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采用活性自由基聚合制备抗菌聚合物

周 超,周俊涛,胥加腾,邓林红

(常州大学 生物医学工程与健康科学研究院,江苏 常州213164)

摘要:季铵盐类聚合物抗菌剂(PQACs)相比较于传统的纳米金属离子抗菌剂和天然抗菌剂,不仅没有生物毒

性,而且具有抗菌效果更长效更广谱的特点。因此为了制备出具有强杀菌效果的PQACs,通过采用辅助活化

还原原子转移自由基聚合(SARAATRP)方法制备(3-丙烯酰胺丙基)三甲基氯化铵(AMPTMA)和聚乙二醇

(PEG)的季铵盐类共聚合物抗菌剂。通过核磁共振(1HNMR)、红外光谱(FT-IR)、凝胶渗透色谱(GPC)分别

对其进行结构表征;并初步探讨了不同浓度同种聚合物抗菌剂以及同种浓度不同抗菌剂对于大肠杆菌以及金

黄色葡萄球菌的抗菌性能,测试结果表明,在大肠杆菌的抗菌和金黄色葡萄球菌抗菌性能测试中,聚合物抗菌

剂的抗菌性能都随着所测浓度的增加而提高;且抗菌聚合物分子质量越大抗菌性能越好;最后,采用 MTT法

对抗菌剂进行细胞毒性测试,结果表明抗菌剂的细胞毒性会随着其浓度的增加而加大。
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PreparingAntibacterialPolymerbyLivingRadicalPolymerization
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Abstract:Quaternaryammoniumpolymerantibacterialagents(PQACs)arenotonlybiocompatible,

butalsohavelongerandbroaderspectrumofantibacterialproperty,comparedtothetraditionalme-

tallicionsnanoparticlesandnaturalantibacterialagents.Therefore,inordertopreparePQACswitha

strongbactericidalproperty,thisarticledescribedthesynthesisofaseriesofquaternaryammoniums

basedonsupplementalactivatorandreducingagentatomtransferradicalpolymerization(SARAAT-

RP)toprepare(3-acrylamidopropyl)trimethy-lammoniumchloride(AMPTMA)-polyethyleneglycol
(PEG)copolymersasantibacterialagents.Thestructureofsynthesisantibacterialpolyamerswere

characterizedby1HNMR,FT-IR,andgelpermeationchromatography(GPC).Furthermore,thean-
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tibacterialpropertiesaboutdifferentconcentrationsofthepolymersforE.coliandStaphylococcusau-

reuswerediscussed.Thehigherantibacterialefficiencyofthepolymerantibacterialwiththeincrease

ofthemeasuredpolymerconcentration,thelargertheantibacterialpolymermolecularweight,the

bettertheantibacterialproperty.Finally,theMTTassayshowsthecytotoxicityoftheantibacteriala-

gentincreasedwithitsconcentrationincreased.

Key words:supplementalactivatorand reducing agentatom transferradicalpolymerization;

quaternaryammoniumantibacterialagents;antibacterialproperties;cytotoxicity;molecularweight

近些年来,抗生素的大量滥用促使耐药性细菌的滋生繁殖,甚至一些超级细菌的出现,这些后果使

得治疗的难度以及治疗成本大为增加,严重危害人类的生命健康。尤其是医院成为重要的传染源之一,

各种医疗器械表面如手术设备,医疗导管之类等极容易沾染细菌,直接威胁病人的生命健康[1]。传统的

抗菌剂如天然抗菌剂(壳聚糖),纳米金属离子(纳米银)等由于其成本低廉已经大规模商业化生产,但是

传统天然抗菌剂不具有广谱得的杀菌性,而且纳米金属离子对正常细胞的毒性较大,限制了这类抗菌剂

的进一步应用[2]。因此,抗菌聚合物具有较好的生物相容性和杀菌的广谱型越来越受到重视。

在目前的众多的抗菌聚合物中,季铵盐类抗菌聚合物是研究最为广泛的[3-4]。季铵盐类抗菌聚合物

杀菌分为以下几个步骤:① 带正电荷的季铵盐抗菌剂,通过静电作用吸附到带负电荷的微生物表面;②
在亲脂性长烷基取代链的作用下,穿透细胞壁;③ 通过静电引力与磷脂双分子层及其他负电物质相结

