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摘!要!通过实验室制备!合成了二溴海因"二氧化硅复合粒子)运用扫描电镜#+;<$与红外光谱

#=>$进行了表征!+;<结果显示!在+8?!的表面覆合了二溴海因!红外光谱图表明!复合粒子中二

溴海因和二氧化硅之间以物理作用方式结合)将单纯二溴海因与二溴海因"二氧化硅复合粒子溶

解于水!测定其在水中的释放速度!结果表明%二溴海因"二氧化硅复合粒子中的二溴海因在水中

释放的速度明显慢于纯二溴海因!且能维持较长的作用时间)比较纯二溴海因与含等量二溴海因

的复合粒子对大肠杆菌&金黄色葡萄球菌&白葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的抑制效果!发现在二溴海

因含量高于有效抑菌浓度时!复合粒子对菌体的抑制效果高于纯二溴海因)
关键词!抗菌剂#二溴海因#复合粒子#缓释性
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!!二溴海 因 是 近 年 来 兴 起 的 一 种 有 机 卤 素 类 消

毒剂!它对水体中各类有害的微生物具有良好的杀

灭作用!同时具有使用量小"价格低"对养殖生物安

全性高等特 点!且 使 用 过 程 中 对 环 境 无 毒 害 作 用!
是一种新型绿色抗菌材料)二溴海因化学名为.!12
二溴2#!#2二 甲 基 乙 内 酰 脲#.!12R8Z,T:O(:OR7D2
T’8D!英文简称 V̂̂ <E$!外 观 为 白 色 或 淡 黄 色 粉

末!在水中水 解 生 成 次 溴 酸%.&)二 溴 海 因 的 杀 菌 作

用主要是水解产物次溴酸与菌体接触!破坏菌体的

蛋白质!由于 微 生 物 对 其 不 产 生 抗 药 性!因 而 被 广

泛用于水产养殖等各类水体的杀菌消毒)二溴海因

属高效"广谱"快速的新型氧化型杀菌剂!随着在应

用中的不断扩 大!它 的 缺 陷 也 逐 渐 显 现)目 前 的 二

溴海因普通剂型为粉剂!通常的使用方式为全池泼

洒!因而其效果受风向"泼洒的均匀性"水层的深度

等因素的影响)文献报道的主要方法是改变二溴海

因的剂型!如无锡中顺生物技术有限公司研制的颗

粒型二溴海因!提 高 了 二 溴 海 因 的 利 用 率!但 该 方

法只是改变二溴海因的比重而减轻受风力的影响!
在提高其在 水 体 中 的 均 匀 度 以 及 杀 菌 效 果 方 面 没

有本质的改进)
作者的研究目的是获得分散性好"释放效果适

宜"杀菌能力 稳 定 的 新 型 颗 粒 型 二 溴 海 因!在 制 备

二溴海因的起始阶段!在反应体系中加入亲水性二

氧化硅!使二溴海因在生成的过程中沉降在二氧化

硅的表面!从而获得二溴海因’二氧化硅复合粒子)
该二溴海因’二氧化硅复合粒子不仅可以提高二溴

海因的缓释性!延 长 其 杀 菌 时 间!而 且 利 用 二 氧 化

硅的亲水性!使二溴海因能够在水中自然润湿下降

而不浮在 水 面!使 二 溴 海 因 在 水 体 中 分 散 更 加 均

匀!最终提高杀菌效果)

