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［摘要］ 为了选取最优的脱色工艺以脱除泡叶藻 （Ａｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍ ｎｏｄｏｓｕｍ） 聚糖发色基团或物质， 通过比

较活性炭吸附、 有机溶剂 （甲醇、 乙醇、 异丙醇、 丙酮和四氢呋喃） 萃取、 大孔树脂 （ Ｄ１０１、 Ｄ１０１ － １、
ＤＭ１３０） 吸附、 Ｈ２ Ｏ２ 氧化等不同脱色方法对泡叶藻聚糖脱色效果的影响， 研究结果表明， Ｈ２ Ｏ２ 氧化法优

于大孔树脂吸附法、 活性炭吸附法和有机溶剂萃取法。 进一步以脱色时间、 脱色温度、 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数和脱

色 ｐＨ 值为因素， 进行单因素试验确定关键影响因素及其水平， 并采用 Ｌ９ （３４ ）正交设计进行试验， 以泡叶

藻聚糖的白度值和脱色后聚糖保留率为指标， 并分析脱色后的泡叶藻聚糖对诱导小鼠吞噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
生成一氧化氮活性的影响， 筛选出具有较好保留泡叶藻聚糖免疫诱导潜力的 Ｈ２ Ｏ２ 氧化法的脱色工艺条件。
结果表明， Ｈ２ Ｏ２ 氧化法脱除泡叶藻聚糖发色基团或物质最佳工艺条件为： Ｈ２ Ｏ２ 质量分数 ８􀆰 ６％ ， 脱色时

间 ４􀆰 ０ ｈ， 脱色温度 ６０ ℃ ， ｐＨ 值 １１􀆰 ０， 泡叶藻聚糖白度值达到 （６１． ０５ ± １． １２）％ ， 提高了 ４􀆰 １ 倍， 聚糖保

留率为 （９０． ０２ ± ０． ０３）％ 。
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０　 引言
泡叶藻 （Ａｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍ ｎｏｄｏｓｕｍ） ， 又称岩衣藻， 是一种大型的海洋褐藻， 主要在北大西洋沿岸生

长与繁殖。 泡叶藻含有丰富的褐藻胶， 约占藻体总多糖的 ７９％ ， 是工业生产褐藻胶、 碘和甘露醇的

主要原料之一［１ － ２］ 。 除褐藻胶外， 泡叶藻还含有泡叶藻聚糖和岩藻聚糖， 它们分别约占藻体总多糖的

１３％ 和 ８％ ［２］ 。 在我国的工业生产上， 泡叶藻主要被用于提取褐藻胶； 在农业生产上， 泡叶藻常被用

来制作化肥、 饲料等； 在食品行业中， 泡叶藻主要被用来制作海藻粉。 近年来， 大量研究指出， 泡叶

藻聚糖具有多种优良的生物活性， 如免疫诱导［３ － ６］ 、 抗氧化［７ － ８］ 、 抗肿瘤［９ － １０］ 、 抗炎症［１１］ 等， 这些

生物活性使其在食品和生物医药领域有着重要的应用价值和良好的开发前景。
泡叶藻聚糖属于褐藻多糖硫酸酯中的一种， 传统工艺法提取的泡叶藻聚糖纯度不高， 且含有一定

的杂质基团， 聚糖多呈褐色或深褐色， 溶解度较差， 黏度差异较大， 不利于对其生物活性、 结构与构

效关系的研究， 且不能直接用于功能食品精细加工和医药品生产， 从而导致生产成本较高。 然而， 目

前对泡叶藻聚糖的研究报道主要集中在提取工艺以及生物活性研究方面， 对其脱色及高效纯化工艺尚

缺乏研究。 目前针对多糖常用的脱色方法一般有有机溶剂萃取法、 活性炭吸附法、 树脂吸附法［１２ － １３］ 、
双氧水 （Ｈ２ Ｏ２ ） 氧化法［１４］ 等。 其中， 活性炭吸附法中炭粉不易去除， 而且成本较高［１５］ ； 树脂吸附

法对多糖组分有吸附能力， 造成多糖保留率较低， 且脱色效果不理想［１６］ ； Ｈ２ Ｏ２ 氧化法脱色具有脱色

效率高、 操作简单、 快捷的特点， 且没有异味， 不易复色［１７］ 。
本文通过比较活性炭吸附、 有机溶剂 （甲醇、 乙醇、 异丙醇、 丙酮和四氢呋喃） 萃取、 大孔树

脂 （Ｄ１０１、 Ｄ１０１ － １、 ＤＭ１３０） 吸附、 Ｈ２ Ｏ２ 氧化等不同脱色方法对泡叶藻聚糖脱色效果的影响， 进

一步通过比较脱色后泡叶藻聚糖白度值和聚糖保留率， 对泡叶藻聚糖的 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色工艺条件进行

优化， 并结合分析经各优化工艺脱色后的泡叶藻聚糖对诱导小鼠吞噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 生成一氧化氮

活性 （免疫诱导活性评价指标之一）， 筛选出具有较好保留泡叶藻聚糖免疫诱导潜力的脱色工艺条

件， 为泡叶藻聚糖的精深加工及其在食品领域、 生物医药领域的应用奠定基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与试剂

