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鲍鱼多糖的大孔树脂纯化工艺及其免疫
调节活性分析
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摘　要：目的：为提高鲍鱼多糖品质，对鲍鱼多糖的大孔树脂纯化工艺进行优化，并对纯化前后多糖的免疫调节活

性分析评价。方法：以多糖保留率、蛋白质脱除率和色素脱除率的加权综合得分为指标，考察 6种不同型号的大

孔树脂对鲍鱼多糖的纯化效果，利用单因素实验和响应面分析法优化大孔树脂的纯化工艺条件，并通过体外细胞

实验对纯化前后鲍鱼多糖的免疫调节活性进行研究。结果：HPD100的加权综合得分最高，对鲍鱼多糖的纯化效果

最佳；HPD100纯化多糖的最佳工艺参数为多糖与树脂质量比 1:42、吸附时间 3.10 h，吸附温度 35 ℃，在此条件

下多糖保留率为 97.58%±1.58%，蛋白质脱除率为 30.20%±0.66%，色素脱除率为 45.78%±1.01%，加权综合平均得

分 61.83%；体外细胞实验结果表明，纯化后鲍鱼多糖的免疫调节活性显著增强，RAW264.7巨噬细胞的增殖活力

提高，NO、TNF-α 和 IL-6细胞因子分泌水平大幅增加。结论：本研究获得鲍鱼多糖的最佳大孔树脂纯化工艺条

件，纯化后鲍鱼多糖的生物活性显著增强，可为高活性鲍鱼多糖的制备提供理论依据。
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Abstract：Objective: To improve the quality of abalone polysaccharide, the purification process by macroporous resins was
optimized, and the immunomodulatory activities of polysaccharides before and after purification were evaluated. Methods:
The  purification  effects  of  six  kinds  of  macroporous  resins  on  abalone  polysaccharide  were  investigated  with  the
comprehensive  score  of  polysaccharide  recovery  rate,  deproteinization  rate  and  decolorization  rate  as  the  index.  Single-
factor  experiment  and  response  surface  analysis  were  employed  to  optimize  the  purification  process  parameters.  The
immunomodulatory  activities  of  abalone  polysaccharide  before  and  after  purification  were  studied  by  cell  experiment
in vitro. Results: HPD100 had the best purification effect on abalone polysaccharide with the highest comprehensive score.
The  optimal  purification  process  parameters  were  as  follows:  Polysaccharide  to  resin  mass  ratio  1:42,  adsorption  time
3.10 h,  adsorption temperature 35 ℃.  Under these conditions,  the polysaccharide recovery rate,  deproteinization rate  and  
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decolorization  rate  were  97.58%±1.58%,  30.20%±0.66%  and  45.78%±1.01%,  respectively,  and  the  resulting  average
comprehensive  score  was  61.83%.  Furthermore,  the  in  vitro  cell  experiment  results  showed  that  the  immunomodulatory
activity  of  abalone  polysaccharide  was  markedly  enhanced  after  purification  by  HPD100,  with  stronger  viability  of
RAW264.7  macrophages  and  higher  secretion  of  cytokines  including  NO,  TNF-α  and  IL-6.  Conclusions:  An  optimal
purification  process  of  abalone  polysaccharide  by  macroporous  resins  was  obtained,  and  the  purified  polysaccharide
exhibited  significantly  improved  biological  activity.  This  research  would  provide  a  theoretical  basis  for  preparation  of
highly bioactive abalone polysaccharide.

Key words：abalone；polysaccharide；purification；macroporous resin；immunomodulatory activity

