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摘要 :珠母贝糖胺聚糖粗制品经吸附
、

等电点沉淀
、

醇沉
、

澳化十六烷基三甲铰 ( C T AB )络合等法进行分离纯化
,

得一糖胺聚糖级分
。

经醋酸纤维素薄膜电泳显示为单一区带
。

化学组成分析表明
:

该级分氨基已糖含量较高

( 71
.

3 % )
,

其中以氨基半乳糖为主 ( 59 % )
,

含有少量的已糖醛酸
,

含硫酸基
、

半乳糖
、

岩藻糖
。

元素分析表明其

碳
、

氢
、

氮
、

硫的含量分别为 37 7 %
、

5
.

8%
、

5
.

8 %
、

3
.

0 %
。

对级分的残余氨基酸分析表明
,

84
.

2% 氨基酸已被清

除
。
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糖胺聚糖
,

因具有抗凝血
、

抗肿瘤
、

抗病毒
、

降血脂
、

增强免疫等生理活性【’ 〕
,

已成为学术界瞩目的一

类生物高分子
。

近年来
,

国内外对海参 z[, 3 ]
、

乌贼 [’ ]
、

大西洋鳃囚
、

鳖 0[] 或其软骨图
、

海星 s[]
、

扇贝 9[]
、

甲

壳动物〔’川等的糖胺聚糖进行了研究
。
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马氏珠母贝 (月配`侧么 Ina
月 l e招 i s )是我国南海珠母贝的主要贝种

,

在广东
、

广西部分地 区养殖量极大
。

珠农在采珠后
,

所余珠母贝全脏器 (每年资源量约达 1 (XX) 一 1 2X() )t 除食用外
,

大部分作为饲
、

饵料
,

造成

该资源的很大浪费
,

巫待综合利用
。

笔者报道了从马氏珠母贝全脏器中提取得到糖胺聚糖粗制品
,

经体

外抗肿瘤试验初步证实其有抗肿瘤活性 〔川
,

本文在此基础上对粗制品进行了纯化
,

经醋酸纤维素薄膜

电泳测定其纯度
,

并对其化学性质进行了分析
。

1 材料与方法

1
.

1 原料

马氏珠母贝全脏器
: 购 自雷州市流沙镇珍珠养殖场

,

分装冷冻备用
。

1
.

2 试剂与材料

乙醇
、

乙酸钠
、

澳化十六烷基三 甲按 (Ce ytl tri nl e ht y l

~ ~
b

~
de

,

简称 C T AB )
、

浓硫酸
、

盐酸
、

氢

氧化钠
、

氯化钠
、

氯化钾
、

苯酚
、

咔哇
、

盐酸一半胧氨酸
、

丙酮
、

乙酞丙酮
、

磷酸三钠
、

四硼酸钠
、

对二甲氨基

苯甲醛
、

硼酸
、

巴比妥
、

巴 比妥钠
、

冰醋酸
、

乙酸钡
、

氯化钡等
,

均为分析纯
。

硅藻土
、

活性碳
:
化学纯

。

胃蛋 白酶
:酶活力 1 : 3 (XX〕

,

购 自上海 ;枯草杆菌中性蛋白酶
:
酶活力 1 : 5 《XX)

,

无锡酶制剂厂产品
。

标样
:
盐酸 一 D 一半乳糖胺

、

D 一
半乳糖醛酸

、

D 一
葡萄糖醛酸

、

D 一
岩藻糖

,

均为 si mg
a
产品 ; D 一

半

乳糖
、

D 一 甘露糖
、

D 一 木糖
,

均为上海试剂厂产品 ;肝素钠 (效价 150 uI
·

mg
一 ’

)
,

上海伯奥公 司产品 ;硫 酸

软骨素 C
,

Si g nr a
产品

。

染色剂
: 阿利新蓝

。

透析袋 DM 一
44

: D M 14 X( X) MWC Q以叼」D N S ;醋酸纤维素薄膜
:
规格为 s ncl

x 12ncl
。

1
.

