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鲍鱼内脏多糖的提取纯化及其抗氧化抑菌活性
张瑞娟，柯莉娜，郑 静，石 艳，王 勤*
（厦门大学生命科学学院，福建 厦门 361102）

摘要：本研究从鲍鱼内脏提取多糖，通过体外抗氧化活性模型评价其抗氧化活性，以期为鲍鱼废弃物的综合利用提供依据．以皱纹盘鲍内脏为实验材料，采用碱性蛋白酶、中性蛋白酶、酸性蛋白酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶6种蛋白酶对其进行酶解，以多糖得率为指标，结果显示碱性蛋白酶酶解所得多糖得率最高，为6.66%．由单因素实验和正交实验，确定了碱性蛋白酶提取鲍鱼内脏多糖的最佳工艺条件．将得到的鲍鱼内脏粗多糖进行体外抗氧化活性测定，结果显示：100%清除羟自由基、100%清除ABTS（2,2-联氮基-双-(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)二氨盐）自由基以及A700=0.485（还原能力）对应的鲍鱼内脏粗多糖质量浓度分别为9.6，7.5，8.16 mg/mL，表明所得到的多糖具有较好的抗氧化活性．采用双酶解法以提高多糖含量，结果显示胃蛋白酶二次酶解所得多糖含量最高．测定其抗氧化活性，结果显示多糖样品在3种抗氧化活性模型中均具有很好的效果．通过Sevage法和反复冻融法除蛋白，过氧化氢除色素，进一步纯化得到了高纯度的鲍鱼内脏多糖（AVP），并采用双层平板法测定其抑菌作用，结果表明AVP对金黄色葡萄球菌（Staphyloccocus aureus）、鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium）、大肠杆菌（Escherichia coil）都具有较好的抑制作用．
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人体正常代谢过程中会产生具有生物活性的自由基．但自由基过多或清除过慢却会导致机体的衰老进程加速，并诱发炎症、免疫失调、恶性肿瘤等多种疾病[1]．人工抗氧化剂一般都具有副作用，长期摄入会致使肝损伤、肿瘤等一系列病症出现[2-3]．在这种形式下，亟待获取天然且安全的抗氧化物．从天然生物中提取的多糖类化合物，对于各种来源的多种活性氧都具有良好的清除效果，有望成为天然抗氧化剂[4-5]．鲍鱼价格昂贵，而占其软体组织的三分之一左右的内脏在加工过程中则经常被当成废弃物或低值饲料，这大大降低了鲍鱼的使用价值，并且造成了环境污染[6]．已有研究发现鲍鱼内脏多糖具有抗氧化、抗肿瘤、增强免疫力等生物学作用[7-10]．王莅莎等[7]提取的鲍鱼脏器多糖具有较好的清除羟自由基的能力、较弱的还原能力和很弱的络合能力；苏永昌等[8]提取的鲍鱼内脏多糖同时具有清除羟自由基、还原和超氧阴离子自由基的能力；朱莉莉等[9]提取的鲍鱼内脏多糖具有明显抑制 H 22 肿瘤细胞生长的作用，肿瘤抑制率均大于50%，且有一定的剂量依赖性；王莅莎等[10]提取的鲍鱼内脏多糖对Hela细胞和K562细胞具有一定的抑制作用，且在体外能够增强淋巴细胞增殖、腹腔巨噬细胞吞噬功能和NK细胞的杀伤能力．本研究采用酶解法从鲍鱼内脏中提取粗多糖，通过体外抗氧化活性模型评价了其抗氧化活性及抑菌活性，以期为鲍鱼废弃物的综合加工利用提供依据．

