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“多糖提取、纯化 ”实验的设计与实施

白　晨 , 　何正平 , 　张　翼 , 　吴　刚 , 　陆　红
(复旦大学 生物科学教学实验中心 生物化学实验室 , 上海 200433)

摘 　要 :最近十年生物化学理论教学中糖类研究相关内容不断增加 ,而实验教学中却没有做到同步改

进。本文针对这一问题为本科生生化课程设计了多糖提取、纯化高级生化技术实验 ,并通过在 50名学

生中进行的尝试性试验对其实施效果、注意要点做了深入探讨。
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Abstract: During the past ten years, great p rogress of carbohydrate research and glycobiology has been made in the

theoretical teaching of biochem isty, but the same increasing of experimental teaching was not observed. To resolve this

p roblem a new experiment———the extraction and purification of polysaccharides, was designed for advanced biochem ic

technique teaching. The key points of the experiment p rocess and the effect evaluation were given through a small2scale

test with 50 students.
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　　随着生命科学的迅速发展 ,糖类的生物学功能逐

渐被认知。对它的认识产生了由“能源提供及结构组

成物质 ”到“生命信息分子 ”的重大飞跃 [ 1, 2 ]。近 10

年 ,在高校生命科学院、系的生物化学教学中糖化学与

糖生物学知识作为重要内容被大幅增加 ,国外的一些

院校还在高年级学生中设置了相关的专业课程 [ 3 ]。

但是 ,相对理论教学的快速发展 ,实验教学仍停留在

80年代始沿用至今的糖类呈色反应等简单内容上 ,较

为系统的糖类研究新增实验教学未见报道。我校为高

年级本科生开设的“高级生化技术实验 ”课程中也未

曾涉及这方面内容。近 10年在对最受学生欢迎的

“自主命题生命科学探究实验 ”的调查统计中发现 ,学

生选择糖类研究相关实验的比例逐年增多 ,但是对糖

类提取、分析实验的基本操作方法、原理等了解甚少 ,

在实验中经常出现一些错误 [ 4 ]。这些现象说明随着

理论教学的改进学生对这一领域的研究兴趣不断增

加。但是为达到更好的教学效果 ,在理论教学扩展的

同时 ,相关领域的实验教学必须做到同步改进 ,在生物

化学实验教学中增加糖类相关实验内容非常必要。本

文利用较易获取的微生物来源多糖类、选取了糖类研

究中较为关键且有特点的酒精分级沉淀、凝胶层析等

方法设计了适合于生命科学专业学生的多糖功能研究

实验 ,并选取 50个 4年级学生分 25组分别完成了该

实验 ,对实验产生的效果和学生的体会做了综合评价。

1　实验部分

1. 1　实验流程 (图 1)

1. 2　仪器与试剂

(1) 仪器。旋转蒸发仪 ,高速离心机 ,精密电子天



平 ,真空冷冻干燥机 , 752型紫外光删分光光度计 ,电

热恒温水浴锅 ,恒流泵 ,部分收集仪。

图 1　多糖提取、纯化实验流程

　　 (2) 试剂。自制灵芝菌丝体发酵粗多糖 ,葡萄糖 :

分析纯 ,硫酸 :优级纯 ,蒽酮 :分析纯 ,无水乙醇 :分析

纯 , SephadexG2100,蒸馏水。

1. 3　实验步骤

(1) 粗多糖的制备。此部分属于实验准备工作 :

