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摘要 制备了一系列具有不同侧基结构的阳离子聚氨基酸(PALGn)材料 . 这种阳离子聚氨基酸在体外均显示

出一定的抗菌活性 . 其中, 疏水基团比例为 10%, 疏水基团为正丁基结构的PALG20-Bu1表现出最佳的抗菌性

能, 对金黄色葡萄球菌(S. aureus)和大肠杆菌(E. coli)的最小抑菌浓度(MIC)为12.5 µg/mL. 进一步的机理研究表

明, PALG20-Bu1能够有效破坏细菌细胞膜的完整性, 导致细菌死亡 . 由于这种独特的抗菌机制, PALG20-Bu1表
现出快速的杀菌动力学 . 本文工作为治疗临床细菌感染提供了一种新策略 .
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Abstract A series of cationic poly（α -amino acid）s（PALGn） materials with different side group structures was      
synthesized. The synthesized cationic poly（α-amino acid）s exhibited certain antibacterial activity in vitro. Among them， 
poly（γ-allyl-L-glutamate）20-butyl1（PALG20-Bu1） with the optimal ratio of cationic/hydrophobic group ratio showed the 
best antibacterial ability， with a minimum inhibitory concentration（MIC） of 12.5 µg/mL against Staphylococcus        

aureus（S. aureus） and Escherichia coli（E. coli.）. Further mechanistic studies indicated that PALG20-Bu1 could         
effectively disrupt the integrity of bacterial cell membranes， leading to bacterial death. Due to this unique antibacte-

rial mechanism， PALG20-Bu1 exhibited rapid bactericidal kinetics. In summary， this work proposes a promising      
strategy for the treatment of clinical bacterial infections.
Keywords Bacterial infection； Bacterial resistance； Poly（α-amino acid）s； Antibacterial polymer
细菌感染一直严重威胁着人类的健康［1，2］.  自 1928年第一种抗生素青霉素问世以来， 人们通过化

学合成或从天然产物中分离出多种抗生素［3，4］.  然而， 由于抗生素的滥用， 细菌耐药性正在稳步增

强［5~11］.  根据世界卫生组织估计， 在全球范围内， 每年约有70万人因细菌耐药性而死亡［12］.  此外， 目前

新型抗生素开发进展缓慢， 自1987年以来， 只有一种脂肽类抗生素进入临床［13］， 迫切需要开发新型抗

菌药物［14］.
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抗菌肽（AMPs）是一类天然抗菌剂， 具有广谱抗菌活性， 广泛存在于各种生命体中［15~20］.  由于具有

独特的阳离子和两亲性结构， AMPs可以通过静电和疏水相互作用与带负电的细菌细胞膜结合， 破坏

细菌细胞膜的完整性， 从而杀死细菌， 且不易诱导细菌产生耐药性［21，22］.  然而， 由于生产成本高、 生物

利用度低和对蛋白酶不稳定等缺点， AMPs的临床应用受到了极大限制［23~25］.  近年来， 具有正电荷和疏

水结构的阳离子抗菌聚合物被广泛研究， 以作为传统AMPs的替代物［26］.  其中， 通过N-羧基内酸酐环

状单体（NCA）开环聚合获得的聚氨基酸类抗菌高分子材料不仅具有良好的生物降解性和生物相容性， 
还可以通过丰富的化学手段进行结构修饰， 从而获得具有独特结构的聚氨基酸 ［22］.  尽管阳离子抗菌聚

氨基酸作为一种抗菌剂已经取得了一定的成功， 但如何合理设计其结构以获得最佳的抗菌性能和生物

相容性仍然是一个亟待解决的问题 .
本文利用开环聚合（ROP）和聚合后修饰策略合成了一系列具有不同聚合度（DP）和不同疏水结构

的阳离子聚氨基酸（PALGn）， 并系统探究了其抗菌性能（Scheme 1）.  其中， PALG20-Bu1对金黄色葡萄球

菌（S.  aureus）和大肠杆菌（E.  coli）表现出良好的抗菌活性 .  进一步的抗菌机理研究表明， PALG20-Bu1可
以有效破坏细菌细胞膜完整性， 导致细菌死亡， 并表现出快速的杀菌动力学 .  这种阳离子聚氨基酸材

料有望为治疗临床细菌感染提供新的思路 .

