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海湾扇贝肝素样多糖分离方法的研究
*

王长云 管华诗 林 洪
(青岛海洋大 学海洋 药物与食品研究所

, 青岛 2 6 60 0 3 )

提要 于 1 9 9 2 年 1 月一 l , 9 3年 2 月
,

对从海湾扇贝中提取获得的糖 胺 聚 糖 ( G A G )

用乙醇和澳化十六烷基三甲铁 ( C T A B ) 分级分离
,

并对所得制品用琼脂糖凝胶电泳和高效液

相色谱验证
,
以研究一种简便

、

快速的分离提纯方法
。

结果表明
,

扇贝 G 人 G 水溶液在乙醇量

石。肠 时分离获得的级分
,

其 G A G 一 G T A B 络合物再用 2
.

0 m o l / L N ;

lC 溶液解离得到的主要

级分
,

琼脂糖凝胶电泳和高效液相色谱均显示出单一区带
,
红外光谱类似于肝素的

。

证明这一

提纯过程是一简便
、

快速的分离提纯方法
。

关键词 海湾扇贝 糖胺 聚糖 分离提纯

动物 中糖胺聚糖 ( G A G ) (或称氨基多糖
,

酸性粘多糖等 )具有多种生物活性
,

已 引

起医药界的高度重视
。

对糖胺聚糖性质
、

结构及其构效关系研究的前提是获得单一组分

的纯品
。

糖胺聚糖是蛋白多糖的糖链部分
,

提取时最常用的方法是蛋白酶水解法 (樊绘

曾
, 1 9 8 3 ; K en en d y

,

19 7 9 )
。

鉴于蛋白酶难以断裂糖肤键及其附近肤键
,

提取所得糖胺

聚糖可能保留较长肤段或氨基酸残基 ;又由于同一组织中可能存在多种蛋白多糖
,

每种蛋

白多糖中又含不止一种糖胺聚糖
,

因此
,

除去蛋白质后
,

对混合糖胺聚糖的分级分离是提

纯的关键
。

用于糖胺聚糖的分级分离方法很多
,

其中
,

沉淀法是较常用的方法
,

且以乙醇
、

澳化十六烷基三 甲按 ( C T A B ) 或氯化十六烷基毗咙 ( C P C ) 咋为沉淀剂运用最为 广 泛

(樊绘曾
, 1 9 8 3 )

。

该法特点是可简便
、

快速地处理大量样品
。

本文用乙醇和 C T A B 作为

沉淀剂对扇贝糖胺聚糖进行分离提纯
,

成功地分离出了肝素样糖胺聚糖
,

为探讨一种快

速
、

经济的糖胺聚糖分级分离方法打下基础
。

1 材料和方法

L l 材料

1
.

1
.

1 糖胺聚糖制品 海湾扇贝 ( A
r
g o P e c t e n i r r a d i a n : L a r m a r e k )

,

1 9 9 2 年 1 月 采

自青岛海洋大学太平角养殖场
。

取出软体部
,

分离去闭壳肌 (剩余部分俗称
“

扇贝边
”

)
,

摘

去消化盲囊以去油脂和色素
。

所得部分捣碎匀浆
,

用蛋白酶水解法提取糖胺聚糖
,

初步纯

化后得混合糖胺聚糖制品 (王长云等
,

1 9 9 2 )
。

L l .2 主要试剂 无水乙醇 ( C
.

P
.

)
,

丙酮 ( A
.

R
.

)
,

乙酸钠 ( .A R
.

)
,

氯化钠 ( .A R
.

)
,

澳化十六烷基三 甲钱 ( C T A B )( .A .R )
,

肝素 ( H eP )
、

透明质酸 ( H A ) 和 6 一硫酸软骨素

*
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,

男
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,
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讲师
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( C S 6 ) 标准样品
。

譬譬健
, 令

1 2 3 4 5

图 1 F3一 3 ( 1 )
、

F 3一 3一 3 ( 2 ) 和

肝素 H e p ( 3 )
、

透明质酸 H A (咚 )

及 6一硫酸软骨素 C s 6 ( , )标准

样品的琼脂塘凝胶电泳

F i g
.

1 A g a r o s e g e l e l e e t r o Ph o -

r e s i s O f f r a e t i o n F 3
一
3 ( 1 )

, F 3
-

3
一
3 ( 2 )

a n d s t a n d a r d s a m p l e s

o f H o p ( 3)
,

H A (呜)
a n d c s 6 ( , )

.