1 材料与方法
1.1材料
1.1.1实验材料及试剂
冷冻皱纹盘鲍内脏由莆田汇龙食品有限公司提供；碱性蛋白酶和中性蛋白酶为合肥博美生物科技有限责任公司产品，酶活力分别为200 U/mg和100 U/mg；酸性蛋白酶为枣庄市杰诺生物酶有限公司产品，酶活力为50 U/mg；胃蛋白酶为生工生物工程有限公司产品，酶活力为3000 U/mg；木瓜蛋白酶为生工生物工程有限公司产品，酶活力为3500 U/mg；胰蛋白酶为无锡酶制剂厂产品，酶活力为250 U/mg；其他试剂均为国产分析纯试剂；使用的蒸馏水为去离子重蒸水．
1.1.2供试菌株与小鼠
[bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK26]供试的金黄色葡萄球菌（Staphyloccocus aureus，菌株编号：FJAT-12029）、鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium，菌株编号：FJAT-10334）、大肠杆菌（Escherichia coil，菌株编号：FJAT-7239）和铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，菌株编号：FJAT-346）均来自福建省农业科学院．小鼠来源：SPF级ICR种小鼠（厦门大学实验动物中心，许可证号：SCXK(闽)2013-0001），体重18~22 g，雌雄各半，共40只；小鼠在厦门大学实验动物中心饲养(许可证号：SYXK(闽)2013-0006)．
1.2 方法
1.2.1 实验材料前处理
将冷冻的鲍鱼内脏解冻，洗净，按部位将其分成两部分：角状消化腺、生殖腺等为一部分；嗉囊、胃、胃盲管等为一部分。洗净，真空冷冻干燥，粉碎机粉碎，过30目筛，于4℃保存待用．
1.2.2鲍鱼内脏不同部位多糖得率的测定
分别测定上述两部分样品的多糖得率．以固液比1:20把鲍鱼内脏干粉溶于蒸馏水中，60℃反应1 h，1400 g离心10 min，弃去沉淀，上清液加3倍体积的95%乙醇4℃醇沉过夜，1400 g离心10 min，弃去上清液，沉淀真空冷冻干燥，测定鲍鱼内脏不同部位的提取样品的多糖得率．采用苯酚-硫酸法测定总糖含量[11]，3，5－二硝基水杨酸比色法（DNS法）测定还原糖含量[12]，总糖含量减去还原糖含量即为多糖含量[13]．计算提取后样品中多糖占所用鲍鱼内脏干粉的质量分数，即为多糖得率。
1.2.3最适蛋白酶的选择
采用碱性蛋白酶、中性蛋白酶、酸性蛋白酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶6种蛋白酶对鲍鱼内脏干粉进行酶解以释放多糖链，按照供应商提供的每种蛋白酶的最适酶解条件，参照相关文献[14-16]设计对比实验，选择多糖得率最高的酶作为后续实验使用的蛋白酶．具体操作如下：取0.5 g鲍鱼内脏干粉，配制相应pH的缓冲溶液作为溶剂，并设置一蒸馏水提取对照组，料液比为1：20（即1 g干粉中添加20 mL溶剂），加酶量为1.05x104 U/g，酶解3 h后沸水浴灭活10 min，降温至室温，调pH至中性，1400 g离心10 min，弃去沉淀，上清液加3倍体积的95%乙醇4℃醇沉过夜，1400 g 离心10 min，弃去上清液，沉淀真空冷冻干燥，测定多糖得率。每个因子进行3次平行实验．
1.2.4碱性蛋白酶单因素实验
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10]酶解过程中以不同的加酶量（0.6ⅹ104、1.2ⅹ104、2.4ⅹ104、3.6ⅹ104、4.8ⅹ104、6ⅹ104 U/g），pH值（9、9.5、10、10.5、11），酶解温度（30℃、40℃、50℃、60℃、70℃），料液比（1：10、1：20、1：30、1：40、1：50）为考察因素进行反应，酶解结束后沸水浴灭活10 min，将酶解液1400 g 离心10 min，弃去沉淀，上清液加3倍体积的95%乙醇4℃沉淀过夜，1400 g 离心10 min，弃去上清液，沉淀真空冷冻干燥，测定多糖得率，每个因子进行3次平行实验．
1.2.5碱性蛋白酶正交实验
根据单因素实验结果，选取不同因子水平进行正交实验，通过SPSS Statistics 17.0软件进行统计分析，得出最佳提取条件．
1.2.6鲍鱼内脏粗多糖的抗氧化活性测定
抗氧化实验均以维生素C作为对照组．
1）清除羟自由基能力的测定：
[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12]量取1 mL不同质量浓度的粗多糖溶液，分别加入9 mmol/L FeSO4和9 mmol/L水杨酸-乙醇溶液各1 mL，最后加入8.8 mmol/L H2O2 1 mL，混匀，在37℃下反应1 h，于510 nm处测定吸光度[17]．通过式(1)计算样品对羟自由基的清除率，绘制样品质量浓度（X）与羟自由基清除率（Y）的关系曲线．
Y=(1-) X ⅹ100%                （1）
