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牛蒡低聚果糖的羧甲基化修饰及对 

RAW264.7 细胞免疫活性提升 
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（1. 皖南医学院 药学院，安徽 芜湖  241002；2. 安徽省多糖药物工程技术研究中心，安徽 芜湖  241002） 

摘要：采用水媒法对牛蒡低聚果糖（BFO）进行了羧甲基化修饰，制备了不同羧甲基化取代度（DS）的修饰产

物（CM-BFO），通过单因素和响应面实验考察了反应条件对 DS 的影响，以及各因素的交互作用。采用 GC、

FTIR、1HNMR、13CNMR 对 BFO 及 CM-BFO 的结构进行了表征，以 RAW264.7 细胞为模型测试了不同 DS 的

CM-BFO 体外细胞实验的免疫活性。结果表明，0.5 g BFO 用 30 mL 质量分数为 20%的 NaOH 水溶液碱化处理 1 

h，以 30 mL 质量分数为 2.5%的氯乙酸水溶液为羧甲基化试剂，在反应温度 65 ℃、反应时间 3.3 h 的最佳条件

下，BFO 的 DS 最高，为 1.06。BFO 和 CM-BFO 均能提升 RAW264.7 细胞的免疫活性，3 种 DS 为 0.82、0.93

和 0.96 的 CM-BFO 免疫活性较 BFO 明显提升，而低 DS（0.73）和高 DS（1.06）的 CM-BFO 则影响较小。CM-BFO

的免疫活性在一定范围内随其 DS 的升高呈先增强后减弱的趋势。 
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Carboxymethylation modification of fructooligosaccharide from burdock  
and its enhancement on immune activity of RAW264.7 cells 
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（1. School of Pharmacy, Wannan Medical College, Wuhu 241002, Anhui, China; 2. Anhui Provincial Engineering 
Research Center for Polysaccharide Drugs, Wuhu 241002, Anhui, China） 

Abstract: Carboxymethylated burdock fructooligosaccharide (CM-BFO) with different degrees of 

carboxymethyl substitution (DS) was prepared by aqueous method. BFO and CM-BFO characterized by 

GC, FTIR, 1HNMR, and 13CNMR. The effect of reaction conditions on DS and the interaction between each 

factor were analyzed by single factor and response surface experiments, while the influence of CM-BFO 

with different DS on cell immunity were further evaluated using RAW264.7 cells as model in vitro. The 

results showed that, under the optimal conditions of 0.5 g BFO alkalized in 30 mL mass fraction of 20% 

NaOH aqueous solution for 1 h, using 30 mL mass fraction of 2.5% chloroacetic acid aqueous solution as 

carboxymethylation reagent, reaction temperature 65 ℃, and reaction time 3.3 h, BFO obtained the highest 

DS degree of 1.06. Moreover, both BFO and CM-BFO exhibited enhancement on the immune activity of 

RAW264.7 cells in vitro. CM-BFO with DS of 0.82, 0.93 and 0.96 displayed significant improvement on 

the cell immune activity compared with BFO, while the ones with low DS (0.73) and high DS (1.06) only 

showed slight enhancement. The immune activity increased first and then decreased with the increase of DS 

in a certain range. 

Key words: burdock fructooligosaccharide; carboxymethylation modification; degree of substitution; 

immune activity; modernization technology of traditional Chinese medicine 
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牛蒡（Arctium lappa L.）原产于中国，是菊科

牛蒡属二年生草本植物，有“东洋人参”、“大力子”

