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纳豆多糖的硫酸化改性工艺

杨    波，    杨    光，    陈远娇，    杨文丽
（上海理工大学 医疗器械与食品学院，上海 200093）

摘要：为了研究纳豆多糖硫酸化的最佳改性工艺及特性，采用氯磺酸–吡啶法对纳豆多糖进行硫酸

化改性，通过单因素试验和正交试验确定硫酸酯化的优化工艺条件。当 V氯磺酸∶V吡啶为 1∶4、

V酯化试剂∶V多糖为 4∶3、酯化时间为 1 h、酯化温度为 60 ℃ 时，得到最大取代度为 1.613；经傅立

叶红外光谱分析比较纳豆多糖与酯化多糖的官能团变化，结果证实了硫酸酯化多糖的存在；采用

滤纸片法检测纳豆多糖与酯化多糖的抑菌作用，结果表明，培养时间为 24 h 时，硫酸化纳豆多糖

对阪岐杆菌和嗜水气单胞菌的抑制作用高于纳豆多糖，随培养时间及多糖浓度的增加，硫酸化纳

豆多糖对大肠杆菌的抑制作用有可能超过纳豆多糖。
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Sulfuration modification of natto polysaccharides

YANG Bo，      YANG Guang，      CHEN Yuanjiao，      YANG Wenli
(School of Medical Instrument and Food, University of Shanghai for Science and Technology, Shanghai 200093, China)

Abstract: In  order  to  study  the  optimal  modification  process  and  characteristics  of  natto
polysaccharides, sulfonic acid-pyridine method was used to sulfate natto polysaccharides. Single factor
experiments  and  orthogonal  experiments  were  used  to  determine  the  optimal  process  conditions  of
sulfation. When the volumeratio of the chlorosulfonic acid and pyridine was 1∶4, the volume ratio of
the  esterifying  reagent  and  the  polysaccharide  was  4∶3,  the esterification  time  was 1  h,  and the
esterification  temperature  was  60 ℃,  the  maximum  degree  of  substitution  of  1.613.  The  functional
group changes of natto polysaccharides and esterified polysaccharides were compared by FTIR spectra.
The results confirmed the existence of sulfuric acid polysaccharides. The antibacterial activity of natto
polysaccharide  and  esterified  polysaccharide  was  tested  by  filter  paper.  The  results  showed  when  the
culture time was 24 h,  the  inhibitory  effect  of  sulphated natto polysaccharide  on Bntorobater  sakazakii
and  Aeromonas hydrophila  was  higher  than  that  of  natto  polysaccharide. With  the  increase  of  the
culture time  and  concentration  of  polysaccharide,  the  inhibitory  effect  on  Escherichia coli  might  be
higher than that of natto polysaccharide.
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纳豆起源于中国古代豆豉，是日本的发酵产

品[1]，它是天然的抗生物，富含多种营养素，有助

于调节血压和血脂，降低胆固醇，综合提高人体

免疫力等[2-3]。近年来，对纳豆功能性成分的研究

越来越多，纳豆多糖是由纳豆菌发酵大豆所得的

副产物，其抗氧化、改善免疫学机制以及提高免

疫力的作用已经被证实[4-6]。多糖的生物活性与其

复杂的空间结构相关，硫酸酯化多糖是一种酸性

多糖，是单糖结构中的羟基被硫酸基团取代而形

成的一类多功能生理活性物质[7]。多糖经硫酸化修

饰后，蛋白质构象被改变，使其生物活性功能发

生改变，有利于增强硫酸酯化多糖的抗氧化、抗

癌、免疫调节和抗凝血活性等多种生物功能[8]。朱

丽丹等 [9] 对硫酸酯化米糠多糖的研究中发现，硫

酸酯化米糠多糖在体外条件下可抑制肿瘤细胞的

增殖。目前，多糖的硫酸酯化方法主要有浓硫酸

法、三氧化硫–吡啶法、氯磺酸法，但这些方法均

有缺陷，其中浓硫酸和氯磺酸属于强酸，反应条

件难以控制，效果不甚理想。

因此，本研究选择氯磺酸–吡啶法来对纳豆多

糖进行硫酸化修饰，单因素试验和正交试验确定

了最佳工艺；采用傅立叶红外光谱观察分析硫酸

酯化纳豆多糖（以下简称酯化多糖）的官能团变

化；同时探究了酯化多糖与纳豆多糖对阪岐杆菌

（Bntorobater sakazakii）、嗜水气单胞菌（Aeromonas
hydrophila）及大肠杆菌 O157（Escherichia coli）的抑

