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摘　 要: 该研究采用氢氧化钠－氯乙酸的化学反应体系制备羧甲基化肠浒苔多糖ꎬ以获得不同取代度的羧

甲基化肠浒苔多糖ꎬ取代度的大小受氢氧化钠浓度、反应温度和反应时间的影响ꎮ 结果表明:(１)当氢氧化

钠浓度 ２０％、反应温度 ６０ ℃、反应时间 ３ ｈ 时ꎬ得到羧甲基化的最大取代度为 ０.７８１ꎮ (２)通过体外抗氧化

来评价不同羧甲基化肠浒苔多糖的抗氧化活性ꎮ (３)当羧甲基化肠浒苔多糖的浓度为 １.６ ｍｇｍＬ￣１时ꎬ羧

甲基化肠浒苔多糖清除羟基自由基、超氧阴离子自由基的能力分别为 ４４.４５％、５１.９８％ꎬ其清除 ＤＰＰＨ 自由

基清除率和还原能力分别为 １６.７５％、０.４５７ ６ꎮ (４)与修饰前的相比ꎬ羟基自由基、超氧阴离子的清除能力均

有较大幅度提高ꎬ羧甲基化修饰对肠浒苔多糖的 ＤＰＰＨ 自由基和还原力有减弱作用ꎮ 以上结果表明ꎬ羧甲

基化修饰引起的肠浒苔多糖的结构变化可以提高其抗氧化活性ꎮ
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　 　 浒苔是一种大型绿藻ꎬ具有较大经济价值ꎬ民
间称苔条、海苔ꎬ为绿藻门石莼目石莼科植物ꎮ 浒

苔属在全世界范围内ꎬ已经发现的约有 ４０ 种ꎬ我国

约有 １１ 种ꎬ我国的品种主要有小管浒苔、肠浒苔、条
浒苔、扁浒苔等四种ꎬ都是生长在潮湿地带(孙士

红ꎬ２００７)ꎮ 浒苔藻体晾干或风干后既可以作为中

草药使用ꎬ又可以做成食品或者加工成饲料ꎮ 浒苔

中营养成分种类多ꎬ含量丰富ꎬ含有人体必需的维

生素、 氨基酸、 多种矿物质和脂肪酸 (吴闯等ꎬ
２０１３)ꎮ 浒苔多糖具有多种生物学活性ꎬ现有的文

献报道了其活性作用主要体现在抗氧化、免疫调

节、降血脂和抗肿瘤等方面(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ石学

连等ꎬ２００９ꎻＪｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎻ林文庭和张智芳ꎬ２００９ꎻ
陈芳容等ꎬ２０１２ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻＪｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ

对多糖进行合理的化学修饰可以改变多糖的

生物活性(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 目前ꎬ对多糖化学

修饰或分子修饰的常见方法分为化学法、物理法

和生物法ꎬ其中在生产中使用较多的一种处理方

法是羧甲基化(申林卉等ꎬ２０１３ꎻ付满等ꎬ２０１９)ꎮ
研究表明ꎬ多糖经过羧甲基化修饰处理后ꎬ可以显

著提高其水溶性ꎬ且其生物活性得到显著增强或

者被 赋 予 新 的 生 物 活 性 ( 陈 胜 军 等ꎬ ２０１９ )ꎮ
Ｐａｒｖａｔｈｙ ｅｔ ａｌ.(２００５)报道了羧甲基化半乳－甘露

聚糖的溶解度显著提高ꎮ 王雁等(２０００)通过修饰

得到羧甲基化虎奶多糖ꎬ虎奶多糖几乎不溶于水ꎬ
修饰后的溶解性最高可达 ３０ ｍｇｍＬ￣１ꎬ大大增加

了机体对其的吸收率ꎬ且修饰后的多糖对 Ｆｅ２＋ ￣ＶＣ

引起的大鼠肝脏线粒体脂质过氧化显著抑制ꎬ对
膜流动性的降低有良好的抑制效果ꎬ同时还能抑

制线粒体的肿胀ꎮ
本研究对肠浒苔多糖进行羧甲基化修饰ꎬ以获

得不同取代度的肠浒苔多糖ꎬ同时探索结构修饰对

肠浒苔多糖体外抗氧化活性的影响ꎬ并探究其变化

规律ꎬ为开发浒苔多糖的生物功效奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 原料与试剂 　 肠浒苔(Ｅｎｔｅｒｏｍｏｒｐｈａ ｉｎｔｅｓｉｎａ￣
ｌｉｓ)ꎬ采于中国浙江杭州湾ꎬ由宁波大学朱文荣教

