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贻贝多糖 ＭＰｓ的制备、组分鉴定和免疫学活性研究
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［摘要］　目的：分离纯化厚壳贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓｃｏｒｕｓｃｕｓ）多糖 ＭＰｓ，并测定其纯度和单糖组分。方法：用组织匀浆后热水抽提，

Ｓｅｖａｇｅ法除蛋白，乙醇沉淀，再经ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ５２、ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ２００柱层析和高效液相色谱（ＨＰＬＣ），分离纯化得到贻贝多

糖 ＭＰｓ。分离到多糖粗品行全波段的最大吸收波长光谱扫描、硫酸苯酚比色法测定糖含量；经紫外光谱扫描分析、红外光谱

扫描分析、染料结合比色法、ＨＰＬＣ鉴定其纯度，再经气相色谱（ＧＣ）进行单糖组分分析。纯化得到纯品进行免疫学活性测定。

结果：经分离纯化获得贻贝多糖纯品多个组分 ＭＰｓＡ１／Ａ２／Ｂ１／Ｂ２／Ｂ３／Ｃ１／Ｃ２／Ｃ３，其中 ＭＰｓＢ１纯度较高，相对分子质量为

３５１００００，主要含有葡萄糖、半乳糖２种单糖组分，二者比例接近１∶１，１ＨＮＭＲ表明为α吡喃己糖。ＭＰｓＢ１增强小鼠ＮＫ细

胞活性、抗体形成细胞活性、腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞活性。结论：经工艺改进后获得的 ＭＰｓＢ１与同类和前期研究所报

道的贻贝多糖在理化性质、含糖量、单糖组分上均有显著区别。ＭＰｓＢ１具有正向免疫调节作用。
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　　主产于浙江省嵊山列岛的厚壳贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓ

ｃｏｒｕｓｃｕｓ）中碳水化合物含量达１３．４％，此外还含

钙、磷、铁、维生素等多种营养物质［１］。据文献［２，３］报

道，紫贻贝和翡翠贻贝的酶水解提取物具有抗肿瘤、

抗氧化、抗凝血、降血压、降血脂、提高免疫力等作

用，紫贻贝中的抗菌成分，被认为与脂多糖和紫贻贝

中的一些因子相关 ［４～６］。同时在三角帆蚌多糖中发

现其抑制肿瘤生长的作用［７］。研究结果表明，软体

动物中含有多种糖胺聚糖［８］。近十年来，动物中的

蛋白多糖的糖链部分———糖胺聚糖（ＧＡＧ）因具有

抗凝血、抗肿瘤、降血脂、提高免疫力等多种活性［９］，

已引起国内外医药界的广泛关注。就国内而言，研

究者从多种海洋动物中分离提取出各种糖胺聚糖进

行了广泛研究，洪鹏志等［１０］研究认为，翡翠贻贝中

提取的糖胺聚糖在剂量为８０ｍｇ／ｋｇ时，对昆明小鼠

移植性肿瘤Ｓ１８０的抑瘤率可达５２．４％，且有增强

免疫力的活性。

　　为进一步研究贻贝的药用活性物质，构建开发
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海洋动物多糖药物技术平台及寻找新的药用资源，
我们对东海厚壳贻贝多糖（ＭＰｓ）的分离纯化工艺进
行了改进，并对其活性作用及组分结构进行了研究。

１　材料和方法

１．１　材料　新鲜东海厚壳贻贝，由浙江省嵊泗市嵊
山镇提供，品系经浙江海洋学院赵盛龙教授鉴定为

ＭｙｔｉｌｕｓｃｏｒｕｓｕｓＧｏｕｌｄ ［ＭｙｔｉｌｕｓｃｒａｓｓｉｔｅｓｔａＬｉｓｃｈ
ｋｅ］。

１．２　试剂和仪器　ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ５２，Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ
Ｓ２００（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）；标准葡聚糖、各标准单糖（Ｆｌｕ
ｋａ）；考马斯亮蓝 Ｇ２５０试剂盒（南京建成生物工程
公司）；其他均为国产试剂。ＣＲ２１型高速冷冻离心
机（Ｈｉｔａｃｈｉ）；高效液相色谱（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００），液相色
谱 柱 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２０００ＳＷ （ＴＯＳＯＨ ＢＩＯＳＥＰ）；

