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摘　要　以吸收光谱法研究了在pH= 2. 0, 壳聚糖( CTS)与甲基橙( MO )的相互作用机理。结果表明,

CTS 与光谱探针MO 主要是通过静电作用形成CTS -MO 复合物, 考察了MO/ CT S 摩尔比对反应体系的影

响, 实验测得CTS 与M O 的最大结合数N E 为6. 17×103, 理论模型预测最大结合数N C 为6. 13×103,实验值

与理论值一致, 验证了壳聚糖与光谱探针试剂相互作用的理论模型的合理性。
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1　引言
生物活性大分子、多糖等与有机小分子探针试剂的相互作用及其机理是近年来化学、临床医学

及生命科学中研究的热点之一。壳聚糖( CT S)是自然界中惟一的碱性多糖,安全无毒,分子中含有

丰富的亲水性氨基和羟基, 具有良好的生物活性、生物相容性、易成膜性和配位性等,近年来已在许

多领域得到了广泛应用。采用有机小分子与生物多糖之间的相互作用,建立了多糖与光谱探针相互

作用的理论模型
[ 1—4]

;高贵珍等采用茜素红S荧光猝灭法
[ 5]
、锌试剂光度法

[ 6]
测定了壳聚糖含量,并

研究了茜素红与壳聚糖的相互作用机理[ 7] ;谭学才等 [ 8]应用电化学方法研究了茜素红与壳聚糖的

相互作用;张海容等[ 9]采用光谱法研究了硫酸酯化壳聚糖与DNA 的相互作用机理。

甲基橙主要应用于酸碱指示剂和生物染色,但作为多糖分析的探针试剂研究尚未见报道。本文

应用紫外可见光谱法研究了壳聚糖与甲基橙相互作用的机理,有助于深入研究多糖分子与光谱探

针相互作用的化学本质。

2　实验部分

2. 1　主要仪器和试剂

UV -2550紫外可见光谱仪(日本岛津公司) ; DELTA320pH 型酸度计[梅特勒-托利多仪器(上

海)有限公司]。

壳聚糖( CTS, 平均分子量为46000,浙江玉环海洋生物研究所) , 1. 00×10- 4
mo l·L

- 1 :准确称

量壳聚糖0. 4600g, 溶于1%的醋酸溶液转移至100mL 的容量瓶中,稀释至刻度摇匀。



图 1　不同pH 下MO-CT S 复合物的吸收光谱

C( MO) 1. 00×10- 5mol·L - 1; C( CT S) 1. 00×10- 8mol·L - 1

1→5: pH 7. 13、5. 25、4. 32、3. 18、2. 04。

图 2　不同 CT S 浓度下M O-CT S 复合物的吸收光谱

C( MO) 1. 00×10- 5mol·L- 1; pH= 2. 04。

1→7: C( CT S) / ( 10- 6mol·L- 1)

1. 00、2. 00、3. 00、4. 00、5. 00、6. 00、7. 00。

　　甲基橙( MO,上海试剂三厂) , 1. 00×10- 2
mo l·L

- 1 :称取甲基橙0. 3274g,用超纯水溶解,定容

至100mL。

Br it ton Robinson缓冲溶液( B. R. ) , 0. 40mol·L - 1: 称量硼酸19. 8g 用少量超纯水溶解,量取

浓磷酸( 15mol·L
- 1
, 85% ) 21. 4mL 和冰醋酸( 17. 4mol·L

- 1
, 99. 5% ) 18. 4mL 倒入硼酸溶液中充

分混合,加水定容至800mL, 摇匀。

其余试剂均为分析纯或优级纯, 实验用水为超纯水。

2. 2　实验方法

在10mL 比色管中, 按依次加入B. R.缓冲溶液、甲基橙、壳聚糖溶液以超纯水定容摇匀。以超纯

水为参比,利用可见光谱仪,在200—800nm 波长范围内扫描其吸收光谱。

3　结果与讨论

图 3　不同M O 浓度下MO-CTS 复合物的吸收光谱

C ( CT S) 1. 00×10- 5mol·L- 1; pH= 2. 04。

1→7: C( MO) / ( 10- 5mol·L- 1)

