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负载阿奇霉素的聚多巴胺纳米粒子
用于牙周炎治疗
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摘要 利用二甲基咪唑与六水合硝酸锌之间的配位作用制备了正十二面体形貌的ZIF-8； 再以ZIF-8为模板， 
多巴胺盐酸盐为原料， 利用配位竞争诱导聚合法制备了中空结构的聚多巴胺纳米粒子(PDA NPs)； 进一步以

PDA NPs为载体负载药物， 制备了负载阿奇霉素（AZM）的聚多巴胺纳米粒子(AZM@PDA NPs). 研究结果表

明， PDA NPs的中空结构有助于阿奇霉素的大量负载， 载药率高达 20.2%. AZM@PDA NPs的生物相容性高， 
对正常细胞的毒性极低， 能够促进细胞中抗炎因子的表达 . AZM@PDA NPs实现的药物缓释能够有效治疗牙

周炎， 对抗牙槽嵴吸收， 并且在体内的生物安全性良好， 应用前景广阔 . 
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Abstract By the coordination between dimethylimidazole and ZnNO3·6H2O， the dodecahedral ZIF-8 were prepared 
first. Using ZIF-8 as template and dopamine hydrochloride as raw material， polydopamine nanoparticles（PDA NPs） 
with hollow structure were then prepared by chelation competition induced polymerization（CCIP） method. Further⁃
more， by using PDA NPs as drug carrier， azithromycin loaded PDA NPs（AZM@PDA NPs） were finally prepared. 
The hollow structure of PDA NPs contributed to high azithromycin loading with a drug loading rate of up to           
20.2%. AZM@PDA NPs have high biocompatibility and low cytotoxicity， and can promote the expression of anti-      
inflammatory cytokines in cells. The sustained release of azithromycin achieved by AZM@PDA NPs can effectively 
treat periodontitis and resist alveolar ridge resorption， with good biosafety in vivo and broad application prospects.
Keywords Azithromycin； Polydopamine； Drug loading； Sustained drug release； Treatment of periodontitis
牙周炎是由菌斑微生物感染引起的、 发生于牙齿支持组织的慢性炎症性疾病， 易造成深牙周袋、 

附着丧失和牙槽骨吸收， 最终导致牙齿松动和牙列缺失， 严重影响着口腔健康［1］.  牙周炎还与糖尿病、 
心脑血管疾病和阿尔兹海默症等多种疾病有关， 目前已成为全球第六大流行病［2］.  研究表明， 约 40%
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的中青年人患有牙周炎， 在65岁及以上的老年人群中牙周炎的患病率高达70%［3］.  临床中， 传统的机

