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　　摘　要：利用体内细菌感染部位微环境偏酸的特点，设计具有ｐＨ值响应性的聚电解质多层膜，利用层层自组
装技术组装得到多层膜，并用光敏交联剂进行共价交联，改变组装层数、聚丙烯酸（ＰＡＡ）分子量、聚阳离子组装浓度
和种类等组装条件，分析多层膜表面Ｚｅｔａ电位随ｐＨ值变化的趋势。结果表明：ＰＡＡ分子量和聚阳离子种类对多层
膜的等电点影响最为显著；优化组装条件后所获得的（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５、（ＰＡＡ／ＱＣＳ）５ 和（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５ 多层膜均在酸
性条件下收缩，在ｐＨ值７．４条件下膨胀；（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５ 和（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５ 多层膜均在ｐＨ 值５．０时高效杀菌，在

ｐＨ值７．４时可有效阻粘，保持表面不被细菌污染。研究获得了多层膜结构与ｐＨ响应性能的构效关系规律，为安
全、高效和智能的抗菌材料的设计提供新的思路。
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０　引　言

严重的细菌感染会导致死亡，传统的治疗方法
是使用大量的抗生素，但抗生素的频繁使用不可避
免地导致了细菌耐药性的增加［１－３］。对于植入人体
的医疗器械，为了避免造成体内感染，要求材料表面
具有一定的抗菌能力［４］。传统的抗菌涂层只考虑杀
菌，并不考虑细菌尸体粘附的问题，从而导致了材料
表面生物膜的形成，增加了细菌对抗生素的耐受
性［５］，每年因医源性感染导致数以百亿美元的损失。
因此设计具有抗菌和抗粘附双重功能的涂层具有重

要的意义［６］。近年来，“杀菌－释放”（“ｋｉｌｌ－ｒｅｌｅａｓｅ”）
抗菌涂层技术被认为是最有前途的抗菌策略之一，
该技术与单一功能的涂层相比，具有先杀菌再释放
细菌尸体的能力，在保持材料长期的杀菌和表面自
清洁功能方面具有独特的优势［７］。
抗菌涂层技术中“杀菌”和“释放”功能的切换，

依赖于智能响应材料的设计和优化［８］。智能响应抗
菌材料，是指可以响应温度［９］、光［１０］和盐［１１］等刺激
因子而发生物理化学性质改变的智能材料。Ｆｕ
等［１２］制 备 一 种 盐 响 应 性 的 聚 合 物 刷 涂 层

（ｐｏｌｙＤＶＢＡＰＳ），由于该聚合物接枝了抗菌剂三氯
生（ＴＣＳ），因此具有高效的杀菌能力（杀菌率大于

９５％），在氯化钠溶液中震荡１０ｍｉｎ时，聚合物刷可
以排斥约９７％细菌尸体。需要依靠外源刺激或化
学物质实现表面功能切换的方法复杂繁琐，且不适
用于植入体内的医疗器械［１３］。
人体组织在受到细菌感染时，组织微环境ｐＨ

值会比正常生理环境ｐＨ值（７．４）略低［１４］。利用细
菌感染后微环境ｐＨ 值的改变，可以设计出一种更
加智能的“杀菌”／“释放”功能可切换表面，即在酸性
条件下高效杀菌，在生理ｐＨ 值７．４条件下有效抗
粘附［１５］。感染组织微环境的酸度变化范围有限，细
微的ｐＨ值７．４降低往往不能有效地引起材料的响
应，感染部位、感染程度不同也会导致微环境酸度变
化范围的不同［１６］。因此，如何调控材料结构使其具
有高效、灵敏的ｐＨ 响应性及精确可调的转变点是
这类材料需要解决的关键难点［１７］。
层层自组装技术是制备表面功能涂层的重要方

法之一［１８］，本文利用该方法在硅片基底上组装聚电
解质多层膜，通过聚阳离子的氨基和聚阴离子的羧

基质子化－去质子化的可逆过程，实现多层膜在不同

ｐＨ值条件下的电荷翻转；并通过改变组装条件（可
能影响氨基和羧基的相对含量）和阳离子聚合物的
种类调控多层膜的ｐＨ 值响应行为；通过细菌实验
进一步评价多层膜的抗菌和抗细菌粘附性能，期望
获得能在感染组织的低ｐＨ值环境中长效抗菌及生
理ｐＨ值下具有表面自清洁功能的智能抗菌涂层。

