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·研究论文· 

脱乙酰壳多糖抑制真菌生长的构效关系 

杨典洱    林晓怡    向本琼    杨照罡    王海龙    魏  群*  
(北京师范大学生化与分子生物学系  北京市重点实验室  北京 100875) 

摘要  本研究目标是研究脱乙酰壳多糖的化学结构(乙酰化程度DA和聚合程度DP)与它的抑制真菌生长能力之间的构

效关系. 选用了 12个分属于 3个系列、化学结构相关而又不同的、结构清晰的脱乙酰壳多糖和 3种不同的真菌(Fusarium 

solani, Fusarium graminearum和 Ustilago maydis). 通过分别测定每个脱乙酰壳多糖对 3种真菌的生长曲线和最低抑制

浓度(MIC, minimum inhibitory concentration); 比较各个系列脱乙酰壳多糖的MIC和它的化学结构(DA和 DP)之间的关

系. 结果显示对同一种真菌, 不同脱乙酰壳多糖的抑制真菌生长曲线形态和 MIC 是各不相同的; 同样同一脱乙酰壳多

糖, 对不同真菌也有其特殊的生长曲线和MIC; 通常随着脱乙酰壳多糖中 DA的递增, MIC是增加的, 其抑制真菌的活

性是降低的; 在 DA相同的条件下, 随着 DP的递增, MIC也是增加的, 其抑制真菌的活性是减低的. 所以可以说, 脱乙

酰壳多糖抑制真菌生长的能力与其化学结构紧密相关, 在本实验的条件下, 脱乙酰壳多糖分子越小, 分子中的自由氨

基越多, 抑制真菌的活性越大. 
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Abstract  The objective of this study was to investigate the relation between anti-fungal activity and their 

chemical structure (DA, degree of acetylation or DP, degree of polymerization) of chitosans. 12 different 

chemical structure chitosans with well characterized DA and DP were tested against three different phyto-

pathogenic fungi (Fusarium solani, Fusarium graminearum and Ustilago maydis) respectively. MIC (mini-

mum inhibitory concentration) of every chitosan against every fungus was determined with micro plate 

reader, and then these MIC data were analyzed and correlated with their chemical structure (DA or DP). The 

results showed that anti-fungal activity MIC of every chitosan was different against even the same fungus, 

and then also against different fungi; but it was increased with decreasing both DP and DA of chitosan. 

Keywords  chitosan; anti-fungal activity; Fusarium solani; Fusarium graminearum; Ustilago maydis

壳多糖是一个全部 N 乙酰化的[β-(1→4)-2-amino- 

2-deoxy-D-glucopyranose]多聚化合物, 脱乙酰壳多糖是

部分N乙酰化的多聚化合物, 它们主要来自自然界壳类

的动植物外壳如螃蟹和虾, 是自然界第二大丰富的自然

产物[1]. 现在脱乙酰壳多糖及其衍生物已经被广泛应用

到从药品、化妆品到农产品等各个领域[2]. 脱乙酰壳多

糖通常以其 N氨基被乙酰化程度(DA, degree of acetyla-

tion)或者单元结构的聚合程度(DP, degree of polymeri-
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zation)来表示它的一些化学或物理特征. DA 一定程度

上代表着该脱乙酰壳多糖骨架上自由氨基的数目, DA

值越大, N 氨基被乙酰化的程度越高, 自由氨基数目越

少; DP代表着该脱乙酰壳多糖分子的大小[3]. 所以一定

程度上 DA和 DP影响着该脱乙酰壳多糖的物理化学性

质和生物学活性.  

至今已发现脱乙酰壳多糖具有多种抗微生物活性, 

如抑制细菌、藻类、真菌和病毒的生长[4]. 同时大多数

科学家认为抑制微生物活性与脱乙酰壳多糖的化学结

构有关, 但是来自不同的实验室的结果有些差异. 例如

Cuero[5]认为抗微生物活性与脱乙酰壳多糖分子的大小

紧密相关, DP在 8和 9大小的脱乙酰壳多糖活性明显好

于其他大小的脱乙酰壳多糖; Savard 等[6]认为中等分子

量 5 kD的脱乙酰壳多糖要比小分子量 1.2 kD的抑制微

生物能力好得多, 他认为抑制微生物的能力与分子量有

关; 另有一些科学家依脱乙酰壳多糖的不同DA来试验, 

还有一些科学家将脱乙酰壳多糖进行化学改造而后进

行活性测定获得一些比天然效果更好的脱乙酰壳多糖

类型[5,7～9]. 另外在他们的实验中所用的脱乙酰壳多糖

通常是一个混合组分(如DA从 20%～30%或DP从 50～

60), 所以很难得到精确的脱乙酰壳多糖抑制微生物能

力与其化学结构的相互关系[10]. 另外目前脱乙酰壳多

糖应用到微生物研究最多的是脱乙酰壳多糖与细菌的

相互作用, 有关脱乙酰壳多糖化学结构与抑制真菌能力

之间的构效关系未见报道.  

