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摘要: 针对病原体细菌引起的长期和难治愈的胞内感染难题, 以 ZIF-8 为载体, 9-羧基 fascaplysin
为抗菌活性试剂, 构建了药物递送体系. 用 X 射线光谱、扫描电镜、紫外-可见光谱、热重和傅

里叶红外光谱对制备的材料进行了表征. 该系统具有高热稳定性, 并保持与 ZIF-8 一样的晶体微

结构. 该体系在感染的酸性微环境中表现出 pH 响应性, 并可控地释放药物. 初步研究结果表明, 
在胞内耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)感染模型中, 药物递送系统显示出以浓度依赖方式抑

制胞内细菌感染的活性; 而在相同条件下, 游离 9-羧基 fascaplysin 无法抑制胞内细菌感染. 以

ZIF-8 为载体的 pH 响应性药物递送系统是具有潜力的治疗胞内细菌感染的材料. 
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自从建立起用抗生素治疗病原细菌引起感染

的方法以来, 人类健康状况得到了极大的改善, 可
以说抗生素疗法是人类抗病史上最伟大的成就之

一[1-2]. 然而, 由于多重耐药性菌株在世界范围内

广泛和快速传播, 治疗效果呈现下降趋势. 抗生素

耐药性已经成为感染性疾病治疗中的重要问题. 
另一方面, 现有临床抗生素药物都是采用 20 世纪

发现的老的药物骨架, 药物研发管线中缺乏新颖

骨架和新作用机制的候选药物, 使得人类应对耐

药性面临更加严峻的挑战[3]. 
此外, 由细菌引起的胞内感染是临床上抗生

素治疗中不得不面对的非常棘手的问题[4]. 据报道, 
大量长期反复发作的疾病, 如感染性心内膜炎、鼻

窦炎、结核病等, 主要由胞内致病菌感染引起[5]. 
宿主细胞内的致病菌能够通过使用毒力因子模仿

宿主酶或者分泌特殊蛋白来躲避宿主免疫系统 , 
同时宿主细胞对抗生素的阻挡又为胞内细菌提供

一定的保护作用[6]. 这些因素导致胞内细菌感染期

变长, 难以根除[7]. 更严重的是, 一些细菌能够使

用宿主细胞, 以“特洛伊木马”方式发生迁移, 导

致宿主其他部位感染和持续、反复感染[8]. 目前, 
临床上仍然是用抗生素来治疗胞内细菌性感染 , 
不幸的是, 超过三分之二用于抑制胞内细菌性感

染的抗生素治疗效果不佳[9], 这是由多种因素导致

的. 高亲水性抗生素使得其难以穿过宿主细胞, 无
法抵达细胞内部杀死致病菌. 即使某些抗生素能

通过宿主细胞, 由于细胞代谢以及强有力的药物

外排系统, 导致抗生素胞内浓度过低, 难以杀灭细

菌. 另外, 体内抗生素分布不均一, 难以根除胞内

菌[10]. 胞内菌长期暴露于亚抑制浓度的抗生素中, 
会触发细菌耐药性发展, 进一步加剧治疗难度[6]. 

针对胞内致病菌感染问题, 人们提出了多种

治疗策略, 其中纳米载药系统显示出良好的抑制

效果[7,9,11], 尤其是 pH 响应性药物递送系统获得广

泛关注[12]. 该策略可以将药物递送到更酸性的感

染区域, 以可控的速率释放药物[13]. 沸石型咪唑骨

架材料(Zeolitic Imidazolate Frameworks, ZIFs)属于

金属有机骨架材料(Metal-Organic Frameworks, MOFs)
的一种, 因其具有高度多孔性、大的比表面积、良

好的生物相容性和优异的热及化学稳定性而被广
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泛用于气体储存、催化和药物递送等研究中[14-15]. 
特别是由锌离子和 2-甲基咪唑通过自组装构成的

ZIF-8 纳米材料, 是无毒的且具有良好的生物相容

性[16-17]. ZIF-8 在中性和碱性环境中稳定, 对酸敏

感, 能够在酸性环境中快速分解. 这种特性可以使

ZIF-8 作为 pH 敏感型药物递送载体用于抗肿瘤、

抗感染的研究中[18-19]. 
海洋生物碱 fascaplysin 是从海绵中分离得到

的具有五环共平面的吡啶盐型化合物, 表现出多

种多样的生物活性[20-22]. 本研究组曾首次报道了

一系列海洋生物碱 fascaplysin 衍生物的合成及抗

菌活性[23-24]. 该类酰胺基修饰 fascaplysin化合物对

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(Methicillin-Resistant 
Staphylococcus aureus, MRSA)、敏感金黄色葡萄球

