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摘 要：新型氮杂环卡宾银配合物(N-heterocyclic carbene silver, Ag-NHC)兼具优异的稳定性、水

溶性和杀菌活性，是具有巨大应用前景的抗菌候选物。【目的】探讨合成的 1,3-二苄基 Ag-NHC 

[1,3-dibenzyl-4,5-diphenylimidazol-2-ylidene silver (I) acetate, SBC3]对大肠杆菌的抗菌活性及作用机

制。【方法】采用可见分光光度法检测 SBC3 的抗菌活性；使用透射电子显微镜观察 SBC3 处理后

大肠杆菌 DHB4 菌株的形态学变化；通过 5, 5′- 二硫代双 (2- 硝基苯甲酸) [5, 5′-dithiobis- (2-

nitrobenzoic acid), DTNB]实验检测 SBC3 处理后 DHB4 胞内硫氧还蛋白(thioredoxin, Trx)及硫氧还

蛋白还原酶(thioredoxin reductase, TrxR)的活性和谷胱甘肽(glutathione, GSH)的含量；利用流式细胞

术检测 SBC3 对 DHB4 胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)含量的影响，并通过还原剂二硫苏

糖醇(dithiothreitol, DTT)进行挽救实验。通过在实验室连续传代，获得 SBC3 耐受性大肠杆菌菌株

SBC3-resistant strains (SRSs)。其中 SRS3、SRS4 和 SRS7 菌株对 SBC3 的最小抑菌浓度 (minimal 

inhibitory concentration, MIC)依次为 24、32 和 56 μg/mL，分别为野生菌株 MIC 的 3 倍、4 倍和 7 倍。
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将对应的菌株分别命名为 SRS3、SRS4 和 SRS7，并使用这 3 种菌株复测上述指标；采用 Western 

blotting 检测 SBC3 对 Trx1 及 S-谷胱甘肽化蛋白(S-glutathionylated proteins, S-PSSG)表达量的影响。

【结果】SBC3 对实验菌株的 MIC 为 8.0−30.0 μg/mL；SBC3 处理后的 DHB4 菌株发生肿胀，并伴

有内容物流出；SBC3 可显著抑制 DHB4 胞内 Trx 和 TrxR 的活性，明显降低 GSH 的含量，同时

升高 ROS 水平。此外，SBC3 处理后的 SRS3、SRS4 和 SRS7 菌株胞内 Trx 和 TrxR 的蛋白活性降

低，GSH 含量和 S-PSSG 的蛋白表达水平降低，但与 DHB4 菌株相比有不同程度的升高。【结论】

SBC3 通过靶向大肠杆菌的硫醇依赖的氧化还原系统(thiol-dependent redox system, TDRS)系统发挥

其抗菌作用，为 SBC3 作为新型抗菌剂的开发设计提供了新思路。

关键词：SBC3；氮杂环卡宾银配合物；硫醇依赖的氧化还原系统
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Abstract: N-Heterocyclic carbine-silver (Ag-NHC) complexes possessing excellent stability, water 
solubility, and bactericidal activity are antimicrobial candidates with great potential. [Objective] To 
study the inhibitory activity and mechanism of a novel Ag-NHC complex 1,3-dibenzyl-4,5-
diphenylimidazol-2-ylidene silver (I) acetate (SBC3), synthesized by Matthias Tacke’s team 
against Escherichia coli. [Methods] Visible spectrophotometry was employed to examine the 
antimicrobial activity of SBC3. Transmission microscopy was employed to observe the 
morphological changes of DHB4 cells post SBC3 treatment. Flow cytometry was performed to 
detect the effect of SBC3 on the intracellular reactive oxygen species (ROS) content. The 5, 5′- 
dithiobis- (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) assay was used to determine the intracellular thioredoxin 
(Trx) and thioredoxin reductase (TrxR) activities and the content of glutathione (GSH) post SBC3 
treatment. Dithiothreitol (DTT), the ROS scavenger, was added to rescue DHB4 from ROS. SBC3-
resistant strains (SRSs) were obtained by successive passaging in the laboratory. The obtained 
strains showed the minimal inhibitory concentrations (MICs) against SBC3 being 24, 32, and 
56 μg/mL, respectively, which were 3, 4, and 7 folds of the MIC of WT. The three strains were 
named SRS3, SRS4, and SRS7 and then used to retest the above indicators. Western blotting was 
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performed to determine the expression levels of Trx1 and S-glutathionylated proteins (S-PSSG) 
post SBC3 treatment. [Results] The MIC values of SBC3 against tested pathogens were 
8.0–30.0 μg/mL. The DHB4 cells treated with SBC3 underwent swelling, which was accompanied 
by contents leakage. SBC3 significantly inhibited the Trx and TrxR activities, reduced the GSH 
content, and elevated the ROS level in DHB4. SBC3 treatment decreased the Trx and TrxR 
activities, reduced the GSH content, and down-regulated the expression of S-PSSG in SRS3, SRS4, 
and SRS7. However, all the above indicators were increased to different extent compared with 
those in DHB4. [Conclusion] SBC3 can target the thiol-dependent redox system (TDRS) of E. coli 
to exert antibacterial effects. This study provides a new idea for the design of SBC3 as a novel 
antimicrobial agent.
Keywords: SBC3; N-heterocyclic carbine-silver (Ag-NHC) complex; thiol-dependent redox 
system (TDRS)

