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摘要：【目的】研究大肠杆菌tRNA合成底物类似物4,6-二氨基-2-巯基嘧啶功能化的金纳米粒子(gold 

nanoparticles，AuNPs)对革兰氏阴性多药耐药细菌的抗菌特性。【方法】以4,6-二氨基-2-巯基嘧啶为表

面配体合成AuNPs，采用肉汤稀释法测定其对4种临床分离的革兰氏阴性多药耐药细菌的最低抑菌浓

度(MIC)。通过不同浓度AuNPs处理后经平板计数绘制不同菌株的时间-杀菌动力学曲线。以铜绿假单

胞菌为代表菌株，采用激光共聚焦显微镜、透射电子显微镜和凝胶电泳分析AuNPs对细菌细胞组分的

损伤。通过亚致死浓度反复诱导评估细菌对AuNPs的耐药性演化。并以MTT实验初步评估了AuNPs对

哺乳动物细胞的生物相容性。【结果】4,6-二氨基-2-巯基嘧啶介导的AuNPs平均粒径为6.8 nm，zeta电

位为+38.4 mV。该AuNPs对4种临床分离的革兰氏阴性多药耐药细菌均表现出时间和浓度依赖的抗菌

活性，MIC值介于4–8 μg/mL之间。抗菌机制研究显示AuNPs主要通过诱导细菌细胞膜损伤和DNA断

裂导致细菌死亡。耐药性演化评估发现细菌在为期30 d的反复诱导下也基本不会对该AuNPs产生耐药

性。细胞毒性结果显示AuNPs对哺乳动物细胞具有良好的生物相容性，在浓度达到256 μg/mL时正常

肝细胞L02和正常肺细胞AT II的存活率仍高达85%以上。【结论】小分子介导的AuNPs对临床分离的革

兰氏阴性多药耐药细菌具有较好的抗菌活性，在应对当前严峻的多药耐药细菌感染方面具有潜在的应

用价值。 
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当前，多药耐药细菌感染已成为全球公共卫

生最大威胁的之一，特别是泛耐药及 ESKAPE 

(由多药耐药鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌、铜绿

假单胞菌、肠杆菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

和耐万古霉素肠球菌组成，意为抗生素的失效)

类群的出现，使得情况进一步恶化[1–2]。根据 WHO

最新的报告，与其他疾病导致的死亡人数相比，

多药耐药细菌感染已成为人类死亡的主要诱因，

如果得不到有效控制，到 2050 年每年将导致  

1000 万人死亡[3]。由于细胞外膜(outer membrane)

