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乙酰化大果沙枣多糖的制备、结构表征
及体外降糖活性研究
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摘要：［目的］探究乙酰化大果沙枣多糖（A-EMP-K）的制备条件并揭示其结构信息及体外降血糖活性。［方法］采用水提

醇沉法提取大果沙枣（Elaeagnus moorcroftii Wall.）多糖，选择乙酸酐法改性修饰。通过 Box-Behnken 试验优化 A-EMP-

K 制备条件，并完成 A-EMP-K 的结构表征及体外降糖活性测试。［结果］A-EMP-K 的最佳制备条件为反应时间 3 h、反

应温度 61 ℃、乙酸酐添加量 9.3 mL，在此条件下 A-EMP-K 取代度为 0.326；A-EMP-K 是一种主要由半乳糖、阿拉伯糖、

半乳糖醛酸等组成的杂多糖；红外图谱在 1 731，1 257 cm-1 处的吸收峰证实乙酰基团引入成功；扫描电镜结果呈现明

显多孔结构，表面光滑；粒径与 Zeta 电位结果显示溶剂体系较为稳定；以阿卡波糖为阳性对照，测得 A-EMP-K 对 α-葡

萄糖苷酶和 α-淀粉酶抑制率分别为（63.80±4.58）%，（81.18±2.48）%。［结论］大果沙枣多糖及其乙酰化修饰物在降糖

活性方面均具有较优的表现。
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Abstract: ［［Objective］］ To explore the preparation conditions, structural information, and in vitro hypoglycemic activities of acetylated 

Elaeagnus moorcroftii Wall. polysaccharides of Kashgar (A-EMP-K). ［［Methods］］ EMP-K is extracted by the water extraction and alcohol 

precipitation method, and modified by the acetic anhydride method. Then, A-EMP-K preparation conditions are optimized using Box-

Behnken response surface methodology. Furthermore, structural characterization and in vitro hypoglycemic activity assays of A-EMP-K are 

performed. ［［Results］］ The optimal preparation conditions are a reaction time of 3 h, a reaction temperature of 61 ℃ , and an acetic anhydride 

addition volume of 9.3 mL. Under these conditions, A-EMP-K exhibits a degree of substitution at 0.326. The A-EMP-K is a 
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heteropolysaccharide consisting of galactose, arabinose, galacturonic acid, and other constituents. The absorption peaks of infrared spectra at 

1 731 cm-1 and 1 257 cm-1 confirm the successful introduction of acetyl groups. Scanning electron microscope (SEM) results reveal a 

distinct porous structure and a relatively smooth surface. The particle size and zeta potential results indicate a relatively stable solvent 

system. With acarbose as the positive control, the inhibition rate of the A-EMP-K is (63.80±4.58)% against α-glucosidase, and is (81.18±
2.48)% against α-amylase. ［［Conclusion］］ EMP-K and A-EMP-K exhibit potent performance in hypoglycemic activities.

Keywords: Elaeagnus moorcroftii Wall. polysaccharide; acetylation; response surface methodology; structural characterization; in vitro 

