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Abstract 
The antioxidant activities in vitro of carboxymethyl chitosan-Fe which was synthesized before in 
our lab were investigated by pyrogallol autoxidation and DPPH method. The results showed that 
in the setting concentration range: 0.125 mg/mL - 2 mg/mL, the antioxidant activities increased 
with the elevation of concentration. The antioxidant activities of carboxymethyl chitosan-Fe were 
better than those of carboxymethyl chitosan. The clearance rates of superoxide anion free radical 
and DPPH of 2.0mg/mL carboxymethyl chitosan-Fe were 62.68% and 56.12%. The results proved 
the successful synthesis of carboxymethyl chitosan-Fe and it may become a multi-function organic 
ferruginous polysaccharide type. 
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摘  要 

目前的补铁剂正在向多糖铁方向发展，本文在前期成功合成了铁化羧甲基壳聚糖的基础上，采用邻苯三

酚自氧化法、DPPH法测定铁化羧甲基壳聚糖的抗氧化能力。结果表明，在实验设置的浓度范围0.125 
mg/mL~2 mg/mL内，铁化羧甲基壳聚糖的抗氧化能力随着浓度的增加而增加，且铁化羧甲基壳聚糖的

抗氧化能力高于羧甲基壳聚糖。2.0 mg/mL的铁化羧甲基壳聚糖对超氧阴离子自由基的清除率为

62.68%，对DPPH自由基的清除率为56.12%。结果提示，铁化羧甲基壳聚糖有望开发成为一种具有多

重功能的生物多糖型补铁剂。 
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1. 引言 

壳聚糖是一种从虾、蟹等动物中提取的天然碱性高分子多糖，具有良好的生物相容性、生物可降解

性、抗癌和抗菌等作用，已被开发成了功能保健食品[1] [2]。由于壳聚糖不能直接溶解于水，故其应用也

受到限制，壳聚糖经羧甲基化反应后生成的一类衍生物称为羧甲基壳聚糖，其具有良好的水溶性、保湿

性、乳化性，而且由于羧基的引入，使其结合金属离子的能力与壳聚糖相比大大提高，其金属配合物在

工业、农业、食品、环保、医药等方面的应用已有许多研究[3] [4]。另外，目前已有研究表明，壳聚糖和

羧甲基壳聚糖具有一定的抗氧化作用[5] [6]。 
缺铁性贫血是常见的营养缺乏病之一。长期以来，临床上一直首选硫酸亚铁制剂治疗缺铁性贫血，

但硫酸亚铁的化学稳定性差，极易氧化成三价铁盐而不易被机体吸收，而且有明显的胃肠道刺激作用，

不易被儿童接受。多糖是重要的生物大分子，具有配合多种金属离子的能力。近十几年来国内外对补铁

剂的研究表明，多糖铁作为补铁剂不仅具有合适的配合稳定性，对胃肠道无或甚少刺激作用，而且当其

释放铁之后配体多糖具有多种生物活性，可被机体吸收利用，提示多糖铁是一类很有前途的口服补铁剂

[7] [8]。 
笔者前期以三氯化铁和羧甲基壳聚糖为原料，成功合成了铁化羧甲基壳聚糖[9]。本文采用邻苯三酚

自氧化法和 DPPH 法测定其抗氧化能力。 

2. 试验部分 

2.1. 试剂与仪器 

试剂：铁化羧甲基壳聚糖，实验室自制。无水乙醇，冰乙酸，浓硝酸，双氧水，盐酸，邻苯三酚，

邻二氮菲，抗坏血酸(VC)等，均为国产分析纯试剂。DPPH，Sigma 公司产品。 
仪器：DF-101S 型恒温磁力搅拌器(巩义市英峪于华仪器厂)；DHG-9070A 型真空干燥箱(上海精宏实

验设备有限公司)；Seven Easy 型 pH 计(上海梅特勒–托利多仪器有限公司)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 邻苯三酚自氧化法测定抗氧化能力 
采用邻苯三酚自氧化法测定羧甲基壳聚糖和铁化羧甲基壳聚糖清除超氧阴离子的能力，并以 VC 为对

照实验。 
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(1) 取 4.5 mLTris-HCl 加入 0.1 mL 样品溶液，混匀后在 25℃下预热 20 min；然后加邻苯三酚 0.4 mL，
在 25℃下继续保持 4 min，加 0.5 mL 浓盐酸终止反应。在 325 nm 波长处测吸光度为 Ai； 

(2) 用 0.4 mL 的去离子水代替(1)中的 0.4 mL 邻苯三酚，其余操作同上，测其吸光度为 Aj； 
(3) 空白管：用 0.1 mL 去离子水代替 0.1 mL 样品溶液，吸光值为 A0。 
(4) 计算各管对超氧阴离子的清除率(d)： 

0

1 100%i jA A
d

A
− 

= − × 
 

 

