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[bookmark: _Hlk110438850]多功能纳米光敏剂NaYF4:Yb,Tm@NaGdF4:Yb @PDA/PEI-MnO2的制备及抗菌性能
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摘要：采用反相微乳液法制备了含有上转换纳米粒子NaYF4:Yb,Tm@NaGdF4:Yb、聚多巴胺、聚乙烯亚胺和MnO2的多功能纳米光敏剂（UPM），借助TEM、FTIR、XPS、UV-Vis、PL和DLS表征了产物的形貌、化学组成、光学性质和粒径分布，测试了UPM的活性氧物种产生能力、对盐酸四环素(TC)的负载与释放性能，研究了负载TC的光敏剂（UPM/TC）在近红外（NIR）光照下的抗菌性能。结果表明，UPM具有类过氧化氢酶活性，在H2O2存在和NIR光照下产生羟基自由基与单线态氧。UPM对TC载药量为22.6%，体外释放具有pH响应特征。在功率密度 1.2 W/cm2的980 nm NIR光照射10 min后，质量浓度为0.8 g/L的UPM/TC对大肠杆菌的杀菌率达到99.7%，抗菌效果优于TC或UPM，呈现出光动力-抗生素协同抗菌效应。
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Preparation and antibacterial performance of multifunctional nanophotosensitizers NaYF4:Yb,Tm@NaGdF4:Yb@PDA/PEI-MnO2
JIN Dandan, CAO Xiaonan, YU Bin, ZHAO Pinzhang, XIAO Ruiqian, GONG Peijun*
（Key Laboratory of the Ministry of Education for Advanced Catalysis Materials, College of Chemistry and Life Sciences,Zhejiang Normal University, Jinhua 321000, Zhejiang,China）

[bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK14]Abstract: Multifunctional nanophotosensitizers (UPM) composing of upconversion nanoparticles NaYF4:Yb,Tm@NaGdF4:Yb, polydopamine, polyethyleneimine and MnO2 were prepared by reverse microemulsion method. The morphology, chemical composition, optical properties and size distribution of the obtained products were characterized by TEM, FTIR, UV-Vis, PL and DLS. Then, the reactive oxygen species generation ability and the loading and release of tetracycline hydrochloride (TC) from UPM were measured, and the antibacterial performance of TC-loaded nanophotosensitizers (UPM/TC) under near-infrared (NIR) light irradiation was investigated. The results showed that the nanophotosensitizers showed catalase-like activity and the capacity of producing hydroxyl radical and singlet oxygen in presence of H2O2 as exposed to NIR light. The loading capacity of TC in UPM was 22.6%, and the in vitro release of TC was pH-sensitive. After exposure to 980 nm NIR light (1.2 W/cm2) for 10 min , UPM/TC at a mass concentration of 0.8 g/L exhibited 99.7% bacterial inactivation to E. coli and better antibacterial performance than free TC or UPM by virtue of the synergistic effect of photodynamic and antibiotic sterilization. 
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[bookmark: _Toc250448986]当前，细菌感染严重威胁着人类的生命健康，由伤口感染和细菌耐药性引起的术后并发症甚至会危及患者的生命，发展高效的抗菌新技术对于临床抗感染治疗十分迫切[1-2]。纳米粒子介导的光动力疗法（PDT）展示出侵袭性小、活性氧物种（ROS）产量稳定、可控性好、毒副作用低等优点，在抗菌治疗中展示出良好的应用前景[3-5]。以上转换纳米材料构建的纳米光敏剂能在近红外（NIR）光激发下产生ROS并杀灭细菌，克服了传统PDT中激发光的组织穿透能力差的弊端，为治疗深组织感染提供了新途径[6-7]。然而，光敏剂所处组织区域的溶氧量对PDT疗效的影响显著，当溶氧量较低时，PDT的疗效会受到极大限制。
研究表明，纳米载体的使用可以提高抗生素的给药精准度和改善抗菌效果[8]。若借助纳米光敏剂负载抗生素，在发挥PDT灭菌功效的同时利用NIR光照促进抗生素的释放并精准作用于细菌，有望借助光动力-抗生素协同抗菌效应实现更有效的治疗[9]，提高光敏剂对药物的负载量和释放效率则是实现这一目标的关键。由于小分子药物通常含有芳香环共轭结构，导致药物与无机材料之间的作用力较弱。LI等[10]制备的MCM-41纳米分子筛对盐酸四环素(TC)的载药量仅为12.7%，同时药物的释放率也较低，在中性缓冲液中150 h累积释药率仅为41.9%。相比ZENG等[11]制备的无机光敏剂NaYF4:Yb,Tm-TiO2（载药量为10.8%），毛艳等[12]采用多层高分子修饰的策略在光敏剂NaYF4:Yb,Tm@NaGdF4:Yb@TiO2的表面修饰聚乙烯亚胺（PEI）和聚丙烯酸并偶联叶酸，使获得的靶向光敏剂的载药量提升到50.8%，但是高分子的紧密包裹显著降低了药物的释放率，不利于充分发挥药效。同时，多层高分子修饰增加了光敏剂的制备环节和复杂程度，不利于纳米抗菌剂的广泛应用。
聚多巴胺（PDA）是一种与天然黑色素具有相似的化学结构、生物相容性好的高分子聚合物，可以通过π-π堆积和氢键作用有效负载化学药物，是一种理想的药物载体[13-14]。此外，PDA良好的黏附性使其可以对不同成分的材料进行表面修饰，PDA结构中的氨基、邻苯二酚等活性官能团既可以通过席夫碱反应、迈克尔加成反应偶联其他功能分子，还能牢固结合Cu2+、Zn2+等抗菌活性离子或功能材料，因此被广泛用来设计新型抗菌材料[15-16]。本文在含有上转换粒子NaYF4:Yb,Tm@NaGdF4:Yb（UCNPs）、PEI的弱碱性水-油乳液体系中，以KMnO4氧化多巴胺（DA）并引发后者聚合，借助生成PDA的黏附性和反应性实现PDA对UCNPs的包裹、与MnO2的复合和PEI的接枝修饰一步完成，获得了980 nm NIR光驱动的多功能纳米光敏剂NaYF4:Yb,Tm@ NaGdF4:Yb@PDA/PEI-MnO2（UPM）。相比NaYF4:Yb,Tm，具有核壳结构的双组分UCNPs中NaGdF4:Yb可以提高NaYF4:Yb,Tm核的发光强度，以便提高光敏剂的ROS产率[17]。在NIR光的激发下，UCNPs的上转换发光可以激发窄带隙半导体MnO2产生羟基自由基（•OH）、超氧阴离子自由基（•O2-）和单线态氧（1O2）等多种ROS[18-19]。由于细菌感染微环境通常呈现弱酸性且部分细菌的细胞质含有较高浓度的H2O2，MnO2具有催化内源性H2O2分解产生O2的能力（类过氧化氢酶活性），MnO2的复合有助于改善光敏剂的PDT抗菌效果[20-21]。此外，MnO2/Mn2+体系还可以通过类Fenton反应催化H2O2分解生成高毒性•OH，对细菌造成不可逆的损害[22]。考虑到TC是一种低毒广谱抗生素，具有良好的杀菌作用，本文以PDA为位点对UPM负载TC，使其在NIR光下同时具有PDT抗菌和抗生素杀菌功效。以大肠杆菌（E. coli）为模型细菌，初步研究了载药光敏剂UPM/TC的光动力-抗生素协同抗菌性能，为发展新型纳米抗菌剂提供了研究思路。UPM/TC的合成路线，ROS产生机理和用于光动力-化学协同抗菌示意图如图1所示。

[image: ]图1 纳米光敏剂的制备与载药过程示意图（a）、ROS产生机理图（b）和用于光动力-化学协同抗菌示意图（c）Fig.1 Scheme illustration of preparation and drug loading of the nanophotosensitizer(a), mechanism of ROS generation(b), and application in the photodymanic-chemo synergistic antibacterial treatments(c).

