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目的
!

配制掺镧氧化钛无机制剂%观察其对金黄色葡萄球菌的消毒效能'方法
!

采用溶胶
"

凝胶法制

备出不同温度下掺镧氧化钛
+

种复合样品%并采用能谱仪进行样品杂质分析'以三角烧瓶振荡试验法测定
+

种样

品中最佳抗菌活性的样品)用试管法测定避光条件下具有最佳抗菌活性的材料对上述细菌的最低抑菌浓度#

FI9

$

与最低杀菌浓度#

FP9

$值'同时采用电子显微镜观察金黄色葡萄球菌与最佳作用浓度的掺镧氧化钛接触前后超

微结构变化'结果
!

通过溶胶
$

凝胶法获得的
+

种样品不含任何杂质%其中
K7%

号样品抗菌活性最强%其对金黄

色葡萄球菌
?A99+')#

的
FI9

与
FP9

值分别为
%!.'#

5

+

#C

&

!'#

5

+

#C

'电子显微镜观察结果提示该材料作

用
)"#%)

%细菌细胞数量明显减少%菌体出现肿胀&固缩或坏死%菌体表面电子密度增高'结论
!

配制的掺镧氧化

钛对金黄色葡萄球菌具有良好的杀灭效果'

!关
!

键
!

词"
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无机抗菌材料)掺镧氧化钛)金黄色葡萄球菌)消毒)超微结构
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目前无机抗菌材料的研究已经取得了不少进

展%但仍然存在一些问题需要研究解决%其中一个最

突出的问题就是对其抗菌机制的研究!
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'为了解制

备的无机复合材料掺镧氧化钛的抗菌活性和抗菌机
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制%我们筛选了具有最佳抗菌活性的材料%并对金黄

色葡萄球菌
?A99+')#

在该材料作用前后超微电

镜结构的变化进行了观察%现将结果报告如下'

/

!

材料与方法

%.%

!

实验样品的制备
!

本研究中配制掺镧氧化钛

溶胶各组成成分的摩尔比为钛酸四丁酯
.

无水乙

醇
.

乙酰丙酮
.

盐酸
.

氨水
.

蒸馏水
.

硝酸镧
/

%.%".".'.".!.%.%.".'

'掺镧氧化钛制备参

见文献!

!

"%将
%"#C

钛酸丁酯缓慢滴入
!""#C

无

水乙醇中%同时搅拌溶液%随后加入
)#C

冰醋酸及

!#C

乙酰丙酮%室温搅拌
)"#%)

获取溶液
?

'溶

液
P

的配制(将
%#C

蒸馏水加入到
%""#C

无水乙

醇中%同时按照换算的摩尔比在
P

溶液中加入相应

剂量的硝酸镧%搅拌
)"#%)

'将溶液
P

缓慢倒入溶

液
?

中%用盐酸调节
8

7

值%搅拌
)"#%)

后陈化%所

得稳定&均匀&清澈透明溶液即为所需掺镧氧化钛

#

A%-$)%(#24%@:

%

A%2

!

$'将透明溶液转移至烧杯

中%在
)'L

水浴温度下超声振荡
%'#%)

%置冰箱

$+L

冷冻
".',

%使凝胶结冰%再在真空冷冻干燥

机干燥
!,

'取出松软的干凝胶粉用玛瑙研钵研

磨%在空气环境下置于电阻炉温控器中%以
!L

+

#%)

升温%然后在相应的煅烧温度下保温
!,

%制得不同

温度下掺杂金属镧的
A%2

!

粉体%并将该系列产品

分别命名为
K7%

"

K7+

'使用前称取一定量的样

品进行高压灭菌#

%!%L

%

!"#%)

$%之后进行干燥处

理%用无水乙醇进行原液稀释%然后用无菌磷酸盐缓

冲液稀释成
%""#

5

+

#C

的原液浓度%超声下进行充

分混匀
)"#%)

%备用'

%.!

!

样品成分分析
!

配制样品在工作电压
)""

TO

%加速电压
".!

"

)"TO

下使用荷兰
K!I

公司生

产的高分辨场发射扫描电镜#

<%;%+)!""