1 实验部分

1.1　试剂与仪器

L-谷氨酸（L-Glu）、 三光气、 甲氧西林（Methicillin）、 阿莫西林（Amoxicillin）和安 息 香 二 甲 醚       
（DMPA)， 分析纯， 上海阿拉丁生化科技有限公司； 烯丙醇， 分析纯， 山东西亚化工有限公司； 硫酸、 无
水硫酸钠、 三乙胺、 乙醇和乙酸乙酯， 分析纯， 国药集团化学试剂有限公司； 正己胺、 SYTO™9和碘化

丙啶（PI）， 分析纯， 上海 Sigma-Aldrich生化技术有限公司； 半胱胺盐酸盐、 丁硫醇、 1-巯基辛烷、 2-苯

基乙硫醇、 1-十二烷硫醇和曲拉通 X-100（Triton X-100）， 分析纯， 上海麦克林生化科技有限公司； N，N-

二甲基甲酰胺（DMF）、 二氯甲烷（CH2Cl2）、 正己烷和四氢呋喃（THF）， 分析纯， 国药集团化学试剂有限

公司， 通过溶剂纯化系统（MB SPS-800， MBRAUN， Germany）纯化； N-苯基-1-萘胺（NPN）、 3，3'-二丙基

硫杂二羰花青碘化物［DiSC3（5）］和碘化丙啶（PI）， 分析纯， 上海化成工业发展有限公司； S.  aureus
（ATCC 25923）、 E.  coli（ATCC 25922）和MH琼脂培养基， 山东鲁微生物科技有限公司； L929小鼠肺成

纤维细胞， 上海一研生物技术有限公司； 4%（体积分数）兔血细胞， 上海远慕生物科技有限公司； RPMI-
1640 培养基 、 磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS， pH=7.4) 和噻唑兰（Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide， 
MTT）， 大连美仑生物技术有限公司 .

Scheme 1　Schematic illustration of the preparation of cationic polypeptides



CHEMICAL JOURNAL OF CHINESE UNIVERSITIES

高等学校化学学报
研究论文

Chem. J. Chinese Universities, 2025, 46(1), 20240334 20240334(3/9)

Zeiss Gemini SEM 500型场发射扫描电子显微镜（SEM）， 美国蔡司公司； Varioskan LUX型酶标仪， 
美国Thermo Fisher Scientific公司； Zetasizer Nano ZS90型纳米粒度电位仪， 英国Malvern公司； LSM510
型显微镜， 日本尼康公司； Perkin-Elmer LS50B型荧光光谱仪， 美国PerkinElmer公司 .
1.2　实验过程

1.2.1　PALGn的合成　参照文献［27］方法制备γ-烯丙基-L-谷氨酸酯N-羧基环内酸酐（ALG-NCA）.  参照

文献［28］方法， 以正己胺作为引发剂， 通过ALG-NCA的开环聚合（ROP）合成PALG.  在干燥的烧瓶中， 
用 10 mL无水DMF溶解 0. 033 g（0. 33 mmol）正己胺； 将 1. 750 g（8. 0 mmol）ALG-NCA溶于 15 mL无水

DMF 中， 加入到正己胺溶液中； 室温搅拌 72 h 后， 用去离子水透析 72 h， 冷冻干燥得到白色粉末状

PALG20， 产率为65%.  改变正己胺与ALG-NCA的摩尔比为1∶35， 采用相同的方法合成PALG35.
1.2.2　阳离子聚氨基酸的合成　参照文献［19］方法制备阳离子聚氨基酸 .  将 0. 800 g PALG20（含 4. 74 
mmol 烯丙基基团）、 0. 069 g（0. 50 mmol）2-苯基乙硫醇和 0. 400 g（1. 56 mmol）光引发剂 DMPA 溶于      
50 mL DMF 中； N2气鼓泡 30 min， 使用 365 nm（15 mW/cm2）的紫外灯照射 30 min； 在室温下搅拌 24 h
后， 加入0. 320 g（1. 25 mmol）DMPA和1. 940 g（17. 1 mmol）半胱胺盐酸盐， 使用紫外灯（15 mW/cm2）照

