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　　摘要：为研究广西海域海带岩藻聚糖硫酸酯的基本组成，用水提醇沉法提取岩藻聚糖硫酸酯，用自由基联合降解
法降解广西海域海带岩藻聚糖硫酸酯，获得低分子量杂多糖，对广西海域海带的硫酸根含量、岩藻糖含量等指标进行

测定，用聚丙烯酰胺凝胶电泳法对自由基降解方法获得的低分子量多糖分子量分布进行研究。结果表明，利用自由基

氧化降解联合超声降解法能得到分子量较低且分布比较广的杂多糖，说明该方法简单、降解速率块、无毒副作用，正交

试验得出，当超声功率为４００Ｗ，温度为６０℃，时间为６０ｍｉｎ，ｐＨ值为８．０时降解速率最佳。
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　　海带（Ｌａｍｉｎａｒｉａｊａｐｏｎｉｃａ），别称纶布、昆布、江
白菜，不但可以食用，其药用价值在本草纲目等医

书中也早有记载，是生长在低温海水中的一种多年

生大型藻类［１］。广西海岸线较长，北部湾盛产海

带。岩藻聚糖硫酸酯（Ｆｕｃｏｉｄａｎ），别称褐藻胶，是褐
藻、海参和海胆中特有的一种以岩藻糖为主的硫酸

酯多糖［２］，主要富集在细胞壁中［３－４］。不同产地、不

同提取方式，岩藻聚糖硫酸酯结构存在差异［５］。岩

藻聚糖硫酸酯主要由硫酸化的岩藻糖和少量的糖

醛酸、半乳糖、木糖、甘露糖、葡萄糖等组成，是一种

水溶性杂多糖［６］。海带中岩藻聚糖硫酸酯的分子

量大，糖组成复杂，分子量分布范围较广。Ａｌｂａｎ等
发现，分子量高的岩藻聚糖较难被吸收，而分子量

低的则溶解性好、黏度小、吸收利用率高、生物活性

较高［７］。目前，美国、日本、俄罗斯、德国、挪威等国

家的岩藻聚糖产品均已上市或进行临床应用，在中

国也有岩藻聚糖硫酸酯开发上市［８－１０］。岩藻聚糖

硫酸酯具有多种生物活性，而生物在消化利用大分

子量多糖上存在障碍［１１］。

岩藻聚糖硫酸酯的药理活性与其分子量大小、

单糖组成、硫酸根含量、糖苷键连接方式都具有相

关性［１２－１３］。药理功效已被许多学者证明，但构效关

系仍需深入研究，是研究的重点和难点，所以多糖

的结构仍然是研究热点。制备安全的低分子量多

糖是发展趋势［１４］。低分子量海带岩藻聚糖硫酸酯

的制备，目前常采用的方法有自由基降解法、酶解

法、酸降解法、碱降解法、超声波法等［１５－２０］。酸、碱

降解法由于有残留，安全性存在问题，自由基法、酶解

法和超声波法可应用于海洋药物的研发。目前，岩藻

聚糖硫酸酯是海洋多糖药物研究中的热点之一。

本研究采用自由基降解法联合超声波降解法

对岩藻聚糖硫酸酯进行降解，通过正交试验得出最

优降解条件，并用电泳法对降解后多糖的分子量分

布进行比较分析，以期为低分子量岩藻聚糖硫酸酯

结构研究和产品开发提供试验支撑。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
海带，购于北海南珠市场；岩藻糖标准品，Ｓｉｇｍａ

公司生产；乙醇、稀盐酸、浓硫酸、苯酚、明胶硫酸

钡、过氧化氢、醋酸铜等均为国产分析纯。

１．２　仪器与设备
主要仪器设备有ＦＷ－１００万能粉碎机、ＤＨＧ－

９０３７Ａ型电热恒温鼓风干燥箱、ＡＲ２２４ＣＮ电子分析
天平、ＵＶ－１８００紫外分光光度计、Ｎｉｃｏｌｅｔ－Ｎｅｘｕｓ
４７０红外分光光度计、ＴａｎｏｎＥＰＳ３００电泳仪、ＺＬ１０－
２５０Ｃ超声仪。
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１．３　方法
１．３．１　岩藻聚糖硫酸酯的提取　采用水提醇沉的
方法进行岩藻聚糖硫酸酯的提取，主要步骤：将海

带清洗、烘干、粉碎后过筛，制成粉末；采用水提醇

沉法（８０℃热水提取，上清液用３０％、６０％、８５％乙
醇醇沉）用透析袋透析除去金属离子和盐；旋蒸浓

缩后烘干，得到海带粗多糖ＧＦ０。
１．３．２　广西海域海带岩藻聚糖硫酸酯基本成分测
定　（１）水分含量采用ＧＢ５００９．３—２０１０《食品安全
国家标准　食品中水分的测定》中的直接干燥法进
行 测 定。 （２） 蛋 白 质 含 量 测 定 采 用

ＧＢ５００９．５—２０１０《食品安全国家标准　食品中蛋
白质的测定》中的凯氏定氮法。（３）脂肪含量测定
采用ＧＢ／Ｔ５００９．６—２００３《食品中脂肪的测定》中的
索氏提取法。（４）总糖含量测定采用苯酚硫酸
法［２１］，主要步骤：称取适量岩藻糖标准品，配成

