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摘要

随着细菌耐药性的快速出现和广泛传播，导致抗菌药物对致命性细菌病原体的疗效逐渐降低。目前新型
抗菌药物的发现和开发进展十分缓慢，因此迫切需要新的治疗策略来对抗多重耐药（multidrug-resistant, 
MDR）细菌，尤其是宿主细胞中的病原菌。功能性纳米颗粒作为细胞内药物递送系统具有良好发展潜
力，主要优点为高生物相容性和可调节的表面修饰。基于纳米颗粒刚性可增强细胞摄取，制备了涂有细
菌响应性磷脂的刚性功能化纳米颗粒（rigidity-functionalized nanoparticles, RFN）以促进内吞作用，从而增
加细胞内抗菌药物累积。以耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methicillin-resistant Staphylococcus aureus, 
MRSA）和致病性蜡样芽孢杆菌为模型，RFN在4 h内清除了99%的MDR细菌，证明了其精准递送和高抗
菌疗效。另外，通过改变表面的磷脂成分来调节静电效应，实现了RFN精准靶向溶酶体和重新编程其在
细胞内分布。最后，RFN在由MRSA引起的伤口感染和菌血症动物模型中显示出高疗效。综上所述，本
研究提供了一个易于调控的刚性递送系统，该系统具有响应释放特性，并且通过抗菌药物胞内重分布提
升抗菌疗效，为未来针对胞质细菌感染的精准治疗提供新思路。
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1. 引言

细菌耐药性是全球关注的公共卫生问题[1]，例如，金

黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus, S. aureus），尤其是

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methicillin-resistant S. aureus, 

MRSA）会引起慢性和复发性感染，从而使人类和动物遭

受严重疾病和死亡威胁[2]。此外，细菌通过多种进化策

略来抵御抗菌药物杀伤，如抗菌药物耐受性的出现[3‒4]，

抗菌药物耐受性还可以促进体内细菌耐药性的快速发展

[3]。令人担忧的是，由宿主介导的抗菌药物耐受性是普

遍存在的，并且对于不同种类的胞外菌来说，这一现象在

很大程度上被严重低估[5‒7]。例如，S. aureus可以在巨噬

细胞或上皮细胞中持续存在和复制，以耐受高水平的抗菌

药物（因为大多数抗菌药物的细胞渗透性差）。进一步发现

细胞内病原体作为“特洛伊木马”（Trojan horses）加剧了

细菌耐药性危机[8]。另外，自 20世纪 80年代后期以来，

美国食品药品监督管理局（FDA）几乎没有批准任何新类

别的抗生素[9‒10]。因此迫切需要替代干预策略通过恢复

现有抗菌药物的疗效来对抗胞质病原菌感染。

纳米颗粒是一种很有前景的递送系统，可通过表面修
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饰或调整粒径大小来增加细胞内药物累积[11‒12]。介孔

