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摘　要　采用氯乙酸为羧甲基化试剂制备了羧甲基壳聚糖 ,以 3-氯-2-羟丙基三甲基氯化铵为季铵阳离子化

试剂 , 合成了羧甲基取代度为 0.73,季铵化取代度为 0.59, 分子量为 1.1×104的羧甲基壳聚糖季铵盐。采用

傅立叶变换红外光谱 、X射线衍射 、核磁共振等分析技术对其分子结构进行了表征。研究了羧甲基壳聚糖季

铵盐(CMQ)对人宫颈癌 HeLa细胞的影响。结果表明 , CMQ能抑制 HeLa细胞增殖 , 诱导HeLa细胞发生凋亡。
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前文
[ 1 ～ 4]
报道了羧甲基壳聚糖以及壳聚糖季铵盐的结构与活性 ,但是在同一壳聚糖分子链上同时

引入羧甲基和季铵盐 2种基团的研究目前还少有报道。由于两性高分子的链节上同时含有正负 2种电

荷基团 ,通过控制 2种基团取代度的大小可以得到不同电荷密度的产物。受在纤维素分子链上同时引

入两性基团制备水溶性两性纤维素衍生物
[ 5]
,在淀粉分子链上同时引入含季铵阳离子和磷酸阴离子的

水溶性的两性淀粉
[ 6]
以及引入含季铵阳离子和羧甲基阴离子的水不溶性两性淀粉研究

[ 7]
的启发 ,本文

以来源丰富的壳聚糖为原料 ,利用其大分子链上羟基和氨基的反应活性 ,以氯乙酸为羧甲基化试剂 ,以

3-氯-2-羟丙基三甲基氯化铵为季铵阳离子化试剂 ,合成了羧甲基壳聚糖季铵盐 ,并初步研究了羧甲基壳

聚糖季铵盐对人宫颈癌细胞的作用。合成流程如下:

R:H, COCH3;R1:H, CH2COOH;R2:H, COCH3 , CH2CH(OH)CH2N(CH3)Cl

Scheme1　Synthesisofquaternizedcarboxymethylchitosan

1　实验部分

1.1　试剂和仪器

壳聚糖(CS),分子量为 4.5×10
5
,脱乙酰度为 0.87;氯乙酸 ,异丙醇 ,三甲胺 ,环氧氯丙烷 ,氢氧化钠

均为分析纯试剂 。
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FTIR-8201型傅立叶变换光谱仪(日本岛津公司), KBr压片法;LabXRD-6000型 X射线衍射仪(日