的存在，革兰氏阴性细菌相比革兰氏阳性细菌更

难杀死，且更容易产生耐药性，导致更严重的感

染[4]。同时，相对多种药物对革兰氏阳性细菌的

有效性，目前针对革兰氏阴性多药耐药细菌感染

的治疗药物十分稀缺[4–5]。因此，开发新型抗菌药

物用于有效应对革兰氏阴性多药耐药细菌感染

显得尤为重要。 

纳米医学的发展为多药耐药细菌感染的治

疗提供了新的策略。为克服传统抗菌治疗的不

足，各种功能化的纳米材料被用于细菌感染的治

疗应用[6–8]。在这些纳米材料中，金纳米材料因独

特的物理化学性质和卓越的生物相容性在近年

来受到广泛关注。相较于其他纳米材料，金纳米

材料具有易制备、易功能化、比表面积大、细胞

毒性低等优势[9]。此外，由于金纳米材料复杂的

抗菌机制，细菌很难对其产生耐药性[10–11]。一系

列基于金纳米材料的纳米抗生素被开发应用于

多药耐药细菌感染的治疗研究，展现出极大的应

用前景[12–14]。因此，深入研究金纳米材料的抗菌

应用潜力，对于应对日益严峻的多药耐药细菌感

染，特别是革兰氏阴性细菌引起的多药耐药感

染，具有十分重要的意义。 

4,6- 二 氨 基 -2- 巯 基 嘧 啶 (4,6-diamino-2- 

mercaptopyrimidine，DAMP)为大肠杆菌 tRNA 合

成底物 2-巯基嘧啶的类似物，本身并不具有抗菌

活性，通常被作为一些抗菌药物的中间体使   

用[15]。之前的研究显示一些药物中间体功能化的

AuNPs 也具有很好的抗菌活性[16–17]。因此，本研

究以 DAMP 为功能配体合成 AuNPs，以临床分

离的大肠杆菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和

肺炎克雷伯菌 4 种多药耐药细菌为代表菌株评估

该 AuNPs 对革兰氏阴性多药耐药细菌的抗菌特

性，以期为革兰氏阴性多药耐药细菌感染的治疗

提供新的研究思路。 

1  材料和方法 

1.1  主要材料 

氯金酸、硼氢化钠、噻唑蓝(MTT)和 DAMP

购买于 Sigma-Aldrich；琼脂糖和左氧氟沙星购买

于阿拉丁试剂有限公司；LIVE/DEAD BacLight 

Bacterial Viability Kit 购买于 Invitrogen；细菌

DNA 提取试剂盒购买于北京天根生化科技有限

公司；多药耐药大肠杆菌、铜绿假单胞菌、鲍曼

不动杆菌、肺炎克雷伯菌分离自呼吸道感染患者

痰液，分别对 14、15、12、10 种常见抗生素或抗

生素组合耐药[15]，所有菌株都采用 Luria-Bertani 

(LB)培养基培养。正常肝细胞 L02 和正常肺细胞

AT II 购买于江苏凯基生物技术有限公司，使用含

10%胎牛血清的 DMEM 培养基培养。 

1.2  AuNPs 的合成与表征 

DAMP-AuNPs 的合成参考文献[18]的方法进

行。取 10 mL 20 mmol/L 溶于 50%乙醇的 DAMP

与 10 mL 10 mmol/L 的氯金酸溶液混合，于 4 C
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水浴 10 min，剧烈搅拌下加入 2 mL 10 mmol/L

