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泡叶藻及海带藻渣中岩藻聚糖硫酸酯的提取及其抗氧化活性 
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摘要: 采用超声波辅助提取方法提取泡叶藻(Ascophyllum mackaii)及海带(Laminaria japonica)藻渣中岩

藻聚糖硫酸酯 , 以均匀试验设计建立回归模型优化高效制备提取工艺。采用高效凝胶过滤色谱法

(HPGPC)进行了相对分子质量检测及理化性质分析; 利用 Fenton 反应检测法、邻苯三酚自氧化法等进

行了抗氧化活性研究。结果表明, 优化的高效制备技术的超声波最佳条件为超声 70 min, 温度为 90℃, 

水提时间 2 h, 料液比 1︰ 80, 泡叶藻及海带藻渣中岩藻聚糖硫酸酯的高效提取率分别为 4.49%和 3.69%, 

分子质量分别为 142 kDa和 136 kDa, 泡叶藻和海带藻渣中的岩藻聚糖硫酸酯均具有较好的清除超氧阴

离子自由基、羟自由基能力及还原能力。海带的抗氧化活性总体略高于泡叶藻。  
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岩藻聚糖硫酸酯(fucoidan), 又名岩藻多糖或褐
藻糖胶, 是一种水溶性的硫酸杂多糖。研究发现岩藻
聚糖硫酸酯具有抗氧化[1]、抗病毒[2-3]、抗肿瘤、抗

癌[4-5]、调节免疫[6]等多种生物学活性, 具有广阔的保
健品、药品开发前景, 需求量日益增加。 

泡叶藻(Ascophyllum mackaii)和海带(Laminaria 
japonica)都是海藻工业生产常用原料 , 被用于提取
碘、甘露醇、褐藻酸钠。提取后剩下大量的海藻渣, 因
其缺乏科学利用方法, 大都作为肥料甚至作为废料
丢弃。试验发现海藻渣中尚含有十分丰富的岩藻聚

糖硫酸酯, 所以将海藻渣作为提取岩藻聚糖硫酸酯
的新原料, 寻找一种有效的提取方法来最大程度地
提取海藻渣中的岩藻聚糖硫酸酯, 可大大提高海藻
渣的利用率及高附加值。 

本文采用超声波辅助提取方法, 通过均匀试验设
计建立回归模型优化提取工艺, 改进了传统水提法耗
能多, 提取时间长, 多糖得率较低的缺点[7-8], 有效提
高了海藻渣中岩藻聚糖硫酸酯的提取率。并对从海带

和泡叶藻两种工业藻渣中提取的岩藻聚糖硫酸酯进

行理化性质分析、相对分子质量和抗氧化活性测定, 
为海藻渣的高附加值再利用提供了科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 
泡叶藻及海带藻渣(采自日照结晶集团), 清洗

去除表面杂质 , 50℃烘箱中干燥至恒重后粉碎 , 过
100目筛备用L-岩藻糖(Fuc)(Sigma); 葡聚糖系列分
子质量标准品; 浓硫酸、邻苯三酚、HCl、邻二氮菲、
FeSO4、H2O2等试剂均为国产分析纯。

  
岛津高效液相色谱仪 SHIMADZULC-20A; 超声

波清洗机; 电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏试验设备
有限公司); 数显恒温水浴锅 HH-4(国华电器有限公
司); 万能粉碎机; Unico UV-2000 分光光度计(尤尼
科(上海)仪器有限公司); SC-3610 低速离心机(安徽
中科中佳科学仪器有限公司); RE-2000 型旋转蒸发
仪(上海亚荣生化仪器厂); 冷冻干燥机(北京松源华
兴科技发展有限公司)。 

