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摘要#采用逆向蒸发法制备了稳定的溶菌酶脂质体
8

在不锈

钢表面培养出稳定生物膜后'分别利用溶菌酶和溶菌酶脂质

体对其进行剥离
8

运用
HON9

电位仪(扫描电子显微镜!

32V

"

和红外光谱!

-.0)

"对脂质体和生物膜进行表征
8

结果表明

制备的脂质体平均粒径为
G%

"

#%%:I

'包封率为
G$8>!8

相

同浓度下溶菌酶及其脂质体对混合菌种形成的生物膜剥离

效率分别达到
@$8>!

和
G@8;!8

溶菌酶脂质体在
$>U

内对

生物膜和水体中微生物去除率分别达到
G"8@!

和
""8@!8

因

此'溶菌酶脂质体能够有效控制不锈钢表面生物膜污染

风险
8

关键词#脂质体%溶菌酶%生物膜剥离%微生物
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溶菌酶!

7

J

D6[

J

IO

"是一种广泛作用于微生物细

胞壁的水解酶'对各种微生物(真菌(病毒有很强的

杀灭作用'并能够有效破坏微生物形成的致密生物

膜结构)

#

*

8

影响溶菌酶效率的主要因素是渗透过程
8

由于溶菌酶很难进入生物膜内部从而限制了其在管

道生物膜剥离中的应用)

$

*

8

脂质体!

7C

X

6D6IOD

"具有

磷脂分子构成的双分子结构'利用脂质体作为药物

载体不仅具有缓释作用'增强药物的靶向性'同时利

用脂质体的亲脂功能'运载药物穿透生物膜的胞外

聚合物!

2]3

"到达生物膜内部'有效杀灭生物膜内微

生物并剥离生物膜)

!

*

819IW9Z9ZC

等人利用乙酰胆

碱酯酶'证实了酶通过包埋后比自由酶有更高的活

性与稳定性)

>

*

8

目前国内外对超细稳定型溶菌酶脂

质体合成及其对混合菌种生物膜的剥离研究相对

较少
8

针对日益严重的生物膜污染导致的管道微生物

腐蚀(管道水头损失(饮用水微生物安全等问题'脂

质体包埋药物技术成为解决管道污染问题的重要途

径)

;

*

8

溶菌酶作为管道生物膜控制的绿色试剂'具有

低毒(高效(广谱等特性'可应用于饮用水系统中
8

文

中利用逆向蒸发技术'优化合成参数'合成高效稳定

的超细溶菌酶脂质体'使用
HON9

电位$
.2V

$

32V

对

脂质体性质进行表征
8

选择混合微生物作为生物膜

来源'

!%>

号不锈钢片作为生物膜构建载体'利用
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和
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图像'研究溶菌酶脂质体与自由溶菌

酶对生物膜的剥离作用及机理
8

!
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方法与材料
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实验仪器与药品

脂质体合成选择逆向旋转蒸发法
8

旋转蒸发仪

!上海豫康科教仪器"'转速
#!;R+IC:

F#

%循环水式

真空水泵!

3a\

.

'郑州长城"'循环水为冰水浴%

(1#=%%

岛津紫外分光光度计'日本%场发射投射电

子显微镜!

.2V

'

&2V $#%%-

"%

3>G%%

场发射扫描

电镜!

32V

'

aCN9LUC

"%

HON9DC[OR*9:6H

型
HON9

电位

分析仪!英国马尔文"%

S̀ $#G

超声清洗器!

;%a[

'江

苏昆山超声仪器设备厂"%傅里叶红外转换光谱

!

-.0)

'

*CL67ON

'

;=%

'

(3+

"

8

大豆卵磷脂(胆固醇(溶菌酶(

A*+

标准物质

!

A

核糖"均为生化级'上海国药集团有限公司%其

他试剂均为分析纯
8

!!"

!

