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摘 要

海藻酸钠作为天然生物大分子，由于其立体结构的特殊性，表现出特殊的物

理化学性质，具有可生物降解、良好的生物相容性、和生物黏附性等特性，从而

广泛地应用于医药和生物技术等领域。本文用热力学、光谱学等方法对海藻酸钠

凝胶机理进行了分析。并对海藻酸钠的结构组成和特种海藻酸钠品种的制备进行

了探讨。

用等温滴定量热法研究了钙锌离子与海藻酸钠相互作用的热力学过程。量热

滴定拟合结果表明，Ca2+与海藻酸钠相互作用时有两种结合位点，分别对应

KI=I．21E7(L-mold) ， ASI=141．840·mol"t'K"1) ， AHI=I．89(kJ·mol。1) ；

I(2=2．90E4(L·mol"1)，AS2=79．08(J·mol"l'K"1)，An2=．1．84(kJ·mol‘1)。锌与海藻酸钠

相互作用时只有一种结合位点，结合常数K=9472(L·mol。1)，熵变

AS=128．95(J·molq'K。1)，焓变AH=15．8(kJ·mol‘1)。钙与海藻酸钠的相互作用比锌

与海藻酸钠的相互作用强。扫描电镜照片表明，海藻酸锌凝胶比海藻酸钙凝胶交

联点多，空腔比较小，腔与腔之间的隔膜比较多。

用圆二色谱对海藻酸钠与钙锌离子相互作用的稳态溶液．凝胶过程进行了研

究，结果表明该过程分前后两个阶段，在临界点之前第一阶段内，海藻酸钠与阳

离子生成的凝胶配合物结构在线性变化范围内是相同的，同时速度和机理也是一

样的。对海藻酸钠与钙锌离子的选择识别和相互作用研究表明，钙离子与海藻酸

钠的G、M单元相互作用差别很大，锌离子与G、M单元相互作用差别比较小。

锌离子对G、M单元的识别作用不如钙离子。通过四个不同组成的海藻酸钠样

品圆二色CD信号随温度变化的谱图，结合X．射线衍射、13C-NMR技术证明海

藻酸钠中存在双螺旋结构的功能微区。G段形成的双螺旋功能微区结构，随温度

发生有序．无序可逆转变。

海藻酸钠与二价阳离子凝胶时会发生膨胀收缩现象。对Cu2+、Ca2+、Zn2+离

子来说，膨胀收缩程度的大小，与离子大小，成键电子轨道等离子性质有关。且

膨胀和收缩是可逆的。

在海藻酸钠与钙离子结合过程中，量热反应的第一类结合位点，对应于离子

量对圆二色谱影响的第一阶段线性部分，钙镶嵌于已存在的螺旋蛋盒空腔中，相

似于分子内交联，使粘度有稍微下降的趋势。半蛋盒结构以及二聚体聚集体形成

过程，对应于量热反应的第二类结合位点，在圆二色CD谱图上，对应于第二阶

段的斜率比值比第一阶段小。在这一过程中，以分子问交联为主，体系粘度急剧

上升。Cuz+、Ca2十、Zn2+与海藻酸钠相互作用时，体系的焓变、熵变符合等动力

学关系，说明三种离子与海藻酸钠的相互作用都是静电离子相互作用。
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古罗糖醛酸裂解酶(G．1yase)降解poly．G．blocks所得七种寡糖的产率分别

为39．5％、22．1％、21．3％、2．2％、2．4％、8．3％与1．2％。结构鉴定结果说明，产

物中含有一种二聚糖AG(39．5％)；二种三聚糖(AGG，22．1％；AMG，21．3％)；

产物中不含+AM，AMM或者AGM；产物中甘露糖醛酸的含量从9％增加到

10．68％，M含量增加了18．7％。根据以上实验结果推测裂解位点位于两个古罗糖

醛酸之间(．G．G．)，使得一个古罗糖醛酸变成不饱和糖醛酸位于产物的非还原末

端，而另一个古罗糖醛酸位于产物的还原末端。这些结果验证了G．1yase是古罗

糖醛酸专一裂解酶。此外从产物含量可知，五聚糖只占3％，六聚糖几乎没有检

测到，说明G．1yase酶所能识别的最长链段为五聚糖。用13C-NMR结合马尔可夫

(贝努利)统计理论对海藻酸钠LVCR的结构进行分析，结果表明LVCR中G

单元含量为39．77％。

关键词：等温滴定量热，圆二色谱，海藻酸钠，13C-NMR，双螺旋，功能微区，

古罗糖醛酸裂解酶
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Abstract

Sodium alginate，a natural biomolecule，shows special physicochemical properties

due to steric stnlcmre characterity．Being biodegradable，biocompliance and

bioadhesive，alginate has being widely used in the biological and pharmaceutical

fields．For better application of alginate，it is necessary that we study its sol—gel

mechanism witll thermodynamic and spectral methods from the physicochemical

properties．Simultaneously,alginate composition showed be determined and

preparation of its special samples be studied．

Thermody’namics of the interaction of calcium and zinc ions with sodium

alginate has been studied by isothermal titration Calorimetry．The results showed that

there are two sites when calcium ion complexates埘tll alginate，、析tIl

Kl=1．21E7(L·mol。1) ASI=141．84(J·moll·K-1)， AHl=1．89(kJ·mol’1)；

K2=2．90E4(L·mol。1)，AS2=79．08(J·mol-'．K"1)，AH2=．1．84(kJ·mol。1)．There is only one

site when zinc ion interacts with alginate，with the binding affinity K=9472(L‘mol叫)，

entropyAS=128．95(J·molq．K‘1)，enthalpy AH=15．8(kJ·mol。1)．The binding affinity of

calcium ion complexating wim alginate are greater than zinc ion．The scanning

electron microscopy(SEM)micrograph showed that there are more linking

points，smaller cavities，and more septa between the cavities in Zn—alginate gel than in

Ca-alginate gel．

The steadystate interaction research of calcium and zinc ions、析th alginate

during the sol-gel thransition by circular dichroism，show this process includes the

former and latter two phases．During the first linear change scale，the栅cture of the

gel·conjugate of alginate-metal ions is homological before the critical point．The rate

and mechanism have the similar change．The research of selectivity， recognition and

interactions of calcium and zinc ions、)~，itll alginate，shows that the interactions of

calcium ion wi廿l guluronic and mannuronic units are more different than that of zinc

ion．The selectivity and recogonition of zinc ion for guluronic and mannuronic units

are less than calcium ion．The circular dichroism spectra、析th temperature of four

different composition alginate，combined with X-ray diffraction and¨C·NMR spectra

technology,showed that there are functional microdomaius in alginate．The functional

microdomains formed by guluronate units(G)，show order-disorder transitions with

temperature．

Swelling and shrinking，when alginate gels with divalent cations．For
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cupric，calcium and zinc ions，the swelling and shrinking degree are related to the

cationic properties，such as the ionic radius—and bond orbits．Furthermore，swelling and

shrinking are reversible．

The primary ITC binding sites for alginate interaction with calcium ion

correspond to the first linear scale in the CD spectra of intensity variation with

calcium·ion concentration．The calcium ions inlay in the“egg—box”cavities，similar

with the intrarnolecular linkage，leading a little decrease for the viscosity．The

formation process of the half-egg—box structure and dihelix aggrations，correspond to

the second ITC binding sites．The slope ratio for the second phase are smaller than the

first．During this process，the intermolecular linkage are dominating，and the relmive

viscosity hoiks．Calcium，zinc，cupric ions interact with alginate，their enthalpies and

ehtropies show isokinetic relationship，confirming that their interaction mechanisms

are the same．

Seven oligosaccharides were gained from poly·-G．·blocks hydrolyzed by

guluronate lyase，with yields of 39。5％，22．1％，21．3％，2．2％，2．4％，8．3％ and

1．2％，respectively．Structural elucidation showed that ordy one disaccharide(AC写39．5％、

and two trisaccharides(AGG,22．I％；AMG,2 1．3％) were separated from the

mixture．Based on the fact that no AM，AMM or AGM fractions were separated，we

postulated that the hydrolysis mainly occurred between two guluronic acids(⋯G G 1

making one guluronic acid(G)residue on the reducing end and an unsaturated

guluronic acid(A)in the nonreducing end．These results proved that the G．1yase was a

guluronic acid specific lyase．Furthermore，a very low yield of pentasaccharide(3％、
and no trace amount of hexasaccharide indicated that the minimal recognition

oligosaccharides of G—lyase should be pentasaccharide．The structure composition of

sodium alginate LVCR was analyzed by 13C-NMR with Markov(Bemoullian)

statistics，龇resuR showed that the amount of G units in alginate LVCR is 39．77％．

Key words：isothermal titration calorimetry,circular dichroism，sodium alginate，

13C-NMR,double helix，functional microdomain，guluronatc 1yase
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刖 舌

海藻酸钠由海藻等藻类深加工而成。海藻是生长在海水里的藻类植物，是海

洋生物资源的一大家族，有250属，1500余种，有经济价值的种类就有100多种。

在我国漫长的海岸线上，北至黄海的辽河、鸭绿江口，南至北部湾的白兰河口及

西沙群岛、中沙群岛和南沙群岛等辽阔的海域中都有海藻的踪迹，二十一世纪世

界人工栽培海藻已非常普及，栽培总面积约20万公顷(300万亩)，海藻总产量约

为635万t(鲜重)；其中，海带310万t，裙带菜220万t，紫菜75万t，江篱10万t，腆

鳞菜10万t，其他10万t。总产值约30亿美元以上。我国海带和紫菜干品产量分别

达到了30万t和3万t，占世界的第一位和第三位【14】。在我国，国家很重视海藻的

深加工技术，把海藻深加工技术列人海洋领域的863研究和开发计划。

海藻酸钠具有抗肿瘤、调节免疫能力、消除自由基和抗氧化、抗高血脂、降

低血糖、抵抗放射起到防护效果等作用，在体内有抗凝血作用可用来治疗心血管

疾病；在体外具有止血作用，可用来开发外用医疗敷料。研究人员用海藻酸系列

原材料可开发抗肿瘤、抗病毒、抗放射、抗衰老、抗心脑血管疾病的海洋药物，

同时针对各种人群的特殊需要，研制海洋生物工程制品。

海藻酸钠是一种线性天然生物大分子，在单元糖环上具有羧基和羟基等功能

基团，作为食品乳化剂、稳定剂、增稠剂广泛地用于农业、食品加工、药品和工

业产品中。海藻酸钠带有羧基，是一种阴离子聚电解质，由于其本身立体结构的

特殊性，表现出特殊的物理化学性质，其在温和条件下可与二价阳离子(如Ca2+、

zn2十)形成凝胶。由于海藻酸可生物降解、生物相容良好和具生物黏附性，从而

广泛地应用于药学和生物技术等领域。钙锌为生物元素中的必需元素，按酸碱理

论，Ca2+属于硬酸，Zn2+属于软酸，可代表两大类金属与配体的相互作用。Ca¨、

zn2+对生命活动有重要意义，海藻酸钠与C0抖、Zn2+形成的凝胶，可以使一些药

物实现缓释，正引起极大关注。
。

目前，国内外对海藻酸钠凝胶的研究，主要通过与其它物质复配、交联、覆

膜等来改变药物溶出速度。如通过调节海藻酸钠、氯化钙浓度与聚赖氨酸用量来

控制粒径大小和分布，可得到微球(1arrt级)和纳粒(nm级)。通过控制pH、

NaCl浓度等制备条件来得到一定性能要求的凝胶颗粒，从而控制释放速率。此

外，还可通过覆膜和使用交联剂来调控释药速率。以上方法主要通过实验现象观

测控释效果，但不能从机理上阐述和预测实验结果。要选择适宜的制备方法，得

到工艺制备简便可控，微球(或微囊)机械性能良好、符合医药指标的载药率、

有良好的贮存稳定性和符合医药指标的释放速率，需要从海藻酸钠理化性质着

手，用物理化学、热力学方法对海藻酸钠的凝胶机理进行研究。



前言

近几年，国际上结构化学、理论化学、分子动态学的研究取得了重要进展，

我国在这方面具有较高研究水平，将物理化学、材料科学、生命科学、药物释放

科学相融合。如用化学热力学·(热化学、溶液化学)的方法来研究海藻酸钠的溶

液．凝胶结构、凝胶动态结构和凝胶动力学；用分子识别和生物分子相互作用对

海藻酸钠和无机离子之间的聚集状态进行研究；用热力学观点解释海藻酸聚集体

对药物的缓释行为。理论化学、分子动态学、超分子化学领域中的等温滴定量热

(ITC)、圆二色谱(CD)、纳秒光谱仪、分子探针、荧光光谱仪等方法技术可

用于海藻酸钠研究，本课题选用了等温滴定量热、圆二色谱技术等研究方法。

由于M、G糖单元的构象不同，不同M、G含量的海藻酸钠性能不同，不

同分子量的海藻酸钠应用领域不一样，海藻酸钠在高科技领域有广阔的发展空

间，纯M段、纯G段、标准品海藻酸钠、寡聚海藻酸钠糖、特种组成的海藻酸

钠样品都属于海藻酸钠特种品，应该对这些样品的制备进行研究；包括海藻酸不

同级分的制备、提纯分离和结构组成鉴定，以及海藻酸钠的降解技术。

综上所述，在前人研究的基础上，本文具体研究内容包括：

1、用等温滴定量热仪(ITC)对钙锌与海藻酸钠相互作用动力学过程进行研究；

研究了魔芋葡甘聚糖与海藻酸钠形成复杂聚集体的机理和结构，以及魔芋葡甘聚

糖对海藻酸凝胶体系药物释放性能的影响；

2、通过水解，结合核磁测定海藻酸钠组成结构，用圆二色色谱(CD)设计一种

快速简便准确测定海藻酸结构的方法；用圆二色色谱找到海藻酸的特征吸收峰。

在特征峰处研究海藻酸钠的性质及与Ca2+、zn2+的相互作用；

3、用重量增加法研究海藻酸钠凝胶过程中的膨胀收缩性能，将宏观现象与微观

机理结合起来，从宏观现象对所得微观机理进行验证；

4、将等温滴定量热仪(ITC)、圆二色谱(CD)、粘度测试、膨胀收缩几种研究

结果对比分析，对海藻酸钠凝胶机理进一步探讨，分析了其对药物缓释的影响；

5、对海藻酸钠进行分级和结构鉴定，研究G．1yase酶对poly-G-blocks的降解；

并对海藻酸钠样品LVCR的结构进行分析。
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第一章文献综述

第一章 文献综述

1．1海藻酸钠的应用研究状况

1．1．1海藻酸的结构

海藻酸胶是海藻细胞壁和细胞间质的主要成分，海藻酸胶分子是由p．D．1，4．

甘露糖醛酸和a．L．1，4．古罗糖醛酸两种单体组成的嵌段线性聚合物。在一个分子

中，可能只含有其中一种糖醛酸构成的连续链段，也可能由两种糖醛酸链节构成

嵌段共聚物【l巧】。两种糖醛酸在分子中的比例变化，以及其所在的位置不同，都

会直接导致海藻酸的性质差异，如粘性、胶凝性、离子选择性等睁”】。海藻酸的

化学结构见图t

删
H

(a) (b) (c)

(a)M段(b)G段(c)MG交替段
图1．1海藻酸分子链的化学组成结构

Fig．1．1 Chain Chemical Component Structure of Sodium海藻酸钠

1．1．2用海藻酸钠开发海洋活性药物

海藻酸胶具有良好的生物活性，在“蓝色医药产业’’正在兴起的今日【14-22]，将

海藻酸系列开发成药品保健品具有重要意义。用海藻酸系列原材料可开发抗肿

瘤、抗病毒、抗放射、抗衰老、抗心脑血管疾病的海洋药物【23421，海洋药物独特

的疗效、低毒性已引起人们的高度重视。以活性物质构效关系的理论研究为基础

研制开发防治疑难病、多发病为主的海洋多糖类药物，同时针对各种人群的特殊

需要，研制海洋生物工程制品。

海洋生物开发技术的发展诞生了中国第一个海洋药物——藻酸双脂钠(PSS)，

就是用海藻酸胶为原料开发的，开创了中国海洋药物的先河。我国的科研者后来

又以海藻酸胶为原料开发出了抗乙肝病毒新药“海力特”、 降脂抗栓新药“甘糖

酯”、降糖药物“降糖宁散”等药。多种海洋药物的开发和生产，掀起了海洋药物

产业化的高潮。

1．1．2．1心脑血管药物藻酸双酯钠(PSS)和甘糖酯(PGMS)

PSS[41】是从海带等海藻中分离提取的海藻酸，经化学修饰组成的1种半合成
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的多糖硫酸酯。它具有明显的抗凝血、降低血粘度、降低血脂、抑制红细胞和血

小板聚集，以及改善微循环的作用。PSS治疗缺血性心脑血管疾病总有效率达

91％---98％，而PSS除了在心脑血管病中的应用外，还被广泛用于治疗眼睑黄色

瘤【43，441、突发性耳聋、系统性红斑狼疮、糖尿病性周围神经病变、不安腿综合

症、新生儿硬化症及银屑病、积聚性痤疮、变态性血管炎、系统性硬皮病、静脉

炎、结节性红斑、硬红斑、扁平苔癣【45】等。

而甘糖酯【421(propylene glycol mannurate sulfate，PGMS)是在PSS基础上研

制的一种相对低相对分子质量的类肝素海洋药物，是PSS的换代产品，其疗效

更高，副作用小。

1．1．2．2治疗肾衰药物肾海康(FPS)

以褐藻酸糖胶为原料开发的肾海康(FPS)[41,42,46-49]，治疗慢性肾衰，对中早

期。肾衰效果好，无毒副作用，特别对改善肾功能，提高肾脏对肌酐清除率效果尤

为显著，现已按国家二类新药获准进入临床研究，有的学者通过将海藻酸胶进行

酸水解得到的相对低分子质量片段与海藻酸胶进行抗氧化能力的对比，从而得出

相对分子质量以及分子组成对抗氧化能力的影响。

1．1．2．3开发降胆固醇、降血脂药物

另外，海藻酸还能降低人体内的胆固醇。首先，海藻酸进入消化系统后，其

胶质会包裹部分胆固醇，使这部分胆固醇无法被吸收。其次，人消化吸收脂肪是

靠自身分泌的胆汁酸，胆汁酸越多吸收的脂肪越多。一些胆汁酸分解脂肪后会被

肠壁再吸收和利用，而海藻酸的胶质弥漫在肠壁上，可以阻碍胆汁酸的再吸收，

使消化道内胆汁酸数量减少。这时，人体会自动合成新的胆汁酸来补充，而合成

胆汁酸的原料正是肝脏内的胆固醇。这就是说，为了合成胆汁酸，肝脏内的胆固

醇将被大量消耗，而血液中的胆固醇含量也随之被降低。通过上述阻碍胆固醇的

吸收和促进肝脏内胆固醇消耗，海藻酸起到了良好的降血脂作用。因此，海藻酸

胶可用于开发降胆固醇、降血脂的药物。

1．1．2．4特种海藻酸胶活性药物——海藻酸钾

低分子海藻酸及海藻酸盐是生产各种治疗心血管疾病的主要原料，其中低分

子海藻酸钾被誉为生命活化因子，可有效的净化血液环境，养护血管，阻止血黏

度增高，不能形成血栓，使血管保持年轻状态，防止糖尿病、动脉硬化、高血压、

冠心病、呼吸系统疾病及肝脏病的发生【50】。

导致人血压升高的一个重要因素是人体中的微量元素钠和钾失去平衡。因为

吃盐的缘故，人每天都要吃进一些钠，但不一定能补充进足够的钾。因此，许多

人特别是高血压患者经常处于钾低钠高的状态。能够给人体补充钾而减少钠，显
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然是防治高血压的一种有益方法。

海藻中的海藻酸实际上是包裹着钾、钙、镁等金属离子的混合物。海藻酸有

一特性在酸性环境里，会与钾、钙、镁等金属离子分离，在碱性环境中，又与金

属离子结合。那么海藻进入人的胃以后，在胃酸作用下，海藻酸释放了所含的钾

等金属离子。但由于海藻酸不能被胃消化吸收，所以它要继续在人体内旅行。海

藻酸进入肠道后，由于肠道是碱性的，它又要寻找金属离子结合，由于人每天都

吃盐，肠道里钠离子最多，于是海藻酸就大量地与钠离子结合，并将其牢牢包裹

直到排出体外。由此看来，吃海藻正好可以补充钾和清除多余的钠。

以海藻为原料提取低聚海藻酸盐，研制、开发、生产纯天然、无任何毒副作

用的药品、保健品、功能性食品添加剂，用于治疗高血压病、高血脂症、糖尿病，

经过国家专利局检索中心的检索证实低分子海藻酸钾可降低原发性高血压患者

的血浆醛固酮水平，是国际首创。新发现低聚海藻酸钾可以减少精子的畸变，提

高精子的成熟率，间接证实低聚海藻酸钾可提高有氧代谢水平，改善微循环。雅

威特公司开发小分子海藻酸钾注射液治疗冠心病、高粘度血症新药的技术已得到

国家科技部资助。

利用海藻酸钾可开发降压、降脂新药，开发低分子“海藻酸钾”静脉注射液。

低聚海藻酸钙——在降压的同时补钙；含锌低聚海藻酸钾食品——降压、补锌、

益智；含铬海藻酸钾——对高血压并伴有糖尿病的患者在降压的同时降血糖。

中国现有高血压患者1．4亿，其中10％的患者(1400万人)长期服用降压药，

按每人每月平均费用为82元计算，一年每人平均支付1000元／人，总额140亿

元，低聚海藻酸盐系列产品占有10％的市场份额就是年销售收入14亿元。

1．1．2．5配制复方海藻酸糖合剂

黑龙江商学院中药系药物研究所的季宇彬教授等科研工作者用昆布多糖、海

藻酸多糖、羊栖菜多糖、海篙多糖、人参多糖、黄蔑多糖、辽宁葱木多糖和刺五

加，按顺序比例为2：2：4：2：0．5：1．5：2：6制成的复方海藻酸糖合剂【51】。具有良好的生

物学活性。

1．1．2．6化学改性海藻酸胶的生物学活性

近年来，国外学者对海藻中所提取的海藻酸胶进行了化学改性的研究工作。

Davidt52】等学者将分子量较高的藻胶(几十万一几百万的分子量)用酸进行反应，

把其降解成较低分子量(1万一5万)，在反应过程中控制酸的浓度、温度和时间可

获得不同分子量大小的降解产物。通过改变其结构，从而提高其生物活性或降低

其毒副作用。

在国内，中国海洋大学的管华诗、胡晓柯【17】等科研者用酶法水解海藻酸胶，

得到纯度很高不同组成的低分子海藻酸糖片断，具有不同的药理学活性。例如，
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高M段可用来开发心脑血管药物，高G段可用来止血。

Nishimura【53】和Takano[54】等学者对海藻酸胶进行硫酸酯化的研究，使之具抗

病毒、抗凝血等活性。他们通过化学手段对海藻酸胶化合物分子进行结构改性，

以获得更多结构类型的海藻酸胶衍生物的方法。这些研究引起世人的高度重视。

1．1．2．7其他

海藻酸钠胶可用做安全有效的止血药；低聚糖海藻酸钠可用做代血浆，是维

持血容量的良好的扩容剂，海藻酸钾还可用做人工牙模材；低聚海藻酸保健胶囊

可适用于肾功能不全的高血压患者。要对量大的低活性物质海藻酸及其衍生物进

行人工修饰，使之变为高活性物质。从而为海藻酸胶的进一步开发提供理论和实

例依据。

1．1．3海藻酸作为药物转运载体的开发

聚合物的生物相容性或对生物组织的免疫原性是决定其能否作为药物释放

载体与组织工程材料的主要因素之一，海藻酸具有良好的生物粘着性。药剂学中

利用海藻酸钠的溶解度特性、凝胶和聚电解质作为缓释制剂的载体、包埋剂或生

物粘附剂，利用其水溶胀性，作为片剂崩解剂，利用其成膜性，制备微囊，利用

其与二价离子的结合性，曾作为软膏基质或混悬剂的增粘剂，其中作为缓释制剂

的骨架和包埋和微囊材料等尤为重要【551。近年来超纯的(通过0．221xm微孔滤膜)

交联海藻酸钠作为包埋材料的植入剂已有商品出售并见有各方面文献报道【551。

最近国内外科研者将海藻酸开发为新型药物转运载体很活跃【56-60]。

1．1．3．1海藻酸用作缓释包衣材料．

一些研究者尝试将交联海藻酸盐用作缓释包衣【611，海藻酸钠为水溶性聚合

物，常用于片剂制备作粘合剂和崩解剂，但其与钙盐作用，与钙离子发生交链形

成的钙盐不溶于水，它形成的衣膜具控制药物释放速率的能力。例如：在流化床

中进行包衣，以1％海藻酸钠水溶液与1．7％氯化钙水溶液同时或交替喷至吲哚

美锌和对乙酰氨基酚小丸上，带负电的海藻酸钠通过静电作用与钙离子发生交

联，在小丸表面形成不溶性膜，膜厚1009m的小丸释药可持续8小时。所成之

膜光滑均匀，包衣过程中小丸不发生粘连，改变交联剂用量或膜厚可调节释药速

率，处方简单，不象水分散体要加多种稳定剂。但包衣液中含大量水，故包衣过

程较长

1．1．3．2海藻酸钠与果胶在结肠给药上的应用

结肠内有大量的细菌，某些细菌可产生p一葡萄苷酶、纤维素酶、硝基还原

酶、偶氮还原酶等酶系，许多高分子材料在结肠被这些酶所降解【62,63】，而这些高
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分子材料作为药物载体在胃、小肠由于相应酶的缺乏不能降解，这就保证药物在

胃和小肠不释放[641。同时应考虑到消化道内胃的PH为0．9—1．5，小肠为6．0．6．8。

在结肠为6．5．7．5，海藻酸，果胶都是酸性多糖，在胃内低PH环境中不溶解，在

肠道碱性环境下溶解，同时可被结肠酶系降解，而且由于果胶钙，海藻酸钙可吸

收体内的铅、镉等重金属的积累。对高血压、便秘等慢性病有一定疗效，并可降

低血糖、血脂、减少胆固醇，具有防癌、抗癌等作用。因此，海藻酸钙，果胶钙、

海藻酸一果胶一钙被用来开发作为结肠定位给药系统【65’66]。
·

1．1．3．3海藻酸钠被用来制作微球，微囊及用作血管栓塞剂

海藻酸钠与钙等二价金属离子“交联”形成的物质以较稳定的凝胶形式存在，

具有很好的生物相容性和生物粘连性，制备方法温和，同时，海藻酸钠作为囊材

具有如下优点：

①性质稳定；②有合宜的释药速率；⑨无毒、无刺激性；④能与药物配伍，

不影响药物的药理作用及含量测定；⑤有一定的强度及可塑性，能完全包封囊心

物，或药物与附加剂能比较完全地进入球的骨架内；⑥具有符合要求的粘度、渗

透性、亲水性、溶解性等特性。

因此，海藻酸钠作为微囊材料是一个很有发展前景的领域[67。731，海藻酸与聚

赖氨酸、海藻酸与乙酸壳多糖、海藻酸与白蛋白等合用作复合囊材，因海藻酸钙

不溶于水，故海藻酸钠可用CaCl2固化成裂74】。
最近，国内有公司(北京圣医耀)正在推广海藻酸钠微球血管栓塞剂【】，并

受到国家科技创新基金的资助。用微球或微囊进行化疗栓塞可以使肿瘤缩小，也

可减少手术后的复发或转移，改善症状，提高疗效，减少毒副反应，延长病人生

存期。因此对海藻酸微囊进行深入细致的研究，具有重要意义【751。

1．1．3．4海藻酸钠在纳米生物上的应用

Sinjan De，Robinson等用壳聚糖一海藻酸，赖氨酸一海藻酸复合材料来做纳

米微球【761，实验室已做出来，应进行理化性质深入研究，收集对中试有指导意

义的参数。利用海藻酸钠线性长链上富含羧基和羟基，将药物通过价键接技到高

分子链上，然后通过分子自组装技术进行钠米微粒的制备，可扩大海藻酸钠作为

药物转运载体的范围和应用性能。用ITC可研究海藻酸钠与其它生物高分子、

药物、靶向位点之间的相互作用、构象变化，为药物载体的设计和开发提供基础

性构效关系理论【77】。

1．1．3．5作为基因治疗的转运载体

为基因治疗提供新型的给药转运载体系统正引起越来越多科研者的兴趣和

关注。反义技术的药理学基础是在mRNA分子水平上降低致病蛋白基因的表达。
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这一原理意味着能设计出合理的具有特定序列的核酸药物，这些核酸药物通过沃

