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载铜蒙脱石的抗菌机理研究

夏枚生，胡彩虹，赵文艳
（浙江大学动物科学学院 动物分子营养学教育部重点实验室 杭州 #-%%$.）

摘 要：研究载铜蒙脱石对副溶血弧菌的抗菌效果和机理。载铜蒙脱石对副溶血弧菌的最小抑菌浓度和最小杀菌

浓度分别为 4’9BCD 和 #%%9BCD，而蒙脱石未显抗菌活性。细菌胞内酶活性结果显示，载铜蒙脱石可使细菌细胞膜

发生损伤或通透性增大，导致细菌胞内酶的外漏。载铜蒙脱石对细菌呼吸代谢影响的结果表明，载铜蒙脱石可抑

制三羧酸循环途径。原子力显微镜动态观察载铜蒙脱石作用下副溶血弧菌形态变化的结果发现，载铜蒙脱石能破

坏细菌细胞膜。
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长期使用抗生素和抗菌药物，造成诸如细菌抗

药性、耐药基因转移、水产品中药物残留等不良后

果，直接或间接威胁人类健康，而且由于长期滥用抗

生素引起水环境污染，导致养殖环境恶化，生态平衡

失调。因此，研制新型的抗菌材料已迫在眉睫。

采用无机材料为载体，掺入抗菌金属离子而制

成的无机抗菌剂，具有抗菌谱广、细菌不易产生耐药

性、使用安全等特点，引起了人们的极大关注。蒙脱

石是一种双八面体层状结构的天然纳米级铝硅酸盐

矿物，具有良好的分散性与阳离子交换能力，十分适

合于用作各种无机抗菌剂的载体。我们通过吸附、

离子交换反应把抗菌性铜离子植入蒙脱石晶格，制

成载铜蒙脱石，并使蒙脱石在搭载铜离子后表面剩

余正电荷，从而提高其吸附带负电荷的细菌的能力；

另一方面，利用蒙脱石巨大的比表面积及其缓释效

应，通过抗菌性铜离子的溶出而具有很强的吸附、杀

菌能力［-，$］。载铜蒙脱石对猪、鸡、罗非鱼作用效果的

结果表明，载铜蒙脱石能有效抑制肠道病原菌增殖，

阻断病原菌与肠上皮细胞的粘附，使肠粘膜始终处于

健康状态，以益于消化酶的分泌和饲料养分的消化，

从而提高生长性能［# & ’］。本文以副溶血弧菌为水产

病原菌模型菌，研究载铜蒙脱石的抗菌机理。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 原料：以内蒙古赤峰的钙基蒙脱石和硫酸铜

为主要原料，采用液相离子交换法制备载铜蒙脱

石［- & ’］。载铜蒙脱石中铜的质量分数为 $F’H，阳离

子交 换 容 量 为 -F!29I1（ J ）CKB，L80 比 表 面 积 为

#%$F#9$ CB。
!"!"# 试验用菌株：副溶血弧菌 G0,, $4’-. 购自

美国菌种保藏中心（G9+M:A6* 0NO+ ,)1P)M+ ,I11+AP:I*，

G0,,）。

!"!"$ 主要试剂和仪器：0MNOP:A EIN LMIPQ（0EL）和

0MNOP:A EIN 6B6M（0EG）购自 R:SAI 公司。TU3RGV0WXG
型全 自 动 生 化 分 析 仪（英 国）、EY3!3型 溶 氧 电 极

（T6*K LMIPQ+M;，,69ZM:@B+，[\）、EY]3.’%%(# 型 G5]
（日本岛津）。

!"# 细菌培养

副溶血弧菌解冻后接种于含 #%BCD X6,1 的 0EL
中；$2^ 培养过夜。接种 ’%"D 菌液于 ’%9D #%BCD
X6,1 的 0EL 中，$2^摇床孵育至对数生长期，!^、

!%%%MC9:* 离心 -’9:*。用含 #%BCD X6,1 的无菌去离

子水洗涤 $ 次，然后悬浮于含 #%BCD X6,1 的无菌去

离子水中；并调整上述试验菌液浓度为 - & $ _ -%’

