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摘要　目的　探究铜钆纳米材料的生物安全性及其对大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）的抗菌性能。方法　采用水热法制备铜钆纳米材
料，利用透射电子显微镜等仪器对样品进行表征分析；通过小鼠成纤维细胞（Ｌ９２９）的ＣＣＫ-８实验评估铜钆纳米材料的生物安
全性；将铜钆纳米材料与Ｅ．ｃｏｌｉ共孵育，观察并评估其抗菌性能。结果　透射电镜及傅里叶红外检测分析结果确认了铜钆纳
米材料的合成。ＣＣＫ-８实验结果显示该材料在０～２μｇ／ｍｌ浓度范围内具有可靠的生物安全性。抗菌实验验证了铜钆纳米材
料良好的抗Ｅ．ｃｏｌｉ活性，且抗菌效果与浓度和共孵育时间呈正相关，２μｇ／ｍｌ的铜钆纳米材料与Ｅ．ｃｏｌｉ共孵育４ｈ，其抗菌率达
９９.９９％。结论　２μｇ／ｍｌ铜钆纳米材料具有可靠的生物安全性和良好的抗Ｅ．ｃｏｌｉ能力。
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　　全球每年有 ２００多万人感染耐抗菌药物病原
体，其中有近２３０００人因感染耐药菌而死亡，这些
致病菌包括大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，Ｅ．ｃｏｌｉ）和
金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）等
微生物［１］。当前严重的细菌耐药性问题主要是由

滥用抗菌药物引起的，除了规范抗菌药物的使用外，

无抗菌药物抗菌策略成为应对当前抗菌困境的一种

极具前途的新方法［２］。纳米材料为对抗这些广泛

耐药的病原体提供了一个新方向，并在学术界和制

药工业中受到了广泛关注［３－４］。该研究通过水热法

一步合成了铜钆纳米材料，通过体外细胞毒性实验

和抗菌实验验证了该材料具有可靠的生物安全性和

良好的抗Ｅ．ｃｏｌｉ效果，为无抗菌药物抗菌策略提供
一个新的参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验菌株和细胞　受试菌株为Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ

２５９２２，由安徽细菌耐药检测中心提供；受试细胞为
小鼠成纤维细胞 Ｌ９２９，由中国科学院细胞研究所
（上海）提供。

１．１．２　主要试剂和仪器　一缩二乙二醇（ｄｉｅｔｈｙｌ-
ｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＤＥＧ）、聚乙烯吡咯烷酮（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉ-
ｄｏｎｅ，ＰＶＰ）、乙酰丙酮钆［ｇａｄｏｌｉｎｉｕｍ（Ⅲ）ａｃｅｔｙｌａｃｅｔ-
ｏｎａｔｅｈｙｄｒａｔｅ，Ｇｄ（ａｃａｃ）３］、乙酰丙酮铜［Ｃｕｐｒｉｃ
ａｃｅｔｙｌａｃｅｔｏｎａｔｅ，Ｃｕ（ａｃａｃ）２］、琼脂粉、氯化钠、胰蛋白
胨、酵母提取物（均为分析纯），购自上海国药集团

