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羊栖菜褐藻糖胶的分级纯化和结构分析
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摘!要!从浙江洞头产羊栖菜中提取得到的褐藻糖胶!经4565789:+,&;8<=/2>柱层析得?-"

?!和?""个组分!?"又经789:+,&;8<=/2>柱层析得?"-"?"!和?"""个级分(经凝胶过滤色

谱检测!?"-"?"!和?""为均一组分(化学组成分析表明!这@个级分均为岩藻糖"半乳糖和甘露

糖等糖基组成的杂多糖!并含有硫酸酯"糖醛酸以及少量的蛋白质!相对分子质量范围为!(@A-#$

!.(@A-#@(?""中氮的质量分数为!B!氨基酸分析和紫外扫描表明氮大部分可能来自核酸(?"!
的硫酸酯对碱基本稳定!表明大部分硫酸酯位于单糖残基的垂直位置(
关键词!羊栖菜$褐藻糖胶$分级$结构

中图分类号!C3$ 文献标识码!6

7$&80+"%&0+"%&%690$#80#$."(7#8"+6&%($":!"#$"%%&’(&%)(*#’

=D>&%!1E7:F/GFHI
#7J:&&’&K?&&L7JF8HJ8+HLM8J:H&’&IG%7&NO:8,HP+HIOQ8EHFR8,;FOG%SNTF!-$#"2%<:FH+$

;</0$&80!?NJ&FL+H%;89+,+O8L K,&U !"#$"%%&’ (&%)(*#’ #I,&VHFH 4&HIO&N%W:8XF+HI
C,&RFHJ8$%V+;I,+L8LFHO&O:,88K,+JOF&H;!?-%?!+HL?"YGJ:,&U+O&I,+9:G&H+4565
789:+,&;8<=/2>J&’NUH(?"V+;KN,O:8,I,+L8LFHO&O:,88K,+JOF&H;!?"-%?"!+HL?""YG
J:,&U+O&I,+9:G&H+789:+,&;8<=/2>J&’NUH%V:FJ:V8,8;:&VHO&Y8:&U&I8H8&N;YGI8’
KF’O,+OF&HJ:,&U+O&I,+9:G(M:8KFR8K,+JOF&H;+’’J&HO+FH8LKNJ&;8%U+HH&;8+HLI+’+JO&;8
9,8L&UFH+HO’G%+HL+’;&J&HO+FH8L;N’9:+O8I,&N9;%N,&HFJ+JFL+HL’FOO’89,&O8FH(M:8F,*V
,+HI8LK,&U!@###O&.@####(?""J&HO+FH8L!B )%U&;O&KV:FJ:9,&Y+Y’GJ+U8K,&UHNJ’8FJ
+JFLY+;8L&H+UFH&+JFL+H+’G;F;+HLE%L8O8JO+OF&H(5;O8,;N’9:+O8FH?"!V+;;O+Y’8O&+’Z+’F%

V:FJ:;NII8;O8LU&;O&K;N’9:+O8;V8,8&HO:8+TF+’9&;FOF&H&KO:8;NI+,;(
=.1>"$6/!!"#$"%%&’(&%)(*#’"KNJ&FL+H"K,+JOF&H+OF&H";O,NJON,8

!!羊栖 菜#!"#$"%%&’(&%)(*#’$属 褐 藻 门 马 尾

藻科%主要生 长 在 北 太 平 洋 西 部 的 暖 温 带 水 域%在

我国分布 很 广(羊 栖 菜 具 有 较 高 的 食 用 和 药 用 价

值%我国药典早有记载(褐藻糖胶#KNJ&FL+H$是褐藻

细胞产生的粘性物质%是一系列组成相似的杂多糖

混合物%分级纯化比较困难(现代研究表明%褐藻糖

胶具有抗凝血&抗 肿 瘤&抗 病 毒&降 血 糖&调 节 免 疫

等多种生理功能’-%"((羊栖菜是我国的特色海藻%资

源十分丰富%但我国目前对其主要活性成分褐藻糖

胶的研究却较少(作者对羊栖菜中的褐藻糖胶进行
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了分级!并对化学组成和结构进行了分析(

