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家蝇幼虫壳聚糖的抑菌活性及影响因子

荆迎军，单 颖，李德森，杜荣骞!

（南开大学生命科学学院遗传工程研究室，天津 3’’’.4）

摘要：为研究昆虫壳聚糖的抑菌活性及影响因子，由家蝇 -./"$ 0’(1/#+"$ 幼虫制备了 4’个不同分子量的壳聚糖，
在不同条件下分别对 (种细菌作抑菌实验，并通过测定细菌细胞膜和细胞壁的透性初步探讨了壳聚糖的抑菌机
理。结果表明，分子量在 &4 J &+4 KL的壳聚糖有很强的抑菌活性，抑菌活性呈现随 EM的降低而增加的趋势，EM
+N+时最低抑菌浓度在 ’N’3O J ’N’(O之间，P7& Q和 R#& Q能够显著降低壳聚糖的抑菌作用。通过对实验结果的方
差分析表明，壳聚糖的不同分子量、EM值和金属离子等外界因素都是壳聚糖抑菌活性的极显著影响因素，而菌株
本身也是极显著影响因素之一。壳聚糖能够增加细胞膜通透性，造成细胞内容物的外泄。
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壳聚糖是一种无毒性的天然高聚物，是甲壳素

脱乙酰基的产物。壳聚糖和甲壳素在自然界广泛存

在，是地球上数量最大的含氮有机化合物之一，已经

被广泛地应用于化工、日用品、食品、医药及农林等

许多领域。近年的一些研究表明低分子量的壳聚糖

具有抑细菌（\8> 1# $) @，&’’&）、抗肿瘤（]?$E8>$^;<，
4**.）和抗真菌（H?99>C 7;F P?I899，4***）等生物学活
性，在医药领域有广阔的应用前景。目前国内外的

研究主要集中在虾、蟹等甲壳纲动物的甲壳素和壳

聚糖，虽然对来源于昆虫的甲壳素、壳聚糖亦有些研

究，但研究相对较少。虾、蟹的生产受到季节和气候

的影响较大，生产不稳定。而家蝇幼虫是昆虫中几

丁质含量较高的类群之一，且家蝇繁殖力强、生活周

期短，便于大规模人工饲养，不受季节和气候的影响

（韦新葵和雷朝亮，&’’)），具有巨大的开发价值。本
实验采用家蝇幼虫作为原料制备几丁质和壳聚糖，

对不同分子量的昆虫壳聚糖抑菌活性及其影响因素

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

进行了详细的研究，并初步探讨了其抑菌机理。



! 材料与方法

!"! 材料
家蝇幼虫由本实验室饲养。革兰氏阳性细菌：

枯草芽孢杆菌 !"#$%%&’ ’&()$%$’，金黄色葡萄球菌
*)"+,-%.#.##&’ "&/0&’，溶壁微球菌 1$#/.#.##&’ %&)0&’；
革兰氏阴性细菌：野生型大肠杆菌 2’#,0/$#,$"
#.%$ !，大肠杆菌 "#$!，变形杆菌 3/.)0&’ 4&%5"/$’，均
为本实验室保藏。

!"# 方法
!"#"! 家蝇幼虫几丁质及壳聚糖的制备：取培养 %
天的家蝇幼虫，加入 &$’的 ()*+溶液漂洗，去掉杂
质。以粉碎机破皮、洗涤、过滤后得到蛆皮，以无离

子水充分冲洗。加入 $’ (),#溶液脱蛋白，-$.反
应 / 0，无离子水冲洗至 1# 234。加入 435’ 678,%

溶液脱色，室温反应 % 0。加入 &’ *9#9,% 脱锰，室

温反应 5 0。加入 & :;+<= #*+脱钙，室温反应 5 0。
无离子水冲洗至 1# 234，$4.烘干，即得家蝇幼虫
几丁质。

取家蝇幼虫几丁质，加入 %9’（><>）(),#溶
液脱乙酰基。在 24.反应 ? 0，换新碱液再反应 % 0，
无离子水冲洗至 1# 234，$4.烘干，得到家蝇幼虫
壳聚糖。得到的壳聚糖粘均分子量为 %/2 @"，脱乙
酰度为 -&’。
!"#"# 不同分子量壳聚糖的制备：使用 #9,9A乙酸
方法（B0C:;D;0 0) "% 3，&--?）将制备的壳聚糖降解
为一系列不同粘均分子量（分子量分别为：?，9&，
9?，%%，/5，2/，&9&，&%?，9$&，%/2 @"）的壳聚糖。所有
制备的壳聚糖均为粉末状，室温干燥保藏。将壳聚

