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条斑紫菜多糖超声提取及其对U 937 细胞生长抑制影响的研究
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摘　要: 采用超声辅助提取技术进行条斑紫菜多糖的提取, 并进行柱层析纯化。经正交试验确定的条斑紫菜粗多糖提取的最
佳工艺条件为: 15 g 干紫菜粉加入 2 L 水, 提取液循环转速为 12 rös, 提取液温度为 40℃, 超声功率为 800 W , 超声处理时间ö
超声间隙为 3 sö2 s 和超声全程时间为 2 h, 对应的得率为 26. 29%。粗多糖分别经 50%、60%、70% 和 80% 乙醇分步醇沉, 沉淀
出四种不同级分的半纯品, 用D EA E252 纤维素和 Sephadex G2200 将其中两种多糖半纯品纯化, 分别得到 5 个和 3 个不同分
子量的级分, 分别考察了这两种紫菜多糖半纯品及各自分级产物对人血癌细胞U 937 细胞的体外生长抑制的抗肿瘤试验, 结
果前者及其分级产物对U 937 细胞生长有一定的抑制作用, 后者及其分级产物则有一定的促进作用。
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0　引　言

条斑紫菜 (P orp hy ra y ez oensisU eda) , 是中国长江
以北养殖的紫菜主要品种, 产量较高, 是重要的经济海
藻。条斑紫菜多糖具有抗病毒、抗肿瘤、降血糖血脂和增
强免疫力等多种生物活性[ 1- 4 ]。

目前有资料显示的关于紫菜多糖的提取, 均为沸水
提取法, 该法提取周期长, 且得率低, 一般在 8% 左
右[ 5- 8 ]。超声辅助提取法可以大幅度地提高有效成分的
提取率, 缩短提取时间, 提高工作效率, 节省溶剂, 简化
提取操作步骤[ 9- 11 ]。本试验采取超声法提取紫菜多糖,
使多糖的提取时间大大缩短, 得率提高; 用层析柱对粗
多糖进行分离纯化研究, 并进行抗肿瘤试验, 对研究紫
菜多糖的结构与功能也很有意义。

1　材料与方法

1. 1　试验材料、仪器与试剂
条斑紫菜 (江苏省南通市海安县兰波实业有限公

司 ) , 二乙胺基乙基纤维素 (D EA E252, W hatm an 公
司) , 葡聚糖凝胶 (Sephadex G2200, 瑞典 Pharm acia 公
司) , 人血癌细胞U 937 (江苏大学医学技术学院提供) ,
新生牛血清 (杭州四季青公司) , 四甲基偶氮唑 (M T T ,

Sigm a 公司, 配制浓度为 5 m gömL ) , 二甲基亚矾
(DM SO , Sigm a 公司) ; 隆达超声循环提取机 (H F22. 5B
型, 北京弘祥隆生物技术开发有限公司) , 可见分光光度

计 (W FJ 7200 型, 尤尼柯上海仪器有限公司) , 电子天平
(BS200S2W E1 型, 德国沙多利斯公司) , 层析柱 (上海华
美试验仪器厂) , 酶联免疫检测仪 (EL 2340 型, B IO 2
RAD 公司)。
1. 2　试验方法
1. 2. 1　检测方法

紫菜多糖定量检测: 采用苯酚- 硫酸法[ 7, 8 ]。较传统
方法略有不同, 改葡萄糖为半乳糖作为标准测定紫菜多
糖。

人血癌细胞U 937 体外生长抑制的抗肿瘤试验测
定方法: 溴化 32(4, 52二甲基噻唑22) 22, 52二苯基四氮
唑 (M T T )法[ 14 ]。
1. 2. 2　条斑紫菜粗多糖的超声辅助提取试验方法

提取工艺流程: 干紫菜粉→超声辅助提取→浓缩→
加 Sevage 试剂→离心分离→上清液加乙醇沉淀→离心
分离→沉淀→干燥→称重→检测多糖。

试验所用超声辅助提取设备可控参数有: 全程超声
辅助提取时间、超声功率、超声处理时间ö间隙时间、料
液温度、液体循环泵转速、料液比, 共 6 个可控参数。本
文在前期完成的单因素试验的基础上, 确定了 15 g 干
紫菜粉加入 2 L 水, 提取液循环转速为 12 rös, 对料液
温度、全程提取时间、超声功率和超声处理时间ö间隙时
间 4 个因素进行L 9 (34)正交试验研究, 试验方案如表 1
所示。

