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低聚壳聚糖的美拉德反应及其衍生物的抗氧化性能研究 
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摘要: 醇沉法制得低聚壳聚糖美拉德反应 8、16 h 以及 24 h 的衍生物, 分别记为 CC-8、CC-16 以及

CC-24。对 3 种衍生物进行红外表征和分子量测定, 并研究其对超氧阳离子 O−
2& 、DPPH 的清除能力以

及还原能力。结果显示: 反应体系 pH 呈下降趋势; UV-Vis 光谱在 280 nm 波长处吸收峰有明显增强, 反

应 16 h 后增长缓慢; 在 343 nm 的激发波长和 420 nm 发射波长下的荧光强度明显增高, 反应 16 h 后开

始下降; 3 种衍生物均保留着低聚壳聚糖的特征吸收峰; 其对 O−
2& 、

. DPPH 的清除能力以及还原能力均

得到显著提高, 且 CC-16 抗氧化能力最好。 
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壳聚糖是一种广泛存在于甲壳类动物、昆虫的

硬壳以及菌类的细胞壁中的碱性高分子多糖, 且低
聚壳聚糖的抗氧化性优于高聚壳聚糖[1]。低聚壳聚糖

具有的降低胆固醇、降血脂、抗肿瘤、抗菌、提高

机体免疫功能、调节肠道菌群以及促进药物吸收等

生理活性, 在食品行业作为抗菌剂、保鲜剂以及抗氧
化剂被广泛关注[2]。低聚壳聚糖自身含有游离氨基和

羰基易发生美拉德反应。 
本实验以美拉德反应为低聚壳聚糖的改性手段, 

制备低聚壳聚糖衍生物, 检测了反应过程中 pH、吸
光度以及荧光值等外在特征的变化, 并且考察了其

对 O−
2&、DPPH 的清除能力以及还原能力, 旨在研究

抗氧化能力与美拉德反应外在特征之间的联系, 以
期为拓宽低聚壳聚糖的改性和开发天然高效的抗氧

化剂提供了新思路。 

1  材料与方法 
1.1  原料与试剂 

低聚壳聚糖(纯度>90%, 脱乙酰度>70%, 凝胶
色谱测定其分子质量为 9370 Da), 购自浙江金壳生
物化学有限公司; 鲁米诺, DPPH, 购自 Sigma 公司; 
其余试剂均为分析纯 , 购自上海化学试剂公司 ; 抗
氧化测试所需溶液由二次蒸馏水配制。 

1.2  主要设备和仪器 

WFZ UV2000型紫外分光光度计(上海合利仪器

有限公司); 970CRT 荧光分光光度计(南京昕航科学
仪器有限公司); EQUNOX55 傅立叶红外-拉曼光谱
仪(德国布鲁克公司); Waters 2410 型凝胶色谱仪(美
国 Waters公司); IFFM 2D型流动注射化学发光分析
仪(西安瑞迈科技有限公司)。  

1.3  低聚壳聚糖的美拉德反应 
称取壳聚糖 10.0 g, 用 100 mL的二次蒸馏水溶

解, 在 80℃下回流反应, 检测反应过程中 pH、吸光
度以及荧光值的变化 , 经反复醇沉 , 制得壳聚糖反
应 8、16及 24 h的衍生物, 分别记为: CC-8、CC-16
以及 CC-24。 

1.4  测试表征 
红外光谱在 EQUNOX55 傅立叶红外-拉曼光谱

仪上进行, 采用 KBr 压片法制样, 测定波数范围为
500~4000 cm–1, 分辨率为 0.8 cm–1。 

产物的相对平均分子质量及其分布采用 GPC法
测定。GPC测试条件如下: 流动相: 0.1 mol/L 醋酸
钠水溶液; 监测器: Waters 2410 示差折光监测器; 
柱子: TOSOH BIOSEP G4000SWXL; 温度: 40 ℃; 
标准物质为: 葡聚糖。 
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1.5  抗氧化性能测定 
1.5.1  对超氧阴离子自由基 &-

2O 的清除 
用 pH 为 10.20 的 0.05 mol/L Na2CO3-NaHCO3

缓冲溶液配制浓度为 1.5×10–3 mol/L 的鲁米诺溶液, 
用 1×10–3 mol/L的盐酸配制浓度为 0.1 mol/L的邻苯
三酚储备液 , 使用前用去离子水稀释至 1×      
10–4 mol/L。以缓冲液作为溶剂, 配制不同浓度的样
品溶液。用流动注射化学发光分析仪依次测定从稀

