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摘要 为制备载铜蒙脱石 ≤∏2  ×并研究其杀菌活性及机制 采用离子交换法制得 ≤∏2  ×对其结构与表面

特性进行表征 ∀以大肠杆菌为试验菌株 检测 ≤∏2  ×对细菌的最小抑菌浓度  ≤ 和最小杀菌浓度  ≤  ≤∏2

  ×杀菌过程中菌液胞内酶活性的变化 并观察细菌形态 ∀结果显示 载铜后蒙脱石的离子交换容量增大 但比表

面积和表面负电荷密度下降 ≤∏2  ×对大肠杆菌的  ≤和  ≤分别为 1和 1 # 

≤∏2  ×可使细菌

细胞膜受损 胞内酶诸如冬氨酸氨基转移酶 !乳酸脱氢酶和丙氨酸氨基转移酶等外泄 ∀ ≤∏2  ×对细菌具有较强的

杀灭活性 其杀菌机制 ≤∏2  ×与细菌发生吸附作用 使细菌细胞膜形态和通透性改变 胞内物外泄而死亡 ∀
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  饲用抗生素的大量使用及环境污染的日益加

重 最突出的问题之一是各种有害细菌 尤其是耐

药菌 的泛滥 ≈ ∀这些耐药菌已对人的身体健康 !

生存环境造成了危害 甚至还威胁到整个人类的生

命安全 ∀为了减少抗生素的使用 消除耐药菌所带
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来的危害 研制和开发新的无公害的抗生素替代品

