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摘要:针对皮肤伤口愈合过程中细菌感染、氧化应激及免疫失调等关键问题ꎬ设计了一种具有免疫调节功能的透明质酸纳

米复合水凝胶ꎮ 该水凝胶以接枝己二胺的透明质酸和醛基化透明质酸为骨架ꎬ通过 Ｓｃｈｉｆｆ 碱交联反应原位形成凝胶ꎬ并在成胶

过程中负载姜黄素＠ ＺＩＦ－８ 纳米颗粒ꎮ 系统表征了 ２ 种透明质酸衍生物及纳米颗粒的结构ꎬ评价了水凝胶的形貌、流变学性

能、组织粘附性、体外抗菌活性、溶血率、细胞毒性及促巨噬细胞 Ｍ２ 极化能力ꎮ 结果表明ꎬ该水凝胶兼具抗菌、抗氧化及免疫调

节功能ꎬ有望为皮肤伤口修复提供新型材料平台ꎮ
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　 　 皮肤作为人体最大的器官ꎬ承担着物理屏障、免
疫监视及感觉传导等重要生理功能ꎮ 创伤、烧伤、手
术切口及慢性疾病(如糖尿病)等因素可导致皮肤

缺损ꎬ引发一系列复杂的愈合过程[１－２]ꎮ 理想的伤

口愈合需经历止血、炎症、增殖及重塑 ４ 个相互重叠

的阶段ꎮ 然而ꎬ临床实践中皮肤伤口常面临 ３ 大核

心挑战:第一ꎬ病原微生物易在潮湿的创面环境中定

植和增殖ꎬ形成生物膜ꎬ导致感染迁延不愈ꎬ严重时

可引发脓毒症[３－４]ꎻ第二ꎬ伤口局部过度产生的活性

氧(ＲＯＳ)会引发氧化应激ꎬ损伤细胞膜、ＤＮＡ 及功

能蛋白ꎬ阻碍修复进程[５－６]ꎻ第三ꎬ免疫细胞(尤其是

巨噬细胞)功能失调ꎬ导致炎症反应无法从促炎的

Ｍ１ 表型适时切换至抗炎促愈合的 Ｍ２ 表型ꎬ造成慢

性炎症和组织纤维化[７－８]ꎮ 因此ꎬ开发一种能够同

时应对细菌感染、缓解氧化应激并主动调节免疫微

环境的新型伤口敷料ꎬ具有重要的临床意义和科学

价值[９]ꎮ
水凝胶因其三维网络结构、高含水量、良好的生

物相容性及可调的理化性质ꎬ成为伤口敷料领域的

研究热点[１０]ꎮ 其中ꎬ透明质酸( ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ)作

为细胞外基质的重要组成成分ꎬ不仅参与维持组织

水合作用ꎬ还能通过其受体(如 ＣＤ４４)调节细胞增

殖、迁移及促进巨噬细胞向抗炎的 Ｍ２ 表型极化ꎬ是
构建伤口修复材料的理想骨架[１１－１３]ꎮ 然而ꎬ天然透

明质酸缺乏足够的力学强度和可调控的交联位点ꎮ
为此ꎬ本工作采用己二胺 ( ｈｅｘａｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅꎬ
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ＨＤＡ)接枝透明质酸得到氨基化衍生物 ( ＨＡ －
ＡＤＨ)ꎬ以及使用高碘酸钠氧化透明质酸得到醛基

化产物(ＨＡ－ＣＨＯ)ꎬ二者混合后即可通过 Ｓｃｈｉｆｆ 碱
反应形成动态共价交联网络ꎬ既赋予水凝胶可注射

性和自愈合能力ꎬ又避免了外加交联剂的毒性风险ꎮ
为进一步增强水凝胶的功能性ꎬ将纳米材料与

聚合物网络复合是一种有效策略[１４－１５]ꎮ 沸石咪唑

酯框架材料( ｚｅｏｌｉｔｉｃ ｉｍｉｄａｚｏｌａｔｅ ｆｒａｍｅｗｏｒｋꎬＺＩＦ－ ８)
是金属有机框架的典型代表ꎬ具有高比表面积、易制

备以及优良的药物负载能力[１６－１７]ꎮ 尤其值得关注

的是ꎬＺＩＦ－８ 可以释放具有广谱抗菌活性的 Ｚｎ２＋ꎮ
姜黄素(ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬＣｕｒ)是一种天然多酚化合物ꎬ不
仅能够清除多种 ＲＯＳꎬ还能通过调控 ＮＦ－κＢ 等信号