的硼氢化钠，保持均匀转速搅拌 3 h。待反应完

成后，采用透析的方法对 AuNPs 进行纯化。 

AuNPs 的形貌采用日本 JEOL JEM-2100 透

射电子显微镜观察；粒径统计采用 Nano Measurer

软件进行；紫外光谱和傅里叶变换红外光谱

(FTIR)的测定分别采用 Thermo Fisher 的 Biomate 

3S 分光光度计和 Nicolet iS5 红外光谱仪读取；

zeta 电位采用英国马尔文的 Nano ZS Zetasizer 90

测定；激光共聚焦显微拍摄使用日本尼康的 Ti-E

共聚焦显微成像系统。 

1.3  MIC 测定 

AuNPs 对 4 种多药耐药细菌 MIC 值的测定

参照文献[19]进行。将浓度为 1.0×106 CFU/mL 的

细菌悬浮液接种到 96 孔板中，每孔总体积为  

100 μL，AuNPs 的终浓度分别为 0、0.25、0.50、

1.00、2.00、4.00、8.00、16.00、32.00、64.00、

128.00 μg/mL。待振荡混合均匀后，置于 37 C

培养 24 h，肉眼观察培养基不浑浊的最低 AuNPs

浓度孔即代表其 MIC。同时，以抗生素左氧氟沙

星和 DAMP 作为对照同时进行实验。所有测试重

复 3 次，取平均值。 

1.4  杀菌动力学曲线测定 

为进一步评估 AuNPs 的抗菌活性，采用时 

间 -杀菌动力学曲线测定不同时间点不同浓度

AuNPs 处理下细菌的存活情况 [20] 。分别将   

1.0×105 CFU/mL 的菌悬液与不同浓度的 AuNPs

混合，37 C 在摇床振荡培养 24 h，分别于培养 0、

1、3、6、12、18、24 h 后吸取 100 μL 样品稀释

涂布于 LB 固体培养基，培养 24 h 后统计菌落数。

重复 3 次，取平均值绘制细菌生长曲线。 

1.5  细菌细胞损伤测定 

以多药耐药的铜绿假单胞菌为代表菌株，采

用 LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit 细

菌死活鉴定试剂盒进行细菌细胞膜损伤情况测

定。该试剂盒能根据细菌细胞膜的完整性进行区

别染色，其中细胞膜完整的被 SYTO 9 染料沾染

显示绿色荧光，细胞膜损伤的细菌则被碘化丙啶

(PI)染成红色。将 1.0×108 CFU/mL 的铜绿假单胞

菌和 2×MIC 值浓度的 AuNPs 混合，37 C 培养   

6 h，然后根据试剂盒使用说明进行染色，采用共

聚焦激光扫描显微镜拍照观察。为进一步观察

AuNPs 对细菌细胞的破坏，采用投射电子显微镜

(TEM)观察处理前后的细菌形貌变化。以无菌生

理盐水(NS)相同处理作为对照组进行比较。 

1.6  DNA 损伤测定 

采用琼脂糖凝胶电泳分析 AuNPs 处理后细

菌基因组 DNA 的损伤情况。将 1.0×108 CFU/mL

的铜绿假单胞菌和 10 μg/mL 的 AuNPs 混合，   

37 C 培养 6 h，离心收集菌体。细菌 DNA 提取

采用天根生物的 TIANamp Bacteria DAN Kit 试剂

盒进行，具体步骤根据试剂盒说明进行。取 10 μL

提取的 DNA 采用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检

测，120 V 电泳 30 min 后采用凝胶成像系统

(Bio-Rad)拍照。NS 处理作为对照组进行比较。 

1.7  细菌耐药性演化评估 

采用铜绿假单胞菌作为代表菌株测定细菌

对 AuNPs 的耐药性情况，具体参照文献[21]的方

法进行。1/3 MIC 的 AuNPs 反复诱导细菌，连续

30 d，测定每次诱导之后的 MIC 值。若某天测定

的 MIC 发生变化，则下一天 AuNPs 的使用浓度

为该 MIC 值的 1/3，以此类推。同时，以左氧氟

沙星作为对照同时进行实验。 
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1.8  细胞毒性测定 

以 L02 和 AT II 细胞系为代表，采用 MTT 实

验评估 AuNPs 对哺乳动物细胞的细胞毒性，具体

参照文献[15]的方法进行。AuNPs 的终浓度分别

为 0、1、2、4、8、16、32、64、128、256 μg/mL。

细胞存活率(%)以试验组的测量值与对照组(未加

AuNPs)测量值的比值表示。 

2  结果和分析 

2.1  AuNPs 的表征 

通过硼氢化钠的还原，DAMP 功能化的

AuNPs 被成功合成。如图 1 所示，合成的 DAMP- 

AuNPs 呈均匀的球形颗粒，平均粒径约为 6.8 nm，

在波长 514 nm 处有最大紫外吸收峰。经 FTIR 确

定，DAMP 已功能化于 AuNPs 表面(图 1-D)。通

过 Nano ZS Zetasizer 90 测定，DAMP-AuNPs 的

表面带正电荷，zeta 电位为+38.4 mV。 

2.2  MIC 值 

为评估 DAMP-AuNPs 对革兰氏阴性多药耐药

细菌的抗菌潜力，采用肉汤稀释法测定了 DAMP- 

AuNPs 的 MIC 值。如表 1 所示，DAMP 本身对     

4 种多药耐药细菌基本不具有抗菌活性，MIC 和

MBC 均≥128 μg/mL。相比之下，DAMP-AuNPs

对临床分离的多药耐药对大肠杆菌、铜绿假单胞

菌、鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌均表现出较强

的抗菌活性，MIC 值分别为 4、4、8、8 μg/mL。

作为对照，4 种多药耐药细菌对左氧氟沙星的 MIC

为 8–32 μg/mL，已产生明显的耐药性[15]。 
 

 
 

