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摘   要：探究聚 (N-异丙基丙烯酰胺 )[poly(N-isopropylacrylamide)]基互穿网络 (interpenetrating 
polymer network)温敏水凝胶(记作：IPNT)作为噬菌体内溶素 Lys84 递送载体的可行性，及载药水

凝胶作为抗菌材料的应用潜力。以海藻酸钠和 N-异丙基丙烯酰胺为原材料，通过自由基聚合的方

法制备互穿网络温敏水凝胶，采用干态浸泡法负载金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)噬菌体

内溶素 Lys84 获得载药水凝胶(IPNT-Lys84)。通过红外光谱仪、扫描电子显微镜(scanning electron 
microscopy, SEM)、差示扫描量热仪(differential scanning calorimetry, DSC)对水凝胶载药前后的物

理性能进行表征，并研究水凝胶溶胀、退溶胀以及内溶素 Lys84 释放情况、在不同温度及不同浓

度药液浸泡的抗菌性能。结果表明，IPNT-Lys84 水凝胶孔洞均匀，低临界溶解温度(lower critical 
solution temperature, LCST)为 32 °C；水凝胶平衡溶胀度为 30 g/g，退溶胀时失水率为 88%；在 37 °C
时内溶素释放率在 6 h 内达到 70%以上；IPNT-Lys84 水凝胶杀菌率达 99.9%以上。研究表明，采

用 IPNT 递送内溶素 Lys84 具有可行性，IPNT-Lys84 水凝胶有望成为针对多重耐药金黄色葡萄球

菌的有效抗菌材料。 
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interpenetrating network temperature-sensitive hydrogels (notation: IPNT) as the delivery 
vehicle for phage endolysin Lys84 and the potential of drug-loaded hydrogels as antimicrobial 
materials. Interpenetrating network temperature-sensitive hydrogels were prepared by free 
radical polymerization of sodium alginate and N-isopropylacrylamide. Drug-loaded hydrogels 
(IPNT-Lys84) were obtained by dry soaking method with the endolysin Lys84 of 
Staphylococcus aureus phage. The physical properties of the hydrogels with and without drug 
loading were characterized by infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, and 
differential scanning calorimetry. The swelling and deswelling of the hydrogels as well as the 
release of endolysin Lys84 were investigated. Moreover, the antibacterial properties of 
IPNT-Lys84 hydrogels at different temperatures and concentrations of the drug solution were 
studied. The results showed that IPNT-Lys84 hydrogel had uniform pores and a low critical 
solubility temperature (LCST) of 32 °C. The equilibrium swelling of the hydrogel was 30 g/g, 
and the water loss rate was 88% upon deswelling. The release rate of endolysin reached more 
than 70% within 6 h at 37 °C. The bactericidal rate of IPNT-Lys84 hydrogel was over 99.9%. 
The research results showed the feasibility of using IPNT to deliver the endolysin Lys84, and 
IPNT-Lys84 hydrogel might be an effective antimicrobial material against multi-drug resistant 
Staphylococcus aureus. 
Keywords: endolysin Lys84; N-isopropylacrylamide; sodium alginate; hydrogel; antibacterial 
properties 

 
金黄色葡萄球菌是导致皮肤和软组织感染

的主要致病菌，严重感染时可进一步引发败血

症、感染性心内膜炎、骨髓炎等 [1]。针对该致

病菌的治疗措施主要依赖于抗生素的广泛使

用，因此造成细菌耐药性问题不断加剧[2]。其

中，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 (methicillin- 
resistant Staphylococcus aureus, MRSA)具有多

重耐药性，几乎对所有非糖肽类药物具有耐药

性[3]，其高感染率及死亡率加剧了治疗难度及

成本，亟需替代治疗方案。 
噬菌体内溶素是一种裂解性蛋白质，为噬

菌体侵染宿主菌后期所释放的一种可以裂解细

菌细胞壁肽聚糖的水解酶[4]。噬菌体内溶素来

源广泛，具有抗菌活性强、发挥作用快、特异

性高、不易产生耐药性等优势，是理想的抗生

素替代物 [5]。已有诸多研究证明内溶素对目标

菌株具有高抗菌活性 [6]。耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌噬菌体内溶素 Lys84 源于本课题组获取

