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化学修饰对夏枯草多糖理化特征及生物活性的影响

李冬雪,陈瑞战,白鹤龙,杨 翠,吴文静,王永堂,宫铭泽
(长春师范大学 化学学院,长春130032)

摘要:采用超声破碎提取夏枯草多糖(PVPs),从中分离得到纯化多糖组分(PVP-2),并比较

PVP-2及其锌、硒、硫酸化、磷酸化修饰PVP-2衍生物(Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和

P-PVP-2)的理化特征、抗氧化、降血糖和抑菌活性.结果表明:与天然PVP-2相比,衍生物

的糖醛酸、总酚、总黄酮、硫酸基团、葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸的含量、水溶性、抗氧化、降

血糖及抑菌活性均明显提高,但相对分子质量和蛋白质含量降低.修饰导致PVPs的中性侧

链降解,并明显改变了单糖的物质的量比,但未改变PVP-2的主链结构.P-PVP-2的抗氧化

活性和降血糖活性最高,Se-PVP-2的抑菌活性最好,表明化学修饰方法对PVP-2的修饰均

有效,化学修饰可提升PVPs在食品和医药工业中的应用潜力.
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Abstract:Prunellavulgaris polysaccharides (PVPs)wereextracted by using ultrasonication
extraction,and polysaccharide component (PVP-2) wasisolated and purified from PVPs.
Physicochemicalcharacteristics,antioxidant,hypoglycemicandantibacterialactivitiesofPVP-2and
derivatives(Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2andP-PVP-2)modifiedbyzinc,selenium,sulfonationand
phosphorylationwerecompared.TheresultsshowthatcomparedwithnaturalPVP-2,thecontentsof
uronicacid,totalphenol,totalflavonoids,sulfuricacidgroup,glucuronicacidandgalacturonicacid,

watersolubility,antioxidant,hypoglycemicand antibacterialactivities ofthe derivativesare
significantlyincreased,buttherelativemolecularweightandproteincontentaredecreased.The
modificationleadstothedegradationoftheneutralsidechainsofPVPs,andsignificantlychangesthe
molarratioofmonosaccharides,butdoesnotchangethebackbonestructureofPVP-2.P-PVP-2has
thehighestantioxidantactivityandhypoglycemicactivity,andSe-PVP-2hasthebestantibacterial
activity,indicatingthatthechemicalmodificationmethodsareeffectiveinthemodificationofPVP-2,



andchemical modification can enhancethe potentialapplication of PVPsin thefood and
pharmaceuticalindustries.
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多糖是一类天然大分子聚合物,广泛存在于动物、植物、海藻和微生物中,具有优异的药理活性,
如抗氧化、降血糖、抗肿瘤、抗病毒、抗炎、免疫调节、抗菌、抗衰老和抗辐射等[1].多糖以其来源丰

富、毒性低、生产成本低、生物活性广、可再生和可生物降解等优点已引起人们广泛关注,在食品、
医药、化妆品、包装、功能性食品、益生元和药物输送等领域[2-3]应用广泛.但并不是所有多糖都有上

述特性,一些天然多糖常与蛋白质、多酚和黄酮类化合物等结合,且由于其相对分子质量(Mw)大、水

溶性(WS)差和跨膜阻力大等特点,存在提取分离较困难和功能性质不理想等问题,从而限制了其在

特定领域的吸收和利用.因此,一些天然多糖需进行提取和修饰,以改变其理化特征,提高其生物活

性,拓宽其应用潜力.一些新的提取技术(如超声波、微波、酶、超高压、脉冲电场、亚临界水[2]、超临

界CO2流体等[4])在提高多糖提取效率的同时,也会在不同程度上改变多糖的理化性质,从而使提取

的多糖具有更好的功能性.研究表明,通过化学修饰(硫酸化、磷酸化、乙酰化、羧甲基化、硒化和锌

修饰[1]等)可为多糖的功能化提供更有效的途径.由于引入特定功能基团改变了多糖链的构象,改善

了多糖的结构组成、Mw、配位方式、离子性质和电荷性质,暴露或增加了更多的活性基团,提高了多

糖的 WS、生物利用度和生物活性[3].因此,适当的化学修饰是改善多糖生物活性的理想途径.
夏枯草(PrunellavulgarisL.,PVLs)为多年生草本植物,属于唇形科,广泛分布于亚洲、欧洲、非

洲西北部和北美[5].PVLs主要含有三萜、黄酮、多糖、有机酸和挥发油等活性成分[6],具有抗炎、抗

氧化、抗肿瘤、抗增殖活性、降血糖、抗病毒、抗菌和免疫调节等功效[7],但目前对PVLs的研究文献

报道较少.
夏枯草多糖(PVPs)作为一类天然高分子糖类化合物,具有抗氧化、抗炎、免疫调节、抗肿瘤及抗

菌等多重功效.如多糖能增强机体免疫反应,调节T细胞和B细胞活性,从而提升抗病能力;多糖可

通过抑制癌细胞增殖和诱导细胞凋亡实现抗癌效果.尽管夏枯草多糖具有多种生物学效应,但因其结

构复杂、水溶性差、跨膜阻力大、活性不理想、生物利用度不高等因素,制约了该多糖的开发和应用.
因此,系统开展夏枯草果穗多糖的研究,比较不同修饰技术对其特征与活性的影响,有助于解释其活

性与特征的相关性,为改善其功能性质和活性、提高其生物利用度及拓宽应用领域提供理论依据.
本文采用超声破碎提取(UCE)PVPs,从中分离得到纯化多糖组分(PVP-2),之后对其进行锌化

(Zn-PVP-2)、硒化(Se-PVP-2)、硫酸化(S-PVP-2)和磷酸化(P-PVP-2)修饰,比较天然多糖组分及其

衍生物的理化特征、功能性质、抗氧化、降血糖和体外抗菌活性,分析特征与活性的关系以及可能的

作用机制,为进一步提高PVPs的生物学效能并拓展应用领域提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 材料和化学试剂

PVLs购于安徽省某中药材市场,经长春师范大学李丽教授鉴定为PVLs.石油醚、无水乙醇、
苯酚、DEAE-SepharoseCL-6B、葡 聚 糖 凝 胶 G-150、Zn(Ac)2、Na2SeO3、浓 H2SO4、正 丁 醇、
(NH4)2SO4、三聚磷酸钠、三偏磷酸钠和吩嗪硫酸甲酯(PMS)购于山东西亚化学有限公司;还原性辅

酶Ⅰ(NADH)购于安徽酷尔生物工程有限公司;1,1-二苯基-2-苦基肼(DPPH)、2,2′-联氨-双(3-乙基

苯并噻唑-6-磺酸)二胺盐(ABTS)、氯化硝基四氮唑蓝(NBT)、阿卡波糖、α-淀粉酶和β-葡萄糖苷酶购

于上海源叶生物科技有限公司;金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)购于上海博科生物技术有限

