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降解前后异枝麒麟菜硫酸多糖对草酸钙晶体生长的调控作用

王 淼 于海燕 欧阳健明鄢
(暨南大学生物矿化与结石病防治研究所,广州 510632)

摘要： 采用过氧化氢法降解产于印尼的海藻异枝麒麟菜硫酸多糖(ESPS).降解前 ESPS的平均分子量为1410000,
硫酸基(OSO2-

3 )含量为16.0%(w);而降解后其分子量显著下降至 4819,硫酸基含量则略微下降至 15.2%.采用体外
模拟方法研究了降解前后 ESPS对草酸钙晶体生长的抑制作用.扫描电子显微镜(SEM)和 X射线衍射(XRD)结
果表明,降解后 ESPS能使一水草酸钙(COM)晶体数量进一步减少,晶粒尺寸进一步减小.当降解 ESPS浓度从
0.006 g·L-1分别增加到 0.010和 0.050 g·L-1时, COM晶体平均尺寸由 11.5 滋m伊2.9 滋m分别减小到 9.2 滋m伊2.9
滋m和 6.0 滋m伊2.5 滋m,晶体数量由 3357 mm-2分别减少到 2298和 1532 mm-2, COM的(101)面衍射峰强度 I(101)与

(010)面对应的(020)衍射峰强度 I(020)之比(I(101)/I(020))由 5.54分别增加到 16.2和 20.0.结果显示,具有小分子量的降
解 ESPS对草酸钙晶体成核与生长的抑制效果明显优于大分子量的未降解 ESPS.
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Modulation of Eucheuma Striatum Sulfated Polysaccharide before and
after Degradation on Crystal Growth of Calcium Oxalates

WANG Miao YU Hai鄄Yan OUYANG Jian鄄Ming鄢
(Institute of Biomineralization and Lithiasis Research, Jinan University, Guangzhou 510632, P. R. China)

Abstract： Algal eucheuma striatum sulfated polysaccharide (ESPS) collected from Indonesian sea was degraded by
hydrogen peroxide (H2O2). After degradation the average molecular weight of ESPS was decreased from 1410000 to 4819,
and the content of sulfate (OSO2-

3 ) was lightly decreased from 16.0% to 15.2% (w). The effect of ESPS before and after
degradation on the growth of calcium oxalate crystal was investigated in vitro by using scanning electron microscopy
(SEM) and X鄄ray diffraction (XRD) analysis. Compared with the undegraded ESPS, the size and number of calcium
oxalate monohydrate (COM) crystal induced by the degraded ESPS were much smaller. With increasing the concentration
of degraded ESPS from 0.006 g·L-1 to 0.010 and 0.050 g·L-1, the average size of COM crystals decreased from 11.5 滋m伊
2.9 滋m to 9.2 滋m伊2.9 滋m and 6.0 滋m伊2.5 滋m, respectively, and the number of COM crystals decreased from 3357
per mm2 to 2298 and 1532 per mm2, and the diffraction peak intensity ratio of the (101) plane to (010) plane of COM
crystals (I(101)/I(020)) increased from 5.54 to 16.2 and 20.0. The result showed that the inhibition efficiency of the degraded
ESPS with a low鄄molecular鄄weight on the nucleation and growth of CaOxa crystal was obviously superior to that of
the undegraded ESPS.

Key Words： Algal eucheuma striatum; Low鄄molecular鄄weight polysaccharide; Degradation; Urolithiasis;
Calcium oxalate

海藻是海洋生物中数量和品种最多的一类,近
年来,各国的科学家大力从海洋中研究、开发新型绿

色药物,我国亦将其作为“十五”和“十一五”的重点
支持项目.海藻硫酸多糖是从海藻中提取的含硫酸
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基团的混合多糖,具有多种生物活性和药理作用,目
前已开发出抗肿瘤、调节免疫、抗凝血、降血脂、降血

