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壳聚糖碱性氨基酸衍生物的合成及抑菌活性研究 
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摘要: 利用接枝反应, 采用碱性氨基酸修饰壳聚糖, 制备壳聚糖赖氨酸衍生物、壳聚糖精氨酸衍生物、

壳聚糖组氨酸衍生物。通过红外(FT-IR)、核磁(1H-NMR)、元素分析(EA)对其进行表征, 并研究了不同

壳聚糖氨基酸衍生物的抑菌活性。结果表明, 壳聚糖赖氨酸衍生物、壳聚糖精氨酸衍生物、壳聚糖组

氨酸衍生物、壳聚糖对金黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度(MIC)分别为 320、160、320、640 μg/mL, 对

大肠杆菌的最低抑菌浓度(MIC)分别为 320、320、320、640 μg/mL, 三种壳聚糖氨基酸衍生物的抑菌

活性均明显高于未修饰壳聚糖。通过引入碱性氨基酸增加壳聚糖的正电荷有利于提高其抑菌活性。  
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壳聚糖是甲壳素部分或完全脱乙酰基后的产物, 

是自然界中唯一的天然碱性多糖, 具有使用安全、良

好的生物相容性、生物降解性和理化性质相对稳定

等优点, 同时具有降血脂、絮凝、止血、抗菌等多种

生物活性[1]。壳聚糖具有的活泼羟基和氨基, 可以进

行多种化学改性, 以改善其溶解性、增强抗菌活性

等, 因此在抗菌剂的研究与应用方面具有良好的前

景。目前, 虽然壳聚糖及其衍生物的抗菌机理尚没

有明确的结论, 但研究者提出了多种可能的壳聚糖

抗菌作用机理, 这些机理都与壳聚糖的氨基或正电

荷有关 [2]。归结起来主要有以下三种: 首先最认同

的抗菌机理是带正电荷的壳聚糖与带负电荷的细

菌细胞表面的相互作用, 通过影响细菌代谢而达到抑

菌效果[3-5]; 第二个可能的抗菌机理是壳聚糖穿透细胞

壁和细胞膜进入细菌细胞内部, 与 DNA 结合阻止了

DNA 的转录[6]; 第三个可能的抗菌机理是壳聚糖及其

衍生物与金属离子螯合, 抑制微量元素的摄取以及与细

菌生长所必需的营养物质结合, 从而达到抑菌效果[7]。 

氨基酸作为生物功能大分子的基本组成单位 , 

是构成动物营养所需蛋白质的基本物质。而赖氨酸、

精氨酸、组氨酸因其侧链分别带氨基、胍基和咪唑

基(碱性基团), 使其成为带正电荷的碱性氨基酸[8]。

本文利用活性基团拼接原理 , 通过接枝反应 , 将这

三类碱性氨基酸接枝到壳聚糖上, 理论上可以增加

壳聚糖上正电荷, 从而提高其抑菌活性。 

1  实验部分 

1.1  主要药品与试剂 

壳聚糖(CS, 相对分子质量 1300 KDa, 脱乙酰度

85.6%), 购于青岛云宙生物科技有限公司 ; 赖氨酸

(Lys)、精氨酸(Arg)、组氨酸(His), 吗啉乙磺酸(MES), 

购于国药试剂集团有限公司 ; 1-乙基 -(3-二甲基氨

基丙基)碳二亚胺盐酸盐(EDCl)、N-羟基琥珀酰亚

胺 (NHS), 购于阿拉丁试剂有限公司 , 透析袋

(MEMBRA-CEL, 截留分子质量为 3500 Da)购于济

南邦达医药公司。 

1.2  主要仪器与设备 

78-1 型磁力加热搅拌器, 常州国华电器有限公

司; PHS-3C型 pH计, 上海雷磁公司; TU-1810型紫

外可见分光光度计, 北京普析通用仪器有限责任公

司; iMark酶标仪, 美国美国 BIO-RAD公司; FD-1型
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冷冻干燥机 , 北京德天佑实验仪器有限公司 ; 

