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摘  要: 目的  探讨壳寡糖的抑菌及抗肿瘤活性。方法  采用牛津杯法研究壳寡糖的抑菌活性; 采用动物实

验法研究壳寡糖的抗肿瘤活性, 选取造模成功的 50 只昆明种雄性小鼠, 随机分为 5 组, 分别为模型组、阳性

对照组(20 mg/kg)以及壳寡糖高剂量组(300 mg/kg)、中剂量组(150 mg/kg)、低剂量组(100 mg/kg), 测定各组小

鼠移植性肿瘤 H22 生长的情况。结果  牛津杯法证实壳寡糖质量浓度较低时(10、20 mg/mL), 壳寡糖对大肠杆

菌、沙门氏菌和绿脓杆菌均无抑菌作用; 壳寡糖质量浓度在 50~400 mg/mL 时, 对这 3 种菌均有抑菌作用, 且

随壳寡糖质量浓度的升高, 抑菌能力逐渐增强; 但壳寡糖质量浓度在 10~400 mg/mL 时, 对金黄色葡萄球菌无

抑菌作用。动物实验证实壳寡糖能够降低小鼠 H22 瘤体重量壳寡糖中、高剂量可显著抑制小鼠 H22 肿瘤增长

(P<0.05), 肿瘤抑制率分别为 31.65%和 44.30%。结论  壳寡糖对大肠杆菌、沙门氏菌和绿脓杆菌具有良好的

抑菌活性及抑制小鼠移植性肿瘤 H22 生长的作用。 
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ABSTRACT: Objective  To study the antibacterial and antitumor activity of chitooligosaccharides. Methods  The 

antibacterial activity of chitooligosaccharides was studied by Oxford cup method. The antitumor activity of 

chitooligosaccharide was studied by animal experiment, 50 male mice of Kunming species were selected and 

randomly divided into 5 groups: Model group, positive control group (20 mg/kg), chito-oligosaccharide high-dose 

group (300 mg/kg), medium-dose group (150 mg/kg) and low-dose group (100 mg/kg), the growth of transplanted 

tumor H22 in each group was determined. Results  The Oxford cup method confirmed that chitooligosaccharides had 

no antibacterial activity against Escherichia coli, Salmonella and Pseudomonas aeruginosa at low concentrations (10, 
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20 mg/mL). When the mass concentrations of chitooligosaccharides were 50‒400 mg/mL, they had antibacterial 

activities against these 3 kinds of bacteria, and the antibacterial ability gradually increased with the increase of 

chitooligosaccharide concentration. However, chitooligosaccharides had no antibacterial activity against 

Staphylococcus aureus at the mass concentration of 10‒400 mg/mL. Animal experiments showed that 

chitooligosaccharides could reduce the tumors weight. The medium and high dose groups of chitooligosaccharides 

could significantly inhibit the tumors growth (P<0.05), and the tumor inhibition rates were 31.65%, 44.40%, 

respectively. Conclusion  Chitooligosaccharides has good antibacterial activity against Escherichia coli, 

Salmonella, Pseudomonas aeruginosa and inhibits the growth of transplanted tumor H22 in mice. 

KEY WORDS: chitooligosaccharides; antibacterial; antitumor 
 
 

0  引  言 

壳寡糖(chitooligosaccharides, COS)又叫壳聚寡糖或

低聚壳聚糖, 是由壳聚糖经化学、物理或生物酶法降解得

到, 是自然界中唯一带正电荷阳离子碱性氨基低聚糖, 具

有水溶性好、生物相容性高及易被生物体吸收利用等特点

而受到关注[1‒3]。大量研究表明, 壳寡糖具有良好的抗菌消

炎[4‒7]、调节肠道健康[8‒9]、增强免疫[10]、抗肿瘤[11]、改善

糖尿病[12‒13]、心血管疾病[14‒15]、退行性疾病[16]等功效, 已

广泛应用于医药保健[17]、食品保鲜[18]、功能食品[19]、畜禽

养殖[20]、农业种植[21]等领域。不同原料及工艺制备的壳寡

糖的脱乙酰化程度、平均分子量大小、相对分子量分布范

围及聚合度等差异较大, 其功能活性也相差较大[22]。目前

研究发现, 壳寡糖对多种癌症[23]都有一定的疗效, 聚合度

5~12, 平均分子量 2490 U 的壳寡糖对人宫颈肿瘤细胞

C33A 有显著的抗肿瘤活性[23]; 聚合度 2~6, 平均分子量

1000 U 的壳寡糖能促进结肠癌 HCT116 细胞凋亡[24]; 但对

分子质量 2000~2500 U, 且分子量分布窄、均一性好的壳

寡糖的抗菌和抗 H22 实体瘤活性较少报道。本研究采用牛

津杯法和动物实验考察壳寡糖对金黄色葡萄球菌、大肠

杆菌、沙门氏菌和绿脓杆菌的抗菌活性及对小鼠移植性

肿瘤 H22 生长的影响, 以期为壳寡糖的深度开发及应用提

供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  材  料 

壳寡糖(纯度 90%, 脱乙酰度 92%, 平均分子量 2400 U, 

分布宽度 1.06 D)(湛江市博泰生物化工科技实业有限公司); 

