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一、中文摘要

本研究建立一個簡單且便宜（1→
3）-β-D-glucan 含量的螢光檢測法與
一個檢測（1→3）-β-D-glucan 分支度
的酵素-高效陰離子交換層析法。這些
方法讓我們的研究團隊得以檢測靈芝
產品中 glucan 的性質。螢光檢測方法
是 利 用 螢 光 染 劑 aniline blue 中
的”sirofluor”會選擇性與（1→3）-β
-D-glucan 錯合產生螢光的特性而建
立。（1→3）-β-D-glucan 與 sirofluor
的錯合物會在激發波長 395nm，放射波
長 495nm 有強烈的特徵螢光，而螢光
的強度會因 aniline blue 中 sirofluor 的
含量、（1→3）-β-D-glucan 的含量與
分支度，以及溶液的 pH 與離子強度不
同而有所改變。以數種（1→3）-β
-D-glucan：GLG、krestin、laminarin 與
lentinan 進行分析，發現濃度與螢光強
度間具有良好的線性關係，但斜率明顯
不同。倘若標準品不易製備的話，建議
使用商業產品—laminarin 為相對標準
品來進行檢測，結果可以 laminarin 
equivalents (LE)來表示。酵素—高效陰
離子交換層析法是利用β-D-glucanase
將（1→6）branched （1→3）-β-D-glucan
水解成葡萄糖與龍膽雙醣（O-6-β
-D-glucosyl -D-glucose，gentibiose），再

配合高效陰離子交換層析法分析葡萄
糖與龍膽雙醣的含量即可推算出（1→
3）-β-D-glucan 的分支度。合併使用
endo-與 exo-（1→3）-β-D-glucanase
可將多醣完全水解。靈芝純化所得的多
醣經過 NMR 確定為（1→6）branched 
（1→3）-β-D-glucan，分子量約百萬，
分 支 度 0.25 ～ 0.33 。 靈 芝 (1 →
3)-â-D-glucan 的含量、分子量與分支度
會隨品系不同、培養方法不同（子實體
與液態發酵）或培養條件不同而有所差
異，所以在靈芝培養間監控 glucan 的
性質是很重要的。

關鍵字：靈芝、（1→3）-β-D-葡聚糖、
aniline blue、螢光、（1→3）
-β-D-glucanase 

Abstract

A simple and inexpensive 
fluorometric method for (1→3) –â –D-
glucans content determination and 
enzyme-chromatographic method for 
determination of degree of branching of 
(1→3)-â-D-glucans was developed in 
this studies.  The new methods allowed 
our research group to examine the 
properties of glucans in Ganoderma
products.  The fluorometric method was 
based on the specific interaction of (1→
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3)-â-D-glucans with sirofluor, a weakly 
fluorescent component of aniline blue 
dye.  The interacted complexes of (1→
3)-â-D-glucans and sirofluor showed a 
strong fluorescence with an excitation 
maximum of 395 nm and an emission 
maximum of 495 nm.  The intensity of 
fluorescence varied with the amount of 
fluorophore existed in aniline blue, the 
amount and molecular size of (1→3)
-â-D-glucans, and the pH and ionic 
strength of solution.  All tested glucans 
had shown a good linear correlation 
between glucan concentration and 
fluorescence intensity, whereas the linear 
range and the slope of the linear varied 
with the different glucan.  It is 
recommended to use laminarin, a known 
and commercial available (1→3)-â-
D-glucan, as standard to quantify the 
amount of the glucans in samples, when 
the glucan from selected material are not 
available.  The results could present as 
laminarin equivalents (LE), as laminarin 
had used as standard.  The enzyme-
chromatographic method was based on 
the hydrolysis of â-(1→3) glycosidic 
linkage of D-glucans to yield D-glucose 
and 
O-6-â-D-glucopyranosyl-D-glucopyrano
se (gentiobiose) and the quantification of 
these two sugars.  The difficulty of 
complete hydrolyzing the 
macromolecule to its monomer and 
dimer was overcome by using mix of 
endo- and exo- (1,3)-â- D-glucanase.  
The quantification of glucose and 
gentiobiose was achieved by using 
high-performance anion-exchange 
chromatography.  The (1→3)-â-D
-glucans of Ganoderma lucidium was 
detected by fluorometric assay and 
isolated and purified for property 
analysis.  The â-(1→3) glycosidic 
backbone and the â-(1→6) glycosidic 
branching linkage was confirmed by 
NMR analysis.  The molecular weight 
of the D-glucan was larger than million 
daltons.  The degree of branching was 

