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硫酸化修饰对椰子吸器多糖结构和
抗氧化活性的影响

阚金涛1,2,3，皮正林4，杨锴莉4，赵津好1,2,3，刘笑焱1,2,3，张玉锋1,2,3, *

（1.中国热带农业科学院椰子研究所，海南文昌 571339；
2.海南省椰子深加工工程技术研究中心，海南文昌 571339；

3.国家重要热带作物工程技术研究中心（椰子研发部），海南文昌 571339；
4.云南农业大学热带作物学院，云南普洱 665000）

摘　要：为探讨硫酸化修饰对椰子吸器多糖（Coconut Haustorium Polysaccharide，CHP）结构功能的影响，以椰子

吸器为原料，提取多糖后分别用含有不同比例的氯磺酸-吡啶（v/v，mL/mL：1/2、1/3和 1/4）的硫酸化试剂制备

3种硫酸化椰子吸器多糖（SCHP-2、SCHP-3、SCHP-4），并对其基本化学组成、结构特征和体外抗氧化活性进行

对比分析。结果表明，三种硫酸化试剂都能对 CHP进行分子修饰（红外光谱中 1100~1250 cm−1 和 820 cm−1 附近分

别有 S=O和 C-O-S的特征峰），且氯磺酸/吡啶为 1:2时的取代度（Degree of Substitution，DS）最高，达 0.75。
三种 SCHP的总糖、糖醛酸含量和分子量大小较 CHP都有所降低，单糖摩尔含量也有所改变，热稳定性略微减弱

（多糖降解温度分别由 CHP的 211.17 ℃ 和 282.01 ℃ 降低到 SCHP的 194.86~207.70 ℃ 和 233.35~262.46 ℃）。体

外抗氧化实验结果显示，SCHP对 DPPH和羟基自由基的清除活性都低于 CHP，且 DS越大，活性降低程度越明

显；而对 ABTS+自由基的清除能力和亚铁离子螯合能力而言，增加 DS却可以提高其活性，8 mg/mL时，SCHP-2
对 ABTS+自由基的清除率（54.82%）和亚铁离子的螯合率（15.59%）显著（P<0.05）高于 CHP（33.67%和

8.86%）。研究结果可为椰子吸器多糖的改性修饰和功能化应用提供支撑。
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Abstract： To  investigate  the  effect  of  sulfated  modification  on  the  structure  and  function  of  coconut  haustorium
polysaccharide (CHP), three kinds of sulfated coconut haustorium polysaccharides (SCHP-2, SCHP-3, and SCHP-4) were
prepared using sulfation reagents containing different ratios of chlorosulfonic acid and pyridine (v/v, mL/mL: 1/2, 1/3, and
1/4) after extracting CHP from the raw materials of coconut haustorium, and their basic chemical compositions, structural
characteristics and antioxidant activity in vitro were compared and analyzed. Results showed that all three sulfation reagents
were able  to  modify CHP (characteristic  peaks of  S=O and C-O-S were observed near  1100~1250 cm−1 and 820 cm−1  in
infrared spectra, respectively), and the degree of substitution (DS) was the highest (0.75) at the ratio of chlorosulfonic acid
and pyridine for 1/2. The total sugar, uronic acid content, and molecular weight of the three SCHP decreased, and the molar
content of monosaccharides also changed when comparing with that of CHP. The thermal stability had slightly weakened
as  well  (the  degradation  temperature  of  polysaccharides  decreased  from  211.17 ℃  and  282.01 ℃  of  CHP  to  194.86~
207.70 ℃ and 233.35~262.46 ℃ of SCHP, respectively).  The results of antioxidant experiments  in vitro showed that the
scavenging activity of SCHP on DPPH and hydroxyl radicals was lower than that of CHP, and the larger the DS was, the
more  obvious  the  decrease  in  activity  was.  In  terms  of  the  ABTS+  radicals  scavenging  ability  and  ferrous  ions  chelating
activity,  increasing  DS could  enhance  the  activity  of  SCHP.  At  8  mg/mL,  the  ABTS+  radicals  scavenging  rate  (54.82%)
and  ferrous  ions  chelating  rate  (15.59%)  of  SCHP-2  were  significantly  (P<0.05)  higher  than  CHP  (33.67% and  8.86%).
These  results  would  provide  the  support  for  the  modification  and  functional  application  of  coconut  haustorium
polysaccharides.