的烈性噬菌体 qdsa002[7]，已被证明对包括

MRSA 在内的多数金黄色葡萄球菌具有抗菌活

性，并且对成熟的 MRSA 生物被膜具有良好的

清除和抑制作用[8]。然而，内溶素在体外条件

下不稳定，对环境压力敏感且活性易丧失，导

致其生物利用度低，造成内溶素实际治疗效果

受限[9]。采用水凝胶递送内溶素是有前途的解

决方案。 
水凝胶是一类具有三维网状结构的高分子聚

合物，其独特的孔隙结构为药物的递送提供可能，

在生物医药等领域发挥很大的应用价值，如药物

缓释、组织工程材料、新型伤口敷料等[10]。聚

(N-异丙基丙烯酰胺) (poly(n-isopropylacrylamide), 
PNIPAM)是一种热敏高分子材料，作为药物控

释载体得到广泛研究 [11]。其低临界溶解温度

(lower critical solution temperature, LCST)在
32 °C 附近。在 LCST 以下，负载的药物通过物

理扩散缓慢释放，高于 LCST，水凝胶体积收缩
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将药物迅速释放。因此，利用 PNIPAM 这一特

性并将其应用于水凝胶敷料，可达到调控药物

释放的目的。海藻酸钠是天然多糖类聚合物，

具有生物相容性、可生物降解性及低免疫原性，

是制备水凝胶敷料的优势材料[12]。由 PNIPAM
和海藻酸钠制得的互穿网络温敏水凝胶可极大

地提高水凝胶的机械强度，并且可以形成稳定

的三维网状结构，为药物的负载和控释提供条

件[13]。该水凝胶作为外伤敷料不仅能为局部损

伤组织提供湿润的愈合环境，而且可将药物稳

定输送至特定部位，并延长药物作用时间、减

少给药次数，以期达到更好的治疗效果。 
在本研究中，我们采用 N-异丙基丙烯酰胺

和海藻酸钠制备了一种具有温度敏感性的互穿

网络水凝胶；在内溶素 Lys84 抗菌活性测定的

基础上，将内溶素 Lys84 负载于水凝胶递送系

统中，对其载药前后的物理性能进行表征，分

析载药水凝胶中内溶素 Lys84 的累计释放情

况，并研究负载内溶素 Lys84 的水凝胶对耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌的抗菌活性及杀菌动力

学。旨在为内溶素 Lys84 有效递送系统提供理

论研究，并探究其作为抗菌材料的应用潜力。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

N-异丙基丙烯酰胺(n-isopropylacrylamide, 
NIPAM) 、 四 甲 基 乙 二 胺 (n,n,n′,n′- 
tetramethylethylenediamine, TEMED)、N,N′-亚
甲基双丙烯酰胺 (n,n′-methylenebisacrylamide, 
MBA)，均购自麦克林生化科技有限公司；海藻

酸钠[分子量 216.121、黏度(200±20) mPa·s]，购

自阿拉丁试剂有限公司；过硫酸铵(ammonium 
persulfate, APS)、无水氯化钙、氯化钠、磷酸

二氢钾、磷酸氢二钠、氯化钾，均购自国药集

团化学试剂有限公司；本研究所用试剂均为分

析纯。金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) 
ATCC 43300 和 ATCC 6538 (以下简称 43300 和

6538)，由本实验室提供；1×PBS 缓冲液(8 g/L
氯化钠，0.2 g/L 磷酸二氢钾，2.17 g/L 磷酸氢

二钠，0.2 g/L 氯化钾；pH 7.4)，自制。 
JEM-1200EX 透射电子显微镜，JEOL 公司；

Nicolet iS10 傅里叶变换红外光谱仪，赛默飞公司；

DSC 200PC 差示扫描量热仪，NETZSCH 公司；

QUANTA FEG250 扫描电子显微镜，FEI 公司。 

1.2  内溶素 Lys84 抗菌性能测定 
1.2.1  最 小 抑 菌 浓 度 (minimum inhibitory 
concentration, MIC)及最小杀菌浓度(minimum 
bactericidal concentration, MBC)测定 

