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摘要:针对现有皮肤伤口敷料在抗菌性、药物缓释及生物相容性方面的不足ꎬ开发了一种基于氧化石墨烯(ＧＯ)和丁香酸三

乙醇胺盐(ＳＴＡ)的双网络复合水凝胶(ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ)ꎬ以加速感染创面愈合ꎮ 采用紫外分光光度法、傅里叶变换红外光

谱、扫描电镜等表征材料结构ꎬ并对其溶胀率、抗菌性、体外释放、体外细胞相容性及促进小鼠皮肤缺损模型愈合效果进行评价ꎮ
结果表明ꎬＳＴＡ 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌有显著抑制作用ꎻ在 ｐＨ＝ ６􀆰 ０、体表温度为 ３２℃时ꎬ双网络水凝胶对 ＳＴＡ 的释放良

好ꎻＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 组生物相容性优越ꎬ具有一定的促细胞增殖作用ꎻＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 组在小鼠皮肤缺损模型表现优越ꎬ
明显高于空白及阳性对照ꎮ ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络复合水凝胶具备优异的抗菌性、可控药物释放及生物相容性ꎬ可显著加

速感染创面愈合ꎮ
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方向为皮肤外用制剂的开发ꎬ通讯联系人ꎬｌｎｕｌｉｕｙｕ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

　 　 皮肤创口是临床常见病症ꎬ在糖尿病等病理因

素作用下ꎬ伤口易发展为不易愈合的慢性创面ꎬ导致

感染风险增加和愈合周期延长[１－２]ꎮ 伤口愈合主要

包含止血期、炎症期、增殖期和重塑期 ４ 个精密调控

的阶段[３]ꎮ 当前研究聚焦于开发新型治疗策略ꎬ旨
在调控炎症微环境并加速组织再生进程[４]ꎮ

水凝胶因其具备高含水率、透气性、药物缓释能

力等性质ꎬ已成为伤口创面修复领域的研究热点[５]ꎮ
其中ꎬ双网络水凝胶(Ｄｏｕｂｌｅ－ｎｅｔｗｏｒｋ ｈｙｄｒｏｇｅｌ) [６]ꎬ
通过刚性 /柔性双相网络的协同作用[７]ꎬ突破了传

统水凝胶力学性能与可变形性之间的“ ｔｒａｄｅ－ｏｆｆ”效
应ꎬ采用光引发 /自由基聚合等方法ꎬ将聚电解质刚

性网络与弹性聚合物网络进行拓扑交流[８－９]ꎬ形成

具有分级多孔结构和动态交联点的三维网络[１０]ꎬ赋
予其优异的抗压强度、自修复性能和良好的稳定

性[１１]ꎮ 在临床中既可作为机械适配的创面覆盖

物[１２－１３]ꎬ又能通过湿度调控促进上皮再生并降低感

染率[１４]ꎬ其药物控释特性更有利于实现精准治疗[１５]ꎮ
氧化石墨烯(Ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅꎬＧＯ)因其超高比

表面积、可修饰的表面化学基团和抗菌性ꎬ常被用作

药物载体或刚性材料使用[１６]ꎮ 研究证实ꎬＧＯ 的掺

入可使水凝胶弹性模量提升 ２~３ 个数量级ꎬ热分解

温度提高 ５０℃以上[１７－１８]ꎮ 在生物医学应用中ꎬ加入

ＧＯ 的复合水凝胶不仅能通过物理穿刺作用抑制金
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黄色葡萄球菌等致病菌增殖[１９]ꎬ其表面丰富的含氧

基团还可促进生长因子负载和成纤维细胞定向迁

移[２０－２１]ꎬ在糖尿病足溃疡等慢性创面治疗中显示出

良好的应用前景[２２－２３]ꎮ
丁香酸(Ｓｙｒｉｎｇｉｃ ａｃｉｄꎬＣ９Ｈ１０Ｏ５)是天然苯丙素

类化合物ꎬ具有广谱抗菌和抗氧化活性ꎬ还能通过抑

制 ＮＦ－κＢ 通路降低促炎因子表达水平[２４]ꎮ 然而ꎬ
低水溶性差的特性限制了其临床应用ꎬ目前研究热

点主要集中在结构修饰和载药系统构建等[２５]ꎬ本研

究将丁香酸制成盐型ꎬ以增加其水溶性ꎬ从而更好地

发挥药效ꎮ
本文设计合成丁香酸三乙醇胺( Ｓｙｒｉｎｇｉｃ ａｃｉｄ

ｔｒｉｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅꎬＳＴＡ)并将其物理装载于 ＧＯ 上ꎬ以
海藻酸钠(ＳＡ)及羟丙基淀粉(ＨＰＳ)为基质制备了

ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶ꎬ以期设计一种具

有药物缓释性能、抗菌、抗氧化及促伤口愈合效果的

水凝胶伤口敷料ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

ＩＲＡｆｆｉｎｉｔｙ－１ 型红外光谱仪、ＵＶ－２５５０ 型紫外吸

收光谱仪ꎬ购自日本岛津分析仪器有限公司ꎻＤＦ－
１０１Ｓ 型集热式恒温加热磁力搅拌器ꎬ购自西安莫吉

娜仪器制造有限公司ꎻ差示扫描量热仪ꎬ购自瑞士梅

特勒－托利多仪器有限公司ꎻ３１１１ 型二氧化碳细胞

培养箱ꎬ购自美国赛默飞世尔科技公司ꎻＪＥＭ－７６１０Ｆ
Ｐｌｕｓ 型扫描电子显微镜ꎬ购自湖南艾克赛普测控科

技有限公司ꎮ
丁香酸(分析纯)、丙酮、三乙醇胺、海藻酸钠、

羟丙基木薯淀粉和乙醚等均购自天津莱博化工有限

公司ꎻ石墨粉、浓硫酸和二甲基亚砜采购自天津市永

大化学试剂有限公司ꎻ高锰酸钾采购自国药集团化

学试剂有限公司ꎻ磷酸盐缓冲溶液采购于美国赛默

飞公司ꎻ胎牛血清(ＦＢＳ)采购自天津 Ｋｅｒｍｅｌ 公司ꎻ
３－(４ꎬ５－二甲基噻唑－２) －２ꎬ５－二苯基四氮唑溴盐

(ＭＴＴ 试剂)采购自福州飞净生物科技有限公司ꎮ
１􀆰 ２　 菌种、细胞与实验动物

菌种:金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎬＳ.
ａｕｒｅｕｓ)ꎬＡＴＣＣ ６５３８、大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬＥ.
ｃｏｌｉ)ꎬＡＴＣＣ ２５９２２ꎮ

细胞:小鼠成纤维细胞(Ｌ９２９)由 ＲＳＢＭ 公益细

胞库提供ꎮ
小鼠:雄性 ＫＭ 小鼠ꎬ１８~ ２１ ｇ 采购自辽宁长生

生物技术股份有限公司ꎬ许可证号: ＳＣＸＫ (辽)

２０２０—０００１ꎮ 所有实验均遵守有关动物伦理的法

律和制度准则ꎬ并经辽宁大学动物伦理委员会批

准进行ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＳＴＡ 的合成、结构确证及抑菌性研究

将 ０􀆰 ５０ ｇ 丁香酸完全溶解于 ４０ ｍＬ 丙酮ꎬ过
滤ꎮ 向溶液中缓慢滴加 ３ ｍＬ 三乙醇胺ꎬ直至不再出

现白色絮状沉淀ꎬ过滤ꎬ洗涤ꎬ干燥ꎬ得白色晶体

ＳＴＡꎬ约 ０􀆰 ４ ｇꎬ收率约为 ８０％ꎬ纯度≥９８％ꎮ
通过核磁共振氢谱( １Ｈ－ＮＭＲ)、傅里叶变换红

外光谱(ＦＴ－ＩＲ)、紫外吸收光谱(ＵＶ)和差示扫描量

热(ＤＳＣ)对 ＳＴＡ 进行结构确证ꎮ
ＳＴＡ 溶液由丁香酸最低抑菌浓度[２６] 确定ꎬ为

２􀆰 ５×１０－２ ｍｏｌ / Ｌꎮ 取 ４０ μＬ 菌液ꎬ将其稀释为 １×１０９

ＣＦＵ / ｍＬꎬ取 １ ｍＬ 稀释菌液与 ９ ｍＬ ＳＴＡ 溶液混合ꎬ
再将 １００ μＬ 混合液加至固体培养基ꎬ放入培养箱中

培养ꎮ 通过平板计数计算水凝胶的抑菌率ꎬ如式

(１)所示:
抑菌率(％) ＝ [(Ｃｐ０ － Ｃｐ１) / Ｃｐ０] × １００％ (１)

