
doi: 10.7541/2016.79

爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物提取方法及其化学组成研究

黄世玉
(集美大学水产学院, 农业部东海海水健康养殖重点实验室, 集美 361021)

摘要: 优化了爪哇曲壳藻亚缢变种(Achnanthes javanica var. subconstricta)胞外多聚物提取方法并分析了其化

学组成。结果表明, 使用0.3 mol/L的碳酸氢钠提取时间为2.5—3h可充分提取非水溶性胞外多聚物而不会破

碎细胞, 是最优的提取方法。爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物多糖占80%以上, 蛋白质占16%—19%, 不含脂

类。水溶性多糖的单糖组分摩尔比为:  岩藻糖∶半乳糖∶葡萄糖∶甘露糖∶木糖∶鼠李糖=2.47∶2.13∶
1∶0.69∶0.57∶0.46, 而非水溶性多糖的单糖组分摩尔比为: 半乳糖∶岩藻糖∶木糖∶葡萄糖∶甘露糖∶鼠

李糖=3.56∶2.73∶1.30∶1∶0.67∶0.57。
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硅藻胞外多聚物(Extracellular Polymeric Sub-
stances, EPSs)是硅藻细胞分泌到胞外的一类黏性

物质。这些胞外多聚物在硅藻运动、附着、栖息

地的稳定、集群和抗干燥等方面都起着非常重要

的作用, 是硅藻生命活动过程中不可或缺的一部

分
[1]
。此外, 硅藻胞外多聚物在海洋生态系统的物

质循环和能量传递中也起着极其重要的作用
[2]
。目

前, 在胞外多聚物的形态及细微结构、合成分泌机

制、功能及生态作用等方面都取得了丰硕的成

果
[1, 3]

。

胞外多聚物的有效提取方法和化学成分分析

是理解其生态作用的基础
[4]
。但附着硅藻胞外多聚

物提取方法及其化学组成方面的报道较少, 迄今尚

未发现提取胞外多聚物通用的提取方法
[5]
。目前文

献报道的提取方法可以分为化学方法和物理方法

两类。有些报道将两者结合起来, 使用戊二醛或甲

醛作为固定剂来保护细胞, 防止提取过程对细胞的

损伤
[6—8]

。但是固定剂影响EPSs的测定, 并且会与

EPSs发生反应改变其理化性质
[9]
。

爪哇曲壳藻亚缢变种(A. javanica var. subcon-

stricta)是我国海域常见的一种底栖硅藻
[9]
。本文建

立了爪哇曲壳藻亚缢变种(A. javanica var. subcon-

stricta)胞外多聚物的提取方法, 研究了其胞外多聚

物的化学组成, 以期为硅藻胞外多聚物的提取和化

学组成研究提供借鉴和参考。

1    材料与方法

1.1    藻种及培养条件

实验用藻种爪哇曲壳藻亚缢变种筛选自厦门

附近海域的大型海藻上。经3—5次纯化后, 并经抗

生素处理, 得到无菌纯藻种用于实验。爪哇曲壳藻

亚缢变种的大量培养采用20 L的方形玻璃缸, 所用

培养基为f/2培养基。培养体积5 L, 温度23°C, 光照

强度为5000 lx。
1.2    提取时间对非水溶性胞外多聚物提取的影响

爪哇曲壳藻亚缢变种培养5d后, 倒去上层培养

液, 附着藻细胞用消毒海水清洗2—3次, 用毛笔轻

轻将藻类刮下并用离心的方法收集藻细胞(转速,
8000 r/m, 5min, 下同), 将藻细胞用蒸馏水清洗, 离
心收集沉淀物(重复3次)。在沉淀物中加入90%的

乙醇抽提10min, 离心收集沉淀物(反复5次), 将所得

沉淀物用蒸馏水再冲洗, 离心后收集沉淀物(反复

3次)。在所得沉淀物中加入40 mL蒸馏水在90°C下
水浴1h, 离心, 所得上清液即为WS (水溶性胞外多

聚物)。
离心后的沉淀物中加入0.3 mol/L碳酸氢钠溶
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液40 mL置于95°C水浴提取非水溶性胞外多聚物