图 1.  DAMP-AuNPs 的表征 

Figure 1.  Characterization of DAMP-AuNPs. A: photograph and TEM image; B: size distribution; C: UV-vis 
spectrum; D: FTIR spectra. 
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表 1.  DAMP-AuNPs 对 4 种革兰氏阴性多药耐药细

菌的 MIC 值(μg/mL) 

Table 1.  MIC (μg/mL) and MBC (μg/mL) of 
DAMP-AuNPs against representative Gram-negative 
multidrug-resistant bacteria 

Pathogens DAMP-AuNPs DAMP Levofloxacin

Escherichia 
coli 

4 ≥128 32 

Pseudomonas 
aeruginosa 

4 ≥128 16 

Acinetobacter 
baumannii 

8 ≥128 8 

Klebsiella 
pneumoniae 

8 ≥128 16 

 

2.3  杀菌动力学曲线 

分别采用终浓度为 0、2、4、8、16 μg/mL

的 DAMP-AuNPs 在 24 h 内测定了其对 4 种革兰

氏阴性多药耐药细菌的时间-杀菌动力学曲线。如

图 2 所示，DAMP-AuNPs 的杀菌行为随浓度和时

间的变化而改变。在未添加 DAMP-AuNPs 的处

理组中，4 种细菌的生长趋势基本一致，在后期

趋于平稳，这可能与培养基营养消耗有关。对于

大肠杆菌而言，在 0.5×MIC 浓度下(2 μg/mL)，

DAMP-AuNPs 显示出微弱的抑菌作用；当浓度达

到或超过 1×MIC (4 μg/mL)，DAMP-AuNPs 对大

肠杆菌显示出持续的抑菌活性，并随着时间延长

清除的细菌增多；随着浓度的增加，DAMP- 

AuNPs 的抗菌活性也显著提升，并加快了杀菌作

用的进程，当浓度达到 4×MIC (16 μg/mL)，DAMP- 

AuNPs可在12 h内清除所有细菌(图2-A)。由图 2-B

可知，0.5×MIC (2 μg/mL)的 DAMP-AuNPs 对铜

绿假单胞菌即表现出较好的抑制作用，1×MIC  

(4 μg/mL)的 DAMP-AuNPs 在 24 h 内能很好地 

 

 
 

图 2.  不同浓度 DAMP-AuNPs 对 4 种革兰氏阴性多药耐药细菌的时间-杀菌动力学曲线 

Figure 2.  Time-kill curves of DAMP-AuNPs against multidrug-resistant E. coli (A), P. aeruginosa (B),      
A. baumannii (C) and K. pneumonia (D) at different concentrations with different time. 
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抑制铜绿假单胞菌的生长；随着浓度的增加，

DAMP-AuNPs 的抗菌活性显著增强，当浓度达到

2×MIC (8 μg/mL)和 4×MIC (16 μg/mL)，DAMP- 

AuNPs 分别可在 6 h 和 3 h 内清除所有细菌，显

示出超快的杀菌效应。而对于鲍曼不动杆菌而言，

0.5×MIC (4 μg/mL)的 DAMP-AuNPs 即表现出较

好的抑菌活性，当浓度达到 2×MIC (16 μg/mL)时，

DAMP-AuNPs 可在 18 h 内清除所有细菌(图 2-C)；

肺炎克雷伯菌和鲍曼不动杆菌的时间-杀菌动力

学相似，只不过 DAMP-AuNPs 对肺炎克雷伯菌的

抗菌活性相对较弱，在浓度达到 2×MIC (16 μg/mL)