B!材料与方法

BCB!材料与试剂

海因(纯度%0_!%%_!无 锡 美 华 化 工 有 限 公

司产品)二氧化硅(白色 粉 末!纯 度%#Y#_!上 海 化

学试剂厂产品)溴(纯度%%Y#_!分析纯(氢氧化钠!
分析纯)
BCD!仪器和设备

E5I2"回转式恒 温 调 速 摇 瓶 柜(上 海 新 星 自

动化控制设备 厂 产 品)+‘2"$扫 描 电 子 显 微 镜(日

本M;?A公司产 品)#̂ ‘傅 立 叶 红 外 光 谱 仪(美 国

*\J?A;\仪器公司产品)
BCE!菌种

大肠杆菌"金黄色葡萄球菌"白葡萄球菌"枯草

芽孢杆菌(江 南 大 学 生 物 工 程 学 院 微 生 物 研 究 室

提供)
BCF!培养基

营养肉汤培养基#液体$!牛肉膏蛋白胨培养基

#固体$%0&)
BCG!实验方法

B)G)B!二溴海因的制备!参照文献%3&!称取1!K
的海因加入到装有电动搅拌机的.$$$ZA的四口

烧瓶中!加入#$$ZA的蒸馏水搅拌待其完全溶解

后!用#ZA的移液管量取#ZA的 液 溴 加 入 到 四

口烧瓶中!用滴液漏斗慢慢向烧瓶中滴加质量分数

!$_的氢氧化 钠 溶 液.$$ZA!烧 瓶 用 冰 水 浴 冷 却

使反应物系温度维持在.$a以下!"$$U’Z8D搅拌

使液溴与氢氧化钠均匀反应!当反应体系变淡黄色

时!关闭装有 氢 氧 化 钠 溶 液 的 滴 液 漏 斗!再 加 入#
ZA液溴!然后继续滴加氢氧化钠溶液!如此反复#
次直到!#ZA液溴完全加入体系并生成淡黄色产

物后!再保持搅拌反应.:)反应产物用布氏漏斗过

滤!以去离子水洗涤至产物呈白色为止!在10a下

干燥得到白色晶体)
B)G)D!二溴海因!二氧化硅复合粒子的制备!在.
$$$ZA的烧瓶中加入1!K的海因!电动搅拌机搅

拌待其完全溶解后分别加入3!..!./!1!!/"K的二

氧化硅!其余步骤同!Y#Y.!可得到含不同量二氧化

硅的二溴海因’二氧化硅复合粒子)
B)G)E!二 溴 海 因 与 二 溴 海 因!二 氧 化 硅 复 合 粒 子

抗菌性能 的 测 定!从 斜 面 挑 取 供 试 菌 到 装 有#$
ZA液 体 培 养 基 的!#$ZA锥 形 瓶 中!在!$$U’

Z8D"10a的条件下培养!":)用灭菌 后 的 移 液 管

分别吸取$Y1ZA培养液!加入到装有#$ZA液体

培养基的!#$ZA各个锥形瓶中)称取纯二溴海因

$Y$$"!$Y$$/!$Y$$3K以 及 制 备 的 复 合 粒 子#二 溴

海因与二氧化硅的质量比为.b.$分别加入到上述

锥形瓶中!每个 样 品1个 平 行 样!在!$$U’Z8D"10
a下培养!每隔!:取#ZA培养液在/!$DZ处测

定其 ?̂ 值%"!#&!以去离子水为空白!未加杀菌剂的

样品作为对照组)抑菌效率由以下公式计算得到(
抑菌效率#_$c #对照组 ?̂ 值2试验组 ?̂ 值$d
对照 ?̂ 值d.$$_
BCH!产物结构的初步分析

二溴海因粒 子 与 复 合 粒 子 的 样 品 用 溴 化 钾 压

片后!测定二 者 的 红 外 光 谱 图!以 对 产 物 的 结 构 进

行初步分析%!!1&)
BIJ!复合粒子中二溴海因在水中的缓释性能评价

二溴海因溶 解 于 水 后!迅 速 水 解 为 次 溴 酸!次

/# 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!

万方数据



溴酸在!/$DZ处有最 大 吸 收 峰!通 过 测 定 其 水 溶

液在!/$DZ的吸光度!可 以 计 算 出 水 中 溶 解 的 二

溴海因的浓度"/#!从而间接反映二溴海因溶解的速

度)作者以二溴海因纯含量/"K为基准!分别称取

3!..!./!1!!/"K二氧化硅!将复合的二溴海因$二

氧化硅复合 粒 子!加 入 到.$$ZA水 中!"$$U$Z8D
搅拌!然后在不同时间点取样测定其吸光度)

