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摘    要 ：随着耐药细菌的快速增长，有机抑菌剂已无法满足社会公共卫生需求，高活性复合抑菌剂不仅可以

保留单组分的性质，还可以显示出更加优异的抑菌性能，因而成为抑菌材料的重要研究方向。本研究通过制

备纳米 Cu2S 材料，然后与 3-(苯并噻唑-2-巯基) 丙烷磺酸钠 (SBPF) 反应，制备出结构新颖的 Cu2S@SBPF 材

料，采用 TEM、XRD、UV-vis、FTIR 及 XPS 等测试手段对样品的微观形貌、结构、元素组成等进行表征，

探究了该复合材料对革兰氏阴性菌大肠杆菌 (E. coli)、革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌 (S. aureus) 和耐药菌沙

门氏菌 (T-Salmonella) 的抑菌性能。结果表明，浓度为 500 µg/mL 的复合材料在 60  min 时对 E.  coli、

S. aureus 和 T-Salmonella 的抑菌率均达到 99.99% 且对 E. coli 最为敏感。抑菌机制表明，该复合材料能破坏

细菌的细胞壁进入细菌内部，抑制细菌呼吸，最终使细菌死亡。这一成果有望为解决细菌耐药问题提供新的方案。
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Abstract：With the rapid growth of drug-resistant bacteria, organic bacteriostatic agents have been unable to meet

the needs of social public health. High-activity composite bacteriostatic agents can not only retain the properties of

single  components,  but  also  show  more  excellent  antibacterial  properties,  thus  becoming  an  important  research

direction of antibacterial materials. In this study, a novel structure Cu2S@sodium 3-(benzothiazol-2-ylthio)-1-pro-

panesulfonate (SBPF) material, TEM, XRD, UV-vis, FTIR and XPS were used to characterize the micromorphology,

structure and elemental  composition of  the samples.  The antibacterial  properties of  the composite against  Gram-

negative  bacteria E.  coli,  Gram-positive  bacteria S.  aureus and  drug-resistant  bacteria T-Salmonella were  investi-

gated. The results showed that the antibacterial rate of the composite at the concentration of 500 µg/mL to E. coli,

S. aureus and T-Salmonella reached 99.99% at 60 min, and the composite was the most sensitive to E. coli. The anti-

bacterial mechanism showed that the composite material could destroy the cell wall of bacteria into the interior of

bacteria, inhibit bacterial respiration, and eventually cause bacterial death. This result is expected to provide a new

solution to solve the problem of bacterial drug resistance.
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近年来，由细菌感染引起的疾病对人类造成

巨大威胁 [1]。噻唑类有机物是含有氮和硫原子的

五元芳香杂环化合物 [2]，不仅对大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌显示出良好的抑菌活性，而且对耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌等耐药菌

