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楤木根皮多糖硫酸酯的制备、结构表征
及抗氧化活性的研究

杨　 洋， 王一峰∗， 马诣欣， 祁如林， 杨亚军

（ 西北师范大学 生命科学学院， 兰州 ７３００７０ ）

摘　 要： 该研究以产自甘肃徽县太白乡的楤木根皮多糖（ＡＣＰ）为材料，通过氯磺酸－吡啶法（ＣＳＡ⁃Ｐｙ）合成

了楤木根皮多糖硫酸酯（ＳＡＣＰ）。 通过响应面（ＲＳＭ）实验确定的最佳反应条件：ＣＳＡ ／ Ｐｙ 为 ２．５３，反应时间

为 ５．２３ ｈ，反应温度为 ６１．２５ ℃，ＤＳ 理论最大值为 ０．５７。 通过红外光谱分析（ ＦＴ⁃ＩＲ）、Ｘ 射线光电子能谱

（ＸＰＳ）对产物进行表征，ＳＡＣＰ 结构中已引入硫酸基团，Ｓ 以 Ｓ６＋形式存在。 气相色谱－质谱联用法（ＧＣ⁃ＭＳ）
检测显示，ＳＡＣＰ 由阿拉伯糖、葡萄糖、半乳糖和甘露糖组成。 采用体积排阻色谱－激光光散射联用法（ＳＥＣ⁃
ＬＬＳ）测得的平均分子量（Ｍｗ）显示，酸性反应导致 Ｍｗ 降低。 体外抗氧化活性发现，ＳＡＣＰ 有极好的清除Ｏ－

２·

的能力，有较好的清除 ＤＰＰＨ 自由基、·ＯＨ 自由基的能力，还原力很强，对 Ｆｅ２＋有较好的螯合能力，具有浓

度依赖性。 从构效关系来看，清除 ＤＰＰＨ 自由基、·ＯＨ 自由基、Ｏ－
２·自由基以及还原力的能力均与 ＤＳ 呈正

相关。 上述研究表明了 ＡＣＰ 及 ＳＡＣＰ 的化学结构以及化学修饰对 ＡＣＰ 抗氧化活性的影响。
关键词： 楤木根皮多糖， 硫酸酯化， 响应面法， 结构表征， 抗氧化活性
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　 　 近些年对多糖活性的研究发现，多糖具有良

好的抗氧化酶活性、清除自由基等生物活性，并且

多糖的结构能直接或间接的影响多糖活性。 对多

糖进行硫酸化修饰后，多糖的抗氧化活性得到了

进一步的提高（靳文娟和鲁晓翔，２０１２；许春平等，
２０１５）。 因而多糖的硫酸酯化修饰逐渐成为现今

研究热点之一。 我国地大物博，多糖的资源极其

丰富，尤其是类似于中草药的植物多糖具有很大

的开发潜力。 近年来我国对灵芝、香菇、川穹、茯
苓等中草药多糖进行了大量研究，并取得了巨大

的进展（戴则林和董昌武，２００５；吕国英和范雷法，
２００９；杨铁虹等，２００３）。 但是，对楤木的相关研究

却较为少见。
楤木（Ａｒａｌｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ），系五加科（Ａｒａｌｉａｃｅａｅ）

楤木属植物。 主要分布于甘肃、陕西、河北中部、
山西、云南， 楤木以根皮和茎皮入药，具有镇痛消

炎（肖本见等，２００６）、抗肿瘤（任美萍等，２００９）、
抗衰老的功效（裘名宜和冯龙飞，２００６），可以用来

治疗糖尿病、跌打损伤等。 赵博等（２０１５）研究了

中国楤木粗多糖对糖尿病大鼠的降血糖作用，ＡＣＰ
能够有效降低糖尿病大鼠的空腹血糖、糖化血红

蛋白、总胆固醇、甘油三脂水平，提高高密度脂蛋

白水平，有效调节糖尿病大鼠血脂代谢紊乱。 本

课题组前期对楤木根皮多糖（ＡＣＰ）的提取进行了

研究。 结果显示 ＡＣＰ 是由 Ａｒａ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ 三种单糖

组成，重均分子量为 Ｍｎ ＝ ５．２５９×１０５ ｇ·ｍｏｌ⁃１。 确

定了 ＡＣＰ 的一级化学结构。 虽然关于多糖硫酸化

的研究较多，但与蛋白质和核酸相比还是有一定

的差距。 因此，对于多糖在生物体内的作用机制、
多糖复杂的高级结构以及构效关系等方面的问题

需要我们更加深入地研究。 本研究对合成楤木根

皮多糖硫酸酯的工艺优化，结构表征及其抗氧化

活性进行研究，旨在为今后楤木资源的保护及合

理利用提出理论依据。

１　 材料与方法

１．１ 材料、试剂与仪器

材料：经纯化后的楤木根皮多糖（产自甘肃徽县

太白乡）常规热水浸提的楤木根皮多糖 ＡＣＰ。 取代

度为 ０．７１ 的 ＳＡＣＰＭ⁃ＤＳ（Ｍ⁃ＤＳ），取代度为 ０．３４ 的硫酸

化后的楤木根皮多糖 ＳＡＣＰＬ⁃ＤＳ（Ｌ⁃ＤＳ），取代度为 １．１８
的硫酸化后的楤木根皮多糖 ＳＡＣＰＨ⁃ＤＳ（Ｈ⁃ＤＳ）。

试剂：１，１⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼（ＤＰＰＨ），无
水乙醇，抗坏血酸 Ｖｃ，Ｈ２Ｏ２，水杨酸，ＨＣｌ，邻苯三

酚，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，硫酸亚铁，三氯乙酸，氯化亚铁，铁氰

化钾，甲酰胺，吡啶 （ ３Ａ 分子筛除水），氯磺酸

（ＣＳＡ），无水乙醇，氢氧化钠（ＮａＯＨ）。
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仪器：烧杯，三颈烧瓶，铁架台，搅拌器，冷凝

