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摘　要：采用热水提取法从海蒿子中提取粗多糖，再用ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ和Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４ＢＦａｓｔＦｌｏｗ纯化得
到一种硫酸化岩藻聚糖，命名为 ＳＦ０。通过逐步部分酸水解，该岩藻聚糖 ＳＦ０被进一步分为３种次级多糖
ＳＦ１、ＳＦ２和ＳＦ３，硫酸基团的含量和相对分子质量依次降低。通过单糖组成、傅里叶红外光谱（ＦＴＩＲ）和１３Ｃ
ＮＭＲ谱分析了４种多糖的结构特征，并探究了其抗甲型流感（Ｈ１Ｎ１）病毒的活性。结果表明，ＳＦ０主要由甘
露糖、葡萄糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖和岩藻糖组成，摩尔比为１０．８∶８．３∶３．０∶２１．１∶２１．２∶３５．６，相对分子质
量为６２８．１ｋｕ，由αＤ１，２Ｍａｎｐ和βＤ１，４ＧｌｃＡｐ双糖重复单元构成核心骨架。抗甲型流感（Ｈ１Ｎ１）病毒检
测表明，４种多糖都可以抑制ＭＤＣＫ细胞中的Ｈ１Ｎ１病毒复制。低分子量组分ＳＦ３比未降解岩藻聚糖抗病毒
活性更好。初步认为该岩藻聚糖的抗Ｈ１Ｎ１病毒活性与其精细结构和分子量有关。
关键词：岩藻聚糖；结构；抗Ｈ１Ｎ１病毒；海蒿子
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　　海蒿子（Ｓａｒｇａｓｓｕｍｐａｌｌｉｄｕｍ）是一种褐藻，属
于马尾藻属（Ｓａｒｇａｓｓｕｍ），广泛分布于中国黄海和
东海，是一种传统海洋中药，具有化痰止咳、消肿

利尿和抗癌等功效［１］。海蒿子中主要包含多糖、

蛋白质、甘露醇、藻胶酸和脂肪酸等成分。最近

研究发现岩藻聚糖（Ｆｕｃｏｉｄａｎ）具有多种生物活
性，例如抗凝剂和抗血栓形成［２４］、抗肿瘤［５７］、抗

病毒［８１０］和抗氧化活性［１１１３］，其在海蒿子中也是

一类具有高度异质性的天然硫酸化多糖。据报

道，岩藻聚糖的生物活性和其硫酸化程度、分子

量、单糖组成和连接方式密切相关［１４］。岩藻聚糖

的结构因褐藻种类、采集时间和提取方法不同而

呈现差异性。其中，较经典结构模型主要由岩藻

糖（Ｆｕｃ）和硫酸基团组成，岩藻糖连接方式和硫
酸根取代位置及取代度具有多样性。其他岩藻

聚糖具有更复杂的结构，单糖组成通常包括岩藻

糖、甘露糖（Ｍａｎ）、半乳糖（Ｇａｌ）、木糖（Ｘｙｌ）和糖

醛酸（Ｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）［１５１６］。它们中的一些具有由
βＤ１，２Ｍａｎ和 αＤ１，４ＧｌｃＡ二糖单元组成的
骨架［１５］。揭示岩藻聚糖的精细结构对于深入研

究其构效关系具有重要意义［１７１９］。此前，我们通

过温和酸水解获得系列海蒿子寡糖片段，结合电

喷雾碰撞诱导解离质谱（ＥＳＣＩＤＭＳ／ＭＳ）分析了
其结构序列，发现所得寡糖主要由 α１，３Ｆｕｃ、β
１，４Ｘｙｌ和 β１，６Ｇａｌ组成，并具有不同位点的硫
酸化取代［２０］。一些研究表明，硫酸化多糖可以阻