0.25~0.33 elucidated by NMR and 
enzyme-chromatographic analysis.  The 
content, molecular weight and degree of 
branching of (1→3)-â-D-glucans of 
Ganoderma lucidium varied with strains, 
source (fruiting body or mycelium 
culture), and cultivation conditions.  
The results indicated the variation of (1
→3)-â-D-glucans properties was 
significant, therefore monitoring the 
properties of the glucans was essential 
for the quality control of Ganoderma
production.

Keywords：Ganoderma lucidum、（1→3）
-β-D-glucan、aniline blue、
fluorescence、（1→3）-β-D-
glucanase

二、緣由與目的：

靈芝（Ganoderma lucidum）是一
傳統重要中藥，有降血壓、降血脂、降
血糖、抗血拴、抗發炎、抗病毒及抗腫
瘤等生理活性，其中抗腫瘤的活性主要
來自多醣，但並非靈芝中所有多醣都有
效果，具抗腫瘤活性的靈芝多醣被證實
以（1→3）-β- glucan 為主幹，其上具
有多個由一個或兩個葡萄糖以β-（1→
6）鍵結所構成的分支。分支程度對於
抑制腫瘤的效果有決定性的影響：分支
程度為主幹上每 2.5 到 5 個葡萄糖帶有
一個分支時，其抗腫瘤活性最強，分支
度太多或過少，其活性皆會明顯下降。

靈芝原料的生產方式有子實體
（ fruiting body ） 栽 植 及 菌 絲 體
（mycelium）液態培養。在生產 glucan
的過程中，廠家常以溶劑沈澱或分子量
區分膜配合酚-硫酸法（phenol-sulfuric 
acid assay）來檢測產品中的水溶性總多
醣量以作為生產多醣的指標，但此法易
受樣品中其他醣類的干擾，且專一性不
足。本研究擬以靈芝子實體與菌絲體培
養液所得活性多醣區分物為基礎，設計
出一套分析靈芝活性多醣的簡易方
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法，再進一步探討靈芝子實體栽植與深
層發酵培養所生成（1→3）-β-D-glucan
結構與含量的差異，以找尋生產具活性
的（1→3）-β-D-glucan 最適液態培養
條件。

Aniline blue 原是用在組織染色上
的一種染劑，後來發現其中所含的
sirofluor 對（1→3）-β-D-glucan 具有
專一結合性，擬利用螢光染劑 aniline 
blue 對（1→3）-β-D-glucan 的專一結
合性質來定量分析（ 1 → 3 ） - β
-D-glucan。

另外擬利用高度專一性的（1→3）
-β-D-glucanase 將（1→3）-β-D-glucan
水解成葡萄糖（主幹部分）與龍膽雙醣
（分支點部分），配合高效陰離子交換
層析法檢測水解產物，如此可得β
-D-glucan 的含量與分支比例。

三、材料與方法：

（一）多醣的萃取與純化：

以 100℃熱水萃取靈芝子實體粉
末，而後將濾液進行溶劑脫水，乾燥後
即得粗多醣。

將粗多醣溶於水中，加入 10％
（w/v）cetylpyridinium chloride 溶液
（ CPC ）去除帶電多醣，再利用
amyloglucosidase 與量 protease 去除α-
（1→4）-D-glucan 與蛋白質，得到純
化的棕白色棉絮狀靈芝多醣 GLPS 共
4.6250 公 克 ， 經 酚 — 硫 酸 法
（phenol-sulfuric acid assay）檢測知其
總醣含量約佔 80.98%。

