
海洋科学/ 2008年/第 32卷/第 8期

异枝麒麟菜硫酸多糖的降解及其对尿石矿物草酸钙的抑制作用

王　淼 ,于海燕 ,欧阳健明

(暨南大学 生物矿化与结石病防治研究所 ,广东 广州 510632)

摘要 :采用过氧化氢法降解了相对分子质量约为 141 万 ±8. 3 万的海藻异枝麒麟菜 ( Eucheuma st riatum

Schmitz)硫酸多糖 ( ESPS) ,降解产物平均相对分子质量为 4 819±440。降解后多糖的硫酸基 (OSO2 -
3 )质量

分数稍有下降 ,由 16. 03 %降至 15. 20 %左右。同时 ,用体外模拟方法研究了降解前后 ESPS 对草酸钙

(CaOxa)晶体生长的抑制作用 ,降解后的 ESPS明显优于未降解多糖 ,其诱导生成的一水草酸钙 (COM)晶体尺

寸进一步减小 ,晶体数量减少 ,且棱角更为圆钝。表明低分子质量 ESPS更能抑制 CaOxa晶体的成核和生长。
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　　泌尿系结石 (简称尿石)是一种世界范围的多发

病 ,其患病率呈上升趋势 ,在中国的广东省及港澳地

区 ,泌尿系结石与鼻咽癌一样 ,成为一种严重的地方

高发病 ,其患病率高达 5 %～15 %。目前治疗尿石的

药物主要是柠檬酸盐、镁制剂、正磷酸盐、别嘌呤醇

和噻嗪类利尿剂等 ,但对这些药物的作用机理仍欠

清楚 ,一些药物的疗效也欠佳。因此 ,开发具有自主

知识产权、高效、低毒、廉价的新型防石药物 ,具有极

为重要的科学和现实意义。

海藻硫酸多糖 ( SPS)是存在于海藻中的由多种

单糖组成的硫酸杂多糖 ,主要存在形式为硫酸岩藻

糖 (褐藻糖胶)和硫酸半乳糖 (卡拉胶和琼胶) 。不同

来源的 SPS其结构、单糖组成和硫酸基含量各有差

异[1 ]。SPS的生物活性不仅与链中硫酸基的含量有

关 ,而且与其分子质量密切相关。SPS分子质量越

大 ,分子体积越大 ,越不利于多糖跨越多重细胞膜障

碍进入生物体内发挥生物学活性[2 ]。天然的 SPS由

于分子质量大 (从几十万至几百万) ,其溶解性差 ,导

致其应用受到很大的限制。

将大分子质量的 SPS降解后 ,一般能显著提高

其活性 ,如低分子质量的螺旋藻多糖的硫酸酯化物

比高分子质量的具有更良好的体外抗肿瘤活性[2 ]。

又如 ,普通肝素经化学解聚或酶催化降解后 ,得到的

低分子质量肝素 (L MW H)及肝素寡糖 ,由于其相对

分子质量减小至 (2～8) ×103 ,因而表现出较降解前

好的生物药效 ,并且减少了毒作用[3 ]。与普通肝素

比较 ,L MW H作用时间长 ,生物利用度高 ,超低分子

质量肝素被认为能够抑制冠状和外周动脉硬化的形

成[4 ]。因此 ,制备低分子质量的多糖及其硫酸酯化

物 ,成为新药筛选的一个重要方向。但关于低分子

质量海藻异枝麒麟菜 ( Eucheum a st ri at um Schmitz)

硫酸多糖 ( ESPS)的研究还未有报道。本研究采用

过氧化氢法来降解海藻异枝麒麟菜多糖 ,并在水溶

液中比较了降解前后两种不同分子质量多糖对尿石

矿物草酸钙晶体生长的影响 ,期望为新型防石药物

开发提供启示。

1　实验部分

1 . 1　试剂和仪器

草酸钠、二水氯化钙和氯化钠均为分析纯 ;实验

用水为二次蒸馏水 ;异枝麒麟菜产于印尼 ,由暨南大

学化学系岑颖洲教授提供 ,用水提法提取[5 ]。

XL230型环境扫描电子显微镜 ( ESEM) ( Philip s

公司) ,测量电压 15 kV ;乌式黏度计 (毛细管内径为

0. 5 mm) ;恒温水浴锅。

1 . 2　多糖的降解
准确称取 1. 2 g异枝麒麟菜多糖 ,溶解于 70 ℃
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的 60 mL 蒸馏水中 ,待温度升至 90℃后 ,迅速加入