森．克里克(Watson．Crick)氢键作用寻找特定的mRNA并阻止其表达。反义寡核苷

酸是阴离子生物大分子，拥有10．25个核苷酸单位，分子量3"--8KDa．它们是亲

水性的(109D(oetanol／water)~一3．5)，不能穿过生物膜；再加上降解、核酸酶的新陈代

谢，和在一些生物器官表面的粘附。这样就降低了核酸药物到达靶向器官的量，

以至于细胞吞噬剂量的降低。寡核苷酸转运载体的优化需要提高非胃肠道吸收，

正确的靶向(时间和空间上)，提高细胞的吞噬量和充分的细胞内转运。非病毒

基因载体包括阳离子脂质体，树枝状聚合物和其它阳离子高分子。

海藻酸钠具有粘液吸附，生物降解和生物相容，作为寡核苷酸载体具有诱人

的前景【591。海藻酸钠和低分子量的聚赖氨酸(poly-L．1ysine)所形成的微胶囊，可

以保护内分泌器官移植后的免疫排斥作用，而且Bowersock和Lernoine已经证明

口服和鼻腔给药的可行性。最近报道，在小牛血管中，海藻酸钠可使所转运的寡

核苷酸避免降解，这样可改善药物静脉注射后的生物分布。用海藻酸钠制备的载

寡核苷酸微囊，为反义基因治疗的口服给药途径提供了极具潜力的发展空间。

海藻酸钠与阳离子和阳离子高分子poly-L．1ysine形成凝胶的多样化，使得在

水性环境温和条件下可得到从纳米级到微米级范围的不同尺度大小的粒子。作为

反义寡核苷酸载体，既是口服给药系统的良好载体，又是非口服给药系统的优良

载体。

1．1．3．6海藻酸在外科修复材料上的应用

海藻酸是从海藻植物中提炼的多糖物质。当海藻酸钙海绵用于伤口接触层

时，即与创口渗出液及血液中的钠离子与钙离子进行交换，释放出钙离子，并在

创口表面形成一凝胶薄层唧】。由于钙离子释放，加速了毛细血管末端中血块的

形成，从而达到迅速止血。由于表面凝胶层是亲水性的，可使氧气通过而细菌不

能通过，并促进新组织的生长，从而对创面起到一定的保护作用，并使创面保持

一定的湿度，温度，为创面的愈合创造一个良好的微环境，促使创口及早愈合。

另外Young和Sung用明胶与海藻酸的复合物作人造皮肤，效果良好【78】。

1．1．3．7海藻酸在经皮给药系统上的应用

由于水凝胶型透皮制剂在透气性、控缓释、透皮吸收及生物利用度上都有很

佳性能，所以，近年来成为世界各国的研制发展方向。

海藻酸钠与离子形成凝胶【551，符合工艺要求，并且生物功能优良，可使多种

药物实现缓控释，在水凝胶型缓控释制剂上有良好的发展空间【791。

1．1．4海藻酸钠作为功能食品的开发

海藻酸及海藻酸盐系列可开发纯天然海洋生物药品，同时该产品还可以作为
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保健品的原料、功能食品添加剂和营养强化剂，对保障和促进人体健康有显著功

效。该食品添加剂可添加到任何食品／饮料中(如牛奶、咖啡等)，营养效果显

著，海洋生物提取、纯天然、无任何毒副作用，指标均可量化【501。

海藻酸钾、钙、锌、镁等海藻酸盐作为新型低分子化功能性食品添加剂，可

制备(1)降脂饮料；(2)降压牛奶、奶伴侣； (3)降压茶、降脂茶； (4)降

压、降脂咖啡； (5)降脂糕点； (6)补锌、钾、钙面粉。

利用海藻酸盐凝胶性能、生产各种仿生、仿真食品【801。它克服了现有同类技

术中的许多缺陷，可以将海藻酸盐及其它全部原、辅料混匀灌入模具中，无须外加

条件，静置后脱模即制成为色、香、昧、型、结构俱佳的各种仿生、仿真食品，其

各种营养成份及其它添加物的配比，是可随意调整的、成品体积、重量不受限制、

方法安全、高效，产品属新型功能性保健食品[13】。

海藻酸钠在食品领域有着极其巨大的推广、发展空间，具体包括：1．一般食品

生产中，用来提高质量或大幅降低生产成本；2．生产千变万化的仿生、仿真替代食

品；3．研制生产新、奇、特食品或流行、时尚健康快餐； 4．开发功能性食品，指

生产瘦身、减肥及其它系列保健食品；5．做为新型食品工业的基础进行二次开发、

向更宽、更深、更广的领域发展。

1．1．5海藻酸钠的特种品种

。我国生产的海藻酸系列产品，多为食品级，没有专门的药品级生产单位，更

没有专门的符合药典级别的行业标准，因此，在深加工和开发高档产品，以及制

定与国际接轨的药用级别行业标准上具有很好的发展空间。

我国对海藻酸糖药理实验的研究中所用的实验材料多是粗制品，缺乏纯化和

组成鉴定技术，一种粗多糖经分级可以提出多种粗多糖。今后应加强海藻酸糖各

组分的分离纯化技术。随着近代药理和临床的深入研究和仪器分析的发展，应对

海藻酸多糖的化学结构、生物活性、应用及其在医学和药用价值等方面的研究深

入下去。

大多数生产厂家的海藻酸糖胶产品纯度低，规格不齐全，缺乏与国际接轨的

质量标准，没有符合医药标准的高档产品，缺少高科技领域的应用开发，与国外

公司相比，产品价格相差7～10倍，因此，我国的海藻酸糖胶具有很好的发展空

间和竞争力。

美国国际特品公司“ISP”看到了中国海藻酸市场的巨大，正在中国寻址建厂，

准备生产高科技含量的海藻酸胶产品，可见中国市场的巨大。国内的科研者应与

企业结合起来，一方面占领国际市场，同时更要兼顾国内的市场，以防长期利益

受损。

21世纪是海洋世纪，海洋技术是当代七大尖端科学技术之一，海藻酸糖胶作

9
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为重要的海洋生物资源，应该受到更多的关注。国内价格虽然偏低，作为重要的

海洋生物原材料，象石油、钢铁一样，按照经济运行发展的规律，在不久的将来

肯定会迎来价格大幅提升的一天。

综上分析，海藻酸钠胶在高科技领域有广阔的发展空间，纯M段、纯G段、

标准品海藻酸钠、寡聚海藻酸钠糖、特种组成的海藻酸钠样品都属于海藻酸钠特

种品，应该进行深入细致的研究。

由于甘露糖醛酸M、古洛糖醛酸G分子构象的不同，从而造成M段、G段

和MG交替段各种性质的差异，如：在医学上，M段具有抗凝血性，可用来制

备抗凝血和心脑血管药物；而G段具有止血、凝血功能，可用来制作止血粉、

止血剂或织成止血纱布等。M段在低pH酸性介质中可溶，而G段在低pH值酸

性介质中难溶。M段是分子链伸展型而G段分子链是卷曲螺旋型的。“MG，’交替

型性能介于两者之间。

M段含量高的海藻酸胶，酯化速度较快，酯化度可达90％以上，乳化稳定

性能最好。开发新的海藻酸衍生物时，如将海藻酸与十八碳环氧物(如0,i．环氧

硬脂酸或9，10．环氧十八醇)反应，应该选用适当M／G组成和分布的海藻酸，以

得到所需性能的产品。在海藻酸与各种脂肪酸如丁酸、癸酸、油酸、椰子油、豆

油、亚麻油、鱼肝油等的氯化物反应进行酰化时，也应选用合适组成的海藻酸，

并先部分水解后再反应。

另外，海藻酸形成凝胶的能力以及所成凝胶的各种性能也与海藻酸的M／G

含量有关。因此，对海藻酸进行分级提纯，制备纯M段、纯G段海藻酸产品就

显得非常重要。由于天然海藻酸组分的复杂多样性，以纯G段、纯M段为标准

参考物，对某一海藻酸产品进行组分鉴定就显得非常有意义。而要用纯G段、

纯M段作为参考物，就要对他们的结构和性能进行鉴定分析。

海藻酸不同级分的制备，提纯分离和结构组成鉴定，纯M段纯G段标准物

的制备，这些属于海藻酸钠特种品种范围，都要涉及到海藻酸胶的降解，在未来

十分有前景的海藻酸胶寡糖的制备中，更离不开海藻酸胶的降解反应。

1．2海藻酸钠的理化性质研究

海藻酸胶象许多天然生物大分子一样，在单元糖环上具有羧基和羟基等功能

基团。海藻酸钠胶带有羧基，是一种阴离子聚电解质，由于古洛糖醛酸和甘露糖

醛酸两种糖单元立体构象的不同，使它们的各种物理化学性能也不同，两种糖醛

酸在分子中的比例和序列顺序变化，都会直接导致海藻酸的性质差异，如粘性、

胶凝性、离子选择性等⋯31。由于本身立体结构的特殊性，表现出特殊的物理化

学性质，其中在温和条件下与二价阳离子(Ca2+、Zn2+)等形成凝胶并保持包埋

10
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物生物活性等独特的性质[821，再加上海藻酸胶又是生物降解、生物相容、和具

生物黏附性【761，从而广泛地应用于药学和生物技术等领域【3,81】。钙锌为生物元素

中的必需元素，钙锌对生命活动有重要意义【83。851，海藻酸钠与钙锌离子形成凝胶，

可以使一些药物实现缓释【7l】，引起科研者的极大关注。

不同离子与海藻酸钠的凝胶机理不一样，形成的凝胶结构和性能也不一样，

决定了它们的应用也不一样。在药物缓控释方面，不同离子与海藻酸钠形成的凝

胶对药物的缓控释也不一样，如Ca2+、Zn2+离子相比，锌离子释放的要慢，为了

更好地应用海藻酸胶，作为理化性质的一部分，有必要研究不同离子与海藻酸钠

形成凝胶的机理和所成凝胶的性能【7¨。按酸碱理论，钙离子属于硬酸，锌离子

属于软酸，可代表两大类金属与配体的相互作用【86】。

理论化学、分子动态学、超分子化学领域中的等温滴定量热(ITC)、圆二

色谱(CD)、纳秒光谱仪、分子探针、荧光光谱仪等方法技术可用于海藻酸钠

研究，本论文主要应用了等温滴定量热、圆二色谱技术。

1．2．1等温滴定量热

人们在自然界中所观察到的任何现象，例如物理变化、化学变化、生物代谢

等过程均有热效应的发生。人们对于这种热效应的认识首先来自触觉。随着人们

认识的不断深入和科学技术的发展，为了定量地研究这类现象和它的规律，因而

产生了量热学。Bell和Cowell在1913年首次进行了量热的不连续滴定，但是直

到上世界60年代中叶，这项技术才被意识到可作为一种常规、方便的工具同时

测定反应平衡常数、吉布斯自由能变化以及焓变。Linde等于1953年报道了使用

电热调节器的量热滴定法，Wasilewski．等于1964年将直接注射法引入到量热学

中，Ruzicka和Hansen普及推广了流动注射的分析技术，加上诸如峰焓量热、高

灵敏流动量热、酶量热等等相关的技术和仪器共同确立了今天高灵敏度、小体积

的量热技术。

化学和物理过程都含有能量变化。量热学的特殊之处就是直接计算这些能量

变化的值。状态变化和化学反应的能量变化就构成了热力学学科的内容。因此，

量热法不仅测量最普通的一切反应的性质、能量变化，而且也提供了解释化学历

程的方法。此外，量热计的测量在整个反应的过程、开始和结束、速率以及平衡

中等于任何其他分析方法。

用量热计定量的测量在反应过程中所放出和吸收的热变，并可根据量热计提

供的数据计算像络合物的形成和电荷转移络合的形成平衡反应时的。

等温滴定量热(ITC)是测定任何由加入结合组分而引起化学变化的热动力

学技术，已经变成表征生物大分子相互作用的首选方法。当物质相互结合时，总

会放出热量或吸收热量，对这种反应热进行测量可以很精确地测定接合常数
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(K)、化学反应计量比(n)，焓变(△H)和熵变(AS)。这样，在一个简单实

验中对生物大分子的相互作用进行了全面的热动力学描述。

Sinjan De[76】等用等温滴定量热(ITC)对钙离子与海藻酸钠的相互作用、结

合位点、动态过程进行了研究，同时对聚赖氨酸(PLL)、壳聚糖与海藻酸的相

互作用，以及二者存在下对钙与海藻酸钠形成凝胶的影响进行了研究，取得了一

定的成果，考察了上述影响因素下对药物从海藻酸基载体中释放的缓释行为。但

没有对凝胶形成的本质进行深入系统研究。仅仅研究了钙离子与海藻酸钠的相互

作用，没有对不同离子(钙、锌离子)进行比较。

用等温滴定量热技术测量海藻酸钠等生物大分子与小分子和离子识别中的

稳定常数的测定，比较这些生物大分子体系对金属离子、无机以及有机小分子的

识别能力时，常以其溶液中配位反应的热力学函数(稳定常数、热焓、熵、吉布

斯自由能)和动力学数据作为量度的基础，这方面的数据积累对于非共价键的结

合，即弱作用力的研究至关重要，对于推动这些生物大分子在药物缓控释方面配

方的优化设计和工艺改进起着直接重要的作用。

用等温滴定量热仪(ITC)来对上述各种离子与海藻酸上的羧基相互作用进

行研究。通过反应的热量变化，求出反应亲合能、热力学基本常数和反应活化能，

并对凝胶动力学过程进行研究。从而从本质上揭示各种离子与海藻酸的羧基之间

的相互作用。

1．2．2圆二色谱

圆二色谱(circular dichroism，简称CD)是用光学方法研究分子三维空间结

构和不对称性的有效方法[3,93,94】，可方便地对溶液中生物大分子进行研究．CD谱

有许多有利的方面。首先它的峰或负峰的位置与吸收峰的位置基本重叠，因此每

一个谱峰的贡献者是谁可以利用吸收光谱的知识来寻找。用圆二色谱研究海藻酸

钠与钙锌离子的相互作用时，所得数据信息只反映生物大分子的构象变化，研究

对象单一，数据处理简单可靠，样品需要量少、操作简单、快捷。是一种很好的

研究海藻酸钠等生物大分子的方法。可用圆二色谱对海藻酸钠与钙锌离子相互作

用的稳态溶液．凝胶过程、海藻酸钠对钙锌离子的选择识别、相互作用进行研究．

用核磁、等温滴定量热、圆二色对海藻酸钠的结构、与无机离子的动态凝胶

过程和对药物释放的研究，从过去的总体性质测量和关联，转向在分子、原子和

电子轨道尺度上的现象观察、测量和模拟，从单一领域的研究走向多学科的综合

与集成研究。

用宏观微观研究相结合、动态与静态相结合的方法，更多倾向于微观和动态，

并进一步深入到化学反应控制的研究，使认识和实践的结合更加紧密，对药物缓

释设计提供理论参考。

12
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nLom【9l】用圆二色(CD)对海藻酸钠的构象进行了研究，对凝胶动力学、结

构进行了初步探讨：Reds[92】用圆二色上的停留装置对离子对黄原胶、卡拉胶的凝

胶动力学和机理进行了研究，得到了生物大分子间的三维结合结构和凝胶动力学

反应级数。所得信息清晰明了，数据容易分析和理解。随着测试仪器的功能改进

和数据处理手段提高，越来越好的性能被开发出来，促进了科研的发展【3】。国内

外缺乏用圆二色谱对海藻酸钠进行深入系统的研究。

1．2．3其它方法

Zheng等阻87，881用粘度计研究了钙锌离子与海藻酸钠的溶液．凝胶转变，

Chant7l】等观测了钙锌离子与海藻酸钠所成凝胶的外观形貌和对药物缓释性能的

不同。Jang[6】用原子吸收光谱对金属离子在海藻酸钠凝胶形成时表观扩散系数进

行了研究，用Langrnuir模型对静态吸附过程进行描述，)(u【89】、Pillay[66】等用扫

描电镜(SEM)、Zimmermann等【73】用光聚焦显微镜、原子力显微镜观察了凝胶

的形貌。

到现在为止，国内外对海藻酸钠凝胶的研究，在医药领域停留在配方研制的

水平上，主要通过与其它物质复配、交联、覆膜等来改变药物溶出速度。有些研

究者通过调节海藻酸钠、CaCl2浓度与聚赖氨酸用量来控制粒径大小和分布【_76】，

分别得到微球(1ain级)和纳粒(rim级)。通过控制制各条件(pH，NaCl浓度)

来优化制备条件和控制释放速率。有些科研者通过覆膜和使用交联剂来调控释药

速率。这些方法对极少数药物可能有实际效果，但不能从根本上解决问题。要想

使制备条件温和，稳定，工艺简便可控，所得微球(或微囊)机械性能良好、符合

医药指标载药率、有良好贮存稳定性和符合医药指标的释放速率，需要从海藻酸

钠理化性质着手，用物理化学、热力学方法对海藻酸钠的凝胶机理进行研究凹】。

1．3本论文主要研究内容

结合生命材料、生物无机化学、医药与物理化学等领域，加强化学理论研究

和发展实验方法和测试技术相配合，将结构化学、理论化学、分子动态学等学科

取得的具有前沿性的新方法、新成果应用到海藻酸基凝胶缓控释体系，从原子、

分子聚集体开展多层次多尺度的研究，获得海藻酸钠与魔芋葡甘聚糖形成复杂聚

集体的机理和结构；钙锌钠等生物无机离子与海藻酸凝胶的识别机理和反应动力

学；从而为海藻酸基凝胶的结构性能研究提供依据，并可将凝胶动力学反应过程

应用到缓控释药物的制备当中，从而获得更加优良的工艺和配方。通过研究，获

得海藻酸钠结构快速简便的测试方法，可为海藻酸开发为医药原材料和制定医药

用海藻酸国家标准提供基础研究数据。
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第一章文献综述

本论文的主要研究内容包括：

a．用等温滴定量热仪(ITC)对钙锌与海藻酸钠相互作用的本质和凝胶动力

学进行研究，

b．用圆二色色谱找到海藻酸的特征吸收峰。用圆二色色谱(CD)设计一种

快速简便准确测定海藻酸结构的方法；在特征峰处研究海藻酸钠的性质及与

钙锌离子的相互作用；

c．用重量增加法研究海藻酸钠凝胶过程中的膨胀收缩性能，将宏观现象与微

观机理结合起来，从宏观现象对所得微观机理进行验证；

d．将等温滴定量热仪(ITC)、圆二色谱(CD)、粘度测试、膨胀收缩几种方

法相结合，从原子、分子聚集体开展多层次多尺度的研究，采用微观与宏观

相结合，静态与动态相结合，对海藻酸钠凝胶药物缓释体系进行研究。

e．对海藻酸胶进行分级和结构鉴定，研究G．1yase酶对poly-G-blocks的降解；

并对海藻酸钠样品LVCR的结构进行了分析。

14
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第二章 用ITC研究海藻酸钠溶胶．凝胶转变过程热力学

海藻酸钠是可与二价金属离子络合形成水凝胶(M矿+除外)。由于具有生物相

容性良好与凝胶过程温和等特点，使海藻酸盐在生物工程、组织工程及医药等方

面得到了广泛的应用【2一，951。钙锌为生物元素中的必需元素，对生命活动有重要

意义【83t“，851。海藻酸钠与钙锌离子形成凝胶，可使一些药物实现缓释[7¨，引起

科研者的极大关注。

不同离子与海藻酸钠的凝胶机理不一样，形成的凝胶结构和性能也不一样，

决定了它们的应用也不一样。在药物缓控释方面，不同离子与海藻酸钠形成的凝

胶对药物的缓控释也不一样，如Ca2+、Zn2+离子相比，锌离子释放的要慢，为了

更好地应用海藻酸胶，作为理化性质的一部分，有必要研究不同离子与海藻酸钠

形成凝胶的机理。
7’

当物质相互结合时，总会放出热量或吸收热量，用量热计定量的测量在反应

过程中所放出和吸收的热变，并可根据量热计提供的数据计算像络合物的形成和

电荷转移络合的形成平衡反应时的焓变值【96】。反应的自由能(△G)和熵变(△S)

通过公式(2．1)和公式(2．2)计算得到。

AG=一RTlnK (2-1)

AS2(AH-AG)／T (2—2)

等温滴定量热法(11rC)是近年发展起来的一种原位、在线和无损伤地研究

生物大分子与其它物质相互作用时的热力学与动力学的重要方法[97一引。ITC是一

种溶液测试方法，与其它方法相比，ITC不需要固载化或修饰化，也不需要对分

子量有任何限制，因为结合热是自然产生的现象，ITC通常被用来研究任何形式

的配位接合反应，rrC非常快而且提供丰富的信息唧，呜10们。一个典型的]TC实验

只需要30,-,60分钟。用ITC方法，在一个简单的实验中，两种甚至更多不同类型

的结合位点都能被完全同时分析出来，甚至能够分析混浊溶液或颗粒混悬液。

用等温滴定量热仪(rrC)对钙锌离子与海藻酸钠上的羧基相互作用进行研

究。通过反应的热量变化，求出反应亲合能K、焓变td-I和熵变AS等热力学基

本常数；与红外、SEM照片、药物溶出相结合，对凝胶动力学过程进行研究，

从热力学上揭示各种离子与海藻酸钠之间的相互作用。

2．1实验部分

2．1．1试剂和仪器

海藻酸钠(型号LVCR，药品级，美国特品公司ISP，粘均分子量为2．I lxl05)

15
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卵清蛋白(ovalbumin)，Sigma公司，直接使用；魔芋葡甘聚糖(KGM)，食

品级，湖北武汉清江魔芋食品有限公司；其余试剂均为分析纯．

D一800LS型智能药物溶出仪(天津大学无线电厂)；752型紫外分光光度计

(上海精密科学仪器有限公司)；等温滴定量热仪(美国MicroCal Incorporated公

司)；扫描电镜(PHILIPS XL 30 ESEM，Japan)。

2．1．2钙锌离子与海藻酸钠相互作用的等温滴定量热实验

钙锌离子与海藻酸钠LVCR相互作用时中间态热力学性质的测定在美国

MicroCal公司生产的VP．ITC型等温滴定量热仪上进行．滴定实验中，将125Ltl的

CaCl2(9raM)或ZnS04(10．54mM)水溶液装)k2509l的滴定注射器中，1．4ml的LVCR

水溶液(1．25mM)放入样品池中，每间隔一定时间(Ca2+为240s，Zn2+为200s)

加入5¨l离子溶液到海藻酸钠溶液中，共滴25次．参比池中加入去离子水作为样

品池的热平衡参照．须另做一空白实验以扣除离子(CaCl2或ZnS04)稀释热的影

响，即在样品池中加入去离子水，用离子溶液(CaCl2或ZnS04水溶液)滴定，可

得离子的稀释热．所有的溶液都在相应温度条件下真空脱气处理以减小信号噪

音，积分每个峰面积并扣除稀释热后得到结合反应热，对离子(Ca2+或Zn2+)与

海藻酸钠LVCR的摩尔比作图得到反应等温线．以MicroCal公司提供的Origin软件

(版本5．O)中的相应模型(Zn2+用一个位点拟合程序，Ca2+用两个位点拟合程序)

进行非线性最小方差拟合，可计算出钙锌离子与海藻酸钠相互作用的热力学参

数．

在魔芋葡甘聚糖对钙锌离子s01．gel过程的影响中，连续滴)bH5R．1 CaCl2溶液

(9．OmM)或ZnS04溶液(10．54mM)到海藻酸钠LVCR(1．25mM)与魔芋葡甘

聚糖混合溶液中进行量热滴定实验，其余同上。

2．1．3海藻酸凝胶颗粒与载蛋白质海藻酸凝胶颗粒的制备

将1 mL2％(w)的海藻酸钠溶液(或海藻酸钠与魔芋葡甘聚糖的混合溶液，

海藻酸钠浓度2％(w／v)，魔芋葡甘聚糖浓度1％(w／v))，滴加入20 mL 0．20 mol

／L的氯化钙、硫酸锌水溶液中，凝胶4 h后(凝胶过程达到饱an)过滤，用水冲洗

干燥。湿态凝胶颗粒粒径3 mm左右。

将卵清蛋白与海藻酸钠溶液(或海藻酸钠魔芋葡甘聚糖混合溶液)混合均匀，

海藻酸钠溶液的质量百分比浓度为2％，蛋白质质量浓度20mg／mL。将l mL混

有蛋白质的海藻酸钠溶液滴加入20 mL O．20 mol／L的氯化钙、硫酸锌水溶液中，

为防止蛋白质在凝胶液中释放，凝胶液中加入与凝胶中等浓的蛋白质。凝胶4 h

后(凝胶过程达到饱和)过滤，用水冲洗干燥。湿态凝胶颗粒粒径3 irllll左右。

2．1．4海藻酸凝胶颗粒的SEM照片
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将凝胶30 min的湿态海藻酸钙、海藻酸锌凝胶颗粒冷冻干燥，用扫描电镜观

察凝胶颗粒断面结构。

2．1．5蛋白质的释放

在智能药物溶出仪中，恒温37"C，转速180 r／min，将含有蛋白质的凝胶

颗粒放人20 mL水溶液中，定时取样用紫外分光光度计在280 nln下测定释放液中

的蛋白质含量

2．2结果与讨论

2．2．1钙锌离子与海藻酸钠相互作用的热力学过程研究及其对药物释

放的影响

图2-1是CaCl2水溶液(9．OmM)滴定海藻酸钠LVCR的量热曲线，图2．2

是ZnS04(10．54mM)滴定海藻酸钠LVCR的量热曲线。由实验得到的钙锌离子与

海藻酸钠相互作用的热力学参数列于表2．1．由图2．1可知，钙与海藻酸钠相互
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图1．1海藻酸钠LVCR与CaCl2在双蒸水中的滴定曲线

(a)连续滴加59l CaCl2溶液(9．0mM)到海藻酸钠LVCR溶液(1．25mM)中

的滴定曲线；(b)相应于滴定曲线积分得到的反应热变化曲线

Fig．1-1 Calorimetric titration of alginate LVCR witll CaCl2 in double distilled water at

25。C(a)Raw data for sequemial injection of 51xl CaCl2 solution(9．0mM)into alginate

LVCR solution(1．25mM)；(b)Heats of reaction as obtained from the integration of the

calorimetric traces

作用时分前后两段，对应于两个结合位点．第一阶段是吸热反应，结合常数

KI=1．21E7(L·mol。1)，熵变ASl=141．84(J·molq"K"1)，焓变△Hl=1．89(kJ·mol’1)；第
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二阶段是放热反应，结合常数K2=2．90E4(L·mold)，熵变AS2=79．08(J·mol一·K-1)，

焓变△H2=．1．84(kJ·mold)．第一阶段是熵驱动的，第二阶段是熵焓共同驱动的．由

图2．2可知，锌与海藻酸钠相互作用时只有一个结合位点，结合常数

K=9472(L·mol。1)，熵变AS=128．95(J·mol-l'K-1)，焓变AH=15．8(kJ·mol以)，焓变比

钙与海藻酸钠相互作用时大许多，可能是锌离子比钙离子的生成热大许多造成

的；比钙与海藻酸钠相互作用时第一阶段的熵变值小，比第二阶段的熵变值大．锌

与海藻酸钠相互作用时是吸热反应，凝胶过程是熵驱动的．

¨0．1 0．2 0,3 04 O 5 O‘ 07 O．●

MO岫rmtfo

(a) (b)

图2．2海藻酸钠LVCR与ZnS04在双蒸水中的滴定曲线

(a)连续滴加5p．1 ZnS04溶液(10．54mM)到海藻酸钠LVCR溶液(1．25mM)

中的滴定曲线；(b)相应于滴定曲线积分得到的反应热变化曲线

Fig．2—2 Calorimetric titration of alginate LVCR with ZnS04 in double distilled water

at 25"C(a)Raw data for sequential injeetion of 5“l ZnS04 solution(10．54mM)into

alginate LVCR solution(1．25mM)；(b)Heats of reaction嬲obtained from the

integration of the calorimetric traces

图2．3(a)(b)分别是2％海藻酸锌、海藻酸钙冷冻干燥颗粒断面的扫描电

镜(SEM)照片，从照片可知海藻酸钙内部交联点比较少，空腔很大；而在海藻

酸锌内交联点很多，空腔比较小，腔与腔之间的隔膜比较多，可阻碍物质扩散【7¨。

图2—4是卵清蛋白(ovalbumin)从海藻酸钙海藻酸锌凝胶颗粒中随时间的

扩散释放曲线。由图可知海藻酸锌凝胶颗粒中，卵清蛋白的释放速度比海藻酸钙

凝胶颗粒中的慢2～3倍，24小时后，海藻酸钙中的释放率可达到81．3％，而海

藻酸锌中的释放率只有29．1％，二者释放情况明显不同，海藻酸锌凝胶比海藻酸

钙凝胶对卵清蛋白扩散阻滞作用强。正如SEM照片所示，这是由于海藻酸锌凝

胶内交联点比海藻酸钙内多造成的。
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(a)ALG-Zn(O 20M) (b)ALG-Ca(O 20M)

图2．3海藻酸凝胶颗粒的扫描电镜照片

Fig 2·3 Scanning electron micro graphs of the alginate(ALG)gel beads：(a)ALG—zn

heads，concentration of zinc is 0 20M；(b)ALG-Ca heads，concentration of calcium is

0 20M Bar=500pan

图2-4卵清蛋白从海藻酸锌海藻酸钙颗粒中的释放曲线

Fi92—4 Ovalbumin release curvefromZn—a]ginate andCa-alginate beads

生物大分子与金属离子的配位结合倾向经常受软硬酸碱理论的制约。软意味

着体积大且易被极化，而“硬”意味着体积小且不易被极化日“。金属离子可以认为

是Lewis酸；生物大分子上与金属离子配位的基团可以认为是Lewis碱．软硬酸

碱匹配和尺寸匹配关系决定了主体与离子间的配位作用强度【l⋯】。

表2一l是钙锌离子与海藻酸钠相互作用的热力学参数，表2．2是钙锌离子的

特征参数。按酸碱理论，钙属于硬酸，锌属于中等程度的酸，海藻酸钠糖醛酸上

的羧基氧以及羟基氧属于硬碱，所以钙与海藻酸钠的相互作用比锌与海藻酸钠的

相互作用强。K<K2<KI验证了这一理论

从熵上考虑．未配位前溶液中的C“11)阳离子以及糖醛酸上的羧基是溶剂化

的，C“II)与古洛耱醛酸上的羧基配位后。二者所缔合的溶剂分子将被脱掉而导
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致熵增【1021。这种脱溶剂化效应补偿了配体构型变化所引起的熵损失，使键合过

