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　　　酚基壳聚糖季铵盐的结构对抗菌和

抗生物被膜活性的影响
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摘要：　制备邻羟基苯甲酰化壳聚糖（ＯＰＣ）、间羟基苯甲酰化壳聚糖（ＭＰＣ）、对羟基苯甲酰化壳聚糖（ＰＰＣ）、

３，５二羟基苯甲酰化壳聚糖（ＤＰＣ）、３，４，５三羟基苯甲酰化壳聚糖（ＴＰＣ）、犗（２羟丙基三甲基氯化铵）壳聚糖

（ＱＡＣＳ）和犗（２羟丙基三甲基氯化铵）犖对羟基苯甲酰化壳聚糖（ＱＡＰＰＣ）７种壳聚糖衍生物，采用核磁共

振氢谱和元素分析表征产物的结构，并测试产物的抗菌活性和抗生物被膜活性。结果表明：产物的抗菌活性

和抗生物被膜活性排序为ＰＰＣ＞ＯＰＣ＞ＭＰＣ；质量浓度为０．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＰＰＣ对大肠杆菌（犈．犮狅犾犻）、金黄

色葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊）的抑菌率分别为７８．２％，１００．０％，质量浓度为２．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻，

犛．犪狌狉犲狌狊形成的生物被膜的清除率分别为７５．３％，８７．７％；将对羟基苯甲酸接枝到ＱＡＣＳ的氨基上，制备的

ＱＡＰＰＣ的抗菌活性和抗生物被膜活性均优于ＱＡＣＳ和ＰＰＣ，酚基和季铵盐具有协同抗菌效果；质量浓度为

０．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻，犛．犪狌狉犲狌狊的抑菌率分别为８３．３％，１００．０％，质量浓度为２．５ｍｇ·

ｍＬ－１的ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻，犛．犪狌狉犲狌狊生物被膜的清除率分别为７７．４％，９２．４％。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｐｈｅｎｏｌｂａｓｅｄｃｈｉｔｏｓａｎ；ｃｈｉｔｏｓａｎｑｕａｔｅｒｎａｒｙａｍｍｏｎｉｕｍｓａｌｔ；ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ；ｂｉｏｆｉｌｍ

细菌生物被膜是多种表面附着的细菌细胞包裹在自分泌的细胞外聚合物中的多细胞三维组合，顽

固的生物被膜广泛存在。与独立的、自由游动的浮游细菌相比，被包裹在生物被膜中的细菌对抗生素表

现出更强的抵抗力，因此，一旦细菌生物被膜感染形成，就很难根除或治愈［１２］。

酚类化合物在自然界中广泛存在，且酚类化合物具有一定的抗菌活性，如香芹酚、没食子酸、丁香酚

和水杨酸等，将天然酚酸接枝到壳聚糖上可以改善壳聚糖的抗菌活性［３］。常见的酚基壳聚糖的制备方

法有自由基接枝法、酶介导反应、ＥＤＣ／ＮＨＳ缩合反应、席夫碱反应等
［４８］。Ｋｉｍ等

［９］研究了咖啡酸、阿

魏酸和芥子酸接枝的壳聚糖对铜绿假单胞菌和单核细胞增多性李斯特菌的抗菌和抗生物被膜活性，制

备的壳聚糖衍生物在０．５ＭＩＣ（最低抑菌质量浓度）可以显著降低生物被膜的黏附，具有抗菌和抗生物

被膜的潜力。Ｙａｎｇ等
［１０］采用碳二亚胺法制备壳聚糖接枝绿原酸（ＣＳｇＣＡ），产物对金黄色葡萄球菌

（犛．犪狌狉犲狌狊）的 ＭＩＣ为０．６２５ｍｇ·ｍＬ
－１，ＭＩＣ能显著抑制生物被膜的形成，２ＭＩＣ可以清除７７．５３％的

成熟生物被膜。Ｋｈａｎ等
［１１］采用离子凝胶化技术将间苯三酚（ＰＧ）封装到壳聚糖纳米颗粒（ＣＳＮＰ）中，

制备的ＰＧＣＳＮＰ对白色念珠菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、变形链球菌具有抑制作用，且ＰＧ

