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蓝藻多糖的分离"结构表征及抗氧化活性研究
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摘要!针对蓝藻中存在的天然活性多糖$建立并优化多糖的

超声辅助热水提取方法$同时考察蓝藻多糖的结构特征和生

物活性!结果显示$优化后蓝藻多糖得率达到
%;9'B

&再纯

化后得到主要蓝藻多糖的分子量为
+9=PX/

"

C]*%*'

#$其主

要单糖为鼠李糖%阿拉伯糖%木糖%甘露糖%葡萄糖和半乳糖$

摩尔百分比分别为
&9;'B

$

'<9<;B

$

'+9%'B

$

;'9<+B

$

=9+(B

$

''9)(B

&

?WD

的结果表明蓝藻多糖
C]*%*'

组分是

以
"

*

型糖苷键为主&蓝藻多糖
C]*%*'

具有良好的抗氧化活

性$在浓度为
%.

5

*

.U

时
X$$c

自由基和羟基自由基清除

率最高达到
,+9(;B

和
(%9)=B

!

关键词!蓝藻&多糖&分离纯化&结构表征&抗氧化
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由于工农业生产排放和环境气候的影响'水体的富营养

化促使诸多湖泊中蓝藻快速生长'形成严重的蓝藻水华现

象%

'

&

(蓝藻又称蓝细菌'是最古老的藻类之一'具有结构简

单+分布广泛+生长迅速等特点'是世界上各国湖泊中生长持

续时间长和规模大的水华藻类之一%

%

&

(蓝藻水华类主要含

有微囊藻属!

W02M:2

6

8G08

#和鱼腥藻属!

Q4/A/@4/

#'共计
%

属

'<

种'其中微囊藻属是太湖水华的主要优势种类%

<

&

(蓝藻

的大规模生长将导致水体溶氧量降低等生态系统失衡'从而

导致其他藻类和鱼类等产业的经济损失'也对水源水质形成

破坏'造成饮用水危机%

%

&

(目前'治理湖泊水系蓝藻水华的

主要措施仍以打捞为主'主要应用包括堆肥和沼气发酵'但

还未形成高附加值开发利用(

为有效处理打捞蓝藻以避免出现二次污染'并开发相应

的加工工艺同时获得较高附加值产品(已有学者对蓝藻进

行应用开发研究'如利用蓝藻厌氧发酵产沼气%

=

&

+用于酵母

蛋白生产+水解制备混合氨基酸+提取藻胆蛋白和天然色

素%

;

&等(蓝藻细胞壁+荚膜和黏质组成的外层都含有丰富的

多糖%

=

&

'其中蛋白质和多糖总量超过干重的
(&B

以上(目前

也有将干燥蓝藻粉用做生物塑料原料的专利'但是其中的多

糖组分会影响塑料品质'塑料残留有部分臭味(天然多糖具

有良好的生物活性和功能'包括抗肿瘤%

)

&

+抗病毒%

(

&

+免疫作

用%

)

&和抗氧化作用%

+

&等(在对其他藻类如紫球藻%

,

&

+马尾

藻%

'&

&

+螺旋藻%

''

&的研究中'通过多种提取方法都得到了具有

良好生物活性的藻类多糖(

目前已有包括太湖蓝藻和巢湖蓝藻的多糖提取研究(

在蓝藻的多糖提取研究中'热水浸提由于提取过程简单+成

本较低仍然是主要的提取方法'但单纯使用热水浸提方法存

在提取得率低+原料利用率不足等缺点%

'%

&

(同时'对提取得

到的蓝藻多糖结构'目前较多研究采用较为常用的方法进行

分析%

'<

&

'但仍需进一步对其单糖的糖苷键连接方式进行描

述'以了解蓝藻多糖区别于其他具有生物活性多糖的结构特

)('



征(基于上述考虑'本研究主要以提高蓝藻多糖的提取得率

和分析蓝藻多糖的结构特征为目标'进一步分析蓝藻多糖的

抗氧化活性以明晰其潜在应用价值(

'
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材料与方法
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材料

填料
X-Q-#/8G#1:L

+

E@

N

3/K@R!*'&&

"美国
!-

公司$

蓝藻粉"无锡德林海公司$

'

'

'*

二苯基
*%*

三硝基苯肼!

