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  天然多糖酶降解是制备寡聚糖的一个重要途径。酶降解由于具有特异性, 可选择性地酶解切断特定链, 从而制得特

定的寡聚糖,并且反应条件温和, 降解过程易于控制,在多糖降解中运用日益增多。在对多种微生物筛选研究基础上, 从

一种海洋微生物中分离获得了对琼胶具有较高降解活性的琼胶酶, 并将此琼胶酶应用于琼胶糖降解修饰研究。本文研

究了琼胶寡糖的制备,并运用波谱分析对琼胶寡糖的结构进行研究,为琼胶的构效关系研究提供基础实验资料。

1  材料与方法

1. 1  琼胶糖的酶解
取 5g琼胶糖,加入 250mL 蒸馏水并加热至 100 e 摇动使其溶解,冷至 37 e 加入适量微生物发酵液, 于 37e 水浴中保

温24h, 水解结束后,将酶解液于100 e 加热 5min 以终止酶解反应, 将酶解产物于35 e 减压浓缩至100mL , 加入3 倍量乙

醇,使其产生沉淀, 离心( 7000r#min- 1, 15min) ,上清液经浓缩, 冷冻干燥得寡糖混合物。

1. 2  寡糖的分离纯化
取0. 5g 寡糖混合物, 加 1mL 水溶解后注入 Superdex 30 色谱柱 ( 150cm @ 1. 5cm) , 室温以蒸馏水进行洗脱 ( 20mL#

h- 1) , 以部分收集器收集洗脱液,每管收集10mL ,分别于 490nm 测定吸收[ 1] ,根据洗脱体积对吸收度作图, 得到寡糖的分

离图谱。根据 PC 分析结果合并分子量均匀的寡糖,减压浓缩, 冻干。

1. 3  离子色谱分析

参考文献[ 2, 3]的方法。DIONEX 公司 DX- 500 离子色谱仪( GP40四元梯度泵) , ED 40 型脉冲安培检测器, DIONEX

CarboPac PAI ( 4mm @ 250mm)阴离子分离柱, CarboPacTM Guard( 3mm @ 25mm)前置柱。样品用重蒸水溶解,进样量为 25LL,

以醋酸钠和氢氧化钠洗脱,泵流速控制在 1. 0mL#min- 1。

1. 4  质谱分析
英国 Micromass 质谱公司 Quattro 串联质谱仪。纯化样品加入超滤的光谱纯甲醇内含 0. 1% 的醋酸经蠕动泵

( Harvardmodel)直接向 ESI电离源进样, 进样速度 3LL#min
- 1
。



1. 5  核磁共振碳谱分析
Bruker DRX-300MHz 核磁共振仪。样品溶于重水,混合时间 80ms , 测试温度 40e 。

2  结果与讨论

图 1 琼胶寡糖在 Superdex 30 凝胶色谱上的层析结果

Fig . 1 Chromatography of agarose oligomer s on Superdex 30

2. 1  寡糖的制备
琼胶糖是由 1, 3 连接的B- D- 吡喃半乳糖与 1, 4 连接

的3, 6- 内醚 A- L- 吡喃半乳糖反复交替连接而成的[4]。

通过采用微生物琼胶酶对该多糖进行控制降解,得到系列寡

糖混合物。实验表明, 当水解 24h 可以得到聚合度高的寡

糖,当水解达到要求后升高温度( 100e , 5min )使酶失活。此

琼胶酶解产物通过 Superdex 30 凝胶层析柱进行分子量分级

(图 1) ,合并分子量相同的级分, 得到 6 种琼胶寡糖。经 PC

层析分析, 各寡糖在酸性和碱性两种展开系统中, 均显示为

一个斑点。而且离子色谱图也显示,各寡糖均呈单一对称色

谱峰,表明其纯度较高。

  由电喷雾质谱 ( electro spary ionization mass ESI- MS)谱

图看出, 这些寡糖的 ESI- MS 谱图非常清晰, 而且只出现[ M+ Na] + 加成离子,因此, 能准确判断出化合物的分子量。琼

胶糖经微生物琼胶酶降解得到 6 种寡糖的分子量分别为 324、630、936、1242、1548 和 1854。为进一步确定其结构,对这些

寡糖进行了核磁共振碳谱( 13carbon nuclear magnetic resonance 13C- NMR)波谱分析。

2. 2  13C- NMR解析
13C- NMR 图谱分析中 G和 A 分别代表 D- 半乳糖和 3, 6- 内醚半乳糖; GrB和 Gr A代表还原末端单位的B和A异