Ｂｒｕｋｅｒｖｅｃｔｏｒ２２型红外光谱仪（ＢｒｕｋｅｒＯｐｔｉｃｓ）；紫
外扫描仪 ＵＶ２６０（Ｓｈｉｍａｄｚｕ）；ＨＰ６８９０气相色谱
仪（惠普）。

１．３　实验方法［１１］

１．３．１　样品制备　新鲜厚壳贻贝湿肉７００ｇ，匀浆
后甲醇除脂，热水浴提取８ｈ，离心去沉淀。提取液
浓缩后Ｓｅｖａｇｅ法除蛋白。上清液滤膜透析２４ｈ。
浓缩后加入３倍体积９５％乙醇沉淀，离心除上清，
真空冷冻干燥得到贻贝多糖粗品（ｃｒｕｄｅ ＭＰｓ，

ＣＭＰｓ）。

　　取ＣＭＰｓ５００ｍｇ制成溶液上至ＤＥＡＥｃｅｌｌｕ
ｌｏｓｅ柱（２ｃｍ×１００ｃｍ），分别以ｄＨ２Ｏ、０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱至无糖液流出［１２］，每
管收集５ｍｌ，硫酸苯酚比色法跟踪检测，合并相同
组分，透析除盐后经ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ２００纯化，ｄＨ２Ｏ洗
脱，每管收集５ｍｌ，硫酸苯酚比色法跟踪检测，合并
相同组分，透析除盐。

　　取经分子筛柱层析纯化后的多糖制成５ｍｇ／ｍｌ
ＭＰｓ的ＮａＣｌ溶液，０．４μｍ微孔滤膜过滤除去细小
颗粒杂质，以０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ为流动相，上样量５００

μｌ，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，温度设定为３０℃，压力波动范
围１～９ＭＰａ，检测器为ＲＩＤ折光视差检测器，ＴＳＫ
ＧＥＬＧ２０００ＳＷ柱。分部收集，用硫酸苯酚比色法
跟踪检测，合并相同组分，真空冷冻干燥得到纯化的
精品多糖。

１．３．２　最大吸收波长、糖含量、纯度与相对分子质
量测定　２ｍｇ／ｍｌＣＭＰｓ进行全波段的最大吸收波
长光谱扫描，ｄＨ２Ｏ作空白。ＭＰｓ纯品紫外分析仪
上２００～４００ｎｍ区间扫描。ＭＰｓＢ１ＫＢｒ压片，红
外分光光度仪上４０００～４００ｃｍ－１区间扫描。

　　精确配制标准葡萄糖梯度液，硫酸苯酚法比

色，４８７ｎｍ测定光密度，ｄＨ２Ｏ作空白对照。以光密
度对葡萄糖浓度作图得标准曲线。取贻贝多糖

ＣＭＰｓ１．０ｍｌ，根据所测光密度值与标准曲线计算
样品糖含量。

　　２ｍｇ／ｍｌＭＰｓ粗品、半纯品、纯品各组分溶液

０．５ｍｌ，考马斯亮蓝染色，４８７ｎｍ处比色。

　　采用 ＨＰＬＣ洗脱，先测出标准相对分子质量多
糖ＤｅｘｔｒａｎＴ１０、Ｔ４０、Ｔ７０、Ｔ５００、Ｔ２０００的洗脱
时间，绘制与各相对分子质量对数关系标准曲线，再
测样品洗脱时间，由标准曲线确定样品相对分子质
量。色谱柱：ＳＵＧＡＲＫＳ８０５（８ｍｍ×３００ｍｍ）；柱
温３５℃，流动相Ｈ２Ｏ，进样量２０μｌ，流速１ｍｌ／ｍｉｎ。

１．３．３　ＭＰｓ单糖组分鉴定　ＭＰｓＢ１三氟乙酸

１００℃完全水解１０ｈ，用盐酸羟胺／醋酐法制成相应
的糖腈乙酸酯衍生物［１２］，ＧＣＭＳ分析，ＨＰ６８９０气
相色谱仪，ＨＰ５５％苯甲基硅烷，毛细管柱（３０．０
ｍｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）。分流不分流进样口，
进样口温度２６０℃。程序升温：１１０～１９０℃，３℃／

