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摘  要 : 本研究旨在以自由基清除作用和促巨噬细胞增殖作用为导向，对小球藻热水提取物 (CPE) 的分离纯

化产物进行活性跟踪，以确定 CPE 的主要功能成分。采用高压热水提取、Sevag 除蛋白、乙醇沉淀和超滤的方

法得到 CPE 粗多糖，然后通过 DEAE52 离子交换层析柱和 Sephadex G-100 对 CPE 粗多糖组分进一步分离纯化。

研究结果表明，通过上述方法对 CPE 进行分离纯化，得到 3 种高活性成分 PS-1-4-2、PS-1-3-2 和 PS-2-3-3，经

凝胶渗透色谱 GPC 分析得知其分子质量分别为 3.97×104 Da、2.28×104 Da 和 4.1×103 Da。活性跟踪结果表明，

CPE 能够清除自由基并促进巨噬细胞 Ana-1 细胞生长，主要是由于其多种活性组分共同发挥作用，清除自由

基作用的功能成分主要集中于 PS-1-3、PS-1-4、PS-2-3 和 PS-2-4，促 Ana-1 细胞增殖作用的功能成分主要集中

于 PS-1-3、PS-1-4 和 PS-2-3。本研究确立了 CPE 主要功能成分的活性筛选手段，并获得 3 种新型功能成分，

可用于指导小球藻高附加值产品的开发，从而进一步推动微藻能源的产业化进程，实现“高附加值微藻产品、

微藻能源与微藻固碳”一体化的示范作用。 

关键词 : 小球藻热水提取物,活性跟踪分离,自由基清除作用,促巨噬细胞增殖作用  
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2 School of Pharmacy, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China 

Abstract:  The main functional ingredients of hot water extract of Chlorella pyrenoidosa (CPE) were investigated through 

a bioassay-guided fractionation based on free radical scavenging and macrophage proliferation effects. The main functional 

ingredients of CPE were polysaccharides (PS) that were isolated by high pressure extraction, Sevag method, ethanol 

precipitation and ultrafiltration separation. Crude polysaccharides were further separated and purified by ion exchange 

chromatography DEAE52 and size exclusion chromatography Sephadex G-100. The purified fractions were analyzed by gel 

permeation chromatography. Molecular weights of the purified fractions PS-1-4-2, PS-1-3-2 and PS-2-3-3 were 3.97×104, 

2.28×104 and 4.1×103 Da, respectively. Bioassay-guided fractionation results indicated that CPE could remove free radicals 

and promote Ana-1 cells proliferation, mainly due to its various components working together. The components of free 

radicals scavenging mainly concentrated in PS-1-3, PS-1-4, PS-2-3 and PS-2-4. The components of Ana-1 proliferation 

mainly concentrated in PS-1-3, PS-1-4 and PS-2-3. This study established the activity screening method of main functional 

component from CPE, and got three new functional ingredients. It can be used to guide the development of high value 

products, further promote the industrialization process of microalgae energy, and realize microalgae ‘high value products, 

microalgae energy and microalgae carbon’ integration of exemplary role. 

Keywords:  hot water extract of Chlorella pyrenoidosa, bioassay-guided isolation, free radical scavenging, macrophage proliferation 

