
肠浒苔多糖的羧甲基化修饰及其抗氧化活性研究

李霞2，胡楠 2，赵启迪 2，黄健玲 2，李培骏 2，周玉恒 1*

（1. 广西植物功能物质研究与利用重点实验室 广西植物研究所，广西 桂林 541006；2. 桂林理工大学化

学与生物工程学院，广西 桂林 541006）

摘要：采用氢氧化钠-氯乙酸的化学反应体系制备羧甲基化肠浒苔多糖，以获得不同取代度的羧甲基化肠浒

苔多糖。取代度的大小受氢氧化钠浓度、反应温度和反应时间的影响。当氢氧化钠浓度 20%、反应温度 60℃、

反应时间 3 h时，得到羧甲基化的最大取代度为 0.781。通过体外抗氧化来评价不同羧甲基化肠浒苔多糖的

抗氧化活性。当羧甲基化肠浒苔多糖的浓度为 1.6 mg·mL-1时，羧甲基化肠浒苔多糖清除羟自由基超、氧

阴离子自由基的能力分别为 44.45%、51.98%，其清除DPPH自由基清除率和还原能力分别为16.75%、0.4576。

与修饰前的相比羟基自由基、超氧阴离子的清除能力均较有大幅度提高，羧甲基化修饰对肠浒苔多糖的

DPPH自由基和还原力有减弱作用。以上结果表明，羧甲基化修饰引起的肠浒苔多糖的结构变化可提高其

抗氧化活性。
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Abstract: Enteromorpha intestinalis polysaccharides carboxymethylation (EIPC) were made in
the NaOH-chloroacetic acid chemical reaction system to obtain carboxymethylated gut
polysaccharides with different degrees of substitution. The degree of substitution was affected by
the sodium hydroxide concentration, the reaction temperature and the reaction time. When the
sodium hydroxide concentration was 20%, the reaction temperature was 60 °C, and the reaction
time was 3 h, the maximum degree of substitution for carboxymethylation was 0.781. The
antioxidant activity of different Enteromorpha intesinalis polysaccharide carboxymethylation was
evaluated by in vitro antioxidant. At the concentration of EPIC was 1.6 mg·mL-1, the scavenging
activity to hydroxyl free radical and superoxide anion free radical were 44.45% and 51.98%, the
ability of scavenging DPPH free radical and reducing ability were 16.75% and 0.4576. Compared
with the pre-modification, the scavenging ability of hydroxyl radicals and superoxide anion was
greatly improved, and the carboxymethylation modification had a weakening effect on DPPH free
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radicals and reducing power of polysaccharides. The above results indicate that the structural
changes of the polysaccharides caused by carboxymethylation can increase its antioxidant activity.
Key words: Enteromorpha intestinalis，polysaccharide，carboxymethyl modification，substituting
degrees，antioxidant activity

浒苔是一种大型的绿藻，具有较大经济价值，民间称苔条、海苔，为绿藻门石莼目石莼

科植物。浒苔属在全世界范围内，已经发现的有约有 40种，我国约有 11种，我国的品种主

要有小管浒苔、肠浒苔、条浒苔、扁浒苔等四种，都是生长在潮湿地带（孙士红，2007）。
浒苔藻体晾干或风干后可以作为中草药使用，也可以做成食品，或者加工成饲料。浒苔中营

养成分种类多，含量丰富，含有人体必需的维生素、氨基酸、多种矿物质和脂肪酸(吴闯等，

2013)。浒苔多糖具有多种生物学活性，现有的文献报道了其活性作用主要体现在抗氧化、

免疫调节、降血脂和抗肿瘤等方面（Kim et al，2011；石学连等，2009；Jiao et al，2009；
林文庭和张智芳，2009；陈芳容等，2012；Li et al，2013；Jiao et al，2010）。

对多糖进行合理的化学修饰可以改变多糖的生物活性（Wang et al，2013）。目前，对多

糖化学修饰或分子修饰的常见方法分为化学法、物理法和生物法，其中，在生产中应用得使

用较多的一种处理方法是羧甲基化（申林卉，2013）。研究表明，多糖经过羧甲基化修饰处

理后，可以显著提高其水溶性，并且其生物活性得到显著增强，或者被赋予了新的生物活性。

Parvathy et al（2005）报道了羧甲基化半乳-甘露聚糖的溶解度显著提高。王雁等人（2000）
通过修饰得到羧甲基化虎奶多糖，虎奶多糖几乎不溶于水，修饰后的溶解性最高可达 30
mg·mL-1以上，大大增加了机体对其的吸收率，且修饰后的多糖对 Fe2+-VC引起的大鼠肝

