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刺参多糖的提取纯化及其组分的分析 
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2. 辽宁省水产品分析检验及加工技术科学技术服务中心, 大连  116001) 

摘  要: 目的  研究圈养刺参多糖的组成。方法  以大连圈养刺参为研究对象, 采用酶解醇沉法提取刺参的粗

多糖, 并通过 DEAE-Sepharose Fast Flow阴离子交换树脂进行进一步纯化, 并分别采用高效液相色谱法和红外

光谱法对多糖的单糖组成及其含量和多糖的结构进行分析。结果  提取的刺参粗多糖含量为 62.30%, 蛋白质

含量为 14.27%, 纯度较好, 经纯化后得到的三个组分峰(峰 1、峰 2和峰 3), 除甘露糖外, 组分峰 2和组分峰 3

中各单糖含量间均存在显著性差异(P<0.05), 且组分峰 3 多糖的质量比最高, 为 36.45%; 刺参多糖中的单糖以

岩藻糖、氨基半乳糖、葡萄糖醛酸为主, 除葡萄糖外, 组分峰 3 中的其他单糖含量均高于组分峰 2; 组分峰 3

的结构较复杂。结论  本文为海参多糖的开发与利用提供了技术支撑。  
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Purification of polysaccharides and analysis of their contents and 
compositions in sea cucumbers (Apostichopus japonicas) 
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Testing and Processing and Science Technology Service Center, Dalian 116001, China) 

ABSTRACT: Objective  To analyze the composition of polysaccharide of farmed sea cucumbers 

(Apostichopus japonicas). Methods  Dalian sea cucumber was used as raw materials. Crude polysaccharides 

of sea cucumber was extracted by enzyme alcohol sink method and purified by DEAE-Sepharose Fast Flow 

anion exchange chromatography. The structure and compositions of purified polysaccharide were analyzed by 

infrared spectral and precolumn derivatization high performance liquid chromatography, respectively. Results  

The polysaccharides and protein content were 62.30% and 14.27%. Three peaks were obtained after purified by 

DEAE-Sepharose Fast Flow anion exchange chromatography. There were significant difference between peak 2 

and peak 3 (except for mannose). The polysaccharide of peak 3 of mass ration was 36.45%. Fucose, 

galactosamine and glucuronic acid were the primary monosaccharide in polysaccharides of farmed sea 

cucumbers from Dalian. Except for glucose, the content of the above 3 kinds of monosaccharide were all higher 

in peak 3 than that in peak 2. The constitution of peak 3 was complex. Conclusion  This article provides 
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technical support for the development and utilization of polysaccharides of sea cucumber. 

KEY WORDS: sea cucumbers; polysaccharides; purified; component content; analysis 
 
 