株表现出抗菌活性，其良好的生物活性和抑菌活

性被广泛应用于涂料、医药、造纸、海洋防污及

化妆品等领域 [3-4]。

Cu+具有较高的生物相容性，其 d 电子轨道为

满电子，容易与原核细胞蛋白质中含有的−SH、

−NH 和−OH 配位，Cu+通过吸附在细菌表面达

到对细胞壁的破坏，进而破坏细胞膜使膜通透，

同时破坏细胞中的酶，抑制其细胞呼吸，使细菌

的新陈代谢不能正常进行，最终致使细菌破裂死

亡 [5]，从而具备了良好的抑菌性能，逐步成为较

为理想的生化材料 [6]。然而，Cu+单独使用存在离

子释放过快、不稳定和易团聚等缺点 [7]。为了克

服这些问题，将有机抑菌剂与金属材料复合组成

了复合抑菌材料 [8]，其不仅可以保留单个组分的

性质，还显示出更加优异的抑菌性能。Xu 等 [9] 在

研究还原氧化石墨烯基氧化铜时发现该复合材料

的抑菌效果和稳定性均较为良好。Zhou 等 [10] 以

氧化亚铜、电气石与丙烯酸为原料制备了 Cu2O@

TM 复合材料，其对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

均具有良好的抑菌性能。吴迎花等 [11] 发现 Cu2O/

CuO-四环素复合材料具有优异的抑菌性能，并通

过理论计算说明了复合材料的配位结合方式。以

上研究均表明，以铜作为基底材料与有机抑菌剂

配位可以得到具有优异抑菌性能的复合材料。然

而，有机抑菌剂无法和载体内部的活性位点结合，

这对载体利用率太低。为此本文以 Cu(NO3)2·3H2O

为原料通过蚀刻法制备得到空心结构的纳米 Cu2S

材料并与有机抑菌剂 3-(苯并噻唑-2-巯基) 丙烷磺

酸钠 (SBPF) 配位结合得到 Cu2S@SBPF 复合材料

来提升对载体的利用率。采用透射电子显微镜

(TEM)、X 射线衍射仪 (XRD)、紫外可见分光光度

计 (UV-vis)、傅里叶变换红外光谱仪 (FTIR) 及 X

射线光电子能谱分析仪 (XPS) 等测试手段对复合

材料的微观形貌、结构、元素组成等进行表征；

在此基础上，通过革兰氏阴性菌 (E.  coli)、革

兰 氏 阳 性 菌 (S.  aureus) 和 耐 药 菌 沙 门 氏 菌

(T-Salmonella) 3 种测试菌进一步研究其协同抑菌

性能，并探究该抑菌剂的抑菌机制。结果表明，

该复合材料能破坏细菌的细胞壁进入细菌内部，

抑制细菌呼吸，最终使细菌死亡。 

1    实验材料及方法 

1. 1    原材料

三水合硝酸铜 (Cu(NO3)2·3H2O，99%，上海阿

拉丁生化科技股份有限公司)、氢氧化钠 (NaOH，

98%，上海麦克林生化科技股份有限公司)、聚乙

烯吡咯烷酮 (PVP ，99%，南通润丰石油化工有限

公司)、九水合硫化钠 (Na2S·9H2O，99%，上海麦

克林生化科技股份有限公司 )、氨水 (25%，上海

迈瑞尔生化科技有限公司)、水合肼 (N2H4，80%，

天津市大茂化学试剂厂)、3-(苯并噻唑-2-巯基) 丙

烷磺酸钠 (SBPF，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司)、碘化丙啶 (上海迈瑞尔生化科技有限公司)、

磷酸氢钠 (Na2HPO4，99%，陕西晨明生物科技有

限公司)、磷酸氢二钠 (Na2HPO4，99%，湖北泰合

昌生物科技有限公司)。大肠杆菌 (BNC-C1332640)、

金 黄 色 葡 萄 球 菌 (BNCC186335)、 沙 门 氏 菌

(CCTCC CB20082358)，均由陕西省食用菌研究所

提供；固体培养基 (胰蛋白胨、琼脂和酵母浸粉)，

均由上海吉至生化科技有限公司提供，氯化钠和

无水乙醇，均由上海阿拉丁生化科技股份有限公

司提供。 

1. 2    材料的制备 

1.2.1    Cu2O 的制备

在 100 mL 的 蒸 馏 水 中 加 入 Cu(NO3)2·3H2O

(0.4832 g， 0.02 mmol/L)，用超声波清洗仪 (KQ-

600，昆山市超声仪器有限公司，功率 600 W) 分

散至均匀后，加入 PVP (2 g)，继续超声分散 0.5 h，

将混合液置于于磁力搅拌器 (850 r/min) 室温搅拌，

缓慢滴加 NaOH 溶液 (10 mL， 1 mol/L)，继续搅

拌 10 min 后，逐滴加入水合肼 (50 μL，80%)，反

应 30 min 后，采用离心机 (CHT210R，湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司，8 000 r/min，10 min)

进行离心，将固体残留物用蒸馏水洗涤 4 次，无

水乙醇洗涤 1 次，然后真空干燥 5 h (75℃)，得到

红棕色固体 (备用，Cu2O)。 

1.2.2    Cu2S 的制备

将上述 Cu2O 固体溶于 Na2S 溶液 (0.02 mol/L，

100 mL) 中，超声 10 min (功率 600 W)，用离心机

(8 500 r/min，5 min) 进行离心分离，固体残留物

用蒸馏水洗涤 3 次后，然后加入氨水中 (300 mL，

10%) 超声分散 1 h，用离心机 (8 000 r/min，5 min)
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进行离心后，用蒸馏水洗涤 3 次，无水乙醇洗涤

