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不同取代度水溶性羧甲基茯苓多糖的制备、 
结构表征及体外抑菌活性

别 蒙，谢笔钧，孙智达*
（华中农业大学食品科学技术学院，湖北 武汉 430070）

摘  要：为提高茯苓多糖的水溶性和提高其生物活性，以一氯乙酸为羧甲基化试剂合成羧甲基茯苓多糖

（carboxymethylated pachymaran，CMP），并对不同取代度水溶性CMP进行结构表征及体外抑菌活性分析。结果表

明：羧甲基化反应的最佳条件为反应温度65 ℃、反应时间4 h、反应溶剂乙醇体积分数80%、反应物茯苓多糖-氢氧

化钠-一氯乙酸物质的量比为1∶3.5∶1.75，此条件下，CMP的平均取代度为0.724；通过调控反应条件可制备出不同

取代度的CMP，取代度范围为0.350～0.728；红外光谱分析结果表明茯苓多糖衍生化成功；高效凝胶渗透色谱法测

定取代度越高，分子质量越小；取代度越高的CMP Zeta电位绝对值越大，粒径先增大后减小，中性糖含量越低，

热稳定性先增大后减小；核磁共振光谱分析结果表明羧甲基衍生化反应主要发生在C6位的羟基上；扫描电镜显示

取代度越高，空间结构越紧密，裂解情况越严重。体外实验发现，CMP对食源性致病菌的抑制能力随取代度的增

加而增强，对革兰氏阳性菌的抑制能力强于革兰氏阴性菌。
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Preparation, Structural Characterization and in Vitro Antibacterial Activity of Water-Soluble Carboxymethyl 

Pachymaran with Different Degrees of Substitution
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Abstract: To improve the water solubility and bioactivity of pachymaran, carboxymethylated pachymaran (CMP) was 
synthesized with monochloroacetic acid as carboxymethylation reagent. The structures of CMP with different degrees 
of substitution were characterized and their bacteriostatic activity were analyzed in vitro. The results showed that the 
optimum reaction conditions were as follows: temperature, 65 ℃; etherification time, 4 h; ethanol concentration, 80%; and 
molar ratio of pachymaran to sodium hydroxide to monochloroacetic acid, 1:3.5:1.75. Under these conditions, the average 
degree of substitution (DS) was 0.724. CMP with DS in the range of 0.350 to 0.728 could be prepared by controlling the 
reaction conditions. The results of Fourier transform-infrared (FT-IR) spectroscopy analysis showed that pachymaran 
was successfully derivatized. Gel permeation chromatography coupled online to multi-angle laser light scattering  
(GPC-MALLS) revealed that higher the DS, the smaller the molecular mass and the higher the absolute value of Zeta 
potential of CMP. In addition, the particle size increased first and then decreased, the content of neutral sugar decreased 
continuously, and the thermal stability firstly increased and then decreased. The results of nuclear magnetic resonance (NMR) 
showed that carboxymethyl derivatization mainly occurred at the hydroxyl position of C6. Scanning electron microscopy 
(SEM) showed that the higher the DS, the closer the spatial structure and the higher the degree of cracking. In vitro tests 
showed that the inhibition of CMP against foodborne pathogens was enhanced with increasing DS, and it was more active 
against Gram-positive bacteria than against Gram-negative bacteria.
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茯苓（Poria cocos (Schw.) Wolf）是一种寄生在松树