（二）多醣的分級沈降：

靈芝多醣 GLPS 溶於水中，逐滴
加入 95％酒精，溶液中酒精濃度約 20
％時得到大分子靈芝葡聚糖 GLG；當
溶液酒精濃度約 60％時得到中分子靈

芝葡聚糖；當溶液酒精濃度約 80％時
得到小分子靈芝葡聚糖。

（三）多醣物化性質的檢測：

利用 phenol-sulfuric acid assay 檢
測多醣中總醣量。利用 Morgan-Elson 
assay 檢測多醣中 hexosamine 的含量。

利用 m-hydroxydiphenyl method 檢測多
醣中 uronic acid 的量。多醣中蛋白質量
的檢測以 Folin-Lowry method 進行。多
醣單醣組成之鑑定依 Miyazaki 與
Nishijima 在 1982 年的水解條件進行。
多醣鍵結形式之測定依 Kim 等在 2000
年發表的方法以核磁共振光譜（nuclear 
magnetic resonance / NMR）檢測之。

（四）螢光檢測分析：

樣品溶於 3 毫升 0.3N 的 NaOH
中，攪拌 30 分鐘使完全溶解，再用 1N
HCl 調整 pH 至 11.5，之後加入 pH 11.5
的 50mM Na2HPO4-NaOH 緩 衝 液
（0.5M NaCl）定容。取 2 毫升入試管，
加入 0.2 毫升濃度為 1 毫克/毫升的
aniline blue 試劑，利用 Vortex 混勻後靜
置 2 個小時，之後進行螢光強度的檢測
（激發波長 395nm，放射波長 495nm）。

（五）酵素—高效陰離子交換層析分
析：

樣品完全溶於 0.3N NaOH 後，添
加 1N HCl 調整 pH 至 5.0，再以 buffer
定容。添加酵素在 37℃下培養 24 小
時，之後 100℃加熱 15 分鐘抑制酵素
活性。利用高效陰離子交換層析法監控
水解產物（葡萄糖與龍膽雙醣）的生成
狀況。，檢測器 cell 為 PAD-2 cell 
(gold)，管柱為 Carbopac PA1，Guard 
column 為 Carbopac PA1 guard，loop
容積為 25μl，以 0.2N NaOH 為移動
相，流速為 1.0ml/min。積分系統為
SISC-32（訊華，台灣）。
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（六）GL4 與 GL11 靈芝子實體栽植與
深層發酵培養

1.子實體培養

兆豐興農股份有限公司提供二種
品系赤芝 （Ganoderma lucidum）乾燥
子實體：GL4 及 GL11。

2.靈芝液態培養

財團法人食品工業發展研究所提
供，GL4 及 GL11 均有以大型發酵槽
（20L）發酵及小槽發酵（5L）兩種。

四、結果與討論：

（一）多醣的萃取與純化

用 40.5 公升的熱水萃取 900 公克
靈芝子實體粉末，萃取液經乙醇沈降與
溶劑逐步脫水乾燥後共得 5.12 公克灰
白色棉絮狀的粗多醣，收率（yield）約
0.57％。將所的粗多醣經四級銨鹽去除
酸性多醣、amyloglucosidase 去除（1
→4）-α-D-glucan 及 protease 去除蛋白
質後，共得到純化靈芝多醣 GLPS 共
4.63 公克，收率 0.52％。以酚—硫酸法
檢測其總醣量約 80.98%。

（二）靈芝葡聚糖的製備

取純化靈芝多醣 GLPS 利用不同
濃度的乙醇進行分級沈降，可得到大
（GLG）、中與小分子三個區分，各區
分的總醣量皆提高到 85%以上。

（三）靈芝葡聚糖的分析

為了確認萃取的靈芝多醣 GLPS
中 雜 質 干 擾 的 情 況 ， 分 別 檢 測
hexosamine、uronic acid 與 protein 的含
量。Hexosamine 可能來自靈芝細胞壁
的主幹—幾丁質，uronic acid 可能來自
酸性多醣，而蛋白質可能會附著在多醣