ＣＳＮＰ抑制生物被膜形成和清除生物被膜能力优于间苯三酚。

酚类改性壳聚糖可以得到具有良好抗菌活性的酚类壳聚糖衍生物，但各种酚基结构对抗菌活性、抗

生物被膜活性的影响缺乏系统的比较。基于此，本文以壳聚糖为原料，制备邻羟基苯甲酰化壳聚糖

（ＯＰＣ）、间羟基苯甲酰化壳聚糖（ＭＰＣ）、对羟基苯甲酰化壳聚糖（ＰＰＣ）、３，５二羟基苯甲酰化壳聚糖

（ＤＰＣ）、３，４，５三羟基苯甲酰化壳聚糖（ＴＰＣ）５种酚基壳聚糖，研究酚基壳聚糖中酚基位置、酚基数量对

壳聚糖抗菌活性及抗生物被膜活性的影响，在此基础上制备酚基壳聚糖季铵盐，并对抗菌活性和抗生物

被膜活性进行比较。

１　实验部分

１．１　主要试剂和仪器

壳聚糖（ＣＳ，脱乙酰度为８９％，分子质量为５０ｋｕ），山东省青岛市海汇生物工程有限公司；２，３环氧

丙基三甲基氯化铵，山东省东营市国丰精细化工有限公司；水杨酸、苯甲醛、对羟基苯甲酸，上海市国药

集团化学试剂有限公司；间羟基苯甲酸、３，５二羟基苯甲酸，上海市安耐吉化学技术有限公司；没食子

酸，上海市阿拉丁生化科技股份有限公司。其他试剂均为市售分析纯。

ＡｖａｎｃｅⅢ５００ＭＨｚ型核磁共振波谱仪，德国Ｂｒｕｋｅｒ公司；ＶａｒｉｏＥＬｃｕｂｅ型元素分析仪，德国Ｅｌ

ｅｍｅｎｔａｒ公司；ＦＤ１Ｂ５０型冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公司。

１．２　壳聚糖衍生物的制备

１．２．１　酚基壳聚糖的制备
［１２］
　将１．６ｇ壳聚糖机械搅拌溶解于５０ｍＬ体积分数为２％的醋酸溶液中，

称取和壳聚糖氨基等物质的量的酚酸溶解于５０ｍＬ甲醇中，加入１乙基３（３二甲基氨丙基）碳二亚胺

（ＥＤＣ）和犖羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ），搅拌至完全溶解。将酚酸溶液缓慢滴加到壳聚糖溶液中，３０℃反

应２４ｈ，反应结束后经透析、冷冻干燥，可得酚基壳聚糖。

１．２．２　酚基季铵化壳聚糖的制备
［１３］
　经苯甲醛和壳聚糖的氨基反应得到犖苯亚甲基壳聚糖（ＣＳ

ＢＡ），在ＣＳＢＡ的羟基上引入季铵盐制备犗（２羟丙基三甲基氯化铵）犖苯亚甲基壳聚糖（ＱＡＣＳＢＡ），

经脱保护，可得犗（２羟丙基三甲基氯化铵）壳聚糖（ＱＡＣＳ）。

将１．６ｇＱＡＣＳ搅拌溶解于５０ｍＬ去离子水中，称取０．７ｇ对羟基苯甲酸溶解于５０ｍＬ甲醇中，加

入１．０ｇ的ＥＤＣ和０．６ｇ的ＮＨＳ，搅拌至完全溶解。将对羟基苯甲酸溶液缓慢滴加到ＱＡＣＳ溶液中，
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３０℃搅拌反应２４ｈ，反应结束后经透析、冷冻干燥，可得犗（２羟丙基三甲基氯化铵）犖对羟基苯甲酰

化壳聚糖（ＱＡＰＰＣ）。酚基壳聚糖季铵盐的制备路线，如图１所示。

图１　酚基壳聚糖季铵盐的制备路线

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｒｏｕｔｅｏｆｐｈｅｎｏｌｂａｓｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｑｕａｔｅｒｎａｒｙａｍｍｏｎｉｕｍｓａｌｔ

