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海带中昆布素的荧光定量检测及提取工艺优化 
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摘要: 针对昆布素检测技术的难点, 利用昆布素与苯胺蓝能特异性结合的特点, 采用荧光分光光度计

建立了昆布素含量的荧光快速检测方法。实验结果表明: NaOH 浓度对昆布素立体结构影响较大, 在昆

布素解旋过程中加入 70 μL 3 mol/L 的 NaOH 能使昆布素-苯胺蓝荧光复合物具有最大的荧光信号; 通

过三维荧光扫描, 确定昆布素-苯胺蓝荧光复合物的最佳激发和发射波长分别为 398 nm 和 502 nm, 在

此条件下昆布素-苯胺蓝荧光复合物浓度与其荧光值正相关(R2=0.999 4); 方法学分析表明: 该测定方

法具有较高的精密度(RSD 为 2.52%)和稳定性(RSD 为 2.09%), 检测范围为 20~80 mg/L。基于所建立的

昆布素含量快速检测方法, 本文设计了有关提取温度、提取时间、pH 以及乙醇浓度四个因素三个水平

的正交试验对海带中昆布素的提取条件作了初步优化, 结果表明: 海带中昆布素的最佳提取条件是: 

置于稀盐酸(pH 为 1)溶液中于 25℃下提取 4 h, 90%乙醇沉淀。 
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昆布素(laminarin)又称海带淀粉、褐藻淀粉, 其
基本结构单位为 β-1,3-葡萄糖苷(图 1), 是一种低分
子质量葡聚糖, 广泛存在于褐藻门、海带科、昆布属
等植物体中的。 

 

图 1  昆布素基本结构单位图 
Fig. 1  The structure of laminarin unit 

 
有报道称昆布素具有抗肿瘤、抗氧化、保护肝

脏、降低血压等多种生物活性, 还可以作为免疫增强
剂 , 预防放疗所致造血组织损伤 , 刺激造血恢复及
增强癌症患者的免疫功能[1-4], 所以不少学者开展了
昆布素提取制备的研究, 以加深对其应用机理的认
识 , 但目前昆布素仍没有进行应用 , 其中最主要的
原因之一是对于昆布素含量的测定还没有简单易行

的方法。尽管利用光谱技术可以对单糖和多糖进行

含量检测 [5], 但如何专门针对昆布素进行特异性检
测还鲜有报道 , 大多数的方法是在提取昆布素后 , 

水解多糖, 测定葡萄糖的含量来推算昆布素的含量。
例如, Cameron等[6]就是测定样品经酵母处理前后的

还原力差值, 以计算葡萄糖含量来计算昆布素 , 该
方法处理时间长, 且步骤繁琐, 不能得到广泛应用; 
Miyanishi 等 [7]则利用固定化葡萄糖氧化酶及β-1,3-
葡萄糖苷酶的装置酶解昆布素, 通过电流法测定葡
萄糖含量来推算昆布素含量, 该方法虽然快速、操作
简单 , 但受所须仪器的限制 , 所以不适合在实验室
广泛使用。  

如何建立快速, 简便、准确的昆布素含量的检测
方法 , 是其提取制备的前提 , 也为它的应用提供基
础依据。苯胺蓝是一种荧光染料, 能与 β-1,3-葡聚糖
特异性结合生成荧光复合物, 荧光强度与 β-1,3-葡聚
糖正相关[8], 由于昆布素的基本结构单位为 β-1,3-葡
萄糖苷 , 所以笔者认为昆布素可被苯胺蓝标记 , 但
在检测过程中的最佳条件还需要进一步探讨。本文

即针对上述问题, 开展了基于荧光染色原理的昆布
素快速定量测定方法的研究, 并对海带昆布素的酸
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提醇沉提取工艺进行了研究, 针对提取温度、pH、
提取时间以及乙醇浓度四个影响昆布素提取效率的

主要因素[9-11], 设计正交试验, 采用荧光染色方法定
量测定提取到的昆布素, 对昆布素提取条件也进行
了初步优化。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
盐酸(1 mol/L); 氨基乙酸 (0.2 mol/L); 苯胺蓝 

(1 mg/L); 氢氧化钠 (0.2 mol/L、3 mol/L); 以上药品
均为分析纯 , 以上溶液均用超纯水配制; 昆布素标
准品(提取于 Laminaria digitata, Sigma), 1 000 mg/L; 
日本真海带(Laminaria japonica)。  