管，滴液漏斗，ｐＨ 试纸，透析袋等。 设备：Ｌａｂｔｅｃｈ
ＵＶ１０００ 紫外可见分光光度计，ＬＧＪ⁃１８Ｓ 真空冷冻

干燥机，ＳＨＢ⁃Ⅲ循环水式多用真空泵，ＴＤＬ５Ｍ 台

式冷冻离心机， ＳＢ⁃３５ 型旋转蒸发仪 （ ＥＹＥＬＡ），
ＬＧＪ⁃１８Ｓ 冷 冻 干 燥 机， ＢＬ３２０Ｈ 电 子 分 析 天 平，
Ａｌｌｅｇｒａ ６４Ｒ 高速冷冻离心机，ＲＥ⁃５２ＡＡ 旋转蒸发

仪，ＵＶ⁃２０００ 紫外可见分光光度计，ＳＨＢ 循环水式

真空泵。
１．２ 方法

１．２．１ 氯磺酸 ／ 吡啶法（ＣＳＡ ／ Ｐｙ）合成 ＳＡＣＰ 　 取无

水吡啶置于三口瓶中，经冰盐浴冷却后，用恒压滴

液漏斗缓慢滴加氯磺酸，４０ ｍｉｎ 内滴完得到酯化

试剂，存放备用。 精密称取纯化的楤木根皮多糖

（ＡＣＰ）３００ ｍｇ，室温下用 ６０ ｍＬ 甲酰胺溶解 ５ ｈ，
待溶解后移至恒压滴液漏斗中，缓慢加入上述酯

化试剂，搅拌 １０ ｍｉｎ 后将按照设计好的反应条件

进行反应。 反应结束后，用饱和 ＮａＯＨ 调 ｐＨ 至

７．５ 后，放入透析袋中用蒸馏水透析 ４８ ｈ。 透析袋

内液体 ５０ ℃ 减压浓缩后，加入少量无水乙醇沉

淀，冷冻干燥得到楤木根皮多糖硫酸酯（ＳＡＣＰ）。
根据响应面设计原理，依据不同因素对实验

结果的影响，选取 ＣＳＡ ／ Ｐｙ（ Ａ）、时间（ Ｂ）和温度

（Ｃ）三个因素进行响应面分析，具体试验设计见表

１。 采用 Ｄｅｓｉｇｎ ｅｘｐｅｒｔ ９．０ 软件进行分析。

表 １　 响应面分析因素及水平
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ

ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｄｅｓｉｇｎ

水平
Ｌｅｖｅｌ

Ａ

氯磺酸 ／ 吡啶
ＣＳＡ ／ Ｐｙ

Ｂ

时间
Ｔｉｍｅ
（ｈ）

Ｃ

温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

（℃ ）

－１ ２ ∶ １ ３ ５０

０ ３ ∶ １ ４．５ ６０

１ ４ ∶ １ ６ ７０

１．２．２ 取代度（ＤＳ） 的测定 　 硫含量测定是通过

ＥＡ３０００ 元素分析仪。 分 析 条 件：载 气 压 力 ８０
ｋＰａ，氧化炉温度 ９８０ ℃，氧气压力 ５０ ｋＰａ，加氧量

２０ ｍＬ，载气流速 １２５ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１，分析时间 ３２０ ｓ，
热导检测器与色谱柱温度 １１５ ℃（刘琴等，２０１４）。

ＤＳ 计算公式：
ＤＳ＝ （１．６２×Ｓ％） ／ （３２－１．０２×Ｓ％） （１）
式中，Ｓ％为样品中硫酸基的百分含量。

１．２．３ 总糖、糖醛酸、蛋白含量及溶解度的测定

１．２．３．１ 溶解度和总糖含量的测定　 在恒温保温桶

中加入适量的蒸馏水，２５ ℃下加入多糖样品，每隔

３０ ｍｉｎ 测定一次溶液中多糖的含量，当结果稳定

时达到溶解平衡。 当没有溶解的多糖沉于底部

后，抽取部分上清液，过滤，从滤液中取样分析多

糖含量（苯酚－硫酸法），计算此温度下的溶解度。
总糖含量采用苯酚－硫酸法测定。
１．２．３．２ 蛋白含量测定 　 精确配制１ ０００ μｇ·ｍＬ⁃１

的标准牛血清蛋白液，摇匀，分别取 ０． ０２、０． ０４、
０．０６、０．０８ 和 ０．１ ｍＬ 于带塞试管中，均以蒸馏水补

至 １．０ ｍＬ，然后各加 ５ ｍＬ 的考马斯亮蓝Ｇ⁃２５０试
剂，混匀，放置 ２ ｍｉｎ 后，在 ５９５ ｎｍ 波长处测定各

试管溶液的吸光值（张惟杰，１９９９）。
１．２．４ ＳＡＣＰ 的表征

１．２．４．１ 红外光谱分析（ ＦＴ⁃ＩＲ） 　 在玛瑙研钵内放

入干燥后的待测多糖样品 １ ｍｇ，干燥的溴化钾粉

末 １００ ～ ２００ ｍｇ，研磨成均匀粉末进行压片，用

Ｔｈｅｒｍｏ Ｎｉｃｏｌｅｔ ｉＳ１０ 红外光谱仪进行分析。
１． ２． ４． ２ Ｘ 射线光电子能谱 （ ｘ⁃ｒａｙ ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＸＰＳ） 　 ＸＰＳ（ ＰＨＩ⁃５７０２，ＵＳＡ），激发