１．３　产物的表征

１．３．１　核磁共振氢谱（
１Ｈ ＮＭＲ）分析　将制备的壳聚糖衍生物溶解于Ｄ２Ｏ中，使用 ＡｖａｎｃｅⅢ５００

ＭＨｚ型核磁共振波谱仪测定产物的１ＨＮＭＲ，测试温度为２２℃，采样次数为６４次。

１．３．２　取代度测定　壳聚糖及其衍生物经真空干燥至恒质量，使用ＶａｒｉｏＥＬｃｕｂｅ型元素分析仪测定

其Ｃ，Ｎ，Ｈ的质量分数，依据碳氮比计算壳聚糖的脱乙酰度和产物的取代度
［１２］。

１．４　产物的抗菌活性测试

通过最低抑菌质量浓度、最低杀菌质量浓度（ＭＢＣ）、抑菌率表征产物的抗菌活性；通过最低生物被

膜形成抑制质量浓度（ＭＢＩＣ）、最低生物被膜杀灭质量浓度（ＭＢＢＣ）、生物被膜抑制率和生物被膜清除

率表征产物抗生物被膜活性，具体测试参照文献［１２］。

２　实验结果与讨论

２．１　产物的
１犎犖犕犚

壳聚糖衍生物的１ＨＮＭＲ谱图，如图２所示。图２中：δ为化学位移；４．７对应的是Ｄ２Ｏ的溶剂峰。

（ａ）ＯＰＣ　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　（ｂ）ＭＰＣ　

（ｃ）ＰＰＣ　　　　　　　　　　 　　　 　　　　　　（ｄ）ＤＰＣ　　　
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（ｅ）ＴＰＣ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｆ）ＱＡＰＰＣ

图２　壳聚糖衍生物的
１ＨＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ．２　
１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｈｉｔｏｓａｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

由图２可知：不同结构酚基壳聚糖的１ＨＮＭＲ谱图主要区别在于６～８处的苯环氢质子的特征峰；

ＯＰＣ和 ＭＰＣ由于酚基取代基位于苯环的邻位或间位上，空间不对称，在核磁氢谱上苯环的特征峰的

位置存在偏差；ＰＰＣ和ＤＰＣ产物的１Ｈ ＮＭＲ谱图在６～８处出现的氢质子特征峰有两个，这是因为两

种产物上接枝的苯酚基团属于对称结构，ＰＰＣ的１ＨＮＭＲ谱图在结构上出现的两个氢质子特征峰的峰

面积一致，ＤＰＣ的１ＨＮＭＲ谱图虽然也有两个苯环上的氢质子特征峰，但这两个特征峰的峰面积比例

为１∶２；ＴＰＣ的１ＨＮＭＲ谱图中３个酚基占用苯环上的３个氢，剩余的２个氢在空间属于对称结构，在

核磁共振氢谱上有相同的化学位移，故只有１个特征峰
［１４］；ＱＡＰＰＣ的１ＨＮＭＲ谱图在３．１处出现季铵

盐上甲基的质子峰，此外，在６～８处出现２个氢质子的特征峰，对应苯环上的氢质子，表明ＱＡＰＰＣ分

子结构中含有苯环。核磁共振氢谱表明酚基壳聚糖季铵盐已成功制备。

２．２　产物的取代度

壳聚糖衍生物的元素分析和取代度，如表１所示。表１中：狑 为质量分数；ＤＤ为脱乙酰度；ＤＳ为

取代度。由表１可知：壳聚糖的脱乙酰度为８６．０％；ＯＰＣ，ＭＰＣ，ＰＰＣ，ＤＰＣ和 ＴＰＣ的取代度相近；

ＣＳＢＡ中用于保护壳聚糖氨基的苯亚甲基的取代度为６４．９％，进一步在ＣＳＢＡ的羟基进行季铵化得到

的ＱＡＣＳＢＡ中季铵盐的取代度为２０．１％，经脱保护后发现，用于保护氨基的苯亚甲基并未完全脱除，

未脱除的苯亚甲基的残余量仅为１．６％，以此为原料制备的ＱＡＰＰＣ对羟基苯甲酰的取代度为１６．９％，

与ＰＰＣ中对羟基苯甲酰的取代度基本一致（１５．４％），相近的取代度有利于后续性能的比较。

表１　壳聚糖衍生物的元素分析和取代度

Ｔａｂ．１　Ｅｌｅｍｅｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｏｆｃｈｉｔｏｓａｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

