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季铵化聚乙烯亚胺的抗菌性能研究!

张 昕 高保娇!! 朱 勇 刘 青
（中北大学化学工程系 太原 "6""’(）

摘 要 采用叔胺化反应与季铵化反应两步高分子反应过程，制备了季铵化的聚乙烯亚胺（78*9）；以大肠杆
菌（! 4 "#$%）为致病菌体，重点研究了高分子季铵盐 78*9的抗菌活性；采用平板活菌记数法考察了季铵化度及
:;值等因素对其抗菌性能的影响规律；并采用!$半乳糖苷酶活性测定法，研究了 78*9的抗菌机理 4研究结果
表明，78*9具有很强的抗菌能力，对浓度为 ("& <=>?+@的菌悬液，在药剂量为 (’ +/?@、接触时间为 A +-B的条
件下，杀菌率可达 (""C；78*9的季铵化度对其抗菌性能影响很大，季铵化度越高，抗菌性能越好；在一定的
:;值范围内，:;值越高，抗菌性能越好 4!$半乳糖苷酶活性测定结果表明，78*9的抗菌机理是基于杀菌过程，
而不只是抑菌作用 4
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高分子抗菌剂是在大分子链上键合有抗菌基

团（或键合有可水解产生抗菌剂的基团）的聚合

物，全球范围内对传染疾病的密切关注极大地促

进了高分子抗菌剂的研究与发展［( D 6］4目前用于
水体或医用消毒的杀菌剂大多为小分子物质，小

分子杀菌剂不但会残留余毒，造成对环境的危害，

而且消毒时效短［A，’］4与小分子杀菌剂相比，高分
子抗菌剂具有抗挥发与抗分解稳定性、消毒时效

长及残留余毒小等优点［#，%］，更重要的是由于抗菌

基团浓集在大分子链上，高分子抗菌剂具有很强

的抗菌能力，尤其是聚阳离子抗菌剂（聚季铵盐或

聚季磷盐），大分子链上高度的正电荷密度与良好

的可接近性（亲水性），使其具有优良的抗菌活

性［A，)］，可用于各种消毒处理过程 4目前研究者们
正在研究制备具有各种结构的高分子抗菌

剂［(，&，("］，以满足社会的需求 4
聚乙烯亚胺（8*9）是一种水溶性聚胺，其分子

链中拥有大量的胺基 E原子，商品化的 8*9往往
是带有支链的大分子（见图 (），分子链上的伯、
仲、叔胺基的比例一般为 ( F! F (G 聚乙烯亚胺作为
一种水溶性功能大分子，其特性引起了国内外学

者的广泛关注，已将其应用于多个研究领域，尤其

在生物医学领域，如生物大分子的分离纯化、酶的

固定化、生物传感器的构建、药物释放等多个方面

都有重要的应用［(( D (A］4对于用 8*9来制备高分子
抗菌剂的可能性，本文进行了探索研究 4通过叔胺

化与季铵化两种高分子反应步骤实施了聚乙烯亚

胺的季铵化［(’］，制备了季铵化的聚乙烯亚胺

（78*9），重点研究了 78*9的抗菌活性 4研究发现，
作为一种聚季铵盐，78*9具有十分优良的抗菌性
能，浓度仅为 (’ +/?@时，短时间内与浓度为 ("&

<=>?+@的大肠杆菌菌悬液接触，抗菌率便可达到
(""C 4本文还探索研究了大分子 78*9的抗菌机
理，研究结果表明，由于 78*9大分子链上密集的
季铵盐基团，在静电相互作用下，78*9大分子与
菌体之间会产生强烈的吸附作用，进而穿透菌体

细胞壁，与细胞膜结合并破坏细胞膜，使细胞内物

质泄露，致使细菌死亡，因此，季铵盐型大分子

78*9的抗菌机理与小分子季铵盐是相同的，是基
于杀菌过程，所不同的是由于季铵基团浓集的高

分子效应，使 78*9与菌体之间的吸附作用力比小
分子季铵盐更强，因而杀菌效能更高 4本研究将功
能大分子聚乙烯亚胺进行化学改性，制备出具有

强抗菌活性的高分子抗菌剂，较深入地研究了高

分子抗菌剂的抗菌机理，对于促进功能大分子在

微生物科学与防疫消毒领域的应用具有一定的理

论参考价值 4
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聚乙烯亚胺（武汉强龙化学工业有限公司，

& H I ! J ("A，含量为 !’C的水溶液），化学纯，在
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使用前采用紫外分光光度法准确测定其浓度；环

氧丙烷（北京化学试剂公司），分析纯；氯化苄（北

京化学试剂公司），分析纯；菌体：大肠杆菌（! !
"#$%），由山西省微生物研究所提供，牛肉膏蛋白
胨培养基培养 "# $；牛肉膏蛋白胨培养基含有牛
肉膏、蛋白胨、琼脂及 %&’(，均为市售试剂；邻硝
基苯酚)!)*)半乳糖苷（+%,-，.(/012$产品）；磷酸
盐缓冲液（,34），自行配制 !