$配套能谱

仪进行相应成分的测定(取适量试样粉体放入无水

乙醇的小烧杯中%然后在室温下进行
)"#%)

左右的

超声分散%用喷碳的铜网在分散液中捞取粉体%然后

放置在滤纸上吸湿后自然干燥%在
CBF'"B

上喷金

镀膜后行相应的成分分析'

%.)

!

菌株选择
!

选择金黄色葡萄球菌
?A99+')#

作为细菌繁殖体中化脓性球菌的代表%菌株由湖南

省疾病预防控制中心消毒科提供'细菌悬液制备程

序参照文献!

%

"%用磷酸盐缓冲液洗下菌苔并稀释配

制成实验浓度菌悬液%实验菌浓度为
%"

*

"

%"

'

9K1

+

#C

%进行菌落计数确定'菌液经显微镜观察

确定无其他杂菌污染'

%.*

!

抗菌性能初步测定
!

采用三角烧瓶振荡试验

法%具体步骤如下(#

%

$在三角烧瓶中加入
%"#C

胰

蛋白胨生理盐水溶液)#

!

$加入待测复合材料及细菌

菌液%设定的复合材料浓度为
%""#

5

+

#C

)#

)

$对照

样不加复合材料%其他步骤与待测样相同)#

*

$将上

述三角烧瓶固定于振荡摇床上%以
%'";

+

#%)

的速

度
)(L

恒温振荡
!,

后%取
".%#C

三角烧瓶内的

试样先进行
%"

倍稀释%后加入直径为
&/#

的无菌

培养皿中%再加入
%&.&#C

融化后冷却至
*'L

的琼

脂培养基%迅速轻轻摇动混匀%平放于台上)#

'

$待琼

脂培养基凝固后%翻转培养皿%使底向上%置
)(L

恒

温箱内培养
*#,

%观察菌落数#即剩余的活菌数

量$%比较
+

种复合材料的抗菌性能)#

+

$按照上述方

法%每个待测样品及对照样品都各做一式
)

份实验%

取
)

次实验的平均值%计算出细菌菌落数%采用公

式(存活率
/

#样本组平均菌落数+对照组平均菌落

数$

,%""H

'

%.'

!

试管法抗菌性能测定
!

对通过
%.*

方法获取

的具有初步抗菌活性的材料%采用温箱#避光条件

下$试管法进行抗菌性能测定'具体步骤如下(#

%

$

在试管中加入
%#C

细菌稀释液)#

!

$于上述试管中

加入待测复合材料及细菌菌液%设定的复合材料浓

度为
!'#

5

+

#C

)#

)

$对照样不加复合材料%其他步

骤与待测样相同)#

*

$将上述试管置于避光
)(L

恒

温培养箱中分别培养
!,

&

*,

&

!*,

%后续步骤

同
%.*

'

%.+

!

试管法测定最佳抗菌复合材料的最低抑菌浓

度!

FI9

"与最低杀菌浓度!

FP9

"

!

对
%.'

实验获

取的最佳抗菌活性材料进一步测定
FI9

与
FP9

值%实验方法仍然采用试管法'#

%

$取
)

支试管%每

支试管中各加入
%""#

5

+

#C

样品
!#C

%再加入

!#C

的
GP<

%在超声作用
)"#%)

下制成悬浊液%即

获得
'"#

5

+

#C

的材料浓度%依次以倍比稀释的方

法分别获取
+

个浓度(

'"#

5

+

#C

&

!'#

5

+

#C

&

%!.'

#

5

+

#C

&

+.!'#

5

+

#C

&

).%!'#

5

+

#C

&

%.'+#

5

+

#C

)#

!

$每支试管中接种上述菌悬液
".%#C

%

)'L

培养
%#

"

!*,

后取出进行平板菌落计数%未出现细

菌抗菌材料的最低浓度即为
FI9

%每份样品做
)

组

平行测试%取平均值)#

)

$上述试液在
)'L

下再培养

!*,

后取出进行平板菌落计数%未出现细菌的抗菌

材料的最低浓度即为
FP9

%每份样品做
)

组平行测

试%取平均值'

%.(

!

电镜用实验材料
!

!.'H

戊二醛%购自中国国
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药集团化学试剂有限公司)

%H

"

!H

磷钨酸染液

#

8

7+.+

"

+.#

$%购自美国
<IQF?

