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摘要：以 低 聚 壳 聚 糖 为 对 象，以 苯 甲 醛、水 杨 醛、３，４－二 羟 基

苯甲醛为改性试 剂，设 计 合 成 了 一 系 列 含 不 同 酚 羟 基 的 Ｏ－
季铵盐低聚壳聚糖席夫碱衍生物，并对其结构进行了红外光

谱或１　Ｈ　ＮＭＲ表征。通过 抑 菌 圈 法 研 究 其 对 大 肠 杆 菌 和 金

色葡萄球菌的抑菌 活 性，结 果 表 明，合 成 的 各 种 低 聚 壳 聚 糖

衍生物抑菌活性明显增强，抑菌活性大小依次为３，４－二羟基

苯甲醛改性物＞水杨醛 改 性 物＞苯 甲 醛 改 性 物＞低 聚 壳 聚

糖。抑菌活性构效关系分析表明，低聚壳聚糖经席夫碱结构

引入的酚羟基对其抑菌活性有一定贡献；其中空间位阻效应

对酚羟基抑菌活性影响较大，空间位阻效应较小的间位和对

位酚羟基抑菌活性较强。
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壳聚糖是迄 今 发 现 的 唯 一 天 然 碱 性 多 糖，具 有 来 源 广

泛，生物相溶 性、成 膜 性、保 湿 性 良 好，可 生 物 降 解 等 优 势。

它的广谱、高效抗菌 活 性 已 被 广 泛 证 实，对 哺 乳 动 物 细 胞 几

乎没有影响的特性及 各 种 优 良 的 生 物 活 性 使 其 成 为 开 发 研

制天然抗菌剂的理想对象［１］。研究［２］表明，壳聚糖分子结构

中带正电性 的Ｃ２—ＮＨ２是 抗 菌 活 性 的 根 源。此 外，壳 聚 糖

抑菌活性受分子量影响较大，降解后的低聚壳聚糖在溶解性

和抗菌活性方面均有很大提高［２，３］。目前，从分子结构入手，

通过改性增强溶解性 和 抗 菌 活 性 已 经 成 为 壳 聚 糖 开 发 应 用

的又一大研究热点［３］。在壳聚糖众多衍生物中，季铵化改性

物和席夫碱改 性 物 的 抑 菌 性 能 最 为 突 出。赵 希 荣 等［４］利 用

肉桂 醛 与 壳 聚 糖Ｃ２—ＮＨ２形 成 席 夫 碱，再 对 其Ｃ６—ＯＨ 进

行季铵盐接枝，合成具有双抗菌活性中心的新型抗菌剂。

研究［５］发现，天然 产 物 中 提 取 出 的 大 多 数 酚 类 物 质（如

黄酮，单酚酸等）都具有抗菌特性，而酚类物质还会在染病的

植物组织中累积 增 加。但 壳 聚 糖 芳 香 醛 席 夫 碱 衍 生 物 结 构

中，酚羟基基团对抑菌活性的影响规律尚不清楚。本研究拟

首先通过对芳香醛改 性 获 得 一 系 列 酚 羟 基 取 代 位 和 数 量 不

同的低聚壳聚糖席夫碱衍生物，为了增强其溶解性再对其接

枝季铵化，最后通过 对 产 物 进 行 结 构 表 征 和 抗 菌 活 性 比 较，

预期发现酚羟基与低 聚 壳 聚 糖 衍 生 物 抑 菌 活 性 之 间 的 构 效

关系，为低聚壳聚糖防腐抗菌剂的设计合成提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料及试剂

低聚壳聚糖及其衍生物：相对分子量４　０００，本实验室自

制；

牛肉浸膏、蛋 白 胨、琼 脂 等：山 东 淄 博 启 迪 生 物 制 品 公

司；

大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ，Ｇ－）、金 色 葡 萄 球 菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ，Ｇ＋）：

北京奥博新生物技术责任有限公司；

苯甲醛、乙醇、水杨醛、３，４－二羟基苯甲醛、３－氯－２羟丙基
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三甲基氯化铵（ＣＴＡ）、乙醚、醋酸、甲醇、丙酮、ＮａＯＨ、ＮａＨ－

