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摘要:目的:研究羧甲基化油茶籽粕多糖(CMＧCOP)和乙

酰化油茶籽粕多糖(AcＧCOP)的修饰工艺,并研究其对透

明质酸酶的抑制作用.方法:以取代度为指标,采用氢氧

化钠—氯乙酸法和乙酸酐法分别对油茶籽粕多糖(COP)
进行羧甲基化和乙酰化修饰.结果:CMＧCOP最佳修饰

工艺为氢氧化钠浓度１．５mol/L,反应时间３h,反应温度

６０℃;AcＧCOP最佳修饰工艺为乙酸酐用量３．０mL,反应

时间３h,反应温度６０ ℃;COP、CMＧCOP、AcＧCOP对透

明质酸酶的抑制率分别为７８．０％,９０．３％,９２．２％.结论:

COP、CMＧCOP、AcＧCOP对透明质酸酶均具抑制作用,且

CMＧCOP和 AcＧCOP的抑制活性高于 COP,说明改性修

饰能增加 COP的生物活性.
关键词:油茶籽粕;多糖;羧甲基化:乙酰化;透明质酸酶

Abstract:Objective:TostudythemodificationprocessofcarＧ

boxymethylated Camellia Oleifera seed meal polysaccharide
(CMＧCOP)andacetylatedCamelliaOleiferaseedmealpolysacＧ

charide(AcＧCOP),andtostudytheirinhibitoryeffectsonhyaluＧ

ronidase．Methods:Usingthedegreeofsubstitutionasanindex,

thecarboxymethylationandacetylationmodificationofCamellia
Oleiferaseedmealpolysaccharide(COP)werecarriedoutbysoＧ

dium hydroxideＧchloroaceticacid methodandaceticanhydride

method,respectively．Results:Thebestmodificationprocessfor

CMＧCOPwas:sodiumhydroxideconcentrationof１．５mol/L,reＧ

actiontimeof３h,reactiontemperatureof６０ ℃;AcＧCOPbest

modificationprocessis:aceticanhydridedosage３．０mL,reaction

time３h,Thereactiontemperaturewas６０℃;andtheinhibition
ratesofCOP,CMＧCOP,and AcＧCOPtohyaluronidase were

７８．０％,９０．３％and９２．２％,respectively．Conclusion:COP,CMＧ
COP,andAcＧCOPallhaveinhibitoryeffectsonhyaluronidase,

andtheinhibitoryactivitiesofCMＧCOPandAcＧCOParehigher
thanCOP,indicatingthatthemodificationcanincreasethebioＧ

logicalactivityofCOP．
Keywords:Camellia Oleifera seed meal;polysaccharides;carＧ

boxymethylation;acetylation;hyaluronidase

多糖是一类由不少于１０个单糖分子通过糖苷键结

合而成的多羟基醛或者酮的高分子聚合物[１].研究表

明,天然植物多糖具有抗肿瘤[２]、降血糖[３]、降血脂[４]、抗
氧化[５]、抗癌[６]、抗辐射、抗衰老、保肝、抗菌[７]等多方面

的生物活性作用.油茶籽粕是油茶籽经机械榨油后的副

产物,其中含有多糖、残油、茶皂素、蛋白质等物质[８].
油茶 籽 粕 中 含 有 ２０％ ~４０％ 的 油 茶 籽 粕 多 糖

(CamelliaOleiferaseedmealPolysaccharides,COP)[９],但目

前其利用率较低.研究[１０－１１]发现,大部分天然植物多糖

都具有活性或只具有较弱的活性,其大多受多糖分子中化

学结构的影响,所以通过改变天然植物多糖的大分子结

构、分子质量、取代基团种类、作用点位置和数量等就可以

改变其理化性质和生物活性,从而扩大植物多糖的应用范

围和利用率.多糖的羧甲基化及乙酰化修饰产物可能对

透明质酸酶的抑制活性产生积极影响[１２－１３],但目前有关

COP羧甲基化、乙酰化修饰及其修饰产物对透明质酸酶的

抑制活性影响尚未见报道.文章拟通过单因素试验,研究

各因素对COP羧甲基化及乙酰化修饰的影响规律,并探索

不同取代度修饰产物对透明质酸酶抑制活性的影响,以期

为COP更好的开发应用提供理论依据.
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂

油茶籽粕饼:市售;
氯乙酸、乙酸酐、羟基乙酸、盐酸羟胺、三氯化铁、２,７Ｇ

二羟基萘、邻苯三酚、水杨酸钠、αＧ五乙酰基葡萄糖、透明

质酸酶等均为国产分析纯.