SARTORIUS 精密分析天平, 德国 SARTORIUS 公

司; 博讯立式蒸汽压力灭菌器 , 上海博讯实业有限

公司 ; 红外光谱仪 (Nicolet Magna-Avatar 360), 

Nicolet Magna 公司; 核磁共振光谱仪(JNM-ECP600 

NMR spectrometer), 日本 JEOL 公司; 元素分析仪

(Vario EL-Ⅲ  elemental analyzer), 德国元素分析系

统公司。 

1.3  壳聚糖氨基酸衍生物的合成 

参照前期已报道的制备方法并进行适当改进[9]。

称取 0.5 g壳聚糖溶于 50 mL0.10 mol/L MES缓冲溶

液中(pH=5.5), 待壳聚糖完全溶解, 加入壳聚糖单元

物质的量 3倍的 EDCl作缩合剂、壳聚糖单元物质的

量 3 倍的 NHS 作偶联剂, 搅拌均匀, 加入壳聚糖单

元物质的量 2倍的氨基酸(赖氨酸、精氨酸、组氨酸), 

磁力搅拌, 室温反应 24 h。反应结束后, 于去离子水

中透析 3 d, 真空冷冻干燥得样品 CS-L(壳聚糖赖氨

酸衍生物), CS-A(壳聚糖精氨酸衍生物), CS-H(壳聚

糖组氨酸衍生物)。壳聚糖氨基酸衍生物的合成路线

如图 1所示。 

 

图 1  壳聚糖氨基酸衍生物的制备 

Fig. 1  Synthetic scheme of basic amino acid-modified chitosan derivatives 
 

1.4  抑菌实验 
细菌最小抑菌浓度(MIC)采用微量肉汤稀释法

测定[10]。具体步骤如下:  

(1) 用接种环挑取 37℃过夜培养的 MH 琼脂培

养皿上的单菌落于无菌的 0.85%生理盐水中, 校准

为 0.5麦氏比浊标准, 约含菌数 1×108 CFU/mL, 然后

用 MHB 培养基稀释 100 倍 , 即得到约含菌数

1×106CFU/mL的菌液, 备用。 

(2) 将待测样品用 0.5%乙酸配制成浓度为

5 120 μg/mL储备液。取无菌的 96孔板, 每个孔中加

入 100 μL含菌数 1×106 CFU/mL的菌悬液, 在 A孔

中加入 100 μL待测样品储备液, 混匀, 从 A孔吸取

100 μL加入 B孔, 混匀, 再从 B孔吸取 100 μL至 C

孔, 依次类推, G孔吸取 100 μL弃去, H孔不加样品, 

只含 100 μL 菌悬液。此时各孔药物浓度依次为 : 

2 560、1 280、640、320、160、80、40 μg/mL。以

只加 100μL 菌悬液不加待测样品作对照。用酶标仪

620 nm波长下测定初始吸光度值, 将96孔板于37℃细

菌培养箱培养 18~24 h后再用酶标仪 620 nm波长下测

定吸光度值, 两次测得的吸光度差 ODδ 值代表细菌的

生长情况。所测样品对细菌的抑制率按下式计算:  

抑制率=(ODδ0–ODδx)/ODδ0×100% 
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其中 , ODδ0 为只含菌悬液的空白对照培养前

后吸光度差值 , ODδx 为所测样品培养前后吸光度

差值。  

2  结果与分析 

2.1  红外光谱(FT-IR)测定 

壳聚糖 (CS)和三类氨基酸修饰壳聚糖 (CS-L, 

CS-A, CS-H)的红外光谱如图 2所示, 从图中可以看 

出, 反应后在 1 640 cm–1和 1 540 cm–1附近出现明显

的吸收峰, 经分析可知, 1 640 cm–1和 1 540 cm–1附近

分别是仲酰胺的酰胺Ⅰ代吸收峰和酰胺Ⅱ代的 N-H

变形振动吸收峰 , 而原壳聚糖上 1589cm–1 的氨基

δ(N-H)谱带被新生成的酰胺Ⅱ谱带所掩盖 , 这说明

反应后产物中有酰胺键生成[11]。证明三种氨基酸通

过 α-羧基与壳聚糖上氨基发生反应 , 生成酰胺键 , 

氨基酸修饰壳聚糖成功。 

 

图 2  壳聚糖及赖氨酸、精氨酸、组氨酸修饰壳聚糖的红外谱图 

Fig. 2  FT-IR spectra of chitosan, lysine-modified chitosan, arginine-modified chitosan, and histidine-modified chitosan 

 