D!结果与讨论

DCB!二溴 海 因!二 氧 化 硅 复 合 粒 子 合 成 前 后 的 形

态比较

首先!对复合前后的各组分进行了扫描电镜拍

摄!图.与图!分别为单纯的二氧化硅与二溴海因

的扫描电镜照片!图1为二氧化硅与二溴海因复合

后的扫描电 镜 照 片)比 较 这1张 照 片 可 发 现!图.
的二氧化硅表面较光滑!图!的二溴海因则呈紧密

的颗粒状!图1中的复合粒子则与单纯的二氧化硅

明显不同!原 先 光 滑 且 无 定 型 状 的 表 面 变 得 模 糊!
有絮状物包裹!这是溴和海因反应生成的二溴海因

沉淀吸附在二氧化硅表面的结果)

图B!二氧化硅的扫描电镜照片

)-2CB!K-,$"2$&51"(+-?D0&L.%<3+6K

图D!二溴海因的扫描电镜照片

)-2CD!K-,$"2$&51"(M/MK=0&L.%<3+6K

图E!干燥的粉态二溴海因!二氧化硅复合粒子的扫描

电镜照片

)-2CE!K-,$"2$&51"(M/MK=!+-?D,"95":-0.5&$0-,’.

0&L.%<3+6K

DCD!海因"二溴海因"二溴海因!二氧化硅复合粒

子合成前后的红外光谱分析

为了更进 一 步 地 了 解 海 因%̂ <E&’二 溴 海 因

%̂V̂ <E&’二溴海因与二氧化硅%+8?!2̂ V̂ <E&
之间的结构状态!分别对复合前后的各组分进行了

红外光谱分析)
从图"海因的红外光谱图发现!它在1!.3Y##

9Z2.!.13.Y!/9Z2.和."!3Y%%9Z2.处 有 较 强 的 吸

收峰!该吸收 峰 来 自 于 *2E 的 伸 缩 振 动 与 弯 曲 振

动)比较海因与溴反应后产物二溴海因的红外光谱

图!可发现 海 因 的1个 特 征 吸 收 峰1!.3Y##9Z2.’

.13.Y!/9Z2.和."!3Y%%9Z2.发 生 了 改 变!可 以 推

测由于溴与海 因 反 应!溴 原 子 取 代 了 海 因 *2E 上

的 E原子生成了二溴海因)

图F!海因"二溴海因"二溴海因!二氧化硅复合粒子的

红外光谱图比较

)-2CF!8"95&$-:"%"(NO9-,$"2$&51:"(MK=#M/MP

K=&%*M/MK=!+-?D
观察二溴海因$二氧化硅复合粒子的红外光谱

图!并 与 二 溴 海 因 比 较!可 以 发 现!两 条 谱 线 在

1"#$9Z2.!!%0$9Z2.均有特征吸收峰!该吸收峰分

别是?2E与JE1中的J2E伸缩振动引起的(另一

处共同吸收峰在.0!$9Z2.!.!$$9Z2.!则分别是J

0#!第#期
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c?双 键 和J2*的 伸 缩 吸 收 峰)两 条 谱 线 不 同 的

是!复 合 粒 子 在.$3$Y1/9Z2.处 有 一 个 特 征 吸 收

峰!这是+8?!中+82?2+8的伸缩振动吸收峰!其余吸

收峰的峰高也 变 小!但 整 条 谱 线 没 有 发 生 平 移!说

明在复合过 程 中!没 有 新 的 化 学 键 或 官 能 团 生 成!
不生成新物质!可以推测复合粒子的分子间作用力

是物理方式"范德华力或静电引力#)
DCE!复合粒子中二溴海因的缓释效果

以单纯二溴海因为对照!对含不同二氧化硅含

量的复合粒 子 中 二 溴 海 因 在 水 中 的 释 放 过 程 进 行

了考察!结果如图#所示)

