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淀粉基凝胶包封药物复合物制备 

及清除牙菌斑性能 

张玉媛 1,2，洪  流 1,2*，杨  成 1,2 
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摘要：为提升盐酸米诺环素（MH）对牙菌斑的清除效果，利用羧甲基淀粉（CMS）与 Sn2+物理交联制备纳米

凝胶（CSN），并通过复配壳聚糖（CS）增强靶向黏附性，最后包封 MH 制备了凝胶包封药物复合物

（CS/CSN@MH）。通过 1HNMR、FTIR、粒径和 Zeta 电位、TEM 表征了 CS/CSN@MH 结构组成及微观形貌。

测试了 CS/CSN@MH 的药物包封率、载药率，并考察了其抗菌活性、生物相容性。结果表明，CS/CSN@MH

的 MH 包封率和载药率分别可达 76.48%和 10.64%；CS/CSN@MH 在 48 h 内的 MH 累积释放率为 47.46%。经

CS/CSN@MH 处理过后的变形链球菌生物膜残留量仅为 13.76%，抗菌性优于游离 MH 处理的（69.87%），并

通过活/死菌染色及 SEM 技术进一步验证了材料的抗菌性能。细胞毒性实验结果表明，CS/CSN@MH 处理过的

人牙龈成纤维细胞的存活率>90%，说明材料具备较好的生物相容性。 
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Preparation of starch-based drug-loaded nanogel and its  
effect on dental plaque biofilm removal 
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Synthetic and Biological Colloids, Ministry of Education, Wuxi 214122, Jiangsu, China） 

Abstract: To improve the dental plaque removal efficacy of minocycline hydrochloride (MH), the 

gel-encapsulated drug complex (CS/CSN@MH) was prepared by encapsulation of MH with nanogel (CSN) 

synthesized from physical cross-linking of carboxymethyl starch (CMS) and Sn2+, which was further 

compounded with chitosan (CS) for enhancement in targeted adhesion, and characterized by 1HNMR, FTIR, 

particle size and Zeta potential as well as TEM. The encapsulation rate and drug loading rate of 

CS/CSN@MH were measured, while its antibacterial activity and biocompatibility were further analyzed. The 

results showed that encapsulation rate and drug loading rate were 76.48% and 10.64%, respectively. The 

cumulative MH release rate from CS/CSN@MH within 48 h was 47.46%. After CS/CSN@MH treatment, the 

residual amount of Streptococcus mutans biofilm was only 13.76%, higher than that by free MH treatment 

(69.8%). The antibacterial performance of the material were further verified by live/dead bacteria staining and 

SEM technology. The results from cytotoxicity experiment displayed that the survival rate of human gingival 

fibroblasts treated with CS/CSN@MH was >90%, indicating that good cytocompatibility of the material. 

Key words: dental plaque biofilm; slow release; carboxymethyl starch; nanogels; stannous fluoride; 

chitosan; starch chemicals 
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龋齿是口腔中一种常见的细菌性疾病，如不及

