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摘 要

将用酸水解人参细胞方法得到的寡糖素 (011 9 05 姗h a ri 朋 。王尸“朋二

户”刃
,

是一组聚合

度(D P) 由 3 ~ 12 单糖组成的水溶性混合物
,

经活性碳柱
, D o w ex 50 (H +) 柱

,

Bi 。

丹e1 P 一2 凝

胶柱后由半制备型 OD S 柱在 H PL C 分离到一个六搪
,

通过 G C , G e 一M S , P A B’-- M S (包活

h“k ed 旧“加hi g
,

即联动扫描)和 1 3

住N M R 测定
,

推测出这个六搪有两种可能结构
。

关键词 人参; 培养细胞;寡搪 D P书;结构

植物初生壁中结构多糖降解的具有一定聚合度和结构的寡糖片段
,

具有诱导植物杭

毒素的活性
,

对植物的生长发育和形态建成亦有着重大影响山
。

寡糖素的发现给现代生

物学一个重大启示
:

糖类也能和核酸
、

蛋白质一样可作为信息分子闭
。

对糖类和蛋 白质
、

脂类 以及核酸相互作用的研究有可能揭示细胞识别
、

相互作用
、

细胞间信息传递和调节基

因表达的分子机理
,

有着重大的理论研究价值和应用前景
。

作者 已分离纯化了人参寡糖素中 DP-- 6 的寡糖
,

这个六糖对多种药用植物悬浮培养

细胞的生长和次级代谢物含量都有显著提高
;
初步试验表明能增强烟草抗多种病害能力

(另文报道)
。

本文利用多种分离纯化方法
,

以及 G O
、
G O一M S

_
F A B一MS 和

二
叼

一N MR

技术
,

分析确定了这个六糖的糖链结构
。
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1 材料制备及分离

使用的人参细胞系 (70 代以上)来自于郑光植教授实验室
。

1
.

1
.

1 寡糖素样品来源 大量寡搪素样品是通过愈伤组织培养和细胞悬浮培养所得

组织和细胞水解而来
。
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1
.

1
.

2 制备方法 将培养细胞和愈伤组织 在 匀 浆机上
,

4 0 00 r/ m in 破 碎 1 5 分 钟
,

过滤物干燥后得 5 00 克干物质
,

加入 80 沁 乙醇 150 0 m l在室温下浸泡 2住个小时
。

滤渣

用 1 500 m l 的氯仿
:
戊醇(会 l)

,
6 0o C 条件回流 6 个小时

。

滤去液体后用丙酮和水洗涤干

燥后得细 胞壁干物质
。

干物质用 l m ol / L H Ol lZ oo m l
,

于 90o C 在转动容器中酸水解反

应 1
.

5 小时
,

用 N a OH 中和至 p H 7
.

0
,

滤去沉淀
。

1
.

1
.

8 寡糖素的含量测 定 样品中糖含量的定量测定
,

采用 D u b i叩 方法
,

即苯酚
一
硫

酸法邝
〕,

以葡萄糖为标准品
。

1
.

1
.

4 寡糖素级份的鉴定 T L O 检测柱层析后 的寡糖
,

溶剂系统是正丁醇 : 乙酸
:
水 ~

2: 1 : 1
。

正相板为高效 G FZ 义
,

蔗糖标准品对照
,

, 蔡酚硫酸溶液作显色剂
。

1
.

1
.

5 寡糖素的分离纯化

(1) 初步纯化分离纯化 细胞壁千物质水解液经活性碳柱脱色后
,

过 D o w ex 匆H 十

离子交换柱(1
.

O x 印 em )柱层析
,

双蒸水洗脱
,

除去 N a+
,

再用 Bi o-- G el p 一2 (1
.

o o m x s。

伽)柱层析
,

双蒸水洗脱
,

流速
:

12 m l/ li
,

每 10 分钟收集一管
。

收集 R f介于原点和蔗糖

标准品之间的级份
,

重复上 Bi o-- G el P-- 2 柱
,

则可得分段的寡糖素
。

卿 H PL C [’, “〕
分离 将通过 Bi 。一G el P一2 柱纯化的寡糖素 11 峰部分的寡糖混合物

用 QO-- T re p 半制备 H r LO (Be ck m a n 黄金系列 1 1 6 )进行分离
,

半制备型柱为 z OR B A X

O D S 9
.

4 m m x 浦 c m 柱(Du Po n t l及的ru m e n 俪)
,

R l 检测
,

流动相为双蒸水
,

进样量为

石0 0 户l
,

浓度 2 00 m g/ m l
,

流速为 5 m l/ m in
,

纸速为 5 m m / m in
,
5 0 分钟为一个周期

,

根

据其峰型分部收集
、

T L C 检测
,

将在薄层层析板上显示为单一点的部分 冰冻 干燥
,

作

F A B一M S 和 G O
、
G C weM S 测定

。

1
.

2 测定方法及条件

1
.

2
.

