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纯化及其理化特性
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摘D 要 本实验的目的是提取和纯化铜绿微囊藻（1)(,*(203)( $&,+4)-*0$ E0@: 5$6*,）胞外带酸性基团的多糖，为综合利用爆

发的水华提供一定的理论依据: 采用 >G H: " 、H"I的热水抽提铜绿微囊藻的胞外多糖: 经充分脱蛋白、脱色后用 J-K- &
纤维素（J- &#!）作离子交换柱层析，分离出其中不被 J- &#! 吸附和被吸附的两种组分: 取后者上 65>A0L5MN & +#" 柱进

一步分离得到两种分子量不同的酸性多糖（-KO)!和 -KO)"），质量比为 +: F!P +，经 GOQ< 测定 -KO)!均分子量为 ,: "+
R +"$J，-KO)"均分子量为 $: !+ R +"$ J: 经测定，它们各带有不同含量的酸性基团：-KO)!糖醛酸含量为 +": ,$S，

)T! &
$ 含量为 $$: $$#9 U /9，-KO)"糖醛酸含量为 ,: "HS，)T! &

$ 含量为 F: "H#9 U /9: -KO)!单糖组成为：F: ’#$FS J（ V ）

木糖，+F: !#!!S J.果糖，,+: "F%"S葡萄糖；-KO)"单糖组成为：’: $"’#S J（ V ）木糖，+H: ""+’S J.果糖，,#: #F+FS葡萄糖:
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铜绿微囊藻（1)(,*(203)( $&,+4)-*0$）属于蓝藻门、色球藻科、色球藻目、微囊藻属，分为无毒微囊藻（1)>
(,*(203)( $&,+4)-*0$ dYBc）和有毒微囊藻（1)(,*(203)( $&,+4)-*0$ E0@: 5$6*, K: W: )/1BA）两类［+］，其中在夏天由

于水温升高形成的水华主要是有毒的铜绿微囊藻，其藻体内会形成小分子肽的有毒物质［!］: 目前国内外对

于铜绿微囊藻的研究，主要集中在通过水体营养条件和环境温度的调节等方法来控制微囊藻的生长以及施

!
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梅秋红等：铜绿微囊藻（!"#$%#&’("# )*$+,"-%’) !"#$ .)/%$）胞外酸性多糖的分离、纯化及其理化特性 %&%’’

用药物抑制其繁衍生长或使其毒素降解来防止水质的恶化等方面［%］$ 对爆发的水华的利用也还是简单地

局限于将其处理成土壤肥料等较粗放的技术$ 现有资料表明蓝藻门中有许多微藻富含多糖，如富含酸性基

团的螺旋藻多糖具有提高免疫力和抗肿瘤的生物学效应，引起了医药界的极大关注$ 具有酸性基团的蓝藻

多糖的研究与开发在相关的研究机构已成为新的热点$ 前人的研究资料和我们的研究工作都表明铜绿微

囊藻（!"#$%#&’("# )*$+,"-%’) ( )%*）在胞外能产生大量的黏液层多糖［+］，但是对于这种铜绿微囊藻胞外多

糖，特别是酸性多糖的研究还未见报道，我们的工作旨在更有效的提取这种胞外酸性多糖，并力求避免藻体

内小分子肽的污染，并研究其是否具有其他蓝藻酸性多糖类似的生物学活性，为充分利用水华资源，变害为

宝提供有价值的理论依据$

, 材料和方法

,$ , 材料

铜绿微囊藻来自南京大学生科院藻类生物学研究室曾昭琪教授友情提供，藻细胞由南京师范大学生科

院植物生物工程研究室培养$ -.*. ) 纤维素（-. ) /&）、和 0123"415 6 ) ,/7 及各种标准分子量多糖均为

89:;" 产品，其余试剂均为国产分析纯$
,$ & 铜绿微囊藻胞外多糖的提取、分离和纯化

多糖的提取：%7772; < ;9= 离心藻液，取上清液真空浓缩$ 收集的藻细胞加 / 倍体积水将 2> 调至 ?$ 7，

?7@提取 & 3，离心，取上清液浓缩$ 合并浓缩液，乙醇沉淀，丙酮洗涤，乙醚干燥，得到褐色的铜绿微囊藻胞

外多糖粗提物$
脱蛋白、脱色：将铜绿微囊藻胞外多糖粗提物溶于水，加胰蛋白酶 %A@反应 + 3 后，蒸馏水透析，再采用

01#!":1 法［/］反复处理去掉蛋白质和小分子肽，直至多糖的紫外光谱分析［B］显示无蛋白吸收峰，再按 ,C
（; < !）比例加入活性炭粉末，?7@水浴搅拌 +7 ;9=，冷却后过滤，滤液冷冻干燥，得到粗多糖$

多糖的分离、纯化：将适量多糖溶解于 7$ ,;DE < FG"HE 溶液中，上 -. ) /&（+7 I %$ BJ;）层析柱，先用 2>
?$ 7 的 7$ , ;DE < F 的 G"HE 洗脱，然后换用 7$ , ;DE < F ) + ;DE < F G"HE 浓度梯度溶液进行梯度洗脱，流速控制