时处理，可引发根尖周炎和牙髓炎等严重问题，甚

至导致牙齿脱落[1]。因此，预防和治疗龋齿的形成

是至关重要的。细菌生物膜（也叫牙菌斑）是由多

种微生物和细胞外多糖基质构成，是导致龋齿的主

要致病因素。基质为嵌入的微生物细胞提供了保护，

但其也阻碍了药物向更深层次的渗透[2-3]。解决这些

问题的传统方法主要是通过刷牙或局部使用漱口水

冲洗。然而，牙间区域和牙缝区域通过刷牙等机械手

段难以清洁完全，并且由于唾液的流动性，大多数药

物在口腔中的流失非常迅速，不能长期发挥功效[4-5]。 

局部药物缓释系统在口腔中的应用一定程度上

可以解决上述问题[4]，其能够使生物膜表面的药物

浓度相对较高，可以促进药物更好地渗透进生物膜

内层，从而杀死细菌，提高药物的生物利用度，并

且减少多种给药方案的需求，改善患者依从性[2,6]。

近几十年来，清漆[7]、聚合物薄膜[8]、凝胶[9]等缓释

系统已被应用到口腔给药中，其中，凝胶作为一种

具有高度生物相容性和药物包容能力的材料更是在

口腔领域被广泛研究[10]。RIBEIRO 等[11]展示了一种

可注射和可光交联的明胶甲基丙烯酰基（GelMA）

水凝胶，此水凝胶可以将环丙沙星（CIP）洗脱短纳

米纤维用于口腔感染的治疗。XU 等[12]以壳聚糖、

B-甘油磷酸钠和明胶为原料，制备了一种热敏型水

凝胶，此水凝胶可持续释放阿司匹林和促红细胞生

成素用于治疗牙周炎。尽管如此，为实现有效和可

持续的口腔细菌抑制效果，设计一种低毒性和生物

膜黏附性的缓释纳米凝胶仍至关重要。 

淀粉及其衍生物因为生产成本低、生物相容性

好和生物降解性高等优点在生物医药领域发挥着重

要作用[13-14]。羧甲基淀粉（CMS）一般通过淀粉与

氯乙酸在碱性条件下发生亲核反应而制备，淀粉 2、

3、6 号碳上的羟基氢原子被羧甲基取代，使其具有

阴离子特征[15]。比起天然淀粉，CMS 具有更好的水

溶性，更容易装载各种类型药物[16-17]。AN 等[18]报道

了利用 CMS 和溶菌酶的静电自组装行为形成纳米

凝胶，考察了对表没食子儿茶素没食子酸酯和花青

素的包封与释放性能。此外，CMS 还可以通过静电

相互作用、氢键或共价键与其他材料结合[17]。SnF2

被证明是一种预防龋齿的安全、有效成分，广泛用

于牙膏、漱口水等口腔护理产品[19]。壳聚糖（CS）是

自然界中唯一带正电的天然多糖，其很容易与带负电

荷的材料反应结合，并为材料提供生物膜黏附性[20-21]。 

本文拟使用物理交联法来制备纳米凝胶，以其

作为一种药物递送系统去除口腔生物膜中的致龋变

形链球菌。先将淀粉改性成 CMS，然后通过羟基和

羧基与 SnF2 中的 Sn2+之间的配位、静电相互作用形

成聚合物聚集体，再和 CS 离子交联得到稳定的凝

胶，最后将盐酸米诺环素（MH）作为模型药物包封

在凝胶中制备凝胶包封药物复合物。考察复合物的

制备条件，并对其结构、形态、药物释放、抗菌活

性等进行评价。旨在高效清除口腔中的牙菌斑，预

防龋齿及牙周炎等口腔疾病的发生，以期为低毒性

和生物膜黏附性的缓释纳米凝胶制备提供参考。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

高直链淀粉（HAS），宜瑞安食品配料有限公

司；CCK-8 试剂盒，上海碧云天生物技术股份有限

公司；脑心浸出液（BHI）培养基，青岛海博生物

技术有限公司；变形链球菌（ATCC 25175），山东

拓普生物工程有限公司；LIVE/DEAD®BacLightTM

细菌活力试剂盒，美国 Thermo Fisher Scientific 公

司；羟基磷灰石（HAP，直径 8 mm），烟台信达医

疗器械有限公司；人牙龈成纤维细胞（HGF-1，

ATCC® CRL-2014），苏州赛拓生物科技有限公司；

胎牛血清（FBS-AU500），澳大利亚 Newzerum 公

司；青霉素-链霉素双抗、DMEM 基础培养基，美

国 Gibco 公司；NaOH、一氯乙酸（MCA）、异丙醇

（IPA）、无水乙醇、二甲基亚砜（DMSO），AR，

磷酸氢二钠缓冲液（PBS，pH=7.4），国药集团化

学试剂有限公司； CS（重均相对分子质量 250000）、

罗丹明 B（RhB），AR，上海麦克林生化科技股份

有限公司；SnF2，AR，北京伊诺凯科技有限公司； 

MH，AR，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

3-(4,5- 二 甲 基 噻 唑 -2)-2,5- 二 苯 基 四 氮 唑 溴 盐

（MTT），AR，上海泰坦科技股份有限公司。 

AVANCEⅢHD 400 MHz 型全数字化超导核磁

共振波谱仪（NMR），德国 Bruker 公司；Nicolet iS5

型傅里叶变换红外光谱仪（FTIR），美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；NanoBrook Omni 型多角度粒