式中：A1为加入样品溶液的吸光度；A2为等体积的蒸馏水代替H2O2的吸光度；A0为等体积的蒸馏水代替样品溶液的吸光度．
2）还原能力的测定：
反应体系中先后分别加入0.2 mol/L pH 6.6磷酸缓冲液1.0 mL、1% 铁氰化钾溶液1.0 mL、不同质量浓度的样品溶液0.25 mL，混匀，在50℃反应20 min．再加入10%的三氯乙酸溶液1.0 mL，振荡混匀， 4 000 rpm离心10 min．取上清2.5 mL，再加入2.5 mL蒸馏水与0.1% FeCl3溶液0.5 mL，静置1 0 min，待溶液由黄色变为蓝色后，在700 nm处测吸光度（A700）[16]．空白组以等体积去离子水代替样品溶液．
利用线性回归方程y=0.054x+0.044（R2=0.997）计算出的在上述实验测定方法下A700=0.485时对应的样品质量浓度，表示还原能力．
3）清除ABTS自由基能力的测定：
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]参照苏晓雨等[18]的测定方法，将7 mmol/L ABTS与4.8 mmol/L亚硫酸钾等体积混合，在室温下避光放置12~16 h，即得ABTS自由基储备液．
把ABTS自由基储备液稀释到A734为0.700±0.001，作为工作液．在10 mL具塞试管中吸取不同质量浓度的粗多糖溶液0.2 mL，加入3.8 mL ABTS工作液，摇匀，室温静置6 min，然后在734 nm处测溶液的吸光值．通过式(2)计算多糖样品对ABTS自由基的清除率，绘制ABTS自由基清除率（Y）与样品质量浓度（X）的关系曲线．
Y=(1-) X ⅹ100%                （2）
式中：B1为加入样品溶液的吸光度；B2为等体积的蒸馏水代替ABTS的吸光度；B0为等体积的蒸馏水代替样品溶液的吸光度．
1.2.7双酶解提取鲍鱼内脏多糖
采用中性蛋白酶、酸性蛋白酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶5种蛋白酶对碱性蛋白酶酶解的鲍鱼内脏多糖干粉再次酶解，方法参照1.2.3所述，选择多糖含量最高，抗氧化能力最强的酶作为后续实验使用的蛋白酶．
1.2.8鲍鱼内脏粗多糖的纯化
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK8]采用Sevage法[19]和反复冻融法[19]除蛋白，过氧化氢除色素[20] ，进一步纯化粗多糖．将氯仿：正丁醇按3：1的体积比混合制备成Sevage溶液，与等体积的50 mg/mL多糖溶液混合，剧烈振摇2 min，1000 r/min离心10 min，去除下层有机相和中间蛋白层，上清反复进行此操作，直至中间无明显蛋白层出现．多糖溶液冷冻干燥后再反复冻融除蛋白：将粗多糖样品配成50 mg/mL的溶液，-80 ℃冷冻，解冻，10000 r/min离心10 min，取上清反复进行此操作，直至离心后无明显沉淀出现．多糖溶液冷冻干燥后，采用过氧化氢进行脱色处理：以不同的过氧化氢浓度（0.5%、1%、2%、3%、4%、5%），脱色温度（30℃、40℃、50℃、60℃、70℃、80℃），脱色时间（10、20、30、40、50、60、80、100、120 min）为考察因素，反应结束后在560 nm处测定吸光度，每个因子进行三次平行实验．将脱色处理后的提取液转移到3500Da的透析袋中，在4 ºC下透析24 h．将透析后的多糖溶液在45ºC下旋转蒸发浓缩，然后真空冷冻干燥制得高纯度的鲍鱼内脏多糖（AVP）样品备用．
1.2.9 AVP的急性毒理试验
[bookmark: OLE_LINK19]取6 g AVP定容于12 mL蒸馏水中充分混匀，得到0.5 g/mL供试液．以蒸馏水为对照．将小鼠按性别、体重随机分成两组，雌雄各半，一组20只．灌胃0.015 mL/g，灌胃2次，期间间隔4 h，1天中总给药量为15 mg/g．对照组给予相同体积纯化水．观察时间14 d，观察小鼠存活情况并称重．半数致死剂量LD50计算：采用限量法测数[21]，logLD50=Xk-i(Σp-0.5)，其中Xk为最高剂量组对数值，Σp为死亡率总和，i为相邻两组剂量对数值之差，n为每组动物数．
1.2.10 AVP对细菌的抑制作用
采用琼脂扩散法测定抑菌圈大小[22]．将-20℃冷冻保藏的供试菌种在LB固体培养基上划线活化，置于30℃下活化24 h．从活化后的各个菌落中挑取单菌落，接种于25 mL的LB液体培养基中，接种量为1%，30℃下200 r/min摇菌24 h，制备成菌悬液．将灭菌的LB培养基（含1%的琼脂）15 mL倒入灭菌后的平皿中，制成下层培养基．将灭菌的LB培养基（含0.7%的琼脂）冷却至50℃，接种实验菌（菌密度为106个/mL)，摇匀后制成上层培养基．用打孔器在平板上打孔，孔的直径为0.8 cm，每个平板上打6个孔，分别是4个药物作用浓度，1个阴性对照（蒸馏水）和1个阳性对照（1 mg/mL链霉素和卡那霉素的混合液），在37 ℃恒温培养24 h后观察结果，测量抑菌圈的大小．