通路抑制炎症反应[１８]ꎮ 将姜黄素负载于 ＺＩＦ－８ 中

所得载药纳米颗粒(Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８)可实现抗菌 Ｚｎ２＋

和抗氧化姜黄素的协同释放ꎮ 加之透明质酸免疫调

节的特性与 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ 的抗菌抗氧化作用相协同ꎬ
有望从多维度调控伤口微环境ꎮ

基于上述设计思路ꎬ本研究制备了 ＨＡ－ＨＤＡ 和

ＨＡ－ＣＨＯ 两种透明质酸衍生物ꎬ通过核磁共振氢谱

( １Ｈ ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅꎬ １ＨＮＭＲ)验证其结

构ꎻ合成了 ＺＩＦ－８ 及 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ 纳米颗粒ꎬ利用扫

描电子显微镜( ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＳＥＭ)
观察其形貌ꎮ 将上述组分混合后ꎬ即可通过 Ｓｃｈｉｆｆ
碱交联形成纳米复合水凝胶ꎬ系统评价其微观形貌、
流变学行为、组织粘附性能、体外抗菌活性、血液相

容性(溶血率)及细胞毒性ꎮ 特别地ꎬ通过体外巨噬

细胞培养模型ꎬ验证了该水凝胶促进巨噬细胞向 Ｍ２
极化的能力ꎮ 现有体外实验数据充分表明ꎬ该免疫

调节透明质酸纳米复合水凝胶在协同抗感染、抗氧

化及调控免疫反应方面展现出显著优势ꎬ有望成为

促进皮肤伤口修复的新型功能敷料ꎬ为后续临床转

化研究提供理论和材料基础ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验仪器

冷冻干燥机(ＦＤ－１Ｃ－５０ꎬ北京博医康实验仪器

有限公司)ꎬ旋转流变仪(ＭＣＲ ３０２ꎬ安东帕商贸有限

公司)ꎬ场发射扫描电子显微镜(ＳＥＭꎬＳＵ８０１０ꎬ日本

株式会社日立高新技术)ꎬ紫外－可见分光光度计

(ＵＶ－ＶｉｓꎬＣａｒｙ１００ꎬ安捷伦科技有限公司)ꎬ核磁共

振波谱仪(ＮＭＲꎬＡＶＡＮＣＥ ＮＥＯꎬ布鲁克公司)ꎬ万能

材料试验机(ＨＺ－１００４ꎬ恒准仪器科技有限公司)ꎮ

１􀆰 ２　 实验试剂

透明质酸钠、Ｎ－羟基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)、１－(３－二
甲基氨基丙基) －３－乙基碳二亚胺盐酸盐(ＥＤＣ)、
ＨＤＡ、２－甲基咪唑、六水硝酸锌、叔丁基卡巴肼、高
碘酸钠、购自上海麦克林生化有限公司ꎮ ２ꎬ４ꎬ６－三
硝基苯磺酸购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 姜黄素(Ｃｕｒ)购自上

海毕得医药科技股份有限公司ꎮ ２ꎬ２－联氮－二(３－
乙基－苯并噻唑－６－磺酸) (ＡＢＴＳ)购自上海皓鸿生

物医药科技有限公司ꎮ 猪红细胞购自源叶ꎮ 所用溶

剂及其他试剂购自成都科龙化学有限公司ꎮ
１􀆰 ３　 透明质酸衍生物的制备

１􀆰 ３􀆰 １　 己二胺化透明质酸的制备

将透明质酸钠(５ ｍｍｏｌ 重复单元)溶解于 １００ ｍＬ
去离子水中ꎬ每隔 ０􀆰 ５ ｈ 依次加入 ＥＤＣ(５ ｍｍｏｌ)和
ＮＨＳ(５ ｍｍｏｌ)ꎬ再用 １ ｍｏｌ / Ｌ 的盐酸溶液调整 ｐＨ 至