15 mL 30 %的过氧化氢。降解 2 h 后 ,用 2 mol/ L

NaO H溶液调节多糖溶液 p H至 7. 0 ,在 60℃条件下

减压浓缩 ,旋转蒸发至原体积的 1/ 3 左右 ,加入 3 倍

体积的无水乙醇沉淀多糖 ,放置过夜后抽滤 ,真空干

燥得到降解多糖 0. 40 g左右 ,产率 33 %。

1 . 3　多糖平均相对分子质量的测定[6 ]

精确配制降解前后两种多糖样品溶液 ,其质量

浓度分别为 0. 1 g/ L 和 33 g/ L ,移入 10 mL 原溶液

于乌氏黏度计中 ,用秒表准确测定 30℃时不同浓度

的多糖溶液流经毛细管的下落时间 t ,纯水的为 t0 ,

重复测定 3 次 ,取平均值。其中ηr (相对黏度) =

t/ t0 ,ηsp (增比黏度) =ηr - 1。采用外推法 ,以ηsp / c

和 lnηr / c为纵坐标 ,多糖浓度 c为横坐标作图 ,得两

条直线 ,分别外推到 c = 0 处 ,其截距即为特性黏度

η。然后按下列方程式求出平均相对分子质量Mr :特

性黏度η= 1. 92×10 - 4 Mr1. 23。

1 . 4　硫酸基质量分数的测定

采用 BaCl22明胶比浊法[7 ]测定硫酸基的质量

分数。

多糖溶液的处理 :分别称取未降解和降解多糖

75. 3 mg ,置于 50 mL 容量瓶中 ,加入 1 mol/ L HCl

溶液 10 mL 于 100℃水浴中 ,水解 4 h ,冷却后 ,加盐

酸溶液补至刻度线 ,用滤纸过滤 ,除去少量不溶物

质 ,得质量浓度约 1. 51 g/ L 的多糖样品溶液。

紫外光谱的测定 :取标准品 K2 SO4 (SO2 -
4 质量浓

度为 0. 60 g/ L)和多糖样品溶液各 0. 20 mL ,加三氯

乙酸 3. 8 mL 和氯化钡溶液 1. 0 mL ,混匀 ,进行紫外

光谱测定 ,多糖和 K2 SO4均在 360 nm 处显最大吸

收峰。

标准曲线制作 :准确称取 105℃干燥至衡重的

K2 SO4固体 108. 75 mg ,以 1. 0 mol/ L 的 HCl 溶解 ,

定容至 100 mL 容量瓶中 ,摇匀 ,即得硫酸基标准贮

备液 (0. 60 mg/ mL ) 。分别准确吸取标准 K2 SO4溶

液 0、0. 06、0. 08、0. 1、0. 12、0. 14、0. 16、0. 18 mL ,各

以 HCl 溶液补至 0. 20 mL ,加入三氯乙酸 3. 8 mL

及氯化钡溶液 1. 0 mL ,摇匀 ,室温静置 15 min ,于

360 nm测得吸收度 A 1 ,以 1. 0 mL 的明胶溶液代替

氯化钡溶液依法操作 ,测得吸收度 A2。以硫酸基质量

为横坐标 ,纵坐标为吸收度 ( A1 - A2 )值 ,每点做 3个

平行样品 ,取平均值 ,作得标准曲线。然后吸取降解前

后多糖样品液 0. 20 mL ,同时测定吸收度 A1和 A2值 ,

测定 3次。根据标准曲线计算硫酸基质量分数 ( w)。

1 . 5　草酸钙晶体的生长

草酸钙晶体的生长参照文献 [ 8 , 9 ]进行。在

50 mL容量瓶中 ,加入 1. 5 mL 10 mmol/ L CaCl2 ,

1 mL 0. 50 mol/ L NaCl ,一定量的未降解和降解

ESPS ,然后加二次水至 46 mL 左右 ,加入 1. 5 mL

10 mmol/ L Na2 Oxa ,最后用二次水稀释至刻度 ,摇

匀后用 0. 22μm微孔滤膜过滤 ,得到的溶液中

c(Ca2 + ) = c(Oxa2 - ) = 0. 30 mmol/ L , c ( NaCl ) =