1  引  言 

刺参(Apostichopus japonicas)属棘皮动物门、海

参纲、楯手目、刺参科、仿刺参属, 有“海中人参”的

美誉。近现代科学研究表明, 刺参体内含有丰富的营

养物质, 具有蛋白含量高、脂肪含量少的特点, 同时

含有丰富的氨基酸、脂肪酸和矿物元素[1-3]。此外, 刺

参还富含多种活性物质, 如多糖、皂苷、胶原蛋白以

及稀有微量元素等, 具有多种生理功能。刺参多糖主

要存在于刺参的体壁中, 其对调控人体生理功能等

具有非常重要的意义, 主要表现在抗肿瘤活性、抗凝

血活性、抗血栓活性、抗血脂活性、抗氧化活性以及

增强免疫活性等[4]。Paulo等研究发现, 岩藻糖化的硫

酸软骨素能增强抗凝血酶和肝素辅助因子Ⅱ的凝血

酶抑制活性, 且发现海参岩藻多糖的抗凝血活性更

多地依赖于硫酸酯化类型和单糖连接情况[5]。Ning

等从梅花参体壁提取的硫酸软骨素能有效阻止艾滋

病毒进入细胞并抑制艾滋病毒的复制[6]。郭莲英等通

过实验证明了仿刺参多糖具有增强脾淋巴细胞和巨

噬细胞活性的作用, 同时可以促进 TNF-α 和 IL-2 的

产生, 在肿瘤的免疫治疗中发挥作用[7]。李圣明等研

究发现海参多糖能够促进小鼠淋巴细胞产生抗体 , 

提高小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬作用, 对特异性免疫

防御系统起到了扶正固本的作用[8]。 

刺参产业是我国重要的渔业产业之一, 我国刺

参产地主要集中于黄渤海海域, 山东半岛和辽东半

岛周边沿海地产量较高, 其中, 辽宁大连的刺参尤其

受到消费者的喜爱[9,10]。近几年, 刺参以其特有的营

养价值和药用价值得到了消费者的广泛青睐。本文提

取了大连圈养刺参中的粗多糖并分离纯化, 利用高

效液相色谱法测定多糖不同纯化组分峰中单糖组分

的含量, 为海参原料及制品的质量评价及海参多糖

的进一步研究提供基础实验数据。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

刺参: 取大连市庄河圈养海参, 取样水深为 2 m

以上, 样品 15 kg。将打捞上来的新鲜刺参样品放置

于加冰的泡沫箱运送至实验室。 

浓盐酸(分析纯 , 新光化工试剂厂); 氢氧化钠

(分析纯, 沈阳市联邦试剂厂); 三氟乙酸(分析纯, 萨

恩化学技术(上海)有限公司); N2(湖南湘钢梅塞尔气

体产品有限公司); 超纯水(实验室自制); 乙腈(色谱

纯, 美国 Spectrum); 氯仿(分析纯, 天津市恒星化学

试剂制造有限公司); 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮、磷酸

氢二钾、浓硫酸、苯酚(分析纯, 天津市大茂化学试

剂厂); L-半胱氨酸(分析纯, Solarbio公司); 95%乙醇、

无水乙醇(分析纯, 北京化工厂); 3,5-二硝基水杨酸

(分析纯 , 北京化学试剂公司); 木瓜蛋白酶(Papain 

Papaya, 6×106 U/g, Solarbio公司)。 

D-葡萄糖(Glc)、D-甘露糖(Man)、D-半乳糖(Gal)、

D-(+)-半乳糖醛酸(GalUA)、D-(+)-氨基半乳糖盐酸盐

(GAlN)、L-岩藻糖(Fuc)、D-葡萄糖醛酸(GlcUA)、

D-(+)-氨基葡萄糖(GlcN) (美国 Sigma)。 

BS224S 分析天平(北京赛多利斯有限公司); 超

声波制造仪(无锡市科洁超声电子设备有限公司); 

101-2-BS 型电热恒温鼓风干燥箱(上海平轩科学仪

器有限公司); HH-4 数显恒温水浴锅(国华电器有限

公司); 漩涡混合器(金坛市华城润华实验仪器厂); 

过膜器(大连中汇达科仪公司); DHZ-D(Ⅲ)循环水式

多用真空泵(郑州博科仪器设备有限公司); Milli—Q

超纯水仪(法国 Millipore); L-2000 液相色谱仪、La 

Chorm C18 柱(日本日立公司); 721 可见分光光度计

(上海光谱仪器有限公司); BS224S 型精密电子天平

(德国赛多利斯仪器系统有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品的准备 

将刺参去内脏清洗后 , -25 ℃平板速冻 5 h, 

-18 ℃冰柜冷冻储藏。冷冻刺参切片后用冷冻真空干

燥机冷冻干燥 48 h, 利用高速离心粉碎机将刺参粉

碎 , 过 80 目筛 , 然后置于聚乙烯袋中 , 封口 , 于

-18 ℃保存备用。 

2.2.2  刺参粗多糖的提取 

采用 Ricardo的方法[11]并稍作改动, 提取刺参粗

多糖。具体方法如下: 称取刺参干粉, 加入丙酮溶液, 

于 4 ℃浸泡 24 h, 取出置于通风橱内挥干。然后, 向
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挥干的刺参干粉中加入木瓜蛋白酶和 0.1 mol/L的乙