样品 狑（Ｃ）／％ 狑（Ｎ）／％ 狑（Ｈ）／％ ＤＤ／％ ＤＳ／％

ＣＳ ４１．６９ ７．７５ ７．０６ ８６．０ －

ＯＰＣ ４２．０６ ６．１４ ６．５８ － ２４．４

ＭＰＣ ４２．３５ ６．３４ ６．５１ － ２１．６

ＰＰＣ ４１．３６ ６．５６ ６．５７ － １５．４

ＤＰＣ ４２．２７ ６．２９ ６．１４ － ２２．３

ＴＰＣ ４２．０７ ６．３１ ６．１７ － ２１．５

ＣＳＢＡ ５３．５５ ６．０５ ５．６９ － ６４．９

ＱＡＣＳＢＡ ５２．６８ ６．３９ ７．４６ － ２０．１

ＱＡＣＳ ３４．８３ ６．８７ ６．６４ － １．６

ＱＡＰＰＣ ３７．２６ ６．３０ ６．３９ － １６．９

２．３　酚基季铵化壳聚糖的抗菌活性

２．３．１　最低抑菌质量浓度和最低杀菌质量浓度　大肠杆菌（犈．犮狅犾犻）和金黄色葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊）生

物被膜形成前后耐药性变化，如表２所示。

由表２可知：酚基壳聚糖对犈．犮狅犾犻的 ＭＩＣ均为６２５μｇ·ｍＬ
－１，ＭＢＣ均为１２５０μｇ·ｍＬ

－１；

ＰＰＣ，ＴＰＣ对犈．犮狅犾犻的 ＭＢＩＣ为１２５０μｇ·ｍＬ
－１，而 ＯＰＣ，ＭＰＣ和 ＤＰＣ的 ＭＢＩＣ为２５００μｇ·

ｍＬ－１；清除犈．犮狅犾犻生物被膜需要的ＰＰＣ，ＴＰＣ的最低质量浓度为５０００μｇ·ｍＬ
－１，清除犈．犮狅犾犻生物
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被膜需要的犗犘犆，犕犘犆和犇犘犆的最低质量浓度均大于５０００μｇ·ｍＬ
－１；ＱＡＣＳ，ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻的

ＭＩＣ，ＭＢＩＣ相同，分别为６２５，１２５０μｇ·ｍＬ
－１，而ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻的 ＭＩＣ和 ＭＢＩＣ均低于ＱＡＣＳ，

ＰＰＣ，分别为３１３，６２５μｇ·ｍＬ
－１；ＱＡＣＳ对犈．犮狅犾犻的 ＭＢＣ为２５００μｇ·ｍＬ

－１，而ＰＰＣ，ＱＡＰＰＣ对

犈．犮狅犾犻的 ＭＢＣ均为１２５０μｇ·ｍＬ
－１，ＱＡＣＳ，ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻的 ＭＢＢＣ均为５０００μｇ·ｍＬ

