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摘　要：以裸藻为原料，将粗提后的裸藻多糖（ＥＧＰＳ）经 ＤＥＡＥ纤维素和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱层析进行分离纯
化，得到３个主要组分ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ和ＥＧＰＳ３Ａ，并对其进行纯度鉴定和抗氧化活性分析，将纯化后抗氧
化活性较好的裸藻多糖进行分子量测定、单糖组成分析。纯度鉴定结果表明柱层析后得到的３个多糖组分纯度
较高，红外光谱表明其均具有典型的糖类特征吸收峰。抗氧化实验表明３个多糖组分中ＥＧＰＳ１Ａ的综合抗氧
化活性最高，分子量为１３６．８ｋｕ，单糖组成包括甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖、
阿拉伯糖、岩藻糖，单糖组分间物质的量比是０．０７２∶０．４３０∶０．０４９∶０．０１０∶０．２６０∶０．６２０∶０．５３０∶０．１８０∶１．０１０。
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　　裸藻（Ｅｕｇｌｅｎａｇｒａｃｉｌｉｓ）是古代原生动物眼虫
的植物学名称，因眼细胞中含有叶绿体可进行光

合作用，所以其具有动物与植物两种特性［１３］。

裸藻含有丰富的营养成分，如多糖、蛋白质、维生

素、矿物质等。同时，裸藻还具有清除有害胆固

醇、重金属，解决便秘等功能［４］。多糖是一类具

有抗氧化、降血糖、降血脂、降胆固醇、增强免疫

等功能的高分子化合物，本实验室前期通过超声

波辅助酶法提取裸藻多糖 （Ｅｕｇｌｅｎａｇｒａｃｉｌｉｓ
ｐｏｌｙｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＥＧＰＳ）并通过超滤初步分段进行体
外抗氧化实验，研究表明其具有一定的抗氧化活

性。据报道在几种抗衰老功能的化妆品［５６］中有

裸藻多糖的添加，但有关裸藻多糖分离纯化和结

构分析的实验研究报道较少。本文将实验室前

期提取的抗氧化活性较好片段的裸藻多糖

（ＥＧＰＳ）经ＤＥＡＥ纤维素和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱层
析进行分离纯化，并对纯化后的组分进行纯度鉴

定、红外光谱分析以及抗氧化活性分析，将抗氧

化活性较好的裸藻多糖组分进行分子量测定、单

糖组成分析，为具有抗氧化活性裸藻多糖结构的

研究和开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
裸藻粉购自德味生物科技（上海）有限公司。

１．２　试剂与仪器
主要试剂与仪器：抗超氧阴离子自由基试剂

盒，南京建成生物科技研究所；ｄ葡萄糖甘酶，美
国Ｓｉｇｍａ公司；１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ），
上海阿拉丁生化科技股份有限公司；核糖、甘露

糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、半乳糖、阿

拉伯糖、岩藻糖（ＨＰＬＣ≥ ９８％），ＤＥＡＥ纤维素，
上海源叶生物科技有限公司；木糖、葡萄糖

（ＨＰＬＣ≥ ９８％），北京坛墨质检标准物质中心；葡
聚糖凝胶 Ｇ１００，ＧＥ公司；其他试剂皆为分析纯，
国药集团化学试剂有限公司。

真空冷冻干燥箱，ＣＨＲＩＳＴＡＬＰＨＡ１２型，北
京博劢行仪器有限公司；电脑程控多功能全自动

部分收集器，ＣＢＳＣ，上海沪西分析仪器有限公
司；凝胶色谱仪，ＥＬＥＯＳＳｙｓｔｅｍ，Ｗｙａｔｔ；液相色谱
仪，１２００，Ａｇｉｌｅｎｔ；氮吹仪，ＭＴＮ５８００，天津奥特
赛恩斯仪器有限公司。
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１．３　实验方法
１．３．１　裸藻多糖提取与分离