1  实验部分
1.1  试剂与仪器
KMnO4，分析纯，北方天医化学试剂厂；H2O2溶液（质量分数30%）、盐酸多巴胺（DA）、环己烷、氨水（质量分数25%~28%）、聚氧代乙烯(5)壬基苯基醚（Igepal CO-520）、无水乙醇及其他试剂，AR，国药集团化学试剂有限公司；1,3-二苯基异苯并呋喃（DPBF），AR，阿拉丁试剂（上海）有限公司；对苯二甲酸（TA，质量分数99%），安耐吉试剂公司；支化型聚乙烯亚胺（PEI，Mw=10000，质量分数99%），AR，Alfa Aesar化学有限公司；盐酸四环素（TC），USP级（美国药典），上海源叶生物科技有限公司；琼脂粉，BR，南京全隆生物技术有限公司；LB（Luria-Bertani）液体培养基，AR，杭州微生物试剂有限公司；大肠杆菌（E. coli），ATCC 8739，中国普通微生物菌种保藏管理中心。
JEM-2010型透射电子显微镜，日本JEOL公司；D8 Advance型X射线衍射仪，德国Bruker公司；ESCALAB 250Xi型X射线光电子能谱仪，NEXUS-670型傅里叶变换红外光谱仪、iCAP 7000 型电感耦合等离子光谱仪，美国Thermo公司；ZS90型纳米粒度和Zeta电位分析仪，英国Malvern公司；F-7000型荧光分光光度计，日本Hitachi公司；P4PC型紫外-可见分光光度计，上海美谱达公司；MDL-H-980-3W型光纤耦合近红外二极管激光器，长春新产业光电技术有限公司；JPB-607A型溶解氧测定仪，上海仪电科学仪器有限公司；ZHWY2008型摇床培养箱，上海智城分析仪器制造有限公司；MLS-3781L-PC型高压灭菌锅，日本松下健康医疗器械株式会社；Series 8000 DH型CO2培养箱，美国Thermo公司；SpectraMax iD5酶标仪，美国Molecular Devices公司。
1.2  多功能纳米光敏剂（UPM）的制备
首先参考文献[23]方法制备上转换粒子UCNPs。然后，在50 mL圆底烧瓶中依次加入8 mL环己烷、0.65 mL Lgepal CO-520、2 mL质量浓度5 g/L的UCNPs环己烷分散液和75 μL 含5 mg PEI的氨水，搅拌30 min后加入新鲜配制的25 μL质量分数为25%的DA水溶液，搅拌2 h后加入30 μL 质量浓度为30 g/L的KMnO4水溶液，继续搅拌反应6 h。反应结束后，加入1 mL无水乙醇，在10000 r/min转速下离心10 min，取出固体依次用5 mL无水乙醇洗涤1次，用5 mL水洗涤2次，去除洗涤液，常温真空干燥，得到10 mg纳米光敏剂UCNPs@PDA/PEI-MnO2，记为UPM-1。调整KMnO4水溶液用量分别为60和120 μL，得到的纳米光敏剂分别记为UPM-2和UPM-3。对于不添加KMnO4溶液的体系，总搅拌反应时间维持为8 h，得到不含MnO2的复合粒子UCNPs@PDA/PEI，记为UP。
1.3  结构表征与性能测试
1.3.1  组成、结构与性质表征
FTIR：用KBr压片法进行测试，波数范围：4000～400 cm-1；TEM：工作电压200 kV；XPS：采用X射线光电子能谱仪分析固体样品中所含有的元素；纳米粒度和Zeta电位：将样品分散在超纯水（pH = 6.72）中配成质量浓度为0.3 g/L分散液，在25℃下以自动测量模式测试，由3次测试结果计算平均值和偏差；UV-Vis：将样品加入去离子水中配成质量浓度为0.3 g/L分散液，超声分散5 min后进行测试，波长范围：300～800 nm；发光性能：采用荧光分光光度计进行分析，将样品分散在乙醇中配成质量浓度为1 g/L分散液，以980 nm 激光为激发光，波长范围：300～700 nm；ICP光谱：向5 mg 样品中加0.5 mL王水，60℃下消解6 h，所得溶液加水定容至25 mL后进行ICP测试，根据标准曲线法（y = 0.99614x + 0.03374，R2 = 0.9992）确定样品溶液中Mn的质量分数，计算得到光敏剂中MnO2的质量分数。
1.3.2  类过氧化氢酶活性的测定
将3 mg UPM分散在9 mL磷酸盐缓冲液（PB，10 mmol/L，pH = 6.5），将混合物转移入烧杯中并置于在25 ℃水浴中，待温度稳定后借助溶氧仪记录溶液中初始溶氧量。加入285 μL H2O2溶液（质量分数0.05%）使体系中H2O2的浓度为1 mmol/L，在快速搅拌下记录不同时刻的溶氧量。调整体系中H2O2浓度为0.1、0.5和1 mmol/L，可以获得UPM-3催化分解含不同浓度H2O2体系的溶氧量。
1.3.3  •OH产生能力的测定
以对苯二甲酸（TA）为探针检测UPM催化H2O2产生•OH的能力。用1 mol/L NaOH溶液调节0.268 mmol/L TA溶液至pH=7.0，向1 mL TA中依次加入0.5 mL 质量浓度为2 g/L的UPM-3分散液和0.5 mL 4 mmol/L H2O2溶液（均使用0.2 mol/L pH=5.0醋酸缓冲液配制），避光搅拌30 min后离心去除粒子，在315 nm激发光下测试溶液的发射光谱。分别以等体积的醋酸缓冲液代替上述测试H2O2溶液和（或）UPM-3分散液，依据发射光谱的强度变化评估UPM催化H2O2产生•OH的能力。
1.3.4  ROS产生能力的测定
借助1O2探针DPBF的降解率来评价光敏剂UPM在NIR光照射下产生ROS的能力。将2.5 mg UPM-3超声分散在5 mL质量浓度为30 mg/L DPBF的乙醇溶液中，避光搅拌2 h达到吸附-脱附平衡，测定溶液在412 nm处的吸光度值（A0）。用980 nm NIR光（功率密度2.1 W/cm2，光斑直径10 mm，照射距离 20 cm）照射反应液，每20 min取样，离心去除粒子，测定上清液在412 nm处的吸光度值（A），绘制A/A0-时间曲线。DPBF降解率按式（1）计算：