(WI)。在水浴0.5h、1.0h、1.5h、2.0h、2.5h、
3.0h、3.5h、4.0h和4.5h时分别从提取液中吸出

1 mL均匀混合液 ,  离心所得上清液即为WI用于

DNA、总碳水化合物以及蛋白质含量的测定。同

时另取0.1 mL在ZEISS Axioskop型表面荧光显微

镜下观察提取过程中细胞及胞外多聚物形态的变

化。

1.3    碳酸氢钠浓度对WI提取的影响

用0.1、0.3、0.5、0.8、1、1.2 mol/L浓度的碳

酸氢钠溶液提取WI, 提取时间2.5h, 测定各浓度组

的DNA、总碳水化合物和蛋白质含量。

1.4    参数的测定:
DNA的测定: 将待测物在分光光度计下测量其

在260和280nm下的光密度值, 采用下列公式计算

DNA的浓度:
DNA浓度=A260×稀释倍数×50 (μg/mL)
A260相当于50 μg/mL DNA或40 μg/mL RNA
糖类测定采用硫酸-苯酚法

[10], 蛋白质的测定

采用Lowry等[11]
的方法。

1.5    胞外多聚物组分的测定

胞外多聚物组分的测定采用高效液相色谱法,
用蒸发光散射检测器检测。具体方法如下: 将两种

组分(WS、WI)用旋转蒸发仪浓缩至4 mL左右后放

入蒸馏水中透析。透析时将样品装入透析袋, 将两

端扎紧密封, 吊置于装有蒸馏水的大烧杯中(蒸馏

水淹没透析袋), 置于4℃冰箱透析24h, 期间换水一

次。透析完毕后继续浓缩至近干。将浓缩后的

WS与WI消化, 用氮气吹干后加入1 mL三氟乙酸

(4 mol/L), 充氮气加盖密封, 100°C分解5h, 用氮气

吹干后加蒸馏水1 mL, 最后用高效液相色谱仪测定

WS与WI的糖类组分。

2    结果

2.1    提取时间对胞外多聚物的影响

图 1为提取时间对胞外多聚物提取的影响。结

果表明, 在0—2.5h提取时间内, 糖类和蛋白质的含

量逐渐增加, 而DNA含量比较稳定。当提取时间为

2.5—3h时, 提取液中糖类和蛋白质含量增加的趋势

已不明显, 但当提取时间超过3h时, 蛋白质含量明

显增加, DNA含量也有较大增加, 但多糖含量则几

乎没有变化。光镜下观察结果也表明(图 2), 随着

提取时间的推移, 胞外多聚物的形状逐渐变得模糊,
轮廓也逐渐消失, 当达到3h时, 胞外多聚物基本观

察不到, 随著提取时间的进一步增加, 部分藻细胞

破碎。因而为了尽可能减少藻细胞的破碎程度, 选

择碳酸氢钠提取时间为2.5—3h。
2.2    碳酸氢钠浓度对胞外多聚物提取的影响

图 3为碳酸氢钠浓度对硅藻胞外多聚物提取的

影响。结果表明, 在0.1—0.3 mol/L浓度范围内, 糖
类和蛋白质含量都有显著增加, 但DNA的含量则变

化不大。随着碳酸氢钠浓度的进一步增加 ,  达
0.5—0.8 mol/L时, 提取液中糖类和蛋白质含量增加

的趋势已不明显, 而DNA含量则有明显增加, 表明

细胞发生了破碎。因而为了尽可能减少细胞破碎,
选择碳酸氢钠提取浓度为0.3 mol/L。
2.3    胞外多聚物的化学组成

爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物水溶性和水

不溶性组分的主要成分为多糖类, 达总量的80%以

上, 此外还含有一定量的蛋白质(16%—19%左右),
但不含脂类。图 4为爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚

物水溶性(A)和非水溶性(B)组分的高效液相色谱

图。对照单糖标准品色谱图可知, 爪哇曲壳藻亚缢

变种胞外多聚物的单糖组分主要为岩藻糖、半乳

糖, 此外还含有少量的木糖、葡萄糖、甘露糖和鼠

李糖等。经引入相对校正因子并采用面积归一法

计算其摩尔比表明, 水溶性(WS)组分中岩藻糖的含

量最高, 单糖的摩尔比为: 岩藻糖∶半乳糖∶葡萄

糖∶甘露糖∶木糖∶鼠李糖=2.47∶2.13∶1∶
0.69∶0.57∶0.46; 而非水溶性(WI)组分中半乳糖的

含量最高, 单糖的摩尔比为: 半乳糖∶岩藻糖∶木

糖∶葡萄糖∶甘露糖∶鼠李糖=3.56∶2.73∶1.30∶
1∶0.67∶0.57。

3    讨论

EPSs在底栖硅藻和细菌的相互作用中具有重

图 1    不同提取时间提取液中DNA、蛋白质和多糖的变化

Fig. 1    Variation of DNA, protein and polysaccharides in EPSs
extraction with time course
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要意义, 并且在维持潮间带泥滩附着生物稳定性发

挥了关键作用
[12]

。目前开发的EPSs提取方法虽然

简单方便, 但是一般效率都很低, 缺少对提取方法

的优化。

盐溶液可以有效地提取EPSs。0.5 mol/L碳酸

氢钠可以有效提取长柄曲壳藻(Achnathes longipes)
和咖啡形双眉藻(Amphora coffeaeformis)的EPSs而
不破坏细胞

[ 1 3 ]
。磷酸二氢钾也可以用来提取

EPSs[14]
。甚至人工海水也具有良好的提取EPSs效

果。其效果甚至媲美离子交换树脂, 对细胞的损伤

极低
[5]
。盐溶液提取法的效果依赖其浓度和处理时

间
[14]

。经过优化后可以作为一种提取EPSs的最优

方法。Takahashi[5]
比较了6种提取EPSs的方法, 认

为用50%的人工海水处理1h是一种有效提取EPSs
的方法。该方法处理后, 硅藻细胞皱缩程度与对照

类似, 内部损伤很低; 并且碳水化合物和蛋白的得

率与离子交换树脂类似。本研究中, 碳酸氢钠法提

取胞外多聚物的最优浓度是0.3 mol/L, 最佳时间为

2.5—3h。在这种条件下, 细胞能够保持完整的形

态, 其EPSs能够被有效提取。

多糖的生理活性与其结构有密切关系, 但其分

离纯化和鉴定存在一定的困难, 藻类多糖分离纯化

图 2    不同提取时间藻细胞和胞外多聚物形态的变化

Fig. 2    Variation of algal cells and EPSs with time course
A. 未提取细胞及柄状胞外多聚物; B. 90%乙醇脱脂后的藻类及

柄状物; C和D. 0.3 mol/L碳酸氢钠提取1h后的细胞及柄状物; E.
0.3  mol/L碳酸氢钠提取2.5h后的细胞及柄状多聚物;  F.  0.3
mol/L碳酸氢钠提取3.5h后的细胞。实箭头表示藻细胞，虚箭

头表示多聚物

图 3    不同浓度碳酸氢钠提取液中DNA、蛋白质和多糖的变化

Fig. 3    Variation of DNA, protein and polysaccharides in EPSs
extraction under different NaHCO3 concentration

图 4    爪哇曲壳藻亚缢变种水溶性(A)和非水溶性(B)胞外多聚

物高效液相色谱图

Fig.  4     HPLC  chromatograms  of  water  soluble  and  water
insoluble fractions of EPSs from A. javanica var. subconstricta

1. 鼠李糖; 2. 岩藻糖; 3. 木糖; 4. 肌醇; 5. 甘露糖; 6. 葡萄糖; 7.
半乳糖

1.  rhamnose;  2.  fucose;  3.  xylose;  4.  inositol;  5.  mannose;  6.
glucose; 7. galactose
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的方法不同则得到的组分可能不一样
[15]

