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摘要    仿刺参(Apostichopus japonicus)因其高营养价值并富含多种生物活性成分, 具有重要的经

济价值。为了充分利用仿刺参加工下脚料, 提高养殖经济效益, 本文采用复合蛋白酶解法提取仿刺参

消化道多糖, 研究了酶解温度、时间、pH 及加酶量对仿刺参消化道多糖得率的影响, 并通过正交实

验对仿刺参消化道多糖提取工艺进行优化, 利用 DEAE-sepharose Fast Flow层析柱对多糖进行纯化, 

通过傅里叶红外光谱(FT-IR)、气相色谱(GC)及核磁共振(13C, 1H谱)对多糖的结构及组成进行分析。

结果表明, 复合蛋白酶在 pH 7, 加酶量 1.2104 U/g, 温度 60℃酶解 6h; 利用 Sevage法脱蛋白提取得

到的仿刺参消化道多糖纯度均一, 效果最佳。通过 FT-IR结果判断其为糖类化合物, 含有 β型葡萄毗

喃糖苷键; 利用气相色谱确定该多糖主要由鼠李糖、岩藻糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖

六种单糖组成, 其摩尔比为 1︰32.86︰14.56︰1.66︰0.78︰10.43, 其中岩藻糖的含量最高; 核磁共

振综合分析结果进一步证实仿刺参消化道多糖含有 β型毗喃已糖, 且主要是以 l, 4-糖苷键相连接。 
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仿刺参(Apostichopus japonicus)属于棘皮动物门

(Echinodermata)、海参纲(Holothroidea), 作为一种传

统的保健食品其食用历史悠久 , 已成为国内外常见

的、具有较高经济价值的海产品(李妍妍等, 2015)。

由于仿刺参营养高并富含多种生物活性成分 , 具有

重要的经济价值 , 已成为我国沿海渔业经济的支柱

产业。作为高附加值水产养殖物种, 目前已由传统的

小规模养殖逐渐转变为区域性和国际化的产业格局。

现代药理研究表明: 仿刺参(Apostichopus japonicus)

体壁结缔组织、体腔及内脏均含有生物活性物质如粘

多糖, 具有丰富的药理活性, 包括抗凝血、抗血栓、

抗肿瘤、免疫调节等作用(蒋鑫, 2012; Pangestuti et al, 

2018)。仿刺参多糖主要存在于体壁, 也有部分存在于

废弃内脏及性腺中(陈涛等, 2010; 张红玲等, 2017)。

多糖的功能一是作用于相类似的对应分子 , 作为非

特异治疗剂调节各种生理功能或干预病理过程 ; 二

是进入机体 , 作为信息分子发挥补充调节或抑制作

用。随着糖功能基因的发现, 其特异性治疗将不断涌

现(Wang et al, 2016)。研究表明, 仿刺参体壁多糖主

要分两种 : 一种为仿刺参糖胺聚糖 (holothuria 

glycosaminoglycan, HG)或粘多糖, 由 D-葡萄糖醛酸、

D-N-乙酰氨基半乳糖和 L-岩藻糖组成的分支杂多糖, 

相对分子量为 4—5万 Da; 另一种为仿刺参岩藻多糖

(holothurian fucan, HF), 是由 L-岩藻糖构成的直链匀

多糖, 相对分子质量在 8—10 万 Da (Albano et al, 

1986; 闫冰等, 2004)。两者组成的糖基虽然不同, 但

它们的糖链上都有部分基团发生了硫酸酯化 , 硫酸

酯基质量分数均在 30%左右, 为仿刺参所特有(张健
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等, 2018)。仿刺参体壁多糖前人已有研究成果, 但针