1 次，然后将固体残留物真空干燥 8 h (75℃)，得

到黑色 Cu2S 固体 (备用)[12]。 

1.2.3    Cu2S@SBPF 的制备

将上述制备的 Cu2S  (80 mg， 0.5 mmol) 分散

于 100 mL 的蒸馏水，然后加入 3-(苯并噻唑 -2-巯

基 ) 丙 烷 磺 酸 钠 (31 mg， 0.1 mmol)， 超 声  20~

30 min 后置于黑暗环境中存放 4 h，将分散液离

心 (10 000 r/min，8 min) 后得到的固体用蒸馏水

和无水乙醇各洗涤两次，置于真空干燥箱 (DZF-

6050，上海一恒科学仪器有限公司 ) 中干燥 5 h

(75℃)，得到黑色固体粉末 (Cu2S@SBPF)。 

1. 3    抑菌活性测定 

1.3.1    菌株活化

在 营 养 琼 脂 板 上 将 用 接 种 环 挑 取 的 细 菌

(E. coli、S. aureus、T-Salmonella) 分别进行划线培

养，并置于恒温培养箱中 (37℃) 进行培养 24 h。

最后挑取单菌落扩大培养，继续按照以上的条件

培养，获得活化菌体。从经过活化的菌体斜面上

挑取一环菌体接种于相应液体培养液中，放入恒

温振荡的摇床培养至变浑浊 (对数生长期)，分别

吸取以上培养菌液，加入无菌水稀释至菌落数为 5×

105 CFU (colony-formingunits)/mL 备用。 

1.3.2    滤纸片扩散法

以 E. coli、S. aureus 和 T-Salmonella 的细菌悬

浊液作为测试菌，使用高压灭菌锅 (LDZF-75L，

上海申安医疗器械厂) (120℃) 对实验所需材料高

温灭菌 20 min。将 Cu2S@SBPF 复合材料、 Cu2S

和 SBPF 用无菌蒸馏水配制成浓度为 200 µg/mL、

500 µg/mL 、 1 mg/mL 和 5 mg/mL 的溶液。将活

化好的测试菌用无菌蒸馏水稀释至 5×105 CFU/mL，

均匀地涂在固体培养基上，滴加6 µL 不同浓度的

复合材料和对照材料于直径为 6 mm 的滤纸片上，

以无菌蒸馏水为空白对照，每种测试菌平行 3 组，

在恒温 37℃ 的培养箱内培养 12 h 观察结果，并拍

照留存。以浓度梯度 (µg/mL) 为横坐标，抑菌圈

直径 (mm) 为纵 坐标，绘制浓度-直径曲线。 

1.3.3    菌落计数法

通过菌落计数法测定 Cu2S@SBPF 复合材料对

E.coli、S. aureus 和  T-Salmonella 的  时  间  抑  菌  曲

线。在无菌操作箱中，将 500 µg/mL Cu2S@SBPF

复合材料分别与浓度为 5×105 CFU/mL 的 3 种菌悬

液混合 0、5、10、20、40 和 60 min 后，在固体培

养基上滴加 10 μL 上清液，并用接种环均匀涂布。

以浓度为 5×105 CFU/mL 的菌悬液为对照组，在 37℃

恒温培养箱 (DHP-9602(立式)，上海一恒科学仪器

有限公司) 内培养 12 h。对固体培养基上的菌落数

进行计数，每种测试菌平行 3 组，确定该材料的

最佳抑菌浓度。以培养时间 (min) 为横坐标，  以

不同时间内测得的平均菌落数为纵坐标，绘制时

间-抑菌曲线。利用下式计算抑制率：

Z =
X−Y

X
×100% (1)

其中：Z 表示抑菌效率；X 为对照组菌落个数；Y

是不同时间实验组菌落个数。 

1. 4    抑菌机制研究 

1.4.1    Zeta 电位分析法

采用 Zeta 电位分析仪 (90Plus PALS，美国布

鲁克海文仪器公司北京办事处 ) 测定 Cu2S@SBPF

复 合 材 料 对 3 种 测 试 菌 (E.  coli、 S.  aureus、

T-Salmonella) 的 Zeta 电位值随时间发生的变化。

分别将隔夜活化好的 3 种测试菌稀释为浓度 5×

105 CFU/mL，测定其 Zeta 电位值作为对照组，重

复 3 次并记录数据。将稀释后的 3 种测试菌与

500 µg/mL  Cu2S@SBPF 复合材料分别混合 5 min

和 60 min 后用离心机 (5 000 r/min，5 min) 将复合

材料除去，最后对 3 种测试菌的 Zeta 电位值进行

测定，重复 3 次并记录数据。 

1.4.2    碘化丙啶 (PI) 染色法

在 无 菌 环 境 中 将 菌 液 (E.  coli、 S.  aureus、

T-Salmonella) 稀释至 5×105 CFU/mL 摇匀，以纯测

试菌悬液作为对照组，加入 Cu2S@SBPF 复合材料

的菌悬液作为实验组，并在 37℃ 下振荡培养 12 h。

利用离心机将混合溶液分离，将 15 µL 碘化丙啶

染 色 剂 加 入 300 µL 上 清 液 中 进 行 染 色 并 避 光

10 min。然后在离心机 8 000 r/min 下离心 5 min，

使用磷酸盐缓冲液 (PBS，pH=6，0.2 mol/L) 洗涤

3 次，通过 IX73 型荧光倒置显微镜 (奥林巴斯株式

会社) 观察 Cu2S@SBPF 复合材料对细菌的损伤程度。 

1.4.3    细胞质物质泄露测定

细菌细胞膜破裂后其中的内容物会流出，利

用紫外可见分光光度计 (UV-6100S 型，上海元析

仪器有限公司) 在 260 nm 处可检测到其内容物的

特征吸收峰，以此来进一步探究 Cu2S@SBPF 复合

材 料 的 抑 菌 机 制 。 先 将 3 种 测 试 菌 稀 释 至

1.5×108 CFU/mL 备用。取  3 mL 菌液装入离心管作
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为实验组，加入复合材料，并将混合液在室温下

