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牡丹皮多糖硫酸化修饰及其抗氧化和
降血糖活性研究

佟伟霜，麦延群，王梦帅，张　弛，王张之，冯文坡，范卫卫，邱渊皓*，高华山*

（平顶山学院，河南省伏牛山药用资源利用与分子医学工程技术研究中心，河南平顶山 467000）

摘　要：目的：优化牡丹皮多糖（MCP）硫酸化修饰工艺，系统评价硫酸化牡丹皮多糖（S-MCP）的结构特征、抗

氧化活性及降血糖作用。方法：采用浓硫酸法对MCP进行硫酸化修饰，基于单因素实验与响应面法，以取代度为

指标优化工艺参数；采用 FTIR、DLS和 SEM对产物 S-MCP进行结构表征；体内外评估其抗氧化和降血糖活性。

结果：最优硫酸化工艺条件为：酯化时间 39 min、浓硫酸用量 1.45 mL、硫酸铵用量 30 mg，所得 S-MCP取代度

为 0.07391±0.0020。结构表征证实了 S-MCP成功引入硫酸酯基，其粒径（ 294.44±40.62  nm）小于 MCP
（356.32±26.07 nm），显微特征由疏松多孔变为破碎层状。体外活性实验表明，S-MCP对 DPPH、ABTS+及羟基

自由基的清除率（3.0 mg/mL时分别为 64.85%、82.42%、71.34%）显著高于MCP，且呈浓度依赖性；对 α-葡萄糖

苷酶的抑制率（1.0 mg/mL时为 43.92%）优于MCP（31.31%）。细胞毒性结果分析表明，硫酸化后的牡丹皮多糖

对细胞无显著的毒副作用。小鼠糖耐量实验显示，S-MCP可显著降低淀粉和蔗糖负荷后的血糖水平，减小曲线下

面积。结论：硫酸化修饰能有效增强MCP的抗氧化及降血糖活性，为其在功能食品和医药领域的开发应用提供科

学依据。
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Sulfation Modification of Moutan Cortex Polysaccharides
and Its Antioxidant and Hypoglycemic Activities
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Abstract：Objective: We optimized the sulfation modification process of Moutan cortex polysaccharide (MCP) and system-
atically evaluated the structural characteristics, antioxidant activity, and hypoglycemic potency of sulfated MCP (S-MCP).
Methods: MCP were sulfated using concentrated sulfuric acid method. The process parameters were optimized using single-
factor experiments, response surface methodology, and using degree of substitution (DS) as an index. S-MCP structure was
characterized by FTIR, DLS, and SEM. Its antioxidant and hypoglycemic activities were evaluated in vitro and in vivo. Re-
sults: Optimal sulfation conditions for MCP included 39 min esterification time, 1.5 mL concentrated sulfuric acid, and 30 mg
of  ammonium  sulfate.  Under  these  conditions,  the  DS  of  S-MCP was  0.07391±0.0020.  Structural  characterization   con-  
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firmed successful introduction of sulfate groups onto S-MCP. The S-MCP particle size (294.44±40.62 nm) was smaller than
that of MCP (356.32±26.07 nm), and its microscopic characteristics changed from loose and porous to fragmented and lay-
ered. In vitro activity experiments showed respective scavenging rates of S-MCP against DPPH, ABTS+, and hydroxyl radi-
cals of 64.85%, 82.42%, and 71.34% at 3.0 mg/mL significantly higher than those of MCP. Scavenging was also shown to
be concentration-dependent. S-MCP displayed more potent inhibition of α-glucosidase (43.92% at 1.0 mg/mL) than MCP
(31.31%). The mouse glucose tolerance test results showed that S-MCP significantly reduced the blood glucose levels after
starch  and  sucrose  loading,  and  decreased  the  area  under  the  curve.  Conclusion:  Sulfation  can  effectively  enhance  MCP
antioxidant  and  hypoglycemic  activities,  providing  a  scientific  basis  for  their  development  and  application  in  functional
foods and pharmaceuticals.

Key  words： response  surface  methodology； Moutan  cortex  polysaccharide； sulfation  modification； antioxidant； hypo-

