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取代度相同的 N-酰化低聚壳聚糖清除
自由基作用的研究

孙 涛, 银旭红, 谢晶, 李 立, 赖克强, 周冬香
(上海海洋大学 食品学院,上海 201306)

摘 要: 低聚壳聚糖经 N-酰化得到取代度相同的 N-马来酰低聚壳聚糖和 N-邻苯二甲酰低聚壳聚

糖, 其取代度均为 0. 25。用红外光谱对其结构进行表征, 凝胶色谱测定其相对分子质量大小。并

考察了其对羟基自由基( . OH)和 1, 1-二苯基苦基苯肼自由基( DPPH )的清除能力。结果表明: 取

代度相同, N-邻苯二甲酰低聚壳聚糖对 . OH、DPPH 的清除能力优于 N-马来酰低聚壳聚糖。这说

明取代度相同时,取代基的结构会影响 N-酰化低聚壳聚糖对自由基的清除活性。
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The Radical Scavenging Effect of N-Acyl Chitosan Oligosaccharide
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Abstract:N-maleyl chitosan olig osacchar ide ( NMCOS) and N-phthaloy l chito san oligo saccharide

( NPCOS) w ith the same subst itut ing degrees ( 0. 25) w ere synthesized. The st ructure w er e

characterized by FTIR spect ra, the mo lecular w eight w as measured by Gel Permeat ion

Chr omatog-raphy ( GPC ) . Their antiox idant activity w ere evaluated by the scaveng ing o f

hydr oxy l radical ( . OH) and 1, 1-Dipheny-l 2-picry lhydrazy l radical ( DPPH ) . T he results show ed

NPCOS have st ronger hydroxyl and DPPH radical scavenging act ivity than that of NMCOS. T he

results presented her e demonst rated that the ant iox idant act iv ity of N-acy l Chitosan

Oligosaccharide w ith the same substituting degr ees w as determined by the subst itut ing gr oups.

Key words: chitosan oligo saccharide, N- acyl, ant iox idant act iv ity , substituting degree

自由基引起的氧化对机体具有巨大的损伤作

用,如引起蛋白质损伤、酶失活、导致衰老、肿瘤、动

脉硬化等多种疾病[ 1- 2] 。因此筛选高效的活性氧清

除剂具有重要的意义。低聚壳聚糖是壳聚糖的降

解产物,其分子单元结构中有大量的氨基和羟基,

具有良好的抗氧化性[ 3- 5] ,同时也决定了它可以进



行多种化学改性。N-酰化改性是低聚壳聚糖的一

种重要改性方式,研究报道 N-酰化壳聚糖具有良好

的吸湿保湿和抑菌作用
[ 6- 7]

