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Abstract： The polysaccharide from Chinese Venus was firstly separated through acolumn of
DEAE-cellulose （Whatman DE 52）. As a result，three independent elution peaks （F1，F2 and F3）
were obtained. The three fractions were loaded onto a column of Sephadex G-100，affording f1，f2
and f3，respectively. Purity of f1，f2 and f3 was further confirmed by using HPLC，and results showed
that f1，f2 and f3 were homogeneous polysaccharides respectively. The chemical characterizations of
polysaccharides were investigated by various methods. As to CP，f1，f2 and f3，polysaccharides
content，measured by employing the method of sulfuric acid -phenol coloration，was 83.81% ，

摘要： 采用 DEAE-纤维素柱层析法对海蚬粗多糖（CP）进行初步分离，获得 3个组分（F1、F2、F3）。
采用 Sephdex G-100凝胶柱层析进一步分离纯化，获得 3个纯化组分（f1、f2、f3）。对 f1、f2、f3的纯度
进行鉴定，结果表明，f1、f2、f3为均一的多糖组分。 采用苯酚-硫酸法、硫酸-间羟联苯法、考马斯亮
蓝法、氯化钡-明胶法分别对 CP、f1、f2、f3中总糖、糖醛酸、蛋白质、硫酸基含量进行分析。 结果表
明，CP、f1、f2、f3总糖质量分数分别为 83.81%、98.75%、95.58%、84.71%； 糖醛酸质量分数分别为
1.58%、0.16%、0.96%、2.13%；硫酸基质量分数分别为 0.92%、1.22%、2.08%、3.58%；CP、f3蛋白质
分别为 3.08%、6.34%，f1、f2均未能检出；HPLC分析结果表明，f1、f2、f3的平均相对分子质量分别为
68 600、80 600、100 600。 采用化学方法对 CP、f1、f2、f3进行体外抗氧化活性测定。 结果表明，CP、
f1、f2、f3具有不同的还原力、脂质过氧化抑制活性、金属离子螯合能力。
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多糖是生物体内广泛存在的一类大分子物质，
一些天然多糖已被证实具有抗肿瘤、抗病毒、抗感

