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天然多糖超分子水凝胶对黄连素抑菌活性及生物膜清除能力的影响

张瑶芝, 黄雪梅, 卢继辉, 林晓钰, 吴林颖, 雷海民*, 王鹏龙*

(北京中医药大学中药学院, 北京 102488)

摘要: 本文以黄连素 (berberine, BBR) 为例, 研究其与藕粉 (Nelumbo nucifera Gaertn, lotus root starch, LRS) 形成

的多糖超分子水凝胶抑制金葡菌及生物膜清除能力。通过制备黄连素-藕粉超分子水凝胶 (BBR@LRS gel), 运用

红外光谱、流变仪对其化学结构和流变学性质表征。观察超分子水凝胶在 pH 1.2和 pH 7.4的体外释放情况。采用

肉汤稀释法和生物膜清除实验分别观察其抑菌和生物膜清除能力。细胞毒性实验及体外溶血实验用于初步评价其

生物安全性。结果表明: LRS多糖水凝胶能够包封BBR, 二者之间存在相互作用, 形成的BBR@LRS gel具良好的流

变学性质和生物安全性, 并对BBR起到增溶和缓释作用, 较BBR单体抑制金葡菌生长和生物膜清除能力加强。该

研究为天然多糖超分子水凝胶影响中药活性成分生物功能研究提供参考。
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Abstract: Taking berberine (BBR) as an example, to study whether the supramolecular hydrogel formed by 

berberine and lotus root starch (Nelumbo nucifera Gaertn; LRS), a natural polysaccharide, affects the inhibition to 

Staphylococcus aureus and the ability of biofilm clearance. The chemical structure and rheological properties of 

BBR@LRS gel were characterized by infrared spectroscopy and rheometer. The in vitro release of supramolecular 

hydrogel was observed at pH = 1.2 and pH = 7.4. Broth dilution method and biofilm clearence experiment were 

used to observe the bacteriostasis and biofilm clearance respectively. Cytotoxicity test and in vitro hemolysis test 

were used to evaluate the biosafety preliminarily. The results showed that the LRS polysaccharide hydrogel could 

encapsulate BBR, and there was an interaction between them. The BBR@LRS gel had good rheological properties 

and biosafety, and played a role in solubility enhancement and slow release of BBR, which was stronger than BBR 

in inhibiting the growth of Staphylococcus aureus and clearing biofilm. This study provides reference for the effect 

of natural polysaccharide supramolecular hydrogels on biological functions of active components of traditional 

Chinese medicine.
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水凝胶是一种具有亲水基团, 呈三维 (3D) 网状结

构的高分子材料[1,2], 可吸收自身重量几十倍甚至几千

倍重量的水, 溶胀却不溶解, 仍能保持稳定结构, 具有

强大的吸水性与保水性[3], 根据来源可分为天然水凝

胶和合成水凝胶。天然水凝胶中多糖类是目前国际递

药领域研究的热点, 它主要包括纤维素基、壳聚糖基、
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淀粉基等[4], 相较其他类型水凝胶常有的优点外, 天然

