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摘 要:目的 研究化学修饰对川木瓜多糖抗氧化活性和α-葡萄糖苷酶抑制作用的影响。方法 对川木瓜多糖进行羧

甲基化、乙酰化、硫酸化修饰,用红外光谱表征结构,采用体外试验法测定川木瓜多糖及化学修饰产物的抗氧化活性及对

α-葡萄糖苷酶的抑制作用。结果 红外光谱显示,化学修饰多糖除了有原多糖的红外吸收外,还有羧甲基、乙酰基、硫酸

基的特征吸收峰。抗氧化活性试验表明各组分对 OH·和DPPH·具有一定清除作用,硫酸化多糖清除能力最强。羧

甲基川木瓜多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制作用较好,强于修饰前的活性。结论 通过化学修饰可增强川木瓜多糖的抗氧

化活性和对α-葡萄糖苷酶的抑制作用。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectofchemicalmodificationonantioxidantactivityof
Chaenomelesspeciosapolysaccharideanditsinhibitoryeffectonα-glucosidase. Methods TheChaenomeles
speciosapolysaccharidewasmodifiedbycarboxymethylation,acetylationandsulfuracidification.Thestructure
wascharacterizedbyinfraredspectrum.TheantioxidantactivityofChaenomelesspeciosapolysaccharideandits
chemicalmodifiedproductsanditsinhibitoryeffectonα-glucosidaseweredeterminedinvitro. Results The
infraredspectrumshowedthatthechemicallymodifiedpolysaccharidesnotonlyhadtheinfraredabsorptionof
theoriginalpolysaccharides,butalsohadthecharacteristicabsorptionpeaksofcarboxymethyl,acetylandsul-
furicacidgroups.Theantioxidantactivitytestshowedthateachcomponenthadacertainscavengingeffecton
OH·andDPPH·andtheremovalabilityofsulfidepolysaccharideswasthestrongest.Thecarboxymethyl
Chaenomelesspeciosapolysaccharidehadagoodinhibitoryeffectonα-glucosidase,whichwasstrongerthan
thatbeforemodification. Conclusion TheantioxidantactivityofChaenomelesspeciosapolysaccharideandits
inhibitoryeffectonα-glucosidasecanbeenhancedbychemicalmodification.
  Keywords: Chaenomelesspeciosa;polysaccharide;chemicalmodification;antioxidantactivity;α-gluco-

sidase
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  天然多糖是生物体内具有重要作用的大分子,许
多天然多糖具有多样的生物学活性,且其毒副作用低,

已广泛地运用于医药、食品、日化等行业。现代药理学

研究表明,天然多糖有抗肿瘤、抗衰老、降血糖、降血

脂、提高机体免疫力、防动脉硬化、抗菌等作用。但部

分天然多糖因存在着某些缺陷,如溶解性不好、易降

解、活性较弱等,限制了它们的应用,化学修饰是解决

多糖缺陷的有效途径之一。通过对多糖残基进行衍生

化,如磺酰化、硫酸化、乙酰化、羧甲基化等,可改善天

然多糖性能,提高多糖应用价值和拓宽用途。

川木瓜[Chaenomelesspeciosa(Sweet)]Nakai.又
名贴梗海棠、铁脚梨、酸木瓜等,为蔷薇科木瓜属,在我

国安徽、湖北、云南、广西等均有分布[1]。川木瓜主要

活性成分有三萜、有机酸、多糖、皂甙、黄酮、超氧化物

歧化酶等,具有降压、降糖、软化血管、护肝降酶和提高

人体免疫力等功效[2]。多糖为川木瓜的主要活性成分

之一,课题组从川木瓜中提取了多糖,并进行了相关的

活性测试,川木瓜多糖有一定的抗氧化作用,对α-葡
萄糖苷酶也有一定抑制作用。但也存在一些问题,主
要存在的问题有水溶性欠佳,抗氧化作用和对α-葡萄

糖苷酶的抑制作用与阳性对照物还有一定差距。针对

川木瓜多糖的这些问题,课题组对多糖分子进行化学

修饰,在分子中分别引入羧甲基、硫酸基、乙酰基,得到

三种改性多糖,进行活性测试,筛选出具有较好抗氧化

活性和对α-葡萄糖苷酶具有较好抑制作用的化学修

饰多糖。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器 材料:川木瓜鲜品,购于广西

百色市凌云县农贸市场,将鲜品洗净、切片、晾干、粉碎

过筛备用。试剂:1,1-二苯基-2-三硝基苯肼 (DPPH,

上海金穗生物科技公司);4-硝基酚-2-D-吡喃葡萄糖苷

(PNPG,上海金穗生物科技公司);木瓜蛋白酶(上海

原叶生物科技有限公司);α-葡萄糖苷酶(sigma公

司);阿卡波糖(德国拜耳公司);其余试剂均为分析纯。

仪器:CPA64型电子天平(北京赛多利斯仪器公司);