根部的真菌，在中国有2000多年的食用历史，是我国重

要的药食两用药材之一[1]。茯苓在食品工业以及医药行业

用途广泛，具有利尿、安神、健脾等功效，常用于治疗

水肿、失眠、心神不安等症[2-3]。

茯苓多糖为茯苓的主要有效成分，其中90%以上为

碱溶性多糖，不溶于水，且基本没有生理活性，生物利

用率极低，使之在临床应用上受到限制[4]。但是将不溶

于水的碱溶性茯苓多糖经过适当的化学修饰后，可提高

其水溶性和生物活性[5]。因此，目前有关茯苓多糖的水

溶性修饰（如羧甲基化和硫酸酯化及水溶性低聚体等）

以及多糖的活性与结构的关系，已成为国内外研究的热

点和核心问题[6]。研究表明，羧甲基化修饰的茯苓多糖具

有多种生物活性，如抗肿瘤、抗氧化、抗凝血等[7]。根据

Wang Yongjiang等[8]报道，茯苓多糖羧甲基化后能提高对

胆汁酸的结合能力。Wang Yufen等[9]通过气相色谱-质谱

联用、核磁共振等技术对羧甲基化与硫酸酯化Lachnum
多糖进行了结构表征与活性研究，证实羧甲基化与硫酸

酯化修饰都能显著提高多糖抗氧化和降血糖活性。本实

验室研究发现，茯苓多糖经羧甲基化修饰后，水溶性增

强，对肠道健康也具有一定的促进作用，其抑制肠毒素

大肠杆菌的能力显著提高，并且与莲房原花青素（lotus 
seedpod procyanidins，LSPC）协同使用时能有效解决

多酚低浓度促进大肠杆菌生长的负效应[10]。然而，关于

茯苓多糖羧甲基化程度与理化性质、结构及生物活性关

系的研究较少，尤其是有关羧甲基化程度与其体外抑

菌活性之间的研究并不完善[11]。本研究采用二次碱化法

制备羧甲基茯苓多糖（carboxymethylated pachymaran，
CMP），通过单因素试验和正交试验得到最佳改性工

艺，并对不同取代度（0.350～0.728）的CMP进行理化性

质分析、结构表征与体外抑菌活性研究，以期为进一步

研究CMP作为天然抗菌剂提供科学基础，进而促进碱溶

性茯苓多糖的合理深加工，提高其利用价值。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

白茯苓购自湖南省怀化县茯苓基地；LSPC由实验室自

提，莲房采自洪湖蓝田种植区，品种名称为“武植2号”。

无水乙醇、氢氧化钠、一氯乙酸、冰醋酸、PAN指

示剂（均为分析纯） 国药集团化学试剂有限公司； 

金 黄 色 葡 萄 球 菌 C M C C ( B ) 2 6 0 0 3 、 大 肠 杆 菌

NCTC12900、肠炎沙门菌BNCC103134、Luria-Bertani
（LB）肉汤、LB琼脂、Mueller-Hinton（MH）肉汤 
中国青岛霍普生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器 上海东玺制冷

仪器设备有限公司；SHZ-D（III）型循环水真空泵  武汉

科尔仪器设备有限公司；UV-2100型紫外-可见分光光度计  
上海尤尼柯仪器有限公司；Nexus 470 FT-IR傅里叶变换红

外光谱仪 日本岛津公司；Zetasizer Nano ZS纳米粒度电

位分析仪 英国马尔文仪器有限公司；DSC204F型差示

扫描量热仪 耐驰仪器上海有限公司；DAWN HELEOSII
型多角度激光散射仪（配备Optilab T-rEX型示差检测器）  
美国 A g i l e n t 公司； AV  6 0 0 核磁共振仪  德国 

B r u k e r公司； J S M - 6 9 3 0 LV扫描电镜  日本N T C 
公司；Multskan Go全波长读数仪 美国Thermo公司。

1.3 方法

1.3.1 CMP的合成

采用二次碱化法[12]，称取一定量脱脂后的茯苓多糖

于锥形瓶中，倒入一定量的不同体积分数的乙醇，在不

同温度下，搅拌溶胀0.5 h，再加入固体氢氧化钠，继续

搅拌碱化反应2 h，再向锥形瓶中加入同样质量的氢氧

化钠和一定质量的固体醚化试剂一氯乙酸，继续进行搅

拌。结束反应后，混合物用冰醋酸调节pH值到6.0±0.2，
随后进行抽滤，用80%乙醇溶液洗涤至滤液中无Cl－，固

体用50 ℃烘箱烘干至质量恒定，得到CMP。
1.3.2 单因素试验

固定反应时间5 h、乙醇体积分数80%、反应物（茯

苓多糖、氢氧化钠与一氯乙酸）物质的量比1∶3∶1.5，考

察反应温度分别为50、55、60、65、70 ℃对CMP取代度

的影响。固定反应温度60 ℃、乙醇体积分数80%、反应物

物质的量比1∶3∶1.5，考察反应时间分别为3、4、5、6、
7 h对CMP取代度的影响。固定反应温度60 ℃、反应时间

5 h、反应物物质的量比1∶3∶1.5，考察乙醇体积分数分别

为70%、75%、80%、85%、90%对CMP取代度的影响。固

定反应温度60 ℃、反应时间5 h、乙醇体积分数80%，考

察反应物物质的量比分别为1∶2∶1、1∶2.5∶1.25、1∶3∶1.5、
1∶3.5∶1.75、1∶4∶2对CMP取代度的影响。
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1.3.3 正交试验