脏线粒体脂质过氧化显著抑制，对膜流动性的降低有良好的抑制效果，同时能抑制线粒体的

肿胀。

本文对肠浒苔多糖进行羧甲基化修饰，以获得不同取代度的肠浒苔多糖，并探索结构修

饰对肠浒苔多糖体外抗氧化活性的影响，探究其变化规律，为开发浒苔多糖的生物功效奠定

理论基础。

1.材料与方法

1.1材料

1.1.1原料与试剂

肠浒苔（Enteromorpha intesinalis），采于中国浙江杭州湾，由宁波大学朱文荣教授鉴定。

氢氧化钠，异丙醇，氯乙酸，浓盐酸，浓硫酸、邻苯三酚、三氯乙酸，三氯化铁，双氧水，

磷酸二氢钠、磷酸氢二钠，硫代巴比妥酸，抗坏血酸，乙二胺四乙酸二胺等试剂均为国产分

析纯：DPPH，东京化成工业株式会社。

1.1.2仪器与设备

控温磁力搅拌器，上海志成电器有限公司；旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；电子天

平，梅特勒-托利多仪器有限公司；集热式恒温加热磁力搅拌器，巩义市子华仪器有限公司；

酸度计，赛多利斯科学仪器（北京）；DL-5-8 型离心机，上海安亭科学仪器厂；UV760CRT
紫外可见分光光度计，上海傲谱分析仪器有限公司；傅立叶红外光谱仪，美国 Thermo Fisher
公司；冷冻真空干燥机，北京博医康实验仪器有限公司。

1.2方法

1.2.1 肠浒苔多糖提取

肠浒苔洗净，于 50℃下烘干，粉碎过 20目筛，80%的乙醇 85℃冷凝回流提取 3次，每

次 2 h，分离残渣并干燥。称取上述残渣 5 g，按照一定料液比加入蒸馏水，水浴提取，抽滤，

滤液离心得上清液浓缩，加入 4 倍体积无水乙醇沉淀，4℃静置 48 h，4000 r·min-1，离心
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15 min，取沉淀干燥，得到肠浒苔粗多糖（Enteromorpha intesinalis polysaccharide, EIP）（刘

玉凤等，2016）。
1.2.2 羧甲基化肠浒苔多糖

肠浒苔粗多糖羧甲基化采用氢氧化钠-氯乙酸化学法进行制备（Silva et al，2004）。称量

120 mg 肠浒苔多糖，加入 10 mL 20% NaOH和 25 mL的异丙醇溶液，冰浴，搅拌 3 h 后制

成均匀悬浊液。将混合液（25 mL异丙醇溶有 3 g氯乙酸和 10 mL 20% NaOH制备的混合液）

缓慢滴入反应体系中，逐渐升温至 60℃，搅拌 3 h，停止反应，冷却至室温。用 1 mol·L-1

的盐酸调 pH=7。用流水和蒸馏水分别透析 48 h。旋转蒸发溶液，冷冻干燥，得到羧甲基化

肠浒苔多糖(Enteromorpha intesinalis polysaccharide carboxymethylation, EIPC)。
1.2.3 红外光谱分析

分别称取 2 mg 的 EIP 和 EIPC加入 100 mg干燥 KBr于玛瑙研钵中，研磨均匀，压片。

进行红外光谱扫描，扫描范围为 4000～400 cm-1。

1.2.4 EIP羧甲基单因素试验

NaOH浓度：称取 EIP 120 mg，在氯乙酸用量 3 g，反应温度 60℃，反应时间 3 h条件

下，考察不同 NaOH浓度（10%、15%、20%、25%、30%）对浒苔多糖羧甲基化取代度的

影响。

反应温度：称取 EIP 120 mg，在氯乙酸用量 3 g，20% NaOH浓度，反应时间 3 h 条件

下，考察不同温度（40℃、50℃、60℃、70℃、80℃）对浒苔多糖羧甲基化取代度的影响。

反应时间：称取 EIP 120 mg，在氯乙酸用量 3 g，反应温度 60℃，20% NaOH浓度条件

下，考察不同反应时间（1 h、2 h、3 h、4 h、5 h）对浒苔多糖羧甲基化取代度的影响。

1.2.5 EIPC羧甲基化取代度测定

于试管中分别加入 0.25 mL 0.5 mg·mL-1的 EIPC溶液和 0.25 mL浓硫酸，混匀，125℃
加热 3 h后取出，再加入 2 mL 2,7-二羟基萘溶液，混匀后于沸水浴中加热 20 min，冷却至室