度及高灵敏 Zeta 电位分析仪，美国 Brookhaven 仪

器公司；JEM-2100Plus 型透射电子显微镜（TEM），

日本电子株式会社；TU-1950 型紫外-可见分光光度

计（UV-Vis），北京普析通用仪器有限责任公司；

Tecan Infinite 200 PRO 型酶标仪，上海帝肯国际贸

易有限公司；TCS SP8 型共聚焦激光扫描显微镜

（CLSM），德国 Leica 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  CMS 的制备 

CMS 的制备参照文献[22]方法略有改动。将

13.8 g（0.074 mol）HAS 加入到装有 108 mL 异丙醇

的三颈烧瓶中；随后，在连续搅拌下缓慢滴加 10.3 mL
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（10.78 mol/L）NaOH 水溶液。滴加完成后，在 40 ℃

下搅拌反应 20 min。然后，加入 2.8 g （0.03 mol）

MCA，并将混合物在 40 ℃下搅拌反应 2.5 h。反应

结束后，将产物过滤后悬浮于体积分数 95%的乙醇

中，并用体积分数 50%的乙酸溶液调节 pH 至

5.5~6.5。再次过滤，用体积分数 85%的乙醇洗涤滤

饼，直到用 AgNO3 溶液（0.1 mol/L）检测不到 Cl–，

再用无水乙醇洗涤两次脱水。将所得沉淀物在 45 ℃

烘箱中干燥 24 h。最后，将样品研磨成细粉，并过

60 目筛，得到白色固体粉末，即 CMS，记为样品 1，

产率为 78.86%。1HNMR (400 MHz, D2O)，δ: 5.40 (s, 

1H, CH), 5.75 (s, 1H, CH), 4.30~3.20 (m, 1H, CH), 
3.90 (s, 2H, CH2)。 

使用铜盐滴定法[23]测量羧甲基取代度（DS）。 

1.2.2  纳米凝胶及凝胶包封药物复合物的制备 

将 CS 用质量分数为 1%的醋酸溶解，制备质量

浓度为 1.25~7.50 g/L 的 CS 溶液，备用。 

将 MH 溶解在质量浓度为 15.0 g/L CMS 水溶液中，

制备 MH 质量浓度 2.0 g/L 的 MH-CMS 水溶液，备用。 

将 pH≈4.5 的 CMS 水溶液（10 mL，质量浓度

1.25~20.00 g/L）缓慢添加到磁力搅拌转速为 1000 

r/min 的 SnF2 溶液（10 mL，质量浓度 6.28 g/L）中，

反应 10 min 得到羧甲基淀粉 -亚锡离子复合物

（CSN）。随后加入 CS 溶液（5 mL），反应 20 min

后离心沉淀得到凝胶，记为 CS/CSN。使用去离子水

洗涤 3 遍去除多余的反应物，得到的产物经–80 ℃

冷冻干燥 24 h 后，备用。 

使用 MH-CMS 水溶液代替 CMS 水溶液（质量

浓度 15 g/L），其他过程和方法与上述相同，制备

得到凝胶包封药物复合物并经–80 ℃冷冻干燥 24 h，

记为 CS/CSN@MH。 

使用 MH-CMS 水溶液代替 CMS 水溶液，依据

上述方法，加入 SnF2 溶液反应 10 min，但不加入

CS 溶液，离心沉淀得到凝胶包封药物复合物并–80 ℃

冷冻干燥 24 h，记为 CSN@MH。 

将上述 CSN@MH 和 CS/CSN@MH 制备过程中

的 MH-CMS 替换为 RhB-CMS（其中 RhB 质量浓度

为 2 mg/L、CMS 质量浓度为 15.0 g/L），制备得到