ＣＯ３等：分析纯，国药集团化学试剂公司。

１．２　仪器与设备

真空干燥箱：ＤＺＦ－６０５０型，上海精宏设备有限公司；

数显搅拌 器：ＤＷ－３－６０Ｗ 型，郑 州 南 北 仪 器 设 备 有 限 公

司；

压力蒸汽灭菌器：ＬＤＺＸ－４０Ａ型，上海申安医疗器械厂；

生化培养箱：ＬＲＨ－２５０Ａ型，河南博金仪器有限公司；

医用洁净 工 作 台：ＳＷ－ＣＪ－１Ｆ型，上 海 苏 净 实 业 有 限 公

司；

恒温振荡器：ＳＨＹ－２Ａ型，江苏金坛国胜实验仪器厂；

红外 光 谱 仪：ＦＴＩＲ－６５０型，上 海 精 密 仪 器 仪 表 有 限 公

司。

１．３　Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱的制备

低聚壳聚糖分子中Ｃ２—ＮＨ２能与化学物中的Ｃ═Ｏ形

成席夫碱，反应条件温和且专属性较强。

目前，壳聚糖接枝季铵化所使用的主要改性剂为环氧丙

基三甲基氯化铵（又称缩水甘油基三甲基氯化铵，ＧＴＡ）。但

由于ＧＴＡ在中性或碱性条件下容易水解形成２，３－二羟基丙

基三甲基氯化铵，而失去与壳聚糖成键能力，还容易在醇、水

介质中发生分子间聚合，从而降低与壳聚糖的接枝率［６］。而

ＣＴＡ是合成ＧＴＡ的中间体，在 碱 性 条 件 下 可 转 化 为ＧＴＡ，

且本身作为活性阳离子醚化剂在淀粉、纤维素等高分子化合

物的阳离子化改性中广泛应用。为此，本研究在低聚壳聚糖

游离氨基１００％生成席夫碱后，再以价格相对低廉的ＣＴＡ做

改性剂，在碱性条件下对其结构中的Ｃ６—ＯＨ进行接枝制备

季铵盐。具体合成路线见图１。
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图１　Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱的合成路线
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１．３．１　低聚壳聚糖席夫碱的 制 备 及 纯 化　将２．０ｇ低 聚 壳

