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甲壳质及壳聚糖的硫酸酯化反应是其化学修饰中最吸引人的研究内容之一。由于它

们与肝素有相似骨架 , 经硫酸酯化 , 引入 -NHSO3H , - CH 2OSO 3H - OSO3H , COOH ,

-CH2COOH基团后得到甲壳质(壳聚糖 )类肝素药物 , 显示出抗栓 、 抗凝血性能(李鹏程

等 , 1998;曾宪放等 , 1992;Proeyanat et al., 2002);如 Muzzarelli(1985)早已预见并证

实其抗凝血活性;莫斯科血液研究中心病理药理系止血组的研究人员也证明了壳聚糖硫

酸酯具有抗凝血活性 , 他们将肝素与壳聚糖硫酸酯以 1∶1的比例给家兔静脉注射各 0.5

mg /kg, 与单纯用肝素 1mg /kg对照组比较 , 其抗凝血效应基本接近 , 但对照组有出

血副作用 , 而试验组无副作用 , 可以证明壳聚糖硫酸酯具有既抗凝血又止血的双重调

节作用;Tokura等 (1994)证实分子质量大小和脱乙酰度不同对磺化产物的抗凝血活

力有影响 , 样品分子质量 26 000D a的活性最高 , 脱乙酰度 70%比 45%的抗凝血活性

更强 , 脱乙酰度为 95%的壳聚糖磺化后抗凝血活性最弱。在中国这方面的研究相对

较少 , 特别是分子中含硫的多寡对生物活性的影响还未见报道 。本文作者就壳聚糖的

磺化产物对大鼠抗栓 、 抗凝血进行了研究 , 表明壳聚糖硫酸酯具有一定的抗栓 、 抗凝

血效果 , 且具有一定的量效关系 , 这对今后该方面的进一步研究提供了科学理论

依据 。

一 、材料及方法

1.材料 、 试剂 、仪器

　　作者实验所用材料壳聚糖是青岛百成海洋生物资源有限公司产品 , 色泽乳白色 , 颗

粒度 100目 , 脱乙酰度为 91%;试剂 DMF(N , N-二甲基甲酰胺 )、 氯磺酸 、甲酰胺 、甲
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酸 、乙醇均属国产商品试剂 AR级;透析袋为 8 000 ～ 12 000D;N icole tNexus 470 FT-IR