1.2  实验仪器 

FW100 型高速万能粉碎机; SHB-Ⅲ循环水式多
用真空泵 ; DHG-9075A 型电热恒温鼓风干燥箱 ; 
EYELA 数显水浴锅 SB-1000; EYELA 旋转蒸发仪 
N-1000; TGL-16G台式离心机; Hitachi FL-4500荧光
分光光度计。 

1.3  实验方法 

1.3.1  实验试剂制备 
氨基乙酸/氢氧化钠缓冲液的制备(pH 9.5): 取

250 mL 0.2 mol/L 的氨基乙酸溶液和 100 mL 0.2 
mol/L NaOH溶液加水定容至 1 000 mL。苯胺蓝混合
染料制备: 取 400 mL 1 μg/mL苯胺蓝溶液和 200 mL 
1 mol/L的盐酸混合, 然后加入 600 mL pH 9.5的氨基
乙酸/氢氧化钠缓冲液。 
1.3.2  最佳荧光测定及染色条件的确定  

自然状态下, 昆布素(1,3-β-葡聚糖)结构为三股
螺旋 , 而在碱性条件下 , 其结构会发生由三股螺旋
向单股螺旋的转变(解旋过程), 单股螺旋是与苯胺
蓝结合的最佳形式[12-14]。取体积为 65 μL 3 mol/L 
NaOH, 加水至 100 μL, 与 500 μL 昆布素 (1000 
μg/mL)溶液混合, 80℃下水浴 30 min(解旋反应), 水
浴完毕后加入 1 000 μL苯胺蓝混合染料, 50℃水浴
30 min 进行染色反应, 之后将其置于常温下使未结
合的苯胺蓝染料褪色。反应完毕后在激发波波长

300~450 nm, 发射波波长 300~600 nm范围内对其进
行三维荧光扫描 , 根据三维荧光光谱 , 确定最佳激
发和发射波长。本文所有荧光检测均以超纯水作空

白对照, 并均设有三个平行样。 

在昆布素解旋过程中 , 分别加入不同体积的
NaOH(3 mol/L)溶液, 以上述确定的最佳激发和发射
波长对昆布素-苯胺蓝荧光复合物进行二维扫描, 确
定昆布素的最佳解旋条件。加入的 NaOH 体积分别
为 55、60、66、70、75、80、85、90 μL。 
1.3.3  标准曲线的绘制及方法学考察 

配制系列浓度为 10、20、30、40、50、60、70、
80、90、100 mg/L的昆布素标准品溶液, 按照 1.3.2
确定的最佳激发发射波长及荧光染色条件, 通过二
维扫描建立昆布素浓度与其荧光信号的线性关系方

程并确定线性范围。将标准溶液稀释至低浓度进行

荧光测定 , 测其峰高响应值及极限噪音强度 , 以三
倍信噪比计算昆布素的检出限。将昆布素标准品溶

液荧光染色后重复测定 6次, 计算 RSD (相对标准偏
差), 并在其荧光染色后 0、8、16、24 h分别进行测
定, 计算其 RSD, 考察稳定性。 
1.3.4  昆布素的提取   

将海带样品 50℃过夜烘干后粉碎成末, 称取 10 
g干海带粉末, 置于含 200 mL盐酸溶液三角瓶中提
取, 间歇搅拌。对温度、提取时间、pH 及乙醇浓度
4个因素进行 3个不同水平的正交试验分析。表 1为
本实验设计的正交试验因素水平表。 

 
表 1  昆布素提取正交试验因素水平表 
Tab. 1  The factors and levels of the orthogonal experi-

ment 
因素 

水平
A(温度, ℃)

B(提取时
间, h) 

C (pH) 
D(乙醇
浓度, %)

1 25 2 5 50 
2 40 4 3 70 
3 60 6 1 90 

 
提取完毕后, 用 sevag法除蛋白[15]。提取液离心

(5 000 r/min, 20 min), 取上清液, 分别用 50%、70%、
90%乙醇进行沉淀, 离心后收集沉淀, 60℃烘干, 即
为粗多糖。将粗多糖配成浓度为 100 mg/L的溶液待
用。 
1.3.5  不同提取条件海带粗多糖中昆布素含量的测定 

将 1.3.4中不同提取条件得到的海带粗多糖水溶
液, 按照 1.3.2 确定的条件进行荧光测定, 得到的荧
光值代入 1.3.3建立的昆布素浓度与荧光信号的线性
关系方程 , 计算出昆布素含量 , 从而确定最优化的
昆布素提取条件。 
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2  结果与分析 

