
     2012, Vol. 33, No. 01 食品科学 ※基础研究68

海带中岩藻多糖的分离纯化与结构分析

张文清，左萍萍，徐 辰，杨 蕾，张玉龙，夏 玮*
(华东理工大学化学与分子工程学院，上海市功能性材料化学重点实验室，上海      200237)

摘   要：通过 DEAE- 纤维素和凝胶过滤色谱反复柱层析，采用苯酚 - 硫酸法和高效凝胶过滤色谱法(HPGFC)检测，

从提取的海带岩藻多糖中得到了均一多糖 TC-1，并结合多种分析手段：包括糖组成分析、甲基化分析、红外光

谱(IR)分析等对其化学结构进行测定。结果表明：TC-1 重均相对分子质量(Mw)为 3.7 × 10 5，主要由岩藻糖构成，

此外还伴有少量的木糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖组成的结构复杂的硫酸酯多糖。其中岩藻糖糖基以 1,4-、1,3-

连接方式存在；木糖以 1,3- 连接方式存在；甘露糖以 1,3-、1,6- 连接方式存在；葡萄糖以 1,3,4-、1,2,4,6- 连接方

式存在；半乳糖以 1,6-、1,3,6 -、1,3 ,4,6 - 连接方式存在。
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Abstract：A homogeneous polysaccharide named as TC-1 was obtained from kelp by DEAE-cellulose and gel filtration

chromatography. Its chemical structure was characterized by means of monosaccharide composition analysis, methylation

analysis and IR spectroscopic analysis. TC-1 was a complex sulfated polysaccharide with a weight-average molecular weight of

3.7 × 105. TC-1 mainly consisted of fucose and small amounts of xylose, mannose, glucose and galactose were also found. The

chain of TC-1 included 1,4-linked or 1,3-linked fucose, 1,3-linked xylose, 1,3-linked or 1,6-linked mannose, 1,3,4-linked or 1,2,

4,6-linked glucose, and 1,6- linked,1,3,6- linked, or 1,3,4,6- linked galactose.
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海带具有很高的食用、药用价值。研究表明，海

带所含的岩藻多糖具有明显的生理活性，如抗肿瘤、促

进造血功能等[1-2]。随着人们对岩藻多糖的深入研究，得

知其并非单一结构的化合物，其组成十分复杂，称为

含岩藻糖的硫酸多糖( fu c os e -c o n t a i n in g  s u l f a t e d

polysaccharides)。由于岩藻多糖的含量和结构受多种因

素影响[3]，目前国内外的报道对其结构组成没有统一的

定义，大多是对其进行初步纯化[4]，得到岩藻多糖的混

合物。国外部分学者对岩藻多糖的结构进行了研究[4-6]，

但海带的深度开发却涉及较少。本研究利用我国资源丰

富的海带，综合各种分离手段，得到均一多糖组分，

并鉴定了它的一级结构，旨在为今后岩藻多糖的开发利

用提供技术资料和结构信息。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

海带产自山东威海。

DEAE- 纤维素    美国 Whatman 公司；Sephacryl S-

300、S-200 凝胶层析介质    美国 Pharmacia 公司；标准

葡聚糖    美国 Fluka 公司；透析袋(截留相对分子质量

1000)    上海绿鸟科技公司；纤维素板    上海市药品检验

所；单糖对照品    美国 Sigma 公司；无水二甲亚砜、

无水硫酸钠、碘甲烷    国药集团化学试剂有限公司；

三氯甲烷    上海化学试剂有限公司；其余试剂均为国产

分析纯。

1.2 仪器与设备

TL-5.0 台式离心机    上海市离心机械研究所；BT-
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100 恒流泵    上海市沪西分析仪器厂；TU-1810 紫外 - 可

见分光光度计    北京普析通用仪器有限公司；SBS-100

数控计滴自动部分收集器    上海市青浦沪西仪器厂；玻

璃层析柱    上海市亚荣生化仪器厂；R-201 型旋转蒸发

仪    上海申科机械研究所；FD1 冷冻干燥机    北京博医

康仪器有限公司；vario EL Ⅲ型元素分析仪    德国 Sarto-

rius Gmbh 公司；Agilent1100 高效液相色谱仪、Agilent

6890 5975气质联用仪(色谱柱为HP-5型毛细管柱)     美国

安捷伦有限公司；Nicolet Magna-IR550 红外光谱仪    美

国 Nicolet 公司。

1.3 海带中岩藻多糖的提取[7-8]