参照 Ning 等[8]的方法获取内溶素 Lys84。
参照 Wiegand 等[14]的方法测定 MIC 和 MBC。

采用 PBS 缓冲液对内溶素溶液进行二倍稀释，

获得不同浓度内溶素储备液(2−300 μg/mL)；在

无菌 96 孔板中，将 100 μL 内溶素溶液与 100 μL
营养肉汤混合；再将培养至对数生长期的金黄

色葡萄球菌 43300 和 6538 分别加入至 96 孔板

中，使菌液终浓度为 1×105 CFU/mL；于 37 °C
孵育 18 h 后检测 OD600；将孔板中未显示肉眼

可见细菌生长的样品进行平板涂布，当 99.9%
的细菌被杀死时，称其为 MBC 终点。PBS 缓

冲液用作不含内溶素的阴性对照，纯营养肉汤

用作空白对照。 
1.2.2  透射电镜(transmission electron microscope, 
TEM)观察 

参照 Li 等[15]的方法稍作调整后进行。选用

金黄色葡萄球菌 43300 作为指示菌。准备对数

期菌液(1×108 CFU/mL)；分别加入等体积内溶

素 Lys84 (终浓度为 150 μg/mL)和 PBS 缓冲液

(作为对照)；涡旋混匀后，37 °C、200 r/min 孵

育 2 h；对细胞培养物进行取样，并加入 2.5%
戊二醛固定液，室温固定 2 h 后采用透射电子

显微镜进行拍照观察。 
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1.2.3  Lys84 杀菌动力学测定 
参照 Li 等 [15]的方法并稍作修改。选用金

黄色葡萄球菌 43300 作为指示菌。内溶素

Lys84 的测试浓度分别为 18.8、37.5、75.0、
150.0 μg/mL，以不含内溶素的 PBS 缓冲液作

为阴性对照；金黄色葡萄球菌 43300 的菌液浓

度为 1×106 CFU/mL；将菌液与不同浓度的内溶

素溶液等体积混合，37 °C、200 r/min 共孵育；

培养至 0、5、10、20、30、60、90、120 min
后取样进行菌落计数；对菌落数进行统计分析

并绘制杀菌动力学曲线。 

1.3  IPNT-Lys84 的制备 
参照 Gu 等[16]的方法稍作调整后进行。将

NIPAM 单体加入 10 mL 去离子水中，制备成浓

度为 2.5% (质量分数)、5.0%、7.5%、10.0%的

溶液；再分别加入 0.1 g 海藻酸钠和 MBA 
(1.0%，摩尔分数，NIPAM)，在室温下搅拌至

完全溶解；氮气吹扫除氧 30 min 后，在 4 °C 加

入 500 μL APS (0.087 mol/L)和 10 μL TEMED
剧烈搅拌引发聚合；将形成的预凝胶置于 1% 
( 质 量 体 积 分 数 ) 氯 化 钙 溶 液 24 h ， 形 成

PNIPAM-Alg 互穿网络温敏水凝胶，分别记作

IPNT2.5、IPNT5.0、IPNT7.5、IPNT10.0；在室温下

透析 3 d 以去除残留的单体，在添加内溶素之

前进行冷冻干燥处理。采取干态浸泡法负载内

溶素，即取冷冻干燥后的水凝胶样品浸泡于不

同浓度的内溶素溶液，直至达到溶胀平衡状态，

获得的载药水凝胶记作 IPNT-Lys84，于 4 °C 保

存，直至进一步测试。 

1.4  水凝胶物理性能测定与表征 
1.4.1  红外光谱仪(fourier transform infrared 
spectoscopy, FTIR)表征 

将 PNIPAM、海藻酸钙、IPNT 水凝胶和

IPNT-Lys84 水凝胶样品通过红外光谱仪对其特

征官能团进行表征，扫描范围为 4 000−500 cm–1，

扫描次数为 64 次。 

1.4.2  扫 描 电 子 显 微 镜 (scanning electron 
microscope, SEM)表征 

将 IPNT 水凝胶和 IPNT-Lys84 水凝胶冷冻

干燥处理；切取部分样品，对其表面溅射镀金；

通过扫描电子显微镜进行成像观察。 
1.4.3  差示扫描量热仪 (differential scanning 
calorimeter, DSC)表征 

采用差示扫描量热仪进行测试。称取溶胀平衡

的水凝胶样品约 8 mg，在氮气氛围下，以 1 °C/min
的加热速度进行升温，升温范围为 20−50 °C。 
1.4.4  IPNT 溶胀性能测定 

溶胀度测定：将冷冻干燥后的 IPNT 水凝

胶样品称重，记作 W0；在 25 °C 于 PBS 缓液中

进行溶胀，于特定时间取出，擦干表面水分后

进行称重，记作 Wt；直至水凝胶溶胀平衡后结

束。计算溶胀度 SR (公式 1)： 

t 0

0
SR (g/g) W W

W
−=                  (1) 

