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摘　要　将海胆内容物硫酸多糖 XB 23进行脱硫得到多糖XB 23D ,分别对XB 23和XB 23D 进行甲基

化,对脱硫前后的部分甲基化糖进行气相色谱2质谱测定,通过质谱分析法得出 XB 23和XB 23D 的结构信

息,包括其主链和支链的构成、连接方式、硫酸基取代位置和结构模型。
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1　引言
海胆是海洋中的一种棘皮动物,其内容物具有止痛、软坚散结、化瘀消肿、清热消炎、健脾强肾、

舒筋活血等药用功效,海胆卵有滋阴补肾,养颜护肤的作用,具有很高的营养价值,用海胆卵制成的

食品具有提高机体免疫力,安神补血和促进性功能。近年来,日本、法国、美国、德国和港澳的消费

者,都把海胆视为高档名贵的高级保健食品。

研究表明,棘皮动物中含有硫酸多糖,硫酸多糖具有抗凝血,降血脂,抗肿瘤,抗病毒,增强机体

免疫机能等多种生物学活性。硫酸基团往往有单取代或双取代,硫酸基的含量和位置对硫酸多糖的

生物活性有重要影响[1 ] ,有的自身无抗病毒活性的多糖经硫酸酯化后,表现出抗病毒活性,有抗病

毒活性的硫酸酯多糖脱去硫酸基团后,失去了抗病毒活性。硫酸基一方面提供了在其抗病毒活性中

起重要作用的负电荷,另一方面可使多糖的立体结构发生变化。

硫酸多糖的结构随着来源的不同有较大的差异,采用红外光谱来判断硫酸基的位置是比较常

用的方法[2 ] ,本文通过海胆内容物硫酸多糖为研究载体,采用质谱法对硫酸多糖的一级结构进行了

研究。

2　实验部分
2. 1　材料和仪器

新鲜马粪海胆于 2007年秋季采自大连金石滩海域,将海胆壳和内容物分离,分别水洗、晾干;

取干燥的海胆内容物经脱脂、热水煮沸、浓缩、去蛋白、去核酸、脱色、醇分级和柱层析等一系列步

骤,得到硫酸海胆内容物多糖XB23;利用高效液相色谱证明了多糖XB23的组分均一性, XB 23经水

解、衍生化和气相色谱分析,确定XB23由半乳糖、葡萄糖和硫酸基组成。

GCM S2Q P2010型气2质联用仪 (日本岛津公司) ; N ico let AVA TA R 370D T GS红外光谱仪 (美



国T hermo 公司) ; OV 2225毛细管色谱柱 (30. 0m×0. 33Λm×0. 25mm ,中国科学院兰州化学物理研

究所色谱技术研究开发中心) ,D Z21 A 型真空干燥箱 (天津市泰斯特仪器有限公司) ; 三氟乙酸、二

甲基亚枫、无水吡啶、乙醇、碘甲烷、氯仿、甲酸、甲醇、乙酐、硼氢化钠为国产分析纯试剂; 盐酸、草

酸、三氧化锑、氯化钡、玫瑰酸钠、N aOH、NOHCO 3 为国产化学纯试剂。实验用水为蒸馏水。

2. 2　红外光谱分析

采用 KB r压片法,在 4000—400cm - 1区间分析。

2. 3　脱硫酸基

称取多糖 100m g,加入二甲基亚砜 9mL , 120℃加热 15m in,使多糖全部溶解,冷却,加入 500ΛL

吡啶, 150m g草酸, 200m g三氧化锑,最后补充 1mL 吡啶, 120℃反应 3h,待反应液冷却后加入 5mL

N aHCO 3 溶液 (6% ,W öV ) ,摇匀后透析 72h,经冷冻干燥获得脱硫酸多糖 65m g。XB23脱硫后的产

物命名为XB23D。

2. 4　浊度法测定硫酸基含量

准确吸取 0, 0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4, 0. 5mL 硫酸基标准溶液于试管中,加水至 0. 5mL ,依次加 2mL