断病原体表面受体与宿主细胞表面的硫酸肝素

蛋白多糖（ＨＳＰＧｓ）结合，从而干扰病毒的侵入过
程，显示出有多种抗病毒活性［２１２３］，被认为是潜

在有效的抗病毒药物的物质基础。然而，海蒿子

岩藻聚糖的精细结构和抗流感病毒活性研究鲜

有报道。本文从海蒿子中分离出岩藻聚糖，通过

逐级水解，获得其核心结构，对所得分级多糖结

构特征及抗Ｈ１Ｎ１病毒活性进行探究。
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１　材料与方法

１．１　材料和仪器
海蒿子（Ｓ．ｐａｌｌｉｄｕｍ）采集于浙江省洞头

（２０２０年５月）。单糖标准品（甘露糖、葡萄糖、
半乳糖、木糖、岩藻糖、葡萄糖醛酸）、利巴韦林和

１苯基３甲基５吡唑啉酮 （ＰＭＰ）购自 Ｓｉｇｍａ公
司（中国上海）。葡聚糖标准品（７８８、４０４、１１２、
４７．３、１１．８和５．９ｋｕ）购自 Ｓｈｏｄｅｘ公司（日本东
京）。ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ和 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４ＢＦａｓｔ
Ｆｌｏｗ购自 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ（瑞典乌普萨拉）。ＰＬ
ａｑｕａｇｅｌＯＨ柱（８μｍ，３００×８ｍｍ）购自 Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ公司（美国马萨诸塞州）。ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢＣ１８色谱柱（５μｍ，４．６×１５０ｍｍ）购自安捷
伦公司（中国北京）。所有其他试剂均为分析纯。

狗肾细胞传代细胞株（ＭＤＣＫ）购自中国科学院上
海生物化学与细胞生物学研究所；甲型流感病毒

鼠肺适应株 Ｈ１Ｎ１（Ａ／ＰＲ８／３４）由中国科学院武
汉病毒研究所提供。

ＢＳＺ１００自动部分收集器和ＨＬ２恒流泵（上
海青浦沪西仪器厂），ＦｅｖｉｋＴＳ８６０６型冷冻干燥器
（德国Ｆｅｖｉｋ公司），日立 ２０ＰＲ５２Ｄ型高速离心
机（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司），安捷伦１２６０Ｓｅｒｉｅｓ高效
液相系统（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司），Ｎｏｖｏｓｔａｒ全波长双
板多功能仪／酶标仪（美国ＢＭＧＬａｂｔｅｃｈ公司）。
１．２　岩藻聚糖的提取、纯化和部分酸水解

参考ＷＡＮＧ等［１９］的方法从海蒿子中提取岩

藻聚糖，并稍做修改。干燥的海蒿子粉碎，过１００
目筛，得到海蒿子粉。将１ｋｇ海蒿子粉用 ２０Ｌ
体积分数为 ９５％的乙醇溶液在 ８５℃下回流 ３
次，每次４ｈ，以去除脂质并将残留物干燥。残渣
用２０Ｌ８０℃热水提取３次，每次３ｈ。收集所有
上清液，浓缩，加ＣａＣｌ２至浓度为３ｍｏｌ／Ｌ，４℃处
理过夜，离心。将上清液透析、浓缩和冻干，得到

粗海蒿子岩藻聚糖 １．８ｇ。粗岩藻聚糖过 Ｑ
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子柱分离，依次用去离子水
和不同浓度ＮａＣｌ溶液（０．５、１．０、１．５、２．０ｍｏｌ／Ｌ）
以３ｍＬ／ｍｉｎ的流速梯度洗脱。硫酸苯酚法跟踪
检测糖含量。收集１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱得到的
主要成分，用Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４ＢＦａｓｔＦｌｏｗ柱进一步纯
化得到海蒿子岩藻聚糖５３２ｍｇ，命名为ＳＦ０。
１．３　岩藻聚糖部分酸水解

ＳＦ０在６０℃下用０．１ｍｏｌ／ＬＴＦＡ处理３ｈ。

用超滤管（Ｍｗ＝５ｋｕ）离心超滤除去低分子量的
寡糖，浓缩液中的多糖被命名为ＳＦ１。ＳＦ１用０．２
ｍｏｌ／ＬＴＦＡ在８０℃下进一步水解１．５ｈ，并用同
类型的管子进行超滤，浓缩液中的多糖被命名为