退溶胀度测定：将在室温下溶胀平衡的

IPNT 水凝胶样品转移至 45 °C 水浴锅中，定时

取出称重，记作 Wt，至其恒重后结束；水凝胶

溶胀度根据公式(1)计算。 
水凝胶平衡溶胀度测定：将溶胀平衡的

IPNT 水凝胶样品转移至不同温度下的恒温水

浴锅中，平衡溶胀 12 h 后取出，称重为 We，根

据公式(1)计算此时溶胀度。 
所有实验均重复 3 次，取平均值。 

1.5  IPNT-Lys84 中 Lys84 释放曲线测定 
在 25 °C 和 37 °C，以 100 r/min 的转速振荡，

以 PBS缓冲液作为释放介质进行内溶素Lys84累

计释放曲线的测定。将负载内溶素的 IPNT-Lys84
水凝胶置于缓冲液中，定时移取上清液，并补充

等体积新鲜的 PBS 缓冲液，测定内溶素 Lys84 的

累计释放量，并绘制内溶素 Lys84 累计释放曲线。 

1.6  IPNT-Lys84 抗菌性能测试 
1.6.1  琼脂扩散法 

将 100 μL菌液(1×108 CFU/mL金黄色葡萄球
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菌 43300)加入 5 mL 营养琼脂半固体培养基中，

涡旋混匀，倒入含有营养琼脂培养基的培养皿中

制得双层平板；将浸泡于 4×MBC 内溶素溶液所

制得的 IPNT-Lys84 无菌水凝胶(直径为 10 mm、

厚度为 1.5 mm)样品置于平皿中心，以空白水凝

胶作阴性对照；在 37 °C 和 25 °C 培养 24 h 后，

测量并记录水凝胶周围的细菌生长抑制区。 
1.6.2  细菌计数 

将 IPNT 水凝胶浸泡于不同浓度(0.5×、1×、
2×、4×、8×MBC)的内溶素溶液获得 IPNT-Lys84
水凝胶；将 10 μL 的菌液(1×108 CFU/mL 金黄

色葡萄球菌 43300)接种于不同浓度药液制备的

IPNT-Lys84 水凝胶(直径 10 mm)表面，在 37 °C
和 25 °C 孵育 1 h，以空白水凝胶作阴性对照；

使用 1 mL PBS 缓冲液回收全部菌体，进行菌落

计数[17]。每个实验重复 3 次，取其平均值。通

过公式(2)和(3)分别计算对数减少值及杀菌率。 

10
CFU

log
CFU

= 对 组

实验组

对数减 照少值           (2) 

CFU CFU
(%) 100

CFU
−

= ×对 组 实验组

对 组

杀 照

照

菌率  (3) 