械治疗如龈上洁治、 龈下刮治和根面平整术无法长期控制牙周炎症的进展； 局部用药也面临着药物浓

度难以维持、 药物实际作用时间有限等问题， 临床应用中的抗炎效果不佳［4，5］.  牙周组织长时间处于炎

症状态， 会严重影响牙周相关细胞的功能， 使牙周组织无法再生， 造成不可逆的病变［6］.  因此， 以合适

的载体负载抗炎药物， 实现药物在牙周病变部位的长效缓释， 有助于增强干细胞的分化潜能， 促进牙

周支持组织再生， 推动牙周炎治疗方法的开拓与发展 .  
在众多的抗炎药物中， 阿奇霉素是一种大环内酯类抗生素， 能够抑制细菌蛋白质的合成和细菌的

聚量效应， 减少菌斑生物膜的形成［7］.  研究表明， 阿奇霉素对牙周炎致病菌如革兰氏阴性菌、 螺旋体及

产黑色素类杆菌等有很强的杀伤作用［8］.  同时， 阿奇霉素还具有相对较强的组织渗透性， 可有效渗透

至牙周炎症部位深处， 使龈沟内的阿奇霉素浓度处于较高的水平， 这有助于延长药物浓度的维持时

间， 对牙周组织炎症发挥更好的治疗作用［9］.  
对抗炎药物载体的选择有以下3个必须遵守的原则： （1） 载药纳米材料将被应用于口腔组织中， 载

体必须无毒或低毒， 以保证生物安全性［10］； （2） 载体必须具有较高的药物负载能力， 以保证疗效［11］； 
（3） 载体必须能够降解， 降解产物同样要无毒或低毒， 降解速率要相对缓慢， 以实现药物的缓释［12］； 这
也就对载体的选择提出了极高的要求 .  在众多载体中， 聚合物纳米材料有望同时满足上述要求［13~15］.  
一方面， 聚合物纳米材料的毒性普遍较低， 生物相容性普遍较好， 并能够在生理环境中缓慢降解， 降解

产物的生物安全性同样较高［16~18］； 另一方面， 聚合物中丰富的官能团和π结构同样为药物的大量负载

提供了可能， 若将聚合物纳米材料加工为具有大比表面积的二维片状、 中空结构等， 有望进一步提升

对药物的负载能力， 增强疗效［19~21］.  
本文利用二甲基咪唑与六水合硝酸锌之间的配位作用制备了正十二面体形貌的ZIF-8； 再以ZIF-8

为模板， 多巴胺盐酸盐为原料， 利用配位竞争诱导聚合法制备了中空结构的聚多巴胺纳米粒子（PDA 
NPs）； 进一步以 PDA NPs 为载体负载药物， 制备了负载阿奇霉素的聚多巴胺纳米粒子（AZM@PDA 
NPs）.  PDA NPs具有中空结构， 有利于阿奇霉素的负载， 载药率高达20. 2%.  AZM@PDA NPs不仅对正

常细胞的毒性极低、 生物相容性高， 还能够促进细胞内抗炎因子的表达， 有助于巨噬细胞的M2型极

化 .  在对大鼠牙周炎模型的治疗中， AZM@PDA NPs实现的药物缓释有效减轻了牙槽嵴吸收， 降低了

炎细胞浸润， 展现出良好的治疗效果， 并且在体内的生物安全性良好， 具有广阔的应用前景 .  
1 实验部分

1.1　试剂与仪器

2-甲基咪唑（纯度99%）、 六水合硝酸锌［Zn（NO3）2·6H2O， 纯度99%］和多巴胺盐酸盐（99%）， 美国

Sigma-Aldrich公司； 甲醇（HPLC级）和乙醇（HPLC级）， 国药集团化学试剂有限公司； 阿奇霉素（纯度

99%）， CCK-8试剂盒、 胰蛋白酶消化液（0. 25%）、 组织细胞固定液（4%）、 DAPI染色液、 EDTA脱钙液

和苏木素-伊红（H&E）染色试剂盒， 北京索莱宝科技有限公司； 小鼠成纤维细胞（L929）和小鼠单核巨噬

细胞（RAW264. 7）， 苏州海星生物科技有限公司； 细胞培养基和PBS缓冲液（pH=7. 2~7. 4）， 美国Gibco
公司； 优级胎牛血清， 美国Gemini公司； 逆转录试剂盒和PCR试剂盒， 翌圣生物科技（上海）股份有限

公司； PCR引物， 宝日医生物技术（北京）有限公司； Wistar大鼠（雄性）， 辽宁长生生物技术股份有限公

司； 异氟烷麻醉剂， 深圳市瑞沃德生命科技股份有限公司； TNF-α多克隆抗体， IL-1β多克隆抗体和Cy3
标记的羊抗兔 IgG， 武汉三鹰生物技术有限公司 .  

