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自供氧全氟己烷纳米体系联合光热/光动力抑菌的性能

及机制研究 

 

摘 要 

多重耐药细菌是全球人类健康的威胁。大多数耐药菌感染

(>80 %)都与细菌生物被膜的形成有关，生物被膜可以防止抗生素等

药物的渗透，避免宿主免疫系统的攻击。伤口被多重耐药菌感染后，

易形成生物膜导致传统抗生素的治疗效果不理想。近年来，光热疗

法(PTT)和光动力疗法(PDT)治疗手段迅速发展，尤其是多种手段联

合治疗的方法成为热点。本研究针对生物膜微环境的特点(乏氧､低

pH)，设计构建自供氧全氟己烷纳米体系，逆转生物膜微环境乏氧特

性，明确 PDT/PTT 联合抑制耐药菌活性并阐明其抑菌机制，探究该

纳米体系促伤口愈合能力。该类型纳米粒子的设计为实现新型可替

代抗生素的光疗纳米药物临床应用做出一定理论工作基础。 

（1）设计了一种载氧纳米系统，通过逆转生物膜乏氧环境，结

合 PDT/PTT 联合作用，清除耐药菌生物膜，达到高效抑菌活性。该

纳米载氧体系的设计是通过在卵磷脂(SL) 上负载 Meso-四(4-羧基苯

基) 卟吩(TCPP) ，进一步包覆全氟己烷(PFH) ，最终在纳米颗粒的外

层修饰聚多巴胺(PDA)，形成 PFH/TCPP@SL@PDA 纳米颗粒。该纳

米颗粒通过负载氧气缓解生物膜微环境的缺氧特性，从而促进 PDT

治疗效果。通过 PFH/TCPP@SL@PDA 抑菌试验，明确该纳米粒子

对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的抑制率超过 95 %，同时清除了
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90 %以上的生物膜。转录组分析结果显示，CRP/FNR 家族转录调节

因子的表达下调。这可能导致对细菌聚集的抑制，并且是影响生物

膜形成的原因之一。PDA 可进行相对温和的 PTT，同时促进了 PDT

的反应过程。通过生物安全性试验明确了 PFH/TCPP@SL@PDA 具

有良好的生物相容性，低生物毒性。在促伤口愈合小鼠试验中，该

纳米体系可有效缓解小鼠模型炎性症状，加快伤口愈合。 

（2）PDA作为纳米外壳和光热剂，具有一定的作用，但是其光

热效果不是很理想，因此在本论文的后续研究是希望进一步优化纳

米载氧体系。将 TCPP 和 SL 制成薄膜，然后将 PFH 和 Au NPs 包裹

在内，得到 PAT@SL 纳米粒子，通过将 PAT@SL 水凝胶化，最终得

到 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶。研究结果表明，PAT@SL 具有良好的

光热性能；体外抑菌实验结果呈现出对耐药菌高抑菌活性，对于

MDR E.coli 和 MDR S. aureus 的杀菌率达到 95 %以上；生物膜消融

实验对于两种耐药菌的生物膜清除率达到了 90 %以上。本文探究了

PAT@SL@BSP-SF 水凝胶的力学性能，水凝胶体现出良好的稳定性

能以及自愈性能，且水凝胶可有效避免局部过热的问题。 

结果表明，所合成的载氧纳米粒子具有良好的光热/光动力、广

谱抑菌、清除生物膜、促伤口愈合、生物相容性的效果。所制备的

水凝胶有良好的临床应用前景，对设计构建新的纳米体系来应对多

耐药菌提供新的思路。 

 

关键词：光热疗法，光动力疗法，载氧，协同抗菌，清除生物
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Performance and Mechanism of Self-oxygenated 

Perfluorohexane Nanosystem for Combined 

Photothermal/Photodynamic Bacterial Inhibition 

 

ABSTRACT 

 

 

Multidrug-resistant bacteria are a threat to human health around the 

world. Most drug-resistant bacterial infections (> 80 %) are related to the 

formation of bacterial biofilm, which can prevent the penetration of 

antibiotics and other drugs and avoid the attack of host immune system. 

After the wound is infected by multi-drug resistant bacteria, it is easy to 

form biofilm, which leads to the unsatisfactory treatment effect of 

traditional antibiotics. In recent years, photothermal therapy (PTT) and 

photodynamic therapy (PDT) have developed rapidly, especially the 

method of combined therapy with multiple means has become a hot spot. 

In this study, according to the characteristics of biofilm microenvironment 

(hypoxia and low pH), a self-supplied perfluorohexane nano-system was 

designed and constructed to reverse the anoxic characteristics of biofilm 

microenvironment, clarify the inhibitory activity of PDT/PTT combined 

with drug-resistant bacteria and clarify its bacteriostatic mechanism, and 

explore the ability of this nano-system to promote wound healing. The 
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design of this type of nanoparticles lays a theoretical foundation for the 

clinical application of new phototherapy nano-drugs that can replace 

antibiotics. 

(1) An oxygen-carrying nano-system was designed. By reversing the 

anoxic environment of biofilm and combining with PDT/PTT, the biofilm 

of drug-resistant bacteria was removed, and high-efficiency antibacterial 

activity was achieved. The design of the nano-oxygen carrier system is to 

load Meso- tetra (4- carboxyphenyl) porphine (TCPP) on lecithin (SL), 

further coat perfluorohexane (PFH), and finally modify poly-dopamine 

(PDA) on the outer layer of nanoparticles to form PFH/TCPP@SL@PDA 

nanoparticles. The nanoparticles alleviate the anoxic characteristics of 

biofilm microenvironment by loading oxygen, thus promoting the 

therapeutic effect of PDT. Through the bacteriostasis test of 

PFH/TCPP@SL@PDA, it is clear that the inhibition rate of the 

nanoparticles on MDR E. coli and MDR S. aureus is over 95%, and more 

than 90% of biofilm is removed. Transcriptome analysis showed that the 

expression of CRP/FNR family transcription regulators was down-

regulated. This may lead to the inhibition of bacterial aggregation and is 

one of the reasons that affect the formation of biofilm. PDA can carry out 

relatively mild PTT and promote the reaction process of PDT. Through the 

biological safety test, it is confirmed that PFH/TCPP@SL@PDA has good 

biocompatibility and low biological toxicity. In the experiment of 
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promoting wound healing in mice, the nano-system can effectively 

alleviate the inflammatory symptoms of mouse model and accelerate 

wound healing. 

(2) PDA as a nano-shell and photothermal agent, plays a certain role, 

but its photothermal effect is not ideal, so the follow-up research in this 

paper is to further optimize the nano-oxygen-carrying system. TCPP and 

SL were made into thin films, and then PFH and Au NPs were wrapped 

inside to obtain PAT@SL nanoparticles. PAT@SL @ BSP-SF hydrogel was 

finally obtained by hydrogelizing PAT@SL. The results show that 

PAT@SL has good photothermal performance. The results of antibacterial 

experiments in vitro showed high antibacterial activity against drug-

resistant bacteria, and the bactericidal rate against MDR E. coli and MDR 

S. aureus reached over 95 %. Biofilm ablation experiments showed that the 

biofilm clearance rate of two drug-resistant bacteria reached more than 

90 %. We explored the mechanical properties of PAT@SL@BSP-SF 

hydrogel. The hydrogel showed good stability and self-healing 

performance, and the hydrogel could effectively avoid local overheating. 

The results show that the synthesized oxygen-loaded nanoparticles 

have good photothermal/photodynamic effects, broad-spectrum 

bacteriostasis, biofilm removal, wound healing and biocompatibility. The 

prepared hydrogel has a good clinical application prospect, which provides 
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a new idea for designing and constructing a new nano-system to deal with 

multidrug-resistant bacteria. 

 

KEY WORDS: Photothermal therapy, Photodynamic therapy, 

Oxygen loading, Synergistic antibacterial, Biofilm removal, Hydrogel 
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第 1 章 绪论 

 

 

1.1 引言 

在过去的几十年里，临床和环境中多药耐药 (MDR)细菌的数量显著增

加，也被称为超级细菌 [1,2]。在这方面尤其有问题的是人类的主要病原体，

例如金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和肠杆菌属等。此外，

在兽医病原体中，特别是与畜牧业和家禽生产有关的病原体中，耐药率有

所增加。其中一些细菌，如肠道沙门氏菌和弯曲杆菌，也是重要的人畜共

患病病原体[3,4]。 

生物膜是嵌入自身产生的细胞外基质微生物联合体。生物膜结构阻碍了抗

生素的渗透，并可能降低抗生素在整个生物膜中积累。此外，营养物质和氧气

在生物膜内的分散梯度会产生不同的细胞代谢状态，并有利于抗生素耐受性。

此外，细菌耐药性可能通过多种机制在生物膜内形成。深入了解生物膜导致抗

生素耐药及耐药机制有助于开发耐药菌感染新策略[5–7]。 

基于纳米材料的光热疗法(PTT) 、光动力疗法(PDT) 、声动力疗法(SDT) 等

治疗手段成为抗菌治疗的研究热点。光疗因其出色的抗菌活性、非侵入性和较

少的细菌产生细菌耐药性而成为一种新型抗菌策略。高温介导的光热治疗(PTT)

和活性氧自由基(ROS)介导的光动力治疗(PDT)是目前应用最广泛的两种治疗细

菌感染的光疗方法。PTT 的基本机理取决于光热剂(PTA)在理想光源照射下的光

热转化能力，由于 PTA 对细菌的非侵入性，与那些使用抗生素杀菌相比，细菌

对高温杀菌从而产生抗药性的可能性非常小。此外，该策略中通常使用的光源

是 700-1400 nm 之间的近红外(NIR)光，由于其波长较长，显示出良好的组织穿

透能力。因此，它可以透入深层组织中进行 PTT 治疗。此外，高温可破坏生物

膜结构，促进化学抑菌试剂穿透生物膜基质，有效杀灭细菌。这种局部热疗介

导的广谱抗菌活性策略具有潜在的临床应用价值，在 PDT 中，光响应材料受到

光能的照射，产生 ROS，并迅速杀灭细菌。然而，单一的光动力制剂需要大量

的 ROS 来满足 PDT 的要求并杀灭细菌。如果 PTT 与 PDT 一起使用，PTT 杀菌

的较高温度要求可以降低，因为 PDT 过程中产生的 ROS 会损害细菌，并减少
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PTT 高温产生的负担。遵循类似的策略和协同机制，PTA 的较高剂量需求可以

减少。协同策略增强了抗菌潜力，保留了每个过程的潜在优势，并弥补了每个

策略的不足，对于应对多耐药细菌感染有着极大的应用前景[8–15]。 

1.2 耐药性细菌感染 

1.2.1 耐药性细菌感染产生原因 

细菌抗菌素耐药性 (AMR) 是指细菌对抗生素不敏感，这是  21 世纪的

主要公共卫生威胁之一。据报道，到  2050 年，每年将有 1000 万人因耐药

菌感染而死亡。随着细菌耐药性变得越来越普遍，耐药细菌感染的预防和

治疗变得更加重要。 

细菌中的耐药性主要分为两种：固有耐药性和获得性耐药性。固有耐

药性是指对某些抗生素不敏感的细菌。它通常由染色体抗性基因介导，通

常不会改变。获得性耐药性是指某些种类的细菌会改变其代谢途径，以确

保它们不会被抗生素杀死。耐药菌的获得性耐药性可以通过基因突变获得。

此外，这些细菌可用于通过耐药基因的传递、转移和变异产生多种耐药性

[16,17]。 

1.2.2 生物膜的形成及其微环境 

细菌生物膜是指细菌粘附于固体或有机腔道表面，形成微菌落，并分

泌细胞外多糖蛋白复合物将自身包裹其中而形成的膜状物，生物膜微环境

具有乏氧、低 pH 的特点。当细菌以生物被膜形式存在时耐药性明显增强，

抗生素应用不能有效清除生物膜，还可诱导耐药性产生。  

生物膜的形成是一个动态的过程，经过一系列连续的步骤。它是由细

菌与表面的相互作用引发的 [18,19]。浮游细胞暴露在由抗生素、饥饿或其他

不利环境条件引起的压力下，可以通过激活基因表达来启动生物膜的形成。

此外，参与细胞间通讯的分子在高细胞密度下积累。这些分子，通常被称

为自体诱导剂，可以激活和调节这一过程，并允许种群成员的协调反应，

这被称为群体感应(QS)。生物膜形成的第一步是细菌与底物的黏附。这一

过程通常是由从细菌细胞表面伸出的长的、蛋白质类的丝状纤维，如鞭毛、

菌毛或菌毛。在最初的相互作用建立后，较短的细胞表面暴露结构与底物

相互作用，从而增加细菌与底物之间的接触。大肠杆菌和沙门氏菌产生的
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卷曲菌毛既能调节细胞与底物的相互作用，也能调节细胞与细胞的相互作

