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摘   要：病原菌形成的生物被膜严重威胁人类健康，显著增强了病原菌的耐药性，针对生物

被膜的特效药物亟待研究。从虾、蟹壳等中提取得到的壳寡糖是一种天然碱性寡糖，具有良

好的杀菌效果，但其对生物被膜的抑制作用仍有待提高。螺旋藻(Spirulina, SP)是一种表面带

负电荷的微藻，其与壳寡糖形成的复合物可能发挥协同增效杀灭生物被膜深处病原菌的作

用。针对提升壳寡糖的抑生物被膜作用，本研究首先通过浊度法筛选得到了杀菌效果显著的

壳 寡 糖 ， 并 通 过 静 电 吸 附 作 用 将 壳 寡 糖 与 螺 旋 藻 结 合 ， 完 成 螺 旋 藻 @ 壳 寡 糖

(Spriulina@Chitooligosaccharides, SP@COS)复合物的制备。通过测定 zeta 电位、粒径和荧光

标记等方法表征了壳寡糖和螺旋藻的结合情况，紫外 -可见吸收光谱 (ultraviolet-visible 
absorbance spectroscopy, UV-Vis)结果显示出螺旋藻对壳寡糖的包封率达 90%，负载率达

16%。制备的 SP@COS 对细菌、真菌生物被膜都有明显的增效抑制作用，且这种抑制效果主

要是通过深入生物被膜内部、破坏细胞结构所实现。这些结果显示了螺旋藻 -壳寡糖复合物

具备作为生物被膜抑制剂的潜力，为提高壳寡糖的抑生物被膜作用、解决病原菌的危害提供

了理论基础与新的思路。  
关键词：生物被膜；抑菌；微藻；螺旋藻；壳寡糖 
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Abstract: The biofilms formed by pathogenic microorganisms seriously threaten human health 
and significantly enhance drug resistance, which urgently call for developing drugs specifically 
targeting on biofilms. Chitooligosaccharides extracted from shrimp and crab shells are natural 
alkaline oligosaccharides with excellent antibacterial effects. Nevertheless, their inhibition 
efficacy on biofilms still needs to be improved. Spirulina (SP) is a microalga with negatively 
charged surface, and its spiral structure facilitates colonization in the depth of the biofilm. 
Therefore, the complex of Spirulina and chitooligosaccharides may play a synergistic role in 
killing pathogens in the depth of biofilm. This research first screened chitooligosaccharides with 
significant bactericidal effects. Subsequently, Spirulina@Chitooligosaccharides (SP@COS 
complex was prepared by combining chitooligosaccharides with Spirulina through electrostatic 
adsorption. The binding of the complex was characterized by zeta potential, z-average size, and 
fluorescence labeling. Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) showed the encapsulation 
efficiency and the drug loading efficiency reached up to 90% and 16%, respectively. The prepared 
SP@COS2 exhibited a profound synergistic inhibition effect on bacterial and fungal biofilms, 
which was mainly achieved by destroying the cell structure of the biofilm. These results 
demonstrate the potential of Spirulina-chitooligosaccharides complex as a biofilm inhibitor and 
provide a new idea for addressing the harm of pathogenic microorganisms. 
Keywords: biofilm; anti-biofilm; microalga; Spirulina; chitooligosaccharides 

 
病原菌形成的生物被膜往往造成持续性病

原微生物感染[1]，引发耐药性和炎症[2-3]。据统

计，人体 80%反复发生的微生物感染与生物被

膜的形成有关 [4]。病原菌形成生物被膜可提升

耐药性 1 000 倍以上[5]。耐磺胺类化脓性链球菌

(Streptococcus pyogenes)、耐青霉素的金黄色葡

萄球菌(Staphylococcus aureus)等耐药细菌不断

出现，降低了抗生素的应用效果 [6]。研究发现

生物被膜可以通过促进耐药基因的横向转移，

加速耐药性的传播 [7]。因此，迫切需要有效的

治疗策略来控制病原性生物被膜的形成和感染。 

螺旋藻(Spirulina, SP)是一种有 35 亿年生命

史的光能自养型藻类，属于蓝藻门颤藻科

(Cyanobacteria Oscillatoriaceae)[8]。螺旋藻富含

蛋白质、矿物质和维生素等多种营养元素 [9]，

被美国国家航空航天局(National Aeronautics and 
Space Administration, NASA) 和 欧 洲 航 天 局

(European Space Agency, ESA)推荐为长期太空

任务的主要食物之一[10]，2004 年也被我国批准

为普通食品原料，并在卫生部门、食品工业和

水产养殖中获得了广泛普及[11-12]。螺旋藻含有丰

富的叶绿素，在适当的激发光下，会发出强烈
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的红色荧光便于识别，同时也会将产生的氧气

