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摘　 要: 人工生物材料容易引起各种各样的细菌感染ꎮ 抗菌多肽因其优异的抗菌性能及不易产生耐药性细菌等优点ꎬ 被应用于

表面改性生物材料ꎮ 杂萘联苯聚芳醚腈酮(ＰＰＥＮＫ)因具有优良的力学性能及易于消毒等特点ꎬ 有望作为聚芳醚类生物材料ꎮ 采

用表面化学改性的方法在 ＰＰＥＮＫ 表面固定阳离子抗菌多肽ꎬ 可赋予其抗菌性能ꎬ 拓展杂萘联苯聚芳醚材料在生物医用领域的应

用范围ꎮ 采用伯胺引发氨基酸环内酸酐开环聚合的方法ꎬ 合成结构不同的两种多肽ꎬ 然后利用点击化学的原理ꎬ 将多肽固定到

ＰＰＥＮＫ 表面ꎮ 通过核磁共振氢谱表征所合成聚合单体及多肽的结构ꎮ 利用傅里叶变换衰减全反射红外光谱(ＡＴＲ￣ＦＴＩＲ)及 Ｘ 射

线光电子能谱(ＸＰＳ)分别表征材料表面化学结构、 元素及含量变化ꎮ 通过表面接触角测试材料的亲疏水性ꎮ 采用 ＭＴＴ 法对表面

接枝抗菌多肽的 ＰＰＥＮＫ 进行细胞毒性测试ꎮ 使用大肠杆菌及金黄色葡萄球菌对表面接枝抗菌多肽的 ＰＰＥＮＫ 进行抑菌活性测试ꎮ

结果表明ꎬ 点击化学的方法可以将多肽成功固定在 ＰＰＥＮＫ 表面ꎬ 多肽的引入可以提高 ＰＰＥＮＫ 材料的亲水性ꎮ 细胞毒性测试表

明ꎬ 细胞的存活率均超过 ８０％ꎻ 抑菌活性测试说明ꎬ 在 ＰＰＥＮＫ 表面引入阳离子抗菌多肽后ꎬ 可以提高材料对细菌的抑制作用ꎬ

从而达到抗菌的效果ꎮ

关键词: 杂萘联苯聚芳醚腈酮ꎻ 阳离子多肽ꎻ 表面改性ꎻ 细胞相容性ꎻ 抗菌活性

中图分类号: Ｏ６３３􀆰 ５ꎻ Ｑ９３９􀆰 ９２　 　 文献标识码: Ａ　 　 文章编号: １６７４－３９６２(２０１９)１０－１００９－０７

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｓｕｒｆａｃｅ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｐｏｌｙ(ａｒｙｌｅｎｅ ｅｔｈｅｒ ｎｉｔｒｉｌｅ) ｓ Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｐｈｔｈａｌａｚｉｎｏｎｅ

Ｍｏｉｅｔｉｅｓ ｗｉｔｈ Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ
ＬＩＵ Ｗｅｎｔａｏ１ꎬ ＬＩＵ Ｃｈｅｎｇｄｅ１ꎬ２ꎬ ＬＩＵ Ｃｈｅｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬ ＷＡＮＧ Ｊｉｎｙａｎ１ꎬ２ꎬ３ꎬ ＪＩＡＮ Ｘｉｇａｏ１ꎬ２ꎬ３

(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｏｌｙｍｅｒ Ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ Ｄａｌｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｄａｌｉａｎ １１６０２４ꎬ Ｃｈｉｎａ)
(２. Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｉｎｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓꎬ Ｄａｌｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｄａｌｉａｎ １１６０２４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

(３. Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｒｅ ｏｆ Ｈｉｇｈ Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｒｅｓｉｎｓꎬ
Ｄａｌｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｄａｌｉａｎ １１６０２４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｗａｙ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｏｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏ￣
ｂｉａｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｈａｖｅ ｓｅｖｅｒａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｈｉｇｈ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｌｏｗ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ. Ｐｏｌｙ(ａｒｙｌｅｎｅ ｅｔｈｅｒ ｎｉｔｒｉｌｅ) ｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｈｔｈａｌａｚｉｎｏｎｅ ｍｏｉｅｔｉｅｓ (ＰＰＥＮＫ) ｉｓ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｐｏｌｙａｒｙｌｅｔｈｅｒ ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｗｉｎｇ ｔｏ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ

ｂｅｉｎｇ ｅａｓｙ ｔｏ ｓｔｅｒｉｌｉｚｅ. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＰＰＥＮＫ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｃａｎ ｅｘｐａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙ
(ｐｈｔｈａｌａｚｉｏｎｅ ａｒｙｌ ｅｔｈｅｒ)ｓ ｉｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ｆｉｅｌｄ. Ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｐｏｌ￣
ｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ Ｎ￣ｃａｒｂｏｘｙ ａｎｇｙｄｒｉｄｅ ｒｉｎｇ ｏｐｅｎｉｎｇ
ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍａｒｙ ａｍｉｎｅ. Ｔｈｅｎꎬ ｔｈｅ ｃａｔｉｏｎｉｃ ａｎ￣
ｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｏｎ ＰＰＥＮＫ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｙ
ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｍｏｎｏｍｅｒ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｐｏｌｙｐｅｐ￣
ｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ. Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ＡＴＲ￣ＦＴＩＲꎬ ＸＰＳ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｔａｃｔ ａｎ￣
ｇｌｅ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｐｒｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｏｎ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃ￣
ｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃａｔｉｏｎｉｃ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ



中国材料进展 第 ３８ 卷
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ＰＰＥＮＫｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ８０％. Ｔｈｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｔｉｏｎｉｃ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＰＰＥＮＫ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＰＰＥＮＫꎻ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅꎻ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｃｙｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙꎻ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

1　 前　 言

随着社会的发展ꎬ 患创伤、 骨质疏松症、 骨癌等疾

病的病患数量以及所需的整形手术量迅速增加ꎬ 故需要

使用大量的骨植入材料等生物医用材料ꎮ 以骨植入材料

为例ꎬ 其平均感染率高达 ２％ ~ ５％ [１] ꎬ 植入器械引发的

细菌感染已经成为最严重的并发症之一ꎬ 是临床迫切需

要解决的重要问题[２] ꎮ 抗菌材料是解决生物材料细菌感

染的有效途径ꎬ 在医疗领域中ꎬ 口腔[３ꎬ ４] 、 骨科[５] 、 皮

肤科[６]等每年都需要大量的抗菌材料ꎮ 通常情况下ꎬ 一

种抗菌材料在杀灭细菌的同时ꎬ 也会将细胞杀死ꎬ 所以

在考虑是具有抗菌活性还是生物安全性上出现很大的争

论[７] ꎮ 另外ꎬ 抗菌的定义很模糊ꎬ 是要将所有的细菌杀

死ꎬ 还是让活细菌保持一个稳定的状态ꎬ 不能继续增殖ꎬ
是一个值得讨论的问题ꎮ 因此ꎬ 既可以抑制细菌增殖ꎬ
又具有很高生物相容性的材料ꎬ 应用前景十分广阔ꎮ 表

面改性是提高现有骨植入材料表面性能的重要途径ꎬ 已

经被广泛应用ꎮ 将抗菌多肽通过物理或化学方法修饰在

植入材料表面ꎬ 使其具有抗菌功能ꎬ 可有效抑制细菌增

殖、 降低细菌感染ꎬ 是近年来研究的热点之一ꎮ
杂萘联苯聚芳醚腈酮(ＰＰＥＮＫ)材料作为新型热塑性

耐高温工程塑料ꎬ 特殊的分子结构使其溶解性能比已经

商业化的骨植入材料———聚醚醚酮( ＰＥＥＫ) 更加优异ꎮ
另外ꎬ 与 ＰＥＥＫ 相比ꎬ 由于强极性侧基氰基的引入ꎬ
ＰＰＥＮＫ 更易于被改性ꎬ 使其有望被开发为骨植入材