根据单因素试验结果，每个因素选取3 个水平，以CMP
取代度为考察指标，设计正交试验，见表1，并利用SPSS分
析正交试验结果，确定最佳合成工艺，并进行验证。

表 1 CMP改性正交试验因素与水平

Table 1 Factors and levels used in orthogonal array experiments on 

modification of carboxymethyl pachyman 

水平
因素

A反应物物质的量比 B乙醇体积分数/% C反应时间/h D反应温度/℃

1 1∶2.5∶1.25 75 4 55
2 1∶3∶1.5 80 5 60
3 1∶3.5∶1.75 85 6 65

1.3.4 CMP取代度的测定

采用铜盐络合滴定法[13]测定。其原理是基于CMP上
的羧基官能团可以定量和铜离子发生沉淀反应，该法简

便快速，准确可靠。

1.3.5 不同取代度CMP的结构表征

1.3.5.1 紫外-可见光谱分析

配制1.0 mg /mL的不同取代度的CMP溶液，用超

纯水作参比，用UV-2100型紫外 -可见分光光度计在

200～800 nm波长条件下进行扫描[14]。

1.3.5.2 红外光谱分析

准确称取不同取代度的CMP 10 mg，与已干燥的

500 mg KBr混合，在玛瑙研钵中研磨均匀，取50 mg研磨

后的粉末进行压片，利用Nexus 470 FT-IR傅里叶变换红

外光谱仪于4 000～400 cm－1波数范围内进行扫描，分析

CMP的特征基团[15]。

1.3.5.3 Zeta电位与粒径分析

Zeta电位是指剪切面的电位，是表征分散体系稳定

性的重要指标。用去离子水将不同取代度的CMP配制

成质量浓度为0.5 mg/mL的溶液，于Zetasizer Nano ZS
纳米粒度电位分析仪上测定CMP的Zeta电位，测量温度

25 ℃，每组数值重复3 次取平均值。将不同取代度的

CMP配制成0.5 mg/mL的多糖溶液，于Zetasizer Nano ZS
纳米粒度电位分析仪上测定CMP的粒径分布，测量温度

25 ℃，每组数值重复3 次取平均值[16]。

1.3.5.4 总糖含量测定

采用苯酚-硫酸法测定总糖含量[17]，准确称取0.100 0 g
葡萄糖（105 ℃烘干恒质量），配成10 mg/mL的葡萄糖溶

液，再吸取上述溶液1.0 mL用蒸馏水定容至100 mL，得到

0.100 0 mg/mL葡萄糖标准溶液。精密量取上述标准溶液

0、0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5 mL于25 mL比色管中，补

加蒸馏水至5 mL，摇匀。分别吸取1 mL供试液于具塞试管

中，用苯酚-硫酸法在波长490 nm处测紫外吸光度，记录

数据，制作标准曲线。将不同取代度CMP样品溶于水，配

成适当质量浓度的供试样品溶液，吸取1 mL样品溶液，

依照上述显色条件，于波长490 nm处测定吸光度，根据

葡萄糖标准曲线换算CMP中的葡萄糖质量浓度，根据式

（1）计算CMP中总糖质量分数：

/%
c b V

100m 	 （1）

式中：c为供试液中葡萄糖质量浓度/（mg/mL），由

标准曲线换算所得；b为稀释倍数；V为样品总体积/mL； 

m为样品质量/mg。
1.3.5.5 蛋白含量测定

采用考马斯亮蓝法 [18]测蛋白。准确称取10.00 mg
牛血清白蛋白标准品，用蒸馏水定容至10 mL，配制成

1 mg/mL的蛋白质储备液，吸取上述溶液1 mL，定容至

10 mL，配制成0.1 mg/mL的蛋白质标准溶液，备用。

分别吸取蛋白质标准溶液0、0.03、0.06、0.12、0.24、
0.48、0.72、0.84、0.96 mL于10 mL比色管，补充蒸馏

水至1 mL，加入5 mL考马斯亮蓝贮备液，摇匀，静置

5 min，于595 nm波长处测紫外吸光度，记录数据，绘制

标准曲线。配制适当质量浓度的CMP溶液，吸取1 mL测
定吸光度，代入标准曲线计算蛋白含量。

1.3.5.6 热稳定性分析

差式扫描量热分析：称取样品6～10 mg，于铝坩埚

中压紧，以空铝盒为参比，升温速率10 ℃/min，温度范

围20～350 ℃。在N2中进行测定[19]。

1.3.5.7 分子质量测定

采用凝胶色谱与多角度激光光散射联用仪检测不

同取代度CMP的分子质量[20]。将CMP样品用0.1 mol/L 
NaNO3配制成质量浓度为2.0 mg/mL的溶液，经0.45 μm微

孔滤膜过滤，进样量200 μL。色谱条件：PL aquagel-OH 
MIXED色谱柱（7.5 mm×300 mm，8.0 μm），检测温度

25 ℃，流速0.8 mL/min。
1.3.5.8 单糖组成分析

采用气相色谱法分析不同取代度CMP样品的中性单

糖组成[21]。

