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( 1→3)2α2D2葡聚糖的季铵盐合成及其抗菌活性
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摘　要 : 来源于 Penicillium chrysongenum 的碱溶性 (1 →3)2α2D2葡聚糖与缩水甘油基三甲基季铵盐酸盐 (glycidyl

trimethylammonium chloride , GTMAC)反应 ,生成葡聚糖季铵盐。IR图谱中季铵基团上的甲基的变角振动峰 1480

cm - 1、伸缩振动峰 2872 cm - 1变化明显 ,1 H2NMR表征确定季铵基团在糖环 2、4位连接。该葡聚糖的最低抑菌浓度

对大肠杆菌为 110 mg/ mL ,对金黄色葡萄球菌为 210 mg/ mL。细胞质释放检测结果显示 ,葡聚糖季铵盐通过作用于

细菌细胞膜而发挥抗菌作用。
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　　自半个多世纪前 Domagk发现含有长链烷基的

季铵盐具有强力的杀菌性能以来 ,阳离子活性杀菌

剂的合成一直是杀菌剂研究比较活跃的领域之一。

季铵盐的碱性取代基可与微生物细胞膜作用 ,具有

杀灭细菌、真菌等功效[1 ] ,在环境、设备表面、医院

消毒[2 ]和防生涂料等方面具有广泛应用。然而 ,由

于小分子季铵盐释放速率难以控制 ,保护作用寿命

较短 ,环境毒害较大[3 ] ,而且存在易挥发 ,不易加

工 ,化学稳定性差等缺点[4 ] ,高分子合成季铵盐逐

渐受到重视。壳聚糖与缩水甘油基三甲基季铵盐酸

盐 ( GTMAC)在碱性条件下合成的季铵盐表现出较

强的抗菌活性[5 ] ,魔芋葡甘聚糖季铵盐衍生物的抗

菌 性 能 亦 有 报 道[6 ]。来 源 于 Penicilli um

chrysongenum 的 (1→3)2α2D2葡聚糖[7 ] ,是一种线性

结构的碱溶性葡聚糖 ,分子量为 180 kD ,较壳聚糖

相比更有利于在碱溶液中与 GTMAC反应 ,本文用

碱溶性 (1 →3)2α2D2葡聚糖和 GTMAC ,合成并表征

葡聚糖季胺盐 ,对其抗菌活性进行研究。

1　材料与方法

111　实验原料、仪器

缩水甘油基三甲基季铵盐酸盐 , Fluka 公司 ;

