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一种新的褐藻胶寡糖制备方法———氧化降解法
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摘要:建立了一种新的褐藻胶寡糖的制备方法 ,即氧化降解法 。通过褐藻胶来源的聚甘露糖醛

酸(PM)在不同浓度的过氧化氢 、不同温度和不同反应时间下降解优选降解条件 。以包含3～11

糖单体的寡糖混合物为目标产物 , 以相应的降解产物的平均分子质量为 1500u为选择标准 ,

获得氧化降解法的最佳条件:过氧化氢浓度5%,反应温度90℃,降解时间2h。以该条件降解

PM获得的降解产物经圆二色谱、紫外光谱及红外光谱测定表明 , 制备的寡糖保持了甘露糖醛

酸的结构特点 。提示该方法可用于褐藻胶寡糖的制备 。
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褐藻胶(algin)是褐藻细胞壁的填充物质 ,是由甘

露糖醛酸 (Mannuronic acid , M)和古罗糖醛酸

(Guluronic acid , G)结合而成的直链线性嵌段型高聚

物 。其分子质量较大 ,在104～106u之间犤1犦。如此高的

分子质量 ,使其应用受到限制 。通过各种降解方法制

备的褐藻胶寡糖 ,在糖化学 、糖生物学 、糖工程以及糖

类药物研究等领域具有重要的研究价值 。近年来 ,褐

藻胶寡糖的生物活性研究取得了重要进展 ,特别是在

抗肿瘤
犤2犦、促进生长犤3犦及抗老年痴呆犤4犦

等研究方面取

得了显著进展 。褐藻胶可以用很多方法进行降解 ,包

括酶降解法 、物理降解法和化学降解法 。如聚甘露糖

醛酸(PM)裂解酶和聚古罗糖醛酸(PG)裂解酶的降解

机理为 β -消除反应 , 可以断裂1※4糖苷键 , 在非还

原端 C4～ C5之间形成双键犤5犦。物理降解法包括辐射

法 、超声降解法等 ,一般与其他降解方法一起使用 ,降

解产物的极限分子质量为50ku左右 , 不易制得寡糖犤6犦。

化学降解法以酸降解为主 ,使用的酸包括草酸 、盐酸、

硫酸和甲酸等
犤7犦。酸降解法存在的缺点是反应耗时

长 , 一般需 4～12h , 且三废污染严重 , 产品外观色泽

差 。曾有用过氧化氢降解法降解壳聚糖等多糖的报

道 。Nordtveit等犤8犦
发现 , 当多糖溶液中含有过氧化氢

时 ,溶液的粘度迅速下降 ,且下降的速度比酸水解快 ,

可以获得外观洁白的降解产物 。受其启发 ,作者首次

用过氧化氢直接降解褐藻胶来源的 PM , 筛选了最佳

降解条件 ,并初步分析了寡糖的结构特点 。

1 实验材料

1.1 原料与试剂
PM 由中国海洋大学兰太药业有限公司提供 ,

GPC测定方法测定分子质量为 8235u (大约为40个

甘露糖醛酸残基), 根据其圆二色谱图确定其甘露糖醛

酸含量在95%以上。所用化学试剂均为分析纯试剂 。

1.2 实验仪器
515型高效液相色谱仪 , 410型示差检测器 (RI

detector),均为美国Waters公司;TSK G3000PWXL(7.8

mm×300mm)凝胶柱 , 日本 Tosoh公司;J-715圆二

色谱仪 , 日本 Jasco公司;NEXUS-470智能型红外光

谱仪 , 美国 Nicolet公司;R-410型旋转蒸发仪 , 瑞士
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图1 5%过氧化氢在不同温度下降解 PM的曲线

