZH·100 iS the variant strain of Monascus AS 3．4701 through Ultra-violet mutations

radiation treatments，the optimal mutation dose is 254nm，2．Omin．After ZH一100 has been

cultured 3 generations，the yield ofpolysaccharides is 4．269／L，4．699／L，4，109／L，and the average

is 4．359／L．This result proved that ZH一100 have steady transmissibility and it is higher 286％than

Monascus sp．3．4071．

Still another three experiments．1．The orthogonal experiment on fermentation condition．2，

parallel experiment on the inorganic element．3．Test of the optimal experiment condition，

Conclusion Can be drawn that：rice plasm as the culture medium(solid 10％)，NaN03

0．15％。MgS04·7H20 0．15％，K2HP04 O．25％，temperature 35"C，4000r／min，time 96h．The yield

ofpolysaccharides is 5．53 g／L higher 27％than the initial．

By the orthogonal experiment the optimal extraction condition is：temperature is 90"12；the

rate of material tO liquor is 1：3：time is 30 min．The yield of polysaccharides is 6．66 g／L higher

20％thall the initial．

The total sugar content is 78％，measured through carbolic acid—sulfuric acid method．

Reducing sugar content is 12．5％，measured by 3．5 dinitrosalicylic acid，polysaccharides content

is 65．5％，the specimen soluble protein content is 5．2％，measured by Coomassie brilliant blue

methods．

The purification technology of Monascus raw polysaccharides has been testified by

experiment．we got rid of sundry protein with Sevage method，took out of salt and small

molecular substance with dialyses，separated polysaccharides with Sephadex G一200 column

chromatography．At last，we got the pure polysaccharides through collecting and evaporating

separated polysaccharides．

There WaS only one aquamarine spot on paper chromatography．Result
shows that the

polysaccharides we collected is a pure substance．And confirm that the developer is normal butyl

alcohol-ethanol—water(12：3：5)．Sephadex G-200 column chromatography had a single eluting

peak that demonstrated the polysaccharide washomogeneity．

Through a chain of biochemical experiment，We drew the conclusion that polysaccharides

crude product is a light red powder,virgin is a kind ofwhite powder and easy tO dissolve
in water

The water solution was thickness，pH Was about 6．That is of achromatism and insipidity．the
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viscosity of polysaccharides water solution(1％)was 460mPa．S，can not submit blue reacted

with iodine reagent．The reaction of H2S04-Phenol and polysaccharides shows nacarat；the

reaction of Anthracene—ketone reagent shows cyan；specific rotatory power【a尸D=1．66．It is

cannot be dissolved into high concentration ethanol，aether,acetone，hexyl acetate etc．

The essay adopts the method of two—way thin layer chromatography．Polysaccharides was

hydrolyzed by 2mol／L vitri01．developer chloroform：methanol：water=1 6：9：2．By measuring

polysaccharides components，we knew that polysacchaddes contains mannitose，glucose and

galactose．

Processed gel filtration chromatography by Sephadex G一200，we got the volume on the

chromatography is 5mg／lml，0．1mol／LNaCl elution solution．The standard curve is drawn，

according to the given molecular weight．The molecular weight ofpolysaccharides is 3 1 6KD．

Infra-red spectra analysis：Porphyrize 200mg pure KBr and 2mg pure polysaccharides，

blend uniformity and pressure by oil press into transparence flake．IR analysed by TJ270—30

infrared spectrophotometer,scanned area 4000—400cm～，we drew the conclusion that

polysaccharides WaS D—pyranoid form polysaccharide．

Generally speaking，these experiments illustrates that polysaccharides had no toxic effect

on biology organism，but it could improve the immunity of body greatly．By structure and

compose studying,we know that polysaccharides is a kind of heteroglycan which is composed

with mannitose，glucose and galactose．Polysaccharides is B—pyrane configuration which proves

the conclusion of improving immunity of body．The predominance strain of high—yielding

polysaccharide has been screened through substantive mutation．Then we optimized the liquid

fermentation condition，abstraction condition and purification condition．And the theory could

instruct produnion and exploit kinds of health food and beverage，which aims at improve the

immunity level of sub—health crowd．

Keywords：Monaseus polysaccharides；ultraviolet mutation；immunization；

G-200 ehromatography；two-way chromatography；infra—red spectrum
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第一部分前言

1多糖的定义与结构

糖类化合物是自然界中分布最广、数量最多的有机化合物，从最简单的细菌到高等植

物和高等动物都含有各种糖类。糖是多羟基的醛或酮及其缩聚物和衍生物。单糖是最简单

的糖，不能被水解为更小的糖单位(重要的单糖见图1)。多糖是由多个单糖基以糖苷键相

连而成的高聚物，一般是20个以上的单糖聚合而成。多糖完全水解时，糖苷键断裂而变成

为寡糖、二糖，最后变为单糖。根据来源不同，自然界中有植物多糖、动物多糖和微生物

多糖。⋯

多糖没有还原性和变旋现象，无甜味，大多数多糖不易溶于水，有的与水形成胶体溶

液。多糖的结构因其分子量大很复杂。如果多糖中完全是由相同的单糖组成的称为同多糖，

由不同的单糖组成的则称为杂多糖。如果按多糖分子中有无支链，则可分为直链多糖和支

链多糖。支链的丰度和性质对§一(1—3)葡聚糖的免疫活性也有较大影响。支链分支度较

高的B～(1—3)葡聚糖生物活性较强。如果糖类化合物中还含有非糖物质，则称为复合多

糖，例如糖脂、糖蛋白等。“’

当糖分子形成环状结构时，c-l便成为不对称碳原子，可有Ⅱ型和p型两种异构体形

成(见图2)。而多糖的分子构型对其免疫调节活性及抗肿瘤活性起着至关重要的作用，其

活性成分的结构前提是在多糖骨架链上占优势交替的B一(1—3)糖苷键。单糖的n或B构型

是决定糖苷键定向及空间构象的关键因素之一。由p型葡萄糖组成的B一(1—3)葡聚糖有利

于卷曲成螺旋结构，具有较高的免疫活性及抗肿瘤活性：而由n型葡萄糖组成的a一(1—3)

葡聚糖形成的是具有一种带状的单链构象， 沿着纤维轴伸展而不是呈螺旋状， 所以没有

生物活性或生物活性很低。另一方面，主链结构同是B一(1—3)又有B一(1—6)侧链的葡聚

糖，有些具有强的活性， 而有些却无活性。长期研究发现，具有抗肿瘤活性的多糖大多是

由B一(卜·3)键连接的D葡聚糖。01

糖分子形成半缩醛环状结构时c一1和C-5通过氧原予形成一个含氧六元环，与吡喃的

结构相似，所以具有这样的环状结构的称毗喃糖。环状结构单糖中五元氧环称呋喃环。这

种结构上的不同也与其功能性多糖的生物活性密切相关。“1(见图2和3)
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cH0 伽、与
—中一呻5“叩一呻6
H茹COH警J甲lL“S．．．_J～
6H20H {H栅{

a—D—毗■葡萄糖D一葡萄糖 ，一D—毗■葡聋靖

◇尊商H OH
t匕晴 a-D一蕾萄糖 芦一D一葡萄糟

图2糖的立体构型I

Fig 2 the three-dimensional conformation I ofglucide

HOH㈧w删H搏
呋■ #-D啾晴果膏卢一D—吡嘣秉糖

删辩m斟蜉H
．8-D—快哺棱糖 pD—脱氯呋哺棱糖p-D—吡啸棱膏

D—术■■

铲H毫H--I--OH—Hl舡H
D—饭■ 口一n螂辕精

图3糖的立体构型Ⅱ

Fig 3 the three—dimensional conformation lI ofglucide
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2真菌多糖的概述

真菌多糖存在于葭丝、子实体及其发酵液中，是由20个以上的单糖以糖苷键连接而成

的高分子多聚物，具有复杂的生物活性和功能。其中，最主要的就是免疫调节活性。。1目

前，真菌多糖已广泛应用于免疫性缺陷疾病、自身免疫病和肿瘤等疾病的临床治疗及医药

领域的其他用途，如制各医药材料、药物缓释剂、血浆代用品等u，。

近年来，真菌多糖及其复合物的研究引起越来越多的关注，已成为分子生物学、医药

学、食品科学等领域的研究热点之一。目前，研究比较多的有香菇多糖、银耳多糖、云芝

多糖、灵芝多糖、茯苓多糖、裂褶菌多糖、猪苓多糖、猴头菌多糖、金针菇多糖、黑木耳

多糖、核盘菌多糖、灰树花多糖、冬虫夏草多糖等“3。

例如香菇多糖的主链为13一(1—3)D葡聚糖，具有13一(1—3)支链和B一(1—6)支链。香

菇多糖是一种免疫激活剂，能激活巨噬细胞和淋巴细胞，提高巨噬细胞的趋化性和淋巴细

胞对Yac一1细胞和P一815细胞的毒性反应水平，促进小鼠腹腔巨噬细胞释放TNF，拮抗BBN

对小鼠的致癌作用，促进IL—l、克隆刺激因子(CSF)和白细胞介素3(IL一3)的产生，并因此

促进淋巴细胞成熟、分化和增殖⋯。香菇多糖可增加胸腺细胞对帮助因子(helperfactor)