hypoglycemic activity

沙枣（Elaeagnus angustifolia L.）为胡颓子科胡颓子属

植物，又名银柳、七里香、桂香柳。沙枣果实富含多酚、多

糖、类黄酮等活性物质，其中多糖平均含量为 9.76%［1-2］。

其变种之一大果沙枣（Elaeagnus moorcroftii Wall.）是新疆

天山以南地区常见的防风固沙树种，具备生长快、抗风

沙、耐贫瘠、耐盐碱等特点，因花香浓郁被称为“飘香沙漠

的桂花”。与普通沙枣相比，大果沙枣果实更大，果肉更

厚，因其特殊的生长环境，如新疆地区昼夜温差更大、干

旱和盐碱胁迫更强，更利于其活性成分积累。大果沙枣

味甘涩，性微凉，具有补虚、安神、健脾、止泻的作用，适用

于治疗肠炎、腹泻、冠心病等疾病，有较高的经济和药用

价值［3］。

多糖是一种由多种单糖通过糖苷键结合形成的结构

复杂的天然高分子化合物［4］，具有抗氧化、免疫调节、降血

糖及调节肠道菌群等多种生物活性［5-7］。多糖的生物活

性可以通过改性修饰，引入不同的活性基团而得到显著

提高，常见的修饰手段有羧甲基化、硒化、乙酰化、硫酸化

等［8］。其中，乙酰化改性修饰是通过乙酰基不同程度地取

代多糖链上羟基，使得多糖的分子结构及构象状态发生

不同程度的改变，极性基团的暴露使得溶解度得到显著

提升，说明乙酰化的种类、数目及取代位置对多糖的生物

活性有显著影响［9-10］。

据国际糖尿病联盟调查显示，全球糖尿病患者持续

增长，数据模型预测患者人数在 2035 年升至 5.92 亿人［11］。

糖尿病是一种长期维持高血糖水平特征的代谢性疾病，

其中，缓解 2 型糖尿病的常见药物有双胍类、阿卡波糖类

等，其可抑制 α-葡萄糖苷酶、α-淀粉酶的活性。但这类药

物具有一定副作用，可表现为肠胃气胀和腹泻等［12］。Xiu

等［13］研究表明，天然多糖在糖尿病治疗中，不仅疗效稳

定，无副作用，还能有效预防并发症。从天然产物中获取

降糖活性成分，已成为糖尿病治疗的重要研究方向。

目前，有关沙枣多糖的研究比较宽泛且简略，特别是

相对缺乏聚焦大果沙枣多糖的研究，且有关其改性修饰

方法及修饰物体外降糖活性的研究未见报道。试验拟以

大果沙枣为原料，开展多糖制备以及乙酰化修饰，并对修

饰后的多糖进行结构表征和体外降糖活性评价，以期为

沙枣植物资源的深层开发提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

大果沙枣：采自新疆维吾尔自治区喀什地区疏附县；

95% 乙醇、乙酸酐、磷酸：分析纯，国药集团化学试剂

北京有限公司；

浓硫酸、盐酸：分析纯，天津市福晨化学试剂厂；

咔唑、氢氧化钠、考马斯亮蓝：上海麦克林生化有限

公司；

大孔树脂、对硝基苯 α-D-吡喃葡萄糖苷、α-淀粉酶、

DNS 试剂、阿卡波糖、木瓜蛋白酶（800 U/mg）、β-半乳糖、

磷酸二氢钾、α-葡萄糖苷酶溶液、MD 系列透析袋等：北京

索莱宝科技有限公司；

牛血清白蛋白、碳酸钠：上海源叶生物科技有限

公司。

1.1.2　主要仪器设备　

超纯水机：WP-UPS 型，四川沃特尔水处理设备有限

公司；

粉碎机：FS-800A 型，深圳艾尔莎科技有限公司；

旋转蒸发仪：SN-RE-201D 型，上海尚普仪器设备有

限公司；

恒温水浴锅：JHH 型，青岛精诚仪器仪表有限公司；

真空冷冻干燥机：LGJ-12 型，北京松源华兴科技发展

有限公司；

分析天平：FA2204 型，群安实验仪器有限公司；

台式高速离心机：5430R 型，德国 Eppendorf公司；

傅里叶红外光谱仪：Bruker Vertex 80 型，德国 Bruker

光谱仪器公司；

纳 米 粒 度 电 位 仪 ：Zetasizer Nano ZS90 型 ，英 国

Malvern 公司；

扫描电镜：Gemini SEM 460 型，德国 Zeiss公司；

高效液相色谱仪：Waters 1515 型，配备 Waters 示差检

测器，美国 Waters公司。

1.2　方法

1.2.1　大果沙枣多糖（EMP-K）的制备　将成熟的大果沙

枣去核，保留果肉，50 ℃烘干，粉碎，过 100 目筛，得到颗粒

大小较为均匀的沙枣粉末。取一定质量沙枣粉末，加入

95% 乙醇，于 80 ℃回流提取 1 h，除去脂溶性物质。抽滤，
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弃去滤液，滤渣与超纯水按 1∶30 （g/mL）的料液比混合均