10 mmol/ L。实验中 ESPS质量浓度为 0. 010 g/ L。

将上述CaOxa亚稳溶液倒入 50 mL 烧杯中进行结

晶 ,预先在烧杯底部放入处理好的基片。为防止由

于溶剂水的挥发而造成体系过饱和驱动晶体形成 ,

晶体生长在密闭环境中进行。晶体生长 3 d后 ,取出

基片 ,置于干燥器中干燥 ,然后对基片上 CaOxa晶体

进行 XRD测试和 SEM观察。

2　结果与讨论

2 . 1　降解前后多糖的平均分子质量

采用黏度法测定了降解前后异枝麒麟菜多糖的

平均分子质量 ,利用外推法作图得图 1。从图 1a 外

推至 c = 0时得未降解多糖的特性黏度η= 7 050 ±

510 ,带入公式 :7 050±510 = 1. 92×10 - 4 ×Mr1. 23 ,得

未降解多糖的平均相对分子质量Mr = 141 万 ±8. 3

万 ;从图 1b外推至 c = 0时得降解多糖的特性黏度η=

6. 51±0. 73 ,带入公式 :6. 51 ±0. 73 = 1. 92 ×10 - 4 ×

Mr1. 23 ,得降解多糖的平均相对分子质量Mr = 4 819

±440。即采用过氧化氢降解后 ,异枝麒麟菜多糖平

均相对分子质量由降解前的 141 万±8. 3万显著下

降到降解后的 4 819±440左右。降解前多糖的相对

黏度 (η)为 7 500 ,降解后下降至η= 6. 6左右。未降

解多糖在 50℃条件下形成的溶液在冷却后形成凝胶

状 ,而相同条件下降解后的多糖溶液冷却后仍然成

稀溶液。多糖的溶解度亦由降解前的5 g/ L 增加至

降解后 300 g/ L ,表明降解后多糖的水溶性显著增

大。
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图 1　利用外推法计算未降解多糖 (a)和降解多糖 (b)的特性黏度η

Fig. 1　Int rinsic viscosity of ESPS before (a) and after (b) degradation calculated by an extrapolation method

　　　　ηr为相对黏度 ,ηr = t/ t0 ;ηsp为增比黏度 ,ηsp =ηr - 1

　　 　 　 　ηrwas relative viscosity ,ηr = t/ t0 ;ηsp was specific viscosity ,ηsp =ηr - 1

2 . 2　硫酸基质量分数
采用BaCl22明胶法测定了降解前后多糖中硫酸基
的质量分数 ( w) ,标准工作曲线如图 2所示 ,其回归方
程为 :Y = - 0. 003 14 + 2. 797 62 X ,n = 7 ,R = 0. 996 91。

图 2　采用 BaCl22明胶法测定多糖中硫酸基质量分数的
标准工作曲线

Fig. 2　The standard curve of mass f raction ( w) of sul2
fate group in ESPS determined by BaCl22gelatin

method

根据标准工作曲线 ,分别测得降解前后多糖中
硫酸基质量分数的 3 次数据如表 1 所示。可见 ,降
解后多糖中硫酸基质量分数稍有下降 ,这是因为在
酸性和高温条件下 ,会引起多糖脱去部分硫酸基[10 ] ,

由于过氧化氢本身微酸性 ,加上本实验降解温度为
90℃高温 ,因此 ,引起了硫酸基质量分数的下降。
表 1　降解前后 ESPS硫酸基的质量分数( %)

Tab. 1　The mass fraction ( w ) of sulfate group of ESPS before

and after degradation ( %)