公司)覆盖聚乙

烯醇缩甲醛膜的铜网%由中南大学湘雅医学院电镜

中心提供)光学显微镜
93!%K<%

%购自日本
2CVF"

G1<

公司)

7%-$/,%7"('""

型透射电子显微镜%购

自日本
7IA?97I

公司'

%.#

!

电子显微镜下细菌超微结构观察
!

电镜标本

制备采用负染色技术%实验步骤参照文献!

)

"%稍

作改动%具体如下(#

%

$将菌悬液与含
FI9

浓度的

最佳抗菌活性样品混匀%分别在受试物与细菌接

触后
)"#%)

取相应培养液
%#C

放入离心管中)

#

!

$高速台式离心机
%!""";

+

#%)

离心
%"#%)

)

#

)

$弃上清液%取沉淀物加入
!.'H

戊二醛
'""

$

C

中%之后将沉淀物充分打散%室温放置
!,

%正常对

照组为同时期生长的细菌)#

*

$均匀分散细菌后%

用覆盖聚乙烯醇缩甲醛膜的铜网蘸取菌液%静置
'

"

%"#%)

)#

'

$用小片滤纸吸干多余液体%干燥
%"

#%)

)#

+

$用
%H

磷钨酸染色
!#%)

)#

(

$再次用小片

滤纸吸干多余液体%干燥
%"#%)

后置电镜下观察

并照相'

2

!

结果

!.%

!

能谱仪分析
!

见图
%

'结果显示%制备的样品

含有
A%

&

2

!

&

C$)

个主要波峰'证实制备的掺镧纳

米氧化钛样品只含有钛&氧与镧成分%不含其他

杂质'

!.!

!

三角烧瓶振荡试验法
!

通过三角烧瓶振荡试

验法我们发现%在
%""#

5

+

#C

的材料浓度普通光照

条件下%

+

种样品#

K7%

"

K7+

$在作用
!,

后对金黄

色葡萄球菌的灭菌率存在差异%细菌存活率分别为

).+*H

&

).*%H

&

'.""H

&

!(.&'H

&

*%.)+H

和

%%%.#!H

'具有明显抗菌活性的材料为
K7%

&

K7!

和
K7)

%无抗菌活性的材料为
K7+

'

!.)

!

'

种样品对金黄色葡萄球菌
?A99+')#

的

抗菌活性
!

见表
%

'实验结果表明%

K7%

&

K7!

号

样品在
!'#

5

+

#C

浓度下相对其他
)

种样品在避

光条件下%对金黄色葡萄球菌
?A99+')#

作用

!,

&

*,

以及
!*,

时间段的细菌菌落计数值低%抗

菌活性强'我们选择
K7%

进行进一步超微结构

观察'

!"#$%&'()*

+ !

"

, #$ "

- %& "

$%./01213

'&()$*+,-))./($-01+++234

56.7.0(++++8(9+++3(9

!:+++++;<=>?++++@<=A?

#$:+++++;A=B@++++"A=@@

%&%++++C"=@;+++++"=D;

图
%

!

掺镧氧化钛样品能谱分析图

D'

8

*.$/

!

?)$&

6

'%'+NA%2

!

'$#

8

&:R

6

:):;

56

'

8

:/-;+#:-:;

-:/,)+&+

56

表
%

!

试管法测定的
'

种样品避光条件下对金黄色葡萄球

菌
?A99+')#

的影响#

,!"9K1

+

#C

$

0,69$/

!

A,::NN:/-+N''$#

8

&:'+);"#

8

<

7

$0>0>>+5#+:!+5

?A99+')#R

6

-(R:-:'-#:-,+@%)@$;T/+)@%-%+)

#

,!"9K1

+

#C

$

样品
温箱孵育时间

!, *, !*,

K7% )!" !#" #"

K7! )"" %#" %+"

K7) **" !#" +*"

K7* !*+" %"+" +*"

K7' )+*" %("" #"

!!

加入的菌液浓度为
*.*,%"

*

9K1

+

#C

!.*

!

试管法测定
K7%

的
FI9

与
FP9

!

采用试管

法避光条件下进行
FI9

与
FP9

测定结果显示%该

材料对金黄色葡萄球菌
?A99+')#

的
FI9

与

FP9

值分别为
%!.'#

5

+

#C

与
!'#

5

+

#C

'

!.'