匀，80 ℃浸提 3 h；抽滤，收集滤液，重复 3 次，合并滤液，通

过旋转蒸发仪浓缩后，加入一定量无水乙醇，冷藏静置

24 h，弃上清液，收集沉淀，冷冻干燥，得大果沙枣多糖粗

品。用超纯水溶解多糖粗品，通过大孔树脂脱色，在脱色

后的多糖溶液中加入一定量木瓜蛋白酶进行蛋白脱除，

制得 EMP-K［14］。

1.2.2　EMP-K 的理化指标测定　

（1） 总糖含量：采用苯酚—硫酸法［15］。以葡萄糖为标

准品，测定 493.5 nm 处吸光值，得到标准曲线 y=1.631x+
0.033 6，R2=0.999 3。

（2） 糖醛酸含量：采用硫酸—咔唑法［16］。以 β-半乳糖

醛酸为标准品，加入浓硫酸及咔唑溶液混匀，测定 530 nm

处 吸 光 值 ，得 到 标 准 曲 线 y=0.478x+0.060 7，R2=
0.992 4。

（3） 蛋白含量：采用考马斯亮蓝法［17］。测定系列蛋白

质 标 准 溶 液 在 595 nm 处 吸 光 值 ，得 到 标 准 曲 线 y=
0.721 4x+0.529 7，R2=0.992 5。

（4） 多糖含杂情况：采用紫外可见分光光度仪对

2 mg/mL 多糖溶液进行全波长扫描（200~600 nm），观察其

在 260 nm（核酸特征吸收峰）和 280 nm（蛋白质特征吸收

峰）处是否有吸收峰。

1.2.3　乙酰化大果沙枣多糖（A-EMP-K）的制备　采用乙

酸酐法［18］。准确称取 3.0 g 干燥的 EMP-K，用超纯水按料

液比 1∶30 （g/mL）溶解，超声振荡得到均匀溶液。滴加碱

液调节反应液 pH 至 9.0~10.0，在适宜温度下，边搅拌边向

溶液滴加适宜体积的乙酸酐，控制反应溶液 pH 为 7.0~

9.0，确保乙酸酐反应完全，调节反应液 pH 为 7.0 左右。将

反应液装入截留相对分子质量为 5 000 的透析袋中透析

48 h，收集透析液，冷冻干燥，得 A-EMP-K。

1.2.4　乙酰基取代度的测定　采用酸碱滴定法［19］。将 A-

EMP-K 样品与 0.01 mol/L 氢氧化钠溶液混匀，50 ℃水浴

1 h。以酚酞溶液为酸碱指示剂，用 0.01 mol/L 盐酸溶液

中和滴定，溶液颜色由红色突变为无色即滴定终点，且以

空白组为对照。按式（1）、式（2）计算乙酰基取代度（DS）。

A= (V 0C 0 - V 1C 1 )× 0.043
m

× 100%， （1）

DS= 132A
4 300 - 42A， （2）

式中：

A——A-EMP-K 中乙酰基含量，%；

V0——加入氢氧化钠溶液的体积，mL；

C0——氢氧化钠溶液的浓度，mol/L；

V1——消耗盐酸溶液的体积，mL；

C1——盐酸溶液的浓度，mol/L；

m——A-EMP-K 取样量，g。

1.2.5　单因素试验　以乙酰基取代度为指标，固定反应

时间 3 h、反应温度 50 ℃、乙酸酐添加量 9 mL。分别考察

反应时间（1，2，3，4，5 h）、反应温度（50，60，70，80，90 ℃）、

乙酸酐添加量（3，6，9，12，15 mL）对 EMP-K 乙酰化的影

响效果。

1.2.6　响应面试验　在单因素试验基础上，利用 Box-

Behnken 中心组合试验设计，以 A-EMP-K 取代度为响应

值，以反应时间、反应温度和乙酸酐添加量为响应变量，

设计三因素三水平的响应面优化试验。

1.2.7　A-EMP-K 的结构表征　

（1） 傅里叶变换红外光谱（FI-IR）分析：精确称取

1.0 mg 样品与干燥的 100 mg 溴化钾研磨混匀，制成透明

的溴化钾压片，以空白溴化钾片为对照，以 4 cm-1分辨率

扫描且记录样品在 4 000~400 cm-1区间的特征吸收峰。

（2） 相对分子质量测定：准确称取 5.0 mg 样品，加入

1 mL NaCl 溶剂（0.05 mol/L），配成质量浓度为 5 mg/mL

的待测品溶液，离心取上清液，并用 0.22 μm 微孔滤膜过

滤后注入色谱仪进行检测。采用聚合物基质水溶性 SEC

（GFC）色 谱 柱（8 mm×300 mm）；流 动 相 为 0.05 mol/L 

NaCl 溶液，流速 0.65 mL/min；柱温 40 ℃ ，检测器温度

40 ℃；进样量 30 μL［20］。

（3） 单糖组成测定：取适量 A-EMP-K 水解液，加入

0.2 mL NaOH 溶 液（0.5 mol/L），0.5 mL PMP 甲 醇 溶 液

（0.5 mol/L），混 匀 ，70 ℃ 水 浴 60 min。 加 入 0.2 mL 

0.5 mol/L HCl 中和反应，加入 1 mL 氯仿涡旋萃取 3 次，弃

去 氯 仿 层 后 ，取 0.3 mL 加 水 定 容 。 采 用 ZORBAX 

EclipseXDB-C18 色 谱 柱 ，流 动 相 为 磷 酸 盐 缓 冲 液 — 乙

腈（体积比 83∶17），流速 0.8 mL/min，柱温 30 ℃，进样量

10 μL，检测波长 250 nm。

（4） 扫描电镜检测：准确称取适量干燥的 A-EMP-K

样品，利用导电胶将其平铺到载物台上，喷涂金属薄膜后

放置于扫描电镜仪内，调整不同倍数进行观察。

（5） 粒径与 Zeta 电位测定：将 A-EMP-K 样品溶解于

去离子水中，使多糖质量浓度为 2.0 mg/mL。用马尔文纳

米粒度电位仪测定样品的粒径分布和电位。

1.2.8　体外降糖活性分析　

（1） α-葡萄糖苷酶抑制活性测定：分别将 EMP-K、A-

EMP-K 样品溶液加入 96 孔板，每孔加入 40 μL α-葡萄糖

苷酶，37 ℃水浴 10 min；再加入少量 PNPG 溶液，37 ℃水

浴 30 min，用少量 Na2CO3 溶液终止反应，测定 405 nm 处

吸光度。以阿卡波糖为阳性对照组［21］，按式（3）计算 α-葡

萄糖苷酶抑制率。

R 1 = ( )1 - Α 1 - Α 2

Α 3 - Α 4
× 100%， （3）

式中：

R1——α-葡萄糖苷酶抑制率，%；
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A1——含样品的 α-葡萄糖苷酶混合溶液（样品组）的