Key words：coconut haustorium polysaccharide；sulfation；substitution degree；antioxidant activity；structure property

椰子（Cocos nucifera L.）萌发过程中会形成一种

海绵状吸收器官——吸器，它能够分泌高活性的脂肪

酶、纤维素酶和蛋白酶等，从胚乳中吸收营养，为胚

芽的萌发提供营养物质[1−3]。目前，国内外对椰子吸

器的研究还比较少，主要集中在萌发过程中吸器的

微观结构、形态特征和基本成分变化等方面。如

Yukio[4] 和陈良秋等[5] 发现椰子萌发过程中，吸器的

表皮组织会形成与降解椰肉紧密相连的波状结构，

积累较多的蔗糖和淀粉并形成淀粉粒和油滴。李静

等[6] 研究发现随着高种椰子萌发时间的延长，吸器

中多酚和可溶性蛋白的含量分别由 410.00 μg/g和

0.34 g/L降低到 185.29 μg/g和 0.12 g/L。Arivalagan
等[7] 证实用椰子吸器粉末部分替代大米和玉米粉可

提高膨化食品的营养品质和抗氧化活性。另外，吸器

富含糖类、蛋白、矿物质等营养成分，尤其是可溶性

糖含量高达 44.2%[8]，是制备植物多糖的潜在原料。

课题组前期发现，椰子吸器粗多糖是一种以葡萄糖

为主的酸性杂多糖，6 mg/mL时对 DPPH自由基和

羟自由基的清除率分别为 82.49%和 85.83%，同时

具有一定的 α-葡萄糖苷酶抑制能力（100 mg/mL时

的抑制率为 69.91%），但其活性仍然显著弱于抗坏血

酸（VC）和阿卡波糖，同时存在易潮解、热稳定性差

等缺点[9]，有必要进行分子修饰以提高其开发利用

价值。

当前，植物多糖的分子修饰方法主要包含超声

波和离子辐射等物理改性和硫酸化、磷酸化、羧甲基

化等化学改性两大类[10]。其中，硫酸化修饰是将硫酸

化试剂中的硫酸根离子接枝到多糖链的某些羟基上

的一种化学修饰方法，应用最为广泛[11]。如 Cao等[12]

发现，与山慈姑（Amana edulis）多糖相比，硫酸化修

饰后的多糖对 DPPH自由基、ABTS+自由基的清除

率和还原力均有很大程度地改善，而总糖和蛋白质含

量，以及对羟基自由基的清除能力和 Fe2+螯合能力却

有所降低。Li等 [13] 证实硫酸化修饰可提高绿菇

（Russula virescens）多糖的水解性以及体外抗氧化、

抑菌、抗凝血和抗肿瘤作用，但也会导致多糖和蛋白

质含量降低，并且在取代度（DS）超过 0.34时，多糖

的三股螺旋结构也会降解为线性。另外，硫酸化修饰

还可改善小球藻（Chlorella sp.22）多糖的体外抗氧化

和抗肿瘤活性，修饰多糖对 DPPH自由基和宫颈癌

细胞增殖的半数清除/抑制浓度（IC50）分别由原来的

29.28 mg/mL和 960.16 μg/mL降低至 14.49 mg/mL
和 658.19 μg/mL[14]。Zhang等[15] 也指出硫酸化修饰

可以提高植物乳杆菌胞外多糖的体外自由基清除活

性，并有效降低蜡状芽孢杆菌肠毒素诱导的 Caco-
2细胞损伤。而关于椰子多糖分子修饰的研究鲜有

报道，硫酸化修饰对吸器多糖的构效关系变化尚不

清楚。

因此，本研究拟以前期制备的椰子吸器多糖

（CHP）为原料，利用氯磺酸-吡啶法制备不同取代度

的硫酸化椰子吸器多糖（SCHP），并借助红外光谱、

热重分析和离子色谱等技术评价硫酸化修饰对多糖

化学组成（多糖、蛋白质、糖醛酸等），分子量大小、单

糖组成、热稳定性等结构特征以及体外抗氧化活性

的影响，评估硫酸化修饰改善 CHP理化功能性质的

潜力，为拓宽其适用范围，提高椰子吸器的附加值提

供依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

椰子吸器　由文昌市东郊镇椰子加工厂提供；

岩藻糖、鼠李糖、葡萄糖、半乳糖醛酸等单糖标

准品　均为色谱级，纯度>98%，购自美国 Sigma公
司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、2,2'-氮化氮

（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）（ABTS）、牛血清白蛋
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白、N,N-二甲基甲酰胺、氯仿、正丁醇、AB-8大孔树