表 1　超声辅助提取多糖正交试验因素水平表
T ab le 1　Facto rs and levels of the o rthogonal tests

fo r altrason ic ex tract ion of po lysaccharides

水平
A
温度
ö℃

B
全程时间

öh

C
功率
öW

D
超声处理时间ö

间隙时间

1 40 1 1200 2sö2s

2 20 2 800 3sö2s

3 60 3 1600 4sö2s
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1. 2. 3　条斑紫菜粗多糖纯化试验方法
纯化工艺流程: 紫菜多糖粗品→乙醇分步沉淀→

D EAD 2纤维素柱层析→葡聚糖凝胶 G2200 柱层析→多
糖分级产物 (纯品)。分步沉淀乙醇溶液的浓度分别为
50%、60%、70% 和 80%。采用D EA E252 柱进行纯化操
作的条件为: 进样量 50 m g, 进样速度 0. 5 mL öm in, 蒸
馏水洗脱, 洗脱速度 0. 3 mL öm in, 检测波长 490 nm ; 采
用 Sephadex G2200 柱进行纯化操作的条件为: 进样量
10 mL , 进样速度 0. 5 mL öm in, 蒸馏水洗脱, 洗脱速度
0. 2 mL öm in, 检测波长 490 nm。
1. 2. 4　条斑紫菜多糖对血癌细胞U 937 体外抑制试验
方法

U 937 细胞培养 24 h, 加入样品后继续培养 24 h,

再加入M T T 溶液后培养 4 h, 3000 röm in 离心 10 m in,

去上清液, 加入 150 mL DM SO 溶解, 用酶标仪测定吸
光值 (OD ) , 计算抑制率。同时以蒸馏水代替样品作空白
对照。

抑制率 (% ) = (1- OD 实验组öOD 对照组)×100%

2　结果与分析

2. 1　条斑紫菜多糖超声辅助提取
条斑紫菜多糖超声辅助提取的正交试验结果如表

2 所示。对试验结果进行极差分析得出, 试验因素对得
率影响的主次顺序为: A > C > D > B。最优组合:

A 1B 2C2D 2。在最佳提取参数条件进行了 3 次验证试验,

多糖得率平均值为 26. 29%。比传统沸水提取法 (20 g
干紫菜粉加入 1 L 水, 不加超声, 沸水浴提取 3 次, 每次
2 h, 其余步骤与超声提取法相同) 的得率 11. 4% 提高
了 2 倍多, 提取时间也从 6 h 缩短为 2 h。

表 2　正交试验设计及结果

T ab le 2　L ayou t and resu lts of o rthogonal tests

序号 A B C D 得率ö%

1 A 1 B1 C1 D 1 14. 9079

2 A 1 B2 C2 D 2 26. 9302

3 A 1 B3 C3 D 3 17. 6008

4 A 2 B1 C2 D 3 9. 9064

5 A 2 B2 C3 D 1 10. 5798

6 A 2 B3 C1 D 2 9. 9064

7 A 3 B1 C3 D 2 15. 1001

8 A 3 B2 C1 D 3 12. 9842

9 A 3 B3 C2 D 1 19. 3321

K 1 59. 4389 39. 9144 37. 7985 44. 8189

K 2 30. 3926 50. 4942 56. 1687 51. 9367

K 3 47. 4164 46. 8393 43. 2807 40. 4914

∑y i =

137. 2479

k1 19. 8130 13. 3048 12. 5995 14. 9396

k2 10. 1309 16. 8314 18. 7229 17. 3122

k3 15. 8055 15. 6131 14. 4269 13. 4971

R j 9. 6821 3. 5266 6. 1234 3. 8151

Y =

15. 2498

多糖提取效率提高的原因可能主要在于超声波对
紫菜颗粒的热作用、机械作用和空化作用的综合效应。
超声波空化可以产生微冲流, 能有效地打破边界层, 使
扩散速度增加, 使萃取或浸出速度提高 7～ 10 倍, 浸提

过程中无化学反应, 被浸提的生物活性物质在短时间内
保持不变, 生物活性不减, 同时提高了破碎速度, 缩短了
破碎时间, 可极大地提高提取效率[ 10, 11 ]。
2. 2　条斑紫菜多糖纯化
2. 2. 1　乙醇分步沉淀