X$$c

#+

'

'

'&*

菲咯啉"纯

度
"

,,B

'美国
E0

5

./

公司$

其他试剂均为分析纯(

'9%

!

仪器与设备

高效液相色谱仪"

''&&

型'美国安捷伦科技有限公司$

气相色谱仪"

!C*%&'&Q#

型'日本岛津公司$

傅里叶变换红外光谱仪"

?-dTE

型'美国尼高力仪器

公司$

核磁共振仪"

QO/42@FFF

型'德国
]MIP@M

公司(

'9<

!

方法

'9<9'

!

蓝藻多糖的分离纯化
!

采用超声波辅助热水浸提的

方法%!经试验得出其最佳提取工艺为"超声
=&& e

处理

<&.04

'料液比
'

$

=&

!

5

*

.U

#'浸提温度
+& \

'浸提时间

;3

&得到蓝藻粗多糖$用
E/O/

5

@

法去蛋白'其中氯仿
$

正丁

醇!体积比#

h=

$

'

'

E/O/

5

@

试剂
$

样液!体积比#

h'

$

'

'处

理时间为
<&.04

'处理
)

次$

;

倍体积
,;B

乙醇醇沉$冻干复

溶'经
&9=;

#

.

滤膜过滤后经
X-Q-#/8G#1:L

离子交换柱

纯化'用水和不同浓度
?/C1

溶液洗脱'收集洗脱液并利用苯

酚硫酸法检测多糖含量'收集的多糖于
%;\

下经透析后冷

冻干燥'复溶为多糖溶液后由
E@

N

3/K@R!*'&&

凝胶柱纯化'

收集并检测多糖含量后'收集多糖主要组分
C]*%*'

'冻干用

于后续结构分析和自由基清能力检测(

'9<9%

!

蓝藻多糖的单糖组成和相对分子质量测定
!

称取

%&.

5

冻干的纯化多糖样品'用
%.U'.:1

*

U

硫酸在沸水中

水解
%3

'用碳酸钡将
N

c

调至
)9;

&

(9&

'离心!

+&&&M

*

.04

'

'&.04

#

%

次去除其中的不溶物'上清液加入
' .U

的

'.

5

*

.U

肌醇溶液作为内标'冷冻干燥的水解单糖加入

&9;.U

吡啶和
'&.

5

盐酸羟胺'

,& \

加热
<&.04

'加入

&9;.U

乙酸酐后
,&\

加热
<&.04

'采用
!C*WE

分析%

'=

&

'

条件"

Q

5

0U@4GX]*;.8

毛 细 柱 管 !

<& . Y&9%; .. Y

&9%;

#

U

#'载气
c@

'流量
'.U

*

.04

'柱温
)&

&

%;&\

'程序升

温
;\

*

.04

'进样量
'

#

U

'进样器温度
%;&\

(气
*

质谱连接

通道温度为
%;& \

(

-F

离子源温度
%&& \

'电子能量

(&@>

(

纯化的蓝藻多糖溶于去离子水中!

'& .

5

*

.U

#'于

+&&&M

*

.04

离心
;.04

后'利用高效液相色谱检测多糖的相

对分子质量'以相对分子质量为
%9(&&

'

;9%&&

'

,9(;&

'

'9<&;

'

<9)+&PX/

的葡聚糖作为标品进行计算(

'9<9<

!

红外光谱分析
!

取冻干的纯化多糖样品和粗多糖样

品
'

&

%.

5

'分别加入适量溴化钾进行研磨'压片后'利用红

外光谱在
=&&

&

=&&&2.

`'内进行检测%

';

&

(

'9<9=

!

核磁共振!

?WD

#分析
!

取蓝藻多糖干燥样品
C]*%*'

组分
;&.