。国外大

多用核磁共振技术来解决多糖的问题, 尽管可以减

少多糖样品的破坏, 但由于多糖分子量、黏度都很

大, 用核磁共振检测多糖样品并不理想。本研究用

90%乙醇多次抽提, 能够有效降低甘油等脂溶性成

分, 从而有利于核磁共振检测。

色谱法是分析海洋生物多糖基本结构的重要

方法, 一般是加酸将多糖分解后进行单糖分析
[16]

。

硅藻胞外多聚物主要由多糖类组成
[1, 17], 此外还包

括一些含硫大分子及少量蛋白质
[15], 目前在胞外多

聚物中尚未发现脂类物质。Wustman等[13]
的研究

则表明, 硅藻EPSs主要由酸性多糖组成, 此外还有

少量的蛋白质及酚类物质。Suresh等[15]
的研究表

明, 硅藻胞外多糖主要由葡萄糖, 半乳聚糖, 古洛糖,
木酮糖, 阿拉伯糖, 岩藻糖和鼠李糖等8种单糖组成,
这些组成在不同种类中有所差异。本研究结果表

明, 爪哇曲壳藻亚缢变种岩藻糖和半乳糖的摩尔数

是最高的 ,  而鼠李糖最低。而并基角毛藻

(Chaetoceros decipiens), 则是鼠李糖和岩藻糖最高,
葡萄糖最低, 并且在生长的不同阶段其胞外多糖的

单糖组成也不同
[18]

。这表明胞外多糖的组成不仅

具有种属差异性, 而且与细胞具体状态密切相关
[1]
。

尽管EPSs中的主要成分是多糖, 但是蛋白也具

有重要作用。其赋予了EPSs特殊性能, 例如能够形

成胶状结构、保留间隙水、调节黏附表面和保护

细胞免受环境有毒影响等
[4]
。EPSs中蛋白和多糖

的比例在正常情况下一般保持稳定。但是硅藻细

胞面临环境胁迫时其蛋白的分泌量会发生相应变

化。而在提取过程中, 蛋白质比例升高主要原因是

提取导致细胞裂解内部蛋白质释放。

EPSs中出现DNA一般认为是细胞裂解所致,
或是细胞膜的通透性增大的原因。本研究的结果

也表明DNA含量与细胞裂解存在正相关关系。

DNA是指示细胞裂解程度的好指标。

本研究结果表明, 爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多

聚物的最佳提取条件为: 碳酸氢钠浓度为0.3 mol/L,
提取时间为2.5—3h时, 在此条件下可充分提取胞外

多聚物而不会破坏细胞。爪哇曲壳藻亚缢变种胞

外多聚物多糖组分主要为岩藻糖和半乳糖, 此外还

含有少量的木糖、葡萄糖、甘露糖等。
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EXTRACTION METHOD AND CHEMICAL COMPOSITION OF
EXTRACELLULAR POLYMERIC SUBSTANCES FROM DIATOM

ACHNANTHES JAVANICA VAR. SUBCONSTRICTA

HUANG Shi-Yu
(Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture, College of Auaculture, Jimei University,

Jimei 361021, China)

Abstract: The current study reported the method to extract extracellular polymeric substances (EPSs) from Achnanthes

javanica var. subconstricta and analyzed compositions of the EPSs. The results showed that the optimal extraction con-
dition was 0.3 mol/L NaHCO3 with 2.5—3h extraction time, which produced little lysis. Polysaccharide is the main
component of EPSs that contributed more than 80% of EPSs, while protein contributed 16%—19% of EPSs. There is
no lipid in the EPSs. The monosaccharide composition of flucose, galactose, glucose, mannose, xylose, and rhamnose
in water-soluble polysaccharide is 2.47∶2.13∶1∶0.69∶0.57∶0.46 (molar ratio). The monosaccharide composition
of  galactose,  flucose,  xylose,  glucose,  mannose,  and  rhamnose  in  non-water-soluble  polysaccharide  is
3.56∶2.73∶1.30∶1∶0.67∶0.57.

Key words: Achnanthes javanica var. subconstricta; Extracellular polymeric substances; Extraction method; Chemical
compositions
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