
不同相对分子质量κ－卡拉胶马来酰衍生物的抗氧化活性

孙 涛，　李 铭，　陶慧娜，　谢 晶，　毛 芳
（上海海洋大学 食品学院，上海２０１３０６）

摘要：对κ－卡拉胶进行酸降解，经过透析得到两种卡拉胶低聚糖。分别与马来酸酐合成得到两
种马来酰衍生物（ＭＡ和ＭＢ），其相对分子质量分别为３　２００和４　５４０，且取代度相近。对产物进
行ＦＴ－ＩＲ表征，并考察了其对羟基自由基·ＯＨ、ＤＰＰＨ自由基的清除活性以及还原能力。结果
表明：ＭＡ清除羟基自由基·ＯＨ、ＤＰＰＨ自由基能力以及还原能力均优于 ＭＢ，即相对分子质量
可能是影响卡拉胶衍生物抗氧化活性的因素之一。
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　　２０００年，Ｙａｍａｄａ等人通过引入不同长度的直
链酸酐（Ｃ４、Ｃ６、Ｃ１２）对降解后的κ－和λ－卡拉胶低
聚糖进行酰基化，结果发现，酰基化后的κ－和λ－卡
拉胶的抗 ＨＩＶ活性得到提高，同时抗凝血活性降
低［１］。此后相继出现了用马来酸酐［２］、琥珀酸酐［３］、
醋酸酐［４］和邻苯二甲酸酐［５］等酸酐对低相对分子

质量κ－卡拉胶进行结构改性的报道，发现酰基化后
的κ－卡拉胶的生物活性得到大幅提高。研究表明，
多糖的抗氧化活性不仅受取代基团的影响，同时也

受相对分子质量的影响［６－７］。作者制备了取代度相
近相对分子质量不同的两种卡拉胶马来酰化衍生

物，考察了两种衍生物的抗氧化活性，为探明卡拉胶
衍生物抗氧化活性影响因素以及开发海洋多糖类抗

氧化剂提供理论参考。

１．１　 材料与仪器

κ－卡拉胶：食品级，上海联合食品添加剂有限公
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司产品；鲁米诺、ＤＰＰＨ：Ｓｉｇｍａ公司产品；其余试剂
均为分析纯，购自上海化学试剂公司；抗氧化测试
所需溶液，由二次蒸馏水配制。

ＷＦＺ　ＵＶ２０００型紫外分光光度计：上海合利仪
器有限公司产品；Ｄｅｌｔａ　３２０型ｐＨ计：梅特勒－托利
多仪分析仪器上海有限公司产品；ＩＦＦＭ－Ｄ型流动
注射化学发光分析仪：西安瑞迈科技有限公司产
品。

１．２　卡拉胶低聚糖的制备
将３０．０ｇκ－卡拉胶（ＫＣ）溶于１　２００ｍＬ浓度

为０．２ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液中，于６０℃下降解４ｈ。
冷却，用０．２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ调节溶液ｐＨ至７．０，先
通过微孔过滤器过滤（０．４５μｍ），再用截留相对分
子质量分别为３　５００和７　０００的透析袋在蒸馏水中
透析６ｄ，冷冻干燥后分别得到κ－卡拉胶低聚糖 Ａ
和Ｂ各约１．２ｇ［８］。

１．３　马来酰衍生物的制备
分别将１．２ｇ两种低相对分子质量卡拉胶用

７３２型阳离子氢型树脂在４℃下交换１ｈ，过滤，再
用四丁基氢氧化铵调节溶液ｐＨ值至６．０，冻干，得
两种卡拉胶四丁基铵盐。将卡拉胶四丁基铵盐８９８
ｍｇ溶解于２０ｍＬ　Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺中，然后依次
加入１３１ｍｇ　４－二甲基氨基吡啶，３．１０ｍＬ三丁基
胺，１．２７ｇ马来酰酐于装有磁力搅拌器和冷凝管的
三口烧瓶中，通Ｎ２ 保护，在６０℃下反应６ｈ，然后
于４℃的三水合乙酸钠的过饱和乙醇溶液中沉淀

