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摘要$采用
X;Z;R<1$

纤维素阴离子交换层析法对亨氏马

尾藻岩藻聚糖进行分级纯化$将得率最高的组分命名为

[5#

$对其进行自由基氧化降解得到
[X5#

和
[X5$

$取回

收率较高的
[X5$

采用
\H

N

DGIDA/1

凝胶柱层析法分离纯化

得到
[X5$#

和
[X5$$$

种组分(体外培养
[D

N

Y$

细胞$

将不同浓度的各组分作用于
[D

N

Y$

细胞$测定细胞内胆固

醇含量(结果表明%经过降解$

[X5#

的多糖含量#硫酸基含

量和岩藻糖含量均高于
[5#

$但糖醛酸含量低于
[5#

(降

解作用对
[X5$#

的化学成分影响最大(

[5#

#

[X5#

#

[X5$#

#

[X5$$"

种组分作用于
[D

N

Y$

细胞后均能降低细

胞内胆固醇含量$并且在高浓度!

1%%

%

F

'

=J

"时效果最好&

高浓度组作用于细胞
/$C

后细胞内胆固醇含量均极显著降

低!

:

"

%*%#

"$并且以
[X5$#

降胆固醇效果最佳(

关键词$马尾藻&岩藻聚糖&分离&纯化&降解&

[D

N

Y$

细胞&

胆固醇
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中国马尾藻资源丰富!主要分布在西沙群岛$南沙群岛$

硇洲岛$海南岛$涠洲岛等海域中!且分布在近海岸!易获

得.

#

/

%岩藻聚糖是马尾藻的主要活性物质!具有降血脂.

$

/

$

抗氧化.

!

/

$抗癌.

"

/

$抗肿瘤.

1

/

$抗病毒.

.

/

$抗凝血.

/

/

$抗血

栓.

&

/

$提高免疫力.

2

/等作用!其生物活性与硫酸根的位置及

数量有直接的关系.

#%

/

%有研究表明海藻中提取的岩藻聚糖

可以有效地降低血清中胆固醇含量!如
:>GK

等.

##

/研究表明

岩藻聚糖通过调节
\M;9:<$

以调节肝脏中胆固醇和甘油三

酯合成的关键酶的表达来改善血清脂质水平&

]DC>G>

等.

#$

/

研究表明
Z6:

结合盒转运子
Z9RZ#

是细胞内胆固醇逆转

1!#



运的重要调节因子!也是促进胆固醇逆转运+

MR6

,过程中的

关键转运体和受体!主要介导血管壁上的巨噬细胞或其他细

胞内的胆固醇及磷脂流出!促进
MR6

!调节脂代谢紊乱&谌素

华等.

#!

/通过建立高脂血症小鼠模型!研究了马尾藻岩藻聚

糖对脂代谢相关酶和胆固醇合成关键酶的影响!研究表明岩

藻聚糖能够显著增加血清卵磷脂 胆 固 醇 酰 基 转 移 酶

+

JRZ6

,$肝脂酶+

[J

,$脂蛋白脂酶+

J:J

,和肝脏
JRZ6

$

J:J

活性!增加脂蛋白代谢的关键酶!加速总胆固醇+

6R

,和

低密度脂蛋白+

JXJ

,的分解代谢!或通过抑制胆固醇合成酶

[^Y<R(Z

还原酶降低胆固醇的合成%

采用常规水提方式提取岩藻聚糖的分子量较大!不易被

生物吸收利用!其活性也往往不佳.

#"

/

!所以将纯化的岩藻聚

糖降解后再进行相关活性研究越来越受到关注%蔡璐.

#1

/

#-$

采用酸降解法获得了低分子量的岩藻聚糖组分!并且用于小

鼠的体内试验%但酸降解法有污染较重$反应条件难以控

制$硫酸基损失较大且降解结束后必须纯化以除去酸等不

足.

#.

/

!不利于进一步的活性研究!所以本研究拟采用污染

小$更高效$硫酸基保护效果优异.

#/-#&

/的基于过氧化氢
-

抗

坏血酸体系的自由基氧化降解法.

