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摘 要:对紫菜多糖提取液中的杂蛋白质去除方法和条件优化进行了研究。采用 Sevag 法与三氯乙酸(TCA)

法去除紫菜多糖中的游离蛋白质，分别研究了不同溶剂体积比、用量、处理温度和时间等主要因子对蛋白质

去除的影响。结果表明，Sevag 法最佳脱蛋白条件为氯仿:正丁醇= 3: 1 ，样品:氯仿一正丁醇= 3: 1 ，振荡时间

为 30 min;三氯乙酸法(TCA 法)最佳脱蛋白条件为反应温度 80 "c、三氯乙酸用量 4% 、反应时间 30 min。两

种脱蛋白方法比较发现:三氯乙酸法去除蛋白质质的效果优于 Sevag 法。
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Protein removing method and condition optimization in the 
polysaccharide extraction from Porphyra yezoensis 
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( College 0/ Aqua-life Science and Technology , Shanghαi Fisheries University , Shanghai 200090 , Chinα) 

Abstract: In this paper , the protein removing methods and their effect factors on polysaccharide extraction 

from Porphyra yezoensis were studied. Sevag method and TCA method were used to remove protein from 

Porphyra polysaccharide extraction respectively , and effects of different ratios of solvent volume , dosages , 

treating temperature and time and other main factors on protein removing were studied respectively. The results 

showed that the optimum conditions of protein removing with Sevag method were: 3: 1 ratio of chloroform: n

butanol ,3: 1 ratio of sample: chloroform-n-butanol , 30 min stirτing time; and the optimum conditions of 

protein removing with TCA were: 80 "C temperature , 30 min treating time , 4% trichloroacetic acid. The 

comparison between Sevag method and TCA method indicated that protein removing efficieny with TCA method 

was higher than that with Sevag method . 
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紫菜属于红藻门 (Rhodophyta )、原红藻纲( Protoflorideophyceae) 、红毛菜科 (Bangiaceae )、紫菜属

(Porphyrα) ，在我国沿海皆有分布[IJ 。紫菜多糖是紫菜中的重要组成部分，是含硫酸醋的杂多糖[2J 。不

同的紫菜所含的多糖种类及生物学活性也有所区别[2]O 大量研究初步表明紫菜多糖具有抗肿瘤[3 J 、抗

凝血[4J 、抗病毒 [5J 等多种生物活性。最近本实验室研究表明，紫菜多糖还具有抗氧化、抗疲劳、提高免
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疫力和促使生殖支持细胞增殖等活性[6 ， 7] 。为了进一步明确多糖的结构与功能关系，多糖纯化过程中

蛋白质去除是制备紫菜多糖的必要步骤，一般去除蛋白质过程中紫菜多糖损失量较大[8] 所以有必要

对紫菜多糖脱蛋白方法进行研究。本实验在紫菜多糖分离提取研究的基础上[9] 进一步采用 Sevag 法

与主氯乙酸法去除紫菜多糖提取液中的蛋白质，并对去除蛋白质的影响因子进行了检测和分析，以确定

去除蛋白质质的最适条件，为大规模紫菜多糖提取和制备规范工艺奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