L Z 方法

1
.

2
.

1 分级分离方法

乙醇沉淀法 将初步纯化的糖胺聚糖制品 (用 F 3

表示 ) 溶于蒸馏水
,

配成 1外糖液
。

i在搅拌下 缓缓加人

乙醇
一

乙酸钠试剂 (无水乙醇与 , 多 乙酸钠混合
,

醇 量

80 务 )
,

使醇量达到 20 务
,

按醇沉操作法回收 多糖 (王长

云等
, 1 9 9 2 )

,

得级分 F 3一 l 。 清液再加乙醇
一

乙醇钠试剂
,

使醇量依次达到 40 务和 60 务
,

同上法分别制得 F 3一 2和

F 3 一 3 0

c T A B 沉淀法 将 F 3一 3 配成 l 外糖 液
,

滴 加

5肠 C T A B 溶液
,

出现沉淀
,

过滤得沉淀 ( G A G
一 C T A B 络

合物 )
。

加人 0
.

3 m ol / L N : 1C 溶液
,

40 ℃ 下不停搅拌
,

解离 24 h
,

过滤得解离液和沉淀 (未解离 )
。

向解离液中

加人乙醇
,

使醇量达 60 多
,

回收多糖
,

得级分 F 3
一
3
一 1。 未

解离沉淀继续加 1
.

0 m ol / L N a CI 溶液
,

同上法解离
、

回

收得级分 F 3一 3一 2 。

最后未解离沉淀再加 .2 0 m ol / L N : lC 溶液
,

同法得级分 F 3一 3 一 3o
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L .2 2 分析测定方法 用 D Y Y 一川 8 型 电

泳仪
,

参照 C ar l 等 ( 1 9 7 7 ) 测定琼 脂 糖 凝

胶电泳 ; 用 H I T A C H 卜“ , 高效液相 色 谱

仪
,

参照 K a r a m o n o s
等 ( 1 9 9 1

, 1 9 9 2 )
,

测定

高效液相色谱 ; 用 10 D x 一 F IT R 型红外光谱

仪
,

参照平野茂博等 ( 1 9 7 2 )
,

测定红外光谱
。

2 结果与讨论

乙醇沉淀法得三 个 级 分 F 3一 1 , F 3一 2 ,

F 3一 3 ,

回收率分别是 1
.

9 3多
, 2 8

.

9 8多
, 6 9

.

10务

(相对于 F 3 )
。

可见
,

F 3一 3 为主要级分
。

其

琼脂糖凝胶电泳斑点不集中
,

未显单一区带
,

表明为非单一组分 (图 l )
。

其高效液相色谱

图中有 3 个峰
,

可能代表 3 个组分
,

并与混合

标准样 H eP
一
H A 一C 6S 的洗脱 曲 线非 常 相

似
,

各峰的保留时间 (与洗脱浓度相对应 )也

接近 (图 2 )
。

可以认为
,

乙醇分级分离所得

的 F 3一 3 含有 H eP
,

H A 和 C 6S 样组分
,

且

H e p 样组分含量最高 (峰 3 ,

峰面积占总峰面

积 53
.

30 外
,

对应于百分含量 )
。

因此需进一

步分级分离
。

根据 C T A B 季钱基上的阳离子与 糖胺

F了
一
3

3

工
,

/
, `

u o p一。 A
一
c s 6

1
2

.
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.
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图 2 F 3一 3 和肝素
、

透明质酸
、
6
一

硫酸软 骨

素混合糖胺聚搪标准样品高效液相色谱

F 19
.

2 H P L C o f f r a c t i o n F 3
一 3 a n d s t a n d a -

r d m i x t u r e o f H e P ,

H A a n d C S 6

一一一梯度洗脱时 N a
cl 浓度 ( m ol / L )

。

保留时

间和峰面积百分比 : F 3
一
3 1

.

,
.

23 m in
,

26
.

30 % ;

2
.

9
.

0 2 m i石
, 一9

.

4 1% ; 3
.

1 7
.

0 0 m i n
,

5 3
.

3 0%
o

H e p 一 H A
一
c s 6 1

.

透明质酸 ( H A )
.

4
.

5 9 m i n
,

2 1
·

3 6% : 2
·

6
一

硫酸软骨素 ( C S 6 )
,

8
·

夕7 m in
,

2 0
·

0 9% ; 3
·

肝素 ( H
e P )

, 1 6
.

