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功能化纳米丝素蛋白载体负载二氢卟吩 e6 及其抗耐药菌研

究 

摘 要 

抗生素耐药性是一个日益严重的问题，所有已知的抗生素都存

在耐药性，多重耐药性 （MDR）细菌正变得越来越普遍。此外，细

菌生物膜的出现大大降低了抗生素的治疗效果。因此，需要开发新

的抗菌策略来对抗多重耐药性细菌和消除生物膜，以延缓耐药性的

出现。主要研究内容及研究结果如下： 

（1）研究以丝素蛋白（SF）为载体负载二氢卟吩 e6（Ce6）的

纳米复合材料。Ce6/SF由 Ce6和 SF中的氨基酸残基之间的共价相互

作用形成。SF 的无毒、良好的生物相容性和水溶性可以解决光敏剂

Ce6 的疏水问题。此外，我们选择壳聚糖季铵盐（HTCC）对 SF 进

行改性，赋予 SF 阳离子特性，使其更好地渗透生物膜并与细菌结

合，如此形成的纳米复合材料定义为 Ce6/HSF。因此，带正电的

Ce6/HSF 很容易通过静电吸附与 MDR 细菌结合并渗透到生物膜中。

同时在 Ce6近红外激光（NIR）照射下释放出大量的单线态氧，从而

实现了对生物膜的消融和对细菌的杀灭。通过紫外（UV-Vis），红外

（FT-IR），粒径，Zeta 电位和扫描电镜等一系列表征证明 Ce6/HSF

的成功合成，体外抑菌实验和生物膜实验证明 Ce6/HSF 具有优异的

抗菌和消除生物膜效果，对 MDR 金黄色葡萄球菌和 MDR 大肠杆菌

的抑制率在 99.2 %和 97.1 %，小鼠伤口在第 11 天有明显愈合趋势证
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明 Ce6/HSF 具有良好的治疗效果，溶血实验和细胞毒性实验证明

Ce6/HSF 的生物安全性。本研究为抗菌纳米复合材料的发展提供了

新的视角，旨在为抗 MDR 细菌提供有价值的参考。 

（2）为了进一步增强材料对耐药菌的效果，我们选择用 PDA

代替 HTCC 在丝素蛋白表面形成涂层。PDA 作为光热材料可以赋予

材料优异的光热效果，形成的纳米复合材料定义为 Ce6/SF-PDA。新

合成的 Ce6/SF-PDA纳米复合材料通过光热和光动力联合进行抗菌。

通过紫外、红外、粒径、Zeta电位等表征手段证明 Ce6/SF-PDA的成

功合成。光热性能实验表明材料具有较高的光热效果，光热转换能

力为 29.3 %。光动力实验显示 Ce6/SF-PDA 具有良好的产活性氧能

力。体外抑菌实验显示 Ce6/SF-PDA对MDR金黄色葡萄球菌和MDR

大肠杆菌的抑制率均在 97 %以上，溶血实验和细胞毒性实验证明

Ce6/SF-PDA 纳米复合材料具有良好的生物安全性。 

综上所述，我们设计出了一种功能化纳米丝素蛋白载体负载二

氢卟 e6，利用其光动力产生的活性氧消除生物膜的同时还可以抑制

耐细菌。此外使用不同的材料修饰丝素蛋白赋予其不同的功能，以

此增强杀菌效果。本研究为抗菌纳米复合材料的开发提供了一个新

的视角，旨在为对抗 MDR 细菌提供宝贵的经验。 

 

关键词：丝素蛋白，纳米粒子，光动力疗法，抗耐药菌，生物安全

性 
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STUDY ON CHLORIN E6 LOADED ON 

FUNCTIONALIZED NANO-SILK FIBROIN CARRIER AND 

DRUG-RESISTANT BACTERIA 

 

ABSTRACT 

 

Antibiotic resistance is a growing problem due to the prevalence of 

multidrug-resistant (MDR) bacteria and the reduced efficacy of antibiotics 

caused by bacterial biofilms. Therefore, novel antimicrobial strategies are 

needed to combat MDR bacteria and eliminate biofilms in order to delay 

the emergence of drug resistance. 

(1) A nanocomposite was prepared using silk fibroin (SF) as a carrier 

for chlorin e6 (Ce6), resulting in the formation of Ce6/SF through covalent 

interactions between Ce6 amino acid residues and SF. The non-toxicity, 

biocompatibility, and water solubility of SF address Ce6's hydrophobicity 

issue. Additionally, quaternary ammonium salt chitosan (HTCC) was used 

to modify SF into Ce6/HSF with cationic properties that enable better 

penetration into biofilms and binding to bacteria. This positively charged 

nanocomposite can easily bind to MDR bacteria and penetrate biofilms via 

electrostatic adsorption. Under near-infrared laser irradiation, Ce6 releases 

singlet oxygen for biofilm ablation and bacterial killing. UV-Vis, FT-IR, 
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particle size analysis, Zeta potential measurement, scanning electron 

microscopy confirmed successful synthesis of Ce6/HSF. In vitro 

experiments demonstrated excellent antibacterial effects with 99.2 % 

inhibition rate against MDR S aureus and 97.1 % against MDR E coli. 

Wound healing in mice further validated therapeutic efficacy. 

(2) To enhance material effectiveness against drug-resistant bacteria, 

we replaced HTCC with PDA coating on silk fibroin surface forming 

Ce6/SF-PDA nanocomposite which combines photothermal and 

photodynamic therapy for antibacterial action. Successful synthesis was 

confirmed through various characterization methods including UV-Vis 

infrared spectroscopy analysis. High photothermal effect at 29.3 % 

conversion ability was observed along with good reactive oxygen species 

production capability during photodynamic experiments. More than 97 % 

inhibition rate against MDR S aureus and MDR E coli were achieved in 

vitro without compromising biological safety based on hemolysis test 

results. 

In summary, we have developed a novel nano-silk fibroin protein 

carrier for photosensitizer e6 delivery aimed at inhibiting bacterial 

resistance and destroying biofilms through photodynamic generation of 

reactive oxygen species (ROS). Furthermore, different modifications were 

applied to silk fibroin enhancing its bactericidal effect. 
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KEY WORDS: Silk fibroin, nanoparticles, photodynamic therapy, drug-

resistant bacteria, biological safety 
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第 1 章 绪论 

 

 

1.1 引言 

当前，细菌感染是全球最为严重感染问题之一，每年导致数以万计的

患者失去生命 [1-6]。此外，由于抗生素的大量滥用，细菌出现了耐药性，使

得抗生素对细菌的治疗效果降低，甚至无法治愈[7]。根据世卫组织的报

告，大约 80 %的多重耐药或广泛耐药微生物是由于滥用和过度使用抗生素

造成的，这些感染与严重的不良反应有关 [8]。尽管多年来医疗技术不断提

高，但细菌耐药性依然成为医学界重要的难题之一。  

多重耐药的另一个原因是生物膜的形成 [9-11]。尽管并非所有的多重耐

药菌都能形成生物膜，但生物膜本身对抗生素和其他几种抗感染策略具有

固有的耐药性 [12]。近年来，基于纳米技术的新型抗菌剂已被设计用于杀死

浮游、抗生素耐药细菌，但必须满足额外的要求，而不仅仅是杀死悬浮细

菌，以对抗生物膜感染 [13]。尽管开发出许多新型抗菌剂，但治疗与生物膜相

关的伤口感染的成本和复杂性仍然是一个严重的挑战[14]。因此，需要开发出一

种新的方法来消除生物膜，以应对日益增长的细菌耐药性。 

1.2 细菌感染的治疗方法 

1.2.1 传统治疗方法 

抗生素在对抗细菌感染方面显示出了卓越的效果，自从它们首次商业

化以来，它们已将预期寿命延长了二十年 [15-18]。然而由于人们对抗生素的

滥用，导致了多药耐药性的增长 [19]。抗生素耐药性是一个狭义的术语，因

为它是指对治疗细菌感染的药物的耐药性 [20]。抗生素耐药性已成为 21 世纪

人类健康的重大挑战 [21]。除了这些影响之外，对抗生素的持续需求增加还

导致抗生素耐药性随着时间的推移而增长。抗生素耐受性主要通过外排泵

和生物膜在这些细菌中进化 [22]。此外，考虑到新抗微生物药物产量的稳步

增长，以及大多数与卫生有关的政策旨在实施有效的治疗预防政策这一事

实，对抗微生物药物耐药性进行长期投资至关重要 [23]。最近，纳米材料被

证明对具有临床重要性的抗生素耐药性病原菌菌株非常有效 [24-26]。因此，
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纳米材料可以成为有前途的药物递送载体，由于其更好的生物利用度、更

低的毒性、可控释放和特异性靶向，有可能解决当前的医学技术挑战。纳

米材料用于多种目的，包括抗生素的递送。此外，它们还具有很高的抗

菌、抗真菌、抗病毒和抗寄生虫活性。抗生素通过纳米材料递送至感染部

位是一种潜在的治疗方法，特别是对于受控药物释放，可减少产生临床效

果所需的量 [27-29]。 

1.2.2 基于纳米材料的生物膜感染治疗方法 

随着纳米技术的进步，纳米材料具有较高的比表面积和多样化的表面

结构，在细菌生物膜根除方面产生了意想不到的效果。此外，多功能纳米

材料通过化学动力疗法（CDT） [30,  31]、光动力疗法（PDT）[32,  33]、电动

力疗法（EDT）[34,  35]、声动力疗法（SDT）[36,  37]和光热疗法（PTT） [38, 

39]等先进治疗方法。其中光热疗法（PTT）和光动力疗法（PDT）在解决

抗生素耐药性感染方面显示出巨大的潜力。 

（1）光热疗法（PTT） 

光热疗法（Photothermal therapy，PTT）是一种创新的治疗方法，它

利用光吸收剂在暴露于特定波长的光时选择性地产生局部热量 [40]。这种局

部加热效应可用于各种医疗应用，包括癌症治疗、和细菌感染管理 [41]。在

细菌感染的背景下，PTT 与传统的细菌感染治疗策略相比具有多种优势。

首先，PTT 可以提供精确和局部的治疗，最大限度地减少对周围健康组织

的损害，适用于细菌性伤口感染的治疗 [42]。其次，PTT 不太可能导致抗生

素耐药性，因为它不依赖于抗生素靶向的机制，使其成为传统治疗失败时

的潜在替代方案。因此，PTT 有望成为解决细菌感染的创新和有效策略，

在精确度、减少抗生素使用以及在抗生素耐药病例中的潜在适用性方面具

有优势。 

（2）光动力疗法（PDT） 

光动力疗法（photodynamic therapy，PDT）具有广泛的抗菌谱，在治

疗细菌感染方面显示出巨大的潜力，特别是在多药耐药治疗中 [43]。作为一

种广泛应用的癌症治疗方法，光动力疗法（PDT）是一种非侵入性治疗方

法，它依靠光敏剂和光之间的相互作用来诱导局部化学损伤 [44]。据报道，
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PDT 的最终产物活性氧（ROS）可以破坏生物膜和细菌代谢（例如蛋白

