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褐藻多酚连三羟基的测定 m

∆ΕΤΕΡ ΜΙΝΑΤΙΟΝ ΟΦ ςΙΧΙΝΑΛ ΠΗΕΝΟΛΙΧ ΗΨ∆Ρ ΟΞΨΛ ΙΝ

ΒΡ Ο ΩΝ ΑΛΓ ΑΛ ΠΟΛΨΠΗΕΝΟΛ

严小军 t 娄清香 t 吴真真 u 崔玉军 u

k
t 中国科学院海洋研究所 青岛 uyyszt l

k
u 青岛大学 uyysztl

关键词 褐藻多酚 o连三羟基 o总羟基

褐藻多酚具有抗氧化活性 o羟基是决定褐藻多酚

化学性质和生物学活性的最主要的官能团≈x  ∀褐藻多

酚结构中除通常的间羟基外 o还具有部分连三羟基 ∀

可以肯定 o由于连三羟基特殊的化学特征 o其含量及

其在总羟基中所占比例 o必然会影响褐藻多酚的性

质 ∀因此 o测量褐藻多酚连三羟基的含量和其在总羟

基含量中所占比例对深入研究褐藻多酚性质是非常

必要的 o它可为探讨褐藻多酚的构效关系和生成机理

提供定量研究的手段≈v  ∀以往的研究者只以间苯三酚

为标准物对褐藻多酚中总羟基进行过测定 o核磁共振

研究虽然表明褐藻多酚中除间三羟基外还含有连三

羟基 o但是无法对连三羟基的含量及其在总羟基中所

占比例进行测定 ∀本研究采用 ƒ�≥法 !ƒ⁄法首次对鼠

尾藻 k Σαργασσυµ τηυνβεργιι) ! 海黍子 ( Σ . κϕελλµανι2

ανυµ) !裙带菜 ( Υνδαρια πιννατιφιδα) !海带 ( Λαµιναρια

ϕαπονιχα)中褐藻多酚连三羟基与总羟基含量进行了分

别测定 ∀

t 材料与方法

t qt 实验材料

本实验所用海藻分别是海黍子 k Σαργασσυµ κϕελλ2

µανιανυµ) !鼠尾藻 ( Σ .τηυνβεργιι) !裙带菜 ( Υνδαρια

πιννατιφιδα)和海带( Λαµιναριαϕαπονιχα) ,均于 t|||年 w

月采自青岛市第二海水浴场 ∀

t qu ƒ⁄法测定试剂

所用试剂均为分析纯 ∀ktl间苯三酚 ~kul饱和碳

酸钠溶液 ~kvlƒ⁄试剂 o即磷酸钨钼复合物 ∀将 {s ª钨

酸钠 ous ª钼酸钠 oxss °̄k{x h l 磷酸和 uxs °̄ 水混

合 o加热回流 u «o冷却后加水定容至 t �∀

t qv ƒ⁄法测定操作步骤

ktl标准工作曲线的绘制 }按浓度梯度配制间苯

三酚标准液 o取间苯三酚标准液 t °̄ 置于 tx °̄ 试管

中 o加水稀释至 z °̄ o混合均匀 o加入 t °̄ ƒ²̄¬±2⁄̈ ±¬¶

试剂摇匀 ov °¬±后加入 u °̄ 饱和碳酸钠溶液 o混合充

分 o于 zts ±°测定吸光值 o绘制标准工作曲线 ∀kul样

品中褐藻多酚含量测定 }将样品溶于蒸馏水 o定容至

xs °̄ o其余操作同标准工作曲线 o将测得数与标准工

作曲线对照 o即可得褐藻多酚含量 ∀

t qw ƒ�≥测定试剂

ktl ƒ�≥2试剂 }将 xss ª尿素加入 xss °̄ s qt

°²̄r�的醋酸缓冲液中 o配成 xs h k ω/ ϖ)尿素2醋酸

溶液k³� � w qwl ~将硫酸亚铁铵溶于 t °²̄r��≤̄ 配成

x h的硫酸亚铁铵溶液 ~将阿拉伯胶溶于去离子水配

成 t h的溶液 ∀于测定前将尿素2醋酸溶液 !阿拉伯胶

溶液 ! 硫酸亚铁铵溶液按 {| Β ts Β t混和 o 即配成

ƒ�≥2试剂 ∀kult °ªr°̄ 连苯三酚溶液 ∀kvl二甲基甲酰

胺k⁄�ƒl2醋酸缓冲液 }将 xss °̄ ⁄�ƒ加入 xss °̄ t h

的醋酸溶液 o调 ³�至 w qw∀kwl 鼠尾藻 k Σαργασσυµ

τηυνβεργιι) !海黍子( Σ .κϕελλµανιανυµ) !裙带菜( Υνδαρια

πιννατιφιδα) !海带( Λαµιναριαϕαπονιχαl样品 }取一定质

量的上述海藻 o加入一定量的 ⁄�ƒ2醋酸缓冲液浸泡
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uw «时 o过滤 o用氯仿萃去脂溶性色素 o然后将水相冷

