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载药纳米粒靶向抗白色念珠菌 

及其生物膜的研究 

 

摘 要 

 

氟康唑（Fluconazole，FLUCZ）和抗菌肽（LLKKLLKKLLKK，AMP）具

有良好的抗白色念珠菌（Canidia albicans，C.albicans）的生物活性，但易产生

耐药性和较低生物相容性限制了其广泛应用。本研究通过聚乳酸-羟基乙酸共聚

物(poly(lactic-co-glycolic acid)，PLGA)和聚乙二醇（Polyethylene glycol，PEG）

分别结合包载 FLUCZ 和 AMP，并在表面修饰靶向适配体 AD1，制备具有良好

稳定性、抑菌活性和生物相容性的 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG

-AMP 纳米粒。其主要研究内容如下。 

（1）采用 W/O/W 多重乳化-溶剂挥发法制备了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和

AD1-PLGA-PEG-AMP 纳米粒，并对其进行了表征。结果表明，AD1-PLGA-PE

G-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 载药率分别为 5.89±0.07 %和 11.73±0.21 %，

包封率分别为 84.51±0.18 %和 86.33±0.24 %。AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-P

LGA-PEG-AMP 粒径均为 390 nm 左右，其 Zate 电位分别为-30.45 mV 和-29.31 m

V。AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 在浓度 32 µg/mL（8 倍 M

IC）时溶血率分别为4.64 %和3.97 %；其细胞存活率分别为78.51 %和75.58 %，

表明其均具有较好的生物相容性。 

（2）研究了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albica

ns 的体外抑菌活性和抑制生物膜活性。抑菌活性结果表明，在 2 µg/mL 的浓度

下 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-PEG-AMP对 C.albicans的抑菌圈大于

对照和其他处理组；其 MIC均为 4 µg/mL，表明其对 C.albicans具有较强的抑制

活性。AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 的生长的
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影响表现为延长了生长滞后期和减少了对数生长期。PI/ STYO-9 荧光染色结果

显示，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 的杀伤率

均最高，这有效的论证了 AD1 适配体对 C.albicans 细胞壁的识别能力。SEM 表

征分析发现，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ和AD1-PLGA-PEG-AMP处理组的细胞表

面均附着了大量纳米颗粒；且相对于其他处理组，C.albicans 细胞的表面出现了

更为严重的破损和坍塌。生物膜的结晶紫染色结果表明，AD1-PLGA-PEG-FLU

CZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理组对 C.albicans 生物膜的抑制效果较其他处理

组更为明显，且 AD1-PLGA-PEG-AMP处理组基本抑制住了 C.albicans细胞生物

膜的形成。随着 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 浓度的降低，

其对 C.albicans 生物膜的抑制活性越来越弱，表明其对 C.albicans 生物膜的抑制

作用均具有浓度依赖性。 

（3）构建了 C.albicans 小鼠感染模型，研究了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和

AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 感染小鼠的治疗效果。研究结果表明，采用

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ组和AD1-PLGA-PEG-AMP治疗的小鼠组体重恢复速度

较其他处理组快，在治疗第 14 d 时恢复到了感染 C.albicans 前体重；且小鼠食

欲明显较之前增大，其活动也更加频繁，精神状态大幅改善。采用 AD1-PLGA-

PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 治疗的小鼠血清 CRP 含量为 28700.47 ng/

mL 和 27372.73 ng/mL，接近未感染组（control（-）），表明其体内炎症基本已经

清除。AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 治疗的小鼠血清的 AL

T 和 AST 浓度相对其他处理组较低，表明其结合 C.albicans 后，导致 FLUCZ 和

AMP缓慢释放，减弱了对肝脏细胞的损伤。各处理组的 BUN和 CR浓度未发生

显著升高，表明其对肾脏细胞的损伤较小。心、肝、脾、肺和肾组织的HE染色

结果表明， C.albicans 感染主要为肺脏组织，经 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD

1-PLGA-PEG-AMP 治疗后，可以看到正常的肺泡、肺内支气管和间质小动脉以

及正常厚度的肺泡间隔，表明其均具有较好的治疗效果。采用小鼠活体成像系

统检测了各药物的靶向作用，结果表明，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLG

A-PEG-AMP处理组的小鼠体内荧光代谢时间较其他处理组长，且 24 h后仍有荧

光聚集，表明 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 的靶向作用减

缓了机体对其的代谢，延长治疗时间。另外，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 D1-P



安徽工程大学硕士学位论文 

 

III 

 

LGA-PEG-AMP 处理组在肝脏和肾脏中的荧光强度较强，且肺脏组织有明显聚

集，表明其成功的发挥了靶向作用。 

综上，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 具有

较好的靶向作用，并对其具有较好的杀伤作用，有望为开发新型抗C.albicans的

制剂提供新的方法。 

 

关键字：白色念珠菌，氟康唑，抗菌肽，靶向抗菌，小鼠模型，生物相容性 
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STUDY ON DRUG-LOADED NANOPARTICLES 

TARGETING CANDIDA ALBICANS  

AND ITS BIOFILM 

 

ABSTRACT 

 

Fluconazole (Fluconazole,FLUCZ) and antimicrobial peptides 

(LLKKLLKKLLKK,AMP) have good bioactivity against Canidia albicans

（C.albicans）, but their wide application is limited by drug resistance and low 

biocompatibility.In this study, poly (lactic acid-glycolic acid) copolymer (poly (lactic-

co-glycolic acid), PLGA) and polyethylene glycol (Polyethylene glycol ,PEG) were 

used to encapsulate FLUCZ and AMP,and the targeted aptamer AD1 was modified on 

the surface to prepare AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP with 

good stability,antibacterial activity and biocompatibility. 

(1)The main results are as follows: AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-

PEG-AMP nanoparticles were prepared by W/O/W multiple emulsification-solvent 

evaporation method and characterized.The results showed that the drug loading rates of 

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP were 5.89 ±0.07% and 11.73 

±0.21%,respectively, and the entrapment efficiency were 84.51 ±0.18% and 86.33 

±0.24%,respectively.The particle sizes of AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-

PEG-AMP are about 390 nm, and their Zate potentials are-30.45 mV and-29.31 

mV,respectively.The hemolysis rates of AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-

PEG-AMP at 32 μg/mL (8 times MIC) were 4.64% and 3.97%, respectively, and the 

cell survival rates were 78.51% and 75.58%, respectively, indicating that both of them 

had good biocompatibility. 

(2)The in vitro bacteriostatic activity and biofilm inhibitory activity of 
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AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP against C.albicans 

were studied.The results of bacteriostatic activity showed that at the 

concentration of 2 μg/mL,the bacteriostatic circle of AD1-PLGA-PEG-

FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP against C.albicans was higher than that 

of the control and other treatments,and their MIC was 4 μg/mL, indicating 

that they had strong inhibitory activity against C.albicans.The effects of 

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP on the growth of 

C.albicans  showed that the growth lag period was prolonged and the 

logarithmic growth period was reduced.The results of PI/STYO-9 

fluorescence staining showed that both AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-

PLGA-PEG-AMP had the highest killing rate to C.albicans. This effectively 

demonstrated the recognition ability of AD1 aptamer to C.albicans  cell 

wall.SEM characterization analysis showed that a large number of 

nanoparticles were attached to the surface of cells treated with AD1-PLGA-

PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP,and the surface of C.albicans  cells 

was more seriously damaged and collapsed than other treatment groups. The 

crystal violet staining of biofilm showed that the inhibitory effect of AD1 -

PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP on C.albicans biofilm was 

more obvious than that of other treatment groups, and the biofilm formation 

of C.albicans cells was basically inhibited by AD1-PLGA-PEG-AMP 

treatment. With the decrease of AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-

PEG-AMP concentration, its inhibitory activity on C.albicans biofilm 

became weaker and weaker, indicating that its inhibitory effect on 

C.albicans biofilm was concentration-dependent. 

(3)The infection model of C.albicans mice was established, and the therapeutic 

effects of AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP on C.albicans 

infected mice were studied. The results showed that the body weight of the mice treated 

with AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP recovered faster than that 

of other groups, and recovered to the body weight before C.albicans infection on the 

14th day after treatment, and the appetite of mice was significantly increased, their 
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activities were more frequent, and their mental state was greatly improved. The serum 

CRP content of the mice treated with AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-

AMP was 28700.47 ng/mL and 27372.73 ng/mL, which was close to that of the 

uninfected group (control (-)), indicating that the inflammation in the body had been 

basically cleared. The concentrations of ALT and AST in the serum of mice treated with 

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP were lower than those of other 

treatment groups, indicating that the combination of C.albicans led to the slow release 

of FLUCZ and AMP and weakened the damage to liver cells. The concentrations of 

BUN and CR in each treatment group did not increase significantly, indicating that the 

damage to renal cells was less. The results of HE staining in heart, liver, spleen, lung 

and kidney showed that C.albicans infection was mainly in lung tissue. Normal alveoli, 

bronchi and interstitial arterioles and normal thickness of alveolar septum could be seen 

after AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP treatment. The targeting 

effect of each drug was detected by in vivo imaging system in mice. the results showed 

that the fluorescence metabolism time of AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-

PEG-AMP treatment group was longer than that of other treatment groups, and there 

was fluorescence accumulation 24 hours later, indicating that the targeting effect of 

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP slowed down their metabolism 

and prolonged the treatment time. In addition, the fluorescence intensity of AD1-

PLGA-PEG-FLUCZ and D1-PLGA-PEG-AMP treatment group was stronger in liver 

and kidney, and there was obvious aggregation in lung tissue, indicating that it 

successfully played a targeting role. 

The targeting ability of AD1-PLGA-PEG-AMP was also tested by fluorescence 

detection. In summary, both AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-AMP 

have good anti-C.albicans cell ability, which is expected to provide ideas for the 

development of anti-C.albicans preparations. 

KEYWORDS: Candida albicans，fluconazole，antimicrobial peptides，targeted 

antibacterial，mouse model，biocompatibility 
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第 1 章 绪论 

1.1 真菌 

1.1.1 真菌简介 

真菌（Fungus）是一种属于藻菌植物中真菌超纲的真核生物。在微生物中，

只有真菌具有完整的细胞器和真正的细胞核，因此也被称为真核细胞型微生物。

除了各种蕈类外，霉菌和酵母也属于真菌范畴。目前已经确认存在七万多种真

菌，但据估计这只是它们全部存在数量的一小部分。大多数真菌起始被归类为

动植物之一，而现在它们已成为自己独立的界，并分为四门一类[1, 2]。 

真菌在自然界分布广泛，绝大多数对人类有益。它们在食品工业中用于酿

造酒类和发酵食品，如制作酱料、味精等；在农业领域可用于发酵饲料、生物

肥料的制备；在药学和保健品行业中，真菌提供了丰富的药用资源，如灵芝、

茯苓、抗生素等；另外，在环境修复方面也有着重要作用。总之，真菌不仅是

自然界中重要的组成部分，还为人类社会提供了诸多实际应用价值[3]。人类致

病的真菌可分为浅部真菌和深部真菌。浅部真菌主要侵犯皮肤、毛发和指甲，

通常是慢性的，并且治疗起来比较顽固，但对身体影响较小。而深部真菌则可

以侵犯全身内脏，严重情况下可能导致死亡。此外，一些真菌寄生在粮食、饲

料和食品中，产生毒素引起中毒性真菌病。由真菌引起的这些疾病统称为真菌

病[4]。 

1.1.2 真菌感染现状 

真菌感染对全球公共卫生的威胁越来越大。全世界有 600 多万种真菌，但

已知感染人类的真菌不到 1 %。这些真菌感染大多是表面性的，影响头发、皮

肤和指甲，但有些真菌感染能够导致危及生命，其中最常见的包括新生隐球菌、

烟曲霉和白色念珠菌。这些真菌一般情况下是无害的，甚至是人类微生物群的

一部分，但如果这些病原体在人体内传播，它们可以引起致命的感染，且每年



安徽工程大学硕士学位论文 

 

2 

 

在全球范围内造成 100 多万人死亡[5]。 

1.2 白色念珠菌 

1.2.1 白色念珠菌简介 

白色念珠菌（Canidia albicans，C.albicans）是常见的念球菌之一，感染率

在所有常见病原菌中居第三位，是医院感染的第四大原因。在自然界中共有酵

母态、假菌丝态和菌丝态三种存在形式。C.albicans 这三种形态之间能够随着内

环境的变动而互相转化，且这种转换能力与其毒力密切相关[6]。当前用于治疗C.

albicans 感染的主流药物有唑类、多烯类、棘白菌素三种，但长期使用这些药物

治疗使念珠菌菌株对唑类和棘白素类药物产生耐药性，大大增加了医疗成本。 

1.2.2 C.albicans 感染机理 

C.albicans 致病性由多种致病因子造成，而形态可塑性被认为是 C.albicans

的关键毒性因子。通常情况下，C.albicans 处于酵母态，不会造成真菌感染引起

疾病；但部分假菌丝态和菌丝态白色念球有可能引起一种称为念珠菌的血流感

染，当感染扩散到内部器官时可发展成播散性念珠菌病，其发病率约占重症监

护室医院感染的 25-50%，占医院感染总数的 8-15% ；且调查记录表明，C.albic

ans 感染的死亡率在 30-50 %之间，是医院感染的第二常见的死因[7]。C.albicans

的形态转换受多种环境因素和信号转导途径调控，如 Cek-MAPK 途径，cAMP-

PKA 途径以及 pH 应答途径等[8]。根据菌丝生长阶段的不同，可分为两个阶段：

第一个阶段是在短期内建立和保持菌丝生长能力；第二个阶段是依赖营养物质、

维持菌丝生长能力并避免宿主免疫攻击[9]。在 C.albicans 的发病过程中，C.albic

ans的菌丝转变是真菌细胞深入宿主组织并建立感染的重要形态特征[10]。另外，

由于C.albicans可以形成生物膜，它对现有抗真菌药物的耐药性近年来有所增加

[11]。研究表明，C.albicans生物膜的形成是其耐药性产生的主要原因之一[12]。生

物膜是一种附着于组织或生物表面，由大量菌丝相细胞、少量酵母相细胞以及

由菌体分泌的基质共同构成的复杂的三维聚合网状结构[13]。致密的生物膜形成

一层天然屏障，使得抗真菌药物难以进入菌体内部而发挥杀菌作用，导致了 C.a
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lbicans 对多种抗真菌药物都有耐药性，也是造成临床感染日益增加的一个重要

原因[14]。因此，C.albicans 生物膜的耐药性造成的相关感染对公众健康构成越来

越大的威胁，迫切需要寻求解决 C.albicans 生物膜耐药性的有效方法。 

1.2.3 治疗 C.albicans 感染现状 

C.albicans 是临床上最常见的条件致病性真菌，能够引起浅表皮肤、黏膜感

染、深部内脏感染乃至全身的真菌菌血症。目前，临床上治疗体内真菌感染主

要采用传统的抗真菌药物治疗，但是随着抗生素的滥用及新耐药株的出现，C.a

lbicans对抗真菌药物的敏感性大大降低，增加了临床上C.albicans感染的治疗难

度。而纳米材料药物作为新兴的抗C.albicans感染药物，国内外研究员对此也大

多停留在实验室阶段。近年来，由于各种侵袭性诊疗技术的普遍开展，抗菌药

物、激素和免疫抑制剂在临床上的广泛使用，C.albicans 的感染率和死亡率虽有

下降趋势，但也成为临床上不可忽视的真菌感染。 

 

