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硫酸化川明参多糖的制备及其抗氧化活性

黄凯1，张舒婷1，轩华龙1，牟腊梅1，王心凌1，邱顺丽1，唐华丽1,2*，陈林1

（1.重庆三峡学院生物与食品工程学院，重庆 404100）

（2.渝东北特色生物资源开发利用工程中心，重庆 404100）

摘要：为提高川明参粗多糖（Chuanminshen violaceum Polysaccharides, CVPs）的生物活性，通过超声辅助酶法提取

川明参粗多糖，采用浓硫酸法制备硫酸化川明参粗多糖（Sulfated Chuanminshen violaceum Polysaccharides, S-CVPs），利

用 DEAE-52 及 Sephadex G-100 对硫酸化川明参粗多糖进行纯化，通过傅里叶红外光谱观察到纯化后的硫酸化多糖在

1 204 cm-1、816 cm-1 处有硫酸基团的特征吸收，并且在扫描电子显微镜下观察到硫酸化多糖出现了条纹状缝隙，这样的结

构更容易与水分子结合。HPGPC 和 HPLC 分析结果显示，纯化的硫酸化川明参多糖组分（Purified Sulfated Chuanminshen 

violaceum Polysaccharide Components, S-CVPs-1-G）是一种分子量为 4.2 kDa 多糖聚合物，其组成成分为葡萄糖（Glc）占

81.00%，半乳糖（Gal）占 5.31%，甘露糖（Man）占 4.54%，以及半乳糖醛酸（GalA）占 3.52%。采用 DPPH、ABTS+ 及

OH 等自由基清除实验，考察了硫酸化多糖的体外抗氧化活性，结果显示，各组分的抗氧化能力由高到低为 S-CVP-1-G> 

S-CVPs>CVPs。综上所述，对 CVPs 进行硫酸化修饰可显著提升其体外抗氧化活性。此外，通过分离纯化获得的高纯度多

糖物质亦能有效增强其抗氧化能力。研究结果可为川明参的进一步开发利用提供依据。
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Abstract: To enhance the biological activity of Chuanminshen violaceum polysaccharides (CVPs), these polysaccharides 

were extracted using an ultrasonic-assisted enzymatic method and sulfated using the concentrated sulfuric acid method to produce 

sulfated CVPs (S-CVPs). The S-CVPs were then purified using DEAE-52 and Sephadex G-100 chromatography. Fourier-transform 

infrared spectroscopy revealed characteristic absorption bands of sulfate groups at 1 204 and 816 cm-1 in the purified S-CVPs. 

Scanning electron microscopy revealed striated gaps in the S-CVP structure, which could more readily bind water molecules. High-
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川明参（Chuanminshen violaceum）又称沙参、明

