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硫酸化修饰对红枣多糖结构及抗氧化活性的影响
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摘要!目的!探究纯化红枣多糖
!bY&)

和硫酸化红枣多糖

V&!bY&)

的结构和抗氧化活性之间的关系"方法!以残次

红枣为原料!经热水浸提%

M#G#&*'

离子交换色谱及

V9

B

3/:9I&'((

葡聚糖凝胶柱层析纯化得到纯化红枣多糖

&

!bY&)

'!通过氯磺酸)吡啶法硫酸化修饰获得红枣多糖

硫酸化衍生物&

V&!bY&)

'"结果!

!bY&)

和
V&!bY&)

均由葡

萄糖%阿拉伯糖%半乳糖
;

种单糖组成!但是比例有所不

同"两种多糖具有多糖特征吸收峰!

V&!bY&)

具有硫酸基

的特征吸收峰!表示硫酸化修饰成功"

!bY&)

和
V&!bY&)

不具有三股螺旋结构!表观呈片状结构"活性试验结果

证实多糖
!bY&)

和
V&!bY&)

对
MYY"

自由基具有显著的

清除活性!并具有一定的还原力!当多糖质量浓度达到

(8*.

5

(

.U

时!

MYY"

自由基清除活性分别为
+(8+]

和

+T8-]

!还原力分别为
(8+),

和
(8*;)

"结论!硫酸化修饰

的红枣多糖抗氧化活性更高!是一种良好的天然抗氧

化剂"

关键词!红枣#多糖#硫酸化#结构表征#抗氧化活性
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红枣!

P%S%

M

7C2

B

C

B

CT& O0118

#又称大枣(枣子(刺枣$

为鼠李科枣属植物)

)

*

$具有多糖(维生素(黄酮(环核苷

酸(多酚(生物碱等活性物质)

'J;

*

%这些生物活性物质具

有抗氧化(抗肿瘤(保护肝脏(抗菌等生物活性)

+

*

%中国

作为世界上枣主产国$干枣产量占世界产量的
,S]

)

*

*

%

新疆南疆地区由于早晚温差大及光照时间长等优势成为

中国红枣生产最佳地区%因南疆地区红枣加工产业单

一$红枣产量逐年升高的同时也产生了大量残次红枣$造

成红枣资源的大量浪费$残次红枣资源的再利用成为人

们日益关注的问题%对红枣生物活性物质进行深入研

究$可进一步开发利用南疆残次枣资源%

植物多糖是一种天然自由基清除剂$可以作为抗氧

化剂的替代品来防止氧化损伤)

-

*

%由于天然多糖存在溶

解性差(活性较弱等问题$为增强其生物活性$一般通过化

)"
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学修饰改变其理化结构进而改善多糖活性$常用的多糖化

学改性方法有硫酸化(磷酸化(羧甲基化(乙酰化和硒化修

饰等)

T

*

$因硫酸化修饰可以使多糖出现更强的生物活性以

及新的生物活性而引起众多研究者关注)

S

*

%

C/4

等)

,

*采用

不同的方法对多糖进行了化学修饰$结果表明与天然

G./2/9:610=

多糖相比$经化学修饰的
G./2/9:610=

多糖

的总糖和蛋白质含量降低$而糖醛酸含量增加%同时相较

于磷酸化和羧基化修饰$硫酸化修饰后的
G./2/9:610=

多

糖具有更高的还原力$展示出更好的抗氧化活性$也证明

了多糖的修饰与其所产生的生物活性之间的正相关关系$

可使这些修饰后的多糖衍生物作为天然抗氧化剂而被广

泛应用%

U0

等)

)(

*研究发现不同的化学修饰可导致牡丹渣

多糖产生不同的化学组成$特征吸收峰和抗氧化活性$其

中经硫酸化修饰的多糖表现出更高的抗菌及抗氧化活性$

及更强的
MYY"

自由基和
GX<V

自由基清除能力%孟欣

等)

))

*研究表明羊肚菌多糖在硫酸化修饰后多糖结构增加

了
++

V L

的吸收峰$硫酸化修饰后羊肚菌多糖可以抑制

"91/

细胞增殖$并促进
"91/

细胞凋亡%因此采用适当方

法对红枣多糖进行硫酸化修饰是改善其生物活性或产生

新的功能活性的重要方法%目前$有关残次红枣多糖提取

及硫酸化修饰鲜有报道/关于硫酸化红枣多糖的构效关系

及其他生物活性目前尚不清楚%

研究拟以残次红枣为研究对象$纯化红枣多糖!

