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基于 L-精氨酸为供体近红外响应释放一氧化氮纳米粒子的

构建及抑制耐药菌的研究 

摘 要 

 

耐药菌感染仍然是全球最紧迫的健康挑战之一，传统的抗菌方法

存在着靶向分布不均、利用率较低和耐药性增加等问题，同时还受到

了微生物屏障穿透能力下降、对胞内细菌清除效果不理想以及潜在系

统毒副作用等因素的干扰。近年来，一些研究已经验证了一氧化氮

（Nitric oxide，NO）这种分子的杰出抑菌特性，并且其引发耐药性的

可能性较低。因此基于 NO 的气体疗法被视为一种新兴的治疗方案，

可以有效抑制耐药菌。然而，目前 NO 抗菌治疗所面临的主要难题在

于如何有效地传递具有较短半衰期和扩散距离限制的 NO。因此，在

本课题中，我们将 L-精氨酸（L-arginine，L-Arg）作为 NO 释放供体，

制备响应性 NO 释放纳米复合材料，实现 NO 的可控释放，并将其与

光热疗法（Photothermal therapy，PTT）/光动力疗法（Photodynamic 

therapy，PDT）联合，研究复合材料抑制耐药菌的效果。具体研究内

容如下： 

（1）在碱性条件下合成 CaO2纳米颗粒，随后以此为载体利用氧

化自聚合在其表面合成聚多巴胺（Polydopamine，PDA），再利用席夫

碱反应或迈克尔加成将 L-Arg 与外层 PDA 相接，最终合成出可以有

效清除耐药菌感染及促伤口愈合的纳米复合材料。在扫描电镜下 A-
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Ca@PDA 形貌均一，大小均匀；经粒径仪检测，CaO2 的尺寸约为 130.4

±2.17 nm，在 PDA 和 L-Arg 负载后，其大小增加至大约 198.73±1.85 

nm。对其光热性能进行实验验证，发现 A-Ca@PDA 的光热转换效率

达到了 45.6%，展现出卓越且持久稳定的光热特性。根据 MIC 检测

结果，A-Ca@PDA 在低浓度 32μg/mL 下仍然对 Multidrug-Resistant 

Staphylococcus aureus（MDR S. aureus）表现出抑菌效果。体外生物膜

消融实验表明纳米颗粒对耐药菌生物膜的消融率可达到 90%以上。在

溶血实验和细胞毒性实验中，A-Ca@PDA 展现出优异的生物相容性。

在体内抑菌实验中，A-Ca@PDA 具有显著的抑制小鼠伤口周围的细

菌感染的能力，并有效地促进伤口愈合。 

（2）为了降低大功率激光对正常细胞的损伤，我们选用了具有

更高光热转换效率的材料来代替PDA。通过水热法合成MoS2纳米花，

通过静电吸附作用在其表面负载 NO 供体 L-Arg 和光敏剂 IR780，实

现 NO 联合 PTT/PDT 抑制耐药菌。在 SEM 下，AI-MoS2 展现出均一

的形貌，通过粒径仪检测，AI-MoS2的大小为 221.03±2.41 nm。光热

性能试验表明在 MoS2 和 IR780 双重光热剂的作用下，AI-MoS2 的光

热转换效率高达 65.4%。在用 DPBF 检测活性氧生成时，AI-MoS2 的

吸光度大幅下降，说明材料产生了活性氧。选用 Multidrug-Resistant 

Escherichia coli （MDR E. coli）和 MDR S. aureus 为模型细菌，在

CFU、荧光染色等实验中 AI-MoS2也表现出显著的抗菌效果，在生物

膜消融实验中在经激光照射后，也显示出 AI-MoS2 对耐药菌生物膜的
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较好的消融效果。此外，在溶血实验中材料也表现出优良的生物相容

性。 

综上所述，我们以 L-Arg 为 NO 供体，设计了一系列具有 NO 释

放功能的纳米颗粒。这些纳米颗粒可以在外界刺激下实现对 NO 的可

控释放，并联合 PTT/PDT 疗法，有效地消融耐药菌生物膜，抑制和

清除耐药菌，并促进伤口愈合。经实验证明，我们成功合成了安全且

高效的纳米颗粒，有望成为具备潜力地新方法，用于处理因耐药菌感

染而导致的创伤。 

 

关键词：一氧化氮，光热治疗，光动力治疗，L-精氨酸，耐药细菌 
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Construction of Nitric Oxide Nanoparticles with L-arginine as 

Donor Near-Infrared Response and Study on Inhibition to Drug-

Resistant Bacteria 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Drug-resistant bacterial infections remain one of the most urgent 

global health challenges. Traditional antibacterial methods have problems 

such as uneven target distribution, low utilization rate and increased drug 

resistance. At the same time, they are also interfered by factors such as 

decreased ability to penetrate microbial barriers, unsatisfactory clearance 

effect of intracellular bacteria and potential systemic toxic effects. In recent 

years, some studies have verified the excellent antibacterial properties of 

nitric oxide (NO) molecule, and its low likelihood of causing drug 

resistance. Therefore, NO-based gas therapy is regarded as an emerging 

treatment option, which can effectively combat drug-resistant bacteria. 

However, the main challenge of NO antibacterial therapy is how to 

effectively deliver NO with short half-life and limited diffusion distance. 

Therefore, in this study, we used L-arginine (L-Arg) as NO release donor 

to prepare responsive NO-releasing nanocomposites to achieve controlled 

release of NO, and combined it with photothermal (PTT)/photodynamic 

(PDT) therapy to study the effect of composites on drug-resistant bacteria. 
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The specific research content is as follows: 

(1) The CaO2 nanoparticles were synthesized under alkaline 

conditions, and then used as carriers to synthesize polydopamine (PDA) on 

their surfaces through self-oxidation polymerization. L-Arg was then 

attached to the outer layer of PDA through a Schiff base reaction or 

Michael addition, resulting in the synthesis of a nano-composite material 

that can effectively eliminate drug-resistant bacterial infections and 

promote wound healing. The A-Ca@PDA morphology was uniform and 

the size was consistent under SEM electron microscopy. Through DLS 

detection, the size of CaO2 particles was approximately 130.4±2.17 nm, 

which increased to about 198.73±1.85 nm after loading with PDA and L-

Arg. The successful synthesis of the nanoparticles was confirmed by 

various characterization methods such as FT-IR, Zeta potential, and XPS. 

Experimental verification of the photothermal performance revealed that 

the photothermal conversion efficiency of A-Ca@PDA reached 45.6%, 

demonstrating excellent and long-lasting stability in photothermal 

properties. According to the MIC test results, A-Ca@PDA still exhibited 

antibacterial effects against MDR S. aureus at a low concentration of 32 

μg/mL. In vitro biofilm eradication experiments showed that the 

nanoparticles achieved a biofilm eradication rate of over 90% against drug-

resistant bacteria. A-Ca@PDA exhibited excellent biocompatibility in 

hemolysis and cytotoxicity tests. In in vivo antibacterial experiments, A-

Ca@PDA demonstrated a significant ability to inhibit bacterial infections 

around mouse wounds and effectively promote wound healing. 

(2) In order to reduce the damage of high-power lasers to normal cells, 

we chose a material with higher photothermal conversion efficiency to 

replace PDA. A MoS2 nanoflower was synthesized by hydrothermal 

method, and L-Arg and photosensitizer IR780 were loaded on its surface 
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through electrostatic adsorption to achieve NO-mediated combined PTT 

and PDT to combat drug-resistant bacteria. Under SEM, AI-MoS2 showed 

a uniform morphology. The size of AI-MoS2 was determined to be 

221.03±2.41 nm through DLS detection. The successfully synthesized AI-

MoS2 was confirmed and characterized by TEM, UV-Vis, FT-IR, Zeta 

potential, and other means to determine its structural characteristics. 

Photothermal performance experiments showed that under the dual 

photothermal effect of MoS2 and IR780, the photothermal conversion 

efficiency of AI-MoS2 reached 65.4%. Through DPBF detection of reactive 

oxygen species generation, the absorbance of AI-MoS2 significantly 

decreased, indicating the production of reactive oxygen species by the 

material. We selected MDR E. coli and MDR S. aureus as model bacteria. 

In colony formation unit and fluorescence staining experiments, AI-MoS2 

showed significant antibacterial effects. In biofilm elimination experiments, 

after laser irradiation, AI-MoS2 exhibited a good ablative effect on drug-

resistant bacterial biofilms. In addition, in hemolysis experiments, the 

material also showed excellent biocompatibility. 

In brief, we have formulated a range of nanoparticles based on L-Arg 

that possess the capability to release NO upon external stimuli. These 

nanoparticles demonstrate regulated NO release and when combined with 

PTT and PDT, they effectively eliminate drug-resistant bacterial biofilms, 

hinder and eradicate drug-resistant bacteria, as well as enhance wound 

healing. Our experimental findings validate the successful development of 

safe and efficient nanoparticles that hold immense potential as an 

innovative approach for treating wounds caused by bacterial infections. 

 

KEY WORDS: nitric oxide, photothermal therapy, photodynamic therapy, 

L-Arginine, multidrug-resistant bacteria   
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第1章 绪论 

1.1 引言 

细菌感染作为一种常见的医学问题，一直以来都是威胁公共卫生的重要因素。

在日常生活和医疗实践中，细菌感染可能导致各种疾病，如肺炎、腹泻、败血症

等，对人们的健康造成严重危害[1]。抗生素作为广泛应用于临床治疗的药物，可

以抑制或杀灭细菌，治疗由细菌感染引起的各种疾病。然而，抗生素的过度使用

和滥用也带来了一系列问题，如细菌耐药性的产生、药物不良反应的发生等，使

得原本可以治疗的感染变得更加难以治愈[2-5]。在过度使用抗生素的情况下，不

仅会选择性地消灭有益细菌，还会导致对抗生素产生耐药性的细菌群体残留，并

且进一步发展出以黏附和多细胞结构为特征的生物膜[6, 7]。 

生物膜是在细菌适应自然环境后由细菌微生物及其分泌物的积累形成的。

Costerton 等人首次将生物膜定义为“一个结构化的细菌细胞群落，被封闭在自产

的聚合物基质中，粘附在表面上”[8]。生物膜主要由胞外聚合物（Extracellular 

Polymeric Substance，EPS）组成，其中多糖、蛋白质、胞外 DNA 和脂质占据 90%[9]。

当细菌形成生物膜时，它们可以增加对宿主免疫系统的抵抗能力，并降低抗生素

的治疗效果[10, 11]。此外，生物膜还可以促进细菌之间的交流和协作，从而增加细

菌的适应性和生存能力，进一步增加感染的治疗难度[12]。异质性微环境如缺氧和

营养限制导致了在生物膜内部细菌的缓慢增长或休眠，并对许多抗生素表现出高

度耐药性[13]。考虑到对于复杂且严重感染而言传统抗生素清除效果有限，迫切需

要开发新型治疗策略来解决这一问题[14]。 

随着纳米技术的蓬勃发展，越来越多的纳米材料在治疗耐药菌相关感染方面

显示出巨大潜力。由于其具备体积小、比表面积大、高载药量和刺激响应性释放

等优点[15]，纳米材料能够规避现有的耐药机制，并提高抗生物膜效率[16]。基于改

善药物代谢动力学、增强药理活性以及降低有效载荷的副作用等优点，纳米体系

被视为治疗耐药细菌感染最具前景的策略[17-19]。如图 1-1 所示，研究人员已经开

发了各种抗菌材料，如天然抗菌材料[20, 21]、碳基纳米材料[22-27]、石墨烯及其衍生

物[28, 29]、金属基材料[30, 31]、金属有机骨架[32-34]、水凝胶[35-38]、聚合物材料[39-41]以
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及通过光辐照激活抗菌性能的纳米材料等[42]。新型抗菌药物的杀菌机制更为复

杂和多样化，细菌很难通过单一的遗传变异来抵抗[43]。此外，新型抗菌药物还有

许多其他优点。例如，它们对细菌的杀灭作用更为特异，对宿主的毒副作用更小。

同时，许多新型抗菌药物还具有广谱抗菌作用，可以同时对抗多种不同类型的细

菌感染[44, 45]。这些优点使得新型抗菌药物在对抗细菌感染方面具有更大的优势

和潜力。 

 

图 1-1.新型非抗生素类抗菌药物[46] 

Figure 1-1. New non-antibiotic antimicrobial agents 

1.2 耐药细菌感染治疗方法 

1.2.1 光热疗法（PTT） 

热疗是一种利用外部能量源，如近红外（Near-Infrared，NIR）光和高频交变

磁场，来激活纳米颗粒，对生物膜和细菌造成不可逆的热损伤的治疗方法[47]。热

疗的主要作用之一是直接损害生物膜中的 EPS 基质，从而破坏浮游生物和生物

膜驻留的细菌[48]。通过施加适当温度的热疗，可以破坏这种 EPS 基质，导致生

物膜结构的破坏。这样做不仅对浮游生物有杀灭作用，还能够消除生物膜中的驻

留细菌。同时，热疗在破坏生物膜的同时，还能促进治疗剂的渗透，从而产生协

同抗生物膜效应[49, 50]。生物膜的存在会限制抗菌药物的渗透和作用效果，使得治

疗变得困难。利用热疗的温度效应，可以改变生物膜的结构和通透性，使得治疗

剂更容易渗透到生物膜内部，并发挥抗菌作用。因此，在热疗与抗菌药物联合应

用时，能够产生协同效应，增强对生物膜的抗菌效果。 

光热疗法（Photothermal therapy，PTT）是一种利用吸光纳米材料作为光热



安徽工程大学硕士学位论文 

3 

 

转化剂，以提高病变组织的局部温度，并促进治疗药物渗透的治疗方法[51]。PTT

能够在不引发耐药性的情况下根除细菌，并在时间和空间上实现热疗[52, 53]。PTT

具有广谱和高杀菌效率，被认为是消除生物膜的可行方法[54]。光热材料在现代科

技领域具有重要的应用价值，其性能优势主要体现在高吸收强度、高光热转化效

率以及良好的光热稳定性等方面[55]。 

目前，常用的光热材料可以分为三大类：小分子的有机材料、有机/无机纳米

材料。其中，小分子的有机材料主要包括 ICG[56]和 IR780 等，它们具有较高的光

热转化效率和良好的生物相容性，因此在生物医学领域具有广泛应用。此外，有

机共轭聚合物[57, 58]（如聚吡咯、聚苯胺、聚多巴胺（Polydopamine，PDA）等）

也备受关注，通过改变聚合物结构可调控其光热性能以满足不同应用需求。无机

纳米材料在光热领域表现出卓越性能。金属硫化物（如硫化铜[59]、硫化钼[60]等）

因其高光热转化效率、良好的热稳定性和较低的成本而被广泛关注。与小分子有

机或者有机纳米材料相比，无机纳米材料具备更佳稳定性且易于改造，并且制备

过程更加简便，这使得无机纳米材料在实际应用中更灵活可靠。 

Luo 等人利用金银合金纳米颗粒携带庆大霉素，并用 PDA 包裹其表面[61]。

在 NIR 光激发下，金银合金纳米颗粒和 PDA 都会产生光热效应，并同时触发庆

大霉素和 Ag+的释放。这个过程会导致原位升温（达到 47℃），并释放抗菌分子。

这种组合释放的抗菌分子和药物可以协同作用，对抗生物膜具有更好的效果。 

Yan 等人报道了一种用于持续发光成像引导的细菌感染精确光热疗法的核

壳纳米材料[62]。这种纳米材料的制备是通过在持续发光纳米颗粒（PLNPs）表面

接枝聚苯胺（PANI）和乙二醇壳聚糖（GCS）来实现的。PLNPs 作为核心，PANI

和 GCS 两种功能性外壳层被修饰在其表面上。该纳米材料具有 pH 依赖的光热

转换特性，这意味着当处于酸性环境中时，它能够高效地转化光能为热能，并对

细菌感染区域产生显著的热效应。这种特性使得 PLNP@PANI-GCS 能够在酸性

区域中精确地进行光热治疗，同时最大程度地减少对正常组织的损伤。 

1.2.2 光动力疗法（PDT） 

光动力疗法（Photodynamic therapy，PDT）是一种新兴的非侵入性治疗方法，

在近年来的细菌感染治疗领域引起了广泛关注。该治疗方法具有高度选择性、无
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创性、广谱抗菌活性、低毒性以及几乎可以忽略不计的耐药性，因此备受研究人