为 &7;E < 3，收集过程中用硫酸蒽酮法跟踪检测多糖峰的出现［B］$ 收集多糖峰部位的洗脱液，浓缩，透析脱

盐，加无水乙醇沉淀，乙醚干燥$ 再将收集的多糖上 8123"415 6 ) ,/7 层析柱（?7 I &$ BJ;），蒸馏水洗脱，硫

酸蒽酮跟踪检测，收集合并多糖峰的洗脱部分，浓缩，冷冻干燥得精品多糖$
,$ % 多糖分子量的测定

参考魏远安等的方法［A］，采用高效液相色谱法测定所得多糖的分子量，色谱采用 K8(—6.F 色谱仪，

6LMNOF（A$ ?;; I%7J;，粒径 ,%!）凝胶分析柱，流动相为 >&P，流速 7$ B ;E < ;9=，QR- 示差检测器$
,$ + 多糖中的糖醛酸含量的测定

采用硫酸 ) 咔唑法［?］，样品中的己糖醛酸与浓硫酸作用形成生色原，后者定量与咔唑成色$ 以葡萄糖

醛酸作参比绘制标准曲线$
,$ / 多糖中的硫酸根含量的测定

采用硫酸比浊法［S］检测，通过酸水解从糖复合物中释放硫酸基团，即可与氯化钡起沉淀反应，形成沉

淀$ 其明胶溶液的 %B7=; 光吸收值同样品中的硫酸根的浓度成线性关系，由标准硫酸盐作参比绘制标准曲

线，根据标准曲线换算样品中硫酸根的含量$
,$ B 胞外多糖各组分单糖结构组成分析

参考夏尔宁的方法［,7］，取精品多糖 /;:，分别加 %;DE < F 硫酸 &;E 于沸水浴中水解 ,7 3，B/@、T"HP% 中

和，抽滤，滤液定容至 / ;E，留作高效液相色谱分析用，色谱采用 UPQT*O 碳水化合物分析柱$

& 结果与讨论

&$ , 铜绿微囊藻胞外多糖的提取

提取铜绿微囊藻胞外多糖时，藻液 2> 控制为 ?$ 7，提取温度控制在 ?7@，时间控制在 &3，其目的是尽

量提取出藻细胞外的酸性多糖，其热水抽提物脱水干燥后为黄褐色粉末，得率约为 ,7C（N< N），经检测，
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粗提物中含蛋白类物质较多’ 经反复脱色、脱蛋白至紫外检测无核酸和蛋白吸收峰（ 图 (）为止，所得粗多

糖为粗提物的 )"*（+, +）左右’
!’ ! 铜绿微囊藻胞外酸性多糖的分离与纯化

粗多糖经 -. /#! 离子交换柱层析分离，在水洗阶段得到一个不能被 -. / #! 吸附的数量较少的中性

图 ( 多糖的紫外光谱扫描图谱

012’ ( 345678194:5 ;<:=56>? 9@ <94A;7==B761C:;

杂多糖峰，再经 "’ ( / $ ?94 , D E7F4 梯度洗脱，得到一个被 -.
/#! 吸附的多糖峰，洗脱曲线如图 ! 所示，为单一对称峰（ 简

称 .GHI），该洗脱峰在 ( ?94 , D E7F4 浓度时出现，提示 .GHI 含

有酸性基团，在偏碱性的环境中可能被 -. / #! 所吸附’ 其后

没有其他洗脱的糖峰出现’ .GHI 经透析脱盐后上 I:<B7C:J K
/ (#" 柱层析进行进一步分离纯化，蒸馏水洗脱’ 得到如图 %

所示的洗脱曲线，分别在 %( 管和 L" 管附近出现两个洗脱的多

糖峰，这两个多糖峰均呈对称状态，且已经完全分开，分别收集

得到 ! 个组分：简称 .GHI!和 .GHI"（质量比为 (’ M!N (）’
!’ % 多糖中糖醛酸、IO! /

$ 含量的测定

为进一步确定 .GHG!和 .GHI"中含有的酸性基团的种

类和数量，对这两个样品中的糖醛酸和 IO! /
$ 含量分别进行了测定，结果为：.GHI!糖醛酸含量为("’ L$* ，

IO! /
$ 含量为 $$’ $$#2 , ?2；.GHI"糖醛酸含量为 L’ "P* ，IO! /

$ 含量为 M’ "P#2 , ?2’ 表明这两者均含有糖醛

酸和 IO! /
$ ，特别是糖醛酸的含量分别达到 ("’ L$* 和 L’ "P* ，属于酸性多糖，这与其能被 -. /#! 吸附是吻

合的’

图 ! 过 -.G. /#!E7F4 梯度洗脱曲线

012’ ! FB69?759267<B 9@ =6>C: H94A;7==B761C:; 9Q
-.G. =94>?Q

图 % 过 I:<B7C:J K / (#" 洗脱曲线

012’ % FB9?759267<B 9@ .GHI 9Q
I:<B7C:J K / (#"