Fig.1 Curves of5% hydrogen peroxide depolymerized

polymannuronate acid at different temperatures

图2 8%过氧化氢在不同温度下降解 PM的曲线

Fig.2 Curves of8%hydrogen peroxide depolymerized

polymannuronate acid at di fferent temperatures

Bǜchi公司 。

2 实验方法

2.1 降解条件的优选
取一定量的 PM , 用适量的蒸馏水溶解 , 使样品

溶液的终浓度为8%。设计反应温度为60℃和90℃,

过氧化氢浓度为 2%,5%或 8%。在反应过程的不同

时间 , 取出适量的反应液 , 放至室温 。用4mol/L的

NaHCO3溶液调 pH至2.85, 滤纸过滤除去不溶解的

部分 。滤液在搅拌下缓缓加入3倍量的 95%乙醇 ,放

置过夜 。醇沉液抽滤 ,沉淀用无水乙醇脱水并烘干 。

取少量不同条件下制备的甘露糖醛酸寡糖溶于

2.84%Na2SO4溶液中 , 使其终浓度为5g/L , 用0.22

μm的微孔滤膜过滤 ,取20μL用GPC测定分子质量 ,

测定条件为:TSK G3000PWXL凝胶柱预先用2.84%

Na2SO4在0.5mL/min流速平衡 ,柱温为40℃。检测

器为410型示差检测器 (RI detector)。以标准葡聚糖

为分子质量标准品 ,根据6个不同分子质量标准样的

出峰时间 ,绘制标准曲线。样品的洗脱数据经 GPC软

件处理 ,得到样品的分子质量 。

用 GPC方法测定不同降解条件下产生的寡糖分

子质量 ,绘制降解曲线 ,从中优选出最佳的降解条件。

2.2 氧化降解甘露糖醛酸寡糖结构的初步

研究
以最佳降解条件制备的寡糖为样品 , 取适量溶

于蒸馏水中 , 使样品的终浓度为2g/L左右 , 以 J-

715型圆二色谱仪进行测定 。同时取适量寡糖 , 溶于

蒸馏水 , 稀释到合适的浓度 , 于 UV-2102紫外可见

分光光度计 190～400nm间扫描 , 得到紫外吸收光谱

图 。取0.5mg寡糖 , 加入干燥 KBr粉末充分混合研

细 , 在压片机上压成透明薄片 , NEXUS-470智能型

红外光谱仪进行红外光谱测定 。

对上述各种谱图进行解析并参照相关文献 ,初步

确定氧化降解甘露糖醛酸寡糖的结构特点。

3 实验结果

3.1 最佳的降解条件的确定
以分子质量 8235u(约 40个甘露糖醛酸残基)

的 PM为原料 , 在不同温度 、不同过氧化氢浓度条件

下降解一定时间 ,得到降解程度不同的寡糖混合物 。

GPC法测定这些样品的分子质量 , 根据各样品的分子

质量绘制不同降解条件下的降解曲线 ,如图1,2所示。
从降解曲线可以看出 , 产物的分子质量 1h之内

下降很快 , 2h之后下降很缓慢 , 3h时基本不再变

化 。当过氧化氢的浓度一定时 ,降解反应的温度越高 ,

PM分子质量降低越快 , 产生的寡糖混合物分子质量

越小 。以过氧化氢浓度5%为例 ,90℃时 ,产物的分子

质量0.5h内降至2ku以下 ,而30℃时 ,产物的分子

质量1h内降至6ku左右 。当降解温度一定时 ,过氧化

氢的浓度越高 , PM分子质量降低越快 ,产生的寡糖混合

物分子质量越小。

GPC法测定的分子质量是一种平均分子质量 。当

样品的分子质量为1.5ku(7个甘露糖醛酸残基)左右

时 ,该寡糖混合物包含三糖至十一糖。这样的分子质

量分布为下一步制备系列寡糖单体提供了物质基

础 。因此以降解产物的分子质量为1.5ku为最佳降解

条件的筛选标准 。由此 ,综合考虑各种因素 ,符合该标

准的最佳降解条件为:反应体系含5%的过氧化氢 ,90

℃的水浴搅拌下反应2h。采用所选最佳降解条件进

行寡糖的大量制备 。

3.2 氧化降解甘露糖醛酸寡糖结构初步分析
对所得降解产物进行圆二色谱 、紫外光谱及红

外光谱分析 。在圆二色谱图中200nm左右处的峰与

212nm左右处的谷的比可以反映样品的 M含量与 G

含量之比。由氧化降解甘露糖醛酸寡糖的圆二色谱图

可以得出 , 该寡糖的甘露糖醛酸含量在95%以上 , 即

氧化降解法制备的寡糖的糖醛酸组成未发生变化 。

当分子中有双键等共轭结构时 ,会在紫外区有特
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图3 氧化降解甘露糖醛酸寡糖的红外光谱图