吸光度；

A3——不含样品的 α-葡萄糖苷酶溶液（空白组）的吸

光度；

A2——不含 α-葡萄糖苷酶溶液的样品的（样品背景

组）吸光度；

A4——不含样品以及 α-葡萄糖苷酶溶液（空白背景

组）的吸光度。

（2） α-淀粉酶抑制活性测定：分别将 EMP-K、A-EMP-

K 样品溶液加入 96 孔板，每孔加入 30 μL α-淀粉酶，37 ℃
水浴 10 min；再加入少量淀粉溶液，37 ℃水浴 10 min，加

入 DNS 试剂，沸水浴 5 min，冷却至室温，加入适量蒸馏

水，测定 540 nm 处吸光度。以阿卡波糖为阳性对照组［22］，

按式（4）计算 α-淀粉酶抑制率。

R 2 = ( )1 - Α 2 - Α 1

Α 0
× 100%， （4）

式中：

R2——α-淀粉酶抑制率，%；

A0——不含样品的 α-淀粉酶溶液（空白组）的吸光度；

A1——不含 α-淀粉酶溶液的样品（对照组）的吸光度；

A2——含样品以及 α-淀粉酶溶液（样品组）的吸光度。

1.3　数据处理

所有试验平行重复 3 次，结果用均值±标准差表示。

使用 Office 2021、Origin Pro 2018 及 GraphPad Prism 等软

件完成数据处理与统计学分析，P<0.05 表示差异显著。

2　结果与分析

2.1　EMP-K的理化指标

试验测得，EMP-K 中总糖含量为（89.95±1.03）%，糖

醛 酸 含 量 为（18.12±1.17）% ，多 糖 粗 品 蛋 白 质 含 量 为

（9.11±1.05）%，除蛋白后多糖的蛋白质含量为（1.83±
0.92）%［14］。

由图 1 可知，与未除蛋白的 EMP-K 相比，脱色脱蛋白

后的 EMP-K 在 260~280 nm 范围内未检测到明显特征吸

收峰，表明样品中核酸、蛋白质等杂质除去效果良好，与

所测蛋白含量结果一致。

2.2　单因素试验

由图 2（a）可知，反应 1~3 h 内，体系的乙酰基取代度

与时间呈正相关，且取代度快速上升；反应 3 h 时，乙酸酐

与 EMP-K 接近完全反应，且取代度达到峰值 0.227；反应

3 h 后，乙酰基取代度随着反应时间的延长呈下降趋势，可

� � � � �
����

����

����

����

����

����

����

�� �� �� �� ��
����

����

����

����

����

����

����

� � � � �� �� �� ��
����

����

����

����

����

����

����

�
�
	

%
FH
SF
F�
PG
�T
VC
TU
JUV
UJP
O

�	��
3FBDUJPO�UJNF�I

�
�
	

%
FH
SF
F�
PG
�T
VC
TU
JUV
UJP
O

�	�	
3FBDUJPO�UFNQFSBUVSF��

�
�
	

%
FH
SF
F�
PG
�T
VC
TU
JUV
UJP
O

������
"NPVOU�PG�BDFUJD�BOIZESJEF�BEEFE�N-

（a） 反应时间       （b） 反应温度               （c） 乙酸酐添加量

图 2　各因素对 A-EMP-K 取代度的影响

Figure 2　Effect of single factor on substitution degree of A-EMP-K

     （a） 未除蛋白多糖  （b） 已除蛋白多糖

图 1　EMP-K 的紫外光谱分析图

Figure 1　UV scanning spectra of EMP-K
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能是过长的反应时间会导致部分乙酰基从不太稳定的乙

