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羧甲基化南瓜多糖的制备及抗氧化"

降血糖活性研究
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摘要!目的!提高南瓜多糖体外抗氧化活性和降血糖活

性$方法!以南瓜为研究对象"考察一氯乙酸浓度%反应

温度和反应时间对羧甲基化南瓜多糖取代度的影响"并

进行抗氧化活性和降血糖试验$结果!羧甲基化南瓜多

糖的最佳制备条件为一氯乙酸浓度
#1'+3.

)

_

%反应温度

V%a

%反应时间
%Q

"该条件下的羧甲基化多糖取代度为

#1!(V

$在一定质量浓度范围内"南瓜多糖!

66

#%羧甲基

化南瓜多糖!

NY*66

#的抗氧化能力与质量浓度呈剂量依

赖性"与修饰前南瓜多糖相比"多糖的羧甲基化修饰可以

提高其对
!

*

葡萄糖苷酶的抑制活性$结论!羧甲基化南

瓜多糖的优化工艺合理可行"且具有较强的抗氧化活性

和降血糖活性$

关键词!南瓜&羧甲基化&取代度&多糖&抗氧化活性&降血

糖活性
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南瓜!

NE2E;O-:,+3F2Q,:,>E2Q

#是葫芦科南瓜属草

本植物的果实$在中国各地被广泛种植$富含各种维生

素+氨基酸+蛋白质+多糖等营养物质$是一种高营养+低

脂的功能性食品$作为一种防治糖尿病的食品而备受关

注(

#U!

)

%南瓜多糖富含降血脂+降血糖+抗氧化+抗衰老

等功能(

%U(

)的生物活性成分$作为自由基清除剂在预防

氧化损伤方面起着重要作用$其降血糖活性在动物试验

和临床试验中得以证实(

&

)

%

分子修饰是通过物理+化学及生物学等手段对化合

物进行结构改造$以获得众多结构类型衍生物的方法%

选用硫酸化+磷酸化+烷基化+羧甲基化等方式(

$UV

)对多

('!
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糖分子结构进行适量修饰$能有效提高其生物学活性%

通过向多糖的支链上导入羧甲基基团的羧甲基化修饰技

术(

/

)在南瓜多糖修饰中使用较多$主要是由于其控制相

对容易+生产成本低$且反应产物无毒性%多糖可捕捉过

氧化链式反应中产生的活性氧$减少反应链的长度$阻断

或减缓反应的进行$起到清除自由基的作用$但对于羧甲

基化南瓜多糖的抗氧化活性研究尚未见报道$且南瓜多

糖的羧甲基化修饰结构与生物活性的关系也尚不明确%

文章拟以南瓜多糖为原材料$对其进行羧甲基化修

饰$用紫外分光光度法对羧甲基化南瓜多糖取代度进行

研究$并探讨羧甲基化南瓜多糖对羟自由基+超氧阴离子

自由基的清除作用以及
!

*

葡萄糖苷酶抑制活性的抑制作

用$期望通过羧甲基化的方式提高南瓜多糖的抗氧化活

性和降血糖活性$为南瓜多糖的开发利用提供依据%

#

!

材料与方法
#1#

!

材料与试剂

成熟南瓜"市售*

一氯乙酸!

YN@

#+硫代巴比妥酸+盐酸+浓硫酸+羟基

乙酸!乙醇酸#+变色酸+维生素
N

+氢氧化钠+盐酸羟胺+无

水乙醇+三氯化铁+过氧化氢!

%"L

#+葡萄糖+苯酚+木瓜

蛋白酶等"国产分析纯%

#1!

!

仪器与设备

紫外可见分光光度计"

AWe]g*!"""

型$尤尼柯!上

海#仪器有限公司*

电热恒温鼓风干燥箱"

IC *̂'!("@

型$上海恒科学

仪器有限公司*

数显恒温水浴锅"

CCJ!#*/

型$上海博迅实业有限

公司*

电子天平"

f@!""%

型$上海市恒平科技科学仪器有

限公司*

台式离心机"

I_*&@

型$上海菲恰尔分析仪器有限

公司*

高效液相色谱仪"

#̂%$!@

型$美国安捷伦科技公司*

真空冷冻干燥机"

WI*#I*&"

型$北京博医康实验仪器

有限公司*

酶标仪"

YE.:-F7,8 Y\%

型$美 国
HQ9;+3W-FQ9;

公司%

#1%

!