制作用，为纳豆多糖的硫酸酯化改性提供一定的

理论依据。

1    材料与方法

1.1    材料与试剂

原料：纳豆多糖由本实验室利用购自连云港

粮油工业有限公司的大豆豆粕提取得到。

试剂：氯磺酸、吡啶、N,N–二甲基甲酰胺、

牛肉膏、蛋白胨、氯化钠、琼脂、营养肉汤（国药

集团化学试剂有限公司）、大肠杆菌、阪岐杆菌、

嗜水气单胞菌（上海一研生物科技有限公司）。

1.2    仪　器

精密增力电动搅拌器（JJ-1）：常州朗越仪器制

造有限公司；数控升降水浴锅：上海振捷设备有

限公司；pH计（pHS-3TC）：上海天达仪器有限公

司；超净工作台（Vs-840-2）：上海博讯实业有限公

司医疗设备厂；生化培养箱（LRH-250）：上海慧泰

仪器制造有限公司；可见分光光度计（WFJ 7200）：
优尼柯仪器有限公司；数显水浴恒温振荡器（SHZ-
82B）：常州人和仪器厂；红外光谱仪（NICOLET5700）：
美国热电公司。

1.3    方　法

1.3.1   酯化纳豆多糖的制备

硫酸酯化试剂的制备：参照 Qian等 [10] 的方

法。将带有冷凝和搅拌装置的三颈瓶置于盐水–冰
浴中，取适量预冷的吡啶，按照一定比例缓慢加

入氯磺酸，边加边搅拌，使两者充分反应。控制

反应温度在 10 ℃ 以内，反应时间为 30～40 min即

可得到淡黄色酯化试剂。

酯化多糖的制备：称取适量纳豆多糖，使其

溶于一定体积的 N,N–二甲基甲酰胺中，并加入装

有酯化试剂的三颈瓶中。调节水浴锅温度，搅拌

一定时间后，倒入装有适量冰水的烧杯中，用 4 mol/L
的 NaOH调节溶液 pH值至中性。加入 95%乙

醇，使溶液中乙醇浓度为 75%后放入 4 ℃ 冰箱中

醇沉过夜。离心得到多糖沉淀流水透析 48 h，再

蒸馏水透析 12 h，浓缩、冻干即可得硫酸酯化纳

豆多糖。

1.3.2   硫含量的测定

硫酸根含量测定方法采用氯化钡–明胶法 [11]。

以硫酸钾的含量为横坐标，以吸光度为纵坐标绘

制标准曲线，如图 1所示。由图 1可以得到，以

K2SO4 为标样所做的标准曲线方程为 y=1.848x+
0.016 6，相关系数 R2=0.998 9。
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图 1    硫酸根测定标准曲线

Fig.1    Standard curve for the determination of sulfate
 
 

样品中硫酸根提取：准确称取样品 0.05 g于样

品瓶中，加入 1 mol/L的盐酸溶液 2 mL，摇匀后

密封，105 ℃ 水解 3 h。冷却后用 1 mol/L的盐酸

溶液定容至 50 mL。按照标准曲线的制作方法测定

吸光度。每个样品测定 3次，取平均值。根据标

准曲线计算酯化多糖中硫酸根离子含量，根据公
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式计算其取代度。