脂、氯磺酸、吡啶等　均为分析纯，购于上海泰坦科

技有限公司。

UV-1600紫外可见分光光度计　上海翱艺仪器

有限公司；DAWN HELEOS-II 18角度激光光散射

仪　美国怀雅特公司；Nicolet67傅里叶红外光谱仪

　美国赛默飞世尔公司；ICS-3000离子色谱仪　美

国戴安公司；TGA 8000热重分析仪　上海珀金埃尔

默企业管理有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   多糖样品的制备　 

1.2.1.1   椰子吸器粗多糖（CHP）制备　将新鲜椰子

吸器用蒸馏水洗涤后，于 50 ℃ 鼓风干燥 48 h，粉碎

过 60目筛，得到吸器粉末。取吸器粉末与 3倍体积

的 95%乙醇（m/v，g/mL）在 70 ℃ 回流脱脂 8 h，将
脱脂粉末于 50 ℃ 干燥至恒重。然后按照 1:20料液

比（m/m，g/g）将脱脂粉末与去离子水混合后于 90 ℃
提取 2 h，4000 r/min离心 20 min，收集上清液，取残

渣重复提取两次后合并上清液，在 55 ℃ 下减压浓

缩至原体积的 1/4，取浓缩液用 Savage试剂脱蛋白

后，重复多次直到无肉眼可见的蛋白质为止；将提

取液于 55 ℃ 减压蒸发去除残留 Savage试剂，以

15:1的质量比与 AB-8大孔树脂（m/m，g/g）混合，

于 4 ℃ 振荡脱色 12 h；滤除树脂并加入 4倍体积的

无水乙醇，4 ℃ 沉淀 24 h，4000 r/min离心 20 min收

集沉淀，冷冻干燥后得到吸器多糖（CHP）[16]。 

1.2.1.2   硫酸化椰子吸器多糖（SCHP）的制备　首

先，按照 1:2、1:3和 1:4的比例（v/v，mL/mL）将氯

磺酸在冰浴条件下缓慢加入到吡啶溶液中，并在

室温下搅拌 30 min，得到不同类型的硫酸化试剂。

然后，将 150 mg的 CHP与 30 mL的无水 N,N-二甲

基甲酰胺混匀，室温下超声波振荡 30 min，再分别

加入 17.5 mL上述三种硫酸化试剂，70 ℃ 搅拌 2 h
后，冷却至室温，加入 100 mL冰水，并用 1 mol/L的

NaOH溶液调节 pH至 7.0；用 3500 Da透析袋透析

48 h后，减压浓缩后冷冻干燥，得到三种 SCHP[17]。
按照硫酸化试剂中氯磺酸和吡啶比例（1:2、1:3
和 1:4），将上述三种硫酸化吸器多糖分别命名为

SCHP-2、SCHP-3和 SCHP-4。 

1.2.2   化学成分分析　分别采用苯酚-硫酸法、咔唑-
硫酸法和考马斯亮蓝法测定 CHP和 SCHP的多糖、

糖醛酸和蛋白质含量[18]；采用 BaCl2-明胶法[16] 测定

取代度（DS），并按式（1）~式（3）计算：

w(SO−2
4 ) = C×V/W×100 式（1）

w(S) = 32×w(SO−2
4 )/96 式（2）

DS =
1.62×w(S)

32−1.02×w(S)
式（3）

式中：C为样品测定质量浓度，μg/mL；V为样品

溶液体积，mL；W为称量样品质量，mg；w（SO4
-2）为

硫酸根含量，%；w（S）为硫元素含量，%。 

1.2.3   基本结构表征　 

1.2.3.1   分子量测定　配制 1 mg/mL的样品溶液，

过 0.22 μm滤膜，用 DAWN HELEOS-II 18角度激

光光散射仪与高效凝胶渗透排阻色谱（HPSEC）对
多糖的分子量及其分布进行测定。色谱条件为：流

动相为 0.1  mol/L氯化钠水溶液，流速为 0.5  mL/
min，上样量为 200 μL，柱温 25 ℃。 

1.2.3.2   单糖组成的测定　取样品 10 mg于水解管

中，加入 4 mol/L的三氟乙酸 4.0 mL，充氮气 1 min
排出管内空气，旋紧螺旋盖，于 120 ℃ 水解 2 h，待冷

却后氮气吹干水解液，除去过量的三氟乙酸，加超纯

水定容至 10 mL。稀释 20倍，并用 0.2 μm滤膜过

滤后，取滤液 20 μL用配备 Dionex CarbopacTM PA20
（3  mm×150  mm）色谱柱和电化学检测器的 ICS-
3000离子色谱仪测定样品的单糖组成。色谱条件如