蛋白核小球藻 Chlorella pyrenoidosa是一种

食用历史悠久、营养丰富的健康食品[1]，具有多

种功效，近年来已成为畅销全球的功能性食品，

2012 年已被我国卫生部公布为新资源食品[2]。

小球藻功能成分中最引人注目的是一种被称为

“小球藻生长因子”的热水提取物  (Hot water 

extract of C. pyrenoidosa，简称 CPE)。据报道，

CPE在调节免疫活性[3-4]、改善代谢综合征[5-6]、

清除自由基[7-8]、清除体内重金属[9-10]等方面具

有良好功效。由于 CPE 为非脂溶性物质，从小

球藻中提取油脂后并不影响 CPE的活性，因此，

从提取油脂后的藻渣中获得 CPE 等高附加值产

品，则可降低微藻开发生物能源的生产成本，

推动微藻能源产业化的进程[11]。 

活性氧 (ROS) 包括羟自由基、超氧阴离子、

双氧水和 NO 等[12]，是有机体进行代谢产生的。

ROS 能减弱生物体的正常代谢系统，造成各种畸

形，如心肌缺氧、致癌、炎症和阿尔兹海默症等[13]。

羟自由基是化学性质最活泼的活性氧，其反应速

度快，是对机体危害最大的自由基[14]。ROS 的

平衡是保持机体氧化还原平衡的重要条件[15]。近

年来关于抗氧化活性物质的研究报道很多，Seok

等[16]从椭圆小球藻 Chlorella ellipoidea 中分离得

到一种抗氧化多肽。Rafiquzzaman等[17]从裙带菜

中分离得到的一种分子质量为 10 000 Da的糖蛋

白，具有清除自由基、免疫调节和保护 DNA免
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受损伤的作用。然而，遗憾的是这些物质的抗氧

化活性均不高，且质量浓度需在 1−10 mg/mL时

才能发挥作用。 

Erick等[18]从 C. pyrenoidosa中分离得到一

种磷酸化多聚糖，能够调节巨噬细胞 NO 的分

泌。Hsu 等[19]对巨噬细胞的免疫刺激活性进行

研究发现，小球藻多糖通过 toll样受体 4 (TLR4) 

介导的蛋白激酶信号通路活化巨噬细胞。巨噬

细胞作为抵抗病原微生物的第一道防线，具有

清除机体损伤组织细胞、吞噬外源病菌并激活

其他免疫细胞的作用，同时还可作为抗原提呈

细胞与 T 细胞相互作用启动免疫反应[20]。因此

常被作为研究免疫调节活性的靶标。 

庄秀园等[11]指出不同原料来源、提取方法

及活性跟踪筛选技术得到的 CPE 产物的活性存

在差异。根据国内外文献报道，CPE 的研究主

要集中于抗肿瘤与免疫调节活性，而作为一种

水溶性混合物，CPE 中起关键作用的主要活性

成分至今没有确切定论。前期研究中发现，利

用高压热水萃取法制备的 CPE 在得率和生物活

性方面具有明显优势[21]，初步活性跟踪表明，

经 Sevag 除蛋白、乙醇沉淀制备的多糖，在清

除自由基及免疫调节活性方面更显著。本文以

高产油脂的“异养-稀释-光诱导”串联培养新模

式生产的 C. pyrenoidosa藻粉为原料，以自由基

清除作用和促巨噬细胞 (Ana-1) 增殖作用为活

性跟踪指标，对上述粗多糖进一步分离纯化，

以期获得 CPE中的主要功能成分。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

蛋白核小球藻藻粉由嘉兴泽元生物制品有

限责任公司提供；透析袋购于北京鼎国科技有

限公司，截留分子量为 3 500 Da；二乙基氨基

乙基 52 (DEAE52) 购于 Whatman公司；葡聚糖

凝胶 (Sephadex G-100) 购于 GE公司；羟自由

基试剂盒和超氧阴离子自由基试剂盒购于南京

建成生物有限公司；Ana-1购于中国科学院细胞

库；RPMI1640培养基为 Hyclone公司产品；胎

牛血清 (FBS) 为 Biosun产品；其他试剂均为化

学纯或分析纯。 

1.2  CPE 粗多糖的制备 

510 g藻粉均匀悬浮于 5 100 mL蒸馏水中，

置于高压灭菌锅中，于 121  (℃ 压力为 0.1 MPa) 

萃取 40 min。待冷却后 10 000 r/min 离心 30 min，

取上清。离心后的藻泥于等量蒸馏水中重悬，以相

同条件进行提取处理，取上清。两次上清经减压抽

滤浓缩后合并，冷冻干燥备用，得 CPE粗组分。 

CPE粗组分溶解于水后经 Sevag法除蛋白，

80%乙醇沉淀得到粗多糖组分 PS。将 PS组分溶

于适量蒸馏水中，于 10 000 Da超滤离心管中超

滤离心，6 000 r/min离心 40 min，分别收集两

部分液体，80%乙醇溶液沉淀，60 ℃烘干。经

超滤离心分离得到的高分子量 (大于 10 000 Da) 