型傅立叶变换红外光谱仪;JEOL JNM-ECP 600核磁共振仪。

2.方法

(1)红外光谱分析

N ico le tNexus 470 FT-IR型傅立叶变换红外光谱仪 , 采用 KBr压片法进行测定 。

(2)核磁(
13
CNMR)谱分析

JEOL JNM-ECP 600核磁共振仪 , D2O作为溶剂 , 用 150MHz频率照射 , 在 20℃下

记录图谱。

(3 )硫含量测定

用 BaC l2-明胶法进行硫含量测定 。

(4)试验动物

实验动物:W istar大鼠 , 体重 18 ～ 22 g, 雌雄各半 , 由山东省新药药理研究中心实

验动物室提供 , 合格证号:970102。

饲养条件:室温 18 ～ 22℃, 小鼠每笼 5只 , 自由摄水摄食 , 饲料为颗粒鼠料 , 由山

东省新药药理研究中心实验动物室提供。

试验方法:预试验表明 , 本品毒性较低 , 难以测出 LD50 , 故进行其小鼠一日内最大

耐受量测定 。

(5)壳聚糖的磺化反应

将 10m lHC lSO3搅拌下缓慢滴加到适量的试剂 DMF中 , 上述反应温度控制在 0 ～

4℃。滴加完毕 , 反应混合物搅拌至室温直到变成澄清溶液为止 (待用 )。将一定量的壳

聚糖溶于适量的甲酰胺与甲酸的混合溶液中 , 然后将上述混合物加入 , 在一定温度下搅

拌反应一定的时间。将反应液倒入 3倍体积的乙醇中 , 搅匀后沉化 30m in, 抽滤 , 所得

滤饼用水溶解 , 2mo l /L NaOH中和 , 蒸馏水透析 , 冷冻干燥得产品 。时间 、 温度等条

件决定硫在壳聚糖上的取代度 。

(6)壳聚糖硫酸酯(CSA、 CSB)急性毒性试验

取样品 CSA、 CSB, 分别配制溶液浓度为 12.5 g /100m l, 给药量 0.2 m l /10g, 取健

康W istar大鼠 20只 , 雌雄各半 , 试验前 12 h禁食不禁水 , 第 2d按 0.2m l /10g体重 i.p

混悬液 , 于 8:00 am i.p一次 , 药后立即观察动物反应情况 , 并记录动物行为活动 、呼

吸 、精神状态 、 大小便性状及颜色 、 被毛 、 鼻 、 眼 、 口腔分泌物和死亡情况 , 连续

观察 7 d。

(7)对大鼠血栓形成和凝血时间的影响

取健康W istar大鼠 60只 , 雌雄各半 , 按体重随机分为 6组 , 空白对照组 , 阳性对照

(阿斯匹林)组(100mg /kg), CSA高(600 mg /kg)、低 (200 mg /kg)剂量组和 CSB高 (600

mg /kg)、低 (200mg /kg)剂量组 , 每组 10只 , CSA , CSB各剂量组连续 i.p给药 7 d, 空白

组给予等量 0.5%羧甲基纤维素钠溶液 , 阳性对照组于测试前连续给药 3 d, 于最后一次

i.p药后 1 h将动物麻醉 , 剪尾取血测凝血时间。腹部正中切开 , 充分暴露腹主动脉 , 用

细针将 4 cm长手术线(折成双线)穿入腹主动脉 , 将针取出后 , 使线完全留在血管内 , 血
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管压迫止血 , 手术后 45m in称量丝线增加的重量 , 与对照组进行比较。

二 、结果与讨论

1.壳聚糖磺化结果

　　作者所制壳聚糖磺化产物 CSA、 CSB经 BaC l2-明胶法检测硫酸根含量分别为

21.23%和 42.21%, 通过 IR和 NMR进一步证实了本制备方法已成功地将硫酸酯基引入

到壳聚糖上 (如图 1 ～图 3)。由图 1、 图 2比较可以看出 , 在图 2中 1253.17 cm
- 1
处出

现了 S O的非对称伸缩振动 , 在 813.71 cm
-1
处出现了 S -O - C的对称伸缩振动 , 初

步证明了分子中硫酸酯基 (-OSO
-
3 )的存在。由图 3可以看出 , 在壳聚糖的 C6、 C3 、 C2

位引入硫酸酯基 (-OSO
-
3 )后 , 由于硫酸酯基的去屏蔽作用使 C6的化学位移由 62.85 ppm

明显向低场漂移至 69.3 ppm , 同上所述 , C3的化学位移由 75.3 ppm明显向低场漂移至

78.1 ppm , C2的化学位移由 56.7 ppm明显向低场漂移至 58.2 ppm , 表明此反应已成功

地将硫酸酯基引入到壳聚糖上 。

图 1　原料壳聚糖的红外光谱图
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图 2　壳聚糖硫酸酯的红外光谱图

图 3　壳聚糖硫酸酯的 13C NMR图谱

2.毒性试验结果

CSA i.p、 CSB i.p给药后小鼠活动立即增加 , 10 m in后动物逐渐出现扭体 , 活动减

少 , 1 h后扭体症状消失 , 动物开始出现俯卧 , 闭目不动 , 直至用药后 8 h仍少动 , 药

后第 2 d动物恢复正常。连续观察 7 d未见明显变化 , 第 7 d处死并剖检部分小鼠 , 肉

眼观察心 、 肝 、 脾 、 肺 、肾等主要脏器均无肉眼可见异常。表明 CSB小鼠 i.p给药的一

日最大耐受量大于 2.5 g /kg, 本品一次用药无明显毒性作用。



122　　 海　洋　科　学　集　刊

该样品的原料壳聚糖天然无毒 , 具有生物相容性并可在体内降解 , 经磺化引入

SO
2 -
4 , 结构类似肝素 , 与其他含 SO

2 -
4 的天然多糖一样 , 其毒副作用小 。经过作者的实

验证明 CSA、 CSB毒副作用小 , 可见 CSA、 CSB作为新药开发是可行的。

3.对大鼠血栓形成和凝血时间的影响及结果 (表 1)

