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  摘 要:
 

为了获得能够抵御细菌感染的伤口敷料,将原儿茶醛(PA)和氯化铁配位形成PA/铁离子螯合物(PA/

Fe),并通过希夫碱反应与羧甲基壳聚糖(CMCS)交联形成水凝胶,在水凝胶中负载一氧化氮(NO)供体分子N,N'-
二仲丁基-N,N'-二亚硝基-1,4-苯二胺(BNN6),得到BNN6@CMCS-PA/Fe复合水凝胶;对BNN6@CMCS-PA/Fe
的结构和性能进行表征,评估其生物安全性及体外抗菌性能。结果表明:该水凝胶具有优良的力学性能和高溶胀率

(1169%),能够黏附于多种材料表面,并具有自愈合能力和生物相容性;在405
 

nm光照下,水凝胶中的BNN6分解

释放NO的速率达到了7.2
 

μmol/(L·h),并且水凝胶在808
 

nm光照下表现出光热效应,10
 

min平均升温36.5
 

℃;该
水凝胶对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的生长表现出了显著的抑制效果,其中通过NO对细菌的抑菌率均超过93%,通
过光热效应的抑菌率均超过99%。该研究为气体释放敷料应用于促进细菌感染伤口的愈合提供了理论依据。
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Abstract:
  

To
 

obtain
 

a
 

wound
 

dressing
 

resistant
 

to
 

bacterial
 

infection,
 

protocatechualdehyde
 

(PA)
 

and
 

iron
 

chloride
 

were
 

coordinated
 

to
 

form
 

iron
 

PA/ferric
 

ion
 

chelate
 

(PA/Fe).
 

Then
 

PA/Fe
 

was
 

crosslinked
 

with
 

carboxymethyl
 

chitosan
 

(CMCS)
 

by
 

Schiff
 

base
 

to
 

form
 

a
 

hydrogel,
 

which
 

was
 

subsequently
 

loaded
 

with
 

a
 

nitric
 

oxide
 

(NO)
 

donor
 

N,N'-di-sec-butyl-N,N'-dinitroso-1,4-phenylenediamine
 

(BNN6)
 

to
 

obtain
 

a
 

BNN6@CMCS-PA/Fe
 

composite
 

hydrogel.
 

The
 

structure
 

and
 

properties
 

of
 

the
 

BNN6@CMCS-PA/Fe
 

composite
 

hydrogel
 

were
 

characterized,
 

and
 

its
 

biosafety
 

and
 

in
 

vitro
 

antibacterial
 

performance
 

were
 

analyzed.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

hydrogel
 

had
 

excellent
 

mechanical
 

properties,
 

a
 

high
 

swelling
 

ratio
 

(1169%),
 

adhesion
 

to
 

various
 

materials,
 

self-healing
 

ability
 

and
 

excellent
 

biocompatibility.
 

Under
 

405
 

nm
 

light
 

irradiation,
 

the
 

rate
 

of
 

NO
 

release
 

from
 

BNN6
 

in
 

the
 

hydrogel
 

reached
 

7.2
 

μmol/(L·h),
 

and
 

the
 

hydrogel
 

exhibited
 

photothermal
 

effect
 

under
 

808
 

nm
 

light
 

irradiation,
 

with
 

an
 

average
 

temperature
 

increase
 

of
 

36.5
 

℃
 

in
 

10
 

minutes.
 

At
 

the
 

same
 

time,
 

the
 

hydrogel
 

showed
 

significant
 

inhibitory
 

effects
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

and
 

Escherichia
 

coli,
 

with
 

antibacterial
 

rates
 

exceeding
 

93%
 

for
 

bacteria
 

inhibited
 

by
 

NO
 

and
 

over
 

99%
 

for
 

bacteria
 

inhibited
 

by
 

photothermal
 

effects.
 