C-MAG HS 7型磁力搅拌器， 艾卡（广州）仪器设备有限公司； GT10-1型高速离心机， 北京时代北利

离心机有限公司； H-800型透射电子显微镜（TEM）， 日本Hitachi公司； UV-2600型紫外-可见（UV-Vis）
分光光度计， 日本 Shimadzu公司； CMac Plus型酶标仪， 美国Molecular Devices 公司； Mx3005P型PCR
仪， 美国安捷伦公司； μCT50型MicroCT， 瑞士Scanco公司； BDS400型倒置显微镜， 重庆奥特光学仪器

有限责任公司 .  
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1.2　实验过程

1.2.1　ZIF-8的制备　将 74. 37 mg Zn（NO3）2·6H2O溶于 10 mL无水甲醇中配制浓度为 25 mmol/L的Zn
（NO3）2溶液； 将41. 06 mg 2-甲基咪唑溶于10 mL无水甲醇中配制浓度为50 mmol/L的2-甲基咪唑溶液 .  
将上述两种溶液混合后静置1 h， 溶液颜色逐渐由透明变为白色 .  将混合溶液以7000 r/min的转速离心

10 min， 得到的白色沉淀即为ZIF-8， 收集沉淀并用无水甲醇洗涤2次 .  
1.2.2　PDA NPs的制备　将4. 74 mg多巴胺盐酸盐溶于10 mL无水甲醇中配制浓度为5 mmol/L的多巴

胺盐酸盐溶液 .  将已制得的ZIF-8加入其中， 搅拌后在60 ℃下加热回流10 h.  将混合溶液冷却至室温， 
以7000 r/min的转速离心10 min， 得到的黑色沉淀即为PDA NPs， 收集沉淀并用无水甲醇洗涤2次， 将
制得的PDA NPs分散在无水乙醇中， 备用 .  
1.2.3　AZM@PDA NPs的制备　配制浓度为 2 mg/mL的阿奇霉素乙醇溶液和 2 mg/mL的PDA NPs乙醇

溶液 .  将两种溶液等体积混合， 室温下避光搅拌24 h后， 以7000 r/min的转速离心10 min， 得到的黑色

沉淀即为AZM@PDA NPs.  收集沉淀并用去离子水洗涤2次， 将制得的AZM@PDA NPs分散在去离子水

中， 备用 .  
1.2.4　化学表征　将ZIF-8的乙醇溶液滴在碳支持膜铜网上， 通过TEM观察其形貌 .  将PDA NPs的乙

醇溶液烘干得到固体粉末， 通过比表面和孔隙度分析仪测试比表面积 .  将AZM@PDA NPs的水溶液滴

在碳支持膜铜网上， 通过TEM观察其形貌 .  
1.2.5　载药率和释放率的测定　配制浓度分别为0. 1， 0. 2， 0. 3， 0. 4和0. 5 mg/mL的阿奇霉素乙醇溶

液， 测定其紫外-可见吸收光谱， 选取205 nm处的吸光度值作吸光度值对浓度的标准曲线 .  收集1. 2. 3
节制备AZM@PDA NPs时的上层清液， 测试205 nm处的吸光度值， 通过标准曲线计算得到未被负载的

阿奇霉素的量， 结合投料量进一步计算阿奇霉素的载药率 .  
将制备的AZM@PDA NPs 分散至模拟体液中使其最终浓度为 0. 1 mg/mL， 分别在第 0， 1， 3， 5和      

7天时测试阿奇霉素的释放率 .  
1.2.6　AZM@PDA NPs的细胞毒性　将L929细胞以 5000个/孔的密度接种在 96孔板中， 置于CO2培养

箱中培养 24 h后， 与浓度分别为 0， 25， 50， 100， 150和 200 μg/mL的AZM@PDA NPs共培养， 24 h后， 
通过CCK-8法测试光密度值并计算L929细胞的相对存活率， 考察AZM@PDA NPs对正常细胞的毒性 .  
1.2.7　AZM@PDA NPs对巨噬细胞极化的影响　将RAW264. 7细胞以300000个/孔的密度接种在6孔板

中， 置于CO2培养箱中培养24 h后， 与浓度为200 μg/mL的AZM@PDA NPs共培养， 24 h后， 提取RNA
进行 qRT-PCR 测试， 检测抗炎基因 IL-10 和 TGF-β 的表达 .  qRT-PCR 实验中使用的引物序列如表 1       
所示 .  

