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酶法制备壳低聚糖对细菌的抑制作用

卢玲妃， 陈建国， 郑连英’
(浙江大学材辩与化工学院，浙江航姆310027)

摘要：研究了。出壳聚糖内切酶、外切酶争混合酶降解制备的5种誉同相砖分子质量壳低聚糖在

不问浓度下对大脑杆菌和枯草芽孢抒麓的抑菌活经。结果表明，相对分子质量2 100的壳低聚糖

对穴脆杆菌柳稠作雳最螺显。相对分予质量9 000的壳低聚糖肆枯草芽孢杆菌抑茵效果最好。亮

低聚糖对枯草芽孢杆菌抗菡作用随相对分子质量减小而逐渐减弱。亮低聚糖时两种茵的抑茵效

果均随浓度的增加而增强。

关键词：壳低聚耱；酶降解；相对分子质量；抗菌

中圈分类号：TQ 314．1 文献标识磷：A

Antibacterial Activity of Chitooligosaccharides Prepared by Enzymolysis
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’
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Abstract：The antibacteriai activity of chitooligosacchffrides with different molecular．weights and

different concentrations was studied。The chitooligos采ccharides were prepared by chitosanase,

endo-chitosanase or exo—chitosanase hydrolysis。The result indicated that the chitooligosaecharide

with MW(molecular weight)of 2 100 had the strongest antibacterial activity against Esaherichia

coli in 5 samples，while the chitooli908acchar{de with MW of 9 000 had the strongest antibacterial

activity against Bacillus subtilis． By decreasing the MW of chitooligosaccharides，the

antibacterial activity against Bacillus subtilis was strengthened。The antibacterial activity of

c量litooligosaceha巍des could be improved by increasing the concentration。
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壳低聚糖是氨基蔼萄糖通过舻l，4一糖瞥键连接

而成的相对分子质量低于10 000的低聚糖。低黏度

纛良好的承溶性使壳低聚糖泌巍聚糖展现出更独

特的生理法性和功簏性质[13。撬蔻抑蒴作用是壳

低聚糖的最盎要活性之一[1哪]。壳低聚糖在食品领

域有广泛的鹰途。Enrique ACS]等提出其霹作为食

品天然防腐裁穰添如剂。畿低聚糖具有柔毅烈喙，

可作为糖尿病和肥胖病的可食甜味荆。此外壳低

聚糖逐奚有抗癌、降盎脂、瀵除舀壶基、瀵除毖肪

肝、降低胆固醇、增强人体免疫力等功魏n“]。在美

国、韩圈、日本等翮家，壳低聚糖已被广泛应用予食

品领域。
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壳聚糖酶按酶切方式可以分为壳聚糖内切酶

和外切酶。酶法降解壳聚糖是生产壳低聚糖的最

佳方法骚o。舞羝聚糖对备种病琢微生物的抗蘧麓

力宥所不同。Jeon邸1等指’出相对分子质量晟壳低聚

糖抑制微生物生长的最重要因素。作者就由壳聚

糖逡切酶、终切酶秘混合酶降憋蠲备懿5静不露穗

对分子质量(范围在500～10 000)壳低聚糖对大肠

杆菌和枯草芽孢杆菌的抗菌活性进行研究。

1材料与方法

1。1实验原材料

壳聚糖购予玉环淡兴Efl壳素有限公霹，脱乙酰

度93％，相对分子质量290 000。

1．2菌种和培养基

大肠秆菌(Esaherichia coti ATCC25922)、枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis ATCC21366)，由浙