对仿刺参消化道多糖的提取工艺却鲜有报道。本文采

用酶解法提取仿刺参消化道多糖 , 优化了仿刺参多

糖的提取工艺, 利用 DEAE-Sepharose Fast Flow对仿

刺参消化道多糖进行分离纯化 , 同时测定其理化性

质, 通过 FT-IR、GC、NMR 对其初级结构进行了探

索, 为仿刺参的综合加工、提高仿刺参人工养殖的经

济效益提供基础性资料 , 更好地推动海参水产养殖

业和渔业的发展。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

复合蛋白酶(3105U/g)购自广西南宁庞博酶制剂

有限公司, DEAE-Sepharose Fast Flow (Amersham公

司)和标准单糖购于Sigma公司。 

1.2  方法 

1.2.1  多糖的制备     取仿刺参消化道20g, 匀浆 , 

加入复合蛋白酶至(1104U/g), 选取酶解温度、酶解

时间、加酶量、pH值作单因素试验, 以多糖得率为判

断指标。根据单因素实验的结果设计L9(3
4)正交试验, 

通过统计分析最终确定消化道多糖的最佳提取工艺。

采用蒽酮-硫酸法检测多糖含量, 三氯乙酸沉淀法和

Sevage法脱蛋白(刘文等, 2013; 李雪珍等, 2017), 考

马斯亮蓝法测定蛋白含量, 活性碳脱色法、双氧水脱

色法和大孔吸附树脂法脱色(于晓红等, 2017), 利用

DEAE-sepharose Fast Flow层析柱纯化 , pH为7.5的

PBS为洗脱液, 流速为lmL/min。 

1.2.2  多糖的理化性质     采用葡聚糖凝胶

Sephadex G-200柱层析(φ2.0×40cm)检测多糖纯度 , 

以蒸馏水为洗脱液 , 洗脱体积 150mL, 流速为

0.3mL/min, 3mL管, 蒽酮-硫酸法检测。将多糖样品配

成 0.5mg/mL的溶液 , 紫外—分光光度计在 190—

400nm范围内进行扫描。通过样品是否在260nm和

280nm出现吸收峰判断其是否含有其他核酸和蛋白

质等杂质。糖醛酸采用咔唑显色、硫酸基采用氯化钡-

明胶比浊法(Dodgonson, 1961)测定。 

1.2.3  多糖的结构解析    取分离后的消化道多糖

20mg, 加入2mol/L的三氟乙酸(TFA)20mL, 在105ºC

下封口水解12h。水解完毕后冷却, 于40ºC减压浓缩

至干, 加甲醇重复4-5次蒸干, 以除尽TFA。将水解后

的多糖样品中按标注单糖衍生化方法进行即可。 

气相色谱分析 : 色谱柱类型为DB-1701(30m× 

0.25mm×0.25μm), 载气类型为N2, 进样口温度250ºC, 

升温程序: 170ºC, 2min, 170—250ºC, 10ºC/min, 250ºC

保持20min, 色谱柱温250ºC, FID检测器, 300ºC分流

比1︰20。 

红外光谱分析: 取干燥的多糖样品 3.0mg与干燥

的 KBr在玛瑙研钵中研磨均匀后压片, 使用 FT-IR在

4000—400cm–1, 范围内进行扫描。 

核磁共振测定: 称取多糖样品 30mg于核磁管中, 

用 D2O 溶解配制成质量分数为 4.0%的多糖溶液, 在

Bruker-AVANCE 400核磁共振仪进行核磁共振分析。 

2  结果与分析 

2.1  仿刺参消化道多糖的提取条件 

2.1.1  单因素酶解条件    不同酶解时间、酶解温度

条件下仿刺参消化道多糖得率如图 1所示。当水解时

间从开始到 4h, 多糖含量随时间延长显著增加, 4h后

随着时间的延长, 多糖提取量增加明显变缓(图 1a)。

在较低的温度(<55ºC)时 , 随着温度的升高 , 酶促反

应速度随温度上升而加快, 大于 55ºC 以上时, 随着

温度升高酶开始变性 , 温度的升高能加速酶的变性

而使酶失活 , 酶活性有减弱的趋势 , 多糖得率下降

(图 1b)。 

 

图 1  提取时间和温度对多糖得率的影响 
Fig.1  Effect of hydrolysis time and temperature on the extraction rate of polysaccharides  
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酶加入量、pH 条件下仿刺参消化道多糖得率如

图 2所示。多糖得率随酶加入量的增大而变大, 当酶

加入量大于 1.2×104U/g时, 提取多糖含量随酶量增加

趋势变小, 说明多糖在此附近基本提取完全(图 2a)。

复合蛋白酶含有中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、胰蛋白酶

等酶类 , 各类酶的最适合 pH 不同 , 由图 2b 可知

pH=6.5 时各酶类的降解蛋白功能最好, 多糖得以最

大程度释放。因此, 复合蛋白酶最适 pH为 6.5。 

 

图 2  加酶量和 pH对多糖得率的影响 
Fig.2  Effect of enzyme amount and pH on the extraction rate of polysaccharides 

