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海螵蛸多糖的提取分离及活性组分ＣＰＳ１的纯化
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［摘要］　目的：从海洋中草药海螵蛸（乌贼骨）中提取分离得到多糖活性物质。对粗多糖中主要的活性组分ＣＰＳ１进行纯化，

得到成分相对均一的天然活性多糖。方法：用热水抽提法提取海螵蛸多糖粗品，并对提取工艺进行正交设计，优化提取方法。

对粗品组分进行总糖量测定。用ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ柱及ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱对海螵蛸多糖粗品进行分离。通过活性检测

实验确定活性部分。最后使用ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００柱进一步纯化。用 ＨＰＬＣ来检测精品多糖的纯度。标准曲线法测定相对分子

质量。结果：成功得到海螵蛸粗多糖。经过离子交换柱ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ和ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱及分子筛Ｓｅｐｈａｃｒ

ｙｌＳ３００柱的进一步分离纯化和活性跟踪，最后得到相对均一的活性精品多糖ＣＰＳ１，其含糖量达９３．６％，相对分子质量为

１×１０６。结论：不同的提取条件影响海螵蛸多糖的得率。不同性质的分离材料能够将相对分子质量及电荷有差异的多糖分

离，达到分离的目的。精品多糖ＣＰＳ１是从海洋中草药海螵蛸中得到的均一多糖组分。
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　　海螵蛸（ＥｎｄｏｃｏｎｃｈａＳｅｐｉａｅ），又名乌贼骨，是
海洋动物无针乌贼（ＳｅｐｉｅｌｌａｍａｉｎｄｒｏｎｉｄｅＲｅｃｈｅｌ
ｂｒｕｎｅ）、金乌贼（ＳｅｐｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａＨｏｙｌｅ）的干燥内
壳［１］，为传统中药材。其性咸、涩、温，有收敛止血、
涩精止带、制酸、敛疮等作用。乌贼骨在临床多用于
治疗各种溃疡，具有很好的疗效。它本身作为食品
加工行业的废料，少数回收作为中药材，大部分都没
有得到很好的利用。

　　到目前为止，对海洋生物多糖的研究主要集中
于藻类多糖［２］，对于来源于动物体软组织的中草药
活性多糖的研究还未见报道。本文对从海螵蛸中提
取分离的多糖活性成分ＣＰＳ１的纯化进行研究。

１　材料和方法

１．１　材料、试剂、仪器　海螵蛸购于浙江舟山，经浙
江海洋学院海洋生物教研室赵盛龙教授鉴定为曼氏

无针乌贼（Ｓｅｐｉｅｌｌａｍａｉｎｄｒｏｎｉ）的骨状内壳，干品经
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过粉碎。苯酚、硫酸、氯仿、乙醇（分析纯，中国医药
集团上海化学试剂公司）。硼氢化钠（ＮａＢＨ４）、二甲
亚砜（ＤＭＳＯ）、葡萄糖及Ｄｅｘｔｒａｎ系列葡聚糖标准
品（Ｓｉｇｍａ公司）。ＨＳ电热恒温水浴锅（江苏东台
电器厂）。旋转蒸发仪ＢＣＨＩ０１１型（瑞士ＢＣＨＩ
公司）。冷冻干燥机 ＢＥＣＫＭＡＮＣＵＯＬＴＥＲＪ２５１
型高速离心机 （ＢＥＣＫＭＡＮ ＣＵＯＬＴＥＲ 公司）。

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ填料，ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００填料，

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ填料，自动部分收集仪（Ｐｈａｒｍａｃｉａ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司）。高效液相 ＨＰ１１００（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。

ＫＳ８０４、ＫＳ８０５柱（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。

１．２　海螵蛸粗多糖的提取分离及分离条件优化

１．２．１　热水法分离提取粗多糖 　取经过粉碎的乌

贼骨粉５ｋｇ，加水２０Ｌ煮８ｈ，趁热纱布过滤，残渣
重复提取２次，合并３次水提液，浓缩至１０Ｌ，８０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。上清液用Ｓｅｖｅｇｅ法

