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摘要 }目的  研究以壳六糖为主的壳寡糖制备工艺并对制备物组分进行分析 ∀方法  用酶解法水解壳聚糖 o有机溶剂法提取

壳寡糖 o色谱法分离纯化壳六糖 o�°�≤ 法分析检测壳寡糖组分 ∀结果  壳寡糖粗提物中的主要成分为 y2z聚壳寡糖 o色谱分

离得到较纯的壳六糖 ∀结论  该制备工艺可以得到以 y2z聚壳寡糖为主的壳寡糖制备物 ∀
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  几丁质又称甲壳素 o是由乙酰氨基葡萄糖经 Β2t ow2糖苷

键连接而成的聚合物 o其不完全脱乙酰基后的产物为壳聚

糖 ∀几丁质或壳聚糖具有广泛的生物学作用 o特别是具有提

高机体免疫功能 o抗肿瘤 o抗感染等作用≈t ∗ v  ∀但由于它们

不溶于水 o其开发利用受到了很大程度的限制 ∀壳寡糖为壳

聚糖的降解物 o具有良好的水溶性 o并同时具有调节机体免

疫功能和抗肿瘤等作用 ∀ ≥∏½∏®¬等报道抗肿瘤效果最好的

壳寡糖为壳六糖≈w ox  ∀我们利用生物酶解工艺制备以六糖为

主的壳寡糖 o并利用色谱法进行壳寡糖的分离纯化 o得到了

较纯的壳六糖 ∀壳寡糖的组成成分分析及质量标准控制是

壳寡糖开发利用过程中需要解决的问题 ∀我们利用 �°�≤

法对制备和纯化的壳寡糖进行组分分析 o建立了壳寡糖组分

的 �°�≤ 分析方法 ∀

1  材料和方法

1 q1  实验材料

壳寡糖k脱乙酰度 {x h以上l o�≤¯o�¤� � o无水乙醇k分

析纯l o甲醇 !乙腈k�°�≤ 级l o复合纤维素酶k浙江省微生物

研究所邱晓力高级工程师提供l o色谱柱 }×≥�2�¨̄ � °¬§̈2{s

k�¬²2� ¤§公司l o层析树脂 }�¬²2�¨̄2y° ∀

1 q2  实验仪器

�°�≤o折光检测器 k • ¤·̈µ¶公司l o 色谱收集系统

k°«¤°¤¦¬¤公司l o冷冻高速离心机k��× �≤ ��l o冰冻干燥机k

≥� ∂ ��× 公司l o恒温水浴 ∀

1 q3  壳寡糖的制备工艺

将 |ª壳聚糖溶于 vss°� �≤¯溶液中 o调 ³� 至 x qs o加

复合纤维素酶 t qxªoxs ε 水浴酶解 w{«o用 �¤� � 调 ³� 至中

性 o{sssµr°¬±离心 ts°¬± o去沉淀 ~上清液加二倍体积的的

无水乙醇 o{sssµr°¬±离心 ts°¬±o取沉淀 o溶于适量去离子

水中 ∀冰冻干燥即为壳寡糖的粗提物 ∀

1 q4  柱色谱分离纯化

取 �¬²2�¨̄2y°装柱 o柱长 tys¦° o内径 t qx¦° ∀取 vss°ª

壳寡糖粗提物 o溶于 t°�水中 o上样 o流速 x°�r «o每管

us°¬±分步收集 q将收集液冰冻干燥 o进行 �°�≤ 分析 ∀

1 q5  �°�≤ 分析

用 ×≥�2�¨̄ � °¬§̈2{s柱进行 �°�≤ 分析 o视差检测器检

测 o流动相为乙腈Β水 � vzΒyv o³� w qs o柱温 ux ε o上样量

tΛ�∀

1 q6  壳寡糖抗肿瘤作用

无菌取 ≥t{s肉瘤 o制成 u ≅ tsz 细胞 r °�的细胞悬液 o

皮下注射 ≥t{s细胞悬液于 �≤ � 种小鼠ks qu°�r 只l o次日分

组进行实验 o每组 ts 只 �≤ � 种小鼠 ∀实验组尾静脉注射

tss°ªr ®ª的壳寡糖 o对照组注射生理盐水 o停药次日处死

#x|t#



小鼠 o剥离实体瘤称重 o计算抑瘤率k h l ∀

1 q7  色谱分离纯化的样品用质谱进行相对分子质量分析 ∀

2  结果

2 q1  壳寡糖粗提物的 �°�≤ 分析

以四 !五 !六聚壳寡糖标准品为参照 o制备的壳寡糖粗提

物以六 !七糖为主 o见图 t !图 u ∀壳寡糖粗提品的得率为

vs h左右 ∀

图 1  四 !五 !六聚壳寡糖标准品的 �°�≤ 图谱

·� 分别为 ts qu{ ott q{y otv qztx°¬± ∀

Φιγ 1  �°�≤ ¤±¤̄¼¶¬¶²© ¶·¤±§¤µ§¦«¬·²·̈·µ¤²¶̈ o¦«¬·²³̈ ±·¤²¶̈

¤±§¦«¬·²«̈ ¬¤²¶̈ ¶¤°³̄¨o·«̈ µ̈·̈±·¬²±·¬°¨ º¤¶ts qu{ ott q{y o

tv qztx°¬±oµ̈¶³̈¦·¬√¨̄¼

图 2  壳寡糖粗制品的 �°�≤ 图谱壳六糖·� � tv qzsu°¬±∀

