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含 PEG 的聚氨基酸的制备及其细菌黏附性评价

王琴梅 1, 张静夏 2, 潘仕荣 1

( 中山大学 1. 附属第一医院 //心血管研究所 , 2. 药学院 , 广东 广州 510080 )

摘 要 :【目的】采用嵌段共聚法将聚乙二醇 (PEG)引入聚谷氨酸苄酯 (PBLG)得到聚谷氨酸苄酯 - 聚

乙二醇 - 聚谷氨酸苄酯两亲嵌段共聚物 (PBLG- PEG- PBLG, 缩写为 GEG), 研究引入 PEG 对 GEG 膜表面

细菌黏附性的影响。【方法】以端氨基聚乙二醇引发谷氨酸苄酯 N- 羧酸酐开环聚合得到 GEG, 用凝胶渗

透色谱、红外光谱、核磁共振谱和表面接触角对共聚物的结构和物理化学性质进行表征 ; 将聚合物膜悬

浮在金黄色葡萄球菌的菌悬液孵育 24 h, 用扫描电镜观察细菌在聚合物表面黏附的情况。【结果】端氨

基聚乙二醇能引发谷氨酸苄酯 N- 羧酸酐开环聚合形成嵌段共聚物 ; 引入 PEG 不同程度地降低了材料表

面的接触角 , 减少了细菌在共聚物表面的黏附 ; PEG 嵌段在共聚物中的含量越高 , 材料表面接触角越小 ,

黏附的细菌越少。【结论】将 PEG 引入 PBLG 能在某种程度上抑制细菌黏附。这种嵌段共聚物在组织工

程和药学领域有潜在应用前景。
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Preparation of Poly(amino acid) Containing PEG and Evaluation of Bacter ium

Adhesion on Polymer Sur face

WANG Qin- mei1, ZHANG Jing- xia2, PAN Shi- rong1

( 1.The First Affiliated Hospital//Institute of Cardiology and Angiology, 2. School of Pharmaceutical Scienes,

SUN Yat- sen University, Guangzhou 510080, China )

Abstract :【Objective】Poly(ethylene glycol)(PEG) was introduced into poly(γ- benzyl L- glutamate)(PBLG) to

obtain block copolymers (PBLG- PEG- PBLG, GEG) by block copolymerization, and the effect of introduction of

PEG on bacteria adhering on GEG surfaces was assessed.【Methods】The block copolymers of poly(γ- benzyl L-

glutamate) and poly(ethylene glycol) were prepared by ring- opening polymerization ofγ- benzyl L- glutamate N-

carboxyanhydride initiated by amine - terminated PEG (AT - PEG). Their structures, physical and chemical

properties were characterized by gel permeation chromatography (GPC), infrared absorption spectroscopy (IR),
1hydrogen- nuclear magnetic resonance spectrometer ( 1H- NMR) and surface contact angle with water. GEG

membranes were incubated in the solution with Staphylococci aureus suspended for 24 hours, and then the

adhesion of bacteria on their surfaces were observed under scanning electron microscope (SEM). 【Results】

GEG could be obtained by AT- PEG initiating the ring - opening polymerization of γ- benzyl L- glutamate N-

carboxyanhydride. T he introduction of PEG decreased the surface contact angle and the bacteria adhesion on

polymer surfaces. With increasing the content of PEG in block copolymer, the surface contact angle and the adhered

bacteria on surfaces of polymers decreased.【Conclusion】 The introduction of PEG suppressed the adhesion of

bacteria in some extent. The synthesized copolymers have potential use in the fields of pharmacy and tissue

engineering.
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图 1 GEG 的凝胶渗透色谱图