营养肉汤培养基、营养琼脂培养基(广东环凯微生物科技有

限公司)。 

1.1.2  菌  株 

金黄色葡萄球菌 Staphyloccocus aureus (ATCC6538)、

大 肠 杆 菌 Escherichia coli (ATCC8739) 、 绿 脓 杆 菌

Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 、 沙 门 氏 菌

Salmonella (ATCC13076)(广东省微生物菌种保藏中心)。 

1.1.3  动物与瘤株 

50 只健康成年昆明种雄性小鼠: SPF级, 体重 20~22 g, 

购于广东省医学实验动物中心。实验动物合格证号为

SYXK(粤)2018-0002。 

瘤株: 小鼠肝癌 H22, 购于广东省医学实验动物中心。 

1.2  设  备 

SP-02Y 生化培养箱(黄石市恒丰医疗器械有限公司); 

YXQ-50G 高压灭菌锅(上海博讯医疗生物仪器股份有限

公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  抑菌实验方法 

将活化好的 4 种菌株(金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、

绿脓杆菌、沙门氏菌)以 0.5 麦氏比浊度(约 108 CFU/mL)

稀释菌株至无菌生理盐水中, 用于抑菌实验。抑菌实验采

用牛津杯扩散法[25]: 取灭菌营养琼脂培养基, 待温度降至

50 ℃左右时倒平板, 每个培养皿约 15 mL。待琼脂凝固后, 

在平板上分别涂布已活化的 4 种菌株稀释液, 用灭菌的镊

子夹牛津杯均匀的置于营养琼脂平板中。分别加入不同质

量浓度的壳寡糖溶液(10、20、50、100、200、400 mg/mL) 

0.2 mL 到灭菌的牛津杯中, 加等量灭菌蒸馏水对照, 在

37 ℃恒温培养箱中培养 24、48 h, 观察抑菌效果。 

壳寡糖溶液配制: 称取 40 g 壳寡糖, 在紫外灭菌灯下

灭菌 20 min, 用 100 mL 无菌水溶解后即得到 400 mg/mL

的母液, 然后将母液分别配制成质量浓度为 10、20、50、

100、200、400 mg/mL, 过 0.22 μm 的水系膜待用。 

药敏实验判定标准: 当抑菌圈直径>15 mm 时为高敏; 

介于 10~15 mm 之间时为中敏; <10 mm 时为低敏[26]。 

1.3.2  动物造模与分组 

选择腹腔接种 H22 肝癌细胞 7 d 的小鼠, 在无菌条件

下抽取腹水 3 mL, 用生理盐水稀释, 配制成细胞密度为

2×106 个/mL 的肝癌细胞悬液。取 0.1 mL 肝癌细胞悬液接

种到小鼠的右上肢腋下, 制备 H22 移植瘤小鼠模型。造模

后将小鼠按体重随机分成 5 组, 每组 10 只, 分别为模型组
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和壳寡糖低、中、高剂量组(给药剂量即 100、150、300 mg/kg)

及阳性对照组(环磷酰胺组)按 20 mg/kg 的剂量给予环磷酰

胺水溶液, 模型组灌胃等体积的生理盐水, 用苦味酸进行

标记编号。各组连续灌胃 14 d, 观察各组小鼠的成活和生长

情况。14 d 后处死小鼠, 解剖剥离瘤体、取胸腺和脾脏, 称

重, 按公式(1)~(3)计算肿瘤抑制率、胸腺指数和脾脏指数。 

肿 瘤抑制 率 /%=1‒( 实验 组肿 瘤重量 / 对照 组肿瘤 重

量)×100%                                      (1) 

胸腺指数=(胸腺重量/小鼠体重)×10        (2) 

脾脏指数=(脾脏重量/小鼠体重)×10        (3) 

1.3.3  数据分析 

数据用 Excel 处理, 采用 IBM SPSS Statistics 24 对实

验数据进行分析。所有实验重复测定 3 次, 实验结果以平

均值±标准偏差表示。 

2  结果与分析 

2.1  壳寡糖的抑菌活性 

为了评估壳寡糖的抑菌活性, 首先考察了壳寡糖质

量浓度 10~100 mg/mL 的抑菌效果, 由图 1a 可知, 壳寡糖

质量浓度为 50、100 mg/mL 时, 壳寡糖对大肠杆菌、绿脓

杆菌和沙门氏菌均有抑菌作用; 但在低浓度(10、20 mg/mL)