1.3 抗 C.albicans 药物研究进展 

尽管药物作用靶点多种多样，但目前只有三类有效的抗真菌药物可用于治

疗真菌感染：①唑类，抑制麦角甾醇的生物合成并导致有毒甾醇的积累；②多

烯，不可逆地与麦角甾醇结合，导致细胞裂解；③棘白菌素抑制真菌(1-3)-β-D-

葡聚糖合酶，进而导致细胞壁生物合成缺陷[15]。其中，唑类是临床医生用于治

疗白色念珠菌的最主要的抗真菌药物。长期的药物治疗使念珠菌菌株对唑类药

物产生耐药性。研究表明，显性 Erg11p 残基突变和过表达与 C.albicans 临床菌

株中的唑类耐药性高度相关[4, 16]。 

1.3.1 氟康唑治疗 C.albicans 概述 

氟康唑（Fluconazole，FLUCZ）属于唑类抗真菌药，其机制为可干扰真菌

细胞中麦角甾醇的生物合成，使真菌细胞膜缺损，增加膜通透性，破坏真菌细

胞壁的完整性、进而抑制真菌生长或使真菌死亡[15, 17]。长期使用 FLUCZ会导致

大部分的敏感菌株被杀死，而耐药菌株会迅速增加，取代敏感菌株，从而导致
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细菌对这种药物的耐药性增加，减弱 FLUCZ 的抗菌能力[18]。 

1.3.2 多肽治疗 C.albicans 概述 

1.3.2.1 多肽简介 

多肽是一种化合物，是肽键连接起来的一种氨基酸化合物，他具有与蛋白

质相同的连接方式，一般来说，氨基酸数量不足一百的一般称作多肽，而把氨

基酸数量在一百以上的称作蛋白质。 

近年来，多肽的研究和应用取得了长足进步，吸引了许多研究者的兴趣[19]。

到目前为止，已经在人体内发现了数十上百种多肽，其中通过人工合成多肽具

有重要的研究意义和经济价值，已成为医学和分子生物学研究的重点对象。世

界各先进国家都投入巨资建立各种规模的多肽研究中心，以期取得突破性进展。

如今具有生物活性的多肽已广泛应用于临床检测、医学研究、疾病预防和治疗

等领域。在未来，人们可以期待更多关于多肽及其应用领域方面的创新与突破[2

0]。 

多肽与蛋白质两者没有特别较大的区别，只是在结构上只有肽链长度长短

的差异与蛋白质对比，多肽拥有空间结构简单、较为稳定、免疫原性不高或没

有免疫原性等优势。多肽是生物活性很高的物质，他主要控制生物体各种细胞

功能，并参与生物体的各项生命活动，如激素调控、神经传导、细胞生长和繁

殖等方面[21]。伴随着生物技术的快速发展，多肽已成为我国科学家继基因之后

生命科学理论领域研究的又一重要领域。现在，多肽产品广泛用于各种常见领

域，例如药物，食品，保健产品，化妆品，生物材料和生物农药等。 

1.3.2.2 多肽的制备 

当前，多肽药物制备方法主要包括三种：化学合成，基因重组和从动植物

中提取。由于生物体内肽含量非常低，提取时的纯度不足，限制了从动植物中

提取的肽类药物的临床应用。基因重组是指通过断裂和连接不同的 DNA 链来交

换和重组 DNA 片段以形成新的 DNA 序列的过程。基因重组主要用于制备肽类

药物的长肽。根据肽药物的作用和分泌，它们可分为血管加压素及其衍生物，

催产素及其衍生物，促肾上腺皮质激素及其衍生物，下丘脑-垂体肽激素和胃肠
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激素和其他激素等活性肽。 

化学合成多肽的方法主要有固相法合成和液相法合成两种方式。液相法合

成主要用于短肽的合成，但存在中间体纯化操作复杂、后处理操作繁琐、合成

周期长等缺陷。1963 年，Merrifield 首次提出了固相合成的概念，并发展了 Boc

（叔丁氧羰基）和 Bzl（苄基）两种保护基策略，从而实质性地推动了多肽合成

技术的进步，并因此在 1984 年获得诺贝尔化学奖[22]。1972 年，Lou Carpino 首

次将 Fmoc（9-芴甲氧羰基）用于保护 α-氨基[23]，在反应条件温和的情况下迅速

得到广泛应用，目前超过 85％的多肽药物都是通过固相合成技术制备得到。 

1.3.2.3 抗菌肽治疗 C.albicans 的机理 

抗菌肽(Antimicrobial peptides，AMP)是一类具有广谱抗菌和免疫调节作用

的多肽。这些抗菌肽对侵染性细菌、病毒和真菌等具有活性，因此已被定义为

针对病原微生物的新型治疗策略的有效候选药物。AMP 通常由 12 到 50 个氨基

酸组成，其一般结构特点带有正电荷并具有两亲性，这能够与细胞膜发生相互

作用从而可以使 C.albicans 的细胞膜破损，杀死 C.albicans 细胞[24, 25]。此外，A

MP 在序列和结构方面非常多样化，并可表现出 α-螺旋、β-折叠、环状或延伸结

构等不同类型。由于抗菌肽特殊结构和功能，使其可能成为未来治疗 C.albicans

感染的重要工具。 

目前大多数抗真菌药物主要是通过与病原微生物的膜结合，或者抑制某些

生物合成来靶向膜上的麦角固醇。而 AMP 则是通过破坏细胞膜的完整性来杀死

C.albicans。显然，与传统的抗真菌药物相比，AMP的作用机制具有非特异性，

这种特性有望限制病原微生物产生耐药性[26]。 

1.4 纳米材料治疗真菌感染研究进展 

1.4.1 纳米材料的制备 

纳米技术是 21 世纪的新兴领域之一。许多新设备和申请专利的技术都基于

纳米材料（NMs）。纳米材料在各个领域的应用与其结构和合成方法有关[27]。

通过不同的机制与技术合成的纳米材料，其结构和形态也不同，因此可以应用
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于不同的领域。例如，使用等离子体磁控溅射技术很容易合成非晶体纳米结构

薄膜，但使用热蒸发过程可能难以获得类似的结构。而使用 W/O/W 多重乳化-

溶剂挥发法合成纳米材料[28]，其合成的纳米粒子具有稳定性好、粒径分布较窄、

载药量和包封率较高等优点，且该方法副反应少，工艺简单，易于操作。 

1.4.2 纳米材料在抑菌上的应用 

因为纳米材料不属于真菌的天然防御库，因此纳米材料对真菌来说是一种

新型的抗菌方法。基于纳米材料的本身特性，可以解决耐药菌和生物膜感染问

题，其既可以作为固有疗法，也可以作为抗菌剂的纳米载体。纳米材料独特的

物理化学性质，如大小、形状和比表面积等因素，都会影响其治疗的活性[29]。

综上来看，纳米技术为制定耐药真菌的治疗战略提供了一个新的工具。 

1.4.3 聚乳酸羟基乙酸共聚物-聚乙二醇简介 

近年来，随着纳米科学技术的快速发展，纳米技术在医学领域的应用产生

了深远影响，尤其是纳米粒子在药物输送方面的应用。将药物载入纳米粒子这

一新型载体中，可以实现药物在靶组织部位的定向释放，从而提高药物疗效、

减少用量并降低毒副作用，因此在抗菌治疗方面具有巨大潜力。这种针对性强、

效果显著的治疗方法为未来医学领域带来了新的希望，并且已经取得了一些成

果[30, 31]。聚乳酸羟基乙酸（PLGA）是一种生物相容性良好的可降解材料，被

广泛应用于药物递送系统中。然而，由于其具有疏水表面特性，PLGA 纳米粒

在体内易受到网状内皮系统的清除作用[32]。为了克服这一问题，常采用聚乙二

醇（Polyethylene glycol，PEG）对 PLGA 纳米粒表面进行修饰改性。PEG 能够

形成亲水层来掩盖 PLGA 纳米粒的疏水性，并使其能够逃避体内网状内皮系统

的清除作用且在体内实现长时间循环，以提高药物在体内的稳定性和有效浓度[3

3]。因此，在药物递送领域中利用 PGE 化的 PLGA 纳米粒具有重要意义，并为

开发更有效、持久且安全的药物治疗方案提供了新思路。 

1.4.4 适配体简介 

近年来，许多创新抗菌方法应用于抗菌治疗，特别是主动靶向抗菌治疗展
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现出良好的发展前景。主动靶向抗菌治疗是在纳米粒表面连接上各种靶分子如

抗体、肽或适配体等来增加纳米粒的特异性，更好地靶向目标部位[34]。其中，

适配体是一种具有高度选择性和亲和性的单链 DNA 或 RNA，已被广泛应用于

癌症治疗。基于将药物精准地送达肿瘤以提高耐受性和治疗效果的假设，适配

体修饰的纳米粒子药物递送系统正在被引入到靶向抗菌治疗中[35]。这一新兴领

域为开发更有效的抗菌治疗提供了新的思路。 

1.5 课题的研究意义及内容 

1.5.1 研究意义 

真菌感染对人类健康构成越来越大的威胁，特别是在临床上影响重症或免

疫功能改变的患者，导致感染发病率和死亡率居高不下。随着药物治疗的进行，

脱靶毒性和耐药真菌问题变得更加严峻。生物材料和纳米技术在生物医药领域

广泛应用，已为抗真菌药物的研究提供了新思路。通过纳米载体结构及其微观

的物理化学特性可以降低抗真菌药物的毒副作用、提高稳定性，并改善其在体

内的利用效率。此外，通过特异性结构修饰（适配体）可以实现对组织和细胞

的选择性作用，并降低真菌对药物的耐受能力，从而增强抑制真菌生长的能力，

在临床上具有重要意义。 

1.5.2 研究内容 

1、AD1修饰载FLUCZ的PLGA-PEG纳米粒子（AD1-PLGA-PEG-FLUCZ）

和 AD1修饰载 AMP的 PLGA-PEG纳米粒子（AD1-PLGA-PEG-AMP）的制备及

特性检测。采用W/O/W多重乳化-溶剂挥发法制备载FLUCZ和AMP纳米粒子，

碳二亚胺法将适配体 AD1 修饰在纳米粒表面，通过检测纳米粒子的粒径、电位、

包封率、载药量及电镜、红外等基本特性验证纳米粒的有效性和稳定性。 

2、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 纳米粒子对 C.albican

s 细胞以及其生物膜的体外杀菌作用。采用抑菌圈实验、MIC、时间生长抑菌曲

线检测载药纳米粒对C.albicans的抑菌活性；并采用扫描电镜以及荧光显微镜检

测载药纳米粒对 C.albicans 形态结构的影响。建立 C.albicans 体外生物模型，采
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用结晶紫染色、XTT 实验等验证纳米粒子对 C.albicans 生物膜的杀伤作用。 

3、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 纳米粒子对 C.albican

s 的体内杀菌作用。建立小鼠 C.albicans 感染模型，统计小鼠在感染和治疗时期

的体重变化；采用HE染色检测了载药纳米粒对小鼠的心、肝、脾、肺和肾组织

的病理影响；通过小鼠的血清检测了治疗后的恢复情况，并对C.albicans感染后

的肺脏进行了 CFU 检测；另外，通过小鼠荧光检测验证了载药纳米粒子的靶向

能力。  
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第 2 章 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP

纳米材料的合成表征以及生物相容性分析 

2.1 引言 

聚乳酸-乙醇酸共聚物(PLGA)是一种生物相容性高且生物可降解性的聚合

物，具有良好的物理化学性质，因此被广泛应用于聚合物纳米颗粒的制备。聚

乙二醇(PEG)修饰 PLGA纳米粒具有许多优点，如：(1)提高 PLGA纳米粒及其疏

水性物质的水溶性；(2)增加 PLGA 纳米粒的表面电荷和空间位阻，从而延长纳

米粒的稳定性和减少其聚集；(3)通过抑制电离效应而产生隐形效应，延长药物

的体循环时间；(4)促进药物从聚合物基质中释放[25]。因此，许多研究采用 PLG

A-PEG 纳米粒作为各种天然生物活性化合物、多肽、蛋白质或疫苗的纳米载体。 

研究发现，在 C.albicans 生物膜形成期间，细胞外基质中的(1,3)-β-D-葡聚

糖与生物膜的耐药性有关，推断葡聚糖可能是C.albicans生物膜的有用内源靶标。

基于这一观点，Tang[36]等人选择出针对(1,3)-β-D-葡聚糖的单链脱氧核糖核酸(ss

DNA)的适配体 AD1，结果显示 AD1 与来自 C.albicans 细胞壁的(1,3)-β-D-葡聚

糖有高结合亲和力。因此，使用适配体 AD1 修饰载药纳米粒用于药物靶向递送，

探索一种新型的靶向治疗方法，对于C.albicans生物膜感染的治疗具有重要临床

意义。 

唑类抗真菌药物尤其是 FLUCZ，凭借其安全、有效、价廉和低毒的特性一

直是预防和治疗 C.albicans 感染的首选药物。然而，随着 FLUCZ 在临床治疗中

的频繁使用，C.albicans 对 FLUCZ 的耐药现象也日益严重[37]。研究发现，FLU

CZ 对 C.albicans 生物膜的杀伤效果有限，生物膜内的 C.albicans 比浮游菌对 FL

UCZ 的耐药性高达 1000 倍以上，一旦形成生物膜，相较浮游态更难清除，并且

引起的疾病也是慢性和难治性的。因此，寻找一种能够有效治疗C.albicans生物

膜引起的难治性感染性疾病的新型治疗方法是临床亟待解决的问题。 

AMP 作为新兴抗 C.albicans 的药物之一。它们对病毒、细菌和真菌都具有

活性。然而，AMP 毒性和对蛋白酶降解的敏感性限制了其作为天然抗菌剂的应

用。为了克服这些困难，本文通过纳米技术对 AMP 进行包裹，从而提升其生物
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相容性，增强对 C.albicans 的杀伤能力。 

2.2 实验材料 

2.2.1 实验材料 

小鼠成纤维细胞（NCTC clone 929, L929 , 国家资源库）；抗菌肽（LLKKLL

KKLLKK，AMP，实验室合成）；AD1 适配体（AD1: Kd=103.7 nM,5'-GCGGAA

TTCGAACAGTCCGAGCCCACACGTGTGAGAAGGGTGTTATCATGTATTTCG

TGTTCCTTTCGTCATTCCTTTGTCTGGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGC-3'，