公司;大肠杆菌(Escherichiacoli)购于上海秦诚生物科技有限公司.
1.2 PVPs制备

将干燥的PVLs粉碎,先用石油醚和乙醇回流3h,除去色素、脂质和小分子成分,再过滤、干燥,
得到预处理样品.预处理样品与水混合后,室温下浸泡12h,用超声波破碎机(SL-2010N型,超威电
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子有限公司)进行UCE.提取条件为:超声时间35min、温度46℃、功率200W、水与PVLs的比例

为40mL/g;将提取混合液离心、取上清液、减压浓缩后,用4倍体积乙醇在4℃沉淀过夜,离心,保

留沉淀,水溶解后用Sevage法去除蛋白质,蒸馏水透析,冻干得到PVPs.
将PVPs溶 液(0.1g/mL)加 入 DEAE-SepharoseCL-6B(26.8 mm×188.7 mm)柱 中,用

0~2mol/LNaCl溶液(流速1mL/min)洗脱,自动收集洗脱液(每管5mL),采用苯酚-硫酸法测定糖

含量,并绘制吸光度与管数的洗脱曲线.合并主峰洗脱液(PVPs-2),采用SephadexG-150凝胶柱

(2.6cm×40cm)进一步纯化,用水以流速0.6mL/min洗脱,收集主峰洗脱液,浓缩、透析、冻干后

即可得PVP-2.
1.3 化学修饰

1.3.1 锌化修饰

将30mgPVP-2与10mLH2O混合,加入2mLZn(Ac)2溶液(30mg/mL,pH=4.0),于50℃
搅拌10min.用0.5mol/LNaOH调节溶液的pH=8,并在50℃保持24h后,用0.5mol/LHCl调

节溶液pH=4.0.上清液用蒸馏水透析(截留 Mw=3500)72h,除去游离Zn2+,收集截留液,浓缩、
冻干,得到锌修饰PVP-2(Zn-PVP-2).以ZnSO4为标准,用原子吸收光谱法测定Zn-PVP-2中的锌

含量.
1.3.2 硒化修饰

将30mgPVP-2溶于7mL HNO3(体积分数0.6%)中,于25 ℃搅拌0.5h,加入30mg
Na2SeO3,于70℃反应10h,冷却至25℃后,用1mol/LNaOH中和至pH=7.0,离心、收集上清

液,用蒸馏水透析至加入抗坏血酸透析液不再产生红色为止,收集截留液,浓缩、冻干,即可得硒化

PVP-2(Se-PVP-2).Se-PVP-2中的硒含量参考文献[8]测定.Se-PVP-2中硒含量计算公式为

ρ=1000 ´[(ρ1-ρ2)́V]/m, (1)
其中ρ1和ρ2分别为Se-PVP-2和空白溶液中硒的质量浓度,V 和m 分别为总体积和测试PVP-2的质量.
1.3.3 硫酸化修饰

将7.5mLH2SO4(质量分数为98.3%)、2.5mL正丁醇和0.125g(NH4)2SO4在搅拌下混合,于

0℃反应0.5h,加入30mgPVP-2,在0℃搅拌1h后,用1mol/LNaOH中和(pH=7),离心,上清

液用蒸馏水透析(截留Mw=3500)24h,冻干得到硫酸修饰PVP-2(S-PVP-2).参考文献[9]方法,以

K2SO4为标准,利用下式计算S-PVP-2的取代度(DS):

DS=1.62×w(S)/(32-1.02×w(S)), (2)
其中w(S)为硫酸盐的质量分数.
1.3.4 磷酸化修饰

将30mgPVP-2与10mL磷化剂(三聚磷酸钠0.857g+三偏磷酸钠0.134g)混合,用1mol/L
NaHCO3中和(pH=7),在90℃反应3h,将混合溶液用体积分数为95%的乙醇在4℃沉淀24h后,
离心,将沉淀加适量水溶解,用蒸馏水透析48h,冻干后得到磷酸化PVP-2(P-PVP-2).采用钼蓝比色

法[10]计算P-PVP-2的DS,计算公式为

DS=162×w(P)/(3100-84×w(P)), (3)
其中w(P)为磷酸基团含量,162为单糖残基的 Mw,3100为100倍磷的相对原子质量,84为取代基

的摩尔质量.
1.4 化学成分分析

采用苯酚-硫酸法(以葡萄糖(Glc)为标准)、间羟基苯法(以葡萄糖醛酸(GlcA)为标准)、Bradford
法(以牛血清蛋白为参比)、氯化铝测定(以芦丁为标准)和比色法(以没食子酸为标准),分别测定多糖

的中性糖(NSC)、糖醛酸(UAC)、蛋白质(PC)、总黄酮(TFC)和总酚(TPC)的含量.
1.5 理化特征分析

1.5.1 均一性、相对分子质量及单糖组成测定

参考文献[11]的高效凝胶色谱(HPGPC)和高效液相色谱(HPLC)方法对PVPs的均一性、相对分
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子质量及单糖组成进行测定.
将5mgPVPs与2mL(2mol/L)三氟乙酸(TFA)混合,在120℃水解4h,用甲醇反复洗涤和蒸

发去除过量的TFA.将水解产物(或混合标准单糖)加入0.2mLNaOH (0.3mol/L)和0.2mL的

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮(PMP,0.5mol/L),在70℃衍生1h.冷却后,用0.2mLHCl(0.3mol/L)中
和所得溶液,用氯仿(1mL)萃取3次,过0.45μm 滤膜.使用 VanquishCoreHPLC 系统(Diode
ArrayDetectorCG型,美国ThermoScientific公司)对衍生物进行分析,该系统配备Acclaim120C18
(4.6mm×250mm);色谱条件为:检测波长250nm,柱温30℃,进样量10μL,流速1mL/min,流

动相为0.05mol/L磷酸盐缓冲液(PBS,pH=6.86)和乙腈(体积比为83∶17).
1.5.2 紫外和红外光谱分析

使用紫外-分光光度计(Cary4000型,美国安捷伦公司)扫描PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2
和P-PVP-2在200~400nm 内的紫外光谱;使用 KBr片剂法用Fourier变换红外光谱(FT-IR)仪
(is50型,美国Thermo公司)测量样品在4000~400cm-1的FT-IR光谱.
1.5.3 热重分析

采用TG-7热重分析仪(Perkin-ElmerTG-7型,美国PerkinElmer公司)对PVP-2,Zn-PVP-2,

Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2进行热重分析,升温速率为10℃/min,N2流速为50mL/min,温度

为25~800℃.
1.5.4水溶性、保水性和保油性测定

参考文献[11]方法测定PVPs的水溶性(WS)、保水性(WHC)和保油性(OHC).计算公式分别为

w(WS)=(1-m1

m0
)×100%, (4)

w(WHC)=m1

m0
×100%, (5)

w(OHC)=m2

m0
×100%. (6)

