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乌贼墨汁多糖的提取及抗氧化作用研究

孙楠楠，李和生 *，张丽媛，雷  静，郑贤孟

(宁波大学海洋学院，浙江 宁波      315211)

摘   要：研究乌贼墨汁多糖的提取工艺和抗氧化能力。采用单因素试验和正交试验对乌贼墨汁多糖提取条件进行优

化，同时通过乌贼墨汁多糖对清除 DPPH 自由基、·OH 和 Fe3 ＋还原能力的测定考察多糖的抗氧化能力。结果表

明，最佳提取条件为加酶量 4.5%、料水比 1:15(g/mL)、温度 50℃、时间 4h、pH8，此条件下乌贼墨汁多糖的

得率为 3.63%。乌贼墨汁多糖具有一定的抗氧化能力，且在一定范围内，墨汁多糖的抗氧化能力与质量浓度呈线

性正相关关系，其中对 DPPH 自由基和·OH 的半数清除质量浓度分别为 3.61mg/mL 和 8.06mg/mL。
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乌贼是一种营养价值较高的海洋产生物，乌贼墨

可以用于止血，目前现代临床医学证实它对妇科、外

科、内科等多种出血的止血效果显著，而且有可能通

过有效地控制出血使全身机能状况改善[1]，另外乌贼墨

可保护造血干细胞，有显著促使环磷酞胺所致白细胞

降低的回升作用，可预防大白鼠急性放射病 [ 2 ]。乌贼

墨可以诱生小鼠肿瘤坏死因子[3]和细胞毒因子[4]、降低

高脂血症大鼠的血脂[5]。乌贼墨汁中的肽聚糖具有抗菌

作用 [ 6 ]、其中的活性多糖在冷藏鱿鱼的保存中具有较

好的防腐作用 [ 7 ]。乌贼墨汁中的肽聚糖还具有抗肿瘤

作用 [ 8 - 9 ]，硫酸化的乌贼墨多糖可抑制肿瘤细胞的生

长、侵袭和转移 [ 1 0 ]。本实验对乌贼墨汁多糖的提取

条件和其抗氧化能力进行研究，为乌贼墨汁综合利用

的提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

金乌贼   宁波庄市菜市场。

碱性蛋白酶(20 万 U/g)   南京庞博生物工程有限公

司；96% 乙醇   奥博生物有限公司；其余试剂皆为分

析 纯 。

1.2 仪器与设备

T6 新悦可见光分光光度计    北京普析通用仪器有限

责任公司；RE52-2 型旋转蒸发器    上海沪西分析仪器

厂；Delta320 型酸度计    梅特勒 - 托利多仪器有限公司；

H2500R-2 型高速冷冻离心机    长沙湘仪离心机仪器有限

公司；真空冷冻干燥机    北京博医康实验仪器有限公

司；Cary100 型紫外分光光度计    美国 Varian 公司；
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60SXRFTIRO型傅里叶变换红外光谱仪    美国尼高力仪器

公 司 。

1.3 方法

1.3.1 多糖的提取

参考鲍鱼脏器多糖[11]及钝顶螺旋藻多糖[12]的提取条

件，选用碱性蛋白酶酶解蛋白质，并用三氯乙酸沉淀

去除。具体乌贼墨汁多糖的提取方法为：乌贼墨囊 4℃
解冻，挤出墨汁→加水，调 p H 8 →加碱性蛋白酶解→

水浴→ 100℃灭酶 10min→ 9000r/min离心 20min取上清液

→加四分之一体积的 15% 三氯乙酸过夜→ 9000r/min 离心

20min 取上清液→旋转蒸发浓缩→调 pH7 →加 4 倍乙醇沉

淀→冷冻干燥→微黄色多糖样品。

以加酶量、料水比、温度、水浴时间为因素，以

苯酚硫酸法测定的吸光度为考察指标(吸光度与多糖换算

回归方程为 y ＝ 0.0076x － 0.0037，R2 ＝ 0.9991)[13]，采

用单因素及正交试验法优化提取条件。

                                      
提取物中所含的多糖质量

乌贼墨汁多糖提取率 /% ＝——————————————× 100
                                                                    原料湿质量