试验方法

#1%1#

!

南瓜多糖+羧甲基化南瓜多糖的制备

!

#

#南瓜粉"根据文献(

'

)%

!

!

#南瓜多糖!

66

#"根据文献(

#"

)%

!

%

#羧甲基化南瓜多糖!

NY*66

#"称取
"1!"""

P

66

$

加入一定量的
%1"+3.

'

_M,4C

溶液$滴加一氯乙酸$一

定温度下反应一定时间$调节
B

C

为
V

$过滤$透析$冷冻

干燥得
NY*66

%

#1%1!

!

66

含量和
NY*66

取代度测定

!

#

#

66

含量"采用苯酚&硫酸法(

##U#!

)

%

!

!

#

NY*66

取代度"采用紫外分光光度法(

#%

)

%

#1%1%

!

单因素试验

!

#

#一氯乙酸浓度"固定反应温度
V" a

+反应时间

%1"Q

$考察一氯乙酸浓度!

"1&

$

#1"

$

#1&

$

!1"

$

!1&+3.

'

_

#对

羧甲基化多糖取代度的影响%

!

!

#反应温度"固定反应时间
%1"Q

+一氯乙酸浓度

#1&+3.

'

_

$考察反应温度!

("

$

&"

$

$"

$

V"

$

/"a

#对羧甲基

化多糖取代度的影响%

!

%

#反应时间"固定反应温度
V" a

+一氯乙酸浓度

#1&+3.

'

_

$考察反应时间!

!1"

$

!1&

$

%1"

$

%1&

$

(1"Q

#对羧甲

基化多糖取代度的影响%

#1%1(

!

响应面优化
!

在单因素试验基础上$以一氯乙酸

浓度+反应温度和反应时间为自变量$以羧甲基化多糖取

代度为响应值$根据
K3D*K9Q8798

试验设计基本原理优

化
NY*66

制备工艺%

#1%1&

!

抗氧化活性试验

!

#

#羟自由基清除率"分别取样品溶液
#+_

$依次加

入
#+_W9J4

(

溶液!

'++3.

'

_

#和水杨酸&乙醇溶液

!

'++3.

'

_

#$加入
$+_

蒸馏水$摇匀%以等体积的蒸馏

水代替样品溶液作空白对照$以蒸馏水代替水杨酸为本

底组%加入
#+_

浓度为
/1/!++3.

'

_

的
C

!

4

!

溶液$

%Va

水浴
#Q

$测定
&#"8+

处吸光度$按式!

#

#计算羟自

由基清除率%

"

G

#

H

"

j

H

"

-

"

"

! #

I

#""L

$ !

#

#

式中"

"

&&&自由基清除率$

L

*

"

-

&&&本底组吸光度*

"

j

&&&样品组吸光度*

"

"

&&&对照组吸光度%

!

!

#超氧阴离子自由基清除率"向试管中加入
(1$+_

浓度为
&"++3.

'

_

的
H;-F*CN.

缓冲液!

B

C/1!

#$

!&a

水

浴
!"+-8

$分别加入
# +_

样品溶液$

"1( +_

浓度为

#"++3.

'

_

的邻苯三酚溶液$摇匀$

!&a

水浴
(+-8

$加

入
"1#+_

浓度为
/+3.

'

_

的
CN.

溶液终止反应$测定

%!&8+

处吸光度$以蒸馏水取代样品溶液为对照组$以蒸

馏水取代邻苯三酚溶液为本底组$并按式!

#

#计算超氧阴

离子自由基清除率%

#1%1$

!

抑制
!

*

葡萄糖苷酶活性试验
!

根据文献(

#(

)略修

改%向酶标板中加入
/"

#

_

磷酸缓冲液!

B

C$1/

#$加入

#$

#

_

样液和
!

*

葡萄糖苷酶溶液!

"1!]

'

+_

#$

%Va

反应

#&+-8

*加入
#$

#

_

浓度为
!1&++3.

'

_

的
B

*M6̂

溶液$

%Va

反应
%" +-8

*加入
#""

#

_

浓度为
#1" +3.

'

_

的

M,

!

N4

%

溶液$用酶标仪测定
)

c("&8+

处吸光度$以阿

)'!

#

g3.1%/

#

M31%

李雪晖等!羧甲基化南瓜多糖的制备及抗氧化"降血糖活性研究



卡波糖为阳性对照$按式!