用。其他蛋白质，如表皮葡萄球菌中的 Bap 家族蛋白或铜绿假单胞菌中的

CDRA 都是与细胞外基质成分和细菌细胞表面相互作用从而增强基质的大

型蛋白质[20]。自体转运蛋白是许多革兰氏阴性细菌通过 V 型分泌系统分泌

的蛋白质，通常在细菌间的相互作用中发挥作用。然后，细菌分泌细胞外

基质成分，并增殖形成一个微菌落。ECM 作为一种粘合剂，有助于稳定细

菌间的相互作用。微菌落内的细菌在空间上进行交流和组织。 IV 型菌毛作

用于细胞之间的交界处，形成微菌落，也有助于细菌在生物膜内的重组  。

细胞间的通讯，包括 QS 和依赖细胞接触的通讯系统，似乎与这一过程有

关。在这个阶段，形成细胞外基质的基因表达增加，与早期生物膜阶段相

比，生物膜变得不那么容易受到抗生素的影响(图 1-1)。 

感染部位聚集的细菌群落产生细胞外聚合物物质(EPS)，主要由细胞外

多糖以及细菌 DNA 和蛋白质组成。EPSs 与封闭细菌形成具有一定机械强

度的生物膜。生物膜通过多种机制保护细菌，例如抗生素降解酶的存在、

低 pH 值和不同的离子强度，以及抗生素渗透减慢和驻留细菌外层中高表达

的抗生素外排泵。一旦感染部位形成生物膜，周围的健康组织将因局部温

度升高、pH 值降低以及生物膜分泌的酶而逐渐受损。此外，细菌不断漂浮

在生物膜的外层，成为细菌持续传播的来源。事实上，在抗生素的压力下

持续存在的细菌，往往是抗药性和感染复发的罪魁祸首。这些细菌不是突

变体，而是休眠的在群体中随机产生的细菌，它们的形成机制在很大程度

上仍不清楚。与浮游细菌相比，具有细胞群生理异质性的生物膜似乎促进

了更高形式的持久性。细菌感染微环境的不断演变使得抗菌药物的治疗更

加困难，并且与抗生素耐药性的产生密切相关 [21,22]。 
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图 1-1. 生物膜形成的步骤。多步骤生物膜的形成始于浮游微生物在表面的附

着，可分为可逆和不可逆附着，然后微生物分裂形成微菌落。微菌落经过成熟，其

特征是特定的成分、形状和结构，然后分散生物膜重复这个循环。 

Figure 1-1. Steps of biofilm formation. The multi -step biofilm formation starts 

with the attachment of planktonic microorganisms to the surfaces which issub -

divided into reversible and irreversible attachment followed by microbial division 

to form micro colonies. Micro colonies undergo maturation characterized by 

specific composition, shape, and architecture followed by dispersion of biofilm to 

repeat the cycle [22]. 

1.3 耐药性细菌感染治疗策略 

1.3.1 传统治疗手段  

抗生素是传统抑菌治疗中最常用的化学药物之一。它们通过抑制细菌

的生长和复制，或者直接杀灭细菌，来治疗细菌感染。例如，青霉素类抗

生素可以破坏细菌细胞壁，而氨基糖苷类抗生素可以干扰细菌的蛋白质合

成。然而，由于细菌的快速适应和抗药性的增加，一些菌株已经对某些抗

生素产生了耐药性。因此，在抗生素治疗中需要谨慎使用，并且在临床实

践中需要进行细菌的耐药性监测和合理的抗生素选择。  

除了抗生素治疗，还可以其他方法来抑制和杀灭细菌。物理方法包括

热疗、冷疗、紫外线照射和激光治疗等。这些方法可以通过改变细菌的环

境条件、破坏细菌的结构或抑制细菌的生物活性来实现抑菌效果。还有例

如抑菌剂可以通过干扰细菌的代谢途径或酶系统来抑制细菌的生长和复制。

此外，免疫增强剂可以增强机体的免疫功能，帮助机体更好地对抗细菌感

染。 

然而，随着细菌抗药性的增加和治疗效果的限制，进一步研究新型抗

生素、开发新的治疗手段，以及加强细菌耐药性监测和合理用药的实施显

得尤为重要。 

1.3.2 光热疗法(PTT)  

PTT 是一种具有前景的治疗方法，在 PTA 被外部光源照射后，光能转

化为热能，如近 NIR。这种转化后的热能可以通过细胞膜破裂、细胞液蒸
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发、蛋白质 /酶降解、细胞空化等多种热效应有效杀灭细菌 [23,24]。目前，大

量研究人员利用 PTT 进行抗菌活性和促伤口愈合研究，取得了大量的科研成果。

PTT 是一种无创、副作用小、特异性高的技术。由于这些有益的特性，PTT 已

成为对抗 MDR 病原体感染的一种有前途的策略[25–29]。 

PTT 已成为治疗多耐药病原体潜在解决方案和抗生素可行替代品，这

是因为以下优点：(1) PTT 所使用的光源(例如近红外)的穿透能力强，无论

膜结构如何，对革兰氏阴性(G−)细菌和革兰氏阳性(G+)细菌都具有广谱抗

菌作用；(2) 基于常用的近红外光源（700-1400 nm），具有良好组织渗透

能力，不会造成组织损伤，从而提高了细菌治疗的成功率； (3)通过局部升

温降低抗菌剂活性，以降低损害正常细胞的风险； (4)通过加温促进抗菌剂

渗透到生物膜内； (5)非侵入性、非接触性机制，最大限度地减少细菌获得

抗药性的机会。尽管 PTT 有诸多优势，但在 PTT 完全应用于实际应用之前，

仍然存在巨大的障碍。首先，PTT 通常需要高温(≥60 °C)来杀灭细菌。这

种持续的高温会杀死细菌细胞，并对细菌感染部位周围的正常组织造成热

损害。因此，需要更具战略性的设计来优化条件，例如，在较低温度

(~50 °C)下处理时间较短。此外，正常组织可能会受到高激发光功率和高

PTA 剂量的必要性的严重影响；这些方面需要迅速关注，以确保光热疗法

更安全有效[30–32]。 

近年来，有机化合物基纳米材料作为无机基纳米材料的潜在替代品受

到越来越多的关注，被广泛利用来制备具有适当抗菌活性的抗菌剂 [33–37]。

作为光热剂，这些化合物通常吸收近红外辐射产生的光子，并通过非辐射

弛豫路径产生热量。有机光热纳米材料的类别通常由共轭聚合物基纳米材

料(即聚苯胺、聚吡咯) 、结晶型多孔性有机聚合物(如共价有机骨架) 和聚

合物功能化纳米材料代表(图 1-2)，各种具有光热活性的光热剂，如锌基纳

米材料 、银基纳米材料 、金基纳米材料 、金属有机骨架(MOF) 、铜基纳

米材料  和石墨烯基纳米材料  已被研究用于对抗耐药细菌。纳米磷酸银

(Ag3PO4)修饰缺陷的黑海胆状二氧化钛 (BU-TiO2X/Ag3PO4)呈纳米棒状，

在光照下对大肠杆菌(99.76 %)和金黄色葡萄球菌(99.85 %)显示出较高的抗

菌 效 率 。 同 样 ， 氧 化 锌 碳 点 修 饰 的 石 墨 碳 氮 化 物 纳 米 复 合 材 料
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(ZnO/CDots/g-C3N4)在可见光照射下显示出对金黄色葡萄球菌 (99.97%)和

大肠杆菌(99.99%)的高抗菌率。据报道称，PDA 是一种具有优异的 PTT 的

近红外光介导的抗菌活性的材料。PDA 具有制备工艺简单、易于功能化、

优良的光热性能、生物相容性和生物可降解性等优点，已成为一些基于

PDA 的生物医学研究的热点 [38–40]。 

 

图 1-2.光热纳米结构的光热抗菌机理示意图。 

Figure 1-2. Schematic photothermal antimicrobial mechanism of PTAs 

nanostructures [40 ]. 

1.3.3 光动力学疗法(PDT)  

光动力疗法(PDT)结合了光响应材料，如光催化剂和光敏剂 (PSs)和光

源来杀灭细菌细胞。目前，光动力疗法主要应用于癌症，作为治疗非侵袭

性肿瘤的一种临床治疗方法。它被认为是抗癌应用的重要一步，包括手术、

化疗和放射治疗。此外，PDT 还被应用于其他难以治疗的疾病，如类风湿

性关节炎、光化性角化病和细菌感染。研究人员已将 PDT 用于抗菌活性，

因为其毒性低，耐药几率可忽略不计，不良反应轻微，且具有良好的抗菌

潜力。与传统的化疗、放疗和手术相比，PDT 具有微创、不受耐药性影响、

治疗区域可控等优点 [41–49]。 

光动力疗法通常需要三个主要成分：光，光敏剂，还有氧气，它们一

起发生光动力学反应并产生具有细胞毒性的 ROS。如图 1-3 所示，当暴露
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于特定波长的激光时，处于基态的光敏剂吸收激光能量并将其转换为单重

态。单重态光敏剂由于长寿命衰变，通过跨系统过程形成三重态光敏剂。

三重态光敏剂将能量传递给附近的氧分子，形成单态氧(1O2) 。产生 1O2 的

光疗过程称为 II 型光动力疗法。此外，三重态光敏剂可以直接将一个质子

或一个电子转移到底物(细胞膜或分子) 上，分别形成自由基阴离子或自由

基阳离子。这些自由基中间体与含氧物质反应生成 ROS，如超氧阴离子自

由基(O2−) 、羟基自由基(·OH) 和过氧化氢(H2O2)。I 型和 II 型光动力疗法

通常同时发生，反应的程度取决于光敏剂类型、底物种类和氧气浓度。值

得注意的是，某些现有研究已经指出，在光动力过程中，II 型光动力学通

常占主导地位，因为它需要较低的激发能量才能产生 1O2。目前，临床实

践中使用的大多数类型的光敏剂都是基于 II 型 PDT 过程。因此，改进的光

动力疗法，特别是传统的 II 型光动力疗法的战略设计对于精确的光疗具有

重要意义[50]。 

 

图 1-3. 光化学反应示意图。  

Figure 1-3. Schematic illustration for the photochemical reactions of PDT [50 ]. 

与 PTT 类似，由于其光源机制，细菌对 PDT 产生抗药性的可能性非常

小。多年来，PDT 的光响应材料的生物相容性已经通过各种类型的功能化

进行了优化，以获得更多和更有效的抗菌活性，从而为临床应用提供了更

大的潜力。然而，在该策略可以在临床上充分利用之前，需要解决诸如

PDT 的短波长光穿透能力弱和 ROS 的活性寿命等限制。值得注意的是，由

于不同的膜结构和有限的限制，光动力疗法对 G−细菌的效果不如对 G+细
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菌 ROS 的穿透能力；这也需要进一步的研究。因此，在进一步应用于实际

应用之前，需要充分解决 PDT 的局限性。  

PSs 还与 PTA 一起使用，以实现 PDT 与 PTT 的协同作用。例如，石

墨烯纳米带(GNRs)作为 PTA，与聚阳离子卟啉(Pp4N)作为 PS 应用于高温

产生，以及阳离子 Pp4N 与带负电的细菌细胞之间的静电相互作用，以实

现广谱抗药性抗菌活性。将新型的多氟烷基取代的硅酞菁和单壁碳纳米管

(SWNTs)一起用于光照射后的生热和 ROS 的产生，并显示出协同的抗菌活

性。类似地，将吲哚青绿(ICG)负载三氨丙基硅烷包裹的超顺磁性氧化铁纳

米颗粒(APTMS@SPIONs)应用于浮游细胞和 G-(大肠杆菌、肺炎克雷伯菌、

铜绿假单胞菌)和 G+(表皮葡萄球菌)细菌的浮游细胞和生物膜上，研究了它

们基于 PTT 和 PDT 的协同抗菌活性。将 ICG 和五甲基溴锰(MnBr(CO)5)包

裹到基于 2,2-联吡啶 -4-羧酸 (BPY)修饰的多肽树枝状大分子的纳米凝胶

(G3KBPY)中，用于 ICG&CO@G3KBPY 纳米复合材料，该复合材料被实

验通过协同 PTT 和 PDT 来治疗生物被膜感染 [51–56]。 

1.3.4 声动力学疗法(SDT)  

声动力疗法(SDT) 是近年来一种治疗各种疾病的新的临床方法。SDT

被认为是一种很有前途的非侵入性癌症治疗方法。它涉及到通过使用超声

振动和被称为声敏剂的超声敏感剂来产生活性氧(ROS) 。这些试剂可以被

超声波(US) 激活，进而触发 ROS 的产生，显示出细胞毒效应。与 PDT 等

其他疗法相比，SDT 因其组织渗透率高、对周围正常组织的损伤最小以及

使用 US 局部控制功能的能力而受到科学家的青睐。根据公认的空化效应理

论，SDT 中使用的超声波可以诱导各种现象，如热效应、紫外线发光和由

形成的微泡坍塌引起的物理爆炸。一般而言，有效的能量转换对于由外部

激发激活的疗法至关重要，这使得声敏剂对 SDT 至关重要。声敏剂可以显

著影响 ROS 的产生，从而影响整体治疗结果。研究人员已经开发了从有机

分子到无机材料的各种声敏剂，展示了它们在消除肿瘤方面的出色治疗效

果(图 1-4)[57,58]。 

然而，尽管声敏剂最近取得了进展，但 SDT 仍有需要改进的领域。低

氧已被认为是以肿瘤细胞为靶点的 SDT 策略的主要挑战。与健康细胞不同，
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肿瘤细胞的恶性增殖需要丰富的营养物质来支持它们的生长，导致线粒体