已迫在眉睫 ∀

蒙脱石是一类天然硅酸盐黏土矿物质 由两层

硅氧四面体片夹一层铝氧八面体片所构成的 Β型

层状结构 ∀由于其表面特殊的理化性质 蒙脱石具

有吸附 !离子交换等多种特性 在工农业生产中得以

广泛应用 ≈ ∀近年来 通过对蒙脱石结构和组成

进行适当修饰 ≈ ∗ 
拓宽了蒙脱石的应用范围 ∀

铜离子具有抗菌活性 也是动植物必需的一种

微量元素 ∀本试验以蒙脱石和硫酸铜为主要原料 

制备载铜蒙脱石 研究其结构和表面特性 探讨载铜

蒙脱石杀灭大肠杆菌的活性与机制 ∀

材料与方法

载铜蒙脱石的制备  采用内蒙古赤峰的钙型蒙

脱石 粉碎后过 目筛 ∀加入 倍质量的二次去

离子水  搅拌  后 静置  弃上清液和

底部杂质 ∀重复此操作 次 ∀再加入一定量

 搅拌  后过夜 弃上清液 ∀重复加入一定

量  搅拌  后 静置  收集悬浮液并

于  ε 下干燥 粉碎 过 目筛后 样品再经

 ε 煅烧 细磨 过 目筛 得提纯的蒙脱石

   ×样品 ∀

取上述   ×加入 倍质量比的  搅拌

制成悬浮液 按 1倍 摩尔比 离子交换容量加入

≤∏
 

≤∏≥ #  分析纯 上海振欣试剂厂 ∀

搅拌  抽滤 ≥2真空抽滤装置 郑州长城科

工贸有限公司 后用  洗涤 次 ∀洗涤后的样

品经真空干燥 磨碎 过 目筛 制得载铜蒙脱石

≤∏
  2 ≤∏2  ×样品 ∀经原

子吸收法 2型原子吸收光谱仪 日本岛津

公司 测得 ≤∏2  ×中 ≤∏
 含量 重量百分比 为

1 ∀

载铜蒙脱石的表征  离子交换容量的测定采用

醋酸铵 2乙醇定氮蒸馏法 ≈ ∀表面积采用气体吸附

法比 表 面 和 孔 径 分 布 测 定 仪  ∏
λ 2

±∏美国 测定 ∀ 电位用 电位分

析仪 ≥ √英国 测定 ∀

抑菌 !杀菌实验  实验菌株为大肠杆菌

Εσχηεριχηια χολι ×≤≤ 由浙江省疾病预防

控制中心提供 ∀所用的培养液为  肉汤培养液 

平板培养基为伊红美蓝琼脂培养基 ∀

取试验菌于  肉汤培养基中  ε 摇床中孵

育至对数生长期  ε 下   # 
离心 

用预冷的  # 
磷酸盐缓冲液 °≥

 1洗涤 次 再悬浮于 °≥液中 ∀用紫外可

见分光光度计 型 上海广谱仪器有限公司 在

 处测定细菌吸收度 Α值 将菌液浓度调至

 ≅ 
 ∗  ≅ 


≤ƒ# 

 ∀

最小抑菌浓度 ∏  2

  ≤ 和最小杀菌浓度 ∏ 

  ≤测定参照美国国立临床实验室

标准化委员会推荐的肉汤稀释法 ≈ ∀取上述菌液

 于  新鲜  肉汤培养基中 菌液浓度

 ≅ 
 ∗  ≅ 


≤ƒ# 


然后分别加入  

       , ,      ×或

≤∏2  ×混匀 ∀  ε 摇床中培养  未见细菌生

长的最低抗菌剂浓度为  ≤∀将未见细菌生长的最

低抗菌剂浓度的肉汤管转种不含抗菌剂的伊红美蓝

琼脂平板 再经  ε 培养  ∀琼脂平板上未见细

菌生长的最低抗菌剂浓度为  ≤∀

分别取不同质量的的 ≤∏2  ×于  菌液

菌液浓度  ≅ 
 ∗  ≅ 


≤ƒ# 


中 混匀 

 ε 摇床中培养 分别在 和  定量

采样 在原子力显微镜 ≥° 2日本岛津公

司 下观察细菌形态的变化 并进行活菌计数 绘制

活菌数随时间变化的曲线图 ∀

细菌胞内酶活性检测  取已灭菌的装有  肉

汤培养基的试管 支   ∗ 号试管接种大肠杆菌

终浓度为  ≅ 
 ∗  ≅ 


≤ƒ# 


 ∗ 号

试管加入 ≤∏2  ×终质量浓度为  ≅  ≤ 1

# 

  ∗ 管为空白对照 ∀上述各试管于

 ε 摇床中培养  后 在  ∗ 号试管中加入

≤∏2  ×终质量浓度为  ≅  ≤1 # 



混匀 ∀各试管再继续培养  后 分别经 1 Λ

微孔滤膜过滤 取滤液在全自动生化分析仪 

 ÷ ⁄英国 上检测天冬氨酸氨基转移酶 !乳

酸脱氢酶和丙氨酸氨基转移酶的活性 ∀

数据处理  每个试验重复 次 抑菌 !杀菌曲线

用 个重复数据的平均值绘制 ∀

结果与讨论

1  Χυ2ΜΜΤ离子交换容量和比表面积

≤∏2  ×的离子交换容量和比表面积测定结果

见表 ∀离子交换容量是黏土矿物特性的一项重要

物理参数 其值的高低不仅反映了黏土矿物的晶体

结构中可交换离子的总量 也反映了黏土矿物离子

交换吸附的能力 ∀由表 可见 ≤∏2  ×的离子交
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换容量显著高于   ×提示蒙脱石对溶液中 ≤∏
 

