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摘要

合成了壳聚糖铜配合物，考察了脱乙酰度、温度对产品中铜含量的影响，脱

乙酰度为95％，温度为60℃为合成壳聚糖铜配合物的最佳条件，配合物中铜的

质量百分数11．24％。研究了产品在人工海水中的缓释行为及其对大肠埃希氏菌

的抑菌效果，产物在人工海水中15d的累积放度仅为O．76％，说明其具有优异的

缓释性能。抑菌第六天时，抑菌率可达54．5％。

以壳聚糖与一氯乙酸在碱性条件下通过加热制备了羧甲基壳聚糖(CMCS)。

考察了浓度、温度、金属盐对羧甲基壳聚糖溶液粘度的影响。羧甲基壳聚糖溶液

的表观粘度随浓度的增加而增大，随温度升高而降低，且溶液的浓度愈大，其表

观粘度受温度影响愈大；加入NaCI，会造成羧甲基壳聚糖水溶液体系的表观粘度

的下降，并且表观粘度随加入的NaCl量的增大而平缓下降。

以羧甲基壳聚糖作为骨架材料，采用戊二醛交联法制备CMCS．GA，对产品

进行了红外表征。考察pH及温度对溶液溶胀度的影响，凝胶在pH 7左右达最大

溶胀度，在碱性条件下，随口H增大CMCS。GA溶胀度减小，在酸性条件下，随pH

减dxCMCS．GA溶胀度减小，酸性较强时，凝胶溶解。当温度在25"C～55"C变化

时，CMCS．GA在水中溶胀度先升高再减小，在40"C左右达到最大值13．57，

通过吸附制备阿司匹林载药凝胶，观察载药凝胶在人工肠液中的溶胀动力学

特点及体外释放行为。在pH 7A的人工肠液中CMCS．GA2h达最大溶胀度1．38。

CMCS．GA的载药量为4．6 mg／g，凝胶在人工肠液中的96 h的累积释放度为99．9l

％，具有优良的缓释性能，药物的体外释放模型符合一级动力学方程。

通过戊二醛交联合成羧甲基壳聚糖铜、镉配合物，用红外光谱进行结构表征。

测定羧甲基壳聚糖铜中铜的量，分别考察其在人工海水及海水中的缓释性能，在

人工海水中缓释32天的累积释放度为0．2390％，在海水中缓释30天的累积释放度

为0．21 12％，且均释放平稳，说明其具有优异的缓释性能。

合成了羧甲基壳聚糖镁(II)、钙(II)、锌(II)、铁(II)、铝(111)、铈



壳聚糖及其羧甲基衍生物的配位化学研究

(II)配合物，用红外光谱进行结构表征。考察对超氧自由基的抑制作用，结果

表明，并对CMCS．Zn(II)，CMCS—Ca(II)，CMCS-Ce(1I)三种配合物对02’·的抑制

作用作了研究，结果表明，各配合物对02‘：均有较好的抑制作用， 02"·抑制率与

配合物浓度为正相关关系，当配合物的质量浓度在O．0049／l～O．29／1范围内时，

CMCS．Zn(II)抑制率最高，CMCS．Ca(1I)其次，CMCS．Ce(II)最低，表明配合物

对超氧自由基的抑制作用与配位金属离子的种类有关。

关键词：壳聚糖羧甲基壳聚糖羧甲基壳聚糖水凝胶缓释羧甲基壳聚糖盐
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The Ooordination Ohemi stry StudieS of Chitosan and

I ts Carboxymethy I Products

Abstract

Complex of chitosan-copper(II)was synthesized，the influence of deacetylatiou

degree and temperature to the mass fractions of copper in product were choked，the

best conditions for synthesis of copper complexes chitosan were Deacetylation degree

of 95％，temperature of 60。C，and quality percentage of copper Was l 1．24％．Release

·controlled capability of product in simulated seawater and its antimierobial effects to

Escherichia coil Was studied，the cumulated release rate of product in simulated

seawater Was just O．76％1 5 days later,which indicated the excellent release

-controlled capability of the product．The antimierobial rate reached 54．5％six days

later．

Carboxymethyl Chitosan(CMCS)WaS synthesized under conditions of

basification and heat by chitosan and monochloroacetic acid．The product was

analyzed by IR，and its apparent viscosity under certain conditions Was determined，

the apparent viscosity of CMCS rised while concentration increased or temperature

declined，thicker solution was affected great when the temperature changed，CMCS S

apparent viscosity declined gently with addition ofNaCt．

CMCS—GA gel based on CMCS Was synthesized by cross-linking wim

glutaraldehyde,which was analyzed by IlL Swelling ratio of CMCS-GA gel in water

solution of different pH and swelling ratio of CMCS·GA gel in distilled water at

different temperature Was determined，the results indicated that Swelling ratio of

CMCS-GA gel got to its maximum point at about ph7；Swelling ratio rised with

increased alkaleseence under alkaline conditions．and declined wim increased acidity

under acid conditions，the gel dissolved while acidity Was too strong；Swelling ratio

firstly rised and then declined while temperature changed from 25"C t055"C，and got

to the maximum swelling degree point 1 3．57 at about 40"C．

To evaluate the adsorption capability ofCMCS-GA gel to aspirin and its

application in drug release-controlled system．Aspirin entrapped hydroge|was

1ii



壳聚糖及其羧甲基衍生物的配位化学研究

synthesized by adsorption effect ofCMCS-GA gel to aspen．The swelling

characteristics and the release behaviors ofaspirin entrapped hydrogel in simulated

intestinal juice(pH7．4)have been studied respectively．CMCS·GA in simulated

intestinal juice 0H7．4)got to themaximum swelling degree 1．38 in 2h．The

adsorbing capacity ofaspirin by CMCS·GA was 4．6rag／g,the cumulated release rate

of aspirin entrapped hydrogel in simulated intestinal juice(pH7．4)for 96h was

99．91％，which indicated the excellent release-controlled capability ofaspirin

entrapped hydrogel．The results also showed that the release profile ofaspirin from

hydrogel followed first order kinetic equations．

The complexes ofCarboxymethyl Chitosan with copper(If)，cadmium(10 and

glutaraldehyde have been synthesized，the structures ofwhich were characterized by

IR spectra,the mass fractions ofcopper in product Was also checked．Release-

controlled capability ofproduct in simulated SeaWater and seawater was studied

respectively,the cumulated release rate ofproduct in simulated seawater was just

0．2390％32 days later,and the cumulated release rate ofproduct in seawater was just

O．2l12％30 days later,both ofthem released steadily。which indicated the excellent

release-controlled capability ofthe product．

The complexes of Carboxymethyl Chitosan with magnesium(II)，calcium(II)，

zine(II)，iron(If),aluminum(111)，cerium(II)have been synthesized，the structures of

which were characterized by瓜spectra．The free radical scavenging effects of

complexes CMCS-Zn(II)，CMCS-Ca(II)，CMCS-Ce(II)on superoxide anion radical

by NADH·PMS-NBT system were studied．The results demonstrated that three kinds

of the complexes all showed excellent ability for scavenging the superoxide anion

radical，and the results also showed positive correlation in scavenging ability and

concentration ofsamples．When mass concentration ofsamples was 0．004#～O．29／1．

complex of Carboxymethyl Chitosan with zinc(11)displayed the highest scavenging

effects on the superoxide anion radical，while complex of Carboxymethyl Chitosan

with Ca(10 Was the next and Carboxymethyl Chitosan with Ce(II)was the lowest．It

was deduced that the metal ion had something to do with its ability to scavenging

superoxide anion radical．
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Key Words：Chitosan；Carboxymethyl Chitosan；gel；controlled release；complexes

of Carboxymethyl Chitosan
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1．文献综述

1．1甲壳素

甲壳素(chitin)，又名几丁质，甲壳质，是一种天然高分子化合物，属于氨基

多糖，系统名(1，4)-2一乙酰氨基．2．脱氧．D．葡萄糖。主要存在于低等动物，特别是

节肢动物，如虾、蟹和昆虫的外壳，某些植物和菌、藻类细胞壁中。据估计每年

自然界生物合成量达千亿吨之多【I】，仅海洋中年产量达几十亿吨【2l’是自然界中

产量仅次于纤维素的第二大可再生资源，亦是地球上数量最多的含氮天然有机物

(其次是蛋白质)f31。

l-1．1 甲壳素的制备【4r5l

甲壳质和碳酸钙等无机盐、蛋白质结合在一起。将虾或蟹壳在常温下用稀盐

酸脱钙，再用热的稀碱除去蛋白质，剩下的水不溶物就是甲壳质，然后再用

KMnO。脱色f6】即得成品。

甲壳索的制备过程：

9％坤Cl

l
虾或蟹壳——一脱钙

J
CaCh，C02

泓Na0吁

l
脱蛋白——一甲壳质
j
蛋白

图1．1甲壳素的制备过程

H91．1 The process ofpreparation ofchitin

甲壳素的分子结构式为

图1．2甲壳素的分子结构示意图

Fi91．2 The molecular structure of chitin
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由于它分子内和分子间存在有强烈的．0．．JH．O．型及．o．．H．N．氢键作用导致即

不熔化(加热至0473K以上则开始分解)，因而不能溶于水、稀酸、稀碱以及一般的

有机溶剂‘7，引，这极大限制它的实际应用，也影响研究工作的深入开展。

1．2壳聚糖

壳聚糖‘7】(Chitosan，cs)是甲壳素分子中c2位上的乙酰氨基水解或酶解脱去

一部分或全部得到的产物，属于带正电荷的聚合良好的天然氨基多糖多糖，由于

脱乙酰化反应破坏了甲壳素分子结构的规整性，因此，壳聚糖溶解性能较甲壳素

大为改善，化学性质也较为活泼。它可溶于酸或稀酸水溶液，具有可再生、无毒

副作用，生物相容性和降解性，其自身及其衍生物具有许多独特的生理、药理功

能性质，吸附、整合、保湿和成膜等优异性能，对人体无毒、无免疫原性、具有

良好的抗菌性、创伤修复性能。尤其近年来，由于其具有生物高分子的天然优势，

人们充分利用它的生物官能性，生物相容性，低毒性、生物可降解性、几乎无过

敏作用，具有良好的医学功能和药物作用等性质，不断开发了它在生物和医药方

面的应用市场。

1．2．1壳聚糖的制备眦

制备壳聚糖的工艺流程为：

虾、蟹壳置堡净壳{篡等等}童§丽忑芒吾斋兼昔詈旦甲壳素学翥壳聚搪至中性 脱色 漂白
‘。。4

煮沸 至中性。～““

图1．3壳聚糖制各的工艺流程图

Fi91．3 The process ofpreparation ofchitosan

结构式为：

图1．4壳聚糖的分子结构示意图

Fi91．4 The rao!ecular stnlcture ofchitosan

2
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x为脱乙酞度，通常在50％．100％之间【引。壳聚糖分子结构中的游离氨基，能

结合酸分子溶解在稀酸水溶液中，所以也叫可溶性甲壳素，是自然界中唯一碱性

多糖”o】，具有许多特殊的物理化学性质和生理功能。

1．2．2壳聚糖的化学改性

壳聚糖是甲壳素脱乙酰基后的产物，与甲壳素相比其溶解性能有所改善，但也只

能溶于一些稀酸中，不能直接溶于水中，这在很大程度上限制了它的应用，因此改善壳

聚糖的溶解性能，特别是改善其水溶性，是壳聚糖改性研究中最重要的方向之一。

壳聚糖分子中含有羟基和氨基等活性基团，可通过化学修饰改善其水溶性，如通过

羟基化反应、羧基化反应、硫酸脂化反应、氰化、醚化、醛亚胺化、叠氮化、成盐、

螯合、水解、氧化、降解、接枝与交联等，可制备出溶解性良好，具有不同性能和

功效的衍生物，从而扩宽其应用领域，提高应用价值【Iltl21。

壳聚糖的化学改性的主要类型有以下几种：酰化、醚化、N．烷基化、脂化等。

在众多的化学改性，醚化反应之一的羧甲基化是研究比较多的一种。

1．3羧甲基壳聚糖“∞

羧甲基壳聚糖(Carboxymethyl chitosan，CMCS)是壳聚糖经羧甲基化反应后的

一类壳聚糖衍生物。由于壳聚糖分予中存在游离氨基和羟基，反应时取代基可进入

O(C6)平IIN(C2)。则相应的产物有O。羧甲基壳聚糖(O．CMCS)。N．羧甲基壳聚糖(N．

CMCS)和N，O．羧甲基壳聚糖(N，O．CMCS)。

由于羧甲基壳聚糖结构的特殊性，含有活泼的．OH、．NH2等活性基团，在N或

O上可引入其他活性基团，改善其溶解性和生物活性，甚至产生新的活性功能。因

此进一步拓展羧甲基壳聚糖及其衍生物的应用领域以及壳聚糖的配位化学研究，开

展羧甲基壳聚糖及其衍生物金属配合物的制备、结构、理化性质和功能活性研究是

重要的研究方向之一。

1．3．1羧甲基壳聚糖的制备

壳聚糖C6位置上的羟基以及C2上的伯氮基均可能发生羧甲基取代反应，按

取代位置的不同，壳聚糖的羧甲基衍生物可以分为三种：O．羧甲基壳聚糖，N．羧

甲基壳聚糖，N，o-羧甲基壳聚糖。N．羧甲基壳聚糖(N．CMCS)的取代仅发生在

C2位的自由氨基上；O．羧甲基壳聚糖(O．CMCS)的取代发生在c6位的羧基上，

C2位的自由氨基不发生取代；N，O．羧甲基壳聚糖(N，O．CMCS)在C2和06位都
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有取代反应。

由于C3位空间位阻效应以及C3和C2分子间氢键作用，使c3位较难发生取代

反应，而以c6．0羧甲基为主，对于C6．OH和C2．NH2来说，在碱性条件下羧甲基

在羟基上的取代活性要高于氨基，只有取代度接近1和高于1时，才会同时在氨基

上发生取代，形成N，O．甲基壳聚槲31。

60dtk∞眦

3厶od·d白㈣

捌《^‘凸面蚺

图1．5羧甲基壳聚糖的分子结构示意图

Fi91．5 The molecular structure ofCarboxymethyl chitosan

1．3．1．1 0．羧甲基壳聚糖的制备方法按羧化试剂可分为乙醛酸法和氯乙酸法。

(一)乙醛酸法e14～‘6】

乙醛酸与壳聚糖的2位氨基发生反应得到希夫碱，经过氢化钠还原得到N．

羧甲基壳聚糖。这个反应的特点是选择性取代，不需要加热，容易进行，产物结

构简单。

(二)氯乙酸法【17～19)

一氯乙酸在碱性条件下与壳聚糖的6位羟基或2位氨基均可发生取代，所以最

终产物是各种羧甲基壳聚糖的混合物。氯乙酸法按照原料可分为两类：一以壳聚

糖为原料：二以甲壳素为原料即甲壳素脱乙酰化．羧甲基化连续制备。

1．3．2羧甲基壳聚糖的优良性能【20l

4
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羧甲基壳聚糖是一种水溶性壳聚糖衍生物，有许多特性，如抗菌性强，具有