图G!纯二溴海因与 复 合 粒 子 中 的 二 溴 海 因 释 放 速 度

的比较

)-2CG!8"95&$-:"%"($.’.&:.$&0."(5#$.M/MK=&%*

,"95":-0.5&$0-,’."(M/MK=!+-?D-%A&0.$

!!由图#可以看出!复合粒子中的二溴海因水解

生成次溴酸的吸光度在#$Z8D内均比单纯二溴海

因样品的吸光度小!这说明复合粒子中二溴海因溶

解到水中的速 度 较 慢!是 一 个 缓 释 放 的 过 程)从 图

中还可以看 出 单 纯 二 溴 海 因 的 曲 线 下 降 幅 度 比 复

合粒子大!不 能 在 水 中 维 持 较 为 稳 定 的 浓 度)而 复

合粒子在水 中 所 释 放 的 二 溴 海 因 在 实 验 时 间 内 没

有明显的下降趋势!这种稳定释放效果主要是因为

复合粒子中 的 二 溴 海 因 需 要 克 服 与 二 氧 化 硅 之 间

结合的阻力才能释放到水中!所以从总体上降低了

二溴海因的释放速度!释放速度的减慢又有利于其

在水中维持较 为 稳 定 的 浓 度)另 外!复 合 粒 子 中 二

氧化硅的含量与二溴海因释放到水中浓度成反比)
DCF!二 溴 海 因!二 氧 化 硅 复 合 粒 子 的 抑 菌 性 能

评价

为较好地评价复合粒子的抑菌性能!以单纯二

溴海因为对照!根据菌体在不同抗菌剂浓度下的生

长过程曲线变化来确定复合粒子的抑菌效果)在本

实验中共考察 了"种 水 中 常 见 微 生 物!分 别 为$大

肠杆菌%白葡 萄 球 菌%金 黄 色 葡 萄 球 菌 和 枯 草 芽 孢

杆菌)

!!表.为两种粒子在不同杀菌剂质量 浓 度 条 件

下对大肠杆菌 的 抑 制 率 比 较)由 图 可 见!复 合 粒 子

对大肠杆菌生长的抑制要比单纯二溴海因明显强!
而且随二溴海因质量浓度的增加!这种差别也越明

显)这表明复合粒子对大肠杆菌的抑制比单纯二溴

海因更有效和 持 久)此 外!比 较 二 溴 海 因 与 复 合 粒

子的抑菌效率!可 以 发 现$当 二 溴 海 因 质 量 浓 度 为

3$K&ZA时!复合粒子的抑菌效果达.%Y$"_!并在

/:内保持.#Y$_以上的抑菌率!而单纯二溴海因

抑菌率最高只有.$Y0$_!并只能维持!:’当二溴

海因质量浓度为.!$ZK&A时!单纯二溴海因抑菌

率 在 /: 内 为 1.Y"_!而 复 合 粒 子 抑 菌 率 达

0.Y"_!且在/:内 的 抑 制 效 果 高 于/"Y$_!.$:
内的抑菌率维持在1$Y$_以上’当二溴海因质量浓

度为./$ZK&A时!单纯二溴海因的抑菌率最高为

#"Y1_!只在/:内 维 持1$Y$_以 上 的 抑 菌 率!而

复合粒子在.$:内保持高达0$Y$_以上的抑制效

率!最高达33Y#_)
表B!复合粒子与纯 粒 子 在 不 同 时 间 内 对 大 肠 杆 菌 的 抑 制

率"Q#的比较

R&<CB!8"95&$-:"%"(-%1-<-0-"%.((-,-.%,-.:"(M/MK=!

+-?D,"95":-0.&%*M/MK=&2&-%:0!"#$%I-%*-(P

(.$.%00-9.:

_

测定
时间&
!:

培养液中二溴海因的质量浓度&"ZK&A#

3$

V̂̂ <E V̂̂ <E&
+8?!

.!$

V̂̂ <E V̂̂ <E&
+8?!

./$

V̂̂ <E V̂̂ <E&
+8?!

! .$)0$ .0)3# .0)3# 1#)0. 1#)0. 1#)0.

