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　　摘要:查阅了近十年来国内外有关壳聚糖降解的最新文献 , 系统地综述了壳聚糖降解制备 、分离 、纯化 、鉴

别的研究进展。
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甲壳素(Chitin),壳聚糖(Chitosan)由于具有良好的生物相容性和可降解性
[ 1]
,因而具有广泛的用途 。

但由于其分子量大 、水溶性差 、在人体内不易被吸收而使其应用受到限制
[ 2]
。随着研究的深入 ,人们发现

壳聚糖经水解生成的低聚合度的葡胺糖具有较高的溶解度 、易被吸收利用 ,更显示其独特的生理活性和

功能性质 ,具有更有魅力的新用途 。同壳聚糖大分子相比 ,低聚壳聚糖糖具有:(1)水溶性:当壳聚糖降

解时 ,其相对分子质量降低 ,壳聚糖分子中的氢键作用随之减弱 ,使壳聚糖分子在溶液中具有更大的扩展

趋势 ,从而引起壳聚糖分子构象发生一定的变化。而链长度和分子构象的变化使得壳聚糖在水溶液中的

无序程度增加 ,从而使其水溶性大为改善;(2)吸湿保湿性:低聚壳聚糖分子中大量的 —NH2 和—OH 强极

性基团的存在 ,不仅使低聚壳聚糖的水溶性大为改善 ,也使其具有良好的吸湿保湿功能;(3)抗菌抑菌功

能:有试验证明壳聚糖的抑菌作用是随着壳聚糖相对分子质量的降低而逐渐增强的 ,尤以相对分子质量

为1500左右的低聚壳聚糖的抗菌效果最好
[ 3]
。特别是相对分子质量低于一万的低聚壳聚糖更展现出独

特的优良生理活性和功能性质 ,即在人体肠道内活化增殖双歧杆菌 ,提高巨噬细胞的吞噬能力 ,促进脾脏

抗体生长 ,抑制肿瘤细胞生长:降低血压 、血糖 、血脂 、吸附胆固醇 。在微环境中具有较强抑菌作用和显著

的保温吸湿能力等;特别是较高聚合度低聚壳聚糖具有阻碍病原菌生长和繁殖的功能 ,能促进蛋白质合

成;活化植物细胞 ,从而促进植物快速生长等
[ 4]
。

1　低聚壳聚糖降解制备方法

目前 ,低聚水溶性壳聚糖的降解方法主要有酶降解法 ,化学降解及物理降解三种 。另外 ,最近还发展

了联合降解法。

1.1　酶降解

在壳聚糖降解工艺中 ,酶法降解与物理 、化学降解方法相比具有许多优点
[ 5]
。酶法降解过程和降解

产物的相对分子质量更容易被控制 ,而且 ,酶法降解在较温和条件下进行 , 可选择性地切断 β-1 , 4糖苷

键 ,反应过程中不需要大量的反应试剂 ,对环境污染较小等 。目前 ,已发现有三十多种专一或非专一性酶

可用于壳聚糖的降解 ,从而生成各种相对分子质量的低聚壳聚糖 。这些酶包括专一性降解酶如壳聚糖

酶 ,非专一性酶如脂肪酶 、溶菌酶 、蛋白酶 、元酶和聚糖酶等
[ 6]
。壳聚糖酶是壳聚糖的专一性水解酶 , 主

要来源于真菌 。壳聚糖酶催化壳聚糖降解得到甲壳低聚糖 ,其最适宜的pH值为4.0 ～ 6.8 ,产物是聚合度

为2 ～ 8的低聚糖。Miyake 利用牙孢杆菌属产生的脱乙酰壳聚糖酶在50 ℃下降解10h ,得到了聚合度为8

的甲壳低聚糖。自然界中的壳聚糖绝大部分由壳聚糖酶催化水解成小分子 ,但是商品壳聚糖酶的价格昂

贵 ,不易得到。近年来研究发现许多种酶如蛋白酶 、脂肪酶 、淀粉酶 、葡萄糖酶和胰酶等对壳聚糖具有非
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专一性水解作用 ,也可用来催化水解壳聚糖得到低相对分子质量产品
[ 7]
。因此 ,寻求经济 ,高效的壳聚糖