菌和枯草杆菌表现出优异的体外抗菌活性以及体

内抗菌活性, 同时也能有效地抑制细菌生物膜的

生长. 但是这类 fascaplysin抗菌剂对胞内致病菌感

染抑制活性如何尚不清楚. 本文以 9-羧基 fascaplysin 
(FAS)为例, 以 ZIF-8 为药物载体首次制备这类化

合物递送系统 , 通过傅里叶红外光谱 (Fourier 
Transform InfraRed, FTIR)、扫描电镜 (Scanning 
Electron Microscope, SEM)、X 射线衍射(X-Ray 
Diffraction, XRD)、热重分析 (Thermogravimetric 
Analysis, TGA)和比表面积测量等分析手段, 对药

物递送系统进行表征. 最后, 考察其在酸性条件下

的响应性和胞内杀菌活性. 

1 实验部分 

1.1 原料 
硝酸锌六水合物(99%)、2-甲基咪唑(2-MIM) 

(99%)购于宁波镇海百川生物科技公司; 耐药型

MRSA ATCC43300、RAW264.7 小鼠腹腔巨噬细胞

购于美国 ATCC (American Type Culture Collection)
公司. 其他常用试剂均为分析纯. FAS 根据文献

[25-26]的方法合成. 
1.2 材料制备 
1.2.1 ZIF-8 的合成 

ZIF-8 的合成基于文献[26]的方法, 有稍微改

动 . 将 4 mmol (1.19 g)硝酸锌水合物、8 mmol 
(0.657 g) 2-甲基咪唑和 20%氨水溶液(2.2 mL)溶于

6 mL 去离子水中. 反应溶液迅速变成牛奶状悬浮

液, 室温下搅拌 1 h. 离心收集白色沉淀, 用去离子

水水洗 3 次. 产物在真空中干燥过夜. 
1.2.2 FAS 载药体系(FAS-ZIF-8)制备 

将含0.1 g ZIF-8的10 mL去离子水悬浮液加到

10 mL 含有 FAS 的甲醇溶液中, 在室温下搅拌 5 d. 
离心后得到载有FAS的悬浮粒子, 甲醇洗涤 3次除

去游离的 FAS. 得到的浅黄色载药纳米粒子 FAS- 
ZIF-8 在 60℃、真空中干燥过夜. 制备过程如图 1
所示. 

 
图 1  FAS-ZIF-8 的制备 

1.3 表征与测试 
ZIF-8 和 FAS-ZIF-8 晶体结构用 X 射线衍射仪

(R-AXIS Rapid, Rigaku, Japan)分析. 热稳定性用同

步热分析仪(STA 2500 Regulus, Netzsch, German)分
析, 氮气氛, 20~850℃, 升温速率 10℃·min−1. 红
外吸收谱用傅里叶变换红外光谱仪(Nicolet6700,  
Thermo Fisher Scientific, USA)分析. 形貌结构用热

场发射扫描电镜(SU5000, Hitachi, Japan)分析. 孔
容和比表面实验在分析仪(ASAP 2460, Macromeritics, 
America)上进行. zeta 电位测试在分析仪(Zetasizer 
Nano ZS90, Malvern, UK)上进行. FAS 水溶液紫外

可见光谱在光谱仪(UV-2600, Shimadzu, Japan)上测

试. ZIF 和 FAS-ZIF-8 固体粉末样品紫外可见光谱

在光谱仪(Lambda 580+, PerkinElmer, USA)上测试. 
1.4 药物释放 

FAS释放研究参考文献[27-29]的方法, 稍微有

改动. 以磷酸盐(PBS)为缓冲液(pH 7.4 和 pH 5.0), 
15 mg FAS-ZIF-8 封存在透析袋中, 分别浸入到 pH 
7.4 和 pH 5.0 的 20 mL 缓冲液中. 上述释放体系保

持在 37℃, 以 200 r·min−1速度搅拌 48 h. 在一定的

时间间隔范围内, 抽取 3 mL 溶液分析. 每取样一

次后, 立即补充相同体积的新鲜缓冲液. 从纳米材

料 FAS-ZIF-8 释放出来的 FAS 量用紫外可见分光

光度计分析, 检测波长为 408 nm, 每个实验重复 3
次, 取均值. 释放百分比 R 计算公式为 

R=C1/C0×100%, (1) 
式中: C1和 C0分别为 FAS释放量和 FAS的载药量.  
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1.5 胞内杀菌实验 
24 孔细胞培养板接种小鼠腹腔巨噬细胞