#2-$%

/得到低分子量的岩藻

聚糖%本研究拟采用体外培养细胞的方式探讨各不同组分

对
[D

N

Y$

细胞胆固醇含量的影响!以期与小鼠体内试验形

成相互对照%由于动物体内的脂质代谢途径十分复杂!不确

定因素太多!所以并不能仅仅依靠小鼠体内试验就能完全定

论岩藻聚糖具有良好的降血脂活性!还需要体外细胞试验来

进一步论证%所以还采用不同分子量的岩藻聚糖!以期使试

验结果具有更多的延展性!能够更为全面地论证岩藻聚糖的

降血脂活性%本研究旨在为治疗高胆固醇病症提供一定的

理论基础!同时为马尾藻资源利用及岩藻聚糖生物活性开发

提供理论依据%

#

!

材料与方法

#*#

!

材料与仪器

#*#*#

!

材料与试剂

亨氏马尾藻"

$%#/

年
!

月采摘于广东湛江硇洲岛海域!

将采摘的亨氏马尾藻除去烂叶$黄叶$根等不可食部分!反复

用自来水冲洗干净!在
1%`

烘干后粉碎!过
&%

目筛!干燥后

装袋贮藏备用&

[D

N

Y$

人体肝癌细胞"北纳创联生物技术有限公司&

X;Z;R<1$

纤维素$

9RZ

蛋白浓度测定试剂盒"北京鼎

国昌盛生物科技有限公司&

\H

N

DGIDA/1

葡聚糖凝胶"美国通用电气公司&

X ;̂̂

培养液$

59\

+胎牛血清,$

:\

+双抗,$

:9\

磷酸

缓冲液$

X \̂W

+二甲基亚砜,$

%*$10

胰蛋白酶
<;X6Z

溶液$

^66

+噻唑蓝,"西格玛奥德里奇公司&

组织总胆固醇试剂盒"南京建成生物工程研究所%

#*#*$

!

主要仪器设备

电子天平"

Z7#$%

型!日本岛津公司&

真空冷冻干燥机"

5X&1%&

型!韩国
4)SC?E

公司&

RW

$

培养箱"

R̂%#/1

型!日本三洋电机株式会社&

智能型倒置荧光显微镜"

X 4̂"%%%9

型!德国徕卡微系

统有限公司&

全自动酶标仪"

'>G?(SK>E5)>SC

型!美国热电公司%

#*$

!

试验方法

#*$*#

!

粗多糖的制取
!

将过筛后的马尾藻粉按料液比
#

%

!%

+体积比,配成溶液!以
.%`

$

!1%7

超声
1%=?E

!然后在

&%`

的恒温水浴浸提
!*1C

%弃去沉淀!

"1 `

旋转蒸发浓

缩%加乙醇至体积分数为
!%0

!滤除沉淀&继续加乙醇至体

积分数为
&%0

!取沉淀用丙酮和无水乙醇交替洗涤各
$

次%

将沉淀用少量水溶解!按多糖溶液
%

\D,>

F

试剂
a1

%

#

+体积

比,的比例加入
\D,>

F

试剂+氯仿
%

正丁醇
a"

%

#

!体积比,

进行脱蛋白%透析并真空冷冻干燥.

#1

/

#!得粗多糖%

#*$*$

!

X;Z;R<1$

纤维素阴离子交换层析
!

将
X;Z;R<1$

纤维素用蒸馏水清洗干净!装入
$*.B=b.%B=

的玻璃层析

柱!至距离柱顶约
1B=

处时停止装柱!以蒸馏水平衡柱子%

称取
$%%=

F

粗多糖溶于
$%=J

蒸馏水!依次用蒸馏水和

#*!

!

$*!

!

!*%=()

#

J+>R)

进行分级洗脱%流速为
#=J

#

=?E

!

分步收集+

1=J

#管,!以硫酸)苯酚法在
"2%E=

处跟踪检测!

分别收集洗脱峰!直至无糖组分流出!依吸光度对洗脱液管号

作图!得到洗脱曲线%合并相同峰位组分!透析
"&C

除盐!

