
第 37 卷第 3 期
Vol郾 37摇 No郾 3

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 重庆工商大学学报(自然科学版)
J Chongqing Technol & Business Univ(Nat Sci Ed) 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 2020 年 6 月

Jun郾 2020

doi:10郾 16055 / j郾 issn郾 1672-058X郾 2020郾 0003郾 002

壳聚糖稳定性及抑菌作用研究*

宋俊梅1,2, 张摇 昕1, 高玉荣1

(1. 巢湖学院 化学与材料工程学院,合肥 238000;

2. 上海海虹实业(集团)巢湖今辰药业有限公司,合肥 238000

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇 摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

摇
摇

)

摇 摇 收稿日期:2018-12-26;修回日期:2019-11-06.

摇* 基金项目:巢湖学院 2019 年度校级科学研究项目 ( XLY - 201912);安徽省高等学校自然科学研究重点项目

(KJ2018A0459);巢湖学院 2018 年度校级质量工程项目(CH18JXYJ27).

作者简介:宋俊梅(1992—),女,安徽阜阳人,助教,硕士,从事生物药物开发与研究.

摘摇 要:研究壳聚糖在不同处理条件下,其稳定性和抑菌作用的变化;以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌作

为实验菌种,主要考察的影响因素包括:壳聚糖浓度(壳聚糖浓度范围 0 ~ 20 g / L)、温度(冰浴,25 益,60 益,
121 益)、金属离子种类(NaCl,MgCl2,FeCl3)和浓度(0郾 1 mol / L,0郾 2 mol / L,0郾 3 mol / L,0郾 4 mol / L,0郾 5 mol /
L)、酸溶剂(HAc、HCl、柠檬酸),滤纸片琼脂扩散法测定各影响因素下,壳聚糖的稳定性及抑菌作用的变化;
结果表明:随着壳聚糖浓度的增加,抑菌作用逐渐增强;不同温度下,壳聚糖均能保持较好的稳定性;金属离

