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盐藻胞外多糖分离纯化方法研究
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(浙江大学宁波理工学院．浙江宁波31 5100；2

31002 7)

雷引林1，姚善泾2
浙江大学材料与化学工程学院，浙江杭州

摘要：盐藻培养液经离心、起滤浓缩得胞外多糖粗品溶液，然后用乙醇沉淀，丙酮及无水乙醚洗

涤，并冷冻干燥得胞外多糖(Ex叩olysaccharides，EPS)粗品。粗糖经oN．酶解、透析等初步纯化后．

用DE一52离子交换柱层析分离纯化得两种EPS组分(EPSI和EPSlI)，琼脂糖凝胶电泳鉴定各

自为均一的成分。经检测．两组分的糖质量分数以葡聚糖为对照分别为61．34％和52．8l％．蛋白

质质量分数3．97％和1．35％，且核酸质量分数小于0．025％，达到了比较高的纯度。
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Separation and Purification of Extracellular Polysaccharides

from Dunaliella salina
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(1．Ningho Institute of Technology，Zhejiang University，Ningbo 31 5100．China：2 Collegc of Malerial Science

arid Chemical Engineering，Zhejiang University，Hangzhou 310027．China)

Abstract：The crude solution containing extraee】lular Dolvsaccharide was obtained bv

cent“rugation and uhrafihration from the Dunaliella salina eu[ture．followed bv the ethan()l

precipitation，washing with acetone and anhydrous ether and freeze drying．After the primary

purification using the double enzyme hydrolyzation and the dialysis，two polysaccharide

cofflponcnls(EPS I and EPS II)，which were identified using the agarose gel electr()phores】s，

were purified by the DE 52 ion exchange chromatography．As a result，the polysaeeharide

contents of EPS I and EPS 11 were achieved at 61．34％and 52．8l％，and the protein COOtents

were 3．97％and 1．35％，respectively．But the nucleic acid contents were decreased and 10W than

0．025％．This resuets indicated that a bigh purity of polysaccharide was gained．．
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盐藻，义称为杜氏藻(Dunalidla salina)，是一

种_]己细胞壁的单细胞绿藻，归属于绿藻门，绿藻纲，
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力强、易于养殖等特点。同时，盐藻中含有大量的