非专一性水解酶就成了近年来研究的热点。陈江燕等
[ 8]
研究了纤维素酶对壳聚糖的降解作用并初步探

讨了壳聚糖水解反应的动力学 , 得到的水解产物有氨基葡萄糖和它的二糖 、三糖和四糖 ,说明纤维素酶

能有效地催化壳聚糖降解 。陈云 ,胡健等
[ 9]
采用粘度测定法和还原糖测定法 ,研究了温度 、pH值 、反应时

间 、底物浓度 、金属离子及壳聚糖的脱乙酰度对胃蛋白酶降解活性的影响 ,研究了胃蛋白酶催化降解壳聚

糖的特性 。华南理工大学张立彦等
[ 10]
选用溶菌酶作为壳聚糖的水解用酶 ,研究了壳聚糖的脱乙酰度 、温

度 、pH、酶解时间 、底物浓度 、酶浓度及摇床速率等对酶水解反应的影响 ,并对以上影响因素进行优化 ,得

出了制备低聚壳聚糖的最佳生产工艺。武汉大学李艾华 ,杜予民等
[ 11]
还做了曲霉 AH625降解制备低聚

壳聚糖的研究 , 他们从特定土壤中分离出一株能分泌胞外甲壳酶的高产菌株曲霉 AH625 ,在以甲壳素为

唯一碳 、氮源的平板上生长 ,将菌株在生长培养基中振荡培养72h ,再转移至诱导培养基中培养 24h ,酶活

力可达 0.512μ mL。研究了菌株的最佳产酶条件 ,该条件下使产酶量提高 2 ～ 3倍 。能得到 Mw 为 1127 ,

Mw Mn为 1.53的低聚壳聚糖。

有关其它壳聚糖降解酶 ,浙江大学戴芸 ,朱旭芬
[ 12]
做了详细的综述 , 根据其底物特异性和断裂键的

专一性将其分为 Ⅰ 、Ⅱ、Ⅲ 三类。并根据已测序壳聚糖酶的氨基酸序列相似性 ,壳聚糖酶分别属于糖苷

水解酶46号 、75号和 80号。目前 ,只有2种壳聚糖酶的3级结构被测定。

1.2　化学降解

1.2.1　酸降解　由于糖苷键对酸是不稳定的 ,所以可以利用酸(包括无机酸和有机酸)使甲壳素和壳聚

糖发生水解以制备低聚糖和单糖。

早在上世纪 50年代 Horouitz等用酸和碱纯化后加入浓盐酸溶液进行降解反应 ,得到聚合度小于 10

的低聚壳聚糖。90年代又发展了浓硫酸法和氢氟酸法。浓硫酸法是在稀盐酸中加入 65 %浓硫酸对壳聚糖

进行降解反应 ,反应后用丙酮和硫酸的混合液处理得到甲壳低聚糖。氢氟酸法是将壳聚糖溶于稀盐酸中加

入HF溶液进行降解反应 ,反应 15h后以碳酸钙中和掉 ,过滤 ,滤液冷冻干燥 ,可制得低聚壳聚糖。化学法是

非特异性降解 ,过程难以控制 ,产物的相对分子质量范围较宽 ,但其简便易行 ,适于工业化生产
[ 13]
。

传统的化学降解方法是NaNO2 法 ,降解产物的相对分子质量可以通过改变 NaNO2 的加入量和反应

时间来控制 ,国内常用此法降解壳聚糖并提取产物中的单糖组分 。其方法如下:

将壳聚糖溶解于质量分数为 10 %乙酸溶液中 ,在搅拌下缓慢滴入一定量的 NaNO2溶液 ,于4 ℃下静

置一段时间 ,使 —NH2 发生重氮化反应 ,脱去一分子N2 ,引起分子内重排使大分子链断裂 ,再用NaBH4 还

原端基 ,完成降解反应 。该法得到相对分子质量位于 2000 ～ 3000 ,分布相对狭窄且为水溶性的低聚壳聚

糖。反应历程如图 1所示:

图 1　NaNO2 降解反应历程

Figure 1　Process of degradation by NaNO2

该法的主要缺陷在于:(1)产品的相对分子质量分布太宽 ,均一性差;(2)降解过程中破坏了氨基 ,理

论上加入 1 mol NaNO 2就要消耗 1 mol氨基 ,而壳聚糖良好的生物相容性主要由氨基提供 ,同时分子链上

存在足够数量的氨基也是壳聚糖进行进一步改性的重要前提 ,氨基数量的减少将会使壳聚糖的应用受到
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限制;(3)生产的三废污染严重
[ 7]
。另外 ,反应在低温下进行(5 ℃以下),温度的变化对实验的直接影响