１　实验材料与方法

１．１　材料与仪器
金黄 色 葡 萄 球 菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ，

ＡＴＣＣ　６５３８）购于上海鲁微科技有限公司。
支化聚乙烯亚胺（ＢＰＥＩ）（Ｍｗ＝７００００）、聚丙烯

酸（ＰＡＡ）（Ｍｗ＝４５００００）、４，４′－二叠氮－２，２′－二苯
磺酸二钠盐四水合物（ＤＡＳ）、氯化钾（ＫＣｌ）均为分
析纯试剂，购于上海阿拉丁科技有限公司；ＰＡＡ
（Ｍｗ＝１０００００）、聚烯丙基胺盐酸盐（ＰＡＨ）（Ｍｗ＝
１７５００）均为分析纯试剂，购于上海Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ
公司。磷 酸 二 氢 钾 （ＫＨ２ＰＯ４）、磷 酸 氢 二 钾
（Ｋ２ＨＰＯ４）、氢氧化钠（ＮａＯＨ）均为分析纯试剂，购
于天津科密欧化学试剂有限公司；壳聚糖季铵盐
（ＱＣＳ）（Ｍｗ＝１７０００）购于西安百川生物科技有限
公司；细菌染色试剂盒（Ｌ１３１５２）购于上海赛默飞世
尔科技公司。

ＡＢ１０４－Ｎ分析天平（梅特勒－托利多上海有限
公司）、ＳｕｒＰＡＳＳ表面Ｚｅｔａ电位分析仪（奥地利安
东帕公司）、ＵＶ－２６００紫外可见光分光光度计（日本
岛津公司）、ＬＥ４３８ｐＨ计（梅特勒－托利多上海有限
公司）、ＸＥ－１００Ｅ型原子力显微镜（韩国 ＰＳＩＡ 公
司）、ＪＳＭ－５６１０ＬＶ型扫描电子显微镜（日本电子捷
欧路公司）、Ｖｅｘｔｅｘ　７０傅里叶红外光谱仪（美国沃
特斯公司）、ＤＳＡ－２０视频接触角测试仪（德国克吕
士科学仪器有限公司）和Ｃ２激光扫描共聚焦显微
镜（日本尼康仪器有限公司）。

１．２　硅片清洗
将硅片裁切成１０ｍｍ×１０ｍｍ，放入１００℃的

Ｐｉｒａｎｈａ溶液（Ｖ（３０％ Ｈ２Ｏ２）∶Ｖ（９８％ Ｈ２ＳＯ４）＝３∶
７）处理３ｈ后，用大量的 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水冲洗，最后在超
纯水中保存。

１．３　层层自组装多层膜的制备及交联
将清洗干净的硅片放入２ｍｇ／ｍＬ的ＢＰＥＩ溶
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液中，静置１ｈ，取出后用 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水清洗干净，形成
预组装层。硅片依次放入配置好的２ｍｇ／ｍＬ的聚
阴离子（ｐＨ 值３．０）和聚阳离子（ｐＨ 值９．０）溶液，
浸泡１５ｍｉｎ。每次浸入溶液之前，硅片用 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
水清洗若干次。重复上述步骤，直到达到所需的层
数。将组装好的聚电解质多层膜放入ｐＨ值３．８的

ＤＡＳ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）中浸泡３０ｍｉｎ，取出后放在紫
外光固化机中光交联５ｍｉｎ。

１．４　紫外光测试
在５．０ｍｍ×２．５ｍｍ洗过的石英片上组装需

要的多层膜，进行紫外测试。

１．５　原子力显微镜测试
将组装聚电解质多层膜的硅片分别放在ｐＨ值

５．０和ｐＨ 值７．４的ＰＢＳ缓冲液中浸泡１５ｍｉｎ后
取出用氮气吹干，用ＡＦＭ测试多层膜形貌；同时在
硅片上用大头针划一道线，通过 ＡＦＭ 测定多层膜
与硅片基底的高度差计算薄膜厚度。

１．６　固体表面电位测试
将多层膜组装在１０ｍｍ×２０ｍｍ的标准硅片

上，将硅片粘在样品台上。用０．１０ｍｏｌ／Ｌ盐酸和

０．０５ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠调节测试液的所需要的

ｐＨ值。

１．７　表面亲水性测试
为了探究多层膜在不同ｐＨ值下亲疏水性的变

化，将多层膜分别浸泡在ｐＨ 值５．０和ｐＨ 值７．４
的溶液中１５ｍｉｎ，随后用氮气吹干多层膜。利用视
频接触角测量仪测定水滴接触角，针头直径为０．５４
ｍｍ，水滴体积为２μＬ，记录水滴滴下到完全润湿的
过程，分析膜的亲疏水性。