!bY&

)

#后进行硫酸化修饰后得到红枣多糖硫酸化衍生物
V&

!bY&)

$通过光谱技术对其组成和结构进行鉴定$并通过

体外活性试验探究红枣多糖的体外抗氧化活性$以期为

进一步开发利用南疆残次红枣资源提供参考%

)

!

材料与方法
)8)

!

材料与仪器

)8)8)

!

材料与试剂

残次红枣"新疆石河子农贸市场/

正丁醇(吡啶(三氯甲烷(氯磺酸(刚果红(

MYY"

(硫

酸亚铁(甲酰胺(苯酚"分析纯$天津市富宇精细化工有限

公司/

单糖标准品!阿拉伯糖(葡萄糖(半乳糖(鼠李糖(果

糖(甘露糖(半乳糖醛酸和葡萄糖醛酸共
S

种#"色谱纯$

上海源叶生物科技有限公司/

抗坏血酸(

#M<G&'$/

"分析纯$上海启仁化工有限

公司%

)8)8'

!

仪器设备

真空冷冻干燥机"

"W&)(&*(X

型$上海圣科仪器设备

有限公司/

多功能酶标仪"

#$d&YQL

型$美国
X04>97_

公司/

+((

兆超导核磁共振波谱仪"

G[G$C#

(

"M

型$德

国
XA6_9A

公司/

傅里叶变换红外光谱仪"

$07419>PV)(

型$美国

<39A.4

公司/

紫外可见分光光度计"

<̀ &),()

型$北京普析通用仪

器公司/

扫描电子显微镜"

V&;+(($

型$日本
"0>/730

公司%

)8'

!

方法

)8'8)

!

红枣多糖的提取纯化
!

!

)

#多糖提取"参考
R/2

5

等)

)'

*的方法稍作修改%将

干燥的红枣粉末用体积分数为
,*]

的乙醇在
T(a

下回

流$持续
+3

$收集残余物冷冻干燥%将干燥后残余物用

沸水萃取$合并上清液$

-( a

减压浓缩至原来的
)

'

+

"

)

'

*

$脱蛋白!

V9E/

5

法#$脱色!

GX&S

大孔树脂#$加无水乙

醇!

N

无水乙醇
eN

滤液
f+e)

#置于冰箱冷藏静置过夜$

+(((A

'

.02

离心
)*.02

$收集沉淀物$经冷冻干燥
'+3

后得到红枣粗多糖!

!bY

#%

!

'

#分离纯化"参考杨燕敏等)

);

*的方法略作修改%

将
!bY

在蒸馏水中溶解$离心除沉淀$放入
M#G#&*'

离

子交换柱中$用蒸馏水和
(8'.41

'

U$/C1

溶液先后进行

洗脱%使用自动部分收集器进行收集$用硫酸苯酚法显

色$并在
+,(2.

检测吸光度%将红枣多糖溶液通过

V9

B

3/:9I&'((

葡聚糖凝胶柱进行进一步分离和纯化%冷

冻干燥$以获得纯的红枣多糖!

!bY&)

#%

)8'8'

!

硫酸化红枣多糖衍生物的制备
!

参考
!3/2

5

等)

)+

*的方法$分别称取
*(.

5

的
!bY&)

(

V&!UY&)

$用甲酰

胺进行溶解$超声
;(.02

后加入酯化试剂$反应结束后冰

水浴冷却$用
+.41

'

U

的
$/L"

中和至
B

"

为
T

%

+a

下

透析
;:

%透析结束后加
;

倍体积的无水乙醇$

+a

静置

)'3

$收集沉淀$冷冻干燥
'+3

后得到硫酸化红枣多糖

!

V&!bY&)

#%

)8'8;

!

多糖理化性质的测定

!

)

#硫酸基含量"采用
X/C1

'

&明胶法)

)*

*

$标准曲线

方程为
4

f(8;,SSYq(8(+*S

$

K

'

f(8,,T-

%

!