转化为活性氧，从而起到一定的杀菌作用[13]。

同时，螺旋藻的螺旋结构特点使得其容易被生

物表面捕获，从而延长驻留时间[13]。 
壳寡糖是壳聚糖解聚反应产生的聚合度

2–20 的壳聚糖低聚物[14-15]，对革兰氏阳性菌、

革兰氏阴性菌和真菌都有良好的抑制效果[16-17]，

目前已经广泛应用于养殖业、食品业和医药业

等[18]。壳寡糖对生物被膜也有一定抑制效果，

但作用浓度较高，其活性有待进一步增强。由

于螺旋藻表面带负电荷[19]，可以通过静电吸附

作用装载带正电荷的壳寡糖，同时螺旋藻的结

构特点可能更容易与生物被膜结合，在激发光

刺激下，释放活性氧破坏生物被膜的完整性，

并使得装载的壳寡糖更易进入被膜深处定点释

放，增强抗菌活性，起到协同作用，如图 1 所

示 。 基 于 此 ， 本 研 究 探 索 了 Spirulina@ 
Chitooligosaccharides (SP@COS) 复 合 物 的 制

备，对复合物开展了结构表征及抗菌活性研

究，探索该复合物用于抗生物被膜的新策略。 
 

 
 

图 1  SP@COS 的形成及破坏生物被膜的过程 
Figure 1  The formation of SP@COS and the 
process of destroying biofilm. 

1  材料与方法 
1.1  材料 

菌株和藻种：大肠杆菌(Escherichia coli)、
金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)由中国

科学院青岛生物能源与过程研究所马波研究员

惠赠，白色念珠菌 (Candida albicans CGMCC 
2.3629)购自中国普通微生物菌种保藏管理中

心，螺旋藻(Spirulina)由中国科学院过程工程研

究所丛威研究员惠赠。 
试剂：异硫氰酸荧光素、FITC 标记麦胚凝

集素、荧光增白剂 28购自 Sigma-Aldrich公司，

蛋白胨、酵母膏购自 Oxoid 公司，葡萄糖、氯

化钠购自国药集团化学试剂有限公司，琼脂购

自北京索莱宝科技有限公司，壳寡糖样品由中

科荣信(苏州)生物科技有限公司提供。 
仪器与设备：SQ510C立式压力蒸汽灭菌器

购自 YAMATO 公司，SB 5200DT 超声波清洗机

购自宁波新芝生物科技股份有限公司，DHP 

9052 电热恒温培养箱购自上海一恒科学仪器有

限公司，BSC 生物安全柜购自北京东联哈尔仪

器制造有限公司，DGG 9240AD 购自电热恒温

鼓风干燥箱上海森信实验仪器有限公司，

ZQZY 78BN 振荡培养箱购自上海知楚仪器有限

公司，Infinite 200 PRO 酶标仪购自 Tecan 公

司，荧光倒置显微镜购自徕卡公司，Centrifuge 

5424 高速离心机购自艾本德股份公司，FD 1D 

−80 超低温冰箱购自 Thermo Fisher 公司，NANO 

ZS 动态光散射粒度仪购自马尔文公司，Leica SP8 

STED 3X 超分辨共聚焦显微镜购自徕卡公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株的复苏、传代及活化 

用接种环从–80 ℃甘油保存的保菌管中挑

取菌液 1 环，采用平板划线法接种到固体平板

上，倒置培养 24 h 后，再挑取单菌落接种到新
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的固体平板上，倒置培养 24 h，4 ℃冰箱储存