甘油、胡萝^素、蛋自质、多糖类化合物和微量元素

等可利用物质，对盐藻中B胡萝b索和甘油的提取

一直是国内外研究开发的重点。近年来，盐藻多糖

复合物被研究发现具有较强的曲理生物学活性，

Fabregas等o。曾报道盐藻水提物中的硫酸化多糖

在体内对败血症病毒(VIISV)和非洲猪热病毒

(ASFV)的复制有抑制作用，尤其在抗肿瘤方面，

盐藻多糖复合物能明显抑制实体瘕sm的生长，其

抑制率高达60％以上⋯。

顾宁琰等“一曾研究了紫球藻胞外多糖住体内

对小鼠免疫功能具正调节作川，结果表明能够显著

提高小鼠牌细胞增殖水平、NK细胞杀伤活性和IL

2活性。吴洁等“1研究丫极大螺旋藻胞外多糖(EP

Ⅱ)具有提高小鼠的N K细胞杀伤活力，表明多糖

可以促进IL一2产牛及淋巴细胞和混合淋巴细胞转

化功能。邵雪玲等”也发现了蓝藻Trichodesmium

thiebautii胞外多糖具有抗癌活性和直接阻碍癌细

胞活性。Umemural等研究表明海藻胞外多糖

GA3能对肿瘤K562细胞的DNA拓扑异构酶I和

|I起双重抑制作用。Heheihel‘”等发现红藻多糖在

离体和体内条件下对单疱疹病毒1型和2型

(HSVl，2)及水痘带状疱疹病毒(VzV)都表现出

明显抗性。Shibata等9 3研究也发现墨角藻聚糖能

刺激巨噬细胞分泌TNF—a从而发挥抑瘤作用。众

多研究表明藻类胞外和胞内多糖都具有明显的生

物活性。

但是，国内外对盐藻多糖的研究仅仅足瞄准盐

藻藻体内的多糖，忽视了胞外培养液中可能存在的

具有生物活性的多糖，冈此往往将培养液作为废

液，～是浪费了资源，二电加重了环境负担。作者

在前期的研究中发现，在盐藻的培养液中还存在较

多的多糖，质量浓度可以达到260 mg／I，。以上，而且

也具有一定的活性。因此作者以盐藻培养液为研

究对象，在盐藻胞外多糖的提取与分离纯化方法上

进行一些较为深入的研究．以利于进一步研究盐藻

胞外多糖的性质、结构与功能。

1材料与方法

1．1仪器与试剂

515HD植物生长箱：美国A PLUS公司产品；

amicon8400超滤器：美国Millipore公司产品；AI．

PHA2—4冷冻干燥机：德国CHRIST公司产品；

GelDoe XR凝胶成像分析系统：美国Bio Rad公司

产品；TH 1000A梯度混合器、DBS一100电脑全自动

部分收集器、HT)_3紫外检测仪：上海沪四分析仪器

厂产品；l，ABORO'{’A4000旋转蒸发仪：德吲Hei—

dolph公司产品；Powerpac3000电泳仪：美围Bio—

Rad公司产品；uv_2100紫外可见分光光度计：尤

尼柯(上海)仪器有限公司产品。

葡聚糖购自sigma公习；DE 52纤维素为Phar

macia公司进口分装：丙烯酰胺币¨考马斯亮蓝R250

为FIuka进『1分装；其余试剂均为『《产分析纯。

1．2盐藻的培养

取盐藻培养基800 mI，放人l 000 mI，的三角

瓶巾，接人盐藻藻种后放人植物生长箱中培养，温

度控制在25℃，光照为180”v．／(m2·s)，光照时间

为每天12 h。相对湿度为75％，每天搅拌3～5次，

培养时间为45 d。

1．3盐藻胞外多糖的提取

离心盐藻培养液得卜清液，两层滤纸重复过滤

直至上清液无藻体为止。将上清液移人超滤器进

行浓缩(截流相埘分子质量为5 0001，当浓缩到约

i0 mL时加蒸馏水50 mL继续超滤浓缩．并重复一

次，得到胞外多糖粗品溶液．然后加4倍体积的己

醇于一18℃沉淀过夜，离心收集DC淀物，经丙酮、无

水乙醚洗涤后，干燥得粗胞外多糖EPS，称重，测定

多糖和蛋白质质量分数”⋯“。

1．4盐藻胞外多糖的分离纯化

1．4．1酶解透析初步纯化多糖取400～450 mg

粗多糖样品用0．2 mol／I．PBS(pH 6．8)缓冲液完

全溶解后，加质量分数8％木瓜蛋白酶于37℃水浴

恒温处理5 h；然后再加质量分数8％胰蛋白酶于37

℃水浴恒温处理4 h，透析后加八约4倍体积的乙

醇沉淀回收多糖，干燥得胞终多糖初纯品，称重计

算回收率，并测定多糖和蛋白质质量分数。

l_4．2 离子交换柱层析法分离纯化将酶解纯化

后的胞外多糖，溶解于0．1 mol／I。NaCI溶液巾，离

心(17 000 g，5 rain)去沉淀后进行DE 52柱层析

(L 2 cm×40 cm)分离。层析柱用0．1 mol／I，NaCI

溶液平衡，然后用0．1～2 t110[／L NaCI与pH 7．i．

0．025 mot／L Tris—HCl线性梯度洗脱，流量为

0．13 mL／min，自动部分收集器分管收集，1．5 mI．／

管。用苯酚硫酸法检测．以490 IIITI吸光度值对洗

脱管数作I生I．收集吸收峰部位洗脱液，减压浓缩得

纯多糖溶液，透析脱盐后冷冻干燥得两个多糖组分

EPSI干||EPSⅡ，分别称重计算回收率，并测定多糖

和蛋白质质量分数【⋯⋯。

1．5盐藻胞外多糖的纯度分析

1．5．1 ；糖的电泳检测琼脂糖凝胶质鼍浓度为
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0．8 g／dL；缓冲液：Tris硼酸、EDTA缓冲液，