DPBF降解率/%=(1-A/A0)×100    （1）
为评估光敏剂在模拟细菌微环境（弱酸性、H2O2浓度偏高）中的PDT活性，在吸附平衡后向上述体系加入330 μL质量分数为0.05%的H2O2的PB溶液（10 mmol/L，pH = 6.5），然后进行光照反应。
1.3.5  药物负载和释药能力的测定
将2 mg UPM-3分散在1 mL 0.8 g/L TC的无水乙醇溶液中，避光搅拌24 h 完成TC的负载。用1 mL无水乙醇洗涤粒子1次，室温真空干燥后得到TC负载的纳米光敏剂，记为UPM/TC。合并上清液和洗涤液共2 mL（V），用无水乙醇稀释20倍，测定该溶液在360 nm处的吸光度，依据TC的质量浓度-吸光度标准曲线（ρ = 0.0251A - 0.0003，R2 = 0.9995）得到稀释溶液中TC的质量浓度（ρ），依据式（2）计算UPM的载药量（DL）： 
DL/%= (0.8-20ⅹρV) /mc×100     （2）
式中：ρ为稀释溶液中TC的质量浓度，g/L；V为合并液的体积，L；mc为载体UPM的质量，mg。
将上述实验得到的UPM/TC超声分散到1 mL 不同酸度的PB（10 mmol/L，pH = 5.0、6.5 和 7.4）溶液，在37 ℃水浴中避光振荡，1 h后离心沉淀粒子，吸出上清液1 mL（V1），用无水乙醇稀释20倍后测定其中TC的质量浓度（ρ1）。向粒子中补加1 mL PB溶液，重新超声分散后继续在37 ℃下释放TC，在2、4、6、12和24 h时重复上述操作，测得对应溶液中TC的质量浓度（ρ2 ~ ρn），依据式（3）计算累积释药率，绘制累积释药率-时间曲线。
累积释药率/%=×100 （3）
式中：V1为释放液的体积，L；ρn为第n次稀释后的释放液中TC的质量浓度，g/L。
1.3.6 体外抗菌性能的测定
将大肠杆菌菌种接种至灭菌后的LB液体培养基中，放入恒温摇床（37 ℃，200 r/min）黑暗培养 18 h使细菌活化，用LB液体培养基稀释活化的大肠杆菌悬液，获得菌种浓度约1.5ｘ108 CFU/mL的标准菌悬液。采用平板法评价样品的抗菌性能。将0.4 mg UP、UPM和UPM/TC分别分散在0.49 mL LB液体培养基中，向上述分散液以及0.49 mL 质量浓度为0.186 g/L 的TC溶液（与UPM/TC分散液所含TC的质量浓度相等）中分别加入10 μL标准菌悬液，使粒子的质量浓度为0.8 g/L（HG/T3794-205标准中的抗菌剂浓度），避光共培养 30 min后，将混合液置于 980 nm NIR光下照射（功率密度1.2 W/cm2，光斑直径10 mm，照射距离 20 cm）并搅拌。在光照不同时间（0、5和10 min）分别取出少量混合菌液，稀释至1×105~1×106 CFU/mL，将稀释液均匀涂布在固体培养基（LB液体培养基+琼脂粉）表面，放入37 ℃ CO2培养箱中黑暗培养 24 h。以添加10 μL标准菌悬液的0.49 mL LB液体培养基样品作为空白对照组，对比观察各组细菌的生长状况，以平行实验3块板的菌落计数的平均值计算细菌存活率。大肠杆菌的存活率按式（3）计算： 
  细菌存活率/% = N(t)/N(t0) × 100   （3）
式中：N(t)为某一处理条件下的平均菌落数，个；N(t0)为黑暗环境下空白组的平均菌落数，个。
2  结果与讨论
2.1 形貌与化学结构分析
本文在反相微乳液体系中对UCNPs一步复合PDA、PEI和MnO2。DA在KMnO4的氧化作用下自聚合生成PDA，PDA在两亲性表面活性剂Lgepal CO-520的存在下包裹在油酸修饰的UCNPs表面[24]。PEI通过席夫碱反应或迈克尔加成反应接枝在PDA链上并显著提高粒子的表面正电位值，由于KMnO4的还原产物MnO2的表面具有负电性，PEI的接枝有助于PDA包裹层对MnO2的结合[15]。样品的TEM图如图2所示。可以看出，UPM具有核壳结构，在深色哑铃型UCNPs的表面由很薄的浅色PDA/PEI包裹层，随着KMnO4用量的增大，PDA/PEI包覆层的厚度变化不明显，但略显深色、颗粒状和不规则片状MnO2的数量增多且尺寸明显增大，表明UPM中MnO2的相对含量随KMnO4用量的增加而增多。ICP谱测试结果表明，UPM-1、UPM-2和UPM-3中MnO2的质量分数分别为1.84%、4.68%和13.07%，低于对应的MnO2理论质量分数5%、10%和20%，表明部分MnO2未能牢固沉积于UP表面。
UPM-3的XRD图（图2e）出现六方相NaYF4（JCPDS NO.16-0334）衍射峰，但没有晶态MnO2的特征衍射峰，证实MnO2为无定形结构，与XU等采用还原法制备的NaYF4:Yb3+/Er3+@NaYF4@MnO2@Au中的无定型MnO2类似[25]。相比之下，当不添加KMnO4时(图2d)，体系中溶解的O2对DA的氧化聚合使产物UP中PDA包裹层的表面相对平滑[24]。支化PEI接枝带来的位阻效应可能在一定程度上阻碍DA的聚合反应，导致PDA包覆层很薄。
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图2 UPM-1（a）、UPM-2（b）、UPM-3（c）、UP（d）和UCNPs（d内插图）的TEM图以及UPM-3的XRD图(e)
Fig.2  TEM images of UPM-1 (a), UPM-2 (b), UPM-3 (c), UP (d) and UCNPs (insert in d); XRD image of UPM-3

