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螺旋藻多糖提取纯化及其抗结肠腺癌活性评价
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摘要：以螺旋藻粉为原料，经反复冻融和超声处理后，采用热

水浸提法对螺旋藻多糖进行提取，通过单因素试验和正交试

验考察超声时间、提取温度、提取时间、料液比、提取次数对

螺旋藻粗多糖（ＰＳＰ）得率的影响；用超滤离心截留技术将经

去蛋白处理的ＰＳＰ分离纯化得到组分ＰＳＰ３，并用 ＭＴＴ法

考察其对结肠腺癌细胞（Ｃａｃｏ２细胞）生长的抑制作用，并确

定最佳抑制浓度；采用凝胶渗透色谱法（ＧＰＣ）确定ＰＳＰ３的

分子量。结果表明，最优提取工艺为：超声时间２０ｍｉｎ，提取

温度９０℃，料液比１２５（ｇ／ｍＬ），提取时间１．５ｈ，提取次数

２次，该工艺下，ＰＳＰ的得率为（１３．１７±０．４９）％，是传统工艺

的１．５９倍。ＰＳＰ３的分子量为６２３．０２ｋＤａ，其对Ｃａｃｏ２细胞

生长的最佳抑制浓度为５．００ｍｇ／ｍＬ，犐犆５０为０．６３ｍｇ／ｍＬ，

说明ＰＳＰ３具有较好的抗结肠腺癌活性。
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螺旋藻是新资源食品，含有丰富的蛋白、碳水化合物、维

生素、矿物质、不饱和脂肪酸、微量元素等营养素，被联合国

食品会议认定为“明天最好的食品资源”，已广泛应用于保健

食品、医药、色素、化妆品、饲料等领域［１］。螺旋藻中的多糖

是一种天然活性物质，具有抗肿瘤、抗氧化、抗辐射、降血糖、

抗病毒、改善胃肠道功能等多重功效，具有重要的研究价

值［２］。ＰＳＰ常用的提取方法是“水提醇沉法”，但此方法存在

耗时长、温度高、得率低等缺陷［３］，而反复冻融法能有效地裂

解细胞，促进细胞内容物的溶出，有利于胞内多糖的提取；超

声能在提取过程中加快螺旋藻细胞壁的破碎，因此可以加快

多糖的提取效率［４－６］。本研究拟将二者结合并对螺旋藻进

行热水浸提，以期提高ＰＳＰ的得率。

多糖的传统分离方法都有时间长、效率低、得率少的缺

点，超滤离心截留技术是膜分离的一种，其根据尺寸分子的

不同而达到分离，是一种高效的物理分离方法，其对活性大

分子吸附率较低，活性物质损失率少，已有研究者［７］尝试利

用该技术对多糖进行分离纯化并取得较好效果，但未见将其

运用于ＰＳＰ的分离纯化。有研究
［８－９］表明，ＰＳＰ能有效地修

复胃黏膜损伤，并对胃溃疡有一定的治疗作用，也对胃癌、直

肠癌细胞有很好的抑制效果，而结肠腺癌细胞，是一种常用

于体外培养作为抗癌药物筛选的细胞［１０－１１］，用其探究ＰＳＰ

是否具有抗结肠腺癌的活性非常合适。本研究拟采用反复
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冻融结合超声辅助热水浸提ＰＳＰ，超滤离心截留技术分离纯