!

金黄色葡萄球菌
?A99+')#

超微结构改

变
!

见图
!

'电镜下观察发现%正常金黄色葡萄球

菌胞壁光滑%许多菌体聚积成葡萄状%有分裂相#图

!$?

$)而经样品作用
)"#%)

后的细菌含量明显减

少%可见坏死菌体%细菌菌体呈凹陷性肿胀%中央切

迹明显%菌体表面电子密度增高%分裂相减少#图
!
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?

!

正常
?A99+')#

!!!!!!!!!!!!!!!!

P

!

样品作用
)"#%)

后
?A99+')#

图
!

!

K7%

作用前后金黄色葡萄球菌
?A99+')#

电镜图示#
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8

*.$2

!
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5
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$0>0>>+5#+:!+5?A99+')#R:N+;:$)@$N-:;-,:$/-%+)+NK7%R

6

:&:/-;+)#%/;+'/+

8

:

#

,)""""

$

3

!

讨论

近年来%随着抗菌药物和化学药物的大量使用%

以细菌和病毒为代表的一系列新&老病原体对人类

袭击日趋猛烈%也提高了人们对环境微生物的研究

和认识%减轻和减少由此引发的各类感染性疾病已

经成为社会的共识%而最直接有效的预防方法之一

就是使用各种具有抗微生物性能的材料'抗微生物

材料包括有机&天然和无机材料
)

大类型'有机材

料具有见效快&杀菌能力强的特点%但同时存在易产

生微生物耐#抗$药性&作用期短&耐热性差以及分解

物产生二次污染等缺点)天然抗微生物材料效果不

如有机材料%并存在药效短&安全性和耐久性差&来

源有限等不足)而无机抗微生物材料通过将无机材

料固有的稳定性和抗微生物成分的高效性&广谱性

相结合%克服了上述
!

种材料的局限性%并具有优异

的持久性&耐热性&高度安全性等诸多优点%具有.绿

色化学/产品的概念%是目前抗微生物材料的研究热

点和主流%也是最具有前景的控制环境微生物的方

法与措施之一'

在无机抗微生物材料中%

A%2

!

是当前最具应用

潜力的一种宽禁带
)

型半导体材料%其化学性质稳

定%耐腐蚀%耐酸碱%无毒%来源丰富%价格便宜%具有

较强的光催化氧化能力%在治理环境污染和纺织品&

卫生用品杀菌处理方面备受关注!

*

"

'目前%

A%2

!

粉

体的制备工艺已较为成熟%并进入产业化批量生产

阶段%但由于其需紫外光照射才能发挥作用%催化效

率低%且在一些无光环境如暗室中%不能有效杀灭细

菌%影响到其杀菌效果'近年来%各种复合技术和改

进负载技术!

'

"等方法用于提高光催化效率%其中的

掺杂技术是控制材料能级和物理性质的有效手段%

将其激发波段扩展到可见光波段%提高了太阳光的

利用率%但
A%2

!

复合材料在医学领域的研究尚少'

人们早已发现稀土金属具有良好的广谱抗菌性

能%其在不同浓度条件下%对白假丝酵母菌&大肠埃

希菌及葡萄球菌属具有抑菌能力%且随着硝酸稀土

溶液浓度的增加%相应抑菌环直径增大%抑菌能力增

强'梁兆玲!

+

"等研究也发现%镧配合物&钐配合物和

铂配合物具有一定的对抗人免疫缺陷病毒的活性'

但是到目前为止%少见将稀土离子负载到无机载体

上%利用稀土离子作为活性组分来达到抑制微生物

效果的无机材料的研制开发'已有的少量对
A%2

!

负载稀土离子的抗菌机制研究多为理论推断%且缺

乏系统的实验研究资料'如果将稀土金属的抗微生

物效果和稀土金属的激活作用与
A%2

!

的光催化性

能相结合%就可以充分发挥稀土金属离子抗微生物

和纳米
A%2

!

光催化两者的优点%既可以达到解决

目前光催化型无机材料研究中普遍存在的问题%又

能真正实现广谱抗微生物&高效缓释持续功能的目

的'如研制成功%可以作为抗菌材料广泛使用'
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本文中采取的溶胶,凝胶技术!

