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Cu-ZIF-8金属有机框架纳米材料的合成及抗菌性能

李京燕,熊 楠,樊一凡,林泓域*,高锦豪
(厦门大学化学化工学院,表界面化学全国重点实验室,福建 厦门361005)

摘要:[目的]金属有机框架(MOFs)材料是一种新兴的可生物降解材料,在抗菌方面显示出了巨大的应用潜力.但大

部分MOFs抗菌作用机制单一,抗菌效果较差,发展多种机制协同抗菌的MOFs有望显著提升其抗菌效果.[方法]在室

温条件下通过“一锅法”制备对模拟光照和微酸环境具有双重响应的铜-沸石咪唑酯骨架-8(Cu-ZIF-8)纳米颗粒,并研究

其抗菌性能.[结果]电子自旋共振(ESR)图谱结果表明,Cu-ZIF-8在黑暗条件下即可产生活性氧物种(ROS),而光照条

件可以显著促进ROS的产生.上调的ROS水平会引起细菌内部一系列的氧化应激反应,产生抗菌作用.此外,Cu-ZIF-8
纳米颗粒可以在细菌感染的微酸环境中缓慢地释放具有抗菌能力的Zn2+和Cu2+,实现协同抗菌的目的.体外抗菌实验

结果表明,在光照条件下,Cu-ZIF-8纳米颗粒对金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)和大肠杆菌(Escherichiacoli)
具有良好的抗菌活性,其最低抑菌质量浓度分别为31.25和300.0μg/mL.经过Cu-ZIF-8纳米颗粒处理的纺织布对金

黄色葡萄球菌具有显著的抑制效果.[结论]以上结果表明,Cu-ZIF-8纳米颗粒在抗菌生物材料领域具有良好的应用潜

力,同时也为未来高效抗菌材料的开发提供了新的研究思路.
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Abstract:[Objective]Bacterialinfectionsposeacriticalthreattoglobalpublichealth.Metal-organicframeworks(MOFs),anovel
classofporousbiodegradablematerials,haveattractedconsiderableattentioninthefieldofantibacterialresearch.Theyofferseveral
advantages,includinglowproductioncosts,highdesignflexibility,structuraldiversity,simplepreparationprocesses,watersolubility,

andlong-termstability.ThesepropertiespositionMOFsasanattractivesolutionforpioneeringadvancementsinantibacterial
treatments,providingasustainablealternativetotraditionalantibiotictherapiesandaddressingtheurgentchallengeofantibiotic
resistance.However,MOFsoftenrelysolelyonasinglemechanismofaction,whichcansignificantlylimittheirantibacterialefficacy.
Toenhancetheirtherapeuticpotential,itisessentialtodevelopMOFswithsynergisticmechanisms.[Methods]Inthisstudy,we
appliedencapsulationandcoordinationtechniquestointroduceadditionalfunctionalitiestozeoliticimidazolateframework-8(ZIF-8)

MOFs,whichareidealcandidateofantibacterialagentsduetotheirgoodaffordability,mildsynthesisconditions,easeof
functionalization,andpotentialantimicrobialactivities.OurteamsuccessfullysynthesizedCu-ZIF-8nanoparticlesutilizinga
straightforward,one-potmethodconductedatroomtemperature.Thesenanoparticleswerecharacterizedbyaseriesofanalytical
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methodsincludingtransmissionelectronmicroscopy(TEM),energydispersivespectroscopy(EDS),X-raydiffraction(XRD),andX-
rayphotoelectronspectroscopy(XPS).TheirresponsivenesstoacidosisandlightwasassessedusingTEMandelectronspin
resonance(ESR)spectroscopy,andtheirminimuminhibitory massconcentration (MIC)and minimum bactericidalmass
concentration(MBC)againstStaphylococcusaureusandEscherichiacoli wereevaluatedwithserialdilutionassays.Their
antibacterialmechanismwasfurtherinvestigatedwithconfocallaserscanningmicroscopy(CLSM).Finally,thesenanoparticleswere
usedtoprepareantibacterialtextilefabricsandtheefficacyofthesefabricsagainstS.aureuswasstudied.[Results]ESRspectroscopy
analysisrevealedthatCu-ZIF-8nanoparticleswerecapableofgeneratingreactiveoxygenspecies(ROS)evenunderdarkconditions,