用不同乙醇浓度可将不同分子量大小的多糖分离
开来。乙醇浓度越低, 沉淀多糖的分子量越大; 乙醇浓度
越高, 沉淀多糖的分子量越小。由 50% 乙醇沉淀多糖的
质量占四次沉淀得到的多糖总质量的 39. 6% , 60% 乙
醇沉淀的为 13. 2% , 70% 乙醇沉淀的为 18. 7% , 80% 乙
醇沉淀的为 29. 4%。由此可见, 分子量大的紫菜多糖所
占比例稍大。
2. 2. 2　多糖半纯品柱层析纯化

对 50% 和 70% 浓度乙醇沉淀的多糖 (编号 1 号和
3 号)分别用D EA E252 柱和 Sephadex G2200 柱进行纯
化。

图 1 是多糖半纯品 1 号D EA E252 柱洗脱图, 根据
洗脱情况可将 1 号级分分成如下几个组分: 将 1～ 19 管
收集液合并, 记为 1a; 20～ 37 管收集液合并, 记为 1b;

38～ 81 管收集液合并, 记为 1c; 82～ 115 管收集液合
并, 记为 1d。分别将 1a、1b、1c 和 1d 组分经过 Sephadex

G2200 柱纯化, 结果如图 2。

图 1　50% 乙醇沉淀的多糖D EA E252 柱洗脱图

F ig. 1　D EA E252 ch rom atogram of po lysaccharides

depo sited by 50% ethano l

图 2　50% 乙醇沉淀的多糖各组分
葡聚糖凝胶 G2200 柱层析图

F ig. 2　Sephadex G2200 ch rom atogram of ingredien ts

depo sited by 50% ethano l

1a、1b 和 1d 经 Sephadex G2200 柱纯化各出现一
个峰, 可以初步认为 1a、1b 和 1d 组分各为一种不同分
子量大小的多糖, 1c 经 Sephadex G2200 柱纯化出现两
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个峰, 组分为两种不同分子量的多糖 (记为 1c1 和 1c2)。
多糖半纯品 3 号的D EA E252 纤维素柱层析结果

如图 3 所示。根据洗脱情况可将 3 号组分分成如下几个
级分: 3a、3b 和 3c。分别将其经过 Sephadex G2200 柱纯
化, 结果如图 4。

可以初步认为 3a、3b 和 3c 组分均各为一种不同分
子量大小的多糖。
2. 3　条斑紫菜多糖对血癌细胞U 937 的体外抑制试验

50% 和 70% 乙醇沉淀的紫菜多糖的分级产物 (多
糖半纯品 1 号和 3 号)及各自级分的抗肿瘤试验结果分
别如图 5 和图 6。

结果显示, 1 号半纯品在浓度大约 14 ΛgömL 以下
对 U 937 细胞生长有一定促进作用, 在浓度大约 14

ΛgömL 以上有一定的抑制作用, 其分级产物 1a、1b、
1c1、1c2 和 1d 对U 937 的生长都有一定的抑制效果, 其
中 1b 在浓度为 2. 5 ΛgömL 时抑制率达到 30% 以上; 其
次是 1a 在浓度 10 ΛgömL 时, 抑制率超过 25%。

3 号半纯品及其分级产物 3b、3c 对U 937 的生长没
有抑制效果, 而会促进细胞生长。3a 在浓度 10 ΛgömL
以下, 对 U 937 细胞的生长有轻微促进作用, 在浓度
10 ΛgömL 以上对细胞的生长有轻微的抑制作用。

图 3　70% (V öV )乙醇沉淀的多糖D EA E252 纤维柱洗脱图

F ig. 3　D EA E252 ch rom atogram of po lysaccharides

depo sited by 70% (V öV ) ethano l

图 5　多糖半纯品 1 号及其纯化级分
对U 937 细胞体外抑制试验

F ig. 5　 Inh ib it ion tests to U 937 cells fo r N o. 1

po lysaccharides and its ingredien ts

图 4　70% (V öV )乙醇沉淀的多糖各组分
葡聚糖凝胶 G2200 柱层析图

F ig. 4　Sephadex G2200 ch rom atogram of ingredien ts

depo sited by 70% (V öV ) ethano l

图 6　多糖半纯品 3 号及其级分对U 937 细胞体外抑制试验

F ig. 6　 Inh ib it ion tests to U 937 cells fo r N o. 3

po lysaccharides and its ingredien ts

3　结论与展望

1) 本文将超声辅助提取的方法用于紫菜多糖的提
取, 经正交试验确定了提取紫菜粗多糖的最佳工艺参数
为: 提取液温度 40℃, 超声功率 800 W , 超声处理时间ö
超声间隙 3sö2s, 超声时间 2 h, 对应的得率为 26. 29% ,