射30 min后， 室温搅拌48 h； 将溶液转移到透析袋（MWCO=2000）中， 用去离子水透析72 h； 冻干后得到

苯乙硫醇修饰疏水侧基的阳离子聚氨基酸（PALG20-Ph1）白色粉末， 产率为 72%.  其它阳离子聚氨基酸

的合成见本文支持信息表S1.
1.2.3　体外抗菌性能表征　将S.  aureus和E.  coli在37 ℃下培养12 h； 然后用4 mL PBS（pH=7. 4）清洗  
2次并稀释至1×106 CFU/mL； 将100 µL菌液加入到96孔板中， 随后将PBS（pH=7. 4）和不同浓度材料分

别加入96孔板中， 于37 ℃培养1 h； 将100 µL培养后的溶液均匀涂布在MH琼脂培养基表面， 于37 ℃
下培养24 h后进行菌落计数 .
1.2.4　血液相容性表征　通过体外溶血实验评估材料的血液相容性［29，30］.  用PBS（pH=7. 4）缓冲液离心

4%兔血细胞悬液， 丢弃上层液体， 收集血细胞并重悬于PBS（pH=7. 4）缓冲液中； 阳离子聚氨基酸材料

初始浓度为800 µg/mL， 并使用PBS梯度稀释， 将500 µL上述稀释后的材料和500 µL 4%（体积分数）兔

血细胞均匀混合； 将500 µL Triton-X（体积分数1%）和500 µL体积分数4%的兔血细胞均匀混合作为阳

性对照， 将500 µL PBS（pH=7. 4）和500 µL体积分数4%的兔红细胞均匀混合作为阴性对照 .  于37 ℃培

养2 h， 离心后取100 µL上清液转移到96孔板上； 通过测量聚合物处理后576 nm处的吸光度（A）值来

评估样品处理后的溶血百分比（Hemolysis， %）：

Hemolysis = A - A0
ATriton⁃X - A0

× 100% (1)
式中： A0和ATriton⁃X分别为阴性对照和阳性对照的吸光度值 .
1.2.5　细胞毒性测试　将8×103个L929细胞接种到96孔板中， 加入180 µL RPMI-1640培养基， 于37 ℃
孵育12 h； 随后， 加入20 µL不同浓度的阳离子聚氨基酸， 孵育24 h后， 向每个孔中加入MTT溶液（最

终浓度 0. 2 mg/mL）， 继续孵育 4 h后测定每个孔在 490 nm处的吸光度 .  细胞活力（Cell viability， %）定

义为：

Cell viability = Asample
Acontrol

× 100% (2)
式中： Asample和Acontrol分别为阳离子聚氨基酸处理的孔和对照孔的吸光度 .
1.2.6　细胞质膜去极化测试　参照文献［31］方法， 以DiSC3（5）作为检测细菌细胞质膜去极化的探针 .  
细菌培养 12 h 后， 使用 PBS（pH=7. 4）稀释至 1×107 CFU/mL； 将 100 µL 不同浓度的 PALG20-Bu1 和
PALG20-NH2溶液与100 µL菌液混合均匀； 以甲氧西林/阿莫西林作为阳性对照， PBS（pH=7. 4）作为阴性

对照 .  连续监测溶液的荧光强度（λex=622 nm， λem=673 nm）.
1.2.7　细菌表面电势测试　将细菌用PBS（pH=7. 4）洗涤3次， 随后稀释至浓度为1×109 CFU/mL.  将不

同浓度的材料和细菌在离心管中混合均匀， 于37 ℃下孵育3 h， 最后用纳米粒度电位仪测量ζ电位 .
1.2.8　细菌细胞膜完整性测试　用PBS（pH=7. 4）将细菌稀释为1×109 CFU/mL.  随后， 将细菌和不同浓
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度材料在37 ℃下培养3 h， 孵育结束后， 使用0. 22 µm过滤器过滤细菌溶液并收集上清液 .  检测上清液