二氧化硅纳米颗粒（mesoporous silica nanoparticles, MSN）

作为药物递送载体具有高比表面积、良好生物相容性和可

生物降解性等优势，从而引起广泛关注[13]。然而，MSN

的力学性能在很大程度上被忽略。同时，对于MSN等固

有刚性纳米颗粒如何调控细胞摄取尚不清楚[14]。最近研

究表明，纳米颗粒的刚性在将药物分选并集中到不同的亚

细胞区室中起着至关重要的作用[15]。因此，刚性调节递

送系统具有靶向宿主胞质细菌的应用潜力。此外，环境响

应型药物递送系统通过减少抗菌药物选择性压力和提高抗

菌效率来改善治疗效果，具有良好的发展前景[16]。例

如，纳米凝胶、自组装纳米颗粒和仿生材料等通过识别内

源性刺激用于可控药物释放，已经取得了很大进展[17‒

19]。因此，精准治疗与刚性调节细胞摄取的结合为未来

设计智能抗菌药物递送系统以对抗MDR细菌病原体提供

启示。

本研究设计了易于合成且具有高生物相容性的磷脂涂

覆二氧化硅纳米颗粒，用于实现刚性增强细胞摄取和装载

抗菌药物的胞内重分布。MSN作为刚性功能化纳米颗粒

（rigidity-functionalized nanoparticles, RFN）递送系统的核

心骨架，在装载抗菌药物后，经过磷脂涂覆后形成响应性

外膜，由此获得RFN（图 1）。RFN通过刚性增强细胞摄

取和抗菌药物响应性释放的功能，达到精准对抗细菌病原

体目的。此外，通过调节RFN的磷脂成分来实现抗菌药

物的胞内重分布，从而提高抗菌效率。RFN可以很容易

地具备精准识别、刚性增强内吞作用和重新编程胞内分布

的能力。因此RFN为未来对抗胞质细菌感染提供了有潜

力的递送系统。

2. 材料与方法

2.1. 材料

硅酸四乙酯（TEOS）和三乙醇胺（TEA）购自阿拉

丁公司（中国）。磷脂酶 A2（PLA2, P9279）和磷脂酶 C

（PLC, P6621）购自 Sigma-Aldrich 公司（美国）。二硬脂

酰磷脂酰甘油（PG）、二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱（PC）和胆

固醇购自艾伟拓医药科技有限公司（中国）。荧光亲油染

料 3, 3′-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate （Dio） 和

1,1′-dioctadecyl-3,3,3′,3′-tetramethylindocarbocyanine per‐

chlorate（Dil）购自碧云天生物技术公司（中国）。利福平

（RIF）购自中国兽医药品监察所。使用Milli-Q Plus过滤

系统（美国）生产去离子水。

图1. RFN通过内吞作用靶向溶酶体中的细菌进行精准治疗的示意图。（a）通过增加纳米颗粒的刚性增强其细胞摄取以实现精准治疗。将抗生素封装

在涂有磷脂的MSN中，用于增强胞质递送以提高对胞质细菌的治疗效率。（b）具有特异性识别功能的RFN磷脂酶响应释放和磷脂酶的作用位点示意

图。磷脂酶敏感的RFN可使抗生素在感染部位快速释放，以响应MDR细菌分泌的磷脂酶。（c）通过内吞途径内化RFN后杀灭胞质细菌。
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2.2. 刚性功能化纳米颗粒制备