溶菌酶脂质体的制备

以脂质体包封率和粒径分布为控制指标'优化

控制合成过程如下#精密称取
#8$

K

大豆卵磷脂和

%8@

K

胆固醇'溶于
#%I,

氯仿和
#;I,

乙醚混合溶

剂中'加入
GI,

质量浓度为
$

K

+

,

F#的溶菌酶磷酸

盐缓冲溶液!以下简称
]\3

溶液'

X

a_@8G

'过滤去

除悬浮物"'水浴超声处理使之形成稳定的水$油型

乳化液'然后在
%8%>V]9

'

!=

"

!Gm

条件下旋转蒸

发
$>U

去除有机溶剂
8

茄形旋转蒸发瓶内加入
@%

I,]\3

溶液!

X

a_@8G

"继续旋转
@

"

"U

'得到淡黄

色脂质体混悬液
8

使用经过
]\3

溶液!

X

a_@8G

"浸

泡后的微孔滤膜!粒径为
%8G

/

I

"过滤去除大颗粒

杂质后'放置于冰箱中
>m

保存备用
8

!!#

!

溶菌酶脂质体的性质表征

利用溶菌酶在紫外波长下的特征吸收峰!

$"!8G

:I

"测定溶菌酶浓度
8

取
>I,#8$

节中制备的样品使用

经过
]\3

溶液!

X

a_@8G

"浸泡的透析带进行透析'在摇

床中转速为
=;R+IC:

F#

'温度为
$;m

条件下'每
#$U

换一次外液'透析时间为
!@U

'将所有混合外液使用

%8#G

/

I

的微孔滤膜过滤'计算透析外液中未包埋的溶

菌酶量'从而求出溶菌酶脂质体的包封率
8

!!$

!

生物膜的培养)表征与处理

!!$!!

!

生物膜培养

采用某污水处理厂二沉池出水作为微生物来源'

去除悬浮性颗粒物'补充葡萄糖为碳源'铵盐为氮源'

磷酸二氢钾为磷源'控制
W

!

5

"

lW

!

*

"

lW

!

]

"

_

#%%l;l#

'氨氮质量浓度维持在
$;I

K

+

,

F#

'每天监

测
8

营养盐中还补充相关微量元素'质量浓度为#硫酸

亚铁
!I

K

+

,

F#

'碘化钾
$I

K

+

,

F#

'硫酸镁
;I

K

+

,

F#

'硫酸锰
$I

K

+

,

F#

8

主要菌种为链球菌和杆菌'培

养条件为!

$%n!

"

m

(

X

a

为
@8G@8

生物膜形成于表面

积为
#LI

$

'厚度为
%8=;II

的
!%>

号不锈钢表面
8

挂

膜反应器为改进圆形反应器!

+)D

"'生物膜的生长周

期为
=P

'以得到机械强度相对稳定的生物膜
8!%>

号

不锈钢主要物质质量分数为#

W

!

5

"

(

%8%;!

'

W

!

3C

"

(

#8%%!

'

W

!

]

'

3

"

(

%8%=!

'

W

!

*C

"为
G8%!

"

"8%!

'

W

!

5R

"为
#G8%!

"

#"8%!8

!!$!"

!

生物量(微生物测定

不锈钢载体表面形成的生物膜通过!

#%IC:

"超

声清洗之后'放入
$%I,

的平底玻璃瓶中待测
)*+

含量'

)*+

含量使用改进地衣酚测定法测量'微生物

总数测量采用平板微生物计数法'使用改性
)$+

培

养基)

@

*

8

!!$!#

!

生物膜剥离

稳定后第
=P

的生物膜'使用蒸馏水震荡清洗两

次后'置于含有剥离剂的平底玻璃瓶中振荡
$>U

'温

度
$;m

'转速为
#$;R+IC:

F#

8

分别测量水体中与

不锈钢表面的生物量
8

生物膜的剥离效率表达式为#

生物膜剥离率
V

9

_V

ROI

$!

V

ROI

eV

ROD

"

d#%%!

'其中

V

ROI

为剥离后水体中的生物量!以
)*+

含量表示"%

V

ROD

为剥离后不锈钢载体表面剩余的生物量!以
)*+

含量表示"

8

!!$!$

!