抗生素应用于抗感染治疗已将近一个世纪，

而抗生素的广泛使用甚至滥用加剧了细菌抗生

素耐受性的获得性进化[1]。抗生素耐药基因在细

菌间广泛传播，给临床抗感染治疗和全球公共

卫生带来了巨大挑战。因此，开发新型抗菌药

物与提高传统抗生素疗效成为了全球公共卫生

领域的研究重点。

银离子(silver ion, Ag+)因其广谱抗菌、低毒

性等特点[2]，自古以来就被广泛应用于烧伤、创

伤和细菌感染的治疗[3-4]。然而，Ag+耐受性细菌

的出现使得临床感染性疾病的治疗面临着新的

挑战[5-6]。含 Ag+化合物，如硝酸银和磺胺嘧啶

银，虽被广泛应用，但存在用药部位留存浓度

不足、影响皮肤正常屏障功能等缺点。因此，

这些化合物在控制创面愈合方面往往无法及时

发挥效用，选择更加理想的抗菌材料至关重

要[7]。为了提高 Ag+的抗菌效能，研究人员尝试

了多种改造方法，包括制备纳米银、氟化银和

银基化合物等[8-9]。

氮杂环卡宾化合物 (N-heterocyclic carbene, 

NHC)得益于其特殊的电子结构、较高的反应活

性、形成配合物后的稳定性以及绿色环保可循

环再利用性，被用于 Ag+化合物的改造中。第一

个被表征结构的氮杂环卡宾银复合物(Ag-NHC)

由游离卡宾和银盐[10]制备而成，并已应用于乙

酸 银[11]、 Ag2O
[12] 及 Ag2CO3

[13] 等 的 合 成 中 。

Melaiye 等[14]研究发现，Ag-NHC 对革兰氏阴性

和革兰氏阳性细菌均有出色的抗菌效果，且其

抗菌效果优于银盐[15]。Ag-NHC 的稳定性、水

溶性和杀菌活性使其在生物医药研究领域得到

拓展应用[16]，其能够通过缓慢释放 Ag+来持续发

挥预防感染和促进伤口愈合的作用[17]。

本研究旨在阐述 Matthias Tacke 团队合成的

Ag-NHC，即 1,3-二苄基 Ag-NHC (1,3-dibenzyl-

4,5-diphenylimidazol-2-ylidene silver (I) acetate, 

SBC3[18-19])的抗菌机制，为临床治疗感染性疾病

及抗菌药物设计提供参考[20-21]。研究发现 SBC3

对常见实验室菌株具有良好抗菌作用，值得进

一步探究其杀菌机制。已知 Ag+可与细菌胞内的

硫氧还蛋白还原酶(thioredoxin reductase,TrxR)/硫

氧还蛋白(thioredoxin, Trx)活性位点发生不可逆

结合，从而破坏 TrxR 和 Trx 的功能，影响细菌

胞内的硫醇氧化还原稳态[22]。硫醇依赖的氧化

还原系统 (thiol-dependent redox system, TDRS)，

即 Trx 与谷胱甘肽(glutathione, GSH)系统，是细

菌胞内最重要的维持活性氧 (reactive oxygen 

species, ROS)稳态的系统[23-24]。近年来，靶向细

菌胞内氧化还原系统的抗菌药物(如依布硒啉[25]、

金诺芬[26])均展现出了优异的抗菌能力。

SBC3 作为一种可通过快速释放 Ag+而发挥
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抗菌活性的药物[27]，据此推测它也可通过靶向