染、抗氧化、增强免疫力等多种生物学功能 [1]。 多糖

的这些生物学功能与其自身的理化性质、 空间结

构、取代基的类型等方面密切相关 [2]。 较多研究表

明，海蚬多糖具有抗肿瘤、增强免疫力、抗感染等生

理功能 [3]。 然而到目前为止有关海蚬多糖的分离纯

化、理化性质及活性等方面的研究报道不多。 采用

离子交换柱层析 （DEAE-纤维素） 与凝胶柱层析

（Sephadex G-100）法，将海蚬多糖进行分离纯化，获

得不同纯化组分；测定粗多糖及其纯化组分的总糖

质量分数、蛋白质质量分数、糖醛酸质量分数、硫酸

基质量分数，以及相对分子质量及纯度，测定粗多

糖及纯化产品的还原力、金属离子螯合能力、还原

能力、脂质过氧化抑制活性等，对海蚬多糖及纯化

组分的抗氧化活性进行体外评价。

1.1 材料与试剂

新鲜海蚬： 南京惠民桥水产品批发市场提供；
DEAE-纤维素、葡聚糖 G-100、葡萄糖醛酸、葡聚糖

标准品：购于 Sigma 公司；考马斯亮蓝 G-250、氯化

钡、明胶、三氯乙酸、三氟乙酸等：均为分析纯试剂。
1.2 仪器与设备

可见分光光度计：721 型，上海菁华科技仪器有

限公司产品；电子天平：AY-120 型、BL-220H 型，日

本 SHIMADZU 公司产品； 电脑全自动部份收集器：
DBS-100A 型，上海沪西分析仪器厂产品；气相色谱

仪：Agilent 6890N 型，美 国 Agilent 公 司 产 品；高 效

液相色谱仪：Agilent 1100 Series 型，美国 Agilent 公

司产品； 旋转蒸发器：Laborota-400 型，Heidolph 公

司产品。

1.3 方法

1.3.1 提取制备 鲜活海蚬清洗干净， 暂养过夜。
去壳，取肉、体积分数 75%乙醇保存。 2 d 后将肉匀

浆， 向匀浆中加入体积分数 75%乙醇保存 4 周，以

脱去海蚬匀浆中的脂肪、色素及其它杂物。 离心，烘

干，得海蚬组织粉。 称取海蚬组织粉适量，加入一定

体积的蒸馏水，水浴提取、离心、抽滤、浓缩、体积分

数 75%乙醇沉淀、烘干得多糖粗提物。 Sevag 法脱蛋

白，得粗多糖，备用。
1.3.2 分离纯化 海蚬多糖 DEAE-纤维素层析柱

的 分 离 与 葡 聚 糖 凝 胶 柱 层 析 法 进 一 步 纯 化 参 照

Qiao 等[4]报道的方法并稍作修改。 称取 60 mg 海蚬

多糖溶于 3 mL 去离子水中，加样于 DEAE-纤维素

层析柱（2.6 cm×30 cm）中，用不同浓度的 NaCl 溶液

依次洗脱，洗脱液流速设为 1.0 mL/min，自动部分收

集器分步收集（10 min/管）不同浓度洗脱液对应的

流出液。 硫酸-苯酚法检测各管流出液的多糖含量

（490 nm 处吸收值），将较大吸光值对应的流出液合

并收集，合并液 50 ℃条件下旋转蒸发浓缩，，透析

24 h，经真空冷冻干燥，获得初步纯化产品。称取 20
mg 经 DEAE-纤维素初步纯化的多糖组分， 溶于 5
mL 去离子水中， 加样于 Sephadex G-100 凝胶层析

柱（2.6 cm×60 cm）。 用去离子水洗脱，洗脱速度为

0.25 mL/min， 自动部分收集器分步收集流出液（5
min/管）。 硫酸-苯酚法检测各管中流出液的多糖含

量（490 nm 处吸收值），将较大吸光值对应的流出液

合并收集，合并液于 50 ℃条件下旋转蒸发浓缩，自

来水和去离子水分别透析 24 h，最后将透析液真空

冷冻干燥，得到纯化产品。
1.3.3 理化性质测定 样品中总糖、蛋白质、糖醛

酸 硫 酸 基 质 量 分 数 的 测 定 ， 参 照 Dubois 等 [5]、
Bradford[6]、Blumenkrantz 等 [7]、Dodgson 等 [8]等 报 道 的

材料与方法1

98.75%，95.58% and 84.71%，respectively. Uronic acid content，determined by using the method of
sulfate-3-phenylphenylol assay，was 1.58%，0.16%，0.96% and 2.13%，respectively. Sulfuric radical
content，determined by employing the method of gelatin-barium chloride assay，was 0.92%，1.22%，
2.08% and 3.58% ，respectively. Protein content，measured by applying the method of coomassie
brilliant blue coloration，was 3.08%，not detected，not detected and 6.34% respectively. The relative
molecular weight of f1，f2 and f3，determined by HPLC，was 68 600，80 600 and 100 600，
respectively. The CP，f1，f2 and f3 had different reducing power，lipid peroxidation inhibition effect
and ferrous ion chelating activity.
Keywords： chinese venus，polysaccharide，characterization，antioxidant activity
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方法。 样品的纯度和相对分子质量测定， 参照 Roy
等[9]报道的分子排阻高效液相色谱法。 将已知相对

分子质量的标准多糖用流动相配成 1.0 mg/mL 标准

溶液， 经 0.45 μm 滤膜过滤后， 采用 Agilent 1100
series 高效液相色谱仪、TSK-Gel G3000 SWXL 色谱

柱、示 差 检 测 器（RID）进 行 分 析。 流 动 相 为 含 0.1
mol/L Na2SO4 的 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液（pH 6.8），
流动相流速为 0.8 mL/min， 色谱柱和检测器温度均

为 25 ℃，进样体积为 20 μL，记录示差色谱图的保

留时间（TR）。 绘制多糖分子量的标准曲线。 称取多糖

样品配制 1.0 mg/mL 溶液， 相同条件下进行高效液

相色谱分析。
1.3.4 体外抗氧化活性

1） 金属螯合能力的测定 金属离子螯合能力

的测定参照 Liu 等[10]报道的方法。 取不同浓度的样

品（CP、F1、F2 和 F3）溶液 1.0 mL 于试管中，分别加入

0.05 mL 氯化亚铁溶液（2.0 mmol/L）、0.2 mL 菲洛嗪

（ferrozine）溶液（5.0 mmol/L）、2.75 mL 去离子水。 混

匀反应体系，10 min 后分光光度法测定 562 nm 处

吸光值。 设 EDTA-2Na 为实验对照。 金属离子螯合

能力按照下面公式进行计算：螯合率（%）=（A 对 照 -
（A 样 品-A 干 扰））/A 对 照×100%。

2） 还原力的测定 还原力测定参照 Oyaizu 等
[11]报道的方法。配制不同浓度的待测试样 1.0 mL，分

别加入 1.0 mL 磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L，pH=6.6）和

1.0 mL 铁氰化钾[K3Fe（CN）6]溶液（1%）。 50 ℃水浴

20 min，迅速冷却，加入三氯乙酸（质量分数 10%）
1.0 mL，离 心（5 000 r/min，15 min）。 取 上 清 液 1.5
mL，依次加入 1.5 mL H2O，0.3 mL FeCl3 溶液（质量

