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·研究论文·

硫酸软骨素A、C复配型胶原蛋白基止血抗炎水凝胶的
制备及性能研究

吴垧妍1,2,李渊丽2,周娟1*,陈敬华2*

(1.江南大学生物工程学院,无锡
 

214122;
 

2.江南大学药学院,无锡
 

214122)

摘要:胶原蛋白基水凝胶是较为理想的创面修复敷料材料之一,但其对伤口的炎症调节作用仍需要强化。本研

究以胶原蛋白为基质材料,复配硫酸软骨素A
 

(CSA)和硫酸软骨素C
 

(CSC)后,通过与醛基化聚乙二醇交联制

备水凝胶。通过扫描电镜观察到该水凝胶孔隙致密均一,综合溶胀实验结果显示出良好的吸水率,利于后期应

用于伤口时吸收组织渗液。细胞毒性实验及使用激光共聚焦荧光显微镜观察细胞在水凝胶上的生长情况,实

验表明水凝胶有利于巨噬细胞和成纤维细胞的增殖。水凝胶的溶血率低于1.5%,同时凝血指数(BCI)明显降

低、扫描电镜观察血细胞凝集效果良好。这些结果都表明胶原蛋白基硫酸软骨素复合水凝胶具备作为止血抗

炎敷料的潜力。
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Abstract:
 

The
 

primary
 

consideration
 

in
 

wound
 

treatment
 

is
 

hemostasis
 

and
 

regulating
 

inflammation,
 

so
 

the
 

de-

velopment
 

of
 

hemostatic
 

and
 

anti-inflammatory
 

dressings
 

is
 

of
 

great
 

significance.
 

In
 

this
 

study,
 

two
 

kinds
 

of
 

hy-

drogels
 

based
 

on
 

collagen
 

were
 

prepared
 

and
 

their
 

hemostatic
 

and
 

anti-inflammatory
 

effects
 

were
 

tested.
 

Colla-

gen
 

was
 

compounded
 

with
 

chondroitin
 

sulfate
 

A
 

(CSA)
 

and
 

chondroitin
 

sulfate
 

C
 

(CSC),
 

which
 

have
 

anti-in-

flammatory
 

effects,
 

respectively,
 

and
 

the
 

resulting
 

complex
 

was
 

chemically
 

cross-linked
 

with
 

aldehyde
 

benzoic
 

acid
 

modified
 

polyethylene
 

glycol
 

6000
 

(APG6000)
 

to
 

form
 

hydrogels.
 

The
 

hydrogel
 

had
 

a
 

sudden
 

release
 

of
 

chondroitin
 

sulfate
 

A
 

or
 

chondroitin
 

sulfate
 

C,
 

which
 

had
 

the
 

potential
 

of
 

rapid
 

anti-inflammatory
 

when
 

applied
 

to
 

skin
 

wounds.
 

The
 

pores
 

of
 

the
 

hydrogels
 

obversed
 

by
 

the
 

scanning
 

electron
 

microscope
 

(SEM)
 

were
 

compact
 

and
 

uniform.
 

The
 

results
 

of
 

swelling
 

experiment
 

showed
 

favorable
 

water
 

absorption.
 

Both
 

of
 

above
 

properties
 

were
 

beneficial
 

to
 

absorb
 

tissue
 

exudation
 

when
 

applying
 

hydrogels
 

to
 

wound.
 

The
 

results
 

of
 

MTT
 

and
 

living
 

cell
 

staining
 

experiments
 

reflected
 

that
 

the
 

two
 

hydrogels
 

contributed
 

to
 

proliferation
 

of
 

macrophages
 

and
 

fibro-

blasts.
 

The
 

hemolysis
 

rate
 

of
 

the
 

hydrogels
 

was
 

lower
 

than
 

1.5%,
 

the
 

blood
 

clotting
 

index
 

(BCI)
 

decreased
 

sig-
nificantly,

 

and
 

the
 

hemagglutination
 

effect
 

was
 

positive.
 