To
 

sum
 

up,
 

this
 



study
 

provides
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

application
 

of
 

gas-releasing
 

dressing
 

in
 

promoting
 

the
 

healing
 

of
 

bacterial
 

infected
 

wounds.
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0 引 言

  皮肤是人体最外层的屏障,在抵抗微生物入侵、
参与免疫反应、调节体温和代谢过程中发挥着重要

作用。一旦皮肤受损,外来病原体就会趁机入侵,可
能导致难以愈合的慢性伤口产生。伤口敷料能够降

低创面与外界细菌的接触率、有效清除创面的细菌,
是促进伤口愈合的有效手段[1-3]。然而,目前临床上

使用的纱布、绷带等伤口敷料吸水性较差、需要频繁

更换,而且难以完全覆盖伤口表面、抗菌性能弱,容
易造成伤口感染[4]。此外,抗生素滥用导致耐药细

菌的产生,使得传统抗生素治疗逐渐失效[5]。因此,
新型伤口敷料需要同时兼顾吸水性、形状适应性和

抗菌性能。
水凝胶是一种新型伤口敷料,具有出色的吸水

性和保湿性,可以为伤口愈合提供适宜的环境。动

态交联网络水凝胶是通过可逆的化学键交联而成的

一类水凝胶,它可以在一定的外界刺激下改变物理

状态,具有可注射性和自愈性等特性,能够应对复杂

的伤口形状和环境,因此近年来受到了更为广泛的

关注[6]。氨基和醛、酮之间发生的可逆希夫碱反应

常用于构建具有形状适应性和自愈合能力的动态交

联网络水凝胶。壳聚糖是一种由自然界广泛存在的

几丁质经过脱乙酰作用得到的天然多糖,其化学结

构中含有大量氨基,常用于与醛基反应构建具有良

好的生物相容性和高吸水性的可注射水凝胶[7-8]。
然而,这类水凝胶的力学强度通常较低,不足以满足

伤口愈合的要求。为了增强水凝胶的结构稳定性和

力学性能,可以引入第二种交联反应构建双动态交

联网络水凝胶。原儿茶醛(Protocatechualdehyde,
 

PA)是一种天然存在的酚醛,具有良好的生物安

全性、抗菌和抗氧化性能。一方面,PA的醛基能

够与壳聚糖发生希夫碱反应;另一方面,PA的酚

羟基还能够与金属离子进行配位,通过双动态交

联网 络 赋 予 水 凝 胶 更 强 的 稳 定 性 并 丰 富 其

功能[9-10]。
水凝胶的抗菌作用可以通过在水凝胶骨架中引

入抗菌基团或将抗菌成分负载到水凝胶中实现。
PA与Fe3+络合形成的PA/铁离子螯合物(PA/Fe)
具有光热效应,能够在近红外光(Near

 

infrared,
 

NIR)光照射下产生热量,从而杀灭抗菌[11-12]。然

而,单一抗菌成分往往难以控制混合感染,因此,结
合使用不同的抗菌手段可以进一步扩大抗菌谱,增
强治疗效果。一氧化氮(Nitric

 

oxide,
 

NO)作为一

种人体内源性气体分子,具有广谱抗菌性,且不易引

起细菌的耐药性[13-14]。N,N'-二仲丁基-N,N'-二亚

硝基-1,4-苯二胺(N,N'-di-sec-butyl-N,N'-dinitroso-
1,4-phenylenediamine,

 

BNN6)是一种 NO供体,能
够在光照或热刺激下释放NO,进一步增强PA/Fe
的抗菌效果。同时,NO还具有抗炎,促进细胞增

殖 和 促 进 血 管 生 成 的 作 用,能 够 促 进 伤 口

愈合[15-17]。
本 文 利 用 PA、

 