式中ꎬＣｐ０ 为对照组的菌落计数ꎬＣＦＵꎻＣｐ１ 为实验组

的菌落计数ꎬＣＦＵꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＧＯ 的制备与表征

采用改良 Ｈｕｍｍｅｒ􀆳ｓ 方法制备 ＧＯꎮ 量取 ３４􀆰 ４ ｍＬ
浓硫酸加入到干燥的 ２５０ ｍＬ 三颈圆底烧瓶中ꎬ在
５℃以下加入 ２􀆰 ５ ｇ 石墨粉和 ２􀆰 ０ ｇ 硝酸钠并不断搅

拌ꎮ 继续控制温度ꎬ在 １ ｈ 内分批次加入 １１􀆰 ２５ ｇ 高

锰酸钾ꎬ待瓶中溶液逐步由黑色变为草绿色并伴有

颗粒出现时ꎬ梯度升温ꎮ ３５、６５、８５℃均保持 ３０ ｍｉｎꎮ
过程中溶液粘稠度逐渐增加并不断产生气泡ꎬ反应

完成后ꎬ得到紫褐色糊状物ꎮ 将产物静置 ７ 天ꎬ转移

至热水中ꎬ搅拌滴加过氧化氢溶液至亮黄色ꎮ 趁热

进行离心(１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ、５ ｍｉｎ)ꎬ收集沉淀物ꎬ干燥

后即得片层状的 ＧＯꎬ收率约为 ７０％ꎬ纯度≥９８％ꎮ
使用 ＦＴ－ＩＲ、ＵＶ 和扫描电子显微镜(ＳＥＭ)等对其

进行表征ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＧＯ＠ ＳＴＡ/ ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶的制备及表征

将 ＧＯ 以 ０􀆰 ０４％(质量体积比ꎬｗ / ｖ)的浓度加

入水中ꎬ再加入 ０􀆰 ５ ｇ ＳＴＡꎬ经超声处理 ３０ ｍｉｎꎬ得到

均匀稳定的分散液ꎮ 上述溶液与甘油按照 １ ∶１比例

混合ꎬ加入 ０􀆰 ５％(ｗ / ｖ)的 ＳＡꎮ ６０℃ 搅拌至完全溶

解ꎬ加入 ３０％(ｗ / ｖ)的 ＨＰＳ 后搅拌均匀ꎬ静置 ４ ｈ 等

待溶胀ꎮ 接着在 １００℃下加热 ５ ｍｉｎ 得到透明水凝

胶ꎬ放入－８０℃冰箱冷冻过夜后取出ꎬ在室温下浸入

１％ ＣａＣｌ２ 溶液中交联 ３ ｍｉｎ 得到 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ /

􀅰１５１􀅰
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ＳＡ 复合水凝胶ꎮ
(１)水凝胶溶胀性能测试

将复合水凝胶浸泡在 ２０ ｍＬ 去离子水中ꎬ在特

定时间间隔取出ꎬ分别称其放置前后重量ꎬ分别记为

Ｍ０ 和 Ｍ１ꎮ 根据式(２)计算溶胀率:
溶胀率(％) ＝ [(Ｍ１ － Ｍ０) / Ｍ０] × １００％ (２)

式中ꎬＭ０ 为初始重量ꎬｇꎻＭ１ 为吸水溶胀后的重量ꎬｇꎮ
(２)微观形貌

水凝胶样品进行真空喷金处理ꎬ采用 ＳＥＭ 对制

备的 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶进行分析ꎬ获取

其形貌特征、层状结构及分散情况ꎮ
(３)流变学测试

将制备好的水凝胶样品置于测试室ꎬ设置温度

为 ２５℃、剪切速率范围为 ０􀆰 １~１ ０００ ｓ－１ꎮ 测试过程

中ꎬ通过记录不同剪切速率下的粘度变化ꎬ获得样品

的流变曲线ꎬ分析其剪切变稀或增稠的特性ꎬ计算储

能模量(Ｇ′)和损失模量(Ｇ″)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶的体外释放

研究

对不同 ｐＨ 及不同温度条件下 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ /
ＳＡ 复合水凝胶中 ＳＴＡ 释放情况进行研究ꎮ 取一