员青睐[63, 64]。PDT 主要由两个组成部分构成：激发光源和光敏剂（Photosensitizer，

PS）[65]。 

光敏剂需要与匹配波长的光相互作用，以产生 PDT 所需的活性氧（Reactive 

oxygen species，ROS）[66, 67]。ROS 是一类具有高度氧化活性的物质，包括超氧阴

离子（O2·−）、羟基自由基（·OH）、过氧化氢（H2O2）和单线态氧（1O2）[68]。

光敏剂在吸收光子后，从基态单线态转变为高能激发态，并通过两种不同机制启

动光化学反应（图 1-2）[69]。在 I 型 PDT 中，被激活的光敏剂直接与邻近的生物

基质（如核酸、蛋白质、脂质或水分子）相互作用，导致 O2·−、H2O2 和·OH

生成[68, 70, 71]。而 II 型 PDT 则涉及从激发的光敏剂向附近分子氧进行能量转移，

进而产生高毒性的 1O2，这被认为是主要治疗 ROS 的途径[72-74]。 

 

图 1-2.激发单重态和三重态 PS，II 型能量转移形成 1O2，I 型电子转移形成 O2·−、H2O2

和·OH[75] 

Figure 1-2. The excitation singlet and triplet states PS, with type II energy transfer forming 1O2 

and type I electron transfer forming O2·−, H2O2 and ·OH 

光敏剂本身对细胞或生物体没有毒性，但它能够吸收光子并与氧分子或水反

应，通过能量转移或电子转移机制产生 ROS[64, 76, 77]。在生物系统中，ROS 起着

至关重要的作用，可以保护细胞免受外部入侵者的破坏[68]。正常情况下，生物体

内存在着氧化和抗氧化系统之间的平衡。然而，如果 ROS 浓度增加，这种平衡

就会被打破。高水平的 ROS 能够破坏细菌细胞膜，增加膜通透性[78, 79]，并且与

细菌细胞内的蛋白质和核酸反应，导致其结构和功能的损伤，最终导致细菌死亡

[80-82]。 
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Biel 等人在研究中采用亚甲基蓝作为 PS，使用 670 nm 的非热激活光照射

后，发现铜绿假单胞菌和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的微生物生物膜减少了超过

99%[83, 84]。此外，Anju 等人报道了孔雀石绿与多壁碳纳米管的偶联，通过产生

ROS 显著破坏了铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌的生物膜[85]。 

1.2.3 气体疗法（GT） 

气体疗法（Gas therapy，GT）作为一种创新的治疗方法，在近年来的各类疾

病治疗中受到了广泛的关注。其中，一些具有生理意义的气体如一氧化氮（NO）、

一氧化碳（CO）、二氧化硫（SO2）、硫化氢（H2S）和氢气（H2）等气体已被

开发成为新型的抗菌疗法[86]（图 1-3）。这些气体之所以能发挥抗菌作用，主要

得益于它们超低的分子量，使得它们可以自由地扩散到细菌细胞或生物膜内部，

对其产生影响。此外，长期以来，这些气体在哺乳动物和细菌细胞中被认为是重

要的活性物质，它们不仅可以调节心脏功能和血管，还充当多功能的细胞信使[87-

89]。具体来说，NO 可以扩张血管、降低血压，并具有抑制细菌生长的效果[90-93]；

CO 能够促进血液循环和细胞再生[94, 95]；SO2具有抗氧化、抗炎和抗菌的作用[96-

98]；H2S 能够保护组织器官免受损伤[99, 100]；而 H2 则可具有抗氧化、抗炎和减少

细胞死亡的作用[101, 102]。 

 

图 1-3.用于抗菌气体疗法和气体联合疗法的典型气体和相应的气体供体[86] 

Figure 1-3. Typical gases and corresponding gas donors for antimicrobial gas therapy and gas 

combination therapy 
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在这些气体中，NO 是研究最广泛的内源性气体分子，在抗感染方面发挥着

关键作用。细菌的复杂细胞壁结构使得常规化学药物或纳米药物很难渗透到其内

部。然而，NO 具备强大的跨膜能力，可以进入细菌内部并产生理想的杀菌效果。

低浓度下，NO 作为信号分子可以促进免疫细胞的活性；在高浓度下，它可以与

病原体的 DNA、蛋白质或脂质共价结合以抑制它们[103]。因此，很少有细菌能够

逃脱 NO 的抗菌作用。此外，将 GT 与常见的抗菌策略如 PDT、PTT 或抗生素治

疗相结合，可能会提高治疗效果。直接输送外源性气体分子是施用 GT 的最简单

方法。然而，由于这些气体的毒性和不可控性，在实际生理条件下应用时可能会

出现问题。一旦高浓度的气体扩散到空气中，它们将不可避免地对呼吸系统甚至

正常组织造成损害[104]。因此，开发可控且有针对性的气体输送系统是必要的，

以确保气态分子的释放在治疗中是安全有效的。 

Rouillard 等人报道了一种替代传统抗生素的 NO 释放壳聚糖寡糖（COS/NO）

[105]。该系统采用了 N-二氮二酸一氧化氮供体，在生理 pH 条件下可以分解为 NO，

并且生成的 NO 还可以进一步转变为一氧化氮自由基（NO•）、一氧化二氮自由

基（NO2•）、过氧亚硝酸（ONOO−）和二氧化二氮（N2O2），通过亚硝酸盐化和

氧化应激来扰乱细菌膜结构（图 1-4）。COS/NO 不仅在游离态和生物膜形态的

细菌中表现出满意的抗菌效果，还增加了细菌对两种传统抗生素 Tobramycin 和 

Colistin 的敏感性，并减缓了抗生素耐药性的发展。这项研究表明，联合使用 NO

和抗生素可能改善难治性和多重耐药感染的治疗效果。 

 

图 1-4.COS/NO 的抗菌效果[105] 

Figure 1-4. Antibacterial effect of COS/NO 
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1.3 NO 及其生物应用 

1.3.1 NO 供体 

尽管 NO 被证明可有效杀死细菌和破坏生物膜，但直接将气态 NO 递送至细

菌感染部位在治疗上时困难的[106]。此外，由于外源性气态 NO 具有较短（3-4 s）

的半衰期[107, 108]，因此在抗菌治疗的实际应用中需要不断增加剂量以弥补运输过

程中的损失[109]在过去几十年中，科学家们致力于研究 NO 供体分子，并成功开

发数百种 NO 供体分子，在生物学领域得到广泛应用[86]。这些 NO 供体分子的进

展从最初无法控制释放行为逐渐转变为后来更加稳定，在特定条件诱导下才会实

现 NO 释放的形式。其中，受到人们广泛关注的是那些在光、X 射线、超声等外

部刺激以及 H2O2、H+、一氧化氮合酶（iNOS）和谷胱甘肽（GSH）等内部刺激

下降解产生 NO 的 NO 供体分子。 

1.3.1.1 酶响应型 NO 供体 

偶氮鎓二醇盐（Diazeniumdiolates，NONOate）是一种在生物医学领域具有

重要应用价值的 NO 供体物质[106]。其化学性质稳定，能够在常温下长时间储存，

这为其实用性提供了重要的保障[106]。偶氮二醇烯酸盐是 NONOate 的核心官能

团，具有易于进行化学修饰的特点。通过化学修饰，可以改变其性质，从而延长

其半衰期，从几小时到几十小时不等[110]。这种特性使得 NONOate 能够在体内缓

慢释放 NO，从而提高其供体的稳定性。此外，偶氮二醇烯酸盐中含有的二酸酯

基团，在与水接触后可以自发地释放两分子 NO[111]。这种释放量相较于其他供体

而言有所增加，这使得偶氮鎓二醇盐在 NO 释放方面具有更高的效率[106]。这种

特性使得 NONOate 在血管扩张、神经保护、免疫调节等方面具有广泛的应用前

景。 

Reynolds 和Hibbard等人合成了一组硝基芳香族保护的哌嗪二氮二酸盐衍生

物（253-255），作为新型抗菌酶活化前药（图 1-5）。这些二氮二酸盐被细菌硝基

还原酶激活，加速了一氧化氮的释放速率。他们还评估了合成化合物对大肠杆菌

的抗菌性能，并发现细菌数量减少了 94%。这项研究结果表明了抗生素 NO 释放

前药的潜在应用[112]。 
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图 1-5.不同的酶激活 NO 供体（253-255）[112] 

Figure 1-5. Activation of NO donors by different enzymes (253-255) 

1.3.1.2 H2O2响应型 NO 供体 

L-精氨酸（L-arginine，L-Arg）是一种来源于自然界的 NO 供体物质，具有

显著的生物活性和生物相容性。在人体内，通过一氧化氮合酶（NOS）的作用，

L-Arg 可以转化为无毒的 L-瓜氨酸和 NO[113]。与 NONOate 相比较而言，L-Arg

具备明显优势，因为它不会产生任何有毒副产物。此外，当与高氧化性物质如

H2O2 和单线态氧 1O2 发生反应时，L-Arg 能够产生 NO[114]。这种反应在生物体内

具有重要意义，因为它有助于维持细胞内部的氧化还原平衡，并保护细胞免受氧

化应激损伤。利用 L-Arg 为供体制备的 NO 释放纳米材料可在细菌生物膜微环境

下作用，产生高浓度 NO 可高效的杀灭耐药细菌[115]。 

Yu 及 其 同 事 报 道 了 一 种 包 埋 L-Arg 和 H2O2 的 水 凝 胶 （ L-

Arg@Hydrogel/H2O2），用于治疗细菌感染和促进伤口愈合[116]。这种水凝胶是通

过将 N1-(4-硼代苯基)-N3-(4-硼代苯基)-N1,N1,N3,N3-四甲基-1,3-丙二氨（TSPBA）、

聚乙烯醇（PVA）和 L-Arg 混合而成的。在 H2O2 的刺激下，L-Arg 能持续产生

NO。研究表明，产生的 NO 不仅可以引导巨噬细胞和成纤维细胞趋向伤口，还

能促进胶原合成，从而实现伤口的快速愈合和皮肤再生。 

1.3.1.3 光响应型 NO 供体 

光作为外部刺激源具有非侵入性、低成本和实用性等优势，尤其是 NIR 光，

它具有较小的毒副作用并能更深地穿透组织[117, 118]。由于生物组织对 NIR 光吸收

和散射相对较弱，在进行 NIR 光区域成像时可以有效减少背景干扰，因此备受

研究人员青睐[119, 120]。 

通过利用光刺激来触发供体分子释放 NO，可以实现对生物体内 NO 含量的

精确调控。这种方法不仅能够实现时空可控的准确释放，还可以通过调节光照时

间和强度来控制 NO 的释放速率和数量，为生物医学研究和临床治疗提供了新的
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可能性。光响应性 NO 供体主要包括硝基类化合物、金属亚硝酰类化合物和亚硝

胺类化合物等。其中，硝基类化合物如 6-硝基苯并芘、2,6-二甲基硝基苯衍生物

以及邻位带有大位阻基团（如甲基、三氟甲基）的邻硝基三氟甲苯衍生物，在受

到光照后会发生非平面扭转构象，并在分子内部进行重排生成亚硝酸酯结构。随

后，通过 O-N 键裂解反应释放出 NO[121]。 

Fukuhara 等人合成了一种光不稳定的 6-硝基苯并[α]吡啶，（6-硝基 BaP）（48），

在可见光照射下释放 NO（图 1-6）[122]。然而，这种 NO 供体通过裂解 DNA 而

成为诱变性或致癌性。Miyata 等人开发了一种具有扩展π共轭体系的 4-取代-2,6-

二甲基硝基苯衍生物（49-64）在紫外线和可见光照射下可以有效释放NO[123-127]。 

 

图 1-6.光响应硝基苯衍生物（46-66）在紫外光和可见光下释放 NO 的示意图 

Figure 1-6. Schematic diagram of nitrobenzene derivatives (46-66) releasing NO under UV and 

visible light 

1.3.1.4 pH 响应型 NO 供体 

细菌在生物膜内部形成的微环境是高度酸性的，这种环境能够促进细菌的存

活和繁殖。当细菌处于这种微环境中时，它们会通过产生酸性代谢物来维持自身

的生存。这些代谢物会在生物膜内部积累，并且由于生物膜的缺氧特性，它们很
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难被氧化或分解。因此，这些代谢物会持续存在于生物膜内部，并且会进一步增

加生物膜内部的酸浓度。利用生物膜与正常环境中 pH 的差别，设计合成酸性 pH

响应的 NO 供体[128]。 

Lee 等人通过将酸响应性 NO 供体亚硝基谷胱甘肽（GSNO）加载到以酸响

应性碳酸钙（CaCO3）为内核的纳米粒子中，成功实现了一种新型纳米载体的构

建。在这个纳米粒子中，GSNO 作为主要活性成分，可以在酸性环境下被有效地

释放和活化。具体来说，当这种纳米粒子进入酸性环境后，由于 CaCO3 的溶解，

GSNO 会随之被释放。GSNO 在酸性条件下可以生成 NO。通过调节 CaCO3 的酸

响应性能，可以实现对 GSNO 释放的精确控制，从而为 NO 在特定生理环境和

疾病治疗中的精确调控提供了可能[129]。Ren 等人通过在 CuS/CaCO3核/壳纳米颗

粒上覆硝酸异山梨酯（ISDN），开发了一种智能 pH 响应型一氧化氮纳米发生器

(图 1-7)。该纳米平台利用 CaCO3 的酸性分解和涉及 CuS 纳米颗粒的酶模拟氧化

还原过程，针对感染糖尿病细胞内部的酸性环境，协助 ISDN 实现了 pH 响应型

NO 释放。这种材料不仅可以有效灭活生物膜细菌，还能促进血管生长和组织再

生，在加速糖尿病创面愈合方面具有潜力[130]。 

 

图 1-7.核/壳纳米发电机 CuS@CaCO3-ISDN 的 pH 敏感型一氧化氮释放[130] 

Figure 1-7. pH-sensitive nitric oxide release from the core/shell nanogenerator CuS@CaCO3-