3 主要仪器与设备

M K 一 C 3X() N 高速组织捣碎机 (日本松下 ) ; BJ
一
90

一 2 恒温磁力搅拌器 (上海天平仪器厂 ) ; Z K
一 8 2 B

真空干燥器 (上海实验仪器总厂 ) ; S
u pe r M od

u
yl o 冷冻干燥机 (英国 E D认叭丑D S ) ; Yx s 一 A 台式离心机

(裕 鑫实 业 有 限公 司 ) ; 7 21 型 分 光 光度 计 (上 海 第 三 分析仪 器 厂 ) ; UV 一 160 1 U V 一
vi SBI EL

S卿加p he tol nr e
etr SH卫” A DZ U 紫外

一 可见光分光光谱仪 (澳大利亚岛津公司 ) ; D Y Y 一 、叹8 型稳压稳流电

泳仪 ;
饰 n oo 高效液相色谱仪 (美国惠普公 司 ) ; 日匡王叹 s 一 。 元素分析仪 (德 国 v a ri o 公司 )

。

1
.

4 提取和纯化

1
.

4
,

1 珠母贝糖胺聚糖的粗提

珠母贝糖胺聚糖的粗提参考文献〔3
、

12 〕的方法
。

经马氏珠母贝全脏器~ 匀浆~ 50 ℃ 自溶一 胃蛋白

酶水解一枯草杆菌中性蛋白酶水解~ 醇沉一洗涤 一真空干燥~ 糖胺聚糖粗制品 (粗 G A G )
。

1
.

4
,

2 珠母贝糖胺聚糖的纯化

珠母贝糖胺聚糖的纯化方法参考文献「13 〕的方法 (图 1 )
。

1
.

5 珠母贝糖胺聚糖的分析

醋酸纤维素薄膜电泳
:
参考文献【14」的方法

。

采用了 2 种不同缓冲液进行电泳
: 0

.

12m o l
·

L
一 ’ 巴比

妥钠 ( pH S
.

6)
,

s v
·

ncI
一 ’ 电泳团而 n ; 0

.

l ff ol l
.

L
一 ’ 乙酸钡 (HP 8

.

0)
,

s v
·

mc
一 ’
电泳 150

In il l
。

以 0
.

2 % 阿利

新蓝染色
。

糖胺聚糖 (C AG )总含量的测定
:
参考文献〔14」的方法

,

以 6 一 硫酸软骨素 ( c 一 6 一 S )与肝素 (HP )为

标品作测定
,

即设所购得的标品 ( c 一 6 一 s 及饰 )中 G A G 含量为 100 %
,

以样品中的 C A G 含量与标品中
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吸附 (活性碳
、

硅藻土 )
、

等电点除蛋自 (pH 2 0

KI C解离 醇沉 )

5% C T AB络合 )

( 1
.

o o m L

糖糖胺聚糖粗制品品

GGGIII G A

ZZZ GGG G A

GGG G AZ一 111111111111111 GGGGGGG G AZ一 333

GGG AZ G一 3一 222

N aI C解离
,

醇沉 )

图 1 糖胺聚糖纯化路线图

瑰
.

1 Fl wo
s hee t ofr G A G 训ri fi c ati on

的作对照
。

总氨基己糖
、

氨基半乳糖
、

氨基葡萄糖的测定
:
参考文献「巧」的方法

。

己糖醛酸的测定
:
硫酸咔哇法〔’ “ 〕;硫酸基的鉴别

:
参考文献〔3」的方法

。

样品残余氨基酸的测定
:
样品经 6N H C I水解后用 H P n oo 高效液相色谱仪测定

。

元素分析
: 采用 E以别N[ S 一 O 元素分析仪 (德国 V a ri o

公司产品 )
。

2 结果与讨论

2
.

1 珠母贝糖胺聚糖的分离纯化

粗 G A G 为双酶水解后醇沉所得的 G A G 粗制品
,

其中 G A G 含量仅为 33
.

3%
,

含氮量为 5
.

4%
,

灰分

含量为 12
.

5%
,

表明尚含有较多的蛋 白质
、

无机盐等杂质
,

因此对粗 G AG 进行除蛋白和脱盐处理
。

采

用活性碳吸附及等电点沉淀后
,

取清液 l ln L 加人 20 % 三氯乙 酸
,

无浑浊现象
,

表明蛋白质的清除较彻

底 ;经 透析后取 透析液 lm L 加 人 10 % A g忡乌
,

无 白色物质 出现
,

证明脱盐较完全
。

样品经醇沉后得

G A G I
,

G A G I 用 C T A B 络合法进一步除杂
,

得 G A G Z
,

所余 C T A B 上清液再醇沉后的微量沉淀已无阿利

新蓝染色物
,

证明清液 中已无多糖
。

除杂后的 G A G Z 为若干种糖胺聚糖的混合物
,

因此用醇沉法及 C TA B 络合法对 G州卫 进行分级分

离
,

经 不 同浓 度 的 乙 醇沉淀得 3 个级分
,

其 中 G A G Z 一 3 为主 要级分
。

再经 C T AB 络合法 分级

分离
,

经 o
.