3’ 修饰氨基，生工生物工程有限公司） 

2.2.2 实验试剂与仪器 

表 2-1 主要实验材料 

Table 2-1 Main experimental materials 

药品名称 级别 生产厂家 

聚乳酸-羟基乙酸-聚乙二醇 分析纯 西安瑞禧生物科技有限公司 

氟康唑 分析纯 上海麦克林 

适配体 AD1 分析纯 上海生工生物 

蛋白胨 分析纯 国药集团 

葡萄糖 分析纯 国药集团 

无水乙醇 分析纯 国药集团 

2-N-吗啉代乙磺酸 分析纯 国药集团 

聚乙烯醇 分析纯 国药集团 

1-乙基-3-二甲基氨基丙基碳酰二亚胺 分析纯 国药集团 

三氯甲烷 

N-羟基琥珀酰亚胺 

沙保氏培养基 

无菌脱纤维绵羊血 

溴化钾 

戊二醛 

分析纯 

分析纯 

微生物用 

无菌纯 

分析纯 

分析纯 

国药集团 

国药集团 

杭州百思 

河南跃驰生物科技有限公司 

阿拉丁 

阿拉丁 
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表 2-2 实验仪器 

Table 2-2 Experimental equipment 

仪器名称 仪器型号 生产厂家 

循环水式多用真空泵 

粒度仪 

SHB-Ⅲ 

NanoDLS 

郑州长城科工贸有限公司 

美国布鲁克海文有限公司 

台式低速离心机 

双光束紫外分光光度计 

TG16-W 

UV-8000 

湖南湘仪有限公司 

上海精密有限公司 

恒温磁力搅拌器 H01-1A 上海众越仪器有限公司 

数显恒温水浴锅 HH.2 上海博讯实业有限公司 

精密分析天平 HZK-FA110S 华志电子科技有限公司 

双人单面净化工作台 SW-CJ-2D 江苏通净净化设备有限公司 

立式压力蒸汽灭菌器 YXQ-100A 上海博讯实业有限公司 

隔水式培养箱 GHP-9160 宁国沙鹰科学仪器有限公司 

组合式摇床 

全自动酶标仪 

傅里叶变换红外光谱仪 

HYL;-C 

1510 

IR Prestige-21 

太仓市强乐实验设备有限公司 

美国赛默飞世尔科技公司 

上海巴贯仪器科技有限公司 

 

2.3 实验方法 

2.3.1 材料的合成 

取 20 mg 的 PLGA-PEG(-COOH)溶于 2 mL 三氯甲烷，待充分溶解后分别加

入 400 µL 的 FLUCZ 溶液（2 mg/mL）和 400µL 的 AMP 溶液（2 mg/mL），震荡

均匀后用超声波细胞粉碎仪 80 %功率超声 2 min 形成初乳。加入 1 %的聚乙烯

醇溶液 4 mL，继续超声 5 min 形成复乳。然后在冰浴条件下搅拌 4 h 挥发有机溶

剂，加入 5 mL 双蒸水在 8000 rpm 离心 5 min，反复洗涤 3 次，收集纳米粒冻干

即可得到 PLGA-PEG-FLUCZ 和 PLGA-PEG-AMP[38]。将 FLUCZ 或 AMP 替换成

无菌水即可得到空白纳米粒 PLGA-PEG。 

分别取 20 mg 的 PLGA-PEG-FLUCZ 和 PLGA-PEG-AMP 分别重悬于 2 mL p

H=5.5的 2-N-吗啉代乙磺酸（2-N-Morpholino ethanesulfonic Acid，MES）缓冲液，

加入 40 mg 的 1-乙基-3-二甲基氨基丙基碳酰二亚胺（1-3-Dimethylaminopropyl-3
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-ethylcarbodiimide hydrochloride ，EDC）预孵育 10 min 后再加入 40 mg 的 N-羟

基琥珀酰亚胺（N-Hydroxy succinimide ，NHS）温和搅拌反应 2 h，加入 5 mL

双蒸水在 8000 rpm 离心 5 min，反复洗涤 3 次，去除未反应的 EDC 和 NHS[39]。

再次重悬于 pH=8 的 MES 缓冲液中，各加入 0.5 mM 的适配体 AD1（3＇端修饰

-NH2），4℃条件下反应 12 h，加入 5 mL 双蒸水在 8000 rpm 离心 5 min，反复洗

涤 3 次除去未连接上的适配体[36]，即可得到 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-P

LGA-PEG-AMP，收集纳米粒并冻干保存。 

2.3.2 载药率以及包封率的计算 

包封率是指被包裹的药物在悬液中占药物总量的百分量。它是纳米粒质量

控制的一个重要的指标，反映了药物被载体包封的程度。载药率是指单位重量

或单位体积微球所负载的药量，其中能释放的药量为有效载药率，载药率可看

成是微球的含药量。用无水乙醇配制不同浓度的 FLUCZ 和 AMP 标准溶液，使

用双光束紫外可见分光光度计对 300 µg/mL、400 µg/mL、500 µg/mL、600 µg/m

L 和 700 µg/mL 的 FLUCZ 以及 250 µg/mL、500 µg/mL、750 µg/mL、1000 µg/m

L 和 1250 µg/mL 的 AMP 标品溶液进行全波长扫描，绘制标准曲线。加入 3 mL

的超纯水重悬并用超声波细胞粉碎仪破碎纳米粒，于双光束紫外分光光度计检

测后，通过标曲计算得出载药量和包封率，公式如下： 

载药率（％）＝
纳米材料中药物质量

纳米材料质量 + 纳米材料中药物质量
× 100% 

包封率（％）＝
纳米材料中药物质量

药物总量 
× 100% 

2.3.3 粒径及 Zeta 电位表征 

各取 2 µg/mL 的 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和

AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP 以及 PLGA-PEG 的溶液 2 mL

于比色皿中，采用粒度仪测定粒子粒径及 Zeta 电位[40]。 
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2.3.4 SEM 以及 FT-IR 表征 

采用扫描电子显微镜采集分析 PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUC

Z、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP 以及 PLGA-PEG 表面形态结构[41]。

将冻干的 PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ、PLGA-PEG-AMP、A

D1-PLGA-PEG-AMP 和 PLGA-PEG 粉末和溴化钾混合压片，采用傅里叶变换红

外光谱仪收集 400 cm-1-4000 cm-1波数范围内的红外光谱[42]。 

2.3.5 溶血活性分析 

取无菌脱纤维绵羊血 5 mL，用 PBS 重复洗涤和离心直到上清液不呈现红色。

取 200 µL 下层红细胞，加入 PBS 稀释至 10 mL，配置 2 %（v:v） 红细胞溶液。

分别取不同浓度的 FLUCZ 0.5 mL 与 0.5 mL 2 % 红细胞溶液混合使其终浓度为 6

4 µg/mL、128 µg/mL、256 µg/mL 和 512 µg/mL；PLGA-PEG-FLUCZ 0.5 mL 与

0.5 mL 2 % 红细胞溶液混合使其终浓度为 8 µg/mL、16 µg/mL、32 µg/mL 和 64 

µg/mL；AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 0.5 mL 与 0.5 mL 2 % 红细胞溶液混合使其终浓

度为 4 µg/mL、8 µg/mL、16 µg/mL 和 32 µg/mL，使 FLUCZ、PLGA-PEG、PLG

A-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 终浓度为各自的 MIC、2 MIC、4 MIC

和 8 MIC； 

再分别取不同浓度的 AMP 0.5 mL 与 0.5 mL 2 % 红细胞溶液混合使其终浓

度为 32 µg/mL、64 µg/mL、128 µg/mL 和 256 µg/mL；PLGA-PEG-AMP 0.5 mL

与 0.5 mL 2 % 红细胞溶液混合使其终浓度为 8 µg/mL、16 µg/mL、32 µg/mL 和 6

4 µg/mL；AD1-PLGA-PEG-AMP 0.5 mL 与 0.5 mL 2 % 红细胞溶液混合使其终浓

度为 4 µg/mL、8 µg/mL、16 µg/mL 和 32 µg/mL，使 AMP、PLGA-PEG-AMP、

AD1-PLGA-PEG-AMP 终浓度为各自的 MIC、2 MIC、4 MIC 和 8 MIC，再取 PL

GA-PEG 0.5 mL 与 0.5 mL 2 % 红细胞溶液混合使其终浓度为 64 µg/mL、128 µg/

mL、256 µg/mL 和 512 µg/mL。于 37 ℃条件下静置 3 h 后 1000 rpm 离心 10 mi

n。取上清液检测 OD570吸光值，记为 OD 样，以加蒸馏水组为阳性对照，记为 O

D 阳，加 PBS组作为阴性对照，记为 OD 阴
[39]。溶血率超过 5 %即发生溶血反应。 

溶血率% =
𝑂𝐷样 − 𝑂𝐷阴

𝑂𝐷阳 − 𝑂𝐷阴

× 100% 
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2.3.6 细胞毒性分析 

采用 CCK-8 试剂盒测定分析 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PE

G-FLUCZ 以及 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP 和 PLGA-PEG

对 L929细胞活性的影响。取浓度为 5×104 CFU/mL细胞悬液 90 µL接种到 96孔

板中，然后再向每孔中分别加入 10 µL 的 FLUCZ、PLGA-PEG、PLGA-PEG-FL

UCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 溶液，使 FLUCZ 的浓度分别为 32 µg/mL、64 µ

g/mL、128 µg/mL、256 µg/mL和 512 µg/mL；使 PLGA-PEG-FLUCZ的浓度分别

为 4 µg/mL、8 µg/mL、16 µg/mL、32 µg/mL 和 64 µg/mL；使 AD1-PLGA-PEG-

FLUCZ 的浓度分别为 2 µg/mL、4 µg/mL、8 µg/mL、16 µg/mL 和 32 µg/mL，使

FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 终浓度分别为各自 1/2 

MIC、MIC、2 MIC、4 MIC 和 8 MIC，使 PEG-PLGA 终浓度分别为 16 µg/mL、

32 µg/mL、64 µg/mL、128 µg/mL 和 256 µg/mL。 

在相同操作，取浓度为 5×104 CFU/mL 细胞悬液 90 µL 接种到 96 孔板中，

然后再向每孔中分别加入 10 µL的 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-A

MP 溶液，使 AMP 的浓度分别为 16 µg/mL、32 µg/mL、64 µg/mL、128 µg/mL

和 256 µg/mL；使 PLGA-PEG-AMP 的浓度分别为 4 µg/mL、8 µg/mL、16 µg/m

L、32 µg/mL 和 64 µg/mL；使 AD1-PLGA-PEG-AMP 的浓度分别为 2 µg/mL、4 

µg/mL、8 µg/mL、16 µg/mL 和 32 µg/mL，使 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-P

LGA-PEG-AMP 终浓度分别为各自 1/2 MIC、MIC、2 MIC、4 MIC和 8 MIC，置

于 CO2培养箱中孵育 12 h 后加入 CCK-8 试剂，继续孵育 4 h 后测定 OD450吸光

值[43]。 

𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑣𝑖𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑦 =
𝑂𝐷𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒𝑠 − 𝑂𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘

𝑂𝐷0 − 𝑂𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘
× 100% 

ODsamples：具有培养基、细胞、CCK-8 溶液和药物溶液的孔的吸光值。 

ODblank：具有培养基、CCK-8 溶液、药物溶液，没有细胞的孔的吸光值。 

OD0：具有培养基、培养基、CCK-8 溶液，没有药物溶液的孔的吸光值。 
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2.3.7 统计分析 

所有的试验至少重复三次，使用 Excel 2019 软件对实验数据进行整理，并

使用 Origin 2018 绘制图形。数据以平均值±SD 表示。 

 

2.4 结果与分析 

2.4.1 载药率和包封率的检测 

（1）AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 载药率和包封率的检测 

如图 2-1 A 所示可以看出，FLUCZ 在 261 nm 和 267 nm 的波长处有最大吸

收，在 264nm 的波长处有最小吸收，符合 2010 年版药典二部附录 ⅣA 测定的

结果[44]。根据图 2-1 A 的 OD261 数值绘制的标准曲线如图 2-1 B 所示，得到 FLU

CZ 吸光值与浓度公式为： 

𝑦 = 0.0417 + 0.0020557𝑥 

其中 x 为 FLUCZ 浓度，y 为 OD261数值 

通过计算得出 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 的载药率 5.89±0.07 %，包封率为 8

4.51±0.18 %，如图 2-1 C 所示。 

图 2-1  FLUCZ 紫外扫描、AMP 含量标曲以及载药量和包封率的检测 

Fig. 2-1 Determination of FLUCZ UV and AMP content, drug loading and entrapment 

efficiency 

（2）AD1-PLGA-PEG-AMP 载药率和包封率的检测 

如图 2-2 A 所示可以看出，AMP 在 216 nm 的波长处有最大吸收，而肽键的
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主要吸收峰为 216 nm，因此选择 216 nm 作为测定条件。根据图 2-2 A 的 OD216 

数值绘制的标准曲线如图 2-2 B 所示，得到 AMP 吸光值与浓度公式为： 

𝑦 = 0.02609 + 0.00095756𝑥 

其中 x 为 AMP 浓度，y 为 OD216数值 

通过公式计算得出 AD1-PLGA-PEG-AMP 的载药率 11.73±0.21 %，包封率

为 86.33±0.24 %，如图 2-2 C 所示。 

 

图 2-2  AMP 紫外扫描、AMP 含量标曲以及载药量和包封率的检测 

Fig. 2-2 Determination of AMP UV and AMP content, drug loading and entrapment efficiency 

 

2.4.2 粒径与 Zeta 电位表征 

（1）FLUCZ 组粒径与 Zeta 电位表征 

从图 2-3 A 可以看出，空载纳米粒 PLGA-PEG 的粒径为 280 nm，而 PLGA-

PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 粒径为 390 nm（图 2-3 B, C），表明包

载 FLUCZ 能够增大 PLGA-PEG 的粒径。然而，PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PL

GA-PEG-FLUCZ 的 PDI明显小于 PLGA-PEG，表明他们的溶液分散性优于 PLG

A-PEG。图 2-3 D 为 Zeta 电位图，由图可以看出，PLGA-PEG 纳米粒的 Zate 电

位为-19.91 mV，而 PLGA-PEG-FLUCZ 的 Zate 电位为-36.75 mV，表明 PLGA-P

EG 包载 FLUCZ 后其稳定性有所提升。然而，PLGA-PEG-FLUCZ 连接 AD1 适

配体后的 Zate 电位出现了上升，为-30.45 mV，这可能是因为适配体 AD1 表面

的氨基与 PLGA-PEG-FLUCZ 结合后析出了部分正电荷，导致 Zate 电位升高[45]。 
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图 2-3  PLGA-PEG、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 的粒径与电位表征 

Fig. 2-3 Characterization of particle size and potential of PLGA -PEG, PLGA-PEG-F

LUCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 

（1）AMP 组粒径与 Zeta 电位表征 

从图 2-4 A 可以看出，空载纳米粒 PLGA-PEG 的粒径为 280 nm，而 PLGA-

PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 粒径为 390 nm（图 2-4 B、C），表明包载 A

MP 能够增大 PLGA-PEG 的粒径。然而，PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-

AMP 的 PDI 明显小于 PLGA-PEG，表明他们的溶液分散性优于 PLGA-PEG，其

结果和 FLUCZ 相类似。由图 2-4 D 可以看出，PLGA-PEG 纳米粒的 Zate 电位为

-19.91 mV，而 PLGA-PEG-AMP 的 Zate 电位为-37.71 mV，表明 PLGA-PEG 包

载 AMP 后其稳定性有所提升。PLGA-PEG-AMP 连接适配体 AD1 后的 Zate 电位

同样出现了上升，为-29.31 mV。 
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图 2-4  PLGA-PEG、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 的粒径与电位表征 

Fig. 2-4 Characterization of particle size and potential of PLGA -PEG, PLGA-PEG-A

MP and AD1-PLGA-PEG-AMP 

2.4.3 SEM 和 FT-IR 分析 

（1）FLUCZ 组 SEM 和 FT-IR 分析 

图 2-5 A 为 PLGA-PEG 的 SEM 图，为粒径 280 nm 左右的球形粒子。图 2-5

 B和图 2-5 C分别为 PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ的 SEM图。

可以看出，包载 FLUCZ 后纳米粒子大小有所增加，大约增大至 390 nm 左右，

这与粒径检测结果相一致。 

图 2-5 D 为 FLUCZ、PLGA-PEG、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-

FLUCZ 的 FT-IR 图谱。从图可以看出，FLUCZ 在 3078 cm-1和 3116 cm-1处均有

强吸峰，这是由 FLUCZ 苯环上的 C-F 键和 C-N 键旋转振动产生的吸收峰[46, 4

7]。由于 PLGA-PEG 末端修饰了-COOH，因此，在 1740 cm-1和 3400cm-1处检测

出 C=O 和-OH 的吸收峰[48]。PLGA-PEG-FLUCZ 与 PLGA-PEG 的红外吸收光谱

类似，也在 1740 cm-1和 3400cm-1处出现了由 C=O 和-OH 伸展振动产生的吸收



安徽工程大学硕士学位论文 

 