糖、抗辐射、抗突变和抗体内氧化等的硫酸多糖[1-4].
海藻硫酸多糖的生物活性不仅与链中硫酸基的

含量有关,而且与其分子质量密切相关.多糖分子质
量越大,分子体积越大,则不利于多糖跨越多重细胞
膜障碍进入生物体内发挥其生物学活性[5].天然的海
藻多糖由于分子量大(从几十万至几百万), 溶解性
差, 导致其应用受到限制.将大分子量多糖降解后,
一般能显著提高其活性.如利用过氧化氢降解获得
的低分子量角叉菜多糖可使抑瘤率升高[6],未降解和
降解角叉菜多糖的特性粘度分别为 53.5和 5.6 L·g-1,
硫酸基含量分别为 26.36%和 27.46%(w),而抑瘤率
分别为 23.02%和 63.6%.通过微波降解可获得分子
量分别为 650、240、140、15 和 9.3 kDa的姿鄄卡拉胶[7],
其硫酸基含量分别为29.1%、30.5%、28.4%、27.8%和
21.8%, 其中能表现出较高的体内抗肿瘤和免疫调
节活性的主要是分子量较小的 15 kDa 和 9.3 kDa
的组分,而微波降解并没有改变原来多糖的化学组
分和结构.经过酸解,海带多糖的分子量由 200 kDa
被降低到 8 -10 kDa, 硫酸基含量由 28.3%降至
27.1%[8],但低分子量海带多糖具有较强的清除自由
基及抗氧化的能力,致使在动物实验中表现出显著
的护肝作用.低分子量的螺旋藻多糖的硫酸酯化物
比高分子量的螺旋藻多糖的硫酸酯化物具有更好的

体外抗肿瘤活性,且随着其硫酸化程度的增高其抗
肿瘤活性也相应提高[5].

泌尿系结石的主要成分是草酸钙,葡胺聚糖是
尿液中抑制草酸钙结石形成的主要大分子抑制

剂 [9,10]. 尿石症患者尿液中葡胺聚糖的含量(男性为
(2.97依0.43) mg·L-1,女性为(2.32依0.24) mg·L-1)明显
低于正常人的含量(男性为(8.22依0.60) mg·L-1,女性
为(7.97依0.43) mg·L-1).由于海藻多糖的分子结构和
性质均与葡胺聚糖相似,因此,它们极有可能成为一
种潜在的外源性绿色防结石药物.但目前将海藻多
糖用作防结石药物的研究还较少[11-13].因此,制备低
分子量的多糖及其硫酸酯化物,不但成为新药筛选
的一个重要方向,而且也是寻找新型防结石药物的
一个重要途径.本研究组[11,12]曾研究了未降解的异枝

麒麟菜硫酸多糖(ESPS)对草酸钙晶体生长的抑制作
用,本文采用过氧化氢法降解了产于印尼的 ESPS,
获得了分子量为 4819、硫酸基含量为 15.2%(w)的小
分子量 ESPS,并比较研究了降解前后两种不同分子

量的多糖对草酸钙晶体生长的影响.

1 实验部分
1.1 试剂和仪器

草酸钠(Na2C2O4)、二水氯化钙和氯化钠均为分
析纯; 实验用水为二次蒸馏水. 异枝麒麟菜产于印
尼,由暨南大学化学系岑颖洲等[14]用水提法提取.

XL鄄30型环境扫描电子显微镜(ESEM)(Philips
公司), 测量电压 15 kV; XD鄄2 粉末 X 射线衍射仪
(北京大学);双光束鄄紫外吸收光谱仪;乌式粘度计
(毛细管内径为 0.5 mm)、恒温水浴锅.
1.2 实验方法

多糖的降解采用过氧化氢法,参照文献[15,16]
进行, 产率 33%. 多糖平均相对分子量的测定采用
乌氏粘度计,参照文献[14,17]进行, 重复测定 3 次,
取平均值.硫酸基含量的测定采用 BaCl2鄄明胶比浊
法[18,19],亦取 3次平均值.

草酸钙晶体的生长参照文献[11,12]进行:草酸
钙亚稳溶液中 c(Ca2+)=c(C2O2 -

4 )=0.30 mmol·L-1, ES鄄
PS浓度分别为 0.006、0.010、0.050和 0.30 g·L-1, 空
白对照试验时 ESPS浓度为 0.将上述亚稳溶液倒入
50 mL烧杯中进行结晶,预先在烧杯底部放入 2片
处理好的基片.晶体生长 3 d后,取出长有晶体的基
片, 置于干燥器中干燥, 其中一片进行 XRD 测试,
另一片真空喷金后进行 SEM 观察和拍照. 单位面
积内晶体数量的测量在显微镜下进行,根据显微镜
的标尺和观察范围内晶体的数目,计算出单位面积
内晶体总数,选择 3个区域计数,取平均值.

