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球等鞭金藻胞内和胞外多糖的分离纯化及其

抑菌活性

孙颖颖，周  豹，徐深圳，李文浩，阎斌伦 *
(淮海工学院 江苏省海洋生物技术重点实验室，江苏 连云港      222005)

摘   要：采用分级沉淀、Sephadex G-75 凝胶柱层析和 DEAE-52 离子交换柱层析对球等鞭金藻胞内粗多糖(IPS)进行

分离；对胞外粗多糖(IEPS)则进行 Sephadex G-100 凝胶柱层析分离。在此基础上，分析所获多糖组分对大肠杆菌、

枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌和变形杆菌等细菌的抑菌活性。同时，通过紫外光谱和红外光谱测定，比较 IPS

和 IEPS 结构的异同。结果表明：IPS 和 IEPS 均具有抑菌活性，前者抑制大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄

球菌的生长，后者抑制大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的生长；IPS 经 DEAE-52 纤维素柱层析分离，获得 2 个多糖组分：

IPS Ⅰ和 IPS Ⅱ。IEPS 经 Sephadex G-100 凝胶柱层析分离，获得 3 个多糖组分：IEPSA、IEPSB 和 IEPSC。活性

检测表明，IPS Ⅰ和 IPS Ⅱ抑制枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌的生长；IEPSA、IEPSB 和 IEPSC 抑制大肠杆菌的

生长；紫外光谱表明，IPS 和 IEPS 均不含核酸、游离或裸露的蛋白质和色素；IPS 和 IEPS 的红外光谱比较相似，

以半乳糖为构架，均含有酰氨取代基，但不同之处在于，后者不含硫酸取代基。
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Abstract ：Two crude polysaccharides, intracellular polysaccharide (IPS) and extracellular polysaccharide (EPS), were isolated

from the cells and culture supernatant of Isochrysis galbana through hot-water extraction. The separation and purification of IPS

and EPS, and their antimicrobial activities against Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Proteus sp. were

investigate, respectively. IPS was separated by ethanol-precipitation and purified by Sephadex G-75 gel chromatography, or by

DEAE-52 column chromatography, while EPS was fractionated by Sephadex G-100 gel filtration chromatography. Finally,   IPS

and EPS were analyzed by UV and IR spectroscopy. The results indicated that: 1) IPS could inhibit the growth of Escherichia

coli, Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus. EPS could inhibit the growth of Escherichia coli and Bacillus subtilis. 2) IPS was

separated into two fractions (IPS Ⅰand IPS Ⅱ) by DEAE-52 column chromatography. Both fractions could inhibit the growth

of Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus; EPS was separated by Sephadex G-100 gel filtration chromatography into three

fractions (EPSA, EPSB and EPSC) with inhibitory activity against the growth of Escherichia coli; 3) The IR and UV spectra of

IPS and EPS showed no ester protein, nucleic acid or pigment. Typical absorption curves of IPS and EPS revealed galactose frame

with pyranglycoside linkage, while EPS did not exhibit sulfate radicals in the sugar linkage.
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海洋微藻多糖具有抗病毒、抗肿瘤、抗衰老、抗