1.2  方法 
1.2.1  超声波辅助提取方法 

泡叶藻及海带藻渣粉在给定条件下超声后再水

浴加热提取多糖。操作完毕后离心, 取上清液抽滤, 
滤液减压浓缩 , 后加入95%乙醇至其终体积分数为
30%, 静置1 h, 离心去褐藻胶, 上清液加入95%乙醇
至其终体积分数为70%, 离心收集岩藻多糖粗沉淀。
用无水乙醇洗涤沉淀, 冷冻干燥得粗品。称重并计算
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得率。  
1.2.2  提取试验设计 

试验选取pH、超声时间、水浴时间、料液比和
水浴温度5个因素, 采用U12*(125)均匀设计试验法, 
并通过拟水平法适当改造, 依据规定[9-10]使用, 其均
匀性D=0.2272, 对岩藻聚糖硫酸酯的最佳提取工艺
进行优化。  

 
表 1  均匀试验设计因素与水平 
Tab.1  The factor-level list for uniform design 

  水平    
因素 

1 2 3 4 5 6 
X1  pH 1 2 3 4 5 6 
X2 超声时间(min) 20 30 40 50 60 70
X3 水提时间(h) 1 2 3 4 5 6 
X4 料液比 1︰30 1︰40 1︰50 1︰60 1︰70 1︰80
X5 水浴温度(℃) 40 50 60 70 80 90

 
1.2.3  岩藻聚糖硫酸酯的理化性质分析 
总糖含量测定采用苯酚硫酸法[11]; 岩藻糖含量测定

采用半胱氨酸盐酸盐法[12]; 硫酸根含量测定采用明胶
氯化钡比浊法[13]; 蛋白质含量测定采用考马斯亮蓝法。 
1.2.4  岩藻聚糖硫酸酯相对分子质量测定 

采用高效凝胶过滤色谱法(HPGPC), 使用TSK- 
gel-G3000PWxL色谱柱测定多糖分子质量 ; 流动相
为0.05 mol/L Na2SO4, 柱温30℃, 流速1 mL/min, 示
差检测器(RID)。将多糖样品配成15 g/L, 以标准葡
聚糖分子质量的对数 (logMw)对色谱保留时间 (tR)
作图 , 得标准曲线(log Mw=−0.3344934tR+9.115284; 
R2=0.9998), 根据标准曲线及GPC软件计算样品相对
分子质量及分布。 
1.2.5  两种海藻废渣中岩藻聚糖硫酸酯的抗氧化活

性测定 
1.2.5.1  羟基自由基清除能力测定 

利用 Fenton 反应检测各种自由基清除剂对羟自
由基(·OH)的清除作用[14]。由于·OH可特异地使邻
二氮菲(1,10-菲罗啉)反应体系褪色 , 根据褪色程度
用比色法来衡量·OH的含量。采用固定反应时间法, 
在波长 536 nm处测量被测无反应液的吸光度, 并与
空白溶液比较, 从而测定多糖和 L-抗坏血酸对·OH
的清除作用。 

分别取不同浓度的样品溶液加入 5 mmol/L邻二
氮菲 1.5 mL, 再加 0.2 mol/L pH 7.4 磷酸盐缓冲液
(PBS)2.0 mL充分混匀后, 加 7.5 mmol/L FeSO4溶液

1.0 mL, 每加一管立即摇匀, 加 0.1% H2O2 1.0 mL, 最
后以 H2O补充体积至总体积为 10 mL, 反应液 37℃保
温 60 min后, 于 536 nm处测定吸光度(A536)。未损伤
管以水代替 H2O2。 
清除率(%)=(A 样品−A 损伤)/(A 未损伤−A 损伤)×100% 

上式中的 A 样品、A 损伤、A 未损伤分别表示样品管、损伤

管、未损伤管在上述条件下的吸光度值。 
1.2.5.2  超氧阴离子自由基清除能力测定 

采用邻苯三酚自氧化法反应测定自由基清除

剂对其产生的超氧阴离子自由基的清除作用 [15]。

取 4.5 mL 0.05 mol/L pH 8.2 Tris-HCl缓冲液, 加入
不同浓度的多糖溶液后 , 用蒸馏水补充值 8.7 mL, 
混匀后, 于 25℃水浴中保温 20 min后, 加入 0.3 mL 
3 mmol/L 邻苯三酚溶液, 迅速摇匀, 以 0.01mmol/L 
HCl溶液作参照, 迅速在波长 325 nm处测量吸光值, 
每隔 30 s测一次, 反应时间为 15 min。 