冻干燥 o制成样品 ∀

t qx ƒ�≥法测定步骤

ktl标准工作曲线的绘制 }按浓度梯度配置连苯

三酚标准液 o取连苯三酚标准液 u °̄ 置于 tx °̄ 试管

中 o加入 ƒ�≥2试剂 { °̄ o混合均匀 o放置 tx °¬±o再于

xz{ ±°比色 ∀并绘制标准工作曲线 ∀kul褐藻多酚中连

三羟基数的测定 }将样品溶于蒸馏水 o定容至 xs °̄ o

其余操作同标准工作曲线 o将测得数与标准工作曲线

对照 o即可得褐藻多酚中连三羟基数 ∀

t qy 仪器

zut型分光光度计

u 实验结果

u qt 测定连三羟基方法的有效性

ƒ⁄法测定的原理是利用酚羟基的还原性 o即酚

羟基可以被 ƒ⁄试剂氧化 o而磷钨酸钠与磷钼酸钠则

被多酚定量还原成稳定的 / 钨蓝0和 / 钼蓝0 o因此 o该

方法实质上测量的是待测物质中的酚羟基总数 ∀该方

法具有很好的精确度和准确度 o已为许多实验研究所

采用及证实≈t ow  ∀ƒ�≥法的测定原理 o是利用亚铁离子

与邻羟基的螯合作用 o产生发色基团 ∀因此 o在这个测

定体系中 o间羟基没有反应活性 ∀通过总羟基和邻羟

基数量的分别测定 o可以表征褐藻多酚复杂结构中不

同羟基数量的比例 ∀由图 t可见 o该方法的标准工作

曲线线性良好 o相关曲线基本通过原点 o相关系数为

s q||| |∀

图 t 褐藻多酚连三羟基测定的工作曲线

u qu 不同海藻中多酚羟基的结构特征

表 t是几种褐藻中褐藻多酚羟基的含量测定结

果 ∀ Πtr Μ代表单位重量藻体的总羟基数量 , 可以看

出 ,墨角藻目(ƒ∏¦¤̄ ¶̈l马尾藻科k≥¤µª¤¶¶¤¦̈¤̈ l的鼠尾

藻 ! 海黍子中的褐藻多酚含量较高 o分别为 v qz ϕ 和

w qv ϕ o裙带菜较低 o为 u qy ϕ o海带最低 o仅为 s q{|

ϕ ∀ Πur Μ代表单位重量藻体的邻羟基数量 o可以看

出 o测定的褐藻多酚中普遍存在一定数量的连三羟

基 o其中鼠尾藻 !海黍子中的褐藻多酚的连三羟基数

量分别为 s q|s ϕ 和 t qt ϕ o而裙带菜和海带中的邻羟

基数量仅为 s qsww ϕ 和 s qsuv ϕ ∀

实验结果发现 oΠur Πt 的比例可以用来表征褐藻

多酚的基本化学结构和与邻羟基数量有关的化学性

质 ∀鼠尾藻 !海黍子的多酚结构中 o邻羟基占总羟基数

的比例高 o并且都接近 ux h ~海带目k�¤°¬±¤µ¬¤̄ ¶̈l的

裙带菜 !海带中的褐藻多酚的连三羟基数占总羟基数

的比例较低 o为 t qz h和 u qy h o处于同一个数量级 ∀

虽然鼠尾藻 !海黍子与裙带菜中褐藻多酚的总含量处

于同一个数量级 o相差不大 o但是鼠尾藻 !海黍子中连

三羟基的数量大约占褐藻多酚总羟基数的 tr w o而裙

带菜 !海带褐藻多酚中含连三羟基的褐藻多酚所占的

比例极小 o比鼠尾藻 !海黍子中含连三羟基的褐藻多

酚低一个数量级 ∀所以 o可以认为涩味的强度与含连

三羟基的褐藻多酚的含量有关 ~含连三羟基的褐藻多

酚可能是鼠尾藻 !海黍子等马尾藻属的海藻具有涩味

以致不能食用的原因 ∀由此 o我们得到一个有意义的

结论 o在褐藻多酚的化学结构中 o起决定性作用的是

邻羟基 o褐藻多酚的连三羟基数占总羟基数的比值

kΠur Πtl 可以表征褐藻多酚的羟基官能团的化学行

为 ∀

Πur Πt 表征了褐藻多酚主要官能团的化学反应

活泼性 o由此可以区分与鉴定不同海藻来源的褐藻多

酚 ∀为褐藻多酚抗氧化剂产业化的质量指标体系建立

了一个与抗氧化活性直接相关的化学结构指标 ∀在抗

氧化活性研究中 o我们已经发现 }全部由连三羟基组

成的焦性没食子酸丙酯清除 ⁄°°� 自由基的能力是