　　

1.3.2 光谱分析

1.3.2.1 紫外 - 可见光吸收光谱

将多糖样品配成 1 mg / mL 的溶液，在波长 1 9 0～
800nm 范围内进行全波段扫描。

1.3.2.2 红外光谱

溴化钾压片(样品与溴化钾质量之比为 1:200 左右)，
在波数 4000～400cm-1 范围内进行红外扫描。

1.3.3 抗氧化作用的研究

1.3.3.1 清除 DPPH 自由基能力的测定

配制 5 种不同质量浓度的多糖样品。取 2mL 多糖样

品加入 2mL 含 0.2mmol/L DPPH 的无水乙醇溶液，混匀，

常温反应 30min，在波长 517nm 处测定吸光度(Ai)。将

样品换为无水乙醇，测定吸光度(A 0)，同时，测定 2mL
样品液和 2mL 无水乙醇混合液的吸光度(Aj)[14]，计算清

除率 I 。
              A0 － Ai － Aj

I/% ＝———————× 100
                       A0

1.3.3.2 清除·O H 能力的测定

配制 5 种不同质量浓度的多糖样品。依次加入

2.5mmol/L 的邻二氮菲溶液 1mL，pH7.4 的磷酸盐缓冲液

2mL，多糖样品 1mL，2.5mmol/L 的硫酸亚铁溶液 1mL，
6%过氧化氢溶液1mL，37℃水浴60min后，于波长536nm
处测定吸光度( A 样)。同时，将样品换做蒸馏水测定吸

光度(A 损)，将过氧化氢换做蒸馏水测定吸光度(A 未) [14]，

计算清除率 I 。
               A样－ A损

I/% ＝——————× 100
              A未－ A损

　　

1.3.3.3 还原能力的测定

测定对 Fe3 ＋的还原能力[15-16]。配制 5 种不同质量浓

度的多糖样品，以 3mg/mL 的 VC 作阳性对照。取 2.5mL
多糖样品，依次加入 pH6.6 的磷酸盐缓冲液 2.5mL，1%
铁氰化钾 2.5mL，50℃水浴 20min。再加入 10% 三氯乙酸

2.5mL，3000r/min离心 10min，取 2.5mL上清液，加 2.5mL
蒸馏水和 0.5mL 10% 三氯化铁，混匀，静置 10min，于

700nm 处测定吸光度，吸光度大小与还原能力呈正比。

2 结果与分析

2.1 乌贼墨汁多糖提取条件单因素试验

2.1.1 加酶量对提取率的影响

在料水比 1:10(g/mL)、温度 40℃、时间 2h 条件下，

加酶量分别设为原料质量的 1%、2 %、3 %、4 %、5 %
五个水平考察。结果如图 1 所示，随酶用量的增加，底

物充分反应，吸光度呈不断上升的趋势，添加量为 4%
时，曲线增幅变缓，因此选用 4 % 为此因素的条件。

2.1.2 料水比对提取率的影响

图 1 加酶量对乌贼墨汁多糖提取率的影响

Fig.1   Effect of enzyme concentration on extraction yield of squid ink
polysaccharides
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图 2 料水比对乌贼墨汁多糖提取率的影响

Fig.2   Effect of material-to-water ratio on extraction yield of squid ink
polysaccharides
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在加酶量为原料质量的 4.5%、温度 40℃、时间 2h
条件下，料水比( g / m L )分别设为 1 : 5、1 : 1 0、1 : 1 5、
1:20、1 :25。结果见图 2，当料水比为 1 :20 时，提取

