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螺旋藻多糖和糖蛋白的提纯及其理化特性研究 m

胡群宝 郭宝江

k华南师范大学生物技术研究所 广州 xtsyvtl

提要 采用改进的方法从螺旋藻中提取多糖和糖蛋白 ∀经恒温加热去蛋白后 o用 ⁄∞�∞2xu
柱层析后得到一种多糖和两种糖蛋白 o经 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss和凝胶电泳证实所得的多糖和糖蛋

白为均一组分 ∀采用凝胶过滤法测定的多糖近似分子量为 t| xss∀由 ≥⁄≥2°��∞测定分子量糖

蛋白 �≥2t的分子量为 tw |sso�≥2u的分子量为 t{ wss∀红外光谱呈现出典型的多糖吸收峰 o含

有 Α2型糖苷键 ∀Β消去反应初步证明所提取的两种糖蛋白可能是 � p连接的糖蛋白 ∀

关键词 钝顶螺旋藻 o多糖 o糖蛋白 o提纯 o理化特性

m 广东省科委课题 ∀

收稿日期 }usss2sv2sz~修回日期 }usss2sx2vs

螺旋藻 k Σπιρυλινα πλατενσισl含有丰富的营养和多

种维生素 !微量元素和活性物质 o很多科学家对其进
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行了深入研究 ∀有资料表明 o螺旋藻中主要生物活性

物质之一是水提取物中的多糖成分 o具有抗肿瘤等活

性 ∀在生物体内 o多糖常与蛋白结合 o构成糖蛋白 ∀最

近的研究认为 o糖蛋白也有医疗保健功能 ∀对糖蛋白

的提取方法目前报道很少 ∀

多糖的提取方法不同 o所提取的种类也有差异 ∀

目前所报道的方法大多较为复杂费时 o使用的有机溶

剂量大 o而获得率低 o成本高 o不利于商品化生产 ∀本

文对螺旋藻中多糖和糖蛋白的提取方法进行了改进 o

以便寻找一种简便易行并且效率高的提取方法 ∀

t 材料和方法

tqt 材料

钝顶螺旋藻来自本所保种 ∀螺旋藻藻粉由本实

验自己培养 ∀ 所用试剂皆为分析纯 ∀ ⁄∞�∞2xu !

≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss均为 ≥¬ª°¤产品 ∀

tqu 螺旋藻多糖和糖蛋白的提取

参考王辉 ≈t !周志刚 ≈u !殷钢 ≈x 和吴洁等 ≈v 的方

法进行 }取 tss ª干藻粉 o先用 |xh的乙醇脱脂 o再加

入 t sss °̄ 蒸馏水 o{s ε 恒温加热 w «o离心ku sssµr

°¬±ous °¬±l收集上清液 o沉淀再加水 {s ε 恒温 w «o

抽提两次 o合并上清液 ∀上清液浓缩至 uss °̄ o用 {sh

的丙酮脱色 o再用 |xh的乙醇沉淀 o离心 o干燥 o合并两

次所得干燥沉淀 o得褐色胶质状螺旋藻粗多糖提取物 ∀

加热浓缩去蛋白 }将螺旋藻粗多糖置于 {s ε 恒

温处理 o反复除去水溶液表面的薄膜状蛋白类物质 o

浓缩至 tss °̄ 后层析分离 ∀

螺旋藻粗多糖的精制 }将粗多糖溶于水 o制成饱

和溶液 o在 vs≅ vqx ¦°的 ⁄∞�∞2xu柱上分离纯化 o用

sqt °²̄r�和 vq| °²̄r��¤≤̄ 进行梯度洗脱 o用 squh

硫酸蒽酮跟踪检测 k测 yus ±°处的 �值l o依洗脱曲

线合并洗脱液 o收集含糖部分 o加入无水乙醇沉淀 ∀再

进一步用 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss柱层析 kys≅ uqt ¦°l 纯化 o