的敏感性，促进这些细胞向T细胞的分化，也可刺激正常人或癌症患者对外周淋巴细胞增

生，从而提高宿主抑制肿瘤生长的能力。1，激活巨噬细胞，能选择性提高小鼠腹腔巨噬细

胞的活性，并使其绝对数量增长01。香菇多糖对小鼠s。。肉瘤的抑制率可达70％～100％，有

90％的小鼠肿瘤完全消退，还能抑制化学致癌剂3一甲蒽醌的致癌作用”1。

又如茯苓多糖对细胞免疫偏低者有很强的促进细胞免疫作用”1，能明显增强脾T淋巴

细胞对Con A刺激的增殖反应，同时提高小鼠外周T淋巴细胞a-ANAE阳性率“”，且能调

整T细胞亚群的比值，增强机体免疫功能，改善机体状态，增强抗感染能力，还能激活B

淋巴细胞，增强其活性。茯苓多糖对小鼠S。。和EAC瘤株有明显抑制作用，能明显抑制小

鼠腹水型肉瘤、人慢性骨髓性白血病K。细胞增殖，对S。。细胞膜磷脂酰肌醇(PI)转换有

明显抑制作用：能显著改变其磷脂的脂肪酸组成，降低花生四烯酸的含量：且能使肿瘤细胞

膜唾液酸(SA)升高o“。茯苓多糖还能增强巨噬细胞识别功能，提高巨噬细胞的吞噬率和吞

噬指数，并能通过增强肿瘤坏死因子(TNF)基因的转录而增加巨噬细胞释放TNF，并增强TNF

的活性。

总之，真菌多糖作为一类重要的生物活性物质，是目前公认的有较高疗效的免疫增强

剂，国内外学者对真菌多糖的制备、结构、合成、药理学、临床学等方面做了很多工作，

其多方面的生物活性已经得到开发和应用，云芝多糖、猪苓多糖、香菇多糖、裂褶菌多糖、
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茯苓多糖等多种真菌制剂已取得了较好的临床效果。””

3红曲多糖的概述
红曲是我国药食同源的典型代表，其药用价值在《本草纲目》《兽医草本》中都有记载，

具有杀菌、防腐、解毒、消食、活血、健脾等功效。近年来的研究还发现，红曲具有降血

压、降血脂和降胆固醇、增强肌体免疫力的作用。

但是，关于红曲的生理功能及其有效活性成分，却一直不清楚。直到1979年日本远藤

章教授从红色红曲霉(Monascus ruber)中分离出一种命名为摩那可林K(Monacolin K)

“”的生理活性物质，引起了全世界科学家对红皓霉，红曲米的关注。

九十年代出现了全世界范围的功能性多糖的研究热潮，1998年南京大学生物系田军等

发现了红曲的另一个生物活性成分红曲多糖，并对其理化性质做了研究““。2002年武汉工

业学院陈运中研究了红曲色素、多糖与核酸的联合制备o“。同年无锡轻工大学的诸葛健等

人优化了红曲霉发酵产胞外多糖的工艺，以麦芽糖为碳源、蛋白胨为氮源，多糖提取量达

到3．249／L““。目前国内期刊可检索的有关红曲多糖的文章仅有三篇，尚未见外文报道。

4本论文的研究目的和意义

综上阐述真菌多糖具有许多重要的生物功能，各国学者从各种真菌体内及发酵液中提

取了大量活性多糖，发现多糖具有促进机体免疫力、抗菌、抗病毒、抗寄生虫、抗肿瘤、

抗辐射以及改善动物生产性能等一系列作用。但是红曲多糖的毒理、药理、动物免疫试验

未见报道，本研究准备做小白鼠试验以添补这项空白。

第二点，红曲多糖的结构及组成研究只有一篇文章论述，而且作者认为数据不够准确，

有些内容经多次试验证明难以实现，所以作者准备对其结构和组成、分子量等内容进行深

入研究。

第三点，红曲多糖的分离、提取、纯化工艺未见报道，作者准备优化提取工艺，尽最

大可能提高红曲多糖的收率。

第四点，红曲多糖的产率低是限制其应用的最大问题，所以作者利用紫外线对红曲霉

孢子进行诱变，筛选红曲多糖的高产菌株，并以大米浆为基础培养物对选育的菌株进行发

酵工艺优化。

最后，“苏丹红1号”风波引起了全世界对食用红色素的恐慌，但红曲红色素则是历史

悠久的食用红色素，当苏丹红风波平息以后将会带来红曲红色素的生产高峰，红曲多糖也

可以作为红曲红色素的副产物进行联合生产。
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1红曲多糖的毒理性及免疫性研究

1．1引言

多糖类物质广泛存在于动物、植物、微生物中，是构成生命有机体的主要组成部分，

并在控制细胞分裂分化，调节细胞生长和衰老以及维持牛命有机体正常代谢方面具有重要

作用。近年来，又发现多糖类物质具有广泛的生物活性，大都具有扶正固本的功能，被称

为生物应答调节剂。

多糖类物质主要是通过非特异性途径提高机体对抗原或微生物特异性反应的物质。主

要用来治疗免疫性缺陷疾病和临床治疗引起的免疫功能下降等疾病。

红曲多糖是培养红曲霉菌制红曲色素的副产物，提高原料的利用率就必须解决红曲多

糖的利用问题。红曲的生理，药理作用的研究已受到国内外众多学者的极大重视，现代医

学研究表明，红曲及其制品有固本培元，助食化积。清污排毒，强身健体之功，能有效降

低血脂、胆固醇等脂肪代谢产物，减轻血管压力，有增强生命活力延年益寿之功效。作为

红曲培养的重要副产物——红曲多糖，在红曲生理药理作用中扮演着什么样的角色，目益

成为科研工作者关注的焦点。””

本试验就是利用红曲培养过程中产生的副产物一一红曲多糖进行免疫活性方面的探

讨，以其达到既开发一种有用的功能性食品又可提高工业生产利用率减少资源浪费之目的。

生物有机体是一个复杂的统一的整体，牵一发而动全身，在尚不明白红曲多糖到底有哪些

具体的功能，有没有毒副作用的情况下，本试验首先进行了毒理试验。

毒理试验主要是给小鼠不同剂量的红曲多糖，三周后测量体重，肝、脾、肾、心、肺

等脏器的重量，计算脏体指数，同时测量了SGOT、SGPT含量。与对照组进行比较，判断红

曲多糖对小鼠的影响。

机体对抗原物质的免疫应答是由免疫系统各种免疫细胞(包括巨噬细胞，T细胞和B

细胞等)相互协调，共同完成的。其中T细胞免疫功能与机体的抗病毒、抗肿瘤等多种功

能有关。DTH是反映T细胞功能的指标，主要是测量小鼠足跖肿胀度。吞噬细胞包括血中

的中性粒细胞、单核细胞和组织中的巨噬细胞。吞噬细胞在免疫反应中起重要作用，采用

小鼠碳粒廓清试验检验。“”本研究还通过化学物质对小鼠造成肝损伤，检验红曲多糖的保

肝护肝作用。通过小鼠游泳试验和耐缺氧能力试验检验红曲多糖对提高机体抗疲劳方面的

作用。⋯3

毒理试验和免疫试验研究的意义在于，只有明确了红曲多糖对机体没有毒害作用，并

且能明显提高机体的免疫能力，后续的研究才有意义，如通过紫外诱变筛选红曲多糖的高
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产菌株，对获得的高产菌株进行发酵条件优化试验，红曲多糖的提取条件优化试验，纯化

条件试验，以及红曲多糖的理化性质研究，结构组成研究等。

1．2材料与方法“”

1．2 1试验动物

体重为20克的雄性昆明种小白鼠80只，吉林大学试验动物中心提供。

1．z 2主要仪器

722分光光度计超级恒温水浴锅分析天平微量注射器恒温培养箱灌胃针

1．2 3主要药品

红曲多糖(本试验室制备)用生理盐水配置 标准牛血清蛋白 DL一丙氨酸

n一酮戊二酸 DL一天冬氨酸 丙酮酸钠 邻甲苯胺 三氯甲烷 二硝基氯苯

1．2．4试验动物分组进行毒理试验

雄性小鼠30只随机分为三组，对照组灌服生理盐水0．4ml，低剂量组灌胃红曲多糖溶

液lOOmg／kg．d，高剂量组灌胃红曲多糖溶液300mg／kg．d。

灌胃三周，末次给药24h后，称体重(称体重前四小时禁食不禁水)，眼球取血后脱臼

处死，解剖重要脏器，称重，计算脏体指数。取血清测血糖，SCOT含量，SGPT含量。“4
2”

脏体指数计算：脏器重量与体重的比值。

测血清血糖：邻甲苯胺法测血糖，葡萄糖在热醋酸溶液中脱水后与邻甲苯胺缩合，生

成蓝绿色醛亚胺，邻甲苯胺对葡萄糖特异性高，而且不用去除蛋白质，邻甲苯胺试剂只与

醛糖作用，对于其他还原性物质都不反应。此法优于Foliin—wu氏法。””

SGOT含量：(血清中谷草转氨酶)以丙氨酸和n一酮戊二酸为底物经血清谷草转氨酶作

用生成谷氨酸及丙酮酸，丙酮酸与2，4一二硝基苯肼作用生成2，4一二硝基苯腙，此物在

碱性条件下呈棕红色，根据棕红色深浅与同样处理的丙酮酸标准液进行比较即可计算出酶

含量。。3

SGPT含量：(血清中谷丙转氨酶)以丙氨酸和n一酮戊二酸为底物经血清谷丙转氨酶作

用生成谷氨酸及丙酮酸，丙酮酸与2，4一二硝基苯肼作用生成2，4一二硝基苯腙，此物在

碱性条件下呈棕红色，根据棕红色深浅与同样处理的丙酮酸标准液进行比较即可计算出酶

含量。⋯1

1．2．5迟发性变态反应(DTH试验)””。”

小鼠10只，随机分为两组，空白组灌胃生理盐水0．4ml，试验组灌胃多糖0．4m1。
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一周后给小鼠皮下注射1．25％二硝基氯苯丙酮溶液，腹部皮下注射0．02 m1致敏，24h

后，右足皮下注射0．25％二硝基氧苯丙酮溶液0．2ml，左足对照注射相同体积的丙酮。24h

后将小鼠脱臼处死，从脚踝处剪下四足，以重量差为肿胀度，统计处理。

1．2．6三氯甲烷肝损伤o”

小鼠10只，随机分为两组，空白组灌胃生理盐水0．4ml，试验组灌胃多糖0．4ml。

喂养一周后，末次给药1h后尾静脉注射0．13％-----氯甲烷0．1ml／lOg致中毒，24h后取

血清0．05ml测SGPT活性，取血后脱臼处死小鼠，解剖重要脏器，计算脏体指数。

1 2．7碳粒廓清试验““

小鼠lO只，随机分为两组，空白组灌胃生理盐水0．4ml，试验组灌胃多糖0．4ml。

喂养七天后，末次给药5h后，尾部静脉注射20％印度墨汁0．1ml／kg，注射后lOmin(t。)