参、土明参、明沙参等，属伞形科多年生草本植物，

主要在四川和湖北等地种植。川明参食用历史悠久，

常作为炖食或蒸食的药膳辅料，作为药食同源的道地

药材，具有和中养胃、润肺止咳、健身养颜的功效，

因此川明参具有广阔的研究前景。据不完全统计，川

明参中的天然活性物质约有 200 余种，主要有香豆

素、萜类及多糖类化合物，其中多糖含量（wt.%）达

20% 以上 [1] 。作为主要活性物质之一的 CVPs，具有免

疫调节 [2] 、抗氧化 [3] 、调节肠道菌群及潜在的降血糖活

性 [4] 。目前研究表明，CVPs 虽有不同种类的生物活性，

但实际应用并不多，这可能是由于天然的 CVPs 活性

效果不突出的原因，为了进一步拓宽川明参深加工市

场，需寻找合适的方法来提高其生物活性。

天然多糖领域，有一些比较特殊的多糖，如硫酸

软骨素、甲壳素、壳聚糖等 [5] ，这些多糖具有相对突

出的生物活性，而这些活性可能是因为多糖分子中含

有特殊的基团（如硫酸基团、氨基等），因此通过化

学修饰在天然多糖上引入新的基团成为了多糖领域的

研究热点。研究表明，部分天然多糖经过化学修饰后，

分子结构或空间构象发生改变，使其具有比原多糖更

高的生物活性。其中，苗冰冰等 [6] 对香菇柄多糖的硫

酸化修饰研究中发现，经过修饰的多糖具有更好的免

疫调节功能。同时，Liu 等 [7] 用硫酸化螺旋藻多糖对 α-
葡萄糖苷酶抑制研究说明，通过硫酸化的螺旋藻多糖

具有更好的降血糖功能，曹磊等 [8] 对圆苞车前子的硫

酸化产物研究证明，经过修饰的多糖具有更优异的抗

氧化活性。因此，在天然 CVPs 中引入硫酸基团成为

提高川明参生物活性的一个研究方向。

因此，本研究旨在通过对川明参粗多糖进行化学

修饰，特别是引入硫酸基团，以提高其生物活性，从

而为川明参深加工和更广泛的应用提供科学依据。这

不仅有助于挖掘川明参的潜在价值，也为天然多糖的

改性研究提供了新的思路和方向。

1  材料与方法

1.1 实验材料、试剂及仪器

1.1.1 实验材料 

川明参购于重庆市万州区中药材批发市场，经重

庆三峡学院唐华丽教授鉴定为伞形科植物川明参的干

燥根茎。

1.1.2 实验试剂

硫酸钾、葡萄糖、正丁醇、氯化钡、苯酚均为分

析纯，成都科隆化学品有限公司；氯化钠、氢氧化钠、

硫酸、三氯甲烷为分析纯，重庆川东化公有限公司；

纤维素酶（50 U/mg）、溴化钾、透析袋（3 500 Da）、
葡萄糖、半乳糖、甘露糖等单糖，源叶科技有限公司；

葡聚糖（1 kDa），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

右旋糖酐（5~670 kDa），Sigma 公司；DEAE-52 纤维素、

Sephadex G-100 葡聚糖凝胶，索莱宝生物科技有限公司。

1.1.3 实验仪器 
KQ-300B 超声清洗器，昆山超声仪器有限公司；

SP-576 紫外可见光分光光度计，上海菁华科技有限公

司；FT-IR-8400S 傅里叶红外光谱仪，日本岛津有限公

司；TBD-2000 中压层析柱，上海同田生物技术股份

有限公司；SCIENTZ-10N 冷冻干燥机，宁波新芝生物

科技股份有限公司；DF-101S 集热式磁力加热搅拌器，

山东欧莱博仪器有限公司；戴安 U3000 高效液相色谱

仪，美国 Thermo 公司；Waters 1515 高效液相色谱仪，

美国 Waters 公司。

1.2 方法

1.2.1 CVPs的提取及纯化

参照课题组之前 [9] 的提取方法对川明参粗多糖进

行提取，通过 Sevage 法除蛋白，将除尽蛋白的样品浓

缩后用三倍体积的无水乙醇进行醇沉过夜，离心、收

performance gel permeation chromatography and high-performance liquid chromatography analysis showed that the purified S-CVP 

fraction was a polysaccharide polymer with a molecular weight of 4.2 kDa, composed of 81.00% glucose, 5.31% galactose, 4.54% 

mannose, and 3.52% galacturonic acid. The in vitro antioxidant activity of the sulfated polysaccharides was assessed using DPPH, 

ABTS+, and OH radical scavenging assays. The antioxidant capacities of the fractions were ranked as follows: purified S-CVPs>S-

CVPs>CVPs. In summary, sulfation of CVPs significantly enhances their in vitro antioxidant activity. Furthermore, the high-purity 

polysaccharides obtained through isolation and purification showed enhanced antioxidant capacity. These findings provide a basis for 

the further development and utilization of C. violaceum.

Key words: Chuanminshen violaceum polysaccharide; separation and purification; sulfation modification; antioxidant activity
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集沉淀后溶解、透析、冻干，得到 CVPs。以葡萄糖

