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本文亮点：

(1) 利用蛋黄卵磷脂脂质体复合聚六亚甲基双胍盐酸盐（PHMB），同时引入茶树精油，形成卵磷脂脂

质体-茶树精油-PHMB复合物（Lip-TTO-PHMB），从而降低PHMB的毒性。

(2) 证实 Lip-TTO-PHMB在保持抗菌活性的同时具有良好的生物相容性，为高效低毒抗菌生物材料

的开发提供了新思路。

Highlights:

(1) Egg yolk lecithin liposomes were compounded with polyhexamethylene biguanide 

hydrochloride (PHMB), and tea tree oil was introduced simultaneously to form a lecithin 

liposome-tea tree oil-polyhexamethylene biguanide hydrochloride complex (Lip-TTO-PHMB), so 

as to reduce the toxicity of PHMB.

(2) It was confirmed that Lip-TTO-PHMB had good biocompatibility while retaining antibacterial 

activity, which provided a novel strategy for developing high-efficiency, low-toxic antibacterial 

biomaterials.
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【摘 要】 　 目 的　 制 备 卵 磷 脂 脂 质 体 -茶 树 精 油 -聚 六 亚 甲 基 双 胍 盐 酸 盐 复 合 物

（Lip-TTO-PHMB），探讨其体外抗菌活性及生物相容性。　方法　该研究为包含成组设计、析因设计

及重复测量设计的实验研究。采用薄膜水合法制备 Lip-TTO-PHMB。通过单因素实验结合

Box-Behnken 响应面法明确 Lip-TTO-PHMB 的最优制备条件为卵磷脂与胆固醇质量比 3.77∶1.00、茶
树精油体积分数 0.64%、聚山梨酯 80体积分数 0.13%，模型预测包封率为 51.035%。按最优制备条件

制备Lip-TTO-PHMB，采用超速离心紫外法测量其包封率。取小鼠成纤维细胞L929，分为分别采用卵

磷脂脂质体-聚六亚甲基双胍盐酸盐（Lip-PHMB）、Lip-TTO-PHMB、聚六亚甲基双胍盐酸盐（PHMB）
处理的 Lip-PHMB 组、Lip-TTO-PHMB 组、PHMB 组，均依次将其中的 PHMB 终质量浓度调整为 62.5、
31.3、15.6 μg/L，培养 24 h后，采用噻唑蓝法检测细胞存活率；另取L929细胞，同前分组并采用相应材

料处理（PHMB终质量浓度均为 15.0 μg/L），培养 24 h后，采用活/死细胞染色法检测细胞存活率。前

述实验样本数均为 4。取人永生化角质形成细胞（HaCaT细胞），分为仅用无血清MEM培养基培养的

对照组及分别用 PHMB、Lip-TTO-PHMB 处理的 PHMB 组和 Lip-TTO-PHMB 组（PHMB 终质量浓度均

为 15.0 μg/L），行划痕试验检测划痕后 24、48 h的细胞迁移率（样本数为 3）。采用微量肉汤二倍稀释

法测定PHMB对金黄色葡萄球菌ATCC 6538和大肠埃希菌ATCC 8739的最低抑菌浓度（MIC）和最低

杀菌浓度（MBC），样本数为 5。　结果　Lip-TTO-PHMB的实测包封率为（52.35±0.24）%，与模型预测
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包封率相近。噻唑蓝法检测结果显示，培养 24 h 后，PHMB 终质量浓度为 62.5、31.3、15.6 μg/L 时，

Lip-PHMB 组与 Lip-TTO-PHMB 组 L929 细胞存活率均显著高于 PHMB 组（P<0.05），Lip-PHMB 组

L929细胞存活率均显著高于Lip-TTO-PHMB组（P<0.05）。活/死细胞染色法检测结果显示，培养 24 h
后，PHMB组L929细胞存活率显著低于Lip-PHMB组和Lip-TTO-PHMB组（P值均<0.05）。划痕后 24、
48 h，Lip-TTO-PHMB组HaCaT细胞迁移率均显著高于PHMB组（P<0.05）；划痕后 48 h，对照组HaCaT
细胞迁移率显著高于 PHMB组（P<0.05）。Lip-PHMB、Lip-TTO-PHMB及 PHMB对金黄色葡萄球菌的