Fe3+ 与 羧 甲 基 壳 聚 糖

(Carboxymethyl
 

chitosan,
 

CMCS)之间的席夫碱反

应和配位反应构建双动态交联网络水凝胶水凝胶

CMCS-PA/Fe(CPF),并将BNN6负载至水凝胶

中,得 到 复 合 水 凝 胶 BNN6@ CMCS-PA/Fe
(CPFB)。对CPFB的结构和性能进行表征,并对其

吸水性、生物相容性、抗菌性能进行测试。通过综合

比较细胞相容性和抑菌率的结果,优化CPFB水凝

胶的组成及BNN6负载量,以期能够通过光热和

NO释放实现抗菌效果,为其在促进伤口愈合方面

的应用提供理论支撑。

1 实验部分

1.1 实验材料

  CMCS购自上海麦克林生化科技有限公司,

PA、六水合氯化铁(FeCl3·6H2O)、N,N'-二仲丁基-
1,4苯二胺(N,N'-Di-sec-butyl-1,4-phenylenediamine,

 

BPA)、氢氧化钠(Sodium
 

hydroxide,
 

NaOH)、亚硝

酸钠(Sodium
 

nitrite,
 

NaNO2)、盐酸(hydrogen
 

chloride,
 

HCl)、二甲基亚砜(Dimethyl
 

sulfoxide,
 

DMSO)、Pluronic
 

F127和无水乙醇购自阿拉丁试

剂公司,一氧化氮检测试剂盒(Griess试剂盒)购自

上海碧云天生物科技股份有限公司,噻唑蓝溴化四

唑(Thiazolyl
 

Blue
 

Tetrazolium
 

Bromide,
 

MTT)、
DMEM(Dulbecco's

 

Modified
 

Eagle
 

Medium)培养

基、磷 酸 盐 缓 冲 溶 液(Phosphate
 

buffer
 

saline,
 

PBS)和脱纤维兔血购自上海源叶生物科技有限

公司。
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1.2 实验方法

1.2.1 PA/Fe的合成

  根据Li等[18]报道的方法合成PA/Fe螯合物。
将PA(1.45

 

g)溶解在80℃的去离子水中,并与

FeCl3溶液(0.1
 

mol/L)以3∶1的摩尔比混合,用
NaOH溶液(10.0

 

mol/L)将溶液的pH 值调至

10.0,室温搅拌3
 

h后得到PA/Fe螯合物。
1.2.2 CPF的制备

  将CMCS配置成质量分数为12%的水溶液。
将1

 

mL
 

CMCS溶液分别与20、40
 

μL和60
 

μL
 

PA/Fe溶液混匀并静置,得到 CPF20、CPF40 和

CPF60水凝胶。
1.2.3 BNN6的合成

  向2.34
 

mL
 

BPA
 

中加入18.00
 

mL无水乙醇,
在氮气保护下加入20.00

 

mL
 

NaNO2 水溶 液

(6.0
 

mol/L)并搅拌30
 

min。缓慢滴加20
 

mL
 

HCl
水溶液(6.0

 

mol/L),随后继续搅拌4
 

h后,离心收

集沉淀,用体积分数50%的乙醇/水混合物和水分

别洗涤3次,冷冻干燥得到固体粉末。
1.2.4 CPFB的制备

  参照Sun等[19]报道的方法,利用F127包裹

BNN6形成胶束,以提高BNN6在水中的分散性。将

10
 

mg
 

BNN6和40
 

mg
 

Pluronic
 

F127超声溶解于

1
 

mL无水乙醇中,旋蒸得到F127-BNN6复合物薄

膜。加入2
 

mL去离子水并超声分散,通过0.45
 

μm
滤膜过滤得到F127-BNN6胶束,将200

 

μL胶束分散

液(其中含有BNN6的质量浓度为1
 

mg/mL)与
800

 

μL
 

CPF40前驱体溶液混合形成水凝胶。
1.3 测试与表征

1.3.1 BNN6和水凝胶基本性能测试

  用紫外分光光度计(TU-1901,北京普析通用仪

器有限责任公司)测定BNN6的紫外可见吸收光

谱;用核磁共振波谱仪(AVANCE
 

AV400MHz,瑞
士布鲁克公司)测定BNN6的核磁氢谱;用拉曼光

谱仪(XploRA
 

Nano,日本HORIBA科学仪器事业

部)测 定 BNN6 的 拉 曼 光 谱;用 红 外 光 谱 仪

(IRTracer
 

100,日本岛津仪器有限公司)测试水凝

胶的红外光谱;用扫描电镜(Sigma300,德国蔡司光

学有限公司)观察和记录水凝胶的微观形貌。
1.3.2 水凝胶的压缩和拉伸性能测试

  将制备好的 CPF水凝胶(直径10
 

mm,高
8

 

