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摘　要：壳聚糖及其衍生物壳低聚糖均具有广谱抑菌性能，但相对分子质量

对壳聚糖衍生物抑菌活性的影响仍存在分歧。选取几种不同相对分子质量

的水溶性壳低聚糖对金黄色葡萄球菌（staphyloccocus aureus）、大肠杆菌

（escherichia coli）和黑曲霉菌（aspergillus niger）进行抑菌实验，探究相

对分子质量对壳低聚糖抑菌活性的影响。实验结果表明：相对分子质量对水

溶性壳低聚糖的抑菌活性有一定影响，但无特定的变化规律，其中相对分子

质量为 2.00×103 的壳低聚糖表现出相对较好的抑菌活性；壳聚糖及其壳低

聚糖对金黄色葡萄球菌的抑菌活性最好，黑曲霉菌次之，对大肠杆菌的抑菌

活性最差。
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1 研究背景

壳聚糖（chitosan）是甲壳素（chitin）部分或完

全脱乙酰基的衍生产物，广泛存在于虾、蟹等海洋节

肢动物的甲壳中，也存在于昆虫外壳、藻类菌类及高

等植物的细胞壁中。壳聚糖是天然多糖中唯一的碱性

多糖，具有广谱抑菌性；是天然无毒、绿色环保的生

物抑菌剂，可应用于包装保鲜等领域 [1-3]。

目前，关于壳聚糖及其衍生物壳低聚糖的抑菌机

理还没有明确的阐明和验证，主要有两种解释 [4-9]：1）

大分子壳聚糖的氨基在酸性溶液中容易发生质子化

电离而显正电性，通过静电引力的作用与细菌表面带

负电荷的细胞壁和细胞膜相结合，在菌体细胞壁表面

形成一层壳聚糖膜，从而改变细菌细胞膜的选择透过

性，进而破坏细胞膜内外的渗透平衡，阻断营养物质

进入菌体细胞，抑制正常的新陈代谢，最终导致菌体

死亡。2）小分子壳低聚糖通过细菌的细胞膜进入细

胞体内部，与细菌的 DNA 相互作用进而破坏 mRNA
的转录和复制，与细胞内部菌体生存所必需的的成分

（如蛋白质）结合，抑制细菌的生长和繁殖。

自 1979 年 C. R. Allan 等 [10] 首次对壳聚糖的抑菌

活性进行报道以来，科研工作者陆续对壳聚糖的抑

菌菌属的种类 [11-12]、影响壳聚糖抑菌活性的因素 [13-16]

（分子质量、脱乙酰度、溶液的 pH 值、溶液的离子

浓度、正电荷密度等）和壳聚糖抑制微生物生长的机

理 [17-18] 作了比较深入的研究。研究发现壳聚糖对细

菌、真菌等多种微生物都有抑制作用，但是对于壳低
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聚糖相对分子质量是否影响其抑菌活性的研究仍然

存在着分歧。如 Y. J. Jeon[19]、F. S. Kittur[20] 和梁健 [21]

等的研究表明，随着壳低聚糖的相对分子质量下降，

其抑菌活性减弱。而 Xia W. S.[22] 和 No H. K. [23] 等分

别制备了不同相对分子质量的壳低聚糖并对革兰氏

阴性菌进行抑菌测试，结果表明，随着壳低聚糖相对

分子质量的下降，其抑菌活性反而增强，其中相对分

子质量为 1.5×103 和 1×103 的壳低聚糖的抑菌活性

最好。与此同时，Tokura S. 等 [24] 的研究却发现相对

分子质量为 9.3×103 的壳低聚糖可以抑制大肠杆菌

的生长，而相对分子质量为 2.2×103 的壳低聚糖不

但不具有抑菌性能，反而会促进大肠杆菌的生长。因

此，有关相对分子质量对壳低聚糖抑菌性能的影响，

不能一概而论。

本文采用不同相对分子质量的水溶性壳低聚糖

对 金 黄 色 葡 萄 球 菌（staphyloccocus aureus）、 大

肠 杆 菌（escherichia coli） 和 黑 曲 霉 菌（aspergillus 
niger）进行抑菌实验，通过观察各壳低聚糖对 3 种

细菌的作用情况，探究相对分子质量对水溶性壳低聚

糖抑菌活性的影响。

2 实验

2.1 实验材料与设备

1）实验材料

壳 聚 糖， 脱 乙 酰 度 为 85%， 相 对 分 子 质 量 为

5.00×106，山东济南海得贝海洋生物工程有限公司；

水溶性壳低聚糖，脱乙酰度为 90%~95%，相对分子

质 量 分 别 为 1.45×104, 1.25×104, 9.00×103, 7.90×103, 
4.20×103, 2.00×103，实验室自制；营养肉汤，广东环

