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莫西沙星纳米药物对耐药铜绿假单胞菌的抑菌活性及其机制

王 瑜, 王前梅, 冯 伟, 袁 慊, 姚 璞, 孙凤军*, 夏培元

(陆军军医大学 (第三军医大学) 第一附属医院药学部, 重庆 400038)

摘要: 采用纳米沉淀自组装法制备莫西沙星 (MXF) 纳米粒, 对比研究MXF和载药纳米粒对铜绿假单胞菌的抑

菌效果及抗菌机制。考察MXF纳米粒的粒径和电位等理化性质、体外释药特性, 以及对正常支气管上皮细胞HBE

细胞活性的影响, 通过最低抑菌浓度 (MIC) 值测定实验、生物膜形成抑制实验及透射电镜考察其体外抗菌活性并初

步探索其抗菌机制。结果表明, 该纳米粒的粒径为332.5 ± 2.7 nm, 多分散指数 (PDI) 为0.125 ± 0.053, 电位为-24.3 ±

1.7 mV, 粒径大小分布均匀, 载药量为 (6.02 ± 1.27) %, 包封率为 (16.69 ± 1.17) %, 为类球形结构。在磷酸盐缓冲液

中, 该纳米粒中MXF能够有效快速释放, 24 h内释放约 70%, 72 h内释放量可达 87%。同时, 与MXF游离药物相比,

其MIC值为8 μg·mL-1, 是MXF溶液的1/2, 可显著抑制细菌生物膜的形成, 具有较强的抗菌活性, 且能靶向至细菌表

面发挥药效, 提高抗菌效果。本研究中制备的MXF纳米粒的粒径大小分布均匀, 具有良好的体外释药性能和抗菌

效果, 为细菌性肺部感染的治疗及新型抗菌纳米制剂的研发提供了新的研究思路和策略。
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Abstract: We prepared moxifloxacin (MXF) loaded nanoparticles by nano-precipitation/self-assembly method,

then compared the antibacterial activity of MXF and MXF loaded nanoparticles, and investigated the antibacterial

mechanism of MXF loaded nanoparticles against Pseudomonas aeruginosa in vitro. The physicochemical properties

such as particle size and zeta potential were investigated by laser particle size analyzer. The in vitro release charac‐

teristics were investigated by high performance liquid chromatography (HPLC). The effect of nanoparticles on

HBE cells viability was investigated by CCK-8 assay. In addition, the in vitro antibacterial activity was investigated

by minimum inhibitory concentration (MIC) assay, biofilm formation assays and transmission electron microscope

(TEM) observation, then the antibacterial mechanism was initially explored. The particle size measurement showed

that the nanoparticles had a size of 332.5 ± 2.7 nm, a polymer dispersion index (PDI) of 0.125 ± 0.053, a zeta

potential of -24.3 ± 1.7 mV, and a uniform particle size distribution, drug loading content was (6.02 ± 1.27) %,

encapsulation efficiency was (16.69 ± 1.17) % . The TEM results show that the nanoparticles have a spheroidal

structure, and the particle size and distribution are consistent with the particle size measurement results. The

nanoparticles can be effectively and rapidly released in phosphate buffer saline (PBS), releasing about 70% in 24 h,

and releasing 87% in 72 h, and almost completely releasing the MXF at 120 h. At the same time, compared with
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moxifloxacin free drug, its MIC value is 8 μg·mL-1, which is 1/2 of MXF solution, and can significantly inhibit

the formation of bacterial biofilms. It has well antibacterial activity in vitro and can be targeted to the surface of

bacteria to exert its efficacy and improve the antibacterial effect. The moxifloxacin nanoparticles prepared in this

study has a uniform particle size distribution, well drug release performance and antibacterial effect, and provides

new ideas and strategies for the treatment of bacterial lung infection and the development of new antibacterial

nanoformulations.