质、核酸、脂质等），而不会引发耐药性。作为 PDT 的关键成分之一，光

敏剂（PS）可以利用光和氧气产生 ROS，从而决定抗菌活性的效率。然

而，PS 目前的性能仍然不尽如人意，例如水溶性差和治疗渗透不足。开发

合适的 PS并达到足够的治疗渗透率对提高 PDT的抗菌活性具有重要意义。  

 

图 1-1. 抗菌治疗中基于纳米材料的光动力疗法示意图。 

Figure 1-1. Schematic illustration of nanomaterials -based PDT in antibacterial 

treatment [45 ]. 

（3）两种或多种疗法联合治疗  

在 PDT 中，光响应材料受到光能的照射，产生 ROS，并迅速杀死细

菌。然而，单一的光动力需要大量的 ROS 来满足 PDT 的要求并杀死细菌。

在这种情况下，主要缺点是大量的 ROS 也会导致正常细胞出现问题，例如
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炎症和纤维化。为了解决这个问题，PTT 可以与 PDT 一起使用，以提高两

个过程的效率[46,  47]。PTT 产生的热量可以降低细菌的细胞活性，使它们对

ROS 更敏感，从而相应地减少所需的 ROS 量。同样，如果与 PDT 一起使

用，则可以降低 PTT 杀死细菌的较高温度要求，因为 PDT 过程产生的 ROS

会损害细菌并减少 PTT 产生的高温负担。另外，使用 PTT 可以改善 ROS

的弱渗透能力。  

例如，Mei 等人利用 cos 功能化的 GQDs 在 450 nm 可见光下短期暴露

后杀死大肠杆菌和金黄色葡萄球菌(图 1-2)。纳米复合材料还显示出良好的

血液相容性和低细胞毒性，有助于感染伤口愈合 [48]。

 

图 1-2. 石墨烯量子点（GQDs）-壳寡糖（COS）的合成及其基于 PTT 和 PDT 的协

同抗菌伤口愈合的示意图。  

Figure 1-2. Schematic illustration of graphene quantum dots (GQDs)-chitosan 

oligosaccharide (COS) synthesis and its PTT- and PDT-based synergistic 

antibacterial wound healing.  

1.3 丝素蛋白纳米载体及其治疗细菌感染的应用 

1.3.1 丝素蛋白的概述 

丝素蛋白（SF）是一种从蚕丝或蜘蛛丝中提取的纤维蛋白，自 2008 年

以来已被美国食品药品监督管理局（FDA）批准用于生物医学应用 [49]。它

具有许多所需的特性，例如优异的生物相容性、生物降解性、低免疫原

性、可调的机械性能和应用灵活性 [50]。 

丝素蛋白可以与不同的添加剂混合形成具有新性能的支架 [51]。其中，
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由丝聚合物和纳米颗粒（NPs）组成的纳米复合材料因其不同于块状材料

的优异性能而受到越来越多的关注 [52]。因此，丝素-NPs 纳米复合材料的发

展引起了学术界和工业界越来越多的兴趣。将丝素蛋白材料的优点与 NPs

材料的优点相结合，可以获得由相同大块材料组成的“经典”复合材料无法

获得的新性能。  

 

图 1-3. 从蚕茧中提取的丝素蛋白获得的各种生物材料概述。（A）蚕茧，（B）海绵，

（C，E）电纺丝垫的宏观和微观图像，（D）3D 打印结构，（F）薄膜，（G）水凝

胶，（H）气凝胶。 

Figure 1- 3. Overview of the various biomaterials obtained from of silk fibroin extracted from silk 

cocoons. (A) Silk cocoons, (B) sponges, (C, E) macroscopic and microscopic images of 

electrospun mats, (D) 3D printed structures, (F) films, (G) hydrogels, and (H) aerogels. 

人们一直在追求将丝素蛋白和 NPs 结合起来设计具有定制特性和功能的生

物纳米复合材料的有前途的潜力。纳米复合材料可以呈现出在具有相同材料的

经典复合材料中无法实现的新性能。 

1.3.2 丝素蛋白纳米载体在细菌感染治疗方面的应用 

丝素蛋白与有机化合物和聚合物的混合物已被广泛报道。研究最多的

天然聚合物是纤维素、琼脂糖、几丁质、壳聚糖、硫酸软骨素、胶原蛋白
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和透明质酸 [53]。同样，丝素蛋白已与合成聚合物混合，包括聚乙烯亚胺

（PEI） [54]，聚乙烯醇（PVA）[55]，聚乙烯吡咯烷酮（PVP）[56]，聚环氧

乙烷（PEO）[57]，聚己内酯（PCL）[58]，聚丙烯酰胺（PAM） [59]，酸性

聚乳酸乙醇酸（PLGA）[60]，聚氨酯（PU）[61]和聚乳酸（PLA）[62]等。 

基于丝素蛋白的纳米载体已对革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌进行了检

测，包括敏感和耐药菌株，如耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）、铜绿

假单胞菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌，以及白色念珠菌和耐氟康唑白色

念珠菌（FRCA）等真菌[53]。此外，Eivazzadeh-Keihan 等人证明，用氢氧

化镁纳米颗粒功能化的丝素蛋白基敷料可以防止生物膜的形成。这在慢性

伤口中尤为重要，因为生物膜的形成会增加抗生素耐药性，并严重影响组

织再生和重塑过程 [63]。 

 

图 1-4. 丝素生物纳米复合材料的例子。（A）电纺丝纤维与（B）金纳米粒子、

（C）氧化铁纳米粒子或（E-G）银纳米粒子[STEM-EDS 与元素映射]的扫描电镜

图。（D）含金纳米粒子和氧化铁纳米粒子的电纺丝支架和（H）海绵的宏观视图。

Figure1-4. Examples of silk bionanocomposites. Scanning Electron Microscopy 

view of (A) electrospun silk fibers with (B) gold nanoparticles and (C) iron oxide 

nanoparticles or (E–G) silver nanoparticles [STEM-EDS with elemental mapping]. 

Macroscopic view of (D) electrospun scaffolds and (H) sponges with gold and iron 

oxide nanoparticles.  
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图 1-4 展示出一系列丝素生物纳米复合材料的例子。丝素生物纳米复

合材料因其生物相容性和生物降解特性而主要用于抗菌和组织工程应用。

抗菌特性使纺织品的保护和伤口免受感染。此外，丝素蛋白的多功能性以

及与纳米成分的组合非常适合组织工程中的许多应用。  

1.4 课题设计及主要研究内容 

1.4.1 课题设计思路 

抗生素耐药性是一个日益严重的问题。所有已知的抗生素都存在耐药性，

多重耐药性（MDR）细菌正变得越来越普遍。用于对抗耐药菌的新抗菌剂越来

越少。抗菌纳米颗粒的最新发展为对抗耐药菌开辟了新的可能性。纳米颗粒具

有独特的物理化学特性，可以靶向递送和增强抗菌剂的生物利用度。纳米颗粒

特性，如小尺寸、高表面积体积比和表面电荷，可以用于开发新型抗菌剂，以

克服传统抗生素的局限性。此外，纳米颗粒可以穿透生物膜并破坏细菌膜，使

它们对浮游生物和生物膜相关细菌都有效。丝素蛋白作为载体具有良好的生

物相容性和优异的力学性能，在对抗耐药菌方面可以作为一个良好的载

体。 

因此，我们设计了以丝素蛋白为载体的抗菌药物体系。本研究利用丝

素蛋白作为载体负载二氢卟吩 e6（Ce6），利用丝素蛋白无毒，良好的生物

相容性，易溶于水等特点解决二氢卟吩 e6 疏水性的问题。另外，我们选择

壳聚糖季铵盐（HTCC）修饰丝素蛋白，赋予丝素蛋白阳离子特性，使其

能够更好的渗透生物膜和与细菌结合。以此形成的 Ce6/HSF 纳米复合材料

通过静电吸附作用与多重耐药性细菌结合，并且渗透到生物膜中，在近红

外激光（NIR）的照射下 Ce6 释放大量的单线态氧，从而实现生物膜的消

融和杀死细菌。 

为了进一步增强纳米复合材料的抗菌效果，我们选择在丝素蛋白表面

包裹一层聚多巴胺（PDA），赋予材料光热能力，最终制备成 Ce6/SF-PDA

纳米复合材料。其中负载的 Ce6 在 660 nm 的激光作用下产生大量的单线态

氧，外层的 PDA 在 808nm 的激光作用下温度升高，以此来消除生物膜，

实现 PTT 和 PDT 协同抗菌。 

1.4.2 主要研究内容 
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本课题主要是通过丝素蛋白作为纳米载体负载 Ce6，对丝素蛋白表面进行