程表现出正的熵变。

表2．1 钙锌离子与海藻酸钠相互作用的热力学参数

Table2—1 Thermodynamic parameters for complexation of calcium and zinc ions

with alginate LVCR

表2-2钙锌离子的特征参数

Table2—2 Characteristic parameters of calcium and zinc ions

由古洛糖醛酸单元之间形成的空隙与Ca2+离子大小相适应，Ca2+离子嵌入空

隙中【76·921，与糖环上的羧基、氧原子等基团的距离适度，相互作用强。由于相

互作用比较强，带动高分子链的构象发生很大变化，使高分子链向已存在的交联

点聚集【1031，形成很大的空腔。

第二阶段是M单元上的羧基以及糖环上的其它氧原子与钙发生反应，相互

作用力比较低，距离也比较远，因此脱溶剂化程度较低。Ca(II)离子与相应基团

间属于离子．偶极相互作用，属于放热反应，同时构象变化也比较低，所以是熵

焓共同驱动的反应。

锌离子由于半径比较小，与古洛糖醛酸之间的空腔匹配时有更多的空隙，同

时又是中等强度的酸，与羧基氧之间是不太强的相互作用，因此，与M单元G

单元之间的相互作用区分不太明显。但相互作用力又不是太弱，使得缔合的溶剂

水分子被脱掉后，与氧原子相互作用，同时伴有一定程度的构象变化，即由于高

分子链段在锌离子与氧原子相互作用力牵引下，向已有交联点聚集1103】，从而形

成比较密集的交联点和细长孔状的空腔。AS2<AS<ASl可看出钙锌离子引起海

藻酸钠构象变化程度的强弱．
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由于钙锌离子电子云密度和离子半径大小的不同(表2．2)，使得他们与海藻

酸钠相互作用时的热动力学不同，驱动力不同，与海藻酸钠LVCR结合能力大小

相差很大，形成的凝胶结构也不一样，对卵清蛋白的释放也不一样。

2．2．2魔芋葡甘聚糖对海藻酸钠与钙锌离子sol—gel过程的影响

表2．3是钙锌离子滴定海藻酸钠与魔芋葡甘聚糖混合液的热力学参数．与表

2．1相比，相应参数变小．焓变值减小，熵变值减小，说明魔芋葡甘聚糖阻止了

钙锌离子与海藻酸钠的相互作用．但粘度测试表明，加入魔芋葡甘聚糖添加剂后，

在相转变点附近，海藻酸钙凝胶相对粘度明显增加，产生明显的协同增效作用．

表2．3 魔芋葡甘聚糖存在下钙锌离子与海藻酸钠相互作用的热力学参数

Table2·3 Thermodynamic parameters for complexation of calcium and zinc ions witIl

alginate LVCR

这些实验说明，魔芋葡甘聚糖与海藻酸钙凝胶混合体系，由于强烈的分子间

交联，高分子间相互聚集，所形成的大分子团簇，与双螺旋结构有点相似，魔芋

葡甘聚糖没有分支链的部分与海藻酸高分子聚集体以次级键形式相互结合形成

三维网状结构，从而产生强烈的协同增效作用。KGM将会缠绕在海藻酸高分子

链周围，从而影响了钙离子与海藻酸的结合。

对于锌离子凝胶系统，魔芋葡甘聚糖加入会使得体系的相应热力学参数变

小，相对粘度略有下降。这可能是由于锌离子与海藻酸的结合能力较弱，无法克

服魔芋葡甘聚糖对溶胶．凝胶过程的阻碍作用。由此也表明魔芋葡甘聚糖的加入

对海藻酸的凝胶过程有两个相反的作用。一是由于魔芋葡甘聚糖对金属离子与海

藻酸结合位点的遮蔽作用，二是若金属离子与海藻酸的结合能力较强，克服了魔

芋葡甘聚糖对溶胶．凝胶过程的阻碍作用，魔芋葡甘聚糖将会与部分交联的海藻

酸凝胶进一步结合，产生明显的协同增效作用。

从海藻酸．魔芋葡甘聚糖凝胶颗粒红外吸收曲线(图2．7)可发现，由于海藻

酸与魔芋葡甘聚糖间的相互作用，一些吸收峰减弱或消失了。海藻酸中2950cm-1

处．CH伸展峰与魔芋葡甘聚糖中2920、2885 cm。1处．CH伸展峰消失了。魔芋葡

21
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图2．5海藻酸钠LVCR魔芋葡甘聚糖混合溶液与CaCl2在双蒸水中的滴定曲线

(a)连续滴加5“l CaCl2溶液(9．0mM)到海藻酸钠LVCR(1．25mM)与魔芋葡

甘聚糖混合溶液中的滴定曲线；(b)相应于滴定曲线积分得到的反应热变化曲线

Fig．2—5 Calorimetric titration of alginate LVCR and KGM mixture solution诵t11

CaCl2 in double distilled water at 25℃．(a)Raw data for sequential inj ection of 5 pl

CaCl2 solution(9．0mM)into alginate LVCR(1．25mM)and KGM mixture

solution；(b)Heats of reaction as obtained from the integration of the calorimetric

traces
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图2．6海藻酸钠LVCR魔芋葡甘聚糖混合溶液与ZnS04在双蒸水中的滴定曲线

(a)连续滴加59l ZnS04溶液(10．54mM)到海藻酸钠LVCR(1．25mM)与魔

芋葡甘聚糖混合溶液中的滴定曲线；(b)相应于滴定曲线积分得到的反应热变化

曲线

Fig．2-6 Calorimetric titration of alginate LVCR and KGM mixture solution with

ZnS04 in double distilled water at 25*C．(a)Raw data for sequential inj ection of 5 gl

ZnS04 solution(1 0．54mM)into alginate LVCR(1．25mM)and KGM mixture

solution；(b)Heats of reaction as obtained from the integration of the calorimetric

traces
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甘聚糖中1730cmd处乙酰基特征吸收峰也看不到了。可能由于海藻酸1620 cm。1

处的COO．与魔芋葡甘聚糖1640cm’1处的分子间氢键相互作用，从而在1630 em0

处出现了一个新的吸收峰。同时由于混合体系中COO．浓度相对较低，1620 cm以

处的吸收峰变得相对较弱。同理1438cm以处震动峰几乎消失。此外海藻酸

1040cm"1处的C．O．C与魔芋葡甘聚糖相互作用在1070 em"1处出现了一个较为伸

展大峰。以上试验结果表明，在凝胶过程中魔芋葡甘聚糖被保留在凝胶颗粒内，

且其与海藻酸凝胶间存在微弱的氢键与静电相互作用。从而影响了钙锌离子与海

藻酸钠的相互作用，产生阻滞或协同增效作用。

Wavenumber／cm。‘

图2．7凝胶颗粒的红外谱图

Fig．2-7 IR spectra ofthe beads．a，ALG(2％)beads；b，ALG(2％)-KGM(0．5％)beads；

cKGM beads

2．2．3魔芋葡甘聚糖对蛋白质释放的影响

图2．8给出了魔芋葡甘聚糖对蛋白质从海藻酸钙凝胶中释放的影响，由图可

知，对于加入魔芋葡甘聚糖的海藻酸钙凝胶颗粒，蛋白质的释放速率较快，这可

能是魔芋葡甘聚糖较为分散地分布在凝胶中，在释放过程中的泄漏比较明显，从

而形成较为均匀的小孔，作用相当于制孔剂，使得BSA的释放速率增加。

图2-9给出了不同凝胶离子浓度对BSA在含有魔芋葡甘聚糖凝胶颗粒中释放

的影响。由图可见凝胶离子浓度对BSA在ALG．KGM颗粒中的释放没有显著影

响，

比较释放率随离子浓度的变化，BSA在加入魔芋葡甘聚糖颗粒中的释放率

随离子浓度变化不大，这是由于魔芋葡甘聚糖的存在会降低凝胶离子与海藻酸的

结合速度及在凝胶中的扩散速度，使得凝胶浓度与BSA在颗粒内的分布受离子

浓度的影响较小，从而释放速率的变化不大。
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图2-8KGM对蛋白质从海

藻酸钙凝胶中释放的影响

Fig 2-8 Influence ofKGM On release

ofProtein from calcium alginate gel

图2-9钙离子浓度对蛋白质从海藻酸

钙一魔芋葡甘聚糖颗粒中释放的影响

Fig 2·9 Influence ofcalcium concentration

on release of porotein from calcium

alginate KGM gel beads

在凝胶颗粒内部，海藻酸钙凝胶是较为均匀的蜂窝状园孔，而在海藻酸一魔芋

葡甘聚糖凝胶顺粒内，是体积比较小，交联点比较多，分布比较均匀的狭长孔

(a)Ca—AI．G (b)Ca．KGM—ALG

图2·10海藻酸魔乎葡甘聚糖凝胶颗粒的扫描电镜照片

Fig 2-10 Scanning electron micro graphs ofthe alginate(ALG)-KGM gel beads：(a)Ca

—ALG beads；(b)Ca—KGM—ALG beads，KGM concentrationisl％(w／v)Bar-5009m

)Jnx魔芋葡甘聚糖将会使凝胶内部的浓度分布较为均，这可能是由于魔芋

葡甘策糖的存在．使得海藻酸与钙离子的结合受到影响，凝胶的强度与凝胶速度

都较低，使得体系的均程度较高。由于结合强度低，使得蛋A质等大分子容易

透过，与自口面释放试验结果相同。

另外添加魔芋葡甘聚糖的凝胶颗粒，随凝胶离子浓度的增大粒径变化不大，

这可能是由于魔芋葡甘聚糖分子量与粘度较大．使体系的刚性较强，从而凝胶的
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收缩性较小。另外魔芋葡甘聚糖阻滞了凝胶离子与海藻酸钠的结合。体现在熵上，

熵变减小，焓变减小，结合常数减小，但协同作用增加。从而凝胶离子浓度对含

有魔芋葡甘聚糖添加剂的海藻酸钙凝胶释放性能影响不大。

2．2．4热力学机理研究

海藻酸钠与钙锌离子在键和过程中，糖醛酸会发生一定的构象变化，即原来

自由的链段参与了阳离子的配位而导致了整个分子链的构象固定化，这种构象固

定化必然会带来一定的熵损失。另一方面，未配位前溶液中的阳离子是溶剂化的，

参与配位后，阳离子所缔合的溶剂分子将被脱掉而导致熵增。这种脱溶剂化效应

补偿了配体构型变化所引起的熵损失，使键合过程表现出正的熵变。

熵的因素对决定离子．配体稳定性也起着重要的作用【I叭】，因为一方面配体要

经历构型的变化以适应与阳离子的配位，包括最大限度地适应离子．配体相互作

用和尽量避免因配位而导致的配体变形应力；另一方面，原来被溶剂化的阳离子

和配体分子必须脱除溶剂分子以便进行配位。这样，配体的构型变化和阳离子的

脱溶剂就成为通过熵的变化而影响离子．配体相互作用的关键概念。

单独从熵的观点来看，海藻酸钠与二价阳离子的配位过程，伴随着海藻酸钠

糖醛酸构象的变化和与阳离子的缔合，是个熵减的过程，但熵的损失可以通过释

放与海藻酸钠以及阳离子结合的水分子来补偿。据SinjanDe等人【76，92】研究证明，

海藻酸钠大分子中的G单元形成的空腔与钙离子大小相适配，使得钙离子与海

藻酸钠的结合最稳定，从G单元空腔中释放的水分子最多，因此，熵增最大．而

水分子从海藻酸钠G单元空腔脱去以及从钙离子上脱去都是放热过程，因此焓变

值相对变小．表2．5是钙锌铜离子与海藻酸钠相互作用的热力学参数，同理可解

释锌铜离子与海藻酸钠相互作用时的熵变相对减小和焓变相对增大现象。以上分

析也说明能量是电荷／偶极、距离的函数．

在钙锌铜离子与海藻酸钠相互作用中，AH>0，AS>0，都是熵稳定的配合物

并伴随着大或小的不利的正的焓变．从图2．11可知，将钙锌铜离子与海藻酸钠

反应时的相应TAS对△H作图，三点接近于线性关系¨041。1955年Leffler首先

提出了一个叫做”等动力学关系”(Isokinetic Relationship)U05】的热力学概念．认

为AS和AH的变化是相互补偿的，即

AH+=13AS+(2--3)

这里的D是一个被叫做”等动力学温度”(Isokinetic Temperature)的系数．△S

和AH之间的线性关系(式2—3)意味着TAS的变化与AH的变化是呈比例的，即

有表达式(2—4)的关系，对等式(2—4)积分得到公式(2—5)．该等式中的

a和TAS。分别代表图2．11中的斜率和截距．等式(2—5)表明熵的变化包括两部

分：一部分是按比例的焓变，另一部分是不变的熵值．将式(2—4)插入公式(2
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-6)的微分形成式(2．7)中就可以得到式(2—8)．这样，焓熵补偿效应反过来又

与焓控制的配位稳定性是同义的．

T6(AS)--8(△H)

T△S=aAH+TAS o

△G=AH—TAS

6(△G)=6(△H)一T8(AS)

6(△G)=(1一a)6(△H)

(2—4)

(2—5)

(2—6)

(2—7)

(2—8)

图2．11中的斜率(0【)为．1．586，截距(TAS。)为65．34kJ·mol～，线性相关

性为0．997．AH>O表明脱溶剂化作用增加的熵变贡献于配合物的形成．a和TAS

。值可以用来定量度量配合物形成过程中的构型变化和脱溶剂效应．0【的值为

。1．586表明构型变化特别大，TAS。的值为65．34kJ-mol～，表明钙锌铜离子在与海

藻酸钠配位时发生了大的脱溶剂效应【106】，与前面所得结论相同．

图2．11用最小二乘法拟合给出了很好的相关系数值(R=O．997)，说明熵焓

补偿理论的有效性．由于斜率为．1．586，也就是说由于离子半径的减小所导致的

钙锌铜离子与海藻酸钠配位结合的减弱，使得脱溶剂化引起的焓变增加，再加上

构象变化和脱溶剂化减弱引起的熵增减少，。从而使得净配位稳定性的减弱(△G)

远远大于单个的AH和TAS的贡献．另外斜率的绝对值为1．586，说明焓的增加

将导致158．6％的熵减少．
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图2．1l海藻酸钠与二价阳离子配合时的焓熵补偿关系曲线

Fig．2-11 Enthalpy—entropy complexation plot for the complexation of sodium alginate

with divalent cationic ions

在配位过程中的溶剂化扮演了另外一个重要的作用‘1061．在络合过程中，首

先溶剂化的阳离子及配体的构象要发生大的变化．离子与配体的络合过程伴随着

26
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配体上的供电子原子要部分地取代被阳离子缔合的溶剂分子，脱溶剂化的程度与

离子的大小和电子云形状密度有关．正的截距说明即使缺乏焓增(△H=O)，配位反

应可以依靠正的熵的贡献(TASo>O)而进行，这时由脱溶剂化效应而获得正的熵

增就成为配位反应的主要驱动力．此时不管焓变是零还是正值，络合物的配位稳

定性都毫无例外地由于正的熵变而增加．

从前面的讨论中我们可以知道，正的TASo被认为是络合过程中内在的熵增，

这与配体的构象有关，主要来自于阳离子络合过程中的脱溶剂化效应。这种内在

的熵增代表了有多少溶剂化的阳离子被配体的供电子原子代替、以及络合过程中

被释放的溶剂分子的近似比例。最后可以得出结论，即可以用由TAS．AH曲线图

得到的a值和TASo值来描述通过静电相互作用结合的离子．海藻酸钠配合物的配

位行为。

表2．4钙锌铜离子的特征参数

Table2—4 Characteristic parameters of calcium，zinc and cupric ions

表2．5钙锌铜离子与海藻酸钠相互作用的热力学参数

Table2—5 111e肌odynamic parameters for complexation of calcium，zinc and cupric

ions with alginate LVCR

由于配位反应的熵变和焓变显示出良好的线性相关性，说明二价阳离子与海

藻酸钠为静电型的相互作用．尺寸适合的概念适用于解释二价阳离子与海藻酸钠

配位过程热力学量的总趋势，可以说明或预期尺寸最匹配的主．客体化合物间可

以给出最高的配合物稳定性‘1071．

铜离子比钙离子小，在G单元形成的空腔中留有一定间隙，可容纳一定量的
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水分子，使得脱溶剂化的水分子相对减少，铜的TASo值相对最小，证明了这一

点．

钙锌铜离子半径依次在减小，与海藻酸钠相互作用时的焓变在增加，熵变在

减少，说明这些变化和离子的半径大小和电子云形状及密度有非常密切的关

系．软硬酸碱匹配和尺寸匹配关系决定了主体与离子间的配位作用强度【1011．

需要进一步指出，用于焓熵补偿关系的二价阳离子与海藻酸钠配位过程的热

力学数据比较少，因此目前所得出的结论在扩展应用范围时还应有所保留．今后

应加强这方面的研究．

2．3结论

通过以上实验研究，结果表明：

(1)Ca2+与海藻酸钠相互作用时有两个结合位点，分别对应

Kl=1．21E7(L·mol叫)， ASl=141．84(J‘mol～·K．‘)， AHI=I．89(kJ·molq)；

K2=2．90E4(L·mol‘1)，AS2=79．08(J。mol"I．K‘1)，AH2=一1．84(kJ·mol一)．锌与海藻酸钠

相互作用时只有一个结合位点，结合常数K=9472(L·molo)，熵变

AS=128．95(J·molq．K。1)，焓变AH=15．8(10·mol。1)；海藻酸锌凝胶比海藻酸钙凝胶

对卵清蛋白扩散阻滞作用强。

(2)BSA释放试验表明，在ALG—KGM凝胶中，BSA释放速度较快，这

与魔芋葡甘聚糖泄漏，形成较大释放孔径有关；随离子浓度增加，释放速率没有

明显变化，这与魔芋葡甘聚糖粘度较大，使得钙离子凝胶与扩散速度降低有关。

从溶胀凝胶SEM照片可知，添加有魔芋葡甘聚糖的海藻酸钙凝胶中，是体积比

较小，交联点比较多，分布比较均匀的狭长孔．这将有助于增加凝胶的稳定性和

缓释性能。

(3)将钙锌铜离子与海藻酸钠反应时的相应TAS对AH作图，三点接近于

线性关系．符合等动力学理论，说明二价阳离子是通过静电相互作用与海藻酸钠

配位的。可用等动力学理论来解释它们的凝胶机理
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组成海藻酸钠(ALG)的古洛糖醛酸和甘露糖醛酸两种糖单元立体构象的不

同，使它们的各种物理化学性能也不同，这些特定的构象是它们表达生物功能的

结构基础。测定海藻酸胶生物大分子的这种结构并联系功能研究它们的变化，是

近年来海藻酸胶研究领域中吸引人注意的问题。

圆二色性(circular dichroism，简称CD)是用光学方法研究分子结构不对称

性的有效方法，可用来检测生物大分子样品在溶液状态下的构象，检测样品需要

量少，操作简单、快捷，是一种简便准确测定溶液中生物高分子构象的方法．随

着精密分析仪器的发展，越来越好的性能被开发出来，促进了科研的发展。科研

者用圆二色的停留装置研究过K+对黄原胶、角叉菜胶的凝胶动力学，取得了良

好的结果，证明用圆二色对生物活性配合物的有序无序螺旋结构研究，所得信息

清晰明了，数据容易分析和理解。用圆二色谱研究海藻酸钠时，所得数据信息只

反映生物大分子的构象变化，研究对象单一，数据处理简单可靠。本章将用圆二

色对海藻酸胶的结构、溶液性质、溶胶．凝胶性能、温度对结构微区的影响进行

详细深入细致的研究。

3．1材料与方法

3．1．1试剂和仪器

CaCl2(AR)，天津市科威试剂公司；ZnS04(AR)，天津市科威试剂公司；

海藻酸钠胶：LVCR50(中G中M)，LF98(高G)，LNl00(中G)，HD52(低分子

量高M样品)，LFl48(高分子量高G样品)，HDl 13(较高分子量高M样品)，

HD440(特高分子量高M样品)，均购于美国特品公司(ISP)。

园二色(CD)谱JASCO．810，大连华洋科学仪器有限公司：X．射线衍射仪

X’Pert PRO，荷兰PANalytical公司；核磁共振波谱仪AV400MHz，Bruker公司。

3．1．2实验方法

3．1．2．1圆二色CD信号与海藻酸钠浓度的关系

取四种海藻酸钠胶样品LVCR、LNl50、LF98、HDll3溶于去离子纯水中，

分别得到浓度为0．05％LVCR水溶液，浓度为0．05％LNl50水溶液，浓度为

0．0125％、0．025％、0．05％、0．10％、0．20％、O．40％LF98水溶液，浓度为O．0125％、

0．025％、0．05％、O．10％、0．20％、0．40％HDl 13水溶液。用圆二色性谱仪JASCO

J-810(附有Model JWJTC--484 Temperature Control Program温度控制单元)进
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行测量，样品池光径lcm，扫描3次。CD测试条件：灵敏度，标准(100mdeg)；

开始波长，250nm；结束波长，1 80nm；数据精度，0．2nm；扫描速度，50nm／min；

响应时间，1see；裂缝宽度，2nm；累积扫描次数，1次。

3．1．2．2在0．1MNaCl水溶液中圆二色CD信号与海藻酸钠浓度的关系

取三种海藻酸钠胶样品LVCR、HD52、LF98溶于0．1MNaCl水溶液中，分

别得到浓度为0．025％、0．05％、0．10％、0．20％溶于0．1MNaCI水溶液中的LVCR

溶液，浓度为0．00625％、0．0125％、0．025％、0．05％、0．10％、0．20％、0．40％、

0．80％溶于0．1MNaCI水溶液中的LF98水溶液，浓度为0．00625％、0．0125％、

0．025％、O．05％、0．10％、0．20％溶于0．1MNaCl水溶液中的HD52溶液．用圆二

色性谱仪JASCO J．8lO进行测量。

3．1．2．3 离子强度对海藻酸钠的影响。

配制O．1％的Alginate水溶液(O．005M的Alginate水溶液)，配0、0．5、1．O、

1．5、2．O、2．5、3．0、4．0、5．0mM NaCl水溶液。将0．1％Alginate水溶液与等体积

的不同氯化钠水溶液混合，得到0．05％Alginate的f(f为加入盐的阳离子与

Alginate上的羧基的摩尔比)分别为O、O．1、O．2、O．3、0．4、0．5、0．6、0．8、1．0

的氯化钠水溶液。用圆二色性谱仪JASCO J-810(附有Model JWJTC--484

Temperature Control Program温度控制单元)进行测量。

3．1．2．4 自由盐浓度对海藻酸钠构象的影响

配制0．05％Alginate 0 M NaCl、0．00625 M NaCI、0．0125 M NaCI、0．025 M

NaCI、0．05 M NaCl、0．1 M NaCI、0．2 M NaCl、0．4M NaCl、0．8M NaCl水溶液。

用圆二色性谱仪JASCO J-8 1 0(附有Model JWJTC--484 Temperature Control

Program温度控制单元)进行测量。

3．1．2．5钙锌离子对海藻酸钠构象的影响

配制O．1％的Alginate水溶液(O．005M的Alginate水溶液)，配0．002MCaCl2

溶液和ZnS04溶液，取10m10．1％的Alginate水溶液，加入5．0m10．002MCaCl2

(或ZnS04)水溶液，再加入5．0ml水，得f=-0．20(f为二价阳离子与Alginate

上的羧基的摩尔比)的凝胶液，依次配制可得仁O．00、f=-O．05、f=-O．10、f=-O．15、

f=-O．20、f=-O．25、f=-O．30、f=O．35、f=O．40的Alginate凝胶液。将凝胶液在室温下

放置12小时后达到平衡。用圆二色性谱仪JASCO J-810进行测量，样品池光径

lcm，扫描3次。

配制0．0025M的ZnS04水溶液，取9m10．0025M的ZnS04水溶液加入lml

水，倒入10ml 0．1％的Alginate水溶液中得f=0．45的Zn．Alginate凝胶液，取

10m10．0025M的ZnS04水溶液，倒入10m10．1％的Alginate水溶液中得f=-0．50的
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Zn-Alginate凝胶液。将凝胶液在室温下放置12小时后达到平衡。用圆二色性谱

仪JASCO J-8 10(附有Model JWJTC--484 Temperature Control Program温度控

制单元)进行测量。

3．1．2．6温度对海藻酸钠功能结构微区的影响

变温实验：检测波长，212nm；开始温度，5℃；结束温度，85℃：变温速率，1℃

／mira数据精度，O．1℃；延迟时间，10see；灵敏度，标准(100mdeg)；裂缝宽度，

2nm：响应时间，1see．．

配制0．1％LFl48、0．1％HD、O．I％LVCR、0．I％LN水溶液，用圆二色性谱仪

JASCO J-810(附有Model JWJTC--484 Temperature Control Program温度控制单

元)进行测量。

以上实验中，根据得到的TXT文件用“origin"作图，图中纵坐标表示是平均

残基椭圆度，单位mdeg(【0】单位为deg*em2*dmol。)，横坐标为波长。

3．1．2．7海藻酸钠样品的XRD测试

将四个海藻酸钠样品配制成0．1％的溶液，脱气后于聚苯乙烯陪替氏培养皿

中25℃成膜．用X．射线衍射仪测量，扫描角度范围20=5,-．，750，电压40keV,电

流40mA，步长0．020，步长时间O．5s．

3．1．2．8 海藻酸钠LVCR变温13C-NMR谱图测试

将海藻酸钠LVCR溶于O．1MNaCI水溶液中，制成2％(w／v)溶液，分别于20℃、

55℃在Bruker公司的AV400MHz核磁共振仪上进行13C-NMR的谱图测试。

3．2结果与讨论

3．2．1确定海藻酸钠圆二色谱特征吸收峰

从三个样品(不同组成)的CD谱图(图3．1)上可知，不同M／G组成的海藻

酸钠样品在210nm左右有一波谷，在200nm左右有一波峰，在190nm左右有一

波谷。纪明侯‘108】、Moms[1叫等科研者报道，通过测定海藻酸钠胶的圆二色性

(circular dichroism)谱图，可从212nm与200nm处的谷(B)与峰(A)的高

度相对比较，如图3．2所示，求出M／G比值。

LF98是高G含量的海藻酸钠，HD52、HDll3是高M含量的海藻酸钠，LVCR

是中M中G含量的海藻酸钠。从不同浓度(茎O．40％)LF98在水溶液中的CD谱

图(图3。3)可知，在稀浓度范围内，200rim左右处的波峰，190nm左右处的波

谷随浓度增加变得不突出，当浓度大于0．1％时，甄者变得越来越弱，直至消失；

而210nm左右的波谷变得越来越明显，信号强度随浓度增加而增强，这说明

210nm左右的负峰对高G含量的海藻酸钠来说是特征峰。
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随海藻酸钠胶浓度的增加，由不同浓度(SO．40％)HDl 13在水溶液中的CD

谱图(图3．4，图3．5)可知，当浓度由0．0125％增加到O．05％时，200nm左右处

的波峰，190nm左右处的波谷，不是随浓度增加而呈比例变化，当浓度由0．025％
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图3-1三个原材料样品的CD谱图 图3．2文献中用于计算海藻酸钠组成的CD谱图

Fig．3一l CD spectra of three raw samples Fig．3-2 CD spectra for the caleulation of alginate

composition in reference
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图3．3不同浓度(≤0．40％)LF98

在水溶液中的CD谱图

Fig．3—3 CDspectra of sodium

alginate LF98 of different

concentration(K<0．4％w／v)in water

8
刁
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o

图3．4不同浓度(≤0．40％)HDll3

在水溶液中的CD谱图

Fig．3-4 CDspectra of sodium alginate

HD I 1 3 of different concentration(≤

0．40％w／v)in water solution

增加到0．05％时，200nm左右处的波峰，190nm左右处的波谷，出现了平移和衰

减，当浓度由O．05％增加到0．10％时，衰减得很明显。在浓度从O．0125％到0．040％

的范围内，甚至低到0．00625％的浓度，210nm左右的波谷变得越来越明显，信

号强度随浓度增加而增强，这况明210nm左右的负峰对高M含量的海藻酸钠来
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说是特征峰。

由不同浓度(≥0．05％)LF98在0．1MNaCl水溶液中的CD谱图(图3．6)可

知，在210nm左右的特征峰处，当浓度达到O．4．％时，虽然检测信号仍随浓度增

加而增加，但已经超出了仪器的量程；虽然在某些波长下，浓度高达0．80％时，

0值仍和浓度成比例增加，所以海藻酸钠当用CD谱仪来检测时，浓度最好不要

超过0．40％。这样即节省样品，又便于操作和处理。

图3．5不同浓度(≤O．20％)HDll3

在水溶液中的CD谱图

Fig．3-5 CDspectra of sodium aiginate

HD 1 1 3 of different concentration(≤

0．2％w／v)in water solution

图3．6不同浓度(>t0．05％)LF98在

O．1MNaCI水溶液中的CD谱图

Fig．3—6 CDspectm of sodium alginate

LF98 of different concentration(≥

0．05％w／v)in 0．1MNaCl water solution

由不同浓度(50．20％)LF98在0．1MNaCl水溶液中的CD谱图(图3．7)可

知，当浓度低至0．00625％时，200nm左右处的波峰，190nm左右处的波谷，已

经不存在；当浓度由O．00625％增加到0．4％大范围内，在210nm左右的特征峰处，

CD信号e值随浓度增加而增加，‘200rim左右处的波峰，190nm左右处的波谷，

仍没出现。也就是说对高G含量的海藻酸钠，200nm左右处的波峰，190nm左

右处的波谷，不能代表它的特征峰，而210nm左右的峰，可能是它的特征吸收

峰。由不同浓度(郢．20％)LVCR在0．1MNaCl水溶液中的CD谱图(图3．8)

可知，对中G中M含量的海藻酸钠，200nm左右处的波峰，190nm左右处的波

谷，不能代表它的特征峰，而210nm左右的峰，可能是它的特征吸收峰。由不

同浓度(<o．20％)HD52在0．1MNaCl水溶液中的CD谱图(图3-9)可知，对高

M含量的海藻酸钠，200nm左右处的波峰，190nm左右处的波谷，不能代表它

的特征峰，而210nm左右的峰，可能是它的特征吸收峰。
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图3．7不同浓度(≤O．20％)LF98