MIC 分别为 31.3、15.6、15.6 μg/mL，对大肠埃希菌的 MIC 分别为 31.3、15.6、7.8 μg/mL。Lip-PHMB、

Lip-TTO-PHMB及PHMB对金黄色葡萄球菌的MBC分别为 20、10、15 μg/mL，对大肠埃希菌的MBC分

别为 30、20、20 μg/mL。　结论　成功制备Lip-TTO-PHMB，该材料在保留优异抗菌活性的同时，具备

良好生物相容性。

【关键词】　生物相容性材料；　细胞迁移分析；　卵磷脂脂质体；　聚六亚甲基双胍盐酸盐；　茶

树精油；　细胞毒性；　抗菌活性
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【Abstract】 Objective　 To prepare a lecithin liposome-tea tree oil-polyhexamethylene 
biguanide hydrochloride complex (Lip-TTO-PHMB) and to investigate its in vitro antibacterial 
activity and biocompatibility. Methods This study was an experimental research including group 
design, factorial design, and repeated measurement design. Lip-TTO-PHMB was prepared by the 
thin-film hydration method. Through single-factor experiments combined with the Box-Behnken 
response surface methodology, the optimal preparation condition for Lip-TTO-PHMB was 
determined as follows: mass ratio of lecithin to cholesterol of 3.77: 1.00, volume fraction of tea tree 
oil of 0.64%, and volume fraction of polysorbate 80 of 0.13%. The model-predicted encapsulation 
efficiency was 51.035%. Lip-TTO-PHMB was prepared under the optimal preparation condition and 
its encapsulation efficiency was measured. Mouse fibroblasts L929 were divided into lecithin 
liposome-polyhexamethylene biguanide hydrochloride (Lip-PHMB) group, Lip-TTO-PHMB group, 
and polyhexamethylene biguanide hydrochloride (PHMB) group treated with the corresponding 
materials, with the final mass concentrations of PHMB adjusted to 62.5, 31.3, and 15.6 μg/L, and the 
cell viability was detected by the thiazolyl blue tetrazolium bromide assay. Another batch of L929 
cells were divided into the same groups as before and treated with the corresponding materials with 
the final mass concentration of PHMB at 15.0 μg/L, and the cell viability was detected by live/dead 
cell staining. The sample size for the above experiments was 4. Human immortalized keratinocytes 
(HaCaT) were divided into control group cultured with serum-free MEM medium, and PHMB group 
and Lip-TTO-PHMB group treated with the corresponding materials with the final mass 
concentration of PHMB at 15.0 μg/L. The scratch test was performed to detect the cell migration 
rates at 24 and 48 h after scratch (with the sample size of 3). The minimum inhibitory concentration 
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of PHMB against Staphylococcus aureus ATCC 
6538 and Escherichia coli ATCC 8739 were determined by the broth microdilution twofold dilution 
method, with the sample size of 5. Results　 The measured encapsulation efficiency of 
Lip-TTO-PHMB was (52.35±0.24)% , which was close to the model-predicted value. After 24 h of 
culture, at PHMB final mass concentrations of 62.5, 31.3, and 15.6 μg/L, the viability of L929 cells in 
Lip-PHMB group and Lip-TTO-PHMB group was significantly higher than that in PHMB group (P<
0.05), and the viability of L929 cells in Lip-PHMB group was significantly higher than that in 
Lip-TTO-PHMB group (P<0.05). After 24 h of culture, the viability of L929 cells in PHMB group was 
significantly lower than that in Lip-PHMB group and Lip-TTO-PHMB group (with P values both <
0.05). At 24 and 48 h after scratch, the migration rates of HaCaT cells in Lip-TTO-PHMB group were 
significantly higher than those in PHMB group (P<0.05); at 48 h after scratch, the migration rate of 
HaCaT cells in control group was significantly higher than that in PHMB group (P<0.05). The MICs of 
Lip-PHMB, Lip-TTO-PHMB, and PHMB against Staphylococcus aureus were 31.3, 15.6, and 15.6 μg/
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mL, respectively, and those against Escherichia coli were 31.3, 15.6, and 7.8 μg/mL, respectively. The 
MBCs of Lip-PHMB, Lip-TTO-PHMB, and PHMB against Staphylococcus aureus were 20, 10, and 15 

μg/mL, respectively, and those against Escherichia coli were 30, 20, and 20 μg/mL, respectively. 
Conclusions The prepared Lip-TTO-PHMB can retain excellent antibacterial activity and possess 
favorable biocompatibility.

【Key words】 Biocompatible materials; Cell migration assays; Lecithin liposomes; 
Polyhexamethylene biguanide hydrochloride; Tea tree oil; Cytotoxicity; Antibacterial
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细菌感染是全球公共卫生领域的重大挑战，