的作用 除离子交换吸附之外 还存在着其他吸附

方式如静电吸附 !范德华力吸附等 使吸附到矿物

晶体中 ≤∏
  含量大于其交换出的阳离子量 ∀

等 ≈用经过 
 等柱撑的蒙脱石进行

≤∏
 的吸附试验表明 ≤∏

 主要以水合阳离子的形

式 以交换吸附的方式存在于蒙脱石层间 同时还有

少量 ≤∏
 以 ≈≤∏  2 

¬形式 以化学吸

附的方式存在于层间 ∀

黏土矿物的比表面积主要由微孔表面积和外表

面积组成 ∀本实验表明 与   ×相比 ≤∏2  ×的

外表面积较大 但微孔表面积却较小 这样 ≤∏2  ×

的总比表面积低于   ×∀说明载铜后 蒙脱石的微

孔面积下降 可能是由于少量 ≤∏
 进入蒙脱石微

孔 ∀ 2等 ≈和  等 ≈报道 ≤∏
 既

可存在于蒙脱石层间 也可进入硅氧四面体片的复

三方形微孔 推测可能还有少量 ≤∏
 进入了铝氧八

面体微孔 这些 ≤∏
 占据了微孔空间 使微孔的比

表面积下降 ∀

Ταβλε 1  ≤ ¬   

∏ν 

°   × ≤∏2  ×

≤ ¬#  1 ? 1 1 ? 13

×∏ #  1 ? 1 1 ? 13

 ∏ #  1 ? 1 1 ? 13

∞¬∏ #  1 ? 1 1 ? 13

3 Π  1 ϖσ   × ∏

2  Ζετα电位

电位测定结果表明 图 载铜蒙脱石

电位的绝对值低于蒙脱石 说明少量 ≤∏
 可通

过静电作用吸附于蒙脱石的层间 !棱边甚至微孔中 

使蒙脱石所带负电荷的密度下降 ∀就静电吸附而

言 载铜蒙脱石吸附细菌的能力要大于蒙脱石 ∀因

为在生理条件下 细菌细胞壁带负电荷 ≈ ∀另外 

载铜后蒙脱石微粒 电位峰的宽度缩小 提示

≤∏
 降低了双电层的厚度 使带电微粒在热运动中

的拖尾现象减弱 ∀

3  载铜蒙脱石抑菌和杀菌活性

   ≤和  ≤的测定结果见表 所示 ∀ ≤∏2  ×

对大肠杆菌有较强的抑制和杀灭作用  ≤和  ≤

分别为 1和 1 # 
 ∀而在所试验的浓

度范围内   ×未见抗菌活性 ∀由 ≤∏2  ×对大肠

杆菌的抑菌曲线 图 可见 与对照 1 ≅  ≤相

Φιγυρε 1  ∏ 



Φιγυρε 2   ∏√≤∏2  × Ε. χολι

Ταβλε2  ∂ ∏ ≤  ≤ 

Ε. χολι ν 

   ≤ #   ≤ # 

≤∏2  × 1 1

  ×  1  1

× Ε. χολι  ≅ 
 ∗  ≅ 



≤ƒ# 


比 含 1 ≅  ≤质量浓度 ≤∏2  ×细菌数虽有下
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降 但还不能有效抑制大肠杆菌的生长与增殖 ∀随

着 ≤∏2  ×质量浓度的增加 其抑菌效果也随之增

强 ∀ 1 ≅  ≤质量浓度 ≤∏2  ×与大肠杆菌孵育

 时 将检测不到活大肠杆菌的存在 ∀

从 ≤∏2  ×杀灭大肠杆菌的曲线 图 分析 

1 ≅  ≤质量浓度 ≤∏2  ×就显示杀菌作用 在

 时完全杀灭大肠杆菌需 1 ≅  ≤质量浓度 ∀

而 1 ≅  ≤质量浓度 ≤∏2  ×在  内就能完全

杀灭大肠杆菌 ∀

Φιγυρε 3  ∏√≤∏2  × Ε. χολι

4  菌液中胞内酶活性

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 ∀天冬氨酸氨基转移

酶 !乳酸脱氢酶和丙氨酸氨基转移酶是胞内酶 也常

作为细胞受损程度的指示剂 ≈ ∀菌液中酶活性升

高 反映了细胞膜受损或细胞膜渗透压发生了改变 ∀

从表 可知 大肠杆菌与 ≤∏2  ×作用  后 可从

滤液中检测到这 种酶 其活性均显著高于对照组 ∀

说明 ≤∏2  ×可引起细菌细胞膜通透性改变 或使

细菌细胞膜受损 ∀

5  载铜蒙脱石抑制 !杀灭大肠杆菌的机制

本实验浓度范围内未发现蒙脱石有抗菌作用 

Ταβλε 3  √   

  

∏ ν 

∏












 ≤∏2  × 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 #  1 ? 13 1 ? 13 1 ? 13

 ≤∏2  ×

3 Π  1 ϖσ ≤∏2  ×

Φιγυρε 4       Ε. χολι ¬  ≤∏2  ×     ≤∏2  ×

    ≤  ⁄  ∞   ƒ ×∏∏  ≅ 
 ∗  ≅ 



≤ƒ# 


≤∏2  ×  1 ≅  ≤
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这与胡秀荣等 ≈的研究结果一致 ∀作者以前研究