ｍｉｎ；１９０～２０６℃，２℃／ｍｉｎ；２０６～２８０℃，２０℃／ｍｉｎ，
保留２ｍｉｎ。ＦＩＤ检测器，载气为氮气，流速２５．０
ｍｌ／ｍｉｎ，检测器温度３００℃。

１．３．４　１ＨＮＭＲ分析　溶剂为Ｄ２Ｏ，浓度为６０ｇ／

Ｌ。

１．３．５　 ＭＰｓ对小鼠免疫功能的影响　昆明种小鼠

２４只，体质量１８～２０ｇ，随机分为４组，６只／组。除
对照组外，其他３组 ＭＰｓ溶液浓度为２．０、５．０、１０．０
ｍｇ／ｍｌ。腹腔注射０．１ｍｌ，对照组注射等量生理盐
水，连续注射１０ｄ。

　　利用分离得到的 ＮＫ细胞与对数生长期中的

Ｋ５６２细胞，共同培养测定ＬＤＨ释放率计算 ＮＫ细
胞自然杀伤率，以此反映 ＮＫ细胞活性。自然杀伤
率（％）＝（样品释放平均值－自然释放平均值）／（最
大释放平均值－自然释放平均值）×１００％ 。

　　５％ＳＲＢＣ免疫后的脾淋巴细胞与１０％ＳＲＢＣ、

ＲＰＭＩ１６４０琼脂糖液、１１０稀释的豚鼠混匀温育
计算溶血空斑数，检测抗体生成细胞。

　　分离得到小鼠腹腔巨噬细胞悬液与鸡红细胞悬
液混匀，置３７℃水浴中５ｍｉｎ后弃上清，留得液体悬
浮细胞涂片，Ｇｉｍｓａ染色。得到吞噬百分比（１００个
吞噬细胞中吞噬了鸡红细胞的巨噬细胞数目）来指
示腹腔巨噬细胞的吞噬活力。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ软件进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　样品制备　得到贻贝多糖粗品１４．３５ｇ，收率

２．０５％，呈淡黄色粉末状，吸水性强，溶解性好，水中
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溶解度达到６～８ｍｇ／ｍｌ。ＣＭＰｓ经 ＤＥＡＥｃｅｌｌｕ
ｌｏｓｅ纯化得到３个明显的洗脱峰，洗脱曲线如图１
所示。粗品上样量为４．５９４ｇ，收集到半纯品多糖

ＭＰｓＡ／Ｂ／Ｃ分别为１．７０７、０．９０２、１．４０６ｇ，总收率
为８７．７３％，三者收率分别为３７．１６％、１９．６３％、

３０．６２％。

图１　ＣＭＰｓ的ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ洗脱曲线

Ｆｉｇ１　ＥｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＣＭＰｓｗｉｔｈＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

　　半纯品多糖 ＭＰｓＡ／Ｂ／Ｃ经ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ２００
柱，蒸馏水洗脱均得到１个峰。其中 ＭＰｓＢ的洗脱
曲线如图２所示。ＨＰＬＣ纯化后共出现 ＭＰｓＡ１／

Ａ２／Ｂ１／Ｂ２／Ｂ３／Ｃ１／Ｃ２／Ｃ３８个单一对称峰。纯品

ＭＰｓＢ分离出３个峰的组分，再经 ＨＰＬＣ鉴定后三
者均呈单一对称峰。各组分经过真空冷冻干燥后得
到干品，均呈白色细颗粒粉末状，水溶性好。

图２　ＭＰｓＢ的ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ２００洗脱曲线

Ｆｉｇ２　ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ２００ｃｏｌｕｍｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＭＰｓＢ

２．２　最大吸收波长、糖含量、纯度与相对分子质量
测定　根据全波段的最大吸收波长光谱扫描图谱，
贻贝多糖粗品最大吸收波长为４８７ｎｍ。根据测得
的Ｄ４８７结果，回归方程：Ｙ＝０．００３７Ｘ＋０．０２８１，

