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用刀一琼胶酶和 N M R 光谱法研究

多管藻多糖的寡糖结构
’

高洪峰 纪明侯 曹文达 韩丽君
(中国科学院海洋研究所

,

青岛 26 60 71 )

提要 于 19贝)年 3 月用刀一 琼胶酶对多管藻的冷水提取多糖进行酶解
,

酶解液通过 D E A E 一

se hP ad ex A 25 和 iB 。 一 eG l P 6 色谱柱分离
,

分离出 2个带电荷的寡糖 A 一 I和 A 一 n
.

经
’ H 一

N M R 和
’ 3C 一 N M R 光谱法分析

,

确定结构式分别为 61
,

矛 一 二 一 O 一 甲基 一夕 一硫酸基 一

新琼四糖和 61
,

爹 一 二一 O 一 甲基一 63
,

夕一 二硫酸基 一 新琼六糖
,

证明它们构成多管藻多

糖分子的单位组分
。

关键词 p一 琼胶酶 多管藻 带电荷琼胶寡糖 新琼四糖 新琼六糖

我国北部沿海盛产的红藻多管藻 ( oP 加 iP hon 故 ~
口 la at G r ve

.

) 主要为冷水可溶

性
,

可提取出干藻的 21
.

4% ; 而热水可溶部分仅为 .6 2%
。 ’℃一 N M R 光谱法证明冷水

可溶多糖主要由 6一 硫酸基 一 琼二糖重复二糖连接而成的琼胶型多糖 (纪明侯等
,

199 6)
。

本文将此冷水可溶多糖用 口一 琼胶酶水解
,

水解液 经过 eS p h a d e x

2A 5 和

iB 。 一
eG l P 6 色谱柱进行分离

,

对分离出的带电荷的寡糖用
’
H 一 N M R 和

’℃一 N M R 光

谱法研究并确定了其中硫酸基和甲基的结合位置
。

1 实验材料与方法
1

.

1 多管藻多糖的制备

用纪明侯等( 199 6) 制备的多管藻( oP 加iP hon 故 ~
口 la ta) 冷水提取多糖

。

1
.

2 口一 琼胶酶的制备

取大西洋假单胞菌 (乃已椒勿阴oan
: at la nt ic a) 冻干粉末 (加拿大 M c G ill 大学 aY p比 博

士赠 )安瓶瓶
,

启封
,

以下述配制的培养液转移到培养管中培养三代
。

取定量移至培养

液中于室温 ( 25 ℃ )培养 3h0
,

时而摇动
,

呈混浊
,

离心 ( 5 0( 刃 r /而 n) 2伽m i n
。

取上清液

加人硫酸按晶体至约 70 % 饱和度
,

生成沉淀
,

时而搅拌至 h2 后离心
,

倒去上清液
。

沉

淀 中加人少量 .0 ol m of / L hT
s 溶液使其溶解

,

离心
,

将上清液移人透析袋中
,

对

.0 ol m of / L irT
s 溶液透析

,

至无 s弼
一 。

袋内为粗刀一 琼胶酶液
。

用 12一心 试剂试验
,

粗酶液对琼胶液的酶解活性很高
。

培养液的配制( G r of e
au

e t a l
. ,

19 71
;
M o r五5 e t a l

. ,

19 53 ) : 将 12
.

59 N a Q
,

0
.

059

K尹 P 0 4
·

3H夕
,

2
·

59 M g SO 。
·

7H户
,

0
.

l g C滋Q
Z ,

0
.

59 K Q
,

1
.

259 干酪素水解粉末
,
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0
.

59 琼胶粉末 ( D ie fo )等溶于水中
,

加人 2 5m l 0
.

m2
o l / L irT

s 溶液
,

稀释到 I L
,

(称其

为 a)
。

得( a) 和 .0 3% eF so
4

·

7H户溶液 (称为 b) 同时放于 1魄 / cm
,
蒸气压力中加热灭

菌 15而 n
。

冷却后于 ( a) 混合溶液中注人 3
.

3而 (b) 溶液
。

1
.

