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1 概述

    多糖的免疫调节及其对肿瘤较好的治疗等作用使越来

越多的受到了人们的重视，一批多糖类药物在许多国家已被

用到了临床上，并取得了很好的疗效。

    中药云芝又称彩云革盖菌川，按照真菌分类，是多孔菌

科真菌云芝属( Coriolus versicolor ( L) Fr.)的子实体，别名

杂色云芝。云芝性微甘、寒，能清热、消炎，主治气管炎、肝

炎、肿瘤等。云芝糖ft (PSP )是从天然产物担子菌纲云芝中

提取的一种混合蛋白多糖( Proleoglycan )，文献报道系由

巧%蛋白质组成的蛋白多糖体[2]，具有免疫调节作用，临床

用于抗肿瘤，抑制动脉硬化，消炎等作用。

2 分离提取

    传统的云芝糖肤提取方法是水提醇沉原料在90一95U

的水浴条件下溶解云芝糖肤等水溶性成分，过滤，滤液浓缩

至一定体积后，利用多糖溶于水而不溶于醉的特点，将糖肤

沉淀出来。有文献报道，对于云芝糖肤，酸提取可将多糖含

量提高至90%以_L，但经过比较，用酸提取方法得到的糖肤

含量在45-05096,得率在10%左右。这与水提醉沉方法无

明显差别，且操作烦琐，因此，目前一般采用水提醇沉提取云

芝糖肤。[3][410

    沉淀所获的云芝糖肤常含有较多的游离蛋白及植物色

素，为了使云芝糖肤精品中具有较好的色泽和较高的给药安

全性，应经过脱色和去蛋白的步骤对云芝糖肤进行精制。有

人曾使用活性炭，大孔树脂及双氧水等方法进行脱色处理，

但都未达到理想结果。说明云芝糖肤具有高度不均一性和

复杂的物理性质。很难用传统化学方法将其纯化，脱色。应

考虑采用与以往不同的更有效的方法。

    目前，云芝糖肤除蛋白多采用Sevege法。通常以正丁

醉一抓仿 1:4作为萃取液，加人到样品水溶液中振摇。离子

法除去形成凝胶状的蛋白质，反复多次直至正丁醇氯仿层不

浑浊为止。由于云芝糖肤中蛋白质有游离态和结合态两种

形式，所以，在进行脱蛋白同时还要考虑与蛋白结合的多糖

的情况，因此，在考察萃取效率时，还要同时检测多糖含

量。1510

    云芝糖肤的传统精制方法是使用凝胶色谱和离子交换

色谱，利用分子筛效应。所用最小孔径的凝胶柱一般为所得

多糖纯度可达96%以上。可以大幅度提高粘度。但此法对

于工业化的大员粗品的精制则不太适用。

    有报道采用超滤膜技术可以使云芝糖肤含量提高，并达

到80%以上。还可以通过条件优化和实用性设计，适用于

工业化生产。该方法的原理是利用膜的选择性，在膜的两侧

存在一定量的能2-差作用推动力。而溶液中各组分透过膜

迁移速度不同而实现分离。所以，膜分离操作属于速率控制

传质过程，具有设备简单，无相变，处理效率高，节能等优

点。[61

    云芝糖酞的纯化和分子量测定常用方法有超离心法，高

压电泳法，渗透压法，粘度法和光散射法等。这些方法比较

麻烦，误差也较大，目前常用的方法是高效凝胶渗透色谱法

(HPGPC)。该方法具有快速，高分辨和重现性好的优

点。[7][8][9]

3 结构分析

    云芝糖肤的结构分析主要包括以下儿个方面。

    (I)云芝糖肤的单糖组成。

    (2)云芝糖肤中单糖和糖昔键的连接类型。

    (3)云芝糖肤中的结合蛋白的种类和含量。

    (4)云芝糖肤中单糖与氨基酸的连接方式。
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    目前应用于云芝糖肤的单糖组成的方法主要有薄层色

