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摘要：壳聚糖是一种重要的生物医用材料，脱乙酰度 是 影 响 其 生 物 降 解 性 能 的 重 要 因 素。运 用 凝 胶 渗 透 色 谱 研 究

了脱乙酰度及相对分子质量分布相似、而聚合单元 !)乙酰氨基 );)葡萄糖和 ;)氨基葡萄糖分布不同的两 种 壳 聚 糖

材料在溶菌酶作用下的降解过程，分析检测了壳聚糖材 料 在 降 解 过 程 中 的 重 均 相 对 分 子 质 量、相 对 分 子 质 量 多 分

散性和相对分子质量分布的变化。发现聚合单元为随 机 分 布 的 壳 聚 糖 样 品，其 降 解 是 均 匀 的；而 聚 合 单 元 为 段 状

分布的壳聚糖样品，其降解是非均匀的；表明其聚合单元的分布方式决定壳聚糖材料酶降解过程的均匀性。
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- - 壳聚糖是由天然高分子甲壳素经脱乙酰化而得

到的一种氨基多糖，其大分子链中同时存在 !)乙酰

氨基);)葡萄糖 和 ;)氨 基 葡 萄 糖 两 种 单 元。;)氨 基

葡萄糖单元在壳聚糖分子中的摩尔含量称为脱乙酰

度（;;）。由 于 其 良 好 的 生 物 相 容 性 和 生 物 降 解

性［’］，壳聚糖在生物医用材料领域受到广泛的关注

和研究［! . %］。在应用中常根据临床的具体要求使用

生物降解速度不同的壳聚糖材料。溶菌酶是壳聚糖

的主要裂解酶之一，文献已报道较多关于溶菌酶降

解壳聚糖的研究，发现其降解速度随壳聚糖分子中

;; 的降低 而 加 快［( . $］，同 时 与 分 子 中 两 种 单 元 的

分布有密切联系［)］。

- - 相对分子质量及其分布是壳聚糖的主要性质之

一，凝胶渗透色谱法（JN8）是测定壳聚糖相对分子

质量及其 分 布 的 常 用 方 法［, . ’’］。本 实 验 的 目 的 就

是利用凝胶渗透色谱对 ;; 接近而其聚合单元分布

不同的两种壳聚糖材料的溶菌酶降解过程进行分析

检测，根据其相对分子质量及其分布的变化来研究

壳聚糖材料酶降解过程中的均匀性，这将有助于推

动壳聚糖作为生物医用材料的选择和设计。
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!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # 凝胶渗 透 色 谱 系 统 配 有 美 国 !"#$%& 公 司 $%$
单元泵、!"%" 示 差 检 测 器、’($)*+,$ &&!$ - 手 动 进