时也需要 24 h 才能清除所有细菌(图 2-D)。 

2.4  细胞膜和 DNA 损伤 

以多药耐药铜绿假单胞菌为代表菌株初步

研究了 DAMP-AuNPs 的抗菌作用机制。由于

DAMP-AuNPs 表面具有较高的正电荷，因此可通

过静电作用吸附到细菌表面，提高 DAMP-AuNPs

破坏细菌细胞膜进入细胞的可能。为验证

DAMP-AuNPs 对细菌细胞膜的破坏，首先采用细

菌死活染色试剂盒进行了细菌死活沾染，结果如

图 3-A 所示。激光共聚焦显微拍摄结果显示，对

照组 NS 处理的铜绿假单胞菌几乎仅显示出绿色

荧光，基本没有红色荧光发射，表明所有的细胞

膜结构完整，未被破坏。相反，当使用 10 μg/mL

的 DAMP-AuNPs 处理细菌 6 h 以后，几乎所有的

细菌细胞都显示出红色荧光发射，表明细菌细胞

膜基本完全被破坏，细菌死亡。 

进一步的 TEM 也用于细菌细胞膜破坏的观

察，结果如图 3-B 所示。DAMP-AuNPs 处理之后，

铜绿假单胞菌细胞显示出破碎状态，而对照组的

细菌细胞显示出完整的细胞形态。此外，TEM 还

显示 DAMP-AuNPs 大量聚集于细菌表面，结果

确认了 DAMP-AuNPs 能强烈地和病原菌相互作

用，可通过细胞损伤杀灭多药耐药细菌。 

当细胞膜破坏之后，金纳米粒子能更容易地

进入细菌细胞，直接或间接地与细胞组分作用，

如诱导 DNA 破坏。为验证这一点，采用琼脂糖

凝胶电泳分析了 DAMP-AuNPs 处理铜绿假单胞

菌后的细菌基因组 DNA 损伤情况，结果如图 3-C

所示。可以看出，NS 处理的细菌 DNA 条带完整

紧 凑 ， 显 示 出 完 整 的 DNA 结 构 。 相 反 ，

DAMP-AuNPs 处理的细菌 DNA 电泳条带显示出

显著的拖尾效应，存在大量断裂的 DNA 片段，

表明 DAMP-AuNPs 诱导了严重的 DNA 破坏。 

2.5  耐药性演化 

为评估细菌对 DAMP-AuNPs 的耐药性，采

用 铜 绿 假 单 胞 菌 为 代 表 菌 株 测 定 了 其 对

DAMP-AuNPs 的耐药性演化，同时以左氧氟沙星

作为对照进行测定。如图 4 所示，铜绿假单胞菌

在经过左氧氟沙星 4 d 的诱导之后便开始产生耐

药性，在整个的测试周期内 MIC 增加了 16 倍。

相反，在 30 d 的反复诱导下，除某几天 MIC 略

有变化外，铜绿假单胞菌基本未对 DAMP-AuNPs

产生耐药性。 

2.6  生物相容性 

以 L02 和 AT II 细胞系为哺乳动物细胞模型，

采用 MTT 实验初步评价了 AuNPs 的细胞毒性。

如图 5 所示，AuNPs 对肝细胞和肺细胞毒性较低，

在浓度高达 256 μg/mL 下细胞的存活率仍高达

85%以上，这一浓度已远远高于 AuNPs 对细菌的

MIC 值，显示出 AuNPs 良好的生物相容性。 
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图 3.  DAMP-AuNPs 对铜绿假单胞菌细胞膜和 DNA 损伤观察 

Figure 3.  DAMP-AuNPs damage to cell membrane and DNA of multidrug-resistant P. aeruginosa. A: Laser 
scanning confocal microscope images of P. aeruginosa untreated and treated with DAMP-AuNPs. The dead cells 
were visualized by PI staining (red), while the SYTO 9 (green) helped to identify all cells; B: TEM micrographs 
of P. aeruginosa untreated or treated with DAMP-AuNPs. Scale bars=200 nm; C: Agarose gel electrophoresis 
result of the extracted genomic DNA of P. aeruginosa untreated and treated DAMP-AuNPs. 
 

