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酶响应型纳米抗生素的制备及其抗细菌生物被膜性能研究

纪文科1,胡雪琪1,赵耀1,诸致远2,饶静一1*

(1.华中科技大学化学与化工学院,武汉
 

430074;
 

2.南方科技大学台州研究院,台州
 

318000)

摘要:为解决疏水性抗生素清除细菌生物被膜效果差的问题,本文设计并制备了一种含偶氮苯的诺氟沙星抗生

素前药,将其与低聚α-环糊精通过包结络合作用构筑纳米抗生素,并通过核磁氢谱、粒度分析仪、紫外分光光度

计和扫描电镜对其响应性降解和抗细菌生物被膜性能进行了详细表征。该纳米抗生素不仅对浮游的革兰氏阴

性菌大肠杆菌与革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌展现出了优异的广谱抗菌活性,同时具有良好的亲水性,可在细

菌生物被膜中有效渗透,并在过量表达的偶氮还原酶作用下使其中的偶氮键发生响应性降解,从而实现诺氟沙

星对细菌生物被膜的高效清除,大大降低了抗生素药物的用量。本文报道的酶响应型纳米药物在治疗细菌感

染相关疾病方面具有良好的应用前景。
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Abstract:To
 

improve
 

the
 

poor
 

activity
 

of
 

hydrophobic
 

antibiotics
 

in
 

eradicating
 

bacterial
 

biofilms,
 

a
 

nano-antibi-
otic

 

was
 

constructed
 

via
 

the
 

inclusion
 

complexation
 

between
 

an
 

azobenzene-conjugated
 

norfloxacin
 

prodrug
 

and
 

oligo-α-cyclodextrin.
 

The
 

enzyme-responsive
 

degradation
 

and
 

biofilm
 

eradication
 

properties
 

were
 

characterized
 

by
 

nuclear
 

magnetic
 

resonance
 

(NMR),
 

dynamic
 

light
 

scattering
 

(DLS),
 

ultraviolet-visible
 

spectrometer
 

(UV-Vis
 

spectrometer),
 

and
 

scanning
 

electron
 

microscope
 

(SEM).
 

The
 

nano-antibiotics
 

showed
 

excellent
 

broad-spec-
trum

 

antibacterial
 

activity
 

against
 

the
 

planktonic
 

Gram-negative
 

bacteria
 

Escherichia
 

coli
 

and
 

Gram-positive
 

bac-
teria

 

Staphylococcus
 

aureus,
 

as
 

well
 

as
 

effective
 

deep
 

penetration
 

in
 

bacterial
 

biofilms
 

due
 

to
 

the
 

good
 

water
 

sol-
ubility.

 

In
 

the
 

presence
 

of
 

overexpressed
 

azoreductase
 

in
 

bacterial
 

microenvironment,
 

the
 

azobenzene
 

motif
 

could
 

be
 

responsively
 

degraded,
 

leading
 

the
 

high
 

efficiency
 

in
 

biofilm
 

eradication
 

of
 

norfloxacin,
 

which
 

significantly
 

re-
duced

 

antibiotic
 

dose.
 

The
 

enzyme
 

responsive
 

nanomedicine
 

reported
 

in
 

this
 

report
 

provided
 

a
 

promising
 

insight
 

to
 

combat
 

the
 

bacterial
 

infection-related
 

diseases.
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  近年来,全球性急性传染病疫潮频繁发生,因
病原微生物感染而导致的死亡已位居各种死因的

前列。据世界卫生组织统计,全世界每年约有70
万人死于细菌感染带来的疾病,其中60%以上的
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感染是由细菌生物被膜导致[1,2]。细菌生物被膜