其中:m0为原始样品质量;m1为样品用水溶解后离心得到沉淀物的干质量;m2为样品用大豆油溶解后

离心得到沉淀物的干质量.
1.6 抗氧化活性测定

使用1,1-二苯基-2-苦基肼自由基(DPPH∙)、2,2′-连氮-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸自由基

(ABTS+∙)、超氧阴离子自由基(O∙-
2 )和羟基自由基(∙OH)的清除率(SA,%)测定多糖抗氧化活

性.实验步骤参考文献[12],4种自由基SA的计算公式为

SA=[1-(A1-A2)/A0]×100%, (7)
其中A0,A1和A2分别为实验试剂+溶剂混合物、PVPs+实验试剂和不含实验试剂的PVPs混合物的

吸光度值.
1.7 降血糖活性测定

采用α-淀粉酶和α-葡萄糖苷酶的抑制活性测定PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2的

降血糖活性.将0.5mLPVPs溶液(0.4~2mg/mL)与0.5mLα-淀粉酶溶液混合,在37℃孵育

15min后,加入0.5mL质量分数为1%的淀粉溶液,在37℃反应10min.再向混合物中加入1mL
的3,5-二硝基水杨酸(DNS)试剂,在100℃加热5min,冷却至25℃后加入10mLH2O,在540nm
处测定吸光度,酶抑制活性(IA)计算公式为

IA=[1-(B1-B2)/B0]×100%, (8)
其中B0,B1,B2分别为不含PVPs的反应溶液、反应体系的混合溶液和不含酶体系的PVPs反应溶液的

吸光度.
将50μLPVPs溶液(0.4~2mg/mL)加入50μLα-葡萄糖苷酶溶液中,在37℃反应10min,再

加入100μL对硝基苯基吡喃葡糖苷(PNPG)溶液(5mmol/mL),在37℃反应10min,加入100μL
Na2CO3(0.2mol/mL),测定540nm处的吸光度,用式(8)计算α-葡萄糖苷酶的IA.
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1.8 抗菌活性测定

采用滤纸扩散法评估PVPs对金黄色葡萄球菌(S.aureus)和大肠杆菌(E.coli)的抗菌活性(AA).
将100μLS.aureus和E.coli(浓度为1×105~1×106CFU/mL,其中CFU为菌落数)涂布于营养琼

脂平板上,在平板中央放置直径6mm、厚度1mm的滤纸圆盘,并将30μLPVPs溶液(质量浓度为

1~10mg/mL)滴加在滤纸上,在37℃孵育48h.每个质量浓度的PVPs均进行3次重复实验.通过

测量滤纸圆盘周围的抑菌圈直径评估抗菌活性.
1.9 统计分析

使用IBMSPSSStatistics24.0和 OriginPro2021(OriginLabCo)软件进行统计分析,结果表示

为:平均值±标准差(n=3).两组之间的差异采用单因素方差分析(ANOVA)进行分析.P<0.05表

示具有显著性差异.

2 结果与讨论

2.1 PVPs的提取、分离与纯化

在单因素试验的基础上,采用响应面法(RSM)对UCE的工艺参数进行优化,得到UCE的最佳工

艺参数为:功率199.58W、时间34.93min、温度46.17℃.在该优化条件下,UCE的PVPs提取率

为14.17%,是热回流提取多糖(H-PVPs,提取率为3.51%)的4.03倍.结果表明,超声空化、剪切和

热作用可破坏PVLs细胞壁,促进PVPs溶解与传质,从而提高了PVPs的提取率.
在最佳UCE条件下获得PVPs,再经DEAE-SepharoseCL-6B(26.8mm×188.7mm)柱分离,用

0~2mol/LNaCl进行洗脱,得到4个主要洗脱峰(分别命名为PVPs-1,PVPs-2,PVPs-3和PVPs-4).
收集糖含量和提取率最高的 PVPs-2组分,经透析、浓缩、冻干,再用 SephadexG-150凝胶柱

(2.6cm×40cm)进一步纯化,用H2O洗脱,得到均一组分PVP-2,提取率为52.91%.可见本文方法

是一种高效的提取、分离和纯化方法.
2.2 理化特征及功能性质

2.2.1 修饰PVP-2的DS和化学成分

取代度(DS)是衡量多糖链中羟基被各种基团(如硫酸基团和磷酸基团等)取代程度的指标,是影

响修饰多糖结构和生物活性的关键因素之一.S-PVP-2和P-PVP-2的DS分别为0.49和0.35,表明

经硫酸化和磷酸化后,PVP-2部分链上的羟基已成功被硫酸基团和磷酸基团取代,其中硫酸基团或磷

图1 PVP-2的不同修饰反应

Fig.1 DifferentmodificationreactionsofPVP-2

酸基团与PVP-2侧链中的碳原子以共价键结合形成S-PVP-2或P-PVP-2,连接方式如图1所示.随着

引入这些基团,PVP-2链的电荷密度增加,糖链的构象也随之发生改变,从而导致其功能性质发生改

变.PVP-2经硒和锌修饰后,用蒸馏水透析除去自由离子,修饰产物中硒和锌的质量比分别为

(330.11±29.15)μg/g和(184.85±15.34)μg/g,表明Se和Zn以C—O—Se,Se—O和Se O共价

键及Zn—O配位键成功引入多糖链,连接方式如图1所示.研究表明,硒化修饰可诱导多糖分子发生

交联,形成交联网络,从而改变多糖的空间结构、分子间相互作用、稳定性、WS、电荷、反应性、构

象、Mw 和生物活性[13],锌修饰可改变多糖的表面结构,使其分子结构变松散.
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2.2.2 化学成分

PVP-2及其修饰产物的化学成分统计结果列于表1,其中NSC为中性糖质量分数,PC为蛋白质

质量分数,UAC为糖醛酸质量分数,TPC为总酚质量分数,TFC为总黄酮质量分数,SGC为硫酸根

质量分数,Mw 为平均相对分子质量,WS为水溶性,WHC为持水性,OHC为持油性,DS为取代度,

ND为 未 检 出.由 表1可 见,PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和 P-PVP-2的 NSC 分 别 为

(53.67±3.97)%,(46.45±3.95)%,(42.03±2.94)%,(46.94±2.89)%和(40.53±3.98)%,表明所

有衍生物均显著低于PVP-2的NSC(P<0.05),这可能是由于修饰引起天然多糖侧链中的中性糖水解

所致,但4种修饰方法导致NSC降低的程度不同.通常在化学修饰过程中,随着新功能基团引入的增

加,NSC逐渐降低,降低的程度与修饰方法和条件密切相关.
表1 不同修饰方法对PVP-2物理化学特性和功能性能的影响

Table1 EffectsofdifferentmodificationmethodsonphysicochemicalcharacteristicsandfunctionalperformanceofPVP-2

