
第３０卷　第５／６期
２０１５年１１月

郑 州 轻 工 业 学 院 学 报（自 然 科 学 版 ）
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＺＨＥＮＧＺＨＯＵＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹＯＦＬＩＧＨＴＩＮＤＵＳＴＲＹ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ）

Ｖｏｌ．３０　Ｎｏ．５／６
Ｎｏｖ．２０１５

　　收稿日期：２０１５－０４－２２

作者简介：王梦露（１９８９—），女，河南省鹤壁市人，郑州大学硕士研究生，主要研究方向为生物化学与分子生物学．

文章编号：２０９５－４７６Ｘ（２０１５）５／６－００３８－０５

抗菌 ＰＬＧＡ薄膜的初步研究
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摘要：以不含端羧基的聚乳酸－羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）薄膜为材料，分别采用氢氧化钠处理和紫
外线处理使其加上端羧基，利用原子力显微镜对处理后的 ＰＬＧＡ薄膜表面进行表征，并对其亲水性
能进行检测．运用碳化二亚胺两步接枝法在含有端羧基的 ＰＬＧＡ薄膜表面接枝活性蛋白杆菌肽，分
别采用吖啶橙荧光染色法和ＭＴＴ法来检测接枝前后ＰＬＧＡ薄膜的抗菌性能．结果表明：分别经氢氧
化钠处理和紫外线处理后的ＰＬＧＡ薄膜表面化学结构均发生了明显变化；与空白薄膜对比，经氢氧
化钠处理的ＰＬＧＡ薄膜的亲水性变大；与未接枝杆菌肽的ＰＬＧＡ薄膜进行对比，接枝后的ＰＬＧＡ薄膜
具有一定的抗菌作用，且抗菌性随杆菌肽接枝浓度的增加而逐渐减弱．
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０　引言
随着科学技术的快速发展、医疗水平的不断提

高，生物材料在临床上的应用越来越广泛．生物材
料植入人体后，常由于细菌感染而造成整个治疗的

失败，故生物材料的染菌问题正制约着生物材料的

应用和发展．可降解生物材料，顾名思义，是在体内
或其他生物环境中可以被降解或者被吸收的一种

生物材料［１］．聚乳酸是一种被广泛应用的生物高分
子材料，在人工器官等方面的临床应用较普遍，但其

应用过程中引发的细菌性感染等问题不容小觑［２］．聚
乳酸－羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）作为一种聚乳酸类共
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聚物，是合成类可生物降解的高分子生物材料，在组

织学和生物材料医学等方面应用广泛，是临床生物材

料中的中流砥柱［３］．
临床生物体植入物遭受细菌等的侵入，往往是

二次手术的主要原因，严重时甚至造成重大医疗事

故．生物体感染常见菌种有葡萄球菌、假单胞菌、变
形杆菌、大肠杆菌等［４］．生物医用材料表面的抗菌
性能研究现已成为热点问题．治疗法和防止细菌生
物膜构成的方法是当前避免生物原材料遭受体内

感染的常用的两种路径，其中治疗法暂不可彻底根

除已形成的细菌生物膜．现多使用避免生物膜构成
的方式，从理化性质考虑，对生物原材料表面进行

改造，以避免细菌生物膜的形成．减少细菌在生物
原材料表面粘附生长的常用方法有气相沉淀法、等

离子体法、化学接枝法等［５］．据报道，通过化学接枝
法，可在蚕丝素蛋白膜上接枝抗菌肽，使丝素蛋白

膜具有抗菌性能［６］．活性蛋白杆菌肽对革兰氏阳性
菌较为敏感，能抑制金黄色葡萄球菌等生长．本文
拟采用碳化二亚胺（ＥＤＣＮＨＳ）两步接枝法在加羧
基的ＰＬＧＡ薄膜表面接枝杆菌肽，用金黄色葡萄球
菌检测接枝杆菌肽后薄膜的抗菌性能，并运用 ＭＴＴ
法检测接枝后的 ＰＬＧＡ薄膜的抗菌性，以期为生物
材料表面的抑菌方法提供参考．

