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摘要　 采用稀酸水解的方法降解粗褐藻多糖硫酸酯（ＦＰＳ）制备了硫酸化岩藻寡糖． 通过考察降解及沉降条件

研究了 ＦＰＳ 的水解及沉降规律． 通过理化性质分析发现， 沉降所得上层清液为杂合硫酸化岩藻寡糖［岩藻糖

（Ｆｕｃ）含量＞５５％］． 进一步采用 Ｂｉｏ⁃Ｇｅｌ Ｐ４ 低压凝胶渗透色谱分离纯化， 得到 ４ 种以岩藻糖为主的低聚合度

硫酸化寡糖． 单糖组成分析和电喷雾质谱（ＥＳＩ⁃ＭＳ）分析结果表明， 各组分主要为系列低聚合度硫酸化岩藻

寡糖或硫酸化岩藻糖， 包括 Ｆｕｃ１～３Ｓ１～３， Ｆｕｃ１～２Ｓ１～２， Ｆｕｃ１～２Ｓ１及 ＦｕｃＧｌｃＡＳ．
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褐藻多糖硫酸酯是一种主链为 α⁃Ｌ⁃Ｆｕｃ 残基的硫酸化岩藻聚糖［１，２］， 主要单糖组成为岩藻糖， 其次

为半乳糖， 还含有一定量或相当量的甘露糖、 鼠李糖、 葡萄糖醛酸、 葡萄糖及木糖等． 近年来， 褐藻多

糖硫酸酯因其抗凝血［３～５］、 抗病毒［６，７］、 抗肿瘤［８～１０］ 和神经保护［１１，１２］ 等广泛的生物活性， 而成为研究

热点之一． 构效关系研究结果表明， 其生物活性与岩藻糖含量、 硫酸基取代度及相对分子量等密切相

关［１３～１５］ ． 但褐藻多糖硫酸酯存在分子量大、 难以通过血脑屏障及吸收率低等缺点， 并且其组成复杂，
结构表征和质量控制有一定的难度， 因而其应用受到了一定限制．

通过对褐藻多糖硫酸酯的降解方法进行研究， 制备具有不同硫酸酯化程度的岩藻寡糖， 对于开展

构效关系研究， 提高褐藻多糖硫酸酯的吸收利用效率， 开拓其新活性和应用范围具有重要意义． 随着

各种软电离质谱技术的发展， 电喷雾质谱（ＥＳＩ⁃ＭＳ）已被广泛应用于糖类结构的表征［１６～１８］ ． 利用 ＥＳＩ⁃
ＭＳ 可以快速获得寡糖的结构组成， 使寡糖结构研究更方便、 快捷． 徐祖洪等［１９］ 提出的水提碱凝法可

从海带褐藻中提取褐藻多糖硫酸酯， 已用于大规模生产并已商品化投入市场． 本文以海带褐藻多糖硫

酸酯粗多糖为原料， 探索了稀酸水解和分离规律， 并结合渗透色谱法获得了一系列低聚合度的硫酸化

岩藻寡糖片段， 为岩藻寡糖的制备和应用开辟了新思路．

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

Ｂｉｏ⁃Ｇｅｌ Ｐ４ 凝胶（Ｅｘｔｒａ Ｆｉｎｅ）购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司； 右旋糖酐系列标准品（分子量分别为 １８０，
２５００， ４６００， ７１００， １００００， ２１４００， ４１１００， ８４４００ 和 １３３８００）购自中国药品生物制品检定所； Ｄ⁃甘露糖

（Ｍａｎ）、 Ｌ⁃鼠李糖（Ｒｈａ）、 Ｄ⁃葡萄糖醛酸内酯（ＧｌｃＡ）、 Ｄ⁃葡萄糖（Ｇｌｃ）、 Ｄ⁃半乳糖（Ｇａｌ）、 Ｄ⁃木糖（Ｘｙｌ）、
Ｌ⁃岩藻糖（Ｆｕｃ）、 １⁃苯基⁃３⁃甲基⁃５⁃吡唑啉酮（ＰＭＰ）和硫酸钾（优级纯）均购自 Ｓｉｇｍａ 公司； 甲醇和乙腈

均为色谱纯， 购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司； 硫酸钠、 碳酸氢铵、 正丁醇、 甲酸、 乙酸和三氟乙酸均为分析纯，
购自国药集团化学试剂有限公司．