清除率(%)= (ΔA0−ΔA)/ ΔA0×100% 
ΔA0 为不加样品时的邻苯三酚自氧化速率; ΔA 为加
入样品后的邻苯三酚自氧化速率。 
1.2.5.3   还原力的测定 

还原力的测定采用  Hsieh 等的方法并稍作改
进 [16]。分别取不同浓度的多糖溶液与 2.5 mL 1%铁
氰化钾混合, 加入 2.5 mL 0.2 mol/L 磷酸钠缓冲液
(pH6.6), 混匀后在 50℃保温 20 min。然后加入 2.5 mL 
10%三氯乙酸和 0.5 mL 0.1% FeCl3溶液。在 700 nm
处测定混合液的光吸收值。 

混合液的光吸收值越高, 说明还原力越强。 

2  结果与讨论 

2.1  超声波法辅助提取岩藻聚糖硫酸酯的

最佳条件 
采用超声波辅助提取岩藻聚糖硫酸酯, 它具有

时间短、效率高、提取量高等优点。一定的酸度可

有效地降解多糖糖苷键, 使更多的小分子质量多糖
分子溶解出来, 提高多糖提取率和纯度 [17], 但酸度
过高又会使硫酸根降解。由于岩藻聚糖硫酸酯的活

性与硫酸根含量密切相关[18], 故以粗多糖提取率(Yw)
和硫酸根含量(Ys), 两者之和(Y)为评价指标, 综合考
虑各试验因素对指标的影响。根据选定的均匀设计

表, 在各组条件下进行实验, 结果见表2。 
通过 minitab 软件建立多元回归模型, 采用二次

多项式逐步回归, 以 Y(Yw + Ys)作为指标, 获得提取 
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表 2  超声波辅助提取均匀试验设计结果 
Tab.2  The analysis results of Ultrasonic-assisted extraction process of fucoidans by uniform design 

试验号 X1 
pH 

X2超声时间

(min) 
X3水提时间

(h) 
X4 

料液比
X5水浴温度

(℃) 
YW提取率

(%) 
YS硫酸根含量

(%) 
Y提取率+硫酸根含量

(%) 
1 1 30 2 1︰70 90 4.57 25.52 30.09 
2 1 40 4 1︰50 90 4.61 18.15 22.76 
3 2 60 6 1︰30 80 3.47 27.21 30.68 
4 2 70 2 1︰70 80 3.35 37.05 40.40 
5 3 20 4 1︰50 70 3.53 21.22 24.75 
6 3 40 6 1︰30 70 3.10 14.26 17.36 
7 4 50 1 1︰80 60 3.69 36.86 40.55 
8 4 70 3 1︰60 60 3.66 30.84 34.50 
9 5 20 5 1︰40 50 3.23 31.66 34.89 

10 5 30 1 1︰80 50 3.68 36.59 40.27 
11 6 50 3 1︰60 40 3.44 26.76 30.20 
12 6 60 5 1︰40 40 2.92 21.45 24.37 

 
表 3  方差分析结果 
Tab. 3  Variance analysis of regression model 
方差来源 自由度 Seq SS Adj SS Adj MS F值 P值 显著性 
回归 7 0.0653934 0.0653934 0.0093419 8.9343 0.025702 * 