!’ $ 胞外酸性多糖各组分分子量的测定

根据图 % 与 .GHI!和 .GHI"的高效液相色谱图（图 $，图 #）’ 分析表明：经 -. /#! 和 I:<B7C:J K /
(#" 柱层析分离后，得到的两个酸性多糖的组分已达到均分子量的水平，参照不同分子量的多糖标准品的

高效液相色谱图，根据其保留时间，可推算 .GHI!的均分子量约为 L’ "( R ("$ -，其分子量分布宽度为

!’ PM ?1Q；.GHI"的均分子量约为 $’ !( R ("$-，分子量分布宽度为 !’ !) ?1Q’
!’ # 多糖中单糖组成测定

.GHI!和 .GHI"经酸水解后分别作 SHDF 测定，根据标准单糖样品及 .GHI!和 .GHI"的水解样品

SHDF 出峰时间（图 )，图 L），可以推算出 .GHI!和 .GHI"的单糖组成及相对含量’ .GHI!中主要含有：

M’ )#$M* 的 -（ T ）木糖，(M’ !#!!* 的 -U果糖，L(’ "M%"* 的葡萄糖；.GHI"中主要含有：)’ $")#* 的 -
（ T ）木糖，(P’ ""()* 的 -U果糖，L#’ #M(M* 的葡萄糖’ 表明 .GHI!和 .GHI"都是杂多糖’
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图 ) *+,-!高效液相色谱图

./0$ ) 123 4,56 7839:#;< => *+,-!
图 ’ *+,-"高效液相色谱图

./0$ ’ 123 4,56 7839:#;< => *+,-"

! 讨论

铜绿微囊藻胞外具有粘液层，胞内亦含有丰富的多糖组分，目前对于微囊藻多糖的提取通常是用热水

抽提，而这种抽提方法无法将铜绿微囊藻胞外和胞内多糖严格区分开，因此我们将提取温度控制在 ?@A并

将提取时间控制在 & 2，且为使提取的胞外多糖尽量是含酸性基团的组分，故采用弱碱液抽提，将提取的藻

液 84 控制为 ?$ @$ 实验结果表明这种提取方法是有效的，提取得率高达 B@C；得到的胞外粗多糖含有少量

中性杂多糖，但以酸性多糖为主$ 中性多糖不能为 D* E ’& 所吸附，而带有酸性基团的组分在 F"6G 梯度洗

脱时呈单一对称峰，表明离子交换柱层析能成功分离铜绿微囊藻胞外多糖中的中性杂多糖和酸性多糖$ 酸

性多糖经具有分子筛效应的 -382"H3IJ E B’@ 的进一步分离，得到均分子量大小不同的两种酸性多糖

（*+,-!和 *+,-"），其分子量、单糖组分和酸性基团的构成与铜绿微囊藻胞内酸性多糖均有显著区

别［BB］，该结果不仅表明提取铜绿微囊藻胞外酸性多糖的目的基本达到，还显示出该藻的胞外黏液多糖较后

者更为丰富，其粗多糖的提取率能达到 KC，为铜绿微囊藻今后的开发应用奠定了坚实的基础$

图 K *+,-!水解高效液相色谱图

./0$ K 123 4,56 7839:#;< => *+,-! ">:3# 2LH#=GL7/7
图 M *+,-"水解高效液相色谱图

./0$ M 123 4,56 7839:#;< => *+,-" ">:3# 2LH#=GL7/7

对于多糖的单糖组成分析，传统方法为将多糖进行衍生后做气相色谱分析，或水解后做薄层层析，由于

多糖衍生过程非常复杂并且条件难以控制，给分析带来了较大难度，薄层层析也常显现不清，因此我们采用

盐酸水解多糖，然后用氨基柱对水解后的产物结合标准单糖进行 4,56 色谱分析；另外传统的分析多糖分

子量的方法是将多糖上普通凝胶柱，根据多糖样品的洗脱体积和标准分子量多糖的洗脱体积之间的关系来

推测其分子量范围，这种方法的缺点是操作复杂，分子量测定误差较大，我们结合标准分子量葡聚糖，采用

高效液相色谱对多糖的分子量进行测定，所得到的结果应该更可靠更准确$ 分子量测定的结果表明：*+,-
!的均分子量明显较 *+,-"大，前者含木糖的比例较后者大，而含果糖和葡萄糖的比例较后者小，特别是

*+,-!的糖醛酸含量和 -N& E
) 含量均明显高于 *+,-"，在酸性强弱上应该亦有区别$ 之所以在 D* E ’& 柱

层析时呈单一洗脱峰，可能是两者分子大小不一使电荷密度相差不大所致$



!" #$%& ’()"（湖泊科学），!""#，!"（$）%!&’’

对于这两种酸性多糖的结构上的特点分析和比较，我们正在用红外、紫外光谱、核磁共振的 ( 谱、) 谱

和一些化学方法作深入的研究，将进一步报道由于这两种酸性多糖在分子大小、糖醛酸等酸性基团数量上

的不同和结构上存在的差异，可能导致他们的生物学效应不同，两者的生物学活性比较的实验我们也正在

进行之中*
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