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紫菜多糖硫酸化修饰及生物活性分析
李　瑶1,2，熊欣琪1，徐　畅1，冯学珍1，冯书珍1,2, *

（1.广西科技大学医学部，广西柳州 545006；
2.广西科技大学理学院，广西柳州 545006）

摘　要：以紫菜为原料，采用微波辅助酶法制备紫菜多糖，浓硫酸法合成硫酸化紫菜多糖，通过单因素及正交试验

对紫菜多糖硫酸化修饰工艺条件进行优化，利用傅里叶红外光谱仪鉴定修饰结果，并比较浓硫酸法与氯磺酸-吡啶

法对硫酸化多糖抗氧化与降血糖活性的影响。结果表明：浓硫酸法进行硫酸化的最佳条件为料液比 1:80 g/mL，紫

菜多糖与硫酸铵质量比 10:9 g/g，反应时间 33 min，最高取代度为 2.94；红外光谱指征修饰后的紫菜多糖在 801、
1123 cm−1 处有硫酸基团的特征吸收峰，硫酸基团的可能取代位置为 C-6；硫酸化后的紫菜多糖对 DPPH、O2

−和

OH自由基的清除作用及 α-葡萄糖苷酶的抑制作用均显著高于硫酸化前（P<0.05）；浓硫酸法修饰紫菜多糖的抗氧

化活性及降血糖活性均显著高于氯磺酸-吡啶法（P<0.05），说明浓硫酸法更适用于紫菜多糖的硫酸化修饰。研究

结果为开展食源性紫菜多糖的进一步利用提供了参考。
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Abstract： The  polysaccharides  were  obtained  by  microwave-assisted  enzymatic  extraction  from  Porphyra,  and  then
modified  by  sulphate  method.  Single  factor  and  orthogonal  experiments  were  used  to  optimize  the  sulfated  modification
process of polysaccharides, which were identified by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). The antioxidant and
hypoglycemic activity changes of the polysaccharides modified by sulphate and chlorosulfonic acid-pyridine method were
also studied. Results showed that the optimal technology parameters were the ratio of solid to liquid 1:80 g/mL, the mass
ratio  of  Porphyra  polysaccharide  to  ammonium  sulfate  10:9  g/g,  reaction  time  33  min,  and  the  maximum  degree  of
substitution was 2.94. FT-IR showed that the characteristic absorption peaks of sulfate radical group appeared near 801 and
1123  cm−1,  and  the  possible  substitution  position  of  sulfate  radical  group  was  C-6.  The  sulfate  modification  could
significantly improve the scavenging ability of DPPH, O2

− and OH free radicals and the inhibitory effect on α-glucosidase
activity  of  the  polysaccharides  (P<0.05).  The  antioxidant  and  hypoglycemic  activity  of  the  polysaccharides  modified  by
sulphate  method  were  both  higher  than  that  by  chlorosulfonic  acid-pyridine  method  (P<0.05),  indicating  that  sulphate
method  was  applicable  to  modify  the  Porphyra  polysaccharide.  This  study  provides  a  theoretical  basis  for  the  further
development of polysaccharides from Porphyra as a functional food.  
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紫菜（Porphyra）是我国重要的药食同源红藻，紫