(

"是一种由金属

有机化合物&金属无机化合物或上述两者的混合物

经过溶液&溶胶&凝胶而固化%再经过热处理#或在一

定气氛条件下处理$而获得氧化物或其他化合物的

新工艺'相对于传统的固相烧结法%溶胶,凝胶技

术在制备金属氧化物或其他化合物方面具有许多优

势%它可以在低温下制备高纯度&粒径分布均匀&化

学活性大的单组分或多组分分子级催化剂)同时具

有工艺简单%步骤&产物组成及粒度可控等优点%是

制备超细粒子的重要方法之一!

#

"

'我们的实验证

实%配制的掺镧氧化钛不含其他杂质'实验中选用

的掺镧氧化钛中镧的含量所占摩尔比是根据文献所

确定'据晏太红等报道!

&

"

%镧的掺杂含量在
".'H

时%光催化活性可以达到最强)而
C%

等报道!

%"

"掺杂

镧量为
%.!H

#质量分数$时催化活性最高%但随着

含量的继续增加%覆盖在
A%2

!

表面的多余镧反而

不利于电子,空穴对的分离'故我们选择镧的掺杂

含量为
".'H

'

关于无机抗菌材料的抗菌性能检测%目前国内

尚无统一标准'本实验采用三角烧瓶振荡法进行复

合材料的抗菌活性初筛%参考日本抗菌材料的代表

性评价法!

%%

"

%借鉴我国卫生部1消毒技术规范2

!

%

"中

方法进行'

负染技术是进行细胞亚单位分子结构研究的一

种方法!

%!

"

'通过我们的实验%可以确定在
K7%

作

用后%细菌细胞数量明显减少%菌体出现肿胀&固缩

或坏死%菌体表面电子密度增高'推断其作用过程

是胞外膜首先部分分解%接着细胞质膜发生紊乱%最

终导致细胞死亡'

F$@;%@

等!

%)

"利用透射电镜观察

了紫外光下
A%2

!

杀灭铜绿假单胞菌的过程%发现

经过
*"#%)

照射%细菌细胞呈现拉伸状态并被分

裂)延长照射时间%胞外膜出现波纹状结构%并有少

许细胞内含物被挤压出来而形成水泡状隆起物'今

后实验中%可以尝试将
K7%

作用其他细菌前后的超

微结构变化进行比较'

同时%我们的实验结果也提示%除
K7+

外%其余

各样品对金黄色葡萄球菌存在不同程度的抗菌活

性'在今后的研究中%也可以尝试进行对其他细菌

抗菌活性方面的研究%同时对其他有抗菌活性的样

品进一步实验'由于我们的实验仅仅是改变了掺杂

材料后不同煅烧温度下的材料的抗菌活性%而没有

对不同掺杂材料含量进行比较%故在今后的实验过

程与研发过程中%还需进一步观察不同掺杂量#即摩

尔比不同$材料掺杂对抗菌活性的影响%掺杂不同稀

土金属镧以外的材料抗菌活性是否存在差异'从真

正意义上讲%将具备各种不同性能的材料在微观尺

度上形成自组装体系%使其成为一个复杂的具协同

作用的整体%以确保各项功能的实现!

%*$%'

"

%从而达

到多功能&高性能和低成本的优点'

!参 考 文 献"

!

%

"

!

中华人民共和国卫生部
.

消毒技术规范!

<

"

.

北京%

!""!.

!

!

"

!

尹荔松%周歧发%唐新桂%等
.

溶胶
"

凝胶法制备
A%2

!

的胶凝过

程机理研究!

M

"

.

功能材料%

%&&&

%

)"

#

*

$(

*"($*"&.

!

)

"

!

V$)

5

M

%

P;:#:;GM

%

C$#+)-IC

%

!"#$.I)N;$;:@'

8

:/-;+'/+

8

%/

'-(@%:'+N'%@:;+

8

,+;:";:&$-:@,

6

@;+4$#%/$/%@&%

5

$)@'$@'+;R:@

+)-%-$)%(#@%+4%@:

!

M

"

.C$)

5

#(%;

%

!""+

%

!!

#

!*

$(

%"%"&$

%"%%(.

!

*

"

!

王帆%宋晓秋%柳翱%等
.