(RAW264.7), 浓度为 2.5×105个·mL−1, 在 5% CO2

饱和湿度下 37 ℃孵育 24 h. 然后去除介质并用

PBS 洗涤 2 次 . 把处于中对数期的 MRSA 
ATCC43300加到培养板中, 孵育 30 min, 让细菌感

染巨噬细胞. 感染后, 巨噬细胞保存在质量浓度为

0.05 g·L−1 的庆大霉素中, 孵育 2 h, 以除去胞外细

菌 . 用新鲜介质替换后 , 分别加入不同浓度的

ZIF-8 或 FAS-ZIF-8, 孵育 24 h, DMSO 作为空白对

照组. 孵育结束后, 去除介质并用 PBS洗涤细胞两

次, 用裂解液裂解细胞. 溶解物用 PBS稀释后置于

琼脂板上, 37℃孵育 18 h, 记录菌落数. 

2 结果与讨论 

2.1 ZIF 和 FAS-ZIF-8 纳米粒子 SEM 表征 
制备的 ZIF 和载药体系 FAS-ZIF-8 结构形貌

SEM 图如图 2 所示.  

 

图 2  样品的 SEM 图及样品粉末光学实物 

图 2(a)和(b)显示了ZIF-8良好的多面体晶体结

构, 绝大多数粒径小于 1 μm, 与文献[30]报道一致. 
FAS-ZIF-8 保持了与 ZIF-8 相同的形貌结构(图 2(c)
和(d)), 表明负载的 FAS 进入到堆积结构空隙中, 
通过羧酸基团与 ZIF-8 中锌离子相互作用, 因此, 
并没有显著扰乱 ZIF-8 的堆积结构. 从实物图(图

2(e)、(f)和(g))可以看到, 白色粉末 ZIF-8 负载暗红

色 FAS 后, 产物 FAS-ZIF-8 变成了浅黄色, 进一步

证明载药步骤成功.  
2.2 紫外-可见吸收谱及 X 射线衍射分析 

FAS、ZIF-8 和 FAS-ZIF-8 紫外-可见光谱如图

3(a)所示. 比较可以发现, FAS 甲醇溶液显示了

261、305 和 408 nm 处的特征吸收峰; 这些峰并不

存在于 ZIF-8 中. FAS-ZIF-8 粉末显示出在 325 nm
处额外的吸收峰, 可归属为已负载上的 FAS. zeta
电位分析发现, ZIF-8 和 FAS-ZIF-8 电位分别为

+27.2 和+23.3 mV, 也证明成功包埋 FAS 后, 载药

体系的电位变化不大[31]. 为考察载药量, 将载体体

系 FAS-ZIF-8 置于酸性环境中分解完全; 检测在

408 nm 处吸收, 以避免配体 2-MIM 的干扰. 计算

得到载药率约为 2.0%. 为进一步考察载药后 FAS
对 ZIF-8 结构的影响, 进行了 X射线粉末衍射分析

(图 3(b)). 未载药的 ZIF-8 和载药后的 FAS-ZIF-8
都在 7.4°、10.4°、12.7°、14.7°、16.4°和 18.0°有
ZIF-8 的特征吸收峰, 对应于(011)、(022)、(112)、
(022)、(013)和(222)晶面. 这些结果与文献[27-28]
报道一致. 同时, 这些结果也表明, 载药后 FAS 对

ZIF-8 微结构没有显著影响, 与 SEM 结果一致. 

 

 
图 3  紫外-可见光谱及 X 射线衍射图 

(a) ZIF-8(放大 20 000 倍) (b) ZIF-8(放大 40 000 倍) 

(c) FAS-ZIF-8(放大 20 000 倍) (d) FAS-ZIF-8(放大 40 000 倍) 

(g) FAS-ZIF-8 (f) FAS (e) ZIF-8 
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2.3 红外光谱、多孔性及热稳定性分析 
FAS-ZIF-8 的傅里叶红外光谱如图 4(a)所示. 