菜中含有多糖、蛋白质、维生素等多种活性物质[1]。

其中，紫菜多糖的结构与琼胶类似，占紫菜干质量的

20%~40%，含量丰富且易提取[2]，在抗氧化、降血糖

等生物活性方面发挥着重要作用[3−5]。

天然多糖生物活性相对较弱，常采用化学修饰

的方法改善其生物活性，其中，硫酸化修饰是多糖化

学修饰中常用的修饰方法之一[6−7]。硫酸化修饰主要

通过在多糖的糖基上引入硫酸基团，使多糖结构发生

改变进而增加多糖的生物活性[8−9]。浓硫酸法[10] 和

氯磺酸-吡啶法[11] 是多糖硫酸化修饰的主要方法。

氯磺酸-吡啶法进行硫酸化修饰，具有取代度高、产物

回收率高的优点，但腐蚀性极强，对人体危害巨大[12−13]；

而浓硫酸法则具有产物杂质少，且易分离的优势[14]。

现有研究指征不同硫酸化修饰方法对多糖生物活性

的影响不一，如：浓硫酸法进行硫酸化修饰能显著提

高老鸦瓣多糖对 DPPH自由基的清除能力，但对羟

自由基的清除能力的影响较弱[15]；氯磺酸-吡啶法进

行硫酸化修饰显著增强了鸡腿菇多糖对羟自由基的

清除能力，但对超氧阴离子自由基的清除作用较弱[16]。

尚不明确与氯磺酸-吡啶法相比，浓硫酸法修饰紫菜

多糖是否更适用于生物活性的提高。

以广西北部湾紫菜为研究对象，采用浓硫酸法

对紫菜多糖进行硫酸化修饰，通过单因素和正交试验

获取最佳酯化条件，初步鉴定修饰前后的多糖结构，

比较不同硫酸化修饰方法（氯磺酸-吡啶法和浓硫酸

法）对紫菜多糖抗氧化活性和降血糖活性的影响，以

期明确紫菜多糖的硫酸化修饰方法，进一步提高其原

有生物活性，为紫菜多糖的进一步开发与利用提供参

考依据和数据支撑。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

紫菜　采自广西北部湾海域（20°54'10″~21°40'
30″ N，109°05'20″~109°11'35″ E），经大连海洋大学邢

坤副教授鉴定为红藻门紫菜属；阿卡波糖（99%）、4-
硝基苯-α-D-葡萄糖苷（98%）、α-葡萄糖苷酶（10 U/
mg）　Sigma公司；中性蛋白酶（50 U/mg）　北京索

莱宝科技有限公司；其余试剂均为国产分析纯。

DFT-200高速万能粉碎机　温岭市林大机械有

限公司；AL104高密度电子天平　梅特力-托利多仪

器公司；LGJ-50C冷冻干燥机　上海精宏实验设备

有限公司；DH-9077A电热恒温干燥箱　上海精宏实

验设备有限公司；TDL-5000bR台式离心机　上海安

亭科学仪器厂；KW-1000DC水浴锅　州蒙特仪器制

造公司；UV-2600紫外分光光度计　株式会社岛津

制作所；DF-101S恒温加热磁力搅拌器　巩义市予

华仪器有限责任公司；MultiskanGO全波长扫描酶标

仪　赛默飞世尔科技有限公司；Nicolet6700傅里叶

红外光谱仪　上海莱睿科学仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   紫菜多糖的提取　参照冯学珍等[17] 的方法，