在260 nm处的吸收值 .  以PBS处理组作为对照 .
1.2.9　细菌活死染色实验　将1×106 CFU/mL细菌与2倍最小抑菌浓度（MIC）的材料在37 °C下共培养

30 min.  孵育结束后， 离心细菌悬浮液并除去上清液 .  用SYTO™ 9和PI染色30 min， 随后使用PBS洗涤

2次 .  使用LSM510显微镜观察样品荧光 .
1.2.10　杀菌动力学测试　使用PBS（pH=7. 4）将细菌浓度稀释为 1×106 CFU/mL.  随后， 将细菌和不同

浓度材料溶液混合均匀， 分别孵育15， 30， 60， 120和180 min.  通过平板计数法进行计数 .  以PBS处理

组作为阴性对照 .
1.2.11　统计学分析　在上述实验中， 定量的数据重复测定 3次， 数据以平均值±标准差（SD）的形式     
表示 .  使用 t 检验方法分析数据的统计学显著性 .  *p<0. 05 被认为具有统计学意义， 而**p<0. 01 和     
***p<0. 001被认为是高度具有统计学意义 .
2 结果与讨论

2.1　阳离子聚氨基酸的合成与表征

阳离子聚氨基酸的合成路线如Scheme 1所示 .  首先， 使用正己胺引发ALG-NCA（图S1和S2， 见本

文支持信息）单体的开环聚合， 合成了聚（γ-烯丙基-L-谷氨酸酯）（PALG）.  通过调节引发剂正己胺与

NCA单体的摩尔比， 合成聚合度分别为20和35的PALG， 命名为PALG20和PALG35.  在图S3（见本文支

持信息）中， δ 0. 88 处的吸收峰为来自正己胺引发剂的—CH3峰， 而 δ 4. 7， 4. 18， 3. 55， 2. 58， 2. 22， 
1. 79和 1. 49处的吸收峰归属于ALG单元中的质子， 表明成功制备了PALG20和PALG35.  随后， 用半胱

胺盐酸盐、 丁硫醇（Bu）、 1-巯基辛烷（Oct）、 1-十二烷硫醇（Dod）或2-苯基乙硫醇（Ph）通过“巯基-烯”点

击反应对PALG的侧基进行修饰， 得到目标阳离子聚氨基酸， 简称为PALGn-NH2， PALGn‒x-Phx（x=1， 2， 
3， 代表疏水基团比例为10%， 20%和30%）， PALGn‒y-Buy， PALGn‒y-Octy或PALGn‒y-Body（y=1， 2， 3， 代表

疏水基团比例为 10%， 20% 和 30%）（表 S1）.  由图 S2~S6（见本文支持信息）可见， C=C 键（δ 5. 14 和

5. 88）的质子共振峰消失， 表明PALG的侧基已经完全反应 .  此外， GPC结果（表S2， 见本文支持信息）

表明， 所合成的阳离子聚氨基酸都具有较窄的分子量分布（1. 10~1. 33）.
2.2　体外抗菌性能和生物相容性

采用涂板法对阳离子聚氨基酸的体外抗菌性能进行了表征， 选择S.  aureus（ATCC 25923）和E.  coli
（ATCC 25922）作为实验菌株 .  由表1可见， 本文合成的PALGn对S.  aureus和E.  coli都表现出一定的抗

菌性能 .  与高聚合度（n=35）的聚氨基酸相比， 低聚合度聚氨基酸（n=20）表现出更好的抗菌性能， 这可

能是因为过高的分子量影响了其对细胞壁肽聚糖层的穿透效果［32~34］.  此外， 疏水基团同样影响聚氨基

酸的抗菌活性 .  具有较短烷基链或疏水基团比例较低的样品具有更好的抗菌性能， 其中PALG20-Bu1对
S.  aureus和E.  coli 的MIC均为 12. 5 µg/mL.  为了进一步验证材料的稳定性， 将 PALG20-Bu1和 PALG20-
NH2水溶液室温条件下放置48 h后， 测试了其对S.  aureus和E.  coli的抗菌性能 .  细菌涂布计数实验结