振荡 24 h。离心机  10 000 r/min 离心 10 min，过滤

上清液去除残留的完整细菌，同时取  3 mL 纯菌液

作为对照组。最后，用紫外可见分光光度计测定

滤液的紫外光谱吸收值，平行 3 组实验。 

2    结果与分析 

2. 1    Cu2S@SBPF 复合材料的结构和元素组成分析 

2.1.1    Cu2S 形貌表征

图 1 为合成 Cu2S@SBPF 复合材料的整个过程。

本研究以硝酸铜为原料制备得到 Cu2O，再采用蚀

刻法制得 Cu2S 载体，然后将 Cu2S 载体与 SBPF 配

位 结 合 得 到 Cu2S@SBPF 复 合 材 料 。 图 2(a) 为

Cu2S 六角晶体的 TEM 图像 (透射电子显微镜，

FEITecnaiG2F20， 荷 兰 FEI 公 司 )， 其 粒 径 约 为

258 nm；图 2(b) 为 Cu2S 的 HRTEM 图像，从图中

测得的晶面间距为 0.195 nm，对应于六方晶相

Cu2S 的 (110) 晶 面 [13]。 图 2(c)~2(e) 中 一 系 列 的

EDS 图像 (X 射线能谱仪，Oxford，英国牛津仪器

集团) 证实了所制 Cu2S 样品中 Cu 和 S 元素的存在，

由 Cu2S 的面分布情况可见，Cu2S 元素分布均匀，

说明成功制备了 Cu2S。 

2.1.2    Cu2S@SBPF 复合材料的结构表征

采用 X 射线衍射仪 (XRD，D8 DISCOVER，布

鲁克衍射荧光事业部) 分析 Cu2S@SBPF 复合材料

的组成和相纯度。如图 3(a) 所示，在 2θ位于 38.0°、

46.9°、49.0°和 54.7°处观察到 4 个衍射峰，分别对

应 Cu2S 的 (102)、 (110)、 (103) 和 (200) 位 面

(JCPDS  No.  20-0365)[14]。 Cu2S@SBPF 复 合 材 料 的

XRD 图谱的衍射峰与 Cu2S 的衍射峰类似，但复合

材料的峰强度发生明显的减弱且向右边发生微小

偏移。以上分析表明 Cu2S 和 SBPF 可能发生了配

位作用。

  

PVP

Cu2+ solution Cu2O

SBPF

In the dark

Cu2S@SBPF

Na2S·9H2O

NH3·H2O

Cu2S

N2H4 (80%)

PVP−Polyvinyl pyrrolidone

图 1    Cu2S@3-(苯并噻唑-2-巯基) 丙烷磺酸钠 (SBPF) 复合材料的

合成示意图

Fig. 1    Illustration of the synthesis of Cu2S@sodium 3-(benzothiazol-

2-ylthio)-1-propanesulfonate (SBPF) composites
 

采用傅里叶变换红外光谱仪 (FTIR，TENSOR

27，德国 Bruker 公司 ) 对 Cu2S@SBPF 复合材料的

官能团进行分析 (图 3(b))。 SBPF 在 3 055 cm−1 处

为芳烃中 C−H 的伸缩振动峰，1 634 cm−1 处的吸

收 峰 为 C=N 的 伸 缩 振 动 峰 ， 1 425 cm−1 处 为

C−C 伸缩振动， 1 454 cm−1 处为芳环骨架振动，

1 172 cm−1 处为 S=O 的吸收峰，1 047 cm−1 处为磺

酸根的吸收峰，757 cm−1 处的吸收峰为苯环上的

邻位二取代吸收峰，595 cm−1 处为 C−S 的伸缩振

动吸收峰，991 cm−1 处的吸收峰对应于 C−N 伸缩

振 动 [15-17]。 与 对 照 组 SBPF 的 FTIR 图 谱 相 比 ，

Cu2S@SBPF 复合材料在 1 047 cm−1 和 1 172 cm−1 处

的吸收峰发生了偏移，且在 1 584 cm−1 处出现新

增的吸收峰，可能是 SBPF 中的磺酸基与 Cu2S 发

生了一定的配位作用。

采用紫外可见光谱分析了材料的负载率。

图 3(c) 为 Cu2S@SBPF 复 合 材 料 和 对 照 组 Cu2S、

SBPF 的紫外可见光谱，其中在 281 nm 和 223 nm

处观察到 SBPF 的特征吸收带，且 SBPF 在 Cu2S 表

面的负载率约为 23.1%[18]。

SO2−
3

通过 X 射线光电子能谱 (XPS，Kratos，日本

AXIS Supra 公司 ) 对 Cu2S@SBPF 复合材料的组成

和元素价态进行进一步分析。图 3(d) 为 Cu2S@

SBPF 复合材料的 XPS 全扫描光谱图，从图中可以

看 出 C、 N、 O、 S 和 Cu 特 征 峰 的 存 在 ， C1s、

N1s、O1s 为 SBPF 所含元素的特征峰。如图 3(e)