glycemic

牡丹皮为芍药科植物牡丹（Paeonia suffruticosa
Andr.）的干燥根皮，又称丹皮、粉丹皮、洛阳花等[1]。

其性微寒，味苦辛，具有清热解毒、活血化瘀的功效，

常用于治疗跌打损伤、闭经痛经等症状[2]。牡丹皮始

载于《神农本草经》，用药历史悠久，是一种兼具药用

与食用价值的药材，适用于制作功能饮料、保健品以

及日用食品。牡丹皮广泛分布于中国，尤以安徽、四

川、甘肃、陕西等地为主[3]。安徽铜陵凤凰山的凤丹

皮品质上乘，南陵产者则称瑶丹皮；四川的重庆垫江、

灌县盛产川丹皮，康定、泸定等地则出产西丹皮[4]。

牡丹皮富含多糖、萜类、有机酸、黄酮及香豆素等活

性物质，药理研究显示其具有心血管调节、免疫增

强、抗肿瘤、保肝及抗菌抗炎等诸多活性作用[5−6]。

其中，牡丹皮多糖是牡丹皮重要的活性成分之一，具

有抗炎[7]、肠道菌群调节[8] 以及免疫调节[9] 等多种生

物活性，且生物活性强、安全性高，广泛应用于保健

食品、化妆品、医药领域。

天然多糖是自然界中普遍存在的生物大分子，由

单糖连接而成，因其良好的生物特性和活性，在畜牧、

食品、医药和化妆品等领域具有广泛应用前景[10]。

天然多糖因生物活性有限，通常使用化学修饰增强

其活性。根据相关文献报道，硫酸化、磷酸化、乙酰

化及羧甲基化等方法常用于多糖的改性[11−12]。特别

是硫酸化修饰，通过添加硫酸基团至糖基中，改变结

构以提升活性，赋予多糖抗炎、提高免疫、抗凝血等

新的药理作用[13]。同时，修饰后的多糖不仅可以作为

抗肿瘤、抗病毒的候选化合物，还可作为免疫增强

剂、抗氧化添加剂，以及用于保湿抗衰老的活性成

分[14−15]。目前，针对牡丹皮多糖硫酸化修饰研究尚

不足。

以牡丹皮为研究对象，采用浓硫酸法对牡丹皮

多糖（MCP）进行硫酸化修饰，通过单因素实验结合响

应面法获得最佳酯化条件，利用 FTIR、DLS和 SEM

初步鉴定修饰前后的多糖结构，比较硫酸化修饰

前后牡丹皮多糖的抗氧化活性、降血糖活性及细胞

毒性，旨在明确牡丹皮多糖的硫酸化修饰工艺，进一

步提高其生物活性，为牡丹皮多糖在功能食品和医药

领域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

牡丹皮　购于张仲景大药房（平顶山市新华区），

经平顶山学院范卫卫老师鉴定，质量符合 2020年版

《中国药典》规定；SPF级 ICR雄性小鼠　45只，8周

龄，体质量 30±4 g，购自辽宁长生生物技术股份有限

公司，动物许可证号 SCXK（辽）2025-0001。动物实

验经平顶山学院生物医学伦理委员会批准（批准号

2025-014），动物饲养于平顶山学院动物实验中心，温

度 25±2 ℃，相对湿度为 55%±5%，间隔 12 h交替照

明；小鼠巨噬细胞 RAW264.7　南京凯基生物科技

发展有限公司，培养条件：DMEM完全培养基（含体

积分数为 10%的胎牛血清、体积分数为 1%的青霉

素-链霉素溶液），置于 37 ℃、5% CO2、相对湿度>
95%的恒温培养箱中培养；氢氧化钠、硫酸铵　郑州

派尼化学试剂厂；30%过氧化氢、三氯乙酸、Na2CO3

　天津市致远化学试剂有限公司；DPPH　福州飞净

生物科技有限公司；维生素 C（VC）　合肥博美生物

科技有限公司；过硫酸钾、氯化钡　天津市大茂化学

试剂厂；硫酸亚铁、明胶　国药集团化学试剂有限公

司；水杨酸、ABTS　酷尔化学科技有限公司；硫酸钾

　天津市科密欧化学试剂有限公司；正丁醇　天津

市德恩化学试剂有限公司；阿卡波糖、α-葡萄糖苷

酶、PNPG　上海麦克林生化科技股份有限公司。

TG16G高速离心机　湖南凯达科学仪器有限公

司；XT-350高速万能粉碎机　浙江永康红太阳机电

有限公司；RE-2000A旋转蒸发仪　巩义科技有限公

司；FA1104电子天平　上海舜宇恒平科学仪器有限

公司；DHG-9202-1S电热恒温干燥箱　上海鸿都电

子科技有限公司；SHZ-D（Ⅲ）循环水式真空泵　河

南省予华仪器有限公司；Bio Tek Synergy H1全功能

微孔板检测仪　美国伯腾仪器有限公司；SCIENTZ-
10ND冷冻干燥机　宁波新芝生物科技股份有限公

司；KH-100超声波清洗仪　昆山禾创超声仪器有限

公司；PHS-3C酸度计　上海晶磁仪器有限公司；XL-
30环场扫描电镜　荷兰 Philips公司；TENSOR-
37傅里叶变换红外光谱仪　德国 Bruker公司；Mas-
tersizer-2000激光粒度仪　山东耐克特分析仪器有

限公司。
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 1.2　实验方法

 1.2.1   牡丹皮多糖的提取　将牡丹皮打粉，过 80目

筛，置于索氏提取器中进行脱脂预处理，在 65 ℃ 条

件下用石油醚脱脂 24 h，蒸发有机溶剂后烘干备

用。称取 300.0 g加入 3000 mL蒸馏水，加热回流提

取 2 h，过滤，滤渣重复上述操作 1次，合并滤液，加

入 1%活性炭进行脱色处理，搅拌均匀 30 min过滤

即可。经浓缩后，加入 4倍体积 95%乙醇，置 4 ℃
冰箱，静置过夜，弃去滤液，经真空冷冻干燥得到牡丹

皮粗多糖（Moutan cortex polysaccharide，MCP）。

 1.2.2   硫酸化牡丹皮多糖的制备　取 0.02 g牡丹皮

粗多糖和适量硫酸铵置于离心管中，加入 1.5 mL正

丁醇，在冰浴中加入适量浓硫酸，温和搅拌均匀使多

糖充分溶解，待反应完成后，以氢氧化钠调节溶液

pH至中性。加入 3倍体积的 95%乙醇，搅拌后进

行醇沉，常温放置并静置过夜；经 10000 r/min离心

10 min，收集沉淀，加入蒸馏水溶解；随后转入到

3.5 kDa透析袋中，透析 48 h，再次以 10000 r/min离

心 10 min，取上清进行旋蒸浓缩；最后通过冷冻干燥

获得硫酸化修饰的牡丹皮多糖（Sulfated Moutan cor-
tex polysaccharide，S-MCP）。

 1.2.3   牡丹皮多糖硫酸化修饰单因素实验

 1.2.3.1   酯化时间　固定取浓硫酸 1.0 mL，硫酸铵用

量为 10 mg，酯化时间分别为 10、20、30、40、50 min，
测定取代度。

 1.2.3.2   浓硫酸用量　固定取硫酸铵 10 mg，酯化时

间为 40 min，浓硫酸用量分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、
2.5 mL，测定取代度。