TDRS 发挥抗菌活性。在此基础上，本研究进

一步通过实验室连续传代，获得了 DHB4 来源

的 SBC3 耐受性大肠杆菌菌株 (SBC3-resistant 

Escherichia coli strains, SRSs)， 包 括 SRS3、

SRS4 和 SRS7，均已通过体外实验验证其表型

稳定性。本研究拟以标准株 DHB4 和耐药株

SRS3、SRS4、SRS7 为模型，探究 SBC3 是否

通过损伤细菌的 TDRS 导致氧化还原稳态失调，

从而发挥其抗菌活性。这一研究将为理解 Ag-

NHC 的抗菌机制提供新的视角，并有助于制定

有效的抗菌策略。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株

大肠杆菌 DHB4、鲍曼不动杆菌 ATCC-

19606、阴沟肠杆菌 ATCC-700323、肺炎克雷伯

杆菌 ATCC-700603、铜绿假单胞菌 ATCC-27853

和金黄色葡萄球菌 ATCC-25923 均购自中国

普通微生物菌种保藏管理中心 (China general 

Microbiological Culture Collection Center, 

CGMCC)。实验室连续传代获得以 DHB4 为来

源的 SBC3 耐受性菌株 SRS3、SRS4 和 SRS7。

本研究检测 SBC3 对菌株的最小抑菌浓度及

菌落形成实验中所使用的细菌初始菌量均为

OD600=0.4 后按 1:1 000 的比例稀释混匀，其余实

验初始菌量为 OD600=0.4。因此，各实验中使用

的 SBC3 浓度会根据起始菌量的差异而不同。

1.1.2　主要试剂和仪器

SBC3， Matthias Tacke 团队合成； EbSe，

Selleck Chemicals 公司；BCA 蛋白定量试剂盒，

北京普利莱基因技术有限公司；2′,7′-二氯荧光

素二乙酸酯、硫氧还蛋白、谷胱甘肽还原酶、

二甲基亚砜，Sigma-Aldrich 公司；二硫苏糖醇，

生工生物工程(上海)股份有限公司；大肠杆菌属

anti-glutathione 单抗、anti-PSSG 单抗，ViroGen

公 司 ； 硫 氧 还 蛋 白 还 原 酶 、 大 肠 杆 菌 属

thioredoxin 1 蛋白，IMOC Crop 公司；山羊抗小

鼠 IgG，艾博抗(上海)贸易有限公司；兔抗绵羊

IgG，北京百奥莱博科技有限公司。

全自动酶标仪，ThermoFisher Scientific 公

司；恒温摇床，上海捷呈实验仪器有限公司；

台式高速离心机，Eppendorf 公司；超声波细胞

破碎仪，宁波新芝生物科技股份有限公司；电

子恒温水浴锅，上海齐欣科学仪器有限公司；

化学发光成像仪，上海勤翔科学仪器有限公司；

电泳仪电源，北京市六一仪器厂；分析型流式

细胞仪，Beckman Coulter 公司；脱色摇床，海

门市其林贝尔仪器制造有限公司；透射电子显

微镜，Hitachi 公司。

1.2　可见分光光度法检测 SBC3 的抗菌

活性

可见分光光度法是根据被测菌液对可见波

段范围单色光的吸收或反射光谱特性进行细菌

定量分析的一种方法。在 600 nm 波长下，酶标

仪(分光光度计)对浊度的反应较为灵敏。OD600

是指在 600 nm 波长下测得的吸光值，本研究用

于测量细菌生长情况或菌液密度。

大肠杆菌 DHB4、鲍曼不动杆菌 ATCC-

19606、阴沟肠杆菌 ATCC-700323、肺炎克雷伯

杆菌 ATCC-700603、铜绿假单胞菌 ATCC-27853

和金黄色葡萄球菌ATCC-25923于 37 ℃、220 r/min

培养过夜后，分别用 LB 液体培养基将培养至对

数生长期(OD600=0.6−0.8)的菌液 OD600 调至 0.4。

按照 1:1 000 的比例稀释混匀后，用不同浓度的

SBC3 处理(环丙沙星作为阳性对照)。混匀后接种

于 96 孔板，每孔 200 μL，设置 4 个复孔。将 96 孔

板置于 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h，并在酶标仪

上连续监测 0、2、4、8、16、24 h 的 OD600。

1.3　菌落形成实验检测 SBC3 对 DHB4

菌株的杀伤效果

大肠杆菌 DHB4 于 37 ℃、220 r/min 培养

12 h 后，用 LB 液体培养基将培养至对数生长期
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(OD600=0.6−0.8) 的菌液 OD600 调至 0.4，按照

1:1 000 的比例稀释混匀。随后用不同浓度的

SBC3 处理(DMSO 作为对照)，置于 37 ℃温箱

静置 16 h，孵育完毕后，将处理好的菌液依次

倍比稀释至 10−6，混合均匀后在 LB 固体培养基

上进行菌液滴定，每次 1 μL，之后将 LB 固体

培养基置于 37 ℃恒温培养箱中培养 12 h，观

察菌落形成情况。

1.4　透射电子显微镜观察 SBC3 对

DHB4 菌株形态学的影响

将培养至对数生长期(OD600=0.6−0.8)的菌液

用 LB 液体培养基调节其 OD600 为 0.4，用不同浓

度 (48 μg/mL、54 μg/mL)的 SBC3 处理 10 min，

以 0.8% DMSO 为对照。于 4 ℃、4 000 r/min 离

心 10 min 获得细胞，弃去上清液后用 PBS 重悬

清洗，去除胞外残留药物及 LB 培养基。清洗后

再次离心获得细胞，继续清洗，重复 3 次后去

除上清液，用 PBS 重悬细胞，并用 2.5% 戊二醛

固定。在 80 kV 工作电压下，于透射电子显微

镜下以 7 000×、15 000×放大倍数观察 E. coli 形

态在给药前后的变化。

1.5　流式细胞术检测 SBC3 对 DHB4 胞

内 ROS 产量的影响

大肠杆菌 DHB4 于 37 ℃、220 r/min 培养

12 h 后，利用 LB 液体培养基将培养至对数生长

期 (OD600=0.6 − 0.8)的菌液 OD600 调至 0.4，用

SBC3 处理 30 min；4 000 r/min 离心 10 min 收集

沉淀，用 PBS 重悬 3 次，最后重悬于 800 μL 

PBS 中，并用终浓度为 10 mmol/L 的 H2DCF-

DA 在 37 °C 染色 30 min。用流式细胞仪检测并

记录 FITC 通道的平均荧光强度，最佳激发波长

为 488 nm，最佳发射波长为 525 nm。

1.6　5,5′-二硫代双(2-硝基苯甲酸) [5,5′- 

dithio-bis- (2-nitrobenzoic acid), DTNB]