是由细菌及其胞外聚合物基质积聚而成的结构复

杂的微生物群落,它不仅使细菌免受宿主先天免

疫细胞的侵害,还严重阻碍了抗生素,尤其是疏水

性抗生素的渗透,极大地增加了治疗难度[3~5]。在

临床上,需要增加剂量和延长治疗周期以确保治

疗效果,但这无疑加速了细菌耐药性的发展[6,7]。
因此,针对疏水性抗生素进行递药载体设计对于

治疗细菌生物被膜感染相关疾病至关重要[8,9]。
细菌生物被膜中存在大量纳米尺度孔径的水

通道,使得亲水性的纳米粒子能够在细菌生物被

膜中有效的渗透[10]。而细菌微环境具有低pH
值、乏氧、活性氧和过量表达酶等特性[11~14],因此

针对细菌微环境设计的响应型纳米递药粒子有望

实现疏水性的抗菌药物在细菌生物被膜中的有效

递送,在细菌生物被膜清除方面具有巨大的应用

潜力。其中,酶响应的纳米粒子已经大量应用在

肿瘤、急性脑梗、糖尿病、结肠炎等疾病的治疗中,
但用于细菌感染治疗的报道却很少[14]。偶氮苯是

一类具有酶响应的化合物,可以与细菌分泌的偶

氮还原酶在细菌微环境中发生降解反应[15~19]。α-
环糊精是一种具有中空圆筒结构的环状多糖分

子,具有良好的溶解性和生物相容性,其空腔可以

与偶氮苯基团形成包结络合的主客体[20,21]。因

此,将偶氮苯基团与α-环糊精联用可构筑具有酶

响应性的亲水性超分子组装体,这类特殊的高分

子材料有望改善疏水性化合物在细菌生物被膜中

的递送效率[22,23]。
为此,本文设计合成了一种偶氮苯和诺氟沙

星抗生素(Nor)偶联的前药(azo-Nor),通过偶氮

苯和低聚α-环糊精(oligo-α-CD)空腔的络合作用

制备偶氮还原酶响应型纳米药物(azo-Nor/CD
 

NPs,图1)[24],并通过紫外-可见分光光度法,粒径

测试、核磁共振测试、抗菌活性和生物相容性测试

对azo-Nor/CD纳米抗生素的制备、降解、抗菌活

性、细胞毒性和抗细菌生物被膜性能进行了详细

的研究。

1 实验部分

1.1 试剂

  偶氮苯苄醇(azo-OH)、N,N'-羰基二咪唑

(CDI)、诺氟沙星(Nor)、α-环糊精(α-CD)、环氧氯

丙烷、三乙胺、连亚二硫酸钠(Na2S2O4)、结晶紫、

戊二醛、氢氧化钠、无水硫酸镁、胰蛋白胨大豆琼

脂、胰酪大豆胨液体培养基(TSB)、PBS缓冲液,
无水四氢呋喃、无水 N,N-二甲基甲酰胺、二甲基

亚砜和乙酸乙酯,均购于伊诺凯科技有限公司;绵
羊血红细胞、大肠杆菌(E.

 

coli,ATCC
 

25922)、金
黄色葡萄球菌(S.

 

aureus,ATCC
 

6538)和小鼠胚

胎成纤维细胞(3T3)购自迈威生物科技有限公司。

1.2 测试与表征

1.2.1 核磁表征

以氘 代 氯 仿 为 溶 剂,在 核 磁 共 振 光 谱 仪

(Avance
 

III,400
 

MHz,德国Bruker公司)记录核

磁共振氢谱(1H-NMR)。

1.2.2 粒径表征

以去离子水为溶剂,在百特激光粒度分析仪

(BT-9300S,丹东百特仪器有限公司)测量纳米颗

粒的粒径。

1.2.3 紫外-可见吸收光谱表征

以去离子水为溶剂,使用紫外-可见分光光度

计(T-5,浩天晖仪器有限公司)记录紫外-可见吸

收光谱,扫描波长范围350~600
 

nm,
 

狭缝宽度

5
 

nm。

1.2.4 SEM表征

对脱水后的细菌菌膜进行喷金处理后,采用

场发射扫描电镜(SU8010,日本 Hitachi公司)对
细菌的形貌进行观测。

1.2.5 吸光度表征

采用微孔板检测器(Infinite
 

M200
 

Pro,瑞士

TECAN公司)对吸光度值(OD)进行测定。

1.3 环糊精-偶氮苯-诺氟沙星纳米药物

(azo-Nor/CD
 

NPs)的制备
 

1.3.1 偶氮苯-诺氟沙星前药(azo-Nor)的合成

azo-CDI[25]:向圆底烧瓶通氮气10
 

min,加入

无水四氢呋喃6
 

mL及azo-OH
 

(319.8
 

mg,1.5
 

mmol),再加入CDI
 

(490
 

mg,3
 

mmol),室温避光

反应2
 

h。然后用10
 

mL超纯水淬灭反应,再用乙

酸乙酯萃取2次,有机相加入无水硫酸镁干燥,抽
滤,浓缩除去溶剂,最后柱层析分离纯化产物(洗
脱剂为乙酸乙酯∶正己烷=1∶2,V∶V,下同),
得到橘黄色固体,产率:94.2%。