表 1　CSA、 CSB连续给药 7 d对大鼠血栓形成和凝血时间的影响

组别 剂量 /(mg /kg) 血栓重量 /m g 凝血时间 /s

Veh(对照组) / 5. 56±1. 08 72. 0±15.0

阿司匹林 100 4. 31±1. 28※ 87. 9±18.4※

CSA 200 5. 15±1. 13 76. 9±14.8

CSA 600 5. 02±1. 11 79. 4±17.5

CSB 200 5. 43±1. 14 71. 8±15.9

CSB 600 4. 77±1. 26 82. 3±16.4

　　 x±s　※p≤0. 05　 vs　V eh　N =10

从表 1可以看出 , 阿司匹林组大鼠在连续给药 3 d后 , 凝血时间明显延长 , 所形成

血栓重量也明显小于对照组。 CSA , CSB组大鼠在连续给药 7 d后 , 小剂量组对凝血时

间无明显影响 , 对抑制血栓形成表现一定的作用趋势 , 但与对照组比较 , 差异无统计学

意义 , 大剂量组对凝血时间影响明显 , 所形成血栓重量也明显小于对照组 , 表明壳聚糖

硫酸酯对血栓及凝血时间的影响有一定的剂量关系 。

阿司匹林作为一种血凝抑制剂 , 具有抗血小板聚集作用 , 可以明显减少周围动脉内

阻塞性血栓的形成。阿司匹林和肝素抗凝血的作用机制相似 , 可以用于心 、 脑血管疾病

的预防和治疗 , 但阿司匹林易引起出血或者溃疡 , 消蚀胃黏膜并损伤肾脏等不良反应 。

虽然阿司匹林抗凝血的作用强 , 但副作用大 , 不是理想的治疗药物 , 人们希望找到活性

强 、副作用小的药物 。壳聚糖磺化后结构类似于肝素 , 且毒副作用小 , 本实验样品脱乙

酰度 91%, 给药方式是采取灌胃法 , 与静脉注射相比 , 吸收不充分 , 作用慢 , 其生物

利用率低 , 其抗凝血活性比较低 , CSA和 CSB在低剂量 200mg /kg时对血栓形成和凝血

时间几乎没有影响 , 剂量提高为 600mg /kg时则表现出一定的生物效应 , 但效果仍不显

著 , 呈现出剂量依赖性 , 随着剂量再加大可能表现出显著的作用 。其中磺化度较高 , 分

子量较小的合成产物样品 CSB比 CSA更能预防血栓形成并延长凝血时间。可见壳聚糖

硫酸酯的磺化程度和分子量大小对防治血栓和抗凝血活性有一定的相关性 。
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ABSTRACT

Tw o sulfated chitosan deriva tives w ere prepared in this pape r (CSA and CSB that is low

and high rep lacement) and the irmed ica l effectw as researched.A im:to study the e ffec t of chi-

to san derivatives on thrombus form ation and cruo r time inm ice.Method:six ty m ice w ere divid-

ed in to six groups and each g roup w as raised w ith chitosan de rivatives(CSA、 CSB)200 and 600

mg /kg, aspirin 10 mg /kg, and 0.5% sodium carboxymethy l ce llulose 2 m l /m ice respec tive-

ly.The levels o f thrombus fo rm ation and cruor time w ere calcu lated in m ice.Conclusion:two

kinds of su lfated chitosan o f the diffe rent su lfur con tent had been successfu lly prepared, that is

CSA:DD 21.23%;CSB:DD 42.21%.Their y ields a re a ll over 90%;CSA、 CSB at do ses of

200mg /kg barely in fluence the rate of thrombus forma tion and cruo r time, how ever, CSB a t do-

ses of 600 mg /kg significantly decreased the we igh t of thrombus and increased cruor time in

m ice:decreasing 14.21% th rombus we ight and increasing 14.31% cruor time.