备用[20]。 
挑取大肠杆菌或金黄色葡萄球菌的单菌落

接种到 LB 液体培养基中于 37 ℃、200 r/min 
振荡培养 12 h，活化备用；挑取白色念珠菌 
的单菌落接种到 YPD 液体培养基中于 30 ℃、

200 r/min 振荡培养 12 h，活化备用。 
1.2.2  浮游菌的抑制实验 

制备 16 mg/mL 的不同壳寡糖样品母液

(COS1、COS2、COS3、COS4，详见表 1)，过

0.22 μm 滤膜，存放于 4 ℃冰箱待用。 
参考 Sim 等[21]的方法测定抑菌率。对于大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌，以 2×LB 液体培养

基将菌浓度调整为 2×107 CFU/mL，再取 500 μL
的菌液加入 96 深孔板，再分别加入 500 μL 不同

浓度样品溶液，此时菌浓度为 1×107 CFU/mL，

同时设置阴性对照组(500 μL 菌液+500 μL 无菌

水)、样品基底对照组(500 μL 壳寡糖样品溶  
液+500 μL 2×LB 液体培养基)、培养基底对照组

(500 μL 无菌水+500 μL 2×LB 液体培养基)，在

37 ℃的温度下，按照 200 r/min 振荡培养 24 h，
于酶标仪测定 OD600 值，并按照以下公式计算

抑菌率： 

抑菌率=

( )
( ) 100%
( )

OD
OD
OD

− −
− ×

−

阴性对照 培养基底对照

实验组 样品基底对照

阴性对照 培养基底对照
。 

对于白色念珠菌，实验方法与上述相似，

但需将 LB 液体培养基替换为 YPD 液体培养

基，同时振荡培养温度调整为 30 ℃。 
1.2.3  螺旋藻的培养、生长监测及液体定量 

参考 Mao 等[12]、Cardoso 等[22]的方法并加

以修改，将适量新鲜螺旋藻藻种接种到无菌

Zarrouk 培养基中，放于 30 ℃、2 000 lx、120 r/min
的振荡培养箱中培养。 

每日定时取藻液测定 OD600 值。同时取干

净的载玻片，滴加螺旋藻液，于荧光显微镜

明场和荧光场观察螺旋藻的生长状态，并拍

照记录。 
参考 Li 等[23]的方法并稍加改进，对螺旋藻进

行液体定量。取 30 mL 螺旋藻原液干燥至恒

重，称量；分别吸取不同体积藻体原液，定容

至 30 mL，在570 nm波长下测定光密度并作图。 
1.2.4  SP@COS2 复合物的制备 

参考 Zhong 等[13]的方法，取无菌水洗涤 3 次

后的 0.5 mg/mL 的螺旋藻 10 mL 加入到 1 mL 不

同浓度的 COS2 溶液中，30 ℃、180 r/min 振荡

孵育 12 h。以无菌水洗涤 3 次培养液，倒掉上

清液，复溶，即得不同浓度的 SP@COS2 复合

物溶液。 
1.2.5  SP@COS2 负载率的表征 

(1) zeta 电位、粒径的测定 
取 1 mL 不同浓度的 SP@COS2 溶液，加入

动态光散射粒度仪的样品池中，设定 Zetasizer 
Software 程序，根据光通过溶液时，样品颗粒 

 

表 1  不同壳寡糖的结构特点 
Table 1  Structural characteristics of different chitooligosaccharides 
Type of 
chitooligosaccharides 

Molecular 
weight (Da) 

Degree of 
polymerization 

Degree of 
deacetylation (%) 

Monosaccharide composition 

COS1 800  2−8 95  Mainly glucosamine, a small amount of N-acetyl 
glucosamine 

COS2 8 000  2−20 95  Mainly glucosamine, a small amount of N-acetyl 
glucosamine 

COS3 600  2−7 5  Mainly N-acetyl glucosamine, a small amount of 
glucosamine 

COS4 1 000  2−20 63  Glucosamine and N-acetyl glucosamine 
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对光的散射情况，得到光强度的变化，再根据

光强度波动变化带入光强相关函数方程，以计

算出粒径大小，同时通过测定光信号的变化及

正负离子速度变化得到离子淌度，从而计算出

zeta 电位。 
(2) 荧光染色 
采 用 异 硫 氰 酸 荧 光 素 (fluorescein 

isothiocyanate isomer, FITC)标记 COS2[24]，得到

COS2-FITC 化合物，并按照 2.2.4 的方法制备

SP@COS2-FITC ， 于 超 分 辨 共 聚 焦 显 微 镜

488、561 nm 通道下观察螺旋藻和壳寡糖的结

合情况。 
分别用 FITC 标记的麦胚凝集素 (FITC 

labeled wheat germ agglutinin, FITC-WGA)[25]和

荧光增白剂 28 (fluorescent brightener 28, FB28) [26]