辐射和降血糖等活性功效[1-5]；且由于海洋微藻的生长条

件和环境特点决定了其可能具有一些有别于陆生植物多

糖的结构和功能，此类多糖在医药和医学领域中的应用

潜力越来越引起人们对其的研究兴趣。球等鞭金藻

(Isochrysis galbana)是水产养殖业中重要的饵料微藻，以

往研究主要集中在脂肪酸上[6-7]。Sukenik[6]、戴俊彪[7]、王

长海[8]等实验发现，球等鞭金藻胞内多糖含量较高。然

而，有关球等鞭金藻多糖的分离纯化研究较少，且目

前尚未见此微藻多糖组分的抑菌活性报道。鉴于此，本

实验从球等鞭金藻的藻细胞和培养液中分别提取胞内和

胞外粗多糖。随后，采用分级沉淀、Sephadex G-75 凝

胶柱层析、DEAE-52 离子交换柱层析以及 Sephadex
G-100 凝胶柱层析等方法对胞内和胞外多糖进行分离。

在此基础上，研究多糖组分的抑菌活性，并利用紫外光

谱和红外光谱分析胞内和胞外粗多糖结构的异同，以期为

深入开展海洋微藻多糖的研究提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

球等鞭金藻由中国海洋大学提供，置于 40L 光照平

板生物反应器中培养，通气量 2.0L/min，温度(23 ± 2)℃，

光照强度 3000lx，接种密度 40 × 104mL-1，f/2 培养基[9]。

培养 1 0 d 后，离心，保存藻细胞和上清液，分别进行

如下处理：藻细胞冷冻干燥，获得藻粉；上清液经

0.45μm 微孔滤膜过滤后，低温冷冻。冷冻干燥后，获

得白色粉末状的胞外物。

大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌和变

形杆菌由华中农业大学农业微生物种质及遗传资源保藏

和利用中心提供。

Sephadex G-75、Sephadex G-100 和 DEAE-52    美国

S i g m a 公司；乙醇、三氯乙酸( T C A )、盐酸、氢氧化

钠、蒽酮、考马斯亮蓝均为分析纯。

1.2 仪器与设备

PHS-25 数显 pH 计    上海精密科学仪器有限公司；

LXJ-IIB 低速大容量多管离心机    上海安亭科学仪器厂；

UV-1800 紫外 - 可见分光光度计    北京瑞丽分析仪器公

司；HH-S 恒温水浴锅    郑州长城科工贸有限公司；LG-5
真空冷冻干燥机    上海市离心机械研究所；Nicolet iS10
傅里叶红外光谱仪   赛默飞世尔科技公司。

1.3 方法

1.3.1 球等鞭金藻胞内和胞外粗多糖的制备

藻粉中按质量比 1 : 2 0 加入蒸馏水，混合均匀后，

调 pH 值为 9，70℃浸提 3h。提取结束后，6000r/min
离心 1 0 mi n。上清液加入 3 %  T C A，4℃静置 3h 后，

6000r/min 离心 10min。上清液加入体积分数 75% 乙醇沉

淀 12h，经离心及冷冻干燥等处理后，得 58g 乳白色粉

末，即球等鞭金藻胞内粗多糖( I s o c h r y s i s  g a l b a n a
polysaccharides，IPS)。

称取适量球等鞭金藻胞外物质干粉末，以料液比

1:20 加入蒸馏水溶解，调溶液 pH 值为 10，于 80℃提取

6 h 。提取结束后，提取液经离心、过滤，乙醇沉淀

后，制备到 24.2g 白色粉末，即球等鞭金藻胞外粗多糖

(Isochrysis galbana extracellular polysaccharides，IEPS)。

1.3.2 IPS 的分离

1.3.2.1 分级沉淀及 Sephadex G-75 凝胶柱层析分离

称取 5g IPS 重新溶解后，依次用 5%、50% 和 75%
乙醇进行分级沉淀，获得 3 个组分，分别记为 I P S A、

IPSB 和 IPSC，质量依次为 1.0、2.0、0.44g。所获组

分重新溶解，配制质量浓度为 0.05g/L 后，将其加载于

Sephadex G-75 凝胶层析柱(2.3cm × 50cm)用蒸馏水进行

洗脱，每管收集 3mL，流速 2.5mL/min，馏分采用硫

酸 - 蒽酮法检测 [ 1 0 ]。多糖组分合并收集后，进行抑菌

活性检测。

1.3.2.2 DEAE-52 离子交换柱层析分离

将 2.5g/L IPS 溶液加载于 DEAE-52 离子交换层析柱

(2.3cm × 50cm)，依次用蒸馏水，0.1～0.5mol/L NaCl，
0.1、0.5、1.0mol/L NaOH 进行洗脱，每管收集 3mL，
流速为 1.5mL/min，以硫酸 - 蒽酮法检测多糖，直至检

测不出多糖组分，换用下一种洗脱液。多糖组分合

并收集后，进行抑菌活性检测。其中，用 N a C l 和

N a O H 溶液进行洗脱所收集馏分经透析后，进行抑菌

活性检测。

1.3.3 IEPS 的 Sephadex G-100 凝胶柱层析分离

将 5g/L IEPS 水溶液加入到 Sephadex G-100 层析柱

(2.3cm × 50cm)，采用蒸馏水洗脱，每管收集 3mL，流

速为 1.5mL/min，馏分采用硫酸 - 蒽酮法检测。

1.3.4 IPS 和 IEPS 的抑菌活性

参照文献[10]检测多糖组分对大肠杆菌、枯草芽孢

杆菌、金黄色葡萄球菌和变形杆菌 4 种待测菌株生长的

影响，多糖组分质量浓度均为 0.05g/L。

1.3.5 多糖测定

用蒸馏水溶解粗多糖，取粗多糖水溶液，用

Ultrospec 3300 pro 紫外 - 可见分光光度计在 200～800nm
范围内进行光谱扫描。

取适量粗多糖样品粉末，采用压片法，用 N e x u s
Euro 型红外光谱仪测定其红外光谱。
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2 结果与分析