将PG、PC和胆固醇以 8∶2∶1的质量比混合溶解在

氯仿中。将含有1 mg磷脂的溶液在室温下蒸发干燥过夜。

然后将得到的薄膜与5 mg MSN水合共挤出。使用两个孔

径为 200 nm的聚碳酸酯膜（Whatman，美国）进行挤出

并重复 22 次。通过 Microcon-30 kDa 离心过滤装置

（EMD Millipore，美国）以 4000g 离心 15 min 纯化 RFN。

使用相同的方法制备Dio和Dil标记的RFN。

2.3. 药物装载

通过共孵育法将RIF装载到MSN中[19]。简而言之，

RIF 以 5 mg∙mL−1 的浓度溶解在甲醇中，并与浓度为

10 mg∙mL−1的MSN 一起孵育 30 min，在 4 °C下 10 000g

离心 15 min获得装载RIF的MSN，收集上清液，采用分

光光度法测定未装载的RIF的浓度，将已装载RIF但未进

行磷脂涂覆的MSN定义为NP。

2.4. 体外药物释放

将含有 500 μg RIF的NP和RFN在 1 mL磷酸盐缓冲

液（PBS）中于 37 °C下孵育，然后通过Microcon-10 kDa

离心过滤装置在 4000g、4 °C条件下离心 15 min。为了研

究 PLC触发的药物释放，将 1 unit∙mL−1的 PLC与样品一

起孵育。D609（1 μmol∙L−1）是一种特异性PLC抑制剂，

用于抑制 PLC酶活性。通过使用多功能酶标仪（Infinite 

M Plex, Tecan，瑞士）在 474 nm处测量上清液的吸光度

来测定释放的RIF的浓度。纳米颗粒放置于培养箱中，在

每个时间点（0.5 h、1 h、2 h、4 h、8 h、12 h、16 h 和

24 h）取样检测释放。

2.5. 杀菌曲线

蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus, B. cereus）MHI241在

脑心浸出液肉汤中培养过夜，37 °C、200 r∙min−1条件下

振荡以达到指数生长期。将微生物溶液的浓度调整为麦氏

浊度0.5，然后将该溶液进一步稀释10倍。细菌悬液中加

入 RIF （1.25 μg∙mL−1）、 NP （40 μg∙mL−1） 或 RFN

（160 μg∙mL−1），浓度相当于最小抑制浓度（MIC）的

10倍。在 37 °C下摇动（200 r∙min−1）孵育，在预定时间

点（0 h、2 h、4 h、8 h和 24 h）从每个孔中取出细菌样

品，进行一系列稀释，将稀释的细菌悬液（100 μL）均匀

涂在胰蛋白酶大豆琼脂（TSA）平板上，继续在 37 °C下

孵育 16~20 h。进行菌落计数并计算每毫升的菌落形成单

位（CFU∙mL−1）。

2.6. 细胞培养

将哺乳动物细胞培养在含有 10% 热灭活胎牛血清

（FBS; Invitrogen，美国）和 1%（浓度）青霉素-链霉素

（Sigma-Aldrich，美国）的改良培养基（Dulbecco’s modi‐

fied Eagle’s medium, DMEM; Gibco，美国）中，培养于

温度37 ℃和含有5% CO2的湿润条件下。

2.7. 细胞内分布

在24孔板中的14 mm圆形盖玻片上接种5 × 105个细胞，

生长至70%~80%融合度时，加入NP或RFN（50 μg∙mL−1）
在 37 °C和 5% CO2中孵育 1 h。孵育后，用 PBS洗涤细胞

三次，以去除未被吸收的纳米颗粒。将细胞在4%多聚甲

醛中固定 10 min，采用 PBS 洗涤 5 min，并用 4′,6-二脒

基-2-苯基吲哚（DAPI）和Actin Green 488试剂（高亲和

力 F-actin探针）染色。加入抗淬灭剂后，在载玻片上覆

盖盖玻片，干燥并避光保存，直到用Leica TCS SP8共聚

焦激光扫描显微镜（CLSM，德国）进行成像检查。

RAW 264.7细胞用RFN（50 μg∙mL−1）和荧光标记的

B. cereus [感染复数（MOI）= 40]处理，并在 37 °C和 5% 

CO2下孵育 2 h。孵育完成后，用PBS（pH =7.4）洗涤细

胞三次，以去除未被吸收的纳米颗粒和细菌。用 Lyso‐

Tracker Deep Red（50 nmol·L−1, Invitrogen）对细胞进行染

色。样品避光保存，直到用CLSM进行检查。

2.8. PG调节细胞摄取

制备含有不同磷脂成分（PG 百分比： 0、 20%、

40%、60%、80%和 100%）的RFN以调节细胞摄取。将

由纳米颗粒处理的RAW 264.7细胞在37 ℃和5% CO2中孵

育 1 h。孵育后，用PBS洗涤三次，以去除未被吸收的颗

粒，将细胞在 4%多聚甲醛中固定 10 min，然后再用PBS

洗涤三次。细胞用DAPI和Actin Green 488试剂进行染色

并通过CLSM观察。

2.9. 细胞摄取途径

将RAW 264.7细胞与RFN（50 μg∙mL−1）和荧光标记

的 B. cereus（MOI = 40）共同处理，分别在 37 °C 和 5% 

CO2中孵育0.5 h和1 h。孵育后，用PBS（pH = 7.4）洗涤

三次，以去除未被吸收的RFN和细菌。通过免疫荧光检

测细胞中的早期和晚期内体。一抗包括兔抗Rab7和鼠抗

EEA1抗体（Abcam，英国），二抗是山羊抗兔和山羊抗鼠

抗体（碧云天生物技术公司），制备的样品避光保存，采

用CLSM检测。
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2.10. 体外抗菌试验

蜡样芽胞杆菌用 pHrodo Red（Life Technologies，美