泡叶藻购于青岛明月海藻集团； 透析袋 （３５００ ｕ ｃｕｔ⁃ｏｆｆ） 购于上海源叶生物科技有限公司； 活性

炭粉末购于江苏志康炭业有限公司； 小鼠单核巨噬细胞 （ＲＡＷ２６４􀆰 ７） 购于中国科学院上海细胞库。
大孔树脂 （Ｄ１０１、 Ｄ１０１ － １、 ＤＭ１３０） 购于河北宝恩吸附材料科技有限公司； 甲醇、 乙醇、 异丙

醇、 丙酮、 四氢呋喃、 体积分数 ９５％ 乙醇、 盐酸、 冰醋酸、 过氧化氢、 氯化钠、 氯化钾、 磷酸氢二

钠、 磷酸二氢钾等购于上海国药集团化学试剂有限公司， 均为分析纯； 脂多糖购于 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 中

国上海公司； ＤＭＥＭ 培养基购于美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司； 胎牛血清购于以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ； １００ ×
抗生素 （１０ ０００ ＩＵ ／ ｍＬ 氨苄青霉素和 １０ ｇ ／ Ｌ 硫酸链霉素） 溶液购于 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 中国上海公司。

·５２·
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１􀆰 ２　 仪器与设备

ＺＸＲＤ － ８５１１０ 型电热恒温振荡水槽 （上海恒科学仪器有限公司）； ＦＥ２０ ／ ＥＬ２０ 型 ｐＨ 酸度计 （上

海梅特勒 － 托利多仪器有限公司）； Ａｖａｎｔｉ Ｊ２６ＸＰ 高速冷冻离心机 （德国贝克曼公司）； Ｆｒｅｅ Ｚｏｎｅ ６
ｐｌｕｓ 型真空冷冻干燥机 （美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ 公司）； ＡＤＣＩ － ２０００ 系列全自动白度仪 （北京辰泰克仪器技

术有限公司）； ＨＥＲＡＣＥＬＬ Ｖｏｉｓ １６０ｉ 型 ＣＯ２ 培养箱 （德国赛默飞世尔科技公司）； 培养倒立显微镜

（日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； １３００ ＳＥＲＩＥＳ ＡＬ 型生物安全柜 （德国赛默飞世尔科技公司）； ＢｉｏＴｅｋ Ｃｙｔａｔｉｏｎ － ５
酶标仪 （美国伯腾仪器有限公司）。
１􀆰 ３　 大孔树脂的预处理

参照文献 ［１８］， 将树脂用体积分数 ９５％ 乙醇浸泡至充分溶胀， 去除乙醇后， 用蒸馏水洗涤至无

白色浑浊且无醇味， 再用质量分数 ５％ ＮａＯＨ 溶液浸泡 ２ ～ ４ ｈ， 用水洗至中性； 再用质量分数 ５％ ＨＣｌ
溶液浸泡 ３ ｈ 后， 用蒸馏水洗涤至中性备用。
１􀆰 ４　 泡叶藻聚糖的制备

泡叶藻洗净、 烘干后粉碎， 过 ６０ 目标准筛， 藻粉按料液比 １∶ ３０ （ｇ∶ ｍＬ） 加水， 沸水浴浸提２ ｈ，
冷却至室温， 过滤并离心除去藻渣。 用 ＨＣｌ 溶液调上清液 ｐＨ 值至 １􀆰 ３， 于 ４ ℃下过夜放置， 经冷冻

离心 （６２５３ ｒ ／ ｍｉｎ， ２０ ｍｉｎ） 去除褐藻胶沉淀， 上清液用 ＮａＯＨ 溶液调至中性后， 于 ４ ℃下用体积分

数 ５０％ 乙醇过夜沉淀， 冷冻离心 （６２５３ ｒ ／ ｍｉｎ， ２０ ｍｉｎ） 获取沉淀， 沉淀过程重复 ２ 次并合并沉淀

物， 经纯水透析 （３５００ ｕ ｃｕｔ⁃ｏｆｆ） 后， 冷冻干燥获得泡叶藻聚糖。
１􀆰 ５　 不同脱色方法对泡叶藻聚糖脱色的初步分析

活性炭吸附法： 取 １５􀆰 ０ ｍＬ 泡叶藻聚糖溶液 （４􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）， 按质量体积比加入 ３􀆰 ０％ 的活性炭， 室

温脱色 １２ ｈ， 离心 （６２５３ ｒ ／ ｍｉｎ， ５ ｍｉｎ）， 上清液冷冻干燥至恒重备用。
有机溶剂萃取法： 取 ６０􀆰 ０ ｍｇ 泡叶藻聚糖粉末 ５ 份， 分别加入 １５􀆰 ０ ｍＬ 甲醇、 乙醇、 异丙醇、 丙

酮和四氢呋喃试剂沉淀聚糖， 室温脱色 １２ ｈ 后， 离心 （６２５３ ｒ ／ ｍｉｎ， ５ ｍｉｎ） 弃上清液， 取出沉淀，
烘干至恒重后备用。

大孔树脂吸附法： 将大孔树脂 （Ｄ１０１、 Ｄ１０１ － １、 ＤＭ１３０） 活化［１９］ 后， 填入层析柱 （２􀆰 ６ ｃｍ ×
２０ ｃｍ）， 取 ５􀆰 ０ ｍＬ 泡叶藻聚糖溶液 （４􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）， 上样进入大孔树脂的层析柱， 室温孵育 １２ ｈ， 蒸馏