These
 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

two
 

hydrogels
 

have
 

the
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potential
 

as
 

hemostatic
 

and
 

anti-inflammatory
 

dressings.
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  皮肤伤口的愈合是一个动态的过程,主要分

为止血阶段、炎症阶段、增殖阶段和重塑阶段,是
通过一系列不同类型细胞的迁移和增殖、细胞外

基质沉 积 和 组 织 重 塑 相 关 的 免 疫 反 应 进 行 修

复[1~3]。针对伤口处理已有不少敷料上市,理想的

伤口敷料应能快速控制出血量,具有良好的生物

相容性,特别是一些难愈合伤口,敷料需兼具炎症

调节的作用。传统敷料如多层纱布、棉絮等虽能

有效防止伤口遭受外部污染,但其凝血能力差,对
渗出液的管理能力有限;针对一些慢性创面,在使

用这些敷料时要额外使用消炎药物,患者必须不

断地加药换药,依从性较低[4~9]。另外,大部分敷

料在使用时易粘附于伤口上,如果这些敷料的生

物相容性差,或者必须被剥离,势必会引起感染或

对新的 肉 芽 组 织 造 成 继 发 性 损 伤,并 伴 有 出

血[1,2,10]。因此,开发具备止血、炎症调节作用的

伤口友好型创面敷料是目前皮肤组织工程领域的

研究重点之一。
水凝胶因其保水性、形状多调性及易制备等

特点,被广泛用作组织工程的支架材料。其中,以
天然高分子为基质材料制备的水凝胶因具有良好

的生物相容性和环境敏感性,引起越来越多学者

的重视并被开发作为伤口敷料[11,12]。胶原蛋白基

质水 凝 胶 是 受 备 受 关 注 的 伤 口 敷 料 选 择 之

一[13,14]。胶原蛋白本身可以在原发性止血中触发

血小板活化,并在继发性止血中激活凝血因子

VIII、IX、XI和XII等的表达,可有效发挥凝血的

作用[1,4]。此外,胶原蛋白可以为细胞生长提供最

佳微环境,促进细胞纤维网络形成,同时通过与细

胞受体相互作用来调节细胞分化和迁移[5]。胶原

蛋白基水凝胶在伤口修复的止血、增殖和重塑阶

段都能起到积极的促进效果,但是在炎症调节阶

段的作用仍需要强化[4,15]。止血过程结束及受伤

24~48
 

h内,急性炎症出现,这一过程的特点就是

出现大量促炎细胞及促炎因子[16]。传统的胶原蛋

白基辅料在快速调节抗炎型巨噬细胞和促炎型巨

噬细胞平衡,进而缓和急性炎症的能力不够强大,
因此对伤口的急性炎症情况的作用是局限的。通

常会在胶原蛋白基质材料中额外复配药物构建复

合材料,以此作为递药平台定位于伤口给药,平衡

伤口微环境从而调节急性炎症[17~19]。另外,每个

原胶原分子由三条α-肽链组成,这三条α-肽链借

范德化力、氢键及共价交联方式缠绕成“草绳状”
三股螺旋结构,使单个胶原具有很高的拉伸强度。
但是利用其作为基质组分进行相关宏观材料的构

建时,若不进行一定的有序处理,形成的整体是缺

乏足够强度的[20]。同时,胶原蛋白在体内易被胶

原酶降解,也大大限制其应用。目前在开展胶原

蛋白基生物材料的研究中,通常是对胶原蛋白进

行物理或化学交联组成稳定的复合材料,提升机

械性能[14,21~23]。
综上,本文以胶原蛋白(COL)为基质材料,分

别复配硫酸软骨素 A
 

(CSA)和硫酸软骨素 C
 

(CSC),并通过对醛基苯甲酸修饰的聚乙二醇

(APG)交联形成复合水凝胶(CS/COL/APG)[14]。
其中,糖胺聚糖CSA和CSC已被证明能有效地减