对 SP@COS2 进行识别，30 ℃避光孵育 30 min，
离心去上清，加入超纯水洗涤 3 次，于超分辨

共聚焦显微镜 405、488、561 nm 通道下观察螺

旋藻和壳寡糖的结合情况。 
(3) 紫 外 - 可 见 光 谱 法 (ultraviolet-visible 

absorbance spectroscopy, UV-Vis) 
参考 Zhong 等 [19]的方法，将不同浓度的

COS2-FITC 与螺旋藻共同孵育，取离心后的上

清液以及COS2-FITC溶液，在 300−800 nm间进

行 UV-Vis 光谱分析，结合 COS2-FITC 标准曲

线，从最大 OD 波长处收集上清液的吸光度来

定量载药率(drug loading efficiency, DLE)和包封

率(encapsulation efficiency, EE)。 

载药率＝
( )

( )
− ×

+ −
药总量 上清中药含量

载体总量 药总量 上清中药含量
 

100%。 

包封率＝
( ) 100%− ×药总量 上清中药含量

药总量
。 

1.2.6  SP@COS2 对生物被膜的抑制实验 
参照 Khot[27]的方法并稍加改动进行测

定。对于大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，分别

取 200 μL 以磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered 

saline, PBS)洗涤，LB 液体培养基复溶的浓度为

107 CFU/mL的菌液于96孔板中，37 ℃培养24 h；

吸出菌液，以 PBS 轻柔清洗 3 次，再分别加入

200 μL 不同样品溶液，光照培养 24 h；吸出样

品溶液，以 PBS 轻柔清洗 3 次，再加入 200 μL

的 PBS 吹打混匀，收集菌液，适当稀释后，取

200 μL 溶液于 LB 固体平板上，涂布均匀，

37 ℃培养 24 h，根据单菌落数计算抑菌率，公

式如下： 

生物被膜抑制率= 

100%− ×空白组菌落数 实验组菌落数

空白组菌落数
。 

对于白色念珠菌，与上述实验方法相似，

但需将 LB 培养基调整为 YPD 培养基。 
1.2.7  SP@COS2、COS2 对生物被膜细胞形态

的影响 
取活化后的白色念珠菌菌液，以 PBS 洗涤

后，YPD 液体培养基复溶，并调整菌浓度为   
107 CFU/mL，24 孔超分辨共聚焦显微镜板中每孔

分别加入 500 μL 菌液，37 ℃培养 24 h；吸出菌

液，PBS 清洗 3 次，再分别加入 500 μL 不同样品

溶液，光照培养 24 h；吸出样品溶液，PBS 清洗 
3 次，加入 4%的多聚甲醛固定液 500 μL 于室温下

固定 30 min，PBS清洗 3次，加入 5 μg/mL的荧光

增白剂 28 各 200 μL，30 ℃避光染色 1 h，染色

后，PBS清洗3次；于超分辨共聚焦显微镜下进行

拍照观察生物被膜细胞形态的变化。 
1.3  数据分析 

所有试验均重复 3次。采用 GraphPad Prism 
9 软件分析所有数据。以 t 检验评价 2 组之间的

显著性差异，以单因素方差分析评价 3 个或   
3 个以上比较组之间的显著性差异，所有数据

以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 
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2  结果与分析 

2.1  高抑菌活性壳寡糖的筛选 
实验中涉及的壳寡糖结构特征详见表 1。研究

指出，不同结构的壳寡糖具有不同的生物活性[28]，

正如图 2A、2B 所示，4 种壳寡糖中仅 COS2 对

浮游态的大肠杆菌、金黄色葡萄球菌表现出显

著抑制效果。如图 2C、2D 和表 2 所示，COS2 对 

大肠杆菌的半数抑菌浓度(half maximal inhibitory 
concentration, IC50)值为 0.2 mg/mL，最小抑菌浓度

(minimum inhibitory concentration, MIC)和最小杀菌

浓度(minimum bactericidal concentration, MBC)均
为 5 mg/mL；对于金黄色葡萄球菌，COS2 的 IC50

值为 0.01 mg/mL，MIC 值为 2 mg/mL，MBC 值为

5 mg/mL。值得注意的是，COS2 对革兰氏阳性菌

和革兰氏阴性菌的抑菌浓度并不相同(表 2)。 
 

 