mm)在万能材料试验机(Instron
 

5943,美国英斯

特朗公司)上以5
 

min/mm的速率压缩,应变范围

为0~80%,记录应力-应变曲线。

用拉伸模具将2
 

mL水凝胶制备成形,然后用

万能材料试验机以10
 

min/mm的速率拉伸,记录

应力-应变曲线。
1.3.3 水凝胶的溶胀测试

  将冷冻干燥的水凝胶(冷冻干燥前为1
 

mL)浸
泡在10

 

mL
 

PBS溶液中,然后放在37
 

℃的恒温培

养箱中12
 

h。结束后用滤纸吸去水凝胶表面的水。
称量样品的质量,并将其与初始质量进行比较。溶

胀率S按式(1)计算:

S/%=T-A
A ×100 (1)

其中:A 为水凝胶的初始质量,g;T 为水凝胶溶胀

平衡后的质量,g。
1.3.4 水凝胶的黏附性能定性测试

  将制备好的水凝胶轻轻按压黏附在手掌表面,接
触面与地面垂直,观察水凝胶是否滑动或脱落。5

 

min
后揭开水凝胶,观察是否有水凝胶残留在手掌表面。

将水凝胶轻轻按压黏附在食指关节外部,接触

面与地面垂直。随后在0°和90°之前反复弯曲手

指,观察水凝胶是否开裂、脱落。
用手指将水凝胶分别按压黏附在塑料瓶盖、橡

胶塞与玻璃样品瓶表面,抬起手使物体悬空,保持

30
 

s后观察物体是否掉落。
1.3.5 水凝胶的自愈合性能

  将CPF40水凝胶切成两半,并轻轻贴合,2
 

h后

观察并用手轻轻拉伸水凝胶,确认是否为一个整体。
通过流变仪(MCR52,奥地利安东帕公司)定量

评估水凝胶的自愈合性能。在应变1%~1000%的

范围内测量水凝胶所能承受的最大临界应变,通过

固定角频率(10
 

rad/s)进行交替扫描试验,其中振

幅应变在1%的小应变和高于最大临界应变的大应

变之间切换,每次切换的时间间隔为120
 

s。
1.3.6 水凝胶的血液相容性测试

  将兔血以1500
 

r/min离心5
 

min得到红细胞,
用PBS洗涤3次后配置成质量分数为5%的PBS
分散液。将200

 

μL水凝胶浸出液加入800
 

μL红细

胞分散液中。其中CPFB组光照10
 

min,在37
 

℃
下振荡孵育1

 

h;去离子水组和PBS溶液组分别作

为阳性对照和阴性对照。孵育后,将混合物以

1500
 

r/min离心10
 

min,上清液用酶标仪(LM-
MK3,美国赛默飞世尔科技公司)测定540

 

nm处的

吸光度,溶血率H 的计算参考式(2):

H/%=S-P
W -P×100 (2)
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其中:S为实验组的吸光度值;W 为阳性对照组的

吸光度值;P 为阴性对照组的吸光度值。
1.3.7 BNN6的稳定性测试

  通过紫外分光光度计测试F127-BNN6胶束的

紫外可见吸收光谱,随后将溶液在室温避光静置

7
 

d,再测定一次紫外可见吸收光谱进行对比。用

405
 

nm
 

LED灯照射(100
 

mW/cm2)静置7
 

d后的

F127-BNN6胶束,用Griess试剂测定NO释放量,
并与新配置的F127-BNN6胶束的NO释放量进行对

比。Griess试剂法的简要步骤如下:将50
 

μL
 

Griess
 

试剂I、50
 

μL
 

Griess
 

试剂II和50
 

μL待测溶液混合与

96孔板中,通过酶标仪测量540
 

nm处的吸光度,用
相同方法测试NO标准溶液的标准曲线,根据标准曲

线和样品的吸光度计算得到样品中的NO浓度。
1.3.8 水凝胶的NO释放

  采用Griess试剂法测定NO的释放量。将制

备好的1
 

mL水凝胶(CPF和CPFB)分别浸泡在

3
 

mL
 

PBS溶液中,并与Griess试剂混合均匀。其

中CPFB光照组用405
 

nm
 

LED灯(100
 

mW/cm2)
照射,每光照10

 

