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壳寡糖抑菌作用的研究
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摘　要:研究了壳寡糖对原料乳中常见细菌的抑制作用 ,采用牛津杯抑菌环法研究壳寡糖对金黄色葡萄球菌 、大肠杆

菌的抑制作用 ,采用稀释涂布法测定壳寡糖对细菌总数 、芽孢数 、耐热芽孢数 、嗜冷菌数的抑制作用 ,并研究了不同浓

度的壳寡糖对原料乳中的美兰还原变色时间的影响 ,结果显示:壳寡糖对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌有显著的抑制作

用(p<0.05),对原料乳中细菌总数和嗜冷菌数均有显著的抑制作用(p<0.05),并明显延长原料乳中美兰的变色时

间 ,对芽孢总数和耐热芽孢数影响不显著。
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　　壳寡糖(Chito-oligosaccharide)又名几丁寡糖 ,

是壳聚糖经降解后聚合度为 2～10的产物 ,其水溶性

好 ,容易被吸收利用 , 壳寡糖在人体内吸收率近

100%,且生物活性比壳聚糖更强 [ 1] 。它和壳聚糖一

样 ,具有抑制肿瘤细胞的生长 ,增强机体免疫力 [2 ] ,

强化肝脏功能 ,防止胃溃疡 ,降低血压 、血糖 、血脂 ,

吸附胆固醇及抗菌作用等
[ 3 ] 。在乳品工业中 ,用于

奶粉 、酸奶以及液态奶生产的原料乳的保鲜通常是

用低温来控制微生物的生长 ,但是抑菌效果不是很

好 ,经常出现原料乳变质现象。而壳寡糖来源天然

可靠 ,同时具有抑菌作用 ,可以作为天然防腐剂添加

于乳饮料中 ,既能发挥其抑菌防腐剂的功能 ,同时还

可以起到增强宿主机体健康的作用 。本文研究了壳

寡糖对原料乳中常见细菌的抑制作用 ,旨在为壳寡

糖在原料乳中的应用提供思路 。

1　材料与方法
1.1　材料与设备
壳寡糖　分子量 2000,食品级 ,济南海得贝海洋

生物公司;原料乳　市售;金黄色葡萄球菌 、大肠杆

菌　黑龙江东方学院实验室提供 。

LRH-250型生化培养箱 , DHG-9140A型电热恒

温鼓风干燥箱 , SW-CJ-1FD型单人单面净化工作

台 , DSX-280AI型不锈钢手提式灭菌锅 , JJ-型精密

电子天平 。

1.2　实验方法
1.2.1　壳寡糖对金黄色葡萄球菌 、大肠杆菌的抑制

作用　分别将金黄色葡萄球菌和大肠杆菌以无菌操

作稀释一定倍数 ,取 0.1mL涂布于固体培养基 ,放入

牛津杯 ,每个杯中分别注入浓度为 0、2、4、5、10、20、

40、50g/L的壳寡糖溶液 0.2mL,置于 37℃培养 24h

后 ,测量抑菌环大小 [ 4 ] 。

1.2.2　壳寡糖对原料乳中细菌总数的抑制作用　在

原料乳中分别添加浓度为 0、2、4、5、10、20、40、50g/L

的壳寡糖 ,调节 pH为 6。将乳样放入 4℃的冰箱中 ,

DOI :10.13386/j.issn1002-0306.2009.01.099



研究与探讨 食品工业科技
Vol.30 , No.01 ,2009

2009年第 01期 89　　　

放置 8h后取出 ,涂布于普通营养琼脂培养基 , 37℃

培养 24～ 48h后 ,测定细菌总数 。

1.2.3　美兰还原实验　将分别加入浓度为 0、2、4、5、

10、20、40、50g/L的壳寡糖的乳样放置 8h,各取 10mL

移至大试管中 , 每个试管加入 1mL美兰标准溶液 ,

37℃水浴 ,记录美兰变色时间。

1.2.4　壳寡糖对芽孢 、耐热芽孢的抑制作用　将含

壳寡糖浓度分别为 0、2、4、5、10、20、40、50g/L的乳样

10mL放入大试管中 ,采用柴彤涛 [ 5 ]
的方法测定奶样

中的芽孢总数 、耐热芽孢数。分别测定原料乳中的

初始耐热芽孢数和加入不同浓度的壳寡糖放置 8h

后的耐热芽孢总数。

1.2.5　壳寡糖对嗜冷菌抑制作用实验　以稀释涂布

法测定原料乳的初始嗜冷菌数
[ 6] ,然后将含壳寡糖浓

度分别为 0、2、4、5、10、20、40、50g/L的乳样放入 4℃

冰箱中 ,放置 8h后取出乳样 ,稀释涂布于嗜冷菌计

数培养基 , 21℃培养 25h后菌落计数 。

1.3　数据处理
采用 spss13.0软件的 LSD多重比较模块进行差

异显著性检验。各项指标均数与标准差以  x±sd表

示 ,组间均数比较采用 F检验 。

2　结果与讨论
2.1　壳寡糖对金黄色葡萄球菌 、大肠杆菌的抑制

作用
将放有牛津杯的平板 37℃培养 24h,取出 ,测量

抑菌环的大小 ,结果见表 1。

表 1　壳寡糖对金黄色葡萄球菌

和大肠杆菌的抑菌环直径( x±SD)