ISDN 
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1.3.2 NO 的检测方法 

对于 NO 供体，需要使用定性分析方法来检测其存在和释放特性。常见的检

测技术包括 Griess 试剂法、荧光探针法和化学发光法等。 

1.3.2.1 Griess 试剂检测 

由于 NO 极易被氧气氧化成二氧化氮（NO2），这导致了对 NO 的检测变得

困难。进一步地，NO2 与 NO 溶于水生成亚硝酸根离子（NO2
-），这使得直接检

测 NO 几乎不可能。在实验室中，通常使用 Griess 试剂来间接检测 NO[131]。在这

种方法中（图 1-8），首先将 NO2
-在酸性介质中与重氮试剂（如磺胺（SA））反应，

生成瞬态重氮盐。然后，将该中间体与偶联试剂 N-萘乙二胺（NED）进行反应，

形成稳定的偶氮化合物[132],整个反应过程如图 1-8 所示[133]。该偶氮化合物在波长

为 540 nm 处的吸光度与样品中亚硝酸盐浓度呈线性正比关系[134]。待测样品进入

实验环境后，通过比较其吸光度与标准曲线的吸光度来定量待测样品中的 NO 含

量。此外，在进行测试过程中，NO 和 O2 的反应可能会生成一些其他衍生物，如

硝酸盐（NO3
-），由此可能导致测试结果显示较低[135]。然而，Griess 试剂检测法

由于其低成本和简便操作等优势，依然是一种被广泛应用的检测方法。 

 

图 1-8. Griess 试剂检测的反应过程[133] 

Figure 1-8. Reaction process detected by Griess reagent 

1.3.2.2. 荧光探针检测 

目前，荧光探针检测法也已成为许多实验室首选方法，因其相较于传统试剂
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检测法拥有更高的灵敏度和更广泛的应用范围[136]。与 Griess 试剂检测法相比，

荧光探针检测法展现出更高的灵敏度。NO 荧光探针能够实时、准确地检测生物

体内 NO 的浓度和分布情况[137]。NO 荧光探针本身不具备荧光特性，但当它与

NO 氧化产物（如 N2O3）发生反应时，会出现荧光增强的现象，这使得我们能够

清晰地观察到 NO 的生成和代谢过程[135]。通过这种荧光增强现象，我们可以有

效地监测和研究 NO 在生物体内的时空分布以及其参与的生理生化过程。 

最常用的荧光试剂是 2,3-二氨基萘（DAN），它通过与 NO 反应结构发生变

化生成 N -硝化剂 2,3-萘三唑，从而产生荧光信号[135, 138]。这个荧光信号可以被

用来监测和测量样品中的 NO 含量，荧光信号的强度与 NO 的浓度成正比，因此

可以利用荧光信号的变化来确定 NO 的浓度[139, 140]。 

另一种名为 4,5-二氨基荧光素（DAF）的荧光试剂也被证明在检测 NO 方面

同样有效[141]。与 DAN 相似，DAF 经历 NO 介导的结构改变和反应，并且在这

个过程发出荧光信号。在这类分子中，两个氨基起到电子给体的作用；当氧化剂

存在时，NO 可以对氨基团进行氧化，形成一种荧光衍生物三唑荧光素（DAF-2T）

[142, 143]。DAF-2T 的荧光发射波长位于可见光谱范围内[144]，因此可以通过荧光显

微镜或荧光分析仪来测量其荧光信号强度，以研究 NO 在细胞和生物系统中的时

空动态变化。 

1.4.2.3. 化学发光法 

与 Griess 试剂检测法相比，化学发光检测法在时间分辨率和检测限方面表现

更出色，这使得该方法成为纳摩尔浓度级别下检测 NO 的黄金标准[145]。其测试

原理的核心过程可以概括为：臭氧（O3）与 NO 发生化学反应，生成激发态的

NO2，当它衰变回其基本低能态时，它就会自发的发射光子[146]。具体来说，这个

过程中涉及到惰性气体的作用，例如氮气、氩等，在其载带下将 NO 样品输送至

O3 位置。在此处，NO 与 O3 反应生成激发态的 NO2。然后通过弛豫过程释放一

个光子最终回到基态。在此过程中可利用光电倍增管检测所发出之光信号范围介

于 600-875 nm 之间[134]。值得注意的是检测信号强度与样品中存在的 NO 量成正

比关系，即通过测量信号强度我们能准确了解样品中 NO 含量。 

化学发光法是一种高度敏感且实时监测 NO 的方法，具有快速而可靠的结果
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[138]。然而，该方法并不适用于体内监测 NO 的情况。另外，O3 气流可能会对检

测过程产生干扰，因为 O3 发生器无法提供稳定而可重复的气流环境[138]。 

1.3 NO 的生物应用 

NO 作为一种微量的气体信号分子，广泛存在于人体的各个组织和细胞中[147]。

由于其独特的生物学功能和广泛的应用前景，1992 年，《Science》杂志将其评选

为明星分子。NO 参与多种生理过程，包括血管生成[148]、抗凋亡、抗炎症[149-151]、

血小板活化[152, 153]、抗血栓形成、血管舒张[154-156]和免疫反应[157-159]。然而，虽然

NO 对人体具有重要作用，但其功能受浓度的影响，过量的 NO 可能对人体产生

不良影响[160]。因此，对 NO 的研究和应用需要更加深入和精细化，以实现其生

物学功能的最大化利用。 

1.3.1 抗菌 

NO 在免疫系统中扮演着重要角色，协助机体对抗细菌感染。它与 O2 或 ROS

中间体（如超氧化物或 H2O2）发生反应，产生一系列具有氧化或亚硝化作用的

物质，如过硝酸盐、NO2、三亚硝基五环戊二烯等。这些活性物质能够与细菌的

蛋白质、DNA 和代谢酶相互作用，从而导致细菌结构和功能的严重破坏，最终

达到抑制和杀灭细菌的目的。 

NO 的抗菌作用机制非常复杂多样，首先 NO 可以引起细菌 DNA 的化学变

化，如诱导 DNA 碱基修饰和断裂，干扰细菌的遗传信息传递和复制过程。其次，

NO 能够抑制 DNA 修复酶的活性、进一步削弱细菌修复受损 DNA 的能力。此

外，NO 还能够引发细菌膜的脂质过氧化，破坏细菌膜完整性，导致细胞内部物

质泄漏。此外，NO 与血红素的相互作用也可导致细菌的氧合反应受阻，降低细

菌的能量代谢活性。通过这些多重抗菌机制，NO 能够耗尽细菌内部的铁元素，

削弱细菌的生存能力。由于 NO 的抗菌机制相对复杂，并且攻击细菌的多个关键

目标，细菌很难产生对 NO 的耐药性。因此，NO 被认为是一种有前景的抗菌治

疗药物，可以有效应对传统抗菌药物所面临的耐药性问题[161-164]。 

Howlin 及其同事的研究结果表明，在亚微摩尔浓度下，NO 能有效治疗囊性

纤维化中铜绿假单胞菌（P. aeruginosa）感染，并显著降低 P. aeruginosa 对

Tobramycin和 Tobramycin联合 Ceftazidime的耐药性[165]。这项研究为囊性纤
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维化患者提供了一种新的治疗方案。通过适量使用 NO，可以有效控制感染，减

少耐药性的发生。 

生物膜是由微生物构成的复杂结构，常存在于感染部位。胞外多糖是生物膜

中的重要成分之一，提供保护作用，并增强微生物对抗药物的耐药性。然而，

Huang 等人的研究发现，使用 NO 对生物膜进行预处理后，可以减少生物膜胞外

多糖的含量，削弱生物膜的保护作用，使得 Ofloxacin 等治疗药物更容易渗透到

感染部位，提高治疗效果[165]。 

1.3.2 伤口愈合 

伤口愈合是一个复杂而井然有序的过程，涉及多个步骤和细胞类型的相互作

用，包括炎症反应、细胞增殖、细胞外基质的沉积和组织重塑[166, 167]。NO 在皮

肤创面愈合和组织再生中具有重要作用，其浓度对其功能起决定作用[160]。在人

类角质形成细胞的原代细胞培养中，，低浓度的 NO 可以促进细胞增殖，并抑制

细胞分化。相反，较高浓度的 NO 则会抑制角质形成细胞的增殖，并诱导其分化。

通过类似实验在人类皮肤成纤维细胞上进行研究发现，NO 浓度的增加与细胞增

殖能力的下降相关[168]。此外，NO 还能直接调节胶原合成代谢[169, 170]，且不受基

质金属蛋白酶（MMP）和金属蛋白酶组织抑制物（TIMP）活性的影响。因此，

抑制酶促 NO 合成会显著减少大鼠的胶原合成，从而延缓创面收缩。相反，在健

康大鼠体内转染诱导型一氧化氮合酶互补 DNA（iNOS-cDNA）会导致皮肤创面

中胶原积累增加，因为这会增加 NO 的生成[171]。 

根据Albina等人的研究发现，在创面愈合过程中，L-Arg的代谢会显著增加，

因为 L-Arg 会分解为 NO 和瓜氨酸[172]。考虑到 Albina 等人的研究，一些研究人

员在创面上使用补充 Arg 的治疗方法，发现这种治疗可以加速创面愈合过程[173]。

另外的研究中，Smith 等人观察到，受损大鼠的尿液中硝酸盐的含量显著增加，

这与创面愈合过程中 NO 的生成有关[174]。Bulgrin 等人的研究结果也支持了这一

观点[175]。他们发现给大鼠喂食低量的 Arg 会导致硝酸盐生成减少，从而降低 NO

的含量。然而，给大鼠喂食高浓度的 Arg 富集饮食可以在整个创面愈合过程中保

持较高水平的硝酸盐，进一步证实了 NO 与创面有关。Shi 等人对糖尿病大鼠进

行的实验也证实了 L-Arg 对创面愈合的促进作用，并增加了创面液中硝酸盐/亚
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硝酸盐的产生[176]。 

Xu 等人设计了一种纳米平台，用于协同释放 NO 和铜离子（Cu2+），以加速

糖尿病创面的愈合[177]。制备的纳米复合材料可以在创面部位进行释放 NO，从而

促进血管生成、胶原沉积和内皮细胞生长。这些过程的加速有助于提高糖尿病创

面的愈合速度。与此同时，这种纳米平台的释放过程不会引发炎症反应，因此具

有较好的生物相容性[178]。该研究为糖尿病创面治疗提供了一种新的方法。 

Yeh 等人研究了一种负载 NO 的普鲁士蓝纳米立方体（PBNO）[179]。通过多

次向创面注射 PBNO 胶体，并在接下来的治疗中使用 NIR 光照射，成功改善了

创面的血液灌注情况。这种治疗方法可实现对血液灌注的可控改善，进而有效促

进血管生成和胶原沉积。这项研究为创面治疗提供了一种新的策略，有望在促进

创面修复和愈合过程中发挥重要作用。 

1.4 选题设计及研究内容 

1.4.1 课题设计思路 

细菌感染疾病作为一项严重的公共卫生问题，已经在全球范围内引起广泛关

注。由于其高发病率和高死亡率，这类疾病对人类健康构成了巨大威胁。传统抗

生素给药模式在治疗细菌感染时面临着一系列问题,这些问题严重影响了治疗效

果并给患者带来了不必要的风险和不适。此外，传统抗生素在已形成的生物被膜

内渗透性较差，这使得它们难以渗透到感染部位，无法有效地消灭细菌。因此，

迫切需要开发具有小剂量、长疗效和优异生物相容性的高效抗生素替代品，以减

轻抗生素耐药性增加。 

我们设计了以 L-Arg 为 NO 供体的抑菌药物体系。以 CaO2 为核，在其表面

通过自聚合包裹形成一层 PDA，最后再利用席夫碱反应或迈克尔加成在其表面

吸附 L-Arg，最终形成了 L-Arg-CaO2@PDA（A-Ca@PDA）纳米复合材料。PDA

具有酸敏性，在生物膜酸性微环境中可以裂解，释放其中的 CaO2，CaO2 在酸性

环境中与水反应释放 H2O2，随后 H2O2 催化 L-Arg 生成 NO。同时 PDA 还有优良

的光热效果，经 808 nm 激光照射后可以达到较高的温度。最终实现 NO 联合光

热疗法共同治疗耐药菌感染。 

为了进一步增强纳米材料中 L-Arg 的 NO 释放效果，我们选择了可以产生更
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多 ROS 的光敏剂 IR780 来进行实验。以 MoS2 纳米花为载体，通过静电吸附作

用在其表面吸附 L-Arg 和 IR780，最终制备出了 L-Arg/IR780@MoS2（AI-MoS2）

纳米复合材料。IR780 和 MoS2 都对 808 nm 激光很敏感，IR780 经 808 nm 激光

照射后可以产生 PTT 和 PDT 效果，MoS2 经 808 nm 激光照射后也会呈现出较好

的光热效果。而 MoS2纳米花具有尖锐的棱角，在于细菌接触时可以对其细胞膜

造成损伤。IR780 经 808 nm 激光照射后会迅速产生 ROS，有效催化 L-Arg 产生

NO。最终 AI-MoS2 在 808 nm 激光作用下，实现 NO 联合 PTT 和 PDT 协同抑制

耐药菌。 

1.4.2 主要研究内容 

细菌耐药性的发展使得一些抗生素对其的作用效果减弱，尤其是耐药菌的不

断进化，还会形成低 pH、高谷胱甘肽、缺氧的生物膜微环境来保护细菌，削弱

抗生素的治疗效果。纳米材料凭借其尺寸小，治疗方法多样等优势，有望克服抗

生素耐药所面临的障碍。本文基于可以释放 NO 的 L-Arg 为核心，并将 NO 疗法

与光热疗法和光动力疗法相结合，设计了两种纳米复合材料，并选用典型的革兰

氏阴性菌-多重耐药大肠杆菌（MDR E. coli）和革兰氏阳性菌-多重耐药金黄色葡

萄球（MDR S. aureus）菌来检测它们的抗菌效果。主要研究内容如下： 

（1）基于 L-Arg 为供体释放 NO 联合光热抑制耐药菌研究 

在碱性环境下 CaCl2 与 H2O2 反应合成 CaO2 纳米颗粒，随后利用氧化自聚合

在 CaO2 表面包裹上一层 PDA，再利用席夫碱反应或迈克尔加成将 L-Arg 与外层

PDA 相接，最终合成出可以有效清除耐药菌感染及促伤口愈合的纳米复合材料。

使用 SEM、TEM、FT-IR、粒径、Zeta 电位、XPS 等手段证明纳米颗粒成功合成

并表征其结构特点。以 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 为模型细菌，使用 CFU、

MIC、荧光染色、流式细胞术等试验评估 A-Ca@PDA 的抑菌效果，通过 SEM 观

察纳米颗粒对细菌细胞的破损情况，通过生物膜实验评估纳米颗粒对耐药菌生物

膜的消融效果。通过溶血实验和细胞毒性实验评估纳米颗粒的生物相容性后进行

体内抑菌实验，评估纳米颗粒对小鼠伤口周围感染细菌的抑制效果和促伤口愈合

效果。 

（2）基于 L-Arg 为供体释放 NO 联合光热/光动力抑制耐药菌研究 
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通过水热法合成 MoS2纳米花，利用静电吸附作用负载 NO 供体 L-Arg 和光

敏剂 IR780，实现 NO 联合温和 PTT/PDT 进行杀菌。通过 SEM、TEM、UV-Vis、

FT-IR 等手段表明纳米颗粒的合成并表征其结构特点。以 MDR E. coli 和 MDR S. 

aureus 为模型细菌，使用 CFU、荧光染色等试验评估 A-Ca@PDA 的抗菌效果，

通过生物膜实验评估纳米颗粒对耐药菌生物膜的消融效果。通过细胞毒性和溶血

实验评估纳米颗粒的生物相容性。 
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第 2 章 基于 L-Arg 为供体释放 NO 联合光热抗耐药菌研究 