的美称[1-2]，具有被普遍认可的保健价值。牛蒡低聚

果糖（BFO）是牛蒡根的一种水溶性提取物，为菊

糖型低聚果糖[3-5]。 

YIN 等[6]研究表明，BFO 对植物具有保护作用，

其机理与疫苗对人和动物的保护相似；GUO 等[7]研

究表明，BFO 是一种新的潜在激发因子，能诱导植

物各种防御反应；BFO 还可诱导气孔关闭来限制细

菌入侵，进而提升植物的抗病虫害能力[8-10]。此外，

BFO 还具有水果保鲜作用，机制与 BFO 诱导水杨酸

依赖性信号通路[11]、抑制蔗糖转运[12]、抑制花青素

的合成[13]有关。在医学领域，BFO 近年也产生了很

多研究成果：DING 等[3]和 YUAN 等[14]的研究表明，

BFO 在显著降低糖尿病小鼠的血糖血脂水平的同

时，还能减少胰腺、肝脏和肾脏的损伤；此外，BFO

还具有抗病毒、消炎、免疫调节等作用[15-16]。因此，

BFO 在农业和医学领域具有重要的研究应用价值。 

现有的研究表明，多糖的生物活性主要取决于

其化学结构，如单糖组成、局部官能团结构和溶液

构象等[17]。多糖经化学修饰后结构多样性会得到显

著增加，有可能增强生物活性或诱导出新的活性，

所以多糖的化学修饰成为了近年来的研究热点[18]，

常见的化学修饰方法有羧甲基化[19-20]、硫酸化[21]、

乙酰化[18,22]或磷酸化[23]等。与其他修饰方法相比，

多糖的羧甲基化具有成本较低、操作简单、反应过

程易控、修饰产物无毒等优势，已成为多糖化学修

饰常用的方法。多糖的羧甲基化是指通过化学反应

用羧甲基取代原多糖残糖基上的醇羟基，羧酸基团

的引入会提升多糖的水溶性，并改变多糖的局部构

象，因而有可能提升其原有的生物活性或赋予其新

的活性[24]。目前，BFO 的研究主要集中在其生物活

性的探索方面，在其羧甲基化修饰方面的研究鲜见

报道。 

本文拟对 BFO 进行羧甲基化修饰，得到不同羧

甲基化取代度的牛蒡低聚果糖（CM-BFO），对这些

多糖衍生物进行定性定量分析、免疫活性的初步测

试，力求从中筛选出免疫活性得到提升的 CM-BFO，

并明确取代度与免疫活性的关系，丰富 BFO 的研究

内容，以期为 BFO 的进一步开发利用提供理论基础

和数据支撑。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

NaOH、冰乙酸、无水乙醇、体积分数 95%乙

醇、乙醚、溴化钾、正丁醇、三氯乙酸、丙酮、氯

乙酸、盐酸、酚酞，AR，国药集团化学试剂有限公

司；牛蒡根，安徽老百姓大药房；D2O，AR，上海

阿拉丁生化科技股份有限公司；木瓜蛋白酶（BR）、

中性红（BS）、葡萄糖标准品（HPLC 纯度≥98%）、

果糖标准品（HPLC 纯度≥98%）、Sephadex G-50

葡聚糖凝胶（CP）、NO 试剂盒（有效成分质量分数

98%）、RAW264.7 巨噬细胞，合肥博美生物科技有

限责任公司。 

Multiskan SkyHigh 全波长酶标仪、Nicolet iS5

傅里叶变换红外光谱仪（FTIR），美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；Avance NEO 600 MHz 核磁共振波