酰化体系中游离出来并诱发多糖降解现象［23］。由图 2（b）

可知，乙酰化取代度在反应温度为 50~60 ℃时明显递增；

在 60 ℃时达到峰值 0.272；在反应温度 70~90 ℃时快速下

降，可能是随着反应温度的升高，乙酸酐加速水解，降低

了乙酰基与多糖的结合能力，故取代度发生显著下降［24］。

由图 2（c）可知，随着乙酸酐添加量的增加，乙酰基取代度

在添加量为 3~9 mL 时呈升高趋势；在添加量为 9 mL 时达

到峰值 0.353；在添加量＞9 mL 时呈平稳趋势，这可能归

因于多糖与乙酸酐在一定浓度比例时便可达到完全

反应。

2.3　响应面试验

2.3.1　响应模型的建立与分析　以单因素试验为基础，

利用 Design-Expert 13 软件中 Box-Behnken 试验设计，对

A-EMP-K 制备工艺进行优化，试验因素水平见表 1，试验

设计及结果见表 2。

对表 2 数据进行拟合回归模型分析，得到回归模型

方程：

Y=0.338 6-0.006 6A+0.005 6B+0.006 8C+
0.010 7AB-0.009 0AC+0.001BC-0.050 4A2-0.043 9B2-
0.037 2C2。 （5）

由表 3 可知，回归模型 P＜0.000 1，极显著；失拟项

P>0.05，无显著性，即模型选择合理；R2=0.989 0，R 2
Adj=

0.975 0，说明模型拟合较好。一次项 A、C 及交互项 AB、

AC 影响显著；二次项 A2、B2、C2 影响极显著。由 F 值可

见，各因素的影响程度从大到小为乙酸酐添加量＞反应

时间＞反应温度。

2.3.2　多因素交互作用分析　通过响应面坡度和等高线

图可以直观地反映出各因素之间的交互作用［25］。由图 3

可知，随着反应时间、反应温度、乙酸酐添加量的增加，取

代度呈先增大后减小的趋势。反应时间、反应温度、乙酸

酐添加量对多糖乙酰化取代度的影响均呈抛物线趋势，

表明在所选取的试验值范围内存在最优响应值。AB 与

AC 的响应面相对陡峭，等高线呈椭圆，表明各因素交互

作用显著；BC 交互曲面平缓，等高线近圆形，提示交互作

用不显著，与方差分析结果基本一致。

2.3.3　 最 佳 工 艺 条 件 确 定 及 验 证 实 验　 通 过 Design-

Expert 13 软件分析，EMP-K 乙酰化修饰的最佳条件为反

应 时 间 2.931 h，反 应 温 度 60.570 ℃ ，乙 酸 酐 添 加 量

9.300 mL，此时取代度预测值为 0.339。为便于实际操作，

将参数修正为反应时间 3 h，反应温度 61 ℃，乙酸酐添加

量 9.3 mL，在此工艺条件下重复验证 3 次，得到取代度平

表 1　响应面试验因素及水平

Table 1　Factors and levels of response surface experiment

水平

-1

0

1

A 反应时间/h

2

3

4

B 反应温度/℃
50

60

70

C 乙酸酐添加量/mL

6

9

12

表 2　响应面试验设计及结果

Table 2　Design and results of response surface experiment

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

0

0

0

0

-1

0

0

0

0

1

0

-1

1

1

-1

-1

1

B

1

-1

-1

0

1

0

0

0

1

-1

0

0

1

0

0

-1

0

C

1

1

-1

0

0

0

0

0

-1

0

0

1

0

1

-1

0

-1

取代度

0.275

0.259

0.242

0.327

0.246

0.339

0.347

0.337

0.254

0.221

0.343

0.269

0.251

0.241

0.243

0.259

0.251

表 3　回归模型方差分析†

Table 3　ANOVA of regression model

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