在O．1MNaCI水溶液中的CD谱图

Fig．3-7 CDspectra of sodium alginate

LF98 of different concentration(≤

0．2％w／v)in 0．1MNaCl water solution

图3．8不同浓度(≤0．20％)LVCR

在0．1MNaCl水溶液中的CD谱图

Fig．3—8 CDspectra of sodium alginate

LVCR of different concentration(≤

0．2％w／v)in 0．1 MNaCl water solution

由LF98在不同水溶液中的CD谱图(图3．10)可知，由于溶液环境的不同，

在无盐的情况下，0．05％的LF98的CD谱图，除了210nm处的特征吸收峰外，

194nm处的波谷和200nm处的波峰都显示出来；而在O．1MNaCI水溶液中，即使

在0．025％的低浓度下，200nm左右处的波峰，190nm左右处的波谷，都没有出

现，而210nto左右(200nm．230nm)的特征吸收峰却非常明显，进一步证明200rim

器
口

{

o

170 1aO '90 200 210 220 瑚 240 250 260

wavelenoth(nrn)

图3-9不同浓度(≤0．20％)HD52在

0．1MNaCI水溶液中的CD谱图

Fig．3-9 CDspectra of sodium alginate

HD52 of different concentration(≤

0．20％w／v)in O．1 MNaCl water solution
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5

君。

圣．-，1：
o-20

图3．10 LF98在不同水溶

液中的CD谱图

Fig．3-10 CD spectra of

sodium alginate LF98 in

different water solution

左右处的波峰，190nm左右处的波谷，不应用来计算海藻酸钠的M／G组成，而

210nm左右的特征峰，不管海藻酸钠的M／G组成，无论有无氯化钠盐(0．1M)，

在低到0．00625％浓度，高到0．40％的浓度范围内，CD信号0值随浓度增加而增
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加，这一切说明210nm左右(200hm．230nm)的谱带是海藻酸钠的特征吸收峰，测

定M／G组成的计算方法应该在这一谱带范围内进行。

CD光谱突出的优点之一是，它的峰或负峰的位置与吸收峰的位置基本重叠，

因此每一个谱峰的贡献者是谁可以利用吸收光谱的知识来寻找．羧基(．COOH)

的吸收峰在普通CD谱仪上只能检测到210nm左右的n一兀+；用真空CD谱仪，

在远紫外区175nm左右能观测到另一吸收峰nIo·i11]．

当电子由一个能级跃迁到另一能级时，同时伴随许多不同振动能级和转动能

级跃迁，因此，所得吸收光谱不是简单的谱线，而是连续的吸收谱带⋯21。

根据吸收光谱知识和光学原理，210nm处的谱带归属于分子中原子外层电子

跃迁。当分子吸收光能后，受到激发，由基态跃迁到激态而产生吸收谱线。分子

吸收光能，具有量子化的特性。即两能级之差的能量为：

AE=E。一E 2=hV=01c)／X (普朗克常数h--6．626068×10-34m2Kg／s)

AE210nm=9．466x 10—9j／mol≈5．91电子伏特

电子能级之间的能量差一般为1""20电子伏特(eV)，振动能级间的能量差

约O．05～IEv,转动能级间的能量差小于O．05 eV．5．91eV属于电子能级，是由价

电子的跃迁而产生的。电子能级变化时，不可避免地伴随着分子振动和转动能级

的变化。因此，当电子由一个能级跃迁到另一能级时，同时伴随许多不同振动能

级和转动能级跃迁，所得吸收光谱不是简单的谱线，而是连续的吸收谱带【|12】。

所以，分子的电子光谱是带状光谱，比原子的线状光谱要复杂得多。

在海藻酸钠胶中，由于M、G单元立体构象的不同，造成不对称环境，虽

然羰基发色团是对称的，但不对称环境诱导了电子分布的不对称，在这个条件下，

观察到一个康顿效应。大量的天然出现的羰基化合物，它们有一个刚性的已知结

构，同时在一般光谱范围内的吸收强度的n_万’跃迁一般归属于羰基。

3．2．2用二元线性圆二色光谱方法对海藻酸钠构象组成进行测定

在海藻酸钠生物大分子链中，无论M单元、G单元采用什么样的顺序连接，

核磁测试结果证明M单元采用4Cl椅式构象ClB键合、G单元采用oC4椅式构象

C4a键合1114—15】，通过(1_4)糖苷键连接。不会影响M单元、G单元的立体构

象。Fischer，Drumond，Hirst等通过实验证明碱提取，酸催化，100℃下长时间

加热都不能引起甘露糖醛酸和古洛糖醛酸之间的相互转化⋯61，即不会影响海藻

酸钠的CD谱图测试【5一乃J。

关于海藻酸钠中M、G单元含量的测定，现在普遍使用的方法有化学法、

1H-NMR和乃C-NMR法，操作复杂、费时、费用比较高，而且化学法和1H．NMR

法结果不是很精确。开发快速简便定量的海藻酸M、G段组成测定方法具有重

要的意义。Ivan Donatil31等科研者用[。】GG(柚、[0]MM(柚、 [0]MG+GM(的三参数法来
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求任意海藻酸钠样品的组成即M／G值，取得了很好的结果，但该方法需要

[e]oo(x)、 【。】MMQ)、 【O]MG+GM(柚三个参数，而且准确的[0】MO+GM(X)数值很难求

得。本章对自由盐离子对CD信号的影响和对特征峰的影响进行了详细讨论。在

很多情况下海藻酸钠产品中是有杂离子的，有时是生产厂商故意加入作为稳定荆

使用的。13C-NlVIR可获得丰富的信息，但制样比较费时而且条件苛刻。圆二色

需要样品量少，可回收，简单、快捷。而且可以获得许多生物活性信息，是一种

值得深入研究和推广的方法。

表3一l 212nm处不同浓度HD52海藻酸钠的CD值(O．1MNaCl水溶液中)

Table3一l CD value of liD52 alginate of different concentration at wavelength

212nm(in 0．1MNaCl water solution)

表3—2 212nm处不同浓度海带(HDll3)海藻酸钠的CD值

Table3—2 CD value of HAIDAI 1 1 3 alginate of differem concentration at wavelength

212nm

从图3—12可知，当浓度达到0．40％时，已经超出了Lambert．Beer定律，浓度与

CD检测信号0不再成线性关系，浓度为0．20％时仍符合Lambert．Beer定律。浓

度低到0．00625％时线性关系仍然很好，考虑到实验操作的方便和减少引入误差

的机会，建议实验时浓度不小于0．0125％。从HD和LF98在纯水和0．IMNaCI水

溶液中的0～C比较，由于盐的存在使0值变得有一些小(10％左右)；同时使

[e]变得也有些小，说明测试时应尽量消除盐的影响。但是在M／G组成结构

的测试中，和其它方法相比，误差不算大，同时简便、快速、样品需要量少，可

36
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以得到许多生物活性信息。经过改进，可以使误差减少，精确度提高。Ivan Donati[3]

等科研者用[0]GG(Z)、 [0]MM(Z)、 [O】MG+GM∞三参数法来求任意海藻酸钠样品的

组成即M／G值，取得了很好的结果，但该方法需要【0】GG(”、[0]MM(柚、[0】MG+GM(”

三个参数，而且准确的[0]MG+GM(九)数值很难求得。本章将探讨使用两参数法[e】M

(九)、【o】G(九)来求任一海藻酸钠样品的M／G值。该方法认为任意组成海藻酸

钠品种，都由M、G两单元组成并且样品的CD读数在200--+230nm波长范围内

与M单元G单元的CD读数符合线性加和规则。两参数法比较方便快速，而且

各种参数容易得到。

O

脚

-40

口’
o
口∞

{
m

o J∞

一20

-140

图3．12 212nm处海带(HDll3)海藻酸钠

CD值随浓度的变化

Fig．3—1 2 CD value of HAIDAll 1 3 alginate of

different concentration at wavelength 2 12rim

O

西
。

争*
o。1∞

∞

0 5 10 t5 ∞ 箱 ∞ ∞ 柏 艏
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图3．13 212nm处LF98海藻酸钠CD值随

浓度的变化

Fig．3-1 3 CD value of LF alginate of

different concentration at wavelength 2 12nm

图3—14 212nm处LF海藻酸钠CD值随浓度的变化

Fig-3-14 CD value ofLF alginate ofdifferent
c．oncentration

at wavelength 212nm
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表3—3 212nm处不同浓度LF98海藻酸钠的CD值(O．1MNaCl水溶液中)

Table3-3 CD value of LF alginate of different concentration at wavelength 2 12nm

(in 0．1MNaCl water solution)

表3．4 212nm处不同浓度LVCR海藻酸钠的CD值(O．1MNaCI水溶液中)

Table3—4 CD value of LVCR alginate of different concentration at wavelength

212nm(in 0．1MNaCl water solution)

图3．15是HDll3和LF98的CD谱图以及它们按一定比例混合后的CD谱

图，图3．16是混合物的实测谱图和理论计算模拟谱图，从图上可知在195nm～

250nm的范围内，实测谱图与理论模拟谱图很接近，在200nm一-,230nm的范围内

误差不超过8％．高M含量样品HDl 13与高G含量样品LF98混合物CD谱值

与理论模拟值很接近，即该理论在这种情况下是适用的．

图3．17是LVCR和LF98的CD谱图以及它们按一定比例混合后的CD谱图，

图3．18是混合物的实测谱图和理论计算模拟谱图，从图上可知在190nm--一250nm

的范围内，实测谱图与理论模拟谱图很接近，在200nm'---230nm的范围内误差不

超过7％．中M中G含量样品LVCR与高G含量样品LF98混合物CD谱值与理

论模拟值很接近，即该理论在这种情况下是适用的．

图3．19是HDll3和LF98的CD谱图以及它们按一定比例混合后的CD谱

图，图3．20是混合物的实测谱图和理论计算模拟谱图，从图上可知在195nm--一

250nm的范围内，实测谱图与理论模拟谱图很接近，在200nm-～230nm的范围内
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误差不超过7．64％．高M含量样品HDll3与中M中G含量样品LVCR混合物

CD谱值与理论模拟值很接近，即该理论在这种情况下是适用的．
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善：：
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：

：
．舯

图3．15 HDll3和LF98及它们

混合物的CD谱图

Fig．3—1 5 CD spectroscopy of

HDl 13，LF98 and their mixtures

图3．17 LVCR和LF98及它们

混合物的CD谱图
’

Fig．3—1 7 CD spectroscopy of

LVCR，LF98 and their mixtures

10

O

‘10

譬

量挪
。∞

．柏

捌

410

图3．16 HDl 13和LF98的实测

CD谱图及其理论计算模拟谱图

Fig．3-16 CD spectroscopy ofHDl 13

and LF98 and its simulation

170 180 190 200 210 220 230 2∞ 2∞ 枷

wavelength(nm)

图3．18 LVCR和LF98的实测

CD谱图及其理论计算模拟谱图

Fig．3-l 8 CD spectroscopy of LVCR

and LF98 and its simulation

通过以上实验和论述，证明该两参数方法对不同M／G组成的样品，包括

高G、高M、中G中M样品都适用，误差不超过8％，可应用于快速简便的海

藻酸钠中M、G段含量的测定。海藻酸作为医药原材料，在国内没有国家标准，

该方法可为制定医药海藻酸标准提供基础性研究数据。更可推动中国的海藻产业

步入国际市场作贡献。
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图3．19 HDll3和LVCR及它们

混合物的CD谱图

Fig．3—1 9 CD spectroscopy of

HD ll 3，LVCR and their mixtures

C<C米

(a)稀溶液

砷
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。‘20
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图3．20 HDl 13和L，vCR的实测

CD谱图及其理论计算模拟谱图

Fig．3-20 CD spectroscopy of HDl 13

and LVCR and its simulation

C：C米
C>e素

(b)发生交叠 (c)亚浓溶液

图3．2l稀溶液向亚浓溶液过渡

Fig．3—2 1 Transition from dilute to sub—concentrated solution

EG．de Gennes指出，在稀溶液中，高分子线团是互相分离的，如图3．21(a)所

示；当浓度增大到某种程度后，高分子线团互相穿插交叠，甚至许多链段开始形

成聚集，这种溶液称为亚浓溶液；在这两种溶液之间，若溶液浓度从稀向浓逐渐

增大，孤立的高分子线团则开始靠近，靠近到开始成为线团密堆积时的浓度，称

为临界交叠浓度，用C}表示，C事又称为接触浓度，如图3．21(b)所示。在

亚浓溶液状态，溶液的各种性质和分子尺寸都会发生改变⋯71，这就是高浓度下

CD读数不再成线性的原因。

3．2．3离子强度和自由盐浓度对海藻酸钠构象的影晌
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浓度为C的氯化钠溶液的离子强度

I=(1／2)*(XbBzB2)=o．5宰【c幸(+12+c毒(．1)2】=c C为氯化钠浓度

即氯化钠溶液的离子强度在数值上等于氯化钠的浓度．

从高M段含量样品HDll3在氯化钠离子强度从0到2．5mM的范围内圆二

色谱图可知，氯化钠对高M段含量海藻酸钠的影响不是很大，从210nm处不同

NaCI浓度(稀浓度)水溶液中O．05％(w／v)HDll3的CD(圆二色)读数也可

验证这一结果。

5
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∞
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图3．23海藻酸钠HDl 13(0．05％)在

不同浓度NaCl(≤2。5raM)水溶液中

的CD谱图

Fig．3-23 CD spectra of sodium alginate

HD l 1 3(0．05％w／v) in NaCl water

solution of different concentration(≤

2．5mM)

图3．24海藻酸钠LFl48(0．05％)在不

同浓度NaCI(≤2．5mM)水溶液中的CD

谱图
‘

Fig．3-24 CD spectra of sodium aiginate

LF 148(0．05％w／v)in NaC!water solution

ofdifferent concentration(R<2．5raM)

表3-6 210nm处不同NaCl浓度(稀浓度)水溶液中O．05％(w／v)HDll3CD读数

Table3-6 CD value of HD l l 3 alginate(0．05％)in NaCl water solution of different

concentration(<2．5mM)at wavelength 2 1 0nm
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表3．7 210nm处不同NaCI浓度(稀浓度)水溶液中0．05％(w／v)LFl48 CD读数

Table3．7 CD value of LF 148 alginate(0．05％)in NaCl water solution of different

concentration(_<2．5mM)at wavelength 2 10nm

从高G段含量样品LFl48在氯化钠离子强度从0到2．5mM的范围内圆二色

谱图可知，氯化钠对高G段含量海藻酸钠的影响不是很大，从210nm处不同NaCl

浓度(稀浓度)水溶液中0．05％(w／v)LFl48的CD(圆二色)读数也可验证这

一结果。

这样可知，在氯化钠离子强度不大于2．5mM(f=-I．0)的范围内，对高M段

海藻酸钠的CD谱图测试影响不大，可以忽略；对高G段含量海藻酸钠的CD谱

图测试影响不大，可以忽略。也就是说，稀浓度的氯化钠(不大于2．5mM)对

任意组成的海藻酸钠样品的圆二色谱CD测试影响不大，分析谱图时可以忽略。

从图3．26和表3．8中的数据可知，对高M段含量的HD440海藻酸钠，当氯

化钠浓度小于25mM时，CD读数在．22．7到．23．5之间振荡，也就是说维持在这

一数值范围内保持不变，当氯化钠浓度继续升高时，CD值开始下降，直到氯化

钠浓度达到0．4M时CD值开始成一稳定值．24．3左右。200nm一-202nm范围内，

在低于0．2M(含0．2M)NaCI水溶液中，各种氯化钠浓度下0．05％的Alginate的

CD谱图比较接近，而0．4M、o．8M的氯化钠却使Alginate的CD谱图出现了大

的偏离，可能是氯化钠浓度太高，使无规线团收缩的过于紧密，或者海藻酸钠开

始从水溶液中析出。CD值随氯化钠浓度的变化趋势与Huggins常数k’随氯化钠

浓度的变化趋势相一致(表3．9)，说明氯化钠改变了Alginate与水溶液的相互作

用，进而使海藻酸钠大分子在水溶液中的形状发生改变，即由无规线团变得比较

紧密，甚至析出(析出有待验证)。

表3-8 21 lnm处不同NaCI浓度下HD440的CD读数

Table3—8 CD value of HD440 alginate in different concentration(<0．8M)NaCl water

solution at wavelength 2 1 lnm
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图3-25海藻酸钠HD400(0．05％)在不同

浓度NaCl(≤0．8M)水溶液中的CD谱图

Fig．3-25 CD spectra ofsodium alginate

HD400(0．05％w／v)in NaCl water sodium

ofdifferent concentration(一<0．8M)

rlsp=[r1]+k’[hi2

[1n(rl／rl。)】／c=h】+k77h】2

0．0 n2 04 O●0．8

lN-cqM

图3．26 21lnm处不同NaCI浓度下

HD440的CD读数

Fig．3-26 CD value of HD440 alginate in

different concentration(≤0．8M)NaCl

water solution at wavelength 2 1 1nm

(Huggins equation)

(Kraemer equation)

Kraemer常数k，，的物理意义尚不太清楚⋯81。理论研究指出k，，包含流体力学

项和热力学项两部分。Huggins参数k’反映高分子与溶剂、高分子与高分子之间

的相互作用，可表现出不同的溶剂环境对给定大分子的相对作用；Huggins参数

k，对线形高分子来说，与分子量无关【81．¨9】。对Alginate来说，Huggins参数k’

与样品的组成、序列分布以及溶液中的离子强度有关‘8¨。

表3-9海藻酸钠水溶液的特性粘度、Huggins参数k’、Kraemer常数k，，与NaCl

浓度的关系

Table3·9 viscosity([r1])，Huggins constant(k’)and Kraemer constant(k”)of alginate

solution at different NaCl concentrations
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从图3．28和表3．10中的数据可知，对高G段含量的海藻酸钠LFl48，当氯

化钠浓度小于25mM时，CD读数在．29．5到．30．8之间振荡，也就是说维持在这

一数值范围内保持不变，当氯化钠浓度继续升高时，CD值开始下降，直到氯化

钠浓度达到0．4M时CD值开始成一稳定值．3 1．8左右。200nm-'-202nm范围内，

在低于0．2M(含0．2M)NaCl水溶液中，各种氯化钠浓度下0．05％的Alginate的

CD谱图比较接近，而0．4M、0．8M的氯化钠却使Alginate的CD谱图出现了大

的偏离，可能是氯化钠浓度太高，使无规线团收缩的过于紧密，或者海藻酸钠开

始从水溶液中析出。

表3．10 210nm处不同NaCl浓度下LFl48的CD读数

Table3-1 0 CD value of LF 1 48 alginate in differem concentration(_<0．8M)NaCl water

solution at wavelength 2 10nm

从图3．30和表3．11中的数据可知，对于中G中M含量的海藻酸钠LNl50，

当氯化钠浓度小于25mM时，CD读数在．22．7到．23．5之间振荡，也就是说维持

在这一数值范围内保持不变，当氯化钠浓度继续升高时，CD值开始下降，直到

氯化钠浓度达到0．4M时CD值开始成一稳定值．24．3左右。200nm'-'--202nm范围

内，在低于0．2M(含0．2M)NaCl水溶液中，各种氯化钠浓度下0．05％的Alginate

的CD谱图比较接近，而0．4M、O．8M的氯化钠却使Alginate的CD谱图出现了

大的偏离，可能是氯化钠浓度太高，使无规线团收缩的过于紧密，或者海藻酸钠

开始从水溶液中析出。

表3．11 210nm处不同NaCI浓度下LNl50的CD读数

Table3—1l CD value of LNl50 alginate in different concentration(<0．8M)NaCl water

solution at wavelength 2 10nm

从图3。32和表3．12中数据可知，对于中G中M含量的海藻酸钠LVCR，当

氯化钠浓度小于25mM时，CD读数在．22．7到．23．5之间振荡，也就是说维持在

这一数值范围内保持不变，当氯化钠浓度继续升高时，CD值开始下降，直到氯

化钠浓度达到0．4M时CD值丌始成一稳定值．24．3左右。200nm"-'202nm范围内，
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图3。27海藻酸钠LFl48(0．05％)在不同

浓度NaC!(≤0．8M)水溶液中的CD谱图

Fig．3-27 CD spectra of sodium alginate

LF 1 48(0。05％w／v、in NaCl water solution of

different concentration(R<0．8M)
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图3．29海藻酸钠LNl50(O．05％)在不同

浓度NaCI(≤O．8M)水溶液中的CD谱图

Fig．3—29 CD spectra of sodium alginate

LN 1 50(O．05％w／v)in NaCl water solution of

different concentration(R<0．8M)
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图3．28 210nm处不同NaCI浓度下

LFl48的CD读数

Fig．3-28 CD value of LFl48 aiginate in

different concentration(≤O．8M)NaCl
water solution at wavelength 2 1 0nm
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图3—30 210nm处不同NaCI浓度下

LNl50的CD读数

Fig．3-30 CD value of LN 1 50 alginate in

different concentration(≤0．8M)NaC!
w酏er solution at wavelenffth 2 1 0nm

表3-12 21lnm处不同NaCl浓度下LVCR的CD读数

Table3-12 CD value of LVCR alginate in different concentration(<0．8M)NaCl

water solution at wavelength 2 1 lnm
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在低于0．2M(含0．2M)NaCI水溶液中，各种氯化钠浓度下0．05％的Alginate的

CD谱图比较接近，而0．4M、O．8M的氯化钠却使Alginate的CD谱图出现了大

的偏离，可能是氯化钠浓度太高，使无规线团收缩的过于紧密，或者海藻酸钠开

始从水溶液中析出。

图373 l海藻酸钠LVCR(O．05％)在不同

浓度NaCI(≤O．8M)水溶液中的CD谱幽

Fig．3-3 1 CD spectra of sodium alginate

LVCR(O．05％w／v)in NaCl water solution of

different concentration(R<0．8M)
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图3．32 210nm处不同NaCi浓度下

LVCR的CD读数

Fig．3·32 CD value of LVCR alginate in

different concentration(≤O．8M)NaCl

water solution at wavelength 2 1 0nm

聚电解质的溶液性质与所用溶剂关系很大，溶液中的聚电解质和中性聚合物

一样，呈无规线团状，离解作用所产生的抗衡离子分布在高分子离子的周围。在

离子化溶剂中，它不仅和普通高分子的溶液性质不同，而且表现出在低分子电解

质中也看不到的特殊行为。随着溶液浓度和抗衡离子浓度的不同，高分子离子的

尺寸要发生变化。

当氯化钠浓度很稀时，由于许多钠阳离子远离高分子链，高分子链上的阴离

子互相产生排斥作用，以致链的构象比中性高分子更为舒展，尺寸较大；当氯化

钠浓度较大时(如大于25mM，小于0．2M时)，钠阳离子浓度增加，在聚阴离子

链的外部与内部进行扩散，使部分阴离子静电场得到平衡，以致其排斥作用减弱，

链发生蜷曲，尺寸缩小；当氯化钠浓度足够大时，一部分抗衡离子渗入高分子离

子中而遮蔽了有效电荷，由阴离子间的排斥引起的链的扩展作用减弱，强化了蜷

曲作用，使尺寸更为缩小。结合圆二色来说，使CD读数发生了变化。对不同组

成的海藻酸钠样品来说，由氯化钠浓度改变所引起的CD读数变化趋势是相同

的，在低于25mM的浓度下，对海藻酸钠生物大分子形状的影响很小，可以忽

略。大于25mM浓度时，就要考虑诸如氯化钠等小分子电解质的影响。通过
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Huggins参数k’，用溶剂与高分子之间相互作用的观点可以从热力学解释这一现

象，用现代检测手段ITC(等温滴定量热)可以很好地检测并观测到这一现象。

这是以后本课题所要进行的研究工作。

0

0
0 0

0 0 e 0

0

0

0
e

(a)低离子强度 (b)中离子强度 (c)高离子强度

图3．33聚电解质大分子在不同离子强度下的分子链构象示意图

Fig．3—33 Scheme ofpolyelectrolyte conformation at different ionic strength

3．2．4钙锌和不同海藻酸钠样品的相互作用

3．2．4．1钙锌离子与海藻酸钠相互作用的圆二色谱图

从图3．34可知随阳离子用量的增加，体系的圆二色谱图CD值在增加，为

了便于研究，由原始谱图经过处理可得增量谱图，如f=-0．30的LF．Ca原始谱图

减去相应f=-0．oo(臣p纯净海藻酸钠)的LF原始谱图，得到卢0．30的LF．Ca增量谱

图。类似可得其它增量谱图，如图3—35所示。图3．35中(a)(b)(c)是LF、

LVCR、LN与钙离子相互作用的增量谱图，(d)(e)(f)是LF、LVCR、LN与

锌离子相互作用的增量谱图；从下到上依次为0．05％的纯净海藻酸钠水溶液，

f=-0．05、0．10、0．15、0．20、0．25、0．30、0．35、0．40、0．45、O．50相应海藻酸．金属

配合物的谱图。

从三个样品与钙相互作用CD增量谱图(图3-35a、b、c)可知，不论样品

的组成如何，波谱都落在195nm--一230nm范围内，峰的形状都是类高斯分布．三

个样品的最大变化波长都在204．5nm'--209nm范围内，这些都说明三个样品与钙

离子的相互作用相似，都是由于相同的功能区域或片段与钙离子凝胶引起的．三

个海藻酸钠样品与锌离子相互作用时，每条谱线上有多个小峰，随锌离子用量的
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增加，峰位向低波长移动(位于198rim至193nm范围内)，说明钙锌离子与海藻

酸钠相互作用有许多不同，锌离子的CD增量谱图(图3-35d、e、f)峰位明显

地偏向低波长，显示出与钙离子明显地不同。因此分析时，选择海藻酸．钙配合

物的特征波长为205nm，选择海藻酸一锌配合物的特征波长为195nm：不同波长

的光学信号是无法比较的，考虑到海藻酸钠与钙锌离子相互作用的对比，选择

200nm作为对比时的参考波长。

w_■_—●叫w—■_■叫h叫

(d) (e) (f)

图3．34钙锌离子用量对三个海藻酸钠样品圆二色CD原始谱图的影响

(a)(b)(c)是LF、LVCR、LN与钙离子相互作用的谱图，(d)(e)(f)是LF、

LVCR、LN与锌离子相互作用谱图；从下到上依次为0．05％纯净海藻酸钠水溶液，

f=0．05、0．10、0．1 5、0．20、O．25、0．30、O．35、O．40、O．45、O．50相应海藻酸．金属

配合物的谱图。

Fig．3—34 C．D．spectra of three sodium alginate samples in the presence of various

levels of calcium and zinc ions．Panel(a)，(b1)and(c)are the circular dichroism

behaviours of sodium alginate LF,LVCR and LN binding with calcium ion,panel

(d)，(e)and(f)are the circular dichroism of LF,LVCR and LN binding with zinc

ion；From the bottom up，are c．d．spectra of pure sodium alginate solution(0．05％w／v)in

water and of conjugate of alginate-metal ions of

f=-0．05，0．10，0．15，0．20，0．25，0．30，0．35,0．40,0．45，0．50 respectively．
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图3．35钙锌离子与三个海藻酸钠样品相互作用的CD增量谱图

Fig．3—35 C．D．change(final—gel c．d．minus initial—solution c．d．)for gelation of three

sodium alginate samples binding with various levels of calcium and zinc ions．

3．2．4．2用超分子配合物理论对二价阳离子与海藻酸钠配合物进行解释

图3．36为205nm处海藻酸．钙配合物圆二色CD增量随Ca2+用量(用f表示)

的变化。图3．37为195nm处海藻酸．锌配合物圆二色CD增量随Zn2+用量(用f

表示)的变化。图3．38是在参考波长200nm处所得数据做的图。从图可知，无

论海藻酸钠样品的组成如何，与钙或锌离子相互作用时圆二色CD增量的变化都

分成两个阶段，第一阶段是线性增加部分，而且变化比率比第二阶段快，第二阶

段随二价阳离子的增加，配合物的摩尔椭圆值缓慢增加，有趋于某一稳定值的趋

势。从第一阶段向第二阶段过渡的转折点对应于体系从溶胶向凝胶转变的临界

点。对钙离子与海藻酸钠的相互作用，反应分前后两段，等温滴定量热(ITC)

实验表明[763是由于驱动力不同造成的，在第一阶段，钙可能和G单元作用形

成所谓的”蛋盒”结构陷1．对于锌离子与海藻酸钠的相互作用，第二阶段无论是

饱和还是另一种机理，为了讨论上的方便，都看作是另一种反应机理，对结果影

响不大．

海藻酸钠与阳离子的相互作用属于超分子配合物体系范畴，根据超分子配合

物理论【120J，如果超分子配合物各组分间以式(3．1)达成平衡：
H+nG=HGn (3．1)
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固定H初始浓度为Co，则在G初始浓度为O时，平衡后体系中主体H、客体G

和配合物HGn的浓度分别为：Co、0、O；客体G初始浓度为Co时，平衡后体

系中主体H、客体G和配合物HGn的浓度分别为：Co．C。、Co-nC。、C。。

在波长九处，体系相应的圆二色谱读数00x和0。x分别为：

00Z=[0]l^奉Co·l(3-2)

0》[【o]l脚(Co-Ce)+【。]2h(Co—nCe)+【o]3h Ce]木l (3-3)

其中[0】l九、[oh九和[0】3x分别为H、G和配合物HGn在波长九下的摩尔椭圆值。

由于一般测量中使用的比色池光路长度为1cm，并且G在检测波长范围内无吸

收，即【e]2k0，式(3．2)～式(3．3)可简化为：

004=[0]I拇Co (3-4)

0ek【0]i¨(Co-Ce)+【013脚Ce (3—5)

式(3．5)减去式(3-4)可得

0c～eo^_([e】3^-[e】l^)木Ce (3-6)

体系中海藻酸钠和配合物很难分开，但糖醛酸单元总浓度为co，定义(Oex．e≯)

／Co为表观摩尔椭圆值△【0】表舰，实验数据很好处理，则式(3．6)转变为

(ee^-Oo^)／Co=([0]3x-[0]l^)幸(Ce／Co)

△【0k观=(【013九-[011凡)幸(Ce／Co)