" !)#/ .#)03 !1)%" /0).$ 13)/3 01)/3

/ %)#! .%)$" 1.)"! 0.)"! #")!3 33)"0

3 $ #).! .$)!# /")/. !3)! 31)#3

.$ $ !)1! %)1$ 1!)#/ %)1$ 01)"%

!!表!为两种粒子在不同杀菌剂质量 浓 度 条 件

下对白葡萄球菌的抑制率比较)与大肠杆菌不同的

是!在二溴海因质量浓度较低时"3$K&ZA#!复合粒

子抑菌效果效果不如二溴海因!且抑制有效时间均

很短)但当二溴海因质量浓度增加到.!$ZK&A与

./$ZK&A时!复合 粒 子 对 菌 体 生 长 抑 制 率 明 显 高

于二溴海因)这是可能因为白葡萄球菌对二溴海因

的抗药性比大肠杆菌强!当加入的二溴海因量较低

时!由于复合粒子的缓释出的二溴海因质量浓度较

低!所以不能 有 效 地 抑 制 菌 体 生 长)当 二 溴 海 因 质

量增加到一 定 程 度 后"如.!$K&ZA#!复 合 粒 子 释

放到水中的量达到抑菌所需的有效剂量!并且由于

3# 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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复合粒子较大的比表面积与良好的分散性作用!使

其与菌体进行有效充分接触!所以复合粒子对菌体

的抑制率明显高于单纯二溴海因)
表D!复合粒子与纯 粒 子 在 不 同 时 间 内 对 白 葡 萄 球 菌 的 抑

制率!Q"的比较

R&<CD!8"95&$-:"%"(-%1-<-0-"%.((-,-.%,-.:"(M/MK=#

+-?D,"95":-0.&%*M/MK=&2&-%:0&’%()*(+,’-.

$#"#""/-%*-((.$.%00-9.:

_

测定
时间"
:

培养液中二溴海因的质量浓度"#ZK"A$

3$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

.!$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

./$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

! 13Y. 1%Y/ 13Y3 13Y3 1%Y/ 13Y3

" /1Y" "0Y. /#Y# 0!Y. 0/)$ 0/Y/

/ /!Y. "/Y! /1Y# 0!Y3 0#Y/ 30Y%

3 /3Y. #0Y0 //Y1 00Y/ 00Y0 3%Y%

.$ /$)$ "0Y/ #0Y3 //Y! /3Y3 3"Y3

!!表1两种粒子在不同杀菌剂质量浓度 作 用 下

对金黄色葡萄球菌的抑制率比较!表"是两种粒子

在不同杀菌 剂 质 量 浓 度 作 用 下 对 枯 草 芽 孢 杆 菌 的

抑制率比较!可以看到在二溴海因质量浓度较低时

#3$!.!$ZK"A$!单 纯 二 溴 海 因 对 金 黄 色 葡 萄 球

菌%枯草芽孢 杆 菌 的 抑 制 率 虽 高 于 复 合 粒 子!但 总

的抑制率都很 低!菌 体 从 一 开 始 就 生 长 较 好!可 能

是因为金黄色葡萄球菌%枯草芽孢杆菌对二溴海因

的抗药性比较强的缘故)而当二溴海因质量浓度增

加到如./$ZK"A时!复合粒子的抑制率超过单纯

二溴海因)也就是说!对于抗性较强的微生物!复合

粒子需在二 溴 海 因 质 量 达 到 有 效 抑 制 浓 度 时 才 能

体现出比单纯二溴海因的优越性)
表E!复合粒子与纯 粒 子 在 不 同 时 间 内 对 金 黄 色 葡 萄 球 菌

的抑制率!Q"的比较

R&<CE!8"95&$-:"%"(-%1-<-0-"%.((-,-.%,-.:"(M/MK=#

+-?D,"95":-0.&%*M/MK=&2&-%:00(+1,’-$#"#".