少软骨细胞和滑膜细胞,产生促炎症细胞因子、活
性氧和NO[24]。CSC可抑制巨噬细胞的促炎症表

型同时提高IL-10水平,可使巨噬细胞转向抗炎/
伤口愈合状态[25]。将其复配于胶原蛋白水凝胶中

可赋予水凝胶调节伤口炎症的功效。利用醛基化

聚乙二醇交联胶原蛋白可达到提升复合水凝胶机

械性能的目的,又可以保证水凝胶的生物相容性。
本文系统地分析了水凝胶的微观结构、粘附性能、
溶胀性能、降解行为以及释放硫酸软骨素的效率,
同时通过细胞实验分析其细胞相容性,最后基于

溶血实验、BCI和血小板吸附实验检测水凝胶的

凝血作用(图1)。

1 实验部分

1.1 实验原料和仪器

  Ⅰ型胶原蛋白(Mw≥300
 

kDa)购自无锡贝迪

生物工程有限公司,硫酸软骨素A、C购自上海麦

克林生化科技有限公司,胰酶购自美国Sigma公

司,青霉素-链霉素、DMEM 高糖细胞培养基购自

美国Gibco公司,胎牛血清购自美国 Hyclone公

司,剩余试剂均为国药集团化学试剂有限公司。

NIH
 

3T3细胞及RAW
 

264.7细胞均来自中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库。

1.2 水凝胶制备

  制备对醛基苯甲酸修饰的聚乙二醇6000:精

·07·
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图1 添加CSA或CSC具有止血和抗炎潜力的COL/APG水凝胶合成示意图

Figure
 

1 Schematic
 

illustration
 

of
 

CSA
 

or
 

CSC
 

additive
 

COL/APG
 

hydrogels
 

with
 

potential
 

of
 

hemostasis
 

and
 

anti-inflammatory

准称量聚乙二醇(Mw=6000,
 

3.260
 

g)、4-二甲基

胺吡 啶 (DMAP,
 

0.016
 

g)、4-甲 酰 基 苯 甲 酸

(0.320
 

g)溶于无水四氢呋喃(45
 

mL)中,溶解至

澄清溶液。精准称量 N,N-二环己基碳酸二亚胺

(DCC,
 

0.560
 

g),溶解于无水四氢呋喃(5
 

mL)
中,在氮气保护下缓慢逐滴加入上述澄清溶液。
将上述溶液室温搅拌充分反应20

 

h后,抽滤后得

到澄清溶液。将抽滤得到的澄清液体缓慢逐滴加

入无水乙醚(500
 

mL)中,充分沉降,抽滤获得白色

固体,将其溶解于无水四氢呋喃(20
 

mL)中,再次

继续缓慢逐滴加入无水乙醚(500
 

mL)中,进行抽

滤。抽滤过程重复3次,可得到纯化的对醛基苯

甲酸修饰的聚乙二醇6000
 

(APG6000)[14,26~28]。
对APG6000采用德国Bruker公司生产的TEN-
SOR

 

II型傅里叶变化红外仪进行红外光谱(FT-
IR)分析,利用AVANCE

 

III型全数字化核磁共振

波谱仪进行氢谱结构分析(1H-NMR)。[28]。
配制胶原蛋白/APG6000(COL/APG)水凝胶

的比例根据前期的工作对比选出[14]。将APG6000
(5.3%,

 

W/V)溶解在超纯水中,形成澄清溶液后,
加入胶原蛋白(3%,

 

W/V)充分溶解,形成COL/

APG6000混合溶液。用 NaOH
 

(0.5
 

mol/L)溶液

调节pH值至7.4左右,在7000
 

r/min转速下离

心2
 

min以消除气泡,随后转移至模具中。
制备复配CSA、CSC的COL/APG6000水凝

胶(CS/COL/APG),方法如上述制备COL/APG
水凝胶方法。将CSA或者CSC(3%、6%、12%,

 