效果最好，料水比太低，会使酶的作用浓度减少，影

响酶解效率。

2.1.3 温度对提取率的影响

在加酶量为原料质量的 4.5%、料水比 1:10、时间 2h
条件下，温度分别设为 3 0、4 0、5 0、6 0、7 0℃。结

果见图 3，当温度为 50℃ 时，提取效果最好，超过 50
℃会对影响酶活力。

2.1.4 时间对提取率的影响

在加酶量为原料质量的 4.5%、料水比 1:10、温度

4 0 ℃条件下，时间分别设为 1 、2 、3 、4 、5 h 。当

时间为 3h 时，提取效果最好。说明水浴 3h 可以将蛋白

质水解掉，超过 3 h 变化不大。

2.2 乌贼墨汁多糖提取条件正交试验优化

选择加酶量、料水比、温度、时间为因素，按

L 9(3 4)正交进行正交试验，对其酶解条件进行优化。测

定 9 组粗多糖液的吸光度，因素水平见表 1，正交试验

设计及结果见表 2。

水平
                      因素

A 料水比(g/mL) B 加酶量 /% C 提取温度 /℃ D 提取时间 /h
1 1:15 3.5 45 2
2 1:20 4.0 50 3
3 1:25 4.5 55 4

表 1 乌贼墨汁多糖提取条件正交试验因素水平表

Table 1   Coded levels and corresponding actual levels of the
optimization parameters used in orthogonal array design

试验号 A B C D 多糖提取率 /%
1 1 1 1 1 2.57
2 1 2 2 2 3.46
3 1 3 3 3 3.25
4 2 1 2 3 2.90
5 2 2 3 1 3.01
6 2 3 1 2 3.44
7 3 1 3 2 2.47
8 3 2 1 3 3.50
9 3 3 2 1 3.54
k1 3.093 2.647 3.170 3.040
k2 3.117 3.323 3.300 3.123
k3 3.170 3.410 2.910 3.217
R 0.077 0.763 0.390 0.177

表 2 乌贼墨汁多糖提取条件正交试验设计及结果

Table 2   Orthogonal array design, results and range analysis

由表 2 可知，影响因素排列依次为 B (加酶量)＞ C
(温度)＞ D(时间)＞ A(料水比)。优化方案：A 3B 3C 2D 3。

其中加酶量为显著因素。但是由于料水比极差较小，考

虑成本，选用料水比为 1:15。因此最佳提取条件为料水

比 1:15、加酶量 4 .5%、温度 50℃、时间 4h。该条件

下乌贼墨汁多糖提取得率为 3.63%。

2.3 光谱分析

2.3.1 紫外 - 可见光吸收光谱分析

由图 5 可知，乌贼墨汁多糖在波长 201nm 处有较强

的多糖吸收峰，在波长 260nm 处无特征吸收峰，说明

乌贼墨汁多糖不含核酸，在波长 280nm 处吸收不明显，

说明提取的多糖中，蛋白质含量较低。

图 3 温度对乌贼墨汁多糖提取率的影响

Fig.3   Effect of hydrolysis temperature on extraction yield of
squid ink polysaccharides
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图 4 时间对乌贼墨汁多糖提取率的影响

Fig.4   Effect of hydrolysis time on extraction yield of
squid ink polysaccharides
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图 5 紫外 - 可见光吸收光谱

Fig.5   UV-Vis scanning spectrum of squid ink polysaccharides
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2.3.2 红外光谱分析