下：流动相 A为水，B为 250.0 mmol/L的氢氧化钠，

C为 1.0 mol/L的乙酸钠；流速 0.5 mL/min；进样体

积 10 μL；柱温：35 ℃；洗脱条件为 0~20 min，94%
A和 6%  B；20~20.1  min，89%  A、6%  B和 5%  C；
20.1~35 min，74% A、6% B和 20% C；35.1~45 min，
20% A和 80% B；45.1~55min，94% A和 6% B。 

1.2.3.3   红外光谱测定　将样品粉末与 KBr按照

1:100质量比（m/m，g/g）混匀，压成薄片，用 Nicolet67
傅里叶红外光谱仪测定样品的红外光谱，波数范围

为 4000~400 cm−1。 

1.2.3.4   热力学性质测定　利用 TGA 8000热重分

析仪测定样品的热稳定性。测试条件为：载气 N2，

流速 50  mL/min；温度范围 25~495℃；升温速率

10 ℃/min。 

1.2.4   体外抗氧化活性测定　 

1.2.4.1   DPPH自由基清除能力　参照张玉锋等[9]

的方法并稍作修改，将 0.2 mL的多糖水溶液（0.5、
1.0、1.5、2.0、4.0 mg/mL）与 0.2 mL的 DPPH乙醇

溶液（0.2 mmol/L）混匀后，于 37 ℃ 避光反应 30 min，
取反应液在 517 nm处测吸光度。DPPH自由基清

除率按下式计算：

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A3 −A0

)
×100

式（4）
式中，A0、A1、A2 和 A3 分别表示蒸馏水和无水

乙醇混合的空白组、样品组、无水乙醇替代 DPPH
溶液的样品空白组和蒸馏水替代样品的对照组的吸

光值。 

1.2.4.2   ABTS+自由基清除能力　参照曹长靓等[16]

的方法并稍作修改，将 1.0 mL多糖水溶液（1、2、4、6、
8和 10 mg/mL）与 4.0 mL ABTS工作液（7 mmol/L）
充分混匀，30 ℃ 水浴反应 10 min后于 734 nm处测
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吸光值。羟基自由基清除率按下式计算：