Key words: moxifloxacin; nanoparticle; Pseudomonas aeruginosa; antibacterial effect; antibacterial mechanism

近年来, 由于肿瘤放化疗技术的普遍实施、器官移

植的逐步开展及糖皮质激素等药物的广泛使用, 院内免

疫抑制患者的数量正在逐年增加。而细菌性感染是免

疫抑制患者最常见的感染性疾病, 是导致患者死亡的

常见病因。铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa,

PA) 是临床最常见的细菌性感染相关病原菌之一, 是

导致住院患者高死亡率和高发病率的主要感染菌, 其

引起的肺部感染通常具有病程长、治愈率低等特点, 在

医院获得性肺炎 (HAP) 中占第二位[1-3]。目前, 对由铜

绿假单胞菌引起的肺部感染采取的主要治疗措施是抗

菌治疗, 但由于铜绿假单胞菌具有多种耐药机制及多

重耐药的特点, 很难进行彻底根治[4,5], 而传统的抗生

素由于生物利用率低, 在胃肠道被部分降解或无法穿

过肺部黏液屏障而浓度不足以在肺组织达到并维持最

低抑菌浓度以上, 往往需要大剂量给药、长周期治疗,

这导致明显的毒副作用, 如肝肾损伤等[6], 同时其对生

物膜内细菌的杀伤效果和对胞内感染治疗效果差, 易

产生耐药性, 使治疗难以奏效[7]。因此, 免疫抑制患者

的肺部铜绿假单胞菌感染已成为我国肺部感染临床诊

治的一大难题。

临床上常采用莫西沙星 (MXF) 治疗肺部细菌性

感染。MXF为氟喹诺酮类抗菌药, 抗菌谱广, 对革兰

阳性菌及革兰阴性菌都具有一定的抗菌活性, 但其水

溶性高, 给药后难以长时间停留于感染部位, 易被机体

清除, 且长期大量应用后具有一定的肝毒性, 因此其在

临床上的应用受到一定的限制。

为解决抗菌药物治疗效果不佳、毒副作用强的问

题, 研究者利用一些具有抗菌活性的纳米材料, 或以一

些纳米材料为基础, 构建能有效提高抗菌药物活性和

安全性的纳米给药系统[8]。目前已有抗菌药物纳米制

剂进入临床研究。纳米给药系统的主要优势有: ① 增

强了药物与细菌作用或者改变药物作用方式, 达到杀

灭细菌的作用; ② 提高药物的作用效率, 达到降低药

物毒性的目的[9]; ③ 提高抗菌药物穿透组织屏障和细

菌生物膜的能力; ④ 提高药物在血液循环中的稳定性,

延长其半衰期, 减小给药量, 减少给药次数[10-12]。

本研究以苯硼酸修饰的 α-环糊精 (αCD) 作为药

物载体, 外层再包裹卵磷脂和二硬脂酰基磷脂酰乙醇

胺-聚乙二醇 (DSPE-PEG), 负载MXF制备了纳米药物

递送系统并用于肺部分离耐药铜绿假单胞菌的抗菌治

疗。本研究通过对载药纳米药物进行理化性质表征及

体外药效学考察, 评价其抗耐药铜绿假单胞菌疗效, 为

肺部细菌性感染的药物治疗提供参考依据。

材料与方法

材料与试剂 卵磷脂 (Alfa Aesar公司); 二硬脂酰

基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000 (DSPE-PEG2000, 西安

瑞禧生物科技有限公司); MXF (大连美仑生物科技有

限公司); oxidizing-αCD (Oxi-αCD)由本课题组前期合

成; 普朗尼克 F127 (德国 BASF 公司); Cy5 (西安瑞禧

生物科技有限公司); SYTO 9 (美国 Molecular Probes

公司); RPMI-1640培养基、胎牛血清、0.25%胰酶溶液

(美国 Hyclone公司); LB及 MHB培养基 (北京陆桥生

物技术有限公司); 哥伦比亚血琼脂平板 (重庆庞通医

疗器械有限公司); CCK-8试剂盒 (上海碧云天生物科

技有限公司)。

仪器 高效液相色谱仪 (HPLC, 日本岛津公司);