?!材料与方法

?@?!材料

羊 栖 菜 采 自 浙 江 洞 头 县!干 燥 粉 碎 成 藻 粉 备

用(4565789:+,&;8<=/2>与 789:+,&;8<=/2>
为 C:+,U+JF+公 司 产 品"标 准 CN’’N’+H 为 日 本

7[\S645)]\](]公司产品"标准单糖为7FI/
U+公司产品"其余试剂为国产分析纯(
?@A!方法

?(A(?!羊栖菜褐藻糖胶的分级纯化

-#提取$羊栖菜粉用体积分数为.#B的乙醇溶

液回流处理!除去脂类%色素及甘露醇等物质!然后

用3#^热水提取"次!每次!:"离心!上清液加乙

醇至体积分数为3@B!过滤!沉淀依次用乙醇%丙酮

和乙醚洗涤!$#^干 燥!得 粗 多 糖"粗 多 糖 配 成 质

量分数为!(@B的水溶液!加"U&’&=<+<’!溶液进

行纯化!过 滤"滤 液 加 乙 醇 至 体 积 分 数 为3@B!过

滤!沉淀依次 用 乙 醇 和 丙 酮 洗 涤!$#^干 燥!得 褐

藻糖胶(
!#分级$褐 藻 糖 胶 先 经4565789:+,&;8<=/

2>柱’+"(@JUA"#JU#层析!用去离子水洗脱出

第一个组分?-后!换 成#("!-(@U&’&=)+<’溶

液线性梯度洗 脱!得 到 另 外 两 个 组 分?!和?"(洗

脱体积流量为!U=&UFH!每管收集$U=!以硫酸/
苯酚法检测多糖!紫外!0#HU检测蛋白质(
?"透析脱盐浓缩后!用78R+I法脱去蛋白质!

再经789:+,&;8<=/2>’+-(2JUA-##JU#柱 层

析!得到?"-%?"!和?""共"个级分(洗脱液为#(
-U&’&=的)+<’溶液!体积流量-@U=&:!每管收

集!#UFH(
?(A(A!?"-!?"!!?""的纯度鉴定!分别取-#UI
?"-!?"!!?""!上789:+,&;8<=/2>柱’+-(2JUA
-##JU#!#(-U&’&=)+<’溶液洗脱(
?(A(B!相对分 子 质 量 测 定!789:+,&;8<=/2>柱

’+-(2JUA-##JU#层析方法!用已知相对分子质

量的标准CN’’N’+H制作标准曲线!#(-U&’&=)+<’
溶液洗脱(
?(A(C!化学组成分析

-#单糖组成分析$-#UI多糖样品!用!U&’&

=[!7\$溶 液-##^水 解-#:!糖 腈 乙 酸 酯 衍 生

化($)(6IF’8HO20.#气相色谱仪![C/-毛细管柱’"#
UA"!#"UA#(!@"U#!程序升温为-@#^!-UFH

"-# &̂UFH至-0!^!!UFH"- &̂UFH至-00^

"0 &̂UFH至!$#^!-UFH(
!#岩藻糖质量分数测定$_FYY&H;法(@)(
"#糖醛酸质量分数测定$咔唑法!以葡萄糖醛

酸计(2)(
$#硫酸基质量分数测定$浊度法!以7\$计($)(
@#蛋白质质量分数测定$=&V,G法(3)(
2#氨基酸组成分析$?""经2U&’&=的盐酸在

--#^水解!$:!用6IF’8HO--##液相色谱仪测定(
3#元素 分 析$用<[)/\/‘6CD4元 素 分 析 仪

’德国5’8U8HO公司产品#测定<![!)组成(
0#总糖质量分数测定$采用苯酚硫酸法(根据

气相色谱测定的各组分的单糖组成配制混合单糖!
制作标准曲线!在$02HU进行检测’混合单糖经苯

酚硫酸法显色后!波 长 扫 描 显 示 在$02HU有 最 大

吸收#(
?(A(D!红外光谱和紫外光谱分析!红外光谱仪为

)FJ&’8O公司产@41>?M/D‘型!采用]>,压片法(
紫外分光 光 度 计 为 北 京 瑞 利 公 司 产 E%/--##型!
-("UI样品溶 于-#U=水!-.#!""#HU进 行 紫

