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海洋硫酸多糖几种脱硫方法的比较研究 
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摘要: 以 κ-卡拉胶(硫酸基含量 25.1 %, 分子质量 83.1 kD)为原料, 研究了二甲基亚砜-甲醇法(DMSO

法)、三甲基氯硅烷法(CTMS 法)以及苯并四甲酸-三氧化二锑法(PMA 法)对其脱硫后多糖样品的得率、

硫酸基含量及分子质量的影响。结果表明, κ-卡拉胶经三种方法脱硫后, 样品得率分别为 45.3 %、50.6 %

和 62.0%, 脱硫率分别为 42.2 %、48.6 %和 82.8 %, 分子质量分别为 15.7、22.3 和 4.75 kD。通过红外

光谱和硫酸基含量分析表明, PMA 法脱硫效果优于 DMSO 和 CTMS 法。PMA 法不仅对 κ-卡拉胶有效, 

而且适合于 ι-卡拉胶、λ-卡拉胶和岩藻聚糖硫酸酯的脱硫。 
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海洋动植物中存在着种类繁多、结构独特的

硫酸多糖 [1-3], 而各种硫酸多糖具有广泛的生物活

性 [4-5]。为了确定多糖结构, 探讨多糖活性与其硫酸

基含量之间关系, 对其进行脱硫处理变得十分重要。 

常用的多糖脱硫方法, 目前主要有二甲基亚砜-甲

醇法(下称 DMSO法)[6-7]、三甲基氯硅烷法(下称 CTMS

法)[8]以及苯并四甲酸-Sb2O3法(下称 PMA法) [9]。其中

DMSO法操作简单, 但脱硫酸基效率不高; CTMS法

是一种非选择性的脱硫方法, 由于所用试剂容易爆

炸, 实验具有一定危险性; PMA法操作虽较复杂, 但

用时短、安全性好。虽然国外学者对上述方法分别

进行了脱硫效果研究, 但缺乏对它们在同一样品的

得率、脱硫率以及脱硫前后分子质量变化的综合评

价。 

卡拉胶 (carrageenan)是某些红藻中广泛存在的

硫酸多糖。根据其单糖种类以及硫酸酯基取代位置

的不同, 卡拉胶有十几种(如 α、β、κ、ι、λ、ν、π、

θ、ω、ζ、γ等), 其中-卡拉胶在食品中应用最多, 它

是由 (1→3)-4-硫酸 -β-D-半乳糖和 (1→4)-3,6-内醚

-α-D-半乳糖交替连接而成, 因其具有显著的免疫调

节[10]和抗病毒[11]活性而受到广泛关注。作为硫酸半

乳聚糖的-卡拉胶, 分子中不仅含有酸不稳定的 3,6-

内醚半乳糖, 且其硫酸酯基处于难脱除的半乳糖 C4

位, 是研究脱硫方法的良好原料。本文以-卡拉胶为

研究对象 , 首次比较了三种脱硫方法的优缺点 , 并

利用建立的方法评价了其他海洋来源硫酸多糖的脱

硫效果 , 为各种硫酸多糖的脱硫 , 尤其是硫酸多糖

的结构分析提供了有用参考。 

1  材料和方法 

1.1  试剂及仪器 

材料: κ-卡拉胶(K. Striatium), 烟台市润隆海洋

生物制品有限公司, 精制后使用; λ-卡拉胶、ι-卡拉胶, 

sigma公司。岩藻聚糖硫酸酯, 实验室自制。 

试剂 : 苯并四甲酸 (pyromellitic acid, PMA), 

sigma 公司 ; 三甲基氯硅烷 (chlorotrimethylsilane, 

CTMS), Acros organics 公司; 其他试剂均为国产分

析纯。 

仪器: Shodex OHpak SB-806M HQ凝胶色谱柱

(8.0 mm ID×300 mm, 13m), 日本昭和电工; 732#阳

离子交换树脂小柱(18mm ID×50mm), 国药集团化

学试剂有限公司; 红外光谱仪(Nicolet Nexus 470型), 

Thermo Electron公司; 高效液相色谱仪(Agilent 1260, 

配柱温箱, 自动进样器, 示差检测器), 美国安捷伦
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公司; 紫外可见分光光度计(UV-2102 PCS), 尤尼柯