样品 PVP-2 Zn-PVP-2 Se-PVP-2 S-PVP-2 P-PVP-2
w(NSC)/% 53.67±3.97a 46.45±3.95b 42.03±2.94b 46.94±2.89ab 40.53±3.98b

w(PC)/% 8.03±0.59a 7.39±0.36ab 2.38±0.06c 7.19±0.24b 1.18±0.03d

w(UAC)/% 11.47±0.95c 13.79±1.28bc 16.56±1.51ab 15.74±1.45ab 17.37±1.67a

w(TPC)/% 3.80±0.31d 4.41±0.41cd 5.45±0.57ab 5.01±0.52bc 6.08±0.62a

w(TFC)/% 4.68±0.37c 5.61±0.39c 8.62±0.61a 7.31±0.53b 9.69±0.87a

w(SGC)/% 9.11±0.78d 11.76±0.97c 8.76±0.61d 22.15±1.83a 17.75±1.32b

Mw 154300±16340a 123930±15210b 94120±8780c 111060±11870cd 87970±5400c

w(WS)/% 96.45±4.24a 92.16±3.16a 96.83±4.17a 97.45±4.34a 98.21±4.77a

w(WHC)/% 5.34±0.04d 6.57±0.16a 5.63±0.09c 6.34±0.15b 5.13±0.02d

w(OHC)/% 2.62±0.06c 3.76±0.17a 3.15±0.11b 3.98±0.19a 2.21±0.04d

DS/% ND ND ND 0.49±0.03 0.35±0.02
w(Zn)/(μg∙g-1) ND 184.85±15.34 ND ND ND
w(Se)/(μg∙g-1) ND ND 330.11±29.15 ND ND

w(Man)/% 4.73±0.19b 4.01±0.12c 7.92±0.22a 4.34±0.17c 4.75±0.18b

w(Rha)/% 6.91±0.18b 5.67±0.14c 7.87±0.25a 7.00±0.21b 6.84±0.14b

w(GlcA)/% 3.51±0.12d 5.34±0.14c 6.20±0.16b 5.98±0.15b 7.37±0.21a

w(GalA)/% 7.02±0.26d 8.46±0.29c 9.68±0.35ab 9.09±0.31bc 9.87±0.41a

w(Glc)/% 6.38±0.18a 5.47±0.21b 2.80±0.12d 3.97±0.16c 2.22±0.11e

w(Gal)/% 14.04±0.56a 10.00±0.32c 10.20±0.35bc 10.80±0.31b 11.02±0.43b

w(Xyl)/% 36.17±1.79ab 37.65±1.81a 29.77±1.65c 33.68±1.74b 33.07±1.77b

w(Ara)/% 21.23±1.23b 23.40±1.35ab 25.55±1.43a 25.14±1.33a 24.84±1.37a

  注:数值为平均值±SD(n=3);不同小写字母表示不同成分含量的差异(P<0.05),即列间比较显著.

  PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和 P-PVP-2中的 PC分别为(8.03±0.59)%,(7.39±
0.36)%,(2.38±0.06)%,(7.19±0.24)%和(1.18±0.03)%,表明4种修饰方法均显著降低了PC
(P<0.05).经多次Sevag脱蛋白质后,PVP-2及其4种衍生物均含有一定量的蛋白质,可能是因为蛋

白质与多糖通过共价键形成了稳定的缀合物,4种衍生物中Zn-PVP-2的PC含量最高,是PC含量最

低P-PVP-2的6.26倍.这可能是由于锌与蛋白质和多糖形成了稳定的多元共轭物,减少了修饰过程

中糖蛋白的分解,将无机锌转化为有机形式,提高了锌的生物利用度所致.P-PVP-2的PC最低,这可

能是由于磷酸化促进了蛋白质降解,导致PC显著降低,与Yang等[14]报道的磷酸化修饰后多糖中碳

水化合物和蛋白质含量降低的结果一致.
PVP-2及其衍生物的UAC大小顺序为P-PVP-2>Se-PVP-2>S-PVP-2>Zn-PVP-2>PVP-2,表

明衍生物显著高于PVP-2中的UAC(P<0.05),其原因可能是由于修饰多糖制备过程中的中性多糖

链降解,最终导致位于主链中的UAC升高.其中P-PVP-2比PVP-2中的UAC高51.44%,进一步表

明磷酸化修饰在保持P-PVP-2酸性主链结构的同时,促进了中性多糖链的更高降解,UAC明显提高

(P<0.05).
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PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和 P-PVP-2的 TPC和 TFC分别为(3.80±0.31)%~
(6.08±0.62)%和(4.68±0.37)%~(9.69±0.87)%.表明5个PVPs均含有高比例的黄酮和多酚类

化合物.UCE法显著高于HRE法提取PVPs的TPC和TFC(P<0.05).由于超声波产生的强烈空化

和剪切作用促进了这些次生产物的溶解,减少了传统 HRE高温引起酚类化合物的降解,经醇沉、
分离、纯化、修饰和透析后,黄酮和多酚类成分并未被去除,推测这些成分可能与多糖和蛋白质结合

形成多元缀合物[15].4种衍生物均高于天然PVP-2的TPC和TFC,且P-PVP-2的TPC和TFC均最

高,分别是PVP-2的1.60倍和2.07倍.其原因可能是修饰过程中多糖链断裂,糖的相对含量降低所

致.同时引入磷酸基增加了P-PVP-2的负电荷和静电作用,促使多糖与多酚和黄酮类化合物通过共价

键、多氢键及静电作用进行交联,形成稳定的多元缀合物[15],不仅提高了多糖的保水性、保油性和生

物活性,还提高了多酚和黄酮类化合物的溶解度和生物利用度.
PVP-2及其4种衍生物的SGC值为(8.76±0.61)%~(22.15±1.83)%,表明PVP-2为天然硫酸

化多糖.5种多糖中S-PVP-2的SGC值最高,为(22.15±1.83)%,比天然PVP-2高143.14%,表明

PVP-2硫酸化成功.Se-PVP-2的SGC最低,这可能是硒化物修饰过程中硫酸基团在强酸和高温条件

下发生了一定程度降解,导致其低于天然PVP-2的SGC值.综上可见,4种化学修饰方法均有效改变

了PVP-2的化学组成,从而改变其功能性质.
2.2.3 相对分子质量及单糖组成

根据准葡聚糖标准曲线方程,测定PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2,P-PVP-2的 Mw 分别

为154300±16340,123930±15210,94120±8780,111060±11870,87970±5400,表明4种修饰

方法均能显著降低PVP-2的 Mw(P<0.05),该变化可归因于修饰过程中多糖的糖苷键断裂所致,与

Zhang等[16]的结果相似.与 PVP-2相比,P-PVP-2和 Se-PVP-2的 Mw 分别降低了42.99%和

39.00%,其原因可能是在磷酸化过程中,长时间高温导致多糖链发生水解断裂,形成了Mw 较低的碎

片.在硒化过程中,由于强酸条件使多糖链快速水解,导致Se-PVP-2的Mw 降低.因此4种化学修饰

在有效降低PVP-2Mw 的同时,也改变了多糖链结构,从而改善了功能性质.