2 结果与讨论
2.1 降解前后硫酸多糖的平均分子量和硫酸基含量

采用粘度法和 BaCl2鄄明胶法分别测定了降解前
后 ESPS的平均分子量和硫酸基(OSO2-

3 )含量.降解
前ESPS 的平均分子量为 1410000, 硫酸基含量为
16.0%;而降解后 ESPS的分子量大幅降低至 4819,
硫酸基含量则只略微下降至 15.2%.降解后多糖中
硫酸基含量只稍有下降,是因为在酸性和高温条件
下,有可能引起多糖脱硫酸基[20],而本实验所使用的
过氧化氢呈微酸性,降解温度为 90 益高温,因此,引
起了硫酸基含量的略微下降.

ESPS的分子量降低后,引起其物理性质发生大
的变化: 1)降解后多糖溶液的相对粘度(浊)大大下降,
降解前多糖浓度为 0.10 g·L-1时, 浊=7500,而降解后
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即使多糖的浓度增加至 33 g·L-1, 浊仍然下降至 7左
右; 2)未降解多糖在 50 益条件下形成的溶液在冷却
后形成凝胶状,而相同条件下降解后的多糖溶液冷
却后仍然为稀溶液; 3)多糖的溶解度亦由降解前的
5 g·L-1增加至降解后的 300 g·L-1,表明降解后多糖
的水溶性显著增大.

利用过氧化氢降解异枝麒麟菜多糖,对降解产
物的硫酸基含量影响小,降解成本适中,反应产物的
后处理相对简单,引入杂质离子的机会少.
2.2 降解前后硫酸多糖对草酸钙晶体成长的抑制

作用

图 1和图 2分别为添加不同浓度未降解 ESPS
和降解 ESPS时形成的草酸钙晶体的 SEM形貌图.
如图1所示,在空白实验c(ESPS)=0时,形成的 COM
晶体形貌为棱角尖锐的三维拉长六边形、叉生型和

聚集体(图1a); 随着加入的未降解ESPS浓度增加至
0.010和 0.050 g·L-1,生成的 COM晶体数量逐渐减
少(图 1(b、c));当 c(ESPS)=0.30 g·L-1时, COM晶体
形貌变为长方形. 从图 2可以看出,当加入的降解
ESPS浓度由0.006 g·L-1增大至0.30 g·L-1时, COM
晶体尺寸急剧减小.

相比之下 , 加入降解后的 ESPS 诱导生成的
COM晶体数量(图 2)比降解前(图 1)有所减少,晶体

平均尺寸亦比降解前减小(表1),且棱角更为圆钝.从
表 1可看出,分别加入 0.010和 0.050 g·L-1的未降

解 ESPS 时 , COM 晶体的数量分别为 10315 mm-2

和 6874 mm-2, COM的尺寸分别为 15.4 滋m伊3.1 滋m
和 15.1 滋m伊2.9 滋m. 而分别加入 0.010 和 0.050 g·
L-1的降解 ESPS时, COM晶体的数量分别减少到
2298 mm-2和1532 mm-2, COM的尺寸分别减少至 9.2
滋m伊2.9 滋m 和 6.0 滋m伊2.5 滋m. 即使降解 ESPS 的
浓度 c(ESPS)降低至 0.006 g·L-1,其诱导生成的COM
晶体数量仍然只有3357 mm-2,且 COM晶体的棱角

图 1 添加不同浓度未降解 ESPS时形成的草酸钙晶体的 SEM形貌图
Fig.1 SEM images of calcium oxalate crystals grown in the presence of different

concentrations of undegraded ESPS
ESPS: eucheuma striatum sulfated polysaccharide; c(ESPS)/(g·L-1): a) 0, b) 0.010, c) 0.050, d) 0.30

图 2 添加不同浓度降解 ESPS时形成的草酸钙晶体的 SEM形貌图
Fig.2 SEM images of calcium oxalate crystals grown in the presence of

different concentrations of degraded ESPS
c(ESPS)/( g·L-1): a) 0.006, b) 0.010, c) 0.050, d) 0.30

表 1 加入降解和未降解 ESPS时诱导生成的 COM
晶体数量和尺寸比较

Table 1 Comparison of number and size of COM crystals
induced by degraded ESPS and undegraded ESPS