的组分记为 PS-1，低分子量 (小于 10 000 Da) 

的组分记为 PS-2。 

1.3  CPE 粗多糖的分离纯化 

CPE 粗多糖组分 PS-1/PS-2 高活性组分经

DEAE52柱层析 (5 cm×25 cm)，以浓度为 0、0.1、

0.2、0.5、1.0、2.0 mol/L的 NaCl溶液梯度洗脱，

透析浓缩，冻干备用。 

PS-1/PS-2经离子交换柱层析后产物中活性

较高的组分上样至 Sephadex G-100柱 (1.9 cm× 

10 cm)，以 3 倍体积的蒸馏水洗脱，洗脱液以     

5 mL/管收集，根据苯酚硫酸法测总糖含量、 
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280 nm检测蛋白质的吸收峰、合并糖吸收峰和

蛋白质吸收峰，经减压浓缩，冷冻干燥，保存

备用。 

1.4  CPE 多糖纯化组分分析 

采用苯酚-硫酸法测定样品的总糖含量，考

马斯亮蓝法测定蛋白质含量。 

纯化后的样品 PS-1-4-2 和 PS-1-3-2 采用高

效液相色谱分析纯度和分子量，色谱条件为：

美 国 Agilent1200series 高 效 液 相 色 谱 仪 

(Agilent Chemstation 控制系统及凝胶渗透色谱

GPC数据处理软件)，色谱柱 Ultrahydrogel 2 000

和 500 两根多糖专用凝胶色谱柱串联 (柱长  

300 mm，内径 7.8 mm，排阻限分别为 7×106和

4×105 Da)，以 0.1 mol/L NaNO3溶液为流动相，

流速为 0.5 mL/min，柱温度 25 ℃，示差折光检

测器，分子量标准物质为 pullulan多糖。 

纯化后的样品 PS-2-3-3 采用高效液相   

色谱分析纯度和分子量，色谱条件为：美国  

Agilent1200series 高效液相色谱仪  (Agilent 

Chemstation控制系统及凝胶渗透色谱GPC数据

处理软件)，色谱柱 Shodex KS 802和 804两根

多糖专用凝胶色谱柱串联 (柱长 300 mm，内径

8 mm，排阻极限分别为 4×105和 1×104 Da)，以

0.2 mol/L NaCl溶液为流动相，流速为 0.8 mL/min，

柱温度 25 ℃，示差折光检测器，分子量标准物

质为 pullulan多糖。 

1.5  CPE 多糖组分抗氧化活性跟踪 

CPE 多糖组分的清除自由基活性检测按照

南京建成有限公司的羟自由基  (·OH) 试剂盒

指示进行操作。样品的自由基清除能力根据下

述公式进行计算，以样品对·OH 的百分清除率

表示。 

(%)= 100
OD OD

OD




对照组 值 样品管 值
自由基清除率

对照管 值
 

1.6  CPE 多糖组分促 Ana-1 增殖活性跟踪 

CPE 多糖组分促 Ana-1 增殖活性以 Ana-1

细胞存活率表示。采用 MTT法检测 CPE组分对

Ana-1细胞存活率的影响。根据公式计算细胞存

活率。 

(%)= 100
OD

OD


受试细胞 值
细胞存活率

对照细胞 值
 

2  结果与分析 

2.1  CPE 粗多糖得率及组分分析 

CPE 粗分产物的得率及组分分析如表 1 所

示，PS-1和 PS-2的得率分别为 27.50 mg/g藻粉

和 20.90 mg/g藻粉。 

表 1 可知 CPE 中蛋白质组分的含量高于总

糖含量，经 Sevag试剂去除游离蛋白后的 PS糖

含量明显升高。经超滤离心后得到的组分中

PS-1 的糖含量明显升高，并且含有丰富的蛋白

质。PS-2 组分以蛋白质为主，并且含有较为丰

富的糖。 

 