取代度计算公式为

DS =
1.62S

32−1.02S
（1）

式中：DS 为取代度；S 为硫酸根离子质量分数。

1.3.3   酯化多糖制备单因素试验设计

a. 氯磺酸与吡啶的体积比 V氯磺酸∶ V吡啶对取

代度的影响

按照 1.3.1中的方法，设置 V氯磺酸∶V吡啶分别

1∶1，1∶2，1∶3，1∶4，1∶5，探究在 V酯化试剂∶

V多糖为 4∶3、酯化温度 70 ℃、酯化时间为 2 h的条

件下，测定 V氯磺酸∶V吡啶对酯化多糖取代度的影响。

b. 酯化试剂与纳豆多糖溶液的体积比 V酯化试剂∶

V多糖对取代度的影响

按照 1.3.1中的方法，设置 V酯化试剂∶V多糖分

别为 4∶1， 4∶2， 4∶3， 4∶4， 4∶5，探究在

V氯磺酸∶V吡啶为 1∶3、酯化温度 70 ℃、酯化时间

为 2 h的条件下，测定 V酯化试剂∶V多糖对酯化多糖

取代度的影响。

c. 多糖酯化温度对取代度的影响

按照 1.3.1中的方法，设置酯化温度分别为 50，
60 ， 70， 80 ， 90 ℃，探究在 V氯磺酸∶V吡啶为

1∶3、V酯化试剂∶V多糖为 4∶3、酯化时间为 2 h的

条件下，测定酯化温度对酯化多糖取代度的影响。

d. 多糖酯化时间对取代度的影响

按照 1.3.1中的方法，设置酯化时间分别为 1，
2，3，4，5 h，探究在V氯磺酸∶V吡啶为1∶3、V酯化试剂∶

V多糖为 4∶3、酯化温度为 70 ℃ 的条件下，测定酯

化时间对酯化多糖取代度的影响。

1.3.4   正交试验优化

为了探究各单因素之间的相互作用，在单因

素试验的基础上，采用软件minitab 17.0对 V氯磺酸∶

V吡啶、V酯化试剂∶V多糖、酯化温度和酯化时间制定

四因素三水平的正交优化试验，以酯化多糖取代

度为指标，确定最适酯化工艺。

1.3.5   酯化多糖的红外光谱分析

参考马小双等[12] 的测定方法，取 2 mg纳豆多

糖样品及 200 mg干燥的溴化钾放入玛瑙研钵中，

在红外灯照射下将其混匀并研细。用压片机将混

合物压成 0.3～0.5 mm的透明薄片，在 400～4 000 /cm
红外波长范围内进行扫描，观察并分析谱峰情况。

1.3.6   抑菌试验方法

参考陈致印等 [13] 的方法，固体培养基：分别

称取牛肉膏 5 g、蛋白胨 10 g、氯化钠 5 g、琼脂 15 g，
加热溶解于 1 000 mL蒸馏水中，灭菌后备用。液

体培养基：粉状营养肉汤 7.2 g，加热溶解于 400 mL
蒸馏水中，低浓度 NaOH溶液调节其 pH值为

7.2～7.4，高压灭菌后备用。

菌悬液制备：选用活化后的大肠杆菌、阪岐

杆菌和嗜水气单胞菌，用接种环挑取单菌落至液

体培养基中，根据各菌种的最适宜生长温度，分

别在 150 r/min转速下震荡培养，定时取样计数，

使菌悬液浓度为 106 cfu/mL（每毫升待检样品中含

有的菌落总数）。

抑菌作用测定：采用滤纸片法。将酯化多糖

与纳豆多糖配制成不同浓度梯度的溶液，过 0.45 μm
滤膜备用。使用十字交叉法测定抑菌圈直径。抑

菌圈大小可表示抑菌活性大小。

2    结果与分析

2.1    酯化反应条件对酯化多糖取代度的影响

2.1.1   V氯磺酸∶V吡啶对酯化多糖取代度的影响

取纳豆多糖 0.1 g，在 V酯化试剂∶V多糖为 4∶3、
酯化温度 70 ℃、酯化时间 2 h的条件下，测定

V氯磺酸∶V吡啶对酯化纳豆多糖取代度的影响，结果

如图 2所示。
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图 2    V氯磺酸∶V吡啶对酯化多糖取代度的影响

Fig.2    Effect  of  volume  ratio  of  chlorosulfonic  acid  and
pyridine  on  degree  of  substitution  of  sulfated
polysaccharide

 
 