略作修改。取新鲜采集的紫菜反复清洗，自然风干后

粉碎、过筛于干燥器中备用。准确称取粉末 5.00 g，
95%无水乙醇浸泡过夜，冷冻干燥，加适量蒸馏水调

节溶液 pH至 7.0，600 W微波辅助提取 90 s，离心，

浓缩，醇沉，静置过夜，沉淀干燥得紫菜粗多糖。将紫

菜粗多糖与中性蛋白酶按 1:0.5于 50 ℃ 水浴反应

2 h，后沸水灭活 5 min，重复多次，直至测定 280 nm
处无吸收峰，说明蛋白质已除。将酶解液离心，减压浓

缩，干燥得紫菜多糖（Porphyra polysaccharide，PP）。 

1.2.2   浓硫酸法制备硫酸化紫菜多糖的工艺优化　 

1.2.2.1   浓硫酸法　称取 0.10 g紫菜多糖与浓硫酸

按照一定料液比混合后置于带有干燥管和搅拌装置

的三颈烧瓶中，加入 2.5 mL正丁醇，通过温和搅拌的

方法，冰浴冷却至 0 ℃，加入一定量的硫酸铵，反应

一定时间。反应结束后调节溶液 pH至 7.0，透析，离

心，上清液减压浓缩，冷冻干燥即得硫酸化紫菜多糖

（Sulfated Porphyra polysaccharide，SPP）。 

1.2.2.2   单因素实验方法　准确量取 2.5 mL正丁

醇，在料液比 1:80 g/mL、紫菜多糖与硫酸铵质量比

10:6 g/g、反应时间 25 min条件下，研究料液比（1:70、
1:80、1:90、1:100、1:110 g/mL）、紫菜多糖与硫酸

铵质量比（10:4、10:6、10:8、10:10、10:12 g/g）、反

应时间（15、20、25、30、35 min）对硫酸化紫菜多糖

取代度的影响。 

1.2.2.3   正交试验设计　在单因素实验设计的条件

下，选取料液比（A）、紫菜多糖与硫酸铵质量比（B）和
反应时间（C）作为正交试验因素，每个因素选择 3个

水平，以 SPP取代度为指标，采用 L9（3
4）正交试验进

行工艺优化。具体的正交试验设计因素及水平见

表 1。
 
 

表 1    硫酸化紫菜多糖的正交试验设计因素及水平
Table 1    Levels and factors of orthogonal experiments of SPP

水平
A 料液比
（g/mL）

B 紫菜多糖与硫酸铵质量比
（g/g）

C 反应时间
（min）

1 1:75 10:9 27

2 1:80 10:10 30

3 1:85 10:11 33
  

1.2.3   氯磺酸-吡啶法制备硫酸化紫菜多糖　参照

CHEN等[18] 的方法，略作修改。准确称取 0.1 g紫菜

多糖悬浮于 10.0 mL的 N,N-二甲基甲酰胺中，搅拌

20 min后，加入装有酯化试剂（V氯磺酸:V吡啶=
1:3）的三颈瓶中，75 ℃ 水浴条件下反应 1.5 h。反应
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完成后，加入适量冰水，以 2.5 mol/L的 NaOH调节