Fig.1 Gel permeation chromatograph curve of GEG

生物材料遭到细菌侵入,是植入感染发生的主

要原因。细菌在生物材料表面黏附是感染发生的第

一步[1]。因此,发展一种能抗细菌黏附的植入用生物

医用材料意义重大。通常,人们将各种灭菌药品和

消毒剂混入生物材料 [2], 缺点是疗效短、灭菌范围

窄,而且局部高浓度药物可能对细胞产生毒性。有

采取对材料表面改性来减少细菌黏附,如在材料表

面涂一层结合良好的银[3], 在材料表面接枝亲水性

单体或高分子材料 [4], 使材料表面内皮细胞化[5]等。

合成的聚氨基酸与组织、细胞等生物成分有良好的

生物相容性,被广泛应用在药学和组织工程支架材

料等医学领域。我们设想,将具有优良的血液相容

性和抗细菌黏附性的聚乙二醇 [Poly (ethylene

glycol) , PEG] 引入聚谷氨酸苄酯[poly(γ- benzyl L-

glutamate), PBLG], PEG 可能有助于聚合物抑制细

菌黏附。因与植入感染有关的优势菌群是金黄色葡

萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠杆菌、绿脓杆菌等[1],因

此本实验通过嵌段共聚技术合成 PBLG- PEG-

PBLG嵌段共聚物后, 选择金黄色葡萄球菌做为实

验菌种,观察它们在聚合物表面黏附的情况。

1 实验方法

1.1 GEG 嵌段共聚物的制备

参照文献[6]的方法,先由谷氨酸和苯甲醇制备

谷氨酸苄酯,再将谷氨酸苄酯和三光气反应制备谷

氨酸苄酯 N-羧酸酐。将新制备的谷氨酸苄酯 N-羧

酸酐、苯和二氧六环的混合溶液(体积比为 4∶1)加入

反应瓶内,浓度为 50 g/L。待谷氨酸苄酯 N-羧酸酐

完全溶解后 , 加入适量引发剂端氨基聚乙二醇 (本

室自制, 相对分子质量为 4 000) [7], 室温搅拌反应

72 h后,将反应混合物倒入剧烈搅拌的无水乙醇中

(乙醇与反应液的体积比为 10∶1) 使聚合物沉淀,静

置 1 d,过滤,乙醚洗涤多次,真空干燥,所得聚合物

再用水洗涤,真空干燥得浅黄色至白色蜡状固体。

聚合物的分子量由端氨基聚乙二醇及谷氨酸

苄酯 N-羧酸酐的摩尔比调节。

PBLG均聚物制备方法同共聚物, 引发剂为三

乙胺,产物为白色纤维状疏松固体。将采用上述方

法得到的聚合物样品用四氢呋喃溶解, 乙醚沉淀,

40 ℃真空干燥 ,如此反复 2 次纯化后 ,分别用凝胶

渗透色谱、红外光谱、核磁共振谱、表面接触角测定

仪对共聚物的结构和物理化学性质进行表征。

1.2 聚合物膜的制备

采用铸膜法制膜:将纯化的聚合物溶于四氢呋

喃和二氧六环的混合溶剂中 (体积比为 3∶1) 制成

50 g/L的均一溶液后 , 倒在水平玻璃模具中 , 待溶

剂挥发后浸泡于蒸馏水中脱模。薄膜于 50 ℃真空

干燥 72 h 后,用于与水的表面接触角和表面张力、

细菌黏附性分析。

1.3 聚合物膜表面细菌黏附实验

将聚合物膜剪成 1 cm×1 cm的正方形,依次用

丙酮、乙醇超声洗涤 10 min 后浸泡在无水乙醇中

过夜。实验前取出于紫外灯下照射 60 min,再用磷

酸盐缓冲液(phosphate buffer solution, PBS)浸泡 30

min。大试管中加入 10 mL肉汤培养基,塞上棉球;

培养皿中加入 10 mL PBS(pH 7.4)配制的 20 g/L琼

脂,盖上盖后,高温高压灭菌。实验前 1天把细菌从

4 ℃的冰箱里取出来传代 1次。用接种环从传代后

的斜面培养基上挑出一定量的细菌,振荡器上振荡

使其分散,再配成 6.4×107 /mL的菌悬液。将预处理

后的试片悬浮在菌悬液中 , 每个试管中放两片(每

组样品数为3), 37 ℃旋摇培养24 h,取出试片 ,无菌

的PBS漂洗以除掉假黏附的细菌,其中1片用25 mL/

L戊二醛/PBS 于4 ℃固定过夜,系列乙醇脱水,临界

点干燥 ,镀金 ,最后在HITACHI X- 650扫描电镜上

观察黏附细菌的形态; 另1片表面黏附的细菌用超

声波清洗器洗脱下来,然后用菌落记数法计数。

2 结 果

2.1 聚合物的表征

图 1 是 GEG 的 凝 胶 渗 透 色 谱 图 ( gel

permeation chromatograph, GPC)。GEG的 GPC曲线

为单峰, 说明纯化后的聚合产物是纯粹的共聚物,

无或有痕量可忽略低分子量级分存在(包括 PEG)。

图 2 从下至上分别为共聚物 GEG、均聚物
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表 1 合成聚合物的性质

