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麒麟菜粗多糖中多糖与蛋白质结合方式
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摘要　从海藻麒麟菜中提取的粗多糖含有一定量的蛋白质,采用 Sevag 法在除麒麟菜粗多糖蛋白

质, 则蛋白质与多糖以相同的比例减少. 粗多糖酸解液的 pH 调整为 11. 0 后, 经凝胶 Sephadex G-

100 层析,能使蛋白质部分分离, 而酸性条件无法使之分离. 实验结果表明,粗多糖中蛋白质不是以

游离的形式存在, 可能以离子键方式与多糖分子中的硫酸根聚阴离子相结合. 提取麒麟菜多糖和

纯化过程中, 控制合适的 pH 条件有利于分离蛋白质.
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海藻多糖是海藻的重要组成部分,主要是高分子碳水化合物.近年来研究表明, 海藻多糖

除了具有传统的工业价值外, 还具有多种生物活性和药用功能, 诸如增强免疫、细胞诱导分

化,以及抗肿瘤和抗病毒的作用等
〔1～7〕

.本课题是从麒麟菜中提取红藻多糖,进行衍生化修饰,

并已证实该红藻多糖具有较强的抗流感病毒活性〔8〕.为了从红藻中得到较纯的多糖,需要对所

提取的粗多糖进行除蛋白处理.因此,本文将探讨蛋白质与多糖相互作用的方式,揭示红藻粗

多糖中蛋白质的结合或存在形式.研究为进一步研究红藻多糖的高级结构和抗流感病毒活性,

奠定了理论基础.

1　 实验部分

1. 1　材料与试剂

耳突麒麟菜( Eucheume cottoni )干品(以下简称麒麟菜,购自厦门水产研究所) ,牛血清白

蛋白(购自 Fluka公司) , Sephadex G-100(购自 Pharmacia 公司) .其它试剂均为分析纯.

1. 2　分析方法

1. 2. 1　蛋白质含量的测定　取 100 mg 牛血清白蛋白, 溶于 100 mL 水中, 分别吸取体积

( mL)为 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1. 0, 1. 2, 1. 4, 1. 6和 1. 8样品, 用蒸馏水定容至 2. 0 mL.以 2. 0 mL 蒸

馏水作为空白对照,用紫外分光光度计( 280 nm)测定蛋白含量.在本实验条件下,在蛋白质浓
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度为 0. 03～0. 9 g·L
- 1
范围内, 其 OD值( y )与蛋白质含量( x )成线性关系.即 y= 1. 573x , r

2

= 0. 999 2.将待测多糖样品稀释到一定的倍数,取 2. 0 mL 于试管中,以 2. 0 mL 蒸馏水作为

空白对照.用紫外分光光度计( 280 nm )测定其 OD 值,根据回归方程算出样品的蛋白质含量.

1. 2. 2　多糖溶液中总糖含量的测定　采用文献〔9〕的苯酚-硫酸法测定.

1. 2. 3　多糖的总氮含量测定　采用文献〔10〕中测定.凯氏定氮法(仪器为基尔特克 2300自动

定氮仪) .

1. 3　实验方法

1. 3. 1　粗多糖的提取和 Sevag 法除蛋白　称取一定量的干麒麟菜, 剪碎并用自来水漂洗干

净. 将其放入大烧杯中,加入 50倍的热水,于95℃下搅拌加热 3 h.将多糖粗提液离心 10 m in

( 5 000 r·min
- 1) , 收集上清夜,分为两部分.一部分加入 3倍该体积, 0. 95的换成质量分数或

体积分数乙醇沉淀多糖,在 4 ℃下静置 60 m in. 用绢布压榨除去乙醇,于 60 ℃下真空干燥沉

淀物, 经研钵磨碎得到麒麟菜粗多糖. 另一部分多糖上清液与 Sevag 试剂按 5∶1(体积比)的

比例混合( Sevag 试剂的组成为氯仿和正丁醇按5∶1(体积比)的比例配制) ,剧烈摇震 30 min,

使蛋白质变性成为不溶物. 离心 10 min ( 5 000 r·min
- 1 )并收集上清液,重复以上操作5次去

除蛋白.每一步除蛋白后,取样, 测定多糖含量和蛋白质含量. 计算蛋白质占多糖干物质的百分

比,比较每一次除蛋白后该百分数的变化情况.

