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摘!要!用3456789:’563;-"<离子交换剂!使用不同的柱尺寸!采用离子强度线性梯度洗脱!对
脱乙酰度.#=!,#=的壳聚糖样品进行分离"从脱乙酰度.#=的壳聚糖样品分离得到$个组分
实验结果表明!采用线性梯度洗脱时!直径相同的柱子!长的离子交换柱有利于壳聚糖的分离#对
同一根离子交换柱!线性梯度洗脱体积的增加有利于壳聚糖的分离)分离不同脱乙酰度壳聚糖时!
高脱乙酰度壳聚糖较低脱乙酰度壳聚糖在起始缓冲液洗脱时!洗脱出的壳聚糖含量较低!在高离
子强度处洗脱出的壳聚糖含量较高)
关键词!壳聚糖$脱乙酰度$离子交换层析色谱
中图分类号!>1$, 文献标识码!?
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!!壳聚糖#I8GO’59B#%%2$-!-胺基-!-脱氧-!-W-葡
聚糖$是由甲壳素#I8GOGB#%%2$-!-乙酰胺基-!-脱氧-

!-W-葡聚糖$经脱乙酰化反应而得到的一种生物高
分子%其分子链中通常含有!-*-乙酰氨基葡萄糖和

!-氨基葡萄糖!种结构单元%两者的比例随脱乙酰
基反应进行程度不同而不同)甲壳素是地球上第二
大丰富的可再生利用的有机资源%广泛存在于无脊
椎动物的外壳&昆虫的外角质层和内角质层及真菌
的细胞壁中%尤其是虾&蟹等甲壳动物的外壳中含

量更为丰富’%()
壳聚糖与纤维素等多种膳食纤维具有相似的

特性’!(%并且是惟一带有正电荷的动物性纤维%其

独特的化学结构和生理活性已成为近年来人们研

究的焦点%被欧美一些发达国家誉为人体)第六生
命要素*’$()壳聚糖良好的生物相容性&可生物降解

性%以及无毒副作用的安全特性%越来越被人们广
泛应用于医药&食品&化工&农业&环保等各个领

域’2()在食品工业中%壳聚糖可用于果蔬饮料的加
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工!食品工业废水处理!焙烤食品!食品防腐保鲜"
壳聚糖也可作为保健食品!酶的固定化载体!乳化
剂!增稠剂和稳定剂#1!%%$等)壳聚糖线性分子链上
具有游离氨基%其氮原子上还有一对未结合电子%
使其呈现弱碱性%能从溶液中结合一个氢原子%从
而使壳聚糖成为带正电荷的聚电解质%显示出优异
的絮凝作用#%!$"壳聚糖分子中含有氨基和羟基%是
天然的高分子螯合剂%可和许多金属离子生成稳定
的络合物%可用来从溶液中有效地捕集重金属离
子"壳聚糖也能通过络合!离子交换等作用对染料!
蛋白质!氨基酸!核酸!酚类等进行吸附#%$$)与以上
应用相关的重要参数是壳聚糖的脱乙酰度和相对

分子质量)
壳聚糖氨基含量的多少和相对分子质量大小

对抗菌活性产生重大影响#%2%%1$)食品加工废水净
化!果汁澄清和污水处理时使用壳聚糖%成本低廉!
无毒!无味%是不会造成二次污染的天然絮凝剂%壳
聚糖的脱乙酰度和相对分子质量同样影响应用效

果#%"%%0$%脱乙酰度和相对分子质量对作为膜材料的
壳聚糖的成膜和所成膜的结构影响更为突出#%"%%.$%
也直接影响壳聚糖在醇水分离!果蔬保鲜!固定化
酶载体等方面的应用)由于壳聚糖脱乙酰度和相对
分子质量是与壳聚糖应用相关的重要参数%在溶液
中壳聚糖分子上带有正电荷的量与壳聚糖的脱乙

酰度有关%而离子交换层析色谱是根据被分离分子
的电荷差异来进行分离的%为此%作者研究了离子
交换层析色谱分离壳聚糖的方法%以期分离出分子
链上含有不同电荷量的壳聚糖%即分离出不同脱乙
酰度的壳聚糖组分)

B!材料与方法

BCB!材料
壳聚糖&江南大学食品学院作者所在食品科学

实验室自制)
BCD!仪器与试剂
试剂&所有化学试剂均为分析纯’?X("氨基葡

萄糖&购自FGDS9公司"仪器&CW-!型自动电位滴定
计"WC-%型滴定装置"3456789:’563;-"<&Y89:-
S9IG9<G’O6I8公司制造)
BCE!方法