 
2.1.2  正交实验    采用L9(3

4)正交试验进行水平试验, 

实验因素表如表1所示。正交试验的实验结果显示酶解温

度和酶解时间的影响显著, 而酶浓度和pH值影响不大。

从正交实验表及结果表中(表2, 表3)选择平均数大的水

平A3、B2、C1、D3组合成最优水平组合A3B2C1D3, 即在

pH=7, 加酶量1.0104U/g, 60ºC下酶解4h。 

2.2  仿刺参消化道多糖的纯化 

2.2.1  脱蛋白    分别采用Sevage法和三氯乙酸法

脱除仿刺参消化道多糖提取液中的蛋白。结果显示: 

Sevage法的蛋白去除率为81.25%, 多糖的损失率 

20.36%。三氯乙酸法的蛋白去除率为78.83%, 多糖的

损失率30.21%。 

表 1  多糖提取正交试验因素水平 
Tab.1  Factors and levels of polysaccharides extraction 

orthogonal test  

因素 
水平 A 

酶解温度(ºC)
B 

酶解时间(h) 
C 

加酶量(U/g)
D 

pH 

1 50 2 10000 6.0 

2 55 4 12000 6.5 

3 60 6 14000 7.0 
 

表 2  多糖提取正交实验设计及结果表 
Tab.2  The results of polysaccharides extraction orthogonal test 

序号 酶解温度 酶解时间 加酶量 酶解 pH 多糖得率(mg/g) 

1 1 1 1 1 4.78 

2 1 2 2 2 6.12 

3 1 3 3 3 6.43 

4 2 1 2 3 6.61 

5 2 2 3 1 7.28 

6 2 3 1 2 7.29 

7 3 1 3 2 6.51 

8 3 2 1 3 7.98 

9 3 3 2 1 7.79 

均值 1 5.777 5.967 6.683 6.617 

均值 2 7.060 7.127 6.840 6.640 

均值 3 7.427 7.170 6.740 7.007 

极差 1.650 1.203 0.157 0.390 
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表 3  多糖提取方差分析表 
Tab.3  The table of polysaccharides extraction variance analysis 

因素 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 

酶解温度* 4.504 2 118.526 19.00 

酶解时间* 2.795 2 73.553 19.00 

加酶量 0.038 2 1.000 19.00 

酶解 pH 0.287 2 7.553 19.00 

误差 0.04 2   

注: *表示正交因素对多糖提取的影响显著 

 

2.2.2  脱色    通过透光度的变化研究了利用双氧

水、活性碳和D-101型大孔树脂三种脱色。结果显示: 

双氧水对仿刺参消化道多糖脱色效果明显优于另外

两种, D-101大孔树脂脱色后透明度为0.577, 活性炭

脱色透明度为0.481, H2O2脱色透明度为0.339。 

2.2.3  纯化    粗多糖经DEAE-sepharose Fast Flow

柱分离收集洗脱液, 洗脱液经过蒽酮-硫酸法测定多

糖含量绘制洗脱峰(如图3), 仿刺参消化道多糖洗脱

出两个峰SJAP-Ⅰ和SJAP-Ⅱ。同时发现第二个洗脱峰

明显大于第一个峰 , 说明仿刺参消化道多糖主要为

第二组分SJAP-Ⅱ。 

 

图 3  DEAE-sepharose Fast Flow柱分离多糖洗脱峰 
Fig.3  The elution curve of polysaccharide by DEAE-sepharose 

Fast Flow 
 

2.3  多糖的理化性质 

2.3.1  纯度鉴定    凝胶层析: 采用Sephadex G-200

柱层析纯化后的SJAP-Ⅱ (如图4), 得到一对称单一

峰。表明其为单一组分, 冻干待用。紫外光谱分析发

现SJAP-Ⅱ在260nm和280nm未出现吸收峰 , 说明了

其不含有核酸和蛋白质等杂质成分。 

2.3.2  糖醛酸和硫酸基含量    采用咔唑法测得糖

醛酸浓度-吸光度标准曲线, 回归方程为 y = 0.003x + 

0.0161, R2 = 0.9882, 通过计算, 仿刺参消化道多糖中

葡萄糖醛酸的含量为 11.8%。氯化钡-明胶比浊法测多

糖中硫酸基含量 , 得线性回归方程 y = 0.2981x– 

0.0298, R2 = 0.9916, 计算得仿刺参消化道多糖硫酸

基含量为 20.6%。 

 

图 4  Sephadex G-200柱多糖洗脱峰 
Fig.4  The elution curve of polysaccharide by Sephadex G-200 