１．２　仪器与设备

恒温磁力搅拌器:８５Ｇ２型,常州亿通分析仪器制造有

限公司;
旋转蒸发仪:REＧ２０１D型,巩义市予华仪器有限责任

公司;
减压抽滤装置(循环水式真空泵):SHZＧD(Ⅲ)型,巩

义市予华仪器有限责任公司;
真空干燥箱:DZFＧ６０１０型,巩义市予华仪器有限责

任公司;
紫外分光光度计:７２３型,天津冠泽科技有限公司.

１．３　方法

１．３．１　油茶籽粕多糖的制备　油茶籽粕经干燥、粉碎、石
油醚脱脂,在料液比１∶８(g/mL)、时间２h、温度７０ ℃
下,采用９５％乙醇对茶皂素进行脱除,离心收集沉淀.将

脱除茶皂素的粉末按固液比１∶１０(g/mL)加入蒸馏水,

７５℃下搅拌浸提３h,离心后取上层清液,多次浸提合并

上清液,即获得 COP水提液,将上清液旋蒸浓缩至原体

积的１/４,用Sevage法除去蛋白,加入其４倍体积浓度为

９５％的乙醇,４℃醇沉２４h,离心,取上清液,沉淀冷冻干

燥得COP.

１．３．２　羧甲基化修饰 COP工艺研究　采用氢氧化钠—
氯乙酸法[１４].取２４０mgCOP,在 NaOH 浓度１．５mol/L,
反应时间３h,反应温度６０ ℃下进行羧甲基化修饰.采

用控制变量法,选择 NaOH 浓度分别为０．５,１．０,１．５,２．０,

２．５mol/L,反应时间分别为１,２,３,４,５h,反应温度分别

为４０,５０,６０,７０,８０ ℃,以羧甲基取代度为指标,考察各

单因素对羧甲基取代度的影响,确定羧甲基化修饰 COP
的最佳工艺.

１．３．３　乙酰化修饰 COP工艺研究　采用乙酸酐法[１５].
取１００mgCOP,在乙酸酐用量３．０mL,反应时间３h,反
应温度６０℃下进行乙酰化修饰.采用控制变量法,选择

乙酸酐用量分别为２．０,２．５,３．０,３．５,４．０mL,反应时间分

别为１,２,３,４,５h,反应温度分别为３０,４０,５０,６０,７０℃,
以乙酰基取代度为指标,考察各单因素对乙酰基取代度

的影响,确定乙酰化修饰COP的最佳工艺.

１．３．４　取代度的测定

(１)羧甲基取代度:采用分光光度法[１２].按式(１)计
算羧甲基取代度.

DS１＝
１６２A

７６－８０A
, (１)

式中:

DS１———羧甲基取代度;

A———多糖中羟基乙酸百分含量,％.
(２)乙酰基取代度:采用羟胺比色法[１６].按式(２)计

算乙酰基取代度.

DS２＝
１６２M

４３００－(４３－１)M
, (２)

式中:

DS２———乙酰基取代度;

M———多糖中乙酰基百分含量,％.

１．３．５　COP、CMＧCOP和 AcＧCOP的红外光谱表征　取

COP、CMＧCOP和 AcＧCOP干燥后样品各６mg,分别与

１００mg已烘干的 KBr混合,研磨,压片,使用红外光谱仪

于４０００~４００cm－１进行扫描[１７].

１．３．６　溶解度分析　称取一定量的 COP、CMＧCOP及

AcＧCOP,加入２０mL蒸馏水,震荡至充分均匀,观察其在

冷水、加热或超声辅助条件下的溶解情况,并采用紫外可

见分光光度计扫描其水溶液的透光率(４００~６００nm).

１．３．７　COP、CMＧCOP和 AcＧCOP对透明质酸酶的抑制

作用　取５０μL一定浓度的COP、CMＧCOP和 AcＧCOP,分
别加入４．８５mL乙酸—乙酸钠溶液(pH６．０,０．２mo１/L)及

５０μL 透明质酸酶(１mg/mL),充分摇匀,３７ ℃下加入

５０μL透明质 酸 钠 (３．４４ mg/mL),反 应 １５ min,加 入

２mL２．５％的 CTAB(溶于２％氢氧化钠溶液),１５ min
后,测定４００nm 处吸光度A１,样品对照(缓冲液代替酶

液)吸光度为 AC１,空白对照(缓冲液代替酶液和样品溶

液)吸光度为 AC２,用缓冲液代替样品测吸光度 A０
[１８].