源为 Ｍｇ Ｋα线，能量为 ２９．３５ ｅＶ，样品的仓压力为

２×１０ ⁃９Ｔｏｒｒ（ ２． ６７ × １０ ⁃７Ｐａ），电压值 １５ ｋＶ，功率为

２００ Ｗ。 结合能精度为 ０．３ ｅＶ，Ｍｕｌｔｉｐａｋ６．１ａ 软件

对数据进行处理。
１．２．４．３ 分子量测定　 多糖样品的分子量采用体积

排阻色谱（ｓｉｚｅ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ，ＳＥＣ） －光散

射联用进行测定。 多角度激光光散射仪 （ ｍｕｌｔｉ⁃
ａｎｇｌｅ ｌａｓｅｒ ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ， ＭＡＬＬＳ） λ＝ ６９０ ｎｍ （ＤＡＷＮ
ＥＯＳ， Ｗｙａｔｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ．， ＵＳＡ）。 色谱柱（Ｕｌｔｒａ⁃
ｈｙｄｒｏｇｅｌＴＭ ｃｏｌｕｍｎ， ７． ８ ｍｍ × ３００ ｍｍ， Ｗａｔｅｒｓ，
ＵＳＡ）。 示 差 折 光 检 测 器 （ Ｏｐｔｉｌａｂｒｅｆｒａｃｔｏｍｅｔｅｒ ）
（Ｄａｗｎ， Ｗｙａｔｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ．， ＵＳＡ）（宋坤，２０１４）。
１．２．４．４ 单糖组成　 １０ ｍｇ ＳＡＣＰ 加入 ４ ｍＬ ４ ｍｏｌ·
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Ｌ⁃１的三氟乙酸，１２０ ℃油浴水解 ８ ｈ（Ｎ２作保护），６０
℃条件下进行减压浓缩后，加入 １０ ｍｇ 盐酸羟胺和

０．５ ｍＬ 吡啶，在油浴条件下反应 ３０ ｍｉｎ （９０ ℃），加
入 ０．５ ｍＬ 的乙酸酐，乙酰化反应 ３０ ｍｉｎ （９０ ℃），进
行减压浓缩（６０ ℃）。 氯仿萃取后的衍生物用 ０．２２
μｍ 有机滤膜过滤，取 ０．２ μＬ 样品，ＧＣ⁃ＭＳ 分析。

ＧＣ 条件：进样口温度设置为 ２５０ ℃，柱箱起

始温度设置为 １６０ ℃，保留 ３ ｍｉｎ，然后以 ２ ℃ ·
ｍｉｎ⁃１的速度升至 ２１０ ℃，保持 １ ｍｉｎ，载气是氦气，
流速设置为 １．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１。

标准单糖为鼠李糖（Ｒｈａ）、来苏糖（ Ｌｙｘ）、阿
拉伯糖（Ａｒａ）、木糖（Ｘｙｌ）、甘露糖（Ｍａｎ）、葡萄糖

（Ｇｌｕ）和半乳糖（Ｇａｌ）。 标品单糖做同上处理（宋
坤，２０１４）。
１．２．５ 抗氧化活性测定

１．２．５．１ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除作用 　 分别取 ２
ｍＬ 浓度 ０． ０２、０． ０５、０． １、０． ５、１、２、５ ｍｇ·ｍＬ⁃１ 的

ＳＡＣＰ 溶液及 Ｖｃ 溶液与 ０．５ ｍＬ 的 ＤＰＰＨ（２×１０ ⁃４

ｍｏｌ·Ｌ⁃１）摇匀， ３０ ｍｉｎ 后测各样品吸光值 Ａ ｉ。 分

别取 ＤＰＰＨ 溶液与 ７０％的乙醇 ２ ｍＬ 置于待测试

管充分混合测得其吸光值 Ａ０。 分别取 ２ ｍＬ 待测

液与 ７０％的乙醇振荡摇匀测吸光值 Ａ ｊ，７０％乙醇

做空白。 ＡＣＰ 的 ＤＰＰＨ 自由基清除能力测量方法

同上。 以 Ｖｃ 为对照品（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ，２００９）。 依据

式（２）来计算 ＡＣＰ、ＳＡＣＰＨＤＳ、ＳＡＣＰＭＤＳ、ＳＡＣＰ ＬＤＳ对

ＤＰＰＨ 自由基的清除率。
清除率 ＝ ［１－（Ａ ｉ－Ａ ｊ） ／ Ａ０］ ×１００％ （２）

１．２．５．２ 对超氧阴离子自由基（Ｏ－
２·）的清除作用 　

待测试管内分别加入 ４．５ ｍＬ 的 ｐＨ８．２０ 的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ
缓冲液（５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）、４．２ ｍＬ 蒸馏水和 ５ ｍｍｏｌ·
Ｌ⁃１邻苯三酚溶液 ０．３ ｍＬ 充分混合，在 ３２５ ｎｍ 处测

５ 次吸光值，３０ ｓ 为一次，计算其吸光值与反映时间

的变化率（△Ａ０）。 分别取浓度 ０．０２、０．０５、０．１、０．５、

１、２、５ ｍｇ·ｍＬ⁃１的多糖溶液及 Ｖｃ 溶液 ２ ｍＬ 加入

３．２ ｍＬ 蒸馏水混匀，在 ３２５ ｎｍ 处测定含样品的邻

苯三酚溶液的吸光值，计算其吸光值随时间的变化

率（△Ａ）。 蒸馏水作空白。 每个样品重复 ３ 次，以
浓度对清除率的平均值作图（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１０）。 依

据式（３）计算样品对Ｏ－
２·的清除率。

清除率 ＝ ［（△Ａ０－△Ａ） ／△Ａ０］ ×１００％ （３）
１．２．５．３ 对 Ｆｅ２＋的螯合能力 　 分别量取浓度 ０．０２、
０．０５、０． １、０． ５、１、２、５ ｍｇ·ｍＬ⁃１ 的 ＳＡＣＰ 溶液及

ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 溶液 １ ｍＬ，以及 ０． ０５ ｍＬ 的 ＦｅＣｌ２ （ ２
ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）充分混合，加入 ０．２ ｍＬ 的 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１

菲洛嗪（ ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ）混匀， １０ ｍｉｎ 后，用蒸馏水调零，
在 ５６２ ｎｍ 处测吸光值 Ａ１。 同样操作以水代替多

糖溶液为对照实验测定吸光值 Ａ０，同样操作以水

代替 ＦｅＣｌ２溶液为样品干扰实验测吸光值 Ａ２，作空

白实验调零用（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１０）。 以式（４）计算

对 Ｆｅ２＋螯合能力。
　 螯合率 ＝ ［Ａ０－（Ａ１－Ａ２）］ ／ Ａ０×１００％ （４）
１．２．５．４ 对羟自由基（·ＯＨ）的清除作用 　 在待测

试管中分别加入 ２ ｍＬ 浓度 ０．０２、０．０５、０．１、０．５、１、
２、５ ｍｇ·ｍＬ⁃１的多糖溶液、Ｖｃ 溶液、水杨酸－乙醇

溶液（９ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）、 ＦｅＳＯ４溶液（９ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）及