为标准品，用苯酚硫酸法对提取液中粗多糖含量（X）

进行定量，根据公式（1）计算。

X = 
C×V

W
×N×100%                                                （1）

式中：

X——超声辅助酶水提醇沉法提取 CVPs 的得率 % ；

C——按标准曲线计算的多糖质量浓度，mg/mL ；

V——多糖溶液体积，mL ；

W——称取的川明参质量，g ；

N——稀释倍数。

1.2.2 S-CVPs的制备

以李思雨 [10] 的研究为基础，在实验方案上进行了

部分改动，按比例（V/V）将 30 mL 浓硫酸和 10 mL
正丁醇加入到锥形瓶中，锥形瓶置于冰水浴的磁力搅

拌器中，缓慢加入 2.5 g 硫酸铵，充分混匀之后加入

2.0 g CVPs，反应 1.5 h 后，用 4 mol/L 的 NaOH 终止反

应并调节 pH 为中性，旋蒸后将浓缩液转移到 3 500 Da
透析袋中透析 48 h，收集透析液浓缩后冻干，即可得

到 S-CVPs。

1.2.3 硫酸化取代度的测定

1.2.3.1 标曲绘制

硫酸化取代度用氯化钡 - 明胶法进行测定 [11] 。简

而言之，吸取 0.6 mg/mL 硫酸钾标准储备液 0、40、
80、120、160、200 μL 于试管中，用 1 mol/L 的 HCl
补齐至 200 μL，加入 0.3% 三氯乙酸溶液 3.8 mL 和

1 mL 的氯化钡 - 明胶或明胶溶液，制得 0、5、10、
15、20、25 μg/mL 系列标准液，在 360 nm 处测定

吸光度，以标准液的吸光度作为纵坐标，硫酸根的

质量浓度作为横坐标作图，得到标准曲线线性回归

方程。

1.2.3.2 S-CVPs 取代度测定

用 1 mol/L 的 HCl 将 100 mg S-CVPs 配置成质量

浓度为 10 mg/mL 的样液，100 ℃条件下水浴 5 h，按

1.2.3.1 标准曲线硫酸基含量（wt.%）测定方法，取

200 μL 样液替代标准硫酸钾溶液在 360 nm 处测定吸

光度。计算时将硫酸基含量代入下面公式进行计算。

W(S) = 
32×W(SO4

2-)
96

                                               （2）

DS =- 
1.62×W(S)

32-1.02×W(S)
                                             （3）

式中：

W(SO4
2-）——硫酸基含量，wt.% ；

W(S)——硫元素含量，% ；

DS——取代度；

32、96、1.62、1.02—代表硫元素的原子量、硫酸基团

（-OSO3H）的分子量、葡萄糖单元的分子量、校正后的硫元素

质量分数。

1.2.4 S-CVPs的分离纯化

取一定量的 S-CVPs（按 1.2.2 制备）溶于超纯水中，

配制成质量浓度为 20 mg/mL 的样品溶液，10 000 r/min
离心 10 min，上清液用 0.45 μm 过滤器过滤，收集滤

液备用。通过 DEAE-52 纤维柱（2.5×60 cm）进行层

析，上样后，分别用 0、0.1、0.3、0.5 mol/L 的 NaCl
溶液进行洗脱，流速为 1 mL/min，每管收集 10 min，
每个梯度收集 40 管。洗脱液用硫酸苯酚法 [9] 在 490 nm
处测量吸光度，以吸光度为纵坐标，洗脱管数作横坐

标作图。根据出峰位置收集洗脱液，经透析、冷冻干燥

后得到初级纯化川明参多糖。分别标记为 S-CVPs-1 及

S-CVPs-2。纯化多糖的得率（B）按公式（4）进行计算。

B = 
m1

m
 ×100%                                                       （4）

式中：

B——多糖洗脱组分得率，% ；

m——多糖进样质量，mg ；

m1——洗脱组分多糖的质量，mg。

称取适量的 S-CVPs-1 及 S-CVPs-2，用超纯水配制

成质量浓度为 5 mg/mL 的样品溶液，经离心、过滤后上

样。在 Sephadex G-100 葡聚糖凝胶柱（2.5×60 cm）上

进行洗脱，流动相为超纯水，流速为 1 mL/min，每管

收集 10 min，收集 80 管液体。洗脱液用硫酸苯酚法

在 490 nm 处测量吸光度，以吸光度为纵坐标，洗脱管

数作横坐标作图。根据出峰位置收集洗脱液，经透析、

冷冻干燥后得到次级纯化组分，分别标记为 S-CVPs-
1-G和S-CVPs-2-G，纯化多糖的得率（W）按公式（3）
进行计算。

1.2.5 理化指标测定

采用苯酚硫酸法、考马斯亮蓝法 [2] 、硫酸咔唑

法 [3] 及氯化钡 - 明胶法分别对 CVPs 及洗脱组分的总

糖、蛋白质及取代度进行测量。

1.2.6 傅里叶红外光谱分析

称 取 1.0 mg CVPs、S-CVPs 及 S-CVPs-1-G
分别与 100 mg KBr 在红外灯下研磨均匀，压片后

在 4 000~400 cm–1 范围内进行红外光谱扫描 [9] 。

1.2.7 紫外光谱分析

将 CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G 配制成质量

浓度为 0.1 mg/mL 的多糖溶液，在 200~400 nm
处进行扫描   [10]  。

1.2.8 扫描电镜分析

取一定量干燥的 CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G 固定
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于样品架上，溅射喷金后使用扫描电子显微镜在 15 kV
加速电压下观察多糖表面特征和微观结构。