Φιγ 2  �°�≤ ¤±¤̄¼¶¬¶ ²© ¦µ∏§̈ ²̄¬ª²¦«¬·²¶¤± ¶¤°³̄¨ ¦«¬·²2

«̈ ¬¤²¶̈ ·� � tv qzsu°¬±

2 q2  用 ×≥�2�¨̄ � °¬§̈2{s柱分离纯化壳寡糖粗提物 o可以

得到壳六糖占 |x h以上的制备物 o见图 v ∀

2 q3  抑瘤实验结果 }实验组和对照组瘤重的方差分析结果

分别为 t quyy ? s qvxw和 u qtvs ? s quvx o统计学处理实验组

与对照组之间具有显著性差异kτ � y qwu oΠ� � s qsstl o抑瘤

率大于 vs h ∀

2 q4  质谱分析的结果表明 }图 v样本的主要成分的相对分

子质量为 |{x qwutz o表明是壳六糖 ∀

图 3  壳寡糖精制品的 �°�≤ 图谱

壳六糖·� � tv q{sv°¬± ∀

Φιγ 3  �°�≤ ¤±¤̄¼¶¬¶²© ³∏µ̈©¬̈§ ²̄¬ª²¦«¬·²¶¤± ¶¤°³̄¨ ¦«¬·²2

«̈ ¬¤²¶̈ ·� � tv q{sv°¬±

3  讨论

壳寡糖一般是指聚合度小于 ts的k乙酰l氨基葡萄糖的

聚合物 o不同的聚合度的壳寡糖的抗肿瘤作用是不同的≈w ox  o

以壳六糖为最佳 ∀我们利用生物酶解技术制备以 y2z 糖为

主的壳寡糖 o其制备工艺简单 o产物纯度较高 o壳寡糖粗提物

的得率为 vs h 左右 ∀但由于壳聚糖的脱乙酰度为 |s h 左

右 o而且分布并不均匀 o故每个不同聚合度的壳寡糖可能含

有一个 !两个或不含有乙酰基 o这可能是导致图 u中不同糖

之间未达到基线分离的原因 o制备物经进一步处理后 o可以

得到以壳六糖为主的产品k大于 |x h l ∀壳寡糖制备物对小

鼠 ≥t{s肿瘤的抑瘤率大于 vs h o说明壳寡糖具有较好地抑制

肿瘤细胞生长的作用 ∀

参考文献

≈1  ≥«¬¥¤·¤ ≠ oƒ²¶·̈µ�� o� ·̈½ª̈ µ • �oετ αλq� √̄ ²̈̄¤µ °¤¦µ²³«¤ª̈

³µ¬°¬±ª¥¼¬±·µ¤√ ±̈²∏¶¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ²©¦«¬·¬± ³¤µ·¬¦̄ ¶̈o³²̄¼° µ̈¶

²© �2¤¦̈·¼̄2⁄2ª̄∏¦²¶¤°¬±̈ o¬± °¬¦̈ ≈�  q�±©̈ ¦·�°°∏± t||z ~yx

kxl }tzvw q

≈2  ≥«¬¥¤·¤ ≠ oƒ²¶·̈µ�� o�µ¤§©¬̈ §̄�ƒ oετ αλq�µ¤̄ ¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ²©

¦«¬·¬± §²º±2µ̈ª∏̄¤·̈¶¶̈µ∏° �ª∞ ¯̈ √¨̄¶¤±§ ∏̄±ª ²̈¶¬±²³«¬̄¬¤¬±

·«̈ ¤̄¯̈ µª¬¦°²∏¶̈≈�  q��°°∏±²̄ usss ~tywkvl }tvtw q

≈3  ≥«¬¥¤·¤ ≠ o�²±§¤�o�∏¶·¬¦̈ �° oετ αλq×«̈ ¤§­∏√¤±·�2¤¦̈·¼̄2⁄2

ª̄∏¦²¶¤°¬±̈ ³²̄¼° µ̈∏³2µ̈ª∏̄¤·̈¶×«t ¬°°∏±¬·¼ ¥∏·§²º±2µ̈ª∏2

¤̄·̈¶×«u ¬°°∏±¬·¼ ¤ª¤¬±¶·¤ °¼¦²¥¤¦·̈µ¬¤̄ ³µ²·̈¬±k � °�2x|l¬±

¬±·̈µ̄̈ ∏®¬±2ts2®±²¦®²∏·¤±§ º¬̄§2·¼³̈ °¬¦̈ ≈�  q �±©̈ ¦·�°°∏±

usst ~y|ktsl }ytuv q

≈4  ≥∏½∏®¬�o�¬®¤°¬× o�®¤º¤ ≠ oετ αλq�±·¬·∏°²µ ©̈©̈ ¦·²© «̈ ¬¤2

Ν2¤¦̈·¼̄¦«¬·²«̈ 2¬¤²¶̈ ¤±§ ¦«¬·²«̈ ¬¤²¶̈ ≈ �  q ≤¤µ¥²«¼§µ � ¶̈

t|{y ~txt }wsv q

≈5  ×¶∏®¤§¤ �o�¤·¶∏°²·² × o�¬½¤º¤ �oετ αλq�±·¬° ·̈¤¶·¤·¬¦¤±§

ªµ²º·«2¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈ ¦·¶²© �2¤¦̈·¼̄¦«¬·²«̈ ¬¤²¶̈ ¬± °¬¦̈ ¥̈ ¤µ¬±ª

�̈ º¬¶ ∏̄±ª¦¤µ¦¬±²°¤≈�  q�³±� ≤¤±¦̈µ� ¶̈t||s ~{tkvl }ux| q

收稿日期 }ussu2s{2u{

#y|t#




