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近红外光增强碲-头孢噻肟纳米复合物对
多重耐药菌的抗菌活性

赵德友,刘向宇,吕 中*

(武汉工程大学环境生态与生物工程学院,湖北
 

武汉
 

430200)

摘 要:抗生素耐药菌的大量出现导致传统抗生素失效,开发新型抗菌材料与创新抗菌方法对抗多重耐药菌具有重

要意义。采用绿色还原法合成了碲-头孢噻肟(Te-CTX)纳米复合物,测定了其在近红外光(NIR)照射下对多重耐药的革

兰氏阳性菌耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)和革兰氏阴性菌耐药大肠杆菌(DREC)的抗菌活性。结果表明,纳米复

合物中CTX的存在增强了Te对 MRSA和DREC的抗菌活性;在NIR照射下Te-CTX具有优异的光热转换效率,25
 

μg
·mL-1

 

Te-CTX经NIR照射10
 

min后,对 MRSA和DREC的杀菌率均超过99%,远高于纳米复合物在无光照下的抗

菌活性;NIR增强Te-CTX抗耐药菌活性的机制主要包括光热效应、细菌细胞膜结构破坏和细胞内活性氧的过量产生。

Te-CTX作为光热抗菌剂在治疗耐药菌感染方面具有潜在的应用价值。

关键词:碲-头孢噻肟纳米复合物;耐药菌;光热效应;细胞膜;活性氧(ROS)
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Abstract:The
 

emergence
 

of
 

a
 

large
 

number
 

of
 

antibiotic-resistant
 

bacteria
 

has
 

led
 

to
 

the
 

failure
 

of
 

tradition-
al

 

antibiotics.Therefore,the
 

development
 

of
 

new
 

antibacterial
 

materials
 

and
 

innovative
 

antibacterial
 

methods
 

to
 

combat
 

multidrug-resistant
 

bacteria
 

are
 

of
 

great
 

significance.We
 

prepared
 

tellurium-Cefotaxime(Te-CTX)
 

nanocomposite
 

by
 

a
 

green
 

reduction
 

method,and
 

evaluated
 

the
 

antibacterial
 

activity
 

against
 

multidrug-resistant
 

Gram-positive
 

bacterium
 

Methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus(MRSA)
 

and
 

Gram-negative
 

bacterium
 

drug-resistant
 

Escherichia
 

coli(DREC)
 

under
 

near-infrared
 

light(NIR)
 

irradiation.The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

presence
 

of
 

CTX
 

in
 

the
 

composite
 

enhances
 

the
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

Te
 

against
 

MRSA
 

and
 

DREC.Under
 

NIR
 

irradiation,Te-CTX
 

possesses
 

excellent
 

photothermal
 

conversion
 

efficiency.After
 

10
 

min
 

of
 

NIR
 

irradia-
tion,

 

the
 

killing
 

rate
 

of
 

25
 

μg·mL
-1

 

Te-CTX
 

against
 

MRSA
 

and
 

DREC
 

is
 

over
 

99%,which
 

is
 

much
 

higher
 

than
 

the
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

the
 

nanocomposite
 

without
 

light
 

irradiation.The
 

mechanism
 

of
 

NIR
 

enhancing
 

the
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

Te-CTX
 

against
 

drug-resistant
 

bacteria
 

mainly
 

includes
 

photothermal
 

effect,de-
struction

 

of
 

bacterial
 

cell
 

membrane
 

structure,and
 

excessive
 

production
 

of
 

intracellular
 

reactive
 

oxygen
 

species.
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The
 

study
 

indicates
 

that
 

Te-CTX
 

as
 

a
 

photothermal
 

antibacterial
 

agent
 

has
 

potential
 

application
 

value
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

drug-resistant
 

bacterial
 

infections.
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  随着细菌对抗生素耐药性的持续加剧,传统抗生