Ｈ２Ｏ２（６ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１），充分混合，水浴锅加热 ３０ ｍｉｎ
温度设定为 ３７ ℃，５１０ ｎｍ 处测得其吸光值 Ａ１。 不

加 Ｈ２Ｏ２时的溶液吸光值为 Ａ２。 不加样时的溶液

测得吸光值 Ａ０。 蒸馏水作为参比。 测量 ＡＣＰ 清

除羟自由基·ＯＨ 的方法同上。 用 Ｖｃ 作为实验对

照。 重复 ３ 次，取浓度对清除率的平均值作图

（ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ， ２０１３ ）。 用 式 （ ５ ） 计 算 ＳＡＣＰＨＤＳ、
ＳＡＣＰＭＤＳ、ＳＡＣＰ ＬＤＳ对羟自由基·ＯＨ 的清除率。
　 清除率 ＝ ［Ａ０－（Ａ１－Ａ２）］ ／ Ａ０×１００％ （５）
１．２．５．５ 还原力 　 在试管中加入 １ ｍＬ 浓度 ０．０２、
０．０５、０．１、０．５、１、２、５ ｍｇ·ｍＬ⁃１的多糖溶液、Ｖｃ 溶

液，２．５ ｍＬ 的 ０．２ ｍｏｌ·Ｌ⁃１，ｐＨ６．６ 的磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）和 Ｋ３Ｆｅ（ ＣＮ） ６溶液（１％），置于 ５０ ℃ 恒温

水浴中反应 ２０ ｍｉｎ，立即冷却，加入 ２． ５ ｍＬ ＴＣＡ
（１０％），充分混合，３ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１离心 １０ ｍｉｎ，取
上清液 ２．５ ｍＬ 加入 ２．５ ｍＬ 蒸馏水， ＦｅＣｌ３溶液 １
ｍＬ（０．１％），摇匀后，蒸馏水调零，７００ ｎｍ 处测定

吸光值，每个浓度重复实验 ３ 次。 还原能力和吸

光值呈正相关关系（Ｑｉ ｅｔ ａｌ，２００６）。

２　 结果与分析

２．１ 响应面结果

参数的最佳化分析采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ 软件进
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行，结果见表 ２。 对数学模型方程求一阶偏导数为

零，求出极点值转换为酯化反应，得到最佳测定条

件：ＣＳＡ ／ Ｐｙ 为 ２．５３，反应时间为 ５．２３ ｈ，反应温度

为 ６１．２５ ℃ ，ＤＳ 理论最大值为 ０．５７。

表 ２　 响应面实验结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

吡啶 ／ 氯磺酸
ＣＳＡ ／ Ｐｙ

时间
Ｔｉｍｅ
（ｈ）

温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

（℃ ）

取代度
Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

ＳＡＣＰ １ ０ ０ ０ ０．８３

ＳＡＣＰ ２ １ １ ０ ０．６６

ＳＡＣＰ ３ －１ ０ １ ０．７６

ＳＡＣＰ ４ ０ －１ １ ０．５６

ＳＡＣＰ ５ ０ ０ ０ ０．８５

ＳＡＣＰ ６ －１ １ ０ ０．８２

ＳＡＣＰ ７ １ ０ －１ ０．７

ＳＡＣＰ ８ －１ －１ ０ ０．６９

ＳＡＣＰ ９ １ ０ １ ０．６９

ＳＡＣＰ １０ １ －１ ０ ０．６５

ＳＡＣＰ １１ ０ １ １ ０．８

ＳＡＣＰ １２ －１ ０ －１ ０．７１

ＳＡＣＰ １３ ０ ０ ０ ０．８６

ＳＡＣＰ １４ ０ －１ －１ ０．６

ＳＡＣＰ １５ ０ １ －１ ０．７７

以 ＤＳ 为响应值，对实验结果进行回归拟合后建立

数学模型为 Ｙ ＝ ０． ８５ － ０． ０３５Ａ ＋ ０． ０６９Ｂ ＋ ３． ７５Ｅ －
０．０３ＡＢ－ ０． ０１５ＡＣ ＋ ０． ０１７ＢＣ － ０． ０５５Ａ２ － ０． ０８７Ｂ２ －
０．０７７Ｃ２ （６）

这说明方程的拟合程度较好，通过方程可以

很好地预测试验结果。 模型的 Ｐｒｏｂ＞Ｆ，失拟项不

显著，表明在回归方程中没有失拟的因素存在，回
归式拟合较好，模型可信度高，可以通过该模型优

化制备 ＳＡＣＰ 的工艺条件。
利用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ 软件对 ＣＳＡ ／ Ｐｙ、反应时间、反