min后用酶标仪测量溶液在

540
 

nm处的吸光度值。另外,CPFB(黑暗)组全程

避光,CPFB(37℃)组放置于37℃恒温箱中避光,
每10

 

min测量一次540
 

nm处的吸光度值,最后通

过标准曲线计算出NO释放速率。
1.3.9 水凝胶浸出液NO的释放

  将冷冻干燥后的水凝胶在60℃下灭菌1
 

h,转
移至20

 

mL
 

DMEM培养基中浸泡24
 

h。取1
 

mL
浸出液置于6孔板中,并与Griess试剂混合均匀,
每光照10

 

min后用酶标仪测量540
 

nm处的吸光度

值,通过NO标准曲线计算出NO释放速率。
1.3.10 水凝胶的细胞毒性测试

  采用浸出液的方式对水凝胶的细胞毒性进行测

试。将冷冻干燥后的水凝胶在60℃下灭菌1
 

h,转
移至20

 

mL
 

DMEM培养基中浸泡24
 

h。将小鼠成

纤维细胞(L929细胞)接种于96孔板中,培养24
 

h
后将DMEM培养基更换为水凝胶浸出液,其中1
组用405

 

nm
 

LED灯(100
 

mW/cm2)光照10
 

min。
分别培养1

 

d和3
 

d后,用 MTT法测试细胞相容

性。MTT法的简要步骤如下:在96孔板内将材料

与细胞共培养24
 

h。弃去旧培养基,每个孔腔加入

100
 

μL
 

PBS静置1
 

min后弃去,重新加入100
 

μL
完全培养基,随后在避光条件下每孔加入20

 

μL浓

度为5
 

mg/mL的 MTT水溶液,继续转移至二氧

化碳培养箱中培养4
 

h。取出96孔细胞培养板,

弃去所有溶液,每孔加入150
 

μL
 

DMSO后避光置

于摇床上以150
 

r/min摇晃15
 

min,随后使用酶标

仪检测96孔细胞培养板在波长为490
 

nm和570
 

nm处的吸光度。每孔的细胞毒性V 计算参考式

(3):

V/%=S-B
C-B×100 (3)

其中:B 为培养基加入MTT溶液后的吸光度值;C
为空白组细胞加入 MTT溶液后的吸光度值;S 为

实验组加入MTT溶液后的吸光度值。
1.3.11 水凝胶的光热性能测试

  在波长为808
 

nm、功率密度分别为0.4、0.6、
0.8

 

W/cm2和1.0
 

W/cm2 的近红外激光照射下,
用热成像仪记录10

 

min内去离子水、CMCS、CPF
和CPFB温度随时间变化曲线。为了评估水凝胶的

光热稳定性,使用0.8
 

W/cm2近红外激光对水凝胶

CPF表面照射10
 

min并记录温度变化,停止光照后

继续记录温度10
 

min,重复此过程3次。
1.3.12 水凝胶的抗菌实验

  采用平板菌落计数法来评价水凝胶的抑菌效

果。将20
 

μL
 

菌落数为105 个/mL的菌液加入到

3
 

mL
 

LB培养基溶液中,并与1
 

mL灭菌后的

CPFB水凝胶共孵育(CMCS组和CPF组加入等当

量的材料),在37℃恒温培养箱中以200
 

r/min震

荡孵育6
 

h。其中CPFB光照组用405
 

nm
 

LED灯

(100
 

mW/cm2)照 射 30
 

min,CPFB 光 热 组 用

808
 

nm激光(0.8
 

W/cm2)照射10
 

min。孵育后,将
菌液用PBS溶液稀释105倍,用移液枪吸取100

 