化ＰＳＰ，用抑制Ｃａｃｏ２细胞的增殖作用为指标来筛选出效果

好的ＰＳＰ组分，旨在为ＰＳＰ后续分离纯化、结构鉴定和抗结

肠腺癌机理研究提供物质基础及理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料与试剂

螺旋藻粉：汤臣倍健股份有限公司；

Ｃａｃｏ２细胞株：中山大学附属医院第六医院；

胎牛血清：广州四季青生物有限公司；

ＤＥＭＥ高糖培养基：美国 Ｇｂｉｃｏ公司；

ＭＴＴ试剂盒：日本ＴＡＫＡＲＡ公司；

葡聚糖标品：美国Ｓｉｇｍａ公司；

超滤离心管：美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；

葡萄糖、浓硫酸、９５％乙醇、苯酚、ＤＭＳＯ：分析纯，广州

试剂厂。

１．２　主要仪器设备

台式低速离心机：Ｌ５３０型，湖南湘仪实验仪器开发

公司；

紫外分光光度仪：ＵＶ１７６０型，日本岛津公司；

循环水式多用真空泵：ＳＨＺＤ（Ⅲ）型，巩义市英峪高科

技仪器厂；

电子分析天平：ＡＬ２０４型，德国梅特勒—托利多公司；

二氧化碳恒温培养箱：ＧＬ６２型，美国Ｓｈｅｌｌａｂ公司；

生化培养箱：ＬＲＨ型，上海一恒科技有限公司；

超声波清洗器：ＶＧＴ１７３０Ｔ型，和波达超声设备有限

公司；

旋转蒸发器：Ｒ２０４Ｂ３型，上海申生科技有限公司；

真空冷冻干燥机：ＦＤ１ＰＦ型，北京德天佑科技发展有限

公司；

倒置显微镜：ＴＳ１００型，日本Ｎｉｋｏｎ（尼康）仪器公司；

双人单面净化工作台：ＳＷＣＪ２ＦＤ型，苏州净化设备有

限公司；

酶标仪：Ｅｎｓｐｉｒｅ２３００型，美国ＰＥ公司；

高效液相色谱仪：Ｗａｔｅｒｓ１５２５型，美国沃特世（Ｗａｔｅｒｓ）

中国有限公司；

示差检测器：Ｗａｔｅｒｓ２４１４型，美国沃特世（Ｗａｔｅｒｓ）中国

有限公司。

１．３　方法

１．３．１　多糖提取工艺流程

螺旋藻粉→冷冻、解冻处理→提取→离心→过滤→浓缩

→醇沉→脱蛋白（ｓｅｖａｇｅ法）
［１２］
→超滤离心截留技术分离

纯化

１．３．２　多糖含量的测定　苯酚－硫酸法
［１３］测定多糖含量，

以标准品无水葡萄糖质量为横坐标，吸光度为纵坐标绘制标

准曲线，得回归方程狔＝０．００６３狓＋０．０１３３，犚
２＝０．９９９。

１．３．３　多糖提取工艺的优化

（１）超声时间：称１０．００ｇ 螺旋藻粉末７份，按１

１０（ｇ／ｍＬ）的料液比加入蒸馏水，经３次冷冻、解冻处理

（－２０℃冷冻４ｈ，３７℃解冻）后，于８０Ｈｚ条件下分别超声

５，１０，１５，２０，２５，３０，３５ｍｉｎ，再于８０℃恒温水浴磁力搅拌下

提取２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，７０℃减压浓缩，５倍浓缩

液体积的９５％乙醇醇沉过夜，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

－４０℃真空冷冻干燥后，检测多糖得率，重复３次求取平

均值。

（２）提取时间：称１０．００ｇ螺旋藻粉末７份，按１

１０（ｇ／ｍＬ）的料液比加入蒸馏水，经３次冷冻、解冻处理

（－２０℃冷冻４ｈ，３７ ℃解冻）后，于８０ Ｈｚ条件下超声

１０ｍｉｎ，然后在８０℃恒温水浴磁力搅拌下分别提取０．５，１．０，

１．５，２．０，２．５，３．０，３．５ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，７０℃减压

浓缩，５倍浓缩液体积的９５％乙醇醇沉过夜，３０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，－４０℃真空冷冻干燥后，检测多糖得率，重复３次