ABTS+自由基清除率(%) =
A0 −A1 +A2

A0

×100

式（5）
式中，A0、A1 和 A2 分别表示 ABTS工作液、样

品组和用蒸馏水替代 ABTS工作液的样品空白组的

吸光值。 

1.2.4.3   羟基自由基清除能力　参照曹长靓[16] 的方

法并稍作修改，将 0.2 mL多糖水溶液（1.0、2.0、4.0、
8.0、10.0和 20.0 mg/mL）、0.2 mL的 FeSO4 水溶液

（6 mmol/L）、0.2 mL的水杨酸乙醇溶液（6 mmol/L）
和 0.2 mL的 H2O2 水溶液（6 mmol/L）混合后，室温

静置反应 1 h后，于 510 nm处测定吸光度。羟基自

由基清除率按下式计算：

羟基自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A3 −A0

)
×100

式（6）
式中，A0、A1、A2 和 A3 分别表示用蒸馏水和

无水乙醇混合的空白组、样品组、以蒸馏水替代

H2O2 溶液的样品空白组和以蒸馏水替代样品的对

照组的吸光值。 

1.2.4.4   亚铁离子螯合能力测定　参照 Yan等[19] 的

方法并稍作修改，取 1.0 mL多糖水溶液（0.5、1.0、
2.0、4.0、8.0和 10 mg/mL）与 1.0 mL 的 FeSO4 水溶

液（0.1 mmol/L）、1.0 mL的菲啰嗪水溶液（0.2 mmol/
L）充分混匀，室温静置 10 min后于 562 nm处测吸

光值。亚铁离子螯合率按下式计算：

亚铁离子螯合率(%) =
(
1− A1 −A2

A3 −A0

)
×100 式（7）

式中，A0、A1、A2 和 A3 分别代表用蒸馏水替代

样品和试剂的空白组、样品组、用蒸馏水替代试剂

的样品空白组和以蒸馏水替代样品的对照组的吸

光值。 

1.3　数据处理

每组实验至少有三次平行，结果以平均值±标准

偏差表示，用 Office 2010和 Origin 2021软件进行

数据分析和图表制作，SPSS 25.0软件进行单因素方

差分析（ANOVA）和 Duncan 检验比较各组间的差

异，显著性水平设为（P<0.05）。 

2　结果与分析 

2.1　硫酸化修饰对椰子吸器多糖化学成分的影响

硫酸酯化剂的种类和用量是影响多糖硫酸化产

物及其取代度（DS）的关键因素[20]。利用氯磺酸与吡

啶比例分别为 1:2、1:3和 1:4的硫酸化试剂制备

了 SCHP-2、SCHP-3和 SCHP-4三种硫酸化椰子吸

器多糖（SCHP），其基本化学成分如表 1所示。可以

看出，随着硫酸化试剂中氯磺酸占比的增加，多

糖的 DS从 SCHP-4的 0.61增加到 SCHP-2的 0.75，
说明提高硫酸化试剂中氯磺酸的比例可提高 CHP

的硫酸化程度。然而，三种 SCHP的总糖和糖醛酸

含量均较 CHP有明显降低（P<0.05），且 DS越大，降

低程度越明显著，这与 Li等 [13]、Cao等 [12] 和 Xiao
等[17]报道的研究结果相一致，如随着取代度由 0.19
增加到 1.19，硫酸化马尾藻多糖的总糖含量会从

60.41%降低到 33.35%[20]。类似的研究结果显示：硫

酸化修饰会使兰花（Orchis chusua D. Don）多糖的糖

醛酸含量从 19.36%降低至 13.89%[11]。而对蛋白质

而言，硫酸化修饰后，三种 SCHP的蛋白质含量均

高于CHP（P<0.05），这可能是硫酸化修饰引入的硫

酸根集团提高了多糖中蛋白质的相对含量的缘

故，这与 Nuerxiati等[21] 的研究结果相吻合。另外，

SCHP-2的蛋白质含量与 SCHP-3之间并无显著性

差异（P>0.05）。
  

表 1    椰子吸器多糖及其硫酸化多糖的化学成分
Table 1    Chemical composition of CHP and SCHP

成分 CHP SCHP-2 SCHP-3 SCHP-4

总糖（%） 56.87±2.35a 21.88±1.24c 23.19±1.37c 32.9±1.19b

糖醛酸（%） 23.64±1.57a 4.29±0.63c 4.42±0.15c 5.27±0.37b

蛋白质（%） 0.38±0.08c 1.23±0.08a 1.18±0.05a 0.55±0.05b

DS / 0.75±0.02a 0.64±0.03b 0.61±0.01b

注：同一行中不同字母表示差异显著（P<0.05）。
  

2.2　硫酸化修饰对椰子吸器多糖结构特征的影响 

2.2.1   分子量分析　CHP和 SCHP的分子量及其分

布的测试结果显示，在光散射检测器（LS）中，CHP
由 2个“等高”峰组成，而经硫酸化修饰后的 SCHP-
2和 SCHP-3仅表现出 1个单峰，SCHP-4呈现“一

低一高”的两个峰；在示差检测器（dRI）中，4种多糖

虽然都出现了 2个峰，但峰高发生了明显变化：CHP
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呈“先低后高”状，SCHP表现为“先高后低”形态

（图 1）。通常来讲，HPSEC中聚合物组分的出峰顺

序为先高后低，出峰时间越晚，分子量越小[9]。由图 1

和表 2可知，3种 SCHP在 LS中的出峰时间明显晚

于CHP，尤其是 SCHP-2的出峰时间延后至 13.43 min，

结合 dRI中峰组分的高度和面积变化，都说明硫酸化

修饰会降低 CHP的分子量大小。

进一步利用 ASTRA5.3.4软件计算 CHP和

SCHP的分子参数，结果如表 2所示。CHP、SCHP-2、

SCHP-3和 SCHP-4的MW 分别为 59250、1967、5187

和 4358 g/moL，也即硫酸化程度最高（DS最大）的

SCHP-2表现出最小的分子量，与 Li等[13] 的研究结

果一致，DS由 0.34增加到 0.7时，硫酸化绿菇（Rus-

sula virescens）多糖的分子量会从 3.8×105 Da降低到

2.5×105 Da，这可能是较高的氯磺酸含量更有利于多

糖降解的原因。多分散性指数（Mw/Mn）是衡量多

糖分子量分布的重要参数，其值越接近于 1，则分子

量分布越窄[9]。由表 2可知，CHP的分子量分布最

为分散（Mw/Mn为 11.43），SCHP的 Mw/Mn值较

CHP有明显降低（3.72~4.52），但也远大于 1，提示其
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图 1    椰子吸器多糖及其硫酸化多糖的高效凝胶渗透色谱图

Fig.1    High performance gel permeation chromatography
of CHP and SCHP

 

表 2    椰子吸器多糖及其硫酸化多糖的分子参数与单糖组成

Table 2    Molecular parameter and monosaccharide composition
of CHP and SCHP

名称 CHP SCHP-2 SCHP-3 SCHP-4

分子参数

出峰时间
（min） 12.13~22.48 13.43~23.31 12.87~23.61 12.88~23.62

Mn（g/mol） 5185 529.10 1148 1173
Mp（g/mol） 2520 366.6 662.5 661.7
Mw（g/mol） 59250 1967 5187 4358
Mw/Mn 11.43 3.72 4.52 3.72

