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热提羊栖菜多糖对黑腹果蝇生长的影响*

EffectsofPolysaccharidesfromSargassumfusiforme
onGrowthofDrosophilamelanogaster

张暋亚,肖保衡,吴明江**

ZHANGYa,XIAOBaoheng,WU Mingjiang

(温州大学生命与环境科学学院,浙江温州暋325035)
(SchoolofLifeandEnvironmentalScience,WenzhouUniversity,Wenzhou,Zhejiang,325035,

China)

摘要:暰目的暱研究经热提醇沉得到的羊栖菜多糖(SFPs)对黑腹果蝇生长的影响。暰方法暱采用85曟热水煮提,乙
醇沉淀,氯化钙去除褐藻淀粉等多种工序提取羊栖菜多糖,并分析其化学性质;以黑腹果蝇为实验对象,研究羊

栖菜多糖浓度对黑腹果蝇幼虫体型、体重和羽化的影响。暰结果暱经热提醇沉得到的羊栖菜多糖纯度较高,总糖

含量高达81.93%,分子量和单糖组成较稳定。与对照组相比,经羊栖菜多糖处理后,黑腹果蝇在体型和体重上

均有增加。实验组0.1%曗和1.5%曗与对照组CK曗存在显著差异(P<0.05),0.5%曗组与对照组CK曗存在

极显著差异 (P<0.01);实验组0.1%曖、0.5%曖、1.5%曖与对照组CK曖存在显著差异,但实验组之间并没有

显著差异,其中1.5%曖组增重最为明显。实验组与对照组在幼虫孵化率上存在显著差异;对照组黑腹果蝇从

卵至羽化为5~8d,0.1%和0.5%组为6~9d,1.5%组为6~10d。0.1%曗、1.5%曗、0.1%曖组与相对应的对

照组相比,羽化数量存在显著差异;对比羽化成虫雌雄比例,只有1.5%组与 CK组存在显著差异。暰结论暱经热

提醇沉法提取的羊栖菜多糖性质稳定,能降低黑腹果蝇幼虫羽化率,延长幼虫羽化时间,对果蝇后代的雌雄比例

略有影响,同时可以增大成虫体型,增加成虫体重。

关键词:羊栖菜多糖(SFPs)暋黑腹果蝇暋羽化率暋体型暋体重

中图分类号:R284.2暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2016)03飊0234飊07

Abstract:暰Objective暱TheeffectsofdifferentconcentrationsofSargassumfusiformepolysaccar灢
ides(SFPs)extractedbyheatextractionandalcoholprecipitationongrowthofDrosophila
melanogasterwereinvestigated.暰Methods暱TheSFPswereextractedthrough85曟 hotboiled
extract,ethanolprecipitation,calciumchloridetoremoveimpuritiesandotherprocesses.The
effectsonlarvalemergence,weightandbodysizeofDrosophilamelanogasterwereexploredin
differentconcentrationsoftheSFPsinthemedia.暰Results暱TheSFPsobtainedbyheatextrac灢
tionandalcoholprecipitationhadhighpurity,totalsugarcontentashighas81.93%,molecular

weightandmonosaccharidecompositionrevealed
morestable.Drosophilamelanogasterincreased
insizeandweightaftertreatmentwithSFPs.
Compared withthecontrolgroup,There was
statisticaldifferencein0.1% 曗 and1.5% 曗
groups(P <0.05)andtherewassignificantly
differentbetween0.5% 曗 andcontrolgroup;

Theexperimentalgroupsof0.1% 曖,0.5% 曖
and1.5% 曖 revaeledsignificantdifferences
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withthecontrolgroup,butnosignificantdifferencebetweenthem,ofwhichweightgainwas
mostevidentin1.5%曖 group.Thereweresignificantdifferencesinthelarvaehatchingbe灢
tweenexperimentalgroupandcontrolgroup;Thephasefromeggtofeatheringwas5~8din
controlgroup,6~9dinboth0.1%and0.5%groups,and6~10din1.5%group.Therewas
asignificantdifferenceinemergenceratein0.1%曗,1.5%曗 and0.1%曖 groupscompared
withthecorrespondingcontrolgroup.Consideringtheproportionofmaleandfemaleadulte灢
mergence,only1.5% groupsignificantlydifferedwithCKgroup.暰Conclusion暱TheSFPsob灢
tainedbyheatextractionandalcoholextractionarestable.Theycanreducethelarvalemer灢
gencerateandprolonglarvalemergencetime.Theyhavealittleeffectontheproportionof
maleandfemale,andcanincreasetheadultbodyandweight.
Keywords:SFPs,Drosophilamelanogaster,emergencerate,bodysize,weight