图2 单糖组成的HPLC
Fig.2 HPLCofmonosaccharidecomposition

  单糖组成的高效液相色谱(HPLC)如图2所示.由图2可见,在建立的 HPLC条件下,各单糖组

分均能得到有效分离和定量,5种PVPs均由 Rha,GlcA,Glc,GalA,Man,Gal,Xyl和Ara组成,但物

质的量比不同,其中以Xyl,Ara和Gal为主要单糖.4种衍生物的单糖组成比例显著变化(P<0.05),
单糖种类未发生改变.表明这些修饰导致的多糖降解可能主要发生在支链上,对主链没有明显影响.
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Xu等[17]研究表明,硒化和锌化修饰不改变单糖类型,只是物质的量比有明显改变.此外,4种衍生物

与天然PVP-2中的GlcA和GalA含量相比有显著提高(P<0.05),与衍生物中UAC的提高一致.这

些结果证明化学修饰可改变多糖的化学组成,从而改变其理化特征和功能性质.
2.2.4 PVPs的热分析

图3 样品的TG和DTG曲线

Fig.3 TGandDTGcurvesofsamples

样品的热重(TG)和导数热重(DTG)曲线如图3所示.由图3可见,PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,

S-PVP-2,P-PVP-2的TG曲线均呈3个主要降解阶段,每阶段不同样品的降解温度和失质量速率不

同,证明PVP-2及其衍生物具有不同的热稳定性.第一阶段,降解温度为189.3~237.9℃、失质量率

为7.9%~27.7%,可能是由于PVPs中自由水和结合水蒸发所致[17].第二阶段,PVP-2,Zn-PVP-2,

Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2的温度分别为215.93~432.96,237.9~427.9,224.8~379.7,213.1~
626.2,189.3~382.9℃,失质量率分别为52.5%,51.8%,45.2%,26.2%和49.4%,最大失质量速率

分别出现在283.46,285.54,288.72,758.46,252.37℃附近,这可能是由于多糖中糖苷键和氢键断裂

所致.第三阶段的失质量可能与碳分解有关,PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2的最

终残留量分别为18.8%,23.9%,16.6%,31.4%,17.2%.此外,S-PVP-2在153.27,248.96,758.46℃
处出现3个热解峰,可能是由于—SO3H取代OH基团,导致分子内和分子间形成氢键,从而改变了

S-PVP-2的分子间结构,这些变化提高了S-PVP-2的热稳定性,导致第二阶段仅出现26.2%的失质

量,大部分失质量发生在第三阶段.上述结果表明,5种多糖均有较好的热稳定性,在较高温度下

S-PVP-2优于PVP-2的热稳定性.
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2.2.5 紫外和红外光谱分析

图4为PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2的紫外光谱.由图4可见,PVP-2及其

图4 样品的紫外光谱

Fig.4 UVspectraofsamples

衍生物在260~280nm处出现弱特征吸收峰,表明

它们含有蛋白质或核酸.Se-PVP-2和P-PVP-2在

260,280nm处均无明显的吸光度,表明它们的PC
均很低,这与P-PVP-2和Se-PVP-2中PC最低的

情况一致.此外,Se-PVP-2和Zn-PVP-2的吸光度

均显著降低,这可能是由于—SeO3和Zn(Ⅱ)与

PVP-2的羟基结合,使体系的共轭度降低所致[18].
S-PVP-2在260nm处高于其他3种修饰多糖的吸

收峰强度,这是由于硫酸基团的n-π*跃迁所致,表

明硫酸修饰中存在更多的S O[9].
PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2 和

图5 样品的FT-IR谱

Fig.5 FT-IRspectraofsamples

P-PVP-2的FT-IR光谱如图5所示.由图5可见,PVP-2及其4种衍生物在3414~3447,2925~
2962,1613~1643,1421~1444,1137~1155,1004~1044,965~970,830~835,603~635cm-1附

近均有典型的多糖特征吸收峰,分别为O—H(N—H)基团的伸缩振动、CH2和CH3基团的C—H伸缩

振动、—COOH 的不对称伸缩振动、C—O—H 和C—O—C的伸缩振动.相似的特征吸收峰表明,

4种化学修饰未明显改变PVP-2的主要骨架结构,这与经化学修饰后多糖链骨架结构未改变的结果

一致[9].同时,代表—OH的伸缩振动峰由3447cm-1处(PVP-2)移至3414~3434cm-1处(4种衍生

物),且峰形略变窄,表明修饰基团与多糖之间的相互作用可能发生在羟基上.此外,PVP-2,

Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2在1256,830cm-1,1265,830cm-1,1262,835cm-1,

1254,836cm-1,1257,827cm-1附近的吸收峰分别归因于—S O和C—O—S的不对称振动,表明

它们均为硫酸化多糖中含量较高的多糖.S-PVP-2强于其他组分在1254,836cm-1附近的吸收峰强度

均,表明已成功引入硫酸基团.在PVP-2及其4种衍生物中,在1573~1570cm-1附近观察到的吸收

峰可归因于酰胺Ⅱ带的 N—H 弯曲和C—N 拉伸,表明5种PVPs中均含有一定量的蛋白质.在
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Se-PVP-2中,527,1097,959cm-1附近出现吸收峰,分别归属于C—O—Se和O—Se—O的拉伸振动

以及Se O的不对称拉伸,表明PVP-2已被成功硒化修饰[19].Zn-PVP-2在922,442cm-1处的吸收

峰较弱,可归属为Zn—O配位键的弯曲和拉伸振动[20].P-PVP-2在1231,988cm-1附近的吸收峰归

属为P O和P—O—C的伸缩振动,表明磷酸化修饰成功[21].上述结果表明,4种化学方法已成功

修饰PVP-2,但这些修饰均未改变多糖的主链结构.
2.2.6 功能特性分析

由表1可见,WS值依次为P-PVP-2>S-PVP-2>Se-PVP-2>PVP-2>Zn-PVP-2,可见4种修饰

方法对 WS值的影响不同.在5种多糖中,P-PVP-2的 WS值最高,Mw 最低,这可能是由于磷酸化过

程中长时间高温导致多糖降解,使P-PVP-2粒径减小,WS值增大所致[22].引入磷酸基和硫酸基增强

了P-PVP-2和S-PVP-2的极性和亲水性,提高了其WS值.P-PVP-2和S-PVP-2中的UAC和SGC均

明显增加,由于具有较高UAC和SGC的多糖更容易与水形成氢键而溶解于水中,因此可使其 WS值

增加.Zn-PVP-2比PVP-2的 WS值低,这可能是由于Zn-PVP-2中Zn(Ⅱ)与羟基结合,使极性亲水基

团减少所致.在5种多糖中,Zn-PVP-2的保水性和保油性均最高,这可能是由于Zn(Ⅱ)桥接PVP-2
分子,增加了分子间的相互作用,形成了更多微孔,从而增加了Zn-PVP-2与水(或油)分子间的交联,
有利于提高Zn-PVP-2的保水性和保油性.综上可见,4种修饰方法改变了PVP-2的理化特征,从而

