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摘要  以郑州市国家森林公园内污水渠为对象 , 研究了酸溶剂、pH 值、壳聚糖分子量和浓度对壳聚糖杀菌效果的影响。结果表明 : 乙酸
为较好的酸溶剂 ;最适pH 值为5 ～6 ;壳聚糖分子量为4 .4 kd 时, 杀菌效果最好, 其余分子量的壳聚糖杀菌曲线均出现峰值 ,10 h 后培养
液中细菌数均极少; 壳聚糖杀菌率随浓度的增大而增大。壳聚糖可以应用于部分地表水的除菌。
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Studies onthe Anti-bacterial Activity of Chitosan Against Surface Water
CHENG Qing-li et al  ( Institute of Environment and Municipal Engineering , North China Institute of Water Conservancy and Hydroelectric Power ,
Zhengzhou ,Henan 450011)
Abstract  Effect of anti-bacterial activity of CTS against surface water were studied and the acid solvent , molecular weight , pHval ue and concentration
were also investigated . The result showed that acetic acid was the better acid solvent ; the fittest pHval ue was between 5 ～6 .The inhibiting rate was the
highest when molecular weight was 4 .4 kd and the antibacterial kinetic curves of CTS with other molecular weights had summit value . The number of bac-
teria was fewafter 10 hours . The antibacterial rate of CTS was enhanced withthe rising of concentration . CTS can be used to i nhibit bacterial insome sur-
face water .
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  壳聚糖是由甲壳素在强碱条件下脱乙酰基后形成的一

种重要的衍生物 , 呈白色或灰白色、无定形、半透明、略有珍

珠光泽, 在自然界中产量仅次于纤维素。壳聚糖的化学结构

与纤维素相似, 由多个 N- 乙酰氨基葡萄糖通过β-( 1-4) 糖苷

键连接起来, 但它的性质更为活泼。早在1979 年 ,Allen 等就

提出壳聚糖具有广谱抗菌性, 尤其是对许多细菌和真菌有抑

杀作用, 并且对其安全性进行过测定, 证实壳聚糖是无毒

的[ 1] 。因此, 在食品领域被广泛应用, 如Park SI 等[ 2] 将壳聚

糖用于草莓的保鲜 ,V Coma[ 3] 和 Ausar S F[ 4] 用壳聚糖作为乳

制品的包装材料等。笔者针对地表水污染严重的现状 , 将壳

聚糖直接用于地表水絮凝杀菌, 通过改变外界环境的pH 值、

壳聚糖的添加量及其分子量等测定其杀菌效果, 从而评价壳

聚糖作为地表水杀菌剂的应用前景。

1  材料与方法

1 .1 材料  

1 .1 .1 水样。取自郑州市森林公园污水渠 , 渠水颜色较黑 ,

有轻微恶臭。

1 .1 .2 试剂和培养基。壳聚糖( chitosan ,CTS) 购自青岛海生

生物有限公司, 脱乙酰度为78 % , 用 H2O2 降解法制得分子量

分别为740 .0 、100 .0 、74 .0、13 .0、4 .4 kd 的CTS。细菌培养基为

牛肉膏蛋白胨培养基。

1 .2 方法

1 .2 .1  10 .0 g/ L CTS 溶液的制备。称取不同分子量的 CTS

1 .0 g , 溶于100 ml 体积分数为1 % 的酸溶液中, 试验中采用的

酸溶剂分别为 HAc 、HCl 、H3PO4 。

1 .2 .2 菌液的制备。为减少其他微生物如藻类等对CTS 除

菌试验的干扰, 将水样放于恒温振荡器中 , 在30 ℃、200 r/ min

的条件下, 富集培养。

1 .2 .3 CTS( 740 .0 kd) 不同酸溶液的杀菌试验。将用磷酸、乙

酸、盐酸3 种酸配制的10 g/ L CTS 分别编号为1 # 、2 # 、3 # , 水
�
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样中终浓度为2g/ L , 每个水样均有平行样及空白1( 0 .5 ml 菌

