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用∥一琼胶酶和N M R 光谱法研究

    多管藻多糖的寡糖结构术

高洪峰 纪明侯 曹文达 韩丽君
(中国科学院海洋研究所，青岛  266071)

提要    于1990年3月用口一琼胶酶对多管藻的冷水提取多糖进行酶解，酶解液通过D EA E —

Sephadex A 25和 Bio —G el P6色谱柱分离，分离出2个带电荷的寡糖A —I和A —II。经1H —

N M R 和”C —N M R 光谱法分析，确定结构式分别为 61，22一二一O 一甲基一63一硫酸基一

新琼四糖和61，22一二一O 一甲基一63，65一二硫酸基一新琼六糖，证明它们构成多管藻多

糖分子的单位组分。
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    我国北部沿海盛产的红藻多管藻(Polysiphonia urceolata G rev．)主要为冷水可溶

性，可提取出于藻的21．4％，而热水可溶部分仅为 6．2％。13C —N M R 光谱法证明冷水

可溶多糖主要由6一硫酸基 一琼二糖重复二糖连接而成的琼胶型多糖(纪明侯等，

1996)。本文将此冷水可溶多糖用 口一琼胶酶水解，水解液经过 Sephadex A 25 和

Bio—G el P 6色谱柱进行分离，对分离出的带电荷的寡糖用，H —N M R 和nC —N M R 光

谱法研究并确定了其中硫酸基和甲基的结合位置。

1  实验材料与方法

1．1  多管藻多糖的制备

  用纪明侯等(1996)制备的多管藻(Polysiphonia urceola纪)冷水提取多糖。

1．2 口一琼胶酶的制备

  取大西洋假单胞菌(Pseudom onas atlantica)冻干粉末(加拿大 M cG ill大学 Yaphe 博

士赠)安瓿瓶，启封，以下述配制的培养液转移到培养管中培养三代。取定量移至培养

液中于室温(25 ℃)培养 30h，时而摇动，呈混浊，离心(5000r ／删n)20m in。取上清液

加入硫酸铵晶体至约70％饱和度，生成沉淀，时而搅拌至2h 后离心，倒去上清液。沉

淀中加入少量 O．01m ol ／L Tris溶液使其溶解，离心，将上清液移人透析袋中，对

0．01m ol／L Tris溶液透析，至无 s0 4一。袋内为粗口一琼胶酶液。用 Iz- K I试剂试验，

粗酶液对琼胶液的酶解活性很高。

  培养液的配制(G roleau et a1．，1971；M orris et al。，1983)：将 12．59 N aC l，0．059

K 2H P0 4‘ 3H 20 ，2。59 M gS0 4‘ 7H p ，0。lg CaCl2，0．59 K Cl，1．259干酪素水解粉末，

4 国家自然科学摹金资助项目，3870137号：高洪峰，男，出生于1963年 10月，副研究员。
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0。59琼胶粉末(D ifco)等溶于水中，加入25m l 0．2to ol／L Tris溶液，稀释到 1 L，(称其

为a)。将(a)和O．3％FeSO。· 7H 20 溶液(称为b)同时放于 l埏 ／cm 2蒸气压力中加热灭

菌 15ra in。冷却后于(a)混合溶液中注入 3．3m l(b)溶液。

1．3  多管藻冷水提取多糖的酶解

    取0．89多糖，加 160m l水，加热并摇动使其全溶。冷至40 ℃加入 3m l粗卢一琼胶

酶，于40 ℃温水浴中保温20h，再加入2m l粗酶液。以12-- K I试剂试验呈浅红色，表

示已充分酶解。加热煮沸5m in，通过滤纸压滤后对蒸馏水透析。透析袋内物质加 3倍

量95％乙醇，使其产生沉淀，离心。上清液经蒸发浓缩，简称为“乙醇浓缩液”。

1．4 寡糖的分离

    将“乙醇浓缩液”注入D EA E —Sephadex A 25色谱柱(2．5×20cm )中，室温以lm ol／L

N aCl溶液进行梯度洗脱，以部分收集器分部收集洗脱液，用苯酚一硫酸法(D ubois et

a1．，1956)分析各收集管中的含糖量，得 A —I和 A —II两个糖峰。将 A —I和 A —II的

各管洗脱液分别合并，各通过 Bio—G el P6 色谱柱(4．5×90cm )，以0．1m ol／L N aa 溶

——J—————j—————』—————1—————l—————i—————L———．—L．————L————J—————j————L ——1—————j．————J———．—』—————L—．．——L—————L————．L————．L——- L ——

    5．0 4．5 4．0    3．5

    化学位移(ppm )