UV-1750紫外可见分光光度计(日本岛津);640-IR傅

利叶变换红外光谱仪(安捷伦科技有限公司);RE-
52AA型旋转蒸发仪(上海安亭实验仪器有限公司);

E-201-C型pH复合电极(上海精密科学仪器有限公

司);FD-1A-50真空冷冻干燥机(上海比朗仪器有限公

司);HHS-21-4电热式恒温水浴锅(江苏金坛宏凯仪

器厂)。

1.2 方法

1.2.1 川木瓜多糖提取与纯化 取川木瓜粉末,加入

1.5倍体积石油醚回流提取2h,过滤,晾干滤渣,回收

石油醚。将滤渣用85%乙醇再回流提取2h,过滤,晾
干滤渣,回收乙醇。将经石油醚和乙醇处理后的川木

瓜粉末加入蒸馏水,在85℃提取3h,减压过滤,滤渣

继续用蒸馏水在85℃下提取2次,过滤,合并滤液,旋
转蒸发浓缩滤液,浓缩至稍黏稠状态,用5倍85%乙

醇沉淀多糖,静置一段时间,待多糖沉降后,去上清液,

所得沉淀为粗多糖。得到的粗多糖溶液溶于蒸馏水

中,用木瓜蛋白酶联用Sevag法脱蛋白,在粗多糖溶液

中按1.5%的比例加入木瓜蛋白酶,55℃水浴酶解2
h,100℃灭酶10min,离心弃去沉淀。收集上清液,加
入Sevag试剂(V氯仿∶V正丁醇=4∶1)振荡15min,静
置分层后去胶状沉淀,反复操作几次,直到无明显胶状

沉淀为止。在脱蛋白后的多糖上清液中加入颗粒活性

炭进行脱色素,按10%的比例加入活性炭颗粒,30℃
条件下振荡5h,过滤得多糖溶液。将脱蛋白和脱色

素后的多糖提取液浓缩至一定体积,加入5倍85%乙

醇沉淀多糖,冰箱冷藏过夜,离心分离,去上清液,收集

多糖,冷冻干燥得精制多糖。

1.2.2 化学修饰川木瓜多糖的制备 羧甲基川木瓜

多糖的制备[3]:称取1.0g精制川木瓜多糖于三口瓶

中,加入50ml异丙醇,在常温下搅拌20min,缓慢加

入20%NaOH10ml,继续搅拌40min,加入0.2g氯

乙酸,升温至60℃反应4h,反应完成后,冷却至室温,

用稀盐酸调pH至中性,流动自来水透析24h,蒸馏水

透析24h,浓缩,3倍90%乙醇沉淀、离心,得沉淀多

糖,冻干后得羧甲基川木瓜多糖。

乙酰化川木瓜多糖的制备[4]:参照文献制备硫酸

化川木瓜多糖,称取1.0g精制川木瓜多糖于三口瓶,

加入30ml蒸馏水搅拌溶解,加4mol/LNaOH溶液

调pH值为9,滴加乙酸酐5ml,滴加过程中用NaOH
调节pH,使体系pH保持在9左右,反应2h,反应结

束后调pH值至中性,流动自来水透析24h,蒸馏水透

析24h,浓缩,3倍90%乙醇沉淀、离心,得沉淀多糖,

冻干后得乙酰化川木瓜多糖。

硫酸化川木瓜多糖的制备[5]:称取1.0g精制川

木瓜多糖于小烧杯中,加入30ml甲酰胺,磁力搅拌分

散均匀,将此分散体系转移至硫酸酯化 反 应 体 系

(V氯磺酸∶V吡啶=1∶5)中,升温至65℃反应2h,反应

结束 后 冷 却 至 室 温,转 移 至100 ml的 冰 水 中,用

NaOH溶液调pH值为7,流动自来水透析24h,蒸馏

水透析24h,浓缩,3倍90%乙醇沉淀、离心,得沉淀多
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糖,冻干后得硫酸化川木瓜多糖。