对于海藻酸钠与二价阳离子之间的相互作用，由于第一阶段反应常数K【76】的数量

级为106，当f(-价阳离子与海藻酸钠上羧基的比例)小于0．5时，可近似认为

20∞
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图3．36三个海藻酸钠样品摩尔椭圆

值(205nm)增量随钙离子用量的变化

Fig．3．36 Variation in c．d．spectral

intensity at 205nm of three sodium

alginate with calcium-ion

concentration(expressed as ratio n
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图3．37三个海藻酸钠样品摩尔椭圆

值(195nm)增量随锌离子J1j量的变化

Fig．3．37 Variation in c．d．spectral

intensity at 1 95nm of three sodium

alginate with zinc-ion

concentration(expressed as ratio 0
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图3—38三个海藻酸钠样品摩尔椭圆值(200nto)增量随钙锌离子用量的变化

Fig．3-3 8 Variation in e．d．spectral intensity at 200nm of three sodium alginate wi也

calcium zinc ion concentration(expressed as ratio f)

反应完全，(3．1)式变为

ALG—COO。+(1／2)Ca2+=ALG-C00’--Ca2+o．5 (3．7)

由上式可知所生成的配合物是消耗二价阳离子的两倍。即(Ce／Co)=2 f，式(3．6)

变为：

△[0】表观=2([o]3^-[oh^)牛f (3-8)

由式(3．8)可知，表观摩尔椭圆值△[。]表观与f成线性关系，对应图3．36图3．37

图3．38中第一阶段的线性部分。表观摩尔椭圆值△[e】表现随f变化时所得直线斜

率为2([013九-【0]l九)，是和配合物的结构参数[0]3九有关的量，具有重要意义。从

直线斜率可看出海藻酸钠构象受金属离子的影响程度大小，也可看出两者的相互

作用强弱。在图3．36图3．37图3．38中第一阶段线性范围内，直线斜率2

([013x-[。]lx)是定值，因为[e]l九为定值，所以【0]3x是定值，说明生成了结构均匀

的新的物质。该新物质为金属离子与海藻酸钠形成的新的配合物，从图上还可看

出，在转折点之前，随着离子用量的增加，斜率不变，即[0】3丸不变，没有新结构

物质生成，那么在线性范围内，海藻酸．金属离子配合物随离子量的增加，仅仅是

量在增加，并没有质的变化。由式(8)可算出200nm、205nm处的海藻酸．钙配

合物摩尔椭圆值[0]caAL0(表3．13)和195nm、200nm处的海藻酸．锌配合物摩

尔椭圆值[0]z。ALG(表13)，为进一步研究海藻酸钠与二价阳离子的相互作用

和更好地应用海藻酸金属配合物凝胶提供了基础数据。
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表3．13海藻酸．钙配合物和海藻酸．锌配合物的摩尔椭圆值【0】M2+A19imtc(M2+代表

钙锌离子)

Table3．13 Mole ellipticity[elM2+Alginat。of alginate．calcium conjugate and

alginate．zinc conjugate(M2+represents calcium or zinc ion)

注：[0】的单位为deg*cm2*dmol一．

Noting：The unit of[el is deg*cm2*dmol～．

由图3．36可知，第一阶段与第二阶段变化斜率的不同，说明两个阶段的机

理和所形成配合物的结构是不同的。由于海藻酸钠样品组成的不同，在第一阶段

摩尔椭圆值的变化比率不一样，LF为4862．4、LVCR为3579．6、LN为2343．6．三

种样品中G含量从大到小为LF>LVCR>LN，说明在与钙离子形成凝胶的过程

中，G单元起决定作用，与13C．NMR研究结果相同【1131。第一阶段为线性变化，

说明所形成的配合物的结构是均一的，即只要海藻酸钠的样品组成确定，它与钙

离子所成凝胶的结构在线性变化范围内所成配合物的结构是相同的，同时速度和

机理也是一样的，这为海藻酸钠在生物工程的应用提供了便利。在线性变化范围

内，可对凝胶工艺进行优化和控制。从图3．36可知，第一阶段向第二阶段的过

渡，LF发生在f"-0．33左右，LVCR发生在f--O．22左右，LN发生在f=O．21

左右，样品的组成不一样，发生转变时的临界点也不一样．从图3．37可知，锌

离子与海藻酸钠相互作用时遵循同样的规律，只是斜率和临界点的具体数值大小

不同而已．我们可以得到启示，只要知道了组成，临界点是可以测出的，从而可

以在临界点之前线性变化范围内，通过控制Ca¨、Zn2+离子的浓度、添加顺序、

比例来对凝胶工艺进行控制，得到符合要求的海藻酸凝胶体系。在药物缓释领域，

可以选择适当组成的海藻酸钠，调整钙锌离子的比例，控制添加顺序可得到符合

释药速率的海藻酸钙锌配合物凝胶【．7l】。有关海藻酸钠与二价离子的凝胶机理和

反应过程的控制，有待于与其他现代方法相结合进行进一步的研究。

3．2．4．3不同组成海藻酸钠样品对钙锌离子的选择识别

从斜率变化可看出二价阳离子对海藻酸钠构象变化的影响，也可看出二价阳

离子与海藻酸钠相互作用的大小。从增量谱图可知，钙的最大CD增量变化位于

205nm左右；锌的最大CD增量变化位于194nm左右；在200nm左右二者变化

差别不是很大。在205nm左右(图3-36)，钙与LF、LVCR、LN三个样品相互
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作用时CD变化斜率分别为4862．4deg*cm2*dmol～、3579．6deg*cm2*drool～、

2343．6deg*cm2*drool～，大小顺序与G单元含量顺序一致，说明构象变化主要由

G单元引起，所成凝胶结构也主要和G单元功能区域有关。

在195nm处，锌离子与LF、LVCR、LN相互作用时，CD增量变化斜率(图

3．37)分别为3484．1 deg*cm2*dmol～、2862．5 deg*cm2*dmol一、2304．4

deg*em2*dmol～，比相应205nm处Ca与三个样品的变化斜率小，说明与钙离子

相比，锌与海藻酸相互作用比钙小，由于斜率反映构象变化的剧烈程度，与所成

凝胶结构密切相关，在200nm处，斜率从大到小顺序为：LF．Ca(3777．1)>

LF—Zn(2977．2)>LVCR-Zn(2552．6)>LN-Zn(24 14．84)>LVCR-Ca(2 1 24．7)>

LN—Ca(1501．9)．锌与三个不同样品作用时CD增量变化斜率数值大小非常接近，

位于LF-Ca斜率与LVCR．Ca斜率之间，三个样品斜率之间相差不象Ca与三个

样品那样大，说明海藻酸组成对锌的影响没有对钙的影响大。说明二价阳离子与

G单元功能区域优先接合的前提下，Zn与M单元(或含有M单元的其它功能区

域)的相互作用比与钙的相互作用强【7¨，这一点从CD增量的最大变化值上也可反

映出来．A[0】最大(LF—Ca，171 8．85)>a[0】厦大(LF—Zn，1384．68)>A[O】置大

(LVCR—Zn，1301．44)>A[0]ax(LN—Zn，975．42)>A[0]ax(LVCR—Ca，930．96)>△[0】最大

(LN-Ca，721．19)．

钙与三个样品相互作用时，在205nm波长下转折点分别位于

f=-0．33(LF-Ca)，f=0．22(LVCR-Ca)，f=-0．2 1(LN．Ca)；在200nm下转折点分别位于

f=-0．30(LF—Ca)，f=-0．27(LVCR-Ca)，f=0．26(LN．Ca)．两个波长处转折点f值大小接近，

可取200n m处f=0．30(LF．Ca)，f=-0．27(LVCR．Ca)，f=-0．26(LN．Ca)作为三个样品的转

折点，转折点大小顺序与G单元含量顺序相同，说明与组成有关．

锌与三个样品相互作用时，在195 n m处，转折点分别位于

f=-0．43(LF-Zn)，f=-0．42(LVCR-Zn)，f=-0．37(LN．Zn)；在200nm处，转折点分别位于

f=-0．42(LF-Zn)，f=-0．40(LVCR-Zn)，f=0．35(LN．Zn)．两个波长处转折点f值大小接近，

可取200nm处f=-0．42(LF-Zn)，f=0．40(LVCR-Zn)，f=-0．35(LN．Zn)作为三个样品与锌

相互作用时的转折点，转折点大小顺序与G单元含量顺序相同，说明与组成有关，

同时说明优先与G单元相互作用．但三个转折点处f值与钙离子的相比比较接近，

不象三个海藻酸钠样品与钙离子相互作用时那样相差很大，说明锌离子对G、M

单元相互作用时差别变小【_71】，即锌离子对G、M单元识别作用不如钙离子。这

一点也可从锌离子与三个样品相互作用的转折点比钙离子与相应三个样品相互

作用的转折点大许多反映出来，这一结论与Aslani和Kennedy用黏度法推测出

的结论相同【12¨．同时，这些实验数据也说明锌离子与海藻酸钠形成凝胶时，交

联点比钙离子的多。
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表3-14钙锌离子与海藻酸钠相互作用时的溶胶．凝胶转折点fM2+Alginate(M2+

代表钙或锌离子)

Table3．14 The s01．gel critical point fM2+A'gi“8位when sodium alginate interacted with

calcium and zinc ions(M2+represents calcium or zinc ion)

从以上分析可知，不同组成海藻酸钠对Ca2十、Zn2+的选择识别不一样。但在

临界点之前都是线性变化，可以按要求设计符合要求的凝胶过程和产品，以及对

工艺进行控制。可以控制Ca2+、Zn2+离子的浓度、添加顺序、比例来得到符合要

求的海藻酸钙锌凝胶体系。

3．2．5温度对海藻酸钠功能结构微区的影响

3．2．5．1海藻酸钠中的功能结构微区

由图3．39可知，在205nm处，琼脂糖凝胶圆二色CD信号随温度的升高而

降低，随温度的降低而升高，并且升降温曲线不重合，形成了滞后环．Rees和

Liang等人【7·眩123】经过大量实验证明在琼脂糖大分子链中，存在许多按严格顺序

0 20 40 ．00 80 100

T／℃

图3．39琼脂糖圆二色谱图随温度的变化

Fig．3—39 Circular Dichroism spectra with temperature for a solution(0．1％w／v)of

agarose(Wavelength：205nm)
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连接在一起构型相同的糖单元，这些糖单元可形成双螺旋结构，并有部分形成双

螺旋聚集体．随温度升高这些双螺旋功能结构片段解聚，使圆二色CD信号随温

度的升高而降低；随温度的降低双螺旋结构又重新形成，伴随着圆二色信号的升

高．升降温曲线不能重合而形成滞后圈，双螺旋聚集得越厉害滞后越严重。David

A．Rees，E．Jane Welsh．【7J通过研究发现黄原胶、葡聚糖、半乳甘露聚糖【眩到、透明

质酸、粘多糖、软骨素、角质素、皮肤素、氨基葡糖、肝磷脂【_n 124】等生物大分

子中旋光、黏度、核磁检测信号随温度变化有相似的现象，他们通过实验证明这

也是由功能结构链段之间缔合形成双螺旋结构造成的。

—嚆

舶

善越
。嗣

‘胬

棚
0 ∞ 柏 ∞ ∞ 100

T(℃J

■ ∞ 柏 ∞ ∞ 1∞

T‘℃)

·柏

善4。
CD-50

．52

．‘2

董。
o_

图3-40四种海藻酸钠圆二色谱图随温度的变化

检测波长为210nm，海藻酸钠为0．1％的水溶液，其qb[a]LF98；【b]LVCR；【c]LNl00：

【d]HD52。

Fig．3—40 Circular Dichroism spectra with temperature for a solution(0．1％w／v)of

four sodium alginate ofdifferent composition．(Wavelength：210nm，Spectra are shown

for alginate of[a]LF98；[b]LVCR：【c]LNl00：[d]HD52)
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图3-40[a],--一[d]是四个海藻酸钠随温度变化的圆二色谱图。从图3-40[a]可知，

当温度由5℃升到85℃时，LF98的圆二色CD信号椭圆度循升温曲线由

一56．14mdeg升高到．48．28mdeg，降温时又沿降温曲线回到起点，降温曲线与升温

曲线不重合，形成一个滞后圈。fH足，LF98的圆二色信号随温度升高而升高，

与琼脂糖的相反，这是由于二者麟单元的构型不同造成的，其余如滞后圈和变化

幅度等非常桐似，说明LF98分子链中存在明显的双螺旋结构功能结构片断。这

些双螺旋功能结构微区随温度升高而解聚，导致圆二色信号升高，随温度降低通

过缔合重新生成舣螺旋结构；部分舣蝶旋形成聚集体，使．丁|．温降温曲线不能重合，

导致滞后圈的形成。

3．2．5．2海藻酸钠中糖单元组成与功能结构微区的关系

从图3-40[a] [d】可知，在5℃～85℃范围内，LF98圆二色CD信弓。的变化

幅度为7．85mdeg；LVCR圆二色CD信号在此温度范闱内，／变化幅度为2．01mdeg；

LNl00的变化幅度为1．03mdeg；HD52的变化幅度为0．71mdeg。四个样晶圆二

色CD信n．受温度影响变化程度从人到小顺序为LF98>LVCR>LNloo>HD52．

图3．41．是四个样品的XRD谱图，从图可知，样品LF98峰的信号最强，峰

面积最大；LVCR的XRD峰较小，LNl00的衍射峰已经很平坦，HD52几乎没有

峰，说明四个样品中规整结构lx．域含量【89．125·126-127，1281从大到小为LF98>LVCR

>LNl00>HD52．与四个样出网二笆榆测值(椭网度mdeg)受温度影响的变化

程度大小顺序桐州，说明规整结构微区的存住足圆■色CD信号随温度变化的关

键因素。另外四个样品中规整幺‘i构I爻：域的多少，CD信弓‘受温度影响的程度人小，

与四个样品·lI G前／e龠驻I-A顺序一敛，【兑明在海藻酸钠·I·G币．／C在功能结构微区

的形成。卜发挥主要作用。

∞ ～．．．．．．HD52
n-h_，∥一”““h★Mw’’’’。‰·M⋯～⋯¨“⋯⋯m⋯，一⋯～．⋯⋯⋯⋯一⋯～⋯⋯⋯，’‘岛⋯7商⋯’‘。☆。+一而’‘+’由’‘’”舀。’‘⋯’南’’

Z．1I’●曲f‘'

图3．41”【{种海藻酸钠的X甥’J．线衍射图

Fig．3—41 X-ray diffractograms of four alginate of different composition
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第二章川圆二色谱对海藻酸钠构象进行研究

四个样品由于结构组成彳i同，圆二色信号随温度变化有很火差异，说明G

段、M段随温度的变化筹异很大，是以后研究的重点。

3．2．5．3温度对功能结构微区的影响。 ．。

图3-42是海藻酸钠LVCR在20℃和55℃对应的¨C-NMR谱图，与T．A．Bryce

等人【7—291用高分辨13C-NMR埘角叉菜胶的研究相似，20"C时海藻酸钠LVCR

的¨C．NMR谱图上峰很小，55℃时bC-NMR谱图一}二有明显的峰，这是在20℃

时由于链段之间的缔合形成功能微区，使糖醛酸单元上碳核的运动被限制的如此

严重，以致于碳核的驰豫时间降低，导致高分辨13C-NMR潜图上的峰很小；55℃

时⋯十分子链运动剧烈使功能微区消失，碳核的运动限制被取消，13C-NMR谱

图上出现明显的峰。结合圆_色信号随温度的变化，这说明红海藻酸钠中相I州构

型的糖单元通过链段之间缔合形成的功能结构微区，随温度升降可发牛可逆的行

序一无序转变．象晶体的彤成和融化，是一个甲衡转化过程。与四个样品圆二色

潸随温度的升降发生_J．逆变化的现缘棚一致。

嗍酬釜掣：茹一髂趟纛
图3．42海藻酸钠LVCR55。C与20*(2时|3C．NMR谱图对比(2％(w／v)的海藻酸

钠溶于0．1M氯化钠水溶液中)

Fig．3—42 Comparision of¨C．NMR spectra for alginate LVCR segments at

55 9C(upper spectrum)and 20。C(10wer spectrum)．The concentration was 2％(w／v)in

0．1M sodium chloride．

3．3结论

(1)海藻酸钠的原_色潜表Ⅲj 210nm左右(200IlIn．230nm)(1‘J潜带足海藻酸

钠的特征吸收峰，两参数方法刈‘／{i㈨M／G组成的样品，可快速简便地检测海藻
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酸钠中M、G段含量。

(2)用圆二色谱对海藻酸钠与钙锌离子相互作用的稳态溶液．凝胶过程研究

表明：钙锌离子与海藻酸钠反应时，分前后两个阶段；在临界点之前构象的变化

与二价阳离子用量成线性关系。说明所形成的配合物的结构是均一的，同时速度

和机理也是一样的；

(3)锌离子临界点处f值比相应钙离子大，说明锌离子与海藻酸钠形成凝

胶时，交联点比钙离子的多。

(4)海藻酸钠中存在规整结构的双螺旋功能结构微区，规整微区的含量与

G段含量有关；规整排列的G段是形成双螺旋功能结构微区的物质基础，受温

度影响比较大；双螺旋功能微区随温度而发生的有序．无序可逆转变，与晶体随

温度“融化”和“成核”过程很相似。
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第四章海藻酸钠的膨胀收缩性能研究

溶胀广泛存在于高分子凝胶中113仉13¨。海藻酸钠与阳离子形成凝胶时，伴随

着构象的变化、溶剂与高分子链的相互作用、阳离子与海藻酸钠的相互作用，这

些作用使海藻酸钠凝胶产生膨胀收缩现象。在回收贵重金属时海藻酸凝胶小球的

体积会膨胀许多【6】，影响到工艺和回收效率；由海藻酸．阳离子形成的微胶囊，

会发生膨胀，从而影响药物的释放‘132]．研究海藻胶的膨胀收缩性能，除有理论

价值外，对食品工业，有关的化学工业以及其它方面也是需要的．

4．1材料与方法

4．1．1试剂与仪器

海藻酸钠LVCR50(d?G中M)，美国特品公司(ISP)：其余试剂皆为分析纯，

购于天津市科威化学试剂有限公司；TG328A型光电分析天平，上海天平仪器厂．

4．1．2实验方法

4．1．2．1凝胶膜的制备和膨胀程度的表征

将lcmx4cm净重0．03～0．059的海藻酸钠膜放入30ml浓度分别为0．02M、

0．05M、O．1M、0．2M的二价阳离子(Ca2+、Zn2+、Cu2+)凝胶液中，在一定时间，

用纯净水冲洗后，擦去浮水后称重。

凝胶过程中的膨胀程度可用质量吸收倍数(mass uptake)来度量，即指一定

凝胶所吸收的液体量。若膨胀前后凝胶的重量分别为ml与m2，则质量吸收倍数

(即膨胀度)

Mass uptake=(m2--m1)／ml
。

4．1．2．2凝胶小球的制备和小球在钠离子中的溶胀性

取lml 2％海藻酸钠溶液滴入20 ml 0．2M的氯化钙或硫酸锌凝胶液中，静置

24小时后得到海藻酸钙或海藻酸锌凝胶小球，测定小球直径计算得体积Vo。将

凝胶小球放入含有O．9％的钠离子及不同浓度钙或锌离子的水溶液中，在25℃达

到平衡后，取出凝胶小球，测定小球溶胀半径，计算得溶胀小球体积V，体积溶

胀比△定义为：

体积溶胀比： △=V／Vo

用体积溶胀比△表征凝胶小球在钠离子溶液中的溶胀性。
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4．2结果与讨论

将Na．ALG膜放入不同浓度的Cu2+、Zn2+、Ca：+溶液中进行凝胶，所成凝胶

的膨胀收缩度随时间变化的情况如图4．1、图4．2、图4．3所示。由图可知，离子

浓度越低，膨胀度越大；离子浓度较低时，凝胶膜是先膨胀后收缩；较高离子浓

度时，凝胶速度太快，只能检测到膨胀度随时间减小，即凝胶膜收缩的过程；随

着时间的延长，凝胶的重量趋于稳定值。根据胶体化学理论【130’1311，海藻酸钠与

水接触后，马上产生溶剂化作用，由于没有交联或者交联太少，海藻酸钠开始溶

解并膨胀，随着水分子扩散和海藻酸钠的溶剂化，二价阳离子也扩散进入海藻酸

钠水凝胶层，二价阳离子开始与海藻酸钠形成交联。由于交联点的形成，海藻酸

钠水凝胶的无限溶胀作用被限制，凝胶的体积膨胀速度变慢。由于海藻酸与钙锌

铜离子形成的配合物不溶于水，这样在海藻酸钠与水接触的界面上形成一凝胶

膜，该凝胶膜具有半透膜的作用，凝胶膜内没有与二价阳离子结合的海藻酸钠大

-20 0 20 40 ∞ ∞ 100 120 140 160 180 200

Time(minute)

图4．1海藻酸钠膜在不同浓度Cu2+凝胶液中膨胀度时间曲线

Fig．4—1 Swelling Degree of Sodium Alginate Membrane in Copper Ionic Gelling

Solution as a Function of Time

分子不能扩散出来，水分子与阳离子可以扩散进入凝胶内部。当二价阳离子浓度

较低时，凝胶的水化膨胀速度比凝胶膜的形成速度快，所以海藻酸钠与水结合迅

速膨胀。除了在表面形成凝胶膜外，二价阳离子还扩散进入凝胶内部，部分海藻

酸钠与之结合，分子链的运动自由度降低，扩散速度减慢；由于体积膨胀，凝胶

内海藻酸钠浓度降低，产生的渗透压推动力降低。随着时间的进行，凝胶膜变厚

并完全包裹住凝胶，这些作用综合起来，使凝胶的膨胀作用变慢。当凝胶膜的强

度与渗透压的推动力相等时，凝胶不再膨胀【6 7’13玉¨制，二价阳离子由于浓度梯
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度的存在，继续扩散入凝胶内，并与游离的海藻酸钠上的羧基结合，这样造成凝

里
卫
A
：

嚣
日

E

Time(minute)

图4．2海藻酸钠膜在不同浓度zn2+凝胶液中膨胀度时间曲线

Fig．4—2 Swelling Degree of Sodium Alginate Membrane in Zinc Ionic Gelling

Solution as a Function of Time
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图4．3海藻酸钠膜在不同浓度Ca2+凝胶液中膨胀度时间曲线

Fig．4-3 Swelling Degree of Sodium Alginate Membrane in Calciumr Ionic Gelling

Solution as a Function of Time
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第四章海藻酸钠的膨胀收缩性能研究

胶膜内能产生渗透压的海藻酸钠浓度降低，使膜内的渗透压推动力减少。凝胶膜

内游离羧基的减少，使得自由水含量增多；膜外二价阳离子浓度比膜内高，按照

唐南平衡原理，水分开始向外扩散，阳离子继续向膜内扩散，总体表现为水的减

少和重量的降低。随着时间的延长，最终得到平衡，凝胶的重量趋于稳定值。

对于0．02M的钙锌离子，由于刚开始形成的凝胶膜太软，无法称重，海藻

酸钙只能得到10分钟以后的数据，海藻酸锌只能得到20分钟以后的数据。

随着凝胶液中二价阳离子浓度的增大，开始形成凝胶膜的速度、强度也增大，

同时由于膜外阳离子浓度的增大，使膜内外的唐南效应形成的渗透压减小，这些

多种作用使得凝胶的膨胀速度和增重倍数降低。并且使达到平衡的时间缩短。

当阳离子浓度高达0．1M时，由于双电层的压缩，海藻酸钠很难与水发生溶

剂化反应，同时凝胶膜形成的也非常快，这样使凝胶很快越过膨胀阶段，进入收

缩重量减少过程。膜外离子浓度很大，由于唐南渗透压力膜外大于膜内，使得快

速膨胀阶段吸收的少量水分，有一部分被重新释放到膜外的凝胶离子液中。如图

4．1、图4．2、图4．3所示，在O．1M的钙锌铜离子凝胶液中，海藻酸钠膜3分钟

时已经开始收缩，20分钟左右以后达到平衡稳定状态。

图4．4是海藻酸钠膜放入0．02M的Cu2+、Ca_2+、Zn2+离子凝胶液中，膨胀度

随时间变化情况，铜离子表现出完整的膨胀收缩曲线。三个二价阳离子与海藻酸

钠结合的能力从大到小为CU2+>Ca2+ Zn2+， 由于铜的结合能力很强(1351，在

28
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图4-4海藻酸钠膜在0．02M的二价阳离子凝胶液中膨胀度时间曲线

Fig．4-4 Swelling Degree of Sodium Alginate Membrane in O．02M Divalent Cation

Ionic Gelling Solution as a Function ofTime
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第四章海藻酸钠的膨胀收缩性能研究

O．02M的低浓度下，也能和海藻酸钠很快地反应形成渗透膜，维持凝胶的形状和

膜两边的渗透平衡。在O．02M与0．05M铜离子中海藻酸钠凝胶时的膨胀收缩很

接近，说明在一定低的浓度范围内，铜离子对凝胶的影响不是很大。钙锌与海藻

酸钠的相互作用较弱，只有凝胶快速膨胀到很大程度才形成比较稳定的膜，由于

强度低，只可勉强维持凝胶的形状。

图4．5是海藻酸钠膜放入O．05M的Cu2+、Ca_2+、Zn2+离子凝胶液中，膨胀度

随时间变化情况，三个离子都表现出完整的膨胀收缩曲线。海藻酸铜由于强度远

远高于其它二者，能够抵抗一定的唐南渗透压力，使它的增重倍数最大。海藻酸

锌比海藻酸钙的亲水性好【136】，锌离子与海藻酸钠的结合没有钙离子强，使得海

藻酸锌中的游离羧基比海藻酸钙中的高，即海藻酸锌中的渗透压比海藻酸钙中的

高，所以在0．05M的离子溶液中，海藻酸锌凝胶比海藻酸钙凝胶的增重倍数大。

22
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图4．5海藻酸钠膜在0．05M的二价阳离子凝胶液中膨胀度时间曲线

Fig．4—5 Swelling Degree of Sodium Alginate Membrane in O．05M Divalent Cation

Ionic Gelling Solution as a Function of Time ．

铜离子与海藻酸钠结合时，由于相互作用力太强，使海藻酸钠的构象发生很

大变化，在0．1M的离子浓度下，双电层的作用没有构象变化的影响大，如图4—6

所示，海藻酸铜凝胶发生膨胀增重现象。对钙锌离子来说，机理如前所述，检测

不到膨胀过程，只能测定收缩过程，而且增重倍数比较低。

图4．7是海藻酸钠膜在0．2M的Cu2+、Ca2+、Zn2+离子凝胶液中膨胀收缩示

意图。由于离子浓度很高，使凝胶速度太快，海藻酸钠膜还没来得及膨胀，表面
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图4-6海藻酸钠膜在O．1M的二价阳离子凝胶液中膨胀度时间曲线

Fig．4-6 Swelling Degree of Sodium Alginate Membrane in 0．1M Divalent Cation

Ionic Gelling Solution as a Function of Time
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图4．7海藻酸钠膜在0．2M的二价阳离子凝胶液中膨胀度时间曲线

Fig．4—7 Swelling Degree of Sodium Alginate Membrane in 0．2M Divalent Cation

Ionic Gelling Solution as a Function of Time

侣

¨

住

佃

8

6

4

2

∞￥m_Q|1∞∞mE
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就已形成完整的凝胶膜。Cu2+、Ca2+、Zn2+离子与海藻酸钠结合强度依次递减，

使得相应海藻酸胶上的游离羧基依序增多，对水的亲和力依次增加，这样，相应

凝胶中的唐南渗透压依次增高，使得平衡后，海藻酸铜凝胶的增重倍数最低，海

藻酸锌凝胶的增重倍数最大，与图4．7所示试验结果相符。

凝胶后的海藻酸凝胶真空100℃干燥24小时后，测量并计算表面积A，与

凝胶前的表面积Ao的比值5定为凝胶前后的面积比，即8=A／Ao．

表4．1 将A0=lx4cm2的Na-ALG干燥膜片放入不同浓度的Cu2+、Zn2+、Ca2+水

溶液中，凝胶前后的面积比。

Table4—1 Dry membrane of sodium alginate，imerged into different concentration

solution of cupric，zinc，calcium ions。The area ratio 6aRer and before being gelled

＼孽沃|『 O．02M O．05M 0．1 OM O．20M

离子种类＼

Cu2+

Zn2+

Ca2+

0．51

1．79

O．90

0．49

1．42

O．83

0．54

1．04

0．74

O．60

0．70

O．58

图4．8是离子浓度对凝胶前后面积比6的影响，从图可知，在低浓度时，海

藻酸锌凝胶的面积比大于1，浓度大于0．1 M时，面积比才低于1，即开始收缩；

随着凝胶离子浓度的增加，面积比在降低．对钙离子来说，面积比是低于I的，

随着凝胶离子浓度的增加，面积比在降低，幅度比锌离子的小许多．铜离子的面

积比在O．55左右．随凝胶离子浓度的增加，稍微有点升高．高浓度的凝胶离子

使面积收缩，铜离子由于和海藻酸钠的强烈作用，使得构象变得紧凑，引起面积

收缩．钙离子可能由于使海藻酸钠规整排列，分子链变得紧密，才使得面积比低

于1．海藻酸钠与锌离子的相互作用比较小，同时海藻酸锌与水的亲和性比较大，

使得分子链比较舒展，造成面积比大于1，导致海藻酸锌膜的表面积扩张．

图4-9是海藻酸锌、海藻酸钙凝胶小球在不同钠离子溶液中的溶胀体积比。

在纯水溶液中海藻酸锌小球的体积发生膨胀，说明锌离子与海藻酸钠结合作用相

对较弱，海藻酸锌凝胶亲水性比较大。在钠离子溶液中海藻酸锌海藻酸钙凝胶小

球都发生溶胀，这是由于钠离子与二价阳离子竞争海藻酸凝胶上的结合位点，使

部分二价阳离子从结合位点上释放出来，凝胶的交联点变少造成的。同样条件下，

海藻酸锌的膨胀体积总比海藻酸钙的大，近一步证明与海藻酸钠相互作用时，锌

没有钙结合的牢固。
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图4-8凝胶离子浓度对面积比6的影响