聚糖溶解于６０ｍＬ　２％的醋酸 溶 液 中，置 于 装 有 搅 拌 器 的 三

颈烧瓶中；加无水甲醇６０ｍＬ混 匀 溶 胀１ｈ。再 向 体 系 中 加

入溶解于４０ｍＬ无水甲醇的 醛 溶 液，室 温 下 搅 拌 反 应２４ｈ。

反应完毕用１％ ＮａＯＨ溶液调ｐＨ值为中性，用无 水 丙 酮 反

复浸泡洗涤，除去过量的醛，用 去 离 子 水 多 次 漂 洗。４０℃真

空干燥至恒重，得到低聚壳聚糖席夫碱。

１．３．２　Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱的制备及纯化　取制备

的低聚壳聚糖席夫碱２ｇ溶 于１００ｍＬ无 水 异 丙 醇 中，置 于

装有搅拌器的２５ｍＬ三颈瓶中，加１０ｍＬ　４０％的 ＮａＯＨ溶

液，搅拌下水浴加 热，使 反 应 体 系 在５５℃下 恒 温 碱 化４ｈ。

水浴加热升温至６０℃，滴加４０％ ＣＴＡ水溶 液４０ｍＬ，控 制

滴加速度使物料温度不高于６５℃，反应４ｈ后。反应完毕用

１％ ＨＣｌ溶液调节ｐＨ值为中性后过滤，再用８５％的 甲 醇 水

溶液反复浸泡、洗涤，最后置于温度不高于９０℃的真空干燥

箱内干燥至恒重，得Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱。

１．３．３　低聚壳聚糖衍生物的结构表征

（１）壳聚糖席 夫 碱 的 取 代 度：利 用 元 素 分 析，通 过 计 算

Ｃ／Ｎ比值获得。

（２）季铵盐接枝率：采用电位滴定法测定［７］。

（３）低聚壳聚糖及其衍生 物 的 红 外 谱 图 测 定：取 少 量 干

燥至恒重的低聚壳聚糖及其衍生物分别与ＫＢｒ研磨并压片，

用红外光谱分析仪分别在４　０００～４００ｃｍ－１范围内进行红外

谱图分析。

（４）低聚壳聚糖及其衍生物的１　Ｈ　ＮＭＲ测定：取少量的

低聚壳聚糖及其衍生物，用Ｄ２Ｏ溶 解（对 于 溶 解 性 不 好 的 样

品，加入少量三氟乙酸），在３０℃条 件 下 用 核 磁 共 振 仪 分 别

进行１　Ｈ　ＮＭＲ的分析。

１．４　低聚壳聚糖及其衍生物抑菌活性研究

采用滤纸片法测 定［５］。配 制 质 量 浓 度 梯 度 为０．０１％，０

．０５％，０．１０％的低聚壳聚糖及其衍生物溶液，过滤除菌 后 浸

泡已灭菌直径为５ｍｍ的圆形滤纸片１０ｍｉｎ，取出后分散贴

于均匀涂布菌悬液 的 琼 脂 平 板 培 养 基 表 面 上，每 皿３个，翻

转，３７℃下连续培 养４８ｈ，观 察 菌 落 生 长 情 况，并 测 量 计 算

每皿中滤纸片的抑菌圈平均直径。

２　结果与讨论
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２．１　Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱的制备与表征

２．１．１　低聚壳聚糖席夫碱的红外光谱图和取代度测定　低

聚壳聚糖及其席夫碱衍生物的红外光谱图见图２。

图２中，１　５３２ｃｍ－１为Ｎ—Ｈ的红外光谱吸收特征峰，而

３　４３０ｃｍ－１和１　０７０ｃｍ－１分别为Ｏ—Ｈ和Ｃ—Ｏ的吸收特征

峰。与低聚壳聚糖的红外 光 谱 图 相 比，４种 席 夫 碱 衍 生 物 的

谱图中均在１　６３２ｃｍ－１处出现了Ｃ═Ｎ伸缩振动特征吸收

峰，并在１　５８０，１　４９８，１　４６１ｃｍ－１处 出 现 了 苯 环 的 骨 架 伸 缩

振动特征峰。这些说明低聚壳聚糖改性成功，与３种芳香醛

均形成了席夫碱。

低聚壳聚糖席夫 碱 衍 生 物 经 元 素 分 析 后 计 算 获 得 的 取

代度结果见表１。

 
（a） 低聚壳聚糖 （b） 苯甲醛席夫碱

（c） 水杨醛席夫碱 （d） 3,4鄄二羟基苯甲醛席夫碱
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图２　低聚壳聚糖及其席夫碱衍生物的红外光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ　２　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＣＯＳ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