AI1I*N SIM9:*B )*:P（,5[）C9D，备用。

!"$ 最小抑菌浓度和最小杀菌浓度

采用 美 国 国 立 临 床 实 验 室 标 准 化 委 员 会

（X6P:I*61 ,I99:PP++ SIM ,1:*:A61 D6ZIM6PIMN ;P6*@6M@;，
X,,DE）［"］推荐的肉汤稀释法，分别将蒙脱石和载铜

蒙脱石进行 $ 倍稀释，然后加入试验菌株使最初菌

液浓度为 - & $ _ -%’ ,5[C9D，混匀。$2^摇床培养



!"#，未 见 细 菌 生 长 的 为 最 低 抑 菌 浓 度（$%&%’()
%&#%*%+,-. /,&/0&+-(+%,&，$12）。将未见细菌生长的低

抑菌浓度的肉汤管转种至不含抗菌剂的琼脂平皿，

再经 !34培养 !"#，琼脂平皿上未见细菌生长的为

最低 杀 菌 浓 度（$%&%’() *(/+0-%/%5() /,&/0&+-(+%,&，

$62）。

!"# 细菌胞内酶活性分析

载铜蒙脱石以 788’9:; 的浓度与 <8’; 菌液（菌

液浓度为 " = <8> 2?@:’;）混匀，另取 < 支不含载铜

蒙脱 石 的 菌 液 做 空 白 对 照。上 述 各 管 <78-:’%&、

!34培养 !#。悬浮液经 8A">!’ 微孔滤膜（$%))%B,-0）
过滤，滤液在 CD E(.+,&( 全自动生化分析仪上用试

剂 盒 分 析 天 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶（ (FB(-+(+0
(’%&,+-(&FG0-(F0， HIJ ）、 乳 酸 脱 氢 酶 （ )(/+(+0
50#.5-,90&(F0，;EK）、丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶（ ()(&%&0
(’%&,+-(&FG0-(F0，H;J）活 性。每 一 实 验 重 复 L 次。