上 海 公 司 ; 十 八 角 度 激 光 散 射 仪 (DAWN 

HELEOSTMⅡ  Light Scattering Instrument), 美国

Wyatt Technology 公司 ; 透析袋 (MWCO 3.5kD), 

Spectrum Laboratories公司。 

1.2  方法 

1.2.1  κ-卡拉胶吡啶盐制备[8] 

将精制后的 50 mg κ-卡拉胶样品溶于 5 mL去离

子水中, 过 732#阳离子交换树脂小柱, 用 10 mL去离

子水洗脱, 收集水洗组分。用吡啶调节 pH 至 9, 旋

转蒸发浓缩至 1 ~ 2 mL, 冷冻干燥, 得到 κ-卡拉胶吡

啶盐(κPy)。 

1.2.2  DMSO脱硫法[6-7] 

将 60 mg κPy(约 50 mg κ-卡拉胶)加到 10 mL干

燥具塞玻璃瓶中, 加入 4.5 mL无水 DMSO和 0.5 mL

无水甲醇, 超声溶解后, 于 80 ℃沙浴反应 10 h 后, 

冷却至室温, 加入 5 mL蒸馏水终止反应。产物经透

析袋透析去除有机溶剂、盐等杂质, 内液离心后过

0.22 μm膜, 旋蒸、冻干。 

1.2.3  CTMS法[8] 

取 60 mg κPy(约 50 mg κ-卡拉胶), 加到 10 mL

干燥具塞玻璃瓶中, 用 5 mL无水吡啶溶解后, 加入

CTMS 0.67 mL, N2保护下 100 ℃油浴反应 8 h后, 缓

慢加入 5 mL蒸馏水终止反应。其他步骤同上。 

1.2.4  PMA法[9] 

取 60 mg κPy(约 50 mg κ-卡拉胶), 加到 100 mL

干燥圆底烧瓶中, 加入 9 mL 无水 DMSO和 1 mL无

水吡啶, 磁力搅拌溶解后, 分别加入 65 mg PMA和

60 mg Sb2O3, 再加入 1 mL 吡啶, 在 N2保护下, 在

120 ℃磁力搅拌油浴中搅拌反应 3 h后, 冷却至室温, 

向反应体系中加入 3 %碳酸氢钠水溶液 5mL, 终止

反应。其他处理步骤同上。 

1.2.5  硫酸基含量分析[12] 

采用硫酸钡比浊法测定。 

1.2.6  红外光谱分析 

取各多糖样品以及脱硫后样品适量, 用 P2O5 干

燥 48 h, 取 1 ~ 2 mg经 KBr压片后进行红外光谱分

析, 扫描范围为 400 ~ 4 000 cm-1。 

1.2.7  分子质量测定 

将样品用 0.1 mol/L Na2SO4配成 5 g/L溶液, 经

Shodex OHpak SB-806 HQ色谱柱分离, 采用示差和

十八角激光散射仪联用技术分析测定各样品分子

量。进样量 100 μL, 柱温 35 ℃, 流速 0.5 mL/min。 

2  结果与讨论 

2.1  样品得率和硫酸基含量 

样品经三种方法脱硫后, 分别冻干、称重, 计算

产率, 结果如表 1所示。由表 1可知, PMA法(62.0 %)

及 CTMS 法(50.6 %)产率相对较高, 而 DMSO 法

(45.3 %)产率较低。产率的高低主要与以下因素有关, 

一是原料起始为钠型, 使用阳离子交换树脂将其转

变为氢型 , 与吡啶反应生成吡啶盐 , 以增加其溶解

度 , 然后脱除硫酸基 , 最终原料二糖单位分子质量

降低(图 1), 导致产率降低; 另一个原因是由于脱硫

过程中造成了多糖的降解 , 形成降解产物 , 在后续

透析过程中造成损失, 从而降低得率。 

本实验-卡拉胶钠盐二糖重复单元的分子质量

为 408.3 D, 当转变为吡啶盐后, 二糖单元分子质量

变为 464.4 D。如果-卡拉胶全部脱硫, 则得到-卡

拉胶, 其二糖重复单元的分子质量为 306.3 D。由-

卡拉胶变为 -卡拉胶的理论得率为 75.0 % 

(306.3/408.3)(图 1)。由于三种方法脱硫所用的温度、

试剂等均不同, 产物颜色也不同, 如 DMSO 法产物

为白色 , 其余两个产物均为浅褐色 , 但所用产物均

为无定型粉末。 

从表 1可看出, 不同方法脱硫效果不同, CTMS法

及DMSO法对于 κ-卡拉胶脱硫效果不如 PMA法, PMA

法的脱硫率为 82.8 %, 是一种较理想的脱硫方法。 

 

