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不同方法制备的海带褐藻糖胶得率及
品质的比较

钟玉美，王　雷，许加超，高　昕，付晓婷*

（海洋食品加工与安全控制全国重点实验室，中国海洋大学食品科学与工程学院，山东青岛 266000）

摘　要：为建立褐藻中活性多糖褐藻糖胶的标准制备工艺，本研究以海带为原料，选择高温高压提取、酸提取、微

波提取（M400 W、M500 W、M600 W）3种方法，分别使用氯化钙沉淀（CP）和乙醇沉淀（GAP）脱除褐藻胶，

再使用高浓度乙醇进行醇沉，得到褐藻糖胶。比较了 10种提取条件下海带褐藻糖胶的得率，对提取得到的褐藻糖

胶的总糖、总酚、蛋白质、糖醛酸、硫酸基含量进行测定，并对其 Fe3+还原能力及 ABTS+、DPPH自由基清除能

力进行研究，并对上述测定结果进行相关性分析，筛选出高得率、高纯度、抗氧化活性好的褐藻糖胶制备方法。

结果表明，酸提取-钙沉（AE-CP）和微波提取-钙沉（M400 W-CP、M500 W-CP、M600 W-CP）褐藻糖胶得率分

别为 3.821%、3.516%、3.376%、2.998%，硫酸基含量分别为 17.734%、23.872%、23.376%、22.149%，蛋白质和

总酚含量均在 1%以下，糖醛酸含量低于 10%，Trolox当量（ABTS+自由基清除能力）分别为 5.637、5.336、
6.567、5.616 μg/mg，均为理想的褐藻糖胶制备方法。其中，微波提取-钙沉法具有耗时短、溶剂用量少的特点，符

合绿色加工的要求。本研究系统地考察了褐藻糖胶制备方法对其得率和品质的影响，建立了高得率、高纯度、高

抗氧化活性褐藻糖胶的制备工艺。
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Comparison of the Yield and Quality of Fucoidan Extracted from
Saccharina japonica by Different Preparation Methods
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（State Key Laboratory of Marine Food Processing & Safety Control, College of Food Science and Engineering, Ocean
University of China, Qingdao 266000, China）

Abstract：In order to establish the standard preparation methodology for  bioactive polysaccharide of  fucoidan,  this  study
carried  out  the  research  of  preparation  method  of  fucoidan  from  Saccharina  japonica.  Three  extraction  methods,
high  temperature  pressure  extraction  (HPE),  acid  extraction  (AE),  and  microwave  extraction  at  400  W  (M400  W),
500  W  (M500  W),  and  600  W  (M600  W)  were  selected.  Subsequently,  two  precipitation  methods,  calcium  chloride
precipitation  (CP)  and  ethanol  precipitation  (GAP)  were  used  to  remove  alginate  followed  by  finally  precipitation  of
fucoidan with high concentration ethanol.  Fucoidan extracts prepared in totally ten different conditions were collected, of
which  the  contents  of  total  sugar,  total  phenols,  protein,  uronic  acid,  and  sulfate  groups  were  analyzed.  Meanwhile  their
antioxidant  activities  including Fe3+  reduction ability,  ABTS+ and DPPH free radical  scavenging ability were determined.
The  correlation  analysis  was  conducted  based  on  the  above  determined  results  to  discover  the  relationship  between
preparation methods and fucoidan qualities. Accordingly, the preparation methods for fucoidan of high yield, high purity,  
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and  excellent  antioxidant  activities  were  selected.  Results  showed  that  the  yields  of  fucoidan  by  acid  extraction  with
calcium precipitation (AE-CP) and microwave extraction with calcium precipitation (M400 W-CP, M500 W-CP, M600 W-
CP)  were  3.821%,  3.516%,  3.376%,  and  2.998%,  respectively.  Meanwhile,  the  sulfate  content  was  17.734%,  23.872%,
23.376%, and 22.149%, respectively.  Their  protein and total  phenol content  were below 1%, the uronic acid content  was
below  10%,  and  the  Trolox  equivalent  (ABTS+  radical  scavenging  ability)  was  5.637,  5.336,  6.567,  and  5.616  μg/mg,
respectively. Thus, the above four preparation conditions were ideal for processing of fucoidan, among which the method of
microwave  extraction  followed  by  calcium  precipitation  showed  advantages  of  short  processing  time  and  low  solvent
consumption that met the requirement of the environmental-friendly processing. This study systematically investigated the
effects of preparation methods on the yield and quality of fucoidan, which provided a practical preparation methodology for
fucoidan from Saccharina japonica with high yield, purity and antioxidant activity.