 
 

图 2  抑菌曲线图   4 种壳寡糖对大肠杆菌(A)和金黄色葡萄球菌(B)浮游菌的抑制效果比较. COS2 对大

肠杆菌(C)和金黄色葡萄球菌(D)浮游菌的浓度-抑菌曲线 
Figure 2  Antibacterial curve. Comparison of the inhibitory effects of four chitooligosaccharides on 
Escherichia coli (A) and Staphylococcus aureus (B). The concentration-inhibition curve of COS2 against: E. 
coli (C) and S. aureus (D). 
 

表 2  COS2 的 IC50、MIC 和 MBC 
Table 2  IC50, MIC and MBC of COS2 
Unit (mg/mL) Escherichia coli  Staphylococcus aureus 

IC50 MIC MBC IC50 MIC MBC 
COS2 0.2 5 5  0.01 2 5 
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2.2  螺旋藻的生长状况监测 
按照 2.2.3 的方法培养螺旋藻，如图 3A 所

示，螺旋藻藻种在锥形瓶中培养生长，传代初

期，溶液颜色较浅，且仅有少量气泡，随着螺旋

藻的生长，溶液逐渐由浅黄绿色变为墨绿色，并

且随着光合作用的进行，溶液上层产生丰富气

泡。图 3B 的超分辨共聚焦显微镜图像展示出螺

旋藻的细节结构，整体藻丝呈现螺旋弯曲结构，

且细胞间也呈现出一节一节的弯曲螺旋缠绕状。

在 0、24、72 h 观测其明场和荧光场的图像，如

图 3C 所示，随着培养时间的延长，螺旋藻的数

量逐渐增加，且存在相互聚集的趋势，符合其光

能自养型生物的特性。螺旋藻的生长曲线如图

3D 所示，在第 6 天生长达到最旺盛的阶段，从第

7 天开始生长速率下降，这可能与培养基的消耗

及环境 pH 的变化有关。液体螺旋藻吸光度值与

螺旋藻干物质的量浓度的关系如图 3E 所示，螺

旋藻的液体定量有利于后续实验的进行。 

 
 

图 3  螺旋藻的生长监测   A：螺旋藻传代初始和传代 72 h 后的液体溶液状态. B：螺旋藻的超分辨共聚

焦显微镜图像，标尺大小为 25 μm. C：螺旋藻 0、24、72 h 的荧光倒置显微镜明场、荧光场图像，标尺

大小为 100 μm. D：螺旋藻的生长曲线. E：螺旋藻的液体定量曲线 
Figure 3  Monitoring the growth of Spirulina. A: The culture broth state of Spirulina subcultured for 0 and 
72 h. B: Super-resolution confocal microscopy images of Spirulina. C: Fluorescence microscope image of 
Spirulina at 0, 24 h, and 72 h. Bar=100 μm. D: Growth curve. E: Standard curve. 
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2.3  SP@COS2 复合物的表征 
2.3.1  动态光散射粒度仪分析 