 
 

图 4.  铜绿假单胞菌对 DAMP-AuNPs 的耐药性演化 

Figure 4.  Development of drug resistance toward 
DAMP-AuNPs and levofloxacin against P. aeruginosa 
upon multiple sublethal dose exposures. 

 
 

图 5.  不同浓度 DAMP-AuNPs 处理对 L02 和 AT II

细胞活性的影响 

Figure 5.  Cell viability of L02 and AT II cells 
treated with different concentrations of DAMP-AuNPs. 
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3  讨论 

革兰氏阴性细菌可导致严重的感染，并产生

极其严重的耐药性。据统计，在发达经济体，每

年因多药耐药细菌导致的数十万死亡病例，其中

三分之二以上为革兰氏阴性细菌造成[22]。在当前

最严重的 ESKAPE 类群中，除耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌和耐万古霉素肠球菌以外均为革兰氏

阴性细菌。而目前针对革兰氏阴性多药耐药细菌

开展抗菌药物开发的研究相对较少。本研究针对

革兰氏阴性细菌开展抗菌药物研究，以临床患者

痰液分离的多药耐药大肠杆菌、铜绿假单胞菌、

鲍曼不动杆菌和肺炎克雷伯菌为对象评估了药

物中间体 DAMP 功能化 AuNPs 的抗菌特性，显

示出较高的抗菌活性，对于革兰氏阴性多药耐药

细菌的感染治疗具有重要意义。 

AuNPs 是最近被广泛研究的一类纳米材料，

在生物医学领域受到了广泛关注，在应对多药耐

药细菌感染方面也极具应用前景[8–9]。相比广泛研

究的银纳米粒子和石墨烯纳米片，AuNPs 具有卓

越的生物相容性，对哺乳动物和人体细胞基本不

会产生毒性作用[6,23]。在过去的研究中，大多数

研究仅将 AuNPs 作为载体，通过将抗生素、抗菌

肽以及一些阳离子抗菌物质功能化于 AuNPs 表

面，从而发挥抗菌效应[24]。例如，Rotello 等[12]