较大 。

另外 ,盐酸降解也是比较常用的方法之一 。中国科学院大连化学物理研究所刘晓 、石瑛等
[ 14]
研究了

不同浓度HCl对壳聚糖 、低聚氨基葡萄糖 、氨基葡萄糖单糖的降解实验 ,实验得到了很好的效果并找到了

最佳条件 。

除此之外 ,还有抗坏血酸降解法
[ 15]
、H2SO4-HCl降解法

[ 16]
等方法被用来制备低相对分子质量的水溶

性壳聚糖 。

1.2.2　氧化降解　过氧化氢是一种氧化能力很强的氧化剂 ,用它对壳聚糖氧化降解具有无毒 ,无副产物

的优点 ,并在酸 、碱和中性条件下进行都可得到低相对分子质量壳聚糖。但反应工艺条件复杂 ,稳定性和

重复性较差
[ 17]
。其方法为:将 1 %壳聚糖溶液中 ,在催化剂存在条件下 ,加入适量H2O2 溶液 ,调节 pH 值

3 ～ 5进行反应;也可以将壳聚糖溶液 pH调节到 11.5 ,控制 70 ℃左右 ,分批加入一定量 35%的 H2O2 溶液

进行反应 ,采用 H2O2氧化法可得到相对分子质量为 2000左右的低聚壳聚糖。

过氧化氢氧化法是通过H2O2 离解产生的高活性羟基自由基攻击壳聚糖的 β-(1-4)糖苷键使壳聚糖

降解 ,其降解机理为:H2O2性质极不稳定 ,很容易发生分解 。在水溶液中 ,它可按下式电离
H2O2 =H

++HO2
-

HO2
-=H++O2

2-

HO2
-※OH-+(O)

HO2
-+H2O2 ※HO2 ·+HO·+OH

-

游离基HO2· 、HO·和新生O ,特别是高活性的HO·以及新生氧O对壳聚糖具有强的氧化降解作用 。

但H2O2 单独使用时电离产生羟基自由基的过程较慢 ,氧化效果不好
[ 18]
。为了克服这一缺点 ,最近

又发展了一些新的过氧化氢降解技术。例如 , 福建师范大学黄群增 、王世铭等
[ 19]
探讨了在紫外光照射下

H2O2 氧化降解壳聚糖的情况 ,制得了相对分子质量为 2.8万左右的水溶性壳聚糖;金鑫荣 、柴平海等
[ 6]
在

H2O2中加入催化剂制备了相对分子质量为 2600 的低聚水溶性壳聚糖;张文清 、柴平海等
[ 20]
研究了

NaOCl H2O2 协同氧化制备低聚壳聚糖的适宜工艺条件 ,制得了相对分子质量为 930 得低聚壳聚糖 。另

外 ,还有用 H2O2-NaClO2 、H2O2-HCl 、NaBO3 、Cl2 等氧化降解法等
[ 21]
,其中用 H2O2-NaClO 2 氧化降解法则相

对分子质量可达 600。

过氧化氢氧化法是目前最常用的方法 ,也是目前研究最多的一种降解方法
[ 6]
。特别是在日本 ,每年

都有这方面的研究成果见诸报道。作者对过氧化氢降解壳聚糖进行了系统研究 ,通过控制反应条件 ,将

相对分子质量为 80万的壳聚糖在 11 h后降解到了 3万左右 ,同时也得到出了如下结论:(1)产品的产率

和颜色受反应时间的影响最大 。一般以 6 h为宜 ,此时产品为乳白色 ,且能得到 100 %水溶性的壳聚糖 。

超过 6 h开始慢慢变成褐色甚至变黑 ,甚至得不到任何产品(非水溶性和水溶性),原因正在探讨之中;