授鉴定ꎮ 氢氧化钠、异丙醇、氯乙酸、浓盐酸、浓硫

酸、邻苯三酚、三氯乙酸、三氯化铁、双氧水、磷酸

二氢钠、磷酸氢二钠、硫代巴比妥酸、抗坏血酸、乙
二胺四乙酸二胺等试剂均为国产分析纯ꎻＤＰＰＨꎬ
东京化成工业株式会社ꎮ
１.１.２ 仪器与设备 　 控温磁力搅拌器ꎬ上海志成电

器有限公司ꎻ旋转蒸发仪ꎬ上海亚荣生化仪器厂ꎻ
电子天平ꎬ梅特勒－托利多仪器有限公司ꎻ集热式

恒温加热磁力搅拌器ꎬ巩义市子华仪器有限公司ꎻ
酸度计ꎬ赛多利斯科学仪器(北京)ꎻＤＬ￣５￣８ 型离心

机ꎬ上海安亭科学仪器厂ꎻＵＶ７６０ＣＲＴ 紫外可见分

光光度计ꎬ上海傲谱分析仪器有限公司ꎻ傅立叶红

外光谱仪ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ冷冻真空干燥

机ꎬ北京博医康实验仪器有限公司ꎮ
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１.２ 方法

１.２.１ 肠浒苔多糖提取 　 肠浒苔洗净ꎬ于 ５０ ℃ 下

烘干ꎬ粉碎过 ２０ 目筛ꎬ８０％的乙醇 ８５ ℃冷凝回流

提取 ３ 次ꎬ每次 ２ ｈꎬ分离残渣并干燥ꎮ 称取上述

残渣 ５ ｇꎬ按照一定料液比加入蒸馏水ꎬ水浴提取ꎬ
抽滤ꎬ滤液离心得上清液浓缩ꎬ加入 ４ 倍体积无水

乙醇沉淀ꎬ４ ℃ 静置 ４８ ｈꎬ４ ０００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ离心 １５
ｍｉｎꎬ 取 沉 淀 干 燥ꎬ 得 到 肠 浒 苔 粗 多 糖

(Ｅｎｔｅｒｏｍｏｒｐｈａ ｉｎｔｅｓｉｎａｌｉｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬ ＥＩＰ ) (刘

玉凤等ꎬ２０１６)ꎮ
１.２.２ 羧甲基化肠浒苔多糖 　 肠浒苔粗多糖羧甲

基化采用氢氧化钠－氯乙酸化学法进行制备( Ｓｉｌｖａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ 称量 １２０ ｍｇ 肠浒苔多糖ꎬ加入 １０
ｍＬ ２０％ ＮａＯＨ 和 ２５ ｍＬ 的异丙醇溶液ꎬ冰浴、搅拌

３ ｈ 后制成均匀悬浊液ꎮ 将混合液(２５ ｍＬ 异丙醇

溶有 ３ ｇ 氯乙酸和 １０ ｍＬ ２０％ ＮａＯＨ 制备的混合

液)缓慢滴入反应体系中ꎬ逐渐升温至 ６０ ℃ꎬ搅拌

３ ｈꎬ停止反应ꎬ冷却至室温ꎮ 用 １ ｍｏｌＬ￣１的盐酸

调 ｐＨ＝ ７ꎮ 用流水和蒸馏水分别透析 ４８ ｈꎮ 旋转

蒸发溶液ꎬ冷冻干燥ꎬ得到羧甲基化肠浒苔多糖

( Ｅｎｔｅｒｏｍｏｒｐｈａ ｉｎｔｅｓｉｎａｌｉｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃａｒｂｏｘｙｍ￣
ｅｔｈｙｌａｔｉｏｎꎬ ＥＩＰＣ)ꎮ
１.２.３ 红外光谱分析 　 分别称取 ２ ｍｇ 的 ＥＩＰ 和

