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摘要：研究低聚壳聚糖（ＣＯＳ）与α－丙氨酸／天冬酰胺（低聚壳聚糖的羰基与氨基的物质量比均为

４：１）的美拉德反应。醇沉法提取与α－丙氨酸／天冬酰胺反应８、１６ｈ以及２４ｈ的低聚壳聚糖衍

生物，分别记为：ＣＡ－８、ＣＡ－１６、ＣＡ－２４、ＣＮ－８、ＣＮ－１６以及ＣＮ－２４。对衍生物进行红外表征，并研

究其对超氧阳离子Ｏ２．－、ＤＰＰＨ 自由基的清除能力以及还原能力。结果显示：美拉德反应后低

聚壳聚糖衍生物抗氧化能力得到显著提高。抗氧化能力强弱次序为ＣＡ－８＞ＣＮ－８、ＣＡ－１６＞ＣＮ－
１６、ＣＡ－２４＞ＣＮ－２４，即随着反应时间增加，低聚壳聚糖与α－丙氨酸美拉德反应的衍生物抗氧化

性始终更强，表明与小分子氨基酸进行美拉德反应制得的壳聚糖衍生物具有更好的抗氧化性。
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　　美拉德反应是在食物中发生的主要反应之一，
它由 还 原 性 糖、醛 或 酮 的 羰 基 部 分 和 氨 基 酸、蛋 白

质或任何 含 氮 化 合 物 的 胺 基 缩 合 产 生。其 产 物 结

构复杂、种类繁多，与反应时间、温度以及参与反应

的糖和氨基酸等有很大关系［１］。研究表明，氨基酸

的结构和种 类 会 影 响 美 拉 德 反 应 产 物 的 自 由 基 清

除能力 ［２］。
低聚壳聚 糖 可 以 作 为 羰 基 的 供 应 体 与 氨 基 酸

发生美拉 德 反 应。本 文 研 究 了 低 聚 壳 聚 糖 与α－丙
氨酸和天冬酰胺的美拉德反应，制得低聚壳聚糖衍

生物，考察了其对Ｏ２·－、ＤＰＰＨ的清除能力以及还

原能力，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（纯度＞９０％，脱乙酰度约为７０％，
凝胶色谱测定其相对分子质量为９　３７０），购自浙江

金壳生物化 学 有 限 公 司；鲁 米 诺，ＤＰＰＨ，购 自Ｓｉｇ－
ｍａ公 司；α－丙 氨 酸，天 冬 酰 胺，购 自 国 药 集 团（沪

试）；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。

１．２　主要设备和仪器

ＷＦＺ　ＵＶ２０００型紫外分光光度计：上海合利仪

器有限公司产品；９７０ＣＲＴ荧光分光光度计：南京昕

航科学仪器 有 限 公 司 产 品；ＥＱＵＮＯＸ５５傅 立 叶 红

外－拉曼光谱仪：德国布鲁克公司产品；ＩＦＦＭ　２Ｄ型

流动注射化学发光分析仪：西安瑞迈科技有限公司

产品。

１．３　低聚壳聚糖衍生物的制备

称取低聚壳聚糖３０．０ｇ两份，分别加入α－丙氨

酸０．６５２　５ｇ／天冬酰胺１．４５１　６ｇ，使得低聚壳聚糖

羰基和α－丙氨酸／天冬酰胺的 氨 基 物 量 比 均 为４∶
１。用３００ｍＬ的二次蒸馏水 溶 解，在８０℃下 回 流

反应，经过反复醇沉，制得与α－丙氨酸／天冬酰胺反

应８、１６以及２４ｈ的低聚壳聚糖衍生物，分别记为：

ＣＡ－８、ＣＡ－１６、ＣＡ－２４、ＣＮ－８、ＣＮ－１６以及ＣＮ－２４。

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　０００ｃｍ－１，分辨率为０．８ｃｍ－１。

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　用

ｐＨ＝１０．２０的０．０５ｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ２ＣＯ３－ＮａＨＣＯ３缓冲

溶液配制浓度为１．５×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ的鲁米诺溶液，
用１×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ的盐酸配制浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ的

邻苯三 酚 储 备 液，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［３］。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ＤＰＰＨ自由基的清除　在比色管中加入