红外图谱(图 6)显示样品有多糖类物质的特征吸收

峰，在 3417cm-1 处出现一个宽峰，是 O － H 的伸缩振

动峰，表明多糖分子存在分子内和分子间的氢键；在

1641cm-1 处的峰是 C ＝ O 的伸缩振动峰；1077cm-1 处

的峰是糖环 C － O 伸缩振动峰；而 1408、1334cm-1 的

峰为 C － H 的变角振动峰。833cm-1 处的峰说明主要的单

糖组成为α- 构型的吡喃糖。

2.4 乌贼墨汁多糖的抗氧化作用

2.4.1 清除 DPPH 自由基的能力

乌贼墨汁多糖可以与 D P P H 自由基中的孤电子配

对，使原来的紫色变浅，在波长 517nm 处有最大吸收

峰。在质量浓度 1～5mg/mL 的范围内，乌贼墨汁多糖对

清除 DPPH 自由基的能力随质量浓度增大而增大，且呈

良好的线性正相关，其线性相关方程 y＝ 12.739x ＋ 4.019，
R2 ＝ 0.976。相关系数 r ＝ 0.987，查相关系数检测表[17]

可知 P ＜ 0.01，线性关系极显著。以清除率为 50% 时

样品的质量浓度值作为评价抗氧化剂的自由基清除能力

的指标，即半数清除质量浓度。由线性相关方程可

得，多糖样品清除 DPPH 自由基的半数清除质量浓度值

为 3.61mg/mL。

2.4.2 清除·O H 的能力

·O H 能夺取糖类、蛋白质、脂肪等生物分子中

的氧原子，引发机体的损坏。通过 F e n t o n 反应生成

的·OH 可促使邻二氮菲 -Fe2 ＋被氧化为邻二氮菲 -Fe3 ＋，

在 536nm 波长处有最大吸收。墨汁多糖在 2～10mg/mL
的质量浓度范围内，清除·OH 能力是随样品质量浓度

增加而不断增加，且呈正相关，线性相关方程为 y ＝

3.7345x ＋ 19.897，R2 ＝ 0.9227，r ＝ 0.9606，P ＜ 0.01，
线性关系极显著。由回归方程得多糖样品清除·OH 的

半数清除质量浓度值为 8.06mg/mL。

2.4.3 还原能力

墨汁多糖可以将反应体系中的三价铁还原成二价

铁，在波长 700nm 处有强吸收，吸光度越大表示还原

能力越强。在 1～5mg/mL 质量浓度范围内线，线性相

关方程 y ＝ 0.0403x ＋ 0.1059，R2 ＝ 0.9918，r ＝ 0.996，
P ＜ 0.01，线性关系高度正相关。3mg/mL 的抗坏血酸

的吸光度为 2.23，远远大于本样品的最大吸光度 0.311。

3 结  论

由正交试验结果可知，乌贼墨汁多糖最佳提取条件

为加酶量 4 . 5 %、料水比 1 : 1 5、温度 5 0℃、时间 4 h、
pH8，此条件下乌贼墨汁多糖得率为 3.63%。其中加酶

量为显著因素。紫外 - 可见光光谱和红外光谱显示样品

图 6 红外光谱

Fig.6   Infrared absorption spectrum of squid ink polysaccharides
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图 7 不同质量浓度样品清除 DPPH 自由基的能力

Fig.7   Dose-dependent scavenging activity of squid ink polysaccharides
against DPPH free radicals
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图 8 不同质量浓度样品清除·O H 的能力

Fig.8   Dose-dependent scavenging activity of squid ink polysaccharides
against hydroxyl free radicals
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图 9 不同质量浓度多糖样品对 Fe3+ 的还原能力

Fig.9   Dose-dependent ferric reducing power of
squid ink polysaccharides
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有多糖类物质的特征吸收峰，进一步说明提取的物质为

多糖。乌贼墨汁多糖具有一定的抗氧化作用，而且在

一定范围内，其抗氧化的能力大小与样品质量浓度呈

线性正相关趋势，其线性关系极显著。其中对清除

D P P H 自由基、·O H 的半数清除质量浓度值分别为

3.61mg/mL 和 8.06mg/mL。与 VC 相比，对 Fe3 ＋的还原

能力较弱。研究乌贼墨多糖的抗氧化作用可以作为进

一步研究墨汁多糖功能的基础，同时对于开发墨汁保

健品、食品添加剂和药物等产品的综合利用提供理论

依 据 。
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