上一起被萃取沈降出來，結果在 GLPS
中三者的含量皆少（trace）。各靈芝多
醣區分以三氟醋酸完全水解後，利用
HPLC 檢測各單醣組成與相對含量比
例，發現主由三種單醣所構成：葡萄
糖、半乳糖與甘露糖。大分子區分 GLG
主由葡萄糖所組成（94%）。中與小分
子區分除了葡萄糖外，都含有相當程度
的半乳糖與甘露糖(表一)。依此結果看
來，單純為 glucan 的大分子靈芝葡聚
醣（GLG）結構特徵較接近靈芝活性多
醣（Sone 等人，1985）。

利用 13C-NMR 來確認靈芝多醣
鍵結形式。使用標準品—直鏈狀
（curdlan 與 pachyman）與分支狀（1
→ 3 ） - β -D-glucan （ laminarin 與
lentinan），發現（1→3）-β-D-glucan
特徵波峰：C-1、C-2、C-3、C-4、C-5
與 C-6 的化學位移（chemical shift）分
別出現在：103.5、73.1、86.1、68.6、
76.4 與 61.1ppm。除主幹上六根波峰
外，還有分支 spliting 造成的其他波
峰：`C-1’：103.0ppm、C-2’：72.9ppm、
C-3’：85.8ppm、C-4’：68.6ppm、C-5’：
75.0ppm 與 C-6’：68.6ppm；C-1”：
103.0ppm、C-2”： 73.7ppm、C-3”：
76.6ppm、C-4”：70.3ppm、C-5”：76.2ppm
與 C-6”：61.0ppm（Saito 等，1977；
1987）。將 GLG 的圖譜比對標準品（圖
一），發現與 lentinan 類似，推測 GLG
為（ 1 → 6 ） branched （ 1 → 3 ） - β
-D-glucan，亦有相當程度的分支。其他
多醣區分並非單純由葡萄糖所組成，其
13C-NMR 圖譜 broadening 非常厲害，
無法判讀比對。

1H-NMR 在（1→6）branched （1
→3）-β-D-glucan 結構上的解析直至
2000 年才有重大進展。參照 Kim 等使
用 600HMz 的高頻核磁共振儀檢測靈
芝葡聚糖 GLG，並比對（1→3）-β
-D-glucan 標 準 品 laminarin 與
lentinan，發現不同位置構成單元（稱
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為 anhydrous glucosyl units / AUGs）
H-1 出 現 的 位 置 RT ： α  form 
5.02ppm、β  form 4.43ppm；SRT：
4.52ppm；BC：4.57ppm；NRT：4.46ppm
與 TSC：4.27ppm（圖二）。利用面積
比 例 可 計 算 聚 合 度 （ degree of 
polymerization / DP）與分支度（degree 
of branching / DB），公式如下：

DP＝all H-1 peak area / RT（or NRT）
H-1 peak area 

DB＝TSC H-1 peak area / all H-1 peak 
area in backbone

如圖三（a）所示，lentinan 的分
支度為 0.42（7147 /（7147＋10000）），
此值與文獻值 0.40 相近（Sasuki 與
Takasaka，1976）。由於該多醣分子量
巨大，相形之下 RT 與 NRT 的量少，
不見其波峰，故無法計算 DP。由圖三
（b）計算 GLG 的分支度為 0.35（5787 
/（5787＋10755）），此值與文獻值（0.33）
相近（Sone 等，1985），並座落在（1
→6）branched（1→3）-β-D-glucan 有
效的分支度範圍 0.2～0.5 內（Bohn 和
BeMiller，1995），推測 GLG 即是靈芝
中的（1→3）-β-D-glucan，且同樣不
見 RT 或 NRT 的波峰，無法計算 DP，
推測其分子量很大。