2 实验结果
2.1鲍鱼内脏不同部位的多糖含量
鲍鱼内脏不同部位的多糖含量不同，去除多糖含量较少的部位有利于后期多糖的纯化．经测定，角状消化腺、生殖腺等部位的多糖得率为3.15%，嗉囊、胃、胃盲管等部位的多糖得率为0.19%。因此，后期提取鲍鱼内脏多糖时，事先除去多糖含量很少的嗉囊、胃、胃盲管等部位，以简化后期除杂工艺．
2.2鲍鱼内脏酶解最适蛋白酶的选择
鲍鱼内脏按照各蛋白酶相应的最适酶解条件进行反应，反应条件如表1所示，其中溶剂浓度为0.2 mol/L．以多糖得率和多糖含量为指标，选取酶解效果最佳的蛋白酶．
表1 鲍鱼内脏酶解条件
Tab. 1 Protease hydrolysis conditions of abalone viscera
	蛋白酶
	溶剂
	pH
	反应温度/℃

	碱性蛋白酶
	NaOH-H3BO3
	10
	40

	酸性蛋白酶
	柠檬酸-柠檬酸钠
	3.0
	40

	中性蛋白酶
	PBS
	7.0
	50

	木瓜蛋白酶
	PBS
	7.0
	65

	胰蛋白酶
	Tris-HCl
	8.0
	37

	胃蛋白酶
	KCl-HCl
	2.0
	37

	
	H2O
	
	80



六种蛋白酶酶解提取鲍鱼内脏多糖的得率（a）和含量（b）如图1所示，结果显示碱性蛋白酶酶解时，多糖得率最高，为6.66%，而多糖含量各组之间差异不显著．综合考虑，后期选用碱性蛋白酶酶解提取鲍鱼内脏多糖．
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1：蒸馏水；2：木瓜蛋白酶；3：胰蛋白酶；4：中性蛋白酶；5：；碱性蛋白酶6：酸性蛋白酶；7：胃蛋白酶。
图1 不同蛋白酶酶解对提取鲍鱼内脏多糖得率（a）和含量（b）的影响
Fig. 1 The enzymolysis effects of different protease on yield (a) and content (b) of polysaccharides extracted from abalone visceral
[bookmark: _Toc427915107][bookmark: _Toc440460696][bookmark: _Toc440738528][bookmark: _Toc440738618][bookmark: _Toc440739053][bookmark: _Toc440739377][bookmark: _Toc449367724][bookmark: _Toc449368074]
2.3碱性蛋白酶酶解鲍鱼内脏单因素试验
碱性蛋白酶酶解鲍鱼内脏的单因素试验结果如图2所示．以多糖得率为指标，获得的最佳酶解条件为：加酶量1.2ⅹ104 U/g（图2 (a)），pH10.5（图2 (b)），酶解温度40℃（图2 (c)），料液比1：30（图2 (d)）．
 (
(a)
) (
(d)
) (
(b)
) (
(c)
)
（a）加酶量；（b）pH值；（c）温度；（d）料液比。
图2碱性蛋白酶酶解的不同因素鲍鱼内脏多糖得率的影响
Fig.2 Effects of different factors of alkaline protease extraction on the yield of abalone viscera polysaccharide


2.4鲍鱼内脏碱性蛋白酶酶解正交试验
正交试验结果如表2所示：各因素对多糖含量的影响大小次序为加酶量＞温度＞料液比＞pH；最佳因素组合为加酶量0.6ⅹ104 U/g，温度50℃，pH11，料液比1：40．
表2 正交试验结果
Tab. 2 Result of the orthogonal test
	实验号
	因素
	 多糖含量（mg/ mL）

	
	加酶量（104U/g）
	温度（℃）
	pH
	料液比

	1
	0.6
	30
	10
	1：20
	
	0.7211

	2
	0.6
	40
	10.5
	1：30
	
	0.7527

	3
	0.6
	50
	11
	1：40
	
	0.7990

	4
	1.2
	30
	10.5
	1：40
	
	0.7496

	5
	1.2
	40
	11
	1：20
	
	0.6897

	6
	1.2
	50
	10
	1：30
	
	0.7438

	7
	2.4
	30
	11
	1：30
	
	0.6257

	8
	2.4
	40
	10
	1：40
	
	0.5983

	9
	2.4
	50
	10.5
	1：20
	
	0.6062

	k1
	0.7576
	0.6988
	0.6877
	0.6723
	
	
	
	

	k2
	0.7277
	0.6802
	0.7028
	0.7074
	
	
	

	k3
	0.6085
	0.7163
	0.7048
	0.7156
	
	
	

	R
	0.1496
	0.0361
	0.0171
	0.0433
	
	
	


注：k1, k2, k3分别表示不同水平多糖得率的平均值，R表示极差。

2.5碱性蛋白酶酶解鲍鱼内脏粗多糖的抗氧化活性测定
将得到的鲍鱼内脏粗多糖进行体外抗氧化活性测定，结果如图3所示，100%清除羟自由基、还原能力（A700=0.485）以及100%清除ABTS自由基的鲍鱼内脏粗多糖质量浓度分别为9.60，8.16 和7.5 mg/mL，对照Vc则分别为0.48，0.08和0.08 mg/mL．结果表明所得到的多糖具有较好的抗氧化活性．
 (
(c)
) (
(b)
) (
(a)
)
 (
(f)
) (
(e)
) (
(d)
)
Vc（a）和鲍鱼内脏粗多糖（d）对羟自由基的清除作用；Vc（b）和鲍鱼内脏粗多糖（e）的还原能力；Vc（c）和鲍鱼内脏粗多糖（f）对ABTS自由基的清除作用．
图3 鲍鱼内脏粗多糖的抗氧化活性测定
Fig. 3 Antioxidant activity of abalone viscera polysaccharides

2.6二次酶解提取鲍鱼内脏多糖
为了进一步释放多糖链，采用二次酶解提取鲍鱼内脏多糖（提取条件参照表1）．如图4所示，在采用的5种酶中胃蛋白酶二次酶解酶提取的多糖含量最高，为(24.18±1.85)%．因此工艺上在碱性蛋白酶酶解后选用胃蛋白酶酶解二次提取鲍鱼内脏多糖．

1：木瓜蛋白酶；2：中性蛋白酶；3：胰蛋白酶；4：胃蛋白酶；5：酸性蛋白酶。
[bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16]图4不同蛋白酶二次酶解鲍鱼内脏多糖的多糖含量
Fig.4 Polysaccharide contents of abalone viscera polysaccharide derived second time from different protease hydrolysate