ＥＩＰＣ 加入 １００ ｍｇ 干燥 ＫＢｒ 于玛瑙研钵中ꎬ研磨均

匀ꎬ压片ꎮ 进行红外光谱扫描ꎬ扫描范围为４ ０００ ~
４００ ｃｍ ￣１ꎮ
１.２.４ ＥＩＰ 羧甲基单因素试验 　 ＮａＯＨ 浓度: 称取

ＥＩＰ １２０ ｍｇꎬ在氯乙酸用量３ ｇ、反应温度 ６０ ℃、反
应时间 ３ ｈ 条件下ꎬ考察不同 ＮａＯＨ 浓度( １０％、
１５％、２０％、２５％、３０％)对浒苔多糖羧甲基化取代

度的影响ꎮ
反应温度: 称取 ＥＩＰ １２０ ｍｇꎬ在氯乙酸用量

３ ｇ、２０％ ＮａＯＨ 浓度、反应时间 ３ ｈ 条件下ꎬ考察

不同温度(４０、５０、６０、７０、８０ ℃)对浒苔多糖羧甲

基化取代度的影响ꎮ
反应时间: 称取 ＥＩＰ １２０ ｍｇꎬ在氯乙酸用量

３ ｇ、反应温度 ６０ ℃、２０％ ＮａＯＨ 浓度条件下ꎬ考察

不同反应时间(１、２、３、４、５ ｈ)对浒苔多糖羧甲基

化取代度的影响ꎮ
１.２.５ ＥＩＰＣ 羧甲基化取代度测定 　 于试管中先分

别加入 ０.２５ ｍＬ ０.５ ｍｇｍＬ￣１的 ＥＩＰＣ 溶液和 ０.２５
ｍＬ 浓硫酸ꎬ混匀ꎬ１２５ ℃加热 ３ ｈ 后取出ꎬ再加入 ２
ｍＬ ２ꎬ７￣二羟基萘溶液ꎬ混匀后于沸水浴中加热 ２０
ｍｉｎꎬ冷却至室温ꎬ最后加入 ２ ｍＬ 的蒸馏水ꎬ以样

品空白为对照ꎬ测定其 ５２０ ｎｍ 吸收值 ( Ｅｙｌｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９４７)ꎮ 同时ꎬ用羟基乙酸替代多糖样品计算

每克多糖样品中羟基乙酸的克数ꎬ记为 Ａꎬ按以下

公式ꎬ计算 ＥＩＰＣ 取代度的值:
ＤＳ＝ １６２Ａ / (７６－８０Ａ)ꎮ
式中ꎬＤＳ 为取代度ꎬＡ 为每 １ ｇ 样品中羟基乙

酸的克数ꎮ
１.２.６ ＥＩＰＣ 抗氧化活性测定 　 通过测定 ＥＩＰＣ 对

ＤＰＰＨ 自由基、超氧阴离子自由基、羟基自由基的

清除能力和还原能力 (刘玉凤等ꎬ２０１６) 来判断

ＥＩＰＣ 的抗氧化活性ꎮ 将不同取代度的样品配制成

０、０.１、０.２、０.４、０.８、１.６ ｍｇｍＬ￣１等 ６ 种不同浓度

样品ꎬ比较不同取代度羧甲基化肠浒苔多糖的抗

氧化活性ꎮ
(１)ＤＰＰＨ 自由基清除能力测定:量取配制的

待测样品液 ２. ０ ｍＬꎬ加入 ２. ０ ｍＬ ０. ０４ ｍｇｍＬ￣１

ＤＰＰＨ 溶液(无水乙醇作为溶剂)ꎬ充分混匀后室

温下避光反应 ３０ ｍｉｎꎬ在波长 ５１７ ｎｍ 处测定其吸

光度 Ａ ｉꎬ同时测定无水乙醇(２.０ ｍＬ)与 ＤＰＰＨ(２.０
ｍＬ)混合液的吸光度 Ａｃꎬ无水乙醇(２.０ ｍＬ)和样

品液(２.０ ｍＬ)混合液的吸光度 Ａ ｊꎮ ＤＰＰＨ 自由基

清除率计算公式:Ｋ ＝ [１－(Ａ ｉ－Ａ ｊ) / Ａｃ] ×１００％ꎮ
(２)超氧阴离子清除能力测定:精确量取 ４.５

ｍＬ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 溶液(５０ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬｐＨ＝ ８.２)于试管ꎬ
在 ２５ ℃温水中预热 ２０ ｍｉｎꎬ之后依次加入同样预