功能化修饰，以赋予其不同的功能来对抗多重耐药细菌感染带来的严重危害。

主要研究内容如下： 

（1）季铵化纳米丝素蛋白载体负载二氢卟吩 e6 的的光动力抗菌研究 

通过去溶剂法制备 Ce6/SF 纳米球，并用 HTCC 修饰丝素蛋白表面，最后制

备出 Ce6/HSF 纳米复合材料用于消除生物膜和杀死多重耐药菌，并促进伤口

愈合。首先通过扫描电镜、紫外、红外、粒径、Zeta 电位等表征手段证明材料

的成功合成；其次通过 CFU、流式、荧光染色等实验评价材料的抑菌效果，接

着通过生物膜消除实验了解材料对耐药菌生物膜的消除效果；然后通过体内抑

菌实验观察材料对小鼠伤口周围耐药菌的抑制效果和促伤口愈合效果；最后通

过细胞毒性实验，溶血实验和血清生化指标检测来证明材料的生物安全性。 

（2）光热型纳米丝素蛋白载体负载二氢卟吩 e6 的光热/光动力联合抗耐药菌研

究 

通过去溶剂法制备 Ce6/SF纳米球，其表面通过 Tris溶液连接 PDA，使得材

料具有光热能力，最后制备出的 Ce6/SF-PDA 纳米复合材料通过联合 PTT 和

PDT 消除生物膜和杀死多重耐药菌。首先通过扫描电镜、紫外、红外、粒径、

Zeta 电位等表征手段证明材料的成功合成；其次通过光热性能检测和光动力性

能检测来评价材料的光热和光动力效果；接着通过 CFU 等实验评价材料的抑菌

效果；最后通过溶血实验和细胞毒性实验来验证材料的生物安全性。 
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第 2 章 季铵化纳米丝素蛋白载体负载二氢卟吩 e6 的光动力

抗耐药菌研究 

 

 

2.1 引言 

目前，MDR 细菌感染仍然是一个严重的公共卫生威胁，并可能对受影响器

官的正常功能产生持久影响[64-69]。消除细菌感染的常见临床方法严重依赖抗生

素治疗。然而，由于抗生素的不合理和滥用，不可避免地削弱了治疗效果，并

增加了细菌耐药性[70-72]。此外，大多数致病菌通常不以个体生物或浮游状态存

在于人类环境中。相反，它们倾向于形成称为生物膜的群体，使小分子抗菌剂

难以有效渗透，最终导致对抗菌剂不敏感。因此，迫切需要开发一种针对耐药

菌形成的生物膜的新型抗菌纳米材料。 

为了提高对生物膜的治疗效果，已经研究了各种策略。这些策略不仅包括

化疗方法，如脂质/聚合物纳米颗粒（NPs）[73, 74]、抗菌肽[75, 76]、阳离子材料[77, 

78]和抗菌涂层[79, 80]，还包括非化疗方法，如光动力疗法（PDT）和光热疗法

（PTT）。PDT 因其毒性低、创伤小、广谱杀菌、可控性好、杀菌效果好而受到

广泛关注。抗菌 PDT 虽然可以避免耐药性的产生，但其去除生物膜的效果并不

理想;这可能是由于光敏剂（PS）的渗透作用有限。此外，PS还存在水溶性差、

扩散距离有限的缺点。因此，我们考虑将PS与纳米技术相结合。纳米载体与PS

的结合可以增强 PS 的水溶性和扩散距离，使其在感染部位有效聚集。这增强了

光动力活性的功效。此外，带正电的细菌也受到了极大的关注，因为它们可以

通过强静电吸附选择性地靶向带负电的细菌膜[81-83]。因此，制备小尺寸、低毒

性的阳离子纳米载体 PS 在理论上是可行的。 

本研究以丝素蛋白（SF）为载体，负载二氢卟吩 e6（Ce6）。Ce6/SF NPs 是

由 Ce6 和 SF 中氨基酸残基之间的共价相互作用形成的。SF 的无毒性、良好的

生物相容性和水溶性可以解决光敏剂 Ce6 的疏水问题[84]。此外，我们选择壳聚

糖季铵盐（HTCC）对 SF 进行改性，使其具有阳离子性质，能够更好地穿透生

物膜并与细菌结合。由此形成的纳米复合材料定义为 Ce6/HSF。因此，带正电

的 Ce6/HSF 可以很容易地通过静电吸附与 MDR 细菌结合并渗透到生物膜中。
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Ce6 在近红外激光（NIR）照射的作用下，释放出大量的单线态氧，从而达到对

生物膜的烧蚀和杀死细菌的目的。本研究为开发新的治疗伤口的多功能纳米平

台提供了新的思路。 

2.2 实验材料与方法 

2.2.1 实验材料 

2.2.1.1 实验试剂 

表 2-1 实验试剂 

Table 2-1 Experimental reagent 

试剂名称 生产厂家 

丝素蛋白 （SF） 上海麦克林生化科技股份有限公司 

二氢卟吩-e6 （Ce6） 

壳聚糖季铵盐 （HTCC） 

2，7-二氯荧光素二乙酸酯 （DCFH-DA） 

磷酸盐缓冲液 （PBS） 

DCFH-DA （C24 H16Cl2O7） 

溴化钾 （KBr） 

上海麦克林生化科技股份有限公司 

上海麦克林生化科技股份有限公司 

上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

武汉赛维尔生物科技有限公司 

上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

1，3-二苯基异苯并呋喃 （DPBF， 97 %） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

活死染色测定试剂盒 赛默飞科技（中国）有限公司 

琼脂粉 北京索莱宝科技有限公司 

酵母提取物 上海生工生物工程有限公司 

胰蛋白胨 

丙酮 

国药集团化学试剂有限公司 

国药集团化学试剂有限公司 

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

氯化钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

2.2.1.2 实验仪器 

表 2-2 实验仪器 

Table 2-2 Experimental equipment 

仪器名称 型号 生产厂家 

冷冻干燥机 FD8-3 美国 SIM 公司 

恒温磁力搅拌器 SZCL-2 上海岐耀设备有限公司 

紫外可见分光光度计 UV-3600 日本岛津公司 
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傅立叶红外光谱仪 IRPrestige-21 日本岛津公司 

扫描电子显微镜 S-4800 日本日立公司 

流式细胞仪 CytoFLEX 贝克曼有限公司 

荧光显微镜 DM2500 LED 德国莱卡公司 

高速冷冻离心机 Z 326k 德国赫姆勒公司 

超净工作台 BJ-2CD 上海博迅医疗生物有限公司 

2.2.1.3 细菌及小鼠来源 

金黄色葡萄球菌（ATCC25923）、大肠杆菌（ATCC11303）、耐药大肠杆菌

（BNCC358268）和耐药金黄色葡萄球菌（BNCC358301）购自北纳创联生物科

技有限公司。 

本研究使用的小鼠来自南京大学模式动物研究中心。所有动物都获得了动

物研究的伦理批准（批准号:202010A415），确保符合《动物福利法》和《实验

动物护理和使用指南》协议。 

2.2.2 实验方法 

2.2.2.1 材料的合成与表征 

（1）Ce6/HSF 纳米复合材料合成及应用示意图 

 

图 2-1. 示意图说明了（A）Ce6/HSF 纳米复合材料的制备和（B）纳米复合材料在光照下实

现快速杀菌和长期抗菌活性的过程。 

Figure 2-1. Schematic illustrating (A) the preparation of Ce6/HSF nanocomposites and (B) the 

process by which nanocomposites achieve rapid bacterial killing and long-term antibacterial 

https://www.instrument.com.cn/netshow/SH102463/
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activity upon light irradiation. 

我们通过去溶剂法制备处 Ce6/SF 纳米颗粒，再通过自组装将 HTCC 修饰到

Ce6/SF 纳米颗粒表面，形成 Ce6/HSF 纳米复合材料。合成的材料在 660 nm 的近

红外激光照射下可以产生大量的活性氧，以此来消除生物膜和杀死耐药菌。 

（2）Ce6/HSF 纳米复合材料的合成 

1）Ce6/SF 的合成：在本研究中，Ce6/SF 纳米颗粒通过去溶剂化方法制备

[85]。为此，将 1 mL SF 溶液（15 mg mL-1）滴加到 9 mL 含 Ce6 的丙酮溶液（150 

μg mL-1）中，剧烈搅拌 5 min，用细胞粉碎机超声处理 30 s（每 2 s 停止 2 s），

并置于通风橱中持续搅拌过夜。通过以 12000 rpm的速度离心 15 min收集固体，

用超纯水反复洗涤，最终分散在超纯水中，并储存在 4 ℃的冰箱中[86]。 

2）Ce6/HSF 的合成：将 HTCC 以 3:97 的比例溶于水中，得到质量分数为

3 %的 HTCC 水溶液。然后，将 1 mL HTCC 水溶液与 9 mL SFC NPs（100 μg mL-

1）溶液混合，持续搅拌 12 小时。搅拌后，将混合物以 12000 rpm 离心 15 min，

并用超纯水洗涤五次，以获得 Ce6/HSF NPs。将 Ce6/HSF 纳米粒子分散在超纯

水中，并储存在 4 ℃冰箱中备用。  

（3）材料的表征 

1）扫描电镜（SEM）表征 

使用扫描电子显微镜观察 Ce6/HSF 的微观结构。将 1 mg Ce6/HSF 并溶解于

超纯水中，超声 10 min。然后将 10 μL Ce6/HSF 溶液滴加到硅片上并风干，制样

三组以保证结果的真实性，最后置于导电胶上进行扫描电镜测试。 

2）傅里叶变换红外光谱（FT-IR）表征 

利用 FT-IR 进一步确定材料的化学结构。将 SF、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和

HT/@Ce6/SF 样片烘干，去除水分带来的误差，然后将样品与溴化钾按 1：200

的质量比充分混合，研磨成粉末状后压片制样，并使用仪器进行测试。 

3）紫外可见光谱（UV-Vis）表征 

利用紫外可见光谱对样品进行表征。将 SF、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和

Ce6/HSF 制备成水溶液。分别取 3 mL 上述溶液加入到比色皿，使用仪器进行记

录并分析。 

4）Zeta 电位和粒径表征 

通过材料表面电性的变化和粒径大小来证明材料的合成情况。将 SF、
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HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 分别溶于超纯水，然后取 3 mL 样品进行测量