CSN@RhB 和 CS/CSN@RhB。 

1.3  结构表征 

FTIR 测试：采用溴化钾压片法对 CMS、CSN

和 CS/CSN 样品进行测试，波数范围 4000~400 cm–1。

TEM 测试：将制备的样品分散液滴在铜网上，工作

电压 200 kV。粒径与 Zeta 电位测试：将制备的 CSN

及 CS/CSN 经离心洗涤后重悬于去离子水或不同 pH

的柠檬酸/PBS 中，再通过多角度粒度及高灵敏 Zeta

电位分析仪测试粒径及 Zeta 电位。 

1.4  性能测试 

1.4.1  药物包封率和载药率的测试 

参照文献[24]方法，采用紫外吸收光谱法测定

CS/CSN@MH 的药物包封率和载药率。 

将根据 1.2.2 节方法制备的新鲜 CS/CSN@MH

分散液以 10000 r/min 离心 10 min，收集上清液，通

过紫外-可见分光光度计测定溶液吸光度，根据在

349 nm 处测定的 MH 质量浓度（x，mg/L）-吸光度

（y）标准曲线拟合方程 y=5.5728x–0.0186（R2= 

0.99834），计算测定溶液吸光度对应的 MH 的质量

浓度，平行 3 次测量。根据式（1）和（2）计算包

封率和载药率： 

 包封率/%=(m 总–m 游离)/m 总×100 （1） 

 载药率/%=(m 总–m 游离)/m 复合物×100 （2） 

式中：m 总为添加到 CS/CSN@MH 中的 MH 总质量，

mg；m 游离为上清液中剩余的游离 MH 质量，mg；m 复合物

为 CS/CSN@MH 的质量，mg。 

1.4.2  MH 释放动力学 

通过透析方法研究 CS/CSN@MH 在模拟人工

唾液中 MH 的动力学释放过程。人工唾液的配制参

照 ISO/TR10271—2020 并略有修改。具体配方：

NaCl 、 KCl 、 CaCl2•2H2O 、 NaH2PO4•2H2O 、

Na2S•2H2O、尿素质量浓度分别为 0.400、0.400、

0.795、0.780、0.050、1.000 g/L，α-淀粉酶含量为

10 U/mL。用 1 mol/L NaOH 溶液将人工唾液的 pH

进一步调节至 6.7。 

称取 20 mg 冻干 CSN@MH 或 CS/CSN@MH 置

于含 2 mL 人工唾液的透析袋（截留相对分子质量

3500 Da）内，浸入 80 mL 模拟人工唾液释放介质中，

在 37 ℃下 100 r/min 轻摇孵育 48 h。在孵育过程中，

在预先确定的时间点取出 1 mL 释放介质，通过紫外-

可见分光光度计测定溶液吸光度，根据在 349 nm 处

测定的 MH 质量浓度（μg/mL）-吸光度标准曲线拟

合方程 y=5.5728x–0.0186（R2=0.99834），计算测定

溶液吸光度对应的 MH 的质量浓度。同时加入等量

的新鲜人工唾液，保持释放介质体积恒定。根据式

（3）计算药物累积释放率： 

药物累积释放率/%=
00

100
t

t

t

m
m

    （3） 

式中：mt 为时间 t 时介质中药物的累积释放量，μg；

m0为冻干 CSN@MH 或 CS/CSN@MH 中药物的初始

质量，μg。 

1.5  复合物性能测试 

1.5.1  生物膜黏附性能测试 

以变形链球菌为制备细菌生物膜的模型细菌。

将 1×106 CFU/mL 的变形链球菌在质量分数为 1%的
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蔗糖 BHI 培养基中厌氧培养 24 h 形成生物膜，并用