1.2.9 HPLC和HPGPC分析 
1.2.9.1 HPLC 分析

按文献方法 [12] 制备 PMP 衍生化多糖，备用。分

析条件：ThermoU3000 液相色谱系统，色谱柱为

ZORBAX EclipseXDB-C18，流动相为乙腈：磷酸盐缓

冲液（磷酸二氢钾 12 g/L，2 mol /L NaOH 调整 pH 值

至 6.8）等度洗脱，乙腈和磷酸盐缓冲液的体积比为

17:83，流量为 0.8 mL/min，柱温 30 ℃，检测波长

250 nm，进样量 10 μL。
1.2.9.2 HPGPC 分析

采用 HPGPC 法对分子量进行测定 [13] ，使用高效

凝胶渗透色谱串联柱进行检测测试条件为色谱柱：聚

合物基质水溶性 SEC（GFC）色谱柱（8×300 mm）

3 根串联；流动相：0.05 mol/L NaCl 溶液；流速

为 0.65 mL/min ；柱温为 40 ℃；进样量为 30 μL。

1.2.10 抗氧化活性测定

参 照 Zhang 等 [14]  的 方 法 将 CVPs、S-CVPs 及

S-CVPs-1-G 配置成质量浓度为 0.5、1、2、3、4 mg/mL
的溶液，备用。

1.2.10.1 DPPH 自由基清除率

DPPH 自由基清除率参照 Luan 等 [15] 的方法，取各

多糖溶液与 DPPH 自由基醇溶液各 1 mL，混匀，避光

反应 30 min，测定 517 nm 处的吸光度。以抗坏血酸

为阳性对照，结果根据公式（5）计算：

R1 = (1-
A1-A2

A0
 )×100%                                         （5）

式中：

R1——DPPH 自由基清除率，% ；

A1——样品组吸光度值；

A2——蒸馏水代替 DPPH ；

A0——蒸馏水代替样品吸光度值。

1.2.10.2 ABTS+ 自由基清除率

参照 Yuan 等 [16] 的方法，取各多糖溶液 0.2 mL 与

1.8 mL ABTS+ 自由基溶液混匀，避光反应 30 min，测

定 734 nm 处的吸光度。以抗坏血酸为阳性对照，结果

根据公式（6）计算：

R2 = (1-
A1-A2

A0
 )×100%                                         （6）

式中：

R2——ABTS+ 自由基清除率，% ；

A1——样品组吸光度值；

A2——蒸馏水代替 ABTS 吸光度值；

A0——蒸馏水代替样品吸光度值。

1.2.10.3 OH 自由基清除率

取 1 mL 各多糖溶液，依此加入 9 mmol/L 硫酸

亚铁、9 mmol/L 水杨酸 - 乙醇溶液和 3% 质量分数的

H2O2 溶液各 1 mL，混匀后在 40 ℃下反应 1 h，测定

溶液在 510 nm 处的吸光度，以抗坏血酸为阳性对照，

结果根据公式（7）计算：

R3 = (1-
A1-A0

A2
 )×100%                                         （7）

式中：

R3——OH 自由基清除率，% ；

A1——样品组吸光度值；

A2——蒸馏水代替样品吸光度值；

A0——蒸馏水不加 H2O2 吸光度值。

1.2.10.4 总还原力

参照 Luan 等   [15]  的方法并略有修改，取 1mL
各 多 糖 溶 液， 依 次 加 入 1.25 mL 磷 酸 缓 冲 溶

液（0.2 moL/L，pH 值 6.6），1.25 mL 1% 质量分数的

K3Fe(CN)6 溶液后混匀，50 ℃水浴 20 min，加入

1.25 mL 10% 的 CHCl3COOH 溶 液， 充 分 混 匀，

吸取 1.25 mL 混合液，依此加入 1.25 mL 蒸馏水，

0.25 mL 10 wt.% 的 FeCl3 溶液，以蒸馏水作空白，在

700 nm 处测定吸光度，以抗坏血酸为阳性对照。

1.2.11 数据统计与分析