并记录，实验重复 3 次，取平均值。 

5）Ce6 释放检测 

将相同浓度的 Ce6/HSF 分散在 2 mL pH 为 5.5 和 7.4 的 PBS 中，并用

透析袋（MWCO=5000 Da）密封溶液。然后，将透析袋浸入 PBS 溶液中，

并在室温下在黑暗中旋转。此外，每隔一定时间抽取 3 mL 样品，使用紫外

-可见（UV–Vis）分光光度计在 660 nm 处测量吸光度。使用标准曲线获得

Ce6 含量。 

药物释放速率（ %）=（药物在 PBS 中的重量）/（药物在纳米颗粒中

的初始重量） 

2.2.2.2 光动力性能检测 

（1）胞外活性氧检测 

我们选择 1，3-二苯基异苯并呋喃（DPBF）作为荧光探针来测量

Ce6/HSF NPs 产生的活性氧物质（ROS）。之所以选择 DPBF，是因为它对

单线态氧具有高度特异性，并且与氧的结合是不可逆氧化的，这导致其在

UV–Vis 范围（410 nm）内的吸收强度迅速降低，从而达到测量目的 [87]。

对照组（PBS）用于比较 SF、Ce6、HTCC 和 Ce6/HSF 的效果。在 2 mL 

DMSO 中制备含有 10 μL DPBF（5mg mL -1）的溶液，并在暴露于波长为

660 nm、强度为 0.5 W cm -2 的近红外激光时进行紫外-可见光谱分析。将相

同浓度的 Ce6/HSF 分散在 2 mL pH 为 5.5 和 7.4 的 PBS 中，并用透析袋

（MWCO = 5000 Da）密封溶液。然后，将透析袋浸入 PBS 溶液中，并在

室温下在黑暗中旋转。此外，每隔一定时间抽取 3 毫升样品，使用紫外-可

见（UV–Vis）分光光度计在 400 nm 处测量吸光度。使用标准曲线获得

Ce6 含量。 

（2）胞内活性氧检测 

使用 H2DCFH-DA 探针检测细胞内 ROS 的产生。MDR 大肠杆菌和

MDR 金黄色葡萄球菌溶液与 PBS、Ce6 和 Ce6/HSF 溶液一起孵育过夜。

随后将溶液以 4000 rpm 离心 5 min，然后除去上清液并用超纯水洗涤三

次。随后将样品暴露于 10 μM H2DCFH-DA 探针并孵育 30 min。使用波长
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为 660 nm、功率密度为 0.5 W cm -2 的 NIR 激光器照射样品 5 min。在荧光

显微镜下观察之前，用超纯水冲洗除去多余的探针。  

2.2.2.3 体外抗菌实验 

（1）MIC 值测定 

采用微量二倍稀释法测定最小抑菌浓度。在 96 孔板中制备浓度为 300、

150、75、37.5、18.75 和 9.38 μg mL-1的药物溶液。每个孔用含有细菌的细菌稀

释液处理，浓度为 1 × 106 CFU mL-1，体积为 100 μL .然后将平板在 37 °C 下孵育

16 小时，这被视为最低抑菌浓度（MIC）。酶标记用于测量 OD595值。 

（2）CFU 实验 

CFU 实验更好地展示了抗菌效果。简单地说，稀释 MDR 大肠杆菌和 MDR

金黄色葡萄球菌样本，随后用 PBS、HTCC、HSF、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 处

理。–NIR 组不接受光照射，而+NIR 组接受光照射 5 min。此外，选择不同浓度

的 Ce6/HSF 处理 MDR 大肠杆菌和 MDR 金黄色葡萄球菌样本，并将各组暴露于

近红外光下 5 min。确定 CFU 计数，并获得平板的照片。 

（3）流式细胞检测 

以 PBS 为空白组，设置 Ce6、HTCC、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 四组平行对照。

通过处理收集细菌细胞，染色（步骤如 LIVE-DEAD 染色），然后通过流式细胞

仪检测凋亡。 

（4）LIVE-DEAD 染色 

将 MDR 大肠杆菌和 MDR 金黄色葡萄球菌与药物共培养。孵育结束后，在

黑暗条件下使用活/死细菌染色试剂盒对细胞染色 30 min。染色结束后，用 PBS

洗涤三次，除去多余的染色溶液。将样品制备，并用荧光显微镜观察图像中的

荧光共定位。 

2.2.2.4 体外生物膜消除实验 

稀释 MDR 大肠杆菌和 MDR 金黄色葡萄球菌过夜培养物，将 200 μL 1 ×108 

CFU ml-1的 MDR 大肠杆菌和 MDR 金黄色葡萄球菌加入到 96 孔板中，在 37℃

培养 48小时，形成生物膜。向不同孔板中分别加入浓度为 150 μg·mL-1的 PBS、

Ce6、HTCC、Ce6/SF和Ce6/HSF溶液。在 37 °C培养箱中孵育过夜，之后用 100 

μL 4 %多聚甲醛固定样品 10 min，然后除去每个孔的上清液，接着用 50 μL 结晶
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紫（0.2 %）染色 30 min。用生理盐水清洗样品三次后，通过显微镜观察染色后

的生物膜分布图像。自然风干后，加入 33 %乙酸溶液使生物膜完全溶解。使用

酶标仪测量 OD492值。 

2.2.2.5 细菌形态学观察 

使用扫描电子显微镜（SEM）拍摄用不同材料处理的细菌图像，以观察细

菌细胞形态。与 Ce6/HSF溶液孵育 1小时，然后在 37℃进一步孵育 12小时。用

2.5 %戊二醛将细胞固定过夜，第二天用 PBS 洗涤两次。然后将收集的细胞在乙

醇梯度（35、50、70、80、95 和 100 %）中脱水，每次 15 min，整个处理过程

在 4 ℃的低温下进行。将收集的细胞冷冻干燥。用扫描电镜（SEM）观察细胞

形态。 

2.2.2.6 体内抗菌实验 

根据体重将体重约 30 ± 2 g 的八周大小鼠分成三组。它们被放在一个温度为

20 ℃ ± 2 ℃，湿度为 50 %–60 %，有无菌水和专门饲料的房间里。观察他们 7-

12 天，以监测他们体重的任何变化。在不同的实验组中建立创伤模型，包括

PBS组、HTCC组、Ce6组、Ce6/SF组和Ce6/HSF组，每组进行三个平行实验。

在每只小鼠的背部造成直径约 1 cm 的圆形伤口。随后，将 100 μL MDR 金黄色

葡萄球菌（108 CFU mL-1）样品加入到圆形伤口中。每天用浓度为 150 μg mL-1

的 PBS、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 溶液处理小鼠伤口。然后用 660 nm

的激光照射伤口区域 5 min，在整个过程中记录体重的变化。在第 0、2、4、6、

8 和 11 天拍摄伤口图像，以测量伤口大小随时间的变化。治疗完成后，对所有

小鼠实施安乐死。 

2.2.2.7 生物安全性检测 

（1）细胞毒性 

将 RAW264.7 细胞培养 24 小时后用 PBS 冲洗 2 次，随后去除培养液，分别

加入不同浓度（0、12.5、25、50、100、150、200、300 μg mL-1）的培养液。再

孵育 24 小时后，将溶液抽吸并丢弃。随后用 PBS 洗涤细胞，加入适量 CCK-8

染色液作用 30 min，最后用酶法测定吸光度值。 

（2）HE 和 Masson 染色 

通过解剖小鼠进一步证实了该材料的体内毒性，提取伤口部位的皮肤组织
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和主要器官（心肝脾肺肾）并使用多聚甲醛固定剂保存。HE 和 Masson 染色结

果用于评估材料的体内生物安全性。 

（3） 溶血实验 

用 EDTA 和不同浓度的 Ce6/HSF 溶液（50、100、200、400、800 μg 

mL-1）处理绵羊新鲜血液，以 H2O 为阳性对照，PBS 为阴性对照。将红细

胞溶液与处理后的红细胞混合，在 37 ℃下 1000 rpm 离心 5 min。96 孔板

离心后，每孔提取 200 μL，孵育 1、12、24 小时，在 570 nm 波长下检测。

溶血率计算公式为:溶血率=（样品吸光度-阴性对照吸光度）/（阳性对照

吸光度-阴性对照吸光度）。 

（4） 血清生化指标 

通过摘除小鼠眼球来获取血液，然后以 3000 rpm 离心 15 min，收集上清

液，使用试剂盒进行检测。 

2.3 实验结果与讨论 

2.3.1 材料的表征 

（1）SEM 分析 

SEM 能够直观的反映纳米复合材料的形状。如图 2-2 所示，在 SEM 下，

Ce6/HSF 纳米复合材料显示出近似球形的形状，这符合我们的预期设计，表明

Ce6/HSF 纳米复合材料的成功合成。 

 

图 2-2. Ce6/HSF 的 SEM 图像。 

Figure 2-2. SEM image of Ce6/HSF.  

（2）紫外可见光（UV-Vis）分析 

图 2-3 显示了 Ce6 在 405、505 和 656 nm 处出现特征吸收峰，而

Ce6/SF 在 220 nm 处出现吸收峰，这与 SF 的吸收峰一致。这证明 Ce6 成功
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地与 SF 结合。Ce6/HSF 纳米复合材料在 375 nm 处具有蓝移的特征峰，在

514 和 671 nm 处具有红移的特征峰，表明 Ce6 成功地结合到 SF 和壳聚糖

季铵盐上。 

 

图 2-3. SF、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 的紫外-可见光谱。 

Figure 2-3. UV–Vis spectra of SF, HTCC, Ce6, Ce6/SF and Ce6/HSF. 

（3）傅立叶红外光谱（FT-IR）分析 

如图 2-4 所示，SF 在 1622 和 1514 cm -1 的伸缩振动带分别属于酰胺 I

和酰胺 II 域。此外，Ce6 的 C–H 和 C–O 伸缩振动分别由 2926 和 1711 cm -

1 处的峰指示，1600 和 1238 cm -1 处的峰分别归因于 Ce6 吡咯环的 N–H 和

C–N 伸缩振动。SF 与 Ce6 的成功结合由 2926 和 1622 cm -1 处的特征峰证

明。HTCC 在 1651 和 1485 cm -1 的峰分别归因于 C-O 和 C-H 伸缩振动。与

Ce6/SF 相比，Ce6/HSF 在 1651 cm -1 处的宽峰可能是由于季铵化离子与

Ce6/SF 的相互作用，证明 HTCC 成功地结合到 Ce6/SF 上。 

 

图 2-4. SF、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 的 FT-IR 光谱。 
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Figure 2-4. FT-IR spectrum of SF, HTCC, Ce6, Ce6/SF and Ce6/HSF. 