样器 以 及 ./0)1$% 2%) 324 软 件 包。 色 谱 柱 为

567 3"’’’2!89（&( ) // -( *( * +’’ //，填 料 粒

径 %’ !/ ）。324 标 准 样 品 为 普 鲁 兰 多 糖（ 0:99:;
9",，6()*$8 6#",*"%* 2;)!）。

# # 原料壳聚 糖 4(-,+（<< 为 ,+( $=，重 均 相 对 分

子质量 !1 为)+ -’’）购 于 浙 江 玉 环 海 洋 生 物 化 学

品有 限 公 司；壳 聚 糖 4(-$!（<< 为 $!( -=，!1 为

%’! $’’）由本 实 验 室 通 过 原 料 壳 聚 糖 的 ";乙 酰 化

反应 制 得。 降 解 实 验 中 使 用 的 样 品 >（ << 为

&%( &= ）由本实验室通过原料壳聚糖 4(-,+ 的 ";乙
酰化 反 应 制 得，样 品 ?（<< 为 -)( ,= ）由 壳 聚 糖

4(-,+ 和壳 聚 糖 4(-$! 以 % . %（ 质 量 比）混 合 得 到。

溶菌 酶（ 活 性 为&’ ’’’ @ A /B）购 于 美 国 C9:D" 公

司。实验用水 为 双 蒸 水，经 E-99-0)%$ 过 滤，电 阻 率

为 %)( ! E"·F/。其他试剂均为分析纯。

! ! #" 实验方法

! G # G ! # 壳聚糖样品的降解

# # 将壳聚糖样品 > 和 ? 分 别 与 溶 菌 酶 按 质 量 比

%’. %( $ 与一定体积的磷酸盐缓冲液（0H &( "，含 ’( $
B A I J"J+ ）混合，在 +& K下以 %!’ % A /-,振荡降解，

于不同时间取出降解后的壳聚糖样品，迅速用水浸

泡处理多遍，以 除 去 残 留 的 溶 菌 酶 和 磷 酸 缓 冲 液。

冷冻干燥 !" ( 后，保存于干燥器中。

! G # G # # 色谱条件及其他

# # 流动相：’( ! /)9 A I H>F / ’( % /)9 A I J">F，流

速 ’( - /I A /-,。将壳聚糖样品溶于流动相中，质量

浓度为 " B A I，进样量 !’ !I。柱温及检测器温度均

为 +’ K，检测 时 间 +’ /-,。相 对 分 子 质 量 多 分 散

性系数 #$ 由公式 #$ 0 !1 A! , 计算（! , 为壳聚糖

的数均相对分子质量）。

#" 结果与讨论

# ! !" 壳聚糖相对分子质量及其分布的测定

# # 使用凝胶渗透色谱法测定壳聚糖的相对分子质

量及其分布时，需要先对一系列相对分子质量呈窄

分布的标准 样 品 进 行 色 谱 分 离 以 得 到 普 适 校 正 曲

线，然后由该校正曲线计算壳聚糖的相对分子质量

及其分布。表 % 给出了标准样品 0:99:9", 的相对分

子质量分布，其中 ! 为标准样品的特性粘度（ -,#%-,;
&-F L-&F)&-#+）。图 % 为这些标准样品的 324 谱图。

由此可得到用于壳聚糖相对分子质量及分布测定的

普适校正曲线（ 见图 !）。

表 !" 标准样品 "#$$#$%& 的性质

’%($) !" *+,")+-.)/ ,0 /-%&1%+1 /%2"$)/ ,0 "#$$#$%&

6"/09$ !1 !1 A!, ! A（/I A B）

2$ $,’’ % G ’, %! G )%
2%’ %%)’’ % G %’ %) G "&
2!’ !!)’’ % G ’& !+ G ,-
2$’ "&+’’ % G ’- +- G -%
2%’’ %%!’’’ % G %! $’ G &&
2!’’ !%!’’’ % G %+ &! G &$
2"’’ "’"’’’ % G %+ %’) G )%
2)’’ &))’’’ % G !+ %$" G ’&

图 !" 标准样品普鲁兰多糖的 3*4 谱图

5.6! !" 3*4 78+,2%-,6+%2/ ,0 "#$$#$%& /-%&1%+1/

图 #" 壳聚糖的普适校正曲线

5.6! #" 9&.:)+/%$ 7%$.(+%-.,& 7#+:) ,0 78.-,/%&

# # 本实验使用的两个壳聚糖样品的脱乙酰度、相

对分子质量及其分布都非常接近，样品 > 和样品 ?
的 !1 分 别 为,) $’’ 和,) )’’，#$ 分 别 为 %( )$ 和

%( ))，<< 分别为 &%( &= 和 -)( ,=。样品 > 和 ? 的

!1 分 布 也 很 接 近，均 为 从 $’’ ’’’ 到 - ’’’ 的 宽 分

布，峰值为 %%’ ’’’（ 见图 +）。

# ! #" 壳聚糖样品的降解

# # 用凝胶渗透色谱法测定壳聚糖样品的相对分子

质量及其分布 时，尽 管 样 品 ? 为 混 合 物，但 从 其 结

构来看仍为壳聚糖，因此前面得到的普适校正曲线

·)’"·
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图 !" （#）样品 ! 和（$）样品 " 的 !# 分布图

$%&’ !" !# (%)*+%,-*%./ 01.*) .2（#）34%*.)5/ !

5/(（$）34%*.)5/ "

仍然适用。如图 " !" 所 示，样 品 # 的 !$ 随 降 解 反

应的进行呈指数下降趋势，# % 后 !$ 降低到降解开

始前的 $%&，%" % 后 降 低 到 &’&，然 后 变 化 趋 于 平

缓。而样品 ’ 在开始 # % 也经历了一个明显的降解

过程，!$ 降低到原来的 $(&，但接下来的变化并不

明显，%" % 后 !$ 才开始进一步降低，($ % 后降低到

原来的 &$&。在样品 # 和 ’ 降解的过程中 "# 变化

也有非常明显的区别（ 见图 " !(）。样品 # 的 "# 在

降解过程中变化较小，由降解前的 %) $’ 增加至降解

($ % 后的 %) *"。而样品 ’ 在降解时 "# 增加非常明

显，从降解前的 %) $# 增至降解 (% % 后的 () (#，其后

稍有下降，降解 ($ % 后为 () %’。

图 %" 降解过程中两种壳聚糖样品的（5）!# 及（,）"# 变化

$%&’ %" 6.705+%)./ .2（5）!# +875%/%/& 5/(（,）"#

.2 *48 *#. 34%*.)5/ )57018)
% ) *+,-./"0 /"1234 #；( ) *+,-./"0 /"1234 ’)