水洗至洗脱液无色， 收集洗脱液溶液， 冷冻干燥至恒重备用。
Ｈ２ Ｏ２ 氧化法： １５􀆰 ０ ｍＬ 泡叶藻聚糖溶液 （４􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）， 分别加入 １􀆰 ４， ３􀆰 ０， ７􀆰 ５ ｍＬ 的质量分数

３０％ Ｈ２ Ｏ２ 至其终质量分数分别为 ２􀆰 ５％ ， ５􀆰 ０％ ， １０􀆰 ０％ ， 室温孵育 １２ ｈ， 经纯水透析 （３５００ ｕ ｃｕｔ⁃
ｏｆｆ） 后冷冻干燥至恒重， 备用。

分别以干燥后泡叶藻聚糖的保留率和白度值为指标， 比较不同脱色方法对泡叶藻聚糖脱色效果的

影响。
１􀆰 ６　 Ｈ２ Ｏ２ 氧化法脱色单因素试验和正交试验

１􀆰 ６􀆰 １　 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数单因素试验

取 １５􀆰 ０ ｍＬ 泡叶藻聚糖溶液 （２０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）， ｐＨ 值调至 ７􀆰 ０， 分别加入 ０， １􀆰 ０， ２􀆰 ０， ４􀆰 ０， ８􀆰 ０ ｍＬ
的质量分数 ３０％ Ｈ２ Ｏ２ 至其终质量分数分别为 ０， １􀆰 ４％ ， ２􀆰 ７％ ， ５􀆰 ０％ ， ８􀆰 ６％ ， 置于 ４０ ℃的电热恒

温水槽脱色 １􀆰 ０ ｈ， 脱色后泡叶藻聚糖样品经纯水透析 （３５００ ｕ ｃｕｔ⁃ｏｆｆ） 后， 冷冻干燥至恒重， 计算

泡叶藻聚糖的保留率， 并用白度仪测定泡叶藻聚糖的蓝光白度值。
１􀆰 ６􀆰 ２　 脱色时间单因素试验

取 １５􀆰 ０ ｍＬ 泡叶藻聚糖溶液 （２０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）， ｐＨ 值调至 ７􀆰 ０， 加入质量分数 ３０％ Ｈ２ Ｏ２ 至其终质量

分数为 ５􀆰 ０％ ， 电热恒温水槽加热至 ４０ ℃后， 分别脱色 ０􀆰 ５， １􀆰 ０， ２􀆰 ０， ４􀆰 ０ ｈ， 脱色后泡叶藻聚糖样

品经透析 （３５００ ｕ ｃｕｔ － ｏｆｆ） 后冷冻干燥至恒重， 计算泡叶藻聚糖的保留率， 并用白度仪测定泡叶藻

聚糖的蓝光白度值。

·６２·



　 第 ６ 期 韦敬柳乙， 等： 泡叶藻聚糖脱色工艺的研究

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

１􀆰 ６􀆰 ３　 脱色温度单因素试验

取 １５􀆰 ０ ｍＬ 泡叶藻聚糖溶液 （２０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）， ｐＨ 值调至 ７􀆰 ０， 加入质量分数 ３０％ Ｈ２ Ｏ２ 至其终质量

分数为 ５􀆰 ０％ ， 置于不同温度 （２０， ４０， ６０， ８０ ℃ ） 的电热恒温水槽脱色 １􀆰 ０ ｈ， 脱色后泡叶藻聚糖

样品经透析 （３５００ ｕ ｃｕｔ⁃ｏｆｆ） 后冷冻干燥至恒重， 计算泡叶藻聚糖的保留率， 并用白度仪测定泡叶藻

聚糖的蓝光白度值。
１􀆰 ６􀆰 ４　 脱色 ｐＨ 值单因素试验

取 １５􀆰 ０ ｍＬ 泡叶藻聚糖溶液 （２０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）， ｐＨ 值分别调至 ３􀆰 ０， ５􀆰 ０， ７􀆰 ０， ９􀆰 ０， １１􀆰 ０， 加入质量

分数 ３０％ Ｈ２ Ｏ２ 至其终质量分数为 ５􀆰 ０％ ， 电热恒温水槽加热至 ４０ ℃ 后脱色 １􀆰 ０ ｈ， 脱色后泡叶藻聚

糖样品经透析 （３５００ ｕ ｃｕｔ － ｏｆｆ） 后冷冻干燥至恒重， 计算泡叶藻聚糖的保留率， 并用白度仪测定泡

叶藻聚糖的蓝光白度值。
１􀆰 ６􀆰 ５　 Ｈ２ Ｏ２ 氧化法脱色正交试验

在单因素试验的基础上， 综合评价泡叶藻聚糖白度值、 聚糖保留率、 能源耗损等因素， 运用正交

设计方法， 采用 Ｌ９ （３４ ）正交设计确定泡叶藻聚糖的最佳脱色工艺条件， 根据 Ｈ２ Ｏ２ 单因素脱色试验结

果， 选取各因素水平， 按照因素水平设计， 对影响脱色的主要因素进行 Ｌ９ （３４ ）正交试验 （见表 １）。

表 １　 泡叶藻聚糖脱色正交试验因素及水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｃｏｐｈｙｌｌａｎ

水平
Ｌｅｖｅｌｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ
Ｈ２ Ｏ２ 质量分数

Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈ２ Ｏ２ ／ ％ （Ａ）
时间

Ｔｉｍｅ ／ ｈ（Ｂ）
温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃ （Ｃ）
１ ２． ７ １． ０ ４０
２ ５． ０ ２． ０ ６０
３ ８． ６ ４． ０ ８０

１􀆰 ７　 泡叶藻聚糖白度值的测定

参照文献 ［２０］， 取脱色前和脱色后的泡叶藻聚糖粉末， 均匀平铺于全自动白度仪 （ ＡＤＣＩ －
２０００） 的恒压粉体制样器内， 采用 ＣＩＥ － ＸＹＺ 表色系统， 即 Ｗｒ ＝ Ｒ４５７ ， 其中： Ｗｒ 为表色系统中的蓝

光白度值； Ｒ４５７为表色系统中的 ＩＳＯ Ｒ４５７视亮度 （即白度）。 具体操作方法参照 ＡＤＣＩ － ２０００ 系列全自

动白度仪使用手册进行测定。
１􀆰 ８　 泡叶藻聚糖保留率的测定及计算方法

分别将脱色前泡叶藻聚糖粉末和脱色后获得的泡叶藻聚糖粉末置于干热烘箱中， 于 ５０ ℃条件下，
干燥至恒重， 采用脱色前后泡叶藻聚糖质量变化计算泡叶藻聚糖保留率， 计算公式如下：

泡叶藻聚糖保留率 ／ ％ ＝ （脱色后泡叶藻聚糖质量 ／ 脱色前泡叶藻聚糖质量） × １００。
１􀆰 ９　 泡叶藻聚糖诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 活性分析

１􀆰 ９􀆰 １　 泡叶藻聚糖样品溶液配制

取脱色前后的泡叶藻聚糖样品， 分别用 １ × ＰＢＳ （０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ） 配成 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 样品溶液后经 ０􀆰 ２２ ｍｍ
滤膜过滤除菌， 备用。 取 １６ μＬ 泡叶藻聚糖样品溶液 （１０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）， 加入 ７８４ μＬ ＤＭＥＭ 培养基进行稀

释， 得到 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 泡叶藻聚糖样品溶液， 再取 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 的泡叶藻聚糖样品溶液 ４００ μＬ， 加入 ４００ μＬ
的 ＤＭＥＭ 培养基按 １∶ １ 的比例进行稀释， 得到 １００ ｍｇ ／ Ｌ 泡叶藻聚糖样品溶液， 重复此规律进行逐级稀

释， 依次获得 ５０， ２５， １２􀆰 ５， ６􀆰 ２５， ０ ｍｇ ／ Ｌ 泡叶藻聚糖样品溶液， 以上步骤均在无菌操作中完成。
１􀆰 ９􀆰 ２　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞培养

参照文献 ［１１， ２１］， ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞呈贴壁状生长， 用含质量分数 １０％ 胎牛血清、 １００ ＩＵ ／ ｍＬ
氨苄青霉素和 １００ ｍｇ ／ Ｌ 硫酸链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基， 在 ３７ ℃ 下、 含质量分数 ５􀆰 ０％ ＣＯ２ 的 ＨＥＲＡ⁃
ＣＥＬＬＶｏｉｓ １６０ｉ 型 ＣＯ２培养箱中传代培养。

·７２·
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１􀆰 ９􀆰 ３　 泡叶藻聚糖诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 测定

参照文献 ［１１， ２１］， 将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 （３ × １０４个 ／ 孔） 接种于 ９６ 孔细胞培养板中， 经过夜培养

细胞贴壁后， 加入脱色前和经最佳工艺条件脱色后不同浓度 （０， ６􀆰 ２５， １２􀆰 ５， ２５， ５０， １００， ２００ ｍｇ ／ Ｌ） 的

泡叶藻聚糖样品溶液， 以 ＤＭＥＭ 培养基为空白对照， 以 ＬＰＳ （１０ μｇ ／ Ｌ） 为阳性对照， 每组样品做 ３ 个

平行， 于 ３７ ℃下、 含质量分数 ５􀆰 ０％ ＣＯ２的细胞培养箱中诱导 ２４ ｈ 后， 每孔取出 ５０ μＬ 上清液置于 ９６
孔板， 然后向上清液中加入 １００ μＬ Ｇｒｉｅｓｓ 试剂 （含 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磺胺酸， ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｎ － １ － （萘基） 乙二

胺二盐酸盐， 质量分数 ２５％冰醋酸）， 避光孵育 ２０ ｍｉｎ， 于 Ａ５４０处测定吸光度值。 同时， 取 ５０ ｍＬ 已知

浓度 （０， ６􀆰 ２５， １２􀆰 ５， ２５， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 的 ＮＯ －
２ 标准溶液置于 ９６ 孔板中， 加入 １００ μＬ Ｇｒｉｅｓｓ 试剂， 绘

制标准曲线， 计算培养基上清液中 ＮＯ 的浓度。 将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 （３ × １０４个 ／ 孔） 接种于 ９６ 孔细胞培

养板中， 细胞过夜培养贴壁后， 分别加入经不同工艺条件脱色后的泡叶藻聚糖样品溶液 （２００ ｍｇ ／ Ｌ），
以 ＤＭＥＭ 培养基为空白对照， 每组样品做 ３ 个平行， 于 ３７ ℃下、 含质量分数 ５􀆰 ０％ ＣＯ２的细胞培养箱中

