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摘要：利用酶解法降解 κ-卡拉胶，得到 κ-卡拉胶寡糖（KOS）。利用甲酰胺-氯磺酸和二甲基亚砜-甲醇-吡

啶方法，分别得到 κ-卡拉胶寡糖磺化衍生物（SKO）和 κ-卡拉胶寡糖脱硫酸基衍生物（DSK）。利用单纯

疱疹病毒 HSV-1研究了 κ-卡拉胶寡糖硫酸基含量与抗病毒活性之间的关系，同时从对病毒的直接作用、阻

止病毒对细胞的吸附、影响病毒复制和释放三个途径初步探讨了 κ-卡拉胶寡糖抗疱疹病毒的机理。结果表

明，KOS及 SKO对 Vero细胞毒性极低，对单纯疱疹病毒 HSV-1无直接灭活作用，也不影响病毒的复制和

释放,但是能够阻止病毒对细胞的吸附。相同浓度下，SKO对病毒吸附的抑制率要明显高于 KOS，DSK对

病毒则无明显作用。实验说明 κ-卡拉胶寡糖硫酸基含量与其抗疱疹病毒活性二者呈正相关，而且 κ-卡拉胶

寡糖及其磺化衍生物的抗病毒活性主要是通过阻止病毒对细胞的吸附而实现。 
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ABSTRACT   κ-Carrageenan oligosaccharide (KOS) was prepared through enzymatic hydrolysis. After 

chemical modification of the produced oligosaccharide via use of formamide-chlorosulfonic acid or 

DMSO-methanol-pyridine, sulfated derivatives (SKO) and desulfated (DSK) derivatives of κ-carrageenan 

oligosaccharides were obtained respectively. Herpes simply virus (HSV-1) was used to study the relationship 

between the content of sulfate group and antiherpesviral activities of the oligosaccharide and its derivatives. The 

antiherpesviral mechanism of κ-carrageenan oligosaccharide was also studied, by the ways of directly inactivating 

virus, inhibiting virus absorption, and influencing virus replication and release. The results showed that KOS and 

SKO had little cytotoxic effect on Vero cells, and could not directly inactivate HSV-1 or influence its replication 

and release, but absorption of HSV-1 on the surface of cells was inhibited.. SKO had stronger effects on HSV-1 

absorption than KOS with the same concentration, while DSK had no effect on HSV-1. So it could be concluded 

that there was a positive relationship between the content of the sulfate group of κ-carrageenan oligosaccharide 

and its antiherpesviral activity, which was achieved mainly via inhibiting HSV-1 absorption on the host cells. 
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卡拉胶(Carrageenan)是一种硫酸半乳聚糖，是存在于某些红藻细胞壁中的多糖成分。近

年来的研究发现硫酸多糖往往具有独特的生物活性。卡拉胶作为一种结构独特的硫酸多糖，

也被证明在抗肿瘤(Sugawara et al. 1982; Hoffman et al. 1995)、抗病毒(Witvrouw et al. 1994)、
抗凝血(Opoku et al. 2006)、抗氧化(Yuan et al. 2006)等方面具有较理想的生物活性。作为一
种高分子量化合物，卡拉胶因其相对分子质量过大而使应用受到限制。卡拉胶经降解后，生

物利用度和生物活性能够显著提高。 
本实验通过酶法降解及化学修饰制备得到了κ-卡拉胶寡糖（KOS）、κ-卡拉胶寡糖磺化

衍生物（SKO）和κ-卡拉胶脱硫酸基衍生物（DSK）三种寡糖，并利用单纯疱疹病毒HSV-1
研究了κ-卡拉胶寡糖抗病毒的机理及其抗病毒活性与硫酸基含量之间的关系，以期为卡拉胶
寡糖药物的开发提供新的依据和方法。 

1 材料与方法 

1.1 κ-卡拉胶寡糖的制备 

κ-卡拉胶：购自烟台海藻公司（源于菲律宾异枝卡帕藻 Kappaphycus striarum)，经本
实验室二次纯化后得到。 

κ-卡拉胶降解菌：MCA-2菌株，由本实验室分离并保存(牟海津等  2002)。 
将MCA-2接种到κ-卡拉胶液体培养基中，28-32℃培养48h。将发酵液3000r/min离心