激光共聚焦显微镜 (德国 Zeiss 公司); 多功能酶标仪

(美国 Thermo scientific 公司); 激光粒度仪 (Zetasizer

Nano ZS, 英国 Malvern 公司); 透射电镜 (TEM, JEM-

1400, 日本电子株式会社)。

细胞培养 人支气管上皮细胞 (HBE) 购自中国

科学院上海细胞生物研究所 , 用含 10% 胎牛血清的

RPMI-1640 培养基于 37 ℃、5% CO2及饱和湿度条件

下连续培养。

细菌培养与菌液制备 铜绿假单胞菌 P727由本

实验室保存, 来源于陆军军医大学第一附属医院肺部

感染患者痰液样本。将 P727菌株接种至哥伦比亚血

琼脂平板, 于微生物培养箱中 37 ℃倒置培养 24 h。随

后挑取平板上单菌落, 置于 10 mL LB液体培养基中,

于恒温振荡摇床中 180 r·min-1、37 ℃振荡过夜 , 收集

P727菌液, 4 ℃、3 500 r·min-1离心 5 min。弃去上清液,

用无菌生理盐水调节菌液浓度为1.0×108 CFU·mL-1 (麦

氏比浊法)。
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载莫西沙星纳米药物的制备和表征 将卵磷脂

6.0 mg 与 DSPE-PEG2000 18.0 mg 溶于 600 μL 无水乙

醇, 超声分散, 加入超纯水 15 mL, 超声分散后于油浴

中 65 ℃缓慢加热 0.5 h, 另将 Oxi-αCD 30 mg 与 MXF

3 mg溶于 1.5 mL乙腈与 1.5 mL甲醇的混合溶剂中, 将

载体与药物溶液缓慢滴加入卵磷脂和 DSPE-PEG2000

混合溶液中 (混合溶液预先冷却至室温), 快速搅拌3 min,

于室温条件下缓慢搅拌 2 h使自组装形成纳米粒。收

集反应溶液, 于10 000 r·min-1离心10 min, 弃去上清液,

保留沉淀, 加入5% F127溶液200 μL重悬分散, 再加入

超纯水 10 mL, 按前述离心条件重复洗涤 2次, 最后加

入超纯水 200 μL重悬分散, 得到所制备纳米药物。通

过激光粒度仪测定该纳米药物的粒径分布与大小, 并

进行电位测定。取纳米溶液20 μL, 加入甲醇破乳后通

过 HPLC 测定 MXF 含量 , 另取纳米溶液 20 μL 冻干

后称重, 得到纳米药物含量, 按如下公式计算纳米药

物的载药量 (drug loading, DL) 及包封率 (entrapment

efficiency, EE), 重复测定3次。

DL = We/Wd×100% (1)

EE = We/Wt×100% (2)

其中, We为包裹于纳米粒内的药物量, Wd为载药

纳米粒总量, Wt为纳米粒中药物总量。

体外释放实验 取载药纳米粒200 μL加入透析袋

(3 500 kDa) 中, 将透析袋置于 40 mL 0.01 mol·L-1磷酸

盐缓冲液 (PBS) 中 , 于恒温振荡摇床中 100 r·min-1、

37 ℃进行体外释药研究, 分别于 0.5、1、2、4、6、8、12、

24、48、72、96和 120 h等时间点取 PBS介质溶液 4 mL,

并同时补充新鲜释放介质溶液4 mL。将所取样品经过

0.22 μm滤膜过滤, 通过HPLC测定MXF浓度, 并计算

药物累计释放量, 绘制释放曲线。其HPLC检测色谱条

件 : 色谱柱 : Kromasil-C18 柱 , 250 mm×4.6 mm, 5 μm,

流动相: 甲醇-四正丁基溴化铵磷酸盐缓冲液 (28∶72),

检测波长 296 nm, 柱温 40 ℃, 流速 1.0 mL·min-1, 进样

量5 μL。

CCK-8 细胞毒性实验 将正常支气管上皮细胞

HBE细胞接种于96孔板中, 待细胞长满至80%, 用不含

血清和双抗的 1640培养基将空白纳米粒 (不含MXF)