－１，而

ＱＡＰＰＣ的 ＭＢＢＣ为２５００μｇ·ｍＬ
－１；将季铵盐和对羟基苯甲酰基同时引入壳聚糖分子结构中，得到

的ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻的抑菌效果优于ＰＰＣ，ＱＡＣＳ。

由表２可知：除ＰＰＣ外，其余４种酚基壳聚糖对犛．犪狌狉犲狌狊的 ＭＩＣ和 ＭＢＣ一致，分别为７８，３１３

μｇ·ｍＬ
－１，而ＰＰＣ对犛．犪狌狉犲狌狊的 ＭＩＣ为３９μｇ·ｍＬ

－１；当形成生物被膜后，最低杀菌质量浓度出现

差异，当ＰＰＣ质量浓度为１２５０μｇ·ｍＬ
－１时，可以完全清除犛．犪狌狉犲狌狊形成的生物被膜，而清除

犛．犪狌狉犲狌狊形成的生物被膜的ＯＰＣ，ＭＰＣ，ＤＰＣ和ＴＰＣ需要的最低质量浓度为２５００μｇ·ｍＬ
－１。

表２　大肠杆菌和金黄色葡萄球菌生物被膜形成前后耐药性变化

Ｔａｂ．２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎ犈．犮狅犾犻ａｎｄ犛．犪狌狉犲狌狊

样品
大肠杆菌／μｇ·ｍＬ

－１

ＭＩＣ ＭＢＩＣ ＭＢＣ ＭＢＢＣ

金黄色葡萄球菌／μｇ·ｍＬ
－１

ＭＩＣ ＭＢＩＣ ＭＢＣ ＭＢＢＣ

ＯＰＣ ６２５ ２５００ １２５０ １００００ ７８ ６２５ ３１３ ２５００

ＭＰＣ ６２５ ２５００ １２５０ １００００ ７８ ６２５ ３１３ ２５００

ＰＰＣ ６２５ １２５０ １２５０ ５０００ ３９ ６２５ ３１３ １２５０

ＤＰＣ ６２５ ２５００ １２５０ １００００ ７８ ６２５ ３１３ ２５００

ＴＰＣ ６２５ １２５０ １２５０ ５０００ ７８ ６２５ ３１３ ２５００

ＱＡＣＳ ６２５ １２５０ ２５００ ５０００ ３９ ６２５ ３１３ ２５００

ＱＡＰＰＣ ３１３ ６２５ １２５０ ２５００ ３９ ６２５ １５６ １２５０

２．３．２　产物的抑菌率　不同质量浓度（ρ）的酚基壳聚糖季铵盐的抑菌率（η１），如图３所示。

（ａ）犈．犮狅犾犻　　　　　　　　 　　 　　　　　　　　（ｂ）犛．犪狌狉犲狌狊　

图３　酚基壳聚糖季铵盐的抑菌率

Ｆｉｇ．３　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｒａｔｅｓｏｆｐｈｅｎｏｌｂａｓｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｑｕａｔｅｒｎａｒｙａｍｍｏｎｉｕｍｓａｌｔ

由图３可得以下３点结论。

１）酚基的位置和数量均能影响壳聚糖的抗菌活性。在相同质量浓度时，单酚基壳聚糖衍生物的抗

菌活性排序为ＰＰＣ＞ＯＰＣ＞ＭＰＣ；酚基壳聚糖的抗菌活性不仅与酚基的位置有关，还与酚基的数量有

关，这是因为酚基壳聚糖是通过酰胺键将苯酚接枝到壳聚糖的氨基上，将壳聚糖的单元糖苷链看成是一

个整体，酰胺基团是吸电子基团，吸电子的取代基可以增强苯酚的酸性，酰胺基团位于酚基的邻位和对

位时，苯氧基负离子的负电荷可以分散到酰胺基团上，使苯酚的酸性强于间位异构体［１５］，当酚基位于取

代基的对位时，空间位阻较小，暴露在外面的酚基与细菌接触几率增加，抗菌活性优于邻位酚基，这与抗

菌活性变化趋势一致。

２）酚基的数量发生改变时，抗菌活性排序为ＴＰＣ＞ＭＰＣ＞ＤＰＣ，并不随酚基数量变化呈现规律性

变化，酚基的数量对壳聚糖抗菌活性的影响还与酚基的位置有关。ＤＰＣ的抗菌活性弱于 ＭＰＣ，虽然增

加了酚基的数量，但这两个酚基均可视为间位酚基，进一步弱化了苯酚的酸性，表现出较差的抗菌活性。

ＴＰＣ的抗菌活性较ＤＰＣ得到增强，尽管ＴＰＣ有两个酚基位于间位上，但对位酚基的存在增强了苯酚
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的酸性，表现出的抗菌活性优于ＤＰＣ。由酚基季铵化壳聚糖对犛．犪狌狉犲狌狊的抑菌率可知，除 ＭＰＣ，ＤＰＣ

外，其余３种酚基壳聚糖对犛．犪狌狉犲狌狊的抑菌率均为１００．０％。在制备的５种酚基壳聚糖中，ＰＰＣ的抗

菌活性最强，质量浓度为０．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＰＰＣ，ＴＰＣ对犈．犮狅犾犻的抑菌率分别为７８．２％，５１．４％。

３）对比相同质量浓度下的ＰＰＣ，ＱＡＣＳ和 ＱＡＰＰＣ的抑菌率，ＱＡＰＰＣ的抗菌活性优于 ＱＡＣＳ和

ＰＰＣ，ＱＡＰＰＣ是将对羟基苯甲酸通过缩合反应接枝到ＱＡＣＳ的分子结构中，故季铵盐基团和酚基对提

升壳聚糖的抗菌活性具有协同作用，质量浓度为０．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻和犛．犪狌狉犲狌狊的