１．５ｈ，用无水乙醇洗涤离心３次后，将沉淀溶于蒸
馏水中，在质量分数５％ＮａＨＣＯ３ 溶液中透析２ｄ，
再在蒸馏水中透析４ｄ，冻干后分别得两种低聚卡
拉胶马来酰化产物 ＭＡ和 ＭＢ各约０．６ｇ［２］。

１．４　 测试表征
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４００～４　０００ｃｍ－１，分辨率为０．８ｃｍ－１。
采用ＧＰＣ法测定卡拉胶酰化衍生物的相对平

均分子质量及其分布。ＧＰＣ测试条件如下：流动
相：０．１ｍｏｌ／Ｌ硝酸钠水溶液；监测器：Ｗａｔｅｒｓ　２４１０
示差折光监测器；柱子：Ｕｌｔｒａｈｙｇｒｏｇｅｌ　５００，１２０串
连；温度：４０℃。标准物质为：葡聚糖。

１．５　取代度测定
配制一系列不同浓度的马来酸酐标准溶液，用

石英比色皿于２５４ｎｍ紫外光下测定吸光度。对吸

光度与浓度作图可得吸光度与马来酸酐浓度的直

线方程，利用该方程与衍生物在２５４ｎｍ的吸光度
可以求得衍生物的酰化取代度（ＤＳ）［９］。

１．６　对羟基自由基·ＯＨ的清除
用ｐＨ为７．４０的０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＨ２ＰＯ４－ＮａＯＨ

缓冲溶液分别配制浓度为０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ的鲁米诺
溶液、０．０１２ｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２Ｏ２ 和０．８ｍｇ／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＝
（Ａ０－Ａｉ）／Ａ０×１００％。式中Ａ０ 为空白溶液峰面
积；Ａｉ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为羟基自由基·

ＯＨ［１０］。

１．７　对ＤＰＰＨ自由基的清除
在装２．０ｍＬ浓度为０．１ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ 无水

乙醇溶液的比色管中，加入不同浓度的样品溶液

２．０ｍＬ，摇匀，３３℃避光静置３０ｍｉｎ，在５１７ｎｍ处测
量吸光度Ａｉ。用去离子水代替样品溶液，得吸光度

Ａ０，无水乙醇代替 ＤＰＰＨ，得吸光度Ａｊ，清除率＝
（１－（Ａｉ－Ａｊ）／Ａ０）×１００％［１１］。

１．８　还原能力的测定
还原能力根据文献［１２］测定并稍做改进。取

２．０ｍＬ不同浓度的样品，加入ｐＨ＝６．６的０．２
ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液和１％铁氰化钾溶液各２．５ｍＬ，
混匀，５０℃水浴２０ｍｉｎ后迅速冷却，加入２．５ｍＬ
质量分数１０％三氯乙酸溶液，混匀后在２　０００ｒ／

ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液２．０ｍＬ，加入２．５
ｍＬ去离子水和０．５ｍＬ质量分数０．１％的三氯化
铁溶液，静置１０ｍｉｎ后在７００ｎｍ处测定吸光度。

２．１　κ－卡拉胶马来酰衍生物的结构表征
图１为原料卡拉胶（ＫＣ）和两种马来酰衍生物

（ＭＡ和 ＭＢ）的红外光谱图。从图中可以看出，ＭＡ
和 ＭＢ均保留原料卡拉胶的３个特征吸收峰［２］，即

１　２７０ｃｍ－１吸收峰处的 Ｏ－Ｓ－Ｏ对称伸缩振动吸收
峰；８４０ｃｍ－１吸收峰处的Ｃ－Ｏ－Ｓ伸缩振动吸收峰；

９３０ｃｍ－１吸收峰处的３，６－内醚－Ｄ－半乳糖中Ｃ－Ｏ－Ｃ
的伸缩振动吸收峰，这表明卡拉胶经过马来酰化
后，其结构单元未发生变化。ＭＡ 和 ＭＢ在１　５８０
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ｃｍ－１和１　４３０ｃｍ－１处出现特征吸收峰，它们分别是由
马来酰基中－ＣＯＯ－的不对称伸缩振动和对称伸缩振
动引起的，在１　６５０ｃｍ－１的特征吸收峰归属于Ｃ＝Ｃ，
这表明酰化后的产物为卡拉胶的马来酰基化衍生