0暋引言

暋暋暰研究意义暱羊栖菜(Sargassumfusiforme)隶
属于褐藻门马尾藻科马尾藻属,北起辽东半岛,南至

雷州半岛,以浙江沿海最多。它是一种营养丰富的食

用藻,享有“长寿菜暠的盛誉。羊栖菜多糖包括褐藻酸

(alginicacid)、褐藻多糖硫酸酯(fucoidan,FCD)及褐

藻淀粉(laminaran),其中褐藻多糖硫酸酯活性研究

最为广泛。近年研究揭示,羊栖菜多糖不仅是一种非

常有潜力的天然抗氧化剂,而且在治疗肿瘤、心血管

疾病、降低血糖和延缓衰老等方面都有一定的效果,
具有广阔开发前景,日本已有相关饮品和保健品等销

售[1]。暰前人研究进展暱羊栖菜多糖具有抗肿瘤、抗氧

化[2飊4]、增强免疫活性[5飊6]等功能。目前羊栖菜多糖提

取纯化技术已在多个实验室进行,通过水提醇沉方法

提取羊栖菜粗多糖,纯化后测定其含量高达45%~
65%(文献[7])。黑腹果蝇作为繁殖速度快,培养周

期短的优势模式生物,可用于验证羊栖菜多糖对动物

羽化过程的影响。据报道,高浓度多糖可能对果蝇羽

化过程存在一定的损伤作用[8],提高培养基渗透压,
高糖情况下也会降低果蝇羽化率[9飊11]。暰本研究切入

点暱目前,国内多个实验室对羊栖菜多糖功能的研究

主要集中在抗肿瘤、抗氧化和增强免疫活性等方面,
而对其抗衰老活性的研究却鲜有报道。暰拟解决的关

键问题暱提取成分稳定的羊栖菜多糖,并研究其对黑

腹果蝇生长的影响,为进一步探讨羊栖菜多糖抗衰老

作用的研究提供实验基础。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋羊栖菜(Sargassumfusiforme)采自浙江省温

州市洞头沿海海岸。

暋暋野生型黑腹果蝇(Drosophilamelanogaster)由

温州大学生命与环境科学学院遗传学实验室提供。

暋暋基本培养基:蔗糖26g,琼脂粉3g,ddH2O300
mL,玉米粉34g,酵母粉1g,丙酸2mL。

暋暋果汁培养基:葡萄汁150mL,ddH2O50mL,琼
脂粉4g,丙酸2mL。

暋暋仪器:1525高效液相色谱仪(Waters科技有限

公司),包括2487紫外可见光检测器、717plus自动

进样器及Breeze工作站;MS105DU 电子天平(梅特

勒飊托利多仪器(上海)有限公司);HH飊2数显恒温水

浴锅(江阴市保利科研器械有限公司);Milli飊Q 超纯

水仪(MILLIPORE公司);体视显微镜(北京泰克仪

器有限公司)。

暋暋试剂:L飊鼠李糖(L飊Rha)和D飊半乳糖醛酸(D飊Ga灢
lA)购自国药集团化学试剂有限公司;D飊甘露糖(D飊
Man)和D飊木糖(D飊Xyl)购自中国药品生物制品鉴定