3 多管藻冷水提取多糖的酶解

取 0
.

89 多糖
,

加 16() m 1水
,

加热并摇动使其全溶
。

冷至 40 ℃ 加人 3m l粗 刀一 琼胶

酶
,

于 40 ℃ 温水浴中保温 ZOh
,

再加人 2m l粗酶液
。

以 12一 K l 试剂试验呈浅红色
,

表

示 已充分酶解
。

加热煮沸 5而 n
,

通过滤纸压滤后对蒸馏水透析
。

透析袋内物质加 3 倍

量 95 % 乙醇
,

使其产生沉淀
,

离心
。

上清液经蒸发浓缩
,

简称为
“

乙醇浓缩液
” 。

L 4 寡糖的分离

将
“

乙醇浓缩液
”

注入 D EA E 一 eS p h ad ex A 25 色谱柱 (2
.

5 x 20C m )中
,

室温以 l m of / L

N a Q 溶液进行梯度洗脱
,

以部分收集器分部收集洗脱液
,

用苯酚 一 硫酸法 ( D u bo is et

al
. ,

19 56) 分析各收集管中的含糖量
,

得 A 一 I 和 A 一 11 两个糖峰
。

将 A 一 I 和 A 一 H 的

各管洗脱液分别合并
,

各通过 iB o 一 eG l P 6 色谱柱 ( 4
.

5 x g优动
,

以 0
.

l m of / L N a o 溶

`̀

{{{

化学位移 (p p m )

图 I A 一 I (a) 和 A 一 n (b) 寡糖的
’ H 一 N M R 谱图

lF g
.

l ’ H 一 NM R sP ec tr a of iol 即 m e sr A 一 I a() an d A 一 n (b) fr o m co 她 场吸沈 r

e

xtr ac t of 八办
s
iP h俐必

u ar 刘
a
at
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液洗脱
,

收集含糖量较高的收集管
,

合并
.

再分别通过 eS p h ad ex G 25 色谱柱脱盐
,

收

集含糖各管
,

合并
,

减压浓缩
,

冻干
.

1
.

5 , H 一 N M R 和
”
C一 N M R 光谱分析

取冻干的样品 A 一 I 和A 一 n
,

分别加人 lm l D ZO
,

溶解后冻干
,

如此重复 4 次
。

然

后各加人 让施 I D户
,

溶 解后注人
’ H 一N M R 管 ( 0

.

5 x 18 em ,
) 中

,

密 封
。

用 JOE L

J N M 一 C X 闷肠核磁共振仪在 399
.

65 M H z 磁场下室温测定
’ H 一 N M R 谱图

。

用同仪器于

100
.

钓州任肠磁场下室温测定 A 一 H 寡糖的
’℃一 N M R 谱图

。

2 结果与讨论

将
“

乙醇浓缩液
”

以 D EA E 一 eS ph ad ex A 25 和 iB o 一 G el P 6 色谱柱分离
,

得到带电

荷寡糖 A ` I 和 A 一 H
。

经脱盐
、

冻干后分别称量为 .0 00 59 和 0
.

029
。

2
.

l lH 一 N M R 光谱分析结果

A 一 I 和 A 一 H 两寡糖的
’ H 一 N M R 谱图如图 l

。

两者相类似
。

从质子 A 4r 的化学位

移 4
.

66P p m 和 A
i4tr 的 4

.

47 p p m (寡糖各糖单位的表示符号见图 4) 的强度估算聚合度 D P

i(J ct al
. ,

19 90 )
,

得知 A 一 I和 A 一 11 两寡糖的聚合度分别为 2 和 3
。

两寡糖在 .3 4 lP p m

和 .3 52 p p m 均有清晰的信号
,

分别表示 L 一 半乳糖单位 2C 上和 D 一 半乳糖单位 6C 上

有甲基存在
’ )

。

代表 G 6nr 的 4
.

18P p m 强信号说明 D 一 半乳糖单位 c6 上 结合有硫酸

基
。

2
.