合;④ 破化细胞膜;⑤ 引起细胞内如DNA,RNA,K+等物质释放;⑥ 微生物死亡[5-6]。由于季铵盐类抗

菌聚合物具有较好的水溶性、杀菌效果好,近年来成为研究热点[7]。本论文采用辅助活化还原原子转移

自由基聚合(SARAATRP)的方法,以二硫代溴代异丁酰溴为双官能团引发剂制备(3-丙烯酰胺丙基)

三甲基氯化铵(AMPTMA)聚合物和AMPTMA-聚乙二醇(PEG)共聚物,选择此类引发剂主要是由于

双硫键可以被还原成巯基官能团,在后续工作中可以将末端带有巯基官能团的聚合物接枝到基材表面。

SARAATRP方法具有催化剂用量少,反应条件温和,能在水相中反应,少量氧气对反应不影响等

特点[8-9]。

通过核磁共振(1HNMR),红外光谱(FT-IR),凝胶渗透色谱(GPC)分别对其进行结构表征;并初

步探讨了不同浓度同种聚合物抗菌剂以及同种浓度不同抗菌剂对于大肠杆菌以及金黄色葡萄球菌的抗

菌性能。

1 原料及实验

1.1 原 料

N,N,N’,N’’,N’’-五甲基二乙烯基三胺(PMDETA,99%),溴化铜(CuBr2,99%),(3-丙稀酰

胺丙基)三甲基氯化铵(AMPTMA ,75%),二水合乙二胺四乙酸二钠(99%),2-溴异丁酰溴(BiBB,

99%),4-二甲氨基吡啶(4-DMAP,99%)和三乙胺(TEA,99%)购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司;聚乙二醇酯(PEGMA,分子质量300,99%)和聚乙二醇(PEG,分子质量4000,99%)购自Sigma-

Aldrich;MH培养基购自美国索莱宝公司,胰蛋白胨购自购自赛默飞世尔科技,酵母粉购自OXOID,琼

脂粉购自上海润捷化学试剂有限公司,DEME高糖购自赛默飞世尔科技,胰蛋白酶购自赛默飞世尔科

技。乙醇(C2H5OH),氯化钠(NaCl),氯化钾(KCl),氢氧化钠(NaOH),碳酸氢钠(NaHCO3)磷酸氢二

钠(Na2HPO4),磷酸二氢钾(KH2PO4),二氯甲烷(CH2Cl2),四氢呋喃(THF),N,N-二甲基甲酰胺

(DMF),无水甲醇(CH3OH),分析纯,均购自国药集团化学试剂有限公司并直接使用。金属铜(Cu(0),
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d=1mm,AlfaAesar)用盐酸洗涤,随后用甲醇冲洗。

1.2 仪器设备

冷冻干燥机(2.5L,Freezone公司),pH计(PB-10,Sartorius公司),倒置式显微镜(PrimoVert德

国-卡尔蔡司),超净工作台(VS-1300L-U,AIRTECH公司),核磁共振波普仪(AVANCEⅡ500M,德

国布鲁克),傅里叶红外光谱仪(NicoletAvatar370,ThermoFisher)凝胶渗透色谱机器(Waterse2695,

WatersCorporation),凝胶渗透色谱柱(Watersultrahydrogel2505001000,WatersCorporation)

1.3 引发剂的合成

1.3.1 双官能度引发剂(EDBr)的合成

将175mL四氢呋喃(THF)加入到烧瓶中,并加入二羟基乙基二硫化物(BHEDS)7.96mL(0.065

mol)、三乙胺(TEA)18.01mL和1.6g4-二甲氨基吡啶(4-DMAP)。在冰水浴条件下,16.07mL
(0.13mol)2-溴异丁酰溴(BiBB)稀释在25mLTHF中,通过恒压滴液漏斗缓慢滴入上述溶液中,随着

反应进行不断有白色晶体析出,后在室温下继续反应18h。反应结束后取下烧瓶进行过滤,对滤液旋转

蒸发除去溶剂,并将形成悬浮液在冰箱保存数小时,然后在室温下保存3d。形成的杂质结晶通过过滤

除去后,在真空烘箱中抽真空除去还存在的少量的 THF,得到黄色油状物双官能度引发剂 EDBr
(1HNMR,CDCl3,δ:—CH31.95,—O—CH2—1.09,—CH2—S4.45)。

1.3.2 大分子引发剂PEG4kBr的合成

将175mL四氢呋喃(THF)加入到烧瓶中,并加入聚乙二醇(PEG4000)5.0g(1.25mmol)、三乙

胺(TEA)0.17mL和1.6g4-二甲氨基吡啶(4-DMAP)。在冰水浴环境下,取0.31mL(2.5mmol)2-
溴异丁酰溴 (BiBB),稀释在25mLTHF中,并通过恒压滴液漏斗缓慢滴入上述溶液中,随着反应进行