所;D飊葡萄糖醛酸(D飊GlcA,SIGMA 公司);D飊葡萄糖

(D飊Glc,TCI公司);D飊半乳糖(D飊Gal)和L飊阿拉伯糖

(L飊Ara)购自 DrEhrenstorferGmbH;L飊岩藻糖(L飊
Fuc,FlukaBioChemika公司);1飊苯基飊3飊甲基飊5飊吡唑

啉酮(PMP,ACROS公司);色谱纯甲醇和乙腈(Ho灢
neywellBurdick&Jackson公司)。其它试剂均为分

析纯。

1.2暋方法

1.2.1暋羊栖菜多糖的提取

暋暋参照文献[12],采摘新鲜羊栖菜,烘干至恒重,粉
碎机粉碎后,筛网过滤,除去未粉碎杂质。称取粉末

500g,放入300mL无水乙醇中,于旋蒸仪上80曟水

浴回流3次,每次2h。收集滤渣,加入15L蒸馏水,

85曟蒸煮3遍,时间依次为4h,3h,2h。两层纱布

过滤,收集滤液,65曟旋蒸浓缩至5L,离心收集上清

液,继续浓缩至总体积为3L。浓缩液加入无水乙醇

使含醇量达80%,醇沉过夜。收集醇沉上清液,4800
r/min离心10min。收集离心上清液,加入4mol/L
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氯化钙至不再产生沉淀为止,离心取上清液,80%乙

醇(V/V)醇沉过夜,取沉淀进行常规干燥、真空干

燥,得到羊栖菜多糖。

1.2.2暋总糖含量测定

暋暋采用苯酚飊硫酸法测定羊栖菜多糖总糖含量[13]。
精确称取分析纯葡萄糖20mg,用蒸馏水定容至500
mL,分别吸取0.0mL、0.2mL、0.4mL、0.6mL、