W/V)分别溶解在 APG6000
 

(5.3%,
 

W/V)的溶

液中,形成澄清溶液,加入3%(W/V)的胶原蛋白

充分 溶 解,形 成 COL/APG6000/CS混 合 溶 液。
用NaOH溶液(0.5

 

mol/L)调节pH 值至7.4左

右,在7000
 

r/min转速下离心2
 

min以消除气泡,
随后转移至模具中,静置即可得到CS/COL/APG
水凝胶。

1.3 硫酸软骨素的抗炎性能测试

  为探究浓度对硫酸软骨素抗炎效果的影响来

确定水凝胶中硫酸软骨素的添加量。选取和CS/

COL/APG水凝胶中CSA、CSC一致的添加量,分
别加入添加有10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素、

90%
 

DMEM高糖培养基中,在上述培养基中加入

LPS作为实验组,将生长状态良好的RAW
 

264.7
细胞以2×105/孔接种于6孔板中,用上述培养基

培分别培养细胞24
 

h,收集上清液。根据说明书,
用Griess试剂盒测量一氧化氮产生量[29]。

·17·
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1.4 水凝胶的性能测试及结构表征

1.4.1 傅里叶红外变换光谱表征(FT-IR)
在前期结果中 APG6000在1717

 

cm-1 处出

现醛基(C O)特征峰,而 COL/APG水凝胶在

1648
 

cm-1 处新出现亚胺(C N)拉伸振动峰。为

检测加入CSA、CSC后是否会影响水凝胶交联的

亚胺振动峰,将冻干后的水凝胶样品置于样品台,
下降探针使之与样品紧密接触,进行测定。采用

德国Bruker公司生产的TENSOR
 

Ⅱ型傅里叶变

换红外仪,扫描次数为128次,扫描范围为4000~
400

 

cm-1。

1.4.2 扫描电镜(SEM)
水凝胶内部空洞对于后续凝血、吸收组织渗

液及溶胀降解等性能尤为重要。为观察加入不同

种类及不同浓度的硫酸软骨素是否会影响水凝胶

内部孔洞结构,将真空冻干后的水凝胶样品浸入

液氮后,快速断开得到样品截面。样品截面向上

粘附于贴有导电胶的样品台上,喷金处理后,使用

日本日立株式公司生产的su1510型扫描电子显

微镜,在5
 

kV加速电压下观察内部孔洞结构。

1.4.3 水凝胶的粘合强度测试

作为伤口敷料,水凝胶应具备一定的皮肤组织

粘附力。为模拟生理环境,将水凝胶涂抹于脱脂后

的猪皮以评估水凝胶样品的粘合强度。使用美斯

特工业系统(中国)有限公司生产的E43系列的

MTS电子万能试验机,选用50
 

N测力传感器,以

5
 

mm/min的速率拉伸猪皮测试粘合强度[14,30]。

1.4.4 复配 CSA、CSC的 COL/APG6000水凝

胶(CS/COl/APG)的CS释放

CS/COl/APG水凝胶释放的硫酸软骨素具有

调节炎症的作用,而炎症是贯穿伤口愈合四阶段

的重要过程,所以确定CS/COl/APG水凝胶释放

硫酸软骨素的过程尤为重要。阿利新蓝是一种中

心具有铜离子的四价阳离子染料,且在强酸条件

下只与硫酸化糖胺聚糖相互作用[31,32]。所以采用

阿利新蓝8GX测定方法,评估复配CSA、CSC水

凝胶中CSA、CSC的释放情况。先确定阿利新蓝

分别于CSA、CSC的吸收波长及标准曲线,再将

300
 

μL体积的水凝胶加入5
 

mL
 

pH为7.4的磷

酸盐缓冲溶液(PBS)中,置于37
 

℃、100
 

r/min的

恒温培养箱中,并在固定时间点1、2、3、6、12、24、

36、48、72、120、168
 

h取出释放液(500
 

μL),再补

充PBS缓冲液(500
 

μL)。将上述释放液(100
 

μL)