与试验中对照的沸水提取法的得率 11. 4% 相比提高了
2 倍多, 提取时间从 6 h 降到 2 h, 效率大大提高。

2) 对于粗多糖分别用 50%、60%、70% 和 80% 的
乙醇溶液进行分步沉淀, 对应得到多糖半纯品为 1 号、2

号、3 号和 4 号, 并用 D EA E252 纤维素和 Sephadex

G2200将多糖半纯品 1 号和 3 号纯化, 分别得到 1 号组
分的 5 个不同分子量的级分和 3 号组分 3 个不同分子
量的级分。

3) 50% 乙醇沉淀得到的紫菜多糖 (1 号半纯品) 及
其分级产物 1a、1b、1c1、1c2 和 1d 对人血癌细胞U 937
的生长都有一定的抑制效果; 70% 乙醇沉淀得到的紫菜
多糖 (3 号半纯品)及其分级产物 3b、3c 对U 937 的生长
没有抑制效果, 而会促进细胞生长, 3a 在浓度 10

ΛgömL 以上对 U 937 细胞有轻微抑制作用, 在 10

ΛgömL 以下有轻微促进作用。据此结果, 为得到抑制
U 937 的紫菜多糖, 可以在提取过程从 50% 乙醇沉淀的
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粗多糖中分离纯化。
由于时间关系, 本试验只纯化了 50%、70% 乙醇浓

度沉淀出多糖半纯品 1 号和 3 号, 有待将另外的 60%、
80% 乙醇浓度沉淀出多糖半纯品 2 号和 4 号进行纯化,

得到不同的分级产物, 进一步测定各个分级产物的分子
量并进行结构分析。此外, 试验中考察了不同样品浓度
对U 937 的影响, 培养时间对其生长的影响有待进一步
研究。
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Ultrason ic extraction of polysacchar ides from Porp hyra yezoens is
and the ir inh ib ition effects on U937 cell growth

He Rongha i, M a Ha ile
※, Luo Xinzhe ng

(S chool of B iolog ica l and E nv ironm en ta l E ng eering , J iang su U niversity , Z henj iang 212013, Ch ina)

Abstract: Po lysaccharides w ere ex tracted from P orp hy ra y ez oensis u sing u lt rason ic ex tract ion m ethod and w ere

pu rif ied the po lysaccharides w ith D EA E252 and Sephadex G2200 ch rom atogram. T h rough o rthogonal tests, w e

ach ieved the best condit ion s of u lt rason ic ex tract ion p rocess as fo llow s: w eigh t of P orp hy ra y ez oensis is 15 g,

vo lum e of w ater is 2 L , ro ta t ion speed of pum p is 12 rös, ex tract ion tem pera tu re is 40℃, u lt rason ic pow er is
800W , t im e ra t io of u lt rason ic p rocessing and in term ission is 3sö2s and u lt rason ic p rocessing t im e is 2 h. In th is

m ethod, p roduct ion ra te of rough po lysaccharides reaches 26. 29%. T hen w e p recip ita ted rough po lysaccharides

in o rder w ith 50% , 60% , 70% and 80% (V öV ) ethano l and go t fou r ingred ien ts of rough po lysaccharides. T hese

ingred ien ts w ere pu rif ied w ith D EA E252 and Sephadex G2200 ch rom atogram and then 5 o r 3 k inds of d ifferen t
m o lecu lar w eigh t po lysaccharides w ere ob ta ined, respect ively. T he fo rm er parts have a lit t le inh ib it ion effects on

U 937 cell g row th, yet the la t ter parts have p rom o tion effects.

Key words: po lysaccharide; u lt rason ic ex tract ion; P orp hy ra y ez oensis; U 937 cell

861 农业工程学报 2005 年　

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.