鲍鱼，鲍科鲍属软体动物，被誉为“海洋软黄

金”，是一种具有重要经济价值的海洋贝类。随着人

们生活水平日益提高，鲍鱼需求量不断增加，我国鲍

鱼养殖产量也逐年增长。根据中国渔业统计年鉴数

据显示，截至 2021年我国鲍鱼产量已达 21.78万吨，

同比增长 7.1%[1]。鲍鱼市场需求与产业规模扩大的

同时，在加工过程中也随之产生了大量的鲍鱼内脏废

弃物（占体重的 15%~25%），这些物质极易腐烂发

臭，造成环境污染[2]。近年来，大量研究表明鲍鱼内

脏中含有多种生物活性成分，如多糖、蛋白质和氨基

酸等，是海洋活性物质的良好来源[3−4]。因此，加深对

鲍鱼内脏废弃资源的开发利用不仅可促进鲍鱼产业

的快速发展，也有利于海洋资源的全面利用。

鲍鱼多糖是鲍鱼内脏中最主要的生物活性物质

之一，具有抗氧化、抗肿瘤、抗病毒、抗凝血和抗炎

等多种功效[2−6]。魏好程等[7] 和 SUN等[8] 通过实验

证实，鲍鱼多糖在免疫器官指数、细胞免疫、体液免

疫以及非特异性免疫方面均表现出增强免疫活性的

效果，是一种良好的具有免疫调节功能的活性物质。

鲍鱼多糖大多采用水提醇沉法、酶解法、超声波辅

助、高压脉冲电场辅助等方法提取[9−10]，但所得粗多

糖中仍含有蛋白质、色素等杂质，影响了多糖品质。

Sevag法、酶法和双氧水法是目前常用的鲍鱼多糖除

蛋白质、色素的手段[5,11]，这些方法操作复杂，试剂耗

费量大，且易造成多糖损失，甚至发生降解[12]。相比

之下，采用大孔树脂对多糖进行纯化，既可以同时脱

除蛋白质和色素，也具有多糖损失量小、成本低、可

重复利用等优点[13]。大孔树脂主要是以苯乙烯等化

合物作为基本骨架，其所带的功能基不同，表面极性

不同，对目标物质的吸附效果也存在差异[14]。大孔树

脂按极性一般可分为非极性（如 D101、HPD100
等）、弱极性（如 AB-8、X-5等）和极性树脂（如

NKA-9、S-8等）[15]，如何筛选合适的大孔树脂纯化鲍

鱼多糖尚需深入探究。

在前期研究中，已采用天然低共熔溶剂法从鲍

鱼内脏中提取多糖，为提高鲍鱼多糖品质，本研究采

用大孔树脂纯化鲍鱼多糖。通过比较 6种不同极性

的大孔树脂对鲍鱼多糖的纯化效果，筛选适宜的树脂

类型；根据单因素实验和响应面分析法对大孔树脂纯

化工艺参数进行优化；并利用体外巨噬细胞实验对纯

化前后鲍鱼多糖的免疫调节活性进行分析评价，以期

为高活性鲍鱼多糖的制备提供理论基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

鲍鱼（Haliotis discus Hannai Ino）内脏　浙江百

珍堂食品有限公司提供；牛白蛋白　国药集团化学试

剂有限公司；葡萄糖、无水乙醇、苯酚　分析纯，西陇

科学股份有限公司；浓硫酸　浙江中星化工试剂有限

公司；D101、AB-8大孔树脂　上海源叶生物科技有

限公司；S-8、X-5、NKA-9、HPD100大孔树脂　北

京瑞达恒辉科技发展有限公司；小鼠单核巨噬细胞白

血病细胞（RAW264.7巨噬细胞）　武汉普诺赛生命

科技有限公司；RPMI1640培养基、噻唑蓝（3-(4,5-
dimethyl-  2-thiazolyl)-2,5-diphenyl  tetrazolium  bro-
mide，MTT）、脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）、小

鼠肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）
ELISA检测试剂盒、小鼠白介素 6（interleukin 6，IL-
6）ELISA检测试剂盒　北京索莱宝科技有限公司；

胎牛血清　美国 Gibco公司；一氧化氮（nitric oxide，
NO）检测试剂盒　上海碧云天生物技术有限公司。

BSA124S分析电子天平　德国 Sartorius公司；

RE-2000B旋转蒸发器　上海亚荣生化仪器厂；

HWCL磁力搅拌器　郑州长城科工贸有限公司；

HWS-12电热恒温水浴锅　上海一恒科学仪器有限

公司；ZWY-2102C恒温培养振荡器　上海智城分析

仪器制造有限公司；TU-1950紫外可见光分光光度

计　北京普析通用仪器有限责任公司；TD5G台式低

速离心机　湖南湘立科学仪器有限公司；KQ-300
GVDV恒温数控超声波清洗器　昆山市超声波仪器

有限公司；二氧化碳培养箱　普和希健康医疗器械

（上海）有限公司；SpectraMax 190全波长酶标仪　美

谷分子仪器（上海）有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   鲍鱼多糖提取　本研究采用天然低共熔溶剂