１ｍｇ／ｍＬ的溶液，分别加水稀释制成 ０．１２～
０．２０ｍｇ／ｍＬ不同浓度的标准溶液，并分别吸取一
定量于试管中，加入等量６％苯酚溶液，摇匀后迅速
加入５倍体积的浓硫酸，漩涡振荡混匀，室温放置
０．５ｈ后于４９０ｎｍ波长处测定其吸光度，并绘制标
准曲线；将海带粗多糖样品配成０．１％溶液，按上述
步骤测定。（５）岩藻糖含量的测定采用 Ｇｉｂｂｏｎｓ比
色 法［２２］，具 体 方 法：取 岩 藻 糖 标 准 溶 液

（１００μｇ／ｍＬ）０、０．１、０．３、０．５、０．７、０．９ｍＬ，用蒸馏
水定容至１．０ｍＬ；冰水浴下加入４．５ｍＬ８７％的浓
硫酸，混匀；１ｍｉｎ后，沸水浴加热１０ｍｉｎ，迅速冷却
至室温，加入０．１ｍＬ３％的半胱氨酸盐酸盐，混匀，
静置９０ｍｉｎ后，在４００ｎｍ和４３０ｎｍ处分别测定吸
光度，并绘制标准曲线；配制０．１％的海带粗多糖溶
液，取０．２ｍＬ，测定吸光度，通过标准曲线计算岩藻
糖含量。（６）硫酸根含量的测定采用明胶比浊
法［２３］，具 体 方 法：分 别 取 标 准 硫 酸 钾 溶 液

（０３５ｍｇ／ｍＬ）０、０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｍＬ，定容至
３．０ｍＬ，加０．２ｍｏｌ／Ｌ稀盐酸３．８ｍＬ，明胶硫酸钡
１ｍＬ，混匀后静置３０ｍｉｎ，在５００ｎｍ处测量吸光度。
取海带粗多糖样品 ０．０２５ｇ，加 ０．２ｍｏｌ／Ｌ稀盐酸
８ｍＬ，密封水浴加热 ４ｈ后，冷却至室温，定容至
２５ｍＬ，配制成０．１％的样品，取１ｍＬ测定吸光度。
１．３．３　基本结构测定　采用红外光谱法［２４］测定海

带粗多糖基本结构，用溴化钾研磨压片后，在

４０００～４００ｃｍ－１波长范围内进行光谱扫描。
１．３．４　自由基降解　采用自由基降解法［２５］进行降

解：取 １ ｍＬ ２０ ｍｇ／ｍＬ海 带 粗 多 糖，加 入
０．０２６７ｍｏｌ／Ｌ醋酸铜，保持 ｐＨ值在 ７．５左右，
６０℃ 恒温加热条件下加 ２０μＬ／ｈ的１５％ Ｈ２Ｏ２反
应６ｈ。１００００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，除去大部分
Ｃｕ２＋，将ｐＨ值调至中性。
１．３．５　电泳法分析多糖的分子量分布　采用丙烯
酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）法测定海带多糖的分子量分
布。利用一定浓度的硼酸、Ｔｒｉｓ和乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）配制外室缓冲液，甘氨酸、Ｔｒｉｓ配制内室缓
冲液。丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺和蔗糖用外室缓

冲液配成１５％分离胶和５％浓缩胶，脱气备用。电
泳分析时电压为２００Ｖ，时间为３０ｍｉｎ左右。用阿
利新蓝染色３０ｍｉｎ左右后，用乙酸脱色。根据硫酸
软骨素标准品电泳距离计算出标准曲线。

１．３．６　超声法复合自由基降解法　取 １ｍＬ用
“１３４”节中的方法降解过的多糖，分别以超声功
率、温度、时间、ｐＨ值进行正交试验（表１）。ＤＮＳ标
准曲线法［２６］：以还原糖释放量为降解指标，以葡萄

糖为标准品，在５２０ｎｍ的吸收光谱下测定吸光值。
计算公式：还原糖释放量 ＝降解后还原糖浓度 －降
解前还原糖浓度。将１ｍｇ／ｍＬ海带粗多糖在不同
的超声功率、时间、温度、ｐＨ值下进行正交试验。

表１　超声法单因素试验设计

水平
因素

Ａ：超声功率（Ｗ） Ｂ：温度（℃）Ｃ：时间（ｍｉｎ） Ｄ：ｐＨ值

１ ３００ ４０ ２０ ７．５

２ ４００ ５０ ４０ ８．０

３ ５００ ６０ ６０ ８．５

２　结果与分析

２．１　基本成分测定结果
测得岩藻糖含量标准曲线为 ｙ＝０．０００７ｘ＋

００００３，ｒ２＝０．９９３３；硫酸根含量标准曲线为 ｙ＝
２７７６ｘ＋０．００７，ｒ２＝０．９９９２。经过计算，粗多糖的
提取率为１．４４％，岩藻糖占总糖含量的３０．０９％，硫
酸根含量为３８．２１％（表２），说明广西海域海带岩
藻聚糖硫酸酯硫酸根含量较高，具有很高的药用