2.7双酶解鲍鱼内脏多糖的抗氧化活性测定
将得到的双酶解鲍鱼内脏多糖分别进行体外抗氧化活性测定。5种酶二次酶解后的多糖样品清除羟自由基的能力如图5(a)所示，用9.6 mg/mL胃蛋白酶二次酶解得到的鲍鱼内脏多糖羟自由基清除率为100%，优于中性蛋白酶、酸性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶酶解的多糖样品（分别为96%、99.85%、83.04%、97.16%）；5种酶二次酶解后的多糖样品的还原能力如图5(b)所示，用11.2 mg/mL胃蛋白酶、胰蛋白酶二次酶解得到的鲍鱼内脏多糖测还原能力时，A700分别为0.525、0.496，明显优于中性蛋白酶、酸性蛋白酶、木瓜蛋白酶酶解多糖样品（分别为0.208、0.178、0.176）；5种酶二次酶解后的多糖样品清除ABTS自由基的能力如图5(c)所示，用10 mg/mL的胃蛋白酶、木瓜蛋白酶二次酶解得到的鲍鱼内脏多糖ABTS自由基清除率分别为88.13%、87.64%，优于中性蛋白酶、酸性蛋白酶、胰蛋白酶酶解多糖样品（分别为80.16%、61.95%、78.37%）．综合考虑，用胃蛋白酶二次酶解得到的鲍鱼内脏多糖在清除羟自由基、还原能力和清除ABTS自由基方面均具有较好的抗氧化活性．
 (
(a)
)[image: ]
(a)清除羟自由基的能力；(b)还原能力；(c)清除ABTS自由基的能力．
图5双酶解鲍鱼内脏多糖的抗氧化活性
Fig.5 The antioxidant activity of abalone viscera polysaccharides

2.8 H2O2脱除鲍鱼内脏多糖色素
H2O2脱除鲍鱼内脏多糖色素的结果如图6所示，H2O2体积分数浓度为4%（图6(a)）、温度为60℃（图6(b)）、时间为120 min（图6(c)）时多糖色素脱除率最高．因此选定脱色工艺为：将鲍鱼内脏多糖样品配成5%的溶液，调节pH至9左右，加入4% H2O2原液，60℃脱色2 h，此时鲍鱼内脏多糖的色素脱除率达到88.49%．
 (
A
B
C
)
（A）H2O2浓度对色素脱除的影响．（B）温度对色素脱除的影响．（C）时间对色素脱除的影响．
图 6 H2O2浓度(a)、脱色温度(b)和脱色时间(c)对去除鲍鱼内脏多糖色素的影响
Fig.6 The effects of H2O2 content (a), temperature (b) and time (c) on depigment of abalone viscera polysaccharide

2.9鲍鱼内脏多糖急性毒理实验
急性毒理实验结果显示：灌胃结束后实验小鼠外观、精神状态、行为活动、毛色、呼吸、摄食和大小便等均未见异样，眼、鼻、口腔未出现异常分泌物，小鼠体重增加，全部存活，解剖后观察内脏器官未发生异常病变，结果如图7所示．
采用限量法测得小鼠对鲍鱼内脏多糖的经口急性毒性的耐受计量大于15 mg/g，其LD 50大于15 mg/g，急性毒性分级为无毒．
[image: ]
图7 鲍鱼内脏多糖急性毒性试验
Fig. 7 The acute toxicity test of abalone visceral polysaccharide 


2.10鲍鱼内脏多糖的抑菌作用
鲍鱼内脏多糖对金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌、大肠杆菌和铜绿假单胞菌的抑制作用如图7和表4所示，可以发现鲍鱼内脏多糖对这四种常见的细菌均有良好的抑制作用．随着鲍鱼内脏多糖浓度增加，抑菌圈直径增大，表现出明显的浓度效应（图8）．当鲍鱼内脏多糖浓度为50 mg/mL时，其对四种菌的抑菌圈直径分别为14.46、14.5、12.28和8.39 mm，效果与阳性对照相当甚至更优．
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	(a) 金黄色葡萄球菌
	(b) 鼠伤寒沙门氏菌
	(c) 大肠杆菌
	(d) 铜绿假单胞菌


—为阴性对照蒸馏水；+为1000 U/mL的链霉素和卡那霉素阳性对照．
图8鲍鱼内脏多糖的抑菌效果 
Fig. 8 The antibacterial effect of abalone visceral polysaccharides on S. aureus, S. typhimurium, E. coli and P. aeruginosa

表3 鲍鱼内脏多糖的抑菌圈测定
Tab. 3 The measurement of the diameter of antibacterial circle of abalone visceral polysaccharides
mm
	供试菌种
	不同浓度多糖/(mg·mL-1)
	阳性对照
	无菌水

	
	6.25
	12.5
	25
	50
	
	