提取鲍鱼多糖，具体方法参照前期研究[16]。鲍鱼内脏

干燥后经粉碎机粉碎，过 60目筛，备用。以氯化胆

碱作为氢键受体，以乙二醇作为氢键供体，二者摩尔

比为 1:3，水含量 25%（w/w），利用加热搅拌法在

85 ℃ 下磁力搅拌 4 h合成低共熔溶剂。准确称取

10 g鲍鱼内脏干燥粉末溶于 400 mL低共熔溶剂，混

合均匀后，在 70 ℃ 下超声辅助提取 40 min。提取

结束后，4000×g离心 20 min，收集上清液，减压浓缩

至合适体积后加入 4倍体积的无水乙醇，4 ℃ 静置
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过夜后，离心收集沉淀，冻干即得鲍鱼多糖（abalone
polysaccharide，AP）。 

1.2.2   大孔树脂预处理　将大孔树脂浸泡于 95%乙

醇溶液中，充分溶胀 24 h后，以无水乙醇洗涤至无白

色混浊，再以去离子水冲至无乙醇味。然后将树脂浸

泡于 5% HCl溶液中，3 h后用去离子水冲洗至中性；

再将树脂浸泡于 5% NaOH溶液中，3 h后以去离子

水冲洗至中性，干燥备用[13]。 

1.2.3   大孔树脂筛选　本研究共选取 6种不同极性

的骨架结构为苯乙烯型共聚体的大孔树脂进行静态

吸附实验，各树脂型号及其理化性质见表 1。
准确称取各型号预处理后的干燥树脂 12 g，置

于 250 mL三角瓶中，分别加入 3 mg/mL AP溶液

100 mL，置于恒温培养振荡器中，在 35 ℃ 下 150 r/
min振荡吸附 3 h，每种树脂设置 3组平行对照。振

荡结束后，室温静置，抽滤并收集滤液[17]。测定吸附

后各组滤液中多糖、蛋白含量等，并计算多糖保留率

（polysaccharide  recovery  rate，PRR）、蛋白脱除率

（deproteinization rate，DPR）和色素脱除率（decolo-
rization rate，DCR）。采用 Abuduwaili等[18] 报道的