应温度三个因素进行响应面实验设计，结果见表 ３。
２．１．１ 因素间交互作用 　 从图 １：Ａ 和图 １：Ｂ 可以

看出，随着酯化时间增加，ＳＡＣＰ 的 ＤＳ 逐渐升高，

但酯化时间过长，会引起多糖的部分降解。 随着

反应温度的升高，ＤＳ 呈先上升后下降的趋势，由
此发现温度太低影响酯化反应的进行，同时温度

太高多糖又会在高温下降解。
从图 １：Ｃ 和图 １：Ｄ 可以看出，随着时间的增

加，ＤＳ 明显升高，但在高酸性条件下，酯化时间过

长会引起多糖部分降解；ＣＳＡ ／ Ｐｙ 的体积比小，ＣＳＡ
含量少，ＳＡＣＰ 的取代度较低；ＣＳＡ 的含量太高，高
酸性条件会使得部分多糖降解，降低硫酸化的

效果。
从图 １：Ｅ 和图 １：Ｆ 可以看出，温度过高以及

酸性太强都不利于酯化反应的进行。
根据实际操作的方便情况，选择 ＣＳＡ ／ Ｐｙ ＝

２．５ ∶ １，反应温度 ６１ ℃，反应时间 ５ ｈ 进行重复试

验，具有较好的重复性，当楤木根皮多糖链中伯羟

基上的氢被硫酸基团取代时，此条件下硫酸根取

代度为 ０．５６，证明了响应面优化法优化 ＳＡＣＰ 的可

行性。
２．２ ＳＡＣＰ 的理化性质

ＡＣＰ 能溶于水，易溶于热水，不溶于乙醇、乙
醚、丙酮、氯仿和正丁醇。 ＳＡＣＰ 能溶于水，易溶于

热水，不溶于乙醇、乙醚、丙酮、氯仿和正丁醇。 从

表 ４ 可以看出，ＳＡＣＰ 总糖含量，蛋白含量均有所

下降，这是由于多糖发生降解导致的。 对多糖进

行改性目的之一，是为了提高多糖的溶解性。 从

表 ４ 看出，ＳＡＣＰ 的溶解性比 ＡＣＰ 强很多。 这是由

于硫酸基团的引入，使多糖溶解性增强。
２．３ ＳＡＣＰ 的表征

２．３．１ ＦＴ⁃ＩＲ　 从图 ２ 可以看出，硫酸化前后多糖母

体特征吸收未发生变化。 新的吸收峰出现在

１ ２４２．１１ ｃｍ ⁃１和 ８０８．１４ ｃｍ ⁃１处，分别为 Ｓ ＝ Ｏ 不对

称伸 缩 振 动， 及 Ｃ⁃Ｏ⁃Ｓ 的 伸 缩 振 动 （ 刘 琴 等，
２０１４）。 这说明硫酸酯化反应已经发生了，且随着

ＤＳ 升高， １ ２４２．１１ ｃｍ ⁃１和 ８０８．１４ ｃｍ ⁃１处的吸收峰

随之增高。
８００ ～ ８５０ ｃｍ ⁃１之间的区域可用来推测出硫酸

基的取代位置。 ８４５ ｃｍ ⁃１、８３０ ｃｍ ⁃１和 ８１０ ｃｍ ⁃１分别

对应 ３ 位、２ 位和 ６ 位取代（Ｍａｃｉｅｌ ｅｔ ａｌ，２００８）。
由此可知， ＳＡＣＰ 的 Ｃ⁃６ 位发生了取代。 这可能是

因为 ＳＡＣＰ 结构复杂，空间位阻使得 Ｃ⁃２、Ｃ⁃３ 的羟
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表 ３　 模型系数的显著性检验
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ＡＮＯＶＡ ｔｅｓｔ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｓ

自由度
ｄｆ

均方
Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ Ｐｒｏｂ＞Ｆ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ｍｏｄｅｌ 模型 ０．１１ ９ ０．０１２ ４．９５ ０．０４６ ４ 显著
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ａ⁃氯磺酸 ／ 吡啶 ＣＳＡ ／ Ｐｙ ０．００９ １１３ １ ０．００９ １１３ ３．８３ ０．１０７ ６ 不显著
Ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｂ－时间 Ｔｉｍｅ ０．０３８ １ ０．０３８ １５．９０ ０．０１０ ５ 显著
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｃ－温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒａｌ ０．０００ ０５ １ ０．０００ ０５ ０．０２１ ０．８９０ ４ 不显著
Ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ＡＢ ０．００３ ６ １ ０．００３ ６ １．５１ ０．２７３ ３ 不显著
Ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ＡＣ ０．００１ ２２５ １ ０．００１ ２２５ ０．５２ ０．５０５ １ 不显著
Ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ＢＣ ０．００１ ２２５ １ ０．００１ ２２５ ０．５２ ０．５０５ １ 不显著
Ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ａ２ ０．０１１ １ ０．０１１ ４．４２ ０．０８９ ６ 不显著
Ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｂ２ ０．０２９ １ ０．０２９ １２．１１ ０．０１７ ６ 显著
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｃ２ ０．０２１ １ ０．０２１ ８．９３ ０．０３０ ５ 显著
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

残差 Ｒｅｓｉｄｕａｌ ０．０１２ ５ ０．００２ ３７８ — — —

失拟项 Ｌａｃｋ ｏｆ ｆｉｔ ０．０１１ ３ ０．００３ ８０８ １６．３２ ０．０５８ ３ 不显著
Ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

纯误差 Ｐｕｒｅ ｅｒｒｏｒ ０．０００ ４６６ ７ ２ ０．０００ ２３３ ３ — — —

合计 Ｔｏｔａｌ ０．１２ １４

表 ４　 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的总糖、蛋白质和溶解度
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ， ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ

ｏｆ ＡＣＰ ａｎｄ ＳＡＣＰ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

总糖含量
Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ
（％）

蛋白含量
Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ
（％）

溶解度
Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ
（２５ ℃ ，

ｍｇ·ｍＬ ⁃１）

ＡＣＰ ７２．３５７ ２．６ ０．０８９

ＳＡＣＰ ５６．８６ ０．３２ ０．４２８

基很难发生反应。
２．３．２ ＸＰＳ　 ＸＰＳ 为一种物质表面组成及结合状态

的表征手段。 从图 ３：Ａ 可以看出，ＳＡＣＰ 中出现了

Ｓ ２ｐ 峰，这说明 Ｓ 已经引入到 ＳＡＣＰ 中，而样品

ＡＣＰ 中无 Ｓ ２ｐ 峰的存在。 从表 ５ 可以看出 ＡＣＰ
和 ＳＡＣＰ 的表面元素组成，发现 ＳＡＣＰ 中出现了含

量不同的 Ｓ 元素。 由此可以确定 ＳＡＣＰ 中有 Ｓ 的

存在。 从 ＸＰＳ 测定的表面元素组成来看，ＳＡＣＰ 样

品中的 Ｓ 含量各不相同，这与我们之前测的元素

分析结果有偏差，是因为 ＸＰＳ 测定的只能是 ＳＡＣＰ
表面元素的相对含量，仅用于半定量，无法准确定

量， 且 ＸＰＳ 的取样深度小于 １００Å。 因此， 对于结

构复杂的分子内部，无法扫描。 ＸＰＳ 主要为了表

征 Ｓ 的价态，会和体相分析出的硫含量不同（王建

祺，１９９２）。
从图 ３：Ｂ 可看出，Ｃ 存在至少两种以上的能态。
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图 １　 温度、时间及比例与取代度之间的交互作用
Ｆｉｇ． １　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ＣＳＡ ／ Ｐｙ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ （ＤＳ）