和30min(t。)后分别眼部取血20u 1加到0．I％Na。CO。溶液2ml中，用分光光度计在652nm处

测光密度。廓清指数K=(19A广lgA：)／(％-t。)。

1．2．8耐缺氧能力试验⋯

小鼠10只，随机分为两组，空白组灌胃生理盐水0．4ml，试验组灌胃多糖0．4ml。

喂养七天后，末次给药7小时后称重，放入装有碱石灰的300ml密闭锥形瓶中，记录

小鼠存活时间t。

1 2．9游泳试验o”

小鼠lO只，随机分为两组，空白组灌胃生理盐水0．4ml，试验组灌胃多糖0．4ml。

喂养七天后，末次给药6小时后称重，配以体重5％的负荷，放入水深25cm，水温25"C的

水中，进行游泳试验，以身体完全没入水中5s不浮起，无法完成翻正反射为准。

1．3结果与讨论

(本试验数据均采用Excel中AVERAGE和AVEDEV函数统计处理)

1．3．1红曲多糖对小鼠体重的彩晌

表1红曲多糖对小鼠体重的影响

剂量 动物数 试验前体重／g 试验后体重／g

对照组 生理盐水 10 20 37．01±5．2560

低剂量组 100mg／kg．d lO 20 34，54±3．0992

高剂量组 300mg／kg．d lO 20 36．45±5．9296
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表l显示灌胃红曲多糖的小鼠与对照组的体重没有显著性差异，表明红曲多糖对小鼠

的体重没有不良影响。

1．3 2红曲多糖对小鼠肝肾及脏体指数的影晌

表2红曲多糖对小鼠肝肾及脏体指数的影响

Table 2 Effect ofManascus polysaccharldes on the liver,kidney and organs index ofmice

剂量 动物数 肝重／g 肝指数 肾重／g 肾指数

对照组 生理盐水 10 l-86 ± 0．0507±O． 0．4940±0． 0．0134±0．

0．2600 0041 0648 0007

低剂量组 lOOmg／kg．d 10 1．88±O．25 0．0543±0． 0．4260±0． 0．0123±0．

36 0047 0512 004

高剂量组 300mg／kg．d 10 1．98±0．36 0．0543±0． 0．4620±0． 0．0148±0．

56 00399 0464 0008

表2数据显示，试验组小鼠的肝重有所增加，众所周知这表明红曲多糖对增强小鼠非

特异性免疫有作用，对肝脏没有毒害作用。肾脏重量稍有降低，但肾指数没有明显变化，

表明红曲多糖对小鼠肾脏没有毒害作用。

1．3．3红曲多糖对心肺脾及其脏体指数影响

表3红曲多糖对心肺脾及其脏体指数影晌

剂量 动物数 心重几 心指数 肺重／g 肺指数 脾重／g 脾指数

对照组 生理 10 0．0054 0．2580 0．0073 O．1580 0．0044

盐水 O．19± ±0．OO ±O．01 ±0．OO ±O．01 ±0．00

0．0248 06 92 16 84 06

低剂量 lOOmg／ 10 0．0052 0．2920 0．0084 0．2320 0．0066

组 kg．d 0．18± ±O．00 士0．06 ±O．00 ±O．05 ±O．OO

0．0240 06 56 15 84 13

高剂量 300mg／ 10 0．0060 0．2726 0．0077 0．2060 0．0055

组 kg．d 0．22± ±0．00 ±0．07 ±0．00 ±O．06 ±O．OO

0．0320 014 31 24 08 128
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表3数据显示，试验组小鼠的心肺重量及心肺脏体指数没有显著差异，说明红曲多糖

对小鼠心肺没有毒害作用。低剂量试验组脾重量有所增加，而高剂量组又有所回落，因为

脾脏是免疫器官，重量增加说明对免疫功能有所帮助，高剂量稍有回落也比对照组多，没

有不良影响。

1．3．4红曲多糖对小鼠SGPT，SGOT，血糖，和总蛋白含量的影响

表4红曲多糖对小鼠SGPT，SGOT，血糖，和总蛋白含量的影响

Table 4 Effect ofMonascus polysaccharides Oil the content of SGPT,SGOT,blood sugar，and total protein of

mice

剂量 动物数 SGPT含量 SCOT含量 血糖mmol／1

U／L U／L

对照组 生理盐水 10 26．6±4．5 40．6±9．8 6．56±1．86

低剂量组 100mg／kg．d 10 20．5±4．6 42．56±6．5 6．86±1．04

高剂量组 300mg／kg．d 10 21．2±3．2 35．36±8．7 6．01±1．32

表4数据显示，试验组的血糖含量和SCOT含量与试验组没有明显不同，说明红曲多糖

对小鼠没有不良影响。试验组的SGPT含量明显低于对照组，说明红曲多糖对肝脏似乎有保

护作用。后续将通过三氯甲烷肝损伤试验加以验证。

1 3．5迟发性变态反应(DTH试验)结果

表5迟发性变态反应(DTH试验)结果

Table 5 The experiment ofDTH

剂量 动物数 左／g 右／g

对照组 生理盐水 5 前／g 0．1336±0．1314 0．2510±0．0252

最79 0．5272-I-0．0463 0．6003±0．0662

试验组 300mg／kg．d 5 前／g O．1216±O．1192 0．2819-t-0．0126

后fg 0．4541±0．00984 0．7372±0．0881

从表5可看出，经灌胃给予红曲多糖7天后，小鼠足跖肿胀度明显增加，差异显著。

说明红曲多糖对二硝基氯苯所致小鼠的迟发型超敏反应有显著的抑制作用。
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1．3 6三氯甲烷肝损伤试验结果

表6三氯甲烷肝损伤试验结果

Table 6 The liverdamage ofchloroform

剂量 动物数 SGPT U／L 肝重／g 脏体指数

对照组 生理盐水 5 14．62±3．98 1．9l±2．3l 0．0521±0．0042

试验组 300mg／kg．d 5 儿．42±3．36 1．86±2．45 0．0534±0．0045

从表6可以看出，试验组的小鼠SGPT含量明显低于对照组，肝脏指数稍高于对照组

说明红曲多糖对三氯甲烷造成的急性肝损伤有一定的抵抗作用。

1．3．7碳粒廓清试验结果

表7碳粒廓清试验结果

剂量 动物数 廓清指数K

I对照组 生理盐水 5 0．005966±0．003278

l试验组 300mg／kg．d 5 0．007126±0．001641

从表7可以看出，试验组的碳粒廓清指数明显高于对照组，说明红曲多糖能显著提高

小鼠的碳粒廓清速率，提高机体的巨噬细胞吞噬能力。

1．3．8耐缺氧能力试验结果

表8耐缺氧能力试验结果

剂量 动物数 存活时间／min

对照组 生理盐水 5 20．22±2．053

l试验组 300mg／kg．d 5 18-82±2．156

从表8可以看出，在无氧条件下试验组的存活时间稍短于对照组，表明红曲多糖对增

强小鼠耐缺氧能力无明显效果。
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1 3．9游泳试验结果

表9游泳试验结果

Table 9 The experiment ofexhausting swinuning ofmice

剂量 动物数 游泳时间／min

f对照组 生理盐水 5 34．434-3．625

试验组 300mg／kg．d 5 33．19±4．513

从表9可以看出，试验组的游泳时间与对照组没用显著差别，说明红曲多糖对增强小

鼠耐疲劳能力无明显效果。

1．3．10毒理试验结果分析

分析表1—4数据，正常灌胃红曲多糖21天后，称量小鼠体重，并对其肝、脾、肾、

心、肺分别称重，计算脏体系数。结果可以看出，红曲多糖能增加肝脏质量，增加脾脏质

量，而高浓度又降低脾质量，这两个器官是免疫器官，增重不仅表明红曲多糖没有毒害而

且有利于免疫能力的提高。从数据看红曲多糖对其他各个器官无明显的不良影响。

而且从SGPT含量来看，红曲多糖能显著降低其含量，而对血糖含量和SCOT含量影响

不明显。结论是红曲多糖对小鼠无明显的毒害作用。但是本试验中可看到脾指数有明显增

加，在高浓度时反而有降低趋势。对肝脏有使之增大的趋势，具体原因尚不清楚。而且SGPT

含量能有所下降是否暗示着红曲多糖有可能在肝病预防方面有所作为昵。众所周知，作为

肝脏健康状况的晴雨表SGPT所代表的分量。如果想进一步研究，可用其他方法进行探讨。

总而言之，在毒理试验中尚未发现红曲多糖对机体的有害作用，因此本试验继续进行了免

疫活性方面的探讨。

1．3．11免疫试验结果分析

分析表5—9数据，生物有机体是一个复杂的统一的整体，牵一发而动全身，机体对抗

原物质的免疫应答，是由免疫系统各种免疫细胞(包括巨噬细胞，T细胞和B细胞等)相

互协调，共同完成的。其中T细胞免疫功能与机体的抗病毒、抗肿瘤等多种功能有关，DTH

是反映T细胞功能的指标。本试验中，小鼠经灌胃红曲多糖后，其足跖肿胀度与对照组差

异明显，说明红曲多糖能提高小鼠细胞免疫功能。
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在三氯甲烷致中毒试验中，和对照组相比，试验组SGPT含量有所降低说明红曲多糖有