１．８　抗菌测试

１．８．１　多层膜杀菌能力
将多层膜放置在浓度为１０８　ｃｆｕ／ｍＬ　Ｓ．ａｕｒｅｕｓ

（革兰氏阳性细菌）溶液中３７℃下震荡培养２４ｈ，取
出用活死细菌染料染色后测试激光共聚焦，具体方
法参考文献［１５］。

１．８．２　多层膜的杀菌机理
将多层膜放置在浓度为１０８　ｃｆｕ／ｍＬ的细菌溶液

中３７℃下震荡培养２４ｈ，取出来用戊二醛固定液固
定３０ｍｉｎ，再层层脱水自然干燥后测试场发射扫描电
镜，根据细菌在电镜形态推测多层膜的杀菌机理。

２　结果与讨论

２．１　多层膜化学结构分析
为了提高多层膜的稳定性，本文利用光敏交联

剂ＤＡＳ对通过静电作用力组装获得的聚电解质多
层膜进行共价交联，并用紫外光谱分析了交联前后
多层膜化学结构的变化，结果如图 １ 所示（以
（ＰＡＡ／ＰＡＨ）ｎ 多层膜为例）。图１表明，交联后的
多层膜在２６０～３００ｎｍ和３００～４００ｎｍ处均出现
了新的吸收峰。ＤＡＳ交联多层膜的机理是：在紫外
光照射下，ＤＡＳ可以分解成具有高活性的氮烯中间
体，氮烯可以与Ｃ—Ｃ、Ｃ—Ｈ 和 Ｎ—Ｈ 键发生插入
反应，使多层膜层间和层内通过聚合物的大分子链
之间的连接点相互共价交联起来，因此，在２６０～
３００ｎｍ处的吸收峰，可能是因为ＤＡＳ插入到Ｃ—

Ｃ、Ｃ—Ｈ键中形成的，而在３００～４００ｎｍ处的吸收
峰是ＤＡＳ分子插入Ｎ—Ｈ键变化导致的［１９］。图１
中的多层膜化学结构的变化证实利用紫外光交联法

可有效交联聚合物多层膜。

图１　交联前后（ＰＡＨ／ＰＡＡ）ｎ 多层膜的紫外光谱图

２．２　多层膜ｐＨ响应性能和等电点的调控
本文选用的多层膜是由含氨基的聚阳离子

（ＰＡＨ、ＱＣＳ、ＢＰＥＩ等）和ＰＡＡ组装而来，这两类聚
合物均为ｐＨ 值响应聚合物。ＰＡＨ 等聚阳离子中
的氨基在酸性条件下可结合溶液中的质子 Ｈ＋形成

氮正离子，而在碱性条件下失去质子而不带电；

ＰＡＡ中的羧基则与之相反，在酸性条件下，ＣＯＯ－

与Ｈ＋结合形成不带电的羧酸基团，而在碱性条件
下保持羧酸根离子的电负性。因此，由带氨基的聚
阳离子和ＰＡＡ组装得到的多层膜也具有ｐＨ 值响
应性能［２０－２１］。测定多层膜的表面Ｚｅｔａ电位，结果如
图２所示。由图２可知，随溶液ｐＨ的升高，Ｚｅｔａ电
位逐渐降低，膜表面从电正性转变为电负性，因此多
层膜具有ｐＨ响应性。
多层膜的等电点是指膜呈电中性时的溶液ｐＨ

值，受聚合物种类、组装条件等诸多因素影响［１７］。由
于细菌感染微环境的ｐＨ 值变化范围有限（５．０～
６．５），只有等电点在合适范围内的多层膜才能响应微
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图２　不同组装层数下（ＰＡＡ／ＰＡＨ）ｎ 多层膜等电点

随ｐＨ值变化曲线

环境ｐＨ值的微小变化，从而显示智能杀菌功能［２２］。

为了获得精确调控多层膜材料ｐＨ响应性能的规律
和方法，本文详细探究了组装层数、组装浓度、ＰＡＡ
分子量和聚阳离子种类对多层膜等电点的影响。

２．２．１　组装层数的影响
以（ＰＡＡ／ＰＡＨ）ｎ 多层膜为例，探究了组装层

数对多层膜等电点的影响，结果如图２所示。图２
表明，在多层膜组装层数分别为５、１０、１５层时，随着

ｐＨ 值的升高，多层膜的表面 Ｚｅｔａ电位分别从

２４ｍＶ降低到－３１ ｍＶ、从２５ ｍＶ 降低到－３０
ｍＶ、从２２ｍＶ降低到－２７ｍＶ。多层膜的下降趋
势、等电点和电荷绝对值几乎一致，表明组装层数对
多层膜的等电点几乎没有影响，本文后续的研究采
用组装层数为５层。

