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纳米贝壳粉的制备及抑菌活性研究
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摘要：我国贝类资源极其丰富，其加工副产物贝壳不仅具有独特的微观结构，还含有多种活性成分，具有很大

的开发利用价值。 本研究以纳米牡蛎壳粉制备为目的，通过球磨工艺条件优化，确定了纳米级贝壳粉制备的

最佳工艺参数，即以纯净水作为球磨助剂，研磨转速 ６００ ｒ·ｍｉｎ－１，总研磨时间为 ５. ５ ｈ（初磨 ２. ５ ｈ，复磨

３ ｈ），可以获得平均粒径 ９１ ｎｍ 的贝壳粉。 煅烧预处理实验结果显示，煅烧温度为 ９００ ℃、煅烧时间为 ２ ｈ 时，
最有利于球磨；贝壳粉的性质表征结果显示，当煅烧温度超过 ９００ ℃时，贝壳粉的主要成分以 ＣａＯ 为主，且晶

体结构有大量孔隙，比表面积增大；抑菌实验结果显示，牡蛎贝壳粉对革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌都有较

好的抑菌效果，且 １１００ ℃煅烧处理后的材料具有更好的抑菌效果，添加浓度超过 ２％后，抑菌效果趋于稳定。
关键词：牡蛎壳；纳米材料；球磨工艺；煅烧工艺；抑菌活性

中图分类号：Ｑ８１９　 　 文献标志码：Ａ　 　 文章编号：１６７３⁃８０２０（２０２３）０４⁃０３２８⁃０７

　 　 我国贝类产量极大，位列全球首位，贝壳作为

贝类加工的主要副产物，资源极其丰富，据初步统

计，每年产生的贝壳废弃物约有 ９００ 万 ｔ［１—２］。 贝

壳因含有多糖、蛋白质及碳酸钙等活性成分，具有

很好的利用价值。 已有研究表明，贝壳粉具有很

好的抑菌及吸附活性［３—５］，中国古代的药典中也

有记载：牡蛎壳具有软坚散结、重镇安神、平肝潜

阳、收敛固摄、和胃止痛的功效。 但目前绝大多数

贝壳作为废弃物被直接扔掉，少数贝壳经简单的

粉碎用作粗饲料添加剂，在造成资源浪费的同时

也带来了严重的环境污染问题。 有文献［６—７］ 报

道，贝壳粉经过煅烧及化学改性等工艺，可以制备

成纳米材料，用作抑菌或者重金属吸附材料等。
研究显示，纳米级贝壳粉的制备方法主要有水解

法、气相法、球磨法和水热法等［８—１０］，其中利用球

磨法加工粉末不仅功能强大且经济高效［１１］，是一

种加工制备纳米材料简单便捷的方式。
本研究以牡蛎加工过程中的副产物贝壳为原

材料，以贝壳资源的高值化利用为目的，通过对球

磨工艺的参数优化以及煅烧前处理工艺对贝壳粉

结构性质的影响等实验研究，探讨纳米级贝壳粉

制备的工艺条件，并考察不同煅烧处理的纳米级

贝壳粉的抗菌活性，以期为贝壳粉高值化产品的

开发与应用奠定基础。

１　 实验材料与方法

１．１　 实验材料

本研究所用材料为牡蛎壳、大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌。 牡蛎壳采集自烟台市当地海鲜市

场；大肠杆菌、金黄色葡萄球菌由烟台大学微生物

菌种保藏实验中心提供。

１．２　 仪器设备

本研究所用仪器设备如下：高温窑炉（ＢＴＨ－
ＧＤＹ－Ｓ０３Ｊ），购于景德镇百陶会陶艺装备有限公

司；行星式球磨机（Ｐｕｌｖｅｒｉｓｅｔｔｅ６），购于德国飞驰

仪器公司；扫描电子显微镜（ＳＥＭ），ＪＳＭ－７６１０Ｆ），
购于日本电子株式会社；电位仪（ＺｅＴａ，ＺＳ９０），购
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于英国马尔文仪器有限公司； 能谱仪 （ ＥＤＳ，
ＮＳ７），购于赛默飞世尔科技公司。