3m o 】N 血C l解离的级分为 C A G Z 一 3 一 1
,

量极小
。

经 1刃m 。协怕C l解离的级分为 G A G口一 3 一 2
,

为主要级分
。

从表 1 中可知
,

纯化过程中主要级分的 C AG 含量在逐级提高
,

表明蛋白质
、

无机盐等杂质在不断被



6期 吴红棉等
:

珠母贝糖胺聚糖的纯化及其化学性质

除去
。

最后纯化的主要级分 G AG泛 一 3一 2的得率为 2
.

3x ro
一 3。

表 1纯化中的 G AG含.
、

回收率
、

得率比较

Ta b
.

I C佩聊政阴 of G AGo O ne t t n
, n 改” 视叮 伪忱

, e袱阳 c U佣 口加 ni 洲曲 ed p找日Cu t

G A G 含量
.

C A G 含量
赞 每

( % )

( p G

G A G I

G A 〔口

G川卫 一 3

C A G论 一 3 一 2

33 3

肠
,

5

100
.

2

1 12
.

7

1 18 2

( % )

49
.

3

1 14

1乳

16 1

l 70

回收率
( % )

得 率

10
.

3 x l o
一 3

6
.

o x l o
一 3

3
.

2 x l o
一 3

2
.

g x l o
一 3

2
.

3 x l o
一 3

09
11
2豁529378

注 : `
为以 C 一 6 一 s 为标品测 得的 C A G 含量 ;

“ 为 以 脚 为标品测得的 G A G 含量 ;设标 品中的 。A G 含量为 100 %
,

以样品中的

G A G 含量与其作对照
,

即相对含量
。

2
.

2 醋酸纤维素薄膜电泳

G拟犯 一 3 一 2 在 2 种 不同缓冲剂 中的电泳 图谱

见图 2
,

G A G况 一 3 一 2 的电泳 图谱显示 为单一的蓝色

斑点
,

集中清晰
,

提示样品纯度较高
。

电泳相对迁移

率见表 2
。

在 巴 比妥钠缓冲系统 中
,

G A G 的迁移 率

与重复单位平均阴离子基团数相关
。

结果显示以 HP

的迁移率为最高 ( 1
.

0) 时
,

C 一 6 一 S 的迁移率也很高

( 0
.

95 )
,

而 G川兑 一 3 一 2 仅为 0
.

38
。

提示 G A G Z 一 3

一 2 重复单位 (或各糖基 )的平均阴离子基团数较低
。
住

4 ,

“
2 3 4

公公公
... 必 沙沙

111 2 3 444

12阴卜 L
一 ` 巴比妥钠 ( p田几6 ) 0

.

1耐
·

L
一 ’ 乙酸钡 ( p出 0)

在乙酸钡缓冲系统中
,

各种 G A G 的迁移速度与钡离

子和聚糖的离子基团相互作用的程度不 同有关
。

结

果显示在此系统中 C 一 6 一 S 的迁移率最高
,

G月犯 一

3 一 2 的迁移率 ( 0
.

% )接近于 HP 的迁移率 ( 1
.

0)
。

图 2 G A C况一 3 一 2 醋酸纤维素薄膜电泳图谱

Fi g
.

2 A c e at et fi li l l e
ecl 尔不Ch 此 si s of 丘朗 ti on G A G论 一 3 一 2

1
.

硫酸软骨素
,

2
.

肝素
,

3 工认C论 一 3
,

4 石A C论一 3 一 2

2
.

3 珠母贝糖胺聚糖的主要化学成分
表 2 G AGZ

一 3 一 2 的电泳相对迁移率

T ba
·

Z F比aI 目ve m吻ar d叨 曰时e 成 G A G准一 3 一 2

按前述文献方法测定
,

纯化后所得的珠母贝糖 电泳液 HP 饰 c 一 6 一 5 G A位
一 3 一 2

胺聚糖主要级分 CA G泛 一 3 一 2 的主要化学成分含 0
.