保肝护肝作用。原因是SGPT广泛存在于肝脏中，当肝脏发生病变时，细胞膜破裂，GPT大

量释放入血，导致血清中该酶活性升高，正由于红曲多糖的保肝护肝作用，才使试验组中

SGPT含量比对照组有所降低。

给小鼠灌胃红曲多糖，能使廓清速率大幅增加表明红曲多糖可提高腹腔巨噬细胞吞噬

能力，促使小鼠外周血E一玫瑰环形成，增加体内淋巴细胞转化率，使非特异性免疫加强，

由于巨噬细胞又是特异性的免疫性的诱导细胞和效应细胞，它的功能也直接影响着特异性

免疫强弱。

游泳试验和耐缺氧能力试验似乎说明红曲多糖在提高机体耐疲劳能力和缺氧条件下生

活能力方面作用不大，有待进一步研究。

1．4毒理及免疫试验小结

通过毒理试验，雄性小鼠30只随机分为三组，对照组灌服生理盐水0．4ml／d，低剂量

组灌胃红曲多糖溶液lOOmg／kg．d，高剂量组灌胃红曲多糖溶液300mg／kg．d。表l一4数据

显示，正常灌胃红曲多糖21天后，称量小鼠体重，并对其肝、脾、肾、心、肺分别称重，

计算脏体系数。从数据看红曲多糖对各个器官无明显的不良影响。在毒理试验中尚未发现

红曲多糖对机体的有害作用。

动物免疫试验，表5迟发性变态反应数据显示，小鼠经灌胃红曲多糖后，其足跖肿胀

度与对照组差异明显，说明红曲多糖能提高小鼠细胞免疫功能。表6三氯甲烷致中毒试验

数据显示，和对照组相比，试验组SGPT含量有所降低说明红曲多糖有保肝护肝作用。表7

碳粒廓清试验数据显示，给小鼠灌胃红曲多糖，能使廓清速率大幅增加表明红曲多糖可提

高腹腔巨噬细胞吞噬能力，使非特异性免疫加强。表8和表9游泳试验和耐缺氧能力试验

数据显示，似乎红曲多糖在提高机体耐疲劳能力和缺氧条件下生活能力方面作用不大，有

待进一步研究。

综上所述，红曲多糖作为一种大有潜力的功能性多糖具有许多适合人类需要的功能，

有很大的开发利用价值，而且开发它还能消化大量的工业培养红曲霉菌副产物，提高了资

源利用率，减少环境的污染和资源的浪费，是一个一举多得造福人类的事情!
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2红曲多糖高产菌株的诱变筛选与培养基优化研究

2．1引言

红曲多糖毒理试验表明，红曲多糖对小鼠体重、肝、脾、肾、心、肺没有明显不良影

响，即红曲多糖对机体的没有毒害作用。红曲多糖动物免疫试验，说明红曲多糖能提高小

鼠细胞免疫功能，提高腹腔巨噬细胞吞噬能力使非特异性免疫加强，并且具有保肝护肝作

用。因而红曲多糖作为一种大有潜力的功能性多糖具有许多适合人类需要的功能，有很大

的开发利用价值，而且开发它还能消化大量的工业培养红曲霉菌副产物，提高了资源利用

率，减少环境的污染和资源的浪费。

但是红曲多糖产量很低，仍然是一个严峻的问题，本研究利用uV诱变处理红曲霉As

3．4701，期望能够得到多糖高产菌株，解决产量低的难题，为人类的健康做点贡献。紫外

线诱变是工业生产中最常用的诱变方法之一o“。其诱变效应主要是由于它引起DNA的结构

的改变(DNA链或H键的断裂，胞隧啶的水合作用，膪腺嘧啶二聚体的形成等)，阻碍DNA

的复制或引起碱基排列次序的变化，从而引起基因突变。⋯

然后需要做突变菌株的遗传稳定性检验试验。并且为了使该菌株发挥更大的作用，对

摇瓶培养基进行优化。影响霉菌生长、发酵的主要因素有c源、N源、无机盐含量等。针

对这几个主要因素进行摇瓶培养基的优化。众所周知，红曲米是以大米为原料的，因而我

选择以大米浆为基础培养基，这样的选择使红曲多糖的生产成本降低，同时有可能有较高

的产量。

由于菌种的贮存和使用受其斜面培养基的影响较大，所以为使用的菌种选择合适的培

养基非常关键。本研究菌种是从北京微生物研究中心购入的红曲霉菌种，红色红曲霉As

3．4701。按菌种培养基配方配制的培养基培养，长势不好，菌落稀松。按传统霉菌培养基

配方马铃薯葡萄糖培养基培养”⋯，生长情况也不好。因而有必要花时间探索红曲霉斜面培

养基配方。所以我们先进行了斜面培养基的研究试验。

2．2材料方法

2．2 1菌种及来源

Monascus AS 3．4701(中国科学院微生物所)

2，2．2各级菌种培养基配方

斜面试管培养基
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试验室制备的麦芽汁6～8．5波美度

固体培养基

试验室制备的麦芽汁6～8．5波美度

液体发酵培养基

琼脂1．5～2％，PH近中性。

琼脂2～3％，Pit近中性

大米浆(固形物lo％)，NaNO。0．15％，MgSO．·71{20 0．2％，KH2PO。0．25％，PH自然。

以上培养基灭菌条件：121℃，0．1MPa，30rain

2．2．3主要仪器设备

超净工作台、常速离心机，紫外灯、红灯、高压灭菌锅、电予天平、恒温培养箱、旋

转蒸发仪、水浴锅、电热鼓风干燥箱等、回转式恒温调速摇床柜

2．2．4斜面培养基的研制

普通大麦浸泡24h，置木质或草制筐内，上面盖一层湿布，温度在20。C左右，每天冲

水1—2次至芽长为大麦本身一倍即可，然后风干，捣碎即得大麦粉。每公斤大麦粉加水四

公斤，45℃水浴30min(搅拌)，7min升温至63℃保温30rain，5min升温至70℃，补加70

℃蒸馏水500ral，保温30min，以碘液检验不变色为止，然后5min升温至75"C，保温15min”“。

取下糖化醪以纱布过滤，滤液装瓶加棉塞121℃30min灭菌，热过滤(滤纸)，得滤液冷却

至室温用波美计测糖度，用蒸馏水调熬波美度6—8．5之间，以稀碱调pH6—7，加2％琼脂，

121℃30min灭菌，摆斜面。

2．2．5深层发酵菌种的驯化筛选

2．2．5．1划线培养

取活化两次后的斜面菌种As 3．4701，接种于麦芽汁平板培养基上，33℃倒置培养4d，

备用。

2 2．5．2诱变前孢予悬液的制备。“”23

平板菌株培养4d后，用无菌生理盐水洗下平板红曲霉孢子，倒入已灭菌的装有2卜
30颗直径为4—5m的玻璃珠的三角瓶中，放入摇床中220r／min振荡1h，孢子分散即可，

用4层无菌镜头纸过滤除去菌丝，制成孢子悬浮液，稀释至浓度为106个／ml，备用。

2．2．5．3孢子悬浮液计数方法。”

显微镜直接计数法：用血球计数板在显微镜下直接计数，先将盖玻片盖于血球计数器

中央，用胶头吸管吸取稀释后的菌液少许，滴一小滴于盖玻片的边缘，使菌液自行渗入计

数室内(注意不得产生气泡)，静止约5min。放于显微镜下观察，格线上的菌只计呈直角

的两条边，25个中方格中计四角和中央的五个中方格的菌总数A。
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1脚，总菌数=导×25×104×B
，

其中B一稀释倍数

2 2．5 4紫外诱变⋯1

取制备好的菌液8ml，加入到9cm的带磁棒的培养皿内，共准备7份，将培养皿置于

254nm，15W紫外灯下，打开皿盖，磁力搅拌下进行紫外线照射。照射时间分别为lmin，

1．5min、2．0min、2．5min、3．Omin、3．5min和4min。在红灯下将诱变后的菌液取0．5ml稀

释至10。3和101浓度。并将各个时间段的104和101浓度的菌液取0．5ml涂布于平板培养基

上，33℃恒温培养箱中避光倒置培养48h，各皿进行了菌落计数，统计后确定最佳诱变剂

量。

2．2．5．5大量诱变、筛选

在确定后的最佳诱变条件下进行大量的诱变试验，获得了较优良的菌株106株，然后

以每株10个摇瓶相同的培养条件下培养，比较多糖产量，最后获得一株最优菌株。

2．2．5 6摇瓶发酵培养“”

从上述平板上挑取与出发菌株相比，菌落直径大，周边呈稠厚状者为生长与产多糖性

能较优良的纯种的菌落。”，一部分用于接种斜面培养基，另一部分接种于装有50ml培养基

的250Ⅲl摇瓶中，进行初筛。

培养条件：恒温摇床33。C，96h，转速220r／min。

2．2．5．7醇沉法获得粗多糖

取上述发酵液，采用热水浸提法。”，加热水至150ml，100℃水浴中浸提20min，提出

胞外红曲多糖，4层纱布过滤弃菌体，上清液4000r／min离心，取上清65。C旋转蒸发浓缩

至20ml，加入4倍体积的95％的乙醇，放入冰箱内静置24h，4000r／min离心，取沉淀并放

置于烘箱内(60。C)，干燥24h后称取粗多糖的质量⋯1。

2．2．5．8筛选试验的工艺流程图“4

菌种一划线平板培养一孢子悬液制备一紫外线诱变处理一平板培养一选单菌落一

r斜面培养

L摇瓶发酵培养一热水浸提一过滤一离心取上清一旋转蒸发一醇沉一离心一取沉淀一干

燥一称量红曲粗多糖。

2．2．6菌种深层发酵工艺的研究。小”

2．2．6．1培养方法
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所用菌种为紫外诱变筛选得到的优良菌株。液体培养基用250ml三角瓶装入瓶子体积