素的治疗效果逐渐降低,导致治疗成本增加、病死率上

升[1],全球公共卫生面临严峻挑战。世界卫生组织

(WHO)已将抗生素耐药性列为全球三大公共卫生威

胁之一[2]。当前,新型抗生素的研发速度远不及耐药

菌株的出现速度[3],因此,开发新型抗菌材料与创新抗

菌方法是解决细菌耐药性问题的有效途径。
研究发现,部分纳米材料能增强或恢复失效抗生

素的抗菌活性,并通过与抗生素的协同作用降低二者

的使用浓度,从而降低纳米材料的毒性[4]。例如,银纳

米颗粒(Ag
 

NPs)能恢复多黏菌素对携带黏菌素抗性

基因(mcr)超级细菌的抗菌活性[5],在减少Ag
 

NPs用

量的同时降低其毒性。半金属元素碲(Te)因其独特

的电学、热学和光学性质在光电领域得 到 广 泛 应

用[6-7]。近年来,含碲材料在抗癌领域的应用潜力逐渐

受到关注[8],如含碲化合物三氯(二氧乙烯-O,O')碲
酸铵(AS101)作为免疫调节剂在癌症免疫治疗方面具

有较好的效果,目前已进入临床试验阶段[9]。含碲材

料具有较好的光热转换活性,在光热协同抗癌方面已

取得诸多重要进展[10]。目前,关于含碲材料在抗菌方

面的应用研究较少。据报道,亚碲酸盐和β-内酰胺类

抗生素头孢噻肟(CTX)可协同抑制大肠杆菌的活

性[11-12]。作者 所 在 课 题 组 前 期 研 究 发 现,碲 化 铋

(Bi2Te3)纳米颗粒能够有效恢复失效抗生素CTX对

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)的抗菌活性[13]。
光热治疗(PTT)通过多种机制使抗生素耐药菌

死亡且不易产生耐药性[14-15],在对抗耐药菌方面展现

出良好应用前景。近红外光(NIR)因具有局部靶向

性、组织穿透性、治疗效果快、对健康组织损伤小等优

点,被广泛应用于临床[16-17]。碲化合物因其优异的光

热性能被认为是有前景的PTT材料,例如 Ag2Te、

CuTe和 TePt等[18-20]。还原型氧化石墨烯修饰的

Bi2Te3 在NIR照射下具有较高的光热转换效率,对

MRSA引起的伤口感染具有较好的治疗效果[21]。作

者所在课题组前期研究发现,Te-CTX复合物在LED
照射下能有效治疗 MRSA引起的伤口感染[22]。

鉴于此,作者结合Te与CTX的协同抗菌作用及
 

Te的光热效应,合成碲-头孢噻肟(Te-CTX)纳米复合

物,并研究其在NIR照射下对多重耐药的革兰氏阳性

菌和革兰氏阴性菌的抗菌活性和抗菌机理,
 

为解决耐

药菌感染问题提供新方法。

1 实验

1.1 菌株、试剂与仪器

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)、耐药大肠

杆菌(DREC),武汉市第三医院。
碲酸钠(Na2TeO3)、牛血清白蛋白(BSA)、碲粉,

中国Aladdin;D(-)-果糖,中国Geao有限公司;头孢

噻肟(CTX),中国优克药业有限公司;Mueller-Hinton
(MH)培 养 基,中 国 奥 博 兴;LIVE/DEADTM

 

Ba-
cLightTM 细菌活性检测试剂盒,美国Thermo

 

Fisher;

2',7'-二氯二氢荧光素二乙酸酯(DCFH-DA,纯度≥
97%),美国Sigma-Aldrich。

JEM-2100型透射电子显微镜,日本电子;Gemi-
niSEM

 

300型场发射扫描电子显微镜(FE-SEM),德
国蔡司;Bruker

 

D8型 X-射线衍射仪,德国布鲁克;

Nicolet
 

6700型傅立叶变换红外光谱仪,美国赛默飞;

MDL-Ⅲ型近红外光发射器,长春新产业光电技术有

限公司;FLIR
 

C2型红外热像仪,美国菲利尔公司;

IX73型倒置荧光显微镜,日本奥林巴斯;F-4700型荧

光光谱仪,日本日立。

1.2 Te-CTX的合成与表征

以BSA为分散剂、果糖为绿色还原剂和稳定剂,
参照文献[23-24]方法合成生物相容性的复合 物 Te-
CTX。首先,将125

 

mg
 

Na2TeO3 溶解于24
 

mL去离

子水中,搅拌下加入1
 

mL
 

30
 

mg·mL-1BSA溶液和

1
 

mL
 

300
 

mg·mL-1CTX溶液,然后加入1.0
 

mol·

L-1NaOH溶液调节pH值至11;再加入5
 

mL
 

10
 

mol
·L-1 果糖溶液,将混合溶液在40

 

℃下搅拌反应6
 

h;
将得到的黑色溶液置于透析袋中透析24

 

h,通过超滤

(100
 

kDa,Millipore)离心后,将所得Te-CTX溶液在

4
 

℃下保存,备用。通过 TEM 观察样品形貌,通过

XRD和FTIR确认其组成。

1.3 Te-CTX的光热效应评价

将200
 

μL不同浓度(6.5、12.5、25、50、100,μg·

mL-1)的 Te-CTX 溶液经 NIR(808
 

nm,1.5
 

W·

cm-2,下同)照射5
 

min,使用红外热像仪每30
 

s记录

1次温度。将50
 

μg·mL
-1

 