2019年全球因细菌感染死亡人数超过 750万［1］。随

着医院获得性感染和耐药菌株的广泛传播［2⁃5］，开发

兼具高效抗菌活性与低细胞毒性的新型抗菌制剂

成为当前研究重点。

聚六亚甲基双胍盐酸盐（polyhexamethylene 
biguanide hydrochloride，PHMB）是一种典型的阳离

子高分子抗菌剂，由双胍基团和亚甲基链段构成，

具有广谱抗菌活性且不易诱导耐药性［6］，多项研究

将其应用于创面抗菌领域［7⁃10］。PHMB 杀菌机制为

通过所带正电荷与细菌细胞膜上带负电荷的磷脂

结合，干扰离子通道和破坏膜结构，导致细菌细胞

膜完整性受损并引发细胞质外泄［11］。目前PHMB已

被应用于环境消毒［12⁃13］、纺织品抗菌整理［14］及棘阿

米巴角膜炎治疗［15⁃16］等。然而，PHMB 对哺乳动物

细胞膜存在潜在毒性［10］，限制了其在黏膜及高敏感

组织部位的推广应用［17］。卵磷脂脂质体作为类生

物膜结构［18⁃20］的纳米递送系统［21⁃24］，可有效包载药物

并降低其细胞毒性［25］。卵磷脂脂质体磷脂酰胆碱

头部的负电荷与PHMB分子中双胍阳离子之间的静

电结合，虽有利于药物负载，却可能部分屏蔽PHMB
的阳离子活性位点，从而削弱其对细菌细胞膜的静

电吸附能力［26］。茶树精油富含松油烯-4-醇等单萜

类化合物，具有抗菌、抗病毒和抗氧化特性［27⁃31］，其

疏水性和挥发性则限制了其直接应用。若将植物

精油包载于卵磷脂脂质体中［32］，既可弥补 PHMB 抗

菌 活 性 的 下 降［33⁃34］，又 能 改 善 茶 树 精 油 的 稳

定性［35⁃36］。

基于上述研究背景，本研究构建载茶树精油的

复合卵磷脂脂质体与PHMB结合形成的卵磷脂脂质

体 -茶树精油 -PHMB 复合物（lecithin liposome-tea 
tree oil-polyhexamethylene biguanide hydrochloride，
Lip-TTO-PHMB），借助卵磷脂脂质体降低 PHMB 的

细胞毒性，并利用茶树精油的抗菌活性维持复合体

系的抑菌性能。通过优化制备工艺并评价该复合

体系的物理化学性质、细胞毒性及抗菌性能，旨在

为高效低毒抗菌生物材料的开发提供理论与实践

依据。

1 材料与方法

本研究为包含成组设计、析因设计及重复测量

设计的实验研究。

1. 1 细胞和细菌及主要试剂与仪器来源

小鼠Fb细胞系L929、人永生化KC（HaCaT细胞

系）、金黄色葡萄球菌 ATCC 6538 和大肠埃希菌

ATCC 8739 购自北京百欧博伟生物技术有限公司。

PHMB 购自天津科维津宏环保科技有限公司，蛋黄

卵磷脂购自湖北汉达飞生物科技有限公司，胆固

醇、聚山梨酯 80 购自上海麦克林生化科技有限公

司，茶树精油购自广州物源精油有限公司，MEM 培

养基购自格来赛生命科技（上海）有限公司，噻唑蓝

购自北京索莱宝科技有限公司，钙黄绿素-乙酰氧基

甲酯/碘化丙啶活/死细胞染色试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司，胰蛋白胨大豆琼脂培养基与

营养肉汤培养基购自青岛高科技工业园海博生物

技术有限公司。

RE-52AA 型旋转蒸发仪购自上海亚荣生化仪

器厂，UV-1800型紫外分光光度计购自上海科雅生

物科技有限公司，ZS型纳米粒度仪购自英国马尔文

帕纳科公司，SU8100型透射电子显微镜购自日本日

立高新技术公司，DM IL LED Fluo 型倒置荧光显微

镜购自德国徕卡显微系统公司，Multiskan FC 型酶

标仪购自美国赛默飞世尔科技公司，Leica DMI1 型

倒置显微镜购自上海启步生物科技有限公司。

1. 2 Lip-TTO-PHMB 的制备和制备条件优化及包

封率测定

1. 2. 1 制备及制备条件优化  采用薄膜水合法

制备 Lip-TTO-PHMB。称取蛋黄卵磷脂与胆固醇，

置于圆底烧瓶中，加入茶树精油后，加入氯仿和甲

醇（体积比 4∶1）混合溶剂，通过超声辅助溶解，于旋

转蒸发仪上旋干溶剂，形成均匀薄膜并用烘箱干

燥。向干燥薄膜中加入聚山梨酯 80和 PBS（总体积
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为 9 mL）水化，通过超声使薄膜完全分散，加入