采用 SPSS 18.0 进行单因素方差分析（ANOVA）

及组间差异性比较；OMNIC 8.0 软件对傅里叶红外光

谱数据整理；Origin 2021 进行绘图。

2  结果与分析

2.1 S-CVPs的取代度

由超声辅助酶法提取 CVPs，以葡萄糖为标准

品，通过硫酸苯酚法测得标准曲线方程为 y=0.598 2x-
0.012 5，R²=0.997 2，计算 CVPs 提取率（wt.%）为

14.32%。

2.2 S-CVPs的分离纯化

由图 1 可知，S-CVPs 经 DEAE-52 阴离子交换柱

洗脱后，仅有两个主要成分，分别标记为 S-CVPs-1 和

S-CVPs-2，其中 S-CVPs-1 为超纯水洗脱的组分，属

中性多糖，S-CVPs-2 为 0.1 mol/L NaCl 洗脱的组分，

属酸性多糖 [17] 。收集每个单一组分，透析、冻干后

回收。S-CVPs-1 和 S-CVPs-2 的得率质量分数分别为

17.99% 和 9.41%，S-CVPs-1 的峰形对称性及均一性强

于 S-CVPs-2，同时，S-CVPs-1 的 DPPH 清除率及总

还原力也强于 S-CVPs-2。
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将分离的组分 S-CVPs-1 和 S-CVPs-2 用葡聚糖凝

胶柱 Sephadex G-100 进行洗脱，收集组分并分别标记为

S-CVPs-1-G 和 S-CVPs-2-G，结果如图 2 所示，两者流

出图，峰形尖锐且单一，这表明 S-CVPs-1-G 和 S-CVPs-
2-G 纯化效果良好，其得率分别为 50.3% 和 38.75%。

图 1 DEAE-52 阴离子交换柱洗脱图及 Sephadex G-100

葡聚糖凝胶洗脱图

Fig.1 DEAE-52 anion-exchange columns elution plot and 

Sephadex G-100 dextran gel elution plot

表 1  S-CVPs-1和S-CVPs-2组分得率及抗氧化活性对比分析

Table 1 Comparative analysis of the yield and antioxidant 

activity of S-CVPs-1 and S-CVPs-2 components

洗脱组分 得率 /(wt.%) DPPH 清除率 /% 总还原力

S-CVPs-1 17.99±0.81a 64.35±1.84a 0.98±0.04a

S-CVPs-2 9.41±0.61b 52.72±2.91b 0.61±0.03b

注：表格中数据表示方式为（平均值 ± 标准误差），字母

表示同列数据之间具有显著性差异，P ＜ 0.05。

2.3 理化指标测定

按 1.2.5 的方法测定理化指标，其中标准曲线 R2

均大于 0.99，其中考马斯亮蓝法、硫酸咔唑法及氯

化钡 - 明胶法回归方程分别为 y=0.639 7x-0.023 2、
y=0.009 2x+0.032 4、y=0.037x+0.137。结果如表 2 所示，

其中总糖在硫酸化修饰后出现了下降，由 85.76% 下降

到了 72.33%，这可能是由于部分多糖碳化所致 [18] ，同

时，蛋白质含量有所提升，可能是由于其他组分降低，

蛋白质相对占比上升 [8] ，除此之外，S-CVPs-1-G 糖醛

酸含量略高于 CVPs。

表 2  CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G和S-CVPs-2-G

组分化学成分对比

Table 2 Chemical composition comparison of CVPs, S-CVPs, 

S-CVPs-1-G, and S-CVPs-2-G components

组分
总糖 /
(wt.%)

蛋白质 /
(wt.%)