pH8．3；电泳：60 mA，约1 h：染色剂为质量分数

0．1％的叩苯胺蓝溶液。

1．5．2；糖的紫外光谱分析 用蒸馏水配制1

mg／mL浓度的胞外多糖溶液，以蒸馏水做空白对

照，于波长190～400：rim范围进行连续扫描。

】．5．3多糖中核酸舍量的检测方法以琼脂糖凝

胶电泳方法检测胞外多糖的核酸含量。琼脂糖浓

度为0．5 g／dL，以定量的x噬菌体DNA为对照，多

糖样品加样量均为200 fig，EB染色．Ge]1)oc XR伯

乐凝胶成像分析系统检测观察桉酸染色情况。

1．5．4 多糖的蛋白质定性分析采用聚丙烯酰胺

凝胶电泳法．其中浓缩胶和分离胶浓度分别为5 g／

dI，和】0 g／dL，多糖样品加样量为600 Mg，电泳完

毕用考马斯亮蓝R250对其染色。

1．6 多糖质量分数的测定方法

采用苯酚一硫酸比色法测定多糖质量分数，参学

r)ubis等“2和张惟杰”方法并做修改。分别以葡

聚糖和葡萄糖为对照品作标准曲线．榆测波长为

490 nm。吸取合适量的样品液，加人预先混合好的

浓硫酸与苯酚溶液，摇匀后于90℃水浴加热20

mJn，然后于490 nlll处测定吸光度．由标准曲线计

算总糖质最分数。

1．7蛋白质质量分数的测定方法

采用福林酚试剂法。“2以牛血清白蚩白为标准

品，制作标准曲线，检测波长为750 nm。为消除多

精物质对该方法的影响．计算样晶蛋白质质量分数

时以葡聚糖标准品为对照。

2结果与讨论

2．1 盐藻胞外多糖的提取结果

经超滤浓缩并脱盐、乙醇沉淀、丙酮及无水乙

醚洗涤、冷冻干燥后，得粗胞外多糖为白色粉末，膨

松、无嗅无味、易溶于水、略溶于低体积分数乙醇溶

液，不溶于高体积分数乙醇、丙酮等有机溶剂。与

硫酸苯酚试剂反应呈橙色。胞外多糖质量浓度町

高达268 rag／I。，产率75．33％。经检测其多糖质量

分数为43．7％(以葡聚糖为对照)．蛋白质质量分数

5．92％。

2．2盐藻胞外多糖分离纯化结果

经酶解透析初步纯化后，得多糖初纯品，以葡

聚糖为剥照．测得多糖初纯品的糖质量分数为

53．78％．平均得率为91．3％；以牛血清自蛋白为对

照，测得其蛋白质质量分数为5．58％。由此可见，

酶解透析后盐藻胞外多糖的多糖质量分数明碌增
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加，得率也较高．蛋白质质量分数也略有降低．达到

了初步纯化的目的。

经DE一52纤维素柱层析进一步分离纯化，得到

2个洗脱峰(图1)，分刷收集得EPSI和EPSⅡ，得

率分别为60．2％和12，7‰，
2．0
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2
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图l DE-52分离盐藻胞外多糖的洗脱曲线

Fig．1 Elution cllrve of EPS by DE-52
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2．3盐藻胞外多糖的纯度检测

2．3．1 电泳鉴定结果刘所得样品进行琼脂糖凝

胶电泳检测，结果见图2。从圈中可以看出，粗多糖

有两个多糖显色区，说明它是两个组分的复合物。

这与经DE一52纤维素离子交换层析分离纯化得到

的结果一致，可以认定EPS 1和EPSll分别为粗多

糖的两个组分。

图2盐藻胞外多糖的琼脂糖凝胶电泳

Fig．2 Agar循e gel electrophoresis of EPS

用琼脂糖凝胶电泳EB染色进行检测，结果见

图3。由图可知，粗多糖、酶解初纯品均可见清晰的

核酸条带，而层析纯化后的两种多糖组分样品EPS

I和EPSlI均未见核酸条带，说明层析后多糖样品

核酸不在检测范围内(质量分数<0．025％)，这意

味着核酸类物质在离子交换层析过程中已被除去。

盐藻胞外多糖聚丙烯酰胺凝胶电泳结果见图

4，由图可知．粗多糖样品可见多条清晰的蛋白质染
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色条带，酶解初纯品也有，而层析后的两个组分