表 1  CPE 粗分产物的得率及组分分析 

Table 1  Yield and composition analysis of crude extracts from CPE 

Sample Yield (mg/g Chlorella) Total sugar (mg/g sample) Protein (mg/g sample) 

CPE – 185.33±0.01 248.65±3.05 

PS 31.55 221.54±0.01 77.78±0.01 

PS-1 27.50 410.95±0.02 219.44±0.02 

PS-2 20.90 126.43±0.00 267.78±0.01 
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2.2  CPE 多糖分离纯化产物得率及组分分析 

表 2 为 PS-1 离子交换产物得率及组分分

析，PS-1 经 DEAE52 离子交换层析分离得到的

组分中得率最高为 PS-1-1，PS-1-6的得率最低，

仅为 0.25 mg/g藻粉。总糖和蛋白质含量分析可

知 PS-1经离子交换层析分离后产物中含有较为

丰富的总糖和蛋白质。 

PS-2离子交换产物得率及组分分析如表 3所

示，PS-2经 DEAE52离子交换层析分离得到的组

分得率都很低，最高得率为 PS-2-2，为 3.56 mg/g

藻粉。由总糖和蛋白质含量分析可知，PS-2 经

离子交换层析分离后产物中同样含有较为丰富

的总糖和蛋白质，其中 PS-2-1 的蛋白质较为丰

富，总糖相对其他组分为最高；PS-2-3 的蛋白

质含量最低，总糖含量较高；而 PS-2-4 的蛋白

质含量却远远高于糖含量。 

2.3  CPE 多糖抗氧化活性跟踪 

2.3.1  CPE粗多糖·OH清除能力测试 

CPE和 PS均具有自由基清除活性 (图 1)。

在质量浓度 1 000 µg/mL时，PS对·OH的清除

率为 87.5% (P < 0.01，与空白对照相比)，是 Vc

的 89.3%。CPE和 PS的清除活性均具有浓度依

赖关系。与 CPE相比，PS对·OH的清除活性明

显升高，与前期研究中多糖的抗氧化活性优于

蛋白质的活性一致[21]。 

CPE 多糖超滤分离组分·OH 清除能力如图 2

所示，PS-1和 PS-2均具有较强的·OH清除能力，

与空白对照相比，清除能力具有统计学意义 

(P < 0.01)。浓度为 1 000 µg/mL时 PS-1的清除

率高达 78.81%，PS-2的清除率高达 79.94%。通 

 

表 2  PS-1 离子交换产物得率及组分分析 

Table 2  Yield and composition analysis of components isolated from PS-1 by ion exchange chromatography 

Sample Yield (mg/g Chlorella) Total sugar (mg/g sample) Protein (mg/g sample) 

PS-1-1 23.26 136.0±0.04 106.67±0.01 

PS-1-2 3.63 71.40±0.01 54.47±0.03 

PS-1-3 4.52 87.19±0.02 111.67±0.01 

PS-1-4 2.17 51.40±0.02 76.67±0.01 

PS-1-5 0.45 81.80±0.02 52.78±0.01 

PS-1-6 0.25 0.00±0.01 66.12±0.01 

 
表 3  PS-2 离子交换产物得率及组分分析 

Table 3  Yield and composition analysis of components isolated from PS-2 by ion exchange chromatography 

Sample Yield (mg/g Chlorella) Total sugar (mg/g sample) Protein (mg/g sample) 

PS-2-1 1.79 104.51±0.01 963.89±0.04 

PS-2-2 3.56 40.90±0.02 180.56±0.03 

PS-2-3 1.57 40.24±0.00 15.00±0.01 

PS-2-4 2.21 25.00±0.00 107.22±0.01 

PS-2-5 0.21 27.99±0.00 73.89±0.01 

PS-2-6 0.22 24.58±0.00 25.98±0.02 
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图 1  CPE 粗多糖·OH 清除能力 (n=6) 

Fig. 1  ·OH scavenging capacity of crude polysaccharides 
from CPE. *P<0.05, **P<0.01 compared with control; 
#P<0.05, ##P<0.01 compared with CPE. 