Key  words： Saccharina  japonica； fucoidan； calcium  chloride  precipitation； graded  alcohol  precipitation； antioxidant

activity

海藻是一种重要的海洋资源，可以作为人类食

品[1]、动物饲料、药品及保健品的原料来源[2−3]。海带

（Saccharina japonica），是褐藻门、褐子纲、海带目、

海带科、海带属植物，是我国和世界第一大海水养殖

藻类[4]。海带作为一种可食用的大型经济冷水藻类，

营养价值丰富，富含甘露醇、碘，含有褐藻多糖和人

体所需的钴、硒、铬等微量元素[5]。多糖作为海带

中的主要生物活性成分被证明具有预防肥胖[6]、抗

炎[7]、免疫[8]、抗纤维化[9]、抗肿瘤[10−11]、抗凝血[12]、

降血脂[13]、抗氧化[14]、抗病毒[15]、抗衰老[16]、保护肾

脏[17]、抑菌[18]、增白[16] 等作用。因此，海带多糖具有

作为功能性食品、药品原料的良好前景。海带中的活

性多糖包括褐藻糖胶、褐藻胶[19]、褐藻淀粉[20]，其中

褐藻胶含量最高、褐藻糖胶次之，褐藻淀粉最少[21]。

褐藻糖胶（Fucoidan，FCSP），又称岩藻糖胶、岩

藻聚糖硫酸酯，是一类硫酸化多糖，具有抗病毒、免

疫调节等多种生物活性[22]。目前已经从海带、岩藻、

墨角藻、掌状海带、巨藻等海藻和海参[23−24] 中分离

出褐藻糖胶粗品，但通常混有褐藻胶、褐藻淀粉等杂

质。研究表明，从不同种类海藻中提取的褐藻糖胶，

其结构和化学组成并不相同，如单糖组成、硫酸基取

代位点和数量会发生变化；即使从同属或同种的海藻

中提取的褐藻糖胶，其结构也存在差异。另一方面，

不同的提取方法也会对褐藻糖胶组成和结构产生影

响[23,25−26]。褐藻糖胶是海带细胞壁的结构多糖，海

带细胞壁的降解是褐藻糖胶释放的必要条件，因此，

制备方法直接影响褐藻糖胶的得率、纯度、分子结构

完整性，进而影响其生物活性[27]。然而，目前还没有

标准化的褐藻糖胶提取、纯化方案，不利于性能稳定

的高品质褐藻糖胶的产业化制备。

高效的提取及褐藻胶与褐藻糖胶的分离是褐藻

糖胶制备方法的关键点。早期褐藻糖胶的提取是在

室温或者略高于室温的条件下基于稀酸处理，使用甲

醛等进行预处理，以热水为提取溶剂[27]。近年来开发

出多种从海藻中提取褐藻糖胶的方法，如复合酶提

取、亚临界水提取、超声提取、非热等离子体、加压

液萃取[28−30]、微波提取[31]。然而，不同提取方法的提

取效率及其对褐藻糖胶结构、性质的影响未见系统

的比较研究。为了提高褐藻糖胶的纯度，需要去除

其中的褐藻胶。根据海带褐藻胶和褐藻糖胶性质的

差异，可以采用两种方法去除褐藻胶：通过前处理将

海带中的褐藻胶转化为水溶性盐，加入氯化钙后生成

水不溶性的海藻酸钙并通过离心去除，即钙沉法；利

用褐藻酸不溶于乙醇和水的特点，通过前处理将海

带中褐藻胶转化为褐藻酸，并加入乙醇将褐藻酸充

分沉淀并去除，即醇沉法[32]。然而，去除褐藻胶的同

时，褐藻糖胶在多糖溶液体系中也会发生变化，经过

两种去除褐藻胶的方法得到褐藻糖胶的纯度、得率、

活性的差异未见研究。由此可见，不同制备方法对褐

藻糖胶的得率和品质的影响有待系统地比较研究。

为了对褐藻糖胶的制备方法进行标准化设计，

本研究以海带作为原料，系统比较高压水提、酸提

取、微波提取的提取效率，对每种提取方式分别进行

钙沉法（氯化钙沉淀）、醇沉法（20%乙醇）脱除褐藻

胶效果的比较，对得到的褐藻糖胶样品进行化学组成

分析和抗氧化活性测定，揭示制备条件与产物性质的

相关性，阐明不同制备方法对海带褐藻糖胶得率及

品质的影响，从而为海带褐藻糖胶的产业化高效、稳

定制备提供实践指导。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

海带　采收自山东省荣成市养殖海域，将鲜海

带上附着的泥沙、杂质清洗干净，于 45 ℃ 烘箱中烘

干至恒重，用粉碎机进行粉碎，过 60目筛，将得到的

藻粉转移到密封袋中于−20 ℃ 冰箱保存备用；明胶

（化学纯）、无水乙醇、氢氧化钠（粒状）、二水合磷酸

二氢钠、氯化钡、无水氯化钙、四硼酸钠、三氯乙酸、

硫酸钾、过硫酸钾、浓硫酸、浓盐酸、苯酚　分析纯，

国药集团化学试剂有限公司；咔唑　分析纯，上海麦

克林化学试剂有限公司；D-葡萄糖醛酸标准品、

福林酚、牛血清白蛋白（全组分）　分析纯，北京索莱

宝科技有限公司；（±）-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-

chromane-2-carboxylic acid、间苯三酚　分析纯，西

格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；1,1-Diphenyl-2-

picrylhydrazyl Free Radical（DPPH）　分析纯，梯希
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爱（上海）化成工业发展有限公司；2,4,6-三吡啶基三