在本研究中我们选用 8个化学结构清楚, 而且它们

化学结构之间又有相互联系的脱乙酰壳多糖, 为高、低

分子量两个系列, DP基本一致, 仅仅DA不同(1%, 15%, 

49%和 60%), 而且乙酰化的氨基是完全随机分布的. 同

时我们选择了有代表性的 3 个来自不同属的和种真菌

Fusarium solani(腐皮镰孢), Fusarium graminearum(禾谷

镰孢)和 Ustilago maydis(玉蜀黍黑粉菌)[11]进行试验, 所

得的结果更具代表性.  

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  脱乙酰壳多糖 

8 个脱乙酰壳多糖分别来自低分子量(在此称为系

列 1), 高分子量系列(在此称为系列 2), 同一系列分子量

或 DP基本相同, 唯一差别是 DA的不同(见表 1); 还有

4 个脱乙酰壳多糖, DA 均一致为 0%, 在此称为系列 3, 

但是它们之间的 DP依次递增(见表 2).  

1.1.2  微生物及其准备 

真菌Fusarium solani和Fusarium graminearum首先 

表 1  低分子量和高分子量系列脱乙酰壳多糖(Norway) 

Table 1  Chitosan list of low/high molecular weight (Norway) 

脱乙酰壳多糖 系列 1 系列 2 

DA (%) DP(聚合度) DP(聚合度) 

1 190 1100 

15 320 1100 

49 121 540 

60 210 970 

表 2  同 DA 不同 DP的系列 3脱乙酰壳多糖 

Table 2  Chitosan list of series 3 (same DA, different DP) 

DA (%) DP(聚合度) 

0 200 

0 591 

0 1955 

0 2402 

在 PDA (plate dextrose agar)平板上 28 ℃黑暗培养 7 d, 

取 3 块 0.5 g 的含真菌的培养基分别置 50 mL CM 

(common medium)培养液中, 28 ℃黑暗轻摇 5 d. 取其中

1～50 mL孢子 SP培养液 28 ℃黑暗培养 7 d. 用无菌棉

花过滤 2次, 收集过滤液; 滤液 3000 g离心 10 min, 弃

滤液; 沉淀用无菌水混匀, 离心, 重复3次; 最后在显微

镜下用红细胞记数器调整真菌数为 1000 个/µL, 4 ℃贮

存备用.  

Ustilago maydis 除培养温度为 25 ℃外, 其它同上

述方法制备, 备用.  

1.2  方法 

1.2.1  微生物的不同处理 

在无菌 96 孔板, 每个样品作 3 次重复(如 A→C 或 

E→G), 一个对照(D或 H), 同时在另一相同平板上进行

一次重复(见表 3). 首先用 12道加样器, 在每孔加上 10 

µL的孢子混悬液, 接着加 150 µL CM培养液和 40 µL

的不同浓度的脱乙酰壳多糖溶液. 使得脱乙酰壳多糖的

浓度在从 1到 12的孔中间分别是 0(杀真菌剂), 1.0, 5.0, 

10, 20, 25, 50, 75, 100, 200, 400和 800 µg/mL(见表 3).  

1.2.2  真菌处理后的培养和吸光值的测定 

制备完的平板加盖密封, 以空白平板为对照, 在紫

外-可见多道波长酶联免疫分光光度计上测定各平板各

个孔的吸光值, 并在计算机上自动将 3孔中的数值求均

值. 在 28/25 ℃黑暗环境下轻摇, 连续测定 8 d, 每天同

一时间测定吸光值确定真菌的生长情况[12,13].  