不断有白色晶体析出,后在室温下继续反应18h。反应结束后取下烧瓶进行过滤,对滤液进行旋蒸除去

溶剂,剩余聚合物溶液在过量的乙醚中沉淀,过滤,常温真空干燥,最终得到白色粉末(1H NMR,

CDCl3,δ:—CH31.94,—O—CH2—3.65)。

1.4 抗菌聚合物的制备

1.4.1 聚(3-丙稀酰胺丙基)三甲基氯化铵的合成

引发剂EDBr0.036g(0.08mmol)加入到Schlenk管,并加入(3-丙稀酰胺丙基)三甲基氯化铵

(AMPTMA)3.97mL(0.016mol)溶于6mLV(甲醇)/V(水)=1/1的混合溶剂中,CuBr20.0054g
(0.024mmol),N,N,N’,N’’,N’’-五甲基二乙烯基三胺(PMDETA)5μL(0.024mmol)。先通N2
5min,加入CH3OH浸泡过的Cu丝后,继续通N25min。用封口膜封好管口后在50℃,940r/min转

速搅拌下反应24h,反应液的颜色有蓝色逐渐变成澄清透明。反应完毕后,将Schlenk管中的溶液转移

至透析袋(分子质量)中进行透析数天,期间开始每隔1h换水(并加入3g二水合乙二胺四乙酸二钠),

后间隔时间可延长。透析结束后,将透析袋中液体转移至50mL塑料离心管。然后先放入-80℃冰箱

进行冷冻,后放入冷冻干燥机进行冻干3d。结束后得到絮状物聚(3-丙稀酰胺丙基)三甲基氯化铵。主

要反应方程式如图1。

1.4.2 聚(3-丙烯酰胺丙基)三甲基氯化铵-聚乙二醇共聚物(poly(AMPTMA)-co-PEG)的制备

引发剂EDBr0.036g(0.08mmol)加入到Schlenk管,并加入(3-丙稀酰胺丙基)三甲基氯化铵

(AMPTMA),和聚乙二醇酯(PEGMA)按一定物质的量比溶于6mLV(甲醇)/V(水)=1/1的混合溶

剂中,CuBr20.0054g(0.024mmol),N,N,N’,N’’,N’’-五甲基二乙烯基三胺(PMDETA)5μL
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图1 Poly(AMPTMA)的合成

(0.024mmol)。先通N25min,加入CH3OH浸泡过的铜丝,继续通N25min。用封口膜封好管口后

在50℃,940r/min转速搅拌下反应24h,反应液的颜色有蓝色逐渐变成澄清透明。反应完毕后,将

Schlenk管中的溶液转移至透析袋中进行透析数天,期间开始每隔1h换水(并加入3g二水合乙二胺

四乙酸二钠),后间隔时间可延长。透析结束后,将透析袋中液体转移至50mL塑料离心管。然后先放

入-80℃冰箱进行冷冻,后放入冷冻干燥机进行冻干3d。结束后得到絮状物Poly(AMPTMA)-co-

PEGMA。反应方程式如图2。

图2 Poly(AMPTMA)-co-PEGMA的合成

1.4.3 制备聚(3-丙烯酰胺丙基)三甲基氯化铵-聚乙二醇三嵌段共聚物Poly(AMPTMA)-b-PEG4000
大分子引发剂PEG4kBr0.16g(0.04mmol)加入到Schlenk管,并加入(3-丙稀酰胺丙基)三甲基

氯化铵(AMPTMA)3.97mL(0.016mol)溶于6mLV(甲醇)/V(水)=1/1的混合溶剂中,CuBr2
0.0054g(0.024mmol),PMDETA5μL(0.024mmol)。先通N25min,加入CH3OH浸泡过的Cu丝

后,继续通N25min。用封口膜封好管口后在50℃,940r/min转速搅拌下反应24h,反应液的颜色有

蓝色逐渐变成澄清透明。反应完毕后,将Schlenk管中的溶液转移至透析袋中进行透析数天,期间开始

每隔1h换水(并加入3g二水合乙二胺四乙酸二钠),后间隔时间可延长。透析结束后,将透析袋中液

体转移至50mL塑料离心管。然后先放入-80℃冰箱进行冷冻,后放入冷冻干燥机进行冻干3d。结

束后得到絮状物Poly(AMPTMA)-b-PEG4000。主要反应方程式如图3。
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图3 Poly(AMPTMA)-b-PEG4000的合成