与阿 利 新 蓝 8GX 标 准 液 (0.4
 

mg/mL)混 合

15
 

min后,在先前确定的吸收波长下使用岛津国

际贸易有限公司生产的UV2250型紫外分光光度

计测量紫外吸光值。

1.4.5 样品溶胀性能测试

伤口敷料若具备优异的溶胀性能可以应对伤

口出血、有组织渗液等特殊情况的发生,将真空冻

干后的水凝胶样品置于0.45
 

μm的滤膜上,该滤

膜置于装满pH7.4的PBS缓冲液的容器上,使液

体可以自由穿过滤膜,以此模拟伤口渗液测定

CS/COl/APG水凝胶的溶胀性能[33]。整个体系

置于37
 

℃下,并在固定时间点2、5、10、15、20、30、

40、60、90
 

min,2、3、4、6、8、10、12、24、48
 

h取出,
用滤纸除去表面多余水分并称重。水凝胶溶胀率

(SR)计算公式如下:

SR(%)=
mt-m0

m0
×100% (1)

其中,m0 为初始样品重量,mt 为不同时间点样品

重量。

1.4.6 样品降解性能测试

按照上述1.4.5节模拟伤口渗液方法,在固

定时间点1、2、3、5
 

天取出水凝胶样品,用超纯水

润洗水凝胶后,将水凝胶真空冻干称重。降解率

(DR)计算公式如下:

DR(%)=
m0-mt

m0
×100% (2)

其中,m0 为初始样品重量,mt 为不同时间点样品

重量。

1.4.7 水凝胶抗炎性能表征

探究CS/COL/APG水凝胶的抗炎性能,采
用水凝胶浸提液方法。将水凝胶加入添加有10%
胎牛血清、1%青霉素-链霉素、90%DMEM高糖培

养基中,在上述培养基中加入LPS作为实验组,将
生长状态良好的RAW

 

264.7细胞以2×105/孔接

种于6孔板中,用上述培养基培分别培养细胞

24
 

h,收集上清液。根据说明书,用Griess试剂盒

测量一氧化氮产生量[29]。

1.4.8 水凝胶的细胞毒性测试

极低的细胞毒性是优异的水凝胶伤口敷料具

备的最基本条件。采用 MTT比色法评估水凝胶

对NIH
 

3T3细胞和RAW
 

264.7细胞的毒性。将

水凝胶以50
 

μL/孔铺于96孔板中,超净台中紫外

照射30
 

min[14]。将NIH
 

3T3细胞和RAW
 

264.7
细胞 以5000

 

个/孔 接 种 于 上 述96孔 板 中,在
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37
 

℃、CO2 浓度为5%的培养箱中分别培养24、

48、72
 

h后吸出原培养基,每孔加入 MTT磷酸缓

冲液(100
 

μL,0.5
 

mg/mL),继续在37
 

℃、CO2 浓

度为5%的培养箱下培养4
 

h。吸出 MTT磷酸缓

冲液 后,加 入 二 甲 基 亚 砜 (DMSO)室 温 静 置

15
 

min,使用美国伯乐公司生产的680型酶标仪

测量570
 

nm处溶液吸光值。其中,未铺水凝胶培

养细胞 的 孔 板 为 空 白 对 照 组。细 胞 相 对 活 性

(CV)计算方法如下:

CV(%)=
ODsample-ODhydrogel

ODcontrol
×100% (3)