２．２．２　阳离子聚合物组装浓度的影响
为研究聚阳离子浓度对多层膜ｐＨ响应性的影

响，以（ＰＡＡ／ＰＡＨ）ｎ 多层膜为例，通过改变ＰＡＨ
的组装浓度，获得一系列多层膜。用固体表面Ｚｅｔａ
电位分析多层膜表面电荷随ｐＨ 值变化的规律，结
果如图３所示。由图３可知，随着ＰＡＨ浓度增加，

多层膜的等电点有右移的趋势，原因可能是组装过
程中ＰＡＨ的浓度越高，组装到多层膜中的ＰＡＨ含
量越高，即多层膜的阳离子化程度越高，因此等电点
升高，后续的研究采用组装浓度为２ｍｇ／ｍＬ。

２．２．３　ＰＡＡ分子量的影响
固定其他组装条件，分别以分子量为１０００００和

４５００００的ＰＡＡ为考察对象，研究ＰＡＡ分子量对多
层膜等电点的影响，测试结果如图４所示。图４表
明，随着分子量的增加，多层膜的表面Ｚｅｔａ电位下
降，等电点左移。其原因可能的原因是聚阴离子分
子量增加，组装到多层膜中含量增大，因而多层膜阳

离子化变得困难（需要更低的ｐＨ 值才能使多层膜
显正电）。ＰＡＡ分子量对多层膜的等电点影响显
著，但ＰＡＡ分子量为１０００００的多层膜等电点太高
（ｐＨ值接近７．０），本文后续的研究采用分子量为

４５００００的ＰＡＡ进行组装。

图３　不同ＰＡＡ组装浓度下（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５ 多层膜等

电点随ｐＨ值变化曲线

图４　不同ＰＡＡ分子量下（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５ 多层膜等

电点随ｐＨ值变化曲线

２．２．４　阳离子聚合物种类的影响
选用了三种阳离子聚合物分别在同样的条件下

进行 组 装，获 得 （ＰＡＡ／ＰＡＨ）５、（ＰＡＡ／ＱＣＳ）５、
（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５ 三种多层膜，分析聚合物种类对多
层膜等电点的影响，结果如图５所示。图５表明，三
种多层膜的等电点及电荷绝对值差别很大，表明阳
离子聚合物的种类对多层膜的ｐＨ值响应性能影响
较为显著。由于ＢＰＥＩ分子中含大量氨基Ｎ原子而
具有强亲质子性［２３］，多层膜带的正电荷偏多，
（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５ 膜的等电点偏大。

２．３　多层膜厚度与形貌
通过ＡＦＭ 测试分析不同ｐＨ值下的多层膜的

厚度与表面形貌，结果如图６所示。由图６可知，不
同的ｐＨ 值下多层膜的厚度明显不同，当ｐＨ 值从
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图５　不同阳离子聚合物多层膜等电点随ｐＨ值变化曲线

５．０变化到７．４时，（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５ 多层膜厚度从

６４ｎｍ增加到９１ｎｍ，（ＰＡＡ／ＱＣＳ）５ 多层膜厚度从

５００ｎｍ增加到６４８ｎｍ，（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５ 多层膜厚度
从２２８ｎｍ增加到３５２ｎｍ，以上结果表明，多层膜在

ｐＨ值７．４时发生体积膨胀，而在酸性条件下发生
收缩。其原因可能是多层膜中的ＰＡＡ链中羧基在
酸性条件下质子化，羧根离子变成疏水的羧酸基团，
分子链失水后收缩坍塌，多层膜厚度减小；反之，在
碱性条件下羧基去质子化，ＰＡＡ分子链结合大量的

　　

水而舒展，多层膜厚度增大［２４］。

图６　多层膜在不同ｐＨ下的厚度

多层膜的表面形貌结果表明膜在不同ｐＨ条件下
体积会发生变化（图７），由于（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５ 多层膜较
薄，因此表面较为平整紧实（粗糙度Ｒａ＝２４．０ｎｍ），在
不同ｐＨ值条件下表面形貌并未呈现太大变化，而
（ＰＡＡ／ＱＣＳ）５、（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５膜厚度较大，表面呈现典
型的聚合物膜的形貌，粗糙度较大（前者 Ｒａ＝
１２７．８ｎｍ，后者Ｒａ＝１３３．９ｎｍ）。在ｐＨ值７．４的情况
下，多层膜发生膨胀，表面变得更加粗糙。