0.029 2

0.000 4

0.000 3

0.000 4

0.000 5

0.000 3

4.000 0E-06

0.010 7

0.008 1

0.005 8

0.000 3

0.000 1

0.000 2

0.029 6

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

0.003 2

0.000 4

0.000 3

0.000 4

0.000 5

0.000 3

4.000 0E-06

0.010 7

0.008 1

0.005 8

0.000 0

0.000 0

0.000 1

F 值

70.22

7.59

5.47

7.88

9.99

7.00

0.09

231.34

175.54

125.74

0.567 8

P 值

<0.000 1

0.028 3

0.051 9

0.026 3

0.015 9

0.033 1

0.777 3

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.665 1

显著性

**

*

*

*

*

**

**

**

† **表示差异极显著（P＜0.01），*表示差异显著（P＜0.05）；

R2=0.989 0，R2
Adj=0.975 0。
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均值为 0.326，与预测值接近，表明该模型可靠性较高，可

应用此工艺条件进行后续试验。

2.4　A-EMP-K的表征结果

2.4.1　FI-IR 分析　由图 4 可知，乙酰化改性修饰的 EMP-

K 展现出其特征吸收峰，4 000~3 300 cm-1 为多糖分子的

—OH 伸缩振动谱带；2 944~2 924 cm-1 为糖类不饱和

C—H 伸缩振动特征谱带；1 620 cm-1 处为羧基伸缩振动

峰；C=O 基团非对称伸缩振动峰在 1 652~1 592 cm-1 处

较为明显［26］；1 300~1 500 cm-1 处为 C—O 弯曲振动特征

谱带，这 3 段谱带为糖类物质的特征吸收峰［27］；1 257 cm-1

处为—COOH 的变角振动峰，说明可能含有糖醛酸［28］；

1 079 cm-1 处为 O—H 变角振动峰；1 000~400 cm-1 处含

有 C—H 面外弯曲振动区及部分羧基伸缩振动峰；与

EMP-K 的 FTIR 结果［14］相比，A-EMP-K 保留了相同的吸

收峰，但在 1 731 cm-1 处出现了新的吸收峰，可能是酰卤

基团（1 815~1 720 cm-1）的引入产生了伸缩振动［29］，表明

EMP-K 中成功引入乙酰基。

2.4.2　相对分子质量分布　由图 5 及表 4 可知，EMP-K 经

乙酰化后没有固定的相对分子质量，而是一种多个相对

分子质量集合的同系混合物。48.0 min 附近为流动相盐

峰；A-EMP-K 在保留时间为 27.425，32.798，37.773 min 处

的重均相对分子质量分别为 1 586.198，179.545，23.882，

对应时间的分布系数即分别为 1.780，1.616，1.463。一般

地，α比值愈大表明相对分子质量的分布愈宽泛，α比值为

（a） AB 等高线图  （b） AB 响应面图       （c） AC 等高线图

（d） AC 响应面图  （e） BC 等高线图       （f） BC 响应面图

图 3　各因素交互作用的响应面与等高线图

Figure 3　Response surfaces and contours of factor interactions

图 4　A-EMP-K 的傅里叶红外光谱

Figure 4　FT-IR spectrum of A-EMP-K

图 5　A-EMP-K 的 HPGPC 结果

Figure 5　HPGPC results of A-EMP-K
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1 则可判定相对分子质量为均一体系。因此，A-EMP-K