酸钠缓冲溶液(pH 6.0, 含半胱氨酸盐酸盐和 EDTA

的浓度均为 5 mmol/L), 于 60 ℃水浴 24 h。取出冷却, 

6000 r/min离心 20 min, 收集上清液。向上清液中加

10% CPC 溶液, 充分搅拌后室温静置 24 h。分层后

6000 r/min离心 20 min, 收集沉淀。用 NaCl乙醇溶

液(3 mol/L NaCl溶液:乙醇=100:15, V:V)将沉淀完全

溶解。向溶解液中加 95%乙醇溶液, 充分搅拌后 4 ℃

静置过夜。溶液分层后即可取出 6000 r/min 离心 20 

min。用 80%和 95%乙醇溶液洗涤沉淀 2~3次后, 60 ℃

烘干, 约 2 h。烘干样品溶解于适量蒸馏水, 采用透析

袋(截流分子量为 14 kD)透析除盐。粗多糖用冷冻真

空干燥机冷冻干燥 48 h, 置于聚乙烯袋中, 封口, 于

-18 ℃保存备用。 

2.2.3  刺参粗多糖成分的测定 

采用苯酚-硫酸法[12] , 测定刺参粗多糖的总糖含

量; 采用 3,5-二硝基水杨酸比色法[13], 测定刺参粗多

糖的还原糖含量; 多糖含量为总糖含量减去还原糖

含量。 

采用考马斯亮蓝 G250法[14], 测定刺参粗多糖蛋

白质含量。 

2.2.4  刺参粗多糖的分离纯化 

采用 DEAE-Sepharose Fast Flow 阴离子交换树

脂对刺参粗多糖进行分离纯化。层析柱规格为 3 

cm×30 cm; 上样量为 50 mg, 用 0~1.5 mol/L的 NaCl

盐溶液进行梯度洗脱, 收集条件: 流速为 1.0 mL/min, 

每管收集 6 mL。样品溶液每隔 5管用苯酚-硫酸比色

法测定总糖含量, 以试管数目为横坐标, 以吸光度为

主纵坐标、NaCl 盐溶液浓度为次纵坐标做洗脱曲线

图。收集各峰组分, 将多次收集得到的各洗脱峰的洗

脱液经过透析、旋转蒸发后, 冷冻干燥, 得到初步纯

化的刺参多糖样品。通过计算各组分峰质量与上样总

质量的比得到刺参多糖各组分的质量比。 

2.2.5  刺参多糖单糖组成及含量的测定 

采用 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮(PMP)柱前衍

生高效液相色谱法 [15]测定刺参多糖的单糖组成及

其含量。 

2.2.6  刺参多糖的结构分析 

取干燥的经分离纯化所得的刺参多糖组分峰

1~2 mg, 与干燥KBr粉末压成透明薄片, 在傅里叶变

换红外光谱仪上扫描红外光谱吸收值 (400~4000 

cm-1), 初步分析分离纯化的刺参多糖结构。 

2.3  数据处理 

本试验所有检测指标均测定3次, 结果用平均值

±标准差表示。数据分析采用 SPSS17.0软件进行单因

素方差分析, 利用 Tukey HSD 两两比较, 以 P<0.05

为具有统计学意义上的差异。 

3  结果与讨论  

3.1  刺参粗多糖成分的分析 

对刺参粗多糖的多糖和蛋白质含量进行测定 , 

其中刺参粗多糖的多糖含量为 62.30%, 蛋白质含量

为 14.27%, 总糖含量为 75.34%, 高于盛文静[15]测得

的中国产日本刺参(Apostichopus japonicus)。采用酶

法提取的刺参粗多糖纯度较高, 有利于进一步的分

离纯化。 

3.2  刺参粗多糖分离纯化 

如图 1所示, 经过 DEAE-Sepharose Fast Flow阴

离子交换树脂洗脱后, 得到 3个组分峰, 分别命名为

峰 1、峰 2和峰 3。峰 1是被 Tris-HCl溶液洗脱下来

的, 说明其为中性多糖, 几乎不含阴离子; 峰 2 和峰

3 分别由不同浓度的 NaCl 溶液洗脱得到, 说明其含

有不同含量的阴离子即硫酸基取代基[16], 而且峰 3

在 NaCl 溶液浓度较高的条件下被洗脱下来, 说明其

硫酸基的含量较高[16]。 

 