保鲜作用，是一种两性聚电解质。羧甲基壳聚糖在日化、食品、造纸、制药、化

妆品等方面都有着各自重要的用途，这主要是因为其具有如下优良性能：

①水溶性：取代度大于0．6的羧甲基壳聚糖易溶于水，取代度愈高，水溶性愈

好，其溶液的透明度也愈好。

②保湿性：羧甲基壳聚糖上的羧基及胺基都是亲水基团，有着较强的吸水性，

0．25％的羧甲基壳聚糖溶液的吸湿度与20％的丙三醇相当，溶液的粘度恒定。

⑨成膜性：羧甲基壳聚糖有较好的成膜性，其膜具有光泽，透明而柔韧，并有较

好的透气性。

④高分子性能：对胶体有稳定作用，有增稠、凝胶的作用和气泡稳定作用。

⑤安全无毒性：羧甲基壳聚糖安全、无毒、无害。

1．4壳聚糖／羧甲基壳聚糖的应用现状与前景展望

1．4．1在医药医学方面的应用【2卜2研

(一)外科手术线

壳聚糖具有生物降解，无毒以及生物相溶性，可用制造外科手术线。将壳聚

糖溶于醋酸尿素混合物的水溶液中过滤，再加入氢氧化钠和乙醇的凝聚液，经拉

伸、干燥制成的细纤维可作缝合线。这种缝合线强度好，可长期存放，能用常规

法消毒、染色、掺入药剂、被人体组织液降解，伤13愈合后无须拆除手术线，免

除了患者拆线的痛苦。N．CMCS适合于阻止组织问粘结，以其凝胶或膜用于外科

手术，由于羧甲基壳聚糖形成的凝胶粘度和弹性大于血浆，可阻止血液在组织表

面凝结从而阻止结块。

(二)人造皮肤

壳聚糖制成的人造皮肤，目前可以认为是一种理想的材料，它柔软、舒适，

与创伤面的贴合性好，既透气、又吸水，具有抑制疼痛和止血的功能，有抑菌消

炎作用，随着创伤慢慢愈合，自身皮肤生长，能自行溶解而被机体吸收，免除了

揭除时流血多及病人的痛苦，也不会留下碎屑而延缓伤口的愈合，相反会促进皮

肤的再生，对治疗高热创伤特别有效。从20世纪40年代开始，就已有人研究壳聚

糖人造皮肤了。日本和我国都已能生产并已付诸实用，日本生产的人造皮肤如

BeschitinW(BSW)厚度0．12 mill，具有止血、t疼、抗溶化及促进表皮形成等
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功能【261。

(--Z)抗肿瘤作用

癌细胞会释放大量的癌毒素，此毒素会降低人体血清中的铁质，使人贫血，

食欲减退，低聚壳聚糖在人肠内形成的小分子很容易被肠吸收，可以抑制癌毒素

在体内的释放，同时，低聚壳聚糖吸附在血管壁细胞的表面，可抑制癌细胞的转

移。细胞之间黏附力下降，组织遭破坏。带阳电荷的聚阳离子电解质能吸附到肿

瘤胞表面并使电荷中和，从而抑制了肿瘤的生成和转移‘271。

(四)药物载体

药物载体是药物制剂生产的必须材料，随着药物制剂向“三效”(高效、高速、

长效)和“--,J,”(毒性小、副作用小、剂量小)发展，具有无毒、无刺激、无免

疫原性、无热源反应、不溶血、无致突变性及可自然降解、良好的组相容性、良

好的缓释和控释作用的甲壳素和壳聚糖成为～个研究的热点。壳聚糖及其衍

生物作为药物载体，在运送药物上可以稳定或保护药物中的成分，促进药物的吸

收，延缓或控制药物的释放，帮助药物送达目的器官。

(五)抑菌杀菌功能【28l

壳聚糖能抑制多种细菌的生长和具有抗真菌活性，尤其对真菌和丝状菌类

有独特的效果。因此可作为天然抗菌剂进一步开发利用。早在1979年，Allan等

就提出壳聚糖具有广谱抗菌性。伊滕由雄报道了壳聚糖对各类细菌和真菌的完全

抑制的最小阻止浓度(MIC值)1291．在细菌中包括溃疡菌(Corinebaeterium

michiganence)10 I．tg／mL大肠杆菌(E．coli)、黄色葡萄球菌(Slaphyloeoeeus

aureus)为20弘g／mL，软腐菌(Frwinic Sp)和黑腐菌(Xanthomonas campestris)

均为500 ttg／mL；在真菌中包括灰色霉菌(Botrylis einerea)10 1．tg／mL，斑点菌

(Drechslera somkiniana)为10 tag／mL，一个典型的植物病原真菌——镰刀菌

(Fusarium oxyspomm)的MIC值也仅为100 I．tg／mL，显示出非常高的抗菌活

性i

由于壳聚糖在碱性条件下溶解性较差，因此限制了它的应用。Kim等[301在

壳聚糖的氨基上接上了不同长度的烷基，制备了一系列的壳聚糖季铵盐衍生物。

由于壳聚糖的衍生物在酸性和碱性条件下都可溶，因此有着更广泛的应用。对抗

菌性能的研究表明经过改性的壳聚糖抗菌活性有所提高，而且抗菌活性随着烷基

6
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链的增长而增加。Shin掣31】用可溶性的壳聚糖衍生物对纤维进行了预处理，得

到具有抗菌活性的纤维制品。由于壳聚糖具有微细的小孔结构，有毛细管作用，

可以迅速散发吸收的汗液，使细菌不易附着并滋生，从而增强了抗菌的效果。Song

掣321将壳聚糖接枝到海藻酸上，以赋予化合物抗菌性能。李治等口31研究了O．

羧甲基壳聚糖对金黄色葡萄球菌的抗菌性能，结果表明O．羧甲基壳聚糖具有一

定的抗菌性，其抗菌活性随着羧甲基化度的升高呈现出先升后降的规律。同壳聚

糖相比，0．羧甲基壳聚糖在比较宽的羧甲基化度范围内表现出了更强的抗菌性。

杨冬枝等【34】考察了壳聚糖的浓度、脱乙酰度、分子量及pH值等因素对壳聚糖

抗菌活性的影响，并初步探讨了壳聚糖的抗菌机理。结果表明，在研究的范围内，

随着浓度和脱乙酰化程度的提高，抗菌活性提高；随着分子量的增加，抗菌活性

出现先增强而后略有减弱的趋势，转折点在9．16x104前后；在pH值为6．5左右，

抗菌活性最好。

羧甲基壳聚糖具有抑菌杀菌功能，口服羧甲基壳聚糖具有促进肠内共生有益

菌群的繁殖如双歧杆菌的繁殖，抑制有害菌的生存，提高身体免疫力，有显著的

降血脂及胆固醇的作用，并能清除机体内的铅、汞【35l，羧甲基壳聚糖对口腔变

形链球菌和口腔乳酸杆菌有一定的抑制作用，可用于抑菌消炎的含片及口香糖的

添加剂厂_以防治咽喉炎_口腔溃疡：一齿鳅炎：龋齿等‘3盱湛学军等【373合成了羧
甲基壳聚糖银配合物，发现其对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌等

烧伤感染常见致病菌有抑制作用，可作为一种新型的预防、治疗烧伤感染的药物。

壳聚糖羧甲基化后，与磷酸钙生成螯合物，它可促进骨骼的矿化，在医药上可作

为成骨的促进剂【38】。研究表明l嘲，在磷酸盐稀溶液中，Fe-壳聚糖结合磷酸盐的

能力比AI(OH)”Ve(OH)3、CaC03、MnC03强得多，Fe的壳聚糖配合物可用作

口服磷酸盐吸收剂，能够促进肠道中磷酸盐的排泄，从而治疗长期服用含A13+

的磷酸盐结合剂药物而导致的慢性肾衰竭病人体内Al”的蓄积。

1．4．2在农业方面的应用

用羧甲基壳聚糖的水溶液处理玉米种子，能促进玉米种子的萌发，提高发芽

率和发芽势。用其处理抽穗期的玉米穗轴和花丝，与未处理对照相比，玉米种子

贮藏蛋白的含量提高10．8％，其中醇溶蛋白含量提高33．8％。发育中的籽粒的谷

氨酰氨合成酶，谷氨酸脱氢酶及谷丙转氨酶活性明显提高，而蛋白水解酶活性下

7
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降。这一结果表明，羧甲基壳聚糖可作为一种新型的植物蛋白质生长调节剂，提

高玉米等粮食产物的品质和蛋白质的含量【帅l。另外，玉米和花生中的黄曲霉素

是Aspergillus flavus：和A．parasiticnls产生的次级代谢产物，对人体和动物有毒害作

用，N．Cmchitosan可使黄曲霉素减少90％以上，而真菌生长降低到一半以下，产

毒性真菌细胞显示，N．Cmchitosan能J存在抑制了孢子发芽和真菌体孢子形成[4H。

1．4．3食品工业上的应用

壳聚糖和羧甲基壳聚糖溶于水，可在果蔬表面形成薄膜，也可用于水果、蔬

菜、肉类的涂膜保鲜。．水果、蔬菜的生产旺季，果蔬的腐烂率达25％～40％，而

常用的保鲜剂“京B”、“仲丁胺”均有毒性，“森柏尔”价格昂贵，保存期短。羧甲

基壳聚糖配以蔗糖脂、羧甲基纤维素和阿拉伯树胶等助剂可制成一种纯天然、无

毒副效应的效果好价格低的保鲜剂。羧甲基壳聚糖的螯合作用应用在肉类的保鲜

父方面，能避免己醛和不愉快的气味生成，起到抗氧化的效果【421。

在肉类罐头中添加一定量的壳聚糖后，不仅能起到保鲜作用，而且它还可以

与脂肪酸结合，不被肠胃吸收，可作为低热、减肥食品【枷。食醋若经过壳聚糖

吸收处理，可以吸附除去醋中有害杂质酚类物质，贮存一年不变质，不沉淀。还

可用作食品增稠剂，制造冰淇淋、雪糕、蛋白面包、果酱等。其效果为使用羧甲

基纤维索的10～20倍【棚。

1．4．4化妆品工业上的应用

羧甲基壳聚糖由于其优良的水溶性、乳化性、成膜性能适于制备水质性化妆

品的功能性成分。它在水中的粘度比其它的保湿剂要高，持续保湿性优于透明质

酸，可代替昂贵的透明质酸用于高级护肤品。而它对皮肤的保健作用与透明质酸

相同。在加热过程中它不易发生粘度降低、凝胶化、沉淀等变化。0．25％的羧甲

基壳聚糖水溶液在广泛的pH值范围内，即使是高温和长期加热，都非常稳定。

特别适合于那些需要加热和杀菌的化妆品。如清洗液，洗面奶等。另外它还可用

于头发高级固形剂，无毒且头发光泽好，还有抗静电作用[45】。

1．4．5废水处理工业上的应用【‘“8】

壳聚糖的糖残基在C：上有一个乙酸基或氨基，在C3上有一个羟基，从构象

上来看，它们都是平伏键，这种特殊结构，使得它们对具有一定离子半径的某些

金属离子在一定掣jplJ值下具有整合作用，也可有效的吸附溶液中带电荷的悬浮

S
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物和有机物等。壳聚糖作为天然高分子螯合剂，无毒无副作用。工业上，。用羧甲

基壳聚糖处理毛巾厂的印染废水，羧甲基壳聚糖在pH 3．0～5．0，加入量在70ppm

下处理效果最佳。实验表明，用壳聚糖处理污水，其悬浊物浓度、化学需氧量都

大幅度降低，达到排放标准。它做污水处理的絮凝剂效果远好于常用的聚丙烯酰

胺，O．羧甲基壳聚糖是阳离子型絮凝剂，它不仅表现在可通过电荷中和而使悬浮

胶体离子絮凝，而且还可以与带负电荷的溶解物进行反应，生成不溶性盐。

壳聚糖及其衍生物由于分子中羟基、氨基以及其它基团的存在，对许多金属

离子有螯合合作用，能有效的吸附和捕集溶液中的重金属离子，但不吸附天然水

中的碱金属和碱土金属离子，原因是这些金属离子半径较小。壳聚糖是一种污水

处理的理想材料。壳聚糖对若干金属离子的吸附量见表。

表1．1壳聚糖对金属离子的吸附量

Tablel．1 The absorption ofthe chitosan to metal ions

羧甲基壳聚糖还可用于水中镉离子的。羧甲基壳聚糖可做为稀有金属吸附

剂，回收贵重金属，也可做为果酒等的澄清剂。它可用做金属涂锌添加剂，使涂

层致密均匀、平整抗蚀性好、抗拉强度高、光洁度好。以羧甲基壳聚糖作为阻垢

剂，对硫酸钙水垢有良好的阻垢效果。此外，壳聚糖及其衍生物还可应用于含染

料、蛋白质、放射性元素等物质废水的处理。随着环保要求的提高，壳聚糖在环

保领域中的作用将日益明显。

1．4．6纺织工业方面的应用

用壳聚糖醋酸溶液作直接染料和硫化染料的固化剂，不仅可增进织物和花布

的耐光、耐磨、色泽经久不褪色等特性，而且使织物富有华爽和硬挺的外观。晴

纶、涤纶等合成纤维及羊毛、丝纤维等织物难于染色，若用壳聚糖和铬(+3)．对氨

基苯甲酸络合物混合水溶液处理干燥后，由于静电作用及共价键作用，在织物表

面形成一层牢固的薄膜，它对染料有很强的结合力，使染料牢固地吸附在织物表

面，且具有抗静电作用，棉毛织物经壳聚糖醋酸溶液处理后，可改善其洗涤性能，

9
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降低其皱缩率，增加可染性．

壳聚糖粘胶纤维共混进行纤维改性是目前纺织品抗菌加工的重要手段与途

径，以微细壳聚糖及其衍生物为抗菌剂，以N'O．羧甲基壳聚糖为增溶剂加入到

粘胶长丝纺丝液中，经湿法纺丝制备而成的抗菌纤维，对大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌和白色链球菌均有较好的抑菌效果f4们。

1．4．7在催化方面的应用【501

壳聚糖金属配合物作为人工模拟酶和高分子金属催化剂的研究对象，已显

示出诱人的发展前景。壳聚糖与Cu2+形成的配合物可作为烯类单体，如甲基丙

烯酸甲酯和丙烯腈的引发剂，反应体系产生了氨基游离基，同时，Cu2+还原为Cu+，

并发生了游离基的转移作用，使cch产生了三氯甲基游离基，从而引发聚合反

应，引发活性取决于配合物的结构及稳定性【51j∞。关怀民掣531报道了壳聚糖

-Cu(Ni)配合物的合成、表征及其对MMA聚合反应的催化作用。Yaku等【跏报

道壳聚糖cu2+配合物在常温常压下显示氧化还原催化活性，能使过氧化氢的分

解速度提高10倍，并认为具有酶催化反应机理。

1．5凝胶的定义和分类懵‘嘲

凝胶(Gel)可以定义为含有大量溶剂的三维网状结构的高分子。其网络由大

分子主链及含有亲水性(极性)基团和疏水性基团，或有解离型基团的侧链构成。

具有三维网络结构的交联高分子与溶剂相互作用时发生溶胀，但由于具有交联结

构使其溶胀行为受到限制。溶胀的程度决定于交联密度，交联密度越高溶胀度越

小．溶胀凝胶一般呈现出固体和液体之间的物质形态，随着化学组成以及其他各

种因素的改变，凝胶的形态可在猫性液体和固体之间变化。

凝胶根据溶胀荆的不同可分为三类：以水为溶胀剂的高分子水凝胶(Hydrogel)