果（图S7， 见本文支持信息）表明， 两种材料的抗菌性能与放置前相比均未发生变化， 证明材料在水溶

液中具有较好的稳定性 .  由于抗菌材料在实际临床应用中与组织和血液直接接触， 系统评估了阳离子

聚氨基酸材料的血液相容性（表 1）.  当 PALG20-Bu1 浓度为 400 µg/mL 时， 溶血率仍低于 10%， 表明

PALG20-Bu1具有良好的血液相容性 .  由表1可见， PALG20-Bu1对S.  aureus和E.  coli具有最高的选择指数

（>32）， 良好的生物相容性为其实际应用提供了可能 .
通过MTT实验进一步验证了材料的生物相容性 .  由图1可见， 具有正丁基结构的PALG20-Bu1表现

出最低的细胞毒性， 其50%抑制浓度（50% inhibitory concentration， IC50）为50 µg/mL.  低细胞毒性可能

归因于其较短的疏水侧基， 较短的烷基链对哺乳动物细胞膜中磷脂的非极性部分具有更低的亲和力 .  
选择具有良好的抗菌性能和生物相容性的阳离子聚氨基酸PALG20-Bu1进行进一步的抗菌机理表征， 以
PALG20-NH2处理组作为对照组 .



CHEMICAL JOURNAL OF CHINESE UNIVERSITIES

高等学校化学学报
研究论文

Chem. J. Chinese Universities, 2025, 46(1), 20240334 20240334(5/9)

2.3　抗菌机理

为了验证聚氨基酸的抗菌机理， 首先进行了Zeta电势表征 .  由图2可见， 加入PALG20-Bu1处理后， 
S.  aureus 的表面电势从‒18. 1 mV 变为‒7. 2 mV； 加入 PALG20-NH2 处理后， S.  aureus 的表面电势从         

Table 1　Minimum inhibitory concentrations(MICs) and selectivity index of PALGn

Polymer
PALG20⁃NH2
PALG20⁃Bu1
PALG20⁃Bu2
PALG20⁃Bu3
PALG20⁃Oct1
PALG20⁃Dod1
PALG20⁃Ph1
PALG20⁃Ph2
PALG20⁃Ph3
PALG35⁃NH2
PALG35⁃Bu1
PALG35⁃Bu2
PALG35⁃Bu3
PALG35⁃Oct1
PALG35⁃Dod1
PALG35⁃Ph1
PALG35⁃Ph2
PALG35⁃Ph3

MICs/（µg·mL-1）a

S. aureus
  12.5
  12.5
  25.0
100.0
  50.0
100.0
  25.0
  50.0
200.0
  12.5
  25.0
  50.0

>200.0
100.0
200.0
  25.0
200.0
200.0

E. coli
  12.5
  12.5
  50.0
  50.0
  25.0
100.0
  50.0
  50.0
200.0
  12.5
  12.5
  50.0
200.0
  25.0
100.0
  25.0
200.0
100.0

HC10b/（µg·mL-1）

>200
>400
  25
  50
  25
  25
  50
  50
100
  50
  25
  50
  50
100
100
  50
  50
100

Selectivity index of
S. aureusc

>16.0
>32.0

1.0
0.5
0.5
0.25
2.0
1.0
0.5
4.0
1.0
1.0
0.25
1.0
0.5
2.0
0.25
0.5

Selectivity index of 
E. colic

>16.00
>32.00

0.50
1.00
1.00
0.25
1.00
1.00
0.50
4.00
2.00
1.00
0.25
4.00
1.00
2.00
0.25
1.00

a.  Minimum inhibitory concentration（MIC） is the lowest polymer concentration that completely inhibits bacteria growth； b.  hemolysis      
concentration 10%（HC10） is defined as the lowest polymer concentration that induces 10% hemolysis； c.  selectivity index is calculated by 

（HC10）/MIC.