凯微生物科技有限公司；固体琼脂，广东环凯微生物

科技有限公司；金黄色葡萄球菌（staphyloccocus aureus 
ATCC6538）、大肠杆菌（escherichia coli ATCC8739）

和黑曲霉菌（aspergillus niger ATCC16404），均取自广

东省微生物菌种保藏中心。

2）实验设备

高压灭菌锅，BXM-30R 型，上海博讯实业有

限公司；台式恒温摇床，TS-100C 型，无锡玛瑞特

科技有限公司；扫描电子显微镜（scanning electron 
microscop，SEM），EVO-18 型，德国 Zeiss 公司。

2.2 实验过程

1）培养基的配制

营养肉汤液体培养基：称取营养肉汤 18 g 置于 2 

L 的烧杯中，加入 1 L 蒸馏水，搅拌加热煮沸，直至

肉汤完全溶解，分装至三角瓶中，用纱布封口，121 
℃高压灭菌 30 min，冷却后转移至无菌操作台中备用。

营养肉汤固体培养基：称取营养肉汤和固体琼脂

各 18 g 置于 2 L 的烧杯中，加入 1 L 蒸馏水，搅拌加

热煮沸，直至两者完全溶解，分装至三角瓶中，用纱

布封口，121 ℃高压灭菌 30 min，待高压灭菌锅内温

度低于 60 ℃，取出三角瓶在无菌操作平台上倒入培

养皿中，等待自然冷却凝固备用。

2）菌悬液的制备

测试菌种接种于固体培养基上，在生化恒温培养

箱中活化一定时间后转管两次复壮；复壮后的测试菌

种用接种环挑取单独菌落于营养肉汤液体培养基中，

在恒温空气摇床中振荡培养得到 108 CFU/mL 的菌悬

液备用。

3）抑菌活性的测定

采用平板菌落计数法判定壳聚糖及壳低聚糖的

抑菌活性。首先通过梯度稀释法对菌悬液进行稀释

并进行平板涂布，在生化培养箱中培养 24~36 h 后

对平板进行菌落计数，选取平板中长有 60~300 个菌

落时的稀释倍数为最适稀释倍数。然后将壳聚糖原

料和相对分子质量为 1.45×104, 1.25×104, 9.00×103, 
7.90×103, 4.20×103, 2.00×103 的水溶性壳低聚糖分

别编号为样品 1~7，并以质量分数为 1.0% 的乙酸溶

液和去离子水作为溶剂，将每个样品配制成质量分数

为 0.010%, 0.025%, 0.050%, 0.100%, 0.250%, 0.500%, 
1.000% 的溶液。分别将 0.1 mL 细菌悬浮液和 0.1 mL
待测抑菌溶液均匀涂布在培养基平板上，空白样为

只添加菌悬液而不添加样品溶液。所有平板在一定

温度的生化恒温培养箱中培养 24 h 后取出，观察各

个平板上的细菌生长情况，计算抑菌率。实验重复 3
次取其平均值。

抑菌率（inhibition rate，IR）的计算公式为 [25]

      ，

式中：N0 为空白样品平板中的菌落数目；

    N1 为涂抹抑菌溶液后平板中的菌落数目。

4）细菌的扫描电镜观察

在 5 mL 菌落总数为 106~107 CFU/mL 的大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌悬液中，分别加入 2 mL 质量分

数为 0.1% 的样品 7（相对分子质量为 2.00×103 的水

溶性壳低聚糖）溶液，在 37 ℃空气摇床中振荡培养

水溶性壳低聚糖抑菌性能研究
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12 h，取出于 3 000 r/min 下离心 10 min，去除上清液；