1. 00、2. 00、3. 00、4. 00、5. 00、6. 00、7. 00。

3. 1　缓冲体系的pH选择

壳聚糖不溶于水, 但溶于醋酸溶液, 选择能

够溶解壳聚糖的弱酸性B. R.为缓冲溶液。在一系

列不同pH值的B. R.缓冲溶液中反应, 以超纯水

为参比,在紫外可见光谱仪上测定其吸光度, 光

谱图如图1,结果表明在pH= 2. 04时反应体系在

507. 41nm处有最大吸收峰,故选择反应体系的最

佳pH 为2. 04。

3. 2　甲基橙与不同浓度的壳聚糖的结合反应

取甲基橙的浓度为1. 00×10- 5mol·L - 1和

pH= 2. 04。向体系中加入不同浓度的壳聚糖溶

液, 由图 2 可见, 随着壳聚糖浓度的增大, 在

276. 48nm处吸收峰不断升高。这表明甲基橙与壳

聚糖之间存在相互作用,壳聚糖大分子链上分布
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着许多羟基、氨基, 还有一些N -乙酰氨基, 在水溶液中它们会形成各种分子内和分子间的氢键, 正

因为这些氢键的存在, 壳聚糖分子链形成了疏水区, 聚集成为壳聚糖大分子的双螺旋结构,在pH=

2. 04的酸度条件下,壳聚糖分子链上含有大量正电荷的氨基,可通过静电作用吸引带负电荷的甲

基橙分子;同时,随着反映体系中壳聚糖浓度的增大,壳聚糖分子链聚集程度增大,所形成的紫红色

复合物在276. 48nm 处产生了新的吸收峰并且不断升高,导致颜色越来越深。

3. 3　不同浓度的甲基橙与壳聚糖结合反应

图 3为固定壳聚糖浓度1. 00×10- 5mol·L- 1和pH= 2. 04,逐渐增加甲基橙的浓度,测得MO-

CTS 复合物的吸收光谱,随着甲基橙的浓度增大,在276. 48nm 和506. 88nm 处吸收峰也增大,当甲

基橙浓度低于1. 00×10- 5
mol·L

- 1时,只在276. 48nm 处有吸收峰, 当浓度到达2. 00×10- 5
mol·

L
- 1
时,在506. 88nm 处开始有吸收峰, 并随着甲基橙的浓度增大而升高,从甲基橙和壳聚糖结构上

看,二者之间可以通过静电引力结合, 但当甲基橙处于低浓度时, 506. 88nm 处没有吸收峰, 说明

506. 88nm 处的吸收峰不完全由甲基橙与壳聚糖之间的静电作用而产生的, 同时还与甲基橙和壳

聚糖分子形成的结合态浓度有关。

3. 4　MO/CTS摩尔比对吸收光谱的影响和最大结合数NE

为了更清楚地阐明壳聚糖与甲基橙相互作用的机理, 本文对 MO/ CT S 摩尔比对MO-CT S 复

合物结构的影响进行了研究。

令MO与CTS 的最大结合数为N , CD 代表MO浓度, CP 代表CTS 的浓度。

MO/ CT S 摩尔比m= CD/ CP。

A 276——溶液在276nm 处的吸光度, A 507——溶液在507nm 处的吸光度。

�A 276——在276nm 处两个相邻峰的吸光度差值, �A 507——在507nm 处两个相邻峰的吸光度

差值。

n= �A 507 / �A 276, n值的大小可以反映结合态分子间作用的强弱, n 越大,说明这种相互作用越

强。
表 1　MO-CTS复合物n值结果

CD/ ( mol·L- 1) (×10- 4) m(×103) �A 507 �A 276 n

1. 00×10- 5 1. 0 0. 385 0. 243 1. 58

2. 00×10- 5 2. 0 0. 394 0. 079 4. 99

3. 00×10- 5 3. 0 0. 332 0. 005 6. 64

4. 00×10- 5 4. 0 0. 394 0. 102 3. 86

5. 00×10- 5 5. 0 0. 406 0. 092 4. 41

6. 00×10- 5 6. 0 0. 319 0. 052 6. 14

7. 00×10- 5 7. 0 0. 340 0. 056 6. 07

　　表1 是在CP 为 1. 00×10
- 7
mol·L

- 1
和 pH= 2. 04的条件下, CD 浓度为1. 00—7. 00×10

- 4

mol·L - 1, m 值从1变到7, �A 507的值从0. 319到0. 401, �A 276为0. 005—0. 102。当m 为1. 0×103 时,

n有最小值为1. 584,当m 为3. 0×103 时, n有最大值为6. 64。

m 与n的关系如图4所示,从图4中可看出, m 值增加, n值开始显著增加,在m= 3时形成一个

波峰, m 值继续增加n逐渐减小,在m= 4时形成一个波谷,之后, n值又随m 值增加而增加, 至m=

6. 0×103时形成第二个峰,随后n随m值增大而减小。

产生这种现象的原因是甲基橙分子结构比较大,与壳聚糖结合的空间位阻大。甲基橙分子首先

通过静电作用结合在壳聚糖分子的表面,结合速度不断增大, 随着m 值的增加壳聚糖分子表面的结

合点逐渐减少,甲基橙分子能够结合在壳聚糖分子表面的速度变化也越小,当m= 3. 0×103时结合
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的作用达到最大,此时n= 6. 64为最大。随m 值继续增加n 开始减小, 当m= 4. 0×103时壳聚糖分子