ＳＦ２。最后，ＳＦ２用０．５ｍｏｌ／ＬＴＦＡ在１００℃下水
解１ｈ并超滤，浓缩液中的多糖被命名为ＳＦ３。
１．４　化学组分测定

总糖含量通过苯酚硫酸法测定［２４］。蛋白质

含量通过 ＢＣＡ法测定［２４］。硫酸根含量通过

Ｄｏｄｇｓｏｎ和Ｐｒｉｃｅ方法估计［２５］。糖醛酸含量通过

咔唑硫酸法测定［２４］。

１．５　纯度和相对分子质量的测定
用高效凝胶渗透色谱法（ＨＰＧＰＣ）测定多糖

的纯度和相对分子量（Ｍｗ）。色谱柱选用 ＰＬ
ａｑｕａｇｅｌＯＨ柱，用 ０．２ｍｏｌ／ＬＮａ２ＳＯ４等度洗脱，
流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，检测器：Ａｇｉｌｅｎｔ
１２６０示差折光检测器。
１．６　单糖组成分析

岩藻聚糖经过三氟乙酸（ＴＦＡ）水解，用１苯
基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）衍生［２６］后，通过高

效液相色谱分析。色谱柱为 ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢＣ１８柱，流动相为乙腈磷酸盐缓冲液
（１８∶８２，ｐＨ＝６．７），流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，柱温 ３０
℃。紫外检测波长为２５４ｎｍ。
１．７　红外光谱分析

取多糖样品 １～３ｍｇ，溴化钾压片后，用
ＮｉｃｏｌｅｔＮｅｘｕｓ４７０Ｔｈｅｒｍｏ仪器进行红外光谱分
析。

１．８　１３ＣＮＭＲ核磁分析
取多糖样品约２０ｍｇ溶解在Ｄ２Ｏ中，用ＪＮＭ

ＥＣＰ６００光谱仪测定１３ＣＮＭＲ图谱，测定温度为
２５℃，丙酮ｄ６用作内标［２７］。

１．９　抗甲型流感病毒活性测定
通过细胞病变效应试验评估了岩藻聚糖对

甲型流感病毒（Ｈ１Ｎ１）的抗病毒活性［２１］。待９６
孔板中的 ＭＤＣＫ细胞长成单层后，与流感病毒
Ｈ１Ｎ１（Ａ／ＰＲ８／３４）在３７℃下孵育１ｈ。去除病毒
稀释液后，将细胞培养在含有不同浓度岩藻聚糖

的感染培养基（ＲＰＭＩ１６４０，４μｇ／ｍＬ胰蛋白酶）
中，在３７℃下孵育４８ｈ后，将细胞用１００μＬ４％
甲醛在室温下固定２０ｍｉｎ。去除甲醛后，细胞用
０．１％结晶紫染色３０ｍｉｎ。洗涤板干燥，并在５７０
ｎｍ处测量每个孔的结晶紫染色强度。５０％抑制

８２２
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浓度（ＩＣ５０）表示将流感病毒产量抑制为５０％时
所需的测试样品浓度。利巴韦林作为阳性对照

进行平行评估。抗病毒抑制率Ｒ的计算公式：

Ｒ＝
Ａｓａｍｐｌｅ－Ａｖｉｒｕｓ
Ａｂｌａｎｋ－Ａｖｉｒｕｓ

×１００ （１）

式中：Ｒ为抗病毒抑制率，％；Ａｓａｍｐｌｅ为感染 Ｈ１Ｎ１
病毒的细胞，用多糖或利巴韦林处理；Ａｂｌａｎｋ为正
常细胞，未添加 Ｈ１Ｎ１稀释液以及多糖或利巴韦
林；Ａｖｉｒｕｓ为感染Ｈ１Ｎ１病毒的细胞，未用多糖或利
巴韦林处理。