鄢 It shows the obtained calcium oxalate monohydrate (COM) crystals
have three鄄dimentional structure in the blank experiment (滋m伊滋m伊
滋m). However, the crystals are much thinner in the presence of ESPS,

so it is difficult to measure their thicknesses.

c(ESPS)
(g·L-1) Number (mm-2) Size

(滋m伊滋m) Number (mm-2)
Size

(滋m伊滋m)
degraded ESPS undegraded ESPS

0 11800 8.1伊3.7伊2.0鄢

0.006 3357 11.5伊2.9 - -
0.010 2298 9.2伊2.9 10315 15.4伊3.1
0.050 1532 6.0伊2.5 6874 15.1伊2.9
0.30 3300 2.5伊0.5 12100 7.2伊4.0
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开始变圆钝;而对于未降解多糖, c(ESPS)要增加到
0.050 g·L-1时才会有部分六边形 COM晶体棱角变
圆.当降解多糖 c(ESPS)增加至 0.30 g·L-1时, COM
晶体尺寸急剧减小至 2.5 滋m伊0.5 滋m, 这表明降解
后 ESPS对 COM晶体的生长具有更加显著的抑制
作用.

图 3和图 4分别为未降解和降解 ESPS浓度对
COM晶体晶面衍射峰影响的 XRD谱图. XRD结果
表明,这些晶体均为一水草酸钙(COM)晶体,其主衍
射峰晶面间距 d 值为 0.593、0.365、0.298 和 0.198
nm, 分别归属于 COM 晶体的(101)、(010)、(202)和
(303)晶面.

图1中晶体形貌逐渐拉长并且变薄,表明COM

的(101)晶面增强, 这导致XRD谱中对应COM晶体
(101)晶面的(101)衍射峰及其次级衍射峰 (202)和
(303)的相对强度增加,而对应(010)晶面的(020)衍射
峰相对强度减弱(图3). XRD结果和SEM结果一致.

对降解ESPS和未降解ESPS,当其浓度增加时,
或者COM晶体尺寸减小,或者晶体数量减少,而且
COM晶体由拉长六边形向长方形转化,如当未降解
ESPS浓度为0.30 g·L-1和降解ESPS浓度为0.050 g·
L-1时. COM晶体晶面变化的模型示意图如图5所示.
COM转化为长方形后,其(010)面进一步减弱.即随
着降解多糖浓度的增大, COM晶体的(010)面对应的
衍射峰强度减弱, 当降解多糖的浓度为0.30 g·L-1时,
无COM晶体(010)面对应的衍射峰.

本研究组[12]在研究产于中国海南琼海麒麟菜养

殖场的 ESPS时,发现其可以诱导二水草酸钙(COD)
的形成 , 但本文中产于印尼的 ESPS 却不能诱导
COD形成.这是因为,产于不同地域、不同生产期、
不同部位的海藻多糖,其分子结构、分子量、硫酸基
含量会有较大的差异.但不管上述性质怎样变化,其
抑制草酸钙生长的性质没有改变.
2.3 降解前后硫酸多糖对草酸钙晶面的影响

如图 3和图 4所示,虽然无论加入降解和未降
解 ESPS 后均只诱导生成 COM 晶体 , 但它们对
COM晶体各晶面的影响亦存在差异,降解后 ESPS
更能抑制 COM晶体的(010)晶面生长.

在 c(ESPS)越0的空白试验中,生成的 COM晶体
(101)晶面对应的衍射峰强度 I(101)与(010)晶面所对应
的(020)衍射峰强度 I(020)之比 I(101)/I(020)=2.75,而添加不
同浓度的未降解 ESPS后, I(101)/I(020)明显增强,且随未
降解 ESPS浓度的增加而增加(表 2).如当未降解多
糖 c(ESPS)分别增加至 0.010、0.050和 0.30 g·L-1时,
I(101)/I(020)值分别增大到 5.61、6.01 和 11.9. I (101)/I (020)增

