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季铵盐化糖原衍生物/明胶复合水凝胶抗菌 

材料的制备及性能 

纪  倩，徐晓宇，陈  曦，陈敬华* 
（江南大学 生命科学与健康工程学院，江苏 无锡  214122） 

摘要：首先，利用乙二胺对糖原进行氨基化修饰得到氨基化糖原衍生物（N-Gly）；接着，利用 2,3-环氧丙基三

甲基氯化铵（简称季铵盐）对 N-Gly 进行部分季铵盐化修饰，得到季铵盐化糖原衍生物（QA-N-Gly）；然后，

以明胶为基材通过酰胺键交联制备季铵盐化糖原衍生物/明胶复合水凝胶（QA-N-Gly/Gel）。对糖原衍生物进行

FTIR、1HNMR、粒径、Zeta 电位以及微观形貌的考察，并对 QA-N-Gly/Gel 水凝胶进行了理化性能和生物性能

评价。结果表明，糖原的氨基化和季铵盐化修饰成功，QA-N-Gly 为均匀分散的纳米粒子，粒径分布在 100~200 nm，

Zeta 电位为(93.9±1.7) mV，粒子带有明显的正电荷，具有抗菌性。糖原衍生物的加入可以提高明胶基水凝胶体

系的机械强度和稳定性，QA-N-Gly/Gel 的断裂应力为 66.8 kPa，压缩模量为 13.3 kPa。QA-N-Gly/Gel 具有明显

的抑菌作用，对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌率分别达到 97%和 50%。此外，QA-N-Gly/Gel 无溶血性，细

胞毒性低，NIH-3T3 细胞的 48 h 存活率在 80%以上。 
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Abstract: Aminated glycogen derivative (N-Gly) was firstly prepared from glycogen by amination with 

ethylenediamine, and then partially modified by 2,3-epoxypropyl trimethyl ammonium chloride (quaternary 

ammonium salt) to obtain cationic quaternary ammonium glycogen derivative (QA-N-Gly), which was 

further crosslinked with gelatin via amide bonding to synthesize quaternary ammonium glycogen derivative- 

gelatin composite hydrogel (QA-N-Gly/Gel). The glycogen derivatives obtained were characterized by 

FTIR and 1HNMR, and analyzed for particle size distribution, Zeta potential and morphology. Meanwhile, 

QA-N-Gly/Gel hydrogel was further evaluated for analyses on physicochemical and biological properties. 

The results showed that glycogen was successfully aminated and quaternary ammonium modified. The 

QA-N-Gly, uniformly dispersed nanoparticles with a size distribution of 100~200 nm and a Zeta potential 

of (93.9±1.7) mV exhibited distinctly positive charges and antibacterial activity. QA-N-Gly/Gel displayed a 

fracture stress of 66.8 kPa and compression modulus of 13.3 kPa, indicating improved mechanical strength 

and stability due to addition of glycogen derivative. QA-N-Gly/Gel also showed obvious antibacterial effect 

on Staphylococcus aureus and Escherichia coli, with the corresponding inhibition rate reaching 97% and 

50%, respectively. In addition, QA-N-Gly/Gel showed no hemolysis and low cytotoxicity, with the 48 h 

survival rate of NIH-3T3 cells > 80%. 