withproductionsubstantiallyenhanceduponexposuretosunlight.ThiselevatedROSlevelinitiatedoxidativestress,leadingto
notableantibacterialeffects.Additionally,Cu-ZIF-8nanoparticlesreleasedantibacterialZn2+andCu2+inmildlyacidicenvironments,

enhancingtheirbactericidaleffectivenessthroughsynergisticmechanisms.Invitrotestingdemonstratedthatthesenanoparticles
exhibitedpotentantibacterialactivityagainstbothS.aureusandE.coli,withMICsof31.25and300.0μg/mLunderlightcondition,

respectively.Notably,textilestreatedwithCu-ZIF-8nanoparticlesshowedsignificantantibacterialefficacyagainstS.aureus,

highlightingtheirpracticalapplications.TheseresultsconfirmthedualfunctionalityofCu-ZIF-8nanoparticlesandtheirpromiseas
antibacterialbiomaterialswithsignificantpotentialinmedicalandenvironmentalapplications.Theenhancedantibacterialactivity
underlightconditionsintroducesnewpossibilitiesfordesigningnovelantibacterialmaterialsthatleveragebothnaturalandartificial
lightsources,offeringeffective,light-responsivesolutionstocombatmicrobialinfections.[Conclusion]Cu-ZIF-8nanoparticleswere
successfullysynthesizedusingastraightforwardone-potmethodatroomtemperature,demonstratingtheirsubstantialantibacterial
efficacy.Thesenanoparticlesnotonlyexhibitedsignificantinhibitoryeffectsondifferentbacterialstrainsbutalsoprovidedkeydata
andtheoreticalinsightstosupportthefurtherdevelopmentofefficientantibacterialmaterials.Thisworkrepresentsameaningful
advanceinantibacterialresearch.Movingforward,futurestudieswillfocusonevaluatingantibacterialeffectsofthesenanoparticles
underdiverseenvironmentalconditionsandoptimizingtheirpracticalapplicationsacrossdifferentdomains.

Keywords:zeoliticimidazolateframework(ZIF-8);dual-responsive;antibacterialactivity;reactiveoxygenspecies

  金属有机框架(MOFs)材料是由金属中心(如金

属离子或团簇)与有机配体通过配位键组成的一维、
二维或三维结构的多孔材料[1].MOFs相对于其他纳

米材料的最大优势在于其具有较高的可设计性、较大

的比表面积及可调节的功能金属离子、有机配体和多

孔结构[2-4].相较于传统抗菌剂,MOFs在抗菌领域展

现出多方面的优势:1)MOFs可以通过螯合作用整合

多种杀菌金属离子(如Fe3+、Ag+、Zn2+和Cu2+)以及

一些有机抗菌剂或天然抗菌剂,形成的复合材料能在

特定刺激(如pH值降低或激光照射)下持续释放有效

成分[5];2)以光催化分子作为有机配体的MOFs能够

在光照条件下产生活性氧物种(ROS),显著提升其光

催化抗菌效率[6];3)MOFs的金属节点由于其螯合作

用展现出较低的极性,从而增强其亲脂性,有助于

MOFs更有效地穿透细菌细胞膜,发挥杀菌作用[7];
4)MOFs的高孔隙性和大比表面积使其能够封装其

他抗菌物质,通过在其表面附着活性基团进行化学修

饰,可进一步发展成为高效的抗菌复合材料[8].这些

特性使MOFs在抗菌领域表现出独特的优势.
在诸多MOFs中,沸石咪唑酯骨架-8(ZIF-8)因对

细菌感染具有较好的酸响应能力、可释放抗菌金属离

子及良好的生物相容性,在抗菌领域得到较为广泛的

应用[9-11].在微酸性环境中,ZIF-8纳米颗粒能够有效

释放Zn2+.Zn2+具有高亲和力,通过静电相互作用吸

附在带负电的细菌细胞壁表面,并改变细菌细胞膜的

通透性从而进入细菌细胞内部,抑制细菌酶的活性,
最终导致细菌死亡[12].然而,ZIF-8材料自身的抗菌活

性比较有限,在一定程度上限制了其在抗菌领域的进

一步推广应用[13].Cu2+的抗菌能力早已被发现并广泛

应用.近年来的研究表明,Cu2+的抗菌能力来源于其

可以诱导细菌中的ROS上调[14].如何将Cu2+的抗菌

能力与MOFs结合起来发展新型抗菌材料引起了不

少研究者的关注[15].目前,大部分MOFs的作用机制

单一,抑菌效果较差,因此发展多种机制协同抗菌的

MOFs有望显著提升其抗菌效果.
本研究通过在ZIF-8合成过程中添加Cu2+,合成

了Cu-ZIF-8纳米颗粒,采用透射电子显微镜(TEM)、
X射线衍射(XRD)和X射线光电子能谱(XPS)等对

其进行表征,并进一步研究其抗菌性能.