10. 0 g/L PHMB 溶液 1 mL，充分混匀后，经孔径为

0. 45 μm 微孔滤膜过滤，即得 Lip-TTO-PHMB。为

优化 Lip-TTO-PHMB 的制备条件，首先通过单因素

实验分别探究卵磷脂与胆固醇质量比（1. 00∶1. 00~
5. 00∶1. 00）、茶树精油体积分数（0. 20%~1. 20%）、

聚山梨酯 80 体积分数（0. 05%~0. 25%）对包封率的

影响（样本数为 3）。在此基础上，以卵磷脂与胆固

醇质量比值（X₁）、茶树精油体积分数（X₂）、聚山梨酯

80体积分数（X₃）为自变量，以包封率（Y）为响应值，

采用Design-Expert v8. 0. 6软件的Box-Behnken响应

面法设计进行三因素三水平响应面优化（共 17次实

验，含 5次中心点重复）。各因素水平如下：X₁为 3、
4、5，X ₂ 为 0. 20%、0. 60%、1. 00%，X ₃ 为 0. 05%、

0. 15%、0. 25%，均对应编码为−1、0、1。经响应面优

化，得出 Lip-TTO-PHMB 的最优制备条件。记录模

型预测包封率。

1. 2. 2 包封率测定  按上述最优制备条件采用

薄膜水合法制备Lip-TTO-PHMB，采用超速离心-紫
外法测量其包封率。取 3 mL Lip-TTO-PHMB，以离

心半径 7. 7 cm、12 000 r/min 离心 30 min 后取上清

液，加入甲醇破乳，静置 30 min后，测定波长 265 nm
处 游 离 茶 树 精 油 的 吸 光 度（A ₁）。 另 取 等 量

Lip-TTO-PHMB，不进行离心，同法测定茶树精油的

总吸光度（A₀）。按以下公式计算包封率：包封率=
（A₀−A₁）÷A₀×100%。本实验样本数为3。
1. 3 材料的表征

同 1. 2. 1方法制备不含茶树精油和 PHMB的空

白卵磷脂脂质体（卵磷脂和胆固醇质量比为 4. 00∶
1. 00），按最优制备条件制备 Lip-TTO-PHMB，用

PBS 按 1∶100 比例稀释后，采用动态光散射纳米粒

度 仪 测 定 2 种 材 料 的 粒 径 、多 分 散 性 指 数

（polydispersity index，PDI）及 Lip-TTO-PHMB 的 Zeta
电位。

取按最优制备条件制备的 Lip-TTO-PHMB，用

PBS 按 1∶10 比例稀释后，滴于铜网上，干燥后滴加

10 g/L 磷钨酸负染，于透射电子显微镜 50 000 倍放

大倍数下观察其微观形貌并采集图像。

取 PHMB、同 1. 2. 1 方法制备的卵磷脂和胆固

醇质量比为 4. 00∶1. 00的空白卵磷脂脂质体以及卵

磷 脂 脂 质 体 -PHMB （lecithin 
liposome-polyhexamethylene biguanide hydrochloride，
Lip-PHMB），分别与光谱纯溴化钾混合，研磨后压制

成透明锭片。采用傅里叶变换红外光谱仪在波数

400~4 000 cm⁻¹范围内进行扫描，分析特征吸收峰变

化以判断 PHMB 与卵磷脂脂质体间是否存在相互

作用。

1. 4 材料的细胞毒性检测

1. 4. 1 噻唑蓝法检测细胞存活率  取 L929 细

胞，用含体积分数 10%胎牛血清的MEM培养基（以

下简称完全培养基）培养，待细胞生长至 70%~80%
融合时，以每孔约 1×104个接种到 96 孔板中培养至

对 数 生 长 期 。 将 细 胞 分 为 Lip-PHMB 组 、

Lip-TTO-PHMB 组、PHMB 组，分别加入 Lip-PHMB、

Lip-TTO-PHMB、PHMB，均用MEM完全培养基依次

将其中的 PHMB 终质量浓度调整为 62. 5、31. 3、
15. 6 μg/L。在摇床中于 37 ℃下以 60 r/min 培养 24 
h，于倒置显微镜 100倍放大倍数下观察细胞存活情

况。按照噻唑蓝说明书，每孔加 100 μL异丙醇孵育

4 h 后用酶标仪测定 570 nm 处的吸光度，并根据说

明书计算细胞存活率。本实验样本数为4。
1. 4. 2 活/死细胞染色法检测细胞存活率  取

L929细胞，以每孔 1×10⁴个接种至 24孔板中，用含体

积分数 10% 胎牛血清和常规浓度青霉素与链霉素

的 MEM 培养基培养，将细胞分为 Lip-PHMB 组、

Lip-TTO-PHMB 组、PHMB 组，分别加入 PHMB 终质

量 浓 度 均 为 15. 0 μg/L 的 Lip-PHMB、

Lip-TTO-PHMB、PHMB。培养 24 h后，按照活/死细

胞染色试剂盒说明书加入适量钙黄绿素-乙酰氧基

甲酯/碘化丙啶处理，于倒置荧光显微镜 20 倍放大

倍数下观察细胞存活情况（活细胞呈绿色荧光，死

细胞呈红色荧光）。采用 ImageJ 1. 46r软件（美国国

立卫生研究院）计算细胞存活率。细胞存活率=活
细胞数÷（活细胞数+死细胞数）×100%。本实验样

本数为4。
1. 5 细胞迁移实验

取 HaCaT 细胞，以浓度约 1×10⁵个/mL 接种至

6 孔板中，用含体积分数 10% 胎牛血清和常规浓度

青霉素与链霉素的MEM培养基培养至对数生长期。

将细胞分为对照组、PHMB组和 Lip-TTO-PHMB组，

用规格 200 μL 灭菌移液器枪头沿底部标记线垂直

均匀划痕。对照组细胞仅用无血清 MEM 培养基培

养 ，PHMB 组 和 Lip-TTO-PHMB 组 细 胞 分 别 用

PHMB 终 质 量 浓 度 均 为 15. 0 μg/L 的 PHMB 和

Lip-TTO-PHMB 培养。分别于划痕后 0（即刻）、24、
48 h，于倒置显微镜 200 倍放大倍数下观察划痕愈
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合情况，用 ImageJ 1. 46r软件测量划痕宽度，并计算

细胞迁移率。细胞迁移率=（初始划痕宽度−各时间

点划痕宽度）÷初始划痕宽度×100%。本实验样本

数为3。
1. 6 MIC 及最低杀菌浓度（minimum bactericidal 
concentration，MBC）检测

采用微量肉汤二倍稀释法测定PHMB对金黄色

葡萄球菌 ATCC 6538、大肠埃希菌 ATCC 8739 的

MIC和MBC［37］。将上述 2种细菌过夜培养物分别用

新鲜营养肉汤培养基稀释至约 1×10⁶ CFU/mL备用。

分别取无菌 96孔板，向第 1孔加入 100 μL PHMB或

按最优制备条件制备的 Lip-PHMB、Lip-TTO-PHMB
（PHMB 的初始质量浓度均为 500. 0 μg/L）；向第 2~
8 孔各加 100 μL 营养肉汤培养基，随后分别加入