功能材料 
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水凝胶是一类具有三维网络结构的新型高分子

材料，在水中可吸水溶胀但又不溶解于水[1-2]。水凝

胶具有类固体的机械行为和类液体的快速扩散行

为，含水量高，在生物医药领域可作为药物载体、

组织支架、伤口敷料、智能传感器等[3]。明胶是胶

原通过解三股螺旋结构得到的单链分子，是胶原的

部分变性产物，具有良好的生物相容性、生物降解

性以及皮肤亲和性，但是明胶自身形成的水凝胶机

械性能和热稳定性欠佳，限制了其在生物材料领域

的应用，所以研究者们通常将明胶与其他功能性材

料复合使用来制备多元化的明胶基水凝胶材料[4]。 

抗菌聚合物是一类能够杀死微生物或抑制微生

物生长的材料，具有高效、低毒、耐药、环境影响

小等优点，是传统小分子抗菌药物的良好替代品，

引起了业界的极大兴趣和广泛关注。其中，阳离子

树枝状大分子及其水凝胶材料能够吸附带负电荷的

细菌，通过破坏细胞结构导致细菌死亡，这种独特

的细菌膜破坏机制使其不仅具有高效的杀菌能力，

而且可以避免细菌产生耐药性[5-6]。糖原是由葡萄糖

聚合而成的内源性多糖，无毒，无免疫原性。糖原

是天然的多糖纳米材料，具有密集的支链和树枝状大分

子结构，富含羟基官能团，具有活泼的化学性质[7-8]。 

本研究在糖原（Gly）上进行逐步化学修饰，先

氨基化再季铵盐化。氨基化过程中将氨基基团修饰

到糖原支链上，一是因为氨基基团可与明胶发生酰

胺交联反应；二是因为氨基的反应活性比羟基强，

后续季铵盐修饰更易发生。在此基础上，对氨基化

糖原衍生物（N-Gly）进行季铵盐化修饰，使糖原分

子带有大量正电荷，形成阳离子树枝状大分子结构

的季铵盐化糖原衍生物（QA-N-Gly），QA-N-Gly

表面的强阳离子可以破坏细菌的细胞膜和细胞壁，

从而杀死细菌或抑制细菌生长。然后，将季铵盐化糖

原衍生物与明胶通过酰胺键交联，制备具有抗菌作用

的季铵盐化糖原衍生物 /明胶复合水凝胶（QA-N- 

Gly/Gel）。本研究以天然生物材料为基材，综合发

挥正电性高分子优势，探索具有优良性能的新型抗

菌水凝胶材料，以用于医疗、卫生、日化等领域。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

糖原（Gly，BR）、无水乙醇（AR）、丙酮（AR）、

二甲基亚砜（DMSO，AR）、N,N-羰基二咪唑（CDI，

质量分数 98%）、乙二胺（AR）、盐酸（CP）、氢氧

化钠（AR）、明胶（A 型猪皮，CP）、铬酸钾（质

量分数 99.5%）、氯化钠（CP），国药集团化学试

剂有限公司；肉汤培养基、琼脂培养基，杭州滨和

微生物试剂有限公司；硝酸银（0.1 mol/L）、2,3-

环氧丙基三甲基氯化铵（质量分数≥95%）、1-乙

基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐（EDC，质

量分数 98.5%）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS，质量

分数 98%）、噻唑蓝（MTT，质量分数>99.0%）、

乙酸异戊酯（AR），上海麦克林生化科技股份有限

公司；Ⅰ型胶原酶，美国 Sigma-Aldrich 试剂公司；

DMEM 高糖细胞培养基、青霉素-链霉素（双抗）、

胎牛血清，美国 Gibco-Invitrogen 公司；金黄色葡萄

球菌（S. aureus）、大肠杆菌（E. coli），江南大学

生命科学与健康工程学院菌种保藏中心；小鼠成纤

维细胞 NIH-3T3，中国科学院细胞库（上海）。 

PHS-25C pH 计，梅特勒托利多仪器（上海）有

限公司；TENSOR Ⅱ型傅里叶变换红外光谱仪、

Avance Ⅲ型核磁共振波谱仪，德国 Bruker 公司；

FreeZone 冷冻干燥机，美国 Labconco 公司；4111FO

恒温生化培养箱、MULTISKAN GO 酶标仪，美国

Thermo 公司；Zetasizer nano ZS Zeta 电位及纳米粒

度分析仪，英国 Malvern 仪器公司；DHR-3 流变仪，

美国 TA 仪器公司；BSC-1300ⅡA2 生物安全柜，苏

州安泰空气技术有限公司；E43.104 万能试验机，美

特斯工业系统（中国）有限公司；FEI Tecnai 12 透

射电子显微镜，荷兰 Philips 公司；SU1510 和 SU8100

扫描电子显微镜，日本 Hitachi 公司；THZ-C 恒温摇

床，太仓市强乐实验设备有限公司。 

1.2  糖原衍生物的合成 

1.2.1  氨基化糖原衍生物（N-Gly）的合成 

称取 2.0 g Gly 溶于 100 mL 无水 DMSO 中，磁

力搅拌至 Gly 完全溶解。向溶液中加入 2.0 g CDI，

35 ℃下搅拌 1 h 充分活化。将 3.08 mL 乙二胺溶于

5 mL DMSO 中，然后在氮气保护下通过注射器将乙

二胺溶液缓慢滴加到反应液中，氮气保护下室温反

应 24 h。反应结束后，将反应液透析 3 d（截留相对

分子质量 8000~14000），随后将透析液在–80 ℃冻干

48 h，得到 N-Gly 固体[9]。 

1.2.2  季铵盐化糖原衍生物（QA-N-Gly）的合成 

称取 N-Gly 2.0 g 溶于 50 mL 去离子水中，在

60 ℃磁力搅拌下溶解，并用 NaOH 溶液（0.1 mol/L）

调节 pH 至 8~9。将 2.0 g 2,3-环氧丙基三甲基氯化铵

加入 N-Gly 溶液中，在 60 ℃下恒温搅拌反应 6 h。

待反应结束后，将反应液透析 3 d（截留相对分子质

量 8000~14000），然后将透析液在–80 ℃冻干 48 h，

得到 QA-N-Gly 固体[10-11]。 

对 Gly 的逐步正电性修饰路线如下所示： 
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1.3  糖原衍生物的表征 

1.3.1  N-Gly 取代度的测定 

采用酸碱滴定法[12]，随 NaOH 滴定体积的变化

实时监测混合液 pH，绘制 NaOH 溶液体积与 pH 变

化的滴定曲线，测定 NaOH 在两个 pH 突变点的消

耗量，按式（1）计算 N-Gly 的取代度：  

 

N-Gly

2 1 NaOH

N-Gly 2 1 NaOH

100

DS / %

M V V C

W M V V C

× - ×
×

- × - ×

=

葡萄糖单体

乙二胺基

（ ）

（ ）  

（1） 

式中：DS 为取代度，%；WN-Gly 为 N-Gly 的质量，g；

CNaOH 为 NaOH 溶液的浓度，mol/L；V1、V2 分别为

两个 pH 突变点时 NaOH 的消耗量，L；M 葡萄糖单体为

葡萄糖单体的摩尔质量，161 g/mol；M 乙二胺基为乙二

胺和羰基的摩尔质量之和，87 g/mol。 

1.3.2  QA-N-Gly 取代度的测定 

QA-N-Gly 的取代度用滴定法测定，以铬酸钾作

为指示剂，以硝酸银作为滴定溶液 [13] 。 Ag+ 与

QA-N-Gly 中的 Cl–充分反应后，会生成砖红色沉淀，

通过监测所消耗硝酸银的量，按式（ 2）计算

QA-N-Gly 的取代度：  

 