'

#总糖含量"采用苯酚&硫酸法)

)-

*

$标准曲线方程

为
4

f(8+-)*Yq(8(-(;

$

K

'

f(8,,,+

%

!

;

#蛋白质含量"采用考马斯亮蓝法)

)T

*

$标准曲线方

程为
4

f)8(-,+Yq(8(;*,

$

K

'

f(8,,,)

%

!

+

#单糖组成"采用离子色谱法)

)S

*

%精密称量

)(8((.

5

样品置于安瓿瓶中$加入
;.41

'

U

三氟乙酸

!

<KG

#

)(.U

$

)'(a

水解
;3

%准确吸取
*.U

酸水解溶

液转移至试管中氮吹吹干$加入
*.U

水涡旋混匀%吸取

)((

&

U

溶液$加入
,((

&

U

去离子水$经
)'(((A

'

.02

离

心
*.02

取上清液分析%色谱柱"

M0429IC/A@4

B

/7<O&

YG'(

!

; ..c)*( ..

#/流动相"

G

为
"

'

L

/

X

为

'*(..41

'

U $/L"

/

C

为
*( ..41

'

U $/L" q

*((..41

'

U$/LG7

/流速
(8;.U

'

.02

/进样量
*

&

U

/柱

温
;(a

/检测器为电化学检测器%

)8'8+

!

红外光谱分析
!

称取
!bY&)

(

V&!UY&)

各
).

5

$取

'(.

5

溴化钾!

dXA

#混合并研磨均匀后进行压片$扫描波

长范围为
+(((

"

+((7.

J)

%

*#

基础研究
K̀ $MGO#$<GUQ#V#GQC"

总第
'+-

期
"

'(''

年
+

月
"



)8'8*

!

高碘酸氧化分析
!

参考
W69

等)

),

*的方法略作修

改$分 别 称 取
'* .

5

!bY&)

(

V&!UY&)

与
)* .U

的

*(2.41

'

U$/PL

+

溶液混合$测定
'';2.

处的吸光度值$

至终吸光度值不变为止$蒸馏水作为对照组$根据标准曲

线
4

f(8(T*)Yq(8(ST*

$

K

'

f(8,,T;

$按式!

)

#计算高

碘酸的消耗量%取
'.U

混合溶液$用
(8().41

'

U$/L"

溶液滴定$以酚酞为指示剂$根据式!

'

#计算甲酸生成量%

?

U

!

*(

Z

?

)

#

W

)*

$ !

)

#

?

(

U

!

(D()

W

?

0

#

W

?

k

$ !

'

#

式中"

?

&&&高碘酸消耗量$

..41

/

?

)

&&&反应后高碘酸浓度$

.41

'

U

/

?

(

&&&甲酸生成量$

..41

/

?

0

&&&

$/L"

溶液滴定体积$

.U

/

?

k

&&&反应体积$

.U

%

)8'8-

!

刚果红试验
!

参考徐雅琴等)

'(

*的方法测定
!bY&

)

(

V&!UY&)

多糖组分是否有三螺旋结构%称少量的
!bY&

)

(

V&!UY&)

组分配制成质量浓度为
'.

5

'

.U

的溶液$取

).U

浓度为
(8(

$

(8'

$

(8+

$

(8-

$

(8S

$

)8(.41

'

U$/L"

溶液

分别与
) .U

的待测样品混合$然后加入
' .U

的

S(

&

.41

'

.U

刚果红溶液$室温放置
)( .02

$于
'((

"

-((2.

范围内扫描最大吸收波长并记录%

)8'8T

!

扫描电镜分析
!

!bY&)

(

V&!UY&)

的表面形态用

V#O

观察$放大倍数为
)((

倍和
+((

倍%

)8'8S

!

多糖的抗氧化性分析

!

)

#

MYY"

自由基清除能力"参考
U0

等)

')

*的方法稍

作修改$准备
(8)..41

'

UMYY"

溶液并在黑暗中贮存%

分别准备
(8)

$

(8'

$

(8;

$

(8+

$

(8*.

5

'

.U!bY&)

和
V&!bY&)

溶液%取
'.U

多糖溶液与
'.U(8)..41

'

UMYY"

溶

液$混合静置
;(.02

$测量
*)(2.