"1`

旋转蒸发浓缩!真空冷冻干燥.

$#

/

#!得到
[5%

$

[5#

$

[5$

和
[5!

!其得率分别为
#!*2&0

!

./*&%0

!

#/*%"0

!

%*$"0

%

#*$*!

!

过氧化氢)抗坏血酸体系氧化降解
!

称取回收率最

高的
[5#

组分
!%%=

F

!加入
$%=J

蒸馏水溶解!于
!%`

的

恒温水中加入
%*#%!.

F

抗坏血酸!边搅拌边加入
$0

的过氧

化氢
#=J

!另称取
!%%=

F

的
[5#

!加入
$%=J

蒸馏水溶

解!于
!%`

的恒温水中加入
%*$12%

F

抗坏血酸!边搅拌边

加入
10

的过氧化氢
#=J

!加完后开始搅拌计时!反应
$C

后
!.%%G

#

=?E

离心
#%=?E

!弃沉淀!透析
/$C

后经
"1`

旋

转蒸发浓缩!真空冷冻干燥.

$#

/

#!得到
[X5#

和
[X5$

%

#*$*"

!

\H

N

DGIDA/1

葡聚糖凝胶层析
!

将
\H

N

DGIDA/1

葡聚

糖凝胶用蒸馏水清洗干净!装入
#*.B=b&%B=

的玻璃层析

柱!至距离柱顶约
1B=

处时停止装柱!以已过
%*$$

%

=

微孔

滤膜的
%*1=()

#

J+>R)

平衡柱子%将得率较高的
[X5$

用

适量蒸馏水溶解!以已过膜的
%*1=()

#

J+>R)

为洗脱液!洗

脱速度为
.S

#滴!每管收集
!=J

!用苯酚)硫酸法测定吸光

值!确定峰的变化!收集同一峰的多糖组分!经过透析$

"1`

旋转蒸发浓缩$真空冷冻干燥.

$#

/

#"得到
[X5$#

和
[X5$$

%

由于
[5%

为中性多糖组分!无理想生物活性!

[5$

$

[5!

回收率不高!

[X5$

全部用于了
\H

N

DGIDA/1

葡聚糖凝

胶层析%所以本研究最终选择
[5#

$

[X5#

$

[X5$#

和

[X5$$"

种组分做进一步研究%

#*$*1

!

化学成分分析

+

#

,多糖含量测定"苯酚)硫酸法.

$$

/

%

+

$

,硫酸基含量测定"氯化钡)明胶比浊法.

$!

/

%

+

!

,岩藻糖测定"半胱氨酸盐酸盐法.

$"

/

%

+

"

,葡萄糖醛酸含量测定"改良的咔唑比色法.

$1

/

%

#*$*.

!

[D

N

Y$

细胞培养试剂配置

+

#

,完全培养液"

&20 X ;̂̂ 3#%0 59\3#0 :\

%

.!#

提取与活性
!

$%#&

年第
##

期



+

$

,细胞冻存液"

1%0 X ;̂̂ 3"%0 59\3#%0 X <̂

\W

%

+

!

,

1=

F

#

=J^66

"称取
$1=

F

^66

溶于
1=J:9\

缓冲液中!避光!晃动一段时间后置于超声波中使其充分溶

解!

-$%`

保存!使用前用完全培养基稀释成
%*1=

F

#

=J

%

+

"

,

$=

F

#

=J

多糖母液"分别称取
#%=

F

[5#

$

[X5#

$

[X5$#

和
[X5$$

溶于
1=JX ;̂̂

中!浓度为
$=

F

#

=J

!

置于
"`

下保存备用!试验前用
X ;̂̂

稀释成需要的浓度!

过
%*$$

%

=

针式滤膜%

#*$*/

!

[D

N

Y$

细胞的复苏$培养$传代及冻存

+

#

,细胞复苏"取出细胞冻存管!放入流动的
!/ `

水

中!期间不断摇晃使细胞冻存液融化%加入适量的完全培养

液!

