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基于生物修饰的304不锈钢表面抗菌性能
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摘    要: 为了研究生物修饰对材料表面抗菌性能的影响，利用多巴胺及三种生物多肽修饰304不锈钢的表面，利用傅

里叶变换红外光谱仪(FTIR)和接触角测量仪研究修饰后的材料表面性质，选用金黄色葡萄球菌(S.aureus)作为试验菌株

研究样本表面抗菌性能，并通过超景深三维显微系统初步研究了样本表面形貌对抗菌性能的影响。结果表明，多巴

胺和生物肽修饰后，样本表面的湿润性发生了改变，且都具有抗菌效果，1号多肽抗菌效果最好，多巴胺修饰样本的

抗菌效果最差；不同颗粒度砂纸、不同抛磨压力处理的样本表面会影响材料表面性能，600号砂纸抛光的样本经生物

修饰后抗菌效果优于2 000号砂纸抛光的样本，这个结论同样适用于开放环境中。
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Abstract: In order to study the effect of biological modification on the antibacterial properties, the surface of 304 stainless

steel was modified with dopamine and three kinds of biological peptides. The surface properties of the modified materials were

studied by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and contact angle measuring instrument. S. aureus was used as the

experimental strain to study the antimicrobial properties of the samples, and the effects of sample morphology on the

antibacterial properties were also studied by super depth 3D microscope. The results show that the wettability of samples

treated by dopamine and peptides are changed, and all of them reveal antibacterial effect, polypeptide 1 has the best

antibacterial effect, while the samples treated by dopamine show the worst antibacterial properties. Antibacterial properties of

the material are related with polishing pressure and particle size sandpaper. Samples polished by 600# sandpaper show better

antibacterial properties than those polished by 2000# sandpaper after biological modification. The obove conclusion is also

applicable to open environment.
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0    引　言