0灡8mL、1.0mL、1.2mL,各补水至2.0mL,然后加

入1.0mL6%(V/V)的苯酚溶液,振荡。再加入5.0
mL浓硫酸,迅速振荡摇匀,置于沸水浴中加热15
min后冷却,于波长490nm 下测定吸光值。以水做

空白对照,绘制标准曲线。精确称取羊栖菜多糖样品

5mg,加少量热水溶解后定容至100mL。精确量取

1.0mL,按上述步骤操作,测定其吸光值,试验重复3
次。根据葡萄糖标准曲线计算多糖含量。

1.2.3暋糖醛酸含量测定

暋暋采用间羟基联苯法测定羊栖菜多糖中的糖醛酸

含量[14]。称取10mgD飊半乳糖醛酸,溶解于蒸馏水

中,并定容到100mL容量瓶中,摇匀备用。移液器

分别量取0.1g/LD飊半乳糖醛酸标准溶液0毺L、50

毺L、100毺L、200毺L、300毺L、400毺L转于玻璃试管

中,加蒸馏水补至400毺L,每个浓度3个重复。向每

支试管中加入氨基磺酸试剂40毺L,摇匀,再向各管

加入浓硫酸2.5mL,振荡均匀,沸水浴煮沸20min。
冷却至室温后,向各管中加入间羟基联苯试剂40

毺L,摇匀,室温放置15min。在毸=525nm 处测定吸

光度A 。以吸收度 A 为纵坐标,D飊半乳糖醛含量

(毺g)为横坐标,得标准曲线。取浓度0.1g/L左右的

样品溶液400毺L,按标准曲线制备方法操作,测定吸

收度,根据标准曲线和样品浓度计算其中的糖醛酸

含量。

1.2.4暋蛋白含量测定

暋暋采用Bradford法羊栖菜多糖中的测定蛋白质含

量。精确称取0.1g牛血清蛋白(BSA),配置成10
mg/mL的 BSA 母液10mL。分别吸取0.10mL、

0灡08mL、0.06mL、0.04mL、0.02mL、0.00mL,各
补水至1.0mL,然后在不同倍数稀释液中各自吸取

0灡1mL,补水至 1.0 mL。配置成终浓度为 0.10
mg/mL、0.08mg/mL、0.06mg/mL、0.04mg/mL、

0.02mg/mL、0.00 mg/mL 的稀释液。各吸取20

毺L于96孔板中,每组3个平行,每孔加入200毺L考

马斯亮蓝(G飊250),静置10min,酶标仪测定595nm
下吸光值,绘制标准曲线。精确称取羊栖菜多糖样品

5mg,加少量热水溶解后定容至100mL。精确量取

1灡0mL,按上述步骤操作,测定其吸光值,试验重复3

次。根据BSA标准曲线计算蛋白质含量。

1.2.5暋羊栖菜多糖分子量测定

暋暋准确称取无水硫酸钠14.204g,ddH2O溶解,并
完全转移至1L容量瓶中,定容,摇匀备用。准确称

取分子量分别为2000000,133800,84400,21400,

7100和180的右旋糖酐标准品5mg,溶于1mL
0灡1mol/L硫酸钠中,用0.22毺L过滤膜过滤,所得

即为待测标准样品。准确称取已纯化的样品各5mg
溶于1mL0.1mol/L硫酸钠中,10000r/min离心

后用0.22毺L过滤膜过滤,所得即为待测样品。样品

采用 HPLC测定[15],通过 HPLC中标准样品的洗脱

时间和相对分子质量等数据计算,获得分子量标准曲

线,再通过洗脱时间或洗脱体积计算出各组分分配系

数(Kav),然后带入标准曲线回归方程,计算出羊栖

菜多糖的分子量对数并转换成分子量。

1.2.6暋单糖含量测定

暋暋称取羊栖菜多糖样品4mg,加入2mol/L三氟

乙酸,120曟水解1h,加入少量乙醇,45曟水浴干燥,
重复3~5次,完全蒸除三氟乙酸。向完全酸水解后

获得的干燥样品中加入0.5 mLPMP 试剂和0.5
mL0.3mol/L的 NaOH 溶液,待样品充分溶解后取

0.1mL 于离心管中,70曟水浴30 min。10000r/

min离心5min后,加入0.05mL0.3mol/L盐酸溶

液和0.05mL蒸馏水,充分混匀。加入1mL氯仿,
混匀后抽提剩余的 PMP试剂,吸去氯仿层,保留水

层。用0.22毺m 滤膜过滤后,加入适量蒸馏水稀释,
待 HPLC检测。色谱条件:色谱柱为 HypersilODS飊
3(4.6mm暳250mm),流动相为83.0% (V/V),磷
酸缓冲盐溶液(PBS,0.1 mol/L,pH 值为6.9)和

17灡0%乙腈(V/V),流速为0.8mL/min,进样量为

20毺L,检测波长为254nm。以标准品 D飊葡萄糖(D飊
Glc)、D飊半乳糖(D飊Gal)、L飊阿拉伯糖(L飊Ara)、L飊鼠

李糖(L飊Rha)、D飊木糖(D飊Xyl)、D飊甘露糖(D飊Man)、

L飊岩藻糖(L飊Fuc)、D飊半乳糖醛酸(D飊GalA)、D飊葡萄

糖醛酸(D飊GlcA)进行对照[12]。

1.2.7暋羊栖菜多糖浓度对黑腹果蝇形态的影响

暋暋收集在基本培养基中8h内新羽化的黑腹果蝇,
雌雄分开,随机分为8组(每组为100只雌性或雄性

黑腹果蝇)。其中,两个对照组(CK曗和 CK曖)加入

不含羊栖菜多糖的基本培养基,其余6组(实验组

0灡1%曗、0.5%曗、1.5%曗、0.1%曖、0.5%曖、1.5%
曖)分别加入浓度为0.1%,0.5%,1.5%的羊栖菜多

糖(每100mL培养基中所含有的羊栖菜多糖的克

数)的基本培养基。每组设置3个平行组。培养箱中

每3天换一次培养基,培养30d后,体视显微镜观察
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体型变化,分析天平称取体重(每15只黑腹果蝇为一