（四）（1→3）-β-D-glucan 螢光檢測
方法之建立：

1.（1→3）-β-D-glucan 與 aniline blue
錯合物的全光譜掃瞄：

（1→3）-β-D-glucan—curdlan 與
aniline blue 作用後，在放射波長
（emission wavelength / EM）固定為
495 nm 的情況下，激發圖譜除了原先
的三個波峰外，在 395 nm 附近出現了
一個很明顯波峰。在激發波長固定為
395 nm 的情況下，放射波長圖譜除了
原先的 396 nm 外，在 495 nm 出現了一

個大的明顯波峰（圖四）。由此得知激
發波長395 nm與放射波長495 nm是（1
→3）-β-D-glucan 與 aniline blue 錯合
物的特徵螢光光譜波長，將之利用在
aniline blue assay 的檢測。

三種廠牌 aniline blue 產生的螢光
強度由強至弱依序為：Ferak ＞Aldrich
＞Polysciences，此結果與 Wood 與
Fulcher（1984）等人認為 Polysciences
產生的螢光強度最強不同，這可能是可
與（1→3）-β-D-glucan 錯合產生螢光
的 sirofluor 含量不同所造成。

由圖四可知 aniline blue 本身也有
螢光的特性，使用三種不同廠牌的
aniline blue（Aldrich / Milwaukee、Ferak 
/ Berlin 與 Polysciences / Warrington）依
流程進行 aniline blue assay 後，進行螢
光全光譜的掃瞄，結果如圖四所示。未
添加 curdlan 之前，不論是何種廠牌的
aniline blue，在放射波長（emission 
wavelength / EM）固定為 495 nm 的情
況 下 ， aniline blue 的 激 發 波 長
（excitation wavelength / EX）圖譜主有
三個波峰：Aldrich—236.8、341.8 與
496.0 nm；Ferak—247.6、327.8 與 495.8 
nm；Polysciences—255.0、339.4 與 496.0 
nm。在激發波長固定為 395 nm 的情況
下，三個廠牌的放射波長皆只有在 396 
nm 出現，因此不論使用何種廠牌的
aniline blue 均可清楚的判別染劑本身
與錯合物產生的螢光。

由於（ 1→ 3） -β -D-glucan 與
sirofluor的作用是以單股的分子型態較
強，且多醣於溶液中需完全水和溶解，
故比較30與90分鐘的溶鹼時間對螢光
呈色強度的影響，結果發現兩者的螢光
強度沒有明顯區別，故樣品溶鹼時間即
訂為 30 分鐘。

2.線性範圍的檢測：

以螢光檢測法測試 curdlan、GLG、
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laminarin、lentinan、pachyman 與含有
（1→3）-β-D-glucan的靈芝多醣GLPS
與 krestin 均發現有線性相關，且線性
範圍不盡相同。Curdlan 與 pachyman
分子量較大，線性範圍在 0～5μg/ml，
而 GLG、GLPS、krestin、laminarin 與
lentinan 的線性範圍在 0～50μg/ml。

由於（1→3）-β-D-glucan 標準品
的製備步驟繁雜，取得不易，因此建議
可用商業的 laminarin 為相對標準品，
測量值以 laminarin equivalant / LE 表
示。而（1→3）-β-D-glucan 生產廠商
也可用其標準品如 krestin equivalanr / 
KE 表示之。

3.反應溶液 pH 值對螢光呈色的影響：

依 Young 與 Jacobs 等人（1998）
的發現，在 pH 11.50 時（1→3）-β
-D-glucan 與 aniline blue 錯合產生的螢
光最強，但為了嘗試提高 lentinan 的線
性範圍，分別將其最終溶液的 pH 調為
11.0、11.5 與 12.0 以進行 aniline blue 
assay，結果如圖五所示。pH 11.0 與 pH 
11.5 兩組結果並沒有明顯差別，若以線
性關係≧0.97 為一基準點，兩組的線性
範圍皆在 0～30μg/ml 之間。pH 12.0
組的螢光值明顯比上述兩組弱了許
多，但線性範圍可延伸至 50μg/ml。由
此實驗得知，線性範圍與螢光強度成反
比，倘若有一 glucan 產生的螢光強度
太強，致使線性範圍太窄，那麼將檢測
環境的 pH值調成 12.0以獲取更廣泛的
線性濃度範圍不失為一個可行的方式。