多糖水凝胶还具有良好的生物相容性和生物降解性、

安全无毒、成本低廉, 有些甚至具有抗微生物、抗炎、靶

向控释给药等特性, 这些天然优势使其可作为包封药

物或营养物质的优良载体[5], 如葡聚糖具有良好的生

物相容性和抗蛋白吸附性, 还能够活化多种免疫细胞, 

诱导细胞因子产生, 有效增强免疫作用, 在细菌感染和

创伤治疗方面前景良好; 壳聚糖安全无毒, 可在促创面

愈合的同时减轻创面愈合时可能发生的过度炎症和感

染等[6]。目前天然多糖超分子水凝胶还处于探索和偶

然发现阶段, 本课题组总结国内外关于透明质酸的研

究, 发现其超分子水凝胶特性对中药小分子化合物的

溶解性、生物利用度、靶向性、适宜剂型等方面均有改

善和提高[7], 且研究还发现甘草蛋白这一大分子物质

可作为载体间接影响中药小分子药效[8]。基于此前期

认识, 启发探究天然多糖这一大分子所形成的超分子

水凝胶是否会影响中药小分子的生物功能。藕粉 

(lotus root starch, LRS) 作为日常淀粉食材, 为葡萄糖

分子缩合而成的多聚糖[9], 遇冷水不溶, 加入热水后溶

胀, 形成具有黏弹性和机械稳定性的半透明胶体, 具有

天然多糖超分子水凝胶的典型特征。

源于中药的诸多明星分子都已被发现具有良好的

临床应用前景, 如丹参中的丹参酮、穿心莲中的穿心莲

内酯、当归中的阿魏酸等[10-12], 但这些成分溶解性差、

半衰期短、稳定性和生物利用度低等缺点限制了其实

际临床应用, 为了改善溶解性并更好地应用临床, 既往

研究多是将难溶性药物的化学结构进行衍生化或是添

加药用辅料, 当前研究发现凝胶系统可很好地实现部

分难溶性药物的释放与吸收, 甚至是靶向给药[13]。黄

连素又名盐酸小檗碱 (berberine, BBR), 主要分布于中

药黄连、黄柏、十大功劳等小檗属植物根及树皮中的异

喹啉类生物碱[14-17]。现代研究发现其具有抗炎[18-20]、抗

肿瘤[21,22]、降血糖血脂[23-28]及抗胰岛素抵抗[29]等生物活

性, 尤其是显著的抗病原微生物活性, 在治疗细菌性胃

肠炎、痢疾等消化道疾病方面已有很长的应用历

史[28,30]。BBR水溶性较差, 口服给药生物利用度不超

过 1%[31], 临床已有盐酸小檗碱片剂应用, 但由于其崩

解迅速且“苦寒”之性明显, 常出现腹泻、扰乱肠道菌群

等“苦寒败胃”的不良反应。基于此, 本研究引入“药辅

合一”遇热形成多糖超分子水凝胶的 LRS 作为载体 , 

制备黄连素−藕粉水凝胶 (BBR@LRS gel), 以期得到

抗菌药效加强且长效缓释的水凝胶。

为此, 本研究制备了 BBR@LRS gel, 测定其体外

释放、生物安全性和流变学等性质, 并以金葡菌为模

型, 观察该水凝胶相较于单体黄连素, 对其抑菌活性及

生物膜清除能力的影响, 以期为天然多糖超分子水凝

胶影响中药活性成分生物功能研究提供参考。

材料与方法

药品与试剂 黄连素, 成都普瑞法科技有限公司; 

LRS, 南京同仁堂乐家老铺有限公司; 氯化铜, 天津福

晨化学试剂有限公司; 去离子水, 实验室提供; 96孔板

及 12孔板, 美国 Corning公司; 金葡菌 (ATCC 6538P), 

北京中医药大学生命科学学院 ; 营养肉汤培养基 

(NB), 北京索莱宝生物科技有限公司; 3,3′-[1-(苯氨酰

基) -3, 4- 四氮唑] - 二 (4- 甲氧基 -6- 硝基) 苯磺酸钠 

(XTT), 上海源叶生物技术有限公司; 维生素K, 上海阿

拉丁试剂有限公司; 丙酮, 北京化工厂; 0.22 μm注射式

微孔滤膜, 天津市津腾实验设备有限公司; MDCK 细

胞, 北京协和细胞资源中心; 二甲基亚砜 (DMSO), 北

京伊诺凯科技有限公司; 磷酸盐缓冲液 (PBS)、3-(4,5-

二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐 (MTT)、DMEM

高糖培养基 (Dulbecco's modified eagle medium)、胎牛

血清 (FBS)、青霉素−链霉素溶液 (双抗)、0.25%胰蛋白

酶溶液、25 cm2细胞培养瓶均购自北京拜尔迪生物技

术有限公司。

仪器 磁力加热搅拌器 (德国 IKA 有限公司, C-

MAG-HS4型); 十万分之一电子天平 (瑞士梅特勒−托
利多有限公司 , MS105 Semi-Micro 型); FTIR 光谱仪 

(美国布鲁克有限公司, ALPHA Ⅱ型); 多功能酶标仪 

(芬兰热电科技仪器有限公司, Multiskan GO型); 流变

仪 (奥地利Anton Paar MCR 302); 紫外−可见吸收光谱

仪 (日本日立公司, HITACHI UH5300); 恒温CO2培养

箱 (美国赛默飞世尔科技有限公司, Thermo 3111 型); 