表面几乎所有位点都已经结合此时n 值达到最小为3. 86。当m 继续增加时,甲基橙分子开始与壳聚

糖分子内点结合, 至m= 6. 17×10
3
时,同理又形成第二个峰,此时n值为6. 14。壳聚糖分子表面和

内部所有位点都已结合完全,达到了最大结合数N。

3. 5　最大结合数的理论值N c

Jiao Q C 等
[ 1]在研究光谱探针试剂与壳聚糖相互作用机理时, 运用了最大结合数的理论公式:

�A= ��( 1+ K D T ) K - ��N ( DT ��/ �A - 1) CP

其中: �A = A - �FD T , ��= �B- �F ; D T——游离态甲基橙在溶液中在总浓度; �B——游离态甲基橙的
摩尔吸光系数; �F——结合态甲基橙的摩尔吸光系数; CP——壳聚糖浓度; K ——结合常数; N——

最大结合数。

图 4　m×103 和n 的关系

表 2　不同CTS浓度下MO-CTS相互作用的光谱数据

CP/ ( 10- 6mol·L- 1) �A ( DT��/ �A- 1) CP

1. 00 0. 191 9. 41×10- 6

2. 00 0. 203 8. 79×10- 7

3. 00 0. 217 8. 21×10- 7

4. 00 0. 228 7. 69×10- 7

5. 00 0. 240 7. 18×10- 7

6. 00 0. 251 6. 71×10- 7

7. 00 0. 263 6. 27×10- 7

　　从表2数据可以得到�A—( D T��/ �A - 1) CP 的

线性方程为:

�A = 0. 4049- 2. 29×10
8
( D T��/ �A - 1) CP,

线性关系 r= - 0. 9992。

从该方程的斜率和截距计算出: K = 2. 83×105 , N C= 6. 13×103。

3. 6　反应的稳定性和重现性

在pH= 2. 04的B. R 缓冲溶液中,室温下考察反应时间对MO-CTS 复合物的稳定性的影响,结

果表明,该体系反应速度快,向甲基橙溶液中加壳聚糖溶液后颜色由橙黄色很快变为紫红色,考察

在2h 内, 1. 0min后反应趋于稳定,并且重现性好。

3. 7　干扰因素

为考察实验干扰因素对测定结果

的影响,在甲基橙和壳聚糖的混合液

中添加不同试剂, 观察对甲基橙与壳

聚糖复合物吸光度的影响。

由表3数据可知 , 蔗糖基本没有

表 3　不同因素对MO-CTS复合物吸光度的影响

试剂 浓度( mol·L- 1)
吸光度A ( 506. 41nm)

空白(甲基橙) 甲基橙-壳聚糖

蒸馏水 - 0. 660 0. 468

蔗糖 1. 50×10- 3 0. 661 0. 471

氯化钠 0. 20 0. 660 0. 645

pH = 2. 04 C( MO) 1. 00×10- 5mol·L- 1　C( CT S) 1. 00×10- 6mol·L - 1

影响,氯化钠对反应影响较大,表明较高浓度的无机离子对甲基橙与壳聚糖的相互作用有较大的影

响,这可能是反应体系离子强度增大,离子电荷的屏蔽作用使MO与CTS 的静电作用减弱。

4　结论
通过采用光谱法研究了MO 与CT S相互作用的机理, MO-CTS 复合物主要是通过静电作用所

形成离子强度是影响MO-CTS 反应体系的主要因素。通过考察MO/ CT S 摩尔比对相互作用的影

响和测得MO-CTS 最大结合数,验证了先前研究者建立的多糖与光谱探针相互作用的理论模型的
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适应性,对于研究此类光谱探针反应机理有很好的指导作用。
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Abstract　The mechanism of chitosan ( CT S) and methyl orange ( MO ) at pH= 2. 0 w as

studied by absor pt ion spect ra. T he result show ed ther e w ere formed MO-CTS complex by the

hydr ophobic interact ion betw een MO and CTS. T he inf luence of the mo lar rat io o f MO/ CT S w as

investig ated. The max imum binding numbers ( N E= 6. 17×10
3
, N C= 6. 13×10

3
) w ere obtained by

spect roscopic experiment and theo ret ical model , respect ively. There w ere val idated rationality of

theoret ical model of the interact ion betw een chito san and probe reagents.

Key words　Chitosan, M ethy l Orange, UV -Vis Spectr um , Interact ion.
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