4.Aniline blue 對不同β-D-glucan 的呈
色選擇性：

取（1→3）-β-D-glucan（curdlan、
GLG、laminarin、lentinan、pachyman）
與（1→3；1→4）mixed linked β
-D-glucan（barley 與 oat glucan）為測
試標準品，並使用靈芝各區分多醣與
krestin 為測試材料，結果如圖六所示。

curdlan與 pachyman的線性範圍很窄（0
～5μg/ml）。（1→3）-β-D-glucan 標準
品 krestin、laminarin 與 lentinan 進行螢
光檢測，發現各（1→3）-β-D-glucan
皆有明顯螢光，且濃度與螢光值呈線
性，但斜率明顯不同，各線性關係如表
二所示，推測分子量大小與分支度對線
性有影響。若取（1→4）-β-D-glucan
如 ： oat- β -D-glucan 與 barley- β
-D-glucan 進行試驗，發現其皆無明顯
螢光呈色，換句話說，aniline blue 只對
（1→3）-β-D-glucan 有專一性。

以各區分靈芝多醣進行 aniline 
blue assay，發現僅有 GLPS 與 GLG 有
明顯螢光值並呈線性關係，且螢光值
GLG 遠比 GLPS 要來的強。至於中、
小分子靈芝葡聚糖則無明顯螢光值，推
測其非（1→3）-β-D-glucan。

5.干擾物質的影響：

螢光檢測法希望也可應用在液態
發酵產品上，故常用培養基組成分
（dextrose、glucose、malt extract、potato 
dextrose broth 、  peptone 與 yeast 
extract）對此法的影響也進行檢測。在
laminarin 各濃度標準液中添加濃度為
1000μg/ml 與 5000μg/ml 的不同培養
基組成分，檢測其對 laminarin 標準線
的影響。結果如圖七所示。在培養基組
成添加濃度為 1000μg/ml 時，發現各
組成分對標準曲線的影響不明顯，但當
濃度增加為 5000μg/ml 時，相對差異
即顯現，影響程度由大致小分別是：
yeast extarct ＞ malt extract ＞ PDB ≒
peptone＞glucose。Yeast extract 與 malt 
extract 皆為粗萃取物，成分複雜，推測
原因是反應液中暗褐色物質對 495nm
波長有吸收而降低螢光呈色值，為避免
暗沈顏色的干擾，需在測試前將顏色漂
白。而 peptone 與 PDB 在高濃度時會
干擾螢光呈色，詳細原因並不清楚，可
能是阻礙了 aniline blue 與 laminarin 的
結合所致。
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（五）（1→3）-β-D-glucan 分支之酵
素—高效陰離子交換層析測定

Megazyme exo 與 endo-（1→3）-
β-D-glucanase 共用對 lentinan 有良好
的水解效果，在分子篩層析中可見其波
峰明顯消失。將水解液打入 HPAEC 進
行檢測，由葡萄糖與龍膽雙糖的比例計
算其分支度約為 0.34。

利用 0.3N 的 NaOH 使大分子靈芝
葡聚醣 GLG 構形鬆散、完全溶解後，
以 1N HCl 調整 pH 至 6.5，再利用
Megazyme endo＋ exo-（ 1→ 3） -β
-D-glucanase 共同水解，水解效果如圖
八所示。在分子篩層析中，GLG 主要
波峰（高分子部分）在酵素水解後明顯
消失，另有較小分子物質波峰，在酵素
處理後仍然存在，推測其非（1→3）-
β-D-glucan。由 HPAEC 圖譜（圖九）
知 GLG 酵素水後的產物主為葡萄糖與
龍膽雙糖，經過計算其相對莫耳比例為
龍膽雙糖/葡萄糖=1/3（molar ratio），分
支度約為 0.25，此結果與 NMR 圖譜所
得結果（分支度 0.33）有差距，可能是
靈芝葡聚醣 GLG 被酵素水解成單醣或
雙醣外，還有寡醣（如 laminatriose）
的存在而未納入計算，而在 NMR 上所
有非還原端均會納入計算，因此兩者結
果稍有差異。

