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甲壳素是由 D-2-乙酰氨基 -2-脱氧 -葡萄糖经

β-1，4-糖苷键连接而成的线型缩聚物［1］，当侧链上

乙酰基的脱除率达到 55%时，生成的产物被称为

壳聚糖［2］。因为甲壳素很容易从虾或蟹的躯壳中

获得，虾壳和蟹壳是常用海鲜食品的残渣，所以甲

壳素和壳聚糖的来源非常丰富，廉价易得。壳聚

糖的用途非常广泛，如用来制备生物医用材料［3-5］，

用作吸附剂除去污染物或重金属离子等［6-7］。因壳

聚糖有单手螺旋的高级结构，能形成不对称的空

腔，所以壳聚糖还能用来制备手性分离材料［8-10］。

与其它的天然高分子化合物相似，在未被修

饰之前，壳聚糖的功能很有限，但经过修饰以后，

其功能才得以充分展示。壳聚糖重复单元的 3-位

和 6-位上是羟基，而 2-位上是氨基。因羟基和氨

基的反应活性不同，可对壳聚糖的氨基进行选择

性的修饰，而无需对羟基进行保护和脱保护。有

大量文献报道了对壳聚糖的氨基进行选择性的修

饰，制备成不同用途的材料［11-13］。但要对壳聚糖的

氨基进行高取代度修饰，如取代度达到 95%或以

上，则很难实现。在现实中，往往存在这种情况，

即要求壳聚糖修饰时的取代度近乎 100%，才能满

足材料应用的要求。如在合成多糖衍生物手性分

离材料时，为保证多糖衍生物高级结构的规整性，

就要求在修饰多糖时，取代度尽可能达到 100%。

在前期工作中，报道了选择性地修饰壳聚糖 2-位
上的氨基生成酰胺、脲或者氨基甲酸酯，但并未较
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深入地研究上述 3种反应的影响因素，如修饰试剂