4 4 m i n
,

5 8
.

5 2%
o
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聚糖上的阴离子形成的季铁络合物 (聚阴离子盐 )极不溶于水
,

但可在一定浓度的无机盐

溶液中解离的特性
,

用 C T A B 沉淀法对 F 3一 3 进行进一步分级分离
,

得到 3 个级分
。

其

中
, 2

.

0 m ol / L N a cl 解离获得的级分 F 3一 3 一 3 回收率为 57
.

01 多 (相对于 F 3一 3 )
,

是主

要级分
。

其琼脂糖凝胶电泳斑点清晰集中
,

基本显示单一区带 (图 1 ) ; 而且其电泳行为类

似于肝素
,

相对迁移率与标准 样肝素一致 (表 1 )
。

而其高效液相色谱中峰 3为主要组分
,

并与标准样肝素保留时间极为接近 (图 3 a
)

,

可以认为 F 3一 3一 3 主要为肝素样物质
,

这同

琼脂糖凝胶电泳结果相吻合
。 F 3一 3一 3 的高效液相色谱中仍有两个小峰

,

表明 F 3一 3 一 3 仍含

有其它组分
,

但含量已很微小
。

对 川
一 3一 3 进行的红外光谱分析表明

, F 3一 3 一 3 具有典型

的糖胺聚糖红外光谱
,

并与肝素的红外光谱类似 (图 3 b )
,

这一结果与琼脂糖凝胶电泳和

高效液相色谱一致
。

表 1 琼脂铂凝胶电泳结果

T a b
.

1 T h e r e s u l t s o f a g a r o s e g e l e l e e t r o p b o r e s i s

F 3
一
3
一
3 H e P

R r 1
.

5 0 1
.

5 0 1
.

2 9 1
.

4 2

R H e p l
·

0 0 1
.

0 0 0
.

8 6 0
.

9 5

. . . . . . . . . . . . . . . .

R f , 电泳相对迁移率 ; R小 p ,

相对于标准样肝素的迁移率
。
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图 3

F 19
.

3 H P L C

一一梯度洗脱 时

3F
认 3 一 3 和 H叩 高效液相色谱

( a )

N a C I

a I l
d I n f r a r e d s P e c t r o m e t r y

波数c( m
~

U

一
(
a

) 及红外光谱 ( b )

( b )
o f f r a e t i o n F 3 一3

一
3

0
.

5 6% ; 2
.

7
.

5 5 m i n
,

浓度 ( m ol ZL )
。

保留时 间和峰面积 百分比 : F 3
一
3
一
3

5
.

50% ; 3
.

16
.

3 l m i n
,

9 3
.

0 4%
0
H e P 16

.

3 9 m i n
,

a 一

记 H e P

,
.

4 7 m i n

9 9
·

9 1%
。

K e n en d y ( 1 9 7 9 ) 指出
,

尽管分离方法很多
,

有些方法已很先进
,

但 尚难将各种糖胺

聚糖完全分开
。

这是因为有许多限制因素
,

如分子量的分散性
、

硫酸化程度的不一致性
、

显微结构的不均匀性
、

肤或氨基酸残基数量的多变性以及两种硫酸软骨素的结构相似性
,

所有这些因素使糖胺聚糖 出现显著的化学上重叠
。

况且
,

在一个特定蛋 白多糖分子中
,

可
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能含有一种 以上的多糖链
,

这些多糖链在结构上有局部变化
,

但总体结构模式相同
,

因此
,

很难获得绝对意义上
“

纯
”

的大分子样品
,

而糖胺聚糖的结构也只能通过假设确定
。

本文

用乙醇沉淀和 C T A B 沉淀法分离 F 3 ,

所得 F 3
一 3一 3 级分可视为相对纯品

, G A G 含量

达 98
.

10 %
,

其中肝素样物质占 93
.

04 务
,

可用于下一步的分析鉴定
。

3 结语

本文提 出乙醇沉淀和 C T A B 沉淀两次分级分离的方法
,

对海湾扇贝糖胺聚糖制 品

F 3 进行处理
,

得 到的 3F
一 3一 3 基本为单一组分

,

即肝素样多糖
,

可以用于理化性质和结

构研究
。

这表明该法是处理大量糖胺聚糖样品的有效之法
,

具有简便
、

快速的特点
,

在其

它动物糖胺聚糖的制备提纯中值得借 鉴
。
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