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环丙沙星-聚氨酯抗菌材料的水解和酶解初步研究
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　　摘要:生物材料周围的感染和组织损伤是材料表面的黏附细菌引起的。为了阻止感染的发生, 将环丙沙星

共价结合到聚氨酯骨架中合成了环丙沙星-聚氨酯( CFPU)抗菌材料。在 37℃, pH=7.4 的 PBS 缓冲溶液条件

下,研究了 CFPU 的降解情况,并对降解液的抗菌性能及细胞毒性进行了初步研究。研究结果表明, 合成的

CFPU 在模拟正常体液环境下一个月内的药物损失在 2%以内, 较好地保留了药物。在胆固醇酯酶存在的条件

下,药物的释放量明显大于空白实验,并且酶浓度的提高加剧了 CFPU 中药物的释放, 基本达到了控制释放的

效果。抗菌实验结果显示, 只有酶降解液具有抗菌活性, 最低抑菌浓度 ( M IC)为 0.376μg/m L。细胞毒性实验

表明降解液呈弱毒性, 可以用于体内进行进一步的研究。
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随着生物医学的发展, 对植入用生物医用材料的要求也越来越高,植入材料所面临的感染问题也是

研究者致力解决的重要问题之一 。引起感染发生的主要原因是细菌的黏附和细菌生物膜的形成 。将具

有抗菌效果的离子和抗菌药物引入到高分子材料中,使其具有抗细菌黏附和杀菌性能是制备抗菌材料的

常用方法 。聚氨酯材料具有良好的物理 、化学性质 、生物相容性及力学性能, 而且通过对其合成过程的设

计可以得到具有各种不同性质的材料, 是一种理想的高分子载体材料。通过物理
[ 1 ～ 4]

、化学
[ 5 ～ 11]

和复合

改性
[ 12 ～ 15]

的方法将抗菌剂与聚氨酯结合在一起,制备了各种具有抗菌性能的聚氨酯材料。

目前,将抗感染药物———环丙沙星( CF)与高分子材料以共价键形式结合的研究还不多[ 5, 7, 11, 16] , 本课

题组已经合成了环丙沙星-聚氨酯( CFPU)材料[ 17, 18] 。本文对合成的聚氨酯材料进行了酶降解和水解的

初步研究,讨论了材料在模拟人体液环境的缓冲溶液条件下稳定性,通过研究不同酶浓度条件下的降解

释放情况,了解该材料控制释放环丙沙星的可行性。

1　实验部分

1.1　试剂及仪器

金黄色葡萄球菌( ATCC25923) , 福建省疾病控制防疫中心;人胃癌细胞( SGC7901) , 福建医科大学

药理实验室;RPM I1640培养基干粉, Gibco公司;胎牛血清,天津 H&Y公司,澳大利亚原装进口分装;四

甲偶氮唑蓝( M TT) ,杭州四季清公司;胆固醇酯酶( CE) ,美国 Sigma公司;SHP-250型生化培养箱, 上海

精宏实验设备有限公司;BB5060型 CO2 培养箱, 上海贺利氏公司;Mod550全自动酶标仪,美国伯乐公

司;2450PC 紫外可见分光光度仪,上海光谱仪器有限公司;透析袋( R-25-8K) , 山东济南皓博生物技术有

限公司。

1.2　样品制备

样品采用两步溶液聚合的方法合成,具体合成方法见文献[ 18] 。
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1.3　工作曲线绘制及药物含量测定