外扫描(
?(A(E!硫酸基对碱稳定性测定!?"!的水溶液与

)+>[$反应过夜!再与)+\[0#^反应!:(0)(
?(A(F!旋光测定!国产 SWW/M自动旋光仪’钠灯

光源#!!LU管!室温条件下测定(

A!结果与讨论

A@?!褐藻糖胶的分级纯化

羊栖 菜 褐 藻 糖 胶 经 4565789:+,&;8<=/2>
柱层析分级!得到"个级分?-%?!和?"’图-#(?"
又经789:+,&;8<=/2>柱 层 析 分 级!得 到?"-%?"!
和?""共"个 级 分’见 图!#(经789:+,&;8<=/2>
柱层析检测!?"-%?"!和?""均呈单一对 称 峰’见

图"!@#(

A@A!不同级分的糖苷键类型的确定

@个级分均易溶于水!水溶液呈弱酸性!9[值

为$(0左 右(红 外 光 谱’见 图2#显 示!0""JUa-处

’?"-在0"2JUa-#有一强吸收峰!这一位置既是!/
糖苷键的 特 征 吸 收!也 是<*\*7振 动 的 特 征 吸

收(?"-和?"!在.#2JUa-有 一 小 的 峰!此 为"/糖

苷键的特征吸 收!而?""在 此 位 置 的 吸 收 不 明 显(
红外光谱分析表明!?"-%?"!和?""的糖苷键类型

以!型为主!并有少量的"/糖苷键(?"!的(!)ba

-@3(@c!较强的负旋光意味着?"!的糖苷键主要是

!/=型!这与红外光谱的分析结果一致(
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图?!褐藻糖胶的GH;H9.I4&$"/.J2KEL柱层析

7+3@?!J4$":&0"3$&:"((#8"+6&%"%&GH;H9.I4&$"/.

J2KEL8"’#:%

图A!7B的9.I4&$"/.J2KEL柱层析

7+3@A!J4$":&0"3$&:"(7B"%&9.I4&$"/.J2KEL8"’#:%

图B!7B?的9.I4&$"/.J2KEL柱层析

7+3@B!J4$":&0"3$&:"(7B?"%&9.I4&$"/.J2KEL8"’#:%

图C!7BA的9.I4&$"/.J2KEL柱层析

7+3@C!J4$":&0"3$&:"(7BA"%&9.I4&$"/.J2KEL8"’#:%

图D!7BB的9.I4&$"/.J2KEL柱层析

7+3@D!J4$":&0"3$&:"(7BB"%&GH;H9.I4&$"/.J2K

EL8"’#:%

图E!7B?!7BA和7BB的红外光谱

7+3@E!5M/I.80$#:"(7B?"7BA&%67BB

A@B!不同级分的化学组成和相对分子质量

羊栖菜褐藻糖胶的@种级分的化学组成!相对

分子质量和单糖组成见表-和表!(
表?!D种级分的化学组成和相对分子质量

N&<@?!J4.:+8&’8":I"%.%0/&%6O>"((+-.($&80+"%/

样 品
岩藻糖

质量
分数"B

糖醛酸
质量

分数"B

硫酸基
质量

分数"B

蛋白质
质量

分数"B

总糖
质量

分数"B

相对
分子
质量

?"- "-(! -"($ !"(. -(3 $2(" 33@@"!

?"! "!(0 !-(0 !"($ -(! @3($ .!3#$

?"" -0(0 "!($ "(" -($ 2-(# !@.-0

?! !#(- !.(" --(2 -(0# @-(- @#3-#3

?- !!(- -3($ -.(" !($# @-(0 .@.#2.

!注##表示用78R+I法脱去游离蛋白质后测定所得数据(

!!分析结果显示$羊栖菜褐藻糖胶的化学组成十

分复杂$其单 糖 主 要 由 岩 藻 糖!甘 露 糖 和 半 乳 糖 组

成$并有少量 的 木 糖!葡 萄 糖!鼠 李 糖 和 阿 拉 伯 糖(
羊栖菜褐藻糖胶含有硫酸酯$其中?"-和?"!的硫

酸基质量分 数 较 高$?""的 硫 酸 基 质 量 分 数 较 低(

00 无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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红外光谱!见图2"显示#?"-和?"!在-!2$JUa-

