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Abstract： In order to investigate the influence of reaction time on the antioxidant activities of the
chitosan oligosaccharide （COS） derivatives，two kinds of COS derivatives were prepared through
Maillard reaction by heating COS and xylose with 4 h and 8 h separately （the ratio of -NH2 and -
C=O was 1∶1），named CX4 and CX8. The absorbance and fluorescence were determined during the
reaction. The chitosan oligosaccharide derivatives were characterized by FTIR and their molecular
weight was determined by GPC. Their antioxidant activity was investigated by employing various
established in vitro systems，such as superoxide/hydroxyl/1，1 -diphenyl -2 -picrylhydrazyl （DPPH）
radicals scavenging and reducing power. The results as flowers：the UV-Vis absorbance at 278 nm

摘要：为研究反应时间对低聚壳聚糖衍生物抗氧化性能的影响，通过低聚壳聚糖与木糖的美拉德
反应（低聚壳聚糖的氨基与木糖的羰基的物质量比为 1∶1），考察了反应过程中吸光度及荧光值的
变化，醇沉法提取 4 h和 8 h的低聚壳聚糖美拉德反应衍生物，分别为 CX4 和 CX8。 对两种衍生
物进行红外表征和相对分子质量测定，并研究其对超氧阳离子 O2

-、羟基自由基 OH 和 DPPH 的
清除能力以及还原能力。 结果显示：UV-Vis 光谱在 278 nm 波长处吸收峰于反应前期有明显增
强，但 4 h后增长非常缓慢；在 343 nm的激发波长和 435 nm发射波长下的荧光强度于反应前期
快速增加，但 2 h 后呈下降趋势；两种衍生物对 O2

-、OH 及 DPPH 的清除能力以及还原能力均得
到显著提高，且 CX8 的抗氧化性明显优于 CX4，即随着反应的进行壳聚糖衍生物的抗氧化性能
不断提升。
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had a sharply increase within the first 2 h，which attribute to the Maillard intermediate products；
The fluorescence intensity （Ex 343 and Em 435 nm） sharply increased within the first 2 h with a
subsequent decrease when heating time increased. Though the Maiilard intermediate products and
fluorescence prouducts had not accumulated after 4 h，the derivatives of 8 h showed stronger
antioxidant activity compared to the derivatives of 4 h. The antioxidant activity was found to be in
the order of CX8>CX4>COS，which indicated that the derivatives had the better antioxidant activity
as the reaction processed.
Keywords： chitosan oligosaccharide， xylose， Maillard reaction， antioxidant activity

美拉德反应是含羰基化合物（如还原糖）与氨
基化合物（胺、氨基酸、肽和蛋白质）之间的复杂反
应，不同的反应阶段会产生不同物质。 美拉德产物
含有类黑精、 还原酮及一系列含 N、S 的杂环化合
物。 研究表明，这些物质具有一定的抗氧化性能，其
中某些物质的抗氧化活性与食品中常用的抗氧化

剂相当[1]。 此外，在反应过程中还会产生一些色素和
荧光物质等小分子化合物，使得体系的光吸收特征
（包括紫外和可见）及荧光特征增强。
低聚壳聚糖的抗氧化作用日益受到广泛关注，

由于含有大量游离氨基，壳聚糖可以作为氨基的供
应体与还原糖发生美拉德反应。 作者以美拉德反应
作为低聚壳聚糖改性的手段，与木糖反应制得低聚
壳聚糖衍生物，研究了美拉德反应的特征，考察了
反应时间对低聚壳聚糖衍生物抗氧化性能的影响，
为拓宽低聚壳聚糖的改性和开发天然高效的抗氧

化剂提供了新思路。

1.1 原料与试剂
低聚壳聚糖， 购自浙江金壳生物化学有限公

司；鲁米诺：DPPH，购自 Sigma 公司；其余试剂均为
分析纯，抗氧化测试所需溶液由二次蒸馏水配制。
1.2 主要设备和仪器

WFZ UV2000 型紫外分光光度计： 尤尼柯 （上
海） 仪器有限公司产品；970CRT 荧光分光光度计，
EQUNOX55 傅立叶红外 -拉曼光谱仪 ： 美国
NICOLE 公司产品；Waters 515 型凝胶色谱仪：美国
Waters公司产品。
1.3 低聚壳聚糖衍生物的制备
称取壳聚糖 20.0 g，加入木糖 20.0 g，使得壳聚

糖氨基和葡萄糖羰基的物量比为 1∶1，用 200 mL 的

二次蒸馏水完全溶解，在 80℃下回流反应，考察反
应过程中吸光度和荧光度的变化。 醇提反应 4 h 和
8 h 的壳聚糖衍生物，检测无木糖存在，烘干得低聚
壳聚糖衍生物 CX4和 CX8。
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 500～4 000 cm-1，分辨率为 0.8 cm-1。
产物的平均相对分子质量及其分布采用 GPC