取一定量的裸藻粉末，按料液质量体积比１∶
４０（ｇ／ｍＬ）加入磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ７．０），在超
声功率３６０Ｗ下处理１９ｍｉｎ，加入３．７％的中性
蛋白酶，５０℃下酶解３．５ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０
ｍｉｎ取上清液，旋转蒸发后的浓缩液中加入８倍
体积的无水乙醇，静置 ２４ｈ，ＴＣＡ法去除蛋白。
通过超滤（截流分子量：３～５ｋｕ）后冷冻干燥得
裸藻粗多糖（ＥＧＰＳ）收集备用。
１．３．２　裸藻多糖的纯化

ＤＥＡＥ纤维素柱层析：将预处理后的 ＤＥＡＥ
纤维素装柱（１６ｍｍ×５００ｍｍ），去离子水平衡，
将ＥＧＰＳ配成２０ｍｇ／ｍＬ，上样体积为５ｍＬ，依次
用０、０．１、０．３、０．５、０．７、０．９、１．０ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ
进行梯度洗脱［７］，每个浓度洗脱两个柱体积，流

速１ｍＬ／ｍｉｎ，每管收集６ｍＬ，自动收集仪进行收
集，采用苯酚硫酸法［８］跟踪检测，以管号为横坐

标，吸光度值为纵坐标，绘制洗脱曲线。将收集

的样品透析、冷冻干燥备用。ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱
层析：将 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶预处理之后装柱
（１６ｍｍ×５００ｍｍ），去离子水平衡，将经 ＤＥＡＥ
纤维素柱层析纯化得到的ＥＧＰＳ１、ＥＧＰＳ３配成２０
ｍｇ／ｍＬ进行上样，用去离子水洗脱［９］，流速 ０．５
ｍＬ／ｍｉｎ，每管收集３ｍＬ，自动收集器收集。采用
苯酚硫酸法进行检测，以管号为横坐标，吸光度

值为纵坐标，绘制洗脱曲线。收集的样品冷冻干

燥备用。

１．３．３　裸藻多糖的纯度鉴定
多糖含量测定采用苯酚硫酸法［８］。

紫外光谱鉴定：将 ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ以及
ＥＧＰＳ３Ａ配成 １ｍｇ／ｍＬ的水溶液，在 ２００～４００
ｎｍ进行紫外波长扫描，检测其在２６０ｎｍ和２８０
ｎｍ处有无明显吸收峰来判定是否含有核酸和蛋
白质［１０］。

１．３．４　红外光谱分析
用傅立叶变换红外光谱对 ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１

Ｂ以及ＥＧＰＳ３Ａ进行表征，采用单点 ＡＴＲ法，测
定波数为４００～４０００ｃｍ－１，分辨率为２ｃｍ－１［１１］。
１．３．５　抗氧化活性分析

参照邵佳等［１２］的方法测定 ＥＧＰＳ各组分对
羟基自由基清除能力，将一定浓度１ｍＬ的样品
与１ｍＬＦｅＳＯ４、１ｍＬ水杨酸、０．２ｍＬＨ２Ｏ２混合，

３７℃水浴３０ｍｉｎ，蒸馏水调零，在波长５１０ｎｍ处
测定吸光度值 Ａ１，去离子水代替 Ｈ２Ｏ２测得 Ａ２，
去离子水代替样品测定 Ａ０，以 Ｖｃ为阳性对照。
每个样品测定３次取其平均值，测定结果以清除
率Ｔ表示：

Ｔ％＝（１－
Ａ１－Ａ２
Ａ０
）×１００ （１）

式中：Ａ０为空白对照管；Ａ１为样品测定管；Ａ２为
样品对照管。

参照 ＤＩＮＩＳ等［１３］的方法测定 ＥＧＰＳ各组分
对Ｆｅ２＋的螯合能力，将一定浓度１ｍＬ样品与３．７
ｍＬ的甲醇和０．１ｍＬ的２ｍｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ２溶液混
合，加入０．２ｍＬ的５ｍｍｏｌ／Ｌ菲嗪溶液开始反
应，在室温下静置 １０ｍｉｎ，蒸馏水调零，在波长
５６２ｎｍ处测得吸光度值 Ａ１，去离子水代替菲
嗪溶液测得Ａ２，去离子水代替样品溶液测得 Ａ０，
以ＥＤＴＡ为阳性对照。每个样品测定３次取其平
均值，测定结果以螯合率Ｗ表示：