(2)产品黏度受氧化剂与CTS的比例影响较大;(3)降解温度也会对产品的颜色造成很大的影响 ,温度太

高(80℃以上)将会有部分壳聚糖炭化;(4)降解结束后 ,一定要调 pH值为 9 ～ 10 ,否则将影响产率;(5)过

滤掉非水溶性壳聚糖后的溶液浓缩后要加入 2 ～ 3倍量的无水乙醇且放置过夜才能得到水溶性的 、低相

对分子质量的壳聚糖 。

氧化降解存在的最大问题是在降解过程中引入了各种反应试剂 ,从而增加了控制降解副反应及降解

产物分离纯化的难度 。目前对氧化降解过程中有色副产物的产生机理及副产物的分离鉴定尚有待进一

步的研究 。

1.3　物理降解

物理降解法速度快 、无副产物 、无环境污染 ,是较理想的高聚物降解方法
[ 22]
。其中主要方法有以下

几种:

1.3.1　超声波降解
[ 7]
　超声波对壳聚糖的降解作用是十分明显的 。选用适当频率和功率的超声波照射

壳聚糖 ,能有效地将大分子链打断 。日本的景世兵等用 28 kHz的超声波对溶解于稀盐酸之中的壳聚糖
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作用 30h ,得到了相对分子质量很低的产品(聚合度 3 ～ 12)。升高温度和延长照射时间有利于降低产物