数据分析采用 IHI（7A<!）软件，用 I+M50&+’F +N+0F+ 进

行差异显著性分析。! O 8A8> 表示差异显著。

!"$ 载铜蒙脱石对细菌呼吸代谢的影响

采 用 IPN"N型 溶 氧 电 极（ C(&Q 6-,+#0-F，
2(’*-%590，@R）测 定 耗 氧 量［S］。在 反 应 杯 中 加 入

<A>’; "A8 = <83 2?@:’; 悬浮在 BK SA! 的磷酸盐缓

冲液中的菌液，平衡 >’%& 后加入 8A3’; 葡萄糖溶液

（终浓度为 <’’,):;），然后密封系统。<8’%& 后，加

入载铜蒙脱石（终浓度为 788’9:;）。由菌液中溶氧

量的变化求出菌体的呼吸速率（!’,) T! :9A’%&）［3］。

根据载铜蒙脱石加入前后菌体的呼吸速率，用下式

求出载铜蒙脱石对菌体呼吸的抑制率：

"#（U ）V
（#8 W #<）

#8
= <88

其中 "# 为载铜蒙脱石对菌体呼吸的抑制率（U ），

#8、#< 分别为载铜蒙脱石加入前后菌体的呼吸速

率。根据典型抑制剂加入前后菌体的呼吸速率，用

下式求出典型抑制剂对载铜蒙脱石的叠加率：

##（U ）V
（## W ##）

##
= <88

其中 ## 为 典 型 抑 制 剂 对 载 铜 蒙 脱 石 的 叠 加 率

（U ），## 为载铜蒙脱石加入后菌体的呼吸速率，

#X #为加入典型抑制剂后菌体的呼吸速率。根据叠

加率的大小推断其作用部位。典型抑制剂为丙二

酸、碘乙酸、磷酸钠［3］。每一实验重复 L 次。

!"% 原子力显微镜动态观察载铜蒙脱石作用下细

菌形态的变化

参 考 张 永 青 等［Y］ 的 方 法。 载 铜 蒙 脱 石 以

788’9:;的浓度与菌液（菌液终浓度为 < Z ! = <8>

2?@:’;）混匀，!34摇床培养，分别在 8、8A>、L、7# 时

定量采样，用 !A>U戊二醛 "4固定，用培养液适当

稀释，吸取少量细菌悬液，小心滴于天然的新解离的

云母片上，待水分自然风干，IP$NY>88[L 型 H?$ 观

察细菌形态变化。采用接触式扫描模式在大气环境

下进行成像，扫描针尖为 I%L\" 针尖，图像采集为恒

力模式，所有图像均通过自动平滑处理以消除慢扫

方向的低频噪音。

& 结果

&"! 最小抑菌浓度和最小杀菌浓度

载铜蒙脱石对副溶血弧菌的最小抑菌浓度和最

小杀菌浓度分别为 S>’9:; 和 L88’9:;，而蒙脱石在

试验浓度范围内，未显抗菌活性（其最小抑菌浓度和

最小杀菌浓度 ] >8888’9:;）。

&"& 载铜蒙脱石对细菌胞内酶活性的影响

载铜蒙脱石对细菌胞内酶活性的影响见表 <。

载铜蒙脱石使滤液中天冬氨酸氨基转移酶、丙氨酸

氨基转移酶、乳酸脱氢酶活性显著升高（! O 8A8>）。

表 ! 载铜蒙脱石对细菌胞内酶活性的影响（’()）

J(*)0 < ^GG0/+ ,G 2MN$$J ,& 0&_.’0 (/+%‘%+. ,G *(/+0-%(（@:;）

6(/+0-%() 0&_.’0 2,&+-,) J-0(+’0&+

HFB(-+(+0 (’%&,+-(&FG0-(F0 <>AL a <AY <<"A3 a <LA3!

H)(&%&0 (’%&,+-(&FG0-(F0 <>A> a <A3 <"7A7 a <3A3!

;(/+(+0 50#.5-,90&(F0 <3A! a <A" !<8A7 a <"A3!

b()M0F (-0 B-0F0&+05 (F ’0(&F (&5 F+(&5(-5 50‘%(+%,&F；& V L B0- +-0(+’0&+A
$0(&F %& ( )%&0 )(*0)05 ! 5%GG0- F%9&%G%/(&+).（! O 8A8>）A

&"* 载铜蒙脱石对细菌呼吸代谢的影响

从表 ! 可见，载铜蒙脱石对副溶血弧菌的呼吸

抑制率为 L<A3U，与典型抑制剂磷酸钠、碘乙酸、丙

二酸的叠加率分别为 "3A7U、!SA3U和 <SA>U。比

较叠加率可知，载铜蒙脱石与丙二酸的叠加率最小，

说明丙二酸与载铜蒙脱石的增效作用最弱。

表 & 载铜蒙脱石对对细菌呼吸代谢的影响

J(*)0 ! ^GG0/+ ,G 2MN$$J ,& +#0 -0FB%-(+,-. ’0+(*,)%F’ ,G *(/+0-%(

1&#%*%+,-F "#，U< ##，U!

2MN$$J L<A3 a !A3
I,5%M’ B#,FB#(+0 7!A> a >AS "3A7 a >AL
1,5%&0 (/0+%/ (/%5 >YA" a 7A! !SA3 a !A3
$(),&%/ (/%5 >!A! a "AY <SA> a !A!

<"# -0B-0F0&+F +#0 -0FB%-(+,-. %&#%*%+%,& B0-/0&+ ,G *(/+0-%( (G+0- 2MN$$J
(55%+%,&；! ## -0B-0F0&+F +#0 -0FB%-(+,-. FMB0-B,F%&9 %&#%*%+%,& B0-/0&+ ,G
*(/+0-%( (G+0- +.B%/() %&#%*%+,- (55%+%,&A
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!"# 原子力显微镜动态观察载铜蒙脱石作用下副

溶血弧菌形态的变化

图 !"# 为副溶血弧菌的原子力显微镜（#$%）

图，显示副溶血弧菌呈杆状，其细胞表面比较光滑。

图 !"&、图 !"’ 和图 !"( 分别表示载铜蒙脱石作用

)*+,-、).、/. 时副溶血弧菌 #$% 图，结果显示，载铜

蒙脱石作用 )*+,- 时细胞表面变得比较粗糙，但仍

保持其杆状的整体形貌；载铜蒙脱石作用 ). 时，细

菌细胞膜破裂；载铜蒙脱石作用 /. 时，细菌裂解。

图 $ （%）副溶血弧菌 %&’ 图；（( ) *）载铜蒙脱石作用

+,-./（(）、+0（1）和 20（*）的副溶血弧菌 %&’ 图

$,01! #$% ,+203 45 !"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0（#）；#$% ,+203 45 6,78,4