19 

 

峰，并且 FLUCZ 的特征峰均已隐匿，推测 FLUCZ 可能是被 PLGA-PEG 物理包

载[49]。 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 红外光谱除了在 1740 cm-1和 3400cm-1处产生

吸收峰外，还在 3301 cm-1处出现了由 O=N 键产生的吸收峰，推测适配体 AD1

可能是通过 O=N 键与 PLGA-PEG-FLUCZ 相结合[50]。 

图 2-5 PLGA-PEG、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 的 SEM 和 FT-IR 分析 

Fig. 2-5 SEM figure of PLGA-PEG、PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ and FT-

IR analysis of FLUCZ、PLGA-PEG、PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 

（2）AMP 组 SEM 和 FT-IR 分析 

图 2-6 A 为 PLGA-PEG 的 SEM 图，图 2-6 B 和图 2-6 C 分别为 PLGA-PEG-

AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 的 SEM 图。可以看出，包载 AMP 后纳米粒子大

小有所增加，且大小形态相对统一，说明其分散性较有提升，这和粒径和 PDI

结果检测相一致。 

图 2-6 D 为 AMP、PLGA-PEG、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP

的 FT-IR 图谱。从图可以看出，AMP 在 1543 cm-1和 1670 cm-1处产生有强吸收

峰，1543 cm-1可能是由于 L 赖氨酸的-COOH 羧酸的弯曲振动产生的吸收峰，16

70 cm-1处的吸收峰可能是由于-NH-CO-亚胺基振动产生的，其为氨基酸缩合产
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生的基团[51]，可作为 AMP 的特征峰。由于 PLGA-PEG 末端修饰了-COOH，因

此，在 1740 cm-1和 3400cm-1处检测出 C=O 和-OH 的吸收峰。PLGA-PEG-AMP

与 PLGA-PEG 的红外吸收光谱类似，也在 1740 cm-1和 3400cm-1处出现了由 C=

O 和-OH 伸展振动产生的吸收峰[48]，并且 AMP 的特征峰均已隐匿，这与 FLUC

Z 的结果相互印证，可以推测 AMP 可能是被 PLGA-PEG 物理包载[49]。AD1-PL

GA-PEG-AMP 红外光谱除了在 1740 cm-1和 3400cm-1处产生吸收峰外，还在 33

01 cm-1处出现了由 O=N 键产生的吸收峰，这与 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 结果

相一致。 

图 2-6 PLGA-PEG、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 的 SEM 和 FT-IR 分析 

Fig. 2-6 SEM figure of PLGA-PEG、PLGA-PEG-AMP and AD1-PLGA-PEG-AMP and FT-IR a

nalysis of AMP、PLGA-PEG、PLGA-PEG-AMP and AD1-PLGA-PEG-AMP 

2.4.5 溶血活性 

（1）FLUCZ 组溶血活性分析 
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生物相容性是影响纳米材料在生物领域中广泛应用的一个重要因素。溶血

性是红细胞被溶解并释放血红蛋白的过程，一般要求药物造成红细胞的溶血率

不能超过 5 %[52, 53]。由图 2-7 A 可看出，PLGA-PEG 未产生溶血反应。FLUCZ

和 PLGA-PEG-FLUCZ 在浓度分别为 256 µg/mL （4 倍 MIC）和 64 µg/mL（8 倍

MIC）时发生了溶血反应，其溶血率分别为 7.43 %和 6.45 %（图 2-7 B，C）。A

D1-PLGA-PEG-FLUCZ 在浓度 32 µg/mL（8 倍 MIC） 时溶血率为 4.64 %。这些

造成溶血反应的药物剂量远远小于实际治疗剂量，表明 PLGA-PEG-FLUCZ和 A

D1-PLGA-PEG-FLUCZ 具有较好的血液相容性，具有用于静脉给药的潜在可行

性[54]。 

 

图 2-7 溶血活性分析 

 注：A、B、C 和 D 分别为 PLGA-PEG、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-

FLUCZ 的溶血活性图 

Fig. 2-7 Hemolytic activity analysis  

Note:A, B, C and D are hemolytic activity diagrams of PLGA-PEG, FLUCZ, PLGA-

PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ, respectively. 
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（2）AMP 组溶血活性分析 

由图 2-8 A 可看出，PLGA-PEG 未产生溶血反应。AMP 和 PLGA-PEG-AMP

在浓度分别为 128 µg/mL （4 倍 MIC）和 64µg/mL（8 倍 MIC）时发生了溶血反

应，其溶血率分别为 6.42 %和 7.84 %（图 2-8 B，C）。AD1-PLGA-PEG-AMP 在

浓度 32 µg/mL（8 倍 MIC） 时溶血率为 3.97 %，表明 PLGA-PEG-AMP 和 AD1

-PLGA-PEG-AMP 具有较好的血液相容性。 

 

图 2-8 溶血活性分析  

注：A、B、C 和 D 分别为 PLGA-PEG、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP

的溶血活性图 

Fig. 2-8 Hemolytic activity analysis  

Note:A, B, C and D are hemolytic activity diagrams of PLGA-PEG,AMP,PLGA-PE

G-AMP and AD1-PLGA-PEG-AMP, respectively.  
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2.4.6 细胞毒性 

（1）FLUCZ 组细胞毒性分析 

CCK-8 试剂盒常常被用来检测药物的细胞毒性。一般认为，当细胞存活率

达到 80 %以上，认为药物对细胞没有毒性[55]。试验结果表明， PLGA-PEG 均未

对 L929 细胞产生毒性，其细胞存活率均达到 96 %以上（图 2-9 B）。FLUCZ 和

PLGA-PEG-FLUCZ浓度分别为 512 µg/mL（8倍MIC）和 32 µg/mL（4倍MIC）

时，细胞存活率分别为 73.67 %和 79.76 %（图 2-9 A，C）。AD1-PLGA-PEG-FL

UCZ 的浓度为 32 µg/mL（8 倍 MIC）时，细胞存活率为 78.51 %（图 2-9 D），

出现了细胞毒性。然而，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ的正常治疗剂量会低于 8倍M

IC，因此，在使用时一般不会产生细胞毒性。 

 

图 2-9 细胞毒性分析  

注：A、B、C 和 D 分别为 FLUCZ、PLGA-PEG、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-F

LUCZ 

Fig. 2-9 Cell viability assay  

Note:A, B, C and D were FLUCZ, PLGA-PEG, PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-P

LGA-PEG-FLUCZ, respectively 
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（2）AMP 组细胞毒性分析 

从图 2-10可以看出，AMP和 PLGA-PEG-AMP浓度分别为 128 µg/mL（4倍

MIC）和 32 µg/mL（4 倍 MIC）时，细胞存活率分别为 73.89 %和 75.58 %（图

2-10 A、C）。AD1-PLGA-PEG-AMP的浓度为 32 µg/mL（8倍 MIC）时，细胞存

活率为 75.58 %，出现了细胞毒性。结果表明 AMP 对细胞的损伤要高于类似 FL

UCZ 常见抗生素，这也是限制其发展的主要原因。然而用纳米粒子对其进行包

载，极大的减少了 AMP 对细胞的损伤，拓宽了 AMP 的适用范围。在治疗时，

AD1-PLGA-PEG-AMP 的使用剂量会远低于 8 倍 MIC。 

 

图 2-10 细胞毒性分析  

注：A、B、C 和 D 分别为 AMP、PLGA-PEG、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 

Fig. 2-10 Cell viability assay  

Note:A, B, C and D were AMP, PLGA-PEG, PLGA-PEG-AMP and AD1-PLGA-

PEG-AMP, respectively  
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2.5 本章小结 

在本章工作中，合成了 PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ、PL

GA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 纳米粒子，通过粒径检测空载纳米粒 P

LGA-PEG 的粒径为 280 nm， PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ、P

LGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 粒径为 390 nm 左右，通过电位测试 P

LGA-PEG 纳米粒的 Zate 电位为-19.91 mV，而 PLGA-PEG-FLUCZ 的 Zate 电位

为-36.75 mV，表明 PLGA-PEG 包载 FLUCZ 后其稳定性有所提升。PLGA-PEG-

FLUCZ 连接 AD1 适配体后的 Zate 电位出现了上升，为-30.45 mV；PLGA-PEG-

AMP 的 Zate 电位为-37.71 mV，PLGA-PEG-FLUCZ 连接适配体 AD1 后的 Zate

电位同样出现了上升，为-29.31 mV。还通过SEM验证了粒径结果。在溶血试验

中 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 在浓度 32 µg/mL（8 倍 MIC）时溶血率为 4.64 %，

未发生溶血。AD1-PLGA-PEG-AMP 在浓度 32 µg/mL（8 倍 MIC） 时溶血率仅

为 3.97 %，表明 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 具有较好的

血液相容性，在细胞毒理实验中 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ的浓度为 32 µg/mL（8

倍 MIC）时，细胞存活率为 78.51 %，AD1-PLGA-PEG-AMP 的浓度为 32 µg/mL

（8 倍 MIC）时，细胞存活率为 75.58 %，出现了细胞毒性，在治疗时，药物的

使用剂量会远低于 8 倍 MIC，因此，在使用时一般不会产生细胞毒性。至于纳

米粒子的抗菌活性和其他生物学活性还有待于进一步研究。 
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第 3 章 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP

纳米粒子的抑菌活性测定 

3.1 引言 

由于世界范围内抗生素耐药性的上升，针对真菌感染的标准治疗正在变得

无效。传统的开发新抗菌剂的方法不足以满足目前的流水线，因此，目前正在

制定新的抗菌策略。C.albicans 的感染方式和生物膜可以保护它们减少宿主免疫

反应和抗生素的影响，因此给全球医学界带来了巨大的治疗挑战。此外，C.albi

cans 耐药性的增加也导致了治疗的困难。 

近年来，纳米颗粒载体被报道为改善其有效载荷药物透过细胞膜的潜在措

施之一。纳米粒子具有纳米尺寸、表面电荷大、比表面积大等特点，可在某些

器官和感染部位被动蓄积[56]。修饰后的纳米粒子也可以通过主动靶向实现宿主

细胞和细菌细胞的受体来进一步提高其有效荷载药物的跨膜性能[57]。目前，许

多抗菌剂被掺入或与纳米载体结合，以增强对C.albicans的药理活性，并减少药

物的毒副作用。因此，纳米药物传递系统是克服我们所面临的C.albicans感染挑

战的理想武器。 

PLGA-PEG 聚合物可以通过水解降解，并通过代谢途径(如三羧酸循环)排

出乳酸和乙醇酸等副产物从而从体内清除。本研究选择 PLGA-PEG，是因为它

作为 FDA 批准的可降解医用植入材料已有很长时间的使用历史，并且在临床上

具有良好的安全性(例如：低细胞毒性和良好的生物相容性)[58]。本研究将 PLG

A-PEG 作为纳米骨架，包载 FLUCZ 和 AMP 来验证其对 C.albicans 的治疗情

况。针对 C.albicans 生物膜上的独有的(1,3)-β-D-葡聚糖，添加适配体 AD1 对其

进行特异性识别，从而增强了纳米粒子的靶向能力，从而更有力的清除 C.albic

ans。 

综上，本章主要探究纳米粒子对 C.albicans 的抗菌性能，以期为开发新型

抗菌剂提供新的策略。 



安徽工程大学硕士学位论文 

 

27 

 

3.2 实验材料 

3.2.1 试验菌株 

白色念珠菌（Candida albicans，C.albicans）CMCC(F)98001（上海鲁微科

技有限公司） 

3.2.2 实验试剂与仪器 

表 3-1 主要实验材料 

Table 3-1 Main experimental materials 

药品名称 级别 生产厂家 

聚乳酸-羟基乙酸-聚乙二醇 分析纯 西安瑞禧生物科技有限公司 

氟康唑 分析纯 上海麦克林 

适配体 AD1 分析纯 上海生工生物 

蛋白胨 分析纯 国药集团 

葡萄糖 分析纯 国药集团 

无水乙醇 分析纯 国药集团 

三氯甲烷 

沙保氏培养基 

溴化钾 

戊二醛 

分析纯 

微生物用 

分析纯 

分析纯 

国药集团 

杭州百思 

阿拉丁 

阿拉丁 

 

表 3-2 实验仪器 

Table 3-2 Experimental equipment 

仪器名称 仪器型号 生产厂家 

循环水式多用真空泵 SHB-Ⅲ 郑州长城科工贸有限公司 

荧光显微镜 

扫描电子显微镜 

NexcopeNIB600 

S-4800 

上海巴贯仪器科技有限公司 

日本日立有限公司 

台式低速离心机 TG16-W 湖南湘仪有限公司 

恒温磁力搅拌器 H01-1A 上海众越仪器有限公司 

数显恒温水浴锅 HH.2 上海博讯实业有限公司 

精密分析天平 HZK-FA110S 华志电子科技有限公司 
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续 表 3-2 实验仪器 

Add Table 3-2 Experimental equipment 

双人单面净化工作台 SW-CJ-2D 江苏通净净化设备有限公司 

立式压力蒸汽灭菌器 YXQ-100A 上海博讯实业有限公司 

隔水式培养箱 GHP-9160 宁国沙鹰科学仪器有限公司 

组合式摇床 

全自动酶标仪 

HYL;-C 

1510 

太仓市强乐实验设备有限公司 

美国赛默飞科技公司 

 

3.3 实验方法 

3.3.1 抑菌能力分析 

采用沙保氏培养基将 C.albicans 对数生长期细胞稀释到 105 CFU/mL，取 10

0 µL 细胞溶液涂布到固体沙保氏培养基上。采用滤纸片抑菌检测法检测 FLUC

Z、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AMP、PLGA-PEG-AMP、

AD1-PLGA-PEG-AMP 以及 PLGA-PEG 的抑菌能力[59]。以 PBS 溶液为阴性对照，

控制所有样品浓度均为 2 µg/mL。将平板置于 37 ℃恒温恒湿培养箱培养 12 h 观

察结果。 

3.3.2 最小抑菌浓度（MIC）测定 

取 C.albicans 对数生长期细胞，用沙保氏培养基将其稀释到 105 CFU/mL。

在 96 孔板的每个小孔中加入细胞溶液 100 µL，然后在第一小孔中加入 FLUCZ

或 PLGA-PEG-FLUCZ 或 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 或 PLGA-PEG 溶液 100 µL，

并用等 2 倍梯度稀释法对其浓度进行稀释[60]。AMP 组的 MIC 按照相同方法测

定，于 96 孔板中的每个小孔加入沙保氏培养基稀释的 105 CFU/mL 的 C.albicans

对数生长期细胞 100 µL，并在第一个小孔中加入 AMP 或 PLGA-PEG-AMP 或 A

D1-PLGA-PEG-AMP 溶液 100 µL，并用等 2 倍梯度稀释法对其浓度进行稀释。

最后于 37 ℃培养 12 h 后测定 OD600处的吸光值，计算 MIC 值。 
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3.3.3 生长抑制曲线的测定 