４ꎮ 在室温下搅拌反应 １ ｈ 后ꎬ加入 ＨＤＡ(５ ｍｍｏｌ)ꎬ
再搅拌反应 ２４ ｈꎮ 反应结束后溶液用ＭＷＣＯ ３ ５００ Ｄａ
透析袋在 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ 为 ３􀆰 ５ 的氯化钠溶液中透

析 ２ ｄꎬ再用去离子水透析 １ ｄꎬ将透析过的溶液冻干

后即可得到己二胺化透明质酸(ＨＡ－ＨＤＡ)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 醛基化透明质酸的制备

将透明质酸钠(５ ｍｍｏｌ 重复单元)溶解于 １００ ｍＬ
去离子水中ꎬ然后加入高碘酸钠(４ ｍｍｏｌ)避光反应

２ ｈꎮ 加入 ２ ｍＬ 乙二醇继续反应 １ ｈꎬ所得反应液用

ＭＷＣＯ ３ ５００ Ｄａ 透析袋在去离子水中透析 ３ ｄꎬ冻
干后得产物醛基化透明质酸(ＨＡ－ＣＨＯ)ꎮ

醛基含量使用叔丁基卡巴肼和 ２ꎬ４ꎬ６－三硝基

苯磺酸进行测定[１９]ꎮ 首先是 ＨＡ－ＣＨＯ 与过量的叔

丁基卡巴肼反应ꎬ然后加入 ２ꎬ４ꎬ６－三硝基苯磺酸测

定未反应的叔丁基卡巴肼的含量ꎬ并计算出 ＨＡ－
ＣＨＯ 中醛基消耗的叔丁基卡巴肼的量ꎬ进一步得到

醛基的含量ꎮ
１􀆰 ４　 Ｃｕｒ＠ＺＩＦ－８ 的制备

将 ２－甲基咪唑(１０ ｍｍｏｌ)和 １５ ｍｇ Ｃｕｒ 分散到

１０ ｍＬ 甲醇中ꎬ室温超声 ３０ ｍｉｎ 后加入六水硝酸锌

(１ ｍｍｏｌ)ꎬ超声 ３ ｍｉｎꎬ静置 ４ ｈꎮ 将反应液离心ꎬ使
用甲醇洗涤 ３ 次ꎬ再使用去离子水洗涤 ３ 次ꎮ 通过

冷冻干燥得到 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ꎬ并储存在－２０℃ 备用ꎮ
使用相同方法不添加 Ｃｕｒ 制备 ＺＩＦ－８ꎮ
１􀆰 ５　 水凝胶的制备

分别配置 ２ 种 ＨＡ 衍生物 ＨＡ－ＨＤＡ(５０ ｍｇ / ｍＬ)
和 ＨＡ－ＣＨＯ(５０ ｍｇ / ｍＬ)的溶液备用ꎮ ＨＡ 水凝胶:
等体积的 ＨＡ－ＨＤＡ 溶液和 ＨＡ－ＣＨＯ 溶液混合均匀后

静置 １ ｈꎮ ＨＡＣＺ 水凝胶:先将 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８(２ ｍｇ / ｍＬ)
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分散于 ＨＡ－ＨＤＡ 溶液中ꎬ然后与等体积的 ＨＡ －
ＣＨＯ 溶液混匀后静置 １ ｈꎮ
１􀆰 ６　 水凝胶的结构和性能