9282.23+4:;<,=>? 3@94?3A <4 ’>"%%B 548 )*+,-（&），).（’），/.（(）1

+ 讨论

本研究表明，在所试浓度范围内，未发现蒙脱石

对副溶血弧菌有抗菌作用，但载铜蒙脱石具有较强

的抗菌作用，这与胡秀荣等［!*］、夏枚生［!］和胡彩虹

等［C］的报道一致。蒙脱石与细菌间的吸附作用分为

物理吸附和化学吸附。蒙脱石、载铜蒙脱石、副溶血

弧菌在 9D 为 /E* 时的 F3<2 电位分别为 G C!+6、

!!EH+6、G CC+6（另文发表）。因此，蒙脱石与细菌

间靠静电作用的化学吸附较弱，蒙脱石主要以物理

吸附的形式与细菌发生作用。载铜蒙脱石所载铜主

要以水合或复合阳离子形式进入蒙脱石层间，还有

少量铜进入蒙脱石的微孔，进入层间和微孔的铜均

可降低蒙脱石所带负电荷的密度，并可导致电价失

衡，使之带正电荷，从而增大其与细菌间的静电吸

附；细 菌 吸 附 到 载 铜 蒙 脱 石 表 面 后，表 面 富 集 的

’>C I 对其执行杀菌作用［! J K］。因此，载铜蒙脱石的

抗菌能力和两方面因素有关：一方面是其表面剩余

正电荷能从介质中大量吸附表面带负电荷的细菌；

另一方面是载铜蒙脱石释放至表面的铜离子直接作

用于细菌，而不是先进入介质再作用于细菌，也就是

说，载铜蒙脱石表面的有效铜离子浓度，大大高于它

在介质中的实际浓度；载铜蒙脱石对细菌的抗菌效

能，是静电吸附与铜离子杀菌能力协同作用的综合

结果［! J K］。

载铜蒙脱石对细菌胞内酶活性影响的结果显

示，载铜蒙脱石使滤液中天冬氨酸氨基转移酶、乳酸

脱氢酶、丙氨酸氨基转移酶活性显著升高。在正常

情况下，细菌胞内酶很少释放到菌体外，只有当细菌

细胞膜结构发生变化，通透性明显增强时，胞内酶才

能释放到菌体外［!!］。本实验结果表明细菌细胞膜

在载铜蒙脱石作用后通透性增加或受损严重，酶从

菌体内大量释放出来，从而导致细菌死亡。原子力

显微镜动态观察载铜蒙脱石作用下副溶血弧菌形态

变化的结果也显示，载铜蒙脱石先与细菌细胞膜发

生反应，细菌表面变得比较粗糙，然后使细胞膜破

裂，细菌内容物外泄而死亡。

许多抗菌剂的抗菌途径是通过具有抗菌作用的

离子渗透进入菌体细胞，抑制微生物的呼吸作用，从

而导致细菌死亡。本试验所用的抗菌剂是载铜蒙脱

石，典型抑制剂是丙二酸、碘乙酸、磷酸钠，它们分别

抑制呼吸代谢途径中的三羧酸循环、糖酵解和磷酸

戊糖途径［H］。当抗菌剂与典型抑制剂抑制不同呼吸

代谢途径时，对微生物抑制作用较强，表现出叠加率

较大；当抗菌剂与典型抑制剂抑制相同呼吸代谢途

径时，对 微 生 物 抑 制 作 用 较 弱，表 现 出 叠 加 率 较

小［H］。比较叠加率可知，载铜蒙脱石与丙二酸的叠

加率最小，说明载铜蒙脱石与丙二酸抑制细菌呼吸

代谢的途径相同，即主要抑制细菌呼吸代谢的三羧

酸循环途径。
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