取洁净干燥的海带 50g，粉碎后用无水乙醇浸泡，

脱脂后的固体残渣用水提取(料液比 1:10(m/V)，60℃提取

2 h )，提取 3 次，合并提取液，离心，浓缩上清液至

小体积，加入无水乙醇，至所含乙醇的体积分数为

3 0 % ，过滤，上清液再加无水乙醇至其体积分数为

6 0 %，离心收集沉淀，真空干燥得岩藻多糖粗品。

将岩藻多糖配成 5g/100mL 的水溶液，用 CaCl2 对其

进行初步纯化。溶液中加入 4mol/L CaCl2，离心后取上

清液，加乙醇至其体积分数为 65 %，用乙醇和丙酮浸

洗沉淀，4 0℃干燥得到岩藻多糖。

1.4 岩藻多糖的分离纯化[9]

称取 2g岩藻多糖溶于 20mL去离子水，经DEAE-纤

维素柱(1.5cm × 50cm)初步分离。依次用去离子水和

0.6、1.0、2.0mol/L NaCl溶液洗脱，洗脱流速为2mL/min，

采用苯酚 - 硫酸法检测多糖含量，以洗脱体积为横坐

标，吸光度为纵坐标，绘制洗脱曲线。将各部分洗脱

液分别减压浓缩至适当体积，对蒸馏水透析，透析袋

内液冷冻干燥得 F-A、F-B、F-C、F-D。用 Sephaeryl

S-300 凝胶层析柱(1.6cm × 80cm)进一步分离 F-C，同时

用苯酚 - 硫酸法和高效凝胶过滤色谱法(HPGFC)进行检

测，最终得到均一多糖组分 TC -1。

1.5 多糖纯度及其相对分子质量分布测定

采用高效液相凝胶过滤色谱法(HPGFC)。样品及系

列标准多糖(不同相对分子质量的葡聚糖：M w 分别为

11600、66700、123600、196300、500000)分别流经

Agilent1100 高效液相色谱系统中 TSKG 5000PWXL 色谱

柱，流动相为 0.1mol/L NaNO3 溶液，流速为 0.5mL/min，

示差折光检测器检测。由标准多糖的相对分子质量对

数与保留时间做标准曲线，根据标准曲线及 A gi l e n t

GPC 软件计算样品相对分子质量及分布，样品纯度由

峰型判断。

1.6 单糖组成分析[10]

取多糖样品 2～3mg 置于 5mL 安瓿瓶中，加 2mol/L

三氟乙酸(TFA)2mL，封管，120℃水解 2h。旋蒸除尽

溶液中的 TFA，之后加入少量蒸馏水，取 5μL 进行薄

层分析。用乙酸乙酯、吡啶、水、乙酸 ( 体积比为

5:5:3:1)的混合液展开剂展开后，苯胺 - 邻苯二甲酸显

色，所得结果与标准单糖对照。水解产物另一部分，

室温下加入 NaBH4，反应 2h(间隙振荡)，生成糖醇乙酰

酯衍生物，进行 GC-MS 分析。以标准单糖的糖醇全乙

酰化衍生物(制备方法同多糖样品，但勿需 TFA 水解)作

对照。分析条件：Agilent 6890 5975 GC-MS；色谱

柱型号：HP-5 色谱柱(30m × 0.25mm，0.25μm)；分流

比 20:1；进样量 0.2μL；采取程序升温：初始温度 / 停

顿时间为 150℃/2min；程序升温终止温度 / 停顿时间为

220℃/10min；升温速率 5℃/min。

1.7 甲基化分析

根据 Needs 等[11]法对多糖样品进行甲基化，IR 检测

产物无羟基特征吸收峰，表明其甲基化完全。将完全

甲基化的多糖样品溶于 90% 甲酸水溶液，密塞，100℃

水浴解聚 6h，除尽甲酸后，加入 2mol/L TFA，120℃

密封水解 2h 后除去过量 TFA。固体残渣经NaBH4 还原、

乙酰化制得部分甲基化的阿尔迪醇乙酸酯衍生物，进行

GC-MS 分析。分析条件：Agilent 6890 5975 GC-MS；

色谱柱型号：HP-5 色谱柱(30m × 0.25mm，0.25μm)；

分流比 3:1；进样量 1μL(氯仿为溶剂)；采取程序升温：

初始温度 / 停顿时间为 120℃/2min；程序升温终止温度 /

停顿时间 250℃/10min；升温速率 5℃/min。

1.8 红外光谱(IR)分析及元素分析

取 1～2mg 样品，KBr 研磨压片后进行 IR 分析，甲

基化后的样品采用衰减全反射ATR附件测定 IR吸收。采

用 IR 吸收法、vario EL Ⅲ型元素分析仪检测样品是否

含有硫酸根及硫酸根的含量。

2 结果与分析

2.1 TC-1 的分离纯化

图 1 岩藻多糖的 DEAE- 纤维素柱色谱分离

Fig.1   Elution pattern of crude polysaccharides extracted from kelp on

DEAE-cellulose column
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如图 1 所示，各部分洗脱液分别减压浓缩至适当体