	金黄色葡萄球菌
	6.69
	8.74
	11.62
	14.46
	─
	─

	沙门氏菌
	6.31
	8.22
	11.39
	14.5
	7.37
	─

	大肠杆菌
	3.44
	8.62
	11
	12.28
	9.53
	─

	铜绿假单胞菌
	5.3
	6.59
	7.83
	8.39
	7.22
	─

	注：─表示无抑菌圈，表中数据均为3次重复实验的平均值．



3讨 论
[bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18]本研究通过碱性蛋白酶提取单因素试验和正交试验确定了鲍鱼内脏多糖最佳提取工艺条件，并测定了在该条件下提取得到的多糖的抗氧化活性．罗晓航等[6]采用高压脉冲电场酶法辅助提取鲍鱼内脏多糖，当多糖质量浓度为10 mg/mL时对羟自由基的清除率是25.25%，而本研究中提取的鲍鱼内脏多糖样品在多糖质量浓度为8.6 mg/mL时，清除率就达到100%．王莅莎等[7]采用碱性蛋白酶和胃蛋白酶分别酶解雌雄皱纹盘鲍，再经Sephadex G-100洗脱共分离出4种成分，用过柱前的2种样品和过柱后的4种成分分别测定其抗氧化活性，结果显示过柱前雌、雄鲍鱼内脏多糖样品清除羟自由基的半数有效浓度EC 50分别为0.14和0.08 mg/mL，效果更优，但过柱后各成分清除能力都发生不同程度下降．过柱前雌、雄鲍鱼多糖样品的还原能力（A700=0.2）分别为9.25和8.17 mg/mL，过柱后多糖含量高的成分还原能力显著下降，含量低者则略微加强，但都低于本实验多糖样品的还原能力（A700=0.485）为8.16 mg/mL．也有其他文献[23-25]报道纯化后的多糖化合物抗氧化活性较粗多糖更弱，出现这种现象的原因可能是单酶解鲍鱼内脏粗多糖样品中含有较多具有较好抗氧化活性的小分子物质，如低聚糖、多肽、氨基酸、脂肪酸、脂蛋白和一些重金属离子，而这些小分子物质在双酶解的过程中被去掉了一部分．综合分析表明，本研究所提取得到的多糖具有较好的抗氧化活性．虽然Vc的抗氧化活性优于提取得到的多糖，但鲍鱼内脏多糖因其取材天然，无副作用，而且经过去蛋白去色素后可得到了高纯度的多糖，因此具有很好的应用前景．
本研究结果还表明鲍鱼内脏多糖对种供试菌都有良好的抑制效果，在25 mg/mL浓度下，其效果远优于阳性对照卡那霉素和链霉素．因此，鲍鱼内脏多糖具有较好抗氧化活性的同时，又能对常见的细菌产生抑制效应，本研究结果为鲍鱼内脏多糖在食品保鲜、医药保健等方面的应用提供了理论基础．
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Extraction, Purification and Antioxidant Activity Analysis of Polysaccharide from Abalone visceral
ZHANG Ruijuan, KE Lina, ZHENG Jing, SHI Yan, WANG Qin*
(School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361102, China)
[bookmark: OLE_LINK69][bookmark: OLE_LINK70][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK7]Abstract: Natural polysaccharide compounds has a good effect on removing reactive oxygen species of a variety of physical, chemical and biological sources. It has become a potential natural antioxidant. The polysaccharide in this study was extracted from abalone viscera. We evaluated its antioxidant activity by the antioxidant activity model in vitro in order to provide the basical knowledge for comprehensive utilization of abalone viscera. The polysaccharide was obtained by using Haliotis discus hannai Ino viscera as material, the alkaline protease, neutral protease, vernase, papain, pepsin and trypsin as protease enzymolysis to release the polysaccharide chain. The antioxidant experiments results showed that when used alkaline protease, the polysaccharides yield was the highest, which was 6.66%. Then by single factor experiment of alkaline protease and the orthogonal experiment, the optimum condition of alkaline protease extracting polysaccharide from abalone visceral was determined. The results of antioxidant activity showed that the concentration of polysaccharide from abalone viscera of 100% removal of hydroxyl free radical was 9.6 mg/mL, while Vc was 0.48 mg/mL; of reducing capacity at A700=0.485 was 8.16 mg/mL, while Vc was 0.08 mg/mL; of 100% removal of ABTS radical was 7.5 mg/mL, while Vc was 0.08 mg/mL. The results indicated that the polysaccharide had a good antioxidant activity. When the secondary enzymolysis of enzyme was pepsin, the polysaccharide content and antioxidant activity were the highest. Using sevage method and repeated freezing and thawing method to remove protein and hydrogen peroxide method to depigment, we got the high purity content of abalone visceral polysaccharide (AVP). Double plate method was used to measure bacteriostatic action of AVP, which showed that the AVP could surpress reproduction of Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa.
Key words: abalone viscera; polysaccharide; extraction ; purification; antioxidant activity; antibacteria
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清除率（%）

6.0000000000000114E-3	5.1316014394469124E-3	5.6862407030774534E-3	4.5825756949558136E-3	4.3588989435406934E-3	5.0000000000000114E-3	1.1372481406154667E-2	4.1633319989322704E-3	5.0332229568472034E-3	1.2529964086141678E-2	6.0000000000000114E-3	5.1316014394469124E-3	5.6862407030774534E-3	4.5825756949558136E-3	4.3588989435406934E-3	5.0000000000000114E-3	1.1372481406154667E-2	4.1633319989322704E-3	5.0332229568472034E-3	1.2529964086141678E-2	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	11.2	12.8	14.4	16	0.115	0.21200000000000024	0.29900000000000032	0.41100000000000031	0.49800000000000288	0.58599999999999997	0.65500000000001601	0.74100000000000465	0.82199999999999995	0.90500000000000003	浓度（mg/mL）

A700

3.5859494326235777	6.4770852498120846	1.2232061695941914	0.94108093877908161	0	3.5859494326235777	6.4770852498120846	1.2232061695941914	0.94108093877908161	0	1.25	2.5	5	7.5	10	22.110000000000031	41.63	85.2	99.460000000000022	100	浓度（mg/mL）

清除率（%）

1	1	2	3	4	5	11.2	10.88	23.08	24.18	7.88	
Relative content(%)