!

#计算
!

*

葡萄糖苷酶抑制率%

!G

#

H

!

j

H!

-

!

"

! #

I

#""L

$ !

!

#

式中"

!

&&&

!

*

葡萄糖苷酶抑制率$

L

*

!

-

&&&本底组吸光度*

!

j

&&&样品组吸光度*

!

"

&&&对照组吸光度%

#1(

!

数据处理

使用
4;-

P

-8!"#'O

软件处理数据$并制图*使用
I9*

F-

P

8*)D

B

9;:/1"$

软件构建响应面模型$并进行方差分析%

!

!

结果与分析
!1#

!

NY*66

制备工艺优化

!1#1#

!

单因素试验
!

由图
#

!

,

#可知$随着一氯乙酸浓度

的升高$羧甲基化多糖取代度呈先上升后下降的趋势%

当一氯乙酸浓度为
#1&+3.

'

_

时$羧甲基化多糖取代度最

大$可能是随着一氯乙酸用量的增加$促使
M,4C

渗透到

多糖分子中产生钠盐$增加了与一氯乙酸化学反应的机

会$进而增加了羧甲基化多糖取代度*但一氯乙酸用量过

多会加速一氯乙酸的水解$同时消耗部分
M,4C

$使反应过

程体系
B

C

值下降$从而不利于取代反应的进行$羧甲基化

多糖取代度下降%因此$最佳一氯乙酸浓度为
#1&+3.

'

_

%

!!

由图
#

!

O

#可知$当反应温度为
("

"

V"a

时$羧甲基

化多糖取代度随反应温度的升高而增大$可能是温度升

高提高了化学反应试剂的活力$加快了羧甲基化反应*同

时$升高温度使原料迅速溶胀$颗粒中
M,4C

+一氯乙酸

和分散剂的相互渗透能力增强$分子之间的有效接触面

积增多$因而取代度提高%当反应温度
$

V"a

时$羧甲基

化取代度随反应温度的升高而减小$是因为温度过高可

能会破坏多糖的结构$从而引起焦糖化反应$同时副反应

速率提高$会影响主反应速率$使一氯乙酸利用率降低*

另外$由于环境温度过高+分子运动加速导致分子结合力

下降$使化学反应速率显著下降$取代度降低%因此$最

优反应温度为
V"a

%

由图
#

!

2

#可知$当反应时间为
!1"

"

%1"Q

时$羧甲基

化多糖取代度与反应时间呈正相关关系$可能是反应活

性中心随反应时间的增加而增多$有利于多糖与一氯乙

酸充分接触$使得取代度逐渐增加%当反应时间为
%1"Q

时$取代度达到最高$当反应时间
$

%1"Q

时$取代度与反

应时间呈负相关关系$可能是反应过程中出现了副反应$

从而使取代度降低%因此$最优的反应时间为
%1"Q

%

!1#1!

!

羧甲基化南瓜多糖工艺优化
!

在单因素试验基础

上$以一氯乙酸浓度+反应温度和反应时间为试验因素$

以羧甲基化取代度为考察指标$并利用
I9F-

P

8*)D

B

9;:

/1"$

软件构建三因素三水平响应面试验%因素水平表见

表
#

$试验设计及结果见表
!

%

!!

运用
I9F-

P

8*)D

B

9;:/1"$

软件对试验结果进行二次

方程模型拟合$得二次回归方程"

2c#1#/T"1#V#T"1"!&PT"1"%V6T"1"!!#PU

"1"%$#6T"1"%!P6U"1#""#

!

U"1"$/P

!

U"1##6

!

% !

%

#

图
#

!

各因素对羧甲基化多糖取代度的影响
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P

E;9#

!

)RR92:F3RG,;-3EFR,2:3;F38:Q9>9
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;993RFEOF:-:E:-383R2,;O3D

<

+9:Q

<

.,:9>

B

3.

<
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表
#

!

响应面试验因素及水平设计

H,O.9#

!

59F

B

38F9FE;R,29:9F:R,2:3;F,8>Q3;-=38:,.

>9F-

P

8

水平
@

一氯乙酸浓度'

!

+3.

0

_

U#

#

K

反应温度'
a N

反应时间'
Q

U# #1" $" !1&

" #1& V" %1"

# !1" /" %1&

!!

由表
%

可知$模型
9c!#1%!