２　结果与讨论

２．１　海蒿子多糖的分离、水解和化学组成
根据图１所示的提取方法，将干燥的海蒿子

粉用乙醇脱脂，然后用热水提取。通过 ＣａＣｌ２沉
淀去除褐藻胶后，得到粗岩藻聚糖。为了进一步

表征它们的精细结构，通过阴离子交换色谱和凝

胶色谱获得均一多糖 ＳＦ０（图２），相对分子质量
为 ６２８．１ｋｕ。ＳＦ０的化学成分如表１所示，其硫
酸基团含量和糖醛酸含量分别为１５．８％和
１０．５％。单糖组成分析表明，ＳＦ０是一种复杂的岩
藻聚糖，主要由Ｍａｎ、ＧｌｃＡ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ、Ｘｙｌ和Ｆｕｃ组
成，摩尔占比分别为 １０．８％、８．３％、３．０％、
２１．１％、２１．２％和３５．６％。这些结果表明，这种
来自海蒿子的天然岩藻聚糖不是典型的主要由

岩藻糖和硫酸根基团组成的岩藻聚糖，结构更加

复杂。

图１　海蒿子中岩藻聚糖的的提取分离方案
Ｆｉｇ．１　ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｉｓｏｌａｔｉｏｎｓｃｈｅｍｅｏｆｆｕｃｏｉｄａｎｓｆｒｏｍＳ．ｐａｌｌｉｄｕｍ

９２２
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图２　ＳＦ０分离纯化图
Ｆｉｇ．２　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＦ０

　　为此，采用图１所示的逐步部分酸水解法对
其结构进行深入分析。检测了不同 ＴＦＡ浓度水
解所得多糖的化学组成（表１）。通过比较发现，
ＳＦ０到ＳＦ３分子量从６２８．１ｋｕ降低到１０．７ｋｕ。
单糖分析结果表明，从 ＳＦ０到 ＳＦ３，Ｆｕｃ、Ｘｙｌ、Ｇｌｃ
和Ｇａｌ的含量显著降低。相反，Ｍａｎ和 ＧｌｃＡ的
百分比从１０．７％和８．３％显著增加到５０．１％和
４４．９％。第３次水解后，ＳＦ３主要由Ｍａｎ和ＧｌｃＡ

组成，比例约为１∶１。此外，随着 ＴＦＡ浓度的增
加，硫酸根基团含量随之降低，总糖醛酸含量增

加。这些结果表明ＳＦ０的核心由 Ｍａｎ和 ＧｌｃＡ组
成，这与我们之前的研究一致，即通过 ＥＳＣＩＤ
ＭＳ／ＭＳ确定这些ＴＦＡ部分水解后的低聚糖主要
由Ｆｕｃ、Ｘｙｌ、Ｇａｌ和硫酸根组成［２０］。这些结果表

明Ｆｕｃ、Ｘｙｌ、Ｇａｌ主要存在于 ＳＦ０结构的分支中，
并且对ＴＦＡ敏感而被降解。

表１　海蒿子岩藻聚糖的化学组成
Ｔａｂ．１　ＣｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｆｕｃｏｉｄａｎｓｆｒｏｍＳ．ｐａｌｌｉｄｕｍ

样品

Ｓａｍｐｌｅ

总糖

Ｔｏｔａｌ
ｓｕｇａｒ／％

蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎ／％

硫酸根

Ｓｕｌｆａｔｅ／
％

糖醛酸

Ｕｒｏｎｉｃ
ａｃｉｄ／％

相对分子

质量

Ｍｗ／ｋｕ

单糖组成 Ｒａｔｉｏａｎｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ／％

Ｍａｎ ＧｌｃＡ Ｇｌｃ Ｇａｌ Ｘｙｌ Ｆｕｃ

ＳＦ０ ７０．５ ３．２ １５．８ １０．５ ６２８．１ １０．７ ８．４ ３．０ ２１．１ ２１．２ ３５．６
ＳＦ１ ７０．０ ２．５ １２．９ １４．６ ４４１．２ １６．０ １２．７ ４．１ ２８．３ １８．４ ２０．５
ＳＦ２ ６８．１ － １０．５ ２１．４ ５１．３ ４４．３ ３３．９ １．１ １９．８ ０．９ －
ＳＦ３ ６１．４ － ９．９ ２８．７ １０．７ ５０．１ ４４．９ － ５．０ － －