的分子量。另有研究表明 ,延长超声波的作用时间可以使降解产物的相对分子质量分布明显变窄 ,从而

得到较为均一的 、低相对分子质量的壳聚糖 ,同时降解过程中氨基的含量不变。

与化学降解相比 ,超声波降解的用酸量明显减少 ,后处理过程大为简化 ,对环境的污染也大大降低 ,

所以很多科研工作者都用此法研制低聚壳聚糖。超声降解法是目前试用较多的物理降解方法之一 ,但是

该法突出的缺点是收率太低 ,导致生产成本过高 ,要实现工业化还有待于进一步的研究。

1.3.2　γ射线辐照技术　壳聚糖在 γ射线的照射下可发生降解反应 。红外光谱分析表明 ,在 γ射线的

照射下 ,壳聚糖主链上的 β(1 , 4)糖苷键发生断裂 ,导致相对分子质量下降 ,辐射降解过程中没有产生羰

基 ,也没有使壳聚糖发生交联 、形成支链或网状结构
[ 22]
。

江苏省农业农科院原子能利用研究所张卫东 、李正魁等
[ 23]
研究了壳聚糖辐射降解后产物分子量 、粘

度 、微量元素与辐照剂量之间的关系。结果表明 ,10 ～ 450 kGy的辐照剂量可以使壳聚糖的相对分子质量

由82×105降至 10×103左右 ,降解效果明显 ,最适辐照降解剂量为 47 75 kGy;经 10 ～ 450 kGy剂量辐照 ,

壳聚糖粘度减小 ,相对分子质量和粘度均随辐照剂量的增大而降低。天津大学李治 、刘晓非等
[ 24]
用 γ射

线照射壳聚糖使之发生辐射降解 ,研究了降解反应的动力学 、辐射对壳聚糖脱乙酰化度的影响以及大分

子链的断链机理 。结果表明:壳聚糖在 γ射线照射下发生的辐射降解遵循无规降解动力学规律;降解过

程中壳聚糖的脱乙酰化度略有升高;降解反应主要由壳聚糖分子链上的 C1 —O—C4 键断裂引起 ,在降解

过程中生成了 δ-内酯结构的端基。随辐射剂量的增加 ,壳聚糖的相对分子质量明显降低 ,当辐射剂量达

到250kGy 时 ,大气环境下壳聚糖的相对分子质量从 27.4万下降到 2.4万 ,而真空环境下则下降到 2.0

万。胡健 、赵国骏等
[ 25]
采用 γ射线辐照相对分子质量为 450 kd的天然壳聚糖溶液 ,分析了辐照强度及辐

照时间与降解产物相对分子质量 、还原糖相对分子质量及相对分子质量均一性之间的关系 ,并通过分级

得到了若干相对分子质量(580 ～ 2800)的低聚壳聚糖 。

图 2　γ射线辐照技术降解机理

Figure 2　Mechanism of degradation by gamma ray

辐射降解是不需要添加物的固相反应 ,成本低 ,反应易控制 ,无污染 ,产品品质高 ,降解后壳聚糖的生

物相容性不受影响 ,具有广阔的发展前景。

1.3.3　微波场降解　微波降解法降解壳聚糖可使甲壳素脱乙酰化反应与壳聚糖降解反应同时进行 ,降

低了甲壳素脱乙酰化过程得碱用量 ,缩短了反应时间 ,可有效地降低成本
[ 26]
,而且可通过改进工艺技术

实现对环境无污染绿色生产
[ 4]
。

1.4　联合降解法

所谓联合降解即以上各降解方法的组合使用 ,目前是一个较新的研究领域 ,所以在此方面的研究还

不是太多 。

张峰 、殷佳敏等
[ 27]
进行了在超声波条件下用 H2O2 降解壳聚糖的研究 ,研究表明 ,在超声波条件下 ,

H2O2 降解壳聚糖的反应能在较低温度进行 ,降解反应速度提高近 3倍 ,且产物白度令人满意。

北京联合大学生物化学工程学院林强 、马可立
[ 28]
利用纤维素酶—H2O2 降解法制备了低分子量壳聚

糖 ,分别研究了 pH 值 、温度 、酶浓度 、H2O2加入量及反应时间等因素对产品收率及平均分子量的影响.在
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最佳反应条件 pH 为5.6 、酶 糖为 0.1 、反应温度 54 ℃ 、反应时间 6 h ,在反应结束前 0.5 h 加入一定量

H2O2 进行氧化降解得到了相对分子质量为 1500的低聚壳聚糖 ,而且由于H2O2 的作用产物颜色较浅。

郝红元等
[ 29]
采用醋酸锰Mn(AcO)2·4H2O对壳聚糖配位控制降解的研究及降解寡糖的相对分子质量

分布 ,得到了较低相对分子质量的壳聚糖。

2　分离纯化方法

低聚壳聚糖的制备方法不同 、制备目的不同 ,相应的分离纯化方法也不同 。但通常都包括调节体系

的pH值 、过滤(或离心)、真空(或冷冻)干燥等操作 ,必要时可进行脱色和重结晶。例如 ,由酸法水解甲壳

素得到的甲壳低聚糖经活性炭-硅藻土色谱柱吸附后 ,用乙醇梯度洗脱可得到不同聚合度(通常为 1 ～ 7)

的寡聚糖 ,然后在甲醇中结晶 ,可精制得高纯度的产物 。但活性炭 ,硅藻土只吸附低聚糖 ,而不吸附单糖 ,

并且吸附能力低 ,需大量乙醇 ,速度慢 ,不适于工业化。采用凝胶过滤法处理要比活性炭-硅藻土法快速 ,

可获得较大量的产物 。有专利报道 ,用离子交换膜法代替活性炭-硅藻土法 ,即以离子交换膜将剩余的盐

酸去除 ,这样可高效回收生成的甲壳素低聚糖和单糖 ,从而使得工业化成为可能 。壳聚糖酸法水解所得

的低聚糖混合物经阳离子交换树脂吸附 ,用盐酸梯度洗脱可得到不同聚合度的寡聚糖。此法可分离自由

氨基葡萄糖 ,分离较有效 ,可进行大规模色谱分离 。高压液相色谱(HPLC)法也是分离和纯化甲壳低聚糖

的有效方法。此外 ,也有采用膜法 、TLC FID法进行甲壳低聚糖的分离分析的
[ 30]
报道。

Christophe 等
[ 31]
的纯化方法为:将壳聚糖溶于 1 %的0.1M 乙酸中 ,用孔隙度从 3 ～ 0.22μm依次减小

的膜(Millipore)过滤 ,后用稀释的氨水再次沉淀 ,用大量的去离子水冲洗至中性 ,然后冻干即可。

杜昱光 、张铭俊等
[ 32]
设计了降解反应与膜分离技术相耦合方法(已申请专利),耦合技术的引进实现

了反应与分离一体化和过程的连续操作 ,提高了酶的利用率 ,有利于工业化生产 。选择不同孔径及不同

的膜操作参数 ,可以控制不同的反应程度 ,调控并获得所需聚合度的壳寡糖 。

3　降解产物分析与表征方法

3.1　凝胶渗透色谱(GPC)测定壳聚糖分子量及分子量分布
[ 33]