１􀆰 ６􀆰 １　 表征方法

使用 １ＨＮＭＲ 对产物的结构进行表征确认ꎮ 使

用 ＳＥＭ 观察 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ 和冻干水凝胶的形貌ꎮ 使

用旋转流变仪测定水凝胶的流变学性能ꎮ 通过在

０􀆰 １~１００ ｒａｄ / ｓ 角频率范围内和 １％恒定应变下的

动态频率扫描测试水凝胶的粘弹性ꎮ 连续交替应变

扫描的大应变为 ５００％ꎬ小应变为 １％ꎮ 组织粘附性

测试采用新鲜猪皮的搭接剪切模型ꎬ具体是使用

２０ ｍｍ×４０ ｍｍ 的矩形条状猪皮ꎬ在面积为 ２０ ｍｍ×
２０ ｍｍ 处涂抹 ２００ μＬ 水凝胶进行粘合ꎬ然后在万能

材料试验机上测试ꎬ用公式(１)计算粘附强度ꎮ
粘附强度(％) ＝ Ｆｍａｘ / Ｓ (１)

式中ꎬＦｍａｘ为剪切极限应力ꎬＮꎻＳ 为猪皮上水凝胶粘

附面积ꎬｍ２ꎮ
通过触变性(小应变 １％ꎬ大应变 ５００％)测试水

凝胶的自愈合能力ꎮ 水凝胶的溶胀行为是将湿水凝

胶(初始重量Ｗｄ)加入到 ３０ ｍＬ ＰＢＳ(ｐＨ ７􀆰 ４)中ꎬ然
后在特定的时间点将水凝胶取出ꎬ用滤纸除去表面

多余水分后称重(Ｗｔ)ꎬ由公式(２)计算质量的变化ꎮ
质量变化(％) ＝ (Ｗｔ /Ｗｄ) × １００％ (２)

１􀆰 ６􀆰 ２　 Ｃｕｒ 和锌离子释放

将 １ ｍＬ 的 ＨＡＣＺ 水凝胶加入 ３０ ｍＬ ＰＢＳ(ｐＨ＝
７􀆰 ４)中ꎬ在 ３７℃恒温水浴摇床以 １００ ｒ / ｍｉｎ 的转速

下摇动ꎮ 在预定的时间间隔ꎬ每次取出 ２ ｍＬ 上清液

待测ꎬ然后补充 ２ ｍＬ ＰＢＳꎮ 通过 ＵＶ－Ｖｉｓ 测量上清

液的吸光度(４２５ ｎｍ)ꎮ 同时ꎬ锌离子的释放使用电

感耦合等离子体质谱 ( ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＩＣＰ－ＭＳꎬＮｅｘＩＯＮ ３００×ꎬＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ)
测定ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ３　 抗氧化性能

通过对 ＡＢＴＳ＋自由基清除率验证水凝胶的抗氧

化性能ꎮ 避光条件下将 ＡＢＴＳ 与过硫酸钾在去离子

水中混合ꎬ于室温反应 １２ ｈ 以制备 ＡＢＴＳ＋自由基ꎬ
使用 ＰＢＳ 稀释至适当浓度后ꎬ将梯度质量水凝胶样

品(６、１２、２４、４８、９６ ｍｇ 和 １９２ ｍｇ)与 ３ ｍＬ 稀释液充

分混合ꎮ 静置 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ通过 ＵＶ－Ｖｉｓ 测量不同样

品在 ７３４ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 将稀释的 ＡＢＴＳ＋自由基

溶液定义为空白ꎮ 由公式(３)计算 ＡＢＴＳ＋自由基的

清除率ꎮ
ＡＢＴＳ ＋ 自由基清除率(％) ＝

[(Ａ０ － Ａｉ) / Ａ０] × １００％ (３)

其中ꎬＡ０ 为空白对照溶液在 ７３４ ｎｍ 处的吸光度ꎬＡｉ

为用不同样品(实验组)处理的所得溶液在 ７３４ ｎｍ
处的吸光度ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ４　 抗菌性能