靈芝多醣經酵素作用依分子篩層
析波峰面積的消減推算其約含 28％的
（1→3）-β-D-glucan。酵素對中、小
分子靈芝葡聚糖幾無作用，由單醣組成
分析（表一）知兩者主要成分仍為葡萄
糖（約 60％），推測便是葡萄糖相互鍵
結的長度並不長，在幾個葡萄糖鍵結後
即插入半乳糖或甘露糖，造成酵素無法
作用，或其中所含β-（1→3）-glucosidic 
linkage 含量不高所致。

（六）靈芝子實體栽植與深層發酵培養
所生多醣的差異

子實體與液態發酵培養靈芝
（Ganoderma lucidum）菌株 GL4 與
GL11 所獲得之熱水萃取物，以酚—硫
酸法檢測其粗多醣量，再以 aniline blue 
assay 檢測其中（1→3）-β-D-glucan 的
含量，因使用商品化的（ 1 → 3 ）
-β-D-glucan—laminarin 為標準品，故以
laminarin equivalent（LE）表示（1→3）
-β-D-glucan 的檢測量。每公克 GL4 與
GL11 子實體的熱水萃取粗多醣量為
6.07 及 11.32mg ，其中（ 1 → 3 ）
-β-D-glucan 含量為 0.28 與 0.39meq。
GL4與GL11以發酵方式生成的粗多醣
量在 0.51～0.89meq/ml 間，無論發酵槽
容量為 5 升或 20 升，GL4 生成的（1
→3）-β-D-glucan 量均高於 GL11，GL4
以 5 升及 20 升發酵槽培養所生成的（1
→ 3） -β -D-glucan 分別為 0.21 與
0.24meq/ml，GL11 則只有 0.08 及
0.03meq/ml。再利用分子篩層析檢測分
子量的分佈情形，發現多醣及所含（1
→3）-β-D-glucan 的分子量分佈非常
寬，分佈情況亦受培養方式與發酵槽容
量的影響，5 升發酵槽可獲得較多量大
分子量的（1→3）-β-D-glucan。實驗結
果顯示不同菌株、培養方式與條件對（1
→3）-β-D-glucan 的含量與組成有明顯
的影響，為製程中必須監控的重要因
子。

五、計畫成果自評：

本研究自靈芝子實體中萃取純化
出靈芝中性多醣，並確認其中大分子區
分結構為（1→6）branched（1→3）
-β-D-glucan，分支度約為 0.33，以其為
標準品，再利用螢光染劑 aniline blue
中 的 ”sirofluor” 會 與 （ 1 → 3 ） - β
-D-glucan 產生螢光的特性建立了（1→
3）-β-D-glucan 螢光檢測定量方法，
此法已可將焦點由樣品中的「總多醣」
縮小至樣品中的（1→3）-β-D-glucan，
實驗也進一步評估其檢測液態培養發
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酵液中活性多醣的應用性。另外也針對
會影響（1→3）-β-D-glucan 活性的因
子—分支度建立了酵素—高效陰離子
將換層析法，可同時定性與定量。應用
這些方法監控不同培養方法與條件培
養靈芝所生多醣結構與含量的差異，獲
得良好的結果。
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表一、靈芝多醣各區分的單醣組成
Table 1 Sugar component of different GLPSs

Molar  ratio（％）

Fractions Glucose Galactose Mannose

靈芝多醣 GLPS 76.13 14.65 9.22

大分子靈芝葡聚醣 GLG 94.37 5.63 trace

中分子靈芝葡聚醣 62.08 28.90 9.02

小分子靈芝葡聚醣 65.08 22.76 12.16
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圖一、（1→3）-β-D-glucan 的 13C-NMR 圖譜

Fig. 1. 13C-NMR spectra of various （1→3）-β-D-glucans.