1.6.3  杀菌动力学 
水凝胶杀菌动力学测定在 1.6.2 的基础

上进行。采用浓度为 4×MBC 的内溶素溶液

浸泡制备 IPNT-Lys84 水凝胶。将 10 μL 菌

液 (1×108 CFU/mL 金黄色葡萄球菌 43300)接种

于 IPNT-Lys84 水凝胶表面，以空白水凝胶作阴

性对照；在指定时间(0、0.25、0.5、1、2、4、
6、8 h)取出样品，使用 PBS 缓冲液进行连续稀

释，在营养琼脂平板上进行涂布计数。所有实

验重复 3 次，取平均值。 

2  结果与分析 
2.1  内溶素 Lys84 的抗菌活性分析 

通过测定内溶素 Lys84 最小抑菌浓度、最小

杀菌浓度、细菌的形态变化及 Lys84 的杀菌动力

学，从而评价其抗菌活性。Lys84 的 MIC 和 MBC
测定结果为：以金黄色葡萄球菌 43300 为指示

菌时，MIC 和 MBC 均为 37.5 μg/mL；以金黄

色葡萄球菌 6538 为指示菌时，MIC 和 MBC 分

别为 75.0 和 150.0 μg/mL。图 1 为 TEM 结果图。

如图 1A 所示，在对照条件下孵育的金黄色葡

萄球菌 43300，呈现出光滑的球形，为典型的

金黄色葡萄球菌的形态。暴露于内溶素 Lys84
的菌体形貌如图 1B 所示，观察到细菌形态发

生显著变化，菌体细胞壁被破坏，导致细胞  
内容物释放出来，最后细胞质被清空。图 2 为

游离内溶素 Lys84 的杀菌动力学曲线。在对 
 

 
 

图 1  内溶素 Lys84 未处理(A)和处理(B)金黄色

葡萄球菌 43300 的 TEM 图 
Figure 1  TEM images of endolysin Lys84 untreated 
(A) and treated (B) Staphylococcus aureus 43300. 

 

 
 

图 2  内溶素 Lys84 对金黄色葡萄球菌 43300 的

杀菌动力学曲线 
Figure 2  Bactericidal kinetic profile of endolysin 
Lys84 against Staphylococcus aureus 43300. 
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照组，金黄色葡萄球菌在 2 h 内细胞数量保持

稳定生长情况，表现为典型的滞后期。在不同

浓度内溶素的作用下，观察到金黄色葡萄球菌

无明显生长，活细胞的数量随时间的增长出现

显著下降。在 10 min 后均未观察到活细胞。结

果表明，内溶素 Lys84 具有高杀菌活性且杀菌

迅速。 

2.2  IPNT-Lys84 的制备 
水凝胶的高溶胀度为大量负载内溶素提供

了可能。研究不同 NIPAM 浓度对水凝胶成胶

及溶胀度的影响，筛选出合适的原料用量进行

后续相关实验。将水凝胶反应溶液静置形成的

预凝胶(PNIPAM 凝胶网络)于氯化钙溶液浸泡

后获得互穿网络温敏水凝胶(图 3A)，水凝胶均

为无色透明状。PBS 缓冲液为内溶素 Lys84 的

缓冲体系，故选用 PBS 缓冲液测定 4 种水凝胶

的溶胀度。图 3B 为 IPNT2.5、IPNT5.0、IPNT7.5、 
 

 
 

图 3  水凝胶成品图(A)和不同 NIPAM 浓度的水

凝胶溶胀度(B)   图 B 中不同小写字母表示差异

显著(P<0.01) 
Figure 3  Diagram of the finished hydrogel (A) 
and the swelling of the hydrogel at different NIPAM 
concentrations (B). Different lowercase letters in 
graph B indicate significant differences (P<0.01). 

IPNT10.0 的平衡溶胀度，结果为 37、30、19、
14 g/g。IPNT2.5 的 PNIPAM 含量低，交联度差，

溶胀后易破碎。尽管 IPNT2.5 溶胀度最高，综合

考虑后选择 IPNT5.0 (之后记作 IPNT)进行后续

载药水凝胶的制备及性能表征。为保证内溶素

Lys84 的活性，故采用温和的干态浸泡法进行

负载从而获得载药水凝胶 IPNT-Lys84。 

2.3  FTIR 分析 
对海藻酸钙(calcium alginate)、PNIPAM、

IPNT 和 IPNT-Lys84 水凝胶的红外光谱进行测

定。结果如图 4 所示。海藻酸钙在 1 417 cm–1

和 1 596 cm–1 处出现–COO–的对称和反对称伸

缩振动峰，3 243 cm–1 处为–OH 的伸缩振动峰；

PNIPAM 在 3 304 cm–1 处出现 N–H 的伸缩振动

峰，1 651 cm–1 和 1 538 cm–1 处存在酰胺 I 带和酰

胺Ⅱ带的特征吸收峰，1 386 cm–1 和 1 367 cm–1 为

异丙基[–CH(CH3)2]的特征吸收峰；海藻酸钙和

PNIPAM 的特征吸收峰在 IPNT 中清晰可见。

IPNT-Lys84 具有和 IPNT 一致的特征吸收峰。

因此，FTIR 分析结果证实 IPNT 样品中存在

PNIPAM 和海藻酸钙两种聚合物网络，并且

Lys84 的加入不改变其特征官能团的结构。 
 

 
 