糖醛酸 /
(wt.%) 取代度

CVPs 85.76±2.36c 5.25±0.78b 1.49±0.35a, b
—

S-CVPs 72.33±1.56d 6.19±0.98a 2.15±0.45a 0.58±0.06a

S-CVPs-1-G 93.92±2.54a
— 1.98±0.43a 0.40±0.04b

S-CVPs-2-G 90.23±1.96b
— 1.23±0.25b 0.22±0.02c

注：表格中数据表示方式为（平均值 ± 标准误差），文中

字母表示同列数据之间具有显著性差异，P ＜ 0.05 ；“—”表示

低于方法检测限。

图 2 FT-IR 光谱图

Fig.2 FT-IR spectra

2.4 红外光谱分析

根据图 2 可知，硫酸化后的多糖不仅含有原多糖

的官能团，修饰成功后，部分特征官能团随之发生了

改变。图中 1 020~1 200、2 922 和 3 294 cm-1 出的吸收

峰为多糖的特征吸收峰 [19,20] ，1 020 ~1 200 cm-1 处的吸

收峰是由吡喃糖环所致，CVPs、S-CVPs-1-G 与 S-CVPs
的特征吸收峰高度相似，这表明三种多糖间具有相同

的官能团，3 294 cm-1 处代表 O-H 的伸缩振动，表明

两者之间存在分子键和分子内氢键，同时，S-CVPs-1-G
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与S-CVPs在 3 294 cm-1处的吸收峰有变窄变弱的情况，

可能是硫酸基团取代了部分 O-H 的位置，使得 O-H 的

伸缩振动程度减弱 [21] ，这是硫酸化多糖取代成功的典

型标志之一，除此之外，修饰后的 1 204、816 cm-1 分

别对应硫酸基团 S=O 的不对称拉伸振动及 C-O-S 的振

动吸收峰，因此可推断 S-CVPs-1-G 与 S-CVPs 硫酸化

修饰成功。850 cm-1 和 930 cm-1 处的吸收峰表明川明参

多糖既有 α- 糖苷键，又有 β- 糖苷键 [1] ，且硫酸化修饰

不会影响原多糖的糖苷键构型。

2.5 紫外光谱分析

图 3 为 CVPs、S-CVPs 及 S-CVPs-1-G 的紫外光

谱扫描图，可以看出 CVPs 和 S-CVPs 在 260 nm 和

280 nm 处曲线有少量突起，这表明川明参粗多糖及硫

酸化后的粗多糖均存在少量蛋白质，而通过纯化后，

S-CVPs-1-G 在 260 nm 和 280 nm 的吸收峰明显减小，

且图谱趋于平缓，这表明，通过分离柱之后，蛋白质

及核酸等小分子已经基本去除。

2.6 SEM分析

图 4 为 CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G 的电子显微

镜扫描图，可见三个多糖样品的微观结构存在显著差

异，CVPs 存在纤维丝状结构，而硫酸化修饰的多糖不

存在相似结构，对比三者在 300、500、1 000 放大倍

数下的外貌特征，可以看出 CVPs（图 4a）外貌呈片

带状，而 S-CVPs（图 4d）、S-CVPs-1-G（图 4g）呈

不规则的片状，且片状结构更小，这可能是由于硫酸

化强烈的酸性条件破坏了多糖的结构导致 [22] 。500 倍

放大倍数下，可以看到 S-CVPs 中含有部分球状多糖

（图 4e），这可能是来自于 CVPs 分子末端的球状颗粒

（图 4b），而纯化之后，该部分多糖颗粒并未出现，可

能在分离纯化过程中去除。在 1 000 倍放大倍数下可见

S-CVPs-1-G（图 4m）表面具有条纹状缝隙，这样的形

态特征会使多糖具有更大的表面积，可与更多的水分子

相结合，因此推断 S-CVPs-1-G 具有更高的溶解性 [23] 。

图 3 UV 光谱图

Fig.3 UV spectra

图 4 CVPs、S-CVPs 和 S-CVPs-1-G 的电镜扫描结构图

Fig.4 Electron microscope scanning structure of CVPs, S-CVPs and S-CVPs-1-G

注：a、d、g 为 300 倍放大倍数下的外貌形态，b、e、h 为 500 倍放大倍数下的外貌形态，c、f、i 为 1 000 倍放大倍数下的外貌形态。
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表 3  S-CVPs-1-G单糖组成表

Table 3 S-CVPs-1-G table of monosaccharide composition

单糖
检测结果的质量浓度 /(μg/mL)

Man GlcN Rha GlcA GalA Glc Gal

质量浓度 28.16 6.78 16.12 11.98 21.80 501.97 32.92

图 5 标准品流出图（a）及 S-CVPs-1-G 的单糖组成（b）

和分子量（c）

Fig.5 Standard product elution profile (a) and the 

monosaccharide composition (b) and molecular weight (c) 

of S-CVPs-1-G

2.7 单糖组成及分子量

采用 HPLC 对 S-CVPs-1-G 的单糖组成进行分析，

外标法定量。各单糖组成含量如表 3 和图 5b 所示，葡

萄糖含量最高，S-CVPs-1-G 主要成分为葡萄糖（Glc）
占 81.00%、半乳糖（Gal）占 5.31% 及甘露糖（Man）
占 4.54%。除此之外，通过 HPGPC 对分子量进行测