2.2.2. DPPH 法抗氧化能力 
采用 DPPH 法检测羧甲基壳聚糖和铁化羧甲基壳聚糖清除 DPPH 自由基的能力，以 VC 作对照实验

[10]。利用 DPPH 溶液的特征紫红色团的吸收，用紫外–可见分光光度法测定加抗氧剂提取液后在波长

517 nm 处吸收的下降，表示其对有机自由基消除能力。按表 1 加反应液。 
用力摇匀，将 Ai 所表示的样品在室温下静置 30 min 后，加入比色皿中进行吸光度的测定，测出 A0、

Ai、Aj 所表示样品的吸光度值, 清除率按下面公式计算： 

( ) ( ) 0% 1  100%i jSA A A A= − − ×  

式中：A0——未加样品溶液的 DPPH 溶液的吸光度； 
Ai——加入样品溶液后的 DPPH 溶液的吸光度； 
Aj——单独样品溶液的吸光度。 
绘制不同浓度样品–自由基清除速率曲线。 

3. 结果与讨论 

3.1. 铁化羧甲基壳聚糖对超氧阴离子的清除作用 

邻苯三酚在碱性条件下迅速自氧化，自氧化过程中产生 O−2·，O−2·又加速邻苯三酚自氧化速率，同

时产生有色中间物质，有色中间产物的积累在滞后 30~45 s 与时间成良好的线性关系，一般维持 4 min，
随后减慢。有色中间产物在 325 nm 有强烈的光吸收。由于自氧化的速率依赖于 O−2·的浓度，消除 O−2·则
抑制自氧化反应，阻止中间产物的积累，从而评价受试物清除 O−2·的能力[11]。 

从图 1 中可以看出，在实验设置的浓度范围 0.125 mg/mL~2 mg/mL 内，羧甲基壳聚糖和铁化羧甲基

壳聚糖对超氧阴离子自由基均有不同程度的清除作用，随着糖浓度的增加而增强，且铁化羧甲基壳聚糖

的清除能力更强，可能是由于铁离子的引入，使得化合物的抗氧化能力得以协同加强。以浓度为 2.0 mg/mL
的羧甲基壳聚糖和铁化羧甲基壳聚糖为例，其对超氧阴离子的清除率分别为42.20%和 62.68%，而2.0 mg/mL
的 Vc 清除率为 41.98%。本文所采用的自由基模型体系产生的超氧阴离子自由基浓度远大于生物体内自

由基的浓度，因此，铁化羧甲基壳聚糖是一种良好的自由基清除剂。 

3.2. 铁化羧甲基壳聚糖对 DPPH 的清除作用 

DPPH 分析法被广泛应用于清除自由基物质性质的研究。DPPH 是一种合成的有机自由基，分子中由

于存在多个吸电子的−NO2 和苯环的大 π 键，所以氮自由基能稳定存在。DPPH 孤对电子在 517 nm 波长

处有强吸收，其乙醇水溶液呈很深的蓝紫色，当加入具有抗氧化性的受试物后，孤对电子被配对，吸收

消失或减弱，在 517 nm 波长处可以动态监测 DPPH 被清除的效果，这种效果通常用对 DPPH 的抑制率来

表示。显然，抑制率越大，DPPH 自由基清除越彻底，受试物的抗氧化活性越强。 
由图 2 可见，在实验设置的浓度范围 0.375 mg/mL~2 mg/mL 内，铁化羧甲基壳聚糖相对于羧甲基壳 
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Table 1. Sample volumes of DPPH experiment 
表 1. DPPH 实验加样表 

符号 加入量 

A0 2 ml DPPH溶液 + 2 ml无水乙醇 

Ai 2 ml DPPH溶液 + 2 ml样品溶液 

Aj 2 ml样品溶液 + 2 ml去离子水 

 

 
Figure 1. Curve of scavenging effect on superoxide radicals 
图 1. 对超氧阴离子的清除率曲线 

 

 
Figure 2. Curve of scavenging effect on DPPH 
图 2. 对 DPPH 的清除率曲线 

 

聚糖而言，对 DPPH 具有更好的清除能力，2.0 mg/mL 铁化羧甲基壳聚糖的清除率为 56.12%，这与超氧

阴离子的实验结果较为一致。 

4. 结论 

本实验采用邻苯三酚自氧化法、DPPH 法测定铁化羧甲基壳聚糖的抗氧化能力。结果表明，在实验

设置的浓度范围 0.125 mg/mL~2 mg/mL 内，铁化羧甲基壳聚糖的抗氧化能力随着浓度的增加而增加，且

铁化羧甲基壳聚糖的抗氧化能力高于羧甲基壳聚糖，这可能是由于铁离子的引入，使得化合物的抗氧化

能力得以协同加强。实验结果提示，铁化羧甲基壳聚糖有望开发成为一种具有多重功能的生物多糖型补

铁剂，其生物生理活性还有待于进一步研究。 
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