方法 ，以 PRR、DPR和 DCR的加权综合得分

（comprehensive score，CS）评价树脂对鲍鱼多糖的纯

化效果，CS值越高代表树脂纯化效果越好。按照公

式（1）计算 CS值。

CS(%)=PRR×0.4+DPR×0.3+DCR×0.3 式（1）

式中，CS为综合评分，%；PRR为多糖保留率，

%；DPR为蛋白脱除率，%；DCR为色素脱除率，%。 

1.2.4   多糖含量测定及多糖保留率计算　以葡萄糖

为标品，采用苯酚硫酸法测定大孔树脂吸附前与吸附

后的多糖溶液在 490 nm波长处的吸光度值[19]。根

据标准曲线 y=8.40x+0.0743（R2=0.9995）计算溶液中

多糖质量浓度，并按照公式（2）计算 PRR。

PRR(%)=C1×V1

C0×V0
×100 式（2）

式中：PRR为多糖保留率，%；C0 表示吸附前溶

液中多糖质量浓度，mg/mL；C1 表示树脂吸附后滤液

中多糖质量浓度，mg/mL；V0 表示吸附前溶液体积，

mL；V1 表示树脂吸附后的滤液体积，mL。 

1.2.5   蛋白含量测定及蛋白脱除率计算　以牛白蛋白

为标品，采用考马斯亮蓝 G-250法测定大孔树脂吸

附前与吸附后的多糖溶液在 595 nm波长处的吸光

度值[20]。根据标准曲线 y=3.57x+0.53（R2=0.9931）计
算溶液中蛋白质量浓度，并按照公式（3）计算 DPR。

DPR(%)=C0×V0 −C1×V1

C0×V0
×100 式（3）

式中：DPR为蛋白脱除率，%；C0 表示吸附前溶

液中蛋白质量浓度，mg/mL；C1 表示树脂吸附后滤液

中蛋白质浓度，mg/mL；V0 表示吸附前溶液体积，

mg/mL；V1 表示树脂吸附后的滤液体积，mg/mL。 

1.2.6   色素脱除率测定及计算　DCR的测定方法参

照文献 [21]。将吸附前与吸附后的多糖溶液以去离

子水稀释到合适浓度后，利用分光光度计分别测定其

在 420 nm波长下的吸光度值，并按照公式（4）计算

DCR。

DCR(%)=A0 −A1

A0
×100 式（4）

式中：DCR为色素脱除率，%；A0 表示吸附前溶

液在 420 nm波长下的吸光度值；A1 表示树脂吸附

后的滤液在 420 nm波长下的吸光度值。 

1.2.7   大孔树脂纯化工艺的单因素实验　在筛选出

适合的大孔树脂型号后，对其多糖纯化工艺进行单因

素实验，分别考察多糖与树脂质量比、吸附时间和吸

附温度对多糖纯化效果的影响。 

1.2.7.1   多糖与树脂质量比对纯化效果的影响　取

筛选的大孔树脂 12  g置于三角瓶中，分别加入

100 mL浓度为 12、6、4、3、2.4 mg/mL AP溶液，即

多糖与树脂质量比（w/w）分别为 1:10、1:20、1:30、
1:40、1:50，在 35 ℃ 条件下振荡 3 h后，静置、抽滤

并收集滤液。测定滤液中多糖质量浓度和蛋白质量

浓度，并计算 PRR、DPR、DCR和 CS，确定合适的

多糖与树脂质量比。 

1.2.7.2   吸附时间对纯化效果的影响　取筛选的大

孔树脂 12 g置于三角瓶中，加入 100  mL浓度为

3 mg/mL AP溶液，在 35 ℃ 条件下分别振荡 1、2、
3、4、5 h后，静置，抽滤并收集各滤液。测定滤液中

多糖质量浓度和蛋白质量浓度，并计算 PRR、DPR、
DCR和 CS，确定合适的大孔树脂吸附时间。 

1.2.7.3   吸附温度对多糖纯化效果的影响　取筛选

的大孔树脂 12 g置于三角瓶中，加入 100 mL浓度

为 3 mg/mL AP溶液（提前预热至吸附温度），分别
 

表 1    大孔树脂型号及其理化性质

Table 1    Types and physical and chemical properties of macroporous resins

型号 粒径范围（mm） 比表面（m2/g） 平均孔径（nm） 极性 外观

D101 0.30~1.25 500~550 9.0~10.0 非极性 乳白色不透明球状颗粒

HPD100 0.30~1.20 650~700 8.5~9.0 非极性 乳白色不透明球状颗粒

AB-8 0.30~1.25 450~530 13.0~14.0 弱极性 乳白色不透明球状颗粒

X-5 0.30~1.25 500~600 29.0~30.0 弱极性 乳白色不透明球状颗粒

NKA-9 0.30~1.25 250~290 15.5~16.5 极性 乳白色至微黄色不透明球状颗粒

S-8 0.32~1.25 100~120 28.0~30.0 极性 乳白色不透明球状颗粒
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在 25、30、35、40、45 ℃ 下振荡 3 h后，静置、抽滤