所示，位于 932 eV 和 951.8 eV 的两个特征峰分别

为 Cu2p3/2 和 Cu2p1/2 的结合能，这属于 Cu2S 中

Cu+的特征峰。位于 933.7 eV 和 954.3 eV 的两个特

征峰分别为 Cu2p3/2 和 Cu2p1/2 的结合能，属于

CuS 中 Cu2+的特征峰 [19]。由于 Cu2S 材料在制备过

程中有水和氧气的存在，材料中有一部分 Cu+被

氧化为 Cu2+，因此在 Cu2p3/2 和 Cu2p1/2 处分别有

一处 Cu2+的卫星特征峰 [11]。C1s 在 284.6、285.5 和

286.2 eV 分别为 C−C、 C−S 和 C−(S2N) 的特征

峰 (图 3(f))[20-21]。如图 3(g) 所示， O1s 中 531.2 eV

处的特征峰属于 SBPF 中 S=O 的特征峰 [22]。N1s

在 398.7 和 399.3 eV 处的峰归属于 SBPF 的 C−N

和 C=N (图 3(h))。C1s、N1s、O1s 特征峰的出现

进一步证明了 SBPF 与 Cu2S 的成功负载 [23]。如

图 3(i) 所示，S2p 在 169.1 eV 和 168 eV 处出现的特

征峰，分别为 SBPF 中的 和 S6+的特征峰，位

于 160~163 eV 和 163~166 eV 的特征峰分别为 S2p3/2

和 S2p1/2 的结合能，位于 163.9 eV 和 162 eV 的两

个特征峰分别为 SBPF 中环内 C−S 的特征峰 [24]，
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在 163.1 eV 和 161.2 eV 处出现的峰归属于 SBPF 中

环外的 C−S，位于 162 eV 和 163.1 eV 的两个特征

峰为 Cu2S 中 S2+的特征峰 [25-27]。XPS 的谱图分析进

一步证明了 Cu2S@SBPF 复合材料的成功制备。 

2.1.3    Cu2S@SBPF 复合材料的理论计算结果

根据图 4(a) 的表面静电势 (ESP) 分析结果显示，

SBPF 上紧邻磺酸基的亚甲基具有相对较高的表面

静电势，达到了 109.00 kJ/mol，这表明该亚甲基处

于缺电子区域，其电子云密度较低，更容易失去氢

原子，而 SBPF 在磺酸基附近具有相对较低的表面

静电势，为−129.20 kJ/mol，这说明 S=O 基团部分

具有孤对电子，即电子云密度较高，属于富电子区

域，与 Cu2S 具有较大的吸附概率。图 4(b) 表明

Cu2S 颗粒与 SBPF 中磺酸基结合形成的复合物的结

合 能 为 −316.44 kJ/mol， 这 意 味 着 Cu2S 与 SBPF

之间存在较强的相互作用力，可以形成一个稳定的复

合物。这与红外光谱以及 XRD 谱图分析结果一致。 

2. 2    Cu2S@SBPF 复合材料的抑菌活性 

2.2.1    滤纸片扩散结果分析

通过滤纸片扩散法来测试复合材料对 E. coli、

S.  aureus 和  T-Salmonella 的抑菌性能。图 5(a1)~

5(c1) 分别为 3 种不同材料 (Cu2S、 SBPF、 Cu2S@

SBPF) 在 不 同 浓 度 下 ， 对 E.  coli、 S.  aureus 和

T-Salmonella 的抑菌性能研究。其中 A (蒸馏水) 为

空白对照组，可以观察到，当 3 种材料的浓度为

0.5 mg/mL 时， SBPF 没有出现抑菌圈， Cu2S 和

Cu2S@SBPF 出 现 抑 菌 圈 且 Cu2S 的 抑 菌 圈 小 于

Cu2S@SBPF。随着材料浓度的增加其抑菌效果也呈

上 升 趋 势 ， 当 浓 度 达 到 1、 2 和 5 mg/mL 时 ，

Cu2S@SBPF 显示出比同浓度的 Cu2S 和 SBPF 更大

的抑菌圈。从图 5(a2)~5(c2) 可以看出，当 Cu2S@

SBPF 的浓度为 2 mg/mL 时对这 3 种测试菌的抑菌

效果最好。实验结果表明，Cu2S@SBPF 复合材料对

这 3 种测试菌均有很好的抑菌效果，由表 1 可知，
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(b)