的结构对反应的影响等。鉴此，本文就修饰试剂

的空间位阻对以上反应产物取代度的影响进行了

研究，并做了相应的讨论。

1 实验部分

1.1 试剂及仪器

甲壳素（山东潍坊海之源生物制品有限公

司）；2-甲基环丙基甲酸，二碳酸二叔丁基酯，特戊

胺，其它用于合成的试剂（分析纯，国药集团试剂

公司）。甲壳素的脱乙酰化反应按文献［14］方法进

行，脱乙酰度＞98.3%。

Bruker AVANCE III 600 MHz核磁共振仪（瑞

士布鲁克公司）；Varian 400 MHz核磁共振仪（美国

瓦里安公司）。

1.2 壳聚糖的N-酰基化

方法一［15］：将 1.0 g 壳聚糖加入到浓度约为

0.3 mol/L 的水溶性有机酸中，搅拌至澄清透明。

向此溶液中加入 30 mL 甲醇，搅拌均匀，再加入

9 倍浓度的这种有机酸的酸酐溶于 70 mL甲醇的

溶液。反应混合液于室温下搅拌 7 h。反应结束

后，将反应液倒入 270 mL 0.5 mol/L氢氧化钾乙醇

溶液中，搅拌过夜。过滤，用乙醇洗涤至中性，真

空干燥，得酰基化壳聚糖，产率在 80%以上。

方法二［16-17］：先按“方法一”修饰壳聚糖，得到

不完全酰基化的壳聚糖。取 1.0 g不完全酰基化的

壳聚糖溶解于 10 g 1-乙基-3-甲基咪唑醋酸盐离子

液体中，搅拌至完全溶解。加入 2 mL乙醇，搅拌均

匀后，滴加 6倍浓度的酸酐，在室温下搅拌反应 7 h。
后处理及纯化的方法与“方法一”中的相同。

方法三［8］：将 1.0 g壳聚糖加入 30 mL质量分数

为 0.8%的盐酸溶液中，搅拌至澄清透明。在冰水

浴冷却下，加入 100 mL 甲醇，搅拌均匀，在 15 ℃
下，滴加 9倍浓度的酸酐溶于 20 mL甲醇的溶液，

同时加入三乙胺，使反应液的酸性保持在近中

性。在室温下剧烈搅拌 7 h。后处理及纯化方法

与“方法一”中的相同。

1.3 脲基化壳聚糖的制备［18］

将 3.0 g壳聚糖溶于 90 mL质量分数约为 1%
的盐酸溶液中，在冷却下加入 90 mL甲醇，搅拌均

匀。将溶液冷至 5 ℃左右，在此温度下，加入 9倍

浓度的氯甲酸甲酯或者氯甲酸乙酯，滴加三乙胺，

调反应混合液的 pH 值为 2~7，控制反应温度在

5 ℃左右，搅拌反应 7 h。反应完毕，向反应液中加

100 mL乙醇，剧烈搅拌，过滤，用乙醇洗至中性，干

燥，得甲氧基羰基壳聚糖，产率 95%。

在 80 ℃下，将 1.0 g 甲氧基羰基壳聚糖溶于

15 mL 质量分数为 10%的 LiCl 在 DMAc 中的溶

液。稍冷后，加入 10倍浓度的有机胺，搅拌均匀。

将温度升至 120 ℃，并保持 12 h。冷却，用乙醇处

理反应混合物，过滤，用乙醇彻底洗涤凝胶状的固

体 3次，干燥，得脲基化的壳聚糖，产率在 90%以上。

1.4 烷氧基羰基壳聚糖的合成［19］

将 1.5 g壳聚糖溶于 20 mL质量分数为 1.2%的

盐酸中，再加入 20 mL甲醇，搅拌，冰水浴冷却。在

4 ℃下，加入 5倍浓度的氯甲酸烷基酯，搅拌反应

约 15 min。取与氯甲酸烷基酯相同摩尔数的三乙

胺溶于 10 mL甲醇相混合，将此溶液间歇地滴加到

反应混合液中，使反应液的 pH值维持在 6左右，直

至滴加完毕。按氯甲酸烷基酯中烷基的大小，在

4~30 ℃内反应适当的时间。反应完毕，将反应混

合物倒入 250 mL乙醇中，同时搅拌。过滤，用乙醇

洗涤中性，干燥，得部分取代的烷氧基羰基壳聚

糖。上述过程称之为壳聚糖的“第一次”烷氧基羰

基化反应。

在 80 ℃下，将 2.0 g LiCl溶解在 20 mL DMAc
中，加入上述部分取代的烷氧基羰基壳聚糖，搅拌

24 h使之完全溶解。用冰水浴代替加热装置冷却

得到的溶液，在 5 ℃下，加入 1 mL甲醇，再加入与

原来使用的壳聚糖相同摩尔数的氯甲酸烷基酯，

分批加入相同摩尔数的三乙胺，在 4~30 ℃下搅拌

反应 8 h。反应完毕后，将反应液倒入乙醇中，搅

拌，过滤，用乙醇洗至中性，干燥，得到烷氧基羰基

壳聚糖，产率在 90%以上。上述过程称之为壳聚

糖的“第二次”烷氧基羰基化反应。

2 结果与讨论

2.1 壳聚糖的酰基化

在对壳聚糖的氨基进行选择性酰基化时，先

将壳聚糖溶解在与酰基化相应的有机酸中，比如

进行乙酰化，就将壳聚糖溶解在乙酸中。避免用

一种有机酸溶解，而用另一种有机酸的酸酐做酰

基化试剂。因为一种有机酸和另一种有机酸的酸

酐之间能发生反应生成混合酸酐，这种混合酸酐

也能与壳聚糖上的氨基反应，可能生成不需要的

酰基化产物。当有机酸在水中的溶解度较小时，

可采用“方法二”或者“方法三”来合成酰基化壳聚

糖。在“方法二”中，有机酸在水中有一定的溶解

度，但较小，所以只能配置浓度较小的壳聚糖溶

液。先以“方法一”合成取代度不高的酰基化壳聚
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糖，然后用离子液体做溶剂，再进一步使壳聚糖酰