２．０ｍＬ的浓度为１×１０－４　ｍｏｌ／Ｌ　ＤＰＰＨ无水乙醇

溶液，再加入不同浓度的样品溶液２．０ｍＬ，室温下

避光静置半小时，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％［４］。

１．５．３　还原能力的测定　ｐＨ＝６．６０的０．２ｍｏｌ／Ｌ
磷酸缓冲液和１％铁氰化钾溶液各２．５ｍＬ，加入到

２．０ｍＬ不 同 浓 度 的 样 品 溶 液 中，混 匀，置 于５０℃
水浴２０ｍｉｎ后迅速冷却，加入２．５ｍＬ　１０％三氯乙

酸溶液，混匀后在３　０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上

清液 ２．０ ｍＬ，加 入 ２．５ ｍＬ 去 离 子 水 和 ０．５
ｍＬ０．１％的三 氯 化 铁 溶 液，静 置１０ｍｉｎ后 在７００
ｎｍ处测定其吸光度［５］。

２．１　低聚壳聚糖美拉德衍生物的测试表征

Ｍａｉｌｌａｒｄ反应产物比较复杂，一般都会生成 类

黑精、还原酮及一系列含Ｎ、Ｓ的杂环化合物。低聚

壳聚糖与α－丙 氨 酸／天 冬 酰 胺 发 生 美 拉 德 反 应，产

物经过反复 醇 沉，可 以 洗 去 芳 香 类、杂 环 类 等 一 系

列小分子，红外表明，醇沉所得产物具有ＣＯＳ的特
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征结构，故初步认定为低聚壳聚糖衍生物。
图１是低聚壳聚糖及其衍生物（反应２４ｈ）的红外

光谱图。壳聚糖 及 两 种 衍 生 物 在１１００ｃｍ－１附 近

都有３个 较 强 的 多 糖 特 征 吸 收 峰，分 别 是８９５、１
０８５以及１　１５５ｃｍ－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［３］。低聚壳聚糖在１　６２１、１　５１５和

１　３８１ｃｍ－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［６］。且ＣＡ和ＣＮ在

１　６２１、１　５１５和１　３８１ｃｍ－１的峰较低聚壳聚糖有所

增强或 降 低，表 明 了 酰 胺Ｉ（Ｃ＝Ｏ）、自 由 氨 基（－
ＮＨ２）和酰胺Ⅲ的改变［７］，即低 聚 壳 聚 糖 在 美 拉 德

反应后结构发生了改变。

图１　低聚壳聚糖以及两种低聚壳聚糖美拉德衍生物（反应

２４ｈ）的红外图

Ｆｉｇ．１　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－２４ａｎｄ　ＣＮ－２４

２．２　超氧阴离子自由基Ｏ２·－ 的清除

超氧阴 离 子 Ｏ２·－ 有 一 定 的 毒 副 作 用，由 多 种

生物反应和光化学反应产生，它还能分解形成更强

的活 性 氧 物 质，如 单 线 态 氧 和 羟 自 由 基，导 致 脂 质

过氧化。邻苯三酚在碱性条件下能迅速自氧化，释

放出Ｏ２·－，生 成 有 色 的 产 物。当 有 自 由 基 清 除 剂

存在时，可清除Ｏ２·－，阻止有色产物的积累［３］。
图２、３、４描 述 了 低 聚 壳 聚 糖 及 其 衍 生 物 对

Ｏ２·－ 的清除效果。六种衍生物ＣＡ－８、ＣＡ－１６、ＣＡ－
２４、ＣＮ－８、ＣＮ－１６以 及ＣＮ－２４对 于 Ｏ２·－ 的 清 除 能

力均随着浓度 的 增 加，且 对 Ｏ２·－ 的 清 除 能 力 均 优

于低聚壳聚糖。

图２　低聚壳聚糖及其美拉德衍生物（反应８ｈ）对超氧阴离

子的清除能力

Ｆｉｇ．２　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－８，ＣＮ－８ｏｎ　ｓｕｐｅｒｏｘ－
ｉｄｅ　ａｎｉｏｎ

图３　低聚壳聚糖及 其 美 拉 德 衍 生 物（反 应１６ｈ）对 超 氧 阴

离子的清除能力

Ｆｉｇ．３　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－１６，ＣＮ－１６ｏｎ　ｓｕｐｅｒ－
ｏｘｉｄｅ　ａｎｉｏｎ