2.1 引言 

近年来，抗生素的过度使用和滥用，使得细菌对这些药物的耐药性不断增强，

新型耐药细菌不断出现，这使得原本已经缓解的细菌感染问题再次变得严重起来

[180]。这种迅速升级的威胁促使人们迫切需要创造新的治疗策略和具有多种抗菌

功能的抗菌材料来对抗耐药细菌[181, 182]。近年来，基于纳米材料的 NIR 介导的光

疗因具有减轻组织验证的优点而被认为是一种很有前途的抑菌策略[183]。由于

NIR 介导的光疗仍处于发展阶段，单一的治疗方法会耐药菌抗菌治疗的效果并不

理想，因此需要采用一些联合的方式来实现有效抑菌。 

NO 作为一种内源性气体分子，具有显著的杀菌特性，同时还能保持正常组

织的完整性，防止其遭受破坏。即使在浓度较低的情况下，一氧化氮的抗菌活性

也十分显著，使其成为传统抗生素的一种有前景和可行的替代品。研究显示，L-

Arg 可以通过与 ROS 反应产生 NO 和 L-瓜氨酸，从而有效对抗生物膜，其在体

内的有效性和特异性均得到了显著提高。然而生物膜微环境中无法提供足够的

ROS 氧化 L-Arg。为解决这个问题，引入了 CaO2 纳米粒子，它能够在生物膜酸

性环境下能够发生水解，并释放出具有强氧化性的过氧化氢，以此来实现 NO 的

产生。 

本章合成了一种名为 L-Arg-CaO2@PDA（A-Ca@PDA）的新型纳米复合材

料，该材料对 NIR 光和 pH 变化具有极高的敏感度。当纳米颗粒处于生物膜微环

境时，PDA 外壳对 pH 的敏感性会导致其降解，从而使 CaO2 暴露于该环境中。

CaO2 的水解释放出 H2O2，进而催化 L-Arg 转化为 NO 气体。这种 NO 气体的产

生能够有效破坏生物膜的完整性，削弱其保护性胞外聚合物物质机制对细菌的保

护作用，从而使细菌更容易受到外部条件的影响。此外，当 A-Ca@PDA 纳米颗

粒受到 NIR 光照射时，会诱导局部热疗，从而加速 NO 的释放。这种 NO 气体的

释放与 PTT 相结合，具有显著的抑菌特性，能够有效消融生物膜，并清除浮游

细菌。 
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图 2-1.A-Ca@PDA 合成及其生物被膜微环境中 NO 释放及光热联合抑菌治疗示意图 

Figure 2-1. A-Ca@PDA synthesis and NO release in the biofilm microenvironment and 

photothermal combined antibacterial therapy diagram 

2.2 实验材料 

2.2.1 实验试剂 

表 2-1 实验试剂 

Table 2-1 Experimental reagent 

试剂名称 生产厂家 

无水氯化钙（CaCl2） 阿拉丁生化科技有限公司 

聚乙烯吡咯烷酮 阿拉丁生化科技有限公司 

氨水（NH3·H2O，28wt.%） 阿拉丁生化科技有限公司 

过氧化氢（H2O2，30wt.%） 阿拉丁生化科技有限公司 

聚乙二醇-200（PEG-200） 阿拉丁生化科技有限公司 

盐酸多巴胺（DA·HCl） 阿拉丁生化科技有限公司 

三羟甲基氨基甲烷（Tris） 阿拉丁生化科技有限公司 

L-精氨酸（L-Arg） 阿拉丁生化科技有限公司 

溴化钾（KBr） 阿拉丁生化科技有限公司 

活/死细菌检测试剂盒 阿拉丁生化科技有限公司 
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无水甲醇 国药集团化学试剂有限公司 

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

 

2.2.2 实验仪器 

表 2-2 实验仪器 

Table 2-2 Experimental equipment 

仪器名称 型号 生产厂家 

冷冻干燥机 FD8-3 美国 SIM 公司 

恒温磁力搅拌器 SZCL-2 上海岐耀设备有限公司 

紫外可见分光光度计 UV-3600 日本岛津公司 

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 

透射电子显微镜 HT-7800 日本日立公司 

流式细胞仪 CytoFLEX 贝克曼有限公司 

激光粒度仪 Mastersizer 3000 美国 Malvern 公司 

荧光显微镜 DM2500 LED 德国莱卡公司 

X 射线衍射仪 D8 Advance 德国布鲁克公司 

X 射线光电子能谱仪 AXIS ULTRA OLD 日本岛津公司 

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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2.2.3 菌株及小鼠来源 

表 2-3.菌株来源 

Table 2-3. Sources of strains 

类别 非耐药细菌 耐药细菌 公司 

革兰氏

阴性菌 
E. coli ATCC11303 E. coli MG1655 

商城北纳创联生

物科技有限公司 

革兰氏

阳性菌 
S. aureus ATCC25923 S. aureus NCTC8325 

商城北纳创联生

物科技有限公司 

实验小鼠来自南京大学模型动物研究中心，品系为昆明小鼠。所有实验动物

的饲养和处理均按照苏州大学（位于中国苏州）的动物护理批准号：202310A415

的要求进行，并且符合《动物福利法》和《实验动物护理和使用指南》的相关协

议。 

2.3 实验方法 

2.3.1 材料合成与表征 

2.3.1.1 材料合成 

（1）合成 CaO2 

CaO2 的合成采用了一种先前记录技术的改进版本。[184]在这个方法中，CaCl2

和 H2O2 在 PVP 作为稳定剂的情况下反应。为了保持均匀性，将 75.00 mgCaCl2

和 35.00 mgPVP 溶解在 15.00 mL 无水乙醇中，然后进行 5 min 的超声波处理。

随后，通过加入 1 mLNH4OH（0.80 M）并充分搅拌，形成碱性环境。通过离心，

以 9000 r/min 的速度离心 15 min，收集所得沉淀。之后用无水乙醇进行三次洗

涤，以 12,000 r/min 的速度离心 10 min，获得最终产品。最终，将沉淀物在 50℃

的温度下真空干燥约 4-6 h，获得 CaO2 纳米粒子。 

（2）合成 CaO2@PDA 

采用氧化自聚合方法，通过在碱性条件下将 PDA 包覆在 CaO2 表面，成功制

备出了一种具有优异性能的 CaO2@PDA（Ca@PDA）复合材料。[185]首先，将 20.00 

mg CaO2 在 100 mL 的无水乙醇中充分溶解，以保证后续反应的顺利进行。为了

调节溶液的 pH 值加入 0.50 mg 的 Tris，通过充分搅拌，确保 Tris 能均匀分散在
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溶液中。接着，加入 10.00 mg 盐酸多巴胺，在室温下，搅拌 12 h。通过多巴胺的

氧化自聚合，将其牢固地包覆在 CaO2 表面，形成 Ca@PDA 复合材料。通过离心

过程，在 12,000 r/min 下离心 10 min，成功获得 Ca@PDA 复合材料。随后，用

无水乙醇洗三次，50℃下真空干燥 4 h，以确保其最大纯度和完全干燥。 

（3）合成 A-Ca@PDA  

在 PDA 层的外表面通过希夫碱反应或迈克尔加成法使用 L-Arg 进行化学修

饰。首先，将 10.00 mg L-Arg 溶解在 Tris-盐酸（pH 8.5，10.00 mM）缓冲液中，

这样可以保证反应环境的稳定和适宜。接着，将 5.00 mg Ca@PDA 分散到溶液

中，这样可以使 Ca@PDA 与 L-Arg 充分接触，提高反应效率。在室温下，将混

合溶液搅拌 12 h 后，以 12000 r/min 的速度离心 10 min。随后进行三次水和乙醇

洗涤，这样可以去除杂质和未反应的物质，提高产物的纯度。洗涤完成后，在 50℃

真空条件下进行干燥，得到 A-Ca@PDA。 

2.3.1.2 材料表征  

（1）扫描电镜（Scanning electron microscope，SEM）表征 

用移液枪分别吸取少量 CaO2、A-Ca@PDA NPs 水溶液，滴加到硅片上，自

然晾干后，通过 SEM 对制得的样品进行形貌分析。 

（2）透射电镜（Transmission electron microscopy，TEM）表征 

取适量分散均匀的 A-Ca@PDA 纳米颗粒溶液，将铜网准备好并放置在平坦

的表面上，确保其干净且无任何杂质，用滴管其滴在铜网上，将铜网置于室温下，

自然风干后进行 TEM 表征分析。 

（3）动态光散射粒径及 Zeta 电位表征 

分别称取少量 CaO2、PDA、L-Arg、Ca@PDA、A-Ca@PDA NPs 粉末，超声

使其均匀分散在超纯水中。将 2.00 mL 的样品按顺序分别注入样品池，并使用动

态光散射激光纳米粒度仪测量其颗粒尺寸和 Zeta 电位。 

（4）傅里叶红外光谱（Fourier Transform infrared spectroscopy，FT-IR）表征 

使用红外分光光度计采集 FT-IR 数据，波长范围扫描为 3600-400 cm-1。将适

量的 KBr 粉末加入已经擦拭烘干的玛瑙研钵中，并与 CaO2、L-Arg、Ca@PDA 和

A-Ca@PDA NPs 分别混合后细致地碾磨成均匀颗粒的粉末。然后，采用压片法制
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备适中厚度且透明的样品片进行检测。 

（5）X 射线衍射（X-ray Diffraction，XRD）表征 

在玛瑙研钵中对干燥的 CaO2 进行了研磨处理，然后将其转移到测试皿中，

使用 XRD 对材料的结构进行测试。 

2.3.2 体外性能表征 

2.3.2.1 光热性能分析 

为了深入探究 A-Ca@PDA NPs 的光热性能，首先在激光功率密度为 1.5 

W/cm2 的 808 nmNIR 光下照射 6 min，每隔 30 s 拍摄记录。通过观察温度变化情

况，绘制不同浓度（0、50、100、150、200、300 μg/mL）A-Ca@PDA NPs 悬浮

液的升温曲线，以此分析光热效应与浓度的关系。为了进一步揭示 A-Ca@PDA 

NPs 的光热性能与激光功率密度之间的关联，对 A-Ca@PDA NPs 分别使用 808 

nm 不同功率密度（0、0.5、1.0、1.5、2.0 W/cm2）的 NIR 光照射 6 min，每 30 s

拍摄一次记录。根据以上结果绘制温度升高和降低的曲线，通过对比分析不同功

率密度下光热效应的差异，可以更加准确地评估 A-Ca@PDA NPs 的光热性能。

利用现行方法计算 A-Ca@PDA NPs 的光热转换效率[186, 187]： 

𝜂 =
hS (𝑇𝑚𝑎𝑥−𝑇𝑎𝑚𝑏) −𝑄𝑑𝑖𝑠

𝐼（1−10−𝐴808）
                公式（1） 

ℎ𝑆 =
m𝐶𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟

𝜏𝑠
                     公式（2） 

𝜏𝑠 = −
t

lnθ
                       公式（3） 

𝜃 =
T−𝑇𝑎𝑚𝑏

𝑇𝑚𝑎𝑥−𝑇𝑎𝑚𝑏
                     公式（4） 

式中，h：热传递系数，W/(m2·K)；S：石英皿的表面积，mm2；Tmax：平衡温

度，℃；Tamb：周围环境温度，℃；Qdis：石英皿和水在单位时间内吸收的能量，

mW；I：NIR 光密度，mW；A808：已知浓度 A-Ca@PDA NPs 悬浮液在 808 nm 处

的吸光值；Cwater：水的比热容。 

2.3.2.2 NO 释放表征 

使用 NaNO2（6.25、12.50、25.00、50.00、100.00 μM）建立 NO 的标准曲线，

使用 Griess 试剂（0.10%）测定 NO 的产生情况。在实验设计中，设置了三个变

量，分别是不同的 pH 环境、是否经 808 nm 激光照射和溶液浓度。通过改变这
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三个变量，可以在不同溶液 pH 环境下，测定同一 A-Ca@PDA NPs 浓度（150 μ

g/mL）在激光或不加激光照射下的 NO 产量。在同一激光功率（1.5 W/cm2）刺

激下，测定不同 A-Ca@PDA NPs 浓度（100、150、200 μg/mL）在 5 h 内的 NO

产量。将 A-Ca@PDA NPs 均匀分散在 PBS 中，激光照射后迅速加入 Griess 试剂，

Griess 试剂与 NO 反应，形成重氮化合物，从测量 524 nm 处的吸光值。 

2.3.3 体外抑菌实验 

2.3.3.1 最小抑菌浓度（MIC）的测定 

对 E. coli、MDR E. coli、S. aureus 和 MDR S. aureus 的最小抑菌浓度（MIC）

采用微量二倍稀释法测定。使用无菌的 96 孔板，在每孔加入 100 μLTSB 培养

基。在第一孔中加入配置好的试剂（A-Ca@PDA 浓度为 600 μg/mL），混匀后进

行梯度稀释，使最后一孔的浓度为 9.38 μg/mL，接下来，将 100 μL 预先稀释

好的细菌悬液（浓度为 106 CFU/mL）分别注入到每个孔中。设定初始浓度为 50.00 

μg/mL 的 Ampicillin 和 Kanamycin 为阳性对照，空白组作为阴性对照。将 96 孔

板放置于 37℃的培养箱中进行 12-24 h 时的培养，并使用酶标仪来检测 OD600

值。每个组别进行三次重复实验，最终结果取平均值。 

2.3.3.2 标准平板计数（CFU）抑菌实验 

采用平板涂布法探究 A-Ca@PDA 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的抗菌

效果。将培养至对数生长期的 MDR E. coli 的细菌悬浮液稀释至 106 CFU/mL 然

后，分别添加不同浓度的 A-Ca@PDA NPs（0、100、200、300 μg/mL），A-Ca@PDA

悬浮液与细菌悬浮液的体积比为 1：1，非照射组不进行任何特殊处理，照射组经

过 6 min808 nm 激光照射处理。孵育 2 h 后，在 TSB 琼脂培养基上均匀地覆盖微

生物悬浮液，并在 37℃恒温培养 12-24 h，记录琼脂平板上微生物生长量（每组

实验三个平行），按照以下公式计算细菌的相对活力： 

细菌相对活力(%) =
材料组细菌数量

空白组细菌数量
× 100%         公式（5） 

2.3.3.3 胞内光热性能表征 

为了研究 A-Ca@PDA 在体外细菌生长环境中的光热效应，将菌液（106 

CFU/mL）与 A-Ca@PDA（0、100、200、300、400、600 μg/mL）1：1 混合，
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使用 808 nm 激光以 1.5 W/cm2 的功率密度进行照射，用光热成像仪观察 0 min，