热条件下预热的邻苯三酚溶液(２５ ｍｍｏ１Ｌ￣１)０.３
ｍＬ 和样品 ０.２ ｍＬꎬ并迅速混匀倒入比色皿ꎬ波长

３１９ ｎｍ 处测定吸光度 Ａ ｔꎬ每 ３０ ｓ 测一次ꎬ测定 ８
次ꎮ 以去离子水作为空白对照ꎬ同样操作条件下

测定并计算邻苯三酚自氧化速率 Ｖ０ꎮ 以 Ａ ｔ为纵坐

标ꎬ时间为横坐标作图ꎬ计算斜率 Ｖ ｔꎮ 超氧阴离子

自由基清除率计算公式:Ｋ ＝ (１－Ｖ ｔ / Ｖ０) ×１００％ꎮ
(３)羟基自由基的清除能力测定:取 ０. ２ ｍＬ

的 ＦｅＳＯ４￣ＥＤＴＡ 混合液( １０ ｍｍｏｌＬ￣１)于带塞试

管中ꎬ加入 ０.２ ｍＬ 的 α￣脱氧核糖溶液(２０ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１)ꎬ然后再加入 ０. ２ ｍＬ 样品ꎬ并用磷酸缓冲液
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(０.２ ｍｏｌＬ￣１ꎬ ｐＨ＝ ７.４)定容至 １.８ ｍＬꎬ然后加入

０.２ ｍＬ 的 Ｈ２Ｏ２(１０ ｍｍｏｌＬ￣１)ꎬ４０ ℃恒温水浴 １
ｈꎬ加入 １ ｍＬ ２.８％的三氯乙酸终止反应ꎬ再加入 １
ｍＬ １％硫代巴比妥酸ꎬ混匀之后于沸水浴中加热

１０ ｍｉｎꎬ冷却后于 ５３２ ｎｍ 处测光吸收值 ＡＳꎮ 以去

离子水为阴性对照ꎬ测定吸光值 Ａ０ꎬ抗坏血酸为阳

性对照ꎬ测定吸光值 ＡＣꎮ 样品的自由基清除能力

计算公式:
Ｋ ＝ [１－(ＡＳ– Ａ０) / (ＡＣ– Ａ０)] ×１００％ꎮ
(４)还原能力测定:移取 ０.５ ｍＬ 羧甲基化多

糖溶液与试管中ꎬ并加入 ０.５ ｍＬ ０.２ ｍｏｌＬ￣１ ＰＢＳ
缓冲液(ｐＨ＝ ６.７)和 ０.５ ｍＬ １％铁氰化钾溶液ꎬ５０
℃水浴锅恒温 ２０ ｍｉｎ 后冷却ꎬ加入 ０.５ ｍＬ １０％三

氯乙酸溶液ꎬ依次加入 ２ ｍＬ 蒸馏水ꎬ０.５ ｍＬ ０.１％
的 ＦｅＣｌ３溶液充分混匀ꎬ静置 １０ ｍｉｎ 后ꎬ在紫外－可
见分光光度计 ７００ ｎｍ 波长处测定溶液吸光值ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 红外光谱分析

将 ＥＩＰ 和 ＥＩＰＣ 样品置于傅里叶红外光谱分

析仪 Ｎｉｃｏｌｅｔ ｉＳ １０ 中进行光谱表征ꎬ其测定红外光

谱波长范围为４ ０００ ~ ４００ ｃｍ ￣１ꎬ结果见图 １ꎮ

图 １　 ＥＩＰ 和 ＥＩＰＣ 红外光谱
Ｆｉｇ.１　 ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＥＩＰ ａｎｄ ＥＩＰＣ