国）在 37 °C条件下染色 15 min，以MOI = 40感染RAW 

264.7 细胞，同时加入 10 倍 MIC 的 RIF、NP 或 RFN 在

37 °C、5 % CO2条件下培养4 h，然后用100 μg∙mL−1庆大

霉素处理后，用PBS（pH = 7.4）洗涤三次。将细胞在室

温下用 4%多聚甲醛固定 10 min，再加入含有 0.1% Triton 

X-100的PBS（pH = 7.4）透化细胞 10 min，样品用DAPI

和Actin Green 488染色，用CLSM进行荧光测定。

B. cereus（MOI = 40）感染 RAW 264.7 细胞，然后

用 10 倍 MIC 的 RIF、NP 或 RFN 处理 4 h。庆大霉素

（100 μg∙mL−1）用于杀死胞外细菌，用PBS洗涤三次后，

加入 1% Triton X-100 裂解细胞 2 min，将稀释的裂解液

（100 μL）涂在TSA平板上，在37 °C下孵育16~20 h。进

行菌落计数计算每毫升的菌落形成单位。

2.11. 道德声明

所有动物试验操作均按照中华人民共和国国务院批准

的《实验动物管理条例》（发布日期：1988年11月14日）

进行。实验方案和细节得到了中国农业大学实验动物管理

和 使 用 委 员 会 （IACUC） 的 批 准 （ 批 准 号 ：

AW50301202-2-1）。雄性 Wistar 大鼠（5 周龄）和雌性

BALB/c小鼠（18~20 g）被饲养在受控的12 h光照/12 h黑

暗循环的环境中，并且给大鼠和小鼠提供充足的食物和

水。环境保持在恒定温度(23 ± 2) ℃和湿度（60% ± 5%）

条件下。

2.12. 大鼠皮肤伤口感染模型

为了评估 RFN 对临床分离株 MRSA T144 的治疗效

果，使用大鼠皮肤伤口感染模型。大鼠通过腹腔（i.p.）

注射水合氯醛（0.5 mL，质量分数为10%）进行麻醉，并

在手术前用酒精（体积分数为 75%）擦拭消毒背部皮肤，

小心地去除每只大鼠背部的皮毛，并造成直径 1 cm的全

层伤口，在伤口处加入 50 μL PBS（pH = 7.4）菌悬液

（每个伤口1 × 108 CFU）进行感染。将所有动物分为4组：

PBS（pH = 7.4）、万古霉素（Van; 5 mg∙kg−1）、NP（相当

于 2 mg∙kg−1 RIF）和RFN（相当于 2 mg∙kg−1 RIF)。在治

疗后的不同时间点（0 d、3 d、6 d、9 d和13 d）测试伤口

的大小和细菌载量，收集伤口组织于−20 °C下储存，最后

将伤口组织加入 1 mL无菌PBS均质，对获得的匀浆液进

行 10倍系列稀释，然后接种在 S. aureus显色琼脂培养基

（CHRO Magar，法国）中，37 °C下孵育 16~20 h。此外，

记录所有动物的体重和伤口完全愈合时间。在第3天采集

大鼠血清于−80 °C储存，使用酶联免疫吸附测定（ELI‐

SA）试剂盒（碧云天生物技术公司）分析肿瘤坏死因子-

α（TNF-α）和白细胞介素 -1β（IL-1β）的浓度。第 13

天，切除伤口组织并固定在4%多聚甲醛固定液，然后将

所有组织包埋在石蜡中，制备 4 μm切片用于传统的苏木

精和伊红（H&E）和Masson染色。

2.13. 小鼠菌血症模型

雌性BALB/c小鼠被随机分为4组：PBS（pH = 7.4）、

Van（5 mg∙kg−1）、NP（相当于 2 mg∙kg−1 RIF）和 RFN

（相当于 2 mg∙kg−1 RIF）。通过尾静脉注射 100 μL PBS菌

悬液（7.5 × 107 CFU），感染后1 h通过静脉注射对小鼠进

行治疗。连续监测小鼠48 h，一旦小鼠死亡，立即收集其

心脏、肝脏、脾、肺和肾脏组织并储存在−20 °C条件下。

存活的小鼠在48 h后通过颈椎脱臼法安乐死，然后收集不

同的器官。在 1 mL无菌PBS中制备器官匀浆液并连续稀

释，然后均匀涂覆在 S. aureus显色琼脂培养基上，37 °C

下孵育 16~20 h。测定不同器官中的细菌载量并计算各组

生存率。

2.14. 统计数据

使用GraphPad Prism 7.0确定统计显著性，所有数据

均表示为平均值±标准偏差（SD）。所有P值的计算均使

用非配对 t检验或单向方差分析（ANOVA）和其他特殊分

析方法。

3. 结果

3.1. RFN表现出高选择性和有效性

通过MSN表面功能化修饰来制造带有可生物降解磷

脂涂层的RFN，从而主动识别磷脂酶阳性细菌，实现以

按需方式释放抗生素，最终精准杀伤目标病原菌[图 2

（a）]。基于扫描电子显微镜（SEM）和动态光散射

（DLS）分析，发现十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）作为

致孔剂可成功诱导微孔结构[20]，获得了具有高分散性和

球形均匀的MSN [图2（b）、（c）]。通过透射电子显微镜

[TEM；图 2（b）]进一步观察到MSN具有微小孔径，并

通过氮气（N2）吸附-脱附技术测得孔径大小为 3.8 nm 

[图 2（c）、（d）]。MSN的密度泛函理论（DFT）表面积

和孔体积分别为 490.2 m2∙g−1和 0.92 cm3∙g−1 [图 2（e）]，

表明形成了微孔结构。同时，优化CTAB的浓度获得具有

适当粒径大小（130 nm）和最高 RIF 负载量（9.7% ± 

0.9%；见附录A中的图S1）的MSN。此外通过液相色谱-
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串联质谱（见附录A中的图 S2）分析了RFN中的CTAB