5

'溶于
;.UX

%

b

!

,,9+B

#中'充分溶解'采用

?WD

分析获得'

c

谱和'<

C

谱(

'9<9;

!

蓝藻多糖的抗氧化活性

!

'

#

X$$c

自由基清除率和还原力的测定"参照文

献%

')

&(

!

%

#羟自由基清除测定"参照文献%

+

&(

%

!

结果与分析
%9'

!

蓝藻多糖的分离纯化

蓝藻粗多糖首先经过离子交换层析!

X-Q-#/8G#1:L

#

进行分离纯化'结果见图
'

(蓝藻粗多糖经水和不同浓度

?/C1

溶液洗脱后得到
<

个多糖组分'其中由
&9'.:1

*

U?/C1

溶液洗脱得到的
C]*%

组分为主要组分(因此收集
C]*%

组

分'透析'再利用
E@

N

3/K@R!*'&&

凝胶柱进一步纯化(如

图
'

!

A

#所示'经凝胶柱分离后得到的
C]*%*'

组分较为均一'

因此收集并冻干后用于后续结构和自由基清除能力的分析(

图
'

!

蓝藻粗多糖的层析分离纯化
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!

蓝藻多糖的单糖组分和相对分子质量

比较蓝藻粗多糖和纯化多糖组分
C]*%*'

的单糖组成时

发现'蓝藻多糖主要由鼠李糖+阿拉伯糖+木糖+甘露糖+葡萄

糖和半乳糖组成'见表
'

(纯化后'蓝藻多糖
C]*%*'

中的鼠

李糖+葡萄糖的摩尔百分比明显下降'而其他单糖相比粗多

糖有明显提高'其中甘露糖摩尔百分比由
'=9=&B

提高至

;'9<+B

'成为蓝藻多糖
C]*%*'

中的主要单糖(蓝藻多糖

C]*%*'

相对分子质量为
+9=PX/

'与马尾藻多糖组分
E$$*<*'

(('

提取与活性
!

%&'+

年第
%

期



表
'

!

蓝藻粗多糖与纯化多糖
C]*%*'

的单糖组成和相对分子质量

Z/A1@'

!

W:1@2I1/ML@0

5

3G/4K.:4:8/223/M0K@2:.

N

:80G0:4:JC

6

/4:A/2G@M0/

N

:1

6

8/223/M0K@/4K

N

:1

6

8/223/M0K@C]*%*'

样品
摩尔百分比*

B

鼠李糖 阿拉伯糖 木糖 甘露糖 葡萄糖 半乳糖

相对分子

质量*
PX/

粗多糖
%;9<& +9<& ''9'& '=9=& <'9%& ,9(& `

C]*%*' &9;= '<9<; '+9%' ;'9<+ =9+( ''9)( +9=

和
E$$*<*%

相对分子质量相近%

'(

&

(不同藻类多糖中单糖组

成具有较大差异'如石全见等%

,

&研究紫球藻多糖时发现'木

糖+葡萄糖和半乳糖
<

种单糖最多$而在小球藻多糖%

'+

&的单

糖组成中'葡萄糖和半乳糖组分居多(由于蓝藻多糖是来源

于混合微生物'因此其多糖组成也会变化较大(

%9<

!

蓝藻多糖
C]*%*'

的红外光谱分析

蓝藻多糖
C]*%*'

的
#ZFD

光谱分析见图
%

(吸收峰在

<)&&

&

<&&&

'

%&&&

&

%+&&

'

'=&&

&

'%&&

'

'%&&

&

(&&2.

`'

是特征吸收峰(多糖在
<<+=2.

`'的吸收峰是羟基的拉伸'

在
%,',2.

`'的吸收峰属于羰基振动'

'<++2.

`' 的吸收峰

代表羧酸和羧基的对称伸缩振动'

'<';

'

'%=%2.

`'的吸收

峰分别代表羧酸和
C

)

b

拉伸'在
''=&2.

`'的吸收峰属于

糖苷键!