由图 １ 可知ꎬ肠浒苔多糖的羧甲基化修饰产

物ꎬ不仅具有多糖的特征红外吸收峰ꎬ即３ ４４１ ｃｍ ￣１

(Ｏ－Ｈ)、１ ２６０ ｃｍ ￣１、１ ２０４ ｃｍ ￣１、１ ０７７ ｃｍ ￣１(Ｃ－Ｏ－
Ｈ)ꎬ而且在１ ６１１ ｃｍ ￣１羧基( －ＣＯＯＨ)的 Ｃ ＝ Ｏ 非对

称振动吸收峰、１ ４２２ ｃｍ ￣１ 处与羧基相连的甲基

( －ＣＨ３)的 Ｃ－Ｈ 变角振动吸收、１ ３２８ ｃｍ ￣１处 Ｃ ＝ Ｏ
的对称伸缩吸收增强明显ꎬ表明了羧甲基化肠浒

苔多糖中羧甲基( －ＣＨ２－ＣＯＯＨ)的存在ꎮ
２.２ 单因素试验

设置 ＮａＯＨ 浓度 １０％、１５％ ~ ３０％ꎬ反应温度

４０ ℃、５０~ ８０ ℃ꎬ反应时间 １ ｈ、２ ~ ５ ｈꎬ研究不同

因素对肠浒苔多糖羧甲基化取代度的影响ꎬ其结

果见图 ２ꎮ

注: Ａ. ＮａＯＨ 浓度ꎻ Ｂ. 反应温度ꎻ Ｃ. 反应时间ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮａＯＨꎻ Ｂ. Ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎻ Ｃ. Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ.

图 ２　 不同因素对 ＥＩＰＣ 取代度的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ＤＳ ｏｆ ＥＩＰＣ

由图 ２ 可知ꎬＥＩＰＣ 的取代度随 ＮａＯＨ 质量分数

的增大呈现先增大后减小的趋势ꎬＮａＯＨ 质量分数

为 ２０％时ꎬ 取代度达到最大ꎬ为 ０.７０１ꎮ 随着 ＮａＯＨ
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注: Ａ. 取代度与其 ＤＰＰＨ 自由基清除作用的关系ꎻ Ｂ. 取代度与其还原性能力的关系ꎻ Ｃ. 取代度与
其清除羟基自由基能力的关系ꎻ Ｄ. 取代度与其清除超氧阴离子能力的关系ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ａｎｄ ｉｔｓ ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔꎻ Ｂ. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ
ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙꎻ Ｃ. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ａｎｄ ｉｔｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｓｃａｖｅｎｇｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌｓꎻ

Ｄ. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ａｎｄ ｉｔｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｓｃａｖｅｎｇｅ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ.

图 ３　 取代度对肠浒苔多糖羧甲基化抗氧化活性的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｍｏｒｐｈａ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