Cu K S K

图 2    (a) Cu2S 的 TEM 图像；(b) Cu2S 的 HRTEM 图像；((c)~(e)) Cu2S 的 EDS 图谱

Fig. 2    (a) TEM image of Cu2S; (b) HRTEM image of Cu2S; ((c)-(e)) EDS diagrams of Cu2S
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与单独使用 Cu2S 相比，Cu2S@SBPF 复合材料对 E.

coli、S. aureus 和T-Salmonella 的抑菌效率分别提高

了 1.19、1.14 和 1.30 倍。与 SBPF 相比 ， 该复合材

料对 E. coli、S. aureus 和 T-Salmonella 的抑菌效率
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图 3    Cu2S、SBPF 、Cu2S@SBPF 的 XRD 图谱 (a)、红外光谱图 (b) 和紫外吸收光谱图 (c)；((d)~(i)) Cu2S@SBPF 的 XPS 谱图

Fig. 3    XRD patterns (a), infrared spectra (b) and UV absorption spectra (c) of Cu2S, SBPF and Cu2S@SBPF; ((d)-(i)) XPS spectra of Cu2S@SBPF

 

表 1    溶剂、Cu2S、SBPF 以及 Cu2S@SBPF 对 E. coli、S. aureus 和 T-Salmonella 的抑菌圈尺寸

Table 1    Inhibition zone size of solvent, Cu2S, SBPF, and Cu2S@SBPF against E. coli, S. aureus, and T-Salmonella
 

Bacterial
Concentration/
(mg·mL−1)

Inhibition zones/cm (±0.05 cm)

H2O Cu2S SBPF Cu2S@SBPF

E. coli

0.5 0.6 0.9 0.6 1.0
1 0.6 1.1 0.7 1.2
2 0.6 1.6 0.8 1.9
5 0.6 2.1 1.0 2.4

S. aureus

0.5 0.6 0.6 0.6 0.7
1 0.6 0.7 0.6 0.8
2 0.6 1.2 0.6 1.9
5 0.6 1.7 0.7 2.3

T-Salmonella

0.5 0.6 0.7 0.6 0.8
1 0.6 0.8 0.6 1.0
2 0.6 1.0 0.7 1.3
5 0.6 1.5 0.9 1.6
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分别提高了 2.38、3.17 和 1.86 倍。由此可见，该复合

材料的抑菌能力超越了单一抗菌剂的抑菌性能。其

中，Cu2S@SBPF 复合材料对 E. coli 有更高的敏感性。 

2.2.2    菌落计数结果分析

通 过 菌 落 计 数 法 测 定 浓 度 为 0.5 mg/mL 的

Cu2S@SBPF 复合材料分别与 E.  coli、 S.  aureus 和
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图 4    (a) SBPF 和 Cu2S 的优化电子结构和 SBPF 的静电势 (ESP) 分析示意图；(b) Cu2S 与 SBPF 的结合能

Fig. 4    (a) Schematic diagram of the optimized electronic structures of SBPF and Cu2S and the electrostatic potential (ESP) analysis of SBPF;

(b) Binding energy between Cu2S and SBPF
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图 5    不同材料对大肠杆菌 (E. coli)、金黄色葡萄球菌 (S. aureus) 和沙门氏菌 (T-Salmonella) 的滤纸片扩散照片 (A、B、C、D 分别对应溶剂蒸馏水、

Cu2S、SBPF 以及 Cu2S@SBPF)：((a1)~(c1)) 分别代表浓度为 0.5、1、2、5 mg/mL 的不同抑菌材料对 E. coli、S. aureus 和 T-Salmonella 的

抑菌结果照片；((a2)~(c2)) 分别为不同材料对 E. coli、S. aureus、T-Salmonella 的抑菌圈直径随浓度变化曲线

Fig. 5    Diffusion photos of E. coli, S. aureus and T-Salmonella by different materials on filter paper (A, B, C and D correspond to the solvents distilled

water, Cu2S, SBPF and Cu2S@SBPF, respectively): ((a1)-(c1)) Antibacterial results of different antibacterial materials with concentrations of 0.5, 1, 2 and

5 mg/mL against E. coli, S. aureus and T-Salmonella; ((a2)-(c2)) Inhibition zone diameter curves of different materials against E. coli, S. aureus and

T-Salmonella as a function of concentration
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T-Salmonella 混合 0、5、10、20、40 和 60 min 后

的抑菌结果。如图 6(a)~6(c) 所示，Contrast 为实

验对照组，由图可见，随着混合时间的增加，3

种测试菌的生长受到抑制，其中 E. coli 在 40 min

时菌落数几乎为零，而 S. aureus 和 T-Salmonella

在 60 min 时菌落数几乎为零。图 6(d) 为 Cu2S@

SBPF 复合材料对 E. coli、S. aureus 和 T-Salmonella

3 种测试菌的抑菌率。其中 E. coli 在 20 min 时抑

菌率已达到 99%，而 S.  aureus 和 T-Salmonella 在

40 min 后抑菌率达到 99%。实验结果进一步说明
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· 496 · 复合材料学报