CMP样品水解及衍生化：称取10 mg干燥样品于具

塞试管中，加入3 mol/L三氟乙酸溶液4 mL，使多糖完全

溶解后密封，于110 ℃烘箱水解6 h，向多糖水解液中少

量多次加入甲醇并减压蒸干，至三氟乙酸被完全蒸出。

再分别准确称取6 种单糖标准品各10 mg，向样品水解物

和单糖标准品中再分别加入10 mg盐酸羟胺、1.5 mg肌
醇和1.0 mL吡啶并混合均匀，封口后于90 ℃条件下水浴

30 min，冷却至室温后加入乙酸酐0.50 mL，90 ℃条件下

继续反应30 min。冷却后经0.45 μm微孔滤膜过滤并进样。

气 相 色 谱 条 件 ： H P - 5 石 英 毛 细 管 柱

（30 m×0.53 mm，0.32 μm）；氢火焰离子检测器；气

化室温度250 ℃；检测器温度270 ℃；升温程序：初始
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温度190 ℃，保持3 min，以5 ℃/min升温至240 ℃，保持

20 min；载气N2；氮气流量50 mL/min；氢气流量30 mL/min； 

空气流量50 mL/min；分流比30∶1；进样量1 μL。
1.3.5.9 核磁共振波谱分析

上样质量浓度20 mg/mL，茯苓多糖以氘代二甲基亚

砜为溶剂，CMP以D2O为溶剂，在600 MHz核磁共振谱仪

上测定，参数如下：探针温度60 ℃；扫描次数16；空扫

次数0 次；脉冲角度30°；弛豫延迟时间1.0 s。
1.3.5.10 扫描电镜的超微结构分析 

取少量干燥的茯苓多糖及CMP粉末，用双面导电胶

将样品黏到样品台，用溅射镀膜法进行镀金处理，厚度

15 nm，在电压15 kV，高真空条件下使用扫描电镜对样

品进行微观形貌分析[22]。

1.3.6 不同取代度CMP的抑菌活性

抑菌实验用96 孔板微量二倍稀释法[23]，挑取单菌落

置于LB液体培养基，37 ℃摇床培养至对数期。活化好之

后，根据麦氏比浊法0.5号管，用MH培养基将菌液浓度

调节至108 CFU/mL，再稀释10 倍。将不同取代度的CMP
配制为20 mg/mL样液，LSPC配制为10 mg/mL样液，将

LSPC和CMP按1∶1比例（m/m）混合，在96 孔板中加入

200 µL样液，采用二倍稀释法将每种样品稀释为8 个梯

度，之后再加入100 µL MH培养基，10 µL菌液，使每个

孔最终菌浓度为5×105 CFU/mL，每种样品质量浓度为

10～0.078 125 mg/mL。茯苓多糖以无菌二甲基亚砜为溶

剂，以同等质量浓度的二甲基亚砜为对照。样品对照组

以培养基代替菌液，阴性对照用培养基代替样品溶液，

阳性对照用苄氨青霉素代替样品溶液。每个质量浓度设

置3 个平行，于37 ℃培养箱中培养12 h，于全波长读数仪

上测定其吸光度。按式（2）计算抑制率：

/%
A0 As 100A0

	 （2）

式中：A0为空白培养基吸光度；AS为样品对照组吸

光度。

2 结果与分析

2.1 CMP制备的单因素试验结果
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图 1 单因素试验结果

Fig. 1 Results of one-factor-at-a-time experiments

如图1A所示，在一定的温度范围内，羧甲基的取代

度先上升后下降，当反应温度到65 ℃时，羧甲基的取代

度最高。结果表明，提高反应温度可以促进羧甲基化反

应，但温度过高会破坏多糖的结构[24]，导致羧甲基化程

度降低，因此，CMP达到最高取代度时合成的最佳反应

温度为65 ℃。如图1B所示，随着反应时间的延长，羧甲

基取代度也随之增高，在5 h后增加速度减缓，6 h后趋于

平稳。反应时间的延长有助于多糖充分溶胀，但从节能

环保的角度出发，选择6 h作为CMP的最佳反应时间。如

图1C所示，在一定的乙醇体积分数范围内，羧甲基取代

度随着乙醇体积分数的增加而增大，在乙醇体积分数为

85%时，羧甲基取代度达到最大值，但继续增加乙醇体

积分数，羧甲基取代度反而降低。这是因为羧甲基取代

反应的实质是氢氧化钠和一氯乙酸反应生成的氯乙酸钠

进攻茯苓多糖的活性中心，当乙醇体积分数较高时，氢

氧化钠的浓度增大，进攻活性中心的反应更剧烈，反应

产物取代度也较高而当乙醇体积分数过高时，少量水分

使得醚化试剂向茯苓多糖活性中心迁移的速率下降，取

代度也随之下降，因此，CMP合成的最佳乙醇体积分数

为85%。如图1D所示，羧甲基的取代度在一定范围内稳

步上升，当反应物物质的量比从1∶2∶1变为1∶3∶1.5时，羧

甲基取代度快速增大，随后继续增加反应物物质的量比
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水平时，羧甲基取代度变化平缓。这是因为氢氧化钠和