１．３　 实验方法

１．３．１　 纳米级贝壳粉制备方法与方案设计

１） 牡蛎壳的前处理

牡蛎壳去肉清洗，用 １％ 的稀盐酸浸泡 ０. ５ ｈ，
纯净水冲洗后阴干 １２ ｈ，８０ ℃ 烘干 ６ ｈ 至干燥，用
橡皮锤敲成小块，再用多功能粉碎机粉碎 ５ ｍｉｎ 后

过 １５０ 目筛，得到未煅烧的 １５０ 目牡蛎壳粉。
２） 球磨工艺参数的优化实验

将经过前处理的牡蛎壳粉，在行星式球磨机中

进行分级球磨。 具体方法为：在 ＺｒＯ２ 球磨罐中按

照物料比 １ ∶ ５ 加入球磨助剂，研磨介质为 ＺｒＯ２ 球

磨珠（初磨 ３ ｍｍ，复磨 ０. ２ ｍｍ）。 在其它工艺条件

固定的条件下，采用单因素实验设计，分别考察球

磨助剂（不使用球磨助剂、纯净水和无水乙醇）、球
磨转速（４００、４５０、５００、５５０、６００ ｒ·ｍｉｎ－１）以及球

磨时间（１. ０、１. ５、２. ０、２. ５、３. ０ ｈ）对贝壳粉平均

粒径的影响，优化球磨工艺参数。
３） 煅烧工艺实验

将前处理的牡蛎壳粉置于高温窑炉中，分别

设置煅烧温度和时间，煅烧完成后自然冷却至室

温，采用最佳球磨工艺球磨，进行粒径比较。 在给

定条件下，采用单因素实验设计，以贝壳粉平均粒

径为考察指标，分别考察煅烧温度（分别为 ６００、
９００、１１００ ℃）和煅烧时间（分别为 １、２、３、４ ｈ）对
贝壳粉球磨难易程度的影响。

４） 纳米贝壳粉性质的表征

贝壳粉微观形态表征，采用扫描电镜（ＳＥＭ）
分析，将贝壳粉均匀分散在铜台上，并喷金，扫描

电压为 １０. ０ ｋＶ。 贝壳粉平均粒径测定，采用电

位仪（Ｚｅｔａ）对贝壳粉平均粒径进行测量，测试三

次，取平均粒度。 贝壳粉元素分析，采用能谱仪

（ＥＤＳ）分析，实验时设置加速电压 １０. ０ ｋＶ。
１．３．２　 抑菌实验方案设计

采用管碟法（牛津杯法）的双层平板法进行

单因素抑菌试验［１２］，通过十字交叉法测定抑菌圈

的直径大小，判定抑菌效果的强弱。 在给定条件

下，采用单因素实验设计，以抑菌圈直径为考察指

标，分别考察煅烧温度（６００、９００、１１００ ℃）、平均

粒径（２００、５００、１０００ ｎｍ 左右）和贝壳粉添加质量

分数（０. ５％、１. ０％、１. ５％、２. ０％、３. ０％）对贝壳粉

抑菌效果的影响。

牛津杯法双层平板实验步骤如下：受试菌在

３７ ℃下活化２０ ｈ，控制菌悬液浓度为１×１０７ ＣＦＵ·ｍＬ－１，
下层平板为 １５ ｍＬ ＬＢ 培养基，上层平板为 ５ ｍＬ
混有受试菌的 ＬＢ 培养基，将牛津杯轻轻放置在

上层培养基上，在牛津杯中分别加入贝壳粉悬浊

液 ２００ μＬ，置于 ３７ ℃ 培养箱中培养 ２４ ｈ，设 ３
个生物学重复，使用游标卡尺测量透明抑菌圈

直径。

１．４　 数据处理

使用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 分析实验数据，结果以平均

值±标准差表示，并作单因素方差分析，Ｐ＜０. ０５
时差异有统计学意义，使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２２ 作图。