高压蒸汽灭菌锅 (上海博讯实业有限公司, YXQ-LS-

75S Ⅱ型); 生物安全柜 (上海力康医疗设备有限公司, 

HFsafe 1200型)。

BBR@LRS水凝胶样品制备 以去离子水配制浓

度为 16.67、33.33、50、66.67、83.33、100 mg·mL-1的梯度

LRS混悬液, 于磁力搅拌器上设置100 ℃、1 000 r·min-1

加热搅拌 30 min, 待冷却至室温后静置 3天, 斜置法观

察最小成胶浓度。

将 BBR 溶于去离子水中制备浓度 1～9 mg·mL-1

的梯度BBR溶液, 同时设置两组同样浓度梯度的BBR

溶液, 其中一组在BBR各浓度溶液中加入一定质量的

LRS, 两组在磁力搅拌器上搅拌均匀的同时逐渐升温

至 100 ℃, 之后以 1 000 r·min-1彻底搅拌 30 min, 分别

形成BBR组及BBR@LRS gel组, 室温静置同等时间, 

观察BBR和BBR@LRS gel两组BBR的析出情况。

红外光谱 (FTIR) 测定 FTIR法是利用物质在连

·· 3100



张瑶芝等: 天然多糖超分子水凝胶对黄连素抑菌活性及生物膜清除能力的影响

续红外光照射时, 引起分子振动、转动能级跃迁, 产生

红外吸收光谱来表征化学结构和特殊基团。通过比较

BBR、LRS、BBR@LRS gel 的红外光谱 , 解析 BBR 和

LRS 间是否相互作用。之后 , 在 LRS 中加入 10 倍量

BBR摩尔浓度的金属离子Cu2+, BBR@LRS gel中分别

加入 2倍和 10倍BBR摩尔浓度的Cu2+, 分析样品在红

外光谱上的差异, 进一步通过铜离子加入后, 是否破坏

BBR@LRS gel 稳定性 , 探讨 BBR 和 LRS 间的分子间

相互作用。BBR样品采用溴化钾压片法, 凝胶样品直

接检测, 样品均在扣除空白背景后置傅里叶变换红外

光谱仪平台上扫描4 000～400 cm-1内的FTIR谱图。

流变性能测定 取 BBR@LRS gel置于流变仪测

量板上, 设置间隙为 5 mm, 温度为 25 ℃。频率扫描: 

应变恒定为 0.1%, 测定频率范围为 0.1～1 Hz; 振幅扫

描: 设定频率恒定值为 1 Hz, 应变变化范围在 0.1%～

10%; 温度扫描: 温度范围设定为 25～90 ℃。分别得

到 BBR@LRS gel随应变和频率变化的储能模量 (G′) 