和以非水性有机物为溶胀剂高分子油性凝胶(Lipogel)／及气性凝胶(Aerogel)。

1．5．1水凝胶的分类[56‘591

水凝胶有各种各样的分类方法：

根据水凝胶的网络键合作用的不同，可分为物理凝胶和化学凝胶。物理凝胶

是通过物理作用如静电作用、氢键、链的缠绕等形成的。化学凝胶是由化学键交

联形成的三维网络聚合物，性能较物理凝胶稳定。

根据水凝胶对外界刺激的响应情况可分为传统的水凝胶和环境敏感的水凝

lO
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胶两大类。传统的水凝胶对环境的变化如温度、pH等的变化不敏感，而环境敏

感的水凝胶是指自身能感知外界环境(如温度、pH、光，电、压力等)微小的变化

或刺激，并能产生相应的物理结构和化学性质变化甚至突变的一类高分子凝胶，

也称为刺激响应性凝胶。

根据来源的不同，水凝胶可分为天然水凝胶和合成水凝胶。天然高分子组成

的水凝胶在生物相容性、细胞控制降解、无毒、应用安全上有潜在的优势。但天

然高分子水凝胶因其来源不同，结构与性能存在批次间差异，故有其局限性。相

对而言，合成聚合物水凝胶能精确控制其结果及功能，且可供选择的品种较多。

但与天然高分子材料相比，合成高分子材料必须严格地控制材料中混杂的未反应

单体、残余引发剂或催化剂和小分子副产物等，以避免可能产生的生物不相容性

和药物的不良相互作用问题。近几年不少科学家开始了天然高分子与合成高分子

的共混合成水凝胶的研究工作，这也将是今后的一个重要研究方向。

根据凝胶受到刺激信号的不同，可分为温度敏感性水凝胶、pH敏感性水凝

胶、电场敏感性水凝胶、光敏感性水凝胶、化学物质敏感性水凝胶、磁场敏感性

水凝胶等。

根据水凝胶大小形状的不同，有宏观凝胶与微观凝胶(微球)之分，根据形状

的不同宏观凝胶又可分为柱状、多孔海绵：佚、纤维状、膜状i球状等，目前制备

的微球有微米级及纳米级之分。

以上介绍的都是单一信号响应的水凝胶，根据需要研究者又开发了多重信

号响应水凝胶，研究最多的是双重敏感水凝胶，如pH温度敏感水凝胶、光热

敏感水凝胶、电热敏感水凝胶等。其中PApH／温度敏感水凝胶的研究尤为活跃，

如Park【删等用温度敏感的NIPAAm与pH敏感的阳离子单体DMAP从M以97，3的

摩尔比共聚，制备Tpn年n温度敏感水凝胶。结果pH敏感区在7．4，温度敏感区为370

℃凝胶的溶胀度变化最大。卓仁禧【61噜合成了具有温度及pH双重敏感的

PAAc／PNIPAAm IPN水凝胶，在酸性条件下，凝胶溶胀度随着温度的升高而增大：

在弱碱条件下，温度低于PNIPAAm的临界溶解温度(LCST)时，凝胶的溶胀度随

着温度的上升而增加，当温度达至IJLCST时，凝胶溶胀度急剧下降，并随着温度

上升而下降。Hoffman[621等通过接枝共聚也制备了具有温度及pH双重敏感水凝

胶。
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1．5．2智能水凝胶的定义及性质
’

智能水凝胶是对外界环境(如温度、pH、离子强度、光和特异化学物质

等)细微变化而做出响应的一类水凝胶。高分子水凝胶是由高分子骨架、水、交

联剂组成的三维体系。具有大的分子量的复杂空间网状结构，由于其含水量、结

构等方面与生物组织相似洇此具有十分良好的生物相容性。当凝胶受到外界刺

激时，凝胶的体积会发生改变，甚至会发生非连续的体积变化，即体积相转变

(VolumePhase Transition)t63,641，研究表明．这类水凝胶在生物质的分离提纯、药

物的控制释放、人工肌肉、固定化酶、物料萃取、生物材料培养、提纯，蛋白酶

的活性控制等领域都有非常广泛的应用前景。

1968年Dusek和Patterson[651作出理论预测，认为水凝胶可发生不连续的体积

相变。于是科学家用人工的高分子水凝胶进行了广泛深入地研究，上世纪70年代

末，Tanaka等人【删首先发现了凝胶的体积相变(Volume Phase Transition,vPT)，

从此智能凝胶的研究获得快速发展，其应用研究也遍及诸多领域。

1．5．2．1智能凝胶的应用

许多的生物组织就是以生物大分子如蛋白质、多肽、碳水化合物和核糖核酸

等形成的网络，以及网络中充满了液体的凝胶。这些生物凝胶能够对环境产生很

敏感的特性，并激发细胞独特的功能。因此，人们模仿生物组织所具有的特殊传

感、处理和执行功能，发展成一门具有潜在广泛应用的智能高分子材料，其用途

如下表所示(67lj

表1．2智能凝胶在不同领域的应用

Table 1．2 The applications ofintelligent gels in different riel&

领域 用途

传感器

驱动器

显示器

光通信

药物载休

大小选择分离

生物催化

光、热和pH离子选择传感嚣，免疫检测，生物传感器，断裂传感器

人工肌肉，微机械

可由任意角度观察的熟、盐和红外敏感显示器

温度和电场敏感光栅，用于光滤波器和光控制

信号控制释放，定位释放

稀浆脱水，大分子溶液增浓，膜渗透控制

活细胞固定，可逆溶胶生物催化剂，反馈控制生物催化剂，传质强化

12
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生物技术

智能催化剂

智能织物

智能调光材料

智能粘合荆

亲合沉淀，两相体系分离，制备色谱，细胞脱吸

温敏反应“开”和“关”催化系统

热适应性织物和可逆收缩织物

室温下透明、强阳光下变混浊的调光材料，阻光部分散射材料

表面基团富集随环境变化的粘合剂

1．5．3高分子水凝胶的制型研

制备高分子水凝胶的方法有多种：

(1)单体聚合并交联

水凝胶可以由一种或多种单体采用电离辐射、紫外线照射或化学引发聚合并

交联而得。为了特定的应用可以使用不同种类的单体以使水凝胶具有特殊的物理

和化学性质。一般来说，在形成水凝胶过程中需要加入少量的交联剂。合成水凝

胶的单体很多，大致可分为中性、酸性、碱性。常用的化学引发剂有热不稳定的

过氧化物和氧化还原体系。

(2)聚合物交联

从聚合物出发制备水凝胶有物理交联和化学交联两种方法。物理交联通过物

理作用力如静电作用、离子相互作用、氢键和链的缠绕等形成。化学交联是在聚

合物水溶液中添加交联剂。从聚合物出发合成水凝胶的另一种方法是辐射交联

法，即指辐射聚合物使主链线性分子之间通过化学键相连接。许多水溶性聚合物

可通过辐射法制备水凝胶。采用此种方法无需添加引发剂。

(3)载体的接枝共聚

水凝胶的机械强度一般比较差，为了改善水凝胶的机械强度，可以把水凝胶

接枝到具有一定强度的载体上。在载体表面上产生自由基是最为有效的制备接枝

水凝胶的技术，单体可以共价地连接到载体上。通常在载体表面产生自由基的方

法有电离辐射、紫外线照射、等离子体激化原子或化学催化游离基等。

1．6药物控释体系旧1

药物的控制释放系统(Drug Controlled Release System)(CRS)是药物释放系

统(DrugDeliverySystem)中的一种．它可以使药物以一种预定的速率释放出来，

从而达到控制体内药物浓度的目的。控制释放技术就是将药物或其他活性物质和
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基材(通常为高分子材料)结合在一起，使药物或其他生物活性物质通过扩散等方

式在一定的时间内，以某一速率释放到环境中的技术。药物释放速率是控制释放

技术研究的主要参量。这个参量反映了释放过程的本质特征，为控制释放体系的

设计提供了基础依据。一般认为，实现控制释放的方法和机理主要有扩散控制，

化学控制，溶剂活化控制及磁控制四种。它主要用于控制药物的释放速度，从而

达到投药量少，作用时间长的目的。控制释放技术最早应用于农业方面，主要用

于释放化肥、农药及除草剂，60年代开始即向医学界渗透，70年代中期已开始设

计相对大的相对分子质量药物(如多肽)的释放。

1．6．1控制释放的特点

药物从控释制剂中以某种受控形式释放到特定器官或区域，使体内的药物

浓度保持一定的供给和消除关系，并且使其稳定在有效浓度范围内。与传统的周

期性给药方式相比，主要具有以下优点：

将释放到环境中的药物控制在有效浓度范围内，有效地解决了体内药物浓度

忽高忽低、生物利用率低的问题。常规释放药物投药后，药物浓度迅速上升至最

大值，然后由于代谢、排泄及降解作用又迅速下降。要将浓度控制在最小有效浓

度与最大安全浓度之间比较困难，而控制释放可以在较长的时间内，使释放出的

药品浓度保持在有效浓度范围内。

能长时间有效地利用药物，减少用药量。由于控制释放能较长时间控制药物

浓度恒定在有效范围内，药物利用率可达800／一90％。

对药物本身具有增稳作用，对于半衰期短的多肽和蛋白质类大分子药物，可

有效保持其生物活性，同时降低免疫原性及宿主降解作用。

有利于实现靶向给药，提高局部的用药浓度，降低机体的总体药物浓度，减

少对正常细胞和组织的毒害作用。

减少了用药次数，极大地方便了用药者。

1．6．2扩散控制释放体系

扩散控制体系是研究的最早、机理最清楚、应用也最为广泛的一种，它可

以分为储库型(Reservoir)和基质(Matrix)型两种形式。在储库型系统中药物

包埋于商分子膜中，释放速率由药物通过高分子膜的扩散来控制。在基质型系统

中，药物均匀分布子基质中，释放速率由药物通过高分子基质的扩散来控制。储
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库型系统存在一个致命的问题，就是膜一旦破裂，药物就会全部释放出来，这样

在临床应用中就很不安全。而基质型中，药物是以溶解或分散的形式和聚合物基

材结合在一起的。这种形式的控制释放膜的表面附近的药品可以顺利地释放，而

膜内部的药品需要先扩散到膜表面，然后才能顺利释放。因而药品的释放量随药

品扩散迁移到膜表面的距离的增加而下降，也就是说释放量随时间的延长而下

降。

1．6．3化学控制释放体系

化学控释体系是利用高分子基质在释放过程中的化学反应速率来控制药物

释放速率的体系。化学控释体系包括降解体系(Biodegrade System)和侧链体系

(Pendant System)两类。在降解体系中，药物分散于可降解聚合物中，药物释

放受到聚合物材料降解性能的影响，其降解速率决定药物释放速率。在侧链体系

中，药物以化学键与聚合物分子相连，靠水解或酶解化学键来释放药物，化学键

降解速率决定药物释放速率。高分子药物(Polymericdrug)本身就属于此种体系。

其最大的优点是药物本身可在体系中占80％以上。

1．6．4溶剂活化体系

溶剂活化体系是利用聚合物载体在膨胀过程中的渗透性，控制药物在聚合物

巾的释放速度。通常有渗透控制和膨胀控制两种机制。

1．6．5磁控制体系

磁控制体系是通过振荡磁场的强度来调节聚合物链段的运动性，从而控制分

散于体系内药物的释放速率。磁场强度加强，链段运动性增强，药物释放速率加

大。

1．7壳聚糖及其衍生物抗氧化活性研究进展嘞’

自由基(Free Radicals)是指带有不成对电子的分子、原子、原子团或离

子【69l。生物体内产生的自由基以氧自由基(Oxygen Free Radicals)为主，约占

95％。氧自由基主要包括超氧阴离子(02‘-)或其质子化产物氢过氧自由基(H02．)、

过氧化氢(H202)、羟自由基(HO·)、脂过氧化物自由基(ROO·)等[701。随

着自由基研究的不断深入，对其在生物体内的产生机理及对生物体的作用逐渐被

人们认识。现已发现氧自由基在生理状态下，有增强吞噬细胞对细菌的吞噬作用

和抑制细菌的增殖、增强机体抗炎和免疫能力的作用。但在某些病理状态下，活



壳聚糖及其羧甲基衍生物的配但化学研究

性氧自由基对机体具有巨大的损伤作用，使组织细胞的化学结构发生破坏性反

应，可导致核酸主链、蛋白质肽键的断裂、细胞膜脂质的过氧化及细胞的凋亡【7l，

721。从1956年英国学者Hamma一']提出衰老的自由基学说后，众多的研究都表

明体内过多未清除的活性氧是造成动物衰老的重要原因。因此研究和寻找对人体

友好无毒的外源性自由基清除剂具有重要意义，对其研究已成为当今生物医学、

化学、药剂学等领域的重要课题之一。

最近几年的研究表明海洋生物活性多糖也具有较强的抗氧化能力。张尔贤【捌

等发现褐藻类中的鼠尾藻水溶性多糖能有效清除活性氧自由基。田晓华【74肄用

ESR法对褐藻硫酸多糖清除活性氧的作用进行了动力学研究。周惠萍等【75】对浒

苔多糖提高SOD活力及降低LPO含量进行了研究。薛长湖【761等以脂质氢过氧

化物含量的变化为指标研究了几种合成的硫酸多糖的抗氧化活性。Nicola掣77l

及Kiccarch等【781分别研究了肝素和硫酸软骨素对Cu2+诱导的人血浆低密度脂蛋

白(LDL)过氧化修饰的保护作用。

壳聚糖及其衍生物也具备一定的抗氧化能力。蒋煊等179】采用电子顺磁共振

ESR)技术检测发现，不同脱乙酰度、不同分子量的壳聚糖对超氧阴离子自由基

和亚油酸脂类自由基具有明显的抑制作用，对亚油酸脂类自由基的抑制率除与壳

聚糖的浓度有关外，还随脱乙酰度的增加和分子量的降低有所增强。徐桂云等【80J

制备了分子量为700～800的水溶性甲壳低聚糖，采用邻二氮菲．Fe2+氧化法证明

其具有良好的羟自由基清除作用。林友文等【811实验表明，壳聚糖及羧甲基壳聚

糖具有体内抗氧化作用，能够降低兔血清中氧化型低密度脂蛋白(Ox-LDL)及

丙二醛(MDA)含量，脂质的过氧化过程被抑制。何德庆等【82】研究表明，壳聚

糖能使血清中LPO(1ipid peroxidation)水平下降，起到延缓衰老的作用。

目前对多糖的研究开展较多，对其抗氧化机理仍未明确。从天然药物中提取

出的多糖类物质对氧自由基的抑制作用来看，都有一个共同的结构特征：即含有

一个或多个醇(酚)羟基，而其对自由基的清除活性与分子中活性羟基的数目有

关。这表明多糖的抗氧化能力可能与其多羟基结构有关。另有文献报道[83,841’硫

酸酯化多糖对氧自由基有明显的清除活性，说明硫酸酯基结构和含量也是影响抗

氧化性能的重要因素。总的来说，对壳聚糖及其衍生物抗氧化作用的研究表明，

分子量大小、脱乙酰度等是影响其体外和体内抗氧化能力的重要因素。但对于活
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性基团的作用方式、作用大小还不十分清楚。进一步提高其抗氧化能力，明确作