时, 壳寡糖对大肠杆菌、绿脓杆菌、沙门氏菌和金黄色葡

萄球菌均无抑菌作用。这一研究结果与王寿权等[27]研究平

均分子量为 852 Da 的自制壳寡糖对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌的研究结果类似。这可能是因为在低浓度时, 壳寡

糖的渗透压相对较低, 使得壳寡糖不容易通过细菌的胞壁

和胞核, 而达不到抑菌的效果[28]。因此壳寡糖质量浓度在

10~100 mg/mL 时, 对金黄色葡萄球菌均无抑菌作用。 

为确定壳寡糖浓度与抑菌活性的关系, 进一步研究

了壳寡糖质量浓度为 50~400 mg/mL 的抑菌效果。实验结

果表明(图 1b、图 2a), 壳寡糖对金黄色葡萄球菌无抑菌作

用; 壳寡糖对大肠杆菌、绿脓杆菌和沙门氏菌均有较好的

抑菌作用, 且随壳寡糖质量浓度的升高, 抑菌能力逐渐增

强。这一研究结果与赵倩等[29]研究壳寡糖对鸡源、猪源大

肠杆菌和沙门氏菌的抑菌效果一致。从图 2 中也可知, 菌

株接种量为 0.1、0.2 mL 时, 接种量对壳寡糖的抑菌活性基

本无影响; 并且经过 48 h 的培养, 壳寡糖对大肠杆菌、绿

脓杆菌和沙门氏菌仍有较好的抑菌作用, 壳寡糖质量浓度

为 200、400 mg/mL, 壳寡糖对这 3 种菌的抑菌圈直径均在

15 mm 以上, 说明壳寡糖具有较长的抑菌期。壳寡糖对菌

株敏感性表现为绿脓杆菌>沙门氏菌>大肠杆菌>金黄色葡

萄球菌。 

2.2  壳寡糖抗肿瘤活性 

2.2.1  壳寡糖对小鼠 H22 肿瘤的抑制作用 

给药期间, 小鼠一般状况良好, 摄食饮水正常。连续

灌胃 14 d 后, 将所有小鼠处死并剥离瘤组织称重, 考察给

药期间各组小鼠的瘤体生长情况。从表 1 中可知, 与模型

组相比, 壳寡糖低剂量、中剂量和高剂量均能降低小鼠瘤

体重量, 其中壳寡糖中剂量和高剂量可显著降低瘤体重量

(P<0.05); 壳寡糖低剂量、中剂量和高剂量的肿瘤抑制率分

别为 25.31%、31.65%和 44.30%, 说明壳寡糖具有较好的

抑制小鼠 H22 肿瘤增长的作用, 且呈量效关系。 

 

 
 

注: a. 01、02、03、04、05 分别是壳寡糖质量浓度 10、20、50、100 mg/mL 和空白对照; b. 1、2、3、4、5 分别是壳寡糖质量浓度 50、

100、200、400 mg/mL 和空白对照。 

图 1  壳寡糖对常见致病菌的抑菌圈大小 

Fig.1  Inhibition zone of chitooligosaccharides on common pathogenic bacteria 
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注: a. 菌株接种量为 0.1 mL; b. 菌株接种量为 0.2 mL。 

图 2  不同壳寡糖质量浓度的抗菌活性(n=3) 

Fig.2  Antibacterial activities of chitooligosaccharides at different concentrations (n=3) 
 

表 1  壳寡糖对小鼠 H22(肝癌)肿瘤的影响(n=10) 
Table 1  Effects of chitooligosaccharides on liver cancer tumors 

in mice (n=10) 

 

组别 
剂量 

/(mg/kg) 