残留量为67.1 ng∙mg−1，满足后续实验要求。

为了将磷脂涂覆在MSN表面，使用水合/挤出法通过

非共价键作用方式将磷脂包覆在MSN表面[18]。MSN被

PG和 PC包裹形成了具有磷脂酶响应性的RFN用于控制

药物释放。PG和PC按 8∶2的质量比混合，有效防止药

物泄漏以及在血液循环期间保持生物相容性。通过TEM

观察到RFN具有明显的核壳结构[见图2（b）及附录A中

的图S3]，表明磷脂成功转移到MSN表面。此外，磷脂双

层涂覆后，MSN的粒径增加，也表明磷脂包封成功（见

附录 A 中的图 S4）。在 474 nm 处观察到 RIF 成功加载到

RFN中[图2（f）]，并使用傅里叶变换红外光谱的特征吸

收进行了确认（见附录A中的图S5）。最后观察到RFN在

−80 ℃保存长达30 d后依然具有稳定的流体动力学直径和

表面zeta电位（见附录A中的图S6）。

假设由细菌衍生的磷脂酶催化的磷脂水解可能导致

RFN中的孔结构暴露，从而释放负载的抗菌药物。为了

评价磷脂酶响应性RFN的抗菌效率，首先使用B. cereus

来源的PLC和S. aureus来源的PLA2评估了RFN在体外释

放试验中的响应性。孵育24 h后，与无磷脂酶条件下仅释

放 20% RIF相比，在 PLC存在下超过 60% RIF从RFN中

释放 [图 2（g）]。而在特异性 PLC 抑制剂 [1 μmol∙L−1, 

D609；图 2（g）]存在下，RIF释放度降低。这一结果提

示RFN持续释放RIF可通过延长作用时间从而提高治疗效

果。不同的药物释放动力学也表明RFN孔结构被磷脂涂

层覆盖，这与 TEM 观察到的核壳结构一致[图 2（b）]。

另外，RFN孵育 8 h后可以减少 99.9%的B. cereus [见图 2

（g）和附录A中的图S7]，并且对MRSA也表现出强大的

图2. RFN以高选择性方式有效杀伤磷脂酶阳性细菌。（a）RFN高选择性杀灭多重耐药细菌示意图。（b）涂有磷脂的RFN和MSN的代表性图像。箭头

表示磷脂涂层。比例尺：100 nm。（c）使用动态光散射确定涂覆磷脂后RFN尺寸的增加。氮气吸附-解吸等温线（d）和MSN的相应孔径分布（e）。
（f）RIF在不同条件下的吸收光谱，波长为474 nm时最大。（g）磷脂酶C引起RIF从RFN中特异性释放并且可以被D609抑制，其中D609是磷脂酶C
的特异性抑制剂。（h）10倍MIC的RIF、NP和RFN处理指数生长期的蜡样芽孢杆菌的杀菌动力学。
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抗菌活性（见附录A 中的图 S8），表明涂层被磷脂酶破