为分散体系且其分子具有不均一性。

2.4.3　单糖组成　由图 6 可知，与标准品相比，A-EMP-K

由甘露糖、盐酸氨基葡萄糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖

醛酸、氨基半乳糖盐酸盐、葡萄糖、半乳糖、木糖和阿拉伯

糖 等 组 成 ，各 组 分 在 A-EMP-K 中 占 比 分 别 为 1.17%，

0.84%，8.03%，2.67%，12.16%，0.80%，5.01%，36.05%，

0.51%，32.77%，其中半乳糖含量最高。EMP-K 中葡萄糖、

半乳糖和阿拉伯糖占比最多，分别为 23.36%，20.76%，

27.19%，与 EMP-K［14］相比，A-EMP-K 中葡萄糖含量明显

减少，而半乳糖和阿拉伯糖含量有所增加。相关研究表

明，含有丰富半乳糖的多糖具有更显著的自由基清除能

力［30］，同时含有阿拉伯糖、半乳糖的多糖显示出显著的降

血糖活性［31］。

2.4.4　扫描电镜检测　由图 7 可知，放大 500，1 000 倍后，

EMP-K 经乙酰化修饰后主要形态较为杂乱不规则，部分

结构致密，部分大孔稀疏。放大 5 000，10 000 倍后，A-

EMP-K 虽无规则但表面光滑，稀疏较明显，说明其分子间

作用力降低，氢键作用力减小，与红外推测相吻合。很多

凸起的球体结构显示出乙酰化多糖的构象形态，可能与

其生理活性密切相关。EMP-K 是大分子碳水化合物，以

氢键和糖苷键在架构上结合形成糖链［32］，通过乙酰化改

性修饰，导致糖苷键上的氢键被酯基取代，乙酰化多糖的

密度增大，继而增加乙酰化多糖的表面光滑度。

2.4.5　粒径分布与 Zeta 电位　由图 8~图 9 和表 5 可知，A-

EMP-K 的平均粒径为（1 559±24.27） nm，粒径响应值比

较单一，强度趋于稳定。与 EMP-K［14］相比，A-EMP-K 的

粒径增加，可能是由于乙酰基相互作用导致多糖分子之

间 的 相 互 作 用 增 强 。 A-EMP-K 的 平 均 Zeta 电 位 为

（-22.8±2.67） mV，其绝对值相较于 EMP-K 的更高，结

合仪器的数据报告可知，其电位测定结果良好，溶液体系

比较稳定。此外，A-EMP-K 的多分散系数（PDI）为 1，而

EMP-K 的 PDI值为 0.749±0.201［14］，对比二者发现两种体

（a） 标准品   （b） A-EMP-K

1~11 分别为甘露糖、盐酸氨基葡萄糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、氨基半乳糖盐酸盐、葡萄糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖和岩藻糖

图 6　单糖组成结果

Figure 6　Monosaccharide composition results

表 4　A-EMP-K的相对分子质量分布

Table 4　Molecular weight distribution of A-EMP-K

保留时间/min

27.425

32.798

37.773

相对分子质量

1 064 596

133 535

19 534

重均相对分子质量

1 586 198

179 545

23 882

数均相对分子质量

881 363

111 100

16 327

峰面积占比/%

1.81

71.13

24.09

分布系数（重均相对分子质量/

数均相对分子质量）

1.780

1.616

1.463

（a） 500×     （b） 1 000×

（c） 5 000×     （d） 10 000×
图 7　A-EMP-K 的扫描电镜图

Figure 7　SEM images of A-EMP-K
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系中颗粒分布均比较宽（PDI>0.5），且 A-EMP-K 存在一

