COS-g-PEI修饰纳米银粒子的制备及其抗菌性 
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摘 要:首先以离子液体1-丁基-3-甲基咪唑氯盐（[BMIM]Cl）为反应介质和催化剂，羰基二咪唑为偶联剂，均相合成了壳寡糖接枝聚乙烯亚胺共聚物 (COS-g-PEI)；其次，以COS-g-PEI为稳定剂，硝酸银为前驱体，硼氢化钠为还原剂，采用原位还原法制备了COS-g-PEI修饰纳米银复合粒子（Ag NPs@-COS-g-PEI）。采用IR、1H-NMR对聚合物结构进行表征，结果证实成功合成了COS-g-PEI 接枝共聚物；UV-Vis、TEM结果表明，成功制备了稳定的Ag NPs@-COS-g-PEI 复合粒子。通过滤纸片法和抑菌圈法测试了COS-g-PEI 及Ag NPs@-COS-g-PEI对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抗菌性能，Ag NPs@-COS-g-PEI的抑菌圈直径均比COS-g-PEI大，结果表明，Ag NPs与COS-g-PEI有机结合大大提高了抗菌性能。
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Synthesis and Antimicrobial Property of Ag NPs Protected by COS-g-PEI
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Abstract: The stable Ag NPs protected by chitosan oligosaccharide grafted with polyethylenimine (COS-g-PEI) were prepared, and the antibacterial properties were studied. First, COS-g-PEI was synthesized using ionic liquid 1-butyl-3-methyl imidazolium chloride（[BMIM]Cl）as solvent and catalyst, and 1, 1-carbonyldiimidazole as coupling reagent. Then, Ag NPs@-COS-g-PEI composite particles were prepared by in-situ reduction method using COS-g-PEI as stabilizer, sodium borohydride as reductant. The results of IR and 1H-NMR showed that COS-g-PEI was prepared successfully. And the results of UV-Vis and TEM showed that the stable Ag NPs@-COS-g-PEI composite particles were prepared. The antimicrobial properties of COS-g-PEI and Ag NPs@-COS-g-PEI for staphylococcus aureu and escherichia coli were evaluated by Kirby-Baner test and oxford cup method. Ag NPs@-COS-g-PEI showed the larger diameter of inhibiting zone than COS-g-PEI against staphylococcus aureu and escherichia coli no matter by Kirby-Baner test or oxford cup method. It is suggested that the antibacterial properties of COS and Ag NPs are combined together to give higher antibacterial ability. 
Key words: chitosan oligosaccharide; polyethylenimine; graft copolymer; silver nanoparticles; antimicrobial property
Foundation item: Natural Science Foundation of China (51303096)
基金项目：国家自然基金项目（51303096）
作者简介：徐国园（1990-），女，在读硕士，TEL: 18353362236

*通讯作者：李爱香（1979-），女，理学博士，副教授，TEL: 13589534059，E-mail: axl@sdut.edu.cn
纳米银粒子因其自身的特点决定了其具有一些特殊的性能，在生物传感、光学、电学、催化和医学等领域受到了广泛关注[1-9]。尤其作为一种新兴的无机纳米抗菌剂，纳米银具有高效性、广谱性和无耐药性等优点，使其具有广阔的抗菌前景[10-13]。但纳米银粒子粒径小，表面能高，极易团聚，对其储存和应用带来了极大的不便，限制了其进一步的应用。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

壳寡糖（COS）是壳聚糖降解成的带有氨基和羟基的寡糖产品，与壳聚糖相比具有水溶性好、生物活性高、易被人体吸收等优越特点，是一种可降解的天然抗菌剂[14]。COS上的活性氨基和羟基可以与金属纳米粒子相互作用，从而使金属纳米粒子得以稳定。但COS与金属纳米粒子之间的作用力不足以起到长期的稳定作用。聚乙烯亚胺（PEI）主要由树枝状和直线状两种结构形式构成。在其基本骨架上，每3个原子中就含1个氨基。由于其分子结构中存在大量氨基，因而具有极强的给电子性，对金属离子具有极强的螯合作用，是一种具有功能性的水溶性大分子。将氨基含量较高的PEI接枝到COS分子链上，可以提高氨基含量，从而增强壳寡糖与金属纳米粒子之间的结合力，达到长期稳定的作用。以COS-g-PEI为稳定剂制备纳米银粒子，一方面可以增加纳米银粒子长期稳定性和生物相容性，另一方面可将纳米银粒子和COS的抗菌性有机地协同起来，提高抗菌效率。
本文采用羰基二咪唑（CDI）偶联法以离子液体（[BMIM]Cl）为反应介质合成COS-g-PEI接枝共聚物。CDI是咪唑的衍生物，具有较强的化学反应活性，能与氨、醇、酸等官能团反应，利用反应后的中间体进一步制备脲、氨酯、碳酸酯、酰胺及酯等结构的化合物，近年来在高分子合成中得到了广泛应用。此法克服了多相反应中产率低和副产物多的缺点。此外，离子液体一方面是新型绿色溶剂，另一方面还是胺羰基化的催化剂[15]。并以此共聚物为稳定剂制备了稳定的纳米银复合粒子，采用滤纸片法和抑菌圈法测定了复合粒子和COS-g-PEI对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌作用。