试验根据 Mollercoda 等的方法[61]，并稍作修改。采用浓度为 4.0 µg/mL 的 P

LGA-PEG，2.0 µg/mL 和 4.0 µg/mL 的 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLG

A-PEG-FLUCZ 分别处理处于对数生长期的 C.albicans 细胞，空白组仅含有培养

基[62]。AMP 组按照相同的实验方法，采用浓度为 4.0 µg/mL 的 PLGA-PEG，2.0

 µg/mL 和 4.0 µg/mL 的 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP 分别处

理处于对数生长期的 C.albicans 细胞，空白组仅含有培养基，然后将 C.albicans

细胞置于恒温振动培养箱中（150 rpm，37 ℃）培养，每 3 小时取样，测定其 O

D600的吸光值。 

3.3.4 细胞荧光染色 

取对数生长期的 C.albicans 细胞 3 mL 于 3500 rpm 离心 10 min，PBS 缓冲液

洗涤 3 次后弃上清。试验组分别加入 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA

-PEG-FLUCZ 和 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP 溶液使其药物

终浓度为 2 µg/mL，空白组为 PBS，于 37℃下孵育 2 h。离心弃上清后分别加入

100 µL 的 PI (50 µM)和 100 µL 的 STYO-9 染色液在黑暗中染色 10 min，然后点

样到载玻片，用荧光显微镜进行观察拍照[63, 64]。 

3.3.5 细胞形态结构的 SEM 分析 

采用 SEM 分析 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和

AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 细胞形态结构的

影响。将对数生长期的 C.albicans 细胞离心后，分别加入 2 µg/mL FLUCZ、PLG

A-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PL

GA-PEG-AMP，震荡培养（150 rpm，37 ℃）3 h 后，4000 rpm 离心 10 min，收

集细胞沉淀，PBS 清洗 2 次，戊二醛固定 12 h，乙醇梯度洗脱后用丙酮清洗，

滴于硅片，干燥后喷金，采用 SEM观察其细胞形态[65]。以 PBS处理的细胞作为

对照组。 
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3.3.6 生物膜生长动力学分析 

取 1 cm×1 cm 的无菌盖玻片，于 10 %的胎牛血清溶液在 4 ℃下浸泡 12 h，

后转移至六孔板中，加入 3 mL 处于对数生长期的 C.albicans 菌液于 37 ℃孵育 9

0 min。盖玻片用 PBS 清洗浮菌后转移至含有沙保氏培养基 3 mL 的六孔板中，

于 37 ℃下分别培养 0、4、8、12、24、48 和 72 h。取出盖玻片用 PBS 清洗 3 次

后转移至新的六孔板中并加入 3 mL 的 PBS ，再加入 0.5 mg/mL 的 XTT 检测试

剂 50 µL 和 1 µmol/L 的甲萘醌-丙酮溶液混合 4 µL，于 37 ℃避光孵育 4 h。取溶

液 6000 r/min 离心 5 min，检测上清液于 490 nm 吸光值[66]。 

3.3.7 生物膜生长抑制的定性分析 

在无菌的 10 mL 玻璃试管装入 1mL 沙保氏培养基，接种 1 %的对数生长期

的 C.albicans 菌液，再分别加入 1/2 MIC 的 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-

PLGA-PEG-FLUCZ 和 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP，空白

组加入同体积的 PBS 缓冲液。于恒温振动培养箱中（150 rpm，37 ℃）培养 48 

h。培养结束后弃置菌液，加入 PBS 缓冲液洗涤 3 次，然后采用 5 %的结晶紫染

色 1 min，之后用 95 %的乙醇进行脱色至洗脱液无色，观察并拍照细胞膜生成

量[67]。 

3.3.8 生物膜生长抑制的定量分析 

取 1 cm×1 cm 的无菌盖玻片，用 10 %的胎牛血清溶液于 4 ℃浸泡 12 h，PB

S 洗涤 3 次后将盖玻片转移到六孔板中，加入 3 mL 对数生长期的 C.albicans 菌

液 37 ℃孵育 90 min[68]，用 PBS 洗涤 3 次后加入沙保氏培养基 3 mL，再分别加

入 1/2 MIC、1/4 MIC、1/8 MIC 的 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-P

EG-FLUCZ 和 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP。将 C.albicans

细胞置于恒温振动培养箱中（150 rpm，37 ℃）培养 48 h，用 PBS 清洗 3 次后

加入 50 µL 0.5 mg/mL 的 XTT 试剂和 4 µL 的 1 µmol/L 的甲萘醌-丙酮溶液，混

匀后于 37 ℃孵育 4 h，然后 6000 rpm 离心 5 min[69]，取上清液检测 OD490的吸

光值[70]。 
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3.3.9 统计分析 

所有的试验至少重复三次，使用 Excel 2019 软件对实验数据进行整理，并

使用 Origin 2018 绘制图形。数据以平均值±SD 表示。 
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3.4 结果与分析 

3.4.1 抑菌圈分析 

（1）FLUCZ 组抑菌圈分析 

图 3-1 为 PLGA-PEG、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FL

UCZ 对 C.albicans 的生长抑菌圈。由图 3-1 A 和 E 可以看出，PBS和 PLGA-PEG

对 C.albicans生长无抑制作用。而 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-P

EG-FLUCZ（图 3-1 B、C和 D）均对 C.albicans的生长产生了一定的抑制作用，

且 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 的抑菌圈最大，表明其抑制活性最强。可能是由于

适配体 AD1 的靶向作用，增强了 FLUCZ 对 C.albicans 的抑制能力[71]。 

 

图 3-1 PLGA-PEG、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 的抑菌圈

图 

注：A、B、C、D 和 E 分别为 PLGA-PEG、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLU

CZ、FLUCZ 和 Control（PBS）的抑菌圈图 

Fig. 3-1 The bacteriostatic circle diagram of PLGA-PEG、FLUCZ、PLGA-PEG-

FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 

Note: The bacteriostatic circle diagram of A, B, C, D and E is PLGA-PEG、PLGA

-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ、FLUCZ and Control（PBS）, respectively 

（2）AMP 组抑菌圈分析 
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PLGA-PEG、AMP、PLGA-PEG-AMP和 AD1-PLGA-PEG-AMP对 C.albican

s 的生长抑菌圈如图 3-2 所示。由图 3-2 A 和 E 可以看出，PBS 和 PLGA-PEG 对

C.albicans 的生长无抑制作用；而 AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-

AMP（图 3-2 B、C 和 D）均对 C.albicans 的生长产生了一定的抑制作用，且在

2 µg/mL 的浓度下 AD1-PLGA-PEG-AMP的抑菌圈最为明显，表明其抑制能力最

强。这表明将 AMP 用纳米粒子 PLGA-PEG 进行包载可以提升其抗 C.albicans 的

能力。 

 

图 3-2 PLGA-PEG、AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP 的抑菌圈图 

注：A、B、C、D 和 E 分别为 PLGA-PEG、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AM

P、AMP 和 Control（PBS）的抑菌圈图 

Fig. 3-2 The bacteriostatic circle diagram of PLGA-PEG、AMP、PLGA-PEG-AMP a

nd AD1-PLGA-PEG-AMP 

Note: The bacteriostatic circle diagram of A, B, C, D and E is PLGA-PEG、PLGA

-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP、AMP and Control（PBS）, respectively 
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3.4.2 最小抑菌浓度（MIC）分析 

（1）FLUCZ 组最小抑菌浓度（MIC）分析 

PLGA-PEG、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ对 C.

albicans 的最小抑菌浓度如表 3-3 所示。结果表明，PLGA-PEG（64 mg/mL）对

C.albicans 无抑制作用，而 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FL

UCZ 对 C.albicans 的 MIC 分别为 64 µg/mL、8 µg/mL 和 4 µg/mL，表明 PLGA-P

EG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对 C.albicans 的生长具有较强的抑制作

用，且 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对其作用更强，这可能是由于适配体 AD1 能够

特异性识别 C.albicans 所致[36, 72]。 

表 3-3  FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 最小抑菌浓度 

Table 3-3 minimal inhibitory concentrations of FLUCZ, PLGA -PEG-FLUCZ a

nd AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 

concertration（µg/mL） C.albicans 

PLGA-PEG 

FLUCZ 

- 

64 

PLGA-PEG-FLUCZ 8 

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 4 

 

（2）AMP 组最小抑菌浓度（MIC）分析 

表 3-4 为 PLGA-PEG、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对

C.albicans 的最小抑菌浓度。结果表明， AMP 对 C.albicans 的 MIC 为 32 µg/m

L，而 PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 的 MIC 分别为 8 

µg/mL 和 4 µg/mL，表明 PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albican

s的生长具有较强的抑制作用。相比较可知，AD1-PLGA-PEG-AMP的 MIC相较

于未用纳米粒子包载的 AMP 提升了 8 倍，表明采用 AD1 修饰 PLGA-PEG 包载

的 AMP，可以明显的提高其对 C.albicans 的抑菌活性。 
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表 3-4  AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 最小抑菌浓度 

Table 3-4 minimal inhibitory concentrations of AMP, PLGA -PEG-AMP and A

D1-PLGA-PEG-AMP 

concertration（µg/mL） C.albicans 

PLGA-PEG 

AMP 

- 

32 

PLGA-PEG-AMP 8 

AD1-PLGA-PEG-AMP 4 

 

3.4.3 生长抑制曲线分析 

（1）FLUCZ 组生长抑制曲线分析 

先前的研究表明，C.albicans 的增殖受到 FLUCZ 的影响，其表现为增加了

生长滞后期和减少了对数生长期[73, 74]。 从图 3-3 生长抑制曲线可以看出，4 µg/

mL 的 PLGA-PEG 对 C.albicans 无抑菌作用。浓度为 2 µg/mL 的 FLUCZ、PLG

A-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理的 C.albicans 分别在 6 h、15 h

和 18 h 从滞后区进入跳跃性增长的指数区，表明 PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-P

LGA-PEG-FLUCZ 抑制作用均好于 FLUCZ，且 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 的抑制

作用大于 PLGA-PEG-FLUCZ。在浓度为 4 µg/mL 时， FLUCZ 和 PLGA-PEG-F

LUCZ 处理的 C.albicans 分别在 6 h 和 18 h 进入跳跃性增长区，而 AD1-PLGA-P

EG-FLUCZ 处理组的 C.albicans 生长基本被抑制，表明 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ

相比较于 FLUCZ 和 PLGA-PEG-FLUCZ，对 C.albicans 的生长具有更强的抑制

作用。 
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图 3-3  生长抑制曲线分析 

注：A、B、C、D、E、F、G 和 H 分别为 Control、PLGA-PEG 4 µg/mL、FLUCZ 2 

µg/mL、FLUCZ 4 µg/mL、PLGA-PEG-FLUCZ 2 µg/mL、PLGA-PEG-FLUCZ 4 µg/mL、

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 2 µg/mL 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 4 µg/mL 

Fig. 3-3 Growth inhibition curve analysis  

Note:A, B, C, D, E, F, G and H are Control、PLGA-PEG 4 µg/mL、FLUCZ 2 µg/mL、FL

UCZ 4 µg/mL、PLGA-PEG-FLUCZ 2 µg/mL、PLGA-PEG-FLUCZ 4 µg/mL、AD1-PLGA-PE

G-FLUCZ 2 µg/mL and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 4 µg/mL, respectively 

（2）AMP 组生长抑制曲线分析 

由图 3-4 可以看出，浓度为 2 µg/mL 的 AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PL

GA-PEG-AMP 处理的 C.albicans 分别在 6 h、12 h 和 18 h 从滞后区进入跳跃性

增长的指数区，表明在相同浓度下，由纳米粒子包载和连接适配体的 AD1-PLG

A-PEG-AMP 对 C.albicans 的抑制作用明显大于 PLGA-PEG-AMP 和 AMP。在浓
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度为 4 µg/mL 时， AMP 和 PLGA-PEG-AMP 处理的 C.albicans 分别在 6 h 和 18 

h 进入跳跃性增长区，而 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理组的 C.albicans 生长基本被

抑制。可以看出，AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 的生长抑制具有浓度依赖

性。 

图 3-4  生长抑制曲线分析 

注：A、B、C、D、E、F、G 和 H 分别为 Control、PLGA-PEG 4 µg/mL、AMP 2 µg/mL、A

MP 4 µg/mL、PLGA-PEG-AMP 2 µg/mL、PLGA-PEG-AMP 4 µg/mL、AD1-PLGA-PEG-AM

P 2 µg/mL 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 4 µg/mL） 

Fig. 3-4 Growth inhibition curve analysis  

Note: A, B, C, D, E, F, G and H are Control、PLGA-PEG 4 µg/mL、AMP 2 µg/mL、AM

P 4 µg/mL、PLGA-PEG-AMP 2 µg/mL、PLGA-PEG-AMP 4 µg/mL、AD1-PLGA-PEG-AMP 

2 µg/mL and AD1-PLGA-PEG-AMP 4 µg/mL, respectively 
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3.4.4  细胞荧光染色分析 

（1）FLUCZ 组细胞荧光染色分析 

图 3-5 为 PLGA-PEG、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FL

UCZ 处理的 C.albicans 细胞的荧光染色图。由图可以看出，在浓度为 2 µg/mL

时，FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ处理组均出现了红

色细胞，且 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组中红色细胞所占的比例相对较高，

表明三种药物对 C.albicans细胞均有杀伤作用，且 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ的杀

伤率最高。这有效的论证了 AD1 适配体对 C.albicans 细胞壁的识别能力[64, 75]。 

 

图 3-5  细胞荧光染色分析 

注：A、B、C 和 D 分别为 CONTROL、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-

FLUCZ 的荧光图谱 

Fig. 3-5 Cell fluorescence staining analysis.  

Note:The fluorescence spectra of A, B, C and D are CONTROL、FLUCZ、PLGA-PEG

-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ respectively.  

（2）AMP 组细胞荧光染色分析 
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PLGA-PEG、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理的 C.al

bicans 细胞的荧光染色如图 3-6 所示。由图 3-6 B 可以看出，在浓度为 2 µg/mL

时， AMP 处理的 C.albicans 细胞有少量呈现红色，表明有少量细胞死亡。PLG

A-PEG-AMP 处理组（图 3-6 B）的红色 C.albicans 细胞明显增多，表明将 AMP

包载后对 C.albicans 细胞的杀伤能力有所增强。而由图 3-6 C 可以看出，存活的

C.albicans 细胞（绿色荧光）明显少于其他处理组，表明 AD1-PLGA-PEG-AMP

的对 C.albicans 细胞的杀伤率最高。 

图 3-6  细胞荧光染色分析 

注：A、B、C 和 D 分别为 CONTROL、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP

的荧光图谱 

Fig. 3-6 Cell fluorescence staining analysis.  

Note:The fluorescence spectra of A, B, C and D are CONTROL、AMP、PLGA-PEG-A

MP and AD1-PLGA-PEG-AMP respectively . 

3.4.5 细胞形态 SEM 分析 

（1）FLUCZ 组细胞形态 SEM 分析 
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细胞形态的完整性是细胞存活的关键，细胞形态的破坏影响到细胞膜的完

整性，从而导致细胞内容物泄露，引起细胞死亡[76]。图 3-7 为 PLGA-PEG、FL

UCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理的 C.albicans 形态 S

EM 图。由图 3-7 A 可以看出，CONTROL 组的 C.albicans 细胞表面光滑，具有

完整的细胞形态结构。FLUCZ 处理的 C.albicans 细胞出现了少量的孔洞和皱缩

（图 3-7 B）。PLGA-PEG-FLUCZ 处理的 C.albicans 细胞的塌陷程度明显大于比

FLUCZ处理组（图 3-7 C）[77]。AD1-PLGA-PEG-FLUCZ处理组的细胞表面有很

多纳米颗粒附着，几乎大部分细胞的表面都出现了破损和坍塌，而且破损程度

明显大于 PLGA-PEG-FLUCZ 处理组（图 3-7 D）。 

图 3-7  细胞形态的 SEM 分析 

注：A、B、C 和 D 分别为 CONTROL、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-

FLUCZ 处理组 

Fig. 3-7 SEM Analysis of Cell Morphology.  