#%%%G

#

=?E

离心
1=?E

!弃去上清液!加入适量的完全培

养基后移入培养瓶中!于
!/`

$

10 RW

$

的培养箱中培养!次

日更换培养基继续培养!并观察细胞形态%

+

$

,细胞传代培养"从培养箱中取出细胞培养瓶!用酒

精喷在培养瓶表面消毒后!在倒置显微镜下观察到细胞汇合

度在
/%0

#

&%0

时即可进行细胞传代!在超净工作台中操

作!弃去培养瓶中旧的培养液!加入
%*%#=()

#

J:9\

缓冲液

#=J

!洗涤细胞
$

次!吸出
:9\

缓冲液%再加入
%*$10

的胰

蛋白酶
$=J

!于培养箱中消化
!=?E

!观察细胞形态!此时细

胞质回缩变圆!细胞间隙变大即可加入
$=J

完全培养液终

止消化%将细胞悬液转移到
#1=J

离心管中!

#1%%G

#

=?E

离心
1=?E

!弃去上清液!按一定的比例加入完全培养基吹打

均匀!取
#%

%

J

于计数板上计数!按计数结果进行稀释!分装

到新的培养瓶中静置培养%

+

!

,细胞冻存"选择处于对数生长期的细胞!更换新的

培养液培养过夜!次日将细胞进行消化!终止消化后!转移到

#1=J

离心管中!

#1%%G

#

=?E

离心
1=?E

!弃去上清液!按比

例加入细胞冻存液!吹打摇晃均匀%每管吸取
#=J

分装到

冻存管中!标好日期和名称后分别于
" `

冷冻
!% =?E

$

-$%`

冷冻
#C

!最终在
-&%`

冻存%

#*$*&

!

^66

法制作
[D

N

Y$

细胞生长曲线
!

在倒置显微镜

下观察到细胞汇合度在
&%0

左右时将细胞消化处理!然后用

完全培养基将细胞浓度调整为
1b#%

"个#
=J

接种在
2.

孔

板上于培养箱内培养!每天同一时间取竖排的
&

孔细胞进行

^66

法处理!得到
WX

值!以时间为横坐标!

WX

值为纵坐标

绘制细胞生长曲线%

#*$*2

!

不同浓度组分及其对
[D

N

Y$

细胞胆固醇含量的影响

!

将多糖样品
[5#

$

[X5#

$

[X5$#

$

[X5$$

分别设
$

个浓度

组!低浓度组+

#$1

%

F

#

=J

,和高浓度组+

1%%

%

F

#

=J

,!并设

立空白组%

+

#

,细胞铺板"将处于对数生长期的细胞消化制成细胞

悬液!稀释成
#b#%

1个#
=J

!接种在
.

孔板中!每孔
$=J!

组平行!于培养箱中培养%

+

$

,

6R

含量的测定"待细胞汇合度达
.%0

#

/%0

时!弃

去旧的培养液!用
:9\

洗
$

次后加入
X ;̂̂

稀释的多糖组

分
$=J

!分别培养
$"

!

"&

!

/$C

后弃去培养液!用
:9\

洗
$

次!再分
$

次加入
#=J:9\

溶液!用刮板把
.

孔板中的细胞

完全转移到
#*1=J

离心管中%于
#%%%G

#

=?E

离心
1=?E

后弃上清液!加入胆固醇试剂盒中
#%%

%

J

的细胞裂解液!旋

涡震荡
!%S

后静置
1 =?E

!反复
!

次共裂解
$1 =?E

&于

#1%%G

#

=?E

离心
1=?E

!取上清液%

+

!

,配制工作液"

M#

与
M$

体积比为
"

%

#

!混匀!立即

使用%

+

"

,标准品稀释"将
1==()

#

J

胆固醇标准品用无水乙

醇稀释为
#$1%*%

!

.$1*%

!

!#$*1

!

#1.*%

!

/&*%

!

!2*%

%

=()

#

J

%取

#%

%

J

于
2.

孔板中!并设立空白对照组!

!

个平行&分别取

#%

%

J

待测样品加入
2.