1实验部分

1.1实验原料

壳寡糖（简称COS, Mw=1500，脱乙酰度90.9%），青岛博智汇力生物科技有限公司；羰基二咪唑(简称CDI，AR)，天津威一化工科技有限公司；聚乙烯亚胺（简称PEI， Mw=900~1100，支化度32%），攻碧克新材料科技（上海）有限公司；硝酸银、硼氢化钠、氢氧化钠和甲苯，均为AR，烟台市双双化工有限公司；1-甲基咪唑（AR），深圳市金滕龙实业有限公司；氯丁烷（AR），天津市康科德技术有限公司。所有试剂用前未纯化处理。
1.2 离子液体 [BMIM]Cl的制备

    按照文献[16]制备离子液体。取50 g 1-甲基咪唑、90 mL氯丁烷加入带有冷凝装置的三口烧瓶中，通N2 30 min后磁力搅拌加热至80 ℃，并继续反应24 h。反应完成后，待产物冷却至室温，将其置入冰箱内冷冻30 min，倾掉上层液体后用甲苯反复洗涤3次。接着，将所得产物放入90 ℃真空干燥箱内24 h，密封放入干燥器中备用。
1.3 COS-g-PEI接枝共聚物的合成
取35 g [BMIM]Cl加入到三口烧瓶中，通高纯氩气，并加热至80 ℃。在氩气氛围中缓慢加入3 g COS，磁力搅拌至其完全溶解，颜色由淡黄色逐渐变为红褐色。接着，加入CDI 2.72 g，氩气保护下80 ℃磁力搅拌4 h。再加入2 g PEI， 80 ℃磁力搅拌反应4 h。将产物移至透析袋中（截留分子量为2000），用去离子水透析3 d。取出透析的产物，减压蒸馏除去大部分的水，约剩20 mL时停止，再经冷冻干燥，得淡黄色粉末状固体COS-g-PEI1.33 g。
1.4 Ag NPs@-COS-g-PEI的制备

取17 mg硝酸银（AgNO3）溶于3 mL水中，50 mg COS-g-PEI溶于10 mL水中，并将两溶液混合搅拌10 min。取7.6 mg硼氢化钠（NaBH4）溶于2 mL水中，并逐滴滴入上述混合溶液中，溶液由淡黄色逐渐变为深褐色。继续常温磁力搅拌3 h，得深褐色纳米银溶胶Ag NPs@-COS-g-PEI。
1.5表征
1H-NMR：将一定量COS、COS-g-PEI分别溶解在DMSO中，在核磁共振谱仪（Bruker Avance, 300 MHZ）上记录1H-NMR谱。FTIR：采用溴化钾压片法，傅里叶变换红外光谱仪（岛津8400S型）测定。紫外光谱（UV-Vis）：在TU-1901型双光束紫外可见分光光度计上测定Ag NPs@-COS-g-PEI紫外光谱图，去离子水做参比液。形貌及分散性：采用Tecnai G2 TF20 S-TWIN型透射电子显微镜（TEM）观察Ag NPs@-COS-g-PEI复合粒子，加速电压为200 kV，样品制备是将复合粒子的稀溶液（5 uL Ag NPs@-COS-g-PEI溶胶加100uL去离子水稀释）滴加到覆有20～30 nm厚碳膜的铜网上，利用远红外灯照射进行干燥。
1.6 抗菌性能测试