化学试剂有限公司；ＲＰＭＩ-１６４０基础培养基、胎牛血
清、青 －链霉素溶液、ＰＢＳ缓冲液均购自北京 Ｂｉｏ-
ｓｈａｒｐ生物技术有限公司；细胞增殖及毒性检测试剂
盒（ＣＣＫ-８）增强型购自大连美仑生物技术有限公
司。台式高速室温离心机（型号：Ｈ４-２０Ｋ，德国 Ｓａｒ-
ｔｏｒｉｕｓ公 司）、透 射 电 子 显 微 镜 （型 号：ＪＥＭ-
ＡＲＭ２００Ｆ，日本ＪＥＯＬ公司）、傅里叶红外光谱仪（型
号：ｉＳ１０，美国 Ｎｉｃｏｌｅｔ仪器有限公司）、Ｚｅｔａ电位分
析仪（型号：Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ３０００，英国Ｍａｌｖｅｒｎ仪器有限公
司）、多功能酶标仪（型号：ＦＬＸ８００，美国 ＢｉｏＴｅｋ仪
器有限公司）、紫外－可见分光光度计（型号：Ｌａｍｂ-
ｄａ３６５，美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ股份有限公司）和扫描电
子显微镜（型号：ＨＤ-２７００，日本Ｈｉｔａｃｈｉ有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　铜钆纳米材料的制备　参照文献的方法并
作部分改进合成铜钆纳米材料［５］。称取３８０ｍｇＧｄ
（ａｃａｃ）３及２６２.５ｍｇＣｕ（ａｃａｃ）２加入到５０ｍｌＤＥＧ
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中，超声分散，再加入０.７５ｇＰＶＰ，磁力高速搅拌下
加热至１３０℃，保持２０ｍｉｎ，得到均匀蓝绿色透明溶
液。将溶液移入５０ｍｌ容量反应釜中，２３０℃反应
２４ｈ。自然冷却后，１００００ｒ／ｍｉｎ离心收集，纯水和
无水乙醇交替洗涤各３次后，得到铜钆纳米材料，分
散于无水乙醇中，保存备用。

１．２．２　细胞毒性实验　Ｌ９２９细胞状态稳定，贴壁
生长至对数期后，弃掉旧的培养基，向孔板中加入含

不同浓度铜钆（０、０.５、１、２、４μｇ／ｍｌ）的新鲜完全
ＲＰＭＩ-１６４０培养基１００μｌ（ｎ＝３），不含材料的孔作
对照组。３７℃培养箱中培养２４ｈ后，每孔加入１０
μｌＣＣＫ-８试剂，２ｈ后，使用多功能酶标仪检测其在
４５０ｎｍ处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，计算细
胞活力。

１．２．３　抗菌实验　采用平板菌落计数法评价铜钆
纳米材料的体外抗菌性能［６］。将 Ｅ．ｃｏｌｉ菌落单克
隆转移到溶菌肉汤（Ｌｕｒｉａ-Ｂｅｒｔａｎｉ，ＬＢ）液体培养基
中，恒温振荡器（３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ）中过夜培养。将
过夜培养得到的 Ｅ．ｃｏｌｉ菌液离心，使用 ＰＢＳ重悬、
稀释后得到 ＯＤ６００ｎｍ＝０.３５（约１０

８ＣＦＵ／ｍｌ）的 Ｅ．
ｃｏｌｉ菌液。将菌液分为５等份，离心后，分别使用０、
０.２５、０.５、１、２μｇ／ｍｌ铜钆重悬、共培养（０μｇ／ｍｌ铜
钆组为对照组）８ｈ后，分别取１００μｌ混合液（ｎ＝
３），涂布于ＬＢ琼脂培养基中，３７℃培养箱中培养。
同样方法制备ＯＤ６００ｎｍ＝０.３５的Ｅ．ｃｏｌｉ菌液，将菌液
与２μｇ／ｍｌ的铜钆共培养，分别在共培养０、１、２、４、８
ｈ时（共培养０ｈ组为对照组），取出混合液１００μｌ
（ｎ＝３），使用无菌涂布棒均匀涂布于 ＬＢ琼脂培养
基中，３７℃培养箱中培养。２４ｈ后，拍照记录培养
基中菌落生长情况，并进行 Ｅ．ｃｏｌｉ菌落计数。抗菌
材料的抗菌率Ｙ：