表１　低聚壳聚糖席夫碱衍生物的取代度

Ｔａｂｌｅ　１　ＥＳ　ｏｆ　Ｎ－ａｒｙｌ　ＣＯＳ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

样品
Ｃ／％

实测值 计算值

Ｈ／％

实测值 计算值

Ｎ／％

实测值 计算值

Ｃ／Ｎ

实测值 计算值

取代度／

％

苯甲醛—低聚壳聚糖 ５８．９５　 ５８．８７　 ５．６８　 ５．６６　 ５．２４　 ５．２８　 １１．２５　 １１．１４　 ９９．０５

水杨醛—低聚壳聚糖 ５７．３２　 ５５．３２　 ５．５０　 ５．６７　 ５．１０　 ４．９６　 １１．２４　 １１．１５　 ９９．１８

３，４－二羟基苯甲醛—低聚壳聚糖 ４５．５７　 ４９．５２　 ５．５３　 ５．４０　 ４．４１　 ４．４４　 １１．２４　 １１．１５　 ９９．２３

　　低聚壳聚糖是高分子化合物，Ｃ２—ＮＨ２被进攻时受空间

位阻影响较大。从醛的结构来看，空间位阻大小依次为水杨

醛＞３，４－二羟基苯甲 醛＞苯 甲 醛。由 此 得 到 相 应 的 反 应 速

率从大到小依次为：水 杨 醛＜３，４－二 羟 基 苯 甲 醛＜苯 甲 醛。

而在反应过程中，羰基碳上的正电荷量对反应收率也有很大

的影响。除苯 甲 醛 外 的 其 它 醛 的 苯 环 上 都 存 在—ＯＨ 或—

ＯＣＨ３吸电子取代基，使得羰基碳上的正电荷密度增加，所生

成席夫碱的稳定性要比苯环上无取代基的苯甲醛强。因此，

综合作用导致了产物取 代 度 大 小 依 次 为３，４－二 羟 基 苯 甲 醛

水杨醛＞水杨醛＞苯甲醛。

２．１．２　Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱衍生物的结构表征　实

验室制备的４种Ｏ－季铵盐低 聚 壳 聚 糖 席 夫 碱 衍 生 物 的 红 外

光谱图见图３。

低聚壳 聚 糖 的１　ＨＭＲ谱 图 中，δ为３．７０６～３．９２２和３

．０９６左右代表糖 环 中 Ｈ的 吸 收 峰，其 中δ为４．６９４～４．７９１

时非常突出的特征峰为重水中 Ｈ的 吸 收 峰。与 低 聚 壳 聚 糖

的１　ＨＭＲ谱图相比，图３中 Ｏ－季 铵 盐 低 聚 壳 聚 糖 席 夫 碱 衍

生物的谱图，均在δ为７．０和６．５左右出现了苯环上 Ｈ的吸

收峰，说明其与芳香类化合物发生了改性反应。同时，还在δ
为２．３，２．７，３．０左 右 出 现 了 分 别 代 表３－氯－２羟 丙 基 三 甲 基

９２１
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（a） 低聚壳聚糖 （b） 苯甲醛改性物

（c） 水杨醛改性物 （d） 3,4鄄二羟基苯甲醛改性物
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图３　低聚壳聚糖及其衍生物的１　Ｈ　ＮＭＲ谱图

Ｆｉｇｕｒｅ　３　１　Ｈ　ＮＭＲ　ｏｆ　ＣＯＳ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

氯化铵结构中Ｃ１、Ｃ２和Ｃ３上 Ｈ的吸收峰，δ为３．２左右为与

季Ｎ相连ＣＨ３中 Ｈ的强吸收峰。这些都表明，低聚壳 聚 糖

衍生物结构中已经成功接枝了季铵盐。

２．１．３　Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱衍生物的接枝率　由于

ＮａＯＨ浓度过高可能会导致低聚壳聚糖降解，或引起３－氯－２－

羟丙三甲基氯化铵水解，反应中严格控制体系中ＮａＯＨ的浓

度，造成产物季铵化接枝率仅在３３％左右（见表２）。

２．２　Ｏ－季铵化低聚壳聚糖席夫碱对细菌的抑制活性研究

不同浓度下的低聚壳聚 糖 及 其Ｏ－季 铵 盐 低 聚 壳 聚 糖 席

夫碱衍生物对这两种常见细菌的抑制活性结果见表３。

由表３可知，改性后获得的Ｏ－季铵化低聚壳聚糖席夫碱

衍生物对大肠杆菌和金色葡萄球菌的抑制活性明显提高，且

浓度 越 高 越 明 显。以 浓 度 为０．１％的３，４－二 羟 基 苯 甲 醛 改

性 物为例，与同 浓 度 低 聚 壳 聚 糖 溶 液 相 比，对 大 肠 杆 菌 的 抑

表２　Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱的季铵化接枝率

Ｔａｂｌｅ　２　ＤＱ　ｏｆ　ｑｕａｔｅｒｎｉｚｅｄ　Ｎ－ａｒｙｌ　Ｃ０Ｓｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

样品 苯甲醛改性物 水杨醛改性物
３，４二羟基苯

甲醛改性物

取代度／％ ３５．１２　 ３３．１４　 ３３．１２

表３　不同浓度低聚壳聚糖及衍生物对细菌的

抑菌圈平均直径

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＣＯＳ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

样品

大肠杆菌抑

菌圈／ｃｍ

０．１％ ０．０５％ ０．０１％

金色葡萄球菌抑

菌圈／ｃｍ

０．１％ ０．０５％ ０．０１％

低聚壳聚糖 １．３２　 １．０１　 ０．６９　 １．２５　 １．００　 ０．６２

苯甲醛改性物 １．５１　 １．２１　 ０．７８　 １．４９　 １．１０　 ０．７１

水杨醛改性物 １．５８　 １．３７　 ０．８６　 １．６１　 １．１３　 ０．７３

３，４－二羟基苯

甲醛改性物
１．７０　 １．５１　 ０．８７　 １．６３　 １．２２　 ０．７５

制活性提 高 了２８％，而 对 金 色 葡 萄 球 菌 抑 制 活 性 提 高 了

３０％。就抑菌活性大小而言，３，４－二 羟 基 苯 甲 醛 改 性 物＞水

杨醛改性物＞苯甲醛改性物＞低聚壳聚糖。

分析认为，席夫碱结 构 属 于 疏 水 性 基 团，根 据 Ｋｉｍ等［８］

的观点，携带有疏水性基团的抗菌剂与细菌表面疏水性的磷

脂和膜蛋白有较强的亲和力。而季铵盐具有较好的亲水性，

同时也具有较强的抑菌活性，是目前普遍使用的抑菌剂。因

０３１
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此，低聚壳聚糖经改性修饰含席夫碱结构和接枝季铵盐基团