改善了其功能性能.
2.3 抗氧化活性分析

DPPH∙在乙醇中呈紫色,由于其可接受多糖提供的电子或氢气,形成还原形式,若失去紫色,且

在517nm波长处吸光度值下降,则吸光度降低的程度与DPPH∙的清除能力呈线性相关,因此被广

泛用于评价样品的抗氧化能力.样品对DPPH∙,O∙-
2 ,∙OH和ABTS+∙的清除活性如图6所示.由

图6(A)可见,5种PVP均对 DPPH∙ 表现出优异的清除性,且呈剂量依赖性.当质量浓度为

2mg/mL时,PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2,P-PVP-2和Vc的SA分别为(62.52±1.41)%,
(68.95±1.47)%,(85.09±1.54)%,(73.21±1.49)%,(95.66±2.02)%,(96.23±2.12)%,表明

4种修饰方法均能显著提高了SA(P<0.05),其中P-PVP-2对DPPH∙的SA最大,比PVP-2的SA
提高了53.0%,这主要是由于磷酸化导致P-PVP-2的 Mw 显著降低所致.由于相同质量但相对分子

质量低的多糖具有更多的还原性端基(羟基和氨基),因此有更大的概率与自由基接触和结合,导致终

止自由基链式反应,从而表现出更高的SA.Se-PVP-2比PVP-2对DPPH∙的SA提高了36.1%,这

可能是因为硒与多糖结合后,Se-PVP-2氢键解离能减弱,多糖异构体碳上的氢原子被活化,供氢的能

力增强所致;此外,硒化修饰也使其Mw 降低,端羟基数量增多,与自由基结合的机会增加,导致其比

天然PVP-2对DPPH∙的SA更高.
由图6(B)可见,PVP-2及其4种衍生物均对O∙-

2 表现出明显清除性,且呈剂量依赖性.当质量浓

度为2mg/mL时,对O∙-
2 的SA依次为P-PVP-2>Se-PVP-2>Zn-PVP-2>S-PVP-2>PVP-2,可见

4种衍生物在相同质量浓度下均显著高于PVP-2对O∙-
2 的SA(P<0.05).该结果主要归因于4种修

饰方法显著提高了衍生物的UAC(P<0.05),而多糖中的醛基可促进羟基氢解离,提高与O∙-
2 的结合

能力,进而表现出更强的清除能力.同时,磷酸化后PVP-2碳链电子密度增大,清除自由基的能力增

强;硒化修饰的PVP-2可提高抗氧化酶的活性,从而间接提高了其清除自由基的能力;经硫酸化后,

S-PVP-2提供氢原子或阴离子电荷的能力更强,可提高S-PVP-2对O∙-
2 的SA;锌修饰多糖不仅能增

强抗氧化酶的活性,还能竞争性抑制金属离子(如Cu2+和Fe2+)通过Fenton反应刺激脂质氧化,减少

自由基生成,从而发挥抗氧化功效[23].这些结果表明,4种修饰方法可通过不同机制提高PVP的抗氧

化活性,而且提高程度不仅取决于单一因素,还取决于多种因素之间的相互作用.
由图6(C)可见,当质量浓度为0.4~2mg/mL时,所有样品均对∙OH表现出较高的SA,且呈

剂量依赖性.当质量浓度为2mg/mL时,对∙OH的SA依次为P-PVP-2>Se-PVP-2>S-PVP-2>
Zn-PVP-2>PVP-2,表明修饰PVP-2比天然PVP-2对∙OH有更高的SA.这可能与4种衍生物显著

高于天然PVP-2中的TPC,TFC和SGC(除Se-PVP-2外)有关.由于酚羟基更容易给出氢,因此可形
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成稳定且共轭程度更高的结构,有更强的结合自由基和终止自由基链式反应能力.此外,多酚、黄酮

和多糖多元结合物的形成协同增强了供氢能力,且酚类化合物含量越高,抗氧化性能越好;多糖的

SGC越高,供氢或供电子能力越强,抗氧化活性越高[5].与对DPPH∙和O∙-
2 清除能力的结果一致,

P-PVP-2和Se-PVP-2比其他多糖对∙OH具有更高的SA.除以上因素外,P-PVP-2的电负性增加,
糖链结构发生变化,导致羟基暴露增多,∙OH清除能力增强[21].硒化改变了Se-PVP-2的高级结构,
增加了比表面积,暴露了更多的活性位点,增加了其与自由基接触的机会,从而提高了对∙OH的清

除能力.这些结果与文献[24]的结果一致,表明磷酸化、硒化、硫酸化和锌化可显著(P<0.05)增强天

然多糖的抗氧化活性.
由图6(D)可见,在实验的质量浓度范围内,5种多糖均对ABTS+∙有一定的SA,且呈剂量依赖

性.当质量浓度为2mg/mL时,PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2,P-PVP-2和Vc对ABTS+∙的SA
分别为(34.13±1.35)%,(40.69±1.31)%,(52.38±1.49)%,(47.94±1.39)%,(60.38±1.57)%和

(99.38±2.05)%,表明4种修饰方法均可有效提高对ABTS+∙的清除能力.由表1可见,P-PVP-2
的GlcA和GalA含量最高,Glc含量最低,对ABTS+∙的SA最高.Se-PVP-2的GlcA和GalA含量

次高,Glc含量次低,对ABTS+∙的SA次高 ,表明GlcA和GalA含量可能与对ABTS+∙的SA呈

正相关,Glc含量与对ABTS+∙的SA呈负相关,与文献[25]的研究结果相符.

数据为测量值±标准差(n=3),不同字母(a~f)表示同一质量浓度不同成分的平均清除率差异具有统计学意义(P<0.05).

图6 样品对DPPH∙(A),O∙-
2 (B),∙OH(C)和ABTS+∙(D)的体外抗氧化活性

Fig.6 AntioxidantactivityinvitroofsamplesonDPPH∙ (A),O∙-
2 (B),∙OH(C)andABTS+∙(D)

  综上,可以认为4种修饰方法提高抗氧化活性的机理是多种因素综合作用的结果.因此,选择合

适的修饰方法、优化修饰工艺参数、控制基团取代度和取代位置以及实现多糖结构的精准修饰,是提

高天然多糖抗氧化活性的最有效途径.
2.4 PVP-2降血糖活性分析

样品对α-淀粉酶和α-葡萄糖苷酶的降血糖活性如图7所示.由图7可见,5个样品均具有显著的

α-淀粉酶和α-葡萄糖苷酶IA(P<0.05),且在0.4~2mg/mL内呈剂量依赖.当质量浓度为2mg/mL时,

PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2,P-PVP-2和阿卡波糖对α-淀粉酶和α-葡萄糖苷酶的抑制率分别