溶液 pH至中性。加入三倍体积的无水乙醇于 4 ℃
冰箱中过夜，离心、透析、浓缩、冷冻干燥即得硫酸

化紫菜多糖（SPP1）。 

1.2.4   取代度测定　 

1.2.4.1   硫酸根含量测定　标准曲线的绘制采用氯

化钡-明胶法 [19]。称取干燥至恒重的硫酸钾粉末

217.50 mg，以 1.0 mol/L的盐酸定容至 50.0 mL容

量瓶，得硫酸根标准溶液。准确吸取不同体积的硫酸

钾标准溶液（0.08、0.16、0.24、0.32、0.40 mL），加入

1.0 mol/L的盐酸补足至 0.4 mL，加入 7.6 mL 3%三

氯乙酸和 2.0 mL 0.2%的氯化钡-明胶溶液，充分摇

匀，静置 15 min后，在 360 nm处测定吸光度 A1，以

2.0 mL 0.5%的明胶溶液代替氯化钡-明胶溶液，重复

上述操作，在 360 nm处测定吸光度 A2。以硫酸根

的浓度为横坐标，A1-A2 为纵坐标绘制标准曲线。 

1.2.4.2   取代度的测定　取硫酸化紫菜多糖 2.00 mg，
溶于 1.0 mol/L盐酸中，充分振摇，待完全溶解后置

沸水浴中反应 1 h，吸取 0.2 mL反应液进行样品分

析，按照 1.2.4.1测定吸光值，根据标准曲线计算硫酸

根的百分含量后按式（1）计算取代度 DS（Degree of
substitution，DS）：

DS =
1.62S

32−1.02S
式（1）

式中：DS为样品取代度，S为硫酸根的百分含量

（%）。 

1.2.5   红外光谱分析　分别称取 2.00 g硫酸化修饰

前后的紫菜多糖样品，溴化钾压片，在 4000~500 cm−1

的波数范围内经傅里叶变换红外光谱仪测定。 

1.2.6   生物活性分析　 

1.2.6.1   抗氧化活性分析　分别配制不同质量浓度

修饰前后的紫菜多糖溶液，以相同质量浓度的维生

素 C作为阳性对照，参考冯书珍等[20] 的方法，测定其

对 DPPH、O2
−和 OH自由基的清除能力并计算 IC50

值。紫菜多糖对 DPPH、O2
−和 OH自由基的清除率

按式（2）计算。

清除率(%) =
(
1− A样品 −A对照A空白

)
×100 式（2）

式中：A样品是样品组的吸光度值，A对照是对照组

的吸光度值，A空白是空白组的吸光度值。 

1.2.6.2   降血糖活性分析　以阿卡波糖为阳性对照，

参考冯学珍等[21] 的方法，测定不同质量浓度下硫酸

化前后的紫菜多糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用并计

算 IC50 值。紫菜多糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制率按式

（3）计算。

抑制率 (%) =
(
1− A药物反应 −A药物对照A空白反应 −A空白对照

)
×100 式（3）

式中：A药物反应是药物反应组的吸光度值，A药物对照

是药物对照组的吸光度值，A空白反应是空白反应组的

吸光度值，A空白对照是空白对照组的吸光度值。 

1.3　数据处理

x+σ/
√

n

采用 Microsoft  Excel  2021、SPSS（SPSS  22.0
Windows，SPSS  Inc，Chicago，USA）、Origin  2022、
正交设计助手 II（V 3.1）和 Graphpad Prism 9对数据

进行统计分析与作图。硫酸化前后的紫菜多糖的抗

氧化活性和降血糖活性进行单因素方差分析（One-
way ANOVA，置信水平 95%），多重比较用 S-N-K
法，结果以 的形式表示。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验结果 

2.1.1   料液比对取代度的影响　随着料液比的增大，

SPP的取代度呈现先升高后降低的趋势（图 1）。在

料液比为 1:80 g/mL时，取代度达到最大值 2.07±0.01，
当料液比大于 1:80 g/mL后，取代度呈现逐渐显著

下降的趋势（P<0.05），分析原因可能是由于过高的浓

硫酸含量会破坏多糖结构[22]，导致取代度降低。因

此，将料液比确定在 1:75~1:85 g/mL范围内最合适。
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图 1    料液比对取代度的影响
Fig.1    Effect of the ratio of solid to liquid on the DS

注：不同英文字母表示数据差异显著（P<0.05），图 2、图 3同。
  

2.1.2   紫菜多糖与硫酸铵质量比对取代度的影响　

随着紫菜多糖与硫酸铵质量比的增加，其取代度呈

现先显著增大后显著减小趋势（P<0.05，图 2），在
10:10 g/g时达到最大，为 2.81±0.02，说明此时硫酸

化反应完全，取代度最高；当紫菜多糖与硫酸铵质量

比大于 10:10 g/g时，多糖溶液中硫酸铵含量过高，
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图 2    紫菜多糖与硫酸铵质量比对取代度的影响

Fig.2    Effect of the mass ratio of Porphyra polysaccharide to
ammonium sulfate on the DS
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酸性太强，容易造成多糖降解，且易造成板结现象，

硫酸化反应不充分，导致取代度降低[23]。因此，紫菜

多糖与硫酸铵质量比选择 10:8~10:12 g/g范围内最

合适。 

2.1.3   反应时间对取代度的影响　由图 3可知，在

15~30 min内，SPP的取代度随反应时间的延长逐渐

增大，在反应时间为 30 min时，SPP的取代度最高，

为 2.850±0.001，当反应时间大于 30 min时（35 min），
取代度显著下降（P<0.05）。推测原因可能是在 30 min
内，利于酯化剂的扩散，进而促进酯化剂与多糖分子

结合，取代度升高；随着时间进一步增加，反应体系中

硫酸浓度过高，导致糖苷键断裂，取代度降低[24]。因

此，反应时间确定为 25~35 min合适。
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图 3    反应时间对取代度的影响
Fig.3    Effect of reaction time on the DS

  