图 4  海藻酸钙、PNIPAM、IPNT 和 IPNT-Lys84
的 FTIR 谱图 
Figure 4  FTIR spectra of calcium alginate, 
PNIPAM, IPNT and IPNT-Lys84. 
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2.4  SEM 分析 
对 IPNT 和 IPNT-Lys84 水凝胶的形貌结构

进行 SEM 表征及分析，结果如图 5 所示。由图

5A 和 5B 可知，IPNT 水凝胶内部呈现多孔蜂窝

状结构；由图 5C 和 5D 所示，IPNT-Lys84 水凝

胶可以观察到原本光滑的孔隙表面附着大量白

色粉末状物质，可以推测其为内溶素的蛋白质

粉末。由以上结果可知，水凝胶的这种多孔三

维网状结构可成功负载内溶素药液。 

2.5  DSC 分析 
采用差示扫描量热仪对 PNIPAM、IPNT 及

IPNT-Lys84 的低临界溶解温度进行测定，结果

如图 6 所示。PNIPAM、IPNT 和 IPNT-Lys84 水

凝胶均在 32 °C 附近出现明显的吸热峰，峰值即

发生体积相转变的温度。由结果可知，海藻酸盐

的存在及药液的负载并不影响 PNIPAM 原本所

具有的温度敏感性，其 LCST 未发生改变。 

2.6  IPNT 溶胀特性分析 
水凝胶溶胀曲线的结果如图 7A 所示。在

最初的 10 h 内，水凝胶溶胀度增长快速，随后

速度减慢，最终在 42 h 后趋于溶胀平衡，溶胀

度最高可达 30 g/g。水凝胶退溶胀曲线如图 7B 
 

 
 

图 5  IPNT (A、B)和 IPNT-Lys84 (C、D)断面形貌 
Figure 5  Cross-sectional profiles of IPNT (A, B) 
and IPNT-Lys84 (C, D). 

 
 

图 6  PNIPAM、IPNT 和 IPNT-Lys84 低临界溶

解温度 
Figure 6  Low critical solution temperatures of 
PNIPAM, IPNT and IPNT-Lys84. 
 
所示。将溶胀平衡的水凝胶转移至 45 °C (高于

LCST)环境温度时，水凝胶的溶胀度迅速下降，

从最初的接近 30 g/g 下降至 5 g/g 以下，并在 1 h
后达到退溶胀平衡状态，水凝胶失水率为 88%。

图 7C 为水凝胶在不同温度下的平衡溶胀度。随

着温度靠近 LCST 附近，水凝胶溶胀度迅速降

低，结果表明了水凝胶平衡溶胀度对温度的依

赖性。 

2.7  IPNT-Lys84 中 Lys84 的累计释放曲线 
分别在 37 °C 和 25 °C 研究 IPNT-Lys84 水

凝胶中的内溶素累积释放情况，结果如图 8 所

示。环境温度为 37 °C 时，内溶素 Lys84 在最

初的 30 min 内快速释放，累计释放率为 40%；

随后药物释放速度放缓，在 6 h 后累计释放率

达到 75%左右。环境温度为 25 °C 时，内溶素

Lys84在最开始的 30 min内累计释放率为 20%，

随后缓慢释放，在 24 h 后累计释放率接近 70%。

这些结果表明，IPNT 水凝胶可以针对温度变化

做出响应，从而控制药液的释放。 

2.8  抗菌性能测试 
IPNT-Lys84 水凝胶抑菌圈结果如图 9 所

示。空白对照组水凝胶在不同温度条件下均无

抑菌区域的形成。在 37 °C (高于 LCST)时，载 
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图 7  溶胀曲线(A)、退溶胀曲线(B)和平衡溶胀曲线(C) 
Figure 7  Dissolution curve (A), deconsolidation curve (B) and equilibrium swelling curves (C). 
 

 
 

图 8  Lys84 累计释放曲线 
Figure 8  Lys84 cumulative release curve. 

 

 
 

图 9  不同温度下的水凝胶抑菌圈结果 
Figure 9  Hydrogel inhibition zones at different 
temperatures. 