浓度(g/L)
抑菌环直径(mm)

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

空白组 0 8.17±0.023 8.00±0.007

壳寡糖组

2 8.34±0.041 8.67±0.038
4 9.13±0.042﹡ 9.33±0.017﹡

5 9.53±0.033﹡ 9.36±0.032﹡

10 11.03±0.031﹡(﹡) 11.17±0.041﹡ (﹡)

20 12.10±0.024﹡(﹡) 11.60±0.007﹡ (﹡)

40 12.17±0.015﹡(﹡) 12.12±0.029﹡ (﹡)

50 12.50±0.007﹡(﹡) 12.83±0.033﹡ (﹡)

注:同列＊表示差异显著(P<0.05), 括号内标 ＊表示差异极显

著(P<0.01), 表 2、表 4、表 5同。

　　由表 1可以看出 ,壳寡糖对金黄色葡萄球菌和

大肠杆菌都有抑制作用 。壳寡糖组与空白组相比 ,

除了 2g/L浓度 外 , 抑 菌环 直径 均显著 增大

(p<0.05);壳寡糖浓度大于 10g/L后 ,抑菌环直径增

加极显著(p<0.01),且随着壳寡糖浓度的升高 ,抑

菌能力逐渐增强 。

2.2　壳寡糖对原料乳中细菌总数的抑制作用
在冷藏条件下 ,不同浓度的壳寡糖作用于原料

乳 8h后测定细菌总数 ,结果见表 2。

　　从表 2可以看出:与空白组相比 ,壳寡糖组除了

2g/L浓度外 ,细菌总数均显著降低(p<0.05);壳寡

糖浓度大 于 5g/L后 , 细菌 总数 降低极 显著

(p<0.01),且随着壳寡糖浓度的升高 ,抑菌能力逐

渐增强。

表 2　壳寡糖对原料乳中细菌总数的抑制作用结果( x±SD)

浓度(g/L) 细菌总数(lgcuf/mL)
空白组 - 5.489±0.037

壳寡糖组

2 5.486±0.026
4 5.375±0.019﹡

5 5.334±0.021﹡(﹡)

10 5.301±0.043﹡(﹡)

20 5.292±0.008﹡(﹡)

40 5.253±0.023﹡(﹡)

50 5.104±0.014﹡(﹡)

2.3　美兰还原实验结果
在冷藏条件下 ,不同浓度壳寡糖作用于原料乳

8h后进行美兰还原实验 ,结果如表 3。

表 3　美兰还原实验结果

浓度(g/L) 美兰变色时间(min)
空白组 - 28

壳寡糖组

2 33

4 50

5 62.5
10 79

20 98.5
40 117

50 122

　　由表 3看出 ,加入壳寡糖后可以明显延长美兰

变色时间 ,且随壳寡糖浓度的升高 ,变色时间逐渐增

加。美兰是一种氧化还原作用指示剂 ,在厌氧环境

中 ,它将被还原成无色。如果牛乳中有细菌生长繁

殖 ,必将造成其中溶解氧的减少 ,牛乳样品中的氧

化-还原电势降低 。通过加入其中的美兰颜色变化

的速度 ,可鉴定该牛乳的质量 [ 7] 。通过美兰变色实验

进一步证明了壳寡糖的抑菌作用 ,并且结果与刘芳 [ 8 ]

实验中的结果相一致 。这也证明了壳寡糖对还原菌

的抑制作用。

2.4　壳寡糖对芽孢 、耐热芽孢的抑制作用
原料乳中初始芽孢数 、耐热芽孢数分别为

300个 /mL和 30个 /mL,冷藏 8h后芽孢及耐热芽孢

计数结果如表 4所示。

表 4　壳寡糖对原料乳中芽孢 、

耐热芽孢的抑制作用结果( x±SD)

浓度

(g/L)
芽孢总数

(lgcuf/mL)
耐热芽孢总数

(lgcuf/mL)
空白组 - 2.480±0.066 1.489±0.086

壳寡糖组

2 2.484±0.051 1.483±0.041
4 2.476±0.073 1.486±0.063
5 2.445±0.056﹡ 1.440±0.056﹡

10 2.461±0.081﹡ 1.455±0.054﹡

20 2.483±0.061 1.486±0.062
40 2.497±0.092 1.501±0.071
50 2.503±0.095 1.503±0.085

　　由表 4可以看出 ,芽孢及耐热芽孢总数偏小 ,由

方差分析表明 ,随着壳寡糖浓度的增加 ,芽孢及耐热

芽孢数除了 5g/L和 10g/L剂量组外 ,其他各剂量组

与空白组比较变化不显著(P>0.05)。因此可以认

为 ,壳寡糖的加入对原料乳中芽孢 、耐热芽孢数的影
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响不大 。