法检测 SBC3 对 DHB4 菌株 TDRS 的

影响

TrxR/Trx 与 GSH 活性测定中，TrxR 催化还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate hydrogen, NADPH)

还 原 DTNB 生 成 2- 硝 基 -5- 巯 基 苯 甲 酸 (5-

mercapto-2-nitrobenzoic acid, TNB)和烟酰胺腺嘌

呤二核苷磷酸 (nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate, NADP+)，谷胱甘肽(glutathione, GSH)

与 DTNB 可反应生成 TNB 和谷胱甘肽二硫化物

(glutathione disulfide, GSSG)，OD412 是 TNB 的

最大吸收峰，为 DTNB 实验的特征产物检测

波长。

1.6.1　细菌预处理

大肠杆菌 DHB4 于 37 ℃、220 r/min 培养

12 h 后，用 LB 液体培养基将培养至对数生长期

(OD600=0.6−0.8)的菌液的 OD600 调至 0.4。使用

SBC3 进行处理后混匀，37 ℃恒温孵育 30 min。

4 ℃、5 000 r/min 离心 3 min，用等体积的 PBS

重悬 3 次后弃去上清。

1.6.2　细菌蛋白制备

用 150 μL 50 mmol/L Tris-HCl 和 2 mmol/L 

EDTA 重悬细菌沉淀，加入 10 μL 蛋白酶抑制剂

和 40 μL 5 mmol/L 溶菌酶混匀，置于 37 ℃水浴

锅中 30 min。利用超声破碎仪裂解细菌(2 mm 变

幅杆，20%−25% 功率，超声 8 min)，置于 4 ℃、

12 000 r/min 离心 15 min，吸取上清，进行蛋白

定量。

1.6.3　Trx 活性

取 25 μg 蛋白，用超纯水定容至 20 μL，加入

200 μmol/L NADPH、2 mmol/L DTNB、50 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)、2 mmol/L EDTA、100 nmol/L 

TrxR，于 OD412 处连续检测 30 min。

1.6.4　TrxR 活性

取 25 μg 蛋白，用超纯水定容至 20 μL，加入

200 μmol/L NADPH、2 mmol/L DTNB、50 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)、 2 mmol/L EDTA、 5 μmol/L 

Trx，于 OD412 处连续检测 30 min。

1.6.5　GSH 含量

取 25 μg 蛋白，用超纯水定容至 20 μL，加入

200 μmol/L NADPH、2 mmol/L DTNB、50 mmol/L 
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Tris-HCl (pH 7.5)、2 mmol/L EDTA、50 nmol/L 