μL
稀释液均匀涂布在琼脂板上,37℃孵育12

 

h,记录

琼脂板上的菌落数量。

2 结果与讨论

2.1 材料的结构与性能表征

  图1为BNN6的核磁氢谱图、PA和PA/Fe的

紫外可见吸收光谱和拉曼光谱图。从图1(a)中
BNN6的核磁氢谱图可知,氢的化学位移及峰面积

的比值与Fan等[13]报道的一致,证明了BNN6的成

功合成。图1(b)为PA和PA/Fe的紫外可见吸收

光谱,图1(b)表明:相比于PA,PA/Fe在450
 

nm
附近出现了一个新的吸收峰,说明PA和Fe3+之间

形成了配位键。PA和PA/Fe的拉曼光谱如图1
(c)所示,从图中可以观察到,相比于PA,PA/Fe在

470~670
 

cm-1和1200~1500
 

cm-1 出现了配位键

的特征峰[20],进一步证明了PA/Fe螯合物的形成。
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图1 BNN6的核磁氢谱图、PA和PA/Fe的紫外可见吸收光谱和拉曼光谱图

  图2为制备的双动态键交联水凝胶CPF的形

成过程和红外光谱图。从图2(a)可见,CMCS与

PA/Fe前驱体溶液混合后即可形成水凝胶。通过

比较图2(b)中CMCS、PA/Fe和CPF水凝胶的官

能团变化可以观察到,PA的谱图中1639
 

cm-1 处

的吸 收 峰 归 属 于 PA 的 醛 基;CPF 谱 图 中

1577
 

cm-1 处的吸收峰也证明了CMCS的氨基与

PA/Fe的醛基之间形成了希夫碱结构;CPFB谱图

中1377
 

cm-1处的吸收峰则证实了BNN6存在于

水凝胶中[21]。

图2 CPF水凝胶的形成过程和红外光谱

2.2 水凝胶的力学性能、黏附性能和自愈合性能

  双动态键交联网络能够提高水凝胶的力学性

能[22]。图3为PA/Fe在水凝胶的含量对CPF水

凝胶力学强度、溶胀性能和微观结构的影响。由

图3(a)可知:CPF60 相比于CPF40 由于PA/Fe含

量更高,交联网络更强,水凝胶在相同应变时的拉

伸应力增大。CPF40 在拉伸应变为122%时,拉伸

应力达到最大值0.15
 

MPa,而CPF60 在拉伸应变

为79%时,拉伸应力达到最大值0.09
 

MPa,表明

CPF60水凝胶相比于CPF40具有更大的抗压强度,
但由于交联密度过大、柔性降低,导致其在拉伸时

更容易断裂。水凝胶的压缩测试结果如图3(b)所
示,可以发现在0~80%的应变范围内随着PA/Fe
含量的增加,水凝胶的压缩应力逐渐增大,其压缩

应力从0.11
 

MPa增加到0.36
 

MPa。
图3(c)为水凝胶在PBS(pH值7.4)中的溶

胀率测试结果。从图中可知,在PBS中浸泡12
 

h
后,CPF20、CPF40、CPF60 水凝胶的溶胀率分别达

到952%、1169%、866%。由于交联密度较低,
CPF20 水凝胶的网状结构容易被破坏,溶胀率较

低。随着PA/Fe含量的增加,水凝胶的交联网络

更加致密,溶胀率也随之增大,因此CPF40 的溶

胀率更高。但是CPF60 水凝胶的溶胀率相较于

CPF40 更低,可能是由于其交联密度过高,阻碍了

溶液的吸收。图3(d)-(f)为 不 同 水 凝 胶 的

SEM图,从图中可以观察到水凝胶具有多孔结

构,并且随着PA/Fe含量的增加,水凝胶的孔径

减小,这与力学性能和溶胀性能测试的结果相

符。考虑到CPF40 具有最高的溶胀率,且力学强

度始终,因此选用CPF40(以下描述为CPF)进行

后续实验。
水凝胶需要具有一定的黏附能力以附着在伤口

上,因此对其黏附性能进行了定性测试,测试结果如