料[８] ꎮ 氰基为 ＰＰＥＮＫ 材料提供了反应活化位点ꎬ 通过活

化位点可以使材料表面连接上许多不同的功能性化合物ꎬ
从而可以根据需求来改性 ＰＰＥＮＫꎮ 比如刘志勇等通过在

碱性条件下水解氰基得到具有亲水性的树脂ꎬ 研究不同

水解时间下氰基的转化率、 玻璃化转变温度、 溶解性能

以及热失重温度等ꎬ 从而调节 ＰＰＥＮＫ 的亲水性ꎬ 以获得

既耐高温又亲水的涂料树脂[９] ꎮ
人工生物材料能够引起各种各样的细菌感染ꎬ 比如

植入后细菌感染[１０] ꎮ 使用抗生素虽然可以降低感染率ꎬ
但由于抗生素的大量使用ꎬ 会导致微生物产生很高的耐

药性ꎮ 电磁场具有抗菌和诱导成骨的作用[１１ꎬ １２] ꎬ 利用其

可以设计得到表面电势可控且具有较高界面电势的阳离

子界面ꎬ 从而达到抑菌效果ꎬ 也能解决因抗生素的大量

使用而导致的耐药性问题ꎮ
本文采用氨基酸环内酸酐开环聚合的方法ꎬ 设计合

成了两种多肽ꎬ 通过点击化学的方法将多肽固定到

ＰＰＥＮＫ 材料表面ꎬ 采用三氟乙酸法去除多肽结构中的叔

丁氧羰基(Ｂｏｃ)保护基ꎬ 得到具有抗菌活性的阳离子表

面ꎮ 利用傅里叶变换衰减全反射红外光谱(ＡＴＲ￣ＦＴＩＲ)和
Ｘ 射线光电子能谱(ＸＰＳ)等方法对材料的表面化学结构

进行表征ꎬ 验证 ＰＰＥＮＫ 材料表面多肽的固定情况ꎮ 通过

接触角测试ꎬ 探究多肽的固定对 ＰＰＥＮＫ 材料亲疏水性的

影响ꎮ 分别采用 ＭＴＴ 法和平板菌落计数法测试材料的细

胞毒性和抑菌性能ꎮ

2　 实　 验

2􀆰 1　 实验材料

杂萘联苯聚芳醚腈酮(ＰＰＥＮＫ)购买自大连宝利摩新

材料有限公司ꎬ 叔丁氧羰基－Ｌ－赖氨酸(Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ)、 苯

丙氨酸(Ｌ￣Ｐｈｅ)、 半胱胺盐酸盐(ＳＨ—ＣＨ２—ＣＨ２—ＮＨ２􀅰
ＨＣｌ)、 聚乙二醇－２０００(ＰＥＧ２０００)ꎬ １－乙基－(３－二甲基氨

基丙基)碳二亚胺盐酸盐( ＥＤＣ)、 Ｎ－羟基琥珀酰亚胺

(ＮＨＳ)等试剂均购买自阿拉丁(上海)试剂有限公司ꎮ
2􀆰 2　 实验方法

２􀆰 ２􀆰 １　 聚合单体的合成

按照文献[１３]和[１４]方法合成聚合单体叔丁氧羰基－赖
氨酸－Ｎ－羧基环内酸酐(Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ￣ＮＣＡ)和苯丙氨酸－Ｎ－羧
基环内酸酐(Ｌ￣Ｐｈｅ￣ＮＣＡ)ꎮ Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ￣ＮＣＡ 的合成步骤为:
向三口瓶中加入 ２􀆰 ４６ ｇ(１０ ｍｍｏｌ)Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ 和 １５ ｍＬ 无水

四氢呋喃ꎬ 加热至 ５５ ℃后ꎬ 加入 １􀆰 ２９ ｇ(４􀆰 ３ ｍｍｏｌ)三光

气ꎬ 反应 ４ ｈ 后冷却到室温ꎬ 将反应液滴入 ５０ ｍＬ 正己烷

中ꎬ 析出白色固体ꎬ 过滤、 干燥得到 Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ￣ＮＣＡꎮ 按

照同样的方法制得 Ｌ￣Ｐｈｅ￣ＮＣＡꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 多肽的合成

如图 １ａ 所示ꎬ 以 ＳＨ—ＣＨ２—ＣＨ２—ＮＨ２􀅰ＨＣｌ 或由

ＰＥＧ２０００为原料合成的 ＳＨ—ＰＥＧ２０００—ＮＨ２
[１５]作引发剂ꎬ 通

过开环聚合的方法合成两种多肽[１６ꎬ １７] ꎮ
嵌段多肽 Ｐｏｌｙ１的合成: 准确称取 １􀆰 １９２ ｇ(４􀆰 ３８ ｍｍｏｌ)

Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ￣ＮＣＡ 加入到 ５０ ｍＬ 史莱克瓶中ꎬ 再加入 １５ ｍＬ
无水 Ｎꎬ Ｎ － 二甲基甲酰胺 ( ＤＭＦ)ꎬ 待溶解后再加入

０􀆰 ０１６３ ｇ(０􀆰 １４６ ｍｍｏｌ)ＳＨ—ＣＨ２—ＣＨ２—ＮＨ２􀅰ＨＣｌ 作为引

发剂ꎬ 在真空下室温搅拌 ７２ ｈ 后加入 ０􀆰 ８３６６ ｇ(４􀆰 ３８ ｍｍｏｌ)
Ｌ￣Ｐｈｅ￣ＮＣＡꎬ 补加 ５ ｍＬ ＤＭＦꎬ 继续在真空下室温搅拌 ４８ ｈꎬ
反应结束后将反应液在搅拌下缓慢滴入无水乙醚中ꎬ 抽

滤、 烘干得到嵌段多肽 Ｐｏｌｙ１ꎮ 以 ＳＨ—ＰＥＧ２０００—ＮＨ２为引

０１０１
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发剂采用上述方法制得嵌段多肽 Ｐｏｌｙ２ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＰＥＮＫ 的粉料水解