为(40.86±1.19)%,(72.58±1.54)%,(42.28±1.24)%,(53.23±1.39)%,(89.46±1.68)%和

(97.85±1.97)%,(29.17±1.29)%,(69.44±1.59)%,(30.56±1.34)%,(63.89±1.56)%,
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(79.17±1.66)%,(97.22±2.01)%.5种多糖对α-淀粉酶和α-葡萄糖苷酶的IA大小相似,其顺序为

P-PVP-2>Zn-PVP-2>S-PVP-2>Se-PVP-2>PVP-2,表明修饰PVP-2高于天然PVP-2的IA.其中

一个主要原因可能是4种修饰方法显著降低了PVP-2的 Mw.低 Mw 的多糖表现出更好的降血糖活

性,这可能是因为相同质量的低Mw 多糖有更多的活性位点与α-淀粉酶和α-葡萄糖苷酶结合,导致两

种酶发生构象变化,降低了两种酶的催化活性,阻止底物转化为单糖和寡糖,从而发挥了较好的降血

糖作用[26].而且Mw 较低的多糖分子溶解性和降血糖活性更好.此外,4种衍生物明显高于天然PVP-2
的降血糖活性(P<0.05),也可能与衍生物的UAC,TPC和TFC显著升高有关,因为多糖的羟基和酮

基增强了与酶的结合能力,形成复合物,释放的 H+ 可导致极性和分子构象改变和酶活性部分丧

失[27].UAC越高,多糖的 WS值越高,越有利于发挥多糖的降糖活性(HA)作用.此外,多酚、黄酮、
锌、硒和多糖等成分结合形成多组分缀合物,可产生协同降血糖作用.可见,锌化、硒化、硫酸化和磷

酸化均可增强天然多糖的降血糖活性,其中磷酸化修饰的降血糖活性最高.因此,选择合适的修饰方

法是提高降血糖活性的有效途径.

数据为测量值±标准差(n=3),不同字母(a~f)表示同一质量浓度不同成分的平均清除率差异具有统计学意义(P<0.05).

图7 样品对α-淀粉酶(A)和α-葡萄糖苷酶(B)的降血糖活性

Fig.7 Hypoglycemicactivitysamplesonα-amylase(A)andα-glucosidase(B)

2.5 PVP-2抗菌活性分析

通过测量抑菌圈直径(mm)分析PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2对S.aureus
和E.coli的抑菌活性,结果列于表2.

表2 PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2的抑菌活性

Table2 AntibacterialactivityofPVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,S-PVP-2andP-PVP-2

ρ/(mg∙mL-1)
BA(S.aureus)/mm

PVP-2 Zn-PVP-2 Se-PVP-2 S-PVP-2 P-PVP-2
1 7.45±0.23b 8.25±0.35a 8.56±0.32a 8.54±0.24a 8.22±0.19a

3 7.68±0.27c 10.18±0.38a 9.43±0.39b 9.26±0.27b 9.11±0.21b

5 8.79±0.31c 10.26±0.41a 9.79±0.43a 10.35±0.33a 9.52±0.27b

10 9.23±0.39d 10.98±0.43b 12.34±0.51a 10.79±0.34bc 10.16±0.32c

ρ/(mg∙mL-1)
BA(E.coli)/mm

PVP-2 Zn-PVP-2 Se-PVP-2 S-PVP-2 P-PVP-2
1 6.12±0.12b 7.23±0.23a 7.24±0.33a 6.27±0.22b 6.24±0.15b

3 7.14±0.17ab 7.29±0.27a 7.28±0.35a 6.75±0.25bc 6.45±0.17b

5 7.18±0.19b 7.31±0.35b 8.15±0.43a 6.92±0.27b 6.78±0.19b

10 7.21±0.22a 7.38±0.39a 9.24±0.46a 7.34±0.31a 7.31±0.23a

  注:数据表示为平均值±标准差(n=3),不同小写字母表示同一浓度的不同成分平均清除率的差异具有统计学意义

(P<0.05).
由表2可见,PVP-2及其衍生物对S.aureus和E.coli的抑制率(BA)在1~10mg/mL内均呈线

性增加,但对不同菌种的抑制程度不同.当质量浓度为10mg/mL时,PVP-2,Zn-PVP-2,Se-PVP-2,

S-PVP-2和P-PVP-2对S.aureus和E.coli的抑菌圈直径分别为(9.23±0.39),(10.98±0.43),
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(12.34±0.51),(10.79±0.34)mm和(10.16±0.32),(7.21±0.22),(7.38±0.39),(9.24±0.46),
(7.34±0.31),(7.31±0.23)mm.可见Se-PVP-2和Zn-PVP-2比其他多糖表现出更强的抑菌活性,
且对S.aureus优于E.coli的BA.这可能是由于经锌和硒化修饰后,PVP-2分子链中更多的阳离子或

负离子基团与带负电荷的E.coli菌或带正电荷的S.aureus相互作用,导致菌细胞内容物漏出,甚至

死亡所致.在相同质量浓度下4种衍生物均优于PVP-2对S.aureus和E.coli的抑制能力,这可能与

4种衍生物均显著高于PVP-2中的UAC,TPC,TFC,SGC,GalA和Glc含量有关.这些成分或基团增

加可提高修饰多糖破坏测试菌细胞壁和胞质膜的能力,导致细菌所需分子漏出和细胞死亡[11].可见,
硒修饰可通过降低Mw、改变或增强Se-PVP-2的电荷和溶解度提高BA.
2.6 相关性分析

为揭示PVP-2的特性与活性之间的关系,对其进行相关性和显著性分析,结果分别列于表3和

表4. 表3 物理化学特性与生物活性之间的相关性

Table3 Correlationsbetweenphysicochemicalcharacteristicsandbioactivities

特征因子 OHCR/% OCR/% DCR/% ACR/% AIC/% GIC/% DEI/mm DSI/mm
NSC -0.92 -0.94 -0.95 -0.97 -0.95 -0.97 0.06 -0.31
PC -0.94 -0.94 -0.94 -0.92 -0.94 -0.88 0.31 0.02
UAC 0.95 0.97 0.96 0.98 0.97 0.99 0.22 0.52
TPC 0.99 0.99 1.00 0.99 0.99 0.99 0.08 0.35
TFC 0.97 0.98 0.95 0.97 0.97 0.96 0.15 0.45
SGC 0.77 0.79 0.76 0.77 0.79 0.72 -0.45 -0.08
Mw -0.95 -0.96 -0.94 -0.95 -0.96 -0.91 0.22 0.11
WS 0.92 0.92 0.92 0.92 0.92 0.94 0.36 0.54
WHC 0.12 0.18 0.20 0.26 0.20 0.36 0.50 0.69
OHC -0.67 -0.72 -0.72 -0.77 -0.74 -0.81 -0.11 -0.51
Man 0.45 0.46 0.38 0.41 0.44 0.33 -0.39 -0.12
Rha -0.45 -0.51 -0.53 -0.58 -0.53 -0.65 -0.29 -0.59
GlcA 0.95 0.95 0.96 0.97 0.96 0.98 0.23 0.48
GalA 0.97 0.98 0.96 0.98 0.98 0.98 0.13 0.45
Glc -0.93 -0.95 -0.95 -0.97 -0.96 -0.99 -0.14 -0.47
Gal 0.70 0.72 0.74 0.75 0.72 0.81 0.57 0.71
Xyl -0.62 -0.59 -0.52 -0.52 -0.56 -0.45 0.00 -0.10
Ara 0.86 0.89 0.84 0.89 0.88 0.91 0.33 0.66

  注:OHCR为∙OH 清除率,OCR为 O∙-2 清除率,DCR为∙DPPH 清除率,ACR为 ABTS+∙清除率,AIC为

α-淀粉酶抑制活性,GIC为α-葡萄糖苷酶抑制活性,DEI为E.coli抑菌圈直径,DSI为S.aureus抑菌圈直径.

