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酸响应纳米复合物 RYR@ZIF-8 的制备及其对单核细胞增生李

斯特菌的抑菌性能 

孙  艳，裴子轩，黄保嘉，杜  婷，杜欣军 
（食品营养与安全国家重点实验室，天津科技大学食品科学与工程学院，天津 300457) 

摘 要：单核细胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes, LM）是一种常见的食源性致病菌，具有较强的环境适应

性和致病性。针对现有抗菌策略存在耐药性增强、副作用大等问题，开发高效、安全且环境响应型的新型抗菌材料

成为研究的热点。通过一步法制备 ZIF-8 金属有机骨架材料包载红曲（RYR）的复合材料（RYR@ZIF-8），利用透

射电子显微镜（TEM）、扫描电子显微镜（SEM）、X 射线衍射（XRD）、X 射线光电子能谱（XPS）、吸附比表

面测试法（BET）等对纳米材料的结构和形貌、官能团、表面组成等进行表征和分析。对单核细胞增生李斯特菌的

抑菌活性实验结果表明，在 RYR@ZIF-8 复合材料质量浓度为 1.25 mg/mL 时，抑菌率高达 84.6%。对 RYR@ZIF-8

复合材料的抑菌机理研究发现，单核细胞增生李斯特菌在增殖过程中会产酸，使溶液呈微酸性，而 RYR@ZIF-8 具

有酸响应特性，微酸性条件会破坏其框架结构而释放出 Zn2+和 RYR，通过实验证明二者协同对菌体细胞膜产生氧化

损伤，使膜结构破裂释放出内容物，导致单核细胞增生李斯特菌的死亡。这表明 RYR@ZIF-8 在抗菌领域有良好的

应用前景。 

关键词：单核细胞增生李斯特菌；酸响应；抑菌；膜损伤 
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Preparation of Acid-Responsive RYR@ZIF-8 Nanocomposite and Its 

Antibacterial Activity Against Listeria monocytogenes 

SUN Yan，PEI Zixuan，HUANG Baojia，DU Ting，DU Xinjun 

(State Key Laboratory of Food Nutrition and Safety，College of Food Science and Engineering， 

Tianjin University of Science and Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：As a common foodborne pathogen, Listeria monocytogenes (LM) has strong environmental adaptability and 

pathogenicity. In response to the problems of increased drug resistance and side effects of existing antimicrobial strategies, 

the development of novel antimicrobial materials that are efficient, safe and environmentally responsive has become a hot 

research topic. The composite of ZIF-8 metal-organic framework material encapsulated with red yeast (RYR) (RYR@ZIF-8) 

was prepared by a one-step method and the structure and morphology of the nanomaterials, functional groups, and surface 

compositions were characterised and analysed using transmission electron microscope（TEM）, scanning electron microscope 

（SEM）, X-ray diffraction, X-ray photo-electron spectroscopy（XPS） and BET method. The experimental results of the 

antibacterial activity of RYR@ZIF-8 against Listeria monocytogenes showed that the antibacterial rate of RYR@ZIF-8 

composite was as high as 84.6% when the concentration of RYR@ZIF-8 composite was 1.25 mg/mL. The inhibition 

mechanism of RYR@ZIF-8 composites was found that Listeria monocytogenes would produce acid during the proliferation 

process, making the solution slightly acidic, and RYR@ZIF-8 has acid-responsive properties, and the slightly acidic 

conditions would destroy its framework structure to release Zn2+ and RYR, which were proved to synergistically oxidatively 
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damage the cell membrane of the bacterium, rupture the membrane structure to release the contents, which would in turn 

lead to the death of Listeria monocytogenes. The above results indicate that RYR@ZIF-8 has a good application prospect in 

the antibacterial field. 

Key words: Listeria monocytogenes；acid response；antibacterial；membrane damage 

 