本岛津公司), CuKα射线源 ,管电压 40kV,管电流 50mA, DS/SS0.5°,扫描速率 4°/min(2θ),扫射范围

为 8°～ 40°,测试温度 20℃;MercuryVX-300型核磁共振仪(美国 Varian公司),以 D2O为溶剂 , DSS为

参照物;JNOECXS-402型荧光显微镜(江南光电股份有限公司);JS-350型台式紫外分析仪(上海金达

生化仪器有限公司)。

1.2　羧甲基壳聚糖季铵盐的制备

1.2.1　6-O-羧甲基壳聚糖的制备　在 5mL质量分数为 50%NaOH溶液中加入 10gCS,冷冻放置过夜 ,

自然解冻后转入三口烧瓶 ,依次加入 100 mL异丙醇(作溶剂)及 12g氯乙酸 ,室温反应 4 h,调节 pH=

7.0,透析 ,干燥。

1.2.2　3-氯 -2-羟丙基三甲基氯化铵的制备　在 4 ℃下将 0.1molHCl滴加于 0.1 mol三甲胺中 , 10min

后于 31 ℃下加入 0.086mol环氧氯丙烷 ,搅拌均匀后加热至 51 ℃,然后缓慢滴加 0.1 molNaOH溶液 ,

再搅拌 2 h后 ,减压蒸馏 ,纯化 。

1.2.3　羧甲基壳聚糖季铵盐的制备　将制得的 5 g羧甲基壳聚糖置于三口烧瓶中 ,加入 200 mL蒸馏

水 ,搅拌 ,升温。加入 5g3-氯 -2-羟丙基三甲基氯化铵 , 80℃下反应 8h,产物经沉淀 ,过滤 ,透析 ,浓缩 ,

干燥。电位滴定法测得羧甲基取代度
[ 8]
为 0.73,容量滴定法测得季铵盐的取代度

[ 9]
为 0.59。

1.3　羧甲基壳聚糖季铵盐对 HeLa细胞的作用

1.3.1　Hoechest33342染色法检测细胞核形态　Hela细胞传代培养后接种于 6孔板中 ,培养 12h,将羧

甲基壳聚糖季铵盐转染进入细胞 ,继续培养 24和 48 h,用磷酸缓冲液(PBS)清洗 ,加入体积分数为 1%

的 Hoechest33342溶液 , 37℃下避光染色 30 min,观察染色细胞核形态 。

1.3.2　调亡 DNA的抽提和琼脂糖凝胶电泳　参照 WatsonBiotechnologies的调亡 DNA(少量)抽提试剂

盒的操作方法抽提 DNA。并分别收集实验组及对照组细胞进行琼脂糖凝胶电泳 ,紫外观察并拍照 。

2　结果与讨论

2.1　红外光谱

图 1　壳聚糖(CS)、羧甲基壳聚糖(CM)、羧甲基壳

聚糖季铵盐(CMQ)的红外谱图

Fig.1　FT-IRspectraofCS, CMandCMQ

图 2壳聚糖(CS)、羧甲基壳聚糖(CM)、羧甲基

壳聚糖季铵盐(CMQ)的 X衍射谱图

Fig.2　X-raydiffractionpatternsofCS, CMandCMQ

图 1为壳聚糖(CS)、羧甲基壳聚糖(CM)、羧甲基壳聚糖季铵盐(CMQ)的 IR图。图中可见 ,在 CS

红外图谱中的 1 655、1 593、1 323和 1 381cm
-1
处吸收峰分别为酰胺 Ⅰ带 、Ⅱ带 、Ⅲ带和— CH3的伸缩振

动峰
[ 10]
。在 CM和 CMQ的红外图谱中 ,位于 1 605和 1 419以及 1 603和 1 415cm

-1
2处的强吸收峰分

别属于 COO—的不对称和对称伸缩振动峰 。在 CM的红外图谱中 ,原来壳聚糖分子上位于 1 030 cm
-1

处伯位羟基的 C—O伸缩振动峰消失了 ,证明 6位羟基上的高度羧甲基化。位于 1 080 cm
-1
处仲羟基的

特征吸收峰没有明显改变 。CMQ红外图谱中 ,在 1 593 cm
-1
处 CS的 N—H吸收已经消失 ,但在

1 480 cm
-1
处出现了1个新的强吸收峰 ,这是三甲基季铵离子中的甲基吸收峰 ,羧甲基壳聚糖与 3-氯-2-
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羟丙基三甲基氯化铵作用时发生的是亲核取代反应 ,即羧甲基壳聚糖分子中的氨基为亲核试剂
[ 11]
。结

果表明 ,产物为 6位被羧甲基取代的 N-(2-羟基 -3-三甲基丙基)氯化铵壳聚糖季铵盐 。

2.2　X射线衍射谱图

图 2为壳聚糖(CS)、羧甲基壳聚糖(CM)、羧甲基壳聚糖季铵盐(CMQ)的广角 X衍射谱图 。图中可

见 , CS在 2θ为 12°和 21°处出现 2个特征峰 ,呈现 “L-2polymorph”晶型衍射图
[ 12, 13]