1.2.3 化学修饰川木瓜多糖的红外光谱分析 取少

量样品与溴化钾粉末研磨、压片,用红外光谱仪在

4000~400cm-1区间扫描分析。

1.2.4 化学修饰川木瓜多糖抗氧化活性

1.2.4.1 对OH·的清除作用 用水杨酸法进行测

定四种多糖对OH·的清除作用[6]。在试管中分别加

入不同浓度的多糖溶液2ml、5mmol/LFeSO42ml、

5mmol/L水杨酸-乙醇溶液2ml,后加入0.3% H2O2
2ml,在37℃恒温水浴反应30min,测510nm处吸光

度。实验重复3次,取平均值,计算清除率。

清除率%=[A0-(A1-A2)]/A0×100
式中,A0 为蒸馏水替代多糖溶液的吸光度,A1 为

加入多糖溶液后的吸光度,A2 为蒸馏水替代 H2O2 溶

液的吸光度。

1.2.4.2 对DPPH·的清除作用 测定DPPH·清

除作用参照文献的方法[7-8],略作修改进行。在试管中

加入0.2mg/mlDPPH·1ml,不同浓度的多糖溶液

1.5ml,在室温下反应30min,测517nm处的吸光度

值。以Vc作为阳性对照,实验重复3次,取平均值,

计算清除率。

清除率%=[A0-(A1- A2)]/A0×100
式中,A0 为无水乙醇水替代多糖溶液的吸光度,

A1 为加入多糖溶液后的吸光度,A2 为无水乙醇水替

代DPPH·的吸光度。

1.2.5 化学修饰川木瓜多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制

作用 参考文献测定多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制作

用[9]。在试管中依次加入2ml磷酸盐缓冲体系(pH
为6.8),0.1U/mlα-葡萄糖苷酶0.2ml,待测样品1
ml,于37℃恒温15min,加入20mmol/LPNPG0.3
ml,继 续37℃恒 温 反 应 20 min,加 入 0.1 mol/L
Na2CO32ml终止反应,在400nm处测定吸光度值。

实验重复3次,取平均值,计算抑制除率。

抑制率%=[A0-(A1- A2)]/A0×100
式中,A0 为磷酸缓冲液替代多糖溶液的吸光度,

A1 为加入待测样品溶液后的吸光度,A2 为磷酸缓冲

液替代PNPG的吸光度。

2 结果

2.1 川木瓜多糖及化学修饰川木瓜多糖的红外光谱

分析 川木瓜多糖的红外光谱如图1所示,分析可知,

在3444cm-1处强而宽的峰为-OH 的伸缩振动峰,

2929cm-1处为亚甲基C-H 伸缩振动峰,1463cm-1为

C-H的变角振动峰,这三组峰为典型糖类的特征峰;

1142cm-1和1099cm-1分别代表C-O-C和C-O的伸缩

振动峰,1010cm-1为C6-O-H 的角变振动峰[10],提示

结构中含有吡喃环。

图1 川木瓜多糖红外光谱

  图2~图4分别为羧甲基化川木瓜多糖、乙酰化

川木瓜多糖、硫酸化川木瓜多糖的红外谱图,从图可

知,三种修饰多糖基本保留了原多糖的特征吸收峰,但
也出现了一些新的特征吸收峰。羧甲基多糖在1627
cm-1、1429cm-1的吸收峰为-COO-的非对称和对称伸

缩振动吸收,1346cm-1为 O-H 的面内变角振动峰,

1028cm-1为C-O-C对称伸缩振动[11],羧甲基化形成

醚后吸收峰增强,这些均提示多糖已羧甲基化。乙酰

化多糖在2954cm-1、1454cm-1、1382cm-1处出现了

-CH3的特征吸收峰,1745cm-1为酯类C=O的伸缩振

动,1247cm-1为C-O伸缩振动明显加强,表明了乙酰

基的存在。硫酸化多糖的 OSO-3 主要特征峰在1242

cm-1、813cm-1、588cm-1,分别是S=O的伸缩振动峰、

C-O-S的伸缩振动峰、S=O的变角振动峰[12],几组特

征峰表明多糖已硫酸化修饰。

图2 羧甲基化川木瓜多糖红外光谱
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图3 乙酰化川木瓜多糖红外光谱