 1.2.3.3   硫酸铵用量　固定取浓硫酸 1.0 mL，酯化

时间为 40 min，硫酸铵用量分别为 10、20、30、40、
50 mg，测定取代度。

 1.2.4   响应面优化　在单因素实验基础上，采用 De-
sign-Expert 13软件，以酯化时间（A）、浓硫酸用量

（B）和硫酸铵用量（C）为影响因子，以取代度为响应

值，进行 3因素 3水平响应面试验（表 1）。
  

表 1    响应面 Box-Benhnken （BBD）试验设计因素与水平
Table 1    Factors and levels of response surface Box-Behnken

(BBD) experimental design

水平
因素

A酯化时间（min） B浓硫酸用量（mL） C硫酸铵用量（mg）

−1 30 1.0 20
0 40 1.5 30
1 50 2.0 40

 

 1.2.5   取代度的测定　参照李瑶等[16] 的方法，并稍作

修改，采用硫酸钡比浊法测定硫酸根离子含量。称取

108.75 mg硫酸钾粉末，加入 1 mol/mL盐酸定容至

100 mL，即得 0.6 mg/mL硫酸基标准贮存液。量取

400 μL硫酸钾溶液（0.01875、0.0375、0.075、0.15、
0.3、0.6 mg/mL）于离心管中，再加入 3%三氯乙酸

7.6 mL和 0.5%氯化钡-明胶溶液 400 μL后充分混

匀，静置 15 min，在 360 nm波长处测定吸光度值 Ai，

用明胶溶液代替氯化钡-明胶溶液测吸光度值 Aj，使

用（Ai−Aj）对硫酸根的质量绘制标准曲线，最终得到

硫酸基标准溶液标准曲线回归方程为 Y=0.2611X+
0.0071，相对系数为 R2=0.9983，说明拟合度良好。

利用 1 mol/L盐酸与硫酸化牡丹皮多糖充分摇

匀制备 2 mg/mL储存液，并置于沸水浴下反应 1 h，
吸取 200 μL反应液按照标准曲线法测定 Ai、Aj。根

据测得的标准曲线计算硫酸基含量（S）并计算取代度

（DS）。取代度的计算公式为：

DS(%) =
1.62×S

32−1.02×S
×100 式（1）

式中：DS为样品取代度（%）；S为硫酸根的百分

含量（%）。

 1.2.6   硫酸化牡丹皮多糖的表征

 1.2.6.1   傅里叶红外光谱仪（FTIR）表征　将经过干

燥处理的 KBr粉末与 MCP或 S-MCP粉末混合后

进行研磨并压制成片，随后在室温条件下，利用

FTIR在 500~4000 cm−1 的波数范围内对其进行扫描

分析。

 1.2.6.2   马尔文动态光散射（DLS）表征　采用无水

乙醇将 MCP、S-MCP稀释至 2~3 mg/mL，倒入塑料

比色皿约 2/3处，使用马尔文粒径分析仪进行扫描

分析。

 1.2.6.3   扫描电镜（SEM）表征　采用 SEM观察

MCP和 S-MCP的分子形态。将冻干多糖样品均匀

铺于碳导电双面胶上，去除过量样品后喷金处理，在

1.0 kV加速电压下聚焦成像。

 1.2.7   抗氧化活性研究

 1.2.7.1   DPPH自由基清除率测定　参照高华山

等[17] 实验方法，并稍作修改，配制 0.04 mg/mL DPPH
无水乙醇溶液。量取 100 μL MCP或 S-MCP溶液

（0.00293、0.00586、0.0117、0.0234、0.0469、0.0938、
0.188、0.375、0.75、1.50、3.00 mg/mL）于 96微孔板

中 ，并加入 100  μL  0.04  mg/mL  DPPH记为 Ai；

100 μL无水乙醇代替 DPPH记为 Aj；将 100 μL S-
PMCP溶液替换为无水乙醇为 Ao。避光静置

30 min，在分光光度计 517 nm处测定各自吸光度，以

VC 作为阳性对照。DPPH自由基清除率计算如下：

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− Ai −Aj

Ao

)
×100

式（2）
式中：Ai 是样品组的吸光度值；Aj 是对照组的吸

光度值；Ao 是空白组的吸光度值。

 1.2.7.2   ABTS+自由基清除率测定　参照李国巍

等[18] 实验方法，并稍作修改。将 7 mmol/L ABTS溶

液和 2.45 mmol/L过硫酸钾溶液同等体积混合均匀，

避光过夜反应 12 h，并用无水乙醇稀释 ABTS母液
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使其吸光度在 0.7±0.1范围内，得到 ABTS储存液。

取 100 μL MCP或 S-MCP溶液（0.00293、0.00586、
0.0117、0.0234、0.0469、0.0938、0.188、0.375、0.75、
1.50、3.00 mg/mL）于 96微孔板中，并加入 100 μL
ABTS储存液记为 Ai；100 μL无水乙醇代替 ABTS
储存液记为 Aj；将 100 μL S-PMCP溶液替换为无水

乙醇为 Ao。室温静置 10 min，在分光光度计 734 nm
处测定各自吸光度，以 VC 作为阳性对照。ABTS+自
由基清除率计算如下：

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1− Ai −Aj

Ao

)
×100

式（3）
式中：Ai 是样品组的吸光度值；Aj 是对照组的吸

光度值；Ao 是空白组的吸光度值。

 1.2.7.3   羟基自由基清除率测定　参照李洁茹等[19]

