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摘　要　采用紫外光辐照法,以过氧化氢(H２O２)氧化降解法制备的低分子量壳聚糖(LMCS)为还原剂和稳定

剂,制备了 LMCS修饰的银纳米颗粒(LMCSＧAg).运用 X射线粉末衍射仪、透射电子显微镜等对所制备的样品进行

了表征.结果表明:制得的纳米颗粒为球形;采用大肠杆菌和金黄色葡萄球菌对其进行抗菌性能评价,LMCSＧAg具

有优异的抗菌性能,对大肠杆菌的最低抑菌浓度(MIC)、最低杀菌浓度(MBC)分别为４μg/mL、８μg/mL,对金黄色葡

萄球菌的 MIC、MBC分别为８μg/mL、１６μg/mL,具有优异的抑菌、杀菌性能.βＧ半乳糖苷酶活性测定试验和大肠杆

菌形貌表征(SEM)表明 LMCSＧAg能有效破坏细菌细胞膜,实现抗菌功能.
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Abstract　Low molecular weightchitosan modifiedsilvernanoparticles (AgNPs)werepreparedthrough
ultraviolet(UV)irradiationusedlow molecularweightchitosanpreparedby H２O２ oxidativedegradationasthe
reductantandsurfacemodificationagent．Thesampleswerecharacterizedbytransmissionelectronmicroscopy(TEM)

andXＧraydiffraction(XRD)．TheresultsshowedthattheLMCSＧAgwerespherical．TheantibacterialactivityofLMCSＧ
AgwastestedforagainstS．aureusandE．colibacteria．ItwasfoundthatLMCSＧAgexhibitedexcellentantibacterial

property．TheminimuminhibitoryconcentrationandminimumbactericidalconcentrationofLMCSＧAgonE．coliwere
４μg/mLand８μg/mL．TheminimuminhibitoryconcentrationandminimumbactericidalconcentrationofLMCSＧAgon
S．aureuswere８μg/mLand１６μg/mL．βＧgalactosidaseactivityassayandE．colimorphologycharacterization (SEM)

indicatedthatAgNPscoulddestroytheintegralityofcytoplasmicmembrane,leadingtoleakageofcytoplasm．
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　　在人们的日常生活中,有多种细菌被确定为会

导致人类严重疾病的病原体.研发具有高度抗菌活

性的功能材料是防止细菌感染的有效方法之一[１Ｇ２].
壳聚糖(CS)是一种自然界广泛存在的天然抗菌材

料,具有良好的生物相容性和广谱抗菌性能.但是

分子量较高的 CS水溶性较差,不利于抗菌性能的

发挥[３].低分子量壳聚糖(LMCS)由 CS通过化学

或物理方法解聚制成,水溶性好,除具备良好的抗菌

性之外,还具备延缓细胞衰老、抗肿瘤和抗氧化等多

种功能[４].金属银在纳米尺度下,具有许多独特的
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生物学特性.近年来,随着纳米材料合成技术的迅

速发展,纳米银广泛应用于许多生物和医学领域,如
生物传感器、伤口愈合和癌症治疗[５Ｇ６].

将CS与纳米银复合,制备CSＧ银纳米粒子复合

材料.CS可作为纳米银的稳定剂防止纳米银团聚

提高银离子缓释能力,并具有良好的生物相容性和

生物降解性.然而,CSＧ银纳米粒子制备过程中存

在使用有毒化学试剂、制备过程复杂繁琐和抗菌效

果不佳等问题.高敏杰等[７]采用液相化学还原法,
以CS为修饰剂,制备了 CS修饰的银纳米颗粒,对
大肠杆菌和金黄色葡萄球菌显示出较高的抗菌活

性,但制备过程中使用的硼氢化钠具有较高毒性.
康虹等[８]采用化学法合成了一种 CS/银Ｇ铜共混的

复合抗菌剂,采用少量铜来替代一部分银,有效降低

了抗菌剂成本,但对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的

抗菌效果都很差.
基于上述不足,本研究拟采用安全无毒的紫外

光照射还原法,旨在制备抗菌功能优异、节能环保的

低分子量 CS修饰的银纳米颗粒(LMCSＧAg)复合

抗菌材料.

１　实验部分

１􀆰１　主要材料

CS(脱乙酰度＞９０％),Sinopharm 集团试剂有

限公司;硝酸银、双氧水、无水乙醇、乙酸、过氧化氢

(H２O２),均为分析纯,FENGCHUAN 试剂公司;

pH７􀆰２~７􀆰４磷酸盐缓冲溶液(PBS),北京索莱宝

科技 有 限 公 司;MH(B)培 养 基,北 京 AOBOX
BIOTECHNOLGY 公 司;邻 硝 基 酚Ｇβ 半 乳 糖 苷

(ONPG),Sinopharm 集团试剂有限公司;超纯水,
实验室自制.