Fig．4—8 Influence of gelling cationic ions concentration on area ratio 6

2 5

2．4

2 3

2 2

司2．1

．2 2．0

=1 9

∞1．8

量1．7
；1．6
'1．5

口1．4

=1．3

警1．2
∞1 1

1．0

O．0 0．2 04 0．6 08 1．0 1．2

Concont rition of Sodium【on／w％

图4-9溶液中钠离子浓度对海藻酸锌与海藻酸钙溶胀体积的影响

Fig．4．9 Effect of Na+concentration in solution on swelling of Ca．ALG and Zn．ALG

将0．2M氯化钙溶液中形成的凝胶小球放入水中，体积基本不变，放入

0．9％NaCl水溶液中，体积膨胀到1．4倍，当0．9％NaCl中含有0．001M的Ca2+时

膨胀体积由1．64倍降低到1．43倍，重新放回0．2M的Ca2+凝胶液中，小球体积

收缩为初始体积的0．96倍，基本上恢复到原来状态，这说明随外界离子条件的

改变，凝胶小球的溶胀收缩是可逆的。对海藻酸锌来说，变化趋势是一样的，只
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是变化的幅度大小不一样，各个状态下的凝胶强度不一样。在使用海藻酸钠时，

应尽量利用这些特性，如缓释药物在制备时要考虑到生理条件下不同离子对释放

的影响；同时要避免这些特性造成的缺陷，如药物在生理条件下的暴释，酶固定

化过程中的泄漏等。

表4．2在不同溶液中的钙锌凝胶小球溶胀体积比△

Table4·2 Swelling Volume Ratio A of Cacium and Zinc alginate gel beads in

different solutions

4．3小-结

通过以上实验可得出如下结论：

(1)海藻酸钠与二价阳离子凝胶时会发生膨胀收缩现象，随阳离子种类和

浓度的不同，膨胀收缩的程度和速度是不一样的，对Cu2+、cE+、Zn2+离子来说，

膨胀收缩程度的大小，与三个离子的性质有关，如离子大小，成键电子轨道等。

(2)当外界条件不同时，如在不同的氯化钠和凝胶离子溶液中，膨胀和收

缩是可逆的。这些宏观的膨胀收缩现象，是微观离子结合和竞争解离的结果。

67



第五章海藻酸钠凝胶机制分析

第五章海藻酸钠凝胶机制分析

这几年，国际上物理化学、量热学、分子动态学的研究取得了重要进展，我

国在这方面具有较高研究水平。将物理化学、量热学、分子动态学等领域取得的

新知识、新理论、新方法应用于生命、材料、药物释放等高新技术领域。结合粘

度、膨胀收缩等宏观方法，从热力学中间态、分子构象、分子聚集体开展多种研

究方法相结合，用热力学圆二色谱、超分子化学方法和理论对海藻酸钠和无机离

子之间的聚集状态进行研究，将各种方法的测量进行对比和关联，从单一方法的

研究走向多学科的综合与集成。用宏观微观研究相结合、动态与静态相结合的方

法，更多倾向于微观和动态，并进一步深入到化学反应的本质研究，使微观本质

和宏观现象结合更加紧密，期望对药物缓释设计等应用提供理论参考。

5．1材料与方法

5．1．1实验材料

5．1．1．1主要试剂

海藻酸钠样品LF98、LVCR、LNl00、HD52购于美国特品公司(ISP)，G

单元含量分别为：LF98，87％；LVCR，39．9％；LNl00，35．8％：HD52，10％。

CaCl2、ZnS04、CuS04为分析纯，购于天津市科威化学试剂有限公司。

5．1．1．2主要仪器设备

等温滴定量热仪(美国MicroCal Incorporated公司)；圆二色谱仪JASCO

J-810，大连华洋科学仪器有限公司；红外光谱仪(HITACHl270．30，Japan)；

Ostwald粘度计，上海玻璃一厂生产；平氏粘度计，上海玻璃一厂生产：CS501

型超级恒温水浴，南通科学仪器厂；TG328A型光电分析天平，上海天平仪器厂。

5．1．2实验方法

5．1．2．1 ITC对海藻酸钠凝胶过程的研究

同第二章1．2

5．1．2．2圆二色CD对海藻酸钠凝胶的研究

同第三章1．2．5

5．1．2．3海藻酸凝胶粘度的测定

将海藻酸钠配制成不同浓度的水溶液(质量分数为O．2％、0．35％、O．5％和

O．75％)，静置24小时使之充分溶涨；取lml不同浓度的CaCl2与ZnS04水溶液，
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边搅边加入10 ml不同浓度的海藻酸钠溶液中，再继续搅拌至体系均匀透明，静

置24小时。以lml水与10 ml不同浓度的海藻酸钠的均匀混合液为标准，在

30-士0．02"C条件下，用Ostwald粘度剂测定各体系粘度；以同浓度海藻酸钠溶液

的含盐溶液与无盐溶液的流出时间之比(‰)，定义为样品液的相对粘度

(tirol邗佃庐t‰)，描述体系的凝胶化程度，粘度最小样品流出时间不小于100

秒。在研究Na+离子对海藻酸s01．gel影响的过程中，将CaCl2与ZnS04水溶液中

加入不同浓度的钠离子，并以lml相应浓度氯化钠水溶液与lO ml不同浓度的海

藻酸钠的均匀混合液为标准。

5．1．2．4海藻酸凝胶流出时间的测定

分别配制0．025％、0．05％、0．075％、0．10％、0．15％的海藻酸钠、海藻酸钙、

海藻酸锌水溶液，于37士O．5℃用平氏粘度计测定这些溶液的流出时间，取三次平

均值。

5．1．2．5海藻酸凝胶的红外光谱测试

将1％海藻酸钠溶液滴入0．2M的氯化钙、硫酸锌水溶液中，形成海藻酸钙、

海藻酸锌凝胶颗粒，室温干燥，研成细粉，采用KBr压片法制成样品后用红外

光谱仪(HITACHl270．30，Japan)进行测量。

5．1．2．6海藻酸钠的膨胀收缩性能

同第四章4．1．2

5．2结果与讨论

5．2．1 ITC与CD、粘度法相结合对海藻酸钙凝胶的解释

量热研究表明(图5．1)，在带负电的海藻酸与带正电的钙离子间存在两种类

型的结合位点。第一个结合位点有高的亲合常数kI--1．21E7 M"Is伴随着不利的吸

热反应(1．89kJ·mol。1)；第二个结合位点的亲合常数比较低k2---2．90E4 M-I,伴随着

有利的放热反应(．1．84 kJ·mol一)．因此，古洛糖醛酸与甘露糖醛酸上的两种结合

位点对钙离子来说有不同的结合常数k。．由Gibb’S方程

AG=AH．TAS

AG=一RTlllk

由量热仪自带的软件，对ITC数据处理，可得相关的热力学参数。结果表明

二价钙离子和海藻酸钠之间存在两种结合位点，可计算得第一和第二结合位点的

熵增TAS分别为TASl=42．29kJ，TAS2=23．58kJ。结合位点的焓变和熵变表明第
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图5．1海藻酸钠LVCR与CaCl2在双蒸水中的滴定曲线

(a)连续滴加5pl CaCl2溶液(9．0mM)到海藻酸钠LVCR溶液(1．25mM)中

的滴定曲线；(b)相应于滴定曲线积分得到的反应热变化曲线

Fig．5-1 Calorimetric titration of alginate LVCR with CaCl2 in double distilled water at

25℃。(a)Raw data for sequential injection of 5pl CaCl2 solution(9．0mMl into alginate

LVCR solution(1．25mM)；(b)Heats of reaction as obtained from the integration of the

calorimetriC traces．

一结合位点是熵驱动的，第二结合位点是焓变和熵变共同驱动的。在不同NaCl

浓度下(从0到100mM)，用ITC测定结合常数(表5．1)，结果表明，二价钙离

子与海藻酸钠的第一位点结合常数与NaCI浓度按自然对数成线性关系(图5．2)。

即

In kl=aln[NaCl]+b

表明，二价钙离子与海藻酸钠的相互作用是静电的离子相互作用，可以被钠

离子竞争和阻止。从机理上说明了二价钙离子和海藻酸钠结合形成凝胶的机理和

动力学过程。

从圆二色CD谱图(图5．3)上可知，钙离子与海藻酸钠相互作用分前后两

个阶段，由于圆二色测定的是海藻酸钠大分子构象的变化，明显反映出凝胶过程

中糖醛酸构象与钙离子用量的关系。在第一阶段线性变化范围内，第一阶段摩尔

椭圆值的变化比率不一样，LF为4862．4、LVCR为3579．6、LN为2343．6，变化

比率大小反映了三个样品构象变化幅度大小。从三个不同G单元含量样品的构

象变化大小程度可知，G单元含量越高，在相同钙离子用量下，构象变化幅度越

大。说明第一阶段线性变化范围内，钙离子主要与G单元相互作用。大量的事

实证明，钙与M糖醛酸单元的相互作用非常弱。
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表5．1不同氯化钠浓度下海藻酸钠与氯化钙相互作用的结合常数

Table5．1 Binding parameters between sodium alginate and calcium chloride at

different sodium chloride concentration

Sample／[NaCI]Mm 0mM IOmM 25mM 50mM 1 00raM

Subscripts 1 and 2 refer to first and second binding sites；K，affinity of binding；AH，change in

enthalpy of binding；AG,change in Gibb’S free energy；TAS，entropie contribution for the binding

4,11 ■● ■J -3J J■ {J 4J

H№c帅■

图5．2海藻酸钠与钙离子相互作用

时的结合常数与氯化钠浓度的关系

Fig．5-2 A linear relationship for the

decrease in the natural logarithm of

binding affinity between alginate

and calcium with increasing NaCI

concentration

'm

；：：
；：
一m

：鼍
Ⅲ

坩Hcoom

图5．3三个海藻酸钠样品摩尔椭圆值

(200nm)增量随钙锌离子用量的变化

Fig．5-3 Variation in c．d．spectral inten一

一sity at 200nm of three sodium alginate

谢tll calcium zinc ion concentration(ex-

-pressed as ratio f)

图5．4是体系相对粘度随离子摩尔比f变化的趋势图，对钙离子，当摩尔比

f比较小时，相对粘度没有增加，甚至显示出有些下降的趋势，这是因为伴随着

离子强度的增加，主要发生了分子内的交联，分子间的交联特别少。当离子摩尔

比f达到比较高的浓度时，随着f的增加海藻酸钠溶液的粘度迅速增加，提示我

7l
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们在这一范围内分子间交联形成聚集体占主导地位。

图5-4海藻酸钠溶液的相对粘度随钙离子摩尔分数的变化情况

Fig．5—4 Variations of relative viscosity nrcI)w fraction of calcium ions(f)at

30。Cand under various alginate concentrations．Various symbols refer to ALG

concentration(w／v)as-T O．75％A 0．5％e0．35％10．2％

在稀释过程中，由分子间交联形成的链段聚集体可以被消除，而分子内交联

却存在，分子内交联和分子间交联在化学上是等价的。在低离子浓度下，特性粘

度随离子摩尔分数的增加出现轻微下降的趋势，可以推论分子链构象变得比较紧

密。在体系中分子链的紧密构象和分子间交联形成的聚集体同时发生，特性粘度

在低的离子摩尔分数f时增长的并不明显，说明分子内交联占主导地位，在高的

摩尔分数f范围内，特性粘度的急剧上升，说明分子间交联占主导地位。海藻酸

钠聚集体中分子内交联使分子链构象收缩变得紧密，导致溶液粘度降低。

在海藻酸钠中，分子链由G段、M段、MG交替段构成。G单元达到一定程度

后，主要以双螺旋结构存在，如图5．5所示。G段当中的古罗糖醛酸表现出一个

负电性空腔的规则排列，形成所谓的蛋盒结构，当钙离子与海藻酸钠相互作用时，

优先与形成蛋盒结构的G单元相互作用，形成蛋盒结构配合物(图5-6，图5-7(a))。

在这一过程中，对应于量热反应的第一类结合位点，对应于离子量对圆二色谱影

响的第一阶段线性部分。钙离子优先与G单元形成的蛋盒空腔作用，通过2l链

段对称二聚体形成链段之间的缔合，如图5-7(a)所示。由于钙镶嵌于已存在的螺

旋蛋盒空腔中，相似于分子内交联，对粘度贡献不大，同时释放出钠离子，起到

少量电解质的作用，使粘度有稍微下降的趋势。在这一过程中，由于链段与链段

之间的相互作用和缔合导致构象运动的损失，使得c．d．信号增强。从熵上考虑，
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未配位前溶液中的C“II)阳离子以及糖醛酸上的羧基是溶剂化的，Ca(II)与古洛

糖醛酸上的羧基配位后。二者所缔合的溶剂分子将被脱掉而导致熵增【l吲。这种

脱溶剂化效应补偿了配体构型变化所引起的熵损失，使键合过程表现出正的熵

变。由古洛糖醛酸单元之间形成的空隙与Ca2+离子大小相适应，Ca2+离子嵌入空

隙中【7 6’92]，与糖环上的羧基、氧原子等基团的距离适度，相互作用强。由于相

互作用比较强，带动高分子链的构象发生很大变化。

夕／I／
／I
l／／

／I
l／

／IJ∥·锨
＼／＼／＼1＼1＼／＼／

八八～V≥协、．SY
l’＼
＼lI＼

＼I
I＼．．
＼I

图5．5交联状态下的双螺旋聚集结构

Fig．5-5 Scheme of cross-linking of dimer helix

拶
多l

>◇◇◇◇荔主荔：窘
‘N

由于钙离子与M糖醛酸单元的相互作用非常弱，当钙离子用量进一步增加时，

会形成所谓的半蛋盒结构和二聚体聚集体，如图5-8、图5-9(b)、图5．9(c)所示，

当另一个链段加到已存在的二聚体上时，进一步的结合能不足以补偿熵变和溶剂

化程度改变的影响。刚开始聚集的结合能一定比后面的聚集结合能高。对于进一
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步的聚集体来说，没螯合金属离子的糖醛酸链与缔合二价阳离子的二聚体之间，

由于聚电解质电荷密度差异而产生的对结合能的贡献，随着凝胶程度的加深，将

会极大地减弱。这样，二聚体是介于单个链段与充分聚集链段之间的最稳定中间

态。聚集不会导致分子链构象的显著改变，二聚体间钙结合位点的几何形状和二

聚体内一样。在水溶液状态下，钙离子是唯一或主要反离子时，这样的二聚体能

够不需结构重排而进一步聚集。当钙离子用量与螯合上去的离子用量一样时会导

致相似的二聚体。

罄
零
尹专

Ca)vertical section

。廿。o。廿。
(b)viewed along chain axis

图5．7螯合钙离子的双螺旋结构示意图

Fig．5—7 Scheme of the dimmer helix chelated、析th calcium ion

图5．8螯合钙离子的双螺旋聚集体

Fig．5—8 The aggregation of dimerhelix chelated with calcium ion
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图5-9钙离子与古洛糖醛酸螯合示意图

Fig．5—9 Schematic representation of calcium-ion chelation to poly-L-guluronate

sequences

在半蛋盒结构以及二聚体聚集体形成过程中，钙离子与糖单元相互作用时作

用力不大，主要是脱溶剂化程度很低，二聚体结构不需要重排就可进一步聚集，

分子链的构象改变不显著。这样导致焓变为放热反应，同时构象变化也比较低。

在圆二色CD谱图上，对应于第二阶段的斜率比值比第一阶段小。在量热实验上

第二阶段的热力学参数为结合常数K2=2．90E4(L·molo)， 熵变

AS2--79．08(J·mol"l-K。1)，焓变AHz=一1．84(kJ·mol‘1)，比第一阶段的热力学参数(结

合常数Kl=1．21E7(L·mol叫)， 熵变 ASl=141．84(J·molq．K。)， 焓变

AHI一1．89(kJ·mold))小；第二阶段是放热反应，第一阶段是吸热反应，原因可能

是离子的生成热太大造成的。

对钙离子来说，以四种状态存在，自由游离离子、包含在蛋盒中的离子、半

蛋盒中的单取代钙离子、交联鳌合状态的钙离子。离子浓度的增加使高分子电解

质溶液的离子强度增加，也会使粘度降低。随着摩尔离子比f的增加，参与交联

的离子数量急剧增大，体系粘度快速升高，说明参与交联的离子是溶液性质的决

定因素。

钙与海藻酸钠相互作用的过程可描述为：首先发生分子内的交联，这些分子

链经过扩散与碰撞结合成二聚体、三聚体，在离子交联作用下通过分子间交联形
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成聚集体，随着离子的加入，最终形成多个较大的聚集体，当聚集体充满整个溶

液体积即达到亚浓点时，体系最终会跨越到J临界生长点，通过连通性转变，形成

凝胶网络。在半稀释状态，被固定压缩的聚集体可视为巨大的“单体”，其与相邻

单体自由无规结合，形成凝胶。

5．2．2钠离子对海藻酸钠与二价阳离子相互作用的影响

图5．10是海藻酸钠与钙相互作用时粘度随氯化钠用量的变化。由图可知，

不同氯化钠浓度下，钙．海藻酸钠溶液的粘度随交联分数f变化的趋势不同。在

低交联分数f下，相对粘度随交联分数增加趋势比没有氯化钠的海藻酸钙体系要

10

8

6

2

f 4

2

O

Cl

CI

Cl

Cl

图5—10不同钠离子浓度对0．2％ALG—Ca体系sol-gel过程的影响

Fig．5—10 Variations of relative viscosity(rlreI)of alginate solutions versus molar

fraction of calcium cation，Z in the presence of various amount of Na01 added．

Various symbols refer to NaCI concentration(tool·l。1)：

mO．00；o；0．01 A0．02；Y0．05；◆1．00

明显。这些结果说明在有外加盐情况下，分子间的交联要容易。当氯化钠浓度达

到一定程度后，粘度随摩尔离子比f的变化将不明显，氯化钠浓度进一步增加会

产生盐析。在不同氯化钠盐浓度下，随摩尔离子比f的增加，粘度先增加达到一

极大值后，继续增加钙离子浓度会产生沉降。钠离子的存在会影响体系粘度，妨

碍钙离子与海藻酸钠的结合。

聚电解质高分子在无盐溶液中由于强的静电斥力会非常伸展。外加盐的作用
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使高分子链上的静电得到屏蔽，从而影响到高分子链的柔顺性，以及单体间复合

结构的形成。在结合钙离子与游离钙离子间存在交换平衡。对极稀的海藻酸钠溶

液，在低交联摩尔离子比f范围内，无外加盐存在情况下，可以认为由于分子链

充分伸展，并且海藻酸钠分子链上非常强的静电能，使得交联特别是分子内的交

联几乎不可能发生。

当氯化钠浓度有轻微地增加时，海藻酸钠大分子链上的电荷在一定程度上得

到屏蔽。非常柔顺的高分子链在一定程度上得到伸展。少量氯化钠电解质的存在

会有利于海藻酸钠分子链间复合物的形成。

氯化钠的加入，在钙离子与海藻酸钠相互作用时，有两个作用，一是作为电

解质，影响聚电解质海藻酸钠生物大分子在溶液中的行为，二是离子交换平衡，

置换与海藻酸钠缔合的钙离子。

2Na-ALG+Ca2+；=± Ca-ALG2+2Na+

在反应平衡时，凝胶与溶液中的钙、钠离子达到平衡。当体系加入一定量钠

离子时，则需要增加与海藻酸钙凝胶平衡的钙离子浓度。当体系钠离子浓度较高

时，则会出现明显的盐析现象，使体系粘度下降。

郑洪河【137】等认为加入少量钠离子，将形成十分有韧性及更加伸展的高分子

链，使分子间交联有更多的基团可以利用，导致粘度增加。然而随钠离子浓度的

增加，最终会形成中性高分子，此时从热力学与动力学上讲都难以形成分子间交

联，因此相对粘度随交联分数的增加而增加是很弱的。

从表5．1可知，随氯化钠浓度的增加，第一结合位点的熵变TAS，逐渐变小，

说明是钙离子与G单元通过价键作用造成的。而对于第二结合位点，从前面分

析可知，是钙离子与已结合钙离子的蛋盒结构结合形成半蛋盒结构，或者是缔合

钙的二聚体在钙离子作用下形成聚集体。当少量氯化钠电解质存在时，高分子链

伸展，有利于形成分子间交联，链段被固定，熵相比无氯化钠时减少。当氯化钠

浓度继续增加时，开始置换缔合的钙离子，使交换程度降低，链段自由度变大，

表现出熵增。进一步增加盐浓度，海藻酸钠分子链蜷曲有沉析的趋势，又表现出

熵减。因此，氯化钠浓度对海藻酸钠大分子链的构象影响是复杂的，表现在钙与

海藻酸钠相互作用时第二结合位点的熵变随氯化钠用量而出现复杂的变化趋势。

5．2．3 ITC与CD、粘度法相结合对海藻酸锌凝胶的解释

从流出时间的变化可以看出海藻酸钠与钙锌离子的交联程度，流出时间降低

的越厉害，交联程度越大。如图5．11可知海藻酸钙锌溶液的流出时间比海藻酸

钠水溶液的要低许多，说明海藻酸钠与钙锌离子发生了很大程度的交联。海藻酸

锌凝胶液的流出时间比相应海藻酸钙凝胶液的小，说明海藻酸锌中的交联程度比

海藻酸钙中的多。
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图5．11海藻酸钠浓度对海藻酸钠溶液、海藻酸钙锌凝胶流出时间的影响

Fig．5-1 1 Influence of increasing concentration of sodium alginate，sodium alginate and

calcium salt(constant ratio)，sodium alginate and zinc salt(constant ratio)on the flow

time of the solutions

从图5．12可知，海藻酸钠与锌离子相互作用时，随锌离子用量的增加，流

出时间下降的非常快，直到8×10。5M才达到一个平稳值，说明锌离子与钙离子相

比，锌离子与海藻酸钠的结合程度比钙离子大，可推测锌离子与海藻酸钠有更多

的结合位点或不同的结合位点。从图上可知钙离子与海藻酸钠相互作用分两个阶

段，与量热等方法所得结果相同，说明这种方法的可靠性很大。 ·．

图5．13是ZnS04(10．54mM)滴定海藻酸钠LVCR的量热曲线，从图5．13

(a)可知，反应是吸热反应，焓变AH=15．8(kJ·mol以)，比钙与海藻酸钠相互

作用时大许多，从图5．13(b)可看出，在离子摩尔比fD．3左右有一个小突起，

可能是锌离子与G单元优先作用后，再与M单元相互作用时，中间过渡引起的。

说明锌与M、G单元相互作用是有差别的，但用量热仪自带的软件拟合时，用

一个位点拟合程序处理时，数据在误差范围之内，即相互作用差别不大。推测主

要以不严密的“egg．box dimer”形式和大量的二聚体交联聚集体形式存在，半蛋盒

结构形式比较少。由于锌离子与M、G单元都可相互作用，所以海藻酸锌的交

联点比海藻酸钙的交联点多。结合CD测试结果，由于锌与G优先结合，与M、

G单元相互作用差别不大。因此，不同组成的三个海藻酸钠样品与锌相互作用时，

斜率比率比较接近，并且第一阶段线性变化的范围也比较大。这样，圆二色、粘

度测试、量热测试对海藻酸钠与锌离子相互作用的解释在不同层次，不同尺度上

得到了统一
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图5．12不同钙锌离子用量对0．05％海藻酸钠溶液粘度的影响

Fig．5-12 viscosity changes of 0．05％／100ml alginate solution with different amounts

of calcium and zinc salts．
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图5．13海藻酸钠LVCR与ZnS04在双蒸水中的滴定曲线

(a)连续滴加5pl ZnS04溶液(10．54mM)到海藻酸钠LVCR溶液(1．25raM)

中的滴定曲线；(b)相应于滴定曲线积分得到的反应热变化曲线

Fig．5—1 3 Calorimetric titration of alginate LVCR with ZnS04 in double distilled water

‘at 25"C。(a)Raw data for sequential injection of 5pl ZnS04 solution(10．54raM)into

alginate LVCR solution(1．25mM)；(b)Heats of reaction as obtained from the

integration of the calorimetric traces

锌离子与海藻酸钠相互作用时，无论从粘度测试还是等温滴定量热上，没有

钙离子那样复杂，只有一种结合位点。但从CD谱图上可知优先与G单元结合，

由于离子半径、电子云形状和密度的原因，与钙离子与海藻酸钠的结合不同。

分子内交联和分子间交联在化学意义上是等价的，但在物理意义上，普遍认
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为分子内交联对分子链构象有压缩作用，使溶液粘度降低，而分子间交联产生三

维网状结构，是形成凝胶的主要因素。

如图5．14所示，不同浓度海藻酸钠溶液相对粘度随锌离子用量f的变化趋

势与钙离子相似，说明二者有许多相似之处。

图5．14海藻酸钠溶液的相对粘度随锌离子摩尔分数的变化情况

Fig．5-14 Variations of relative viscosity(1rcI)粥fraction of zinc ions(f)at 30"C and

under various alginate concentrations．Various symbols refer to ALG．concentration

(w／v)as：T 0．75％A 0．5％e0．35％a0．2％

图5．15给出了不同钠离子浓度对0．2％ALG．Zn体系s01．gel过程的影响。由

图可见，体系钠离子浓度不同，相对粘度随交联分数增加的变化趋势不同。在钠

离子浓度较低时，当．厂较低时”坨I相比不加钠离子的体系增加较为明显，表明加

入一定量的钠离子使海藻酸分子间交联更容易。当钠离子浓度大于0．05M时，

在．厂较低时11他I随厂的增加而增加的趋势明显下降，继续增加钠离子浓度，则”旭l

随厂的增加变化已较小，体系发生明显的沉淀，表明较高的盐浓度是不利于分子

间交联形成凝胶的。图中曲线总的趋势为随着厂的增加11他l可达到ml，m戕，且其

是钠离子浓度的函数。再增加厂值，则相对粘度显著下降，最终形成沉淀。以上

结果与Smidsrodtl3‘7】及Honghe Zheng(政洪河)【8lJ的试验结果一致。

考虑到盐对钙锌导致的海藻酸钠溶液缔合促进作用，粘度测试表明非常柔顺

的分子链有利于钙锌离子引起的分子间交联。它比分子内交联使溶液粘度升高的
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更明显。推理认为在稀溶液状态下，当盐的浓度很低时，很难发生分子内交联，

少量盐的作用使分子链充分伸展，反而使分子间交联优先进行。

图5-1 5不同钠离子浓度对0．2％ALG-Zn体系sol-gel过程的影响

Fig．5-1 5 Variations of relative viscosity(rl旭I)of alginate solutions versus molar

fraction of zinc cation，Z in the presence of various amount of NaCI added．Various

symbols refer to NaCl concentration(mol·l’1)：10．00；·；0．01 AO．02；Y0．05；◆1．00

随着氯化钠浓度的增加，聚电解质高分子链的柔顺性也在增加，并最终象一

个中性大分子处于0溶剂中一样。在极稀溶液中，柔顺的链段毫无疑问最大可能

进行分子内交联，而分子间交联热力学与动力学都非常困难，因此，随锌离子浓

度的增加，溶液粘度反而降低。

锌离子与海藻酸钠相互作用时，存在着钠离子与锌离子的交换，当锌离子浓

度较低时，海藻酸钠水溶液性质与氯化钠浓度的关系，与普通聚电解质溶液的性

质很相似。当交联离子用量f达到一定值后，可以看到随氯化钠浓度的增加，溶

液粘度先上升而后下降，中间出现一个极大值。这说明，海藻酸钠在水溶液中与

锌离子相互作用时的构象，即不可认为是一个无外加电解质条件下的普通聚电解

质高分子链，也不可认为是良溶剂下的中性大分子。

如图5．16所示，钙、锌、铜离子与海藻酸钠相互作用时，体系的焓变、熵

变成线性关系，符合等动力学过程要求，说明三种离子与海藻酸钠的相互作用都

是静电的离子相互作用。粘度测试说明，钙锌离子与海藻酸钠的相互作用，以及

氯化钠对钙锌离子与海藻酸钠溶胶凝胶过程的影响都很相似，说明二价离子与海

藻酸钠相互作用时有许多相同的本质，值得进一步深入研究。
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图5．16海藻酸钠与二价阳离子相互作用的等动力学关系图

Fig．5-1 6 Isokinetic relationship for sodium alginate reaction with divalent cationic

ions

5．2．4钙锌与海藻酸钠相互作用的红外谱图

如图5．17给出了海藻酸钠、海藻酸钙与海藻酸锌的红外谱图。海藻酸中的

M段与G段的红外吸收位于指纹区，分别在808cmo与787cm。有特殊吸收。海

藻酸钠中787cmd吸收峰相对808以cm吸收峰相对较强，表明海藻酸中G段含量

较高，前者对后者的峰面积比值可估算G／M的值，计算得G／M约为2：l。同样

的在海藻酸钙中787cm"1处的吸收峰相对808‘1cm吸收峰也相对较强，但峰面积

比值约为3：1，这表明钙离子与海藻酸的G段相结合，这与核磁测试结果一致。

而在海藻酸锌中808cm"‘吸收峰明显增大，表明锌离子除与G段结合还可与海藻

酸的M段相互作用。此外海藻酸钠中3450 cm以处有一较为宽大的峰出现，其表

示海藻酸中的．OH，而在海藻酸钙与海藻酸锌中，其在3550 cm以分裂出一小峰，

且在海藻酸锌中3550 cm一峰相对较强，表明金属离子与单体．OH中的0相互

作用，同时锌离子与其作用较强。海藻酸钠中的2950、1620、1438与1020cm"1

分别表示．CH、COO．、．CH与C．O．Ctl38】。对应于海藻酸钙与海藻酸锌中，．CH、

COO一峰位置没有明显改变，但在海藻酸锌中，1610 cmo处明显分裂出一个小峰，

表明二价离子与COO．中的O相互作用，同时由于锌离子与G段M段都结合，

使得海藻酸中COO．的行为不同。C．O—C对应于海藻酸钙与海藻酸锌中，峰位置

分别移动至1445cm以与1450cm～，表明二价离子与环间0相互作用。

总结以上结果，金属离子与海藻酸OH中的O与环间的O及COO．中两个O

配位，这与文献结果一致，钙离子只与G段结合，锌离子除与G段结合还可与

海藻酸的M段相互作用，由于钙、锌离子与海藻酸的结合机制不同，使得海藻

酸钙与海藻酸锌的物理性质不同，同时由于单体中基团性质不同，可能使得海藻

82
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酸钙与海藻酸锌在同一介质中的性质不同，如与钠离子或酸碱性的影响等。