谱仪（NMR），德国 Bruker 公司；G2350A 气相色

谱仪（GC），美国 Agilent 公司；YTLG-10A 冷冻干

燥机，上海叶拓科技有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  BFO 的提取、纯化 

按照文献[21]的方法，用 80℃的热水完成 BFO

粗品提取，并运用 Sephadex G-50 层析柱对粗多糖

进行纯化，得到纯品 BFO（HPLC 纯度＞98%）。 

1.2.2  BFO 的羧甲基化修饰 

参照文献[24-25]水媒法并稍作修改：将 0.5 g 

BFO 置于三口烧瓶中，加入 30 mL（质量分数为

10%、15%、20%、25%、30%）NaOH 水溶液常温

搅拌反应 1 h 完成多糖的碱化处理，然后滴加 30 mL

（质量分数为 2.0%、2.5%、3.0%）氯乙酸水溶液，

升高至设定温度（60、65、70 ℃）反应一定时间（3.0、

3.5、4.0 h），停止反应，冷却至室温，用乙酸调节

溶液 pH 至中性，过滤，滤液用截留相对分子质量

2000 的透析袋透析 96 h，于–40 ℃冷冻干燥 24 h，

得 0.18 g 白色絮状羧甲基化 BFO（CM-BFO）。 

1.3  表征方法 

1.3.1  BFO 的单糖组成 

按照文献[26]的 GC 分析方法，先将 BFO 水解

成单糖并干燥，然后将 10 mg 水解单糖及标准品（葡

萄糖和果糖各 10 mg）分别衍生化后注入 GC 分析，

通过保留时间的对比分析 BFO 的单糖组成。 

1.3.2  FTIR 测试 

分别称取 3 mg BFO 和 CM-BFO，加入 KBr 进

行压片，扫描范围 4000~400 cm–1。 

1.3.3  NMR 测试 

分别称取 20 mg BFO 和 CM-BFO，充分溶解于

0.5 mL D2O 中，转至核磁管中，于 25 ℃下进行
1HNMR 和 13CNMR 测试。 

1.3.4  羧甲基化取代度的测定与计算 

羧甲基化取代度（DS）的高低是衡量多糖化学

修饰成功与否的重要指标，采用文献 [25]方法对

CM-BFO 的 DS 进行测定与计算。方法如下：准确
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称取 10 mg CM-BFO，置于 100 ℃真空干燥箱中干燥

1 h后移入锥形瓶，再加入 10 mL 0.01 mol/L的NaOH

水溶液搅拌溶解，酚酞为指示剂，用 0.01 mol/L 的

盐酸滴定至红色消失，且 30 s 不变色。根据滴定所

用盐酸的体积，按式（1）计算单位质量 CM-BFO

中羧甲基的物质的量（n，mmol/g）： 

   n=(c1V1–c2V2)/m           （1） 

式中：c1 为 NaOH 水溶液浓度，10 mmol/L；V1 为

NaOH 水溶液体积， 0.01 L； c2 为盐酸浓度，

10 mmol/L；V2 为滴定所用盐酸体积，L；m 为

CM-BFO 的质量，0.01 g。然后，按式（2）计算 DS： 

 DS=0.162n/(1–0.058n)       （2） 

式中：0.162 为 1 mmol 葡萄糖失水后的质量，

g/mmol；0.058 为 1 mmol 葡萄糖中的一个羟基被羧

甲基取代后增加的质量，g/mmol。 

1.4  羧甲基化工艺的优化 

1.4.1  单因素实验 

多糖羧甲基化修饰前要用 NaOH 水溶液进行碱

化处理，NaOH 质量分数决定了反应溶液的酸碱度，

从而影响 DS[19]。在氯乙酸质量分数为 3.0%、羧甲

基化反应温度 60 ℃、反应时间 4.0 h 的条件下，考

察 DS 与 NaOH 质量分数的关系。 

1.4.2  响应面实验 

运用响应面实验（Design-Expert 13 设计并实

施），根据单因素实验结果，以氯乙酸质量分数（A）、

反应温度（B）、反应时间（C）为自变量，DS 为评

价指标，对 3 个因素分别设置 3 个水平，用“–1、0、

+1”，考察 3 个反应条件对 DS 的交互影响，通过拟

合预测最佳的工艺条件，并进行实验验证。 

1.5  免疫活性测试 

以小鼠单核巨噬细胞系 RAW264.7 为模型，对

BFO 及不同 DS 的 CM-BFO 进行免疫活性测试。 

1.5.1  RAW264.7 细胞培养 

参照文献 [27] 方法对小鼠单核巨噬细胞系

RAW264.7 进行培养、传代，适当调整细胞密度，

培养 24 h 后进行实验。 

1.5.2  测试分组与处理方法 

测试中分组给药情况如表 1 所示。 
 

表 1  测试分组与处理方法 
Table 1  Test grouping and processing methods 

分组 给药种类 给药质量浓度/(mg/L) 