液+ 10 ml 液体培养基) 和空白2( 在空白1 的基础上添加1 ml

1 % 相应的酸) ( 下同) 。将水样和空白放入恒温振荡器中振

荡培养 , 每隔1 .5 h 取适量培养液均匀涂布到盛有牛肉膏蛋

白胨固体培养基的培养皿中,30 ℃ 恒温培养24 h , 用活菌计

数法进行计数。

1 .2 .4 pH 值对 CTS( 740 .0 kd) 抑菌作用的影响。用 HCl 或

NaOH 调节培养基的pH 值分别为3、4 、5、6 、7、8 ,CTS 浓度为1

g/ L , 空白和水样加样量及培养方法参照“1 .2 .3”,24 h 后观察

平板菌落的生长情况, 以无菌落或少菌落生长的平板中的

pH 值为最佳抑菌环境。

1 .2 .5 分子量对CTS 杀菌效果的影响。为了详细研究不同

分子量CTS 的杀菌效果及杀菌趋势, 用液体培养绘制其杀菌

动力学曲线, 水样中 CTS 浓度为0 .8 g/ L , 将分子量为4 .4 、

13 .0 、74 .0、100 .0、740 .0 kd 的CTS 分别编号为1 # 、2 # 、3 # 、4 # 、

5 # , 培养及计数方法参照“1 .2 .3”, 时间延长到15 h。

1 .2 .6 CTS( 740 .0 kd) 最低抑菌浓度的测定。

1 .2 .6 .1  固体培养杀菌试验。用分子质量为740 kd、1 %

HAc 溶解的浓度为10 .0 g/ L CTS, 与菌液添加到固体培养基

中, 测其不同浓度( 1 、2、3 g/ L) 的抑菌效果。

1 .2 .6 .2 杀菌动力学曲线。在固体培养杀菌试验的基础上 ,

设CTS 的浓度梯度为1 .5 、2 .0、2 .5 g/ L , 编号为1 # 、2 # 、3 # , 每

隔1 h 把水样均匀涂布到培养皿中 , 共12 h 。

2  结果与分析

2 .1  CTS 不同酸溶剂抑菌效果的测定  将平皿取出, 进行

活菌计数( 图1) 。由空白1 的生长曲线可以看出 , 细菌在接

种2 h 后进入对数生长期 , 细胞快速分裂, 细胞数增长呈直线

上升,4 ～6 h 为稳定生长期 , 细胞数目较稳定, 繁殖率和死亡

率相近, 之后进入衰亡期。3 种酸所配制的空白2 均有杀菌

效果, 其培养液中细菌生长曲线与空白1 相似。水样1 # 、

2 # 、3 # 与空白相比 , 培养液中细菌浓度更小, 杀菌效果更明

显, 而且水样1 # 、2 # 、3 # 细菌生长曲线相似, 培养1 ～5 h 时的

生长曲线几乎重合, 水样中的细菌数远低于空白, 杀菌率较
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大, 说明在对数生长期细菌对 CTS 十分敏感。Tsai 等[ 5] 用大