头碳, Gnr为非还原末端单位的异头碳, G和 A 为寡糖中内重复二糖的 D- 半乳糖和 3, 6- 内醚半乳糖, ArB和 Ar A为还

原末端单位的B和A异头碳。

表 1  寡糖- 1的13C- NMR化学位移

Tab. 1 13C- NMR chemical shift of oligosaccharide- 1  @ 10- 6

单位 C- 1 C- 2 C- 3 C- 4 C- 5 C- 6

GrB 99. 21 73. 99 84. 96 71. 29 77. 64 63. 84

GrA 95. 20 70. 47 81. 78 71. 93 73. 07 64. 02

Anr(B) 100. 64 72. 13 83. 42 72. 23 79. 84 71. 54

Anr(A) 100. 64 72. 13 83. 42 72. 53 79. 84 71. 54

从图 2 可见, 寡糖 113C- NMR 谱具有清

晰的18个信号, 对应于每个单位 ( Gr A, Gr B,

Anr)的信号是清晰的, 每个糖碳原子的信号

强度不同,各碳原子的信号不重叠,而且其谱

图的吸收峰数目、位置和峰形与前人报道的

新琼二糖相似[5, 6] , 结合 ESI- MS 谱图解析

结果,证实寡糖 1 为新琼二糖, 寡糖 1 各碳原

子的共振信号解析结果见表 1。另外, 从图 2

也可见,寡糖 1 Gr 单位的A/B比值为 40B60;而且, 异头羟基的取向对碳原子的化学位移有一定影响, 如 Anr C- 4 信号偏

移约 0. 3@ 10- 6。

从图 3可见, 寡糖 2 的13C- NMR含有 30 个信号, 其中有 5 个清晰的异头碳原子信号, 其为典型的四糖碳谱特征。

结合ESI- MS分析结果, 证实寡糖 2为新琼四糖。与寡糖 1 相比,寡糖 2还原端 GrA/B信号稳定不变, 而且其化学位移与

寡糖 1相同, 但其强度减弱;由于异头羟基的影响 , Ar的A/B C- 1、C- 2和 C- 4碳原子化学位移发生微小变化;而且, 由

图 2 寡糖 1 的13C- NMR谱图

Fig. 2  13C- NMR spectrum of oligo saccharide- 1

图 3  寡糖 2的13C- NMR 谱图

Fig . 3 13C- NMR spectrum of o ligosaccharide- 2
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于B- D- 1y 4 键的存在, Ar上 C- 3、C- 4和 C- 5的碳原子化学位移不同于 Anr, 两者的 C- 3、C- 4和 C- 5 碳原子化

学位移分别相差 0. 93 @ 10- 6、8. 37@ 10- 6和 1. 87@ 10- 6; Gnr 上 C- 1 和 C- 2 碳原子化学位移与 GrB不同, 而其它碳原子

化学位移基本相同。寡糖 1和寡糖 2 碳谱结果揭示, 本实验获得的琼胶酶为B- 琼胶酶,即在琼胶糖的B- D- 半乳糖和

A- 3, 6- L- 内醚半乳糖之间的B- ( 1 y4)糖苷键断裂, 因而形成不同聚合度的偶数新琼寡糖。

由图 4可见, 寡糖 3的13C- NMR 谱异头碳特征不明显,与寡糖 2 相比, 两者相应的碳原子化学位移相同, 但强度不

同;而且与寡糖 2 相似,寡糖 3 Gr 单位的A/B比值也为 40B60。结合 ESI- MS 分析结果,证实寡糖 3 为新琼六糖。

图 4 寡糖 3 的13C- NMR谱图

Fig. 4  13C- NMR spectrum of oligo saccharide- 3

图 5  寡糖 4的13C- NMR 谱图

Fig . 5 13C- NMR spectrum of o ligosaccharide- 4

表 2 寡糖- 2 至寡糖- 6 的13C- NMR 化学位移

Tab. 2 13C- NMR chemical shifts of oligosaccharide- 2

to oligosaccharide- 6 @ 10- 6

单位 C- 1 C- 2 C- 3 C- 4 C- 5 C- 6

Gnr 104. 82 72. 68 84. 57 71. 18 77. 83 63. 84

G 104. 82 72. 68 84. 64 71. 18 77. 83 63. 84

GrB 99. 21 73. 97 85. 03 71. 29 77. 65 63. 84

GrA 95. 21 70. 45 81. 86 71. 92 73. 08 64. 02

Anr 100. 65 72. 11 83. 43 69. 85 79. 86 71. 55

A 100. 83 72. 22 82. 50 78. 22 77. 99 71. 83

Ar(B) 100. 83 72. 22 82. 50 78. 22 77. 99 71. 83

Ar(A) 100. 87 72. 23 82. 50 78. 24 77. 99 71. 83

  寡糖 4、寡糖 5、寡糖 6 的13C- NMR 谱相似, 各

糖相应的碳原子化学位移相同, 所不同的只是峰的

强度,这些寡糖由于糖链中多了一些 A 和 G 重复单

位,它们不象寡糖 1 和寡糖 2 碳谱那样表现出典型

的寡糖特征,而具有多糖的碳谱特征。如寡糖 5 的

碳谱, 碳原子的信号相互重叠, 异头碳特征不明显,

因此,为判断该寡糖必须借助质谱, 由寡糖 5 质谱可

证实该寡糖为新琼十糖。同理, 可证实寡糖 4 为新

琼八糖、寡糖 6 为新琼十二糖。各寡糖碳原子的共

振信号归属见表 2。
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