1 实验部分

1.1 实验试剂

六水合硝酸锌[Zn(NO3)2·6H2O]、五水合硫酸

铜(CuSO4·5H2O)、甲醇均为分析纯,购自国药集团

化学试剂有限公司.2-甲基咪唑(2MIM,分析纯)和
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3,3',5,5'-四甲基联苯胺(TMB,纯度99%)购自上海

毕得医药科技有限公司.4',6-二脒基-2-苯基吲哚

(DAPI,5mg/mL),碘化丙啶(PI,5mg/mL),2,7-二
氯荧光素 二 乙 酸 酯(DCFH-DA,10mmol/L)购 自

Sigma-Aldrich有限公司.5,5-二甲基-1-吡咯啉-N-氧
化物(DMPO,纯度97%)购自Alfa化学试剂有限公

司(中国上海).LB(Luria-Bertani)肉汤和LB营养琼

脂购自北京索莱宝科技有限公司,磷酸盐缓冲溶液

(PBS,pH7.2)购自山东思科捷生物技术有限公司.

1.2 实验仪器

JEOL的JEM-1400TEM和RigakuUltimaⅣ粉

末XRD仪,HITACHI的S-4800扫描电子显微镜

(SEM),FEI的 TecnaiF30高分辨 TEM,Thermo
FisherScientific的XPS仪和MultiSkanFC酶标仪,
Leica的TCSSP8激光共聚焦显微镜(CLSM),河南

爱博特科技有限公司的ZNCL-S智能恒温磁力搅拌

器,奥豪斯仪器有限公司的AR124CN电子分析天平,
湖南湘仪仪器有限公司的TG16-NS台式高速离心

机,Branson的2510E-DTH超声波清洗仪,ELGALab
Water的PURELABflex纯水仪,智城的摇床,苏州

净化设备有限公司的SW-CJ-2FD双人单面净化工

作台.

1.3 纳米颗粒的制备

1.3.1 Cu-ZIF-8纳米颗粒的制备

将1.6279gZn(NO3)2·6H2O和0.06958g
CuSO4·5H2O混合物溶于240mL 甲醇中,超声

20min获得澄清的Cu/Zn储备溶液[n(Cu)∶n(Zn)=
1∶20,总金属离子浓度保持24mmol/L,其余投料方

式参 见 支 撑 材 料 (https:∥jxmu.xmu.edu.cn/
Upload/html/20250508.html)表S1].在室温条件下,
分别取20mL上述溶液缓慢倒入20mL1mmol/L
2MIM的甲醇溶液中,并在磁力搅拌下反应4h,得到

蓝色溶液.通过离心收集产物,使用甲醇洗涤3次后,
在真空条件下干燥得到纯净的不同Cu含量的Cu-
ZIF-8纳米颗粒.

1.3.2 ZIF-8纳米颗粒的制备

分别将1.71354mgZn(NO3)2·6H2O和9.852g
2MIM溶于240mL甲醇中,并超声20min获得澄清

溶液.在室温条件下,取20mLZn(NO3)2·6H2O的甲

醇溶液缓慢倒入20mL1mmol/L2MIM的甲醇溶液

中,并在磁力搅拌下反应4h,得到白色溶液.通过离

心收集产物,使用甲醇洗涤3次后,在真空条件下干

燥得到纯净的ZIF-8纳米颗粒.

1.4 Cu-ZIF-8纳米颗粒的响应性能测试

以DMPO为自旋捕获剂,采用电子顺磁共振

(ESR)波谱技术检测体系中产生的超氧负离子

(·O2-)[16].分别将Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒重悬

于2mL甲醇中,分成两组:一组置于模拟太阳光下

(3W/cm2)光照45min,另一组置于黑暗处45min.
随后,迅速加入DMPO自旋捕获剂,在室温条件下测

试其ESR波谱.分别将Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒

重悬于pH6.5的Tris-HCl缓冲液中,孵育0,1,2和

3h,并进行TEM表征,测试其酸性响应性能.