azo-Nor[26]:向圆底烧瓶中加入Nor(576
 

mg,

8
 

mmol),再加入25
 

mL无水 N,N-二甲基甲酰

胺,充 分 溶 解 后,加 入 azo-CDI
 

(274.9
 

mg,

0.9
 

mmol)及500
 

μL三乙胺(3.6
 

mmol),室温避光

·0651·
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图1 (a)
 

azo-Nor前药和(b)
 

azo-Nor/CD
 

纳米抗生素的制备示意图;(c)
 

azo-Nor/CD
 

纳米抗生素清除细菌生物被

膜的机理示意图

Figure
 

1 Schematic
 

representation
 

for
 

the
 

preparation
 

of
 

(a)
 

azo-Nor
 

and
 

(b)
 

azo-Nor/CD
 

NPs;
 

(c)
 

Schematic
 

rep-
resentation

 

for
 

the
 

biofilm
 

eradication
 

of
 

azo-Nor/CD
 

NPs

过夜反应。反应结束后,加入30
 

mL盐酸(1
 

mol/L),
用二氯甲烷萃取三次,收集有机相。用盐酸洗涤三

次后,有机相用无水硫酸钠干燥,抽滤,浓缩除去溶

剂,柱层析分离纯化产物(洗脱剂为乙酸乙酯∶正

己烷=2∶1),得到橘黄色固体,产率为44.9%。

1.3.2 α-环糊精低聚物(oligo-α-CD)的制备

称取α-环糊精(7
 

g,7.2
 

mmol)于圆底烧瓶

中,加入8
 

mL质量分数为20%的NaOH溶液,在

60
 

℃ 下,逐 滴 加 入 环 氧 氯 丙 烷 (5.6
 

mL,

72
 

mmol)。反应24
 

h后,向其中加入50
 

mL丙酮

和乙醇的混合溶剂(体积比4∶1),离心,除去上清

液,收集白色固体,用去离子水再次溶解,然后转

移至透析袋(MWCO:3500
 

Da)中透析48
 

h,冷冻

干燥后得到产物oligo-α-CD[27]。

1.3.3 azo-Nor/CD
 

NPs的制备

将oligo-α-CD与azo-Nor分别溶解于二甲基

亚砜溶液中,配制浓度分别为200、4
 

mg/mL的溶

液,然后取等体积的oligo-α-CD和azo-Nor溶液在

室温下混合,静置半小时后,在超声条件下将混合

液加入去离子水中。最后,将混合溶液置于透析

袋(MWCO:3500
 

Da)中去掉有机溶剂和游离小分

子。azo-Nor/CD
 

NPs溶液中azo-Nor的浓度通过

紫外-可见吸收光谱中430
 

nm的偶氮苯特征吸收

信号的强度来标定。

1.4 azo-Nor的降解

  取1200
 

μL
 

2
 

mg/mL的azo-Nor,加入900
 

μL

·1651·
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新鲜配制的 Na2S2O4 溶液(20
 

mg/mL),吹打混

匀,静置1
 

min后,以azo-Nor和Nor为对照,使用

紫外-可见分光光度计检测偶氮苯化合物在近紫外

区特征吸收峰的变化。用乙酸乙酯萃取上清液,
并用纯水洗涤有机层后,加入无水硫酸镁干燥,浓
缩除去溶剂,柱层析分离纯化产物,洗脱剂为乙酸

乙酯∶正己烷=2∶1
 

(V∶V),得到白色固体用于

核磁分析[28]。

1.5 azo-Nor/CD
 

NPs的降解

  取1200
 

μL
 

2
 

mg/mL的azo-Nor/CD
 

NPs,加入

900
 

μL新鲜配制的Na2S2O4 溶液(20
 

mg/mL),吹
打混匀,静置1

 