介导的代谢活动增加。此外，肿瘤血管的不规则形成会导致血管或毛细血

管的卷曲，由于血管内皮生长因子(VEGF) 表达增加等影响因素，会进一

步减少氧气的利用，从而导致氧供需失衡。在正常细胞中，氧可以被装载

到血红素上并运输到肿瘤细胞的线粒体中，在那里它可以用来产生三磷酸

腺苷(ATP)。一种不稳定的高能化合物，在水解时提供能量。虽然正常细

胞中的氧气水平可以维持供需平衡，但低氧的 TME 可以促进肿瘤细胞为资

源探索和生存而采取侵略性状态，导致代谢失衡。  总的来说，与 SDT 相关

的氧气供应不足和快速耗氧在肿瘤组织中的广泛分布可能会削弱其治疗效

果。 

为了应对 SDT 治疗中的低氧挑战，已经开发了各种策略来提高氧浓度

并防止恶性肿瘤内进一步的低氧(图 1-5)。这些策略旨在通过促进氧的可获

得性来提高 SDT 的治疗效果，包括以线粒体耗氧为目标，防止缺氧恶化，

以及补充外部氧源等方法。肿瘤细胞表现出韧性、快速增殖和转移潜能等

侵袭性特征，这使得仅靠 SDT 就可以彻底根除肿瘤细胞。因此，SDT 与其

他治疗方式的结合，即所谓的多模式治疗，得到了越来越多的关注。这些

多模式方法提供了优越的肿瘤抑制能力，并具有临床应用的潜力 [59,60]。  

 

图 1-4. SDT 在疾病治疗中的治疗效果的潜在机制。  

Figure1-4.  Illustration of the mechanisms underlying the therapeutic effects of 

SDT in disease treatment [60].  
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图 1-5.提出了缓解缺氧和提高 SDT 诱导的 ROS 的有效性新策略。这些策略主要集中

在氧循环的不同方面，包括减少氧气消耗，促进内源性氧合，利用外部氧气载体，

以及 TME 的重塑。 

Figure1-5.  The emerging strategies proposed to alleviate hypoxia and the enhanced efficacy of 

the SDT-induced ROS. These aforementioned strategies focusing primarily on different aspects of 

the oxygen cycle, including the reduction of oxygen consumption, the promotion of the 

endogenous oxygenation, the utilization of the external oxygen vehicles, and the remodeling of the 

TME[60]. 

1.4 PFH载药体系及在耐药性细菌感染的应用 

1.4.1 PFH(全氟己烷)   

全氟己烷(PFH) 是一种生物相容化合物，在室温下是液体，具有较高的蒸

气压和相对较低的沸点。在化学和生物方面都是惰性的，作为氧气载体没有毒

性。PFH 的应用领域是声学(治疗学和诊断学)[61,62]。 

1.4.2 PFH 纳米材料的应用 

PFH 有许多诊断和治疗应用，包括癌症治疗、细胞治疗和医学成像等。全

氟己烷纳米粒子用于超声和核磁共振，用于标记细胞，靶向肿瘤中的不同表位，
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监测治疗效果，量化肿瘤特征，并检测肿瘤周围环境的变化。由于 PFH 的纳米

粒子溶解大量的气体，具有因氧化肿瘤和增强抗癌治疗的效果而闻名，因为它

是肿瘤缺氧的氧气载体[63–75]。 

在广泛的情况下，PFH 用作血液替代品时耐受性良好，尽管一些研究报道

了体外模型中的毒性或不良免疫反应。在氧气输送期间，以 PFH 为基础的乳剂

在改善肺损伤或缺氧动物的氧合方面是有效的。然而，基于 PFH 的氧气载体的

长期安全性和有效性尚未得到全面证实[76–80]。 

目前，PFH 是一种潜在的医疗应用工具，但还需要进一步的研究来充分了

解它们的生物兼容性，并指定这些材料的最合适用途。 

(1) PFH 在成像中的应用 

PFH 纳米粒子是一种用于临床成像的新型成像技术。多个 PFH 纳米粒子检

测和成像病理和生理变化。PFH 纳米粒子的长期系统半衰期允许与配体长期结

合，这使得 PFH 适合于成像。这些分子成像探针主要用于磁共振成像，以标记

细胞，靶向肿瘤中的特定表位，监测治疗效果，量化肿瘤特征，并检测肿瘤周

围环境的变化。 

 

图 1-6.(A) 多功能液态全氟化碳纳米乳剂(100-200 nm) 示意图，可使用另一种货物进行改性

靶向配体如适体和多糖，静脉注射，然后通过循环或局部吞噬作用指导细胞摄取，免疫细

胞，如单核细胞和巨噬细胞；MRI 检测这些细胞的聚集。(B) 心肌内注射 CPC 后的死后和

体内鼠心脏 19F MRI。 

Figure 1-3. (A)Schematic illustration of a multifunctional liquid perfluorocarbon nanoemulsions 

(100–200 nm)  which can be modified with another cargo targeting ligands such as aptamers and 

polysaccharides, intravenous injection, and then directs cellular uptake by circulating or provincial 
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phagocytic, immune cells such as monocytes and macrophages; MRI detects the collection of 

these cells. (B) Post-mortem and in vivo murine cardiac 19F MRI following intramyocardial CPC 

injections[81]. 

(2) PFH 克服 PDT 和 RT 中的缺氧技术 

当 PS 吸收光中的光子时，它从基态变为瞬变状态。这种不稳定状态选择两

条路径中的一条。它通过发射荧光或能量损失从单线态返回到基态。第二条路

径通过系统内的交叉点从单重态变为长寿命三元组状态 。这种三重态模式通过

两种机制将能量传递给氧分子。 

当 PS 与有机分子反应时，自由基物种通过重新定位氢或电子来构建。最后，

自由基物种可以与氧反应生成活性氧。在第二种机制中，处于激发态的 PSS 将

能量直接传递给氧分子，导致活化的单线态氧的产生。这些 RO 氧化亚细胞器

并破坏血管 。它最终会导致光诱导的细胞死亡。在 PDT 技术中，PFH 中单线态

氧的寿命比细胞环境和水的寿命更长，这导致了该技术的长期效应。放射治疗

(RT) 利用电离辐射(X 射线或γ射线) 产生自由基，这些自由基直接或间接地损

伤 DNA，对其他细胞成分造成 DNA 损伤，并诱导癌细胞死亡。在低氧条件下，

这些损伤会立即愈合。这种方法在临床上用于治疗癌症。这种辐射的一小部分

能量被肿瘤细胞所吸引。大多数这种能量会损害正常组织；这种方法是非特异

性的。但放射治疗过程中的氧分子会形成更具破坏性和问题的自由基过氧化氢，

从而使细胞修复和 DNA 损伤无法稳定。电离辐射对细胞的损伤在很大程度上取

决于细胞的氧气水平(图 1-6) [81,82]。 

与健康细胞相比，肿瘤周围的环境是低氧的，生物膜微环境与肿瘤细胞周

围环境有很多相似之处，因此 PFH 被广泛用于缓解微环境中乏氧的特点。 

1.5 课题设计及主要研究内容 

1.5.1 课题设计思路 

本课题拟构建一个光热疗法和增强光动力效果的载氧纳米平台。 

(1)针对耐药菌的生物膜微环境(乏氧、低 pH) 的特性，设计策略来解决耐药

性问题。全氟己烷(PFH) 具有优异的生物相容性和载氧能力，可作为氧载体，

但溶解性差；采用卵磷脂包裹解决疏水性问题，且卵磷脂与细胞膜结构类似，

生物相容性好；缓解乏氧环境，释放氧气；利用光敏剂 TCPP，解决了光动力反
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应中氧气不足的缺陷，增强了光动力效果；微环境低 pH, 前体材料稳定性；采

用聚多巴胺(PDA) 作为纳米外壳，在中性及弱碱性条件下稳定，具有良好的光

热效果，温度上升促进反应进程进行。 

(2) 为了更好的将如何将 PFH/TCPP@SL@PDA 纳米材料应用广泛，将其应

用到水凝胶，为了解决 PDA 在材料中作为纳米外壳和光热引发剂，光热效果不

是很理想的问题，将光热材料替换为光热效果更好且毒性低的 Au NPs，将纳米

材料置于水凝胶中解决了纳米粒子稳定性的问题，同时水凝胶还能防止局部过

热造成热损伤。 

1.5.2 主要研究内容 

(1) 光热/光动力联合治疗的载氧纳米平台的构建及抗菌活性研究 

通过在大豆卵磷脂(SL) 上负载 Meso-四(4-羧基苯基) 卟吩(TCPP) ，进一步

包 覆 全 氟 己 烷(PFH) ， 最 后 在 外 层 包 覆 聚 多 巴 胺(PDA) 合 成 ， 合 成

PFH/TCPP@SL@PDA (PTS@PDA) 纳米粒子。对材料进行一些列表征实验，包

括 UV-vis、IR、SEM、DLS、Zeta 电位、EDS 等；根据材料特性还需要对进行

活性实验，光热评估、GSH 消耗及活性氧检测，包括 CFU 实验、MIC 测定、细

胞摄取实验、转录组学分析；利用 SEM 观察材料对于细胞形态的影响；生物膜

消融评估，建立小鼠伤口模型，通过伤口愈合程度来评估药物的抑菌性能，观

察结束后，取出小鼠主要器官和伤口组织切片的进行 H&E 染色来评估材料的生

物安全性。 

(2) 自供氧全氟己烷水凝胶联合光热/光动力抗菌活性研究 

将TCPP和SL制成薄膜，然后将 PFH和Au NPs包裹在内，即合成 PAT@SL

纳米粒子，再将 PAT@SL 加入到水凝胶的合成过程中去，最终得到

PAT@SL@BSP-SF 水凝胶。对 PAT@SL 纳米粒子进行表征实验证实材料是否成

功合成；以及光热光动力检测证明具有良好的体外活性，对纳米粒子进行体外

抑菌实验证明材料是否具有良好的抑菌活性，将纳米粒子制成水凝胶后验证其

力学性能以及其生物安全性。 
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第 2 章 光热/光动力联合治疗的载氧纳米平台的构建及

抗菌活性研究 

 

 

2.1 引言 

生物膜是大多数细菌感染的原因，严重威胁人类健康。设计有效且危

害较小的材料来抑制和去除生物膜仍然是一个重大挑战。复杂的生物膜结

构使常规抗生素治疗无效，近年来，光热治疗 (PTT) 和光动力治疗 (PDT) 

因其能有效治疗耐药细菌感染而备受关注。因此，协同纳米抗菌系统

(PFH/TCPP@SL@PDA) 通过光热和光动力治疗增强了疗效。通过在大豆

卵磷脂(SL) 上负载 Meso-四(4-羧基苯基) 卟吩(TCPP) ，进一步包覆全氟己

烷(PFH) ，最后在外层包覆聚多巴胺(PDA) 合成。设计的纳米抗菌系统通

过负载氧气缓解生物膜微环境的缺氧特性，增强 PDT 产生更多活性氧(ROS) 

的作用。它显著增强了生物膜的渗透性并改善了抗菌性能，对 MDR E. coli

和 MDR S. aureus 菌的抑制率超过 95 %，同时抑制并去除了 90 %以上的

生物膜。PDA 不仅起到了良好的纳米壳的作用，而且诱导出了相对温和的

PTT，促进了 PDT 的反应过程。PFH/TCPP@SL@PDA 具有良好的生物相

容性，溶血试验显示红细胞溶血率低于 5 %，有效缓解小鼠模型炎性症状，

加快伤口愈合。总之，本研究为细菌抑制、抑制和生物膜去除提供了一种

有效、安全的联合治疗策略。  

在本研究中，提出了一种载氧纳米系统，通过结合光热和增强光动力

治疗来根除细菌生物膜(图 2-1)。PFH 强氧吸附能力的启发，PFH 和 TCPP

与 大 豆 卵 磷 脂 (SL) 共 负 载 ， 外 层 包 覆 PDA 外 壳 ， 表 示 为

PFH/TCPP@SL@PDA (PTS@PDA) 。PTS@PDA 具有良好的稳定性和光

热效率。PTS@PDA 缓解了缺氧微环境，降低了细菌间的群体感应，提高

了 PDT 的效率，实现了 PTT 与 PDT 的协同治疗。本文研究了 PTS@PDA

的特性、PTS@PDA 的光热和光动力效应，并使用体外细菌抑制、生物膜

去除实验和体内小鼠实验研究了协同抑制机制。PTS@PDA 具有良好的体

内外活性，为新型抗菌材料的进一步开发研究提供了实践参考。  
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2.2 实验材料与设备 

2.2.1 实验材料 

中-四(4-羧基苯基) 卟吩(TCPP)、卵磷脂(SL)、全氟己烷(PFH)、聚乙烯吡咯

烷酮 (PVP) 、多巴胺(DA)、磷酸盐缓冲液 (PBS) 、三羟甲基氨基甲烷(Tris)、二

氯甲烷(CH2Cl2) 、DCFH-DA (C24H16Cl2O7) 、溴化钾 (KBr) 、细菌细胞活性测定

试剂盒、 无水甲醇、无水乙醇、磷酸盐缓冲液（PBS）、氯化钠、TSB 培养基

SYTO9/PI 活/死细菌检测试剂盒均购自阿拉丁生化科技有限公司，中国上海；

多耐药金黄色葡萄球菌（MDR S. aureus，CCUG46147)、多耐药大肠杆菌(MDR 

E. coli，CCUG58542)均购自北纳创联生物科技有限公司。 

2.2.2 实验仪器 

表 2-1 实验仪器 

Table 2-1 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 

荧光分光光度计 RF-5301PC 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 

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 

X 射线光电子能谱仪 Thermo Scientific K-Alpha 赛默飞世尔科技公司 

顺磁共振波谱仪 Bruker EMXplus-6/1 布鲁克生物科技公司 

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 

 

https://www.instrument.com.cn/netshow/SH102463/
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图 2-1.(A) PFH/TCPP@SL@PDA 合成示意图，(B) 通过 PTT 和 PDT 的协同作用向生物膜微

环境输送氧气并去除生物膜。 

Figure 2-1. (A) Schematic diagram of PFH/TCPP@SL@PDA preparation. (B) Oxygen delivery to 

hypoxic biofilm and biofilm removal by combined treatment of PTT and PDT. 