基化，从而制得近乎完全取代的酰基化壳聚糖［16］。

对于在水中溶解度太小的有机酸，则采用“方法

三”来合成酰基化壳聚糖。先将壳聚糖溶解在稀

盐酸中，再向反应液中加入酸酐和三乙胺。三乙

胺使壳聚糖的氨基游离出来，然后再与酸酐反

应。但在“方法一”和“方法二”中则无需加三乙胺

等碱性物质，因为绝大多数有机酸的酸性较弱，有

机酸与氨基生成的弱酸弱碱盐能较大程度上理解

成游离的氨基。以“方法三”也能合成出近乎完全

取代的酰基化壳聚糖［8］。

在研究中发现，含不同大小空间位阻的酸酐

与壳聚糖上氨基反应时的活性存在差异，进而对

壳聚糖酰基化反应的取代度有较大影响。如以环

丙基甲酸酐与壳聚糖反应，仅用“方法一”进行一

次酰基化反应能得到近 100%取代的环丙基羰基

壳聚糖［图 1（a）］；而使用空间位阻稍大的 2，2'-二

甲基环丙基甲酸酐与壳聚糖反应在相同的条件

下，一次酰基化壳聚糖的取代度只有 79%［图 1
（b）］，当用“方法一”和“方法二”进行 2次酰基化反

应后，取代度才能达到 100%［图 1（c）］。同样地，

采用“方法一”以特戊酸酐修饰壳聚糖氨基，一次

酰基化反应产物的取代度只有 47%［图 2（a）］，即

使用“方法二”以特戊酸酐修饰 2次，取代度也只有

78.6%［图 2（b）］。而用比特戊酸酐少 1个甲基的

异丁酸酐以“方法一”修饰壳聚糖，只需 1次修饰，

取代度就能达到近 99%［图 2（c）］。由此可见，空

间位阻效应会明显影响一些酰基化反应的取代

度。比较用环丙甲酸酐、异丁酸酐和特戊酸酐修

饰壳聚糖氨基产物的取代度可知，当酸酐中的羰

基 α -碳原子为仲碳时，用“方法一”或者“方法一”

与“方法二”连用，所制备的酰基化壳聚糖的取代

度接近 100%，当 α -碳原子为叔碳时，取代度相对

较低。

图 1 1H NMR谱图（600 MHz，F3CCO2D）：（a）“方法一”制

备的环丙甲酰化壳聚糖，（b）“方法一与（c）用“方法二”制备

的 2，2'-二甲基环丙基甲酰化壳聚糖

Fig. 1 1H NMR spectra of（600 MHz，F3CCO2D）：

cyclopropylcarbonyl chitosan prepared by（a）method 1 and
2，2'-dimethylcyclopropylcarbonyl chitosans prepared by

（b）method 1 and（c）method 2

图 2 1H NMR谱图（400 MHz，F3CCO2D）：（a）“方法一”与

（b）“方法二”制备的特戊酰化壳聚糖，（c）用“方法一”制备

的异丁酰化壳聚糖

Fig. 2 1H NMR spectra of（400 MHz，F3CCO2D）：

tepentylcarbonyl chitosans prepared by（a）method 1 and
（b）method 2 and（c）isobutylcarbonyl chitosan

prepared by method 1
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2.2 壳聚糖的脲基化