3 3

3 3

QA-N-Gly

AgNO AgNO

QA-N-Gly AgNO AgNO

DS /

1 0
(

%

0
)

M V C

W V C M M

× ×
×

- × × +

=

葡萄糖单体

季铵盐 乙二胺基  

（2） 

式中：VAgNO3
为滴定消耗的硝酸银体积，L；CAgNO3

为硝酸银溶液的浓度，mol/L；WQA-N-Gly 为 QA-N-Gly

的质量，g；M 季铵盐为 2,3-环氧丙基三甲基氯化铵的

摩尔质量，152 g/mol。 

1.3.3  FTIR 测定 

取适量固体样品，用傅里叶变换红外光谱仪

（FTIR）对其分子结构与化学键进行测定。 
1.3.4  1HNMR 测定 

称取约 25 mg 固体样品溶于 500 μL 重水中，然

后通过核磁共振波谱仪测定其 1HNMR 谱图。 
1.3.5  粒径和 Zeta 电位测定 

将固体样品用去离子水配成质量分数 0.5%的

水溶液，利用 Zeta 电位及纳米粒度分析仪测定糖原

衍生物的粒径分布以及 Zeta 电位。 

1.3.6  TEM 测试 

将固体样品溶于超纯水，取 10 μL 滴在铜网上，

通过电压 120 V 的透射电子显微镜（TEM）来观察

样品的微观形态。 

1.4  糖原衍生物的抑菌性评价 

将单菌落菌种（S. aureus 和 E. coli）转接至液

体肉汤培养基中，在 37 ℃，220 r/min 的恒温摇床

培养 24 h。采用平板计数法对活化的菌液进行浓度

测定，挑选菌落数 30~300 个的平板进行计数，计算

出每毫升菌液的活菌数。采用二倍稀释法（溶液为

肉汤）将糖原衍生物稀释至不同质量浓度并逐一加

入 96 孔板中，再向孔板中加入菌液使细菌终浓度为

1×106 CFU/mL，加样完毕后，将 96 孔板置于 37 ℃

恒温生化培养箱中培养 18 h，然后使用酶标仪测定

样品板在 600 nm 处的吸光度。设置单纯菌液为阳性

对照，单纯糖原衍生物肉汤溶液为阴性对照。按式

（3）计算抑菌率：  

 

IR / % 100
A A

A A

-
= ×

-
阳性对照 实验组

阳性对照 阴性对照

 （3） 

式中：IR 为抑菌率，%； A阳性对照为阳性对照组吸光

度；A 阴性对照为阴性对照组吸光度；A 实验组为实验组吸

光度。 

1.5  糖原衍生物/明胶复合水凝胶的制备和表征 

1.5.1  制备    

将明胶和糖原衍生物（N-Gly 或 QA-N-Gly）混

合溶于纯水中，40 ℃水浴加热使固体完全溶解，其

中明胶的质量浓度为 100 g/L，糖原衍生物的质量浓

度为 25 g/L，通过超声或离心去除溶液中的气泡，

然后将溶液倒入直径 22 mm（2 mL/个）或 35 mm 

（1.5 mL/个）的圆形模具中，放置在 4 ℃低温环境

冷藏成型。同时用纯水配制 EDC/NHS 混合溶液

（EDC 与 NHS 物质的量之比为 2∶1），其中 EDC

质量浓度为 2 g/L，NHS 质量浓度为 0.6 g/L，滴加

少量盐酸调节 EDC/NHS 溶液的 pH 至 4~6，然后将

冷藏成型的凝胶浸泡于 3 倍体积的 EDC/NHS 溶液

中〔V（凝胶溶液）∶V（EDC/NHS 溶液）=1∶3〕，

于 4 ℃下交联反应 24 h。将交联后的凝胶用磷酸盐

缓冲溶液（PBS，pH 7.4）清洗数次，得到糖原衍生

物/明胶复合水凝胶。作为对比材料，将质量浓度为

100 g/L 的明胶溶液交联制备明胶水凝胶（Gel），

具体制备步骤同上。季铵盐化糖原衍生物/明胶复合

水凝胶（QA-N-Gly/Gel）的制备路线如下所示： 
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1.5.2  SEM 测试 

将水凝胶在–80 ℃冻干，再用液氮脆断，以获

得内部横截面。将水凝胶的截面向上用导电胶带固

定在样品台，然后进行溅射镀金，用 SEM 观测水凝

胶的内部形貌。 

1.5.3  流变学性能测试 

在室温下，将水凝胶（薄层圆片，直径 35.0 mm，

厚 1.6 mm）放置在 40 mm 的平行板之间，调节板间

隙至 1500 µm，角频率范围设置为 0.1~100 rad/s，在

线性黏弹区域内测量水凝胶的储能模量（G′）和损

耗模量（G″）。 

1.5.4  机械压缩性能测试 

室温下，将水凝胶（圆柱体，直径 21~22 mm，

高 7~8 mm）放置在万能试验机上带有圆形金属夹具

的称重传感器（50 N）之间，调节两夹具间的距离

至上方夹具与凝胶上表面刚刚接触，然后以 1 mm/min

的速率将样品压缩至断裂，根据检测数据绘制应力-

应变曲线。 
1.5.5  体外溶胀率测定 

将冻干后的水凝胶称重，然后完全浸入室温

PBS 溶液中（pH 7.4），分别在不同时间点取出样

品并用滤纸除去表面多余的水分，然后立即测量样

品的质量并记录，按式（4）计算溶胀率： 

 