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

主要试剂及材料：ＰＬＧＡ（相对分子量约为
３．３万），上海甄准生物科技有限公司产；二甲基亚
砜，天津市科密欧化学试剂公司产；三氯甲烷，天津

富宇精细化工公司产；ＭＴＴ（噻唑蓝），Ｓｉｇｍａ公司
产；青链霉素，１－（３－二甲氨基丙基）－３－乙基碳
二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ．ＨＣＬ），ＭＥＳ生物缓冲液，杆菌
肽，均购自北京索莱宝生物科技有限公司；Ｎ－羟基
硫代琥珀酰亚胺（ＳｕｌｆｏＮＨＳ），苏州昊帆生物科技有
限公司产．

主要仪器：ＳＥ２０２Ｆ型电子天平，奥豪斯仪器有限
公司产；Ｓｏｌｖｅｒｐ４Ｔｐｒｏ原子力显微镜（针尖曲率半径
ｒ＜１０ｎｍ），俄罗斯ＮＴＭＤＴ公司产；ＫＱ－５０型超声
波清洗仪，昆山市超声仪器有限公司产；ＳＺ－９３型自
动纯水蒸馏器，上海亚荣生化仪器厂产；ＤＨＰ－９０１２
型电热恒温培养箱，上海一恒科技有限公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　ＰＬＧＡ薄膜的制备　向１０ｍＬ三氯甲烷中
加入１ｇＰＬＧＡ，使其溶解，放置５～１０ｈ，待多余三
氯甲烷挥发后，在小玻璃圆片（直径１５ｍｍ）上滴加

０．１ｍＬＰＬＧＡ三氯甲烷混合液，使其覆盖整个玻璃
片，避免产生气泡．将玻璃片置于通风橱中室温干
燥２４ｈ，真空干燥箱（５０℃）中干燥１ｈ，将所制备的
ＰＬＧＡ薄膜为空白薄膜，放置于干燥器中备用．
１．２．２　生物材料加羧基
１．２．２．１　氢氧化钠处理加端羧基法　配置０．１ｍｏｌ
氢氧化钠溶液；取若干片已经制备好的空白薄膜，

立于２４孔板中，用吸管吸取少量碱液，使其覆盖薄
膜一半，将２４孔板置于５０℃恒温箱中处理１ｈ；同时
在室温条件下，用相同的碱液处理相同的时间，作为

对比，然后用等质量分数的ＨＣｌ溶液中和氢氧化钠溶
液，最后用大量三蒸水冲洗干净，吹干，备用．
１．２．２．２　紫外处理加端羧基法　在空白薄膜上加
３０％过氧化氢溶液，使其覆盖薄膜，２５４ｎｍ紫外下
照射３０ｍｉｎ．然后吸去过氧化氢溶液，并用三蒸水清
洗，滴加５％的ＭＴＴ，紫外照射１．５ｈ，最后用三蒸水
清洗若干次，吹干，备用．
１．２．３　杆菌肽抑菌检测　取两种细菌悬液
（１０９ＣＦＵ／ｍＬ）各０．１ｍＬ，分别匀称涂布于牛肉膏蛋
白胨平板上，按图１所示放置牛津杯，然后将按梯度
稀释的细菌悬液各１２０μＬ滴入牛津杯中，阴性对照
为生理盐水，阳性对照为青霉素，将牛肉膏蛋白胨平