与载MXF纳米粒按两倍稀释法进行稀释, 得到一系列

浓度的药物溶液。将各药物溶液加入 96 孔板中 , 与

HBE细胞共同孵育 24 h。待培养完成后, 于各孔中加

入 CCK-8 溶液 10 μL 继续培养 1 h, 之后用酶标仪于

450 nm处进行吸光度检测。

最低抑菌浓度 (minimum inhibitory concentra‐

tion, MIC) 测定 将MXF与载药纳米粒用MHB培养

基分别依次进行等比稀释, 得到质量浓度依次为 64、

32、16、8、4、2、1、0.5、0.25、0.125 和 0.062 5 μg·mL-1的

药物溶液。将 P727 菌液浓度用 MHB 培养基调整为

1.0×106 CFU·mL-1。在 96孔板中各加入菌液 100 μL后

继续加入不同浓度的MXF和载药纳米粒溶液各100 μL,

对照组仅加入MHB培养基, 使药物溶液与菌液混合均

匀后放置于 37 ℃培养箱中进行培养, 24 h后观察抑菌

效果, 测定MIC值。

生物膜形成抑制实验 将P727细菌与MXF、载药

纳米粒按照 1/4 MIC MXF于 96孔板中共同培养 24 h,

之后用 1% 结晶紫进行染色, 待 PBS洗涤风干后加入

30% 冰醋酸溶液。通过酶标仪于 590 nm处测定各孔

吸光度值, 进行生物膜抑制能力评价。

透 射 电 镜 (transmission electron microscope,

TEM) 观察 根据 MIC 值测定结果, 将 MXF、空白纳

米粒与载药纳米粒按照 1/4 MIC值MXF加入 P727菌

液中 (菌液浓度为 1.0×106 CFU·mL-1), 共同培养 4 h, 之

后收集菌液, 3 500 r·min-1离心 5 min, 用预冷PBS进行

洗涤, 收集细菌沉淀加入 2.5% 戊二醛 4 ℃固定过夜,

制样后进行TEM观察。

细菌与纳米粒结合实验 取1×106 CFU·mL-1 P727

菌液 1 mL, 加入 1.5 μL SYTO 9 荧光探针 , 避光孵育

15 min。之后将荧光标记的 P727细菌与 1 mL Cy5溶

液、Cy5标记的荧光纳米药物于 37 ℃培养箱中共同培

养 2 h, 对照组则加入 PBS溶液 1 mL。待培养完成后

于共聚焦显微镜下进行观察。

数据分析 采用 Prism 5.0软件进行统计学分析。

计量数据用
-
x ± s 表示。组间均数差异采用 Student's

t-test进行检验, P<0.05表示具有显著性差异。

结果与讨论

1 载药纳米粒的理化性质表征

粒径测定结果表明 (图 1A), 该载药纳米粒的粒径

为 332.5 ± 2.7 nm, 多分散指数 (PDI) 为 0.125 ± 0.053,

电位为-24.3 ± 1.7 mV, 粒径大小分布均匀。TEM结果

显示, 该纳米粒具有类球形结构, 且粒径大小和分布与

粒径仪测定结果一致 (图 1B)。该载药纳米粒的载药

量为 (6.02 ± 1.27) %, 包封率为 (16.69 ± 1.17) %。

2 载药纳米粒的释放行为考察

载药纳米药物在 PBS中能较快释放, 24 h内释放

约 70%, 72 h内释放量可达到 87%, 而在 120 h几乎可

完全释放药物 (图2)。结果表明, 本研究中所制备的载

药纳米粒具有良好的释药性能, 能在一定时间内实现

快速释药, 这为纳米药物发挥体内治疗作用提供了良

好的基础。
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3 细胞毒性实验

空白纳米粒和载药纳米粒在给药浓度范围内

(0～16 μg·mL-1) 均对HBE细胞不产生毒性, 细胞存活

率均在 80% 以上 (图 3)。结果表明, 本研究中所制备

纳米粒及载体材料具有良好的生物安全性, 可用于体

内递药。

4 MIC值测定

微孔法测得 MXF 溶液对铜绿假单胞菌 P727 的

MIC 值为 16 μg·mL-1, 说明该菌株对 MXF 耐药 , 且临

床检验报告显示该菌株对环丙沙星及左氧氟沙星均耐

药, 为多药耐药菌, 而载MXF纳米药物对铜绿假单胞

菌P727的MIC值为 8 μg·mL-1, 是MXF溶液的 1/2。结

果表明, 载药纳米粒与游离药物MXF相比, MIC值降

低, 能更有效地抑制耐药铜绿假单胞菌 P727的生长,

具有更强的抑菌活性。

5 生物膜形成抑制实验

铜绿假单胞菌生物膜的形成是其耐药及引起难治

性肺部感染的重要原因, 因此在本研究中对比考察了

MXF及载药纳米粒抑制铜绿假单胞菌生物膜形成的

能力。结果表明, 相比于对照组, MXF及载药纳米粒

均能显著抑制细菌生物膜的形成, 而相比于MXF游离