100 μL上述 3种材料，自第 2孔起倍比稀释至第 8孔

（PHMB 的质量浓度依次为 250. 0、125. 0、62. 5、
31. 3、15. 6、7. 8、3. 9 μg/L）。最后分别向第 1~8 孔

各加入 100 μL 金黄色葡萄球菌或大肠埃希菌，于

35 ℃培养 22 h，用酶标仪测定 600 nm处吸光度。由

于高浓度卵磷脂脂质体与肉汤产生的沉淀会干扰

吸光度测定，另设不含菌液的平行对照孔以去除干

扰。与相邻孔（PHMB 质量浓度更低的孔）相比，吸

光度值出现显著下降（P<0. 05）的最低样品浓度为

MIC。蘸取各孔培养液，涂于胰蛋白胨大豆琼脂培

养基上，于 35 ℃培养 3 d，观察菌落生长情况以判定

MBC。MBC 定义为平板上无菌落生长的最低样品

浓度。本实验样本数为5。
1. 7 统计学处理

采用 Design-Expert v8. 06 软件对 Box-Behnken
响应面设计的数据行二次回归建模与二次回归模

型方差分析。采用 SPSS 26. 0统计软件进行数据处

理，计量资料数据均符合正态分布，以 x̄ ± s表示。

对噻唑蓝法检测的细胞存活率和细胞迁移率组间

总体比较，分别采用析因设计方差分析和重复测量

方差分析；活/死细胞染色法检测的细胞存活率总体

比较，采用单因素方差分析。组间两两比较采用

Tukey HSD法。所有统计学检验为双侧检验，以P<
0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 Lip-TTO-PHMB的最优制备条件

单 因 素 实 验 显 示 ，在 固 定 其 他 条 件 时 ，

Lip-TTO-PHMB的包封率随X₁、X2、X3的升高均呈先

升高后降低的趋势，分别在卵磷脂与胆固醇质量比

4. 00∶1. 00、茶树精油体积分数约 0. 80%、聚山梨酯

80体积分数约0. 10%时达峰值。

经过二次回归拟合，得出包封率与各影响因素之

间关系的拟合方程式：Y = -115. 514 5 + 53. 188 5X1 +
54. 511 88X2 + 432. 897 50X3 + 8. 243 75X1X2 +
1. 625X1X3 - 49. 125X2X3 - 6. 769 50X21 -
63. 695 0X22 - 1319. 2X23，包封率在 21. 78%~51. 72%
之间。

二次回归模型方差分析显示，模型整体具有统

计学意义（F=18. 010，P<0. 001），说明所选模型能够

较好地解释实验数据。其中一次项 X₁对包封率具

有显著影响（F=13. 250，P<0. 001），X2 和 X3 对包封

率的影响无统计学意义（F值分别为 1. 360、1. 490，
P 值分别为 0. 282、0. 262）。 3 个二次项 X21（F=
17. 930，P<0. 001）、X22（F=40. 960，P<0. 001）、X23（F=
68. 080，P<0. 001）对包封率的影响呈非线性关系，

存在最佳包封率。

Lip-TTO-PHMB的最优制备条件为卵磷脂与胆

固醇质量比 3. 77∶1. 00、茶树精油体积分数 0. 64%、

聚山梨酯 80 体积分数 0. 13%，模型预测包封率

51. 04%。实测包封率为（52. 35±0. 24）%，与模型预

测包封率相近。

2. 2 材料的表征

空白卵磷脂脂质体粒径为 32. 7~3 090. 0 nm，平

均粒径为 50. 7 nm，PDI为 0. 359，粒径分布峰较宽。

Lip-TTO-PHMB粒径为 37. 8~2 670 nm，平均粒径为

106. 0 nm，PDI 为 0. 274，Zeta 电位为+0. 319 mV，呈

弱正电性，与 PHMB结构中双胍基团的阳离子特性

相符。见图1。
透射电子显微镜观察显示，Lip-TTO-PHMB 呈

较均一的球形囊泡，双分子层清晰可见，囊泡内部

注：Lip-TTO-PHMB 为卵磷脂脂质体-茶树精油-聚六亚甲

基双胍盐酸盐复合物；该图为横坐标数据经过 lg处理后形

成的描记图

图 1　空白卵磷脂脂质体和 Lip-TTO-PHMB 的粒径分布。

1A.空白卵磷脂脂质体；1B.Lip-TTO-PHMB
Figure 1　 The particle size distributions of empty lecithin 
liposomes and Lip-TTO-PHMB
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可见电子致密阴影，见图2A。

PHMB 的红外光谱在 3 297、3 142 cm⁻¹处出现

氨基伸缩振动峰，在波数 2 928、2 860 cm⁻¹处出现亚

甲基伸缩振动峰，在波数1 533 cm⁻¹处出现氨基弯曲

振动峰。空白卵磷脂脂质体在波数 3 280 cm⁻¹处出

现磷脂酰胆碱羟基伸缩振动峰，在波数2 931 cm⁻¹处
出现甲基、亚甲基伸缩振动峰，在波数 1 628 cm⁻¹处
出现季铵盐基团弯曲振动峰，在波数1 234 cm⁻¹处出