1.2.8　体内毒性和生物相容性测试　本研究的动物实验方案通过了动物伦理委员会的审查， 所有实验

均严格按照操作规范进行 .  将10只体重为180~200 g的健康雄性Wistar大鼠随机分为2组， 分别命名为

对照组和实验组 .  将50 μL浓度为20 mg/mL的AZM@PDA NPs水溶液注射至大鼠牙周组织中， 24 h后

取静脉血， 分离血清测试肝肾功能， 评价AZM@PDA NPs的体内毒性 .  2周后对大鼠实施安乐死， 对主

要器官进行H&E染色， 评价AZM@PDA NPs的生物相容性 .  将50 μL生理盐水注射至同龄健康大鼠的

牙周组织中作为对照组 .  
1.2.9　AZM@PDA NPs对大鼠牙周炎模型的治疗　将20只体重为180~200 g的健康雄性Wistar大鼠随

机分为 4组， 分别命名为阴性对照组、 PDA NPs组、 AZM@PDA NPs组和阳性对照组 .  实验过程如下： 

Table 1　The primer sequences used for qRT-PCR

Gene
IL⁃10

TGF⁃β

Forward
Reverse
Forward
Reverse

Primer sequence
5'⁃ATGCTGCCTGCTCTTACTGACTG⁃3'
5'⁃CCCAAGTAACCCTTAAAGTCCTGC⁃3'
5'⁃CTTCAGCCTCCACAGAGAAGAACT⁃3'
5'⁃TGTGTCCAGGCTCCAAATATAG⁃3'
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通过吸入异氟烷的方式麻醉大鼠， 将大鼠仰卧， 使用开口器撑开上下切牙暴露口腔， 将直径为 0. 25 
mm的结扎丝从大鼠第三磨牙近中腭侧进入， 环绕第三磨牙后于腭侧结扎固定， 并保留2 mm结扎丝回

弯置龈下， 防治损伤口内黏膜 .  4周后拆除结扎丝， 第三磨牙周围牙龈肿胀， 形成牙周袋， 探诊易出

血， 牙周炎模型造模成功 .  随后进行给药治疗， 各组具体的给药方式如下： （1） 阴性对照组， 向牙周袋

内注射 50 μL 生理盐水； （2） PDA NPs 组， 向牙周袋内注射 50 μL 浓度为 20 mg/mL 的 PDA NPs 溶液； 
（3） AZM@PDA NPs组， 向牙周袋内注射50 μL浓度为20 mg/mL的AZM@PDA NPs溶液； （4） 阳性对照

组， 每2天向牙周袋部位涂抹1次盐酸米诺环素软膏 .  给药4周后对大鼠实施安乐死， 取上颌骨， 置于

质量分数为4%的多聚甲醛溶液中固定2周后， 进行MicroCT， H&E染色和免疫荧光检测 .  免疫荧光染

色过程中一抗的稀释比例为1∶200， 孵育12 h； 荧光二抗的稀释比例为1∶100， 孵育2 h.  使用DAPI染色

液对细胞核进行染色后， 拍照获取荧光图像 .  
2 结果与讨论

2.1　纳米材料的制备和表征

基于锌离子与2-甲基咪唑的配位作用制得了ZIF-8.  图1（A）示出了ZIF-8的TEM照片， 呈现出尺寸

均一的正十二面体形貌， 平均直径为 79. 6 nm.  多巴胺单体与锌离子间的配位作用更强， 能够取代     
ZIF-8中的 2-甲基咪唑， 并在反应溶液弱碱性 pH的作用下发生聚合， 形成中空结构的PDA NPs.  PDA 
NPs的比表面积高达151 m2/g， 有利于药物的负载 .  以PDA NPs作为载体负载阿奇霉制备的AZM@PDA 
NPs同样保持了中空结构 .  图1（B）示出了AZM@PDA NPs的TEM照片， 平均直径为86. 4 nm.  动态光散

射（DLS）分析测得AZM@PDA NPs的水合粒径为（97. 6±5. 4） nm， zeta电势为（−21. 2±3. 7） mV.  