板放置于３７℃恒温培养箱中培养２０～２４ｈ后观察并
测量，记下抑菌圈直径，每个浓度均做３个平行［８］．

图１　牛津杯位置分布示意图

１．２．４　杆菌肽的接枝　采用 ＥＤＣＮＨＳ两步接枝
法：取有端羧基的 ＰＬＧＡ薄膜，其处理示意图如图２
所示，其端羧基在图２的１，２半侧，在该半侧滴加
ＥＤＣ．ＨＣＬ溶液，活化２０ｍｉｎ；丢弃活化后的缓冲液，
用ＭＥＳ溶液洗涤３次，完全去除残余的ＥＤＣ．ＨＣＬ；
吸取１ｍＬＮＨＳ于洁净平皿，再加入１ｍＬ杆菌肽溶
液，将２，３侧放入平皿中，反应 ２ｈ，反应时确保
ＰＬＧＡ膜２，３半侧完全浸泡在溶液中，反应过程需
注意防尘；弃除反应后的溶液，用大量三蒸水反复

冲洗，以洗去残留的杆菌肽溶液，洗后超声２ｍｉｎ，去
除吸附在ＰＬＧＡ薄膜表面的活性蛋白．
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图２　ＰＬＧＡ薄膜处理示意图

１．２．５　接枝后ＰＬＧＡ薄膜抗菌性能的检测　采用
ＭＴＴ法和吖啶橙荧光染色法来鉴定ＰＬＧＡ薄膜在接
枝前后的抗菌性能：将接枝后 ＰＬＧＡ薄膜与加端羧
基但未接枝的ＰＬＧＡ薄膜放入２４孔板中，每孔加入
１ｍＬ１０８ＣＦＵ／ｍＬ金黄色葡萄球菌菌悬液，３７℃恒
温培养１２ｈ；膜取出后放入另一２４孔板中，每孔加
１１０μＬ５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液，３７℃恒温培养４ｈ；
小心将膜从孔中取出，用大量 ＰＢＳ缓冲液冲洗，放
入新孔；加入８３３μＬＤＭＳＯ，５７０ｎｍ下测其吸光度．

２　结果与讨论
２．１　ＰＬＧＡ薄膜表征分析
２．１．１　ＰＬＧＡ薄膜表面的检测　图３—图５分别
为原子力显微镜对 ＰＬＧＡ空白薄膜、氢氧化钠处理
后ＰＬＧＡ薄膜及紫外线处理后 ＰＬＧＡ薄膜扫描结
果．由图３—图５可知，１６ｎｍ深的孔洞证明此表面
为ＰＬＧＡ薄膜，空白薄膜表面平均起伏小于１ｎｍ；
氢氧化钠处理后的 ＰＬＧＡ薄膜表面粗糙，表面平均
起伏１５０ｎｍ，经紫外线处理后 ＰＬＧＡ薄膜表面出现
明显孔洞，表面平均起伏 ６５０ｎｍ，说明处理后的
ＰＬＧＡ薄膜表面化学结构发生明显改变．综合考虑实
验过程及结果，后续实验采用的加羧基薄膜为经氢

氧化纳处理后的ＰＬＧＡ薄膜．
２．１．２　亲水性检测　图６为亲水性检测实验结果
示意图（左侧为ＰＬＧＡ空白薄膜，右侧为氢氧化钠处
理的ＰＬＧＡ薄膜）．由图６可以看出，经过氢氧化钠
处理的ＰＬＧＡ薄膜的亲水性发生了改变，因为其具
有了端羧基，故亲水性变大．

图３　原子力显微镜对空白薄膜的扫描结果（２０μｍ）

图４　原子力显微镜对氢氧化钠处理后薄膜的扫描结果（２０μｍ）
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图５　原子力显微镜对紫外线处理后薄膜扫描结果（２０μｍ）

图６　亲水性检测实验结果示意图

２．２　杆菌肽抑菌活性结果
观察培养２４ｈ后的琼脂平板，发现活性蛋白杆

菌肽对金黄色葡糖球菌和枯草芽孢杆菌均有一定

抑制作用，但效果不同，如图７所示．表１为不同浓
度杆菌肽的抑菌活性效果（牛津杯直径８ｍｍ）．结
合图７和表１可知，该杆菌肽对所用的两种菌均有
很好的抑菌效果，在相同的杆菌肽浓度下，对金黄色