药水凝胶抑菌带宽度为 3.75 mm，25 °C (低于

LCST)时的抑菌带宽度 1.5 mm。结果表明，负

载于水凝胶中的内溶素 Lys84 能够顺利释放并

保持其抑菌活性。 
通过接触法测定水凝胶体外抗菌性能，结果

如图 10 所示。由图可知，由 8×MBC 和 4×MBC
内溶素溶液制备的 IPNT-Lys84 水凝胶，与金黄

色葡萄球菌 43300 菌液共孵育 1 h 后，杀菌率

均达 99.9%以上。由 2×MBC、1×MBC 内溶素

溶液制得的水凝胶分别具有 90%和 70%以上的

杀菌率。随着浸泡药液浓度的降低，杀菌活性

均有所下降。结果表明，2×MBC 及以上浓度的

内溶素溶液所制备的 IPNT-Lys84 水凝胶具有

优异的抗菌效果。 
进一步评估了 IPNT-Lys84 水凝胶在较短

时间内对金黄色葡萄球菌 43300 的抗菌活性。

结果如图 11 所示。对照组结果显示，与空白对

照组水凝胶接触的细菌在 8 h 内，菌落数随时

间的延长而增加。4×MBC 内溶素溶液制备的

IPNT-Lys84 水凝胶在 1 h 内杀菌迅速，杀菌率

达到 99%以上，随时间延长，菌落数继续缓慢

下降，6 h 后杀菌率最高可达 99.9%以上。这些

结果表明，水凝胶网络中的内溶素仍保持其高

抗菌活性。 
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图 10  负载不同浓度内溶素的水凝胶杀菌率 
Figure 10  Bactericidal rate of hydrogels loaded 
with different concentrations of endolysin. 

 

 
 

图 11  负载内溶素水凝胶的杀菌动力学 
Figure 11  Bactericidal kinetics of endolysin- 
loaded hydrogels. 

3  讨论 
金黄色葡萄球菌是引起伤口感染最常见的

细菌，可以通过外用抗生素进行治疗，但大多

数 MRSA 菌株对传统抗生素具有耐药性。因此，

针对 MRSA 引起的伤口感染亟需新型治疗方

案。其中，噬菌体内溶素作为新型抗菌剂引起

广泛关注。噬菌体内溶素在感染模型中的治疗

有效性已被证实[18]，是极具潜力的抗生素替代

制剂。然而，内溶素仍面临在体外条件下化学

性质不稳定、抗菌活性易丧失等挑战。因此，

我们设计了一种水凝胶网络，可为内溶素提供

外部保护，探究其作为一种抗菌材料应用于伤

口感染的潜力。本研究以 N-异丙基丙烯酰胺和

海藻酸钠为原材料，通过自由基聚合的方法获

得一种互穿网络温敏水凝胶，采用干态浸泡法

负载内溶素 Lys84 获得载药水凝胶，并研究载

药水凝胶的抗菌效果。 
通过红外结果(图 4)可知，IPNT 红外光谱

在 3 304 cm–1 处出现强而宽的特征峰，为海藻

酸钙的–OH 和 PNIPAM 的 N–H 伸缩振动峰的

叠加；在 1 651 cm–1 处海藻酸钙的–COO–的反

对 称特征峰被 PNIPAM的宽酰胺Ⅱ带特征峰所

掩盖[19]。结果证实 IPNT 样品中存在 PNIPAM
和海藻酸钙两种聚合物网络。由扫描电子显微

镜结果(图 5)可知，水凝胶具有三维网状孔隙

结构，主要由海藻酸盐–COO–之间的静电排斥

作用[20]及 PNIPAM 疏水相互作用共同作用的结 
果[21]，为大量负载药液提供了可能。由差示扫

描量热仪结果(图 6)可知，IPNT 和 IPNT-Lys84
水凝胶具有与 PNIPAM 一致的 LCST，可能是

由于 PNIPAM 水凝胶的 LCST 与疏水基团和亲

水基团的相互作用有关，而海藻酸盐和内溶素的

存在不足以影响其亲水/疏水平衡，导致 LCST
未发生变化。除此之外，互穿网络水凝胶的两

种聚合物通过互穿缠结形成，两者化学结构保

持相互独立，从而保证其 LCST 不发生改变。

因此，这些结果证明互穿网络温敏水凝胶的成

功制备，并且负载内溶素 Lys84 后对其特征官

能团及温度敏感性无影响。 
根据水凝胶的溶胀特性结果(图 7)可知，水

凝胶的溶胀在开始阶段，由于水凝胶与缓冲液

之间的内外渗透压之差最高，以及水凝胶中亲

水基团的水合作用，使得水分子向水凝胶内部

快速扩散，溶胀度增长迅速[22]；随着时间推移，

内外渗透压之差减小，分子链充分伸展，最终

达到溶胀平衡状态。水凝胶的退溶胀是由于环
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境温度高于水凝胶 LCST 时，水凝胶发生疏水