糖溶于浓度为 43$’（E<E）乙酸溶液中，制备成 &’
（><E）溶液，壳聚糖溶液现用现配。
!"#"$ 壳聚糖抑菌活性的测定：分别取 /种菌株 5

"=菌液（&4- *FG<:=），加入到 &4 := =H培养基中，
充分混匀，倒入直径 - I: 平板中，水平放置凝固。
然后使用直径 5 ::打孔器在培养基上打孔。每孔
加入待测壳聚糖溶液样品 &$"=，52.培养 &9 0。
测定抑菌圈直径（含孔径），以抑菌圈直径的大小表

示抑菌活性的大小。对照采用相应的溶剂。

!"#"% 不同分子量壳聚糖的抑菌活性分析：将壳
聚糖溶液调整到 1# $3$，每孔中分别加入不同分子
量的壳聚糖溶液 &$"=，测定其抑菌活性。
!"#"& 1# 值对抑菌活性的影响：用 43& :;+<=
(),#或 43& :;+<= #*+ 调整壳聚糖（分子量为 9&

@"）溶液的 1#值分别为 %34，%3$，$34，$3$和 /34，
测定抑菌活性。

!"#"’ 最小抑菌浓度（7J*）：将浓度为 &’（><E）
的壳聚糖溶液倍比稀释到 43$’，439$’，43&9’，
434/’和 4345’，调整 1# $3$，测定抑菌活性。以没
有抑菌圈时的浓度为最小抑菌浓度。

!"#"( 金属离子对抑菌活性的影响：分别向浓度
为 &’ 的壳聚糖溶液（分子量为 9& @"）中加入不同
金属离子（6!，()!，*)9 !，7K9!，=C!），使金属离子终浓
度为 43&’（><E），调 1# $3$进行抑菌活性检测。
!"#") 细胞壁和细胞膜透性的测定：将野生型大
肠杆菌和金黄色葡萄球菌分别接入 =H 培养基（加
入 &’乳糖作为酶诱导剂）52.培养 &? 0，% 444 L<:C8
离心 &$ :C8 收集菌体，434$ :;+<= 磷酸缓冲液（1#
234）洗涤 5次后重新悬浮，稀释细胞浓度为 ,"/44 M
439。加入壳聚糖（分子量为 9& @"）溶液，使最终浓
度为 439$’，调 1# $3$，52.温育，定时取样，在
,"%4$处测定溶液碱性磷酸酶活性（黄秀琴和王卫星，

&--/）和#A半乳糖苷酶活性（#)L) )8N O):)@)P)，
&--$）。以 ,"%4$的吸光度表示酶量的多少。

!"$ 实验数据处理
&393%，&393$和 &3932 节中的实验数据采用二

因素方差分析，BQB软件（/3&9 版本）进行处理。数
据为 5次实验数据的平均值。

# 结果与分析

#"! 不同分子量壳聚糖对 ’种细菌的抑菌活性
不同分子量壳聚糖对供试的 /株细菌的抑制活

性见表 &。从表 &可以看出，壳聚糖对 /种细菌都有
抑菌作用，抑菌活性随着壳聚糖分子量和菌株的不

同而有所不同。分子量在 9& R 9$& @"之间的壳聚
糖有十分显著的抑菌能力，分子量为 9& @"的壳聚
糖抑菌能力最强，9? R 2/ @"的次之，当分子量为 ?
@"和大于 9$& @"时，其抑菌活性较弱。壳聚糖对
金黄色葡萄球菌的抑菌能力最强，对大肠杆菌 "#$!
和变性杆菌的抑菌能力次之，对野生型大肠杆菌抑

菌能力最低，说明壳聚糖对不同菌种的抑菌能力有

所不同。方差分析也显示，不同分子量的壳聚糖、不

同菌株的 3 值均小于 434&，说明壳聚糖的分子量、
菌株在抑菌作用上都是极显著因素。特别是分子量

与菌株的交互作用也是极显著因素，该结果说明壳

聚糖的抑菌效果是由分子量与菌株共同决定的，即

特定的菌株只有在特定分子量的壳聚糖作用下抑菌
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效果才最明显。由此可以看出为了得到最佳的抑菌