Ｌ２Ｓ 型紫外⁃可见分光光度计（上海棱光技术有限公司）； ＲＥ⁃５２０ 型旋转蒸发仪（上海青浦沪西仪



器公司）； ＳＢＳ⁃１００ 型自动部分收集器（上海沪西分析仪器有限公司）； Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＬＣ⁃２０Ａ 型高效液相色

谱仪（ＨＰＬＣ， 日本岛津公司）； ＴＳＫ Ｇ３０００ ＰＷｘｌ 型凝胶色谱柱（日本 ＴＯＳＯＨ 公司）； ＹＭＣ⁃Ｐａｃｋ ＯＤＳ⁃
ＡＱ 型色谱柱（ϕ ４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ， 日本 ＹＭＣ 公司）； Ｓｉｌｉｃａ Ｇｅｌ ６０ 型硅胶层析板（德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司）； ＳＵＧＡＲ ＫＳ⁃８０２ 型色谱柱（ϕ ８􀆰 ０ ｍｍ×３００ ｍｍ， ６ μｍ）和 ＳＵＧＡＲ ＫＳ⁃８０４ 型色谱柱（ϕ ８􀆰 ０ ｍｍ×３００
ｍｍ， ７ μｍ， 日本 Ｓｈｏｄｅｘ 公司）； Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ Ｑ⁃ＴＯＦ Ｕｌｔｉｍａ 型电喷雾质谱（ＥＳＩ⁃ＭＳ， 英国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）．
１．２　 实验过程

参照文献［１９］方法， 从海带中制备褐藻多糖硫酸酯（ＦＰＳ）， 总糖含量（质量分数）为 ５５􀆰 ９６％， 硫

酸根含量为 ２０􀆰 ２２％， 糖醛酸含量为 １２􀆰 ６１％， 岩藻糖含量为 ２１􀆰 ３２％， 平均重均分子量为 １０００００．
１．２．１　 寡糖的制备及酸水解条件的优化　 将 １０ ｇ ＦＰＳ 溶于 ３００ ｍＬ Ｈ２ＳＯ４（０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ）溶液中， 于 ８０ ℃

　 Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｓｅｔｔｉｎｇ ｏｆ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｒｕｄｅ ｆｕｃｏｉｄａｎ ｆｒｏｍ ｓｅａｗｅｅｄ

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
Ｌｅｖｅｌ

１ ２ ３
Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ／ ｈ ３ ５ ７
Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ ＥｔＯＨ ＡｃＮ （ＣＨ３） ２ＣＯ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（％） ５０ ７０ ９０

搅拌不同时间水解后， 中和离心， 将所得上层清液

用不同浓度的几种溶剂沉降， 静置过夜后离心， 取

上层清液， 旋蒸浓缩后冷冻干燥， 即为酸解得到的

寡糖， 标记为 ＳＰＦ１； 离心所得沉淀经冷冻干燥， 即

为降解后的杂多糖， 标记为 ＳＰＦ２． 稀酸水解和沉降

条件列于表 １， 分别考察了水解时间、 沉降试剂和

沉降终浓度 ３ 个条件， 每个条件考察 ３ 个水平， 共计有 ２７ 种不同处理方式．
ＳＰＦ１ 和 ＳＰＦ２ 各有 ２７ 种不同处理方式， 分别用 Ｘ⁃Ｙ⁃Ｚ 表示（其中， Ｘ＝ １， ２， ３ 分别指水解时间 ３，

５ 和 ７ ｈ； Ｙ＝ １， ２， ３ 分别指所用沉降剂为乙醇、 乙腈和丙酮； Ｚ ＝ １， ２， ３ 分别指沉降终浓度为 ５０％，
７０％和 ９０％）． 例如： 处理方式 １⁃１⁃１ 即为水解 ３ ｈ 后， 用乙醇沉降至终浓度为 ５０％．
１．２．２　 寡糖的分离纯化　 将 １ ｇ 降解后的寡糖溶于 ４ ｍＬ 碳酸氢铵（０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ）溶液中， 用 Ｂｉｏ⁃Ｇｅｌ Ｐ４
（＜４５ μｍｏｌ ／ Ｌ， ２􀆰 ６ ｃｍ×１００ ｃｍ）低压凝胶渗透色谱（ＬＰＧＰＣ）分离， 流动相为碳酸氢铵（０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ）， 流

速为 ０􀆰 １５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 采用苯酚⁃硫酸法快速测定总糖含量并绘制洗脱曲线． 根据洗脱曲线的出峰情况分