再用浓度为 0.1 mol/L 的磷酸缓冲盐溶液（phosphate 
buffer saline，PBS）（pH=7.0） 将 菌 体 清 洗 数 次 后

用质量分数为 2.5% 的戊二醛溶液浸泡，并置于 4 ℃
冰箱中固定过夜。再用 PBS 洗涤菌体 6 次，每次 20 
min；然后在 4 ℃条件下，分别用质量分数为 30%, 
50%, 70%, 90% 的乙醇溶液对菌体进行梯度脱水；接

着用无水丙酮洗涤菌体 3 次，每次 15 min；之后，

又用乙酸异戊酯洗涤 2 次，每次 15 min；最后，样

品在临界点干燥 3 h 后喷金处理，进行 SEM 观察。

3 实验结果与分析

3.1 壳聚糖和水溶性壳低聚糖对金黄色葡萄球菌的

抑菌活性

壳聚糖及不同相对分子质量的水溶性壳低聚糖

对金黄色葡萄球菌的抑菌测试结果如图 1 所示。由图

可知，随着样品质量分数的增大，各样品对金黄色

葡萄球菌的抑菌率逐渐升高；在同一质量分数下，相

对分子质量为 1.45×104, 1.25×104, 2.00×103 的水溶

性壳低聚糖对金黄色葡萄球菌的抑菌率高于壳聚糖，

其抑菌活性有所提升，其中相对分子质量为 2.00×103

的水溶性壳低聚糖在质量分数为 0.100% 时，抑菌率

为 57%，对金黄色葡萄球菌有明显的抑菌效果。在样

品质量分数为 0.010% 时，相对分子质量为 7.90×103, 
4.20×103 的水溶性壳低聚糖对金黄色葡萄球菌的抑

菌率为负值，其原因可能是样品浓度过低，对金黄色

葡萄球菌几乎没有抑菌活性，反而被菌体当作碳源吸

收利用，从而促进了金黄色葡萄球菌的生长。

 

 

 
3.2 壳聚糖和水溶性壳低聚糖对黑曲霉菌的抑菌活性

壳聚糖及不同相对分子质量的水溶性壳低聚糖

对黑曲霉菌的抑菌测试结果如图 2 所示。由图可知，

随着样品质量分数的增大，壳聚糖及水溶性壳低聚糖

对黑曲霉菌的抑菌率逐渐升高；在同一质量分数下，

相对分子质量为 1.45×104 和 2.00×103 的水溶性壳

低聚糖对黑曲霉菌的抑菌率均高于壳聚糖，且相对分

子质量为 2.00×103 的水溶性壳低聚糖在质量分数为

0.100% 时，具有 57% 的抑菌率，对黑曲霉菌的抑菌

活性较好。

 

 
3.3 壳聚糖和水溶性壳低聚糖对大肠杆菌的抑菌活性

壳聚糖及不同相对分子质量的水溶性壳低聚糖对

大肠杆菌的抑菌测试结果如图 3 所示。由图可知，样

品的抑菌率随样品质量分数的增大而增大。其中，相

对分子质量为 1.25×104, 9.00×103, 7.90×103 的水溶

性壳低聚糖样品的抑菌率较壳聚糖低，其对大肠杆菌

的抑菌活性较差；并且当加入质量分数为 0.010% 的

样品溶液时，抑菌率为负值，即该相对分子质量的

水溶性壳低聚糖在较低浓度时促进了大肠杆菌的生

长，其原因也可能是在较低浓度时，相对分子质量

为 1.25×104, 9.00×103, 7.90×103 的水溶性壳低聚糖

作为碳源被大肠杆菌吸收利用。而相对分子质量为

2.00×103 的水溶性壳低聚糖，其在不同质量分数时的

抑菌率均高于壳聚糖，对大肠杆菌有较好的抑菌活性。

 
 
 