到浓的样品溶液, 读出峰面积[3]。清除率=(A0–Ai)/A0× 
100%。其中 A0为空白溶液峰面积; Ai为样品溶液峰

面积。经 SOD, 过氧化氢酶及甘露醇检测, 该体系产

生的自由基为超氧阴离子O−
2&。 

1.5.2  对 DPPH自由基的清除 
在比色管中加入 2.0 mL的浓度为 1×10–4 mol/L 

DPPH 无水乙醇溶液, 再加入不同浓度的样品溶液
2.0 mL, 室温下避光静置 30 min, 在 517 nm处测量
吸光度 Ai。用去离子水代替样品溶液, 得吸光度 A0, 
无水乙醇代替 DPPH, 得吸光度 Aj。清除率=［1－  
(Ai－Aj)/A0］×100%[4]。 
1.5.3  还原能力的测定 

pH为 6.60的 0.2 mol/L磷酸缓冲液和 1%铁氰化
钾溶液各 2.5 mL, 加入到 2.0 mL不同浓度的样品溶
液中, 混匀, 50℃水浴 20 min后迅速冷却, 加入 2.5 
mL 10%三氯乙酸溶液, 混匀后在 3 000 r/min下离心
10 min, 取上清液 2.0 mL, 加入 2.5 mL去离子水和
0.5 mL0.1%的三氯化铁溶液, 静置 10 min 后在 700 
nm处测定其吸光度[5]。 

2  结果与分析 

2.1  pH 值的变化 
美拉德反应中一般形成一些有机酸, 如甲酸和乙

酸[6-7], 引起体系 pH下降。图 1为低聚壳聚糖美拉德反
应过程中体系 pH的变化图。反应体系 pH值呈下降趋
势, 其中反应 8～16 h之间下降较快, 反应体系 pH由
4.8下降到 3.5; 反应 16 h后 pH缓慢下降。 

2.2  吸光度的变化 
图 2 描述了低聚壳聚糖自身美拉德反应过程中

的紫外-可见吸收光谱在 280 nm和 420 nm处的吸光
度。高聚壳聚糖在 280 nm 没有吸光度[8], 而低聚壳
聚糖含有相当多的还原活性基因。在制备低聚壳聚

糖的反应中就开始发生并形成有色化合物, 因此最
初的低聚壳聚糖也存在 280 nm处的吸收[2]。如图所

示, 在 280 nm 处吸收峰有明显增强, 表明美拉德反
应过程中生成中间产物[9], 且反应前 16 h 增幅较大, 
其后增加缓慢。在 420 nm处吸收峰随着反应时间的
延长缓慢增强, 表明美拉德反应产物增多[10-11]。 

 

图 1  低聚壳聚糖美拉德反应过程中 pH的变化 
Fig. 1  The pH change of Maillard reaction 

 

图 2  UV-Vis在 280 nm和 420 nm处的吸光度 
Fig. 2  The UV-Vis absorbance at 280 nm and 420 nm 

 
在酸性条件下, 美拉德反应易发生糖的异构和

脱水, 产生糠醛类物质[12]。羟甲基糠醛是在酸性条件

下美拉德反应的标示物, 在 280 nm左右存在特征吸
收峰[13]。紫外-可见吸收在 280 nm和 420 nm附近的
吸收, 分别代表美拉德中间产物羟甲基糠醛及褐变
物质的量[14], 如图 2 所示, 美拉德反应过程中褐变
物质在不断积累。 

2.3  荧光值的变化 
图 3描述的是在 343 nm激发波长和 420 nm发

射波长下体系的荧光强度。如图所示, 反应 16 h 的
荧光值达到最大值, 16 h后开始下降, 这表明具有荧
光性质的美拉德产物的产生、积累以及降解。荧光
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物质被视为美拉德反应的指示剂, 因为它们灵敏地
反映了美拉德反应的早期过程, 反应后期荧光物质
将参与类黑素等大分子的形成, 所以随着反应进行, 
荧光物质的积累会越来越少[8]。 