质量分数的增加ꎬＮａＯＨ 的总量增加ꎬ分子渗透到

多糖分子的机率增加ꎬ使得肠浒苔多糖溶胀更充

分ꎬ活性中心也随之增加ꎬ其与氯乙酸接触反应的

机会增多ꎬ相应醚化反应效率更高ꎬ从而使反应的

取代 度 增 加ꎮ 但 是ꎬ 如 果 溶 液 中 存 在 过 量 的

ＮａＯＨꎬ会导致氯乙酸发生副反应ꎬ使得氯乙酸利

用率降低ꎬ反而会降低取代度ꎮ 因此ꎬ选择氢氧化

钠－氯乙酸化学法修饰肠浒苔多糖的 ＮａＯＨ 质量

分数为 ２０％ꎮ
ＥＩＰＣ 的取代度随反应温度升高呈现先增大后

减小的趋势ꎮ 温度逐渐升高ꎬ分子运动速度加快ꎬ
分子间相互碰撞机会增加ꎬ使多糖的取代度不断

增加ꎮ 当反应温度到 ６０ ℃ 时ꎬＥＩＰＣ 的取代度最

大ꎬ为 ０.７０１ꎮ 当温度继续升高ꎬ造成氯乙酸水解

副产物增多和多糖在碱性介质中发生降解而使

ＥＩＰＣ 取代度降低ꎮ 因此ꎬ选择氢氧化钠－氯乙酸

化学法修饰肠浒苔多糖的反应温度为 ６０ ℃ꎮ
随着加热反应时间的增加ꎬＥＩＰＣ 取代度增加ꎮ

加热时间 １ ~ ３ ｈꎬ随着加热时间增加ꎬ反应活性中

心增多ꎬ醚化反应速率加快ꎬ因此 ＥＩＰＣ 的取代度

显著增加ꎮ 当加热时间超过 ３ ｈ 后ꎬ既会造成反应

速率加快ꎬ又会使其副产物增多或不稳定中间产

物分解ꎬ造成其取代度几乎不再增加ꎮ 过长的加

热时间不仅费时ꎬ而且还会造成能源浪费ꎮ 因此ꎬ
综合考虑选择氢氧化钠－氯乙酸化学法修饰肠浒

苔多糖的反应时间为 ３ ｈꎬ此时取代度为 ０.７０２ꎮ
２.３ 肠浒苔多糖羧甲基化修饰对抗氧化活性的

影响

２.３.１ ＤＰＰＨ 自由基清除能力　 随着取代度的不断

增大ꎬＥＩＰＣ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除作用呈现下降
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注: Ａ. 修饰前后对 ＤＰＰＨ 自由基的清除作用ꎻ Ｂ. 修饰前后的还原性能力ꎻ Ｃ. 修饰前后的
羟基自由基清除能力ꎻ Ｄ. 修饰前后的超氧阴离子清除能力ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｃ. Ｈｙｄｒｏｘｙｌ
ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｄ. Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

图 ４　 修饰前后肠浒苔多糖的抗氧化活性
Ｆｉｇ. ４　 Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｍｏｒｐｈａ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

趋势ꎮ 总体来看取代度和清除率之间呈现比较明

显的线性规律ꎬ说明羧甲基化修饰的取代度越大ꎬ
肠浒苔多糖对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力越弱ꎬ表
明羧甲基化修饰不利于肠浒苔多糖清除 ＤＰＰＨ 自

由基(图 ３)ꎮ
ＥＩＰ 和 ＥＩＰＣ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除作用均是

随着多糖浓度的增大而增大ꎬ当多糖浓度为 ０. ８
ｍｇｍＬ￣１时ꎬ对 ＤＰＰＨ 自由基的清除效果最好ꎬ其
值分别为 ２０.１４％、３９.２４％ꎬ当大于 ０.８ ｍｇｍＬ￣１