50ml，用纱布棉垫封口，用1．030×105Pa高压灭菌30min，每支斜面菌种接液体培养基三

角瓶lO个。接种后，将液体发酵培养基三角瓶置于旋转式摇床上，转速220r／min。

为确定其培养条件，进一步优化试验，分别选取温度为A因素，NaN0。含量为B因素，

培养时间C因素，各取三个水平，以菌体生物量和胞外多糖产量为指标进行L。(34)正交试

验⋯3。

2 2．6．2无机元素的影响

无机元素有促进菌体生长及多糖合成的作用，经大量试验证明磷酸盐和Mg”为红曲霉

生长的必需矿质元素，不同无机元素的加入对发酵液的pH值等内环境都有可能改变，为考

察其协同作用，确定其合适用量进一步优化培养基组成，降低生产成本，分别选用KH。PO。，

MgS0t·7it。0为二因素(其它条件为正交试验中的最优组合)做平行试验，每个组合做样品

10个然后取平均值“⋯。

2．2．6．3发酵优化条件检验

在250m1的三角瓶中加入优化组合的培养基50ml，在转速220r／min的旋转式摇床上培养，

测多糖产量，检验正交试验的优化组合是不是和预期的结果一致，试验共做五组。

2．2 6．4生物量的测定

经摇床培养的菌体用八层纱布过滤后，得到的菌体在80'C下烘干12h，称量至恒重，即

为红曲霉的生物量。清液待下一步提取多糖““。

2．2．6．5多糖醇沉

利用多糖溶于水或酸、碱、盐溶液而不溶于醇、醚、丙酮等有机溶剂的特点，进行醇

沉。将培养后的发酵液经离心去杂浓缩后倒入大型容器时除沉淀物，此时浓缩液的准确数

量为浓缩后的数量减去除弃沉淀的数量，醇沉一般用普通酒精即可““。醇沉操作时，将应

加入的酒精缓慢注入浓缩液中，并随加随搅至完全混合均匀，当混合液中酒精浓度为75％

时，多糖成絮状物缓慢沉下，放入冰箱，醇沉24h，为了使混合液中酒精浓度达到75％原酒

精加入量计算式：

[酒精加入量=75×浓缩液数量(m1)／(该酒精浓度分子数一75)]

2．2．6．6离心、干燥“”

经醇沉得多糖物质完全下沉至容器底部，可适当抽取上清液减少分离数量，但注意不

要将多糖抽出，然后进行离心分离，转速4(}00r／min，5分钟停机，然后将多糖膏状物置入

洁净搪瓷或玻璃器皿中60"C电热鼓风干燥12h。



吉林农业大学硕士学位论文 红曲多糖高产菌株的筛选及其提取纯化免疫活性研究

2．2．6 7试验路线

菌种一斜面培养一摇瓶培养一热水浸提一离心除杂一上清液一减压浓缩一醇沉一离心一沉

淀一鼓风干燥一红曲粗多糖”21

2．3结果与讨论

2．3．1红曲霉斜面培养基试验结果

传统的霉菌培养基马铃薯葡萄糖培养基用于培养红曲霉，菌株生长不好，生长速度缓

慢，菌落形状不均匀。麦芽汁培养基按菌种配方的方法糖化有困难，后改用上述方法，是

按啤酒厂大麦芽糖化工艺进行的，糖化效果较好。分析是63℃时B一淀粉酶活性较高，70

℃时a一淀粉酶活性最高，75℃糖化酶休止。””

另外，斜面制作过程中注意pH6—7，不能过低，含糖量不能过高(波美度6—8．5)，否

则会引起斜面不凝或凝结不好，导致无法接菌。

2，3，2紫外诱变试验结果

2．3．2，1不同时间剂量紫外线对红曲霉AS 3．4701菌株进行诱变处理

叵西匿羽
I!垂圭奎 l

1．Omin 1．5min 2．Omin 2．5min 3．Omi rl 3．5min 4．Omin 4．5mln

图4(n=lO)

图4诱变时间对致死率和正突变率的影响

Fig．4．Effect ofmutation time Oil dead rate and positive mutation rate

图4表明紫外线处理红曲霉，随着时间的延长，死亡率逐渐提高，面正突变率是先升

后减，在2min时晟高。

19

㈣耋|涨硼慨涨螂涨喜毫蝌％
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2．3．2．2紫外线最佳诱变剂量的确定

由图4可知，紫外线的照射时间与菌株的致死率、正突变变率存在着一定的剂量效应

关系，随着照射时间的延长，致死率会逐渐提高，正突变率也会有相应的变化，为了提高

孢子的诱变率，所以选择采用相对较高的致死率，如图2．0 min处，诱变率高，致死率也

相对高，所以确定2．Omin为最佳的诱变剂量。

2．3．2．3菌株遗传稳定性的确定

在最佳诱变剂量的条件下，进行大量诱变，最终获得了一株最优突变株。对该突变株

进行连续传代(3次)，进行摇瓶发酵试验，每次以10个摇瓶为单位取平均，结果红曲粗

多糖的产量分别是4．269／L，4．699／L，4．109／L。从数据中可看出该菌株具有比较稳定的

遗传性。将该菌株命名为Ztt一100。

2．3．2．4试验分析

紫外线诱变是工业生产中最常用的诱变方法之一。从紫外线诱变选育突变株到摇瓶培

养，提多糖，整个试验有很多需要注意的问题，由于粗多糖的产量可以直接反映出该菌株

产多糖的性能，所以试验的过程中应充分考虑到各种影响因素，减少误差，以保证所得结

果的准确性和可靠性。

菌种培养的温度

由于温度往往影响菌株的生长状态，引起代谢流变化，通过试验优化工艺条件确定最

适宜温度33℃。

培养基组成

无机盐有促进菌体生长及多糖合成的作用，通过试验证明磷酸盐、镁离子对红曲霉的

生长为必需因子。为了提高菌种的生产能力，所以选择最佳的碳、氮、无机盐的比例。选

择大米浆培养基不仅价廉质优，而且比较适合于红曲霉的生长。

摇瓶培养时间

通过试验，得出在培养时间96h左右，菌种产多糖的量最多。在低于96h时，多糖产

量还没有达到最大值，如果高于96h，会由于菌体消耗多糖而出现产量下降的现象。因而

最佳培养时间为96h。

试验操作

在操作的过程中，尤其紫外线诱变时，要保证不染菌，在接摇瓶时，接菌量应尽量多，

以增加接上的机率，减少误差。
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2．3．3深层发酵培养基优化结果

2，3．3．1正交试验结果

分别选取温度为A因素，NaN0。含量为B因素，培养时间c因素，各取三个水平，以菌

体牛物量和胞外多糖产量为指标进行L。(34)正交试验，见表10

表10正交试验方案设计

Table．10．The scheme ofL9(34)orthogonal experimental table

由正交表可以看出，按影响因素的极差分析A>B>C。对于A因素(温度)Ka值最大可

选35"C：B因素(NaN0。含量)l(2值最大可选0．15％；C因素(培养时间)K-最大可选96 h，

即A函2c。，即最终优化结果：培养温度35*(2，NaN0，含量0．15％，培养时间96 h。

2l



重堡窒些查兰堡圭兰焦堡塞 塾些墨塑壹兰堕堡塑堕兰垦苎墨塞些垡垒壅堕些笪壅

2．3．3．2方差分析结果Ⅲ

表11正交试验的方差分析

Table．11．The analysis ofvariance on L9(34)orthogonal experimental table

临界值F。os(2，2)=19．00，Ro，(2，2)=99．00

料表示非常显著，}表示比较显著

通过方差分析，进一步证明了温度为第一影响因素，NaN0。含量为第二影响因素，培养

时间为第三影响因素。

2．3．3．3无枧元素的影响试验结果

对照两种因子对红曲霉的影响程度，表12结果表明，最适含量为MgsO。·7H。0 0．15％

KH。P0。0．25％。

表1 2无机元素对多糖产量的影响

Table．12．Effect ofinorganic element on polysaccharides yield

KH：P0；含量(g／100r01) MgsOt·7H20含量(g／[00m1)

KH2P04 content MgS0,。7H20 content

O．1 0．15 O．2
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2．3．3．4发酵优化条件检验

在250ml的三角瓶中加入优化组合的培养基50ml，在35V，转速220r／min的旋转式摇

床上培养测多糖产量，表13表明最终优化后平均多糖产量达到5．539／L，比初始条件高出

27％

表1 3多糖的发酵条件检验试验

Tab．1311le pr砒ts ofthefennentation c0棚lionsforpoIysacch捌des

2．4紫外诱变和发酵条件优化试验小结

通过试验确定的麦芽汁糖化工艺：每公斤大麦粉加水四公斤，45℃水浴30min(搅拌)，

7min升温至63℃保温30min，5min升温至70V，补加70℃蒸馏水500ml，保温30Illin，以

碘液检验不变色为止，然后5min升温至75℃，保温15min⋯1。确定的斜面培养基：试验室

制备的麦芽汁6～8．5波美度，琼脂1．5～2％，PH近中性。

紫外线对红曲霉As 3．4701菌株进行诱变处理，由图4数据确定最佳诱变剂量：254nm，

2．Omin。再经过复筛获得了一株最佳突变株ZH一100，该突变株经连续三次传代，结果红曲

粗多糖的产量分别是4．269／L，4．699／L，4．109／L，平均4．359／L。证明该菌株具有稳定的

遗传性，比出发菌株提高产量286％，可见在多糖高产菌株的筛选中紫外线诱变是一种比较

有效的方法。

通过三组试验，包括：(1)发酵条件优化的正交试验，(2)无机元素的含量确定的平

行试验，对红曲霉的产多糖的结果分析，得出优化组合；(3)优化的发酵条件检验试验，

得出结论：红曲霉在经过斜面培养后， 以大米浆为基础培养物(圆形物10％)，加入NaNO。

0．15％， MgS0。·7H20 0．15％，KH2P04 0．25％，温度35℃，220r／Ⅲin摇床培养96小时， 再经

4000r／min离,b5min，24小时醇沉， 电热鼓风干燥等操作，多糖产量达N5．539／L，高出

初始条件27％。
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3红曲多糖的提取、纯化及理化性质研究

3．1引言

我们利用紫外线对红色红曲霉AS 3．4701进行诱变筛选，得到一株优势菌ZH一100，红

曲多糖的产量较高。然后又从c源、N源、无机盐含量等条件入手对得到的菌株进行发酵

条件优化。进一步提高了多糖的产率。通过红曲多糖的毒理试验证明了红曲多糖对生物有

机体没有毒害作用。通过动物免疫试验，证明了红曲多糖能有效的提高机体免疫能力，并

得出了红曲多糖具有保肝护肝的能力。

为了确保发酵产生的红曲多糖极大量的被提取出来，我们将以影响多糖提取率的主要

因素为研究对象优化提取工艺。主要是从料液比、提取温度、浸提时间等因素采用正交分

析法展开研究。“”