求取平均值。

（３）提取温度：称１０．００ｇ螺旋藻粉末７份，按１

１０（ｇ／ｍＬ）的料液比加入１００ｍＬ蒸馏水，解冻处理（－２０℃

冷冻４ｈ，３７℃解冻）后，于８０Ｈｚ条件下超声１０ｍｉｎ，然后

分别在４０，５０，６０，７０，８０，９０，１００℃ 恒温水浴磁力搅拌下分

别提取２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，７０℃减压浓缩，５倍浓

缩液体积的９５％乙醇醇沉过夜，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

－４０℃真空冷冻干燥后，检测多糖得率，重复３次求取平

均值。

（４）料液比：称１０．００ｇ螺旋藻粉末７份，分别按１５，

１１０，１１５，１２０，１２５，１３０，１３５（ｇ／ｍＬ）的料液比

加入蒸馏水，解冻处理（－２０℃冷冻４ｈ，３７℃解冻）后，于

８０Ｈｚ条件下超声１０ｍｉｎ，然后８０℃恒温水浴磁力搅拌下分

别提取２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，７０℃减压浓缩，５倍浓

缩液体积的９５％乙醇醇沉过夜，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

－４０℃真空冷冻干燥后，检测多糖得率，重复３次求取平

均值。

（５）提取次数：称１０．００ｇ螺旋藻粉末４份，按１１０

（ｇ／ｍＬ）的料液比加入１００ｍＬ蒸馏水，解冻处理（－２０℃冷

冻４ｈ，３７℃解冻）后，于８０Ｈｚ条件下超声１０ｍｉｎ，然后

８０℃ 恒温水浴磁力搅拌下分别提取２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，７０℃减压浓缩，５倍浓缩液体积的９５％乙醇醇沉过

夜，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，－４０℃真空冷冻干燥后，检测

多糖得率，重复３次求取平均值。

（６）正交试验：选择对多糖得率提高贡献较大的因素，

通过正交实验筛选出最佳的提取工艺。

１．３．４　螺旋藻多糖分离纯化及分子量检测

（１）分离纯化：将经ｓｅｖａｇｅ法脱除蛋白的ＰＳＰ配制成

１０ｍｇ／ｍＬ 的 水 溶 液，用 １００ｋＤａ 的 超 滤 离 心 管 离 心

（４０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）分离，收集１００ｋＤａ超滤离心管上部

的糖液经过浓缩并冷冻干燥，得到样品ＰＳＰ３。

（２）分子量检测：用不同分子量的葡聚糖标品上ＧＰＣ检

测，以标准葡聚糖相对分子质量（犕）的对数ｌｇ犕 对保留时间

（犚狋）作图，并进行回归处理，得到葡聚糖标准方程。多糖样

品经过ＧＰＧ检测，ＧＰＣ色谱条件为：进样体积为２０μＬ，流

动相为０．０２ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４溶液，流速０．６ｍＬ／ｍｉｎ。得到
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犚狋，根据葡聚糖标准方程计算出多糖样品的分子量
［１４－１５］。

１．３．５　抑制Ｃａｃｏ２细胞的增殖作用研究

（１）Ｃａｃｏ２细胞的培养：完全培养基组成：１０％胎牛血

清，８９％ ＤＭＥＭ 基础培养基，１％青—链霉素。Ｃａｃｏ２细胞

复苏后，与完全培养基置于细胞培养瓶中培养，待细胞长至

对数期，用胰蛋白酶酶解，离心（８００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ）去除废弃

培养基后，用新的完全培养基制成密度为１×１０４个／ｍＬ的

细胞悬浮液，将细胞悬浮液按１００μＬ／孔接种于９６孔培养板

中培养。

（２）组分ＰＳＰ３对Ｃａｃｏ２细胞增殖的抑制作用：对照组

为完全培养基；样品组分别为含５．０００，１．０００，０．５００，０．２５０，

０．１２５ｍｇ／ｍＬＰＳＰ３的完全培养基。按１．３．５（１）的方法培

养２４ｈ后，吸出旧培养基，加入不同浓度的样品２００μＬ，培

养７２ｈ，弃去培养基，加入０．５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液１００μＬ，继

续培养 ４ｈ后终止培养，弃掉上清液，每孔加 １５０ ｍＬ

ＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，５７０ｎｍ波长下于

酶标仪测定各孔吸光值［１６］。

２　结果与分析

２．１　ＰＳＰ提取单因素试验结果

２．１．１　超声时间　由图１可知，超声频率一定，ＰＳＰ的得率

随着超声时间的延长呈先升后降的趋势。前１５ｍｉｎ多糖的

得率随时间增加上升较快，这是因为超声将螺旋藻细胞破

碎，促使细胞壁及细胞内的多糖溶出，得率增大；随着作用时

间延长，可能是超声波具有较强的机械剪切作用，导致多糖

结构被破坏；长时间超声处理，增加了粗多糖含有的杂质；超

声过程中不断产生热量使糖降解。故最佳的超声时间是

１５ｍｉｎ。

图１　超声时间对多糖得率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅｏｎｙｉｅｌｄｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．１．２　提取时间　由图２可知，ＰＳＰ的得率随提取时间的延