２　 结果分析与讨论

２．１　 球磨工艺参数的优化

２．１．１ 球磨助剂的选择

本研究分别比较了干磨和湿磨两种球磨方式

对贝壳粉平均粒径的影响（图 １），结果显示，湿磨

的方式更容易获得平均粒径在 １００ ｎｍ 级的牡蛎

壳粉，且重复性较好；高喆等［１３］ 曾报道在高能球

磨制备 ＺｒＯ２ 复合材料时采用无水乙醇作球磨分

散剂，对比纯净水和乙醇两种研磨助剂，发现其对

贝壳粉平均粒径没有明显的影响，考虑到无水乙

醇作为助磨剂会增加 ＺｒＯ２ 球磨珠的损耗，因此在

后续实验中采取以水为助磨剂的湿磨法进行

球磨。

图 １　 球磨方式对贝壳粉平均粒径的影响

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｂａｌｌ ｍｉｌｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓｈｅｌｌ ｐｏｗｄｅｒ

２．１．２　 球磨转速的确定

球磨转速是影响材料粒径的重要因素之一。
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图 ２ 展示了球磨转速对牡蛎贝壳粉平均粒径的影

响，结果显示，随着球磨转速的增加，颗粒平均粒

径逐渐减少，当转速达到 ５００ ｒ·ｍｉｎ－１后，粒径变化

趋于平稳，在转速达到 ６００ ｒ·ｍｉｎ－１时，贝壳粉平均

粒径最小，达到 ５１６ ｎｍ，故后期选择 ６００ ｒ·ｍｉｎ－１

的球磨转速。

图 ２　 球磨转速对牡蛎贝壳粉平均粒径的影响

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｌｌ ｇｒｉｎｄｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓｈｅｌｌ ｐｏｗｄｅｒ

２．１．３　 球磨时间的确定

初磨和复磨工艺下贝壳粉平均粒径随时间的

变化见图 ３。 由图 ３ 可知，随着球磨时间的延长，
贝壳粉的平均粒径下降，当初磨时间大于 ２. ５ ｈ
后，球磨时间对粒径影响曲线趋于平稳，此时贝壳

粉的平均粒径达到 ５１０ ｎｍ（图 ３（ ａ））；复磨时间

与平均粒径的关系曲线显示（图 ３（ｂ）），研磨时

间为 ３ ｈ 时，贝壳粉的平均粒径已经降到 １００ ｎｍ
以下（实际为 ９１ ｎｍ）。
２．１．４　 最佳球磨工艺条件

综合上述球磨工艺参数对贝壳粉平均粒径的

影响，确定最佳的球磨工艺条件为：以纯净水为球

磨助剂，研磨转速为 ６００ ｒ·ｍｉｎ－１，初磨时间为

２. ５ ｈ，复磨时间为 ３ ｈ，此工艺条件下可以获得平

均粒径 １００ ｎｍ 以下的纳米级贝壳粉材料。 与王

亚会等［１４］ 报道的结果（４５０ ｒ·ｍｉｎ－１、２５ ｈ 达到

１９. ８８ μｍ 粒径）相比，本研究确定的工艺条件既

减少了时间又节约了能耗。

２．２　 煅烧工艺对贝壳粉平均粒径的影响

２．２．１　 煅烧温度对贝壳粉平均粒径的影响

煅烧温度的不同会导致贝壳粉材料的化学性

质发生改变，从而影响贝壳粉的粒径。 图 ４ 为不

同煅烧温度对贝壳粉平均粒径的影响，在相同的球

磨工艺条件下，低温煅烧（６００ ℃）和过高的煅烧温

度（１１００ ℃）都不利于纳米级贝壳粉的制备，９００ ℃
煅烧处理组，可以获得平均粒径为 １３７. １ ｎｍ 的贝

壳粉材料。 分析原因，低温煅烧处理其组成成分

含有少量糖、蛋白质、甲壳素等有机物质，不利于

球磨，而过高的煅烧温度，材料化学成分发生变

化，材质变硬，影响球磨的效果，具体的变化需要

进一步借助扫描电镜等对贝壳粉形态进行观察

分析。

（ａ） 初磨时间的影响

（ｂ） 复磨时间的影响

图 ３　 球磨时间对牡蛎贝壳粉平均粒径的影响

Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｌｌ ｇｒｉｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓｈｅｌｌ ｐｏｗｄｅｒ

图 ４　 不同煅烧温度对贝壳粉平均粒径的影响

Ｆｉｇ．４ Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｌｃｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
ｏｎ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ

２．２．２　 煅烧时间对贝壳粉平均粒径的影响

图 ５ 为不同煅烧时间对贝壳粉平均粒径的影
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响，当煅烧时间为 ２ ｈ 时，牡蛎壳粉平均粒径达到

１３７. １ ｎｍ，球磨难度最小。 同时结合文献［１５］分
析，当煅烧时间达到 ２ ｈ 之后，贝壳粉活化性能变

化不大，此时煅烧已完全。

图 ５　 不同煅烧时间对贝壳粉平均粒径的影响

Ｆｉｇ．５ Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｌｃｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
ｏｎ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ

２．２．３　 最佳锻烧工艺的确定

综合上述两个煅烧工艺参数对贝壳粉平均粒

径的影响，确定最佳的煅烧工艺条件为：煅烧温度

９００ ℃，煅烧时间 ２ ｈ，此工艺条件可以在节约能

耗的同时获得平均粒径 １００～１５０ ｎｍ 的纳米级贝

壳粉材料。

２．３　 不同煅烧温度处理的贝壳粉结构性质表征

２．３．１　 形态结构表征

将不同煅烧温度下的球磨样品采用扫描电镜

（ＳＥＭ）进行形态结构观察，如图 ６ （ａ） ～ （ｃ）所示。
由图 ６ 可见，低的煅烧温度（６００ ℃以下），电镜下

贝壳粉的结构近似于球形，排列规则；煅烧温度为

９００ ℃ 和 １１００ ℃ 时，贝壳粉结构不规则，含有颗

粒较大的立方晶体与颗粒较小的针状晶体，这与图

４ 粒径的测定结果相吻合。 结合文献［１６—１７］分
析，高温煅烧后 ＣａＣＯ３ 转变为 ＣａＯ，且有机物质高

温炭化后生成 ＣＯ２ 逸出，贝壳粉微观结构发生坍塌

缩聚，纳米颗粒的团聚状态加重，硬度随之增加，这
个分析结果与本文 ２．２．１ 节的结果相一致。 因此，
这种情况下如果想要获得更小粒径的纳米级贝壳

粉材料，需要在研磨工艺上进一步改进。

图 ６　 ６００ ℃（ａ）、９００ ℃（ｂ）、１１００ ℃（ｃ）煅烧下的贝壳 ＳＥＭ 图像

Ｆｉｇ．６ ＳＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｓｈｅｌｌｓ ｃａｌｃｉｎｅｄ ｏｆ ６００ ℃（ａ），９００ ℃（ｂ），１１００ ℃（ｃ）

２．３．２　 不同煅烧温度处理贝壳粉的元素分析

将不同煅烧温度下的球磨样品利用能谱仪进

行元素组成分析，检测其元素组成（图 ７）。 结合

文献以及图 ７ （ａ） ～ （ｃ）所示，随着煅烧温度的不

断上升，ＣａＣＯ３ 逐渐转化为 ＣａＯ，且 ＣａＯ 接触空

气中的 Ｈ２Ｏ 之后生成 Ｃａ（ＯＨ） ２
［１７］。 此外，在四

种煅烧温度下的煅烧样品中均出现了锆元素，推
测锆元素可能由于球磨过程中研磨球的表面损耗

（本实验研磨球采用 ＺｒＯ２ 珠）导致部分锆元素进

入样品，故应排除此元素。

２．４　 纳米贝壳粉抑菌活性研究

２．４．１　 不同煅烧温度处理的贝壳粉抑菌效果

不同煅烧温度对贝壳粉抑菌效果的影响见图

８。 如图 ８ 所示，低温（６００ ℃）锻烧获得的贝壳粉

不具有抑菌活性，随着煅烧温度的提高，牡蛎贝壳

粉对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌效果明显

增强，煅烧温度超过 ９００ ℃以后，抑菌效果明显增

强，在同一粒径下（平均粒度为 ２１２. ４ ｎｍ），煅烧

温度 １１００ ℃处理的贝壳粉对大肠杆菌的抑菌效

果比 ６００ ℃ 处理组高出 ２００％。 Ａｅｒｔｓｅｎ 等［１８］ 和

Ｔｏｒｒｅｓ 等［１９］ 曾报道，高温煅烧使贝壳粉的微观结
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构发生变化，贝壳粉的性质也随之发生改变，具有