嗪（TPTZ）、ABTS、L-岩藻糖　分析纯，大连美仑生

物技术有限公司；三氯化铁　分析纯，天津市北辰方

正试剂厂。

LDZM-80L-Ⅱ立式高压灭菌锅　上海申安医疗

器械厂；MAS-Ⅱ Plus常压微波辅助/合成萃取仪

　上海新仪微波化学科技有限公司；ZHSY-50N振

荡培养箱　上海知楚仪器有限公司；SHB-Ⅲ循环水

式多用真空泵　郑州长城科工贸有限公司；L550台

式低速大容量离心机　湘仪离心机仪器有限公司；

N-1300旋转蒸发仪　上海爱朗仪器有限公司；HH-
2数显恒温水浴锅　常州国华电器有限公司；Master-
S30实验室纯水系统　上海和泰仪器有限公司；KQ-
250DE数控超声波清洗器　昆山市超声仪器有限公

司；S21-2恒温磁力搅拌器　上海司乐仪器有限公

司；MJ-BL25B3搅拌机　广东美的生活电器制造有

限公司；Epoch 2微孔板分光光度计　美国伯腾仪器

有限公司；FD5-2.5冻干机　美国西盟国际集团；

PL203电子天平　梅特勒-托利多仪器有限公司；

DFY-C-500D快速开盖高速粉碎机　温岭市林大机

械有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   褐藻糖胶提取　 

1.2.1.1   高压水提取法　参考 Chen等[33] 的提取方

法，略作改进。称量 5 g藻粉（记录准确重量），加入

95%乙醇，料液比 1:20（m:v），40 ℃ 水浴搅拌 2 h
后倾倒乙醇，加入超纯水，料液比 1:30（m:v），120 ℃
高压提取 2 h，纱绢过滤后离心得上清液。 

1.2.1.2   酸提取法　参考侯宁宁[34] 的提取方法，略作

改进。称量 5 g藻粉（记录准确重量），加入超纯水，

料液比 1:30（m:v），用 1 mol/L HCl调节 pH4，振荡

培养箱 50 ℃ 水浴 2 h后升温至 70 ℃，水浴 3 h，纱
绢过滤后离心得上清液，用 0.1 mol/L NaOH将上清

液 pH调至中性（pH7）。 

1.2.1.3   微波提取法　参考谭洁怡等[35] 的提取方法，

略作改进。称量 5 g藻粉（记录准确重量），加入超纯

水，料液比 1:30（m:v），置于常压微波辅助萃取

仪，70 ℃ 提取 15 min，提取功率分别为 400、500、
600 W，纱绢过滤后离心得上清液。 

1.2.2   褐藻胶脱除　 

1.2.2.1   钙沉法　向 1.2.1得到的上清液中加入终浓

度 2%  CaCl2 溶液，于 4 ℃ 冰箱过夜，3800  r/min
室温离心 25 min，取上清液，加入终浓度为 60%的

95%乙醇溶液，于 4 ℃ 冰箱过夜，离心得沉淀，加超

纯水复溶，进行透析（截留分子量 3500 Da），冷冻干

燥得褐藻糖胶。 

1.2.2.2   分级醇沉法　向 1.2.1得到的上清液中加

入 95%乙醇溶液至 20%（v/v），轻微搅拌均匀，静置

片刻后离心，取上清液，继续加 95%乙醇溶液至

60%（v/v），轻微搅拌均匀，于 4 ℃ 冰箱过夜，离心得

沉淀，加超纯水复溶，进行透析（截留分子量 3500 Da），
冷冻干燥得褐藻糖胶。 

1.2.3   褐藻糖胶得率计算　通过不同提取方法从海

带中提取褐藻糖胶，按照以下公式计算得率：

褐藻糖胶得率(%) =

冻干得到的褐藻糖胶样品质量(g)
海带粉质量(g)