诱导 ２４ ｈ 后， 每孔取出 ５０ μＬ 上清液， 按上述方法计算培养基上清液中 ＮＯ 的浓度。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 不同脱色方法对泡叶藻聚糖脱色效果的影响

表 ２ 的实验结果表明， 大孔树脂吸附法和 Ｈ２ Ｏ２ 氧化法对泡叶藻聚糖脱色效果优于活性炭吸附法

和有机溶剂萃取法。 泡叶藻聚糖经活性炭、 甲醇、 乙醇、 丙醇、 异丙醇及四氢呋喃脱色后， 其颜色仍

呈深褐色， 与未处理组相比无明显变化； 不同型号的大孔树脂吸附对泡叶藻聚糖脱色均有不同的效

果， 其中 Ｄ１０１ 大孔树脂脱色效果最好， 泡叶藻聚糖呈淡黄色； Ｈ２ Ｏ２ 氧化法对泡叶藻聚糖脱色效果

最佳， 随着 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数的增加， 泡叶藻聚糖的白度值明显得到提升， 当脱色反应体系中 Ｈ２ Ｏ２ 质

量分数为 １０􀆰 ０％ 时， 脱色处理后获得的泡叶藻聚糖样品呈白色。 结果表明， Ｈ２ Ｏ２ 氧化法脱色效果最

佳， 故本研究进一步通过比较脱色后泡叶藻聚糖的白度值和聚糖保留率， 对其 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色工艺条

件进行优化。

表 ２　 不同脱色方法对泡叶藻聚糖脱色效果的影响

Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｆｏｒ ａｓｃｏｐｈｙｌｌａｎ

脱色方法 Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ

活性炭吸附法
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｒｂｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

未处理
Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ

活性炭
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｃａｒｂｏｎ

有机溶剂萃取法
Ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

甲醇
Ｍｅｔｈａｎｏｌ

乙醇
Ｅｔｈａｎｏｌ

丙醇
Ａｃｅｔｏｎｅ

异丙醇
Ｉｓｏｐｒｏｐａ⁃

ｎｏｌ

四氢呋
喃 Ｔｅｔｒａ⁃
ｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ

大孔树脂吸附法
Ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎ

ｍｅｔｈｏｄ

ＤＭ１３０ Ｄ１０１－１ Ｄ１０１

Ｈ２ Ｏ２ 氧化法
Ｈ２ Ｏ２ ⁃ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

２． ５％ ５． ０％ １０． ０％

深褐色
Ｐｕｃｅ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

褐色
Ｂｒｏｗｎｎｅｓｓ ＋ ＋

浅褐色
Ｓａｎｄｙ ｂｅｉｇｅ ＋ ＋

淡黄色
Ｆａｉｎｔ ｙｅｌｌｏｗ ＋

白色
Ｗｈｉｔｅｎｅｓｓ ＋
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２􀆰 ２　 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色工艺条件对泡叶藻聚糖脱色效果的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数对泡叶藻聚糖脱色效果的影响

图 １ 表明， 在脱色温度、 脱色时间、 脱色体系 ｐＨ 值一定的条件下， 随着脱色反应体系中 Ｈ２ Ｏ２

质量分数的增加， 脱色处理后获得的泡叶藻聚糖样品白度值逐渐上升， 当反应体系中 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数

达到 ８􀆰 ６％ 时脱色效果最佳， 获得的泡叶藻聚糖样品的白度值为 （２４􀆰 ９７ ± ０􀆰 ５８）％ 。 说明， 随着

Ｈ２ Ｏ２ 质量分数的增加， 分解产生的 ＯＯＨ － 也增多， 有利于氧化分解聚糖中的一些发色基团或物

质［２２］ 。 随着 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数的增加， 泡叶藻聚糖保留率均维持在 ９５％ 以上。 因此， 结合泡叶藻聚糖

白度值及聚糖保留率， Ｈ２ Ｏ２ 质量分数水平范围选择 ２􀆰 ７％ ～ ８􀆰 ６％ 。
２􀆰 ２􀆰 ２　 脱色时间对泡叶藻聚糖脱色效果的影响

图 ２ 表明， 在脱色温度、 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数、 脱色体系 ｐＨ 值一定的条件下， 随着脱色时间的延长，
脱色处理后获得的泡叶藻聚糖样品白度值逐渐升高， 当脱色时间为 ４􀆰 ０ ｈ 时， 泡叶藻聚糖白度值达到

（２７􀆰 ９８ ± ０􀆰 ３１）％ ， 泡叶藻聚糖保留率为 （９４􀆰 ９９ ± ０􀆰 ４７）％ 。 因此， 结合脱色后泡叶藻聚糖白度值及

聚糖保留率， 脱色时间因素水平范围选择 １􀆰 ０ ～ ４􀆰 ０ ｈ。
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Fig.1 The effects of H2O2 concentrations on
the whiteness value and the retention rate for

decolored ascophyllan

图 2 脱色时间对脱色泡叶藻聚糖白度值和
保留率的影响

Fig.2 The effects of time on the whiteness value
and the retention rate for decolored ascophyllan
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２􀆰 ２􀆰 ３　 脱色温度对泡叶藻聚糖脱色效果的影响

图 ３ 结果表明， 在 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数、 脱色时间、 脱色体系 ｐＨ 值一定的条件下， 随着脱色温度的