和损耗模量 (G″) 以及在逐步加热过程中的储能模量 

(G′) 和损耗模量 (G″) 与温度之间的关系。

体外释放实验 精密吸取 1 mL BBR@LRS gel加

入透析袋内, 夹紧袋口, 以19 mL pH 1.2和pH 7.4的PBS

分别作为释放介质, 同时以同浓度BBR作为对照, 将

透析袋完全没入释放介质液面下并加入转子, 在磁力

搅拌器上以 37 ℃、300 r·min-1水浴加热搅拌。分别于

0.5、1、2、4、6 h时间点吸取透析外液 100 μL, 并相应补

充等温同 pH值PBS 100 μL, 实验重复 4次。所取透析

样品液用紫外-可见吸收光谱仪测定, 依据公式[32]计算

BBR的累计释放率并绘制累计释放曲线。

BBR@LRS水凝胶对金葡菌活性的影响

金葡菌悬液制备 用接种环将细菌母液接种到

营养琼脂固体培养基上, 放入 37 ℃培养箱培养 18 h。

挑取纯化后的单个菌落放入经高压蒸汽灭菌锅灭菌

后的营养肉汤培养基中 , 再于 37 ℃恒温振荡培养箱

200 r·min-1振荡培养 24 h, 涂布计数后用营养肉汤稀释

菌液浓度至2.0×106 CFU·mL-1, 放于4 ℃冰箱留待备用。

最小抑菌浓度 (MIC) 实验 分别制备BBR、LRS、

BBR@LRS gel样品母液, 用营养肉汤培养基稀释至浓

度分别为 0.075、0.05、0.037 25、0.025 mmol·L-1, 于 96孔

板每孔加入稀释好的样品液200 μL, 再加入10 μL菌悬

液。空白溶剂组仅加入 200 μL营养肉汤培养基, 空白

菌组在加入 200 μL营养肉汤培养基后再加入 10 μL菌

悬液, 摇匀后置于37 ℃恒温恒湿培养箱中培养12 h, 之

后振荡摇匀, 酶标仪 600 nm波长下检测吸光度 (OD), 

实验重复 4次。对金葡菌的抑制率依据以下公式进行

计算: 

抑制率 (%) = [1 − (OD 样品 − OD 溶剂) / (OD 空白菌 − 

  OD 溶剂)] × 100

最小抑菌浓度 (MIC) 为抑制率＞80%。

扫描电子显微镜 (SEM) 观察细菌形态 取菌悬液置

于12孔板中, 加入用营养肉汤稀释浓度至0.05 mmol·L-1

的 BBR、LRS 及含 0.05 mmol·L-1 BBR 的 BBR@LRS, 

培养 8 h后, 在 3 000 r·min-1下离心 10 min, 收集细菌。

PBS清洗 3次后, 加入体积分数为 2.5%的戊二醛固定

4 h, 再用PBS洗涤3次, 采用梯度浓度乙醇 (30%、50%、

70%、80%、85%、90%、95%、100%) 分别洗脱 , 每次脱

水 10 min, 滴样 , 待充分干燥后喷金 , 在 SEM 下观察

BBR、LRS及BBR@LRS干预后的细菌形态学变化。

生物膜清除实验

XTT 染液配制 遮光条件下用 10 mL PBS 溶解

5 mg XTT, 使XTT终浓度为 0.5 mg·mL-1, 0.22 μm微孔

滤膜过滤后加入 10 μL维生素K (用丙酮溶解维生素K

至终浓度为0.4 mmol·L-1) 混匀, 现用现配。

生物膜清除实验 96孔板每孔加入 200 μL菌悬

液, 37 ℃恒温恒湿培养 24 h, 吸出原培养基, 可在孔底

部看到均匀“白膜”即为细菌生物膜。采用对倍稀释

法, 在孔外用营养肉汤培养基逐倍稀释样品母液浓度

至 0.5、0.25、0.125、0.062 5 mmol·L-1后在不破坏生物膜

的情况下小心加入至 96孔板的孔内, 每孔 200 μL, 对

照组加入 200 μL 营养肉汤培养基, 继续于 37 ℃恒温

恒湿培养箱培养 24 h。吸出上清液, 用 PBS小心清洗

3次, 每孔加入100 μL XTT染液, 在黑暗条件下于37 ℃

孵育 2 h, 后于酶标仪 490 nm波长下测定OD值。以营

养肉汤培养基为空白溶剂组, 以营养肉汤培养基加菌

为空白菌组, 实验重复3次。对金葡菌生物膜的清除率

依据以下公式进行计算: 清除率 (%) = [1 − (OD 样品 − 

OD 溶剂) / (OD 空白菌 − OD 溶剂)] × 100。

BBR@LRS水凝胶生物安全性初步评价

细胞毒性实验 MTT 染液配制 : 遮光条件下用

50 mL PBS 溶解 250 mg MTT, 用 0.22 μm 滤膜过滤使

MTT终浓度为5 mg·mL-1, 遮光保存于4 ℃冰箱备用。

细胞培养基配制 以 DMEM 高糖基础培养基

89%、FBS 10%、双抗 1%的配比配制细胞培养基, 摇匀

后封口置4 ℃冰箱备用。

细胞毒性实验 在 96孔板加入 100 μL MDCK细

胞使细胞数为3 000个/孔, 铺板后置于5% CO2、37 ℃恒

温培养箱使贴壁生长, 培养24 h后分别加入100 μL用细

胞培养基稀释母液得到的给药浓度样品, 使孔内样品浓

度范围为BBR 3.125～12.5 μmol·L-1, LRS 1.953 125～

7.812 5 μg·mL-1, BBR、LRS、BBR@LRS样品干扰处理

48 h。空白溶剂组仅加入 200 μL细胞培养基, 正常组
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是在 100 μL贴壁细胞孔内再加入 100 μL细胞培养基。