min后,使用紫外-可见分光光度计

检测偶氮苯化合物在近紫外区的特征吸收峰的变

化。最后将上层清液置于透析袋(MWCO:3500
 

Da)中透析,检测其粒径分布。

1.6 生物活性测试

1.6.1 最低抑菌浓度(MIC)测试

在TSB培养基中将样品稀释至2倍待测浓

度,细菌用TSB稀释至2×106
 

CFU/mL。后各取

100
 

μL样品溶液和菌液加入96孔细胞培养板中。
以TSB中无样品,也无细菌的实验组作为阴性对

照;以TSB中无样品,但有细菌的实验组作为阳

性对照。在37
 

℃细胞培养箱中培养24
 

h后,使用

酶标仪测试波长600
 

nm处样品的吸光度,每个样

品设置3个复孔。最后计算与阳性对照相比,抑
制至少90%细菌生长的最低聚合物浓度,即为样

品对该细菌的 MIC。细菌抑制率的计算如公式

(1)所示:
细菌抑制率 %=

OD600(阳性对照组)-OD600(样品组)
OD600(阳性对照组)-OD600(阴性对照组)×100%

(1)

1.6.2 溶血测试

取1
 

mL无菌绵羊血红细胞离心(1500
 

r/min,
 

3
 

min)后,用PBS重新分散,重复3次。然后,用

PBS将10
 

mg/mL的样品稀释成1
 

mL不同浓度

的待测溶液,加入重新分散后的20
 

μL血红细胞

悬液,以PBS中无样品的实验组作为阴性对照,以
去离子水中无样品的实验组作为阳性对照。混匀

后置于室温下孵育2
 

h。2
 

h后离心(1500
 

r/min,
 

3
 

min)取上层清液200
 

μL于96孔细胞培养板中,
用酶 标 仪 测 量 其 在 波 长 540

 

nm 处 的 吸 光 度

(OD540)。溶 血 率 (Hemolysis%)的 计 算 如 公

式(2)所示:
溶血率%=

OD540(样品组)-OD540(阴性对照组)
OD540(阳性对照组)-OD540(阴性对照组)×100%

(2)

1.6.3 细胞毒性测试

使用CCK-8细胞增殖检测试剂盒研究不同

浓度的 Nor、azo-Nor与azo-Nor/CD
 

NPs对3T3
细胞的毒性。将3T3细胞以1×104 个细胞/孔接

种到96孔板内,每孔加入100
 

μL
 

DMEM 完全培

养基,在细胞培养箱培养过夜。在DMEM 基础培

养基中配置样品溶液,去除96孔板内旧培养基,
加入样品溶液,每孔100

 

μL。孵育24
 

h后,去除

孔内培养液,换用含10%
 

CCK-8的DMEM 基础

培养基孵育1
 

h,用酶标仪测量样品在450
 

nm处

的吸光度(OD450),每个样品设置3个复孔。细胞

存活率的计算如公式(3)所示:
细胞存活率 %=

OD450(样品组)-OD450(阴性对照组)
OD450(阳性对照组)-OD450(阴性对照组)×100%

(3)

1.7 抗细菌生物被膜测试

1.7.1 细菌生物被膜的培养

将E.
 

coli和S.
 

aureus细菌接种于TSB培

养基中,培育6
 

h直至对数生长期。接着在TSB
培养基中重新悬浮得到浓度为1×107

 

CFU/mL
的菌液,在96孔板中,每孔加入200

 

μL稀释后的

菌液,于37
 

℃培养。每隔24
 

h去除孔内旧培养

基,补充200
 

μL新鲜TSB培养基。连续培养三天

后获得成熟细菌生物被膜,最后用PBS缓冲液清

洗三次。

1.7.2 细菌生物被膜的清除测试

在TSB培养基中将Nor和azo-Nor/CD
 

NPs
稀释至目标浓度,随后,加入到备用的成熟细菌生

物被膜孔板内,每孔加200
 

μL,阳性对照组加入

200
 

μL新鲜的TSB培养基,置于37
 

℃培养24
 

h。
孵育结束后,去除悬浮液,用PBS缓冲液清洗三

次,接着加入2.5%的戊二醛溶液,避光固定1
 

h。
除去戊二醛溶液后,加入0.1%的结晶紫溶液染色

30
 

min,用无菌去离子水清洗三次后,加入95%的

乙醇,处 理1
 

h。最 后 使 用 酶 标 仪 上 测 量 其 在

600
 

nm处的吸光度(OD600),细菌生物被膜生物

量的计算如公式(4)所示:

·2651·
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细菌生物量 %=
OD600(样品组)-OD600(阴性对照组)

OD600(阳性对照组)-OD600(阴性对照组)×100%

(4)