在 ５０ ｍＬ 圆底烧瓶中加入 ０􀆰 ５ ｇ ＰＰＥＮＫ 粉料ꎬ 按照

三因素二水平正交实验设定的反应温度、 催化剂氢氧化

钾的浓度以及反应时间(表 １)ꎬ 将 ＰＰＥＮＫ 粉末进行水

解ꎮ 水解完成后ꎬ 冷却至室温ꎬ 将 ６ ｍｏｌ / Ｌ 的盐酸溶液

滴入烧瓶中ꎬ 直至溶液呈酸性ꎮ 超声振荡 ５ ｍｉｎ 后ꎬ 全

部转移至离心管中ꎬ 转速为 ４０００ ｒ / ｍｉｎꎬ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 弃

去上层液体ꎬ 加入去离子水ꎬ 反复振荡ꎬ 清洗ꎬ 烘干后

得到羧基改性的 ＰＰＥＮＫ(ＨＰＰＥＮＫ)ꎮ
表 １　 因素水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｒａｎｇｅ

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ / ℃ ｃ(ＫＯＨ) / (ｍｏｌ / Ｌ) Ｔｉｍｅ / ｈ

１ １００ １ ６

２ ８５ ４ １２

２􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＰＥＮＫ 板的制备及表面阳离子抗菌多肽的固定

ＰＰＥＮＫ 表面阳离子抗菌多肽的制备过程如图 １ｂ 所

示ꎮ 将 ＰＰＥＮＫ 粉末经过热压成型后ꎬ 切割成 １０ ｍｍ×
１０ ｍｍ×１ ｍｍ 的 ＰＰＥＮＫ 板ꎬ 依次使用去离子水、 丙酮、

乙醇、 去离子水清洗材料表面ꎬ 烘干备用ꎮ 然后将

ＰＰＥＮＫ 板加入到 ４ ｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钾溶液中ꎬ １００ ℃下回流

１２ ｈ 后ꎬ 再浸入 １ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸溶液中进行酸化ꎬ 经过水洗

烘干ꎬ 得到表面羧基化的 ＰＰＥＮＫ(ＨＰＰＥＮＫ)ꎬ 将其浸入

到 ２０ ｍＬ 含有 ４ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＣ 和 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮＨＳ 的混合溶液中ꎬ
室温搅拌 １ ｈ 对羧基进行活化ꎮ 随后ꎬ 将 ＨＰＰＥＮＫ 板取

出ꎬ 吸干表面残留的水分ꎮ 再将经过活化的 ＨＰＰＥＮＫ 板

浸入体积分数为 １％的乙二胺溶液中ꎬ 室温搅拌 ２４ ｈꎬ 得

到表面氨基化的 ＰＰＥＮＫ 板(ＰＰＥＮＫ￣ＮＨ２)ꎮ 反应完毕后ꎬ
用乙醇、 去离子水反复清洗ꎬ 再次烘干后将 ＰＰＥＮＫ￣ＮＨ２

板浸入含有 １ ｍｇ / ｍＬ 碘乙酸 Ｎ－羟基琥珀酰亚胺的 ＤＭＦ 溶

液中反应 ６ ｈꎬ 依次用 ＤＭＦ、 丙酮、 乙醇、 去离子水清洗、
烘干ꎬ 得到改性的 ＰＰＥＮＫ 板(ＰＰＥＮＫ￣Ｉ) [１８ꎬ １９]ꎮ

将合成的两种多肽分别配制成 １ ｍｇ / ｍＬ 的磷酸缓冲

盐(ＰＢＳ)溶液ꎬ 并将 ＰＰＥＮＫ￣Ｉ 分别浸入到两种多肽的 ＰＢＳ
溶液中ꎬ 反应过夜后ꎬ 用新鲜的 ＰＢＳ 溶液清洗材料并烘

干ꎬ 得到 ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１及 ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２ꎮ 然后ꎬ 将它们

浸入体积分数为 ５％的三氟乙酸水溶液中ꎬ 在冰水浴中反

应 ２ ｈꎮ 用去离子水洗涤 ３ 次ꎬ 干燥后分别得到 ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣
Ｐｏｌｙ１

＋及 ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２
＋ꎮ

图 １　 多肽的合成步骤(ａ)和 ＰＰＥＮＫ 表面阳离子抗菌多肽的制备过程(ｂ)

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ (ａ)ꎬ ａｎｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ｃａｔｉｏｎｉｃ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ＰＰＥＮＫ ｓｕｒｆａｃｅ (ｂ)