实验方法，并稍作修改。取 1 mL MCP或 S-MCP溶

液（0.00293、0.00586、0.0117、0.0234、0.0469、0.0938、
0.188、0.375、0.75、1.50、3.00  mg/mL）于离心管

中 ，依次加入 3.0  mmol/L硫酸亚铁溶液 1  mL，
3.0  mmol/L水杨酸 -乙醇溶液 1  mL， 2.5  mmol/L
H2O2 溶液 1 mL进行反应记为 Ai；将 1 mL H2O2 溶

液替换为 1 mL蒸馏水为 Aj；将 1 mL S-PMCP溶液

替换为 1 mL的无水乙醇溶液记为 Ao。充分摇匀并

置于 37 ℃ 恒温水浴锅中反应 50 min，在分光光度

计 510 nm处测定各自吸光度，以 VC 作为阳性对

照。羟基自由基清除率计算如下：

羟基自由基清除率(%) =
(
1− Ai −Aj

Ao

)
×100 式（4）

式中：Ai 是样品组的吸光度值；Aj 是对照组的吸

光度值；Ao 是空白组的吸光度值。

 1.2.8   α-葡萄糖苷酶活性抑制测定　参照潘玥等[20]

试验方法，并稍作修改。采用二倍稀释法将 MCP、
S-MCP和阿卡波糖进行梯度稀释至 1.0~0.00001 mg/
mL。设置样品组 A、样品空白组 a、对照组 B和对

照组 b，试剂加入量见表 2。向离心管依次加入MCP/
S-MCP/阿卡波糖溶液、pH6.8磷酸钠缓冲液（PBS溶

液）和 0.2 U/mL α-葡萄糖苷酶溶液，混匀后于 37 ℃
水浴反应 10 min。随后加入 1% PNPG溶液，再次

混匀并 37 ℃ 水浴反应 25  min。最后加入 80  μL
1.0 mol/L碳酸钠溶液混匀，用酶标仪于 405 nm测

定 OD值，每组做 3个平行实验。抑制率计算公式

如下：

抑制率(%) =
(
1− ODA −ODa

ODB −ODb

)
×100 式（5）

式中：ODA 为实验组吸光值；ODa 为实验空白组

吸光值；ODB 为对照组吸光值；ODb 为对照空白组吸

光值。

 1.2.9   MCP和 S-MCP对小鼠巨噬细胞 RAW264.7

细胞毒性测定　将小鼠巨噬细胞 RAW264.7，分散

吹打混匀，吸取 90 μL加入新培养基的细胞混悬液

以 5×104 个/mL的密度接种于 96孔板，培养 24 h后

采用不同终浓度的 MCP和 S-MCP（ 100、 250、
500 μg/mL）作用 48 h，采用 MTT法检测 MCP和 S-
MCP对小鼠巨噬细胞 RAW264.7的细胞毒性，并通

过公式计算细胞存活率。使用酶标仪于 450 nm波

长下测定吸光度值，以评估两种多糖对细胞活性的影

响。细胞存活率按以下公式计算：

细胞存活率(%) =
(
1− ODA −ODa

ODB −ODb

)
×100 式（6）

式中：ODA 为实验组吸光值；ODa 为实验细胞调

零组吸光值；ODB 为对照组吸光值；ODb 为对照细胞

调零组吸光值。

 1.2.10   正常小鼠糖耐量试验（OGTT）评价　选取血

糖范围在 4.0~9.0 mmol/L的小鼠 45只雄性小鼠，按

体重随机分为 9组。每 3组对应一种糖负荷类型

（葡萄糖组、蔗糖组、淀粉组），每种糖负荷类型含

4个处理组（每组 n=5）：生理盐水组、阿卡波糖组、

MCP组和 S-MCP组。适应性饲养 7 d后，禁食 3 h，
尾静脉采血测定空腹血糖基础值。各组分别给予生

理盐水、阿卡波糖（0.5 mg/kg）、MCP（0.5 mg/kg）、S-
MCP（0.5 mg/kg），随后灌胃葡萄糖（2.0 g/kg）、蔗糖

（4.0 g/kg）、淀粉（6.0 g/kg）作为负荷做糖耐量实验，

并分别于 15、30、60、120、180 min测定血糖值。

 1.3　数据处理

所有实验均设置三次重复，数据以均值±标准差

表示。采用 Excel软件进行数据整理与基本分析，并

通过 Design-Expert 13软件完成响应面分析。利用

Origin 2021或 GraphPad Prism 10.1.2进行作图并计

算半数清除浓度（IC50）。多组比较（空白组、阿卡波

糖组、MCP组及 S-MCP组）采用 GraphPad  Prism
10.1.2进行单因素方差分析（one-way ANOVA），设

定 P<0.05为差异具有统计学意义。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验

实验结果表明，硫酸化牡丹皮多糖的酯化时间

在 10~40 min范围内，取代度随酯化时间延长逐渐

上升，40 min时达峰值为 0.0600±0.0023，这是因为

 

表 2    牡丹皮多糖、硫酸化牡丹皮多糖、阿卡波糖对 α-葡萄
糖苷酶抑制活性测试加样表

Table 2    Sample addition table for α-glucosidase inhibitory
activity test of MCP, S-MCP and acarbose

项目

加入量（μL）

PBS
溶液

PNPG
溶液

Na2CO3
溶液

α-糖苷酶 MCP/S-MCP/
阿卡波糖

样品组A 80 20 80 20 20
样品空白组a 100 20 80 / 20

对照组B 100 20 80 20 /
对照空白组b 120 20 80 / /

注：“/”表示反应体系不存在该物质或不需要该条件。
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浓硫酸作为核心磺化剂，可提供硫酸基团（-SO3H）与