GR，于 OD412 处连续检测 30 min。

1.7　耐药菌的筛选与培养

在实验室通过连续传代筛选以 DHB4 为基

础的 SBC3 耐受性菌株，获得 SRS3、SRS4、

SRS7 菌株，这 3 株菌对 SBC3 的 MIC 分别为

DHB4 的 3 倍、4 倍和 7 倍。取少量菌液进行四

区平板划线，于 37 ℃培养过夜(12 h)后，挑取单

克隆接种于装有 2 mL 液体培养基的 EP 管中，

置于 37 ℃、220 r/min 恒温摇床中培养 12 h 至对

数生长期用于后续实验。

1.8　流式细胞术检测 SBC3 对 SRSs 胞

内 ROS 产量的影响

大 肠 杆 菌 DHB4、 SRS3、 SRS4、 SRS7 

37 ℃培养过夜后，按照 1.5 节方法进行后续

操作。

1.9　DTNB 实验检测 SBC3 对 SRSs 胞

内 TDRS 的影响

大 肠 杆 菌 DHB4、 SRS3、 SRS4、 SRS7 

37 ℃培养过夜后，按照 1.6 节方法进行后续

操作。

1.10　 Western blotting 检 测 SBC3 对

DHB4 及 SRSs 菌株 Trx1 表达水平的

影响

大肠杆菌 DHB4 与 SRS3、 SRS4、 SRS7 

37 ℃培养过夜后，按照 1.6.1 和 1.6.2 节方法进

行细菌预处理与蛋白制备。

取 25 μg 蛋白，用超纯水定容至 20 μL，加

入 5 μL 5×Loading Buffer 混匀后，100 ℃煮沸

10 min。在 12% 聚丙烯酰胺凝胶中进行分组加

样，60 V 恒压电泳 30 min 后，转为 120 V 继续

电泳。180 mA 恒流转膜 60 min，取出 PVDF 膜

置于 5 g/L 脱脂牛奶中封闭 2 h，TBST 清洗 1 次。

一抗(Trx)在 4 ℃、30 r/min 孵育过夜，TBST 洗膜

3 次，每次 15 min；二抗(兔抗羊)室温、80 r/min

孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 15 min。将

PVDF 膜置于 ECL 显影液中 1 min 后，于显影

仪中进行 Trx1 蛋白显影并拍照。

1.11　 Western blotting 检 测 SBC3 对

DHB4 及 SRSs 菌株 S-PSSG 表达量的

影响

大肠杆菌 DHB4 与 SRS3、 SRS4、 SRS7 

37 ℃培养过夜后，按照 1.6.1 和 1.6.2 节方法进

行细菌预处理与蛋白制备。

每组取 25 μg 蛋白，后续操作与 1.10 方法

一致。封闭洗涤完成后，一抗(PSSG)在 4 ℃、

30 r/min 孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，每次 15 min；

二抗(鼠抗羊)室温、80 r/min 孵育 1 h，TBST 洗

膜 3 次，每次 15 min，将 PVDF 膜置于 ECL 显

影液中 1 min 后，于显影仪中进行 S-PSSG 蛋白

显影并拍照。

1.12　统计学方法

实验结果采用统计软件 SPSS 20 进行分析。

数值以 mean±SD 表示，组间比较采用 t 检验

(Student’s t-test)；以 P<0.05 表示差异具有统计

学意义。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　SBC3 具备良好的抗菌活性

为了评价 SBC3 的抗菌效果，首先检测了其

抗菌活性，并以临床常用抗生素环丙沙星

(ciprofloxacin, CIP)作为阳性对照。连续监测

24 h 发现 (图 1)，SBC3 可显著抑制大肠杆菌

DHB4、鲍曼不动杆菌 ATCC-19606、阴沟肠杆

菌 ATCC-700323、肺炎克雷伯菌 ATCC-700603、

铜绿假单胞菌 ATCC-27853 和金黄色葡萄球菌

ATCC-25923 的生长，其 MIC 值分别为 8、20、

25、30、25 和 16 μg/mL。这表明 SBC3 对上述

实验室常见菌株均具有良好的抗菌活性。

2.2　SBC3 可破坏大肠杆菌细胞正常形态

大肠杆菌 DHB4 过夜培养后，调整 OD600

为 0.4 后进行菌落形成实验(图 2A)。结果显示，

与对照组相比，16 μg/mL 的 SBC3 可抑制大肠
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杆菌生长，而 18 μg/mL 的 SBC3 抑制效果更强，

推测其可能影响细菌的正常生理形态。

进一步通过透射电子显微镜观察(图 2B)，

结果表明，对照组细菌表面光滑，边缘清晰可

见；而经 SBC3 处理后的细菌发生肿胀，并伴有

内容物流出。这表明 SBC3 可通过破坏大肠杆菌

的正常结构来发挥抗菌活性。

2.3　SBC3 可导致大肠杆菌胞内 ROS 产

量升高

利用 SBC3 处理对数生长期的 DHB4，通过

H2DCF-DA 荧光探针检测细菌胞内 ROS 水平变

化。与对照组相比(图 3)，48 μg/mL 的 SBC3 可

使大肠杆菌胞内产生大量 ROS (P<0.05)。二硫

苏糖醇(dithiothreitol, DTT)是一种经典的细胞内

ROS 清除剂，与 N-乙酰-L-半胱氨酸(N-acetyl-L-

cysteine, NAC) 具有类似的清除效果[28-31]。加入

小分子还原剂 DTT 进行“挽救”实验发现，与未

加入 DTT 的组相比，加入 DTT 可使细菌胞内

ROS 含量显著下降，并恢复细菌活性(P<0.05)。

这说明 SBC3 可导致大肠杆菌 DHB4 胞内氧化

压力升高。

0

2
0

2
5

3
0

3
5

4
0

4
5

5
0

5
5

8 
μg

/m
L 

CI
P

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2 P=7.10E−05

SBC3 (μg/mL)

P=1.09E−10

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

6
0

8 
μg

/m
L 

CI
P

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

SBC3 (μg/mL)

P=5.21E−06

0

2
0

2
5

3
0

3
5

4
0

4
5

8
 μ

g/
m

L 
CI

P

0.0

0.5

1.0

1.5

SBC3 (μg/mL)

0 5

1
0

1
5

2
0

2
5

3
0

3
5

4
0

8 
μg

/m
L 

CI
P

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2 P=1.44E−09

SBC3 (μg/mL)

P=1.17E−08

0 4 8

1
6

2
0

2
4

2
8

3
2

3
6

4
0

8 
μg

/m
L 

CI
P

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

O
D

6
0
0

O
D

6
0
0

O
D

6
0
0

O
D

6
0
0

O
D

6
0
0

O
D

6
0
0

SBC3 (μg/mL)

P=1.1E−07

0 4 8
1
2

1
6

2
0

2
4

2
8

3
2

3
6

4
0

8 
μg

/m
L 

CI
P

0.0

0.5

1.0

1.5

SBC3 (μg/mL)

A B C

D E F

图1　SBC3抗菌活性。A：SBC3对大肠杆菌DHB4的抗菌效果；B：SBC3对鲍曼不动杆菌ATCC-19606的

抗菌效果；C：SBC3对阴沟肠杆菌ATCC-700323的抗菌效果；D：SBC3对肺炎克雷伯菌ATCC-700603的

抗菌效果；E：SBC3对铜绿假单胞菌ATCC-27853的抗菌效果；F：SBC3对金黄色葡萄球菌ATCC-25923的

抗菌效果。P<0.05表示差异显著，Student’s t-test，n=4。

Figure 1　Antimicrobial activity of SBC3. A: Antibacterial effect of SBC3 against Escherichia coli DHB4; B: 

Antibacterial effect of SBC3 against Acinetobacter baumannii ATCC-19606; C: Antibacterial effect of SBC3 

against Enterobacter cloacae ATCC-700323; D: Antibacterial effect of SBC3 against Klebsiella pneumoniae 