2.1  最佳测定波长及最佳染色条件的确立 

本实验对昆布素-苯胺蓝荧光复合物进行三维荧
光扫描, 图 2为其三维荧光谱图, 可以看出在激发波
波长 300~450 nm, 发射波波长 300~600 nm范围内有

一强峰 , 其对应值即最佳激发和发射波长 , 分别为
398 nm和 502 nm。为了确定苯胺蓝对昆布素染色反
应最佳条件, 在昆布素解旋过程中分别加入不同体
积的 NaOH(3 mol/L)溶液, 在激发波波长 398 nm、发
射波波长 502 nm条件下测定荧光信号, 其相关结果
见图 3。 

 

图 2  昆布素标准品与苯胺蓝复合物三维荧光图(65 μL 3mol/L NaOH) 
Fig. 2  3D fluorescent spectroscopy of laminarin and aniline blue fluorescent complex 

 

 
 

图 3  昆布素解旋过程加入 NaOH(3 mol/L)体积对二维荧
光信号强度的影响 

Fig. 3  The influence of NaOH on the fluorescence of 
laminarin-aniline blue complex in the process of 
laminarin derotation  

 
从图 3可以看出加入 70 μL NaOH(3 mol/L)后得

到的荧光信号最强, 达到了 9 744。 而加入过多或过
少的 NaOH 都会使荧光信号迅速减弱, 由此可以推
断合适的碱性条件对昆布素-苯胺蓝复合物的信号测
定起到非常重要的作用 , 即在此碱性条件下 , 昆布
素的三股螺旋转变为单股螺旋, 最大限度地与苯胺
蓝染料结合生成荧光复合物。 

2.2 方法学考察 

配制系列浓度的昆布素标准品溶液, 以上述确
定的最佳荧光染色条件(加入 70 μL 3 mol/L NaOH进
行解旋)与苯胺蓝反应生成荧光复合物, 在激发波波
长 398 nm, 发射波波长 502 nm 下检测荧光信号强
度。昆布素浓度与荧光信号呈线性相关, 其线性关系
见图 4。 

 

图 4  昆布素浓度与荧光强度线性关系(EX398/EM502) 
Fig. 4  The linear correlation between concentration and 

fluorescence of laminarin  
 

在浓度 20~80 mg/L范围内, 昆布素浓度与荧光



 

78 海洋科学  / 2012年  / 第 36卷  / 第 5期 

强度线性关系良好, R2 达到了 0.999 4, 其回归方程
为 A=5.2034C–4.9(式 1), 式中 C为昆布素的浓度, A
为 昆 布 素 苯 胺 蓝 荧 光 复 合 物 信 号 强 度

(EX398/EM502)。将标准品溶液稀释至低浓度, 测得
其检出限为 0.75 mg/L。根据重复测定 6次测定的结
果, 计算 RSD为 2.52%, 说明该方法重复性良好。根
据样品染色后 0、8、16、24 h分别进行测定的结果, 

计算出其相对标准偏差 RSD 为 2.09%, 说明昆布素
的苯胺蓝荧光复合物在 24 h内化学性质稳定。 

2.3  海带中昆布素提取条件的优化 

将海带多糖粗样品通过所建立的昆布素含量测

定方法 , 计算得到不同提取条件下昆布素的含量 
(表 2)。 

 
表 2  昆布素提取正交试验与结果 
Tab. 2  Orthogonal experiment program and results of laminarin extraction 

因素 
试验号 A 

温度(℃) 
B 

时间( h) 
C 

pH 
D 

乙醇浓度(%) 

昆布素含量 
(mg) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

25 
25 
25 
40 
40 
40 
60 
60 
60 

2 
4 
6 
2 
4 
6 
2 
4 
6 

5 
3 
1 
3 
1 
5 
1 
5 
3 

50 
70 
90 
90 
50 
70 
70 
90 
50 

31.9 
19.9 
67.5 
15.5 
54.5 
20.6 
38.9 
42.2 
25.6 

均值 k1 
均值 k2 
均值 k3 

39.8 
30.2 
35.6 

28.8 
38.9 
37.9 

31.6 
20.4 
53.7 

37.3 
26.5 
41.7 

 