由表3和表4可见,特征因子中的UAC,TPC,TFC,GlcA,GalA,Ara和 WS与抗氧化活性呈显著

正相关(P<0.05),但各因子对活性的影响程度明显不同,影响大小顺序为 TPC>GalA>TFC>
UAC>GlcA>WS>Ara,表明 TPC是影响PVP-2抗氧化活性的最重要因素,特征因子 Mw,Glc,

NSC和PC与抗氧化活性呈显著负相关.HA与TPC,UAC,GalA,GlcA,TFC,WS和Ara呈正相关,
与Glc,NSC,Mw 和PC呈负相关.在同一质量浓度下,由关联系数(R)可知,PVP-2对α-淀粉酶和

α-葡萄糖苷酶的IA差异较小.可见,不同修饰方法均可改变PVP-2的理化特性,从而提高其抗氧化性

能和HA.研究发现,所有检测的18种理化特性与4种抗氧化活性和2种HA表现出完全一致的相关

性,并且关联系数(R)和显著性水平(P)也非常接近,表明多糖的抗氧化活性和降血糖活性间存在内在

关系,因此推测氧化应激促进了糖尿病的发生发展,而多糖在清除自由基和抑制氧化应激的同时,可

通过调节相关酶的活性,修复或逆转胰腺β细胞的功能障碍,发挥抗糖尿病的作用.虽然4种衍生物

与天然PVP-2的BA相比均有不同程度提高,但其BA与所考察的指标无明显的相关性,与抗氧化和

降血糖活性也未发现相关性,这可能是由于这些修饰方法通过引入新的功能基团,改变了多糖的离子

性质、电荷密度、氢键及高级结构,从而提高了其BA所致.
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表4 物理化学特性与生物活性之间的显著性

Table4 Significancebetweenphysicochemicalcharacteristicsandbioactivities

特征因子 OHCR/% OCR/% DCR/% ACR/% AIC/% GIC/% DEI/mm DSI/mm
NSC 0.0286* 0.0161* 0.0148* 0.0075** 0.0116* 0.0070** 0.9232 0.6077
PC 0.0154* 0.0184* 0.0187* 0.0248* 0.0173* 0.0506 0.6113 0.9702
UAC 0.0127* 0.0067** 0.0104* 0.0042** 0.0069** 0.0011** 0.7202 0.3666
TPC 0.0015** 0.0009*** 0.0003*** 0.0004*** 0.0007*** 0.0008*** 0.9031 0.5684
TFC 0.0056** 0.0030** 0.0120* 0.0058** 0.0051** 0.0082** 0.8133 0.4510
SGC 0.1250 0.1126 0.1396 0.1244 0.1116 0.1743 0.4422 0.9027
Mw 0.0114* 0.0097** 0.0163* 0.0144* 0.0098** 0.0326* 0.7261 0.8552
WS 0.0264* 0.0271* 0.0250* 0.0256* 0.0291* 0.0157* 0.5529 0.3443
WHC 0.8463 0.7680 0.7412 0.6731 0.7421 0.5547 0.3951 0.1960
OHC 0.2202 0.1679 0.1692 0.1250 0.1527 0.0946 0.8629 0.3765
Man 0.4431 0.4364 0.5315 0.4966 0.4580 0.5908 0.5153 0.8421
Rha 0.4491 0.3836 0.3561 0.3069 0.3576 0.2331 0.6356 0.2910
GlcA 0.0145* 0.0120* 0.0084** 0.0076** 0.0111* 0.0025** 0.7038 0.4156
GalA 0.0076** 0.0031** 0.0107* 0.0037** 0.0041** 0.0044** 0.8361 0.4434
Glc 0.0217* 0.0118* 0.0117* 0.0049** 0.0095** 0.0010** 0.8160 0.4196
Gal 0.1859 0.1738 0.1540 0.1464 0.1704 0.0958 0.3179 0.1824
Xyl 0.2634 0.2929 0.3728 0.3730 0.3285 0.4468 0.9977 0.8776
Ara 0.0635* 0.0446* 0.0734* 0.0439* 0.0499* 0.0345* 0.5923 0.2253

  注:OHCR为∙OH 清除率,OCR为 O∙-2 清除率,DCR为∙DPPH 清除率,ACR为 ABTS+∙清除率,AIC为

α-淀粉酶抑制活性,GIC为α-葡萄糖苷酶抑制活性,DEI为E.coli抑菌圈直径,DSI为S.aureus抑菌圈直径.*显著相

关(P<0.05),**高度显著相关(P<0.01),***极显著相关(P<0.001).
相比于其他修饰方法,磷酸化修饰可显著提高TFC,TPC,UAC,GlcA,GalA含量,同时降低Glc,

NSC,PC含量和Mw 值,证明磷酸化修饰通过化学(增加自由基转化)和物理(长时间高温)作用表现出

更高的修饰效率,表明化学和物理修饰相结合可能产生比单一修饰更好的协同效应.蛋白质、多糖和

黄酮类化合物通过各种方式与多糖形成多元缀合物,改变多糖的活性位点,提高其生物利用度和活

性,多酚-多糖-蛋白质三元共聚物体系表现出更多的联合驱动和协同作用,展现出更优异的抗氧化、抗

菌和抗炎特性.上述结果表明,通过4种修饰方法引入功能基团,可改变多糖的链结构或空间结构,
从而使修饰多糖表现出更好的生物活性.
  综上所述,本文对提取(分离和纯化)、锌化、硒化、硫酸化和磷酸化产物PVP-2,Zn-PVP-2,

Se-PVP-2,S-PVP-2和P-PVP-2的理化特征、功能性质及生物活性进行了比较研究.结果表明,4种修

饰方法均可有效改变多糖的理化特征和活性,其中P-PVP-2的抗氧化性和HA性最高,说明磷酸化是

提高抗氧化性和 HA性的有效途径,Se-PVP-2的BA性最强,说明硒化修饰是提高BA性的有效方

法.本文揭示了多糖的理化特征、功能性质与其抗氧化、降血糖及抑菌活性的相关性,为开发高活性

多糖提供了理论依据.
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