温，最后加入 2 mL的蒸馏水，以样品空为对照，测定其 520 nm吸收值（Eyler et al，1947）。
同时，用羟基乙酸替代多糖样品计算每克多糖样品中羟基乙酸的克数，记为 A，按以下公式，

计算 EIPC取代度的值：

DS=162A/(76-80A)
其中，DS为取代度，A为每克样品中羟基乙酸的克数

1.2.6 EIPC抗氧化活性测定

通过测定 EIPC对 DPPH自由基、超氧阴离子自由基、羟基自由基的清除能力和还原能

力（刘玉凤等，2016）来判断 EIPC的抗氧化活性。本试验旨在比较不同取代度羧甲基化肠

浒苔多糖的抗氧化活性，并将不同取代度的样品配制成 0、0.1、0.2、0.4、0.8、1.6 mg·mL-1

等 6种不同浓度样品。

（1）DPPH自由基清除能力测定

量取配制的待测样品液 2.0 mL，加入 2.0 mL 0.04 mg·mL-1 DPPH溶液（无水乙醇作为

溶剂），充分混匀后室温下避光反应 30 min，在波长 517 nm 处测定其吸光度 Ai，同时测定

无水乙醇（2.0 ml）与 DPPH（2.0 mL）混合液的吸光度 Ac，无水乙醇（2.0 mL）和样品液

（2.0 mL）混合液的吸光度 Aj，则 DPPH自由基清除率计算公式：K (%)=[1-(Ai-Aj)/Ac]×100。
（2）超氧阴离子清除能力测定

精确量取 4.5 mL Tris-HCl 溶液（50 mmol·L-1，pH=8.2）于试管，在 25℃温水中预热

20 min，之后依次加入同样预热条件下预热的邻苯三酚溶液（25 mmo1·L-1）0.3 mL和样品

0.2 mL，并迅速混匀倒入比色皿，波长 319 nm处测定吸光度 At，每 30 s测一次，测定 8次。

以去离子水作为空白对照，同样操作条件下测定并计算邻苯三酚自氧化速率 V0。以 At为纵

坐标，时间为横坐标作图，计算斜率 Vt。超氧阴离子自由基清除率计算公式：K
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(%)=(1-Vt/V0)×100。
（3）羟基自由基的清除能力测定

取 0.2 mL 的 FeSO4-EDTA混合液（10 mmol·L-1）于带塞试管中，加入 0.2 mL 的α-脱
氧核糖溶液（20 mmol·L-1），然后再加入 0.2 mL样品，并用磷酸缓冲液（0.2 mol·L-1, pH=7.4）
定容至 1.8 mL，然后加入 0.2 mL的 H2O2（10 mmol·L-1），40℃恒温水浴 1 h，加入 1 mL 2.8%
的三氯乙酸终止反应，再加入 1 mL 1%硫代巴比妥酸，混匀之后于沸水浴中加热 10 min，冷

却后于 532 nm 处测光吸收值 AS。以去离子水为阴性对照，测定吸光值 A0，抗坏血酸为阳

性对照，测定吸光值 AC。则样品的自由基清除能力计算公式：

K（%）=[1-（AS–A0）/（AC–A0）]×100%
（4）还原能力测定

移取 0.5 mL 羧甲基化多糖溶液与试管中，并加入 0.5 mL 0.2 mol·L-1 PBS 缓冲液

（pH=6.7）和 0.5 mL 1%铁氰化钾溶液，50℃水浴锅恒温 20 min 后冷却，加入 0.5 mL 10%
三氯乙酸溶液，依次加入 2 mL蒸馏水，0.5 mL 0.1%的 FeCl3溶液充分混匀，静置 10 min后，

在紫外-可见分光光度计 700 nm波长处测定溶液吸光值。

2 结果与分析

2.1红外光谱分析

将 EIP和 EIPC样品置于傅里叶红外光谱分析仪 Nicolet iS 10中进行光谱表征，其测定

红外光谱波长范围为 4000～400 cm-1，结果见图 1。

图 1 EIP和 EIPC红外光谱

Fig.1 IR spectrum of EIP and EIPC

肠浒苔多糖的羧甲基化修饰产物，不但具有多糖的特征红外吸收峰：3441 cm-1（O-H）、
1260 cm-1、1204 cm-1、1077 cm-1（C-O-H），而且在 1611 cm-1羧基（-COOH）的 C=O 非对

称振动吸收峰、1422 cm-1处与羧基相连的甲基（-CH3）的 C-H变角振动吸收、1328 cm-1处

C=O的对称伸缩吸收增强明显，表明了羧甲基化肠浒苔多糖中羧甲基（-CH2-COOH）的存

在。

2.2单因素试验

设置 NaOH浓度 10%、15%～30%，反应温度 40℃、50℃～80℃，反应时间 1 h、2 h～5
h，研究不同因素对肠浒苔多糖羧甲基化取代度的影响，其结果见图 2。
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注：A. NaOH浓度；B. 反应温度；C. 反应时间。

Note：A. the concentration of NaOH；B. reaction temperature；C. reaction time.