（4）Zeta 电位分析 

如图 2-5所示，Ce6/HSF纳米复合材料的 ζ电势约为 49.78 mV，这有利于带

正电荷的纳米材料通过静电吸附与带负电荷的细菌表面接触，从而增强 Ce6 对

细菌的杀灭效果。 

 

图 2-5. SF、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 的 Zeta 电位。 

Figure 2-5. Zeta-potential of SF, HTCC, Ce6, Ce6/SF and Ce6/HSF. 

（5）粒径分析  

如图 2-6 所示，Ce6/HSF 纳米复合材料的尺寸范围约为 250 至 300 nm。

Ce6/HSF 纳米复合材料的流体动力学尺寸和分散系数在 7 天内没有显著变化，

这表明它们具有溶液稳定性。 

 

图 2-6. （A）Ce6/SF 和 Ce6/HSF 的尺寸。（B）HSF @ Ce6 在水溶液中 7 天的尺寸和分散系

数。 

Figure 2-6. Size of Ce6/SF and Ce6/HSF. (B) The size and dispersion coefficient of Ce6/HSF 
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inaqueous solution for 7 days. 

（6）Ce6 的释放分析  

Ce6 的释放量会影响材料的光动力效果。为了验证纳米颗粒的释放效率，

将相同浓度的 Ce6/HSF 分散在 pH 7.4 和 5.5 的 PBS 中。图 2-7 显示 Ce6/HSF 的

释放速率在 8小时后达到最大值。此外，pH 5.5的释放速率略高于 pH 7.4，这证

明 Ce6/HSF 具有较弱的 pH 响应，可以在微酸性环境中释放更多的 Ce6。 

图 2-7.（A）Ce6 标准曲线。（B）Ce6/HSF 在 pH 为 7.4 和 5.5 的 PBS 中的药物释放。 

Figure 2-7. (A) standard curve of Ce6. (B) Drug release of Ce6/HSF in PBS with pH 7.4 and 5.5. 

2.3.2 光动力性能分析 

（1）胞外活性氧分析 

我们使用 DPBF 探针监测 Ce6/HSF 纳米复合材料在 410 nm 下不同照射时间

的吸光度变化，以验证 Ce6/HSF 纳米复合材料的单线态产氧能力，这在光动力

抗微生物效果中起决定性作用。吸光度的下降速率与单线态氧的产生成正比。

如图 2-8 所示，PBS、SF 和 HTCC 的吸光度显示出极弱的下降趋势，表明没有

光动力效应。光敏剂 Ce6 的吸光度随着照射时间的增加而逐渐降低，表明光敏

剂 Ce6 在单线态下具有良好的产氧能力。在 660 nm 激光照射下，Ce6/HSF 的吸

光度显著降低，显示出与 Ce6 相似的 DPBF 消耗率。图 2-8F 显示 Ce6/HSF 的单

线态氧产生速率在辐照 10 min 后与 Ce6 的几乎相同，这表明即使加入 HTCC 改

性的 SF 也不会影响材料的整体单线态氧产生能力。 
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图 2-8.光触发产生 1O2。（A）PBS，（B）SF，（C）HTCC，（D）Ce6，（E）Ce6/HSF 纳米复

合材料在 660 nm 激光下照射 20 min 的 DPBF 的紫外可见光谱和（F）各组单线态氧的生成

百分比。 

Figure 2-8. Photo-triggered generation of 1O2. UV–Vis spectra of DPBF in (A) PBS, (B) SF, (C) 

HTCC, (D) Ce6 and (E) Ce6/HSF nanocomposites exposed to 660-nm laser for 20 min. （F） 

Percentage of singlet oxygen generation in each group. 

（2）胞内活性氧分析 

Ce6 作为一种常用的光敏剂，具有产生单线态氧的优异能力。此外，

H2DCFH-DA 可以与单线态氧反应生成具有绿色荧光的 DCFH-DA，从而证明了

细菌中 ROS 的产生。图 2-9 中的对照组没有显示绿色荧光，Ce6 组显示最小的

绿色荧光，而 Ce6/HSF 组显示绿色荧光显著增加。这一观察证明 Ce6/HSF 可以

在细菌细胞内产生大量的 ROS，从而导致它们被根除。因此，我们认为

Ce6/HSF 可以进入细胞，在光照下积累并产生大量 ROS，导致细菌死亡。 
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图 2-9. 荧光显微图像显示了在有光的情况下暴露于 PBS、Ce6 和 Ce6/HSF 的细菌中活性氧

物种的存在。H2DCFH-DA 探针与 1O2反应，导致 DCFH-DA 的产生和绿色荧光的发射。 

Figure 2-9. Fluorescence microscopic images illustrate the presence of reactive oxygen species 

within bacteria exposed to PBS, Ce6 and Ce6/HSF in the presence of light. The H2DCFH-DA 

probe reacted with 1O2, resulting in the generation of DCFH-DA and emission of green 

fluorescence.  

2.3.3 体外抗菌实验分析 

（1）MIC 值分析 

鉴于 Ce6/HSF 具有优异的产活性氧能力，我们通过体外抗菌实验来评

估该材料的抗菌效果。表 2-3 显示了纳米材料对几种常见细菌的基本最低

抑菌浓度。与 MDR 大肠杆菌相比，Ce6/HSF 对 MDR 金黄色葡萄球菌具有

更好的效果。 

表 2-3 不同材料的 MIC 值（µg mL-1） 

Table 2-3 MIC values of different materials (µg mL-1). 

Bacteria Ce6 Ce6/SF Ce6/HSF Kanamycin Ampicillin 

E. coli >150 100±10 60±10 2±2 4±2 

S. aureus 100±10 80±10 40±10 3±2 3±2 

MDR E. coli >150 110±10 70±10 7±3 6±3 

MDR S. aureus 120±10 90±10 50±10 3±3 6±3 

（2）CFU 分析 
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使用常规涂片法 [88]评估 Ce6/HSF 对 MDR 大肠杆菌和 MDR 金黄色葡

萄球菌的光动力抗菌效果（图 2-10A 和 B）。当用 Ce6/HSF（150 μg mL-

1）加光（0.5 W cm -2，10 min）处理 MDR 细菌时，在平板上几乎没有发

现菌落，但在相同光条件下用 Ce6 处理的 MDR 细菌中约有一半存活。在

没有光照的情况下，Ce6/HSF 和游离 Ce6 组中的菌落显示出极弱的杀菌作

用，这可能是由于纳米颗粒本身的物理抗菌作用。此外，我们评估了

HTCC、HSF 和 Ce6/SF 处理的 MDR 菌的生存能力，以验证其他材料的杀

菌潜力。观察到 HTCC 和 HSF 在有光或无光的情况下没有显示出显著的杀

菌效果，Ce6/SF 的杀菌效果也低于 Ce6/HSF。结果显示 Ce6/HSF 在光照

条件下可杀死 99.2 %的 MDR 金黄色葡萄球菌和 97.1 %的 MDR 大肠杆菌

（图 2-10C 和 D）。此外，150 μg·mL-1 的 Ce6/HSF 与 50 和 100 μg·mL -1 相

比具有明显的抑菌效果（图 2-11）。 

 

图 2-10. 体外抗菌活性。PBS、HTCC、HSF、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 在黑暗或光照条件

下（0.5 W cm-2，10 min）处理（A）MDR 大肠杆菌和（B）MDR 金黄色葡萄球菌获得的

平板图片以及（C）MDR 大肠杆菌和（D）MDR 金黄色葡萄球菌的相对存活数据。数据表

示为平均标准偏差，n = 3。*P<0.05，**P<0.01。 

Figure 2-10. In vitro antibacterial activity. PBS, HTCC, HSF, Ce6, Ce6/SF and Ce6/HSF were 

used to treat (A) MDR E. coli and (B) MDR S. aureus in the dark or under light exposure (0.5 W 

cm-2, 10 min). The corresponding relative survival data of (C) MDR E. coli and (D) MDR S. 
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aureus were obtained. The data are expressed as mean ± standard deviation, n = 3, *P < 0.05, **P 

< 0.005. 

 

图 2-11. 体外抗菌活性。（A）使用不同浓度的 Ce6/HSF 在黑暗或光照下（0.5 W cm-2，

10min）处理 MDR 大肠杆菌和 MDR 金黄色葡萄球菌。（B）获得了 MDR 大肠杆菌和 MDR

金黄色葡萄球菌的相应相对存活率数据。数据表示为平均标准偏差，n = 3。*P<0.05，

**P<0.01。 

Figure 2-11. In vitro antibacterial activity. (A) Different concentrations of Ce6/HSF were used to 

treat MDR E. coli and MDR S. aureus in the dark or under light exposure (0.5 W cm-2, 10 min). 

(B) The corresponding relative survival data of MDR E. coli and MDR S. aureus were obtained. 

The data are expressed as mean ± standard deviation, n = 3, *P < 0.05, **P < 0.005. 

（3）流式细胞分析 

流式细胞仪用于量化存活和死亡细菌的数量，并验证 CFU 计数结果。

如图 2-12 所示，经 Ce6/HSF 处理后，MDR 金黄色葡萄球菌和 MDR 大肠

杆菌的死亡率分别为 97.86 %和 94.85 %，表明 Ce6/HSF 纳米复合材料具

有优异的抗菌效果。  
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图 2-12. 流式细胞仪分析细胞凋亡结果。PBS 为空白组，HTCC、Ce6 为对照组，Ce6/SF、

Ce6/HSF 为实验组，所有组均接受 NIR 照射。 

Figure 2-12. Analysis of apoptosis results using flow cytometry. PBS served as the control group, 

whereas HTCC, Ce6, Ce6/SF and Ce6/HSF were the experimental groups. All groups were 

irradiated with NIR. 