1.5 细菌培养方法

使用革兰氏阴性菌中的大肠杆菌(Escherichiacoli)
和革兰氏阳性菌中的金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
aureus)进行抗菌性能测试.两种细菌培养方式相同:
将细菌接种于20mLLB肉汤中,并在37℃下以180
r/min振荡孵育,通过酶标仪测定其在600nm的吸光

度(A600),把细菌培养至对数生长期(培养至A600=
0.6),调整菌液浓度为2×106CFU/mL(CFU为菌落

形成单位),以供进一步使用.

1.6 最低抑菌质量浓度(MIC)和最低杀菌

质量浓度(MBC)的测定

  MIC是指在体外培养细菌18~24h后能抑制培

养基中病原菌生长的最低药物浓度,是体现药物抗菌

活性的一个重要指标[17].Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒

对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的 MIC采用常规的微

量肉汤稀释法来测定.
Cu-ZIF-8溶液的配制:将2mgCu-ZIF-8纳米颗

粒分散于1mL灭菌水中,超声振荡10min,配制成质

量浓度为2mg/mL的Cu-ZIF-8溶液.
Cu-ZIF-8溶液的梯度稀释:在96孔板中,每孔加

入150μLLB液体培养基,往第1列各孔中加入150μL
2mg/mL的Cu-ZIF-8溶液,混匀后分别取150μL至

第2列,吹打混匀后吸取150μL至第3列,以此类推,
连续稀释至第7列,最后一列不进行任何处理,得到

质量浓度分别为1000,500.0,250.0,125.0,62.50,
31.25,15.62μg/mL的Cu-ZIF-8溶液.

菌液与Cu-ZIF-8溶液混合:在上述96孔板中,每
孔加入150μL2×106CFU/mL的金黄色葡萄球菌菌

液,吹打混匀后,形成质量浓度依次为500.0,250.0,
125.0,62.50,31.25,15.62,7.812μg/mL的Cu-ZIF-8
混合溶液.LB液体培养基不进行任何处理为空白对

照组,加菌液不加Cu-ZIF-8溶液的为阴性对照组,加
菌液和ZIF-8溶液的为对照分子组.处理完成后,将
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96孔板在37℃下孵育20min;为了避免光照产生的

热量杀死细菌,将光照组的96孔板放在冰盒上,在模

拟太阳光激发器下光照,而黑暗组用锡纸包住,45min
后将两组96孔板置于37℃培养箱中孵育22h.

对于大肠杆菌菌液和Cu-ZIF-8、ZIF-8纳米颗粒

的混合溶液,采用相同的处理方法,相应纳米颗粒的

最终质量浓度为800.0,700.0,600.0,500.0,400.0,
300.0,200.0μg/mL.

MIC的确定:观察培养22h后的96孔板,通过目

测检查,确定首列呈现澄清状态的最小质量浓度即为纳

米颗粒的MIC.此外,通过酶标仪测试其A600,当A600<
0.1时,则认为是无菌生长,从而确定纳米颗粒的MIC.

MBC的确定:根据MIC测试结果,依次从样品质

量浓度大于或等于MIC的96孔板中吸取50μL的细

菌悬液,然后稀释104倍,将阴性对照组的细菌悬液稀

释108倍.将含纳米颗粒的细菌悬液滴加到平板上,然
后以10倍梯度稀释4次,每次取10μL滴加到平板

上.稀释后的阴性对照也进行10倍梯度稀释4次,涂
板.置于37℃培养箱中培养20h,观察培养皿上细菌

菌落的生长情况,在培养皿里菌落数少于5个或无菌

落生长的质量浓度即为纳米颗粒的MBC.

1.7 细菌的活/死染色

用DAPI和PI染色来评价Cu-ZIF-8纳米颗粒的

抗菌效果[18].将培养18h的细菌进行活化处理,加入

一定量的纳米颗粒后分别在光照和黑暗条件下共孵

育45min.孵育结束后,通过离心去除上清,并用PBS
洗涤2次.随后加入DAPI和PI荧光探针,并在37℃
下继续孵育30min后,用PBS清洗3次,以充分去除

未进入细菌细胞内的DAPI和PI荧光探针.将沉淀物

用PBS重悬,并转移到含玻璃底的3.5cm细胞共聚

焦专用培养皿里,通过CLSM 进行观察,使用Leica
TCS-SP8采集图像.