"/*+/2)/*-%*-((.$.%00-9.:

_

测定
时间"
:

培养液中二溴海因的质量浓度"#ZK"A$

3$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

.!$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

./$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

! #!Y/ 1%Y1 #.Y% "%Y/ "1Y0 10)$

" /0Y1 "3Y0 01Y! 0#Y" 3$Y# 0#Y/

/ 0"Y0 /0Y/ 03Y! 3"Y! 3#Y0 %$Y%

3 "0Y3 !.Y. /.Y% /0Y# 0/Y! 3.Y3

.$ %Y1 #Y1 .0Y! !$Y0 .3Y/ ""Y3

表F!复合粒子与纯 粒 子 在 不 同 时 间 内 对 枯 草 芽 孢 杆 菌 菌

的抑制率的比较

R&<CF!8"95&$-:"%"(-%1-<-0-"%.((-,-.%,-.:"(M/MK=#

+-?D,"95":-0.&%*M/MK=&2&-%:03+"%$$/**/4(%.

$%*-%*-((.$.%00-9.: Q

测定
时间"
:

培养液中二溴海因的质量浓度"#ZK"A$

3$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

.!$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

./$

V̂̂ <E V̂̂ <E"
+8?!

! #$)$ "#)$ #$)$ "/Y/ #$)$ ".Y0

" //Y% 1#Y0 0#Y" /3)$ 00Y! 0%Y3

/ #$)$ !3)$ 0!)$ /.)$ 03)$ 31Y%

3 .#)$ 0Y. #1Y/ 1!Y. /1Y" /0Y#

.$ .Y1 .Y1 "%)$ #Y/ #3Y0 //Y/

E!结!论

.$通过制备实验!使二溴海因在生成的过程中

沉降在二氧 化 硅 的 表 面!可 以 形 成 二 溴 海 因"二 氧

化硅复合粒子)扫描电镜照片与红外光谱图分析表

明二溴海因 与 二 氧 化 硅 之 间 可 能 通 过 分 子 间 物 理

作用力#范德华力!静电引力$而结合)
!$通过释 放 实 验 证 实 了 复 合 粒 子 中 的 二 溴 海

因释放到水中的速度明显低于单纯二溴海因!表明

复合粒子中 的 二 溴 海 因 具 有 长 时 间 内 的 稳 定 缓 释

效果)
1$单纯二溴海因与二溴海因"二氧化化硅复合

粒子对大肠杆 菌%金 黄 色 葡 萄 球 菌%白 葡 萄 球 菌 与

枯草芽孢杆菌的抑菌试验结果表明!由于复合粒子

具有较高的比 表 面 积!且 在 水 中 的 分 散 性 更 好!使

得有效杀菌组分与菌体的接触更加充分!因而当二

溴海因含量在有效剂量以上时!复合粒子对菌体的

抑制率明显高 于 单 纯 二 溴 海 因!同 时!复 合 粒 子 的

缓释效果也提高了二溴海因的利用率!延长了抑菌

时间)
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一个坚实的起点和基础)本文通过液体培养淘汰了

生长较 弱 的5*!+C!\<这1个 菌 株!得 到 生 长 较

快"产量较高的 6!C!;+这1个菌株)
!#虽然 6789:测定的多糖肽的相对分 子 质

量只是一 个 相 对 值!不 是 一 个 真 正 的 相 对 分 子 质

量!但在一定流动相浓度下作为云芝胞内多糖的质

量控制还是可取的)据 GEMROBEJEU等 报 道$3%!云

芝多糖抑瘤活性与相对分子质量大小有关!一般活

性较强 的 成 分!相 对 分 子 质 量 在#$$$%1$$$$
间$3!%%)故根据对照品的相对分子质量!认为峰$应

为有效活性成分峰)本实验的 6和;+这两个菌株

所得云芝胞内 多 糖 的 峰$相 对 分 子 质 量 均 在 此 范

围内!均与对 照 品 符 合!但 至 于 它 们 产 生 的 多 糖 相

对分子质量 的 差 别 是 否 会 造 成 抑 瘤 活 性 的 差 异 有

待实验证明)
从液体培养和 6789:测定的结果来看!6和

;+这两个菌 株 都 不 错!但 考 虑 到 云 芝 菌 株 发 酵 的

目的是收获菌 丝 体!提 取 得 到 云 芝 胞 内 多 糖!这 就

要求提高产量!降低成本!所以确定菌株;+为下一

步的液体发酵实验菌株)
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