Ｒ２＝０．９９３１，ｒ＝０．９９６５。绘制成含糖量标准曲线，
根据标准曲线，测得贻贝多糖粗品含糖量７０．７８％。

　　经考马斯亮蓝 Ｇ２５０染色测得Ｄ原料＝０．１９５，

Ｄ粗品＝０．３７４，而纯品 ＭＰｓＡ／Ｂ／Ｃ各组分光密度均
为０，初步鉴定经纯化所得纯品多糖各组分均不含
蛋白质。ＭＰｓＢ１在２６０、２８０ｎｍ处无明显吸收峰，

说明不含核酸和蛋白。

　　图３示 ＭＰｓＢ１的４０００～４００ｃｍ－１区间红外

光谱，可见３４００、２９００、１６４０、１４００ｃｍ－１等多糖的

特征性吸收峰。

图３　ＭＰｓＢ１的红外吸收光谱图

Ｆｉｇ３　ＩＲｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＭＰｓＢ１

　　制得洗脱时间（Ｘ）对相对分子质量对数（Ｙ）的
标准曲线，标准方程：Ｙ＝－０．５０３６Ｘ＋９．７００９，

Ｒ２＝０．９５８４。结果见表１。

表１　ＭＰｓ的洗脱时间、峰面积和相对分子质量

Ｔａｂ１　Ｅｌｕｔｉｏｎｔｉｍｅ，ｐｅａｋａｒｅａａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＭＰｓ

Ｃｏｍｐｄ． Ｅｌｕｔｉｏｎｔｉｍｅ
（ｔ／ｍｉｎ） Ｐｅａｋａｒｅａ Ｍｒ

（×１０３）

ＭＰｓＡ１ １０．１６２ ９１ ３８．０００
ＭＰｓＡ２ １２．０８１ ９ ４．１３９
ＭＰｓＢ１ ６．２６５ １７．１ ３．５１０
ＭＰｓＢ２ ９．８９７ ６４ ５２．０００
ＭＰｓＢ３ １２．０７５ １８．９ ４．１６８
ＭＰｓＣ１ ９．８８０ ２０．３ ４．２２０
ＭＰｓＣ２ ９．６６１ １００ ６８．５００
ＭＰｓＣ３ ９．８４９ １００ ５５．０００

２．３　 单 糖 组 分 　 ＧＣＭＳ 结 果 （图 ４）显 示

ＭＰｓＢ１含有葡萄糖与半乳糖２种组分，二者比例接近

１１。

２．４　１ＨＮＭＲ分析　多糖 １ＨＮＭＲ谱质子信号大
多堆集δ４．０～５．５的狭小范围内，除端基质子的信
号在δ４．８～５．５较易解析外，其他Ｃ２Ｃ６的信号均
集中在δ４．０～４．８之间，解析困难，通常α吡喃己糖
端基质子的δ值通常超过５．０，而β型的δ值则小于

５．０［１１］。多糖 ＭＰｓＢ１的１ＨＮＭＲ谱显示在δ５．２、

５．６处各有一端基质子信号，表明为α吡喃己糖的

Ｃ１质子（图５）。
图４　ＭＰｓＢ１的气相色谱图

Ｆｉｇ４　ＧＣＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｈｙｄｒｏｌｙｚａｔｅｄＭＰｓＢ１
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图５　ＭＰｓＢ１的１ＨＮＭＲ图

Ｆｉｇ５　１ＨＮＭＲｏｆＭＰｓＢ１

２．５　免疫调节功能　结果表明 ＭＰｓＢ１溶液能增
强小鼠ＮＫ细胞活性、抗体形成细胞活性、腹腔巨噬
细胞吞噬鸡红细胞活性（Ｐ＜０．０１），且随多糖浓度
增高而增强（各浓度组间相比Ｐ＜０．０１，表２）。

表２　ＭＰｓＢ１对正常小鼠免疫功能的影响

Ｔａｂ２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＭＰｓＢ１ｏｎ

ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｎｏｒｍａｌｍｉｃｅ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＮＫｒａｔｅ（％） 　　Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｈｅｍａｔｏｌｙｔｉｃｐｌａｑｕｅ

　　Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆ
　ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．４９±０．０５ ２２．００±１．１９ １１．００±１．５３

ＭＰｓＢ１（ρＢ／ｍｇ·ｍｌ－１）

２．０ ０．６１±０．０２ ４６．４２±０．６３ ２２．６７±３．３５

５．０ ０．７８±０．０６△△ ６０．２５±１．４２△△ ６２．８３±６．４１△△

１０．０ ０．９３±０．０７ ６８．００±１．０１ ８１．１７±７．２９

Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ２．０ｏｒ１０．０ｍｇ／ｍｌＭＰｓＢ１ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　本实验室海洋多糖课题组前期研究中，对产自
我国东海的厚壳贻贝进行了多糖组分的提取，发现
仅存在单一组分，且其粗品生物学活性较强［１３］，而
纯化至纯品后某些活性明显降低。我们分析原因在