孔板中!

!

组平行!每孔加入
#2%

%

J

工作液!充分摇匀!

!/`

反应
$%=?E

后于
11%E=

处测
WX

值%由标准曲线计算出各样品中胆固醇含量%

#*!

!

统计学分析

试验数据采用
\:\\#2*%

统计软件分析!数据以,

?eI

表示!组间采用单因素方差分析!多组间比较用
0

检验法%

:

"

%*%1

说明有显著性差异!用
(

表示&

:

"

%*%#

说明极显著

性差异!用
((

表示%

$

!

结果与分析

$*#

!

亨氏马尾藻岩藻聚糖化学组成

由表
#

可以看出!经过分离纯化和降解!

[X5#

的多糖

含量$硫酸基含量和岩藻糖含量均高于
[5#

!但糖醛酸含量

低于
[5#

%降解后的
[X5#

的多糖含量升高了
#"*#"0

%

[X5$#

$

[X5$$

的多糖含量分别降低了
.*//0

和
&*&%0

!硫

酸基含量分别降低了
#*$%0

和
1*&&0

%

[X5$$

的岩藻糖含

量降低了
1*%$0

!

[X5$#

的糖醛酸含量降低了
.*2&0

!但

[X5$#

的岩藻糖含量有明显的升高!提高了
2*"/0

%因此!

从数据来看!降解作用对
[X5$#

的化学组成影响最大%

表
#

!

亨氏马尾藻岩藻聚糖不同组分的化学组成

6>P)D#

!

RCD=?B>)B(=

N

(S?O?(E(TI?TTDGDEOB(=

N

(EDEOS(T>)<

F

>D

N

()

Q

S>BBC>G?IDSH)T>ODTG(=K*B

4

*IIJF 0

组分 多糖含量 硫酸基含量 糖醛酸含量 岩藻糖含量

[5# !1*#! #.*!1 #$*1! #1*!"

[X5# "2*$/ #/*1$ #%*&1 #/*1$

[X5$# $&*!. #1*#1 1*11 $"*&#

[X5$$ $.*!! #%*"/ #$*&" #%*!$

$*$

!

[D

N

Y$

细胞生长状况

由于该细胞为肝癌细胞!生长速率快!由图
#

可以看出!

细胞在
"&

#

/$C

处生长最快!处于对数生长期!而培养开始

及培养后期
WX

值变化不大!这是因为细胞在最初数量较

少!且处于适应环境的过程!培养一段时间之后!由于营养充

足!细胞增长很快!后期由于营养物质的消耗及代谢产物的

增多!细胞增长缓慢%

$*!

!

马尾藻岩藻聚糖不同组分对细胞内胆固醇含量的影响

由图
$

可知"细胞培养
$"C

后!与空白组相比!不同组分

不同浓度的岩藻聚糖均能不同程度地降低细胞内胆固醇含

量%其中
[5#

和
[X5#

在浓度为
#$1

%

F

#

=J

时能极显著降

/!#

第
!"

卷第
##

期 刘海韵等"马尾藻岩藻聚糖分离纯化及对
[D

N

Y$

细胞胆固醇含量的影响
!
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%*%#

,

[D

N

Y$

细胞内胆固醇含量%而当
[5#

的浓度

处于
1%%

%

F

#

=J

!

[X5$#

的浓度处于
#$1

%

F

#

=J

时!也能显

著降低+

:

"

%*%1

,细胞内胆固醇含量%

细胞培养
"&C

后!与空白组相比!只有
[5#

浓度为

1%%

%

F

#

=J

时才能极显著降低+

:

"

%*%#

,细胞内胆固醇含量

+降低了
1/*1/0

,&

[5#

$

[X5#

在浓度处于
#$1

%

F

#

=J

!

[X5$$

浓度处于
1%%

%

F

#

=J

时能显著降低+

:

"

%*%1

,细胞

图
#

!

[D

N

Y$

细胞生长曲线

5?

F

HGD#

!

[D

N

Y$BD))

F

G(UOCBHG,D

图
$

!