单糖组成
（mol%）

Fuc 0.13±0.05c 0.40±0.38a 0.18±0.002b 0.12±0.003d

Rha 0.92±0.01a 0.67±0.07c 0.68±0.35c 0.82±0.001b

Ara 4.41±0.05a 1.05±0.76b 4.09±0.36a 4.19±0.13a

Gal 7.55±0.05ab 7.77±0.09a 7.17±0.15b 7.58±0.07ab

Glu 83.54±0.29a 84.19±2.06a 83.53±0.19a 82.85±0.05a

Xyl 0.94±0.15c 3.03±1.17a 1.82±0.11b 1.71±0.03b

GalA 2.41±0.11c 3.10±0.16a 2.52±0.08c 2.68±0.18b

GlcA 0.24±0.04a 0.18±0.05b 0.19±0.003b 0.18±0.01b

注：Mw：重均分子量；Mn：数均分子量；Mp：峰均分子量；Mw/Mn为多分
散性指数；Fuc、Rha、Ara、Gal、Glu、Xyl、GalA和GlcA分别代表岩藻糖、
鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、果糖、半乳糖醛酸和葡萄糖
醛酸；同一行中不同字母表示差异显著（P<0.05）。
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分子量分布仍较为分散。 

2.2.2   单糖组成分析　利用离子色谱仪对 CHP和

SCHP进行单糖组成测定，结果如图 2和表 2所示。

可以看出：4种多糖都由岩藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、

半乳糖、葡萄糖、木糖、半乳糖醛酸和葡萄糖醛酸

8种单糖组成，其中葡萄糖的摩尔百分含量均在

80%以上，提示 CHP和 SCHP均是以葡萄糖为主的

杂多糖。SCHP-2、SCHP-3、SCHP-4的木糖和半乳

糖醛酸含量较 CHP呈增加趋势，而鼠李糖和葡萄糖

醛酸则表现出一定程度的降低，其他单糖的变化未呈

规律性。这与 Li等[13] 和巩晓佩等[21] 报道的硫酸化

修饰会影响绿菇、红枣多糖的单糖含量，但不会改变

其单糖种类的研究结果相一致。 

2.2.3   红外光谱分析　红外光谱（IR）是多糖结构分

析的重要工具，能提示其官能团和构型构象等结构特

征。CHP和 SCHP的红外光谱如图 3所示，4种多

糖红外光谱的主体轮廓相似，但在部分区域内仍有差

异，提示硫酸化修饰部分改变了多糖的结构。尤其

是 1100~1250 cm−1 和 800~850 cm−1 内吸收峰的明

显变化均提示多糖中存在有硫酸基团，即 1140 cm−1

和 1230 cm−1 附近的强吸收为 S=O的不对称伸缩振

动，820 cm−1 和 830 cm−1 附近的弱吸收代表 C-O-S

的拉伸振动[22]。另外，845、830和 810 cm−1 处的吸

收峰分别代表硫酸基团取代了多糖中半乳糖单元

的 C-3、C-2和 C-6位置[10,13−14]，也即 SCHP的硫酸

基取代位基本位于 C-2上，这与孙寒等[14] 的研究结

果类似。在 3300~3500 cm−1 和 2925 cm−1 附近的吸

收峰分别是-OH和 C-H的伸缩缩振[12,14,23]，是多糖的

特征基团吸收峰，且 SCHP在 3420 cm−1 附近透光值

的降低代表氯磺酸中的硫酸基成功取代了 CHP中

的羟基，提示硫酸化修饰成功[21]。1743、1635 cm−1

和 1487 cm−1 附近的吸收峰分别为羰基和酰胺基中

C=O的伸缩振动和去质子化羰基，提示多糖中存在

糖醛酸和蛋白质[21,23−24]，这均与表 1中的结果相吻

合。1050 cm−1 和 1020 cm−1 处吸收峰多由醚键 C-O-

C振动产生，830~850 cm−1 和 750~760 cm−1 处为 α 型

糖苷键的特征吸收，两者揭示 CHP和 SCHP均是以

α-吡喃糖为主的多糖[14,18,24]。 
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图 2    椰子吸器多糖及其硫酸化多糖的单糖组成色谱图

Fig.2    Chromatogram of monosaccharide composition of CHP and SCHP
注：1~9分别代表岩藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、果糖、半乳糖醛酸和葡萄糖醛酸。
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2.2.4   热力学特征分析　热重分析仪（TGA）是评价