C

)

b

)

C

#拉伸振动'吸收峰在
,%%

'

(;,2.

`'属于

I*

吡喃葡萄糖环的不对称环振动(通过红外光谱分析结果

可知'蓝藻多糖
C]*%*'

具有典型的多糖红外吸收峰%

',

&

(

图
%

!

蓝藻多糖
C]*%*'

的红外光谱图
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%9=

!

蓝藻多糖
C]*%*'

的核磁共振分析

采用核磁共振对蓝藻多糖
C]*%*'

进行结构分析'结果

见图
<

(在'

c

谱中'异头氢的化学位移出现
;9<;

'

;9<'

'

;9'(

'同时还在
=9,,

'

=9;,

出现化学位移'表明
C]*%*'

同时含

有
"

*

和
!

*

型糖苷键'并且
"

*

型糖苷键的比例要高于
!

*

型糖苷

键%

%&

&

(在'<

C

谱中'异头碳的化学位移大都小于
'&'

'大于

'&'

的异头碳信号比较微弱'与'

c

谱图结果具有相似性'即

多糖
C]*%*'

的连接方式以
"

*

型糖苷键为主'同时含有少量

的
!

*

型糖苷键%

%'

&

(此外'

'<

C

谱图在化学位移
(+

&

+;

时没

有出现较强的响应信号'可能是由于在
C*%

+

C*<

+

C*=

位上并

未发生取代(由于在化学位移
'((

附近并没有检测到明显

的信号'因此
C]*%*'

中不含有糖醛酸'这一结果与上述
C]*

%*'

单糖组成的结果一致(

图
<

!

蓝藻多糖
C]*%*'

的'

c?WD

谱图

和'<

C?WD

谱图

#0

5

IM@<
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6
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N
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%9;

!

蓝藻多糖
C]*%*'

的抗氧化活性

在之前的报道%

%%

&中'天然多糖都具有良好的抗氧化活

性'包括体外多种自由基清除能力和还原力(在不同细胞模

型试验中'胞内有氧代谢过程中会产生多种活性氧簇

!

DbE

#'包括超氧自由基+羟基自由基等%

%<̀ %=

&

'

DbE

的存在

会造成胞内
X?Q

损伤和影响胞内正常代谢等负面作用(多

糖所具有的抗氧化活性尤其是自由基清除能力'可有效减少

自由基对细胞造成的损伤(

%9;9'

!

X$$c

自由基清除活性
!

为了进一步测试提取的蓝

藻多糖在食品和饲料添加剂中应用的可行性'对其自由基清

除能力进行测定(如图
=

所示'随着多糖浓度的增加'蓝藻

粗多糖!

CC]

#对
X$$c

自由基的清除率逐渐增强$相比蓝藻

粗多糖'纯化后的蓝藻多糖
C]*%*'

对
X$$c

自由基的清除

率明显提高(当
C]*%*'

的浓度达到
%.

5

*

.U

时'

X$$c

自

由基清除率达到最高!

,+9(;B

#'与阳性对照
>

C

的基本相同'

而蓝藻粗多糖在相同浓度下清除率为
);9<&B

(其他藻类来

源的多糖也具有较好的自由基清除能力'如紫球藻提取的多

+('

第
<=

卷第
%

期 黄依佳等"蓝藻多糖的分离+结构表征及抗氧化活性研究
!



图
=

!

蓝藻多糖的
X$$c

自由基清除率测定
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糖也 具 有 较 好 的
X$$c

自 由 基 清 除 能 力'在 浓 度 为

&9;.

5

*

.U

时清除率趋于稳定达到
+=B

%

,

&

(相比紫球藻多

糖'蓝藻多糖
C]*%*'

具有更好的
X$$c

自由基清除能力(

%9;9%

!

还原力测定
!

在考察蓝藻多糖
C]*%*'

还原力的研究

中发现'蓝藻粗多糖!

CC]

#和蓝藻纯化多糖组分
C]*%*'

总还

原力随着浓度的增加而逐渐增强(当
C]*%*'

的浓度为

%.