Fig.3 IR spectrum of oligomannuronate acid depoly-

merized by hydrogen peroxide

异性吸收峰 。如酶解寡糖由于非还原端 C4～ C5位之间

有双键 ,在235nm处有最大吸收峰犤5犦。由氧化降解甘
露糖醛酸寡糖的紫外吸收光谱图可以看出 ,该寡糖在

紫外区无特异性吸收峰 , 说明其结构与酶解褐藻胶寡
糖的不同 ,非还原端 C4～ C5位之间没有双键 。

红外光谱可以对化合物中官能团进行鉴定 。从图
3可以得出 ,3407cm -1为羟基的伸缩振动 ,1611cm -1

为羧酸盐的羰基的非对称伸缩振动 , 而1721cm -1
左

右为游离羧酸的羰基伸缩振动 , 1414cm -1为羧基中

C-O键的伸缩振动 , 1306cm-1为羧基中 O-H键的变
角振动 , 1086cm -1为环内醚的伸缩振动 , 1044cm -1

为 C-O-H键的伸缩振动 , 954cm -1
为吡喃糖环的非

对称伸缩振动 , 879cm -1为端基的 C-H键的变角振

动 ,805cm -1为多/寡聚甘露糖醛酸的特征吸收峰。由
以上红外光谱数据可以看出 , 氧化降解甘露糖醛酸寡

糖结构中含有羧基 、羟基和甘露糖醛酸环等 。

综合以上各种图谱给出的信息可以得出 , 氧化降

解法制备的寡糖仍保持甘露糖醛酸的结构特点 。

4 讨论

作者首次采用过氧化氢直接降解 PM制备了寡

糖 。在较高的温度下 , 过氧化氢的降解作用一般只能

维持1.5～ 2h。在这段时间里 , 过氧化氢对 PM产生

降解作用 。2h后降解产物的分子质量就基本不再发

生变化 。可以认为反应已经基本完成 。如90℃时 ,降
解反应在2h左右完成 。这种现象与过氧化氢自身的

化学性质有关。过氧化氢极易分解 ,易挥发 ,特别是在

高温情况下 ,分解更快 。当过氧化氢耗尽时 ,降解反应

基本中止 。
与酶降解法相比 , 过氧化氢降解法工艺简单 , 可

直接醇沉制备寡糖 , 无须去除裂解酶 , 且制备的寡糖
分子中没有双键 ,结构和理化性质稳定 。与酸降解法

相比 , 氧化降解法制备的寡糖色泽洁白 , 产率高
(60%)。并且降解反应快 ,“三废”污染少 ,易于大规模

工业化生产 。
过氧化氢降解多糖的机理目前还不清楚 。 比较

公认的降解机理是:过氧化氢在反应体系中会产生
羟自由基 (·OH), 导致 PM的降解 。 羟自由基随机

地进攻任意长度的糖链上的任意一个糖残基的 C-1
位的氢 , 发生分子内的重排 , 断裂1※4糖苷键 , 产生

分子质量较小的糖 。因此产生的寡糖混合物包括分子
质量大小不一的系列寡糖 。这为从寡糖混合物中分离

纯化寡糖单体打下物质基础 。
本研究为制备褐藻胶寡糖提供了一种新的方法 ,

为其他海洋多糖的降解提供了借鉴。现已经开始进行

寡糖的分离纯化 ,并取得了初步成果 。
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Oxidation depolymerization———a new method for preparation
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Abstract:A new method———oxidation depolymerization was reported for the preparation of alginate oligosaccharides.

The optimum depolymerizing condition of polymannuronate acid were selected from the different concentrations of hydrogen

peroxide , temperature and time.The harvest sample of3～11oligomers with molecular mass about1500u was selected as
the optimum depolymerizing condition.Results showed that using 5% hydrogen peroxide depolymerized 2h at the 90℃
was most effective.The Circular Dichroism(CD), Ultraviolet -spectrophotometry (UV)and Infrared spectrometry (IR)
confirmed the structure of oligosaccharides were the same as the polysaccharides牕, indicating that oxidation depolymer-
ization could be used to prepare alginate oligosaccharides.

(本文编辑:谭雪静)

解决大规模对虾疾病的根本途径是寻找免疫刺

激剂提高对虾的自身免疫力 ,而其前提是找到衡量对

虾体质的免疫指标 ,从而进行免疫刺激剂的筛选 。然

而关于甲壳动物的免疫机理研究较少 , 同时又由于对

虾个体采血量少 、存在个体差异等原因 , 所以这方面
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脂多糖和弧菌对中国对虾血清磷酸酶 、超氧化物歧化酶和血蓝
蛋白的影响
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摘要:于 2003年7～11月实验研究了中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)在注射脂多糖(LPS)和

弧菌刺激后一定时间内血清磷酸酶 、超氧化物歧化酶和血蓝蛋白的变化情况 。在实验期内 ,注

射弧菌后 ,中国对虾体内酸性磷酸酶(ACP)的活性显著上升 。LPS和弧菌对超氧化物歧化酶的

活性有一定的刺激作用 。血蓝蛋白的含量 ,在注射弧菌后有一定程度的上升 。碱性磷酸酶在中

国对虾血清中活性较低 。

关键词:中国对虾(Fenneropenaeus chinensis);血清;磷酸酶;超氧化物歧化酶;血蓝蛋白;刺激

中图分类号:Q55 文献标识码:A 文章编号:1000-3096(2004)07-0022-04

研究报告 REPORTS