聚合物热稳定性和降解行为的一种简单而有效的工

具，其热重（TG）和热重微分（DTG）曲线分别代表聚

合物的质量和质量变化速率随时间和温度的变化趋

势[18]。由图 4可知，CHP和 SCHP的 TG曲线基本

类似，根据失重速率都可以分为 3个阶段：第一阶段

代表多糖中水分的蒸发（CHP和 SCHP质量损失分

别为 9.03%和 5.9%~7.35%）；第二阶段指示多糖的

降解（CHP和 SCHP的质量损失分别为 43.37%和

38.37%~59.15%）；第三阶段通常为多糖解聚片段的

进一步断裂（CHP和 SCHP的质量损失分别为 9.01%
和 4.64%~8.47%）[25−26]。4种多糖在 DTG曲线的第

二阶段出现的 2个峰说明它们都含有两个组分，这

与分子量测定中 dRI图谱的结果相吻合，且小分子

多糖组分 2的耐热性更佳。

然而，四种多糖在 DTG曲线中 3个阶段的峰值

温度却有明显不同：CHP依次为 70.06 ℃、211.17
和282.01 ℃、381.29 ℃；SCHP则为118.96~150.04 ℃、

194.86~207.70  ℃ 和 233.35~261.46  ℃、 386.29~
393.59 ℃，说明硫酸化修饰能有效阻止 SCHP分子

内水分蒸发，但会加快糖苷键的热分解，这可能是因

为硫酸基团取代多糖的羟基后，会引起水分子间的氢

键变少，同时诱发 C-O电子云向硫酸基团转移并降

低其键合力，从而导致 SCHP的热分解温度有所降

低[27]。 

2.3　硫酸化修饰对椰子吸器多糖体外抗氧化活性的

影响

当自由基超过机体清除能力而积累后会诱导氧

化应激，导致糖尿病、心血管疾病、高血压和其他退

行性疾病等[1,9,15]。目前，DPPH自由基、ABTS+自由
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图 3    椰子吸器多糖及其硫酸化多糖的红外光谱图

Fig.3    Infrared spectral of CHP and SCHP
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图 4    椰子吸器多糖及其硫酸化多糖的热重分析

Fig.4    Thermogravimetric analysis of CHP and SCHP
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基和羟基自由基清除率、亚铁离子络合模型是评价

多糖等天然活性物质体外抗氧化活性的最常用方

法。从图 5的结果可以看出，SCHP和 CHP的抗氧

化活性之间有显著差异。

从图 5A可知，在实验浓度范围内，四种多糖

对 DPPH自由基的清除率均呈“剂量效应”，也即浓

度越大，清除率越高，4 mg/mL时的 CHP、SHP-2、

SCHP-3和 SCHP-4对 DPPH自由基的清除率最大，

分别为 99.43%±0.81%、 32.11%±0.86%、 68.77%±
1.07%和 82.65%±0.85%。相同浓度下，三种 SCHP
对 DPPH自由基的清除率显著低于 CHP（P<0.05），
且整体表现出随 DS增大而降低的趋势，这与 Li
等[13] 的研究结果一致，原因可能是-OSO3H基团的