Ｗ％＝１－（Ａ１－Ａ２）／Ａ０×１００ （２）
式中：Ａ０为空白对照管；Ａ１为样品测定管；Ａ２为
样品对照管。

参照 ＯＹＡＩＺＵ等［１４］的方法测定 ＥＧＰＳ各组
分的还原能力，将一定浓度２．５ｍＬ的样品与２．５
ｍＬ的０．２ｍｏｌ／ＬｐＨ６．６的ＰＢＳ、２．５ｍＬ的１％铁
氰化钾溶液混合，５０℃下恒温水浴２０ｍｉｎ，迅速
冰浴冷却，加入２．５ｍＬ的１０％三氯乙酸溶液混
合均匀，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将２ｍＬ上清液
与２ｍＬ超纯水、０．４ｍＬ的０．１％的ＦｅＣｌ３溶液混
合，然后静置１０ｍｉｎ，超纯水调零，在波长７００ｎｍ
处测定吸光度值Ａ１，超纯水代替样品测得 Ａ０，超
纯水代替铁氰化钾溶液测得 Ａ２，以 Ｖｃ为阳性对
照。每个样品测定３次取其平均值，测定结果以
还原力Ｓ表示：

Ｓ＝（Ａ１－Ａ２）－Ａ０ （３）
式中：Ａ０为空白对照管；Ａ１为样品测定管；Ａ２为
样品对照管。

参照 ＴＡＮＧ等［１５］的方法测定 ＥＧＰＳ各组分
对脂质过氧化抑制能力，将一定浓度４ｍＬ的样
品与 ３．６ｍＬ的卵磷酸脂溶液、０．４ｍＬ的 １０
ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４、０．４ｍＬ的１０ｍｍｏｌ／ＬＶｃ溶液混
合，３７℃下水浴１ｈ，冷却至室温，加入１ｍＬ的
２０％三氯乙酸溶液、１ｍＬ的０．８％硫代巴比妥酸
溶液，沸水浴１５ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，去

５６５
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离子水调零，上清液在波长５３５ｎｍ处测定吸光
度值Ａ１，去离子水代替卵磷酸脂溶液测得 Ａ２，去
离子水代替样品溶液测得Ａ０，以Ｖｃ为阳性对照。
每个样品测定３次取其平均值，测定结果以抑制
率Ｑ表示：

Ｑ％＝［１－（Ａ１－Ａ２）／Ａ０］×１００ （４）
式中：Ａ０为空白对照管；Ａ１为样品测定管；Ａ２为
样品对照管。

参照试剂盒说明书测定对超氧阴离子的清

除能力。

参照ＦＵ等［１６］的方法测定ＥＧＰＳ各组分对脂
质过氧化的抑制能力，将一定浓度２ｍＬ的样品
与２ｍＬ的ＤＰＰＨ无水乙醇混合，去离子水调零，
放在暗处３０ｍｉｎ后在５１７ｎｍ处测得吸光值 Ａ１，
无水乙醇代替ＤＰＰＨ无水乙醇测得 Ａ２，去离子水
代替样品溶液测得 Ａ０，以 Ｖｃ为阳性对照。每个
样品测定３次取其平均值，测定结果以清除率 Ｙ
表示：

Ｙ％＝［１－（Ａ１－Ａ２）／Ａ０］×１００ （５）
式中：Ａ０为空白对照管；Ａ１为样品测定管；Ａ２为
样品对照管。

１．３．６　分子量测定
裸藻多糖的相对分子质量采用凝胶渗透色

谱法［１７］测定，色谱柱为 ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋ系列 ＳＢ
８０６ＨＱ，检测器为 Ｗａｔｅｒｓ５１５泵的激光检测器
（ＬＳ）和示差检测器（ＤＲＩ），流动相为水和０．０２％
ＮａＮ３，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温４０℃；进样量５００Ｌ。
１．３．７　单糖组成分析

