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!实验研究!

醛基化透明质酸修饰的抗菌碳点滴眼液治疗

小鼠细菌性角膜炎效果评估

储丹丹!陈会营!李竞帆!王梦珂!栗占荣!李景果
河南省人民医院眼科!河南省立眼科医院!郑州大学人民医院#郑州 "#$$$%
通信作者"李景果#&'()*"*)+),--./011.234.25,

!!$摘要%!目的!制备醛基化透明质酸修饰的抗菌碳点)XLX@U9F*滴眼液并评估其体内外抗金黄色葡萄
球菌效果'!方法!通过对小粒径正电荷碳点进行修饰#引入醛基化透明质酸#合成 XLX@U9F滴眼液' 通过
透射电子显微镜&傅里叶红外光谱和 c射线光电子能谱等方法对 XLX@U9F进行表征' 采用微量稀释法&平
板计数法和活=死菌荧光染色法检测 XLX@U9F的体外抗金黄色葡萄球菌效果' 选取普通级 < k? 周龄
U#8Q]=< 雌性小鼠 7? 只#环钻标记后去除角膜上皮接种金黄色葡萄球菌建立小鼠细菌性角膜炎模型#采用随
机数字表法将其分为空白对照组&XLX@U9F治疗组和妥布霉素治疗组#每组 < 只#分别用磷酸盐缓冲液&
?$ "-='*XLX@U9F和 ?$ "-='*妥布霉素滴眼液每日点眼 % 次#连续给药 # 4#以评估体内抗金黄色葡萄球菌
效果' 另取小鼠 76 只#采用随机数字表法将其分为 XLX@U9F组和正常对照组#每组 < 只#分别采用 ?$ "-='*
XLX@U9F和磷酸盐缓冲液连续点眼 8 4 后处死小鼠并摘取眼球#采用苏木精 伊̀红染色法观察并比较 6 个组
小鼠眼球各组织形态和完整性#以评估 XLX@U9F滴眼液的安全性'!结果!透射电子显微镜&傅里叶红外光
谱和 c射线光电子能谱等表征证明了 XLX@U9F的成功制备' 体外研究表明#XLX@U9F对金黄色葡萄球菌的
最低抑菌浓度约为 ? "-='*#在较低质量浓度下即可有效抑制细菌生长' 平板计数法结果显示#XLX@U9F作
用于细菌后 7$ '), 活菌比例降至 6$_' 活=死菌荧光染色结果显示#经 XLX@U9F和 SA@U9F处理后 " D#均呈
现明显的红色荧光信号' 体内研究表明#使用 XLX@U9F滴眼液治疗后 # 4#小鼠角膜明显恢复透明#角膜上
皮基本修复#妥布霉素治疗组仍存在上皮修复不完全及轻度角膜水肿现象' 体内安全性评估显示#XLX@U9F

处理后眼部组织形态完整#未见结构异常'!结论!XLX@U9F滴眼液具有优越的体内外抗菌效果#可快速有
效地灭活细菌'!
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"23%+*.#+#4E3F,#+&C,4M/EB3E(B3(*4/*I*(C34 DI(*.B/,)5(5)4@'/4)H)34 (,C)')5B/K)(*5(BK/, 4/CF)XLX@U9F*
3I34B/EF(,4 3J(*.(C3)CF(,C)K(5C3B)(*(5C)J)CI(-(),FCN0'.4(5,8,88&:'&/"&:*# 7*0/,(,4 *# 7*7,2!A,+0"-%!XLX@
U9F3I34B/EFG3B3FI,CD3F)134 KI'/4)HI),-F'(**E(BC)5*3F)13E/F)C)J3*I5D(B-34 5(BK/, 4/CF(,4 ),CB/4.5),-
(*43DI43@K(F34 DI(*.B/,)5(5)42MD3XLX@U9FG3B35D(B(5C3B)134 KICB(,F')FF)/, 3*35CB/, ')5B/F5/EI# T/.B)3B
CB(,FH/B'),HB(B34 FE35CB/F5/EI#(,4 c@B(IED/C/3*35CB/, FE35CB/F5/EI2MD3(,C)K(5C3B)(*(5C)J)CI/HXLX@U9F(-(),FC
N0'.4(5,8,88&:'&/"&:G(F3J(*.(C34 .F),- CD3 ')5B/4)*.C)/, '3CD/4# E*(C3 5/.,C),-# (,4 *)J3@43(4 K(5C3B)(
H*./B3F53,53FC(),),-*# 7*0/,2MD3'/.F3K(5C3B)(*P3B(C)C)F'/43*G(F3FC(K*)FD34 KIB3'/J),-CD35/B,3(*3E)CD3*).'
(HC3BB),-4B)**),-(,4 ),/5.*(C),-N0'.4(5,8,88&:'&/"&:2&)-DC33, 5/,J3,C)/,(*H3'(*3U#8Q]=< ')53(-34 < ?̀ G33PF
G3B3F3*35C34 (,4 4)J)434 ),C/(K*(,P 5/,CB/*-B/.E#(, XLX@U9F@CB3(C34 -B/.E (,4 (C/KB('I5),@CB3(C34 -B/.E /H<
')533(5D .F),-B(,4/' ,.'K3BC(K*3'3CD/4#(,4 CD3')53G3B3CB3(C34 G)CD ED/FED(C3K.HH3BF(*),3#?$ "-='*
XLX@U9F# (,4 ?$ "-='*C/KB('I5), 3I34B/EFCDB33C)'3F4()*IH/B# 5/,F35.C)J34(IF(55/B4),-*IC/(FF3FF