参考文献[17]对所得样品进行抗菌性能测试。

1.6.1 培养基

液体培养基：蛋白胨10 g/L，酵母粉5 g/L，氯化钠5 g/L。
固体培养基：蛋白胨10 g/L，琼脂20 g/L，氯化钠5 g/L，牛肉膏3 g/L，pH 7.2。
1.6.2菌种的活化及菌液的制备
将冷冻保存的菌种划线接种至固体培养基上，37 ℃培养数小时；挑单菌落接种至30 mL液体培养基，37 ℃、170 r/min摇床培养过夜；后进行第二次接菌，二次菌种37 ℃、170 r/min摇床培养过夜，菌液备用。
1.6.3平板培养基
首先准备平板培养基，在已灭菌的平板中倾注适量尚未凝固的固体培养基，水平静置凝固。取20 μL菌液用已灭菌的去离子水稀释到40 mL，并将100 μL该菌液均匀涂布在凝固好的平板培养基上备用。

1.6.4抑菌圈大小测定

滤纸片法：
圆滤纸片经灭菌后，蘸取Ag NPs@-COS-g-PEI溶液和COS-g-PEI溶液（50 mg COS-g-PEI溶于15 mL水中）后均匀置于准备好的平板培养基中，37 ℃培养24 h，取出培养好的平板培养基，用游标卡尺测量抑菌圈直径，以直径表示抑菌圈的大小。
牛津杯法：
将已灭菌的牛津杯均匀置于准备好的平板培养基中，往杯中注入100 μL的Ag NPs@-COS-g-PEI溶液和COS-g-PEI溶液，37 ℃培养24 h，取出培养好的平板培养基，用游标卡尺测量抑菌圈直径，以直径表示抑菌圈的大小。
2结果与讨论
首先用CDI对COS在[BMIM]Cl中进行活化，然后再与PEI进行偶联反应制备COS-g-PEI接枝共聚物；然后用COS-g-PEI为稳定剂，利用COS和PEI上的氨基与纳米银粒子的相互作用，以原位还原法制备稳定的纳米银粒子Ag NPs@-COS-g-PEI（如式1，蓝线：COS-g-PEI；褐色球：纳米银粒子），并研究其对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抗菌性能。
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式1  Ag NPs@-COS-g-PEI的合成路线
Scheme 1 Synthetic route of Ag NPs@-COS-g-PEI
2.1 COS-g-PEI接枝共聚物的表征
图1为COS-g-PEI与COS的1H-NMR谱图。δ = 4.0~2.5内COS-g-PEI的吸收峰值远高于COS的吸收峰值，对应PEI的质子峰，又因透析袋的截留分子量为2000，PEI的Mw=900～1100，没有接枝到COS骨架上的PEI被透析分离除去，因此，δ = 4.0～2.5增强的质子峰强度来源于成功接枝到COS骨架上的PEI。因此，可以得出成功制备了接枝物COS-g-PEI。
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图1  COS-g-PEI与COS的1H-NMR谱图

Fig. 1 1H-NMR spectrum of COS-g-PEI and COS

COS和COS-g-PEI的IR谱图如图2所示。COS的特征吸收峰为3400 cm-1（O-H伸缩振动吸收峰和N-H伸缩振动吸收峰叠加而增宽的多重吸收峰），2860 cm-1（C-H伸缩振动吸收峰），1650 cm-1（NH-CO伸缩振动吸收峰），1560 cm-1（N-H弯曲振动吸收峰），1150 cm-1（-O​-伸缩振动吸收峰）。与COS相比，COS-g-PEI的吸收峰在2860和1650 cm-1处明显增强，分别来自COS-g-PEI中的PEI部分C-H伸缩振动、NHCONH中的C=O伸缩振动。由IR谱图表明，成功制备了接枝物COS-g-PEI，与1H-NMR测试结果一致。
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图2  COS-g-PEI与COS的IR谱图

Fig. 2 IR spectra of COS-g-PEI and COS
2.2 Ag NPs@-COS-g-PEI的表征
图3为Ag NPs@-COS-g-PEI的UV谱图，右上角为Ag NPs@-COS-g-PEI实物插图。在COS-g-PEI存在条件下，以NaBH4为还原剂，液相还原AgNO3，溶液由淡黄色逐渐变为深褐色（如插图所示），表明有纳米银粒子形成。从图可以看出，最大吸收波长为417 nm，峰形为单峰，且半峰宽比较窄，表明成功制备了粒径分布较窄的球形纳米银粒子。
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图3  Ag NPs@-COS-g-PEI的UV谱图（插图为Ag NPs@-COS-g-PEI溶液照片）
Fig. 3 UV-vis spectra of Ag NPs@-COS-g-PEI (inset: a digital picture of Ag NPs@-COS-g-PEI solution)
图4为Ag NPs@-COS-g-PEI的TEM图。颗粒中央颜色较深区域为纳米银，边际浅灰色部分为接枝聚合物COS-g-PEI。可以看出，Ag NPs@-COS-g-PEI复合粒子呈球形，分散性良好。
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图4  Ag NPs@-COS-g-PEI的TEM图