使用大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬＥ. ｃｏｌｉ)评估水

凝胶的抗菌活性ꎮ 首先将凝胶前驱液进行紫外杀

菌ꎬ并在 ２４ 孔板中加入 ２００ μＬ 凝胶前驱液原位成

胶ꎬ然后加入 ６００ μＬ 细菌悬浮液(１０６ ＣＦＵ / ｍＬ)ꎬ于
３７℃培养箱中放置培养 ２４ ｈꎮ 使用逐步稀释法将细

菌悬浮液进行稀释ꎬ将 １００ μＬ 细菌稀释液加入琼脂

板中进行涂布ꎬ并在 ３７℃恒温箱培养 ２４ ｈꎮ 最后对

菌落数计数以评估凝胶的抗菌能力ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ５　 生物相容性

血液相容性:将冻干水凝胶(１０ ｍｇ)与 ３ ｍＬ １％
的猪红细胞悬浮液混合ꎬ并在 ３７℃水浴摇床中振荡

１ ｈꎬ将除去水凝胶样品后的红细胞悬浮液以 １ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎮ 使用 ＵＶ －Ｖｉｓ 测量上清液在

５４０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ ＰＢＳ 和 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 分

别用作阴性对照和阳性对照ꎮ 水凝胶的溶血率由公

式(４)计算ꎮ
溶血率(％) ＝ [(ＡＳ － ＡＰ) / (ＡＷ － ＡＰ)] × １００％ (４)

其中ꎬＡＳ、ＡＰ 和 ＡＷ 分别对应于水凝胶ꎬ阳性对照和

阴性对照组的吸光度ꎮ
细胞相容性:使用水凝胶浸提液评估水凝胶的

细胞毒性ꎮ 首先将水凝胶浸入新鲜培养基中 ２４ ｈꎬ
离心获得上清液作为水凝胶提取液ꎮ 将 ＮＩＨ－３Ｔ３
细胞接种到 ９６ 孔板中ꎬ将培养基更换成水凝胶浸提

液继续培养 ２４ ｈꎮ 分别通过 ＣＣＫ－８( Ｉｎｖｉｇｅｎｔｃｈ)法
和 ＬＩＶＥ / ＤＥＡＤ®试剂盒( Ｓｈａｎｇｈａｉ ＢｅｓｔＢｉｏ)评估细

胞活力ꎬ并在荧光显微镜(ＦＶ１２００ꎬＯｌｙｍｐｕｓ)下观察

细胞的形态ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ６　 免疫调节性能

使用 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞评估凝胶的免疫调

节作用ꎮ 首先将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞培养 １２ ｈꎬ
然后分为 ５ 组ꎮ 空白对照组用 ＰＢＳ 处理ꎬ剩余 ４ 组

用 脂 多 糖 ( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬ ＬＰＳꎬ １００ ｎｇ / ｍＬꎬ
Ｓｏｌａｒｂｉｏ)处理 ２４ ｈꎬ然后分别加入 ＰＢＳ、透明质酸钠

(２５ μｇ / ｍＬ)、Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８(０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)和 ＨＡＣＺ 水

凝胶(５００ μｇ / ｍＬ)ꎬ共培养 ４８ ｈ 后ꎬ细胞用 ＣＤ２０６
染色ꎬ并用荧光显微镜(ＦＶ１２００ꎬＯｌｙｍｐｕｓ)拍照ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 水凝胶的制备和表征

通过 １ＨＮＭＲ 对 ＨＡ－ＨＤＡ 和 ＨＡ－ＣＨＯ 的结构
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进行表征ꎮ 图 １(ａ)所示ꎬ化学位移 １􀆰 ６５~１􀆰 １９ 处的