别收集相应的组分， 经旋转蒸发浓缩、 脱盐及干燥， 得到硫酸化寡糖． 采用薄层层析（ＴＬＣ）检测分离纯

化情况及分析聚合度［２０］， 展开剂 Ｖ（正丁醇） ∶ Ｖ（甲酸） ∶ Ｖ（水）＝ ４ ∶ ５ ∶ １， 展开 ２ 次后用苯胺⁃二苯胺磷

酸缓冲液显色．
１．２．３　 化学组成分析　 分析了 ＦＰＳ 及所得 ２７ 种 ＳＰＦ１ 的化学组成． 以岩藻糖为标准， 采用半胱氨酸盐

酸盐法［２１］测定岩藻糖含量； 以 Ｋ２ＳＯ４ 为标准， 采用 ＢａＣｌ２⁃明胶比浊法［２２］测定硫酸根含量； 以苯酚硫酸

法［２３］测定总糖含量； 以葡萄糖醛酸为标准， 采用咔唑比色法［２４］测定糖醛酸含量； 采用 ＰＭＰ 柱前衍生⁃
ＨＰＬＣ 法［２５］测定单糖组成； 采用凝胶色谱法［２６］ 测定相对分子量分布， 色谱条件： ＴＳＫ Ｇ３０００ ＰＷｘｌ ／
ＳＵＧＡＲ ＫＳ⁃８０２ ／ ＫＳ⁃８０４ 色谱柱， 流动相为 Ｎａ２ＳＯ４（０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ）， 流速为 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 柱温为 ４０ ℃， 示

差检测器， 以不同分子量的右旋多糖酐作为参照．
１．２．４　 电喷雾质谱分析　 参照文献［２７］方法， 取少量分离纯化后的硫酸化寡糖用 ＥＳＩ⁃ＭＳ 质谱仪进行

分析． 测定条件： 样品用 Ｖ（乙腈） ∶ Ｖ（水）＝ １ ∶ １溶液溶解， 流速 ５ μＬ ／ ｍｉｎ， 离子源温度 ８０ ℃， 溶剂挥

发温度 １５０ ℃， 毛细管电压 ３ ｋＶ， 数据采集方式为 Ｆｕｌｌ ｓｃａｎ， 扫描范围 ｍ ／ ｚ １２０～２０００， 负离子模式．

２　 结果与讨论

２．１　 酸水解规律及寡糖的制备

糖苷键水解的难易程度与其类型、 连接方式、 单糖种类及取代基的取代情况相关． 通常， 酸水解情

况下支链糖苷键比主链糖苷键更易水解， 呋喃糖苷比吡喃糖苷易水解， 酮糖比醛糖易水解， 非还原端

的中性糖易水解， 而与糖醛酸相连的糖苷键则较难水解． 本文采用稀硫酸水解法降解褐藻多糖硫酸酯

制备岩藻寡糖． 通过设置不同降解时间来研究酸解对制备岩藻寡糖的影响； 同时， 结合沉降原理， 即糖

类在水和其它溶剂中的溶解度不同， 设置不同沉降试剂和沉降浓度来研究降解产物的结构和组成， 总

结多糖酸解和沉降规律， 为硫酸化岩藻聚糖的结构表征提供信息．
实验中 ＳＰＦ１ 共得到 ２７ 种不同方式的处理， 平均重均分子量均为 ２０００， 产率 ２５％ ～ ６０％． 结果表
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明， 不同的降解时间（３～７ ｈ）和沉降剂对产率几乎无影响， 而沉降浓度影响则较大且呈负相关， 符合

沉降原理． 由理化性质分析数据可知， 各处理硫酸基含量亦相差不大［（Ｍｅａｎ±ＳＤ）＝ （１２􀆰 ８２±２􀆰 ４５）％］．
水解后， 硫酸基保留在 ＳＰＦ１ 中， 说明硫酸基主要存在于易水解的糖链上， 且岩藻糖的质量分数比水解

前显著提高（ＲＳＤ＝ ０􀆰 ２９％）． 由此推测硫酸基取代主要在非还原端的岩藻糖上， 故通过酸解结合沉降

的方式可以有效得到硫酸化寡糖． 与糖醛酸相连的糖苷键难以水解， 故水解时间越长， 水解越剧烈，
ＳＰＦ１ 中糖醛酸含量越高； 而沉降终浓度越大， ＳＰＦ１ 中糖醛酸含量越低， 对中性单糖的组成分析也印