2􀆰 3　 表征测试

采用核磁共振波谱仪(Ｂｒｕｋｅｒ ＡＶＡＮＣＥ Ⅲ ５００)分析

合成的聚合单体及多肽的结构ꎮ 采用薄膜法制样ꎬ 通过

红外光谱测试技术表征各组 ＰＰＥＮＫ 粉末水解后的产物ꎮ
利用 ＡＴＲ￣ＦＴＩＲ 及 ＸＰＳ 测试ꎬ 分析 ＰＰＥＮＫ 改性前后表面

基团结构、 元素及含量变化ꎮ 分别使用水和二碘甲烷作

溶剂ꎬ 测量改性前后 ＰＰＥＮＫ 的接触角并计算其表面能ꎬ
探究多肽的固定对 ＰＰＥＮＫ 材料亲疏水性的影响ꎮ

采用 ＭＴＴ 法ꎬ 在 ９６ 孔板中对材料进行细胞毒性测

试ꎮ 将材料在细胞培养基中浸泡 ２４ ｈ 后ꎬ 得到材料的浸

提液ꎬ 使用不同稀释比例的浸提液与小鼠胚胎成骨细胞

前体细胞(ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞)培养 ３ ｄꎬ 然后加入 １０ μＬ 浓

度为 ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＭＴＴ 溶液ꎬ ４ ｈ 后吸出 ９６ 孔板中所有的

液体ꎬ 加入 １００ μＬ 二甲基亚砜 (ＤＭＳＯ)溶液ꎬ 震荡混匀

后ꎬ 测试其在 ４９０ ｎｍ 波长下的吸光度(ＯＤ)值ꎬ 计算细

胞相对增殖率[２０] ꎮ
采用平板菌落计数法ꎬ 以 ＰＰＥＮＫ 抑制细菌的菌落数

为对照组ꎬ 对 ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１
＋ 及 ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２

＋ 抑制大

肠杆菌(革兰氏阴性菌ꎬ ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)和金黄色葡萄球

菌(革兰氏阳性菌ꎬ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)进行测试ꎬ 并

根据公式计算其抑菌效率( ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ) ＝ (１－
ＣＦＵＳａｍｐｌｅ / ＣＦＵＰＰＥＮＫ)×１００％

[２１] ꎮ
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3　 结果与分析

3􀆰 1　 核磁共振氢谱分析

３􀆰 １􀆰 １　 聚合单体的核磁共振氢谱分析

聚合单体 Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ￣ＮＣＡ 为白色固体ꎬ 产率 ８５％ꎮ
以 ＣＤＣｌ３为溶剂进行核磁共振氢谱测试ꎬ 结果如图 ２ａ 所

示ꎬ 具体分析如下: δ＝ ６􀆰 ７９( ｓꎬ １Ｈꎬ —ＣＨ２—ＮＨ—Ｃ 􀪅􀪅
Ｏ)ꎻ δ ＝ ４􀆰 ６５ ( ｓꎬ １Ｈꎬ —ＣＨ—ＮＨ—Ｃ 􀪅􀪅Ｏ)ꎻ δ ＝ ４􀆰 ３２
(ｄｄꎬ １Ｈꎬ Ｊ＝ ６􀆰 ７０ꎬ ４􀆰 ８５ Ｈｚꎬ —ＮＨ—ＣＨ—Ｃ􀪅􀪅Ｏ)ꎻ δ ＝

３􀆰 １３ ( ｍꎬ ２Ｈꎬ —ＣＨ２—ＣＨ２—ＮＨ—)ꎻ δ ＝ ２􀆰 ００ ~ １􀆰 ８０
(ｍꎬ ４Ｈꎬ —ＣＨ２—ＣＨ２—ＣＨ２—ＣＨ２—)ꎻ δ ＝ １􀆰 ６０ ~ １􀆰 ３６
(ｍꎬ １３Ｈꎬ —ＣＨ２—ＣＨ２—ＣＨ２—ＣＨ２— ａｎｄ Ｂｏｃ)ꎮ

聚合单体 Ｌ￣Ｐｈｅ￣ＮＣＡ 为白色固体ꎬ 产率 ８１％ꎮ 以

ＤＭＳＯ￣ｄ６为溶剂进行核磁共振氢谱测试ꎬ 结果如图 ２ｂ 所

示ꎬ 具体分析如下: δ ＝ ９􀆰 ０７( ｓꎬ １Ｈꎬ —ＣＨ—ＮＨ—Ｃ 􀪅􀪅
Ｏ)ꎻ δ＝ ７􀆰 １８~ ７􀆰 ３３(ｍꎬ ５Ｈꎬ Ｐｈ)ꎻ δ ＝ ４􀆰 ７９( ｔꎬ １Ｈꎬ Ｊ ＝
４ Ｈｚꎬ —ＮＨ—ＣＨ—Ｃ􀪅􀪅Ｏ)ꎻ δ ＝ ３􀆰 ０４(ｄꎬ ２Ｈꎬ Ｊ ＝ ４ Ｈｚꎬ
—ＣＨ—ＣＨ２—Ｐｈ)ꎮ

图 ２　 Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ￣ＮＣＡ(ａ)和 Ｌ￣Ｐｈｅ￣ＮＣＡ(ｂ)的核磁共振氢谱