!"$8! 中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

(,C)K(5C3B)(*(5C)J)CI(-(),FCN0'.4(5,8,88&:'&/"&:*# 7*7,2X,/CD3B76 ')53G3B34)J)434 ),C/(, XLX@U9F-B/.E (,4
(,/B'(*5/,CB/*-B/.E .F),-CD3B(,4/' ,.'K3BC(K*3'3CD/4#G)CD < ')53), 3(5D -B/.E#GD)5D G3B3CB3(C34 G)CD
?$ "-='*XLX@U9F(,4 ED/FED(C3K.HH3BF(*),3H/B8 4(IF2MD3')53G3B3CD3, F(5B)H)5342MD3)B3I3K(**FG3B3
B3'/J34 (,4 FC(),34 G)CD D3'(C/OI*),@3/F), C//KF3BJ3(,4 5/'E(B3CD3'/BED/*/-I(,4 ),C3-B)CI/HCD33I3K(**F
K3CG33, CD3CG/-B/.EFC/3J(*.(C3CD3CB3(C'3,CqFK)/F(H3CI2MD3.F3(,4 5(B3/HCD3(,)'(*F5/'E*)34 G)CD CD3
EB),5)E*3F/HCD3X\\;V&-.)43*),3F2MD3FC.4IEB/C/5/*G(F(EEB/J34 KICD3&CD)5FU/'')CC33/HCD3&OE3B)'3,C(*
X,)'(*U(B3/HL3,(, &I3L/FE)C(*)R/2LR&&UX@6$66@78*2!>,%$/+%!MD3F.553FFH.*EB3E(B(C)/, /HXLX@U9F
G(F43'/,FCB(C34 KI CB(,F')FF)/, 3*35CB/, ')5B/F5/EI# T/.B)3BCB(,FH/B' ),HB(B34 FE35CB/F5/EI# (,4 c@B(I
ED/C/3*35CB/, FE35CB/F5/EI2X# 7*0/,FC.4)3FFD/G34 CD(CCD3'),)'.' ),D)K)C/BI5/,53,CB(C)/, /HXLX@U9F(-(),FC
N0'.4(5,8,88&:'&/"&:G(F(EEB/O)'(C3*I ? "-='*# GD)5D 3HH35C)J3*I ),D)K)C34 K(5C3B)(*-B/GCD (C( */G3B
5/,53,CB(C)/,2A*(C35/.,C),-B3F.*CFFD/G34 CD(C/,*I6$_ /HCD3K(5C3B)(F.BJ)J34 (HC3B7$ '),.C3F/HCB3(C'3,CG)CD
XLX@U9F2T*./B3F53,53FC(),),-/H*)J3=43(4 K(5C3B)(FD/G34 /KJ)/.FB34 H*./B3F53,53F)-,(*F(HC3B" D/.BF/H
CB3(C'3,CG)CD XLX@U9F(,4 SA@U9F2X# 7*7,FC.4)3FFD/G34 CD(C#(HC3B# 4(IF/HCB3(C'3,CG)CD XLX@U9F3I34B/EF#
CD35/B,3(F/H')53G)CD K(5C3B)(*P3B(C)C)FG3B3/KJ)/.F*ICB(,FE(B3,C#(,4 CD35/B,3(*3E)CD3*).' G(FK(F)5(**I
B3E()B342;, 5/,CB(FC#CD3C/KB('I5),@CB3(C34 -B/.E 3OD)K)C34 ),5/'E*3C33E)CD3*)(*B3E()B(,4 ')*4 5/B,3(*343'(2X#
7*7,F(H3CI3J(*.(C)/, B3J3(*34 CD(CCD33I3C)FF.3'/BED/*/-IB3'(),34 ),C(5C(,4 ,/FCB.5C.B(*(K,/B'(*)C)3FG3B3
/KF3BJ34 (HC3BXLX@U9FCB3(C'3,C2!G"'#/$%&"'%!XLX@U9F3I34B/EFD(J3F.E3B)/B(,C)K(5C3B)(*3HH35CF*# 7*7,
(,4 *# 7*0/,#(,4 ),(5C)J(C3K(5C3B)(B(E)4*I(,4 3HH35C)J3*I2

"5,1 6"*-%#4Q(5C3B)(*P3B(C)C)F( Y)53( X,C)K(5C3B)(*(-3,CF( U(BK/, 4/CF( &I34B/EF( S(H3CI
!$'-)*"(*.7" R(C)/,(*R(C.B(*S5)3,53T/.,4(C)/, /HUD),()#678%7"%# ?6%877$?*
9:;"7$2%8<$=5'(2+25,77#>?>@6$6"7$7<@$$6>7

!!细菌性角膜炎)K(5C3B)(*P3B(C)C)F#Q̂ *是导致角膜
盲的主要原因之一# 约占感染性角膜炎病例的
>$_+ 7 6̀, ' 细菌通过释放蛋白酶和毒力因子破坏角膜
上皮屏障#启动感染过程#导致炎症和组织破坏' 若不
及时治疗#可能导致严重后果#如角膜穿孔&眼内炎&视
力丧失#甚至眼球摘除 + % "̀, ' 局部使用抗生素滴眼液
是目前临床上治疗 Q̂ 的主要方法' 然而#由于抗生
素耐药性的出现以及眼部固有的泪膜屏障&角膜屏障
等因素导致药物生物利用度较低#严重影响了治疗效
果

+ # 8̀, ' 此外#角膜感染的快速进展以及缺乏快速得
出药敏结果的技术常常延误早期治疗时机

+ ? 7̀$, ' 因
此#开发出具有高效抗菌活性且不易产生耐药性的新
型抗菌剂型刻不容缓'