较高$显著水平
Fc

"1"""%

较低$因变量和全体不同自变量之间的线性函数

关联显著%失拟项不显著!

Fc"1#""%

#$表明其他因素对

取代度干扰较小$回归模型与实际情况相符合%影响取

代度大小的因素主次顺序为一氯乙酸浓度
$

反应时间
$

反应温度$但各因素之间的相互作用并不明显!见图
!

#%

!!

最佳工艺条件为一氯乙酸浓度
#1'%+3.

'

_

+反应温

度
V%1("a

+反应时间
%1"(Q

$该条件下的
NY*66

取代度

理论值为
#1!&(

%

*(!
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表
!

!

K3D*K9Q8798

试验设计及结果

H,O.9!

!

HQ9K3D*K9Q8798:9F:F2Q9+9,8>;9FE.:F

试验号
@ K N

羧甲基化多糖取代度

# U# U# " "1/'#

! # U# " #1#%&

% U# # " "1/("

( # # " #1#V!

& U# " U# "1V"&

$ # " U# #1#&!

V U# " # "1/&%

/ # " # #1#&/

' " U# U# "1'(#

#" " # U# "1'/(

## " U# # "1'&"

#! " # # #1#!"

#% " " " #1!""

#( " " " #1!"#

#& " " " #1#%/

#$ " " " #1#&$

#V " " " #1#'!

!1#1%

!

模型验证
!

为了检验模型的稳定性和可行性$将

最佳制备工艺条件修正为"一氯乙酸浓度
#1'+3.

'

_

+反

应温度
V%a

+反应时间
%Q

%该工艺条件下的羧甲基化

多糖取代度为
#1!(V

!

-c(

#$与理论值非常相近$证明了

响应面试验法优化羧甲基化南瓜多糖制备工艺是合理可

行的%

!1!

!

抗氧化活性

!1!1#

!

羟自由基清除能力
!

由表
(

可知$不同质量浓度

下$

66

+

NY*66

样品均存在不同的羟自由基清除率$具有

明显的羟自由基清除能力*且
66

+

NY*66

的羟自由基清

除率随质量浓度的提高呈剂量浓度依赖性关系(

#&

)

%从浓

度角度考虑$维生素
N

+

66

+

NY*66

的
ZN

&"

值分别为

(1%%b#"

U(

$

(1!#b#"

U&

$

%1!$b#"

U$

+3.

'

_

$表明引入羧

甲基基团能提高多糖对羟自由基的清除能力$且优于维

表
%

!

响应值方差分析h

H,O.9%

!

@8,.

<

F-F3RG,;-,8293R;9F

B

38F9G,.E9

来源 平方和 自由度 均方
9

值
F

值

模型
"1%V ' "1"( !#1%! "1"""%

@ "1!! # "1!! ##%1%&

"

"1"""#

K

(1'&b#"

U%

#

(1'&b#"

U%

!1&& "1#&(V

N "1"# # "1"# &1V& "1"(VV

@K

#1'(b#"

U%

#

#1'(b#"

U%

#1"" "1%&#V

@N &1"(b#"

U%

# &1"(b#"

U%

!1&' "1#&#(

KN
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U%

#
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U%

!1"V "1#'%#

@

!

"1"( # "1"( !#1&V "1""!(

K

!

"1"! # "1"! #"1"% "1"#&/

N

!

"1"& # "1"& !$1(V "1""#%

残差
"1"# V

#1'&b#"

U%

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

失拟项
"1"# % %1((b#"

U%

(1#/ "1#""%

纯误差
%1!'b#"

U%

(

/1!%b#"

U%

总误差
"1%' #$

!

h

!

$

!

c"1'$(/

%

生素
N

$可能与修饰后的多糖结构及羟基基团含量有关$

与周际松等(

#$

)的结果相似$可能是多糖链构象结构特征

发生了改变$从而提高了羟自由基的清除能力%

!1!1!

!

超氧阴离子自由基清除能力
!

由表
(

可知$

66

+

NY*66

对超氧阴离子自由基的清除率与质量浓度有显著

的正相关关系(

#VU#'

)

$与柳红等(

!"

)的研究结果一致%从浓

度角度考虑$维生素
N

+

66

+

NY*66

的
ZN

&"

值分别为

&1#(b#"

U(

$

#1&(b#"

U&

$

%1"$b#"

U$

+3.