子种类和浓度对壳聚糖的性能有一定的抑制作用;不同酸溶剂溶解壳聚糖时,其稳定性和抑菌作用存在一

定的差异。
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0摇 引摇 言

几丁质( chitin)在碱性条件下脱 N鄄乙酰基,且

达到一定的脱乙酰度时称之为壳聚糖(chitosan),壳

聚糖又称几丁聚糖,且壳聚糖只溶解于某些酸[1]。

壳聚糖广泛存在,作为一种天然产物,在生活中的

多个领域应用广泛。 壳聚糖具有良好的组织相容

性、无毒性,特别是壳聚糖具有减少体内胆固醇、降

低血压、修复组织的作用,是医药研究和开发的重

要资源[2-3];目前,壳聚糖也是食品中的重要添加

剂,起到抑制食品微生物生长、澄清、保鲜等作

用[4-6]。 随着人们对壳聚糖的深入研究,工业中利

用壳聚糖的吸附作用和螯合作用,使水污染中的金

属离子与其形成螯合物,达到降低水污染中的离子

浓度的作用[7-9]。 主要研究壳聚糖的稳定性和抑菌

作用,受试菌选择大肠杆菌和金黄色葡萄球菌,研

究壳聚糖浓度、处理温度、金属离子、酸溶剂对壳聚

糖的影响。 通过琼脂培养基培养受试菌,利用滤纸

片琼脂扩散法进行稳定性和抑菌性的测定,采用十

字交叉方法测定不同条件下的抑菌圈大小,评价壳

聚糖的稳定性和抑菌作用的变化。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 菌摇 种

实验 过 程 中 使 用 的 大 肠 杆 菌 ( CCTCC AB

93154)、金黄色葡萄球菌(CCTCC AB 91093)从中国



典型培养物保藏中心购买。 琼脂固体培养基配置

流程如下:电子天平分别称取 5 g 蛋白胨,1郾 5 g 牛

肉浸膏,2郾 5 g 氯化钠,加纯化水 500 mL 使其溶解

后,再使用电子天平称取 7郾 5 g 琼脂,将琼脂边搅拌

边加入上述溶液中,待琼脂完全熔化后,用 20% 的

NaOH 溶液调节配制的培养基 pH,使 pH 在 7郾 2 ~

7郾 4 左右,待用[10]。 液体培养基配置流程如下:电

子天平称取 10 g / LB 肉汤培养基,加 500 mL 纯化

水,缓慢加热使其熔化。

1郾 2摇 试剂材料

壳聚糖购于上海麦克林生化科技有限公司;牛

肉浸膏、NaCl 购于国药集团化学试剂有限公司;蛋

白胨购于南京茂捷微生物科技有限公司;琼脂购于

北京索莱宝生物科技有限公司;LB 肉汤购于北京奥

博星生物技术有限责任公司;MgCl2、柠檬酸购于天

津博迪化工股份有限公司;乙酸购于江苏强盛功能

化学股份有限公司;HCl 购于西陇科学股份有限公

司;FeCl3、NaOH 购于天津市大茂化学试剂厂。

1郾 3摇 仪器及设备

单人单面洁净工作台(型号:SJ鄄CJ鄄1D),购自苏

州苏洁净化设备有限公司;智能光照培养箱(型号:
GZL鄄P250A),购自合肥华德利科学器材有限公司;数

显恒温水浴锅(型号:HH鄄4),购自常州普天仪器制造

有限公司;高压蒸汽灭菌锅(型号:LDZF鄄75KB),购自

上海申安医疗器械厂;电热恒温鼓风干燥箱(型号:
DHG鄄9070AE),购自常州普天仪器制造公司。

1郾 4摇 研究方法

1郾 4郾 1摇 不同浓度壳聚糖稳定性及抑菌性实验

(1) 在已灭菌的超净台上,取适量直径为 6 mm
的已灭菌的圆形滤纸片,置于已灭菌的培养皿中,

然后向放有滤纸片的培养皿中加入适量不同浓度

的壳聚糖溶液(天子天平称取不同质量的壳聚糖,

分别溶解于 1%HAc 溶液,配制成浓度为 20 g / L、10
g / L、5 g / L、2郾 5 g / L、1郾 25 g / L 的壳聚糖溶液),浸泡