Ｆｉｇ􀆰 ２　 １Ｈ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｂｏｃ￣Ｌ￣Ｌｙｓ￣ＮＣＡ(ａ) ａｎｄ Ｌ￣Ｐｈｅ￣ＮＣＡ(ｂ)

３􀆰 １􀆰 ２　 多肽的核磁共振氢谱分析

所合成的两种多肽 Ｐｏｌｙ１ 与 Ｐｏｌｙ２ 的核磁共振氢谱如

图 ３ 所示ꎮ 对比 Ｐｏｌｙ１ 与 Ｐｏｌｙ２ꎬ 各个位置的峰均有所归

属ꎬ 而且相同化学环境的氢的出峰位置相似ꎮ 其中 Ｐｏｌｙ２

在 δ＝ ３􀆰 ５１ 处是 ＰＥＧ２０００的亚甲基氢的化学位移ꎬ 而 Ｐｏｌｙ１

引发剂 ＳＨ—ＣＨ２—ＣＨ２—ＮＨ２􀅰ＨＣｌ 的亚甲基氢的化学位

移也在 δ＝ ３􀆰 ５０ 处左右ꎬ 但峰面积很小ꎮ 从核磁共振氢

谱可以确定已经成功合成多肽 Ｐｏｌｙ１与 Ｐｏｌｙ２ꎮ

图 ３　 Ｐｏｌｙ１和 Ｐｏｌｙ２的核磁共振氢谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 １Ｈ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｐｏｌｙ１ ａｎｄ Ｐｏｌｙ２

3􀆰 2　 PPENK 水解程度分析

为了探究不同反应条件下 ＰＰＥＮＫ 的水解程度ꎬ 采用

２􀆰 ２􀆰 ３ 节中表 １ 所示的因素水平表ꎬ 设计 ４ 组实验进行水

解反应ꎮ 用透射法对水解后的 ＰＰＥＮＫ 进行红外测试ꎬ 测

试结果如图 ４ 所示ꎮ 水解反应的实验条件及正交实验结

果如表 ２ 所示ꎮ
红外光谱中ꎬ ２２３０ ｃｍ－１ 处为氰基 (—ＣＮ) 特征峰ꎬ

８５０ ｃｍ－１处为苯环特征峰(Ｐｈ)ꎬ 采用量高法ꎬ 计算氰基

特征峰峰高(Ｈ— ＣＮ)与苯环特征峰峰高(ＨＰｈ)的比值ꎬ 并

与未经水解的样品进行比较ꎬ 可以得到不同水解条件下

样品的水解程度[９] ꎮ ＰＰＥＮＫ 样品中 Ｈ— ＣＮ / ＨＰｈ 为 ０􀆰 ２８６ꎬ
４ 组 ＨＰＰＥＮＫ 样品与 ＰＰＥＮＫ 样品相比ꎬ 氰基特征峰与苯

环特征峰峰高比值均有所下降ꎬ 说明 ＰＰＥＮＫ 结构中有一

部分氰基转变为羧基ꎬ ＰＰＥＮＫ 被成功水解ꎮ 由水解后样

品水解度的正交分析可知ꎬ 各因素对 ＰＰＥＮＫ 水解反应产

生影响大小的顺序为: 反应时间>氢氧化钾的浓度>反应

温度ꎮ 还可得出ꎬ ＰＰＥＮＫ 水解反应的最佳反应条件为:
反应时间为 １２ ｈꎬ 氢氧化钾溶液的浓度为 ４ ｍｏｌ / Ｌꎬ 反应

温度为 １００ ℃ꎮ 后续以此条件对 ＰＰＥＮＫ 板进行水解ꎮ
3􀆰 3　 ATR￣FTIR 测试

对 ＰＰＥＮＫ 及表面抗菌多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ 材料进行

ＡＴＲ￣ＦＴＩＲ 测试ꎬ 结果如图 ５ 所示ꎮ 从红外光谱中可以看

到ꎬ 当 ＰＰＥＮＫ 表面固定多肽后ꎬ 在 ３５００ ｃｍ－１左右处出

２１０１



　 第 １０ 期 刘文韬等: 抗菌多肽改性杂萘联苯聚芳醚腈酮研究

图 ４　 水解改性 ＰＰＥＮＫ 的红外光谱

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ＰＰＥＮＫ

表 ２　 正交实验结果极差分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒａｎｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
/ ℃

ｃ(ＫＯＨ)
/ (ｍｏｌ / Ｌ)