用机理是其在抗氧化剂领域进一步应用的关键。

综上所述，壳聚糖及其衍生物金属配合物在众多方面具有潜在的应用价值。

如何进一步提高其生物活性，研究配合物中各种基团和离子的配位方式、作用机

理是使其能够真正得到应用的关键。

1．8选题目标、研究内容、依据和研究意义

1．8．1选题目标和研究内容

本研究课题的选题目标为，

(1)合成壳聚糖和铜(II)配合物，探讨其最佳合成条件，并开展其在人工海水

中的缓释及抑菌性能研究。

(2)合成羧甲基壳聚糖，制各羧甲基壳聚糖水凝胶，开展其在药物控释方面的应

用研究。

(3)合成羧甲基壳聚糖铜希夫碱配合物杀菌荆新型杀菌剂，初步探讨其在人工海

水及海水中的缓释性能。

(4)合成羧甲基壳聚糖金属配合物，并进行表征，为其进一步应用奠定理论基础。

本研究课题主要围绕羧甲基壳聚糖制备、对其衍生物制备的及衍生物应用性

能的研究而展开的。．研究的主要内容包括：

(1)壳聚糖铜的合成及其在人工海水中的缓释与抑菌性能研究

(2)羧甲基壳聚糖的合成及表征

(3)羧甲基壳聚糖水凝胶的制备、溶胀性能测定及其在药物控释中的应用

(4)羧甲基壳聚糖铜希夫碱配合物的合成及其在海水、人工海水中的缓释性能研

究

(5)羧甲基壳聚糖金属盐的制备、表征及其清除02自由基性能研究

1．8．2选题依据及意义

由壳聚糖经衍生化制得的水溶性羧甲基壳聚糖不仅保留了壳聚糖固有的天

然无毒、生物相容性、可降解性等优良性能，还具有多种生物活性和多功能反应

性。因此探讨其应用性能，开发其衍生物和衍生物的应用性能，并将其用于我们

生产和生活的方方面面，将具有不可估量的社会效益和经济效益。
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关于羧甲基壳聚糖的研究己有很多报导，但多集中在合成方法、基本性质、

以及利用羧基和氨基对金属离子的络合上。随着对羧甲基壳聚糖研究的深入，根

据其独特的分子结构开发其更广泛的应用性能是当前研究的热点。对于羧甲基壳

聚糖应用的研究，处于最前沿的是应用它的生物活性，在医药、卫生、环境保护

上进行深入的研究。本文合成了壳聚糖铜、羧甲基壳聚糖水凝胶、羧甲基壳聚糖

铜希夫碱配合物，生产和生活的方方面面，将具有不可估量的社会效益和经济效

益。该项工作的意义主要体现在：

(1)壳聚糖铜抑菌剂的制备及其应用研究把壳聚糖的生物兼容性和金属离子的

杀菌作用相结合，为水产养殖和海洋治理提供具有缓释、控释功能，且在使用中

稳定性好、抗菌活性高、安全性好的新型杀菌剂提供理论依据。

<2)羧甲基壳聚糖水凝胶制各及其在阿司匹林在人工肠液中控释中的应用，对具

有无毒、无刺激、无免疫原性、无热源反应、不溶血、无致突变性及可自然降解、

良好的组织相容性等特性的羧甲基壳聚糖水凝胶在药物载体等方面的应用进行

了初步的探讨。

(3)CMCS．01(II)．GA凝胶在人工海水及海水中缓释性能的研究，对克服水产养

殖中传统杀菌剂的用前需活化、有毒、药效过短、容易因杀菌剂播撒不均，造成

局部水域浓度过高，导致鱼虾不适等问题，为其在海洋赤潮的治理应用及作为水

产养殖中的长效杀菌剂提供了一定的理论依据。

(4)羧甲基壳聚糖配合物的合成，对以羧甲基壳聚糖为基质制备微量元素补剂

的理想配体提供了理论依据。为今后应用羧甲基壳聚糖衍生物作为清除自由基材

料提供了理论依据。

la
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2．壳聚糖铜抑菌剂的制备及其应用研究

引言

壳聚糖(CMS)是甲壳素脱乙酰基产物，是一种天然氨基多糖，具有生物可

降解性、吸附重金属离子、保湿等特点，其来源非常丰富，而且可以被生物降解，

具有良好的生物相容性．因而在食品、医药、纺织、印染、化妆品和环境保护等

领域得到了应用【85'86l。壳聚糖分子结构中含有羟基、氨基等活性基团，与金属

离子有较强的配位能力，本文合成了壳聚糖铜配合物，并通过红外光谱进行了表

征。考察了脱乙酰度、温度对产品中铜含量的影响。研究了产品在人工海水中的

缓释行为及其对大肠埃希氏菌的抑菌效果。此项研究把壳聚糖的生物兼容性和金

属离子的杀菌作用相结合，期望为水产养殖和海洋治理提供具有缓释、控释功能，

且在使用中稳定性好、抗菌活性高、安全性好的新型杀菌剂提供理论依据。

2．1实验部分

2．1．1仪器与试剂

VATAR 360 FT-IR型红外光谱仪(Nicolet)，TU．1900双波长分光光度计(北

京普析通用仪器有限公司)，THZ．82恒温振荡器(华北实验仪器有限公司)，恒温

培养箱(GHX-9270B．1型，上海福玛实验设备有限公司)，蒸汽消毒器(YXQG02)

山东安得医疗科技有限公司，超静工作台(苏净集团安泰公司)，高压灭菌锅

MLS．3750型，电热鼓风干燥箱A(DGX-9243B．1型，上海福玛实验设备有限公司)。

壳聚糖(青岛海汇生物工程公司，脱乙酰度85％、90％及95％)，KSr(光谱纯，

国药集团上海化学试剂有限公司)，无水硫酸铜(A．R，天津广成化学试剂有限公

司)，蛋白胨(B．R。天津市巴斯夫有限公司)，牛肉粉(B．R'天津市大茂化学仪器

供应站)，琼脂(B．R，青岛正业化学试剂有限公司)，柠檬酸(A．R，天津广成化

学试剂有限公司)，氨水溶液(A．R，烟台三和化学试剂有限公司)，双环乙酮草

酰二腙(BCO)(A．R，上海科丰化学试剂有限公司)，大肠埃希氏菌(Escheriehia

eoli)ATCL-25922，其他试剂均为分析纯。

2．1．2壳聚糖铜配合物的合成[86】

取2．09脱乙酰度为85％壳聚糖于圆底烧瓶中，加50mL蒸馏水，加入一定

19
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浓度的硫酸铜溶液，用醋酸溶液调节pH至3～4，分别置于25℃，30℃，40℃，

50℃，60"C的恒温水浴中搅拌反应4 h。反应完毕后，用蒸馏水洗涤至滤液中无

S042‘(BaCl2溶液检验)．用乙醇和丙酮洗涤，抽滤，55℃真空干燥得壳聚糖铜

配合物。

用脱乙酰度90％、95％的壳聚糖按上述步骤进行实验，得壳聚糖铜配合物。

2．1．3配合物中铜含量的测定

准确称量1 g壳聚糖铜配合物，置于马富炉中600"C士20℃下灼烧4 h，按下

式计算配合物中铜的质量分数：

Wc,(100％)：=0．8(W3-W0 100％
W2一W1

既一灼烧至恒重的坩埚的质量

％一坩埚与壳聚糖铜配合物的质量

％一坩埚与产物氧化铜的质量

2．1．4红外光谱分析

用KBr压片法在4000～400 onel波数范围内，对壳聚糖及壳聚糖铜配合物

进行红外光谱分析，谱图见图2．1。

2．1．5壳聚糖铜配合物缓释性能的研究m 88】

2．1．5．1溶液的配制

配制10¨g／mLCu2+标准溶液；O．5咖L柠檬酸溶液；O．1％BCO溶液：称取1．00
g固体样品于100mL乙醇中，60℃加热溶解，冷却，转移至1000ml容量瓶中用

水定容；人工海水1000 g：24．7 gNaCI，4．og Na2S04，13．0 g MgCl·6H20溶于959 g

蒸馏水中．

2．1．5．2铜标准曲线的绘制

在25 mL容量瓶中加入10pg／mL的Cu2+标准溶液1．00～5．00 mL，l mL柠檬

酸溶液，2 mL氨水溶液(踟6．M：‰D=1：1)，10 mLBCO溶液，用人工海水稀释

至刻度线，显色15rain后，200nm～800m全波长扫描，根据不同Cu2+浓度的

溶液丸。。处对应的吸光度值A，绘制标准曲线。

2．1．6壳聚糖铜缓释性能研究

取用脱乙酰度为95％于60"C下合成的壳聚糖铜配合物1．0 g置于200 mL的

人工海水中，匀速搅拌，每隔24 h取5 mL，加显色剂，用人工海水补足25 mL，

20
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测其九。。处的吸光度A，由标准曲线计算缓释析出铜的量。

2．1．7壳聚糖铜配合物抑菌活性的研究【89】

抑菌作用研究

①琼脂培养基的制备

将蛋白胨、牛肉膏、琼脂、氯化钠(质量份数：10／3／15／5)、蒸馏水分别放入

烧杯中，加热至沸腾，趁热加氢氧化钠水溶液调节pH为7．2～7．4。分装到500 ml

三角锥瓶中，锡箔纸封口备用。

②加壳聚糖铜悬浊液培养基的制各

配制O．20 g／mL壳聚糖铜悬浊液，25℃下连续搅拌，各取第二、六、九、十

三天的悬浊液适量。

将蛋白胨、牛肉膏、琼脂、氯化钠(质量份数：10／3／15／5)、蒸馏水分别放入

锥形瓶中，加入刚配好的悬浊液(以后依次加入搅拌第二、六、九、十三天的悬

浊液)适量，加热至沸腾，趁热加氢氧化钠水溶液调节pH为7．2～7．4。分装到

500 ml三角锥瓶中，锡箔纸封口备用。

③生理盐水的配制

制取O．8％的生理盐水200 rnL,用锡箔纸封口备用。

④培养液的制备

将蛋白胨、牛肉膏、氯化钠、蒸馏水分别放入烧杯中，加热至煮沸，趁热加

氢氧化钠水溶液调节pH为7．2,-一7．4。分装至tJ250rnl三角锥瓶中(每瓶50ml培养

液)，瓶口用纱布和牛皮纸封口备用。

⑤琼脂培养基、培养液的灭菌

将分装后的三角锥瓶放入高压灭菌锅中，温度121℃，压力维持在1．5磅20

分钟，彻底灭菌。

⑥试验菌种的制备

将取自于．80℃的菌种打开干燥菌种管，接种于营养肉汤管内37℃培养24 h。

将肉汤培养管培养物接种琼脂平板，从平板中挑选典型单个菌落接种琼脂斜面，

在37℃培养24 h。再转种斜面1次(37℃，24均。用生理盐水将菌落洗下，制成

所需浓度的均匀菌液。

⑦接种
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将活化四次的菌种，接种到培养液中，放到37℃的摇床中，培养24h，备用。

⑧培养平板的制备

将步骤1、2中准备的琼脂培养基倒入培养皿中均匀铺平，待琼脂培养基凝

固后，将步骤6中的培养液0．2 ml加入到培养皿中，用涂布棒铺平。为保证涂布

均匀，每培养皿须在无菌条件下涂布34 min，备用。

⑨将壳聚糖铜配合物准确称量，用蒸馏水溶解，配制成药物浓度为10mg／ml的

原液，采用十倍稀释法稀释菌液浓度至104，取后两档稀释液各0．2 mL涂布平

板各三个，留平板一个作空白对照。

⑩37℃恒温培养箱中倒置培养36 h，取出，加入5 mL无菌生理盐水，充分振荡将

细菌孢子洗入试管中得到菌悬原液，用平板菌落计数法，测定细菌原液的活菌数

量，按下式计算抑菌率t

抑菌率=l—N，／No

其中Nl添加壳聚糖铜悬浊液后的平板菌落数，No为空白对照平板的菌落数。

2．2结果与讨论
、

2．2．1壳聚糖铜配合物中铜的含量

由重量法计算不同反应条件下配合物中的铜含量见表2．1。

表2．1不同脱乙酰度、不同配合温度下壳聚糖铜配合物中铜的质量分数

Table2．1TheMassfractionsofcopperintheCu(Ⅱ)complexofdifferent

deacetylation and reaction temperature

由表2．1可知，同一脱乙酰度的壳聚糖在不同温度下对铜离子的配合能力不

同，不同脱乙酰度的壳聚糖在同一温度下对铜离子的配合能力也有差异，在本实

验条件下，脱乙酰度为95％，温度为60℃为合成壳聚糖铜配合物的最佳条件。
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2．2．2红外光谱分析分析

壳聚糖(脱乙酰度95％)及壳聚糖铜配合物(脱乙酰度95％，60℃合成)的红外

光谱见图2．I。

qtavv．mmllⅫcm。’

图2．i CMS、CMS-Cu(II)的红外光谱图

Fig 2．I IR spectra ofCM$、CMS-Cu(II'

由图2．1可知，3426．5 cmo处CMS的N—H、-OH伸缩振动吸收峰，在与铜

结台形成配合物后。存CMS．Cu(11)的谱图中向低频方向移动到3375．3 em4处，

r|峄形略_仃变化．说明CMS七的一NH2参与配位，配位后，v(N—rt)，v(O-H)峰

的强度加强，可能是由于部分一NH、—0H参与配位后削弱了分子内氢键造成。

位于1429．30 cmo的CMS的C．N键的伸缩振动峰也向低波数位移到1367．9 cm～，

说明壳聚糖与Cu2+的螯合作用，使C—N键的强度发生了变化。C-O键的伸缩振

动，山原来的1081．08 cmo移至1106．69 em。处且强度增强，说明壳聚糖上仲

羟基也参与了与铜的配位，由于与cu2+配合，C--O键发生弯曲，产生较强的弯

曲振动吸收所致。铜配合物中579．2 em～，487．1 em"1处振动峰的出现， 也证实

形成了Cu-N．Cu-O键。CMS的891．61 em"‘说明CMS中有环状的C删结构。
⋯r灾验所用的CMS巾存在少量乙酰基，CMS、CMS-Cu(II)的谱图中1634．1

cm‘‘处有乙酰基中vc劬的特征吸收峰l唰。

2．2．3铜标准工作曲线

在200 nm～800 nm波长范围内对样品进行扫描，确定‰ax为603 11111，根据

刁i同Cu2+浓度的溶液k‰。处对应的吸光度值A，绘制标准曲线。
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图2．2铜标准曲线

Fi92．2Specification CUI'VeofCtl(II)