B)E)B!脱乙酰度的测定!采用电位滴定法测定壳
聚糖脱乙酰度%每个样品测定$次%结果取其平均
值#%,%!#$)
测定方法&精确称取#)!1D样品%溶于!#S;

#)%S’();Z3(中%加入%#S;去离子水%用电位

滴定仪及%#S;微量滴定管在不断搅拌下用#)%
S’();标准 *9[Z 溶液滴定%记录并绘出滴定曲
线%按下式计算壳聚糖的脱乙酰度&

*Z!’=(\
’!%"%U!!"!(]###%"

$
!%&标准 Z3(摩尔浓度’S’();("

!!&标准*9[Z摩尔浓度’S’();("

"%&标准 Z3(体积’S;("

"!&终点时所消耗的标准*9[Z体积’S;("

$&样品质量’D()

脱乙酰度’=(\*Z!,),2
电位滴定曲线如图%)

图B!电位滴定曲线

F+3CB!9#$-."(G"0.%0+&’0+0$&0.

B)E)D!粘度法测定相对分子质量

%(样品溶液制备&已知质量的干燥壳聚糖样品
溶于#)%S’();乙酸钠^#)!S’();乙酸中%配制
成#)#$D)S;质量浓度的溶液)
!(粘度测定&采用乌氏粘度计在!1_恒温水
浴中测定)
$(粘度公式&"\"57)I%"57\’"’U"5()"5
其中&"为比浓粘度""57为增比粘度""5为溶剂粘度"

"’为样品粘度)
相对分子质量计算公式&"\ ‘%:

其中&‘和#是常数%‘\%)2!2]%#-$%#\#),"#%,$%

%:为相对分子质量

B)E)E!离子交换层析色谱!用 3456789:’56
3;-"<色谱柱分离壳聚糖样品)首先采用直径!)"
IS!高1#IS和直径!)"IS!高$#IS的色谱柱对
脱乙酰度为.#=和,#=的壳聚糖进行分离%再用直
径2)1IS!高$#IS的色谱柱分离脱乙酰度为.#=
的壳聚糖样品)上样后用#)#1S’();!7Z1)$乙
酸-乙酸钠缓冲液洗脱%直径!)"IS!高1#IS和直
径!)"IS!高$#IS 色谱柱分离壳聚糖时每管2
S;分部收集%直径2)1IS!高$#IS色谱柱分离壳
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聚糖时每管%.S;分部收集!上样质量浓度都为

!)1SD"S;)按文献方法#!%$测定分部收集的每管壳
聚糖含量)以氨基葡萄糖制作标准曲线)标准曲线%

&\####"0’U####1%&$为氨基葡萄糖溶液质量
浓度&"D"S;’(&为吸光度’!线性相关系数(

!\
#),,.,)
B)E)H!脱盐率的计算!脱盐率以氯离子质量浓度
的脱除率计算#!!$)

D!结果与讨论

DCB!壳聚糖脱乙酰度和相对分子质量的测定
采用电位滴定法测定了!个壳聚糖样品的脱

乙酰度分别为.#=和,#=(用粘度法测得脱乙酰度

.#=壳聚糖的相对分子质量为%%2####)
DCD!离子交换色谱柱9I;/.84&$"/.;92;JK对壳聚
糖分离纯化条件选择

D)D)B!不同离子交换柱柱长分离壳聚糖!采用离
子强度线性梯度!即#)#1S’(";)7Z1)$乙酸-乙
酸钠缓冲液!含*93(浓度#"!S’(";)分别用直径

!)"IS)高 1#IS!直径 !)"IS)高 $#IS 的

34-56789:’56-3;-"< 离 子 交 换 柱 对 脱 乙 酰 度

.#=)质量浓度为!)1SD"S;的壳聚糖溶液进行
洗脱!起始缓冲液为#)#1S’(";)7Z1)$乙酸-乙
酸钠缓冲液)线性梯度洗脱时!不含 *93(和含!
S’(";*93(的#)#1S’(";)7Z1)$乙酸-乙酸钠
缓冲液各!##S;)不同柱高洗脱时体积流量%直径

!)"IS)高1#IS 柱体积流量为%S;"SGB(直径

!)"IS)高$#IS 柱体积流量为!S;"SGB)直径

!)"IS)高1#IS 柱上样液体积为%##S;(直径

!)"IS)高$#IS柱上样液体积为1#S;)洗脱曲
线见图!!$)