Neturase	0.74648063158623601	0.91411159056205249	0.94063808130416793	0.46694039591006836	0.38017539811302981	0.12583057392117594	0.74648063158623601	0.91411159056205249	0.94063808130416793	0.46694039591006836	0.38017539811302981	0.12583057392117594	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	16.573333333332609	27.75	36.270000000000003	59.266666666665998	88.13666666666667	96.016666666666666	Papain	0.63023805026356705	0.40066611203495989	0.83811295976937039	0.45610671265981156	0.66063101148391357	0.29866369046136115	0.63023805026356705	0.40066611203495989	0.83811295976937039	0.45610671265981156	0.66063101148391357	0.29866369046136115	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	13.13	23.343333333332577	40.743333333333332	67.476666666666674	90.646666666666661	97.179999999999978	Vernase	2.2807308770071044	1.1585767130407261	2.1468426428905834	2.7998988076952971	1.5406924849988681	0.25696951829610964	2.2807308770071044	1.1585767130407261	2.1468426428905834	2.7998988076952971	1.5406924849988681	0.25696951829610964	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	24.133333333332889	30.650000000000031	50.783333333333331	69.266666666666666	85.216666666666697	99.763333333333279	Pepsin	1.5836982035727498	0.68631868205141999	1.0362110467138461	1.6793153366768887	2.0584055317966508	1.4069233573074742	1.5836982035727498	0.68631868205141999	1.0362110467138461	1.6793153366768887	2.0584055317966508	1.4069233573074742	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	35.120000000000012	45.196666666665998	55.036666666665994	67.679999999999978	78.683333333332158	99.133333333332658	Trypsin	2.6015444131003234	1.3763114957499378	0.96389833488822363	0.86261231152759565	0.40253364248375229	3.0579895356263602	2.6015444131003234	1.3763114957499378	0.96389833488822363	0.86261231152759565	0.40253364248375229	3.0579895356263602	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	29.096666666666664	39.393333333333338	49.42	60.660000000000011	70.383333333332658	83.07	浓度(mg/mL)

清除率(%)







Neturse	3.2145502536644198E-3	3.5118845842842432E-3	3.0550504633038767E-3	4.0000000000000114E-3	8.5049005481154048E-3	6.2449979983984025E-3	7.0000000000000114E-3	3.2145502536644198E-3	3.5118845842842432E-3	3.0550504633038767E-3	4.0000000000000114E-3	8.5049005481154048E-3	6.2449979983984025E-3	7.0000000000000114E-3	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	11.2	4.5999999999999999E-2	7.3000000000000009E-2	0.10199999999999998	0.13200000000000001	0.15200000000000041	0.18100000000000024	0.20800000000000021	Papain	3.0550504633038928E-3	2.0000000000000052E-3	4.1633319989322634E-3	3.5118845842842497E-3	3.0550504633038928E-3	7.0237691685686816E-3	4.7258156262526075E-3	3.0550504633038928E-3	2.0000000000000052E-3	4.1633319989322634E-3	3.5118845842842497E-3	3.0550504633038928E-3	7.0237691685686816E-3	4.7258156262526075E-3	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	11.2	4.3999999999999997E-2	6.4000000000000112E-2	8.4000000000000047E-2	0.112	0.129	0.14800000000000021	0.17600000000000021	Vernase	2.6457513110646012E-3	3.214550253664422E-3	5.0332229568472034E-3	4.5825756949558439E-3	8.3864970836065224E-3	4.5825756949558439E-3	6.6583281184794023E-3	2.6457513110646012E-3	3.214550253664422E-3	5.0332229568472034E-3	4.5825756949558439E-3	8.3864970836065224E-3	4.5825756949558439E-3	6.6583281184794023E-3	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	11.2	4.3999999999999997E-2	6.2000000000000034E-2	8.7000000000000022E-2	0.11	0.13400000000000001	0.15900000000000244	0.17800000000000021	Pepsin	8.1853527718724495E-3	5.7735026918964867E-4	2.0816659994661343E-3	5.8594652770823314E-3	2.5166114784235848E-3	2.0816659994661348E-3	3.6055512754641036E-3	8.1853527718724495E-3	5.7735026918964867E-4	2.0816659994661343E-3	5.8594652770823314E-3	2.5166114784235848E-3	2.0816659994661348E-3	3.6055512754641036E-3	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	11.2	9.8000000000000226E-2	0.17500000000000004	0.24300000000000024	0.32300000000000773	0.39700000000000862	0.47400000000000031	0.52500000000000002	Trypsin	3.0550504633038928E-3	1.5275252316519481E-3	2.0000000000000052E-3	5.0000000000000114E-3	4.5825756949558439E-3	4.0414518843274114E-3	5.0000000000000114E-3	3.0550504633038928E-3	1.5275252316519481E-3	2.0000000000000052E-3	5.0000000000000114E-3	4.5825756949558439E-3	4.0414518843274114E-3	5.0000000000000114E-3	1.6	3.2	4.8	6.4	8	9.6	11.2	8.9000000000000065E-2	0.16300000000000001	0.23	0.30500000000000038	0.36200000000000032	0.43000000000000038	0.49600000000000088	浓度(mg/mL)