图４　低聚壳聚糖及 其 美 拉 德 衍 生 物（反 应２４ｈ）对 超 氧 阴

离子的清除能力

Ｆｉｇ．４　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－２４，ＣＮ－２４ｏｎ　ｓｕｐｅｒ－
ｏｘｉｄｅ　ａｎｉｏｎ
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　　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［８］。低 聚 壳

聚糖与α－丙 氨 酸／天 冬 酰 胺 发 生 美 拉 德 反 应，纯 化

后得到的低聚 壳 聚 糖 衍 生 物ＣＡ与ＣＮ，保 留 了 低

聚 壳 聚 糖 活 性 基 团，故 两 种 衍 生 物 具 有 抗 氧 化 活

性。相比天冬酰胺，低聚壳聚糖与α－丙氨酸生成的

衍生物ＣＡ对Ｏ２·－ 清除能力更强。这可能是由于

当低聚壳聚 糖 的 羰 基 与 两 种 氨 基 酸 的 氨 基 物 质 量

比相同时，α－丙氨酸分子较小，易于进攻壳聚糖的羰

基，可能使得衍生物具有更好的抗氧化活性。

２．３　对ＤＰＰＨ自由基的清除

ＤＰＰＨ 在有机溶剂中是一种稳定的自由基，其

结构中含有３个苯环，氮原子上有１个孤对电子，其
乙醇 溶 液 呈 紫 色，在５１７ｎｍ 附 近 有 强 吸 收。当

ＤＰＰＨ溶液中加入自由基清除剂时，孤对电子被配

对，吸收消失或减弱。低聚壳聚糖分子链中的活性

氨基和羟基可以提供氢与ＤＰＰＨ结合，从而达到清

除ＤＰＰＨ的目的［４］。

　　由图可知，反应时间不同的６种低聚壳聚糖衍

生物ＤＰＰ自由基的清除能力均优于低聚壳聚糖，即
抗氧化能力ＣＡ－８＞ＣＮ－８＞ＣＯＳ、ＣＡ－１６＞ＣＮ－１６＞
ＣＯＳ、ＣＡ－２４＞ＣＮ－２４＞ＣＯＳ。美 拉 德 反 应 产 物 对

ＤＰＰＨ的清除能力与体系的荧光值有一定关系［９］。
本实验表明，壳聚糖衍生物对ＤＰＰＨ自由基的清除

能力与反 应 过 程 中 荧 光 值 的 变 化 结 果 一 致。这 与

对Ｏ２·－ 的清除效果保持一致。

图５　低聚壳聚糖及其美拉德衍生物（反应８ｈ）对ＤＰＰＨ的

清除能力

Ｆｉｇ．５　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－８，ＣＮ－８ｏｎ　ＤＰＰＨ
ｒａｄｉｃａｌｓ

图６　低聚壳 聚 糖 及 其 美 拉 德 衍 生 物（反 应１６ｈ）对ＤＰＰＨ
的清除能力

Ｆｉｇ．６　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－１６，ＣＮ－１６ｏｎ　ＤＰＰＨ
ｒａｄｉｃａｌｓ

图７　低聚壳 聚 糖 及 其 美 拉 德 衍 生 物（反 应２４ｈ）对ＤＰＰＨ
的清除能力

Ｆｉｇ．７　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－２４，ＣＮ－２４ｏｎ　ＤＰＰＨ
ｒａｄｉｃａｌｓ

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［１０］。

　　图８、９、１０描 述 了 低 聚 壳 聚 糖 及 其 衍 生 物 对

ＤＰＰＨ自由基的清除能力。由图可知，６种低聚 壳

聚糖衍生物对ＤＰＰＨ 自 由 基 的 清 除 能 力 均 优 于 低

聚壳聚糖，即抗氧化能力ＣＡ－８＞ＣＮ－８＞ＣＯＳ、ＣＡ－
１６＞ＣＮ－１６＞ＣＯＳ、ＣＡ－２４＞ＣＮ－２４＞ＣＯＳ。这与前

面结果保持一致。
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图８　低聚壳聚糖及其美拉德衍生物（反应８ｈ）的还原能力

测定

Ｆｉｇ．８　Ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｐｏｗｅｒ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－８，ＣＮ－８