用去离子水洗脱 o检测方法同上 ∀收集含糖部分 o依洗

脱曲线合并洗脱液 o加无水乙醇沉淀后得螺旋藻多糖

纯品 ∀

tqv 螺旋藻多糖含量的测定

多糖测定参考李建武等 ≈w 的方法进行 ∀即用硫

酸蒽酮与存在于多糖中的已糖 !戊醛糖 !已糖醛酸反

应 o生成蓝绿色物质 o在 yus ±°处呈现最大光吸收 ∀

tqw 螺旋藻多糖分子量的测定

多糖的近似分子量采用方积年 t|{w年报道的

凝胶过滤法测定 o所用 w种右旋糖苷k⁄̈ ¬·µ¤±l标准品

分子量分别为 ts sssows sssozs ssso|s sss∀

tqx 螺旋藻糖蛋白分子量的测定

以 ≥⁄≥2°��∞电泳法≈w 进行分子量测定 o凝胶浓度

为 xh ∀采用兔磷酸化酶 �k|zwssl!兔肌动蛋白kwvsssl!

碳酸酐酶kvt sssl !胰蛋白酶抑制剂kus tssl !鸡蛋清

溶菌酶ktw wssl原作标准分子量 o溴酚蓝为指示剂 o以

各蛋白迁移率对分子量对数作标准曲线 o根据螺旋藻糖

蛋白的迁移率从标准曲线上读取分子量值 ∀

tqy 螺旋藻糖蛋白红外光谱测定

取螺旋藻糖蛋白样品用 ��µ压片 o在 wss ∗ w vss

¦°
pt区间用红外光谱仪扫描 ∀

tqz 螺旋藻糖蛋白糖苷键鉴定

参考戈苏国等 t|{v年的方法 o将螺旋藻糖蛋白

置于 squ °²̄r��¤��水溶液中 o于 wx ε 保温 v «o测

定其紫外吸收光谱 o同时测定未用碱处理的相同浓度

糖蛋白的紫外吸收光谱 ∀

u 结果与讨论

uqt 螺旋藻多糖与糖蛋白的分离

螺旋藻干粉经过水提后 o加热浓缩 o并脱去大部

分蛋白 o得到的多糖与糖蛋白混合物 o经 ⁄∞�∞2xu柱

kvqx≅ vs¦°l离子交换层析 o用 sqt °²̄r��¤≤̄ 对 vq|

°²̄r ��¤≤̄ 梯度洗脱时 o用 squh硫酸蒽酮跟踪检测

糖浓度k测 yus ±°处的光吸收值l o出现 v个峰 o洗脱

曲线如图 t所示 ∀分别收集得到 v个组分 }°≥2t !°≥2u
和 °≥2v∀

图 t 多糖与糖蛋白经 ⁄∞�∞2xu洗脱曲线

ƒ¬ªqt ≤«µ²°¤·²ªµ¤³¼«²©¦µ∏§̈ ³²̄¼¶¤¦¦«¤µ¬§̈ ¤±§ª̄¼¦²³µ²·̈¬±

²± ⁄∞�∞2xu ¦²̄∏°±

从图 t可以看出 o第 t个多糖峰出现时没有同时

出现蛋白峰值 o 即 °≥2t不含蛋白 o 是天然存在的多

糖 ~第 u和第 v个峰出现时蛋白的浓度也很高 o°≥2u和

°≥2v含有蛋白 o可能是糖蛋白 o但还需要进一步鉴定∀

uqu 螺旋藻多糖与糖蛋白的纯化
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在 ⁄∞�∞2xu层析柱上分离得到的 v个组分 o经