污损生物存在于多种环境中，影响生活和生

产中的多种行业，包括医疗、食品、航运等 [1-2]。

这些污损生物吸附在材料表面后，会分泌黏性蛋

白、胞外多糖等物质，这些物质会腐蚀表面材

料，改变其表面理化性质，影响材料的品质，降

低其使用的可靠性[3-5]。

基于表面改性的物理防污方法是一种绿色生

物防污方法，可以在不污染周围环境的前提下起

到防污减阻的效果[6-7]。污损生物附着的最初阶段

是细菌和真菌的粘附[8]，因此研究微生物与表面的

反应是非常必要而有效的。生物肽可以与金属以

一种全新的化学形式与不锈钢自发地发生了反

应，生成一种低表面能的生物有机金属物质[9]，这

种物质不会损害周围环境，是一种环境友好型材

料。影响反应的因素有温度、pH值、搅拌速度和

多肽的浓度等[10]，控制好反应条件有利于增大反

应的量。多巴胺是一种常见的耦合剂，能与很多

固体材料表面发生化学反应，增大表面改性剂的

作用效果[11-13]，并且具有一定的抗菌能力[14]，虽然

多巴胺在材料表面超强附着的作用机理还有待于

进一步的研究，但已有研究表明，多巴胺对基体

材料表面的附着行为来源于多巴胺的邻苯二酚和

氨基官能团，这种结构可以和有机-无机表面建立

共价和非共价的相互作用，从而使聚合多巴胺交

联层强力附着在材料表面上[15]，因此，多巴胺常

常作为连接剂对材料表面改性。Davis[16-18]等人利

用绿脓假单胞杆菌分泌受体结合蛋白与304不锈钢

反应得到一种新型生物有机材料，推测出这种反

应是结合域中二硫键和铁共用电子的结果，经分

析发现新材料的粘附力降低，进而降低污损生物

的粘附。大环寡肽的分子中均包括六个保守性的

半胱氨酸残基，它们之间形成3个分子内二硫键，

形成特征的环半胱氨酸结，部分具有抗菌作用，

且可结合于一些材料的表面，起到抗菌效果 [19]。

Yang[20]等人从枯草芽孢杆菌膜蛋白提取疏水性蛋

白，将其嵌入大肠杆菌质粒上，通过转录和复制

获得了疏水性强的蛋白，任晓燕[21]将其与304不锈

钢反应可以获得一种疏水性增大的有机金属。这

些成果着重于抗菌肽的分析与制备，没有对抗菌

性进行抗菌性能分析。

文中介绍了一种新型抗菌材料制备方法，利

用多巴胺作为耦合剂使将多肽牢牢固定在样本表

面；分析材料表面特征，并开展定量细菌粘附试

验，初步分析了表面形貌对细菌粘附的影响。

1    材料与方法

1.1    试验材料

304不锈钢(退火处理，Φ10 mm×1 mm，合金

元素质量分数如下：0.08% C、1% Si、18%~20%

Cr、2% Mn、8%~11% Ni、0.035% P、0.030% S及

极少量的N)；1号多肽序列ACTSNADNKYLPKTCQT

(简称P1，含C−C二硫键，淘普生物科技有限公

司)；2号多肽ACTFFAFFFYLPFTCFT(简称P2，含

C−C二硫键，三羟甲基氨基甲烷)；3号多肽(简称

P3，堇科植物提取分离产物)；金黄色葡萄球菌(基

尔大学医学院提供)；大肠杆菌(基尔大学医学院提

供)；多巴胺(Sigma)；结晶紫(0.1%，Sigma)；醋

酸(30%，Sigma)；砂纸(3M)；三羟甲基氨基甲烷

溶液(Tris溶液)；胰酶大豆肉汤(TSB培养基)；96

孔细胞培养板；24孔细菌培养板及24孔细胞培养板。

1.2    试验方法

依次用颗粒度为120、240、400、600、800、
1 200和2 000号的砂纸手动抛磨304不锈钢至表面

光洁，洗涤剂清洗干净后浸泡在70%乙醇溶液中

15 min，然后自来水清洗3次，用丙酮浸泡2 min，
取出冲洗后空气中晾干，放入24孔细胞培养板

中。每个孔里加入20 μg/mL的多巴胺溶液1 mL，
室温下在摇床上缓慢摇晃(60 r/min)浸泡12 h后取

出不锈钢样本，清洗后分别加入1 mL、20 μg/mL
(pH=8.4的Tris溶剂)的P1，P2或P3。室温下在摇床

上缓慢摇晃(60 r/min)浸泡24 h后取出不锈钢样本，

清洗后在空气中晾干；

选取常见的革兰氏阴性菌大肠杆菌和常见的

革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌做菌株粘附试验确

定合适菌株。将未经处理的304不锈钢分别浸泡在

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌中16 h，清洗后用结晶

紫溶液染色15 min，晾干后用CEICA-L2反射光学

显微镜观察样本表面生物膜的情况，根据生物膜

的量确定目的细菌。

确定菌株后，挑取单克隆菌株放入TSB培养

基，将培养基培养在37 ℃摇床中培养，并伴有慢

速摇晃。16 h后，按1∶100稀释菌液，将稀释后
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的菌液搅拌均匀后加入处理前后的样本中(24孔细