2 13 C 一 N M R 光谱分析结果

A 一 n 寡糖的
’℃一 N M R 光谱图 (图 2) 中

,

各糖单位的各碳原子的化学位移 ( p p m )

如表 1所示
。

A 一 I 寡糖的
’℃一 N M R 谱图与 A 一 11 者类似

,

不予重述
。

表 1 多管旅冷水可溶多精的寡糖 A 一 n 的
’℃一 N M R 化学位移 ( pp m )( 室温

,

相对于 T M s)

T ab
.

1 1℃ 一N M R c比m je al s】111、5 of A 一 n iol 即m e r fr om
c
ol d w a t e r e x t r aC t

of .P u爪双
a
at

,

re 俪ve ot T M S at r o o 〔。 te m pe art 眠

糖单位 C Z C 3 C 4 C S

G l l r

G

l舰
.

7 1 70
.

37 81 32

102
.

8 3 70
.

37 82 48

7 1
,

76 83乃l

73
.

31

7 5
.

58

68
.

3 3 79
.

80 70
.

98 61
.

弘

70
.

01 81
.

28 77
.

几 印 42

介尸比mGGA

98
.

8 7

98
.

8 7

70
.

01 即
.

4 1 7 8
.

19

78
.

0 5

7 5
.

92 毋
.

72

70
.

01 80 引 7 5
.

92 阴
.

72

AiA

C城

D 糖单位的表示符号见图 o4

2
.

3 讨论

红藻多管藻属所含多糖结构是属于琼胶型
。

纪明侯等( 1996) 用
’℃一N M R 光谱法证

实我国产多管藻用热水提取的多糖主要由 6 一 硫酸基 一 琼二糖重复单位构成
。

由图 1 的

l ) L al 坦y e ,

M
.

,

l晰
,

A脚 介。m 咖曰
a

而
s p p

. ,

PhD
.

t拙 51 5 ,

城。 u
枷

v e sr iyt
, ’

C出助妇
,

p
.

2一1
.
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G 乙
r

A 4o r
A Z r .

A

|
r

肠
妹G协卜”引剐卜1

.

亡仁

嘶赫
,

砂

F ig
.

2

9() 80 了0

化学位移 ( p p m )

图 2 多管藻冷水可洛多糖的 A 一 “ 寡糖的
’ ℃ 一 N M R 谱图

13C 一 N M R s P e e tr um
o f A 一 11 oli gn m er fr om

e

old w aet
r e x t raC t of .P

.3 52P pm 和 .3 4 1p p m 两信号的存在
,

确定该多糖分子中还结合有一定量 2 一 O 一 甲基和

6 一 O 一 甲基联接在含硫酸基琼二糖重复单位上 (图 3)
,

即寡糖中同时结合有甲基和硫

酸基
。

由 iJ 等 ( 1990 )报道得知
,

扁江篱多糖的带电荷寡糖中只结合有硫酸基
,

而中性

寡糖中结合有甲基
。

因此
,

只有通过寡糖研究
,

才能进一步了解硫酸基和甲基在带电荷

寡糖中的结合状态
。

由此可知
,

多管藻多糖的嵌段结构与扁江篱多糖是不同的
。

图 3 琼胶糖的重复二糖单位

isF
.

3 压sac
c
b盯 ide er ep iat gn 耐

st of 耀即仍 es

R l ,

R Z = H
,

琼二糖
,

( l ~ 3 ) 一刀一 D 一 半乳糖基 一 ( l ~ 4) 一 3
,

6一 内醚 一 : 一 L 一 半乳糖: R一 c H , ,

R Z = H
,

6一 o 一 甲基 一 琼二糖; 风= C玩
,

R : = H
,

2一 O 一 甲基 一 琼二糖 ; R一 os 了
,

6一 硫酸基 一 琼二糖
。

刀一 琼胶酶对红藻琼胶型多糖的酶解断链是发生在不带有硫酸基的 D 一 半乳糖单位
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的 刀一 糖昔键上
。

在这个 D 一 半乳糖还原末端糖单位上不含有硫酸基
,

但可能结合有

甲基
’ )

。

寡糖 A 一 n 的
’℃一 N M R 谱图 (图 2) 和表 1所示各碳原子化学位移 67

.