空白组 — — 

阳性对照组 脂多糖（LPS） 1 

实验组 BFO 和不同 DS 的
CM-BFO 

100、200、400、600、800

注：“—”表示无内容。 
 

1.5.3  RAW264.7 细胞增殖活力检测 

参照文献 [28]采用 CCK-8 法检测 BFO 及

CM-BFO 对细胞增殖的影响，阳性对照组细胞用

LPS 处理，实验分组与处理方法见表 1，细胞活力

按式（3）进行计算： 

 X/%=As/Ab×100       （3） 

式中：X 为细胞活力，%；As 为阳性对照组或实验

组的吸光度；Ab 为空白组吸光度。 

1.5.4  RAW264.7 细胞吞噬能力和 NO 浓度测定 

参照文献[28]采用中性红法检测 RAW264.7 细

胞吞噬能力，吞噬指数按式（4）进行计算： 

 Y/%=Ae/Ab×100   （4） 

式中：Y 为吞噬指数，%；Ae 为实验组的吸光度；

Ab 为空白组吸光度。 

采用 Griess 法检测 RAW264.7 细胞释放的 NO

含量。 

2  结果与讨论 

2.1  产品的表征 

2.1.1  BFO 的单糖组成分析 

图 1 为 BFO 水解产物的 GC 谱图。因为样品和

标准品在保留时间 0~50 min 无任何信号峰，所以图

中的保留时间从 50 min 开始。 
 

 
 

1—葡萄糖；2—果糖 

图 1  BFO 水解产物的 GC 谱图 
Fig. 1  GC spectrum of BFO hydrolysates 

 

从图 1 可以看出，葡萄糖（1 号）和果糖（2 号）

标准品的保留时间分别为 54.12 和 77.07 min。BFO

水解产物（3 号和 4 号）的保留时间分别为 54.48 和

77.41 min，与标准品极度接近，可以确定 3 号和 4

号分别对应葡萄糖和果糖的吸收峰，其他保留时间

并无吸收峰出现，说明 BFO 由葡萄糖和果糖两种单

糖组成，通过 GC 面积归一法得 3 号峰与 4 号峰的

面积比为 1∶12.13，说明 BFO 水解产物中，葡萄糖

和果糖的物质的量比为 1∶12，这些均与文献[5,21]

报道相符，即 BFO 的单糖组成为果糖和葡萄糖，二

者物质的量比为 12∶1。通过以上两点可以初步确

认，本文获取的 BFO 与文献[5,21]中所报道的多糖为
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同一产物。 

2.1.2  FTIR 分析 

图 2 为 BFO 和 CM-BFO 的 FTIR 谱图。 
 

 
 

图 2  BFO 和 CM-BFO 的 FTIR 谱图 
Fig. 2  FTIR spectra of BFO and CM-BFO 

 

从图 2 可以看出，在 BFO 的谱图中，3367 cm–1

处为 BFO 中多糖分子 O—H 的伸缩振动吸收峰，

2907 cm–1 处为 C—H 的伸缩振动吸收峰，1640 cm–1

处为 C—O 的伸缩振动吸收峰，1059 cm–1 处为 C—

O—H 的变角振动吸收峰，以上均为多糖特征吸收

峰[5]；939、880 和 797 cm–1 处分别为呋喃糖环的伸

缩振动吸收峰、呋喃糖分子中—CH2—的横向振动

吸收峰和  型单糖中—CH—直立键的变角振动吸

收峰[21]，结合 2.1.1 节 BFO 的单糖组成分析，说明

BFO 中的果糖为 -呋喃果糖，即 BFO 是由 -呋喃

果糖和葡萄糖按物质的量比为 12∶1 连接而成，这

与文献[5,21]报道完全吻合。 

在 CM-BFO 的 FTIR 谱图中，其吸收峰与 BFO

大体一致，但其在 1618、1412 和 1324 cm–1 处出现

了较强的吸收峰，1618 cm–1 处为羧甲基中—COO—

的伸缩振动吸收峰，1412 cm–1 处为羧甲基中 C—H

的变角振动吸收峰，1324 cm–1 处为羧甲基中 C==O

的对称伸缩增强吸收峰[19-20]，以上分析说明，BFO

的羧甲基化修饰成功。 

2.1.3  NMR 分析 

文献[5,21]报道 BFO 分子结构为 GF12 型（G 代

表葡萄糖；F 代表果糖），聚合度为 13，即由 1 分子

吡喃型的葡萄糖和 12 分子呋喃型的果糖聚合而成，

结构式如下： 
 

 