图D!直径DCJ=>!高LM=>离子交换柱分离脱乙酰度NMO
壳聚糖线性梯度洗脱曲线

F+3CD!<’#0+"%=#$-."(/.8.$&0+"%"(=4+0"/&%A+04NMO6.;

3$../"(6.&=.01’&0+"%"%+"%;.*=4&%3.=4$">&0"3$&841
="’#>%!DCJ=>P"LM=>

图E!直径DCJ=>!高EM=>离子交换柱分离脱乙酰度NMO

壳聚糖线性梯度洗脱曲线

F+3CE!<’#0+"%=#$-."(/.8.$&0+"%"(=4+0"/&%A+04NMO6.;

3$../"(6.&=.01’&0+"%"%+"%;.*=4&%3.=4$">&0"3$&841

="’#>%!DCJ=>P"EM=>

D)D)D!不同脱乙酰度壳聚糖的分离!用直径!)"
IS)高$#IS34-56789:’56-3;-"<离子交换柱对
质量浓度!)1SD"S;!脱乙酰度分别为.#=),#=
的壳聚糖进行分离)缓冲液为#)#1S’(";)7Z1)$
乙酸-乙酸钠缓冲液!线性梯度洗脱时!不含 *93(
和含!S’(";*93(的#)#1S’(";)7Z1)$乙酸-乙
酸钠缓冲液各 !## S;)洗脱时体积流量为 !
S;"SGB)上样液体积都为1#S;!壳聚糖脱乙酰度
分别为.#=和,#=的洗脱曲线见图2!1)

图H!直径DCJ=>!高EM=>离子交换柱分离脱乙酰度QMO

壳聚糖线性梯度洗脱曲线

F+3CH!<’#0+"%=#$-."(/.8.$&0+"%"(=4+0"/&%A+04QMO6.;

3$../"(6.&=.01’&0+"%"%+"%;.*=4&%3.=4$">&0"3$&841

="’#>%!DCJ=>P"EM=>

D)D)E! 不同洗脱液洗脱体积分离壳聚糖!直径

!)"IS)高$#IS34-56789:’56-3;-"<离子交换柱
在线性梯度洗脱时!用不同的洗脱液体积对脱乙酰
度为.#=的壳聚糖进行分离!见图$!1)图1为采用
离子强度线性梯度时!不含 *93(和含!S’(";
*93(的#)#1S’(";)7Z1)$乙酸-乙酸钠缓冲液各

$##S;!其余条件与图$相同)
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图L!直径DCJ=>!高EM=>离子交换柱分离脱乙酰度NMO
壳聚糖"洗脱体积JMM>2#线性梯度洗脱曲线

F+3CL!<’#0+"%=#$-."(/.8.$&0+"%"(=4+0"/&%A+04NMO6.;

3$../"(6.&=.01’&0+"%"%+"%;.*=4&%3.=4$">&0"3$&841
="’#>%!DCJ=>P"EM=>".’#0+"%-"’#>.JMM>2#

DCE!讨论
通过用直径相同!长度不同的离子交换柱在相

同条件下对脱乙酰度.#=的壳聚糖样品的分离洗
脱曲线"可知在采用线性梯度洗脱时直径!)"IS!
高1#IS的柱比直径!)"IS!高$#IS的离子交换
柱有利于壳聚糖的分离)这与在应用连续梯度洗脱
时"适当地增加柱长可增加离子交换层析的分辨能
力#!$$的原理相一致)用直径!)"IS!高$#IS34-
56789:’56-3;-"<离子交换柱线性梯度洗脱时"用
不同的洗脱液体积对脱乙酰度.#=的壳聚糖进行
线性梯度洗脱"即都用#)#1S’(%;!7Z1)$含

*93(浓度#"!S’(%;乙酸-乙酸钠缓冲液线性梯
度洗脱时"洗脱液总体积自2##S; 增加到"##
S;)在上样液浓度!上样液体积!洗脱液流速均相
同条件下"线性梯度洗脱时"洗脱液体积为"##S;
的洗脱结果比洗脱液体积为2##S;的可更好的分
离壳聚糖"即线性洗脱总体积的增加有利于壳聚糖
的分离)
用直径!)"IS!高$#IS34-56789:’56-3;-"<