加后, COM晶体逐渐变薄(图 1).
加入降解 ESPS后, COM晶体的(010)晶面进一

图 3 未降解 ESPS的浓度对 COM晶体晶面衍射
峰影响的 XRD谱图

Fig.3 XRD patterns of calcium oxalate
monohydrate crystals grown in the presence of
different concentrations of undegraded ESPS

c(ESPS)/(g·L-1): a) 0, b) 0.010, c) 0.050, d) 0.30

图 4 降解 ESPS浓度对 COM晶体晶面衍射峰影响的
XRD谱图

Fig.4 XRD patterns of calcium oxalate monohydrate
crystals grown in the presence of different

concentrations of degraded ESPS
c(ESPS)/( g·L-1): a) 0.006, b) 0.010, c) 0.050, d) 0.30

c(ESPS)/(g·L-1)
I(101)/I(020) I(101)/I(020)

degraded ESPS undegraded ESPS
0 2.75 2.75
0.006 5.54 -
0.010 16.2 5.61
0.050 20.0 6.01
0.30 - 11.9

表 2 COM晶面衍射峰相对强度 I(101)/I(020)大小

Table 2 Relative intensity of diffraction peaks
I(101)/I(020) of COM crystals
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步减弱. 如降解多糖的 c(ESPS)=0.006 g·L-1时, COM
晶体的 I(101)/I(020)=5.54;当其增加至 0.010和 0.050 g·
L-1时, I(101)/I(020)分别增加至 16.2和 20.0;而当其增加
至0.30 g·L-1时, COM晶体已经没有(010)面对应的
衍射峰(图4d).相比之下,当未降解多糖的c(ESPS)为
0.30 g·L-1时, COM晶体的 I(101)/I(020)=11.9.

图 5为 COM不同晶面变化的模型示意图,可
以看出随着 ESPS浓度的增加, COM晶体的(101)晶
面逐渐增强,而(010)面逐渐减弱.

ESPS抑制 COM成核、生长和聚集的原因归因
于如下几个方面:

1)异枝麒麟菜多糖属于 资 鄄卡拉胶类[21],是含有
硫酸酯基团、线性的、具有重复 琢鄄(1邛4)鄄D 鄄半乳吡
喃糖鄄茁鄄(1邛3)鄄D 鄄半乳吡喃糖(或 3, 6内醚 鄄D 鄄半乳
吡喃糖)二糖单元的高分子多糖(图 6). ESPS分子表
面带有大量的来自硫酸基与糖醛酸的负电荷,这些
酸性基团可以与溶液中 Ca2+络合,形成可溶性络合
物,从而增加溶液中可溶性 Ca2+的浓度,提高草酸钙
的相对过饱和度,从而抑制 COM的成核和生长.

2)随着降解或未降解 ESPS浓度的增加, COM
晶体的(010)面对应的衍射峰强度逐渐减弱, 是因
为带大量负电荷的 ESPS更易通过静电作用吸附
在 COM晶体的富 Ca2+的(101)面[11,12,22],阻碍了溶液
中 Ca2+向此晶面的运送,使得晶体(101)方向的生长
受到抑制.根据晶体生长理论,生长越快的晶体消失
也越快,最终使得 COM的(101)晶面越来越强.

3) ESPS抑制 COM晶体的聚集是由于带负电
荷的 ESPS吸附于 COM晶体表面后,使得晶体表面
的 zeta电位负值增加,增加了晶体间排斥力.

4)降解后的小分子量ESPS抑制作用更强归因
于: ESPS降解后虽然其分子量由上百万下降至几
千,但硫酸基含量变化较小.大分子量ESPS由于相
对粘度大(浊=7500),分子易呈卷曲螺旋状,其流动性
差;而小分子量ESPS的分子链大大缩短后,在溶液
中的流动性增加,易导致局部负电荷密度增大,这不
但增加了小分子量ESPS的有效负电荷,使其活性增

加,抑制能力增强,而且与Ca2+之间存在更强的溶解鄄
络合平衡,致使COM晶体的棱角变得更加圆钝.

3 结 论
利用过氧化氢降解了异枝麒麟菜多糖 ESPS,降

解后多糖分子量由 1410000降低到 4819,而硫酸基
含量由 16.0%仅下降到 15.2%. 降解多糖对草酸钙
晶体的抑制效果显著增强,其诱导生成的 COM晶
体或者尺寸进一步减小,或者数量进一步减少,晶体
更加圆钝和变薄.因此,小分子量海藻多糖是一种很
有潜力的抑制草酸钙结石的药物.
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