图 3 为 BFO 和 CM-BFO 的 1HNMR 谱图。 
 

 
 

图 3  BFO 和 CM-BFO 的 1HNMR 图 
Fig. 3   1HNMR spectra of BFO and CM-BFO 

 

从图 3 可以看出，BFO 中 δ 5.3 处的信号峰为

葡萄糖分子中的 H-1（定义其峰面积积分值为

1.000），δ 4.3、4.4 处为果糖分子中的 H-3'（峰面积

积分值为 12.105）、H-4'（峰面积积分值为 11.836）

的信号峰，这两处峰面积积分值与葡萄糖分子中的

H-1 的峰面积积分值的比值均接近于 12∶1，说明

BFO 中果糖残基的聚合度为 12，再一次验证了 BFO

中果糖和葡萄糖的物质的量比为 12∶1，这与前面

的 GC 和 FTIR 分析结果一致；δ 3.9~4.2 处的信号峰

推断为葡萄糖和果糖分子中的其他质子信号峰，可

能有信号重叠；以上与文献[5,21]中关于 BFO 的
1HNMR 表征结果一致，说明所获取多糖即为文献报

道的多糖。 

CM-BFO 的 1HNMR 谱图显示其发生的化学位

移与 BFO 大体相同，说明 BFO 羧甲基化修饰过程

中保留了 BFO 的基本结构，δ 5.3 附近和 δ 3.9~4.1

处均出现新峰，分析原因可能是多糖羧甲基化过程中

醇羟基被—CH2COOH 取代所致，说明羧甲基化修饰

成功。 

图 4 为 BFO 的 13CNMR 谱图。 
 

 
 

图 4  BFO 的 13CNMR 图 
Fig. 4  13CNMR spectrum of BFO 

 

从图 4 可以看出，BFO 的信号峰主要集中于 δ 

55~110 之间：δ 103.27~103.68 处的信号峰归属于果
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糖分子中的 C-1'；δ 92.91 处的信号峰归属于葡萄糖

分子中的 C-1；δ 73.09~81.10 处的信号峰归属于果糖

分子中的 C-3'、C-4'、C-5'；δ 69.18~72.51 处的信号峰

归属于葡萄分子中的 C-2、C-3、C-4、C-5；δ 61.85

处的信号峰归属于果糖分子中的 C-6'；δ 60.07 处的

信号峰呈裂分状，部分归属于葡萄糖分子中的 C-6，

部分归属其他信号峰的重叠。以上与文献[5,21]表征结

果一致，说明获得的多糖即为文献报道的多糖。 

图 5 为 CM-BFO 的 13CNMR 谱图。从图 5 可以

看出，在 δ 55~110 之间 CM-BFO 的信号峰位置、强

度与 BFO 大体一致，不同的是 CM-BFO 在 δ 176.93、

47.08 处有较强信号峰，前者归属于乙酸分子中的

C==O，后者归属于乙酸分子中的亚甲基（CH2—），

说明羧甲基化修饰成功。 
 

 
 

图 5  CM-BFO 的 13CNMR 图 
Fig. 5  13CNMR spectrum of CM-BFO 

 

综上所述，可以确认实验所获取多糖即为文

献[5,21]所报道多糖；FTIR、1HNMR 和 13CNMR 结

果表明，BFO 已成功羧甲基化修饰。 

2.2  羧甲基化反应优化分析 

2.2.1  NaOH 质量分数对 DS 的影响 

图 6 为对 NaOH 质量分数单因素考察结果。  

 