 

 
 

图 2  CPE 多糖超滤分离组分·OH 清除能力 (n=6) 

Fig. 2  ·OH scavenging capacity of ultrafiltration 
components from PS. *P<0.05, **P<0.01 compared 
with control; #P<0.05, ##P<0.01 compared with PS. 

 

过组间比较发现，PS-1和 PS-2清除能力未达到

显著性差异 (P > 0.05)，表明 PS-1和 PS-2的清

除能力无明显差异，因此 PS-1和 PS-2均存在具

有抗氧化能力的功能成分，需对两种组分分别

进行活性跟踪。 

2.3.2  PS-1离子交换产物·OH清除能力测试 

PS-1 离子交换产物·OH 清除能力如图 3 所

示。图 3表明 PS-1-2、PS-1-3、PS-1-4均具有一

定程度的·OH清除能力，且具有浓度依赖关系。

其中 PS-1-4 的清除率在 1 000 µg/mL 时高达

81.73%，为 Vc的 82.50%。PS-1-3和 PS-1-4的清

除能力均明显高于PS-1-1、PS-1-2、PS-1-5和PS-1-6

的活性，且 PS-1-3和 PS-1-4的组间数据具有统计

学意义。PS-1主要为分子质量大于 10 000 Da的

CPE多糖成分，上述结果表明，CPE中大分子质

量多糖的活性成分主要存在于 PS-1-3 或 PS-1-4

中，或者两者均有。 

2.3.3  PS-2离子交换产物·OH自由基清除能力

测试 

PS-2 离子交换产物·OH 清除能力如图 4 所

示。PS-2-1、PS-2-2、PS-2-3和 PS-2-4都具有一

定程度的自由基清除能力，且具有浓度依赖关系。

PS-2-3和 PS-2-4在 1 000 µg/mL的清除率明显高

于其他组分。PS-2为分子质量小于 10 000 Da的

CPE 多糖成分，研究表明分子质量较小的组分

中的活性成分主要存在于 PS-2-3 或 PS-2-4，或

两者都有，但其他组分中也含有部分活性较弱

的成分。 

2.3.4  PS-1-4纯化组分·OH自由基清除能力测试 

PS-1和 PS-2经过 DEAE52分离得到的组分

中，活性相对较高的为 PS-1-3、PS-1-4、PS-2-3

和 PS-2-4。选取活性最高、分子质量较大的组

分 PS-1-4 和分子量较低的组分 PS-2-3，对其进

行 Sephadex G-100纯化，根据洗脱曲线收集组

分，以自由基清除率为跟踪指标，对其组分进

行活性评价。 

PS-1-4 纯化组分·OH 自由基清除能力结果如

图 5所示，PS-1-4纯化得到的 2种组分都有一定

程度的·OH 清除能力。经活性比较，PS-1-4-2 组

分的清除能力优于 PS-1-4-3，与空白对照相比，

PS-1-4-2的清除率达到极其显著水平；与 PS-1-4

相比，PS-1-4-2和 PS-1-4-3在 1 000 µg/mL时具

有显著的清除能力。 
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图 3  PS-1 离子交换产物·OH 清除能力 (n=6) 

Fig. 3  ·OH scavenging capacity of components isolated 
from PS-1 by ion exchange chromatography (n=6). 
*P<0.05, **P<0.01 compared with control. 

 

 
 

图 4  PS-2 离子交换产物·OH 清除能力 (n=6) 

Fig. 4  ·OH scavenging capacity of components isolated 
from PS-2 by ion exchange chromatography (n=6). 
*P<0.05, **P<0.01 compared with control. 

 

 
 

图5  PS-1-4 Sephadex G-100产物·OH清除能力 (n=6) 

Fig. 5  ·OH scavenging capacity of components from 
PS-1-4 by Sephadex G-100. **P<0.01 compared with 
control; ##P<0.01 compared with PS-1-4. 