坏，从而加速了RIF从RFN中的释放。总的来说，这些结

果表明RFN对磷脂酶阳性细菌高度敏感，可作为有效的

药物递送系统来提升抗菌药物的选择性和抗菌效率。

3.2. RFN通过调整磷脂成分靶向溶酶体

由于抗菌药物进入宿主细胞的能力差，限制了其对胞

质细菌的治疗效果[21]。抗菌药物在哺乳动物细胞中的分

布对杀伤胞质细菌起关键作用[5]。本文探究了RFN进入

细胞内的途径及其靶点，阐明了含有不同磷脂成分的

RFN在RAW 264.7细胞中的分布规律。研究发现纳米颗

粒的化学成分和表面特性对其细胞摄取、胞内分布和治疗

效果至关重要[22‒23]。RFN表面的PG/PC含量显著影响

了 RFN 的细胞内分布[见图 3（a）和附录 A 中的图 S9]。

含有80% PC的RFN在细胞内呈现广泛分布状态，表明涂

层中的高PC含量会导致纳米颗粒从溶酶体逃逸到细胞质

中。相反，含有20% PC的RFN则在细胞内呈现点状分布

状态，表明RFN可能被困在溶酶体中。值得注意的是，

在肺癌细胞A549中也观察到了类似的趋势（见附录A中

的图 S10）。同时，RFN在溶酶体中累积的增加与 PG/PC

含量呈剂量依赖性[图3（b）]。带正电荷的磷脂和人源磷

脂降低了RFN在溶酶体中的累积（见附录A中的图S11），

这与之前报道的由正电荷引发的内体膜不稳定的研究结果

一致[24]。然而，尚不清楚磷脂的相变温度是否参与了它

们的分布调节[25]。总之，这些发现表明可以通过改变磷

脂成分来精确调节RFN的亚细胞分布，并且高PG/PC比

率有助于靶向溶酶体过程。

鉴于许多胞质细菌病原体最终被困在溶酶体中[6]，

因此提高抗菌药物在溶酶体中的累积对于杀伤胞质细菌病

原体至关重要。研究发现RFN可与细菌和溶酶体共定位，

表明RFN和细菌定位在同一个亚细胞区室中[图 3（c）]，

并且可以借助细菌分泌的磷脂酶有效水解RFN涂层以激

活抗菌药物释放，达到高效杀伤细菌病原体的目的[25‒

26]。此外，基于PC与B. cereus细胞壁中的主要成分磷壁

酸之间的静电相互作用，观察到RFN（绿色）与B. cereus

（蓝色）的广泛结合[图 3（c）] [27]。含有高 PG/PC比率

的RFN不仅可以靶向溶酶体，还可以捕获亚细胞区室中

的细菌病原体。为了进一步确定RFN的细胞摄取途径，

在B. cereus感染期间对RFN进行胞质可视化定位，采用

内体标记技术对感染 B. cereus的RAW 264.7细胞进行染

色。处理1 h后，发现RFN和B. cereus与早晚期内体共定

位[图 3（d）、（e）]，表明RFN和细菌可能通过内吞作用

进入细胞，这与大多数聚合物纳米颗粒的内化作用一致

[28]。在S. aureus模型中也观察到类似的结果，表明RFN

潜在的可行性和多功能性（见附录A中的图S12）。综上

所述，成功制备一种易于调节的药物递送系统，该系统具

有抗菌药物重分布从而靶向胞质细菌病原体的潜力

[图3（f）]。

3.3. RFN体外高抗菌疗效

宿主细胞内存活的细菌病原体可以使这些感染的细胞

充当“特洛伊木马”，导致感染复发[29]。鉴于RFN具有

将抗菌药物递送到宿主细胞中的独特能力，进一步研究了

RFN对胞质B. cereus和 S. aureus的抗菌效果。结果表明，

RFN有效减少了RAW 264.7胞质 B. cereus的数量[见图 4

（a）和附录A中的图 S13]。进一步分析发现，同样处理

4 h，RFN组细胞中B. cereus的数量约是RIF组的数量的

1%[图4（b）]。RFN有效杀伤胞质细菌的效果在S. aureus

模型中也得到证实（见附录A中的图S14），这可归因于

抗菌药物靶向递送。因此RFN通过靶向亚细胞区室方式

展示了它们对抗胞质细菌感染的潜力。

鉴于RFN具有杀伤胞质细菌病原体的潜力，测试了

经RFN处理的B. cereus的生化变化，观察到膜通透性呈

剂量依赖性增加[见附录A中的图S15（a）]和细胞内大分

子的释放，如β-半乳糖苷酶[ Mw = 130 kDa；见附录A中

的图S15（b）]和腺嘌呤核苷三磷酸[ATP；见附录A中的

图S15（c）]。进一步分析膜去极化，结果显示，在RFN

处理后B. cereus膜电位的耗散呈现剂量依赖性增加[图 4

（c）]，膜电位的去极化会损害膜上发生重要生化反应，

包括细菌中ATP的产生[6]。因此测定了细胞内ATP的累

积。RFN治疗果然导致了B. cereus细胞内ATP减少[图 4

（d）]。此外，内源性活性氧（reactive oxygen species, 

ROS）的累积对细菌清除至关重要[30]，本研究观察到B. 

cereus 中 ROS 累积随着 RFN 浓度的升高而增加 [图 4

（e）]。总之，这些结果说明膜损伤和氧化损伤对于RFN

抗菌活性至关重要。

3.4. RFN有效对抗动物体内MRSA感染

为了确定RFN在体内对抗细菌感染的能力，使用由

MRSA T144感染的两种动物模型评估了其治疗潜力[图 5

（a）]。在药效学评估之前，测试了RFN对细胞活力（见

附录A中的图S16）和溶血率（见附录A中的图S17）的

影响，发现即使在500 μg∙mL−1的浓度下，RFN也表现出

良好的生物相容性，这是在体内无法达到的耐受剂量。根

据之前报道的方法，大鼠皮肤伤口感染MRSA T144（每

个伤口 108 CFU），并在感染后 1 h 对受伤部位进行治疗
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[22,31]，发现用RFN（相当于 2 mg∙kg−1 RIF）治疗的感