（4）LIVE-DEAD 染色分析 

基于先前的相关发现，我们考虑使用活/死染色法来评估 Ce6/HSF 纳米复合

材料的抗菌活性。如图 2-13A 所示，对照组主要呈现绿色荧光，表明在没有药

物干预的情况下细菌的生存力保持不变。HTCC 组表现出与对照组相似的情

况，而作为对照组的 Ce6 给药表现出显著的红色荧光和有限的绿色荧光。这一

观察结果可归因于 Ce6 产生活性氧的非凡能力。当用 Ce6/HSF 处理时，几乎没

有绿色荧光出现，表明 Ce6/HSF 纳米复合材料表现出良好的杀菌效果。此外，

Ce6/HSF 纳米复合材料对 MDR 金黄色葡萄球菌表现出类似的杀菌效果（图 2-

13B）。 

 

图 2-13.（A）MDR 大肠杆菌和（B）MDR 金黄色葡萄球菌的细胞荧光显微图像。在光照

（0.5 W cm-2，5 min）下用 PBS、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 处理的细菌用

SYTO9/PI 染色。 

Figure 2-13. Cell fluorescence microscopic image of (A) MDR E. coli and (B) MDR S. aureus. 
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Bacteria treated with PBS, HTCC, free Ce6, Ce6/SF and Ce6/HSF under illumination (0.5 W cm-2, 

5 min) were stained with SYTO9/PI.  

（5）细胞摄取分析 

使用波长为 561 nm 的激光激发 Ce6 中的红色荧光。DAPI 透过细胞膜并与

细胞内的 DNA 结合，产生强烈的蓝色荧光。观察到的粉红色荧光源于共焦蓝光

和红光的合并。图 2-14 显示了从细胞摄取实验中获得的激光共聚焦图像。在对

照组中没有检测到红色荧光，而在 Ce6 组中发现了大量表现出强蓝色荧光的活

细菌细胞。Ce6 的掺入导致突出的粉红色荧光，表明成功的细胞摄取。Ce6/HSF

组在与蓝色荧光结合后出现红色荧光，证明 Ce6/HSF 被细胞吸收。 

 

图 2-14. 用 PBS、Ce6 和 Ce6/HSF 处理的 MDR 金黄色葡萄球菌细胞的荧光显微图像。 

Figure 2-14. Fluorescence micrograph of MDR S aureus cells after treatment with PBS, Ce6 and 

Ce6/HSF. 

2.3.4 体外生物膜消除实验分析 

生物膜作为细菌对抗外来药物的固有防御机制发挥作用，根除生物膜代表

了对抗细菌耐药性的高效策略。采用 CV 染色[89]评估 Ce6/HSF 抑制生物膜形成

的潜力。如图 2-15A显示，对照组（PBS）呈现深紫色，表明形成了更大量的生

物膜。HTCC 组没有显示出抑制作用。Ce6 和 Ce6/SF 组显示出微弱的生物膜消

除。与其他处理相比，用 Ce6/HSF 处理的生物膜显示出优越的生物膜消除。这

可能是由于 Ce6 可以在光的存在下将氧转化为活性氧，杀死生物膜表层的活性

细菌并加剧生物膜的厌氧状态，从而有效地从生物膜内部去除细菌并抑制生物

膜的再生长。图 2-15B 和 C 所示的结果表明 Ce6/HSF 纳米复合材料对 MDR 大



安徽工程大学硕士学位论文 

 

26 

 

肠杆菌和 MDR 金黄色葡萄球菌形成的生物膜表现出显著的抑制效果。 

 

图 2-15.（A）在光照条件下，对使用 PBS、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 处理的 MDR

大肠杆菌和 MDR 金黄色葡萄球菌的生物膜进行了代表性图像拍摄（0.5 W cm-2，10 min）。

（B 和 C）是相应的生物膜消除率。数据表示为平均标准偏差，n = 3。*P<0.05，

**P<0.01。 

Figure 2-15. (A) Under light conditions, representative images of biofilm of MDR Escherichia coli 

and MDR Staphylococcus aureus treated with PBS, HTCC, Ce6, Ce6/SF and Ce6/HSF were taken 

(0.5 W cm-2, 10 min). (B and C) Corresponding biofilm elimination rates. The data are expressed 

as mean ± standard deviation, n = 3, *P < 0.05. 

2.3.5 细菌形态学分析 

用扫描电镜观察细菌细胞的形态变化。图 2-16 显示，未处理的细菌细胞主

要保持其结构完整性，而那些暴露于 Ce6 处理的细菌细胞显示出轻微的分裂，
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这表明 Ce6 对细菌的有害影响。相比之下，用 Ce6/HSF 处理的细菌细胞显示出

更明显的细胞膜物理破裂和裂解，导致形态显著变形。这可能归因于带正电荷

的 Ce6/HSF 与带负电荷的细菌细胞膜发生相互作用，导致细胞损伤和随后内源

性物质的释放。这有助于减少生物膜中的缺氧，并使 PDT 更有效。因此，

Ce6/HSF 纳米复合材料表现出良好的杀菌效果，这可能是通过破坏细胞膜实现

的。 

 

图 2-16. 在光照（0.5 W cm-2，10 min）下用 PBS、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 处理的

MDR 大肠杆菌和 MDR 金黄色葡萄球菌的 SEM 图像。 

Figure 2-16. SEM images of MDR E. coli and MDR S. aureus treated with PBS, HTCC, Ce6, 

Ce6/SF and Ce6/HSF under illumination (0.5 W cm-2, 10 min).  

2.3.6 体内抗菌实验分析 

小鼠的伤口图像用于评估纳米材料的抗菌和伤口愈合效果。如图 2-17A 所

示，经过 11 天的治疗后，对照组小鼠的伤口变化很小。相反，HTCC 和 Ce6 组

的小鼠表现出改善的迹象；然而，在治疗周期结束时仍然观察到残余伤口区

域。相反，与对照组相比，接受 Ce6/HSF 的小鼠表现出显著增强的伤口愈合。

此外，与对照组相比，所有治疗组都表现出优异的伤口愈合效果，Ce6/HSF 显

示出优异的结果。如图 2-17B 所示，治疗 11 天后，所有五组小鼠的体重都保持

稳定，表明纳米材料对小鼠没有明显的毒副作用。图 2-17C 显示了伤口面积的

变化曲线，表明经过 11 天的药物和光照治疗后，伤口愈合取得了实质性进展。

值得注意的是，Ce6/HSF 组的伤口面积显著减少了约 89.93 %。 
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图 2-17. 小鼠伤口感染的治疗。（A）在光存在下用 PBS、HTCC、Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF

处理的伤口的图像。(B) 治疗期间的体重变化。(C) 小鼠相对伤口面积的改变。数据表示为

平均标准偏差，n = 3。*P<0.05，**P<0.01。 

Figure 2-17. Treatment of wound infection in mice. (A) Images of wounds treated with PBS, 

HTCC, Ce6, Ce6/SF and Ce6/HSF in the presence of light. (B) Weight changes during treatment. 

(C) Modifications in the relative wound area of mice. The data are expressed as mean ± standard 

deviation, n = 3, *P < 0.05. 

2.3.7 生物安全性评估 

（1）细胞毒性 

材料的生物安全评估是任何医疗应用中最重要的方面。根据我们的 CCK-8

结果（图 2-18），我们发现 Ce6、Ce6/SF 和 Ce6/HSF 在 250 μg mL-1的浓度下测

试时对 RAW264.7 细胞没有表现出明显的毒性。 
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图 2-18. 在 RAW264.7 细胞中加入不同材料的毒性评估。 

Figure 2-18. Toxicity evaluation of different materials added to RAW264.7 cells. 

（2）H&E 和 Masson 染色 

根据小鼠伤口组织的 H&E 染色结果（图 2-19）显示，对照组中存在明显的

蓝紫色区域，这表明存在炎性细胞[90]。与对照组相比，在 HTCC 组中观察到相

似比例的炎性细胞，而 Ce6 和 Ce6/SF 组均表现出炎症减轻和炎性细胞减少。重

要的是，在 Ce6/HSF 组中没有检测到可辨别的炎性细胞，表明创伤组织完全恢

复到其正常状态。在 Ce6/HSF 组中，Masson 染色显示出更强烈的蓝色，表明胶

原纤维形成增强和真皮含量增加。此外，损伤部位的胶原沉积也有显著改善。

这些发现表明使用 Ce6/HSF 纳米复合材料可以有效地促进疤痕再生和加快伤口

愈合。 

 

图 2-19. 小鼠伤口组织的 H&E 和 Masson 染色的结果。 

Figure 2-19. H&E and Masson staining results of wound tissue in mice. 

图 2-20 显示了接受材料治疗的小鼠的主要器官的组织病理学染色结果，包

括心脏、肝脏、脾脏、肺和肾脏。在对照组和实验组中都没有观察到明显的组

织损伤或炎症反应。这些发现表明 Ce6/HSF 在体内表现出最小的细胞毒性，并

且不会对小鼠造成显著伤害。 
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图 2-20. 用不同材料处理的小鼠的心、肝、脾、肺和肾的 H&E 染色结果。 

Figure 2-20. Results of H&E staining of heart, liver, spleen, lung and kidney of mice treated with 

different materials. 

（3）溶血实验 

图 2-21A 显示了 Ce6/HSF 在 1、12 和 24 小时后的溶血状态。图 2-21B 显示

了相应的溶血率。在进行实验后，我们观察到 Ce6/HSF 在 800 μg mL-1的浓度下

孵育 12 小时后的溶血率略高于 5 %。同样，在 400 μg mL-1的浓度下孵育 24 小

时后的溶血率接近但不超过 5 %，进一步证明了 Ce6/HSF 纳米复合材料的生物

安全性。 

 

图 2-21. （A）在 24 小时内用不同浓度的 Ce6/HSF 处理的绵羊红细胞的溶血的图像，和
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（B）相应的溶血率。 

Figure 2-12. (A) images of hemolysis of sheep red blood cells treated with different concentrations 

of Ce6/HSF within 24 hours, and (B) corresponding hemolysis rate. 