经处理后, 避光条件下向 96孔板中的MDCK细胞加入

20 μL MTT, 放 37 ℃培养箱黑暗中继续孵育 4 h。随后

弃去上清液, 向孔内加入150 μL DMSO以溶解活细胞与

MTT作用后产生的蓝紫色结晶甲臜, 在酶标仪 490 nm

波长处测定OD值, 以间接反映活细胞存活量, 实验重

复 4次。依据以下公式计算细胞存活率: 细胞存活率

(%) = (OD 样品 − OD 溶剂) / (OD 正常 − OD 溶剂) × 100。

体外溶血实验 使用新鲜大鼠血液来测定样品的

溶血情况。大鼠麻醉后用肝素钠真空管腹主动脉取

血, 以 1 000 r·min-1的转速离心 15 min收集血液中的红

细胞 , 用 PBS 清洗并 1 000 r·min-1离心红细胞 10 min, 

反复 3次。随后将离心得到的红细胞用PBS配成 2.0%

的储备液备用。BBR 及 BBR@LRS 样品用 PBS 制成

BBR 浓度为 1、0.5、0.25、0.125 mmol·L-1, 取 1 mL 样品

液与 100 μL红细胞储备液混匀后于 37 ℃培养箱孵育

4 h。随后3 000 r·min-1离心15 min, 取上清液加入96孔

板于酶标仪 570 nm波长处测定OD值。以去离子水与

红细胞储备液孵育后的上清液为阳性对照组即溶血率

100%, 以PBS与红细胞储备液孵育后的上清液为阴性

对照组即溶血率 0%, 实验重复 4次。依据以下公式计

算样品的溶血率: 