过透析脱盐后 o分别经 ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss柱 ku qx ≅ ws

¦°l纯化鉴定 o用蒸馏水洗脱 o得到如图 u ∗ w所示的

洗脱曲线 o螺旋藻多糖与糖蛋白为单一峰 o且峰型对

称 ∀经脱盐 !浓缩 !干燥后得螺旋藻多糖纯品 °≥2t o糖

蛋白纯品 °≥2u !°≥2v∀

图 u °≥2t经 ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss的洗脱曲线

ƒ¬ªqu �¨̄ ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ²© °≥2t ²± ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss ¦²̄∏°±

u qv 螺旋藻多糖的分子量测定

多糖的近似分子量采用凝胶过滤法测定 o所用

w种右旋糖苷 k⁄̈ ¬·µ¤±l 标准品分子量分别为 ts

sss ows sss ozs sss o|s sss∀ 所测得的多糖近似分

子量为 t| xss∀

图 v �≥2t的洗脱曲线

ƒ¬ªqv ≤«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ²© �≥2t ²± ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss

u qw 螺旋藻糖蛋白的分子量测定

两种螺旋藻糖蛋白经 ≥⁄≥2°� �∞ 电泳均为一

条带谱 k图略l o根据公式 ª̄Μ= α2βΡφ( Μ为分子

量 oΡφ 为相对迁移率 , α = x quyx oβ � t qytwl画出的

蛋白质分子量的对数值与相对迁移率的标准曲线如

图 x所示 o并计算出糖蛋白 �≥2t的分子量为 tw |ss o

�≥2u的分子量为 t{ wss∀

图 w �≥2u的洗脱曲线

ƒ¬ªqw ≤«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ²© �≥2u ²± ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss

u qx 螺旋藻多糖与糖蛋白中单糖组成分析

≥°2t经完全水解 o薄层层析鉴定含有 ⁄2甘露

糖 !⁄2葡萄糖 !⁄2半乳糖和葡萄糖醛酸 o其 Ρφ 值与

标准品一致 ∀

图 x x种标准蛋白和待测糖蛋白的标准曲线

ƒ¬ªqx ≤¤̄¬¥µ¤·¬²± ¦∏µ√¨²©³µ²·̈¬±¶

图 y 螺旋藻糖蛋白的紫外吸收光谱

ƒ¬ªqy � ∂ ¶³̈ ¦·µ¤²©¶³¬µ∏̄¬±¤ª̄¼¦²³µ²·̈¬± ¤©·̈µ¤̄®¤̄¬·µ̈¤·° ±̈·
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uqy 红外光谱测定

红外光谱测定结果表明 o所提取的一种多糖和

两种糖蛋白在 {wy # ¦°
pt处有特征吸收峰 o 而在

{|s#¦°
pt处附近没有吸收峰 o由此推测这些多糖和

糖蛋白分子中可能存在 Α糖苷键 ∀

uqz 螺旋藻糖蛋白的糖肽键特性

在螺旋藻糖蛋白在稀碱溶液中 o�2型糖肽键可以

发生 Β消去反应 o与糖链连接的丝氨酸转化成 Α2氨

基丙烯酸 o苏氨酸转化为 Α2氨基丁烯酸 o形成的不饱

和氨基酸在 uws ±°处有明显的吸收峰 ∀图 y为糖蛋

白用碱处理前后的紫外吸收光谱 o用碱处理的糖蛋白

在 uws ±°处的紫外吸收比没有处理的大 o表明有 Β

消去反应 o由此可以推测 o所提取的两种糖蛋白 �≥2t
和 �≥2u中可能存在 �2型糖肽键 ∀

v 结语

本文所采取的螺旋藻多糖与糖蛋白分离纯化方

法与其他文献所报道的不同 ∀过去在提取螺旋藻多糖

时多采用 ≥̈ √¤ª̈ 法去蛋白 o即用氯仿 Β正丁醇 � wΒ t

试剂多次去蛋白 o直到其水溶液中检测不到蛋白质为

止 ∀而本文采用加热法去除大部分蛋白就层析分离 o

可以分离出多糖和两种糖蛋白组分 ∀所测得的多糖分

子量比过去文献所报道的略大 o两种糖蛋白的分子量

也比文献所报道的略大 ≈x ∀而红外光谱及糖肽键特征

与文献所报道的相同 ∀
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