现磷酸酯基振动峰，在波数1 050 cm⁻¹处出现胆固醇

C-O伸缩振动峰。与PHMB相比，Lip-PHMB中归属

于 PHMB 的 C=N 伸缩振动峰由 1 533 cm⁻¹蓝移至 1 
543 cm⁻¹；与空白卵磷脂脂质体相比，Lip-PHMB 在

1 234 cm⁻¹处的磷酸酯基振动峰的峰形发生改变。

见图2B。

2. 3 材料的细胞毒性

2. 3. 1 噻唑蓝法检测的细胞存活率  培养 24 h

后，Lip-PHMB 组与 Lip-TTO-PHMB 组 L929 细胞大

部分存活且形态正常，PHMB组 L929细胞大部分死

亡且存活细胞体积显著缩小。PHMB终质量浓度为

62. 5、31. 3、15. 6 μg/L 时 ，Lip-PHMB 组 与

Lip-TTO-PHMB 组 L929 细胞存活率均显著高于

PHMB组（P<0. 001），Lip-PHMB组L929细胞存活率

均 显 著 高 于 Lip-TTO-PHMB 组（P<0. 001）。

见图3。
2. 3. 2 活/死细胞染色法检测的细胞存活率  培

养24 h后，Lip-PHMB组与Lip-TTO-PHMB组均以活

细胞为主，死细胞稀少；PHMB组活细胞较另外 2组

显著减少。PHMB 组 L929 细胞存活率显著低于

Lip-PHMB 组 和 Lip-TTO-PHMB 组（P 值 分 别 为

0. 001、0. 004）；Lip-PHMB 组与 Lip-TTO-PHMB 组

L929 细胞存活率比较，差异无统计学意义（P=
0. 924）。见图4。
2. 4 细胞迁移情况

划痕后 24 h，Lip-TTO-PHMB 组 HaCaT 细胞迁

移率与对照组比较差异无统计学意义（P=0. 180）但

显著高于 PHMB 组（P=0. 028）；对照组与 PHMB 组

HaCaT 细胞迁移率比较，差异无统计学意义（P=
0. 110）。划痕后 48 h，Lip-TTO-PHMB 组 HaCaT 细

胞迁移率与对照组比较差异无统计学意义（P=
0. 057）但显著高于 PHMB 组（P=0. 001），对照组

HaCaT 细胞迁移率显著高于 PHMB 组（P=0. 003）。

见图5。
2. 5 MIC和MBC

Lip-PHMB、Lip-TTO-PHMB 及 PHMB 对金黄色

葡萄球菌的 MIC 分别为 31. 3、15. 6、15. 6 μg/mL，对
大肠埃希菌的MIC分别为31. 3、15. 6、7. 8 μg/mL。

Lip-PHMB、Lip-TTO-PHMB 及 PHMB 对金黄色

葡萄球菌的MBC分别为 20、10、15 μg/mL，对大肠埃

希菌的MBC分别为30、20、20 μg/mL。

3 讨论

本研究构建了一种以蛋黄卵磷脂脂质体为载

体，包封茶树精油并与 PHMB 结合的复合体系——

Lip-TTO-PHMB，旨在保持抗菌活性的前提下降低

PHMB的细胞毒性。

采用薄膜水合法制备 Lip-TTO-PHMB 的过程

中，卵磷脂与胆固醇的质量比是决定卵磷脂脂质体

膜性质的关键因素。单因素实验结果显示，卵磷脂

与 胆 固 醇 质 量 比 为 4. 00∶ 1. 00 左 右 时 ，

注：Lip-TTO-PHMB为卵磷脂脂质体-茶树精油-聚六亚甲基双

胍盐酸盐复合物，PHMB为聚六亚甲基双胍盐酸盐，Lip-PHMB
为卵磷脂脂质体-PHMB
图 2　Lip-TTO-PHMB的微观形貌及 3种材料的傅里叶变换红

外光谱。2A.Lip-TTO-PHMB 的微观形貌 透射电子显微镜 
×50 000；2B.3种材料的红外光谱

Figure 2　 Microscopic morphology of Lip-TTO-PHMB and 
infrared spectra of three materials
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Lip-TTO-PHMB 的包封率最高，表明在此比例下卵