40 min 左右。

(2) 将上述配置好的固体培养基在适当条件下

使其熔化,于无菌环境下进行倒平板,待其冷却成

型后,使用移液枪移取 20 滋L 菌悬液于固体培养基

中,无菌涂布棒事先灭菌,然后用其将菌悬液均匀

涂布于上述配置的培养基中。 放置几分钟,用无菌

镊子夹取 1郾 4郾 1 项下制备的滤纸片(浸有不同浓度

的壳聚糖溶液),在各培养基中间隔一定距离贴 3

到 5 片[10],以相同 pH 的 HAc / NaOH 混合液为对照

组,将上述处理过的培养基倒放于 37 益左右的恒温

培养箱中恒温培养 24 h。 培养完成后测量各组培养

基中抑菌圈大小并记录抑菌圈实验数据。

1郾 4郾 2摇 温度对壳聚糖稳定性及抑菌作用影响实验

由于壳聚糖的独特特性,其存在多种用途,所

以实验选取了壳聚糖应用过程中的几个常用温度

来处理壳聚糖,观察壳聚糖在不同温度下稳定性和

抑菌性的变化。 量取 4 份 10 mL 5 g / L 的 1%HAc 壳

聚糖溶液于具塞量筒中,分别在 121 益、60 益、25 益、

冰浴等不同温度条件下处理 30 min 左右[11],立即拿

出,取出适量浸泡圆形滤纸片 40 min,然后以 1郾 4郾 1

项下操作进行实验,最后进行抑菌圈的大小比较。

1郾 4郾 3摇 金属离子对壳聚糖的稳定性及抑菌作用影

响实验

取 3 份 10 mL 的 5 g / L 的 1% HAc 壳聚糖溶液

于具塞量筒中,分别加 1 mL 金属离子溶液 (0郾 1

mol / L NaCl、0郾 1 mol / L MgCl2、0郾 1 mol / L FeCl3),摇

晃使其充分混匀,作用 1 h 后分别浸泡若干圆形滤

纸片[12],以未加金属离子的 5 g / L 的 1% HAc 溶解

的壳聚糖溶液为对照组,然后按 1郾 4郾 1 项下操作进

行实验,实验结束后,测量并记录抑菌圈的大小,进

行数据分析。 根据不同金属离子对壳聚糖稳定性

及抑菌作用的影响,实验进一步探究了金属离子浓

度对壳聚糖的影响。 在金属离子浓度对壳聚糖的

影响实验中,主要选择 FeCl3 和 MgCl2 作为影响因

素,金属离子浓度分别设定为 0郾 1 mol / L、0郾 2 mol / L、

0郾 3 mol / L、0郾 4 mol / L、0郾 5 mol / L,实验菌种选择金黄

色葡萄球菌,通过测定抑菌圈大小,探究壳聚糖在不

同浓度的 Fe3+和Mg2+干扰下,其稳定性和抑菌作用的

变化,为壳聚糖的进一步应用提供实验依据。

1郾 4郾 4 摇 酸溶剂对壳聚糖稳定性和抑菌作用影响

实验

根据壳聚糖只能溶于某些稀酸的性质,实验选

81 重庆工商大学学报(自然科学版) 第 37 卷



第 3 期 宋俊梅,等:壳聚糖稳定性及抑菌作用研究

取 HAc、HCl、柠檬酸来配制壳聚糖溶液[13-14],以此

探究壳聚糖的稳定性和抑菌作用,同时设置不加壳

聚糖的溶剂为平行对照组,实验过程中不同酸溶剂

浓度固定在 1% 。
将不同酸溶剂配置的壳聚糖溶液以及对照组

溶液取适量浸泡圆形滤纸片 40 min 左右,按 1郾 4郾 1
项下操作进行实验,最后根据所得数据进行壳聚糖

稳定性和抑菌作用的研究。

2摇 结果分析

2郾 1摇 不同浓度壳聚糖抑菌作用

测定不同浓度壳聚糖溶液对实验受试菌(大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌)产生的抑菌圈直径(图 1)。
根据实验数据可知,随着壳聚糖浓度从 0 ~ 20 g / L
的增加,壳聚糖对金黄色葡萄球菌产生的抑菌圈随

之增大了 0郾 86 cm(对大肠杆菌产生的抑菌圈增大

了 0郾 8 cm),其抑菌作用有较为明显的增强。 这个

现象可能是因为壳聚糖分子具有氨基,使壳聚糖分

子携带正电,当携带正电荷的壳聚糖分子与细菌接

触时,可与菌体中的负电荷物质(如细胞壁中的磷

壁酸)结合而发生相互作用,导致维持细菌生长的

物质减少甚至缺失,进而对菌体的生长繁殖产生阻

碍作用。 随着壳聚糖浓度的增加,游离氨基增加,
壳聚糖分子携带的正电荷增加,对菌体的生长繁殖

产生的阻遏作用增强,从而其抑菌效果增强[15]。

图 1摇 不同浓度壳聚糖稳定性及抑菌作用影响

Fig. 1摇 Effect of different concentrations of chitosan on

stability and bacteriostatic action

2郾 2摇 不同温度处理的壳聚糖的稳定性及抑菌作用

对不同温度处理的壳聚糖的实验结果进行测

定和记录,从图 2 看出不同温度条件下,壳聚糖稳定

性和抑菌作用受到的影响较小。 数据表明:不论是

大肠杆菌还是金黄色葡萄球菌,即使在高温 121 益

或者冰浴条件下处理 30 min,壳聚糖的稳定性和抑

菌性能没有明显变化(抑菌圈只改变了 0郾 04 cm)。

数据说明经过不同温度的处理,壳聚糖不易产生变

性,稳定性较好,对大肠杆菌及金黄色葡萄球菌的

抑菌作用基本无影响[12]。 这个特点表明:当应用在

食品或其他方面,壳聚糖即使是需要加热或冷藏,

在一段时间内,壳聚糖也可保持一定的稳定性、抗

菌性,这一特性有利于扩大壳聚糖的使用范围,提

高壳聚糖的应用价值。

图 2摇 温度对壳聚糖稳定性和抑菌作用的影响

Fig. 2摇 Effect of temperature on stability and

bacteriostasis of chitosan

2郾 3摇 金属离子对壳聚糖稳定性和抑菌作用的影响

经不同金属离子作用后,壳聚糖溶液对实验菌

种产生的抑菌性测定实验结果如图 3 所示。 由实验

数据可以看出,金属离子的加入对壳聚糖的稳定性

和抑菌性有阻碍作用,在相同浓度条件下,随金属

离子电荷的增加,对壳聚糖的抑菌性能的抑制作用

明显增加,抑菌圈呈减小的趋势(相同浓度下,壳聚

糖在不同金属离子溶液中抑菌能力排名:NaCl <

MgCl2<FeCl3。 这可能与壳聚糖的螯合特性以及壳

聚糖与不同金属离子的亲和性不同有关[16],壳聚糖

作为一种螯合物质,在金属离子存在时,能与其形

成螯合物从而降低自身的稳定性和抑菌性能。 这

一特性表明,壳聚糖在使用过程中,如果使用壳聚

糖的环境中含有某些金属离子,应考虑其使壳聚糖

稳定性和抑菌能力下降的问题。
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图 3摇 不同金属离子对壳聚糖稳定性和抑菌作用的影响

Fig. 3摇 Effect of different metal ions on stability and

bacteriostatic action of chitosan

图 3 实验数据表明了不同金属离子对壳聚糖抑

菌作用存在一定的影响,但影响程度不同,为进一

步探究金属离子浓度对壳聚糖抑菌作用的影响,实

验选择金黄色葡萄球菌为受试菌种,探究金属离子

浓度对壳聚糖抑菌作用的影响。 从图 4 可以看出:

随金属离子浓度的增加,Fe3+和 Mg2+对金黄色葡萄

球菌产生的抑菌圈分别下降了 0郾 54 cm 和 0郾 51 cm,

壳聚糖的抑菌活性有降低的趋势[12]。 可能是由于

金属离子与壳聚糖形成螯合物,随着金属离子浓度

的升高,与金属离子螯合的壳聚糖消耗量增多,使

壳聚糖的稳定性和抑菌性呈现下降的趋势。

图 4摇 金属离子浓度对金黄色葡萄球菌抑菌的影响

Fig. 4摇 Effect of metal ion concentration on inhibition of

Staphylococcus aureus

2郾 4摇 酸溶剂对壳聚糖稳定性和抑菌作用的影响

对不同酸溶剂溶解的壳聚糖溶液对大肠杆菌

及金黄色葡萄球菌产生的抑菌作用的实验结果进

行测定和记录。 通过数据可知,不同的酸溶剂溶解

壳聚糖后,对壳聚糖的抑菌活性存在不同影响,但

不同酸溶剂溶解的壳聚糖其抑菌作用均强于空白

对照组[13,17]。 这是由于壳聚糖在酸溶剂中产生游

离氨基,使抑菌作用有所增强,同时这种抑菌作用

的差异与酸溶剂本身的抑菌性能有一定的关系。

其中,用醋酸作为溶剂的溶液较盐酸和柠檬酸作溶

剂效果更好,以 1%的 HAc 作为溶剂溶解壳聚糖时,

壳聚糖溶液对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌

圈直径分别达到 1郾 17 cm 和 1郾 27 cm。 Freese[18] 等

发现有些酸可以降低膜的通透性,有利于壳聚糖分

子的进入和结合,而表现出较强的抑菌作用,如图 5
所示。 根据这一特性,壳聚糖在使用过程中,系统

中存在相应的酸溶液,对壳聚糖的黏性及稳定性有

一定的影响,抑菌作用存在差异,在使用过程中应

特别注意。

图 5摇 溶剂对壳聚糖稳定性和抑菌作用的影响

Fig. 5摇 Effect of solvent on stability and bacteriostatic

action of chitosan

3摇 结摇 论

实验菌种选择大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为

实验受试,通过滤纸片琼脂扩散法测量抑菌圈大

小,探究了壳聚糖浓度、温度、金属离子种类和浓

度、酸溶剂等因素对壳聚糖稳定性和抑菌作用的影

响,通过实验数据,得出以下结论,为以后壳聚糖的

应用和相关研究提供实验依据。

(1) 随着壳聚糖浓度的增加,壳聚糖对大肠杆

菌及金黄色葡萄球菌的抑菌作用有增强趋势。

(2) 壳聚糖的热稳定性较好,在 121 益和冰浴

条件下,壳聚糖稳定性及抑菌作用区别不大,为壳

聚糖的广泛使用提供了有利条件。
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(3) 金属离子的加入,会阻碍壳聚糖的抑菌性

能,降低壳聚糖的稳定性,且随着金属离子价位的

升高,影响更明显;此外,金属离子浓度对壳聚糖抑

菌性能亦存在影响,且抑菌性能随着金属离子浓度

的增高有增强的趋势。
(4) 壳聚糖的特点是溶于某些稀酸,但不同的

酸溶剂对壳聚糖的稳定性和抑菌能力有一定的影

响,用醋酸作为溶剂的溶液较盐酸和柠檬酸作溶剂

效果更好。
(5) 大肠杆菌和金黄色葡萄球菌具有不同的细

胞壁,所以壳聚糖对两者的抑菌作用存在差异。
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Study on Stability and Antibacterial Activity of Chitosan

SONG Jun鄄mei1,2 , ZHANG Xin1 , GAO Yu鄄rong1

(1. Chaohu University, School of Chemistry and Material Engineering,Anhui Chaohu 238000, China;
2. Shanghai Haihong Group Chaohu C-dragon Pharmaceutical Co. ,Ltd, Anhui Chaohu 238000,China)

Abstract:The stability and bacteriostatic effects of chitosan under different treatment conditions were studied.
Escherichia coli and Staphylococcus aureus were used as experimental bacteria. The main influencing factors include
chitosan concentration(chitosan concentration from 0 to 20 grams per liter), temperature( ice bath, 25益, 60益,
121益), Metal ion species (NaCl, MgCl2, FeCl3) and concentration(0郾 1 mol / L, 0郾 2 mol / L, 0郾 3 mol / L, 0郾 4
mol / L, 0郾 5 mol / L), acid solvent(HAc, HCl, citric acid). The antibacterial effect of each influencing factor was
determined by filter paper agar diffusion. The results show that with the increase of chitosan concentration, the
bacteriostatic effect was enhanced, and chitosan has good stability at different temperatures. Metal ion species and
concentration have certain inhibiting effect on the properties of chitosan. The chitosan dissolved in different acid
solvent, its stability and antibacterial effect were different.

Key words:chitosan; stability; bacteriostasis; influence factor
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