江大学生物工程研究所提供；高产壳聚糖酶生产菌

Penicillium sp．ZD．Z1(国家发明专穰号

ZL0215988．0，菌种保藏号为CGMCCNo．0851)，作

者所在实验窒筛选保藏。

发酵培养基成分(g／L)：壳聚糖30，葡萄糖5，

硫酸铵1，尿素1，磷酸二氢钾0．6，硫酸镁0．12；pH

夔5。0。

牛肉膏鬣白胨培养基成分(g／L)：牛肉膏3，蛋

自胨10，NaCl 5；pH值7．0。

1。3实验仪器

AKTA prime蛋白质纯化系统、HiTrap SP阳

离子交换柱：安玛西亚中国有限公司生产；Buchi 13-

250型囔雾予燥设备：臻士BⅨHI实验室仪爨公
司产品；UV-120-02型分光光度计：日本岛津公司

产品；NDJ-1型旋转黏度计：上海天平仪器厂生产。

1。4壳羝聚糖酶裁惫

高产壳聚糖酶菌株接种至5 L的发酵罐中发酵

培养，30℃、250 r／min，培养65～70 h后停止发酵。

发酵滚经擒滤后，咫截辫裾对分孑度量10 000的超

滤膜滤除无机盐和大相对分子质量蛋白质。所得

壳聚糖酶粗酶液经乙醇沉淀获得壳聚糖混合酶。

壳聚糖混合酶经过HiTrap SP霞离子交换柱分离

纯化得壳聚糖外切酶和壳聚糖内切酶。

分别用壳聚糖混合酶，壳聚糖外切酶和毙聚糖

内伤酶降解蘼量浓度l。00 g／dL壳聚糖。粕酶量
0．01 U／mL，反应条件为30℃、pH值为5．0，通过

特性粘度控制反应时湖。沸水浴加热中搬反应。

嚷雾干燥，最终得壳低聚糖产晶S，、&、S。、s{、蔑，

相对分子质量分别为500、2 100、3 700、5 200、

9 000。S。壳聚糖外切酶降解制备；s3由壳聚糖内

切酶降解制备；S2、S。、S。均Elj壳聚糖混合酶降解制

备。壳聚糖裰对分子震量裁特性熬度阕豹关系嫩

MHS方程确定啦嘈J。

1．5 比浊法测定燕低聚糖对细菌生长速率的影响

称敢一定量懿壳羝聚糖溶勰予孛岗膏蛋皇熬

液体培养基中，配成质量浓度0．20 g／dL含药培养

基，分装在三角瓶巾(50 mE／瓶)。灭菌冷却后每瓶

麓1。0 mL菌悬渡(菌浓度先l×108cfu／mL)，置予

空气浴摇床中，37℃、130 r／min培养，每隔4 h取

样。分光光度计予610 nm处测定细菌培养液的吸

光度。 一

1．6牛津杯法测定壳低聚糖对大肠杆菌抑菌活性

配制不同质量浓度的壳低聚糖溶液，灭菌后备

震。移酿0。2 mL蒲悬液蓟平板主，涂带均鸯。放

置3个无菌牛津杯于平板上。各移取0．2 mL壳低

聚糖溶液加入牛津杯，以无菌水为对照。37℃恒溆

培养，24 h后溅定獬菌匿壹缀。

1．7 壳低聚糖对枯草芽孢杆菌抑菌率的测定

每个平板加入0．1 mL适量浓度菌液和0。1

mL壳低聚糖溶液，涂布均匀，以无菌水力空盘。

37℃培养24 h后测定各个平板上的菌落数。抑菌

率的计簿公式为：露一((N l—N：)／N 1)×100

％。其中N，，N。分剃指空南平板帮涂骞壳低聚糖

平板上的菌落数。

1．8 pH值对抑蘸活性豹影晌

配制含质量浓度0。10 g／dL壳低聚糖s3的液

体培养基用于对大肠杆菌的实验。配制含质量浓

度0．1 g／dL壳{氍聚糖ss的液体培莠基耀予对秸孳

芽孢杆菌的实验。调培养蒺pH僮至5．0、5．5、

6．0、6．5和7．0。接种后37℃培养24 h。分光光

度计予610 rim处测定细菌培养滚的吸光度。

2结果与讨论

2。1 壳低聚糖对纲蓥生长l邃线的影晌

由图1可知，在8 h之内，5种壳低聚糖对大肠

杆菌均有明显的抑菌效果。培养8 h之后，S，、S；和

蔑酶撺莲效果逐渐减弱。培养16 h之詹S，培养基

中大肠杆菌的数掇超过空白。原因是S。由壳聚糖

外切酶降解制备，禽有大量的单糖，能被大肠杆菌

作秀酸源秘矮，促进其生长；s4、&裾对分子震量较

高，高相对分子质量的壳低聚糖对大肠杆菌抑制作

用不强|：：_9]。而s3和S2在整个过程中均保持强抑菌

麓力，&的抑菌熊力院Ss强。添加&和s。样品静培

养基在培养8 h之后吸光度～直保持在较低的稳定