1. 3. 2　酸解液的凝胶柱层析　将麒麟菜粗多糖配成质量分数为 0. 01的溶液, 用 2. 0 mol·

L
- 1的硫酸调节其 pH 值至2. 0,并于 100 ℃下酸解 30 m in. 取两份酸解液, 一份维持 pH 不变,

另一份用 2. 0 mo l·L
- 1的NaOH 调节 pH 值至 11. 0.各取两种酸解液 2. 0 mL 上样,进行凝胶

柱层析.凝胶柱层析条件为 Sephadex G-100( 1. 6 cm×90 cm ) ,磷酸盐( PBS)缓冲液洗脱,分部

收集器收集,流速 0. 2 mL·min
- 1
, 每 10 min 收集一管.其后来用硫酸-苯酚法测定多糖含量,

采用紫外检测法测蛋白质的含量.

1. 3. 3　不同方法提取的麒麟菜多糖中蛋白质含量测定　按上述方法得到的水提液多糖,以及

经一次醇析的多糖和经两次醇析的多糖,分别用凯氏定氮仪和紫外检测法测定其蛋白质的含

量.碱处理法是指将一定量的麒麟菜干品浸泡在质量分数为 0. 20的 N aOH 溶液中,一定时间

后倾去碱液, 用自来水反复冲洗藻体, 直至 pH 为中性.然后, 按照上述方法提取多糖,并用凯

氏定氮仪和紫外检测法测定其蛋白质含量.

2　 结果与讨论

2. 1　粗多糖的提取和 Sevag法除蛋白

表 1为 Sevag 法除蛋白后,蛋白质与多糖含量的测量值.表中上清液中多糖含量为 C1、干

表 1　Sevag 法除蛋白后多糖与蛋白质含量变化

项　目 0 1 2 3 4 5

C1/ g·L - 1 5. 76 4. 34 3. 69 3. 40 2. 69 2. 39

C2/ g·L - 1 17. 02 14. 80 12. 19 11. 4 8. 90 7. 70

C3/ g·L - 1 1. 39 1. 20 0. 97 0. 91 0. 70 0. 61

w 0. 081 0 0. 081 2 0. 079 5 0. 080 4 0. 078 7 0. 079 5

物质含量为 C2 及蛋白质含量为 C3 ,则可计算干物质中蛋白质的质量分数. Sevag 法是分离纯
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化多糖中除蛋白的经典方法,能有效地去除多糖中游离的蛋白质. 本文按照常规的 Sevag 方法

进行了除蛋白实验.从表中的结果可以看出,每一次除蛋白质后,上清液中多糖、干物质及蛋白

质含量都逐渐减少,但蛋白质与干物质的比例变化不大. 即每经过一次 Sevag 法除蛋白,多糖

和蛋白质均以相近的比例被除掉.如果麒麟菜多糖中蛋白质是以游离形式存在的话,那么经过

一次 Sevag 法除蛋白后, 干物质中蛋白质的比例都会有所减少.由此可知,耳突麒麟菜中蛋白

质并不是以游离的形式存在,而可能是与多糖以某种方式结合存在.

2. 2　酸解液凝胶柱层析

天然海藻多糖是高分子化合物, 分子量很大,有几十万到几百万不等.这就需要选择合适

的降解方法, 方可得到规定的小分子量多糖,提高其生物活性.本研究用稀硫酸降解多糖,并采

用凝胶柱层析的方法对酸解液进行分离.为了进一步考察多糖中蛋白质的存在方式,将酸解液

分为两部分,一部分 pH 值调为 11. 0, 另一部分维持 pH 为 2. 0时, 分别进行 Sephadex G-100

凝胶柱层析, 层析图如图 1( a) , ( b)所示.柱层析条件为上样 2. 0 mL, PBS 缓冲液( pH= 7. 0) ,

流速 0. 2 mL·min
- 1 ,每 10 min 收集一管(管号 N ) .其中系列 1的吸光值( A )为280 nm,反映

( a) pH= 11. 0

( b) pH= 2. 0

图 1　多糖酸解液 G-100 凝胶柱层析

的是蛋白质浓度变化; 系列 2的吸光值为 490 nm, 反映的是多糖的浓度变化情况. 蛋白质的等
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电点一般在 pH 值为 4. 0～5. 0,当将溶液的 pH 值调到 2. 0时,蛋白质带正电荷.由于麒麟菜