处吸光度%以
[

C

为阳

性对照$根据式!

;

#计算
!bY&)

和
V&!bY&)

的
MYY"

自由

基清除率%

?

U

)

Z

?

)

Z

?

'

?

(

! #

W

)((]

$ !

;

#

式中"

?

&&&

MYY"

自由基清除率$

]

/

?

(

&&&不加多糖的吸光度/

?

)

&&&加入多糖后的吸光度/

?

'

&&&不加
MYY"

溶液的吸光度%

!

'

#还原力"参考
b0

等)

''

*的方法$准备
(8'.41

'

U

磷

酸盐缓冲液!

B

"-8-

#$

)]

铁氰化钾溶液$

)(]

的三氯乙

酸溶液和
(8)]

的三氯化铁溶液$分别准备
(8)

$

(8'

$

(8;

$

(8+

$

(8*.

5

'

.U!bY&)

和
V&!bY&)

溶液$

*(a

水浴
;(.02

后加入
'.U)(]

三氯乙酸溶液$以
*(((A

'

.02

离心

'(.02

$加入
'8*.U

蒸馏水和
)8*.U(8)]

氯化铁溶液$

静置
)(.02

后测量
T((2.

处吸光度值%以
#M<G&'$/

为阳性对照$按式!

+

#计算
!bY&)

和
V&!bY&)

的还原能力%

?

U

)

Z

?

)

Z

?

'

?

(

! #

c

)((]

$ !

+

#

式中"

?

&&&还原力/

?

(

&&&不加样品的吸光度/

?

)

&&&加入样品后的吸光度/

?

'

&&&不加
K9C1

;

溶液的吸光度%

)8;

!

数据处理

所有试验重复
;

次$用
VYVV

软件进行数据统计处

理$采用
LA0

5

02S8*

软件制图%

'

!

结果与分析
'8)

!

纯化红枣多糖及硫酸化红枣多糖的理化指标

由表
)

可知$硫酸化修饰后的红枣多糖取代度为

(8+*

%与
!bY&)

相比$

V&!bY&)

的总糖和蛋白质含量均下

降$其中多糖含量降低了
);]

$可能是因为硫酸化修饰过

程中的酸性条件引起了多糖的降解%两种红枣多糖均由

;

种单糖构成$分别是葡萄糖(阿拉伯糖(半乳糖$不同单

糖所占摩尔分数不同%说明不同的硫酸化修饰并未改变

红枣多糖的单糖组成$硫酸化会导致硫酸化衍生物的单

糖组成的微小变化$不会改变硫酸化多糖主链%伯继芳

等)

';

*也发现硫酸化结构修饰不会破坏杏鲍菇多糖主链%

'8'

!

红枣多糖及其硫酸化多糖的结构表征

'8'8)

!

红外光谱分析
!

图
)

为多糖
!bY&)

和
V&!bY&)

经

过
dXA

压片所测得的红外谱图$从图
)

可看出在
+(((

"

*((7.

J)内$多糖
!bY&)

和
V&!bY&)

有共同的吸收峰"

;+)T8-T7.

J)处有较宽且强的吸收峰$由
L

&

"

拉伸振

动引起$表明多糖存在分子内的氢键$而非游离态%

','T8TS7.

J)处的伸缩振动归因于多糖分子
C

&

"

的伸

缩振动%

)--'8*+7.

J)处出现了
++

C L

的振动吸收峰$

说明该化合物具有糖醛酸$与 单 糖 组 成 分 析 一 致/

)+),8**7.

J)附近的吸收峰是由
C

&

"

的变角振动引起

表
)

!

!bY&)

和
V&!bY&)

的单糖物质的量组成

</@19)

!

<39

i

6/2>0>/>0E974.

B

4=0>0424?>39.424=/7&

73/A0:9=4?!bY&)/2:V&!bY&) ]

样品 半乳糖醛酸 阿拉伯糖 半乳糖 葡萄糖

!bY&) )8+' ''8-+ ;8*- -S8TS

V&!bY&) (8,S )S8++ '8+* +-8;*

表
'

!

!bY&)

和
V&!bY&)

的理化指标l

</@19'

!