后，其抑菌性能必将大大增强。

席夫碱结构上所连接的苯环属于不饱和烃，苯环上存在

的各种取代基团可进一步增强席夫碱结构中Ｃ═ Ｎ双 键 的

正电性（即氨基正电性），或本身可能成为抑菌活性中心。这

可能是季铵盐接枝率 几 乎 相 同 的４种 低 聚 壳 聚 糖 衍 生 物 抑

菌活性存在差距 的 主 要 原 因。改 性 用 的 几 种 芳 香 醛 的 化 学

结构特点见表４。

表４　改性用芳香醛苯环上的取代基团

Ｔａｂｌｅ　４　Ｔｈｅ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｅｎｔ　ｇｒｏｕｐ　ｏｆ　ｔｈｅ

ａｒｏｍａｔｉｃ　ａｌｄｅｈｙｄｅ　ｕｓｅｄ

芳香醛种类
酚羟基

取代位 数量

苯甲醛 无 ０

水杨醛 邻位 １

３，４－二羟基苯甲醛 间位和对位 ２

　　与苯甲醛相比，尽 管 水 杨 醛 空 间 位 阻 较 大，但 苯 环 邻 位

接有１个吸电子的 羟 基（即 酚 羟 基）。羟 基 不 仅 有 利 于 提 高

苯环的吸电子能力，而 且 酚 羟 基 本 身 也 是 抗 菌 活 性 基 团，它

能破坏细胞膜，使蛋 白 质 变 性，抑 制 微 生 物 细 胞 的 呼 吸 系 统

和电子传递酶 系 统 活 性［５］。这 使 得 水 杨 醛 改 性 物 抑 菌 活 性

强于苯甲醛改性 衍 生 物。３，４－二 羟 基 苯 甲 醛 不 仅 具 有２个

酚羟基，而且是空间 位 阻 较 小 的 对 位 和 邻 位，其 拥 有 较 强 的

抑菌活性说明，低聚壳聚糖席夫碱衍生低聚壳聚糖及其衍生

物对大肠杆菌和金色 葡 萄 球 菌 的 抑 制 活 性 差 异 可 能 与 细 菌

本身细胞壁结构差异有关。

３　结论

本研究将低聚壳聚糖与芳香醛反应，设计合成了一系列

具有不同酚羟基 的 Ｏ－季 铵 盐 低 聚 壳 聚 糖 席 夫 碱 衍 生 物，并

进一步考察了它们对常见细菌的抑制活性。结果发现，合成

的Ｏ－季铵盐低聚壳聚糖席夫碱 衍 生 物 对 大 肠 杆 菌 和 金 色 葡

萄球菌的抑制活性明显增强，活性大小依次为３，４－二羟基苯

甲醛改性物＞水杨醛改性物＞苯甲醛改性物＞低聚壳聚糖。

抑菌活性构效关系初步研究表明，低聚壳聚糖通过席夫碱结

构引入的酚羟基对其抑菌活性有一定贡献，其中空间位阻对

酚羟基抑菌活性影响较大，空间位阻较小的间位和对位酚羟

基抑菌活性较强。其中酚羟基数量对抑菌活性的贡献，以及

芳香醛席夫碱结构中 其 它 取 代 基 团 对 酚 羟 基 抑 菌 活 性 的 干

扰，尚有待于进一步深入研究。
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农业部 1 月 14 日表示，2015 年将继续以违规滥用兽

用抗生素、非法屠宰病死畜禽等为重点，严厉 打击事关农

产品质量安全的各种违法违规行为。

农业部部署启动 2015 年国家农产品质量安全例行监

测工作，强化春节期间农产品质量安 全监管，及时发现问

题隐患，确保农产品消费安全。 农业部表示，今年将开展专

项整治，保持高压严打态势，加大对农产品质量安全执法

检查力度。

去年农业部组织开展了 4 次农产品质量 安 全 例 行 监

测，共监测全国 31 个省（区、市）151 个大中城市 5 大类产

品 117 个 品 种 94 项 指 标，抽 检 样 品 43 924 个，总 体 合 格

率为 96.9%。 其中，蔬菜、畜禽产品和水产品监测合格率分

别 为 96.3%、99.2%和 93.6%， 水 果 、 茶 叶 合 格 率 分 别 为

96.8%和 94.8%。

（来源：www.foodmate.net）

农业部今年将加大打击力度确保农产品质量安全
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