 
2.3.3  多糖的 红外 光谱 图     多 糖 SJAP在

3403.85cm–1附近处的吸收波数为O-H伸缩振动 , 

2932.95cm–1为C-H伸缩振动, 说明此氢键为分子内缔

合氢键, 此两处的峰为糖的特征吸收峰, 由此可以判

断为多糖类物质。3700—3100cm–1为O-H和N-H的伸

缩振动, 1070—1010cm–1为O-H变角振动; 2923cm–1、

2851cm–1为-CH2-的C-H伸缩振动; 1660—1550cm–1为

二级氨基N-H变角振动和羧基C=O非对称伸缩振动, 

1402cm–1为羧基C=O对称伸缩振动。1251cm–1为S=O

伸缩振动; 1000—1200cm–1间比较大的吸收峰是由两

种C－O伸缩振动所引起的, 其中一种是属于C－O－

H的, 另一种是糖环的C－O－C(图5)。 

2.4  多糖的单糖组成 

GC分析表明SJAP-Ⅱ是杂多糖, 它由鼠李糖、岩

藻糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖六种单

糖组成, 其摩尔比为 1︰32.86︰14.56︰1.66︰0.78︰

10.43 (图6)。 



890 海   洋   与   湖   沼 50卷 

 

 

图 5  多糖红外光谱图 
Fig.5  FT-IR spectrum of polysaccharide 

 

图 6  SJAP-Ⅱ多糖气相色谱图 

Fig.6  The gas chromatogram spectrum of SJAP-Ⅱ 

注: 1. 鼠李糖, 2. 岩藻糖, 3. 阿拉伯糖, 4. 甘露糖, 5. 半乳糖, 10. 葡萄糖 

 
2.5  多糖的结构 

从图7中1H-NMR核磁共振图可知 , 仿刺参消化

道多糖样品具有糖类的特征信号 , 即化学位移在

4.072、4.189、4.798ppm有较强的信号出现。化学位

移4.798ppm小于4.95ppm, 表明为β型毗喃已糖的C1

质子。 
13C-NMR谱有较大的化学位移范围 , 自旋-自旋

耦合的相对简单, 分辨率好, 与溶剂峰重叠很少。如

图8多糖13C-NMR核磁共振图可知, 105.12、104.34、

103.96、103.87ppm为异头碳的化学位移, 表明至少可

能存在四个单糖。同时该信号表示为β型葡萄糖毗喃

糖苷的端基碳信号 , 与 1H-NMR谱分析结果一致。

59.63ppm、62.7lppm为未发生取代的C6的化学位移 , 

非端基碳(C2, C3, C4及C5)信号在70.54—76.28ppm之

间, 取代质子信号78.91ppm的峰表示样品为l,4-糖苷

键连接。 

3  讨论 

多糖提取的关键问题是不仅要降解蛋白聚糖整

体分子中的核心蛋白链 , 更重要的是同时要破坏多 
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图 7  多糖核磁共振 1H谱 
Fig.7  The 1H-NMR spectrum of polysaccharide 

 

图 8  多糖核磁共振 13C谱 
Fig.8  The 13C-NMR spectrum of polysaccharide 

 
糖链与蛋白质的共价结合, 从而释放出多糖链。提取

多糖的常用方法有热水浸提法、稀酸浸提法、稀碱浸

提法、酶解法和超声法等(李妍妍等, 2015; 丁卫军等, 

2016; Kumar et al, 2016; Ben Romdhane et al, 2017)。

热水浸提法提取效率不高 ; 稀酸浸提法 , 要求时间

短、温度低, 条件控制不好易使多糖发生降解; 稀碱

提取, 虽然可以提高多糖得率, 但对多糖的生物活性

有很大影响。本实验选用酶法提取仿刺参消化道中的

多糖, 该多糖属于动物性多糖, 选用对肽键断裂作用

专一性低的蛋白酶, 复合蛋白酶作为水解酶。复合蛋

白酶酶解时, pH接近中性, 与胃蛋白酶或胰蛋白酶相

比, 酶解条件相对温和, 避免多糖在酶解过程中发生

降解作用, 充分保持多糖的生物活性。在确定单因素

酶解温度、水解时间、酶浓度实验基础上, 通过正交

实验对提取工艺进行优化 , 确定了仿刺参消化道多

糖的最佳提取工艺。 

多糖结构复杂, 组成单糖的种类较多, 又因为单

糖的连接顺序、连接位置以及糖苷键构型的不同使其

结构鉴定困难, 只有充分结合多种分析方法, 才有可

能判断出多糖的一级结构(Ustyuzhanina et al, 2017; 
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刘贺等, 2018)。Kariya等(2004)研究日本刺参的单糖