Ｔｉｍｅ
/ ｈ

Ｈ— ＣＮ

/ ＨＰｈ

Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ / ％

１ ８５ １ ６ ０.２６４ ７.６９

２ １００ ４ ６ ０.２５４ １１.１９

３ １００ １ １２ ０.２５１ １２.２４

４ ８５ ４ １２ ０.２３５ １７.８３

Ｍ１ ２５.５２ １９.９３ １８.８８ — —

Ｍ２ ２３.４３ ２９.０２ ３０.０７ — —

Ｋ１ １２.７６ ９.９７ ９.４４ — —

Ｋ２ １１.７２ １４.５１ １５.０４ — —

Ｒ １.０４ ４.５４ ５.６０ — —

图 ５　 ＰＰＥＮＫ 和多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ 的红外光谱

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＡＴＲ￣ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＰＰＥＮＫ ａｎｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｇｒａｆｔｅｄ ＰＰＥＮＫｓ

现的吸收峰可能来自多肽结构中的氨基ꎬ 同时在 ３０８０ ｃｍ－１

处ꎬ 饱和 Ｃ—Ｈ 的伸缩振动吸收峰的强度也明显增加ꎬ
在 １６６０ ｃｍ－１处是羰基的伸缩振动吸收峰ꎮ 结果表明ꎬ 抗

菌多肽被成功固定在 ＰＰＥＮＫ 表面ꎮ

3􀆰 4　 XPS 分析

对 ＰＰＥＮＫ、 改 性 处 理 的 ＰＰＥＮＫ 和 多 肽 接 枝 的

ＰＰＥＮＫ 材料进行 ＸＰＳ 分析ꎬ 样品的元素含量及比例如表

３ 所示ꎮ 当 ＰＰＥＮＫ 表面固定了阳离子抗菌多肽ꎬ 氮含量

与碳含量的比值以及氧含量与碳含量的比值都有一定程

度的增加ꎬ 说明材料表面元素含量发生明显变化ꎬ 进一

步证明抗菌多肽成功键接到材料表面ꎮ
表 ３　 样品的 ＸＰＳ 数据

Ｔａｂｌｅ ３　 ＸＰＳ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｓａｍｐｌｅ
Ｃｏｎｔｅｎｔ / ａｔ％

Ｃ Ｎ Ｏ
Ｎ(％) /
Ｃ(％)

Ｏ(％) /
Ｃ(％)

ＰＰＥＮＫ ８１.３８ ６.４３ １１.９５ ０.０７９ ０.１４７

ＰＰＥＮＫ￣ＮＨ２ ８１.７６ ６.５５ １１.５１ ０.０８０ ０.１４１

ＰＰＥＮＫ￣Ｉ ８１.７０ ８.３４ ９.５９ ０.１０２ ０.１１７

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１ ＋ ７８.４６ ６.９３ １４.３９ ０.０８８ ０.１８３

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２ ＋ ８０.２１ ６.７８ １２.６６ ０.０８５ ０.１５８

3􀆰 5　 接触角及表面能

对 ＰＰＥＮＫ、 ＰＰＥＮＫ￣Ｉ 以及表面多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ
进行接触角测试并计算其表面能ꎬ 实验结果如表 ４ 所示ꎮ
与 ＰＰＥＮＫ 的水接触角(９４􀆰 １±３􀆰 ７)°相比ꎬ ＰＰＥＮＫ￣Ｉ 的水

接触角降低到(７０􀆰 １±４􀆰 ２)°ꎬ 当在材料表面固定多肽后ꎬ
其水接触角继续降低ꎬ 亲水性进一步增强ꎬ 说明通过表

面改性改善了材料表面的亲水性ꎮ
表面能(σ１ ) 可以分为色散分量 (σ１ｄ ) 和极性分量

(σ１ｐ)ꎬ 从表 ４ 数据可以看出ꎬ 当在表面固定多肽后ꎬ
ＰＰＥＮＫ 的表面极性部分明显增大ꎬ 而色散部分减小ꎬ 说

明多肽的固定ꎬ 改变了 ＰＰＥＮＫ 表面的极性ꎬ 使其亲水能

力增强ꎮ
表 ４　 材料的接触角及表面能

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｎｔａｃｔ ａｎｇｌｅ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｎｅｒｇｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｓａｍｐｌｅ
Ｃｏｎｔａｃｔ ａｎｇｌｅ / (°) ＳＥ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ / (ｍＮ / ｍ)

Ｈ２Ｏ ＣＨ２ Ｉ２ σ１ σ１ｄ σ１ｐ

ＰＰＥＮＫ ９４.１±３.７ ３０.４±４.８ ４４.４ ４４.１ ０.３

ＰＰＥＮＫ￣Ｉ ７０.１±４.２ ２０.９±３.８ ４８.３ ４０.７ ７.６

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１ ６０.５±４.７ ３１.０±５.９ ４８.９ ３４.２ １４.７

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１ ＋ ６２.４±３.０ ３４.８±４.４ ４７.０ ３２.８ １４.２

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２ ６２.１±２.１ ２８.８±５.４ ４８.３ ３５.５ １２.８