菌培养板，1 mL/孔)。密封后在37 ℃摇床中培养24 h，
然后，清洗样本，并用结晶紫对样本表面染色

15 min，取出样本，用清水清洗染色后的样本，

直至最后一次清洗液无明显颜色。在超净台中将

样本晾干，用30%的醋酸溶液浸泡晾干后的样本

15 min，收集洗涤液，将洗涤液滴入96孔培养板

(200 μL/孔)，用BioTek®分光光度计获得所测溶液

的光密度(OD)值[OD值：表面经菌液繁殖24 h后，

结晶紫(Crystal voilet)染色，醋酸清洗后测量光

OD值，OD值越高，表明醋酸洗掉生物膜的量越

多，也就说明菌液在材料表面生成越多生物膜]。
选用抗菌性能最好的多肽，配置成20 μg/mL

溶液。用颗粒度为600号砂纸抛磨304不锈钢样本

(抛磨压力约20 N)，颗粒度2 000号砂纸抛磨时采

用不同压力(约20 N的压力记作2000#f，约10 N的

压力记作2000#c)。然后先后用20 μg/mL的多巴胺

和1号多肽浸泡抛磨后的样本。待样本晾干后，放

入24孔细菌培养板中，每孔分别加入1 mL的TSB
培养液和目的菌液，37 ℃环境下非无菌培养24 h。
清洗染色后用醋酸洗脱，读取洗脱液的OD值。

利用傅里叶变换红外光谱仪(NICOLET Is50)
检测处理前后样本表面的化学成分，测量时红外

光谱仪的扫描次数为128次，分辨率为4.0 cm−1，

选择ATR模式，每个样本表面量取3点。

Biolin接触角测量仪采用了OneAttension测量

监控软件，检测处理前后样本表面的接触角的变

化，每滴液滴体积为2 μL，每个样本表面量取

5点。

利用电子扫描显微镜(TM3000)和VHX-2000超
景深三维显微系统观察样本表面形貌，每组4个样

本。采用单因素方差分析法(One-way ANOVA)对
试验数据的差异性进行分析。

2    结果与分析

2.1    红外光谱分析

图1为表面处理后样本的红外光谱。可以发

现，3 300~3 500 cm− 1处的峰证明存在−NH2、

−NH及−OH等官能团，2 800~3 000 cm−1处的两个

峰可以说明样本表面存在烷基，1 717~1 777 cm−1

处的峰代表对称或非对称的C=O振动，1 460 cm−1

处的峰为−CH的弯曲振动，而1 050~1 085 cm−1

处的峰为−CO的伸缩振动，这些官能团的出现证

明多巴胺附着在不锈钢的表面上[22]，而C=O的出现证

明多巴胺自身发生了聚合和氧化。在上述3 300~
3 500 cm−1及2 800~3 000 cm−1处的两个峰的基础

上，1 690 cm−1和1 612 cm−1附近峰为β-重叠对称或

非对称C=O振动(Amide I)，1 480~1 575 cm−1为CN
伸缩振动或NH弯曲振动(Amide II)，1 250~1 410 cm−1

为CN伸缩振动或NH弯曲振动(Amide III)[23]，而

1 050~1 085 cm−1处的峰为−CO的伸缩振动，这些

官能团的出现证明3种多肽都出现在了改性后的样

本上，且多肽化学成分与多巴胺相似，但是位置

发生了偏移，特别是1 200~1 400 cm−1区域，这是

由表面含有有机硫化物造成的[24]。

2.2    接触角

用去离子水作为滴定液测量处理前后样本表

面的接触角，如图2所示。由图2可知，多巴胺处

理后，304不锈钢样本表面接触角约为36°，相对

于原始样本明显降低，而用P1，P2和P3处理所得

样本后发现，样本表面接触角得到了不同程度的

提高，分别约为48°、53°和55°，这是因为多巴胺

是一种亲水性强的化学耦合剂，原始304不锈钢经

过多巴胺处理后，表面附有一层氧化聚合后的多

巴胺，这层多巴胺降低了样本表面接触角。P1，

P2和P3处理后，多巴胺的自由端与多肽的部分残

基发生耦合，这样使得样本表面接触角的值有所

增加，但是多肽疏水性不强，因此，接触角的值

没有得到较大提升。

通过分析处理前后样本表面的红外光谱和接

触角可以发现：处理后的样本表面性能发生了改

变。表面化学成分随着改性化学材料的添加而发

 

 
图 1   表面处理后样本的红外光谱

Fig.1   FTIR of samples after modification
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生改变，检测出多巴胺/多肽的红外光谱；而表面