重均分子量(Mw),数均分子量(Mn)和相对分子质量分布(Mw Mn)用 TSKG5000-PW和 TSKG3000-PW

联柱 , RI 150示差检测器 ,在 TSPP100高效液相色谱仪上测定。标准样品为已知分子量的 TOSOHPulluan ,

流动相为 0.2M CH3COOH 0.1 M NaCOOCH3 缓冲液 ,流速为 1.0 mL min ,数据处理采用江申工作站。

3.2　高压液相色谱(HPLC)鉴定产物及纯度分析

陈江燕 、邬国铭
[ 34]
用高压液相色谱(HPLC)来鉴定产物 , 色谱柱为:LichoCART(R)250-4HPLC-

Cartridge;LichospHer(R)100NH2(5μm), 流动相采用乙腈-水(70∶30),流速为 0.5 mL min。在保留时间

6.424 、6.811 、7.830 、8.625min四处都出现了峰值 , 以 log K(停留时间)对 DP(聚合度)值作图 ,可得到线性

关系(由于杂质峰的影响使二糖的值有些偏离),这与蒋挺大的报道一致。分析结果说明在保留时间

6.424 、6.811 、7.830 、8.625min四处出现的峰分别是氨基葡萄糖的单糖 、二糖 、三糖和四糖 。

朱晓兰 、夏文水
[ 35]
采用甲壳素水解生成氨基葡聚糖 ,再用氯甲酸芴甲酯(FMOG-Cl)进行衍生 ,利用液

相色谱技术对衍生产物进行分析。其色谱柱条件为:ZORBAX Eclipse XDB-CR 柱 ,4.6 mm×150 mm、粒径

5 μm;柱温 25 ℃;流动相∶乙腈-水 ,起始时为 30∶70(体积比),12min内梯度变化至 100∶0(体积比),保持 2

min;流速 1.0 mL min ,紫外检测波长 254 nm ,并提出了甲壳素纯度的计算公式:

X =
mGAH mOS(203-42d)

203mOGAHmS

×100%

　　式中:mGAH为甲壳素样品水解后的 GAH 质量(mg), mOGAH为甲壳素标样水解后的 GAH 质量(mg),

mS为甲壳素 壳聚糖样品质量(mg), mOS为甲壳素标准样品质量(mg), d 为甲壳素样品的脱乙酰度 , 203

、42分别表示甲壳素分子中乙酰氨基葡萄糖单元和脱去乙酰基的相对分子质量 。

3.3　红外吸收光谱
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将高相对分子质量壳聚糖和低相对分子质量壳聚糖KBr压片 ,400 ～ 4000 cm
-1
区间扫描 ,相对分子质

量不同的壳聚糖红外光谱结构表征基本一致。几个特征峰如 3450 cm
-1
的O —H伸缩吸收峰 ,2867 cm

-1

的C —H伸缩吸收峰 ,1665 cm
-1
,1550 cm

-1
的酰胺峰都存在 。低相对分子质量壳聚糖由于羟基的增多 ,

3450 cm
-1
处出现较强的 O—H 吸收峰

[ 36]
。在壳聚糖降解前后 3400 cm

-1
左右的 N—H 伸缩振动 、1600

cm
-1
左右的N —H 弯曲振动等主要峰的位置都无变化 ,只是随壳聚糖相对分子质量的降低各峰峰强有所

变化 ,进一步证实了该协同反应是以开裂壳聚糖的 β(1 ,4)糖苷键来进行
[ 20]
,说明降解前后壳聚糖糖环结

构没有改变。作者运用HAc-H2O2均相体系对壳聚糖进行降解 ,制备出了一系列不同相对分子质量的低

聚壳聚糖 , 1600 cm
-1
左右的 N—H弯曲振动仍然存在 ,其红外吸收谱图与文献

[ 20, 36]
所述相同 。

3.4　电毛细管电泳测定降解后的壳聚糖的聚合度
[ 37]

高效毛细管电泳具有高分辨率 、高灵敏度及快速分离的特点 ,广泛用于寡糖的结构测定.将低相对分

子质量的水溶性壳聚糖 50 mg 加 150 μL 0.2 M 8-氨基奈-1 , 3 ,6-三磺酸盐(ANTS ,溶于 HAc-H2O中)衍生

物 ,并于 200 μL 1 M NaBH3CN 络合(40 ℃水浴反应 15 h),使糖链带负电荷 ,且具有发色团和荧光特性 。

由于大小不一的寡糖形成络合物时 ,每个络合物只带一个电荷 ,这样各种寡糖可根据分子大小在电泳中

得到分离 ,并很快通过激光诱导荧光检测 ,然后从出峰时间判断寡糖的聚合度。通过峰面积计算各种聚

合度的寡糖占总水解产物的百分比 。

3.5　游离氨基含量(或脱乙酰度)测定
[ 38]