2 min，4 min，6 min 的温度变化情况。 

2.3.4.4 细菌形态表征 

将细菌悬液（106 CFU/mL）与预先配制好的材料液以 1：1 比例充分混合。

使用 1.5 W/cm2 的 808 nm 激光对混合液照射 6 min。在 37℃、200 r/min 条件下

培养 12-24 h。将相同浓度的其他材料处理的细菌作为处理组，未经任何处理的

细菌作为空白组。培养结束后，在 5000 r/min、5 min 条件下用 PBS 离心清洗三

次，以去除培养基和其它污染物。然后将离心后得到细菌重悬于 2.50%戊二醛固

定液中，在 4℃静置过夜，以保持其形态稳定。在 5000 r/min、5 min 条件下离心

清洗三次后，使用 30%-100%的乙醇溶液对细菌进行梯度脱水，每个梯度处理 15 

min，并确保整个过程在 4℃低温环境下进行。最后，对收集到的细菌样本进行

冷冻干燥处理。利用 SEM 对经过上述处理的细菌样本进行形貌特征表征。 

2.3.3.5 细菌活/死染色实验 

将细菌悬液（106 CFU/mL）与预先配备好的材料液以 1：1 比例充分混合。

使用 1.5 W/cm2 的 808 nm 激光对混合液照射处理 6 min。之后，采用 5000 r/min，

5 min 离心收集细菌。离心的速度和时间既能保证细菌的收集，又能避免细菌被

破坏。将细菌用 0.9%的生理盐水进行离心洗涤，采用 5000 r/min、5 min 条件，

重复操作三次，以去除培养基和其他污染物。将洗涤后的细菌重新悬浮于 997.00 

μL 0.90%的生理盐水中。将绿色荧光核酸染料（SYTO 9）和红色荧光核酸染料

（PI）混合均匀，并加入到细菌悬浮液中，避免阳光暴晒并静置染色 15 min，以

使荧光染料渗透入细菌细胞。使用 0.90%的生理盐水洗 4-6 次，以去除未被固定

的荧光染料。最后将细菌悬浮液适当稀释后滴在载玻片上，避光风干。用荧光显

微镜观察不同处理的染色细胞，设置 PBS、CaO2、PDA、Ca@PDA、A-Ca@PDA

五个组别。并使用软件处理来获得共定位图像结果。在收集到细菌细胞并按照上

述方法进行相应处理及 10 倍稀释之后，使用流式细胞仪检测其凋亡情况，并分

析结果。通过流式细胞仪，可以对细菌细胞的荧光信号进行精确测量和分析，以

评估细菌细胞的状态和凋亡程度。 
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2.3.3.6 生物膜消融性能 

采用结晶紫生物膜染色法评估 A-Ca@PDA 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus

生物膜的消融效果。将菌液浓度调整至 106 CFU/mL，取 100 μL 预制备的菌液

加入 96 孔板中，将孔板置于 37℃恒温 1-3 天。分别加入 A-Ca@PDA 溶液（终

浓度为 50、100、150 μg/mL），充分混合后，用 1.5 W/cm2 的 808 nm 激光照射

6 min，在 37℃培养 12-24 h。作为对照组，使用不含材料的 PBS 于菌液混合。在

培养结束后，小心吸去孔板中的液体培养基，并用 PBS 轻轻洗涤 1~2 次以去除

残留的培养基和浮游细菌。加入 4.00%多聚甲醛固定样品，固定时间为 30 min。

之后弃去多聚甲醛并用无菌水洗涤和风干处理。使用 0.10%结晶紫染色 30 min，

用 PBS 洗涤去除残留染料，使用拍摄电子显微镜和照相机视野下获取两份生物

膜样品的图片。待样品风干后，加入 33%乙酸溶解生物膜，并利用酶标仪在 570 

nm 处测量吸光度值，通过测量吸光度值可以评估生物膜的消融情况。 

2.3.4 体外生物相容性实验 

2.3.4.1 细胞毒性实验 

将 L929 细胞再 12 孔板中培养 12 h 后，用含有不同浓度的 A-Ca@PDA（0、

25、50、100、150、200 μg/mL）的新鲜培养基替换之前的培养基。随后，将细

胞暴漏于 NIR 激光（808 nm，1.5 W/cm2）下照射 6 min。在 37℃含 5.00%CO2 的

潮湿培养箱中孵育 24 h 后，吸去溶液并用 PBS 洗涤细胞。随后，用 CCK-8 试剂

对细胞染色 30 min，并测量 450 nm 处的吸光度值。 

2.3.4.2 溶血实验 

新鲜获取的大鼠红细胞（RBC）经过三次 PBS 缓冲液洗涤，然后在 PBS 缓

冲液中重悬，以获得约 4.00%体积/体积比的悬浮液。将 1 mL 的 RBC 悬浮液与

不同浓度 A-Ca@PDA（25、50、100、150、200 μg/mL）混合。随后，将混合

溶液在 NIR 激光（808 nm，1.5 W/cm2）下照射或不照射 6 min。接着，将混合悬

浮液在 37℃下孵育不同时间 12 h。离心 5000 r/min 5 min 后，收集上清并转移到

由 96 孔板中。使用酶标仪在 540 nm 波长下测定样品吸光度。阴性对照和阳性对

照（NC 和 PC）通过在含有 Triton-X 的 PBS 中培养 0.10%体积/体积浓度的 RBC

悬浮液来获得。溶血百分比可通过以下公式计算： 
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溶血百分比 =
样品吸光度−NC 吸光度

PC 吸光度−NC 吸光度
× 100%           公式（6） 

2.3.5 小鼠伤口感染模型的构建及生物安全评估 

2.3.5.1 小鼠伤口感染模型的构建 

本研究使用了来自南京大学模型动物研究中心（位于中国南京）的实验小鼠。

所有实验动物的饲养和处理均按照苏州大学（位于中国苏州）的动物护理批准号：

202310A415 的要求进行，并且符合《动物福利法》和《实验动物护理和使用指

南》的相关协议。在本实验中，我们用 MDR S. aureus 为模型菌建立了伤口模型，

并设置了五个不同的处理组别，包括 Blank 组、CaO2 组、PDA+NIR 组、

Ca@PDA+NIR 组和 A-Ca@PDA+NIR 组，每个组别有三个平行实验。首先，在

每只小鼠的背部制作一个直径约 1 cm 的圆形伤口，并利用浓度为 106 CFU/mL 的

MDR S. aureus 进行感染。接下来，对伤口进行愈合治疗。每天使用相应的材料

处理伤口，光照组使用 808 nm 激光照射 6 min。同时，使用光热成像仪记录光照

过程中的温度变化情况。在治疗的第 0、2、4、6、8 和 12 天分别拍摄伤口照片，

并测量伤口的尺寸变化情况。此外，还记录小鼠的体重变化情况。当治疗结束后，

对小鼠进行安乐死处理。切下伤口处的皮肤组织，并将其保存在 4.00%多聚甲醛

中以进行后续的 H&E 染色和 Masson 染色分析，以便对皮肤组织的结构和细胞

变化进行观察和评估。 

2.3.5.2 体内生物安全评价 

为了进一步评估材料在体内的毒性，对小鼠进行眼眶出血采血，将血液以

800 r/min 离心 20 min，分离出血清。对血清中的白蛋白（ALB）、碱性磷酸酶

（ALP）、谷丙转氨酶（ALT）、谷氨酰转移酶（GGT）、尿素（UREA）、肌酐（CREA）

和尿酸（UA）这七个指标进行检测。这些指标能够反映出小鼠体内的肝功能、

肾功能和代谢水平等方面的变化情况。另外，还采用了 H&E 染色法对小鼠的心

脏、肝脏、脾脏、肺和肾脏等五个主要器官进行组织学分析。 

2.4 实验结果与讨论 

2.4.1 材料的合成与表征 

A-Ca@PDA NPs 的制备方法如图 2-1a 所示。首先，通过 CaCl2 和 H2O2 进行



安徽工程大学硕士学位论文 

28 

 

碱性反应来合成 CaO2 NPs。之后，在碱性溶液中将 CaO2 NPs 与盐酸多巴胺均匀

分散，通过连续的聚合和聚集过程，合成了 Ca@PDA NPs。最终在碱性条件下，

利用 Michael 加成或 Schiff 碱反应使得 L-Arg 与 Ca@PDA 相连接，从而得到 A-

Ca@PDA NPs。 

据 XRD 检测结果显示（图 2-2a），在 2θ=30.2°、35.6°、47.4°、53.0°

和 60.4°处观察到了与 CaO2 匹配的清晰衍射峰。这些峰被鉴定为来自 CaO2 晶

面（002）、（110）、（112）、（103）和（202）的反射，表明了 CaO2 的成功合成，

这个结论基于 JCPDS 文件 No.03-0865 的参考数据进行了验证。为了确认 CaO2

和 PDA 组分的成功合成以及 L-Arg 的修饰，研究采用了 FTIR 进行分析（图 2-

2b）。在 CaO2 样品中，观察到了位于 875 cm-1处的一个明显峰，证明 CaO2 的成

功合成。对于 Ca@PDA 和 A-Ca@PDA 样品，在 1630 cm-1 处观察到了一个特征

峰，该峰是由 PDA 诱导的 N-H 键弯曲振动引起的。在 A-Ca@PDA 上还观察到

1496 cm-1 处的胍基 C=N 特征振动和 1676 cm-1 处的 PDA 形成的羰基与 L-Arg 的

氨基结合吸收峰，这一现象验证了 L-Arg 成功固定化在样品中。 

通过 SEM 图像可以看出，合成的 CaO2和 A-Ca@PDA 尺寸均一、形貌均匀，

在 SEM 图像中呈现出均匀的分布（图 2-2c, d）。TEM 图像（图 2-2e）进一步确

认了 A-Ca@PDA 的结构形态。使用 HAADF-STEM 捕获的 Mapping 图像验证了

它们的化学结构，该图像显示 A-Ca@PDA 中 C、O、N 和 Ca 元素均匀分布(图

2-2f)。DLS 分析结果显示，CaO2 和 Ca@PDA 颗粒相对较小（图 2-3a）。CaO2 的

平均尺寸为 130.41±2.17 nm，而 Ca@PDA 的平均尺寸为 172.13±2.46 nm。这表

明经过包裹处理后，CaO2 NPs 被 PDA 层成功封装。A-Ca@PDA 的平均尺寸为

198.73±1.85 nm，这表明 L-Arg 成功与 Ca@PDA 相连接。此外，Zeta 电位的测

量结果也提供了进一步的证据（图 2-3b）。在 CaO2 经过 PDA 层包裹之前，其 Zeta

电位为正值+17.61±0.49 mV，显示出阳性电荷。而在 PDA 包裹后，CaO2 颗粒的

Zeta 电位变为负值-9.86±0.32 mV，验证了封装处理的成功进行。进一步引入 L-

Arg 修饰后，观察到 A-Ca@PDA 的 Zeta 电位增加至+13.21±0.30 mV，表明 L-

Arg 修饰对 A-Ca@PDA 的表面电荷产生了影响。 
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图 2-2.（a）CaO2的 XRD 图谱；（b）CaO2，L-Arg，Ca@PDA 和 A-Ca@PDA 的红外图

谱；（c）CaO2 的 SEM 图片；（d，e）A-Ca@PDA 的 SEM 和 TEM 图片；（f）A-Ca@PDA

的元素映射图片 

Figure 2-2. (a) XRD spectrum of CaO2; (b) Infrared spectra of CaO2, L-Arg, Ca@PDA, and A-

Ca@PDA; (c) SEM image of CaO2; (d, e) SEM and TEM images of A-Ca@PDA; (f) Elemental 

mapping image of A-Ca@PDA 

XPS 测试进一步证实 L-Arg 成功固定在 Ca@PDA 上（图 2-3c-f）。根据高分

辨率光谱分析，在 288.5、286.1、285.3、284.8 和 284.1 eV 的峰被确定为对应于

C=O、C-O、C-N、C-C 和 C=C。此外，由于 PDA 和 L-Arg 之间建立了新的键，

A-Ca@PDA 在 286.9 eV 处出现了新的 C=N 键。 

综上所述，通过以上几种分析方法，可以得出 A-Ca@PDA 具有一致的结构

形态，且颗粒尺寸在纳米尺度下。封装处理成功使得 CaO2 颗粒被 PDA 层包裹，

并且 L-Arg 修饰对 A-Ca@PDA 的表面电荷产生了影响。 
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图 2-3.（a）CaO2，Ca@PDA 和 A-Ca@PDA 的粒径分布；（b）CaO2、PDA、L-Arg、

Ca@PDA 和 A-Ca@PDA 的电位；（c-f）Ca@PDA 和 A-Ca@PDA 的 XPS 图谱 

Figure 2-3. (a) Particle size distribution of CaO2, Ca@PDA, and A-Ca@PDA; (b) Potentials of 

CaO2, PDA, L-Arg, Ca@PDA, and A-Ca@PDA; (c-f) XPS spectra of Ca@PDA and A-Ca@PDA 

2.4.2 体外性能研究 

2.4.2.1 光热性能分析 

由于 PDA 具有高效的光热转换能力，因此广泛应用于纳米材料的光热转换

剂。因此，本部分旨在对 A-Ca@PDA 的光热性能进行系统评估。图 2-4a 和 b 显

示了 A-Ca@PDA 的光热效率与其浓度和激光功率之间存在强相关性。在 1.5 

W/cm2 功率密度下连续 6 min 的激光照射下，A-Ca@PDA（150 μg/mL）显示了

显著的温度上升至 58.10℃，而水在相同条件下温度保持不变。图 2-4e 中的热图

像直观展示了 A-Ca@PDA 在 808 nm、功率密度为 1.5 W/cm2 的激光照射下观察

到的显著光热效应，并且具有良好的稳定性（图 2-4c）。此外，对 A-Ca@PDA 浓

度为 150 μg/mL 的温度-冷却曲线数据进行线性回归分析，计算结果显示，在暴

露于 1.5 W/cm2 激光功率密度下时，其光热转换效率（η）约为 47.50%（图 2-

4d）。体外实验中，在激光照射下将细菌溶液置于孵育 48 孔板中，并捕获到达到

有效抑制所需治疗温度的结果（图 2-5）。经过 6 min 的激光照射和材料处理后，

MDR E. coli和MDR S. aureus（A-Ca@PDA浓度为 150μg/mL）的温度超过 55℃。

这些结果表明，A-Ca@PDA 具有显著的光热转换效率和卓越的光热稳定性，使

其能够在实际治疗过程中达到有效的杀菌温度。 
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图 2-4.（a）150 μg/mL 的 A-Ca@PDA 在不同功率下的温度变化；（b）1.5W/cm2 时 A-

Ca@PDA 不同浓度的温度变化；（c）A-Ca@PDA 的升温降温曲线；（d）A-Ca@PDA 的光

热转换效率；（e）近红外相机下的不同浓度 A-Ca@PDA 的温度变化 

Figure 2-4. (a) Temperature changes of 150 μg/mL A-Ca@PDA at different power; (b) 

Temperature changes at different A-Ca@PDA and different concentrations at 1.5W/cm2; (c) 

temperature rise and temperature fall curve of A-Ca@PDA; (d) Photothermal Conversion 

Efficiency of A-Ca@PDA; (e) Temperature changes at different concentrations A-Ca@PDA under 

the NIR camera 

 

图 2-5.（a）与 MDR E. coli 共孵后的近红外相机拍摄的图片；（b）与 MDR S. aureus 共孵

后的近红外相机拍摄的图片 

Figures 2-5. (a) images taken by near-infrared camera after co-incubation with MDR E. coli; (b) 

Images taken with a NIR camera after co-incubation with MDR S. aureus 
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2.4.2.2 NO 释放行为 