所得标准曲线的回归方程：y一0．245x+0．0552，R2；0．9999，显示出良好的

线性关系。

2．2．4壳聚糖铜的缓释性能分析

壳聚糖铜累计释放曲线见图2．3。由图可知，壳聚糖铜配合物在人工海水

矗

卅

静
格
麟
辎
峙

0 5 10 lb

Time／d

图2．3壳聚糖铜累计释放曲线

Fig 2．3 The CUFVe ofARP ofthe complex ofchitosan with Cu(II)

中释放平稳，15 d的累积释放度仅为0．76％，说明其在人工海水中具有良好的缓

释性能。

2．2．5壳聚糖铜的抑菌效果分析

搅拌不同天数后，配合物的抑菌率变化情况如图2．4所示。
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图2．4抑菌率变化曲线

Fig 2．4 The curve ofantimicrobialrate change

由图2．4可知，配合物本身具有一定的抑菌作用，抑菌率为31．5％。随搅拌

时间的增加，配合物中的铜离子缓慢释放，培养基中铜离子的浓度增大，抑菌率

逐渐增大，第六天时抑菌率达54．5％，第六天以后，抑菌率上升平稳。

2．3小结

壳聚糖和铜(II)可形成配合物，在脱乙酰度为95％，温度60℃条件下合

成的壳聚糖铜配合物中铜的含量最高。该产物在人工海水中具有缓释行为，15

天的累积释放度仅为O．76％。所制得的壳聚糖铜对大肠埃希氏菌具有良好抑制作

用，抑菌第六天时，抑菌率可达54．5％。同时，壳聚糖分子具有质子化铵，可与

细菌带负电荷的细胞膜作用，聚沉细菌；并且可以进入细胞内部，与细胞内物质

进一步作用，扰乱细菌的合成与代谢。配合物可作为新型杀菌剂应用于海水养殖

中，此项研究对海洋治理及水产养殖领域具有潜在的意义。

壳聚糖衍生物金属配合物的研制，将有机基团和无机元素相结合，既能够降

低金属离子本身的毒性，是很有发展前途的一种新型抑菌剂。铜离子本身具有一

定的抑菌活性，与壳聚糖及羧甲基壳聚糖形成配合物后，可以大大降低金属元素

的使用量，减少了过量金属离子造成的植物病害，同时大大降低了由于金属元素

大量使用带来的重金属积累而对环境造成的破坏，对如何引导铜制剂向更有效、

更安全和对环境更有益的领域应用一定的意义。
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3羧甲基壳聚糖制备及其性能测定

引言

壳聚糖的化学改性的主要类型有以下几种：酰化、醚化、N．烷基化、酯化等。在众多

的化学改性，醚化反应之一的羧甲基化是研究比较多的一种。羧甲基壳聚糖(Carboxymethyl

chitosan,CMCS)是壳聚糖经羧甲基化反应后的一类壳聚糖衍生物。由于壳聚糖分子中存在

游离氨基和羟基，反应时取代基可进入O(C6)和N(C2)。则相应的产物有O．羧甲基

壳聚糖(O-CMchitosan)。N．羧甲基壳聚糖(N．CMCS)和N，O．羧甲基壳聚糖(N，O．CMCS)031。

本论文采用以下工艺路线制备羧甲基壳聚糖，即在强碱性环境中。壳聚糖与氯乙酸反应

形成羧酸盐结构。其主反应为：

[C6HI003N(OH)]ndalCICH2COOH+2nNaOH--[C6Hl003NOCH2COONa]删aCl+2nH20
羧甲基壳聚糖上的6位上的羟基和2位上氨基都可以和一氯乙酸发生取代，3位上的羟

基由于位阻太大，所以很难反应。在碱性条件下，优先在6位上的羟基反应，在酸性条件下，

优先和氨基反应。一般取代度达到了0．6以上，就能够得取很好的水溶性‘9”。

3．1实验部分

3．1．1仪器和试剂

电热恒温真空干燥箱(上海跃进医疗器械厂)，SHB-III循环水式多用真空泵(郑州长城科

工贸有限公司)，pHS．2型酸度计(上海第二分析仪器厂)，NDJ-4旋转粘度计(海天平仪器

厂)，VATAR 360 FT-IR型红外光谱仪fNieola)。

壳聚糖(青岛海汇生物工程公司，脱乙酰度85％、90％及95％)，KBr(光谱纯，国药集团

上海化学试剂有限公司)，一氯乙酸(A．民北京化工厂)，异丙醇(A．R，济南试剂总厂)，氢

氧化钠(A．R，淄博化学试剂厂)，其他试剂均为分析纯。

3．1．2羧甲基壳聚糖(CMCS)$1]备

称取5 g壳聚糖分散于50 mL异丙醇中，于磁力搅拌器上室温搅拌溶胀30 min后，加入

w(NaOH)=40％15 mL，45℃搅拌碱化3 h后，分阶段加入6．0 g氯乙酸，转为60℃水浴中

恒温回流3 h后，倒入烧杯中，冷却，缓慢滴加乙酸，调pH值至7．0，真空抽滤，用

Q(C2H508)=70％洗涤、抽滤，取出产物溶于少量水中，加入丙酮沉淀，抽滤，用无水乙醇洗

涤多次，60℃真空干燥过夜得白色CMCS产品。

3．1．3羧甲基壳聚糖(CMCS)I玟代度及粘度的测赳921
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3．1．3．1羧甲基壳聚糖取代度的测定

称取0．5 g干燥至恒重的羧甲基壳聚糖于250 mL容量瓶中，移取50 mL0．1 mol·L-。HC!

标准溶液(含0．1 mol·L。氯化钠)于其中，振摇，使完全溶解，用0．1 mol·Lo氢氧化钠标准溶液(含

O．1 mol·L。氯化钠)滴定，同时测量pH值，按下式计算取代度。

DS=0．161A／(I—O．058A) A爿V2·VOM／W

式中：A为每g样品中羧甲基的毫摩尔数：

0．161为每个乙酰氨基葡萄糖残基的毫摩尔数：

O．058为每毫克当量的羧甲基质量：

VI为pH 2．1时滴定所消耗的氢氧化钠标准溶液的体积；

V2为pH 4．3时滴定所消耗的氢氧化钠标准溶液的体积；

w为样品净重：

M为氢氧化钠标准溶液摩尔浓度。

3．1．3．2羧甲基壳聚糖粘度的测定及其影响因素

配制浓度为2％～8％的羧甲基壳聚糖水溶液，在25℃时测其表观粘度随浓度的变化情

况：测不同浓度的羧甲基壳聚糖水溶液的表观粘度随温度的变化情况。

配制4％的羧甲基壳聚糖水溶液，加入不同摩尔浓度的NaCI，考察其对羧甲基壳聚糖表

观粘度的影响。

3．2结果与讨论

4痂矿——邳葡——1痂酉_——蜀碲——]_崮矿——乃碲——]莉矿——曩旷

Wavcnumbcrs cmo

幽3．1 CMS、CMCS的红外光谱图

Fi93．1 IR spectraofCMS、CMCS
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3．2．1 IR分析

从壳聚糖的红外光谱图可以看出， 3457 eml左右是形成氢键缔合的O．H伸缩振动吸收

峰与N．H伸缩振动吸收峰重叠而增宽的多重吸收峰；在1089．37 cm～、l 153．56 cm一、1656．99

cm。和2875 cm。处分别是c，O、．O．和乙酰基中c=0、C．H的伸缩振动吸收峰，其中1656．99

cm一处乙酰基中C=O的伸缩振动吸收峰不明显，说明壳聚糖的脱乙酰度较高；1598．14 cm"‘

处为伯胺N．H面内弯曲振动强吸收峰；1381．30 cml处为C—H弯曲和．CH2对称变形振动

吸收峰；1322．96cm。处的较弱的吸收峰是由C--N键的伸缩振动产生；1030．08 cm。处为伯

醇吸收峰；环D-l，4的伸缩振动吸收产生900．26 cm。处的峰；

羧甲基壳聚糖红外吸收光谱中出现了羧甲基钠盐的特征吸收峰1599．42em一，

1416．72 eml吸收峰：3457．18 eml宽峰是．OH-与N．H的伸缩振动峰，取代后峰变得宽而且弱，

说明壳聚糖中的．OH和．NH2被取代；2872．82 cm。是甲基，亚甲基伸缩振动峰减弱，说明壳聚

糖羧甲基化后甲基，亚甲基的相对含量减少，由图还可看出羧甲基壳聚糖酰胺I带1656．99 cm4

和．C00。伸缩振动峰重合成宽峰。

3．2．2取代度的测定

本实验所制得的CMCS产品的取代度为90．6％。

3．2．3粘度的测定

在25℃时，浓度分别为2％～8％的羧甲基壳聚糖水溶液的表观粘度随浓度的变化情况如

下：

∞
●

B
V

越
舞

O薯 2薯4t 6薯 8■ lO薯

浓度(■)

幽3．2 25℃时不同浓度的羧甲基壳聚糖的表观粘度

Fig 3．2The influence ofconcentration oll apparent viscosity ofCMCS at temperature25℃

由图3．2可知，粘度随浓度的增加而先是平滑上升，在浓度6％附近出现拐点后又迅速上

升，出此可以看出，温度是羧甲基壳聚糖溶液的表观浓度的一个重要影响因素。

湖枷咖砉|枷姗狮Ⅲo
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3．2．4不同浓度的羧甲基壳聚糖不同温度时的表观粘度

^
∞
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雠
耀
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O

O 20
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—·一4％一5％—，-一7％—●卜8％
图3．3不同浓度的羧甲基壳聚糖不同温度时的表观粘度

Fi93．3 The influence oftemperature Oil apparent viscosity ofCMCS at different concentration

如图3．3所示，同一温度时，羧甲基壳聚糖溶液的表观粘度随浓度的增加而增大；同一浓

度时，羧甲基壳聚糖溶液的表观粘度随温度升高而降低，且溶液的浓度愈大，其表观粘度受

温度影响愈大。以浓度分别为5％、7％的羧甲基壳聚糖溶液为例，当温度从18℃上升N50℃

时，浓度为5％溶液的表观粘度下降为原先粘度的0．27倍，浓度为7％溶液的表观粘度下降为

原先粘度的0．3倍。因为羧甲基壳聚糖在水溶液中是以网状结构存在的，当浓度上升或处于较

低温度时，有利于网状结构的形成和保持，所以粘度较大。

3．2．5电解质氯化钠对羧甲基壳聚糖水溶液表观粘度的影响

配制4％的羧甲基壳聚糖水溶液，2 mol／l的NaCI水溶液，加入不同体积的NaCI水溶液，

考察其对羧甲基壳聚糖水溶液表观粘度的影响。

图3．4加入NaCI对羧甲基壳聚糖水溶液表观粘度的影响

Fi93．4 The influence ofNaCl Oil apparent viscosity·ofCMCS

29



壳聚糖及其羧甲基衍生物的配位化学研究

从图3．4可以看出，当加入NaCI，会造成体系的表观粘度的下降。并且表观粘度随加入

的NaCl量的增大而平缓下降，羧甲基壳聚糖在水中是以两性性质存在的，高分子链上的羧

基和氨基相互之间存在着较强的静电吸引，形成较好的网络结构，当在溶液中加入了小分子

盐以后，CI。会与氨基发生作用，而Na+会和羧基发生作用，这样就对分子链之间的静电吸

引力形成了一定的冲击，其网状结构就受到一定程度的破坏，使高分子链逐渐卷曲，这样就

降低了体系的粘度。

3．3小结

由以上实验结果我们可以得出以下结论：

I．同一温度时，羧甲基壳聚糖溶液的表观粘度随浓度的增加而增大；

2．同一浓度时，羧甲基壳聚糖溶液的表观粘度随温度升高而降低，且溶液的浓度愈大，其表

观粘度受温度影响愈大；

3．加入NaC|时，会造成羧甲基壳聚糖水溶液表观粘度体系的表观粘度的下降，并且表观粘

度随加入的NaCl量的增大而平缓下降。
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4羧甲基壳聚糖水凝胶制备及其性能测定

引言

水凝胶是在水中溶胀并保持大量的水分而又不溶解的聚合物。高分子水凝胶是由商分子

骨架、水、交联剂组成的三维体系，具有大的分子量的复杂空间网状结构，对于外界条件的刺

激能产生相应的体积相型9引。目前对于水凝胶的应用研究涉及非常广泛，在国民生产各个领

域都能发现凝胶的应用。

羧甲基壳聚糖是壳聚糖经羧甲基化后的一类最重要的壳聚糖衍生物之一，是分子链上含有

阳离子(_hNH+3)和阴离子(-cOO。)基团的两性聚电解质，具有良好的水溶性、吸水保水性能

[941。目前有关水凝胶的研究主要以聚丙烯酸类物质为基础，对天然高分子两性聚电解质水凝

胶的研究还很少有报道[951。

4．1实验部分

4．1．1仪器与试剂

AVATAR 360 FT-IR型红外光谱仪(Nieolct)，TU．1900双波长分光光度计(北京普析通

用仪器有限公司)，THZ．82恒温振荡器(华北实验仪器有限公司)，旋转粘度计。

壳聚糖(青岛海汇生物工程公司，脱乙酰度96％)，50％戊二醛(天津市科密欧化学试剂开一一

发中心)，KSr(光谱纯，国药集团上海化学试剂有限公司)，其他试剂均为分析纯。

4．1．2羧甲基壳聚糖水凝胶(CMCS．GA)的合成

称取5 g壳聚糖分散于50mL异丙醇中，于磁力搅拌器上室温搅拌溶胀30min后，加入

w(NaOH)=40％15 mL，45"C搅拌碱化3 h后，分阶段加入6．0 g氯乙酸， 转为60℃水浴

中恒温回流3 h后，倒入烧杯中，冷却，缓慢滴加乙酸，调pH值至7．0，真空抽滤，用(P(c一

2H50H驴70％洗涤、抽滤，取出产物溶于少量水中，加入丙酮沉淀，抽滤，用无水乙醇洗涤

多次，60℃真空干燥过夜得白色CMCS产品。

取上述CMCS产品适量，配制质量浓度为3％的水溶液50 g’高速搅拌溶解后，加入一定

量的50％的戊二醛(GA)，继续搅拌至粘稠，真空去除胶体的气泡，室温下反应4 h。取出

在去离子水中浸泡2 h，抽滤去水，将所得产物在50℃真空干燥过夜，得CMCS．GA。

用KBr压片法在4000～400啪4波数范围内对产物进行红外光谱表征。

4．1．3 CMCS．GA在不同pH值水溶液中溶胀度的测定
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称取一定量干凝胶置于不[h-]pH的一次水中，每隔一段时间后取出，用滤纸吸干凝胶表面