1.7.3 细菌生物被膜残余细菌存活率测试

按上述相同的方法培养成熟的细菌生物被

膜,接着去除孔内悬浮液,用PBS缓冲液清洗三

次,在TSB培养基中稀释Nor和azo-Nor/CD
 

NPs
至相应浓度,再分别加200

 

μL溶液于成熟细菌

生物被膜孔板内,37
 

℃条件下培养24
 

h。孵育

结束后用PBS缓冲液清洗孔板两次,然后加入

200
 

μL
 

PBS缓冲液,超声15
 

min,再用PBS缓冲

液稀释至10000倍,吸取100
 

μL均匀涂覆在琼

脂板上,放入37
 

℃水培箱内培养24
 

h。最后计

算琼脂板上菌落数,以上每项实验均设置三个

复孔。

2 结果与讨论

2.1 azo-Nor前药的合成

  如图1(a)所示,azo-OH 首先经 N,N'-羰基

二咪唑(CDI)活化,再与Nor偶联以制备azo-Nor
前药。具体来说,首先是在无水四氢呋喃中,azo-
OH和CDI于常温下发生取代反应,核磁氢谱中

属于咪唑特征峰(δ=7.08~7.26和8.18)的出现

表明azo-CDI的成功合成(图2A)。随后,在无水

N,N-二甲基甲酰胺中,azo-CDI和Nor在常温下

偶联制备azo-Nor。如图2(B)所示,Nor的特征峰

(δ=1.77、4.33~3.30、8.67和15.01)的出现和

咪唑的特征峰消失均表明咪唑基团已被Nor成功

取代[29]。

2.2 azo-Nor前药的降解

  细菌的生长繁殖过程中会分泌出大量的还原

性酶,如 偶 氮 还 原 酶,可 使 偶 氮 苯 基 团 发 生 降

解[14,15]。因此,我们采用 Na2S2O4 模拟还原环

境,以研究azo-Nor的响应性降解行为。加入过量

的Na2S2O4 后,黄色的azo-Nor溶液迅速转变为

无色。经紫外-可见光谱检测,可以观察到azo-Nor
溶液中位于430

 

nm的属于偶氮苯的特征吸收信

号随着 Na2S2O4 的加入完全消失,表明azo-Nor
中的偶氮苯基团已完全降解(图3)。

图2 (A)
 

azo-CDI,(B)
 

azo-Nor与(C)
 

azo-Nor降解产物的核磁共振氢谱,溶剂为氘代氯仿(星号标记代表

的是残留溶剂和TMS的特征峰)

Figure
 

2 1H-NMR
 

spectra
 

of
 

(A)
 

azo-CDI,
 

(B)
 

azo-Nor,
 

and
 

(C)
 

product
 

from
 

the
 

reduction
 

of
 

azo-Nor
 

in
 

CDCl3,
 

respectively
 

(Signals
 

arising
 

from
 

CDCl3 and
 

TMS
 

are
 

marked
 

with
 

asterisks.)
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图3 Nor、azo-Nor与经 Na2S2O4 处理后的azo-Nor
的紫外吸收光谱

Figure
 

3 UV-Vis
 

spectra
 

of
 

Nor,
 

azo-Nor,
 

and
 

Na2S2O4 treated
 

azo-Nor

  如图1(a)所示,azo-Nor前药中偶氮苯的降解

会触发级联反应,释放出 Nor抗生素。为了验证

Nor的释放,我们对降解溶液进行萃取分离和柱

层析分离。所得产物的核磁氢谱如图2(C)所示,
原δ=8.10~6.85

 

处属于偶氮苯苯环上的特征峰

已全部消失(图2B),而属于Nor叔胺上的亚甲基

(g峰)的化学位移从δ=3.8
 

移至δ=1.72~1.43
 

处,这证明了偶氮苯基团的完全降解和级联反应

的发生。此外,纯化所得产物与 Nor的核磁氢谱

特征峰一致,证明azo-Nor前药降解后成功释放出

了Nor抗生素。

2.3 azo-Nor/CD
 

NPs的制备和降解

  azo-Nor前药具有大共轭结构,水溶性较差,
不利于其在细菌生物被膜中的渗透。偶氮苯基团

  