引入降低了 SCHP总糖和糖醛酸含量，从而削弱了

其供氢能力的缘故。

ABTS+自由基清除活性如图 5B所示，在 1~
10 mg/mL范围内，CHP、CHP-2和 CHP-3、CHP-4对

ABTS+自由基的清除率大小依次为：CHP-2>CHP>
CHP-3>CHP-4。可以看出，取代度（DS）的大小可能

与多糖对 ABTS+自由基的清除能力有一定的关联，

随着 DS的增加，SCHP对 ABTS+自由基的清除能

力也呈递增趋势。例如，10  mg/mL的 SCHP-4、
SCHP-3和 SCHP-2对 ABTS+自由基的清除率分别

为28.52%±1.76%、34.47%±1.29%和55.43%±1.35%。

这与邱昆成等[27] 报道的硫酸化修饰会降低炮天雄

多糖的 DPPH自由基清除能力，并增加其 ABTS+自
由基清除能力的研究结果相一致。可能是因为硫酸

化修饰引入了-OSO3H基团导致 SCHP的分子量变

小、水溶性增强，同时使溶剂中质子基团数量和种类

增加，从而更加有利于与总糖、糖醛酸的协同作用

快速有效的阻断水溶性自由基反应。

在 1~20 mg/mL范围内，CHP和 SCHP对羟基

自由基清除能力也呈“剂量效应”，20  mg/mL时

SCHP的羟基自由基清除率在 27.38%~52.85%，显

著低于 CHP的 99.36%±0.84%（P<0.05）。并且，随

DS的增加，SCHP清除羟基自由基的能力也逐渐下

降（图 5D），这可能是因为硫酸化修饰导致 SCHP的

总糖和糖醛酸含量较 CHP降低，无法提供更多的

羟基与自由基结合生成新的 C-O键的缘故[21,28−29]。

这与前人研究报道的硫酸化会增强多糖对羟自由基

的清除能力的结果有所不同[12,17,20]，但具体是多糖本

身特性、络合的多酚或黄酮类等活性物质含量亦或

是分子量范围等差异还有待进一步研究。

在哈珀-维斯（Haber Weiss）反应中，亚铁离子能

够催化 H2O2 生成毒性更强的羟基自由基，进一步导

致机体损伤[9,18]，故螯合金属离子也是反映物质抗氧

化能力的指标之一。由图 5D可知，4种多糖对亚铁

离子的螯合能力均比较弱（10 mg/mL下螯合率在

9.91%~16.12%）。但整体来看，硫酸化修饰有利于改

善 CHP对亚铁离子的螯合能力，且 DS越大，改善

效果越显著。如 4 mg/mL时，SCHP-4、SCHP-3和

SCHP-2对亚铁离子的螯合率分别为 9.12%±0.76%、

11.49%±1.52%和 12.95%±1.45%，显著高于 CHP的

3.86%±0.84%（P<0.05）。这可能是随着 DS的增大，

SCHP中的-OSO3H基团增多，分子量更小，从而能

够与更多的亚铁离子发生络合反应的原因，这与前人

报道的“低分子量多糖对亚铁离子的螯合能力优于

高分子量多糖”的研究结果相吻合[30]。 
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图 5    椰子吸器多糖及其硫酸化多糖对 DPPH（A）、ABTS+（B）、
羟基自由基（C）的清除率和亚铁离子螯合能力（D）

Fig.5    DPPH(A), ABTS+(B), hydroxyl (C) radical scavenging
rate and ferrous ion chelating activity (D) of CHP and SCHP

注：同一浓度下各条块上的不同字母表示差异显著（P<0.05）。
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3　结论
本文利用含有不同比例氯磺酸和吡啶的硫酸化

试剂制备了 3种硫酸化椰子吸器多糖（SCHP-2、
SCHP-3、SCHP-4），DS值在 0.61~0.75的范围内。

与 CHP相比，硫酸化修饰后的 SCHP中总糖、糖醛

酸含量和分子量大小显著降低，且 DS越大降低程度

越显著。但 SCHP与 CHP具有相同的单糖种类，而

各单糖的摩尔百分含量有较大改变。同时，SCHP的

热力学性质也较 CHP发生了变化，其中分子内水分

蒸发温度增高，而糖苷键的降解温度略微降低。

目前研究证明多糖的抗氧化活性通常与其基本

结构、总糖和糖醛酸含量、分子量大小以及官能团的

种类等因素密切相关：酯化度（红外光谱中 1700~
1750 cm−1 与 1600~1640 cm−1 特征峰面积的比值）和

含水量越低、分子量越小、糖醛酸及其络合的多酚类

物质的含量越高，多糖的抗氧化活性也越好。但到目

前为止，究竟是哪个因素在抗氧化活性中起主导作用

的具体机制仍不清楚。从本文的研究结果来看，从本

文的研究结果来看，硫酸化修饰会增强 CHP对亚铁

离子的螯合能力以及 ABTS+的自由基清除能力，并

造成 DPPH、羟基自由基的清除能力下降，且 DS越

大，DPPH和羟基自由基清除能力的降低程度越高，

ABTS+自由基清除活性和亚铁离子螯合能力越强。

相同浓度下的 SCHP-2对 ABTS+自由基的清除率已

明显高于 CHP。具体分析可知，CHP具有最高的

DPPH和羟自由基清除活性可能归结于其最高的糖

醛酸含量；而随着 DS的增加，SCHP对亚铁离子的

螯合能力和对 ABTS+自由基的清除能力也逐渐增大

的原因可能与硫酸根集团的引入导致多糖的分子量

降低和溶解性增强有主要关系，但具体机制仍需

进一步深入研究。另外，热力学特征和分子量测试结

果均表明多糖内可能存在 2个组分，故有必要在后

续的研究中对 CHP和 SCHP进行分离纯化和活性

跟踪，并探索硫酸修饰对 SCHP免疫调节、抗炎、降

血糖等活性的影响，为椰子吸器多糖的在功能性食

品或药品等领域的应用以及椰子吸器的高值化开发

提供依据。
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