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硒化紫球藻胞外多糖组成与结构的初步分析
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摘 � 要:通过在 ASW培养基中加入适量的亚硒酸制备硒化紫球藻胞外多糖, 经分离纯化、纯度鉴定后, 利用下列

手段对其进行分析:通过紫外可见光谱扫描、红外光谱扫描了解其结构信息;通过高效液相色谱对其单糖组分

进行分析;通过硫酸�咔唑法测定其糖醛酸含量;通过硫酸比浊法测定其硫酸根含量, 等。Se�PSP 和 PSP 一样, 分

离后分别得到两种成分,紫外光谱也和 PSP相似, 不含有蛋白质和核酸;红外光谱显示 Se�PSP 中 Se 可能取代了

C�H 上的 H 和 SO
2�
4 中的 S;HPLC显示其单糖组分种类相似,含量稍有差别; 另外, PSP和 Se�PSP所含的糖醛酸含

量没有统计学差异, Se�PSP所含 SO2�
4 比 PSP 少。
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Abstract:Se�PSP was purified by DEAE�52 cellulose column and identified by Sephadex G�200. The structure of Se�PSP was

studied by UV spectrophotometer and IR spectrophotometer and its components was studied by HPLC, sulfuric acid�carbazole

colorimetry and barium sulfate turbidimetry. The results showed that Se�PSP contained two members by DEAE�52 and Sephadex

G�200 cellulose column. UV spectra of Se�PSP was similar to PSP, from which Se�PSP was proved to contain no protein and no

nucleic acid. Se might replace H of C�H and S of SO2�
4 by IR spectra. Se�PSP and PSP cotained the same kinds of and different

quantity of monosaccharides according to HPLC. The quantity of uronic acid had no difference between PSP and Se�PSP in

statistics.The quantity of SO2�
4 of Se�PSP was less than PSP.
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� � 硒是人体必需的一种微量元素,构成若干抗氧

化酶的活性中心,可影响机体抗氧化能力和相关疾

病的抵抗能力。利用紫球藻制备硒化紫球藻胞外多

糖正是合成有机硒的一个有效途径。紫球藻( Por�
phyridium sp . )

[ 1]
是 Naegeli于 1849首次发现的一种

比较原始的单细胞类群,紫球藻细胞可积累 20% ~

50%生物量的多糖,该多糖是一种硫酸酯多糖,包含

木糖、半乳糖及葡萄糖等 10种糖[ 2]。

我们采用在培养液中添加无机硒来实现藻对无

机硒的富集和转化, 得到了一种硒酸酯多糖, 可以发

挥硒和多糖的生理活性, 使两者的作用相互协调并

得到增强(另文发表)。本文比较了两种多糖组成和

结构上的异同,为其今后的进一步综合开发利用和

相关研究提供有益的参考。

1 � 材料与方法

1. 1 � 供应材料

紫球藻( Porphyridium sp . )产于以色列, 由本古

里昂大学Arad教授实验室馈赠。

1. 2 � 主要试剂和仪器设备

Dextran(均分子量 10、20、40、70、500 kD, Sigma

公司) ; LAMNBA�17型紫外可见扫描仪( BIO�RAD公
司) ;高效液相分离柱; ZORBAX碳水化合物分析柱。

1. 3 � 实验方法
1. 3. 1 � 硒化紫球藻胞外粗多糖的制备及纯化

取硒化紫球藻胞外培养液, 离心得上清液, 用无

水乙醇沉淀,将沉淀冷冻干燥后,即得硒化紫球藻胞



外粗多糖。将粗多糖用 DEAE�52柱层析, 将纯化后

的多糖合并收集后, 在蒸馏水中充分透析,去除小分

子物质。以 Cl�为检测指标, 以 AgNO3 跟踪检测透

析,直至透析无白色浑浊出现。再经 Sephadex G�200
柱检测其纯度,分别得到 Se�PSP�I、Se�PSP�II 两种组
分。用相同的方法得紫球藻胞外纯化多糖得到

PSP�I和 PSP�II,作为实验对照。
1. 3. 2 � 硒化紫球藻胞外多糖各组分的紫外可见光

谱

分离纯化后的胞外多糖溶于蒸馏水中, 浓度为

0. 1 mg/ mL,用 LAMNBA�17型紫外可见扫描仪分析。
1. 3. 3 � 硒化紫球藻胞外多糖各组分的红外光谱分

析

取纯化胞外多糖 10 mg 与 KBr 压片, 用 IR�440
红外光谱仪扫描,测定其红外吸收。

1. 3. 4 � 硒多糖、紫球藻胞外多糖的单糖组成分析

采用纸层析进行初步分析(另文发表) , 并通过

高效液相色谱进一步分析。高校液相色谱条件: 分

离柱用 ZORBAX碳水化合物分析柱; 上样量 50 �g;