1.8 ROS的检测

利用荧光探针DCFH-DA检测ROS[19].分别将

2×106CFU/mL的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌菌液

与10μmol/LDCFH-DA溶液混合均匀,用PBS清洗

3次,以充分去除未进入细菌细胞内的DCFH-DA探

针;然后分别加入Cu-ZIF-8和ZIF-8溶液,分别在光

照和暗处孵育45min,离心后将沉淀物用PBS清洗2
次后重悬,转移到含玻璃底的3.5cm细胞共聚焦专

用培养皿中.通过CLSM进行观察,使用LeicaTCS-
SP8采集图像.参考文献[20]的方法利用TMB检

测ROS.

1.9 抗菌纺织布的制备及抗菌性检测

将自制的纺织物(5cm×5cm)经过高温灭菌后,
分别放入含有Cu-ZIF-8和ZIF-8溶液的烧杯中,浸泡

2h后,将纺织物置于60℃烘箱里进行干燥,待完全

干燥后即可得到抗菌纺织布.利用SEM进行表征.取
部分抗菌纺织布进行5次超声清洗,在烘箱里干燥后

作为对照样品.
将上述制备好的抗菌纺织布置于超净工作台里,

紫外光照射1h,以确保纺织布为无菌状态.接着将抗

菌纺织布浸泡在2×106CFU/mL金黄色葡萄球菌溶

液里10min,然后将纺织布平放在平板上,经光照或

者暗处孵育45min后,再于37℃培养箱中培养20h.
将经过上述处理的纺织布浸泡在5mLLB肉汤中

10min,然后将培养基稀释105倍,取100μL进行涂

板处理,再将平板置于37℃培养20h,观察菌落生长

情况,以此来评估纺织布的杀菌效果.

2 结果与讨论

2.1 Cu-ZIF-8纳米颗粒的表征

如图1所示,合成的产物颗粒为近球形结构[图
1(a)],其平均粒径约25nm;EDS元素分布表明Cu
与Zn元素均匀地分布在合成的纳米颗粒中[图
1(b)];XRD分析表明其晶体结构与ZIF-8相近[图
1(c)],XPS表明产物纳米颗粒中存在着Zn与Cu元

素[图1(d)~(f)].对XPS谱图的进一步分析显示,N
能谱区在399.78eV的峰对应于N—Zn或N—Cu的

结合能,Zn能谱区在1022.07和1045.12eV处的

2个峰分别对应于Zn2p3/2和Zn2p1/2的特征结合能.
Cu能谱区在933.41和953.50eV的2个峰分别对应

于Cu2p3/2和Cu2p1/2的特征结合能.这些结果都证明

Cu元素以取代Zn元素的方式嵌入产物纳米颗粒,证
明成功合成了Cu-ZIF-8纳米颗粒.在室温下放置4个

月后,Cu-ZIF-8纳米颗粒的TEM照片[图1(a)插图]
和XRD谱图[图1(c)]均无明显变化,证明Cu-ZIF-8
纳米颗粒具有良好的稳定性.保持金属离子总量不变,
通过改变Cu/Zn的投料比(物质的量之比)制备了一系

列Cu-ZIF-8纳米颗粒.电感耦合等离子体发射光谱

(ICP-OES)和XRD分析结果显示,随着Cu/Zn投料比

的增加,合成的Cu-ZIF-8纳米颗粒中Cu含量仅略微上

升,且其结构和抗菌性能均无显著差异(支撑材料表S1
和图S1).综合考虑,最终选择Cu/Zn投料比为1∶20
制备的2-Cu-ZIF-8(下文简称Cu-ZIF-8)纳米颗粒进行

抗菌性能研究.
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(a)中插图为室温放置4个月后的Cu-ZIF-8纳米颗粒(Cu-ZIF-8-4month)的TEM图.