10min，取上清液以还原糖法测MCA-2活力。将发酵上清液以10%的比例加入装有浓度为
0.5%的κ-卡拉胶溶液的三角瓶中，28-32℃振荡反应24h。将反应液通过旋转蒸发进行减压浓
缩后，用乙醇沉淀，收集沉淀，冷冻干燥，得到κ-卡拉胶寡糖酶解组分。将κ-卡拉胶寡糖酶
解组分经Bio-Gel P-4凝胶过滤纯化，收集组分，冷冻干燥后得到κ-卡拉胶寡糖(KOS)。 

1.2 κ-卡拉胶寡糖磺化衍生物的制备 

冰盐浴条件下，向干燥的三口烧瓶中加入10ml甲酰胺，不断搅拌，使用恒压漏斗缓慢
加入3ml氯磺酸，当反应形成白色乳状试剂时，将反应体系转移至温水浴中，向三口烧瓶中
加入1g κ-卡拉胶寡糖，不断搅拌，逐渐升温至68℃左右，反应时间6-8h。反应结束，待冷却，
加入适量去离子水冲洗，加乙醇沉淀，收集沉淀，冷冻干燥，得到κ-卡拉胶寡糖磺化衍生物
(SKO)。 

1.3 κ-卡拉胶脱硫酸基衍生物的制备 

向盛有200ml混合溶液（无水二甲亚砜–甲醇–吡啶，89:10:1 v/v/v)的体系中加入500mg
卡拉胶寡糖，通风条件下加热至100℃，反应时间4h。反应结束，待冷却，将混合液置于透
析袋（截留分子量10000）中，用蒸馏水透析36h，每8h换一次水。透析结束，将透析液进行
减压浓缩，浓缩液用乙醇沉淀后，冷冻干燥，得到κ-卡拉胶脱硫酸基衍生物（DSK）。 

1.4硫酸基含量测定 

对实验得到的KOS、SKO和DSK进行硫酸基含量的测定。硫酸基含量测定使用明胶-氯
化钡法（Kawai et al. 1969）。 



1.5 分子量测定 

使用GPC法测定卡拉胶寡糖的分子量。凝胶柱为TSK-GEL3000，柱温40℃，以超纯水
洗脱，流速0.8ml/min，示差检测器检测。以标准分子量葡聚糖苷为标准，分子量分别是180，
360，2000，5000，8000和60000。 

1.6 细胞株及病毒  

细胞株：非洲绿猴肾细胞Vero细胞株由青岛大学医学院提供，于DMEM基础培养液中加
入10%的胎牛血清, 100U/ml青霉素,100µg/ml链霉素, 置5%CO2孵箱中37℃培养, 2～3d传代1 
次。 

病毒：标准单纯疱疹病毒1型(HSV-1)株由青岛大学医学院提供。在Vero细胞中传代,毒种
保存于–80℃。 

1.7 病毒的增殖与感染性测定 

取细胞密度在80%的Vero细胞，将培养液吸出，加入0.5ml HSV-1病毒，置CO2培养箱37℃
吸附60min；用PBS冲洗单层细胞，加入含0.5%胎牛血清的DMEM培养液，置CO2培养箱中

继续培养。每日在倒置显微镜下观察细胞病变(CPE)。当80%以上细胞发生CPE时，将细胞
和培养液一起置于–80℃下冻融3次以裂解细胞，离心收集上清，分装至0.5ml冻存管中，–80℃
保存备用。 
用Reed-Muench法测定病毒感染性(傅传华等，2001)。将HSV-1培养上清液在灭菌离心

管内作10倍系列稀释，各取0.1ml分别接种至形成Vero细胞单层的6孔板中，每个稀释度的病
毒液接种5个孔，同时设阴性对照。置37℃培养并逐日观察，以出现细胞病变最高稀释倍数
的倒数作为TCID50。 
倒置显微镜下观察CPE判断标准：75%以上的细胞发生病变为+++，50%～75%的细胞发