抑菌率分别为８３．３％，１００．０％。

２．３．３　菌悬液中的蛋白质含量　通过考马斯亮蓝法测定菌悬液中的蛋白质含量，因受标准曲线误差、

细菌培养批次等的影响，故实验中以波长５９５ｎｍ下的ＯＤ值（犇）表示蛋白质含量。将壳聚糖衍生物与

细菌共培养３０ｍｉｎ后，可得酚基壳聚糖季铵盐作用后菌悬液中蛋白质含量，如图４所示。由图４可知：

在酚基数量相同时，ＭＰＣ处理后的菌悬液中蛋白质含量最低，这与抑菌率测试结果一致；当酚基的数量

发生改变时，ＴＰＣ处理后的菌悬液中蛋白质含量最高；对于犈．犮狅犾犻，经ＰＰＣ处理后的菌悬液中蛋白质

含量高于ＤＰＣ，而犛．犪狌狉犲狌狊却出现相反的结果，这与细菌结构及抗菌机理有关。

结合抑菌率的数据可知，在相同质量浓度下，抑菌率排序为ＰＰＣ＞ＴＰＣ＞ＤＰＣ，然而，菌悬液中蛋白

质含量的变化并不完全相符，这可能是酚基壳聚糖与细菌相互作用时，不仅与破坏细胞膜结构改变细胞

膜通透性有关，还可能与抑制胞内酶的活性有关［１６］。ＱＡＰＰＣ与细菌接触后的菌悬液中蛋白质含量高

于ＰＰＣ，ＱＡＣＳ，菌悬液中蛋白质含量的变化趋势与抑菌率的变化趋势一致。

　　 （ａ）犈．犮狅犾犻　　　　　　　 　　 　 　　　　　　（ｂ）犛．犪狌狉犲狌狊

图４　酚基壳聚糖季铵盐作用后菌悬液中蛋白质含量

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｐｈｅｎｏｌｂａｓｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｑｕａｔｅｒｎａｒｙａｍｍｏｎｉｕｍｓａｌｔ

２．３．４　产物对生物被膜形成的抑制率　酚基壳聚糖季铵盐对生物被膜形成的抑制率（η２），如图５所

示。由图５可得以下３点结论。

１）酚基壳聚糖季铵盐对两种细菌的生物被膜形成的抑制率出现相同的趋势，当酚基数量相同时，

对生物被膜形成的抑制效果排序为ＰＰＣ＞ＯＰＣ＞ＭＰＣ，与抑菌率和蛋白质含量变化趋势一致；１／２ＭＩＣ

的ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻和犛．犪狌狉犲狌狊生物被膜形成的抑制率分别为７０．７％，７６．３％。

　（ａ）犈．犮狅犾犻　　　　　　 　　　　　　　　　　　　（ｂ）犛．犪狌狉犲狌狊

图５　酚基壳聚糖季铵盐对生物被膜形成的抑制率

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｐｈｅｎｏｌｂａｓｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｑｕａｔｅｒｎａｒｙａｍｍｏｎｉｕｍｓａｌｔｏｎｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ
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２）增加酚基的数量可以改善壳聚糖衍生物对生物被膜的抑制效果。对生物被膜形成的抑制率排

序为ＴＰＣ＞ＤＰＣ＞ＭＰＣ，１／２ＭＩＣ的 ＴＰＣ对犈．犮狅犾犻和犛．犪狌狉犲狌狊生物被膜形成的抑制率分别为

６９．７％，７７．７％。生物被膜的形成不仅与外界环境有关还与细菌多种基因的表达有关
［１０］。

３）在相同质量浓度下，对生物被膜形成的抑制率排序为ＱＡＰＰＣ＞ＰＰＣ＞ＱＡＣＳ，表明将对羟基苯

甲酰引入 ＱＡＣＳ中可以提高 ＱＡＣＳ对生物被膜形成的抑制率。１／２ＭＩＣ的 ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻和