效果，不同菌株应该选择不同分子量的壳聚糖。郑

连英等（!"""）研究发现对于革兰氏阴性菌，随分子
量的减小，壳聚糖的抑菌作用逐渐增强，而对于革兰

氏阳性菌则正好相反。但从本实验结果看，无论是

革兰氏阳性菌还是革兰氏阴性菌，壳聚糖的抑菌活

性的趋势是基本一致的，都有随分子量的减小，壳聚

糖的抑菌活性逐渐增强的趋势。

表 ! 不同分子量壳聚糖的抑菌活性（""）
#$%&’ ! ()*+%$,*’-+$& $,*+.+*+’/（""）01 ,2+*0/$)/ 3+*2 4+11’-’)* "0&’,5&$- 3’+62*/

细菌 #$%&’()$
对照

*+
壳聚糖粘均分子量 ,-.’%/.$( 0’)12& -3 %2)&-4$54（67）

8 !9 !8 :: ;< =; 9!9 9:8 !>9 :;=

?@ 野生型大肠杆菌

!"#$%&’#$’( #)*’ A
<B" C <B" C（C） =B9 $（’） =B" $（C） =B" $（C） =B" $（C） ;BD $（C） ;B8 $（C） ;B" E（C） >B> %（%） <B" C（C）

大肠杆菌 7F>!
!"#$%&’#$’( #)*’

7F>!
<B" 3 99B" %（$） 9!B8 $（E） 99B8 E（E） 99B8 E（E） 99B< E，%（$）9"B8 %（E） 9"B< %（E） DB< %，C（E） 8B" C（E） ;B= ’（E）

变形杆菌

+&),%-" .-*/(&’" <B" 3 DB! %（E） 9!B8 $（E） 9!B< $（E） 99B> E（E） 99B< E（$） 9"B< %（E） DB8 %（E） 8B" C（%） =B8 C（E） ;B< ’（E，%）

?A 金黄色葡萄球菌

0,(1$2*)#)##-"
(-&%-"

<B" 3 99B> %（$） 9;B< $（$） 9<B: E（$） 9!B> E，%（$）99B= %（$） 99B> %（$） 99B! %（$） 9"B> %，C（$） DB" %（$） =B8 ’（$）

枯草芽孢杆菌

3(#’**-" "-4,’*’" <B" 3 8B" C（%） 9"B= $（%） 9"B" $，E（%） DB= E（%） DB> E（E） DB! E，%（%） 8B8 %（%） 8B= %（E，%） =BD C（E） ;B! ’（%）

溶壁微球菌

5’#&)#)##-" *-,%-" <B" 3 8BD E，%（E） DBD $（C） DB> $（%） DB: $（%） DB" E（%） DB" E（%） 8B> %（%） 8B< %（%） =B= C（E） ;B9 ’（%）

注：同行数据后不同小写字母表示组间差异显著（+ G "B">）；同列数据后括号内不同小写字母表示组间差异显著（+ G "B">）。
H-&’4：7$&$ 0)&2)5 $ (-0 0)&2 C)33’(’5& 4I$.. .’&&’(4 $(’ 4)15)3)%$5&.J C)33’(’5& $& + G "B">；C$&$ 0)&2)5 $ %-./I5 0)&2 C)33’(’5& 4I$.. .’&&’(4 )5 E($%6’&4 $(’

4)15)3)%$5&.J C)33’(’5& $& + G "B">B

787 9:值对壳聚糖抑菌活性的影响
KF值对壳聚糖抑菌活性的影响见表 !。由于

壳聚糖的等电点为 ;B<，所以选择 KF值 ;B" 到 :B"
为研究范围。从表 !中可以看出，壳聚糖的抑菌活
性随着 KF值的降低而增高，壳聚糖溶液的 KF值从
;B"降低到 :B"，对于不同菌株的抑菌活性分别增加
了 <9L到 D8L不等，而 KF值 ;B"和 >B>时壳聚糖对

革兰氏阳性菌的抑菌活性没有显著差异。方差分析

也显示，KF值对抑菌活性是一个极显著影响因素。
这与 F-51等（!""!）的研究结果一致，即随着 KF值
的降低，壳聚糖分子所带正电荷增加，从而导致了抑

菌活性的增加。这个结果表明酸性环境能够更好地

发挥壳聚糖的抑菌能力。

表 7 9:值对壳聚糖抑菌活性（""）的影响
#$%&’ 7 ;11’,* 01 9: 0) $)*+%$,*’-+$& $,*+.+*<（""）01 ,2+*0/$)/

细菌 #$%&’()$
KF

:B" :B> >B" >B> ;B"

?@ 野生型大肠杆菌

!"#$%&’#$’( #)*’ A
99BD $ 9"B8 E 8B= % =B9 C ;B" ’

大肠杆菌 7F>!
!"#$%&’#$’( #)*’ 7F>!