(EPSI和EPSII)都未见蛋白质染色条带，说明粗

多糖在酶解过程中部分条带被酶解，酶解初纯品蛋

白含量略有减少，但酶解不是很彻底，而离子交换

层析分离后得到的纯多糖(EPSI和EPSⅡ)蛋白质

含量已经明显降低。

1，2，3分别为对照DNA(200 ng．100 n骱50 ng)；4．EPSll；5

EPSI；6酶解初纯品}7粗多糖

图3盐藻胞外多糖琼脂糖凝胶电泳EB染色

Fig,3 Electrophoresis of EPS used in DNA

1．ol
0．8I

’o 4L

．麓卜鬈L—

i．租多糖；2．酶解初纯品；3．EPSI；4．EPSU

冒4盐藻胞外多糖聚丙烯酰胺凝胶电泳

Fig．4 Electrophoresis of EPS used in protein

2．3．2紫外光谱分析粗多糖样品液和EPs工、EPS

Ⅱ样品液分别在紫外分析仪上扫描．结果(图5)显示，

粗多糖和纯化后两组分均投有明显的蛋白质f280

rim)和核酸(260 rim)吸收峰。但是，粗多糖的吸收值

明显大于EPSI、EPS[I的吸收值，很有可能是粗多糖

中过多杂质干扰引起的。从而也进一步说明EPSI、

EPSH两个组分所含杂质已经明显减少。

卫，n加

圈5盐藻胞外多糖的紫外吸收光谱

Fig,5 Ultraviolet spectrum of EPS

2．4盐藻胞外多糖质量分数的测定 质量分数的计算方程为：Y=0．193 9x-L 0．000 9，R2

分别采用了改进后的苯酚一硫酸法和福林一 ==0．999 2；以葡萄糖为对照时，多糖质量分数的计

酚试剂法测定了粗糖、酶解初纯品、EPSI及EPSⅡ 算方程为：y一0．1 60 9z+0．000 9，R。一0，997 2；蛋

的总糖质量分数和蛋白质质量分数。根据标准曲 自质质量分数的计算方程为：Y一0．393 ix一

线，可以得到换算方程。以葡聚糖为对照时，多糖0．000 1，R2=0．999 1。

表1 EPS殛其离子交换分离组分的定量分析

Tab．1 Analysis of EPS and its fraction by ion-exchange column chromatography
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所计算结果见表l。从表中数据可见，在测定

糖含量时以葡聚糖为对照所测得的含量高于以葡

萄糖为对照的结果；EPSI的总糖和蛋白质质量分

数均高于EPSII，与盐藻胞外粗多糖和酶解初纯品

相比，EPSI和EPSⅡ的蛋白质质量分数已经明显

降低，说明采用DE 52离子交换层析条件既可以分

离盐藻胞外多糖的两个不同组分，而且可以进一步

提高其纯度。

2．5讨论

作者主要采用了超滤浓缩脱盐、乙醇沉淀、丙

酮及无水乙醚洗涤脱脂、双酶解除蛋白和DE-52阴

离子交换柱层析等单元技术提取纯化盐藻胞外多

糖．得到了两个纯度较高的多糖，即EPS l和EPS

Ⅱ。上述工艺过程中，提取率为75．33％，双酶解除

蛋白的得率为91．3％；离子交换柱层析分离的总得

率为72．9％，而且得到两个单一组分，即EPSI和

EPSII。上述提取纯化盐藻胞外多糖的工艺比较简

单，而且具有较高的提取率、纯化得率和较高的产

品纯度。

在Dubis等Ⅲ3和张惟杰“73测定多糖质量分数

的方法中，水、苯酚、浓硫酸等试剂是分别加人的，

而且在测定吸光值之前只在室温下放置20 rain，作

者发现这样测得的吸光值很不稳定，标准曲线线性

较差。作者对他们的方法进行丁h两点改进，一是把

质量分数6％的苯酚和浓硫酸混合均匀后再加人到

样品中去，从而使加样操作减少r一次，系统误差

减小。二是在加完样品和试剂后进行90℃水浴加

热20 min，使显色反应完全。改进后测定的吸光值

稳定，标准曲线R2达到了0．999。

分离纯化得到的两个组分EPS I和EPS】I，核

酸质量分数均小于0．025％，蛋白质质量分数分别

为3．97％和1．35％。作者认为经过多步分离纯化

后。除了上述的核酸和蛋白质以外，脂肪和其它杂

质已经极微，因此EPSI和EPSll的实际纯度分别

接近于96．0l％和98．63％。但是，作者测定的质量

分数以葡聚糖为对照时分别为61．34％和52．81％，

以葡萄糖为对照时分别为54．48％和47．48％。作

者认为这一方面是由于盐藻胞外多糖的单糖基不

一定是葡萄糖或者不单单是葡萄糖，从而造成了显

色的差异；另一方面即使单糖基组成一致．但是如

果糖基连接方式不同电可能引起显色的差异。因

此，作者认为以这两种糖为对照测定盐藻胞外多糖

的含量时都需要进行校正。

3结 语

1)采用超滤浓缩脱盐、乙醇沉淀、丙酮和无水

乙醚洗涤去脂、双酶解除蛋白和DE 52阴离子交换

柱层柝等单元技术提取纯化盐藻胞外多糖方法是

可行的，能够得到较高纯度的单一组分。

2)改进后的硫酸一苯酚法具有较好的线性关

系，R2可以达到0．999以上。

3)无论是用葡聚糖为对照还是以葡萄糖为对

照来测定盐藻胞外多糖粗品时都需要进行校正，

K(％※#a$#)为1．62，K(Ⅷ《精m多镕)为1．82。
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