1 0

0
SR / % 100

W W

W

-
= ×  （4） 

式中：SR 为溶胀率，%；W0 为冻干水凝胶的原始质

量，mg；W1 为样品在 PBS 溶液中浸泡一定时间后

的质量，mg。 
 1.5.6  体外降解率测定 

在 PBS 溶液（pH 7.4）以及含有Ⅰ型胶原酶的

PBS 溶液（1 U/mL）中评估水凝胶的体外降解性。

将冻干的水凝胶完全浸入 PBS 溶液或酶溶液中，并

在 37 ℃，100 r/min 的条件下振荡反应 6、12、24、

48 h，离心，移除液体，用 PBS 溶液清洗沉淀物，

然后将沉淀物冻干，称重并记录，按式（5）计算降

解率： 

 

0 2

0

BR / % 100
W W

W

-
= ×  （5） 

式中：BR 为降解率，%；W0 为冻干水凝胶的原始

质量，mg；W2 为样品振荡反应一定时间后取出并冻

干的质量，mg。 

1.6  水凝胶的抑菌性评价 

称取 100 mg 冻干后的凝胶小块，放置在紫外灯

下杀菌过夜，然后浸泡于无菌 PBS 溶液中使凝胶达

到溶胀平衡，将溶胀后的凝胶转移入 1 mL 细菌悬液

中（1×106 CFU/mL）在 37 ℃下共培养 24 h，充分

涡旋，用移液枪吹打菌液，然后用无菌生理盐水对

菌液进行梯度稀释。吸取稀释的样品菌液 100 μL 至

平板内，然后用倾注法倒入 10~15 mL 无菌 48 ℃保

温的液体琼脂，快速振荡混匀，待琼脂凝固后于

37 ℃下倒置培养 24 h，观察并计录平板上的菌落数

量。以 Gel 组为对照组，按式（6）计算抑菌率： 

 

CFU CFU
IR / % 100

CFU

-
= ×对照 实验

对照  

 （6） 

式中：IR 为抑菌率，%；CFU实验为实验组的菌落数，

个； CFU对照为对照组的菌落数，个。 

通过 SEM 观察水凝胶中的细菌。将与细菌共培

养 24 h 后的 Gel 水凝胶回收，用质量分数 2.5%戊二

醛溶液将凝胶固定过夜，弃去戊二醛固定液，用 PBS

溶液漂洗凝胶 3 次。再用质量分数 1%锇酸溶液固定

样品 1~2 h，弃去锇酸废液，用 PBS 溶液漂洗凝胶 3

次。然后用梯度体积分数（30%、50%、70%、80%、

90%、95%和 100%）的乙醇水溶液对样品进行脱水

处理（每次 15 min）。用无水乙醇与乙酸异戊酯的

混合液（两者体积比 1∶1）处理样品 30 min，再用

纯乙酸异戊酯处理样品 1 h。临界点干燥，镀膜，用

SEM 观察。 

1.7  水凝胶的溶血性评价 

取小鼠血液，3000 r/min 下离心 5 min 以分离红

细胞，用生理盐水洗涤 5 次至上清液澄清，用生理

盐水重悬红细胞配成体积分数 5%的红细胞悬液。称

取 50 mg 冻干凝胶浸泡于 800 μL 生理盐水中，再加

入 200 μL 红细胞悬液，置于 37 ℃水浴中孵育 4 h，

3000 r/min 离心 5 min，吸取上清液加入 96 孔板中

（100 μL/孔），用酶标仪检测 540 nm 处上清液的

吸光度。以生理盐水作为阴性对照（0 溶血），以

纯水作为阳性对照（100%溶血）。按式（7）计算

溶血率，溶血率超过 5%视为溶血：  

 

HR / % 100
A A

A A

-
= ×

-
阴性对照实验

阳性对照 阴性对照

  （7） 

式中：HR 为溶血率，%；A 阳性对照为阳性对照组吸光度；

A 阴性对照为阴性对照组吸光度；A 实验为实验组吸光度。 
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1.8  水凝胶的细胞毒性评价 

称取 100 mg 冻干后的凝胶，在紫外灯下照射过

夜杀菌，然后浸泡于 4 mL 细胞培养基中（无血清），

于 37 ℃，100 r/min 恒温摇床中浸提 24 h，收集浸

提液并过 0.22 μm 水系滤膜，然后向浸提液中加入

胎牛血清（体积分数 10%）和双抗（体积分数 1%），

备用。将 NIH-3T3 细胞接种于 96 孔板中（5×103个/孔），

待细胞贴壁后弃去旧培养基，加入浸提液，置于 CO2

恒温生化培养箱中分别培养 24 和 48 h（阴性对照为

普通培养基与细胞共培养，空白对照为纯培养基），

然后弃去孔中液体，加入质量浓度 0.5 g/L 的 MTT

溶液，在恒温培养箱中继续孵育 4 h，移除溶液，每

孔加入 100 μL DMSO，避光振摇 15 min，使用酶标

仪在 570 nm 波长处测定溶液的吸光度，按式（8）

计算细胞存活率：  

 