2.3 实验方法 

2.3.1  PFH/TCPP@SL@PDA 纳米材料制备及表征 

(1) 制备 PFH/TCPP@SL@PDA 

制备 PFH/TCPP@SL纳米微滴：将 TCPP (10 μg) 和 SL (100 μg) 溶解在二氯

甲烷溶液中后倒入一个圆底烧瓶中，然后使用旋转蒸发法除去溶剂，得到透明

的脂质膜。然后用 2 mL Tris (10 mM，pH 8.5) 缓冲液将脂质膜水合，随后进行

超声处理 20 min (开启 10 s，关闭 5 s) 。将分散体(10 mg/mL) 在 4 ºC 下冷却后，

向冰水浴中加入 100 μL PFH，然后使用探针进行超声处理 5 min。合成载有 PFH

的纳米粒子(PFH/TCPP@SL) 。 

制备 PFH/TCPP@SL@PDA 纳米材料：将获得的 PFH/TCPP@SL 转移至小
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瓶中，然后在冰水浴下加入 PVP (100 mg/mL Tris 缓冲液) 和 100 μL 氯化铁(20    

mM) 。搅拌 10 min后，将 DA溶于 Tris缓冲液中并分别加入，最终浓度均为 0.5 

mg/mL。在冰水浴中搅拌 12 小时后，将沉淀物(PFH/TCPP@SL@PDA，以下简

称 PTS@PDA) 以 12000 rpm 的转速离心 10 min，用去离子水洗涤 3 次，并在 4

摄氏度下储存，直至再次使用。 

(2)  PFH/TCPP@SL@PDA 的表征 

为了验证 PTS@PDA 的成功合成，使用紫外-可见分光光度计 UV-

3600(日本岛津) 和傅里叶红外光谱仪 IR pressure-21(日本岛津) 获得了 PFH、

TCPP、PDA、SL、TCPP-SL、PFH/TCPP@SL 和 PTS@PDA 的光谱。

PFH/TCPP@SL 和 PTS@PDA 的 光 谱 是 通 过 使 用 激 光 粒 度 分 析 仪

Mastersizer 3000 (Malvern,UK) 测 量 粒 径 和 Zeta 电 位 。 为 了 研 究

PTS@PDA 的稳定性，连续七天进行了粒径测量。此外，使用扫描电子显

微镜(JEM-2010 HR，Nippon Electron Co，Ltd.) 观察 PFH/TCPP@SL 和

PTS@PDA 的形貌。  

2.3.2  光热性能评估 

使用红外热成像系统(FOTRIC) 评估了 PTS@PDA 的 PTT 性能。将不

同浓度的 PTS@PDA 放入 1.5 mL 离心管中，用 1.5 W/cm2 功率的 808 nm

激光照射不同时间；将 150 μg/mL PTS@PDA 置于 1.5 mL 离心管中，用不

同功率的激光照射。每隔 1 min 采集一次溶液的热成像和温度值。绘制了加

热-冷却曲线，利用以下公式确定了光热转换效率(η) ，其中τs (223.17) 

是通过冷却曲线的线性回归分析获得的。Md 和 Cd 是 PTS@PDA 溶液的质

量(> 1 g) 和热容量(4.2 J/g*k) 。不含光热试剂的背景能量输入表示为 Q0，

而水的稳态最高温度(37 ºC) 表示为 Tmax water，Tsurr 表示环境室温(26 ºC) 。

Tmax 值表示 PTS@PDA 溶液达到的稳定最高温度(58.6 ºC) ，其中 I 表示激

光功率，A808 对应于 PTS@PDA 在 808 nm 处的吸光度。 

τs = mdCd/hS 

Q0 = hS(Tmax,water-Tsurr)  

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

2.3.3  载氧率与活性氧检测  
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用溶解氧试剂盒测量不同分组(H2O、PTS@PDA 和 O2-PTS@PDA) 的溶液

中的溶解氧含量，并使用碘量法分析溶解氧含量的差异。 

用 1，3-二苯基异苯并呋喃(DPBF) 探针检测ROS的存在。向含有 150 μg/mL 

PTS@PDA 和 O2-PTS@PDA 的悬浮液中加入 10 μL DPBF 溶液(5 mg/mL) 。每隔

1 min 记录溶液的紫外-可见光谱，同时用强度为 0.4 W/cm2 的 660 nm 近红外激

光连续照射 5 min。(在下文中， PTS@PDA 为 O2-PTS@PDA。)  

2.3.4  细胞内光热和光动力检测 

本文进一步研究了材料在体内的光热和光动力行为验证其性能。取不

同浓度的 PTS@PDA 与不同菌液孵育 4 h 后，用功率 1.5W/cm2 808 nm 近

红外激光照射，用光热成像仪记录结果。取分组分别为 PBS，TCPP，

PTS@PDA 与不同菌液孵育 4 h 后，细菌离心除去材料，加入 10 μM 的

H2DCFH-DA 探针，孵育 30 min。然后用 0.4 W/cm2 660 nm 的近红外激光

对其进行治疗，用正置荧光显微镜观察并记录结果。  

2.3.5  体外抗菌实验 

首先在两个平行组中测定 PTS@PDA 的最小抑制浓度(MIC) : NIR 组(2.0 

W/cm2，5 min)  和正常(无 NIR) 组。在 96 孔板加入 100 µL 灭菌后的 TSB 培养

基，然后将 PTS@PDA (200 µg/mL)进行梯度稀释。最后，向每个孔中加入 100 

µL 细菌稀释液(1×106 CFU/mL) 。将平板在 37 ºC 中 孵育 12 h，使用酶标记在

600 nm (OD600) 测量吸光度。用抗生素氨苄青霉素和硫酸卡那霉素作为对照。 

采用细菌群落计数法检测 PTS@PDA 对 MDR E.coli 和 MDR S. aureus 的体

外抗菌活性。简而言之，这两种细菌首先放在 37 ºC 的液体培养基(TSB) 中培养

过夜， 二次活化等待细菌生长到对数期，然后将得到的菌液与PFH@SL，TCPP，

PDA，PFH/TCPP@SL，PTS@PDA(浓度为 150 μg/mL) 与细菌孵育 2 h，非光组

(-NIR) 置于黑暗环境中，见光组(+NIR) 分别用 1.5 W/ cm2的 808 nm和 0.4 W/cm2

的 660 nm 近红外激光照射 5 min (下文记作近红外激光照射 5 min) ，取 100 μL 

均匀涂在培养皿上，37  ºC 孵 12 h，对 CFU 进行计数并用相机记录。 

2.3.6  体外生物膜模型及消融试验 

将处于对数期的 MDR E. coli  200 μL (1.0×106 CFU/mL) 加入到 96 孔板中，

在 37 ºC 培养 48 小时，形成生物膜。(注:每个测试梯度有 2 个重复) 。从每个孔
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中取出上清液，加入 200 μL 不同浓度 PTS@PDA 的溶液，用近红外激光照射 5 

min，在 37 ºC 下孵育过夜。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结晶紫(0.2 %)染色 30 min。用生理盐水清洗样品

三次，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 %的乙

酸溶液使生物膜完全溶解。使用酶标仪测量 OD492 值。MDR S. aureus 的生物被

膜的抑制实验如上所述。 

2.3.7  Live-Dead 试验检测细胞凋亡率 

为了探究不同组分对于细菌的影响，将细菌二次活化以及稀释到 1.0×106 

CFU/mL，分别与 PBS、PFH@SL、TCPP、PDA、PFH/TCPP@SL、PTS@PDA

混匀后孵育 2 h，用近红外激光照射 5 min 后孵育 4 h，孵育结束后用活/死菌双

重染色试剂 SYTO9 和 PI 在黑暗环境中染色 20 min，染色结束时，除去多余的

染液，再用纯水清洗三次，最后将细菌悬浮在 1.5 mL纯水中，取 400 μL在载玻

片上烘干，观察其荧光共定位，剩余菌液用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。 

2.3.8  细胞形态学观察 

将对数期耐药性细菌与 PBS、PFH@SL、TCPP、PDA、PFH/TCPP@SL、

PTS@PDA 混匀后孵育 2 h，用近红外激光照射 5 min，继续在 37 ºC，200 rpm 下

培养 10 h。离心收集细菌(5000 rpm，5 min)并用 PBS 洗涤两次。用 2.5 wt%戊二

醛处理后再用 PBS 洗涤两次。收集的细菌用乙醇进行梯度(35、50、70、80、95

和 100 wt%) 脱水，每个梯度处理 15 min。将收集的细菌冻干，最后通过扫描电

子显微镜(SEM) 观察细胞形态。 

2.3.9  转录组测序分析 

研究了不同组分对于 MDR E. coli 转录过程的影响。样本分为 Blank，PDA，

TCPP和 PTS@PDA，分别记作 Blank，PTT，PDT和 PTDT。样本经过提取 total 

RNA，去除 rRNA 并富集 mRNA，随后按照链特异性建库方式建库。然后进行

RNA-seq 分析，使用统计学方法，比较两个条件或多个条件下的基因表达差异，

从中找出与条件相关的特异性基因，然后进一步分析这些特异性基因的生物学

意义[83,84]。 

2.3.10 促伤口愈合动物模型  

实验动物(KM 小鼠，雌性，4 周) 获自南京大学模型动物研究中心(中国南
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京) ，均经苏州大学(中国苏州) 动物护理批准，且按《动物福利法》和《实验动

物护理和使用指南》协议进行饲养。小鼠按体重进行分组，每组 5 只，小鼠房

间始终保持适宜温度(20±2 ºC) 和湿度 (50-60 %) ，喂养无菌水和小鼠专用饲料，

观察 5 天并记录体重变化[85]。之后建立伤口模型，分不同组分，每组 3 个平行

实验。每只小鼠背部切开直径约 12.5 mm 的伤口，接种 MDR S. aureus(1.0×108 

CFU/mL) 。每天用不同组分的材料处理，光照组用近红外激光光照 5 min。记录

小鼠体重，测量伤口大小。在处理期间，用光热成像仪拍摄并记录处理过程。

将小鼠处死后，切下伤口皮肤组织以及心肝脾肺肾保存在 4 %多聚甲醛中，之

后进行 H&E 分析，同时对伤口皮肤组织进行 Masson 染色分析。 

2.3.11 生物毒性实验 

对 PTS@PDA 进行一系列安全性评价。取新鲜羊血加入 EDTA 处理后获得

红细胞，将不同浓度 PTS@PDA(50，100，200，400，800 μg/mL) ，阳性对照为

H2O，阴性对照为 PBS，与红细胞液混合，37 ºC 水浴 1，12，24 h 后 1000 r/min

离心 5 min 后取 200 μL 于 96 孔板在 570 nm 处检测。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)  

将人巨噬细胞铺板培养 24 h，吸去培养基， 用 PBS 缓冲液洗两次，加入不

同浓度的PTS@PDA，每组设置9个浓度梯度(0、12.5、25、50、100、150、200、

300 μg/mL) ，各自设置三个平行。孵育 24 h 后弃去上清液，用 PBS 清洗一遍。

每孔加入 100 μL CCK-8 孵育 1 h，用酶标仪检测 OD450。 

为了研究纳米材料的安全性，动物实验结束后，取出小鼠主要心肝脾肺肾

和伤口组织并保存在 4 %多聚甲醛固定液中，进行 H&E 染色，伤口组织额外进

行 Masson 染色，观察组织切片，分析不同实验组别小鼠心肝脾肺肾等器官的生

理变化，评估材料的体内生物安全性。 

2.4 实验结果与讨论 

2.4.1  PFH/TCPP@SL@PDA 的表征 

本研究将光敏剂 TCPP 与 SL 制成薄膜，通过薄膜分散超声处理制备

PFH/TCPP@SL，然后将 PDA 包裹在外层形成 PTS@PDA。通过动态光散射

(DLS) 检测纳米颗粒的水化尺寸。结果表明，包裹 PFH 后 TCPP@SL 薄膜的水

化尺寸约为 228 nm，外层包裹一层 PDA 后约为 274 nm(图 2-2 a) 。水化尺寸在
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一周内保持稳定，表明 PTS@PDA具有良好的胶体稳定性(图 2-2 b) 。根据 TCPP