谱法，高效液相色谱法及衍生化气相色谱法等方法，其中衍

生化气相色谱法是在多糖分析中最常用的手段。

    无论采用哪种分析方法，首先要做的是将云芝糖肤完全

水解，常用的水解方法有稀硫酸水解和三氟乙酸水解，两种

水解方法都可以使云芝糖肤达到水解完全。〔’“〕
    应用于云芝糖肤的单糖组成的测定方法中，薄层色谱法

比较简单，但是存在灵敏度低的缺点，有些含量低的单糖不

易检测出来，但利用此方法可以初步检测云芝糖肤的组成及

验证糖肤水解是否完全。Fill
    由于单糖无紫外吸收，因此在用到高效液相色谱法测定

云芝糖肤的组成时，无法用紫外检测器，只能用其他如蒸发

光散色检测器等通用型检测器。在用高效液相色谱法测定

单糖的组成时，由于各单糖结构相似，峰不易分开，因此会出

现各单糖的峰分离度不够的现象。这对于分析云芝糖肤的

单糖组成带来一定困难。[121
    鉴于上述原因，所以现在多糖组成研究更多采用气相色

谱法。由于单糖的挥发性很低，所以在应用气相色谱法对云

芝糖肤的单糖组成进行分析时，必须首先要进行衍生化处理

以增加其挥发性。常用的衍生化处理方法有硅烷化和乙酞

化。但如果水解后的产物直接进行衍生化处理后进行分析，

会有单糖出现多重峰的现象。产生这种情况的原因可能是

单糖中结构存在异构体互变的现象。

    因此，为了避免这种情况，通常在衍生化之前可将糖和

盐酸经胺在毗呢中加热反应，然后加人醋fif后加热继续反应

生成具有挥发性的糖睛乙酸醋衍生物。或对水解样品进行

还原处理(通常用NaB氏)，将水解后的单糖还原成为糖醇化

合物，再进行衍生化处理生成糖醇乙酸醋衍生物，可以避免

这种现象的发生。当前文献报道云芝糖肤主要由葡萄糖，甘

露糖，岩藻糖，鼠李糖，半乳糖组成，最近，又有人从中检测到

有木糖。其摩尔比根据药材来源不同有所差别，但葡萄糖的

含量基本都在50%以上。[131
    目前常用的糖昔键分析方法主要有高碘酸氧化和smith

降解，红外光谱法，核磁共振光谱等分析方法。通过高碘酸

氧化和、mith降解产物，可以了解云芝糖肤中的糖昔键的连

接方式，通过红外光谱图，核磁共振可以了解糖昔键的构型

(a型或R型)。还可以通过酶解，以特定酶与云芝糖肤反应，

确定糖昔键的连接。[141据文献报道，云芝糖肤的糖昔键的

连接方式主要是例1-3)连接，且其中葡萄糖的含量超过

50%，因此，认为云芝糖肤是以以1--3)为连接方式的含蛋

白的葡聚糖。但张品等「151发现其中还存在有的。连接方

式。

    常用的测定蛋白质的方法有Lowry法，紫外吸收法

(气so , A2o5 )等。Lowry法不足之处是不同蛋白质间的测定

差异大，反应速度慢及有时出现标准曲线的非线形。对本实

验而言，样品是从真菌中提取的多糖类物质，不可避免含有

大量的还原性物质，如某些单糖、寡糖。因此，以还原反应定

量蛋白质的Lowry法就不适用了。紫外吸收法(A280, A2o5 )