本实验材料为条斑紫菜(Porphyra yezoensis Ueda) ， 2005 年 1 - 3 月采自江苏吕洒紫菜栽培海区，经

阴干密封后放人- 20 "c冰箱中保存。

1. 2 紫菜粗多糖提取方法

紫菜洗净，用高速组织捣碎机捣碎，乙醇回流去脂肪，在 100 "c恒温水浴 3 h ，收集提取液，剩余部分

重复提取步骤，合并两次提取液。将提取液蒸发浓缩至原体积的 113 ，离心 (5000 r/min , 10 min) ，取上

清液，放人 4 "C冰箱中备用。

1. 3 脱蛋白方法及实验设计

脱蛋白方法采用 Sevag 法[ 10] 和三氯乙酸法[11] 0 Sevag 法实验设计:氯仿与正丁醇混合液体积比分

别为 2: 1 、 3: 1 、4: 1 、5: 1 等 4 个梯度;样品溶液与氯仿-正丁醇混合液体积比分别为 2:1 ， 3:1 、4: 1 、 5: 1 

等 4 个梯度;振荡时间分别为 10 min ,20 min ,30 min ,40 min 等 4 个时间梯度。每个实验设置 3 个平

行。三氯乙酸法(TCA 法)实验设计:设置不同反应温度 20 "c、45 "c、60 "c、70 "c、80 "c、90 "c等 6 个

梯度;设置三氯乙酸浓度为 1% ,2% ,3% ,4% ， 5% 等 5 个梯度;设置 10 min 、 20 min 、 30 min 、 40 min 、

50 min 等 5 个时间梯度。每个实验设置 3 个平行。

1. 4 测定方法

多糖含量的测定方法为苯盼 硫酸法[ 12] 多糖损失率= (M1 - M2 )/M1 (M1: 去除蛋白质前原液

中多糖的含量， M2:去除蛋白质质后原液中多糖的含量)。蛋白质含量测定采用 Brodford 法 [13 ， 14] 蛋白

质的去除率 =(N1-N2)/Nl (Nl:去除蛋白质前原液中蛋白质的含量， N2:去除蛋白质后原液中蛋白质

的含量)。

2 结果

2.1 Sevag 法去除紫菜多糖提取液中蛋白质的条件优化

2.1.1 氯仿与正丁醇体积比对蛋白质去除的影响

表 l 为不同氯仿与正丁醇体积比对蛋白质去除及其多糖损失进行比较。由表 l 得知，当氯仿与正

丁醇比率为 2: 1 或 3: 1 时，经 4 次 Sevag 法脱蛋白后，多糖提取液均能基本去除游离蛋白质。但当比率

为 2: 1 时，多糖损失较大，故 3: 1 为最佳。

2. 1. 2 样品与氯仿-正丁醇混合液体积比对蛋白质去除的影晌

表 2 为不同样品与氯仿-正丁醇混合液体积比对蛋白质去除效果和多糖损失的影响比较。由表 3

数据分析可知，虽然样品与氯仿-正丁醇混合液比率为 2: 1 或 3: 1 时，多糖损失率相近且均有较好去除

游离蛋白质的效果，但比率为 3: 1 所耗费有机溶剂用量少、较为经济，因此 3: 1 为最佳选择。

2. 1. 3 振荡时间对蛋白质去除的影晌

表 3 为样品与氯仿-正丁醇混合液体积为 3: 1 日才不同振荡时间对蛋白质去除效果的影响。由实验

结果可知，在振荡时间达到 30 min 后，再增加时间对蛋白质去除已元明显提高效果，故每次振荡时间为

30 min 时效果最好。
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表 1 不同氯仿-正丁醇混合液体积比
对蛋白质去除率的影晌 (0=3)

Tab.l E他也t of the ratio of chlorofi例'回1 volume to 
o-Butaool volume io their mixed solutioo 

oo rate of proteio removiog ( 0 = 3 ) 
氯仿与正丁醇
体积比
( v/v) 
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样品溶液与氯仿-.iE丁醇混合液体积比
对蛋白质去除率的影晌 (0=3)

Tab. 2 Effect of the ratio of sample volume to 
chloroform o-Butaool ωlutioo volume 

oo rate of proteio removiog ( 0 = 3 ) 
氯仿与

正丁醇体积比
( v/v) 
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脱蛋白次数蛋白质去除率多糖损失率
(次(%) (%) 

脱蛋白次数蛋白质去除率多糖损失率
(次(%) (%) 

42.9 :t 0.40 
48.2 :t 0. 34 
49.3 土。.16

35.0 士。 .53

47.5 :t 0.28 
48.5 士 0.33

28.5 土 0.48

39.0 :t 0. 26 
47.8 :t 0.40 

24.0 士 0.20
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57.9 :t 0. 14 
58.6 :t 0. 17 
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44.3 :t 0.21 
54.9 士 0.24

56.3 :t 0.17 

39.0 :t 0.ll 
46.9 :t 0. 37 
50.7 士 0.25

34.1 :t 0.49 
41. 4 :t 0.55 
44.7 士 0.33

28.8 :t 0.ll 
34.9 :t 0. 08 
38.8 :t 0.49 

49.8 士 0.8

58.4 :t 0.29 

46.9 :t 1. 45 
57.9 士 0.55

42.7 :t 0.49 
52.4 :t 1. 29 
57.9 :t 0.63 

37.5 :t 0. 70 
46.7 :t 1. 34 
53.7 :t1. 18 
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注:一表示没有蛋白析出
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三氯乙酸法(TCA 法)去除多糖提取液中蛋白的最佳条件选择

不同振摇时间对蛋白质去除率的影晌 (0=3)

Tab. 3 Effect of treatiog time 00 rate 
of proteio removing ( 0 = 3 ) 