标准曲线，TCPP 在 PTS@PDA 中的负载率为 26 %(图 2-3) ，合成过程中材料电

位为负，但强度一直在变化，表明材料可能合成成功(图 2-2 c) 。透射电镜照片

显示，PFH/TCPP@SL、PTS@PDA 形貌均一，纳米粒子大小均匀，大小在 200 

~ 300 nm 之间(图 2-2 d，e) 。TCPP 在 400 nm 附近有较强的 Soret 带，归因于卟

啉环轨道 π~π*跃迁吸收，紫外-可见光谱证实了TCPP的成功负载，200 ~ 300 nm

之间不同强度的吸收峰可以反映 PFH 和 PDA 的成功负载(图 2-2 f) 。TCPP 红外

光谱特征峰在 1590-1300 cm-1范围内， 1590-1300 cm-1为 C=N 伸缩振动峰，1000 

cm-1 左右为卟啉骨架振动峰，3550-3300 cm-1 为 N-H 伸缩振动峰，970-960 cm-1

为 N-H 面内变形峰(图 2-2 g，h ①②) 。C-F 特征峰位于 1250 cm-1，结果表明

PFH成功包封，在 1660-1700 cm-1区域出现酮基，代表聚多巴胺中存在酮基。在

1700-1750 cm-1 区域出现羧酸拉伸振动，表示聚多巴胺中存在羧酸基团，表明

PDA成功包裹在芯材外层(图 2-2 g，h ③④) 。一系列表征实验表明，PTS@PDA

已经成功合成。 

 

图 2-2. (a) PFH-TCPP @ SL、PTS@PDA 的粒径；(PBS 中 PTS@PDA 的粒子稳定性；(c) 
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PFH、TCPP、PDA、SL、TCPP@SL、PFH-TCPP@SL、PTS@PDA 的 ζ 电位；(d) PFH-

TCPP @ SL的 SEM 图像；(e) PTS @ PDA 的扫描电镜图像；(f)  UV-Vis 光谱，(g) 

PFH(③) 、PDA(④) 、TCPP(①②) 、SL的 IR 光谱；(h) TCPP @ SL(①②) 、PFH-

TCPP@SL(①②③) 、PTS@PDA(①②③④) 的红外光谱。 

Figure 2-2. (a) Particle sizes of PFH-TCPP@SL, PTS@PDA; (b) particle stability of PTS@PDA 

in PBS; (c) zeta potentials of PFH, TCPP, PDA, SL, TCPP@SL, PFH-TCPP@SL, PTS@PDA; (d) 

SEM images of PFH-TCPP@SL; (e) SEM images of PTS@PDA; (f) UV-Vis spectra, (g) IR 

spectra of PFH(③) , PDA(④) , TCPP(①②) , SL; (h)  IR spectra of TCPP@SL(①②) , PFH-

TCPP@SL(①②③) , PTS@PDA(①②③④) . 

 

图 2-3. TCPP 的标准曲线；(b) 150 μg/mL PTS@PDA 的紫外-可见光谱。 

Figure 2-3. (a) the standard curve of TCPP; (b) The ultraviolet-visible spectrum of 150 μg/mL 

PTS@PDA. 

2.4.2  PFH/TCPP@SL@PDA 的光热性能 

探索了 PTS@PDA 的光热性能。图 2-4 a、图 2-4 b 分析了不同 PTS@PDA

浓度、不同激光照射功率下的光热升温曲线。图 2-4 c、图 2-5 a 的热像更直观地

反映了 PTS@PDA 的升温变化，反映了 PTS@PDA 优越的光热性能。照射后 9 

min，PTS@PDA 在 150 μg/mL 温度下的温度和 PTS@PDA 在 1.5 W/cm2 808 nm

激光照射下的温度分别从 26 °C 和 26.5 °C 快速升高至 60.8°C 和 60.6 °C。在 96

孔板上光处理加标菌液的热图像显示了体外细菌抑制的最佳治疗温度(图 2-5 b) 。

经过 6 min 的光照和物质处理后，MDR  E. coli 和 MDR S. aureus (PTS@PDA 浓

度 150 μg/mL) 的菌液温度均达到 60 °C，与实际治疗所需的有效治疗温度相对

应。计算的光热转换效率(η) 为 39.1 %，进一步验证了其优异的光热性能(图 2-4 
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d，e) 。值得注意的是，经过四次激光冷热循环后，PTS@PDA 光热稳定性良好，

如图所示(图 2-4 f) 。 

 

图 2-4. PTS@PDA 的光热和光动力特性。(a) 在近红外光照射(1.5 W/cm2，808 nm) 下不同

浓度(0、25、50、100 和 150 g/mL) PTS @ PDA 的光热升温曲线；(b) 不同 NIR 激光强度

(0、0.25、0.5、1.0 和 1.5 W/cm2) 下 PTS@PDA (150 g/mL) 的光热转换曲线；用近红外光

(1.5 W/cm2，808 nm) 照射的不同 PTS@PDA 浓度(0、25、50、100 和 150 g/mL) 的热成像图

像；(d) 时间与-ln (θ) 的线性回归曲线；(PBS 和 PTS@PDA (150 g/mL) 溶液在 1.5 W/cm2近

红外辐射强度下的升温和降温曲线；(f) PTS @ PDA(150 g/mL) 在近红外光照射(1.5 

W/cm2，808 nm) 下连续四个开/关循环的升温和降温曲线。PTS@PDA (g) 对比 O2-

PTS@PDA (h)  ROS 产生量(浓度:150 μg/mL) 。 

Figure 2-4.  Photothermal and photodynamic properties of PTS@PDA. (a) Photothermal warming 

curves of PTS@PDA at different concentrations (0, 25, 50, 100, and 150 µg/mL) under near-

infrared light irradiation (1.5 W/cm2, 808 nm)；(b) Photothermal ramp-up curves of PTS@PDA 

(150 µg/mL) at different NIR laser intensities (0, 0.25, 0.5, 1.0, and 1.5 W/cm2); (c) Thermal 

imaging images of different PTS@PDA concentrations (0, 25, 50, 100, and 150 µg/mL) irradiated 
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with near-infrared light (1.5 W/cm2, 808 nm); (d) Linear regression curve of time versus -ln (θ); 

(e) Warming and cooling curves of PBS and PTS@PDA (150 µg/mL) solution at NIR irradiation 

intensity of 1.5 W/cm2；(f) Heat-up and cool-down curves of PTS@PDA (150 µg/mL) under 

near-infrared light irradiation (1.5 W/cm2, 808 nm) for four consecutive on/off cycles. PTS@PDA 

(g) versus O2-PTS@PDA (h) ROS production (concentration: 150 μg/mL). 

 

图 2-5.(a) 在不同的近红外激光强度(0、0.25、0.5、1.0 和 1.5 W/cm2) 下对 150 μg/mL 

PTS@PDA 的热成像图片；(b) 与菌液混合孵育一段时间后的 PTS@PDA 的热成像图片。 

Figure 2-5. (a) Thermal imaging of 150 μg/mL PTS@PDA under different near-infrared laser 

intensities (0, 0.25, 0.5, 1.0, and 1.5 W/cm2); (b) Thermal imaging of PTS@PDA mixed with 

bacterial liquid after incubation for a period of time. 

2.4.3  PFH/TCPP@SL@PDA 增强型光动力检测  

以往的报道已经证实，TCPP 在工作中具有良好的光动力性能。在增强

TCPP 光动力效应的同时，联合负载 O2 的 PFH 和 TCPP 可缓解微环境缺氧

问题。表 2-3 用 Image J 分析了 (图 2-6 a) 的光强。结果表明，O2-

PTS@PDA 比 H2O 多 3 mg/L(图 2-6 a) 。稀释样本梯度后，对获得的拟合

曲线进行分析，还发现 O2-PTS@PDA 比 H2O 更容易加载氧气(图 2-6 b) 。

溶解氧实验结果表明，O2-PTS@PDA 比 PTS@PDA 和 H2O 具有更强的溶

解氧能力。将活性氧的生产量与 DPBF 的消费量进行比较。载氧 O2-



安徽工程大学硕士学位论文 

25 

PTS@PDA 比 PTS@PDA 产生更多的 ROS(图 2-4 g，h) 。细胞内 ROS 结

果显示，H2DCFH-DA 可与 1O2 反应生成带荧光的 DCFH-DA(图 2-9 d) 。

光和物质处理后的细菌细胞均显示 PTS@PDA 和 TCPP 均产生 ROS，因而

产生较强的绿色荧光，说明 PTS@PDA 在实际处理过程中能够产生大量的

ROS 物种，且光动力效应明显。  

表 2-3. 用 Image J 分析图 2-6.(a) 的光强 

Table 2-3. Analyze the light intensity of Figure 2-6. (a)  with Image J. 

 

 

 

 

图 2-6. (a)分别用溶解氧试剂处理 H2O、PTS@PDA 和 O2-PTS@PDA，然后与色卡图像进行

比较；(b)稀释样品梯度后，通过测量 280 nm 处的吸光度将获得的数据拟合成曲线，分析

并比较 EC50 大小以比较氧负荷。 

Figure 2-6. (a) H2O, PTS@PDA, O2-PTS@PDA were treated with dissolved oxygen reagent 

respectively, and then compared with the images of color cards; (b) After diluting the sample 

gradient, the obtained data were fitted into a curve by measuring the absorbance at 280 nm, 

Analyze and compare EC50 size to compare oxygen load. 

2.4.4  体外抑菌活性 

根据 PTS@PDA 对两种耐药细菌的 MIC 值分析，确定 PTS@PDA 对

MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的 MIC 值分别约为 50 和 60 μg/mL。结果见

表 2-4。 

使用标准平板计数评估了纳米材料对 MDR  E. coli 和 MDR S. aureus 的

抗菌作用。不同处理后培养板的图像及统计见图 2-7。TCPP 和 PDA 单剂

 1 2 3 4 5 6 

Area 1080 1080 1080 1080 1080 1080 

IntDen 146123 160290 174987 104586 112103 118669 

Mean 135.30 148.42 162.03 96.84 103.80 109.88 

7 8 9 10 11 12 13 

1080 1080 1080 1080 1080 1080 1080 

126520 135056 142540 152072 159682 169970 198977 

117.15 125.05 131.99 140.81 147.85 157.38 184.24 
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治疗对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的抗菌作用最小。然而，当 PFH 负载

氧时，PFH/TCPP@SL 处理比 TCPP 处理能杀死更多的细菌，这归因于

PFH 中负载的氧促进 ROS 的产生；此外，进一步与 PDA 相结合，

PTS@PDA 光热以及增强的光动力处理从几乎所有菌株中消除了细菌。

PTS@PDA 的细菌抑制活性与其浓度呈正相关(图 2-8) 。这些结果表明

PTS@PDA 纳米材料具有良好的广谱抗菌活性。  

表 2-4 最低抑菌浓度值的测量(+NIR , μg/mL) 

Table 2-4 Measurement of MIC value (+NIR , μg/mL) 

Materials 
Bacteria 

MDR E. coli      MDR S. aureus 

TCPP >150                   >150 

PDA >150                   >150 

PFH/TCPP@SL 100±10               100±10   

PTS@PDA   50±10                 60±10  

Kanamycin   4±2                     7±2   

Ampicillin   7±2                     5±2   

 

图 2-7. 体外抗菌活性。(a) 150 μg/mL不同组分在有光或无光条件下对 MDR E. coli 存活

率影响的平板照片；(b) 150 μg/mL不同组分在有光或无光条件下对 MDR S. aureus 小鼠存
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活率影响的平板照片；(c) 细菌存活率对应于(a) 中的平板菌落数；(d) 细菌存活率对应于(b) 

中的平板菌落数。结果表示为平均 SD，n = 3。*P<0.05，**P<0.01。 

Figure 2-7. Antibacterial activity in vitro. (a)  Plate photos of the effects of 150 μg/mL of 

different components on the survival rate of MDR E. coli with or without light; (b) Plate photos of 

the effects of 150 μg/mL of different components on the survival rate of MDR S. aureus with or 

without light; (c) The survival rate of bacteria corresponds to the number of plate colonies in (a); 

(d) The survival rate of bacteria corresponds to the number of plate colonies in (b). The results 

were expressed as the average SD, n = 3. *P<0.05，**P<0.01. 