多糖羟基（-OH）发生亲电取代反应，直接推动多糖链

上硫酸基的引入[21−22]；但浓硫酸兼具强酸性与水解

性，反应初期“促磺化”占主导，超过 40 min后，浓硫

酸会催化糖苷键断裂引发多糖主链降解，导致取代度

下降[16]，如图 1A所示。

浓硫酸用量从 0.5~1.5 mL时，产物取代度持续

上升，并于 1.5 mL时达到 0.06678±0.0043的峰值。

然而过量浓硫酸用量（>1.5 mL）反而导致取代度下

降，推测原因可能是过量硫酸破坏了多糖分子结

构[23]，如图 1B所示。这进一步体现浓硫酸“促磺化”

与“促降解”的双重作用，即适量时驱动硫酸基团与

多糖羟基结合，过量则引发多糖结构破坏。

硫酸铵用量在 10~30 mg范围内，产物取代度

随用量增加而升高，并于 30 mg时达到 0.07463±
0.0026的峰值，如继续增加硫酸铵用量（>30 mg）则
导致取代度下降，可能是由于硫酸铵溶解后产生过

量 NH4
+会改变体系离子强度及局部酸碱环境，这不

仅易引起多糖分子水解降解及板结现象，还会干扰硫

酸基团与多糖羟基的有效结合，并诱发分子聚集和副

反应，最终致使硫酸化反应不充分，取代度下降[16,24]，

如图 1C所示。硫酸铵作为反应微环境调节剂，通过

溶解后产生的 NH4
+与浓硫酸电离出的离子共同形成

特定离子环境，促进硫酸基团向多糖羟基的转移，从

而提高磺化效率[25]。最终确定较优工艺为酯化时间

40 min、浓硫酸用量 1.5 mL、硫酸铵用量 30 mg。

 2.2　响应面优化试验

采用 Design-Expert 13软件对试验结果进行回

归拟合分析，建立模型，结果如表 3所示，得到酯化时

间（A）、浓硫酸用量（B）和硫酸铵用量（C）3个因素的

回归方程为：

Y=0.0748−0.0014A−0.0037B+0.0008C+0.0035AB+
0.0015AC+0.0036BC−0.0121A2−0.0229B2−0.0100C2。

该回归方程的决定系数 R2=0.9889，表明模型可

解释响应值中约 98.89%由试验因素引起的变化，拟

合效果良好。校正系数 R2
Adj=0.9747，说明在考虑自

变量个数后，模型仍能稳定解释约 97.47%的响应变

异。该模型的 F=69.37，P<0.0001，说明模型极显

著。如表 4所示，对方差结果进行分析得出，酯化时

间与浓硫酸用量的交互作用（AB）对取代度的影响显

著（P<0.05）；酯化时间与硫酸铵用量的交互作用（AC）
对取代度的影响不显著；浓硫酸用量与硫酸铵用量的

交互作用（BC）对取代度的影响显著（P<0.05）；通过

参照 F 值的大小可得出 3个因素对 S-MCP的取代

度的影响程度为：浓硫酸用量（B）>酯化时间（A）>硫
酸铵用量（C）。
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图 1    不同因素对硫酸化牡丹皮多糖取代度的影响

Fig.1    Effects of different factors on the degree of substitution of sulfated MCP
注：A酯化时间；B浓硫酸用量；C硫酸铵用量。

 

表 3    响应面试验设计及结果

Table 3    Response surface experimental design and results

试验号
A酯化时间

（min）
B浓硫酸用量

（mL）
C硫酸胺用量

（mg）
取代度

1 40 2.0 20 0.03323
2 30 1.5 20 0.05586
3 50 2.0 30 0.03672
4 30 1.5 40 0.05133
5 40 1.5 30 0.07524
6 50 1.0 30 0.03896
7 30 2.0 30 0.03368
8 40 2.0 40 0.04491
9 40 1.5 30 0.07494
10 40 1.5 30 0.07788
11 50 1.5 20 0.05089
12 50 1.5 40 0.05253
13 40 1.0 40 0.04338
14 40 1.0 20 0.04611
15 30 1.0 30 0.04981
16 40 1.5 30 0.07318
17 40 1.5 30 0.07267

 

表 4    回归模型的方差分析

Table 4    Analysis of variance results of the regression model

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 0.0038 9 0.0004 69.37 <0.0001 **
A酯化时间 0.0000 1 0.0000 2.76 0.1409
B浓硫酸用量 0.0001 1 0.0001 18.15 0.0037 **
C硫酸铵用量 4.590×10−6 1 4.590×10−6 0.7546 0.4138

AB 0.0000 1 0.0000 7.93 0.0259 *

AC 9.517×10−6 1 9.517×10−6 1.56 0.2512
BC 0.0001 1 0.0001 8.53 0.0223 *
A2 0.0006 1 0.0006 101.71 <0.0001 **
B2 0.0022 1 0.0022 361.93 <0.0001 **
C2 0.0004 1 0.0004 69.32 <0.0001 **

残差 0.0000 7 6.083×10−6

失拟项 0.0000 3 8.574×10−6 2.03 0.2517
纯误差 0.0000 4 4.215×10−6

总离差 0.0038 16

注：*P<0.05显著，**P<0.01极显著。
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 2.2.1   响应曲面分析　响应曲面的坡度直观体现了