分数 0.1%），混匀，700 nm 处测定吸光值，得 A1。 以

0.3 mL H2O 代替 FeCl3 溶液（质量分数 0.1%），测得A2。
设 Vc 为实验对照。 还原力为 A700 nm=（A 样品-A 干 扰）。

3） 脂质过氧化抑制活性的测定 脂质过氧化

抑 制 活 性 的 测 定 采 用 硫 代 巴 比 妥 酸 反 应 底 物

（TBARS）法[12]。取不同浓度的多糖溶液 1.0 mL，依次

加入 1.0 mL 的质量分数 1%的小鼠肝脏匀浆 （每

100 mL 的 匀 浆 含 有 1 g 的 小 鼠 肝 脏）、0.05 mL 的

0.5 mmol/L FeCl2 溶液、0.05 mL 的 0.5 mmol/L H2O2

溶液， 混合物 37 ℃反应 60 min 后， 再加入 1.5 mL
的 TCA 溶液（质量分数 20%）、1.5 mL TBA 溶液（质

量 分 数 0.8%），所 得 混 合 液 100 ℃反 应 15 min，
4 000 r/min 离心 10 min 后， 分光光度法测定上清

液在 532 nm 处的吸光值，设 Vc 为实验对照。 抑制

率（%）= （A 对照-（A 样 品-A 干 扰））/A 对 照×100%。

2.1 海蚬多糖分离纯化

采 用 DEAE-纤 维 素 柱 层 析 法 ， 以 不 同 浓 度

NaCl 溶液（0、0.1、0.5 mol/L）作为洗脱液对海蚬粗多

糖进行初步分离，得到 3 个主要组分，分别标记为

F1、F2、F3（图 1）。 将这 3 个组分分别收集，50 ℃减压

蒸发浓缩，浓缩液去离子水透析 48 h，透析液真空

冷冻干燥， 得到初步纯化产品。 利用 Sephadex G-
100 层析柱对经 DEAE-纤维素色谱柱初步分离的 3
个组分进行纯化处理，得到 3 个纯化组分（图 1）。 分

别记为 f1、f2 和 f3。

图 1 海蚬多糖 DE-52（a）与葡聚糖 G-100（b）柱层析 洗 脱

曲线

Fig. 1 Stepwise elution curve of CP on anion-exchange
chromatography column of DEAE -52 cellulose
（A） and elution curve of polysaccharide fractions
（F1，F2 and F3） from DEAE-52 cellulose on size-
exclusion chromatography column of Sephadex
G-100 （B）

2.2 海蚬多糖基本性质

海蚬多糖基本化学组成测定显示：海蚬粗多糖

总糖、蛋白质质量分数分别为 83.81%、3.08%。 表明

结果与分析2
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海蚬经过热水提、醇沉等工艺所得的产品多糖为主

要成分。 由于海蚬多糖属于动物性多糖，含有一定

量的糖蛋白，采用 Sevag 法只能除去游离蛋白质，因

此海蚬粗多糖的蛋白质可能是结合的糖蛋白。 海蚬

多糖纯化组分 f1、f2、f3 总糖质量分数分别为 98.75%、
95.58%、84.71%，f3 蛋 白 质 质 量 分 数 为 6.34%，f1、f2
蛋白质未能检出。 表明 f1、f2 为单一的不含蛋白的多

糖组分，而 f3 含有一定量结合的糖蛋白。 海蚬粗多

糖通过 DEAE-纤维素与 Sephdex G-100 凝胶柱层

析法分离纯化所得到的各个组分总糖质量分数、纯

度均大大提高，并且能够将含有结合蛋白的组分与

其他多糖组分进行有效地分离。
由糖醛酸、 硫酸基质量分数测定结果可以看

出，海蚬多糖糖醛酸质量分数分别为 1.58%、0.16%、
0.96% 、2.13% ， 硫 酸 基 质 量 分 数 分 别 为 0.92% 、
1.22%、2.08%、3.58%。 表明海蚬多糖均含有不等量