    图1 A —I(a)和A —II(b)寡糖的1H —N M R 谱图

    Fig．1 1H —N M R spectra of oligom ers A —I (a) and A —II (b) from  cold water

    extract of Polysiphonia urceolata
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液洗脱，收集含糖量较高的收集管，合并。

集含糖各管，合并，减压浓缩，冻干。

l。5 1H - N M R 和bC —N M R 光谱分析

再分别通过Sephadex G 25色谱柱脱盐，收

    取冻干的样品A —I 和A —II，分别加入Im l D 20 ，溶解后冻干，如此重复4 次。然

后各加入 O．6m l D 20 ，溶解后注入 1H —N M R 管(0。5×18cm 3) 中，密封。 用 JEO L

JN M —G X  400核磁共振仪在399．65M H z磁场下室温测定1H —N M R 谱图。周同仪器于

100．40M H z 磁场下室温测定 A —II寡糖的13C —N M R 谱图。

2 结果与讨论

    将“乙醇浓缩液”以D EA E —Sephadex A 25 和 Bio—G el P6 色谱柱分离，得到带电

荷寡糖A —I和A —II。经脱盐、冻干后分别称量为O．0059和0。029。

2．1 1H —N M R 光谱分析结果

    A —I和A - II两寡糖的‘H '- N M R 谱图如图1。两者相类似。从质子A 4r的化学位

移4。66ppm 和A 4nr的4．47ppm (寡糖各糖单位的表示符号见图4)的强度估算聚合度D P

【Ji et a1．，1990)，得知A —I和A —II两寡糖的聚合度分别为2和3。两寡糖在3．41ppm

和3．52ppm 均有清晰的信号，分别表示L一半乳糖单位C2上和D 一半乳糖单位C6上

有甲基存在”。代表G 6nr的4．18ppm 强信号说明D 一半乳糖单位C6上结合有硫酸
基。

2．2 13C —N M R。光谱分析结果

    A —II寡糖的13C —N M R 光谱图(图2)中，各糖单位的各碳原子的化学位移(ppm )

如表 1所示。A —I寡糖的13C —N M R 谱图与A —II者类似，不予重述。

表l  多管藻冷水可溶多糖的寡糖A —II的”C—NM R 化学位移(ppm)(室温，相对于TM S)

    Tab．1 ”C —NM R chem ical shifts of A —II oligom er from  cold water extract

    of P．urceolata．relative to TM S at room  tem perature

    1) 糖单位的表示符号见图4。

2．3 讨论

  红藻多管藻属所含多糖结构是属于琼胶型。纪明侯等(1996)用13C—N M R 光谱法证
实我国产多管藻用热水提取的多糖主要由6一硫酸基一琼二糖重复单位构成。由图1的

1) Lal[】aye，M．，1986，Agar from Gracilaria spp．，PhD．thesis，McGill University，Canada，P．211
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    图2 多管藻冷水町溶多糖的A —11寡糖的“C—NM R 谱图

Fig．2 ”C—NM R spectrum of A —II oligome, from cold water extract of P．urceolata

3．52ppm 和3．41ppm 两信号的存在，确定该多糖分子中还结合有一定量2一O一甲基和
6一O 一甲基联接在含硫酸基琼二糖重复单位上(图3)，即寡糖中同时结合有甲基和硫

酸基。由Ji等(1990)报道得知，扁江蓠多糖的带电荷寡糖中只结合有硫酸基，而中性
寡糖中结合有甲基。因此，只有通过寡糖研究，才能进一步了解硫酸基和甲基在带电荷
寡糖中的结合状态。由此可知，多管藻多糖的嵌段结构与扁江蓠多糖是不同的。  。

H O

O

O 、

    图3  琼胶糖的重复二糖单位

    Fig．3 Disaccharide repeating units of agaroses

R。，R：=H，琼二糖，(1—3)一声一D一半乳糖基一(1—4)一3,6一内醚一Dc—L- 半乳糖；R，=c坞，R：=H，

  6-0一甲基一琼二糖：R：=CH3，R，=H，2-0一甲基一琼二糖；R，=sOi，6- 硫酸基一琼二糖。

口一琼胶酶对红藻琼胶型多糖的酶解断链是发生在不带有硫酸基的D一半乳糖单位
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的口一糖苷键上。在这个D 一半乳糖还原末端糖单位上不含有硫酸基，但可能结合有

甲基”。寡糖 A —II的，3C —N M R 谱图(图2)和表 1所示各碳原子化学位移67．84，73．24

和 68．74ppm 分别为G 6nr，G 5nr和G 4nr的信号，表明D 一半乳糖单位的C6上有硫酸

基。与从扁江蓠分离出的带电荷寡糖II一4 (证明为含甲基和硫酸基的新琼四糖)的诸碳原

子化学位移(Ji et a1．，1990)相类似。此外，59．30ppm 弱信号表明甲基的存在。出现的

78．82ppm 信号的来源尚不清。

    这样，从图1和图2 的化学位移判断，由多管藻分离出的A —I寡糖(聚合度为 2)