2.1 IPS 的分离及抑菌活性

将 IPSA、IPSB 和 IPSC 这 3 个组分重新溶解后，在

Sephadex G-75 凝胶柱层析上的洗脱曲线见图 1。IPSA 未

得到明显的分离；IPSB 经分离，在洗脱体积为 27～87mL
范围内出现 1 个峰；IPSC 在洗脱体积为 24～39mL 以及

42～87mL 范围内出现 2 个洗脱峰。

IPS 经 DEAE-52 纤维素柱层析分离，共得到 2 个组

分，即蒸馏水洗脱得到组分 IPS Ⅰ，1.0mol/L NaOH 洗

脱得到组分 IPS Ⅱ。0.1、0.2、0.3、0.4mol/L 和 0.5mol/L
NaCl 以及 0.1mol/L 和 0.5mol/L NaOH 洗脱部分未检测到

多糖(图 2 )。

图 2 IPS 经 DEAE-52 洗脱曲线

 Fig. 2    Elution curve of Isochrysis galbana polysaccharides on DEAE-
52 column

图 1、2 表明，I P S 经乙醇分级沉淀和 Se ph ad ex
G-75 凝胶柱层析未获得很好的分离，而采用 DEAE-52 纤

维素柱层析获得较为理想的分离效果。关于 I P S 经

DEAE-52纤维素柱层析分离获得的 IPSⅠ和 IPSⅡ是否为

单一组分多糖，还有待进一步实验研究。

洗脱液多次富集后，将 IPS Ⅰ和 IPS Ⅱ浓缩(IPS Ⅱ

还需透析)，配制为 0.05g/L 后进行抑菌活性检测，结果

见表 1。IPS 能抑制大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色

葡萄球菌的生长，但对变形杆菌并无抑制作用。

IPSA、IPSB 和 IPSC 组分同样均能抑制枯草芽孢杆菌和

金黄色葡萄球菌的生长，但对大肠杆菌并未表现出抑制

作用；胞内粗多糖经 DEAE-52 离子交换柱层析分离获得

组分 IPS Ⅰ和 IPS Ⅱ，这 2 个组分能抑制枯草芽孢杆菌

和金黄色葡萄球菌。

2.2 IEPS 的分离及抑菌活性

注：— . 不存在抑菌圈。下同。

IPS 组分
                      抑菌圈直径 /cm

大肠杆菌 枯草芽孢杆菌 变形杆菌 金黄色葡萄球菌

IPS 1.20 ± 0.07 1.10 ± 0.12 — 1.10 ± 0.13
IPSA — 1.20 ± 0.05 — 1.20 ± 0.18
IPSB — 1.20 ± 0.06 — 1.10 ± 0.09
IPSC — 1.05 ± 0.10 — 1.20 ± 0.08

IPS Ⅰ — 1.20 ± 0.13 — 1.10 ± 0.07
IPS Ⅱ — 1.20 ± 0.11 — 1.10 ± 0.07

表 1 IPS 组分的抑菌作用

Table 1     Antibacterial activity of intracellular polysaccharides from
Isochrysis galbana

图 3 IEPS 经 Sephadex G-100 洗脱曲线

Fig. 3    Elution curve of Isochrysis galbana extracellular polysaccha-
rides on Sephadex G-100 column

图 3 为 IEPS 在 Sephadex G-100 凝胶柱层析上的洗脱

曲线，获得 3 个组分，即 IEPSA、IEPSB 和 IEPSC。多

次富集后，将 IEPSA、IEPSB 和 IEPSC 浓缩，配制为

0.05g/L 后进行抑菌活性检测，结果见表 2。对 IEPS 而

言，其对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌表现出抑制作用；当

IEPS 经 Sephadex G-100 柱层析分离后，所获的 IEPSA、

IEPSB和 IEPSC这 3个多糖组分仅能抑制大肠杆菌的生长。

IEPS 组分
                  抑菌圈直径 /cm

大肠杆菌 枯草芽孢杆菌 变形杆菌 金黄色葡萄球菌

IEPS 1.20 ± 0.08 1.10 ± 0.11 — —

IEPSA 1.20 ± 0.07 — — —

IEPSB 1.20 ± 0.07 — — —

IEPSC 1.05 ± 0.09 — — —

表 2 IEPS 组分的抑菌作用

Table 2    Antibacterial activity of crude extracellular polysaccharides
from Isochrysis galbana
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2.3 IPS 和 IEPS 的紫外光谱和红外光谱 由图5可知，IPS和 IEPS的红外光谱比较相似。3700～
3100cm-1 和 1075～1010cm-1 两处为糖类O—H 和C—O 特