各因素对 S-MCP取代度的影响。坡度越陡，等高线

越接近椭圆且离心率越大，表明该因素的影响越显

著；坡度平缓则影响较小[26]。此外，等高线的形状和

分布能揭示因素间的交互作用，其椭圆形且密集的等

高线说明交互作用较强，而圆形或稀疏的等高线则表

明交互作用较弱[27]。

通过对图 2分析得出，AB、BC的交互作用响应

曲面坡度较陡，等高线呈明显椭圆形，说明这些因素

间的交互作用显著（P<0.05）；AC交互作用响应曲面

坡度较缓，说明该因素间的交互作用不显著。从方差

分析数据可以看出，BC交互效应的影响最为显著，

其次是 AB交互效应，最后是 AC交互效应。这一影

响程度排序与回归方程的方差分析结果相互印证，证

实了所建模型的可靠性。

 2.2.2   最佳实验条件验证　基于单因素实验结果，

通过响应面分析法优化得到 S-MCP最佳硫酸化条

件为：酯化时间（A）为 39.2928 min，浓硫酸用量（B）
为 1.4575 mL，硫酸铵用量（C）为 30.1738 mg，预测

硫酸化多糖的取代度为 0.07500。实际操作中将参

数调整为酯化时间（A）为 39 min，浓硫酸用量（B）为
1.45 mL，硫酸铵用量（C）为 30 mg进行验证。经三次

平行实验测得 S-MCP的取代度为 0.07391±0.0020，
与理论预测值相比相对误差较小，证实回归模型可靠

性及牡丹皮多糖硫酸化工艺参数的合理性，说明模型

拟合良好。

 2.3　硫酸化牡丹皮多糖的性能表征分析

 2.3.1   傅里叶变换红外光谱表征分析　如图 3所示，

对 MCP及其 S-MCP的 FTIR数据分析发现未修

饰的 MCP在 3400~3200 cm−1 处显示羟基（-OH）的

伸缩振动宽峰，2930~2850 cm−1 处为 C-H的弱峰，

1050~1000 cm−1 处为糖环骨架的 C-O-C和 C-O-H
强峰。研究发现，硫酸化修饰后的多糖在 1250~
1220 cm−1 和 850~800 cm−1 处出现新峰，分别对应硫

酸酯基（-OSO3−）的 S=O不对称伸缩振动和 C-O-
S对称伸缩振动，810 cm−1 附近的峰提示硫酸酯基可

能优先取代在半乳糖的 C-6位[16]。经实验发现，S-
MCP在 832.74 cm−1 处有吸收峰，推测可能是硫酸酯

基（-OSO3−）的 C-O-S对称伸缩振动，表明硫酸化反

应成功。此外，S-MCP在 1132.62 cm−1 处的吸收峰

与李瑶等[16] 报道的硫酸化紫菜多糖在 1123.29 cm−1

处的特征吸收峰位置接近。根据该研究，该峰可归属

于 S=O键的不对称伸缩振动，进一步支持硫酸基团

的成功引入。

 2.3.2   马尔文动态光散射表征分析　多分散性指数

（Polymer dispersity index，PDI）是评估颗粒均匀性的

关键指标，通常情况下，PDI介于 0.1~0.5之间，表示

分散体系良好。MCP的 PDI为 0.510±0.32，表明其

颗粒溶液存在粒径差异，但整体稳定；S-MCP的
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图 3    牡丹皮多糖与硫酸化牡丹皮多糖的红外光谱

Fig.3    FTIR spectroscopy of MCP and S-MCP
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图 2    酯化时间、浓硫酸用量、硫酸铵用量之间的交互作用对MCP硫酸化取代度影响的响应曲面及等高线图

Fig.2    Response surface and contour plots of the effects of interactions among esterification time, dosage of concentrated sulfuric acid,
and dosage of ammonium sulfate on the degree of sulfation of MCP
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PDI为 0.391±0.24，说明该颗粒均一性优于 MCP。
DLS显示 MCP流体力学尺寸为 356.32±26.07 nm，

而 S-MCP为 294.44±40.62 nm，如图 4所示。实验

结果表明，硫酸化修饰可使多糖颗粒尺寸减小，降低

了MCP的多分散性指数。
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图 4    牡丹皮多糖与硫酸化牡丹皮多糖的 DLS粒径分布和
多分散性指数

Fig.4    DLS particle size distribution and polydispersity index
of MCP and S-MCP