精确称取一定量的标准品盐酸环丙沙星溶于磷酸盐缓冲溶液( PBS, pH =7.4) , 配成一系列浓度的

CF 标准溶液 。以 271nm 处溶液吸光度为纵坐标, CF 标准溶液浓度为横坐标, 可得到 CF-缓冲溶液标准

工作曲线 。

取适量浓度的样品溶液,在 271nm处测定溶液的吸光度,通过工作曲线计算出溶液中的药物浓度。

1.4　CFPU水解实验

取三个不同载药率的 CFPU( CFPU-1 、CFPU-2 、CFPU-3)各约 0.5g, 置于锥形瓶中, 加入 100mL

PBS溶液, 在 37℃培养箱中培养 。每天从各瓶中取出上清液 3mL 测定其药物含量, 并补充 3mL 新鲜

PBS溶液。绘制 CF 累积释放浓度与时间的关系曲线。

1.5　酶降解实验

由于 CE酶是大分子蛋白质,分子量 54KDa, 为了消除 CE 酶对降解液药物浓度测定的影响, 利用截

留分子量为 8k 的透析袋进行酶降解实验,具体方法如下。

称取合成的CFPU-3约 6mg,置于透析袋内,加入0.1mL CE溶液用 PBS缓冲液补足至3mL,扎牢,浸入

装有 5mLPBS的试管中,并以不加CE的 CFPU 组为空白对照,置于 37℃恒温水浴中振荡( 108r/min)降解

32d。每天在透析袋中加入100μL CE溶液以维持酶活性,每隔3天更换试管中的 PBS缓冲液 。

1.6　抗菌实验

用试管二倍稀释法测定两种降解液的抗菌活性及最低抑菌浓度( MIC) 。取 8根准备好的装有 1mL

肉汤的试管,在第 1试管中加入1mL 的降解液,混匀从中取 1mL 到第 2试管中,依次类推,第 8试管中的

1mL 弃去。在 8根试管中都加入 0.1mL 菌液,并用环丙沙星原料药做阳性对照编号为第 9管,空白肉汤

管为阴性对照编号为第 10管。于生化培养箱中 37℃培养 24h,观察记录并分析结果 。

1.7　细胞毒性实验

1.7.1　细胞与细胞培养　人胃癌细胞 SGC7901, 在 37℃、饱和 5%CO 2 的培养箱中培养。培养液为含

10%小牛血清,青霉素 100IU/mL 、链霉素 100μg/mL 的 RPMI 1640培养液 。

1.7.2　CFPU降解液的处理　取 CFPU-3的降解液, 用 0.22μm 滤膜过滤, 每种降解液用纯血清配置成

3个浓度, 每个浓度 3份, 供体外实验用 。

1.7.3　CFPU降解液对细胞生长的抑制作用　MT T 法检测 CFPU-3 降解液的细胞毒作用。取对数生

长期SGC7901细胞,以全培养液稀释成5×104/mL 单细胞悬液,接种于 96孔细胞培养板,每个浓度复种

4孔, 每孔 190μL,降解液组每孔加不同浓度药液 10μL,对照组加等量 RPMI 1640培养液,共培养 48h,反

应结束前 4h,每孔加入 50μL 的 MTT 溶液( 1mg/mL) 。继续培养 4h, 小心吸尽上清, 每孔加入 200μL

DMSO充分溶解 MTT 还原产物 。酶标仪检测 570nm 波长下的光密度并按式( 1)计算抑制率 。

抑制率( %) =对照组的 OD 值-药物组的 OD 值
对照组的OD 值

×100% (1)

2　结果讨论

CFPU-1 、CFPU-2及 CFPU-3样品各组分含量见表 1。

表 1　CFPU样品各组分载药率

Table 1　Drug contents of CFPU samples

样品 原料比例( H DI∶PCL∶CF) 载药率/ % 理论药物含量/ %

CFPU-1 1∶0.6∶0.4 12.8 12.6

CFPU-2 1∶0.66∶0.34 8.3 10.2

CFPU-3 2∶1∶1 16.6 17.3

2.1　CFPU水解实验

在 PBS溶液中,三种载药率的 CFPU药物释放累积浓度曲线见图 1,最终药物释放情况见表 2。
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图 1　CFPU 样品药物释放累积浓度曲线

F igure 1　Cumulative drug relea se curves of CFPUs

从图 1 以及表 2 中释药量数据来看,

CFPU 在 PBS 中的药物释放量很小 。其中

CFPU-1和 CFPU-3 两种样品, 虽然载药率

高,但一个月内的药物释放量占 CFPU 中所含

药物不到 1%, 样品 CFPU-2的药物释放量为

其所含药物量的 2%以内。以此推测,若将其

应用于体内,材料在正常体液条件下, 药物可

以保留比较长的时间而损失很小 。

2.2　酶降解实验

2.2.1　降解液中药物累积浓度曲线　以降解

液中药物的累积浓度为纵坐标,降解天数为横

坐标,绘制降解释药累积曲线见图 2。

表 2　不同载药率 CFPU的药物释放情况

Table 2　Drug release from CFPUs

CFPU-1 C FP U-2 CFPU-3

样品质量/ g 0.502 0.502 0.501

药物含量/ % 12.80 8.30 16.60

药物质量/ g 0.0643 0.0417 0.0832

释药质量/ g 5.45×10-4 7.82×10-4 7.77×10-4

释药量/ % 0.85 1.88 0.93

图 2　CFPU-3 降解液的释药累积曲线

F igure 2　The cumulativ e relea sed curv es of deg radations o f CFPU-3

　　由图2可以看出, CFPU在 PBS 中也

可以缓慢释放出少量的环丙沙星,但很快

就达到平衡, 不再释放药物。在 CE存在

条件下, 环丙沙星的释放量要大于在 PBS

中的释放量, 且随着时间的延长, 释放越

多,逐渐趋于平衡 。由图 2 可知, 材料在

CE存在条件下具有不同于在 PBS 中的

释药行为 。

2.2.2　不同 CE 酶浓度对 CFPU-3降解

的影响　不同 CE 酶浓度下, CFPU-3 的

降解释药累积浓度曲线如图 3所示。

图 3　CFPU-3 在不同酶浓度下降解液的释药累积曲线

F igure 3　Cumulativ e released curv e of degr adations o f CFPU-3 in different enzyme concentrations
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　　由图 3可知, CFPU-3在 PBS 中保持相对惰性,而随 CE 浓度增高降解液中的 CF 浓度增大, 说明了