碳点)5(BK/, N.(,C.'4/CF#U9F*具有优异的荧光
特性&极小的尺寸)h7$ ,'*以及良好的生物相容性#
在治疗眼部感染方面具有巨大优势

+ 77 7̀6, ' 本团队在
前期研究中制备了一种非抗生素纳米药物体系 正̀电

荷修饰的小尺寸碳点 )F'(**E/F)C)J3*I5D(B-34 5(BK/,
4/CF#SA@U9F*#成功用于真菌性角膜炎的治疗 + 7%, ' 为
进一步解决抗菌药物在眼表滞留时间短&生物利用度
低以及毒性大的局限性#本研究拟对 SA@U9F进行修
饰' 透明质酸) DI(*.B/,(,#LX*作为治疗干眼的重要
成分#其独特的生物黏附性&生物相容性和受体识别特
性能够降低药物的刺激性#实现缓释效果 + 7" 7̀<, (另一
方面醛基与 SA@U9F表面氨基基团形成动态亚胺键#

增加 SA@U9F在眼表的滞留#减少给药频次' 因此#本
研究拟以 SA@U9F为基底-药物.#引入醛基化透明质
酸)(*43DI(*.B/,)5(5)4#XLX*合成新型 XLX@U9F滴眼
液#通过体内外实验对 XLX@U9F滴眼液的抗菌性能进
行评估#以期为相关问题的解决提供新方案'

84材料与方法

828!材料
82828!实验动物!选取经裂隙灯显微镜检查眼表正
常#无白内障&角膜混浊和角膜白斑等病变的 < k? 周
龄普通级 U#8Q]=< 雌性小鼠 %$ 只#体质量 6$k6# -#
由郑州市惠济区华兴实验动物农场提供' 所有小鼠均
饲养在室温光照=暗循环 76 D 的环境中#给予充足的
食物和水' 实验动物的喂养和使用均遵循X\\;V&指
南进行#本研究方案经河南省立眼科医院实验动物伦
理委员会审核批准)批文号"LR&&UX@6$66@78*'
82829!主要试剂及仪器!柠檬酸)郑州派尼有限公
司*(>8_聚乙二醇@"$$&活=死菌染色试剂盒)]8$76*
)北京索莱宝有限公司*(]@谷胱甘肽)]@-*.C(CD)/,3#]@
WSL*&多乙烯多胺 ) E/*I3CDI*3,3E/*I('),3#A&AX*&
LX&高碘酸钠&乙二醇)北京百灵威科技有限公司*(
金黄色葡萄球菌)NG'&/"&:*由河南省立眼科医院微生
物室提供' &U];AS&?)荧光显微镜&&,V)F)/, 型酶标
仪 )日本 R)P/, 公司 *( :YS@>$ 手术显微镜 )日本
M/E5/, 公司*'
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829!方法
82928!XLX@U9F的合成!利用阶段熔融法#以一水
合柠檬酸与 ]@WSL作为前驱体#并引入 A&AX作为表
面钝化剂#成功制备出具有正电荷的 SA@U9F+ 7%, ' 将
$[7 -LX在 7$$ '*水中避光搅拌 7 D 溶解#加入
$[$# -高碘酸钠混合后避光反应 6 D' 用 7$$ "*乙二
醇终止反应#透析 % 4#冷冻干燥得到 XLX#" n保存'
将 SA@U9F分散在纯水中#加入 XLX#使其质量分数为
$[$7_#搅拌过夜#即可得到 XLX@U9F滴眼液'
82929!XLX@U9F的结构表征观察!采用透射电子显
微 镜 ) CB(,F')FF)/, 3*35CB/, ')5B/F5/E3# M&Y* 观 察
XLX@U9F的微观形貌#采用 ;'(-3Z软件测量 XLX@
U9F粒径#观察 XLX的引入对 SA@U9F的形态特征及
结构组成所产生的影响' 利用傅里叶红外光谱仪分析
XLX@U9F的表面官能团#研究 XLX@U9F的结构特征'
采用 c 射 线 光 电 子 能 谱 ) c@B(I ED/C/3*35CB/,
FE35CB/F5/EI#cAS*技术对 XLX@U9F进行表征#分析
XLX对 U9F结构和原子价态的影响(采用马尔文激光
粒度仪和电泳光散射 )3*35CB/ED/B3C)5*)-DCF5(CC3B),-#
&]S*技术对 XLX@U9F的 b3C(电位进行表征并测定其
电位分布情况'
8292:!XLX@U9F的光学特性表征!为了确定 XLX@
U9F的最佳激发波长和发射波长#进行吸收光谱分析
和发射光谱分析' 利用紫外可见分光光度计#在 %$$k
7 7$$ ,'波长区间对 U9F进行光谱扫描#通过分析紫
外吸收光谱#确定其最佳激发波长' 将 XLX@U9F配制
成特定浓度的水溶液#通过调节其激发波长#测定发射
光谱#以确定最佳荧光发射条件'
8292;!NG'&/"&:菌液制备!将 NG'&/"&:冻存菌种复
苏转移至琼脂平板上#在 %8 n恒温箱中过夜培养' 随
后取单菌落于 ]Q培养基中摇床培养 7$ D 至对数期#
稀释至 7[#m7$8 UTe='*用于实验#此时用酶标仪测得
波长 <$$ ,'下的吸光度)(KF/BK(,53#W*为 $[7'
8292<!最低抑菌浓度测定!在 >< 孔板每个孔中加入
7$$ "*NG'&/"&:菌液)7m7$8 UTe='**#然后向孔板中依
次添加用无菌培养基稀释的 7$$ "*不同浓度的 SA@U9F
和 XLX@U9F药物溶液#药物溶液终质量浓度依次为
76?[$&<"[$&%6[$&7<[$&?[$&"[$&6[$&7[$ 和 $[# "-='*#
其中仅添加培养基者作为阴性对照组#放置在 %8 n培
养箱中孵育 76 D' 用酶标仪测定每孔的 W<$$#计算
NG'&/"&:活 性' NG'&/"&:成 活 率 )_* j ) W药物76 D `
W药物$ D*=)W对照76 D Ẁ对照$ D*m7$$_' 实验重复 % 次'
8292=!生长曲线测定!在 >< 孔板每个孔中加入等量
7$$ "*新 鲜 培 养 基 配 制 的 NG'&/"&:菌 液 ) 7m