水分后称其质量，按下式计算其溶胀度(sR)，sR《wt．Wo)／wo，其中wt为溶胀后凝胶的总

质量(g)，wo为溶胀前的干凝胶质量(g)。

4．1．4 CMCS．GA在不同温度水溶液中溶胀度的测定【96】

称取一定量干凝胶置于不同温度的一次水中，每隔一段时间后取出，用滤纸吸千凝胶表

面水分后称其质量，按下式计算其溶胀度(sR)，SR=(W。一Wo)／Wo， 其中wl为溶胀后凝胶的

总质量(曲，、Ⅳ0为溶胀前的干凝胶质量(g)。

4．2结果与讨论

4．2．1 m分析

4而r丐菇r-i而r—再丽—面石—五而—丽石—百万
诙t_，¨·^精h—I’‘I

瞄4．1 CMS、CMC$、CMCS-GA的红外光谱匿

Fi94．1Ⅱt spectraofCMS、CMCS、CMCS-GA

由图4．1可知，壳聚耱(CMS)、羧甲基壳聚糖(CMCS)的红外光谱图没有显著的差别，

但CMCS的红外光谱图在1618哪4处有羧基的特征吸收峰，说明羧甲基壳聚糖CMCS的生成，

CMCS的N．H吸收峰1413锄一、1326 ClTI"1、1066 cm-I与CMS相比有一定的变化，这说明取代

反应主要发生在-NH2活性基团，是以N位为主的羧甲基取代产物阶9引。CMCS_GA的红外谱

图与CMCS的红外谱图比较，3420 cm．1处的-OH、N-nJf*缩振动峰变为两个峰，分别是3604

C1口I"1、3678锄～，在1618啪4处的吸收峰较CMCS变尖变强，说明Schj御晓反应发生，形成了

．C-N』嘲。

4．2．2羧甲基壳聚糖水凝胶在不同pH水溶液中溶胀度对时间(rain)曲线
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O 50 100 150

时间t(rain)

图4．2不同pH下CIVICS．GA在水中溶胀度曲线

Fi94．2 Swelling ratioofCMCS43AinwatersolutionofdifferentpH

图4．2表a,q当pI-i=7B寸，CMCS-GA在水中溶胀度最大，在碱性条件下，随pH增大

CMCS—GA在溶液中溶胀度减小，在酸性条件下，随pH减d、CMCS-GA溶胀度减小酸性较强

时，凝胶溶解。

4．2．3 CMCS．GA凝胶在不同温度时的溶胀度

用称重法测量不同温度时，CMCS．GA凝胶的溶胀度，如表4．1所示：

表4．I CMCS-GA在一次水中不同温度时中的溶胀度数据

Table 4．1 Swelling ratio data ofCMCS-GA in distilled water at different tganperature

I温度t℃ 25 30 35 40 45 55

I溶胀度 6．0049 9．1418 9．4044 13．5689 9．6321 8．952
I

20 30 40 50 60

溻席t℃

图4．3 CMCS．GA在一次水中不同温度时中的溶胀度

Fig 4．3 Swelling ratio ofCMCS—GA in distilled water at different temperature
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由上图可知，当温度在25"C～55℃变化时，CMCS．GA在水中溶胀度先升高再减小，

在40℃左右达到最大值13．57。
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5羧甲基壳聚糖水凝胶制备及其在药物控释中的应用

引言

羧甲基壳聚糖(CMCS)是壳聚糖羧甲基化后的产物，具有良好的生物相容性，有生物黏

附性和多种生物活性，无毒无免疫原性，可被体内多种酶生物降解，降解产物无毒且能被生

物体完全吸收，是药物缓释的理想载体。普通的阿司匹林片，在体内水解成水杨酸后对胃肠

道粘膜有刺激作用，制成缓释片后，药物缓慢释出，在很大程度上可缓解其对胃肠道粘膜的

刺激性【100I。杨红梅等研究阿司匹林壳聚糖缓释片的体外释放作用，证明其释药模式符合

Higuchi方程[101l。羧甲基壳聚糖是分子链上含有阳离子(-NⅣ’)和阴离子(cOo-)基团的两

性聚电解质，具有良好的水溶性，目前有关水凝胶的研究主要以聚丙烯酸类物质为基础，对天

然高分子两性聚电解质水凝胶的研究还很少有报道。本实验对壳聚糖改性得羧甲基壳聚糖，

然后以戊二醛为交联剂制备羧甲基壳聚糖水凝胶(CMCS．GA)，同时以阿司匹林为模型药物，

对其进行吸附，观察载药凝胶在人工肠液中的体外释放行为，初步探讨了其释放机制及缓释

动力学。

5．1实验部分

5．1．1仪器与试剂

AVATAR 360 FT-IR型红外光谱仪(Nicolet)，THZ．82恒温振荡器(华北实验仪器有限公司)，

电子天平(北京赛多利斯仪器系统有限公司)，Tu．1900双波长分光光度计(北京普析通用仪器

有限公司)，PHS．3B型酸度计(上海精科仪器公司)，电热恒温水浴锅(龙口市先科仪器公

司)，DZF型真空干燥箱(上海精宏实验设备有限公司)，乌氏粘度计。

壳聚糖(青岛海汇生物工程公司，脱乙酰度96％)，ra3r(光谱纯，国药集团上海化学试剂

有限公司)，50％戊二醛(天津市科密欧化学试剂开发中心)，磷酸氢二钠(AR，天津市大茂

化学试剂厂)，磷酸二氢钠(AR，天津市巴斯夫化工有限公司)，pH 7．4人工肠液E自Na2HP04

和NaH2P04配制， 阿司匹林肠溶片(黄海制药厂，国药准字H37023121)，其它试剂均为分

析纯。

5．1．2羧甲基壳聚糖水凝胶(CMCS．GA)的合成

CMCS．GA的合成方法同4．1．2。

5．1．3 CMCS．GA在人工肠液中的溶胀度的测定【96t



壳聚糖及其羧甲基衍生物的配位化学研究

称取一定量干凝胶置于人工肠液中，每隔一段时间后取出，用滤纸吸干凝胶表面水分后

称其质量，按下式计算其溶胀度(sR)，sR√、帆-Wo)／、Ⅳo，其中wt为溶胀后凝胶的总质量(g)，

Wo为溶胀前的干凝胶质量(g)。

5．1．4阿司匹林在人工肠液中标准曲线的绘制

(1)用人工肠液准确配制1 p．g／ml阿司匹林溶液；

(2)分别移取0、1．0、2．0、3．0、4．0、5．0 ml标准溶液至50ml容量瓶中，用人工肠液定容

至刻线。

(3)用紫外分光光度计在800 nln．190 nrn全波长扫描， 确定最大吸收波长k。。

(4)测定标准系列在k。处的吸光度，绘制标准曲线。

5．1．5 CMcS．GA对阿司匹林的吸附及载药量测定

准确称取一定质量干凝胶置于一定浓度的阿司匹林溶液中，室温下浸泡6 d后取出晾干

得到载药凝胶。用紫外分光光度计于k。处测定剩余溶液的光密度D，标准曲线法算出其阿

司匹林浓度，根据加入干凝胶浸泡前后阿司匹林浓度、体积变化计算凝胶载药量。

5．1．6阿司匹林体外释放度测定

准确称取一定量载药凝胶，置于pH7．4人工肠液50mL中，将盛放样品的容器固定在振荡

器中，控温(37．4-1)℃，振荡速度为每rain 30次，每隔一定时间用移液管移取缓冲液5 mL，分

别以各自空白作参比，测其在222 rlln处的吸光度，加相同体积缓冲液补充到缓释体系中，保

持体积恒定在50mL。标准曲线法计算不同时间阿司匹林从凝胶中释放量及累积释放度，累

积释放百分率(Q)的计算公式如下，

Q(％)=(5∑Co．o+50CI)／mo

ci为第i次取样时阿司匹林的浓度，mo为所加入阿司匹林总量。

5．1．7阿司匹林体外释放机制
’

对阿司匹林体外释放分别按零级动力学、一级动力学和Higuchi方程进行拟合，初步判断

其释放机制。

5．2结果与讨论

5．2．1 阿司匹林在人工肠液中标准曲线的绘制

用紫外可见分光光度计在190nm～800rim全波长扫描，确定最大吸收波长为222nm，测

定标准系列在222nm下的吸光度，绘制标准曲线。
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表5．1不同阿司匹林浓度时对应得吸光度数据

Table 5．1 The Absorbenoy data ofaspirin at different concentration

《
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昏
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0 0．05 o-l

阿司匹林浓度(p g／al'

图5．1阿司匹林在人工肠液中标准曲线

Fig 5．1 Specification cnrVe ofaspirin in simulated intestinaljuice

回归曲线方程为；y=28．54x+0．011，R2=0．9997，可见阿司匹林在人工肠液中标准曲线有优

良的线性关系。

5．2．2 CMCS．GA在人工肠液中的溶胀度及最大载药量

CMCS．GA在人工肠液中的溶胀度曲线如图2所示，CMCS．GA在人工肠液中2 h达最大溶

胀度1．38，标准曲线法计算CMCS．GA凝胶对阿司匹林的最大载药量为4．6 mg／g。

．2 1．6

=

：1．2
要

毫0．8
占

摧o．4
邕

肇0

0 50 100 150

时问t／min

图5．2 CMCS-GA在人工肠液中的溶胀度曲线

Fig 5．2 Swelling ratio Gnrve ofCMCS-GA in simulated intestinal juice

5．2．3载药凝胶的体外释放结果
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自制阿司匹林壳聚糖缓释片的累积释放率见表5．2。将累积释放百分率(Q)与时间(t)分别

按零级动力学、一级动力学和Higuchi方程进行拟合，结果如下：

表5．2阿司匹林壳聚糖缓释片的体外累积释放率(坳

Table 5．2 Release ofaspirin from aspirin entrapped hydrogel(％)

表5，3阿司匹林壳聚糖缓释片的体外释放度拟合方程

Table 5．3Releaseprofileofaspirinfromaspirinentrappedhydrogei

由表5．3可知，自制阿司匹林壳聚糖缓释片的释药模式符合一级动力学方程。

5．3小结

自制cMCs．GA载药凝胶在3 h时累积释放百分率约为29．28％，96 h累积释放百分率为

99％以上，1 h～96 h能缓慢释放，释药模式拟合符合一级动力学方程，说明自NCMCS．GA

载药凝胶具有优良的缓释性能，可望能为临床提供平稳的血药浓度，减少副作用的发生及给

药次数。有关阿司匹林壳聚糖缓释片体内吸收及体外释放度和体内吸收的相关性有待进一步

研究。
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6羧甲基壳聚糖铜(II)、铬(II)配合物的合成、表征

引言

希夫碱(Schiff碱)配合物可以用作稳定剂、絮凝剂、催化剂、分析试剂及生物活性导

剂，并且在许多方面得到应用。在医学领域，希夫碱具有抑菌、杀菌，抗肿瘤，抗病毒的生

物活性。在催化领域，希夫碱的钻和镍配合物已经作为催化剂使用，在分析化学领域，希夫

碱作为良好的配体，可以用来鉴别，鉴定金属离子和定量分析金属离子的含量。在腐蚀领域，

某些芳香族的希夫碱经常作为铜的缓蚀剂。在光致不变色领域，某些含有特性基团的希夫碱

也具有独特的应用。

过渡金属元素中有大部分是人类生命中不可缺少的微量元素，所以其Schiff碱配合物具

有多种优良性能。多年研究发现此类配合物具有抑菌、抗癌和抗病毒等生理功能，有些可用

作生物载氧体的模型化合物和一些反应的催化剂等。

6．1实验部分

6．1．1仪器与试莉

AVATAR 360 FT-IR型红外光谱仪(Nicolet)，Tu一1900双波长分光光度计(北京普析

通用仪器有限公司b

壳聚糖(青岛海汇生物工程公司，脱乙酰度96％)，50％戊二醛(天津市科密欧化学试剂开

发中心)，Kar(光谱纯，国药集团上海化学试剂有限公司)，无水硫酸铡(A．＆天津广成化学

试剂有限公司)，其它试剂均为分析纯。

6．1．2 cu2+标准溶液的配制及标准曲线的绘制

6．1．2．1 cu2+标准溶液的配铹

准确称取分析纯CuS04·5H20 0．3929 g溶于100ml容量瓶中至刻线，从中量取1 ml至1000

ml容量瓶中以蒸馏水稀释至刻度，此时溶液,cu2+的浓度为l ug·mr‘。

柠檬酸0．5 g．ml"1：氨水溶液(V氨水：V木=1：1)，双环乙酮草酰二腙溶液0．1％(称取19固

体样品于200ml烧杯中加入100m17．醇，50～60℃温热溶解后转移至1000ml容量瓶中，以蒸

馏水稀释至刻线)。

6．1．2．2标准曲线的绘制

在25 ml容量瓶中准确滴加0、2、4、6、8、10 ml 1．0 ug．ml。‘的Cu2+标准溶液，再分别
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滴加1 m1柠檬酸溶液，2 ml氨水溶液。10 ml BCO溶液摇匀，蒸馏水稀释至刻度，15 mi．后，

190～800 ILrn波长范围内进行全波长扫描，确定最大吸收波长，以吸光度A对cu2+浓度作图，

得标准曲线。

6．I．3 CMCS．Cu-GA的制备

取2 g CMCS溶解在50 mL去离子水中，调节pH至6．30，滴加15％的CuS04溶液22 mL，

常温反应3 h，过滤用去离子水多次重复洗除游离cu2+，收集滤液，用紫外分光光度计，测

滤液中Cu2+的浓度，进而计算CMCS．Cu-GA所吸附的Cu2+含量。

取滤渣悬浮于12 mL去离子水中，加入50％戊二醛l mL，室温下反应3 h，过滤，水洗至中

性，洗去多余的戊二醛，60℃真空干燥至恒重，得CMCS．Cu．GA凝胶。

用KBr压片法在4000～400 cmo波数范围内对CMCS．Cu-GA进行红外光谱表征。

6．2结果与讨论

6．2．1 Cu2+在一次水中的标准曲线

用紫外分光光度计在190～800 nm波长范围内进行全波长扫描，测得在603 nm处有最

大吸光度，测012+不同浓度时九一对应的A。。，数据见表，标准曲线见图

表6．1不同铜离子浓度对应的吸光度值A

Table 6．1 The Absorbency ofCu2．at different concentration
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浓度c ug／=l

图6．1 cu2+在一次水中的标准曲线

Fig 6．1 Specification curve ofCu2+in distilled water
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回归曲线方程为Y=0．1986x．O．0002，R2=O．9998，由上图可知，曲线具有良好的线性

关系。

6．2．2 CMCS．Cu-GA凝胶中铜含量的测定

由标准曲线计算1 gCMCS—Cu-GA凝胶中所吸附Cu的含量为O．10409。

6．2．3 CMCS．Cd-GA与CMCS—Cu-GA的m分析

采埘KBr压片法在4000～400cm。波K范围内对样品进行红外光谱扫描。

Wavcnumbep$ 锄1

图6．2 CMCS、CMCS．Ca—GA的红外光谱图

Fig 6．2 IR spectra ofCMCS。CMCS·Cu·GA

出图6．2可以看出，羧甲基壳聚糖铜凝胶(cMcs．Cu。GA)与羧甲基壳聚糖(cMcs)的

红外谱图相比，位于3457．18 cm。处的吸收峰向低频位移22 cm‘，且CMCS．Cu-GA吸收峰

变尖，说明．Nth和．OH参与了配位反应。CMCS的红外光谱图在1599．42cm‘1处有羧基的特征

吸收峰，反应后CMCS变尖变强，且发生了一定的偏移，说明Schif瑚宄反应发生，形成7

-C=N．∽l。616．51 cm"1处出现明显的吸收峰，此处的吸收峰为金属离子-与coo上的氧形成

O—Cu键所产生的吸收峰。

41
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Wavemm谴-e蜡 cm"’