一氯乙酸达到一定浓度时会发生副反应[25]，反应效率随

之下降，因此，CMP合成的最佳反应物茯苓多糖、氢氧

化钠、一氯乙酸的物质的量比为1∶3∶1.5。
2.2 正交试验结果

2.2.1 正交试验设计与结果

在单因素试验结果基础上，考察反应物物质的量

比（A）、乙醇体积分数（B）、反应时间（C）、反应

温度（D）对茯苓多糖羧甲基化取代度的影响，结果见 

表2。各因素对取代度的影响由大到小依次为A＞D＞B＞
C，反应的最优组合为A3B2C1D3，因此，反应的最佳条件

为反应物物质的量比1∶3.5∶1.75、乙醇体积分数80%、反

应时间4 h、反应温度65 ℃。

表 2 CMP改性工艺优化正交试验结果与分析

Table 2 Results and analysis of orthogonal experiments for 

optimization of modification of carboxymethyl pachyman 

试验号
A反应物物
质的量比

B乙醇
体积分数

C反应
时间

D反应
温度

取代度

1 1 1 1 1 0.512
2 1 2 2 2 0.657
3 1 3 3 3 0.570
4 2 1 2 3 0.539
5 2 2 3 1 0.549

6 2 3 1 2 0.595

7 3 1 3 2 0.697

8 3 2 1 3 0.729

9 3 3 2 1 0.651

K1 1.739 1.747 1.836 1.712

K2 1.684 1.935 1.847 1.949

K3 2.077 1.817 1.817 1.839

R 0.339 0.188 0.030 0.237

2.2.2 验证实验

在理论最优条件A3B2C2D2下进行3 次平行实验，取

代度分别为0.639、0.617、0.651，平均取代度为0.636，
在正交试验中最优反应条件A3B2C1D3下进行了3 次平行实

验，取代度分别为0.724、0.729、0.718，平均取代度为

0.724，要高于理论最优条件A3B2C2D2下的0.636，因此，

选择实验A3B2C1D3为最优取代工艺。

2.3 不同取代度CMP的制备

正交试验优化条件下得到的CMP的取代度普遍较高

（＞0.5），为增大对CMP取代度的研究范围，选用单

因素与正交试验中制备CMP的反应条件，通过控制反应

条件，制备6 个不同取代度的CMP。CMP-1：反应温度

50 ℃、反应物物质的量比1∶3∶1.5、反应时间5 h、乙醇体

积分数70%，取代度为0.350；CMP-2：反应温度60 ℃、

反应物物质的量比1∶3∶1.5、反应时间5 h、乙醇体积分数

70%，取代度为0.448；CMP-3：反应温度60 ℃、反应物

物质的量比1∶3∶1.5、反应时间4 h、乙醇体积分数80%，

取代度为0.501；CMP-4：反应温度60 ℃、反应物物质的

量比1∶3∶1.5、反应时间5 h、乙醇体积分数80%，取代

度为0.591；CMP-5：反应温度60 ℃、反应物物质的量

比1∶3∶1.5、反应时间5 h、乙醇体积分数90%，取代度

为0.666；CMP-6：反应温度65 ℃、反应物物质的量比

1∶3.5∶1.75、反应时间4 h、乙醇体积分数80%，取代

度为0.728。
2.4 不同取代度CMP理化性质的分析

2.4.1 紫外-可见光谱分析
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光
度
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图 2 不同取代度CMP紫外-可见光谱图

Fig. 2 UV-visible absorption spectra of CMP with  

different substitution degrees

如图2所示，CMP在波长200 nm处有多糖的特征吸收

峰，而在波长280 nm附近处有弱吸收峰，说明CMP含有

少量蛋白质，为避免除蛋白造成对多糖的损失，本实验

暂未进行除蛋白研究，蛋白含量由考马斯亮蓝法测定。

2.4.2 红外光谱分析

3 0004 000
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图 3 茯苓多糖、CMP的红外光谱

Fig. 3 IR spectra of pachyman and CMP

如图3所示，茯苓多糖和C M P在2   9 0 0   c m －1附

近处均有典型的多糖特征吸收峰（ C — H ），在

3 700～3 000 cm－1处，较宽的吸收峰是羟基（—OH）

的缔合峰，1 640 cm－1（C＝O的非对称伸缩振动）和

1 420 cm－1（次甲基的伸缩振动）附近处是羧甲基的特

征吸收峰，说明发生了羧甲基化反应。890 cm－1附近为 

β-吡喃糖特征峰，从图3可看出，890 cm－1处，茯苓多糖

的特征峰最为明显，CMP-1稍弱，CMP-2～CMP-6几乎

没有β-吡喃糖特征峰。结果表明取代度越高，峰强度越

大，表明羧甲基化程度越高，β-吡喃糖特征峰逐渐减弱

直至消失。

2.4.3 Zeta电位与粒径分析

如图4A所示，不同取代度的CMP始终带负电荷，

说明CMP属于阴离子多糖，同样表明羧甲基化成功。随
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着取代度的上升，CMP电位的绝对值也不断增大，证明