5

*

.U

时'其在
(&&4.

处的吸光值为
&9)')

'而蓝藻粗多

糖在相同浓度下吸光值为
&9=+;

'

>

C

的吸光值达到
'9)%,

!见

图
;

#'蓝藻多糖经纯化后明显提高了多糖的总还原力(在相

同多糖浓度下'

[0/:

等%

%;

&从鱼腥草中所提取的
cC$E

多糖

组分的还原力为
&9=;'

$

S@

等%

'(

&从马尾藻中提取的多糖

E$$*'

组分和
E$$*<

还原力为
&9(+;

和
&9='%

$米酒多糖%

')

&

和番茄多糖%

',

&的还原力分别为
&9=,=

'

&9=,

(与其他来源多

糖相比'蓝藻多糖具有较好的还原力(

图
;

!

蓝藻多糖的还原力测定
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%9;9<

!

羟基自由基清除率
!

羟基自由基是活性氧的一种'对

细胞内的
X?Q

+细胞器和细胞膜具有损伤作用'多种植物多

糖都具有良好的羟基自由基清除能力(由图
)

可知'随着浓

度的增加'蓝藻粗多糖!

CC]

#和蓝藻纯化多糖组分
C]*%*'

对

羟基自由基清除率增强'多糖纯化后对羟基自由基的清除率

明显提高(当
C]*%*'

的浓度为
'9).

5

*

.U

时'羟基自由基

的清除率为
(%9)=B

'而蓝藻粗多糖在相同条件下清除率为

=+9=;B

'

>

C

的自由基清除率则达到
,+9&B

(其他藻类多糖

也具有较好的羟基自由基清除能力'如
C3@4

等%

%)

&从蔷薇藻

中提取的多糖
C-$

和
X-$E

组分在
'9).

5

*

.U

时'羟基自

由基清除率分别为
=&9'<B

'

<(9)%B

(当
C]*%*'

的浓度为

%.

5

*

.U

时'羟基自由基的清除率为
((9,B

'而
CC]

在相同

浓度下清除率为
)&9)B

$

[0/:

等%

%;

&从鱼腥草中所提取的

cC$E*<

组分和
cC$E

在浓度为
%.

5

*

.U

时'羟基自由基

清除率为
+,9;'B

'

)%9,,B

$此外'裙带菜孢子叶多糖和巴夫

藻多糖%

%(̀ %+

&亦有较高的羟基自由基清除能力(太湖蓝藻多

糖具有较高的羟基自由基清除率'在未来可应用于相关动物

营养领域(

图
)

!

蓝藻多糖的羟基自由基清除率

#0

5

IM@)

!

c

6

KM:R

6

1M/K02/1882/O@4

5

04

5

/2G0O0G0@82/

N

/20G

6

:J

C

6

/4:A/2G@M0/

N

:1

6

8/223/M0K@

<

!

结论
本试验针对蓝藻多糖建立了超声辅助热水浸提+层析分

离纯化得到蓝藻多糖主要组分
C]*%*'

'在分析该多糖主要单

糖和摩尔百分比的基础上'了解单糖间主要连接方式以
"

*

型

糖苷键为主(蓝藻多糖组分
C]*%*'

具有较高的自由基清除

能力和还原力'可以作为抗氧化剂应用于动物营养+饲料等

领域'显示了蓝藻多糖具有良好的潜在应用价值(在后续工

作中'可采用'

c*

'

c

+

'

c*

'<

C

和'<

C*

'<

C

等二维核磁质谱方法

进一步表征太湖蓝藻多糖的结构特征'探索太湖蓝藻多糖区

别于其他多糖的结构(此外'针对蓝藻多糖具有的良好抗氧

化活性和自由基清除能力'可进一步考虑开展基于蓝藻多糖

的天然防腐剂的相关研究'并在细胞或动物模型上考察蓝藻

多糖的安全性和生物活性'为最终实现蓝藻多糖的开发和利

用提供依据(
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