表明 蒙脱石对大肠杆菌 !沙门菌和金葡菌无抑菌和

杀菌活性 只呈现较强的吸附和固定作用 ≈ ∀然

而 当蒙脱石承载 ≤∏
 后 显示了较强的抑菌和杀

菌活性 其机制可能是基于蒙脱石的吸附作用和

≤∏
 的抑菌作用 ∀蒙脱石吸附细菌能力主要源于

表面张力 !范德华力和静电作用等 ∀较大的比表面

积决定了 ≤∏2  ×对细菌具有较强的物理吸附能

力 ∀但蒙脱石与细菌间的静电吸附相对较弱 因为

细菌细胞壁带有负电荷 ≈
而蒙脱石在生理 值

下表面也带负电荷 ≈ ∀而载铜后蒙脱石表面的

负电荷密度下降 可增强蒙脱石与细菌间的静电吸

附作用 ∀有关 ≤∏
 的抗菌机制尚处于假设 2验证阶

段 一些学者认为 ≤∏
 可穿透细胞壁 与细胞膜蛋

白质中存在的巯基 !氨基等含硫 !含氮官能团发生反

应 使膜蛋白变性 膜通透性增大 ≈ ∀从本实验拍

摄的原子显微镜图 图 可见 ≤∏2  ×先与大肠

杆菌发生吸附作用 然后使细菌形态改变 细菌细胞

膜损伤 细胞内容物外泄 ∀这与菌液胞内酶活性的

测定结果一致 ∀推测 ≤∏2  ×的杀菌机制为借助表

面张力 !范德华力及静电作用等与细菌发生强吸附

作用 ≤∏2  ×上富集的 ≤∏
 使细菌细胞膜或膜内

蛋白变性 细胞膜形态改变 膜通透性增大 细胞内

容物外泄 最后导致细菌死亡 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ √ ≥ ×≈ ≥

   

≈    ∞ Ιν ϖιτρο ¬  

 ∏ 

≈  ƒ ≥×  



≈ ∂ ≤ 2 °∏

  ≥    

 ∏ ∏≈ ≤

≥   

≈  ° ∏  ≤ ° ×⁄  

Σαλµ ονελλα εντεριτιδισ  ∏2¬
  ≈     

  

≈ ÷∏    ≠ ∏ ≤   ∞  ≤∏ 2
¬    

    √ 

   ≈  2∏  ≥

  

≈  ≠ ÷∏  ≠ ∏° ≥∏   

 ∏ ≈   ≤ ≤

≥硅酸盐学报    

≈ •  ⁄ ≥ ⁄   ∏  

    ¬  

∏   ≈

°∞¬⁄√ 石油勘探与开发    

≈  ≤  ≤  ≥

 ⁄∏ ≥∏ ×

×  √ ≥  2
 


 •  ° ≤≤

 ≥≈≥ 

≈  ⁄∏       ∞≥

∏  ≤∏ ∏  2 ×2 2
 ≈   ≥ 

  

≈ 2  ≤    ≤∏  ≤∏

    ∏

≈ ≤≤     

≈  ≤   ∂ ƒ    

   2¬  

∏ ≈ ≤≤   

  

≈  ° ≤ ≤  ƒ∞  ±∏

∏ ∏∏

√Σαλµ ονελλα τψπηιµ υριυµ  ∏ ∏≈

ƒ≥   

≈  ≤ ≤⁄   2
 ∏¬ ≈  ∏  

  

≈ ∏÷   ∏ ≤ ≥  ≥∏ 

    ∏

≈  ° ≥ 药学学报   



≈  ≠ ≥∏  ≤ ≤∏
  2

≥       

∞ 载铜硅酸盐纳米微粒的表征及其对

肉鸡应用效果的机制研究  ≈⁄ ∏ 

√ 

≈ ≥  ≥∏  

 √∏  ∏   

 

      ≥∏≈  

≤ ∞   

≈ ∏÷ ≤ ≠    ≥∏

 ≈ ≤ ≤ ≥硅酸盐

学报    

≈   ≠ ÷∏   √  2 

≈    √ 材料导报 

  

## 药学学报 °∏≥  