(1→3)2α2D 葡聚糖 ,自制 ;大肠杆菌 (A TCC8009) ,

金黄色葡萄球菌 (A TCC6538) ,分别代表革兰氏阴

性、阳性菌 ,由本院生物工程系提供 ;牛肉膏蛋白胨

培养基 ,北京双旋微生物培养基制品厂 ;对照品丁氨

基甲酸232碘代222丙炔基酯与双咪唑烷基脲复配
( Germallplus) ,化大化新科技股份有限公司。

核磁共振仪Bruker AV 600 ( Germany) ,傅里叶

变换红外光谱仪 (Nicolet , USA) , 752 分光光度计

(北京分析仪器厂) 。

112　实验方法

11211　葡聚糖季铵盐的合成 　(1 →3)2α2D葡聚糖

210 g溶解于 1 mol/ L NaOH溶液 20 mL ,置于 200

mL 圆底烧瓶中 ,加 4 mL GTMAC混匀 ,在氮气保

护下于 70 ℃水浴反应 3 h。反应结束时加入 3倍体

积冷丙酮 ,过滤收集沉淀 ,并用冷的 70 %丙酮淋洗

至中性 ,室温干燥 ,用于 NMR检测 ,红外分析和抗

菌试验。

11212　红外光谱和1 H2NMR分析　洗涤后充分干

燥的样品经 KBr 压片 , IR 光谱仪测定 , 灵敏度 4

cm - 1 ,扫描范围 4000～450 cm - 1。称取 30 mg 样

品 ,先进行 3 次重氢交换 ,冻干 ,溶解在 D2O 中 ,在

310 K条件下 ,1 H2NMR在 600 MHz采集谱图。

11213　M IC试验及抑菌活性试验方法　于牛肉膏

蛋白胨琼脂斜面 37 ℃,培养 24 h的供试细菌 ,接种

于液体培养基中 ,摇匀 ,37 ℃培养 18 h ,然后用灭菌

的生理盐水稀释成约 106～107 CFU/ mL 的菌悬液。

最小抑菌浓度 ( M IC , minimal inhibitory con2
centrations)采用浊度法[8 ]测定 ,制备含 015 mL 菌悬



液 ,抑菌剂浓度分别为 0. 25 ,0. 50 ,1. 00 ,2. 00 ,4. 00

mg/ mL 的液体培养基系列。37 ℃培养 24 h 后 ,用

分光光度计测其比浊度。完全抑制细菌生长的试样

稀释液浓度为其最低抑菌浓度。

向 250 mL 摇瓶中加入 90 mL 液体培养基 ,5 mL

菌悬液 ,添加一定量 (5 mL)葡聚糖季铵盐溶液至其

最低抑菌浓度 ,以同样浓度的 Germallplus作对照。

摇瓶置于 (36±1) ℃恒温摇床 ,180 r/ min振荡 ,定时

取样 5 mL ,以去离子水为空白参比 ,用分光光度计

于 650 nm下测定培养液的浊度 ( A 650) ,以此表征抗

菌剂的抗菌活性。

11214　细胞质释放检测 　含葡聚糖季铵盐 4 mg/

mL 的液体培养基分别培养大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌 ,每 20 min取样测定 260 nm下菌液的光吸收。

2　结果与讨论

在碱性条件下 ,葡聚糖上的羟基与缩水甘油基

季铵盐酸盐上的环氧基团反应 ,生成稳定的醚键结

构 ,从而生成葡聚糖季铵盐。

211　红外谱图分析

合成的葡聚糖季铵盐红外谱图如图 1 ,在

1480 cm - 1的吸收峰变化明显 ,该峰归属于季铵基团

上的甲基的变角振动峰[9 ] ;2872 cm - 1为甲基的伸缩

振动。

图 1　葡聚糖季铵盐的红外谱图

Fig. 1　FT2IR spectrum of quaternary ammonium2glucan

212　1 H2NMR解析

葡聚糖季铵盐的1 H2NMR谱图如图 2。季铵基

团上的甲基的信号峰δ值为 3120 ,而 5148 ,5157为

结合季铵基团后 (2 位 ,4 位) ,引起的附近糖环上 1

位 H电子云发生变化而引起的化学位移改变。各

个位置 H的化学位移归属如图中所示。

213　最低抑菌浓度及抑菌活性

经 24 h 培养 ,根据 A 650值判断 ,该葡聚糖季铵

盐对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度分

别为 210和 110 mg/ mL。Germallplus浓度 4 mg/ mL

对大肠杆菌细菌、金黄色葡萄球菌的抑制作用均达

到 100 %。

图 2　葡聚糖季铵盐的1 H2NMR谱图

Fig. 2　1 H2NMR spectrum of quaternary ammonium2glucan

110 mg/ mL 的葡聚糖季铵盐和 Germallplus对

大肠杆菌的抑制作用如图 3 (a)所示 ;210 mg/ mL 对

金黄色葡萄球菌的抑制作用如图 3 ( b)所示。这两

项试验均表明 ,同样浓度下 ,葡聚糖季铵盐的抗菌活

性明显优于 Germallplus ,72 h仍然保持稳定。

图 3　葡聚糖季铵盐及 Germallplus对大肠杆菌

(a)和金黄色葡萄球菌 (b)抗菌活性比较

Fig. 3　Antibacterial activity of quaternary ammonium2glucan

and Germallplus for E. coli (a) and S t . aureus (b)

由于细胞膜受到破坏后胞内物质将释放到胞

外 ,而DNA和 RNA的释放量可通过 260 nm的光吸

收来检测 ,因此测定 260 nm下菌液的光吸收来衡量

细胞膜的破坏程度。细胞质释放监测结果如图 4所
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示 ,在 410 mg/ mL 的药液作用下 ,大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌的细胞膜逐渐破坏 ,经过约 60 min ,DNA

和 RNA 释放到细胞外 ,说明葡聚糖季铵盐通过作

用于细菌细胞膜而发挥抗菌作用。

图 4　葡聚糖季铵盐对细菌细胞膜的破坏作用

Fig. 4　Disruption of bacteria membrane by

quaternary ammonium2glucan
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Synthesis of quaternary ammonium2glucan and its
qantibacterial activity

WAN G TianQi　L I HanXiang　YAO JinXiao　TAN TianWei
(College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 , China)

Abstract: Quaternary ammonium2glucan has been synthesized by the reaction between glycidyl t rimethylam2
monium chloride ( GTMAC) and alkali soluble (1 →3)2α2D2glucan isolated from Penicilli um chrysongenum .

Quaternary ammonium2glucan showed a methyl C—H bending vibration at 1480cm - 1 and stretching vibration at

2872 cm - 1 in its IR spectrum. The quaternary ammonium group is linked with the 32and 42positions in the glu2
cose ring according to 1 H2NMR experiments. The minimum inhibitory concentrations (M IC) of quaternary am2
monium2glucan were 210 mg/ mL and 110 mg/ mL for S taphylococcus aureus A TCC 6538 and Escherichia coli

A TCC8099 , respectively. The antibacterial action is associated with an interaction with the cell membrane.

Key words : (1→3)2α2D2glucan ; quuaternary ammonium salt ; anti2bacterial activity ; 1 H2NMR
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