由图 2可知，在制备酯化试剂时，随着

吡啶体积的增加，酯化多糖的取代度逐渐升高，

在 V氯磺酸∶V吡啶为 1∶4时达到最高，这可能由于

氯磺酸为强酸；当 V氯磺酸∶V吡啶<1∶4时，过量的

氯磺酸使部分纳豆多糖分解，小分子糖类羟基基

团即使被硫酸基取代，也会被透析除去；当 V氯磺酸∶

V吡啶>1∶4时，吡啶过量，与氯磺酸反应的吡啶环

上的磺酰氯基团达到饱和，取代羟基的硫酸基团
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不会增多。因此，利用氯磺酸和吡啶制备硫酸化

试剂的最佳比例为 1∶4。
2.1.2   V酯化试剂∶V多糖对酯化多糖取代度的影响

取纳豆多糖 0.1 g，在 V氯磺酸∶V吡啶为 1∶3、
酯化温度 70 ℃、酯化时间 2 h的条件下，测定

V酯化试剂∶V多糖对酯化纳豆多糖的多糖取代度的影

响，结果如图 3所示。
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图 3    V酯化试剂∶V多糖对酯化多糖的多糖取代度的影响

Fig.3    Effect  of  volume  ratio  of  sulfate  reagent  and  natto
polysaccharide  on  degree  of  substitution  of  sulfated
polysaccharide

 
 

由图 3可知，随着 V酯化试剂与 V多糖比例的增

加，酯化多糖的取代度先增加后降低。原因可能

为以 N，N–二甲基甲酰胺为分散剂，配制不同体

积的纳豆多糖溶液，当 V酯化试剂∶V多糖<4∶1时，

分散剂的量较低，不足以使全部纳豆多糖与酯化

试剂反应，部分纳豆多糖被碳化，导致取代度降

低。此外，酯化试剂较多时，也会使纳豆多糖出

现板结碳化现象；当 V酯化试剂∶V多糖>4∶3时，分

散剂太多，使纳豆多糖中的 C位被硫酸基充分取

代。刘捷等[14] 对皱皮木瓜多糖的硫酸酯化研究发

现，氯磺酸与多糖的比例大于 30（mL）∶1（mg）
时，酯化木瓜多糖的取代度不再增加，因为酯化

试剂添加量增大时，酯化溶液粘稠性增强，搅拌

不均匀，使酯化多糖产率降低。因此，V酯化试剂与

V多糖的最佳比例为 4∶3。
2.1.3   酯化时间对取代度的影响

取纳豆多糖 0.1 g，在 V氯磺酸∶V吡啶为 1∶3、
V酯化试剂∶V多糖为 4∶3、酯化温度为 70 ℃ 的条件

下，测定酯化温度对硫酸化纳豆多糖取代度的影

响，结果如图 4所示。

由图 4可知，酯化多糖取代度随着酯化时间

的延长先升高后降低，酯化时间为 2 h时达到最

高。原因可能为酯化时间较短，硫酸基对纳豆多

糖羟基的取代反应不完全；酯化时间过长，纳豆

多糖长时间处于酸性条件下会被水解，不利于酯

化多糖的提取回收。因此，纳豆多糖最佳的酯化

时间为 2 h。高爽等[15] 采用浓硫酸法修饰甜玉米芯

多糖，反应温度为 30 min，取代度为 1.14。多糖

样品与浓硫酸直接接触，很容易被碳化和降解，

反应时间不能太长，氯磺酸–吡啶试剂相对温和，

反应时间延长才能提高硫酸基取代度。
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图 4    酯化时间对酯化多糖取代度的影响

Fig.4    Effect  of  sulfated  time  on  degree  of  substitution  of
sulfated polysaccharides

 
 

2.1.4   酯化温度对取代度的影响

取纳豆多糖 0.1 g，在 V氯磺酸∶V吡啶为 1∶3、
V酯化试剂∶V多糖为 4∶3、酯化时间为 2 h的条件

下，测定酯化温度对硫酸化纳豆多糖取代度的影

响，结果如图 5所示。
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图 5    酯化温度对酯化多糖取代度的影响

Fig.5    Effect of sulfated temperature on degree of substitution
of sulfated polysaccharides

 
 