按照 2.2.4 的方法得到 SP@COS2 复合物

后，基于粒径变化对螺旋藻和 COS2 的结合情

况进行分析。图 4A 的粒径测量结果表明，螺 

旋藻的平均粒径约为 1.8 μm，COS2的粒径约为

1 μm，随着 COS2 浓度的增加，SP@COS2 的粒

径增加到 3 μm，且螺旋藻和 SP@COS2 的粒径

大小存在显著差异(P<0.01)，初步确定 SP 和

COS2 有效结合。进一步通过测定 zeta 电位变化

情况确定这 2 种物质是否通过正负电荷相结合。

如图 4B 所示，螺旋藻的 zeta 电位为−28.4 mV，

COS2 的 zeta 电位约为 40 mV，而 SP@COS2 的

zeta 电位介于两者之间，且随着 COS2 浓度的增

加，电荷越接近中性。上述结果说明两者可能

通过静电相互作用而结合。 
2.3.2  荧光染色及超分辨激光共聚焦显微镜

分析 
由于螺旋藻可自行发出红色荧光，所以对

COS2进行了荧光素的标记或识别，以期通过超

分辨激光共聚焦显微镜观察两者的结合状况。

异硫氰酸荧光素(FITC)的异硫氰酸酯基团可以

与壳寡糖的氨基相连，从而使 COS2 显出绿色

荧光。因此制备了 COS2-FITC 衍生物，用于观

察其与螺旋藻的结合情况。如图 5A 所示，在螺

旋藻单独存在的情况下，488 nm 通道上只有微

弱的绿色荧光，SP@COS2-FITC 则显示出强烈

的绿色荧光，图 5A 中的细节图更加明显地展示

了螺旋藻和 COS2-FITC 的结合情况，壳寡糖颗

粒均匀地附着在螺旋藻螺旋结构的表面。荧光

定量结果(图 5D)显示 SP@COS2-FITC 的荧光强

度为 68%，而螺旋藻的荧光强度为 36%，存在

显著差异(P<0.001)。 
FITC 标记的麦胚凝集素(WGA-FITC)的糖

受体是 N-乙酰葡糖胺，常被用来识别几丁质和

肽聚糖，因此，将 WGA-FITC 用于壳寡糖识

别，观察 COS2 在聚合物中的分布情况。如图

5B、E 所示，SP@COS2 在绿色荧光通道中的荧

光强度为 70%，明显高于螺旋藻(37%)，且均匀

分布在螺旋结构内部。1 mg/mL 和 10 mg/mL 的

WGA-FITC 处理后的 SP@COS2 的平均荧光强

度无显著性差异，表明 COS2 与螺旋藻的结合 
 

 
 

图 4  螺旋藻、COS2、SP@COS2 的粒径结果(A)和 zeta 电位结果(B)   *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001; ns: 无显著差异 
Figure 4  Z-average (A) and zeta potential (B) of Spirulina, COS2, and SP@COS2. *: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001, ns: No significant difference. 
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图 5  超分辨率共聚焦显微镜图像   A：COS2-FITC 与螺旋藻结合. B：FITC-WGA 识别 COS2. C：FB28
识别 COS2 前后超分辨共聚焦显微镜图像，除细节图组标尺大小为 25 μm，其余图像标尺大小均为 100 μm. 
D：COS2-FITC 与螺旋藻结合. E：FITC-WGA 识别 COS2. F：FB28 识别 COS2 前后的平均荧光强度.       
*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；ns：无显著差异. 
Figure 5  Super-resolution confocal microscopy images.  A: COS2-FITC binding to Spirulina. B: 
FITC-WGA recognizes COS2. C: FB28 recognizes of COS2. Average fluorescence intensity of D: COS2-FITC 
binding to Spirulina. E: FITC-WGA recognizes COS2. F: FB28 recognizes of COS2. *: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001; ns: No significant difference. 
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在 1 mg/mL 时接近饱和。由于螺旋藻本身具有