Ｙ＝
Ｎｏ－Ｎｉ
Ｎｏ

×１００％

式中：Ｙ为抗菌率（％），Ｎｏ为对照组活菌数，Ｎｉ
为实验组活菌数。

１．３　统计学处理　实验数据采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ
１０．０软件进行统计分析；数据用 �ｘ±ｓ表示，多组间
的差异分析采用的单因素方差分析（Ｏｎｅ-ｗａｙＡＮＯ-
ＶＡ），并采用事后检验（Ｔｕｋｅｙ’ｓＨＳＤ）进行两两比
较。Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　铜钆纳米材料的形貌　透射电子显微镜显示：
铜钆纳米材料为核壳结构，类圆形，直径约为 ８０
ｎｍ，见图１。此外，检测了铜钆纳米材料的 Ｚｅｔａ电
位为＋２.２ｍＶ，见图２Ａ。铜钆的傅里叶红外光谱如
图２Ｂ所示，６３６.４ｃｍ－１处的峰为Ｃｕ-Ｏ键，这可说明
铜钆纳米材料中铜的存在；１４１２ｃｍ－１处的峰为 Ｃ-
Ｈ键，１５９０ｃｍ－１处的峰为 Ｎ-Ｈ的弯曲振动，３４４１
ｃｍ－１可归因于Ｏ-Ｈ的伸缩振动，说明铜钆纳米材料
中有高分子ＰＶＰ的掺入，ＰＶＰ的存在有利于铜钆纳
米材料的稳定。

２．２　铜钆纳米材料的细胞生物相容性　为了验证
铜钆纳米材料的生物安全性，采用 ＣＣＫ-８对其进行
检测。结果显示，０．５、１、２μｇ／ｍｌ组与０μｇ／ｍｌ组比
较，细胞存活率差异无统计学意义（ＰＴｕｋｅｙ＞０.０５），
而４μｇ／ｍｌ组的细胞存活率比０μｇ／ｍｌ低（ＰＴｕｋｅｙ＜
０.０５）。该实验结果表明，２μｇ／ｍｌ以内的铜钆纳米
材料具有良好的细胞生物安全性（图３）。
２．３　铜钆纳米材料的抗菌实验结果　进一步在铜
钆生物安全浓度范围内探索其抗Ｅ．ｃｏｌｉ的能力。与
对照组相比，各铜钆组的菌液涂板结果显示菌落数

明显减少，且铜钆浓度越大，菌落越少，即铜钆的抗

菌效果越好（图４Ａ）。各浓度组抗菌率均比０μｇ／
ｍｌ组高（ＰＴｕｋｅｙ＜０.００１）（图 ４Ｂ）。同样，铜钆纳米
材料的抗菌效果与其和Ｅ．ｃｏｌｉ的共孵育时间成正相
关，即共孵育时间越长，菌涂板长出的菌落越少，抗

菌效果越好（图４Ｃ）。菌落计数统计结果也显示，各
孵育时间组抗菌率比０ｈ组高（ＰＴｕｋｅｙ＜０.００１）（图
４Ｄ）。２μｇ／ｍｌ的铜钆纳米材料与Ｅ．ｃｏｌｉ共孵育

图１　铜钆纳米材料的透射电子显微镜照片

Ｆｉｇ．１　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆｃｏｐｐｅｒ-ｇａｄｏｌｉｎｉｕｍｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ａ：×１４０００；Ｂ：×２５０００；Ｃ：×５００００．
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图２　铜钆纳米材料的表征

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｏｐｐｅｒ-ｇａｄｏｌｉｎｉｕｍｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ａ：Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ；Ｂ：Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（ＦＴ-ＩＲ）ｓｐｅｃｔｒｕｍ．

图３　Ｌ９２９与铜钆纳米材料共培养２４ｈ细胞存活率

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＬ９２９ａｆｔｅｒｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｐｐｅｒ-ｇａｄｏｌｉｎｉｕｍｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ
***Ｐ＜０.００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

４ｈ，其抗菌率达９９.９９％。
２．４　Ｅ．ｃｏｌｉ的扫描电子显微镜照片　进一步通过
扫描电子显微镜观察铜钆纳米材料对 Ｅ．ｃｏｌｉ的影
响。如图５Ａ所示，空白对照组的 Ｅ．ｃｏｌｉ菌体表面
光滑，线条流畅完整。而经２μｇ／ｍｌ的铜钆处理４ｈ
组的Ｅ．ｃｏｌｉ，其菌体表面出现不同程度的皱缩、凹
陷，细菌死亡，如图５Ｂ红色箭头所示。