Table 1 The properties of synthesized polymers

Sample

PBLG

GEG- 4k- 74

GEG- 4k- 62

GEG- 4k- 51

nA/nI

50/11)

200/1

150/1

100/1

Mr,n(1H- NMR)

24.22)

5.94

3.65

2.50

[ nE/(nE+nG)] /(%)

0

26

38

49

Surface contact angle /(°)

63.70 ±0.92

61.20 ±2.05

52.75 ±2.74

41.02 ±3.01

nA/nI The molar ratio ofγ- benzyl L- glutamate N- carboxyanhydride and terminated amino groups in amine- terminated PEG. nE is the molar number of

monomeric units of PEG, nG is the molar number of monomeric units of PBLG in copolymer. GEG- 4k- 74: GEG is the copolymer of PBLG- PEG- PBLG, 4k

is the number- average molecular weight of PEG, 74 is the percent of the molar number of monomeric units of PBELG in the total molar number of

monomeric units of PEG and PBLG in copolymer.

The molar ratio ofγ- benzyl L- glutamate N- carboxyanhydride and triethylamine. The viscosity- average molecular weight of PBLG was determined at

25℃by Ubblohde viscometer in N,N- dimethylformamide, [η] =2.9×10-7M1.7.

PBLG及共聚物与均聚物差减(GEG- PBLG)后的红

外谱图( infrared absorption spectrum, IR)。PBLG和

GEG的 IRS谱图无明显差别, 它们均在 1729 cm-1

处出现苄酯中 C=O的伸缩振动峰;在 3286 cm-1处

出现仲酰胺的 N- H 伸缩振动峰 ; 在 1649 cm-1、

1543 cm-1 处分别出现 α- 螺旋酰胺 I 和 II 的特征

吸收峰 , 说明共聚物分子中存在 PBLG嵌段 , 并以

α-螺旋形式存在[8]。GEG和 PBLG的谱图经计算机

差减处理后可以看见 1107 cm-1

( C- O- C伸缩振动)和 2870 cm-1( C- H 伸缩振

动)处两个强的 PEG的特征峰 ,说明共聚物分子中

也存在 PEG 嵌段。 GEG 样品的核磁共振谱

( 1hydrogen - nuclear magnetic resonance spectrum,
1H- NMR) (图 3) 中峰的归属为 :δ= 3.64 是 PEG嵌

段中与氧相连的亚甲基质子的吸收峰 ( - O- CH2-

CH2- O; 4H) ,δ= 5.0 是 PBLG嵌段中与苯环相连的

亚甲基质子的吸收峰 (COOCH2C6H5; 2H),说明共聚

物分子中同时存在 PBLG和 PEG嵌段。因为所用

溶剂为氘代氯仿 ,δ= 7.2 处的强吸收峰是 PBLG嵌

段中苯环上 5 个次甲基质子的吸收峰 (CH2C6H5;

5H)和溶剂峰的叠加。GPC、IR 和 1H- NMR 的结果

说明共聚物分子中同时存在 PEG和 PBLG嵌段。

由于 PEG的分子量已知 , 通过 PEG嵌段的亚甲基

质子峰 , PBLG嵌段 COOCH2C6H5 基团的亚甲基质

子峰的峰面积比可计算出共聚物的组成、PBLG嵌

段的数均分子量以及共聚物的数均分子量。计算公

式如下 : (MPEG/44)/(MPBLG/219) = (Aδ=3.64 )/ (2Aδ=5.0), 其

中 M为数均分子量 , A为峰面积 , 44 为 PEG重复

单元的分子量, 219为 PBLG重复单元的分子量。所

得结果见表 1。

2.2 材料表面接触角和表面张力

随着 PEG嵌段单体单元与 GEG中总单体单

元的摩尔比增加, 聚合物的表面接触角逐渐变小,

材料表面的亲水性逐渐增加。材料与水的表面接触

角,表面张力与 PEG含量及分子量的关系见表 1。

图 2 GEG、PBLG 及其差减红外光谱图

Fig. 2 IR spectra of GEG, PBLG and their subtraction

图 3 GEG 的 1H- NMR 谱图

Fig.3 1H- NMR spectrum of GEG
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(下转第 532 页 to page 532)

图 4 肉汤培养基中的金黄色葡萄球菌在不同聚合物表面

的黏附情况

Fig.4 Staphylococci aureus adher ing to different polymer

sur faces in broth substrate(n=3, x±s)