4′,6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）染色 10 min。将质

量浓度为 0.25 g/L CS/CSN@RhB 或 CSN@RhB 水分

散液孵育 15 min。取出后用无菌 PBS 冲洗 3 次，晾

干，通过共聚焦激光扫描显微镜在 408 和 522 nm 波

长下观察其黏附图像，并使用 Image J 软件计算黏

附面积，以此评价两者的生物膜黏附性能。 

1.5.2  抗菌性能测试 

抗菌性能评价过程参照文献[25]并略加修改。 

在 48 孔板中加入含 1×106 CFU/mL 变形链球菌

和质量分数为 1%蔗糖的 BHI 培养基，厌氧培养 24 h

形成生物膜。用无菌 PBS 洗去生物膜表面游离细菌

后，再分别加入质量浓度为 0.25 g/L 样品和质量浓

度为 25 mg/L 游离 MH 与其共孵育 15 min，用无菌

PBS 洗涤 3 次去除未附着样品。生物膜继续加培养

基培养 24 h，用 PBS 洗去浮游细菌，加入质量浓度

为 0.5 g/L 的 MTT 避光处理并孵育 3 h。去除 MTT，

每孔加入 300 μL 的 DMSO，将细胞中甲瓒完全溶解

后，转移至 96 孔板并用酶标仪在 550 nm 处测每孔

的吸光度。 

通过活/死细菌染色实验来检测样品的抗菌活性

和生物膜中细菌的存活情况。将 HAP 片与菌液共孵育

24 h 制备生物膜，再将其与质量浓度为 0.25 g/L 样品

和质量浓度为 25 mg/L 游离 MH 共孵育 15 min，随后

用无菌 PBS 洗涤 3 次，去除未附着样品。继续加培养

基并厌氧培养 24 h 后，将 LIVE/DEAD®BacLightTM

细菌活力试剂盒中的 SYTO 9（5 μmol/L，染活菌）

和碘化丙啶（PI，30 μmol/L，染死菌）的混合溶液

与 HAP 片在避光条件下共孵育 15 min。然后，使用

配备 20 倍镜的 CLSM，通过波长为 488 nm 的激发

光观察样品表面的细菌状态，并使用 Image J 软件

评估活/死细菌面积。 

通过 SEM 评估生物膜的表面形貌。将被

CSN@MH、CS/CSN@MH 和游离 MH 处理过的生

物膜用 PBS 洗涤 3 次，以去除游离的细菌。再用体

积分数为 2.5%戊二醛固定 12 h，然后用不同质量分

数（25%、50%、75%、95%、100%）的乙醇各脱水

10 min，样品风干后用金溅射镀膜，并通过 SEM 观

察样品上细菌生物膜的生长情况。 

1.5.3  细胞毒性测试 

采用 CCK-8 法测定 HGF-1 的细胞活力，评价

材料的细胞毒性。 

HGF-1 在含体积分数 15%的胎牛血清和体积分

数 1%青霉素-链霉素的 DMEM 中培养，环境温度

37 ℃，含质量分数 5%的CO2，相对湿度 95%。将HGF-1

接种在 96 孔板上，细胞密度 1×104 个/孔。孵育 24 h

后，将培养基替换为 100 μL 含不同质量浓度（0.0625~ 

0.5000 g/L）的 CSN@MH 或 CS/CSN@MH 的新鲜

培养基。在 37 ℃继续培养 24 h，孵育后，每孔加

入 10 µL CCK-8 试剂，继续孵育 2 h，测定在 450 nm

处的吸光度。根据式（3）计算 HGF-1 细胞存活率，

代表细胞活力： 

 细胞活力/%=(A 样品–A 空白)/(A 对照–A 空白)×100 （3） 

式中：A 样品、A 对照、A 空白分别为用样品处理过的细

胞、未处理细胞和培养基的吸光度。 

2  结果与讨论 

2.1  反应条件对 CMS 取代度的影响 

在合成 CMS 的过程中，淀粉先与 NaOH 生成淀

粉钠，淀粉钠中的氧负离子再攻击 MCA 中的 C—Cl，

成功接枝羧甲基基团后生成 CMS[26]。固定反应温度

为 40 ℃，考察 n(NaOH)∶n(MCA)∶n(AGU)对 CMS

取代度的影响，其中 AGU 为无水葡萄糖单元，结果

如表 1 所示。 
 

表 1  制备条件对 CMS 取代度的影响 
Table 1  Effect of reaction conditions on degree of substitution 

of CMS 

样品 n(NaOH)∶n(MCA)∶n(AGU) 时间/h DS

1 1.5∶0.4∶1.0 2.5 0.24

2 1.5∶0.6∶1.0 2.5 0.38

3 1.5∶0.8∶1.0 2.5 0.30

4 2.0∶0.8∶1.0 2.5 0.50

5 2.0∶1.0∶1.0 2.5 0.48

6 3.0∶1.4∶1.0 1.5 0.71

 

从表 1 可以看出，当 n(NaOH)∶n(AGU)=1.5∶

1.0 时，随着 n(MCA)∶n(AGU)的增加，CMS 的 DS

先增大后减小，当 n(MCA)∶n(AGU)＝0.6∶1.0 时，

DS（0.38）最大。这是因为，当 MCA 过量时，体

系中的 NaOH 被中和，碱性环境变弱，副反应增加

导致 DS 下降。适当升高 NaOH 的相对用量，有利

于生成更多的淀粉钠盐，提高反应效率 [27-28]。当

n(NaOH)∶n(MCA)∶n(AGU)＝3.0∶1.4∶1.0 时，

CMS 的 DS 可达 0.71，此时反应时间为 1.5 h，这是

因为，随着接入羧甲基 DS 的逐渐增加，糊化温度降

低，在反应后期糊化结块，因此，提前结束反应，选

择此反应条件制备的 CMS（样品 6）进行后续实验。 

2.2  结构表征分析 

图 1 为 CMS 的 1HNMR 谱图。 

从图 1 可以看出，δ 5.40 和 5.75 处的信号峰分

别归属于 CMS 中无水葡萄糖单元的 C-1b 和 C-1a

上的质子。由于这些碳原子与两个电负性很强的氧

原子直接相连，质子被高度去屏蔽，因而转移到低

场[29]。CMS 的 C-2~C-7 碳原子的质子信号峰范围在

δ 3.20~4.30，由于其屏蔽性质，质子峰呈高场分布[30]。 
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图 1  CMS 的 1HNMR 谱图 
Fig. 1  1HNMR spectrum of CMS 