接触角也因此而发生了不同程度的改变。

2.3    抗菌性能

细菌及微生物粘附是生物污损的初级阶段，

细菌的数量与其产生的生物膜量成正相关关系，

研究样本表面生物膜量可以得出细菌的吸附量。

样本表面生物膜如图3所示。

由图3可以看出，大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

浸泡后的样本表面形成了一层生物膜，颜色越深

说明生物膜量越大，比较后可知金黄色葡萄球菌

在不锈钢表面的成膜能力远大于大肠杆菌，在研

究材料抗菌性能方面有着较大的优势，因此，文

中利用金黄色葡萄球菌粘附样本试验来研究表面

生物修饰降低材料表面细菌粘附的能力。

金 黄 色 葡 萄 球 菌 粘 附 试 验 如 图 4所 示 ，

图4 ( a ) ( b )分别为菌液浸泡及样本染色图。由

图4(a)可以发现，组1中的溶液依然清澈，组2~6则

相对浑浊，这说明TSB培养液并未被菌液污染。

图4(b)中组1的样本表面没有明显的颜色，组2~6则

可以看出有紫色覆盖，组2和组3的颜色较深，组

4~6颜色较浅，这说明经过菌液浸泡后，组2~6的

样本表面产生代谢产物，为细菌附着提供基体材

料，这些物质经过染色后出现紫色，且与颜色的

深度成正比例关系。图5为样本表面洗脱液的光密

度。由图4(b)和图5可以看出，未处理的样本表面

很容易被细菌吸附，产生大量的生物膜，结晶紫

染色后表面颜色最深，加入多巴胺后细菌的吸附

量略微降低，但降低量较少，这说明多巴胺有一

定的抗菌防污效果，但其能力不强，与前人结论

相对应[18]。经过3种多肽处理后，样本表面细菌粘

附量及生物膜生成量有了明显的降低，1号多肽的

效果最好，2号肽次之，3号肽最差。这可能与多

肽的构象及组成多肽的额氨基酸种类有关，在1号

肽中，丝氨酸(S)和苏氨酸(T)的含量最高，有利于

结合耦合剂，得到最好的抗菌效果。

由图4(b)可以看出，同一组样本经过相同的处

理后，样本表面颜色的深度也是有差别的。试验

中难保证所有样本表面的纹理一致，所以，得到

的同一批表面形貌不可能完全一致。样本表面的

抗菌性除了与样本表面的物质相关外，还会受到

表面形貌的影响。为了研究样本抛磨时受到抛磨

压力及颗粒度的影响，在不同抛磨压力采用颗粒

度的砂纸抛磨304不锈钢样本。样本经多巴胺和

1号多肽先后处理后，分别对它们做细菌粘附试

 

 
图 2   原始样本与生物处理后样本的接触角

Fig.2   Contact angles of original and biological treated samples
 

 

 
图 3   细菌处理后的304不锈钢样本的光学图像

Fig.3   Images of 304 stainless steel after bacterial treatment
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验。结晶紫染色后得到如图6(a)所示的样本染色

图，可看出样本间无明显的差异，醋酸洗涤并用

酶标仪读数后可知(见图6(b))，对于颗粒度2000号

砂纸抛磨的样本，压力较大抛磨均匀的样本表面

相s对于压力较小抛磨相对不均匀的样本表面更易

被细菌粘附，而颗粒度600号抛磨的样本表面细菌

吸附能力比颗粒度2000号抛磨的样本表面小，这

是因为材料的表面纹理结构与抗菌性能有很大的

关系[25]，较为粗糙的表面不仅可以为生物修饰剂

提供更多的附着位点，提高材料表面修饰剂的含

量，还可以由自身纹理大小影响特定尺寸的细菌

的附着，有助于提高材料的抗菌性。

海洋环境是一种开放环境，不只含有一种细

菌。因此，将TSB培养液放置于大气环境中，使

培养液被环境中的多种细菌污染，模仿复杂的多

细菌环境，研究在复杂环境中表面形貌对处理后

样本表面抗菌性能的影响。开放环境中2 000号和

600号的砂纸抛磨后改性表面的染色洗脱液的光密

度如图7所示。经颗粒度600#的砂纸抛磨后与1号
多肽反应，所得样本的抗菌性比颗粒度2000#的砂

纸抛磨后与1号肽反应所的样本的抗菌性好。

由超景深三维显微系统所得形貌(图8)可以看

出，600号的砂纸抛磨后样本纹理的高度明显高于

2 000号的砂纸抛磨后样本，表面粗糙度分别为

(5.607±0.532) μm，(4.577±0.896) μm。颗粒度

 

 
图 4   金黄色葡萄球菌粘附试验

Fig.4   Attachment assay of S.aureus
 

 

 
图 5   醋酸洗脱液的光密度

Fig.5   OD value of acetic acid eluent
 

 

 
图 6   抛磨压力和砂纸颗粒度对样本表面抗菌性的影响

Fig.6   Effect of polishing pressure and sand particle size on
antibacterial properties of sample surface
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600号的砂纸处理后表面的纹理对自然环境中细菌

的抗性比2000号的砂纸处理后表面好。这可能是

由于在表面粗糙度相近的情况下，粗糙的表面为

其本身与多巴胺及多肽的结合提供了更多的附着

面积，提高了多巴胺及多肽的结合效率，较多的

多肽附着在样本表面后可以减少环境中细菌的附

着，以达到降低表面污损的效果。

3    结　论

(1) 多巴胺通过螯合作用可以在304不锈钢表

面形成一层膜，且该多巴胺膜在水环境下可以作

为连接剂与多肽偶联，提高其连接在不锈钢的表

面的结合力和结合效果。

(2) 比较多巴胺及三种多肽改性后的样本表面

细菌吸附能力，结果表明均可以降低细菌吸附，

其中1号肽效果最好，2号肽次之，3号肽再次之，

多巴胺最差。

(3) 表面形貌会影响材料表面细菌的吸附能

力，颗粒度600号砂纸抛磨后处理的样本比颗粒度

2 000号砂纸抛磨后处理的样本抗菌能力强。
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