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２ ＋ ５９.２±３.２ ４２.２±３.８ ４６.５ ２８.４ １８.１

3􀆰 6　 细胞毒性测试

采用 ＭＴＴ 法ꎬ 对材料的细胞毒性进行测试ꎬ 计算细

胞相对增殖率ꎬ 结果如图 ６ 所示ꎮ 当使用不同稀释比例

３１０１
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的浸提液与细胞培养 ３ ｄ 后ꎬ 细胞的相对增殖率均高于

８０％ꎮ 此外ꎬ ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２
＋ 的细胞相对增殖率略高于

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１
＋ꎬ 说明引入 ＰＥＧ２０００结构ꎬ 会提高材料的

细胞相容性ꎮ 细胞毒性实验表明ꎬ 所得到的材料无毒性ꎬ
生物安全性良好ꎮ

图 ６　 ＰＰＥＮＫ 和多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ 材料与 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞培

养的细胞存活率

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｐｒｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ＰＰＥＮＫ ａｎｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｇｒａｆｔｅｄ ＰＰＥＮＫｓ

3􀆰 7　 抑菌性能测试

采用平板菌落计数法对材料的抑菌活性进行测试ꎬ
结果如图 ７ 所示ꎮ 通过计算ꎬ 两种材料对大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌的抑菌效率如表 ５ 所示ꎮ 可以看出ꎬ 两种

材料对细菌的抑制效率均达到 ７５％以上ꎬ 说明其对细菌

均具有较好的抑制效果ꎮ 两种材料对大肠杆菌的抑制效

率大于对金黄色葡萄球菌的抑制效率ꎮ 同时ꎬ 不含 ＰＥＧ
链段的 ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１

＋ 的抑菌效率大于含 ＰＥＧ 链段的

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２
＋的抑菌效率ꎬ 原因是柔软的 ＰＥＧ 链将部分

阳离子多肽包裹在其中ꎬ 导致与细菌接触的阳离子减少ꎬ

图 ７　 ＰＰＥＮＫ 和多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ 材料的细菌菌落数

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＰＥＮＫ ａｎｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｇｒａｆｔｅｄ ＰＰＥＮＫｓ

表 ５　 多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ 材料的抑菌效率

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｇｒａｆｔｅｄ ＰＰＥＮＫｓ

Ｓａｍｐｌｅ
Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ / ％

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１ ＋ ８９.６５ ８２.５４

ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ２ ＋ ８２.７５ ７７.７８

所以抑菌能力下降ꎮ 但 ＰＥＧ 链段作为防污段ꎬ 可有效避

免并阻止生物膜的形成ꎬ 大大减少了蛋白质和血小板的

附着ꎬ 因此需要保留 ＰＥＧ 链段ꎮ

4　 结　 论

采用氨基酸环内酸酐开环聚合的方法ꎬ 合成两种抗菌

多肽ꎬ 通过核磁共振氢谱分析确定了所合成多肽结构与设

计目标分子的结构相符ꎮ 得到 ＰＰＥＮＫ 水解的最佳反应条

件: 反应时间为 １２ ｈꎬ 氢氧化钾溶液的浓度为 ４ ｍｏｌ / Ｌꎬ
反应温度为 １００ ℃ꎮ 采用表面改性的方法ꎬ 将合成的多

肽结构固定到 ＰＰＥＮＫ 材料表面ꎬ 并通过三氟乙酸法ꎬ 制

得具有阳离子表面的抗菌材料 ＰＰＥＮＫ￣ｇ￣Ｐｏｌｙ１
＋和 ＰＰＥＮＫ￣

ｇ￣Ｐｏｌｙ２
＋ꎮ ＡＴＲ￣ＦＴＩＲ 及 ＸＰＳ 测试结果显示ꎬ 多肽接枝前

后的 ＰＰＥＮＫ 材料表面基团发生变化ꎬ 同时氮含量与碳含

量的比值以及氧含量与碳含量的比值也有明显改变ꎬ 从

而确定了表面多肽的成功固定ꎮ 表面接触角及表面能测

试结果显示ꎬ 经过多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ 亲水能力增强ꎮ 通

过 ＭＴＴ 法测试多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ 材料的细胞毒性ꎬ 细

胞相对增殖率均达到 ８０％以上ꎬ 具有良好的生物安全性ꎮ
抑菌实验结果显示ꎬ 多肽接枝的 ＰＰＥＮＫ 材料对大肠杆菌

和金黄色葡萄球菌的都有较好的抑制作用ꎬ 抑制效率达

７５％以上ꎮ 综合上述结果ꎬ 通过化学键接抗菌多肽可赋

予 ＰＰＥＮＫ 抗菌功能ꎬ 对于拓宽其在生物医用材料领域的

应用具有重要的理论意义和实际应用价值ꎮ
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