借助FTIR谱表征了产物的化学结构，结果如图3所示。曲线a中，1561和1446 cm-1为UCNPs表面油酸的羧酸根的反对称和对称伸缩振动吸收峰。UP在3423 cm-1处为PDA和PEI中N—H键和O—H键伸缩振动带的重叠，1622和1519 cm-1处分别为芳环的伸缩振动吸收峰和酰胺的N—H键的伸缩振动吸收峰，证明UCNPs与PDA和PEI的成功复合[26]。酰胺的C=O、N—H键和PEI的C—H键等吸收带的相互重叠导致UPM在1300~1640 cm-1出现宽吸收带，580 cm-1处为Mn—O键的伸缩振动吸收峰，表明MnO2的成功复合。


图3 UCNPs（a）、UP（b）和UPM（c）的FTIR谱图
Fig. 3  FTIR spectra of UCNPS (a), UP(b) and UPM (c)

借助XPS分析UPM的元素构成和表面化学状态，结果如图4所示。图4a显示，UPM的XPS谱含有Gd、C、N、O和Mn等元素的信号峰，与目标光敏剂所含的元素对应。图4b中，Mn 2p 的精细谱在653.2和641.9 eV处信号峰分别对应于Mn(IV) 的Mn 2p1/2和Mn 2p3/2信号，说明样品UPM中含有MnO2。图4c中，N 1s谱包含399.7 eV处的PEI中胺基（—NH2）N与吡啶N以及401.1 eV处的石墨化N，石墨化N可能来源于PDA在KMnO4作用下的氧化[27]。图4d中，149.1和143.1 eV处的峰对应于Gd（III）的Gd 4d3/2和Gd 4d5/2信号[28]。上述结果进一步证实光敏剂具有预期的化学组成。