绿色荧光，进一步选择了荧光增白剂 28 (FB28)
对 COS2 进行识别。FB28 能够非特异性结合

β-1,3-连接或 β-1,4-连接的聚糖并发出蓝色荧

光，因此可用于壳寡糖识别。如图 5C、5F 所

示，FB28的识别结果与 FITC-WGA相似。螺旋

藻单独存在时，405 nm通道上无荧光，而 FB28
处理后的 SP@COS2 在 405 nm 通道上有明显的

蓝色荧光。根据 561 nm 通道图像，COS2 主要

集中在螺旋藻存在的地方，并呈现螺旋结构。

共聚焦显微镜结果显示 COS2 覆盖螺旋藻表面

并均匀结合。 
2.3.3  UV-Vis 分析 

通过以上方法，确定了螺旋藻可以与COS2
有效结合，其结合可能通过静电相互作用实

现。进一步通过紫外可见光谱法(UV-Vis)分析

了螺旋藻与 COS2 的结合情况。首先，对

SP@COS2-FITC 复合物溶液离心，将螺旋藻-壳
寡糖复合物与游离的壳寡糖分离。分析了不同

浓度的 COS2-FITC溶液和 SP@COS2-FITC 离心

后的上清液的 UV-Vis 光谱。如图 6A、6B 所

示，COS2-FITC 的吸光度值在 400−600 nm 区域

内变化明显，在 490 nm 附近达到最大值。随着

COS2-FITC 浓度的增加，吸光度值的变化更加

显著。而 SP@COS2-FITC 复合物离心后上清液

在 400−600 nm 区域的吸光度值无明显波动，这

说明 COS2 与螺旋藻结合后富集在沉淀中，上

清液中只有少量未结合的 COS2-FITC。根据不

同浓度的 COS2-FITC在 490 nm处的最大吸收值

制作 FITC-COS2 的标准曲线，结果如图 6C 所

示。根据标准曲线和上清液在 490 nm 处的吸光

度计算 SP@COS2-FITC 中 COS2 的含量，再根

据 2.6.4 中的公式计算载药率(DLE)和包封率

(EE)。如图 6D、6E 所示，载药率和包封率随着

壳寡糖浓度的增加而增加，当壳寡糖浓度为

0.25 mg/mL 以上时，包封率达 90%以上。1 mg/mL
壳寡糖与螺旋藻孵育后，载药率可达 16.2%，

包封率可达 96.48%。 

2.4  SP@COS2 对生物被膜的抑制效果评价 
如前所述，成功制备并表征了 SP@COS2。

接下来评估了 SP@COS2 对生物被膜的抑制作

用。首先对细菌生物被膜的活性进行了测定，

如图 7A、7B 所示，无论是革兰氏阳性菌还是

革兰氏阴性菌，SP@COS2均比 COS2具有更显

著的抑制效果(P<0.000 1)。研究发现，2.5 mg/mL
的 COS2 对大肠杆菌生物被膜有近 10%的抑制

作用，1.25 mg/mL 的 COS2 对金黄色葡萄球菌

生物被膜有近 10%的抑制作用，但 SP@COS2
在 0.312 5 mg/mL 浓度时就有抑制作用，此时对

大肠杆菌抑制率为 10%，对金黄色葡萄球菌为

50%。5 mg/mL 的 COS2 对大肠杆菌生物被膜的

抑制率仅为 15%左右，而 SP@COS2 的抑制率

可达到 60%以上，该浓度的 COS2 对金黄色葡萄

球菌的生物被膜抑制率为 60%，SP@COS2 的抑

制率为 80%。此外，还测定了螺旋藻对于大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌生物被膜的抑制效果，发现

仅螺旋藻单独作用时，抑制率均为 25%左右，而

与 COS2 形成复合物后，随着 COS2 的浓度增加，

SP@COS2 复合物对于生物被膜的抑制率显著增加。 
测定了不同浓度的 SP@COS2 对白色念珠

菌浮游态和生物被膜态的抑制作用，结果如图

7C 所示，0.312 5 mg/mL 的 COS2 对浮游态白色

念珠菌的抑制率近 80%，SP@COS2 的抑制率为

99% ，有显著的抑制增效作用 (P<0.05) ，但    
0.312 5 mg/mL以上COS2对浮游态白色念珠菌的抑

制率已经为 90%，而螺旋藻单独作用时抑制率也有

近 35%，所以增效并不明显。如图 7D 所示，同浓

度的 SP@COS2 对白色念珠菌生物被膜的抑制作用

明显高于单独作用的螺旋藻和 COS2 (P<0.001)，说

明 SP@COS2 复合物对生物被膜的抑制具有协同增
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效作用。当 COS2 浓度为 0.312 5 mg/mL 时，对白

色念珠菌生物被膜的抑制率仅为 50%左右，但

0.312 5 mg/mL的SP@COS2对白色念珠菌的抑制

率超过 70%，当 COS2 浓度为 5 mg/mL 时，对白

色念珠菌生物被膜的抑制率为 90%左右，同浓度

的 SP@COS2 抑制率可达 99%以上。综上所述，

SP@COS2 复合物对于增强壳寡糖抑制生物被膜

的效果至关重要。 
 

 
 