9=B< $ 9>B8 E 9<B< % 9!B8 C 99B8 ’

变形杆菌

+&),%-" .-*/(&’" 9DB> $ 9=B> E 9>B< % 9!B8 C 99B" ’

?A 金黄色葡萄球菌

0,(1$2*)#)##-" (-&%-" !9B" $ !"B9 E 9=B" % 9;B< C 9;B" C

枯草芽孢杆菌

3(#’**-" "-4,’*’" 9;B! $ 9:B! E 99B8 % 9"B= C 9"B< C

溶壁微球菌

5’#&)#)##-" *-,%-" 9:B9 $ 9!B8 E 99B" % DBD C DB= C

注：同行数据后不同小写字母表示组间差异显著（+ G "B">）。表 :同。
H-&’4：7$&$ 0)&2)5 $ (-0 0)&2 C)33’(’5& 4I$.. .’&&’(4 $(’ 4)15)3)%$5&.J C)33’(’5& $& + G "B">B M2’ 4$I’ 3-( M$E.’ :B

:8> 昆虫学报 6#,( !7,)8)*)/’#( 0’7’#( :D卷



!"# 壳聚糖的最小抑菌浓度
在 !" #$#条件下，测定了分子量为 %& ’(的壳

聚糖的最小抑菌浓度，结果见表 )。对于 * 种测试
菌株，壳聚糖的最小抑菌浓度多数在 +$+), -
+$+*,（./0）之间，说明壳聚糖的抑菌能力很强，同
时也看到最小抑菌浓度与细菌的种类和壳聚糖的分

子量大小相关。对不同的细菌和不同分子量的壳聚

糖，壳聚糖的最小抑菌浓度有差异。对野生型大肠

杆菌的最小抑菌浓度较高，这与壳聚糖对野生型大

肠杆菌抑菌能力相对较低有关。不同分子量壳聚糖

的最小抑菌浓度也不一样，%& - %#& ’(的壳聚糖最
小抑菌浓度相对较小，这与该分子量范围的壳聚糖

抑菌活性较高是相一致的。

表 # 不同分子量壳聚糖的最小抑菌浓度（$）
%&’() # *+,+-.- +,/+’+0123 41,4),02&0+1,（$）15 4/+016&,6 7+0/ 8+55)2),0 -1()4.(&2 7)+9/06

细菌 12345672
粘均分子量 89:53;:26 <57=>4（’(）

? %& %? @@ *) A* &%& &@? %#& @A*
野生型大肠杆菌

!"#$%&’#$’( #)*’ B
+$&% +$+* +$+* +$+* +$&% +$&% +$%# +$%# +$# +$#

大肠杆菌 ("#!
!"#$%&’#$’( #)*’ ("#!

+$+* +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+* +$+* +$&%

变形杆菌

+&),%-" .-*/(&’" +$+* +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+* +$+* +$&%

金黄色葡萄球菌

0,(1$2*)#)##-" (-&%-" +$+* +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+* +$&%

枯草芽孢杆菌

3(#’**-" "-4,’*’" +$&% +$+* +$+* +$+* +$+) +$+) +$+* +$+* +$&% +$%#

溶壁微球菌

5’#&)#)##-" *-,%-" +$+* +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+) +$+* +$&%

!": 金属离子对壳聚糖抑菌活性的影响
金属离子对壳聚糖抑菌活性的影响见表 @。从

表 @可以看出，金属离子能够显著降低壳聚糖的抑
菌活性，且对于革兰氏阴性菌的影响要大于对革兰

氏阳性菌的影响。但不同金属离子的影响程度不

同，C2% B和 8=% B 的影响最大，使壳聚糖的抑菌活性

最大降低了 %#,。壳聚糖能够螯合金属离子（丁德
润等，%++)），增加溶液中金属离子的量，可以在一定
程度上降低壳聚糖的抑菌效果，特别是 C2% B和 8=%B，
而 C2% B对于维持细胞膜的电位正常极为重要。推测
壳聚糖能够抑菌的可能之一是螯合了溶液中的金属

离子，使细胞的膜电位发生异常，最终导致死亡。

表 : 金属离子对壳聚糖抑菌活性（--）的影响
%&’() : ;55)40 15 -)0&( +1, 1, &,0+’&40)2+&( &40+<+03（--）15 4/+016&,

细菌 12345672 对照 CD
金属离子 8542: 79E

DB F2B C2% B 8=% B G5% B H7 B

野生型大肠杆菌

!"#$%&’#$’( #)*’ B
A$& 2 *$? I *$A I *$% 3 *$+ 3 *$? I *$? I

大肠杆菌 ("#!
!"#$%&’#$’( #)*’ ("#!