图 1 壳聚糖和水溶性壳低聚糖对

金黄色葡萄球菌的抑菌活性测试结果

Fig. 1 Results of antibacterial activities of chitosan 
and low molecular weight of water-soluble chitosans 

against staphylococcus aureus

图 2 壳聚糖和水溶性壳低聚糖

对黑曲霉菌抑菌活性测试结果

Fig. 2 Results of antibacterial activities of chitosan
 and low molecular weight of water-soluble chitosans 

against aspergillus niger

图 3 壳聚糖和水溶性壳低聚糖对大肠杆菌

抑菌活性测试结果

Fig. 3 Results of antibacterial activities of chitosan
 and low molecular weight of water-soluble chitosans 

against escherichia coli

   彩图

   彩图

   彩图
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结合图 1~3 可知，相对分子质量对于壳聚糖和水

溶性壳低聚糖的抑菌活性存在着一定的影响，但并无

特定规律可循。总体而言，相对分子质量为 2.00×103

的样品 7 表现出最好的抑菌活性。而在被测试的 3 种

菌株中，壳聚糖和水溶性壳低聚糖对金黄色葡萄球菌

的抑菌活性要好于大肠杆菌，而对黑曲霉菌的抑菌活

性则介于二者之间。因而，本试验选取经相对分子质

量为 2.00×103 的水溶性壳低聚糖处理前后的金黄色

葡萄球菌及大肠杆菌进行扫描电镜观察。

3.4 细菌扫描电镜观察

图 4~5 是 经 相 对 分 子 质 量 为 2.00×103 的 水 溶

性壳低聚糖处理前后的金黄色葡萄球菌及大肠杆菌

SEM 观察结果。从图中可以明显看到，未经处理的

金黄色的葡萄球菌（图 4a）和大肠杆菌（图 5a）细

胞表面光滑，保持细胞完整的形态特征；而经相对分

子质量为 2.00×103 的水溶性壳低聚糖溶液处理后的

细菌菌体结构出现变形，细胞表面有坍塌和破裂的现

象。根据壳聚糖及其壳低聚糖对微生物的抑菌机理可

知，其原因可能是由于壳低聚糖溶液显正电性，与菌

体细胞膜表面的负电荷相互作用，从而改变了细胞

膜的选择透过性，进而破坏细胞膜内外的渗透平衡，

导致菌体死亡。

 

4 结论

本文通过选取不同相对分子质量的水溶性壳低

聚糖对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和黑曲霉菌进行抑

菌实验，探究了壳低聚糖分子质量对其抑菌活性的影

响，具体结论如下：

1）相对分子质量对水溶性壳低聚糖的抑菌活性

有一定影响，但无特定规律可循；其中，相对分子质

量为 2.00×103 的水溶性壳低聚糖表现出相对较好的

抑菌活性。

2）随着壳聚糖及其水溶性壳低聚糖溶液的质量

分数增大，其对金黄色葡萄球菌、黑曲霉菌以及大肠

杆菌的抑菌活性逐渐增强；其中，对金黄色葡萄球菌

的抑菌活性最好，对黑曲霉菌次之，对大肠杆菌的抑

菌活性最差。
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图 5 大肠杆菌处理前后的 SEM 图
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Study on Antimicrobial Activity of Water-Soluble Chitooligosaccharides

HUANG Haibo1, 2, 3，YAO Jin2，ZENG Guangsheng1, 2，LI Zhihan1, 2 

（1. College of Packaging and Materials Engineering，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China；

2. Hunan Key Laboratory of Biomass Fiber Functional Materials，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China；

3. College of Light Industry and Food Engineering，Guangxi University，Nanning  530004，China）

Abstract：The relative molecular mass has a positive influencing effect on the antibacterial activity of chitosan 
derivatives as chitosan and its derivatives have road-spectrum antimicrobial properties. Several different molecular 
weights of water-soluble chitosan oligosaccharides were used to conduct antibacterial experiments on staphyloccocus 
aureus，escherichia coli and aspergillus niger, and the effects of relative molecular mass on the bacteriostatic activity 
of chitooligosaccharides were explored. The experimental results showed that relative molecular mass had certain 
effects on the antibacterial activity but with no regularity, and the water-soluble chitooligosaccharides with molecular 
weight of 2.00×103 performed better in the antibacterial activity. Chitosan and its different molecular weight of 
water-soluble chitooligosaccharides showed the best antibacterial activity against staphylococcus aureus, followed by 
aspergillus niger and the poorest antibacterial activity against escherichia coli.

Keywords：chitosan；water-soluble chitooligosaccharides；relative molecular mass；antimicrobial activity
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