其中,ODsample、ODhydrogel、ODcontrol 分别代表加入细

胞培养后的吸光值、水凝胶的吸光值、空白对照组

的吸光值。

1.4.9 细胞在水凝胶上的形貌特征

采用荧光共聚焦显微镜微观观察细胞在水凝

胶上生长的形貌特征,将水凝胶铺于共聚焦皿内,
以1×105 个/皿细胞数量接种于共聚焦皿内。在

37
 

℃、CO2 浓度为5%的培养箱下培养24、48、

72
 

h,其中每隔24
 

h更新培养基。培育结束后,用

PBS缓冲溶液轻柔清洗2次后,加入4
 

μmol/L钙

黄绿素-AM染色25
 

min,再用PBS缓冲溶液轻柔

冲洗3次,最后加入4%多聚甲醛溶液固定15
 

min
后,继续用磷酸缓冲溶液轻柔冲洗3次。使用日

本Nikon公司生产的Ti2-E+AI型全自动倒置荧

光共聚焦显微镜观察细胞在水凝胶上的形态。

1.4.10 水凝胶溶血实验

为防止血液与材料接触后,材料可能会导致

红细胞破裂而发生溶血现象,首先评估水凝胶材

料的溶血性能[34]。小鼠取血,将血液与柠檬酸葡

萄糖溶液(ACD)按5∶1混合,制备抗凝小鼠血

液。5000
 

r/min离心5
 

min,加入适量PBS缓冲

液冲洗,此过程重复3次。吸取下层细胞沉淀液,
加入 PBS缓 冲 液 混 合 均 匀 制 得5%的 红 细 胞

(RBCs)悬液。将500
 

μL红细胞(RBCs)悬液与

950
 

μL
 

PBS缓冲液加入装有水凝胶的离心管中,

37
 

℃培养箱中培养2
 

h后,以5000
 

r/min离心

5
 

min得到上层清液,用酶标仪测量540
 

nm处的

吸光值。其中,阳性对照组为500
 

μL
 

RBCs悬液

与950
 

μL去离子水混合后的OD值,阴性对照组

为500
 

μL
 

RBCs悬液与950
 

μL
 

PBS缓冲液混合

后的OD值。溶血率(HR)的计算公式如下:

HR(%)=
ODsample-ODnegative
ODpositive-ODnegative

×100% (4)

其中,ODsample 为样品吸光值,ODnegative 为阴性对照

组吸光值,ODpositive 为阳性对照组吸光值。

1.4.11 水凝胶凝血实验

水凝胶凝血特性通过体外凝血指数(BCI)评
估[35]。用0.1

 

mol/L
 

CaCl2 来活化抗凝小鼠血

液,在24孔板中制备100
 

μL水凝胶,每块水凝胶

上加入50
 

μL活化血液。37
 

℃培养箱内培养,在
不同时间点5、10、30、60、90、120

 

min加入2
 

mL
去离子水溶解未凝固的血液,用紫外可见光谱测

试540
 

nm处的OD值。其中,以50
 

μL小鼠全血

溶解在2
 

mL去离子水中OD值为对照组,体外抗

凝血指数(BCI)计算公式如下:

BCI(%)=
ODsample
ODreference

×100% (5)

其中,ODsample 为样品吸光值,ODreference 为对照组

吸光值。

1.4.12 水凝胶血细胞粘附实验

观察血细胞在水凝胶上的粘附情况可以更直

观评价水凝胶的止血效果[35]。取小鼠血液,离心

机1500
 

r/min转速条件下离心15
 

min,使小鼠全

血分层。富血小板血浆层(PRP)位于中间薄层,
可多次离心提取富血小板血浆层(PRP),尽可能

取出富血小板血浆层(PRP)。水凝胶(100
 

μL)制
备在 24 孔 板 中,加 入 富 血 小 板 血 浆 (PRP,

 