12 mel
·

L
一

吧 比妥钠 8 石 L O .0 95 .0 38

量如表 3
。

另按文献仁3 ]方法鉴别
,

表明样品含硫酸 一卫些竺王些道迎一一生巴止巴一一

基
。

表 3 G A G Z 一 3 一 2 的化学成分含 t

T曲 .3 M川n d此而 a叭 c佣甲喊灯临 of G A G Z 一 3 一 2

氨基 已糖总量 ( % ) 氨基半乳糖含量 ( % ) 已糖醛酸含量 ( % ) 半乳糖含量 ( % ) 岩藻糖含量 ( % )

G A G况一 3 一 2 7 1
.

3

从其主要化学成分可知
: ①氨基已糖含量高

,

而已糖醛酸含量低
,

二者比例较悬殊
,

提示该糖胺聚糖

在结构上有其特殊性 ;②氨基已糖中以氨基半乳糖为主
,

提示在一级结构的重复单位组成上与软骨素有

相似之处 〔’ 4
, ’ 7〕;③其它单糖成分如已糖和脱氧已糖的测定表明含有半乳糖和岩藻糖

,

以半乳糖含量为

高
。

2
.

4 珠母贝糖胺聚糖残余氨基酸分析

G AG Z 一 3 一 2 经 HC I水解后用 HP n oo 高效液相色谱仪测定
,

结果见表 o4
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结果表明残余氨基酸含量较低
,

GA G Z 一 3 一 2 中氨基酸总含量约为 n
.

3 %
,

原料 (珠母贝全脏器 )中

氨基酸总含量为干重的 71
.

6 % 【̀8 〕
,

说明已有 84
.

2% 的氨基酸被清除
。

2
.

5 元素分析

经元素分析仪测定
,

G A C趁一 3 一 2 的主要元素含

量分别为
:
碳 (C ) 3 7

.

7%
,

氢 (H ) 5
.

8%
,

氮 (N ) 5
.

8%
,

硫 ( S ) 3
.

0%
。

氮含量较高
,

与 G A G Z 一 3 一 2 中含较多的氨基

已糖有关 ;硫含量相对较低 0[]
,

提示其硫酸基 的含

量相对较低
。

3 结论

结合使用乙醇沉淀
、

〔几{AB 络合等法可分离纯

表 4 G A GZ 一 3 一 2 的氮基酸分析结果

T自b
.

4 A润布侧, 舰记 (朋扫川
`
of G A G Z 一 3 一 2

氨基酸名称 含量 (% ) 含量 (% )

134B27133058071姗00天冬氨酸 (恕 p )

谷氨酸 (G lu )

丝氨酸 ( S
e r
)

组氨酸 (孤
s
)

甘氨酸 (Gl y )

苏氨酸 (
,

1111
.

)

丙氨酸 (Al a)

精氨酸 ( A
r只)

氨基酸名称

酪氨酸 (Tyr )

撷氨酸 (V al )

蛋氨酸 (M
e t )

苯丙氨酸 ( Ph
e
)

异亮氨酸 ( n e)

亮氨酸 ( L
之 u

)

076146卯

赖氨酸 (Ly s)

脯氨酸 ( P or )

076145B73041

2
.

27 5

氨 基 酸 总 和 1 1
.

3%

化马氏珠母贝全脏器 中的糖胺聚糖
。

纯化后的主要级分 G A G泛 一 3 一 2 的得率为 2
.

3 x 10
“ ” ,

得率较高
。

G A G泛一 3 一 2 经醋酸纤维素薄膜 电泳显示为单一 区带
。

化学成分分析表明 G A G Z 一 3 一 2 的氨基 已糖含

量高 ( 71
.

3% )
,

已糖醛酸含量低 ( 6
.

2 % )
,

氨基已糖中以氨基半乳糖为主 (59
.

0 % )
,

半乳糖与岩藻糖的含

量分别为 6
.

6 % 与 1
.

9 %
。

残余氨基酸分析表明 G A G口 一 3 一 2 中 84
.

2 % 的氨基 酸已被清除
。

元素分析

表明
: G A G泛 一 3 一 2 的碳

、

氢
、

氮
、

硫含量分别为 37
.

7%
、

5
.

8 %
、

5
.

8 %
、

3
.

0%
。
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