皮肤是保护身体免受病原体侵害的第一道屏

障。在日常生活中，皮肤组织不可避免地受到外界

因素的损伤，受到细菌感染[1-3]。单核细胞增生李斯

特菌（Listeria monocytogenes）是革兰氏阳性短杆菌，

兼性厌氧、无芽孢，一般不形成荚膜，但在营养丰

富的环境中可以形成荚膜[4]。该菌广泛存在于自然

界中，对外界环境的抵抗力很强，通常可以在土壤、

腐烂的植物、污水、青贮饲料、粉尘和水中长期存

活，因此很容易通过口腔-粪便的途径传播[5]。李斯

特菌病是一种与食用受污染食品有关的感染，关于

李斯特菌病爆发的大量报告与奶和奶制品、肉和肉

制品以及新鲜农产品有关[6]。这种细菌可以适应任

何环境和压力条件，使其成为主要食源性疾病的主

要病原体。因此人们在接触被李斯特菌污染的食物

时，细菌就可通过手部伤口侵入并在局部组织中生

长繁殖，引发炎症反应，继而导致伤口出现红肿、

疼痛、化脓等感染症状。20 世纪初抗生素被发现以

来，使细菌感染得到有效抑制[7]，但是抗生素的广

泛滥用导致耐药菌的出现[8]，导致细菌感染引起的

发病率和死亡率上升[9]。伤口愈合是一个复杂的过

程，需要避免慢性炎症或继发感染[10]。由于伤口感

染初期的 pH 为酸性，因此金属有机骨架沸石咪唑骨

架-8（ZIF-8）的 pH 响应特性引起人们的关注，并

将其用作在酸性环境中释放治疗剂的药物载体
[11-13]。ZIF-8 独特的多孔结构使其具有高孔隙率和大

比表面积，在抗菌领域发挥重要作用[14]。由锌离子

和 2-甲基咪唑组装的 ZIF-8[15]，通过释放锌离子而

表现出抗菌特性[16]。ZIF-8 在正常生理条件下稳定，

在酸性条件下分解，可以作为一种 pH 响应性药物载

体或抗炎治疗剂。ZIF-8 的抗菌功效受到其在无光条

件下缓慢作用的限制[17]，因此开发增强 ZIF-8 抗菌

能力的复合材料至关重要。 

红曲提取物是由红曲分泌产生的次级代谢产

物，红曲霉属的一些菌种被用作天然食用色素，可

用来酿造红米酒、豆制品及肉制品[18]。红曲霉在生

长过程中会产生红曲，红曲及其衍生物具有一定的

抗菌活性[19]，但由于其不溶于水的特性，大大限制

了其应用研究。金属有机骨架（MOF）是由金属和

有机配体组成的具有良好多孔结构的金属有机骨架

材料，是药物输送的理想载体。基于 MOF 的比表面

积大以及高孔隙率的特性，将红曲包载在合成的金

属有机骨架材料中，一方面可以解决红曲的水溶性

差的问题，另一方面可以通过酸响应调控红曲的缓

释，实现红曲与 Zn2+的协同杀菌作用[20-21]。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、试剂与仪器 

单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 （ Listeria 

monocytogenes）ATCC 19115 由本实验室保藏。 

甲醇、六水合硝酸锌、2-甲基咪唑，天津市江

天化工技术股份有限公司；琼脂，英国 OXOID 公司；

磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、无水乙醇，天津市化学

试剂一厂；超微量总 ATP 酶试剂盒、超氧化物歧化

酶（SOD）试剂盒，南京建成生物工程研究所。 

DHP-2042BS 型电热恒温培养箱、MR-96A 型酶

标仪、ICAPQ 电感耦合等离子体质谱仪、Talos G2 

200X 透射电子显微镜，美国 Thermo 公司；UV-2600

型紫外-可见分光光度计、IS50 型傅里叶变换红外光

谱扫描仪，德国 Eppendorf 公司；TGL-16B 型台式

离心机，上海安亭科学仪器厂；HS3120 型超声波清

洗仪，天津市兰博实验仪器设备有限公司；

XRD-6100 型 X 射线衍射仪，日本岛津公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  RYR@ZIF-8 纳米材料的制备及其表征 

（1）RYR@ZIF-8 纳米材料的制备 

ZIF-8 纳米材料的制备： 150 mg 六水合硝酸锌

溶于 5.0 mL 去离子水中；330 mg 2-甲基咪唑加入含

有 10 mL 甲醇的圆底烧瓶中并置于磁力搅拌器上，

500 r/min 充分搅拌；将六水合硝酸锌溶液缓慢滴加

到圆底烧瓶中，持续搅拌 5 min。对产物用去离子水

离心洗涤，烘干后得到 ZIF-8 纳米材料。 

RYR@ZIF-8 的制备：150 mg 六水合硝酸锌溶

解于 5 mL 去离子水中；330 mg 2-甲基咪唑和 5.0 mg

红曲粉末（RYR）溶于加有 10 mL 甲醇的圆底烧瓶

中，将烧瓶置于磁力搅拌器上，500 r/min 充分搅拌；

将六水合硝酸锌溶液缓慢滴加到圆底烧瓶中，全部

加入后，搅拌反应 1 min，随后离心。用甲醇以 10000 

r/min 转速洗涤 3 次，真空干燥后得到固体样品
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RYR@ZIF-8。 