40

图5．17凝胶颗粒的红外谱图

Fig．5—17 IR spectra ofthe beads．a，ALG-Na；b，ALG—Ca；c，ALG—Zn

5．2．5 ITC对海藻酸钠膨胀收缩现象的解释

凝胶后的海藻酸凝胶真空100℃干燥24小时后，测量并计算表面积A，与

凝胶前的表面积舢的比值6定为凝胶前后的面积比，即8=A／Ao．

．由图可知，无论二价离子浓度大小，在相同离子浓度下海藻酸锌凝胶膜片的

面积总比海藻酸钙凝胶膜片的面积大。钙离子的半径是O．99A，锌的离子半径为

O．74A．钙离子的第一结合位点是钙离子镶嵌入G单元形成的蛋盒空腔中，对分

子问交联、对粘度影响不大，那么对海藻酸钠膜片的膨胀收缩性能影响也不大。

第二结合位点与海藻酸钠分子链的聚集有关，是凝胶形成的关键，与膜片的膨胀

收缩密切相关。锌离子由于离子半径比较小，镶嵌于G单元形成的蛋盒结构中，

与分子链间起交联作用的锌离子，作用差别不是很大，再加上锌离子与G、M单

元相互作用差别不是很大，因此可以认为不管以何种方式结合，锌离子对海藻酸

钠膨胀收缩性能的影响是相同的。钙离子与海藻酸钠相互作用时第二结合位点的

熵变为79．08 J．mol"t．K～，锌离子与海藻酸钠相互作用时熵变为128．95J·mol-1．K-1，

海藻酸锌凝胶膜片的面积总比海藻酸钙的大，可能是反应过程中熵变比海藻酸钙

的大造成的。这可能与钙锌离子的离子半径大小、电子云形状以及密度紧密相关。
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表5．2将Ao=1 x4cm2的Na．ALG干燥膜片放入不同浓度的cu2+、Zn2+、Ca2+水

溶液中，凝胶前后的面积比。

Table5—2 Dry membrane of sodium alginate，imerged into different concentration

solution of cupric，zinc，calcium ions。The area ratio 8after and before being gelled

一 0．02M 0．05M 0．1OM O．20M‘＼够队，
离子种类＼
Cu2+

Zn2+

Ca2十

0．51

1．79

O．90

0．49

1．42

O．83

0．54

1．04

0．74

O．60

0．70

O．58

图5．18凝胶离子浓度对面积比6的影响

Fig．5-1 8 Influence of gelling cationic ions concentration on area ratio 6

表5．3钙锌离子与海藻酸钠相互作用的热力学参数

Table5—3 Thermodynamic parameters for complexation of calcium and zinc ions with

alginate LVCR
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5．2．6 CD对海藻酸钠膨胀收缩现象的解释

如图5．19所示，在相同条件下，海藻酸锌比海藻酸钙的构象变化幅度比较

大，在fo．3左右海藻酸钙构象变化不再随离子用量的增加而增加，而海藻酸锌的

构象变化继续随锌离子用量的增加而增加。结合前面的解释，对海藻酸钙凝胶膜

片来说，粒子用量在fo．3以后才开始对面积有影响，而海藻酸锌凝胶膜片的在任

何锌离子用量下都有影响，因此，不难理解海藻酸锌凝胶膜片的面积相对比海藻

酸钙凝胶膜片的大。由CD谱图上可知，海藻酸锌的CD信号比海藻酸钙的大，

与凝胶后的表面积变化趋势相同，因此可认为海藻酸锌的表面积比较大，是由于

海藻酸锌的构象变化比海藻酸钙的大所导致。

'∞O

窖10∞

8舶o

、m

m

1Ⅻ

O

司

0,O n' 02 0．3 0．4 0．S

r／(呻’】，【c∞。】)

图5—19海藻酸钠LVCR摩尔椭圆值(200hm)增量随钙锌离子用量的变化

Fig．5—1 9 Variation in c．d．spectral intensity at 200nm of sodium alginate with calcium

and zinc ion concentration(expressed as ratio f)

5．3，j、结

(1)在海藻酸钠与钙离子结合过程中，量热反应的第一类结合位点，对应

于离子量对圆二色谱影响的第一阶段线性部分，钙离子优先与G单元形成的蛋

盒空腔作用，由于钙镶嵌于已存在的螺旋蛋盒空腔中，相似于分子内交联，对粘

度贡献不大，同时释放出钠离子，起到少量电解质的作用，使粘度有稍微下降的

趋势。在半蛋盒结构以及二聚体聚集体形成过程中，钙离子与糖单元相互作用时

作用力不大，主要是脱溶剂化程度很低，二聚体结构不需要重排就可进一步聚集，

分子链的构象改变不显著。这样导致焓变为放热反应，同时构象变化也比较低。

在圆二色CD谱图上，对应于第二阶段的斜率比值比第一阶段小。在这一过程中，

以分子间交联为主，体系粘度急剧上升。

(2)量热实验证明，锌与海藻酸钠相互作用是吸热反应，比钙与海藻酸钠
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相互作用时焓变大许多。由于锌离子与M、G单元都可相互作用，所以海藻酸

锌的交联点比海藻酸钙的交联点多。结合CD测试结果，锌与G优先结合，与

M、G单元相互作用差别不大。

(3)由CD谱图上可知，海藻酸锌的CD信号比海藻酸钙的大，与凝胶后

的表面积变化趋势相同，因此可认为海藻酸锌的表面积比较大，是由于海藻酸锌

的构象变化比海藻酸钙的大所导致。
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第六章海藻酸钠的纯化和降解及其结构测定

由于不同M、G含量的海藻酸钠性能不同，不同分子量的海藻酸钠应用领

域不一样，海藻酸钠在高科技领域有广阔的发展空间，纯M段、纯G段、标准

品海藻酸钠、寡聚海藻酸钠糖、特种组成的海藻酸钠样品都属于海藻酸钠特种品，

应该对这些样品的制备进行研究；包括海藻酸不同级分的制备、提纯分离和结构

组成鉴定，以及海藻酸钠的降解技术。

本章研究了海藻酸胶的分级和结构鉴定，以及G．1yase酶(从微生物菌株中提

取)对poly．G．blocks的降解；并测定了海藻酸钠LVCR的结构。

6．1材料与方法

6．1．1试剂和仪器

马尾藻海藻酸钠胶，海带海藻酸钠，山东青岛明月海藻有限公司；LVCR50(中

G中M)，LF98(高G)，LNl00(中G)，HD52(高M)，美国特品公司(ISP)；盐酸(AR)，

氢氧化钠(AR)，无水乙醇(AR)，天津科威化学试剂公司；Dextran标准品(重均分

子量为2500，4600，7100，10000，24400，41100)，中国药品与生物制品检验所．

玻璃层析柱：1700x16IDmm，600x10IDmm，200x16IDmm．高校层析柱：

100x4．6mm，(10rtm)，美国PE公司；S5SAX250x2(5I_tm)，美国Waters公司；填料：

Bio-Gel P-4(Extra Fine，45rtm)美国Bio—Rad公司；SephadexG-10，瑞典Pharmacia

Biotech公司。

旋转蒸发器：SENCO R502B型，上海申生科技有限公司：SF．2120分部收集

器，美国PE公司；FPLC全自动液相色谱仪，瑞典Pharmacia Biotech公司。UV-2102

紫外可见分光光度计，日本尤尼柯(上海)公司：核磁共振波谱仪AV400MHz，

Bruker公司．园二色谱仪Jasco．810，大连华洋科学仪器有限公司；高效液相色

谱仪：(包括515型液相色谱仪，2410示差折光检测器，GPC软件)，美国Waters公

司：ESI—MS，Finnegan Company．

510菌株，从海藻中筛选出的野生菌株；菌株Vibri0510所产的海藻酸裂解

酶粗酶，中国海洋大学张真庆博士提供；Vibri0510海藻胶古罗糖醛酸裂解酶专

一精制酶(记为G．1yase，从海藻细菌Vibro sp．510分泌溶液提取粗酶中多次提取

分离纯化而得)，中国海洋大学张真庆博士提供；高纯度(G)。样品

(poly．G．BLOCKS，M／G=0．099)，中国海洋大学张真庆博士提供或用LF藻自制

6．1．2实验方法
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6．1．2．1海藻酸钠的分级

将海藻酸钠用lmol／L草酸于100。C进行水解，大约30％溶解，离心分离出的不

溶部分为聚合度20"-30的寡糖。将其溶解，于PH=2．85使产生沉淀，分离，可

溶部分中含80"-'90％甘露糖醛酸单位，不溶部分含80～90％古罗糖醛酸单位。

用部分酸水解法对我国产马尾藻类和海带所含海藻胶进行了水解和分级，分

别得到(MG)n、(G)n、(M)。的寡糖，通过多次纯水溶解稀释乙醇浓缩，除

去杂质并冷冻干燥。称重可得相对含量和比例。所用分级步骤如图6．1所示。

图6．1海藻酸钠胶的分级步骤

Fig．6—1 Preparation procedure of the sodium alginate fraction

由于立体结构的影响，M段比G段容易降解，因此M段比G段聚合度低。

用碱降解或甘露糖裂合酶处理古罗糖醛酸含量高的海藻酸钠胶样品，可得纯度特

别好聚合度比较高的古罗糖醛酸海藻酸钠胶标准品。通常不管M段含量高的海

藻酸钠胶样品，还是M段含量高的经过分级方法得到的(M)。级分，分子量比

较低而且含有G单元连接，为了得到分子量比较高并且比较纯的甘露糖醛酸低
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聚糖，需要对聚合度高且M段含量高的样品中G单元连接的糖苷键进行专一性

降解研究。用提取到的古罗糖醛酸裂合酶对高G含量的海藻酸钠样品进行了酶

解研究，并对水解产物进行了分离提纯和结构鉴定。

6．1．2．2凝胶渗透色谱法(HPGPC)151[6】

色谱柱：日本TOSOH公司TSKgel G3000PWxL(300mmx7．8mm)，分子量

排阻范围为1×103～5×104；流动相：2．84％NaS04水溶液；流速：0．5mL／min；柱

温：40℃：进样量201xL。标准曲线的制作：以标准葡聚糖为分子量标准品，加

流动相溶解制成59·L‘1的标准溶液，以0．459m纤维素滤膜滤过，分别进样201xL，

GPC软件根据6个不同分子量标样的出峰时间不同，绘制标准曲线。样品的测

定：加流动相溶解制成59·L-1的溶液，以0．45txm纤维素滤膜滤过，进样20I-tL

(59·L叫)，用GPC软件根据出峰时间对应标准曲线计算样品的峰位分子量

(Mp)，及每个峰的相对百分含量．

6．1．2．3海藻酸钠醛糖酸的结构鉴定

电离子喷雾质谱(ESI．MS)：离子源用电喷雾电离(ESI)；毛细管温度：

250。C；水：甲醇=1：1：进样方式：syringe pump 59L／min；数据采集方式：Full

scan，M／Z=100．1 100，正负离子同时采集，(二级质谱)子离子扫描、母离子扫描。

核磁共振(400MHz)：重水交换溶解后加入核磁管，在25℃下积分2．12小时．

6．1．2．4古罗糖醛酸裂解酶对poly．G．blocks的降解

1．2．4．1古罗糖醛酸裂解酶的制备

对510菌种产生的粗酶制剂，经过Phenyl Sepharose CL．4B疏水色谱、

Q．sepharose Fast Flow阴离子交换色谱、BioCAD 700E灌注色谱分离纯化，收

集对poly．G．blocks有专一裂解作用部分，制得古罗糖醛酸裂解酶(记为G．1yase)。

本实验主要由中国海洋大学张真庆博士完成。

1．2．4．2 G．1yase的最适作用条件、稳定性及金属离子对酶活性的影响。

(1)酶活力的测定

原理：海藻胶裂合酶作用于海藻胶， 产生一系列寡糖，并在寡糖的非还

原末端产生C4，5不饱和双键，在230～240nm有强吸收，未反应的海藻胶和最终

的单糖产物都没有吸收。

测定方法：用O．005 mol／L的Tris．HCl缓冲液，pH7．5配制0．2％的海藻酸钠

底物溶液，含有2％的NaCl，取2．8ml底物溶液，加0．2ml酶液，在室温下用紫

外分光光度仪每隔6s记录230nm OD值，测定3min内OD值的变化，以底物溶

液调零。

酶活力：上述条件下，每min使吸光度增加0．1所需的酶量为一个酶活单位。
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酶活力U／ml=△OD／T／O．2／0．1×n

式中符号说明：

△OD：230nm吸光值的变化；

T ：反应时间(min)；

O．2：加入的酶液量(m1)；

O．1 ：每min使吸光度增加0．1相当于1个酶活力单位：

n ：酶液的稀释倍数。

(2)pH对酶活力的影响一

将G．1yase用缓冲液溶解至适当的浓度供测定用。用不同的缓冲液体系(不

同pH范围)代替酶活力测定方法(1)中的Tris-HCI(0．05mol／L，pH7．5)，其余部

分相同，测定酶活力。所用的缓冲液体系为：磷酸缓冲液(pH2～6)，

Tris—HCI(pH7一--8)，甘氨酸缓冲液(pH9～11)，NaOH．KCI缓冲液(pill2)。

(3)温度对酶活力的影响

改变不同的测定温度(24～60℃)，其余同酶活力测定方法(1)。

(4)pH稳定性：

将浓度较高的酶液用不同pH的缓冲液稀释10倍，在4℃放置24h后，取样

按酶活力测定方法(1)测定残余的酶活力。所用缓冲液体系同上。

(5)温度稳定性：

用Tris．HCI(0．05mol／L，pH7．5)配置酶液，在不同的温度下保温20min，按酶

活力测定方法(1)测定残余的酶活力。

(6)金属离子的影响；

将lml酶液(Tris．HCl缓冲液O．05molfL，pH7．5)与lml0．02mol／L浓度的金属离

子盐(氯化物)溶液混匀，于室温下按酶活力测定方法(1)测定酶活力。

由于NaCI对酶活力的影响比较大，分别测定O．1％，O．3％，O．5％，0．8％，

1％，2％，3％浓度的NaCl对酶活力的影响。

1．2．4．3圆二色谱(circular dichroism CD谱)测定酶的二级结构

将G．1yase用J．圆二色谱仪测定二级结构，波长范围185"--300nm，速度

100nm／min，以H20为空白。按照YANG公式计算各二级结构的含量。

6．1．2．5 G-lyase裂解poly-G—blocks制备寡糖及机理。

1．2．5．1酶解反应

59 poly—G—blocks溶于1L O．05M Tris．HCl缓冲液(PH=7．5)，加入50单位的

G．1yase，28。C下反应4小时，沸水浴100℃加热lO分钟停止酶解反应。加入乙醇

到50％(v／v)含量，离心去除沉淀，收集上清夜，0．45pxn的纤维素膜过滤，旋

转蒸发掉乙醇和大量的水，冷冻干燥后保存在．20℃。
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1．2．5．2海藻酸寡糖的分离纯化

(1)凝胶色谱法

填料：Bio．Gel．P．4 Extra Fine；柱规格：1700x 16IDmm：固定相：聚丙烯酰

胺凝胶；流动相；O．2％NH4HC03；流速：1．5ml／min；柱温：常温；检测：235nm

紫外在线检测。

填料：Sephadex G．10；柱规格：600x10IDmm；固定相：葡聚糖凝胶；流动

相：双蒸水；流速：1．5mVmin；柱温：常温；检测：235nm紫外检测。

用低压凝胶渗透色谱法，按分子量大小对古洛糖醛酸寡糖进行分离分析．将

寡糖混合物(100—150mg／2mL)上BioGel P4经济柱(16x1700mm，

Extra-fine，45rtm，BioRad，USA)，用0．2mol／L NH4HC03溶液梯度洗脱，洗脱液流速

1．5mL／min，分步收集洗脱液，235nm紫外分光光度计在线检测。

(2)强阴离子交换色谱法

填料：Q-Sepharose Fast Flow；S5SAX(5}tm)；柱规格：1 00x4．6mm，

2x250IDmm(预装柱)；固定相：阴离子交换树脂；流动相：O．0．4mol／LNaCl梯度

洗脱；流速：2mVmin；柱温：常温；检测：235nm紫外在线检测。

从BioGel P4柱上分离得到的均一组分，上SAX．FPLC(Spherisorb SSSAX(20

x250mm)柱)强阴离子色谱柱进行二次纯化，用0～O．4mol／LNaCI溶液梯度洗脱，

洗脱液流速2mL／min．分步收集洗脱液，235nm紫外分光光度计在线检测。

(3)脱盐

每一组分浓缩，上SephadexG．10柱(10xlOOOmm)脱盐，双蒸水洗脱。

1．2．5．3结构鉴定

用ESIMS、1H-NMR、13C-NMR、H．HCOSY、HMQC和HMBC测寡糖结构。

6．1．2．6海藻酸钠LVCR的结构检测。

将海藻酸钠LVCR在一定条件下水解后，多次用纯水稀释乙醇沉淀后，冷冻

干燥，称重。用bC-NMR测定结构和序列组成。

6．2结果与讨论

6．2．1海藻酸钠的分级

6．2．1．1高G段高M段样品的制备

由表6．1和表6．2结果看，半叶马尾藻和海带海藻酸胶经草酸部分水解1／2

和8个小时，酸水解液中糖醛酸(MG)n大致分别为24％和37％，虽相当于(MG)

n，但甘露糖醛酸含量仍较高(M／G=I．7．1．8)，有一部分低聚物被透析损失，其量
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分别为7％和32％．未水解的半叶马尾藻海藻酸经溶解后，调PH至2．85，生成

的沉淀即为古罗糖醛酸嵌段(G)。，产率为45％(1／2小时)和34％(8小时)，它

们的M／G比值分别降至0．47和0．14(G含量达87％)．经调PH至1．0时，又出

现的沉淀即为(M)。。水解8小时者，(M)n的M／G比值高达13．2(M含量达93％)，

这样，所得(G)。和(M)n是纯度比较高的嵌段．海带海藻胶的(G)。产率比马尾

藻者低，只有10％左右；(M)。产率较高，但纯度不如马尾藻者高，8小时水解

表6-l半叶马尾藻海藻酸胶酸水解分级产物的产率和M／G比值

‘乃丝一6-1
Yeids and M／G ratios of alginate from Sargassum hemiphyllum

级分编号 酸水解l／2小时 酸水解8小时

产率(％)M／G比值 产率(％) M／G比值
___-l_-__-l_--__-__-___l__-___-_______--__-___________-_______-一iii_-_-__--_______-_______-_--__一
1．水解液，(MG)。 24．4 36．4 1．80

2．可透析物，(MG)。

3．不可透析物，(MG)

4．可透析物

5．(G)。

6．(M)。

6．90

n
15．0

4．90

45．4

15．9

1．59

0．47

2．46

31．9

2．30

6．40

34．4

11．3

1．38

0．14

13．2

7．乙醇沉淀物 3．oo 2．10

表6-2海带(Laminaria sp．)海藻酸胶酸水解分级产物的产率和M／G比值

Table 6-2 Yeids and M／G ratios of hydrolysates of alginate from Laminaria sp．

级分编号 酸水解1／2小时 酸水解8小时

产率(％) M／G比值 产率(％)M／G比值

1．水解液，(MG)n 24．1 37．4 1．70

2．可透析物，(MG)。

3．不可透析物，(MG)n 11．3

4．可透析物 1．40

5．(G)n 13．4

6．(M)。 39．2

7．乙醇沉淀物 4．70

2．08

O．68

4．64

31．3

2．60

3．30

10．7

26．8

4．70

2．38

0．27

5．63

8．残渣 1．40 3．40

的(M)n其M含量85％，如需要(G)。和(M)。含量高产品，可分别用半叶

马尾藻和海带作原料分级制备．半叶马尾藻(G)。含量高，因为它是多年生植

物：海带(M)。含量高，因是一年生植物．
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由上可知，制备(MG)。纯度高的样品有一定难度，应通过其它方式或途

径解决。将制得的高G含量海藻酸钠胶经过碱水解或甘露糖醛酸裂合酶处理，

经过分离提纯可得G段含量高纯度高的样品。

通常不管M段含量高的海藻酸钠胶样品，还是M段含量高的经过分级方法

得到的(M)。级分，分子量比较低而且含有G单元连接，为了得到分子量比较

高并且比较纯的甘露糖醛酸低聚糖，需要对聚合度高且M段含量高的样品中G

单元连接的糖苷键进行专一性降解研究。应此用提取的古罗糖醛酸裂合酶对高G

含量海藻酸钠样品进行了酶解研究，并对水解产物进行了分离提纯和结构鉴定。

6．2．1．2高G段高M段样品的分析表征

从GPC谱图上可知，M段级分有两个峰，含量分别为68．04％、31．96％，分

子量分别为4939、1112。平均分子量为3715．90，平均聚合度为18．86。G段级

分由一个主含量的大峰和一个含量很小的小峰组成，分子量为4644，平均聚合

度为23．6。从一个侧面证明M段比G段容易降解，纯度高的G段比纯度高的M

段容易获得。从‘H-NMR、¨C-NMR可方便地对各个化学位移峰进行识别，说

明样品可近似作为纯M段、纯G段标准品使用。

表6-3 M段G段海藻酸钠的‘H-NMR化学位移(ppm，相对于丙酮)

Table6．3 1H-NMR chemical shifts ofpoly．mannuronate and．guluronate blocks(ppm；

Acetone was used as the extemal standard．6H=2．1 0ppm)．

表6-4 M段G段海藻酸钠的碳原子化学位移(ppm，相对于丙酮)

Table6．4 13C-NMR chemical shiRs of poly—mannuronate and．guluronate

blocks(ppm；Acetone was used as the extemal standard．6C=3 1．45ppm 6)．

M段G段的1H．NMR、13C-NMR谱图为不知组成的海藻酸钠样品的结构测

定提供了参考依据。也为水解产物的结构鉴定提供了参考对照。知道了水解产物

结构可以推测水解机理。
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Fig．6．3 IH-NMR of poly．mannuronic acid
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图6-4高M段样品的13C-NMR谱图

Fig．6-4 13C-NMR of poly-mannuronic acid
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图6-6高G段样品的1H-NMR谱图

Fig．6．6 1H。NMR of poly．guluronic acid
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图6．7高M段样品的13C-NMR谱图

Fig．6—7 13C．NMR of poly．guluronic acid

由以上讨论可知，为了制备分子量高纯度好的M段样品，研究古罗糖醛酸

裂解酶对poly—G—blocks的降解显得很有意义。

6．2．2古罗糖醛酸裂解酶(G—lyase)对poly—G—blocks的降解

6．2．2．1酶的最适反应条件．

2．2．1．1酶的最适作用pH

图6-8酶的最适pH曲线

Fig．6—8 Plot of enzymic activity witll pH

96

∞

∞

∞

∞

扑

。

一基)^l!，—p暑Q蓦日一￡



第六章海藻酸钠的纯化和降解及其结构测定

以poly．G．blocks为底物，在室温及不同的缓冲液体系中测定了G—lyase的活

力，结果如图6．8所示。

结果表明：酶的最佳作用pH在7附近。而该酶在较宽的pH范围(pH7---9)

均具有较高的活力。即使在pill2的极端pH条件下，仍具有较高的酶活力(25

％)。

2．2．1．2酶的最适作用温度

以poly—G—blocks为底物，在最适pH下，温度对G—lyase活力的影响示于图

6-9中。结果显示：酶的最适温度在28℃左右，在24"-40℃之间，酶活力均维持

在较高水平，高于45℃酶活力迅速下降。

图6-9酶的最适温度曲线

Fig．6-9 Plot of enzymic activity with temperature

2．2．1．3酶的pH稳定性
。

图6．10是不同pH缓冲液体系下酶液4"C下放置24h后的残余酶活力，如图

图6一10酶的pH稳定曲线

Fig．6-1 0 Plot of enzymic stability、析th pH

结果表明：该酶在碱性环境(pH7．0"12范围)稳定性很好，残余酶活力在
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第六章海藻酸钠的纯化和降解及其结构测定

95％以上，在pH 2．0的酸性环境保存24h酶活力伤失，但在pH4．0的酸性环境中

保持24h酶活力仍能保留在40％以上，说明该酶有一个较宽的pH稳定性范围

2．2．1．4酶的温度稳定性

将酶液(0．05mol／L，pH7．5Tris．HCl缓冲液)在不同温度下保温30min，其残余酶

活见图6．11．结果表明：在40℃以下保温30min酶活力几乎无损失，但高于45℃

时，酶活力迅速下降，当温度升至50℃时，酶活力损失95％以上。

筋 ∞ 弱 ●O 45 ∞ 黯 ∞ ∞

Temoomturn(?)