面是否吸附了特异性的蛋白质。细菌最初在生物材

料表面的吸附是被动的。只有当材料表面吸附了特

异性的受体蛋白时,细菌细胞表面配基和受体蛋白

相互作用 , 细菌才能黏附在材料表面 , 并在植入物

表面形成粘着牢固的生物膜。生物膜形成后,细菌

对宿主的防御反应及抗菌治疗的抵抗力增强,感染

发生的机率增加[1]。因此,蛋白质在材料表面吸附是

细菌黏附的必要条件。如果阻断材料表面对蛋白质

的吸附 , 就可以有效防止细菌黏附 , 进而阻止感染

的发生。聚乙二醇是一种潜在的防腐剂,可有效阻

止蛋白质吸附, 并能抑制细菌生长 [9- 11]。基于此 ,

我们将 PEG引入 PBLG, 希望增强共聚物的抗菌

性。

由表 1可知,通过调节引发剂端氨基聚乙二醇

( I)与聚合单体( A)的摩尔比可控制聚合物的分子

量及 PEG在共聚物中的含量。A/I 越高 ,共聚物的

分子量越大, PEG在共聚物中的相对含量越低。

表 1,图 4,5 可见 , PEG的引入使 PBLG膜表面

的亲水性增加,并且 PEG的相对含量越高 ,膜表面

的亲水性越好,细菌在聚合物膜表面黏附越少。这

是因为 PEG对水具有低界面自由能、水溶性、柔

顺性及高活动性,它可以很好地增加材料表面亲水

性[5]。此外,当嵌段共聚物膜悬浮在菌悬液中,海草

状高度亲水的 PEG链向水性环境取向 , 在界面形

成“聚合物刷子”,“刷子”内的高渗透压产生热力学

斥力 , 在膜表面形成立体屏障 , 抑制蛋白质和细菌

吸附在其表面[11]。经 PEG改性后,材料表面细菌黏

附减少的程度依赖于 PEG 分子在界面的堆砌密

度。一般 PEG在材料表面的堆砌密度越大,抑菌效

果越好 [10]。本文中 , 当 PEG含量从 26%(GEG- 4k-

74)增至 38%(GEG- 4k- 62)和 49%(GEG- 4k- 51)时 ,

共聚物表面黏附的金黄色葡萄球菌逐渐减少,分别

为 PBLG表面的 70.5%、57.2%、19.3%。

综上,本文通过双端氨基聚乙二醇引发谷氨酸

苄酯 N-羧酸酐聚合 , 将 PEG引入 PBLG后得到两

亲嵌段共聚物 PEG- PBLG- PEG, 并研究了金黄色

葡萄球菌在 PBLG均聚物和 PBLG- PEG- PBLG三

嵌段共聚物表面的黏附情况 , 结果表明 :聚合物中

PEG含量越高 , 表面亲水性越好 , 与水的表面接触

角越小,细菌在其表面黏附也越少。说明共聚物中

引入 PEG可帮助 PBLG抑制细菌在其表面黏附。

该材料在药物载体和组织工程支架材料方面具有

极大的应用前景。

图 5 黏附在不同聚合物表面的金黄色葡萄球菌的扫描电镜图

Fig.5 SEM of Staphylococci aureus adhered on different polymer sur faces (×7000)

PBLG GEG- 4k- 74 GEG- 4k- 62 GEG- 4k- 51

2.3 金黄色葡萄球菌在聚合物膜表面的黏附

菌落记数法测定金黄色葡萄球菌在聚合物膜

表面黏附的细菌数量 , 结果见图 4, 扫描电镜观察

表面细菌的形态和黏附情况,结果见图 5。

由图 4,5可以看出,含有 PEG嵌段的聚合物表

面黏附细菌的数量比均聚物都有不同程度减少,且

随着 PEG含量增加 , 材料表面接触角降低 (见表

1),表面亲水性增加,黏附的细菌数量随之减少。

3 讨 论

研究认为,植入感染的发生取决于生物材料表

A
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维母细胞分泌的 HGF 因子与其受体 c- Met 结合

后 , 可能通过与其他肿瘤中相类似的旁分泌通路

激活其下游的信号分子 , 如 Stat3、MEK1/2 和

ERK1/2 等[10, 11]促进骨肉瘤的增殖和转移。

综上所述 , 外源性 HGF 因子可以促进骨肉瘤

细胞株 MG- 63 和 HOS 的增殖和体外黏附能力 ,

可能在骨肉瘤进展过程中起到十分重要的作用。
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