不同组分及浓度岩藻聚糖硫酸酯对细胞内

胆固醇水平的影响

5?

F

HGD$

!

;TTDBOS(TI?TTDGDEOB(=

N

(EDEOS>EIB(EBDEOG>O?(ES

(TTHB(?I>E SH)T>OD (E?EOG>BD))H)>GBC()DSODG()

)D,D)S

内胆固醇含量%其他组胆固醇水平虽然低于空白组!但是没

有显著差异%

!!

细胞经培养
/$C

后!与空白组相比!岩藻聚糖各个组

分$各个浓度均能明显降低细胞内胆固醇含量%当浓度处于

#$1

%

F

#

=J

时!除了
[X5$#

作用的细胞胆固醇含量没有明

显变化外!

[5#

$

[X5#

$

[X5$$

处理的细胞胆固醇含量均有

显著性降低+

:

"

%*%1

,&而
[5#

$

[X5#

$

[X5$#

和
[X5$$"

种组分的高浓度组+

1%%

%

F

#

=J

,均能极显著降低+

:

"

%*%#

,

细胞内胆固醇含量!分别降低了
""*#"0

!

1/*."0

!

.#*$#0

!

1"*%20

%

!!

综上所述"与空白组相比!

[5#

$

[X5#

$

[X5$#

和

[X5$$"

种组分在低浓度和高浓度分别作用细胞
$"

!

"&

!

/$C

后均能降低细胞内胆固醇含量!其中作用
/$C

时降胆

固醇作用最佳%从图
$

+

B

,来看!浓度为
1%%

%

F

#

=J

时的

[X5$#

降胆固醇的效果最好!降低了
.#*$#0

&其次为

[X5#

!降低了
1/*."0

%同一组分的高浓度样品效果好于低

浓度!因此可以看出岩藻聚糖的降胆固醇作用不仅与时间有

关还与浓度有关%

!

!

结论
将亨氏马尾藻粉依次进行超声波辅助热水浸提$乙醇分

级沉淀$

\D,>

F

法脱蛋白$透析并真空冷冻干燥后得粗多糖!

采用
X;Z;R<1$

分级纯化得到
[5#

!经自由基氧化降解得到

[X5#

$

[X5$

!

[X5$

经
\H

N

DGIDA/1

分离纯化得到
[X5$#

$

[X5$$

%分析了
[5#

$

[X5#

$

[X5$#

$

[X5$$

的化学组成"

多糖含量分别为
!1*#!0

!

"2*$/0

!

$&*!.0

!

$.n!!0

&硫酸基

含量分别为
#.*!10

!

#/*1$0

!

#1*#10

!

#%n"/0

&糖醛酸含量

分别为
#$*1!0

!

#%*&10

!

1*110

!

#$n&"0

&岩藻糖含量分别

为
#1*!"0

!

#/*1$0

!

$"*&#0

!

#%*!$0

%

研究了
"

种不同分子量的岩藻聚糖
[5#

$

[X5#

$

[X5$#

和
[X5$$

对
[D

N

Y$

细胞胆固醇含量的影响%结果

表明!

"

种组分作用细胞后均能降低胆固醇含量!特别是
"

种

组分的高浓度+

1%%

%

F

#

=J

,作用
/$C

均能极显著降低+

:

"

%*%#

,细胞内胆固醇含量!

[5#

$

[X5#

$

[X5$#

和
[X5$$

组

分别降低了
""*#"0

!

1/*."0

!

.#*$#0

!

1"*%20

%这表明岩

藻聚糖对
[D

N

Y$

细胞内胆固醇水平的影响可能具有一定的

时效与量效关系!且
"

种组分中
[X5$#

降胆固醇效果最好!

可能与其分子量较低及糖链上的岩藻糖含量较高有关%

本研究采用细胞体外培养方式!通过检测细胞内胆固醇

含量探究了岩藻聚糖的降血脂活性%但由于脂质代谢的复杂

性!岩藻聚糖的降血脂机理尚不清楚!后续试验可以在岩藻聚

糖的结构解析和细胞分子生物学的层面上作进一步的探究%
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