（4）血清生化指标 

图 2-22 显示小鼠各项血清生化指标均处于正常范围内，无明显异常。这项

研究中产生的纳米材料显示出与活生物体的优异兼容性，并为未来的探索和实

际应用提供了巨大的潜力。 

 

图 2-22. 用不同材料处理的雌性大鼠的常规血液检查，包括材料对肝功能指数（A）ALT、

（B）ALB、（C）ALP 的影响，对肾功能指数（D）CREA、（E）UREA 的影响，以及对

（F）γ-GT 的影响。 

Figure 2-22. Routine blood tests of female rats treated with different materials include the effects 

of materials on liver function indexes (A) ALT, (B) ALB and (C) ALP, renal function indexes (D) 

CREA and (E) UREA, and (F) γ-GT. 

2.4 本章小结 

我们成功合成了一种包含光动力和阳离子聚合物的纳米复合材料，用于有

效根除耐药细菌和生物膜。合成的 Ce6/HSF 纳米复合材料不仅具有良好的分散

性和均匀的尺寸（245-300 nm），而且具有产生单线态氧的优异能力。此外，

Ce6/HSF 纳米复合材料可以消除生物膜并通过静电吸附与细菌表面接触。这增

强了 PS 的靶向效果，使 Ce6/HSF 能够迅速进入耐药细菌并产生 ROS 以杀死暴
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露在光线下的 MDR 细菌。在感染 MDR 金黄色葡萄球菌的小鼠身上进行的实验

证明了 Ce6/HSF 纳米复合材料的抗菌效果和促伤口愈合特性。溶血、血清生化

指标等实验表明该纳米复合材料具有良好的生物安全性。总之，本研究中合成

的 Ce6/HSF 纳米复合材料可有效抵抗耐药 MDR 细菌感染并消除生物膜，显示

出临床应用的潜力。 

  



安徽工程大学硕士学位论文 

 

33 

 

第 3 章 光热型纳米丝素蛋白载体负载二氢卟吩 e6 的光热/光

动力联合抗耐药菌研究 
 

 

3.1 引言 

细菌感染继续构成重大的全球健康挑战，MDR 细菌和生物膜的出现使治疗

方案进一步复杂化。泛耐药细菌的兴起，加上新抗生素的缓慢发展，凸显了对

新治疗策略的迫切需求。近年来据有关统计数据显示，人类疾病和死亡的很大

一部分是由细菌性疾病引起的，细菌生物膜和细菌耐药性造成的损害是社会经

济和公共卫生的主要负担。作为一种生存策略，大多数细菌在合适的条件下会

形成生物膜[91]。生物膜状态的细菌比游离状态的细菌对药物的耐药性更强，这

是临床难治性感染的主要原因之一[92]。因此，开发一种能够有效清除耐药菌形

成的生物膜的新型抗菌纳米材料就显得非常急迫。 

基于生物膜微环境下，我们在上一章构建了负载二氢卟吩 e6 的 Ce6/HSF 纳

米复合材料，研究了其光动力消除耐药菌和生物膜作用。然而上述材料在进行

光动力治疗时，对于 MDR 大肠杆菌的治疗效果没有像 MDR 金黄色葡萄球菌一

样优异。为了更提高对耐药菌的抑制效果，我们选择在纳米载体表面添加光热

能力，以增强对 MDR大肠杆菌的抗菌效果。用聚多巴胺（PDA）代替壳聚糖季

铵盐，在丝素蛋白载体表面包裹一层聚多巴胺。PDA 可以作为光热剂，为材料

增加光热能力。 

PDA 作为一种以贻贝为灵感的材料，具有制备工艺简单、光热转移效率

高、生物相容性优异、药物结合能力强、粘接性能强等众多有利性能特点，在

生物医学领域显示出巨大的潜力[93-95]。光敏剂 Ce6 可以产生大量的活性氧来抑

制耐药菌，但是单一的 PDT 疗法难以达到理想的抑菌效果。因此，我们选择将

PTT 与 PDT 两种疗法联合来对抗细菌感染。在本研究中，我们合成了 Ce6/SF-

PDA 纳米复合材料，利用 PTT 产生的高温和 PDT 产生的 ROS 来抑制耐药菌并

消除生物膜。本研究为开发抗菌纳米复合材料提供了一个新的参考，以期为后

续的研究提供参考价值。 
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3.2 实验材料与方法 

3.2.1 实验材料 

3.2.1.1 实验试剂 

表 3-1 实验试剂 

Table 3-1 Experimental reagent 

试剂名称 生产厂家 

丝素蛋白（SF） 

二氢卟吩-e6（Ce6） 

上海麦克林生化科技股份有限公司 

上海麦克林生化科技股份有限公司 

盐酸多巴胺（DA·HCl）  上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

Tris-盐酸缓冲液 AR 

1，3-二苯基异苯并呋喃（DPBF， 97 %） 

2，7-二氯荧光素二乙酸酯（DCFH-DA） 

上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

上海阿达丁生化科技股份有限公司 

上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

溴化钾（KBr） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

琼脂粉 北京索莱宝科技有限公司 

酵母提取物 上海生工生物工程有限公司 

胰蛋白胨 国药集团化学试剂有限公司 

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

氯化钠 AR 

丙酮 

国药集团化学试剂有限公司 

国药集团化学试剂有限公司 

3.2.1.2 实验仪器 

表 3-2 实验仪器 

Table 3-2 Experimental equipment 

仪器名称 型号 生产厂家 

恒温磁力搅拌器 SZCL-2 上海岐耀设备有限公司 

紫外可见分光光度计 UV-3600 日本岛津公司 

傅立叶红外光谱仪 IRPrestige-21 日本岛津公司 

扫描电子显微镜 S-4800 日本日立公司 

高速冷冻离心机 Z 326k 德国赫姆勒公司 

超净工作台 BJ-2CD 上海博迅医疗生物有限公司 

3.2.1.3 细菌来源 

细菌来源同 2.2.1.3。 

https://www.instrument.com.cn/netshow/SH102463/
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3.3.1 实验方法 

3.3.1.1 材料的合成与表征 

（1）Ce6/SF-PDA 纳米复合材料合成图 

 

 

图 3-1. Ce6/SF-PDA 的合成图。 

Figure 3-1. Synthetic diagram of Ce6/SF-PDA. 

（2）Ce6/SF-PDA 纳米复合材料的合成 

1）Ce6/SF 的合成：合成方法如 2.3.1 所述。 

2）Ce6/SF-PDA 的合成：将 5 mg Ce6/SF 置于含有 2 mg mL-1多巴胺的 tris-

HCl 溶液（10 mM，pH 8.5）中。搅拌 12 小时后，在 12000 rpm 下离心 20 min，

用超纯水反复洗涤 3 次后，获得 Ce6/SF-PDA。将 Ce6/SF-PDA 纳米粒子分散在

超纯水中，并储存在 4 ℃冰箱中备用。  

（3）Ce6/SF-PDA 纳米复合材料的表征 

1）扫描电镜（SEM）表征 

步骤同 2.2.2（1）。 

2）傅立叶变换红外光谱（FT-IR）表征 

步骤同 2.2.2（2）。 

3）紫外可见光谱（UV-vis）表征 

步骤同 2.2.2（3）。 

4）Zeta 电位和粒径表征 

步骤同 2.2.2（4）。 

3.3.1.2 光热性能评估 

（1）浓度对温度变化的影响 
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用波长为 808 nm，强度为 1.5 W cm-2的激光照射不同浓度的 Ce6/SF-PDA溶

液（50、100、150、200 µg mL-1）10 min，每隔 1 min 记录一次温度变化。 

（2）功率对温度变化的影响 

用不同功率（0.5、1、1.5、2 W cm-2）的 808 nm 激光照射 150 µg mL-1 的

Ce6/SF-PDA 溶液 10 min， 每隔 1 min 记录一次温度变化。 

我们通过以下方程计算 Ce6/SF-PDA 纳米复合材料转换效率（η），其中 τs

从冷却曲线的线性回归分析中获得。Md和 Cd是 Ce6/SF-PDA 溶液的质量和比热

容。没有光热剂的背景能量输入表示为 Q0，而水的稳态最高温度由 Tmax， water表

示，Tsurr 指的是室温[96]。Tmax 代表 Ce6/SF-PDA 溶液达到稳定时的最高温度，I

表示激光功率，A808 对应于 Ce6/SF-PDA 在 808 nm 处的吸光度。 

τs = Md Cd/hS 

Q0 = hS (Tmax, water - Tsurr) 

η = hS (Tmax - Tsurr) - Q0/I(1-10-A808) 

3.3.1.3 光动力性能评估 

实验步骤如 2.3.2 所述。 

3.3.1.4 体外抗菌实验 

实验步骤如 2.3.3 所述。 

3.3.1.5 生物安全性检测 

（1）细胞毒性实验 

实验步骤如 2.3.6 所示。 

（2）溶血实验 

实验步骤如 2.3.6 所示。 

3.4 结果与讨论 

3.4.1 材料的表征 

（1）扫面电镜（SEM）分析 

如图 3-2 所示，所合成的 Ce6/SF-PDA 呈现近似球状，表面包裹了一层粘性

的 PDA，尺寸在 190 nm 左右，这与我们的预期设计较为符合。  
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图 3-2. Ce6/SF-PDA 的扫描电镜图片。 

Figure 3-2. SEM image of Ce6/SF-PDA. 

（2）紫外可见光（UV-Vis）分析 

图 3-3 显示，Ce6/SF-PDA 在 300-400 nm 范围内有着强烈的吸收峰，这是来

自 Ce6 的峰。在 200 nm 处显示了向上的趋势，这是由于其键位发生了改变所引

起的，说明 PDA 与 Ce6/SF 之间成功结合。 

 

图 3-3. SF、PDA、Ce6/SF 和 Ce6/SF-PDA 紫外可见光谱。 

Figure 3-3. UV-vis of SF, PDA, Ce6/SF and Ce6/SF-PDA. 