2.2　紫菜多糖硫酸化最佳工艺条件的确定 

2.2.1   正交试验结果　影响硫酸化紫菜多糖取代度

的因素依次为 A>C>B，即料液比>反应时间>紫菜多

糖与硫酸铵质量比（表 2）。方差分析结果（表 3）表明，

料液比显著影响硫酸化紫菜多糖的取代度（P<0.05），
反应时间、紫菜多糖与硫酸铵质量比对取代度无显

著影响（P>0.05）。硫酸化修饰紫菜多糖 SPP的最优

条件组合为 A2C3B1，结合单因素实验结果，最终确

定 SPP的最佳工艺为：料液比 1:80 g/mL、反应时间

为 33 min、紫菜多糖与硫酸铵质量比为 10:9 g/g，最
高取代度为 2.94，高于杨燕敏等[25] 对红枣多糖硫酸

化修饰的研究。 

2.2.2   验证实验　称取 1.00 g紫菜多糖，在最佳硫酸

化工艺条件下（料液比 1:80 g/mL、反应时间 33 min、
紫菜多糖与硫酸铵质量比 10:9 g/g）进行实验，计算

硫酸化紫菜多糖的取代度。结果表明，硫酸化紫菜多

糖的平均取代度为 2.94，与正交试验结果一致。 

2.3　红外光谱分析

如图 4所示，SPP和 PP均在 3500~3300、3000~
2800、2000~1500、1400~700 cm−1 范围内显示出多

糖的特征吸收峰 [26−28]。与 PP相比，SPP在 1100~
1250和 800~850 cm−1 范围内出现吸收峰，均提示存

在硫酸基团[29−30]，即在 1123.29 cm−1 出现的吸收峰，

对应 S=O的不对称伸缩振动；在 801.47 cm−1 出现的

吸收峰，可能与半乳糖 C-6上 C-O-S的对称伸缩振动

有关，说明硫酸基团在 C-6上发生了较大的取代[31]。

结果表明采用浓硫酸法对紫菜多糖进行硫酸化修饰

是成功的。紫菜多糖经硫酸化修饰后其主体结构基

本未被破坏，但由于受硫酸基团的影响，多糖的透光

率也发生变化，其它特征吸收峰相比原始位置发生了

偏移[32]。
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图 4    硫酸化修饰前后的紫菜多糖红外谱图
Fig.4    FT-IR of Porphyra polysaccharide before and after

sulfate modification
  

2.4　硫酸化修饰前后的生物活性分析 

2.4.1   抗氧化活性分析　SPP、SPP1和 PP对 DPPH、

超氧阴离子、羟自由基的清除作用均随着浓度的增

大而增大（图 5）。与XU等[33] 的研究不同，在 0~5 mg/
mL浓度范围内，SPP、SPP1对 DPPH、超氧阴离子、

羟自由基三种自由基清除率的 IC50 均显著低于 PP

 

表 2    硫酸化紫菜多糖的正交试验结果

Table 2    Orthogonal experimental results of SPP

试验号
因素

取代度
A 料液比 B 紫菜多糖与硫酸铵质量比 C 反应时间

1 1 1 1 1.04
2 1 2 3 1.38
3 1 3 2 2.29
4 2 2 2 2.85
5 2 3 1 1.68
6 2 1 3 2.94
7 3 2 1 2.10
8 3 3 3 1.16
9 3 1 2 1.42
k1j 1.57 2.49 1.56
k2j 1.80 2.11 1.71
k3j 1.61 2.19 1.83
R 0.93 0.4 0.58

因素排序 A>C>B
最佳组合 A2C3B1

 

表 3    方差分析结果

Table 3    Variance analysis results

因素 偏差平方和 自由度 F比 显著性

A 5.13 2 11.29 0.001
B 0.79 2 1.74 0.201
C 1.54 2 3.39 0.054

误差 4.55 20
总计 12.02 26
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（P<0.05，表 4），说明硫酸化修饰后的紫菜多糖抗氧

