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摘　要：在非均相碱性体系中�合成了Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物�用ＦＴ-ＩＲ和1ＨＮＭＲ对产物的结构进行了表
征。考察了Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的超氧阴离子清除能力、羟基自由基清除能力、还原能力以及金属螯合
能力。结果表明：Ｃ60-氨基葡萄糖衍生物对超氧阴离子自由基 Ｏ2-·和羟基自由基·ＯＨ的半抑制浓度分别是
0．42ｍｇ／ｍＬ和0．26ｍｇ／ｍＬ；在还原能力体系中当吸光度达到0．5时�所需Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的浓度是
2．44ｍｇ／ｍＬ；在金属螯合能力体系中�Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物对亚铁离子的半螯合浓度是0．013ｍｇ／ｍＬ；即
表明Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物在4个抗氧化体系中都表现出明显的抗氧化性。并且 Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐在
4个体系中表现出的抗氧化能力都不强�说明 Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的抗氧化能力可能主要来自于 Ｃ60上
保留下来的双键。
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　　自由基与大量病理过程都有紧密联系 ［1］�它
们会对生物体造成氧化伤害�加速人体的衰
老 ［2－5］。自从1985年 Ｋｒｏｔｏ等 ［6］发现等碳原子
簇以来�Ｃ60水溶性衍生物的生物活性备受关
注 ［7］。Ｃ60水溶性衍生物具有清除自由基、抑制癌
细胞生长、抑制真菌生长、抑制细胞凋亡、保护皮
肤免受紫外线伤害等作用 ［8－12］�其中它的抗氧化
性尤为重要 ［13－15］。Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐可用作
抗细菌感染及免疫药剂�是人体抗流感病毒的活
化剂�是合成抗生素和抗癌药物的主要原料。向
Ｃ60上引入Ｄ-氨基葡萄糖基团�可以克服Ｃ60水溶
性差的缺点�赋予衍生物良好的水溶性�同时又
期望衍生物拥有Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐的抗细菌、
抗炎、解毒等生物活性。

本实验合成了 Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物�并
考察了它的超氧阴离子清除能力、羟基自由基清
除能力、还原能力和金属螯合能力�希望可以为
海洋生物产品在生物医学领域中的应用提供一

些参考性数据。
1　材料与方法
1．1　试剂与仪器

Ｃ60纯度 ＞99．9％�由河南永新试剂公司生
产�Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐由上海高信试剂有限公
司生产�ＨＥＰＥＳ、鲁米诺由国药集团化学试剂有
限公司生产�Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ由美国 Ｆｌｕｋａ公司生产。
甲苯、乙醇、氢氧化钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、
铁氰化钾、三氯化铁、氯化亚铁、邻苯三酚均为分
析纯。

使用的仪器包括：ＮｉｃｏｌｅｔＮｅｘｕｓ470红外光
谱仪 （美国ＮＩＣＯＬＥＴ）�ＤＭＸ500型核磁共振波谱
仪 （德国 Ｂｒｕｋｅｒ）�ＩＦＦＭ-Ｄ型流动注射化学发光
分析仪�ＩＦＦＳ-Ａ型多功能化学发光检测器。
1．2　Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的合成

按照文献 ［16］设计合成 Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖
衍生物的方法�取375ｍｇＤ-氨基葡萄糖盐酸盐和
2．0ｇＮａＯＨ溶于12ｍＬ去离子水中�加入80ｍＬ
无水乙醇�搅拌下缓慢滴加 Ｃ60甲苯溶液250ｍＬ
（浓度为1ｍｇ／ｍＬ）�室温下搅拌5ｄ�至有机层中
紫色消失。分液移去无色有机层�将黑色溶液层

用蒸馏水稀释�然后再加入无水乙醇使产物沉
淀�继续将产物用水和无水乙醇反复沉淀�经真
空干燥得到黑褐色固体粉末产物。
1．3　Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的表征

对产物进行ＦＴ-ＩＲ和1ＨＭＮＲ表征。红外光
谱采用ＫＢｒ压片法制样�测定波数范围为400～
4000ｃｍ－1�分辨率为0．8ｃｍ－1。核磁共振�500
ＭＨｚ�溶剂为Ｄ2Ｏ。
1．4　超氧阴离子清除能力

用ｐＨ＝10．20的0．5ｍｏｌ／ＬＮａ2ＣＯ3-ＮａＨＣＯ3
缓冲溶液配制浓度为1．5×10－3ｍｏｌ／Ｌ的鲁米诺
溶液�用1×10－3ｍｏｌ／Ｌ的盐酸配制浓度为0．1
ｍｏｌ／Ｌ的邻苯三酚储备液�使用前用去离子水稀
释至1×10－4ｍｏｌ／Ｌ。以缓冲液作为溶剂�配制成
不同浓度的样品溶液 ［17］。