组　别 降解前 降解后
1 16. 24 15. 30
2 15. 97 14. 92

3 15. 88 15. 37

平均值 16. 03 15. 20

2 . 3　降解前后硫酸多糖对草酸钙晶体生长

的抑制作用

图 3为添加质量浓度为 0. 010 g/ L 的降解前后

ESPS及空白实验中形成的 CaOxa 晶体的 SEM 形

貌图。在没有添加 ESPS的空白实验中 (图 3a) ,形

成的 CaOxa为棱角尖锐的三维的拉长六边形、叉生

型和聚集体晶体 ,XRD 表明这些晶体均为一水草酸

钙 (COM)晶体 ,其主衍射峰晶面间距 d值为 0. 593 ,

0. 365和 0. 298 nm ,分别归属于 COM晶体的 (101) ,

(020)和 (202)晶面。加入质量浓度为 0. 010 g/ L 的

未降解多糖后 (图 3b) ,生成的 COM 晶体逐渐拉长

并且变薄。而添加 0. 010 g/ L 的降解多糖后 (图

3c) ,COM 晶体数量显著减少 ,尺寸亦变小 ,且棱角

更为圆钝。这可能是由于 : ( 1 ) ESPS 是聚阴离

子[8 ,11 ] ,其硫酸基质量分数高达 15. 2 %～ 16 % ,

ESPS可结合到 CaOxa 晶体的含钙位点 ,特别是富

Ca2 +离子的 COM 的 (101)晶面[12 ,13 ] ; ESPS粘附在

晶体表面后 ,阻止游离晶粒的渗入 ,从而抑制晶体的

生长。(2) 降解后的 ESPS由于分子链大大缩短 ,更

易与 Ca2 +发生络合 ,这致使溶液中可溶性 Ca2 +离子

浓度显著增加。如用原子吸收光谱法测量加入

0. 010 g/ L的 ESPS和 0. 010 g/ L 的降解 ESPS后 ,

上层清液中可溶性 Ca2 + 离子的浓度分别为

51. 1μmol/ L和 87. 6μmol/ L ,草酸钙的相对过饱和

度分别为 1. 29和3. 79 ,而空白对照实验中上层清液

中的钙离子浓度为 45. 0μmol/ L , CaOxa 的相对过

饱和度为 1. 02。这说明 ,随着 ESPS浓度增加 ,体系

中草酸钙的相对过饱和度增加 ,可溶性 Ca2 +离子的
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浓度增大。可溶性 Ca2 +离子浓度增加后 ,可抑制草

酸钙晶体的成核和生长 ,从而可阻止草酸钙结石的

形成。(3) 降解多糖与 Ca2 +之间存在更强的溶解 -

络合平衡 ,使得 COM晶体棱角变得圆钝。

图 3　降解前后海藻异枝麒麟菜多糖 ESPS对 CaOxa晶体生长影响的 SEM

Fig. 3　SEM images of CaOxa crystals grown in the presence of algal Eucheuma st riatum polysaccharide before and after

degradation

　　　　a. 空白 ; b. 降解前质量浓度 0. 010 g/ L ; c. 降解后质量浓度 0. 010 g/ L

　　　　　a. blank ; b. 0. 010 g/ L before degradation ; c. 0. 010 g/ L after degradation

3　结论

利用过氧化氢降解了异枝麒麟菜多糖 ( ESPS) ,

降解前多糖相对分子质量为 141万±8. 3万 ,而降解

后显著下降到 4 819 ±440 ;多糖中硫酸基质量分数

亦由16. 03 %稍微下降到 15. 20 %。采用过氧化氢法

降解海藻多糖 ,硫酸基质量分数损失小 ,成本适中 ,

且由于较少引入杂质离子 ,产物的后处理简单。降

解后 ESPS对尿石矿物草酸钙晶体生长的抑制效果

显著增强 ,其诱导生成的晶体尺寸更小 ,数量更少。

因此在保持活性基团 (如硫酸基)质量分数基本不变

的情况下 ,分子质量大小在草酸钙晶体生长过程中

发挥了更大的作用。采用低分子质量海藻多糖抑制

草酸钙结石的研究仍在进行中。
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Abstract : Based on t he result s of t he field investigation and research on t he modern Yellow River Delta

done by t he former , t he correlativity between t he depo sitional system of Quaternary , tectonics and land sur2
face subsidence in t he modern Yellow River delta is st udied. The result s showed that t he land surface sub2
sidence in t he modern Yellow River Delta is related to t he neotectonism movement and t he dist ribution of

sedimentary facies of Quaternary ,as well as t he ant hropic activity. The dist ribution of t he subsidence extent

has a good relationship with the dist ribution of the main fault belt ; t he dist ribution of soft clay almost con2
t rols t he main subsidence borderline.
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Abstract :Algal Eucheum a st ri at um sulfated polysaccharide was degraded by hydrogen peroxide ( H2 O2 )

f rom average molecular weight of 1 410 000±83 000 to 4 819±440 or so . The mass f raction ( w) of sulfate

group (OSO2 -
3 ) decreased f rom 16. 03 % to 15. 20 %. The effect s of ESPS before and after degradation on

crystal growth of calcium oxalate (CaOxa) were investigated in vit ro . The size and number of CaOxa crys2
tals induced by degraded ESPS were much smaller t han t hose of the undegraded polysaccharide , and the ed2
ges and angles of t he former were much rounder and blunter . That is , t he ESPS wit h a low molecular

weight could more inhibit t he nucleation and growt h of CaOxa crystals.
(本文编辑 :康亦兼)
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