（2）RYR@ZIF-8 纳米材料的表征 

通过透射电子显微镜（TEM）对 RYR@ZIF-8

的形貌进行表征。用去离子水配制纳米材料悬浮液

并在超声中分散均匀，取少许样品滴于超薄碳网支

持膜上，室温下自然干燥，用 TEM 观察两种纳米材

料的形貌。 

使用紫外 -可见分光光度计表征 ZIF-8 及

RYR@ZIF-8 的特征吸收峰。利用超声获得两种分散

均匀的纳米溶液，分别取 200 μL样品加至石英皿内，

测定两种材料在 200~800 nm 的吸收峰。 

利用傅里叶变换红外光谱仪（FTIR）表征材料

的表面官能团。取适量 ZIF-8、RYR@ZIF-8 及 RYR

干燥后的粉末置于研钵中，与溴化钾混合研磨，压

片后测定，扫描区间为 400~4000 cm-1。 

X 射线衍射（XRD）是利用 X 射线在不同晶体

物质中的衍射效应，分析其衍射图谱，测定物质晶

体结构与物相组成。干燥 ZIF-8 及 RYR@ZIF-8 粉末

通过 XRD 分析其晶体结构，设置 λ=0.15406 nm，扫

描速度 5°/min，扫描范围 5°~80°，工作电压 40 kV。 

X 射线能谱仪（XPS）测定样品的元素化学价

态和化学组成成分。由全谱图中峰的位置可以得知

样品材料所含元素的信息，经过分析与分峰，确定

出元素的价态。 

吸附比表面测试法（BET）是指单位质量物料

所具有的总面积。ZIF-8 为介孔纳米材料，通过氮气

吸附比表面测试法测定红曲霉素（RYR）是否包载

到金属框架结构中。 

配制 0、2、4、6、8、10 μg/mL RYR 乙醇标准

溶液，用紫外分光光度计测定 505 nm 处的吸光度，

绘制标准曲线。将 RYR@ZIF-8 溶解于 2.0 mol/L 盐

酸中取上清液，测定 505 nm 处的吸光度，代入 RYR

标准曲线，计算 RYR@ZIF-8 中 RYR 的负载率。 

1.2.2  最低抑菌浓度的测定 

向 96 孔板中每孔中加入 107 CFU/mL 单核细胞

增生李斯特菌，然后加入 100 μL RYR@ZIF-8 纳米

溶液，使终质量浓度分别为 2.5、1.25、0.625、0.313、

0.156、0.078 mg/mL，将 96 孔板置于 37℃、200 r/min

恒温摇床培养 4~5 h。采用二倍稀释法测定

RYR@ZIF-8 纳米复合物的最低抑菌浓度（MIC）。 

1.2.3  平板涂布实验 

取对数期菌液离心后梯度稀释，取 103 CFU/mL

菌液分别与不同浓度的ZIF-8及RYR@ZIF-8混合均

匀，即为实验组，以不含材料的菌液为对照组，每

组设 3 个平行。将各组在 4 ℃冰箱中孵育 2 h 后涂

板，并将平板置于 37 ℃恒温培养箱中培养过夜。细

菌存活率为实验组与对照组的菌落数的比值。 

1.2.4  电感耦合等离子质谱（ICP-MS）测定 

将 100 μL 107 CFU/mL 对数期菌液分装至 EP管

中，添加 RYR@ZIF-8（终质量浓度为 1.25 mg/mL）

至终体积 200 μL。在 4 ℃冰箱中孵育 2 h，将 200 μL

体系加到 9.8 mL LB 液体培养基中，37 ℃摇床培养，

将培养不同时间的菌液分别过 0.2 μm 滤膜，收集滤

液，通过电感耦合等离子质谱仪（ICP-MS）测定各

个时间点锌离子的释放量。配制锌离子溶液（终质

量浓度分别为 30、60、90、120 μg/mL），测定抗菌

活性。 

1.2.5  抑菌生长曲线的测定 

100 μL 107 CFU/mL 对数期菌液分别添加 100 

μL RYR@ZIF-8，使材料终质量浓度分别为 1.25、

0.625、0.313、0.156 mg/mL，在 4 ℃冰箱孵育 2 h，

将该体系加到 9.8 mL LB 液体培养基中，各组设置 3

个平行，37 ℃摇床培养，每隔 1 h 各取 200 μL 菌液，

在 600 nm 处测定各实验组与空白组的吸光度，记录

实验数据并绘制抑菌生长曲线。 

1.2.6  细胞膜完整性的测定 

将对数期的菌液（107 CFU/mL）与 RYR@ZIF-8

（终质量浓度为 1.25 mg/mL）充分混匀，该组设为实

验组，未添加纳米材料的菌液设为对照组，将各组

