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紫菜纳豆菌发酵物中醇提物和多糖生物活性的初步研究 

黄莺莺, 董焕焕, 杨苗苗, 矫丽萍, 邵  霜, 岳  琪, 魏玉西 

(青岛大学 生命科学学院, 山东 青岛 266071) 

摘要: 纳豆菌(Bacillus natto)发酵后的条斑紫菜经稀释、离心后上清液用一定浓度的乙醇处理获得醇沉

物和醇溶液。将醇沉物去蛋白得到粗多糖, 进行抗氧化活性的研究; 将醇溶液旋转蒸发得到浸膏, 将浸

膏按极性大小分相萃取分别得到石油醚相、乙酸乙酯相和正丁醇相浸膏, 探讨分相浸膏对金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌、四联微球菌的抑菌效果。通过测定多糖和分相浸膏对羟自由基(·OH)和 DPPH 自

由基的清除能力评价其抗氧化能力。结果表明: 醇溶物对金黄色葡萄球菌具有抑制作用, 且随着浓度

的升高各相浸膏对羟基自由基的清除率随之升高, 其中, 正丁醇相浸膏在质量浓度为 0.5 mg/mL 时对

羟自由基的清除率达到 91.6%, 说明条斑紫菜经纳豆菌发酵可能产生了活性化合物; 与对照组相比, 

利用纳豆菌发酵紫菜发酵物中多糖提取率增加了 0.24%, 发酵得到的多糖在质量浓度为 5.0 mg/mL 时

对羟自由基的清除率达到了 95.7%。 
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纳豆菌, 别名纳豆芽孢杆菌(Bacillus natto), 是

一种革兰氏阳性菌。既具有广谱抗菌活性和极强的

抗逆能力 , 又能产生多种抗菌素和酶 , 而且纳豆菌

分泌酶的能力比其他枯草芽孢杆菌高几十倍[1-2]。纳

豆激酶是在纳豆发酵过程中产生的一种丝氨酸蛋白

酶, 具有溶解血栓、降低血黏度、改善血液循环、软

化和增加血管弹性等作用 [3-4]。纳豆菌发酵技术于

2000 多年前起源于我国, 目前在日本纳豆作为一种

传统发酵食品, 一直是日本国民膳食结构的主要组

成部分[5]。纳豆菌发酵原料除大豆外, 还被用来与乳

酸菌共同发酵制备酸奶, 以果渣为底物发酵剩余豆

渣等 [6], 发酵高档水产品加工废弃物和低值水产品, 

并带来较好的经济效益[7-8]。 

紫菜属海洋红藻, 其中含丰富的蛋白质、碳水化

合物、各种维生素和矿物质。同时紫菜还可以入药, 

具有化痰软坚、清热利水、补肾养心之功效[9]。紫菜

在我国各地人工养殖产量大 , 资源相当丰富 , 其应

用前景广阔。 

国内已有学者研究以纳豆菌发酵紫菜, 再添加

木瓜蛋白酶酶解的方法从中提取紫菜蛋白多肽以及

研究该法对蛋白提取率的影响[10]。但是, 关于纳豆菌

发酵物中多糖和醇溶物的生物活性均未见报道。本

文利用纳豆菌对条斑紫菜进行发酵, 以未发酵的条

斑紫菜作对照, 研究条斑紫菜纳豆菌发酵物中多糖

和醇溶物的抗氧化和抑菌活性, 预期研究结果对充

分利用紫菜资源提供重要基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  原料 

条斑紫菜(干), 2014 年 12 月购自江苏连云港和

润紫菜加工有限公司。 

1.1.2  菌株 

纳豆芽孢杆菌(Bacillus natto)菌粉购自中山市纳

豆微生物制品有限公司 ; 枯草芽孢杆菌 (Bacillus 

subtilis)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、

四联微球菌(Micrococcus tetragenus), 由青岛大学生

命科学学院微生物学实验室提供。 
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1.2  主要仪器与设备 

DXF-10A 型多功能摇摆式粉碎机(广州市大祥

电子机械设备有限公司); YXQ-LS-50SII立式压力蒸

汽灭菌锅 (上海博讯实业有限公司医疗设备厂 ); 

CR21G 高速冷冻离心机 (上海安亭科学仪器有限公

司 ); RE-52A 旋转蒸发器 (上海亚荣生化仪器厂 ); 