,但是其抗氧化性,尤其

是其 N-取代基结构和取代度与其抗氧化性能之间

的关系还尚未见报道。作者通过制备取代度相同

的 N-马来酰和 N-邻苯二甲酰化低聚壳聚糖, 通过

考察其对羟基自由基 OH 和 DPPH 的清除活性,

研究了取代基团的结构对 N-酰化低聚壳聚糖的抗

氧化活性的影响,为低聚壳聚糖衍生物抗氧化性能

的进一步研究提供理论基础。

1 材料与方法

1 1 材料

低聚壳聚糖,购自浙江金壳生物化学有限公司

(凝胶色谱测定其相对分子质量为5 000 000) ; 鲁米

诺, DPPH , 购自 Sigma公司;其余试剂均为分析纯,

购自上海化学试剂公司; 磁力搅拌器, pH 计, 分光

光度计, 电导率仪, EQUNOX55 傅立叶红外-拉曼

光谱仪, Waters 515型凝胶色谱仪。

1 2 壳聚糖衍生物的制备

称取 5 0 g 低聚壳聚糖加入 100 0 mL 蒸馏水

溶解,搅拌溶解,称取 1 0 g马来酸酐( 0 5 g 邻苯二

甲酸酐) ,用 20 0 mL 丙酮溶解,然后缓慢加入反应

器,在室温下搅拌反应 15 h, 然后用丙酮沉淀, 过

滤,产物用丙酮反复洗涤,最后在 60 烘干, 得到

N-马来(邻苯二甲)酰低聚壳聚糖衍生物 [ 8]。

1 3 结构表征

1 3 1 红外光谱 红外光谱在 EQUNOX55 傅立

叶红外-拉曼光谱仪上进行,采用 KBr 压片法制样,

测定波数范围为 500~ 4 000 cm-1 , 分辨率为 0 8

cm-1。

1 3 2 相对分子质量的测定 凝胶色谱法测定 N-

酰化低聚壳聚糖相对分子质量大小。测试条件如

下:柱子: TOSOH BIOSEP T SK-Gel G4000SWXL

( D 7 8 mm 300 mm) ;流动相: 0 2 mol/ L 醋酸钠

和醋酸缓冲溶液, pH = 4 8; 色谱仪: Waters 515 型

凝胶色谱仪,检测器: Waters 2410示差折光检测器

(美国Waters公司) ;进样量: 50 L ;柱温: 40 ;标

准品:葡聚糖。

1 3 3 取代度的测定 准确称量 N-酰化低聚壳聚

糖 0 100 0 g 置 500 mL 烧杯内, 准确加入 0 103 8

mol/ L HCl标准溶液 20 00 mL 溶解样品, 再加入

去离子水 200 mL 稀释、混匀, 用 0 468 5 mol/ L

NaOH 标准溶液返滴, 测定电导率值, 得电导率-氢

氧化钠体积关系图,添加趋势线,求其回归方程, 从

而计算 N-酰化低聚壳聚糖的取代度 [ 9]。

1 4 对羟基自由基 OH的清除

用 pH = 7 40 的 0 05 mol/ L KH 2 PO4-NaOH

缓冲溶液分别配制浓度为 6 4 10
-4

mol/ L 的鲁米

诺溶液、0 012 mol/ L H 2 O 2和 0 8 mg/ mL 亚铁氰

化钾溶液。以缓冲液作为溶剂, 配制成系列不同浓

度的样品溶液。用流动注射化学发光分析仪依次

测定从稀到浓的样品溶液, 读出峰面积。清除率=

( A 0- A i ) / A 0 100 %。式中 A 0为空白溶液峰面

积, A i为样品溶液峰面积。经 SOD, 过氧化氢酶及

甘露醇检测, 该体系产生的自由基羟基自由基

OH
[ 10]
。

1 5 对 DPPH自由基的清除

在装有 2 0 mL 的浓度为 1 10-4mol/ L DPPH

无水乙醇溶液的比色管中, 加入不同浓度的样品溶

液 2 0 mL,摇匀, 33 避光静置 30 m in,在 517 nm

处测量吸光度 A i。用去离子水代替样品溶液,得吸

光度 A 0 , 无水乙醇代替 DPPH , 得吸光度 A j。清除

率= [ 1- ( A i- A j ) / A 0 ] 100 %
[ 11]
。

2 结果与讨论

2 1 红外光谱

图 1是低聚壳聚糖及其 N-酰化低聚壳聚糖的

红外光谱图。NMCOS中 1 640 cm
-1
为烯烃的 VC= C

振动峰; 1 707 cm
-1
附近出现为不饱和羧基因共轭作

用的 C= O 振动吸收峰; 860 cm-1附近为 C-H 面外

振动吸收峰, 在壳聚糖未见此峰, 这些峰证实了

NMCOS中马来酸基的存在[ 12]。在 NPCOS 中, 1

640 cm
-1
为烯烃的 VC= C振动峰; 在 750 cm

-1
附近的

吸收峰为邻二取代苯的 Ar-H面外弯曲振动峰,这些

峰证明了邻苯二甲酸基的存在 [ 13]。NMCOS 和

NPCOS在 1 560 cm-1附近的仲酰胺的 NH振动峰在

衍生物中明显增大, 同时在 1 320 cm-1附近出现

VC-N伸缩振动峰, 并且在 1 073 cm
-1
和 1 023 cm

-1
处

的 C3仲羟基和 C6伯羟基的 C-O的伸缩振动吸收峰

与壳聚糖相比没有明显变化,这均证明反应发生在

氨基上[ 7]。凝胶色谱法测得 NMCOS和 NPCOS的

相对分子质量大小分别为 5 733和 5 029。电导法

测定其取代度均为 0 25。

2 2 对羟基自由基 OH的清除能力的影响

羟基自由基 OH 是一种化学性质很活泼的自

由基,它易与生物大分子发生反应,如氨基酸、蛋白

质和 DNA,对机体危害极大, 与衰老、肿瘤等密切

相关 [ 15]。

NMCOS和 NPCOS 对羟基自由基 OH 的清除
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图 1 COS、NMCOS和 NPCOS的红外光谱