4 ℃孵育 2 h，多次离心洗涤，收集菌体沉淀加入

2.5%戊二醛固定过夜；用去离子水洗涤，将样品用

不同体积分数（30%、50%、70%、80%、90%、100%）

的乙醇梯度洗脱，离心 10 min，将菌体溶于适量

100%乙醇中。将样品滴加在铜网和盖玻片上自然风

干，用透射电子显微镜（TEM）和扫描电子显微镜

（SEM）观察。 

1.2.7  荧光显微镜成像 

将对数期菌液与 RYR@ZIF-8 充分混匀为实验

组，以不含材料的菌液为对照组，4 ℃孵育 2 h，离

心去上清，将菌体重悬于 1.0 mL PBS中，加入 100 μL 

10 µg/mL 碘化丙啶（PI），暗处染色 15 min，加入

80 μL 5.0 µg/mL 二脒基苯基吲哚（DAPI），暗处复

染 15 min。用 PBS 多次离心去除多余染料，将样品

滴加在载玻片上制样后，在倒置荧光显微镜下观察。 

1.2.8  活性氧（ROS）的测定 

将对数期菌液（107 CFU/mL）与 RYR@ZIF-8

充分混匀为实验组，以不含材料的菌液为对照组，

4 ℃孵育 2 h，离心洗涤。将菌体重悬于 1.0 mL 无菌

水中，加入荧光染料 2',7'- 二氯荧光素二脂

（DCFH-DA）使其终浓度为 10 μmol/L，充分混匀后
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暗处孵育 1 h，再将混合物多次洗涤，去除多余染料，

在倒置荧光显微镜下观察。 

1.2.9  蛋白质泄漏测定 

将对数期菌液（107 CFU/mL）与 RYR@ZIF-8

充分混匀为实验组，以不含材料的菌液为对照组，

4 ℃孵育 2 h，离心后取沉淀，根据 BCA 蛋白浓度

测定试剂盒测定各组蛋白质含量。 

1.2.10  菌液电导率的测定 

将对数期菌液稀释至 104 CFU/mL 并进行分管，

以不添加材料的组为对照组，其余各组分别加入不

同浓度 RYR@ZIF-8，4℃孵育 2 h，所有组 6000 r/min

离心 5 min，使用电导率仪测定上清液电导率。 

1.2.11  细菌抗氧化指标的测定 

将对数期菌液（107 CFU/mL）与 RYR@ZIF-8

充分混匀为实验组，以不含材料的菌液为对照组，

4 ℃孵育 2 h，离心去上清液，沉淀用 PBS 多次洗涤。

将得到的菌体重悬于 4.0 mL PBS 中并破碎处理，利

用超微量总 ATP 酶试剂盒、超氧化物歧化酶试剂盒

进行测定。 

1.2.12  细胞毒性的测定 

在 96 孔细胞培养板中每孔接入 100 μL 生长状

态良好的非洲绿猴肾细胞（Vero 细胞），每孔 103~104

个，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h，直至

细胞长满单层，弃掉培养基。将 ZIF-8 及 RYR@ZIF-8

分别用细胞培养液稀释成不同浓度，依次加入 96 孔

板中，每孔 100 μL，在细胞培养箱中培养 12 h 和 24 

h 后，避光加入 5.0 mg/mL MTT 试剂（20 μL/孔），

继续培养 4 h 后终止培养，每孔加入 150 μL 二甲基

亚砜（DMSO），将紫色结晶物甲瓒充分溶解。测

定 490nm 处吸光度，以无细胞为对照组，细胞存活

率为实验组与对照组吸光度的比值。 

1.3  数据分析 

采用 GraphPad 软件分析数据，实验结果以“平

均值±标准差”表示。采用 t 检验分析差异显著性，

用∗、∗∗、∗∗∗和∗∗∗∗表示组间差异显著（P<0.05、

P<0.01、P<0.001 和 P<0.0001）。 

2  结果与分析 

2.1  RYR@ZIF-8 纳米材料的表征 

2.1.1  透射电子显微镜的表征结果 

RYR@ZIF-8 纳米材料的透射电子显微镜图及

元素映射图像如图 1 所示。材料直径约为 100 nm。

RYR@ZIF-8 为均匀的菱形十二面体颗粒。EDS 元素

图谱显示了 C、N、O 和 Zn 元素的存在和每种元素

的含量。TEM 元素映射结果显示，C、N、O 和 Zn

元素的均匀分布，表明成功合成 RYR@ZIF-8。 

 