图 2（A）为不同浓度的阿奇霉素乙醇溶液的紫外-可见吸收光谱 .  选取 205 nm 处的吸光度值，        
图2（B）为阿奇霉素的吸光度值对浓度的标准曲线 .  载药实验后， 测试上清液在205 nm处的吸光度值， 
通过计算得出未被负载的阿奇霉素的浓度为 0. 747 mg/mL， 进而计算出AZM@PDA NPs中阿奇霉素的

载药率为20. 2%， 表明中空结构提升了药物的负载能力 .  在生理环境中， AZM@PDA NPs中的聚多巴胺

可缓慢降解， 释放出其结构中的阿奇霉素 .  图2（C）示出了不同时间点下阿奇霉素的释放率， 第1， 3， 5
和7天时分别为12. 6%， 26. 1%， 33. 7%和40. 7%.  

Fig. 1　TEM images of ZIF⁃8(A) and AZM@PDA NPs(B)

Fig. 2　UV⁃Vis absorption spectra of azithromycin at 0. 1—0. 5 mg/mL(A), standard curve of absorbance 
versus concentration(B) and the release rate curve of azithromycin at 0, 1, 3, 5 and 7 days(C)
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2.2　细胞实验

图3示出了AZM@PDA NPs对正常细胞L929的毒性 .  可见， 即使在高达200 μg/mL的浓度下， L929
细胞的相对存活率仍超过 90%.  一方面说明了

AZM@PDA NPs具有较好的生物安全性； 另一方面

也说明了阿奇霉素在 AZM@PDA NPs 中的负载较

稳定， 药物不易脱落， 有助于降低药物自身的毒副

作用， 提升治疗手段的安全性 .  
图4示出了AZM@PDA NPs对细胞中抗炎因子

表达的影响 .  与 AZM@PDA NPs 共培养 24 h 后， 
RAW264. 7细胞中抗炎因子 IL-10和TGF-β的表达

显著提升， 其中 IL-10的表达为空白对照组的2. 23
倍， TGF-β的表达为空白对照组的2. 32倍 .  这说明

AZM@PDA NPs具备抗炎功效， 有助于促进巨噬细

胞的M2极化， 具有进一步应用的潜力 .  

2.3　动物实验

动物实验中， 首先研究了 AZM@PDA NPs 的毒性和生物相容性 .  向牙周组织中注射 AZM@PDA 
NPs 24 h后， 对照组和实验组中大鼠主要的肝肾功能指标示于图 5.  可见， 两组中谷草转氨酶（AST）、 

Fig. 4　Relative gene expression of IL⁃10(A) and TGF⁃β(B) in RAW264. 7 after co⁃cultured with 
AZM@PDA NPs for 24 h

Fig. 3　Relative cell viability of L929 cells after 
incubation with different concentrations 
of AZM@PDA NPs for 24 h

Fig. 5　Major liver and renal functions indexes of the rats after the injection of AZM@PDA NPs(24 h) in 
periodontology 
The control group is age ⁃ matched healthy mice.  (A) AST; (B) ALT; (C) ALP; (D) total protein; (E) ALB; (F) uric acid;      
(G) creatinine; (H) urea.
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谷丙转氨酶（ALT）、 碱性磷酸酶（ALP）、 总蛋白（TP）、 白蛋白（ALB）、 尿酸（UA）、 肌酐（CREA）和尿素

（UREA）等指标均无显著性差异， 说明AZM@PDA NPs不会引起大鼠肝肾功能的变化， 体内毒性较低 .  
向牙周组织中注射AZM@PDA NPs 2周后， 对照组和实验组中大鼠主要器官的H&E染色示于图6.  