离子交换柱对脱乙酰度分别为.#=!,#=的壳聚糖
进行分离时"发现,#=脱乙酰度壳聚糖较.#=脱乙
酰度壳聚糖在起始缓冲液洗脱时"洗脱出的壳聚糖
量相对较低"在高离子强度处洗脱出的壳聚糖含量
相对高一些)壳聚糖在一些低浓度酸中溶解的实质
是壳聚糖分子链上含有氨基"这些氨基的氮原子上
具有一对未共用的电子"使氨基呈现弱碱性"可从
溶液中结合一个氢离子"从而使壳聚糖成为带正电
荷的聚电解质"破坏了壳聚糖分子间和分子内的氢
键"使之溶解)在溶液中"壳聚糖分子链上带有正电
荷的量与壳聚糖的脱乙酰度&壳聚糖分子链上自由
氨基的含量’有关)脱乙酰度高的壳聚糖"其分子链

上的氨基含量高"在酸溶液中"壳聚糖分子链上所
带的正电荷多)离子交换层析是利用离子交换剂来
分离!纯化各种化学物质和生物大分子的层析技
术"其原理是依据被分离分子的电荷差异来进行分
离#!2$)在溶液中"高脱乙酰度壳聚糖的分子链上含
正电荷电荷数多的分子相对多一些"在采用离子强
度梯度洗脱时"就在洗脱曲线上表现出高脱乙酰度
壳聚糖较低脱乙酰度壳聚糖在起始缓冲液洗脱时"
洗脱出的壳聚糖量较低"在高离子强度处洗脱出的
壳聚糖含量较高)
D)E)B!凝胶柱!离子交换柱分离纯化壳聚糖!用

56789:’56!<凝胶柱和3456789:’563;-"<离子
交换柱分离纯化壳聚糖印证壳聚糖为不同相对分

子质量!脱乙酰度壳聚糖的混合体系
首先用直径%)"IS!高%##IS56789:’56!<

凝胶柱层析分离壳聚糖"#)!S’(%;!7Z1)$乙酸-
乙酸钠缓冲液作为流动相".#=脱乙酰度壳聚糖上
样液质量浓度为%)!SD%S;"上样体积%#S;"柱
的体积流量为$S;%SGB"得到$个不同相对分子
质量的壳聚糖组分&见图1’)合并,次相同条件下
分离的组分"对组分$浓缩!冷冻干燥)再用直径!)
"IS!高1#IS离子交换柱进一步分离"得到2个组
分&见图"’)直径!)"IS!高1#IS离子交换柱的分
离条件为(#)#1S’(%;!7Z1)$乙酸-乙酸钠缓冲
液为起始缓冲液"采用离子强度线性梯度洗脱"即

#)#1S’(%;!7Z1)$乙酸-乙酸钠缓冲液含*93(浓
度#"!S’(%;"线性洗脱液总体积2##S;"上样液
质量浓度每%#S;中含#)%"SD"上样体积%#S;"
线性洗脱时体积流量%S;%SGB)可见"经直径%)"
IS!高%##IS56789:’56!<凝胶柱分离得到的组
分$再经直径!)"IS!高1#IS离子交换柱分离后
得到了2个组分"在起始缓冲液洗脱时得到!个组
分"在高离子强度洗脱时得到!个组分"说明具相
同相对分子质量的壳聚糖含有不同脱乙酰度的壳

聚糖分子)实验室所制备的壳聚糖样品是由不同相
对分子质量和不同脱乙酰度壳聚糖组成的混合

体系)
D)E)D!壳聚糖的分离!制备

%’在以上实验的基础上"增加离子交换柱的床
体积"进行了直径2)1IS!高$#IS 3456789-
:’56‘-3;-"<离子交换柱对脱乙酰度.#=的壳聚
糖的分离制备)首先采用离子强度线性梯度洗脱"
即#)#1S’(%;!7Z1)$乙酸-乙酸钠缓冲液"含

*93(浓度#"!S’(%;"总体积分别为%###S;和

!###S;的洗脱液体积对脱乙酰度.#=!质量浓
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度!)1SD!S;壳聚糖样品进行洗脱"洗脱曲线见
图.",)起始缓冲液为#)#1S’(!;#7Z1)$乙酸-乙
酸钠缓冲液"洗脱时体积流量为!S;!SGB)上样液
体积都为!##S;)

图J!7.84&$"/.DK分离脱乙酰度NMO壳聚糖洗脱曲线

F+3CJ!<’#0+"%=#$-."(/.8.$&0+"%"(=4+0"/&%A+04NMO6.;