567#87型紫外分光光度计（美国 5%9’ 公
司）；,:4)7 酸度计（上海第二分析仪器厂）；7;83
生化培养箱；不锈钢高压灭菌锅；<:=)>7 型水浴
恒温振荡器（金坛市富华仪器有限公司）!
!"# 季铵化聚乙烯亚胺的制备与表征
按文献［";］制备季铵化的聚乙烯亚胺，典型

的制备过程为（"）叔胺化反应，往聚乙烯亚胺溶液
中滴加环氧丙烷（叔胺化试剂），于搅拌下维持低

温反应，反应结束后，将产物混合液升温至 ?;@，
蒸出未反应的环氧丙烷，即得叔胺化产物溶液；

（7）在叔胺化产物溶液中加入过量的氯化苄，恒温
搅拌反应一定时间，结束反应，用乙醚萃取出未反

应的氯化苄，即得季铵化的产物溶液，将产物溶液

在真空烘箱中蒸发干燥，即得 A,B9，通过控制反
应时间制得不同季铵化度的 A,B9!用红外光谱与
紫外光谱表征产物的化学结构（谱图从略），并使

用硝酸银沉淀滴定法测定产物的季铵化度（,B9
大分子链中 % 原子发生季铵化的摩尔百分数即
为季铵化度，CD(E）!
!"$ %&’(对大肠杆菌抗菌能力的测定
"F?F" 测定原菌液的菌浓 取活化后的大肠

杆菌，接种于液体营养培养基，?G@摇床培养
"# $!备若干支洁净试管，内加灭菌蒸馏水 H CI!
取 " CI大肠杆菌浓度约为 "8H ’J5KCI的菌悬液
（将此菌悬液浓度梯度记为 "88），采用逐级稀释法
制成不同梯度菌液，取 "8L G，"8L >，"8L H梯度菌液

各 8F" CI分别铺平板，于 ?G@下在固体营养培养
基上培养 7M $，对菌落数在 "8 N "88左右的平板
做活菌记数，得原菌悬液的活菌浓度（即菌落形成

数，’J5KCI，与原菌数成正比）!
" F?F7 测定不同剂量下 A,B9的抗菌能力 在

若干支洁净试管中分别加入 " CI菌龄为 "# $、浓
度约为 "8H ’J5KCI的大肠杆菌菌悬液，再分别加
入不同体积的水，并加入浓度为 8F; COKCI的不
同体积的 A,B9 溶液，使最终的试液体积为 "8
CI，得 A,B9浓度不同的试液 !振荡各试液，使接

触时间均为 M C1P，然后分别逐级稀释，对 A,B9浓
度不同的试液，在不同梯度进行平板活菌记数，得

各试液的活菌浓度（即菌落形成数，与活菌数成正

比）!抗菌率按下式计算：
抗菌率（&PQ1R&2QS01&( 0&Q1D）（E）T
原菌数 L 活菌数( )原菌数

U "88E （"）

"F?F? 测定不同接触时间下 A,B9的抗菌能力
取 " CI菌龄为 "# $、浓度约为 "8H ’J5KCI的大
肠杆菌菌悬液，分别加入到若干支含 >FG CI水的
洁净试管中，再分别加入 8F? CI浓度为 8F; COK
CI的 A,B9溶液，振荡各混合液，接触不同时间后
分别逐级稀释，针对不同接触时间的试液，在不同

梯度进行平板活菌记数，得各试液的活菌浓度，抗

菌率仍按（"）式计算 !
!") 季铵化度不同的 %&’(的抗菌性能的测定
将 ;种季铵化度不同的 A,B9均配成浓度为

8F; COKCI的水溶液，再按 "F?F7步骤测定 ;种不
同季铵化度的 A,B9在分别加入不同剂量时的抗
菌能力 !使各试液接触时间均为 M C1P，然后分别
逐级稀释，对 ;种不同季铵化度的 A,B9的试液，
在不同梯度进行平板活菌记数，得各试液的活菌