图 1  RYR@ZIF-8 纳米材料的透射电子显微镜图及元素映

射图像 

Fig. 1  TEM characterization and mapping of RYR@ZIF-8 

nanoparticles 

2.1.2  紫外-可见分光光度计表征结果 

ZIF-8、RYR@ZIF-8 及 RYR 的紫外-可见吸收光

谱如图 2 所示。ZIF-8 在 200~300 nm 范围内存在 1

个较强的吸收峰，红曲（RYR）在 505 nm 处有较为

明显的特征吸收峰，而合成的 RYR@ZIF-8 在

200~300 nm 处的强吸收峰仍然存在，并且在 505 nm

处存在 1 个较弱的吸收峰，说明 RYR@ZIF-8 复合

材料制备成功。 

 
图 2  ZIF-8、RYR@ZIF-8 及 RYR 的紫外-可见吸收光谱 

Fig. 2  UV-vis adsorption spectrum characterization of 

ZIF-8、RYR@ZIF-8 nanoparticles and RYR 

2.1.3  FTIR 的表征结果 

ZIF-8、RYR@ZIF-8 及 RYR 傅里叶变换红外光

谱图如图 3 所示。1584 cm-1 为 C=N 伸缩振动，是

ZIF-8 的特征吸收峰，与 ZIF-8 结构吻合[22]。在 760 

cm-1 和 1145 cm-1 处为 Zn-N 伸缩振动峰，表明 RYR

成功封装进 ZIF-8 内。 
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图 3  ZIF-8、RYR@ZIF-8 及 RYR 傅里叶变换红外光谱图 

Fig. 3  FTIR spectrum characterization of ZIF-8、

RYR@ZIF-8 nanoparticles and RYR 

2.1.4  X 射线衍射表征结果 

ZIF-8及RYR@ZIF-8的 X射线衍射表征图谱如

图 4 所示。在 X 射线衍射谱中可以观察到特征峰分

别位于 7.35°、10.45°和 12.8°处，分别对应于 ZIF-8

晶体衍射面的（011）、（002）和（022）晶面[23]。

RYR@ZIF-8 与 ZIF-8 的图谱几乎相同。 

 

图 4  ZIF-8 及 RYR@ZIF-8 的 X 射线衍射表征图谱 

Fig. 4  XRD spectrum characterization of ZIF-8 and 

RYR@ZIF-8 nanoparticles 

 

2.1.5  X 射线能谱仪表征结果 

ZIF-8及RYR@ZIF-8的 X射线能谱仪表征如图

5 所示。由图 5 可知，RYR@ZIF-8 纳米粒子主要由

碳、氮、氧和锌原子组成。全谱中的 4 个尖锐的峰，

其结合能分别是 1021.47、531.75、398.78、284.81 eV，

分别对应于 Zn 2p、O 1s、N 1s 和 C 1s 的光电子能

量。对所含元素的化学态进行分析，Zn 2p 光谱的

1021.38 eV（Zn 2p 3/2）和 1044.63 eV（Zn 2p 1/2）

处的特征峰源自 ZIF-8[24]。C 1s 峰为 284.81 eV，与

398.78 eV 的 N 1s 对应 C=N 基团，与 FTIR 结果一

致。O 1s 在 531.75 eV 处的峰对应·OH 基团。以上

结果都证明了 RYR@ZIF-8 的成功加载。 

 
图 5  ZIF-8 及 RYR@ZIF-8 的 X 射线能谱仪表征 

Fig. 5  XPS spectra of ZIF-8 and RYR@ZIF-8 

2.1.6  BET 表征结果 

RYR@ZIF-8 纳米材料的比表面积见表 1。负载

前后的 ZIF-8 孔径没有发生变化，相比于 ZIF-8，

RYR@ZIF-8 比表面积明显减小，表明 RYR 成功包

载进 ZIF-8 框架中。 

表 1  RYR@ZIF-8 纳米材料的比表面积 

Tab. 1  BET of RYR@ZIF-8 nanoparticles 

 

2.2  最低抑菌浓度的测定结果 

采用单核细胞增生李斯特菌作为代表性细菌，

在 0~1.25 mg/mL 范围内检测 RYR@ZIF-8 在单核细

胞增生李斯特菌中的最低抑菌浓度。在不添加抗菌

材料的阴性对照组培养后为浑浊状态，添加

RYR@ZIF-8 复合纳米材料组培养基未见浑浊且吸

光度小于 0.1 时，此时浓度为材料的最低抑菌浓度。

RYR@ZIF-8 对单核细胞增生李斯特菌的最低抑菌

浓度为 0.156 mg/mL。 

2.3  平板涂布实验结果 

基于 RYR@ZIF-8 优异的抗菌性能，采用琼脂

平板计数法，以单核细胞增生李斯特菌作为革兰氏

阳性菌的模型菌株，评价 RYR@ZIF-8 复合纳米材

料的抗菌活性，结果如图 6 所示。 
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RYR@ZIF-8 在 0.31~1.25 mg/mL 范围内，单核