按式(３)计算抑制率.

R＝
(AC２－A０)－(A１－AC１)

(AC２－A０)
×１００％, (３)

式中:

R———抑制率,％;

A１———样品吸光度;

AC１———样品对照(缓冲液代替酶液)吸光度;

AC２———空白对照(缓冲液代替酶液和样品溶液)吸
光度;

A０———缓冲液代替样品吸光度.

１．３．８　数据处理　采用 Excel２０１６、Origin２０１８、SPSS
２５．０软件进行数据分析处理,P＜０．０５有显著性差异.所

有试验均重复３次,结果以平均值±标准偏差表示.

２　结果与分析

２．１　羧甲基化修饰单因素试验

２．１．１　NaOH 浓 度 　 由 图 １ 可 知,当 NaOH 浓 度 ＜
１．５mol/L时,CMＧCOP取代度随 NaOH 浓度的升高而

升高,但当 NaOH 浓度＞１．５mol/L时,CMＧCOP取代度

开始下降.因此,NaOH 浓度太高或太低,都会影响 COP
的 羧甲基化效果.这可能是因为随着NaOH浓度的不

５４
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图１　NaOH 浓度对 CMＧCOP的影响

Figure１　EffectsofNaOHconcentrationonCMＧCOP

断升高,由于空间位阻,使得 COP溶胀得更为充分,与氯

乙酸接触的机会也增多,醚化反应效率提高,从而使反应

取代度增加.但溶液中 NaOH 过量,氯乙酸可能发生副

反应,使其利用率降低,反而使取代度降低.因 此,当

NaOH 浓度为１．５mol/L时,取代度达最大０．６６５.

２．１．２　反应温度　由图２可知,当反应温度＜６０℃时,随
着反应温度的不断升高,CMＧCOP的取代度逐渐升高,但
当反应温度＞６０℃时,取代度呈下降趋势,说明适当提高

反应温度有利于羧甲基的修饰,但温度过高不利于羧甲

基的取代.这可能是因为温度不断升高,加快了分子运

动速度,增加了分子间相互碰撞机会,致使多糖取代度增

加.因此,选择反应温度６０℃为宜.

２．１．３　反应时间　由图３可知,当 NaOH浓度和反应温度

一定时,随着反应时间的延长,CMＧCOP取代度逐渐提高.

当反应时间＞３h时,CMＧCOP的取代度反而有所降低,可
能是因为当反应时间为１~３h时,随着反应时间的延长,

反应活性中心增多,醚化反应速率加快,因此 CMＧCOP的

取代度显著增加.当反应时间超过３h后,可能其体系内

副产物增多或不稳定,导致中间产物分解,造成取代度降

低.因此,最佳反应时间为３h,此时取代度为０．６６５.

２．１．４　不同取代度 CMＧCOP的制备　根据 COP羧甲基

图２　反应温度对 CMＧCOP的影响

Figure２　EffectsofreactiontemperatureonCMＧCOP

图３　反应时间对 CMＧCOP的影响

Figure３　EffectsofreactiontimeonCMＧCOP

化修饰单因素试验结果,调整反应条件,制备 CMＧCOPＧ
A、CMＧCOPＧB、CMＧCOPＧC、CMＧCOPＧD４种不同取代度

的CMＧCOP,其羧甲基取代度及制备工艺见表１.

２．１．５　COP及 CMＧCOP的红外光谱　由图４可知,与

COP相比,CMＧCOP的红外图谱除了具有３４１３cm－１处

O—H 的伸缩振动吸收峰和２９３０cm－１处 C—H 的伸缩

振动吸收峰的特征吸收峰外,还增加了１６１１cm－１羧基

(—COOH)的C􀪅􀪅O 非对称振动吸收峰、１４２０cm－１处

与羧基相连的甲基(—CH３)的 C—H 变角振动吸收峰、

１３２３cm－１处 C􀪅􀪅O 的对称伸缩吸收增强,这些都是羧

甲基(—OCH２—COOH)的特征吸收峰,说明羧甲基化官

表１　CMＧCOP的制备条件及取代度

Table１　Preparationconditionsanddegreeof
substitutionofCMＧCOP

样品
NaOH 浓度/

(mol􀅰L－１)

反应温

度/℃

反应时

间/h
取代度

CMＧCOPＧA １．５ ４０ ３ ０．２３２

CMＧCOPＧB １．５ ５０ ３ ０．３５６

CMＧCOPvC １．５ ６０ １ ０．４２３

CMＧCOPＧD １．５ ６０ ３ ０．６６５

图４　COP及 CMＧCOP的红外光谱图

Figure４　InfraredspectrumofCOPandCMＧCOP

６４
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能团在未改变原多糖分子结构的情况下已成功连接到多

糖分子上.