CMP所带的电荷随着取代度的增加而增大。从电位层面

分析，CMP是阴离子多糖，并且其溶液的稳定性随着取

代度的增大而增大。有研究证实抗菌剂的抗菌活性与其

Zeta电位有关[26]，抗菌剂电荷分布可能会进一步影响细菌

细胞壁的电位分布。

如图4B所示，随着取代度的增加，CMP的粒径先增

大后减小。羧甲基基团的引入，一方面使得CMP的结构

变得舒展，另一方面，较高的取代度有助于发生聚合。

Chen Lingyun等[27]的研究证明羧甲基壳聚糖在水溶液中有

很强的聚集性，其聚集行为取决于其取代度。取代度在

0.501之前，粒径随着取代度的增加而急剧增大。然而，

在水溶液中，CMP带有负电荷，且取代度越高，电位绝

对值越高，因此，颗粒间静电斥力增强，使CMP在水溶

液中的聚集行为减弱，多糖链压紧收缩，所以在取代度

大于0.501之后，粒径又开始大幅减小。
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图 4 不同取代度CMP溶液的Zeta电位（A）与粒径（B）分析

Fig. 4 Zeta potential (A) and particle size (B) analysis of CMP 

solutions with different substitution degrees

2.4.4 不同取代度CMP中的中性糖组成和蛋白含量分析

表 3 不同取代度CMP的总糖含量与蛋白含量

Table 3 Total sugar and protein contents of CMP with  

different substitution degrees 

样品 CMP-1 CMP-2 CMP-3 CMP-4 CMP-5 CMP-6 茯苓多糖

总糖质量分数/% 81.95 76.76 74.56 71.57 65.46 56.72 89.39
蛋白质量分数/% 2.49 1.36 0.93 0.87 1.58 1.01 2.53

由标准曲线得总糖回归方程 y = 9 . 3 8 x＋ 0 . 0 8 8
（R2=0.997 8）。如表3所示，随着取代度的增高，CMP
中总糖含量下降。有研究证实茯苓多糖羧甲基化后， 

β-吡喃糖特征峰变弱，β-糖苷键C3质子峰消失[28]。本实

验也由红外光谱与核磁波谱分析结果得到了证实。

由标准曲线得蛋白回归方程y=6.110 5x＋0.009 4

（R2=0.998 3）。如表3所示，蛋白含量变化与CMP的取

代度无明显关系，且所含蛋白很少。

2.4.5 不同取代度CMP的热稳定性分析
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图 5 不同取代度CMP的热稳定性分析

Fig. 5 DSC analysis of CMP with different substitution degrees

由图5可知，未经羧甲基化的茯苓多糖在127 ℃左右

出现一个吸热峰，对应样品的晶区熔融；在311 ℃左右出

现一个放热峰，对应于样品的受热碳化。相应的，所有

经过修饰后的CMP的吸热峰和放热峰对应茯苓多糖，均

向右移动，可见，羧甲基改性提高了茯苓多糖的热稳定

性。其中，230～260 ℃是羧甲基的分解峰，该温度范围

内，羧甲基发生断裂，脱去羧基和羰基[29]。茯苓粉在此

温度范围内无峰，也说明了羧甲基反应的成功。值得注

意的是不同取代度的CMP热稳定性也有较大差别，在一

定范围内，取代度增高，CMP的热稳定性也增高，当取

代度超过0.591时，CMP的热稳定性反而随着取代度的增

高而降低。这可能是因为取代度的升高使得CMP颗粒破

碎，发生裂解。

2.4.6 分子质量分布

表 4 不同取代度CMP的分子质量

Table 4 Molecular mass distribution of CMP with  

different substitution degrees 

取代度 mw/（105 g/mol） mn/（105 g/mol） mw/mn

0.350 3.356 2.218 1.513

0.448 2.820 2.005 1.406

0.501 2.636 1.730 1.523

0.591 2.538 1.698 1.495

0.666 2.482 1.598 1.553

0.728 2.170 1.510 1.437

由表4可知，样品的mw、mn随取代度的增加而降低。

这可能与衍生化反应条件的剧烈程度有关，反应条件越

剧烈，茯苓多糖的分子结构被破坏的越严重，最终导致

分子链的断裂从而导致分子质量的减少[30]。

2.4.7 气相色谱分析

如图6所示，该多糖为均一多糖，仅由D-葡萄糖这一

种单糖组成。
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图 6 标准单糖（A）与CMP-6（B）的气相色谱图