我们根据谱峰的形状特征对其进行曲线拟合得到

图 ４。 结合能在 ２８４．５ ｅＶ 处为 Ｃ－Ｈ，在 ２８６．１ ｅＶ
处为 Ｃ－ＯＨ。 硫酸化后 Ｃ １ｓ 结合态的比例发生了

较大变化，２８６．１ ｅＶ 的峰减弱了，说明部分－ＯＨ 发

生取代。 根据表面元素组成结果得到 ＡＣＰ 的 Ｃ ／ Ｏ
为 １．６１，ＳＡＣＰ 的 Ｃ ／ Ｏ 为 １．２７。 这说明－ＳＯ３

－的引

入使 Ｏ 的比例增加，导致 ＳＡＣＰ 中 Ｃ ／ Ｏ 降低。 图

３：Ｃ 为 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的 Ｏ １ｓ 谱，反应前 ＡＣＰ 的 Ｏ

１ｓ 在 ５３５．５ ｅＶ 处，反应后 Ｏ １ｓ 移动了约 ０．２ ｅＶ，
反应前后出现位移情况说明取代基对 Ｏ 产生了影

响。 图 ３：Ｄ 为 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的 Ｓ ２ｐ 谱，在 ＡＣＰ 中

没有 Ｓ ２ｐ， 在 ＳＡＣＰ 中出现了明显的 Ｓ ２ｐ 信号峰，
结合能为 １７０．６ ｅＶ，Ｓ ２ｐ 的结合能在 １７０ ｅＶ 左右

说明 Ｓ 为 Ｓ６＋，由此可以得到 ＳＡＣＰ 中的 Ｓ 以－ＳＯ３
－

的形式存在。 在制备酯化试剂的过程中，ＣＳＡ 的 Ｓ
为 Ｓ６＋，不存在其他氧化还原反应，由此所得 ＳＡＣＰ
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图 ２　 ＣＳＡ ／ Ｐｙ 合成的 ＳＡＣＰ 的红外图谱
Ｆｉｇ． ２　 ＦＩ⁃ＩＲ ｏｆ ＳＡＣＰ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ＣＳＡ ／ Ｐｙ ｍｅｔｈｏｄ

中的 Ｓ 为 Ｓ６＋。
２．３．３ 分子量　 ＳＡＣＰ 的 ＳＥＣ⁃ＬＬＳ 色谱图如图 ５ 所

示，图 ５ 显示为单一对称峰值，表明 ＳＡＣＰ 的均匀

性，与 ＡＣＰ 相比 ＳＡＣＰ 的出峰时间晚于 ＡＣＰ。 根

据体积排阻色谱原理，分子量越小出峰时间越晚。
ＡＣＰ 的分子量：重均分子量 Ｍｗ ＝ １． ３０８ × １０６ ｇ·
ｍｏｌ⁃１，数均分子量 Ｍｎ＝ ４．３７３×１０５ ｇ·ｍｏｌ⁃１，分子量

分布指数 Ｍｗ ／ Ｍｎ ＝ ２．９９１。 ＳＡＣＰ 的分子量：重均

分子量 Ｍｗ ＝ １．９６×１０５ ｇ·ｍｏｌ⁃１，数均分子量Ｍｎ＝
６．０６ × １０４ ｇ·ｍｏｌ⁃１，分子量分布指数 Ｍｗ ／ Ｍｎ ＝
３．２３４。 通过数据可以得到，硫酸化后多糖分子量

比硫酸化前小很多。 这可能是在制备 ＳＡＣＰ 的过

图 ３　 ＳＡＣＰ 的 ＸＰＳ 谱（Ａ）全谱、（Ｂ）Ｃ １ｓ 谱、（Ｃ）Ｏ １ｓ 谱和（Ｄ）Ｓ ２ｐ 谱
Ｆｉｇ． ３　 ＸＰＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＳＡＣＰ （Ａ） ｓｕｒｖｅｙ ｓｐｅｃｔｒａ， （Ｂ） Ｃ １ｓ， （Ｃ） Ｏ １ｓ， （Ｄ） Ｓ ２ｐ

程中，强酸对分子链发生了降解， 导致分子量变小

（Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ，２００５）。 多糖的降解可能是由于多糖

在酸性条件下不稳定发生了水解反应，所以在多

糖硫酸化的反应中去除残留水是至关重要的一个

步骤（Ｚｏｕ ｅｔ ａｌ，２００８）。
２．３．４ 单糖组成　 从图 ６ 和表 ６ 可以看出，ＡＣＰ 和

ＳＡＣＰ 中 ４ 个峰的保留时间与单糖标品中 Ａｒａ、
Ｍａｎ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ 的色谱峰相吻合， 说明 ＳＡＣＰ 的组成

８１９ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



图 ４　 Ｃ １ｓ 曲线拟合 ＡＣＰ （Ａ）和 ＳＡＣＰ （Ｂ）
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｕｒｖｅ⁃ｆｉｔｔｉｎｇ ｏｆ Ｃ １ｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｆｏｒ ＡＣＰ （Ａ）和 ＳＡＣＰ （Ｂ）

图 ５　 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的 ＳＥＣ⁃ＬＬＳ 检测结果图
Ｆｉｇ． ５　 ＳＥＣ⁃ＬＬＳ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＡＣＰ ａｎｄ ＳＡＣＰ

表 ５　 ＸＰＳ 测定的 ＳＡＣＰ 表面元素组成

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅｓ ｏｆ
ＳＡＣＰ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＸＰＳ ｄｅｔａｉｌｅｄ ｓｃａｎｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