1.5 抗菌性能测试

预先于96孔板的每孔中加入无菌 MH液体培养基100μL,在第1行分别加入800μg/mL的单体

溶液,采用2倍稀释法依次稀释到第2行、第3行、第4行。然后每孔加入100μL大肠杆菌悬液,混匀

后(各行抗菌剂质量浓度分别为200,100,50,25μg/mL),放入37℃恒温培养箱培养16~18h,然后用

紫外分光光度计测量96孔板上各孔的光学密度(OD)值dOD。

预先于96孔板的每孔中加入无菌LB液体培养基100μL,在第1行分别加入800μg/mL的单体溶

液,采用2倍稀释法依次稀释到第2行、第3行、第4行。然后每孔加入100μL金黄色葡萄球菌悬液,

混匀后(各行抗菌剂质量浓度分别为200,100,50,25μg/mL),放入37℃恒温培养箱培养16~18h,然

后用紫外分光光度计测量96孔板上各孔的OD值。杀菌率公式为

杀菌率 %( ) =
dOD-d'OD

dOD
(1)

式中:dOD为对照样光学密度;d'OD为含不同浓度抗菌剂。

1.6 聚合物的细胞毒性测试

取3~5代的成骨细胞,用胰酶将细胞从培养瓶壁上消化下来,再加入培养液制成细胞悬液。吸取

20μL细胞悬液加到细胞计数器上,在倒置显微镜下计数,计算出细胞密度为5×105 个/mL。加入适量

新鲜的DMEM高糖培养液,调整细胞悬液浓度为3.5×104 个/mL。将细胞接种到96孔细胞培养板

中,每孔加入100μL细胞悬液以及100μL的单体培养液(孔板1:每孔抗菌剂质量浓度为1mg/mL;孔

板2:每孔抗菌剂质量浓度为0.5mg/mL)。在细胞培养箱(37℃,5% CO2)中培养24h使细胞贴壁,

然后再加入20μL的 MTT溶液,培养4h后出现晶体。将孔板中的液体除尽后每孔加入150μL的

DMSO,在恒温振荡器上振荡10min后,使用紫外分光光度计测量每孔的OD值。细胞存活率公式为

细胞存活率(%)=
dOD-d'OD

dOD
(2)

式中:dOD为对照样光学密度;d'OD为含不同浓度抗菌剂。
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2 结果与讨论

2.1 聚合物的结构表征

通过核磁谱图可以看出Poly(AMPTMA)的核磁氢谱图中(图4所示)δ=0.9~1.1为位于a处

的—CH3,δ=1.9~2.0为位于c处的—CH2—,δ=2.7~3.5为位于b,d处的—CH2—,δ=3.6~3.8
为位于e处的—CH3。通过调节AMPTMA与PEGMA单体的投料比分别为3∶1,7∶1和15∶1,制

备3种Poly(AMPTMA)-co-PEGMA共聚物(如表1所示)。在图5中,Poly(AMPTMA)-co-PEGMA
的核磁氢谱图中通过聚合物链e处化学位移δ=3.72,AMPTMA的—CH3 官能团与f,g化学位移为

δ=3.7~3.8处PEGMA的—CH2—官能团的积分比得出Poly(AMPTMA)与PEGDMA的比例分别

是8∶3,17∶2和15∶1,与投料比基本相符。在图6中,Poly(AMPTMA)-b-PEG4000的核磁谱图也

证明了Poly(AMPTMA)-b-PEG4000三嵌段聚合物制备成功。

图4 Poly(AMPTMA)的1HNMR谱图

表1 抗菌聚合物的表征

抗菌聚合物
n(AMPTMA)/n(PEGDMA)

投料比 实验计算1)
Mn Mw PDI

Poly(AMPTMA) — — 27000 80000 3.0

Poly(AMPTMA)3-co-PEGMA1 3/1 8/3 27000 122000 4.4

Poly(AMPTMA)7-co-PEGMA1 7/1 17/2 23000 55000 2.4

Poly(AMPTMA)15-co-PEGMA1 15/1 15/1 19000 65000 3.4

Poly(AMPTMA)-b-PEG4000 — — 15000 20600 1.4

  1)通过核磁积分所得。

图7聚合物的红外光谱图中,其中3426cm-1左右是N—H伸缩振动的特征吸收峰,2934cm-1左

右是—CH3 伸缩振动的特征吸收峰,1638cm-1处吸收峰是酰胺中 O=C—N伸缩振动的特征吸收峰
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都能证明AMPTMA结构单元,从图中B,C,D光谱图中,看到在1727cm-1左右有明显的特征峰,该处