法测定。GPC测试条件如下：流动相：0.1 mol/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 抗氧化性能测定
1.5.1 对超氧阴离子自由基 O2

-的清除 浓度为
1.5×10-3 mol/L 的鲁米诺溶液用 pH=10.20 的 0.05
mol/L Na2CO3-NaHCO3 缓冲溶液配制， 浓度为 0.1
mol/L 的邻苯三酚储备液用 1×10-3 mol/L 的盐酸配
制，使用前用去离子水稀释至 1×10-4 mol/L。 以缓冲
液作为溶剂，配制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[2]。清除率=（A0－Ai）/A0×100%。其中 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超
氧阴离子 O2

-。
1.5.2 对羟基自由基 OH 的清除 浓度为 6.4×10-4

mol/L的鲁米诺溶液、0.012 mol/L H2O2和 0.8 mg/mL亚
铁氰化钾溶液用 pH=7.40 的 0.05 mol/L KH2PO4-
NaOH缓冲溶液分别配制。以缓冲液作为溶剂，配制成
系列不同浓度的样品溶液[2-3]。 依上述流动注射化学发
光分析方法测定并计算样品清除羟基自由基的活性。
1.5.3 对 DPPH 自由基的清除 取不同浓度的样

材料与方法1
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品溶液 2.0 mL， 分别加入在装有 2.0 mL 的浓度为
1×10-4 mol/L DPPH 无水乙醇溶液的比色管中，室温
下避光静置 30 min，在 517 nm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%[4]。
1.5.4 还原能力的测定 还原能力根据文献[5]测定
并稍做改进。 取 2.0 mL不同浓度的样品，加入 pH=
6.60的 0.2 mol/L 磷酸缓冲液质量分数 1%铁氰化钾
溶液各 2.5 mL，混匀，50℃水浴 20 min 后迅速冷却，
加入 2.5 mL质量分数 10％三氯乙酸溶液，混匀后在
3 000 r/min 下离心 10 min，取上清液 2.0 mL，加入
2.5 mL 去离子水和 0.5 mL 质量分数 0.1％的三氯化
铁溶液，静置 10min后在 700 nm处测定吸光度。

2.1 吸光度的变化
图 1 描述了低聚壳聚糖与木糖美拉德反应过

程中的紫外-可见吸收光谱图。由图可知，在 278 nm
处，随着时间的增加，反应前 2 h 增幅较大，其后增
加缓慢。 在酸性条件下，美拉德反应易发生糖的异
构和脱水，产生糠醛类物质[6]。 羟甲基糠醛是美拉德
反应的标示物， 在 280 nm 左右存在特征吸收峰 [7]。
紫外-可见吸收在 280，420 nm 附近的吸收，分别代
表美拉德中间产物羟甲基糠醛及褐变物质的量 [8]，
美拉德反应过程中褐变物质在不断积累。

图 1 UV-Vis 在 278 和 420 nm 处的吸光度
Fig.1 UV-Vis absorbance at 278 and 420 nm

2.2 荧光值的变化
图 2 描述的是在美拉德反应过程中， 体系在

343 nm的激发波长和 435 nm发射波长下测得的荧

光值变化趋势。可见，反应 2 h荧光强度快速升高且
达到最大值，这表明具有荧光性质的美拉德产物产
生和积累。 2 h 后，随着反应的进行，荧光强度反而
逐渐降低，说明荧光物质不断减少。 荧光物质被视
为美拉德反应的指示剂，因为它们灵敏地反映了美
拉德反应的早期过程 [9]，美拉德初期产物经过脱水、
裂变会产生无色的还原酮与荧光物质，此时，不饱
和的羰基化合物增加，如：糠醛、脱氧邻酮醛糖等。
由于产生了一些小分子化合物，这个体系的荧光特
性增强。 反应后期荧光物质将参与类黑素等大分子
的形成，所以随着时间增加积累越来越少[9]。

图 2 壳聚糖和木糖反应体系的荧光值
Fig.2 Fluorescence absorbance of Maillard reaction

有一些研究指出色素与荧光化合物并不完全

相同，并且荧光物质可能是色素物质的前体 [10]。 通
常， 在褐变与荧光物质形成之前有一个诱导时间，
但是荧光物质形成所需的诱导时间要短些 [10]，所以
荧光物质被认为是美拉德反应早期过程的指示剂。
2.3 低聚壳聚糖美拉德产物的结构表征
图 3 是低聚壳聚糖及其衍生物的红外光谱图。

壳聚糖及两种衍生物在 1 100 cm-1附近都有 3 个较
强的多糖特征吸收峰， 分别是 1 037，1 085，1 155
cm-1，这些吸收峰都来自壳聚糖主链环状结构，可作
为判定低聚壳聚糖及其衍生物存在的特征吸收峰
[4]。 壳低聚糖在 1 622，1 516，1 381 cm-1附近的吸附