通过灵芝菌体发酵获得灵芝发酵培养液 ,低温减压浓

缩后通过 80%酒精沉淀获得灵芝粗多糖用于实验 [ 5 ]。

(2) 多糖的酒精分级沉淀。每组实验原料为 5g

粗多糖 ,将其完全溶解后加入体积比 1: 1的无水乙醇

溶液 ,置 4℃冰箱保存 1 h后 , 5 000 r/m in离心 20 m in,

收集沉淀得多糖 50%乙醇沉淀组分。上清液内继续

加入乙醇至 75%浓度 ,重复上述操作得 75%酒精沉淀

组分 ,分别称量记录 ,选取 50%组分假定为活性组分

进一步纯化。

(3) 多糖的凝胶柱层析提纯。以 SephadexG100

为柱填料 ,制作Φ2 ×60cm层析柱 ,进一步提纯多糖。

上柱量为 3mL (含 60mg多糖组分 )。洗脱速度为

24mL /h,用部分收集仪收集洗脱液 ,收集多糖样品

2mL每管共 30管。

(4) 蒽酮 2硫酸法。检测多糖组分分布 ,绘制凝胶

层析洗脱图谱 ,合并最大峰值处组分 , 65～70℃减压旋

转蒸发浓缩至 1mL后 ,冷冻干燥获得假定活性组分并

计算得率。结合葡萄糖标准曲线计算糖含量。

2　实验要点

实验材料粗多糖可以直接使用市售产品 ,但是由

于多糖原料成分复杂 ,产品稳定性差 ,为了保证原料来

源统一、获得较好的再现性 ,我们自主制备了多糖原

料 ,原料可在 - 20°C冰箱保存 3年。本实验预实验发

现除蛋白质操作对本实验原料无明显影响 ,因此未增

加该步骤。若使用市售原料 ,可根据具体情况在实验

准备工作中增加蛋白酶处理、透析等除蛋白质步骤 ,必

要时还可以增加活性炭脱色步骤 ,以保证后续提取、纯

化操作的顺利完成。

酒精分级沉淀是多糖提取、纯化的重要手段 ,一般

可通过此项操作将多糖分为若干各组分 ,经活性测定 ,

确定目标组分。由于本实验重点是让学生掌握多糖酒

精沉淀的操作方法 ,为获得明显的实验结果 ,选取了

50%、75%的两种浓度的多糖酒精沉淀组分。同时为

缩短实验时间 ,选取第一步沉淀获得的 50%组分为假

定活性组分继续下一步操作。

凝胶柱层析是大分子化合物分离的重要手段 ,为

保证实验在规定时间内完成 ,装柱、平衡由同组成员在

实验开始阶段与其他操作同步完成。本环节主要希望

学生了解多糖凝胶层析洗脱液与其他高分子化合物分

离时的区别 ,由于多糖不存在蛋白质两性电介质特点 ,

在多糖洗脱中一般不必采用缓冲溶液 ,但是为避免多

糖降解 ,通常选用低离子浓度的中性盐溶液或蒸馏水。

糖的检测可根据实验室具体情况采用现有的糖呈

色反应方法。本文采用了经典的蒽酮 2硫酸法 ,药品配

制、操作、葡萄糖标准曲线的绘制可参考基础生物化学

实验手册的相关内容 [ 6, 7 ]。

多糖不存在高温变性失活问题 ,与蛋白质相比可

以承受较高温度 ,但是由于多糖的活性与其高级结构

存在非常重要的关系 ,过高温度可能破坏多糖高级结

构甚至使多糖发生降解 ,因此在本实验中要求学生减

压浓缩时的温度必须低于 70℃,多糖水溶液浓缩至约

1mL后 ,采用冷冻干燥的方法除去残留水分。

3　实验效果

作为学生实验 ,其知识性、趣味性、实验结果的再

现性、实验时间的可行性都是非常重要的 [ 8 ]。为考察

本实验的可行性 ,我们选取了 50个同学分为 25组对

本实验的完成情况做了调查 (见表 1)。通过对实验实

施过程的仔细观察及对实验后学生体会的综合考察 ,

表 1　学生实验体会调查结果

项目 学生选择结果

开设必要性 十分必要 必要 不太需要

60% 28% 12%

预习重要性 重要 比较重要 不需要预习

80% 20% 0

对理论学习

辅助作用

很大提高 提高 无改变

学习兴趣 64% 26% 10%

研究技能 70% 30% 0

实验完成情况 基本在规定时间内 提前 超过规定时间

88% 0 12%

实验结果与预期结果 符合 基本符合 有较大差异

对比 90% 10%

实验创新性 以前从未涉及 有一定了解 , 很熟悉

86% 24% 0
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蓝牙技术的成本门槛高 ,开发周期长 ,也是目前难以普

及的主要原因。当然 ,蓝牙技术互换性好 ,但是如果发

射端和接收端都使用同一芯片 , nRF24Z1芯片在多媒

体教室无线话筒音频电路设计中是最好不过的选择。
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我们发现本实验设计进度合理 ,由于高年级本科学生
对本实验所用仪器的使用方法已较为熟练 , 25组学生
均能有条不紊地在设定的 10学时内完成实验。实验
内容充实、紧凑 ,较一般生物化学实验教材中的简单糖
类定量反应实验更能激发学生对糖类研究相关方法深
入探索的兴趣 ,学生能积极地完成课前预习及对实验
结果的分析讨论。由于实验再现性好、结果明确 ,学生
对糖类区别于蛋白质等其他生物大分子的特殊性质有
了更为深刻的认识。本实验作为生命科学专业高级生
化技术实验的教学内容非常适合 ,不仅提高了学生的
实验兴趣、操作技能 ,也丰富了糖类的实验内容。
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图 6　程序流程图
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