多重峰为 ＨＤＡ 基团中亚甲基质子峰ꎬＨＤＡ 的接枝

度可通过与 ＨＡ 侧链上位移 １􀆰 ９４ 处的甲基质子峰

的积分对比ꎬ计算为 ３４％ꎮ 图 １(ｂ)所示ꎬＨＡ－ＣＨＯ
的谱图中在位移 ５􀆰 ００ 附近出现了多重峰ꎬ是醛基与

邻位羟基发生分子内加成形成半缩醛的质子峰ꎬ从
而证明了 ＨＡ－ＣＨＯ 的成功制备ꎻ经过叔丁基卡巴肼

法测定了醛基含量为 ３５％ꎮ

(ａ)ＨＡ－ＨＡＤ

(ｂ)ＨＡ－ＣＨＯ

图 １　 ＨＡ－ＨＤＡ 和 ＨＡ－ＣＨＯ 的 １ＨＮＭＲ 谱图

图 ２ 显示了负载 Ｃｕｒ 前后 ＺＩＦ－８ 的形貌ꎬ均呈

现出均匀、典型的十二面体形貌ꎬ且 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ 的

粒径比纯 ＺＩＦ－８ 略大ꎬ证明了 Ｃｕｒ 的成功负载ꎮ 通

过比较制备 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ 反应前后上清液中 ＵＶ－Ｖｉｓ
吸光度的变化ꎬ可以计算出 Ｃｕｒ 的负载量为 ０􀆰 ０７１
ｍｇ Ｃｕｒ / ｍｇ Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ꎮ

(ａ)ＺＩＦ－８ (ｂ)Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８

图 ２　 负载 Ｃｕｒ 前后 ＺＩＦ－８ 的 ＳＥＭ 图

将 ＨＡ－ＨＤＡ、ＨＡ－ＣＨＯ 和 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ 共混后

静置ꎬ即可以通过氨基和醛基之间的 Ｓｃｈｉｆｆ 碱交联

得到目标 ＨＡＣＺ 水凝胶ꎮ 使用 ＨＡ－ＨＤＡ 和 ＨＡ－
ＣＨＯ 共混形成的 ＨＡ 水凝胶作为对照组凝胶ꎮ 如

图 ３ 所示ꎬ所制备的两种水凝胶均显示出三维网络

结构ꎬ且孔壁薄而连续ꎬ孔隙之间高度连通ꎬ有利于

细胞的浸润和物质交换ꎮ

(ａ)ＨＡ 水凝胶 (ｂ)ＨＡＣＺ 水凝胶

图 ３　 ＨＡ 和 ＨＡＣＺ 水凝胶的 ＳＥＭ 图

２􀆰 ２　 水凝胶的流变学和组织粘附性测试

由于伤口愈合过程是一个复杂且动态的生理过

程ꎬ因此水凝胶需要具备多种优良特性ꎮ 其中ꎬ良好

的机械性能是不可或缺的ꎬ它能保证水凝胶在与伤

口接触及后续的使用过程中ꎬ维持自身的形状与结

构稳定性ꎬ且不轻易发生破损、变形等情况ꎬ从而持

续有效地覆盖和保护伤口ꎮ 为了评估水凝胶的机械

性能ꎬ首先测试了水凝胶的流变性能ꎮ 如图 ４(ａ)所
示ꎬ两组水凝胶的储能模量 Ｇ′的数值在 ０􀆰 １ ~ １００
ｒａｄ / ｓ 的角频率范围内都超过了损耗模量 Ｇ″的数

值ꎬ这表明 ２ 组水凝胶均处于凝胶状态ꎬ展现出良好

的弹性特性ꎮ 另外ꎬ２ 组水凝胶的 Ｇ′值基本相当ꎬ表
明了 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ 纳米颗粒的添加没有影响凝胶网

络的形成和稳定性ꎮ 使用连续交替应变扫描进一步

评估水凝胶的自修复特性ꎬ如图 ４( ｂ)、( ｃ)所示ꎮ
在 １％的低应变下ꎬ水凝胶的 Ｇ′值显著高于 Ｇ″值ꎬ且
与频率扫描数值基本吻合ꎬ表明水凝胶处于凝胶状

态ꎮ 当应变增加到 ５００％时ꎬＧ′值下降到 Ｇ″值以下ꎬ
表明发生了凝胶到溶胶的相转变ꎮ 而当应变恢复到

１％时ꎬ水凝胶的 Ｇ′和 Ｇ″值迅速恢复至初试状态ꎬ展
现了水凝胶优异的自修复性能ꎮ 另外ꎬ水凝胶出色

１—ＨＡ 的 Ｇ′ꎻ２—ＨＡ 的 Ｇ″ꎻ３—ＨＡＣＺ 的 Ｇ′ꎻ４—ＨＡＣＺ 的 Ｇ″
(ａ)频率扫描
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１—ＨＡ 的 Ｇ′ꎻ２—ＨＡ 的 Ｇ″
(ｂ)ＨＡ 水凝胶连续交替应变扫描