图1 Cu-ZIF-8纳米颗粒的TEM图(a)、能量色散(EDS)元素分布图(b)和XRD谱图(c),及ZIF-8和Cu-ZIF-8纳米颗粒的

N1s(d)、Zn2p(e)和Cu2p(f)的XPS局域谱

Fig.1 TEMimage(a),EDSelementmappingimages(b),andXRDpatterns(c)ofCu-ZIF-8nanoparticles;XPSlocalized
spectraofN1s(d),Zn2p(e),andCu2p(f)ofCu-ZIF-8andZIF-8nanoparticles

2.2 Cu-ZIF-8纳米颗粒的响应性能分析

从图2(a)可以清楚看到ZIF-8和Cu-ZIF-8纳米

图2 经过Tris-HCl缓冲溶液(pH6.5)孵育不同时间的Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒的TEM图(a),黑暗处理和模拟太阳光照

处理(45min)下含有Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒的DMPO溶液的ESR谱图(b)

Fig.2 TEMimagesofCu-ZIF-8andZIF-8nanoparticlesincubatedinTris-HClbuffer(pH6.5)fordifferentdurations(a),ESRspectra
ofDMPOsolutionscontainingCu-ZIF-8andZIF-8nanoparticleswithdarktreatmentandsimulatedsunlighttreatment(45min)(b)

颗粒均能对微酸条件产生响应,释放出Zn2+、Cu2+和

有机配体,直至整个MOF完全崩塌.这与文献[21]报
道的结果一致.ICP-OES结果进一步显示:在微酸性

条件下Cu-ZIF-8纳米颗粒能明显释放Cu2+和Zn2+

(pH6.5时Cu2+和Zn2+的释放量分别为8.2%和

64%,pH5.5时Cu2+和Zn2+的释放量分别为15%和

79%),并随着酸性的增强释放量增加,而在中性和弱

碱性条件下则不会释放Cu2+和Zn2+(释放量几乎为

0).如图2(b)所示:ZIF-8纳米颗粒溶液在模拟太阳光

照或者黑暗条件下均未观察到典型的DMPO-O2-加合

物的6个特征峰;而Cu-ZIF-8纳米颗粒溶液在模拟太

阳光照或者黑暗条件下均显示出DMPO-O2-加合物的

6个特征峰,表明溶液中产生了数量显著的ROS.这一

现象可归因于3d9电子构型的Cu2+可以有效促进电子
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转移从而产生数量显著的ROS.且在模拟太阳光照条

件下其特征峰强度是黑暗条件下的10倍,说明模拟太

阳光能更有效地促进Cu-ZIF-8纳米颗粒产生·O2-.进
一步使用TMB溶液来检测体系中产生的ROS(支撑材

料图S2).结果表明在模拟太阳光照条件下Cu-ZIF-8
纳米颗粒能显著促进ROS的产生.这些ROS能够引起

细菌细胞的氧化应激反应,从而实现良好地抗菌效果.

2.3 Cu-ZIF-8纳米颗粒的MIC和MBC
MIC测试实验结果[图3(a)]显示:在模拟光照和

黑暗条件下,Cu-ZIF-8纳米颗粒对金黄色葡萄球菌

的 MIC分别为31.25和250.0μg/mL,而ZIF-8纳

米颗粒对金黄色葡萄球菌的 MIC分别为62.50和

250.0μg/mL;Cu-ZIF-8纳米颗粒对大肠杆菌的MIC
分别为300.0和500.0μg/mL,而ZIF-8纳米颗粒对

大肠杆菌的MIC分别为600.0和700.0μg/mL.这些

结果表明,模拟光照条件能够有效提高Cu-ZIF-8和

ZIF-8纳米颗粒对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌

能力.与大肠杆菌相比,Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒

对金黄色葡萄球菌具有更好的抑菌作用.与ZIF-8纳

米颗粒相比,无论是在模拟光照还是黑暗条件下,Cu-
ZIF-8纳米颗粒都表现出较强的抑菌能力.

为了进一步确定Cu-ZIF-8纳米颗粒的抑菌效果,
测定在不同条件下含有相应 MIC纳米颗粒的金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌菌液在孵育后的A600.如图3(b)
和(c)所示,与其他组别相比,在模拟光照条件下Cu-
ZIF-8纳米颗粒处理的细菌的A600最低,进一步证明

在模拟光照条件下Cu-ZIF-8纳米颗粒对细菌生长有

良好的抑制作用.