Cu2S@SBPF 复 合 材 料 对 E.  coli、 S.  aureus 和 T-

Salmonella 3 种测试菌都有良好的抑菌效果，特别

是对 E. coli 的抑菌效果更为突出，这也与滤纸片

扩散实验观察到的结果一致。 

2. 3    Cu2S@SBPF 复合材料的抑菌机制研究 

2.3.1    Zeta 电位结果分析

图 7(a) 为 500 µg/mL 的 Cu2S@SBPF 复合材料

与 E. coli、S. aureus 和 T-Salmonella 分别混合 5 min

和 60 min 后对细菌膜表面 Zeta 电位值的影响。

Zeta 电位可反映出细菌表面净电荷分布情况 [28]，

由图可知，Cu2S@SBPF 复合材料的表面电位值为

−25.48 mV，以纯菌E. coli、S. aureus 和T-Salmonella

的 Zeta 电位值为对照组，测得 3 种测试菌的表面

电位值分别为−14.85、−15.18 和−15.61 mV。Cu2S@

SBPF 复合材料与 E. coli、S. aureus 和 T-Salmonella

混合 5 min 后，3 种测试菌的表面电位值分别为

−10.09、−11.87 和−12.01 mV，混合 60 min 后测得

3 种测试菌的表面电位值分别为−5.07、−7.18 和

−7.72 mV，可以看出 3 种测试菌的细胞膜表面的

Zeta 电位值随时间呈递增趋势。与对照组相比，

实验组电荷均向正向移动，  这是由于细菌细胞壁

上 的 脂 多 糖 和 表 面 蛋 白 等 含 有 −COOH、

−CONH2、−OH、−NH2 等阴离子活性基团 [29]，

Cu2S@SBPF 复合材料作用于细菌后，可缓释出

Cu2+ (图 7(b) 为使用 ICP-OES 测得的铜阳离子释放

图)，与细菌表面活性基团作用，破坏了细菌的细

胞壁，使其表面的电位发生变化。由 Zeta 电位结

果可看出纳米复合材料对 E.  coli 的抑菌性强于

S. aureus 与 T-Salmonella，这与滤纸片扩散和菌落

计数实验结果一致。图 7(c) 为复合材料的毒理性

实验结果，对照组 GDC-0941 的半抑制浓度 (IC50)

值为 354.28 μg/mL，SBPF 的 IC50 值为 7.04 μg/mL，

复合材料的 IC50 值为 220.52 μg/mL。与 SBPF 相比，

复合材料的毒性大大减小，和市售药 GDC-0941

相比，复合材料仍具有良好生物相容性。 

2.3.2    PI 染色结果分析

采用 PI 染色法对 Cu2S@SBPF 抑菌机制进一步

探究，荧光染料 PI 是一种可对凋亡细胞 DNA 染

色的细胞核染色试剂，可使受损细胞的细胞核在

荧光显微镜下呈现红色荧光 [30]，从图 8(a)~8(f) 中

可以看到，空白对照组纯菌 E. coli、S. aureus 和

T-Salmonella 经 PI 染色后只有极少数细菌被标记

为红色斑点，当加入 500 μg/mL 的 Cu2S@SBPF 复

合材料处理 3 h 后，3 种测试菌均显示出较多的红

色斑点，其中对 E. coli 显示的红色斑点最多，说

明该复合材料对 E. coli 造成的膜损伤最为严重，

其次为 S. aureus 和 T-Salmonella，这与上述实验

结果一致。由此可见，Cu2S@SBPF 复合材料可以

有效地破坏细菌细胞膜。 

2.3.3    细胞质物质泄漏结果分析

通过对细菌细胞质泄露实验进一步探究 Cu2S@

SBPF 复合材料的抑菌机制。当细菌细胞膜受到损

伤时，细胞中所包含的 DAN、RNA 与质粒等就会

被释放出来，而通过在 260 nm 处可检测这些物质

的紫外特征吸收峰就可以知道细菌细胞膜是否损

伤 [31]。如图 8(g) 所示，未加入 Cu2S@SBPF 复合材

料的纯菌 E.  coli 在 260 nm 处的吸光强度为 0.12

(±0.01)，表明其释放的细胞内容物较少，当加入

500 μg/mL 的 Cu2S@SBPF 复合材料并作用 24 h 后，

测得其吸光度为 0.67 (±0.01)，由此可见纳米复合
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(b) Cumulative release of copper cations measured by ICP-OES; (c) Experimental results of toxicity of composite materials
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材料破坏了细菌的细胞壁，使细胞膜的通透性增