证了此结果． ＳＰＦ２ 的理化性质变化规律与 ＳＰＦ１ 相对应， 且 ＳＰＦ２ 的平均重均分子量＞２００００， 因此不在

本文讨论范围内．
图 １ 给出了 ＰＭＰ 柱前衍生高效液相色谱法测得的 ＳＰＦ１ 所有处理的单糖组成情况． 可见， ２７ 种处

理方式所得 ＳＰＦ１ 均主要由岩藻糖（Ｆｕｃ）组成（质量分数＞５５％）， 且随着沉降浓度的增大， Ｆｕｃ 含量升

高， 其它杂糖含量均减少， 当沉降浓度为 ９０％时， Ｆｕｃ 含量可达 ８６􀆰 ２１％． 水解时间对 ＳＰＦ１ 中 Ｆｕｃ 和甘

露糖（Ｍａｎ）、 鼠李糖（Ｒｈａ）、 半乳糖（Ｇａｌ）和木糖（Ｘｙｌ）的含量基本无影响， 而葡萄糖（Ｇｌｃ）含量随着水

解时间的延长而升高． 水解时间和沉降终浓度的相互作用可以影响 ＳＰＦ１ 中葡萄糖醛酸（Ｇｌｃ Ａ）的含

量， 水解 ３ ｈ， 终浓度为 ９０％时， 可有效去除 ＳＰＦ１ 中的 Ｇｌｃ Ａ． 沉降试剂对单糖组成的影响较小， 但用

乙腈和丙酮处理所得 ＳＰＦ１ 比乙醇处理后的 Ｆｕｃ 含量略有升高． 而相应的 ＳＰＦ２ 中， 单糖组成更加复杂

多样， 平均重均分子量为 ２０～３５０００， 证实为杂多糖．

Ｆｉｇ．１　 Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＰＦ１（ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ）
ａ． １⁃１⁃１； ｂ． １⁃２⁃１； ｃ． １⁃３⁃１； ｄ． ２⁃１⁃１； ｅ． ２⁃２⁃１； ｆ． ２⁃３⁃１； ｇ． ３⁃１⁃１； ｈ． ３⁃２⁃１； ｉ． ３⁃３⁃１； ｊ． １⁃１⁃２； ｋ． １⁃２⁃２； ｌ． １⁃３⁃２； ｍ． ２⁃１⁃２； ｎ． ２⁃２⁃２⁃；
ｏ． ２⁃３⁃２； ｐ． ３⁃１⁃２； ｑ． ３⁃２⁃２； ｒ． ３⁃３⁃２； ｓ． １⁃１⁃３； ｔ． １⁃２⁃３； ｕ． １⁃３⁃３； ｖ． ２⁃１⁃３； ｗ． ２⁃２⁃３； ｘ． ２⁃３⁃３； ｙ． ３⁃１⁃３； ｚ． ３⁃２⁃３； ｚ′． ３⁃３⁃３．

Ｆｉｇ．２　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｇｒａｐｈ（Ａ） ａｎｄ ＴＬＣ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ＦＰ１—ＦＰ４（Ｂ） ｏｆ ＳＰＦ１ ｂｙ ＬＰＧＰＣ
（Ｂ） Ｓｔｄ．： ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｆｕｃｏｓｅ； ｌａｎｅｓ １—４： ＦＰ１—ＦＰ４．

２．２　 寡糖的分离纯化

ＳＰＦ１ 的理化性质分析结果表明， 使用乙腈或丙酮在沉降浓度为 ９０％时的所有产物均以岩藻糖为

主， 其它杂糖含量则很少， 故选取其中 ３⁃３⁃２ 方式为研究对象． ３⁃３⁃２ 方式处理所得 ＳＰＦ１ 的 ＧＰＣ 结果

（图 Ｓ１， 见本文支持信息）表明， 其平均分子量约为 ２４００， 单糖组成谱图（图 Ｓ２， 见本文支持信息）印
证了其单糖组成以岩藻糖为主， 其它中性糖含量较少． 该产物经 ＬＰＧＰＣ 分离纯化得到 ４ 个组分 ＦＰ１，
ＦＰ２， ＦＰ３ 和 ＦＰ４， 分别收集脱盐后， 用 ＴＬＣ 检测其纯度及组成情况如图 ２ 所示． 根据 ＴＬＣ 原理， 聚合