 

图 2-8. (a) 在有光或无光的情况下不同浓度的 PTS@PDA 对 MDR E. coli 存活率的影响的平

板照片；(b) 细菌存活率对应于(a) 中的平板菌落数；(c) 在有光或无光的情况下不同浓度的

PTS@PDA 对 MDR S. aureus 存活率的影响的平板照片；(d) 细菌的存活率对应于(c) 中的平

板菌落数。结果以平均值±标准差表示，n = 3。*P<0.05，**P<0.01。 

Figure 2-8. (a)  Plate photographs of the effect of different concentrations of PTS@PDA on the 

survival rate of MDR E. coli in the presence or absence of light; (b) The survival rate of bacteria 

corresponds to the number of plate colonies in (a); (c) Plate photographs of the effect of different 

concentrations of PTS@PDA on the survival rate of MDR S. aureus in the presence or absence of 

light; (d) The survival rate of bacteria corresponds to the number of plate colonies in (c). Results 

are expressed as mean ± SD, n = 3. *P<0.05, **P<0.01. 
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2.4.5  生物膜清除能力 

结晶紫染色评价 PTS@PDA 对生物上皮膜的抑制作用，见(图 2-9 a)。空白

为未处理的生物上皮膜，呈较深的紫色，表明形成的生物上皮膜较厚，且随着

PTS@PDA 浓度的增加。伴有颜色变淡，表明生物上皮膜厚度逐渐变薄，而图

2-9 b 为光镜下观察到的生物上皮膜。定量结果(图 2-9 c) 显示，随着生物膜变薄，

特定波长处的吸光度变低。上述结果表明，PTS@PDA 具有去除生物膜并抑制

其形成的作用。 

 

图 2-9. 不同浓度 PTS@PDA 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 菌的生物膜消融作用。(A) 用

结晶紫染色的 96 孔板中 PTS@PDA+NIR 处理的生物膜的数码照片；(b) 光学显微镜下观察

生物膜；(c) 结晶紫染色生物膜在 492 nm 处的紫外-可见吸收强度。结果表示为平均 SD，n 

= 3。*P<0.05，**P<0.01。(d) 在有或无光照的情况下，MDR E. coli 和 MDR S. aureus 氏菌

中产生活性氧。 

Figure 2-9. Biofilm ablation of MDR E. coli and MDR S. aureus by different concentrations of 

PTS@PDA. (a)  A digital photograph of a biofilm treated by PTS@PDA+NIR in a 96-well plate 

stained with crystal violet; (b) Biofilm observed under an optical microscope; (c) UV-vis 

absorption intensity of crystal violet dyed biofilm at 492 nm. The results were expressed as the 

average SD, n = 3. *P<0.05，**P<0.01. (d)  The production of ROS in MDR E. coli and MDR S. 

aureus with or without light. 
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2.4.6  抗菌活性统计学分析 

使用 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 作为模型细菌，通过活/死染色实验验证

了 PTT和纳米材料增强的 PDT杀菌效果。在 PI染色下，已死亡的细菌会发出红

色荧光；在 SYTO9 染色下，活菌会发出绿色荧光。图 2-10 中的结果显示，用

PBS 和 PFH@SL 处理的细菌发出明显的绿色荧光，表明大多数细菌仍然存活，

与单独用 TCPP 和 PDA 处理的细菌相反，后者表现出不同程度的细菌凋亡，可

能是因为 PTT 反应产生的热量以及由 PDT 产生的 ROS 形成了一定程度的细菌

杀灭效果。与 TCPP 组相比，PFH/TCPP@SL 治疗后的死亡细菌更多，可能是因

为 PFH 所负载的氧气可通过 TCPP 发生的光动力作用产生更多的 ROS，导致大

多数细菌死亡。值得注意的是，增添 PTT 策略后，经 PTS@PDA 处理的细菌发

出更多的红色荧光信号，表明具有显著的杀菌效果。流式细胞术定量活细胞与

死细胞的数量及比值，并验证与菌落计数法检测的抗菌活性一致。根据流式细

胞术结果(图 2-11)得出，PTS@PDA 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的致死率超

过 95 %，这表明 PTS@PDA可能是未来抗菌治疗的一种有前景的 PTT/PDT抗菌

药物。 

 

图 2-10. MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的荧光染色图像。将经 NIR+处理的细菌用
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SYTO9/PI 染色。SYTO9 染色的活细胞显示绿色荧光；PI 染色的死亡细胞显示红色荧光。

(a) MDR E. coli 的荧光图像；(b) MDR S. aureus 的荧光图像。 

Figure 2-10. Fluorescent staining images of MDR E. coli and MDR S. aureus. The bacteria 

treated by NIR+ were stained with SYTO9/PI. SYTO9-stained living cells showed green 

fluorescence; PI-stained dead cells showed red fluorescence. (a)  the fluorescence image of MDR 

E. coli; (b) Fluorescence image of MDR S. aureus. 

 

图 2-11. 流式细胞术检测细胞凋亡结果。将经 NIR+处理的细菌用 SYTO9/PI染色。(a)  

MDR E. coli 凋亡。(b) MDR S. aureus 细胞凋亡。 

Figure 2-11. Apoptosis results were shown by flow cytometry. The bacteria treated by NIR+ 

were stained with SYTO9/PI. (a) Apoptosis of MDR E. coli. (b) Apoptosis of MDR S. aureus. 
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2.4.7  细胞的形态特征 

使用 SEM 观察了 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的形态(图 2-12)。用 PBS 和

PFH@SL 处理的细菌显示出良好的细菌形态，而单独用 TCPP 和 PDA 处理的细

菌显示出轻微的破损，可能是因为高温使细胞膜破裂。而且光动力作用产生的

ROS改变了细胞膜的通透性，导致内源性物质外流，导致细胞裂解，表明TCPP

和 PDA 对细菌有特异的杀伤作用。PFH/TCPP@SL 显示出比单独使用 TCPP 更

深的破损，因为载有 PFH 的氧气可以增强光动力产生的 ROS，导致细胞裂解。

值得一提的是，在 PTS@PDA 处理的细菌中，细胞壁破裂，细胞不再处于完整

的形态，表明 PTT 和增强型 PDT 联合抑菌具有良好的效果，为设计新型抑菌材

料提供了新的思路。 

 

图 2-12. 材料+NIR 处理的(a) MDR E. coli 和(b)  MDR S. aureus 的 SEM 图像。空白组用

PBS 治疗。 

Figure 2-12. SEM images of (a) MDR E. coli and (b) MDR S. aureus processed by material 

+NIR. The blank group was treated with PBS. 
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2.4.8  抑菌机制分子 

为了进一步探索不同形貌氧化锌的抗菌机制，设置了空白组、PTT 组、

PDT 组和 PTDT 组，并分别与空白组进行转录组分析。图 2-13 a 显示了不同样

品的表达水平密度曲线，所有基因表达的概率密度分布。图中水平坐标为 log 

2(RPKM+1)，数值越大表示基因表达量越高；垂直坐标是基因的核密度值。密

度曲线的峰值表示样本中基因表达最集中的区域。结果表明，各成分基因表达

均符合正常水平，可用于后续分析。对样本进行了其他样本关系分析，其中一

项分析旨在证明所涉及的生物学实验操作不是偶然的，而是可再现的。另一个

目的是确保随后的差异基因分析得到更可靠的结果。图表中的水平和垂直坐标

(图 2-13 b) 是样本的名称，并且不同位置处的颜色块表示对应位置处的样本之间

的相关系数的幅度，红色表示强相关，蓝色表示弱相关。PTT、PDT、PTDT 与

空白组的相关系数分别为 0.60、0.89、0.66，这归因于不同处理对基因表达的影

响程度不同[86]。 

GO 术语基本上分为 3 类：生物过程(BP) 、分子功能(MF) 和细胞成分(CC) 。

结果如图所示。图 2-13 c表明，PTDT导致了所有三种不同组分(BP、MF和 CC) 

的遗传差异。这可能是由于光热反应产生大量热量，以及光动力反应产生活性

氧，破坏细胞膜结构，导致内部损伤，影响细菌遗传过程所致。KEGG 富集图

如图所示(图 2-13 d)。横轴表示富集因子，即富集至特定 KEGG 途径的差异基因

数量与通过测序获得的背景基因数量之比；垂直坐标表示 KEGG 途径富集的功

能。图中(图 2-13 e)的颜色表示该组样本中的基因表达量(log10 FPKM)，红色表

示该基因在该样本中表达更高，蓝色表示表达较低。左侧是基因聚类的谱系图；

两个基因分支彼此越接近，它们的表达就越接近。根据分析获得的结果，选择

了几种最富集的途径进行分析(p值阈值为 0.05)。氨基酸生物合成(ko01230) 、碳

代谢(ko01200) 、氮代谢(ko00910) 、组氨酸代谢(ko00340) 是受到显著影响的途

径，主要是在生物代谢方面。结果表明，实验组硝酸还原酶、ATP 磷酸核糖转

移酶、组氨酸脱氢酶、磷酸调节子传感器组氨酸激酶 PhoR等基因表达明显增强，

影响能量物质的代谢和物质的转运。值得注意的是，当细菌接受 PTS@PDA 治

疗时，CRP/FNR 家族转录调节因子的表达下调。这可能导致对细菌聚集的抑制，

并且是影响生物膜形成的原因之一，与以前的抗菌结果一致[87,88]。 
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总体而言，自供氧全氟己烷纳米系统具有良好的抗菌性，可抑制生物膜的

形成。在到达生物膜微环境时，PDA 的存在促进了光热反应，该光热反应有效

地触发氧释放，从而减轻微环境内的缺氧并为随后的光动力反应提供充足的氧

供应。在光热光动力的共同作用下，细胞膜受损破裂，细胞代谢、细胞进程、

遗传信息处理、环境信息处理等方面受到影响，细胞存活率降低。 

 

图 2-13. (a) 不同样本(空白、PTT、PDT、PTT) 表达水平的密度剖面图；(b) 基因表达相关

性热图；(c) 空白与 PTDT 的 GO 富集分析直方图；(d) 空白与 PTDT 的 GO 富集分析散点

图。图中的水平坐标表示 KEGG 途径中注释的差异基因数量与差异基因总数的比率。垂直
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坐标表示 KEGG 路径。点的大小表示注释到 KEGG 途径的基因数量。从红色到紫色的颜色

表明了富集的显著程度；差异基因簇的热图。热图中的颜色用于横截面比较，红色表示高

基因表达，蓝色表示低基因表达。 

Figure 2-13. (a) Density profiles of expression levels of different samples (Blank, PTT, PDT, 

PTDT); (b) Heat map of gene expression correlation; (c) Histogram of GO enrichment analysis of 

Blank vs PTDT; (d) Scatterplot of GO enrichment analysis for Blank vs PTDT. The horizontal 

coordinate of the graph represents the ratio of the number of differential genes annotated to the 

total number of differential genes in the KEGG pathway. The vertical coordinate represents the 

KEGG pathway. The size of the dot indicates the number of genes annotated to the KEGG 

pathway. The colors from red to purple suggest the degree of significance of the enrichment; (e) 

Heat map of differential gene clusters. The colors in the heat map are used for cross-sectional 

comparison, with red indicating high gene expression and blue indicating low gene expression. 

2.4.9  体内实验 

在体内进一步评估了 PTS@PDA 的协同抗菌和伤口愈合治疗效果。使用具

有耐药性细菌诱导的皮肤创伤的小鼠模型。在每只小鼠背侧切口 12.5 mm 处接

种 MDR S. aureus 混悬液(1×108 CFU/mL) ，以建立细菌感染伤口的动物模型。记

录伤口处 PTS@PDA 的光热成像(图 2-14 a)，用 808 nm 近红外光处理后，PDA

和 PTS@PDA 的温度分别达到 54 °C 和 51 °C (图 2-14 b) 。记录了不同治疗组小

鼠在 11 天内的伤口愈合过程(图 2-14 c)，小鼠体重在 11 天内呈现动态平衡(图 2-

14 d)，表明 PTS@PDA 无显著毒性。随着时间的推移，所有实验小鼠的伤口大

小逐渐减小。空白对照组和 PFH@SL 组的伤口大小分别为 42.5 %和 40.5 %，

TCPP 组和 PDA 组分别为 36 %和 35 %，单用 PDT 或 PTT 的杀菌效果平均。而

PFH/TCPP@SL 由于其增强的 PDT 特性而显示出更重要的杀菌能力，伤口大小

为 28 %。令人惊讶的是，PTS@ PDA 组由于其独特的氧供应特性，体现了 PTT

和 PDT 协同抗菌特性的优异效果，伤口大小为 21 % (图 2-14 e) ，表明

PTS@PDA 具有良好的促进伤口愈合作用。上述结果表明，缓解生物膜缺氧能

极大地促进 PDT，载氧策略切实有效。 

此外，感染伤口的愈合过程涉及复杂的生物学机制，包括细菌定植、炎性

反应、细胞增殖和组织重塑。为了研究材料对上述过程的影响，通过检查组织
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学变化和其他相关因素来评估伤口愈合进展。结果如图(图 2-14 f) 所示。H&E染

色显示，对照组皮肤组织可见大量炎性细胞，PBS 和 PFH@SL 组分可见蓝色异

常炎性反应，PTS@PDA 处理的创面组织炎性反应明显低于其他组。使用

Masson 三色染色评估了纳米材料治疗对伤口组织中胶原蛋白水平的影响。治疗

后第 11 天，PTS@PDA 组胶原沉积明显高于其他组，血管直径更为广泛、透明。

这些结果表明，PTS@PDA 可促进感染伤口的血管生成。此外，在激光照射下，

PTS@PDA 具有良好的抑菌性能，显著促进伤口愈合和组织重建。 

 

图 2-14. 治疗小鼠感染伤口模型。(a) 近红外激光照射小鼠的热像；(b) 材料+近红外处理后

小鼠伤口局部温升曲线；(c) 小鼠伤口照片；(d) 治疗期间小鼠的体重变化；(e) 小鼠伤口面

积定量分析；(f) 小鼠伤口组织的 H&E 和 Masson 染色。 

Figure 2-14. Treating infected wound model in mice. (a) Thermal images of mice irradiated by 

NIR laser; (b) Local temperature rise curve of mice wound after material +NIR treatment; (c) 

Photos of mice wounds; (d) Weight changes of mice during treatment; (e) Quantitative analysis of 
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wound area in mice; (f) H&E and Masson stain of wound tissue in mice. 