并收集各滤液。测定滤液中多糖质量浓度和蛋白质

量浓度，并计算 PRR、DPR、DCR和 CS，确定合适

的大孔树脂吸附温度。 

1.2.8   响应面法优化设计　根据 Box-Behnken试验

设计原理，在单因素实验的基础上，采用 Design
Expert 11.0软件对影响大孔树脂纯化效果的因素进

行三因素三水平的响应面优化设计，试验因素与水平

设计见表 2。
  

表 2    响应面试验因素水平
Table 2    Factors and levels of response surface experiment

水平
因素

A多糖与树脂质量比（w/w） B吸附时间（h） C吸附温度（℃）

−1 1:30 2 30

0 1:40 3 35

1 1:50 4 40
  

1.2.9   鲍鱼多糖的免疫调节活性评价　 

1.2.9.1   细胞培养　将 RAW264.7巨噬细胞接种于

RPMI 1640培养基（含 10%胎牛血清、1%青霉素-
链霉素）中，在 37 ℃、5%（v/v）CO2 培养箱中进行培

养。每天观察细胞生长状况，并定期更换培养基，至

对数生长期可用于实验。 

1.2.9.2   细胞增殖活力　根据 SLERIA等 [22] 报道，

取对数生长期 RAW264.7巨噬细胞，接种于 96孔板

中，待细胞完全贴壁后，弃去旧培养基，分别加入含不

同浓度（50、100、200 μg/mL）AP的新鲜培养基，空

白组（Control，Con）中加入未含 AP的培养基，每组

8个复孔。采用 MTT法测定 RAW264.7巨噬细胞

的增殖活力[23]。细胞在 37 ℃、5%（v/v）CO2 条件下

培养 24 h后，向每孔加入 10 μL 5 mg/mL MTT溶

液。继续孵育 4 h后，弃去上清液，以磷酸盐缓冲液

冲洗后向每孔中加入 200 μL二甲基亚砜（DMSO）充

分溶解紫色结晶，并测定各孔在 570 nm波长处吸光

度值，按照公式（5）计算细胞相对增殖率，以细胞相对

增殖率表征细胞增殖活力。

细胞相对增殖率(%)=A1

A0
×100 式（5）

式中：A0 表示空白组在 570 nm波长处吸光度

值；A1 表示给药组在 570 nm波长处吸光度值。 

1.2.9.3   细胞因子分泌水平　取对数生长期RAW264.7
巨噬细胞接种于 96孔板中，待细胞完全贴壁后，加

入不同浓度（0、50、100、200 μg/mL）的以新鲜培养

基作为溶剂配制的 AP溶液，以 1 μg/mL LPS作为阳

性对照，在 37 ℃、5%（v/v）CO2 条件下孵育 24 h，每
组 8个复孔。孵育结束后，根据 NO检测试剂盒的

操作说明测定各组上清液中 NO含量。取对数生长

期 RAW264.7巨噬细胞接种于 24孔板中，待细胞完

全贴壁后，采用不同浓度（0、50、100、200 μg/mL）
AP溶液在 37 ℃、5%（v/v）CO2 条件下孵育 24 h，每

组 6个复孔。根据各酶联免疫试剂盒的操作说明分

别测定上清液中 TNF-α 和 IL-6的含量。 

1.3　数据处理

所有实验均重复 3次，数据结果以平均值±标准

差表示。试验数据通过 SPSS 24.0统计软件进行分

析，单因素方差分析（ANOVA），采用 Duncan检验进

行显著性分析，P<0.05表示差异显著，采用 Origin
Pro软件制图。 

2　结果与分析 

2.1　大孔树脂筛选

大孔树脂作为有机高聚物吸附剂，具有同时除

蛋白和脱色的双重功能，已成为目前多糖纯化的一种

重要方法[13,18]。本研究共考察了 6种不同型号的大

孔树脂对鲍鱼多糖的纯化效果，结果如图 1所示。

各大孔树脂的 PRR由高到低依次为 HPD100>X-5>
S-8>NKA-9>D101>AB-8，其中 HPD100的多糖保

留效果显著优于其他型号树脂（P<0.05），PRR高达

97.60%±1.38%。HPD100作为一种孔径较小的非极

性大孔树脂，其较好的多糖保留效果提示所提取的鲍

鱼多糖主要为分子量较大的极性分子，这与前期的文

献报道相一致[9]。此外，6种大孔树脂均具有一定的

蛋白质和色素脱除能力。D101和 AB-8的蛋白清除

效果较好，它们的 DPR分别为 36.43%±1.02%和

34.92%±1.25%，二者之间并无显著差异（P>0.05）。
相比之下，X-5的蛋白脱除效果最差，DPR仅为

9.79%±0.98%。在色素脱除效果方面，HPD100的脱

色效果最佳，DCR为 45.71%±1.44%，其次是 NKA-
9、X-5和 S-8。采用加权求和法对各大孔树脂的多

糖纯化效果进行综合比较，由图 1可知，HPD100的

综合得分最高，因此选择 HPD100对鲍鱼多糖进行

纯化工艺优化。
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图 1    不同大孔树脂的多糖保留率、蛋白脱除率、色素脱除
率以及加权综合得分

Fig.1    Polysaccharide recovery rate (PRR), deproteinization rate
(DPR), decoloration rate (DCR) and comprehensive score (CS)

of different resins
注：不同字母表示数据间差异显著，P<0.05。

  

2.2　多糖纯化工艺的单因素实验 

2.2.1   多糖与树脂质量比对多糖纯化效果的影响　

吸附介质对目标化合物的吸附处于动态平衡过程，这
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种平衡既受到吸附介质用量的影响，也会受到化合物

浓度的影响[24]。在样品浓度一定时，随着树脂用量的

增加，蛋白质和色素的脱除效果会有所提高，然而大

孔树脂在吸附蛋白质和色素的同时，也会吸附多糖，

因而过量的树脂可能会导致多糖保留率的下降[25]。

另一方面，当吸附介质量不变时，适当增加待吸附物

质的浓度有利于吸附作用，但过高的浓度会影响目标

化合物与树脂的充分接触，甚至可能造成树脂过载、

堵塞等现象，导致吸附效率降低[26]。在本研究中，以

多糖与树脂质量比为指标评价树脂吸附平衡对纯化

效果的影响。如图 2所示，多糖与树脂质量比由 1:10
增加至 1:40时，DPR和 DCR呈上升趋势，PRR呈

下降趋势，CS不断增加；然而当多糖与树脂质量比继

续增加至 1:50时，蛋白质和色素的清除效果未见明

显提高，但 PRR大幅降低，CS随之下降。因此，选

择 1:40作为最适的多糖与树脂质量比。
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图 2    多糖与树脂质量比对多糖保留率、蛋白脱除率、色素
脱除率以及加权综合得分的影响