生病变为++，25%～50%细胞发生病变为+，25%以下细胞发生病变为+/–，没有细胞病变为–。
当病毒对照组细胞病变达+++以上时判断结果。 

1.8 细胞毒性实验 

96孔板中Vero细胞形成单层后，吸出培养液，用0.1ml PBS洗涤2次，加入用DMEM（血
清浓度0.5%）配制的不同稀释度的卡拉胶寡糖（3200µg/ml、1600µg/ml、800µg/ml、400µg/ml、
200µg/ml、100µg/ml和50µg/ml），37℃培养,每一浓度3个复孔, 同时以不加卡拉胶寡糖作用
的细胞作为对照, 每日观察CPE。 

1.9 卡拉胶寡糖样品对病毒的作用 

卡拉胶寡糖样品对病毒的直接作用：取100TCID50/ml的HSV-1悬液与不同浓度卡拉胶寡
糖等体积混合，37℃作用1h。然后将混合液离心去除卡拉胶寡糖，沉淀用PBS洗涤后再离心
沉淀病毒颗粒。病毒沉淀以DMEM培养液重悬，接种至已形成单层Vero细胞的96孔板中，置
5%CO2培养箱37℃吸附1h。吸弃病毒悬液，用PBS洗涤细胞3次，然后每孔加0.1ml维持液，
置5%CO2培养箱37℃培养，逐日观察CPE。待观察到病毒对照孔CPE呈+++～++++且细胞对
照正常时，以MTT法（李海波等，2001）检测卡拉胶寡糖对病毒的抑制情况。每一卡拉胶
寡糖浓度均设3个复孔，同时设立病毒对照和正常细胞对照。 

卡拉胶寡糖对病毒吸附细胞的抑制作用：在HSV-1感染Vero细胞的同时加入不同浓度的



卡拉胶寡糖，置37℃吸附1h，用PBS洗单层细胞，去除未吸附的病毒和卡拉胶寡糖，加入维
持液，37℃培养，每日观察CPE。待观察到病毒对照孔CPE呈现+++～++++且细胞对照正常
时，用MTT法检测卡拉胶寡糖对病毒的抑制情况。每一卡拉胶寡糖浓度均设3个复孔，同时
设立病毒对照和正常细胞对照。 
卡拉胶寡糖对病毒复制的抑制作用：以100TCID50/ml的HSV-1悬液感染形成单层的Vero

细胞, 37℃孵育2h后弃病毒悬液，用PBS洗单层细胞，将感染细胞在不同的卡拉胶寡糖浓度
下（多糖用含0.5%胎牛血清的细胞维持液稀释）37℃培养，逐日观察CPE。待观察到病毒对
照孔CPE呈现+++～++++且细胞对照正常时，用MTT法检测卡拉胶寡糖对病毒的抑制情况。
每一卡拉胶寡糖浓度均设3个复孔，同时设立病毒对照和正常细胞对照。 

病毒抑制率计算公式（于红等，2006）：抑制率=（寡糖平均A值-病毒对照平均A值）/
（细胞对照平均A值-病毒对照平均A值） 

2 结果 

2.1硫含量测定 

对实验制得的KOS、SKO、DSK的硫含量进行了测定。结果如表1所示。 
结果表明，本研究采用的磺化和脱硫酸基处理方法能够明显改变卡拉胶低聚糖的硫酸基

含量，SKO的硫含量由7.5%增至24.2%；而DSK的硫含量则降低到2.05%。三种寡糖的硫含
量有较大区别，有利于后续实验研究。 

表1 κ-卡拉胶寡糖及其衍生物的硫含量 

Table 1  Sulfur content in κ-carrageenan oligosaccharide and its derivatives 

名称 
Sample 

KOS SKO DSK 

硫含量（%） 
Sulfur content (%) 