浓度，抗菌率仍按（"）式计算 !
!"* 不同 +,条件下 %&’(抗菌性能的测定
在若干个洁净经灭菌后的小锥形瓶中先分别

加入 MM CI水，再分别加入 ; CI菌龄为 "# $、浓
度约为 "8H ’J5KCI的大肠杆菌菌悬液（同时平行
测定此原菌悬液的菌浓），最后加入 " CI浓度为
8F; COKCI的 A,B9溶液，通过加入稀盐酸与氢氧
化钠溶液，分别调节各试液的 V:值，使它们处于
不同的数值，振荡各混合液并使接触时间均为 "8
C1P，然后分别逐级稀释，对不同 V:值的试液，在
不同梯度进行平板活菌记数，得各试液的活菌浓

度，抗菌率仍按（"）式计算 !
!"- !.半乳糖苷酶活性测定
以 +%,- 为底物，测定!)半乳糖苷酶催化

+%,-水解成产物邻硝基苯酚（+%,）的反应情况，
以判断大肠杆菌内膜是否遭到破坏 !在 ? 份 ;F;
CI ,34缓冲溶液中（V: 为 GFM），同时加入 8FG;
CI浓度为 "8H ’J5KCI菌液和 8FG; CI浓度为 7;
CCD(KI的底物 +%,-，振荡 "; C1P后分别在两只
试管中加入不同体积的浓度为 8F; COKCI的 A,B9
溶液，并用缓冲液将 ? 只试管的总体积调成 "8
CI，用分光光度计检测各试液在 M78 PC处吸光度
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值随时间的变化 !

! 结果与讨论

!"# 季铵化聚乙烯亚胺的制备过程
以环氧丙烷为叔胺化试剂，使 "#$大分子链

上的伯胺与仲胺基团发生烷基化反应，同时环氧

丙烷发生开环加成反应，生成叔胺化的聚乙烯亚

胺，然后以氯化苄为季铵化试剂，使 "#$大分子链
上的叔胺基团发生季铵化反应，生成季铵化的聚

乙烯亚胺，反应过程如图 %所示 !

&’(! % )*+,-./’* 0,10,2,3/./’43 45 10,1.0’3( 104*,22 540 6"#$

!"! $%&季铵盐对大肠杆菌的抗菌能力
使 6"#$在不同剂量及不同接触时间条件下

与大肠杆菌菌悬液作用，其抗菌率的变化曲线如

图 7与图 8所示 !

&’(! 7 93/’:.*/,0’.; .:’;’/< 45 6"#$ ./ =’55,0,3/

*43*,3/0./’432

>43/.*/ /’-,：? -’3；>./’43’* =,(0,,（-4;@）45 6"#$：

A?BC@

从图中可以看出，6"#$溶液在小剂量下（约 A
-(DE）、短时间内（约 7 -’3）即可使活菌数迅速下
降，对于季铵化度为 A?BC@的 6"#$样品，浓度为

&’(! 8 93/’:.*/,0’.; .:’;’/< 45 6"#$ ./ =’55,0,3/ *43/.*/ /’-,2

>43*,3/0./’43 45 6"#$：%A -(DE；>./’43’* =,(0,,（-4;@）45 6"#$：

A?BC@

%A -(DE、接触时间为 ? -’3的条件下，抗菌率可达
%FF@ !实验结果表明，"#$ 季铵盐与小分子季铵
盐相比，具有很强的抗菌能力 ! 6"#$大分子链上
季铵盐抗菌基团很集中，抗菌基团的这种“浓集效

应”导致了 6"#$具有快的抗菌速度与高的抗菌活
性 !而且与其它类型的高分子抗菌剂相比，6"#$
也具有更强的抗菌活性，比如 G+.3( 等制备的高
分子胍盐，其最小抑菌浓度为 7F -(DE［%H］；I43,2等

C7HJ期 张 昕等：季铵化聚乙烯亚胺的抗菌性能研究



制备的聚乙烯吡咯烷酮!碘络合物，其最小抑菌浓
度为 "#"$%& ’(’［ $)］*
!"# 季铵化度对 $%&’抗菌性能的影响
考察了具有不同季铵化度的 +,-.的抗菌性

能，图 /和图 %为测定结果 *

01’* / 234156748916: 651:14; <= +,-. >14? @1==89834

7641<317 @8’988A 64 @1==89834 7<378349641<3A

B<34674 41C8：/ C13

01’* % -==874 <= 7641<317 @8’988 <3 567489171@6: 9641<

B<378349641<3 <= +,-.：$" C’(D；B<34674 41C8：/ C13

从图 /可以看到，季铵化度对 +,-.的抗菌性
能影响很大；季铵化度最大的 +,-.溶液，在小剂
量下即可达到很高的抗菌率；随着季铵化度的逐

渐减小，曲线逐渐变得平缓，并且在较大药剂量时

抗菌率才可达到 $""E *从图 /中取 $" C’(D的剂
量，作抗菌率与季铵化度的关系曲线，示于图 %，
图中能更清楚地显示季铵化度对 +,-.的抗菌性
能影响 * +,-.凭借季铵离子的正电荷与带负电荷
的菌体之间会产生强的静电相互作用，因而大分