A700







Neturase	1.9408503291084103	3.5966975593360049	3.7719888653071036	0.58660037504271356	0.99050492174397065	0.5718682832057207	1.9408503291084103	3.5966975593360049	3.7719888653071036	0.58660037504271356	0.99050492174397065	0.5718682832057207	1.25	2.5	5	7.5	10	12.5	18.099999999999987	33.983333333333327	54.690000000000012	68.779999999999987	80.160000000000011	84.176666666666648	Papain	0.61719796932041671	3.9053979737452953	2.462870953446993	3.0958682142493927	3.7445604993554382	1.6901577835613608	0.61719796932041671	3.9053979737452953	2.462870953446993	3.0958682142493927	3.7445604993554382	1.6901577835613608	1.25	2.5	5	7.5	10	12.5	22.383333333332491	34.526666666665975	59.676666666665994	74.58	87.586666666666673	92.736666666666665	Vernase	0.61500677503045076	3.3959731055079749	0.76741991981828184	0.92504053965246569	2.8454232256966736	1.1350036710669633	0.61500677503045076	3.3959731055079749	0.76741991981828184	0.92504053965246569	2.8454232256966736	1.1350036710669633	1.25	2.5	5	7.5	10	12.5	11.976666666666826	18.536666666666665	38.643333333333331	49.70000000000001	62.006666666665794	71.543333333333308	Pepsin	3.6604007066622612	0.89634442784762547	3.1677752445526934	1.7103508412021169	1.6671232707871526	1.3858691616928895	3.6604007066622612	0.89634442784762547	3.1677752445526934	1.7103508412021169	1.6671232707871526	1.3858691616928895	1.25	2.5	5	7.5	10	12.5	13.493333333333334	26.123333333332663	55.61	74.410000000000025	88.02	92.736666666666693	Trypsin	1.4629194555180878	3.6309824198601377	0.80074964876700461	2.2141890915940432	0.49426713425243335	0.40796241657016746	1.4629194555180878	3.6309824198601377	0.80074964876700461	2.2141890915940432	0.49426713425243335	0.40796241657016746	1.25	2.5	5	7.5	10	12.5	8.8333333333333357	20.486666666666629	48.4	63.143333333333338	78.319999999999993	88.996666666666727	浓度(mg/mL)

清除率(%)







9.6090235369331208E-3	6.0277137733417314E-3	8.0208062770106767E-3	4.5092497528232906E-3	6.2449979983984025E-3	3.2145502536644458E-3	9.6090235369331208E-3	6.0277137733417314E-3	8.0208062770106767E-3	4.5092497528232906E-3	6.2449979983984025E-3	3.2145502536644458E-3	0.5	1	2	3	4	5	1.441999999999934	1.349	0.93300000000000005	0.75300000000001799	0.67700000000002258	0.67100000000002258	H2O2浓度（%）

A560

4.0000000000000114E-3	2.5166114784235848E-3	3.0550504633038568E-3	2.5166114784235848E-3	5.0000000000000114E-3	3.5118845842842497E-3	4.0000000000000114E-3	2.5166114784235848E-3	3.0550504633038568E-3	2.5166114784235848E-3	5.0000000000000114E-3	3.5118845842842497E-3	30	40	50	60	70	80	0.68200000000000005	0.501	0.34600000000000031	0.24100000000000021	0.23400000000000001	0.22800000000000001	温度（℃）

A560

1.4364307617610709E-2	6.5064070986478647E-3	6.8068592855544136E-3	8.3864970836066543E-3	1.0148891565092241E-2	1.0535653752852691E-2	1.2583057392118546E-2	1.509966887054094E-2	1.6370705543744913E-2	1.4364307617610709E-2	6.5064070986478647E-3	6.8068592855544136E-3	8.3864970836066543E-3	1.0148891565092241E-2	1.0535653752852691E-2	1.2583057392118546E-2	1.509966887054094E-2	1.6370705543744913E-2	10	20	30	40	50	60	80	100	120	1.3120000000000001	1.024	0.87800000000001799	0.78900000000000003	0.73200000000000065	0.68500000000000005	0.65200000000002012	0.61700000000000665	0.60200000000000065	时间（min）

A560

0.23094010767584999	0.20808652046684806	0.35383612025909217	0.10148891565091998	0.106926766215641	0.20526405757788274	0.23094010767584999	0.20808652046684806	0.35383612025909217	0.10148891565091998	0.106926766215641	0.20526405757788274	0.60000000000000064	1.2	2.4	3.6	4.8	6	5.41	6.1499999999999995	5.49	4.67	4.1099999999999985	2.27	加酶量（104U/g）

多糖得率（%）


0.22605309110914604	8.6216781042513319E-2	0.21779194965227169	0.18583146486355129	4.0414518843273933E-2	0.22605309110914604	8.6216781042513319E-2	0.21779194965227169	0.18583146486355129	4.0414518843273933E-2	9	9.5	10	10.5	11	4.63	4.92	5.5	6.34	5.46	pH值

多糖得率（%）


7.5055534994651132E-2	9.5043849529191968E-2	5.773502691896349E-3	2.0000000000000032E-2	0.10000000000002558	7.5055534994651132E-2	9.5043849529191968E-2	5.773502691896349E-3	2.0000000000000032E-2	0.10000000000002558	30	40	50	60	70	5.74	6.4300000000000024	6.04	5.85	5.4300000000000024	温度(℃)

多糖得率（%）
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