7.5 24.2 2.05 

2.2 分子量分布情况 

以标准分子量葡聚糖苷为标准，以分子量的对数logMW为横坐标，以保留时间RT为纵
坐标做图，得到标准回归方程y =-2.529x + 15.416，R2 =0.998。KOS、SKO、DSK分子量分
布情况如图1、图2、图3所示，保留时间分别为7.894min、7.207min和8.461min，其MW分别
为942、1776和562。 

 



 

图1  KOS分子量分布情况 

Fig. 1  MW distribution of KOS by GPC 

 

 
图2 SKO分子量分布情况 

Fig. 2  MW distribution of SKO by GPC 

 



 

图3 DSK分子量分布情况 

Fig. 3  MW distribution of DSK by GPC 

 

2.3 κ-卡拉胶寡糖对细胞的毒性作用 

每日观察卡拉胶寡糖对细胞生长的影响。发现培养液中κ-卡拉胶寡糖含量为3200µg/ml
时，培养至第3d可观察到Vero细胞绝大多数出现圆缩、脱落；κ-卡拉胶寡糖含量为1600µg/ml
时，培养至第3d可观察到约半数的Vero细胞圆缩、脱落。其余各浓度孔均未观察到细胞形态
和生长受到影响。由此确定在抗病毒机理实验中采用的卡拉胶寡糖的浓度为200µg/ml、
100µg/ml、50µg/ml、25µg/ml、12.5µg/ml、6.25µg/ml和3.12µg/ml共7个浓度。 
实验得到Vero中HSV-1病毒TCID50为 10-5.5。 
正常Vero细胞、加入卡拉胶寡糖的Vero细胞及加入病毒的Vero细胞在显微镜下的照片如

图4所示。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



图 4a 正常Vero细胞                          图 4b 1600µg/ml卡拉胶寡糖作用3d的Vero细胞 

Fig. 4a Normal Vero cells                        Fig. 4b Vero cells affected by 1,600 µg/ml 

κ-carrageenan oligosaccharide for 3 days 

                                                       
图 4c HSV-1病毒作用3d的Vero细胞 

Fig. 4c  Vero cells infected by HSV-1 for 3 days 

2.4 抗病毒机理研究 

KOS、SKO、DSK对HSV-1的直接作用结果如图5所示，对HSV-1病毒复制的抑制作用
结果如图6所示。结果表明，κ-卡拉胶寡糖及其衍生物对HSV-1均无直接作用, 对HSV-1的复
制也无明显作用。 
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图5 κ-卡拉胶寡糖及其衍生物对HSV-1病毒的直接作用

Fig. 5  Effects of directly inactivating virus by κ-carrageenan oligosaccharide and its derivates 

注： cells：未感染病毒的正常细胞对照组，virus：未添加寡糖的病毒感染对照组，下同。 

Note: cells: normal cells not infected by virus; virus: virus-infected cells without addition of oligosaccharide 
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图6 κ-卡拉胶寡糖及其衍生物对HSV-1病毒复制的作用 

Fig. 6  Effects of influencing virus replication by κ-carrageenan oligosaccharide and its derivates 

 
     KOS、SKO、DSK对HSV-1病毒吸附细胞的抑制作用结果如图7所示。结果表明，各个
浓度的KOS、SKO对HSV-1病毒吸附Vero细胞有不同程度的抑制作用。在寡糖浓度为
200µg/ml时，KOS的A值为0.53，SKO的A值为0.65，其抑制率分别达到38.3%和58.3%；在寡
糖浓度为6.25µg/ml时，SKO的A值为0.48，抑制率仍达到30%，而KOS的A值为0.34，抑制率
仅为6.7%。对于KOS和SKO，随着寡糖浓度的增加，对病毒的抑制作用也随之升高，表现
出明显的量效关系。比较KOS和SKO对病毒的作用，相同浓度的SKO对病毒的抑制率要明显
高于KOS。而DSK对病毒吸附细胞无明显抑制作用。 
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图7 κ-卡拉胶寡糖及其衍生物对HSV-1病毒吸附的抑制作用 

Fig. 7  Effects of inhibiting virus absorption by κ-carrageenan oligosaccharide and its derivates 