×100
 

1.2.4   总糖含量测定　采用苯酚-硫酸法[36] 测定总糖

含量，以岩藻糖作为标准品配制溶液，取 1.00 mL标

准溶液，加入 0.5 mL 6%苯酚溶液以及 2.5 mL浓硫

酸，混匀，于 30 ℃ 静置 30 min，在 490 nm处测定其

吸光值；以岩藻糖浓度为横坐标，以吸光值为纵坐标

制作标准曲线（y=3.8352x+0.0675，R2=0.9996）。将

用不同提取方法得到的褐藻糖胶样品配成 0.1 mg/
mL的溶液，取 1.00 mL样品液，按上述操作测定吸

光值，代入标准曲线得样品中总糖含量。 

1.2.5   蛋白质含量测定　采用 Braford法[37] 测定蛋

白质含量，以牛血清白蛋白作为标准品配制溶液，取

0.2 mL标准溶液，加入 1 mL考马斯亮蓝溶液混匀，

静置 10 min，在 595 nm处测定其吸光值；以牛血清

白蛋白浓度为横坐标，以吸光值为纵坐标制作标准曲

线（y=4.1204x+0.2862，R2=0.9991）。将用不同提取

方法得到的褐藻糖胶样品配成 1 mg/mL的溶液，取

0.2 mL样品液，按上述操作测定吸光值，代入标准曲

线得样品中蛋白质含量。 

1.2.6   多酚含量测定　采用福林酚法[38] 测定多酚含

量，以间苯三酚作为标准品配制溶液，取 0.25 mL标

准溶液，加入 1 mL福林酚试剂（1:9，v:v），混匀，

3 min后加入 0.75 mL 1%（w/w）碳酸钠溶液混匀，避

光反应 2 h，在 760 nm处测定其吸光值；以间苯三酚

浓度为横坐标，以吸光值为纵坐标制作标准曲线（y=
1.8533x+0.0433，R2=0.9991）。将用不同提取方法得

到的褐藻糖胶样品配成 1 mg/mL的溶液，取 0.25 mL
样品液，按上述操作测定吸光值，代入标准曲线得样

品中多酚含量。 

1.2.7   糖醛酸含量测定　采用咔唑比色法[39] 测定

糖醛酸含量，以葡萄糖醛酸（α-D-Glucopyranuronic
acid）作为标准品配制溶液，取 1.00 mL标准溶液，加

入 5  mL四硼酸钠溶液，振荡混匀，沸水浴加热

10 min后，冰浴冷却 15 min，加入 0.2 mL咔唑溶液，

振荡混匀，沸水浴加热 10 min，室温冷却 15 min后，

测定其在 530 nm处的吸光值；以葡萄糖醛酸浓度

为横坐标 ，以吸光值为纵坐标制作标准曲线

（y=8.5389x+0.0676，R2=0.9992）。将用不同提取方

法得到的褐藻糖胶样品配成 1 mg/mL的溶液，取

1.00 mL样品液，按上述操作测定吸光值，代入标准

曲线得到样品中糖醛酸含量。 

1.2.8   硫酸基含量测定　 采用明胶-氯化钡比浊
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法[40] 测定硫酸基含量，以硫酸钾作为标准品配制溶

液，取 0.2 mL标准溶液加入 3.8 mL三氯乙酸溶液，

再加入 1 mL BaCl2-明胶溶液，振荡混匀，15 min后

于 360 nm下测定吸光值，记作 A1；保持反应体系相

同，用 1 mL明胶溶液代替 BaCl2-明胶溶液，360 nm

处测吸光值，记作 A2；以硫酸基浓度为横坐标，

以 （A1–A2）为纵坐标制作标准曲线（y=0.228x+

0.0269，R2=0.9992）。将用不同提取方法得到的褐藻

糖胶样品用浓度为 1 mol/L的盐酸配成 3 mg/mL的

溶液，在 105 ℃ 下水解 6 h，用 0.22 μm PES滤膜过

滤；取 0.2 mL滤液按上述操作测定 A1、A2，根据

标准曲线计算样品中硫酸基含量。 

1.2.9   体外抗氧化活性测定　 

1.2.9.1   ABTS+自由基清除率测定　以 0.04 mg/mL

Trolox溶液作为标准品，以标准品浓度为横坐标，清

除率为纵坐标，制作标准曲线（y=60.777x+1.1066，

R2=0.9992）[41−42]。将冻干得到的褐藻糖胶样品用超

纯水配制成浓度 4 mg/mL的多糖溶液，取 40 μL样

品溶液，加入 160 μL稀释后的 ABTS工作液，室温

避光反应 10 min后，在波长 734 nm处测定吸光值记

作 Asample，以超纯水代替 ABTS工作液，测定 734 nm

处吸光值记作 Asample blank，以超纯水代替样品溶液

作为对照，测定 734 nm处吸光值记作 Acontrol，以超

纯水在 734 nm处的吸光值作为 Acontrol blank。将计

算得到的样品 ABTS+自由基清除率代入标准曲线，

计算 Trolox当量。

ABTS+自由基清除率(%) = [1−(Asample −Asample blank)/

(Acontrol −Acontrol blank)]×100
 

1.2.9.2   FRAP抗氧化能力测定　以 0.1  mg/mL

Trolox溶液作为标准品，制作标准曲线（y=0.4886x+

0.0654，R2=0.9997）[43]。将冻干得到的褐藻糖胶样

品用超纯水配制成浓度 4 mg/mL 的多糖溶液，取

20 μL样品溶液，加入 180 μL 配制的 FRAP试剂，

37 ℃ 避光反应 10 min后，在波长 593 nm处测定吸

光值，代入标准曲线计算 Trolox当量。 

1.2.9.3   DPPH自由基清除率测定　以 0.04 mg/mL

Trolox溶液作为标准品，以标准品浓度为横坐标，清

除率为纵坐标制作标准曲线（y=38.392x+17.089，

R2=0.9996）[44]。将冻干得到的褐藻糖胶样品用超纯

水配制成浓度 4 mg/mL的多糖溶液，取 100 μL样品

溶液，加入 100  μL  DPPH工作液，室温避光反应

30 min，在波长 515 nm处测定吸光值记作 Asample，

以甲醇代替 DPPH工作液，测定 515 nm处吸光值记

作 Asample blank，以甲醇代替样品溶液作为对照，测

定 515 nm处吸光值记作 Acontrol，以甲醇在 515 nm

处的吸光值作为 Acontrol  blank。将计算得到的样品

DPPH自由基清除率代入标准曲线，计算 Trolox

当量。

DPPH自由基清除率(%) = [1− (Asample −Asample blank)/

(Acontrol −Acontrol blank)]×100
 

1.3　数据处理

所有实验均有 3个平行，采用 Excel 2010整理

数据；使用 IBM SPSS Statistics 25、GraphPad Prism
9.3.0软件对数据进行统计分析 ；使用 TBtools、
Cytoscape绘制热图、相关性图。数据表示为平均