图4  UPM的XPS全谱（a）、Mn 2p（b）、N 1s（c）和Gd 4d（d）的XPS精细谱
Fig. 4  XPS spectra of UPM: survey spectrum (a), Mn 2p (b), N 1s (c) and Gd 4d (d)

2.2 Zeta电位和尺寸分布
样品的Zeta电位值如图5a所示。UP的Zeta电位为+38.2 mV，明显高于不添加PEI时制备的UP对照样品的Zeta电位值（16.7 mV），Zeta电位值的显著升高表明正电性高分子PEI成功接枝。高的Zeta电位值使UP粒子之间的静电排斥力较强，有助于其在溶液中的均匀分散[23]。随着负电性MnO2负载量的增大，UPM的Zeta电位从+27.7 mV降低至+7.4 mV，Zeta电位值的减小不利于粒子在溶液中的稳定分散。各样品的平均水力学粒径（Dh）与多分散系数如图5b所示，UP的Dh值与多分散系数分别为175 nm和0.157，UPM-1、UPM-2和UPM-3的Dh值由181 nm增大至183和251 nm，一方面，MnO2沉积量的增多引起UPM粒径的增大，同时，不断降低的Zeta电位使粒子间的电荷排斥力减弱，颗粒在溶液中更容易发生团聚，导致Zeta电位最小的UPM-3的Dh出现了明显增大。上述光敏剂的多分散系数分别为0.252、0.240和0.240，反映出粒径分布总体较窄，这可能得益于支化PEI链的空间位阻效应对粒子团聚的限制作用。



图5 UP和UPM 的Zeta电位（a）和粒度分布数据（b）
Fig. 5  Zeta potentials (a) and size distribution data (b) of UP and UPM

2.3 光学性质
样品的UV-Vis谱如图6a所示，相比于UCNPs，棕色PDA的存在使UP在300~800 nm范围的吸收能力增强。随着MnO2在粒子表面沉积量的增多，UPM在350~800 nm的光学吸收能力逐渐增强，对应于MnO2中Mn (IV)的Mn 3d电子的d-d能带跃迁。样品的上转换发射光谱如图6b所示，在980 nm NIR光的激发下，UCNPs在345、362、452和476 nm处的发射峰分别对应于Tm3+的1I6→3F4、1D2→3H6、1D2→3F4和1G4→3H6跃迁[17]。由于PDA对NIR光具有一定的吸收能力且其吸收带与UCNPs的发射谱发生重合，PDA的包裹导致UP的发射峰强度较UCNPs有所减弱；在复合MnO2后，UPM的发射峰的位置未发生移动，由于MnO2的吸收带与UCNPs的发射谱发生重合，非发光成分MnO2对UCNPs的发射光的吸收作用导致UPM-x的发光强度随着MnO2负载量的增大逐渐衰减，变化趋势与ZHANG等[20]对光敏剂UCNPs@TiO2@MnO2的研究结果类似，这种吸收作用是激活MnO2产生ROS的前提。



图6 UCNPs、UP和UPM的UV-Vis谱（a）和上转换发射光谱（b）
Fig. 6  UV-Vis absorption spectra (a) and upconversion luminescence spectra (b) of UCNPs, UP and UPM

2.4 类过氧化氢酶活性
借助检测UPM催化分解H2O2提高溶液溶氧量的能力评估了UPM的类过氧化氢酶活性。不同样品催化H2O2溶液（1 mmol/L, pH = 6.5）产生氧气的性能以及UPM-3在不同浓度H2O2溶液中的催化产氧性能，见图7。如图7a所示，在弱酸性溶液中UP无法催化分解H2O2，而UPM可以使溶液的溶氧量在60 min内持续上升，体系溶氧量的增幅随着UPM中MnO2相对含量的增加而增大，证明MnO2使UPM具有类过氧化氢酶活性。如图7b所示，证实在UPM-3存在下，溶氧量的增幅随体系中H2O2浓度的增加而变大，变化趋势与ZHANG等[20]和曹潇楠等[29]的研究结果类似，但在产氧速率和溶氧量的增长数值上低于上述报道结果，推测可能的原因是PDA/PEI与MnO2的复合在一定程度上阻碍了H2O2向MnO2表面的扩散和分解反应，延缓了产氧的进程。考虑到在感染过程中好氧细菌细胞内产生的氧化爆发可使组织中H2O2水平快速升高至毫摩尔级浓度，且细菌细胞质偏弱酸性[30-31]，上述结果意味着 UPM具有通过催化分解内源性H2O2提高细菌微环境中溶氧量的能力，从而有望提高PDT抗菌的效率。