近年来，人们对于 iNOS、NADPH 以及各种 ROS（H2O2，1O2）介导的 L-Arg

转化为一氧化氮和 L-瓜氨酸的生物化学或催化反应在生物医学领域引起了广泛

关注。因此，NIR 辐照下的 A-Ca@PDA 为同时实现 PTT 和 pH 值触发的 NO 释

放提供了一种灵活且可控的方法。在水溶液中，NO 会生成亚硝酸盐，亚硝酸盐

可以与 Griess 试剂反应形成紫色偶氮化合物，通过测量在 546 nm 处的吸光度进

行定量分析。因此，采用 Griess 试剂实现对 NO 释放量的定量测定。通过标准曲

线法，可以测量产生的 NO（图 2-6a），标准曲线方程为𝑦 = 0.0071x +  0.0574。 

首先，研究了溶液 pH 对 NO 释放的影响。在 pH 5.5 和 pH 7.4 的 PBS 中，

检测了 A-Ca@PDA 在 5 h 内释放的 NO 量。如图 2-6b 所示，在酸性条件下（pH 

5.5），30 min 内开始释放 2.401 μM 浓度的 NO。随后，其逐渐增加，并在孵育

5 h 后最终达到 8.124 μM 的浓度，表明 PDA 层在酸性环境中发生降解。相反，

在中性 pH（pH 7.4）下，由于 A-Ca@PDA 表面形成一个松散粘附的 PDA 保护

层阻碍了进一步反应有效进行，因此观察到仅有少量 NO 被释放出来。因此可以

得出结论：A-Ca@PDA 表现出对溶液 pH 响应型 NO 释放行为，在微酸性环境

（如 pH 5.5）中具有显著提高效能。 

此外，研究还发现激光 NIR 辐照对 NO 释放有显著影响。图 2-6c 显示，在

pH 值为 5.5 时，使用 808 nm 激光（1.5 W/cm2）持续 6 min 会产生浓度为 11.729 

μM 的 NO。而在相同的 NIR 激光条件下，当 pH 值设置为 7.4 时，NO 释放水

平降至 3.729 μM。与未经过激光辐照的情况相比，这种增加归因于 PDA 表现

出的高效光热转换效率：升高的温度不仅破坏了 L-Arg 和 PDA 分子之间的相互

作用，还促进了 PDA 降解速度，并提升了分子内部热运动和药物反应速率。此

外，图 2-6d 清晰展示了 A-Ca@PDA 释放 NO 能力与其浓度之间存在明显的相关

性。A-Ca@PDA 纳米颗粒表现出 pH 响应性和 NIR 激光响应性，显著释放 NO 并

具备高效杀菌能力，因此在治疗耐药细菌方面具有巨大潜力。 
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图 2-6.（a）NO 释放的标准曲线；（b）不同 pH 条件并不加激光照射下的 NO 释放；（c）

不同 pH 条件并且在激光照射下的 NO 释放；（d）不同 A-Ca@PDA 浓度在 pH5.5 及激光照

射下的 NO 释放 

Figure 2-6. (a) Standard curve of NO release; (b) NO release under different pH conditions 

without laser irradiation; (c) NO release under different pH conditions and laser irradiation; (d) 

NO release under different A-Ca@PDA concentrations at pH5.5 and laser irradiation 

2.4.3 体外抑菌实验 

2.4.3.1 MIC 测定及 CFU 抑菌实验 

根据纳米材料对几种常见细菌的 MIC 值（表 2-4），我们发现相较于 MDR E. 

coli 和 MDR S. aureus，A-Ca@PDA 对普通细菌具有更显著的抑制效果。A-

Ca@PDA 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的最低抑菌浓度分别为 28、32 μ

g/mL。我们研究了不同浓度下 A-Ca@PDA 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的

抗菌效果，并通过 CFU 结果显示，在经过激光照射处理后，细菌存活率明显降

低（图 2-7a, c）。在 NIR 光照处理下，150 μg/mL A-Ca@PDA 对细菌的存活率

仅为 5%，表明了纳米复合材料优异的抗耐药菌效果。在相同浓度处理条件下，

A-Ca@PDA 对两种细胞系均表现出明显高于其他处理方式的抗微生物活性（图
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2-7b, d）。同时，通过培养基上形成菌落实验也证实了 A-Ca@PDA 的剂量依赖性

细胞抑制作用（图 2-8）。 

以上实验结果表明，A-Ca@PDA 具有潜在的应用前景，可以作为一种有效

的抑制微生物的材料，尤其适用于抑制耐药细菌。 

表 2-4.不同材料的 MIC（＋NIR (μg/mL)） 

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

Bacteria CaO
2
 PDA  Ca@PDA A-Ca@PDA Kanamycin Ampicillin 

E. coli 120±10 61±10  42±10 15±2 1.5±0.5 1.9±0.5 

S. aureus 120±10 70±10  50±10 21±2 2±0.5 2.4±0.5 

MDR E. coli >120 87±10  72±10 28±2 10±0.5 12±0.5 

MDR S. aureus >120 95±10  79±10 32±2 11±0.5 15±0.5 

 

 

图 2-7. （a）MDR E. coli 在琼脂平板上生长的示例图像。水平实验组包括 PBS、CaO2、

PDA、Ca@PDA 和 A-Ca@PDA。垂直对照组包括+NIR 和-NIR。（b，d）计数平板菌落数

与细菌的相对存活率呈直接相关。（c）MDR S. aureus 的代表性平板照片 

Figures 2-7. (a) Illustrative images of MDR E. coli growth on agar plates. The horizontal 

experimental groups include PBS, CaO2, PDA, Ca@PDA, and A-Ca@PDA. The vertical controls 

consist of +NIR and -NIR. (b, d) The number of counted plate colonies exhibited a direct 

correlation with the relative survival rate of bacteria. (c) Representative plate photographs of 

MDR S. aureus 
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图 2-8.（a）MDR E. coli 在琼脂平板上生长的示例图像。水平实验组不同浓度的 A-

Ca@PDA。垂直对照组包括+NIR 和-NIR。（b，d）计数平板菌落数与细菌的相对存活率呈

直接相关。（c）MDR S. aureus 的代表性平板照片 

Figures 2-8. (a) Illustrative images of MDR E. coli growth on agar plates. The horizontal 

experimental groups include different concentrations of A-Ca@PDA. The vertical controls consist 

of +NIR and -NIR. (b, d) The number of counted plate colonies exhibited a direct correlation with 

the relative survival rate of bacteria. (c) Representative plate photographs of MDR S. aureus 

2.4.3.2 细菌活/死染色分析 

为了更全面地评估 A-Ca@PDA 的抑菌性能，我们进行了 Live-Dead 实验。

根据图 2-9 的结果显示，未经处理的细菌未观察到明显的细菌死亡，绿色荧光大

片出现，几乎没有红色荧光的出现。然而，经过 CaO2、PDA、Ca@PDA 和 A-

Ca@PDA 处理后，细菌的存活率均有所下降。与其他材料相比，A-Ca@PDA 对

MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的抑菌效果更为明显，红色荧光强度也更高。此

外，如图 2-10 所示，在实验中观察到随着 A-Ca@PDA 浓度的增加，红色荧光也

相应增加，其对细菌的清除能力逐渐提高。当 A-Ca@PDA 浓度达到 150 μg/mL

时，细菌几乎全部死亡，表明细菌几乎全部死亡（图 2-10），这说明 A-Ca@PDA

在抑制生物膜形成以及杀灭细菌方面表现出很好的潜力。利用流式细胞仪测量细

胞的荧光信号来定量分析存活细菌细胞和死亡细菌细胞的数量，根据图 2-11 的

结果可知，当 A-Ca@PDA 的浓度为 150 μg/mL 时，MDR E. coli 和 MDR S. aureus
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的死亡率均超过 95%，这意味着 A-Ca@PDA 在此浓度下能够有效地清除绝大部

分细菌，与 CFU 实验中观察到的结果相一致。这为我们认识和评估 A-Ca@PDA

对细菌的抑菌效果提供了可靠的依据。 

 

图 2-9.（a）不同材料在激光照射后对 MDR E. coli 处理后的活/死荧光染色图片；（b）不同

材料在激光照射后对 MDR S. aureus 处理后的活/死荧光染色图片，标尺：10μm 

Figure 2-9. (a) live/dead fluorescence staining images of MDR E. coli treated with different 

materials after laser irradiation; (b) live/dead fluorescence staining pictures of different materials 

treated with MDR S. aureus after laser irradiation, Scale bar: 10 μm 
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图 2-10.（a）不同 A-Ca@PDA 浓度在激光照射后对 MDR E. coli 处理后的活/死荧光染色图

片；（b）不同 A-Ca@PDA 浓度在激光照射后对 MDR S. aureus 处理后的活/死荧光染色图

片，标尺：10 μm 

Figure 2-10. (a) live/dead fluorescence staining images of MDR E. coli treated with different A-

Ca@PDA concentrations after laser irradiation; (b) live/dead fluorescence staining pictures of 

MDR S. aureus treated with different A-Ca@PDA concentrations after laser irradiation, Scale bar: 

10 μm 
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图 2-11.（a）不同材料在激光照射后对 MDR E. coli 处理后的流式细胞术图片；（b）

不同材料在激光照射后对 MDR S. aureus 处理后的流式细胞术图片 

Figure 2-11. (a) Flow cytometry images of MDR E. coli treated with different materials after laser 

irradiation; (b) Flow cytometry pictures of different materials treated with MDR S. aureus after 

laser irradiation 

2.4.3.3 细菌形态研究 

利用 SEM 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的形态进行检测，以更直观地研

究 A-Ca@PDA 的抑菌活性（图 2-12）。未经任何处理的 MDR E. coli 和 MDR S. 

aureus 显示出典型的棒状和球状形态，表面光滑且形态完整。CaO2 和 Ca@PDA

处理后，并未对细菌细胞造成明显损伤，仍有较多细胞保持良好的形态。然而，

经过 A-Ca@PDA（150 μg/mL）的处理后，MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的细

胞膜被破坏，细胞质泄露，表面呈现明显的塌陷。同时，观察不同浓度 A-Ca@PDA

处理后的细菌形态变化，也表明该材料的抑菌活性具有浓度依赖性。综上所述，
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A-Ca@PDA 通过 PTT 和释放 NO 的双重效应展现了较强的抑菌活性。 

 

图 2-12.（a）不同材料在激光照射后对 MDR E. coli 处理后的细菌细胞形态图片；（b）不同

材料在激光照射后对 MDR S. aureus 处理后的细菌细胞形态图片，标尺：1.5 μm 

Figure 2-12. (a) Pictures of bacterial cell morphology of MDR E. coli treated with different 

materials after laser irradiation; (b) Pictures of bacterial cell morphology of MDR S. aureus 

treated with different materials after laser irradiation, Scale bar: 1.5 μm 

2.4.3.4 生物膜消融性能 

用不同浓度 A-Ca@PDA 处理后 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的结晶紫色

生物膜均有明显变化（图 2-13）。当使用浓度为 150 μg/mL 的 A-Ca@PDA 处理

后，观察到显著的生物被膜消融效果，MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的生物膜质

量分别减少到 8.0%和 9.2%（图 2-13b, d）。随着 A-Ca@PDA 浓度的增加，染色

生物膜的质量逐渐减少（图 2-13a, c）。这些结果证明了 A-Ca@PDA 对 MDR E. 
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coli 和 MDR S. aureus 的生物膜具有显著的消融作用。 

 

图 2-13.（a）不同 A-Ca@PDA 浓度在激光照射后对 MDR E. coli 处理后的生物膜消融

图片；（b）不同 A-Ca@PDA 浓度在激光照射后对 MDR S. aureus 处理后的生物膜消融图片 

Figure 2-13. (a) Pictures of biofilm ablation of MDR E. coli treated with different A-Ca@PDA 

concentrations after laser irradiation; (b) Pictures of the ablated biofilms of MDR S. aureus treated 

with different A-Ca@PDA concentrations after laser irradiation 

2.4.4 体外生物相容性评价  

采用细胞毒性试验和血液相容性试验相结合的方法评价 A-Ca@PDA 的体外

生物相容性。研究 A-Ca@PDA 纳米粒子在近红外照射和非照射条件下对 L929

小鼠成纤维细胞的细胞毒性作用。图 2-14a 中所示结果表明，在 25-200 μg/mL

浓度的A-Ca@PDA纳米粒子暴漏 24 h后，L929细胞表现出高水平的活力（>85%）。

L929 细胞经 A-Ca@PDA 处理并经近红外照射后，细胞活力始终保持较高水平，

于未照射组相比无显著差异。这一结果可能归因于纳米颗粒的 NIR 诱导的 NO 释

放[188, 189]。值得注意的是，NO 于促进成纤维细胞、内皮细胞和角质细胞的生长

有关，因此，它部分减轻了光热效应对正常组织造成的损害。这些发现明确地枪

带哦了 A-Ca@PDA 优异地生物相容性。 

为了进一步了解 A-Ca@PDA 的血液相容性，进行了溶血分析，评估近红外

激光照射和非照射下 A-Ca@PDA 对大鼠红细胞的溶血活性。如图 2-14b 所示，
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实验组和阳性对照（Triton-X）在图中有明显的颜色变化。值得注意的是，所有

实验组仅表现出最低水平的溶血（<5%）。这些结果表明 A-Ca@PDA 具有良好的

血液相容性。 

综上所述，这些结果表明 NO 可以在一定程度上改善光热治疗引起的组织损

伤，并且 A-Ca@PDA 具有良好的生物相容性，使其成为后续伤口感染治疗的有

前途的候选材料。 

 

图 2-14.（a）在不同浓度 A-Ca@PDA 下，用/不用 NIR 照射孵育 24 h 后的 L929 细胞的存

活率。（b）不同浓度 A-Ca@PDA 处理后，在有或无 NIR 照射的情况下孵育 12 h 的溶血

率。不同样本照片的插图 

Figure 2-14. (a) Survival rate of L929 cells incubated for 24 h with/without NIR laser treatment at 

different concentrations A-Ca@PDA. (b) The hemolysis rate of A-Ca@PDA at different 

concentrations after incubation for 12h with or without NIR irradiation. Illustrations for different 

sample photos 

2.4.5 体内抑菌实验 

基于 A-Ca@PDA 的体外实验结果，我们采用小鼠耐药菌感染创面模型来评

价 A-Ca@PDA 作为创面敷料的伤口愈合效果。在该实验中，我们使用了 150 μ

g/mL 浓度的 A-Ca@PDA，并感染了 MDR S. aureus 菌株。创面模型是通过在小

鼠背部制造全层皮肤创面来建立的。研究结果显示，A-Ca@PDA 对 MDR S. aureus

具有显著的体内光热效应，在 2 min 内温度迅速达到 40℃以上，并持续上升，在

处理 6 min 时温度达到 58℃；而空白对照组则没有明显的温度变化（图 2-15a,c）。

此外，在激光治疗后，与 CaO2、PDA 和 Ca@PDA 相比，经过第 2 天、第 4 天、

第 6 天、第 8 天和第 12 天观察发现，A-Ca@PDA 处理后的创面明显较小，并且
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在第 12 天基本愈合（图 2-15b,d）。最后，在经过 12 天治疗后，五组小鼠的体重

保持动态平衡，这表明纳米材料对小鼠没有明显毒副作用（图 2-15c）。此外，治

疗进行了 12 天后，我们使用 H&E 和 Masson 染色，对小鼠的创面组织进行了处

理（图 2-15e）。与对照组相比，A-Ca@PDA 治疗组显示出了鳞状上皮细胞厚度

增强、毛细血管增加以及新的毛囊形成。此外，蓝色染色显示胶原纤维逐渐增加，

表明 A-Ca@PDA 显著促进了感染创面的愈合过程。 

 