红曲多糖是红曲霉发酵液中最重要的生理活性物质之一，它具有广泛的药理活性，田

军等研究表明红曲多糖分子中存在大量的l一3位糖苷键和少量i一6，1—2位糖苷键“⋯。

但红曲多糖的结构至今尚未完全探明和确定。而且多糖的结构与性质、功能等的研究中，

能分离出均一的多糖非常重要。可是提取的粗多糖水溶液大多是胶体溶液，黏度大且不稳

定，其所含组分的分子量差异悬殊，不同分子量的组分之间理化性质又很接近，制备出均

一的多糖有不少困难，同一原料用不同的提取液所得的多糖的成分是不同的，且杂质、提

取液黏度、成本等也都是提取时考虑的因素之一，因而其分离、纯化的方法目前并末成型。

作者的研究主要以提高红曲多糖的提取率和产品的纯度、又不损害其结构为目的，对多糖

浓缩及纯化方法等方面进行了探讨。

功能性多糖是目前世界研究的热点之一，目前已经发现的功能性多糖具有抗肿瘤、抗

病毒、抗衰老、增强免疫等多方面功能““。功能性多糖生物活性的研究表明，真菌多糖的

化学结构对其生物活性起着至关重要的作用，包括分子构型、分子量、支链、支链基团、

主链等。

其中分子构型是其免疫调节活性及抗肿瘤活性的结构前提，主要取决于多糖骨架上交

替的p一(1—3)糖苷键，而n构型的糖苷键则没有此功能。3，研究表明，功能性多糖的抗

肿瘤活性与分子量大小有关，分子量大于16KD时才有抗肿瘤活性“⋯。

支链的丰度和性质对B一(1—3)一葡聚糖的免疫活性也有较大影响，支链分支度较高

的B一(1—3)一葡聚糖生物活性较强。另外，多糖的结构研究表明，葡聚糖主链上的B一

(1--3)和支链上的B一(1—6)为具有生物活性所必需的条件，而且只有在c。是被D一葡
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萄糖基和D一阿拉伯糖等基团所取代时多糖才具有很强的抗肿瘤活性“4’“1。

红曲多糖的结构和理化性质的研究目前只有田军等做过，作者从几个侧面进行研究，

已期给出较为可信的结论。

3．2材料与方法

3．2．1红曲多糖的提取工艺

菌种一斜面培养一摇瓶培养一热水浸提一离心除杂一上清液一减压浓缩一醇沉一离心

一沉淀一鼓风干燥一红曲粗多糖“”

3 2．2摇瓶培养工艺

红曲霉在经过斜面培养后， 以大米浆为基础培养物(固形物10％)，加入NaNO。0．15％，

MgSO。·7地0 0．15％， KH。PO。0．25％，温度35"C，220r／min摇床培养96小时。

3．2．3醇沉操作

醇沉一般用普通酒精即可““。醇沉操作时，将应加入的酒精缓|曼注入浓缩液中，并随

加随搅至完全混合均匀，当混合液中酒精浓度为75％时，多糖成絮状物缓慢沉下，放入冰箱，

醇沉24h，为了使混合液中酒精浓度达到75％原酒精加入量计算式：

[酒精加入量=75×浓缩液数量(m1)／(该酒精浓度分子数一75)]

3．2．4提取条件优化的正交试验因素选择⋯

在单因素试验的基础上，选定3因素3水平做正交试验，浸提温度70℃，80℃，90。C；

浸提时间lOmin，20min，30min；浸提料液比l：1，1：2，1：3。

3．2．5多糖含量的测定

以硫酸一苯酚法测定多糖的含量，以葡萄糖为标准。

可溶性总糖含量：苯酚一硫酸法测定““，配100“g／ml葡萄糖溶液分别取空白、0．2ml、

0．4ml⋯2．Oml放入试管以蒸馏水定容至2ml。然后按样品：5％苯酚：浓硫酸=l：0．5：2．5，

加入5％苯酚及浓硫酸，沸水浴lOmin，490nm用722分光光度计测OD值，绘制标准曲线，

取收集的粗红曲多糖lOmg溶于lOOml蒸馏水中，弃去不溶物，取2ml按上述方法测0D值。

利用标准曲线计算浓度。

还原糖含量：3．5～二硝基水杨酸法测定“”。

还原糖在碱性条件下加热被氧化成糖酸及其它产物，3，5-二硝基水杨酸则被还原为棕

红色的3一氨基一5一硝基水杨酸。在一定范围内，还原糖的量与棕红色物质颜色的深浅成正

比关系，利用分光光度计，在540hm波长下测定光密度值，查对标准睦线并计算，便可求
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出样品中还原糖和总糖的含量。由于多糖水解为单糖时，每断裂一个糖苷键需加入一分子

水，所以在计算多糖含量时应乘以0．9。

H
加热+还原精—-—_
碱 性

02N

C00H

3，5一二硝基水杨酸(DNS)试剂：将6．39 DNS和262mL 2M NaOH溶液，加到500mL含有

1859酒石酸钾钠的热水溶液中，再加59结晶酚和59亚硫酸钠，搅拌溶解，冷却后加蒸馏

水定容至1000mL，贮于棕色瓶中备用。

按样品液：DNS试剂=2ml：1．5ml，将各管摇匀，在沸水浴中准确加热5min，取出，

冷却至室温，用蒸馏水定容至20raL，加塞后颠倒混匀，在分光光度计上进行比色。调波长

540rim，用0号管调零点，测出各号管的光密度值。以光密度值为纵坐标，葡萄糖含量(mg)

为横坐标，在坐标纸上绘出标准曲线。

多糖量=总糖量～还原糖量

3．2．6可溶性蛋白含量的测定

考马斯亮蓝法。1

考马斯亮蓝试剂：考马斯亮蓝G-250 100mg溶于50ml 95％乙醇中，加入lOOml 85％

磷酸，用蒸馏水稀释至1000ml，滤纸过滤。最终试剂中含有0．01％(w／v)考马斯亮蓝G-250，

4．7％(w／v)乙醇，8．5％(w／v)磷酸。

标准蛋白质溶液：结晶牛血清蛋白，预先经微量凯氏定氮法测定蛋白质含量，根据其

纯度用0．15mol／LNaC]配制成0．1mg／ml蛋白质溶液。

标准曲线：取0．1mg／ml标准蛋白质溶液Oml、0．01ml、0．02ml、⋯0．1ml用0．15mol／LNaCl

溶液定容至0．1ml，加5ml考马斯亮蓝试剂，摇匀，1h内595nm处测紫外吸收。

测定样品蛋白质浓度：取合适的未知样晶体，使其测定值在标准曲线范围内，本试验

配制成lmg／ml样品液。根据测定的A。。值，在标准曲线上查出其相当于标准蛋白的量，从

而计算出未知样品蛋白质浓度。
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3．2．7提取液超滤“”

将提取液通过布氏漏斗抽滤，弃沉淀，将滤液用超滤膜进行超滤浓缩，在截留分子量

3000的外压型超滤膜上以0．05—0．1KPa的压力下，平均流速600ml／h进行超滤，反复进行

后得少量浓缩液和大量超滤液，浓缩液加入4倍体积95％乙醇，放入冰箱中醇沉24h，4000rpm

离心5min，取沉淀。

3．2．8杂蛋白的去除

将醇沉后的沉淀用Sevag法去除杂蛋白：将粗多糖样品溶于热水，加入Sevag试剂(氯

仿：正丁醇=5：1)振荡，蛋白质与氯仿一正丁醇生成凝胶，用分液漏斗分取脱去蛋白质，反

复操作几次，直至正丁醇氯仿层不浑浊为止。

3．2．9透析脱盐及小分子杂质

将除杂蛋白后的溶液装入截留分子量8000—15000的透析带中，流水透析24h，蒸馏水

透析24h(换水三次)，然后4倍体积95％乙醇沉淀24h后收集沉淀，真空干燥得红曲粗多

糖。

3．2．1 0 DEAE-纤维素柱层析

DEAE一纤维素的处理：市售DEAE一纤维素——去离子水浸泡过夜——浮选法除去过细部

分一重复3—5次—珈．5mol／LNaOH溶液浸泡2h——蒸馏水洗至中性—咖．5mol／LHCl溶
液浸泡0．5h——蒸馏水洗至中性——悬浮于蒸馏水中，备用。

装柱：将处理好的DEAE一纤维素装于玻璃柱中。

层析条件：依次用去离子水、0．Imol／LNaHCO。、0．1mol／LNaOH溶液洗脱，洗脱速度为

20ml／h，每管4m1分部收集，硫酸一苯酚法和280nmUV吸收法测定糖和蛋白质。

3．2．11 Sephadex G-200柱层析

Sephadex G-200溶胀，浸洗，装柱。用0．1mol／LNaCl溶液平衡48h，恒流泵控制流速

0．5ml／min，装柱体积2cmXlOOcm，上样量50mg／3m]，用同一离子强度的洗脱液洗脱，每

管5m1分部收集，硫酸一苯酚法测定多糖分布。收集峰值部分，浓缩，透析，醇沉，冷冻干

燥，得纯红曲多糖。

3．2．12纸层析o”

取新华一号滤纸(20cmX3cm)，距端点2cm处中部点样，展开剂为正丁醇一乙醇一水(12：

3：5)饱和2h，室温下展开2h，距前沿1．5am时，取出吹干，用0．5％甲苯胺兰乙醇液染

色，立即用95％乙醇漂洗至背景褪色，干燥。

田军等用的展开剂正丁醇一浓氨水一水(60：40：5)，方法同上。
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3．2．13双向薄层层析