Fig. 4 TEM images of Ag NPs@-COS-g-PEI
图5为Ag NPs@-COS-g-PEI的粒径分布直方图。可以看出，复合粒子分布较为均匀，粒径较小，平均粒径为3.3 nm。且复合粒子溶胶在常温条件下存放数月颜色及状态均无变化，无沉淀析出。

因此，COS-g-PEI存在的条件下成功制备了稳定的纳米银复合粒子，形成的纳米复合粒子粒径较小且分布均匀，无团聚现象。
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图5  Ag NPs@-COS-g-PEI的粒径分布直方图

Fig. 5 TEM-derived Ag NPs@-COS-g-PEI composite nanoparticles size distribution
2.3 Ag NPs@-COS-g-PEI的抗菌性能测试
   分别采用滤纸片法和牛津杯法测试了抗菌剂COS-g-PEI和Ag NPs@-COS-g-PEI对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抗菌性能。
2.3.1滤纸片法

    图6为采用滤纸片法进行的抗菌剂COS-g-PEI（1）和Ag NPs@-COS-g-PEI（2）对金黄色葡萄球菌（a）和大肠杆菌（b）的抗菌测试结果。经过测定，图6 a、b中抑菌圈（1）（2）直径分别为13.028、16.136 mm；11.192、18.128 mm。说明，无论是对金黄色葡萄球菌还是对大肠杆菌，抗菌剂Ag NPs@-COS-g-PEI的抗菌效果均比COS-g-PEI好，而且，Ag NPs@-COS-g-PEI对大肠杆菌的抑菌效果更好。
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a-金黄色葡萄球菌;b-大肠杆菌；1-COS-g-PE;2- Ag NPs@-COS-g-PEI
图6 滤纸片法抗菌测试结果
Fig. 6 Antimicrobial activity of (1) COS-g-PEI, (2) Ag NPs@-COS-g-PEI in Kirby-Baner test against (a) staphylococcus aureus, (b) escherichia coli.
2.3.2牛津杯法
采用牛津杯法检测了抗菌剂COS-g-PEI（1）和Ag NPs@-COS-g-PEI（2）对金黄色葡萄球菌（a）和大肠杆菌（b）的抗菌性能，结果如图7所示。经过测定，图7 a、b中抑菌圈（1）、（2）直径分别为11.198、14.062 mm和10.168、15.004 mm。说明无论是对金黄色葡萄球菌还是对大肠杆菌，抗菌剂Ag NPs@-COS-g-PEI的抗菌效果均比COS-g-PEI好，且Ag NPs@-COS-g-PEI对大肠杆菌的抑菌效果更好，与滤纸片法所得结果一致。与文献[18]所报道的以壳聚糖接枝聚丙烯酰胺（Cts-g-PAAm）为稳定剂制备的纳米银粒子抗菌剂相比（相同浓度下对大肠杆菌的抑菌圈直径为12 mm），抗菌性能更好。可能的原因是本文合成的接枝聚合物支链PEI上胺基密度更大，得到的纳米银粒子粒径更小， Ag NPs与COS-g-PEI的有机结合大大提高了其抗菌性能。
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a-金黄色葡萄球菌；b-大肠杆菌；1-COS-g-PE；2- Ag NPs@-COS-g-PEI
图7 牛津杯法抗菌测试结果

Fig. 7 Antimicrobial activity of (1) COS-g-PEI, (2) Ag NPs@-COS-g-PEI in oxford cup method against (a) staphylococcus aureus, (b) escherichia coli.

3结论
成功合成了接枝物COS-g-PEI，并以该接枝物为稳定剂制备了稳定的纳米银粒子。接着，采用滤纸片法和抑菌圈法对其抗菌性能进行了检测，结果表明，对于金黄色葡萄球菌和大肠杆菌，Ag NPs@-COS-g-PEI的抗菌性能均优于COS-g-PEI。说明，成功将Ag NPs和 COS-g-PEI的抗菌性能有机地协同起来，提高了抗菌效率，使其在抗菌领域具有巨大的潜在应用价值。
参考文献：
[1] Akinsiku A A, Dare E O, Ajanaku K O, et al. Synthesis of silver nanoparticles by plant-mediated green method: Optical and Biological Properties [J]. Journal of Bionanosience, 2016, 10(3): 171-180.
[2] Song J, Xu L, Xing R, et al. Ag nanoparticles coated NiO nanowires hierarchical nanocomposites electrode for nonenzymatic glucose biosensing [J]. Sensors & Actuators B Chemical, 2013, 182(6): 675-681.