由图 5可知，随着酯化温度的升高，酯化纳

豆多糖的取代度先增加后降低，在温度 60 ℃ 时达

到最高。当温度低于 60 ℃ 时，纳豆多糖与酯化试

剂反应速度较慢，原因可能为在一定时间内，纳

豆多糖基团中硫酸根离子较少，取代度小，随着

温度的升高，高分子多糖活性增强，反应速度加

快，取代度逐渐升高；酯化温度大于 60 ℃ 并且反

应体系为酸性时，纳豆多糖会被高温降解，导致

酯化纳豆多糖回收率低，取代度下降。阚国仕等[16]

采用三氧化硫–吡啶法硫酸化修饰胡萝卜多糖，反

500 上  海  理  工  大  学  学  报 2020 年 第 42 卷



应温度为 70 ℃ 时取代度最高。三氧化硫与吡啶的

结合率比氯磺酸低，升高温度可以提高硫酸基团

取代羟基的能量。因此，在氯磺酸–吡啶法中，酯

化反应的最适温度较低，为 60 ℃。

2.2    酯化反应条件的优化

设置 V氯磺酸∶V吡啶、V酯化试剂∶V纳豆多糖、酯化

温度与酯化时间四因素的正交试验条件，其试验

设计及结果如表 1所示。

由表 1可知，利用 V氯磺酸∶V吡啶、V酯化试剂∶

V纳豆多糖、酯化温度与酯化时间 4个因素进行正交

优化试验得出，各因素影响酯化多糖取代度的主

次顺序为酯化时间>V氯磺酸:V吡啶>V酯化试剂:V多糖>酯
化温度，即酯化时间对取代度的影响最大，其中

最佳酯化条件是 V氯磺酸∶V吡啶为 1∶4、V酯化试剂∶

V多糖为 4∶3、酯化时间为 1 h、酯化温度为 60 ℃，

此最适条件不在正交表中，需做验证试验。验证

结果表明，正交试验得出的最佳工艺条件下，酯

化多糖的取代度可达 1.613，相比单因素试验最优

试验结果，取代度提高了 1.19%。陈小红 [17] 采用

氨基磺酸为改性试剂，对茯苓多糖进行硫酸酯

化，经过单因素试验与响应面试验优化得出，酯

化温度为 85 ℃、酯化时间达 4.0 h、氨基磺酸与多

糖质量比为 3.77∶1时，酯化茯苓多糖的取代度为

1.041，并且与氯磺酸–吡啶法的结果相似。证明了

氯磺酸–吡啶法在合适的酯化条件下，可以有效地

对多糖进行硫酸化改性。

2.3    红外光谱分析

采用溴化钾压片法，测得酯化多糖红外光谱

图，如图 6所示。
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图 6    纳豆多糖和硫酸酯化多糖的红外光谱图

Fig.6    Infrared  spectra  of  nattopolysaccharidesand  sulphated
polysaccharides

 
 

图 6为纳豆多糖（P-natto）和硫酸酯化多糖（SP-
natto）的红外光谱图。在酯化纳豆多糖色谱图中，

在 3 474.13 /cm处的两个吸收峰为 O—H及 N—H
的伸缩振动峰，在 2 943 /cm处的吸收峰为 C—H
的伸缩振动，在 1 640.16 /cm处吸收峰是 C=O的

伸缩振动，在 1 128.15 /cm处的吸收峰是 C—O—C
的伸缩振动，以上均为多糖的特征吸收峰。相比

纳豆多糖的振动吸收峰，酯化多糖在 1 239 /cm
处 的 吸 收 为 S=O的 伸 缩 振 动 峰 ， 808.03  /cm
处吸收为 C—O—S的伸缩振动峰，两者是硫酸酯