［３］除蛋白３
次。除蛋白浓缩液中加入２倍乙醇醇沉过夜。离心，
收集沉淀，复溶于蒸馏水，再离心，弃去不溶物，上清
第二次醇沉，所得沉淀用蒸馏水溶解，用流水透析

４８ｈ。透析液冷冻干燥［４］。得到海螵蛸多糖粗品１０ｇ。

１．２．２　提取条件的优化　影响多糖提取的主要因
素有粉碎时间、提取时间、提取温度和溶剂体积。在
单因素实验的基础上，针对这些因素采用正交法确
定提取条件。根据因素位极表（表１），分９组实验。
每组实验取海螵蛸粉末５０ｇ提取粗多糖。

表１　海螵蛸粗多糖的提取条件对糖含量的影响表

Ｔａｂ１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｆｏｒｃｕｔｔｌｅｂｏｎｅｃｒｕｄｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔｓ

Ｎｏ． Ｇｒｉｎｄｉｎｇｔｉｍｅ
（ｔ／ｍｉｎ）

Ｅｘｔｒａｃｔｔｉｍｅ
（ｔ／ｈ）

Ｅｘｔｒａｃｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
（Ｔ／℃）

Ｓｏｌｖｅｎｔｖｏｌｕｍｅ
（Ｖ／ｍｌ）

Ｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔ
（％）

Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ
（％）

１ Ａ１（３） Ｂ１（８） Ｃ１（６０） Ｄ１（２００） ７７．４５ ４．２
２ Ａ１ Ｂ２（１２） Ｃ２（７０） Ｄ２（４００） ６０．５５ ３．７
３ Ａ１ Ｂ３（１６） Ｃ３（８０） Ｄ３（６００） ７５．３１ ４．７
４ Ａ２（５） Ｂ１ Ｃ２ Ｄ３ ７５．２４ ５．４
５ Ａ２ Ｂ２ Ｃ３ Ｄ１ ８３．２０ ５．６
６ Ａ２ Ｂ３ Ｃ１ Ｄ２ ６４．６７ ４．３
７ Ａ３（７） Ｂ１ Ｃ３ Ｄ２ ８３．６９ ６．６
８ Ａ３ Ｂ２ Ｃ１ Ｄ３ ８６．２７ ２．４
９ Ａ３ Ｂ３ Ｃ２ Ｄ１ ８９．０３ ５．９

Ｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔ Ｒ１ １９０ ２０７ ２０２ ２１８
Ｒ２ １９６ ２００ １９９ １８５
Ｒ３ ２２５ ２０４ ２１０ ２０８
Ｒ １２ ２ ４ １１

Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ Ｒ１ １３ １６ １１ １６
Ｒ２ １５ １２ １５ １５
Ｒ３ １５ １５ １７ １３
Ｒ １ ２ ２ １

１．３　海螵蛸粗多糖的纯化

１．３．１　第一次离子交换柱层析　取海螵蛸多糖粗
品１ｇ，加入蒸馏水５ｍｌ溶解，８０℃水浴加热溶解３０
ｍｉｎ，离心，不溶物再加入蒸馏水５ｍｌ，８０℃水浴加
热溶解３０ｍｉｎ。合并两次上清，上ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ
Ｆ．Ｆ柱，依次用蒸馏水、０．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶液洗
脱，自动部分收集仪收集，苯酚硫酸法检测洗脱液中
多糖含量，绘制洗脱曲线，根据洗脱曲线收集各
多糖部位。将收集液浓缩，流水透析４８ｈ，冷冻干
燥。

１．３．２　分子筛柱层析 　分别将水洗部分、盐洗部
分分别溶于蒸馏水，再上样于ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００分子
筛柱，蒸馏水洗脱。自动部分收集仪收集，苯酚硫酸
法检测洗脱液中多糖含量，绘制洗脱曲线，根据洗脱