２．２　红外光谱
这４种岩藻聚糖的 ＦＴＩＲ光谱如图３所示。

３４５３．６ｃｍ－１、２９５３．９ｃｍ－１和１０３６．４ｃｍ－１处的
典型多糖特征峰对应于羟基的ＯＨ、吡喃糖的 Ｃ
Ｈ和糖苷的ＣＯＣ。１２５８．０ｃｍ－１、８１３．６ｃｍ－１处
的强吸收带对应硫酸盐的 Ｏ＝Ｓ＝Ｏ和 ＣＯＳ的
弯曲振动峰，这证实多糖中存在硫酸根基团［２８］。

１２５８．０ｃｍ－１处吸收带的强度变化，反映了这４
种岩藻聚糖中硫酸盐的相对含量变化趋势。

２．３　ＮＭＲ光谱
为了进一步阐明 ＳＦ０的精细结构，图４给出

了这４种岩藻聚糖的１３ＣＮＭＲ谱。在ＳＦ０的异头
碳区域，信号峰重叠严重难以识别。在 δ１７４．２
和δ１５．６处的２个明显信号可以分别归属于葡
萄糖醛酸的ＣＯＯＨ和岩藻糖的ＣＨ３。经过部分
酸水解后得到 ＳＦ３的１３ＣＮＭＲ谱，信号减少，图
谱相对比较清晰。比较 ＳＦ０和 ＳＦ３的１３ＣＮＭＲ

图３　海蒿子岩藻聚糖的ＦＴＩＲ谱
Ｆｉｇ．３　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆ
ｆｕｃｏｉｄａｎｓｆｒｏｍＳ．ｐａｌｌｉｄｕｍ

光谱发现，ＳＦ３的１３ＣＮＭＲ光谱δ１５．６处没有峰，
说明 ＳＦ３中不存在岩藻糖。根据之前的文献，
δ１０３．８和δ１０２．１的信号属于 β１，３，４ＧｌｃＡ和

０３２
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β１，４ＧｌｃＡ［１７２０，２９］。而δ１００．８和δ９９．２的峰分
别归属于α１，２，３Ｍａｎ和α１，２Ｍａｎ。

图４　海蒿子岩藻聚糖的 １３ＣＮＭＲ谱
Ｆｉｇ．４　１３ＣＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆ
ｆｕｃｏｉｄａｎｓｆｒｏｍＳ．ｐａｌｌｉｄｕｍ

　　结合化学成分数据结果表明，来自海蒿子的
岩藻聚糖具有由重复的 α１，２Ｍａｎｐ和 β１，４
ＧｌｃＡｐ组成的核心结构，分支位于 Ｍａｎ的 Ｃ３和
ＧｌｃＡ的Ｃ３处。褐藻中羊栖菜和海蕴中之前也发
现了这种岩藻聚糖结构［１７１８］。有趣的是，来自岩