带，分别归因于酰胺 I（C=O）、自由氨基（-NH2）和酰
胺Ⅲ [11]。 图中显示低聚壳聚糖美拉德衍生物在
1 516 cm-1的峰较低聚壳聚糖有明显降低， 表明了
自由氨基的减少。
采用 Waters 515 型凝胶色谱仪，测得样品低聚

壳聚糖的相对分子质量为 5 100， 美拉德反应制得的
低聚壳聚糖衍生物 CX4和 CX8的相对分子质量分别

结果与分析2
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为 6 410和 7 760。美拉德衍生物的相对分子质量较低
聚壳聚糖都有所增加，表明壳低聚糖分子中的游离氨
基酸和还原糖基团相互反应形成了更大的分子。

图 3 低聚壳聚糖及两种衍生物的红外光谱图
Fig.3 FTIR spectra of COS，CX4 and CX8

2.4 超氧阴离子自由基 O2
-清除

图 4 描述了低聚壳聚糖及其衍生物对 O2
-的清

除效果。 两种衍生物 CX4和 CX8对于 O2
-的清除能

力均随着浓度而增加， 其 IC50 （对自由基清除率为
50%时所需要的自由基清除剂浓度 ） 分别为
0.155，0.125 mmol/L， 而低聚壳聚糖的 IC50为 0.458
mmol/L，可见两种衍生物对 O2

-的清除能力均优于低

聚壳聚糖，且 CX8 的抗氧化性明显优于 CX4。 研究
表明， 低聚壳聚糖对 O2

-的清除活性可能与其分子

中的活性羟基和氨基有关 [12]，低聚壳聚糖作为氨基
的供体与提供羰基的木糖发生美拉德反应，与低聚
壳聚糖相比，其活性氨基含量下降，但其衍生物对
O2

-的清除能力有所提升，且反应时间较长所得的衍
生物抗氧化性更好。

图 4 低聚壳聚糖及其衍生物对超氧阴离子的清除能力
Fig.4 Scavenging activitys of COS，CX4 and CX8 on

superoxide anion

2.5 对羟基自由基 OH的清除
羟基自由基 OH是毒性最大的活性氧， 对细胞

内 DNA 的破坏作用很大。 它可以加成至碱基双键
中造成碱基破坏，从而产生突变。 低聚壳聚糖及其
美拉德衍生物对 OH的清除活性如图 5 所示， 其抗
氧化能力强弱次序为 CX8＞CX4＞COS。 即美拉德反
应的低聚壳聚糖衍生物对 OH的清除活性较低聚壳
聚糖均得到提升， 且反应 8 h 所得的衍生物对 OH
的清除能力更强，此现象与对 O2

-的清除效果一致。

图 5 低聚壳聚糖及其衍生物对羟基自由基的清除能力
Fig.5 Scavenging activity of COS，CG1∶3，CG1∶1 and

CG3∶1 on hydroxyl radicals

2.6 对 DPPH自由基的清除
图 6 描述了壳聚糖及其衍生物对 DPPH 自由

基的清除能力。 由图可知，CX8 与 CX4 的 IC50分别

为 0.026 和 0.049 mmol/L， 即对 DPPH 自由基的清
除能力强弱顺序为 CX8＞CX4＞COS。 这一结果同样
与对 O2

-和 OH的清除结果相仿。

图 6 低聚壳聚糖及其衍生物对 DPPH的清除能力
Fig.6 Scavenging activity of COS，CX4 and CX8 on

DPPH radicals
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2.7 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[13]。 如图 7所示，在
浓度为 0.30 mmol/L 时，COS、CX4 和 CX8 的吸光度
分别为 0.314、1.207和 1.524， 还原能力强弱顺序为
CX8＞CX4＞COS，这与前面的结果保持一致。

以美拉德反应为低聚壳聚糖的改性手段，与木
糖反应来制备低聚壳聚糖衍生物，并考察低聚壳聚
糖及其衍生物对 O2

-、OH 和 DPPH 的清除能力以及
还原能力。 结果显示，衍生物的抗氧化性均优于低
聚壳聚糖，故可以认为美拉德反应是低聚壳聚糖改
性的有效手段；虽然低聚壳聚糖与木糖反应的荧光
强度在 2 h 达到最大值，其后呈下降趋势，但反应 8

h 的衍生物抗氧化性优于 4 h 的衍生物， 这说明衍
生物的抗氧化性与美拉德早期产物—荧光物质无
直接关系， 并且反应时间相对越长抗氧化性越佳，
这可能与类黑素等褐变物质的积累有关，相关机理
还有待进一步研究。

图 7 低聚壳聚糖及两种美拉德衍生物的还原能力
Fig.7 Reducing power of COS，CX4 and CX8
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