取２ｍｇ样品于水解管中，加入４ｍｏｌ／ＬＴＦＡ
（三氟乙酸）１ｍＬ，于１２０℃烘箱中水解２ｈ。取
出后，氮气吹干。向吹干后的样品中加１ｍＬ０．５
ｍｏｌ／ＬＰＭＰ甲醇溶液以及 ０．５ｍＬ０．３ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液，７０℃水浴 ６０ｍｉｎ，冷却，加 ０．５ｍＬ
０．３ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液后，加０．５ｍＬ氯仿，振荡摇匀
后静置２０ｍｉｎ，弃去下层，上层萃取３次，取水层
过膜上机。

采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）［１８］测定，色谱柱
为ＳＨＩＳＥＩＤＯＣ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），
流动相Ａ为０．１ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ６．８），流动相
Ｂ为乙腈 ，流动相 Ａ∶Ｂ为８２∶１８，流速１．０ｍＬ／
ｍｉｎ，柱温２５℃；进样量１０μＬ；波长２４５ｎｍ。
１．４　数据处理

用ＳＰＳＳ２０对实验所得数据进行显著性差异

分析，实验采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０作图。

２　结果

２．１　裸藻多糖的分离纯化
２．１．１　ＤＥＡＥ纤维素柱层析

ＥＧＰＳ经ＤＥＡＥ纤维素柱层析分离，依次用
０、０．１、０．３、０．５、０．７、０．９、１．０ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ进行
梯度洗脱。由图 １可知在 ０、０．１、０．３、０．５、０．７
ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ溶液洗脱部分得到５个洗脱峰，分
别命名为 ＥＧＰＳ１、ＥＧＰＳ２、ＥＧＰＳ３、ＥＧＰＳ４、ＥＧＰＳ５。
由于ＥＧＰＳ２、ＥＧＰＳ４、ＥＧＰＳ５组分多糖含量较低，
很难收集足够的量进行后续研究，所以仅对

ＤＥＡＥ纤维素柱层析分离得到的 ＥＧＰＳ１、ＥＧＰＳ３
组分收集后进行透析并冷冻干燥备用进行

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００的分离纯化。

图１　ＥＧＰＳ的ＤＥＡＥ纤维素柱层析洗脱曲线
Ｆｉｇ．１　ＥｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＥＧＰＳＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅｃｏｌｕｍｎ

２．１．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱层析
ＥＧＰＳ１、ＥＧＰＳ３组分经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱层

析分离，去离子水进行洗脱。ＥＧＰＳ１得到两个洗
脱峰，分别命名为 ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ，见图 ２。
ＥＧＰＳ３得到单一对称的洗脱峰，命名为 ＥＧＰＳ３
Ａ，见图３。对ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ、ＥＧＰＳ３Ａ进行
收集并冷冻干燥备用。

图２　ＥＧＰＳ１的ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００洗脱曲线
Ｆｉｇ．２　ＥｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＥＧＰＳ１ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００
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图３　ＥＧＰＳ３的ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００洗脱曲线
Ｆｉｇ．３　ＥｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＥＧＰＳ３ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００

２．２　裸藻多糖的纯度鉴定
２．２．１　多糖含量

由表 １可知，３个组分 ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ、
ＥＧＰＳ３Ａ的多糖含量均达到９３％以上，说明３个
组分纯度较高，ＤＥＡＥ纤维素和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００
柱层析两步纯化裸藻多糖的效果较好。李晋

等［１９］采用ＤＥＡＥ纤维素柱纯化洋葱多糖，纯化后
组分中多糖含量为 ８５．３２，吴金松等［２０］采用

ＤＥＡＥ纤维素和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０柱层析纯化大叶
麻竹笋多糖，纯化后的组分多糖含量为 ９５．３。
对比研究表明，ＤＥＡＥ纤维素和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００
柱层析两步联合纯化的效果更佳。