 
 
图 1  大连圈养刺参粗多糖阴离子交换树脂洗脱曲线图 

Fig. 1  Elution curve of sea cucumber of Dalian by DEAE 
fast flow chromatography 

 
比较刺参粗多糖每个组分峰的质量与上样总量

的质量比, 可以得出刺参粗多糖的 3 个组分峰中峰
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2、峰 3的质量比为 8.08%和 36.45%, 其中峰 3的质

量比最高, 说明刺参多糖中有较多硫酸基取代的多

糖含量最多。刺参多糖峰 1的质量比仅为 2.05%, 说

明其中性多糖含量很少。由于刺参多糖的许多生物活

性都取决于硫酸基的含量和取代位置[17], 所以以下

主要对峰 2和峰 3的单糖组成进行比较研究。 

3.3  刺参多糖单糖组成及含量分析 

3.3.1  单糖标准品保留时间的确定 

对8种单糖标准品进行高效液相色谱分析, 分离

效果良好, 得到了单糖标准品的保留时间, 结果如图

2所示。 

3.3.2  线性关系的考察 

各标准单糖的标准曲线线性良好, 线性范围如

表 1所示。 

3.3.3  刺参多糖的单糖组成分析 

图 3给出了刺参多糖组分峰 2和组分峰 3经 PMP

衍生后的 HPLC 色谱图, 从图 3 可以看出, 甘露糖

(Man)、氨基葡萄糖(GlcN)、葡萄糖醛酸(GlcUA)、氨

基半乳糖(GaIN)、葡萄糖(Glc)、半乳糖(Gal)和岩藻

糖(Fuc), 分离效果良好, 且峰形标准对称。其中, 组

分峰 2检测到 6种单糖, 未检测到氨基半乳糖; 组分

峰 3检测到全部的 7种单糖, 且在甘露糖和氨基葡萄

糖之间出现了一个未知峰, 经参考文献证实此为葡

萄糖醛酸异构峰(IsoGlcUA)[15]。组分峰 2和组分峰 3

所含单糖种类相似, 但是各种单糖比例差别很大, 这

与杨洁[18]的实验结论相同。 

 

 
 

 

图 2  单糖标准品 PMP衍生物液相洗脱图 

Fig. 2  Chromatography of PMP derivatives of monosaccharide standards 
注: 1: 试剂; 2: 甘露糖; 3: 氨基葡萄糖; 4: 葡萄糖醛酸; 5: 半乳糖醛酸; 6: 氨基半乳糖; 7: 葡萄糖; 8: 半乳糖; 9: 岩藻糖 

Note: 1: Regent; 2: Man; 3: GlcN; 4: GlcUA; 5: GalUA; 6: GalN; 7: Glc; 8: Gal; 9: Fuc 
 

表 1  不同单糖的线性回归方程 
Table 1  Regression equations and their correlation coefficients (r2) of different monosaccharide 

单糖 标准曲线 回归系数平方值/r2 线性范围(μg/mL) 

甘露糖 Man Y=6839.9X+81493 0.9998 25~250 

氨基葡萄糖 GlcN Y=6203.8X+32002 0.9990 25~250 

葡萄糖醛酸 GlcUA Y=6360.1X+212.2 0.9998 25~250 

半乳糖醛酸 GalUA Y=12434X+29368 0.9997 25~250 

氨基半乳糖 GalN Y=6304.9X+68617 0.9996 25~250 

葡萄糖 Glc Y=6216.5X+106742 0.9997 25~250 

半乳糖 Gal Y=9747.7X+46183 0.9991 25~250 

岩藻糖 Fuc Y=6798.5X+9570.7 0.9996 50~500 
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将组分峰 2和组分峰 3中检测到的各种单糖的峰