１—ＨＡＣＺ 的 Ｇ′ꎻ２—ＨＡＣＺ 的 Ｇ″
(ｃ)ＨＡＣＺ 水凝胶的连续交替应变扫描

(ｄ)组织粘附强度

图 ４　 水凝胶的流变学和组织粘附性测试

的黏附性能也极为关键ꎬ它能够确保水凝胶紧密贴

合在伤口表面ꎬ不易脱落ꎬ使得伤口始终处于水凝胶

的有效作用范围内ꎬ进而促进伤口的良好愈合ꎮ 如

图 ４(ｄ)所示ꎬ两组水凝胶都展现出良好的组织粘附

性ꎮ 总之ꎬ所制备的水凝胶展现出良好的结构稳定

性ꎬ为其后续作为伤口敷料的应用奠定了力学基础ꎮ
２􀆰 ３　 水凝胶的溶胀、活性物质释放和抗氧化性能

测试

良好的降解性能是水凝胶作为伤口敷料另一不

可或缺的特性ꎮ 随着伤口的逐渐愈合ꎬ水凝胶需要

能够在合适的时间内逐步降解ꎬ释放出对伤口愈合

有益的成分ꎬ从而为伤口创造一个安全、有利的愈合

环境ꎬ更好地促进伤口愈合ꎮ 如图 ５(ａ)所示ꎬ将水

凝胶浸泡到 ＰＢＳ 中后ꎬ两组水凝胶展现出一致的溶

胀降解特性ꎮ 在初期ꎬ水凝胶都发生了溶胀ꎬ然后质

量逐渐下降ꎬ并在第 ６ 天时趋于完全降解ꎮ 该实验

结果表明所制备水凝胶具备一定的组织液吸收能

力ꎬ有望为伤口的愈合提供有利环境ꎮ 另外ꎬ作为两

种活性组分ꎬＣｕｒ 和 Ｚｎ２＋可以持续从 ＨＡＣＺ 水凝胶

中释放出来ꎬ二者展现出相似的释放曲线[图 ５(ｂ)、
(ｃ)]ꎬ并在第 ４８ ｈ 以后趋于稳定ꎬ这为水凝胶在伤

口处发挥抗氧化和抗菌性能提供了保证ꎮ 使用

ＡＢＴＳ＋自由基清除实验进一步验证了水凝胶的抗氧

化性能ꎬ如图 ５(ｄ)所示ꎬＨＡＣＺ 水凝胶对 ＡＢＴＳ＋自

由基的清除率展现出凝胶的浓度依赖性ꎬ在 ３２ ｍｇ / ｍＬ
的浓度时可以清除超过 ９５％ 的自由基ꎬ展现出

ＨＡＣＺ 优异的抗氧化性能ꎮ 同时ꎬ与 ＨＡ 水凝胶的

抗氧化性能相比ꎬ进一步证明了 ＨＡＣＺ 水凝胶的优

异抗氧化性能得益于 Ｃｕｒ 的添加ꎮ

１—ＨＡＣＺꎻ２—ＨＡ
(ａ)溶胀曲线

(ｂ)姜黄素释放曲线

(ｃ)Ｚｎ２＋释放曲线

１—ＨＡꎻ２—ＨＡＣＺ

(ｄ)ＡＢＴＳ＋自由基清除率

图 ５　 溶胀、释放和抗氧化测试
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２􀆰 ４　 抗菌性能和生物相容性