Te-CTX溶液进行4次



NIR照射-自然冷却循环,评价其光热稳定性。

1.4 Te-CTX的抗菌活性测试

将 MRSA/DREC菌株在 MH培养基中培养至对

数生长期,用PBS调节菌浓至1×108
 

CFU·mL-1 后

接种于96孔板中;将20
 

μL菌悬液与180
 

μL不同浓

度的Te-CTX溶液混合,经 NIR照射10
 

min后,于

37
 

℃孵育10
 

min;将菌液用PBS稀释合适倍数,并取

10
 

μL涂布于 MH琼脂板上,37
 

℃培养24
 

h后计数;
以未经NIR照射的样品作为对照,计算细菌存活率。

1.5 NIR增强Te-CTX抗菌活性机制探讨

1.5.1 细胞染色实验

使用细菌活性检测试剂盒对不同处理下的 MR-
SA和DREC进行SYTO

 

9(6
 

μmol·L
-1)和PI(30

 

μmol·L
-1)染色30

 

min;染色后的细菌经离心(5
 

000
 

r·min-1)后,用0.9%生理盐水洗涤3次,利用倒置

荧光显微镜观察。

1.5.2 细菌形态分析

将1×108
 

CFU·mL-1 菌悬液与50
 

μg·mL
-1

的Te-CTX溶液混合,NIR照射10
 

min;收集细菌,用

2.5%戊二醛在4
 

℃下固定2
 

h;依次用50%、75%、

85%、95%、100%的梯度乙醇脱水,利用FE-SEM 观

察细菌形态。以PBS代替Te-CTX溶液作为对照组。

1.5.3 胞内活性氧(ROS)检测

将 MRSA悬液(1×108
 

CFU·mL-1)与50
 

μg·

mL-1
 

Te-CTX溶液混合,NIR照射10
 

min,随后加入

100
 

μmol·L
-1

 

DCFH-DA 溶液,37
 

℃孵育1
 

h;用

PBS洗涤3次后,利用荧光分光光度计测定荧光强度

(激发波长450
 

nm,发射波长535
 

nm)。以未处理的

MRSA悬液作为对照组。

1.6 数据分析

所有数据均以3次实验的平均值±标准差表示。
使用单因素方差分析(ANOVA)对数据进行分析,与
对照组进行比较。P<0.05表示具有统计学意义。

2 结果与讨论

2.1 Te-CTX的表征(图1)

图1 Te-CTX的TEM照片(a)、XRD图谱(b)和FTIR图谱(c)

Fig.1 TEM
 

image(a),XRD
 

pattern(b),and
 

FTIR
 

spectrum(c)
 

of
 

Te-CTX

  由图1可知,Te-CTX纳米复合物呈花状结构,平
均粒径约为40

 

nm,且在水中表现出良好的分散性(图

1a)。XRD图谱(图1b)中,在27.6°和38.3°处的特征

衍射峰分别归属于 Te晶体的(101)和(102)晶面。

FTIR图谱(图1c)中,在1
 

778
 

cm-1 和1
 

095
 

cm-1 处

的特征峰均归属于CTX内酰胺环的羰基(C=O)。表

明Te-CTX纳米复合物成功合成。

2.2 Te-CTX的光热效应(图2)
由图2a可知,随着Te-CTX浓度的增加,温度明

显上升,当浓度为50
 

μg·mL
-1 和100

 

μg·mL
-1

时,NIR照射5
 

min后温度分别升至55
 

℃和71
 

℃,温
度升幅分别约为32

 

℃和48
 

℃。表明,Te-CTX在

NIR照射下具有优异的光热转换效率。此外,Te-
CTX具有较好的光热稳定性,连续4次NIR照射-自

然冷却循环后温度升幅几乎无变化(图2b)。

2.3 Te-CTX的抗菌活性

NIR照射下 Te-CTX、Te纳米颗粒对 MRSA和

DREC的抗菌活性如图3所示。
由图3可知,无 NIR照射下,即使Te-CTX浓度

高达100
 

μg·mL
-1,MRSA存活率仍为74.40%,表

明单一Te-CTX的杀菌效果有限;而仅使用NIR照射

几乎没有杀菌作用;当Te-CTX与NIR联用时,表现

出明显的抗菌活性,经25
 

μg·mL
-1Te-CTX+10

 

min
 

NIR联合处理后,MRSA杀菌率高达99.72%,显
示出极高的杀菌效率。Te-CTX对DREC表现出与

MRSA相似的杀菌效果(图3b)。单独使用 NIR或

Te-CTX时,DREC存活率依然较高;但经25
 

μg·

mL-1Te-CTX+NIR联合处理后,DREC几乎被完全



图2 不同浓度Te-CTX溶液在NIR照射下的温度变化(a)及50
 

μg·mL-1
 

Te-CTX溶液在NIR照射下的光热稳定性(b)