Note: The processing group of A, B, C and D are CONTROL、FLUCZ、PLGA-PEG-FL

UCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ respectively.  

（2）AMP 组细胞形态 SEM 分析 
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AMP 主要通过破坏细胞膜的完整性从而杀死病原微生物。而细胞形态的完

整性是细胞存活的关键，细胞膜的完整性一旦被破坏，就会引起细胞死亡[76]。

图 3-8 为 PLGA-PEG、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理的

C.albicans 形态 SEM 图。由图 3-8 B 可以看出，AMP 处理的 C.albicans 细胞出

现了小的孔洞和皱缩，且有少量 C.albicans 细胞受损。由图 3-8 C 可以看出，PL

GA-PEG-AMP处理的 C.albicans细胞的塌陷程度和受损数量明显大于 AMP处理

组，其表面也有少量纳米粒子附着。图 3-8 D为 AD1-PLGA-PEG-AMP处理组，

可以看出，C.albicans 细胞表面有很多纳米颗粒附着，几乎大部分细胞膜的完整

性都出现了被破坏的情况，其细胞表面也出现破损和坍塌，而且破损程度明显

大于 PLGA-PEG-AMP 处理组。这也表明连接适配体 AD1 提升了 AD1-PLGA-P

EG-AMP 对 C.albicans 细胞的靶向能力。 

图 3-8  细胞形态的 SEM 分析 

注：A、B、C 和 D 分别为 CONTROL、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP

处理组 

Fig. 3-8 SEM Analysis of Cell Morphology.  

Note:The processing group of A, B, C and D are CONTROL、AMP、PLGA-PEG-AMP 

and AD1-PLGA-PEG-AMP respectively.  
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3.4.6 C.albicans 生物膜生长动力学分析 

C.albicans 的生物膜是其对药物产生抗性的主要原因[10, 78]。图 8 为 XTT 减

低法检测的 C.albicans 生物膜的生长情况。由图可以看出，C.albicans 的生物膜

的生成量在 12 h 时进入快速生长期，之后快速生长至 48 h 后生长变缓，进入成

熟期。 

图 3-9  C.albicans 生物膜生长动力学分析图 

Fig. 3-9 Kinetic analysis diagram of C.albicans biofilm growth 

3.4.7 C.albicans 生物膜生长抑制的定性分析 

（1）FLUCZ 组 C.albicans 生物膜生长抑制的定性分析 

C.albicans细胞感染可以在体内生成生物膜，生物膜的形成可以增强 C.albic

ans 细胞抵抗药物的能力，因此抵抗生物膜的形成是很重要的药理活性。结晶紫

能够对 C.albicans的生物膜进行染色，因此，可以比较直观的观察到生物膜的生

成量[79]。图 3-10 为 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对
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C.albicans 生物膜的影响。可以看出，CONTROL 组的试管壁有大量的生物膜生

成，且蔓延至试管的底部（图 3-10 A）。FLUCZ处理组的生物膜生成量略少于 C

ONTROL组，同样从试管壁慢慢延伸至试管底。然而，PLGA-PEG-FLUCZ和 A

D1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组的生物膜生成量明显减少（图 3-10 C、D），试管

壁表面有少量生成。且 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ处理组对 C.albicans生物膜的抑

制效果更为明显。葡聚糖是 C.albicans 细胞壁的一种保护屏障，当适配体 AD1

与其结合，能够破坏其保护功能的同时将 FLUCZ 递送到细胞膜，从而抑制或破

坏细胞膜的形成[80]。 

 

图 3-10  C.albicans 生物膜生长抑制分析 

注：A、B、C 和 D 分别为 CONTROL、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-F

LUCZ 处理组 

Fig. 3-10 Analysis of growth inhibition of C.albicans biofilm. 

Note:The processing group of A, B, C and D are CONTROL、FLUCZ、PLGA-PEG-FL

UCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ respectively.  

（2）AMP 组 C.albicans 生物膜生长抑制的定性分析 

图 3-11为 AMP、PLGA-PEG-AMP和 AD1-PLGA-PEG-AMP对 C.albicans生

物膜的影响。由图 3-11 B 可知，AMP 处理组的生物膜生成量略少于 CONTROL

组，但也同样生成较多生物膜附着在试管壁上。而 PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PL

GA-PEG-AMP 处理组的生物膜生成量明显减少（图 3-11 C、D），仅 PLGA-PEG

-AMP 组在液面附近生成少量生物膜，且无向下扩张的趋势；AD1-PLGA-PEG-

AMP 处理组基本抑制住了 C.albicans 细胞生物膜的形成，只在试管壁表面有微
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量生物膜产生。 

图 3-11  C.albicans 生物膜生长抑制分析 

注：A、B、C 和 D 分别为 CONTROL、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP

处理组 

Fig. 3-11 Analysis of growth inhibition of C.albicans biofilm.  

Note:The processing group of A, B, C and D are CONTROL、AMP、PLGA-PEG-AMP 

and AD1-PLGA-PEG-AMP respectively.  

 

3.4.8 生物膜生长抑制的定量分析 

（1）FLUCZ 组生物膜生长抑制的定量分析 

XTT 是线粒体脱氢酶的作用底物，可以被活细胞还原成可溶于水的橙黄色

甲瓒。当 XTT 与甲萘醌联合应用时，其所产生的水溶性的甲瓒产物的吸光度与

活细胞的数量成正比，因此可以用作定量检测 C.albicans 生物膜生成量[81]。图 3

-12 为三种药物对 C.albicans 生物膜的抑制活性。从图 3-12 可以看出，在三种浓

度条件下，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对 C.albicans 生物膜的抑制作用最强，其次

为 PLGA-PEG-FLUCZ，而 FLUCZ 抑制作用最弱。另外，随着药物浓度的降低，

其对 C.albicans 生物膜的抑制活性越来越弱，表明 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ

和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对 C.albicans 生物膜的抑制作用具有浓度依赖性[69, 8

2] 。 
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图 3-12 C.albicans 生物膜生长抑制的定量分析 

Fig. 3-12 Quantitative analysis of growth inhibition of C.albicans biofilm 

（2）AMP 组生物膜生长抑制的定量分析 

图 3-13 为 AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans

生物膜的抑制活性。由图 3-13 可以看出，在 1/2 MIC 浓度下，AD1-PLGA-PEG-

AMP 对 C.albicans 生物膜的抑制作用最强，随着浓度的下降，AD1-PLGA-PEG-

AMP 对 C.albicans 生物膜的抑制活性也随之下降，表明 AD1-PLGA-PEG-AMP

对 C.albicans 生物膜的抑制活性可能具有浓度依赖性。在三种浓度条件下，AM

P 组对 C.albicans 生物膜的抑制活性最弱，其结果表明将 AMP 进行包载可以提

升其抑制 C.albicans 生物膜的作用。  
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图 3-13 C.albicans 生物膜生长抑制的定量分析 

Fig. 3-13 Quantitative analysis of growth inhibition of C.albicans biofilm 

 

3.5 本章小结 

在本章工作中，检测了 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FL

UCZ和 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP的抑菌活性，抑菌圈实

验中 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ的抑菌圈最大，表明其抑制 C.albicans活性最强。

在 2 µg/mL 的浓度下 AD1-PLGA-PEG-AMP 得到同样结果。MIC 测定得到 FLU

CZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对 C.albicans 的 MIC 分别

为 64 µg/mL、8 µg/mL 和 4 µg/mL，AMP 对 C.albicans 的 MIC 为 32 µg/mL，而

PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 的 MIC 分别为 8 µg/mL

和 4 µg/mL。在荧光检测中发现在浓度为 2 µg/mL 时，FLUCZ、PLGA-PEG-FL

UCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组均出现了红色细胞，且 AD1-PLGA-PEG

-FLUCZ 处理组中红色细胞所占的比例相对较高，表明三种药物对 C.albicans 细

胞均有杀伤作用，且 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 的杀伤率最高。这有效的论证了
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AD1 适配体对 C.albicans 细胞壁的识别能力。AMP 组处理也得到相似结论。SE

M 实验中发现对照组的 C.albicans 细胞表面光滑，具有完整的细胞形态结构；

而 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组和 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理组的细胞表面

有很多纳米颗粒附着，几乎大部分细胞的表面都出现了破损和坍塌，而且破损

程度明显大于 PLGA-PEG-FLUCZ 处理组和 PLGA-PEG-AMP 处理组，这也表明

连接适配体 AD1 提升了 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 细胞的靶向能力。

检测 C.albicans 的生物膜的生长周期发现 C.albicans 的生物膜的生成量在 12 h 时

进入快速生长期，之后快速生长至 48 h 后生长变缓，进入成熟期。在药物处理

后的 48 h 后，对生物膜进行结晶紫染色发现 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组对

C.albicans 生物膜的抑制效果更为明显。而 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理组基本抑

制住了C.albicans细胞生物膜的形成，只在试管壁表面有微量生物膜产生。生物

膜生成定量检测发现，随着药物浓度的降低，其对C.albicans生物膜的抑制活性

越来越弱，表明 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans

生物膜的抑制作用具有浓度依赖性。至于纳米粒子的在体内的抗菌活性和其他

生物学活性还有待于进一步研究。 
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第 4 章 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP

纳米材料的体内抑菌活性探究 

4.1 引言 

PLGA-PEG 聚合物纳米粒子系统由于其高度的生物相容性而被广泛应用于

实验室研究和临床环境中，PLGA 其降解产生乳酸最后经代谢途径产生水和二

氧化碳，这是在正常生理条件下体内各种代谢途径的副产物，而 PEG 在体内不

会被分解，会随着代谢途径被排出体外，因此 PLGA-PEG 对人体并无影响。基

于 PLGA-PEG 纳米粒子的递送系统在具有各种功能和工程上易于修改以适应细

胞尺寸，在药物输送和植入式医疗器械方面具有明显的优势，例如但不限于在

实现药效的同时减少药物用量、最大限度地减少副作用、保护药物不被降解、

以及增强药物稳定性等[83]。这些纳米粒子可以通过细小的毛细血管深入组织，

或者利用渗漏的血管系统来改善深层组织的药物输送，通常被细胞有效地吸收[8

4]。在纳米粒子递送系统中，能否凭借其安全高效的优势，将药物运送至感染区

域是我们要验证的问题，因此本章为了探究 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-P

LGA-PEG-AMP 在体内的抗 C.albicans 活性，构建了 C.albicans 的小鼠模型。 

小鼠成为最常用的实验动物之一，主要是因为小鼠的基因组计划已经完

成。这意味着大量基因组序列信息可供研究人员使用，从而有助于研究基因功

能、表达调控、胚胎发育以及人类疾病的分子机制。这些信息为学术界提供了

条件和技术支持，使得小鼠成为理想的实验模型动物[85]。小鼠生理生化和发育

过程和人类相似，基因组和人类 98 %同源[86]，因此，许多小鼠疾病模型可以准

确地模拟人类疾病的发病过程以及对药物的反应，为医学和药物研究提供了重

要的实验工具。小鼠基因改造技术已经日趋成熟，自上世纪七八十年代诞生以

来，该技术在构建小鼠模型方面取得了显著进展[87]。由于小鼠具有强大的繁殖

能力、早期性成熟、体型小巧且易于管理，因此在实验中使用起来更加便捷快

速。综上所述，小鼠作为模式生物与人类亲缘关系近且体型小、繁殖速度快，

生命周期相对较短。还完成了全基因组测序，遗传背景清晰等等。因此本章选

用小鼠作为体内抗 C.albicans 的动物模型。 
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4.2 实验材料 

4.2.1 试验菌株 

白色念珠菌（Candida albicans，C.albicans）CMCC(F)98001（上海鲁微科

技有限公司）；C57BL/6 雄性黑鼠(3 周)（南京青龙山动物养殖场）；BALB/c 雌

性裸鼠（3 周）（南京大学（中国南京）模型动物研究所）。 

4.2.2 实验试剂与仪器 

表 4-1 主要实验材料 

Table 4-1 Main experimental materials 

药品名称 级别 生产厂家 

聚乳酸-羟基乙酸-聚乙二醇 分析纯 西安瑞禧生物科技有限公司 

氟康唑 分析纯 上海麦克林 

适配体 AD1 分析纯 上海生工生物 

蛋白胨 分析纯 国药集团 

葡萄糖 分析纯 国药集团 

无水乙醇 分析纯 国药集团 

地塞米松 分析纯 国药集团 

聚乙烯醇 分析纯 国药集团 

多聚甲醛 分析纯 国药集团 

二甲苯 

苏木素 

沙保氏培养基 

盐酸 

氨水 

戊二醛 

磷酸缓冲液 

生理盐水 

分析纯 

分析纯 

微生物用 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

国药集团 

国药集团 

杭州百思 

阿拉丁 

阿拉丁 

阿拉丁 

阿拉丁 

阿拉丁 
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表 4-2 实验仪器 

Table 4-2 Experimental equipment 

仪器名称 仪器型号 生产厂家 

循环水式多用真空泵 SHB-Ⅲ 郑州长城科工贸有限公司 

荧光显微镜 NexcopeNIB600 上海巴贯仪器科技有限公司 

台式低速离心机 

全自动生化仪 

TG16-W 

Chemray 240 

湖南湘仪有限公司 

深圳雷杜生命科技有限公司 

恒温磁力搅拌器 H01-1A 上海众越仪器有限公司 

数显恒温水浴锅 HH.2 上海博讯实业有限公司 

精密分析天平 HZK-FA110S 华志电子科技有限公司 

双人单面净化工作台 SW-CJ-2D 江苏通净净化设备有限公司 

立式压力蒸汽灭菌器 YXQ-100A 上海博讯实业有限公司 

隔水式培养箱 GHP-9160 宁国沙鹰科学仪器有限公司 

组合式摇床 

全自动酶标仪 

小动物活体光学成像系统 

HYL;-C 

1510 

IVIS Series III 

太仓市强乐实验设备有限公司 

美国赛默飞世尔科技公司 

京仪科技有限公司 

 

4.3 实验方法 

4.3.1 C.albicans 生物膜 C57 小鼠皮下感染模型的建立与给药治疗 

挑选稳定饲养两周后的 30只 4-6周龄，体重 20 g左右的 SPF级 C57 BL/6雄

性黑鼠。配制 1 mg/L 的地塞米松溶液对所有正常 C57 小鼠进行免疫抑制 72 h[8

8]。然后在第 4 日取对数生长期的 C.albicans 菌液 200 µL 局部注射到实验组小鼠

臀部，空白阳性对照组局部注射等量 C.albicans 菌液 200 µL 到小鼠臀部，空白

阴性对照组注射等量 PBS[89]，持续观察并每日记录体重。在此期间给与小鼠标

准饮食，并保持温度恒定 24 ℃和湿度恒定 55 %。 

在建立 C.albicans 感染模型的第 4 日（总时间的第 8 日）给与实验组小鼠尾

端静脉注射 6 mg/kg（临床剂量）[90, 91]的 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ、AD1-P