化活性显著高于修饰前，这可能是由于硫酸基团的加

入对自由基的清除能力存在促进作用，进而增强紫菜

多糖的抗氧化活性[32]。浓硫酸法修饰后的紫菜多糖，

其对三种自由基的清除率均显著高于氯磺酸-吡啶法

（P<0.05），说明浓硫酸法更适用于促进紫菜多糖的抗

氧化活性。
  
表 4    硫酸化修饰前后紫菜多糖生物活性的半抑制浓度（IC50）

Table 4    IC50 of Porphyra polysaccharide before and after
sulfate modification

多糖
IC50（mg/mL）

DPPH自由基 超氧阴离子自由基 羟自由基 α-葡萄糖苷酶

SPP 0.004±0.003c 2.69±0.33c 19.44±0.89c 13.56±0.35c

SPP1 0.95±0.63b 4.32±0.53b 23.89±0.50b 16.24±1.47b

PP 2.40±0.40a 5.23±0.29a 26.59±0.98a 26.18±4.66a

注：同列不同小写字母表示不同紫菜多糖IC50间具有显著性差异（P<
0.05）。
 

2.4.2   降血糖活性分析　SPP、SPP1和 PP均对 α-葡

萄糖苷酶具有一定的抑制作用，且随着浓度的增加，

抑制作用逐渐增强（图 6）。当浓度达到 20 mg/mL
时，SPP、SPP1和 PP对 α-葡萄糖苷酶的抑制率最

高，分别为 24.27%、23.17%、11.89%；在 0~20 mg/mL
浓度范围内，SPP、SPP1对 α-葡萄糖苷酶抑制作用

的 IC50 值显著低于 PP（P<0.05，表 4），分别为 13.56±
0.35、16.24±1.47、26.18±4.66 mg/mL，说明硫酸化修

饰可以显著增强紫菜多糖的降血糖活性，与 XIAO
等[34] 的研究一致，这可能是由于硫酸基团的加入，增

强了多糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用，导致葡萄糖从

活性位点的扩散变慢，延缓了葡萄糖的吸收速度[35−36]。

其中，SPP1的降血糖活性的 IC50 显著高于 SPP（P<
0.05），说明与氯磺酸-吡啶法相比，浓硫酸法修饰能

显著提高紫菜多糖的降血糖活性。
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图 6    硫酸化修饰前后紫菜多糖的降血糖活性
Fig.6    Hypoglycemic activity of Porphyra polysaccharide

before and after sulfate modification
注：AT代表阳性对照阿卡波糖。

  

3　结论
采用浓硫酸法对广西北部湾紫菜多糖进行硫酸

化修饰，影响取代度的关键因素为：料液比>反应时

间>紫菜多糖与硫酸铵质量比。确定最佳工艺优化

条件为：料液比 1:80 g/mL，反应时间 33 min，紫菜多

糖与硫酸铵质量比 10:9 g/g，最高取代度为 2.94。
红外光谱表明，紫菜多糖经硫酸化修饰后出现硫酸

基团特征吸收峰，其硫酸基团的可能取代位置为

C-6。
硫酸化修饰后的紫菜多糖，其对 DPPH、超氧阴

离子、羟自由基的清除作用及 α-葡萄糖苷酶的抑制

作用，均显著高于硫酸化前（P<0.05），说明应用硫酸

化修饰提高紫菜多糖生物活性是可行的。同时，浓硫

酸法对紫菜多糖抗氧化活性、降血糖活性的促进作

用显著高于氯磺酸-吡啶法（P<0.05），约高 1.59%~
12.28%，说明应用硫酸化修饰促进紫菜多糖生物活

性时，可优先考虑浓硫酸法。

本文基于前期研究结果，侧重解析了硫酸化修

饰对广西北部湾紫菜多糖原有生物活性如抗氧化活

性、降血糖活性的促进作用，浓硫酸法是否同样适用

于显著增加食源性海藻多糖新的生物活性，如抗凝血

活性、降血脂活性等，值得进一步研究。

 

0 1 2 3 4 5

20

40

60

80

100

VC
PP
SPP
SPP1

VC
PP
SPP
SPP1

VC
PP
SPP
SPP1

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

D
PP

H
自

由
基

清
除

率
 (%

)

浓度 (mg/mL)

(a)

0 1 2 3 4 5
浓度 (mg/mL)

(b)

0 1 2 3 4 5
浓度 (mg/mL)

(c)

超
氧

阴
离

子
自

由
基

清
除

率
 (%

)
羟

自
由

基
清

除
率

 (%
)

图 5    硫酸化修饰前后紫菜多糖的抗氧化活性

Fig.5    Antioxidant activity of Porphyra polysaccharide before
and after sulfate modification
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