Fig.2    Effects of polysaccharide-resin mass ratio on polysac-
charide recovery rate (PRR), deproteinization rate (DPR),
decoloration rate (DCR) and comprehensive score (CS)

  

2.2.2   吸附时间对纯化效果的影响　吸附时间的合

理增加有利于目标化合物与树脂的充分接触，继而增

强吸附效果[27]。如图 3所示，当吸附时间仅为 1 h
时，蛋白质和色素的吸附效果较差，DPR和 DCR分

别仅为 24.37%±0.87%和 38.66%±1.09%；随吸附时

间延长至  3  h，DPR 和  DCR分别提高  23.80% 和
18.21%；但当树脂对目标物质的吸附达到平衡后，

DPR 和 DCR 不再随吸附时间的增加而发生变化，该

变化趋势与郭静等[14] 的报道一致。由图 3可知，在

实验时间范围内，吸附时间与 PRR呈反比，即随吸附

时间的延长，多糖保留率不断下降；CS呈现出先上升

后下降的趋势，在吸附时间 3 h时达到峰值。因此，

选择 3 h作为最适的吸附时间。 

2.2.3   吸附温度对纯化效果的影响　吸附温度在一

定范围内的升高可以增强树脂对化合物的吸附速度，

继而提升吸附效率[28]。谢三都等[29] 提出升温有利于

树脂对色素的吸附作用，但过高的温度可能会导致色

素分子热运动激烈，不易形成分子键与目标物质键

合，进而影响吸附稳定性。如图 4所示，吸附温度对

PRR和 DCR的影响相对较大，对 DPR的影响则相

对较小。随吸附温度的不断升高，PRR持续下降，且

呈现出温度越高，下降速率越快的趋势。在 25 ℃ 条

件下，DCR相对较低，仅为 40.36%±0.78%；随吸附

温度的升高，DCR明显增加，在 35 ℃ 时达到最大

值；继续升高温度，DCR呈下降趋势，这可能与吸附

稳定性的下降有关。在实验温度范围内，CS先上升

后下降，在 35 ℃ 时达到峰值。因此，选择 35 ℃ 作

为最适的吸附温度。
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图 4    吸附温度比对多糖保留率、蛋白脱除率、色素脱除率
以及加权综合得分的影响

Fig.4    Effects of adsorption temperature on polysaccharide reco-
very rate (PRR), deproteinization rate (DPR), decoloration rate

(DCR) and comprehensive score (CS)
  

2.3　多糖纯化工艺响应面分析 

2.3.1   响应面试验结果　在单因素实验的基础上，进

行三因素三水平响应面设计，结果见表 3。采用

Design Expert 11.0软件对实验数据进行二次多项回

归拟合，得模型方程为：CS=61.80+0.4837A+0.3030B+
0.0882C+0.0377AB−0.1698AC+0.0507BC−1.21A2−
1.32B2−0.5490C2。对该模型回归方程进行方差分析

及显著性检验，结果如表 4所示。回归模型 P<0.01，
说明模型具有较好的稳定性；模型失拟项 P>0.05，不
具有显著性差异，且预测 R2=0.9894，表明该模型可

靠；此外，变异系数 CV=0.077%，说明模型外因素对

模型响应值的影响较小，上述数据均表明该模型可用
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图 3    吸附时间比对多糖保留率、蛋白脱除率、色素脱除率
以及加权综合得分的影响

Fig.3    Effects of adsorption time on polysaccharide recovery rate
(PRR), deproteinization rate (DPR), decoloration rate (DCR) and

comprehensive score (CS)
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于对实际实验结果的预测。由表 4可知，多糖与树

脂质量比（A）、吸附时间（B）和吸附温度（C）三个因

素对鲍鱼多糖纯化效果的综合得分 CS都具有极显

著性影响（P<0.01），其中 F（A）=874.74，F（B）=343.18，
F（C）=29.11，根据 F 值可知多糖与树脂质量比（A）

对 CS的影响最大，其次是吸附时间（B），最后是吸附

温度（C）。
 
 