7$8 UTe='**#然后向孔板中依次添加用培养基稀释
的 7$$ "*不同浓度的 SA@U9F和 XLX@U9F药物溶液#
药物溶液终质量浓度依次为 <"&%6&7<&? 和 $ "-='*#
其中仅添加培养基者作为阴性对照组#放置在 %8 n培
养箱中培养#在 $&6&"&<&?&7$&76&6" D 时#采用酶标
仪测定 <$$ ,'处的W值#结合时间与W<$$ 的变化绘制

生长曲线'
8292I!杀菌曲线测定!通过平板计数法评估 SA@U9F
和 XLX@U9F对 NG'&/"&:的抑菌效果' 将 NG'&/"&:与
6 种 U9F溶液 )终质量浓度为 "$ "-='**混合#置于
%8 n恒温培养箱中孵育' 分别在 7$& 6$& %$& <$&
76$ '), 时取样 7$$ "*#稀释 7 $$$ 倍后均匀涂布于培
养基平板上#%8 n培养 76 D 后对菌落进行拍照并计
数' 根据菌落形成数量分析 SA@U9F和 XLX@U9F对
NG'&/"&:的抑菌时效'
8292J!活=死菌荧光染色!采用活=死菌染色试剂盒
对 XLX@U9F与 SA@U9F处理后的 NG'&/"&:进行染色#进
一步评估抗菌效果' SaM:> 用于标记活死细胞#碘化
丙啶)EB/E)4).')/4)43#A;*标记细胞膜受损的死菌' 取
#$$ "*新鲜 NG'&/"&:细菌悬浮液于 7[# '*离心管中#
向 离 心 管 中 各 加 入 #$$ "*无 菌 磷 酸 盐 缓 冲 液
)ED/FED(C3K.HH3BF(*),3#AQS*&SA@U9F溶液以及 XLX@
U9F溶液 )质量浓度为 "$ "-='**#充分混匀后置于
%8 n培养箱中孵育 " D' 孵育结束后#7 #$$ $ 离心
# '),#对细菌细胞洗涤 % 次#使用活=死菌染色试剂盒中
的 SaM:>染料和A;在避光条件下染色 7# '),' 离心去
除多余染料后#通过荧光显微镜观察细菌的染色状态'
8292K!体内抗菌效果评估!建立 Q̂ 模型以评估

XLX@U9F是否具有体内抗菌效果' 对小鼠进行全身
麻醉&剪胡须&消毒#并行角膜表面麻醉以暴露角膜'
在手术显微镜下采用 6 ''环钻标记法标记右眼角
膜#左眼不作任何处理作为对照' 使用 "#r刀刮除标
记区域的角膜上皮#深度至浅基质层#并涂抹 NG'&/"&:
以建立角膜炎模型' 第 $ 天)76 D 后*#将 7? 只小鼠
采用随机数字表法随机分为空白对照组&XLX@U9F治
疗组和妥布霉素治疗组#每组 < 只#分别给予 AQS&
?$ "-='*XLX@U9F&?$ "-='*妥布霉素滴眼液各 # "*
点眼#每天 % 次#共 # 4' 采用裂隙灯显微镜观察造模
后第 $&7&6&%&# 天各组角膜病灶大小&角膜混浊及病
变深度&角膜新生血管形成等情况'
82928L!组织安全性实验!另取 76 只小鼠#采用随机
数字表法随机分为 XLX@U9F组和正常对照组#每组 <
只#分别给予 ?$ "-='*XLX@U9F和 AQS 各 # "*点
眼#连续使用 8 4#过量麻醉处死小鼠并摘取眼球#使

!<$8! 中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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图 84202SGW%的结构表征!XmXLX@U9FM&Y图像)标尺j6$ ,'*!QmXLX@U9FL\@M&Y
晶格条纹图像)标尺j7$ ,'*!UmXLX@U9F的粒径分布!9mXLX@U9F中 U元素能量色散 c
射线能谱图)标尺j6#$ ,'*!&mXLX@U9F中:元素能量色散c射线能谱图)标尺j6#$ ,'*!
TmXLX@U9F中 R元素能量色散 c射线能谱图)标尺j6#$ ,'*
!&($*,84I+*$#+$*./#0.*.#+,*&D.+&"'"?202SGW%!XmM&Y )'(-3/HXLX@U9F)F5(*3K(Bj
6$ ,'*!QmL\@M&Y *(CC)53FCB)E3)'(-3/HXLX@U9F)F5(*3K(Bj7$ ,'* ! UmA(BC)5*3F)13
4)FCB)K.C)/, /HXLX@U9F!9m&,3B-I@4)FE3BF)J3c@B(IFE35CB/F5/EI'(E /HU3*3'3,C), XLX@U9F
)F5(*3K(Bj6#$ ,'* !&m&,3B-I@4)FE3BF)J3c@B(IFE35CB/F5/EI'(E /H:3*3'3,C), XLX@U9F
)F5(*3K(Bj6#$ ,'* !Tm&,3B-I@4)FE3BF)J3c@B(IFE35CB/F5/EI'(E /HR3*3'3,C), XLX@U9F
)F5(*3K(Bj6#$ ,'*