图4 硫酸化川木瓜多糖红外光谱

2.2 对OH·的清除作用 川木瓜多糖、化学修饰川

木瓜多糖、Vc对OH·的清除能力如图5所示。从图

5可知,各物质对OH·的清除能力均随浓度增加,还
原能力增强,呈量效关系。化学修饰多糖与原多糖对

比,硫酸化川木瓜多糖的清除作用明显高于原多糖,在
浓度为3mg·ml-1时,清除率可达87.92%,但比常见

的阳性参照Vc的清除作用要弱一些。乙酰化川木瓜

多糖比修饰前的清除作用稍微大一点,而羧甲基川木

瓜多糖的清除作用比修饰前清除作用降低,浓度为3
mg·ml-1时,清除率为52.36%。各物质对 OH·的

清除能力强弱为Vc>硫酸化川木瓜多糖>乙酰化川

木瓜多糖>川木瓜多糖>羧甲基化川木瓜多糖。

2.3 对DPPH·的清除作用 川木瓜多糖、化学修饰

川木瓜多糖、Vc对DPPH·的清除能力如图6所示。
从图6可知,各多糖对DPPH·均有一定清除作用,但
较Vc还有差距。硫酸化川木瓜多糖比修饰前的清除

能力明显提高,在低浓度时,清除率增长较快,当浓度

大于1.5mg·ml-1后,清除率增长相当缓慢。乙酰化

川木瓜多糖与修饰前的清除能力基本相当,浓度为3
mg·ml-1时清除率为70%左右。羧基甲川木瓜多糖

清除效果比修饰前降低,浓度为3mg·ml-1时清除率

为64.55%。

图5 多糖和Vc对OH·的清除作用

图6 多糖和Vc对DPPH·的清除作用

2.4 化学修饰川木瓜多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制作

用 川木瓜多糖、化学修饰川木瓜多糖、阿卡波糖对

α-葡萄糖苷酶的抑制作用如图7所示。几种多糖及阳

性参照阿卡波糖均对α-葡萄糖苷酶有抑制作用,随浓

度的增大抑制作用增强。在试验范围内,当浓度为

0.8mg·ml-1时,阿卡波糖、羧甲基化川木瓜多糖、川
木瓜多糖、硫酸化川木瓜多糖、乙酰化川木瓜多糖的抑

制率 分 别 为90.35%、84.61%、72.41%、65.10%、

47.74%。化学修饰的取代基对α-葡萄糖苷酶的抑制

能力有较大的影响。羧甲基川木瓜多糖对α-葡萄糖

苷酶的抑制作用在高浓度范围接近阿卡波糖,而乙酰

化多糖和硫酸化多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制作用相

对修饰前较弱。各物质对α-葡萄糖苷酶的抑制能力

强弱为阿卡波糖>羧甲基化川木瓜多糖>川木瓜多

糖>硫酸化川木瓜多糖>乙酰化川木瓜多糖。

3 讨论

本文从川木瓜中提取分离出川木瓜多糖,并对多

糖进行羧甲基化、乙酰化、硫酸化修饰,用红外光谱对

原多糖和修饰后的多糖进行表征,考察了几种多糖对

OH·和DPPH·的清除作用,以及对α-葡萄糖苷酶
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图7 多糖和阿卡波糖对α-葡萄糖苷酶的抑制作用

的抑制作用。红外光谱结果显示,几种取代基成功接

枝到川木瓜多糖的结构中,得到了三种化学修饰多糖。
三种化学修饰多糖中,硫酸化川木瓜多糖对 OH·和

DPPH·的清除作用比原多糖的增强。对 OH·和

DPPH·的清除作用是评价物质抗氧化活性的重要指

标,其作用机制可以是直接作用在自由基,或是间接消

耗掉容易生成自由基的物质,防止发生 进 一 步 反

应[13]。羧甲基川木瓜多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制作

用明显优于修饰前的活性。α-葡萄糖苷酶抑制剂可以

延缓单糖吸收,降低餐后高血糖,使胰岛素的分泌得到

改善,成为我国糖尿病防治指南推荐的一线药物。本

试验初步筛选出有较高活性的多糖衍生物,不同的取

代基对多糖的活性有较显著的影响。修饰基团对活性

影响的相关的机理研究还有待考证。在后续的研究中

应进一步讨论化学修饰方法、取代度等因素对活性的

影响,同时还应考虑化学修饰后多糖的毒副作用的变

化。
天然多糖的结构复杂,其性质与它的单糖组成、分

子量、空间构象、糖苷键类型、分支度等因素密切相

关[14]。多糖的结构修饰是多糖天然产物研究的一个

重要方向,它可以改善水溶性、增强活性或产生新的活

性、降低毒副作用等,可通过结构修饰拓宽其应用范

围。
广西凌云县种植有5000多亩川木瓜,川木瓜是凌

云县的特产,在当地目前主要作腌制水果食用,与之相

对应的高附加值产品开发非常滞后,几乎没有深加工

产业链,造成了资源的浪费。通过多糖分子改性来提

高川木瓜多糖的生物学活性,深加工开发具有高活性

的改性川木瓜多糖,可应用在药品、食品、保健品等行

业,具有良好市场前景,显著提高川木瓜产业附加值,
不仅可以优化资源利用,而且可以拉动当地的经济发

展。
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