 
 

图 6  NaOH 质量分数对取代度的影响 
Fig. 6  Effect of NaOH mass fraction on degree of substitution 

 
从图 6 可以看出，DS 随着 NaOH 质量分数的增

加先升高后下降，原因在于，适量的 NaOH 可以有

效中和羧甲基化取代过程中释放出的酸性物质（盐

酸），提高醚化反应的能力，进而提升 DS；但过量

的 NaOH 会对氯乙酸的质量分数产生影响，因而降低

DS[19]。当 NaOH 质量分数为 20%时，DS 最高，为

0.92。因此，选择 NaOH 质量分数 20%进行后续研究。 

2.2.2  响应面实验结果分析 

采用 Design-Expert 13对表 2中的数据进行二项

式拟合，并对模型进行方差分析，得到的二项式拟合方

程为：Y=1.05–0.0200A+0.0263B–0.0362C+0.0225AB+ 
0.0275AC+0.0200BC–0.1680A2–0.0905B2–0.0455C2

〔P<0.0001，相关系数（R2）=0.9941〕。对表 2 中

的实验数据采用 ANOVA 模块进行多元化回归分

析，所得数据见表 3。 
 

表 2  响应面优化实验结果 
Table 2  Experimental results of response surface methodology 

编码值 实际值 

序号
A B C 

氯乙

酸质

量分

数/% 

反应 

温度/℃ 

反应

时间/h

DS

1 0 1 1 2.5 70 4.0 0.93

2 1 –1 0 3.0 60 3.5 0.73

3 1 0 1 3.0 65 4.0 0.80

4 0 –1 –1 2.5 60 3.0 0.93

5 0 0 0 2.5 65 3.5 1.04

6 –1 1 0 2.0 70 3.5 0.80

7 –1 0 –1 2.0 65 3.0 0.92

8 0 –1 1 2.5 60 4.0 0.82

9 –1 –1 0 2.0 60 3.5 0.81

10 0 0 0 2.5 65 3.5 1.05

11 0 0 0 2.5 65 3.5 1.04

12 1 1 0 3.0 70 3.5 0.81

13 0 1 –1 2.5 70 3.0 0.96

14 0 0 0 2.5 65 3.5 1.05

15 1 0 –1 3.0 65 3.0 0.82

16 0 0 0 2.5 65 3.5 1.05

17 –1 0 1 2.0 65 4.0 0.79
 

表 3  方差分析结果 
Table 3  Results of variance analysis 

变异来源 平方和 自由度 均方值 F 值 P 值 显著性

模型 0.2016 9 0.0224 131.19 <0.0001 ** 

A 0.0032 1 0.0032 18.74 0.0034 ** 

B 0.0055 1 0.0055 32.29 0.0007 ** 

C 0.0105 1 0.0105 61.58 0.0001 ** 

AB 0.0020 1 0.0020 11.86 0.0108 * 

AC 0.0030 1 0.0030 17.72 0.0040 ** 

BC 0.0016 1 0.0016 9.37 0.0183 * 

A2 0.1188 1 0.1188 696.12 <0.0001 ** 

B2 0.0345 1 0.0345 202.01 <0.0001 ** 

C2 0.0087 1 0.0087 51.06 0.0002 ** 

残差 0.0012 7 0.0002    

失拟误差 0.0007 3 0.0002 1.73 0.2984 不显著

纯误差 0.0005 4 0.0001    

总和 0.2028 16     

注：**表示因素影响极显著（P<0.01）；*表示因素影响显

著（P<0.05）。 
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从表 3 可以看出，模型 F 值较大（131.19），P
值较小（<0.0001），说明该回归模型极显著；失拟