也是最常用的方法之一。该法的优点是在于不要试剂，温度

影响小，测定后样品能够回收，操作简单。但是，溶液的浊度

成为其较大误差的原因。考马斯亮蓝法是染料结合法中较

好的一种。最大优点在于一些干扰 Lowry法的还原性物质

对该法无干扰。同时，该法灵敏度高，显色稳定，消耗样品

少，重复性好且操作简便，是比较理想的测定云芝糖肤中蛋

白质含量的方法。〔‘“〕

    琼脂糖凝胶电泳也可以用于云芝糖肤中蛋白质的测定。

琼脂糖凝胶电泳广泛的用于DNA的研究。而在糖肤研究

中，作为纯度测定的一种方法，正以其操作简便，便于处理等

优点，得到越来越广泛的应用。其原理是因为位阻的因素决

定了不同多糖与巴比妥形成了不同复合物，因此，在电场作

用下，糖复合物的R1值各不相同，故能够较好的分离分子大

小不同的多糖。琼脂糖凝胶电泳的主要作用一是可以确定

云芝糖肤为糖肤，二是了解云芝糖肤中蛋白质与糖链的结合

状态及提纯情况。以往文献报道云芝糖肤蛋白含量在 巧%

左右，但张pA等〔31通过以上方法对自己纯化的云芝糖酞的

蛋白含量进行测定，其蛋白含量在4---8%，和以往文献报道

有差异，考虑可能是由于云芝糖肤的蛋白存在游离和结合两

种状态，以往纯化方式没有很好的除去其中的游离蛋白，致

使蛋白含量较高。[171

    通常糖肤中蛋白质与糖基之间只有N一和O一两种连接方

式，主要通过天冬酞胺的侧链酞胺与糖形成 N一糖吠键;丝、

苏或氨酸的侧链经基与糖形成O-糖肤键。最常见的是N-糖

蛋白，以天冬酞胺的侧链酞胺基与乙酞氨基葡萄糖通过一个

p-N-糖昔键相连接(a构型较少)。N一糖蛋白的特点是肤链序

列中天冬酞胺之后第二个氨基酸残基一定是丝氨酸(Ser)或

苏氨酸(Thr)。另一种糖蛋白是O-糖蛋白，即糖与肤链之间

通过O-糖昔键相连。有。和R两种类型。氨基酸残基通常

是丝氨酸或苏氨酸，也有酪氨酸，4或5-羚基赖氨酸和4-经

基苯基甘氨酸等，其中由Se:和Thr与木糖形成的p一。一糖昔

键糖肤为蛋白聚糖的重要组成单元。而由Ser和Thr与N-

乙酞氨基半乳糖形成的a-0一糖昔键形式糖肤为粘蛋白等糖

蛋白的重要结构单元。O-糖蛋白中还有一类是由糖与氨基

酸的侧链酚经基形成的糖昔键的糖酞，叫O一芳香糖肤。[18]0

    糖肤中的N一或O-糖昔键相当于缩醛结构，因此具有缩

醛的化学敏感性，遇到酸会被切断或端基异构化，O一糖昔键

对碱也敏感，中等强度的碱就可以通过糖的p一消除反应而使

糖肤分解。强亲核试剂也会切断糖昔键或使其异构化。p-

消除反应测定O-糖昔键方法是先将云芝糖肤 0. 2mol几 一

l.Omol/L NaBH4溶液中，45℃反应24h，然后取样做氨基酸

分析。比较各氨基酸相对含量的变化。如果云芝糖肤经过

消除反应后在240nm处紫外吸收增加，氨基酸分析如能揭

示丝氨酸和苏氨酸残基数减少，即可证明云芝糖肤结构中存

在O-糖昔键，丝氨酸和苏氨酸残基数减少的数量可反映多

肤中糖链的可能连接点。〔’”〕

    关于组成云芝糖肤的氨基酸种类及氨基酸与糖基的连

接方式的问题，目前国内还未见有研究结果报道。这应该是
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今后云芝糖肤研究的一个主要方向。

4 毒性实验[201
4.1 急性毒性实验 云芝糖肤是从国内培养的云芝菌中提

得的真菌制品。小鼠口服给药测不出LD50,最大耐受量达

20g- kg- I，尚未见小鼠死亡。说明其最小致死量>20g"

kg-1，故PSP口服毒性极小。注射L几。为300,36g-kg-lo

4.2 慢性毒性实验 大鼠和猴分别灌服比临床剂量高200

和100倍的PSP每天1次，连续6个月，结果各剂量组生长

发育、血常规、血液生化及心电图均无明显影响，组织病理学

检查未见明显异常。

4.3 其他 小鼠腹腔注射云芝糖肤，所做实验、微核实验、

染色体畸变实验，结果均为阴性，以真核和原核细胞分别检

测，表明云芝糖肚没有显示致突变作用。

5 药理作用

5.1抗肿瘤活性[[21][22][231实验证实云芝糖肚具有明显的

扶正祛邪作用，能增强正常机体和荷瘤动物的免疫功能，能

抑制体外培养动物和人癌细胞的生长，能改善肿瘤患者的临

床症状，提高Kanofsky评分值，总有效率为82.96%。研究

证明PSP可有效地抑制S-180A肿瘤生长，口服PSP 500一

I000mg- kg-’抑瘤率达31.96%一32.99%(P<0.05)o PSP

25mg"kg-1腹腔给药抑瘤率达34-84%，与对照组相比差异

显著(P<0.05),高于或低于此剂量均未见有更强的抗肿瘤

作用。PSP对腹腔接种S180A细胞小鼠的生存率有延长作

用，以25mg" kg-’较好，生命延长率为44.62 % a PSP还可使

荷瘤小鼠脾脏和胸腺的重量有所增加，提示PSP对机体非

特异性免疫功能具有增强作用。

5.2 杭清疡活性[[20]用云芝糖肤给大鼠灌胃，对大鼠应激

性，幽门结扎型，醋酸型，消炎痛型等实验胃溃疡等都有明显

抑制作用，并能显著降低幽门结扎型溃疡的胃酸总酸度，但

对胃液分泌量胃蛋白活性，游离酸度，胃液中PEG,含量均
无明显影响。

5.3 杭病毒，杭肝炎活性 宋子贤等[ 20〕对云芝糖肤对肝炎

的治疗作用进行了临床观察，患者经用云芝糖肤治疗后，

HBsAg, HBeAg阴转率分别为16.7% ,26.7%。对HBV复制

标志物阴转率明显高于对照组，说明云芝糖肤胶囊对HBV

复制有明显抑制作用，对消除 HBV携带者具有较好疗效。

虽然，本治疗组HBeAg阴转率较刘树林等报道干扰索治疗

慢性乙型肝炎HBeAg阴转率45%为低，但干扰素副作用较

高，且价格昂贵，部分病人因不能耐受不得不中途停药，给治

疗带来一定困难。ACT复常率为80.396，与对照组相比，有

显著性差异。从本组病例看云芝糖肤胶囊对治疗慢性乙型

肝炎具有一定疗效，且价格较低，无明显不良反应，值得推广

使用。

    可以想象，随着对云芝糖肤的研究的进一步深人，云芝

糖肤的结构和药理作用会更多的被人们所认识，云芝糖肤必

将会有更好的应用前景。
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