研究发现，阳离子配体功能化的 AuNPs 能作为高

效的抗菌剂用于多药耐药细菌感染治疗。本研究

发现基本不具有抗菌活性的 DAMP 功能化的

AuNPs 也显示出较好的抗菌活性，对 4 种代表性

革兰氏阴性多药耐药细菌 MIC 值介于 4–8 μg/mL

之间，显示出很好的应用前景。此外，DAMP- 

AuNPs 的抗菌活性随时间和浓度的变化而有所

不同，这与其他类型的纳米抗菌剂类似[20,25]。而

从图 5 可以看出，AuNPs 对动物细胞则显示出较

低的细胞毒性，这也与金纳米材料固有的生物相

容性一致。AuNPs 对动物细胞和细菌选择性的毒

性可能与二者细胞结构不同有关，如动物细胞溶

酶体的吞噬作用和线粒体内膜障碍[26]，极大地降

低了 AuNPs 对哺乳动物细胞的伤害，从而使得

AuNPs 显示出良好的生物相容性。 

之前的研究表明，纳米材料的表面配体特性

深刻影响其抗菌特性。例如，Zheng 等[27]发现，

AuNPs 的表面配体类别和所带电荷均对其抗菌

活性产生显著影响。本研究合成的 AuNPs 表面带

有较高的正电荷，可通过静电作用吸附于细菌表

面，进而破坏细菌细胞结构(图 3-B)。这可能也是

表面带负电荷的 6-巯基己酸介导合成的 AuNPs 

(~6 nm)对革兰氏阳性细菌和革兰氏阴性细菌均

不表现出抗菌活性的原因之一[28]。确实，目前发

现大多数抗菌纳米材料均通过阳离子配体功能

化发挥抗菌活性[8]。 

一般而言，AuNPs 主要通过破坏细菌细胞结

构、损伤内部组分、抑制细胞代谢等途径杀灭细

菌，或者作为药物载体将抗菌药物聚集于细菌表

面，通过局部高浓度的抗生素杀灭细菌 [15]。从   

图 3 可以看出，DAMP-AuNPs 主要通过破坏细菌

细胞膜、诱导细菌 DNA 损伤杀灭细菌，这与之

前的研究结果一致[25]。 

长期用药导致的细菌耐药性是当年细菌感

染治疗最大的挑战之一，也是细菌耐药性产生的

最主要因素。任何一个新投入使用的抗生素，使

用一段时间之后都会毫无例外地诱导耐药菌株

的出现[7]，甚至包括广谱抗菌的银纳米粒子[29]。

本研究以铜绿假单胞菌作为代表菌株测定了其
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对 DAMP-AuNPs 的耐药性，结果显示在 30 d 内

细菌基本未对 DAMP-AuNPs 产生耐药性。相反，

作为对照，铜绿假单胞菌对左氧氟沙星的 MIC 已

增加了 16 倍。确实，耐左氧氟沙星的铜绿假单胞

菌已被广泛发现并已成为当前公共卫生的一个巨

大威胁[30]。而目前未见有关细菌耐受抗菌金纳米

材料的报道。这些结果都表明，DAMP-AuNPs 作

为一个新颖的纳米抗菌剂不仅能抑制革兰氏阴性

多药耐药细菌的生长，还可能有效避免细菌耐药

性的发生，具有巨大的应用前景。这可能也与

AuNPs 复杂的抗菌作用机制有关，复杂的抗菌机

制需要细菌克服更多的障碍才可能产生耐药性

演化[25]。因此，深入研究 AuNPs 对多药耐药细菌

的抗菌性能和作用机制，对于应对当前严峻的多

药耐药细菌感染，特别是耐药性异常严重的革兰

氏阴性多药耐药细菌感染，具有十分重要的意义。 
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Antibacterial properties of small molecule-functionalized gold 
nanoparticles against Gram-negative multidrug-resistant 
bacteria 
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Abstract: [Objective] In this study, we investigated the antibacterial properties of 4,6-diamino-2- 

mercaptopyrimidine-functionalized gold nanoparticles (AuNPs) against Gram-negative multidrug-resistant (MDR) 

bacteria. [Methods] Minimum inhibitory concentration (MIC) of AuNPs against 4 clinically isolated 

Gram-negative MDR bacteria was determined by the broth dilution method. Time-kill curves within 24 h were 

drawn by plate counting after treatment with different concentrations of AuNPs. Employing Pseudomonas 

aeruginosa as a representative strain, the damage of AuNPs to bacterial cell components was studied using laser 

scanning confocal microscopy, transmission electron microscopy, and gel electrophoresis. The evolution of 

potential drug resistance of bacteria to AuNPs was evaluated by repeatedly exposed to AuNPs at a sublethal 

concentration. The biocompatibility of AuNPs to mammalian cells was evaluated by MTT analysis. [Results] The 

average size of synthesized AuNPs was 6.8 nm, and the zeta potential was +38.4 mV. The AuNPs showed time- and 

concentration-dependent antibacterial activity against the 4 Gram-negative MDR bacteria, with MIC values ranging 

from 4 to 8 μg/mL. The AuNPs killed these MDR bacteria through a combined mechanism including cell membrane 

destruction and DNA damage. No resistance development toward the AuNPs was demonstrated even after 

continuous passage for 30 d. Preliminary cytotoxicity assay results showed that AuNPs have excellent 

biocompatibility to mammalian cells, and the survival rate of normal L02 liver cells and normal AT II lung cells is 

still more than 85% when the concentration reaches 256 μg/mL. [Conclusion] Small molecule-mediated AuNPs 

have excellent antibacterial activity against Gram-negative MDR bacteria, and potential application value in 

dealing with severe MDR bacterial infection. 

Keywords: gold nanoparticles, antibacterial activity, multidrug-resistant bacteria, drug resistance 
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