可见， 两组中心、 肝、 脾、 肺和肾等器官的细胞形态和结构均正常， 未发生明显的病理学改变 .  这说明

AZM@PDA NPs不会引起大鼠主要器官的损伤， 生物相容性良好 .  

在大鼠牙周炎模型中， 进一步研究了AZM@PDA NPs的治疗效果 .  经过不同处理4周后， 大鼠上颌

骨的MicroCT影像见图7， 对应的H&E染色图像见图8.  阴性对照组中， 牙槽嵴吸收十分明显， 牙槽嵴

顶降低， 根分叉明显暴露且两侧相通［图7（A）］， 牙周组织中可见大量炎细胞浸润， 以中性粒细胞和巨

噬细胞为主［图 8（A）］.  PDA NPs 并不具有明显的抗炎能力， 该组中牙槽嵴吸收同样较为严重            
［图7（B）］， 牙周组织中同样存在大量炎细胞［图8（B）］.  而AZM@PDA NPs的抗炎能力得到了较好的展

现， 牙槽嵴吸收明显减少， 牙槽嵴顶增高， 根分叉已经完全被骨质覆盖［图7（C）］， 牙周组织中的炎细

胞明显减少， 上皮形态恢复正常［图8（C）］.  AZM@PDA NPs的治疗效果良好， 基本达到了阳性对照组

水平［图7（D）和图8（D）］.  

Fig. 6　H&E stained major organ slices of the rats after the injection of AZM@PDA NPs(2 weeks) 
in periodontology
The control group is age⁃matched healthy mice.  Magnification times: 400 for heart, liver and kidneys; 100 for 
spleen; and 200 for lungs.

Fig. 7　MicroCT images of the maxillae after different treatments
(A) Negative control group; (B) PDA NPs group; (C) AZM@PDA NPs group; (D) positive control group.

Fig. 8　H&E stained slices of the maxillae after different treatments
(A) Negative control group； (B) PDA NPs group； (C) AZM@PDA NPs group； (D) positive control group.  Magnification times： 200.
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最后， 免疫荧光染色被用于检测大鼠牙周组织中炎症相关因子的表达 .  如图 9 所示， 经
AZM@PDA NPs处理后， 牙周组织中TNF-α和 IL-1β的表达均明显下调 .  作为具有代表性的促炎细胞因

子， 二者的表达下调意味着炎细胞的浸润被抑制， 炎症性疾病得到了较好的治疗 .  上述结果表明， 
AZM@PDA NPs对牙周炎的治疗效果显著， 具有良好的应用前景 .  

3 结 论

设计了一种负载阿奇霉素的聚多巴胺纳米粒子（AZM@PDA NPs）用于牙周炎的治疗 .  首先， 利用

二甲基咪唑与六水合硝酸锌之间的配位作用制备了正十二面体形貌的ZIF-8； 再以ZIF-8为模板， 多巴

胺盐酸盐为原料， 利用配位竞争诱导聚合法制备了中空结构的聚多巴胺纳米粒子（PDA NPs）.  PDA NPs
的比表面积高达151 m2/g， 有利于药物的负载 .  进一步以PDA NPs负载阿奇霉素（AZM）， 制备了负载阿

奇霉素的聚多巴胺纳米粒子（AZM@PDA NPs）， AZM@PDA NPs 中阿奇霉素的载药率高达 20. 2%.  
AZM@PDA NPs对正常细胞的毒性极低， 生物安全性好， 还能够促进抗炎因子的表达， 有助于巨噬细胞

的M2型极化 . 在对大鼠牙周炎模型的治疗中， AZM@PDA NPs实现的阿奇霉素缓释有效减轻了牙槽嵴吸

收， 降低了炎细胞浸润， 展现了良好的治疗效果， 并且在体内的生物安全性良好， 具有广阔的应用前景 .  
感谢吉林大学超分子结构与材料国家重点实验室张恺教授在纳米粒子合成实验中给予的指导与   

帮助 . 
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