图6—11酶的温度稳定曲线

Fig．6—1 1 Plot of enzymic stability with temperature

2．2．1．5不同金属离子对酶活力的影响

酶液与各种无机离子(或金属螯合物)在28"C保温30min，残余酶活力见表

6．5"-'6．6。

表6．5金属离子对酶活力的影响

Table6—5 Influence of metal ions on enzymic activity

金属离子

(氯化物)

相对酶活力％

(底物含2％NaCl)

对照

K+

Li+

Ba2+

Ca2+

C02+

Cu2+

Cu+

H92+

100．00

110．70

104．20

98．460

130．08

101．11

62．200

70．400

．|
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第六章海藻酸钠的纯化和降解及其结构测定

M矿
Mn2+

Ni2+

pb2+

Sn2+

A13+

Fe3+

Fe2+

EDlA

92．670

108．35

111．03

43．080

14．180

93．040

133．10

246．58

l

表6-6金属离子对酶活力的影响

Table6-6 Influence ofmetal ions on enzymic activity

金属离子

(氯化物)

相对酶活力％

(底物不含NaCl)

对照(不含NaCl)

K+

Li+

Ba2+

Ca2+

C02+

Cu2+

Cu-

H92+

Mg

Mn

Ni

Pb

Sn

Al

Fe

Fe

E：DTA

100．OO

81．680

81．770

74．110

169．26

72．030

97．360

59．930

．|

106．90

134．43

92．780

53．590

37．700

41：330

559．41

239．10

|

结果表明Fe2+，Fe3+，Ca2+，Mn2+在含有NaCl的底物和不含有NaCl的底物
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中对酶活都有促进作用，A13+，Sn2+，Pb2+，Cu+，Cu2+，Ba2+，Zn2+对酶有抑制作用，

EDTA和ng+使酶完全失活。

2．2．1．6 NaCI浓度对酶活力的影响

NaCl对酶有激活作用，因此测定了底物中不同浓度的NaCl对酶活力的影响，

见图6．12

00 0．5 1．0 1．5 20 25 30

7 7 7 NaCl?7 I％}

图6．12不同NaCl浓度对酶活力的影响

Fig．6—1 2 Influence of NaCl concentrations on enzymic activity

结果显示：NaCl浓度在2％时酶活力最高，NaCl浓度1％和3％时相对酶活

力在90％以上。这也许与产酶菌株生长的海洋环境有关。

2．2．1．7圆二色谱(CD谱)测定酶的二级结构结果

将G．1yase用CD谱测定其二级结构，Q．螺旋占59．6％，B．折叠占1．7％，D．

转角占17．5％，自由绕曲占21．2％．o p一折叠比较少，可能是对poly．G．blocks专一

性酶解的主要原因。酶的结构和专一性之间的关系是以后所应研究的方向。

6．2．2．2酶解古洛糖醛酸寡糖的分离纯化 ，

G—lyase对poly．G．blocks降解反应混合物，用乙醇沉淀去除杂质物质，上清

液含有古罗糖醛酸寡糖(产率为96．5％)；旋转蒸发后上BioGel P4柱分离。图

6．13是所得古罗糖醛酸寡糖的低压凝胶渗透色谱分离纯化图(235nm紫外分光

光度计在线检测)。从图6．13可知，基线基本上可以得到分离，所得分析结果是

可靠的。谱图显示寡糖混合物含有四个主要级分，记为Fr I，FrII，FrlII，FrIV；

对应的产率分别为39．5％，43．4％， 14．1％，3％。电喷雾电离质谱

(Electrospray—ionization mass spectrometry)测得的相应分子量分别为3 52．5，

528．5，704．8和881．2，说明各级分分别为2糖，3糖，4糖和5糖．

凝胶色谱方法根据样品中各组分的聚合度(分子量)不同，出峰时间不同以达

到分离的目的．ESIMS测定结果证实了凝胶色谱分离方法的结果，但要得到纯

品化合物还要进行二次纯化．本文对Fr I，Fr II，FrlII级分利用强阴离子交换色

100
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第六章 海藻酸钠的纯化和降解及其结构测定

谱进行二次分离纯化．FrⅣ级分由于样品量太少没有进一步分离纯化，鉴定结构．

嵌图A、B、C是在最佳条件下对级分Fr I，FrII，FrHI的分离效果图。从

图上可以看到基本实现基线分离，说明结果是可靠的。最佳条件是经过对不同流

动相、不同流速、不同上样量和不同的分布梯度的分离结果对比得到的。

离子交换色谱分离的原理是以样品的电荷密度不同，以梯度离子强度的缓冲

液洗脱以达到分离的目的。在本文中因为海藻酸寡糖的电荷密度基本相同，但在

离子交换色谱法分离过程中依然得到了较好的效果，说明了在以离子交换色谱法

分离的过程中根据每个组分的总电荷强度不同也同样可以达到良好的分离效果。

从Fr I，FrII，FrIII在强阴离子交换色谱中良好的分离效果，说明聚合度较

小的糖醛酸寡糖在离子交换色谱中出峰时间较聚合度大的糖醛酸寡糖为早。

从简单乙醇沉淀取上清液就可得到产率为27％的混合海藻酸醛糖酸寡糖，说

VolumB．n儿

图6．13海藻酸胶寡糖的分离纯化谱图

Fig．6—1 3 The separation graph of alginate oligoccharides on a BioGel P4

column(V0=72M1，Vi=178mL)．Eluted with 0．2mol／L NH4HC03 at a flow rate of

1．5mL／h而t11 detection at 235nm．Panel A，B and C was the purification graph of

Fr I，Fr II and FrlII，respectively,on SAX-FPLC．The gradient Was 0-0．4mol／L

NaCl(pH23．5)at 3mL／min for 2．5h．Numbersl一7 correspond to compounds

l-7，respectively． ．

表6．7酶解古洛糖醛酸寡糖特征ESIMS数据

Table6-7 Characteristic ESIMS data of guluronic oligosaccharide with enzymic

degradation
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第六章海藻酸钠的纯化和降解及其结构测定

表6-8酶解古洛糖醛酸寡糖的组成和含量

Table6-8 Composition and content of the guluronic

oligosaccharide with enzymic degradation

注：M单元占水解寡糖的10．18％

明酶的高效性和作为工业生产的可行性。从单一降解产物能够分离而且产率可精

确计算，说明工艺放大批量生产有可能。

从凝胶渗透色谱可知，Fr I，FrII，FrlII，FrIV都是单一聚合度的寡糖，电

喷雾电离质谱也证明了这一点。Fr I的强阴离子交换色谱峰是单一对称峰，是一

种化合物；FrII和Frlll分别由2个和4个峰组成，说明FrII由两种化合物组成，

FrlII由四种化合物组成。用半制备强阴离子交换色谱可得到7种化合物的样品，

用二维核磁共振可得到这些化合物的精确结构。

FrⅣ(五糖化合物)量很少说明G．1yase对poly．G．blocks的链段专一识别不

会超过5个糖单元，同时由不同聚合度寡糖(Fr I，FrII，FrlII，FrⅣ)的比例

可知G．1yase在裂解poly．G．blocks只认识某一个片断或某几个片断。由Fr II、FrlII

同一聚合度中不同构象组成的寡糖百分含量不同，说明G．1yase切割

poly-G—blocks只优先选择某一种或某几种糖苷键连接方式。今后，要寻找对海藻

胶寡糖有更高分辨率的方法对其进行分离纯化，并使用更好的结构鉴定方法对寡

糖结构进行鉴定，以便分析海藻胶裂合酶的降解行为，为酶解海藻胶的工艺作进

一步的指导。

6．2．2．3水解产物的结构鉴定

在1H NMR低场，85．92ppm为不饱和氢的化学位移，可定为非还原末端4

位上的氢，记为H．4¨(II表示非还原末端糖单元，4表示糖环上的位置)．在

13CoNMR谱图上可发现8110．96ppm属于C一4n．55．21ppm、54．87ppm、696．04ppm
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分别归属于非还原末端H—l¨(a)，还原末端H．1 1(p)和古罗糖醛酸还原末端异

头碳C．1 I。可确立化合物1是4．脱氧．a．L．赤式．△4，一．吡喃糖醛酸．(1-4)．a—L．古罗

糖醛酸(△G)。表6-9是化合物1的1H NMR和bCNMR数据。

从级分FrII中分得化合物2和化合物3，比例接近1：1，表6．10是他们的1H

NMR和13C NMR数据．对于化合物2，从1H NMR上可知65．69ppm是非还原末

端的氢，归属于H．4川(III表示非还原末端，4表示糖环上的位置)。85．02ppm，

84．85ppm，84．72ppm分别归属于均聚古罗糖醛酸H—l儿1，H．1¨， H．1 1的特征吸

收峰．再根据HMQC谱图上的碳．质子峰信号可推出化合物2的结构为4．脱氧

．a．L．赤式．△4，一．吡喃糖醛酸．(1．4)．0【一L．古罗糖醛酸．(1．4)．a．L．古罗糖醛酸(△GG)。
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图6—14三聚糖化合物2的HMQC谱图

Fig．6·14 HMQC oftrisaccharide2．I：reducing end；II：middle residues；III：nonreduc一

-ing end；and the numbers are the positions in pyranosyluronic acids．
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图6—15三聚糖化合物3的HMQC谱图

Fig．6—1 5 HMQC of trisaccharide3．I：reducing end；II：middle residues；Ill：nonreduci．

-ng end；and the numbers are the positions in pyranosyluronic acids．

对于化合物3，综合分析谱图，84．68ppm归属于H．1GB，84．94ppm归属于不饱和糖

环上的H-l，84．54ppm归属于甘露糖醛酸上的H．1，再结合HMQC谱图，可得

到化合物3为4一脱氧一o【一L．赤式．△4”．吡喃糖醛酸．(1．4)⋯13 D甘露糖醛酸．(1．4)．0【．L．

古罗糖醛酸(AMG)。二次纯化级分FrlII可得四种化合物(4，5，6，7)，其中化合

物6占主要含量。ESIMS检测结果证明级分FrIII是四糖化合物的混合物。从化

合物4的1H．‘H COSY、HMBC谱图，并参照AG、AGG的相关谱图，化合物4

可认为是古罗糖醛酸的低聚物，结构为4．脱氧．0L．L．赤式．△4，一．吡喃糖醛酸

一(1—4)-a—L-古罗糖醛酸．(1—4)．a—L-古罗糖醛酸．(1．4)．0【．L一古罗糖醛酸(AGGG)。在

AGGG的HMBC谱图中，(H-1IV，C．4儿1)，(H．1川，C．411)，(H．1 I，C．4I)，(H．1 I，
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C-4 1)，(H．1 1，C-4 1)，(H．1 1，C．411)的相关峰，结合1H．1H COSY谱图，证

明化合物4的谱峰归属是正确的。
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图6．16四聚糖化合物4的1H．1H COSY谱图

Fig．6．16 1H．1H COSY of tetrasaccharide 4．IV：nonreducing end；III：middle residues

Ileal"to nonreducing end；II：middle residues neat to reducing end；I：reducing end，

The numbers are the positions in pyranosyluronic acids．

从化合物5的1H-1H COSY，HMBC谱图，参照AMG的结构和谱图，化合

物5的结构被鉴定为4一脱氧．a．L．赤式．△4一．吡喃糖醛酸一(1．4)．D．D．甘露糖醛酸

·(1—4)一0【一L-古罗糖醛酸一(1—4)-0【-L-古罗糖醛酸(AMGG)．正如谱图所示，高场的

84．52ppm应归属于H-1儿1，并说明糖残基IⅡ是甘露糖醛酸。化合物5的HMBC

谱图说明，在H．1I⋯(4．92ppm)和C．4川(78．28ppm)，H。lI¨和C．3II，H．1¨和C．4 I，

C．1 1和H．2 I，C．1 1和H．3 I，C．1 1和H．5 1，C．1 I和H．1 1I，H．4I‘和C．1IH，H．4 1

和C—l儿之间的相关峰，说明各基团的相互作用的重要性，并说明所推论的化合
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物5结构(AMGG)糖链顺序是正确的。通过解析化合物6的NMR谱图可得出

它的结构是4．脱氧．a．L．赤式．△4．一．吡哺糖醛酸(1．4)．0【．L．古罗糖醛酸．(1-4)．p．D．

甘露糖醛酸一(1．4)．仅．L．古罗糖醛酸(AGMG)。同样方法可以得到化合物7的结构

为4．脱氧．0【．L．赤式．△4一．吡哺糖醛酸．(1．4)⋯13 D甘露糖醛酸．(1—4)⋯13 D甘露糖醛

酸一(14)⋯13 D甘露糖醛酸(AMMM)。
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图6．17四聚糖化合物4的HMBC谱图

Fig．6—1 7 HMBC(B)oftetrasaccharide 4．IV：nonreducing end；III：middle residues ileal"

to nonreducing end；II：middle residues near to reducing end；I：reducing end，The

numbers al e the positions in pyranosyluronic acids．

本节中，从酶解海藻酸胶寡糖混合物中分离纯化得到七种寡糖，化合物1．7

的相应产率分别为39．5％，22．1％，21．3％，2．2％，2．4％，8．3％，1．2％。结构鉴

定结果说明，从产物混合物中分离得一种二聚糖AG(39．5％)，二种三聚糖(AGG，

22．1％；AMG，21．3％)。从产物混合物中没有分离到AM，AMM或者△GM。而

且产物中甘露糖醛酸的含量从9％增加到10．68％，M含量增加了18．7％。我们推
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测裂解位点位于两个古罗糖醛酸之间(一G．G．)，使得一个古罗糖醛酸变成不饱和

糖醛酸位于产物的非还原末端，而另一个古罗糖醛酸位于产物的还原末端。这些

结果验证了G．1yase是古罗糖醛酸专一裂解酶。从产物含量可知，二聚糖、三聚

糖、四聚糖共占产物97％，五聚糖只占3％，六聚糖几乎没有检测到，这些结果

说明G．1yase酶所能识别的最长链段为五聚糖：．G．G．G．G．G．，．G．G．G．M．G_，

．M-G．G．M．G．或者．G．G．M．G．G．。G．1yase酶的裂解机理如图6．22所示，这些机

理与张真庆【1391，Y．Matsubara[1 401，J．Boyd【1411三个作者所报道的古罗糖醛酸裂解

酶机理相似。
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图6．18四聚糖化合物5的1H．IH COSY谱图

Fig．6．18 1H-'H COSY(A)tetrasaccharide 5．IV：nonreducing end；III：middle residues

near to nonreducing end；II：middle residues ileal"to reducing end；I：reducing end．The

numbers are the positions in pyranosyluronic acids．
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图6．19四聚糖化合物5的HIVIBC谱图

Fig．6—1 9 HMBC(B)of tetrasaccharide 5．IV：nonreducing end；Ill：middle residues

near to nonreducing end；II：middle residues near to reducing end；I：reducing end．The

numbers are the positions in pyranosyluronic acids．
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图6．20四聚糖化合物6的HMBC谱图

Fig．6-20 HMBC spectra of tetrasaccharide 6．The crosspeaks of 6 are assigned

aS：l，HlⅣ．C3IV；2，HIⅣ．C3IV；3，HllII．C5111；4，HlⅣ．C4111；5，HlⅣ．C4IIl；6，HlIlI．C4II；7，Hl II．C4
I

；8，Hl儿．C2 11；I：reducing end；II：middle residues near to reducing end；III：middle

residues near to nonreducing end；IV：nonreducing end．Square brackets stand for

contaminates signals ofAMMM in 6．
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图6—21四聚糖化合物7的HMBC谱图

Fig．6-2 1 HMBC spectra of tetrasaccharide 7．The crosspeaks of 6 are assigned

as：a,Him_C
n
l；b，H5 1．CI 1；c，H3 1．CI 1；d，H4m．CIⅣ；e，144 1．CI 11；f,H4 1CiIIl；g，H4m．CltV；

h，H2 1-Cl 1；I：reducing end；II：middle residues near to reducing end；III：middle

residues near to nonreducing end；IV：nonredueing end．
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上
一X二Y—G—G—G———◆ 一X—Y—G + AG

—一一X—G + △GG

—X—G—G—M—G———◆ 一X—G + △MG

上
一G—G—M—G—G———◆ 一G + △MGG

上一G—G—G—M—G——_ 一G + AGMG

图6．22古罗糖裂解酶对G段的裂解机理

Fig．6—22 Possible modes for poly-G—blocks hydrolysis witlI

G-lyase．X=M or G；Y=G or M；G：guluronie acid；M：mannu-

一ronic acid；上：hydrolysis sites．

表6-9二聚糖(化合物1)的NMR数据

T拍le 6．9 TheNMR data of disaccharide 1

1△G I

Ⅱ

96．04(93．42) 71．61(69．00)72．66(70．03)82．39(79．77) 75．92(73．55)

103．20(100．39)69．73(67．07)65．21(62．39)110．96(107．99)146．99(144．61)

I(a) 5．19 3．87 3．63 ． ．

I(p)4．87(4．85)3．55(3．53)4．20(4．14) 4．1 6(4．1 1)4．44(4．39)

II 5．21(5．18)3．92(3．91)4．32(4．29) 5．92(5．88) ．
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表6．10三聚糖化合物2与化合物3的NMR数据

Table6．10 TheNMR data oftrisaccharides 2 and 3

2△GG I

II

IH

3△MG I

II

III

2△GG I

II

III

3△MG I

II

Ⅲ

93．290(94．520)69．130(70．4lO)70．090(71．250)80．350(81．500)73．450(74．670)

100．49(101．99)64．850(65．970)68．930(70．110)79．720(80．900)67．120(68．320)

100．83(101．63)66．9l(68．05)62．72(63．82) 107．77(108．86)44．71(145．90)

93．250

101．37

100．13

68．830

70．510

66．690

70．290

71．2lO

63．670

lH—NMR

80．150

76．090

107．52

73．680

78．260

145．18

H-l H·2 H．3 H．4 H。5

4．72(4．78)

4．85(4．90)

5．02(5．08)

4．68

4．54

4．94

3。45(3．50)

3．70(3．76)

3．75(3．8 1)

3．53

3．8l

3．77

3。96(4．oo)

3．94(4．oo)

4．24(4．23)

4．15

3．59

4．28

3．86(3．91)

4,08(4．13)

5．69(5．75)

3．94

3．75

5．57

4．24(4．30)

4．3 1(4．36)

4．21

3．55

注：I为还原末端，II为非还原末端。括号内的化学位移摘自参考文献lO。

表6．11四聚糖化合物4，5，6，7的NMR数据

Table6—1 1 TheNMR data of tetrasaccharides 4,5，6 and 7

4AGGG I

II

III

Ⅳ

5AMGG I

II

93．310 69．150 70．110 80．350 73．450

100．69 64．890 68．950 80．020 67．160

100．86 65．010 69．150 79．790 67．160

100．56 66．920 62．710 107．75 144．75

93．300 69．1 60 70．090 80．400 73．470

100．93 64．790 69．160 67．340 63．680
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Ⅲ

Ⅳ

6AGMG I

II

Ⅲ

Ⅳ

7△MMM I

II

IⅡ

Ⅳ

4AGGG I

II

IⅡ

Ⅳ

5AMGG I

II

IⅡ

Ⅳ

6△GMG I

II

ⅡI

Ⅳ

7△MMM I

II

Ⅲ

Ⅳ

101．28

100．17

70．500

64．790

71．250

67．340

93．300 68．880 70．290

101．34 70．930 71．460

99．470 64．820 69．060

100．49 71．220 62．560

93．090 66．700 71．460

100．17 70．180 71．220

101．34 71．220 71．460

1 OO．03 66．930 63．660

1HNMR

78．280

107．55

80．220

77．370

79．840

107．80

77．370

78．160

78．010

107．63

76．100

145．19

73．750

76．080

67．250

144．73

76．210

76．210

76．210

145．22

H一1 H．2 H．3 H．4 H．5

4．7l

4．86

4．88

5．02

4．69

4．84

4．52

4．92

4．68

4．52

4．83

5．02

5．04

4．48

4．53

4．93

3．46

3．70

3．75

3．74

3．43

3．79

3．79

3．76

3．53

3．76

3．69

3．74

3．8l

3．84

3．8l

3．78

3．96

3．93

3．84

4．19

3．94

4．02

3．56

4．28

4．14

3．59

3．9l

4．17

3．58

3．59

3．59

4．28

3．87

4．07

3．96

5．68

3．85

4．27

3．73

5．55

3．93

3．82

4．06

5．69

3．70

3．73

3．79

5．57

4．24

4．30

4．31

4．23

4．23

3．54

4．2l

3．57

4．61

3．55

3．55

3．60
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6．2．3海藻酸钠LVCR的结构组成测定．

在糖链结构的研究中，核磁共振技术的重要性是毋庸质疑的。核磁共振分析

样品用量少且无破坏性，傅立叶技术的应用促进了碳谱的常规化，使其可以与氢

谱相媲美，这两种核磁谱相互补充在结构测定方面相得益彰。近年来随着超导核

磁的普及，种类繁多的二维谱技术得到广泛应用。在糖链的结构分析中，综合运

用这些技术可以获得组成单糖的种类、异头构型、糖苷键位置、非糖取代基位置、

单糖连接顺序等一级结构的丰富信息。如果将其与经典的甲基化分析、部分降解

等方法联合应用，可以大大加快糖链结构研究的进程。图6—23是海藻酸钠LVCR

的13C-NMR谱图．
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图6．23海藻酸钠LVCR的13C-NMR谱图

Fig．6．23 13C-NMR of sodium alginate LVCR

下面是99"-"102ppm之间的图谱分析：
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101"--102ppm之间为异头碳(anomeric carbon)C-1苷原子的相应谱图数据，

表6．12海藻酸钠样品13C-NMR谱图相应谱峰归属

Table 6．1 2 Assignments of peaks in the 13C．NMR spectrum of alginate

注：P．P．ITI．66．71的峰没有进行归属。

下面利用贝努利和马尔可夫统计理论，结合核磁谱图数据对海藻酸钠LVCR

进行结构分析测定：

AMMO十AGMG=AMG=I．00

AM00卅吣GG=AGG=1．20

AMMM+AGMM=AMM=2．32

AGGM+AMGM=．AGM=O．97

～=AMO+Aco+AMM+AGM=1．000-1-1．1 99-1-2．321．1．0．965=5．49

FMO=AM(3／Ao=1．000／5．485=0．1 8

Foo=AGO／Ao=1．1 99／5．485=0．22

FMM=AMM／Ao--2．321／5．485=0．42

FGM=AGMI Ao--0．965／5．485=0．1 8

FM=I-Fo

FMG+GM=2(Fc—FoG)

FMM=I．-FGc-2(FG·-Foo)=I+FGo--2Fo

得Fo=0．40

FM=0．60
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NM=FM／FMG=O．6023／0．1 823=3．30

NG=Fo／FoM=0．3977／0．1 759=2．26

FMMM=(FMM)2／FM=0．30

FGMM=FMMo=(FMM十FMG)／FM=0．1 3

FOMG=(FGM半FMo)／FM=0．05

FGGG=(FGG)z／Fc=0．1 2

FMGG=FGGM=(FGG幸FGM)／FG=0．1 0

FMGM=(FMG+FGM)／FG=0．08

NM(>1)=(FM-FGMG)／FMMG=4．29

NG(>1)=(Fo·FMGM)／FGGM=3．28

计算FMM=(FM)2=O．36

计算FMG=计算FGM=FM乖FG=0．24

计算Foo=(Fo)2=O．1 6

从测得的M单元、G单元含量FM、FG按统计学原理计算得计算FMM计算FMG计

算FGM计算FGG，MM段含量最高占36％，MG、GM交替段次之占24％，GG段最

低占16％。实际测得的MM段最高占42％，交替段MG占18．23％，GM段占

17．59％，GG段占21．86％。总体趋势是一样的说明测试方法和数据处理方法可

靠。从计算结果可知，M段含量高于G段含量，M／G=3／2=1．5，M段的平均聚合

度为3．3，G段的平均聚合度为2．26，纯M段(单元数>1)的平均聚合度为4．29，

约占42．32％，纯G段(单元数>1)的平均聚合度为3．28，约占21．86％，交替段

(MG+GM)约占35．82％。测试结果表明被测样品主链是单元数为4的纯M片

段，被大量的交替段给隔开，链段上镶嵌着不是很多的单元数为3的纯G片段。

文献报道Alginate分子链长经稀酸水解后平均聚合度DP>20，对还原末端基

的校正可忽略，因此，FMG=FGM，从而，可以计算M／G比值和二聚糖频率。引

入参数”代表嵌段的分布特征，即

TI=FMG+GM／(FM幸FG)

T1的大小表明：

(a)O_<rl<l为嵌段形式分布；(b)11=1为完全无规线团形式分布：(c)1<r152

为交替嵌段形式分布。

样品实测FMG=O．1823，FGM=O．18，FMc．≈FGM，符合条件，可以用该参数来表征

FM*FG=O．6023*0．3977=0．24
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FMG+GM=FMo+FGM=0．1823+0．1 759=0．36

11=FMG+GMI(FM书FG)=1．50

l<rl<2为交替嵌段形式分布，与前面描述相同。证明方法可靠。

表6．13海藻酸钠样品和分级产物中二聚糖频率分布以及相应平均链段长度

Table6—13 Distribution of diad frequence in alginate and alginate

fractions，and the corresponding number—average block—lengths

Values given in parenthesis are calculated according to OBemouillian statistics

表6．14海藻酸钠样品和分级产物中三聚糖频率分布以及相应平均链段长度

Table6-1 4 Distribution of triad frequence in alginate and alginate fractions，and the

corresponding number-average block-lengths

Values given in parenthesis are calculated according to口first-order Markovian

statistics

6．3小结

(1)对海藻酸钠进行分级，得到了高M段高G段样品，并得到了相应的

1H-NMR、13C-NMR谱图，为不知组成的海藻酸钠样品的结构测定提供了参考依

据。也为水解产物的结构鉴定提供了参考对照。

(2)对古罗糖醛酸裂解酶(G．1yase)降解poly．G．blocks的产物进行分离纯化

和结构鉴定，并分析了酶解机理．结果表明：酶的最佳作用pH在7附近，最适

温度在28℃左右，Fe2+,Fe3+,Ca2+'Mnz+在含有NaCI的底物和不含有NaCl的底物

中对酶活都有促进作用，A13+,Sn2+,pb2+'Cu+，cu2+，Ba2+,Zn2+对酶有抑制作用，EDTA

和H矿+使酶完全失活。NaCI浓度在2％时酶活力最高，

(3)从酶解海藻酸胶寡糖混合物中分离纯化得到七种寡糖，化合物1．7的相

应产率分别为39．5％，22．1％，21．3％，2．2％，2．4％，8．3％，1．2％。结构鉴定结

果说明，从产物混合物中分离得一种二聚糖△G(39．5％)，二种三聚糖(AGG，
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22．1％：AMG，21．3％)。从产物混合物中没有分离到AM，AMM或者AGM。而

且产物中甘露糖醛酸的含量从9％增加到10．68％，M含量增加了18．7％。推测裂

解位点位于两个古罗糖醛酸之间(．G．G．)，使得一个古罗糖醛酸变成不饱和糖醛

酸位于产物的非还原末端，而另一个古罗糖醛酸位于产物的还原末端。这些结果

验证了G．1yase是古罗糖醛酸专一裂解酶。从产物含量可知，二聚糖、三聚糖、

四聚糖共占产物97％，五聚糖只占3％，六聚糖几乎没有检测到，这些结果说明

G．1yase酶所能识别的最长链段为五聚糖．

(4)用乃C-NMR结合马尔可夫(贝努利)统计理论对海藻酸钠样品LVCR

结构进行分析，结果表明LVCR中G单元含量为39．77％：
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第七章结论与展望

7．1 结论

本文利用等温滴定量热、圆二色谱对海藻酸钠理化性质研究，结合粘度测试、

膨胀收缩对海藻酸钠凝胶进行多角度的研究，以及对海藻酸钠结构的测定和特种

品种制备的研究，得出以下结论：

(1)Ca2+与海藻酸钠相互作用时有两个结合位点．分别对应

Kl=1．21E7(L·mol。‘) ， ASI=141．840·mol"1．K。1) ， AHl=1．89(kJ·mol。1) ；

K2=2．90E4(L·mol以)，AS2=79．080·mol"1"Kd)，An2=．1．84(kJ·mol。1)。锌与海藻酸钠

相互作用时只有一个结合位点，结合常数K=9472(L·mol。1)，熵变

AS=128．95(J·molq．K"1)，焓变AH=1 5．8(kJ·mol。)。海藻酸锌凝胶比海藻酸钙凝胶

内的交联点多，海藻酸锌凝胶比海藻酸钙凝胶对卵清蛋白扩散阻滞作用强。

(2)将钙锌铜离子与海藻酸钠反应时的相应TAS对AH作图，三点接近于线

性关系，符合等动力学关系理论。说明钙锌离子与海藻酸钠之间是静电相互作用。

(3)210nm左右(200nm一230nm)的谱带是海藻酸钠的特征吸收峰。在这一谱带

范围内，利用两参数法对多种组成海藻酸钠品种进行结构测定，误差不超过8％，

可应用于快速简便的海藻酸钠中M、G段含量的测定。

(4)圆二色谱研究表明：钙锌离子与海藻酸钠反应时，分前后两个阶段；临

界点前构象的变化与二价阳离子用量成线性关系，说明所形成的配合物的结构是

均一的。钙锌离子优先与G单元相互作用，锌离子对G、M单元相互作用时差

别没有钙离子大，即锌离子对G、M单元识别作用不如钙离子。锌离子临界点

f值比相应钙离子大，说明锌离子与海藻酸钠形成凝胶时，交联点比钙离子的多。

(5)海藻酸钠中存在规整结构的双螺旋功能微区，规整微区的含量与G段含

量有关；规整排列的G段是形成双螺旋功能微区的物质基础，受温度影响比较

大；双螺旋功能微区随温度而发生的有序．无序可逆转变，与晶体随温度“融化”

和“成核”过程很相似。

(6)海藻酸钠与二价阳离子凝胶时会发生膨胀收缩现象，对Cu2+、Ca2+、Zn2+

离子来说，膨胀收缩程度的大小，与三个离子的性质有关，如离子大小，成键电

子轨道等。当外界条件不同时，如在不同的氯化钠和凝胶离子溶液中，膨胀和收

缩是可逆的。这些宏观的膨胀收缩现象，是微观离子结合和竞争解离的结果。

(7)在海藻酸钠与钙离子结合过程中，量热反应的第一类结合位点，对应于

离子量对圆二色谱影响的第一阶段线性部分，钙离子优先与G单元形成的蛋盒

空腔作用，由于钙镶嵌于已存在的螺旋蛋盒空腔中，相似于分子内交联，对粘度
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贡献不大，同时释放出钠离子，起到少量电解质的作用，使粘度有稍微下降的趋

势。在半蛋盒结构以及二聚体聚集体形成过程中，钙离子与糖单元相互作用时作

用力不大，主要是脱溶剂化程度很低，二聚体结构不需要重排就可进一步聚集，

分子链的构象改变不显著。这样导致焓变为放热反应，同时构象变化也比较低。

在圆二色CD谱图上，对应于第二阶段的斜率比值比第一阶段小。在这一过程中，

以分子间交联为主，体系粘度急剧上升。

(8)对海藻酸钠进行分级，得到了高M段高G段样品，并得到了相应的

1H-NMR、13C-NMR谱图，为不知组成的海藻酸钠样品的结构测定提供了参考依

据。也为水解产物的结构鉴定提供了参考对照。

(9)对古罗糖醛酸裂解酶(G-lyase)降解poly．G．blocks的产物分离纯化得到

七种寡糖，化合物1．7的相应产率结合结构鉴定结果说明，裂解位点位于两个古

罗糖醛酸之间(．G．G．)，结果验证了G．1yase是古罗糖醛酸专一裂解酶。从产物

含量可说明G．1yase酶所能识别的最长链段为五聚糖。

(10)用乃C-NMR结合马尔可夫(贝努利)统计理论对海藻酸钠样品LVCR

的结构进行了分析，结果表明LVCR中G单元含量为39．77％。

7．2展望

作者通过用等温滴定量热、圆二色谱对海藻酸钠的理化性质研究和海藻酸钠

特种品种的制备，有了一定的研究基础，结合当前国内外学科前沿发展方向，对

海藻酸钠的研究提出以下建议：

(1)用等温滴定量热(ITC)、圆二色谱(CD)、分子探针、纳秒荧光仪(激

光荧光寿命法)、荧光光谱仪测定研究生物大分子海藻酸钠与小分子间(离子、

表面活性剂等)相互作用与识别及引起的结构动态变化，用时间分辨技术研究分

子聚集体形成过程和聚集体的结构性能关系：

(2)用分子探针(芘)、荧光光谱仪、纳秒荧光仪(激光荧光寿命法)研究

海藻酸钠与不同表面活性剂形成疏水微区的最佳配比、微区的形成机理和极性；

(3)今后应加强海藻酸糖各组分的分离纯化技术和药理学研究，进一步研究

各类多糖的结构和生物活性的关系，确定多糖活性决定部位，为新药和保健食品

的开发奠定基础，扩大海藻酸作为药物载体在医药领域的应用范围；

(4)将海藻酸钠生物大分子链用特殊基团修饰后，结合现代测试方法(如核

磁滴定等)和超分子化学理论对海藻酸钠自组装性能、与二价阳离子结合配位性

能和聚集体特征进行精确详细的研究和解释；

(5)将海藻酸钠理化性质研究和特种品种制备技术，拓展为一个包括海藻酸

钠、果胶、螺旋藻和其他多糖在内的生物多糖研究平台。
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发表论文和参加科研情况

发表论文和参加科研情况

发表论文情况：

1、海藻酸作为活性药物和新型药物转运载体的开发，海洋技术，印刷中



附录

附录主要符号说明

普朗克常数h罩6．626068×10副m2 kg／s

lev=l电子伏特=1．60217646×10以9焦耳

ITC：等温滴定量热(isothermal titration calorimetry)

CD-圆二色谱(circular dichroism)

M：甘露糖醛酸单元

G：古洛糖醛酸单元

COSY：相关二维核磁共振谱

HMBC·异核多量子相关谱

HSQC：异核单量子相关谱

0：圆二色CD中的椭圆值

[e】：摩尔椭圆值，单位是度木厘米2幸分摩尔。1

f；离子与海藻酸钠上羧基的摩尔比
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