值±标准差，通过方差分析（ANOVA）和 Tukey检验

显著性差异（P<0.05）。 

2　结果与分析 

2.1　不同方法提取的海带褐藻糖胶的得率

本研究选择高温高压水浸提、酸提取两种传统

提取方法以及微波提取这一新兴的绿色提取技术对

海带褐藻糖胶进行提取，分别通过氯化钙（钙沉）、

醇沉对提取物中褐藻胶进行脱除后，进行醇沉得到

褐藻糖胶，并计算得率。不同方法提取的褐藻糖胶

得率如表 1所示。结果表明，使用氯化钙脱除褐藻

胶时，高压水提-钙沉（HPE-CP）、酸提取-钙沉（AE-
CP）、微波 400W-钙沉（M400 W-CP）、微波 500 W-
钙沉（M500  W-CP）、微波 600  W-钙沉（M600  W-
CP）的褐藻糖胶得率没有显著性差异（P>0.05），均在

3%~4%；使用 20%乙醇脱除褐藻胶时，高压水提-分
级醇沉（HPE-GAP）、酸提取-分级醇沉（AE-GAP）
与微波 （400、500、600  W） -分级醇沉的褐藻糖

胶得率存在显著性差异 （P<0.05），HPE-GAP最

高，达 13.013%，AE-GAP得率为 7.516%，微波提取

M400 W-GAP、M500 W-GAP、M600 W-GAP褐藻

糖胶得率没有显著性差异（P>0.05），得率在 3%~
5%。对于同种提取方法，分级醇沉褐藻糖胶得率

高于钙沉-醇沉褐藻糖胶得率。
 
 

表 1    不同方法提取海带中褐藻糖胶的得率（%）
Table 1    Yield of fucoidan from Saccharina japonica using

different extraction methods (%)

提取方法 钙沉-醇沉（CP） 分级醇沉（GAP）

高压水提（HPE） 3.491±1.278cd 13.013±1.785a

酸提取（AE） 3.821±0.206cd 7.516±0.600b

微波400 W（M400 W） 3.516±0.428cd 4.088±1.488c

微波500 W（M500 W） 3.376±0.157cd 3.752±0.239c

微波600 W（M600 W） 2.998±0.456cd 3.695±0.997c

注：表中不同小写字母表示各数值的显著性差异（P<0.05）。
 

本研究使用高压高温（120 ℃）、酸处理、微波处

理破坏海带细胞壁结构，释放海带多糖，提取褐藻糖

胶。Skriptsova等[45] 使用 0.1 mol/L盐酸对日本海

彼得大帝湾海带褐藻糖胶进行提取，其研究结果

表明褐藻糖胶含量变化范围在 0.98%~4.19%。在本

研究中 HPE-CP、AE-CP、M400  W-CP、M500  W-
CP、M600  W-CP、M400  W-GAP、M500  W-GAP、
M600 W-GAP褐藻糖胶得率与该研究相近，而 HPE-
GAP、AE-GAP褐藻糖胶得率在 7%以上，优于上述
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报道。高梦祥等[46] 使用微波提取海带多糖，得率为

7.2%，提取产物为褐藻胶和褐藻糖胶的混合物，据此

推测 HPE-GAP、AE-GAP褐藻糖胶中可能含有较多

的褐藻胶，需进一步测定褐藻糖胶的化学组成，寻找

导致褐藻糖胶得率差异较大的原因。

本研究中 3种提取方法均能够破坏海带细胞

壁、释放海带多糖，然而在破坏海带细胞壁的同时，

高压高温（120 ℃）、酸处理和微波处理也可能会破坏

多糖内部糖苷键，使其降解变性，结构发生改变[47−48]，

从而影响褐藻糖胶的抗氧化活性。

基于上述问题，本研究进一步对各方法制备的

褐藻糖胶进行深入研究，综合不同提取方法对海带

褐藻糖胶得率、化学组成和抗氧化活性的影响，以筛

选出高得率、高纯度、抗氧化活性好的褐藻糖胶制

备方法。 

2.2　不同方法提取的海带褐藻糖胶的化学组成 

2.2.1   提取方法对总糖含量的影响　褐藻糖胶是一

类硫酸化杂多糖，具有复杂的化学结构，不同海藻种

类、不同提取方法使其单糖组成发生变化，海带褐藻

糖胶的单糖组成以岩藻糖为主，可能含有鼠李糖、甘

露糖、半乳糖、葡萄糖等单糖[33]。因此，本研究以岩

藻糖为标准品，采用苯酚-硫酸法测定不同褐藻糖胶

样品总多糖含量。在反应过程中，戊糖比己糖更容易

反应，糖醛酸的反应速度相对较慢，糖醛酸可能不会

完全转化[49]，得到的结果通常低于实际多糖含量。由

图 1所示，HPE-CP、HPE-GAP、AE-CP、AE-GAP、

M400  W-CP、M400  W-GAP、M500  W-CP、M500

W-GAP、M600 W-CP、M600 W-GAP总糖含量在

57.5~66.9  mg/mg， HPE-CP、 HPE-GAP、 AE-CP、

M400  W-CP、M400  W-GAP、M500  W-CP、M500

W-GAP、M600 W-CP、M600 W-GAP总糖含量没

有显著性差异（P>0.05），AE-GAP总糖含量略低为

57.5 mg/mg，与 HPE-CP、M400W-CP、M500W-CP、

M600W-CP存在显著性差异（P<0.05），但制备的褐

藻糖胶样品的总糖含量均在 57%以上，说明在化学

组成上海带多糖是各样品的主要成分，10种提取方

法均对海带多糖进行了有效提取。 

2.2.2   提取方法对总酚、蛋白质含量的影响　对褐

藻糖胶中糖醛酸含量、硫酸基含量进行测定，以进一

步判断各制备方法提取褐藻糖胶的纯度、以及氯化

钙和 20%乙醇对于褐藻胶的脱除效果。图 2、图 3
的结果表明，各制备方法得到褐藻糖胶样品的多酚

含量在 1.1%以内，蛋白质含量在 1.2%以内。Ni等[50]