３　讨论

　　Ｅ．ｃｏｌｉ感染可诱发多种疾病，如急性胃肠炎、泌
尿系统感染、新生儿脑膜炎、败血症等。传统治疗方

案主要依靠抗菌药物的干预，但抗菌药物的过度使

用加剧了耐药性 Ｅ．ｃｏｌｉ菌株的产生，对现有医疗体
系构成了严峻挑战［２］。因此，探索无抗菌药物抗菌

策略成为突破抗菌耐药瓶颈的关键途径，预示着未

来抗菌疗法的重要发展方向。在过去的几十年里，

随着纳米技术的发展，抗菌纳米材料因其体积小，比

表面积大，易修饰，生物安全性好等特性，逐渐受到

研究者的青睐［７］。

近年来，国内外重点研究了金属类纳米材料，如

Ｃｕ、Ａｇ、Ａｕ、Ｚｎ、Ｇｄ等金属纳米材料在抗菌方面的应
用［８－９］。纳米材料的抗菌机制主要有两种：一种是

破坏细菌细胞，影响其膜电位和完整性；另一种是产

生高毒性活性氧，使细菌体内爆发氧化应激反应，从

而破坏细菌的蛋白质、脂质、ＤＮＡ等结构，达到杀死
细菌的目的［７］。铜在抗菌方面的应用早在古埃及

时代就有记载，最新的含铜纳米颗粒，也已被证明能

抑制多种微生物，如Ｅ．ｃｏｌｉ、变形链球菌和白色念珠
菌等［１０］。纳米铜作为潜力巨大的非抗菌药物抗菌

材料，其卓越的抗菌效能及广泛的应用潜力在现代

抗菌技术领域占据重要位置［１１］。氧化钆纳米颗粒

也因其卓越的诊断、治疗特性，以及高稳定性逐渐成

为研究热点，为科研人员开发新型抗菌材料提供了

新的视角和可能性［１２］。

本研究参考文献［５］一锅法制备出一种具有氧

化钆包覆结构的纳米铜，即铜钆纳米颗粒，该纳米颗

粒在水溶液中分布均匀，直径约为８０ｎｍ，氧化钆除
了自身的治疗特性外，其作为外部包覆层也可有效

减缓纳米铜的氧化进程，使该铜钆纳米颗粒具有良

好的稳定性［１３］。抗菌实验验证了该纳米颗粒不仅

保留了铜、钆原本的抗菌活性，更是在兼具良好的细

胞生物安全性的同时，表现出良好的抗菌效果。尤

为重要的是，纳米铜核心本身带负电荷［１４］，经氧化

钆包覆后的铜钆纳米颗粒表面为正电荷，而 Ｅ．ｃｏｌｉ
菌体表面为负电荷，这一电性差异使铜钆可通过静
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图４　铜钆纳米材料的抗Ｅ．ｃｏｌｉ效果与其浓度和共孵育时间的关系
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图５　Ｅ．ｃｏｌｉ的扫描电子显微镜照片
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电作用吸附于Ｅ．ｃｏｌｉ表面，增强铜钆直接作用于Ｅ．
ｃｏｌｉ的能力，从而实现高效的抗菌效果。

综上所述，铜钆纳米颗粒在确保细胞生物安全

浓度的前提下，展现出了良好的抗Ｅ．ｃｏｌｉ性能，为此

类无抗菌药物抗菌策略提供了参照模型。
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μ-阿片受体在心内神经节的表达分布及其激动剂对房颤的作用
刘海帆，谢雨杉，万法萍