组成时发现, 该多糖的主要单糖构成为岩藻糖, 主链

为类硫酸软骨素结构, 葡萄糖醛酸(GlcUA)、氨基半

乳糖(GalN)和岩藻糖(Fuc)的摩尔比为 1︰1︰2。樊绘

曾(1983)对玉足刺参酸性粘多糖(SVⅠ)和刺参粘多糖

(SJAMP)的组成进行研究 , 发现二者均由 GlcUA、

GalN 和 Fuc 组成, 其分子比值分别为 1︰1.21︰1.29

和 1︰1.11︰1.20, 说明仿刺参多糖中 Fuc 含量最高, 

Fuc含量在很大程度上决定其抗凝血和抗血栓活性。

仿刺参消化道多糖由鼠李糖、岩藻糖、阿拉伯糖、甘

露糖、葡萄糖和半乳糖六种单糖组成, 其摩尔比为 1︰

29.86︰14.56︰1.66︰0.78︰10.43, 其中岩藻糖的含

量最高。测得多糖糖醛酸和硫酸基的含量分别为

11.8%和 20.6%, 其中硫酸基含量较高, 这为海参多

糖所特有 , 而海参消化道多糖也同样具有较高的功

能活性。在核磁分析中, 由于不同糖残基中非异头质

子的亚甲基和次甲基的化学位移非常接近 , 使得
1H-NMR 谱图中的大多数质子共振峰集中在 3.0—

4.5ppm, 1H-NMR谱峰严重重叠。非端基碳 C2—C6上

质子的信号堆集在 3.0—4.8ppm 范围内, 难以解析。

异头碳 C1上质子的信号分布在 4.8—5.5ppm, 解析相

对容易。一般情况下, α型吡喃糖 1H质子化学位移大

于 4.95ppm, C1化学位移 97—101ppm, β型吡喃糖 1H

质子化学位移小于 4.95ppm, C1 化学位移 103—

105ppm, 借此可以判断糖环的构型(Holmbeck et al, 

1994; Whittaker et al, 1994; Zhang et al, 2017), 同时

根据信号的线宽和积分可用来确定糖单元的种类及

其相对含量。综合分析 1H-NMR 和 13C-NMR 谱图结

果, 证实仿刺参消化道多糖含有β型毗喃已糖, 且主

要是以 l,4-糖苷键连接。 

4  结论 

在 pH 7, 加酶量 1.2×104U/g, 酶解温度 60ºC, 酶

解时间 6h 的条件下, 采用 Sevage法脱蛋白, H2O2法

脱色, 可获得高产量的仿刺参消化道多糖。该多糖由

6 种单糖组成 , 其中岩藻糖含量最高 , 硫酸基含量

20.6%, 含有 β型毗喃已糖, 主要以 l,4-糖苷键连接。

仿刺参消化道多糖具有多种重要的生理功能 , 是具

有深入利用前景的优质海洋资源。 
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PREPARATION AND STRUCTURE ANALYSIS OF APOSTICHOPUS 
 JAPONICUS DIGESTIVE TRACT 

SU Chang1,  LIU Yan1,  JIANG Xin2,  SU Xiu-Rong2 
(1. Zhejiang Collaborative Innovation Center for High Value Utilization of Byproducts from Ethylene Project, Ningbo Polytechnic 

College, Ningbo 315800, China; 2. School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China) 

Abstract    In this study, polysaccharide in Apostichopus japonicus digestive tract was extracted in complex protease 

hydrolysis extraction. The effects of extraction temperature, extraction time, pH, and enzyme amount on the yields of 

polysaccharides were investigated. The extraction process of polysaccharide was optimized through the orthogonal 

experimental. The structure and component of A. japonicus digestive tract polysaccharide was characterized using 

DEAE-sepharose Fast Flow, FT-IR, GC, and 13C, 1H nuclear magnetic resonance. The best extract conditions for A. 

japonicus polysaccharide were at 60°C in enzyme amount of 1.2104 U/g at pH 7.0 for treatment 6h and using Sevage 

method to todeproteinization. From FT-IR, it was a polysaccharide and contained β-D-glucopyranoside bond. The analysis 

of monosaccharide composition in the polysaccharide by GC revealed that it was composed of rhamnose, fucose, arabinose, 

mannose, glucose, and galactose in the molar ratios of 1︰32.86︰14.56︰1.66︰0.78︰10.43. Nuclear magnetic resonance 

analysis result shows that the structure of polysaccharide was mainly composed with 1→4 glycosidic bond. 

Key words    Apostichopus japonicus digestive tract;  compound protease;  orthogonal experiment;  polysaccharide 

preparation;  structural analysis 

 