'

_

$说明
NY*66

对超氧阴离子自由基的清除能力显著提高$可能是在
66

中引入了羧甲基基团$从而改变了多糖的生物学活性*并

且其抗氧化活性高于维生素
N

%陈放(

!#

)研究表明"苦瓜

多糖经羧甲基化修饰后其清除作用增强$可能与多糖水

溶性有一定的关系$其作用机制可能是抑制超氧自由基

转化为过氧化氢或羟自由基等活性氧%

!1%

!!

*

葡萄糖苷酶抑制活性

! !

由图
%

可知$

66

+

NY*66

对
!

*

葡萄糖苷酶的抑制率

图
!

!

各因素相互作用对羧甲基化取代度的影响
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表
(

!

66

和
NY*66

对自由基的清除率

H,O.9(

!

69;298:,

P

9F2,G98

P

-8

P

3RQ

<

>;3D

<

.;,>-2,.O

<

66,8>NY*66

&

-c%

'

样品
质量浓度'

!

#

P

0

+_

U#

#

羟基自由基

清除率'
L ZN

&"

'!

+3.

0

_

U#

#

超氧阴离子自由基

清除率'
L ZN

&"

'!

+3.

0

_

U#

#

!"" /1%!̀ #1&V !#1%!̀ !1(#

("" #'1(&̀ %1$% %#1!%̀ #1((

66 /"" !&1($̀ !1(( (1!#b#"

U&

%'1((̀ #1(& #1&(b#"

U&

#$"" %%1!(̀ (1&! ((1$!̀ #1&$

%!"" (#1V!̀ %1#$ ('1%!̀ !1V!

!"" !'1&%̀ %1#& %#1!%̀ !1(#

("" (#1%V̀ #1$( (#1!V̀ %1%%

NY*66 /"" &!1V#̀ %1&! %1!$b#"

U$

&#1!V̀ (1!% %1"$b#"

U$

#$"" V&1#'̀ !1(# V!1%&̀ %1('

%!"" /#1&!̀ !1#/ /%1(V̀ (1&$

!" #!1&!̀ #1!" #(1%!̀ #1##

(" !$1!#̀ #1&( !$1!/̀ !1%(

维生素
N /" (V1(#̀ #1($ (1%%b#"

U(

(%1%V̀ %1!% &1#(b#"

U(

#$" V#1&!̀ !1(& $%1&!̀ %1#!

%!" /#1%$̀ #1(( V#1(%̀ %1&!

与质量浓度呈正相关关系*但随着质量浓度的增加$其抑

制作用变化变小$表明南瓜多糖及羧甲基化南瓜多糖均

有一定的抑制糖吸收的功能$降糖效果明显略低于阿卡

波糖$但与阿卡波糖呈大致平行的抑制曲线$这与赵骏

等(

!!

)的研究结果一致%牛庆川等(

!%

)研究发现$羧甲基化

红枣多糖对
!

*

葡萄糖苷酶活性的抑制作用明显高于红枣

多糖$并阐明了降血糖相关的作用机理%同时$试验发现

南瓜多糖具有预防糖尿病+促进机体维持正常血糖的生

理功能%因此$多糖可用于降血糖药品+降血糖功能性药

品+天然保健食品等多种途径(

!(

)

%查阅相关文献(

!&

)发

现$南瓜多糖中引入了羧甲基基团$可能使其水溶性和电

负性发生了改变或者增强$进而影响了抗氧化和降血糖

等生物活性%

图
%

!!

*

葡萄糖苷酶抑制率与多糖质量浓度的关系
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!

结论
通过响应面试验法优化了羧甲基化南瓜多糖的制备

工艺%结果表明$羧甲基化南瓜多糖的最佳制备工艺为"

一氯乙酸浓度
#1'+3.

'

_

+反应温度
V%a

+反应时间
%Q

$

该条件下的羧甲基化南瓜多糖取代度为
#1!(V

$说明羧甲

基化南瓜多糖的优化工艺是合理可行的%南瓜多糖和羧

甲基化南瓜多糖均可以清除羟自由基和超氧阴离子自由

基*与修饰前南瓜多糖相比$多糖的羧甲基化修饰也能提

高其对
!

*

葡萄糖苷酶的抑制活性$说明羧甲基化南瓜多

糖具有较强的抗氧化活性和降血糖活性%后续可对羧甲

基化南瓜多糖的降血糖作用机制进行分析%
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