动物数/

只/始终 
瘤重 

/g 
抑制率

/% 

模型组 — 10/10 1.58±0.24 — 

低剂量组 100 10/10 1.18±0.22 25.31 

中剂量组 150 10/10 1.08±0.16* 31.65 

高剂量组 300 10/10 0.88±0.17* 44.30 

环磷酰胺组  20 10/10 0.59±0.22** 62.66 

注: 与模型组比较, *表示差异显著(P<0.05), **表示差异极显著

(P<0.01); —表示未加入。 

 
2.2.2  壳寡糖对小鼠免疫器官重量的影响 

各组小鼠胸腺及脾脏指数见表 2。与模型组相比, 环

磷酰胺组的胸腺指数和脾脏指数均极显著降低(P<0.01), 

说明环磷酰胺对免疫器官有较大的损害作用。与模型组相

比 , 除壳寡糖低剂量组对胸腺指数有明显降低作用外

(P<0.05), 壳寡糖中剂量组和高剂量组的胸腺指数、脾脏指

数均无显著差异(P>0.05)。与环磷酰胺组相比, 壳寡糖能够

剂量依赖性的提高小鼠胸腺指数和脾脏指数, 其中壳寡糖

中剂量组和高剂量组的胸腺指数、脾脏指数与环磷酰胺组

相比均有显著提高(P<0.05), 壳寡糖高剂量组的脾脏指数

与环磷酰胺组相比有极显著提高(P<0.01)。说明壳寡糖具

有保护小鼠免疫器官的作用。翟星辰[30]利用环磷酰胺诱导

的免疫低下小鼠模型, 发现壳寡糖能够剂量依赖地抑制肾

癌细胞生长, 并显著提高肾癌小鼠的脾脏指数和胸腺指数

(P<0.05), 能有效缓解环磷酰胺引起的免疫抑制状态, 本

实验与其研究结果一致。 

3  结论与讨论 

壳寡糖已被证实具有广谱抗菌作用, 对革兰氏阳性菌

和革兰氏阴性菌均有抗菌作用, 且随壳寡糖分子量和脱乙

酰度的增加抗菌作用增强[31]。壳寡糖的抗菌活性除与其理

化性质有关, 还与接种量、菌种和壳寡糖浓度等有关[32]。本

研究通过对壳寡糖抑菌活性研究发现, 壳寡糖在较低浓度

时(10、20 mg/mL)对肠杆菌、绿脓杆菌、沙门氏菌和金黄色

葡萄球菌均无抑菌作用, 壳寡糖质量浓度为 50~400 mg/mL

时, 壳寡糖对大肠杆菌、绿脓杆菌和沙门氏菌均有抑菌作用, 

且随着壳寡糖质量浓度的升高, 抑菌能力逐渐增强。抑菌实验

表明壳寡糖对大肠杆菌、绿脓杆菌和沙门氏菌均有良好的抑菌

活性, 但对金黄色葡萄球菌无抑菌活性。FERNANDES 等[32]

研究发现, 较低接种量(103 CFU/mL)时, 分子量小于 3000 Da

和小于5000 Da的壳寡糖对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均有抑

菌作用, 但较高接种量(105 CFU/mL 或 107 CFU/mL)时, 壳寡

糖对大肠杆菌有抑菌活性, 但对金黄色葡萄球菌无抑菌活

性, 与本研究结果一致。 

 
表 2  壳寡糖对小鼠胸腺指数及脾脏指数的影响(n=10) 

Table 2  Effects of chitooligosaccharides on thymus index and 
spleen index in mice (n=10) 

组别 
剂量 

/(mg/kg) 
胸腺指数 
/(mg/10 g) 

脾脏指数 
/(mg/10 g) 

模型组 — 0.24±0.02 0.36±0.05 

低剂量组 100 0.15±0.02* 0.27±0.01 

中剂量组 150 0.18±0.01# 0.29±0.03# 

高剂量组 300 0.23±0.02#  0.36±0.04## 

环磷酰胺组  20 0.12±0.02**  0.20±0.01** 

注: 与模型组比较, *表示差异显著(P<0.05), **表示差异极显著

(P<0.01); 与阳性对照组相比, #表示差异显著(P<0.05), ##表示差异

极显著(P<0.01); —表示未加入。 

 
抑瘤率是评估药物在药效学方面的基础性指标, 减

缓肿瘤的生长, 甚至使瘤体缩小, 是抗肿瘤药物是否有效

的重要标志。环磷酰胺是临床常用的化疗药, 能有效杀伤

癌细胞, 但同时也产生不同程度的毒副作用, 包括免疫功

能低下和白细胞减少等。小鼠体内实验观察了壳寡糖对

H22 实体瘤生长的抑制作用(以抑瘤率为指标), 结果表明壳

寡糖表现出良好的抑瘤效果, 壳寡糖低、中、高剂量均对
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H22 小鼠瘤体生长有抑制作用, 其中壳寡糖高剂量的抑瘤

效果最好, 抑瘤率达到了 44.30%。实验各组胸腺指数、脾

脏指数的比较, 说明了环磷酰胺的毒副作用, 同时提示了

壳寡糖对小鼠免疫器官有保护作用。壳寡糖可能通过调节

机体免疫反应来抑制肿瘤细胞的生长[33‒34]。壳寡糖的抑菌

和抗肿瘤活性与其分子量、聚合度和脱乙酰度等有关[35], 

本研究只是对壳寡糖的抑菌和抗肿瘤活性进行了初步探讨, 

壳寡糖抑菌和抗肿瘤的作用机制还需要进一步深入研究。

壳寡糖资源丰富、生物活性优良, 具有广阔的市场前景及

科研价值, 希望通过今后的研究能够为壳寡糖资源开发及

产业化发展提供理论依据。 
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