有一较强 的 峰#?""在-!@#JUa-有 一 较 弱 的 峰#
这一位置是7b\伸缩振动的特征吸收$.%#这与化

学分析的结果相符(@种级分都含有糖醛酸#并结合

有少量的 蛋 白 质#且 相 对 分 子 质 量 分 布 范 围 很 宽

!!(@A-#$!.(@A-#@"(
表A!D种级分的单糖组成

N&<@A!9#3&$8":I"/+0+"%+%(+-.($&80+"%/
P

样品
岩藻

糖

甘露

糖

半乳

糖

木糖 葡萄

糖

鼠李

糖

阿拉伯

糖

?"- $$(@ -3(" ""(# "(- -(# -(- 无

?"! $-(3 !$($ !#(2 2(- !(# "(2 -(@

?"" "3(2 !3(# !!($ @(" $(@ !(# -(!

?! "0(! "#(" -0(! 3(2 "(@ -($ #(0

?- !.(2 !.(" !!(3 3(. 0(0 #(. #(0

A@C!7BA和7BB级分的元素分析和氨基酸组成

?"!和?""的<#[#)组成见表"#?""的氨基

酸组成见表$(
表B!7BA和7BB的J!Q!R组成

N&<@B!J!Q!R8":I"/+0+"%"(7BA&%67BB
P

样品 ) < [

?"! #(-2 !0(#- @(.-

?"" !(#- !0(3. @($.

!!分析结果显 示#?""的 )质 量 分 数 较 高#质 量

分数达!(#-B#若这些)都来自蛋白质#则蛋白质

质量分数的 计 算 值 应 为-!B左 右#这 与=&V,G法

测定的结果!质量分数-($B"有很大差异(因此#对

?""的氨基酸组成进行了分析(
!!经计算#?""的氨基酸总质量分数为-(-$B#
与=&V,G法测定的结果比较接近#但与元素分析的

结果有很大出入#这表明大部分)可能来自蛋白质

以外的物质(紫外扫描!见图3"显示#?""在!@0HU有

较强的吸收#而这一位置通常是核酸的特征吸

收(经测定#壳聚糖!含氨基葡萄糖残基"在!@0HU
附近无吸收#说 明?""可 能 不 含 氨 基 糖(由 此 推 测

?""含有的)大部分可能来自核酸(
表C!7BB的氨基酸组成

N&<@C!;:+%"&8+68":I"/+0+"%+%7BB

氨基酸 质量分数&B 氨基酸 质量分数&B

6;9 #(-@# %+’ #(#2!

_’N #(-2# *8O #(#!#

78, #(#0@ C:8 #(#!0

[F; #(#"# D’8 #(#"@

_’G #(-3# =8N #(#$-

M:, #(-"# =G; #(#-"

6’+ #(-!# C,& #(#$!

6,I #(#!$ <G; #(#-#

MG, #(#-0

图F!7BA和7BB的紫外扫描图

7+3@F!,S/I.80#$:"(7BA&%67BB

A@D!硫酸基对碱的稳定性

?"!经 碱 处 理 后 硫 酸 基 质 量 分 数 基 本 未 变

!!"($B降至!!(2B"#表明?"!中硫酸酯对碱基本

稳定#由此可以推断大部分硫酸酯位于单糖残基的

垂直位置$0%(

B!结!论

研究表明#羊栖菜褐藻糖胶是由多种单糖组成

的杂多糖#并 含 有 硫 酸 酯 和 糖 醛 酸#单 糖 残 基 主 要

以#/糖苷键连 接#而 且 相 对 分 子 质 量 分 布 较 宽#这

些特点使得它具有比较广泛的生物活性(

参考文献"
$-%P+;NXF\Z+F(C&;;FY’8FUUNH&U&LN’+OFHI+JOFRFOF8;FH+H8TO,+JO&K8LFY’8Y,&VH+’I+8#,)-).)"(&%)(*#’/$d%(!98+7""6
;3$+8#-..0#32!-"’@2a2!(

$!%P+;NXF\Z+F(DL8HOFKFJ+OF&H&K+HOFUNO+I8HFJ+JOFRFOF8;FHO:88TO,+JO&K+H8LFY’8Y,&VH+’I+8#,)-).)"(&%)(*#’/!,)0)1
.)"YGNUNI8H88T9,8;;F&H;G;O8UFH!"2’*3/22"4567)’&#)&’ !M6-@"@&9;Z-##!"$d%(!98+7""6;3$+8#-..$#22!-"’