注：A：MCP，B：S-MCP。
 

 2.3.3   扫描电镜表征分析　不同倍率电镜观察显示，

MCP与 S-MCP形貌差异显著。MCP表现为粗糙、

不规则的块状团聚体，表面凹凸不平，多孔隙褶皱，如

图 5A所示。这种形貌是天然多糖分子链通过氢键

等作用缠绕聚集的结果，进而形成松散但复杂的聚集

体。经硫酸化改性后，微观形貌有明显变化，整体更

分散舒展，表面相对平滑，团聚减少，如图 5B所示。

硫酸基团的引入改变了分子间相互作用，破坏原有氢

键网络并引入静电斥力，削弱了分子链间的缔合作

用[28]。这使得分子链更容易分散开，最终形成更规

整、细化的微观结构。

 2.4　硫酸化牡丹皮多糖的抗氧化试验

通过对比 MCP和 S-MCP抗氧化实验结果，分

析得出，S-MCP对 DPPH、ABTS+及羟基自由基均

表现出浓度依赖的清除能力，即抗氧化效果随着多糖

浓度的增加而不断增高。在 DPPH自由基体系

中，溶液褪色程度随多糖浓度升高而增强，浓度从

0.00293 mg/mL增至 3.0 mg/mL时，清除率由初始

值提升至 64.85%±3.25%，但浓度超过 1.5 mg/mL后

增速减缓，如图 6A所示。ABTS+自由基体系中，同

等浓度梯度下清除率最高达 82.42%±1.15%，低浓度

阶段清除效率提升更显著，如图 6B所示。羟基自由

基清除实验体系中，3.0 mg/mL浓度时清除率可达

71.34%±2.56%，且在 0.00293~3.0 mg/mL范围内随

浓度增加呈上升趋势，如图 6C所示。通过实验对比

发现，S-MCP的清除效果明显优于 MCP，但仍弱于

抗坏血酸（VC），推测可能与不同自由基的作用机制

及分子结构差异有关。

通过 GraphPad Prism 10.6.1分析添加浓度（X）

与抑制率（Y）的线性关系，得出 IC50 值和 Top值，如

表 5所示，MCP清除 DPPH、ABTS+和羟基自由基的

IC50 值分别为 0.362、 0.158和 0.109  mg/mL，Top
值分别为 38.96%、70.08%、59.47%。MCP进行硫

酸化修饰后，其清除 DPPH、ABTS+和羟基自由基的

能力均得到较大提升，IC50 值降低，Top值显著升高，

分别为 64.85%、82.42%、71.34%，抗氧化活性显著

增强。这种提升可能源于硫酸化引入的负电荷基团

改变了多糖结构，提供了更多活性位点或优化了空间

构象，从而更有效地清除自由基。
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图 5    牡丹皮多糖与硫酸化牡丹皮多糖的扫描电镜
视野图像

Fig.5    Scanning electron microscope images of MCP
and S-MCP

注：A：MCP，A-1：3000倍，A-2：5000倍，A-3：30000倍；B：S-
MCP，B-1：3000倍，B-2：5000倍，B-3：30000倍。
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图 6    牡丹皮多糖、硫酸化牡丹皮多糖和 VC 的体外抗氧化活性对比

Fig.6    Comparison of in vitro antioxidant activities of MCP, S-MCP and VC

注：A-DPPH自由基清除率；B-ABTS+自由基清除率；C-羟基自由基清除率。
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 2.5　牡丹皮多糖硫酸化修饰前后对 α-葡萄糖苷酶的抑

制活性分析

由图 7可知，随浓度增加，MCP、S-MCP及阿卡

波糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制率持续上升，1.0 mg/mL

时抑制率分别为 31.31%±1.76%、43.92%±2.18%和

87.07%±3.42%。结果表明，阿卡波糖抑制作用效果

最佳，而 S-MCP抑制活性明显优于MCP。
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图 7    牡丹皮多糖硫酸化修饰前后的降血糖活性
Fig.7    Hypoglycemic activity of MCP before

and after sulfation modification
 

通过 GraphPad Prism 10.6.1分析添加浓度（X）

与抑制率（Y）的线性关系，计算 IC50 值和 Top值，如

表 6所示。MCP对 α-葡萄糖苷酶的 IC50 值为

0.086  mg/mL，Top值 31.31%，经硫酸化得到的 S-

MCP的 IC50 值变化不大，Top值明显提高（43.92%），

而阳性对照阿卡波糖的 IC50 值为 0.0067  mg/mL，

Top值为 87.07%。这表明硫酸化增强了 MCP的抑

制活性，可能源于硫酸根基团改善了与酶活性位点

的相互作用，但是 S-MCP的活性仍明显低于阿卡

波糖。

 2.6　牡丹皮多糖硫酸化修饰前后对 RAW264.7细胞

毒性结果分析

由图 8可知，在 100、250与 500 μg/mL的测试

浓度下，MCP及 S-MCP对小鼠巨噬细胞 RAW264.7

的存活率均未产生显著影响，说明硫酸化改性后的牡

丹皮多糖对细胞无明显毒副作用。
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图 8    不同浓度的牡丹皮多糖、硫酸化牡丹皮多糖对
RAW264.7细胞存活率的影响

Fig.8    Effects of different concentrations of MCP, S-MCP
on the survial rate of RAW264.7 cells

 

 2.7　正常小鼠糖耐量试验（OGTT）实验结果分析

以阿卡波糖为阳性对照，将 MCP、S-MCP进行

糖耐量试验，结果如图 9A、图 9C所示，以淀粉和蔗

糖为底物，阿卡波糖、MCP和 S-MCP给药后 15、30、

60 min，均能够降低血糖（与对照组比较），曲线下面

积计算结果显示（图 9D、图 9F），阿卡波糖和 S-

MCP的曲线下面积显著降低（P<0.05，与对照组比

较），MCP组能够降低曲线下面积，但是无显著性差

异。以葡萄糖为底物，阿卡波糖、MCP和 S-MCP给

药后，均不能够降低血糖（与对照组比较），曲线下面

积计算结果显示（图 9B、图 9E），各组的曲线下面积

无显著性（与对照组比较）。以上结果说明 S-MCP

能够抑制 α-葡萄糖苷酶，从而降低小鼠血糖水平。

 

表 5    牡丹皮多糖、硫酸化牡丹皮多糖和 VC 的 IC50 线性回归方程与计算结果

Table 5    IC50 linear regression equations and calculation results of MCP, S-MCP and VC

样品
DPPH· ABTS+· ·OH

IC50（mg/mL） Top IC50（mg/mL） Top IC50（mg/mL） Top
MCP 0.362 38.96% 0.158 70.08% 0.109 59.47%
S-MCP 0.244 64.85% 0.112 82.42% 0.084 71.34%
VC 0.041 95.98% 0.0078 96.80% 0.028 94.44%

 

表 6    牡丹皮多糖、硫酸化牡丹皮多糖和阿卡波糖对 α-葡萄
糖苷酶的抑制率的 IC50 线性回归方程与计算结果

Table 6    IC50 linear regression equations and calculation results
of the inhibition rates of MCP, S-MCP and acarbose

on α-glucosidase

样品 IC50（mg/mL） Top（%）

阿卡波糖 0.0067 87.07
MCP 0.086 31.31
S-MCP 0.076 43.92
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 3　讨论与结论
多糖的化学修饰是改变生物分子特性、提高生