度越小， 其迁移速度越快， Ｒ ｆ越大． 从分析结果看， ＦＰ１～ＦＰ４ 的组成由复杂到简单， 且显色情况表明，

５９１２　 Ｎｏ．１２ 　 耿丽华等： 海带褐藻多糖硫酸酯的降解与岩藻寡糖的制备



组成中 Ｒ ｆ大的峰颜色加重， 即低聚合度成分越来越多， 高聚合度成分越来越少， ＦＰ１～ＦＰ４ 呈现有规律

的聚合度变化．
图 Ｓ３（见本文支持信息）为 ＳＰＦ１ 分离纯化后的 ４ 种寡糖组分的 ＥＳＩ⁃ＭＳ 谱图， 结合单糖组成分析，

　 　 　 　 Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ＥＳＩ⁃ＭＳ ｄａｔａ ｏｆ ｆｕｃｏｉｄａｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｓｕｌｆａｔｅｄ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ＦＰ１—ＦＰ４

Ｆｒａｃｔｉｏｎ
Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

Ｆｏｕｎｄ ｉｏｎ（Ｈ ｆｏｒｍ）
［Ｍ－Ｈ］ － ［Ｍ－２Ｈ］ ２－ ［Ｍ－３Ｈ］ ３－

ＦＰ１ １ ＦｕｃＳ ２４３．０
１ ＦｕｃＳ２ ３２３．０ １６１．０
２ ＦｕｃＧｌｃＡＳ ４１９．２
２ Ｆｕｃ２Ｓ ３８９．０
２ Ｆｕｃ２Ｓ２ ４６９．０ ２３４．０
２ Ｆｕｃ２Ｓ３ ５４９．０ ２７４．０ １８２．３
３ Ｆｕｃ３Ｓ ５３５．１
３ Ｆｕｃ３Ｓ２ ６１５．０ ３０７．０

ＦＰ２ １ ＦｕｃＳ ２４３．０
１ ＦｕｃＳ２ ３２３．０ １６１．０
２ Ｆｕｃ２Ｓ ３８９．０
２ Ｆｕｃ２Ｓ２ ４６９．０ ２３４．０

ＦＰ３ １ ＦｕｃＳ ２４３．０
２ Ｆｕｃ２Ｓ ３８９．０

ＦＰ４ １ ＦｕｃＳ ２４３．０

其聚合度及结构解析结果列于表 ２． 由表 ２
可知， 经 Ｂｉｏ⁃Ｇｅｌ Ｐ４ 凝胶色谱分离纯化后，
所得产物主要为一系列低聚合度的硫酸化岩

藻寡糖或硫酸化岩藻糖． 其中， ＦＰ４ 为硫酸

化岩藻糖（ＦｕｃＳ） （［Ｍ－Ｈ］ － ＝ ２４３􀆰 ０， ［２Ｍ－
Ｈ］ － ＝ ４８７􀆰 ０）， 其余各组分可以用系列硫酸

化 岩 藻 寡 糖 的 形 式［２８］ 表 示， ＦＰ１ 为

Ｆｕｃ１～３Ｓ１～３及 ＦｕｃＧｌｃＡＳ， 即主要为聚合度为

１～３ 的单硫酸化、 二硫酸化及三硫酸化的岩

藻糖或岩藻寡糖， 还有少量的单硫酸化岩藻

葡萄糖醛酸二糖； ＦＰ２ 为 Ｆｕｃ１～２Ｓ１～２， 即单硫

酸化以及二硫酸化的岩藻糖和岩藻二糖；
ＦＰ３ 为 Ｆｕｃ１～２Ｓ１， 即单硫酸化的岩藻糖和岩

藻二糖． 可见， 酸解制备的寡糖 ＳＰＦ１ 经凝胶

色谱分离纯化后， 可得系列低聚合度硫酸化

岩藻寡糖或硫酸化岩藻糖， 包括 Ｆｕｃ１～３Ｓ１～３， Ｆｕｃ１～２Ｓ１～２， Ｆｕｃ１～２Ｓ１及 ＦｕｃＧｌｃＡＳ．
综上所述， 采用稀酸水解的方式降解海带褐藻多糖硫酸酯， 结合沉降原理， 通过理化性质分析，

探究了所得寡糖的化学成分分布规律． 通过凝胶渗透色谱法分离纯化， 得到系列低聚合度硫酸化岩藻

寡糖及硫酸化岩藻糖． 本文方法可用于硫酸化岩藻寡糖和硫酸化岩藻糖的制备， 对进一步开展构效关

系研究有重要指导意义．
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