磷脂脂质体膜的流动性与稳定性最佳。胆固醇过

多会降低卵磷脂脂质体膜的流动性，阻碍药物嵌

入；过少则使卵磷脂脂质体膜刚性不足，易导致药

物 泄 漏 。 茶 树 精 油 体 积 分 数 在 约 0. 8% 时 ，

Lip-TTO-PHMB 出现包封率峰值，茶树精油疏水组

分在脂质双分子层内形成与药物亲和力良好的微

环境，有利于药物包载；但茶树精油体积分数过高

则会破坏卵磷脂脂质体膜的致密结构。聚山梨酯

80 体积分数在约 0. 1% 时，Lip-TTO-PHMB 的包封

率最高，其分子适度插入卵磷脂脂质体膜可调节膜

的流动性和空间稳定性，而低体积分数聚山梨酯

80 会降低 Lip-TTO-PHMB 对细胞的潜在毒性。在

上述结果的基础上，采用 Box-Behnken 响应面法以

包封率为响应值建立二次回归模型且计算的包封

率预测结果与实际测量值相对偏差较小，预测性良

好，为后续细胞毒性及抗菌实验提供了稳定的样品

基础。

按照最优制备条件制备的Lip-TTO-PHMB粒径

属于大单室脂质体粒径范畴，为脂质体正常粒径范

围，有利于与动物细胞膜相互作用并改善其生物相

容性。Lip-TTO-PHMB的Zeta电位为+0. 319 mV，呈

注：PHMB 为聚六亚甲基双胍盐酸盐；分组因素主效应，F=
151.206，P<0.001；浓度因素主效应，F=36.667，P<0.001；两者交

互 效 应 ，F=33.277，P<0.001；与 卵 磷 脂 脂 质 体 -PHMB
（Lip-PHMB）组比较，aP<0.05；与卵磷脂脂质体-茶树精油-聚六

亚甲基双胍盐酸盐复合物（Lip-TTO-PHMB）组比较，bP<0.05
图 3　3组小鼠成纤维细胞L929培养24 h经含不同终质量浓度

PHMB 的材料处理后的细胞存活情况。3A、3B、3C. 分别为用

PHMB终质量浓度为 62.5、31.3、15.6 μg/L的 Lip-PHMB处理的

Lip-PHMB 组 噻唑蓝 ×100；3D、3E、3F. 分别为用 PHMB 终

质量浓度为 62.5、31.3、15.6 μg/L 的 Lip-TTO-PHMB 处理的

Lip-TTO-PHMB 组，图 3A、3B、3C 存活细胞多于图 3D、3E、3F 
噻唑蓝 ×100；3G、3H、3I. 分别为用终质量浓度为 62.5、31.3、
15.6 μg/L的PHMB处理的PHMB组，图 3A、3B、3C与图 3D、3E、

3F存活细胞多于图 3G、3H、3I 噻唑蓝 ×100；3J.细胞存活率

条图（x̄ ± s，样本数为4）
Figure 3　Cell viability of three groups of mouse fibroblasts L929 
treated with materials with PHMB at different final mass 
concentrations after 24 h of culture

注：卵磷脂脂质体-聚六亚甲基双胍盐酸盐（Lip-PHMB）组、卵

磷脂脂质体 -茶树精油 -聚六亚甲基双胍盐酸盐复合物

（Lip-TTO-PHMB）组、聚六亚甲基双胍盐酸盐（PHMB）组细胞

分 别 用 PHMB 终 质 量 浓 度 均 为 15.0 μg/L 的 Lip-PHMB、

Lip-TTO-PHMB、PHMB处理；3组细胞存活率总体比较，差异有

统计学意义（F=18.289，P=0.001）；与 Lip-PHMB 组比较，aP<
0.05；与Lip-TTO-PHMB组比较，bP<0.05
图 4　3 组小鼠成纤维细胞 L929 培养 24 h 后细胞存活情况。

4A、4B、4C.分别为Lip-PHMB组、Lip-TTO-PHMB组、PHMB组，

图 4B 中活细胞数与图 4A 相近，图 4C 中活细胞数显著少于图

4A、4B 钙黄绿素-乙酰氧基甲酯/碘化丙啶 ×20；4D.细胞存

活率条图（x̄ ± s，样本数为4）
Figure 4　Cell viability of three groups of mouse fibroblasts L929 
after 24 h of culture
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弱正电性，这主要由 PHMB分子中双胍基团所带正

电荷所致；该正电性有利于卵磷脂脂质体通过静电

作用吸附于带负电荷的细菌表面，从而发挥抗菌作

用。透射电子显微镜下可见Lip-TTO-PHMB呈球形

囊泡，双分子层清晰。红外光谱结果显示，与PHMB
相比，Lip-PHMB中的C＝N伸缩振动峰由 1 533 cm⁻
¹蓝移至 1 543 cm⁻¹；同时与空白卵磷脂脂质体相比，