时ꎬＥＩＰ 和 ＥＩＰＣ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力有所

下降ꎮ 在同一浓度下ꎬＥＩＰ 的清除率是 ＥＩＰＣ 的 ２
倍(图 ４)ꎮ
２.３.２ 还原性能力 　 多糖的还原能力与其吸光度

值呈正相关ꎬ吸光度值越大表明其还原能力越强ꎮ
故通过比较吸光度值的大小可以用来评价多糖的

抗氧化性强弱ꎮ 随着取代度的不断增大ꎬ羧甲基

化肠浒苔多糖的还原性作用呈现下降的趋势ꎬ即
羧甲基化修饰的取代度越大ꎬ肠浒苔多糖的还原

性能力越弱ꎬ表明羧甲基化修饰不利于肠浒苔多

糖还原性的发挥(图 ３)ꎮ
在一定的浓度范围内ꎬＥＩＰ 和 ＥＩＰＣ 的还原能

力与浓度呈正相关ꎬ当多糖浓度为 ０.８ ｍｇｍＬ￣１

时ꎬ吸光度值分别为 １. ２６、０. ５９ꎬ当浓度大于 ０. ８
ｍｇｍＬ￣１ 时ꎬ其清除能力均略有下降ꎮ 与 Ｖｃ 相

比ꎬＥＩＰ 和 ＥＩＰＣ 的还原能力都比较低ꎬ且 ＥＩＰＣ 的

还原能力最低(图 ４)ꎮ
２.３.３ 羟基自由基清除能力 　 随着取代度的不断

增大ꎬ羧甲基化肠浒苔多糖对羟基自由基的清除

作用呈现上升趋势ꎮ 在一定的取代度范围内ꎬ
ＥＩＰＣ 对羟基自由基的清除率呈持续上升的趋势ꎬ

４２５１ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



总体上ꎬ羧甲基化修饰的取代度越大ꎬ肠浒苔多糖

的清除羟基自由基的能力越弱ꎬ表明羧甲基化修

饰有利于肠浒苔多糖清除羟基自由基(图 ３)ꎮ
ＥＩＰ 和 ＥＩＰＣ 的羟基自由基清除能力均是随着

浓度的增大而缓慢增大ꎮ 当浓度为 １.６ ｍｇｍＬ￣１

时ꎬ羟基自由基的清除能力趋于平缓ꎬ其值分别为

１９.８４％、４４.４５％ꎮ 同一浓度下ꎬ羧甲基化修饰后

的肠浒苔多糖清除率是未羧甲基化的将近 ２ 倍ꎮ
与 Ｖｃ 的羟基自由基清除能力对比ꎬ修饰后的清除

能力显著增加ꎬ说明肠浒苔多糖的羧甲基化修饰

有利于其对羟基自由基的清除能力(图 ４)ꎮ
２.３.４ 超氧阴离子清除能力 　 ＥＩＰＣ 对超氧阴离子

自由基的清除能力ꎬ总体上是随着取代度的增大

而增大ꎬ与其对羟基自由基的清除率类似(图 ３)ꎮ
ＥＩＰ 和 ＥＩＰＣ 对超氧阴离子的清除作用均是随

着浓度的增大而增大ꎬ当浓度为 １.６ ｍｇｍＬ￣１时ꎬ
其 超 氧 阴 离 子 的 清 除 能 力 分 别 为 ２８.９４％、
５１.９８％ꎮ 同一浓度下ꎬ羧甲基化修饰的肠浒苔多

糖清除率与未修饰的相比ꎬ其超氧阴离子的清除

能力有很大的提升ꎬ说明羧甲基化修饰对肠浒苔

多糖清除超氧阴离子能力有显著的增强作用ꎮ 说

明肠浒苔多糖的羧甲基化修饰有利于其对超氧阴

离子的清除作用(图 ４)ꎮ

３　 结论

通过氢氧化钠－氯乙酸法对肠浒苔多糖进行

羧甲基化修饰ꎬ羧甲基化程度受氢氧化钠浓度、反
应温度及反应时间的影响ꎮ 当 １２０ ｍｇ 肠浒苔多

糖、２０％的异丙醇－氢氧化钠浓、３.０ ｇ 氯乙酸、反应

温度为 ６０ ℃、反应时间为 ３ ｈ 时ꎬＥＩＰＣ 的取代度

最大ꎬ为 ０.７８１ꎮ 在该实验中ꎬ肠浒苔多糖对清除

羟自由基以及清除超氧阴离子自由基能力的增幅

比较大ꎬ当浓度为 １.６ ｍｇｍＬ￣１时ꎬ对羟基自由基

的清除效果由原来的 ２２.４５％增加到了 ４４.４６％ꎬ清
除超氧阴离子自由基的能力由 ２８.９４％增加到了

５１.９８％ꎮ 而其清除 ＤＰＰＨ 自由基的能力和还原性

能力均随着肠浒苔多糖浓度的增大而增大ꎬ但是

修饰后的肠浒苔多糖清除 ＤＰＰＨ 自由基的能力和

还原性能力均降低ꎮ 可能是由于在化学修饰后ꎬ

活性部位被修饰ꎬ而导致抗氧化活性的差异ꎮ 随

着取代度的增大ꎬ对清除羟自由基以及清除超氧

阴离子自由基的能力而呈非线性增大ꎬ对清除

ＤＰＰＨ 自由基的能力和还原性能力而减小ꎬ羧甲基

化修饰可以改变肠浒苔多糖的抗氧化活性ꎬ但是

羧甲基化修饰的取代度并不是影响其抗氧化活性

的唯一因素ꎮ 因此ꎬ化学修饰是改变肠浒苔多糖

活性的一种重要手段ꎬ无论是在生产应用上ꎬ还是

在活性部位识别的研究上ꎬ都有重要的意义ꎮ
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