2.3.5  PS-2-3纯化组分·OH清除能力测试 

PS-2-3 纯化组分·OH 清除能力结果如图 6

所示。PS-2-3经 Sephacryl S-100纯化得到 5种

组分，均能够有效清除反应体系内的·OH。通过

活性比较，5种组分中清除自由基活性最高的组

分为 PS-2-3-2，1 000 µg/mL 的清除率高达

84.83%，且具有浓度依赖关系。PS-2-3-2 的得

率很低，不足以用于进一步纯化或结构鉴定。

PS-2-3-3具有很高的清除·OH活性，清除能力仅

次于 PS-2-3-2，1 000 µg/mL 的清除率高达

78.86%，且具有浓度依赖关系。 

2.4  CPE 多糖促细胞增殖能力测试 

2.4.1  CPE粗多糖促细胞增殖能力测试 

与 CPE相比，PS的促细胞增殖活性显著增

强 (图 7)。在浓度为 200 µg/mL时，PS作用下

细胞的存活率高达 168%，高于同浓度 CPE作用

下的细胞存活率 (129%)。 

PS-1和 PS-2都能够促进 Ana-1细胞生长，

其促增殖作用均具有浓度依赖关系 (图 8)。其

中 PS-1的促增殖活性明显高于 PS-2，在质量浓

度为 300 µg/mL时促增殖活性达到 299%。由于

Ana-1细胞是常见的免疫调节细胞，CPE及其分

离组分能显著促进其生长，可能与 Ana-1 细胞

的激活有关，进而通过调节机体的免疫系统发

挥作用。 

2.4.2  PS-1离子交换产物促细胞增殖能力测试 

由于 PS-1具有极强的促 Ana-1细胞增殖能

力，因此通过 DEAE52分离得到 PS-1的主要组

分，对其进行活性评价，结果如图 9 所示。

PS-1-2、PS-1-3、PS-1-4 组分都能够有效促进

Ana-1 细胞生长。其中 PS-1-4 具有明显的浓度

依赖关系，在质量浓度为 300 µg/mL 时，促增

殖能力达到 60%。 
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图 6  PS-2-3 Sephacryl S-100 产物·OH 自由基清除

能力 (n=6) 

Fig. 6  ·OH scavenging capacity of components from 
PS-2-3 by Sephacryl S-100. *P<0.05, **P<0.01 compared 
with control; ##P<0.01 compared with PS-2-3. 

 

 

 
 

图 7  CPE粗多糖对Ana-1细胞存活率的影响 (n=6) 

Fig. 7  Ana-1 cell viability of crude polysacchride 
from CPE (n=6). *P<0.05, **P<0.01 compared with 
control; ##P<0.01 compared with CPE. 

 

 
 

图 8  CPE 多糖超滤组分对 Ana-1 细胞存活率的影

响 (n=6) 

Fig. 8  Ana-1 cell viability of components from PS by 
ultrafiltration (n=6). *P<0.05, **P<0.01 compared 
with control; #P<0.05, ##P<0.01 compared with PS. 

 
 

图 9  PS-1 离子交换层析产物对 Ana-1 细胞存活率

的影响 (n=6) 

Fig. 9  Ana-1 cell viability of components from PS-1 
by ion exchange chromatography (n=6). *P<0.05, 
**P<0.01 compared with control; #P<0.05, ##P<0.01 
compared with PS-1. 
 