LGA-PEG-FLUCZ 和 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP，空白对

照组（+和-）注射等量 PBS，持续观察小鼠状况并每日记录其体重。 
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4.3.2 CRP 含量测定 

采用 Mouse C-Reactive Protein (CRP)ELISA Kit 试剂盒测定分析治疗后 C57

小鼠血液中 CRP 的含量[92]。使用二倍稀释法在无菌 96 孔板中加标准品 100 µL/

孔，室温振荡 2 h 后洗涤 5 次拍干，加入检测抗体工作液 100 µL/孔，室温振荡

1 h 后洗涤 5 次后拍干，加入 SA-HRP 工作液 100 µL/孔，室温振荡 30 min 后洗

涤 5 次拍干，加如 TMB 底物 90 μL/孔，室温避光孵育 10-30 min 后加入终止液 5

0 μL/孔，并立即于 450nm 波长处检测 OD 值，根据标准品的浓度和 OD450 值绘

制标准曲线。 

在给药治疗一周后处死小鼠，无菌环境提取小鼠血液，室温放置 1 h 后于 4

 ℃ 3000 r/min 离心 15 min，取上清用稀释液稀释 20000 倍后立即检测，根据标

准曲线方程计算出样本的 CRP 浓度。 

4.3.3 ALT、AST、BUN 和 CR 的检测分析 

在无菌环境中，通过小鼠眼眶取血，室温放置 1 h 后于 4 ℃ 3000 r/min 离心

15 min，取上清后放入全自动生化仪测定分析各指标。 

4.3.4 HE 染色分析 

在无菌环境中摘取治疗后 C57 小鼠的心、肝、脾、肺和肾，采用多聚甲醛

进行固定后用乙醇对组织样本进行梯度脱水，再经过透明和浸蜡后完成包埋处

理。将预冷的蜡块固定在石蜡切片机上，使蜡块的切面与刀口成平行方向，刀

的倾斜度通常 15℃，转动轮转推进器，调节切片厚度为 4μm，切成厚度均匀的

切片。再依次将石蜡切片放入二甲苯、无水乙醇、90 %乙醇、80 %乙醇、70 %

乙醇、50 %乙醇梯度脱蜡至水。将石蜡切片放入 1 %苏木素染 1 min，自来水漂

洗，1 %盐酸酒精分化 20 s，自来水漂洗，然后用 1 %氨水溶液返蓝 1 min，流

水冲洗 20 s，放入 0.5 %伊红染液中染色 30 s，流水漂洗。再将石蜡切片依次放

入 75 %乙醇 、85 %乙醇 、无水乙醇和二甲苯中至透明，将切片从二甲苯拿出

来用中性树胶封片。并用中性树胶封片[93]。采用倒置荧光显微镜镜检，图像采

集分析。 
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4.3.5 肺部 CFU 检测分析 

在无菌环境下取治疗后 C57 小鼠的肺脏组织适量，加入 9 倍体积的生理盐

水，制备 10 %的组织匀浆，再以生理盐水稀释至 1 %后接种于沙保氏固体培养

基中，于 37 ℃恒温培养 24 h 后，观察并记录肺脏组织匀浆中的活菌数[94]。 

4.3.6 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 的靶向检测 

选用 BALB/c 雌性裸鼠作为此实验的实验用鼠，因为其为无毛裸鼠，更易

实验观察，构建 C.albicans 皮下感染模型小鼠方法同 4.3.1。 

用 PBS配置 3 mg/mL的荧光试剂 CY5，然后分别与等浓度的 FLUCZ、PLG

A-PEG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PL

GA-PEG-AMP 室温混合，匀速搅拌 12 h，5000 rpm 离心 10 min，弃上清，冻干

保存，去除未连接上的荧光试剂 CY5[95]。然后将上述药物分别重悬于 PBS 中，

通过尾静脉注射于 C.albicans 皮下感染模型小鼠，使其浓度控制为 6 mg/kg（临

床剂量），对照组注射等量的 CY5 PBS 溶液。使用小动物活体光学成像系统分

别在0、1、4、12和24 h分别检测荧光强度，并在24 h后处死小鼠，检测其心、

肝、脾、肺和肾的荧光强度，采集图像并分析。 

 

4.3.7 统计分析 

所有的试验至少重复三次，使用 Excel 2019 软件对实验数据进行整理，并

使用 Origin 2018 绘制图形。数据以平均值±SD 表示。 

 

4.4 结果与分析 

4.4.1 C.albicans 生物膜 C57 小鼠模型体重分析 

（1）FLUCZ 组 C.albicans 生物膜 C57 小鼠模型体重分析 

图 4-1 为 C.albicans 生物膜 C57 小鼠模型体重变化图，可以看出，在前 72 

h 免疫抑制期间，小鼠体重呈现缓慢增长的趋势，表明免疫抑制剂地塞米松可



安徽工程大学硕士学位论文 

 

53 

 

能对小鼠体重并无影响。在 72 h 后建立 C.albicans 生物膜 C57 小鼠模型，可以

看出，除阴性对照组（control（-））以外，实验组的小鼠体重均有不同程度的

下降。观察实验组 C 57 小鼠在注射 C.albicans 后，小鼠食欲明显减少，运动量

较之前也大大缩减，可能是 C.albicans 感染导致小鼠体内炎症的产生致使体重

下降。在第 8 d 对小鼠注射药物之后，相比较于注射等量 PBS 的未治疗组（con

trol（+）），小鼠体重下降趋势均有减弱，其中 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 组体重

恢复效果最好，且在第 14 d 恢复到感染 C.albicans 前体重。另外，PLGA-PEG-

FLUCZ 处理组小鼠体重也略有恢复，而 FLUCZ 组恢复效果最差。综上结果表

明，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对小鼠体重恢复效果最好，可能是由于其对 C. alb

icans 抑制效果最优，从而抑制了 C.albicans 在小鼠体内的增殖。 

图 4-1 C.albicans 生物膜 C57 小鼠模型体重变化图 

Fig. 4-1 Body weight change of C.albicans biofilm C57 mouse model  
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（2）AMP 组 C.albicans 生物膜 C57 小鼠模型体重分析 

图 4-2 为 C.albicans 生物膜 C57 小鼠模型体重变化图。可以看出，在 8 d

前 AMP 组与 FLUCZ 组小鼠模型表现基本类似，前 72 h 免疫抑制期间，小鼠

体重缓慢增长，表明免疫抑制剂地塞米松可能对小鼠体重并无影响。在 72 h

后除对照组（control（-））以外，实验组的小鼠体重均有不同程度的下降。可

以看出，相比较于注射等量 PBS 的未治疗组（control（+）），在注射药物的第

8 d，小鼠的体重均有不同程度的回升，其中注射 AMP 的小鼠体重在下降后

有略微上升，可能是 AMP 杀伤了少部分 C.albicans 细胞，而注射 PLGA-PEG

-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 的小鼠体重均有回升，且 AD1-PLGA-PEG-A

MP 体重回复速度很快，可能是由于 AD1-PLGA-PEG-AMP 快速识别并杀伤了

C.albicans 细胞，另外观察发现注射 AD1-PLGA-PEG-AMP 药物的小鼠食欲明

显较之前增大，其活动也更加频繁，精神状态大幅改善。 

 

图 4-2 C.albicans 生物膜 C57 小鼠模型体重变化图 

Fig. 4-2 Body weight change of C.albicans biofilm C57 mouse model  
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4.4.2 CRP 的测定 

（1）FLUCZ 组 CRP 的测定 

CRP 是一种急性炎症反应蛋白，当机体发生炎症或组织损伤时，由肝细胞

生成的 CRP 含量迅速升高， 因此，可以通过检测血清中 CRP 含量来分析小鼠

C.albicans 感染情况[96, 97]。根据图 4-3 的 CRP 的标准曲线，并通过测定不同实

验组小鼠血清 OD450值，可以计算得到小鼠血清中 CRP 含量。从表 4-3 可知，

感染未治疗组（control（+））CRP 含量为 58363.56 ng/mL，约为未感染组（con

trol（-））的两倍。FLUCZ 和 PLGA-PEG-FLUCZ 处理组 CRP 含量分别为 4634

1.24 ng/mL 和 36019.43 ng/mL；而 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组的血清 CRP

含量最低，为 28700.47 ng/mL。因此，可以认为，通过 AD1-PLGA-PEG-FLUC

Z 治疗，已基本清除由 C.albicans 造成的体内炎症。 

 

 

图 4-3 CRP 的标准曲线 

Fig. 4-3 Standard curve of CRP 

 

 

 



安徽工程大学硕士学位论文 

 

56 

 

表 4-3  FLUCZ 组小鼠血清 CRP 含量分析 

Table 4-3 Analysis of serum CRP content of mice in FLUCZ group  

（2）AMP 组 CRP 的测定 

从表 4-4 可知，感染未治疗组（control（+））CRP 含量为 58363.56 ng/m

L，约为未感染组（control（-））的两倍。AMP 和 PLGA-PEG-AMP 处理组 CRP

含量分别为 50847.74 ng/mL 和 33985.55 ng/mL，AMP 处理的小鼠血清的 CRP

含量很接近感染未治疗组（control（+）），表明其治疗效果较弱；而 AD1-PLGA

-PEG-AMP 处理组的血清 CRP 含量最低，为 27372.73 ng/mL，接近未感染组

（control（-）），表明体内炎症基本已经清除。综上可知，AD1-PLGA-PEG-AM

P 可以治疗小鼠体内由 C.albicans 造成的炎症。 

表 4-4  AMP 组小鼠血清 CRP 含量分析 

Table 4-4 Analysis of serum CRP content of mice in AMP group  

 

4.4.3 ALT、AST、BUN 和 CR 的检测分析 

（1）FLUCZ 组 ALT、AST、BUN 和 CR 的检测分析 

ALT 和 AST 分别指谷丙转氨酶和谷草转氨酶，当肝细胞受到损伤就会导致

小鼠血液中谷丙转氨酶和谷草转氨酶数值升高，提示肝细胞损害[98]，因此，可

以检测 ALT 和 AST 活性，分析 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PE

Simple Optical Density Concentration（ng/mL） ±SD 

Control（+） 1.0453 58363.56 -0.0082 

Control（-） 0.5967 25038.98 -0.0132 

FLUCZ 0.9021 46341.24 0.0068 

PLGA-PEG-FLUCZ 0.7646 36019.43 -0.0103 

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 0.6558 28700.47 0.0068 

Simple Optical Density Concentration（ng/mL） ±SD 

Control（+） 1.0453 58363.56 -0.0082 

Control（-） 0.5967 25038.98 -0.0132 

AMP 0.9572 50847.74 -0.0106 

PLGA-PEG-AMP 0.7351 33985.55 0.0046 

AD1-PLGA-PEG-AMP 0.6344 27372.73 0.0028 
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G-FLUCZ 处理对小鼠肝脏细胞是否造成损伤。由图 4-4 A，B 可以看出，FLUC

Z（c）处理组 ALT 和 AST 浓度明显上升，可能是由于代谢 FLUCZ 造成了肝脏

细胞的损伤[99]。而 PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ（d 和 e）处

理组的 ALT 和 AST 浓度相对较低，可能是因为其结合 C.albicans 后缓慢释放 F

LUCZ，从而减弱了 FLUCZ 对肝脏细胞的损伤。 

BUN 和 CR 分别为尿素氮和肌酐，在肾功能受损，肾小球滤过率作用下降

时，血中尿素氮和肌酐浓度明显上升[100]。因此，通过检测血清中 BUN和 CR含

量可以判断 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对小鼠肾

脏细胞是否造成损伤。由图 4-4 C，D 可以看出，各处理组的 BUN 和 CR 浓度未

发生显著升高，表明药物对肾脏细胞的损伤较小。 

图 4-4 小鼠血清 ALT、AST、BUN 和 CR 含量分析 

注：a、b、c、d 和 e 分别为 Control（+）、Control（-）、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 A

D1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理 

Fig. 4-4 Analysis of serum 

Note: ALT、AST、BUN and CR contents in mice (The processing group of a, b, c，d

 and e are Control（+）、Control（-）、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ and AD1-PLGA-PEG-F

LUCZ respectively.)  
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（2）AMP 组 ALT、AST、BUN 和 CR 的检测分析 

由图 4-5 A，B 可以看出，AMP（c）处理组 ALT 和 AST 浓度明显上升，可

能代谢 AMP 对小鼠的肝脏细胞造成了损伤[99]。而 PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PL

GA-PEG-AMP（d 和 e）处理组的 ALT 和 AST 浓度相对较低。 

由图 4-5 C，D 可以看出，除 AMP（c）处理组略有轻微升高以外，其他各

处理组的 BUN 和 CR 浓度未发生显著升高，表明除 AMP 外的其他药物对肾脏

细胞的损伤较小。 

图 4-5 小鼠血清 ALT、AST、BUN 和 CR 含量分析 

注：a、b、c、d 和 e 分别为 Control（+）、Control（-）、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-P

LGA-PEG-AMP 处理） 

Fig. 4-5 Analysis of serum  

Note:ALT、AST、BUN and CR contents in mice (The processing group of a, b, c，d 

and e are Control（+）、Control（-）、AMP、PLGA-PEG-AMP and AD1-PLGA-PEG-AMP r

espectively.  
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4.4.4  HE 染色分析 

（1）FLUCZ 组 HE 染色分析 

图 4-6为 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理的小

鼠心、肝、脾、肺和肾组织的 HE 染色图。从心脏组织的 HE 染色图（A-E）可

以看出，其呈现出梭形的正常心肌细胞，并无炎症细胞的浸润，也未出现明显

的心脏纤维化，表明 Control（+）、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-

PEG-FLUCZ 均不会对小鼠心脏组织造成病理学的改变。对于肝组织， FLUCZ

处理组中可以看到少量肝细胞的细胞核明显大于对照组（Liver A）的正常肝细

胞，并出现了少量肝巨噬细胞，表明 FLUCZ 会造成肝细胞的损伤。而 Control

（+）、PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ处理组的肝组织中，可以

清楚的看到肝小叶中央静脉产生的空洞和正常大小的肝细胞核，未发现明显的

肝脏组织病理学变化。在脾脏组织的 HE 染色图中（图 Spleen A-Spleen E），可

以看到密集的淋巴细胞和少量的巨噬细胞及交错突细胞，未发现有明显病理学

改变。在肺脏组织 HE 染色图中，Control（+）组（B）出现了不规则的肺泡间

隔增厚、水肿和出现大量的炎症细胞等真菌性肺炎的症状，表明C.albicans对肺

脏组织造成了侵染。FLUCZ（Lung C）、PLGA-PEG-FLUCZ（Lung D）和 AD1-

PLGA-PEG-FLUCZ（Lung E）对 C.albicans 造成的感染均有不同程度的治疗效

果。尤其是在图 Lung E 中可以看到正常的肺泡、肺内支气管和间质小动脉以及

正常厚度的肺泡间隔，表明 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 具有较好的治疗效果。图

Kideny A- E 为肾脏组织 HE 染色图，从中可以看到正常的肾皮质部的由毛细血

管组成肾小球及其周围肾小管，球囊腔也清晰可见。而 FLUCZ 组（图 Kideny 

C）肾小球附近出现少量炎症细胞浸润，可能是由于代谢 FLUCZ 造成的轻微肾

毒性。综上，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 不仅提升了对 C.albicans 感染的治疗效果，
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而且通过靶向作用降低了 FLUCZ 的组织毒性。 

图 4-6 小鼠心、肝、脾、肺和肾组织的 HE 染色图 

注：A、B、C、D 和 E 分别为 Control（-）、Control（+）、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 

Fig. 4-6 HE staining of heart, liver, spleen, lung and kidney in mice treated  

Note:A, B, C，D and E are Control（-）、Control（+）、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ and 

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ respectively.  