图 94I@SGW%和 202SGW%的 \,+. 电位!SA@U9Fm正电荷修饰的小
尺寸碳点(XLX@U9Fm醛基化透明质酸修饰的抗菌碳点
!&($*,94\,+. )"+,'+&./%"?I@SGW%.'-202SGW%!SA@U9FmF'(**
E/F)C)J3*I5D(B-34 5(BK/, 4/CF( XLX@U9Fm (*4/*I*(C34 DI(*.B/,)5(5)4@
'/4)H)34 (,C)')5B/K)(*5(BK/, 4/CF

用 TXS 固定液固定 6 4#石蜡包埋#
# "'厚矢状面切片' 采用苏木精`

伊红染色#观察并比较 6 个组小鼠眼
球各组织的炎症及毒性反应'

94结果

928!XLX@U9F的结构表征
M&Y观察结果显示#XLX@U9F

为分散性良好的准球面纳米颗粒#其
平均粒径为 %[?" ,'' XLX@U9F含
有间距为 $[67 ,'的晶格条纹#对应
石墨的)7$7*晶面#证实 $[$7_ XLX
的加入未对 SA@U9F的形貌结构产生
影响' &9S 分析显示#除了 U元素
外#XLX@U9F中含有 R&:元素#元
素映射图表明 U& R和 :元素在
XLX@U9F中分布均匀)图 7*'

与 SA@U9F相比#XLX@U9F的电
位下降至g%[%> 'V)图 6*#结果进
一步证实了 XLX与 SA@U9F的成功
接枝以及 XLX@U9F的成功合成'

通过傅里叶红外光谱仪分析#观
察到 XLX和 LX在 7 <<$ 5' 7̀

处均显示出吸收峰#但
峰强度有所不同#这可能归因于 LX的部分醛基化所
致' 此外#XLX@U9F在 7 "#> 5' 7̀

和 7 <%# 5' 7̀
处出

现了新的吸收峰)图 %*#这些峰可以归因于 UjR键的
伸缩振动#从而证实了席夫碱键的形成#进一步验证了
XLX@U9F的成功合成'

cAS 结果显示#XLX@U9F中存在 U&:和 R元素#
与 &9S 能谱结果一致#证明 XLX@U9F的成功合成'
高分辨率 U 7F光谱揭示了 XLX@U9F中的 U`U
)6?"[? 3V*&Ù R)6?<[$ 3V*和 R̀ Uj:)6??[# 3V*
的存在' 在 :7Fc射线光电子能谱中观察到 6 个特
征峰#其结合能分别为 #%7[? 和 #%%[# 3V#分别归属
于 Ù :键和 Uj:键的特征振动' 在 %>>[> 3V处出
现的 R7F特征峰证实了 XLX@U9F中吡啶氮结构的存
在#这与 U7F光谱的结果相符)图 "*' 这些结果共同
证明了 XLX@U9F的成功合成'
929!XLX@U9F的荧光特性表征

采用紫外 可̀见分光光度法对 XLX@U9F进行表
征#在 %<$ ,'波长处观察到特征吸收峰#这归因于
芳香环结构中 UjU键的 (̀ (!

电子跃迁' XLX@U9F
水溶液在可见光区呈现淡黄色#当激发波长为
%<# ,'时#可观察到明显的蓝色荧光发射' 通过对

其荧光性能的研究发现#当激发波长从 %$$ ,'逐渐增
至 "$$ ,'时#XLX@U9F的荧光强度呈现先上升后下降
的趋势' 荧光光谱分析表明#当激发波长为 %8$ ,'时#
体系在 "#$ ,'处呈现最大荧光发射强度)图 #*' 据此
确定其最佳激发和发射波长分别为 %8$ ,'和 "#$ ,'#
这一结果与 SA@U9F的荧光行为一致'

!8$8!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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图 :4202SGW%红外光谱图!XLX@U9F"醛基化透明质酸修饰的抗
菌碳点(XLX"醛基化透明质酸(LX"透明质酸
!&($*,:4!"$*&,*+*.'%?"*7 &'?*.*,-%),#+*"%#")1 %),#+*. "?202S
GW%! XLX@U9F" (*4/*I*(C34 DI(*.B/,)5 (5)4@'/4)H)34 (,C)')5B/K)(*
5(BK/, 4/CF(XLX"(*43DI43@'/4)H)34 DI(*.B/,)5(5)4(LX"DI(*.B/,)5(5)4

A B

C D
图 ;4202SGW%的 ]射线光电子能谱!X"全谱!Q"U7F!U":7F!
9"R7F
!&($*,;4]S*.1 )0"+",/,#+*"'%),#+*"%#")1 %),#+*. "?202SGW%!
X"T.**FE35CB.'!Q"U7F!U":7F!9"R7F

A B C
图 <4202SGW%的荧光特性表征!X"XLX@U9F的紫外可见光谱)XKF* &激发光谱)&O*和发射光
谱)&'*!Q"XLX@U9F在不同波长激发下的荧光光谱!U"SA@U9F在日光和手持紫外灯)%<# ,'*
照射的图像