Fig. 6 GC chromatograms of mixed standards of  

monosaccharides (A) and CMP-6 (B)

2.4.8 核磁共振分析
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图 7 茯苓多糖（A）与CMP-6（B）13C NMR谱图

Fig. 7 13C NMR spectra of pachymaran (A) and CMP-6 (B)

表 5 样品与葡聚糖残基的13C NMR的化学位移

Table 5 Chemical shifts of pachymaran, CMP and dextran residues in 
13C NMR spectra

样品
δ

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C6’

茯苓多糖 103.55 73.33 86.73 68.90 76.83 61.36
CMP-6 102.34 73.28 82.69 68.02 75.54 60.65 70.14

β-1,3-葡聚糖支链[31] 103.0 72.8 86.2 68.4 76.3 60.9 70.0
β-1,3-葡聚糖直链 102.9 72.6 86.1 68.2 76.1 60.8
β-1,6-葡聚糖支链 103.42 73.69 76.55 68.82 75.73 70.02

如图7A所示，6 个显著的葡萄糖残基上C的化学位

移峰。在δ 100～115之间，仅有1 个异头碳的峰，茯苓多

糖C1的δ为103.55，说明只有一种单糖，根据出峰的位置

和相关文献报道[31]值，确定为葡萄糖。而羧甲基化后的

茯苓多糖（CMP-6）C1的δ相对于改性前的茯苓多糖，从

δ 103.55移动到了δ 102.34，也只显示了1 个异头碳的信号

峰（图7B）。表明茯苓多糖与CMP-6都只存在唯一一种

糖残基[32]。CMP-6其余的13C-NMR谱图中的δ与文献[31]

报道的β-1,3-葡聚糖支链十分一致。图7B中，原未改性的

多糖中C3（δ 86.73）峰消失，而在δ 82～85出现的一系

列信号峰为C2、C4、C6取代对C3的影响[33]。说明取代

反应在C2、C4、C6位上都有发生。图7B中，C5信号峰

从δ 76.83位移至δ 75.54，说明羧甲基衍生化反应主要发

生在C6位羟基，并使C5的峰略向高场移动[34]。图7B中部

分原茯苓多糖的信号峰由于羧甲基化而向低场移动，从

C6（δ 61.36）位移至δ 70.14（C6’），这是由于在C6上 

—CH2COOH基团取代了羟基，C6从δ 61.36向低场（左区

域）转移[33]。改性后茯苓多糖的C4部分信号峰从δ 68.90移

至δ 68.02，C2部分信号峰从δ 73.33移至δ 73.28，进一步说

明衍生化反应也发生在C4和C2羟基位。δ 178.05的新信号

峰为羧甲基上C＝O的碳信号。综上分析可认为，茯苓多

糖与CMP-6主要由β-1,3-葡聚糖组成，从这些峰的面积来

看，对应取代量，羧甲基的引入程度为C6＞C4＞C2。

2.4.9 超微结构分析
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A.放大500 倍；B.放大4 000 倍；1～6.分别为茯苓多