Fig.2 Temperature
 

changes
 

of
 

Te-CTX
 

solutions
 

with
 

different
 

concentrations
 

under
 

NIR
 

irradiation(a)
 

and
 

photothermal
 

stability
 

of
 

50
 

μg·mL-1
 

Te-CTX
 

solution
 

under
 

NIR
 

irradiation(b)

注:*表示与对照组相比有显著差异,P<0.05,下图同

图3 NIR照射下Te-CTX、Te纳米颗粒对 MRSA(a、c)和DREC(b、d)的抗菌活性

Fig.3 Antibacterial
 

activities
 

of
 

Te-CTX
 

and
 

Te
 

nanoparticles
 

against
 

MRSA(a,c)
 

and
 

DREC(b,d)
 

under
 

NIR
 

irradiation

杀灭。以上结果表明,NIR显著增强了Te-CTX对耐

药菌的抗菌活性。
值得注意的是,CTX的存在进一步增强了Te的

抗菌活性。在相同浓度(12.5
 

μg·mL
-1)及10

 

min
 

NIR照射条件下,未负载CTX的Te纳米颗粒对MR-
SA和DREC几乎无杀菌作用(图3c、3d);而Te-CTX
对 MRSA 和 DREC 的 杀 菌 率 分 别 为 36.74% 和

76.29%。因此,Te-CTX纳米复合物联合光热治疗是

一种高效的抗耐药菌策略。

2.4 NIR增强Te-CTX抗菌活性的机制

为探究NIR
 

增强Te-CTX对MRSA和DREC抗

菌活性的机制,采用
 

SYTO
 

9和PI荧光染液对细菌

进行染色,SYTO
 

9能使活菌特异性地呈现绿色荧光,

而死菌由于细胞膜受损,导致PI能轻易进入并与核酸

结合,呈现红色荧光[25]。染色结果(图4a)显示,在对

照组、NIR 处理组及 Te-CTX 处理组中,几乎所有

MRSA均呈现出绿色荧光,表明其细胞膜结构保持完

整;而在Te-CTX+NIR联合处理组中,所有 MRSA
均呈现出红色荧光,表明其细胞膜完整性遭到破坏,细
菌已被有效杀灭。DREC的染色结果与

 

MRSA
 

高度

一致。说明,Te-CTX与NIR联用对 MRSA和DREC
的细胞膜结构具有显著的破坏作用,展现出强大的杀

菌效果。
采用FE-SEM观察处理前后 MRSA和DREC细

胞形态的变化(图4b),发现未经处理的 MRSA 和

DREC细胞形态完整,表面光滑;Te-CTX单独处理



后,细菌形态基本保持不变;而经50
 

μg·mL
-1

 

Te-
CTX+NIR联合处理后,大部分细菌表面出现明显收

缩和塌陷,部分细菌的细胞膜破裂并伴有胞质物质泄

漏,表明细胞膜结构遭到了严重破坏。
研究发现,部分光敏剂在NIR照射下会产生大量

的ROS[26],而细菌体内高水平ROS可以引起脂质、

DNA和蛋白质的氧化损伤,从而导致细菌死亡[27]。

DCFH-DA能与ROS反应生成具有荧光的2',7'-二

氯荧光素(DCF),其荧光强度与ROS含量成正比。因

此,采用 DCFH-DA 荧光探针检测 NIR照射下 Te-
CTX对 MRSA细胞内ROS水平的影响(图4c)。结

果显示,与对照组相比,NIR或 Te-CTX单独处理的

细胞内ROS水平仅略有升高;而经Te-CTX+NIR联

合处理的细胞内ROS水平明显升高,表明 NIR照射

可促进ROS生成,这可能是导致细菌细胞死亡的重要

机制。

图4 不同处理后 MRSA和DREC的活/死细胞染色荧光图(a)和FE-SEM照片(b)

及 MRSA细胞内ROS水平(c)

Fig.4 Live/dead
 

cell
 

staining
 

fluorescence
 

images(a),FE-SEM
 

images(b)
 

of
 

MRSA
 

and
 

DREC,and
 

intracellular
 

ROS
 

level
 

of
 

MRSA(c)
 

after
 

different
 

treatments

3 结论

采用绿色还原法合成了Te-CTX纳米复合物,由
于Te与CTX的协同抗菌作用,使Te-CTX对多重耐

药的革兰氏阳性菌 MRSA和革兰氏阴性菌DRCE表

现出较高的抗菌活性。在NIR照射下,Te-CTX具有

优异的光热效应,对耐药菌 MRSA和DRCE的抗菌

活性显著增强。NIR增强 Te-CTX抗耐药菌活性的

机制主要包括光热效应、细菌细胞膜结构破坏和细胞

内ROS的过量产生。Te-CTX纳米复合物联合NIR

有望成为一种高效消除耐药菌的新型抗菌策略,在治

疗耐药菌感染方面具有应用潜力。
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