图 2不同因素对 EIPC 取代度的影响

Fig.2 Effects of different factors on the DS of EIPC
EIPC的取代度随 NaOH质量分数的增大呈现先增大后减小的趋势，NaOH质量分数为

20%时，取代度达到最大，为 0.701。由于随着 NaOH质量分数的增加，NaOH的总量增加，

分子渗透到多糖分子的机率增加，使得肠浒苔多糖溶胀更充分，活性中心也随之增加，其与

氯乙酸接触反应的机会增多，相应醚化反应效率更高，从而使反应的取代度增加。但是，如

果溶液中存在过量的 NaOH，会导致氯乙酸发生副反应，使得氯乙酸利用率降低，反而会降

低取代度。因此，选择氢氧化钠-氯乙酸化学法修饰肠浒苔多糖的 NaOH质量分数为 20%。

EIPC的取代度随反应温度升高呈现先增大后减小的趋势。温度逐渐升高，分子运动速

度加快，分子间相互碰撞机会增加，使多糖的取代度不断增加。当反应温度到 60℃时，EIPC
的取代度最大，为 0.701。当温度继续升高，造成氯乙酸水解副产物增多和多糖在碱性介质

中发生降解而使 EIPC取代度降低。因此，选择氢氧化钠-氯乙酸化学法修饰肠浒苔多糖的反

应温度为 60℃。

随着加热反应时间的增加，EIPC取代度增加。加热时间 1～3 h，随着加热时间增加，

反应活性中心增多，醚化反应速率加快，因此 EIPC的取代度显著增加。当加热时间超过 3 h
后，既会造成反应速率加快，但又使其副产物增多或不稳定中间产物分解，造成其取代度几

乎不再增加。过长的加热时间不仅费时，也会造成能源浪费。因此，综合考虑选择氢氧化钠

-氯乙酸化学法修饰肠浒苔多糖的反应时间为 3 h，此时取代度为 0.702。
2.3肠浒苔多糖羧甲基化修饰对抗氧化活性的影响

2.3.1 DPPH自由基清除能力

随着取代度的不断增大，EIPC对 DPPH自由基的清除作用呈下降趋势。总体上来看取
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代度和清除率之间并呈现比较明显线性规律，说明羧甲基化修饰的取代度越大，肠浒苔多糖

对 DPPH 自由基的清除能力越弱，表明羧甲基化修饰不利于肠浒苔多糖清除 DPPH 自由基

（图 3）。
EIP和 EIPC对 DPPH自由基的清除作用均是随着多糖浓度的增大而增大，当多糖浓度

为 0.8 mg·mL-1时，对 DPPH自由基的清除效果最好，其值分别为 20.14%、39.24%，当大

于 0.8 mg·mL-1时，EIP和 EIPC对 DPPH自由基的清除能力有所下降。在同一浓度下，EIP
的清除率是 EIPC的 2倍（图 4）。
2.3.2还原性能力