积，用蒸馏水透析，透析袋内液冷冻干燥所得产物，

分别命名为 F-A、F-B、F-C、F-D，4 个组分多糖总

量分别为 35、610、690、18m g。



     2012, Vol. 33, No. 01 食品科学 ※基础研究70

多糖的纯度不能以通常小分子化合物的纯度标准来

衡量，因为多糖是一种生物高分子化合物，其存在微

观不均一性。多糖的纯度代表是某一多糖的相似链长的

平均分布。目前通常采用高效液相凝胶过滤色谱法

(HPGFC)对多糖进行纯度检测。一般来说，在凝胶柱填料

的排阻极限内，HPGFC 谱中呈现窄的单一对称峰的多糖

组分可被认为是均一多糖。检测结果表明，F-A、F-B、

F-C、F-D 都不纯，均需要进一步分离纯化才能得到均

一多糖。本实验仅对 F-C 部分作进一步分离纯化，色谱

图见图 2 。

根据 GPC 软件计算可知 F-C 部分可能含有两种多糖

组分，根据其相对分子质量分布，选择 Sephacryl S-300

作为凝胶层析介质(1.6cm × 80cm)进行纯化。采用苯酚 -

硫酸法和 HPGFC 同时进行检测，得到均一多糖 TC-1，

其色谱图见图 3。以已知相对分子质量的标准葡聚糖制

作校正曲线，根据多糖样品的保留时间，由 GPC 软件

计算出 TC-1 的重均相对分子质量 Mw 为 3.7 × 105，数均

相对分子质量 Mn 为 3.0 × 105。

2.2 TC-1 的红外光谱分析

由图 4 可知，3421cm-1 处强吸收峰为O － H 伸缩振

动峰；2926cm-1 为C －H 的伸缩振动吸收峰；1645cm-1 处

为糖环的伸缩振动峰；1258cm-1 附近处是由硫酸基 S ＝ O

伸缩振动引起的，证明了 TC-1 是含有硫酸基取代的多

糖；1084cm -1 处为 C － O 的伸缩振动峰；848cm -1 为

C － O － S(直立键)的伸缩振动峰，硫酸基连接在糖环的

C4 位上；此外在 1720cm-1 附近未检测到吸收峰，说明

不含有糖醛酸；在 810cm-1 及 870cm-1 处无吸收，说明可

能不含甘露糖[1 2]。

2.3 TC-1 单糖组成分析

TC-1 以 2mol/L TFA 120℃水解后的产物进行纤维素

薄层层析(TLC)，以标准单糖为对照，苯胺 - 邻苯二甲

酸喷雾显色后显示有岩藻糖(棕色斑点)﹑木糖(红色斑

点)、甘露糖(红色斑点)、半乳糖(棕色斑点)和葡萄糖(棕

色斑点)的存在，另外，在 Rf 值等同于标准半乳糖醛酸

的位置处未发现红棕色斑点，说明 TC-1 不含有半乳糖

醛酸成分，与上述的红外结果一致。

为证实TLC 的结果，另取TC-1 用 2mol/L TFA120℃

水解 2 h ，经硼氢化钠还原，乙酸酐乙酰化后，衍生

物进行 GC-MS 分析，如图 5 所示，通过与标准单糖相

应衍生物的保留时间(图 6)比较，得知 TC-1 主要含有

岩藻糖，伴有少量的木糖、甘露糖、葡萄糖和半乳

糖，其物质的量比为 17.3:1.0:2.6:3.8:5.1。通过 IR 测定，

1240cm-1吸收峰是S＝O伸缩振动特征吸收峰，830cm-1是

图 2  F-C 的凝胶过滤色谱图

Fig.2   Gel filtration chromatogram of F-C
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图 3 TC-1 的凝胶过滤色谱图

Fig.3   Gel filtration chromatogram of TC-1
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图 4 TC-1 的红外光谱图

Fig.4   IR spectrum of TC-1
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图 5 TC-1 的总离子流图

Fig.5   GC-MS total ion current chromatogram of TC-1

8.0
7.5
7.0
6.5
6.0
5.5
5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0

1

丰
度

(×
10

5 )