图4所示。从图4(a)可知,CPF水凝胶能够黏附在

手上,并且剥离后没有明显的残留。从图4(b)可以

观察到水凝胶能够适应不同弯曲程度的手指活动。
另外,从图4(c)可以观察到,水凝胶还能够黏附在

不同材料(塑料、橡胶和玻璃)表面。CPF水凝胶的

黏附性能可能来源于PA中的酚羟基与黏附物之间

形成的氢键、静电相互作用和π-π相互作用[23]。以

上实验表明CPF水凝胶具有较好的组织黏附性,有
利于固定在伤口表面。
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图3 不同比例CPF水凝胶的拉伸曲线、压缩曲线、溶胀率和SEM图

图4 CPF水凝胶对皮肤、手指关节和不同材料的黏附照片

  动态键交联网络赋予了水凝胶自愈合性

能[24-25],CPF水凝胶的表观自愈合实验和流变

测试结果如图5所示。从图5(a)可知,CPF水

凝胶切成两半后能够自行愈合,2
 

h后水凝胶表

面无裂纹,可以拉伸而不断裂。随后对CPF水

凝胶的自愈合性能进行了定量测试,从图5(b)
可以观察到,当应变增加到504%时,G'和G″出

现交集,这是水凝胶网络崩溃的临界点,表明水

凝胶网状结构被破坏,当应变高于504%时,G'

急剧下降,因此应用1%和600%应力交替进行

的连续交替应变扫描观察水凝胶的自愈合现

象。从图5(c)可知,当施加高应变(600%)时,
G'的 值 从 879

 

Pa下 降 到 412
 

Pa,低 于 G″
(462

 

Pa),表明凝胶网络受到破坏;当施加低应

变(1%)时,G'(519
 

Pa)大于G″(255
 

Pa),表明

凝胶网络结构恢复了,在经过3次扫描后,G'和

G″的大小能够交替变化。以上结果表明 CPF
水凝胶具有自愈合能力。
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图5 CPF水凝胶的自愈合过程照片、流变测试曲线

2.3 水凝胶的NO释放行为和稳定性

  图6为CPFB水凝胶的NO释放速率和稳定性

测试。从图6(a)可知,在405
 

nm光照下,NO释放

速率为7.2
 

μmol/(L·h),而在模拟体温环境

(37
 

℃)或近红外光照射(808
 

nm,0.8
 

W/cm2)下,
均没有观察到明显的NO释放现象,说明BNN6在

室温和体温下是稳定的。此外,从图6(b)可以计算

得出水凝胶浸出液的NO释放速率为4.7
 

μmol/
(L·h),证明BNN6能够缓慢从水凝胶中释放出来,
有利于在伤口愈合过程中提高NO的局部浓度。图

6(c)为BNN6溶液在室温下保存的稳定性测试,可
以观察到,室温避光放置7

 

d后,F127包裹BNN6
胶束分散液仍为无色;在405

 

nm光照之后,颜色由

无色变为红色,表明BNN6仍然能够释放NO。随

后测定了NO的释放速率为7.2
 

μmol/(L·h),与
7

 

d前的溶液相同,表明F127-BNN6具有一定的稳

定性,能够在室温、避光环境中保存7
 

d以上。这些

结果表明水凝胶具备稳定释放NO的能力,有利于

精确控制NO的浓度用于促进伤口愈合。
2.4 水凝胶的光热效应

  PA/Fe具有光热效应,能够吸收近红外光转换

成热量,水凝胶的光热性能评估结果见图7。从图7
(a)可以观察到,在808

 

nm激光照射下,CPF水凝

胶的温度持续升高,且升温速率与光功率密度正相

关。随后,从图7(b)中可以观察到去离子水和

CMCS的温度在激光照射下没有明显变化,而CPF
和CPFB水凝胶的温度在光照10

 