与α-环糊精(α-CD)的空腔有主客体包结络合作

用,将azo-Nor前药增溶在α-CD的疏水空腔中构

筑成纳米粒子,可有效提高其水溶性。考虑到低

聚环糊精比游离环糊精具有更好的物理稳定性和

生物相容性[30],我们首先将α-CD与环氧氯丙烷

在碱性条件下偶联制备得到α-CD低聚物(oligo-
α-CD)。然后,通过良溶剂过渡的方法,将azo-Nor
与oligo-α-CD以1∶2的摩尔比在二甲基亚砜中

混合,并在超声条件下加入去离子水中,最后通过

透析去除有机溶剂和小分子杂质以制备azo-Nor/

CD
 

NPs。在紫外吸收光谱中可以清晰地观察到

azo-Nor/CD
 

NPs在430
 

nm处具有明显的偶氮苯

特征吸收信号(图4a)。而 动 态 光 散 射 检 测 到

9
 

nm的低聚α-环糊精与前药络合后尺寸增长至

225
 

nm,证 实 azo-Nor/CD
 

NPs 的 成 功 制 备

(图4b)。
为了进一步验证azo-Nor/CD

 

NPs的响应性

降解与释放,我们同样采用 Na2S2O4 化学还原剂

对其降解行为进行研究。如图4(a)所示,azo-
Nor/CD

 

NPs经 Na2S2O4 处理,黄色的溶液迅速

转变为无色,且紫外吸收光谱中430
 

nm处偶氮苯

的特征吸收峰消失,表明偶氮苯基团已完全降解。
动态光散射的测试结果显示,加入 Na2S2O4 后粒

子尺寸减小至14
 

nm左右,该尺寸与低聚α-环糊

精的尺寸接近(图4b)。这些数据表明,在还原条

件下 azo-Nor/CD
 

NPs可以发生解离并释放出

Nor抗生素。

2.4 抗菌性能和生物相容性表征

  我们选取了两种代表性菌种,革兰氏阴性菌

  

图4 (a)
 

azo-Nor/CD
 

NPs经Na2S2O4 处理前后的紫外吸收光谱;(b)
 

oligo-α-CD与 Na2S2O4 处理前后的

azo-Nor/CD
 

NPs的粒径变化

Figure
 

4 (a)
 

UV-Vis
 

spectra
 

of
 

azo-Nor/CD
 

NPs
 

and
 

treated
 

with
 

Na2S2O4;
 

(b)
 

DLS
 

results
 

of
 

oligo-α-CD,
 

azo-Nor/CD
 

NPs,
 

and
 

azo-Nor/CD
 

NPs
 

treated
 

with
 

Na2S2O4
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大肠杆菌(E.
 

coli)
 

与革兰氏阳性菌金黄色葡萄

球菌(S.
 

aureus),采用微量肉汤稀释法对azo-Nor
前药以及azo-Nor/CD

 

NPs的
 

MIC进行了测定。
如表1所示,Nor对于E.

 

coil和S.
 

aureus的最

小抑菌浓度(MIC)分别为0.256
 

和1
 

μg/mL。而

azo-Nor前药对于E.
 

coil和S.
 

aureus的MIC均

为16
 

μg/mL,相较于Nor抗生素的抗菌活性降低

了16~62.5倍。我们推测这可能是由于疏水性

偶氮苯基团的加入使azo-Nor前药的溶解性降低,
导致它与细菌分泌的偶氮还原酶的接触不充分,
从而影响其释放 Nor抗生素的效率[31]。而azo-
Nor/CD

 

NPs对于E.
 

coil和S.
 

aureus的 MIC分

别为8和4
 

μg/mL,相对azo-Nor前药,其抗菌性

能提升了2~4倍。这可能是由于环糊精的加入

使其溶解性增强,因此更容易与偶氮还原酶发生

作用,从而导致其释放Nor的能力增强[32]。

通过扫描电镜(SEM)对Nor抗生素、azo-Nor前

药和azo-Nor/CD
 

NPs的杀菌机理进行了研究。从

图5可以看到,被自由的Nor抗生素杀死的细菌表

面基本保持了原本的形貌。这是因为Nor是通过阻

碍细菌DNA的复制来抑制细菌的生长,因此被Nor
抗生素杀死的细菌表面基本不会产生变化。同样地,
被azo-Nor前药和azo-Nor/CD

 

NPs杀死的细菌表面

也基本不变,说明了他们的杀菌机理与Nor抗生素相

同,这也反映出azo-Nor和azo-Nor/CD
 

NPs是通过释

放Nor抗生素来抑制细菌生长的。
此外,Nor,azo-Nor以及azo-Nor/CD

 