２．１．６　羧甲基化多糖的溶解性　试验发现,在同浓度条

件下,用氯乙酸法制得的 CMＧCOP与 COP相比,在加热

或超声波等外界辅助条件下,溶解度均有不同程度的提

高,其修饰产物在冷水中稍稍振荡即可溶解.由图５可

知,同一浓度条件下,CMＧCOP水溶液的透光率明显高于

COP溶液,说明羧甲基化修饰能提高其水溶性.

２．２　乙酰基化修饰单因素试验

２．２．１　乙酸酐用量　由图６可知,取代度随乙酸酐用量

的增加而上升,可能是因为随着乙酸酐用量的增多,增加

了 COP乙酰化的反应几率,乙酰基取代度也随之增加.

但当乙酸酐用量＞３mL时,COP乙酰基的取代度逐渐下

降,可能是因为反应体系的pH 值随乙酸酐的增加逐渐下

降,增大了乙酸酐水解的副反应程度.因此适宜的乙酸

酐用量为３mL,此时取代度为０．４００.

２．２．２　反应温度　由图７可知,一定程度的反应温度有

利于COP的乙酰化修饰.当反应温度为３０~６０ ℃时,

随反应温度升高,COP的乙酰基取代度几乎呈直线增加,

可能是在一定温度范围内,温度越高,反应物活性越强,

图５　COP及 CMＧCOP水溶液的透光率

Figure５　TransmittanceofCOPandCMＧCOPin
watersolutions

图６　乙酸酐用量对 AcＧCOP的影响

Figure６　EffectsofaceticanhydridedosageonAcＧCOP

图７　反应温度对 AcＧCOP的影响

Figure７　EffectsofreactiontemperatureonAcＧCOP

COP乙酰基取代度随之增大.但当反应温度＞６０℃时,
乙酰基取代度快速下降,说明温度太高并不利于 COP的

乙酰化反应,可能是当反应温度＞６０℃时,乙酸酐的水解

速度过快,导致COP乙酰基的取代度减小.

２．２．３　反应时间　由图８可知,当反应时间为１~３h时,

AcＧCOP乙酰基的取代度随反应时间的延长而提高,３h
后,AcＧCOP乙酰基的取代度随反应时间的延长而下降,
可能是因为 AcＧCOP在体系中并不稳定,随着反应时间

的延长,部分产物发生分解,引起乙酰化程度降低.因

此,COP的乙酰化修饰的较佳反应时间应为３h.

２．２．４　不同取代度 AcＧCOP的制备　根据对 COP乙酰

化修饰的３个影响因素的研究结果,调整反应条件,制备

由低到高 ４种不同取代度的 AcＧCOP(AcＧCOPＧA、AcＧ
COPＧB、AcＧCOPＧC、AcＧCOPＧD),其乙酰基取代度及制备

工艺见表２.

２．２．５　COP 及 AcＧCOP 的 红 外 光 谱 　 由 图 ９ 可 知,

３４１３cm－１处为糖分子内或分子间氢键 O—H 伸缩振动

峰,２９３０cm－１处为次甲基(—CH２)中C—H 的伸缩振动

吸收峰,修饰后的 AcＧCOP在１７２４cm－１处出现的吸收

峰为酯基C􀪅􀪅O 双键的收缩振动,１２４７cm－１处有一个

较弱的酯基C—O的收缩振动,说明乙酰化衍生物中已成

功连 接 到 乙 酰 基 官 能 团 中 .AcＧCOP在３４１３cm－１处

图８　反应时间对 AcＧCOP的影响

Figure８　EffectsofreactiontimeonAcＧCOP
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表２　AcＧCOP的制备条件及取代度

Table２　Preparationconditionsanddegreeof
substitutionofAcＧCOP

样品
乙酸酐用

量/mL

反应温

度/℃

反应时

间/h
取代度

AcＧCOPＧA ３ ３０ ３ ０．１７１

AcＧCOPＧB ２ ６０ １ ０．２６８

AcＧCOPＧC ３ ６０ ４ ０．３３３

AcＧCOPＧD ３ ６０ ３ ０．４００

图９　COP及 AcＧCOP的红外光谱图

Figure９　InfraredspectrumofCOPandAcＧCOP

的—OH 吸收有所减弱,推测可能是因为部分糖链在修

饰过程中被水解.