 
图 2 为 HAS 和 CMS 的 FTIR 谱图。 

 

 
 

图 2  HAS 和 CMS 的 FTIR 谱图 
Fig. 2  FTIR spectra of HAS and CMS 

 

从图 2 可以看出，HAS 在 3400、2931 cm–1 处

的吸收峰分别归属于—OH 的伸缩振动和 C—H 的

伸缩振动；1013和 1150 cm–1处的吸收峰归属于 HAS

骨架上 C—O—H 的拉伸振动，1080 处的吸收峰归

属于 C—H 键的弯曲振动；1640 cm–1 处的吸收峰是

由淀粉非晶态区 H—O—H 的弯曲振动引起，当 HAS

经改性为 CMS 时，此吸收峰红移到 1621 cm–1，归

因于—COO−的存在[31]。同时，1423 cm–1 处新的吸收

峰可以归属于 CMS 中—COO−的对称伸缩振动[32]。 

2.3  制备条件优化分析 

图 3 为 CMS 的质量浓度对 CSN 的 Zeta 电位和

粒径的影响。 
 

 

 

图 3  CMS 质量浓度对 CSN 的 Zeta 电位（a）和粒径（b）

的影响 
Fig. 3  Effects of CMS mass concentration on Zeta potential 

(a) and particle size (b) of CSN 
  

从图 3a 可以看出，随着 CMS 质量浓度的增加，

CSN 的 Zeta 电位绝对值整体上呈增大趋势，粒径逐

渐减小后突然增加。当 CMS 质量浓度为 15.0 g/L 时，

CSN 的 Zeta 电位稳定在–41.7 mV，并且此时平均粒

径（354.17 nm）最小。因此，确定 CMS 的最适质

量浓度为 15.0 g/L，后续实验均采用此质量浓度进行。 

图 4 为不同 CS 质量浓度对凝胶包封药物复合

物包封性能的影响。 
 

 
 

图 4  CS 质量浓度对凝胶包封药物复合物包封性能的影响 
Fig. 4  Effect of CS mass concentration on the encapsulation 

properties of gel-encapsulated drug complex 
 

从图 4 可以看出，不加 CS 时，CSN@MH 的包

封率为 52.44%，载药率为 20.48%。而当 CS 质量浓

度 2.50 g/L 时，CS/CSN@MH 的包封率最高，为

76.48%，载药率为 10.64%。随着 CS 质量浓度的继

续增加，CS/CSN@MH 载药率逐渐降低。这可能是

因为，加入的 CS 使 CS/CSN@MH 质量增加。因此，

选用药物包封率最高时的 2.50 g/L作为 CS的最适质

量浓度进行后续实验。 

2.4  CS/CSN 表征分析 

图 5 为 CMS、CS、CSN 和 CS/CSN 的 FTIR 谱图。 

从图 5 可以看出，与 CMS 相比，CSN 在 1733 cm–1

处出现新峰，为 C==O 键的伸缩振动，可能因为 CMS
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中的—COO−在酸性条件下与 H+结合形成—COOH

基团。CSN 中的—OH 波段（3423 cm–1）向更高的

波数偏移，且波峰变窄，表明 CSN 中的—OH 基团

受到—COO−和亚锡离子之间静电作用的影响，CSN

中—COO−基团（1625 和 1405 cm–1）的光谱位移也

有类似现象[33]。CS 的 FTIR 谱图中，出现在 1650

和 1596 cm–1 处的吸收峰归属于 C==O 键的拉伸振动

（酰胺Ⅰ）和 N—H 的弯曲振动（酰胺Ⅱ） [34]。

CS/CSN 谱图中—COO−波数红移，N—H 的弯曲振

动（酰胺Ⅱ带）的峰被该峰所掩盖，但峰形变宽。 
 

 
 

图 5  CMS、CS、CSN 和 CS/CSN 的 FTIR 谱图 
Fig. 5  FTIR spectra of CMS, CS, CSN and CS/CSN 

 

图 6 为 CSN 和 CS/CSN 的粒径和 Zeta 电位。 
 

 
 