肠埃希杆菌作为供试菌, 研究了细菌菌龄对 CTS 抗菌活性的

影响, 也同样得出了细菌在对数生长后期对 CTS 最敏感的结

论。另外, 水样1 # 的细菌数一直最低, 其次为3 # 和2 # , 综合

考虑避免加剧地表水体的富营养化问题、CTS 溶解度的不同

( 乙酸中溶解度约为1 .12 g/ L, 磷酸中约为0 .96 g/ L) , 以及经

济实用等原因, 最终选用乙酸作为CTS 的酸溶剂。

图1 CTS 不同酸溶液抑菌效果比较

2 .2 pH 值对 CTS 抑菌作用的影响  CTS 是一种聚电解质 ,

其抗菌活性对环境pH 值有很大的依赖性。不同pH 值环境

下CTS 对污水中细菌的抑制结果见图2。由图2 可见,CTS

在pH 值为5～6 时 , 对菌悬液中细菌抑菌效果最明显。关于

环境pH 值对CTS 抗菌活性的影响, 国内外报道很多[ 5 ,6] , 结

论也非常相似, 均认为 CTS 在pH 值5 ～7 时杀菌效果明显 ,

但是对于不同细菌pH 值略有差别。

图2 不同pH 值环境下CTS 抑菌性能比较

2 .3  不同分子质量 CTS 抑菌作用试验  由图3 可见,1 #

CTS 杀菌曲线趋势与2 # 、3 # 、4 # 、5 # 明显不同, 其杀菌曲线在

1 ～4 h 内一直呈下降趋势,5 h 后已经检测不出活细菌;2 # 、

3 # 、4 # 、5 # CTS 杀菌曲线均出现峰值, 但时间不同,3 # 峰值在

培养3 h ,2 # 和4 # 在4 h ,5 # 最晚, 在5 h 时出现, 与前面试验

结果相同, 峰值出现后, 曲线均呈快速下降趋势,10 h 后, 培

养液中细菌数均极少。出现这种情况的原因可能为不同分

子量CTS 的杀菌机理不同, 高分子量的 CTS 溶于酸后, 成为

一种阳离子型生物絮凝剂, 在絮凝过程中使菌体细胞聚沉 ,

高分子链密集于细菌菌体表面, 形成一层高分子膜, 影响细

菌对营养物质的吸收, 阻止代谢废物的排泄, 导致菌体的新

陈代谢紊乱, 从而起到杀菌和抑菌的作用[ 7 - 9] , 但细菌对不

利环境有一定的抗性, 所以杀菌时间较长 ; 而低分子量的CTS

则可以通过渗透作用穿过多孔细胞壁, 尤其是革兰氏阴性

菌, 细胞壁较薄, 交联松散, 低分子量 CTS 进入细菌内部[ 8] ,

破坏细胞质中内含物的胶体状态, 使其絮凝、变性, 细菌无法

进行正常的生理活动 , 或者直接干扰其带负电荷的遗传物质

DNA 和 RNA[ 10] , 抑制细菌的繁殖, 导致微生物的死亡, 杀菌

作用方式直接, 所用时间较短。

图3 不同分子量CTS 抑菌性能比较

2 .4 CTS 最低抑菌浓度的测定

2 .4 .1 固体培养杀菌试验。平皿活菌计数后, 细菌数及杀

菌率见表1 。由表1 可见,3 个浓度的 CTS 杀菌率均在90 %

以上, 且随着添加量的增加,CTS 抑菌效果有明显的增强, 考

虑到经济和实用等原因 , 在以下试验时 CTS 浓度以2 g/ L 作

参考。

  表1 不同浓度CTS 固体培养抑菌性能比较

CTS 浓度

g/ L

空白中细菌浓度

个/ ml

水样中细菌浓度

个/ ml

杀菌率

%
1 852 81 90 .5

2 927 53 94 .3

3 1 002 23 97 .7

2 .4 .2  杀菌动力学曲线。依照“1 .2 .6 .2”操作后, 培养计数 ,

结果见图4 。由图4 可见 , 水样1 # 、2 # 、3 # 培养液中细菌浓度

的变化趋势较相似, 在1 ～5 h 时间段浓度逐渐增大, 之后逐

渐减少, 但增减幅度不同, 水样3 # 中细菌浓度减小幅度最

大, 杀菌率变化最明显, 其次为水样2 # 和水样1 # ; 在相同的

培养时间段内, 水样1 # 、2 # 、3 # 培养液中细菌浓度依次减少 ,

杀菌率则相反,2 .5 g/ L 的CTS 杀菌率最高, 即CTS 浓度越大 ,

杀菌效果越好。

图4 不同浓度CTS 液体培养杀菌动力学曲线

3  结论

(1) 以磷酸作为酸溶剂时 ,CTS杀菌效果最好 , 其次是盐
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程与环境保护和生态建设融为一体, 企业自身的循环过程能