2.2  核磁共振谱图(1H-NMR)测定 

图 3 为壳聚糖(CS)和三类氨基酸修饰壳聚糖

(CS-L, CS-A, CS-H)的 1H-NMR谱图, 在 CS谱图上, 

1.80×10–6 处为壳聚糖上未脱乙酰基团质子吸收峰 , 

2.93×10–6处为 C2 上质子的吸收峰,  4.65×10–6处为

C1上质子的吸收峰, 3.47×10–6~3.66×10–6为 C3、C4、

C5、C6上质子的重叠吸收峰[12]。经氨基酸修饰的壳

聚糖的 1H-NMR 除了保持原来的吸收峰外, CS-L的

谱图在 1.25×10–6, 1.54×10–6, 1.71×10–6, 2.52×10–6处

出现的吸收峰分别对应 C9, C10, C8, C11 上质子; 

CS-A 的谱图在 1.47×10–6, 1.62×10–6, 2.52×10–6出现

的吸收峰分别对应 C9, C8, C10上的质子; CS-H的谱

图在 2.92×10–6处出现的吸收峰对应 C8上的质子, 在

7.00×10–6和 8.14×10–6处出现的吸收峰分别对应组氨酸

咪唑环上 C10 和 C9 的质子吸收峰[13]。CS-L, CS-A, 

CS-H 的 C7 位上质子吸收峰出现在 3.40×10–6~ 

3.80×10–6, 与壳聚糖骨架上质子出峰位置接近 , 可

能被壳聚糖骨架上质子吸收峰所掩盖, 由此可以判

定壳聚糖主链中成功引入氨基酸分子, 壳聚糖碱性

氨基酸衍生物制备成功。 

2.3  元素分析 

壳聚糖与三类壳聚糖氨基酸衍生物元素分析结

果如表 1 所示。根据 C/N 比值计算得出壳聚糖脱乙

酰度及氨基酸对壳聚糖的取代度, 根据元素分析计

算得到的结果表明, 在本实验条件下制得的三类壳

聚糖氨基酸衍生物具有相似的取代度, 由于氨基酸

分子的引入, N元素含量增加, C/N降低。 

2.4  抑菌实验 

壳聚糖及三类壳聚糖氨基酸衍生物对金黄色葡

萄球菌的抑菌效果如表 2所示。CS对金黄色葡萄球

菌的最低抑菌浓度(MIC)为 640 μg/mL, 三类壳聚糖

氨基酸衍生物的抑菌活性均高于壳聚糖原料, 其中

CS-A 抑菌活性最高, 对金黄色葡萄球菌的 MIC 为

160 μg/mL, CS-L、CS-H对金黄色葡萄球菌的抑菌活

性相当, 其 MIC为 320 μg/mL。 

壳聚糖及三类壳聚糖氨基酸衍生物对大肠杆菌

的抑菌效果如表 3 所示, CS 对大肠杆菌的最低抑菌

浓度(MIC)为 640 μg/mL, 三类壳聚糖氨基酸衍生物

的抑菌活性相当 , 均高于壳聚糖原料 , 其对大肠杆

菌的最低抑菌浓度(MIC)为 320 μg/mL。 
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图 3  壳聚糖及赖氨酸、精氨酸、组氨酸修饰壳聚糖的核磁共振谱图(1H-NMR) 

Fig. 3  1H-NMR spectra of chitosan, lysine-modified chitosan, arginine-modified chitosan, and histidine-modified chitosan 

 
表 1  壳聚糖及赖氨酸、精氨酸、组氨酸修饰壳聚糖元素分析 
Tab. 1  Elemental analysis results of chitosan, lysine-modified chitosan, arginine-modified chitosan, and histidine-modified chitosan 

样品 N/% C/% C/N 脱乙酰度/(DD, %) 取代度/(D.S, %)

CS 8.01 43.15 5.39 85.58 / 

CS-L 8.06 38.40 4.76 / 14.09 

CS-A 9.47 36.64 3.87 / 12.06 

CS-H 8.61 37.74 4.38 / 12.59 

 

表 2  壳聚糖及赖氨酸、精氨酸、组氨酸修饰壳聚糖对金黄色葡萄球菌的抑菌率(%) 
Tab. 2  Antibacterial activity of chitosan, lysine-modified chitosan, arginine-modified chitosan, and histidine-modified 

chitosan on Staphylococcus aureus (%) 

样品浓度/(μg/mL) 
样品 

2560 1280 640 320 160 80 40 

CS-L 102.2(±1.6) 102.1(±1.2) 100.7(±0.4) 103.7(±0.8) 48.6(±7.2) 34.6(±2.0) 19.0(±4.1) 