于其提取纯化过程未能分离得到具有活性的贻贝多

糖纯品 ＭＰｓ，故对其分离纯化过程进行详细分析后
进行了工艺改进，结果发现厚壳贻贝中存在多个多
糖组分。粗品 ＭＰｓ溶水后首先离心除去不溶物，

ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ柱洗脱液体也从单纯的ｄＨ２Ｏ改为

分别以ｄＨ２Ｏ、０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
梯度洗脱，同时对合并后的相同组分依次经过透析
除盐，乙醇沉淀，真空冷冻干燥等步骤得到半纯品多
糖 ＭＰｓＡ／Ｂ／Ｃ，且３种组分从表面性状观察各不相
同。因此，可以推断贻贝多糖本身由于有多种组分，
分带负电荷与不带电荷的，同时与阳离子结合强度
不同，故用３种洗脱液后能出现３个明显的洗脱组
分峰。经免疫学实验均具有显著活性。

　　另外，我们取其中活性较强的一个组分 ＭＰｓＢ１
进行了纯度鉴定和单糖组分测定。ＭＰｓＢ１经过考
马斯亮蓝Ｇ２５０、紫外光谱扫描鉴定不含核酸与蛋白
质，ＨＰＬＣ显示其为单一组分。经过薄层色谱我们
发现 ＭＰｓＢ１含有葡萄糖（Ｇｌｃ）这一单一单糖组分，
然而经过分辨率更高的的气相色谱后发现 ＭＰｓＢ１
还包括半乳糖（Ｇａｌ）。故初步鉴定 ＭＰｓＢ１含有Ｇｌｃ
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和 Ｇａｌ二种组分，有文献［１４］报道厚壳贻贝提取物为

单一组分，且单糖组分与我们的测定结果并不一致，
其原因有待于进一步探究。

　　我们先前的活性测定发现贻贝多糖粗品具有良
好的生物学活性，尤其是免疫学的正向调节作用显
著，然而利用其先前提取纯化得到的多糖纯品再进
行同样活性测定时发现没有统计学差异［１３］。经过
提取纯化工艺改进后得到的 ＭＰｓＢ１通过ＮＫ细胞
活性测定、抗体生成细胞的检测、腹腔巨噬细胞吞噬
鸡红细胞实验结果 ＭＰｓＢ１溶液能增强小鼠ＮＫ细
胞活性、抗体形成细胞活性、腹腔巨噬细胞吞噬鸡红
细胞活性，且随多糖浓度增高而增强。故我们分析
出现这种差异的原因可能在于：（１）前期的提取方法
使得粗糖内有活性或高活性的组分丢失；（２）前期得
到的纯品各个组分没有细致分离，各个组分间相互
作用，因其内含有拮抗正性活性的物质导致其活性
丢失；（３）粗糖提取纯品过程中因工艺不精细导致粗
品内的杂质影响了活性成分的作用发挥。

　　我们正在进行 ＭＰｓ其他组分的理化性质、纯度
鉴定、单糖组分测定以及结构测定，将为贻贝多糖的
深入研究打下基础。
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热烈祝贺我校曹雪涛、王红阳教授当选为中国工程院院士

　　中国工程院２００５年当选院士名单于日前公布，第二军医大学副校长、免疫学研究所所长曹雪涛教授和第二军医大学东方

肝胆外科研究所副所长王红阳教授（女）均当选为中国工程院医药卫生工程学部院士。

　　中国工程院院士增选每两年举行一次。２００５年新当选的院士分别来自于教育部（１４人）、科学院（１人）、国务院所属其他

部委（９人）、国资委管理企业（１２人）、军队（６人）、省、直辖市、自治区（７人）、香港特别行政区（１人）。除教育部系统的１４人

外，国务院其他部委、各省市所属高校有９位当选。平均年龄为６２岁，其中６５岁以下的２７人，占新当选人数的５４％；６０岁以

下的１６人，占新当选人数的３２％；５０岁以下的５人，占新当选人数的１０％；年龄最小的４０岁。此外，新当选的院士中有４名

女性。


