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古尼虫草多糖硫酸酯化修饰及其抗氧化活性 
 

朱振元，原静，李盛峰，刘荣强 

（食品营养与安全教育部重点实验室，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：对古尼虫草多糖进行硫酸酯化修饰（修饰后命名为 SPS70），并对修饰后的多糖进行了结构、性质及活性研究。红外光谱

分析表明 SPS70 已具备硫酸酯化多糖的硫酸根基团。研究表明修饰后多糖由中性多糖变为酸性多糖。通过高效液相色谱分析发现，

经过 DEAE-Sephadex A-25 分离纯化后，SPS70 纯度达到 92.72%，抗氧化活性测定显示，SPS70 清除超氧阴离子自由基的能力随样品

终质量浓度增大而变强，而对羟基自由基和 DPPH 自由基的清除能力均在 2.5 mg/mL 时达到最大抑制率，分别为 71.23 %和 64.12 %。 
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 Abstract: In this study, 70% polysaccharides from Cordyceps gunnii (Berk.) Berk. were chemically modified via sulfation and was 

renamed as SPS70 (Cordyceps gunnii 70% sulfated polysaccharides). The structure, property and bioactivity of SPS70 were subsequently 

investigated. Infrared spectroscopy analysis demonstrated that SPS70 possessed sulfate groups. After modification, the neutral polysaccharides 

were turn into acidic polysaccharides. After purification by DEAE-sephadex A-25, the purity of SPS70 reached 92.72% and GPC anlysis 

showed that its molecular weight was of approximately 8490 Da. Anti-oxidation analysis revealed that the radical scavenging ability of SPS70 

towards superoxide anion increased when increasing the final concentration of the polysaccharide. And the maximum hydroxyl and DPPH 

scavenging properties were abstained when SPS70 concentration was of 2.5 mg/mL, being of 71.23% and 64.12%, respectively. 
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随着对虫草研究的不断深入，古尼虫草逐渐成为

继冬虫夏草后又一种重要的虫草资源[1]。古尼虫草多

糖是由古尼虫草(Cordyceps gunnii (Berk.)Berk.)菌丝粉

经浸泡、去脂、去蛋白、醇沉等过程制得。研究发现，

古尼虫草多糖具有抗衰老，增强免疫力，增强记忆力，

改善学习记忆、抗病毒等功效[2]。 
在过去十年，人们对于多糖的生物活性及其化学

多样性予以很大的关注[3~6]。适当的分子修饰和结构改

造，例如硫酸酯化（硫酸根基团取代多糖上的某些羟

基）能够改善乃至增加多糖的生物活性[7]。研究表明，

某些硫酸酯化多糖对比与非硫酸化多糖，具有抗凝血 
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[8]、抗病毒[9]、抗氧化[10]、抗肿瘤[11]等活性。 
本课题组前期对古尼虫草多糖结构及活性等进

行了深入的研究，证明其为一种分子量相对较小的多

糖，具有较好的生物、生理活性。为了得到具有更高

生物活性的多糖，本研究对古尼虫草 70%（V/V）乙

醇沉淀多糖进行硫酸酯化修饰，并对其进行结构分析

及活性研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
古尼虫草(Cordyceps gunnii(Berk.)Berk.)70%多糖

（PS70）由天津科技大学生物资源与功能食品研究室

提供[2]。 
1.2  试剂与主要仪器 

DEAE-Sephadex A-25购自北京鼎国生物技术有限

责任公司，分析纯无水乙醇、乙酸乙酯、氯仿、正丁
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醇、甲醇、氯化钠、浓硫酸、苯酚，购自上海生物工

程技术服务有限公司。 
主要仪器有旋转蒸发仪购自郑州长城科工贸有限

公司，紫外可见分光光度计购自上海沪西分析仪器厂，

真空冷冻干燥机、高速冷冻离心机购自美国热电公司，

TH-300梯度混合器购自上海复日科技有限公司，

DBS-100电脑全自动部分收集器购自上海青浦沪西仪

器厂。 
1.3  试验方法 
1.3.1  硫酸酯化多糖的制备[12] 