Fig. 1 FTIR spectra of COS、NMCOS and NPCOS

活性如图 2。随着浓度的增加, NMCOS 和 NPCOS

对羟基自由基 OH 的清除能力逐渐增强。

NPCOS清除羟基自由基 OH 的 IC50 (清除率达到

50%时所需自由基清除剂的浓度) 为 0 06 mmol/

L, 而 NMCOS 没有达到 IC50。即取代度相同时,

NPCOS对羟基自由基 OH 的清除能力更强。

图 2 NMCOS和 NPCOS对羟基自由基的清除

Fig. 2 Scavenging effects of NMCOS and NPCOS on hy-

droxyl radical

低聚壳聚糖及其衍生物中有大量的羟基和氨

基,对羟基自由基 OH 有如下作用 [ 16] : ( 1)羟基的

氢原子与羟基自由基 OH 作用而达到清除目的;

( 2)氨基和羟基自由基 OH 反应生成稳定的大分

子自由基; ( 3) NH 2先与溶液中的氢作用形成氨正

离子 NH
3+

, 再与羟基自由基 OH 作用形成稳定

物质。对取代度相同的 NMCOS 和 NPCOS, 氨基

与羟基数目相同。而清除羟基自由基 OH 的活性

不同,这与取代基团有关。NMCOS 和 NPCOS 均

是在低聚壳聚糖氨基上引入取代基, N MCOS 的取

代基是- COCH = CHCOO - , NPCOS 的取代基是

- COC6 H4 COO
-
,两种基团都是吸电子基团, 能降

低低聚壳聚糖主链上的电子云密度, 使分子内、分

子间生成氢键的几率降低,使氨基与羟基的活性增

强,易与自由基反应。但是- COC6 H 4 COO
-
的吸

电子效应比- COCH= CHCOO- 的吸电子效应强,

故取代度相同时, NPCOS 对羟基自由基 OH 的清

除能力比 NMCOS强。

2 3 对 DPPH的清除能力的影响

图 3 是 NMCOS 和 NPCOS 对 DPPH 的清除

曲线图。NMCOS和 NPCOS 对DPPH 的清除能力

均随着浓度的增加而增强。NMCOS 和 NPCOS 的

IC50分别是1 2 mmo l/ L 和 0 88 mmol/ L。NPCOS

清除 DPPH 的能力比 NMCOS强。

稳定的 DPPH 体系是一种广泛用于评价抗氧

化剂自由基清除能力的方法。其主要原理是 DP-

PH 可以接受自由基清除剂提供的电子或氢从而形

成稳定分子。在低聚壳聚糖及其衍生物中, 主要是

氨基和羟基提供氢与 DPPH 结合, 从而达到清除

DPPH 的目的。在本体系中, NMCOS 和 NPCOS

取代 度 相 同, 氨 基 和 羟 基 数 目 相 同, 但

- COC6 H 4COO- 基 团 的 吸 电 子 作 用 比

- COCH= CHCOO-基团的吸电子作用强, 从而

NPCOS的供氢能力比 NMCOS 强, 故清除 DPPH

的能力强。

图 3 NMCOS和 NPCOS对 DPPH自由基的清除

Fig. 3 Scavenging eff ects of NMCOS and NPCOS on

DPPH radical

3 结 语

作者对低聚壳聚糖进行酰化, 制得取代度相同

的 NMCOS和 NPCOS。并且考察了其对羟基自由

基 OH 和 DPPH 的清除能力。结果表明:取代度

相同时,尽管氨基和羟基的数目相同,但是 NMCOS

和 NPCOS对羟基自由基 OH 和 DPPH 的清除效

果不同。这说明不同的 N-取代基对低聚壳聚糖清

除自由基的影响不同。与 NMCOS 相比, NPCOS

引进 的 - COC6 H 4 COO - 的 吸 电 子能 力 比

- COCH= CHCOO- 较强,故其清除羟基自由基

OH 和 DPPH 的能力较强。这一结果为低聚壳聚
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糖及其衍生物的的深入研究有指明了方向。
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