(a)Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒在不同条件下对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的MIC;(b)和(c)分别为在不同培养条件下

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌菌液的A600.菌液起始A600=0.051,光照或黑暗处理45min,孵育22h.

图3 Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒的抗菌性能

Fig.3 AntibacterialcapacitiesofCu-ZIF-8andZIF-8nanoparticles

  通过实验进一步确定两种纳米颗粒在不同条件

下的MBC.如图4所示:在模拟光照和黑暗条件下,
Cu-ZIF-8纳米颗粒对金黄色葡萄球菌的MBC分别为

31.25和250.0μg/mL,对大肠杆菌的 MBC分别为

500.0和1000μg/mL;而ZIF-8纳米颗粒对于金黄色

葡萄球菌的MBC分别为62.50和500.0μg/mL,对
大肠杆菌的MBC分别为500.0和1000μg/mL.由此

可见,Cu-ZIF-8纳米颗粒对金黄色葡萄球菌的杀菌效

能明显高于ZIF-8纳米颗粒,其MBC仅为ZIF-8的一

半,杀菌效率提高了1倍.而Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米

颗粒对大肠杆菌的 MBC相同,表明两者对大肠杆菌

的杀菌能力相当.
另外,实验结果显示Cu-ZIF-8纳米颗粒对金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌的 MBC差别较大,这主要是因

为金黄色葡萄球菌和大肠杆菌分属革兰氏阳性菌和

阴性菌,两者结构差异较大.金黄色葡萄球菌的质膜

外是由较厚的肽聚糖和薄的包膜层组成,而大肠杆菌

的质膜外结构较复杂,由包膜、脂多糖、外膜和肽聚糖

构成[22].Cu-ZIF-8纳米颗粒的杀菌机制是通过与细菌

肽聚糖上的羧基结合,在微酸环境下释放出Zn2+和

Cu2+,破坏细菌细胞膜的通透性[23].进入细菌内部的

金属离子可以与蛋白质结合,扰乱细菌的正常生理活

动,从而导致细菌的死亡.然而,大肠杆菌的结构特征

极大地减少了Cu-ZIF-8与肽聚糖上羧基的接触概率,
降低了其对细菌的杀伤能力.因此,Cu-ZIF-8纳米颗

粒对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的MBC差别较大.

2.4 活/死染色验证Cu-ZIF-8纳米颗粒杀菌

效果

  为了进一步验证Cu-ZIF-8纳米颗粒的杀菌效果,
采用PI染色来标记细胞膜损伤的死亡细菌,并用

DAPI对所有细菌群(存活和死亡)进行染色.由于金

黄色葡萄球菌具有较厚的细胞壁(20~80nm),PI无法

穿透其细胞壁和细胞膜进入细菌内部与DNA和RNA
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图4 Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒处理的细菌悬液在琼脂板上

铺展的照片(a),Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒在不同条件下

对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的MBC(b)

Fig.4 Photographsofbacterialcoloniesspreadingonagar
platesforbacterialsuspensionstreatedwithCu-ZIF-8and

ZIF-8nanoparticles(a),MBCofCu-ZIF-8and
ZIF-8nanoparticlesagainstS.aureusand
E.coliunderdifferentconditions(b)

图5 经过ZIF-8和Cu-ZIF-8纳米颗粒及DAPI/PI共染色处理的大肠杆菌的荧光图像

Fig.5 FluorescenceimagesofE.colitreatedwithZIF-8andCu-ZIF-8nanoparticlesandDAPI/PIco-staining

结合,在CLSM下无法观察到红色荧光,这限制了Cu-
ZIF-8纳米颗粒对金黄色葡萄球菌损伤程度的测定.
因此,主要利用该方法研究Cu-ZIF-8纳米颗粒对大肠

杆菌的杀菌效果.从图5可以看出,对照组和黑暗条

件处理的CLSM图片显示出微弱的红色荧光,证明部

分大肠杆菌在经过Cu-ZIF-8和ZIF-8纳米颗粒处理

后死亡.经过模拟太阳光照射处理后,Cu-ZIF-8纳米

颗粒处理组红色荧光强度显著增强,而ZIF-8纳米颗

粒处理组的红色荧光强度仅略有增强,证明在模拟光

照条件下Cu-ZIF-8纳米颗粒对细菌细胞膜具有严重

损伤能力,进一步凸显了其抗菌能力.