图7 不同样品催化 H2O2溶液（1 mmol/L, pH = 6.5）产生氧气的性能（a）；UPM-3在不同浓度H2O2溶液中的催化产氧性能（b）
Fig. 7  The performance of different samples catalyzing H2O2 solution (1 mmol/L, pH = 6.5) to produce oxygen (a); Oxygen production from H2O2 solution at different concentrations with UPM-3 (b)

2.5 类Fenton反应性质
为了验证UPM的类Fenton反应性质，以TA为探针检测了UPM-3催化H2O2 产生•OH的能力，如图8所示。在315 nm激发光下，TA溶液或添加UPM的TA溶液均无荧光信号；当在UPM和H2O2同时加入TA溶液后，体系在425 nm附近出现强荧光信号，表明TA被产生的•OH氧化为2-羟基对苯二甲酸，该处发光强度远高于添加H2O2的TA体系，说明UPM具有催化分解H2O2生成高生物毒性的•OH的能力，此性质有助于UPM的抗菌作用[32]。


图8 UPM-3和 H2O2加入前后TA溶液的荧光光谱
Fig. 8  Fluorescence spectra of TA solution before and after the introduction of UPM-3 and H2O2

2.6 UPM的1O2产生能力
1O2是PDT过程中另一种重要的ROS，以DPBF为探针检测了UPM-3在980 nm NIR光照射下的1O2产生能力，结果如图9所示。其中，DPBF降解率越大，表明反应体系中ROS产量越多。由图9可见，DPBF在单纯NIR光照射或添加H2O2后的降解率均低于2.5%。由于UCNPs在NIR光激发下产生的紫外和可见光可激发MnO2产生光生电子，光生电子与溶液中的O2反应生成•O2-，•O2-可进一步转化为1O2，UPM存在下DPBF降解率约为15.7% [18]。但由于MnO2的光生电子-空穴分离效率很低，UPM的1O2产生能力低于胡静慧等、曹潇楠等制备的含TiO2/Au、TiO2/MnO2的上转换纳米光敏剂[18-19,23,29]。在添加H2O2后，UPM对H2O2的催化分解提高了体系中的溶氧量，1O2产生能力得以增强，DPBF的降解率增至30.1%，较不添加H2O2时提高了近1倍。上述结果意味着UPM有望利用细菌内源性H2O2改善PDT抗菌的效果。



图9 H2O2添加对NIR光照下UPM产生1O2能力的影响
Fig. 9  Effect of H2O2 addition on 1O2 production with UPM-3 under NIR light irradiation

2.6 UPM对TC的负载和释药能力
测试了UPM对模型抗生素TC的负载和体外释放能力，用以评估其作为药物载体的可行性。按式（1）计算得到UPM-3对TC的载药量为22.6%，优于LIN等[10]制备的MCM-41介孔纳米粒和ZENG等[11]制备的光敏剂UCNPs-TiO2，高的载药量源于TC与PDA中芳香环之间的π-π堆叠作用以及氨基、羟基等极性官能团之间的氢键结合力[14]。进一步测试了UPM/TC在不同pH（5.0、6.5和7.4）缓冲液中的药物释放性能，其累积释药曲线如图10所示。TC的释放具有介质pH响应的性质，当pH分别为5.0和6.5时，24 h累积释药率分别约为87.1%和79.1%，明显高于在近中性介质（pH = 7.4）中的累积释药率（65.6%），释药效率优于介孔分子筛MCM-41（41.9%）[10]。这种酸度引发的释放是由于在弱酸性介质中PDA和TC的氨基发生质子化削弱了二者间的氢键和π-π堆叠作用，促进了药物分子从载体上的释放[14,33]。可以预期，细菌内外的弱酸性微环境有助于UPM/TC释放更多的TC，发挥更大的化学杀菌功效。


图10 UPM/TC在不同pH的PB中的TC累积释放率曲线
Fig. 10  Cumulative TC release curves of UPM/TC in PB solution at different pH values