溶血率 (%) = (OD 给药组 − OD 阴性组) / (OD 阳性组 − 

OD 阴性组) × 100

统计学分析 使用 IBM SPSS Statistics 20软件通

过 t检验进行各组间差异比较, 数据以
-
x ± s表示进行

统计分析。

结果

1 样品表征

1.1 LRS最小成胶浓度 不同浓度 LRS在去离子水

中加热成胶斜放后凝胶状态见图 1, 可看出 LRS水凝

胶的最小成胶浓度为 83.33 mg·mL-1, 低于此浓度 , 凝

胶具流动性, 凝固性略差; 高于此浓度, 能形成固定状

态的凝胶, 凝胶逐渐浑浊不透明。确定LRS水凝胶最

小成胶浓度可为后续实验浓度选择提供依据。

1.2 BBR最小析出浓度及BBR@LRS增溶作用 静

置相同时间后, 随着BBR浓度从 1～9 mg·mL-1逐渐升

高, 如图 2A可见BBR组析出量越来越多, 体现了其在

水中溶解度低的特点, 且可看出BBR最小析出浓度为

3 mg·mL-1, 而图 2B可看出BBR@LRS gel组在凝胶表

面最小析出浓度为 4 mg·mL-1, 在水凝胶内部直至浓度

9 mg·mL-1时才有所析出。分析结果表明, LRS水凝胶对

BBR具有增溶作用, 这与多糖超分子水凝胶可作为水

溶性差药物的分散载体报道一致[33]。

2 红外光谱 (FTIR) 研究

观察并测定 4 000～400 cm-1扫描范围内各样品红

外吸收, 分析结果 (图 3) 可看出: 图 3A可见BBR出现

1 504 cm-1 (芳环骨架振动强吸收峰)、1 103 cm-1 (异喹啉

环C-N伸缩振动吸收峰)、1 034 cm-1 (脂肪醚C-O伸缩

振动吸收峰) 等特征吸收峰; 与LRS水凝胶比较, BBR

参与成胶形成 BBR@LRS gel 后 , BBR 的多数吸收峰

消失, 且其 2 926 cm-1波长处的C-H伸缩振动峰红移至

2 930 cm-1处, 表明 LRS 水凝胶包合 BBR 的同时又与

其相互作用。通过加入铜离子的竞争性络合作用, 进一

步观察BBR与LRS的相互作用。如图3B、C所示, LRS

水凝胶中加入 10倍BBR摩尔浓度Cu2+即LRS-10Cu2+, 

体系呈均一凝胶状 (图 3C④), 与 LRS 谱图相比 , 在

3 000 cm-1左右出现明显宽峰, 表明LRS与Cu2+之间产

生了相互作用, 且是一个可稳定存在的凝胶体系。结果

发现在 BBR@LRS gel 体系基础上引入 Cu2+后 , 加入

2倍量Cu2+即形成BBR@LRS-2Cu2+体系, 其红外谱图

与BBR@LRS gel类似, 且表现出BBR的 2 926 cm-1特

征吸收峰, 但破坏了BBR@LRS原本均一的凝胶状态 

(图3C③), 在西林瓶底部明显析出少量BBR黄色针状结

晶 (图 3C⑤), 表明少量Cu2+的加入对BBR与LRS结合

Figure 1　Gelatinization of LRS with different concentrations (the red box shows the inflection point concentration). LRS: Lotus root starch

Figure 2　Dissolution of BBR group (A) and BBR@LRS group 

(B) (the red box shows the inflection point concentration). BBR: 

Berberine
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有影响。当加入10倍量Cu2+即形成BBR@LRS-10Cu2+, 

体系则析出大量 BBR (图 3C⑥), 此时的红外谱图与

LRS-10Cu2+体系红外谱图类似, 即 Cu2+的加入可破坏

BBR与LRS形成的稳定水凝胶体系。

据以上现象及谱图结果分析: 铜离子的加入可竞

争性争夺BBR与LRS水凝胶结合位点, 且铜离子的竞

争力大于BBR, 随着浓度升高, 竞争力增强, 从侧面进

一步印证了BBR与LRS水凝胶间存在相互作用。

3 流变性能研究

流变学参数是评价水凝胶性质的重要手段, 如图4

所示, G′反映凝胶的类固体的性质, G″反映凝胶的类液

体的性质。在0.1～1 Hz整个测试范围内, 如图4A即使

在较低频率下, 水凝胶的G′始终大于G″, 表现出明显

的弹性特征, 且与频率无关, 表明BBR@LRS gel具有

良好的弹性行为。同时, 如图 4B对水凝胶进行振荡应

力扫描, 剪切应力从 0.1加大到 10, BBR@LRS水凝胶

的G′均高于G″, 水凝胶的网络结构始终未被破坏, 表

明BBR@LRS水凝胶具良好的机械强度。为了验证水

凝胶内部凝胶变化行为, 通过流变仪检测了BBR@LRS

水凝胶黏弹性参数随温度的变化, 由图 4C可看到, 从

室温25 ℃向90 ℃逐渐升温过程中, G′始终大于G″, 表

明BBR@LRS gel并没有因为升温转变成溶液态, 而是

始终保持着稳定的凝胶状态, 热稳定性良好。

从以上指标确证了BBR@LRS gel具有良好的机

械稳定性、黏弹性及热稳定性, 良好的胶体性质对BBR

具有持久稳定助溶作用的同时, 也为后续缓慢、稳定的

药物释放性质及增强的生物活性提供了依据。

4 体外释放研究

缓释是水凝胶作为药用载体的重要性质之一。如

图 5所示, 无论是在 pH 1.2还是 pH 7.4条件下, 在 0.5 h

内, 单体BBR均在释放介质中以最快速度释放并达到

平衡。在pH 1.2介质中 (图5A), 可看出BBR@LRS gel

Figure 4　Variation of G′ and G″ of BBR@LRS gel with frequency (A), strain (B) and temperature (C)

Figure 3　 FTIR spectra of BBR, LRS, BBR@LRS gel (A), LRS-10Cu2+ , BBR@LRS-2Cu2+ , BBR@LRS-10Cu2+ (B); the pictures of 

samples (C)
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较单体 BBR 释放趋势类似, 但具有一定的缓释效果; 