2.4.3  PS-2离子交换组分促细胞增殖能力测试 

PS-2-3 能够有效地促进 Ana-1 细胞生长，且

具有浓度依赖关系，在质量浓度为 300 µg/mL时，

促增殖能力达到 51% (图 10)。PS-2-1、PS-2-2、

PS-2-4、PS-2-5 和 PS-2-6 均能够不同程度地促

进 Ana-1细胞的生长，但促增殖率低于 20%。 

2.4.4  PS-1-4纯化组分促细胞增殖能力测试 

PS-1-4经 Sephadex G-100纯化组分对 Ana-1

细胞存活率的影响如图 11所示。PS-1-4纯化组分

中 2 种组分均能够促进细胞生长，其中 PS-1-4-2

的促增殖作用相对较高，200 µg/mL 时促增殖率

达到 87%。PS-1-4-2和 PS-1-4-3对 Ana-1细胞存

活率的影响与剂量存在一定的效应关系。 

2.4.5  PS-1-3纯化组分促细胞增殖能力测试 

PS-1-3 经 Sephadex G-100 纯化组分对

Ana-1细胞存活率的影响如图 12所示。PS-1-3-2

在 200 µg/mL 时促细胞增殖能力最高，促增殖

率达到 49%；PS-1-3-3在质量浓度为 200 µg/mL

时，促增殖率为 24%。 

2.4.6  PS-2-3纯化组分促细胞增殖能力测试 

PS-2-3经 Sephacryl S-100纯化组分对 Ana-1



贾敬 等/小球藻热水提取物功能成分的活性跟踪分离 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

751

细胞存活率的影响如图 13 所示。图 13 表明

PS-2-3-3能够显著地促进 Ana-1细胞生长，且具

有浓度依赖关系，在质量浓度为 200 µg/mL时，

促增殖能力达到 42%。与 PS-2-3-3 相比，

PS-2-3-2具有同样的促进细胞生长的活性，并且

在测试浓度范围内，促增殖率与浓度呈正相关。

在浓度为 200 μg/mL时，PS-2-3-2的促细胞增殖

率为 34%，略低于 PS-2-3-3的活性。 

 

 
 

图 10  PS-2 离子交换层析组分对 Ana-1 细胞存活率

的影响 (n=6) 

Fig. 10  Ana-1 cell viability of components from PS-2 
by ion exchange chromatography (n=6). *P<0.05, 
**P<0.01 compared with control; #P<0.05, ##P<0.01 
compared with PS-2. 

 

 
 

图 11  PS-1-4 Sephadex G-100 组分对 Ana-1 细胞存

活率的影响 (n=6) 

Fig. 11  Ana-1 cell viability of components from 
PS-1-4 by Sephadex G-100 (n=6). *P<0.05, **P<0.01 
compared with control. 

 
 

图 12  PS-1-3 Sephadex G-100 组分对 Ana-1 细胞存

活率的影响 (n=6) 

Fig. 12  Ana-1 cell viability of components from 
PS-1-3 by Sephadex G-100 (n=6). *P<0.05, **P<0.01 
compared with control; #P<0.05, ##P<0.01 compared 
with PS-1-3. 

 

 
 

图 13  PS-2-3 Sephacryl S-100 组分对 Ana-1 细胞存

活率的影响 (n=6) 

Fig. 3  Ana-1 cell viability of components from 
PS-2-3 by Sephacryl S-100 (n=6). *P<0.05, **P<0.01 
compared with control; #P<0.05, ##P<0.01 compared 
with PS-2-3. 

 

2.5  纯化组分的分子量测定 

纯化组分 PS-1-4-2和 PS-1-3-2采用 GPC检

测，结果如图 14所示。图 14A中显示 PS-1-4-2

组分经 GPC 色谱分析，示差折光检测器和 UV

检测器信号 (图 14B) 表明，PS-1-4-2组分是一

种复合多糖，可能为糖蛋白、糖肽或蛋白聚糖。

由已知分子量的普鲁兰多糖制定校正曲线，根

据多糖纯化产物的保留时间，由 GPC软件分析 
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图 14  PS-1-4-2 和 PS-1-3-2 的凝胶渗透色谱图 

Fig. 14  Gel permeation chromatogram of PS-1-4-2 and PS-1-3-2. (A, C) Results from refractive index test. (B, D) 
Results in 254 nm. 
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得到 PS-1-4-2的重均分子量 Mw=3.97×104 Da，