图 2-15.（a）不同材料在小鼠伤口出的光热效果图片；（b）不同材料处理后的小鼠伤口愈

合情况；（c）小鼠体重变化；（d）小鼠伤口愈合面积变化；（e）小鼠伤口部位 H&E 染色和

Masson 染色 

Figure 2-15. (a) Photothermal effects of different materials on mouse wounds; (b) wound healing 

of mice treated with different materials; (c) changes in body weight; (d) changes in wound healing 

area of mice; (e) H&E staining and Masson staining of the wound sites of mice 

2.4.6 体内生物安全性评价 

针对实验小鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺和肾脏等主要器官进行了 H&E 染色

（见图 2-16h）。实验结果显示，无论是对照组还是实验组的小鼠器官组织，在

H&E 染色下都未观察到明显的组织损伤和炎症反应。这说明 A-Ca@PDA 在体内

具有非常低的细胞毒性，并且不会对机体造成明显伤害。在治疗进行了 12 天后，
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我们采集了各组小鼠的血样，并测定了其肝肾功能指标（见图 2-16a-g）。作为肾

功能的指标，各治疗组的 BUN、CREA 和 UA 水平均处于正常范围内，并且与

对照组没有显著差异。此外，作为主要评估肝功能的指标，ALT、ALB、ALP 和

GGT 的浓度也都在参考范围内。综上所述， A-Ca@PDA 与生物体的相容性良

好，没有引起明显的免疫反应或组织损伤。这表明该材料在体内使用时，不会对

生物体产生不良的影响。此外，A-Ca@PDA 材料经过体内实验后，没有显示出

任何毒性或有害效应。这意味着该材料具有低风险性，可以被安全地应用于治疗

抗耐药菌感染的伤口。 

 

图 2-16.（a-g）小鼠血液生化检测；（h）小鼠的心、肝、脾、肺、肾切片的 H&E 染色 

Figure 2-16. (a-g) Blood biochemical tests in mice; (h) H&E staining of sections of heart, liver, 

spleen, lung, and kidney from mice 

2.5 本章小结 

本研究提出了一种光热联合 NO 气体抑制耐药菌的纳米颗粒 A-Ca@PDA 

NPs。所得的 A-Ca@PDA NPs 尺寸均匀，具有良好的生物相容性，并且表现出

NIR 和 pH 响应性，在感染区域能够有效地避免过早释放 NO 并保持较长时间滞

留。具体而言，A-Ca@PDA NPs 不仅可以在酸性生物膜微环境中水解产生 H2O2，

催化 L-Arg 生成 NO 气体，从而消散生物膜，使细菌处于更加敏感状态；同时，
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在 NIR 照射下还展示出优异的光热转换效果。NIR 照射后，局部高温和 NO 爆

发共同促进了生物膜崩溃和细菌死亡。A-Ca@PDA NPs 在体内外对耐药菌都显

示出有效的生物膜消融效果。此外，这种增强型 PTT 策略不仅能够有效杀灭耐

药细菌，并且由于其通过物理破坏和多种细胞过程作用模式实现作用而非特定靶

点诱导抗药性形成。总之，我们成功制备了一种 pH 和 NIR 双响应型纳米颗粒以

实现 NO 与 PTT 联合应用，并为抑制耐药细菌感染提供了新策略。 
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第 3 章 基于 L-Arg 为供体释放 NO 联合光热/光动力抑制耐

药菌研究 

3.1 引言 

过度使用和滥用抗生素对细菌产生了巨大的影响，导致细菌基因发生改变，

出现了耐药菌株甚至多重耐药性。细菌通过从头突变或从其他生物体获取基因来

对传统抗生素展示耐药性，并使许多抗生素对其失去了效果，严重威胁治疗效果。

一些细菌能够集体嵌入自分泌的胞外聚合物基质中形成三维的生物膜，这种结构

可以保护细菌并进一步提高其对抗生素的耐药性。因此，我们需要采取措施减少

抗生素的不必要使用和滥用，加强感染控制措施，以防止耐药菌株的进一步传播

和演变。 

某些细菌具有较高的抗热性，可以耐受高温环境并继续生存繁殖，因此单独

使用 PTT 可能对耐热细菌无效。幸运的是，PDT 和 PTT 的协同作用可以有效克

服耐热细菌物种的 PTT 无效问题。Qi 和同事将 S-亚硝基硫醇（SNO）和吲哚菁

绿（ICG）负载到涂层金纳米棒（GNRs）上的介孔二氧化硅（mSiO2）上，制备

了 NIR 光触发型纳米颗粒（即 GNRs@mSiO2-SNO/ICG），具有抗菌和抗炎能力，

并可用于牙周疾病治疗[190]。在单次 808 nm 激光照射下，不仅可以通过 SNO 释

放 NO，还可以通过 PTT 触发生物膜消融以及 PDT 诱导产生的细菌杀灭作用共

同实现了协同抑菌效果。 

本章以 MoS2 纳米花为载体，负载 L-Arg 为 NO 供体，负载 IR780 为光热剂

和光敏剂，通过 NO 气体疗法/PTT/PDT 三种治疗方式联合来对抗耐药菌。MoS2

在作为载体的同时，也有光热转换能力，MoS2 和 IR780 两种光热剂联合，能够

使 AI-MoS2 具有良好的光热转换能力。此外，最终合成的纳米颗粒是类似纳米花

的结构，它具有锋利的棱角，在于细菌接触时也能够对细菌细胞膜造成物理损伤。

本章区别于之前漫长的级联反应，AI-MoS2 结构简单，反应迅速，在激光照射后

IR780 产生的 ROS 会直接催化 L-Arg 反应生成 NO，在短时间内实现高浓度的

NO 释放，较高的光热转换能力，以及可观的 ROS 生成能力，抑制耐药菌，实现
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对耐药菌生物被膜的有效消融。 

 

图 3-1. L-Arg/IR780@MoS2的合成示意图 

Figure 3-1. Synthesis of L-Arg/IR780@MoS2 

3.2 实验试剂与仪器 

3.2.1 实验试剂 

表 3-1 实验试剂 

Table 3-1 Experimental reagent 

试剂名称 生产厂家 

钼酸钠·二水合物  (Na2MoO4·2H2O, 99.5%) 阿拉丁生化科技有限公司 

硫代乙酰胺 (C2H5NS ) 阿拉丁生化科技有限公司 

IR780 阿拉丁生化科技有限公司 

L-精氨酸（L-Arg） 阿拉丁生化科技有限公司 

Tris-盐酸缓冲液 AR 阿拉丁生化科技有限公司 

溴化钾 (KBr) 阿拉丁生化科技有限公司 

1,3-二苯基异苯并呋喃 (DPBF, 97%) 阿拉丁生化科技有限公司 

SYTO9/PI 活/死细菌检测试剂盒 阿拉丁生化科技有限公司 

无水甲醇 国药集团化学试剂有限公司 

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

 

3.2.2 实验仪器 

同表 2-2 实验仪器部分。 

3.2.3 菌株及小鼠来源 

同表 2-3 菌株及小鼠来源部分 
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3.3 实验方法  

3.3.1 材料合成与表征 

3.3.1.1 材料合成 

（1）合成 MoS2 纳米花 

采用水热法制备 MoS2纳米花。具体操作是将(NH4)6Mo7O24·4H2O（18.54 g）

和 CN2H4S（7.99 g）这两种化合物完全溶解于 300 mL 去离子水中，在强力搅拌

下搅拌 30 min。接着，将上述混合物转移到 300 mL 的特氟隆衬里不锈钢高压釜

中，在 180℃下反应 48 h。冷却至室温后，以 12000 r/min 离心 10 min，用超纯

水反复洗涤 3 次，以去除杂质和未反应的化合物，达到纯化产物的目的。最后，

在真空下 60℃干燥过夜，得到纯净的 MoS2纳米花。 

（2）合成 A-MoS2  

将 L-Arg 按照 1 mg/mL 的浓度加入到 pH 值为 8.5、浓度为 50 mM 的 Tris 缓

冲液中。之后，将 L-Arg 溶液与适量的 MoS2 NFs 混合均匀，常温下搅拌 24 h。

随后，使用超纯水对混合溶液进行反复离心洗涤，离心条件为 12000 r/min、10 

min，重复操作 3 次。完成洗涤后，得到 A-MoS2 NFs。最后，在-45℃下进行冷

冻干燥处理，持续时间为 24 h。 

（3）合成 AI-MoS2 

将 A-MoS2 NPs 均匀分散在超纯水中，将 5 mg 的 IR780 溶解在 100 μL 的

DMSO 中，然后将该溶液滴加到 A-MoS2 溶液中，常温下搅拌 12 h。之后，使用

超纯水对混合溶液进行 3 次离心洗涤，离心条件为 12000 r/min、10 min。完成洗

涤后，得到 AI-MoS2。最后，在-45℃下进行冷冻干燥处理，并保存备用。 

3.3.1.2 材料表征 

（1）SEM 表征 

SEM 的实验方法见 2.3.2.2 材料表征 SEM 部分。 

（2）TEM 表征 

TEM 的实验方法见 2.3.2.2 材料表征 TEM 部分。 

（3）粒径及 Zeta 电位分析 

粒径及 Zeta 电位分析的实验方法见 2.3.2.2 材料表征粒径及 Zeta 电位分析部
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分。 

（4）FT-IR 分析 

FT-IR 的实验方法见 2.3.2.2 材料表征 FT-IR 部分。 

（5）紫外可见光谱（UV-Vis）分析 

分别称取一定量的 MoS2 NFs 和 AI-MoS2 NPs 粉末并超声使其均匀分散在超

纯水中，使用 UV-3600 紫外可见分光光度计测定不同样品的紫外可见吸收光谱。 

3.3.2 体外性能研究 

3.3.2.1 光热性能分析 

光热性能分析的实验方法见 2.3.3.1 光热性能分析部分。此处分组：浓度为

0，50，100，150，200 μg/mL 的 AI-MoS2；NIR 激光功率为 0，0.5，1.0，1.5 

W/cm2。  

3.3.2.2 ROS 检测 

采用 ROS 探针 DPBF 对 PDT 效应产生的单线态氧（1O2）进行检测。DPBF

可以与 1O2 发生不可逆反应并导致 DPBF 降解。将 1 mLDPBF（20 μg/mL，溶

于 DMSO）添加到 IR780、MoS2、L-Arg 和 AI-MoS2 分散液（20 μg/mL，1 mL）

中，并用功率密度为 1.0 W/cm2 的 808 nm 激光照射不同时间。记录 DPBF 在 410 

nm 处的吸收峰，并以 DPBF 作为阴性对照。所有的操作都是在黑暗中进行的。 

3.3.2.3 NO 释放表征 

NO 释放表征见 2.3.3.2NO 释放表征。此处分组：浓度为 0，50，100，150，

200 μg/mL 的 AI-MoS2；NIR 激光功率为 0，0.5，1.0，1.5 W/cm2。时间为测量

20 min 内的 NO 释放。以及在 75μM 维生素 C（VC）存在的条件下，检测预设

时间下 Griess 试剂与 AI-MoS2 NPs 混合物。 

3.3.3 体外抑菌实验 

3.3.3.1 CFU 抑菌实验 

方法见 2.3.4.2 的 CFU 抗耐药菌实验。 

3.3.3.2 细菌活/死染色实验 

方法见 2.3.4.3 细菌活/死染色实验。 
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3.3.3.3 生物膜消融性能 

实验方法见 2.3.4.6 抗生物膜性能。 

3.3.4 体外生物相容性评价 

AI-MoS2 对 RBC 的溶血检测见 2.3.5.2 溶血实验。 

3.4 结果与讨论 

3.4.1 材料的合成与表征 

采用 SEM 和 TEM 对制备的纳米材料进行表征。如图 3-2a 和 c 所示，MoS2

纳米片堆叠在一起，呈现出约 150 nm 大小的花状结构，证明了 MoS2 纳米花的

成功合成。从图 3-2b 和 d 可以看出 MoS2 纳米花被 L-Arg 和 IR780 覆盖。图 3-

2e 为 AI-MoS2 的元素映射图谱。可以观察到 Mo、S、I、Cl、C、N 和 O 元素均

匀分布。通过动态光散射测量 AI-MoS2 纳米颗粒的平均流体动力学直径大于单

纯的 MoS2 纳米花的直径，其大小从 176.31±1.53 nm 增大至 221.03±2.41 nm，

这说明了 L-Arg 和 IR780 有效负载在 MoS2 纳米花表面（图 3-3a）。如图 3-3b 所

示，MoS2 纳米花的 Zeta 电位为-30.8 mV，负载 L-Arg 和 IR780 后 AI-MoS2 的

Zeta 电位变为-10.3 mV，进一步表明 L-Arg 和 IR780 的负载。如图 3-3c 所示，红

外光谱在 720 cm−1 处出现 C-Cl 伸展，在 1176 cm−1 处出现 CN 伸展，在 1550 cm−1

处出现 C=C 伸展，表明了 IR780 的特征。在 1496 cm-1 处观察到胍基 C=N 伸展，

表明了 L-Arg 的特征。此外，如图 3-3d 所示，紫外吸收峰的变化也证明了终材

料 AI-MoS2 的合成成功。通过以上多种表征方法证明成功合成了形貌均一，良好

稳定性的 AI-MoS2 纳米颗粒。 
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图 3-2.（a，b）MoS2 纳米花和 AI-MoS2 纳米花的 SEM 图片；（c，d）MoS2纳米花和 AI-

MoS2纳米花的 TEM 图片；（e）AI-MOS2 纳米花的 Mapping 图片 

Figure 3-2. (a, b) SEM images of MoS2 nanoflowers and AI-MoS2 nanoflowers; (c, d) TEM 

images of MoS2 nanoflowers and AI-MoS2 nanoflowers; (e) Mapping image of AI-MOS2 

nanoflowers 

 

图 3-3.（a）MoS2和 AI-MoS2 的粒径；（b）MoS2、IR780、L-Arg 和 AI-MoS2 的电位；（c，

d）MoS2、IR780、L-Arg 和 AI-MoS2 的红外图谱和紫外图谱 

Figure 3-3. (a) particle size of MoS2 and AI-MoS2; (b) potential of MoS2, IR780, L-Arg and AI-

MoS2; (c, d) FT-IR and UV-Vis spectra of MoS2, IR780, L-Arg and AI-MoS2 

3.4.2 体外性能研究 

3.4.2.1 光热性能分析 

IR780 作为一种典型的七甲基菁染料，具有 NIR 吸收、荧光性质和光热效

应，在治疗临床前癌症和感染模型方面显示出良好的前景[191]。此外，808 nmNIR

激光由于其在 NIR 光谱中的优异吸收性能而被广泛用于 IR780 介导的治疗中[192, 

193]。为了研究 AI-MoS2 的 PTT 效率，用红外相机记录了激光照射（808 nm，0.5-

1.5 W/cm2，6 min）下的温度变化（0-200 μg/mL）。如图 3-4b 和 e 所示，随着

AI-MoS2 表现出温度对浓度的依赖性，在功率密度为 1.0 W/cm2 时，AI- MoS2 温

度从 25.7℃迅速上升到 55.9℃（200 μg/mL），25.0℃迅速上升到 53.9℃（150 μ
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g/mL）。此外，温度也随着功率密度的不同而变化，呈现出功率密度相关的光热

性能（图 3-4a）。在 0-1.5 W/cm2（808 nm，6 min）功率密度范围内，150 μg/mLAI-

MoS2 的极限温度从 25.4℃迅速上升到 61.4℃。AI-MoS2（150 μg/mL）的循环

加热-冷却曲线在 808 nm 激光照射 6 min（激光打开）下保持不变，然后自然降

温（激光关闭）3 个“开-关”循环（图 3-4c）。这证明了 AI-MoS2 光热转化过程

的高效性和稳定性。根据加热-冷却曲线和热时间常数（Ts=176.67）（图 3-4d），

可以计算出光热转换效率为 65.4%，是 PTT 的优良候选材料。 
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图 3-4.（a）150 μg/mL 的 AI-MoS2 在不同功率下的温度变化；（b）1 W/cm2 时 AI-MoS2 不