乙醇、1mL 氯化钡,摇匀后加 1. 5mL 玫瑰酸钠液,静置 10m in 后于 510nm 处测定吸光度,以 0管做

对照,以浓度对吸光度绝对值绘制校准曲线。称取样品 1m g共 2份,置于带有聚四氟乙烯衬垫的玻

璃管中,分别加入 0. 04molöL 盐酸溶解, 100℃加热 1h,冷却后 65℃减压抽干,加少量水,重新减压

抽干去残留酸,残留物加 4mL 水溶解。吸取两种处理液各 0. 1mL ,分别以水补加至 0. 5mL ,余下的

操作如校准曲线制备,测定吸光度。由校准曲线计算硫酸基含量。

2. 5　甲基化分析

分别称取彻底干燥的XB23和XB23D 各 20m g,溶于 6mL 二甲亚砜 (DM SO )中, DM SO 以 4A

分子筛脱水; 充N 2 封管后, 40℃磁力搅拌, 至糖样充分溶解为止。将 240m g 80 目过筛的N aOH

( 70℃真空干燥)与 6mL DM SO 混合, 充N 2 密封, 25℃磁力搅拌, 使其成为均匀的混悬液, 并将

N aOH 2DM SO 混悬液加入溶解的糖样中,充N 2 磁力搅拌,加入 3. 6mL 碘甲烷,密封,磁力搅拌,反

应 7m in,然后加入 6mL 蒸馏水中止反应,产物分别用流水和蒸馏水透析各 24h。

将上述反应液浓缩至 10mL 左右,加入等体积氯仿,充分振荡 30m in 萃取甲基化多糖,重复至

少 3次,将萃取液合并。再用蒸馏水反复洗萃取液至少 3次,然后加无水N a2SO 4 干燥 24h,过滤,蒸

除氯仿至 1mL 左右。

采用红外光谱检查在 3400cm - 1处无吸收峰,即无羟基吸收峰, 则证明多糖甲基化完全。否则,

重复甲基化,至多糖甲基化完全为止。

完全甲基化的多糖真空干燥后,加 85%甲酸 1mL ,充N 2 封管, 100℃水解 4h,然后加甲醇蒸除

甲酸,至 pH 为 6—7,真空干燥,再加入 2molöL 三氟乙酸 2mL , 100℃水解 6h,然后用无水乙醇赶除

三氟乙酸至中性,再用蒸馏水赶除乙醇。加入N aBH 4 60m g还原 24h,室温磁力搅拌;然后加入半匙

阳离子交换树脂,磁力搅拌 2h,过滤,向滤液中加入甲醇蒸除硼酸,真空干燥。加乙酐、无水吡啶各

0. 5mL ,封管, 100℃乙酰化 2h,然后移入蒸发皿,再反复加无水乙醇赶除乙酐,然后真空干燥。

2. 6　质谱法测定

样品分析产物干燥后, 用少许氯仿溶解, 进行 GC 及 GC2M S 测定。程序升温起始温度为

170℃,保持 2m in,再以 2℃öm in 升至 230℃,氦气为载气,流速 1mL öm in,离子源 200℃。根据色谱

的各峰面积计算各种连接方式的摩尔比,根据各峰的保留时间和质谱碎片峰, 分析确定多糖的化
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学键连接方式。

3　结果和讨论
3. 1　海胆多糖的硫酸含量分析

通过浊度法制作校准曲线和样品硫酸基测定,结果见表 1。结果表明,多糖XB23含有硫酸基

66. 0% ,摩尔比占 2ö3左右, XB23D 含有硫酸基 2. 7% ,基本得到脱除。
表 1　XB-3和 XB-3D 的硫酸基含量

多糖样品 SO 2-
4 含量 (ΛgömL ) SO 2-

4 含量 (% )

XB23 16. 4 66. 0

XB23D 0. 67 2. 7

3. 2　甲基化糖的气相色谱2质谱分析

多糖经甲基化,甲酸水解,N aBH 4 还原,乙酐2吡啶乙酰化后获得各种甲基化单糖的衍生物,用

于气相色谱2质谱测定, XB23和XB23D 甲基化糖的气相色谱2质谱测定,分析结果见表 2。
表 2　XB-3和 XB-3D 甲基化糖的气相色谱-质谱测定结果

甲基化糖 连接方式
脱硫前摩尔比

XB23 (mol% )

脱硫后摩尔比

XB23D (mol% )

质谱峰

(m öZ )

2, 3, 4, 62M e42Glc 1→ 28. 6 28. 6 43, 45, 59, 71, 87, 101, 117, 129, 145, 161, 205