定量的复合水凝胶加入 ２０ ｍＬ ＰＢＳ 溶液中ꎬ置于

５０ ｒ / ｍｉｎ 的恒温振荡器中ꎬ在特定的时间间隔ꎬ分别

取 １ ｍＬ 溶液ꎬ并添加 １ ｍＬ 空白 ＰＢＳ 溶液补充ꎮ 采

用紫外吸收光谱(ＵＶ)法测定 ＳＴＡ 浓度并绘制释放

曲线ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶的体外细胞

相容性测试

取对数生长期 Ｌ９２９ 细胞ꎬ采用完全培养基调整

细胞密度至 １×１０４ ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎮ 向 ９６ 孔培养板每孔接

种 １００ μＬ 细胞悬液ꎬ培养至贴壁ꎮ ２４ ｈ 后ꎬ吸弃原

培养基ꎬ空白对照组添加 １５０ μＬ 完全培养基ꎬ实验

组分别加入含不同水凝胶浸提液 (ＨＰＳ / ＳＡ、ＧＯ /
ＨＰＳ / ＳＡ、ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 和 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ)的完

全培养基 １５０ μＬꎬ水凝胶浸提液与完全培养基的比

例为 １ ∶９ꎬ水凝胶浸提液制备方法是由 ２ ｇ 水凝胶在

无菌条件下清洗ꎬ后浸泡于 １０ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 溶液中

在 ３７℃培养箱静置 ２４ ｈ 后得到的ꎮ 分别于 １２ ｈ 和

２４ ｈ 时间点终止培养ꎬ每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液ꎬ
继续孵育 ４ ｈꎮ 弃去上清液ꎬ每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯꎬ
使用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 下测定吸光度值ꎮ 细胞存活

率按式(３)计算:
细胞存活率(％) ＝

[(ＯＤ０ － ＯＤｃ) / (ＯＤ１ － ＯＤｃ)] × １００％ (３)

式中ꎬＯＤ０ 为水凝胶组吸光度ꎻＯＤ１ 为空白组吸光

度ꎻＯＤｃ 为对照组的吸光度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶的体内实验

选用 ４０ 只 ＫＭ 小鼠[雄性ꎬ体重(２２±２) ｇ]ꎬ随
机分为 ５ 组:生理盐水组(空白对照)、商业水凝胶

组(阳性对照组)、ＧＯ / ＨＰＳ / ＳＡ 组(空白凝胶组)、
ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 组、ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 组ꎮ 分组后采

用异氟烷吸入麻醉ꎬ于小鼠脊柱双侧对称区域剃毛

并消毒ꎬ随后用手术刀在小鼠背部切开全层皮肤ꎬ创
建一个直径大约 ８ ｍｍ 的全层皮肤伤口ꎮ 术后即刻

分组干预ꎬ每日监测创面状态ꎬ并于第 ０、３、７、１０ 天

记录愈合进程ꎮ 创面图像经 ＩｍａｇｅＪ 软件分析ꎬ根据

式(４)计算愈合率ꎮ 此外ꎬ还通过苏木精－伊红染色

法(Ｈ＆Ｅ 染色)和马森染色法(Ｍａｓｓｏｎ 染色)对伤口

愈合情况进行了评估ꎮ
愈合率(％) ＝ [(Ｓ０ － Ｓｎ) / Ｓ０] × １００％ (４)

式中ꎬＳ０ 为初始伤口面积ꎬｍｍ２ꎻＳｎ 为第 ｎ 天时小鼠

伤口面积ꎬｍｍ２ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 数据分析

实验均重复 ３ 次ꎬ结果以均值±标准差(ｍｅａｎ±
ＳＤ)表示ꎮ 数据可视化使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 和 Ｇｒａｐｈ￣
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件完成ꎬ并采用方差分析(ＡＮＯＶＡ)
进行统计学处理ꎬ所有差异均以 ｐ<０􀆰 ０５ 为具有统

计学显著性ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 ＳＴＡ 的结构确证和抑菌性研究

２􀆰 １􀆰 １　 ＳＴＡ 的结构确证

在 ＳＴＡ 的红外光谱分析中(图 １)ꎬ３ ３７５ ｃｍ－１处

呈现的宽峰主要归属芳香羟基的伸缩振动特征ꎬ该
峰展宽现象源于分子间或分子内强氢键作用ꎮ 位于

１ ７００ ｃｍ－１区域的尖锐吸收峰则明确表征羧酸基团

的 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 伸缩振动ꎬ该峰位偏移与峰形变化反映了

羧基质子化状态及其与三乙醇胺相互作用引起的化

学环境改变ꎮ

１—丁香酸ꎻ２—丁香酸三乙醇胺(ＳＴＡ)