t Β t qx o即一个连三羟基型酚羟基可以清除 t qx个

⁄°°�自由基 ~全部由间羟基组成的间苯三酚清除自

由基的能力是 t Β s q| o即一个间羟基型酚羟基只能

清除 s q|个 ⁄°°�自由基 ∀而对于含有一定数量连三

羟基的褐藻多酚来说 o一个酚羟基可以清除 t qs个

⁄°°�自由基 o介于两者之间≈u  ∀

从化学防御的角度来看 o不同来源褐藻多酚的

Πur Πt 值也可以说明一些问题 ∀因为 o从形态分化的

角度看 o马尾藻具有更为明显的形体分化特征 o是相

对于海带和裙带菜更为高等的海洋植物 o这些植物显

然具有更高比例的连三羟基 o使马尾藻具有更有效的
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华贵栉孔扇贝幼体附着和变态的化学诱导 m
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关键词 华贵栉孔扇贝 o变态 o幼体 o儿茶酚胺

许多海产贝类的浮游幼体附着和变态受到环境

中化学信号的严格控制 o环境中的某种或某些物质

k如 �
n !儿茶酚胺 !微生物黏膜 !大型藻类 !成贝贝壳

等l可被幼体识别≈u 
o或对幼体有吸引作用 o诱导其发

生附着和变态 ∀一旦环境中缺乏诱导物质或没有合适

的附着基时 o幼体只能继续浮游 o并最终死亡 ∀因此 o

研究贝类幼体附着和变态的诱导作用 o显然对提高人

工育苗技术具有重要意义 ∀

华贵栉孔扇贝k Χηλαµψσ νοβιλισl是热带亚热带种 o

在福建和广东沿岸已形成规模化养殖 ∀本文研究该种

幼体的附着和变态的化学诱导 o期望对人工育苗技术

的改进提供指导 ∀

t 材料与方法

t qt 材料

华贵栉孔扇贝幼体取自福建省漳浦县海珍品实

验场 o幼体眼点出现率为 xw h o平均壳长为 t|u Λ°∀

温度为 ux ε k ? t ε l ~海水比重为 t qsuwkux ε l ∀

t qu 神经递质及其类似物的诱导作用检测

选用肾上腺素k∞³¬l !去甲肾上腺素k�²µl !多巴

胺k⁄�l !�2多巴k�2⁄�°�l !Χ2氨基丁酸k����l !麻黄
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化学防御作用 o如抵抗微生物感染 !抵御草食性动物

的摄食等 ∀马尾藻大量分泌的多酚化合物所造成的化

学环境使其产生了特殊的群体优势 o在自然环境中可

以形成很大的自然生物群落 o如非常特殊的马尾藻

海∀本文所得到的结果与马尾藻的生理生态特征相吻合∀
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表 1  几种褐藻中褐藻多酚羟基的测定( ξ ? σ, ν � xl

褐藻 Μ3 kªl Πt
3 3 k°ªl Πu

3 3 3 k°ªl Πtr Μk ϕ l Πur Μk h l Πur Πtk h l

鼠尾藻 { qs u| qws ? s qsy z qus ? s qsw v qz s q|s uw qw

海黍子 w qs tz qus ? s qsv w qws ? s qsx w qv t qt ux qy

裙带菜 u qx y qxs ? s qsw s qtt ? s qsw u qy s qsww t qz

海带 x qx w q|s ? s qsz s qtv ? s qsv s q{| s qsuv u qy

3 Μ藻体干重 ; 3 3 Πt 羟基总量 ,以相当于间苯三酚的质量数来表示 ; 3 3 3 Πu 连三羟基量 ,以相当于连苯三酚的质量数来表示 ∀