流动相为乙腈�水( 3�1) ;流速 2 mL/ min;温度30  。

单糖标样: D�葡萄糖、D�甘露糖、D�果糖、D�木糖、
L�岩藻糖、鼠李糖、D�半乳糖、D�葡萄糖醛酸。
1. 3. 5 � 硒多糖、紫球藻胞外多糖的糖醛酸含量检测

采用硫酸�咔唑法; 所测光密度值参照标准曲线

可得葡萄糖醛酸含量。

1. 3. 6 � 硒多糖、紫球藻胞外多糖的硫酸根检测

采用硫酸比浊法。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 紫球藻胞外粗多糖的纯化

紫多糖与硒化紫多糖过DEAE�52阴离子交换柱,

苯酚�硫酸法跟踪检测,以 490 nm吸光度A 对洗脱管

数作图,分别得两个近似对称的吸收峰。我们将第一

峰分别取名为 PSP�I、Se�PSP�I,将第二峰取名为 PSP�
II、Se�PSP�II。再用 Sephadex G�200柱层析做纯度鉴
定,结果显示这四个样品均呈一个近似对称峰。

2. 2 � PSP�I、Se�PSP�I、PSP�II、Se�PSP�II紫外光谱
PSP�I、Se�PSP�I、PSP�II、Se�PSP�II在 200~ 400 nm

之间有吸收(如图 1) ,说明两种化合物有共轭体系,

在250 nm之上没有吸收, 该化合物不是芳香族化合

物。在 260、280 nm处没有吸收峰,说明没有蛋白和

核酸[ 3]。

图 1� PSP�I、Se�PSP�I、PSP�II和 Se�PSP�II 的紫外吸收光谱

Fig�1 � The ultraviolet spectrums of PSP�I, Se�PSP�I , PSP�II and

Se�PSP�II
a. PSP�I 的紫外光谱 � b. Se�PSP�I

c. PSP�II的紫外光谱 � d. Se�PSP� II

a. The ultraviolet spectrum of PSP�I

b. The ultraviolet spectrum of Se�PSP�I

C. The ultraviolet spectrum of PSP� II

D.The ult raviolet spectrum of Se�PSP� II

2. 3 � PSP�I、Se�PSP�I、PSP�II、Se�PSP�II红外光谱
多糖经 KBr 压片,在 400~ 4000 cm�1范围内摄得

的红外光谱, 可看出 PSP�I 与 Se�PSP�I、PSP�II 与 Se�
PSP�II图谱比较相似,但也有明显区别。

PSP�I、Se�PSP�I、PSP�II、Se�PSP�II红外光谱中,共

有的多糖特征是:在 3600~ 3200 cm�1出现的一宽峰

是 O�H 的伸缩振动; 它们均有 1665~ 1635 cm�1的吸

收峰,可能是 C= O基频吸收峰; 950~ 1200 cm�1有强

吸收峰,表明有吡喃单体; 890 cm�1附近无特征吸收

峰,表明含 ��型糖苷键[ 4] ; 它们在 1230 cm�1附近出

现了 SO2�
4 的对称伸缩振动。此外, PSP�II 与 Se�PSP�

II在 610 cm
�1
附近都出现了硫酸酯特征吸收峰, 在

470 cm�1附近都出现了 SO2�
4 变形振动吸收峰。PSP�

I、Se�PSP�I、PSP�II、Se�PSP�II 红外光谱的区别在于:

PSP�I、Se�PSP�I在 3000~ 2800 cm�1有弱吸收峰, 是 C�
H 的伸缩振动, 而在Se�PSP�I、Se�PSP�II中,这组弱吸

收峰不太明显, 可能是硒取代一部分 C�H 链上的
氢; Se�PS�I、Se�PSP�II 在有两种 C= O基频吸收峰,

据推测可能形成硫酸酯多糖与硒酸酯多糖两种; Se�
PSP�II 在 2207、2110 cm�1的吸收峰在金属有机化合

物中常见[ 5] , PSP�I在 2200 cm�1处无明显吸收峰, Se�
PSP�I、PSP�II 在2200 cm�1处的吸收峰较弱, 说明 PSP

中含有金属离子, 而Se�PSP 中可能含有两种金属离
子(如图 2、3)。
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图 2� PSP�I和 Se�PSP�I的红外光谱