组)并分析其变化。

1.2.8暋羊栖菜多糖对黑腹果蝇幼虫羽化的影响

暋暋随机选取10瓶(约1000只)黑腹果蝇,放入孵

化箱,随机交配。配置果汁培养基,收集黑腹果蝇卵。
用PBS清洗黑腹果蝇卵,按照每瓶0.5g黑腹果蝇卵

(湿重)接种于对照组和实验组培养基中,每组设置3
个平行。20d内观察黑腹果蝇卵羽化情况,包括结

蛹数量,羽化雌雄比例,总羽化天数,总羽化量以及

F1黑腹果蝇羽化3d后成虫体重变化情况。

1.2.9暋数据处理

暋暋实验数据采用SPSS16.0软件处理,以x暲s表

示,各组均数间差异采用LSD飊t检验,P<0.05表示

差异有显著性,P <0.01表示差异有极显著性。

2暋结果与分析

2.1暋羊栖菜多糖得率及纯度

暋暋本试验从500g羊栖菜粉末中提取多糖,干燥后

多糖净重26.57g,羊栖菜多糖提取率为5.31%。总

糖、糖 醛 酸 和 蛋 白 质 含 量 回 归 方 程 分 别 为 Y =
6灡7596X -0.0023,R2=0.9990;Y =3.5272X +
0灡002,R2=0.9987;Y =0.01134X -0.00241,R2=
0灡9908。在标准曲线范围内,5mg/L的多糖浓度与

吸光值之间呈现出良好的线性关系。对照标准曲线,
将吸光度值代入方程,计算出羊栖菜多糖中总糖含量

较高,达81.93%;糖醛酸含量较低,仅为4.27%,表
明热提羊栖菜多糖为酸性多糖;蛋白质含量较低,仅
为3.81%,羊栖菜多糖中的蛋白质可能不是游离蛋

白质,而是与多糖结合的糖蛋白。这说明所提取的羊

栖菜多糖纯度相对较高。

2.2暋羊栖菜多糖分子量及单糖组成

暋暋分子量回归方程为Y =-0.3160X +2.0196,

R2=0.9967,分子量计算结果见表1。由图1a可看

出9种单糖分离度相对较高,图1b是羊栖菜多糖分

离结果,与9种单糖标准品的保留时间对照以确定其

单糖组成,其结果见表1。实验结果表明,经过热提

醇沉法提取到的羊栖菜多糖有较稳定的分子量和单

糖组成。

图1暋单糖标准品及热提羊栖菜多糖 HPLC分析

暋暋Fig.1暋StandardmonosaccharidesandtheanalysisofSF灢
PsbyHPLC

2.3暋羊栖菜多糖对黑腹果蝇形态的影响

暋暋与对照组(CK)相比,添加羊栖菜多糖的实验组

中,黑腹果蝇在体型和体重上都偏大(图2和图3)。
其中,雌黑腹果蝇(曗)以0.5%曗和1.5%曗两组的

体型增大更加显著,经过多重比较发现,0.1%曗和

1.5%曗组与对照组存在显著差异,0.5%曗组与对照

组存在极显著差异;雄黑腹果蝇(曖)以1.5%曖组体

型和体重变化最明显,多重比较发现,实验组与对照

组存在显著差异,但实验组之间没有显著差异。

表1暋羊栖菜多糖的分子量及单糖组成

Table1暋ThemolecularweightandmonosaccharidecompositionofpolysaccharidesfromSargassumfusiforme

样品
Sample

分子量
Molecularweight(Da)

单糖组成
Monosaccharidecomposition(%)

Mw1 Mw2 Mw3 D飊Man L飊Rha D飊GlcA D飊GalA D飊Glc D飊Gal D飊Xyl L飊Ara L飊Fuc

SFPs1 2.4暳105 5.26暳104 5.8暳103 3.45 1.75 1.01 2.55 11.03 11.50 12.00 — 49.98

SFPs2 2.3暳105 5.29暳104 5.9暳103 3.52 1.79 0.91 2.89 11.45 11.59 12.34 — 54.23

SFPs3 2.5暳105 5.25暳104 5.9暳103 3.53 1.77 1.40 2.39 11.50 11.44 11.96 — 54.46

均值 Mean 2.4暳105 5.27暳104 5.9暳103 3.50 1.77 1.11 2.61 11.33 11.51 12.10 — 52.89
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图2暋羊栖菜多糖对黑腹果蝇体型的影响