定，结果如图 5c 所示，S-CVPs-1-G 是一种分子量

为 4.2 kDa 的多糖聚合物  [24] ，可能是反应体系中的强

烈酸性使糖链断裂 [25,26] ，将 S-CVPs-1-G 分裂成分子量

不均一的两个的聚合物，在巩晓佩 [24] 的研究中，原多

糖在不同比例硫酸化试剂处理下也产生了不同分子量

的吸收峰。

2.8 抗氧化活性

自由基作为代谢产物，在生物体系中一般处于动

态平衡，由于其化学性质极其活跃，会从临近的细胞

掠夺电子，从而损伤机体的组织和细胞，导致细胞衰

老或凋亡。同时，研究表明自由基还与多种慢性疾病

有关，包括动脉粥样硬化、风湿病、癌症等 [27,28] 。因此，

采用ABTS阳离子自由基清除率、DPPH自由基清除率、

OH 清除率、总还原力对 CVPs 的体外抗氧化活性进行

考察。

表 4  CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G及Vc的抗氧化活性IC50值

Table 4 The antioxidant activity IC50 values of CVPs, S-CVPs, 

S-CVPs-1-G, and Vc 

组分

质量浓度 /(mg/mL)

DPPH 自由基
清除率 IC50

ABTS+ 自由基
清除率 IC50

OH 自由基清
除率 IC50

S-CVPs-1-G 1.08±0.08b 1.11±0.01b 0.68±0.02b

CVPs 6.38±0.40d 1.48±0.02d 1.37±0.20d

S-CVPs 5.24±0.41c 1.29±0.01c 0.90±0.05c

Vc 0.00±0.01a 0.04±0.03a 0a

注：表格中数据表示方式为（平均值 ± 标准误差），文中

字母表示同列数据之间具有显著性差异，P ＜ 0.05。

2.8.1 DPPH自由基清除率

DPPH 是一种以氮为中心的自由基，它能够被提

供氢原子的抗氧化剂迅速还原。因此，DPPH 常作为

一种既有效又灵敏的抗氧化检测手段，用于评估天

然化合物的抗氧化能力。通过图 6 可以看出，当多

糖质量浓度由 0.5 mg/mL 增加到 4 mg/mL 时，CVPs、
S-CVPs、S-CVPs-1-G 及 Vc 对 DPPH 自由基的清除

率随之增加，清除率分别达到了 45.12%、50.7%、

82.83% 和 98.50%，其中 S-CVPs 与 CVPs 相比，清

除率提升了 5.6%，各多糖组分中，S-CVPs-1-G 的清

除效果最佳，仅次于 Vc 的效果。S-CVPs、S-CVPs、
S-CVPs-1-G 及 Vc 对 DPPH 自由基清除能力的 IC50 如

表 4 所示，分别为 6.38、5.24、1.08 以及 0.01 mg/mL，
从 IC50 上也能看出纯化组分 S-CVPs-1-G 的效果显著

优于 CVPs 和 S-CVPs，这表明提高 S-CVPs-1-G 纯度

有助于提高其抗氧化活性 [29] 。
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图 6 CVPs、S-CVPs 和 S-CVPs-1-G 的 DPPH 清除率

Fig.6 DPPH clearance of CVPs, S-CVPs and S-CVPs-1-G 

2.8.2 ABTS+自由基清除率

通过图 7 可以看出 CVPs、S-CVPs 及 S-CVPs-1-G
对 ABTS+ 自由基的清除能力随着质量浓度的增加

而升高，在 0.5~4 mg/mL 范围内，呈现出浓度依赖

性。 在 4 mg/mL 时，CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G
及 Vc 对 ABTS+ 自由基的清除率分别为 67.37%、

71.08%、77.32% 和 98.99%，同时，在表 4 中可知，

CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G 及 Vc 对 ABTS+ 自由基的

清除率的 IC50 分别为 1.48、1.29、1.11 以及 0.04 mg/mL。
结 果 表 明 CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G 对 ABTS+