。由于羧甲基的取代

反应使得在 CM图谱中 2θ为 10°处峰强度显著减弱。随着季铵化反应的发生 , CMQ谱图中 2θ为 20°处

的峰变得更宽 ,整个分子变成无定形态。

2.3　
13
CNMR和

1
HNMR谱图

图 3为羧甲基壳聚糖季铵盐(CMQ)的
13
CNMR谱图。图中可见 , δ54.3处峰非常强 ,为三甲铵基中

碳(C-d)的吸收;δ178处为羧基在 6位取代的特征峰。而在 δ101.5、62.6、72.4、77.9、74.9和 60.8处

的峰分别归属于 C-1、C-2、C-3、C-4、C-5及 C-6;在 δ51.7及 68.7处的峰则可归属于 C-a及 C-c;δ64.4

峰可归属为 C-b;而 δ22.5处则是壳聚糖分子中残留乙酰基中的甲基碳。其中季铵盐结构中峰的归属

与 Loubaki等
[ 11]
报道一致 。

图 3　羧甲基壳聚糖季铵盐(CMQ)的 13CNMR谱图

Fig.3　13CNMRspectrumofCMQ

图 4　羧甲基壳聚糖季铵盐(CMQ)的 1HNMR谱图

Fig.4　1HNMRspectrumofCMQ

图 4为羧甲基壳聚糖季铵盐(CMQ)的
1
HNMR谱图。图中可见 , δ1.83处的强峰归属于壳聚糖分

子中残留乙酰基中的甲基氢。最强峰 δ3.04归属于季铵基中甲基上的氢;δ4.58、2.66、3.52、3.71、3.59

和 3.74分别归属于 H-1、H-2、H-3、H-4、H-5及 H-6;δ4.37处的吸收峰归属于羧甲基 CH2上的氢;而

δ2.42、4.14和 3.23则分别归属于 H-a、H-b及 H-c。这些结果与文献
[ 11]
值一致。

2.4　Hoechest染色后细胞核的形态

图 5a为未经 CMQ处理的 HeLa细胞形态 ,细胞始终为多角形 ,梭形 ,贴壁牢固 ,极少见到凋亡细胞

图 5　经 CMQ处理不同时间的 HeLa细胞形态

Fig.5　MorphologyofHeLacellstreatedwithCMQfordifferenttimes

Time/h:a.0;b.24;c.48

和凋亡小体 。图 5b和图 5c为经过羧甲基壳聚糖季铵盐处理不同时间后的 HeLa细胞形态。图中可见 ,
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图 6　细胞 DNA凝胶电泳

Fig.6　DNAfragmentationofHeLacells(M:DNAMarker)

TimestainedbyCMQ/h:a.0;b.24;c.48

24 h后细胞变圆 , 体积缩小 ,细胞核发生分裂 ,但

细胞膜完整;48 h后有较多凋亡细胞 ,表现为细

胞体积变小 ,细胞浆密度增大 ,颜色变深 ,染色质

致密固缩聚集于细胞核 ,核膜呈境界分明的块状

或新月形小体 ,细胞核裂解 。凋亡小体内有完整

的细胞器。细胞染色质皱缩 ,聚集在核膜边缘或

贴近核膜 ,出现细胞凋亡的特征性改变。

2.5　DNA凝胶电泳

经羧甲基壳聚糖处理后 , HeLa细胞 DNA断

裂 ,细胞电泳图(图 6)上出现凋亡细胞的拖尾带 ,

处理 48 h后拖尾现象尤为严重。
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Abstract　Anewapproachtopreparationofchemicallymodifiedcarboxymethylchitosan(CM)derivatives

wasreported, whereCMwaspreparedfromchitosanwithchloroacticacidasthecarboxymethylreagentfirst,

andthenN-quaternaryammoniumgroupwasintroducedbythereactionofCMwith2, 3-epoxypropyltrimethyl-

ammonium.Thedegreeofsubstitution(DS)ofcarboxymethylgroupwas0.73andtheDSofthequaternization

groupwas0.59.Themass-averagedmolecularweightofCMQwas1.1×10
4
.Thestructuresofthederivatives

werecharacterizedbyFT-IR, XRDand
13
CNMR.TheeffectoftheCMQonthehumancervicalcarcinoma

HeLacellsshowedthatCMQcaninhibittheproliferationandinducetheapoptosisofHeLacells.

Keywords　quaternizedcarboxymethylchitosan, structurecharacterization, HeLacells
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