多糖为含硫酸根的聚阴离子多糖,此时蛋白质与多糖通过离子键静电结合. 当将 pH 值调到

11. 0时,高于蛋白质的等电点,蛋白质带负电荷. 此时,从大分子整体上来讲,蛋白质不会与多

糖静电结合, 而是以游离的形式存在.但从局部来讲,一些氨基酸残基中游离的- NH
+
3 仍然会

与多糖中带负电荷的硫酸基结合.凝胶柱层析的原理是利用分子筛效应,在其有效的分子量分

离范围内, 分子量大的物质先被洗脱出来,而分子量越小的物质越后被洗脱出来.故从进行凝

胶柱层析的效果来看,当 pH 值为 2. 0时, 蛋白质与多糖通过离子键紧密结合,二者被同时洗

脱下来,达不到分离的效果.当 pH 值为中性时, 凝胶层析效果与 pH 值为 2. 0时颇为相似(未

列出) ;而当 pH 值为 11. 0时,大部分蛋白质是以游离的形式存在, 小部分蛋白质仍然与多糖

结合在一起.小部分的蛋白质与多糖结合在一起,分子量大于游离下来的蛋白质,所以这一部

分先洗脱出来.另外的蛋白质由于是以游离的形式存在, 分子量较小,则被单独洗脱出来.故采

用这种方法能达到部分分离的效果.

2. 3　不同方法提取的麒麟菜多糖中蛋白质含量测定

采用不同方法提取的麒麟菜多糖中蛋白质含量,如表 2所示. 水提液多糖指的是没有经过

表 2　不同方法提取的多糖中蛋白质含量对比

项　目
水提液

多糖

一次醇析多糖

(粗多糖)

二次醇

析多糖

粗多糖经 24 h

NaOH 处理

粗多糖经 48 h

NaOH 处理

N a
总 / ( % ) 1. 31 1. 20 0. 83 0. 70 0. 48

Pa/ ( % ) 8. 15 7. 47 5. 19 4. 39 3. 02

Pb/ ( % ) 8. 10 7. 2 5. 50 4. 25 3. 40

醇析的多糖, 而一次醇析多糖(粗多糖)和二次醇析多糖, 是指水提液多糖用乙醇醇析一次和两

次所得到的多糖. 本文采用碱处理一段时间( 24 h或 48 h)后, 再热水提取多糖.与传统的碱法

提取多糖不同,其目的是使蛋白质在一定碱性条件下解离,但必须使多糖所含的硫酸根不流失

或少流失.表中, N
a
总 , P

a
分别表示用凯氏定氮法测得的总氮含量及计算得到的蛋白质含量, P

b

表示用 OD 280比色法所测得的蛋白质含量. 从表中的结果可以看出, 用凯氏定氮法和用 OD 280

比色法所测得的蛋白质含量大致相当. 经过乙醇醇析和碱液处理都能降低多糖中蛋白质的含

量,特别是经过碱处理能大幅度地降低蛋白质的含量.这也说明了在碱性条件下, pH 值高于

蛋白质的等电点. 这使得蛋白质带负电荷, 与多糖中的硫酸根阴离子不能通过离子键结合而分

离.它证实了在麒麟菜粗多糖中,蛋白质与多糖之间的作用是一种静电作用.

3　 结束语

运用Sevag 法除蛋白处理,每一次除蛋白后,溶液中多糖与蛋白质含量都保持着一定的比

例.这说明麒麟菜粗多糖中,蛋白质不是以游离的形式存在,可能以离子键方式与多糖分子中

的硫酸根聚阴离子相结合. 酸解液pH 值调整为 11. 0时,经凝胶柱层析能分离大部分蛋白质.

在提取麒麟菜多糖和除蛋白过程中, 控制合适的 pH 条件(碱性)有利于分离蛋白质.
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The Mode of Binding Polysaccharide and Protein Together

in Crude Polysaccharide of Eucheume Cottoni

Xiao Meitian
¹ 　Li Feng

º　T ang Fengxiang
º　Guo Yanghao
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( ¹ C ollege of Mater. Sci. & Eng. , Huaqiao U niv. , 362011, Quanzhou, China;
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Abstract 　Cer tain amount o f pr o teins are conta ined in the crude polysaccha ride ex tra cting fr om the seaw eed

Eucheume cottoni. In r emov ing pro teins fr om crude po lg ascchar ide of Eucheume cottoni by adopting Sevag

method, bo th pr o teins and polysaccha ride r educe in same propo rtion. T he crude polysaccharide liquid o f aci-

do ly sis is passed through gel Sephadex G100 chroma tog raphy aft er the va lue its pH is adjusted to 11. 0, par-

tial separat ion o f pro teins can be occured but separ ation o f pro tein can no t be occur red in acid medium. As

show n by experiment al r esult, pr otein does no t ex ist freely in crude po ly sacchar ide; pro teins may bind in the

form o f ionic bonds t o polyanion o f sulfate r adica ls in polysacchar ide molecule. Dur ing extr acting and pur ify-

ing po ly sacchar ide fr om Eucheume cotloni, contr olling suitable pH condition is advantageous to t he separat ion

of pr otein.

Keywords 　E ucheume cottoni , crude po ly sacchar ide, sepa ration of pr otein, the mode of binding
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