（3）傅立叶红外光谱（FT-IR）分析 

图 3-4显示，Ce6/SF-PDA和 SF在 1585 cm−1中出现相同的峰，这是由 SF中

的酰胺 II 区域伸缩振动引起。同时，在 1443 cm−1处显示了 PDA 的特征峰，

表明 PDA 成功修饰在 Ce6/SF表面。因此，由傅立叶红外光谱得出Ce6/SF-PDA

纳米复合材料成功合成。 
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图 3-4. SF、PDA、Ce6、 Ce6/SF 和 Ce6/SF-PDA 的红外图谱 

Figure 3-4. FT-IR of SF, PDA, Ce6, Ce6/SF and Ce6/SF-PDA. 

（4）Zeta 电位分析 

如图 3-5 所示，单独的 PDA 和 Ce6 表面电性均为负值，丝素蛋白包裹 Ce6

后电荷发生变化。加入 PDA 后，其电位从-11.43 mV 下降到了-18.06 mV，说明

PDA 成功与 Ce6/SF 结合。 

 

图 3-5. SF、PDA、Ce6、 Ce6/SF 和 Ce6/SF-PDA 的 Zeta 电位。 

Figure 3-5. Zeta potential of SF, PDA, Ce6, Ce6/SF and Ce6/SF-PDA. 

（5）粒径分析 

使用粒径仪测量了 Ce6/SF-PDA的尺寸，图 3-6 显示出 Ce6/SF 纳米颗粒

的尺寸为 152 nm，这与之前的结果保持了一致。Ce6/SF-PDA 的尺寸为 191 

nm，符合扫描电镜的结果。  
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图 3-6. Ce6/SF-PDA 的粒径 

Figure 3-6. Particle size of Ce6/SF-PDA. 

3.4.2 光热性能分析 

我们使用 808 nm 近红外激光（1.5 W cm-2）连续照射材料 9 min，并记录温

度变化，制成温度变化曲线。图 3-7A 显示，当 Ce6/SF-PDA 的浓度从 25 µg mL-

1增加到 150 µg mL-1时，温度从 43.4 ℃提高到 57 ℃。图 3-7B 显示，当 Ce6/SF-

PDA 的浓度保持不变（150 µg mL-1）时，温度会随着激光功率的增加而升高，

表明 Ce6/SF-PDA 复合纳米材料具有优异的光热转化能力。图 3-7C 中的热图像

更直观地反映了 Ce6/SF-PDA 的升温变化。图 3-7D 显示了 Ce6/SF-PDA 在 150 

µg mL-1，1 w条件下的光热转换效率为29.3 %，基本满足了光热的需求。此外，

三次光热循环曲线显示 Ce6/SF-PDA 具有优异的光热稳定性（图 3-7E）。 

 

图 3-7. （A）在近红外光照射（1.5 W cm-2，808 nm）下不同浓度的 Ce6/SF-PDA 的光

热升温曲线。（B）在不同的 NIR 激光强度下 Ce6/SF-PDA（150 µg mL-1）的光热升温曲
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线。（C）不同浓度 Ce6/SF-PDA 的热成像图像。（D）时间对-lnθ 的线性回归曲线。（E）

Ce6/SF-PDA（150 µg mL-1）在近红外光照射（1.5 W cm-2，808 nm）下连续三个光热循环

曲线。 

Figure 3-7. (A) Photothermal heating curves of Ce6/SF-PDA with different concentrations under 

near-infrared light irradiation (1.5 W cm-2, 808 nm). (B) Photothermal temperature rise curve of 

Ce6/SF-PDA (150 µg mL-1) at different NIR laser intensities. (C) Thermal imaging images of 

Ce6/SF-PDA with different concentrations. (D) Linear regression curve of time versus -lnθ. (E) 

Ce6/SF-PDA (150 µg mL-1) has three continuous photothermal cycle curves under the irradiation 

of near infrared light (1.5 W cm-2, 808 nm). 

3.4.3 光动力性能分析 

据图 3-8A 所示，在近红外激光的照射下，对照组在紫外光谱中没有出现明

显变化，而加入DPBF的Ce6/SF-PDA复合纳米材料则在410 nm处发生了下降，

这说明 Ce6/SF-PDA 复合纳米材料可以产生大量的活性氧。 

 

图 3-8.（A）PBS，（B）Ce6/SF-PDA 纳米复合材料在 660 nm 激光下照射 10 min 的 DPBF

的紫外可见光谱。 

Figure 3-8. (A) PBS, (B) UV-Vis spectrum of DPBF of Ce6/SF-PDA nanocomposites irradiated 

by 660 nm laser for 10 min. 

3.4.4 体外抗菌实验分析 

体外抗菌试验能够评估材料的抗菌性能。图 3-9 显示，在近红外激光

的照射下，Ce6/SF-PDA组比单独的PTT组和PDT组有着更优秀的抗菌能力，

说明 Ce6/SF-PDA 纳米复合材料实现了 PTT 和 PDT 的联合抗菌。  
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图 3-9. 不同处理组的 CFU 结果和相应的存活率。 

Figure 3-9. CFU results and corresponding survival rates in different treatment groups. 

3.4.5 生物安全性评估 

（1）细胞毒性 

生物安全性是材料是进行临床应用的基础。据图 3-10 显示，我们发现 PDA

和 Ce6/SF-PDA 在 250 μg mL-1的浓度下对 RAW264.7 细胞没有表现出明显的毒

性。 

 

图 3-10. 在 RAW264.7 细胞中加入不同材料的毒性评估。 

Figure 3-10. Toxicity evaluation of different materials added to RAW264.7 cells. 
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（2）溶血 

图 3-11A 显示了 Ce6/SF-PDA 在 1、12 和 24 小时后的溶血状态，我们发现

没有明显的溶血表现。据图 3-11B 显示。Ce6/SF-PDA在 400 μg mL-1浓度下的溶

血率在 24 小时内没有超过 5 %，但是在 800 μg mL-1的浓度下孵育 12 小时后的

溶血率就会高于 5 %。我们所使用的浓度在 150 μg mL-1，这远小于 5 %的临界

线。因此，我们合成的 Ce6/SF-PDA 纳米复合材料具有良好的生物安全性。 

 

图 3-11.（A）在 24 小时内用不同浓度的 Ce6/SF-PDA 处理红细胞的溶血图像，和

（B）相应的溶血率。 

Figure 3-11. (A) the hemolytic images of red blood cells were treated with Ce6/SF-PDA with 

different concentrations within 24 hours, and (B) the corresponding hemolysis rate. 

3.5 本章小结 

我们成功制备了一种包含光动力和光热效果的纳米复合材料，用于消除耐

药细菌。制备的 Ce6/SF-PDA 纳米复合材料具有均匀的尺寸（191 nm），并且具

有良好的光热转换能力（29.3 %）和优异的产活性氧能力。此外，通过体外抑

菌实验我们发现 PTT 和 PDT 联合疗法比单一的 PTT 或 PDT 具有更好的抑菌效

果。最后通过溶血实验、细胞毒性实验证明该纳米复合材料具有良好的生物安

全性。总之，本研究中制备的Ce6/SF-PDA纳米复合材料能够有效抑制耐药细菌

的生长，在临床中具有一定的应用潜力。 
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第 4 章 结论与展望 

 

 

4.1 结论 

本文以丝素蛋白为载体负载二氢卟吩 e6，利用 HTCC 修饰丝素蛋白，赋予

其阳离子特性，以此构建出 Ce6/HSF 复合纳米材料，通过静电吸附作用到达多

重耐药菌表面，在激光的照射下产生大量的活性氧，最终消除生物膜和杀死多

重耐药菌。然而上述材料在进行光动力治疗时，对革兰氏阴性菌的抑菌效果没

有革兰氏阳性菌效果好。因此，为了增强对革兰氏阴性菌的抑制效果，我们选

择使用 PDA 来替代 HTCC 修饰丝素蛋白，形成光热型丝素蛋白纳米载体，并通

过光热与光动力疗法联合实现抗耐药菌。具体研究如下： 

（1）通过去溶剂法制备 Ce6/SF 纳米球，并用 HTCC 修饰丝素蛋白表面 ，

最后制备出 Ce6/HSF 纳米复合材料用于消除生物膜和耐药菌，并促进伤口愈

合。首先通过扫描电镜、紫外、红外、粒径、Zeta 电位等表征手段证明材料的

成功合成；其次通过 CFU、流式、荧光染色等实验评价材料的抑菌效果，接着

通过生物膜消除实验了解材料对耐药菌生物膜的消除效果；然后通过体内抑菌

实验观察材料对小鼠伤口周围耐药菌的抑制效果和促伤口愈合效果；最后通过

细胞毒性实验，溶血实验和血清生化指标检测来证明材料的生物安全性。 

（2）在 Ce6/SF 纳米球表面通过 Tris 溶液连接 PDA，使得材料具有光热能

力，最后制备出的 Ce6/SF-PDA 纳米复合材料通过联合 PTT 和 PDT 消除生物膜

和杀死多重耐药菌。首先通过扫描电镜、紫外、红外、粒径、Zeta 电位等表征

手段证明材料的成功合成；其次通过光热性能检测和光动力性能检测来评价材

料的光热和光动力效果；接着通过 CFU 等实验评价材料的抑菌效果；最后通过

溶血实验和细胞毒性实验来验证材料的生物安全性。 

4.2 展望 

综上所述，本文构建了以丝素蛋白为载体负载二氢卟吩 e6 的纳米复合材

料，通过不同材料的修饰赋予丝素蛋白不同的功能，并应用于细菌感染和促进

伤口愈合。研究结果显示，两种纳米复合材料在针对耐药菌和生物膜上都具有
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良好的抑制效果。然而，本文所构建的复合材料合成过程较为复杂且成本较

高，这在一定程度上限制了材料的应用与发展。一方面，我们所构建的纳米复

合材料需要较高的浓度和激光功率，这可能会影响伤口周围健康的组织；另一

方面，虽然我们确定的所构建的纳米复合材料的短期生物安全性，但是其长期

生物安全性还有待研究。因此，我们希望在后续的应用中能够优化材料的浓度

和激光功率，使其能够在安全标准下发挥更好的抗菌效果。总之，我们希望本

研究可以为开发新型抗菌纳米复合材料提供一种新的思路。 
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