提高， 泡叶藻聚糖白度值明显上升。 因为脱色反应体系温度升高可以加速 Ｈ２ Ｏ２ 的分解， 从而有效地

促进 ＯＯＨ － 的产生， 有利于脱除泡叶藻聚糖中的一些发色基团或物质。 当脱色反应体系温度达到

８０ ℃时， 白度值达到 （７０􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０２）％ ， 说明， Ｈ２ Ｏ２ 在较高温度条件下对泡叶藻聚糖中发色基团或

物质可进行有效地分解和脱除作用， 从而使 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色法对泡叶藻聚糖脱色效果达到最佳。 相

反， 随着脱色体系温度的逐渐升高， 脱色后泡叶藻聚糖的保留率逐渐降低， 当温度达到 ８０ ℃ 时， 聚

糖的保留率下降至 （７５􀆰 １５ ± ０􀆰 ３２）％ 。 表明， 随着反应体系温度的升高， Ｈ２ Ｏ２ 在脱除发色基团或物质

的同时， 对泡叶藻聚糖也产生氧化降解作用， 从而使部分聚糖被降解成小分子多糖或寡糖， 导致大分子聚

糖的保留率下降。 因此， 结合脱色后泡叶藻聚糖白度值及保留率， 脱色温度因素水平范围选择 ４０ ～８０ ℃。
２􀆰 ２􀆰 ４　 脱色体系 ｐＨ 值对泡叶藻聚糖脱色的影响

图 ４ 结果表明， 在 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数、 脱色时间、 脱色温度一定的条件下， 随着脱色体系 ｐＨ 值的

提高， 泡叶藻聚糖白度值缓慢提高。 当脱色体系 ｐＨ 值为 ３􀆰 ０ 时， 泡叶藻聚糖白度值为 （１７􀆰 ７８ ±
１􀆰 ０３）％ ， 当脱色体系 ｐＨ 值达到 １１􀆰 ０ 时， 脱色后泡叶藻聚糖白度值显著提高到 （２９􀆰 １７ ± ０􀆰 ２７）％ ，
表明 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色法在反应体系为碱性条件下脱色效果较好。 杨晓宽等［１７］对绿芦笋可溶性膳食纤维

白度的研究表明， 酸性介质中的 Ｈ ＋ 抑制了 Ｈ２ Ｏ２ 的分解， 碱性介质中 ＯＨ － 促进了 Ｈ２ Ｏ２ 的分解。 因

·９２·
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此， 在反应体系为碱性条件下， 更有利于 Ｈ２ Ｏ２ 的氧化脱色， 而考虑到碱性条件下的脱色工艺在工业

生产中易造成环境污染， 因此， ｐＨ 值因素不列入正交试验分析。
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图 3 温度对脱色泡叶藻聚糖白度值和保留率的影响

Fig.3 The effects of temperature on the whiteness
value and the retention rate for decolored ascophyllan

图 4 体系 pH 值对脱色泡叶藻聚糖白度值和保留率的影响

Fig.4 The effects of pH on the whiteness value and
the retention rate for decolored ascophyllan
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２􀆰 ２􀆰 ５　 Ｈ２ Ｏ２ 氧化法脱色多因素正交试验

如表 ３ 中极差 Ｒ１值比较所示， 泡叶藻聚糖白度值与各因素间的相关性影响顺序依次为 Ｃ ＞ Ｂ ＞ Ａ，
即脱色温度 ＞ 脱色时间 ＞ Ｈ２ Ｏ２ 质量分数， 获得最佳脱色效果 （白度值） 因素水平为 Ａ３ Ｂ３ Ｃ３ ， 即：
Ｈ２ Ｏ２ 质量分数 ８􀆰 ６％ ， 时间 ４􀆰 ０ ｈ， 温度 ８０ ℃ 。 表 ３ 中极差 Ｒ２值显示， 泡叶藻聚糖保留率与各因素

间的相关性影响顺序依次为 Ｃ ＞ Ｂ ＞ Ａ， 即脱色温度 ＞ 时间 ＞ Ｈ２ Ｏ２ 质量分数， 获得聚糖较好保留率因

素水平为 Ａ３ Ｂ１ Ｃ１ ， 即： Ｈ２ Ｏ２ 质量分数 ８􀆰 ６％ ， 时间 １􀆰 ０ ｈ， 温度 ４０ ℃ 。 表 ４ 方差分析结果显示， Ａ、
Ｂ 因素对脱色后泡叶藻聚糖白度值均无显著性影响 （Ｆ ＜ Ｆａ） ， Ｃ 具有显著影响 （Ｆ ＞ Ｆａ） ， 表明脱色

温度对泡叶藻聚糖的 Ｈ２ Ｏ２ 氧化法的脱色效果起主要作用。 表 ５ 方差分析结果显示， Ａ、 Ｂ、 Ｃ ３ 种因

素对经 Ｈ２ Ｏ２ 氧化法脱色的泡叶藻聚糖的保留率均无显著性影响 （Ｆ ＜ Ｆａ） 。

表 ３　 泡叶藻聚糖的 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色法因素水平正交试验设计及结果

Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ａｒｒａｙ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｓｃｏｐｈｙｌｌａｎ