（徐州医科大学人体解剖学教研室，徐州　２２１００４）

摘要　目的　研究μ-阿片受体（ＭＯＲ）在心内神经节（ＩＣＧ）的表达分布，并探讨 ＭＯＲ激动剂对心房颤动（ＡＦ）的影响。方法
　① 通过免疫荧光单标染色法研究正常雄性 ＳＤ大鼠 ＩＣＧ的化学解剖学特性；采用免疫荧光双标染色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴ-
ＰＣＲ法检测ＭＯＲ在ＩＣＧ的表达分布。② ４０只２５０～３００ｇＳＤ雄性大鼠随机分为正常组（Ｎｏｒｍａｌ组）、ＡＦ模型组（ＡＦ组）、溶
剂对照组（ＡＦ-ＮＳ组）、ＭＯＲ特异性激动剂内吗啡肽２（ＥＭ２）药物组（ＡＦ-ＥＭ２组）和ＤＡＭＧＯ药物组（ＡＦ-ＤＡＭＧＯ组），采用尾
静脉注射乙酰胆碱-氯化钙混合液方法制备ＡＦ模型，造模同时给予药物干预；采集心电图并监测给药前后ＡＦ持续时间，采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴ-ＰＣＲ法检测各组大鼠ＩＣＧ中ＭＯＲ以及心房组织提取物中连接蛋白４３（ＣＸ４３）的蛋白及ｍＲＮＡ表达。结
果　① ＩＣＧ中含有乙酰胆碱转移酶阳性的副交感神经元、酪氨酸羟化酶阳性的交感神经元以及 Ｐ物质和降钙素基因相关肽
阳性的肽能神经纤维；心房后壁组织表达ＭＯＲｍＲＮＡ转录物和蛋白；ＭＯＲ免疫阳性产物主要分布于ＩＣＧ神经元的胞体内，且
以副交感和交感神经元为主。② 与Ｎｏｒｍａｌ组相比，ＡＦ组大鼠ＩＣＧ中ＭＯＲｍＲＮＡ以及蛋白表达量均降低（Ｐ＜０.０５）；与ＡＦ-
ＮＳ组相比，ＡＦ-ＥＭ２组和ＡＦ-ＤＡＭＧＯ组ＡＦ持续时间均缩短，ＣＸ４３表达量均升高（Ｐ＜０.０５）。结论　ＭＯＲ主要表达于 ＩＣＧ
的交感和副交感神经元中；ＡＦ大鼠ＩＣＧ中ＭＯＲ表达量降低，ＭＯＲ激动剂能缓解ＡＦ。
关键词　μ-阿片受体；心内神经节；房颤；μ-阿片受体激动剂；ＣＸ４３
中图分类号　 Ｒ３２２.８５
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　　阿片物质作为一种经典的镇痛药物在临床疼痛
治疗中占有重要地位。研究［１］表明阿片肽和阿片

类物质能缓解心肌梗死造成的疼痛，降低心律失常

的发生，在治疗心血管疾病中发挥重要作用。体内

主要分布三种阿片受体：κ-阿片受体（κ-ｏｐｉｏｉｄｒｅ-
ｃｅｐｔｏｒ，ＫＯＲ）、δ-阿片受体（δ-ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＯＲ）
和μ-阿片受体（μ-ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＯＲ），ＫＯＲ和
ＤＯＲ表达于心肌细胞和血管内皮细胞，且其激动剂
均具有心脏保护作用［２－３］，关于ＭＯＲ在心脏的表达
分布及其对心传导和心功能的影响仍具有争议。有

研究［４］认为，心肌细胞的胞膜不表达 ＭＯＲ，ＭＯＲ可
表达于大鼠神经纤维、交感、副交感和感觉神经元
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中，阿片类物质可作用于心脏的自主神经末梢对心

功能发挥负性调控作用。

心脏神经包括心外和心内两部分，心内神经是

调节心脏活动的最后神经公路，在心脏水平形成调

控心脏活动的“心－脑”系统，其功能紊乱可引起心
律失常、心肌缺血等多种心血管疾病［５－６］。心房颤

动（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）是最常见的心律失常之一，
具有极高的发病率和病死率，与心内神经元的过度

活动有关［７］。因此，该实验使用形态学、分子生物

学和心脏生理学等方法，研究 ＭＯＲ在心脏的表达
和分布，进一步研究 ＭＯＲ在 ＡＦ大鼠心内神经节
（ｉｎｔｒａｃａｒｄｉａｃｇａｎｇｌｉａ，ＩＣＧ）中的表达变化，并探讨
ＭＯＲ特异性激动剂对 ＡＦ的影响，为阿片类药物治
疗ＡＦ提供理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级正常 ＳＤ大鼠，雄性，２５０～
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