目前认为壳寡糖的抑菌机理是-NH+3 与细胞壁

内的电负性物质结合后 ,改变了微生物细胞膜的流

通性和通透性 ,而抑制微生物的生长 [ 9] 。可能是因为

原料乳中芽孢数量太少 ,并且芽孢有多层致密的壁

保护 ,还有致密不透水的薄膜 ,可以阻止外界物质的

渗入 ,因而导致芽孢及耐热芽孢数变化不显著 。

2.5　壳寡糖对嗜冷菌的抑制作用
将添加不同浓度壳寡糖的原料乳在 4℃的冰箱

中放置 8h后取出 ,稀释涂布于嗜冷菌计数培养基 ,

21℃培养 25h后菌落计数 ,结果如表 5所示 。

表 5　壳寡糖对原料乳中嗜冷菌的抑制作用结果( x±SD)

浓度(g/L) 嗜冷菌总数(lgcuf/mL)
空白组 - 4.272±0.037

壳寡糖组

2 4.262±0.026
4 4.213±0.019
5 4.201± 0.021﹡(﹡)

10 4.167± 0.043﹡(﹡)

20 4.140± 0.008﹡(﹡)

40 4.114± 0.023﹡(﹡)

50 4.079± 0.014﹡(﹡)

　　由表 5可知 ,与空白组相比 ,壳寡糖组除了 2g/L

浓度外 ,嗜冷菌总数均显著降低(p<0.05);壳寡糖浓

度大于 5g/L后 ,嗜冷菌总数降低极显著(p<0.01),且

随着壳寡糖浓度的升高 ,抑制嗜冷菌效果越显著。

3　结论
　　壳寡糖对原料乳中常见致病菌金黄色葡萄球菌

和大肠杆菌有显著的抑制作用(p<0.05),且浓度越

高 ,作用越明显;对原料乳中细菌总数 、嗜冷菌总数

有显著抑制作用(P<0.05),且浓度越高 ,作用越明

显;对原料乳美兰变色时间有影响 ,且浓度越高 ,变

色时间越长;对原料乳中芽孢数 、耐热芽孢数影响不

显著 。

参考文献:
[ 1]严钦 ,沈月新 ,等 .壳寡糖的制备及其抑菌性能研究 [ J] .

食品研究与开发 , 2003, 4(2):26～ 29.

[ 2] DavidA Zaharoff, etal.Chitosansolutionenhancesboth

humoralandcellmediatedimmuneresponsestosubcutaneous

vaccination[ J] .Vaccine, 2007, 19(6):2085～ 2094.

[ 3] Rabea, etal.Chitosanasantimicrobialagent:applicationsand

modeofaction[ J] .Biomacromolecules, 2003(4):1457～ 1465.

[ 4] YANGTC, CHOUCC, LICF.Antibacterialactivityof

N-alkylateddisaccharidechitosanderivatives[ J] .IntJFood

Microbiol, 2005, 97:237～ 245.

[ 5]柴彤涛 .原料奶中芽孢 、耐热芽孢 、嗜冷菌及抗生素残留

的测定 [ J] .中国乳业 , 2002(3):28～ 30.

[ 6]王克新 ,房玉国 ,张丽宏 .液体乳中嗜冷菌的测定 [ J] .中

国乳品工业 , 2001, 29(5):31～ 32.

[ 7]沈萍等 .微生物学实验 [ M] .高等教育出版社 , 2004, 7.

[ 8]刘芳 ,杜鹏 , 霍贵成 .壳寡糖对原料乳中微生物抑制作用

的研究 [ J] .中国乳品工业 , 2005, 33(6):28～ 30.

[ 9]魏新林 ,夏文水.甲壳低聚糖的生理活性研究 [ J] .中国

药理学通报 , 2003, 19(6):164～ 167.

(上接第 87页)

过程控制不当 、二次污染导致的 [ 15 ] 。

3　结论
山梨糖醇及其他混合辅料的菌落总数高 ,对加

工产品初始菌数的控制不利 。加工用水 、包装材料

所带菌数较少。经过不同蒸煮工艺和条件处理后的

样品细菌种类均为革兰氏阳性 ,细菌相也比较单一 ,

均主要包括芽孢杆菌 、葡萄球菌 、微球菌。所有不同

蒸煮工艺及条件中 ,一次蒸处理 6min样品水分含量

较高 ,但菌落总数和耐热菌落总数均较低 ,热杀菌效

果比较明显 ,为最佳处理方法。
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