比较 FAS、ZIF-8 和 FAS-ZIF-8 红外吸收谱, 可以

看到载药后材料在 1 588、1 508 和 681 cm−1处有吸

收峰, 归属于 FAS的吡咯环, 也再次证明载体体系

构建成功. 氮吸附-解吸附 BET (Brunauer-Emmett- 
Teller)实验结果显示, ZIF-8 和 FAS-ZIF-8 表现出 I
型等温吸附模式(图 4(b)). 在低压力时氮吸附量的

快速增加证明材料的多孔性, 而在高压第二段快

速增加则归功于晶体堆积引起的大孔结构. BET 比

表面积和孔体积分别为 1 094.7 m2·g−1 和 0.610 7  
cm3·g−1以及859.3 m2·g−1和0.456 9 cm3·g−1. 热稳定

性实验结果如图 4(c)所示. ZIF-8 的 TGA 曲线与已

报道水相中制备的 ZIF-8 热分解行为一致, 在 210
℃前约有 15%的失重, 归属于水和未反应完全的

分子[27,30]. 另外, 在 FAS-ZIF-8 的 TGA 曲线中, 
210~480 ℃区间出现稳定的平台区; 随后在 480~ 
850℃区间失重 41%, 表明递送系统具有良好的热

稳定性. 

2.4 药物释放 
FAS-ZIF-8 载药体系在生理(pH 7.4)和病理(pH 

5.0)环境下释放 FAS 行为如图 5 所示. 总的来说, 
在病理环境下释放量高于生理环境. 前 4 h 药物快

速释放, 随后经缓慢释放模式至 30 h, 最后进入平

台期. 48 h 后, 载药体系在 pH 5.0 下释放率已达

82.8%, 显著高于在 pH 7.4 下的 60.7%, 与文献[18]
观察到的释放行为一致. 这些结果表明 FAS-ZIF-8
药物递送系统在生理环境下更稳定, 而在酸性条

件下快速释放, 展现出载药体系良好的 pH 响应性. 

 
0     10     20     30     40     50 

     时间/h 

图 5  生理及病理环境下药物释放曲线 

 
图 4  红外光谱(a)、氮吸附-解吸附曲线(b)及 TGA 曲线(c) 
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2.5 胞内杀菌 
为证实组装的药物递送体系胞内杀菌效力, 

考察了在递送系统作用下 , 小鼠腹腔巨噬细胞

(RAW264.7)胞内 MRSA ATCC43300 菌的生长情况. 
结果显示, FAS-ZIF-8 以剂量依赖方式抑制细菌生

长. 载药体系用量分别为 0.05 和 0.1 g·L−1时, 抑菌

率分别达到 35.57%和 49.81%; 而相同条件下, 游
离 FAS均没有显著的抑菌效果. 这些结果表明, 载
药体系能穿过细胞屏障, 在局部感染的酸性条件

下触发药物释放, 成功抑制胞内细菌的生长. 

3 结论 

细菌耐药性在全球范围内的快速扩散严重威

胁人类健康, 尤其是胞内致病菌感染导致病情长

期且反复发作, 难以治愈. 本文以 ZIF-8 为药物载

体、FAS 为抗菌活性成分, 成功组装药物递送系统

FAS-ZIF-8. 该递送系统表现出良好的物理化学性

质、灵敏的 pH 环境响应性和良好的胞内杀菌效果, 
对今后设计开发治疗胞内细菌感染的新递送体系

具有积极的参考价值. 
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Construction of 9-carboxylfascaplysin delivery system and preliminary 
inhibitory results against intracellular bacterial infection 

LI Yongmei1, QIU Hongda2, ZHAO Xing2, LIANG Hongze2 
( 1.School Infirmary, Ningbo University, Ningbo 315211, China;  

2.School of Materials Science and Chemical Engineering, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: The current study was designed to determine the chronic and refractory intracellular infections caused 
by pathogenic bacteria. The drug delivery system consisting of ZIF-8 (zeolitic imidazolate framework) as a 
carrier and 9-carboxylfascaplysin as an antibacterial reagent was applied. The prepared material was 
characterized by XRD, SEM, UV-vis, TGA and FTIR. The delivery system produced higher thermal stability and 
remained a similar crystalline microstructure as ZIF-8. This delivery system exhibited a pH-responsive property 
and releases the drug in a controllable fashion under the acidic microenvironment. The preliminary data indicate 
that the drug delivery system showed the activity against the intracellular infection in a dose-dependent manner and 
the MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus) infection model. Free 9-carboxylfaspcalysin was unable 
to inhibit the intracellular infection under the same condition. Our results demonstrate that the ZIF-based drug 
delivery system with pH-responsive feature shows promising potential against the intracellular bacterial infection. 
Key words: marine alkaloid; intracellular bacterial infection; pH-responsive; drug delivery 
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