取浓硫酸 7.5 mL，正丁醇 2.5 mL，置于装有冷

凝管和搅拌装置的三颈瓶中，加入硫酸铵 0.125 g，搅

拌并冰浴冷却至0 ℃。缓慢加入古尼虫草多糖粉末0.5 
g 并于 0 ℃反应 30 min，反应后用氢氧化钠中和。中

和后蒸馏水透析 48 h，减压浓缩、冷冻干燥后即得硫

酸酯化多糖粗品。 
1.3.2  硫酸酯化多糖的纯化 

硫酸酯化多糖的纯化使用分子筛层析柱（16×30 
cm），凝胶介质为DEAE-Sephadex A-25。三蒸水-氯化

钠溶液梯度洗脱，流速为0.5 mL/min。定时接收洗脱液，

4 min/试管，共收集45个试管。使用苯酚-硫酸法检测[13]

多糖，将含有较多多糖的组分冷冻干燥即得硫酸酯化

多糖纯品，命名为SPS70（Cordyceps gunnii 70% Sulfated 
Polysaccharides）。 
1.3.3  旋光度法[14] 

称取30 mg CSPS70，溶于15 mL蒸馏水中，测定其

比旋光度值。计算公式如下 
[а]D=а/CL 
а-所测旋光度；C-溶液的质量浓度(g/mL)；L-试管

长度(dm)。 
1.3.4  红外光谱分析 

称取1.0~1.5 mg干燥的SPS70置于KBr混合压片

中，使用红外光谱仪在4000~400 cm-1范围扫描。 
1.3.5  高效液相色谱（HPLC）分析 

准确称取SPS70多糖1 mg溶于0.5 mL三蒸水中，取

20 μL注入高效液相色谱仪进行分析，分析仪器和条件

如下： 
仪器：Aglient 1100 高效液相色谱仪；检测：示差

检测器；色谱柱：TSK-gel G3000SW 凝胶色谱柱（300 
×7.5 mm）；流动相：50 mM 磷酸盐缓冲液（pH 6.0）；

流速：0.6 mL/ min；柱温：30 ℃。 
1.3.6  SDS-PAGE电泳 

SDS-PAGE电泳使用浓度为18%的分离胶，上样量

为20 μL，使用阿利新兰染料染色。阿利新蓝染料可与

多糖上的酸性基团特异性结合，使酸性多糖染色，而

中性多糖则无法染色。脱色液为10%甲醇和10%乙酸。 
1.3.7  SPS70 抗氧化活性测定 
1.3.7.1  清除超氧阴离子（O2

-）活性测定[15] 
取 2.25 mLTris-HCl 缓冲液（50 mM，pH 8.2）于

25 ℃下预热 20 min，分别加入终质量浓度为 0.5、1、
1.5、2、2.5、3 mg/mL 的 SPS70 多糖溶液和 0.2 mL
邻苯三酚溶液（25 mM），迅速混匀，在 25 ℃下反

应 30 s 后测定 320 nm 波长处溶液的吸光度。 
O2

-清除率计算式： 

%100
Ao

AiAo% ×
−

=）清除率（  

Ai：以水代替样品测定在 320 nm 测得的吸光度值；A0：

样品在 320 nm 下的吸光度值。 

1.3.7.2  清除羟自由基活性测定 
根据Smirnoff等的方法改进[16]，具体方法为：在1.5 

mL离心管中分别加入6 mM的FeSO4溶液100 μL，6 mM
的H2O2溶液100 μL，终质量浓度为0.5、1、1.5、2、2.5、
3 mg/mL的样品溶液100 μL，混匀后静置10 min。然后