CS-A 99.7(±0.6) 100.9(±0.4) 100.7(±0.0) 102.9(±1.2) 102.7(±2.3) 48.8(±1.4) 29.7(±3.6) 

CS-H 101.7(±2.1) 100.4(±2.9) 100.7(±0.4) 101.5(±0.0) 45.3(±11.9) 42.4(±8.1) 23.1(±1.7) 

CS 97.8(±1.8) 101.2(±0.7) 100.4(±0.7) 76.7(±1.2) 18.2(±13.1) 9.7(±10.1) 15.0(±4.3) 

 

表 3 壳聚糖及赖氨酸、精氨酸、组氨酸修饰壳聚糖对大肠杆菌的抑菌率(%) 
Tab. 3  Antibacterial activity of chitosan, lysine-modified chitosan, arginine-modified chitosan, and histidine-modified 

chitosan on Escherichia coli (%) 

样品浓度/(μg/mL) 
样品 

2560 1280 640 320 160 80 40 

CS-L 100.6(±2.1) 99.7(±0.7) 99.7(±0.3) 99.9(±0.6) 34.6(±5.1) 34.4(±9.0) 15.2(±4.8) 

CS-A 98.6(±0.7) 99.8(±0.4) 99.9(±0.3) 99.9(±0.3) 45.9(±2.1) 37.2(±8.9) 18.2(±3.6) 

CS-H 98.2(±1.3) 100.0(±0.8) 99.9(±0.3) 99.0(±0.8) 37.8(±5.0) 23.3(±7.3) 10.3(±3.1) 

CS 100.4(±1.2) 97.9(±1.0) 98.8(±0.7) 40.9(±3.2) 31.5(±2.1) 16.3(±7.1) 6.7(±5.4) 
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3  讨论 

利用赖氨酸、精氨酸、组氨酸三类带正电荷的

碱性氨基酸修饰壳聚糖 , 通过红外 (FTIR)、核磁

(1H-NMR)、元素分析(EA)进行结构鉴定、表征, 结

果表明三类壳聚糖氨基酸衍生物制备成功。对大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌活性的研究结果表明, 

三类壳聚糖氨基酸衍生物均能有效提高壳聚糖的抑

菌活性。其中, 壳聚糖赖氨酸衍生物、壳聚糖组氨酸

衍生物对金黄色葡萄球菌的抑菌活性相当, 均高于

壳聚糖但低于壳聚糖精氨酸衍生物。三类壳聚糖氨

基酸衍生物对大肠杆菌的抑菌活性均高于壳聚糖。

其原因可能是壳聚糖接枝碱性氨基酸后, 增加了其

氨基正电荷, 使其抑菌活性有不同程度的提高。 

壳聚糖精氨酸衍生物含有胍基基团, 而胍基化

合物常用作农业杀菌剂和消毒剂及工业生物杀伤剂

中的抗微生物剂等。这是由于胍基化合物中的胍基

团是有效的活性基团, 可以与生物体中的基团或元

素相互作用, 破坏其正常的物质和能量代谢[14]; 同时, 

精氨酸侧链胍基基团是具有生物活性最强的有机碱

之一 [15], 其 pKa=12.48, 而赖氨酸侧链氨基 pKa= 

10.53, 组氨酸侧链咪唑基 pKa=6.00[8], 就其酸碱性

质而言, 精氨酸碱性最强, 携带正电荷的能力也最强, 

因而赋予壳聚糖精氨酸衍生物更高的抑菌活性。 
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Abstract: In this study, three basic amino acids were used to modify chitosan to improve its antibacterial activity. 

Lysine-modified chitosan, arginine-modified chitosan, and histidine-modified chitosan were synthesized, and their 

structures were characterized using Fourier-transform infrared, magnetic resonance spectra (1H-NMR), and ele-

mental analysis. The results showed that the amino acids were successfully grafted onto chitosan. The antibacterial 

activities of these derivatives against Escherichia coli and Staphylococcus aureus were investigated. The MIC of 

lysine-modified chitosan, arginine-modified chitosan, and histidine-modified chitosan on S.aureus was 320, 160, 

320, and 640 μg/mL, respectively, and the MIC on E.coli was 320, 320, 320, and 640 μg/mL, respectively. All three 

basic amino acid-modified chitosan derivatives exhibited better antibacterial activity than chitosan. 
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