!&($*,<4 !/$"*,%#,'#,#0.*.#+,*&D.+&"'"?202SGW%! X"eV@J)F)K*3FE35CB()XKF* #3O5)C(C)/,
FE35CB()&O* (,4 3')FF)/, FE35CB()&'* /HXLX@U9F!Q"T*./B3F53,53FE35CB(/HXLX@U9F(CJ(B)/.F
3O5)C(C)/, G(J3*3,-CDF!U";'(-3F/HSA@U9F)BB(4)(C34 KI4(I*)-DC(,4 D(,4@D3*4 eV*('EF)%<# ,'*

92:!XLX@U9F的体外抗细菌能力评估
体外抗菌性能检测结果显示#随着 SA@U9F和

XLX@U9F浓度的增加#观察到细菌增殖呈现显著的抑
制效应)图 <*' SA@U9F和 XLX@U9F对 NG'&/"&:的最
低抑菌浓度)'),)'.'),D)K)C/BI5/,53,CB(C)/,#Y;U*值
约为 ? "-='*#在此浓度下#超过 >$_的细菌增殖被
抑制'

质量浓度（μg/ml）
S.
au

re
us
存

活
率（

%
）

图 =4I@SGW%和 202SGW%对 ）$%&'(&"活力的影响!XLX@U9F"醛
基化透明质酸修饰的抗菌碳点(SA@U9F"正电荷修饰的小尺寸碳点
!&($*,=4G,//C&.3&/&+1 "?）$%&'(&"+*,.+,-6&+0I@SGW%.'-202S
GW%! XLX@U9F" (*4/*I*(C34 DI(*.B/,)5 (5)4@'/4)H)34 (,C)')5B/K)(*
5(BK/, 4/CF(SA@U9F"F'(**E/F)C)J3*I5D(B-34 5(BK/, 4/CF

细菌生长曲线结果显示#在所有检测浓度下#菌液
在最初的 " D 内 W值基本保持不变#这一阶段为细菌生
长的迟缓期#细菌正在适应新的培养环境#繁殖速度慢#
代谢活性显著提升#为后续的细胞分裂与增殖奠定基
础' #k7$ D 时#未处理的细菌进入对数生长期#W值呈
线性增长' 经 XLX@U9F和 SA@U9F处理的细菌生长速
度明显放缓' 当药物质量浓度大于 ? "-='*时#W值基
本保持不变#表明抑菌效果显著增强' 76 D 后 XLX@

U9F质量浓度为 ? "-='*的生长
曲线 W值有所增加)图 8*'

随着 XLX@U9F和 SA@U9F作
用时间的延长#细菌菌落数量显著
下降' 其中#XLX@U9F和 SA@U9F
处理后 7$ '),#活菌比例降至
6$_(当作用时间达到 76$ '), 时#
琼脂平板上未检测到任何细菌菌

落的生长)图 ?*#这表明 6 种药物
均具有显著的杀菌效果'

活=死菌荧光染色结果显示#
经 XLX@U9F和 SA@U9F处理后
" D#均呈现明显的红色荧光信号
)图 >*'

!?$8! 中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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时间（h） 时间（h）A B
图 I4不同质量浓度作用后 ）$%&'(&"的生长曲线!X"XLX@U9F!Q"SA@U9F!W"吸光度
!&($*,I4P*"6+0Y&',+&#%"?）$%&'(&"+*,.+,-6&+0-&??,*,'+#"'#,'+*.+&"'%"?I@SGW%.'-202SGW%!
X"XLX@U9F!Q"SA@U9F!W"(KF/BK(,53
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图 J4202SGW%和 I@SGW%处理 ）$%&'(&"不同时间菌落的形成和相应的生长抑制曲线!X"菌落的形成!
Q"生长抑制曲线!XLX@U9F"醛基化透明质酸修饰的抗菌碳点sSA@U9F"正电荷修饰的小尺寸碳点
!&($*,J 4 .̂#+,*&./#"/"'1 ?"*7.+&"' "?）$%&'(&"+*,.+,- 6&+0 202SGW%.'- I@SGW%.'- +0,
#"**,%)"'-&'( (*"6+0S&'0&3&+&"'#$*C,!X"Q(5C3B)(*5/*/,IH/B'(C)/,!Q"WB/GCD@),D)K)C)/, 5.BJ3!XLX@
U9F"(*4/*I*(C34 DI(*.B/,)5(5)4@'/4)H)34 (,C)')5B/K)(*5(BK/, 4/CFsSA@U9F"F'(**E/F)C)J3*I5D(B-34 5(BK/, 4/CF

40μm 40μm 40μm

40μm 40μm 40μm

40μm 40μm 40μm
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对
照

SYTO9 碘化丙啶 融合图

图 K4202SGW%与 I@SGW%作用 ）$%&'(&"的活Q死菌荧光染色图像
)m6$$#标尺j"$ "'*!XLX@U9F和 SA@U9F处理后 " D 均呈现明显
的红色荧光信号!SA@U9F"正电荷修饰的小尺寸碳点sXLX@U9F"醛
基化透明质酸修饰的抗菌碳点

!&($*,K4 !/$"*,%#,'+/&C,Q-,.-.%%.1 &7.(,%"?）$%&'(&"+*,.+,-
6&+0202SGW%.'-I@SGW%)m6$$#F5(*3K(Bj"$ "'*!Q/CD XLX@
U9F(,4 SA@U9FFD/G34 /KJ)/.FB34 H*./B3F53,CF)-,(*F(HC3B"@D/.B
CB3(C'3,C! SA@U9F" F'(**E/F)C)J3*I5D(B-34 5(BK/, 4/CFs XLX@U9F"
(*4/*I*(C34 DI(*.B/,)5(5)4@'/4)H)34 (,C)')5B/K)(*5(BK/, 4/CF