犛．犪狌狉犲狌狊生物被膜形成的抑制率分别为７４．７％，７７．６％。

２．３．５　产物对生物被膜的清除率　酚基壳聚糖季铵盐对生物被膜的清除率（η３），如图６所示。由图６

可知以下２点结论。

１）产物对犛．犪狌狉犲狌狊形成的生物被膜的清除率优于对犈．犮狅犾犻的生物被膜的清除率，这与抑菌率的

结果一致；酚基的位置改变对生物被膜的清除效果与抑菌率的变化趋势一致，对生物被膜的清除效果的

排序为ＰＰＣ＞ＯＰＣ＞ＭＰＣ，质量浓度为２．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻和犛．犪狌狉犲狌狊形成的生物被膜

的清除率分别为７５．３％，８７．７％。值得注意的是，增加酚基的数量并不能够提高壳聚糖对生物被膜的

清除效果。

２）在相同质量浓度下，对生物被膜的清除效果排序为ＱＡＰＰＣ＞ＰＰＣ＞ＱＡＣＳ，这表明将对羟基苯

甲酸接枝到ＱＡＣＳ的分子结构中可以进一步提高ＱＡＣＳ对生物被膜的清除率，季铵盐基团和酚基具有

协同作用；质量浓度为２．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻，犛．犪狌狉犲狌狊形成的生物被膜的清除率分别

为７７．４％，９２．４％。

　（ａ）犈．犮狅犾犻　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　（ｂ）犛．犪狌狉犲狌狊

图６　酚基壳聚糖季铵盐对生物被膜的清除率

Ｆｉｇ．６　Ｂｉｏｆｉｌｍｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅｓｏｆｐｈｅｎｏｌｂａｓｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｑｕａｔｅｒｎａｒｙａｍｍｏｎｉｕｍｓａｌｔ

３　结论

１）制备酚基壳聚糖季铵盐，通过核磁共振氢谱表征产物的结构。通过元素分析计算得出ＱＡＣＳ季

铵盐取代度为２０．１％，酚基的取代度为１５．４％～２４．４％。ＯＰＣ，ＭＰＣ，ＰＰＣ，ＤＰＣ和ＴＰＣ的取代度分

别为２４．４％，２１．６％，１５．４％，２２．３％和２１．５％。以取代度为２０．１％的 ＱＡＣＳ季铵盐为原料制备的

ＱＡＰＰＣ中，对羟基苯甲酰基的取代度为１６．９％。

２）抗菌测试和抗生物被膜测试结果表明，影响酚基壳聚糖抗菌活性的主要因素是酚基的位置，其

次是酚基的数量，ＰＰＣ的抗菌活性和抗生物被膜活性最佳。抗菌活性和清除生物被膜的能力排序为

ＰＰＣ＞ＯＰＣ＞ＭＰＣ。酚基的数量对壳聚糖抗菌活性的影响与酚基的位置有关，增加酚基的数量并不一

定能够提高酚基壳聚糖的抗菌活性。质量浓度为０．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻和犛．犪狌狉犲狌狊的抑

菌率分别为７８．２％，１００．０％，１／２ＭＩＣ的ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻，犛．犪狌狉犲狌狊生物被膜形成的抑制率分别为

７０．７％，７６．３％，质量浓度为２．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻和犛．犪狌狉犲狌狊所形成的生物被膜的清除

率分别为７５．３％，８７．７％。

３）ＱＡＰＰＣ的抗菌活性和抗生物被膜活性均优于单一改性的壳聚糖衍生物（ＱＡＣＳ和ＰＰＣ），季铵

盐和酚基具有协同抗菌活性．质量浓度为０．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻的抑菌率为８３．３％，高

于相同质量浓度下ＱＡＣＳ对犈．犮狅犾犻的抑菌率（３９．５％）和ＰＰＣ对犈．犮狅犾犻的抑菌率（７８．２％）。１／２ＭＩＣ

５２７第６期　　　　　　　　　　王林，等：酚基壳聚糖季铵盐的结构对抗菌和抗生物被膜活性的影响
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的ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻和犛．犪狌狉犲狌狊生物被膜形成的抑制率分别为７４．７％，７７．６％。质量浓度为２．５

ｍｇ·ｍＬ
－１的ＱＡＰＰＣ对犈．犮狅犾犻和犛．犪狌狉犲狌狊形成的生物被膜的清除率分别为７７．４％，９２．４％。
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