表 4    回归模型的方差分析及显著性检验
Table 4    Variance analysis and significance test of

regression model

方差来源 平方和 自由度 均值 F值 P值 显著性

模型 19.12 9 2.12 992.74 <0.0001 **

A 1.87 1 1.87 874.74 <0.0001 **

B 0.7345 1 0.7345 343.18 <0.0001 **

C 0.0623 1 0.0623 29.11 0.001 **

AB 0.0057 1 0.0057 2.66 0.1467
AC 0.1153 1 0.1153 53.86 0.0002 **

BC 0.0103 1 0.0103 4.81 0.0643
A2 6.18 1 6.18 2887.68 <0.0001 **

B2 7.38 1 7.38 3446.27 <0.0001 **

C2 1.27 1 1.27 593.02 <0.0001 **

残差 0.0150 7 0.0021
失拟项 0.0124 3 0.0041 6.33 0.0534
纯误差 0.0026 4 0.0007
总和 19.14 16

注：*表示差异显著（P<0.05），**表示差异极显著（P<0.01）。
  

2.3.2   各因素响应面分析　响应面图可直观反映出

各因素之间交互作用的显著性。通常，响应面图中的

等高线形状呈椭圆形表明因素之间交互作用影响显

著，若等高线趋近于圆形则说明各因素交互作用不显

著[30]。图 5为本实验中各因素交互作用对鲍鱼多糖

纯化效果影响的响应面图。如图 5（a）所示，多糖与

树脂质量比（A）与吸附时间（B）的等高线接近于圆

形，说明二者交互作用并不显著，这与表 4中 AB的

P 值（P=0.1467）相一致。类似地，如图 5（b）所示，吸

 

表 3    响应面试验设计与结果

Table 3    Design and results of response surface experiment

试验号 A多糖与树脂质量比（w/w） B吸附时间（h） C吸附温度（℃） PRR（%） DPR（%） DCR（%） CS（%）

1 1:50 3 40 94.34 29.75 45.82 60.41

2 1:40 3 35 97.6 30.17 45.69 61.80

3 1:40 3 35 97.68 30.21 45.59 61.81

4 1:30 3 40 97.05 28.15 41.96 59.85

5 1:40 2 40 97.94 27.69 40.57 59.65

6 1:50 4 35 93.72 30.14 45.29 60.12

7 1:50 3 30 97.74 29.26 42.33 60.57

8 1:30 2 35 97.61 25.08 39.76 58.50

9 1:40 3 35 97.67 30.15 45.74 61.84

10 1:40 2 30 98.54 27.43 39.77 59.58

11 1:40 3 35 97.71 30.19 45.56 61.81

12 1:40 4 30 95.3 28.97 44.32 60.11

13 1:50 2 35 96.23 28.09 41.81 59.46

14 1:40 4 40 94.27 31.08 44.52 60.39

15 1:30 3 30 98.22 26.99 39.85 59.34

16 1:30 4 35 95.84 28.25 40.63 59.00

17 1:40 3 35 97.75 30.03 45.52 61.77
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图 5    各因素交互作用对 CS影响的 3D响应面图

Fig.5    3D-response surface graphs of the interaction of various
factors on CS
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附时间（B）与吸附温度（C）之间交互作用对多糖纯化