在 pH 7.4介质中 (图 5B) 经 0.5 h, 单体 BBR基本完全

释放达到释放平衡, 累计释放率达到 83% (SD = 0.99), 

包封在水凝胶中的 BBR, 0.5 h 累计释放率不到 20% 

(SD = 0.99), 在 4～6 h 才达到释放平衡 , 结果表明

BBR@LRS gel能够实现BBR缓释。

5 抑菌活性研究

5.1 MIC值确定 采用肉汤稀释法得到的BBR、LRS

和BBR@LRS gel的抑制率如图 6A所示。LRS水凝胶

对金葡菌几乎无抑菌活性, BBR的MIC为0.075 mmol·L-1, 

BBR@LRS gel的MIC为 0.05 mmol·L-1。结果显示: 在

LRS水凝胶抑菌能力很弱的情况下, 发挥抑菌能力的

主体为 BBR, 而 BBR@LRS gel的抑菌活性强于 BBR, 

具体表现为: 在浓度 0.05 mmol·L-1时 , BBR 对金葡菌

的抑制率为 74.10%, BBR@LRS gel 的抑制率则可达

91.57%。此浓度下平板涂布如图 6B所示, BBR@LRS 

gel组菌落数较BBR组明显减少。

BBR@LRS gel具有更好抑菌活性, 分析原因可能

是LRS与BBR相互作用形成水凝胶在增加BBR溶解

度的同时, 缓释特性使其抑菌效果更加持久, 达到长

效、强效的作用。

5.2 细菌形态变化 为了确证抗菌活性差异, 进一步

采用SEM观察了BBR、LRS及BBR@LRS水凝胶干预

金葡菌后的效果。如图 7A所示, 未处理的正常细菌形

状规则均匀, 菌体类球形, 表面光滑且饱满; 图 7B 为

LRS处理后的菌体, 形态同正常对照组差别不大, 印证

了其抑菌作用弱的特点; 而 0.05 mmol·L-1 BBR干预后

的细菌 (图 7C) 形态表面皱褶, 仍维持着规则的球形, 

对细菌形态有一定影响; 图 7D所示, 同 0.05 mmol·L-1 

BBR 的 BBR@LRS 水凝胶处理后 , 细菌表面皱缩较

BBR更加严重。

依据所测抑菌活性情况, 可知此多糖本身抑菌能

力弱, BBR为抑菌主体, 而 BBR@LRS较 BBR有更好

抑菌活性, 结合前期流变学显示的水凝胶良好的机械

稳定性和黏弹性性质及体外释放实验表现的缓释长效

特性, 推测BBR@LRS水凝胶抑菌作用增强的原因可

能是由于天然多糖水凝胶优良的黏弹性有利于其与金

葡菌结合, 进而增大BBR与菌的接触面积, 并缓释释

Figure 6　Inhibition of BBR, BBR@LRS gel and LRS on Staphy‐

lococcus aureus (A); Photographs of agar plates at 0.05 mmol·L-1 

BBR (B). n = 4, 
-
x ± s. **P < 0.01 vs BBR group; ###P < 0.001 vs 

BBR@LRS group

Figure 7　SEM images of bacteria morphology without treatment 

(A), LRS treatment (B), BBR treatment (C) and BBR@LRS gel 

treatment (D)

Figure 5　 In vitro release curves of BBR and BBR@LRS gel at 

pH 1.2 (A) and pH 7.4 (B). n = 4, 
-
x ± s
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放 BBR, 使细菌表面的 BBR 浓度升高 , 最终造成