min后分别达到

了55.6
 

℃和57
 

℃,表明水凝胶的光热性能来源于

PA/Fe。之后进一步研究了水凝胶的光热稳定性,
从图7(c)可以观察到,CPF水凝胶在连续3次升降

温循环实验中升高的温度没有发生明显变化,均在

36.5
 

℃左右,表明水凝胶具备良好的光热稳定性。
2.5 水凝胶的生物相容性

  伤口敷料需要与皮肤相互接触,因此CPFB水

凝胶的生物相容性至关重要[26]。通过溶血和细胞

相容性试验评估了水凝胶的安全性,结果如图8所

示。从图8(a)-(b)可以观察到,CPF、CPFB水凝

胶在黑暗和405
 

nm光照下溶血率均低于5%的允

许阈值[27],分别为3%、1%和4%,说明水凝胶具有

良好的血液相容性。随后又评估了水凝胶浸出液的

细胞相容性,从图8(c)可以观察到,L929细胞在与

不同方式处理的水凝胶浸出液共孵育后,细胞活性

均超过95%,可见CPFB水凝胶具备良好的生物安

全性。
2.6 水凝胶的NO与光热抗菌性能

  与传统抗生素相比,NO具有广谱抗菌能力,能
够通过硝化作用和DNA裂解破坏细菌结构,避免

了细菌产生耐药性[28]。因此,选用金黄色葡萄球菌

和革兰氏阴性大肠杆菌测试了材料的抗菌性能,结
果如图9所示。从图9(a)—(c)中可见,CMCS、
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CPF和CPFB不光照时金黄色葡萄球菌的存活率

分别为89%、79%和73%,大肠杆菌的存活率分别

为72%、69%和64%,可见CMCS和PA/Fe都具有

一定的抗菌能力。相对而言,CPFB光照和光热处

理后金黄色葡萄球菌的存活率分别为7%和1%,大
肠杆菌的存活率分别为5%和1%,说明NO和光热

均具有显著的的抗菌效果。另外,通过SEM观察

CPFB光照处理后细菌的表面形貌,从图9(d)可以

观察到,大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的表面均出现

了褶皱或破裂,说明NO破坏了细菌的膜结构。由

此可见,CPFB水凝胶在抗菌和促进伤口愈合方面

具有应用潜力。

图6 CPFB水凝胶的NO释放曲线和7
 

d稳定性照片

图7 水凝胶的光热效应曲线
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图8 水凝胶的溶血率和细胞相容性

图9 水凝胶的抑菌率和抑菌后细菌的SEM图

3 结 论

  本文通过将PA/Fe与CMCS复合,成功制备

了CMCS-PA/Fe水凝胶,并在其中装载BNN6得

到CPFB水凝胶用于 NO释放;考察了CPFB的

NO释放能力、力学性能、黏附性、自愈合性能、生物

安全性及体外抗菌性能,主要结论如下:
a)CPFB水凝胶具有良好的力学性能,在拉伸

应变为122%时,拉伸应力达到最大值0.15
 

MPa;
在压缩比80%时应力达到0.22MPa。同时定性观

察到水凝胶具有一定的黏附性和自愈合能力,能够

抵抗一定的外力,有利于在伤口愈合过程中保持

稳定。

b)CPFB水凝胶具有NO释放的能力,能够在

405
 

nm 光照下稳定释放 NO,NO 释放速率为

7.2
 

μmol/(L·h);同时水凝胶在808
 

nm(0.8
 

W/
cm2)光照下具有较强的光热效应,光照10

 

min平

均升高温度36.5
 

℃。
c)CPFB水凝胶具有良好的细胞相容性,溶血

率低于5%,且与L929细胞共培养24
 

h后细胞存

活率大于95%。水凝胶主要成分CMCS和PA/Fe
均具有一定的抗菌能力,并且能够通过释放NO和

光热效应使得金黄色葡萄球菌的存活率分别降至

7%和1%,大肠杆菌的存活率分别降至5%和1%。
本文制备的CPFB水凝胶表现出优良的NO释

放能力、生物安全性及体外抗菌能力,在促进伤口愈

合方面具有潜在应用价值。
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