84
,

73
.

24

和 68
.

74P p m 分别为 G 6nr
,

G s nr 和 G 4nr 的信号
,

表明 D 一 半乳糖单位的 6C 上有硫酸

基
。

与从扁江篱分离出的带电荷寡糖 n 一 4 (证明为含甲基和硫酸基的新琼四糖 )的诸碳原

子化学位移 ( iJ ct al
. ,

1990 )相类似
。

此外
,

59
.

30P p m 弱信号表明甲基的存在
。

出现的

78
.

82P p m 信号的来源尚不清
。

这样
,

从图 l 和图 2 的化学位移判断
,

由多管藻分离出的 A 一 I 寡糖 (聚合度为 2)

和 A 一 n 寡糖 (聚合度为 3) 分别为 61
,

矛一 二 一 O 一 甲基 一 63 一 硫酸基 一 新琼四糖和 61
,

2 2一 二 一 0 一 甲基 一 6 3 ,

6 5一 二硫酸基 一 新琼六糖 (图 a4 和图 b4 )
。

由此可见
,

多管藻多

糖主要由图 4 所示的寡糖为其组成单位
,

构成混合的琼胶糖衍生物
。

U s
vo 等 ( 19 87) 对

内枝多管藻 ( oP lsr 勿hon 必 m o 、 w “ )多糖用 P二 琼胶酶水解
,

对总水解液 (但没有分离寡

糖 )测定了
’℃一 N M R 谱图

,

确定水解液中存在有 6, 6’ 一 二硫酸基 一 新琼六糖寡糖
。

C H 2 0 S O牙 0 H 3 C O

a

C H 2 0 C H 3

A
n ,

G
n

o 了忙百入
H g十- es o 、 八 : ;

冲兰孑
。
丫

,

盟厂
A

,

G 砧

b
_ _

0 o H c H Z o s o 了0 0 0 C H Z

QS o j o H 3 e o c H Z o c H 3

H `

棒准琦滩斗:军妙饭翼汇全.on
H O

_

U 工 1 u n

八
。 r

G
。 ,

A G A
,

G J

图 4 多管藻冷水可溶多糖酶解寡糖的结构式

iF g 4 S t r优 t ur e of e
nz y而

e
勿 dr of y z e d iol g o m e r s of P o ly s那c l犯 r ide

s
fr om hte

e ol d w a te r e x t r a c t o f P
,

u几助 la 招

聚合度 = 2 的寡糖
,

61
,

矛一 二 一 O 一 甲基 一 63 硫酸基 一 新琼四糖 ; .b 聚合度 二 3 的寡糖
,

61
,

矛一 二 一。 一 甲基 一 夕
,

宁 一 二硫酸基 一 新琼六糖
。

3 结语

用 刀一 琼胶酶对冷水提取多糖进行酶解
,

将酶解液的乙醇沉淀澄清液前后通过
.

D EA E 一女 ph ad ex 2A 5 和 iB 。 一 G el P 6色谱柱分离和提纯
。

分离出 2 个糖峰
,

分别制成

寡糖冻干品 : A 一 I 和 A 一 n
。

由两个寡糖的
’ H 一 N M R 和

’℃ 一 N M R 光谱图显示的化学位移判析
,

A 一 I 和 A 一 H

寡糖的聚合度分别为 2 和 3
,

并确定两者的结构式分别为61
,

2 2一 二 一 O 一 甲基 一 63 一 硫

酸基 一 新琼四糖和 61
,

刃一 二 一 O 一 甲基 一 63
,

6 ,一 二硫酸基 一 新琼六糖
。

这些单位构

成多管藻中含硫酸基和 2 种甲基的琼胶糖多糖分子
。

l) L山 a y e ,

M
.

,

1986
,

A笋 for m 咖威ana
s p p

.

,

P hD
.

此
5
15

,

M
e
o ll U in v e r s i ty

, 〔油阴山
,

p
.

及一四 3
.
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