2.4.10 安全性评价 

抗菌药物的生物相容性对其在体内的实际应用至关重要。溶血实验结果显

示(图 2-15 a) ，PBS 及不同浓度 PTS@PDA (50，100，200，400，800 μg/mL) 处

理 1 h后上清液无明显溶血，H2O处理组溶血现象明显。与红细胞接触 24 h后，

PTS@PDA (800 μg/mL) 的溶血率仅为 5.13 %，其余部分均低于 5 %的临界安全

溶血率(图 2-15 b) 。在人巨噬细胞中孵育 PTS @ PDA 12 h 后，结果显示(图 2-15 

c)，说明对正常人巨噬细胞没有显著毒性。此外，还对小鼠进行了血清生化试

验。结果显示 11 天肝功能指标(图 2-15 d，e，f，图 2-16 a) 和肾功能指标(图 2-

15 g，h，图 2-16 b) 均在正常范围内。对实验小鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺、肾

脏和伤口组织进行的 H&E 染色显示，在使用 PTS@PDA 给药的小鼠中没有显著

的损伤和炎性反应(图 2-15 i)。上述结果均表明，PTS@PDA 无明显毒副作用。 

 

图 2-15. (a) 不同时间 PTS@PDA 不同浓度下绵羊红细胞的溶血图像；(b) 通过测量 570 nm
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处的吸光度分析溶血能；(c) 不同浓度的 PDA、TCPP 和 PTS@PDA 对人巨噬细胞的毒性评

价；材料对小鼠肝功能指标(d)  ALT (e)  ALB (f)  ALP 的影响:材料对肾功能指数(g)  CREA 

(h) 尿素的影响；(i) 小鼠心、肝、脾、肺、肾等主要器官切片 H&E 染色结果。 

Figure 2-15. (a) Hemolytic images of sheep red blood cells at different concentrations of 

PTS@PDA at different times; (b) The hemolytic energy was analyzed by measuring the 

absorbance at 570 nm; (c) Toxicity evaluation of different concentrations of PDA, TCPP, and 

PTS@PDA on human macrophages; Effects of materials on liver function indexes (d) ALT (e) 

ALB (f) ALP in mice; Effect of materials on renal function index (g) CREA (h) UREA; (i) H&E 

staining results of main organ sections of mice such as heart, liver, spleen, lung, and kidney. 

 

图 2-16. 材料对小鼠肝功能指数(a) γ-GT 的影响:材料对肾功能指数的影响。 

Figure 2-16. Effects of materials on the liver function index (a) γ-GT in mice; Effect of 

materials on renal function index (b) UA. 

2.5 本章小结 

综上所述，在本研究中设计并成功合成了一种光热与增强光动力多模式协

同抗菌以对抗生物被膜感染的纳米平台，其中 PFH 负载氧气以缓解乏氧环境以

及为 PDT 供氧。而 TCPP 修饰在 SL 上将 PFH 包裹，最外层为聚多巴胺具有光

热效应，同时具有保护的作用。研究了 PTS@PDA的联合抗菌活性。PTS@PDA

形貌均匀且具有良好的稳定性，具有良好的光热转化效应，光动力实验也证明

负载氧气增强了 PDT 的效果，体外抑菌实验和活/死实验均证明，PTS@PDA 具

有良好的广谱抗菌活性， PTS@PDA 可以在 PTT 和 PDT 的作用下产生大量活性

氧，值得注意的是，产生的活性氧可以改变膜的通透性，增强 PTT 和 PDT 的抗

菌和生物被膜清除性能，转录组分析结果显示相关基因表达增强，影响能量物

质的代谢和物质的转运，尤其是影响生物膜形成的 CRP/FNR 家族转录调节因子



安徽工程大学硕士学位论文 

38 

的表达下调。PTS@PDA 联合手段治疗减轻细菌感染引发的炎症反应，同时具

有良好的生物相容性和低生物毒性。综上所述，PTS@PDA 联合应用 PTT 和

PDT 为有效治疗生物被膜感染提供了一种高效、安全的多模式协同抗菌策略。 
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第 3 章  用于生物膜清除的自供氧全氟己烷水凝胶的制

备和性能研究 

 

 

3.1 引言 

为了更好的将如何将 PFH/TCPP@SL@PDA 纳米材料应用广泛，将其引入

水凝胶方向[89–97]，为了解决 PDA 在材料中作为纳米外壳和光热引发剂，光热效

果不是很理想的问题，将光热材料替换为光热效果更好且毒性低的 Au NPs[98,99]。 

蚕丝因其多功能的机械性能(强度､韧性和弹性)、生物相容性、最小的免疫

原性和生物降解性而广泛用于生物医学。蚕丝的主要成分是丝素蛋白(SF)，它

是从蚕茧中工业提取的，并以各种方式处理，以生产各种生物医学产品，如支

架、水凝胶和纳米颗粒，纯丝素蛋白溶液具有生物相容性、可生物降解性，从

蚕茧中提取后可以以不同的方式进行加工，以适应医疗领域的特定应用。它可

以直接用于制造丝绸基材料，也可以与其他物质(如壳聚糖或透明质酸)结合以

改变其性能。这些产品的范围从紧凑和致密的结构(如膜)到多孔和较软的产品

(如支架)。基于丝素蛋白的敷料不仅可以促进快速止血，还可以促进伤口愈合

过程。然而，缺乏有效的抗菌活性限制了基于丝素蛋白的生物材料在组织工程

中的应用 [100–108]。 

白芨是一种传统中药，主要用于治疗烧伤、食管炎、消化道出血和溃疡。

现代医学研究发现，白芨多糖(BSP)是中药白芨的有效成分，BSP 具有高生物相

容性，无毒性，剂型便于调控等优点，被重点应用于促进伤口愈合的材料制造。

由于 BSP 具有葡甘聚糖结构，故其能够参与细胞内的信号传导，体现出免疫调

节能力，从而具有减轻炎症反应、促进血管再生的生物活性[109,110]。 

纳米材料负载在水凝胶上，解决了材料不稳定的问题；Au NPs 被整体包裹

在水凝胶内，避免直接接触创面在体内聚集，升温更均匀，避免光热反应产生

的热量导致局部过热，从而导致创面热损伤。  

3.2 实验试剂与设备 

3.2.1 实验试剂 

中-四(4-羧基苯基) 卟吩(TCPP) ；卵磷脂(SL) ；全氟己烷(PFH) ；聚乙烯吡
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咯烷酮 (PVP) ；多巴胺(DA) ；磷酸盐缓冲液 (PBS) ；三羟甲基氨基甲烷(Tris) ；

二氯甲烷(CH2Cl2) ；DCFH-DA (C24 H16Cl2O7) ；溴化钾 (KBr) ；细菌细胞活

性测定试剂盒；无水甲醇；无水乙醇；白芨多糖；京尼平；四氯金酸 (HAuCl4)；

硝酸银(AgNO3)；十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)；丝素蛋白(SF)等均购自阿拉

丁生化科技有限公司，中国上海；多耐药金黄色葡萄球菌（MDR S. aureus，

CCUG46147)、多耐药大肠杆菌(MDR E. coli，CCUG58542)均购自北纳创联生物

科技有限公司。 

3.2.2 实验仪器 

同表 2-1。 

 

 

图 3-1.  PFH-Au/TCPP@SL/BSP-SF水凝胶合成示意图 

Figure 3-1. Schematic diagram of synthesis of PFH-Au/TCPP@SL/BSP-SF hydrogel. 

3.3 实验方法 

3.3.1 PFH-Au/TCPP@SL(PAT@SL) 纳米材料的合成与表征 

(1)  PAT@SL纳米复合材料的合成 

a) 采取传统的晶体模板法制备 Au NPs，首先配置好种子液，将 HAuCl4(5 

mL；1.0 mM) 加入到 5mL十六烷基三甲基溴化铵(CTAB; 0.2  M) 。将提前预冷

的 NaBH4 (15 μL; 0.01 M) 快速加入后快速混匀，并在水浴锅中 37 ºC 孵育 2 h。

在此期间，制备生长液，将 HAuCl4 (50 mL；1.0 mM) 加入到 50 mL 十六烷基三

甲基溴化铵(CTAB; 0.2 M) 。再加入 AgNO3 (2.50 mL; 10 mM) ，并将溶液轻轻摇

动。加入 HCl (80 μL，37 %) 以获得 1-1.15 的 pH。然后，将 70 μL抗坏血酸(78.8 

mM) 加入到溶液中，同时轻轻摇动直至溶液澄清。之后加入种子液(150 μL) 注
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射到未搅拌的生长溶液中并使其反应 24 h。可获得金纳米粒子。 

b) 制备 PAT@SL纳米微滴：将 TCPP (10 μg) 和 SL (100 μg) 溶解在二氯甲烷

溶液中后倒入一个圆底烧瓶中，然后使用旋转蒸发法除去溶剂，得到透明的脂

质膜。然后用 2 mL Tris (10 mM，pH 8.5) 缓冲液将脂质膜水合，随后进行超声

处理 20 min (开启 10 s，关闭 5 s) 。将分散体(10 mg/mL) 在 4 ºC 下冷却后，向冰

水浴中加入 100 μL PFH 和 Au NPs (10μg) ，然后使用探针进行超声处理 5 min。

这一过程导致了载有 PFH的纳米粒子(PAT@SL) 的形成，用去离子水洗涤 3次，

并在 4 °C 下储存，直至再次使用。 

(2)  PAT@SL纳米复合材料的表征 

材料表征验证方法同 2.3.1(2)。 

3.3.2 PAT@SL的光热性能评估 

光热性能评估方法同 2.3.2。 

3.3.3 PAT@SL的光动力性能检测 

活性氧检测方法同 2.3.3。 

3.3.4 PAT@SL的体外抑菌试验 

体外抑菌实验方法同 2.3.5。 

3.3.5 PAT@SL的生物膜的消融实验 

生物膜消融实验方法同 2.3.6。 

3.3.6 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶的制备和形态观察 

称取 BSP (0.2g)和 SF (0.25g)加入纯水，在 50 ºC 下搅拌至溶解，然后将 

PAT@SL加入到 BSP 溶液中，搅拌 2 h，使 BSP-SF溶液最终浓度为 20 % (w/v) 。

再将京尼平 (2mg)加入到上述混合溶液中，搅拌 30 min 至完全溶解得到均匀的

溶液，将水浴温度调至 37 ºC，待溶液温度降至 37 ºC 时，迅速搅匀，得到均匀

的预聚体溶液。最后，将预聚体溶液注入到模具中，将其置于 50 ºC 的烘箱中 1 

h，得到 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶。对水凝胶进行了形态观察以及自愈性能测

试，研究了水凝胶的性质。 

3.3.7 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶的溶血性能 

对 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶进行溶血性能评价。取 4 %大鼠红细胞(森贝伽

生物科技)，将不同浓度 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶 (PAT@SL 浓度分别为 100，
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200，400 μg/mL) ，阳性对照为 0.1% (v/v)Triton X-100，阴性对照为 PBS，与红

细胞液混合，37 ºC 水浴 1，12，24 h 后 3000 r/min 离心 5 min 后取 200 μL 于 96

孔板在 570 nm 处检测并计算溶血率。 

3.4 结果与讨论 

3.4.1 PAT@SL的表征结果分析 

首先将光敏剂 TCPP 与 SL 制成薄膜，将薄膜水合后在溶液中加入 PFH 和

Au NPs，通过薄膜分散超声处理制备 PAT@SL。将 PAT@SL 纳米复合材料合成

之后，用透射电镜观察材料形态，如图所示（图 3-2 a），形貌均一，大小均匀。

用动态光散射(DLS) 检测纳米颗粒的水化尺寸。结果表明（图 3-2 b），Au NPs尺

寸在 50 nm 左右，而 PAT@SL 约为 254 nm。TCPP 和 SL 的电位为负电位，Au 

NPs 表现出较强正电位，PAT@SL显示出微弱正电位（图 3-2 c），表明材料可能

成功合成。紫外可见光谱证实了材料的成功负载（图 3-2 d）。通过 410 nm 左右

的 TCPP特征峰以及 520 nm左右的 Au NPs特征峰说明材料的成功合成。通过之

前的工作（1551 cm-1、1050 cm-1），以及结合 Au NPs 的特殊特征峰（2921 cm-

1），证明 PAT@SL 的成功结合。一系列表征实验表明，PAT@SL 已经成功合成。 

 

图 3-2. (a) PAT@SL 的扫描电镜图像；(b) Au、PAT@SL的粒径；(c) TCPP、SL、Au、

PAT@SL的ζ电位；(d) PFH、TCPP、Au、SL、PAT@SL的 UV-Vis 光谱；(e) PFH、

TCPP、Au、SL、PAT@SL的红外光谱。 

Figure 3-2. (a) SEM images of PAT@SL; (b) Particle sizes of Au, PAT@SL; (c) ζ-potentials of 
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TCPP, SL, Au, and PAT@SL; (d) UV-Vis spectra of PFH, TCPP, Au, SL, and PAT@SL; and (e) IR 

spectra of PFH, TCPP, Au, SL, and PAT@SL. 