CV / % 100
A A

A A

-
= ×

-
空白 照

空白 照

对实验

阴性对照 对

  （8） 

式中：CV 为细胞存活率，%； A空白对照为空白对照

组吸光度； A阴性对照为阴性对照组吸光度； A实验 为

实验组吸光度。 

1.9  统计分析 

统计学处理结果以平均值±标准差表示，采用

SPSS 23.0 软件进行单因素方差分析（One-way 

ANOVA）或 t 检验，P＜0.05 表示具有显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  糖原衍生物的合成与表征 

2.1.1  取代度分析 

以 Gly 为原料，首先合成 N-Gly，然后进行季

铵盐化修饰，合成 QA-N-Gly。冻干后，N-Gly 为白

色海绵状固体（图 1a），QA-N-Gly 为白色絮状固

体（图 1b）。 
 

 
 

图 1  N-Gly（a）、QA-N-Gly（b）冻干产物的照片 
Fig. 1  Pictures of freeze-dried products of N-Gly (a) and 

QA-N-Gly (b) 
 

通过酸碱滴定法测得 N-Gly 取代度为 22.6%，

相当于每 4.4 个葡萄糖单体重复单元（约 4~5 个重复

单元）上接有 1 个伯氨基。通过硝酸银溶液滴定法

测得 QA-N-Gly 取代度约为 14.6%，小于 N-Gly 取

代度 ， 说明 不是 所 有的 氨基 都 被季 铵盐 化，

QA-N-Gly 上仍有一部分游离氨基存在，这为后续与

明胶的酰胺交联反应提供了基础。 
2.1.2  FTIR 分析 

图 2a 为 Gly、N-Gly、QA-N-Gly 的 FTIR 谱图。

从图 2a 可以看出，Gly 在 3300 cm–1 处宽强峰对应

于—OH 的伸缩振动，2923 cm–1 处中弱峰对应于 C—

H 键（—CH/CH2）的伸缩振动，1151 cm–1 处尖峰对

应于醇类 C—O 键的伸缩振动，1080~950 cm–1 处峰

对应于葡萄糖环中 C—O—C 键的伸缩振动，

700~500 cm–1 处峰对应于葡萄糖环的呼吸振动[14]。

N-Gly 与 Gly 对比，N-Gly 在 1695 cm–1 处出现了新

的吸收峰，为乙二胺通过 CDI 与糖原偶联的酰胺键

的 C==O 键的伸缩振动；此外，N-Gly 在 1536、1260 

cm–1 处也存在较强的特征吸收峰，分别为 N—H 键

的变形振动和 C—N 键的伸缩振动[15]，表明氨基化

修饰成功。QA-N-Gly 与 N-Gly 对比，QA-N-Gly 在

1450 cm–1 处出现了新的吸收峰，为季铵盐上甲基

（—CH3）的变形振动[13,16]，表明季铵盐化修饰成功。 
 

 
 

图 2  Gly、N-Gly、QA-N-Gly 的 FTIR（a）和 1HNMR（b）

谱图 
Fig. 2  FTIR (a) and 1HNMR (b) spectra of Gly, N-Gly and 

QA-N-Gly 
 

2.1.3  1HNMR 分析 

图 2b 为利用 1HNMR 对 Gly、N-Gly、QA-N-Gly

的化学结构进行表征。如图 2b 所示，所有样品均在

δ3.0~6.0 处呈现 Gly 的典型序列峰，Gly 的主要化

学位移有 δ 5.3（葡萄糖单元，H1）、δ 3.5~3.9（葡

萄糖单元，H2~H5）、δ 3.3（葡萄糖单元，H6）。与

Gly 对比，N-Gly 在 δ 2.8 处出现新峰，归属于乙二胺
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上亚甲基的质子吸收峰[17]；QA-N-Gly 在 δ 4.3 和 δ 3.1

处出现新峰，前者是季铵盐中与羟基相连的次甲基

的质子吸收峰，后者是季铵盐基团中与氮相连的 3

个甲基的质子吸收峰[18]，由此确认得到目标产物。

此外，氢原子核对其周围的电子云密度敏感，氢原

子所处的化学环境发生变化会引起质子峰的偏

移，Gly 中 δ 3.3 处峰在 N-Gly 和 QA-N-Gly 中偏

移到 δ 3.5 附近，N-Gly 中 δ 2.8 处峰在 QA-N-Gly

中偏移到 δ 2.6 处。 

糖原是一种超支化多糖，由 α-D-葡萄糖分子通

过 α-1,4-糖苷键连接形成直链，直链的末端通过

α-1,6-糖苷键相互连接形成支链结构。NMR 是分析

支链结构的一种常用手段，糖原支化度为 α-1,6-糖

苷键连接的葡萄糖残基 C1 位的质子信号积分占 C1

位糖苷质子信号积分之和的百分比。图 2b 局部放大

图中，δ4.89 处峰归属于 α-1,6-糖苷键连接的葡萄糖

残基（H1-6），δ5.31 处峰归属于 α-1,4-糖苷键连接

的葡萄糖残基（H1-4）[8]。δ4.89 和 δ5.31 处峰的峰

面积之和可代表糖原结构中的总葡萄糖单元，因此，

糖原的支化度可根据式（9）进行估算，得到本研究

糖原的支化度为 6.2%。 

4.89
/ % 100

5.31 4.89

δ
δ δ

= ×
+

处峰面积
支化度

处峰面积 处峰面积
（9） 

2.1.4  粒径和 Zeta 电位分析 

表 1 为 Gly、N-Gly、QA-N-Gly 的粒径和 Zeta

电位。从表 1 可以看出，Gly 被修饰后，其粒径和

Zeta 电位均发生了变化。Gly、N-Gly 和 QA-N-Gly

的粒径分别为(71.8±8.2)、(202.1±3.0)和(162.3±7.6) 