１􀆰２　LMCS的制备

称取１gCS,溶于２０mL乙酸溶液(浓度为２％)
中,置于单口烧瓶中;另称取１gH２O２ 溶液(浓度为

３０％)置于恒压分液漏斗中.连接单口烧瓶与恒压

分液漏斗,调节恒压分液漏斗匀速缓慢滴加 H２O２

溶液开始反应,滴加时间为４h;反应在油浴中保持

６０℃恒温并采用电动搅拌器(RW２０型,德国IKA
公司)持续搅拌.反应５h后取出反应液,用２mol/L
的氢氧化钠(NaOH)溶液调节pH 至７􀆰０~７􀆰５,抽
滤并 取 滤 液;旋 蒸 将 反 应 液 体 积 浓 缩 至 原 来 的

３０％,加入５倍体积的无水乙醇,静置后抽滤取固体

物,重 复 ３ 次 后 真 空 冷 冻 干 燥,即 制 得 白 色 的

LMCS.

１􀆰３　LMCSＧAg的制备

将０􀆰１％(wt,质量分数,下同)硝酸银水溶液与

０􀆰１％ LMCS水溶液按体积配合比为１∶９,采用电动

搅拌器(RW２０型,德国IKA 公司)进行搅拌,室温

下均匀搅拌１０min后置于４mL比色皿中,通氮气

２０s除尽空气并密封;将装有混合溶液的比色皿置

于距紫外灯(波长为２７２nm、功率为２０W)５cm 处照

射３０min,溶液由无色透明变为金黄色;混合溶液在

透析袋中透析３d,去除未被还原的银离子和未吸附

到纳米银核表面的 LMCS,真空冷冻干燥即制得

LMCSＧAg.

１􀆰４　LMCSＧAg的表征

采用 X 射线粉末衍射仪 (XRD,D８ Advance
型,德国布鲁克公司)测定样品的物相结构,扫描范

围５~８５°,步 长 ０􀆰０５°.采 用 透 射 电 子 显 微 镜

(TEM,JEM２０１０型,日本JEOL公司)观察样品形

貌,分辨率０􀆰１９nm,工作电压２００kV.采用纳米激

光粒度仪(S３５００型,美国麦奇克公司)测定样品的

Zeta电位.

１􀆰５　抑菌、杀菌效果测试

将大肠杆菌(E．coli,ATCC２５９２２)和金黄色葡

萄球菌(S．aureus,ATCC６５３８)分别以划线法接种

到营养琼脂上,置于恒温培养箱(HPXＧ９０５２MBE
型,中国国华电器有限公司)中培养２４h,取菌落移

种到营养肉汤培养基中再次培养２４h,离心洗涤３
次后用PBS配制成一系列浓度梯度细菌悬液备用.

选取９６孔聚苯乙烯板中并排的８个孔,每孔依次

加入双倍浓度的MH(B)培养基１００μL、１０５CFU/mL细

菌悬液５０μL和倍比稀释后不同浓度的 LMCSＧAg
５０μL.第１孔至第８孔LMCSＧAg浓度分别为１６、

８、４、２、１、０􀆰５、０􀆰２５、０􀆰１２５μg/mL.将９６孔板置于

３７℃培养箱内培养２４h,用酶标仪检测６３０nm 处各

孔的光密度(OD)值.以培养前后OD 值没有明显

变化 的 最 低 LMCSＧAg 浓 度 为 最 低 抑 菌 浓 度

(MIC).依次从 AgNPs浓度高于 MIC 值(包括

MIC浓度)的４个培养孔中吸取６０μL溶液分别均

匀涂布到 MH(B)培养基平板上,３７℃培养２４h.以

平板上肉眼可见无菌落生长的最低LMCSＧAg浓度

确定为最低杀菌浓度(MBC)值.以上实验每组重

复３次.

１􀆰６　大肠杆菌活性测定

在４只试管中分别加入２mL１０９CFU/mL大

肠杆 菌 悬 液 和 １mL 浓 度 为 ２０mmol/L 的 底 物

ONPG.选取其中的 ３ 只试管分别加入 ０􀆰５mL、
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１mL、２mLLMCSＧAg(１００μg/mL),最后用 PBS缓

冲液将４只试管内液体总体积调成１０mL,使４只

试管 LMCSＧAg 复 合 材 料 浓 度 分 别 为 ０、５、１０、

２０μg/mL.４只试管在３７℃摇床振荡１２０min,每隔

１０min采用紫外Ｇ可见分光度计(UVＧVis,UＧ３９００
型,Hitachi公司)检测各试管内混合液在４２０nm 处

的吸光度.

１􀆰７　大肠杆菌微观形貌观察

取１mL１０８CFU/mL细菌悬液与１mLLMCSＧ
Ag(１００μg/mL),用 PBS 缓 冲 液 将 总 体 积 调 成

５mL,置于３７℃摇床内培养４h,对照组用１mLPBS
缓冲液代替LMCSＧAg复合材料.培养结束后采用

高速离心机(CR２２G型,日本日立公司)进行离心洗

涤,用PBS缓冲液离心洗涤３次.用２􀆰５％戊二醛

中固定在石英片上,少量PBS缓冲液清洗后用梯度

乙醇脱水,冷冻干燥,喷金,采用扫描电子显微镜

(SEM,SＧ４８００型,日本日立公司)观察样品形貌.