长呈现先增加后降低的趋势，在１．５ｈ时达到最大值。可能是

提取开始阶段，由于溶剂环境中多糖浓度低，多糖分子容易由

螺旋藻粉末中逐渐扩散到水溶液中，并且在多糖浓度未饱和

之前，得率呈增加的趋势；而长时间的提取使得多糖处于高温

环境的时间过长，使部分多糖结构破坏和降解，并使得螺旋藻

中其它杂质溶解出来，降低多糖的得率；当提取时间超过２ｈ

后，ＰＳＰ的得率缓慢降低，这是由于溶剂中的多糖浓度与固体

原料粉末中的多糖浓度变小，糖的降解和杂质的溶出等各种

条件逐渐趋于平衡。故最优的提取时间为１．５ｈ。

图２　提取时间对多糖得率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｙｉｅｌｄｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２．１．３　提取温度　由图３可知，在４０～８０℃时，ＰＳＰ的得率

随提取温度的升高而提高。说明在体积无变化的条件下，适

当升高温度有利于ＰＳＰ从螺旋藻粉末中扩散出来，随着温度

的升高，分子本身的运动速度加快，导致大分子间的距离加

大，作用力减弱，大分子链的活动力加大，多糖的扩散运动加

快，增大了多糖的得率。但提取温度过高同样也会破坏多糖

的结构，当提取温度达到９０℃时得率开始出现下降的趋势。

故最优的提取温度为８０℃。

图３　提取温度对多糖得率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｙｉｅｌｄｓ

ｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２．１．４　料液比　由图４可知，当料液比为１２５（ｇ／ｍＬ）时多

糖得率增加到到最大，液料比大于１２５（ｇ／ｍＬ）后，得率急

剧降低，可能是过多的提取剂对螺旋藻细胞具有破坏作用，

使得细胞液或其他杂质成分溶出。故最优的料液比为１２５

（ｇ／ｍＬ）。

２．１．５　提取次数　由图５可知，得率随着提取次数的增加呈

增加趋势。在第２次时，得率增加比较明显，增加了６１．５％，

图４　提取料液比对多糖得率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｍａｔｅｒｉａｌｔｏｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎ

ｙｉｅｌｄｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
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图５　提取次数对多糖得率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｓｏｎｙｉｅｌｄｓ

ｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

之后得率基本维持不变。这可能是多糖在第２、３次提取时

已经基本提尽，并且随着操作过程的增加，增加了多糖的损

失，致使得率有下降的趋势，结合实际生产效益，提取次数以

２次为宜。

２．２　正交试验结果与分析

选用提取时间、料液比、提取温度、超声时间４个因素，

每个因素设定３个水平，进行 Ｌ９（３
４）正交试验，因素水平见

表１。

　　由表２可知：影响多糖得率的因素排序为 Ａ＞Ｃ＞Ｄ＞

Ｂ，最佳的因素水平组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即提取时间１．５ｈ，料

液比为１２５（ｇ／ｍＬ），提取温度９０℃，超声时间２０ｍｉｎ。在

此条件下进行验证实验（狀＝３），多糖平均得率达到（１３．１７±

０．４９）％。

表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｉｎｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平
Ａ提取时