SW-OJ-IFD洁净工作台(苏净集团苏州安泰空气技术

有限公司); 721G 可见分光光度计(上海精密科学仪

器有限公司); 冷冻干燥机(北京博医康实验仪器有

限公司)。 

1.3  方法 

1.3.1  醇提物和多糖的制备 

参考文献[11]并作适当改进。选取条斑紫菜(干)

于 40℃恒温干燥箱中干燥 12 h, 研磨成粉末后称取

两份等量的紫菜粉末 , 一份为实验组 , 另一份为对

照组, 均按照料液比为 1︰16加入蒸馏水, 搅拌均匀

后放入高压湿热灭菌锅中灭菌 20 min。实验组发酵

条件为: 温度 43℃, 发酵时间 24 h, 接种量为每 3 g

条斑紫菜样品加 0.01 g 纳豆菌。对照组除不加纳豆

菌外, 其余条件均与实验组相同。发酵结束, 两组同

时按照料液比 1︰40 加蒸馏水, 常温水提 5 h, 冷冻

离心(8 000 r/min)10 min。上清液加入 95%乙醇并调

至终浓度为 80%, 于 4℃的冰箱中静置过夜后再次离

心, 收集醇不溶物。上清液即为醇提物, 经旋转蒸发

后依次用等体积石油醚、乙酸乙酯、正丁醇进行萃

取 12 h, 相同溶剂萃取两次。合并萃取液经旋蒸得石

油醚相浸膏(实验组 A, 对照组 A′)、乙酸乙酯相浸膏

(实验组 B, 对照组 B′)和正丁醇相浸膏(实验组 C, 对

照组 C′)。第一次醇沉得到的醇不溶物冷冻干燥后研

磨, 按照水料比 30︰1 (w/w)加水于 80℃恒温水浴锅

中放置 1 h, 取出后冷却至室温 , 离心(8 000 r/min) 

20 min, 沉淀即为杂蛋白(弃去), 上清液加 95%乙醇至体

积分数为 80%, 在 4℃冰箱中静置过夜, 离心(5 000 r/min) 