图 6  CSN 和 CS/CSN 的粒径（a）及 Zeta 电位（b） 
Fig. 6  Particle size (a) and Zeta potential (b) of CSN and 

CS/CSN 
 

从图 6a 可以看出，CS/CSN 的平均粒径和多分散

系数（PDI）分别为 557.56 nm 和 0.319，均大于 CSN。

从图 6b 可以看出，CSN 和 CS/CSN 的 Zeta 电位绝

对值都随着 pH 的升高而增大，这是因为，在高 pH

下，质子会从 CMS 的羧基解离。CSN 的 Zeta 电位

绝对值高于 CS/CSN，这是因为，CS 是带正电的高

分子，部分中和了 CMS 中羧基的负电荷，这也侧面

验证了 CS 与 CSN 的成功复合。 

图 7 为 CSN 和 CS/CSN 的 TEM 图。 
 

 
 

图 7  CSN（a）和 CS/CSN（b）的 TEM 图 

Fig. 7  TEM images of CSN (a) and CS/CSN (b) 
 
从图 7 可以看出，CSN 整体呈现为平均直径约

为 150~300 nm 的球形或近似球形的颗粒（图 7a），

而CS/CSN呈现为表面颗粒状的复合物聚集体（图7b）。

这可能是因为，CMS-CS 与 CMS-Sn2+静电作用之间的

竞争关系，导致 CSN 原有的均一球形结构被打破。 

2.5  CS/CSN@MH 的药物缓释性能分析 

图 8 为游离 MH、CSN@MH 和 CS/CSN@MH

在人工唾液中的药物缓释曲线和拟合曲线。 
 

 
 

图 8  游离 MH、CSN@MH 和 CS/CSN@MH 在人工唾液

中的药物缓释曲线（a）和拟合曲线（b） 

Fig. 8  Release curves (a) and fitting curves (b) of free MH, 
CSN@MH and CS/CSN@MH in artificial saliva 

 
从图 8a 可以看出，游离 MH 在前 4 h 累积释放达
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69.06%，呈现“突释”效应，这样会导致药物生物利

用度低，治疗效果差[35]。CSN@MH 和 CS/CSN@MH

的释放较为缓慢，48 h 的累积释放率分别为 30.40%和

47.46%，表明两种凝胶包封药物复合物较好地延缓了

MH 的释放，这得益于纳米复合物形成的凝胶屏障层。

CS/CSN@MH 的 MH 释放略快于 CSN@MH，可能是

因为，CS 与同为正电荷的 MH 之间有一定的排斥作

用，导致 MH 在 CS/CSN 中的结合不如在 CSN 中紧密。 

为了进一步研究两种凝胶包封药物复合物的药

物缓释机理，根据 Higuchi 释放动力学模型（Mt=Kt1/2，

Mt为 t 时药物累积释放率，%；K 为速率常数，h–1/2）[36-37]

对上述结果进行了拟合，结果如图 8b 所示。

CSN@MH 和 CS/CSN@MH 的拟合曲线方程分别为

y=4.98x–0.36 和 y=7.80x–4.62，其相关系数（R2）分

别为 0.9554 和 0.9865，表明 MH 的释放与此模型较为

符合，药物释放行为是一个时间平方根依赖过程[38]。 

2.6  生物膜黏附性能分析 

图 9 为包载 RhB 的凝胶包封药物复合物在生物

膜上的黏附性测试结果。 
 

 
 

红色代表凝胶包封药物复合物；蓝色代表生物膜 

图 9  包载 RhB 的凝胶包封药物复合物在生物膜上的黏

附性 
Fig. 9  Adhesion of RhB-coated gel-encapsulated drug 

complex to biofilm 

从图 9 可以看出，细菌附着后增殖聚集形成的

小菌落[39]被DAPI染色后，在408 nm激光下显蓝色[24]，

其余地方因为细菌膜初始黏附较为稀疏，荧光较弱

未能呈现。RhB 包载后的凝胶包封药物复合物在

522 nm 下发出红色荧光，CSN 随机分散在生物膜表

面，黏附量仅有 0.98%±0.08%；而 CS/CSN 对聚集

体有着明显的黏附，并且整体黏附面积达到 10.58%± 

1.25%，两者与生物膜的面积比值分别为 0.08±0.02

和 0.92±0.11，表明 CS/CSN 具有更显著的生物膜靶

向性。 

2.7  抗菌性能分析 

MH 是一种广谱抗生素，具有较好的杀菌作用。

但游离 MH 不易停留在口腔组织表面。与此相反，

被纳米微凝胶包裹的药物因为凝胶包封药物复合物

特有的微球形貌、巨大的比表面积和骨架结构，使

MH 能够黏滞在细菌生物膜表面，并持续释放出药

物破坏细菌生物膜。图 10 为使用 MTT 染色法量化

的凝胶包封药物复合物对生物膜的破坏效果。 
 

 
 