曲线收集各多糖部位。

１．３．３　第二次离子交换柱层析　盐洗部分经过

ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００，还不是非常均一，继续上Ｓｅｐｈａ
ｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱，自动部分收集仪收集，苯酚硫酸法检
测洗脱液中多糖含量，绘制洗脱曲线，根据洗脱曲线
收集各多糖部位。干燥所得精品多糖。

１．４　ＣＰＳ１含糖量的测定 　用分光光度法测定含
糖量。先用标准葡萄糖配置不同浓度的溶液，在用
苯酚硫酸比色法来绘制标准曲线。

１．５　ＣＰＳ１的纯度及ＣＰＷ２和ＣＰＳ１的相对分子
质量测定　用 ＨＰＬＣ法来测定ＣＰＳ１的纯度及计
算大概相对分子质量。将ＣＰＳ１和ＤｅｘｔｒａｎＴ系列
标准相对分子质量葡聚糖配制成 ２ｍｇ／ｍｌ溶液，

０．４５μｍ针式微孔滤膜过滤，备用。将各种标准多



第１期．魏江洲，等．海螵蛸多糖的提取分离及活性组分ＣＰＳ１的纯化 · １９　　　 ·

糖和多糖溶液依次进样，测定保留时间。高效液相
色谱条件：ＫＳ８０５，ＫＳ８０４ 串联柱；流动相：水；

ＶＷＤ 检测器检测波长为 ２５４ｎｍ；示差检测器
（ＲＩＤ）检测池温度：４０℃；分析时间：５０ｍｉｎ；进样
量：２５μｌ

［５］。

２　结　果

２．１　海螵蛸粗多糖的提取分离及分离条件优化　
正交实验结果见表１。根据极差结果进行直观统计
分析，影响含糖量的因素大小分别为Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞Ｂ，
即粉碎时间和溶剂体积的影响作用较大。由实验结

果确定多糖的最佳提取条件为粉碎５ｍｉｎ，每５０ｇ
海螵蛸粉末加２００ｍｌ蒸馏水，８０℃提取６ｈ。另外，
若根据得率进行分析，最终也得到上述最优提取条
件。按上述条件提取多糖，得率为２‰。

２．２　海螵蛸粗多糖的纯化　海螵蛸粗多糖经过

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ柱后，得到水洗部分和盐洗部
分。洗脱曲线如图１。水洗部分经过ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ
３００后进一步纯化，流出组分的 ＨＰＬＣ洗脱曲线见
图２。通过图２洗脱曲线，我们可以看出，水洗部分
经过ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００柱层析后，可以收集到２个
峰，分别为ＣＰＷ１和ＣＰＷ２。

图１　海螵蛸粗多糖经ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ凝胶柱的洗脱曲线

Ｆｉｇ１　ＣｒｕｄｅｃｕｔｔｌｅｂｏｎｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｅｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｂｙＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ

图２　水洗部分经ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００流出组分的ＨＰＬＣ洗脱曲线

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｅｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｏｕｔｆｌｏｗｏｆｗａｔｅｒｅｌｕｔｅｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００ｃｏｌｕｍｎｅｌｕｔｉｏｎ

　　建立实验动物模型进行活性跟踪，发现水洗部
分中ＣＰＷ１的生物学活性不是非常显著。因此将
其中含量较高的ＣＰＷ２再次经过ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００
纯化，进行纯度和相对分子质量的确定。

　　盐洗部分经过ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００进一步进行纯
化。流出组分的 ＨＰＬＣ洗脱曲线见图３。盐洗部分
经过ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００柱层析后，可以收集到３个
峰，分别为ＣＰＳ１、ＣＰＳ２和ＣＰＳ３。同时，建立实验

动物模型进行活性跟踪，发现盐洗脱部分中ＣＰＳ１
的生物学活性比较最强，因此将盐洗脱部分进一步
进行纯化。

　　将盐洗部分经ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００流出组分浓缩
后上ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱，得到２个峰，将其保留时
间与图３对照，可以看出２个峰就是ＣＰＳ１和ＣＰＳ
２。盐洗部分经ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００后再经Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
ＣＬ６Ｂ流出组分的 ＨＰＬＣ洗脱曲线见图４。将２个
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峰分别收集，浓缩，再次上ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱层 析，可得到ＣＰＳ１精品多糖。