! ! 这种不同的变化趋势 与 壳 聚 糖 样 品 # 和 ’ 分

子中聚合单元 的 分 布 方 式 相 关。样 品 # 中 两 种 聚

合单元为随机分布，样品的整体性质一致，溶菌酶可

随机降解其中两个 $!乙酰氨基!5!葡萄糖单元之间

的糖苷键，因此样品 # 的 !$ 呈指数趋势下降，同时

"# 的变化也较小。样品 ’ 中同时存在 两 种 结 构 的

壳聚糖，其中 6+,*+ 的分子链基本由 5!氨基葡萄糖

单元构成，降解非常缓慢，而 6+,’( 中两种聚合单元

呈随机分布，因此可将样品 ’ 中的聚合单元视为段

状分布，其整体性质并不均匀，其中 6+,*+ 与 6+,’(
的大分子链既有交缠，也有彼此自由的存在形式；在

溶菌酶降解样品 ’ 时，可较快地降解掉其中自由存

在的 6+,’(，但与 6+,*+ 交缠的 6+,’( 的降解则要滞

后一些，因此样品 ’ 的 !$ 在降解前期出现一个较

快的下降；由于 6+,*+ 的降解非常缓慢，整个样品 ’
中同时存在基本保持不变的 6+,*+ 大分子链和长度

不断降低的 6+,’( 大分子链，因此样品 ’ 在降解过

程中的 "# 逐渐增大。

图 &" （5）样品 ! 和（,）样品 " 降解后的 !# 分布图

$%&’ &" !# (%)*+%,-*%./ 01.*) .2（5）34%*.)5/ )57018 !

5/(（,）34%*.)5/ )57018 "

")（%）"7-48 , %"9；（(）"7-48 # %"9/；（+）"7-48 %" %"9/；

（"）"7-48 ($ %"9/) ()（%）"7-48 , %"9；（(）"7-48 %" %"9/；（+）

"7-48 ($ %"9/)

! ! 降解过程中壳聚糖样品 !$ 分布的变化也可表

明这两种降 解 过 程 的 区 别。如 图 ’ !" 所 示，样 品 #
的 !$ 分布范围在降解前为’,, ,,,到& ,,,，降解 ($
% 后变为+%, ,,,到& ,,,，峰值从降解前的%%, ,,,降

低到降解 ($ % 后的(& ,,,，峰宽基本保持不变。样

品 ’ 的 !$ 分布范围（ 如图 ’ !(）从降解前的’,, ,,,
到& ,,,变为降解 ($ % 后 的($, ,,,到& ,,,，峰 值 则

从降解 前 的%%, ,,, 变 为%(, ,,, 到+% ,,, 的 一 个 较

·*,"·
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宽的分布。其半峰宽在降解过程中明显增大，为分

布较宽的平缓峰，无明显峰尖存在。

# # 以上实验结果表明，尽管壳聚糖样品 ! 和 " 的

脱乙酰度、!# 及其分布都非常接近，但在溶菌酶作

用下的降解行为区别较大。对样品 ! 而言，由于大

分子链中的 "$乙酰氨基$%$葡萄糖和 %$氨基葡萄糖

两种单元呈随机分布，降解 过 程 中 表 现 为 !# 的 逐

步降低和 #$ 的 相 对 保 持 不 变。 而 样 品 " 尽 管 其

%% 与样品 ! 接近，但 大 分 子 链 中 两 种 聚 合 单 元 呈

段状分布，降解过程中表现 为 !# 的 非 规 则 降 低 和

#$ 的明显增加，为一非均匀的过程。该凝胶渗透色

谱研究的结果可在壳聚糖基生物医用材料的应用设

计和制备中得到应用。
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欢迎订阅 !""# 年《 中国组织工程研究与临床康复》杂志

# # 经新出报刊［!**)］!’’ 号批准，《 中国临床康复》更名为《 中国组织工程研究与临床康复》，变更后国内统一连续出

版物号为 9J$$ $(($) V D。

# # 更名后的《 中国组织工程研究与临床康复》!**& 年出版 (+ 期。每月第一周出版：种子细胞研究（ 全年 $! 期）；每

月第二周出版：组织构建研究（ 全年 $! 期）；每月第三周出版：生物材料研究（ 全年 $! 期）；每月第四周出版：临床应用

研究（ 全年 $! 期）；每月第五周出版：康复工程研究（ 全年 ( 期）。

# # 本刊诚邀组织工程及其相关领域各类资金资助课题论文，博士后、博士、硕士优秀答辩论文，上述项目的开题综述

类稿件！诚邀院士指导项目论文，“ 长江学者”课题论文，国际合作项目课题论文以及前瞻性、多中心、开放式课题的论

文！诚邀新老作者以中、英文体例投稿，尤其欢迎中医药方面的相关研究论文及其学术探讨！

# # 本刊“ 绿色特快通道”承诺修回稿件 + 个月内出版，一般稿件修回后 ) 个月出版。

# # 设有咨询电邮：6?@$**, ?F5:/Q2 :’( # 电话：*!" $!++’%$*)# *!" $!++’"+(!
# # 国内订阅邮发代号：’ $(’"；# 本社订阅：辽宁省沈阳 $!** 邮政信箱 # 邮编：$$***"

# # 咨询电话：*!" $!++’%$*)# *!" $!++’"+(!
# # 传真：*!" $!++’$*’(
# # 投稿电邮：/Q!++’(*’+, 6)8+2 :’(
# # # # # # /Q!!’+’$*(, 6)8+2 :’(
# # 更多信息详见 ###2 ?F5:/Q2 :’(

《 中国临床康复》杂志社

!**) 年 & 月

·*$"·