以 PBS 处理组为 100%；*为 p<0.05，代表差异性显著；**

为 p<0.01，代表差异性较显著； ***为 p<0.001，代表差

异性很显著；****为 p<0.0001，代表差异性极显著，下同  

图 10  凝胶包封药物复合物对生物膜的破坏效果 
Fig. 10  Destruction effect of gel-encapsulated drug complex 

on biofilm 
 

从图 10 可以看出，游离 MH 处理过的细菌生物

膜残留量为 69.87%，远高于 CSN@MH 组的 33.01%

和 CS/CSN@MH 组的 13.76%。 

图 11 为生物膜活/死菌染色实验结果。 

从图 11 可以看出，PBS 组中存在大面积的结构

致密的生物膜，死菌与活菌面积比值为 0.17；在

CSN@MH 组中，生物膜结构破碎，细菌数量明显较

少，死菌与活菌面积比值增至 0.55；CS/CSN@MH 处

理组的细菌面积进一步减少，且死菌与活菌面积比

值增至 1.02，这是因为，CS 可以增强纳米凝胶在生

物膜上的黏附；在不易穿透生物膜的 MH 组中仍观

察到大面积的致密生物膜。 
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绿色为活菌；红色为死菌；ns 为无显著性差异 

图 11  CSN@MH、CS/CSN@MH 和游离 MH 处理 24 h

后生物膜的荧光显微镜图像（a）及死菌/活菌面积

比（b） 
Fig. 11  Fluorescence microscopic images of biofilms treated 

with CSN@MH, CS/CSN@MH, free MH for 24 h 
(a) and surface coverage ratio of live and dead 
bacteria (b) 

  

图 12 为 PBS、CSN@MH、CS/CSN@MH 和

MH 处理 24 h 生物膜的 SEM 图。 
 

 
 

图 12  PBS（a）、CSN@MH（b）、CS/CSN@MH（c）

和 MH（d）处理过生物膜的 SEM 图 
Fig. 12  SEM images of biofilms treated with PBS (a), CSN@ 

MH (b), CS/CSN@MH (c) and MH (d) 
 

从图 12 可以看出，PBS 处理过的生物膜上变形

链球菌分布紧密，而 CSN@MH、CS/CSNN@MH 和

MH 处理过的生物膜致密结构变得稀疏，细菌数量

明显减少。其中 CS/CSN@MH 组的生物膜面积最

小、细菌数量相对最少，表明 CS/CSN@MH 抗菌效

果最好。 

2.8  细胞毒性分析 

图 13 为采用 CCK-8 法检测的 CSN@MH、

CS/CSN@MH 对 HGF-1 细胞的毒性结果。 
 

 
 

图 13  不同质量浓度 CSN@MH 和 CS/CSN@MH 对 HGF-1

细胞活力的影响 
Fig. 13  Effects of CSN@MH and CS/CSN@MH with different 

mass concentrations on viability of HGF-1 cells 
 

从图 13 可以看出，不同质量浓度的 CSN@MH、

CS/CSN@MH 处理后 HGF-1 细胞的存活率均>90%，

表明两种凝胶包封药物复合物具有较好的生物相

容性。 

3  结论 

（1）通过简单的方法制备出了一种有效去除牙

齿表面生物膜的凝胶包封药物复合物 CS/CSN@MH，

此复合物具有优异的生物膜靶向性。 

（2）CS/CSN@MH 具有良好的药物缓释能力，

48 h 的 MH 累积释放率为 47.46%。这一性能提高了

MH 对生物膜的破坏能力，经 CS/CSN@MH 处理后

的变形链球菌生物膜残留量仅为 13.76%，较之游离

MH（69.87%）有很大提升。 

（3）CS/CSN@MH 具有较好的生物相容性，有

适用于口腔护理产品的可能，在未来口腔临床应用

上具有很大潜力。但 CS/CSN 凝胶对其他非正电荷

的药物的包封及缓释作用有待进一步探究。 
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