Y3

H

=07/1/2:739.07/102:9I9=4?!bY&)

/2:V&!bY&)

样品 取代度 总糖含量'
]

蛋白质含量'
]

!bY&) J TS8*(g(8*-

/

**8*(g(8-+

@

V&!bY&) (8+* ;8)Tg(8(-

/

'8*(g(8(+

@

!

l

!

同行字母不同表示差异显著!

J

$

(8(*

#%

!#

"

[418;S

"

$48+

巩晓佩等!硫酸化修饰对红枣多糖结构及抗氧化活性的影响



图
)

!

!bY&)

和
V&!bY&)

的红外光谱

K0

5

6A9)

!

PQ=

B

97>A6.4?!bY&)/2:V&!bY&)

的$

)((-8TS7.

J)处是由吡喃环的醚键
C

&

L

&

C

官能团

受
C

&

L

伸缩振动引起的强吸收峰)

'+

*

%在
S'T8+)7.

J)

附近处的吸收峰表明存在
!

&

型糖苷键和
"

&

型糖苷键%

*S'8+T7.

J)为
C

&

L

&

"

键引起的吸收峰$证明红枣多

糖是吡喃型多糖%综上$多糖
!bY&)

和
V&!bY&)

为酸性多

糖$含有吡喃型糖苷键%观察到硫酸化红枣多糖
V&!bY&)

在
)')S8TS7.

J)和
S'T7.

J)附近增加
'

个吸收峰$分别

为非对称
++

V L

的拉伸和对称的
C

&

L

&

V

的振动峰)

'*

*

$

二者均为硫酸化的特征吸收峰%在
;+)T8-T7.

J)附近由

L

&

"

拉伸振动引起的吸收峰降低$表明氯磺酸中的硫

酸基已成功取代纯化红枣多糖的羟基$硫酸化红枣多糖

成功合成%梁英等)

'-

*研究也发现硫酸基与平菇多糖成功

合成$形成了平菇多糖硫酸酯%

'8'8'

!

高碘酸氧化分析
!

高碘酸氧化是一种选择性的氧

化反应$一般作用于多糖分子中二羟基和三羟基连接处%

可通过高碘酸消耗量和甲酸生成量判断出糖苷键的位

置)

'T

*

%由图
'

中
$/PL

+

的标准曲线计算结果得$

!bY&)

消

耗
'8;)..41

的高碘酸并生成
(8,'..41

的甲酸$

V&!bY&

)

消耗
'8)+..41

的高碘酸并生成
(8S)..41

的甲酸%

高碘酸的消耗量大于甲酸生成量的
'

倍$推测存在只消

耗高碘酸而不产生甲酸的类型$即存在!

)

'

'

#和!

)

'

+

#

连接的糖苷键%既消耗高碘酸又生成甲酸说明
!bY&)

和

V&!bY&)

均存在!

)

'

-

#连接的糖苷键%其中也可能存在不

消耗高碘酸且不生成甲酸的类型$存在少量!

)

'

;

#连接的

糖苷键%综上$通过高碘酸氧化的反应原理初步推断多糖

!bY&)

和
V&!bY&)

中均存在!

)

'

'

#!

)

'

+

#!

)

'

-

#和少量

!

)

'

;

#连接的糖苷键%

'8'8;

!

刚果红试验
!

在碱性溶液中$含有三股螺旋结构的

多糖会与刚果红形成复合物$其最大吸收波长会产生红

移/由此判断多糖是否具有三股螺旋结构)

'+

*

%由图
;

可以

看出$

$/L"

溶液浓度从
(8(

"

(8*.41

'

U

$两种红枣多糖

!bY&)

和
V&!bY&)

与刚果红反应$其最大吸收波长均随

$/L"

溶液浓度的增加而逐渐减小$可以判断这两种红枣

多糖不具备三螺旋结构%这与
X/A@/A/

等)

'S

*研究结果一

致$一般多种单糖组成的多糖不易形成三股螺旋结构%

图
'

!

!bY&)

和
V&!bY&)

的高碘酸钠标准曲线

K0

5

6A9'

!

$/PL

+

=>/2:/A:76AE94?!bY&)/2:V&!bY&)

'8'8+

!

扫描电镜
!