准确称取壳聚糖溶于 30 mL 0.1 mol L HCl中 ,以甲基橙为指示剂 ,用 0.1 mol L NaOH 滴定过量的

HCl ,按下式计算脱乙酰度:

NH2% =
(C1 V1 -C2 V2)×0.016

m
;D.D =

203 ×(NH2%)
16 +42(NH2%)

　　式中:C1 、V1 和 C2 、V2分别为 HCl和NaOH的浓度(mol L)、体积(L);0.016为 —NH2 基团的化学式量

(Kg mol);m 为扣除水分后样品的质量(Kg)。

3.6　分子量的测定
[ 39]

用乌氏粘度计采用稀释法 ,以0.1 mol L乙酸 、0.2mol L 氯化钠溶液为溶剂 ,壳聚糖初始浓度为1.0 g 

L ,在 25 ℃下测定 。求出特性粘度[ η] ,按下式计算粘均分子量:Mη:[ η] =1.81×10
-3
Mη

0.93
。

3.7　低聚壳聚糖的薄层色谱分析
[ 40]

采用乙酸乙脂∶甲醇∶水∶氨水=5∶9∶1∶1.5混合液作为硅胶薄板展开剂时 ,可将不同聚合度的壳聚糖

寡糖很好地分开 ,且层析重现性高 ,糖残基数目和 Rf 值具有很好的线性关系。具体方法为:

准确吸取浓度为1 %的DP(聚合度)=1 ～ 6混合壳聚糖寡糖标准品 1μL点于高效硅胶板上(15 cm×

3 cm),距底端距离为 1.0 cm 。置于预饱和好的层析缸中 ,上行法展开。展开时间 30 min ,展距 10 cm 。取

出 ,用吹风机吹干 ,喷雾法显色 。壳聚糖寡糖点呈棕黄色。实验表明:含有 1 ～ 6糖单位的壳聚糖寡糖在

实验所选定的展层系统中分离效果很好:无拖尾 ,标准品中的 6个糖都分离得很清楚 ,分离点都呈圆形 。

可以得到很好的糖单位数目和 R f 值的线性对应关系。与高效液相色谱法(HPLC)结合是一种可靠的壳

聚糖寡糖分析方法。

另外 ,还有纸层析 、紫外吸收光谱 、核磁共振元素分析
[ 41 , 42]

、基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(MALDI TOF MS)
[ 43]
、High-Performance Size Exclusion Chromatography(HP-SEC)

[ 31]
等分析表征手段。

4　展望

作为一种性能优良的可生物降解的高分子材料 ,低聚壳聚糖有着广阔的应用前景 ,尤其是在医

药
[ 44 ～ 48]

、保健食品
[ 49 ～ 51]

、农业
[ 47 , 52]

和化妆品
[ 4 , 47]
方面显示其特异功能。我国海岸线长 ,甲壳资源丰富 ,加

强对及其衍生物的研究开发将会产生巨大的经济效益和社会效益。

如何使壳聚糖降解的成本低 、工艺简单 、产品均一 、无污染是壳聚糖降解方法的发展方向 。未来的研

究不会拘泥于某一单一的降解方法 ,很可能是几种降解方法的联合运用 ,人们可以通过控制某一环节得
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到不同相对分子质量的壳聚糖 ,以达到不同的使用目的 。另外 ,关于降解机理和降解效率还有待进一步

研究 。
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Abstract:The synthesis of a series of polydisperse hyperbranched poly(amine-ester)s based upon pentaerythritol

(as a core molecule)and N , N-diethylol-3-amine methylpropionate is described , proceeding in preudo-one-step

manner.The molecular composition of HPAE was characterized by GPC , FT-IR ,
1
H NMR and TGA.The thermoset

of hyperbranched poly(amine-ester)synthesized in this study becomes better as the generation increases.So , those

materials may be modified to meet particular application.Then highly uniform and monodisperse Nd nanoparticles ,

protected by hyperbranched poly(amine-ester), were prepared in aqueous solution.Transmission electron microscopy

(TEM)has been used to study the structure and characterization of the nanocomposites.From which it showed that

Nd nanoparticles were formed inside HPAE and the size distribution fits a lognormal distribution as the generation

increases.Those excellent dispersivity and good results allow for a complete prepare of nanoparticles by simple

precedure.
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