面积代入标准曲线后计算所得的单糖含量, 结果如

表 2所示。刺参粗多糖组分峰 2和组分峰 3中的各单

糖含量, 除甘露糖外, 均存在显著性差异(P<0.05)。

其中, 组分峰 2 的葡萄糖含量显著高于峰 3(P<0.05), 

其他单糖的含量均为组分峰 3高于组分峰 2(P<0.05)。 

以表 2 中组分峰 2 和组分峰 3 的质量比为加权, 

计算刺参纯化多糖(组分峰 2和组分峰 3)的单糖含量, 

结果如表 3所示。从表 3可以看出, 刺参初步纯化多

糖不同种类的单糖含量均存在显著性差异(P<0.05)。

其中, 单糖含量最高的 3种单糖均依次为岩藻糖、氨 

基半乳糖和葡萄糖醛酸, 这与樊绘曾所得结果一致
[19]。有研究表明[20], 海参多糖中硫酸酯化的岩藻糖含

量在很大程度上决定其抗凝血和抗血栓活性, 岩藻

糖含量越高, 活性越好。由此推断刺参多糖具有一定

的抗凝血和抗血栓活性, 具体活性大小还需进一步

的研究。 

3.4  刺参多糖的结构分析 

图 4是刺参多糖组分峰 2和组分峰 3的红外光谱

图, 表 4和表 5为糖类部分官能团和几种吡喃糖环的

特征吸收波数。 

 

 
 

图 3  峰 2 (A)、峰 3 (B)衍生物液相洗脱图 

Fig. 3  Chromatography of PMP derivatives of peak 2 (A) and peak 3 (B) 
注: 1: 试剂; 2: 甘露糖; 3: 葡萄糖醛酸异构体; 4: 氨基葡萄糖; 5: 葡萄糖醛酸; 6: 氨基半乳糖; 7: 葡萄糖; 8: 半乳糖; 9: 岩藻糖 

Note: 1: Regent; 2: Man; 3: IsoGlcUA; 4: GlcN; 5: GlcUA; 6: GalN; 7: Glc; 8: Gal; 9: Fuc 
 
 

表 2  刺参多糖纯化峰 2 和峰 3 单糖含量(%) 
Table 2  The monosaccharide composition of peak 2 and peak 3 (%) 

单糖 甘露糖 氨基葡萄糖 葡萄糖醛酸 氨基半乳糖 葡萄糖 半乳糖 岩藻糖 

峰 2 0.75±0.07a 0.54±0.05a 0.98±0.10a / 6.62±0.57b 0.74±0.07a 0.89±0.10a

峰 3 0.73±0.05a 1.16±0.05b 3.33±0.19b 4.60±0.45a 1.30±0.16a 1.38±0.02b 7.73±0.15b

注: /: 未检测出; 同列中标有不同小写字母者表示组间有显著性差异(P<0.05), 标有相同小写字母者表示组间无显著性差异(P>0.05)。 

Note: /: Not detected; The means with different letters within the same column are significant differences at the 0.05 probability level, and the 
means with the same letters within the same column are not significant differences. 
 
 

表 3  刺参多糖的单糖组成 
Table 3  The monosaccharide composition of pure polysaccharides  

单糖 甘露糖 氨基葡萄糖 葡萄糖醛酸 氨基半乳糖 葡萄糖 半乳糖 岩藻糖 总和 

含量/% 0.73±0.05a 1.05±0.05b 2.90±0.15e 3.77±0.37f 2.27±0.23d 1.26±0.03c 6.49±0.14g 18.47±0.85 

注: 同行中标有不同小写字母者表示组间有显著性差异(P<0.05), 标有相同小写字母者表示组间无显著性差异(P>0.05)。 

Note: The means with different letters within the same line are significant differences at the 0.05 probability level, and the means with the same 
letters within the same line are not significant differences. 
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图 4  峰 2 (A)、峰 3 (B)红外光谱图 