２　结果与讨论

２􀆰１　XRD分析

CS、LMCS和 LMCSＧAg的 XRD 谱图见图１.
从图可以看出,CS在２０􀆰９°、１１􀆰１°左右处有明显衍

射特征峰,分别对应为 FormⅠ(１０°左右)和 Form
(２０°左右)两种晶型[９];经 H２O２ 氧化降解处理得到

的LMCS在２０􀆰９°和１１􀆰１°处的衍射峰已基本消失,
同时在２３􀆰６°和２１􀆰１°处出现２个新衍射峰,分别对

应annealedpolymorph晶型和tendonhydratepolＧ
ymorph晶型[１０],CS氧化降解过程中,无定型部分

首先降解成小分子,随后结晶部分也开始降解,降解

得到的小分子发生了重结晶产生了新的晶形,降解

后CS总体结晶度降低,水溶性得到改善;LMCSＧ
Ag复合材料在２θ＝３８􀆰１°、４４􀆰３°、６４􀆰４°、７７􀆰３°出现

４个特征衍射峰,通过与JCPDS(４—０７８１)标准卡片

对比,这４个衍射峰分别是对应立方相金属银的

(１１１)、(２００)、(２２０)和(３１１)４个晶面的衍射峰.研

究结果表明:本研究制得的抗菌剂含有纳米银,其中

的银是立方结构晶系的单质银.

图１　CS、LMCS和LMCSＧAg的 XRD谱图

２􀆰２　TEM 分析

LMCSＧAg的 TEM 图见图２.从图可以看出,
制得的LMCSＧAg复合材料中银纳米颗粒的分散性

较好,无团聚现象,纳米银粒径在２０nm 以下.

图２　LMCSＧAg的 TEM 图

２􀆰３　LMCSＧAg的抗菌性能分析

LMCSＧAg的 MIC、MBC值见图３.从图可以

看出,LMCSＧAg对大肠杆菌的 MIC、MBC分别为

４μg/mL、８μg/mL,对 金 黄 色 葡 萄 球 菌 分 别 为

８μg/mL、１６μg/mL,抗菌活性高于大多数纳米银类

抗菌材料.原因可能是传统方法制备的纳米银由于

稳定剂会析出阳离子带负电荷[１１],本研 究 釆 用

LMCS还原销酸银制备的银纳米颗粒经激光粒度仪

检测Zeta电位为＋１９mV,这是因为一部分 LMCS
吸附在纳米银表面,LMCS本身带有的氨基可以吸

附溶液中的质子带正电,同时部分未被还原的 Ag＋

通过与—NH２ 的配位作用吸附在纳米银表面也可

以使颗粒带正电.细菌一般带有负电性,可以通过

静电作用吸附带有正电性的纳米银从而失活.

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的 MIC、MBC值

图３　LMCSＧAg的 MIC、MBC值

２􀆰４　LMCSＧAg的抗菌机理

比较成熟的银系抗菌剂杀菌理论是接触杀菌,
银离子或含银材料与细菌接触破坏了细菌的细胞壁

和细胞膜,致使细胞质流失,从而达到杀死细菌的

目的[１２].
大肠 杆 菌 加 入 LMCSＧAg 前 后 细 胞 变 化 的

SEM 图见图 ４.从图 ４(a)可以看出,没有加入

LMCSＧAg的大肠杆菌的细胞形态完整.从图４(b)
可以看出,加入LMCSＧAg４h后大肠杆菌的细胞形
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态出现明显变形,细胞壁凹陷,细胞整体出现干瘪,
这可能是由于细胞膜破损导致细胞液流出,细胞膜

和细胞壁向内部收缩所致.

图４　大肠杆菌加入LMCSＧAg前(a)后(b)

细胞变化的SEM 图

３　结论

通过 H２O２ 氧化降解法制备了低分子量CS,再
通过紫外光光照射还原法,以低分子量 CS为还原

剂和修饰剂,制备了低分子量 CS修饰的 LMCSＧ
Ag.XRD分析表明制备的纳米银为单质银,TEM
分析表明制得的纳米银为球形.研究结果表明:

LMCSＧAg对大肠杆菌的 MIC、MBC分别为４μg/mL、

８μg/mL,对金黄色葡萄球菌的 MIC、MBC分别为

８μg/mL、１６μg/mL,具有优异的抑菌、杀菌性能.
在与LMCSＧAg作用后,大肠杆菌细胞表面出

现凹陷,体形干瘪,表明LMCSＧAg能有效破坏大肠

杆菌细胞膜的完整性,导致细胞质泄露,实现抗菌

功能.
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