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低分子量壳聚糖及其衍生物的制备与溶菌酶对其降解的实验

研究

王 征,刘万顺,韩宝芹,魏长征

(中国海洋大学 海洋生命学院, 山东 青岛 266003)

摘要:将大分子质量壳聚糖用壳聚糖酶法降解成分子质量为 3 ku 左右的低分子质量壳聚糖,

再将其分别化学修饰成低分子质量的羧甲基壳聚糖和羧甲基甲壳素, 并进行结构表征。在

最适条件下,用溶菌酶分别对 3 种多糖进行降解实验 ,并进行酶解前后多糖的还原糖浓度测

定和 H PLC 分析,确定溶菌酶对不同结构多糖的水解能力。结果表明,溶菌酶对羧甲基甲壳

素水解作用最快,羧甲基壳聚糖次之, 壳聚糖最慢。该研究为甲壳素衍生物在生物医用材料

中的应用和降解速率调控提供了依据。
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甲壳素( Chitin)是自然界存储量仅次于纤维素

的第二大天然多糖化合物, 广泛存在于甲壳动物外

壳、某些植物及真菌类细胞壁中, 其化学结构为

( 1 4) 2 N 乙酰氨基 2 脱氧 D 葡聚糖。甲壳素

不溶于水、一般的酸碱和有机溶剂, 在浓碱加热条件

下可脱乙酰基成为壳聚糖 ( Chitosan)。壳聚糖糖单

元 C2位带有伯胺基, 在酸性溶液中溶解形成聚阳离

子的功能性多糖。由于壳聚糖可溶于水,大大拓宽了

应用范围,研究和开发应用已涉及工业、农业、医药、

功能性食品、生物材料、环保和日用化工等众多领

域[1] ,越来越显示出甲壳素衍生物的重要发展前景。

近 10 年来, 人们日益认识到甲壳素和壳聚糖作为功

能性多糖,具有优良的生物相容性、生物可降解性、无

免疫原性,在机体上具有抑菌、止血、镇痛和促进伤面

愈合等功能, 降解产物 N 乙酰氨基葡萄糖和氨基葡

萄糖是构建机体组织的重要性成分。甲壳素/壳聚糖

及其衍生物作为生物医用材料的应用已受到生物医

用工程研究人员的极大关注, 并得到广泛的研究应

用和开发,如作为药物的缓控释可降解材料 ,应用于

术后防组织间粘连的胶体和膜材料的制备[ 2] , 手术

组织空腔填充可降解材料骨关节滑液体的制造[3] ,

组织工程支架材料及可降解人工骨的合成[ 4] , 眼科

疾病治疗修复支架[5] , 神经组织修复导管[ 6] 等在中

国已有较深入的研究。作为载体支架材料在体内的

降解速度与新生组织形成时间的匹配是治愈损伤组

织恢复其生物学功能的关键。壳聚糖在动物体内可

被溶菌酶缓慢降解已有报道[7] , 但壳聚糖及其衍生

物产品作为生物材料,溶菌酶对其水解速度快慢的比

较尚未见报道 ,本实验用酶法将高分子质量的壳聚糖

用壳聚糖酶( Chito sanase)水解制备出数均分子质量

为 3 ku 左右的低分子质量的壳聚糖。通过化学修饰

制备出相应的羧甲基壳聚糖( CM Chitosan)和羧甲基

甲壳素( CM Chitin) , 以此为底物,分别进行溶菌酶水

解作用的实验研究,为壳聚糖及其羧甲基化衍生物作

为生物医用材料生物降解速度调控方面提供理论依

据。

1 材料与方法

1. 1 材料

壳聚糖: 本实验室制备, 粘均分子质量为 39 ku,

脱乙酰度为 90. 15% ; 壳聚糖酶: 本实验室发酵纯化

制品, 酶活力为 18 U / mg; Sephadex G 25凝胶( Phar

macia)。

试剂: 溶菌酶(北京鼎国生物技术发展中心,酶活

力为 10 000 U / mg ) , 冰醋酸、无水乙醇、KOH、氯乙

酸、甲醇、三氯醋酸、异丙醇均为国产商品试剂, 分析

纯。
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仪器: 1525 型液相色谱仪(美国 Water s 公司) ;

冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂) ;紫外可见光分光

光度计(北京普析通用仪器有限公司) ;电位计; 冷冻

干燥机( L abconco ) ; 红外光谱仪 RFX 65( Analect) ;