ATCC-700603; E: Antibacterial effect of SBC3 against Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853; F: Antibacterial 

effect of SBC3 against Staphylococcus aureus ATCC-25923.  P<0.05 indicates significant difference, Student’s 

t-test, n=4.
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图2　SBC3对DHB4形态的影响。A：菌落形成实验评价SBC3对DHB4的杀伤效果；B：透射电子显微镜

下观察SBC3对DHB4形态的影响。

Figure 2　Effect of SBC3 on the morphology of DHB4. A: Colony formation assay to evaluate the killing effect of 

SBC3 on DHB4; B:Transmission electron microscopy to observe the effect of SBC3 on the morphology of DHB4.
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图3　SBC3对DHB4胞内活性氧含量的影响。A：流式细胞术检测SBC3对DHB4胞内ROS含量的影响；B：

SBC3处理组与SBC3+DTT组的ROS含量的平均荧光强度(MFI)。P<0.05表示差异显著，Student’s t-test，n=4。

Figure 3　Effect of SBC3 on the intracellular ROS content of DHB4. A: Effect of SBC3 on ROS content in 

DHB4 in vivo detected by flow cytometry; B: Mean fluorescence intensity (MFI) of ROS content in SBC3-treated 

vs. SBC3+DTT groups. P<0.05 indicates significant difference, Student’s t-test, n=4.
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2.4　SBC3 可损伤大肠杆菌 TDRS 系统

TDRS 系统是大肠杆菌胞内最重要的抵御氧

化压力的硫醇依赖的氧化还原系统。通过

DTNB 法检测 SBC3 对 DHB4 胞内的 Trx、TrxR

活性和 GSH 含量的影响。如图 4 所示，与对照组

相比，24 μg/mL 的 SBC3 即可显著抑制 Trx 和

TrxR 的活性(P<0.05)，并降低 GSH 的含量(P<

0.05)，表明 SBC3 可损伤大肠杆菌的 TDRS 系统。

2.5　SRSs 对 SBC3 的耐受性相对于野生

菌株显著增高

通过实验室连续定向传代，获得 SBC3 耐药

性菌株 SRSs。为了评价耐药株对 SBC3 的耐药

性，通过 96 孔板实验检测了 SBC3 对耐药株的抗

菌活性(图 5)。结果显示，SBC3 对 SRS3、SRS4、

SRS7 的 MIC 分别为 24.0、32.0 和 56.0 μg/mL，

分别为野生株 DHB4 的 MIC (8.0 μg/mL)的 3 倍、

4 倍和 7 倍。

2.6　耐 SBC3 菌株 SRSs 胞内 ROS 含量

更低

细菌胞内 ROS 基线水平是评价其抵御杀菌

型抗生素抗菌能力的关键指标之一。使用

H2DCFA 荧光探针对 SRS3、SRS4、SRS7 进行

染色后(图 6A)，流式细胞仪检测细菌胞内 ROS

含量(图 6B)。SRSs 胞内的 ROS 含量显著低于

DHB4 (P<0.05)，表明 SRSs 胞内 ROS 基线水平

更低。

2.7　SBC3 可影响耐 SBC3 菌株 SRSs 胞

内 TDRS 活性

Trx 系统作为大肠杆菌的抗氧化系统，可通

过清除胞内多余的 ROS 避免氧化应激导致的细

胞损伤。通过 DTNB 法检测 SBC3 对 SRS3、

SRS4、SRS7 胞内的 Trx/TrxR 活性与 GSH 含量

的影响，以 DHB4 为阳性对照(图 7)。结果显

示，与未处理组相比，54 μg/mL 的 SBC3 可显

著抑制 SRS3 的 Trx 和 TrxR 活性及 GSH 含量

(P<0.05)。相比之下，菌株 SRS4 和 SRS7 对

SBC3 表现出较强的耐受性，SBC3 处理前后

Trx/TrxR 活性与 GSH 含量均无显著变化。此结

果进一步表明，SBC3 对大肠杆菌的杀伤作用与

其抑制 TDRS 系统活性密切相关。

2.8　SBC3 对 SRSs 蛋白表达的影响

通 过 Western blotting 检 测 发 现 ( 图 8)，

54 μg/mL SBC3 处理后，大肠杆菌 DHB4 和

SRS3、SRS4、SRS7 胞内 Trx1 蛋白表达量与未

处理组相比均无明显差异(P>0.05)，表明 SBC3

并不影响 Trx1 蛋白的表达，仅影响其活性。

图4　SBC3对大肠杆菌TrxR、Trx活性及GSH含量的影响。A：SBC3对DHB4胞内TrxR的影响；B：SBC3

对DHB4胞内Trx的影响；C：SBC3对DHB4胞内GSH含量的影响。P<0.05表示差异显著，Student’s t-test，

n=4。

Figure 4　Effect of SBC3 on TrxR and Trx activities and GSH content in E. coli. A: Effect of SBC3 on DHB4 

intracellular TrxR; B: Effect of SBC3 on DHB4 intracellular Trx; C: Effect of SBC3 on DHB4 intracellular GSH 

content. P<0.05 indicates significant difference, Student’s t-test, n=4.
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2.9　SBC3 可降低耐 SBC3 菌株 SRSs 胞