暋暋Fig.2暋TheeffectsofpolysaccharidesonsizeofDro飊

sophilamelanogaster

图3暋羊栖菜多糖对黑腹果蝇体重的影响

暋暋Fig.3暋TheeffectsofpolysaccharidesonweightofDro飊

sophilamelanogaster

2.4暋羊栖菜多糖对黑腹果蝇羽化过程的影响

暋暋由图4可知,实验组黑腹果蝇幼虫结茧时间都相

较长于对照组,且数量上也比较少。对照组和实验组

在幼虫孵化率上存在明显差异,实验组在同一时期的

幼虫数量随浓度升高呈下降趋势,即羊栖菜多糖浓度

越高,幼虫数量越少,结茧数量也随之下降。由图5
可知,随着羊栖菜多糖浓度增加,黑腹果蝇羽化时间

逐渐延长,对照组黑腹果蝇从卵至羽化高峰为5~8
d,0.1%和0.5%组为6~9d,1.5%组为6~10d,且
经羊栖菜多糖处理的实验组相较于对照组,其首只子

代黑腹果蝇孵育时间推迟约3d。

图4暋羊栖菜多糖对黑腹果蝇幼虫羽化过程的影响

暋暋Fig.4暋Theeffectsofpolysaccharidesonlarvalemer灢
genceprocess

暋暋图5暋羊栖菜多糖对 F1代黑腹果蝇幼虫羽化时间的

影响

暋暋Fig.5暋Theeffectsofpolysaccharidesonemergencetime
forF1generation

2.5暋羊栖菜多糖对黑腹果蝇羽化结果的影响

暋暋表2结果表明,实验组0.1%曗和1.5%曗与

CK曗组相比,羽化数量存在显著差异,0.5%曗组也

较CK曗组略有下降;与 CK曖组相比,0.1%曖组羽

化数量显著下降,0.5%曖和1.5%曖组则下降不明

显。对比羽化成虫雌雄比例,0.5%组最高(1.34),

1灡5%组最低(1.02),与CK组存在显著差异。可见,
经过羊栖菜多糖处理后黑腹果蝇的羽化数量减少,其
性别比例也受到一定影响。

暋暋由图6可知,0.5%组黑腹果蝇体重最重,15只
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表2暋羊栖菜多糖对黑腹果蝇羽化结果的影响(x暲s)

Table2暋TheeffectsofpolysaccharidesfromSargassumfusiformeonemergencyinDrosophilamelanogaster(x暲s)

组别
Group

多糖浓度
Concentration(%)

羽化雌蝇(只)
Femalequantity(No.)

羽化雄蝇(只)
Malequantity(No.)

雌雄比例
Sexratio

羽化总数(只)
Total(No.)

CK 0 636.00暲33.05 511.67暲11.02 1.24暲0.08 1147.67暲28.02
EXP 0.1 490.67暲62.31* 428.33暲15.18* 1.15暲0.16 919.00暲60.51*

0.5 595.67暲13.31 466.33暲19.22 1.34暲0.07 1042.00暲20.78
1.5 482.00暲21.93* 474.33暲22.59 1.02暲0.01* 956.33暲44.06*

注:与CK组相比,*P <0.05,存在显著差异

Note:ComparedwithCKgroup,*P <0.05,significantlydifferent

黑腹果蝇平均值高达10.50mg(曗)和9.10mg(曖),

0.1%和1.5%组黑腹果蝇体重也相应增加,与 CK
组相比,均存在显著差异。

图6暋羊栖菜多糖对羽化黑腹果蝇体重的影响

暋 暋Fig.6暋 Theeffectsofpolysaccharideson weightof

Drosophilamelanogaster

3暋结论

暋暋本研究采用热提醇沉方法得到性质稳定的羊栖

菜多糖,并以黑腹果蝇为模式生物,研究羊栖菜多糖

对其生长的影响。结果表明,羊栖菜多糖能明显增加

黑腹果蝇的体型和体重,并且随着羊栖菜多糖浓度的

升高,黑腹果蝇体型和体重也随之增加;推迟羽化时

间,对羽化率有一定损害;对黑腹果蝇后代个体中雌

雄性别的比例有一定影响。
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