紫外检测仪(上海康华生化仪器制造厂)。

1. 2 方法

1. 2. 1 低分子质量壳聚糖的制备及纯化

取粘均分子质量为 39 ku 的壳聚糖 10 g 溶于

200 mL 2%的醋酸溶液, 调 pH 6. 0,加入 0. 5 g 壳聚

糖酶,于 40 下搅拌酶解, 取样 , 用稀 KOH 溶液调

pH 10~ 11 不产生沉淀时, 反应终止,时间为 3 h。反

应水解液冷却至室温,搅拌下加入 50%三氯醋酸 5. 0

mL, 于 4 下静置过夜。10 000 r/ min 离心 30 min,

除去沉淀的酶蛋白及不溶物,得上清液。搅拌下将离

心多糖溶液慢慢倒入 10 倍体积的 95% 乙醇中, 收集

沉淀。无水乙醇洗涤脱水,真空干燥, 得低分子质量

壳聚糖。

低分子质量壳聚糖组分的葡聚糖凝胶分离: 将

低分子质量壳聚糖配成 10% 水溶液, 上 Sephadex G

25 柱( 3 cm ! 60 cm)进行分离,每次上样量 5 mL ,控

制流速 0. 3 mL / m in, 紫外检测仪( 214 nm)检测洗脱

峰,每管收集 6 mL ,合并最大峰值对应的收集液, 冷

冻干燥,得纯化的低分子质量壳聚糖。

1. 2. 2 羧甲基壳聚糖的制备

用凝胶过滤制备的低分子质量壳聚糖 6. 5 g, 加

50% KOH 水溶液 26 mL, 搅拌均匀, 放置- 20  过

夜,加入异丙醇溶液 90 mL , 室温搅拌下慢慢滴加

50%氯乙酸异丙醇溶液 37 mL ,控制 3 h 内加完继续

搅拌共计 8 h, 反应结束抽滤固液分离, 固形物加入

甲醇溶液洗涤 3 次,再用 6 mol/ LH Cl溶液调 pH8~

9 充分甲醇洗涤, 反应产物真空干燥, 得低分子质量

羧甲基壳聚糖。

1. 2. 3 羧甲基甲壳素的制备

取羧甲基壳聚糖 4. 8 g ,置 250 mL 三口瓶中, 加

入 50 mL 甲醇和 2 mL 冰醋酸 ,搅拌下缓慢加入醋酸

酐 6 mL , 继续搅拌 12 h, 40 减压浓缩, 浓缩物用无

水乙醇沉淀,抽滤, 固形物乙醇洗涤, 真空干燥, 得低

分子质量羧甲基甲壳素。

1. 2. 4 多糖中氨基、羧基含量分析

采用电位滴定法测定伯氨基、羧基含量[ 8]。

1. 2. 5 多糖的红外光谱分析

将 3 种多糖分别与适量 KBr 混合研磨, 压片。

在 4 000~ 400 cm- 1波数范围内进行扫描,得中红外

区红外吸收光谱。

1. 2. 6 溶菌酶对 3 种多糖的酶水解实验

准确称取 3种多糖各 200 mg , 分别装入 3 个 50

mL 三角瓶中, 各加入 10 mL 0. 1 mo l/ L 的 HAc Kac

( pH = 5. 8)缓冲液, 加入溶菌酶 40 mg ,于 37 恒温

酶解 6 h。将酶解液各加入 50%三氯乙酸 0. 5 mL ,

摇匀, 于 4  静置过夜, 10 000 r/ min 离心 30 min, 除

去沉淀蛋白, 得上清液。测定 3 种多糖酶水解前后的

还原糖浓度, 剩余酶水解上清液冷冻干燥, 用无水乙

醇洗涤多次, 真空干燥, 得到 3 种多糖水解产物中干

燥样品, 进行多糖组分分析。

1. 2. 7 溶菌酶降解产物还原糖浓度测定

采用 3, 5 二硝基水杨酸法[ 9]。

1. 2. 8 酶水解多糖组分分析

采用Waters 1525 型液相色谱仪 (色谱柱: TSK-

GELG4000PWXL 7. 8! 300;流动相: 0. 1 mo l/ L H Ac

- KAC, pH= 4. 0; 柱温: 40  ; 进样量: 20 L; 流速:

0. 5 mL/ min)取适量的干燥物溶解于流动相中, 0. 22

m 滤膜过滤后进样。得到待测样品的典型色谱图

和保留时间, 对色谱图进行分析。

2 结果与分析

2. 1 低分子质量壳聚糖 Sephadex G 25凝胶

柱分离结果
低分子质量壳聚糖组分通过葡聚糖凝胶分离,得

到 4 个组分(图 1) , 峰1, 2 应为穿透峰, 峰4 应为聚合

度较小的寡糖 ,合并最大峰值 3 对应的收集液, 冷冻

干燥, 得分子质量相对均一的低分子质量壳聚糖。

图 1 低分子质量壳聚糖 S ephadex G 25凝胶柱分离结果

Fig. 1 Separat ing result of chitosan w ith low molecular

w eight by S eph adex G 25
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2. 2 3种多糖的红外光谱结构表征