２．２．６　乙酰化多糖的溶解性　由图１０可知,同一浓度条

件下,AcＧCOP水溶液的透光率明显高于 COP溶液,说明

乙酰化修饰可明显提高COP在水溶液中的溶解性.

２．３　COP、CMＧCOP和 AcＧCOP对透明质酸酶的抑制

作用

２．３．１　羧甲基化修饰　由图１１可知,COP和不同取代

度的CMＧCOP均对透明质酸酶活性具有良好的抑制作

用,且抑制能力有明显浓度依赖性,即随着样品浓度的增

加其抑制率不断提高.当多糖质量浓度为１mg/mL时,

图１０　COP及 AcＧCOP水溶液的透光率

Figure１０　TransmittanceofCOPandAcＧCOPin

watersolutions

COP、CMＧCOPＧA、CMＧCOPＧB、CMＧCOPＧC、CMＧCOPＧD
对透明质酸酶的抑制率分别为５１．１％,５３．３％,５６．３％,

６１．３％,６３．７％,与COP相比,不同取代度的 CMＧCOP对

透明质酸酶活性的抑制能力均有一定程度的提高,且随

取代度的增加抑制率越大,说明 COP的羧甲基化有利于

增加 COP的透明质酸酶抑制活性.这可能是羧甲基化

后多糖内部结构发生改变,从而影响抑制透明质酸酶的

活性,其具体机理有待深入研究.综上,不同取代度的

CMＧCOP均有利于增强 COP对透明质酸酶活性的抑制

作用.

２．３．２　乙酰化修饰　由图１２可知,COP及其不同取代度

的 AcＧCOP均对透明质酸酶的活性抑制有明显作用.当

多糖质量浓度为０．２~１．０mg/mL时,COP、AcＧCOPＧA、

AcＧCOPＧB、AcＧCOPＧC、AcＧCOPＧD 对透明质酸酶活性的

抑制率分别为５０．９％,５４．５％,５８．３％,６１．８％,６５．３％.与

COP相比,AcＧCOP对透明质酸酶活性具有更好的抑制

作用,且抑制能力有明显浓度依赖性.这可能是因为经

乙酰化修饰后的 AcＧCOP中乙酰基含量增加,从而导致

COP的空间结构发生变化,活性提高.综上,COP的乙

图１１　COP及 CMＧCOP对透明质酸酶的抑制作用

Figure１１　TheinhibitoryeffectofCOPandCMＧCOP
onhyaluronidase

图１２　COP及 AcＧCOP对透明质酸酶的抑制作用

Figure１２　TheinhibitoryeffectofCOPandAcＧCOP
onhyaluronidase
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酰化修饰有利于增加 COP 对透明质酸酶活性的抑制

作用.

３　结论
通过氢氧化钠—氯乙酸法和乙酸酐法分别探究了羧

甲基化油茶籽粕多糖和乙酰化油茶籽粕多糖的修饰工艺.
结果表明,羧甲基化油茶籽粕多糖的最佳修饰工艺条件

为:NaOH浓度２mol/L、反应温度６０℃、反应时间３h;乙
酰化油茶籽粕多糖的最佳修饰工艺条件为:乙酸酐用量

３mL,反应温度６０℃、反应时间３h.油茶籽粕多糖及其

两种修饰多糖均具有多糖的显著特征峰,３４１３,２９３０,

１６１１,１４２０,１３２３cm－１等特殊峰值处均具有明显峰,表示

羧甲基化修饰成功;３４１３,２９３０,１７２４,１２４７cm－１等特殊

峰值处均具有明显峰,表示乙酰化修饰成功.油茶糖、羧
甲基化油茶籽粕多糖和乙酰化油茶籽粕多糖均对透明质

酸酶活性具有良好的抑制作用,且抑制能力有明显浓度依

赖性.后续将进一步探索羧甲基化及乙酰化油茶籽粕多

糖在体内对于透明质酸酶的活性作用情况及作用机理.
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