92;!XLX@U9F滴眼液体
内抗细菌效果评估

造模后第 $ 天#所有小
鼠均出现角膜上皮缺损和

轻度混浊#各组之间感染情
况均一' 随后#空白对照组
小鼠病情逐渐加重#感染区
域从局部扩展到整个角膜#
伴随着角膜水肿和角膜重

度混浊#最终发展为角膜穿
孔和眼内炎' 相较于空白
对照组#XLX@U9F治疗组
和妥布霉素治疗组均表现

出显著的抗菌效果#其中
XLX@U9F治疗组效果 更
优' 造模后第 # 天 XLX@
U9F治疗组小鼠角膜透明
度显著改善#上皮组织基本
完成修复' 妥布霉素治疗
组仍存在上皮修复不完全

及 角 膜 轻 度 水 肿 现 象

)图 7$*'
92<!XLX@U9F滴眼液眼
部组织安全性评估

与正常对照组相比#
XLX@U9F组小鼠角膜&虹膜&视网膜和晶状体均未见
结构异常或完整性改变)图 77*'

:4讨论

Q̂ 是一种严重的眼部感染#能够快速导致角膜损
伤和 角 膜 盲' 该 病 可 由 多 种 细 菌 引 起# 其 中 以
NG'&/"&:和铜绿假单胞菌较为常见 + 78 7̀?, ' Q̂ 发病机

制复杂#涉及上皮损伤&细菌感染和宿主免疫反应多个
方面' 眼外伤&长期配戴角膜接触镜以及干眼&结膜炎
等眼表疾病均能导致角膜上皮损伤#增加感染风
险

+ 7> 6̀7, ' 病原菌在角膜表面定植#通过释放毒素或形
成生物膜引发感染#损伤宿主细胞#破坏角膜组织#引
发炎症反应' 感染后#宿主的免疫系统会对细菌及其
产生的毒素作出反应#中性粒细胞和巨噬细胞等炎症
细胞被招募至感染部位#释放细胞因子和炎症介质来
杀死细菌#同时这也会对角膜组织造成不可逆的损害#
新生血管和瘢痕导致角膜透光性降低

+ 66, ' Q̂ 若未能

获得及时有效的临床干预#将可能引发角膜瘢痕形
成&感染扩散#甚至视力丧失'在病情严重的情况下#

!>$8!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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图 8L4各组 5̂小鼠的代表性角膜照片!X组裂隙灯显微镜图像!Q组荧光素钠染色图像!XLX@U9F组醛基化透明质酸修饰的抗菌碳点
!&($*,8L4>,)*,%,'+.+&C,#"*',./)0"+"(*.)0%"?̂ 5 7&#,!X组S*)C@*('E ')5B/F5/EI)'(-3F!Q组T*./B3F53), F/4).'FC(),),-)'(-3F!XLX@U9F组
(*4/*I*(C34 DI(*.B/,)5(5)4@'/4)H)34 (,C)')5B/K)(*5(BK/, 4/CF

A
H
A
�C
D
s组

正
常

对
照

组

50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

图 884各组小鼠眼部组织结构变化mL&m"$$#标尺j#$ "'*!与正常对照组相比#XLX@U9F组
小鼠角膜&虹膜&视网膜和晶状体未见结构异常或完整性改变!XLX@U9F组醛基化透明质酸修饰
的抗菌碳点

!&($*,884G0.'(,%"?"#$/.*+&%%$,%+*$#+$*,"?7&#,&',.#0(*"$)mL&m"$$#F5(*3K(Bj#$ "'*
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可能进展为角膜穿孔#甚至眼内炎#最终需要实施眼球
摘除手术' 同时#由于抗生素的长期广泛使用促进了
耐药菌株的进化#使得常规抗生素滴眼液的治疗效果
明显下降'

U9F是一种直径在数纳米范围内的碳基纳米材
料#具有生物相容性优良&制备工艺简单以及几乎不诱
导细菌耐药性的特性#成为抗菌剂研究的热点 + 6% 6̀", '
据报道#亚精胺合成超阳离子 U9F可以打开角膜上皮
细胞紧密连接#对非多重耐药大肠杆菌&NG'&/"&:&铜
绿假单胞菌具有良好的抑菌活性#其小尺寸和高正电
荷可对细菌膜造成严重破坏

+ 6#, ' 此外#精氨酸衍生的
U9F和聚合姜黄素制备的碳纳米复合材料具有抗菌&
抗氧化&抗炎&促增殖特性#并能在角膜上长期保留#可
以有效治疗铜绿假单胞菌引起的 Q̂ + 6<, ' 来自生物胺
的高黏附性 U9F还可以抑制 NG'&/"&:生物膜的形
成

+ 68, ' 最近的研究显示#U9F与光热疗法的结合可以
进一步提高治疗效果' 这种方法利用 U9F在近红外
光照射下产生热量#从而杀死细菌 + 6? %̀$, '

在前期工作中#本课题组已
系统性验证了 SA@U9F对真菌性
角膜炎的干预效果

+ 7%, ' 为了进
一步解决抗菌药物在眼表滞留时

间短&生物利用度低以及高毒性
的局限性#本课题组以具有优异
抗真菌性能和高渗透性的 SA@
U9F为基础#通过修饰成功引入
XLX#制备出 XLX@U9F滴眼液'
XLX的引入采用微量接枝策略#
其添加量严格控制在体系总质量