制备的海带褐藻糖胶组分的多酚含量为 0.05%~
0.13%，蛋白质含量为 0.74%~1.42%。与之相比，本

研究制备的海带褐藻糖胶的蛋白质和多酚含量均较

低，具有较高的纯度。天然的多糖-多酚偶联物目前

主要通过热水或者碱性溶液进行提取[51]，高温高压提

取、酸提取和微波提取均涉及到了加热过程，海带中

部分糖苷结合酚可能因此被提取出来，导致制备的褐

藻糖胶样品中含有微量的多酚。本研究使用福林酚

法测定样品中总酚含量，福林酚试剂也会与还原糖、

蛋白质发生交叉反应，提高样品与福林酚试剂反应液

的吸光值，即样品总酚含量测定结果与样品实际总酚

含量相比会偏高。
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图 2    不同方法提取海带中褐藻糖胶的总酚含量
Fig.2    Total phenolic contents of fucoidan from Saccharina

japonica using different extraction methods
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图 3    不同方法提取海带中褐藻糖胶的蛋白质含量
Fig.3    Protein contents of fucoidan from Saccharina japonica

using different extraction methods
  

2.2.3   提取方法对糖醛酸、硫酸基含量的影响　褐

藻胶主要由甘露糖醛酸和古罗糖醛酸两种糖醛酸单

体聚合而成，而褐藻糖胶不含糖醛酸，通过测定不同

样品中糖醛酸含量可以粗略估计其褐藻胶含量，反应

氯化钙、20%（v/v）乙醇脱除褐藻胶的效率，糖醛酸含
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图 1    不同方法提取海带中褐藻糖胶的总糖含量

Fig.1    Total sugar contents of fucoidan from Saccharina
japonica using different extraction methods

注：不同小写字母表示各样品总糖含量具有显著性差异
（P<0.05），图 2~图 8同。
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量越低，褐藻糖胶纯度越高，褐藻胶脱除效果越好。

由图 4的结果表明，HPE-GAP、AE-GAP、M400 W-
GAP、M500 W-GAP、M600 W-GAP糖醛酸含量远

高于同种提取方法下使用氯化钙脱除褐藻胶得到的

褐藻糖胶样品的糖醛酸含量，说明使用 20%（v/v）乙
醇脱除褐藻胶的效果一般，分级醇沉得率高是由于褐

藻胶导致的。使用 20%（v/v）乙醇脱除褐藻胶时，离

心得到的褐藻胶沉淀量明显少于氯化钙脱除，说明

分级醇沉能够对海带多糖进行分离提取，但是特异性

不强，尤其是在 20%（v/v）乙醇浓度下，仅能使部分褐

藻胶以不溶性物质形态脱除，而在 60%（v/v）乙醇浓

度下，部分褐藻胶及全部的褐藻糖胶以不溶性沉淀

的形式析出。使用氯化钙脱除褐藻胶时，HPE-CP褐

藻糖胶糖醛酸含量为 18.0%，使用 20%（v/v）乙醇

脱除褐藻胶时，HPE-GAP褐藻糖胶糖醛酸含量为

38.6%，两者均远高于同组水平，推测可能是由于高

温高压不仅破坏了海带细胞壁，还导致部分褐藻胶

发生了降解，因此终产物中糖醛酸含量偏高。
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图 4    不同方法提取海带中褐藻糖胶的糖醛酸含量
Fig.4    Uronic acid contents of fucoidan from Saccharina