碳
Ｃ

（％）

氧
Ｏ

（％）

硫
Ｓ

（％）

碳 ／ 氧
Ｃ ／ Ｏ ｒａｔｉｏ

ＡＣＰ ６０．２７ ３７．４６ － １．６１

ＳＡＣＰ ５１．７８ ４０．６７ ５．３４ １．２７

与未反应前基本一致。 从 Ａｒａ、Ｍａｎ、Ｇｌｃ、 Ｇａｌ 几种

单糖组成可以看出，酯化反应仅对取代基产生了

影响，但是组成 ＳＡＣＰ 单糖的摩尔比却发生了较大

变化。 Ａｒａ 由反应前的 １１．５８ 变为 ２．６５，Ｍａｎ 由反

应前的 ４．８５ 变为 ４．２４，Ｇｌｃ 由反应前的 ５３．０８ 变为

４２．８７，Ｇａｌ 由反应前的 １６．８７ 变为 １０．０８。 这说明

在进行酯化反应时，酯化试剂对多糖链进行了降

解。 由于 Ａｒａ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ 比例的明显降低，可推测出

ＡＣＰ 的分子链在酯化反应中降解的很厉害，导致

了 Ａｒａ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ 单糖片段在整个反应中的大量

损失。
２．４ 抗氧化活性测定

２．４．１ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除作用 　 以 Ｖｃ 作为阳

性对照。 样品 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 都具有良好的清除

ＤＰＰＨ 自由基作用，测定结果如图 ７ 所示。 在整个

有效浓度范围内，随着样品浓度的增加，对 ＤＰＰＨ
的清除能力都呈现增长趋势，具有浓度依赖性。
高 ＤＳ 的多糖硫酸酯显示出较强的清除 ＤＰＰＨ 自

由基能力，其半抑制浓度 ＩＣ５０为 １．２１９ ｍｇ·ｍＬ⁃１。
中等 ＤＳ 和低 ＤＳ 的清除 ＤＰＰＨ 自由基能力较弱，
其半抑制浓度 ＩＣ５０分别为 ３．２６８ ｍｇ·ｍＬ⁃１和 ２．３６４
ｍｇ·ｍＬ⁃１。 ＳＡＣＰ 对 ＤＰＰＨ 的清除能力都远高于

ＡＣＰ（ＩＣ５０ ＝ ３．９０２ ｍｇ·ｍＬ⁃１），浓度为 １ ｍｇ·ｍＬ⁃１

时，差异增大。 这说明硫酸化修饰可以显著增强

ＳＡＣＰ 对 ＤＰＰＨ 自由基清除活性，ＤＳ 越高清除能

力越强。 多糖抗氧化活性的作用主要是由于其苯

酚结构的供氢质子的能力，可使有 高度氧化性的

自由基还原 （Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ ，２０１４）。 本研究中，Ｈ⁃
ＤＳ 具有最强的清除ＤＰＰＨ自由基的能力，可能是由
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图 ６　 ＧＣ⁃ＭＳ 色谱图
Ｆｉｇ． ６　 ＧＣ⁃ＭＳ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

表 ６　 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的单糖组成及摩尔比
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ

ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＡＣＰ ａｎｄ ＳＡＣＰ

单糖种类
Ｓａｍｐｌｅ

阿拉伯糖
Ａｒａ

木糖
Ｘｙｌ

来苏糖
Ｌｙｘ

甘露糖
Ｍａｎ

葡萄糖
Ｇｌｃ

半乳糖
Ｇａｌ

ＡＣＰ １１．５８ — — ４．８５ ５３．０８ １６．８７

ＳＡＣＰ ２．６５ — — ４．２４ ４２．８７ １０．０８

于 ＤＳ 高的样品具有更强的活化异头碳氢原子的

能力，其氢原子分解能力较强。
２．４．２ 对超氧阴离子自由基（Ｏ－

２·）的清除作用 　
ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 对超氧自由基的清除作用效果如图

８ 所示。 ＳＡＣＰ 和 ＡＣＰ 均具有清除Ｏ－
２·能力，但不

同浓度的样品对超氧自由基的清除能力是不同

的，随着浓度增加清除Ｏ－
２·效果逐渐增强。 由图 ８

图 ７　 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的 ＤＰＰＨ 自由基清除能力
Ｆｉｇ． ７　 ＤＰＰＨ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＣＰ ａｎｄ ＳＡＣＰ

可知，在 ０．１ ｍｇ·ｍＬ⁃１时 Ｈ⁃ＤＳ、Ｍ⁃ＤＳ、Ｌ⁃ＤＳ 和 ＡＣＰ
对Ｏ－

２·的清除率分别为 ７６．５９％、７０．３２％、７２．４３％、
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３４．２９％，而在 ５ ｍｇ·ｍＬ⁃１时 Ｈ⁃ＤＳ、Ｍ⁃ＤＳ、Ｌ⁃ＤＳ 和

ＡＣＰ 对Ｏ－
２·的清除率分别为 ９２． ７６％、 ８８． ５６％、

８４．４５％、８０．３３％。 由此可以得到在有效浓度范围

内，清除率与浓度呈正相关。 在 ０． ０２ ～ ０． ５ ｍｇ·
ｍＬ⁃１范围内，改性后样品清除Ｏ－

２·的能力要强于 Ｖｃ
和 ＡＣＰ，所有改性后的样品清除Ｏ－

２·的效果优于未

改性前，随着硫酸基含量升高多糖对Ｏ－
２·的清除作

用越强。 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ（２００８）的研究表明 ＤＳ 较高的

样品显示出更强的清除超氧自由基的作用，与本

研究结果一致。 因此，从 ＤＳ 角度分析，清除Ｏ－
２·能

力与 ＤＳ 呈正相关，ＤＳ 越高，清除Ｏ－
２·能力越强。

图 ８　 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的超氧阴离子自由基清除能力
Ｆｉｇ． ８　 Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＣＰ ａｎｄ ＳＡＣＰ

２．４．３ 对 Ｆｅ２＋的螯合能力　 从图 ９ 可以看出，ＡＣＰ、
Ｈ⁃ＤＳ、Ｍ⁃ＤＳ、Ｌ⁃ＤＳ 都具有一定的金属螯合能力，且
随着浓度不断增大，对金属的螯合能力不断增强，
所有样品 Ｆｅ２＋ 的螯合能力与浓度呈依赖的关系。
从图 ９ 看出硫酸化前后多糖对 Ｆｅ２＋螯合能力都不