Fig�2 � Infrared spectroscopy of PSP�I and Se�PSP�I

图 3� PSP�II和 Se�PSP�II 的红外光谱

Fig� 3� Infrared spectroscopy of PSP�II and Se�PSP�II

2. 4 � PSP�II、Se�PSP�II的单糖组成分析
高效液相色谱分析: 分离柱选用 ZORBAX 碳水

化合物分析柱; 上样量为 50 �g;流动相为乙腈�水( 3

�1) ;流速为 2 mL/min;温度为30  。单糖的标样为

鼠李糖、D�木糖、D�果糖、D�葡萄糖、D�半乳糖、D�
甘露糖、L�岩藻糖、L�阿拉伯糖、D�山梨糖、D�葡萄
糖醛酸。检测器为示差折光仪。硒化紫球藻多糖经

高效液相分析, 检测到该多糖的六种单糖组成成分:

鼠李糖、D�木糖、D�果糖、D�葡萄糖、D�半乳糖、D�
甘露糖。其组成比为: 0. 5�1�0. 25�0. 09�0. 33�0. 09;

紫球藻多糖六种单糖组成成分鼠李糖、木糖、果糖、

葡萄糖、半乳糖、甘露糖。其组成比为: 1�1�0�14�
0�09�0�15�0�24(如图 4)。

图4 � PSP和 Se�PSP的单糖组成分析

Fig�4� Monosaccharides of PSP�II and Se�PSP�II
a. PSP� II; b. Se�PSP�II

2. 5 � PSP、Se�PSP糖醛酸含量
PSP、Se�PSP 糖醛酸含量为( 5. 7 ! 0. 23) �g/ mg,

两者之间糖醛酸含量没有统计学差异。

2. 6 � PSP、Se�PSP 硫酸根含量
PSP硫酸根含量为( 51 ! 0. 03) �g/mg, Se�PSP 硫

酸根含量为( 44 ! 0. 02) �g/ mg, 两者之间硫酸根含

量有差异( P< 0. 05) ,说明一部分 SO42�中的 S可能

被 Se取代了。

3 � 讨论

高效液相、红外光谱、紫外光谱结果表明 PSP和

Se�PSP是由鼠李糖、木糖、果糖、葡萄糖、半乳糖、甘
露糖等单体通过 ��型糖苷键连接成的多糖, 可能含

有两种以上的金属元素, 不含磷, 含有硫元素,是一

种硫酸酯多糖;有糖醛酸等不饱和共轭体系,分子量

都介于 4. 4 ∀ 106~ 5. 8 ∀ 106 D。国外有报道[ 6]该紫

球藻胞外多糖分子量 2 ∀ 106 D以上, 是一种硫酸酯

多糖,含有糖醛酸等,与本文的研究结果基本一致。

硫酸根及糖醛酸含量会随着培养条件不同而改变,

因此各报道互不相同; 我们制备的多糖中硫酸根及

糖醛酸含量远远小于文献中报道[ 7]。国外文献中报

道紫球藻胞外多糖由十种多糖组成, 而我们只检测

到六种单糖, 其原因可能是由于示差检测仪对检测

某些单糖不灵敏, 也有可能某些单糖含量比较低,而

没有检测到,其实验方法有待于改进;对其主要三种

单糖组成成分鼠李糖、木糖、葡萄糖同文献报道是一

致的。通过红外光谱发现有金属元素吸收峰,红外

光谱也说明硒多糖仍保持硫酸酯多糖的结构,只是

硒取代了紫多糖中的一些 ��C�H 上的 H 及 SO2�
4 中

的 S; 而且通过测定两种多糖的硫酸根含量发现,硒

化紫球藻胞外多糖的硫酸根比紫球藻胞外多糖含量

要少, 更加说明 Se可能取代了一部分 SO2�
4 中的 S。

在对硒是否结合在多糖上的鉴定过程中, 为防止游

离硒的干扰,将酒精沉淀、冷冻干燥后的多糖配成水

溶液后充分透析, 并以培养液中最多的 Cl�作是否透
析充分的检测指标, 这样可在一定程度上排除游离

硒的干扰。在测硒含量时,发现紫球藻胞外多糖几

乎不含硒,而且通过红外光谱发现,硒化紫球藻胞外

多糖与紫球藻胞外多糖结构相似, 但又不是完全相

同,说明是外源性的硒结合了上去。但硒是采取什

么样的方式结合上去, 取代了哪些部位上的 H 及 S

还有待于进一步研究。因为该多糖分子量较大, 成

分、结构比较复杂,因此对紫球藻胞外多糖结构的研

究进展缓慢,至于其结构、连接方式、连接顺序、空间

结构以及硒取代方式等,有待于进一步研究。
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