表１　ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ、ＥＧＰＳ３Ａ多糖含量
Ｔａｂ．１　ＰｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＥＧＰＳ１Ａ，

ＥＧＰＳ１Ｂ，ＥＧＰＳ３Ａ ％
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＥＧＰＳ１Ａ ＥＧＰＳ１Ｂ ＥＧＰＳ３Ａ

多糖含量

Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

９７．１２±１．３２９５．３１±１．２１９４．８８±１．４７

２．２．２　紫外光谱鉴定
由图 ４可知，３个组分 ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ、

ＥＧＰＳ３Ａ经紫外光谱扫描在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处
未见明显的核酸和蛋白质的特征吸收峰，说明３
个组分中均不含有核酸和蛋白质。

２．３　红外光谱分析
由图５可知：３个组分均在３２７０ｃｍ－１处有

吸收峰，说明存在 ＯＨ伸缩振动；位于 ２９２５
ｃｍ－１处的吸收峰为ＣＨ伸缩振动；这两个峰为糖
类的特征峰［２１］。位于 １６４１ｃｍ－１处吸收峰为
Ｃ＝Ｏ伸缩振动，说明可能含有糖醛酸［７］；位于

１３６１ｃｍ－１处的吸收峰为Ｃ＝Ｏ对称伸缩振动；位

于１０２５ｃｍ－１处吸收峰为吡喃糖糖环上ＣＯＣ的
非对称吸收峰。

图４　ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ、ＥＧＰＳ３Ａ紫外光谱图
Ｆｉｇ．４　ＵＶｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＥＧＰＳ１Ａ，

ＥＧＰＳ１Ｂ，ＥＧＰＳ３Ａ

图５　ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ、ＥＧＰＳ３Ａ红外光谱图
Ｆｉｇ．５　Ｉｎｆｒａｒｅｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ
ＥＧＰＳ１Ａ，ＥＧＰＳ１Ｂ，ＥＦＰＳ３Ａ

２．４　抗氧化活性
将经过 ＤＥＡＥ纤维素和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００纯

化后得到的３个裸藻多糖组分进行体外抗氧化
实验，各组分的质量浓度均为５ｍｇ／ｍＬ，结果见表
２。结果表明：３个组分均具有一定的抗氧化活
性，ＥＧＰＳ１Ａ的羟基自由基清除率、Ｆｅ２＋螯合率、
脂质过氧化抑制率、超氧阴离子清除率均高于其

他两个组分。３个组分的还原力都较差且均无
ＤＰＰＨ自由基清除率。对比刘洪超等［２２］制备的

羊栖菜多糖，其多糖浓度为２２ｍｇ／ｍＬ时超氧阴
离子自由基清除率达４０．５６％，浓度为９．８５ｍｇ／
ｍＬ时，羟基自由基清除率达５０％。ＥＧＰＳ１Ａ在
浓度５ｍｇ／ｍＬ时超氧阴离子清除率为６３．７１％，
羟基自由基清除率为６９．５４％，表明 ＥＧＰＳ１Ａ的
超氧阴离子清除率、羟基自由基清除率较好。对
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比纯化前后指标结果，纯化后超氧阴离子清除率

和脂质过氧化抑制率上升，分析其原因可能是纯

化前后在样品浓度相同的情况下多糖含量增加，

进一步证实裸藻多糖具有抗氧化活性。

表２　ＥＧＰＳ纯化前后抗氧化活性结果
Ｔａｂ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＥＧＰＳｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

羟基自由基清除率

Ｈｙｄｒｏｘｙｌｆｒｅｅ
ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ／％

Ｆｅ２＋螯合率
Ｆｅ２＋ｃｈｅｌａｔｉｏｎ／％

还原力

Ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｐｏｗｅｒ

脂质过氧化抑制率

Ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％

超氧阴离子清除率

Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎ
ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ／％