自由基均有抑制作用，并且 CVPs 与 Lin 等  [30] 的清

除效果较为接近。S-CVPs 的清除效果有所提升，这

可能是由于硫酸化后单糖组成变化有关  [31] ，相较于

S-CVPs，纯化后 S-CVPs-1-G 的 ABTS+ 自由基的清

除率降低了 0.17，这说明高活性的 S-CVPs-1-G 被

富集起来。

图 7 CVPs、S-CVPs 和 S-CVPs-1-G 的 ABTS+. 清除率

Fig.7 ABTS+. clearance of CVPs, S-CVPs and S-CVPs-1-G 

2.8.3 OH自由基清除率

OH 自由基是一种极其活跃的自由基，在体内堆

积易导致细胞损伤或死亡。因此，以 OH 自由基清除

率评价多糖是否具有抗氧化作用具有积极意义。通过

图 8 可知，在 0.5~4 mg/mL 质量浓度范围内，CVPs、
S-CVPs 及 S-CVPs-1-G 对 OH 自由基的清除能力逐渐

升高，在 4 mg/mL 时，CVPs、S-CVPs、S-CVPs-1-G
及 Vc 对 OH 自由基的清除率 59.15%、68.0%、74.02%
和 99.07%。同时，在表 4 中可知，CVPs、S-CVPs、
S-CVPs-1-G 及 Vc 对 OH 自由基的清除率的 IC50 分别

为 0.90、1.37、0.68 以及 0.01 mg/mL。各组分的都具

有良好的清除 OH 自由基的效果，其中 S-CVPs 的效

果优于 CVPs，S-CVPs-1-G 的效果最佳。

图 8 CVPs、S-CVPs 和 S-CVPs-1-G 的 OH 清除率

Fig.8 OH clearance of CVPs, S-CVPs and S-CVPs-1-G 

2.8.4 总还原力

总还原力是评价物质抗氧化能力的重要指标，结

果如图 8 所示，CVPs、S-CVPs 及 S-CVPs-1-G 均具

有一定的还原力，并且还原力随着质量浓度的升高

而增加。4 mg/mL 质量浓度的还原力大小由高到低为

S-CVPs-1-G ＞ S-CVPs ＞ CVPs，结果表明硫酸化后

的多糖抗氧化活性效果更好，可能与硫酸化后的川明

参粗多糖中的硫酸根有关 [32] ，同时，这也说明纯化后

的修饰多糖活性更好。

图 9 CVPs、S-CVPs 和 S-CVPs-1-G 的总还原力

Fig.9 Total reducing power of CVPs, S-CVPs and S-CVPs-1-G

3  结论

本研究通过浓硫酸法成功制备了 S-CVPs，采用柱

层析法将其分离为两个组分，S-CVPs-1 和 S-CVPs-2。
研究结果表明，S-CVPs-1 在得率和抗氧化能力方面均
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优于 S-CVPs-2，这为后续的深入研究奠定了基础。通

过对 S-CVPs-1 的进一步纯化和红外光谱分析，验证

了硫酸化修饰的成功，这也证实了采用浓硫酸法修饰

CVPs 是切实可行的。

从扫描电镜的观察结果来看，硫酸化修饰导致了

多糖微观结构的变化，从而改善了其水溶性。这一

点对于多糖的生物利用度提升具有重要意义。此外，

HPGPC 和 HPLC 分析结果表明，S-CVPs-1-G 由多种

单糖组成，其分子量为 4.2 Da，这种结构特征可能为

其生物活性提供了有利条件。抗氧化能力的测试结果

显示，硫酸化修饰显著提高了 CVPs 在清除 DPPH、

ABTS+、OH 自由基及总还原力方面的表现。特别是

在 4 mg/mL 质量浓度下，纯化后的 S-CVPs-1-G 表现

出最佳的抗氧化效果，分别达到了 82.83%、77.32%、

74.02% 和 1.12。这进一步证实了硫酸化处理和组分纯

化对提高 CVPs 生物活性的有效性。

尽管本研究初步确定了硫酸化修饰有助于提高

CVPs 的生物活性，且组分纯度的提升也能增强其活性，

但具体的增强机制仍需进一步探索。未来的研究可以

集中在深入探讨硫酸化程度与抗氧化能力之间的关系

和研究不同组分的相互作用对整体生物活性的影响两

个方面。综上所述，本研究的结果为阐明硫酸化川明

参粗多糖增强抗氧化机制提供了理论基础，同时也为

开发川明参功能性食品提供了技术支持。这将进一步

推动川明参的开发利用，促进其在保健食品和药物领

域的应用。
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