1 G C
、
G C 一M S G C 用 G C一A G 型气相层析仪测定

,
GO-- MS 用 F in n a g a n 刊场1 0

型质谱仪
。

分别用直接甲基化和先用钠硼氢还原再全 甲 基化 (改 良H a k a m or i 法
「
哟

,

酸水解后还原 乙酞化制成部分 甲基化的糖醇 乙酸醋
,

并进行色谱一质谱联用分析
,

通过标

准谱查索 (G C/ MS/ D S) 和峰面积扫描
,

确定该寡六糖中各单糖摩尔比及连接位置
。

1
.

2
.

2 F A B一MS V G A u加印ec 测定
,

电离方式 L习IM S (二次液态离子质谱)
,

本底

为甘油
。

测定该寡糖的分子量
,

联动扫描(li o k e d se s c a n n in g) 浏其分枝位置
。

1
.

2
.

3 l
aO NMR Br uk er AM--4 0() M价 核磁共振仪侧定

,

重水(岛O)为溶剂
。

结 果 和 讨 论

马
.

1 人参寡糖索粗品的制备

酸水解前用 8 0 多 乙醇抽提和 Se v a g e
法能较好的去除细胞内脂溶和蛋白部分

,

以保

证得到的寡糖素是初生细胞壁半纤维素的水解产物
。

在酸水解过程中
,

应严格控制水解

条件
,

酸浓度偏大或小
,

都会 影响目的寡糖的得率
。

2
.

2 分离纯化

在分离前用活性碳柱和 D o w ex (H +) 柱可以去除色素
,

盐和皂昔类物质
,

这为后面的

寡糖分离具有很大的好处
。

通过 B i。一G el P-- 2 柱进一步将混合寡糖素分段和纯化
,

本实
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T im e (m in

及9
.

2 H PLC o f 七h e G O B

验得到 D P 6 ,

7
、
8 占多数的一段(如图 1 所示 11 峰 )

。

就现 阶段寡糖分离研究来看
,

所有寡糖的最后分离纯化都是在 H PL O 中进行的
,

在

大部分未衍生化寡糖 H PLO 分离过程中
,

洗脱溶剂采用纯水
,

但各个寡糖峰的基线仍不

能完全分离
,

特别是进样量大的时候
,

收集时要格外小心
。

图 2 为 B io 一G el P 一2 分离所得

11 峰部分进行 H PLO 分离图
,

其中峰 7 为本实验收集到 T L O 上为单一点(R f ~ 0
.

6句的

部分
。
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,
.

3 快原子轰击质谱 (F A B ~ M S)

从 F AB一MS(图 8) 上可以看出分子离子峰 m /z 9 8以M一
功 (脱 5 分子水)

,

说明这个

寡糖链中不存在分子量不为 18 0 的单糖
,

在图谱上无明显的 16 2 碎片递减峰出现
,

说明存

在支链
。

联动扫描(图 4) 发现 m /z 拐6 (M
一
l)

,

说明支链连在主链的第二或第四个单糖分

子上
。

乃9
.

4 L in k o d田
。

犯n in g F人B - ‘M S sPee tru m o f G OB D P一6

马
.

4 人参寡六糖中单糖间连接位置的测定

该寡糖完全甲基化酸水解后还原乙酞化衍生物作 G O 和 G O一MS 分析
,

计算机检索
,

与标准谱对照
,

即可确定各个糖衍生物的色谱峰
,

并将峰面积扫描后得到各单糖摩尔比
,

结果见表 1o

T a ble 1
.

M eth yl盯三on 叨公y si日 o f th e lin k鳍 e r e g i血
o f G OB 一6

M
e
th y la t io n a ld ito l a o e协te d e r iva tiv e M o la r r atio 日

19
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,
6刃

一M e 召ee G 10
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一M e :一

印。
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~

{ J一M
e , 司3 1e

2
,
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6刃
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M

e 4叫3 a l

1
,
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,
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,
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一
M

e 4一M a n

0
。

9

2
.

1

2
.

6 核磁共振 (招C
一NM R )

从图 5 看 6 9 5 一I O7 p pm 处为各个端基 O:
的化学位移值

,

可以看出有 6 个端基碳 Ol

峰(a 10 3 p p m 处重复 4 个峰)
,
与 G lc

,

G al
,

M a n 及甲基化标准图谱m 比较
,

81 07
.

红 p p。

为 “一

卜g al ac toc y l 的端基 ol (支链位置
,

空间张力引起向低场移动); 8 1 0 5 pp m 为 4 个
g ] u刚yl 的 C

,

均为 月型
; 6 9 8

.

8 7 p pm 为户卜m a n n o se 的端基 C :

(未贰化)
,

处于糖链

的还原末端
;
对各碳原子的 a 值指认如表 2

。
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综上所述
,

该寡糖具有如图 6 所示结构
,

其支链 G al 连接在第二个还是第四个G 10一o,

上尚不能确定
。
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