材料的性能及其在化学和医学方面的

应用!

M

"

.

长春工业大学学报%

!"")

%

!*

#

%

$(

($&.

!

'

"

!

K(

D

%',%#$?

%

>$+AJ

%

A;

6

TB?.A%-$)%(#@%+4%@:

8

,+-+/$"

-$&

6

'%'

!

M

"

.M.+N

8

,+-+/,:#%'-;

6

$)@

8

,+-+R%+&+

56

9

(

G,+-+"

/,:#%'-;

6

>:=%:U'

%

!"""

%

%

#

%

$(

%$!%.

!

+

"

!

梁兆玲%曾涛%汪旭%等
.

八种稀土金属配合物和铂配合物抗

7IO

活性的研究!

M

"

.

云南师范大学学报#自然科学版$%

!""'

%

!'

#

%

$(

*"$*).

!

(

"

!

郭旭侠%宋明凯%丑修建%等
.A%2

!

光催化材料的研究现状及展

望!

M

"

.

沈阳航空工业学院学报%

!""*

%

!%

#

%

$(

*)$*+.

!

#

"

!

>$/,:=$A F

%

9;%-/,&+UQ W.<)2

!

-,%)N&%#'

8

;:

8

$;:@R

6

'+&"

5

:&

8

;+/:''

!

M

"

.A,%)<+&%@K%&#'

%

%&&(

%

!&!

#

%$!

$(

!&&$

)"!.

!

&

"

!

晏太红%崔海霞%林志东%等
.

稀土掺杂
A%2

!

薄膜的制备及光

催化特性!

M

"

.

复旦学报#自然科学版$%

!"")

%

*!

#

+

$(

&&&$

%""!.

!

%"

"

C%KP

%

C%30

%

7+(FK.G,+-+/$-$&

6

-%/@:

5

;$@$-%+)+N!"#:;"

/$

8

"A+R:)*+-,%$*+&:%)$

Y

(:+('C$

)-

$A%2

!

'('

8

:)'%+)N+;

+@+;/+)-;+&

!

M

"

.?

88

&9$-$&P

(

!)=%;+)

%

!""*

%

*#

#

)

$(

%#'$

%&*.

!

%%

"铃木昌二
.

抗菌剂及3抗菌加工制品4抗菌效力评析法!

M

"

.

5

6789:%

%&&+

%

)%

#

(

$(

'&"$'&).

!

%!

"凌治萍%俞 彩
.

细胞超微结构与电镜技术,,,分子细胞生物学

基础!

F

"

.

上海(上海医科大学出版社%

!"""

(

&(.

!

%)

"

F$@;%@G?

%

J:=Z;:*QO F

%

2;;$)-%$!P

%

!"#$.G,+-+%)"

@(/:@R$/-:;%/%@$&$/-%=%-

6

$

5

$%)'-@5!+A0D0,#5#!:+

/

4,05#R

6

A%2

!

R$':@-,%)N%&#'

!

M

"

.K!F<F%/;+R%+&+

56

C:--:;'

%

!""!

%

!%%

#

!

$(

%#)$%##.

!

%*

"

V%V

%

W$)

5

VA

%

C%(7.G;:

8

$;$-%+)+N):U/;+''&%)T:@/,%"

-+'$)U%-,/;+U):-,:;$)@-,:%;$@'+;

8

-%+)N+;'%&=:;%+)N+;

$)-%R$/-:;%$&$/-%=%-%:'

!

M

"

.9$;R+,

6

@;$-:G+&

6

#:;'

%

!"")

%

')

#

*

$(

*!'$*)".

!

%'

"

7+'+)+7

%

?R:V.<%&=:;%+)':&:/-%=:

8

+;+('&%-,%(#-%-$)%(#

8

,+'

8

,$-:

5

&$''"/:;$#%/'/$-%+):4/,$)

5

:;$)@%-'$

88

&%/$-%+)

-+R$/-:;%+'-$-%/#$-:;%$&'F$-:;

!

M

"

.>:'P(&&

%

%&&*

%

!&

#

%%

$(

%%'($%%+!.

-

'")

-中国感染控制杂志
!""&

年
&

月第
#

卷第
'

期
!

9,%)MI)N:/-9+)-;+&O+&#J+'<:

8

!""&


