
现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 28 卷  第 3 期    2013 年 5 月 • 328 •

普通念珠藻中多糖的分离纯化研究 

郭晓强 1, 2，何  钢 1, 2，姚  倩 1, 2，刘  嵬 2，黎红艳 1，苟小军 2* 
1. 成都大学 生物产业学院，四川 成都  610106 
2. 成都大学 药食同源植物资源开发四川省高校重点实验室，四川 成都  610106 

摘  要：目的  研究普通念珠藻多糖分离纯化方法，并测定其相对分子质量。方法  采用水提醇沉法制备粗多糖，Molish
反应和硫酸苯酚法对其进行定性和定量检测，二乙胺基乙基纤维素离子交换柱色谱法进行分离纯化，高效凝胶渗透色谱法测

定其相对分子质量。结果  普通念珠藻粗多糖的提取率为 8.6%，分离获得一个组成均一的酸性多糖组分 NSP，其重均

相对分子质量为 402 717。结论  NSP 为首次从普通念珠藻中分离得到一个酸性多糖组分。 
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Separation and purification of polysaccharides in Nostoc commune 
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Abstract: Objective  To separate and purify Nostoc commune polysaccharides, and determine their molecular weight. Methods  
Nostoc commune polysaccharides were obtained by water extraction and alcohol precipitation. After the qualitative and quantitative 
tests of these crude products by Molish reaction and phenol sulfuric acid method, diethylaminoethyl cellulose (DEAE) ion exchange 
column chromatography was utilized for their separation and purification. And their molecular weights were determined by high 
performance gel filtration chromatography (HPGFC). Results  The extraction rate of Nostoc commune polysaccharides was 8.6%. 
After the separation and purification, one homogeneous fraction of NSP was obtained, which was identified as acidic polysaccharides 
and its average molecular weight was determined to be 402 717. Conclusion  NSP is separated from N. commune as acidic 
polysaccharides for the first time. 
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普通念珠藻Nostoc commune Vauch.属于藻类中

的单细胞固氮蓝藻类，为念珠藻科的念珠藻属，又

称地木耳、地皮菜、地耳、地踏菜、地软、地衣、地

捡皮。普通念珠藻含有多种人体所需的营养物质[1]，

其中普通念珠藻多糖可以很好地清除超氧阴离子和

羟基自由基[2]。普通念珠藻多糖复合物还具有抗菌

和植物生长调节作用[3-4]。目前国内外对普通念珠藻

的化学成分、生物活性和开发利用等研究处于起步

阶段，有关化学成分的分离纯化、分析鉴定、活性

测定等研究还不够深入[5]。多糖性质与其相对分子

质量有密切关系，并且相对分子质量的测定是研究

多糖性质的一项重要工作，因此本实验对二乙胺基

乙基纤维素离子交换柱色谱法（DEAE）分离纯化

的普通念珠藻多糖采用高效凝胶渗透色谱

（HPGFC）法测定其重均相对分子质量，为普通念

珠藻多糖进行结构鉴定和生物活性研究提供参考。 
1  材料与仪器 
1.1  材料与试剂 

普通念珠藻采自四川省阆中市山区，由成都大

学生物产业学院陈封政教授鉴定为藻类蓝藻纲念珠 
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藻科念珠藻属植物念珠藻Nostoc commune Vauch.的
藻体。 