（2）AMP 组 HE 染色分析 

图 4-7为 AMP、PLGA-PEG-AMP和 AD1-PLGA-PEG-AMP处理的小鼠心、

肝、脾、肺和肾组织的 HE 染色图。从心脏组织的 HE 染色图（A-E）可以看出，

心脏组织呈现出梭形的正常心肌细胞，并无炎症细胞的浸润，也未出现明显的

心脏纤维化，表明 Control（+）、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-A

MP 处理均不会对小鼠心脏组织造成病理学的改变。对于肝组织，AMP 处理组

中可以看到有部分肝细胞的细胞核明显大于对照组（Liver A）的正常肝细胞，

并出现了少量肝巨噬细胞，表明代谢 AMP 可能造成了肝细胞的损伤。而 PLGA

-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理组的肝脏组织中，可以清楚的看到肝

小叶中央静脉产生的空洞和正常大小的肝细胞核，并未发现明显的肝脏组织病

理学变化。在脾脏组织的 HE 染色图中（图 Spleen A-Spleen E），可以看到密集
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的淋巴细胞和少量的巨噬细胞及交错突细胞，未发现有明显病理学改变。在肺

脏组织 HE 染色图中，Control（+）组（B）出现了不规则的肺泡间隔增厚、水

肿和出现大量的炎症细胞等真菌性肺炎的症状，表明C.albicans对肺脏组织造成

了侵染。AMP（Lung C）、PLGA-PEG-AMP（Lung D）和 AD1-PLGA-PEG-AM

P（Lung E）对 C.albicans 造成的感染均有不同程度的治疗效果。尤其是在图 Lu

ng E 中可以看到正常的肺泡、肺内支气管和间质小动脉以及正常厚度的肺泡间

隔，表明 AD1-PLGA-PEG-AMP 具有较好的治疗效果。图 Kideny A- E 为肾脏组

织HE染色图，从中可以看到正常的肾皮质部的由毛细血管组成肾小球及其周围

肾小管，球囊腔也清晰可见。而 AMP组（图 Kideny C）肾小球附近出现少量炎

症细胞浸润，可能是由于代谢 AMP 造成的轻微肾毒性。 

图 4-7 小鼠心、肝、脾、肺和肾组织的 HE 染色图 

注：A、B、C、D 和 E 分别为 Control（-）、Control（+）、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-

PLGA-PEG-AMP 

Fig. 4-7 HE staining of heart, liver, spleen, lung and kidney in mice treated  

 Note:The processing group of A, B, C，D and E are Control（-）、Control（+）、AM

P、PLGA-PEG-AMP and AD1-PLGA-PEG-AMP respectively.  
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4.4.5 肺部 CFU 检测分析 

（1）FLUCZ 组肺部 CFU 检测分析 

图 4-8 A 为感染未治疗组（control（+））的肺部组织匀浆 CFU 图，由图可

知，小鼠肺组织中有大量C.albicans定殖，进一步证明了肺部组织的损伤是由于

C.albicans 造成。FLUCZ 处理组的 C.albicans 数量有所减少（图 4-8 B），表明 F

LUCZ 对 C.albicans 具有一定的抑制作用。而 PLGA-PEG-FLUCZ（图 4-8 C）和

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ（图 4-8 D）处理组的 C.albicans 数量少于 FLUCZ 处理

组，且 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ处理组仅有少量 C.albicans存在，这进一步证明

了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 对 C.albicans 具有较好的抑制效果。 

图 4-8 小鼠肺组织的 CFU 检测分析 

注：A, B, C 和 D 分别为 control（+），FLUCZ，PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FL

UCZ 处理组。 

Fig. 4-8 Detection and analysis of CFU in lung tissue of mice.  

Note:The processing group of A, B, C and D are control（+）、FLUCZ、PLGA-PEG-FL

UCZ and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ respectively.  
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（2）AMP 组肺部 CFU 检测分析 

由图 4-9 B 和图 4-9 C 可以看出， AMP 处理组和 PLGA-PEG-AMP 处理组的

C.albicans 数量均有所减少，表明 AMP 和 PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 具有一

定的抑制作用；而 AD1-PLGA-PEG-AMP（图 4-9 D）处理组的 C.albicans 数量

很少，表明绝大部分 C.albicans 已被杀伤。 

图 4-9 小鼠肺组织的 CFU 检测分析 

注：A, B, C 和 D 分别为 control（+），AMP，PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 处

理组。 

Fig. 4-9 Detection and analysis of CFU in lung tissue of mice.  

Note:The processing group of A, B, C and D are control（+）、AMP、PLGA-PEG-AMP

 and AD1-PLGA-PEG-AMP respectively.  

4.4.6 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 的靶向检测 

（1）AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 的靶向检测分析 
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图 4-10 为 Control、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUC

Z 在小鼠体内的荧光强度分布。可以看出，荧光试剂在 1h 后随血液流动散布全

身，随后 4 h 达到峰值。Control 组和 FLUCZ 组在 12h 后荧光强度较低，可能是

由于药物在小鼠体内代谢排出[101]。PLGA-PEG-FLUCZ 处理组荧光试剂 12h 后

在小鼠臀部感染区有少量聚集，而 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组在臀部感染

处有大量聚集，且 24 h 后仍有聚集，可能是由于靶向作用使 AD1-PLGA-PEG-F

LUCZ 在 C.albicans 感染区聚集，减缓体内对其的代谢作用，从而达到延长治疗

时间和降低肝肾代谢强度[102]。 

图 4-11 为 Control、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUC

Z 处理的小鼠心、肝、脾、肺和肾组织中 24h 的荧光强度。由图可以看出，Con

trol 组在各组织中的荧光强度很弱，表明荧光试剂已被代谢分解[101]。FLUCZ 处

理组具有少量荧光分布在肝脏和肾脏组织中，可能是肝脏和肾脏组织还未将 FL

UCZ 代谢排出。而 PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组在肝

脏、肺脏和肾脏均有较强的荧光强度，其中 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 处理组荧

光强度较强，且肺脏组织有明显聚集，表明 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 成功的发

挥了靶向作用。肝脏和肾脏中的荧光可能是因为 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ和 C.a

lbicans 结合后释放 FLUCZ 较为缓慢，导致在肝脏和肾脏中有残留[103]。 



安徽工程大学硕士学位论文 

 

65 

 

 

图 4-10 小鼠荧光试剂强度检测分析 

注：A, B, C 和 D 分别为 Control，FLUCZ，PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-F

LUCZ 处理组 

Fig. 4-10 Detection and analysis of fluorescence reagent intensity . 

Note:The processing group of A, B, C and D are Control、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUC

Z and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ respectively.  
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图 4-11 小鼠心、肝、脾、肺和肾组织的荧光强度检测分析 

注：A, B, C 和 D 分别为 Control，FLUCZ，PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ

 处理组 

Fig. 4-11 Detection and analysis of fluorescence intensity of heart, liver, spleen, lung

 and kidney.  

Note:The processing group of A, B, C and D are Control、FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ

 and AD1-PLGA-PEG-FLUCZ respectively.  

（2）AD1-PLGA-PEG-AMP 的靶向检测分析 

图 4-12 为 Control、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 在小

鼠体内 24 h 的荧光强度分布。由图可以看出，Control 组和 AMP 组在 12 h 后荧

光强度基本检测不出，可能是由于荧光试剂和药物被小鼠身体代谢排出[101]。P

LGA-PEG-AMP 处理组荧光试剂 12 h 后在小鼠臀部感染区有少量聚集，而 12 h

后 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理组在臀部感染处有大量药物聚集，且 24 h 后仍没

有消散，这同样验证了 AD1-PLGA-PEG-AMP 的靶向效果。 

图 4-13 为 Control、AMP、PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理

的小鼠心、肝、脾、肺和肾组织中 24 h 后的荧光强度。由图可以看出， AMP

处理组具有少量荧光分布在肝脏和肾脏组织中，可能是由于代谢 AMP 是通过
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肝脏和肾脏组织，其还未完全将 AMP 代谢排出。而 PLGA-PEG-AMP 和 AD1-P

LGA-PEG-AMP 处理组在肝脏、肺脏和肾脏均有较强的荧光强度，其中 AD1-P

LGA-PEG-AMP 处理组荧光强度较强，且肺脏组织荧光强度明显高于 PLGA-PE

G-AMP 处理组，其结果表明 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 在感染区大量聚集，成功

的发挥了靶向作用。 

图 4-12 小鼠荧光试剂强度检测分析 

注：A, B, C 和 D 分别为 Control，AMP，PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 

处理组。 

Fig. 4-12 Detection and analysis of fluorescence reagent intensity  

Note:The processing group of A, B, C and D are Control、AMP、PLGA-PEG-AM

P and AD1-PLGA-PEG-AMP respectively.  
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图 4-13 小鼠心、肝、脾、肺和肾组织的荧光强度检测分析 

注：A, B, C 和 D 分别为 Control，AMP，PLGA-PEG-AMP 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 

处理组 

Fig. 4-13 Detection and analysis of fluorescence intensity of heart, liver, spleen, lun

g and kidney.  

Note:The processing group of A, B, C and D are Control、AMP、PLGA-PEG-AMP and 

AD1-PLGA-PEG-AMP respectively.  

 

4.5 本章小结 

在本章工作中，构造了 C.albicans小鼠感染模型，验证了 FLUCZ、PLGA-P

EG-FLUCZ、AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AMP、PLGA-PEG-AMP、AD1-PLGA-

PEG-AMP 对 C.albicans 的体内活性。实验组 C 57 小鼠在注射 C.albicans 后，小

鼠食欲明显减少，运动量较之前也大大缩减，可能是C.albicans感染导致小鼠体

内炎症的产生致使体重下降。在治疗后 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 组和 AD1-PLG

A-PEG-AMP 组体重恢复效果最好，在第 14 d 恢复到感染 C.albicans 前体重，且
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AD1-PLGA-PEG-FLUCZ组和AD1-PLGA-PEG-AMP组体重恢复速度很快，可能

是由于 AD1-PLGA-PEG-AMP快速识别并杀伤了 C.albicans细胞。另外观察发现

注射药物的小鼠食欲明显较之前增大，其活动也更加频繁，精神状态大幅改善。

AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 处理组的血清 CRP 含量分别

为 28700.47 ng/mL 和 27372.73 ng/mL，接近未感染组（control（-）），表明体内

炎症基本已经清除。AD1-PLGA-PEG-FLUCZ和AD1-PLGA-PEG-AMP处理组的

ALT 和 AST 浓度相对较低，可能是因为其结合 C.albicans 后缓慢释放药物，从

而减弱了药物对肝脏细胞的损伤。各处理组的 BUN 和 CR 浓度未发生显著升高，

表明药物对肾脏细胞的损伤较小。对各处理组的心、肝、脾、肺和肾进行HE染

色，观察损伤情况，发现 C.albicans 主要感染肺脏组织，在 AD1-PLGA-PEG-FL

UCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 治疗后，可以看到正常的肺泡、肺内支气管和间

质小动脉以及正常厚度的肺泡间隔，表明其具有较好的治疗效果。采用小鼠活

体成像系统检测药物的靶向效果，发现 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-

PEG-AMP处理组在小鼠臀部感染处有大量聚集，且 24 h后仍有聚集，可能是由

于靶向作用使 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-PEG-AMP在 C.albicans感

染区聚集，减缓体内对其的代谢作用，从而达到延长治疗时间和降低肝肾代谢

强度。此外，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ和AD1-PLGA-PEG-AMP在处理组肝和肾

中的荧光强度较强，且肺脏组织有明显聚集，表明其成功的发挥了靶向作用。

总之，AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 具有较好

的靶向作用和杀伤作用，可以作为抑制 C.albicans 感染的一种良好药物。 
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第 5 章 结论与展望 

在这项工作中，成功的制备了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG

-AMP 纳米粒子，并通过粒径和电位检测，发现 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD

1-PLGA-PEG-AMP 具有很好的分散性和稳定性，采用红外光谱和扫描电子显微

镜等方法验证了其包载药物的成功。通过溶血试验和细胞毒理实验证实纳米材

料包载后大大提升了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 的生物

相容性。在体外抗 C.albicans 实验中，发现 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PL

GA-PEG-AMP 对 C.albicans 都具有良好的抑制效果，抑菌圈和抑制生长曲线测

定结果也证实了纳米粒子对 C.albicans 的抑制作用；同时使用 XTT 减低法检验

证实了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ和 AD1-PLGA-PEG-AMP对 C.albicans生物膜的

清除作用优于 FLUCZ、PLGA-PEG-FLUCZ 和 AMP、AD1-PLGA-PEG-AMP。

通过荧光显微镜和扫描电子显微镜(SEM)的观察，发现扫描电子显微镜发现 AD

1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 对 C.albicans 细胞具有识别能力，

纳米粒子会附着在 C.albicans 细胞的表面。此外，本项目还建立了 C57 小鼠 C.a

lbicans 生物膜体内模型，验证了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-A

MP 体内抑制 C.albicans 作用，以及通过 AST、ALT、BUN 和 CR 的检测验证其

生物相容性的提高，并且经小鼠活体荧光成像观察显示说明适配体修饰的 AD1-

PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 在体内仍对白色念珠菌具有高效靶

向性。通过HE染色检测了纳米粒子对小鼠的心、肝、脾、肺和肾组织的病理影

响，发现在 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PLGA-PEG-AMP 治疗后，肺部感

染有明显好转，且肝肾组织相较于未包载的 FLUCZ 和 AMP 有明显的减少损伤，

并通过小鼠的血清检测了治疗后的恢复情况，并对C.albicans感染后的肺脏进行

了 CFU 检测，还通过五脏荧光检测验证了 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1-PL

GA-PEG-AMP 靶向能力。总之，这项研究表明 AD1-PLGA-PEG-FLUCZ 和 AD1

-PLGA-PEG-AMP 可以作为抑制 C.albicans 感染的一种良好药物，其可以作为一

种抗 C.albicans 试剂，供给临床参考。 

目前，越来越多的真菌感染病例出现耐药性问题，需要开发新型药物和技

术来解决。然而，新结构药物的研发成本高、周期长，并需要大量人力和物力
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投入。因此，纳米生物材料和纳米技术在疾病诊断和药物治疗方面展现出了巨

大的活力和应用价值。纳米技术为多功能药物治疗系统提供了满足不同生物学

和治疗要求的可能性。纳米技术在真菌药物研究中的应用显示，针对某些药物

（如 FLUCZ），可以通过改善其生物利用度、降低毒性并提高靶组织的递药效

率来创新治疗方法。与此同时，纳米载体的物理化学特性也为克服真菌耐药性

提供了潜在的研究策略。因此，这项工作继续进行时，需要解决许多问题，包

括提高纳米载体的物理稳定性、增加药物负载量、实现可控的药物释放、结合

靶向治疗和热疗、光动力疗法以及药物输送相结合的多功能体系的研究。这些

问题是当前真菌感染治疗领域中亟待解决并且具有重要学术意义的挑战。纳米

载体与生物膜、细胞外基质之间的相互作用机制极为复杂，需要进一步深入研

究。此外，还需要进行纳米毒理学研究，评估纳米系统在体内动物模型中的药

代动力学和药效学特性等方面，以期后续开展更深入的研究。 
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