2, 3, 42M e32Gal 1→6 - 42. 8 43, 87, 99, 101, 117, 129, 161, 189

3, 42M e22Gal 1→2, 6 57 28. 6 43, 87, 99, 129, 189

32M e2Gal 1→2, 4, 6 14. 3 - 43, 189, 261

　　从表 2中可以看出多糖XB23和XB23D 的甲基化糖的取代位置,由此可以判断出糖苷键的连

接方式。在多糖XB 23D 中,检出了表示 (1→6) 2半乳糖和 (1→2, 6) 2半乳糖的两种连接方式,在多糖

XB 23中,检出了表示 (1→2, 6) 2半乳糖和 (1→2, 4, 6) 2半乳糖的两种连接方式,半乳糖均不存在端

基 (1→)连接。在 2种多糖中,葡萄糖只检出 2, 3, 4, 62四甲氧基2葡萄糖存在方式,无其他取代方式,

无取代也就无硫酸基取代,且表明葡萄糖只存在端基连接,而含有如此多的端基葡萄糖,说明XB23

中存在大量的葡萄糖残基支链。

通过比较脱硫前后的甲基化产物,可以推知硫酸基在单糖残基中所处的位置和多糖化学结构

的连接方式[3 ]。脱硫前后的半乳糖含量比例明显变化, 说明半乳糖残基被硫酸基取代; 脱硫后,

(1→6)连接的 2, 3, 42M e32半乳糖的含量由无升高,说明XB 23D 中半乳糖残基以是 (1→6)连接为

主, (1→6) 2半乳糖聚合构成XB23D 的主链。脱硫后, XB23的连接方式由 (1→2, 4, 6) 连接部分转变

为 (1→2, 6)键型,说明硫酸基取代在C24位置上,未脱硫的部分是连有支链的C22位;同理,脱硫后

连接方式由 (1→2, 6) 转变为 (1→6)键型,说明C22位上也连有硫酸基,说明多糖XB23有双取代硫

酸基。

3. 3　甲基化产物质谱峰值解析

甲基化衍生物受到电子流轰击时,分子裂分的规律一般为:被甲基化、乙酰化的单糖分子中,带

有甲氧基的碳原子容易与相邻碳原子间发生断键形成正离子,各种单糖甲基化衍生物的基峰都是

43 (CH 3CO + )。如图 1, 1, 52二乙酰基22, 3, 4, 62四甲氧基半乳糖的断裂方式,初级碎片 (m öZ )为: 43、

45、117、161、205。其中部分初级碎片发生进一步裂解,形成更加稳定的次级碎片。如m öZ 161初级

碎片脱去乙酸 (HOA c)后形成m öZ 101碎片离子峰,或脱去甲醇 (M eOH )后形成m öZ 129的碎片

离子峰,而且m öZ 101碎片离子峰还可脱去甲醛 (HCOH )进一步形成m öZ 71的碎片离子峰,m öZ

129可脱去次乙基 (CH 2C= )形成m öZ 87碎片; m öZ 205初级碎片脱去乙酸 (HOA c)形成m öZ 145
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碎片离子。所以,实际所得碎片为: 43、45、71、87、101、117、129、145、161、205。其余甲基化衍生物也

可分析出其可能的碎片[4 ]。

图 1　1, 52二乙酰基22, 3, 4, 62四甲氧基半乳糖的断裂方式

通过脱硫前后的甲基化反应、GC2M S 分析和质谱裂解机理,推断硫酸海胆内容物多糖XB23

的结构模型如图 2: XB 23D 的化学结构为: 主链 (1→6) 2半乳糖 (Gal) , C22 位上连有支链葡萄糖

(Glc) ,由此可知, XB23主链由 (1→6) 2半乳糖构成,半乳糖的C22位上连有支链葡萄糖, C24、C22位

上均连有硫酸基,硫酸基大部分连在C22位上。

图 2　硫酸海胆内容物多糖XB 23的结构模型
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Abstract　 T he sea urch in con ten ts sulfated po lysaccharide XB23 w as desulfurizated to be
XB 23D. XB 23 and XB 23D for m ethylation, righ t befo re and after desulfurization carried out partially
m ethylated sugars by gas ch rom atography2m ass spectrom etry, and XB 23 and XB23D structural
info rm ation w as obtained, including its m ain chain and branched2chain composition, connection,
sulfuric acid2substituted position and structure model.
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