图6．3 CMCS、CMCS．Cu-GA的红外光谱图

Fig 6．3 IR spectra ofCMCS，CMCS-Cd-GA

出图6．3 CMCS．Cd．OA与CMCS配合物的红外谱图可知：CMCS位于1599．42 cm以处

的6N．H吸收峰向高频位移了9 cm一，且及在；1416．42 cm。处COO。的对称吸收峰形成配合物

后，向低频位移了8 cm～，说明．COO。参与了配位；1089．44 cmo处表征仲羟基的吸收峰有一

定位移，向低频位移了19 cm～，这说明CMCS分子中的仲羟基参与了配位反应。1326．05 cm吐

处的吸收峰处C．N的伸缩振动峰吸收蜂几乎没有变化，说明CMCS．Cd．GA以内盐的形式存

在的。
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7．羧甲基壳聚糖铜配合物凝胶在人工海水及海水中缓释性能的研究

引言

对赤潮的治理。已成为全社会共同关注的课题．目前最有效的方法是向洋面播撒CuS04．

也即利用赤潮藻类吸附Cu2+，以影响藻类的生长代谢、抑制光合作用，使原生质膜的渗透性

受到影响，起NCu2+杀藻的目的f10"21，但CuSO,直接投入海水中，容易造成局部cu2+浓度太

高，影响非赤潮生物的生长且对生态环境产生副作用。

水产养殖中传统用的杀菌剂二氧化氯存在用前需活化、有毒、药效过短、容易因杀菌剂

播撒不均，造成局部水域浓度过高，导致鱼虾不适等问题[103l。

羧甲基壳聚糖(CTS)是一种无毒、无害，且易降解的天然高分子材料，其分子链上具有

活性基团—NH2，—oH及—COOH，能够发挥电中和凝聚及粘结架桥絮凝的双重作用．近年

来，它作为重金属离子的螯合絮凝剂逐渐应用于水处理中。本实验考察了合成的CMCS．Cu

．GA凝胶在人工海水及海水中缓释性能，为其在海洋赤潮的治理应用及作为水产养殖中的

长效杀菌剂提供了一定的理论依据。

7．1实验部分

7．1．1仪器及试剂

AVATAR 360 FT-IR型红外光谱仪(Nicolet)，n『-一1900双波长分光光度计(北京普析

通用仪器有限公司)．

壳聚糖(青岛海汇生物工程公司，脱乙酰度96％)，50％戊二醛(天津市科密欧化学试剂开

发中心)，KSr(光谱纯，国药集团上海化学试剂有限公司)，无水硫酸铜(A．凡天津广成化学

试剂有限公司)，双环乙酮草酰二腙(A．It,上海科丰化学试剂有限公司)，柠橡酸(A．R，天

津广成化学试荆有限公司)，氨水(A．R。烟台三和化学试剂有限公司)，海水(鲁迅公园)，

其它试剂均为分析纯。

7．1．2溶液的配制及标准曲线的绘制‘87l

准确称取分析纯CuS04·51t20 O．3929 g溶于100 ml容量瓶中至刻线，从中量取l ml至1000

rni容量瓶中以蒸馏水稀释至刻度，此时溶液,cu2+的浓度为1 ug·ml一。

配制0．5 g／mL柠檬酸溶液，0．1％BCO溶液：称取1．00 g固体样品于100mL乙醇中，60℃
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加热溶解，冷却，转移至1000 ml容量瓶中，用水定容定容至刻线。

在25mL容量瓶中分别滴加1 rtg／mL的Cu2+标准溶液1．00～5．00 mL，l mL柠檬酸溶液，

2 mL氨水溶液(≯编．∞：／％o=1：1)，10 mLBCO溶液，用人工海水稀释至刻度线，显色15 min

后，190～800 nlll波长范围内进行全波长扫描，确定最大吸收波长丸。。，根据不同Cu2+浓度

的溶液九。。处对应的吸光度值A，绘制标准曲线。

Cu2+在海水中的标准曲线的绘制方法同人工海水。

7．I．3 CMCS．Cu．GA凝胶的制备

同6．1．3。

7．1．4 CMCS．Cu-GA凝胶在人工海水及海水中的缓释性能研究

各取0．5 g CMCS．Cu-GA凝胶分别置于200 m1人工海水及海水中，25℃恒温匀度磁力

搅拌，每隔一段时间，取5 ml样品，溶液以空白补足，标准曲线法计算样品中铜含量，按以

下公式计算溶液中铜的累计释放率：

Q(％)=(5∑C(i．1)+50Ci)／mo

Ci为第i次取样时Cu2+的浓度，Ⅱlo为所自nA．Cu的总量

7．2结果与讨论

7．2．1 CMCS．Cu-GA在人工海水中的缓释性能研究

7．2．1．1 Cu2+在人工海水中的标准曲线

用紫外分光光度计在190～800 nm波长范围内进行全波长扫描，测得Cu2+在人工海水中

的最大吸光波长分600 nnl，Cu2+不同浓度时测其九。。对应的A一，相关数据见表及标准曲

线如下：

表7．1不同铜离子浓度对应的吸光度值A

Table 7．1 The Absorbency data ofCu2+at different concentration
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图7．1铜离子在人工海水中标准曲线

Fi97．1 Specification euiveofCu(II、in simulated s翰wata

回归方程：y=1．2806x+0．0034，11．2=o．9998，标准曲线显示出良好的线性关系。

7．2．1．2 CMCS．Cu-OA在人工海水中的缓释

表7．2 CMCS-Cu-GA在人工海水中缓释的各项数据

Table7．2 The release data ofCMCS-Cu-GA in shnulatz,d seawater

样品／sample 时间Time(d) 吸光度A 浓度c(ug／m1) 累积释放率(％)

1．0625

1．1875

1．3542

1．9792

2．2708
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5

6
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9

lO

ll
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0．2288
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0．0543

0．06107
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图7A CMCS—Cu-OA在人工海水中的累积释放率

Fig 7．4 The gUrVe ofARP ofCMCS-Cu-(}A in simulated seawater

由以上数据可知，CMCS．Cu-GA凝胶在人工海水中缓释32天的累积释放度为0．2390％，

且释放平稳，说明合成的CMCS．Cu-GA凝胶在人工海水中具有良好的缓释性能。

7．2．2 CMCS．Cu-GA在海水中的缓释性能研究

7．2．2．I cu2+在海水中的标准曲线

用紫外分光光度计在190～800nm波长范围内进行全波长扫描，测褥Cu2+在海水中的最

大吸光波长为598nm，cu2+不同浓度时测其k。对应的A一，相关数据见表及标准蓝线如下：

表7．3不同铜离子浓度对应的吸光度值A

Table 7．3 The Absorbency data ofCu2+at different concentration

图7．5铜离子在海水中标准曲线

Fig 7．5 Specification CIII'VC ofCu(II)in seawater

47
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回归方程：y=o．2631x．0．0021，R2=0．9985，标准曲线显示出良好的线性关系。

7．2．2．2 CMCS．Cu．GA在海水中的缓释结果

表7．4 CMCS￡u如A在海水中的缓释数据

1砧1e7．4 The rek"e da协ofCMCS．Cu．GA in s∞wat日

样品／smple 时间Time(d) 吸光度A 浓度e(u咖1) 累积释放率(％)

t 0 0．00523 0．028

2 0．0417 0．0059 0．0304

3 0．0833 0．0062 0．0315

4 0．125 0．0065 0．0326

5 0．1667 0．0065 0．0328

6 0．2083 0．0087 0．0409

，0．6667 0．0087 0．04l

8 0．7917 0．0108 0．0492

9 0．9167 0．01 16 0．0519

10 1．0833 0．01 19 0．0533

1l 2 0．0123 o．0547

12 2．7083 0．0128 0．0566

13 3 0．0148 0．0643

14 4 0．0155 0．067

15 4．729 0．0167 0．0714

16 5 0．0195 0．0822

17 6 0．0199 0．0837

18 7 0．02ll 0．088l

19 8 0．022l 0．0919

20 9 0．0224 0．093

21 10 0．0262 0．1076

22 ll 0．0264 o．1085

23 12 0．0274 0．112l

48

0．0108

0．0120
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0．0134

0．0138
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0．0237
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0．02605

0．02960

o．03120
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0．0384

0．0398

O．0423
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O．0524
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圈7．7 CMCS-Cu．-GA在海水中的累积释放率

Fig 7．7 The curve ofARp ofCMCS-Cu-GA in seawater

由以上数据可知，CMCS-Cu-GA凝胶在海水中缓释30天的累积释放度仅为O．21 12％，，

且释放平稳，说明合成的CMCS．Cu．GA凝胶在海水中具有良好的缓释性能。

7．3小结

本实验中合成的CMCS．Cu-GA凝胶在人工海水及海水中均具有优异的缓释性能，且Q12+

平稳释放，克服了水产养殖中传统杀菌剂的用前需活化、有毒、药效过短、容易因杀菌剂播

撒不均，造成局部水域浓度过高，导致鱼虾不适等问题，为其在海洋赤潮的治理应用及作为

水产养殖中的长效杀菌荆提供了一定的理论依据。
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8羧甲基壳聚糖盐的制备、表征及其应用性能研究

引言

羧甲基壳聚糖(Carboxymethyl choose，CMCS)具有免疫调节作用，可通过增强机体的免

疫力来发挥抗肿瘤作用，又不损伤正常细胞，经毒理学实验证明无任何毒副作用【104】，具有促

细胞生长，抗心律失常作用等生物活性f慨106I。羧甲基壳聚糖可用作生物医用高分子材料，

络合物，这种络合物则可以在医药学上作为金属离子类药物应用，因此是羧甲基壳聚糖制各

血；羧甲基壳聚糖与锌的络合物可治疗因锌的缺乏导致的诸如生长障碍、男性性机能低下、

氧气在生物体内产生的超氧阴离子自由基(02。t)，是一种高活性毒性物质，是致癌、致突

变、导致DNA断裂以及诱发衰老和炎症的主要因素之一，过剩的超氧离子也能使DNA链

有关清除剂对02。．的清除机理大致分为两种类型，一种类型是催化02'的歧化，另一种

类型是同02"发生氧化还原反应。

抗02‘·活性的测定需要测定超氧阴离子自由基，国内外己建立了多种测定自由基的方

简便的间接测定法测SOD活性，常见的有黄嘌呤氧化酶—-NBT法、细胞色素c法、邻苯三

酚自氧化法、NBT光还原法、化学发光法、肾上腺素自氧化法、极谱氧电极法等‘107l。

哂蒜矗一匠NBT黧物
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氧在核黄素一蛋氨酸存在条件下进行光照可以产生超氧阴离子自由02‘，当在反应体系

中加入硝基四氮唑蓝(NBT)时，02。·可使NBT还原成蓝色的化合物。而02‘·在H+作用下

可被歧化成H202；当反应体系中没有SOD或活性物质时，歧化反应很慢，而当有SOD或

活性物质时，歧化反应会被加速，从而使其与NBT反应生成的蓝色化合物的量就会减少；

因此可以通过在一定波长下测定反应体系的吸光度值随时间的变化来测定化合物催化歧化

02‘·的活性大小。

本文制备了羧甲基壳聚糖铝(III)、镁(II)、铁(II)、锌(II)、钙(II)、镉(II)和铈(1I)盐，

研究了它们的光谱特性及生理活性，为羧甲基壳聚糖及其金属配合物作为自由基清除剂的开

发应用及制备CMCS．M类型生物活性多糖金属元素补剂的研究开发奠定基础。

8．1实验部分

8．1．1仪器及试剂

AVATAR 360 FT-IR型红外光谱仪(Nicolet)，THZ．82恒温振荡器(华北实验仪器有限公

司)，78．1型恒温磁力搅拌器，Tu．1900双波长分光光度计(北京普析通用仪器有限公司)；

日光灯。

羧甲基壳聚糖(自制，脱乙酰度96％)，Kar(光谱纯，国药集团上海化学试剂有限公司)，

FeS04·7H20(AR,天津市大茂化学试剂厂)，ZnS04·7H20(A凡天津天大化工实验厂)，

Ce(N03)3·6H20(AR,上海跃泾化工有限公司)，A1C13·6H20(AR，天津市巴斯夫化工有限公

司)，MgCl2·6H20(AR天津广成化学试剂有限公司)，核黄素(BK北京奥博星生物技术

责任有限公司)，蛋氨酸(BR，中国惠兴生化试剂有限司)，氯化硝基四氮唑蓝(NBT)(BtL

上海灵锦精细化工有限公司)，磷酸氢二钠(AR，天津市大茂化学试剂厂)，磷酸二氢钠

(AR，天津市巴斯夫化工有限公司)，其它试剂均为分析纯。

8．1．2羧甲基壳聚糖碱式铝盐的制备

配制质量浓度为1％的羧甲基壳聚糖水溶液，取等体积的三份，分别标号为1号、2号

和3号，然后按CMCS：A1C13·6H20：NaOH摩尔比为1：1：2，2：1：l和3：l：0的比例加入l，2，

3号烧杯中，将l，2，3号烧杯放到磁力搅拌器上搅拌2h后向1，2，3号烧杯分别倒入大量丙酮，

得白色固体沉淀，抽滤，用大量的70％的乙醇和水的混合溶液反复洗涤至无Cl‘存在，55℃

真空干燥得产品，分别记作CMCS·AI(OHh，(CMCSh—AIOH和(CMCS)3一Al。
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8．1．3羧甲基壳聚糖碱式镁盐的制备