图９　低聚壳聚糖及 其 美 拉 德 衍 生 物（反 应１６ｈ）的 还 原 能

力测定

Ｆｉｇ．９　Ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｐｏｗｅｒ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－１６，ＣＮ－１６

　　美拉德 反 应 过 程 中 会 产 生 具 有 抗 氧 化 性 的 物

质，其中某 些 有 抗 氧 化 性 的 小 分 子 物 质 可 能 生 成、
积累或者挥发，也可能聚合成抗氧化性较好的大分

子物质，如类黑素等。通过美拉德反应制备３种低

聚壳聚糖衍生物，尽管消耗了活性氨基，但其衍生

物的抗氧化性却得到了较大的提升，其机理也有待

进一步研究。

图１０　低聚壳聚糖及其美拉德衍生物（反应２４ｈ）的还原能

力测定

Ｆｉｇ．１０　Ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｐｏｗｅｒ　ｏｆ　ＣＯＳ，ＣＡ－２４，ＣＮ－２４

　　本实验 研 究 了 低 聚 壳 聚 糖 与α－丙 氨 酸 和 天 冬

酰胺的美拉德反应，并检测了低聚壳聚糖及其衍生

物对Ｏ２．－、ＤＰＰＨ的清除能力以及还原能力。结果

显示，６种低聚壳聚糖 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；随 着 反 应 时 间 增 加，低 聚 壳 聚 糖 与

α－丙氨酸美拉德反应的衍生物抗氧化性始终优于低

聚壳聚糖与天冬酰胺美拉德反应的衍生物，这可能

是由于α－丙氨酸的分子较天冬酰胺小，更易于向羰

基进攻发生美拉德反应，生成的衍生物抗氧化性能

也更强。表 明 低 聚 壳 聚 糖 与 葡 萄 糖 的 美 拉 德 反 应

是提高抗氧化性更有效的手段，其机理还有待进一

步研究。本研 究 为 制 备 天 然、安 全、高 效 的 抗 氧 化

剂提供了很好的思路。
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科 技 信 息

台湾地区增订咖啡中赭曲霉毒素Ａ的限量标准

２０１２年４月１９日，台澎金马特别关税区发布Ｇ／ＳＰＳ／Ｎ／ＴＰＫＭ／２５５号通报，修订“食品中真菌毒素限量标

准”第三条，增订了烘焙咖啡豆、咖啡粉及速溶咖啡中赭曲霉毒素Ａ的限量规定为５ｐｐｂ以下。该通报的批准和

生效日期待定，评议截至期为２０１２年６月１１日。
［信息来源］食品伙 伴 网．台 湾 地 区 增 订 咖 啡 中 赭 曲 霉 毒 素 Ａ的 限 量 标 准［ＥＢ／ＯＬ］．（２０１２－４－２３）．ｈｔ－

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｏｏｄｍａｔｅ．ｎｅｔ／ｎｅｗｓ／ｇｕｏｎｅｉ／２０１２／０４／２０４４４０．ｈｔｍｌ

美国食品药品管理局公布纳米技术指南草案

据美国食品药品管理局（ＦＤＡ）消息，４月２０日美国ＦＤＡ就食品与化妆品企业使用纳米技术应该注意的事

项公布了２份行业指南草案。两份行业指南草案一份涉及食品行业，名为《行业指南：对重大生产过程变化后的

评估，包括新兴技术，关于食品配料与食品接触材料的安全性与管理状况，包括色素类食品配料》，另一份则涉及

化妆品行业，名为《化妆品种纳米材料的安全性》。
食品行业指南草案规定，食品生产企业在以下４种情况发生时，应该考虑 生 产 过 程 中 的 变 化 是 否 构 成 重 大

变化，这包括：影响到食品物质的特性；影响到食品物质的使用安全性；影响到食品物质的使用法规状况或；需要

提交材料报ＦＤＡ审批。
［信息来源］食品伙伴网．美国食品药品管理局公布纳米技术指南草案［ＥＢ／ＯＬ］．（２０１２－４－２１）．ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｆｏｏｄｍａｔｅ．ｎｅｔ／ｎｅｗｓ／ｙｕｊｉｎｇ／２０１２／０４／２０４３２７．ｈｔｍｌ