将鲁米诺溶液和邻苯三酚溶液混合�用流动
注射化学发光分析仪测定超氧阴离子所产生的

峰面积�先测试空白样�然后依次测试从稀到浓
的样品溶液�进样时间10ｓ�测试时间30ｓ。

Ｓ＝（Ａ0－Ａｉ）／Ａ0×100％。 （1）
式中：Ｓ为样品对自由基的清除率；Ａ0为空白溶
液峰面积；Ａｉ为样品溶液峰面积。

经ＳＯＤ、过氧化氢酶及甘露醇检测�该体系
产生的自由基为超氧阴离子Ｏ2-·。
1．5　羟基自由基清除能力

用ｐＨ＝7．40的0．05ｍｏｌ／ＬＫＨ2ＰＯ4-ＮａＯＨ
缓冲溶液分别配制浓度为6．4×10－4ｍｏｌ／Ｌ的鲁
米诺溶液、0．012ｍｏｌ／Ｌ的Ｈ2Ｏ2和0．8ｍｇ／ｍＬ的
亚铁氰化钾溶液。以鲁米诺溶液作为溶剂�配制
成系列不同浓度的样品溶液 ［17］。

将Ｈ2Ｏ2溶液和亚铁氰化钾溶液混合�用流
动注射化学发光分析仪测定羟基自由基所产生

的峰面积�先测试空白样�然后依次测试从稀到
浓的样品溶液�进样时间15ｓ�测试时间25ｓ�计
算如公式 （1）。

经ＳＯＤ、过氧化氢酶及甘露醇检测�该体系
产生的自由基为羟基自由基·ＯＨ。
1．6　还原能力的测定

还原能力测试根据文献 ［18］测定并稍做改
进。取2．0ｍＬ不同浓度的样品�加入ｐＨ为6．60
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的0．2ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液和1％铁氰化钾溶液各
2．50ｍＬ�混匀。50℃水浴20ｍｉｎ后迅速冷却�
加入2．50ｍＬ10％三氯乙酸溶液�混匀后在3000
ｒ／ｍｉｎ下离心10ｍｉｎ�取上清液2．0ｍＬ�加入2．50
ｍＬ去离子水和0．50ｍＬ0．1％的三氯化铁溶液�
静置10ｍｉｎ后在700ｎｍ处测定吸光度。吸光度
越高代表还原能力越强。
1．7　金属螯合能力的测定

按照文献 ［19］稍加修改测定反应产物的金
属螯合能力。取不同浓度的样品溶液3．50ｍＬ�
加入0．1ｍＬ2．0ｍｍｏｌ／Ｌ的氯化亚铁溶液和0．20
ｍＬ5．0ｍｍｏｌ／Ｌ的 ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ溶液�混和均匀。混
合液室温静置10ｍｉｎ�并于562ｎｍ处测定其吸光
度。用下式计算其金属螯合能力：
Ｃ（％）＝［1－（Ａｉ－Ａｊ）／Ａ0 ］×100％ （2）

式中：Ｃ表示样品对金属的螯合能力；Ａ0表示用
水代替样品所测得的吸光度；Ａｉ表示样品所测得
的吸光度；Ａｊ表示样品本身的吸光度。
2　结果与讨论
2．1　结构表征

Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐的红外图谱和Ｃ60-Ｄ-氨
基葡萄糖衍生物的红外图谱如图1和图2所示。
Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物保留了Ｄ-氨基葡萄糖盐
酸盐的在3370ｃｍ－1处 （Ｎ－Ｈ）、2880ｃｍ－1处
（－ＣＨ－）、1605ｃｍ－1（Ｎ－Ｈ的面内弯曲振动
峰 ）和1063ｃｍ－1处 （Ｃ-Ｏ-Ｃ）的吸收峰�还在521
ｃｍ－1处多出一个吸收峰�521ｃｍ－1吸收峰是取代
Ｃ60的标志�与文献 ［20－22］报道的结果一致�说
明Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物同时具有 Ｄ-氨基葡
萄糖盐酸盐和Ｃ60的吸收峰。

在1．30～1．40ｐｐｍ�Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生
物的1ＨＮＭＲ图谱如图3�2．02ｐｐｍ处的吸收峰
是Ｃ60-Ｈ的吸收峰�2．90�3．63�3．76和3．80ｐｐｍ
处的吸收峰是 Ｄ-氨基葡萄糖的吸收峰。以上表
征说明合成的产物是目标化合物。
2．2　超氧阴离子清除能力

抗氧化剂通过氧化或还原反应抑制自由基

的产生或直接清除自由基。Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍
生物对超氧阴离子的清除很可能与Ｃ60的氧化反
应类似�通过Ｏ2-·生成一个活性氧中间体�在Ｃ＝
Ｃ键上加成为环氧结构 ［23］�就是说�打开一个 Ｃ

图1　Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐的红外图谱
Ｆｉｇ．1　ＩＲｏｆＤ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

图2　Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的红外图谱
Ｆｉｇ．2　ＩＲｏｆＤ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅＣ60ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