 

3 讨论 

天然卡拉胶多糖因分子量大、粘度高、溶解度低等特点而影响其临床应用价值。若静

脉注射未降解的卡拉胶，会与纤维蛋白形成不溶性复合物而难以被机体吸收利用。而经降解



后得到的低分子量卡拉胶经静脉注射后可与血纤维蛋白生成可溶性复合物，则利于机体吸

收，同时毒性也大大降低(Anderson et al. 1965)。相对于其他降解卡拉胶的方式，酶降解具
有专一性、高效性、降解条件和过程易于控制、无副反应等优点。由于特定的降解酶只作用

于特定的糖苷键，不但可以得到分子量比较均一的降解产物，并且对糖的主体结构也不会产

生影响。除分子量的影响外，卡拉胶寡糖中的硫酸根数目也是影响其生物活性的重要因素。

若去掉卡拉胶多糖上的硫酸根，则卡拉胶同时失去抑制 HSV 病毒的作用。有研究发现
(Carlucci et al. 1997)，卡拉胶的抗 HSV病毒活性与硫酸基团的含量直接相关，只有硫酸基
团含量和分子量在合适范围的卡拉胶才能表现出强的抗病毒活性，卡拉胶的抗 HSV活性会
随其 α-D-半乳糖 6-硫酸和 2,6-二硫酸单位环化成 3,6-内醚-α-D-半乳糖和 3,6-内醚--半乳糖 2-
硫酸残基而降低。本研究利用酶降解方法制得了 κ-卡拉胶寡糖，进一步通过化学方法得到 κ-
卡拉胶寡糖磺化衍生物和 κ-卡拉胶寡糖脱硫酸基衍生物。从对病毒的直接作用、阻止病毒
对细胞的吸附、影响病毒复制和释放三个途径进行了抗疱疹病毒实验。比较相同浓度寡糖对

病毒吸附的抑制率，κ-卡拉胶寡糖明显低于 κ-卡拉胶寡糖磺化衍生物。 
病毒感染细胞包括吸附、侵入、脱壳、生物合成、装配与释放。能够阻断病毒感染细胞

的任何一个过程的药物，都可以成为抗病毒药物。目前关于卡拉胶抗病毒的研究较多，但就

其抗病毒机理研究的都不是很透彻。例如，卡拉胶所带的负电荷能够结合 HIV-1病毒带正电
荷的特定区域，从而阻止病毒特定区域与细胞的结合；同时卡拉胶有抑制合胞体形成的作用，

所以能够避免感染病毒细胞与未感染病毒细胞的结合。因此，卡拉胶才能够阻止艾滋病毒

HIV-1病毒对细胞的感染(Baba et al. 1990; Meshcheryakova et al. 1993)。卡拉胶抑制疱疹病毒
的作用主要是通过阻止病毒吸附细胞而完成的，亦有研究发现卡拉胶可能能够抑制病毒的复

制(Carlucci et al.1997; Duarte et al.2001)。有报道发现，只有将卡拉胶于病毒侵入细胞的同时
加入，卡拉胶才能表现对病毒的抑制作用，卡拉胶抑制病毒复制是在病毒已经侵入细胞，但

还未开始病毒蛋白复制的时候（Gonzalez et al.1987）。而本研究则表明，卡拉胶寡糖只具备
抑制 HSV病毒对 Vero细胞吸附的作用，对病毒本身不具有灭活作用，也不能抑制病毒的复
制和生物合成。因此，关于卡拉胶寡糖抗病毒的详细机理有待于进一步研究。 
硫酸半乳聚糖能够抑制多种被膜病毒，如艾滋病毒、疱疹病毒、囊膜病毒、沙粒病毒、

粘液病毒和棒状病毒等(Witvrouw et al. 1994)。作为应用比较广泛的一种硫酸半乳聚糖，卡
拉胶寡糖在药物开发方面具有良好的发展前景和使用价值。随着海洋药物和海洋保健生物制

品的蓬勃发展，卡拉胶工业也将成为海藻工业发展的方向之一。 
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