染伤口在 13 d内几乎 100%愈合[图 5（b）、（c）]，而Van

组（5 mg∙kg−1）治愈率仅为75%。在临床上，Van一直被

用作治疗MRSA感染的金标准[32]。已有研究报道了抗体

偶联物对抗MRSA感染比Van更有效，主要是由于Van对

胞质细菌的疗效不佳[6]。RFN促进细胞内抗菌药物的累

积，从而杀伤更多的MRSA并加速伤口愈合[图 5（d）]。

以上结果表明，RFN在对抗MRSA感染和促进伤口愈合

方面更有效。

为了进一步评估RFN在促进伤口愈合过程中的作用，

在第13天使用H&E和Masson三色染色对伤口进行组织学

检查，RFN可以显著增加上皮间隙厚度以促进伤口再上

皮化[图5（e）、（f）]。此外，通过促进细胞外基质重组，

RFN治疗组中胶原沉积增加，加速了再上皮化和组织重

塑[图5（e）]。这些结果与促进伤口愈合过程中急性伤口

的生理恢复和再生一致[33]。与PBS治疗相比，RFN治疗

图3. 不同 PG/PC含量调节RFN的细胞摄取。（a）磷脂PG/PC的比例增加介导RAW 264.7细胞中RFN的点状分布。RFN与RAW 264.7细胞孵育1 h的
代表性共聚焦图像。细胞用DAPI（蓝色）和肌动蛋白绿488（Actin Green 488）（绿色）染色。比例尺：10 μm。（b）用PG/PC含量增加的RFN处理

RAW 264.7细胞后观察到每个细胞的点数增加。（c）用 RFN（50 μg∙mL−1）和蜡样芽孢杆菌MHI241 [感染复数（MOI）= 40]处理2 h的RAW 264.7细
胞的代表性图像。溶酶体（红色）、细菌（蓝色）和RFN（绿色）共定位。比例尺：8 μm。（d）、（e）用RFN（50 μg∙mL−1）（d）和蜡样芽孢杆菌

MHI241（MOI = 40）（e）处理RAW 264.7细胞 0.5 h和 1 h。细胞用EEA1（早期内体）和Rab7（晚期内体）的特异性抗体染色。比例尺：10 μm。

（f）RFN通过靶向亚细胞区室来杀灭胞质细菌。
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后创面闭合时间显著缩短了三天，第 13 天体重明显增

加，进一步证明了RFN具有更好的创伤愈合能力和效率

（见附录A中的图 S18）。与模型组相比，局部RFN治疗

后炎症因子降低了 50%（见附录 A 中的图 S19），这与

RFN的高抗菌效率密切相关。以上结果表明，RFN具有

良好的生物相容性，并且对治疗急性伤口感染非常

有效。

在菌血症小鼠模型中进一步评估了RFN对抗细菌感

染的能力。通过尾静脉向小鼠注射 MRSA T144（7.5 × 

107 CFU）。感染一小时后，用 RFN（相当于 2 mg∙kg−1 

RIF）处理的小鼠的存活率（90.0%）较 PBS处理组（存

活率为 40.0%）明显提高[图 5（g）]。此外，静脉注射

RFN 两天后，不同器官（心脏、肝脏、脾、肺和肾脏）

的细菌载量显著下降[见图 5（h）和附录A中的图 S20]，

小鼠的器官组织病理学充分证实了RFN强大的抗菌活性，

接受RFN治疗的小鼠没有明显的病理变化，如无创伤性

脾出血或肾脏病变（见附录A中的图S21）。以上结果表

明RFN作为抗菌药物递送系统具有高效对抗MDR细菌感

染的良好发展前景。

4. 讨论

由于胞质细菌的高度隐蔽性和抗菌药物耐受性，使得

图4. RFN在体外有效杀伤胞质MDR细菌。（a）感染蜡样芽孢杆菌（红色）的 RAW 264.7 细胞在用RIF、NP 或 RFN处理4 h后的共聚焦图像。细胞核