的糖醛酸、硫酸基等带电基团，随着 NaCl 浓度的提

高，所得到的纯化组分糖醛酸、硫酸基含量逐渐提

高。 该结论证实 f2、f3 为含有糖醛酸、硫酸基的酸性

多糖组分。f1 含有一定量的糖醛酸与硫酸基，与 f2、f3 相

比，含量均较低，因此可以认为 f1 是一种中性多糖。
2.3 海蚬多糖的纯度及相对分子质量

海蚬多糖分子排阻高效液相图谱表明 f1、f2、f3 3
组分在高效液相图谱上的保留时间分别为 8.423、
8.140、7.750 min，将保留时间代入回归方程，计算得

到各组分的平均相对分子质量。 f1、f2、f3 的平均相对

分子质量分别为 68 600、80 600、100 600。
2.4 体外抗氧化活性

2.4.1 金属离子的螯合能力 海蚬多糖对金属离

子螯合能力的测定结果见图 2。 由图 2 可以看出，海

蚬多糖具有一定金属离子的螯合能力。 多糖浓度对

金属离子的螯合能力影响极显著（P<0.01）。 随着多

糖质量浓度提高， 金属离子的螯合能力呈上升趋

势。 对 CP 来说，当多糖质量浓度在 0~3.2 mg/mL 的

范围内时，金属离子的螯合能力随着多糖质量浓度

的提高呈较显著的上升趋势； 当多糖质量浓度在

3.2~4.0 mg/mL 的范围内时，金属离子的螯合能力随

着多糖质量浓度的提高上升趋势不显著 （P>0.05）。
对 f3、f2、f1 来说， 在实验设计的范围内 （0~4.0 mg/
mL）， 金属离子的螯合能力随着多糖质量浓度的提

高呈较显著的上升趋势。 在实验设计的范围内（0~
4.0 mg/mL）， 海蚬多糖的金属离子的螯合能力由小

到大的顺序为 F1<F2<F3<CP。 多糖质量 浓 度 为 4.0
mg/mL 时，CP、F1、F2、F3 的金属离子的螯合能力分别

为 95.1%、57.7%、63.5%、86.3%。 由以上分析知，海

蚬多糖高质量浓度时对金属离子的螯合能力较强。
有报道称，化合物中如果含有-OH、-SH、-COOH、-
PO3H2、C=、-NH2、-S-、-O-等基团就有可能具有一

定的金属离子螯合能力[13]。 海蚬多糖中的对金属离

子的螯合能力可能是由于其分子链中含有的大量

羟基、羧基等活性基团。

图 2 海蚬粗多糖及纯化组分的金属离子螯合能力

Fig. 2 Chelating effects and reducing power of CP，F1，F2

and F3

2.4.2 海蚬多糖的还原力 海蚬多糖还原力的测

试结果见图 3。 由图 3 可以看出，海蚬多糖具有一定

还原能力。 多糖浓度对还原力影响达到显著水平

（P<0.05）。随着多糖质量浓度提高，还原力呈上升趋

势。 在实验设计的范围内（0~4.0 mg/mL），海蚬多糖

的还原力由小到大的顺序为 CP<F1<F2<F3。 多糖质

量浓度为 4.0 mg/mL 时，CP、F1、F2、F3 还原力分别为

41.6%、42.9%、43.4%、59.6%。 在实验设计的范围内

（0~4.0 mg/mL），海蚬多糖的还原力均显著低于 Vc，
表明海蚬多糖具有中等强度的还原力。

图 3 海蚬粗多糖及纯化组分的金属离子螯合能力

Fig. 3 Chelating effects and reducing power of CP，F1，F2

and F3
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2.4.3 海蚬多糖的脂质过氧化抑制活性 脂质过