100
 

μL),37
 

℃培养箱内培养3
 

h。培养结束,用

PBS缓冲溶液轻柔清洗水凝胶以去除未粘附的血

细胞,共清洗3次。滴加2.5%戊二醛溶液在水凝

胶样品上以固定血小板,放入4
 

℃冰箱冷藏2
 

h。
随后取出样品,用PBS缓冲液冲洗,冲洗后重复上

述步骤3次。固定后,进行样品脱水处理。依次

用浓度为50%、60%、70%、80%、90%、100%的乙

醇溶液浸泡5
 

min。脱水处理结束,将样品放入

4
 

℃冰箱,自然干燥后进行扫描电镜(SEM)拍摄,
观察血小板在水凝胶上的粘附情况[30]。

2 结果与讨论

2.1 胶原蛋白基复合水凝胶的制备及结构

表征

  在前期工作中,我们采用不同分子量的醛基

化聚乙二醇(Mw=2000,
 

4000,
 

6000)交联胶原蛋

白制备水凝胶,并进行了机械性能测定,结果表明

分子量6000的醛基化聚乙二醇(APG6000)交联
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的水凝胶最为稳定,因此本文选择APG6000作为

交联剂开展水凝胶的制备。
首先利用傅里叶变换红外验证 APG6000交

联的复配不同浓度硫酸软骨素(3%,
 

6%,
 

12%)
的水凝胶结构。醛基化聚乙二醇与胶原蛋白/硫

酸软骨素复合物复配,调节pH到中性条件后,醛
基化聚乙二醇的醛基和胶原蛋白上的伯胺发生缩

合反应生成亚胺基团,即希夫碱[36,37]。如图2(a)
所示,复合水凝胶包含了胶原蛋白和硫酸软骨素

的所有特征峰,表明水凝胶体系中各成分的有效

复配。此外,1648
 

cm-1 处出现了亚胺(C N)拉

伸振动吸收峰,该峰来源于APG6000中醛基与胶

原蛋白中氨基的相互反应,证明了醛基化聚乙二

醇对胶原蛋白的成功交联。紧接着对水凝胶的内

部结构进行了观察分析,扫描电镜结果显示COL/

APG水凝胶的孔径在100~200
 

μm
 

(图2b)。加

入不同浓度CSA或CSC后,水凝胶的孔径明显变

小(20~60
 

μm)且孔道形貌更加规则,同时孔径不

随加入CSA或CSC的浓度变化而变化(图2c)。
这有利于后期硫酸软骨素的均匀释放。丰富且规

则的孔道有利于水凝胶对伤口渗出液的吸收,也
提升了水凝胶的稳定性能。

图2 (a)复配CSA或CSC的COL/APG水凝胶傅里叶红外图谱;
 

(b)
 

COL/APG水凝胶和(c)
 

CS/COL/APG水凝胶的SEM图

Figure
 

2 (a)
 

FT-IR
 

spectra
 

of
 

COL/APG6000
 

hydrogels
 

with
 

chondroitin
 

sulfate
 

A
 

or
 

C;
 

SEM
 

images
 

of
 

cross
 

sections
 

of
 

(b)
 

COL/APG6000
 

hydrogel
 

and
 

(c)
 

CS/COL/APG
 

hydrogels

2.2 胶原蛋白基复合水凝胶的硫酸软骨素

释放情况
 

  对胶原蛋白基复合水凝胶释放硫酸软骨素的

能力进行了评估,验证其作为含药水凝胶平台的

潜力。从图3(a)可以看出,复配6%、12%
 

CSA
的水凝胶6%CSA/COL/APG,12%CSA/COL/

APG在3
 

h时都突释到70%,最终释放平衡时分

别达到80%和98%。复配3%CSA的水凝胶3%
CSA/COL/APG在3

 

h时释放45%的硫酸软骨

素,在接下来的一周内呈现稳定释放模式,最终达

到70%的 释 放 量。同 样,复 配3%CSC 的3%
CSC/COL/APG水凝胶在起初的3

 

h内释放约
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50%的硫酸软骨素,在接下来的一周内缓慢释放,
最终 CSC的释放量达86%。而复配6%、12%
CSC的水凝胶6%CSC/COL/APG,12%CSC/COL/