相互作用，导致整体塌陷收缩，从而将凝胶中

水分子快速释放[23]。另外，由于海藻酸钠的加

入，削弱了 PNIPAM 水凝胶表面致密的疏水层，

使得 IPNT 水凝胶相比于传统 PNIPAM 水凝胶，

具有更高的退溶胀度和失水率[22]。水凝胶的平

衡溶胀度随温度的降低而升高，是因为水凝胶

主要由氢键及亲水基团发挥作用，表现出明显

的亲水作用；当温度升高至 LCST 附近，氢键

断裂，疏水作用占主导地位，溶胀度明显下降。

结果证实水凝胶的平衡溶胀度对温度的依赖性。

由内溶素累计释放曲线的结果(图 8)可知，水凝

胶在 37 °C (高于 LCST)时整体发生收缩，将内

部的药液通过挤压的方式快速释出，其累计释放

率在 6 h 内达到最大值。在 25 °C (低于 LCST)
时，水凝胶仍处于溶胀状态，在开始阶段，由于

水凝胶内外存在较大的内溶素浓度差，释放速率

相对较快，浓度差随着时间的延长而减小，最后

达到趋于平衡的状态。因此，结果表明水凝胶具

有温度敏感性且能将内溶素顺利释出。 
由琼脂扩散法结果(图 9)可知，当水凝胶所

处环境温度高于 LCST 时，氢键断裂，疏水作

用力增强，水凝胶整体发生收缩，从而将内溶

素 Lys84 通过挤压的方式快速释出，达到快速

抑菌的效果[24]；当低于 LCST 时，水凝胶仍维

持溶胀状态，水凝胶网络中的内溶素 Lys84 具

有足够的自由度，从孔隙中缓慢释放，达到持

续缓慢抑菌的效果 [25]。通过杀菌率测定结果

(图 10)和水凝胶杀菌动力学测定结果(图 11)进
一步验证载药水凝胶的抗菌活性。这些结果均

表明，水凝胶网络中的内溶素仍保持其高抗菌

活性。采用 IPNT 水凝胶作为内溶素递送载体，

可通过温度调控内溶素释放的速度，并且有效

延长内容素发挥作用的时间。 
本研究证明了 IPNT 水凝胶递送内溶素的

可行性。在确保内溶素活性的前提下，将其稳

定输送至特定部位，达到局部可控释放内溶素

的目的，并减少给药次数。IPNT-Lys84 对 MRSA
具有高抗菌活性，有望成为针对多重耐药金黄色

葡萄球菌的有效抗菌材料。另外，本研究尚未完

成细胞毒性实验。在今后的研究中，着重探究

IPNT-Lys84 水凝胶的安全性能评估，致力于获

得安全高效并且可用作伤口敷料的抗菌材料。 

4  结论 
本研究通过自由基聚合的方式制得海藻酸

钠/N-异丙基丙烯酰胺互穿网络温敏水凝胶，并

成功将内溶素 Lys84 负载于水凝胶中。具有三

维网状结构的 IPNT 水凝胶被证实是负载和递

送内溶素 Lys84 有效的载体。当环境温度高于

LCST 时，IPNT-Lys84 水凝胶快速释放内溶素，

低于 LCST 时，内溶素在水凝胶孔隙中具有足

够的自由度，可从基质中缓慢释放。IPNT-Lys84
抗菌实验结果表明，负载于水凝胶中的内溶素

Lys84 可以顺利释放并维持其高抗菌活性，与

游离内溶素相比，可有效延长内溶素发挥作用

的时间。研究结果表明 IPNT-Lys84 水凝胶可作

为一种有前景的抗菌材料，用于多重耐药金黄

色葡萄球菌外伤感染的防治。 
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