美拉德初期产物经过脱水、裂变会产生无色的

还原酮与荧光物质, 此时不饱和的羰基化合物增加, 
如: 糠醛、脱氧邻酮醛糖等。由于产生了一些小分子
化合物 , 这个体系的荧光特性增强 , 而后会与其他
物质聚合生成类黑素, 所以在 16 h后开始下降。 

 

图 3  在激发波长 343 nm 和发射波长 420 nm 处的荧光  
强度 

Fig. 3  The fluorescence intensity of Maillard reaction with 
Ex at 343 nm and Em at 420 nm 

 

2.4  低聚壳聚糖美拉德产物的结构表征 
图 4 是低聚壳聚糖及其衍生物的红外光谱图。

壳聚糖及三种衍生物在 1 100 cm–1附近都有 3个较强
的多糖特征吸收峰, 分别是 895、1 085 cm–1 以及    
1 155 cm–1, 这些吸收峰都来自壳聚糖主链环状结构, 
可作为判定低聚壳聚糖及其衍生物存在的特征吸收

峰[4]。低聚壳聚糖在 1 621、1 515和 1 381 cm–1附近的

吸附带, 分别归因于酰胺 I(C=O)、自由氨基(—NH2)和
酰胺Ⅲ[15]。且 CC-16和 CC-24在 1 621、1 515 cm–1

和 1 381 cm–1的吸收峰较低聚壳聚糖有所降低, 表明
了反应 16 h后, 酰胺 I(C=O)、自由氨基(–NH2)和酰
胺Ⅲ的减少[16], 即低聚壳聚糖参与了美拉德反应。 

采用Waters 2 410型凝胶色谱仪, 测得样品低聚
壳聚糖的分子量为 9 370 Da, 美拉德反应制得的低
聚壳聚糖衍生物 CC-8、CC-16和 CC-24的分子质量
分别为 11 759 Da、11 761 Da和 11 895 Da。美拉德
衍生物的分子质量较低聚壳聚糖都有所增加, 表明
低聚壳聚糖分子自身含有游离氨基和羰基相互反应

形成了更大的分子。 

 

图 4  低聚壳聚糖及三种低聚壳聚糖美拉德衍生物的红外图 
Fig. 4  The FTIR spectra of COS, CC-8, CC-16 and CC-24 

 

2.5  超氧阴离子自由基 &-
2O 的清除 

低聚壳聚糖对O−
2&的清除活性可能与其分子中的

活性羟基和氨基有关 [17], 在其活性氨基和羟基位置

引入取代基之后, 所得到的低聚壳聚糖衍生物对 O−
2&

的清除活性下降, 因此活性基团的减少会使壳聚糖

衍生物对O−
2&的清除能力下降

[3]。 

图 5描述了低聚壳聚糖及其衍生物对O−
2&的清除

效果。其中反应 16 h的低聚壳聚糖衍生物对O−
2&的清

除能力最强, 其 IC50(对自由基清除率为 50%时所需
要的自由基清除剂浓度)约为 1.30 g/L, 三种衍生物

对O−
2&的清除能力均优于低聚壳聚糖, 其中低聚壳聚

糖的 IC50为 6.48 g/L。低聚壳聚糖自身的自由氨基与
羰基发生美拉德反应, 低聚壳聚糖衍生物中活性氨 

 

图 5  低聚壳聚糖及其美拉德衍生物对超氧阴离子的清除
能力 

Fig. 5  Scavenging activities of COS, CC-8, CC-16 and 
CC-24 on superoxide anions 
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基含量下降, 但其对 O−
2&的清除能力在自由氨基减少

后却得到提升。 

2.6  对 DPPH 自由基的清除 
图 6 描述了壳聚糖及其衍生物对 DPPH 自由基

的清除能力。由图可知, 三种低聚壳聚糖衍生物对
DPPH 的清除能力均优于低聚壳聚糖, 即抗氧化能
力 : CC-16>CC-8>CC-24>COS。美拉德反应产物对
DPPH的清除能力与体系的荧光值有一定关系[18]。本

实验表明, 壳聚糖衍生物对 DPPH 自由基的清除能
力与反应过程中荧光值的变化结果一致。低聚壳聚

糖分子链中的活性氨基和羟基可以提供氢与 DPPH
结合, 从而达到清除 DPPH的目的[4]。这一结果同样

显示 , 虽然经美拉德反应后氨基的含量减少 , 但低
聚壳聚糖衍生物对 DPPH 的清除能力明显增强, 与

对O−
2&的清除结果相仿。 

 