是酯基C=O伸缩振动的特征吸收峰均证明了Poly(AMPTMA)3-co-PEGMA1,Poly(AMPTMA)7-co-

PEGMA1,Poly(AMPTMA)15-co-PEGMA1 三者接枝了PEGMA。

由表1的测定结果,可以知道制备的季铵盐类抗菌聚合物的分子质量排序由大到小为:Poly
(AMPTMA)3-co-PEGMA1,Poly(AMPTMA),Poly(AMPTMA)7-co-PEGMA1,Poly(AMPTMA)15-

co-PEGMA1,Poly(AMPTMA)-b-PEG4000。通过GPC还可以看出虽然SARAATRP是活性自由基

聚合,但是分子质量分布比较宽,一方面由于水相反应溶剂极性比较大,另一方面引发剂中含有二硫键

导致出现链转移现象。

图5 Poly(AMPTMA)-co-PEGMA的1HNMR谱图

2.2 抗菌聚合物抗菌性能

为了研究合成的不同分子质量季铵盐类抗菌聚合物以及不同浓度的相同分子质量抗菌聚合物的抗

菌性能,采用分别采用大肠杆菌和金黄色葡萄菌进行测试。

  图8(a)中随着抗菌聚合物浓度的升高,其对大肠杆菌的杀菌率逐渐升高。抗菌聚合物的分子质量

越大,对大肠杆菌的杀菌率提高。这个结果可能是分子质量大的聚合物,其电荷密度高的原因,依据
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图6 Poly(AMPTMA)-b-PEG4000的1HNMR谱图

PQACs的抗菌机理,从而使得6个基本步骤中的第1步和第3步更容易进行[10]。嵌段共聚物Poly
(AMPTMA)-b-PEG4000中由于PEG分子质量较大,因此杀菌效果较低。从图8(b)中随着抗菌聚合

物浓度的升高,其对金黄色葡萄球菌的杀菌率也逐渐升高。其中Poly(AMPTMA)随着质量浓度的升

高,杀菌效果显著提高,200μg/mL时,杀菌效率接近80%。

图8 聚合物抗菌测试

图7 聚合物红外光谱图

2.3 抗菌聚合物的细胞毒性

图9是不同抗菌聚合物在不同浓度条件下的

生物毒性,可以看到当抗菌剂的质量浓度控制在

1mg/mL时,Poly(AMPTMA),Poly(AMPTMA)3-

co-PEGMA1,Poly(AMPTMA)15-co-PEGMA1 的

细胞存活率相差并不是很大,成骨细胞存活率在

60%左右,Poly(AMPTMA)7-co-PEGMA1 相较于

它们略大;用大分子引发剂PEG4kBr合成的Poly
(AMPTMA)-b-PEG4000在几个抗菌中的细胞毒
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  图9 不同质量浓度下抗菌聚合物的细胞存活率

性最小,其细胞存活率接近100%,这是由于PEG
分子质量大而且具有较好的生物相容性。当抗菌

聚合 物 质 量 浓 度 控 制 在 0.5 mg/mL 时,Poly
(AMPTMA),Poly(AMPTMA)3-co-PEGMA1,

Poly(AMPTMA)15-co-PEGMA1 的细胞存活率相

差不是很大,而 Poly(AMPTMA)7-co-PEGMA1
的 细 胞 存 活 率 得 到 很 大 提 高,与 Poly
(AMPTMA)-b-PEG4000的差距并不是很大。

3 结 论

以AMPTMA,PEGMA,PEG等为原料,通过

SARAATRP方法,合成5种不同分子质量的季

铵盐类抗菌聚合物。通过1H NMR,FT-IR以及

GPC表征所制备的聚合物结构。并以大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌为对象进行抗菌测试,结果表明:聚合物的分子质量越大,其抗菌性能越好。通过细胞

毒性实验得出,抗菌聚合物中PEG分子质量越大,其毒性越低。综合考虑几个抗菌聚合物的抗菌能力

和细胞毒性,发现Poly(AMPTMA)7-co-PEGMA1 在具有很强的抗菌性能的同时,其细胞毒性很小。
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