-#"a-#.(
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萃取!酯化等 样 品 预 处 理 环 节 比 较 完 全"内 标 法 定

量检测结果比较正确(

E!结!论

-#对鲨鱼 肝 油 进 行 样 品 预 处 理 后"经 :L$*6

定性检出2种烷氧基甘油化合物"对研究该类功能

性有效成分具有较大的参考价值(
!#通过气 相 色 谱 内 标 法 对 烷 氧 基 甘 油 各 种 成

分进 行 定 量 分 析"初 步 建 立 了 一 种 简 便 的 检 测

方法(

参考文献!
%-&张野平"赵润洲"赵笑梅(姥鲨鱼肝油乳免疫作用的研究%e&(沈阳药学院学报"-.0."2’"#(-02f-00(
%!&张豁中"宋修俭"李玉山(鲨鱼肝油研究概况%e&(中国海洋药物"-..-"-#’-#("#f"-(
%"&张豁中"金向群"宋修俭(国 产 姥 鲨 鱼 肝 油 中 脂 肪 酸 和 角 鲨 烯 的 成 分 分 析 及 含 量 测 定%e&(中 国 海 洋 药 物"-..-"-#’"#(

3f.(
%$&宋修俭"顾茂书"陈少龙(国 产 阔 囗 真 鲨 鱼 肝 油 中 脂 肪 酸 和 角 鲨 烯 的 成 分 分 析 及 含 量 测 定%e&(中 国 海 洋 药 物"-..$"-"
’$#(!2f!0(

%7&DMI+N"\+’<=<GTHV<Z["e&M=\+=HG=(BH&’+I<&=&UI,+=H@&,IG,+HH&R<+IGJT<IM+=I<?G=@,&RGHH<=??G=GH"58g-+=J

58g!"U,&SIMGM&,=GJHM+,V\GIG,&J&=IEHU,+=R<HR<%e&(5;;#%"3.%.0+9/"-..."$.(.0-f.02(
%2&Z<+O*"6I+=U<G’Jb;":,GG=XG,?86(6I,ERIE,+’+=+’KH<H"HG’GRI<&="+=J&=I&?G=K&UIMGHM+,V=GT+=I<?G=,GRG@I&,
’B?)8b#(<JG=I<U<R+I<&=&U+=GT’&REH@,GUG,G=I<+’’KG>@,GHHGJ<=G+,’KJGQG’&@SG=I%e&(5;;#%"3.%.0+9/"!##!"7$(7#-

f7-!(

!责任编辑"朱 明#

!上接第0.页#
%"&YG=F<Z&X+HM<(BH&’+I<&=+=J@,G’<S<=+,KRM+,+RIG,<O+I<&=&UUER&HG/R&=I+<=<=?HE’U+IGJ@&’KH+RRM+,<JGHT<IMX’&&J/+=I<R&/

+?E’+=I+RI<Q<IKU,&SHG+TGGJ’%#%(%)*+,%*-."/%e&(:&$?"416$&0.L./"-.0."-.$("-7f"!#(
%$&张惟杰(糖复合物生化研究技术’第二版#%*&(杭州(浙江大学出版社"-...(
%7&:<XX&=H*)(5MGJGIG,S<=+I<&=&USGIMK’@G=I&HGH%e&(7%&’1/0"-.77"0#(!23f!32(
%2&]<IIG,5(8S&J<U<GJE,&=<R+R<JR+,X+O&’G,G+RI<&=%e&(7%&’10+9&’M+"94.;+/0$1"-.2!"’$#(""#f""$(
%3&张龙翔(生物实验方法和技术%*&(北京(人民教育出版社"-.0-(
%0&bGGHZ8([HI<S+I<&=&UIMG,G’+I<QG+S&E=IH&U<H&SG,<RHE’@M+IGGHIG,H<=H&SGHE’@M+IGJ@&’KH+RRM+,<JGH%e&(!:4.;

="9"-.2-(7-20f7-3-(
%.&;’&KJ8:(B=U,+,GJHIEJ<GH&=HE’@M+IGGHIG,H%e&(M+"94+;M+"<41/790&"-.2-"$2(-#0f--7(

!责任编辑"朱 明#

".!第!期 王林祥等"鲨鱼肝油中烷氧基甘油的成分分析

万方数据