nm，氨基化使 Gly 的粒径明显变大，进一步季铵盐

化后，粒径稍有减小。Gly 本身带有少量负电性，

在与乙二胺偶联形成 N-Gly 后，其 Zeta 电位由负变

正，在季铵盐化后，其正电性明显增强，QA-N-Gly

的 Zeta 电位为(93.9±1.7) mV。Zeta 电位的变化趋势

说明，Gly 的逐步修饰是成功的，季铵盐化修饰使

Gly 具有强正电性。 
 

表 1  Gly、N-Gly、QA-N-Gly 的粒径和 Zeta 电位 
Table 1  Size and Zeta potential of Gly, N-Gly, QA-N-Gly 

样品 粒径/nm Zeta 电位/mV 

Gly 71.8±8.2 –18.3±0.7 

N-Gly 202.1±3.0 28.4±0.6 

QA-N-Gly 162.3±7.6 93.9±1.7 

 
2.1.5  TEM 分析 

图 3 为 Gly 和 QA-N-Gly 的 TEM 图。从图 3 可

以看出，Gly 和 QA-N-Gly 均为球形纳米粒；Gly 粒

子分散均匀，无团聚现象，粒径在 50~100 nm 之间；

QA-N-Gly 粒子分散均匀，几乎无团聚现象，粒径在

100~200 nm 之间。由此可见，Gly 经过逐步修饰后

仍可保持树枝状纳米球结构。 
 

 
 

图 3  Gly（a）和 QA-N-Gly（b）的 TEM 图 
Fig. 3  TEM images of Gly (a) and QA-N-Gly (b) 

 

2.2  糖原衍生物的抑菌性评价 

抑菌是指采用化学或物理方法抑制或妨碍细菌

生长繁殖及其活性的过程。图 4 为 N-Gly 和 QA-N- 

Gly 的抑菌率（为了展现整个抑菌过程，横坐标未

按实际比例均匀分割，下同）。 
 

 
 

图 4  N-Gly 和 QA-N-Gly 的抑菌率 
Fig. 4  Inhibition rates of N-Gly and QA-N-Gly 

 
从图 4 可以看出，抑菌率随糖原衍生物质量浓

度的增加而升高，且 QA-N-Gly 的抑菌率整体高于

N-Gly 的抑菌率，说明 QA-N-Gly 的抑菌作用强于

N-Gly。通过 SPSS 软件回归计算 N-Gly 和 QA-N-Gly

的半数最低抑菌浓度（MIC50）
[19]，得到 N-Gly 对

S. aureus 的 MIC50 为 7.99 g/L，对 E. coli 的 MIC50

为 79.67 g/L；QA-N-Gly 对 S. aureus 的 MIC50 为 2.62 

g/L，对 E. coli 的 MIC50 为 44.12 g/L。S. aureus 为

革兰氏阳性菌，E. coli 为革兰氏阴性菌，两者的细

胞壁结构及组成不同。S. aureus 的细胞壁较厚，结

构简单，其中含有大量的肽聚糖和磷壁酸；E. coli

细胞壁较薄，结构复杂，分为外壁层和内壁层，其

中肽聚糖含量少，脂类物质含量高[20]。磷壁酸带有

负电荷，因此，S. aureus 更容易被带正电荷的糖原

衍生物吸引束缚，引起细胞破裂死亡；E. coli 不含

磷壁酸成分，所以糖原衍生物对 E. coli 的吸引和破
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坏能力较弱；另外，E. coli 的细胞壁结构复杂，具

有更强的韧性、弹性和抗压性，相对不易被破坏[21]。

两种细菌的细胞结构差异造成了其对正电性糖原衍

生物的敏感性不同，表现为糖原衍生物对 S. aureus

的抑菌作用较强，对 E. coli 的抑菌作用较弱。 

2.3  糖原衍生物/明胶复合水凝胶的制备和表征 

2.3.1  外观形貌分析 

水凝胶的外观形貌如图 5 所示。从图 5 可以看

出，明胶水凝胶（Gel）为无色透明固体，氨基化糖

原衍生物/明胶复合水凝胶（N-Gly/Gel）为乳白色固

体 ， 季 铵 盐 化 糖 原 衍 生 物 / 明 胶 复 合 水 凝 胶

（QA-N-Gly/Gel）为半透明固体且具有光泽。 
 

 
 

a—Gel；b—N-Gly/Gel；c—QA-N-Gly/Gel 

图 5  水凝胶的外观形貌 
Fig. 5  Appearance of hydrogels 

 
2.3.2  微观结构分析 

通过 SEM观察水凝胶的微观结构，如图 6 所示。

从图 6 可以看出，Gel 呈现出致密且均匀的网络孔

隙，孔隙多而小，网络骨架密度低；N-Gly/Gel 和

QA-N-Gly/Gel 呈现疏松且不规则的网络孔隙，孔隙

少而大，网络骨架密度高。放大观察 QA-N-Gly/Gel

的内壁，发现内壁上有圆形颗粒物质，根据大小判

断是 QA-N-Gly 纳米粒，说明 QA-N-Gly 纳米粒交联

在明胶骨架上。 

 