图３　盐洗部分经ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００流出组分的ＨＰＬＣ洗脱曲线

Ｆｉｇ３　ＨＰＬＣｅｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｏｕｔｆｌｏｗｏｆｓａｌｔｅｌｕｔｅｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００ｃｏｌｕｍｎ

图４　盐洗部分经ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００后再经ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ流出组分的ＨＰＬＣ洗脱曲线

Ｆｉｇ４　ＨＰＬＣｅｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｏｕｔｆｌｏｗｏｆｓａｌｔｅｌｕｔｅｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈ

ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００ｃｏｌｕｍｎａｎｄＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂｃｏｌｕｍｎ

２．３　精品多糖ＣＰＳ１含糖量测定、纯度检测及相对
分子质量确定　利用葡萄糖标准曲线法计算出

ＣＰＳ１的含糖量高达９３．６％。将所得均一多糖

ＣＰＳ１进行 ＨＰＬＣ层析，检测结果为单一对称峰。
由于该多糖经过离子交换型凝胶和分子排阻型凝胶

两种柱层析纯化所得，ＨＰＬＣ检测为单一对称峰，因
此认为该多糖为均一组分。见图５。以ＤｅｘｔｒａｎＴ
系列葡聚糖为对照，根据其洗脱体积计算得到ＣＰＳ
１和ＣＰＷ２的相对分子质量分别为１×１０６和１．１×

１０５。

３　讨　论

　　本文对影响海螵蛸粗多糖提取的４个影响因素
（粉碎时间，提取时间，提取温度，溶剂体积）用正交

设计的方法进行了优化，选出最适合提取的条件，从
而保证了较高的多糖得率。

　　在分离纯化过程中，因为海螵蛸粗多糖中含有
大量的色素，为深棕色的固体，所以我们选用ＤＥＡＥ
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ凝胶柱对其进行初步的分离。该柱
填料为弱阴离子交换纤维素，具有开放的长链骨架，
多糖分子能自由进入和扩散，也有较大的表面积。
纤维素具有亲水性，可使多糖分子在吸附和洗脱过
程中不致变性而失活。而且该树脂对色素有很好的
吸附作用，通过选择洗脱条件可以将多糖分子与色
素分离开来。使用水和盐不同的梯度洗脱也能够达
到很好的分离效果。对经过ＤＥＡＥ柱得到的流出
组分进行进一步纯化时，还应当考虑其相对分子质
量分布范围，从而选择合适分离范围的不同填料。
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根据 ＨＰＬＣ洗脱曲线的保留时间，大概算出相对分
子质量范围，然后选择了ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００分子筛柱
填料和同样为阴离子交换树脂的ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ

柱填 料 对 混 合 多 糖 进 行 了 彻 底 而 且 有 效 的

分离纯化，最终得到了均一的海螵蛸多糖精品

ＣＰＳ１。

图５　海螵蛸多糖ＣＰＳ１的ＨＰＬＣ洗脱曲线

Ｆｉｇ５　ＨＰＬＣｅｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｃｕｔｔｌｅｂｏｎｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＣＰＳ１

　　在整个分离过程中，通过快速溃疡模型的动物
实验［６～８］，对每个分离组分都进行了活性跟踪。这
样可以使分离纯化更具有目的性，节省实验时间和
实验材料。在整个活性跟踪实验中，ＣＰＳ１表现出
了最强的生物学活性，因此我们还将通过光谱与色
谱结合的分析方法对纯品ＣＰＳ１进行结构确定，从
而从结构上阐明其抗溃疡生物学活性的分子作用机

制［９～１１］。

　　本实验为国内外首次从海螵蛸中提取分离得到
海螵蛸粗多糖，并对其中的活性组分进行了进一步
的纯化，得到精品多糖ＣＰＳ１。在提取过程中，对分
离条件进行了优化，同时进行了纯度、含糖量及相对
分子质量的测定，完善了海洋中草药活性多糖分离
纯化的技术平台。
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