X1 1 0.0028152 0.0091017 0.0091017 8.7046 0.041955 * 
X2 1 0.0018020 0.0125781 0.0125781 12.0293 0.025622 * 

X1
*X5 1 0.0038842 0.0005015 0.0005015 0.4796 0.526699  

X2
*X5 1 0.0162390 0.0114549 0.0114549 10.9551 0.029659 * 

X2^2 1 0.0009054 0.0036821 0.0036821 3.5215 0.133813  
X4^2 1 0.0380936 0.0102674 0.0102674 9.8195 0.035063 * 
X2

*X3 1 0.0016541 0.0016541 0.0016541 1.5819 0.276907  
误差 4 0.0041825 0.0041825 0.0010456    
合计 11 0.0695759      
注: 显著性标注“*”为显著 

 
岩藻聚糖硫酸酯的回归方程:  

Y = 0.0530128+0.0820662X1−0.0184471X2−  
0.000302915X1X5+0.000144705X2X5+ 

8.9626e−005X2^2+4.82555e−005X4^2+0.000457851X2X3 
回归方程相关系数R−Sq = 93.99%, R-Sq(调整) = 

83.48%, F=8.9343, P=0.025, 小于0.05, 方程通过F检
验, 置信度高。综合分析结果表明上述回归方程可以
反映多元线性回归模型, 回归分析有效。 

影响岩藻聚糖硫酸酯提取率的因素大小 :  
X2>X2X5>X4^2>X1>X2^2>X2X3>X1X5, 即超声时间最
显著, 其次是超声时间和水提温度交互作用、料液比
的二次项和pH。X3在逐步回归中被剔出方程, 说明
水提时间对提取率和硫酸根含量影响不显著, 考虑
到提取效率, 所以在提取过程中取最小值。 

根据回归方程及方差分析结果规划求解, 确定

最佳工艺为: 超声时间 70 min, 水提时间 2 h, 温度
90℃, pH=6, 料液比 1︰80。 

在此条件下, 海带藻渣的提取率为 4.49%, 硫酸
根含量为 38.20%, 两者之和 42.69%均大于试验组, 
说明模型选择合适, 能够为高效制备海藻渣中岩藻
聚糖硫酸酯提供理论指导。 

2.2  两种海藻废渣中岩藻聚糖硫酸酯理化

性质及相对分子质量 
在上述最佳提取工艺下分别提取海带和泡叶藻

藻渣中的岩藻聚糖硫酸酯, 分别记为 LF, AF。并对其进
行理化性质分析和相对分子质量测定, 结果见表 4。 

由表可见, AF 的总糖及岩藻糖含量均高于 LF, 
但硫酸根含量低于 LF。两者的蛋白质含量均较低, 
AF 略高于 LF。LF 和 AF 的分子质量均在 130 kDa 
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表 4  两种海藻渣中岩藻聚糖硫酸酯的理化性质比较 
Tab.4  Comparison of physicochemical properties of fucoidans extracted from Laminaria japonica and Ascophyllum 

mackaii residue 
样品 提取率(%) 外观与性状 总糖(%) 岩藻糖(%) 硫酸根(%) 蛋白质(%) 分子质量(kDa)
海带 LF 4.49 浅棕色粉末 42.20 27.29 38.20 1.70 142 
泡叶藻 AF 3.69 浅棕色粉末 66.56 47.97 13.50 2.16 136 

 
以上 , 说明提取的岩藻聚糖硫酸酯为大分子多糖 , 
可进一步降解为低分子质量多糖进行研究。 

2.3  岩藻聚糖硫酸酯对羟基自由基的清除

作用 
羟自由基和其他自由基相比, 是最活跃的体内活

性氧, 是在生命活动的氧化代谢过程中产生的, 可导
致大量的疾病发生。对羟自由基清除率的检测也是抗

氧化剂抗氧化活性的指标之一, 而且对研究自由基的
生物有着重要意义。由图 1可知, LF和 AF均具有良
好的清除羟基自由基的能力, LF的清除能力好于 AF。
LF 在浓度为 0.5 g/L 时清除率达到 90%以上, 当 AF
的浓度为 1 g/L 时, 清除率也达到 80%。说明 LF 和
AF均具有良好的清除羟基自由基的效果。 