（蓝色）和肌动蛋白（绿色）分别用DAPI和肌动蛋白绿 488染色。比例尺：10 μm。（b）10倍MIC药物处理RAW 264.7细胞 4 h后的胞质细菌载量。

（c）用不同浓度RFN（0 μg∙mL−1、16 μg∙mL−1、32 μg∙mL−1、64 μg∙mL−1、128 μg∙mL−1和256 μg∙mL−1）处理的蜡样芽孢杆菌中耗散的膜电位，用

DiSC3(5)（622 nm/670 nm的激发/发射波长）染色。（d）RFN处理的蜡样芽孢杆菌中三磷酸腺苷（ATP）的细胞内积累减少。（e）RFN处理后，通过

测量2′,7′-二氯荧光素二乙酸酯（激发/发射波长为488 nm/525 nm）的荧光强度来确定蜡样芽孢杆菌中活性氧（ROS）的累积。
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有效杀伤胞质细菌变得十分艰难[34]。已有研究表明亚细

胞结构对细菌病原体在细胞内的生存起着重要作用[35‒

36]，因此开发有效的载体将抗菌药物精确地递送到亚细

胞区室至关重要。具有可调节表面修饰和刚性的纳米颗粒

有望实现增强细胞摄取和精确靶向亚细胞区室[37‒39]，

并且脂质纳米颗粒已被广泛用作药物和基因递送系统

[40]。调整纳米颗粒的磷脂成分是调节其细胞内化的有效

方法[41]。本研究构建了一种刚性抗菌药物递送系统，将

RIF装载到MSN中，并在颗粒表面涂覆细菌响应性磷脂，

以对抗胞质细菌感染。这些RFN具有脂质纳米材料的特

图5. RFN在MRSA感染的两种动物模型中显示高疗效。（a）大鼠皮肤伤口感染模型和小鼠菌血症模型的实验方案示意图。（b）用Van（5 mg∙kg−1）、

NP或RFN（相当于2 mg∙kg−1 RIF）治疗MRSA T144（每个伤口108 CFU）感染的伤口代表性照片。比例尺：1 cm。（c）处理后第3、6、9和13天的

伤口愈合大小。（d）大鼠伤口感染模型中的细菌载量。在感染后第13天发现RFN治疗的感染伤口中细菌载量减少。（e）伤口皮肤H&E和Masson染色

的代表性显微照片。箭头表示表皮。比例尺：100 μm。（f）RFN治疗伤口的上皮间隙增加。（g）静脉注射MRSA T144（7.5 × 107 CFU）建立菌血症

小鼠模型，用Van（5 mg∙kg-1）、NP或RFN（相当于 2 mg∙kg−1 RIF）治疗后的小鼠存活曲线。（h）对两个肾脏中的MRSA T144进行定量分析。用

RFN治疗2 d后，肾脏中的细菌载荷显著降低。
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性，易于调节和修饰，以及通过内吞作用利用介孔二氧化

硅核来提供刚性以增强细胞摄取。先前的研究表明纳米颗

粒的刚性是控制细胞摄取的关键参数[14]。随着RFN刚性

的增加，避免了细胞内吞过程中由形态变化引起的细胞摄

取减少[15]。通过调整表面磷脂的比例来调节RFN的静电

效应，可以选择性地将装载药物定位于目标亚细胞区室。

通过磷脂酶触发抗菌药物释放，最大化实现提升RFN的

抗菌效率和安全性。

通过同时实现刚性增加、亚细胞区室靶向性和刺激响

应性的有机结合，本文构建的刚性功能化药物递送系统成

功地规避了抗菌药物对胞质细菌感染的治疗限制。对该系

统进行初步总结发现，RFN的抗菌过程应该是逐步进行

的，具体如下：①精准识别目标细菌病原体；②刚性增强

内吞效率；③可重新编程药物分配；④杀伤胞质细菌病

原体。

5. 结论

构建用于胞质抗菌药物精准递送的安全、有效和可调

节的递送系统是一项严峻的挑战。本研究证明RFN是一

种有效的细胞内递送系统，可通过主动靶向亚细胞区室并

触发抗菌药物的按需释放，实现在体内外高效对抗MDR

细菌感染的目标。改变RFN的磷脂成分可增强其溶酶体

靶向性，从而增加抗菌药物累积来提高疗效，并且细菌分

泌的磷脂酶可以水解RFN表面磷脂，以最大程度地减少

抗菌药物的副作用和选择压力。因此RFN提供了一种有

前途的治疗策略来对抗胞质细菌，为解决医疗保健中的关

键问题提供技术手段。
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