实验组号
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒ

因素水平 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆａｃｔｏｒｓ

ｗ（Ｈ２ Ｏ２ ）
／ ％ （Ａ）

ｔ
／ ｈ（Ｂ）

θ
／ ℃ （Ｃ）

白度值
Ｗｈｉｔｅｎｅｓｓ ｖａｌｕｅ ／ ％

保留率
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｒａｔｅ ／ ％

１ ２． ７ １． ０ ４０ １８． ４４ ９９． ２０
２ ２． ７ ２． ０ ６０ ３６． ６７ ９４． ２４
３ ２． ７ ４． ０ ８０ ８１． ０６ ６６． ２２
４ ５． ０ １． ０ ６０ ４０． ７９ ９３． ３２
５ ５． ０ ２． ０ ８０ ７５． ７９ ７３． ２１
６ ５． ０ ４． ０ ４０ ３３． ８１ ９４． ５７
７ ８． ６ １． ０ ８０ ７０． ５４ ８１． ５６
８ ８． ６ ２． ０ ４０ ３２． ８３ ９３． ４４
９ ８． ６ ４． ０ ６０ ６１． ０５ ９０． ０２
Ｋ１ ４５． ３９ ４３． ２６ ２８． ３６
Ｋ２ ５０． １３ ４８． ４３ ４６． １７
Ｋ３ ５４． ８１ ５８． ６４ ７５． ８０
Ｒ１ ９． ４２ １５． ３８ ４７． ４４
ｋ１ ８６． ５５ ９１． ３６ ９５． ７４
ｋ２ ８７． ０３ ８６． ９６ ９２． ５３
ｋ３ ８８． ３４ ８３． ６０ ７３． ６６
Ｒ２ １． ７９ ７． ７６ ２２． ０７
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表 ４　 泡叶藻聚糖白度值方差分析结果

Ｔａｂ． ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅｎｅｓｓ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｄｅｃｏｌｏｒｅｄ ａｓｃｏｐｈｙｌｌａｎ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

偏差平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ ｏｆ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ

自由度
Ｆｒｅｅ ｄｅｇｒｅｅ Ｆ Ｆａ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ａ １３３． ０１ ２ ３． ０７ １９． ００
Ｂ ３６７． ６５ ２ ８． ４８ １９． ００
Ｃ ３４４５． １７ ２ ７９． ４４ １９． ００ ∗

误差 Ｅｒｒｏｒ ４３． ３７ ２

表 ５　 泡叶藻聚糖保留率方差分析结果
Ｔａｂ． ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｆｏｒ ｄｅｃｏｌｏｒｅｄ ａｓｃｏｐｈｙｌｌａｎ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

偏差平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ ｏｆ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ

自由度
Ｆｒｅｅ ｄｅｇｒｅｅ Ｆ Ｆａ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ａ ５． １３ ２ ０． １０ １９． ００
Ｂ ９０． ７９ ２ １． ８０ １９． ００
Ｃ ８５３． ３６ ２ １６． ８９ １９． ００

误差 Ｅｒｒｏｒ ５０． ５３ ２

２􀆰 ２􀆰 ６　 验证实验

准确量取 １５􀆰 ０ ｍＬ 泡叶藻聚糖样品溶液 （２０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ） 于大试管中， 按最佳脱色工艺进行 ３ 次平行

试验， 结果表明， 经最佳工艺脱色后泡叶藻聚糖白度值和聚糖保留率分别达到 （８１􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０５）％ ，
（６１􀆰 ９３ ± ０􀆰 ６２）％ （ｎ ＝ ３） 。 可见， 此脱色工艺有效可行。
２􀆰 ２􀆰 ７　 最佳脱色工艺脱色前后多糖诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 的测定结果

浓度梯度实验中， 图 ５ａ 结果表明， 脱色前泡叶藻聚糖显著诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ， 且呈浓

度依赖性： 当泡叶藻聚糖质量浓度为 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 时， 脱色前泡叶藻聚糖诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ
显著高于阳性对照组 ＬＰＳ 的诱导活性 （２５􀆰 ３７ ± ０􀆰 ２５） μｍｏｌ ／ Ｌ。 图 ５ｂ 结果表明， 在最佳脱色工艺条件

下， 即脱色温度为 ８０ ℃ 、 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数为 ８􀆰 ６％ 、 脱色时间为 ４􀆰 ０ ｈ 时， 脱色后获得的泡叶藻聚糖

诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 的活性不显著。 由此得出， 虽然脱色反应体系保持较高温度能有效地提

高泡叶藻聚糖的白度值， 但脱色后获得的泡叶藻聚糖诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 的活性显著降低。
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说明：a，b，c，d，e，f，g 分别表示 ρ（泡叶藻聚糖）=0，6.25，12.5，25，50，100，200 mg/L，h 表示 ρ（LPS）=10 滋g/L。
Notes：a，b，c，d，e，f，g indicated ρ（ascophyllan）=0，6.25，12.5，25，50，100，200 mg/L，h indicated ρ（LPS）=10 滋g/L.