价值。

　　广西海域海带多糖与其他海域多糖结构相似。
由图１可知，在３０００～２８００ｃｍ－１处出现不同程度
的振动吸收，２９３６ｃｍ－１处为 Ｃ—Ｈ伸缩振动峰，是
岩藻糖的甲基吸收峰，较弱；１６３２ｃｍ－１处出现的强
吸收峰是Ｎ—Ｈ变角振动峰，１４１７ｃｍ－１处是Ｃ—Ｏ
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表２　广西海域海带基本成分测定

样品
水分含量

（％）
蛋白质含量

（％）
总糖含量

（％）
硫酸根含量

（％）
脂肪含量

（％）
岩藻糖在总糖含量中

的占比（％）

广西海域海带 １０．０８±０．９８ ９．８６±０．６７ ７０．３３±３．２５ ３８．２１±０．１８ ０．１２±０．０４ ３０．０９±０．７６

的伸 缩 振 动 峰，为 吸 收 峰，说 明 有 糖 醛 酸；

１２５９ｃｍ－１处是 Ｓ Ｏ官能团的伸缩振动峰，是强
吸收峰；Ｃ—Ｏ—Ｓ伸缩振动峰与多糖链上硫酸根的
位置有关，是连接在岩藻糖 Ｃ４位上的直立键硫酸
根，８１８ｃｍ－１左右出现的吸收峰表示该多糖的硫酸
根连接在该糖的 Ｃ２或 Ｃ３上，属于 α－Ｄ－半乳吡
喃糖。

２．２　分子量计算
　　根据图２中硫酸软骨素分子量标准品计算分子
量与移动距离之间的标准曲线，ｙ＝－０．０００９ｘ＋
４４４５５，ｒ２＝０．９９７９。通过计算，分子量为２～８ｋｕ
的硫酸软骨素，分子量与电泳距离呈线性关系。已

知硫酸软骨素的分子量为１４ｋｕ，以标准品为对照，
可估算得到，降解前硫酸多糖分子量为２０～１００ｋｕ，
降解后硫酸多糖的分子量小于２０ｋｕ（图３）。说明
自由基氧化降解得到低分子量岩藻聚糖硫酸酯，产

物主要是寡糖和分子量低于８ｋｕ的低分子量组分，
得到的是分子量分布比较广的杂多糖。

２．３　降解工艺优化结果
　　通过正交试验结果（表３）可知，影响降解的主
次因素为超声功率 ＞时间 ＞温 度＞ｐＨ值。可以
看出，最佳配比为 Ａ２Ｂ３Ｃ３Ｄ２。当超声功率为
４００Ｗ，温度为６０℃，时间为６０ｍｉｎ，ｐＨ值为８．０时
降解速率最佳。

３　讨论与结论

海带岩藻聚糖硫酸酯的分子量大且分布范围

较广，糖组成复杂。大分子量的多糖在服用过程中

会出现出血等副作用，因此，分析海带岩藻聚糖硫

酸酯分子量大小对其功能型产品的开发及海带高

值化利用具有重要意义。本试验对广西海域海带

的基本成分进行确定，并用自由基降解法结合电泳

法分析岩藻聚糖硫酸酯的分子量分布。结果表明，

广西海域海带岩藻聚糖硫酸酯硫酸根含量较高。

由于在一定范围内硫酸多糖的分子量与电泳距离

呈线性关系，采用离子交换ＰＡＧＥ凝胶电泳法分析
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表３　Ｌ９（３３）正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 降解速率

（％）

１ １ １ １ １ ３３．２８

２ １ ２ ２ ２ ３４．１２

３ １ ３ ３ ３ ３５．１１

４ ２ １ ２ ３ ３４．９９

５ ２ ２ ３ １ ３６．３３

６ ２ ３ １ ２ ３５．７６

７ ３ １ ３ ２ ３５．５５

８ ３ ２ １ ３ ３４．７７

９ ３ ３ ２ １ ３５．２７

ｋ１ ３４．１７０ ３４．６０３ ３４．６０３ ３４．９６０

ｋ２ ３５．６９０ ３５．０７３ ３４．７９０ ３５．１４３

ｋ３ ３５．１９７ ３５．３８０ ３５．６６３ ３４．９５３

Ｒ １．５２０ ０．７７７ １．０６０ ０．１９０

分子量分布，利用０．０２６７ｍｏｌ／Ｌ醋酸铜，６０℃恒温
加热条件下，加２０μＬ／ｈ的１５％ Ｈ２Ｏ２反应６ｈ后，
采用联合超声法降解自由基，联合超声功率为

４００Ｗ，温度为６０℃，时间为６０ｍｉｎ，ｐＨ值为８．０时
降解速率最佳。说明该方法简单、经济，能直观准

确地反映多糖分子量的分布状况。自由基降解法

联合超声降解法具有操作简单、降解速率快、无毒

副作用等优点，得到的低分子量岩藻聚糖硫酸酯是

分子量分布比较广的杂多糖。
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