误差（P=0.2984）不显著，说明其他实验因素干扰

小，回归模型对因素考察适合度高。此外，从表 3

还可以看出，一次项因素 A、B、C，二次项因素

A2、B2、C2，以及交互项 AC 均对 DS 有极显著影

响，交互项 AB 和 BC 则对 DS 有显著影响，从交互

项 F 值可以看出，交互因素对 DS 的影响程度从大

到小顺序为：AC>AB>BC。比较 A、B、C 的 F 值

能得到 3 个因素对 DS 的影响程度从大到小顺序

为：C>B>A。 

图 7 为各因素交互对 BFO 羧甲基化取代度的

影响。从图 7 可以看出，AC 交互的 2D 图中等高线

更接近椭圆，对应的 3D 图中曲面倾斜度最大，说

明 AC 交互对 DS 影响最大，AB 次之，BC 影响最小，

后两者差别不大。 

 
 

 

 
 

图 7  交互因素响应面图 
Fig. 7  Response surface diagrams of the interaction of 

various factors 
 

通过 Design-Expert 13 中的优化模块预测了

BFO 羧甲基化修饰的最佳反应条件为：氯乙酸质量

分数为 2.5%，反应温度 65 ℃，反应时间 3.3 h。此

时羧甲基化取代度最高，为 1.06。在此条件下重复

实验 3 次，得 BFO 的羧甲基化取代度分别为 1.06、

1.05、1.06，平均值为 1.06，与预测值基本一致，说

明预测方程准确度高。 

2.3  免疫活性分析 

多糖经羧甲基化修饰后的免疫活性大小与 DS

的关系并非简单的正相关或负相关[29]。通过羧甲基

化修饰得到了 12 种不同 DS（0.73、0.74、0.76、0.80、

0.81、0.82、0.92、0.93、0.96、1.04、1.05 和 1.06）的

CM-BFO。为了使免疫活性的研究更准确和具体，以

RAW264.7 细胞为模型，对 DS 分别为 0.73（最低、
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命名为 CM-BFO-1）、0.82（中度，CM-BFO-2）、0.93

（中度，CM-BFO-3）、0.96（中度，CM-BFO-4）、

1.06（高度，CM-BFO-5）的 5 种有代表性的 CM-BFO

进行了免疫活性测试，将测试数据与 BFO 进行了对比，

力求从中筛选出免疫活性得到明显提升的 CM-BFO，

并得出 BFO 羧甲基化取代度与免疫活性的关系。 

2.3.1  CM-BFO 对 RAW264.7 细胞活性的影响 

图 8 为 BFO 和 CM-BFO 对 RAW264.7 细胞活

性的影响，其中，阳性对照组和空白组的细胞活力

分别为 195.3%和 100%。 
 

 
 

图 8  BFO 及 CM-BFO 对 RAW264.7 细胞活性的影响 
Fig. 8  Effects of BFO and CM-BFO on activity of 

RAW264.7 cells 
 

从图 8 可以看出，实验组给药质量浓度在 100~ 

800 mg/L 范围内，BFO 及 5 种 CM-BFO 均能明显

提升 RAW264.7 细胞活力，有质量浓度依赖性但不

明显；CM-BFO-2、CM-BFO-3、CM-BFO-4 提升细

胞活力的能力比 BFO 更加明显，其中 CM-BFO-3

最优；而 CM-BFO-1、CM-BFO-5 提升细胞活力的

能力不明显，说明随着 DS 的升高，CM-BFO 提升

RAW264.7 细胞活力的能力呈先增强后减弱的趋势。 

2.3.2  CM-BFO 对 RAW264.7 细胞吞噬能力的影响 

图 9 为 BFO 和 CM-BFO 对 RAW264.7 细胞吞

噬中性红能力的影响，其中，阳性对照组和空白组

的吞噬指数分别为 162.6%和 100%。 
 

 
 