的 $[$7_' XLX分子通过动态
亚胺键与 U9F表面氨基结合#该

可逆键合方式能有效维持 U9F的固有结构稳定#通过
对比接枝前后 U9F的 M&Y图片&cAS 谱图&紫外 可̀

见光谱特征峰证实 XLX修饰未引起 U9F的显著聚集
或结构改变#XLX的接枝前后 U9F在体系中的比例基
本保持不变' 通过红外光谱&表面电位和 cAS 等表征
手段#证明了目标材料的成功制备' 体外 Y;U测定结
果表明#不同浓度 SA@U9F和 XLX@U9F与 NG'&/"&:孵
育后 76 D#? "-='*质量浓度下#超过 >$_的细菌增殖
被抑制#这表明 SA@U9F和 XLX@U9F具有良好的抗菌
活性#与 XLX@U9F相比#SA@U9F表现出更显著的抗菌
活性#这种差异可能源于 XLX与 SA@U9F形成的动态
席夫碱键#但这并不会显著影响 XLX@U9F的抗菌性
能' 值得注意的是#此浓度下细菌仍有一定的存活率#
表明了活菌的存在' 本研究进一步检测了 ? "-='*
XLX@U9F与 NG'&/"&:孵育不同时间对细菌生长曲线
的影响#结果显示 76 D 后生长曲线 W值有所增加#这
表明在该质量浓度下仍存在活菌菌落#随着培养时间
的延长#存活的菌落可能会继续增殖#造成 W值增加'
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平板实验结果表明#XLX@U9F作用后仅 7$ '), 可以
灭活 ?$_的细菌#XLX@U9F能够在极短时间内高效灭
活细菌#并在较长时间内保持杀菌效果#从而有效抑制
耐药菌的产生' 活=死菌荧光染色结果证实了 SA@U9F
和 XLX@U9F能够通过破坏细菌细胞膜结构导致细胞
死亡#进一步验证了其显著的体外抗菌活性' 体内研
究结果显示#XLX@U9F治疗组在治疗过程中显示出比
妥布霉素更显著的治疗效果#症状明显较轻且疾病持
续时间明显缩短#这表明 XLX@U9F滴眼液在 Q̂ 的治

疗中具有潜在优势#能够有效干预病情发展' 安全性
评估实验数据证实#XLX@U9F具有良好的生物相容
性#未观察到明显的刺激性和组织毒性反应#这为其在
临床治疗中的应用提供了重要的安全性依据'

关于本研究中药物浓度选择#基于 Y;U并非杀菌
浓度#在实际应用时用药浓度一般是 Y;U的 # k7$
倍

+ <, ' 因此#在用平板计数法及活死菌染色评估
XLX@U9F与 SA@U9F的体外杀菌效果时#本研究采用
了 Y;U的 # 倍#即 "$ "-='*' 在采用 Q̂ 小鼠模型验

证 XLX@U9F的体内抗菌效果时#考虑到泪液不断的冲
刷作用#会严重阻碍药物的利用和疗效#导致药物生物
利用度偏低

+ >#7<, #故体内浓度选用了体外 Y;U的 7$
倍#即 ?$ "-='*'

U9F的抗菌作用机制可能与物理损伤&氧化应激
和代谢抑制有关

+ %7, ' U9F的两亲性结构赋予其独特
的抗菌作用机制#其表面阳离子及极性基团能够通过
静电吸引与革兰阴性菌外膜的磷酸脂多糖等带负电组

分产生稳定结合
+ %6, #同时疏水空腔可通过疏水相互作

用嵌入真核细胞膜磷脂双分子层' 这种双模态作用可
有效破坏膜结构的完整性#导致细胞内容物外泄#从而
抑制细菌生长

+ 6#, ' 研究表明#聚集于细菌膜表面的
U9F能够通过其类酶活性诱导氧化应激反应#促进活
性氧簇)B3(5C)J3/OI-3, FE35)3F#\:S*的过量生成' 这
些 \:S 可对细菌的 9RX&蛋白质和脂质等生物大分子
造成损伤#最终导致细胞死亡 + ##%%, ' 同时#\:S 的产生
还能够有效破坏细菌生物膜结构#从而增强细菌对抗
生素的敏感性'

细菌的存活与繁殖依赖于其内部信号通路的正常

运作及遗传物质的完整性#而 U9F能够通过干扰基因
表达&阻碍蛋白质合成&诱导 9RX损伤等方式破坏细
菌代谢过程#最终引发细菌死亡 + %" %̀#, ' 与抗生素不
同#U9F具有多重抗菌机制' 本研究表明#XLX@U9F
展现出显著的抗菌活性#但其具体作用途径仍需深入
探索以阐明完整的分子机制'

本研究构建了一种基于碳基纳米材料的新型非抗

生素抗菌平台' 通过引入 XLX构建动态亚胺键网络
结构#有效增强了制剂的黏膜黏附特性#延长了纳米材
料在眼表组织的滞留时间#同时提高了其生物利用效
率' 这种修饰策略显著提升了材料对 Q̂ 的干预效

果#且大大减少给药频次#因此有利于提高患者的依从
性' 当前研究仍存在一定局限性#如该 U9F体系虽能
穿透眼部屏障#但其递送效率和靶向性仍需优化' 未
来可设计兼具抗炎&生物相容性及促修复功能的多功
能纳米 U9F体系#以更全面地满足眼部治疗需求' 如
何通过结构优化和功能整合实现临床应用转化#仍是
后续研究的重要方向'
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