10 min, 取沉淀物冷冻干燥即得粗多糖。 

1.3.2  多糖含量的分析方法  

总糖含量测定: 选用苯酚—硫酸法 , 以葡萄糖

为标准物, 在 490 nm处测定多糖含量[12]。 

紫菜多糖提取率(%)=紫菜多糖提取量/紫菜原料

质量×100 % 

1.3.3  蛋白质含量的分析方法 

蛋白质的测定: 选用考马斯亮蓝比色法。 

1.3.4  醇提物对三种菌的抑制作用 

参考文献[13-15]并作适当改进。旋转蒸发后的

各相浸膏均用二甲基亚砜作溶剂溶解 , 分别取实

验组和对照组的石油醚相、乙酸乙酯相、正丁醇相

浸膏样品配制 20 g/L 的溶液 , 对枯草芽孢杆菌、金

黄色葡萄球菌、四联微球菌进行抑菌实验。用生理

盐水分别配制菌悬液。待培养皿湿热灭菌冷却后加

入营养琼脂培养基 15 mL, 摇匀 , 置水平位置待其

凝固。将三种菌分别接入培养皿中 , 用打孔器在培

养基中等距离打 7个孔 , 向每个孔中加 20 μL样品

溶液 , 分别为对照组和实验组不同相的 6 种溶液 , 

同时以二甲基亚砜作为空白对照。每种细菌设 3

个平行样 , 于 37℃恒温培养 16~24 h后 , 测量抑菌

圈直径 , 找出抑菌效果最好的细菌作为后续实验

的指示菌。  

分别取实验组和对照组的石油醚相、乙酸乙酯

相、正丁醇相浸膏样品, 采用二倍稀释法配制浓度为

20, 10和 5 g/L溶液。采用稀释涂布平板法接种指示

菌, 在每个培养皿上均匀地打 7个孔, 每个孔中加样

20 μL, 以二甲基亚砜作为空白对照。于 37℃恒温培

养 16~24 h后, 测量、记录结果。每个浓度梯度做 3

次平行实验[16], 结果取平均值。 

1.3.5  醇提物和多糖抗氧化活性的研究 

1.3.5.1  对羟自由基的清除率 

参考文献[17]方法进行。多糖和旋转蒸发后的各

相浸膏均用去离子水溶解, 在 Fenton 体系下, 进行

清除羟基自由基作用的研究。取标记好空白管、对

照管以及不同浓度的样品管, 先分别向试管中加入

0.15 mol/L, pH7.4的磷酸盐缓冲液 0.5 mL, 6 mmol/L

的 EDTA二钠亚铁溶液 0.5 mL, 520 μg/mL的番红溶

液 0.1 mL, 再分别向不同浓度的样品管中加入 3.5 mL

样品的去离子水溶液, 最后再加入 0.3%(V/V)的H2O2 

0.4 mL。空白管将样品溶液用等体积去离子水代替, 

对照管将样品溶液和 H2O2溶液用等体积去离子水代

替。混匀后放置于 40℃恒温水浴中保温 30 min, 然

后在 520 nm处测其吸光度。每个样品重复操作 3次, 

取三次结果的平均值。实验中将 Vc作为阳性对照进

行试验。 

清除率的计算公式 : 清除率(%)=(A 样品–A 空白)/ 

(A 对照–A 空白)×100% 

式中: A 样品为样品管吸光度;  A 空白为空白管吸光度; 

A 对照为对照管吸光度。 

1.3.5.2  对 DPPH自由基的清除率 

参照文献[18]方法进行。多糖和旋转蒸发后的各

相浸膏均用去离子水溶解, 分别向试管中加入不同
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浓度的样品溶液 2.0 mL, 然后分别加入 0.2 mmol/L

的DPPH溶液 2.0 mL, 混匀后静置 30 min, 测定反应

液在 517 nm 处的吸光度 Ai; 以无水乙醇作参比, 测

定 2.0 mL DPPH溶液与 2.0 mL无水乙醇混合后的吸

光度 A0; 测定 2.0 mL的样品溶液与 2.0 mL无水乙醇

混合后的吸光度 Aj。实验以 Vc作为对照。 

清除率的计算公式 : 清除率 (%)=[1–(Ai–Aj)/ 

A0]×100% 
式中: Ai-样品管吸光度; Aj-空白管吸光度; A0-背景

吸收。 

1.3.5.3  对超氧阴离子的清除率 

参照文献[19]方法进行。用去离子水将紫菜多糖

溶解, 采用邻苯三酚自氧化法测其对超氧阴离子清

除率。取 4.5 mL Tris-HCl缓冲溶液(50 mmol/L, pH8.2)