在伤口恢复的关键调控期ꎬ细菌感染是影响愈

合速率的决定性因素之一ꎬ因此伤口敷料的抗菌性

能显得尤为重要ꎮ 因此ꎬ使用革兰氏阴性代表菌大

肠杆菌(Ｅ.ｃｏｌｉ)对水凝胶的体外抗菌性能进行了评

估ꎮ 如图 ６(ａ)、(ｂ)所示ꎬ与空白组和 ＨＡ 水凝胶组

相比ꎬＨＡＣＺ 水凝胶杀死了超过 ９５％的细菌ꎬ证明了

ＨＡＣＺ 水凝胶具有优异的抗菌性能ꎮ 另外ꎬ优异的

生物相容性是水凝胶作为伤口敷料应用的核心前

提ꎮ 首先使用 ＮＩＨ ３Ｔ３ 细胞对水凝胶的细胞毒性进

行了测试ꎬ结果表明所有水凝胶均表现出良好的细

胞活力ꎬ活 /死染色实验结果显示为绿色和梭形细胞

[图 ６ ( ｃ)]ꎬ且细胞存活率与空白组相当 [图 ６
(ｄ)]ꎮ 还采用阴阳双对照模型 (分别以 ＰＢＳ 和

０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 作为阴性和阳性对照)来探索和

分析了水凝胶的血液相容性ꎮ 如图 ６(ｅ)所示ꎬ两组

水凝胶都展现出较低的溶血率( <３􀆰 ０％)ꎮ 总之ꎬ所
制备水凝胶表现出优异的细胞相容性和血液相容

(ａ)琼脂板上大肠杆菌菌落照片

(ｂ)大肠杆菌存活率

(ｃ)ＮＩＨ ３Ｔ３ 细胞培养 ２４ ｈ 后的活 / 死染色照片

(ｄ)细胞存活率

(ｅ)溶血率

图 ６　 抗菌和生物相容性测试

性ꎬ为其临床应用前景奠定了坚实的基础ꎮ
２􀆰 ５　 免疫调节性能

从免疫调节的角度来看ꎬ具有巨噬细胞表型调

节能力的伤口敷料在组织修复中发挥着举足轻重的

作用ꎮ 选择 ＣＤ２０６ 作为 Ｍ２ 表型巨噬细胞的标记

物ꎬ从图 ７ 中可以看出ꎬ透明质酸钠组和 ＨＡＣＺ 水凝

胶组都显著增强了 ＣＤ２０６ 的表达水平ꎬ表明了透明

质酸钠介导了 ＨＡＣＺ 水凝胶良好的巨噬细胞极化调

节性能ꎮ

(ａ)不同样品处理后巨噬细胞免疫荧光照片 (ｂ)相对平均荧光强度统计

图 ７　 免疫调节照片和统计图

３　 结论

本研究成功制备了一种具有免疫调节功能的透

明质酸纳米复合水凝胶(ＨＡＣＺ)ꎬ该凝胶以己二胺

接枝透明质酸和醛基化透明质酸为骨架ꎬ通过 Ｓｃｈｉｆｆ
碱交联原位形成ꎬ并负载了 Ｃｕｒ＠ ＺＩＦ－８ 纳米颗粒ꎮ
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系统表征和性能评价表明ꎮ
(１)水凝胶具有三维多孔网络结构ꎬ孔隙连通

性好ꎬ有利于细胞迁移和物质交换ꎮ
(２)流变学测试显示水凝胶具有良好的弹性和

自修复性能ꎬ组织粘附强度满足伤口敷料要求ꎮ
(３)ＨＡＣＺ 水凝胶能够持续释放 Ｃｕｒ 和 Ｚｎ２＋ꎬ

并表现出浓度依赖性的 ＡＢＴＳ＋ 自由基清除能力

(３２ ｍｇ / ｍＬ 时清除率>９５％)ꎮ
(４)对大肠杆菌的抗菌率超过 ９５％ꎬ溶血率低

于 ３％ꎬ细胞存活率与空白组相当ꎬ表明其优异的抗

菌性能和生物相容性ꎮ
(５)体外巨噬细胞极化实验证实ꎬ水凝胶显著

增强 ＣＤ２０６(Ｍ２ 表型)的表达ꎬ展现出良好的免疫

调节性能ꎮ
综上所述ꎬ该纳米复合水凝胶集抗菌、抗氧化、

免疫调节及良好生物相容性于一体ꎬ为皮肤伤口修

复提供了一种有前景的新型功能敷料ꎮ
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