多糖的还原能力与其吸光度值呈正相关，吸光度值越大表明其还原能力越强。故通过比

较吸光度值的大小可以用来评价多糖的抗氧化性强弱。随着取代度的不断增大，羧甲基化肠

浒苔多糖的还原性作用呈下降的趋势，即羧甲基化修饰的取代度越大，肠浒苔多糖的还原性

能力越弱，表明羧甲基化修饰不利于肠浒苔多糖还原性的发挥（图 3）。
在一定的浓度范围内，EIP 和 EIPC 的还原能力与浓度呈正相关，当多糖浓度为 0.8

mg·mL-1时，吸光度值分别为 1.26、0.59，当浓度大于 0.8 mg·mL-1时，其清除能力均略有

下降。与 Vc相比，EIP和 EIPC的还原能力都比较低，且 EIPC的还原能力最低（图 4）。
2.3.3 羟基自由基清除能力

随着取代度的不断增大，羧甲基化肠浒苔多糖对羟自由基的清除作用呈上升趋势。在

一定的取代度范围内 EIPC对羟自由基的清除率呈持续上升的趋势，总体上，羧甲基化修饰

的取代度越大，肠浒苔多糖的清除羟自由基的能力越弱，表明羧甲基化修饰有利于肠浒苔多

糖清除羟自由基（图 3）。
EIP 和 EIPC 的羟基自由基清除能力均是随着浓度的增大而缓慢增大。当浓度为 1.6

mg·mL-1时，羟基自由基的清除能力趋于平缓，其值分别为 19.84%、44.45%。同一浓度下，

羧甲基化修饰后的肠浒苔多糖清除率将近是未羧甲基化的 2倍。与 Vc的羟基自由基清除能

力对比，修饰后的清除能力显著增加，说明肠浒苔多糖的羧甲基化修饰有利于其对羟基自由

基的清除能力（图 4）。
2.3.4 超氧阴离子清除能力

EIPC对超氧阴离子自由基的清除能力，总体上是随着取代度的增大而增大，与其对羟

自由基的清除率类似（图 3）。
EIP 和 EIPC 对超氧阴离子的清除作用均是随着浓度的增大而增大，当浓度为 1.6

mg·mL-1时，其超氧阴离子的清除能力分别为 28.94%、51.98%。同一浓度下，羧甲基化修

饰的肠浒苔多糖清除率与未修饰的相比，其超氧阴离子的清除能力有很大的提升，说明羧甲

基化修饰对肠浒苔多糖清除超氧阴离子能力的有显著的增强作用。说明肠浒苔多糖的羧甲基

化修饰有利于其对超氧阴离子的清除作用（图 4）。
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注：A. 取代度与其 DPPH自由基的清除作用的关系；B. 取代度与其还原性能力的关

系；C. 取代度与其清除羟自由基能力的关系；D. 取代度与其清除超氧阴离子能力的关系。

Note：A. Relationship between substituting degrees and its DPPH free radical scavenging
effect；B. Relationship between substituting degrees and its reducing ability；C. Relationship
between substituting degrees and its ability to scavenge hydroxyl radicals；D. Relationship

between substituting degrees and its ability to scavenge superoxide anion.

图 3 取代度对肠浒苔多糖羧甲基化抗氧化活性的影响

Fig. 3 Effect of Substitution Degree on Antioxidant Activity of Enteromorpha intestinalis
polysaccharides carboxymethylation

注：A. 修饰前后对 DPPH自由基的清除作用；B. 修饰前后的还原性能力；C. 修饰前

后的羟基自由基清除能力；D. 修饰前后的超氧阴离子清除能力。

Note：A. Scavenging effect of DPPH free radicals before and after modification；B. Reducing
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ability before and after modification；C. Hydroxyl radical scavenging ability before and after
modification；D. Superoxide anion scavenging ability before and after modification.

图 4 修饰前后肠浒苔多糖的抗氧化活性

Fig. 4 Antioxidant activity of Enteromorpha intestinalis polysaccharides before and after
modification

3 结论

通过氢氧化钠-氯乙酸法对肠浒苔多糖进行羧甲基化修饰，羧甲基化程度受氢氧化钠浓

度、反应温度及反应时间的影响。当 120 mg肠浒苔多糖、20%的异丙醇-氢氧化钠浓、3.0 g
氯乙酸、反应温度 60℃、反应时间 3 h，EIPC的取代度最大，为 0.781。在该实验中，肠浒

苔多糖对清除羟自由基以及清除超氧阴离子自由基的能力的增幅比较大，当浓度为

1.6mg·mL-1时，对羟自由基的清除效果由原来的 22.45%增加到了 44.46%，清除超氧阴离

子自由基的能力由 28.94%增加到了 51.98%。而其清除 DPPH自由基的能力和还原性能力均

随着肠浒苔多糖浓度的增大而增大，但是修饰后的肠浒苔多糖清除 DPPH 自由基的能力和

还原性能力均降低。可能是由于在化学修饰后，活性部位被修饰，而导致抗氧化活性的差异。

随着取代度的增大，对清除羟自由基以及清除超氧阴离子自由基的能力而呈非线性增大，对

清除 DPPH 自由基的能力和还原性能力而减小，羧甲基化修饰可以改变肠浒苔多糖的抗氧

化活性，但是羧甲基化修饰的取代度并不是影响其抗氧化活性的唯一因素。因此，化学修饰

是改变肠浒苔多糖活性的一种重要手段，无论是在生产应用上，还是在活性部位识别的研究

上，都有重要的意义。
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