图 6  UV-Vis 光谱分析   不同浓度 COS2-FITC (A)和 SP@COS2-FITC (B)离心后上清液的 UV-Vis 光谱

图. C：COS2-FITC 的标准曲线. SP@COS2-FITC 的包封率(D)和载药率(E) 
Figure 6  UV-Vis analysis. UV-Vis spectra of COS2-FITC (A) and SP@COS2-FITC (B). C: The standard 
curve of COS2-FITC. Encapsulation efficiency (D) and drug loading efficiency (E) of SP@COS2-FITC. 
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图 7  不同浓度的 SP@COS2、COS2 对不同生物被膜的抑制率   A：大肠杆菌生物被膜. B：金黄色葡

萄球菌生物被膜. C：白色念珠菌浮游菌. D：白色念珠菌生物被膜. *: P<0.05; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1;    
ns：无显著差异 
Figure 7  Inhibition rate of different concentrations of SP@COS2 and COS2 on different biofilms. A: 
Escherichia coli biofilm. B: Staphylococcus aureus biofilm. C: Candida albicans planktonic bacteria. D: 
Candida albicans biofilm. *: P<0.05; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1, ns: No significant difference. 
 
2.5  SP@COS2、COS2 对白色念珠菌生物

被膜的形态影响 
进一步探究了 SP@COS2 复合物处理生物

被膜前后，细胞形态与结构的变化，同时与单

独使用 COS2 抑制进行了对比。如图 8A 所示，

在白色念珠菌生物被膜形成后，再用 5 mg/mL
的 SP@COS2 复合物处理 24 h，洗去复合物，

经多聚甲醛固定后，用荧光增白剂 2 8 对 
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图 8  白色念珠菌生物被膜细胞形态变化   A：SP@COS2 处理. B：COS2 处理. C：白色念珠菌生物被

膜原始状态 
Figure 8  Morphological changes of Candida albicans biofilm. A: SP@COS2 treatment group. B: COS2 
treatment group. C: Candida albicans normal biofilm.  
 
白色念珠菌表面进行染色，结果发现白色念珠菌

大多处于生物被膜形成的早期形态，即芽生孢子

时期，多为圆形酵母态细胞，细胞数量较少且分

散，荧光强度较弱，这可能是复合物抑制了生物

被膜及菌丝的形成。图 8B 显示仅用 5 mg/mL 的

COS2处理后，白色念珠菌由酵母态分化为菌丝

态数量更多，但细胞数量仍然较少，说明壳寡

糖可以抑制白色念珠菌细胞增殖。未做处理的

白色念珠菌生物被膜经荧光增白剂 28 染色后结

果如图 8C 所示，生物被膜处于成熟生长期，细

胞形态大多为菌丝或假菌丝态，细胞间相互聚

集，数量多且密。但图 8 未能显示出 SP@COS2
和 COS2 作用生物被膜位置的区别。 

综上所述，SP@COS2 复合物对于细菌和

真菌生物被膜均有比 COS2 更加显著的抑制效

果，复合物的增效作用在于螺旋藻和壳寡糖

通过静电相互作用结合后，螺旋藻携带壳寡

糖进入生物被膜深处，释放壳寡糖发挥抑菌

作用的同时，螺旋藻由于光照激发释放活性

氧，2 种抑制作用叠加，使得生物被膜内部的

细菌和真菌细胞生长受到抑制，细胞形态遭

到破坏，无法分泌胞外物质以维持正常的生

物被膜结构。该复合物的形成解决了壳寡糖

只能覆盖在生物被膜表面，难以进入内部发

挥抑菌作用的问题，扩宽了壳寡糖抑菌作用

范围。 

3  讨论与结论 
壳寡糖对浮游细菌和真菌都具有优异的抗

菌效果，但对生物被膜的作用有限。螺旋藻作为

一种表面带有负电荷的螺旋状自养微藻，具有安

全无毒、自发荧光和易附着在宿主表面等优点。

通过静电吸附法制备了 SP@COS2 复合物，并通

过多种方法对螺旋藻和 COS2 的结合进行了表

征。通过活菌计数法发现 SP@COS2 对大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌的生物被膜均

有明显的抑制增效作用，且通过细胞染色和超分

辨共聚焦显微镜观察阐述了 SP@COS2 复合物

发挥作用的机理。壳寡糖和螺旋藻作为新食品原

料，天然无毒害，本实验结果拓宽了壳寡糖的应

用场景，为开发天然生物被膜抑制剂提供了新的

思路与理论基础。 
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