配制质量浓度为l％的羧甲基壳聚糖水溶液，按CMCS：MgCl2·6H20：NaOH摩尔比为

1：1：l的比例加入烧杯中，将烧杯放到磁力搅拌器上搅拌2h后向烧杯分别倒入大量丙酮，得

白色固体沉淀，抽滤，用大量的70％的乙醇和水的混合溶液反复洗涤至无Cl。存在，55℃真空

干燥得产品，记作CMCS．MgOH。

8．1．4竣甲基壳聚糖铁、锌、钙、镉、铈盐的制备

称取3 g FeS04-7H20溶于25 mL的去离子水中，置于三口瓶中在70℃下回流搅拌。配

制质最浓度为l％的羧甲基壳聚糖水溶液，逐滴滴入三口瓶q6(CMCS与FeS04'7H20的摩尔

比约为l：”，反应2 h后将所得液体浓缩，用丙酮沉淀，用70％的乙醇水溶液充分洗涤沉淀

物，抽滤得红褐色粉末，即羧甲基壳聚糖铁盐，记作CMCS．Fe(1I)。用同样的方法我们可以

制备}“羧甲基壳聚糖锌、钙、镉、铈盐。分别记作CMCS—Fe(II)，CMCS—Zn(II)，CMCS—Ca(II)，

CMCS—Cd(II)一GA，CMCS—Ce(1I)。

8．I．5竣甲基壳聚糖盐的红外表征

用KBr比片法在4000～400cm。波数范围内，对以上合成的羧甲基壳聚糖盐作红外光谱

分柝。

8．I．6睃Il{展壳聚糖及其配合物抗02’·活性研究f107l

尉空气饱和盼三饮蒸馏水r磷酸三氧钠和磷酸簧三钠配带廿p}毛；卑母的0．05tool-L"1混合

磷酸捕缓冲溶液；在分析犬，严上称耿373 mg蛋氨酸，用以上所配制的缓冲溶液配成浓度为

0．05 m01．L。的50 ml溶液；称取18．8 mg NBT，用缓冲溶液配成浓度为2．3×10-4tool·L。的溶

液100 ml：6．2 mg核黄素配成浓度为!．65x10。4mol·L。的溶液100 ml，移取10 ml此核黄素

溶液，用缓冲溶液稀释至100 ml(此时浓度为1．65xlff5 tool·L4)；用所配磷酸盐缓冲溶液配

制一定浓度的待测物(配合物)溶液备用。

测定时：依次移耿上面所配核黄素、蛋氨酸、NBT溶液各5 ml，用缓冲溶液稀释到25 ml

f此时各物质的浓度为：核黄素：3．3×10击tool-L一。蛋氨酸：O．Ol tool·L一，NBT；4．6xlff5

m01．L‘1)。置于30℃的超级恒温槽中，避光恒温20rain，然后将恒温后的混合溶液转入小烧

杯中，管于恒定光强闩光灯(92W)下进行光照，光照5min后，每隔3rain移取部分溶液

入3 cm比色皿中于560 ilm波长下测定其吸光度值，绘制吸光度值随光照时间的变化线，拟

合求jH直线的斜率(AA／At)o，以此作为空白溶液(未加配合物)吸光度值随光照时间的变

化梯度值。
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分别配制O．05 g，L的CMCS—Zn(II)，CMCS—Ca(11)，CMCS·Ce(II)配合物溶液，按以上

步骤分别移取三种溶液后．再移取不同体积的某一浓度的配合物溶液，用缓冲溶液稀释到25

ml，分别测定加入不同体积后的混合溶液的吸光度值随光照时间的变化，拟合求出直线的斜

率(AA／zSt)。，以此作为加入配合物后的溶液的吸光度值随光照时间的变化梯度值。

由公式‘㈣Ilnhibition％={【(AA／z，t)o．(z3A／dt)。】／(zJA／』t)o}×100％

(』A／彳1)o表示空白溶液吸光度随光照时间的变化速率

(AA／z3t)m浓皮为m的化合物吸光度随光照时问的变化速率

求得小川配合物在不同浓度下对超氧离子的抑制率，作各浓度配合物抑制率随浓度的变

化曲线

8．2结果与分析

8．2l羧甲基壳聚糖盐的红外光谱分析数据

用KBr压片法在4000～400 cm。波数范围内，对以上合成的羧甲基壳聚糖赫作红外光谱

分析．结果如F：

4前F——穷商——．j商矿——荔碲——1角矿——乃葡——1前矿—_商
】

Wavenumbers cm‘l

l笙|8．1 CMCS，CMCS-AI(III)的红外光谱图

Fig 8．1 IR spectra ofCMCS．CMCS．AI(IIi)

从图8．1可以看出，CMCS．AI(111)与CMcs红外谱图相比，589．47 eml处出现明显的吸
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收峰，此处的吸收峰为金属离子与COO*上的氧形成0．AI键所产生的吸收峰。位于1599．42

clno处的v。吸收峰，与AI(111)配位后向高频位移了50 cml左右，位于1416．42 cm。处COO"

的对称吸收峰向低频位移了28 eva"。左右，说明一COO’参与了配位，这是由于羧酸钠盐转化为

碱式羧酸铝盐后，铝氧键的共价性质的增加，羧甲基壳聚糖钠赫使得一C00’的离子性下降，

C．O的双键性增强：位于1089．44 cm。处表征仲羟基的吸收峰有一定位移，向低频位移了25

cm～，这说明CMCS分子中的仲羟基参与了配位反应。1326．05 cmd处的吸收峰处C．N的伸

缩振动峰吸收峰几乎没有变化，说明CMCS．AI以内盐的形式存在的。

40甜__——穷如———劲的__——艿叻———殉尚——_]罔Ⅲ———耐砧———，船。

Wavenumbers cm’1

图8．2 CMCS、CMCS．Fe的红外光谱图

Fig 8．2 IR spectra ofCMCS．CMCS-Fe

从图8．2可以看出，CMCS形成CMCS．Fe(II)配合物后，位于3457．18 cm4处的吸收峰

，巫窄，说明一NH2和．OH参与了配位反应。位于1599．42 ern"‘处的6N．H吸收峰，与Fe(11>

配位后向高频位移了45 cm。左右，说明．NH2参与了配位反应；位于1416．42 em’、1326．05

cm。处的吸收峰均发生一定位移，并且成为一个峰，说明-COO。及CMCS分子中的乙酰氨基

也参与了配位；位于1089．44 cm‘处表征仲羟基的吸收峰有一定位移，向低频位移了35 cnl～，

返说明CMCS分子中的仲羟基参与了配位反应。
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Wavenumbcrs cm"’

幽8．3 CMCS、CMCS．Zn的红外光谱图

Fig 8．3 IR spectra ofCMCS，CMCS-Zn(II)

从图8．3可以看出，CMCS形成CMCS．Zn(II)配合物后，位于3457．15 cm。处的吸收峰

向高频位移18 cm～，且吸收峰变缓，说明一NH2和一OH参与了配位反应。位于1599．42 cm"‘

处的6N—H吸收峰，与zn(11)配位后向低频位移了l em。左右，说明．NH2参与了配位反应；

位于1416．42 cm。处的吸收峰发生一定位移，说明．COO。也参与了配位。位于1326．05 cm4

处的vc．N吸收峰都发生一定位移，说明CMCS分子中的乙酰氨基参与了配位反应；位于

1089．44 cm。处仲羟基的吸收峰有一定位移，向低频位移了34 cm～，这说明CMCS分子中

的仲黔壤参与了配位反应。

Wavenumbers em”

幽8．4 CMCS、CMCS—MgOH的红外光谱幽

Fig 8．4 IR spectra ofCMCS．CMCS-MgOH
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从图8．4可以看出，CMCS形成CMCS．Mg(II)配合物后，位于3457．18 em"1处的吸收峰

向高频分别位移18 cm一，且CMCS—Cu吸收峰变尖，说明一NH2和．OH参与了配位反应。位

于1599．42cm‘。处的烈一H吸收峰，与Zn(II)配位后向低频位移了l em"‘左右，且吸收峰变

尖，进一步说明-NH2参与了配位反应：位于1416．42 cm。处的吸收峰发生一定位移，说明

一COO‘也参与了配位；位于1326．05 em。处的vc．N吸收峰都发生一定位移，说明CMCS分

子中的乙酰氮基参与了配位反应：位于1089．44 cm。处表征仲羟基的吸收峰有一定位移，向

低频fi7：移了34 cm～，这蜕明CMS分子中的仲羟基参与了配位反应。

Wavenumbers cm。I

I鳘|8．5 CMCS、CMCS．Ce的红外光谱图

Fig 8．5 IR spectra ofCMCS，CMCS-Ce

从图8．5可以看出，CMCS．Ce与CMCS红外谱图相比，612．14 cm"1处出现明显的吸收

峰，此处的吸收峰为会属离子与C00。上的氧形成O．Ce键所产生的吸收峰。位于1599．42 cmo

处的6N．H吸收峰，与Ce(II)配位后向高频位移了24 cmd左右，且强度减小，说明．NH2参与

了配位反应：位于1416．42 cm。处COO。的对称吸收峰向低频位移了3 em"‘左右，且强度减

小，说明．COO。参与了配位；位于1089．44 cmo处表征仲羟基的吸收峰有一定位移，向低频

位移了30 cm一，这说明CMCS分子中的仲羟基参与了配位反应。1326．05 cm"1处的吸收蜂

处C．N的伸缩振动峰吸收峰几乎没有变化，说明CMCS．Ce以内盐的形式存在的。

8．2．2羧甲基壳聚糖及其配合物的抑制活性研究
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不同配合物浓度时的超氧自由基抑制率分析结果如下：

95 r

竺

2 90

c

．：85

名

{80
4_

75

5 10

体积v／撙l

—_．一CMCS—Ce一×一CHCS—Ca—叫r—c-cS-Zn

幽8．6不同CMCS-Zn(If)’CMCS—Ca(IIICMCS-Ce(fI)配台物浓度时的超氧自由基抑制率

Table 8．6 The relationship between the inhibition rate to 02‘‘and concentration

ofcomplexs CMCS—Zn(II)，CMCS—Ca(II)，CMCS-Ce(II)

山图8．6可知，CMCS．Zn(II)，CMCS-Ca(II)，CMCS-Ce(II)各配合物对02。·均有较好的

抑制作用，且抑制率与浓度均表现为正相关关系。在0．004 g，I～O．2 g／l浓度范围内，3种配

合物中，CMCS—Zn(II)配合物催化02’·歧化的活性最强，CMCS．Ca(Ⅱ)组配合物次之，

cMCs．Ce(II)配合物最弱。即同一配体与不同的金属离子配位，形成结构类似的配合物，但

j【仃，f：l『i】的活性，说明抗02‘·活性与会属离子的种类密切相关。

813小结

合成了羧甲基壳聚糖配合物，对其结构进行了红外光谱分析，对以羧甲基壳聚糖为基质

制备微量元素补剂的理想配体提供了理论依据。对CMCS—Zn(H)，CMCS．Ca(II)，

CMCS．Ce(11)三种配合物对02"的抑制作用作了研究，结果表明，配合物浓度在0．004酣～

O．2∥l范围内时，各配合物对02‘·均有较好的抑制作用，02‘·抑制率与配合物浓度为正相关关

系，且其抑制作用与会属配位离子的种类有关，为今后应用羧甲基壳聚糖衍生物作为清除自

由基材料提供了理论依据。
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9总结

9．1论文主要结论

本文合成了壳聚糖铜(II)配合物，考察了脱乙酰度、温度对产品中铜含量的影响。研

究了产品在人工海水中的缓释行为及其对大肠埃希氏菌的抑菌效果，产物在人工海水中15

天的累积放度仅为0．76％，说明其具有优异的缓释性能。抑菌第六天时，抑菌率可达54．5％。

以壳聚糖与一氯乙酸在碱性条件下通过加热制备了羧甲基壳聚糖(CMCS)。考察了浓度、

温度、金属盐对羧甲基壳聚糖溶液粘度的影响。羧甲基壳聚糖溶液的表观粘度随浓度的增加

而增大，随温度升高而降低，且溶液的浓度愈大，其表观粘度受温度影响愈大；加)kNaCl，

会造成羧甲基壳聚糖水溶液体系的表观粘度的下降，并且表观粘度随加入的NaCI量的增大而

平缓下降。

以羧甲基壳聚糖作为骨架材料，采用戊二醛交联法制备CMCS．GA，对产品进行了红外

表征。考察pH及温度对溶液溶胀度的影响，凝胶在pH 7左右达最大溶胀度，在碱性条件下，

随pH增大CMCS．GA溶胀度减小，在酸性条件下，随pH减小cMcs．GA溶胀度减小，酸性较

强时，凝胶溶解。当温度在25℃～55℃变化时，CMCS．GA在水中溶胀度先升高再减小，

在40℃左右达到最大值13．57。

通过吸附制各阿司匹林载药凝腔。观察载药凝胶在A工肠液中的溶胀动力学特点及体外

释放行为。在pH 7．4的人工肠液中CMCS．GA2h达最大溶胀度1．38。CMCS．GA的载药量为4．6

megg，凝胶在人工肠液中的96 h的累积释放度为99．9l％，具有优良的缓释性能，药物的体

外释放模型符合一级动力学方程。

通过戊二醛交联合成羧甲基壳聚糖铜、镉配合物，用红外光谱进行结构表征。测定羧甲

基壳聚糖铜中铜的量，分别考察其在人工海水及海水中的缓释性能，在人工海水中缓释32天

的累积释放度为0．2390％，在海水中缓释30天的累积释放度为0．2112％，且均释放平稳，说明

其具有优异的缓释性能。

合成了羧甲基壳聚糖镁(II)、钙(II)、锌(II)、铁(II)、铝(ⅡI)、铈(II)

配合物，用红外光谱进行结构表征。考察对超氧自由基的抑制作用，结果表明，并对

CMCS-Zn(II)，CMCS-Ca(II)，CMCS-Ce(11)=种配合物对Oi·的抑制作用作了研究，结果表

明，各配合物对02。·均有较好的抑制作用， 02。·抑制率与配合物浓度为正相关关系，当配合

物的质量浓度在O．004卯～O．2酣范围内时，CMCS—Zn(II)抑制率最高，CMCS-Ca(11)其次，

CMCS．C《II)最低，表明配合物对超氧自由基的抑制作用与配位金属离子的种类有关。
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9．2论文的主要创新点

本文所研究的内容，具有以下几点创新点：

1．本文合成了壳聚糖铜配合物，考察了脱乙酰度、温度对产品中铜含量的影响。研究了产

品在人工海水中的缓释行为及其对大肠埃希氏菌的抑菌效果。

2．以壳聚糖为原料采用氯乙酸法制备羧甲基壳聚糖(CMCS)。考察了浓度、温度、金属盐对

羧甲基壳聚糖溶液粘度的影响。进而以羧甲基壳聚糖作为骨架材料，采用戊二醛交联法

制备CMCS。GA，考察pH及温度对溶液溶胀度的影响。

3．以阿司匹林为模型药物，通过吸附制备阿司匹林载药凝胶，观察载药凝胶在人工肠液中的

溶胀动力学特点及体外释放行为，初步探讨了其释放机制及缓释动力学，为其在药物缓释

领域的应用提供了一定的理论依据。

4．合成了羧甲基壳聚糖铜配合物，测定其中铜的含量，考察其在人工海水及海水中的缓释性

能，为其作为水产养殖中的长效杀菌剂提供了一定的理论依据。

5．合成了羧甲基壳聚糖钙、锌、铈配合物，用红外光谱进行结构表征，并考察它们对超氧自

由基的抑制作用，为羧甲基壳聚糖金属配合物作为自由基清除剂的开发应用及应用羧甲基

壳聚糖作为人体补充微量元素的载体提供一定的理论依据。

9．3存在的不足及待解决的问题

本文还存在一些不足之处，需要在以后的工作中着手解决的，有以下几个

方面：

1．对于壳聚糖铜配合物的研究还仅限于比较粗浅的方面，没有考虑壳聚糖的分子量对产品缓

释性能的影响，抑菌研究上采用菌种过于单一，对其对其它菌种的抑制作用没有作系统的

研究。

2．对羧甲基壳聚糖水凝胶对酸碱敏感和温度敏感方面同样缺少～个完整的理论来解释以及

缺少有效的手段来证明对其解释的正确性。

3．有关阿司匹林壳聚糖缓释片体内吸收及体外释放度和体内吸收的相关性有待进一步研究。

4．羧甲基壳聚糖铜配合物合成时，没有深入探讨不同配合条件对配合物的配位方式的影响，

对其也缺乏系统的表征。
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