内 S-PSSG 水平

GSH 系统是与大肠杆菌 Trx 系统相互支撑

的抗氧化系统。谷胱甘肽与反应性蛋白半胱氨

酸共价结合，这一过程称为 S-谷胱甘肽化

(PSSG)。通过观察每条泳道蛋白的整体表达水

平来评价细菌胞内蛋白发生 S-PSSG 修饰的水平。

结果显示(图 9)，与对照组相比，54 μg/mL SBC3

处理可显著下调 DHB4、SRS3、SRS4、SRS7 胞

内 S-PSSG 蛋白表达水平(P<0.05)。此结果进一

步表明，SBC3 对大肠杆菌的杀伤作用与其抑制

GSH 系统活性密切相关。

3　讨论与结论　讨论与结论

本研究探讨了 SBC3 的抗菌作用及其机制。

ROS 是细胞内重要的信号分子，但过量的 ROS

可导致氧化应激，进而引发细胞损伤。在调节氧

化还原平衡的众多系统中，大肠杆菌主要通过

TDRS，即 Trx 和 GSH 系统，来维持胞内 ROS 稳

态。本研究发现，SBC3 可通过显著抑制 Trx 和

TrxR 的活性、降低 GSH 含量和 S-PSSG 表达水

平，导致大肠杆菌 DHB4 胞内 ROS 水平上升，破

坏细菌的氧化还原平衡，从而发挥抗菌活性。

本研究阐述了 SBC3 对耐药性的影响。通过

实验室连续传代筛选得到的 SBC3 耐药性大肠杆

菌菌株 SRS3、SRS4 和 SRS7，显示出对 SBC3
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图5　SBC3作用下SRSs的生长曲线。A：SBC3对大肠杆菌DHB4的抗菌活性；B：SBC3对大肠杆菌耐药

株SRS3的抗菌活性；C：SBC3对大肠杆菌耐药株SRS4的抗菌活性；D：SBC3对大肠杆菌耐药株SRS7的

抗菌活性。P<0.05表示差异显著，Student’s t-test，n=4。

Figure 5　Growth curves of SRSs in the presence of SBC3. A: Antibacterial activity of SBC3 against E. coli 

DHB4; B: Antibacterial activity of SBC3 against SRS3; C: Antibacterial activity of SBC3 against SRS4; D: 

Antibacterial activity of SBC3 against SRS7. P<0.05 indicates a significant difference, Student’s t-test, n=4.
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Figure 6　Detection of intracellular ROS levels in SRSs by flow cytometry. A: Flow cytometry detection of 

intracellular bacterial counts and ROS levels of DHB4 and SRSs after treatment with SBC3; B: Flow cytometry 

detection of the mean fluorescence intensity of bacterial intracellular ROS levels. P<0.05 indicates a significant 

difference, Student’s t-test, n=4.
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图7　SBC3作用后SRSs中TDRS活性变化。A：SBC3对SRSs胞内Trx活性的影响；B：SBC3对SRSs胞内

TrxR活性的影响；C：SBC3对SRSs胞内GSH含量的影响。P<0.05表示差异显著，反之为差异无统计学意

义，常用无显著差异(no significance, ns)表示，当Student’s t-test，n=4。

Figure 7　 Changes in TDRS activity in SRSs after the treatment of SBC3. A: Effect of SBC3 on SRSs’  

intracellular Trx activity; B: Effect of SBC3 on SRSs’  intracellular TrxR activity; C: Effect of SBC3 on SRSs’  

intracellular GSH content. P<0.05 indicates significant difference, and the ns indicates that difference is not 

statistically significant, Student’s t-test, n=4.
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的耐药性。耐药株的 ROS 含量明显低于敏感株

DHB4，且 SBC3 处理后耐药株 SRS4 和 SRS7

的 Trx/TrxR 活性与 GSH 含量以及 Trx1 表达量

无明显变化，而 S-PSSG 表达量显著下调。这表

明即使在细菌具有较高耐药性时，SBC3 仍可作

用于 GSH 系统发挥抗菌作用，在处理多重耐药

性革兰氏阴性菌时更具优势，进一步证实了

TDRS 系统是 SBC3 抗菌作用的靶标。

本研究进一步评估了 SBC3 的抗菌潜力。目

前，具有抗菌活性的 Ag-NHC 已被证实具有用

于新型药物设计的潜力[32]。例如，静电纺丝经

过封装 Ag-NHC 后，其抗微生物能力显著增强，

且 Ag-NHC 相较于磺胺嘧啶银或硝酸银具有更

快的杀灭速率和更高的银生物利用度[33-34]。

Esarev 等[35]最近也发现，不同元素配位而成的

Ag-NHC 对革兰氏阴性菌具有广谱的抗菌活性，

不但能够抑制生物膜形成，还能抑制细菌胞内

GR 和 TrxR[36]。SBC3 作为一种新型含银化合

物，可充分发挥银的抗菌效能。与传统抗生素

不同，SBC3 靶向 TDRS 的抗菌机制涉及破坏细

菌的氧化还原平衡，杀菌作用强且不易产生耐

药性，具有广泛的应用前景。此外，本研究结

果证实，SBC3 可抑制大肠杆菌野生株胞内的

Trx/TrxR 活性和 GSH 含量，使细菌体内 ROS
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图8　SBC3对Trx1蛋白表达量的影响。A：统计Western blotting检测的细菌胞内Trx1表达水平；B：