Fig. 1　Viability of L929 cells after incubation with different concentrations of PALG20(A) and 
PALG35(B) at 37 ℃ for 24 h 

Fig. 2　Zeta⁃potential change of S. aureus and E. coli upon PALG20⁃Bu1(A) and PALG20⁃NH2(B) treatment for 3 h
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‒18. 10 mV变为‒6. 3 mV.  加入PALG20-Bu1处理后， E.  coli的表面电势从‒15. 8 mV变为‒8. 1 mV； 加入

PALG20-NH2处理后， E.  coli的表面电势从‒15. 8 mV变为‒8. 9 mV.  上述实验结果表明， 阳离子聚氨基

酸可以通过静电相互作用与负电性细菌结合， 导致细菌膜电位上升 .
使用细菌膜电位探针DiSC3（5）验证了材料对细菌细胞质膜的去极化能力［35］.  由图3可见， 与抗生

素组相比， PALG20-Bu1和PALG20-NH2处理后的细菌均表现出明显的细胞质膜去极化作用， 且具有浓度

依赖性 .

通过活/死染色进一步验证聚氨基酸的抗菌机理 .  由图4可见， PALG20-Bu1和PALG20-NH2处理组表

现出强烈的红色荧光， 证明材料处理后细菌细胞膜结构完整性被破坏［19］.

Fig. 3　Cytoplasmic membrane depolarization of S. aureus(A, B) and E. coli(C, D) following treatment with 
PALG20⁃Bu1(A, C) and PALG20⁃NH2(B, D) at different concentrations and methicillin at 4 × MIC

Fig. 4　Fluorescence images of S. aureus(A—C) and E. coli(D—F) treated with PBS(pH=7. 4)(A, D), 
PALG20⁃Bu1(B, D) and PALG20⁃NH2(C, F) for 30 min
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随后， 使用 SEM 观察材料处理后细菌形态学变化 .  由图 5 可见， 与 PBS 组相比， PALG20-Bu1和
PALG20-NH2处理后细菌膜表面出现明显凹陷、 皱缩和变形 .

此外， 进一步评估了细菌的细胞膜完整性 .  由图 6 可见， 处理 3 h 后， 随着材料浓度的增加，         
S. aureus和E. coli内容物泄露显著增加 .  与部分AMPs类似［26］， 材料通过静电相互作用附着在细菌表

面， 破坏细菌细胞膜完整性， 导致细菌死亡 .

2.4　体外抗菌动力学

采用临床广泛使用的抗生素甲氧西林和阿莫西林作为对照组， 进一步评估了 PALG20-Bu1 和
PALG20-NH2的杀菌动力学 .  由图 7可见， 在 1×MIC下， PALG20-Bu1和PALG20-NH2可以在 30 min内完全

清除S.  aureus， 但需要120 min才能完全清除E.  coli， 并表现出浓度依赖性 .  相比之下， 即使在4×MIC
下， 甲氧西林和阿莫西林在180 min内也无法完全清除S.  aureus和E.  coli.  PALG20-Bu1和PALG20-NH2快
速的杀菌动力学使其有望成为治疗细菌感染的新型药物 .  此外， 阳离子聚氨基酸对细菌的快速清除可

有效限制细菌内毒素和外毒素的分泌和循环， 进而防止感染性休克和其它并发症［36~38］.

Fig. 5　SEM images on S. aureus(A—C) and E. coli(D—F) with PBS(A, D), PALG20⁃Bu1(B, D) and 
PALG20⁃NH2(C, F)

Fig. 6　Plots of the supernatants’ absorbance ratio at 260 nm in S. aureus(A) and E. coli(B) suspension 
following PALG20⁃Bu1 and PALG20⁃NH2 treatment for 3 h
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3 结 论

合成了一系列具有不同侧基结构的阳离子聚氨基酸， 其中PALG20-Bu1显示出优良的抗菌性能和最

高的细菌选择指数 .  进一步的机理研究表明， 正电性的PALG20-Bu1和PALG20-NH2可以通过静电相互作

用与带负电荷的细菌细胞膜结合， 破坏细菌细胞膜结构完整性， 导致细菌死亡 .  由于这种独特的杀菌

机制， PALG20-Bu1表现出快速的杀菌动力学 .  这种阳离子聚氨基酸材料有望成为一种新型的高效抗菌

材料 .
支持信息见http://www.cjcu.jlu.edu.cn/CN/10.7503/cjcu20240334.
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