处理时间 脱蛋白次数 蛋白质去除率
(min) 次( % ) 

9.9 :t 0. 10 
2 19.1 :t 0.42 
3 28.0 :t 0.34 

16.6 :t 0.11 
2 32.2 :t 0.44 
3 49.4 :t 0. 78 

23.3 士 0.07

2 43.4 :t 0.22 
3 58.2 :t 0.22 

26.9 :t 0. 24 
2 47.0 士 0.24

3 58.4 :t 0. 1O 

2.2 

2.2.1 反应温度对蛋白质去除率的影晌

图 1 为加入了浓度为 3 %兰氯乙酸的提取液，

在不同反应温度下静置 20 min 后，测得的蛋白质去

除率。由实验数据可知，去除率随温度升高而升高。

当温度低于 50 "c时蛋白质基本上没有被去除，当温

度高于 60 "c时，容易去除。当温度超过 80 "c后，蛋

白质基本大部分被去除，故反应温度以 80 "c为宜。

2.2.2 三氯Z酸用量对蛋白质去除的影晌

图 2 为提取液中加人不同浓度三氯乙酸，在 80

℃下静置 20 min 后对蛋白质去除效果的影响。从

图 2 中可以看出，三氯乙酸用量对去除蛋白质的影

响主要有两个方面:增加二氯乙酸的用量可以提高

蛋白质去除率;另一方面随着用量的增加，多糖的损

失也在同时上升。在此实验中当兰氯乙酸浓度达到

4%时，蛋白质去除率增加缓慢，多糖的损失率仍在增加;因此，4 %的三氯乙酸浓度较为适宜。
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不同三氯乙酸用量对蛋白质去除率
和多糖损失率的影响(n = 3) 

Fig. 2 Effect of the amount of TCA on rate of protein 
removing and on rate of p01ysaccharide 10st( n = 3) 

图 2
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不同反应温度对蛋白质去除率的影响(n = 3) 

Fig. 1 Effect of temperature on rate of 

protein removi吨(n = 3) 
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2.2.3 反应时间对蛋白质去除的影晌

图 3 为加人浓度 4%三氯乙酸提取液，在 80 "c 

静置不同时间后，测得的蛋白质去除率。从图 3 可

看出，蛋白质去除率随反应时间增加而上升。但当

时间达到 30 min 后，蛋白质去除率提高较缓慢，反

应时间为 30 min 时较佳。
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影响 Sevag 法脱蛋白的外界因素主要有振摇时

间、氯仿与正丁醇体积比、样品溶液与氯仿-正丁醇

混合液体积比因素[归.16J 。用 Sevag 法脱蛋白，除了

达到去除蛋白质的目的外还需尽量缩短去除时间，

选择适当的振荡时间具有一定意义[8J 。氯仿与正

丁醇的比率与蛋白质去除率及多糖损失率的关系极

大，需选择合适的比率[16J 。另外，样品溶液与氯仿

-正丁醇混合液体积比不能忽略，试剂用量大，溶在

其中的糖就多，会影响糖的定量测定和多糖的收率，

但样品体积过大，又会影响蛋白质去除效果[8J 。本

实验通过对上述影响因子的研究，选择出 Sevag 法最

佳脱蛋白条件为:振荡时间为 30 min ，氯仿:正丁醇 =3: 1 ，样品氯仿:正丁醇 =3: 10 

影响三氯乙酸法(TCA 法)脱蛋白的外界因素主要有反应温度、三氯乙酸用量、反应时间因素[叫，

用三氯乙酸脱蛋白时发现，温度过低，不能除去蛋白质，并且随着三氯乙酸用量、反应时间的不同，脱蛋

白效果也显著不同。通过对上述影响因子的研究，选择出三氯乙酸法(TCA 法)最佳脱蛋白条件为:反

应温度 80 't、三氯乙酸用量 4% 、反应时间 30 mino 

通过对两种方法的比较(表 4) ，可以发现 TCA 法脱蛋白的去除率高、多糖损失量小，而 Sevag 法所

需时间长、有机溶剂消耗多，故三氯乙酸法去除蛋白质质的效果优于 Sevag 法。

30 

不同反应时间对蛋白质去除率的影响 (n = 3) 
Fig. 3 Effects of reaction time 

on the rate of protein removing( n = 3 ) 

表 4. Sevag 法与 TCA 法脱蛋白的比较

Tab. 4 Comparison between Sevag and 

TCA method for protein removing 
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