物活性的重要手段，其中硫酸化修饰是重要的手段之

一[29]。该修饰能够显著影响多糖的生物活性，而取代

度（DS）则是评价修饰效果的关键指标[30]。本研究通

过响应面法确定最佳工艺条件为：酯化时间 39 min、
浓硫酸用量 1.45 mL、硫酸铵用量 30 mg，此时取代

度达 0.07391±0.0020。单因素分析表明，各因素（酯

化时间、浓硫酸与硫酸铵用量）对 DS的影响均呈现

先上升后下降的趋势，可能由于反应初期，酯化剂充

分扩散促进硫酸基取代，而过量反应时间或试剂会导

致多糖糖苷键断裂，这与李瑶等[16] 在紫菜多糖硫酸

化中观察到的“过量试剂导致多糖降解”现象相吻

合[16]。MCP的取代度低于椰子吸器多糖[31]（DS=0.79）
和鸡油菌多糖[32]（DS=1.23），可能与 MCP的单糖组

成、糖苷键类型、羟基活性及修饰方法有关[33−34]。

FTIR光谱显示，S-MCP在 1250~1220 cm−1（源

于 S=O不对称伸缩振动）和 850~800 cm−1（源于 C-
O-S对称伸缩振动）出现新峰，与紫菜多糖 [16] 在

801.47、1123.29 cm−1 处有硫酸基团的特征吸收峰及

青钱柳多糖在 820 cm−1 的硫酸基信号相接近[35]，进

一步印证 MCP成功引入了硫酸基。SEM显示 S-
MCP从 MCP的疏松多孔结构转变为破碎层状，表

明硫酸化修饰改变了 MCP的表面结构，该结果支持

硫酸化修饰会改变蛹虫草培养物多糖的理化性质和

结构的观点[36]。

多糖的抗氧化活性主要源于其多糖链提供氢原

子的能力，硫酸基团的存在能够增强氢原子的供给能

力，从而促进多糖的抗氧化作用[14,37]。体外抗氧化结

果显示，S-MCP对 DPPH、ABTS+和羟基自由基的清

除率（3.0 mg/mL时分别为 64.85%、82.42%、71.34%）

显著高于MCP，呈现浓度依赖性，这与硫酸化修饰增

强多糖抗氧化活性的普遍规律相吻合[38−40]，其机制可

能与硫酸基的强电负性有关，硫酸基可通过电子转

移或氢原子捐赠中和自由基，促进其与自由基的接

触[13,33]。S-MCP对 ABTS+自由基清除率（82.42%）高

于 DPPH，可能因 ABTS+自由基为水溶性，硫酸化多

糖的亲水性增强使其更易发挥作用，这与 Xie等[41]

提出的“硫酸化多糖对水溶性自由基清除更高效”的

结论相一致。

α-葡萄糖苷酶是调节餐后高血糖的治疗靶点，抑

制 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶等消化酶活性是调节餐

后高血糖的有效方法[42]。许多研究表明，多糖的硫酸

化修饰（黑加仑多糖的硫酸化修饰[43]、羊栖菜多糖的

硫酸化修饰[44]、大麦多糖硫酸化修饰[45] 等）可以提高

多糖的 α-葡萄糖苷酶抑制活性。体外 α-葡萄糖苷酶

抑制实验结果显示，S-MCP对 α-葡萄糖苷酶的抑制

率（1.0 mg/mL时 43.92%）显著高于 MCP（31.31%）。

体内糖耐量实验中，S-MCP可显著降低淀粉/蔗糖负

荷小鼠的血糖曲线下面积，对葡萄糖负荷小鼠的血糖

调节无显著差异，说明其通过抑制 α-葡萄糖苷酶的

作用，从而抑制碳水化合物的水解减少葡萄糖吸收，

这一结果与苍耳水提物通过抑制 α-葡萄糖苷酶降低

血糖的机制相吻合[46]。体内与体外实验结果对比发

现，体内的糖苷酶抑制活性与阿卡波糖接近，可能与

S-MCP在体内经过降解，进一步增强了其糖苷酶抑

制活性相关。

本研究采用浓硫酸法对牡丹皮多糖（MCP）进行

硫酸化修饰，通过单因素实验结合响应面法优化获得

最佳工艺条件，并成功制备出硫酸化牡丹皮多糖（S-
MCP）。结构表征显示 S-MCP引入硫酸基，粒径减

小，显微结构改变；活性实验表明，其抗氧化（对

DPPH、ABTS+、羟基自由基清除率）和降血糖（抑制

α-葡萄糖苷酶、改善小鼠糖耐量）活性显著强于

MCP，且对细胞无显著毒副作用。后续可进一步分

析修饰后多糖的结构特征变化，包括硫酸基取代位点

及取代度稳定性等关键参数阐明其生物活性增强的

结构机制，为牡丹皮多糖作为医药保健品天然成分的

开发应用提供理论依据。
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图 9    不同碳水化合物组（淀粉、葡萄糖、蔗糖）对 OGTT血糖波动及曲线下面积的影响

Fig.9    Effects of different carbohydrate groups (starch, glucose, sucrose) on OGTT blood glucose fluctuations and area under the curve
注：A、B、C分别为淀粉、葡萄糖、蔗糖组正常小鼠 OGTT血糖变化；D、E、F分别为淀粉、葡萄糖、蔗糖组相应曲线下面积结果
及统计分析。*P<0.05显著，**P<0.01极显著。
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