在本文中，壳聚糖的脲基化由 2个反应组成，

即壳聚糖的氨基甲酸酯化和随后的胺-酯交换反

应。因氨基甲酯中的甲氧基或乙氧基容易离去，

所以壳聚糖氨基甲酸甲酯或氨基甲酸乙酯对合成

壳聚糖脲来说是理想的中间体。但壳聚糖氨基甲

酸甲酯或乙酯对水、酸、碱和热都不太稳定，不宜

长期保存，最好在较短的期间内使用。胺-酯交换

反应需要在较高的温度下才能发生，经过实验摸

索发现，当温度达到 110~120 ℃时，反应迅速发生，

并伴随着产物的凝胶化。

胺的空间位阻对胺-酯交换反应有明显影响，

用异丁基胺发生胺-酯交换反应时，异丁基的取代

度近乎 100%［图 3（a）］，但用多一个甲基的新戊胺

发生胺-酯交换反应时，新戊基的取代度只有 87%
［图 3（b）］。比较异丁基胺和新戊胺的结构可知，

两者氨基的α-碳原子都是亚甲基，在β-碳原子上，

新戊胺比异丁基胺多连接 1个甲基。虽然甲基并

不是一个空间位阻很大的基团，但使新戊基的取

代度比异丁基的取代度低 11%，足可见胺的空间

位阻对胺-酯交换反应的转化率有非常显著的影响。

2.3 壳聚糖N-甲酸烷基酯化

过量的氯甲酸甲酯和氯甲酸乙酯这两种烷基

较小的酯能使壳聚糖完全氨基甲酸酯化，但对于

烷基稍大一些的氯甲酸酯来说，只发生一次反应，

不能使壳聚糖完全氨基甲酸酯化，即取代度不能

达到接近 100%。如氯甲酸异丙基酯与壳聚糖反

应，经过一次反应，异丙基的取代度仅为 85%［图

4（a）］，以 LiCl/DMAc为溶剂进行第二次 N-甲酸酯

化后，异丙基的取代度才能达到 98%［图 4（b）］，

说明氯甲酸烷基酯的空间位阻对壳聚糖的氨基甲

酸酯化也有显著的影响。由于不同的氯甲酸酯空

间位阻大小不同，其对壳聚糖进行氨基甲酸酯化

时的反应活性亦有差异，因此，在实施该反应时有

一个适应的反应温度。如果温度过低则反应速率

过慢；反之，如果温度过高则氯甲酸酯的水解也会

加剧。这些情况都不利于壳聚糖的完全氨基甲酸

酯化。采用氯甲酸十二烷基酯与壳聚糖反应，发

现在室温下该反应几乎不能发生，而当温度高达

40 ℃时，十二烷基的取代度也只有 59%（图 5）。其

原因可能是由于氯甲酸十二烷基酯的烷基链太

长，空间位阻大，当一部分氯甲酸十二烷基酯与壳

聚糖的氨基反应后，给生成的壳聚糖十二烷基氨

基甲酸酯带来太大的空间位阻，导致氯甲酸十二

烷基酯无法再与其剩余的氨基反应。当反应温度

过高时，大部分的氯甲酸十二烷基酯与水发生了

反应，只有少部分与壳聚糖氨基反应。

图 3 1H NMR谱图（600 MHz，F3CCO2D）：

（a）壳聚糖异丁基脲，（b）壳聚糖新戊基脲

Fig. 3 1H NMR spectra（600 MHz，F3CCO2D）：

（a）chitosan isobutylurea，（b）chitosan neopentylurea
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图 4 1H NMR谱图（400 MHz，F3CCO2D）：（a）一次修饰，

（b）两次修饰制备的壳聚糖异丙基氨基甲酸酯

Fig. 4 1H NMR spectra（400 MHz，F3CCO2D）of
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and（b）the second time modifications
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3 结 语

在上述的反应中，所选用修饰试剂的取代基

不同，修饰试剂空间位阻的大小会有差别，从而对

壳聚糖衍生物取代度造成不同的影响。在合成N-
酰基化壳聚糖、脲基化壳聚糖和壳聚糖氨基甲酸

烷基酯时，修饰试剂的空间位阻都不能太大，否则

要进行二次修饰，甚至在进行二次修饰后，也不能

制备出完全取代的壳聚糖衍生物。空间位阻对壳

聚糖的 N-酰基化、脲基化和氨基甲酸酯化这 3个

反应的影响程度各不相同，从实验结果来看，修饰

试剂的空间位阻对后 2个反应的影响更大。
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图 5 十二烷氧基羰基壳聚糖 1H NMR谱图

（400 MHz，F3CCO2D）
Fig. 5 1H NMR spectrum of dodecyloxycarbonyl chitosan

（400 MHz，F3CCO2D）
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