japonica using different extraction methods
 

硫酸基是褐藻糖胶的特征基团，硫酸基含量、取

代位点会影响褐藻糖胶的生物活性，例如褐藻糖胶的

抗凝活性与其硫酸基含量呈正相关[52]。因此，定量测

定样品中的硫酸基含量，对于推测褐藻糖胶纯度及

其构效关系具有重要意义。由图 5所示，样品中硫

酸基含量与糖醛酸含量的变化趋势相反，说明使用氯

化钙脱除褐藻胶是更好的选择。HPE-CP、AE-CP、

M400  W-CP、M500  W-CP、M600  W-CP，HPE-CP

硫酸基含量分别为 13.7%、17.7%、23.9%、23.4%、

22.1%，付燕红等[53] 使用复合酶法对褐藻糖胶进行提

取，提取率为 45%，多糖含量为 43.7%，硫酸基含量

仅 11.05%。单鑫迪等[54] 通过热水提取得到马尾藻、

铜藻、鼠尾藻、海黍子褐藻多糖，利用稀酸沉淀法和

氯化钙沉淀法脱除褐藻胶，氯化钙沉淀法褐藻糖胶中

硫酸基含量（10%~17%）普遍高于稀酸沉淀法（6%~

9%），推测稀酸处理过程中，酸性环境导致褐藻糖胶

硫酸基脱落，在本研究中酸提取作用于海带细胞而非

直接作用于褐藻糖胶本身，并且提取结束后立即将

pH调节至中性，一定程度上减少了酸对褐藻糖胶结

构的破坏，得到了硫酸基含量较高的褐藻糖胶样品。

Sun等[55] 使用水、酸液、碱液提取海带褐藻糖胶，结

果表明酸提取褐藻糖胶中硫酸基含量相对较高。与

水提取和碱提取相比，酸提取可以获得硫酸基含量更

高的褐藻糖胶[56]。400、500、600 W微波钙沉提取

的褐藻糖胶硫酸基含量在 22%~24%，没有显著性差

异，均优于高压水提和酸提取，说明在 400~600 W功

率范围内，微波提取能更有效地保护褐藻糖胶的

结构。 

2.3　不同方法提取的海带褐藻糖胶的抗氧化活性

研究表明，褐藻糖胶具有良好的抗氧化活性，

ABTS+自由基清除能力、对 Fe3+的还原能力及 DPPH

自由基清除能力常被用作评估褐藻糖胶的抗氧化能

力[57]。因此，本研究选取以上 3个抗氧化指标，评估

不同方法提取的海带褐藻糖胶抗氧化活性的大小。

不同提取方法得到褐藻糖胶 ABTS+自由基清

除能力如图 6所示，HPE-GAP、AE-GAP、M400 W-

GAP、M500 W-GAP、M600 W-GAP的 ABTS自由

基清除能力没有显著性差异（P>0.05），均维持在较低

的水平；HPE-CP、AE-CP、M400 W-CP、M500 W-CP、

M600 W-CP的 ABTS+自由基清除能力强，Trolox当

量均在 4 μg/mg以上，与不同样品硫酸基含量呈正相

关，说明样品中硫酸基含量是影响褐藻糖胶抗氧化活

性的重要因素。
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图 5    不同方法提取海带中褐藻糖胶的硫酸基含量

Fig.5    Sulfate group contents of fucoidan from Saccharina
japonica using different extraction methods
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图 6    不同方法提取海带中褐藻糖胶的 ABTS+自由基
清除能力

Fig.6    ABTS+ radical scavenging ability of fucoidan from
Saccharina japonica using different extraction methods
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不同提取方法得到褐藻糖胶 FRAP抗氧化能

力如图 7所示，HPE-GAP、AE-GAP、M400 W-GAP、

M500  W-GAP、M600  W-GAP的 FRAP抗氧化能

力没有显著性差异（P>0.05），Trolox当量为 1.38~

1.69 μg/mg；HPE-CP、AE-CP、M400 W-CP、M500 W-

CP、M600 W-CP的 FRAP抗氧化能力突出，Trolox

当量在 2.39~3.17 μg/mg。
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图 7    不同方法提取海带中褐藻糖胶的 FRAP抗氧化能力
Fig.7    FRAP antioxidant capacity of fucoidan from Saccharina

japonica using different extraction methods
 

不同提取方法得到褐藻糖胶 DPPH自由基清除

能力如图 8所示，HPE-CP的 DPPH自由基清除

能力最为突出，与其他样品存在显著性差异（P<
0.05），Trolox当量为 2.22 μg/mg；AE-CP、M400 W-

CP、M400  W-GAP、M500  W-CP、M500  W-GAP、

M600  W-CP、M600  W-GAP自由基清除能力较

弱，Trolox当量为 0.86~1.51 μg/mg，HPE-GAP、AE-

GAP自由基清除能力最弱，Trolox当量仅有 0.45~

0.51 μg/mg。
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图 8    不同方法提取海带中褐藻糖胶的 DPPH自由基
清除能力

Fig.8    DPPH radical scavenging ability of fucoidan from
Saccharina japonica using different extraction methods

  

2.4　不同制备方法与海带褐藻糖胶得率、品质的相关

性分析

多糖作为一种具有多种活性的生物大分子物

质，硫酸化修饰可以改变其生物活性，甚至使之具备

新的生物活性[58]。褐藻糖胶作为一种天然的硫酸化

多糖，不同制备方法对其生物活性的影响需要重点关

注，硫酸基作为影响褐藻糖胶生物活性的重要因素，

可作为评估不同制备方法的关键指标。

不同褐藻糖胶样品的化学组成、抗氧化活性与

制备方法的相关性热图分析如图 9所示。分级醇沉

明显提高了褐藻糖胶得率，但是样品中糖醛酸含量远

高于钙沉-醇沉得到的褐藻糖胶样品，即褐藻胶脱除

效果不如氯化钙。对不同制备方法及其检测指标进

行 OPLS-DA分析，变量投影结果如图 10所示，基于

重要投影变量得分值大于 1.0的标准，进一步评估不

同制备方法的差异性。总酚、糖醛酸、硫酸基含量，

ABTS+自由基清除能力，FRAP抗氧化能力被筛选为

评估不同制备方法的重要指标。这意味着在褐藻糖

胶化学组成上，褐藻糖胶中糖醛酸、硫酸基更容易受

到制备方法的影响。在褐藻糖胶抗氧化能力方面，

ABTS+自由基清除能力、FRAP抗氧化能力、DPPH
自由基清除能力与总糖、总酚、蛋白质、糖醛酸、硫

酸基的相关性如图 11所示。硫酸基含量与 ABTS+

自由基清除能力、FRAP抗氧化能力呈高度正相关，

皮尔逊相关系数分别为 0.863、0.838，与 DPPH自由

基清除能力呈低正相关，相关系数为 0.165。Wang
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图 9    褐藻糖胶制备方法与其得率、品质的相关性分析