更好的稳定性和抑菌活性。 本实验结果与他们的

研究结论相似。 另外，结合前面的元素分析可知，
当煅烧温度达到 ９００ ℃及以上时，贝壳粉成分中

的生物碳酸钙转化为 ＣａＯ，细菌生长的环境 ｐＨ

值由 ７ 升高到 ９～ １０，阻碍了细菌的正常生长，并
且贝壳粉的 ＣａＯ 晶型发生变化，形成大量孔隙通

径，比表面积大［２０］，有助于抑菌活性的展现，所以

表现出较好的抑菌效果。

图 ７　 ６００ ℃ （ａ）、９００ ℃ （ｂ）、１１００ ℃ （ｃ）煅烧下的贝壳 ＥＤＳ 分析

Ｆｉｇ．７ ＥＤＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｈｅｌｌｓ ｃａｌｃｉｎｅｄ ｏｆ ６００ ℃（ａ），９００ ℃（ｂ），１１００ ℃（ｃ）

图 ８　 不同煅烧温度对贝壳粉抑菌效果的影响

Ｆｉｇ．８ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｌｃｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈｅｌｌ ｐｏｗｄｅｒ

２．４．２　 贝壳粉平均粒径对抑菌效果的影响

选取抑菌效果最好的 １１００ ℃煅烧处理组的

牡蛎壳为实验材料，进一步考察平均粒径对抑菌

效果的影响 （图 ９）。 如图 ９ 所示，三种粒径的贝

壳粉表现的抑菌效果差异不显著（Ｐ＞０. ０５）。 又结

合 ２. １ 和 ２. ２ 节的结果可知，在最佳的球磨工艺条

件下，１１００ ℃煅烧样品虽然没有达到 １００ ｎｍ，但
对抑菌效果没有显著影响。 因此综合分析，选用

１１００ ℃煅烧处理的样品进一步考查添加浓度对

抑菌活性的影响。
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图 ９　 不同平均粒径对贝壳粉抑菌效果的影响

Ｆｉｇ．９ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｖｅｒａｇｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｎ
ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈｅｌｌ ｐｏｗｄｅｒ

２．４．３　 贝壳粉添加质量分数对抑菌效果的影响

选取经 １１００ ℃煅烧处理的牡蛎壳粉为实验

材料，进一步考察贝壳粉添加的质量分数对抑菌

效果的影响，结果如图 １０ 所示。 贝壳粉添加对两

种常见致病菌都表现出较好的抑菌效果，且低质

量分数时抑菌效果与添加的质量分数呈正相关关

系，随着贝壳粉质量分数的增大，抑菌活性增大，
质量分数为 ２％时，抑菌圈达到最大值，抑菌效果

最佳。

图 １０　 不同贝壳粉添加的质量分数对抑菌效果的影响

Ｆｉｇ．１０ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅｌｌ ｐｏｗｄｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ

３　 结论

本研究以纳米级牡蛎贝壳粉的制备为目的，
获得了最佳的球磨工艺条件：采用纯净水为球磨

助剂，研磨转速 ６００ ｒ·ｍｉｎ－１，球磨时间 ５. ５ ｈ，可
以获得平均粒径 ９１ ｎｍ 左右的贝壳粉；在煅烧温

度 ９００ ℃，煅烧时间 ２ ｈ 的预处理条件下，最有利

于球磨，此条件下生产成本低、能耗少。 贝壳粉性

质表征和抑菌实验结果表明，不同的煅烧温度处

理主要会引起贝壳粉化学成分的变化，从而影响

到其抑菌效果；１１００ ℃煅烧处理组的纳米贝壳粉

材料由于成分以 ＣａＯ 为主，并且贝壳粉的 ＣａＯ 晶

型发生变化形成大量孔隙通径，更有助于其抑菌

活性的展现；平均粒径在纳米级以下的贝壳粉，粒
径大小对抑菌效果没有显著的影响，贝壳粉添加

质量分数对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的抑菌

效果皆在添加量为 ２％时抑菌效果达到最佳，生
产抑菌类产品时应将最佳球磨工艺条件中的煅烧

温度定为 １１００ ℃。 本研究结果将为实现贝壳粉

资源的高值化开发利用提供一条有效的途径。
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