图７　多层膜的表面形貌

２．４　聚合物多层膜的表面亲水性
利用接触角测定多层膜在不同ｐＨ值下的表面

润湿性能结果如图８所示。由图８可知，三种聚合
物多层膜在不同ｐＨ下都较为亲水，接触角在７０°～
９０°之间，亲疏水性没有明显差距，表明本文制备的
多层膜具有较好的亲水性，可应用于医疗器械的表
面涂层。

２．５　聚合物多层膜的抗菌性能

２．５．１　多层膜杀菌效率
为了考察多层膜的智能抗菌性能，利用金黄

色葡萄球菌进行抗菌测试，结果如图９所示。图９
表明，在 ｐＨ 值 ５．０ 时，（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５、（ＰＡＡ／

ＢＰＥＩ）５ 多层膜阳离子化，膜表面粘附了大量的细
菌（亮的部位为细菌），说明当多层膜带正电时可
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以很好地捕捉细菌；（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５ 多层膜表面粘
附的大部分是死细菌，呈现红色荧光的细菌为死
细菌，呈现绿色荧光的细菌为活细菌。根据不同
荧光 的 面 积 分 析 死 细 菌 比 例，可 得 知 （ＰＡＡ／

ＢＰＥＩ）５ 多层膜杀菌率为６６％，其他两种多层膜由
于表面电正性弱，杀菌率较低。当ｐＨ值变化到正
常生理状态（ｐＨ值７．４）时，多层膜上粘附的细菌
很少，具有很好的抗粘附性。其主要原因可能是
在ｐＨ值７．４时多层膜表面显示负电荷或电位接
近零，与带负电的细胞膜之间的相互作用力弱，细
菌不太容易吸附到多层膜表面［２５］；在ｐＨ 为７．４
时，多层膜膨胀，可通过体积排斥效应释放表面已
吸附的蛋白和细菌尸体。由于（ＰＡＡ／ＱＣＳ）５ 多层
膜在ｐＨ＝５．０，仍然呈现负电荷（等电点为４．７），

　　

因此没表现出高的细菌捕获和杀灭的能力，但该
膜在不同ｐＨ条件下阻粘性能均较好。

图８　多层膜表面形貌在不同ｐＨ值下的接触角

图９　不同多层膜表面金黄色葡萄球菌激光共聚焦图

２．５．２　多层膜杀菌机理
通过场发射扫描电镜观察粘附在多层膜上的金

黄色葡萄球菌的表面形貌，并分析电镜图确定阳离
子多层膜的杀菌机理，结果如图１０所示。由图１０
可知，在ｐＨ值５．０的阳离子表面，粘附在多层膜上

面的细菌变形，细菌膜干瘪破碎，部分物质流出，细
菌的完整性遭到破坏；而当ｐＨ值为７．４时，金黄色
葡萄球菌的形态完整，细菌保持着光滑和正常的形
态。以上结果表明，阳离子化的多层膜是通过与细
胞膜结合，使膜破裂从而实现杀菌。
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图１０　场发射扫描电镜观察不同多层膜上金黄色葡萄球菌形貌图

３　结　论

本文制备了共价交联的聚电解质多层膜，分析
影响多层膜等电点的多种因素并观察了其对细菌行

为的影响，主要结论如下：

ａ）在多层膜的结构调控中发现，聚阴离子的分
子量和聚阳离子的种类对多层膜等电点的影响最为

显著。

ｂ）组装层数为５、ＰＡＡ分子量为４５００００、组装
浓度为２ｍｇ／ｍＬ的多层膜（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５、（ＰＡＡ／

ＱＣＳ）５、（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５，均可以在酸性条件下收缩、

ｐＨ值７．４条件下膨胀，显示良好的ｐＨ响应性能。

ｃ）（ＰＡＡ／ＰＡＨ）５ 和（ＰＡＡ／ＢＰＥＩ）５ 多层膜在
酸性条件带正电荷，可以实现较为高效地杀菌；当微
环境恢复到ｐＨ值７．４时可有效阻粘，排斥粘附在
表面的蛋白和细菌尸体，进而使功能表面再生。
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