于 25 mL 试管中, 加入 4.2 mL 重蒸水混匀, 再放入

37℃水浴中保温, 20 min 后取出并立即加入在 37℃预

热过的 0.5 mL 3 mmol/L 邻苯三酚溶液(以 10 mmol/L 

HCl配制), 空白管用 0.5 mL 10 mmol/L HCl代替邻

苯三酚的HCl溶液, 迅速摇匀, 倒入比色皿, 于325 nm

波长处每隔 30 s 测定吸光度 (Aa)及空白管吸光度

(Ab)。实验组先加入 2 mL 各质量浓度的紫菜多糖溶

液, 再加入邻苯三酚溶液, 重蒸水相应减少, 再根据

邻苯三酚自氧化测定的方法操作, 测各样品吸光度

(Ai)。以 10 mmol/L HCl溶液配制空白管作为空白, 测

定其本底吸光度(Aj), 每个样品重复 3 次取平均值。

以 Vc做阳性对照。 

清除率的计算公式 : 清除率 (%)=[(Aa–Ab)–(Ai– 

Aj)]/(Aa–Ab)×100 

2  结果与分析 

2.1  两组提取物旋蒸后各相浸膏的质量 

实验组和对照组均称取 150 g 紫菜粉末, 经浸

提、醇沉、分相萃取、旋蒸后, 最终得到各相浸膏的

质量如表 1 所示。实验组最终得到的各相浸膏质量

均高于对照组, 推测紫菜经纳豆菌发酵后其乙醇可

溶性物质组成及含量发生了变化。 

 
表 1  紫菜纳豆菌发酵乙醇提取物浸膏质量 
Tab. 1  The mass of the alcohol extract from Porphyra 

yezoensis fermented by Bacillus natto 

浸膏质量(g) 
组别 

石油醚相 乙酸乙酯相 正丁醇相 

实验组 0.802 1.419 1.963 

对照组 0.086 0.868 1.352 

2.2  紫菜多糖提取及含量测定结果 

紫菜干粉经醇沉、去蛋白, 干燥后得到发酵的白

色粉末状的多糖提取率为 2.40%, 未发酵的白色粉

末状多糖提取率为 1.94%, 实验组的多糖提取率相

对于对照组高出 0.46%(表 2)。根据张丽妍等[20]纳豆

菌糖苷酶的分离纯化及酶学性质研究, 说明纳豆菌

在本实验中也会产生糖苷酶对紫菜中的多糖进行降

解, 从而提高了紫菜多糖的提取率。 
 

表 2  多糖提取率及蛋白质去除率 
Tab. 2  The extraction ratio of crude polysaccharides 

and the rate of protein removal 

组别 多糖提取率(%) 蛋白质去除率(%)

实验组 5.26 77.5 
第一次醇沉

对照组 4.02 75.7 

实验组 2.04 52.4 
第二次醇沉

对照组 1.94 54.6 
 

2.3  醇提物的抑菌活性 

2.3.1  醇提物对 3种菌的抑制作用 

通过前期实验, 发现发酵和未发酵的条斑紫菜

对枯草芽孢杆菌、四联微球菌抑制效果均不明显, 而

对金黄色葡萄球菌均有明显的抑制作用。 

2.3.2  浓度对抑菌效果的影响 

根据实验结果, 金黄色葡萄球菌被选择为指示

菌, 测定实验组和对照组各相对其抑制效果。并测量

有抑菌效果的萃取相的抑菌圈直径 , 打孔器内径

5.00 mm, 测量的结果见图 1。 

 

图 1  紫菜纳豆菌发酵乙醇提取物浸膏对金黄色葡萄球菌

的抑菌圈直径 

Fig. 1  The antibacterial ring diameter of the alcohol extract  
in the presence of Staphylococcus aureus 

 

经过发酵之后 , 对于石油醚相和乙酸乙酯相 , 

在一定程度范围内 , 随着浓度的提高 , 其抑菌的效

果均有不同程度地提高; 浓度为 5 g/L 和 10 g/L 时, 
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各相的抑菌圈直径由大到小依次为: 已发酵石油醚

相, 未发酵石油醚相, 已发酵乙酸乙酯相, 未发酵乙

酸乙酯相。而对于正丁醇相, 在这一浓度范围内, 抑

菌效果极不明显。紫菜经纳豆菌发酵后的醇提物中, 

具有抑菌活性的物质大多是弱极性小分子物质, 并

且抑菌效果提高不明显, 发酵对其影响较小。 

2.4  醇提物和多糖的抗氧化活性 

2.4.1  对清除羟自由基(·OH) 能力 

条斑紫菜醇提物各相对羟自由基的清除效果见

图 2。可见, 发酵条斑紫菜醇提物各相浸膏对羟自由

基的清除率均高于 Vc, 在 0.5 g/L时, 石油醚相、乙

酸乙酯相和正丁醇相的清除率分别为 63.04%、

80.12%和 91.61%, 而同浓度 Vc 的清除率仅为

60.09%。表明发酵条斑紫菜醇提物在清除羟自由基

时表现的抗氧化性能优于 Vc。对于实验组而言, 在

相同浓度下 , 其清除羟自由基的效果依次为: 正丁

醇相最高, 乙酸乙酯相次之, 石油醚相最低。紫菜经

纳豆菌发酵后的醇提物的抗氧化活性较未发酵时强, 

且浓度越高 , 清除羟自由基能力的能力越强 , 其关

系近似成线性。提示纳豆菌紫菜发酵物醇提物可以

作为一种预防性抗氧化剂加以开发。 

 

图 2  紫菜醇提物各相对羟自由基的清除率 

Fig. 2  The effect of various organic extracts on the scav-
enging of hydroxyl free radicals 

 
紫菜多糖对羟自由基的清除效果见图 3。在质量

浓度为 0.5~5.0 g/L 范围内, 实验组和对照组对羟自

由基的清除率随着紫菜多糖质量浓度的增大而增

加。与对照组相比, 实验组对羟自由基的清除作用更强, 

当质量浓度达到 5.0 g/L 时, 清除率达到了 95.7%, 说

明紫菜发酵得到的多糖有较显著的羟自由基的清除

能力。Vc在质量浓度为 0.5~5.0 g/L范围内对羟自由

基的最大清除率达到 100.0%。因此, 紫菜发酵得到

的多糖对羟自由基的清除能力较强。说明纳豆菌在

发酵紫菜的过程中产生了不同于紫菜多糖的新多糖, 

从而提高了对羟自由基的清除率。 

 