[3] Mirzaei A, Janghorban K, Hashemi B, et al. Characterization and optical studies of PVP-capped silver nanoparticles [J]. Journal of Nanostructure in Chemistry, 2016: 1-10.

[4] Zhang Z, Zhu W. Controllable synthesis and sintering of silver nanoparticles for inkjet-printed flexible electronics [J]. Journal of Alloys & Compounds, 2015, 649(9): 687-693.

[5] Viswanathan P, Ramaraj R. Polyelectrolyte assisted synthesis and enhanced catalysis of silver nanoparticles: electrocatalytic reduction of hydrogen peroxide and catalytic reduction of 4-nitroaniline [J]. Journal of Molecular Catalysis A: Chemical, 2016, 424:128-134.

[6] Baruah B. In situ and facile synthesis of silver nanoparticles on baby wipes and their applications in catalysis and SERS [J]. RSC Advances, 2016, 6(6): 5016-5023.

[7] Edison T N, Atchudan R, Kamal C, et al. Caulerpa racemosa : A marine green alga for eco-friendly synthesis of silver nanoparticles and its catalytic degradation of methylene blue [J]. Bioprocess and Biosystems Engineering, 2016(9): 1-8.

[8] Pantic I. Application of silver nanoparticles in experimental physiology and clinical medicine: current status and future prospects [J]. REV ADV MATER SCI, 2014, 37: 15-19.

[9] Midha K, Singh G, Nagpal M, et al. Potential application of silver nanoparticles in medicine [J]. Nanoscience & Nanotechnology-Asia, 2016, 6(2): 82-91.

[10] Haider A J, Thamir A D, Ahmed D S, et al. Deposition of silver nanoparticles on multiwalled carbon nanotubes by chemical reduction process and their antimicrobial effects [C]// AIP Publishing LLC, 2016: 5100-5103.

[11] Mohammed A E. Green synthesis, antimicrobial and cytotoxic effects of silver nanoparticles mediated by eucalyptus camaldulensis, leaf extract [J]. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 2015, 5(5): 382-386.

[12] Zheng Huidong(郑辉东), Qiu Hongfeng(邱洪峰), Zheng Yuying(郑玉婴), et al. Preparation and antibacterial property of EVA composite foams supported by nano-silver [J]. Journal of Materials Engineering(材料工程), 2016, 44(7): 107-112.

[13] LU H, FAN L, LIU Q M. Preparation of water-dispersible silver-decorated polymer vesicles and micelles with excellent antibacterial efficacy [J]. Polymer Chemistry, 2012, 3(8): 2217-2227. [14]Kulikov S N, Tikhonov V E, Bezrodnykh E A. Comparative evaluation of antimicrobial activity of oligochitosans against Klebsiella pneumoniae[J]. Russian Journal of Bioorganic Chemistry, 2015, 41  (1):57-62.
[15] Chen Huiying(陈会英), Zhang Shubiao(张树彪), Peng Xiaojun(彭孝军), et al. Homogeneous graft of chitosan with polyethylenimine in ion liquid and its application in gene delivery [J]. Acta Polymerica Sinica(高分子学报), 2014(8): 1089-1095.
[16] Liu Y M, Ying M, Yang Z J, et al. Saccharification of α-tocopherol with β-D-acylated glucose catalyzed by [Bmim]Cl/FeCl3 ionic liquid [J]. Chinese Journal of Organic Chemistry, 2006, 26(9): 1286-1290. 
[17] Tan Caideng(谭才邓), Zhu Meijuan(朱美娟), Du Shuxia(杜淑霞), et al. Study on the inhibition zone method in antimicrobial test [J]. The Food Industry(食品工业), 2016(11):122-125.
[18]Banerjee S L, Khamrai M, Sarkar K, et al. Modified chitosan encapsulated core-shell Ag NPs for 
superior antimicrobial and anticancer activity[J]. International Journal of Biological Macromolecules, 
2016, 85: 157-167.