Fig. 4  The infrared spectra of peak 2 (A) and peak 3 (B) 
 
 

表 4  糖类部分官能团的特征吸收[20] 
Table 4  The characteristic absorption of some 

carbohydrate groups 

振动方式 红外吸收波数/cm-1 

O-H伸缩振动(-OH) 

N-H伸缩振动(-NH) 
3700~3200 

C-H伸缩振动(-CH2-) 3000~2800 

C=O伸缩振动 
(-CHO) 1740~1600 

(-CONH2) 1650 

C=O非对称伸缩振动(-COOH) 1600~1550 

O-H变角振动(-COOH) 1500~1300 

S=O伸缩振动 1250~1240 

C-O伸缩振动(C-O-H 、C-O-C) 1200~1000 

C-O-S伸缩振动(轴向配位) 845 

C-O-S伸缩振动(赤道配位) 820 

 
表 5  几种吡喃糖环的特征吸收[20] 

Table 5  The characteristic absorption of some pyranose 

糖环 红外吸收波数/cm-1 

α-端基差向异构 C-H变角振动 844±8 

β-端基差向异构 C-H变角振动 891±7 

α-D-葡萄吡喃糖 855~833 

β-D-葡萄吡喃糖 905~876 

α-D-半乳吡喃糖 839~810 

β-D-半乳吡喃糖 914~886 

 

 

 

结合表 4和表 5可以看出, 组分峰 2和组分峰 3

具有几个相同的特征吸收峰: 在 3200-3700 cm-1处都

出现了一个很大的吸收峰, 这是由 O-H 伸缩振动和

N-H伸缩振动产生的。羟基是糖类共有的特征, 而氨

基是糖胺聚糖所特有的特征; 在 2930 cm-1附近都出

现了甲基的 C-H 伸缩振动峰吸收峰, 是由岩藻糖甲

基引起的[21]; 在 1650 cm-1附近都出现了一个由乙酰

氨基-CONH2 的 C=O 伸缩振动引起的吸收峰, 是乙

酰氨基的特征吸收峰[20]; 1545 cm-1和 1375~1450cm-1

附近的吸收峰是由羧酸基-COOH(C=O非对称伸缩振
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动和 O-H变角振动)引起的; 在 1240~1250 cm-1 附近

均出现了一个 S=O 伸缩振动吸收峰, 进一步表明了

刺参多糖富含硫酸基取代。而且, 峰 3在此处有强烈

吸收, 说明其硫酸基取代相对较多, 也符合其在高浓

度盐洗脱出的结果。1000~1200 cm-1的波长范围通常

被称为分子的指纹识别, 因为通过它可以鉴定多糖

里的主要化学基团, 吸收峰的位置和强弱是每个多

糖所特有的[22]。这个区域主要是由环振动和伸缩振

动(C-OH)侧基和(C-O-C)振动糖苷带重叠。 

在组分峰 3的红外光谱图中(844±8) cm-1处出现

了一个吸收峰, 说明其存在 α-端基差向异构 C-H 变

角振动的糖环。同时, 在 840~850 cm-1附近的吸收峰

也可能是由 C-O-S 的轴向配位的伸缩振动引起的, 

这是 C-4 位硫酸基取代的氨基半乳糖和岩藻糖的特

征吸收峰, 说明组分峰 3中的氨基半乳糖和岩藻糖的

硫酸基取代位点可能在 C-4位, 而组分峰 2在此处无

吸收峰。 

4  结  论 

刺参粗多糖经凝胶纯化后得到的 3 个组分峰中, 

峰 3的质量比最高; 峰 2和峰 3的各单糖含量间均存

在显著性差异, 除了葡糖糖外, 峰 3中的其他单糖含

量均明显高于峰 2; 刺参多糖的单糖组成中, 岩藻糖

含量最高, 其次是氨基半乳糖和葡萄糖醛酸; 纯化峰

3结构较复杂。此研究结果为海参多糖开发和利用提

供技术支撑。 
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