从图
+

可以看出$

!bY&)

和
V&!bY&)

多糖

微观结构有明显差异%

!bY&)

多为不规则的大块片状结

构$而
V&!bY&)

为不规则小块片状结构$说明硫酸化处理改

变了红枣多糖的结构%

Z0/2

等)

',

*也指出不同种类(提取

纯化方法和结构改性方法处理后多糖的微观结构有差异%

'8;

!

多糖抗氧化活性

'8;8)

!

MYY"

自由基清除能力
!

由图
*

可知$两种红枣

图
;

!

!bY&)

和
V&!bY&)

的刚果红试验结果

K0

5

6A9;

!

#I

B

9A0.92>/1A9=61>=4?C42

5

4A9:4?

!bY&)/2:V&!bY&)

图
+

!

!bY&)

和
V&!bY&)

的扫描电镜图像

K0

5

6A9+

!

V7/2202

5

9197>A42.07A4=74

B

90./

5

9=4?!bY&)

/2:V&!bY&)

"#

基础研究
K̀ $MGO#$<GUQ#V#GQC"

总第
'+-

期
"

'(''

年
+

月
"



图
*

!

!bY&)

和
V&!bY&)

的
MYY"

自由基清除作用

K0

5

6A9*

!

MYY"719/A/2794?!bY&)/2:V&!bY&)

多糖均显示较强的
MYY"

自由基清除活性$且两种红枣

多糖的
MYY"

自由基清除活性随红枣多糖质量浓度的增

加而升高%当质量浓度
$

(8'.

5

'

.U

时$

!bY&)

的
MYY"

自由 基 清 除 活 性 高 于
V&!bY&)

%但 当 质 量 浓 度
(

(8'.

5

'

.U

时$

V&!bY&)

较
!bY&)

显示出更强的
MYY"

自

由基清除活性$当质量浓度达到
(8*.

5

'

.U

时$其
MYY"

自由基清除活性为
+T8-]

$而
!bY&)

为
+(8+]

$说明经硫

酸化修饰改变多糖的理化性质和空间构象使多糖
MYY"

自由基清除能力明显增强$同时$较高质量浓度的硫酸化

修饰的红枣多糖相比纯化红枣多糖有更高的
MYY"

自由

基清除能力$与宋见喜等)

;(

*结果一致%

'8;8'

!

总还原力
!

由图
-

可知$

!bY&)

和
V&!bY&)

均有一

定程度的还原力$并随着质量浓度的增加$两种红枣多糖

的还原力上升$为浓度依赖型%其中
V&!bY&)

较
!bY&)

显

示出 更 强 的 还 原 力$当
V&!bY&)

质 量 浓 度 达 到

(8*.

5

'

.U

时$其还原力最强$为
(8*;)

$而此时
!bY&)

的

还原力为
(8+),

%经过硫酸化修饰的红枣多糖相比纯化

红枣多糖还原力增高$可能与两种红枣多糖的分子量与

糖苷键有关%申进文等)

;)

*研究也发现多糖提取物具有较

强的体外抗氧化性能$其还原力随多糖浓度的增大逐渐

增强%

!!

综上$

V&!bY&)

对
MYY"

自由基的清除能力以及还原

图
-

!

!bY&)

和
V&!bY&)

的还原力作用

K0

5

6A9-

!

<39A9:6702

5B

4D9A9??97>4?!bY&)

/2:V&!bY&)

能力均优于
!bY&)

%这是因为多糖引入硫酸基后$改变了

多糖的空间构象$从而引起了生物活性的改变%

;

!

结论
结果表明$纯化红枣多糖和硫酸化红枣多糖均为吡

喃型多糖$由半乳糖(葡萄糖和阿拉伯糖
;

种单糖组成$

不含三螺旋结构$均为无规则片状形态%纯化红枣多糖

和硫酸化红枣多糖均具有较好的抗氧化性$且硫酸化红

枣多糖的抗氧化性强于纯化红枣多糖%综上所述$硫酸

化修饰并未破坏红枣多糖的主链结构$只取代多糖残基

上的某一些羟基$从而改变多糖的分子结构$提高其生物

活性$在抗氧化方面具有很好的应用前景$尤其在功能性

食品(医药领域以及化妆品行业的广泛应用%关于硫酸

化多糖体外活性与其取代度(分子量等的构效关系以及

作用机制有待进一步研究%
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