Western blotting检测的细菌胞内Trx1表达水平；C：SDS-PAGE结果图作为上样内参(考马斯蓝染色)。ns为

差异无统计学意义，Student’s t-test，n=3。

Figure 8　Effect of SBC3 on Trx1 protein expression level. A: Statistics of bacterial intracellular Trx1 expression 

level detected by Western blotting; B: Bacterial intracellular Trx1 expression level detected by Western blotting; 

C: SDS-PAGE result graphs were used as the internal reference for up-sampling (stained with Kaomas blue). ns 

indicates that difference is not statistically significant, Student’s t-test, n=3.
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产量升高，通过氧化应激发挥杀菌作用。这一

结果与本课题组 Zou 等的长期观察结果一

致[37-40]；同时，ROS 作为杀菌型抗生素的作用

机制也得到了 Chakraborty 等[41]、Carvalho 等[42]

和 Song 等[43]的确认。进一步观察发现，SBC3

处理下耐药株 SRSs 的胞内抗氧化系统活性并无

显著变化，这可能是因为其在连续的药物压力

下发生了选择性突变(靶点修饰或改变)，受体数

目减少，同时 SBC3 失去或降低了与靶点的亲和

力，导致敏感性和反应性降低。由于细菌体内

的抗氧化系统能够正常发挥功能，ROS 处于低

水平，因此不影响细菌的正常生长和代谢。

总之，本研究深入探讨了新型 Ag-NHC 配

合物 SBC3 对大肠杆菌的抗菌机制。鉴于抗生素

耐药性日益严峻的问题，新型抗菌药物的开发

显得尤为迫切。SBC3 因其优异的稳定性、水溶

性和杀菌活性成为潜在的抗菌候选物。Zou

等[44]研究证实，依布硒啉可靶向 TrxR，破坏细

菌胞内氧化还原稳态；进一步发现，当依布硒

啉与 Ag+联用时抗菌效果更为显著，这依赖于

Ag+诱导的高水平 ROS 增加了细菌的抗氧化负

担。这一抗菌机制为我们将 TDRS 系统作为先
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图9　SBC3对S-PSSG蛋白表达量的影响。A：统计Western blotting检测的细菌胞内S-PSSG表达水平；B：

Western blotting检测的细菌胞内S-PSSG表达水平；C：SDS-PAGE结果图作为上样内参(考马斯蓝染色)。P

<0.05表示差异显著，Student’s t-test，n=3。

Figure 9　Effect of SBC3 on the expression of S-PSSG protein. A: Statistics of bacterial intracellular S-PSSG 

expression level detected by Western blotting; B: Bacterial intracellular S-PSSG expression level detected by 

Western blotting; C: SDS-PAGE result graphs were used as the internal reference for up-sampling (stained with 

Kaomas blue). P<0.05 indicates significant difference, Student’s t-test, n=3.
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导筛选其他抗菌药物奠定了基础。NHC 作为多

功能配体，与过渡金属结合后形成的配合物不

仅降低了金属在体内的毒性，而且发挥了更强

的抗菌活性。SBC3 靶向大肠杆菌的 TDRS 系统

的抗菌机制涉及破坏细菌的氧化还原平衡，杀

菌作用强且不易产生耐药性，具有广泛的应用

前景。从材料特性来看，Ag-NHC 比银盐表现出

更强的抗菌活性。鉴于目前应用较广的是硝酸

银，Ag-NHC 有望成为更理想的替代品。在应用

过程中，获得性耐药是细菌在连续低浓度药物

处理后产生的一种防御机制。因此，需要综合

考虑使用浓度及其本身的毒理作用来评估细菌

产生耐药的可能性。如有耐药情况发生，应避

免长期多次使用 SBC3；还可联合靶向细菌

TrxR/Trx 的药物(如依布硒啉)以增强抑菌效果和

细菌敏感性[44-45]。由于 SBC3 本身对 GSH 系统

具有更直接的靶向效果，对耐药株已表现出一

定的抑菌能力。其对耐药菌株 SRSs 的作用机制

在 GSH 系统得到了初步阐释，耐药株体内的低

ROS 水平以及药物处理后的 Trx 与 GSH 系统功

能差异也为理解其深层调节网络和应对耐药性

提供了重要信息。本研究不仅为 SBC3 的临床应

用提供了科学依据，也为新型抗菌药物的开发

提供了新思路。

尽管本研究证实 SBC3 可靶向 TDRS 发挥杀

菌作用，但其具体分子机制仍然未知。因此，

本课题组对已获得的 SRSs 进行了全基因组测序

(whole genome sequencing, WGS)，期望能发现

一些新的氧化还原网络相关分子。初步的 WGS

结果分析发现，编码三甲胺-N-氧化还原酶特异

性伴侣蛋白的 torD 发生了 AGC→AAC 的突变，

编码环氧辫苷还原酶的 queG 发生了 GTC→GTT

和 TTC→TTT 的突变。然而，由于氧化还原家

族成员众多且功能互为替补，要准确判断参与

其中的新分子，仍需进一步的实验验证。我们

期望在后续研究中取得突破，并及时进行

报道。
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