藻聚糖的［ＧｌｃＡＭａｎ］重复二糖的骨架结构与透
明质酸［ＧｌｃＡＧｌｃＮＡｃ］重复二糖的骨架结构相
似。

２．４　抗甲型流感病毒活性
研究［３０３１］表明，不同来源的岩藻聚糖在体内

和体外均具有广泛的抗病毒活性，且细胞毒性较

低。岩藻聚糖的抗病毒活性机制是抑制病毒吸

附以抑制病毒诱导的合胞体形成或直接抑制病

毒复制并刺激先天性和适应性免疫防御。

众所周知，病毒进入细胞是病毒感染扩展的

关键阶段。大多数包膜病毒只有在病毒包膜蛋

白与细胞表面的主要受体发生非特异性相互作

用后才能进入细胞。硫酸乙酰肝素是细胞膜上

的一种高度硫酸化多糖，参与许多病毒（单纯疱

疹病毒、丙型肝炎病毒、人巨细胞病毒、人乳头瘤

病毒、ＨＩＶ１、鼠白血病病毒）的初级细胞结
合［３２］。岩藻聚糖具有硫酸基团和糖醛酸基团，具

有类似于硫酸乙酰肝素的电荷。这些强负电荷

官能团可以与病毒表面蛋白结合，干扰病毒包膜

蛋白与细胞表面主要受体的相互作用，从而阻断

其吸附。此外，相对分子质量对多糖生理活性同

样有很大影响，分子量过大影响多糖跨膜运输效

率，过小难以形成活性结构［３３］。也有研究发现当

葡萄糖醛酸羧基被还原时，来自奥氏海藻的硫酸

化岩藻聚糖的抗病毒活性消失［３４］。综上所述，岩

藻聚糖的硫酸基团、相对分子量、糖醛酸含量等

都会影响其抗病毒活性。

４种海蒿子来源的岩藻聚糖的抗 ＨＩＮ１病毒
活性见表２，比较它们的抗病毒活性发现，在２５０
μｇ／ｍＬ的浓度下，随着平均分子量的减小，岩藻
聚糖的抗病毒活性增强。其中，平均分子量为

１０．７ｋｕ的ＳＦ３在２５０μｇ／ｍＬ的浓度下抑制效果
最好，ＩＣ５０为 ２６６．２μｇ／ｍＬ。尽管其活性低于利
巴韦林，但由于其低细胞毒性，这种岩藻聚糖仍

具有潜在的抗病毒价值。结果表明，平均分子量

对海蒿子岩藻聚糖的抗Ｈ１Ｎ１病毒活性有很大影
响，因此多糖降解对其抗病毒活性具有重要的意

义。

表２　海蒿子岩藻聚糖的抗Ｈ１Ｎ１病毒活性
Ｔａｂ．２　ＡｎｔｉＨ１Ｎ１ｖｉｒｕｓａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｆｕｃｏｉｄａｎｓｆｒｏｍＳ．ｐａｌｌｉｄｕｍ

样品

Ｓａｍｐｌｅ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（μｇ／ｍＬ）

抑制率

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％

５０％
抑制浓度

ＩＣ５０／
（μｇ／ｍＬ）

ＳＦ０ ２５０ １７．３±０．１６ ５２９．４
ＳＦ１ ２５０ ２２．６±０．１３ ４４５．４
ＳＦ２ ２５０ ３３．５±０．２１ ３１１．０
ＳＦ３ ２５０ ４２．３±０．１１ ２６６．２

利巴韦林 ２５０ ８５．０±０．０８ ２４．６

３　结论

本研究中，我们从海蒿子中分离出一种分子

量为６２８．１ｋｕ的硫酸化岩藻聚糖，命名为 ＳＦ０，
并通过单糖分析、部分酸水解、ＦＴＩＲ和 ＮＭＲ对
其结构特征进行表征。ＳＦ０具有由 αＤ１，２
Ｍａｎｐ和βＤ１，４ＧｌｃＡｐ双糖重复单元组成的骨
架，在Ｍａｎ的 Ｃ３和 ＧｌｃＡ的 Ｃ３处有分支。为了
评估其抗甲型流感（Ｈ１Ｎ１）病毒活性，该岩藻聚
糖通过逐步部分酸水解进一步分为 ３个组分
ＳＦ１、ＳＦ２和 ＳＦ３。结果显示，所有这些多糖都抑
制了ＭＤＣＫ细胞中的 Ｈ１Ｎ１病毒复制。其中，低
分子量级的 ＳＦ３比原始岩藻聚糖具有更好的活
性。这初步表明岩藻聚糖的抗Ｈ１Ｎ１病毒活性与
其精细结构和分子量有关。
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