 
 

a—Gel； b—N-Gly/Gel； c—QA-N-Gly/Gel； d—QA-N-Gly/Gel

内壁纳米粒子 

图 6  水凝胶的 SEM 图 
Fig. 6  SEM images of hydrogels 

 
2.3.3  机械性能分析 

储能模量（G′）反映材料的弹性行为和固态特

性，损耗模量（G″）反映材料的黏性行为和液态特

性。通过流变仪检测水凝胶的 G′和 G″随角频率变化

的动态扫描曲线，结果见图 7a。如图 7a 所示，3 种

水凝胶的 G′均高于 G″，说明固态特性占主导，水凝

胶具有稳定的交联网络[22]。比较不同水凝胶的 G′，

发现 N-Gly/Gel 和 QA-N-Gly/Gel 的 G′相近，但远高

于 Gel 的 G′，表明 N-Gly/Gel 和 QA-N-Gly/Gel 具有

较好的储能能力，N-Gly/Gel 和 QA-N-Gly/Gel 的内

部结构相较 Gel 变得更加稳定。 
 

 
 

图 7  水凝胶的 G'和 G''随角频率变化的动态扫描曲线（a）

及应力-应变曲线（b） 
Fig. 7  Dynamic scanning curves of G' and G'' with angular 

frequency (a) and stress-strain curves (b) of 
hydrogels  

 

水凝胶的应力-应变曲线见图 7b。水凝胶的压

缩过程如图 8 所示，压缩前的水凝胶为一个完整的

圆柱体，在压缩过程中水凝胶发生了形变，当压力

超过水凝胶的弹性形变极限时，水凝胶的结构受到

不可逆损伤，压缩后的水凝胶出现了不同程度的破

裂。应力-应变曲线可反映材料在外力作用下的弹

性、塑性、屈服、断裂等变形过程[23]。如图 7b 所

示，3 种水凝胶的应力随应变的增大而逐渐上升，

其中 Gel 上升缓慢，在 55.2%应变处断裂，断裂应

力为 10.6 kPa，压缩模量为 8.61 kPa；N-Gly/Gel

上升最快，在 44.3%应变处断裂，断裂应力为 88.2 kPa，

压缩模量为 24.1 kPa；QA-N-Gly/Gel 上升较快，在

49.1%应变处断裂，断裂应力为 66.8 kPa，压缩模量

为 13.3 kPa。 
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图 8 水凝胶的压缩过程 
Fig. 8  Compression process of hydrogels 

 

由此说明，机械性能方面 N-Gly/Gel 最强，

QA-N-Gly/Gel 次之，Gel 最弱。水凝胶的机械性能

与其内部交联结构密切相关，N-Gly 上的大量氨基

可以与明胶上的羧基发生交联，增强凝胶体系的机

械强度；将 N-Gly 进一步季铵盐化修饰后，糖原链

段上的游离伯氨基数量减少，与明胶羧基的交联位

点相应减少，凝胶的交联程度变低，因此，QA-N- 

Gly/Gel 的机械强度介于 N-Gly/Gel 和 Gel 之间。 

2.3.4  体外溶胀性能分析 

水凝胶的溶胀曲线如图 9 所示。从图 9 可以看

出，随着时间的延长，水凝胶溶胀率逐渐上升。随

着水凝胶溶胀率的上升，样品的增重幅度逐渐减小，

溶胀率变化趋于平稳，水凝胶逐渐吸水饱和。水凝

胶的溶胀过程实际上是两种相反趋势的平衡过程：

溶剂渗透到凝胶网络内部使三维分子网络伸展，凝

胶体积增大，同时分子网络的弹性收缩力试图使网

络收缩，当两种相反的倾向互相抵消时，水凝胶达

到溶胀平衡[24]。N-Gly/Gel 和 QA-N-Gly/Gel 的溶胀

速度和程度明显低于 Gel。Gel 的网络结构致密，高

密度的孔隙更有利于吸收外源水分，溶胀较快。糖

原衍生物的加入，降低了水凝胶的孔隙密度，增大

了骨架体系的交联程度，因此，水凝胶的弹性收缩

趋势增大，溶胀相对缓慢。 
 

 
 

图 9  水凝胶的溶胀曲线 
Fig. 9  Swelling curves of hydrogels 

2.3.5  体外降解性能分析 

水凝胶在 PBS 溶液中的降解率如图 10 所示。

从图 10 可以看出，在 37 ℃ PBS 溶液中，随着时

间的增长，凝胶的降解率逐渐上升。Gel 降解最快，

在 48 h 时，其降解率超过 90%；QA-N-Gly/Gel 降

解速度适中，在 48 h 时，其降解率达到 73.4%；

N-Gly/Gel 降解相对缓慢，在 48 h 时，其降解率仅

为 33.5%。水凝胶的降解性能可以间接反映凝胶的

内部交联情况[25]，由此判断 Gel 交联疏松，QA-N- 

Gly/Gel 交联适中，N-Gly/Gel 交联紧密。在胶原酶

溶液中，3 种水凝胶在 6 h 的降解率已达到 90%以

上，12 h 的降解率均达到 100%（图略），说明以明

胶为基材的本研究水凝胶在胶原酶的作用下会快速

降解。 
 

 
 