图 9  BFO 及 CM-BFO 对 RAW264.7 细胞吞噬能力的影响 
Fig. 9  Effects of BFO and CM-BFO on phagocytic ability 

of RAW264.7 cells 

从图 9 可以看出，实验组均能明显提升细胞吞噬

指数，有质量浓度依赖性但不明显，而吞噬能力提升

是巨噬细胞发挥免疫调节作用的第一防御机制[28,30]。

结果表明，BFO 及 CM-BFO 有可能通过提升巨噬细

胞吞噬能力来发挥免疫调节作用。5 种 CM-BFO 中，

CM-BFO-1、CM-BFO-2、CM-BFO-3、CM-BFO-4

提升细胞吞噬指数的能力均优于 BFO，其中 CM- 

BFO-3 最优，CM-BFO-5 略逊色于 BFO。随着 DS

的升高，CM-BFO 对 RAW264.7 细胞吞噬能力的提

升呈先上升后下降的趋势。 

2.3.3  BFO 及 CM-BFO 对 RAW264.7 细胞生成 NO

的影响 

NO 是一种重要的信号转导分子，是免疫系统

中重要的宿主防御效应物，在免疫调节过程中发挥

重要作用，也是多糖免疫活性研究的重要指标[28]。

图 10 为 BFO 及 CM-BFO 对 RAW264.7 细胞生成

NO 的影响，其中阳性对照组和空白组生成的 NO 浓

度分别为 33.5、2.4 μmol/L。 
 

 
 

图 10  BFO 及 CM-BFO 对 RAW264.7 细胞生成 NO 的影响 

Fig. 10  Effects of BFO and CM-BFO on NO production in 
RAW264.7 cells 

 
从图 10 可以看出，实验组均能明显提升

RAW264.7 细胞生成 NO，且 NO 浓度随给药质量浓

度的增加均先增加后减少，说明 BFO 及 CM-BFO

生成有可能通过提升 RAW264.7 细胞生成 NO，进

而发挥免疫调节作用。5 种 CM-BFO 提升 NO 生成

能力均优于 BFO。其中，CM-BFO-2、CM-BFO-3、

CM-BFO-4 改善较明显，CM-BFO-1、CM-BFO-5 的

改善程度不太明显，随着 DS 的升高，CM-BFO 对

RAW264.7 细胞生成 NO 的提升同样呈先上升后下

降的趋势。 

以上研究表明，BFO 和 CM-BFO 均能明显增强

RAW264.7 细胞的免疫活性；与 BFO 对 RAW264.7

细胞的免疫活性相比，中度 DS 的 3 种 CM-BFO（DS

分别为 0.82、0.93 和 0.96）对 RAW264.7 细胞的免

疫活性比 BFO 明显提升，而低 DS（0.73）和高 DS
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（1.06）的 CM-BFO 对 RAW264.7 细胞的免疫活性

影响较小，说明多糖的生物活性与 DS 并非简单的

正相关或者负相关的关系[30]，而是 CM-BFO 的免疫

活性在一定范围内随着 DS 的升高呈先增强后减弱

的趋势。 

3  结论 

（1）采用水媒法对 BFO 进行羧甲基化化学修

饰，反应条件不同得到的 CM-BFO 的 DS 也会有所

不同，单因素和响应面实验结果显示，0.5 g BFO 用

30 mL 质量分数为 20%的 NaOH 水溶液预先常温碱

化处理 1 h，反应过程中氯乙酸的质量分数为 2.5%

（30 mL）、反应温度 65 ℃，反应时间 3.3 h，此时

DS 最高，为 1.06。FTIR、1HNMR 和 13CNMR 结果

证实，BFO 的羧甲基化修饰成功。 

（2）BFO 及不同 DS 的 CM-BFO 不仅均能明显

提升 RAW264.7 细胞活性和吞噬能力，还能提升

RAW264.7 细胞生成 NO，说明 BFO 及其羧甲基化

衍生物具有潜在的免疫活性，有进一步研究和开发

的价值。 

（3）与 BFO 对 RAW264.7 细胞免疫活性相比，

中度 DS（0.82、0.93 和 0.96）的 3 种 CM-BFO 明显

提升，而低 DS（0.73）和高 DS（1.06）的 CM-BFO

对 RAW264.7 细胞免疫活性影响较小，CM-BFO 的

免疫活性在一定范围内随着DS的升高先增强后减弱。 
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