生物膜样品预处理

红外样品使用真空干燥箱烘干后进行压片处

理
832V

样品经过戊二醛!质量浓度#

$8;!

"固定
@%

IC:

后'使用
@%!

'

=%!

'

G%!

'

G;!

'

"%!

'

";!

'

#%%!

的乙醇逐级脱水'脱水时间为
$%

"

!%IC:

'经

乙醇脱水后样品使用乙醇 醋酸异戊酯!体积比为

#l#

"进行置换
!%IC:

'最后使用醋酸异戊酯!质量

分数为
#%%!

"置换
!%IC:

'样品在常温!

!;m

"下使

用真空干燥箱进行干燥'干燥时间为
#$U

'处理后样

品使用电镜进行观察
8

!!%

!

数据分析

实验数据采用
'RC

K

C:

软件!版本
=8;

"进行数据

操作处理'数据测量
!

次取平均值
8

在
";!

的置信度

区间内'数据标准偏差不超过
>!8

"

!

结果与讨论

实验制备的溶菌酶脂质体的平均粒径在
G%

"

#"
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之间'最佳包封率为
G$8>!8

脂质体乳液置

于冰箱中保存
>%P

后形态没有发生变化'没有分层

现象出现'无肉眼可见的沉积物和团聚物体'颜色没

有发生变化
8

"!!

!

水浴超声对溶菌酶脂质体
3456

电位的影响

由图
#

可知'经过超声处理后的溶菌酶脂质体

HON9

电位略有下降'但下降趋势非常轻微'说明脂质

体未发生团聚现象%当超声时间超过
#$%D

时'溶菌

酶脂质体
HON9

电位不再下降'说明无需后续分散超

声处理'溶菌酶脂质体也能分散比较完整
8

整个超声

处理过程中
HON9

电位变化率小于
;!

'说明本实验

合成的脂质体具有比较好的均匀分散度
8

图
?

!

不同超声时间对
a%;)

电位的影响

@'

C

D?

!

Q,/*#%,(%0/6'//%&%,;#*;&).0,'(;'$%

0,a%;)

F

0;%,;')*

"!"
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溶菌酶脂质体与溶菌酶对生物膜的杀灭剥离

作用

由图
$

可知'本实验培养的生物膜具有很高的稳

定性'

$>U

内仅仅有
#$8;!

的生物量通过机械震荡而

受到剥离!空白样品"

8

溶菌酶及其脂质体对生物膜的

最佳剥离效率分别为
@$8>!

和
G@8;!8

溶菌酶脂质体

展现了比溶菌酶单独作用更为优越的生物膜剥离效

率'这是因为溶菌酶脂质体比自由溶菌酶稳定'能够

在长时间范围内保持酶的活性'并通过缓释作用控制

溶菌酶的有效浓度'避免酶活性丧失后的微生物再恢

复问题)

=

*

'从而有效杀灭生物膜中的微生物并破坏生

物膜稳定的三维结构
8

由于生物膜中还存在溶菌酶难

以作用的其他糖类物质'溶菌酶效率不能够无限制提

升'但溶菌酶脂质体剥离效率明显高于先前文献)

GF"

*

8

生物膜中的微生物受胞外物质!多聚糖(蛋白质"等包

裹'具有较强的抗药剂能力'亦受固 液界面的扩散限

制'生物膜中溶菌酶有效浓度低于体外溶菌酶的浓

度'因此溶菌酶对生物膜中微生物的杀灭效率低于对

溶液中微生物的杀灭效率
8

经检测'溶菌酶脂质体对

生物膜中微生物去除率达到
G"8@!

'而单独使用溶菌

酶时仅为
@=8@!8

因此'使用溶菌酶脂质体能够有效

抑制微生物的,再恢复-问题
8

溶菌酶脂质体对溶液中

微生物具有
""8@!

的去除效率'而自由溶菌酶对水体

中微生物只有
G>8@!

的去除效率'体现了溶菌酶脂质

体释放酶活性的长效性'能够实现对流体和管壁中微

生物的协同控制
8

图
G

!