图 1  脱硫前后卡拉胶二糖重复单元结构 

Fig. 1  Repeating disaccharide structure of κ-carrageenan before and after desulfation 
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表 1  -卡拉胶脱硫前后得率、硫酸基含量及分子质量分析 
Tab. 1  The yield, sulfate content and molecular mass analysis of κ-carrageenan before and after desulfation 

硫酸基 (%) 分子质量(kD) 
脱硫方法 得率(%) 

脱硫前 脱硫后 
脱硫率(%) 

脱硫前 脱硫后 

PMA 62.0 4.30 82.8 4.75 
CTMS 50.6 12.9 48.6 22.3 
DMSO 45.3 

25.1 
14.5 42.2 

83.1 
15.7 

注:脱硫率=[1- (脱硫后硫酸根含量/脱硫前硫酸根含量)]×100 % 

 

2.2  样品分子质量分析 

脱硫反应均会造成多糖不同程度的降解, 其降

解程度与样品结构、反应体系温度、含水量及溶剂

种类等因素有关。本文将样品转化为吡啶盐, 有利于

提高样品在体系中的溶解度。κ-卡拉胶在采用 PMA

法、CTMS法和 DMSO法脱硫后, 峰型不同, 出峰时

间延长, 表明分子质量均降低，结果见图 2和表 1。 

示差和十八角激光散射仪联用技术是一种不需

标准品 , 可以直接测定样品分子质量的分析技术 , 

示差信号显示样品组成, 激光信号测定分子质量。选

取激光信号与示差信号重合部分进行计算, 获得样

品分子质量数据。从表 1可知, 产物的峰位分子质量

由 83.1 kD分别降为 4.75 、22.3 和 15.7 kD, 与脱硫

前相比, 分子质量均明显降低。DMSO 法得率较低, 

是由于产生大量寡糖(dp 4-20), 在透析过程中损失

所致, 这一点经 Toshi[13]研究组用DMSO法制备脱硫

的硫酸软骨素寡糖证实; 而 PMA法虽然产物分子质

量降低, 但不会降解产生寡糖[9], 因此在透析过程中

损失较少, 产率相对较高。 

 

图 2  不同脱硫方法多糖样品 HPGPC-RI-MALLS图谱 
Fig. 2  HPGPC-RI-MALLS chromatographs of polysaccharides before and after desulfation by different methods 

A.κ-卡拉胶; B.CTMS法脱硫产物; C.DMSO法脱硫产物; D.PMA法脱硫产物; *.十八角激光散射信号 
A.κ- carrageenan; B.desulfated product by CTMS method; C.desulfated product by DMSO method; D. desulfated product by PMA method;. 
signals of eighteen angles light scatterer 

 

2.3  红外光谱分析 

从分子质量分析可知, 多糖脱硫前后发生不同

程度降解, 降解后多糖骨架是否破坏是重要的评价

指标。脱硫前后-卡拉胶的红外光谱分析如图 3 所

示。1 250 cm-1 左右为硫酸酯基中 S=O伸缩振动峰, 

其强弱可以初步判定硫酸基的多少, 通过比较其与 

1069 cm-1 处 C-O伸缩振动峰(表征糖总量), 可以考

察脱硫效果。-卡拉胶中 C4位硫酸基的红外特征吸

收峰在 845 cm-1 处, 比较此处吸收, 可表征硫酸基

脱除效果; 930 cm-1 为 3,6内醚特征吸收峰。 
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由图 3可知, DMSO法脱硫产物在 1 250 cm-1 处

吸收峰峰值仍很高, 脱硫效果不理想; CTMS 法与

DMSO法比较, 1 250 cm-1 处峰值有所降低, 但总体

仍较高, 而且 850 cm-1(C4 位硫酸基)有较明显吸收峰, 

说明脱硫效果不理想; PMA法在 1 250 cm-1 吸收峰

小, 850 cm-1 没有明显吸收峰, 说明脱硫效果显著, 

且脱硫后多糖特征吸收没有明显改变, 说明没有破

坏 κ-卡拉胶主链结构。 

 