定程度的分子聚集。一般来讲，多糖分子之间存在不同

规律的聚集行为，对于其相对分子质量分布、电位表征等

方面的分析，需要考虑分子间的布朗运动、分子碰撞及官

能团相互作用等因素［33］

2.5　乙酰化修饰对 EMP-K体外降糖活性的影响

测定不同质量浓度（1~6 mg/mL）的多糖、乙酰化多糖

对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用，通过拟合函数得到二者的

半 抑 制 质 量 浓 度（IC50）分 别 为（3.09±0.23），（2.87±
0.15） mg/mL。基于此，测定适宜质量浓度（3.5 mg/mL）的

不同样品和阿卡波糖（3.5 mg/mL）对 α-葡萄糖苷酶的抑

制作用如图 10 所示。由图 10 可知，EMP-K、A-EMP-K 和

阿 卡 波 糖 对 α - 葡 萄 糖 苷 酶 的 抑 制 率 分 别 为（55.37±

0.74）%，（63.80±4.58）%，（83.78±0.39）%，多糖组与阳性

组比较具有显著性差异（P＜0.01），类似地，乙酰化多糖组

与阳性组比较具有显著性差异（P＜0.01）。EMP-K 对 α-

葡萄糖苷酶的抑制作用弱于 A-EMP-K，说明多糖对 α-葡

萄糖苷酶活性的抑制作用可以通过乙酰化修饰提高，这

可能是乙酰化修饰改变了多糖性质，从而影响了其抑制

作用，后期需要明晰 A-EMP-K 的精细结构及其对 α-葡萄

糖苷酶活性的抑制机理［34］。

测定不同质量浓度（1~6 mg/mL）的多糖、乙酰化多糖

对 α-淀粉酶的抑制作用，通过拟合函数得到二者的 IC50分

别为（3.17±0.31），（3.25±0.19） mg/mL。基于此，测定适

宜 质 量 浓 度（3.5 mg/mL）的 不 同 样 品 和 阿 卡 波 糖

（3.5 mg/mL）对 α -淀粉酶抑制作用，结果如图 11 所示，

EMP-K、A-EMP-K 和阿卡波糖对 α-淀粉酶抑制率分别为

（81.18±2.48）%，（66.25±2.87）%，（89.34±0.18）%，多糖

组与阳性组比较具有显著性差异（P＜0.01），类似地，乙酰

化 多 糖 组 与 阳 性 组 比 较 具 有 显 著 性 差 异（P＜0.01）。

图 8　A-EMP-K 的粒径分布图

Figure 8　Particle size distribution of A-EMP-K

图 9　A-EMP-K 的 Zeta 电位

Figure 9　Zeta potentials of A-EMP-K

表 5　A-EMP-K的粒径与 Zeta电位

Table 5　Particle sizes and Zeta potentials of A-EMP-K

试验号

1

2

3

平均值

粒径/nm

1 566

1 532

1 579

1 559

Zeta电位/mV

-21.6

-25.9

-21.0

-22.8

**表示差异显著（P＜0.05）

图 10　EMP-K 乙酰化前后对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用

Figure 10　Inhibition of EMP-K against α -glucosidase 

before and after acetylation

**表示差异显著（P＜0.05）

图 11　EMP-K 乙酰化前后对 α-淀粉酶的抑制作用

Figure 11　Inhibition of EMP-K against α -amylase before 

and after acetylation
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EMP-K 对 α-淀粉酶的抑制作用高于 A-EMP-K 的，可能是

EMP-K 的结构中发生乙酰化部位与 α-淀粉酶抑制活性密

切相关，此外，结合大分子集合物的构效关系相关理论可

推测，主链结构的改变导致多糖高级结构改变，进而影响

其对 α-淀粉酶的抑制活性［34］。

3　结论

以大果沙枣为原料，通过水提醇沉法提取沙枣多糖

样品，其总糖含量为（89.95±1.03）%。采用乙酸酐为酰化

试剂，对大果沙枣进行乙酰化改性修饰试验，通过响应面

法得到优化条件为反应时间 3 h、反应温度 61 ℃、乙酸酐

添加量 9.3 mL，此时乙酰化大果沙枣多糖取代度为 0.326。

通过红外光谱、粒径与 Zeta 电位等表征证实乙酰化大果

沙枣多糖修饰成功；乙酰化大果沙枣多糖的化学构象与

分子密度发生变化，可归因于乙酰化改性修饰中乙酰基

及其取代度的引入对多糖的相对分子质量、单糖组成、结

构形态产生影响，进而可改善多糖的体外降血糖作用。

以阿卡波糖为对照品测定体外降糖活性，乙酰化大果沙

枣多糖对 α -葡萄糖苷酶的抑制作用为优于大果沙枣多

糖；大果沙枣多糖对 α-淀粉酶的抑制作用为优于乙酰化

多糖。综上，大果沙枣中提取分离得到的多糖组分及乙

酰化改性修饰后的多糖在降糖活性方面均具有较优的表

现。后续可进一步通过动物试验和构效关系研究，深入

揭示其体内作用机制及结构活性关系。
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