Fig.9    Correlation analysis between extraction methods and
yield and quality of fucoidan

注：热图分析中，数值以 2为底取对数，并对每行进行归一化，
蓝色表示负相关，红色表示正相关。
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等[59] 研究表明，海带褐藻糖胶清除超氧自由基能力

与其硫酸基含量呈正相关，硫酸盐与岩藻糖的摩尔比

对褐藻糖胶羟基自由基的清除能力有影响，摩尔比

越大，清除能力越高。由此可见，硫酸基含量是表征

海带褐藻糖胶抗氧化活性的重要指标。综上所述，

应选择硫酸基含量高，糖醛酸含量低的提取方法，即

应尽量脱除褐藻胶并保持褐藻糖胶分子的完整性。
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图 11    褐藻糖胶抗氧化活性与总糖、总酚、蛋白质、糖醛酸、
硫酸基含量的相关性

Fig.11    Correlation between antioxidant activity of fucoidan
and content of total sugar, total phenol, protein, uronic

acid and sulfate group
注： 线条颜色的深浅表示抗氧化活性与测量指标之间相关性
的大小，蓝色表示负相关，红色表示正相关。
 

不同制备方法对产物褐藻糖胶的化学组成、杂

质含量的影响如图 9所示。在所有提取方法中，酸

提取可以有效降低褐藻糖胶中蛋白质、酚类、糖醛酸

等杂质，若想获得纯度高、杂质含量低的褐藻糖胶，

酸提取-钙沉是较为理想的制备方法。高温高压提取

与之相反，蛋白质、酚类、糖醛酸残留略高，Ponce

等[60] 从狸藻属海藻提取褐藻糖胶，实验结果表明，温

度越高，岩藻糖的比例越低，葡萄糖醛酸的比例越高；

Yuan等[61] 的实验也证明了这一点，利用微波辅助提

取泡叶藻褐藻糖胶并分析其单糖组成，结果表明在最

高提取温度（150 ℃）时，葡萄糖醛酸是褐藻糖胶的主

要成分，在最低提取温度（90 ℃）时，岩藻糖成为褐藻

糖胶的主要成分。本研究中高温高压提取温度为

120 ℃，而酸提取和微波提取温度为 70 ℃，较高的温

度可能是导致产物中糖醛酸含量高的原因，因此高温

高压并非理想的提取方法。微波提取制备的褐藻糖

胶硫酸基含量最高，ABTS+自由基清除能力和 FRAP

抗氧化能力强，若想获得结构完整、硫酸基含量高、

抗氧化活性好的褐藻糖胶，微波提取-钙沉是理想的

提取方法。微波辅助提取泡叶藻褐藻糖胶，提取

溶剂为 0.1 mol/L盐酸、提取温度 90 ℃、提取时间

30 min，褐藻糖胶得率 14.55%，产物中硫酸基含量

为 28.6%，本研究中微波提取-钙沉硫酸基含量最高

为 23.87%，略低于 Yuan等[61] 的研究结果，由此可

见，利用微波对海带中褐藻糖胶进行提取的条件还需

进一步优化，如提取溶剂、提取时间、提取温度及功

率、料液比等，以提高褐藻糖胶得率，得到高硫酸基

含量的褐藻糖胶。 

3　结论
本研究使用 10种制备方法对海带褐藻糖胶进

行提取，对比了不同制备方法得到的褐藻糖胶的化学

组成及其 ABTS、FRAP、DPPH抗氧化活性，并分析

了制备方法与褐藻糖胶组成及抗氧化活性的相关

性。结果表明，10种方法得到的褐藻糖胶均有一定

的抗氧化活性，但提取方法会影响褐藻糖胶的化学组

成，进而影响其抗氧化活性。使用分级醇沉对褐藻

胶和褐藻糖胶进行分离，不能有效地将褐藻胶从混合

物中脱除，而氯化钙沉淀能够有效脱除褐藻胶。与

酸提取-钙沉和微波提取-钙沉相比，高压水提-钙沉不

是理想的提取方法，其产物糖醛酸含量高、硫酸基含

量低；酸提取-钙沉和微波提取-钙沉褐藻糖胶得率

高，杂质含量低、硫酸基含量高，酸提取作为一种传

统的褐藻糖胶提取方法，技术较为成熟，操作简单；微

波提取的褐藻糖胶虽得率略低，但其硫酸基含量最

高，ABTS+自由基清除能力和 FRAP抗氧化能力优

异，且制备耗时短、试剂少，是环境友好型的绿色加

工技术。本研究表征了不同提取方法海带褐藻糖胶

化学组成及抗氧化活性的差异，为海带褐藻糖胶提取

流程的标准化提供理论依据。但不同提取方法对海

带褐藻糖胶细微化学结构的影响还需进一步探索，以

便进一步明确褐藻糖胶活性的构效关系。
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