图 2中 ∀、#与∃相比较在 1 062 cm- 1一级羟基

峰减弱( C6 OH ) , 说明在此位置发生了羧甲基化反

应, C= O 的非对称和对称伸缩振动羧基( - COO- )

在 1 650 cm- 1和 1 420 cm- 1分别是羧酸中的 CO 双

键和 CO单键的伸缩振动峰,以上结果表明所制备产

品∀、胺谱带, 即酰胺基中 N H 的面内弯曲和 C N

伸缩振 #存在羧甲基; #与 ∃、∀相比较在 1 580

cm- 1出现酰动特征峰。壳聚糖红外光谱中 1 590

cm- 1是酰胺的吸收峰, 是由  ( NH )和!( C N )偶合产

生的峰。

图 2 3种多糖的红外光谱

Fig. 2 IR result s of three samples

2. 3 3种多糖的指标测定

3 种多糖的各项指标测定见表 1。

表 1 3种多糖各项指标测定

Tab. 1 Properties of three samples of chitosan

多糖
相对分

子质量

氨基质量

分数( % )

羧基质量

分数( % )

还原糖

吸光度

壳聚糖 3 100 84. 50 % 0. 467

羧甲基壳聚糖 % 83. 00 71. 20 0. 369

羧甲基甲壳素 % 27. 30 65. 45 0. 305

2. 4 3种多糖酶解前后还原糖浓度的变化

3 种糖还原糖浓度酶解后都有增加。表明它们

都有不同程度的降解。在6h 时壳聚糖和羧甲基壳聚

糖还原糖浓度的增加量相差不多,而羧甲基甲壳素还

原糖浓度的增加量较大。表明壳寡糖随着羧甲基的

引入对降解并无太多影响,而随着羧基和 N- 乙酰基

的引入, 壳聚糖更易于溶菌酶降解。见图 3。

图 3 3种糖酶解后还原糖浓度增加量的比较

Fig. 3 Resu lt of th ree samples of chitosan by hydrolys is

2. 5 HPLC产物分析

由图 4的图谱分析 ,在酶水解 6 h 第二个峰面积

都比初始时( 0 h)大,而羧甲基甲壳素的最大, 表明 3

种糖都有降解 ,而羧甲基甲壳素降解速度最快, 羧甲

基甲壳聚糖次之,溶菌酶对壳聚糖降解最慢。

3 讨论

壳聚糖含有游离氨基是一种碱性糖,羧甲基壳聚

糖同时含有游离氨基和羧基,是一种两性糖。而羧甲

基甲壳素只含有游离羧基,氨基被 N 乙酰基保护, 则

是一种酸性糖。通过实验得出 3 种糖在溶菌酶作用

下都降解, 表明 3 种多糖在体内都会降解。溶菌酶对

羧甲基甲壳素水解作用最快, 羧甲基壳聚糖次之, 壳

聚糖最慢。实验结果为壳聚糖及其羧甲基化衍生物

作为生物医用材料生物降解速度调控方面提供理论

依据。
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图 4 3种多糖的 HPLC图谱

Fig. 4 HPLC an alys is of three sam ples of chitoan

人体内存在溶菌酶, 其生物学功能是催化细菌

细胞壁多糖的水解。这种多糖是 N 乙酰氨基葡萄糖

( KG) N 乙酰氨基葡萄糖乳酸( KM )的共聚物。萄萄

糖( KG) N 乙酰氨基葡萄糖乳酸( KM )的共聚物。由

于甲壳素与肽聚糖结构相似, 因此溶菌酶也可水解

甲壳素。据推测溶菌酶在酶解底物时存在特异性,降

解速度随着脱乙酰化度的提高而降低[10]。溶菌酶在

降解壳聚糖时,由于糖单元上 N 乙酰基的缺失, 造成

酶与底物亲和性的降低,故溶菌酶水解速度变慢。在

壳聚糖糖单元 6位上引入羧甲基,在一定程度上增加

了多糖的亲水性,有利于溶菌酶的水解作用, 但对提

高其水解速度不显著。
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Abstract: Low mo lecular w eight chitosan( Mn= 3 ku) is prepared f rom high molecular weight by chito sa

nase, carboxymethy lchito an and carboxymethychitin being synthesized by low mo lecular weight chitosan. The

three amy loses were character ized by infra red spectrum and hydrolysised by ly so zyme on the optima l condition.

Their hydro ly tic abilities in lyso zyme are ascertained by ly sozyme on the opt imal conditions, by determining

concentrat ion of r educing sugar and H igh Perfo rmance L iquid Chromatog raphy. The data revealed the hydro ly

sis r ate of carboxymethychitin was fastest and that of chito san w as slow est.
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