细胞增生李斯特菌的存活率随着 RYR@ZIF-8 质量

浓度的升高而逐渐降低，，当材料浓度为 1.25 mg/mL

时，RYR@ZIF-8 对单核细胞增生李斯特菌的抑菌率

可达 84.6%，表明 RYR@ZIF-8 纳米粒子能够有效抑

制细菌生长，具有一定的剂量依赖性。从图图 6（b）

中可以看出，RYR@ZIF-8 具有较强的抑菌能力，并

且随着 RYR@ZIF-8 浓度的升高菌落数逐渐减少。 

 
（a）存活率 

  

（b）相应平板照片 

图 6  RYR@ZIF-8 对单核细胞增生李斯特菌存活率的影响 

Fig. 6  Effect of survival rate of Listeria monocytogenes with 

RYR@ZIF-8 

2.4  电感耦合等离子质谱（ICP-MS）测定结果 

单核细胞增生李斯特菌在生长过程中会产生酸

性物质，由于 ZIF-8 具有酸响应性质，当环境呈微

酸性时，其框架结构会被破坏，从而释放出 Zn2+。

电感耦合等离子质谱（ICP-MS）测定结果如图 7 所

示。如图 7（a）利用 ICP-MS 测定其与 RYR@ZIF-8

孵育 1 h 至 14 h 锌离子的释放量，随着时间的增加，

锌离子的释放量呈正相关，当 14 h 时整个体系中锌

离子浓度达到 0.11 mg/mL。如图 7（b），当锌离子

浓度处于 30 μg/mL 至 120 μg/mL 时，细菌存活率均

在 20%左右，说明锌离子具有一定的抑菌作用，从

而间接反映出 RYR@ZIF-8 具有强的抗菌活性可能

是由于 Zn2+的作用。图 7（c）涂布照片也能看出随

着锌离子浓度的升高，抑菌效果呈现剂量依赖性。 

 
（a）RYR@ZIF-8 与单核细胞增生李斯特菌孵育后锌离子的释放量 

 

（b）经过不同浓度锌离子处理后单核细胞增生李斯特菌的抑菌定性实验 

 

（c）相应平板照片 

图 7  电感耦合等离子质谱测定结果 

Fig. 7  Test results of inductively coupled plasma mass 

spectrometry  

2.5  抑菌生长曲线测定结果 

细菌的生长繁殖主要包括延滞期、对数期、稳

定期以及衰亡期 4 个时期。当细菌生长环境发生变

化时，细菌的生长曲线也会发生变化，以此可以判

断细菌生长繁殖所受影响的程度。因此，在确定材

料具有抑菌作用后，评估 RYR@ZIF-8 对李斯特菌

生长抑制作用，结果如图 8 所示。与对照组相比，

各实验组的细菌在与 RYR@ZIF-8 共培养 2 h 开始，

生长繁殖明显受到抑制，材料质量浓度越高，对单

核细胞增生李斯特菌的抑制越明显。这表明

RYR@ZIF-8 具有良好的抗菌活性。 
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图 8  RYR@ZIF-8 对单核细胞增生李斯特菌生长曲线的影

响 

Fig. 8  Effect of growth curve of Listeria monocytogenes 

with RYR@ZIF-8 

2.6  细胞膜完整性 

为进一步研究 RYR@ZIF-8 的抑菌机制，使用

透射电子显微镜对材料作用菌体前后的形貌进行表

征，结果如图 9 所示。随着 RYR@ZIF-8 与单核细

胞增生李斯特菌作用时间的延长，RYR@ZIF-8 的形

貌发生了明显的变化，十二面体结构逐渐变形，失

去原有的形态，最终被破坏。从图 9（b）可以看到，

对照组的单核细胞增生李斯特菌呈现出正常的棒状

短杆，细菌细胞膜表面光滑、结构完整；在

RYR@ZIF-8 作用 7 h 时，菌膜已经被破坏，细胞内

容物外泄；RYR@ZIF-8 作用 14 h 后，细菌被材料

包裹着，菌体通透。材料及菌体相互作用后的形貌

变化，表明 RYR@ZIF-8 对单核细胞增生李斯特菌

的抑制是由于李斯特菌在生长过程中产酸使 ZIF-8

外壳溶解，释放出的锌离子和红曲反作用于菌体，

破坏菌膜，从而抑制其生长繁殖。 

 

图 9  RYR@ZIF-8 与单核细胞增生李斯特菌作用后形貌随

时间变化的透射电子显微镜图 

Fig. 9  TEM analysis of morphology changing with time of 

RYR@ZIF-8 nanoparticles and Listeria Monocytogenes 

为了进一步观察 RYR@ZIF-8 对李斯特菌的作

用机制，使用扫描电子显微镜对细菌形态进行观察，

结果如图 10 所示。未经材料处理过的单核细胞增生

李斯特菌（左图）结构完整，菌体表面光滑，细胞

形态无变化，在与 RYR@ZIF-8 共孵育 2 h 后，实验

组（右图）菌体表面出现大量褶皱和凹陷，细菌表

现出明显的细胞变形，孔洞和内容物泄漏，细胞完

整性被破坏。这与透射电子显微镜的结果一致，进

一步证实 RYR@ZIF-8 对单核细胞增生李斯特菌的

结构造成了严重破坏，从而导致菌体的死亡。 

 