BBR@LRS gel较BBR强的抑菌效果。

5.3 生物膜清除能力 多重耐药性的出现使细菌感

染成为当前公共卫生和经济的一大威胁, 而细菌生物

膜的形成是细菌耐药的主要原因之一[34]。为此本研究采

用XTT法测定BBR和BBR@LRS gel清除金葡菌生物

膜的能力。如图 8A所示, BBR@LRS gel与BBR均表

现出显著的生物膜清除能力, 且BBR@LRS gel的清除

效果要强于BBR。具体表现为0.062 5 mmol·L-1时, BBR

的生物膜清除率为 1.46%, 同浓度下的BBR@LRS gel

的清除率达 8.17%; 0.5 mmol·L-1时 , BBR 的清除率为

79.84%, 而 BBR@LRS gel 达 90.06%。 XTT 染色颜

色越深表明细菌增殖越多越快。如图 8B所示观察在

0.5 mmol·L-1浓度下XTT染色情况, 可看出相比于正常

细菌组 , BBR 与 BBR@LRS gel 组均对金葡菌生物膜

有清除作用, 且BBR@LRS gel清除效果更强, 与清除

率实验数据趋势一致。

6 生物安全性初步研究

生物安全性评价是超分子水凝胶的重要研究内

容, 当前制备的高分子材料可能出现潜在的细胞毒性

或溶血等不良反应, 为此本研究采用体外细胞和溶血

评价天然多糖超分子水凝胶的安全性。

使用犬肾上皮细胞 (MDCK) 来评估BBR、LRS和

BBR@LRS gel的细胞毒性。在孵育MDCK细胞48 h后 

(图9A), 3.125、6.25及12.5 μmol·L-1的BBR、BBR@LRS

及不同浓度的 LRS样品均对细胞的抑制率低于 20%, 

说明样品均无明显细胞毒性。溶血实验如图 9B、C表

明 , BBR 及 BBR@LRS gel 均无明显的溶血特性。即

使其浓度高达 1 mmol·L-1, 即 20 倍 MIC, BBR@LRS 

gel的溶血率依旧低于国际公认标准5%[35]。

讨论

在过去很长一段时间, 人们研究中药都是聚焦于

其中结构明确、作用机制清晰的小分子类结构, 将中药

起效的原因更多归因于这些小分子化合物, 而对中药

所含的多糖、蛋白质等大分子物质研究较少, 认为它们

是无效物质, 直到近年来人们才逐渐发现这些大分子

物质在中药发挥药效过程中起着必不可少的作用, 如

中药淫羊藿中的淫羊藿苷和宝藿苷Ⅰ具良好抗骨质疏

松及治疗心血管系统疾病作用, 但溶解度低导致了其

生物利用度低, 而与这两种成分共存的多糖类作为功

能组分可提高这两种有效组分的溶解度, 并相互协同

增强疗效[36]。

多糖是生活中最常见的, 来自植物、动物、藻类等

多种生物体, 如淀粉、纤维素、壳聚糖、海藻酸盐等。在

所有这些天然多糖中有一类多糖可通过分子间交联形

成超分子水凝胶, 如藕粉、葛根粉等, 这类天然多糖在

遇热水后可溶胀形成结构稳定的超分子水凝胶。本研

究以藕粉这一众所周知、具有超分子水凝胶性质的天

然多糖食材为载体, 以明星分子黄连素为模型药物, 所

制备的BBR@LRS水凝胶可均匀包载黄连素并提高其

水溶性; 红外光谱研究发现多糖水凝胶与黄连素存在

相互作用; 流变学检测发现所形成的水凝胶具良好的

Figure 8　 Clearance rate of Staphylococcus aureus biofilm by 

BBR and BBR@LRS gel (A); XTT staining diagram (B). n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01 vs BBR group

Figure 9　Cell viability of samples treated with MDCK cells (A); hemolysis rate of samples treated with fresh rat blood (B); macroscopic 

diagram of hemolysis of samples treated with fresh rat blood (C). n = 4, 
-
x ± s. ***P < 0.001 vs BBR group; #P < 0.05 vs BBR@LRS group
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黏弹性、机械强度及温度稳定性; 在 pH 1.2及 pH 7.4两

种不同 pH值释放介质中模拟体外释放发现所制备水

凝胶具很好的缓释作用, 可长效发挥作用; 对常见致病

菌金葡菌进行抑菌及生物膜清除实验, 发现与黄连素

单体相比 (MIC = 0.075 mmol·L-1), 所制备的水凝胶抑

菌活性更好 (MIC = 0.05 mmol·L-1), 生物膜清除能力也

更强; 作为药食同源的常用营养保健品藕粉与黄连素

形成的水凝胶在细胞毒性及体外溶血实验中也表明其

生物安全性良好。黄连素目前的临床应用有片剂, 常

出现“苦寒败胃”不良反应, 且需多种药用辅料, 用药食

同源藕粉水凝胶包载黄连素并用于给药, 或可缓释长

效治疗常见的细菌感染性腹泻, 为黄连素口服给药提

供新思路 , 为难溶性药物更好应用于临床提供借鉴

意义。
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