＝Ｃ键�可以消耗一个超氧阴离子。Ｃ60-Ｄ-氨基
葡萄糖衍生物和 Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐的超氧阴
离子清除能力如图4所示：随着浓度的增加�Ｃ60-
Ｄ-氨基葡萄糖衍生物和 Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐的
超氧阴离子清除能力逐渐增强�两者对超氧阴离
子的半抑制浓度分别是0．42ｍｇ／ｍＬ和14．1ｍｇ／
ｍＬ�与Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物相比�Ｄ-氨基葡
萄糖盐酸盐在超氧阴离子清除能力体系中的半

抑制浓度是Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的33倍。
2．3　羟基自由基清除能力

羟基自由基·ＯＨ是毒性最大的活性氧�对细
胞内ＤＮＡ的破坏作用最大�它可以加成至碱基
双键中造成碱基破坏�从而产生突变。Ｃ60-Ｄ-氨
基葡萄糖衍生物对羟基自由基的清除反应以向

Ｃ＝Ｃ键的多加成为主 ［24］�可能是以打开一个
Ｃ＝Ｃ键加成两个·ＯＨ的方式进行的�也就是说�
一个Ｃ＝Ｃ键可以清除两个羟基自由基。Ｃ60-Ｄ-
氨基葡萄糖衍生物和 Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐的羟
基自由基清除能力如图 5所示：随着浓度的增
加�Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的羟基自由基清除
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能力逐渐增强；Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐在这个浓度
范围内几乎没有羟基自由基清除能力；Ｃ60-Ｄ-氨

基葡萄糖衍生物对羟基自由基清的半抑制浓度

是0．26ｍｇ／ｍＬ。

图3　Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的1ＨＮＭＲ图谱

Ｆｉｇ．3　1ＨＮＭＲｏｆＤ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅＣ60ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

图4　Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物和Ｄ-氨基葡萄糖
盐酸盐的超氧阴离子清除能力曲线图

Ｆｉｇ．4　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎｏｆ
Ｄ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅＣ60ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅａｎｄ
Ｄ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

2．4　还原能力
还原能力是表示抗氧化物提供电子的能力

的重要指标�研究表明抗氧化活性和还原能力之
间存在着密切的关系。一些金属离子 （例如铁离

图5　Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物和Ｄ-氨基葡萄糖
盐酸盐的羟基自由基清除能力曲线图

Ｆｉｇ．5　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｏｆ
Ｄ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅＣ60ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅａｎｄ
Ｄ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

子、铜离子 ）在自由基氧化过程中起到催化剂的
作用�具有还原能力的 Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物
能够还原金属离子�从而使一些金属离子失去催
化作用。Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物和Ｄ-氨基葡萄
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糖盐酸盐的还原能力如图6所示：随着浓度的增
加�Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的吸光值随之增加�
即表示还原能力也逐渐增强；Ｄ-氨基葡萄糖盐酸
盐在这个浓度范围内几乎没有还原能力；在吸光
度是0．5时�所需 Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的浓
度是2．44ｍｇ／ｍＬ。

图6　Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物和Ｄ-氨基葡萄糖
盐酸盐的还原能力曲线图

Ｆｉｇ．6　ＲｅｄｕｃｉｎｇｐｏｗｅｒｏｆＤ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅＣ60ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ
ａｎｄＤ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

2．5　金属螯合能力
金属离子在自由基氧化过程中起催化剂作

用�将金属离子螯合可以钝化金属离子的催化作
用�大大降低自由基的氧化作用。Ｃ60-Ｄ-氨基葡
萄糖衍生物和 Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐的金属螯合
能力如图7所示：随着浓度的增加�Ｃ60-Ｄ-氨基葡
萄糖衍生物的金属螯合能力逐渐增强；Ｄ-氨基葡
萄糖盐酸盐在这个浓度范围内几乎没有金属螯

合能力；当螯合率达到50％时�所需的 Ｃ60-Ｄ-氨
基葡萄糖衍生物的浓度是0．013ｍｇ／ｍＬ。

Ｄ-氨基葡萄糖盐酸盐在超氧阴离子、羟基自
由基清除能力、还原能力和金属螯合能力4个体
系中表现出的抗氧化能力都不强�而 Ｃ60是典型
的缺电子烯烃�具有很强的电子亲和能力�与自
由基反应以双键的多重加成为主�说明 Ｃ60-Ｄ-氨
基葡萄糖衍生物的抗氧化能力可能主要来自于

Ｃ60上保留下来的双键。
3　结论

本实验合成了 Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物�并
采用了超氧阴离子清除能力、羟基自由基清除能
力、还原能力和金属螯合能力4个指标�综合考
察了Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的抗氧化能力�发

图7　Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物和Ｄ-氨基葡萄糖
盐酸盐的金属螯合能力曲线图

Ｆｉｇ．7　ＣｈｅｌａｔｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＤ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅＣ60ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ
ａｎｄＤ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

现Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物在4个抗氧化体系中
都表现出明显的抗氧化性�并且 Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄
糖衍生物的抗氧化能力主要来自于Ｃ60上保留下
来的双键。通过对Ｃ60-Ｄ-氨基葡萄糖衍生物的抗
氧化性研究�为进一步研究该衍生物奠定了基
础。
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