Lip-PHMB 在 1 234 cm⁻¹处磷酸酯基振动峰的峰形

发生改变。上述光谱变化可能源于PHMB分子中双

胍阳离子与卵磷脂脂质体磷脂双分子层中磷酸酯

阴离子之间的静电相互作用，该作用改变了氮氢键

的振动能级，从而导致特征峰向高波数方向移动。

值得注意的是，该相互作用为非共价结合，表明

PHMB主要依靠静电作用锚定于卵磷脂脂质体膜表

面，在维持卵磷脂脂质体整体结构稳定的同时，亦

保留了PHMB分子中可与细菌表面发生静电吸附的

阳离子基团，为其后续抗菌作用提供了结构基础。

细胞毒性是评价Lip-TTO-PHMB能否安全应用

的核心指标。噻唑蓝法检测结果显示，在 3 种

PHMB 终质量浓度下，PHMB 组 L929 细胞出现明显

的体积缩小、皱缩等死亡形态学改变，Lip-PHMB组

L929 细胞存活率最高，Lip-TTO-PHMB 组次之，

PHMB 组最低。活/死细胞染色法结果与噻唑蓝法

结果趋势一致。卵磷脂脂质体的引入减轻了PHMB
的细胞毒性，这可从卵磷脂脂质体的组成与结构上

得到解释：蛋黄卵磷脂的磷脂酰胆碱结构与哺乳动

物细胞膜的磷脂双分子层高度相似，卵磷脂脂质体

可贴附于细胞膜表面形成“外衣”样保护层，从而降

低 PHMB双胍阳离子对细胞膜的直接破坏作用；同

时，卵磷脂脂质体的存在降低了游离 PHMB与细胞

膜的瞬时接触浓度。已有研究表明，空载卵磷脂脂

质体与 PHMB 结合可降低 PHMB 的细胞毒性，同时

保持其抗菌效果［38］。本研究在此基础上进一步将

蛋黄卵磷脂制备为脂质体并负载茶树精油和

PHMB，制备的Lip-TTO-PHMB的细胞毒性较PHMB
明显降低。茶树精油是一种天然来源的挥发性油，

具有广谱抗菌活性和良好的生物相容性［39］。然而，

其挥发性强、易氧化降解且水溶性差，限制了其直

接应用的稳定性与有效性［40］。本研究采用卵磷脂

脂质体包载茶树精油，在保留茶树精油原有抗菌活

性的基础上，提高体系的稳定性并降低潜在细胞毒

性。本研究中，茶树精油的引入未显著增加复合物

的细胞毒性，表明在该卵磷脂脂质体递送体系下，

茶树精油的包载不影响整体生物相容性。细胞划

痕试验结果显示，Lip-TTO-PHMB 组 HaCaT 细胞划

痕后24、48 h迁移能力均显著高于PHMB组，且与对

照组比较，差异无统计学意义，表明用卵磷脂脂质

体包封可在一定程度上缓解PHMB对细胞功能的损

伤 ，恢 复 细 胞 的 迁 移 能 力 。 上 述 结 果 表 明

Lip-TTO-PHMB 具有在创面修复等领域应用的

潜力。

抑菌结果显示，Lip-PHMB 对金黄色葡萄球菌

的抑菌活性较 PHMB有所减弱，这与卵磷脂脂质体

注：对照组细胞仅用无血清MEM培养基培养，聚六亚甲基双胍

盐酸盐（PHMB）组和卵磷脂脂质体-茶树精油-聚六亚甲基双胍

盐酸盐复合物（Lip-TTO-PHMB）组细胞分别用PHMB终质量浓

度为 15.0 μg/L的PHMB和Lip-TTO-PHMB培养；分组因素主效

应，F=28.166，P=0.013；时间因素主效应，F=23.838，P=0.014；
两者交互效应，F=2.608，P=0.221；与PHMB组比较，aP<0.05；与
对照组比较，bP<0.05
图 5　3组 HaCaT 细胞划痕后各时间点迁移情况。5A、5B、5C.
分别为对照组划痕后 0（即刻）、24、48 h 倒置显微镜 ×200；
5D、5E、5F.分别为PHMB组划痕后 0、24、48 h 倒置显微镜 ×
200；5G、5H、5I.分别为Lip-TTO-PHMB组划痕后 0、24、48 h，图
5C 剩余划痕面积小于图 5F，图 5H、5I 剩余划痕面积分别小于

图5E、5F 倒置显微镜 ×200；5J.细胞迁移率条图（x̄ ± s，样本

数为3）
Figure 5　Cell migration status of three groups of HaCaT cells at 
different time points after scratch
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的“养料效应”——卵磷脂脂质体组分本身可作为

碳源为细菌生长提供养料，部分抵消了 PHMB的抑

菌作用有关。茶树精油的加入可在一定程度上保

持甚至增强体系的抗菌效果：一方面，茶树精油富

含松油烯-4-醇等单萜类活性成分，松油烯-4-醇可

通过诱导细胞膜结构紊乱、阻碍细胞壁合成，导致

胞内物质泄漏，同时抑制生物被膜形成并阻滞细胞

周期，最终导致细菌死亡［41］；另一方面，卵磷脂脂质

体包封减少了茶树精油的挥发损失，使其有效成分

得以保留并持续释放，从而弥补了 PHMB因静电结

合而被部分消耗的抑菌能力［42］。MBC结果显示，卵

磷脂脂质体的包载会降低游离PHMB对金黄色葡萄

球菌和大肠埃希菌的抑菌性能，而茶树精油的加入

可在一定程度上恢复体系的杀菌活性，进一步印证

了茶树精油的协同杀菌作用。对于革兰阴性菌大

肠埃希菌，因其细胞壁外膜结构复杂，富含 LPS，对
亲水性物质及大分子的跨膜转运具有天然屏障作

用［43］，因此 Lip-TTO-PHMB 和游离 PHMB 对大肠埃

希菌的杀菌效果差异小于对金黄色葡萄球菌的杀

菌效果差异。

综上，本研究创新性地将天然茶树精油引入卵

磷脂脂质体协同体系，在保持抗菌活性的同时显著

降低细胞毒性，为高效低毒抗菌材料的开发提供了

新思路。后续研究可进一步深入探究卵磷脂脂质

体的药物释放行为及茶树精油的释放动力学［32，44］，

以阐明Lip-TTO-PHMB长效抗菌的作用机制。
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