大，细菌内部大量的内容物流出，从而使细菌死

亡。此外，S. aureus、T-Salmonella 纯菌在 260 nm

处的吸光度分别为 0.16 和 0.21，在与 Cu2S@SBPF

复合材料作用后，其吸光度分别上升为 0.63 和

0.66，由此可见，Cu2S@SBPF复合材料对 3 种细菌

都具有良好的抑菌效果。对比 3 种测试菌吸光度

的 差 值 可 以 发 现 ， Cu2S@SBPF 复 合 材 料 对

E.  coli (0.55) 的 破 坏 程 度 大 于 S.  aureus (0.47)、

T-Salmonella (0.45)。这与前述抑菌机制结果一致，

并且也证明了经 Cu2S@SBPF 复合材料作用后，细

菌细胞膜会被破坏，导致细菌细胞质内容物流出，

进而使细菌死亡 [32-33]。 

2.3.4    Cu2S@SBPF 复合材料的抑菌机制

本文通过研究 Cu2S@SBPF 复合材料与革兰氏

阳性菌、革兰氏阴性菌的相互作用，采用 Zeta 电

位分析法、PI 染色法，以及细胞质物质泄露测试

探究提出更加完整的抑菌机制。该复合材料对不

同结构的细菌的抑菌效果有较大差别，因为革兰

氏阳性菌有较厚的带有肽聚糖的细胞壁和磷壁酸，

而革兰氏阴性菌有较多的脂多糖和较少肽聚糖 [34]。

所以 Cu2S@SBPF 复合材料对革兰氏阳性菌的抑制

作用相对较弱。如图 9 所示，Cu2S@SBPF 复合材

料中的 Cu2S 释放出的可吸附于革兰氏阴性菌细胞

壁的金属阳离子，与细胞壁中带负电的脂蛋白和

脂多糖通过静电吸引，致使细胞壁表面结构发生

变化和细胞膜通透性增加，这与  Zeta 电位结果一

致。单独使用无机抗菌剂 Cu2S 和有机抗菌剂

SBPF 时，Cu2S 会因易团聚和不稳定等弊端大大

降低其抑菌性能；SBPF 有可能干扰菌体中糖的吸
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Fig. 8    Photos of the propidium iodine (PI) staining of the Cu2S@SBPF composite for E. coli (d), S. aureus (e) and T-Salmonella (f), and ((a)-(c))

Corresponding rendering of the pure bacteria control; Results of cytoplasmic leakage of the Cu2S@SBPF composite acting on E. coli (g),
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· 498 · 复合材料学报



收，导致菌体细胞能量供应足，使菌体细胞产生

糖饥饿现象，刺激酶活性的升高，不断降解细胞

壁组分，使细胞壁松弛，导致菌丝塌陷，从而抑

制其生长 [35]。但也会因细菌耐药机制导致有机抑

菌剂外排，使其抑菌活性降低。这两种抗菌剂通

过配位结合得到的 Cu2S@SBPF 复合材料不仅能破

坏细菌的细胞壁和细胞膜 [36]，同时能干扰菌体中

糖的吸收，从而提高了抑菌活性。Cu2S@SBPF 复

合材 料不仅可以有效地杀死革兰氏阳性菌 S. aureus、

革兰氏阴性菌 E. coli 和耐药菌 T-Salmonella，还可

以有效地解决 Cu2S 不稳定和细菌耐药等问题，且

对细菌病原菌具有持久的抑制作用。以上为复合

材料的潜在的抑菌机制，而更加深入的机制还有

待进一步研究。 

3    结 论
(1) 本研究通过将无机金属抗菌剂 Cu2S 与有

机抗菌剂 3-(苯并噻唑-2-巯基) 丙烷磺酸钠 (SBPF)

结合，开发出一种具有高效抑菌效果的新型复合

材料；实验结果表明，当使用浓度为 500 µg/mL

的 Cu2S@SBPF 复合材料处理 60 min 后，对大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的抑菌率均达到

99.99%；

(2) 相较于单独使用 Cu2S，该复合材料对上述

细菌的抑菌效率分别提高了 1.19 倍、 1.14 倍和

1.30 倍；而与单独使用 SBPF 相比，分别提高了

2.38 倍、3.17 倍和 1.86 倍，特别是对大肠杆菌的

抑菌效果最为显著；

(3) 进一步的抑菌机制研究表明，该复合材料

不仅增强了单个抗菌剂 Cu2S 与 SBPF 材料的抑菌

活性，还导致细菌细胞质膜通透性增加，进而导

致膜破裂和细胞死亡，因此，Cu2S@SBPF 复合材

料具备良好的抑菌性能，在生物医药领域具有广

泛的应用前景。
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