间／ｈ

Ｂ料液比

（ｇ·ｍＬ－１）

Ｃ提取温

度／℃

Ｄ超声时

间／ｍｉｎ

１ １．０ １２０ ７０ １０

２ １．５ １２５ ８０ １５

３ ２．０ １３０ ９０ ２０

表２　正交实验结果表

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 多糖得率／％

１ １ １ １ １ ７．３４±０．３４

２ １ ２ ２ ２ ７．５３±０．６１

３ １ ３ ３ ３ ８．６３±０．４９

４ ２ １ ２ ３ １１．０５±０．２７

５ ２ ２ ３ １ １２．６５±０．７５

６ ２ ３ １ ２ ７．９１±０．２３

７ ３ １ ３ ２ ９．８４±０．４３

８ ３ ２ １ ３ ９．９５±０．１９

９ ３ ３ ２ １ ９．５６±０．８２

犽１ ７．８３２ ９．４０９ ８．３９６ ９．８４７


犽２ １０．５３３ １０．０４１ ９．３７８ ８．４２６

犽３ ９．７８３ ８．６９８ １０．３７４ ９．８７５

犚 ２．７０２ １．３４２ １．９７７ １．４８８

２．３　分离纯化结果

以标准葡聚糖相对分子质量的对数ｌｇ犕 对保留时间犚狋

作图见图６，并进行回归处理，得到葡聚糖标准方程：狔＝

０．０１４０狓２－０．８６５５狓＋１７．３６３０，犚２＝０．９７０８，线性关系

良好。

图６　葡聚糖ＧＰＣ标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＧＰＣｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＤｅｘｔｒａｎ

　　图７为超滤离心分离纯化的 ＧＰＣ图谱。由图７可知，

从ＰＳＰ分离得到分子量大于１００ｋＤａ的组分ＰＳＰ３（倒峰为

水吸收峰）。ＰＳＰ３的峰型单一均匀且分子量集中，纯度较

高，说明超滤离心截留技术对ＰＳＰ３有较好的分离效果，其

保留时间犚狋为１９．３０ｍｉｎ，经葡聚糖标准曲线求得ＰＳＰ３的

分子量为６２３．０２ｋＤａ。

图７　ＰＳＰ及ＰＳＰ３的ＧＰＣ图

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＴｈｅＧＰＣｃｈａｒｔｏｆＰＳＰａｎｄＰＳＰ３

２．４　ＰＳＰ３对结肠腺癌细胞的抑制作用

由图８可知，不同浓度ＰＳＰ３在均能抑制Ｃａｃｏ２细胞的

生长，且随着浓度的增大抑制率逐渐增大，最佳抑制浓度为

５．００ｍｇ／ｍＬ，抑制率为８１．３６％，犐犆５０为０．６３ｍｇ／ｍＬ，比文

献［１７］中报道的抑制率高。由于ＰＳＰ３分子量（６２３．０２ｋＤａ）

较大，并且在后续试验中取细胞培养液检测不到ＰＳＰ３，说

图８　ＰＳＰ３对Ｃａｃｏ２细胞增殖的影响

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＳＰ３ｏｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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明ＰＳＰ３能够进入细胞，参与细胞代谢，但ＰＳＰ３是如何抑

制细胞生长的作用机理将是下一步试验的重点。

３　结论
在传统热水浸提的基础上引入反复冻融法，并加入超声

处理，这样能更好地促进细胞的裂解，有利于提高多糖的得

率。确定了螺旋藻多糖的最佳提取条件，在该条件下多糖的

得率为（１３．１７±０．４９）％，比文献［１８］报道的得率８．３０％增加

了４．８７％，且提取时间仅需１．５ｈ，比传统工艺（３ｈ）缩短了

１／２，表明该工艺优化效果良好，达到了试验的目的。将超滤

离心截留技术引入ＰＳＰ的分离纯化中，ＰＳＰ３的分离效果较

好，为后续采用膜分离技术制备大量的ＰＳＰ３提供了依据，

也证实了超滤离心截留技术能快速有效地分离相对分子质

量差异大的多糖，但对分子量差异不大的多糖的分离效果并

不明显。ＰＳＰ３能较好地抑制Ｃａｃｏ２细胞生长的活性，其抑

制作用稳定且明显，并呈量效关系，故表现出良好的抗结肠

腺癌活性。但本试验并未对ＰＳＰ３进一步分离纯化进而无

法对其结构进行表征，其抑制结肠腺癌细胞增殖作用的机理

也尚不明确，故下一步研究将重点在ＰＳＰ３的分离纯化、结

构鉴定及抗结肠腺癌的作用机理中展开。
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