图 6  低聚壳聚糖及其美拉德衍生物对 DPPH的清除能力 
Fig. 6  Scavenging activities of COS, CC-8, CC-16 and 

CC-24 on DPPH radicals 
 

2.7  还原能力的测定 
还原能力是表示抗氧化物质提供电子能力的重

要指标, 通过提供电子, 阻断 Fe2 +向 Fe3 +的转变, 从
而表现出一定的还原能力。研究表明, 抗氧化活性和
还原能力之间存在着密切的关系[19]。CC-8、CC-16、
CC-24以及 COS的还原能力如图 7所示。随着浓度
的增加 , 各样品的吸光值随之增加 , 即还原能力逐
渐增强。在浓度为 2.5 g/L 时, COS、CC-8、CC-16
和 CC-24的吸光度分别为 0.48、0.83、0.89和 0.79, 即
还原能力顺序为 CC-16>CC-8>CC-24>COS。壳聚糖
的还原能力也与其提供电子的活性氨基和羰基有关, 
美拉德反应后还原能力却因活性基团的减少而增强, 
这与前面的结果一致。 

本文研究表明低聚壳聚糖美拉德反应过程中 , 
随着反应时间的增加, 体系 pH 逐渐下降, 褐变不断
增强, 荧光值在反应 16 h内增长, 16 h后开始下降。
低聚壳聚糖美拉德衍生物的抗氧化能力 16 h 的最
好。由此可见, 低聚壳聚糖美拉德衍生物的抗氧化能
力与反应褐变程度没有关系, 而与荧光的变化有某
种联系。这一理论为荧光值作为美拉德反应生成抗

氧化能力的产物监测指标奠定了基础, 但其机理还
有待进一步研究。 

 

图 7  低聚壳聚糖及其美拉德衍生物的还原能力测定 
Fig. 7  Reducing capacity of COS, CC-8, CC-16 and CC-24 

 

美拉德反应过程中会产生具有抗氧化性的物质, 
其中某些有抗氧化性的小分子物质可能生成、积累

或者挥发, 也可能聚合成抗氧化性较好的大分子物
质, 如类黑素等。通过美拉德反应制备三种低聚壳聚
糖衍生物 , 尽管消耗了活性氨基 , 但其衍生物的抗
氧化性却得到了较大的提升, 其机理也有待进一步
研究。 

3  结论 
本实验通过对低聚壳聚糖本身的美拉德反应 , 

制备低聚壳聚糖衍生物, 并检测了低聚壳聚糖及其

衍生物对 O−
2&、DPPH 的清除能力以及还原能力, 结

果显示衍生物的抗氧化性均优于低聚壳聚糖, 且反
应 16 h的低聚壳聚糖衍生物抗氧化性能较好。虽然
低聚壳聚糖衍生物的活性氨基含量下降了, 但其抗
氧化性能得到了提升, 故认为壳聚糖自身美拉德反
应后抗氧化性能得到提高, 这为制备天然、安全、高
效的抗氧化剂提供了思路。 
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Abstract: Three kinds of chitosan oligosaccharide derivatives prepared through Maillard reaction by heating chi-

tosan oligosaccharide for 8, 16 and 24 hours were named CC-8, CC-16 and CC-24, respectively. The pH, absorb-

ance and fluorescence were determined during the reaction. Chitosan oligosaccharide derivatives were characterized 

by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy and their molecular weights were determined by Gel permeation 

chromatograph (GPC). Their antioxidative activity was investigated by employing various established in vitro sys-

tems, such as superoxide anion, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals scavenging, and their 

reducing capacity was also studied. The results showed that the pH value of the reaction system decreased during 

Maillard reaction. The UV-Vis absorbance increased significantly at 280 nm and this increase slowed down after 16 

hr. The fluorescence intensity significantly increased with Ex at 343 nm and Em at 420 nm and also slowed down 

after 16 hr. All the three derivatives kept the characteristic absorption peak of chitosan oligosaccharide. Their anti-

oxidative and reducing capacities were both much stronger than those of the chitosan oligosaccharide and CC-16 

has the strongest antioxidative activity. 
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