石油醚（沸程 60～90 ℃）、乙醇、丙酮、乙醚、

浓硫酸、α-萘酚、正丁醇、三氯甲烷、葡萄糖、苯

酚、氯化钠、氢氧化钠、磷酸二氢钾等均为分析纯

（成都市科龙化工试剂厂）。透析袋（Mr 8 000，美

国联合碳化）、DEAE-650C（Tosoh 公司）、Dextran
（葡聚糖）T-10、T-40、T-70、T-500、T-2000（百灵

威科技有限公司）。 
1.2  仪器 

FZ102 型微型植物试样粉碎机（北京中兴伟

业），UV—1800 型紫外光分光光度计（上海美谱达

仪器有限公司），UV—2802PC 型紫外扫描仪（尤尼

柯上海仪器有限公司），FD—1C-55 型真空冷冻干

燥机（北京博医康实验仪器有限公司），CT15RT 型

台式高速冷冻离心机（上海天美科学仪器有限公

司），DEAE 纤维素柱色谱系统（GE 公司），高效液

相色谱仪、PDA—100 二极管阵列检测器（戴安中

国有限公司）。 
2  方法与结果 
2.1  水提醇沉法制备粗多糖[6] 

普通念珠藻干燥后粉碎 100.0 g，加入 0.5 L 石

油醚回流 3 h，滤过得滤饼，真空干燥得 99.1 g。50
倍蒸馏水煮沸 3 h，冷却，离心取上清液。重复提取

3 次，合并上清液，减压浓缩至小体积，向残余物

中加入乙醇至终体积分数为 80%进行醇沉，搅拌过

夜，离心，收集沉淀，依次用无水乙醇、丙酮、乙

醚充分洗涤，真空冷冻干燥，得普通念珠藻粗多糖

8.6 g，粗多糖得率为 8.6 %。 
2.2  Molish 反应定性分析 

采用 Molish 反应对粗多糖进行定性分析。取粗

多糖样品溶液 l mL 加入试管中，滴加 α-萘酚试剂 2
滴，混匀，然后沿试管壁缓慢加入浓硫酸约 2 mL，
样品溶液出现紫色环，表明提取物中含有多糖组分。 
2.3  Sevage 法对粗多糖的纯化 

采用 Sevage 法除去普通念珠藻多糖中的蛋白

类杂质。向多糖水溶液中加入适量的Sevage试剂[三
氯甲烷–正丁醇（4∶1）]，剧烈振荡 30 min，离心

去除沉淀，取上清液，重复上述操作 3 次，念珠藻

多糖溶液在 260、280 nm 处无明显吸收，表明其中

的蛋白类杂质已除尽。Sevage 试剂对多糖溶液处理

前后的紫外扫描图谱见图 1。 
 

 

图 1 普通念珠藻多糖纯化前（A）、后（B）紫外扫描图谱 
Fig. 1  UV spectra of Nostoc commune polysaccharides solution 

before (A) and after (B) purification 

2.4  多糖的硫酸苯酚法测定[7] 
2.4.1  对照品溶液的制备  葡萄糖对照品在 105 
℃条件下干燥至恒质量，精确称取 200.0 mg，蒸馏

水溶解并定容至 100 mL，得 2 mg/mL 溶液。分别

取葡萄糖对照溶液 2.0、2.5、3.0、3.5、4、4.5、5.0 
mL 于 50 mL 量瓶中，并定容至刻度，得 0.08、0.10、
0.12、0.14、0.16、0.18、0.20 mg/ mL 溶液。 
2.4.2  标准曲线的制备  将 50 mL浓硫酸缓缓加入

10 mL 水中，冷却至室温，加入 0.6 g 苯酚晶体搅拌

使其溶解配成显色液。取 1.00 mL 葡萄糖对照溶液

或待测试样溶液于试管中，加入 5.00 mL 显色液，

震荡混匀。置于沸水浴中保温 30 min，取出，放在

冷水浴中，冷却至室温，于 490 nm 处测定其吸光

度值。根据葡萄糖对照品溶液的质量浓度和吸光度

值绘制葡萄糖标准曲线，得线性回归方程 Y=3.091 1 
X－0.009（R2=0.997 5），表明葡萄糖在 0.08～0.20 
mg/mL 时线性关系良好。 
2.4.3  粗多糖的测定  按照以上方法计算出普通念