（a）Curdlan.（b）Pachyman.（c）Laminarin.（d）Lentinan.（e）GLG.

(a) Curdlan

(b) Pachyman

(c) Laminarin

(d) Lentinan

(e) GLG
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—：β-（1→3）linkage

〉：β-（1→6）linkage

圖二、不同位置的 AUGs
Fig. 2. AUGs at different locations. 

RT：reducing terminal H-1. NRT：nonreducing terminal H-1. SRT：the second 
AGU next to the reducing terminus H-1. TSC：the branched single or terminal

AGU in the side chain. SC：all the AUGs except the terminal AUG in the side 
chain. BC：all the AUGs except the RT, SRT, and NRT in the backbone.
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圖三、（a）Lentinan 與（b）GLG 的 1H-NMR 圖譜

Fig. 3. 1H-NMR spectra of（a）lentinan and（b）GLG

（a）Lentinan

（b）GLG



16

圖四、不同廠牌 aniline blue 添加（1→3）-β-D-glucan 前後的螢光光譜
Fig. 4. Fluorescence spectra of diffenent aniline blue with and without（1→3）-β

-D-glucan.

+ (1→3)-β-D-glucan

+ (1→3)-β-D-glucan
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Aniline blue assay at differnet pH
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圖五、Lentinan 在不同 pH 環境下的螢光檢測結果
Fig. 5. The effect of pH on the fluorescence intensity of lentinan.

■：at pH 11.0
◆：at pH 11.5
▲：at pH 12.0
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Aniline blue assay of various（1→3）-â-D-glucans
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圖六、不同 glucan 的 aniline blue assay 檢量線

Fig. 6. Standard curves of various（1→3）-β-D-glucans.

表二、各多醣濃度與 aniline blue 呈色反應回歸方程式與回歸係數
Table 2. Functions and R2 of various （1→3）-β-D-glucans

Glucan Function R2

Curdlan* Y＝37.037X＋10.106 0.98

GLPS-F1 Y＝0.0167X＋0.0344 0.99

Krestin Y＝0.0019X＋0.0001 0.99

Laminarin Y＝0.0073X＋0.0112 0.99

Lentinan Y＝0.0184X＋0.0614 0.98

Pachyman** Y＝10.941X＋2.85 0.99

*：Curdlan 的回歸範圍為 0～4μg/ml。**：pachyman 的回歸範圍為 0～10μg/ml，

其他多醣回歸範圍為 0～50μg/ml。

■：Lentinan

◆：GLG

▲：Llaminarin

●：GLPS
�：Krestin
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％
） laminarin+glucose

laminarin

laminarin+PDB

laminarin+peptone

laminarin+malt extract

laminarin+yeast extract

（a）1000μg/ml
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％
） laminarin+glucose

laminarin

laminarin+peptone

laminarin+PDB

laminarin+malt extract

laminarin+yeast extract

（b）5000μg/ml

圖七、不同培養基組成分對 aniline blue assay 中 laminarin 標準曲線的影響（a）

組成分濃度為 1000μg/ml.（b）組成分濃度為 5000μg/ml
Fig.7. Fluorescence assay interfered with various media components.（a）at 1000μ

g/ml. （b）at 5000μg/ml.



20

圖八、Megazyme endo-與 exo-（1→3）-β-D-glucanase 共用對 GLG 的作用

Fig. 8. The efficiency of Megazyme exo and endo-（1→3）-β-D-glucanase on 
GLG（a）before（b）after.

圖九、GLG 經 Megazyme endo-與 exo-（1→3）-β-D-glucanase 共同作用後之
HPAEC 圖譜

Fig. 9. The HPAEC chromatogram of GLG treated with Megazyme endo- and exo-（1
→3）-β-D-glucanase.

（a） （b）

Glucose

Gentibiose
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