溶菌酶脂质体和溶菌酶对生物膜的杀灭剥离作用
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!

溶菌酶脂质体与溶菌酶剥离生物膜的
789

照片

图
!

为
=P

时不锈钢表面的电镜照片'图片显示

微生物膜非常致密'具有空间三维结构
849:

K

等的

研究表明不同厚度的生物膜并不受流体流动(传质

影响)

#%

*

'微生物能够在生物膜中形成完善的团簇结

构'并且能通过,群体效应-来协调它们的活动'从而

有效地维持生物膜活性
8

图
B

!

BPJ

号不锈钢表面成熟生物膜的形态%

bKPP

&

@'

C

DB

!

<0&

F

20*0

C-

0/$);#&%9'0/'*$0,BPJ

号

.;)',*%...;%%*

%

bKPP$)

C

,';#6%

&

由图
>

可知'自由溶菌酶处理后生物膜形貌受

到破坏'但依然紧密地附着在钢片表面'膜表面形貌

轻微改变
8

自由溶菌酶能够有效溶解生物膜中的有

机物'并改变细胞壁的结构'却不能有效剥离生物

膜
8

由图
>T

可见'表层生物膜受到巨大的破坏'显示

了酶活性对深层微生物的杀灭作用'这可能是因为

溶菌酶脂质体能够通过自身具有的亲脂性基团渗透

至生物膜内部)

##

*

'并溶解生物膜表面的有机质'促

进了溶菌酶的传质渗透能力
8

$"
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图
J

!

处理后生物膜的形态学图%

bKPP

&

@'

C

DJ<0&

F

20*0
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C

%.0/9'0/'*$)/;%&;&%);$%,;

%

bKPP

&

"!$

!

溶菌酶剥离生物膜
0:;.

分析

使用红外图谱探讨经过溶菌酶处理后的生物膜

基团变化
8

图
;9

中与生物膜组成有关的基团包括#

脂磷!

$";%LI

F#

"'蛋白质!

#@!%LI

F#

"'含羧基的

对称性物质!

#!G%LI

F#

"'多聚糖类(核酸物质

!

"%%

"

##;%LI

F#

"'这些生物活性物质都是生物膜

的主要组成部分)

#$

*

8

经过溶菌酶处理后'多聚糖(核

酸类物质峰几乎不存在'这类胞外聚合物的主要组

成部分得到有效分解'由于核酸表示生物膜内部的

活体细胞类物质'所以核酸类吸收峰削减'表明溶菌

酶能够穿透至生物膜内部'有效杀灭微生物
8

蛋白质

峰增强以及新出现的峰!

#;>%LI

F#

"主要由残留的

图
K

!

溶菌酶处理前后生物膜的
@EQI

分析

@'

C

DK

!

@EQI),)*

-

.'.0/9'0/'*$9%/0&%),6

)/;%&*

-

.0[

-

$%;&%);$%,;

溶菌酶导致'

#$!%LI

F#处表示有磷酸盐生成'这可

能是溶菌酶杀灭微生物后'脂磷分解生成无机磷酸

盐导致
8-.0)

图谱表明溶菌酶能够有效剥离生物

膜并杀灭生物膜中有机物
8

#

!

结论

!

#

"采用逆向旋转蒸发法'可以制备超细稳定

型溶菌酶脂质体'包封率达到
G$8>!8

平均粒径在

G%

"

#%%:I

之间'粒径分布不受超声水浴的影响
8

!

$

"溶菌酶能够有效去除核酸(多聚糖类物质

并有效杀灭微生物
8

与溶菌酶溶液相比'溶菌酶脂质

体在生物膜剥离过程中展现了一定的优势'最佳去

除效率达到
G@8;!

'对水体中微生物具有三个级数

的去除效率'有效控制了生物膜及水体中微生物的

,再恢复-作用
8

!

!

"利用溶菌酶脂质体剥离生物膜为管道生物

膜控制提供了新的处理思路'通过后续溶菌酶剥离

机理的研究并辅以其他剥离剂的包埋'为管道生物

膜控制提供了应用前景
8
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