够形成完备的功能组合。

郊区企业既有城市市场需求的农副产品加工业, 又有

为城市建设服务及工业生产配套的工业加工与生产企业。

对这些企业进行生态经济型循环性的设计, 科学地建立合理

的产业结构, 以农产品为主要原料, 以工业深加工为主体, 形

成合理的物质循环利用系统, 并由此带动城郊城镇建设和生

态环境的良性发展。结合城郊资源优势、经济发展和生态环

境现状 , 城郊可以建立相应的生态工业园区。

3 .2  城郊生态风景游憩园 许多城市的近郊具有一定自然

山水景观和田野风光, 因此可依托较好的自然基础, 把开发

旅游资源和保护生态环境结合起来, 建设自然风景游憩园。

随着城市的发展, 人口不断增加和工作压力等原因, 在周末

城市内的居民对自然有着精神上追求和自我解压的需求, 所

以从满足城市居民的健康和精神需要, 在城郊建立相应的风

景游憩园是十分有意义的。同时保护城郊现有的自然景观 ,

可以减少景观破碎化, 有利于保护生物多样性和生态安全 ,

提高生态系统的服务功能, 再者在城郊建立生态旅游产业 ,

可以改变城郊的产业结构, 提供就业机会和提高郊区居民的

经济收入。因此, 在城郊建立优美、舒适、安全的生态风景旅

游区, 可以带动该区其他行业和生物多样性与环境保护的协

调发展, 可将城郊过渡带建成城市的“后花园”和假日的“游

乐园”。

3 .3 城郊绿色食品生产园 城市居民的生活资料, 大部分

都是来自于城郊的生产, 城郊输入的食品和生活资料的质量

与数量严重影响到市民的生活质量, 所以在郊区食品生产与

加工中要科学规划, 建立农产品生产的基本保护区, 保护土

地和农产品的生产无害化, 确保城镇居民能够获得安全和健

康食品, 做到真正地提高人民的物质生活质量。在城郊的绿

色食品生产建设中要以科技为主要支撑, 提高农产品的科技

含量, 增加科技附加值, 生产上应用高产、优质的农作物品

种, 精确农业的耕作方法和管理模式, 简少农药和化学肥料

的使用。由于城郊比偏远的农村有更方便的信息和科技资

源, 交通十分便利 , 进行高科技生产具有良好的物质、经济和

文化基础。在种植业上以生产城市居民生活需要的蔬菜、瓜

果、花卉商品为主 , 粮油作物为辅; 为适应城市对肉、蛋、奶、

鱼等商品的需求, 郊区应建立一定数量的猪、羊、牛、鸡等科

技化养饲场和水产品养殖场。

3 .4 城郊生态保护园  城市生态与环境具有脆弱性, 城郊

对城区具有水土保持、水源涵养、净化空气, 对农村地区有隔

除噪音、减少光污染等作用, 也是城市周边地区的负离子库。

同时各种生物( 尤其是动物) 通过郊区进行迁移等活动。所

以在城郊的建设和规划中, 要考虑郊区生态系统的综合服务

功能, 将生态过程与各种生产、生物多样性保护和水文过程

进行科学的耦合, 建立起城市的绿色屏障, 既有利于保护农

村免受城市污染的侵害, 又利于城市环境保护。坚持郊区资

源的合理利用和保护相结合, 坚持开发、利用与保护的协调

发展, 建立起节约型发展模式, 坚持可持续的科学发展观, 在

城郊过渡带建立起人类社会与自然的和谐相容。
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酸和乙酸 , 但综合考虑地表水的富营养化问题和 CTS 溶解

度的不同 , 以及经济实用等原因 , 最终选用乙酸作为 CTS 的

酸溶剂。

( 2) CTS 是一种聚电解质 , 其抗菌活性对环境 pH 值有

很大的依赖性 , 在pH 值为5 ～6 时对菌悬液中细菌抑菌效

果最明显 , 这与国内外报道的结论相似。

( 3) CTS 分子量为4 .4 kd 时, 杀菌曲线趋势与其他分子

量明显不同 , 其杀菌曲线在1 ～4 h 内一直呈下降趋势 ,5 h

后已经检测不出活细菌 ; 其余分子量的 CTS 杀菌曲线均出

现峰值, 之后曲线均呈快速下降趋势,10 h 后培养液中细菌

数均极少 , 原因可能为不同分子量CTS 的杀菌机理不同。

( 4) 以分子量为740 .0 kd CTS 为例, 在固体和液体培养

杀菌试验中, 杀菌率随浓度的增大而增大 , 浓度3 g/ L 杀菌

率最高,1 g/ L 杀菌率最低 , 但考虑到经济以及实用等原因,

以浓度为2 g/ L 为最佳杀菌剂量。
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