效果的影响也不显著（P=0.0643）。而如图 5（c）所
示，多糖与树脂质量比（A）与吸附温度（C）的等高线

呈椭圆形，表明多糖与树脂质量比与吸附温度之间的

交互作用对纯化效果具有显著影响，这与方差分析

中 AC较小的 P 值（P=0.0002）相一致。 

2.3.3   最佳纯化工艺验证　以纯化效果综合得分

CS为响应值，根据 Design expert 11.0软件对所得回

归方程进行预测，得最佳工艺参数为：多糖与树脂质

量比 1:42.40、吸附时间 3.10 h、吸附温度 35.39 ℃，

在该条件下预测 CS值为 61.86%。根据实际操作可

行性，将工艺参数修订为：多糖与树脂质量比 1:42、
吸附时间 3.10 h、吸附温度 35 ℃，在此条件下重复

实验，测得 PRR为 97.58%±1.58%，DPR为 30.20%±
0.66%，DCR为 45.78%±1.01%，经过计算得 CS平

均值为 61.83%，与预测值差距较小，说明该模型可用

于预测实际实验数据。鲍鱼多糖经 HPD100大孔树

脂纯化后，多糖颜色明显变浅，且多糖纯度由

58.74%提升至 63.03%，类似膜法纯化的鲍鱼多糖纯

度（62.75%）[9]，明显优于酶法纯化的鲍鱼多糖纯度

（40.64%）[8]。 

2.4　鲍鱼多糖的免疫调节活性 

2.4.1   细胞增殖活力　巨噬细胞是机体重要的免疫

细胞，能够吞噬并杀伤多种入侵的病毒微生物，同时

激活淋巴细胞或其他免疫细胞，诱发机体免疫响

应[31]。RAW264.7巨噬细胞是小鼠单核巨噬细胞白

血病细胞，目前已广泛应用于活性物质的体内外免疫

调节活性研究 [32−33]。AP经大孔树脂纯化前后对

RAW264.7巨噬细胞增殖活力的影响如图 6所示。

由图可知，与对空白组 Con相比，AP在大孔树脂纯

化前后均可极显著促进 RAW264.7巨噬细胞的增殖

活力（P<0.01），表明鲍鱼多糖对细胞无毒性作用。纯

化前的 AP对 RAW264.7巨噬细胞细胞增殖活力的

影响在 50~200 μg/mL范围内呈现出剂量依赖关系，

在 200 μg/mL达到最大细胞相对增殖率 110.27%；

而经过 HPD100纯化后，细胞相对增殖率呈先上升

后下降的趋势，在 100 μg/mL浓度下达到最大细胞

相对增殖率 117.81%，极显著高于纯化前相应结果

（P<0.01），这可能与树脂纯化后多糖纯度提升、杂质

种类及含量下降等有关。 

2.4.2   细胞因子分泌水平　近年来多项研究已发现，

生物活性多糖能够通过巨噬细胞表面多种受体诱导

信号转导，调控细胞功能与相关细胞免疫调节因子的

表达，而起到免疫调节功效[34−35]。NO是由激活的巨

噬细胞所产生的免疫调节关键因子，其作为生物信息

传递分子，能够有效发挥免疫调节作用[36]。因此，

NO的释放量常用于作为评价巨噬细胞活力的重要

指标之一。如图 7A所示，大孔树脂纯化前后的 AP
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在 50~200  μg/mL浓度范围内都可以极显著促进

NO产生（P<0.01），且纯化后的多糖处理组在各浓度

下 NO的浓度均显著高于纯化前多糖处理组（P<
0.05），这表明纯化后的多糖更有利于刺激 RAW264.7
巨噬细胞释放 NO参与免疫应答。TNF-α 是主要由

巨噬细胞所分泌的一种特殊细胞因子，其能够直接杀

伤肿瘤细胞但对正常细胞无明显毒性，因而具有免疫

调节功能[37]。大孔树脂纯化前后 AP对 RAW264.7
巨噬细胞分泌 TNF-α 的影响如图 7B所示。与对照

组相比，采用 100和 200 μg/mL的纯化前 AP以及各

浓度的纯化后 AP处理都可以有效刺激 RAW264.7
巨噬细胞分泌 TNF-α（P<0.01），且纯化后多糖的作

用效果极显著优于纯化前（P<0.01）。此外，IL-6作

为一种多效细胞因子，可以通过诱导 B细胞分化产

生免疫球蛋白，促进 T细胞增殖生长，增强血细胞分

化等在宿主防御中发挥重要作用[38]。由图 7C可知，

50~200 μg/mL浓度范围的纯化前和纯化后的 AP均

可以显著提高 RAW264.7巨噬细胞释放 IL-6（P<
0.05），且纯化后的多糖处理组的 IL-6水平与纯化前

多糖处理组相比有显著提高（P<0.05）。综合上述实

验结果可知，AP具有一定的体外免疫调节活性，且

AP在经过 HPD100大孔树脂纯化后，其免疫调节活

性得到显著提升。 

3　结论
本研究考察了 6种不同型号的大孔树脂对鲍鱼

多糖的纯化效果，筛选出静态吸附纯化效果最佳的大

孔树脂为 HPD100，并利用单因素实验及响应面分析

法优化出了鲍鱼多糖的最佳纯化工艺条件。研究结

果表明，鲍鱼多糖的纯度经 HPD100纯化后提升至

63.03%，纯化效果优于酶法，且纯化成本更低；同时，

纯化后的鲍鱼多糖生物活性有所提高，其体外免疫调

节能力显著增强，这为高品质鲍鱼活性多糖的制备提

供理论基础。
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