3$../"(6.&=.01’&0+"%"%7.84&$"/.;DK="’#>%!BC

J=>P"BMM=>

图R!直径DCJ=>!高LM=>离子交换柱分离脱乙酰度NMO
壳聚糖线性梯度洗脱曲

F+3CR!<’#0+"%=#$-."(/.8.$&0+"%"(=4+0"/&%A+04NMO6.;

3$../"(6.&=.01’&0+"%"%+"%;.*=4&%3.=4$">&0"3$&841
="’#>%!DCJ=>P "LM=>

图N!直径HCL=>!高EM=>离子交换柱分离脱乙酰度NMO
壳聚糖线性洗脱体积BMMM>2时的洗脱曲线

F+3CN!<’#0+"%=#$-."(/.8&$&0+"%"(=4+0"/&%A+04NMO6.;

3$../"(6.&=.01’&0+"%"%+"%;.*=4&%3.=4$">&0"3$&841

="’#>%!HCL=>P "EM=>".’#0+"%-"’#>.BMMM>2#

!!由图0".看出"用直径2)1IS#高$#IS34
56789:’563;-"<离子交换柱分离壳聚糖时"线性
梯度洗脱时"洗脱液体积%###S;洗脱没有洗脱
液体积!###S;洗脱的分辨率高)因此"在梯度洗
脱时"选用总洗脱液体积!###S;的分离方法进
行离子交换柱分离脱乙酰度.#=壳聚糖样品"重复
操作%%次"分离壳聚糖样品1)0D)分别收集$个组
分依次为9"T"I$见图,%)

图Q!直径HCL=>!高EM=>离子交换柱分离脱乙酰度NMO
壳聚糖线性洗脱体积DMMM>2时的洗脱曲线

F+3CQ!<’#0+"%=#$-."(/.8&$&0+"%"(=4+0"/&%A+04NMO6.;

3$../"(6.&=.01’&0+"%"%+"%;.*=4&%3.=4$">&0"3$&841
="’#>%!HCL=>P"EM=>".’#0+"%-"’#>.DMMM>2#

!!!%对直径2)1IS#$#IS3456789:’563;-"<
离子交换柱分离的$个组分9"T"I透析脱盐"分别
收集用直径2)1IS#高$#IS3456789:’563;-"<
离子交换柱分离脱乙酰度.#=壳聚糖的各组分"旋
转蒸发自离子交换柱中洗脱出的各部分洗脱液"装
于透析袋中"去离子水中透析脱盐"次"旋转蒸发
浓缩"冷冻"冷冻干燥"得到各组分的干燥样品)
脱盐率以氯离子质量浓度的脱除率计算&!!’)

氯离子质量浓度的测定方法(取!1S;样液于!1#
S;锥形瓶中"加入1D!L;的铬酸钾溶液%#滴"用

#)#%S’(!;的硝酸银滴定至橘红色"记录消耗硝酸
银的体积数"另作蒸馏水空白)
由参考文献&!!’所计算的各组分的脱盐率分

别为,,)0=",,)1=",,)"=)
此外"在透析脱盐时"对每次透析后的去离子

水测定电导率"检测透析脱盐的趋势"量化脱盐步
骤)由透析脱盐趋势图$见图%#%可见"对组分T"I
透析"次"组分9透析$次可以达到脱盐效果)故在
此后的脱盐步骤中"对组分T"I透析"次"组分9透
析$次)
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图BM!离子交换层析分离壳聚糖得到的E个组分的透析脱

盐趋势图

F+3CBM!S+&’1/+/6+&3$&>"(04$..($&=0+"%/"(=4+0"/&%/.8.$;

&0.6"%+"%;.*=4&%3.=4$">&0"3$&841="’#>%!!HC

L=>P"EM=>

E! 结!论

!!研究了离子交换色谱法分离壳聚糖的条件!实
验结果表明!离子交换色谱可以有效的分离壳聚
糖)采用线性梯度洗脱时!直径相同的柱子!长的离
子交换柱有利于壳聚糖的分离"对同一根离子交换
柱!线性梯度洗脱时洗脱体积的增加有利于壳聚糖
的分离"用离子交换色谱法分离不同脱乙酰度壳聚
糖时!高脱乙酰度壳聚糖较低脱乙酰度壳聚糖在起
始缓冲液洗脱时!洗脱出的壳聚糖量较低!在高离
子强度处洗脱出的壳聚糖含量较高)并增加离子交
换柱的床体积!分离制备了脱乙酰度.#=壳聚糖样
品!又对分离的各组分进行透析脱盐!脱盐率分别
达到,,)0=!,,)1=!,,)"=)
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