1.2.3  数据统计处理和生长曲线制备 

所有吸光值数据被输入Microsoft Excel进行数据处

理分析, 并以时间为横坐标, 吸光值为纵坐标得到真菌
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表 3  96孔板中每个孔中的各组分含量 

Table 3  Composition and content of every vowel in 8×12 plate 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Medium/µL 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 

Chitosan/(µg•mL－1) 0 0 1.0 5.0 10 25 50 75 100 200 400 800 

Fungicide/(µg•mL－1) 10 — — — — — — — — — — — 

A 
↓ 
C 

Spore S/µL 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Medium/µL 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 

Chitosan/(µg•mL－1) 0 0 1.0 5.0 10 25 50 75 100 200 400 800 

Fungicide/(µg•mL－1) 10 — — — — — — — — — — — 

 
D 
 

H2O/µL 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Medium/µL 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 

Chitosan/(µg•mL－1) 0 0 1.0 5.0 10 25 50 75 100 200 400 800 

Fungicide/(µg•mL－1) 10 — — — — — — — — — — — 

E 
↓ 
G 

Spore S/µL 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Medium/µL 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 

Chitosan/(µg•mL－1) 0 0 1.0 5.0 10 25 50 75 100 200 400 800 

Fungicide/(µg•mL－1) 10 — — — — — — — — — — — 

 
H 
 

H2O/µL 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

数字 1～12表示 96孔板上方边沿注明的编号, 分别正对着 12列孔; 字母 A～H表示 96孔板左侧边缘注明的编号, 分别代表着 8行孔. A→C/E→G表示 3

个同样的重复. 

的生长曲线 . 并从生长曲线可以得到最少抑制浓度

MIC.  

2  结果 

2.1  不同化学结构的脱乙酰壳多糖对同一真菌的生长

曲线是不同的 

首先不同化学结构的脱乙酰壳多糖对同一种真菌

的生长曲线基本上都不相同, 如低分子量系列的脱乙酰

壳多糖L_DA 1%和L_DA 60%, 尽管它们之间的分子大

小基本相似, 对真菌 Fusarium graminearum的生长曲线

(见图1)有明显的差异. 即使在相同的时间, 它们之间各

个孔的吸光值是有所不同的, 说明在这些孔中真菌生长

受抑制的程度是有差别的, 这些在生长曲线中得到体

现. 如脱乙酰壳多糖L_DA 1%的生长曲线, 当脱乙酰壳

多糖 L_DA 1%的浓度超过 12.5 µg/mL 时 , 真菌

Fusarium graminearum的生长被完全抑制, 所以推测脱

乙酰壳多糖 L_DA 1%的MIC是 25 µg/mL; 而脱乙酰壳

多糖 L_DA 60%的浓度需要超过 100 µg/mL才能完全抑

制该真菌的生长, 它的MIC为 200 µg/mL, 生长曲线形

状和MIC在两个脱乙酰壳多糖之间有明显的不同.  

2.2  不同真菌在同一脱乙酰壳多糖中的生长曲线 

本实验中所用的 3 种真菌 Fusarium solani, Fusa-

rium graminearum 和 Ustilago maydis 用脱乙酰壳多糖 

 

图 1  Fusarium graminearum 在脱乙酰壳多糖 L_DA 1% 与 

L_DA 69%中的生长曲线 
上图为在 L_DA 1%中的生长曲线, 其中MIC为 12.5 µg/mL, 下图为 L_DA 

69%中的生长曲线, 其中MIC为 200 µg/mL 

Figure 1  Growth pattern of Fusarium graminearium in chito-

san L_DA 1% and L_DA 69% respectively 
Up: growth pattern in L_DA 1%, MIC is 12.5 µg/mL; Down: growth pattern in 

L_DA 69%, MIC is 200 µg /mL 
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H_DA 60% DP 970进行试验, 获得的生长曲线有很大

的不同(见图 2). 首先在没有脱乙酰壳多糖的对照组中, 

他们之间的生长曲线没有明显差异, 说明此实验对比的

前提是可靠的; 第二, 他们之间的 MIC 有很大的差别, 

H_DA 60% DP 970 的 MIC 对 Fusarium solani 是 50 

µg/mL, 对 Ustilago maydis是 100 µg/mL, 对 Fusarium 

graminearum是 200 µg/mL.  

 

图 2  3种不同的真菌在脱乙酰壳多糖 H_DA 60% DP 970中

的生长曲线 

Figure 2  Growth patterns of three different fungi in H_DA 

60% DP 970 

2.3  MIC 与脱乙酰壳多糖的化学结构的关系 

2.3.1  分子量基本一致的同一系列内, 随 DA 依次增加

时, MIC 依次递增 

在低和高DP系列中 4个脱乙酰壳多糖中(系列 1和

2), 同一系列内它们的 DP基本接近, 分子量相似, 它们

间的唯一差别是DA不同, 随着DA增加, MIC增加, 这

个结果在 4个真菌间是一致的. 图 3显示的是低分子量

系列的 4个脱乙酰壳多糖对真菌 Fusarium graminearum

的结果, 这 4 个脱乙酰壳多糖的 DA 分别是 1%, 15%, 

49%和 60%, 其MIC依次递增, 分别是 25, 50, 75和 400 

µg/mL. 图 4 显示的是高分子量系列的 4 个脱乙酰壳多

糖对真菌 Fusarium solani的结果, 结果与低分子量系列

的一致.  