图 5 脱色前泡叶藻聚糖和最佳脱色工艺脱色的泡叶藻聚糖诱导 RAW264.7 细胞生成 NO
Fig.5 The effects of ascophyllan and decolored ascophyllan obtained from the optimum

decolorization technology on NO production in RAW264.7 cells

２􀆰 ２􀆰 ８　 正交实验组多糖诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 的测定结果

正交实验中， 由不同脱色条件下获得的泡叶藻聚糖 （ Ｄ１⁃Ａｓ、 Ｄ２⁃Ａｓ、 Ｄ３⁃Ａｓ、 Ｄ４⁃Ａｓ、 Ｄ５⁃Ａｓ、
Ｄ６⁃Ａｓ、 Ｄ７⁃Ａｓ、 Ｄ８⁃Ａｓ、 Ｄ９⁃Ａｓ） 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 的结果如图 ６ 所示。 其中， Ｄ３⁃Ａｓ、
Ｄ５⁃Ａｓ、 Ｄ７⁃Ａｓ 与脱色前泡叶藻聚糖样品 （Ａｓ） 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 活性相比显著降低， 而
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图 6 脱色前后泡叶藻聚糖诱导 RAW264.7 细胞生成 NO

Fig.6 The effects of ascophyllans and decolored
ascophyllan on NO production in RAW264.7 cells

Ｄ１⁃Ａｓ、 Ｄ２⁃Ａｓ、 Ｄ４⁃Ａｓ、 Ｄ６⁃Ａｓ、 Ｄ８⁃Ａｓ、
Ｄ９⁃Ａｓ 能显著诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ，
表明其具有潜在的免疫诱导活性。 结合表 ３
泡叶藻聚糖的 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色法各因素水平

正交试验设计及泡叶藻聚糖脱色效果， Ｄ９⁃
Ａｓ 的白度值和聚糖保留率较为理想， 其白

度值达到 （６１􀆰 ０５ ± １􀆰 １２）％ ， 保留率达到

（９０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０３）％ 。 因此， Ｄ９⁃Ａｓ 的脱色工

艺 （质量分数 ８􀆰 ６％ Ｈ２ Ｏ２ 、 脱色时间 ４􀆰 ０ ｈ、
脱色温度 ６０ ℃ ）为泡叶藻聚糖 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱

色法的最优脱色工艺， 既可以较好地保留

泡叶藻聚糖的活性， 又可以最大限度提高

其白度值和聚糖保留率。
徐明芳等［２３］在研究 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色法对

马尾藻 （Ｓａｒｇａｓｓｕｍ ｎａｔａｎｓ） 褐藻胶脱色工艺

条件时发现， 当加入不同量 （２􀆰 ０，５􀆰 ０，８􀆰 ０，１２􀆰 ０ ｍＬ） 质量分数 ３０％ Ｈ２ Ｏ２ ， 脱色时间为 ３０ ｍｉｎ， 体系

ｐＨ 值为 １１􀆰 ０ 时， 获得的褐藻胶虽然色泽较白， 但其黏度、 多糖保留率与脱色前相比大大降低。 徐宝

芹等［２４］采用单因素试验分析缘管浒苔 （Ｅｎｔｅｒｏｍｏｒｐｈａ ｌｉｎｚａ） 粗多糖的 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色方法最佳条件，
发现脱色工艺条件为： 脱色温度 ３０ ℃ ， 脱色时间 ３０ ｍｉｎ， Ｈ２ Ｏ２ 终质量分数 ２１􀆰 ４％ ， 获得多糖损失率

和脱色率分别为 ４８􀆰 ８％ 和 ６４􀆰 ４％ 。 这些研究报道与本研究获得的脱色工艺条件相比， 其 Ｈ２ Ｏ２ 不仅用

量大， 而且多糖损失率高， 脱色率较低。 曹柳［２５］ 在研究海带 （Ｌａｍｉｎａｒｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 褐藻胶粗多糖的

Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色法时发现， 其脱色条件为： Ｈ２ Ｏ２ 质量分数 １􀆰 ０％ ， ｐＨ 值为 ９􀆰 ０ 的粗多糖溶液在 ４５ ℃
恒温下脱色 ５􀆰 ０ ｈ， 获得粗多糖脱色率为 （６１􀆰 ５１ ± ２􀆰 ７８）％ ， 粗多糖保留率为 （９５􀆰 ２９ ± １􀆰 ７３）％ ， 这

与本研究的脱色工艺条件获得的聚糖保留率相比， 均保持较高的多糖保留水平。

３　 结论
Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色法对具有强效免疫诱导活性的泡叶藻聚糖脱色效果明显， 单因素试验结果表明，

泡叶藻聚糖白度值、 保留率与脱色温度之间的相关性最大； 正交试验表明， 最佳工艺 （脱色温度

８０ ℃ 、 Ｈ２ Ｏ２ 质量分数 ８􀆰 ６％ 、 脱色时间 ４􀆰 ０ ｈ） 脱色后获得泡叶藻聚糖白度值和保留率分别达到

（８１􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０５）％ ， （６１􀆰 ９３ ± ０􀆰 ６２）％ ， 此条件下获得的泡叶藻聚糖诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生成 ＮＯ 的

活性显著降低。 本文综合分析脱色后获得泡叶藻聚糖的白度值、 保留率及其诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生

成 ＮＯ 的活性强弱， 最终确定 Ｈ２ Ｏ２ 氧化脱色法对泡叶藻聚糖的最优脱色工艺为： Ｈ２ Ｏ２ 质量分数

８􀆰 ６％ ， 脱色时间 ４􀆰 ０ ｈ， 脱色温度 ６０ ℃ ， 脱色后多糖白度值和多糖保留率分别为 （６１􀆰 ０５ ± １􀆰 １２）％ ，
（９０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０３）％ ， 此条件下， 泡叶藻聚糖白度值、 保留率及活性均处于较优的水平。
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