药物 , 载药纳米粒抑制细菌生物膜形成的能力更

强 (图4)。

6 TEM观察细菌形态变化

与对照组和空白纳米粒组相比, MXF溶液组与载

药纳米粒组均能够显著抑制细菌生长, 但相对于MXF

溶液组, 载药纳米粒组对耐药P727细菌的抑制能力更

强, 可明显观察到细菌细胞在纳米药物作用后结构破

坏, 胞内遗传物质等内容物外漏, 继而死亡。而MXF

溶液组作用后, 细菌细胞则未观察到明显的形态变化

与死亡 (图5)。

7 细菌与纳米粒结合实验

从图 6中可以看出, 游离Cy5与 P727细菌细胞几

乎不发生结合, 而相对于游离Cy5, Cy5标记纳米粒与

细菌细胞具有较强的结合作用, 间接验证了MIC的测

定结果, 证明纳米药物可以靶向到细菌细胞表面, 从而

持续释放药物, 发挥抗菌效果, 因此抗菌作用较游离药

物更强。关于纳米药物与细菌细胞之间的靶向结合作

用, 推测是由于纳米载体表面含有苯硼酸结构基团, 该

基团与细菌表面存在较强的特异性相互作用, 而对正

常细胞则几乎不产生影响。该基团可以与细菌细胞壁

Figure 1 The size distribution (A) and morphology (B) of moxifloxacin loaded nanoparticles (MXF/NPs). Scale bar represents 200 nm

Figure 2 The drug release profiles of MXF/NPs in phosphate

buffer saline (PBS). n = 3,
-
x ± s

Figure 3 The effect of blank nanoparticles (blank NPs) and MXF/

NPs on human bronchial epithelial (HBE) cell viability. n = 3,
-
x ± s

Figure 4 The effects on biofilm formation of P727 isolate treated

with control (cells were treated with culture medium), MXF, MXF/

NPs at 1/4 MIC of MXF (4 μg·mL-1). The absorbance value was

measured at 590 nm. MIC: Minimum inhibitory concentration.

n = 3,
-
x ± s. *P<0.05 vs control group; △P<0.05 vs MXF group
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上的糖蛋白相结合[13], 形成硼酸酯复合物, 从而使纳米

药物靶向到细菌表面, 有效地防止抗菌药物在非细菌

感染部位进行非特异性释放, 这大大提高了抗菌药物

的局部组织浓度。另外, 细菌感染部位活性氧 (ROS)

浓度较高[14], 当纳米药物靶向至细菌表面时, 在 ROS

催化下, 硼酸基被氧化断键[15], 纳米粒结构破坏, 从而

释放出负载的抗菌药物, 杀死细菌。此外, 细菌细胞表

面糖基与纳米药物苯硼酸基团形成的硼酸酯复合物也

可以通过硼酯键交换使纳米粒结构破坏释放药物, 发

挥抗菌效果, 其具体机制仍需进一步的探索与验证。

结论

粒径结果和TEM结果表明, 本研究中已成功制备

了载MXF纳米药物, 该纳米药物呈类球状结构, 粒径

大小均一, 能够在 PBS 中快速释放并发挥药效, 且对

HBE细胞无毒性, 生物安全性良好。同时, 由于纳米

药物可以靶向至铜绿假单胞菌细胞表面, 释放药物, 发

挥药效, 显著抑制细菌生物膜的形成, 因此具有良好的

抑菌活性。此外, 本研究内容主要是体外研究, 应建立

相应的肺部细菌感染动物模型进行载药纳米药物的体

内药效学评价, 对实现临床细菌感染特别是肺部感染

的控制和治疗、开发和研究抗生素新型给药制剂, 尤其

是缓释、靶向等新型给药系统具有重大的临床意义。

但目前应用于临床的抗菌药物纳米制剂还很少, 因此,

加大抗菌药物新型给药系统如脂质体和纳米粒等的开

发研究, 制备低毒、高效、长效和缓释的新型抗菌药物

制剂将为细菌感染的临床抗生素治疗带来新方向。

作者贡献: 王瑜负责载药纳米药物的制备与表征, 王前

梅主要进行HPLC药物浓度分析, 冯伟、袁慊参与了部分体

外抗菌实验, 姚璞参与了数据分析及文献整理, 夏培元对文

章研究思路进行了指导, 孙凤军是文章整体研究方案的构思

者与负责人。
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