 

图3  低分子量系列的4个不同化学结构的脱乙酰壳多糖与抑

制 Fusarium graminearum的MIC关系 

Figure 3  MIC of four different chemical structural chitosans 

against Fusarium graminearum 

 

图4  高分子量系列的4个不同化学结构的脱乙酰壳多糖与抑

制 Fusarium solani的MIC关系 

Figure 4  MIC of four different chemical structural chitosans 

against Fusarium solani 

2.3.2  DA 基本一致的同一系列内, DP 依次增加时, 

MIC 依次递增 

在 DA 一致均为 0%的同一组内的 4 个脱乙酰壳多

糖, 随着 DP依次从 200, 591, 1955到 2402的增加, MIC

依次从 10, 10, 15到 25 µg/mL递增. 图 5显示的是此系列

脱乙酰壳多糖对真菌Ustilago maydis的MIC随DP改变的

情况. 

 

图 5  系列 3 中的 4 个不同化学结构的脱乙酰壳多糖与抑制

Ustilago maydis的MIC关系 

Figure 5  MIC of four different chemical structural chitosans 

against Ustilago maydis 
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3  结果与分析 

近年来, 脱乙酰壳多糖被广泛地用作抗菌剂进行研

究和应用[14,15]. 由于脱乙酰壳多糖本身结构特点是多分

子聚合物, 制备单一纯度的纯品需要专一性很高的单克

隆抗体酶, 费用很高, 所以一般通常的研究和应用的都

是混合物. 而在本研究中我们采用单克隆抗体酶切得到

的单一组分的脱乙酰壳多糖, 在所用的 12 个脱乙酰壳

多糖中, 分成 3 个系列, 各个系列内结构上有一定的相

互关系. 用这样的成系列的脱乙酰壳多糖来研究构效关

系, 得到的结果可能会更加准确、可靠.  

另外在本研究中, 所应用的真菌来自两大类真菌

(Ascomycota 和 Basidiomycota)中 , 具有一定的代表   

性[11]; Fusarium (Fusarium solani and Fusarium graminea-

rum) 来 自 Ascomycota; Ustilago maydis 来 自

Basidiomycota. 所以我们的结果具有一定的代表性, 对

所有真菌可能都适用[4,16].  

我们的结果显示: 对于不同的脱乙酰壳多糖, 即使

是同一真菌也得到不同的脱乙酰壳多糖生长曲线和

MIC, 说明脱乙酰壳多糖的化学结构与抑制真菌生长能

力有直接的关系, 那它们之间的关系又是如何的呢?  

我们采用 2大系列(低、高分子量)的脱乙酰壳多糖, 

比如高分子量系列, 它们的分子量基本接近, 分子大小

差不多, 唯一差别是分子中的乙酰化程度(DA)/百分比

不同. 从实验结果看, 随着分子中 DA 的百分比的增加, 

脱乙酰壳多糖抑制真菌生长的能力降低(MIC 增大). 这

个结论在 2个系列的脱乙酰壳多糖, 分别对 3个不同的

真菌的实验中得到证实. 所以在我们现在的已知条件

(DA从1%～60%, DP从121～1100)下, 脱乙酰壳多糖的

DA 越高, 抑制真菌生长的能力越低. 也就是说, 同一

脱乙酰壳多糖, 假如它带有的自由氨基越多, 抑制真菌

的活性越高, 这是我们首次提出脱乙酰壳多糖抑制真菌

生长的构效关系.  

另外我们采用同样 DA (DA均为 0%), DP不同的脱

乙酰壳多糖, 发现脱乙酰壳多糖的 DP 与抑制真菌活性

也存在一定的关系, 在我们的条件下(DP从 200～2402), 

脱乙酰壳多糖抑制真菌的活性随着 DP 的增加而降低, 

即 DA 相同, 分子越大, 抑制活性越小. 这个结果与其

他实验室报告的抑制细菌实验结果相似[5,6].  

所以, 在目前已知的条件下, 我们发现脱乙酰壳多

糖抑制真菌的活性随着 DA 的增加, DP 的减少而增加. 

现在我们正在对实验结果进行进一步的分析推断, 改变

各种真菌生长适应条件, 为阐明脱乙酰壳多糖抑制真菌

生长机制作进一步研究.  
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