极差 9.80 10.1 33.3 15.3  
最优水平 A1 B2 C3 D3  
 
在设计四因素三水平正交试验中, 9组实验结果

显示 10 g干海带中昆布素的提取量在 15.3 mg到 67.5 
mg之间; 根据极差分析, pH对昆布素提取效率影响
最大; 昆布素提取的最佳提取条件是: 稀盐酸(pH为
1)溶液于 25℃下提取 4 h, 提取液用 90%的乙醇进行
沉淀, 在此条件下, 进行了 10 g 干海带昆布素的提
取, 含量达到 70.1 mg。 

3  讨论 

昆布素为低分子量β-1,3-葡聚糖, 本身无紫外可
见光吸收及荧光特性, 目前对昆布素含量的检测多
采用衍生化手段, β-1,3-葡聚糖特有的 3 股螺旋的立
体结构使其能与刚果红[14]、苯胺蓝[8]、荧光增白剂[16]

等衍生试剂特异性结合。昆布素与刚果红结合形成

的复合物在 550 nm处有吸收, 可用于昆布素的含量
检测, 但是该方法操作复杂, 检出限极低, 不适用于
常规实验室的检测; 而使用荧光增白剂时 , 由于本
底值过高, 与昆布素结合后的荧光值较大且容易溢
出, 超出检测限, 使得测定结果不准确。Ko 等[8]曾

利用衍生试剂苯胺蓝, 采用荧光方法检测了食物中
β-1,3-葡聚糖的分布情况, 但是目前还没有针对海带
中昆布素的衍生化定量快速检测方法, 而这也是限
制海带昆布素提取制备及其应用的主要瓶颈。 

本文对昆布素荧光测定方法进行了研究, 利用
苯胺蓝染料与昆布素特异性结合原理 , 验证了 Ko 
方法 [8]中的荧光复合物的最佳激发和发射波长

(EX398/EM502), 并在此基础上优化染色条件, 确定
了染色过程中最佳的 NaOH 浓度, 建立了针对海带
中昆布素含量的荧光测定方法, 方法学考察表明其
具有较高的精密度 (RSD=2.52%)和稳定性 (RSD= 
2.09%), 与Cameron [6]法以及Miyanishi [7]法相比, 更
简便和快速 , 更适用于实验室应用 , 是昆布素含量
有效的检测手段, 可以促进昆布素功能的研究开发, 
具有良好的应用前景。  

分析发现海带中多糖的主要成分为褐藻胶

(algin)、褐藻糖胶(fucoidan) 和昆布素(laminarin) 3
种, 海带粗多糖可采用热水、稀酸、弱碱、酶等方法
进行提取[9,10,17], 可根据所需要的特定多糖组分进行
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选择。由于 algin和 fucoidan在海带多糖中的含量较
高, 所以上述提取方法获得的海带多糖主要是这两
种多糖; 而昆布素在海带中的含量少(约占海带干重
的 0.5%～1%) [18]、分子质量小(<104D)[19-20], 不容易
提纯, 所以专门针对昆布素的提取研究还少有报道, 
一般采用弱酸进行提取[18, 21]。本文通过正交试验初

步优化了海带中昆布素的弱酸提取工艺, 结果显示
低 pH及高乙醇浓度时昆布素的提取率最高, 认为较
低的 pH有利于多糖的提取; 高浓度乙醇有利于低分
子量多糖的沉淀 , 但提取时间不宜过长 , 长时间提
取可能导致多糖的降解 , 分子质量变小 , 不利于乙
醇对昆布素的沉淀。 
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Abstract: Laminarin is a series of bioactive low-molecular weight glucan. Aiming at resolving the difficulty of 

laminarin quantification in kelp, a rapid analytical method based on aniline blue staining was established. Aniline 

blue could combine specifically to laminarin and form a fluorescent complex which could be detected by 

fluorospectrophotometer. The results show that the concentration of NaOH significantly influenced the three di-

mensional structure of laminarin. The fluorescence intensity of laminarin-aniline blue complex reached the maxi-

mum when 70 μL of 3 mol/L NaOH was added during the process of laminarin despiralization. The optimal excita-

tion and emission wavelengths of the fluorescent complex were 398 nm and 502 nm respectively. A linear correla-

tion between the concentration of the complex range from 20~80 mg/L and the fluorescent intensity was obtained 

(R2=0.9994). The methodological study indicated that the repeatability and stability of this analytical method were 

2.52% and 2.09% respectively. Using above laminarin quantitative method, we also studied the optimal extraction 

technique of laminarin through orthogonal experiment. The results show that the optimal condition is to keep kelp 

powder in hydrochloric acid (pH=1) solution for 4 hours at 25°C and precipitate laminarin with 90% ethanol. 
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