是很强，并没有明显的 ＤＳ 依赖关系。 姚磊等

（２０１２）对豆渣纤维多糖进行了改性，之后测定其

对亚铁离子的螯合能力，发现其样品的亚铁离子

螯合能力和浓度呈剂量性依赖，和本实验结果

一致。
２．４．４ 对羟自由基（·ＯＨ）的清除作用 　 由图 １０
可知，ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 对·ＯＨ 自由基都具有较好的

清除作用。 在 ０．０１ ～ ０．１ ｍｇ·ｍＬ⁃１范围内，仅 Ｈ⁃ＤＳ
对·ＯＨ 的清除略高于 ＡＣＰ，而 Ｍ⁃ＤＳ 和 Ｌ⁃ＤＳ

图 ９　 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 对 Ｆｅ２＋的螯合能力
Ｆｉｇ． ９　 Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＣＰ ａｎｄ ＳＡＣＰ ｏｎ ｆｅｒｒｏｕｓ ｉｏｎｓ

对·ＯＨ 的清除作用与 ＡＣＰ 差别很小。 浓度大于

０．１ ｍｇ·ｍＬ⁃１时，硫酸基含量和多糖清除·ＯＨ 自

由基的能力呈正相关。 浓度为 ５ ｍｇ·ｍＬ⁃１时，Ｈ⁃
ＤＳ、Ｍ⁃ＤＳ、Ｌ⁃ＤＳ 和 ＡＣＰ 对 ＯＨ·的清除率分别为

４３．３３％、３９． ３１％、 ３５． ５１％、 ３０． １３％。 ＳＡＣＰ、 ＡＣＰ
对·ＯＨ 的清除能力均低于同浓度的 Ｖｃ。 说明这

些样品中 Ｈ⁃ＤＳ 对·ＯＨ 的清除能力最好，可能与

样品的分子量有关。 Ｚｏｕ ｅｔ ａｌ （２００８）发现，分子

量最低的样品（１．２７ × １０４）具有最好的清除·ＯＨ
的能力。 说明样品清除·ＯＨ 自由基能力与 ＤＳ、
浓度呈正相关，ＤＳ 越高浓度越大，清除·ＯＨ 自由

基能力越强。 由此可以推断出硫酸基和样品的分

子量对·ＯＨ 的清除起到重要作用。 这与 Ｑｉ ｅｔ ａｌ
（２００５）的研究结果一致，其机理可能是由于高取

代度样品分子中一部分的 －ＯＨ 被 －ＯＳＯ３ Ｈ 取代

了，从而提高了·ＯＨ 清除能力。
２．４．５ 还原力 　 还原能力是潜在抗氧化活性的一

个重要指标。 由图 １１ 可知，在所选浓度范围内，
ＡＣＰ 及不同 ＤＳ 的 ＳＡＣＰ 都具有还原能力，总还原

能力和浓度呈正相关关系，ＳＡＣＰ 的总还原力大于

ＡＣＰ，且这种趋势在取代度增大的情况下越加明

显。 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ（２００８）制备了海带多糖硫酸酯，并
测定其还原力，发现改性后的海带多糖的还原力

明显提高，与本研究结果一致。 这说明硫酸基的

引入能提高 ＳＡＣＰ 的还原力，可能是由于 ＳＡＣＰ 较

强的供氢能力。 多糖的分子量是影响其抗氧化活
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图 １０　 ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的羟基自由基清除能力
Ｆｉｇ． １０　 Ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＣＰ ａｎｄ ＳＡＣＰ

图 １１ ＡＣＰ 和 ＳＡＣＰ 的还原能力
Ｆｉｇ． １１　 Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｐｏｗｅｒ ｏｆ ＡＣＰ ａｎｄ ＳＡＣＰ

性的一个重要参数，本研究结果显示，ＤＳ 较高而

分子量较低的多糖样品的还原力较好。 因此，多
糖抗氧化能力的强弱不是由单个因素决定的，而
是多种因素共同作用的结果。

３　 结论

本研究采用氯磺酸－吡啶法（ＣＳＡ⁃Ｐｙ）合成了

楤木根皮多糖硫酸酯（ＳＡＣＰ），通过响应面（ＲＳＭ）
实验确定了最佳反应条件：ＣＳＡ ／ Ｐｙ 为 ２．５３，反应

时间为 ５．２３ ｈ，反应温度为 ６１．２５ ℃ 。 采用红外光

谱（ＦＴ⁃ＩＲ）、Ｘ 射线光电子能谱（ＸＰＳ）、体积排阻

色谱－激光光散射联用法（ ＳＥＣ⁃ＬＬＳ）、气相色谱－
质谱联用法（ＧＣ⁃ＭＳ）对 ＳＡＣＰ 进行结构表征。 结

果发现，通过红外光谱分析得知（ ＦＴ⁃ＩＲ），新的吸

收峰出现在１ ２４２ ｃｍ ⁃１和 ８０８ ｃｍ ⁃１处。 通过 Ｘ 射线

光电子能谱（ＸＰＳ）从全谱中可以很明显的看出，
ＳＡＣＰ 中出现了 Ｓ ２ｐ 峰，Ｓ ２ｐ 的结合能在 １７０．６ ｅＶ
左右说明 Ｓ 为 Ｓ６＋。 因此可以得到，ＳＡＣＰ 中的 Ｓ
以－ＳＯ３

－的形式存在。 采用体积排阻色谱－激光光

散射联用法（ ＳＥＣ⁃ＬＬＳ）测得的平均分子量（Ｍｗ）
显示，酸性反应导致 Ｍｗ 降低。 气相色谱－质谱联

用法（ＧＣ⁃ＭＳ）检测显示 ＳＡＣＰ 由阿拉伯糖、甘露

糖、葡萄糖和半乳糖组成。 通过实验检测修饰前

后产物抗氧化活性的变化，发现 ＳＡＣＰ 有极好的清

除Ｏ－
２·的能力，有较好的清除 ＤＰＰＨ 自由基、·ＯＨ

自由基的能力，还原力也很强，对 Ｆｅ２＋也有较好的

螯合能力，具有浓度依赖性。 这说明经硫酸化修

饰后，引入的硫酸根基团使得多糖活性得到提高。
这为今后楤木根皮多糖（ＡＣＰ）的利用和药理机制

提供了进一步的参考价值。
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