征吸收峰；在 3000～2800cm-1 和 1550～1200cm-1 的吸收

峰为 C — H 伸缩振动和变角振动；1700～1500cm-1 附近

的吸收峰为 C ＝ O 伸缩振动，表明这两种多糖中均含有

酰氨取代基，这与孟庆勇[ 1 3 ]、张塞金 [ 1 4 ]等研究结果相

符。两种粗多糖都在 1057cm-1 附近有吸收峰，表明是一

种以半乳糖为构架的分子模式。此外，在糖类环振动

吸收区 930～700cm-1 ，两种糖在 900cm-1 附近均有一个很

微弱的吸收峰，是β - 吡喃环 C — H 变角振动。IPS 在

1377cm-1 附近有较强吸收峰，IEPS 红外光谱图未见吸

收峰，这表明 I P S 含有硫酸取代基，I E P S 不含硫酸

取代基。

3 讨  论

在微藻抗菌研究中，多数研究集中在微藻脂肪酸的

抑菌活性方面[15-20]，而有关微藻多糖抑菌活性的研究则

相对较少。目前，已经发现紫球藻和海水小球藻的多

糖提取物对革兰氏阳性细菌有抑制作用[21]。本研究发现

IPS 和 IEPS 也具有抑菌活性，前者抑制大肠杆菌、枯

草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌的生长，后者抑制大肠杆

菌和枯草芽孢杆菌的生长。

为了获悉球等鞭金藻粗多糖的抑菌机理，对 IPS 和

IEPS 进行了分离。IPS 经 DEAE-52 纤维素柱层析分离，

获得 2 个多糖组分：IPS Ⅰ和 IPS Ⅱ；IPES 经 Sephadex
G-100 凝胶柱层析分离，获得 3 个多糖组分：IEPSA、

IEPSB 和 IEPSC。活性检测表明，IPS Ⅰ和 IPS Ⅱ抑制

枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌的生长；I E P S A 、

IEPSB 和 IEPSC 抑制大肠杆菌的生长。通过一系列分离，

发现多糖分离组分的抑菌活性有所改变(主要是抑菌活性

的目标菌株有所减少)，但仍具有抑菌活性，且抑菌活

性与粗多糖相当，这个结果对于进行多糖的进一步纯化

研究具有重要意义。

同时，比较发现 IPS 和 IEPS 的抑菌活性有所不同，

笔者认为这与它们的结构有关。通过红外光谱测定，发

现 IPS 和 IEPS 结构类似，以半乳糖为构架，均含有酰

氨取代基，但不同之处在于，后者不含硫酸取代基，

这很可能是二者抑菌活性差异的主要原因。张塞金等[14]

认为 IPS 不含硫酸取代基，与本结果不同。已有研究表

明，微藻多糖的生物活性和生理功能主要来自于其所含

的氨基和硫酸官能团[22-23]，因此，相比而言，IPS 可能

更具有应用价值。紫外光谱表明，IPS 和 IEPS 均不含

核酸、游离或裸露的蛋白质和色素，这就排除了由微

藻蛋白质组分可能引起的抑菌作用。
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图 4 IPS(a)和 IEPS(b)的紫外光谱

Fig.4    UV spectra of intracellular and crude extracellular polysaccha-
rides from Isochrysis galbana

由图 4 可知，无论是 IPS，还是 IEPS，在 260nm
(核酸特征吸收)、280nm(蛋白质特征吸收)和 630nm(色素

特征吸收)都没有吸收，说明 IPS 和 IEPS 均不含核酸、

游离或裸露的蛋白质和色素。在螺旋藻多糖和糖蛋白提

纯研究中，胡群宝等[11]运用紫外光谱分析糖蛋白特征。

孟庆勇等[12]也采用紫外光谱扫描来分析江蓠多糖是否含

有核酸和蛋白质。

图 5 IPS(a)和 IEPS(b)的红外光谱图的比较

Fig.5    IR spectrum comparison between crude extracellular and
intracellular polysaccharides from Isochrysis galbana
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