CFPU-3对 CE具有响应能力 。即当在炎症产生时, CE 的释放可以使 CFPU-3降解释放出抗菌药物 CF ;

CE酶释放越多,浓度越大, CFPU-3降解释放出的 CF 越多,基本符合智能型药物释放系统的要求 。

2.3　抗菌实验

CFPU-3的 PBS 与 CE降解液对金黄色葡萄球菌的抗菌活性结果见表 3。
表 3　CFPU-3 降解液的抗菌活性结果

Table 3　The antibacterial activity of CFPU-3 degraded solution

菌种 样品
试管编号

1 a 2 3 4 5 6 7 8 9 10

金黄色葡萄球菌
PBS降解液 ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ - ﹢

CE降解液 ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹢ ﹣ ﹢

　　注:“-”表示无细菌生长,“﹢”表示有细菌生长。

　　a.PBS降解液第 1管浓度为 36.5μg/mL;CE降解液第 1管浓度为 48.128μg/mL。

　　从表 3中可以看出, CFPU-3在 PBS 中的降解液均没有抗菌作用,而在 CE 中的降解液有抗菌作用,

其对內植物感染的主要致病菌金黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度 MIC 为 0.376μg/mL,高于原料药 CF 对

金黄色葡萄球菌的 M IC[ 19] 为 0.125 ～ 0.25μg/mL。其原因可能是降解液中除了游离的 CF 外,还有含有

PCL 或 HDI部分链段的 CF 衍生物,这些衍生物中有些并不具有抗菌活性 。

结果说明, CFPU-3在模拟非炎症条件下不释放或释放未达 MIC浓度的抗菌药物;在 CE酶的作用下能

降解出有抗菌活性的游离药物,从而有效地抑制內植物感染的发生,达到智能可控释放抗菌药物的要求。

2.4　细胞毒性实验

CFPU-3的降解液对体外培养胃癌细胞 SGC7901作用 48h 后,按公式( 1)计算的抑制率结果见表 4。
表 4　CFPU-3 降解液的细胞毒性试验结果

Table 4　The cell toxicity results of CFPU-3' s degraded solution

样品名称 降解液药物浓度梯度μg/mL 抑制率%

PBS降解液

36.50 45.7

18.25 31.3

9.125 29.9

CE降解液

48.128 54.1

24.064 34.8

12.032 38.7

　　从表 4中可知 CFPU-3的降解液对体外培养胃癌细胞 SGC7901的抑制作用较小,大多抑制率都在

50%以下,按照美国药典中细胞相对增殖率与细胞毒性分级的关系可以得出:CFPU-3降解液的细胞毒

性在 1 ～ 2级之间,属于弱毒性。

3　结论

对所合成的 CFPU 抗菌材料进行的降解实验表明,材料在正常体液条件下,药物可以保留比较长的

时间而损失很小, 从而在炎症发生的时候有可能释放出足够的药物发挥抗菌消炎作用 。这一点可以从酶

降解的对照实验可以看出。CFPU在 CE存在条件下,环丙沙星的释放量要大于在 PBS中的释放量 。随

着 CE酶浓度的增加, 环丙沙星的释放也增加, 体现了 CFPU 材料对 CE 的响应释放, 可以作为一种控制

释放材料 。

抗菌实验结果表明, CFPU 材料只在 CE 酶存在条件下释放出足够浓度的活性药物, 杀死内植物感

染的主要致病菌———金黄色葡萄球菌,其最低抑菌浓度为 0.376μg/mL。
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CFPU 材料在 PBS 和 CE 条件下的降解液仅有弱毒性, CFPU 材料本身的毒性还有待进一步验证 。

材料的毒性主要是锡催化剂残留引起的,因此需要对去除锡残留的方法进行进一步研究。
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Abstract:The infection and t issue damage around the biomaterials are mainly caused by the

bacterial adherence to the surface of the mate rial.A new kind of antibacterial ciprof lox acin-

polyurethane ( CFPU) w as synthesized in o rder to prevent the infection.The deg radat ion o f CFPU in

the phosphate-buf fer saline ( PBS) ( pH =7.4, 37℃) w as studied.The antibacterial abili ty and the

cy totoxicity o f the deg radation so lutions were assayed.The resul ts show ed that ciprof lox acin( CF) w as

kept ef fectively in CFPU while the drug loss w as below 2%under the mimetic humoral condition.In

the presence of cholesteral esterase( CE) , CF release w as obviously larger than in the PBS only .Hence,

the increase o f the concentra tion of CE accele ra ted the release of CF, w hich indicated the control release

abili ty of the material.The enzymat ic deg radation showed an ability to kill bacte ria and the minimum

inhibi to ry concentration ( MIC ) w as measured as 0.376μg/mL.The deg radation solutions w ere

hypotoxicity acco rding to the M T T assay.

Key words:Antibacterial;Control release;Polyurethane;Cipro flo xacin;Deg radation;Cho leste ro l

esterase
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