图 １　 丁香酸和 ＳＴＡ 的红外图谱

􀅰２５１􀅰
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图 ２ 为 ＵＶ 图谱ꎬ丁香酸特征吸收峰位于 ２６８ ｎｍꎬ
而 ＳＴＡ 的吸收峰蓝移至 ２６１ ｎｍꎬ明显的波长位移揭

示了分子共轭体系被改变ꎬ通过电子云密度重排影

响了 π→π 跃迁能级ꎮ 结合 ＤＳＣ 测试结果(图 ３)ꎬ
丁香酸在 ２０９℃呈现吸热熔融峰ꎬ而 ＳＴＡ 则在 １６０℃
展现典型吸热熔融过程ꎬ佐证了 ＳＴＡ 具有高度纯化

的晶体结构ꎬ且合成过程未引入显著杂质ꎮ

(ａ)丁香酸

(ｂ)丁香酸三乙醇胺(ＳＴＡ)

图 ２　 丁香酸与 ＳＴＡ 的紫外图谱

(ａ)丁香酸

(ｂ)丁香酸三乙醇胺(ＳＴＡ)

图 ３　 丁香酸与 ＳＴＡ 的 ＤＳＣ 图谱

１Ｈ－ＮＭＲ图(图 ４)中ꎬ７􀆰 ３４ ｐｐｍ 处的芳香质子

信号印证了丁香酸苯环骨架的完整保留ꎬ三乙醇胺

组分中与氧原子相连的亚甲基氢在 ３􀆰 ８９ ｐｐｍ 和

３􀆰 ６２ ｐｐｍ 处形成特征分裂峰ꎬ ２􀆰 ８０ ｐｐｍ 和 ２􀆰 ０７

ｐｐｍ 的共振信号则对应于脂肪链中的亚甲基及次甲

基质子ꎮ 上述谱图证明了 ＳＴＡ 的成功合成ꎮ

图 ４　 ＳＴＡ 的 １Ｈ－ＮＭＲ

２􀆰 １􀆰 ２　 ＳＴＡ 的抑菌性实验

当 ＳＴＡ 的浓度达到 ２􀆰 ５×１０－２ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ显著抑

制了 Ｅ.ｃｏｌｉ 和 Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 的生长ꎬ表明在此浓度阈值

下 ＳＴＡ 已具备有效抗菌活性(图 ５)ꎮ 抑菌率结果

(图 ６)表明 ＳＴＡ 的抑菌性呈现剂量依赖性特征ꎬ当
浓度提升至 ５×１０－２ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ其对两类病原菌的抑

制率达到峰值ꎮ 这一现象源于细菌膜渗透性的极限

或特定分子靶点的结合位点饱和效应ꎮ 此外ꎬＳＴＡ
的抗菌能力是来自于丁香酸的抗菌功能基团酚羟基

图 ５　 ＳＴＡ 浓度为 ２􀆰 ５×１０－２ ｍｏｌ / Ｌ 时

对 Ｅ.ｃｏｌｉ 和 Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 的平板计数结果图

图 ６　 不同浓度的 ＳＴＡ 对 Ｅ.ｃｏｌｉ(左)和
Ｓ.ａｕｒｅｕｓ(右)的抑菌率

　 　 注:∗∗∗∗表示 Ｐ<０􀆰 ０００ １ꎮ

􀅰３５１􀅰
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和协同增效的甲氧基ꎮ 在前人的研究中已经证明了