葡萄球菌的抑菌效果较枯草芽孢杆菌更明显，且金

黄色葡萄球菌是比较典型的临床细菌常见感染菌

株，因此将其作为接枝后的检验用菌株．杆菌肽主
要对革兰氏阳性菌作用，可以使焦磷酸酶失活，特

异性地抑制细胞壁合成阶段的脱磷酸化作用，影响

磷脂的转运和向细胞壁支架输送粘肽，从而抑制细

胞壁的合成．
２．３　杆菌肽接枝前后 ＰＬＧＡ薄膜表面细菌的粘附
情况

　　将按１．２．４部分制备的端羧基ＰＬＧＡ薄膜在一
定浓度金黄色葡萄球菌液中培养１８ｈ后，对比空白
薄膜部分与接枝杆菌肽薄膜部分细菌粘附情况，光

镜观察情况如图８所示，吖啶橙荧光染色情况如图
９所示．结合图８和图９可以看出，接枝杆菌肽后的
ＰＬＧＡ薄膜表面细菌粘附量明显少于空白薄膜，且
细菌的粘附量随着杆菌肽接枝浓度的增大而减少．

图７　杆菌肽的抑菌效果
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表１　不同浓度杆菌肽的抑菌活性效果 ｍｍ

试验菌株
抑菌圈直径

２ｍｇ／ｍＬ １ｍｇ／ｍＬ ０．５ｍｇ／ｍＬ
金黄色葡萄球菌 １２ １０ ９
枯草芽孢杆菌 ９ ８ —

　　注：抑菌圈直径越大，抑菌效果越好；“—”表示样品对
菌株无抑制作用．

２．４　杆菌肽接枝后ＭＴＴ法检测结果
对比空白ＰＬＧＡ薄膜与接枝活性蛋白杆菌肽的

ＰＬＧＡ薄膜在金黄色葡萄球菌液培养后，ＭＴＴ法检
测结果如图１０所示．由图１０可知，ＰＬＧＡ膜表面粘
附的细菌数量随杆菌肽接枝浓度的增加而逐渐减

少，说明杆菌肽成功地接枝到了端羧基 ＰＬＧＡ薄膜
上，且使接枝后的ＰＬＧＡ薄膜具备了一定的抑菌性．

　　注：上半部分为空白薄膜，下半部分为接枝２０ｍｇ／
ｍＬ浓度杆菌肽的薄膜

图８　金黄色葡萄球菌在ＰＬＧＡ薄膜的
粘附情况（光镜×４００）

图９　金黄色葡萄球菌在ＰＬＧＡ薄膜表面
粘附情况（荧光显微镜×４００）

图１０　不同浓度杆菌肽接枝后ＭＴＴ法检测结果

３　结论
本文通ＥＤＣＮＨＳ两步接枝法将具有抗菌活性

的杆菌肽接枝到可降解生物材料———ＰＬＧＡ（含端羧
基）的表面，分别采用吖啶橙荧光染色法和 ＭＴＴ法
来检测接枝前后 ＰＬＧＡ薄膜的抗菌性能．实验结果
证明了接枝后的 ＰＬＧＡ薄膜具有一定的抗菌作用，
且抗菌性随杆菌肽接枝浓度的增加而逐渐减弱．

植入人体的生物材料对抑菌性的要求因部位

不同而有所区别，有的需要材料表面抑菌，有的则

需要内部抑菌；不同部位的接枝情况也会有所区

别，故需要作进一步的研究．本次实验验证了 ＰＬＧＡ
薄膜接枝杆菌肽，可以起到抑菌的作用，今后还可

以通过接枝其他活性蛋白，使其对细菌或细胞等产

生影响，以推进组织工程材料的进一步发展．
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