糖、CMP-1、CMP-2、CMP-3、CMP-4、CMP-6。

图 8 茯苓多糖及不同取代度CMP的扫描电镜图

Fig. 8 SEM pictures of CMP with different substitution degrees and 

pachymaran 

由图8可知，未经处理的茯苓多糖颗粒间隙大，表面

光滑；羧甲基衍生化后，颗粒间较为紧实，且随着取代

度增加，颗粒间聚集程度增大，结构越紧密。这可能与

多糖结构中的羧甲基根有关，由于羧甲基根的极性与离

子强度较大，所以分子间相对作用力较大，导致颗粒形

成聚集体[35]。并且随着取代度越大，颗粒表面越粗糙，

并伴随着裂痕的出现，当取代度在0.591时，颗粒破碎，

出现一定程度的裂解，在取代度为0.728时，裂解情况更

加严重，这说明羧甲基化影响茯苓多糖的结构排列，合

成过程中剧烈的反应条件造成的形态破坏是合理的，从

扫描电镜分析可知，CMP-6的裂解情况最为严重，影响

了茯苓多糖的结构排列，所以，当取代度超过0.591时，

CMP的热稳定性反而降低。

2.5 不同取代度CMP对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、

沙门菌的抑菌作用

如图9所示，同一取代度时，抑菌活性与多糖呈浓度

依赖性，多糖质量浓度越高，抑菌效果越好，且同一质

量浓度下，不同取代度CMP的抑菌率不同，羧甲基化程

度越高，抑菌活性越大。结果表明，在CMP质量浓度为

10 mg/mL时，取代度为0.728的CMP对金黄色葡萄球菌的

抑制率能达到60.91%，取代度为0.350的CMP在10 mg/mL 
时对金黄色葡萄球菌的抑制率也能达到35.88%，这说明

CMP对金黄色葡萄球菌有较好的抑菌效果，并且CMP的
取代度是影响其抑菌性的重要指标之一。对大肠杆菌的

抑制强度随着CMP取代度的增高而增强，最大抑菌率可

以达到35.55%，在1.25 mg/mL之后趋于平缓，同时远低于

同质量浓度的苄氨青霉素对大肠杆菌的抑制率，因此反映

出CMP对大肠杆菌的抑制效果较差。而CMP对肠炎沙门

菌最高的抑制率仅能达到7.80%，低质量浓度的CMP反而

促进肠炎沙门菌的生长，阳性对照在低浓度时也无抑菌

效果。而且取代度越低，促进肠炎沙门菌生长的情况越

明显。这可能是由于肠炎沙门菌将多糖当作碳源。结果

说明，CMP对肠炎沙门菌无抑菌效果。并且茯苓多糖对

3 种菌无明显抑制效果，也不促进菌的增殖，说明茯苓多

糖无体外抗菌作用。结果表明，CMP与LSPC混合物的抑

菌效果要强于单独的LSPC，且能明显改善LSPC在低质量

浓度下促进肠道菌增殖的负效应。如LSPC在0.04 mg/mL 
时，对金黄色葡萄球菌的增殖率为40%，而与CMP复配

后，同样的浓度下，不同取代度CMP与LSPC混合物均不

会使其增殖，相反，有明显的抑制效果，与CMP-6复配

时其抑制率达到30%。高取代度的CMP与LSPC的复配物

在低质量浓度下对肠炎沙门菌也无负效应，证实了取代

度越高的CMP与LSPC的复配效果越好。综上表明，CMP
的抑菌作用具有选择性，对革兰氏阴性菌的抑菌效果较

弱，且抑菌所需要的质量浓度较大，实验室已证实多糖

与多酚协同使用比单独的多糖或多酚抑菌效果更好[36]， 

且能大大减少多糖用量，因此可以与多酚联合使用。
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A.金黄色葡萄球菌；B.大肠杆菌；C.沙门菌；1. CMP； 

2 .  LSPC复配物，LSPC与CMP复配比例为1∶1。
图 9 CMP及LSPC复配物对金黄色葡萄球菌CMCC(B)26003、大肠杆

菌NCTC12900、沙门菌BNCC103134的抑制率

Fig. 9 Inhibition rates of CMP and LSPC and their mixture against 

S. aureus CMCC(B)26003, E. coli NCTC12900 and Salmonella enteritis 

BNCC103134

3 结 论

通过单因素试验与正交试验设计探究CMP的最佳合

成工艺为反应时间4 h、反应温度65 ℃、乙醇体积分数

80%、反应物茯苓多糖-氢氧化钠-一氯乙酸物质的量比

1∶3.5∶1.75；进行验证实验，得到CMP的平均取代度为

0.724，优化工艺准确可靠。随后，通过控制反应条件制

备出不同取代度的CMP，并对CMP-1～CMP-6进行理化

性质鉴定和结构表征。

紫外扫描结果表明CMP含有少量蛋白，而蛋白含量

与CMP的取代度无关。红外光谱分析表明，CMP具备

多糖的特征吸收峰，Zeta电位分析与粒径分析结果表明

CMP为阴离子多糖，且取代度越高，电位绝对值越高，

粒径先增大后减小，溶液越稳定。中性糖分析结果表

明，随着CMP取代度的增高，其中性糖含量下降。差示

扫描量热分析结果表明其热稳定性在一定取代度范围内

先增加后降低，扫描电镜分析与凝胶色谱分析表明CMP
的取代度越大，空间结构越紧密，裂解情况越严重，

从而导致其分子质量随取代度的增大而减小。结构分

析显示茯苓多糖与CMP为以β构型的吡喃糖环，主要由 

β-1,3-葡聚糖组成，且衍生化反应主要发生在C6位羟基。

采用茯苓多糖及不同取代度的CMP、LSPC及其复配

物对3 种食源性致病菌进行抑菌实验，结果表明，茯苓多

糖没有抑菌作用，而CMP有抑菌作用，其取代度越高，

其抑菌效果越好。与LSPC复配使用时能有效解决LSPC
在低浓度促进肠道致病菌增殖的难题，且取代度越高，

复配的效果越好。CMP对革兰氏阳性菌的抑菌能力高于

革兰氏阴性菌。这可能是因为阳性菌的细胞膜比阴性菌

敏感，取代度高的CMP水溶性及电位绝对值均较高，能

破坏细菌的细胞膜，但抑菌作用需要浓度较高，因此需

要对多糖与多酚协同抑菌作用及其可能的机制进行进一

步的研究。
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