NPs的

溶血指数(HC10)和最低细胞抑制浓度(IC50)均大

于1024
 

μg/mL,使得它们对细菌的选择性及治疗

指数大于64~4096。以上结果表明,azo-Nor和

azo-Nor/CD
 

NPs与Nor抗生素药物一样,都具有

良好的红细胞和组织细胞相容性。

表1 Nor,azo-Nor和azo-Nor/CD
 

NPs的生物活性

Table
 

1 Biological
 

activities
 

of
 

Nor,
 

azo-Nor,
 

and
 

azo-Nor/CD
 

NPs

Sample
MIC

 a
 

(μg/mL)

EC
 b SA

 c

HC10 
d

(μg/mL)

Selectivity
 e

EC SA

IC50 
f

(μg/mL)

TI
 

g

EC SA

Nor 0.25 1 >1024 >4096 >1024 >1024 >4096 >1024

azo-Nor 16 16 >1024 >64 >64 >1024 >64 >64

azo-Nor/CD
 

NPs 8
 h 4 >1024 >128 >256 >1024 >128 >256

a
 

MIC:最小抑菌浓度,抑制90%以上细菌生长的最低药物浓度;b
 

EC:大肠杆菌,
 

E.
 

coil,ATCC
 

25922;c
 

SA:金黄色葡萄球菌,S.
 

aureus,

ATCC
 

6538;
 d

 

HC10:溶血指数,低于10%红细胞裂解所需的药物浓度;e
 

Selectivity:选择性,通过HC10/MIC计算所得;f
 

IC50:细胞抑制浓

度,抑制50%
 

3T3细胞生长的药物浓度;gTI:治疗指数,通过IC50/MIC计算所得;h按照azo-Nor/CD
 

NPs中azo-Nor前药的浓度计算。

图5 浮游E.
 

coli和S.
 

aureus经过Nor、azo-Nor和azo-Nor/CD
 

NPs处理后的扫描电镜照片(抗生素的浓

度对E.
 

coli和S.
 

aureus分别为16和8
 

μg/mL)

Figure
 

5 SEM
 

images
 

of
 

E.
 

coli
 

and
 

S.
 

aureus
 

after
 

incubation
 

with
 

Nor,
 

azo-Nor
 

and
 

azo-Nor/CD
 

NPs
 

(The
 

antibiotic
 

concentration
 

was
 

fixed
 

at
 

4
 

and
 

8
 

μg/mL
 

for
 

S.
 

aureus
 

and
 

E.
 

coli,
 

respectively.)
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2.5 细菌生物被膜清除测试

  接下来,采用Nor抗生素作为对照,进一步评

估了azo-Nor/CD
 

NPs对细菌生物被膜的清除能

力。在培育了三天的成熟E.
 

coil 和S.
 

aureus
被膜中,加入不同浓度的Nor和azo-Nor/CD

 

NPs
溶液,通过结晶紫染色的方法检测被膜中剩余的

细菌含量。为便于比较,对于所有样品均以溶液

中含有的azo-Nor前药的质量浓度进行标定。如

图6(a)所示,对于E.
 

coil被膜,随着azo-Nor/CD
 

NPs浓度的提高,被膜中的残余细菌量逐渐降低。
当azo-Nor/CD

 

NPs中Nor抗生素浓度为16
 

μg/

mL时,可清除至少75%的被膜。而无负载的Nor
药物浓度达到64

 

μg/mL时才能清除约70%的被

膜,相较于azo-Nor/CD
 

NPs用量提高了4倍。如

图6(b)所示,对于S.
 

aureus 被膜,8
 

μg/mL的

azo-Nor/CD
 

NPs能清除70%以上的被膜,而无负

载的Nor则需要将用量提高2倍,才能达到相近

的清除效果。
我们对经Nor和azo-Nor/CD

 

NPs处理后E.
 

coil和S.
 

aureus被膜中的细菌存活数也进行了

检测。如图7所示,对于E.
 

coil被膜,azo-Nor/

CD
 

NPs仅需要16
 

μg/mL就可将其中的细菌完

全杀死(>8-lg细菌减少量),而 Nor抗生素则

需要将用量提高4倍才能达到相近的灭菌效果。
对于S.