&%$? 2 &%$% I &%$) I &+$? 3 &+$J 3 &%$) I &%$+ I

变形杆菌

+&),%-" .-*/(&’" &%$? 2 &%$) I &%$% I &+$# 3 &+$) 3 &%$# 2，I &%$) I

金黄色葡萄球菌

0,(1$2*)#)##-" (-&%-" &*$) 2 &@$# I &@$% I &%$) 3 &%$% 3 &@$# I &@$? I

枯草芽孢杆菌

3(#’**-" "-4,’*’" &+$A 2 &+$+ I J$J I J$% 3 J$+ 3 &+$% I &+$+ I

溶壁微球菌

5’#&)#)##-" *-,%-" J$J 2 J$+ I ?$? I ?$& 3 ?$+ 3 J$% I J$+ I

!"= 壳聚糖对细胞壁和细胞膜通透性的影响
碱性磷酸酶位于细胞壁和细胞膜之间，而"K半

乳糖苷酶位于细胞膜内，二者不分泌到细胞外，正常

情况下在胞外不能检测到其活性或活性很低。但当

细胞壁或细胞膜遭到破坏后，透性增加，二者会泄漏

到细胞外，通过检测胞外两种酶量的变化可以反映
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细胞壁和细胞膜的透性变化（!"#" "$% &"’"(")"，
*++,；黄秀琴和王卫星，*++-）。从图 *可以看出，壳
聚糖作用金黄色葡萄球菌和大肠杆菌后，两种菌溶

液中碱性磷酸酶的量分别在 ./ ’0$和 -/ ’0$后迅
速增加，反映了壳聚糖作用后，两种菌的细胞壁的透

性都有了一定的增加，且对金黄色葡萄球菌的作用

要快于大肠杆菌。这与壳聚糖对金黄色葡萄球菌抑

菌效果大于对大肠杆菌的结果一致。在壳聚糖作用

两种菌 +/ ’0$ 后，溶液中!1半乳糖苷酶开始增加，
说明两种菌的细胞膜的透性也都有了一定的增加。

说明壳聚糖作用细菌后，能够使其胞内细胞质外泄。

图 * 细菌细胞碱性磷酸酶（2）和!1半乳糖苷酶（3）的渗漏
4056 * 78"("58 9: ";(";0$8 <=9><="?">8（2）"$%!15";"@?9>0%">8（3）:#9’ A"@?8#0"; @8;;>

! 讨论

壳聚糖对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都有很

强的抑菌活性。!9$5等（B//B）报道，壳聚糖对革兰
氏阳性菌的抑菌作用高于对革兰氏阴性菌的抑菌作

用，但从本实验结果看，壳聚糖对革兰氏阴性菌变形

杆菌的抑制作用强于对革兰氏阳性菌枯草芽孢杆菌

的抑菌作用。即使对同一菌种的不同菌株，也表现

出了不同的抑菌活性，对大肠杆菌 C!,"的抑菌能
力要远大于对野生型大肠杆菌的抑菌能力。说明壳

聚糖对于细菌的抑菌作用与菌株的革兰氏阳性与革

兰氏阴性并没有关系，而是与菌株本身的特征有关。

不同菌株细胞的特点不同，如膜电位和细胞膜通透

性等不同，导致了不同分子量壳聚糖及不同 <!值
下壳聚糖的抑菌作用不同。壳聚糖的不同分子量、

<!值、金属离子等外界因素会对壳聚糖的抑菌活性
起到重要的作用，而菌株本身也是壳聚糖抑菌活性

大小的关键因素之一。

对于壳聚糖的抑菌机理目前还不清晰。

!8;"$%8#等（B//*）认为，壳聚糖对革兰氏阴性菌的
抑菌机理是由于细胞外膜被破坏，最终造成菌体死

亡。从本研究结果看，壳聚糖对细菌细胞壁和细胞

膜的透性都有一定的作用，使其通透性增加，造成细

胞质物质外流，说明这有可能是壳聚糖抑菌的作用

因素之一，但壳聚糖的抑菌机理还需要进一步的

研究。
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