氧化是生物体内氧自由基参与的不饱和脂肪酸自

动氧化反应。 生物体内脂质过氧化反应一方面破坏

了细胞膜结构的完整性，另一方面生成了具有潜在

的细胞毒性脂质过氧化产物。 脂质过氧化产物通常

是丙二醛（MDA），该物质的生成量是衡量生物体内

脂质过氧化反应程度的重要指标[14]。 MDA 能与硫代

巴比妥酸发生化学反应， 生成一种粉红色物质，该

物质在波长 532 nm 处呈最大吸收。 在多糖的脂质

过氧化抑制活性测试中，通过采用分光光度法测定

反应体系 532 nm 处吸光值的变化来确定多糖脂质

过氧化抑制活性的高低[15]。 海蚬多糖脂质过氧化抑

制活性的测试结果见图 4。

图 4 海蚬粗多糖及纯化组分的脂质过氧化抑制活性

Fig. 4 Lipid peroxidation inhibition activity of CP，F1，F2

and F3

由图 4 可以看出，海蚬多糖具有一定脂质过氧

化抑制活性。 多糖质量浓度对脂质过氧化抑制活性

影响达到极显著水平（P<0.01）。 随着多糖质量浓度

提高，脂质过氧化抑制活性呈上升趋势。 对 CP、F1、
F2、F3 来说，多糖质量浓度较低时（0~0.8 mg/mL）时，
脂质过氧化抑制活性随着多糖质量浓度的提高呈

较显著的上升趋势；多糖质量浓度较高时（3.2~4.0

mg/mL）时，脂质过氧化抑制活性随着多糖质量浓度

的提高上升趋势不显著。
在实验设计的范围内（0~4.0 mg/mL），海蚬多糖

的脂质过氧化抑制活性由小到大的顺序为 F2<F1<
F3<CP。 多糖质量浓度为 4.0 mg/mL 时，CP、F1、F2、F3

的 脂 质 过 氧 化 抑 制 活 性 分 别 为 59.6% 、45.1% 、
43.4%、51.0%。 高质量浓度时（3.2、4.0 mg/mL），海蚬

多糖的脂质过氧化抑制能力与 Vc 较为接近， 表明

海蚬多糖具有具中等的脂质过氧化抑制活性。 海蚬

多糖的脂质过氧化抑制活性可能是其在清除自由

基、螯合金属离子、还原能力等方面活性的综合反

映。

1） 采用 DEAE-纤维素柱层析法对海蚬多糖进

行 初 步 分 离 ， 获 得 3 个 组 分 （F1、F2、F3）。 采 用

Sephdex G-100 凝胶柱层析进一步分离纯化，获得 3
个纯化组分（f1、f2、f3）。 对 f1、f2、f3 的纯度进行鉴定，结

果表明，f1、f2、f3 为均一的多糖组分。
2）采用苯酚-硫酸法、硫酸-间羟联苯法、考马

斯亮蓝法、氯化钡-明胶法分别对海蚬多糖中总糖、
糖醛酸、蛋白质、硫酸基含量进行分析。 结果表明，
CP、f1、f2、f3 总 糖 质 量 分 数 分 别 为 83.81%、98.75%、
95.58%、84.71%； 糖 醛 酸 质 量 分 数 分 别 为 1.58%、
0.16% 、0.96% 、2.13% ； 硫 酸 基 质 量 分 数 分 别 为

0.92%、1.22% 、2.08%、3.58%；CP、f3 蛋 白 质 分 别 为

3.08%、6.34%，f1、f2 均未能检出；HPLC 分 析 结 果 表

明，f1、f2、f3 的 平 均 相 对 分 子 质 量 分 别 为 68 600、80
600、100 600。

3）采用化学方法对 CP、f1、f2、f3 进行体外抗氧化

活性测定。 结果表明，海蚬多糖具有不同的还原力、
脂质过氧化抑制活性、金属离子螯合能力。

结 语3
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美国将对进口食品实施新的管制措施

美国食品药品管理局 7 月 26 日在其官方网站发布通知，就对进口食品实施的两项措施征求公众意见。这两项针

对进口食品的措施，是根据美国食品安全现代化法案制定的，其一是“海外供货商证明方案（FSVP）”，该措施规定首次

进口食品的美国进口企业，必须承担相应责任，负责制定进口食品“方案”，方案要明确与每一项进口食品相关联的危

害因素及其控制措施等，以证明进口食品符合美国食品安全要求。 其二是进口食品“第三方检查机构认可”，第三方检

查机构可以是政府机构，也可以是私营企业，由美国食品药品管理局按照一定的标准，包括检查机构的资质和公正性

等，经审查合格后予以认可。 认可的第三方检查机构负责对海外食品企业进行检查并签署相应证明。 食品进口企业必

须获得这些证明，食品药品管理局根据第三方证明对进口食品开展风险评估并确定是否允许进口相关食品。 这两项

措施的公众评议期为 120 天。

［信息来源］ 中华人民共和国商务部. 美国将对进口食品实施新的管制措施 [EB/OL]. (2013-9-17). http://www.
mofcom.gov.cn/article/i/jshz/xm/201309/20130900307515.shtml.
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