 

aureus被膜,azo-Nor/CD
 

NPs和无负载

的Nor抗生素完全杀死被膜中的细菌时需要的

用量分别是8和16
 

μg/mL。扫描电镜(SEM)显
示,在相同浓度下,经azo-Nor/CD

 

NPs处理后细

菌生物被膜只有少量残余,而Nor抗生素处理后

的被膜还有大量剩余(图8)。值得一提的是,虽
然azo-Nor/CD纳米抗生素对浮游的 E.

 

coil和

S.
 

aureus细菌的 MIC要高于未负载的Nor抗生

素,但它具有良好的水溶性和纳米尺寸效应。直

径约为225
 

nm的azo-Nor/CD
 

NPs可以通过细

菌生物被膜中的水通道渗透进入被膜深部,可在

细菌生物被膜中实现高效的渗透。在过量表达

的偶氮还原酶作用下,纳米粒子中的偶氮苯基团

发生还原断裂,经级联消除反应在被膜深部释放

出抗生素药物。与疏水性的 Nor抗生素相比,

azo-Nor/CD纳米抗生素更容易渗透进入被膜深

部,接触并杀死其中的细菌。因此,azo-Nor/CD
 

NPs相对于无负载的 Nor抗生素具有更好的细

菌生 物 被 膜 清 除 能 力,可 大 大 降 低 抗 生 素 的

用量。

图6 不同浓度Nor和azo-Nor/CD
 

NPs处理后的(a)
 

E.
 

coli和(b)
 

S.
 

aureus生物被膜的剩余细菌含量

Figure
 

6 Photographs
 

and
 

histograms
 

showing
 

the
 

biomass
 

reduction
 

of
 

(a)
 

E.
 

coli
 

and
 

(b)
 

S.
 

aureus
 

biofilms
 

after
 

the
 

treatment
 

with
 

Nor
 

and
 

azo-Nor/CD
 

NPs
 

at
 

various
 

concentrations
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图7 (a)
 

E.
 

coli和(b)
 

S.
 

aureus生物被膜经过Nor和azo-Nor/CD
 

NPs处理后细菌存活数随浓度的变化情况

Figure
 

7 Photographs
 

and
 

histograms
 

showing
 

the
 

viability
 

of
 

(a)
 

E.
 

coli
 

and
 

(b)
 

S.
 

aureus
 

biofilms
 

after
 

the
 

treatment
 

with
 

Nor
 

and
 

azo-Nor/CD
 

NPs
 

at
 

various
 

concentrations

图8 E.
 

coli和S.
 

aureus生物被膜经过Nor和azo-Nor/CD
 

NPs处理后的扫描电镜照片
 

(其中抗生素对E.
 

coli
和S.

 

aureus生物被膜的浓度分别为32和16
 

μg/mL)

Figure
 

8 SEM
 

images
 

of
 

E.
 

coli
 

and
 

S.
 

aureus
 

biofilms
 

after
 

incubation
 

with
 

Nor
 

and
 

azo-Nor/CD
 

NPs
 

(The
 

antibi-
otic

 

concentration
 

was
 

fixed
 

at
 

32
 

and
 

16
 

μg/mL
 

for
 

E.
 

coli
 

and
 

S.
 

aureus
 

biofilms,
 

respectively.)

3 结论

  针对疏水性抗生素在细菌生物被膜中难渗透

的问题,本文设计并合成了一种可以在细菌生物

被膜中递送抗生素的酶响应性纳米药物azo-Nor/

CD
 

NPs。在细菌生物被膜分泌的偶氮还原酶作

用下,azo-Nor/CD
 

NPs可降解并释放出Nor抗生

素,对浮游的革兰氏阴性菌大肠杆菌与革兰氏阳

性菌金黄色葡萄球菌展现出了优异的广谱抗菌活

性,且对血红细胞和哺乳细胞具有良好的生物相

容性。不仅如此,该纳米抗生素还具有良好的水

溶性和纳米尺寸效应,与疏水性的 Nor抗生素相

比,azo-Nor/CD纳米抗生素更容易渗透进入被膜

深部,接触并杀死其中的细菌,在降低抗生素的用

量的同时,展现出优异的细菌生物被膜清除能力。
综上所述,本文所制备的酶响应型纳米载体可有

效提高疏水性抗生素在细菌生物被膜中的渗透

性,为治疗细菌感染相关疾病提供了新的设计

思路。
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