数均分子量 Mn=1.12×103 Da。示差折光检测器

信号显示，样品出峰时间为 39.150 min。 

与 PS-1-4-2相似，PS-1-3-2经 GPC软件分

析  (图 14C 和图 14D)，其重均分子量 Mw=   

2.28×104 Da，数均分子量 Mn=5.92×103 Da，出

峰时间为 40.612 min。且 PS-1-3-2在 250 nm处

有较强的洗脱峰信号，说明其为糖蛋白或糖肽。 

与 PS-1分级分离纯化的产物不同的是，PS-2

分级纯化产物分子量较小，均低于 10 000 Da，

因此 PS-2 通过一系列分离纯化得到的产物

PS-2-3-3通过 Shodex KS 802和 804分析结果如

图 15所示。图 15A为 PS-2-3-3产物经淋洗后的

示差折光检测的信号，结果表明，该产物在

20.354 min出峰，纯度为 97.16%。根据标准多糖校

正曲线，得知 PS-2-3-3组分的Mw=4.10×103 Da，

Mn=3.93×103 Da。图 15B表明 PS-2-3-3组分在

紫外检测区域 254 nm处有窄且单一的洗脱峰，

说明其含有蛋白或多肽侧链，可能为糖蛋白或

糖肽等物质。 

 
 

 
 

图 15  PS-2-3-3 的凝胶渗透色谱图 

Fig. 15  Gel permeation chromatogram of PS-2-3-3. (A) Result from refractive index test. (B) Result in 254 nm. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  May 25, 2017  Vol.33  No.5 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

754 

 

3  结论 

笔者所在实验室近年来一直致力于微藻活性

成分的研究，前期研究中建立了以“异养-稀释-光

诱导”串联培养的新型微藻培养模式[22]，实现了

小球藻的大规模培养，藻粉来源稳定、营养成

分丰富。 

本研究分别以自由基清除作用和促巨噬细胞

增殖作用作为活性指标，对 CPE粗多糖进行分离

纯化。以自由基清除作用作为活性跟踪指标的研

究表明，CPE多糖粗组分具有较高的抗氧化能力，

CPE 多糖中的多种组分均能够清除自由基，活性

成分主要集中于 PS-1-3、PS-1-4、PS-2-3和 PS-2-4

组分中。在质量浓度为 1 000 µg/mL时，PS-1-3、

PS-1-4、PS-2-3 和 PS-2-4 组分的清除率分别为

76.61%、81.73%、80.03%和 75.20%，其抗氧化

活性高于文献所报道的相同质量浓度的其他物

质的多糖组分[14-23]。 

以促巨噬细胞增殖作用活性跟踪指标的研

究表明，CPE 多糖能够显著地促进巨噬细胞的

生长，其中分子量较高的组分的促增殖作用高

于低分子量组分，主要功能成分集中在 PS-1-3、

PS-1-4和 PS-2-3中。质量浓度为 300 µg/mL时，

PS-1-3、PS-1-4的促增殖率分别为 37%、60%；

质量浓度为 250 µg/mL 时，PS-2-3 的促增殖率

为 51%。CPE 功能成分的促巨噬细胞增殖活性

高于文献报道的相同浓度下的小球藻多糖[24]和

海带多糖[25]，并且其最高促增殖活性与经化学

修饰后的银合欢多糖提取物相当[26]。 

对纯化组分 PS-1-4-2、PS-1-3-2和 PS-2-3-3

进行了结构分析，经 GPC分析，其重均分子质量

分别为 3.97×104 Da、2.28×104 Da和 4.10×103 Da，

由于其在 254 nm处有较强的吸收峰，推测其可

能为新结构的糖蛋白。 

本文以国内外首创的“异养-稀释-光诱导”

培养模式生产的蛋白核小球藻藻粉为原料，对

其热水提取物进行一系列的活性跟踪，确立了

以抗氧化活性和促巨噬细胞增殖活性为主的跟

踪手段，对其进行高压热水提取、Sevag除蛋白、

乙醇沉淀、超滤等初步分离，采用离子交换层

析以及体积排阻层析等纯化手段，最终得到 3种

CPE 的主要功能成分。这一研究为小球藻作为

高附加值产品的众多功效提供了科学依据，  

同时提高小球藻生物质的利用率，平衡高附加

值产品与高油脂含量的不协调关系，从而进一

步推动微藻能源的产业化进程，实现“高附加值

微藻产品、微藻能源与微藻固碳”一体化的示范

作用。 
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