丁香酸的抗菌作用主要归因于对细胞膜产生的影

响ꎮ 例如ꎬＺａｌｄｉｖａｒ 等[２７] 发现丁香酸会抑制大肠杆

菌的生长和破坏细菌膜的完整性ꎮ Ｓｈｉ 等[２８]发现丁

香酸会造成细菌内 ＡＴＰ 浓度和 ｐＨ 降低以及细胞膜

超极化从而证实了其对细菌细胞膜的损伤ꎬ还通过

ＡＯ / ＥＢ 染色实验和场发射扫描电子显微镜证实了

其对细胞膜的损伤作用ꎮ 同时ꎬ丁香酸可以诱导细

菌离子外流和质子内流[２９]ꎬ抑制细菌的生物膜和细

胞外聚合物物质(ＥＰＳ) [３０]ꎮ 因此ꎬ推测 ＳＴＡ 的抗菌

性能的作用机制主要是通过多种途径对细菌细胞膜

造成影响ꎮ
２􀆰 ２　 ＧＯ 的表征

２􀆰 ２􀆰 １　 ＧＯ 的 ＦＴ－ＩＲ 图谱

如图 ７ 所示ꎬ在 ３ ３８７ ｃｍ－１附近出现的宽峰特

征明显ꎬ这一峰值通常与 ＧＯ 表面—ＯＨ 官能团的伸

缩振动有关ꎮ 此外ꎬ在 １ ７３６ ｃｍ－１处ꎬ观察到一个强

烈的伸缩振动峰ꎬ考虑到 ＧＯ 表面含有—ＣＯＯＨ 官

能团ꎬ因此应为羧基 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 键的伸缩振动峰ꎮ 基于

这些显著的特征峰ꎬ确认了 ＧＯ 的成功合成ꎮ

图 ７　 氧化石墨烯(ＧＯ)的红外图谱

２􀆰 ２􀆰 ２　 ＧＯ 的 ＵＶ 图谱

如图 ８ 所示为 ＧＯ 的紫外吸收图谱ꎬ２２９ ｎｍ 处

的宽峰可能与 ＧＯ 的 π － π∗ 跃迁或表面官能团

(如—ＣＯＯＨ、—ＯＨ 等)相关ꎮ 氧化程度增加时ꎬ氧
官能团的引入导致紫外吸收峰增宽或蓝移ꎬ表明

ＧＯ 的电子结构发生变化ꎮ 与石墨烯相比ꎬＧＯ 通常

表现出较强且宽的吸收峰ꎬ反映了其结构的改变ꎮ

图 ８　 ＧＯ 的紫外吸收图谱

２􀆰 ２􀆰 ３　 ＧＯ 的 ＳＥＭ 图谱

如图 ９ 所示ꎬＧＯ 表面较为粗糙ꎬ这主要由于氧

化过程中引入的功能团(如—ＯＨ、—ＣＯＯＨ、Ｃ—Ｏ—Ｃ
等)导致的表面不规则性ꎮ 其片层通常呈现不规则

的二维形态ꎬ此外ꎬＧＯ 的边缘出现卷曲、破裂等不

规则形态ꎬ在高分辨率下ꎬ还可以观察到细微的颗粒

或功能团分布ꎮ

图 ９　 ＧＯ 的 ＳＥＭ 图谱

２􀆰 ３　 ＧＯ＠ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶形貌分析

通过 ＳＥＭ 图像(图 １０)可以清晰地看到双网络

水凝胶内部呈现出交联的多孔结构ꎮ 这些均匀分布

的小孔洞为材料提供了较大的比表面积ꎬ有助于提

高其吸水性并维持长时间的湿润环境ꎬ进而促进伤

口的愈合ꎮ 图 １０(ｃ)中ꎬ可以观察到水凝胶表面有

着均匀附着的 ＳＴＡ 颗粒ꎬ证明了 ＳＴＡ 的溶解度良

好ꎬ可以随着水分子自由扩散ꎬ通过水凝胶网络中的

孔隙进行传递ꎮ 此外ꎬ药物分子还能通过范德华力、
氢键等物理作用下吸附在水凝胶表面ꎮ 总体来看ꎬ
ＳＥＭ 图像所揭示的多孔交联特性使双网络水凝胶

在实际应用中具备更强的耐久性和支撑性ꎬ在皮肤

伤口敷料中的应用更具优势ꎬ有助于加速愈合过程

并降低感染的可能性ꎮ

(ａ) (ｂ)

(ｃ)

图 １０　 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶的

ＳＥＭ 图像

􀅰４５１􀅰
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２􀆰 ４　 ＧＯ＠ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶溶胀率分析

如图 １１ 所示ꎬＨＰＳ / ＳＡ 水凝胶在第 ２４ ｈ 溶胀率

较高ꎬ推测可能与 ＨＰＳ 与聚合物网络的吸水性以及

交联密度和亲水基团数量有关ꎮ 引入 ＧＯ 形成的

ＧＯ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶溶胀性未发生明显变化ꎮ
相较之下ꎬ负载 ＳＴＡ 的 ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 体系和 ＧＯ＠
ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 溶胀率明显降低ꎬ推测因 ＳＴＡ 分子占

据网络孔隙导致交联密度增加ꎬ且疏水相互作用削

弱了亲水渗透效率ꎮ

１—ＨＰＳ / ＳＡꎻ２—ＧＯ / ＨＰＳ / ＳＡꎻ３—ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡꎻ
４—ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ

图 １１　 ４ 种复合水凝胶在 ３６ ｈ 内的溶胀率

２􀆰 ５　 ＧＯ＠ＳＴＡ/ ＨＰＳ / ＳＡ复合水凝胶力学性能分析

图 １２ 为流变学测试结果ꎬ在 ０ ~ ８０ ＨｚꎬＧＯ＠
ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶的 Ｇ′大于 Ｇ″ꎬ表现出较

强的弹性和一定的粘性ꎮ 随着频率的增加ꎬＧ′逐渐

增大ꎬ表明水凝胶在高剪切速率下仍能维持较强的

弹性ꎮ Ｇ″在低频区域均大于 １ ０００ꎬ表现出材料的粘

性特性ꎬ有助于保持伤口环境的湿润ꎬ避免敷料过早

干燥ꎮ

１—Ｇ′ꎻ２—Ｇ″

图 １２　 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络复合水凝胶的

流变测试结果

２􀆰 ６　 ＧＯ＠ＳＴＡ/ ＨＰＳ / ＳＡ复合水凝胶体外释放实验

如图 １３(ａ)所示ꎬＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水

凝胶对 ＳＴＡ 的释放在 ｐＨ＝ ６􀆰 ０ 条件下相对较高ꎬ可
能是由于酸性环境中溶液中的质子与 ＨＰＳ 发生离

子交换ꎬ从而促进 ＳＴＡ 释放ꎮ 此外ꎬＳＡ 的 ｐＫａ 值为

３􀆰 ３８~３􀆰 ６５ 之间ꎬ在 ｐＨ ＝ ６􀆰 ０ 时 ＳＡ 分子中的羧基

几乎完全电离ꎬ使分子链的亲水性增强ꎬ水凝胶溶胀

程度增加ꎬ溶胀后的水凝胶孔径变大ꎬ有利于药物分

子向外扩散ꎬ从而加快了药物释放速率ꎬ增加累积释

放量ꎮ 如图 １３(ｂ)所示ꎬ在 ３２℃和 ３７℃的释放曲线

较为接近ꎬ表明该水凝胶在体表伤口温度 ３２℃时能

够得到较好的释放ꎮ 根据图 １３(ｃ)ꎬ水凝胶中加入

ＧＯ、ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶的释放量明显

低于未添加 ＧＯ 的 ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 组ꎬ分析是由于 ＧＯ
与 ＳＴＡ 之间的分子间存在相互作用ꎬ延缓 ＳＴＡ 释

放ꎮ 这一结果表明ꎬＧＯ 的引入有效实现了 ＳＴＡ 的

缓慢释放ꎮ

１—ｐＨ＝ ６􀆰 ０ꎻ２—ｐＨ＝ ７􀆰 ４ꎻ３—ｐＨ＝ ８􀆰 ９
(ａ)不同 ｐＨ 下的 ＳＴＡ 释放曲线

１—２５℃ꎻ２—３２℃ꎻ３—３７℃
(ｂ)不同温度下的 ＳＴＡ 释放曲线

１—ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡꎻ２—ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ
(ｃ)ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 及 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 在室温及中性条件下

ＳＴＡ 的释放曲线

图 １３　 ＳＴＡ 释放曲线

２􀆰 ７　 ＧＯ＠ＳＴＡ/ ＨＰＳ / ＳＡ复合水凝胶细胞毒性研究

如图 １４ 所示ꎬＨＰＳ / ＳＡ 和 ＧＯ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络

水凝胶组培养下 Ｌ９２９ 细胞存活率无明显变化ꎬ证明

所选用的水凝胶基质及所添加的少量 ＧＯ 对 Ｌ９２９
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细胞无明显毒副作用ꎮ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 和 ＧＯ＠ ＳＴＡ /
ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶组ꎬ与空白对照组相比 Ｌ９２９
细胞的存活率显著提高ꎬ这可能是因为水凝胶中所

添加的 ＳＴＡ 具有一定促细胞增殖作用ꎮ

图 １４　 Ｌ９２９ 细胞细胞存活率
　 　 注:∗∗∗∗表示 Ｐ<０􀆰 ０００ １ꎮ

ＡＯ / ＥＢ 荧光染色后ꎬ活细胞在荧光显微镜下呈

现绿色荧光ꎬ而死亡细胞则呈现红色荧光ꎮ 如图 １５
所示ꎬ培养 ２４ ｈ 后各组细胞的死亡细胞数量较少ꎬ
活细胞占主导地位ꎬ细胞形态完整、结构稳定ꎮ 进一

步证明了 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶的生物

相容性良好ꎮ

(ａ)Ｃｏｎｔｒｏｌ (ｂ)Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

(ｃ)ＨＰＳ / ＳＡ (ｄ)ＧＯ / ＨＰＳ / ＳＡ

(ｅ)ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ (ｆ)ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ

图 １５　 Ｌ９２９ 细胞 ＡＯ / ＥＢ 荧光染色图

２􀆰 ８　 ＧＯ＠ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 复合水凝胶的体内实验

图 １６ 为伤口愈合情况及愈合率ꎬ相较于其余组

别ꎬＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶组在小鼠伤口

愈合过程中表现出显著的促进愈合趋势ꎮ 在第 １０
天ꎬ经 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶组处理小鼠

伤口愈合达 ８０％ꎬ有效加速了小鼠伤口闭合与组织

修复进程ꎮ 小鼠皮肤伤口组织 Ｈ＆Ｅ 染色结果与

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果如图 １７ 所示ꎮ 对照组及阳性对照

组水凝胶组仍可见明显的炎症细胞浸润ꎬ与之相比ꎬ
ＧＯ / ＨＰＳ / ＳＡ、ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ、ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双

网络水凝胶组皮肤组织结构完整ꎮ 其中ꎬＧＯ＠ ＳＴＡ /
ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶组可观察到角质层和表皮分

界清晰ꎬ上皮细胞排列较为整齐ꎬ皮肤附属腺可见毛

囊和皮脂腺ꎬ数目较少ꎬ真皮内纤维完好无损ꎬ整齐

排列ꎬ未发现明显的炎症细胞浸润ꎬ在各组别中促进

愈合效果最佳ꎮ Ｍａｓｓｏｎ 染色图中ꎬ蓝色区域为胶原

纤维ꎬ粉红色区域为肌肉组织ꎮ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 和

ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶组皮肤表皮层细

胞排列紧密ꎬ真皮层胶原纤维排列致密ꎬ皮下组织

脂肪细胞分布均匀ꎬ证明小鼠伤口基本修复ꎬ组织

结构基本恢复正常ꎮ 而空白对照组、商业水凝胶

组组中ꎬ小鼠伤口未完全愈合ꎬ真皮层仍存在空

隙ꎮ ＧＯ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝胶组的皮层和真皮

层之间连接不紧密ꎬ表明表皮与真皮的连接还没

有完全恢复ꎮ

图 １６　 皮肤缺损小鼠的伤口愈合情况及伤口

愈合率(第 ０、３、７、１０ 天)

上述结果表明ꎬＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 双网络水凝

胶能在一定程度上抑制炎症、促进血管生成及胶原

重塑ꎬ显著加速创面组织修复进程ꎮ
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图 １７　 皮肤缺损小鼠的伤口组织 Ｈ＆Ｅ 与 Ｍａｓｓｏｎ 染色图(第 １０ 天)

３　 结论

本研究开发了一种新材料水凝胶伤口敷料ꎬ并
提供了理论参考和新的实践ꎮ 首先ꎬ成功合成了

ＳＴＡ 和 ＧＯꎬ并将 ＧＯ 引入双网络水凝胶体系ꎬ将活

性物质 ＳＴＡ 负载于 ＧＯꎬ同时加载到双网络复合水

凝胶 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 中ꎬ并对其结构和形貌进行

表征ꎮ 实验结果表明丁香酸三乙醇胺盐可以均匀的

分散于水凝胶中ꎬ解决了丁香酸水溶性较差的问题ꎮ
制备的 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 水凝胶具有良好的溶胀

性能、体外释放能力和抑菌性能ꎬＭＴＴ 和 ＡＯ / ＥＢ 染

色实验证明了其生物相容性良好ꎬ且具有一定促进

Ｌ９２９ 细胞生长的能力ꎬ伤口愈合率、Ｈ＆Ｅ 染色和

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果揭示了其促进伤口愈合的能力良

好ꎮ 本研究仍然存在一些局限性ꎬ在动物实验中并

未验证 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ 水凝胶对细菌感染伤口

和糖尿病等伤口的促进愈合能力ꎬＳＴＡ 及 ＧＯ 在体

内的代谢问题也有待讨论ꎬ后续将聚焦于这些方面

进行深入研究ꎮ 此外ꎬ还需探索 ＧＯ＠ ＳＴＡ / ＨＰＳ / ＳＡ
水凝胶其在材料性能优化、生产工艺改进以及临床

转化等方面的问题ꎮ
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