物［２］。

ＧＰＣ结果及取代度测试结果表明：卡拉胶原料
（ＫＣ）、马来酰衍生物（ＭＡ和 ＭＢ）的平均相对分子
质量分别为：３．５×１０５、３　２００和４　５４０；其取代度分
别为０．４５和０．４４。

图１　原料卡拉胶及两种衍生物的红外光谱图
Ｆｉｇ．１　ＦＴ－ＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆκ－ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ

ａｃｙｌａｔｅｄ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

２．２　对羟基自由基·ＯＨ的清除
图２描述了κ－卡拉胶马来酰衍生物（ＭＡ 和

ＭＢ）对羟基自由基·ＯＨ的清除效果。它们对羟基
自由基·ＯＨ的清除活性随着浓度的升高而逐渐增
强，其半抑制浓度分别为０．０６９，０．１３５ｍｍｏｌ／Ｌ。
即清除羟基自由基·ＯＨ的能力为：ＭＡ＞ＭＢ。

图２　酰化衍生物对羟基自由基·ＯＨ的清除
Ｆｉｇ．２　Ｈｙｄｒｏｘｙｌ　ｒａｄｉｃａｌ　ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｃｙｌａｔｅｄ

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

２．３　对ＤＰＰＨ自由基的清除
图３描述了κ－卡拉胶马来酰衍生物（ＭＡ 和

ＭＢ）对ＤＰＰＨ 自由基的清除效果。它们对ＤＰＰＨ

自由基的清除活性随着浓度的升高而逐渐增强，其
对于 ＤＰＰＨ 自由基的半抑制浓度ＩＣ５０分别为

０．０６９和０．２７３ｍｍｏｌ／Ｌ。即清除ＤＰＰＨ自由基的
能力为：ＭＡ＞ＭＢ。

图３　酰化衍生物对ＤＰＰＨ自由基的清除
Ｆｉｇ．３　ＤＰＰＨ　ｒａｄｉｃａｌ　ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｃｙｌａｔｅｄ　ｄｅ－

ｒｉｖａｔｉｖｅｓ

２．４　还原能力的测定
还原能力是表示抗氧化物质提供电子能力的

重要指标，通过提供电子，阻断了Ｆｅ２＋向Ｆｅ３＋的转
变，从而表现出一定的还原能力。研究表明，抗氧
化活性和还原能力之间存在着密切的关系。图４
描述了κ－卡拉胶马来酰衍生物（ＭＡ和 ＭＢ）的还原
能力。由图可知，随着浓度的增加，样品的吸光值
也随之增加，还原能力逐渐增强。在０．８ｍｍｏｌ／Ｌ
时，其吸光度分别为０．８９４和０．７４７。即还原能力
为：ＭＡ＞ＭＢ。

图４　酰化衍生物的还原能力
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　Ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｐｏｗｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｃｙｌａｔｅｄ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

　　综上所述，ＭＡ对于羟基自由基·ＯＨ、ＤＰＰＨ
自由基的清除活性以及还原能力均强于 ＭＢ。卡拉
胶衍生物的抗氧化活性可能主要是分子中羟基含

量、取代基团性质以及取代度协同作用的结果。作
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者合成了取代度相近但相对分子质量不同的卡拉

胶马来酰衍生物，抗氧化性能比较结果显示：相对
分子质量为３　２００的 ＭＡ优于相对分子质量为４
５４０的 ＭＢ，即 ＭＡ中与自由基反应的羟基较 ＭＢ
多。造成这一结果的原因可能由于，较相对分子质
量小的衍生物相比，相对分子质量较大的卡拉胶马
来酰衍生物分子中的羟基易于形成分子内或分子

间氢键，使得其与自由基反应的羟基数目减少，从
而其抗氧化性能下降。

　　用 ＨＣｌ水解法制备并通过透析得到两种卡拉
胶低聚糖，分别与马来酸酐合成得到马来酰衍生物
（ＭＡ和 ＭＢ）。抗氧化性能测试表明，当取代度相
近时，相对分子质量越低，抗氧化能力越强。表明
相对分子质量可能是影响其抗氧化活性的重要因

素。作者为κ－卡拉胶的抗氧化活性研究以及多糖
类抗氧化剂的研究与开发提供一定的参考。
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