2.7 UPM的抗菌能力
以大肠杆菌为模型菌，采用平板法初步评估了UPM/TC的光动力-抗生素协同抗菌性能。在黑暗和NIR光照射5和10 min时不同抗菌剂对大肠杆菌抑菌效果图和细菌存活率，见图11。
如图11a所示，在黑暗环境下，相比空白对照组，UP对大肠杆菌无明显的抑制作用，反映出PDA具有良好的生物相容性；如图11b所示，UPM、TC和UPM/TC组的细菌存活率分别降至67.0%、72.4%和73.3%，表明抗生素TC和光敏剂中的MnO2均有一定的抑菌作用。在NIR光照5 min后，空白组和TC组的细菌存活率明显降低，表明980 nm NIR光的过热效应和TC的光毒性对细菌生长产生抑制作用[34]。UPM在5 min光照过程中的杀菌能力很弱，可能是由于表面正电性的UPM容易通过静电作用吸附在表面负电性的大肠杆菌的表面[35]，光照产生的ROS可以持续损伤细菌的细胞膜，但因细胞膜的阻隔难以有效作用于细菌内的细胞器和功能分子；UPM/TC可以利用释放的TC杀菌，其细菌存活率降低较明显。当光照延长到10 min时，UPM组的细菌存活率快速降低至11.0%，在后5 min内杀菌率降幅超过同期的TC组和空白组，显出ROS抗菌的良好效果；UPM/TC的灭菌率达到99.7%，优于单一抗菌活性的UPM和TC，良好的ROS抗菌性能和负载TC的化学抗菌活性赋予其最佳的抗菌性能。推测原因可能为：早期光照产生的ROS对细胞膜的完整性造成破坏，随着光照的进行和细胞膜破损的加重，ROS更容易直接作用于细菌内的细胞器或功能性生物分子，杀菌效率获得提升[36]；当UPM中的MnO2接触到细菌细胞质中的内源性H2O2时，生成的O2可提高1O2的产生效率，1O2和H2O2分解生成的•OH可以进一步增强细菌的灭活[32]。细胞膜的破损同样有利于TC的化学抑菌功效和光毒性的发挥，因此，UPM/TC借助光动力-抗生素的协同抗菌功效表现出最高效的抗菌性能。需要说明的是，由于水溶液对980 nm NIR光的吸收作用，上述体系在光照过程中产生的升温对杀菌效果有一定的促进作用，改用含有脉冲调制信号的980 nm NIR光激发光敏剂，可以在保持光照时间和光照能量的条件下提高PDT效率并有效降低NIR光的过热效应[37]。此外，若以Nd掺杂的UCNPs（如NaYF4:Yb,Er@ NaYbF4:Yb,Nd@NaYbF4:Nd [38]）制备UPM，并使用水和生物组织吸收较弱的808 nm激光作为激发光源，亦可降低PDT的过热效应，后期将进一步探索UPM/TC用于小动物伤口耐药菌感染治疗的可行性。
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图11 在黑暗和NIR光照射5和10 min时不同抗菌剂对大肠杆菌抑菌效果图像(a)和细菌存活率(b)
Fig. 11  Plate images (a) and bacterial viability (b) of E.coli treated without and with antibacterial agents in the dark and exposed to 980 nm NIR light for 5 and 10 min.

3  结论
（1）制备了一种兼有载药能力、类过氧化氢酶活性和类Fenton反应性的NIR光驱动纳米光敏剂UPM。增加KMnO4的用量可以提高UPM中MnO2的相对含量，增强其在弱酸性介质中催化H2O2溶液产生O2的能力。
（2）UPM对TC的载药量为22.6%，在pH为5.0、6.5和7.4的缓冲液中24 h累积释药率分别为87.1%、79.1%和65.6%，良好的药物负载与释放能力及pH响应的释放行为有助于抗生素药效的充分发挥。
（3）在1.2 W/cm2 的980 nm NIR光照射10 min后，质量浓度为0.8 g/L的UPM/TC对大肠杆菌的杀菌率达到99.7%，优于单独使用TC或UPM的效果，展现出光动力-抗生素协同杀菌效应。优化光敏剂的组成和研究光敏剂的生物毒性及对其他致病菌的适用性，将为用于治疗伤口细菌感染的NIR光驱动光敏剂的开发提供思路和实验参考。
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