图 10  RYR@ZIF-8 处理单核细胞增生李斯特菌的 SEM 图 

Fig. 10  TEM pictures of Listeria Monocytogenes treated 

with RYR@ZIF-8 

2.7  细菌活/死染色结果 

为进一步验证 RYR@ZIF-8 的体外抗菌活性，

采用荧光染色法对经过 RYR@ZIF-8 处理后的单核

细胞增生李斯特菌的存活情况进行评估。DAPI 是一

种能与 DNA 发生强烈结合作用的荧光染料，它能够

快速通过完整的活细菌的细胞膜，然后与细胞核中

的 DNA 紧密结合，在紫外光的激发下发出蓝色的荧

光，用于标记活细胞。PI 不能进入活的完整的细胞

膜，但是能够通过损伤或死亡的细胞膜对 DNA 双链

进行染色，在绿光的激发下显示出红色荧光。 

单核细胞增生李斯特菌的活死染色荧光图像如

图 11 所示。未经任何处理的对照组细菌经 DAPI 及

PI 染色后，全部呈现蓝色荧光，说明对照组的单核

细胞增生李斯特菌具有完整的壁膜结构。经

RYR@ZIF-8 处理后，只有零星的蓝色荧光，大部分

呈现红色的荧光，这表明细胞膜受损使大量细胞死

亡。荧光染色的结果与上述 TEM、SEM 的实验结果

一致，证实 RYR@ZIF-8 可以通过释放 Zn2+和红曲

协同杀菌，破坏绝大部分单核细胞增生李斯特菌细

胞膜的完整性致其死亡。 
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图 11  单核细胞增生李斯特菌的活死染色荧光图像 