9.00 11.00 13.00 15.00 17.00 19.00

时间 /min

2
3

4
5



71※基础研究 食品科学 2012, Vol. 33, No. 01

C － O － S 振动的特征频率[13]，元素分析法测得的硫酸

基含量为 22.4%，印证了岩藻多糖是含有相当数量的岩

藻糖(fucose)和硫酸基的多糖[14]。

2.4 TC-1 的甲基化分析

TC-1 完全甲基化产物经 90% 甲酸解聚、TFA 水解、

硼氢化钠还原及乙酰化后制得部分甲基化的阿尔迪醇乙

酸酯衍生物后进行 GC-MS 分析，结果见表 1。

保留时 部分甲基化 物质的
主要碎片信息

间 /min 糖醇乙酸酯 量比

14.067 2,3-Me2-Fuc 2.5 43, 87, 101, 117, 129, 143, 203

14.363 2,4-Me2-Fuc 6.9
43, 85, 89, 101, 117, 131,

159, 173, 201, 233

16.554 3-Me-Xyl 0.6 43, 87, 101, 129, 161, 189

17.021 2,4-Me2-Man 1.4 43, 87, 101, 117, 129, 161, 233

17.816 2,3,4- Me3-Man 0.4 43, 87, 99, 101, 117, 129, 161, 189, 233

18.079 2-Me-Glc 1.3 43, 87, 117, 129, 143, 159, 185, 203, 305

19.083 2,3-Me2-Gal 0.3 43, 85, 101, 117, 127, 159, 201, 233

19.614 2,4-Me2-Gal 2.1 43, 117, 129, 159, 189, 233, 305

20.286 2-Me-Gal 0.3 43, 97, 117, 139, 259, 333

20.554 3-Me-Glc 1.0 43, 87, 107, 129, 189, 201, 261

表 1 TC-1 甲基化分析结果

Table 1   Methylation analysis of reduced TC-1

由表 1 可知，岩藻糖残基存在 1,4-、1,3- 两种连接

方式，主要以 1,3 连接方式为主；木糖残基以 1,2- 连接

方式存在；甘露糖有 1,3-、1,6- 两种连接方式；葡萄糖

存在 1,3,4-、1,2,4、6- 两种连接方式；半乳糖有 1,6-、

1,3,6-、1,3,4,6- 3 种连接方式。

综合以上的分析结果，TC-1 为重均相对分子质量

为 3.7 × 105，硫酸基含量为 22.4%，由岩藻糖、木糖、

甘露糖、葡萄糖、半乳糖组成的复杂硫酸酯多糖。其

中岩藻糖糖基以 1,4-、1,3- 的连接方式存在；木糖以 1,3-

连接方式存在；甘露糖以 1,3-、1,6- 连接方式存在；葡

萄糖以 1,3,4-、1,2,4,6- 连接方式存在；半乳糖以 1,6-、

1,3,6-、1,3,4,6- 连接方式存在。

3 讨  论

关于海带中岩藻多糖的组成[15]国内外已有报道。程

忠玲[ 1 3 ]报道海带中提取的褐藻糖胶为一种水溶性杂聚

糖，其主要原始成分是 L- 岩藻糖 -4- 硫酸酯，以及少量

的半乳糖、甘露糖、木糖、葡萄糖、阿拉伯糖、糖

醛酸、蛋白质和钾、钠、钙、镁等金属离子。L - 岩

藻糖 -4- 硫酸酯的结构特征是 1,2- 连接的聚α -L- 吡喃岩

藻糖。主链由岩藻糖组成，在岩藻糖上含有大量的硫

酸基。李林等[16]研究发现海带中的褐藻糖胶是由鼠李糖

(Rha)、岩藻糖(Fvc)、木糖(Xyl)、甘露糖(Man)、半

乳糖(Gal)、葡萄糖(Glu)、葡萄糖醛酸、硫酸根及蛋白

质构成的复合物，其中单糖的物质的量比为 Rha:Fuc:

Xyl: Man: Gal: Glu=0.41:1.72:3.75:0.96:1:2.17。褐藻糖胶的

葡萄糖醛酸、硫酸根及蛋白质的含量分别为 6 . 2 %、

8.7% 和 4.1%。与这些报道相比，本实验从海带中获得

的 TC-1 的单糖组成与它们有所不同，为其在生物活性

多样性方面[17]的研究应用提供了基础。
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1 .鼠李糖；2 .岩藻糖；3 .阿拉伯糖；4 .

木糖；5 .甘露糖；6 .葡萄糖；7 .半乳糖。

图 6 标准单糖衍生物的总离子流图

Fig.6   GC-MS total ion current chromatogram of mixed standard

monosaccharides
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