3.4.2 PAT@SL的光热性能分析 

探索了 PAT@SL的光热性能。图 3-3 a、图 3-3 b分析了不同 PAT@SL浓度、

不同激光照射功率下的光热升温曲线。照射后 9 min，PAT@SL在 150 μg/mL温

度下的温度和 PAT@SL 在 1.5 W/cm2 808 nm 激光照射下的温度分别从 26 °C 和

26.5 °C 快速升高至 70.1 °C 和 70.5 °C。经过三次激光冷热循环后，PAT@SL 光

热稳定性良好，如图所示(图 3-3 c)。计算的光热转换效率(η) 为 53 %，进一步验

证了其优异的光热性能(图 3-3 d)。图 3-3 e 的热像更直观地反映了 PAT@SL的增

温变化，反映了 PAT@SL优越的光热性能。 

 

图 3-3. PAT@SL 的光热和光动力特性。(a) 在近红外光照射(1.5 W/cm2，808 nm) 下不同浓

度(0、50、100 和 150 g/mL)  PAT@SL的光热升温曲线；(b) 不同 NIR 激光强度(0、0.5、1.0

和 1.5 W/cm2) 下 PAT@SL (150 g/mL) 的光热转换曲线；(c) PAT@SL(150 g/mL) 在近红外光

照射(1.5 W/cm2，808 nm) 下连续三个开/关循环的升温和降温曲线； (d) 时间与-ln (θ) 的线
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性回归曲线； PBS 和 PAT@SL(150 g/mL) 溶液在 1.5 W/cm2近红外辐射强度下的升温和降

温曲线；(e)  用近红外光(1.5 W/cm2，808 nm) 照射的不同 PAT@SL 浓度(0、50、100 和 150 

g/mL) 的热成像图像；在不同的近红外激光强度(0、0.5、1.0 和 1.5 W/cm2) 下对 150 μg/mL 

PAT@SL的热成像图片，(f) O2-PAT@SL存在下 DPBF的吸光度与光照时间的关系。 

Figure 3-3. Photothermal and photo-dynamic characteristics of PAT@SL. (a) The photothermal 

temperature rise curves of PAT@SL with different concentrations (0, 50, 100 and 150 g/mL) under 

the irradiation of near infrared light (1.5 W/cm2, 808 nm); (b) Photothermal conversion curves of 

PAT@SL(150 g/mL) at different NIR laser intensities (0, 0.5, 1.0 and 1.5 W/cm2); (c) The heating 

and cooling curves of PAT@SL (150 g/mL) under the irradiation of near infrared light (1.5 W/cm2, 

808 nm) for three consecutive on/off cycles; (d) Linear regression curve between time and -ln (θ); 

The heating and cooling curves of PBS and PAT@SL(150 g/mL) solution at near infrared 

radiation intensity of 1.5 W/cm2; (e) Thermal imaging images of different PAT@SL concentrations 

(0, 50, 100 and 150 g/mL) irradiated by near infrared light (1.5 W/cm2, 808 nm); Thermal imaging 

pictures of 150 μg/mL PAT@SL at different near-infrared laser intensities (0, 0.5, 1.0 and 1.5 

W/cm2), (f) Relationship between absorbance of DPBF and illumination time in the presence of 

O2-PAT @ SL. 

3.4.3 PAT@SL的光动力性能分析 

材料和 DPBF混合后，经 660 nm 近红外光照射后，紫外-可见光吸收光谱图

显示出，加入 O2-PAT@SL 后的 DPBF 溶液在 410 nm 左右处的特征吸收峰随着

时间推移发生明显下降(图 3-3 f) ，说明 PAT@SL 产生大量活性氧，具有良好的

光动力效应。 

3.4.4 PAT@SL的体外抑菌结果 

图 3-4 的结果显示，单独的 PTT (PAT@SL+Ice)和 PDT (PAT@SL+VC)组具

有一定的抑菌效果，而联合策略的 PAT@SL+NIR 组处理的耐药菌存活率极低，

表明 PTDT 抑菌效果要优于单独的 PTT 或 PDT，单因素 CFU 实验证实了

PAT@SL纳米抗菌载体具有良好的广谱抗菌活性。 
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图 3-4. 体外抑菌活性。(a) MDR E.coli 的代表性平板照片。横向对照为 PBS、PAT@SL 

+Ice、PAT@SL +VC 和 PAT@SL，纵向对照为＋NIR 和－NIR。(b)平板菌群落数的细菌相

对存活率。(c) MDR S. aureus 的平板照片。(d) 平板菌群落数的细菌相对存活率。数据表示

为平均值±SD，n=3，*p<0.05，**p<0.005。 

Figure. 3-4. In vitro antibacterial activity. (a) A representative flat photograph of MDR E. coli. The 

horizontal controls were PBS, PAT@SL+Ice, PAT@SL +VC and PAT@SL, and the vertical 

controls were +NIR and -NIR. (b) The relative survival rate of bacteria in the number of plate 

bacteria communities. (c) Flat photos of MDR S. aureus. (d) The relative survival rate of bacteria 

in the number of plate bacteria communities. The data is expressed as the average SD, n=3, 

*p<0.05, **p<0.005. 

3.4.5 PAT@SL的生物膜的清除能力 

结晶紫染色评价 PAT@SL对生物膜的抑制作用，见图 3-5 a。空白为未处理

的生物上皮膜，呈较深的紫色，表明形成的生物上皮膜较厚，且随着 PAT@SL

浓度的增加。伴有颜色变淡，表明生物上皮膜厚度逐渐变薄，而图 3-5 b 为光镜

下观察到的生物上皮膜。上述结果表明，PAT@SL 具有去除生物膜并抑制其形

成的作用。 
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图 3-5. 不同浓度 PAT@SL 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 菌的生物膜消融作用。(a) 用结

晶紫染色的 96 孔板中 PAT@SL (+NIR) 处理的生物膜的数码照片；(b) 光学显微镜下观察生

物膜。 

Figure. 3-5. Biofilm ablation effect of different concentrations of PAT@SL on MDR E. coli and 

MDR S. aureus. (a) Digital photos of the biofilm treated by PAT@SL (+NIR) in a 96-well plate 

stained with crystal violet; (b) Observe the biofilm under an optical microscope. 

3.4.6 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶形态观察 

覆盖在伤口表面的敷料很容易被皮肤运动损坏，从而无法愈合伤口，甚至

导致伤口感染。自愈型水凝胶创面敷料通过自愈行为修复敷料的破损部分，使

敷料能够更长时间地治疗和保护伤口。水凝胶按照方法制备完成后，放在瓶中

倾斜观察，五分钟后形态无明显变化(图 3-5 a)，说明水凝胶成功制成且形态良

好，图 3-5 b 展示了 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶的宏观自愈性能。 
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图 3-5. (a)水凝胶的形成图像；(b)水凝胶的自愈合性能。 

Figure 3-5. (a) Image of hydrogel formation; (b) Self-healing properties of hydrogel. 

3.4.7 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶安全性评价  

从生物相容性的角度来看，在伤口治疗期间，敷料会附着在伤口表面，必

须具有高水平的血液相容性。采用溶血试验评价水凝胶的血液相容性。图 3-6中

的数据显示，经过 1 h、12 h、24 h，所有水凝胶组(100、200、400 μg/mL)的溶

血率小于 5 %，表明水凝胶具有良好的血液相容性。 

 

图 3-6. (a) 不同时间 PAT@SL@BSP-SF水凝胶不同浓度下大鼠红细胞的溶血图像；(b) 通过

测量 570 nm 处的吸光度分析溶血能。 

Fig. 3-6. (a) Hemolytic images of rat red blood cells at different time and different concentrations 

of PAT@SL@BSP-SF hydrogel; (b) The hemolytic energy was analyzed by measuring the 

absorbance at 570 nm. 
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3.5 本章小结 

在本章研究中，成功合成了 PAT@SL 以及 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶，优化

了光热效果，将 TCPP 和 SL 制成薄膜，然后将 PFH 和 Au NPs 包裹在内，即合

成 PAT@SL 纳米粒子，再将 PAT@SL 加入到水凝胶的合成过程中去，最终得到

PAT@SL@BSP-SF 水凝胶。本文研究了 PAT@SL 的基础表征，发现粒径更小，

且表面呈现正电位，在微环境中可以更加容易吸附到细菌膜上；研究结果表明，

PAT@SL 的光热转化效率为 53%，光热稳定性优异，结果表明，PAT@SL 具有

良好的光热性能；体外抑菌实验结果呈现出良好的广谱抑菌活性，对于 MDR 

E.coli 和 MDR S. aureus 的杀菌率达到 95 %以上；生物膜消融实验对于两种耐药菌

的生物膜清除率达到了 90 %以上，说明 PAT@SL对于生物膜有明显的消融效果；

成功制成 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶后，本文探究了其力学性能，水凝胶体现出

良好的稳定性能以及自愈性能，且水凝胶可有效避免局部过热的问题。  
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第 4 章 结论与展望 

 

 

4.1 结论 

针对多重耐药细菌是对人类和动物健康的全球威胁。然而，它们只是抗生

素失效问题的一部分。另一种有助于它们耐受抗菌素能力的细菌策略是形成生

物膜。本文分析了耐药性细菌感染产生原因及其生物膜的产生特点，查阅相关

文献，总结目前耐药性细菌感染治疗策略，光热疗法(PTT)，光动力疗法(PDT)

以及声动力疗法(CDT)，根据生物膜的微环境的特点出发，选定全氟己烷(PFH)

作为主要研究对象，PFH 是一种生物相容化合物，在室温下是液体，具有较高

的蒸气压和相对较低的沸点。在化学和生物方面都是惰性的，作为氧气载体没

有毒性，本文构建了一种载氧纳米系统，通过结合光热和增强光动力治疗，相

关研究结果如下： 

（1）设计并成功合成了一种光热与增强光动力多模式协同抗菌以对抗生物

被膜感染的纳米平台，其中 PFH 负载氧气以缓解乏氧环境以及为 PDT 供氧。而

TCPP 修饰在 SL 上将 PFH 包裹，最外层为聚多巴胺具有光热效应，同时具有保

护的作用。研究了 PTS@PDA 的联合抗菌活性。PTS@PDA 形貌均匀且具有良

好的稳定性，具有良好的光热转化效应，光动力实验也证明负载氧气增强了

PDT 的效果，体外抑菌实验和 Live/Dead 实验均证明，PTS@PDA 具有良好的广

谱抗菌活性， PTS@PDA 可以在 PTT 和 PDT 的作用下产生大量活性氧，值得注

意的是，产生的活性氧可以改变膜的通透性，增强 PTT 和 PDT 的抗菌和生物被

膜清除性能，并减轻细菌感染引发的炎症反应，同时具有良好的生物相容性和

低生物毒性。综上所述，PTS@PDA 联合应用 PTT 和 PDT 为有效治疗生物被膜

感染提供了一种高效、安全的多模式协同抗菌策略。 

（2）针对研究中 PDA 光热效果不理想的问题，本文采用 Au NPs 作为新的

光热剂，再将纳米粒子融入到水凝胶中，即解决了纳米粒子外壳不稳定的问题，

同时也避免局部过热导致的热损伤问题。成功合成了 PAT@SL 以及

PAT@SL@BSP-SF 水凝胶，优化了光热效果，将 TCPP 和 SL 制成薄膜，然后将

PFH 和 Au NPs 包裹在内，即合成 PAT@SL 纳米粒子，再将 PAT@SL 加入到水
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凝胶的合成过程中去，最终得到 PAT@SL@BSP-SF 水凝胶。本文研究了

PAT@SL 的基础表征，发现粒径更小，且表面呈现正电位，在微环境中可以更

加容易吸附到细菌膜上；研究结果表明，PAT@SL 的光热转化效率为 53%，光

热稳定性优异，结果表明，PAT@SL 具有良好的光热性能；体外抑菌实验结果

呈现出良好的广谱抑菌活性，对于 MDR E.coli 和 MDR S. aureus 的杀菌率达到

95 %以上；生物膜消融实验对于两种耐药菌的生物膜清除率达到了 90 %以上，

说明 PAT@SL 对于生物膜有明显的消融效果；成功制成 PAT@SL@BSP-SF 水凝

胶后，本文探究了其力学性能，水凝胶体现出良好的稳定性能以及自愈性能，

且水凝胶可有效避免局部过热的问题。 

4.2 展望 

本文研究了 PFH 为核心的自供氧全氟己烷纳米体系，该体系联合光热/光

动力，具有良好的广谱抑菌性能和消融生物膜的效果，研究了其抑菌机制，并

在原先基础上加以改进，将纳米材料应用到水凝胶方面，但是仍有些许问题等

待着去解决。例如现如今的纳米材料大多合成方式相对繁琐，仅仅停留在实验

室阶段，距离真正广泛应用还有着不小的距离。利用联合杀菌的方法确实比单

一疗法治疗效果更为显著，但频繁的利用近红外光照射本身对于周遭健康组织

就是一种伤害，未来的目标是采用更加简单的合成方法，更低的光照强度来设

计材料体系。另一方面，水凝胶是当前比较热门的一种材料，对于保持伤口的

湿润以及促伤口愈合都有着显著的作用，但是对于一些被细菌感染的伤口，制

备水凝胶本身的材料会促进细菌的生长，从而降低了抑菌剂的效果，这可能是

需要考虑一个问题。希望本文可以对于研究抑制耐药菌的分子机制以及消融生

物膜，促伤口愈合提供新的研究思路。 
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