2.5 Cu-ZIF-8纳米颗粒对ROS水平的影响

为了进一步探究Cu-ZIF-8纳米颗粒的抗菌机制,
评估了经纳米颗粒处理后细菌内部的ROS水平.目前,
最常用于检测细菌内部ROS的方法是使用DCFH-DA
荧光探针.DCFH-DA探针本身是没有荧光的,在进入

细菌后可被酯酶水解生成二氯二氢荧光素(DCFH).由
于DCFH不能透过细胞膜,一旦生成将滞留在细菌内

部.细菌内的ROS可以氧化无荧光的DCFH生成有荧

光的二氯荧光素(DCF).由于绿色荧光强度与细菌内

ROS的水平成正比,所以可以通过CLSM来观察纳米

颗粒入细菌导致的ROS水平变化[22].
从图6可以看出,对于只加入DCFH-DA荧光探

针而未加入纳米颗粒处理的金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌,在显微镜下观察不到任何绿色荧光信号.而经

ZIF-8和Cu-ZIF-8纳米颗粒处理的细菌,其绿色荧光

强度与对照组相比明显增强,表明它们都可以刺激细

菌产生ROS.尤其是在光照条件下,经Cu-ZIF-8纳米
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颗粒处理细菌的绿色荧光强度远高于对照组和ZIF-8
纳米颗粒处理细菌的绿色荧光强度.这一现象表明光

照可以显著促进Cu-ZIF-8纳米颗粒产生ROS(主要

是·O2-).这些ROS会引起细菌内部一系列的氧化

应激反应,造成损伤作用,从而提高Cu-ZIF-8纳米颗

粒的抗菌能力.

激发光波长和发射光波长分别为552和580nm.

图6 细菌经过ZIF-8和Cu-ZIF-8纳米颗粒及ROS探针

DCFH-DA处理后的CLSM图像

Fig.6 CLSMimagesofthebacteriatreatedwithZIF-8and
Cu-ZIF-8nanoparticlesandDCFH-DAasaprobeforROS

2.6 抗菌纺织布的杀菌性能分析

为了探索Cu-ZIF-8纳米颗粒的抗菌应用,制备了

基于Cu-ZIF-8纳米颗粒的抗菌纺织布并进行SEM表

征.从图7(a)可以看出,与对照组相比,ZIF-8和Cu-
ZIF-8纳米颗粒可以很好地吸附在纺织布表面.进一

步评估这些抗菌纺织布对金黄色葡萄球菌的杀伤能

力.如图7(b)所示,与未经处理的纺织布(对照组)和
经ZIF-8纳米颗粒处理的纺织布相比,Cu-ZIF-8纳米

颗粒处理的纺织布上金黄色葡萄球菌的菌落数明显

减少.值得注意的是,即使是经过5次超声清洗的Cu-
ZIF-8处理纺织布,在光照条件下仍展现出良好的抗

菌能力.

3 结 论

本研究在室温条件下采用“一锅法”成功制备的

Cu-ZIF-8纳米颗粒具有良好的抗菌能力.Cu-ZIF-8纳

Control:未处理纺织布;ZIF-8和Cu-ZIF-8:经ZIF-8和Cu-ZIF-8
纳米颗粒处理的纺织布;ZIF-8-5和Cu-ZIF-8-5:经ZIF-8和

Cu-ZIF-8纳米颗粒处理的纺织布,并经过5次超声清洗.

图7 纺织布的光学影像照片及其对应的SEM图(a);
不同纺织布浸出液涂板的金黄色葡萄球菌的菌落照片(b)

Fig.7 Opticalimagephotosoftextilefabricsandtheir
correspondingSEMimages(a),photosofS.aureus
coloniescoatedwithdifferenttextilefabricextracts(b)

米颗粒在光照条件下能产生以·O2-为主的ROS,对
细菌造成明显损伤;同时,在细菌生长的微酸条件下,
Cu-ZIF-8能缓慢地释放出Zn2+和Cu2+,实现协同抗

菌;基于Cu-ZIF-8纳米颗粒的抗菌纺织布显示出显著

的抑菌效果.这表明Cu-ZIF-8纳米颗粒在抗菌生物材

料领域具有良好的应用潜力,同时也为未来高效抗菌

材料的开发提供了新的研究思路.
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