和A —II寡糖(聚合度为3)分别为6，，22一二一O 一甲基一63一硫酸基一新琼四糖和61，

2：一二一O 一甲基一63，65一二硫酸基一新琼六糖(图4a和图4b)。由此可见，多管藻多

糖主要由图4所示的寡糖为其组成单位，构成混合的琼胶糖衍生物。U sov 等(1987)对

内枝多管藻(eolysiphon& m orrowii)多糖用口一琼胶酶水解，对总水解液(但没有分离寡

糖)测定了,3C —N M R 谱图，确定水解液中存在有6，67一二硫酸基一新琼六糖寡糖。

H嘲O OH CH20SO。3珏0 HaCO喻CH20CH3H‘
    A 。，    G ．，    A  r    G 胡    ’

    H一 苫谨缚H3CO耸CH20CHsH
    A。，    点o    A    G un    A    uH

    图4  多管藻冷水可溶多糖酶解寡糖的结构式

    Fig．4 Structure of e11Zym ic hydrolyzed oligom ers of polysaccharides from  the

    cold w ater extract of P ．urceolata

a．聚合度=2的寡糖，61，22一二一O一甲基一63硫酸基一新琼四糖；b．聚合度=3的寡糖，

    61，22一二一O 一甲基一舻，65一二硫酸基一新琼六糖。

3  结语

    用口一琼胶酶对冷水提取多糖进行酶解，将酶解液的乙醇沉淀澄清液前后通过

D EA E —Sephadex A 25和Bio—G el P6色谱柱分离和提纯。分离出2个糖峰，分别制成

寡糖冻干品：A - I和 A - II。

    由两个寡糖的-H —N M R 和-3C —N M R 光谱图显示的化学位移判析，A - I和A —II

寡糖的聚合度分别为2 和3，并确定两者的结构式分别为61，22一二一O 一 甲基一63一硫

酸基一新琼四糖和6，，22一二一O 一甲基一63，65一二硫酸基一新琼六糖。这些单位构

成多管藻中含硫酸基和2种甲基的琼胶糖多糖分子。    ‘

1) Lahaye，M ．，1986，Agar from  Gracilaria spp，，PhD．thesis，M cGill University，Canada，P．292—293
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S T U D IE S O N  T H E  S T R U C T U R E  o F O L 夏G O M E R S F R O M

T H E  P O L Y S A C C H A R ID E  O F p 现 ×孵P刀移-Ⅵ彳 勰 C E说 彳Z×

    (RH ODOPH YTA)US矾G ∥一AGARASE -
    A N D  N M R  S P E C T R O S C O IEIY

G ao H ongfeng，Ji M inghou，Cao W enda，H an Lijun

(Institute of Oceanology，Chinese Academy of Sc／ences，Q新g如。266071)

A bstract  n e p olysaccharide extracted by cold w ater from  P olysip honia urceolata col-

lected Oil M arch 1990，in Q ingdao，w as hydrolyzed using 口一agarase from
P seudom onas atlantica．砀e m ixture aft er hydrolysis w as precipitated by adding 95％

ethan01 solution，then the up per clear solution w as evap orated 胁 护acuo．T 11is ethan01

concentrate of enzym ic hydrolyzate w as chrom atographed on D E A E ——Sep hadex A 25

and then Bio ～G el P 6 colum ns．T w o charged agarooligom ers A - I and A - 11 w ere iSO-

lated from  the eluents．Their degrees of p olym erization w ere estim ated by 1H —N M R

spectra to be 2 and 3，respectively．Tw o oligom ers gave clear resonance signals at

3．41ppm  and 3．52ppm  in 1H —N M R ，which show ed the presence of m ethyl groups on

C2 of L—galactose and C6 of D —galactose，respectively．A strong signal at 4．1 8ppm
indicated that a sm fate group 1inks w ith C 6 of D —galactose．1h e structure of the

oligom ers A 一【and A —Ii w as deduced by the assignm ent of chem ical shift s in 1H —

and i3C —N M R  sp ectra to be 61，22一di —nethyl- m eoagarotetraose一63一sulfate and

61，22一di—m etllyl—neoagarohexaose一63，65一di sulfate，respectively，W hich constitute

the unit com p onent of the p olysaccharide of P olysiphonia urceolata．

Key words    §一agarase Polysiphonia urceolata    Charged agarooligom er
N eoagarotetrao se  N eo agarohexaose