子 +,-.对菌体会产生强烈的吸附作用，其分子链
上的季铵化度越高，正电荷密度越大，对菌体的吸

附能力就越强，抗菌能力就越强 *

!"( )*值对 $%&’抗菌性能的影响
在不同的 FG 条件下试验了 +,-. 的抗菌性

能，图 &为抗菌率随 FG变化曲线 *

01’* & -==874 <= FG H6:I8 <3 567489171@6: 9641<

B<378349641<3 <= +,-.：$" C’(D；B<34674 41C8：$" C13

从图 &看出，曲线具有最低点，对应的 FG值
为 /#%# 本研究认为该最低点可能对应着大肠杆
菌菌体蛋白质的等电点，即在 FG J /#%时，菌体
表面不带电荷，此时 +,-.与菌体之间失去了吸附
推动力，故抗菌率低 *等电点以右，随着 FG的增
大，细菌蛋白质的主要成分氨基酸中的羧基中和

度逐渐增大，细菌表面的负电性变强，+,-.对菌
体的吸附力增强，故抗菌率随 FG值增大而提高；
而当 FG值增至 &后，抗菌率几乎不再升高，这可
能是当 FG K & 以后，氨基酸中的羧基全部被中
和，细菌表面的负电性不再变化，+,-.对菌体的
吸附力维持不变，故抗菌率不再提高 *等电点以
左，菌体表面带正电荷，同性电荷相斥，不利于

+,-.对菌体的吸附，故 +,-.的抗菌率应当很低，
但（表观）抗菌率却随 FG值减小而提高 *对于这
种现象，本文认为在 FG L /#%的酸性溶液中，存在
有两种抗菌作用，其一为 +,-. 的作用，其二为
GM离子对微生物的作用，且后者随 FG的减小而
增强，此两种抗菌作用的协同，导致等电点以左

（表观）抗菌率随 FG值减小而提高 *在不同 FG值
范围内，+,-.对大肠杆菌抗菌性能的变化规律将
有待于进一步研究 *
!"+ %&’季铵盐的抗菌机理

!!半乳糖苷酶对糖脂、乳糖等中的!!N!半乳
糖苷键有特异的水解作用，尤其是大肠杆菌细胞

内所含的!!半乳糖苷酶，对 OP,Q的水解反应具
有底物特异性［$R］*若大肠杆菌细胞发生破裂，则

!!半乳糖苷酶会泄露到溶液中，催化溶液中的
OP,Q发生水解反应，产生 OP,，而 OP,在 /S" 3C

"T& 高 分 子 学 报 S"")年



处有特征吸收，因此可通过分光光度法检测出大

肠杆菌细胞是否破裂［!"］#本实验在含有 $%&’的
菌液中分别加入两种体积量的 (&)*溶液，测定了
试液吸光度随时间的变化，同时也测定了空白体

系（不加 (&)*溶液的菌液）的吸光度，测定结果如
图 +所示 #从图中曲线看出未加 (&)*溶液的菌液
吸光度几乎为零，表明活细菌细胞内膜完好，无

!,半乳糖苷酶释放；而加入 (&)*溶液的菌液其吸
光度值随时间推移而大幅度增大，且 (&)*溶液加
入量大的试液，吸光度值上升幅度更大 #这表明
(&)*溶液的加入，破坏了细菌细胞内膜，释放出
了!,半乳糖苷酶，且 (&)*溶液加入量越多，对菌
体细胞内膜的破坏作用越大，释放出的酶量越多，

故对 $%&’的水解作用越强 #细胞内膜的破坏意
味着细菌的死亡，由此可以判断，(&)*的抗菌作
用其实质在于杀菌，而不只是抑菌 #
结合!,半乳糖苷酶活性测定结果，(&)*的抗

-./# + 0123456.37 38 $%& 96 :.88;4;76 6.<;2

菌机理可分析如下，带正电的 (&)*首先被吸附到
菌体表面，穿透细胞壁，与细胞膜的类脂层和蛋白

质层结合，阻碍细菌对外界的正常离子交换和物

质交换，并破坏控制细胞渗透作用的原生质膜，使

细胞内物质外渗，致使细菌死亡 #
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