向各离心管中加入6 mM的水杨酸溶液100 μL，混匀静

置30 min，并用酶标仪测定各管510 nm下的吸光度值

Ai。 
OH·清除率计算式： 

%100
Ao

AjAiAo% ×
−−

=
）（

）清除率（  

Ai：样品在 510 nm 下的吸光度；Aj：以蒸馏水代替底物

水杨酸在 510 nm 下的吸光度；Ao：以蒸馏水代替样品在 510 nm

下的吸光度。 

1.3.7.3  清除 1，2-二苯代苦味肼基自由基（DPPH·）
能力的测定 

在200 μL的5 μM的DPPH·乙醇溶液中分别加入终

质量浓度为0.5、1、1.5、2、2.5、3 mg/mL的样品溶液，

封闭反应60 min后测定在517 nm波长的测吸光度Ai。 
DPPH·清除率计算式： 

%100
Ao

Aj-AiAo% ×
−

=
）（

）清除率（  

Ai：样品在 517 nm 下的吸光度值；Aj：以蒸馏水代替

DPPH·乙醇溶液在 517 nm 下的吸光度值；Ao：以蒸馏水代替

样品在 517 nm 下的吸光度值。 

2  结果与讨论 

2.1  70%古尼虫草多糖的硫酸酯化修饰 
根据1.3.1中所述方法对70%乙醇沉淀古尼虫草多

糖经硫酸酯化修饰，经中和，透析，冷冻干燥等步骤
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后得到硫酸酯化多糖粗品，通过干重法计算其硫酸酯

化多糖得率约为62.34%。 
2.2  硫酸酯化70%古尼虫草多糖的分离纯化 

冷冻干燥的硫酸酯化多糖粗品经DEAE-Sephadex 
A-25分子筛层析柱分离，主要分离得到了一种多糖，

命名为SPS70，分离图谱见图1。 

 
图1 CSPS70 DEAE-Sephadex A-25层析图谱 

Fig.1 DEAE-Sephadex A-25 chromatographic profile of SPS70 

2.3  比旋光度测定结果 
根据1.3.3中比旋光度的计算公式，测得PS70与

SPS70的比旋光度如表1所示。 
表1 SPS70与PS70的比旋光度测定 

Table 1 Determination of specificrotation of SPS70 and PS70 

样品 1 2 3 平均 [а]D 

PS70 +0.090 +0.085 +0.080 +0.085 +20.83°
SPS70 -0.640 -0.630 -0.655 -0.6417 -32.08°

旋光现象是偏振光透过旋光性物质的分子时所造

成的。比旋光度是待测物质溶液在规定条件下测得的

旋光度值。比旋光度仅决定于物质的结构。因此，比

旋光度是物质结构的特有的物理常数。 
表1结果表明古尼虫草70%多糖经过硫酸酯化后，

比旋光度由右旋20.83°变为左旋32.08°。可见，硫酸酯

化修饰改变了多糖的结构。 
2.4  红外光谱分析 

 
图2 SPS70与古尼虫草70%多糖红外光谱对比图 

Fig.2 Comparison of SPS70 and PS70 IR spectra 

红外光谱分析显示，SPS70在3500~2800 cm-1和

1675~1635 cm-1之间有特征吸收峰，表明经过硫酸酯化

后的古尼虫草多糖SPS70仍具有多糖母体，其中

3500~3000 cm-1处的峰是糖分子中羟O-H的伸缩振动吸

收，2895~2940 cm-1的一组峰是糖分子中C-H键的伸缩

振动吸收，1600 cm-1左右出现的峰为-CHO的C=O键的

伸缩振动峰。 
由图2可见SPS70除具有多糖母体外，在817 cm-1

处的中强度峰为糖环C-O-S的伸缩振动特征峰。623 
cm-1处为硫酸酯键的特征吸收峰。 
2.5  高效液相色谱分析SPS70分子量 

 
图3 SPS70高效液相图谱分析 

Fig.3 HPLC chromatography of SPS70 

 
图4 SPS70分子量的测定 

Fig.4 Determination of SPS70 molecular weight by HPLC 

经过图3，可知SPS70的保留时间为16.484 min。
根据图4的糖分子量标准曲线计算得，SPS70分子量约

为8490，SPS70纯度达到92.72%。 
2.6  SDS-PAGE电泳分析结果 

图5为SPS70与PS70聚丙烯酰胺凝胶电泳图。阿利

新蓝属于阳离子染料，是显示酸性黏液物质最特异的

染料。所以，阿利新蓝染料只能对酸性多糖进行染色，

中性多糖无法染色。由此可见，为经过硫酸酯化后，

古尼虫草多糖由中性多糖变为酸性多糖，而且SPS70
呈均一条带。 
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图5 SPS70 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳图 