同浓度的温度变化；（c）AI-MoS2 的升温降温曲线；（d）AI-MoS2 光热转换效率；（e）近

红外相机下的不同浓度 AI-MoS2的温度变化 

Figure 3-4. (a) Temperature changes of 150 μg/mL AI-MoS2 at different power; (b) Temperature 

changes at different concentrations of AI-MoS2 at 1 W/cm2; (c) heating and cooling curves of AI-

MoS2; (d) photothermal conversion efficiency of AI-MoS2; (e) Temperature changes of different 

concentrations of AI-MoS2 under near-infrared camera 

3.4.2.2 ROS 检测 

为了验证在光动力抗菌效应中起决定性作用的 AI-MoS2 的产单线态氧的能

力，利用 DPBF 作为探针来测定单线态氧的生成。一般来说，DPBF 的特征峰可

以在 410 nm 处观察到，当 1O2 存在时其吸光度会发生不可逆衰减[194]。当 DPBF

和 IR780 一起孵育时，在用 NIR 激光照射不同时间段后，410 nm 出的紫外吸收

强度呈现规律性降低，表明其具有良好的单线态氧生成能力。将 DPBF 与不同的

纳米颗粒一起孵育，如图 3-5a，b 和 c 所示，在激光照射下，游离的 MoS2 和 L-

Arg 的吸光度呈极弱的下降趋势，说明它们产生单线态氧的能力几乎可以不计，

表明这两种材料没有光动力效应。而负载 IR780 后，AI-MoS2 的吸光度在 808 nm

激光照射下显著减低，证明单线态氧的产量在增加和有效的光动力效应（图 3-

5e）。从图 3-5f 可以看出，虽然 AI-MoS2 的单线态氧一开始要弱于 IR780，这是

由于 IR780 的一定负载量所致。在照射 6 min 后，AI-MoS2 的上升趋势比 IR780

更明显，说明游离 IR780 加载到 A-MoS2 后光稳定性增强，这在抗菌过程中起着

决定性作用。 
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图 3-5.（a-e）PBS、MoS2、L-Arg、IR780 和 AI-MoS2 的活性氧释放；（f）不同材料在激光

照射后 DPBF 的吸光度变化 

Figure 3-5. (a-e) Reactive oxygen species release from PBS, MoS2, L-Arg, IR780, and AI-MoS2; 

(f) Absorbance changes of DPBF in different materials after laser irradiation 

3.4.2.3 NO 释放行为 

近年来，iNOS、NADPH 和几种 ROS（1O2，H2O2）催化 L-Arg 转化为 NO

的生物或催化反应在生物医药领域引起了广泛的关注。因此，NIR 诱导的 AI-

MoS2 为同时实现 PDT 和 ROS 触发的 NO 释放提供了一种新的灵活的策略。采

用 Griess 试验，借助标准曲线检测 NO 的释放量（图 3-6a）。如图 3-6b 和 c 所

示，AI-MoS2 纳米颗粒的 NO 释放表现出功率密度依赖性和浓度依赖性。在没有

NIR 照射的情况下，几乎不产生 NO 气体，这说明了 NIR 照射的重要性。当用 1 

W/cm2NIR 激光照射 150 μg/mL 的 AI-MoS2 NPs 时，在 10 min 时可检测到 NO

的总生成量为 3.8 μM。正如预期的那样，AI-MoS2 NPs 导致光动力效应的连锁

反应，从而实现有效的 ROS 和级联 NO 气体释放。当向混合物中加入还原剂 VC

（75 μM）后，可以观察到 NO 的释放明显减少。这是因为 VC 能有与 ROS 发

生反应，降低了 ROS 的浓度，进而减少了 ROS 与 L-Arg 之间的转化反应，导致

了 NO 的释放减少，进一步证明了 NO 是通过 ROS 对 L-Arg 的转化产生的。（图

3-6d）。 
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图 3-6. （a）NO 标准曲线；（b）不同不同功率激光照射下的 NO 释放；（c）不同 AI-MoS2

浓度在激光照射下的 NO 释放；（d）加或不加 VC 后在激光照射下的 NO 释放 

Figure 3-6. (a) NO standard curve; (b) NO release under different laser power; (c) NO release 

under laser irradiation with different AI-MoS2 concentrations; (d) NO release under laser 

irradiation with or without VC 

3.4.3 体外抗菌实验 

3.4.3.1 CFU 抑菌实验 

验证 AI-MoS2 在 808 nm 激光照射下对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的抑

性能，探讨其抑菌效果。如图 3-7 所示，采用平板计数法定量测定 AI-MoS2 及其

对照（PBS、MoS2，IR780 和 IR780-MoS2）在 NIR 激光照射或不照射下对革兰

氏阳性菌和革兰氏阴性菌的抑菌效果。在没有 NIR 激光的情况下，没有一个组

显示出较强的抗菌效果。在 NIR 激光照射（808 nm，1.0 W/cm2，6 min）下，AI-

MoS2 处理组 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的细菌存活率分别为 2.9%和 2.3%。

结果表明，AI-MoS2+NIR 对浮游的 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的抑制率超过

95%，表明 PTT、PDT 和 NO 具有协同作用，具有很强的抑菌活性。 
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图 3-7. （a）不同材料在加或不加激光照射时对 MDR E. coli 的 CFU 图片；（b）不同材料

处理后 MDR E. coli 的存活率；（c）不同材料在加或不加激光照射时对 MDR S. aureus 的

CFU 图片；（b）不同材料处理后 MDR S. aureus 的存活率 

Figures 3-7. (a) CFU images of MDR E. coli of different materials with or without laser 

irradiation; (b) the survival rate of MDR E. coli treated with different materials; (c) pictures of 

CFU of MDR S. aureus in different materials with or without laser irradiation; (b) survival of 

MDR S. aureus after treatment with different materials 

3.4.3.2 细菌活/死染色分析 

使用 SYTO9 和 PI 双重荧光染色方法研究纳米颗粒对细菌活性的影响，通过

比较细菌荧光信号的变化，可以直观地观察到细菌的活性状态是否发生了改变。

通过观察细菌在荧光显微镜下的荧光信号，判断细菌的活死状态并拍摄图片。如

图 3-8 所示，经 AI-MoS2+NIR（150 μg/mL）处理后，红色荧光的密度和强度都

有较高的分布，并且 AI-MoS2+NIR 处理对比 IR780 和 MoS2 的光热/光动力效应

显示出有效的抗菌活性。荧光显微镜图像显示出和稀释平板涂布法趋势一致的抑

菌效果，证实了 AI-MoS2 的抑菌性能。 
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图 3-8.（a）不同材料在激光照射后对 MDR E. coli 处理后的 LIVE-DEAD 荧光染色图片；

（b）不同材料在激光照射后对 MDR S. aureus 处理后的 LIVE-DEAD 荧光染色图片 

Figure 3-8. (a) LIVE-DEAD fluorescence staining images and fluorescence quantitative images of 

MDR E. coli treated with different materials after laser irradiation; (b) LIVE-DEAD fluorescence 

staining images and fluorescence quantitative images of MDR S. aureus treated with different 

materials after laser irradiation 

3.4.3.3 生物膜消融性能 

细菌生物膜是由细菌聚集在表面形成的复杂结构，它们通过分泌胞外聚合物

来粘附在表面并形成保护层。这种生物膜的形成使得细菌对于常规的抗生素治疗

和免疫机制更加耐受。其中 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 是生物膜相关感染的

主要菌种。因此采用结晶紫染色的方法来评估 AI-MoS2 消融生物膜的能力。如图

3-9 所示，经 1 W/cm2 的激光照射处理后，150 μg/mL 的 AI-MoS2 对比 PBS 处

理的生物膜紫色明显降低。根据相应的定量结果，在 NIR 光照射下，150 μg/mL

的 AI-MoS2 对 MDR E. coli 和 MDR S. aureus 的生物膜表现出明显的消融效果，

生物膜残余量分别为 7.52%±1.07 和 6.93%±1.29。这些结果表明，AI-MoS2 纳
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米颗粒在 NIR 激光照射后产生的 NO 气体、光热和光动力效应联合作用能够有

效消融生物膜。 

 

图 3-9.（a）不同 AI-MoS2 浓度在激光照射后对 MDR E. coli 处理后的生物膜消融图片；

（b）不同 AI-MoS2 浓度在激光照射后对 MDR S. aureus 处理后的生物膜消融图片 

Figure 3-9. (a) The ablation images of MDR E. coli biofilms treated with different concentrations 

of AI-MoS2 after laser irradiation; (b) Pictures of biofilm ablation of MDR S. aureus treated with 

different concentrations of AI-MoS2 after laser irradiation 

3.4.4 体外生物相容性评价 

采用细胞毒性试验和血液相容性试验相结合的方法评价 AI-MoS2 的体外生

物相容性。研究 AI-MoS2 在近红外照射和非照射条件下对 L929 小鼠成纤维细胞

的细胞毒性作用。图 3-10a 中所示结果表明，在 25-200 μg/mL 浓度的 AI-MoS2

暴漏 24 h 后，L929 细胞表现出高水平的活力（>85%）。L929 细胞经 AI-MoS2+NIR

处理后，细胞活力始终保持较高水平，与未照射组相比无显著差异。这一结果与

2.4.4 中的结果类似，可能是 NO 部分减轻了 PTT/PDT 效应对正常组织造成的损

害。这一结果明确的显示了 AI-MoS2 优异的生物相容性。 

为了进一步了解 AI-MoS2 的血液相容性，进行了溶血分析，评估近红外激光

照射和非照射下 AI-MoS2 对大鼠红细胞的溶血活性。如图 3-10b 所示，实验组和

阳性对照（Triton-X）在图中有明显的颜色区别。值得注意的是，所有实验组仅
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表现出轻微的溶血（<5%）。结果显示 AI-MoS2 具有良好的血液相容性。 

综上所述，这些结果表明 NO 能够改善 PDT 和 PTT 治疗引起的组织损伤，

使得 AI-MoS2 在具有良好的生物相容性的同时，不会引发明显的免疫反应或其

他副作用，在治疗细菌感染性伤口方面具有重要的潜力。 

 

图 3-10.（a）在不同浓度 AI-MoS2 下，用/不用 NIR 照射孵育 24 h 后的 L929 细胞的存

活率。（b）不同浓度 AI-MoS2 处理后，在有或无 NIR 照射的情况下孵育 12 h 的溶血率；

插图为不同样本照片 

Figure 3-10. (a) Survival rate of L929 cells incubated for 24 h with/without NIR laser 

treatment at different concentrations AI-MoS2. (b) The hemolysis rate of AI-MoS2 at different 

concentrations after incubation for 12h with or without NIR irradiation; Illustrations for different 

sample photos 

3.5 本章小结 

本章在 NO 联合光热疗法抑制耐药菌的基础上提出了 NO 联合 PTT/PDT 三

重疗法并行的 AI-MoS2纳米颗粒。所得的 AI-MoS2 尺寸均匀，形貌良好，具有良

好的生物相容性，具有 NIR 响应性，能够避免 ROS 和 NO 过早释放，增强在感

染区域对细菌的抑制效果。具体而言，AI-MoS2 可以在较低功率的 NIR 激光照射

下实现 PTT/PDT，在发挥光动力效果产生 ROS 的同时催化 L-Arg 产生 NO，三

重治疗方法并行，共同促进了细菌死亡。其次，AI-MoS2 对耐药菌生物膜也显示

出明显的消融效果，对治疗耐药菌感染提出了新思路。 
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第 4 章 总结与展望 

4.1 结论 

本论文通过广泛搜集国内外文献的基础上，引入了一种 NO 释放供体 L-Arg，

NO 是一种重要的信号分子，在抑制耐药菌方面具有广泛的应用潜力。L-Arg 是

一种常见的氨基酸，可以作为前体物质实现对 NO 的输送。基于以上，本论文设

计并制备了多重疗法联合作用的抑制耐药菌纳米材料。这些材料结合了不同的抑

菌机制，以实现更强大的抗耐药菌效果。通过对这些抑制耐药菌纳米材料的研究，

为解决耐药菌感染带来的人类健康问题提供了新的思路。全文研究内容主要分为

以下两个部分： 

（1）提出了一种光热联合 NO 气体清除耐药菌的纳米颗粒 A-Ca@PDA NPs。

所得的 A-Ca@PDA NPs 尺寸均匀，具有良好的生物相容性，并且表现出 pH 响

应性，在感染区域能够有效地避免过早释放 NO 并保持较长时间滞留。具体而言，

A-Ca@PDA NPs 不仅可以在酸性生物膜微环境中水解产生 H2O2，催化 L-Arg 生

成 NO 气体，从而消散生物膜，使细菌处于更加敏感状态；同时，在 NIR 光辐射

下还展示出优异的光热转换效果。NIR 辐射后，局部高温和 NO 爆发共同促进了

生物膜崩溃和细菌死亡。A-Ca@PDA NPs 在体内外对耐药菌都显示出有效的生

物膜消融效果。此外，这种增强型 PTT 策略不仅能够有效抑制耐药细菌，并且

由于其通过物理破坏和多种细胞过程作用模式实现作用而非特定靶点诱导抗药

性形成。总之，我们成功制备了一种 pH 和 NIR 双响应型纳米颗粒以实现 NO 与

PTT 联合应用，并为对抗耐药细菌感染提供了新策略。 

（2）在 NO 联合光热疗法抑制耐药菌的基础上提出了 NO 联合光热/光动力

三重疗法并行的 AI-MoS2 纳米颗粒。所得的 AI-MoS2 尺寸均匀，形貌良好，具有

良好的生物相容性，具有 NIR 响应性，能够避免 ROS 和 NO 过早释放，增强在

感染区域对细菌的抑制效果。具体而言，AI-MoS2 可以在较低功率的 NIR 激光照

射下实现光热/光动力疗法，在发挥光动力效果产生 ROS 的同时催化 L-Arg 产生

NO，三重治疗方法并行，共同促进了细菌死亡。其次，AI-MoS2 对耐药菌生物膜

也显示出明显的消融效果，对治疗耐药菌感染提出了新思路。 
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4.2 展望 

本论文采用 NO 供体 L-Arg 为核心，成功制备了一系列响应性纳米复合材

料，旨在克服细菌的耐药性、实现广谱抑菌等目标。然而，在处理过程中，NIR

激光的功率对正常细胞仍然存在较大的影响，不利于后期的临床研究。此外，对

纳米颗粒的代谢和清除机制以及最佳药物浓度仍了解甚少。在本文中构建的纳米

颗粒需要经过多个级联反应才能实现最终的治疗效果，这在一定程度上限制了纳

米颗粒的应用与发展。另外，细菌感染疾病的发生情况非常复杂，往往涉及多种

耐药方式、多种细菌的交叉感染以及其他并发症的同时发生。因此，在后续的工

作中，我们需要设计一种具有简单释放条件、良好生物相容性以及对多种细菌和

多种感染方式均具有广谱抑菌效果的纳米颗粒。为了解决这些问题，需要进一步

研究纳米颗粒的药物代谢和清除机制，明确最佳药物水平，并进行更加深入的临

床研究。此外，还需要改进纳米颗粒的设计，使其具有更简化的释放条件、更好

的生物相容性，并能够同时针对不同细菌和多种感染方式进行抑菌。对纳米颗粒

的进一步优化和完善将有助于提高其在临床治疗中的应用前景，并为解决细菌感

染引起的复杂疾病奠定基础。 
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