图 3  紫菜多糖对羟自由基的清除效果 

Fig. 3  The effect of polysaccharides on the scavenging of 
hydroxyl free radicals 

 
2.4.2  对 DPPH自由基清除率的测定结果 

紫菜醇提物对 DPPH自由基的清除效果见图 4。

经试验 Vc浓度为 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 g/L时, 对

DPPH 自由基的清除率依次为 40.00%, 69.30%, 

80.80%, 89.28%, 91.13%, 95.21%, 远远超过发酵紫

菜醇提物各相浸膏的抗氧化能力。但是, 实验组对

DPPH 自由基的清除率与对照组相比较还是有较大

提高。对于实验组而言 , 在相同浓度下 , 其清除

DPPH 自由基的效果依次为: 乙酸乙酯相最高, 石油

醚相次之, 正丁醇相最低, 且浓度越高, 清除 DPPH

自由基能力的能力越强。与对羟自由基的清除效果

相比, 发酵条斑紫菜醇提物各相对于 DPPH 自由基

的清除效果明显较弱。 

 

图 4  紫菜醇提物各相对 DPPH自由基的清除率 

Fig. 4  The effect of various organic extracts on the scav-
enging of DPPH free radicals 
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此外, 经多次增大浓度反复试验, 结果表明, 发

酵紫菜多糖溶液对 DPPH自由基清除作用十分微弱。 

2.4.3  对超氧阴离子自由基的清除率  

紫菜多糖对超氧阴离子自由基的清除效果见图

5。在质量浓度为 0.5~5.0 g/L范围内, 实验组和对照

组对超氧阴离子的清除率随着紫菜多糖质量浓度的

增大而增加。与对照组相比, 实验组对超氧阴离子的

清除作用更强, 当浓度达到 5.0 g/L 时, 清除率达到

了 64.0%, 但仍弱于 Vc(最大清除率达 80.9%)。 

 

图 5  紫菜多糖对超氧阴离子的清除效果 

Fig. 5  The effect of polysaccharides on the scavenging of 
superoxide anion free radicals 

 

3  结论 

本研究结果显示, 纳豆芽孢杆菌发酵紫菜后的

醇提取物对金黄色葡萄球菌有较强的抑制作用, 对

各相浸膏中抗菌活性物质尚有待进一步纯化和结构

分析 , 希望能从中找到一些新的抗菌活性化合物 , 

用于进行后续开发和利用。 

利用纳豆菌发酵条斑紫菜并从中提取多糖, 并

通过醇沉法除蛋白 , 得到初步纯化的紫菜多糖 , 通

过研究紫菜多糖的抗氧化活性, 发现通过纳豆菌发

酵紫菜的多糖提取率比未发酵紫菜的提取率高, 且

具有更强的抗氧化能力, 当紫菜多糖质量浓度达到

5.0 g/L时, 对羟自由基的清除率达到 95.7%(与Vc接

近), 因而有望用于抗氧化功能食品开发。 
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Abstract: The fermentation product of Porphyra yezoensis by Bacillus natto was diluted and centrifuged, and the 

supernatant was treated with alcohol to obtain an alcohol-based precipitation extract. The fermentation product was 

also deproteinized to extract crude polysaccharides to study the antioxidant activity, while the extract was subjected 

to rotary evaporation and extracted with petroleum ether, ethyl acetate, and n-butanol, respectively, to evaluate the 

related extract for antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, and Micrococcus tetrage-

nus. The antioxidant activity was evaluated based on the scavenging rate to hydroxyl free radicals (·OH) and 1, 

1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl radicals (DPPH·). The results revealed that the alcohol soluble substances showed an 

inhibitory effect against S. aureus, and the scavenging rate to ·OH presented a dose-response relationship. Among 

them, the scavenging rate to ·OH by the n-butanol extract reached 91.6% at a concentration of 5.0 mg/mL. Com-

pared with unfermented P. yezoensis, the extraction ratio of crude polysaccharides from fermented P. yezoensis in-

creased by 0.24%, and the scavenging rate of polysaccharides to ·OH at a concentration of 5.0 mg/mL increased up to 

95.7%. These results demonstrated that the fermented product possesses both antibacterial and antioxidant properties. 
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