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范围，表明s2和S。基本上完全抑制了大肠杆菌的

生长。

1．6

1．2

寸0．8

0．4

e
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培养时间／h

霾1萃鬻疆对分子矮l蹇低聚糖jI重大瑟移蘩生长豹

彩晌

Fig．1 Effect of different molecular weight chitooli-gos-

accharides on the growth of Esaherichia coil

由图2可知，除S，之外，其它4种壳低聚糖对

枯草芽孢杆菌都具有较好的抑荫效果，其中S。的抑

薅效果最好。壳低聚糖的搀菌活性随穗对分子爱

爨的增大新增强。含有大量单糖的S，样品在12 h

之后大肠杆菌的数量开始超过空白。
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图2不同相对分子质量壳低聚糖对枯草芽孢杆菌生

长的彩晌

Fig．2 Effect of different molecular we蟾ht chitooli’gos。

accharides on the growth of Bacillus subtilis

2．2不同矮量浓度壳低聚糖对大肠枵菌抑蘸活性

由表1可知，S2、s3、S4、Ss对大肠杆菌均有抑菌

活性，随着质量浓度提高抑菌活性增强。其抑菌能

力大小排列如下：s2>S3>&>ss。S2与S的搀

菌能力相差不大，与s4和S。有较大差别。S。对大肠

杆菌无抑制作用。

2．3不露震量浓度壳低聚糖对稿荤芽憨桴蓠抑蓥率

由表2和图3可知，S5对枯草芽孢杆菌的抗菌

作用最好。壳低聚糖的抗菌作用随相对分子质量

的增加而增强，同时随壳低聚糖质量浓度的增加而

增强。壳低聚糖&稷在质爨浓麦为0．50 g／dL时，

对枯草芽孢杆菌的抑斜率达到90．o％以上，s3在

此质擞浓度的抑菌率只霄76．o％。质量浓度为

l。25 g／dL的s2、鬟、&翻&，对稿革芽孢抒菌均达

到100％抑制效果。S。样晶由于含有大量单糖，促

进壳低聚糖的生长。

袭1 不霉凌纛滚囊壳低聚蕤溶滚豹静蓑垂直经

Tab．1 The bacteriostasis diameters of chitooligosaccharides

with different concentration mm

注：“一”表示无抑菌圈产生。

表2零弱撩对分擎质量戆壳低聚餐对辏纂芽建耪鏊瓣据

麓率

Tab．2 Bacteriostatic ratio of different molecular weight chi-

tooligosarcharides on Bacillus subtilis

注：负号表示壳低聚糖对枯草薜孢杆菌有促进生长作用

圈3不同质量浓度壳低聚糖对枯草芽孢杆菌的抑蔺

效果

Fig．3 The antibacterial activity of the chitooligosac-

charides in different concentration on Bacillus

subtilis
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2．4 pH值对壳低聚糖抑菌活性的影响

分别选取对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌抑菌效

果最好的壳低聚糖进行实验。

表3不同pH壳低聚糖溶液的抑菌活性

Tab．3 The antibacteria activity of chitooligosaccharides at

different pH value

A B10m

由表3可知，在pH值6．0附近，壳低聚糖S。对

大肠杆菌抑制作用最好；在pH值5．5附近，壳低聚

糖s5对枯草芽孢杆菌抑制作用最强。
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