的特征吸收峰 [18]，说明纳豆多糖经硫酸酯化后，

硫酸基已与纳豆多糖结合成多糖硫酸酯。

2.4    酯化多糖的抑菌作用研究

2.4.1   酯化多糖与纳豆多糖对阪岐杆菌的抑制作用

分别配制一定浓度的硫酸酯化多糖与纳豆多

糖，探究相同浓度的两种多糖对阪岐杆菌的抑制

作用，抑制效果如图 7所示。纳豆多糖与酯化多

糖随着浓度的增加，其抑菌圈直径逐渐变大。质

量浓度为 1 mg/mL时，酯化多糖的抑菌圈直径小

于纳豆多糖，说明酯化多糖抑制阪岐杆菌的效果

低于纳豆多糖；随着浓度的增高，酯化多糖的抑

菌圈直径均大于纳豆多糖，表明了在高浓度条件

下，酯化多糖抑制阪岐杆菌的效果将逐渐高于纳

豆多糖。
 

表 1   正交试验设计与结果

Tab.1    Design and results of orthogonal experiment
 

序号

因素

取代度A B C D

V氯磺酸∶V吡啶 V酯化试剂∶V多糖 温度/℃ 时间/h

1 1 1 1 1 1.629

2 1 2 2 2 1.056

3 1 3 3 3 1.283

4 2 1 2 3 1.575

5 2 2 3 1 1.741

6 2 3 1 2 1.487

7 3 1 3 2 1.013

8 3 2 1 3 1.028

9 3 3 2 1 1.901

K1 1.321 1.406 1.381 1.757

K2 1.601 1.273 1.509 1.183

K3 1.314 1.557 1.346 1.296

极差R 0.287 0.284 0.163 0.574

优方案 A2 B3 C2 D1

主次因素 D>A>B>C
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图 7    酯化多糖和纳豆多糖对阪岐杆菌的抑制作用

Fig.7    Inhibition  of  Bntorobater  sakazakii  by  sulphated
polysaccharides and natto polysaccharides

 
 

2.4.2   酯化多糖与纳豆多糖对嗜水气单胞菌的抑

制作用

在相同浓度下，酯化多糖与纳豆多糖对嗜水

气单胞菌的抑制作用如图 8所示。随着浓度的增

高，硫酸酯化多糖的抑菌圈直径一直大于纳豆多

糖，结果表明，纳豆多糖经硫酸酯化提高其硫酸

根含量后，相同浓度下，酯化多糖对嗜水气单胞

菌的抑制作用高于纳豆多糖。
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图 8    酯化多糖和纳豆多糖对嗜水气单胞菌的抑制作用

Fig.8    Inhibition  of  Aeromonas  hydrophila  by  sulphated
polysaccharides and natto polysaccharides

 
 

2.4.3   酯化多糖与纳豆多糖对大肠杆菌的抑制作用

在相同浓度下，酯化多糖与纳豆多糖对大肠

杆菌的抑制作用如图 9所示。随着多糖浓度的增

加，酯化多糖和纳豆多糖的抑菌圈直径也在增大，

但在 1～10 mg/mL的质量浓度范围内，酯化多糖

的抑菌圈直径小于纳豆多糖，当多糖质量浓度大

于 10 mg/mL时，两种多糖的抑菌圈直径均增大，

而酯化多糖增加的幅度更大。结果表明，酯化多

糖和纳豆多糖对大肠杆菌都有抑制作用，但在质

量浓度在 1～10 mg/mL范围内，纳豆多糖的抑制

效果高于纳豆多糖；多糖质量浓度在 15～20 mg/mL
中，两种多糖的抑制效果相似；李公斌[19] 探究了

黑木耳多糖经硫酸酯化后的抑菌功能，研究表

明：随着培养时间的延长，对大肠杆菌的抑制作

用为硫酸酯化黑木耳多糖大于黑木耳多糖。本试

验的培养时间为 24 h，若培养时间延长，酯化多

糖对大肠杆菌的抑制效果有可能超越纳豆多糖。
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图 9    酯化多糖和纳豆多糖对大肠杆菌 O157 的抑制作用

Fig.9    Inhibition  of  Escherichia  coli  O157  by  sulphated
polysaccharides and natto polysaccharides

 
 

3    结　论

a. 通过单因素试验和正交试验确定了硫酸酯

化的最佳工艺条件：V氯磺酸∶V吡啶为 1∶4，V酯化试剂∶

V纳豆多糖为 4∶3，酯化时间为 1 h，酯化温度为

60 ℃。在此工艺条件下，硫酸化纳豆多糖的取代

度为 1.613。
b. 红外光谱结果证实了纳豆多糖经硫酸酯化

后，硫酸基已与纳豆多糖成功结合成多糖硫酸酯。

c. 硫酸化纳豆多糖对阪岐杆菌与嗜水气单胞菌

的抑制作用比纳豆多糖高，且呈现剂量依赖性，

而对大肠杆菌的抑制作用接近纳豆多糖。
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