3．2．13．1红曲多糖水解

取红曲多糖纯品20mg，加入2mol／L也SO。3ml，封管，100℃水解lOh，BaCO。中和，上

清液作组分分析。

3．2．13．2层析试剂⋯1

薄层层析硅胶G(60型)：中国青岛海洋化工集团公司出品

甲酸：北京益利精细化学品有限公司

无水乙醇：天津市大茂化学试剂厂

D一甘露糖：中国医药公司

葡萄糖：北京化工

L一阿拉伯糖：上海化学试剂站分装厂

木糖：中国医药上海化学试剂公司

D一半乳糖：上海试剂厂

苯酚：天津市福晨化学试剂厂

浓氨水：哈尔滨化工化学试剂厂

正丁醇：长春市化学试剂厂

甲醇：北京化工厂

其他药品：碳酸钡，浓硫酸，磷酸二氢钠

3．2．13．3层析制板

硅胶G(60)：0．1mol／1磷酸二氢钠溶液=59：lOm]。用磁力搅拌均匀成糊状，均匀

铺在玻璃板上(尽量薄一些)，放于阴凉处阴干5h以上，放入105℃烘箱烤1h(活化)，

然后关掉电源让其自然冷却至室温。

3．2．13．4配单糖溶液

取各种单糖配成水溶液，0．19／ml少量。

3，2．13 5显色剂

苯酚39，浓硫酸5ml放入95ml无水乙醇中，以喷壶装上，喷成雾状。

3．2．13 6层析液的研究

目前关于真菌多糖的相关研究以单向薄层层析报道居绝大部分。于是我们首先以单向

层析做试验，分别在各种展开液中单向层析。结果表明其检测效果不是很理想。这主要是
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由于拖尾现象严重，层析结果呈现条状，无法区分成分，再加上单向薄层层析本身具有局

限性。所以本次试验改用双向薄层层析法进行研究并对展开剂种类进行研究。”⋯。

种类一：正丁醇：甲酸：水=2：3：1 为一、二向展开剂

种类二：正丁醇：浓氨水：水=60：40：5 为一、二向展开剂

种类三：氯仿：甲醇：水=16：9：2 为一、二向展开剂

分别在三种展开剂中做双向薄层层析，再显色。对三种展开剂的展开效果加以比较，选择

最佳的展开剂。

3．2．13．7层析展开

将展开剂按比例混合加入层析缸，展开剂的量以淹没薄板8-lOmm为宜。当展层剂爬

到距平板上沿2cm左右取出。纵向展开结束后，取出薄板放置一段时间，使展开剂自然挥

发，进行横向展开。用喷壶将显色液均匀喷在薄板上，将喷了显色剂的平板放入100℃烘

箱10～15min。

3．2．14分子量测定⋯

Sephadex G-200溶胀，浸洗，装柱。用0．1mol／LNaCl溶液平衡48h，恒流泵控制流速

0．5ml／min，装柱体积2cm×lOOcm，上样量5mg／lml，用同一离子强度的洗脱液洗脱，每管

5m1分部收集。

分别将蓝色葡聚糖、黄色重铬酸钾、分子量l万、8万、15．3万、46．1万、50万葡聚

糖依次上样，硫酸一苯酚法测定峰值，绘制标准曲线。再将红曲多糖上样，找到峰值，从标

准曲线上查得分子量。

3 2．15红外光谱分析””

红外光谱又称为分子振动转动光谱，也是一种分子吸收光谱。当样品受到频率连续变

化的红外光照射时，分子吸收了某些频率的辐射，并由其振动或转动运动引起偶极距的净

变化，产生分子振动和转动的能级从基态到激发态的跃迁，相应于这些吸收区域的透射光

强度减弱，记录红外光的百分透设比与波数或波长关系的曲线，就得到了红外光谱。因此

红外吸收带的波长位置与吸收谱带的强度，反映了分子结构上的特点，可以用来鉴定未知

物的结构组成或确定其化学集团，而吸收谱带的吸收强度与分子组成或化学集团的含量有

关，可用于定量分析和纯度鉴定。由于红外光谱分析特征性强， 气体、液体、固体样品都
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可测定，具有用量少、分析速度陕、不破坏样品的特点，因此，红外光谱法不仅能进行定

性与定量分析，而且从分子的特征吸收可以鉴定化合物和分子结构“”。

采用固体试样压片法制样：将2mg红曲多糖纯品与200mg纯KBr研细混合均匀，置于

模具中，用(5—10)X 107Pa压力在油压机上压成透明薄片，即可用于测定。试样与KBr都应

经干燥处理，研磨到粒度小于2 u nl，以免散射光影响。

在TJ270—30红外分光光度计上IR分析，扫描范围4000—400cm-1。

3．2．16蒽酮反应

取8只标号的试管，分别加入1ml蒽酮溶液(10一葸酮一9，10一二氢蒽)，再将红曲

多糖溶液分别滴加到各试管内，混匀，观察颜色变化。

3．2．17溶液粘度

取红睦多糖纯品配1％的红曲多糖溶液，用NDJ—l型旋转粘度计测量。

3．2．18碘液反应

取8只标号的试管，分别加入lml碘液，将1％的红曲多糖溶液分别滴加到各试管内，

混匀，观察颜色变化。

3．2．19比旋光度的测定

当偏振光经过旋光性物质时，其偏振光的平面将被旋转，产生旋光现象。此时偏振光

平面旋转的角度称为旋光度。在一定温度(通常用t表示，可为20"C或25I；)、一定波长

光线(黄色钠光可用D表示，波长A为589．3nm)下，偏振光透过每毫升含lg旋光物质，

其厚度为ldm溶液时的旋光度，叫做比旋光度(或称旋光率、旋光系数)。

测量物质旋光度的仪器称为旋光仪。溶液的旋光度与溶液中所含物质的旋光能力、溶

液性质、溶液浓度、样品管长度及温度等均有关系。当其它条件固定时，旋光度a与反应

物浓度c呈线形关系。

物质的旋光能力用比旋光度来度量，比旋光度用下式表示：

[a]?o=Ⅱ·100／L·C^

式中[Q]D20右上角的“20”表示试验时温度为20℃，D是指用钠灯光源D线的波长(即

589nm)，n为测得的旋光度(。)，L为样品管长度(dm)，c^为浓度(g／lOOml)。

利用WZZ-1型自动指示旋光仪(上海浦东物理光学仪器厂)，测红曲多糖溶液的比旋

光度。
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3．3结果与讨论

3．3．1提取条件优化正交试验结果

表14正交试验方案设计

Table．14．The scheme ofL9(34)orthogonal experimental table

Nu试mb验er号o。温度e℃，时间cm：n，料液比 空白主嚣主篓：：：：N ‘

Temperature Time
料液比

B1ank p01ySa。?hajld

!!!!!!翼!生一—— !!!!!!!

K2 16．903 16．497 15．990 16．727 Y=5．603

R(极差)range 1．604 O．579 0．801 0．185

最优组合A3CsBs

!苎!型竺 ⋯⋯⋯。一．——
通过正交结果分析，最优提取条件为浸提温度90。C，浸提料液比1：3，浸提时间30min。

其中浸提时间的影响较弱。

3l
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3．3 2方差分析结果”73

表15正交试验的方差分析

Table．15．The analysis ofvariance on L9(34)orthogonal experimental table

临界值Fo os(2，2)=19．00，R。。(2，2)=99．00，}表示比较显著

方差分析结果表明，浸提温度和浸提料液比是试验控制的关键因素，必须按优化的方

案进行，浸提时间为不显著因素，在试验紧张的情况时可以考虑采用10min或20min。

3．3．3提取优化条件检验

在250mi的三角瓶中加入培养基50ml，在35。C，转速220r／min的旋转式摇床上培养，

采用优化的提取条件进行多糖提取，结果见16。

表16多糖的提取条件检验试验

Table 16 The proof-tests ofthe extraction conditions for polysaecharides

试验得红曲多糖的提取量上升到6．669／L，比培养基优化后的提取量高出20％。

3．3．4提取条件优化结果

通过正交试验优化得撮佳提取条件为：浸提温度90。C，浸提料液比1：3，浸提时间

30min。通过方差分析，浸提温度和料液比对多糖提取量影响显著，而浸提时间的影响较弱，

可以适当缩短提取时间。提取条件的优化组合后多糖提取量达6．669／L，比优化培养基后多

糖的产量提高20％。
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3 3．5多糖含量测定结果

表t7葡萄糖标准曲线制作

Table 17 the standard curve ofglucose

l_3

1．2

L1

l

0·9

O．8

趔ot 7

8 o 6

O 5

0，4

o．3

0．2

0·l

0

0 0．02 0．04 0．06 0 08

葡萄皆撇
图5葡萄糖标准曲线

Fig 5 the standard Curve ofglucose
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o．156“寺mg／ml
测得总稽含量2—百而ii7_；丁一278％

0．025x去mglmf测得还原糖含量=—百i静=12_5％
则多糖含量=78％～12．5％=65．5％

3．3．6可溶性蛋白的测定结果

表18蛋白质含量标准曲线的制定

Table 18 The method of standard curve of protein content
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图6蛋白质含量标准曲线

Fig．6 The standard CUlVe ofprotein content

测定红曲粗多糖中可溶性蛋白的含量：—O．0_52_m—g_／ml：5．2％
Jm鲥ml
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3．3．7超滤过程对多糖提取率的影响

在多糖化学研究中能分离出均一的多糖是非常重要的。多糖提取液一般都是浓度小、

体积大，因此在多糖分离前首先要进行浓缩，但通常的浓缩方法都是在加热情况下进行的，

应用超滤法则完全可以在室温下达到快速大量地浓缩多糖溶液，收率高且极少破坏。但外

源压力迫使小分子量溶质透过薄膜，而大分子被截留于膜表面，出现“浓差极化”现象。引

起流速下降，同时影响到膜的透过选择性，超滤浓缩过程中多糖损失高达40％左右，但是

超滤一段时间后进行反洗，则会使“浓差极化”减到最低限度，同时堆积的多糖可进行大

量回收。稀溶液比浓溶液流率高得多，在超滤过程中适当向浓缩液中补充一定量水分可使

分离纯化效果更佳。

3．3．8除蛋白方法对多糖提取率的影响

与多糖一起沉淀下来的蛋白质对多糖测定值及纯度产生很大的影响。一般采用Sevage

法除去杂蛋白质，蛋白质总去除率可达到92％，但同时多糖损失率也很高。因此利用这个

方法除蛋白的时候次数不易太多，以免多糖损失过多。多糖中残余的极少量的蛋白可以在

柱层析中除掉。

3，3．9柱层析对红曲多糖纯化的影响

用DEAE纤维素柱层析洗脱多糖，呈单一洗脱峰且只有蒸馏水洗脱时出现，证明红曲多

糖是单一纯组分，而且是水溶性的。

用Sephadex(；-200凝胶柱层析进行制备时应充分考虑装柱的最大负荷，即极限负荷，

加样体积越小，多糖的纯化效果越好。随着制备时样品量的加大，易造成分辨率下降，使

收集的多糖中可能出现杂质，而使纯度不够。
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3．3．10红曲多糖的溶解性分析