 

图 1  岩藻聚糖硫酸酯对羟基自由基的清除能力 
Fig. 1  Scavenging capability of fucoidans on hydroxyl 

radicals 
 

2.4  岩藻聚糖硫酸酯对超氧阴离子自由基

清除作用 
超氧自由基是活性氧的一种, 在体内由过氧化

物歧化酶清除, 如果体内过氧化物歧化酶活力下降
或超氧产生过量都会给机体造成危害[19]。从图 2 可
以看出, 两种海藻废渣中的岩藻聚糖硫酸酯在所选
浓度范围内, 对超氧阴离子自由基都有一定的清除
作用 , 且随着浓度的升高 , 清除率上升。经计算达
50%清除率所需浓度(EC50)LF 为 1.564 g/L, AF 为
1.506 g/L。 

 
图 2  岩藻聚糖硫酸酯对超氧阴离子自由基的清除能力 

Fig. 2  Scavenging capability of fucoidans on superoxide 
radicals 

 

2.5  岩藻聚糖硫酸酯的还原力 
还原力的测定可检验样品是否为良好的电子供

应者 , 还原力强的样品因为良好的电子供应者 , 其
供应的电子除了可使 Fe3+还原为 Fe2+外, 也可参与
自由基反应, 使自由基成为稳定的物质。由图 3可知, 
LF 和 AF 在一定的质量浓度范围内都有显著的还原
能力, 且随着浓度的增加而增加, 但 AF 的浓度超过
8.0 g/L后还原力有所下降。总之在该试验测定的浓
度范围内, LF和 AF均具有一定的还原能力。 

 

图 3  岩藻聚糖硫酸酯的还原力 
Fig .3  Reducing power of fucoidans 

 

3  结论 
采用超声波辅助提取, 利用均匀试验设计建立回

归模型, 综合考虑提取率和硫酸根含量, 优化出岩藻
聚糖硫酸酯的最佳提取条件是: 超声时间 70 min, 水
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提时间 2 h, 温度 90℃, pH=6, 料液比 1︰80。在此条
件下, 海带 LF 和泡叶藻 AF 中岩藻聚糖硫酸酯提取
率分别为 4.49%和 3.69%。LF 硫酸根相对较高而岩
藻糖含量比 AF低, 两者分子质量分别为 142 kDa和
136 kDa。两种海藻渣中提取的岩藻聚糖硫酸酯具有
较好的清除超氧阴离子自由基、羟自由基能力及还原

力, LF的抗氧化能力总体优于 AF, 可能与硫酸根含量
高有关。从海藻渣中提取的岩藻聚糖硫酸酯可以作为

一种天然的抗氧化剂, 值得开发和利用。 
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Abstract: Ultrasound assisted extraction was used to extract fucoidans from seaweed residue and the regression 

model was established by uniform design in order to optimize extraction conditions. The physicochemical proper-

ties and molecular weights of fucoidans from Laminaria japonica and Ascophyllum mackaii residue (LF and AF) 

were analyzed using high performance gel filtration chromatography (HPGFC) and their antioxidant activities were 

analyzed using fenton reaction and pyrogallol autoxidation assays. The results showed that the optimal condition 

was: ultrasound time 70 minutes, hot water extraction time 2 h, extraction temperature 90℃ and the ratio of solu-

tion to algae power was 80 (mL:g). Under this condition, the extraction rates of LF and AF were 4.49% and 3.69%, 

respectively. Molecular weights of LF and AF were 142 kDa and 136 kDa, respectively. Both LF and AF had strong 

scavenging capability on hydroxyl radicals and superoxide radicals, and had excellent reducing power. Moreover, 

LF exhibited a stronger in vitro antioxidant activity than NF. 
 

                                                                       (本文编辑: 康亦兼) 
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