ＤＰＰＨ自由基清除率
ＤＰＰＨｆｒｅｅ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ／％

ＥＧＰＳ ８４．４７±０．５５ｄ ８７．５５±０．７８ｄ ０．１６７±０．０９ｃ １８．１１±０．２６ｃ ４２．３８±０．５７ｃ ０
ＥＧＰＳ１Ａ ６９．５４±０．２４ｃ ６１．３３±０．３１ｃ ０．０８±０．０１ａ ２４．４０±０．１４ｄ ６３．７１±０．２７ｄ ０
ＥＧＰＳ１Ｂ ５４．８２±０．６５ｂ ５２．７９±０．２２ａ ０．０４６±０．０１ａ １６．５０±０．２１ｂ ３５．７０±０．５６ｂ ０
ＥＧＰＳ３Ａ ４８．６５±０．４２ａ ５８．８８±０．１３ｂ ０．１３３±０．０４ｂ １４．２４±０．４５ａ ２２．９３±０．１８ａ ０

阳性对照

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ

９８．４３±０．２１
（Ｖｃ）

９１．３７±０．５９
（ＥＤＴＡ）

０．８８７±０．０６
（Ｖｃ）

５０．４９±０．２３
（Ｖｃ）

９３．２±０．４５
（Ｖｃ）

注：同列中标有不同小写字母表示组间有显著性差异（Ｐ＜０．０５），标有相同小写字母表示组间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ｍａｒｋｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．

２．５　裸藻多糖分子量
采用凝胶渗透色谱法测定抗氧化活性较好

的ＥＧＰＳ１Ａ的分子量，其示差检测器（ＤＲＩ）和激
光检测器（ＬＳ）图谱如图６所示。从图６和表３
可以看出，ＥＧＰＳ１Ａ的分子量为１３６．８ｋｕ。
２．６单糖组成分析

单糖标准品的 ＨＰＬＣ色谱图如图７，将抗氧
化效果较好的ＥＧＰＳ１Ａ经三氟乙酸水解，ＰＭＰ衍
生化后通过 ＨＰＬＣ测定其单糖组成，结果如图８
所示。根据保留时间可以确定 ＥＧＰＳ１Ａ中至少
含有９种单糖：甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半
乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖、岩藻

糖，其单糖组分间物质的量比为 ０．０７２∶０．４３０∶
０．０４９∶０．０１０∶０．２６０∶０．６２０∶０．５３０∶０．１８０∶１．０１０。

图６　ＥＧＰＳ１Ａ的ＧＰＣ谱图
Ｆｉｇ．６　ＧＰＣｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＥＧＰＳ１Ａ

量比值表明其中岩藻糖、半乳糖、木糖含量较高，

葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸含量较低，两种醛酸在

其红外光谱的１６４１ｃｍ－１也有特征峰显示。

表３　ＥＧＰＳ１Ａ的分子量以及分子量分布
Ｔａｂ．３　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＥＧＰＳ１Ａ

实验项目

Ｐｒｏｊｅｃｔ
结果

Ｒｅｓｕｌｔｓ

分子量

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ

Ｍｗ／Ｍｎ 　 １．８１７
Ｍｎ ７５．２９ｋｕ
Ｍｗ １３６．８ｋｕ

分子量分布

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

４４～８１ｋｕ ６５．４％
８１～３３０ｋｕ ２６．９％
３３０～１６００ｋｕ ７．７％

注：Ｍｗ为重均分子量；Ｍｎ为数均分子量；Ｍｗ／Ｍｎ为多分散性指
数。

Ｎｏｔｅｓ：Ｍｗｉｓｗｅｉｇｈｔａｖｅｒａｇｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ；Ｍｎｉｓｎｕｍｂｅｒａｖｅｒａｇｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ；Ｍｗ／Ｍｎｉｓｍｕｌｔｉｐｌｅｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｉｎｄｅｘ．

图７　标准品的单糖组成分析ＨＰＬＣ色谱图
Ｆｉｇ．７　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｂｙＨＰＬＣ
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图８　ＥＧＰＳ１Ａ单糖组成分析ＨＰＬＣ色谱图
Ｆｉｇ．８　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＧＰＳ１Ａｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｂｙＨＰＬＣ

３　讨论

本文将实验室提取的抗氧化活性较好片段

的裸藻多糖（ＥＧＰＳ）经 ＤＥＡＥ纤维素和 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ１００柱层析进行分离纯化，得到３种纯度较高
的多糖 ＥＧＰＳ１Ａ、ＥＧＰＳ１Ｂ和 ＥＧＰＳ３Ａ，体外抗
氧化实验表明 ＥＧＰＳ１Ａ的抗氧化活性最好。有
研究显示多糖的抗氧化活性与其分子量、糖醛酸

含量、硫酸化程度、单糖组成及糖苷键等因素相

关，其中，糖醛酸可以活化异头碳上的氢原子使

其表现出较高的ＤＰＰＨ自由基清除率［２３］，羟基自

由基清除能力、Ｆｅ２＋螯合率与羟基、羧基、氨基等
官能团有关，还原能力与物质中是否存在还原酮

类物质有关［２４２５］。ＥＧＰＳ中含有较多的活性羟
基，表现较强的羟基自由基清除能力和 Ｆｅ２＋螯合
能力。ＥＧＰＳ１Ａ的羟基自由基清除率比ＥＧＰＳ下
降了１４．５３％，Ｆｅ２＋螯合率下降了２６．２２％，是因
为纯化后蛋白质等其他活性物质含量降低。刘

洪超等［２２］研究的具有抗氧化活性的羊栖菜多糖

的单糖组成中岩藻糖、半乳糖、葡萄糖含量较高，

羊栖菜多糖羟基自由基清除率和ＤＰＰＨ自由基清
除率的ＩＣ５０分别为９．８５ｍｇ／ｍＬ、７．７３ｍｇ／ｍＬ，其
超氧阴离子自由基清除率在１２ｍｇ／ｍＬ时达到最
大值４０．５６％；徐勇［２６］研究的具有抗氧化活性的

姬松茸多糖的单糖组成中阿拉伯糖、葡萄糖、半

乳糖含量较高，姬松茸多糖还原力和 ＤＰＰＨ自由
基清除率的 ＩＣ５０分别为 ０．０１３６ｍｇ／ｍＬ、０．１０４
ｍｇ／ｍＬ；张宁［２７］研究的具有抗氧化活性的朝鲜淫

羊藿多糖的单糖组成中葡萄糖、阿拉伯糖、葡萄

糖醛酸含量较高，在５ｍｇ／ｍＬ时其羟基自由基清

除率约为６６％，Ｆｅ２＋螯合率约为 ７０％，而 ＤＰＰＨ
自由基清除率在 ０．４ｍｇ／ｍＬ时则达到了
７１．８３％。商佳琦等［２８］研究５种食用菌多糖单糖
组成与抗氧化活性之间的关系表明岩藻糖含量

越高，其超氧阴离子清除能力越强。艾于杰［２９］研

究的抗氧化性茶多糖构效关系表明甘露糖、鼠李

糖含量越高，其抗氧化活性越高，而半乳糖、木

糖、阿拉伯糖含量越高，ＤＰＰＨ自由基清除能力越
差。张奇等［３０］研究了不同产地霸王花多糖的单

糖组成及体外抗氧化活性，研究结果表明半乳糖

和阿拉伯糖含量能够影响其抗氧化活性。本文

纯化出的 ＥＧＰＳ１Ａ单糖组成中岩藻糖、半乳糖、
木糖、鼠李糖含量较高表现出较好的羟基自由基

清除率、Ｆｅ２＋螯合率和超氧阴离子自由基清除
率，与上述研究结果吻合，同时 ＥＧＰＳ１Ａ中木糖
含量较高，未能检测出ＤＰＰＨ自由基清除率。

裸藻作为营养成分较高的具有动植物两性

的藻类物质，在食品、药品、化妆品等行业的应用

仍需要深度挖掘。本文研究了抗氧化活性较好

片段的裸藻多糖的分离纯化及单糖组成，为裸藻

多糖结构和抗氧化功能之间构效关系的建立提

供了研究基础。
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