誉

型
篷
建

O lO 20 30 40 50 60 70 80 90 100

乙醇％

图7红曲多糖在醇类水溶液中的溶解度曲线

Fig 7 the solubility curve ofMonascus polysacoharides

上图表明，红曲多糖在水中有较高的溶解性，但是在醇类中，特别是在高浓度的乙醇

中溶解度很低，说明用醇沉淀仍是分离该多糖的较好方法。

3．3．11多糖纯度的鉴定结果

纸层析上只有一个海蓝色斑点，表明红曲多糖是单一纯物质。

新华一号滤纸(20cm×3cm)层析过程中，先用田军等用的展开剂正丁醇～浓氨水一水
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(60：40：5)，无法显出斑点。分析原因层析操作展开剂的极性应该与样品的极性相同或相

近，田军用的是碱性展开剂，而红曲多糖溶液pH6。后来改用展开剂为正丁醇一乙醇一水(12：

3：5)，展开成功。

Sephadex G-200柱层析呈单洗脱峰表明多糖组分均一。

O 50 100 150 200 250 300 350 400 450

洗脱体彩如I．

图8红曲多糖过G一200柱的洗脱曲线

Fi98 Elution Curve ofMonaseus polysaccharide by Sephadex G-200 Gel Filtration

3 3，12多糖的物理性质

红曲多糖粗品为浅红色粉末，纯品为白色粉末，较易溶于水，水溶液粘稠，pH6左右，

无色无味，1％的红曲多糖水溶液粘度460mPa．S，与碘试剂不呈蓝色。苯酚一硫酸反应呈

桔红色，葸酮试剂反应呈蓝绿色，比旋光度[n]气=1．66。不溶于高浓度乙醇、乙醚、丙

酮、乙酸乙酯等有机溶剂。

3．3．1 3多糖的单糖组成分析结果

双向薄层层析中第一种展开剂层析显色后，呈现出层析速度慢，分离效果差的特点。

第二种展开剂层析显色后，呈现出跑带拖尾，呈长条状，分离效果比较差。第三种展开剂

层析显色后，基本可以区分出成分，效果最佳。分析原因得到以下结论：样品的酸碱度决
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定选用展开荆的种类。若样品组分具有酸碱性，可将展开剂的PH值做适当的调整，以增加

展开剂的分辨率，使组分在薄层上展层后，斑点圆而集中，避免拖尾。因为种类二呈碱性，

种类三呈酸性，而红曲多糖水解液呈酸性，又由于种类一的酸性过高，故而本试验采用种

类三为最佳展开剂。

本试验采用双向薄层层析方法，对红曲多糖的组分进行了测定，基本确定了红曲多糖中

含有甘露糖、葡萄糖、半乳糖。

囱
口

口
口

0。。b。

葡 半甘
盥

薯垂 鎏嚣喜 高 双向层析

孕移罩雾爱雳

图9多糖水解液的薄层层析图谱

Fi99 Thin—layer Chromatography ofpolysaccharides hydrolysate
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3 3．14多糖的分子量确定结果

采用Sephadex G-200进行凝胶过滤层析测定分子量，根据有效分配系数Kay值进行计算，

以标准分子量葡聚糖的logM与其Kav值作图。但用凝胶过滤法所测得的分子量是近似分子

量，误差往往在10％左右，对于线性分子的误差可能还大于此值。23

矿一吒一v0一洲
¨一K

3．5 4 4．5 5 5．5 6 6．5

109M

图10 G一200层析标准曲线

FiglO The standard ctlrye ofG-200 chromamgram

由上图得红曲多糖的分子量约31．6万。
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3．3．15多糖的光谱分析结果⋯

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

囤11红曲多糖红外光谱图

Figl 1 The IR spcctro踟ofMonascus polysacchaddcs

由上图，3408cm-1左右有一个宽峰是沪H伸缩振动，2924cml有一窄峰是糖类c—H伸缩

振动，这两组峰是糖类的特征吸收峰。1612cml吸收峰是B一糖苷键的特征吸收。1342cm。

吸收峰是c—H变角振动。980cm-1吸收峰是毗喃糖环的特征吸收。由此得，被测物是13-pLL

喃型多糖。

3．4提取纯化及理化性质研究小结

通过正交试验优化得最佳提取条件为：浸提温度90。C，浸提料液比1：3，浸提时间

30min。通过方差分析，浸提温度和料液比对多糖提取量影响显著，而浸提时间的影响较弱，

可以适当缩短提取时间。提取条件的优化组合后多糖提取量达6．669／L，比优化培养基后多

糖的产量提高20％。

利用苯酚一硫酸法测得红曲粗多糖中总糖含量为78％；利用3．5一二硝基水杨酸法测定还

原糖含量为12．5％；则多糖含量65．5％。利用考马斯亮蓝法测定可溶蛋白含量为5．2％。
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通过试验确定了红曲粗多糖的纯化工艺，Sevag法除杂蛋白，透析带除盐及小分子物

质，Sephadex G一200柱层析，收集峰值的糖，冷冻干燥得红曲多糖纯晶。

纸层析上只有一个海蓝色斑点，表明红曲多糖是单一纯物质。确定了展开剂为正丁醇一

乙醇一水(12：3：5)。Sephadex G一200柱层折呈单洗脱峰表明多糖组分均一。

通过一系列生化试验，红曲多糖粗品为浅红色粉末，纯品为白色粉末，较易溶于水，

水溶液粘稠，pH6左右，无色无味，1％的红曲多糖水溶液粘度460mPa．S，与碘试剂不呈蓝

色。苯酚一硫酸反应呈桔红色，蒽酮试剂反应呈蓝绿色，比旋光度[a]200=1．66。不溶于

高浓度乙醇、乙醚、丙酮、乙酸乙酯等有机溶剂。

本试验采用双向薄层层析方法，红曲多糖经2mo]／L硫酸水解，展开剂氯仿：甲醇：水

=16：9：2，对红曲多糖的组分进行了测定，基本确定了红曲多糖中含有甘露糖、葡萄糖、

半乳糖。

采用Sephadex G-200进行凝胶过滤层析，上样量5mg／lml，0．1m01／LNaCl溶液洗脱，

利用已知分子量的葡聚糖做标准曲线，测定红曲多糖分子量为31．6万。

红外光谱IR分析：将2mg红曲多糖纯品与200rag纯KBr研细混合均匀在油压机上压成

透明薄片，在TJ270—30红外分光光度计上IR分析，扫描范围4000—400cm-1，得出红曲多

糖是0一吡喃型多糖。
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第三部分结论
1试验结果

(1)以红曲霉As 3．4701为出发株，经紫外线诱变获得了一株最佳突变株ZH一100，

该突变株经传代试验证明具有稳定的遗传性，红曲多糖产量平均高达4．359／L，比出发菌

株提高产量286％。并确定了其斜面培养基：麦芽汁糖度6-8．5波美度，pH6—7，2％琼脂。

(首次报道)

(2)通过对ZH—lOO发酵条件优化试验的研究，确定了其培养基组成及发酵条件，即

以大米浆为基础培养物(固形物lO％)，加入NaNO。0．15％，MgSOt·7H。0 0．15％，KH。PO。0．25％，

pit自然，温度35"C，220r／min摇床培养96小时。多糖产量5．539／L，高出初始条件27％。

(3)通过正交试验优化最佳提取条件为：浸提温度90℃；浸提料液比l：3；浸提时间

30min。红曲多糖的产量为6．66 g／L，高出初始条件20％。最佳纯化工艺为：8evag法除杂

蛋白，透析带除盐及小分予物质，Sephadex G一200柱层析，得红曲多糖纯品。(首次报道)

(4)红曲多糖的理化性质分析表明：红曲多糖粗品为浅红色粉末，纯品为白色粉末，

较易溶于水，水溶液粘稠，pH6左右，无色无味，l％的红曲多糖水溶液粘度460rnPa．S，与

碘试剂不呈蓝色。苯酚一硫酸反应呈桔红色，蒽酮试剂反应呈蓝绿色，比旋光度[n]20n一

1．66。不溶于高浓度乙醇、乙醚、丙酮、乙酸乙酯等有机溶剂。

(5)本试验所得红曲粗多糖中总糖含量为78％，还原糖含量为12．5％，则多糖含量

65．5％，可溶蛋白含量为5．2％。

(6)纸层析上只有一个海蓝色斑点，Sephadex G-200柱层析呈单洗脱峰，表明红曲

多糖组分均一；经红外光谱IR分析，得出红曲多糖属于B一吡喃型多糖；采用双向薄层层

析方法，基本确定了红曲多糖中含有甘露糖、葡萄糖、半乳糖；Sephadex G-200凝胶层析

测定红曲多糖分子量为31．6万。

(7)毒理试验证明红曲多糖对小鼠无明显的毒害作用；三氯甲烷致中毒试验说明红曲

多糖有保肝护肝作用。(首次报道)

(8)通过OTH和碳粒廓清试验证明红曲多糖能提高小鼠细胞免疫功能；游泳试验和耐

缺氧能力试验说明红曲多糖在提高机体耐疲劳能力和缺氧条件下生活能力方面作用不大。

(首次报道)

2试验的不足和后续的研究方向

本研究欠缺液相色谱、气相色谱、圆二色光谱、隧道扫描等较高科技仪器的支持，后

续将做这几项测定，另外后续准备研究开发几种保健食品及饮品。
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