珠藻粗多糖的质量分数为 66.0%。 
2.5  DEAE-650C 柱色谱法分离 

采用 DEAE-650C 柱色谱对普通念珠藻多糖进

行分离。取 0.20 g 多糖溶解于 10 mL 蒸馏水中，先

以蒸馏水洗脱 60 min，再以 0～3 mol/L 氯化钠溶液

梯度洗脱，体积流量为 1.0 mL/min，同时以每管 2 
mL 分部收集，硫酸苯酚法检测，绘制洗脱曲线，

见图 2。 
在洗脱曲线的 3 个洗脱峰中，峰 1、3 的峰型对

称性较差，未得到有效地分离，应为非均一组分；

峰 2 的对称性较好，可视为均一组分，收集洗脱峰

2 的相关试管溶液，透析处理，减压浓缩，真空冷

冻干燥，得多糖组分 0.025 g，命名为 NSP，该组分

以氯化钠水溶液进行洗脱，可初步判断为酸性多糖，

硫酸苯酚法测定其质量分数为 94.0%。 
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图 2  普通念珠藻多糖 DEAE-650C 洗脱曲线 
Fig. 2  DEAE-650C elution curve of Nostoc commune 

polysaccharides  

2.6  高效凝胶渗透色谱（HPGPC）法测定相对分

子质量[8] 
2.6.1  色谱条件：色谱柱为YMC Pack-Diol 200（300 
mm×8.0 mm，S-5 μm，20 nm）；流动相为蒸馏水；

体积流量 0.8 mL/min，柱温 35 ℃；检测器为示差

折光检测器；进样量 20 μL。 
2.6.2  测定结果  葡萄糖和标准葡聚糖 T-10、T-40、
T-70、T-500、T-2000 分别用流动相溶解配制成 2 
mg/mL 溶液进样，记录洗脱峰的保留时间。相对分

子质量（Mr）与其在色谱柱上的洗脱体积（V）、分

配系数（Kav）符合以下关系： 
Kav=K1－K2lgMr，Kav=（Ve－V0）/(Vt－V0) 

其中 K1、K2 为常数，V0 为色谱柱的空体积，即葡聚糖

T-2000 的流出体积；Vt 为色谱柱的总体积，即葡萄糖的流出

体积；Ve为样品和其他标准品的洗脱体积。以上洗脱体积均

以洗脱峰的保留时间代替。 

结果见表 1，以 Kav对 lgMr 进行线性回归处理，得

回归方程 Y=−3.943 4 X＋6.114 9（R2＝0.998 9），计算

得多糖组分 NSP 的重均相对分子质量为 402 717。 
3  讨论 

水提醇沉是制备水溶性多糖的常用方法，对干

燥的普通念珠藻使用石油醚进行脱脂处理有助于后

续的纯化操作。Sevage 试剂处理 3 次多糖溶液就得

到较好的纯化效果，本实验条件下普通念珠藻粗多

糖的提取率为 8.6%，与文献报道的接近[9]。 

表 1  葡聚糖及普通念珠藻多糖相对分子质量 
Table 1  Relative molecular weight of dextran and Nostoc 

commune polysaccharides  

样  品 t/ min Kav Mr lgMr 

葡萄糖 14.220 1.000 0 198 2.297 

T-10 10.101 0.541 8 10 000 4.000 

T-40 8.611 0.376 0 40 000 4.602 

T-70 8.112 0.320 5 70 000 4.845 

T-500 6.213 0.109 2 500 000 5.699 

T-2000 5.231 0 2 000 000 6.301 

NSP 6.393 0.129 3 402 717 5.605 

 
DEAE-650C 柱色谱分离普通念珠藻多糖得到一个

组成均一的酸性多糖组分 NSP，系首次从普通念珠

藻中分离得到。同时多糖质量分数由 66.0%提高到

94.0%，高效凝胶渗透色谱（HPGPC）法测定其重

均相对分子质量为 402 717。相关化学结构和生物活

性还有待进一步研究。 
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