图 3  κ-卡拉胶及脱硫样品的 FTIR图谱 

Fig. 3  FTIR spectra of κ-car and different samples of desulfation 
A.DMSO法; B.PMA法; C.CTMS法; D.κ-卡拉胶原料 

A.DMSO method; B.PMA method; C.CTMS method; D.κ- carrageenan material 
 

2.4  PMA 法在其他硫酸多糖脱硫中应用 

为了验证 PMA法的有效性, 本文进一步对其他

硫酸多糖进行脱硫分析。 

选择 λ-卡拉胶、ι-卡拉胶为实验对象, 应用 PMA

法进行脱硫, 产物进行红外光谱分析, 其结果如图 4

和图 5。 

 

图 4  λ-卡拉胶脱硫前后样品 FTIR图谱 

Fig. 4  FTIR analysis of λ-carrageenan before and after desulfation 
A.脱硫 λ-卡拉胶; B.λ-卡拉胶 

A.desulfated λ-carrageenan; B.λ-carrageenan 
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图 5  ι-卡拉胶脱硫前后样品红外光谱分析 

Fig. 5  FTIR analysis of ι-carrageenan before and after desulfation 
A. 脱硫 ι-卡拉胶; B.ι-卡拉胶 

A. desulfated ι-carrageenan; B.ι-carrageenan 
 

由图 4和图 5 可知, 脱硫产物在 1 250cm-1处吸收

峰明显降低, 而且 λ-卡拉胶在 830 cm-1、806 cm-1  (C2

位硫酸基吸收)及 820 cm-1(C6位硫酸基吸收)处吸收峰

降低, ι-卡拉胶在 806 cm-1(C2 位硫酸基吸收)、845 

cm-1(C4位硫酸基吸收)处吸收峰降低, 说明 PMA法对

C2、C4、C6位硫酸基均有较好的脱除效果。 

海蒿子(Sargassum pallidum)水提取物用强阴离

子交换色谱(Q Sepharose FF, 1 mol/L NaCl)分离获得

一种岩藻聚糖硫酸酯, 用 PMA 法脱硫, 将脱硫前(A)

与脱硫后(B)样品进行了红外光谱分析, 其结果如图

6所示。脱硫前该组分在 1 250 cm-1 处峰值很高, 脱

硫产物(B)在 1 250 cm-1 处吸收峰几乎消失, 说明

PMA 法对此多糖的脱硫效果较理想, 其硫酸基含量

由脱硫前的 20 %降低到 4 %左右。 

 

图 6  海蒿子岩藻聚糖硫酸酯脱硫前(A)和脱硫后(B)红外光谱图 

Fig. 6  FTIR spectra of polysaccharides from Sargassum Pallidum after (A) and before (B) desulfation 
A.岩藻聚糖硫酸酯; B.岩藻聚糖硫酸酯脱硫产物 

A.Fucoidan; B.Desulfated fucoidan 
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3  结论 

本文以 κ-卡拉胶为研究对象, 考察了 PMA法、

CTMS法、DMSO法对其脱硫的效果, 从产率、硫酸

基含量、红外光谱、分子量等方面考察, 表明 PMA

法是一种较理想的多糖脱硫方法, 该法脱硫效率高, 

用时短, 优于 CTMS法、DMSO法。利用 PMA法对

其他海洋硫酸多糖样品进行脱硫实验, 同样得到了

较理想的效果。本方法为从事糖类构效关系研究, 以

及海洋糖类药物开发提供了基础。 
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Abstract: κ-carrageenan (sulfate content 25.1 %, molecular mass 83.1kD) was selected as studying material. The yields, 

sulfate contents and molecular masses of desulfated products of the methods of DMSO-MeOH (DMSO), trimethylchlo-

rosilane (CTMS) and pyromellitic acid-Sb2O3 (PMA) were compared. The results showed that the yields of the desulfated 

κ-carrageenan were 45.3 %, 50.6 % and 62.0 %, the desulfation rates were 42.2 %, 48.6 % and 82.8 %, the molecular 

masses were 15.7 kD, 22.3 kD and 4.75 kD, respectively. According to the IR spectrum and sulfate content analysis, 

PMA method was better than the DMSO and CTMS method. PMA method was not only effective for κ-carrageenan, but 

also suitable for the desulfation of ι-carrageenan, λ-carrageenan and fucoidan polysaccharide. 
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