Fig.5 Polyacrylamide gel electrophoresis of SPS 70 

2.7  抗氧化活性研究 
2.7.1  SPS70 清除 O2

-·阴离子分析结果 
本研究采用邻苯三酚法对SPS70清除超氧阴离子

活性进行了测定。利用邻苯三酚在碱性溶液中易发生

氧化反应，生成有色中间物质和超氧阴离子，随着时

间的进行，有色产物得到积累，同时超氧阴离子抑制

剂能减小反映体系在 320 nm 处的吸光度。如图 6 所

示，SPS70 对超氧阴离子的抑制率随着浓度的增加逐

渐增大，当浓度大于 2.5 mg/mL 时，对 O2
-·阴离子的

清除能力相对平缓。 

 
图6 SPS70清除超氧阴离子 

Fig.6 O2
-· scavenging property of SPS70 

2.7.2  清除 OH·自由基活性 
本研究采用 Feton 法测定 SPS70 对羟基自由基的

抑制活性，原理为：H2O2和 Fe2+混合发生 Fenton 反应，

生成具有很高反应活性的 OH·自由基，它能被水杨酸

有效捕捉，并生成在 510 nm 下有最大吸收的有色物

质；具有清除·OH 作用的物质与水杨酸竞争减少羟基

自由基的生成有色物质的量。由图 7 所示，SPS70 对

羟自由基的清除能力，随着样品浓度的增大而增大，

在终质量浓度达到 2.5 mg/mL 除 OH·自由基的能力达

到最大，为 71.23 %。终质量浓度超过 2.5 mg/mL 后，

清除 OH·自由基的能力不但没有增强，反而降低。 

 
图7 SPS70清除OH·自由基 

Fig.7 Elimination effect of SPS70 on OH· free radicals 

2.7.3  清除 DPPH·能力的测定 
DPPH·是一种较为稳定的人工合成的自由基，

DPPH·的稳定性主要来自共振稳定作用及三个苯环的

空间障碍，从而使加在其中间的氧原子上的不成对电

子不能挥发其应有的电子成对作用。DPPH·在 517 nm
波长处有一强吸收，当有自由基清除剂存在时，由于

其与单电子配对而使其吸收逐渐消失，用清除率表示，

清除率越大，其抗氧化能力越强，并且褪色程度与其

接受的电子数量呈定量关系。 

 
图8 SPS70清除DPPH·自由基 

Fig.8 Elimination effect of SPS 70 DPPH on free radicals 

如图 8 所示，SPS70 对 DPPH·的清除能力随着样

品浓度的增大而增加，当终质量浓度达到 2.5 mg/mL
时，清除 DPPH·自由基的能力达到最大 64.12%，当终

质量浓度继续增大时，清除 DPPH·自由基的能力反而

降低。 

3  结论 

本文对古尼虫草 70%多糖进行硫酸酯化修饰，得

率为 62.34%。并通过 DEAE Sephadex A-25 对硫酸酯

化多糖分离纯化，得较纯的硫酸酯化多糖 CSPS70，
经比旋光度的测定，SPS70 与 PS70 的比旋光度分别

为-32.08°和 20.83°，比旋光度是由于偏振光透过旋光

性物质的分子式所造成的，比旋光度是显示物质结构
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的特有的物理常数。由此可见，经过硫酸酯化修饰后，

SPS70 的结构产生变化。 
由高效液相色谱分析计算得出，SPS70 多糖纯度

92.72%，分子量约为 8490，可见在化学修饰过程中，

多糖部分糖链发生水解，使得分子量相对变小。通过

SDS-PAGE 电泳分析得知，硫酸酯化修饰使得 SPS70
由中性多糖变为酸性多糖，其与理论相符，因为 SPS70
上的 SO4

2-为酸性基团，可与阿利新蓝染料特异性的结

合。而 PS70 为中性多糖，其不具有酸性基团，所以

阿利新蓝染料无法染色。通过抗氧化活性的测定，

SPS70 具有良好的抗氧活性，其中，对超氧阴离子的

清除能力显示出明显的浓度依赖性，对 OH·自由基与

DPPH·自由基的清除能力在样品终质量浓度达到 2.5 
mg/mL 时达到最大，最大清除率分别为 71.23%和

64.12%。 
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