“*”代表差异显著（P<0.05），下同 

图 10  水凝胶在 PBS 溶液中的降解率 
Fig. 10  Degradation rate of hydrogels in PBS solution 

 
2.4  水凝胶的抑菌性评价 

通过平板计数法测定水凝胶的抑菌性，结果见

图 11。如图 11a 所示，经 Gel 处理过的菌液，平板

上 S. aureus 和 E. coli 的菌落生长良好且数量较多；

经 N-Gly/Gel 处理的菌液，平板上的菌落明显减少；

经 QA-N-Gly/Gel 处理的菌液，平板上的菌落最少。

酸法猪皮明胶的等电点一般在 pH 7.5~9.0[26]，在 pH 

7 的生理盐水中明胶表现为碱性，偏于带正电[27]。

大多数细菌等电点的 pH 为 2~5，在生理盐水中细菌

表面带负电荷[28]，因此，在水凝胶与菌液共孵育的

过程中，明胶和细菌之间具有一定的相互吸引作用，

通过 SEM 观察发现，S. aureus 和 E. coli 可吸附在

Gel 水凝胶的明胶基材骨架上（图 11b 和 c）。以 Gel

组为对照计算抑菌率能够有效反映糖原衍生物 /明

胶复合水凝胶的抑菌效果，如图 11d 所示，

QA-N-Gly/Gel 的抑菌效果显著优于 N-Gly/Gel，其

中，QA-N- Gly/Gel 对 S. aureus 的抑菌率达到 97%，

对 E. coli 的抑菌率达到 50%。由于 S. aureus 的细胞

结构更易被强阳离子破坏，因而，QA-N-Gly/Gel 对

S. aureus 的抑制作用强于对 E. coli。 
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图 11  平板上菌落的生长情况（a）；水凝胶中 S. aureus（b）和 E. coli（c）的 SEM 图；水凝胶的抑菌率（d） 
Fig. 11  Growth of colonies on the plates (a); SEM images of S. aureus (b) and E. coli (c) in hydrogel; Inhibition rate of 

hydrogels (d) 
 

2.5  水凝胶的生物相容性评价 

将水凝胶与红细胞一起孵育后，评估不同凝胶

的血液相容性，如图 12a 所示（离心管中的上清液

与横坐标顺序对应），Gel、N-Gly/Gel、QA-N-Gly/Gel

的溶血率均低于 5%，观察上清液无溶血现象，表明

3 种凝胶不会对红细胞造成溶胀，具有良好的血液

相容性。 
 

 
 

图 12  水凝胶的溶血率（a）；NIH-3T3 的细胞存活率（b） 
Fig. 12  Hemolysis rate of hydrogels (a); Cell viability of 

NIH-3T3 (b) 
 

采用 MTT 法检测水凝胶对 NIH-3T3 细胞的毒

性，GB/T 16886.5—2017 医疗器械生物学评价中概

述：定量实验中细胞活性下降大于 30%被认为有细

胞毒性。如图 12b 所示，经过 24 h 的培养，3 种水

凝胶的细胞存活率均大于 90%，没有明显的细胞毒

性；经过 48 h 的培养，Gel 和 QA-N-Gly/Gel 的细胞

存活率维持在 80%以上，N-Gly/Gel 的细胞存活率在

60%~70%之间。水凝胶的细胞存活率是相对于普通

培养基中细胞活力的比值，48 h 的细胞存活率相较

24 h 有所下降。24 h 时，细胞在普通培养基中比在

凝胶浸提液中生长得更好，48 h 时，这种趋势更加

明显，说明浸提液中可能含有不利于细胞长期增殖

的物质，其中 N-Gly/Gel 的细胞存活率下降最显著

且表现出明显的细胞毒性。QA-N-Gly/Gel 的细胞毒

性小于 N-Gly/Gel，说明在糖原氨基化修饰的基础上

再进行季铵盐化修饰不仅可以提高抑菌性还可降低

细胞毒性，因此，QA-N-Gly/Gel 的安全性较高，生

物相容性较好。 

3  结论 

（1）对糖原进行逐步正电性修饰，成功制备了

糖原衍生物 QA-N-Gly，这种带有大量正电荷的糖原

树枝状纳米球可以破坏细菌的细胞膜和细胞壁，发

挥抗菌作用。 

（2）以明胶为基材，通过化学交联构建了糖原

衍生物 /明胶复合水凝胶，与单纯的明胶水凝胶相

比，糖原衍生物/明胶复合水凝胶的交联程度和机械

强度更高，溶胀速率和降解速率较低，稳定性更高。 

（3）强正电性 QA-N-Gly 纳米粒赋予了明胶基

水凝胶良好的抑菌性，QA-N-Gly/Gel 水凝胶对 S. 

aureus 和 E. coli 的抑菌率分别达到 97%和 50%，

QA-N-Gly/Gel 对 S. aureus 的抑制效果尤为显著。此
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外，QA-N-Gly/Gel 无溶血性且细胞毒性低，生物相

容性较好。综上，本研究制备的功能性明胶基水凝

胶作为一款新型抗菌材料具有良好的科学意义和应

用价值。 
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