Fig. 11  Fluorescence images of live/dead Listeria 

monocytogenes 

2.8  活性氧测定结果 

ROS水平可通过测定荧光指示剂 2',7'-二氯荧光

素二脂（DCFH-DA）的荧光强度表示。当 DCFH-DA

进入细菌细胞内，会与细胞内的酯酶相互作用，使

DCFH-DA 中的两个酯键发生断裂，从而被水解为

DCFH，进而被活性氧氧化为二氯荧光素（DCF），

DCF 能够自发荧光。ROS 水平检测结果如图 12 所

示。当 RYR@ZIF-8 与 DCFH-DA 共同孵育后，没有

任何荧光产生，表明纳米材料本身不会与荧光试剂

作用，由此说明实验中所产生的荧光是由细菌细胞

内 ROS 含量的增加引起的。经 RYR@ZIF-8 处理后，

细菌 ROS 水平与未经材料处理的对照组相比，荧光

强度明显增强。这表明 RYR@ZIF-8 导致细菌细胞

产生了氧化应激损伤，诱导细胞产生大量 ROS，进

而引发细菌细胞的凋亡。 

 
（a）RYR@ZIF-8（b）单核细胞增生李斯特菌（c）RYR@ZIF-8

处理后的单核细胞增生李斯特菌 

图 12  RYR@ZIF-8 处理后 ROS 的产生 

Fig. 12  ROS overproduction induced by RYR@ZIF-8 

nanoparticles treatment 

2.9  蛋白质泄漏测定结果 

由于在 TEM 及 SEM 实验结果中能够明显地观

察到细菌细胞在 RYR@ZIF-8 的作用下，细胞膜破

裂受损的现象，因此测定细菌细胞内容物的泄露以

蛋白质为参考，进一步验证细菌胞膜完整性的破坏，

结果如图 13 所示。在未经任何处理的胞外蛋白质量

浓度为 0.97 μg/mL，而经 RYR@ZIF-8 处理后，上清

液蛋白质量浓度为 2.97 μg/mL，为对照组的 3.06 倍。

蛋白质量浓度的显著升高表明 RYR@ZIF-8 能够改

变细胞膜的通透性，使细菌内容物泄出死亡。这一

结果与 TEM、SEM 的观察结果相互验证。 

 
图 13  RYR@ZIF-8对单核细胞增生李斯特菌上清液蛋白质

含量的影响 

Fig. 13  Effect of Listeria monocytogenes supernatants 

protein content with RYR@ZIF-8 

2.10  细菌抗氧化指标的测定结果 

由于ROS的爆发性产生可直接破坏细菌的细胞

膜[25]，一旦细胞膜被破坏，ATP 和蛋白质就会从细

胞中排出，因此对细菌的总 ATP 酶的酶活性进行检

测。ATP 酶又称三磷酸腺苷酶，存在于细菌细胞膜

上，与细胞的运输、代谢等相关[26]。通过对总 ATP

酶酶活性的测定进一步研究 RYR@ZIF-8 纳米粒子

的抗菌机理，结果如图 14（a）所示。经 RYR@ZIF-8

纳米粒子处理后的单核细胞增生李斯特菌的总 ATP

酶酶活性显著下降，进一步验证了 RYR@ZIF-8 对

李斯特菌细胞膜结构的破坏。 

超氧化物歧化酶（SOD）在氧化与抗氧化平衡

中起着重要作用，并能清除超氧阴离子自由基[27]。

如图 14（b）所示，经 RYR@ZIF-8 处理后，单核细

胞增生李斯特菌细胞内的 SOD 酶活性较对照组提

升 24.16 倍，表明实验组细菌细胞内产生了大量的

氧自由基，因此 SOD 酶活性升高以清除这些自由

基，与 ROS 含量测定结果相呼应。 
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（a）总 ATP 酶 

 

（b）超氧化物歧化酶（SOD） 

图 14  RYR@ZIF-8 对单核细胞增生李斯特菌总 ATP 酶和

超氧化物歧化酶酶活性的影响 

Fig. 14  Effect of RYR@ZIF-8 on the activity of ATP and 

SOD of Listeria monocytogenes 

2.11  菌液电导率测定结果 

以上实验结果证明在细菌细胞膜受到损伤时，

菌体内部的营养物质会泄露出来，其中也含有电解

质，电解质能够使菌液的电导率上升，因此电导率

的变化也能从另一方面验证细菌细胞膜的完整性。

不同浓度 RYR@ZIF-8 处理单核细胞增生李斯特菌

后电导率的变化如图 15 所示。经 RYR@ZIF-8 处理

的菌液电导率均比空白组高，且随着纳米材料质量

浓度的升高而升高，实验结果证明细菌细胞膜的损

伤程度与 RYR@ZIF-8 相关。 

 

图 15  不同质量浓度 RYR@ZIF-8 处理单核细胞增生李斯

特菌后电导率的变化 

Fig. 15  Conductivity change of Listeria monocytogenes 

treated with different concentration of RYR@ZIF-8 

2.12  细胞毒性测定结果 

抗菌材料不仅要具备高性能的抑菌效果，还要

拥有很低的细胞毒性和良好的生物相容性。为此通

过 MTT 实验评估 RYR@ZIF-8 对哺乳动物细胞的毒

性，结果如图 16 所示。当 RYR@ZIF-8 质量浓度为

0.156 mg/mL 时，分别孵育 12 h 和 24 h 后，Vero 细

胞的存活率几乎维持在 100%。随着 RYR@ZIF-8 质

量浓度提高到 0.625 mg/mL，细胞存活率仍能维持在

80%以上。当 RYR@ZIF-8RYR@ZIF-8 质量浓度为

1.25 mg/mL 时，培养 24 h 后细胞存活率为 70%，表

明 RYR@ZIF-8 纳米粒子在具有高效抑制单核细胞

增生李斯特菌的同时，也具有良好的生物相容性。 

 

图 16  RYR@ZIF-8 的细胞毒性测定结果 

Fig. 16  Cell toxicity test results of RYR@ZIF-8 

3  结  论 

本研究通过一步法制备了 RYR@ZIF-8 纳米复

合物，通过 TEM、SEM、紫外-可见吸收光谱、FTIR、

XRD 等对材料进行形貌和结构的表征，通过抑菌实

验得到其对单核细胞增生李斯特菌的最低抑菌浓度

为 0.156 mg/mL。对 RYR@ZIF-8 纳米复合物的抑菌

机理研究发现，单核细胞增生李斯特菌产酸破坏了

RYR@ZIF-8 的外壳结构，释放出 Zn2+和 RYR，二

者协同破坏菌体的细胞膜，使内容物泄露以及诱导

菌体产生氧化应激，从而杀死细胞。现有 ZIF-8 基

材料大多负载合成抗生素，极易使细菌产生耐药性，

且需要较大剂量才可发挥抗菌效果，可能会产生细

胞毒性。本研究将红曲包载在 ZIF-8 内，不仅保留

ZIF-8 酸响应特性，同时解决了红曲水溶性差的问

题，利用 ZIF-8 酸响应特性实现红曲的缓释，有助

于延长抗菌作用时间。复合纳米材料 RYR@ZIF-8

可以在较低浓度下实现较好的抗菌效果，具有良好

的生物安全性。 
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