APG在3
 

h时都突释60%,并最终达到95%的

CSC的释放率(图3b)。复配6%,12%硫酸软骨

素的水凝胶在短时间内发生突释行为的原因主要

是负载量过高,产生硫酸软骨素的倾泻,这样的释

放模式会造成创面伤口的药物浓度激增,进而可

能引发毒性风险。而水凝胶3%CSA/COL/APG
和3%CSC/COL/APG释放硫酸软骨素的方式,
尤其是后期稳定的释放行为,有利于伤口部位维

持一定的药物浓度。

图3 水凝胶在PBS
 

(pH=7.4)中的(a)
 

CSA和(b)
 

CSC释放曲线(n=3)

Figure
 

3 (a)
 

CSA
 

and
 

(b)
 

CSC
 

release
 

curves
 

of
 

hydrogels
 

in
 

PBS
 

(pH=7.4)
 

(n=3)

2.3 胶原蛋白基复合水凝胶的粘合及溶胀

性能测试

  具有粘性的水凝胶可以很好地粘附伤口,形
成密闭的环境,进而可促进微血管的增生和肉芽

组织的形成,加速创面愈合。本文制备的水凝胶

中胶原蛋白和硫酸软骨素都具备一定的粘性,因
此利用万能拉力机测试了模拟生理环境下水凝胶

的粘合强度。图4(a)显示COL/APG水凝胶的粘

合强度约15
 

kPa,加入CSA或CSC后水凝胶的粘

合强度都有不同程度的增加,达到约20
 

kPa,均比

市售的纤维蛋白黏附剂(5
 

kPa)优异。这样的粘

合强度足以粘附伤口且很好地封闭伤口。
水凝胶的溶胀性能可以直观地反映其吸收伤

口渗出液的能力。选择复配有3%CSA 或3%
CSC的水凝胶为代表进行了溶胀实验。图4(b)
显示 在 模 拟 伤 口 渗 液 环 境 中,COL/APG、3%
CSA/COL/APG和3%CSC/COL/APG 三 种 水

凝胶都可以在30
 

min内快速达到600%的溶胀

率,在10
 

h后,三种水凝胶都达到了溶胀平衡状

态。由于添加CSA或者CSC后,水凝胶的孔隙更

为丰 富,3%CSA/COL/APG 和3%CSC/COL/

APG
 

水凝胶的溶胀率均大于COL/APG水凝胶

的最终溶胀率。但三种水凝胶都可以吸收自身重

量10倍及以上的液体,可用于吸收伤口渗液。如

图4(c)所示,COL/APG第一天的降解率为61%,

5天降解率达到66%。水凝胶的降解为细胞的生

长粘附提供更多可能性,同时为组织再生也提供

空间。另 外,由 于 CSA、CSC 未 交 联 于 COL/

APG6000水凝胶中,因此3%CSA/COL/APG和

3%CSC/COL/APG水凝胶的失重情况高于单纯

COL/APG水凝胶。

2.4 硫酸软骨素 A、C及胶原蛋白基复合

水凝胶抑炎性能的验证

  为了验证胶原蛋白基复合水凝胶调节伤口炎

症的作用,我们首先在细胞层面评估CSA、CSC的

抑炎性能,并监测其添加量对抑炎性能的影响。
先利 用 脂 多 糖(LPS)诱 导 小 鼠 单 核 巨 噬 细 胞

RAW
 

264.7释放NO,然后向细胞培养皿中加入

CSA、CSC进行调节,最后利用 Griess反应测定

NO的量,进而评估硫酸软骨素的抑炎性能。如图

5(a)所示,LPS诱导后 RAW
 

264.7细胞释放约

20
 

mmol/mL的NO,添加硫酸软骨素后,NO的

释放量得到了明显的抑制,抑制效率与硫酸软骨

素的用量成反向趋势。其中加入了3%
 

CSA、3%
 

CSC的细胞样品里产生的NO约2
 

mmol/mL,几
乎与正常RAW

 

264.7细胞的NO释放量持平,表
明其优异的抑炎性能。结合水凝胶的释药行为以

及硫酸软骨素的抑炎性能结果,最终选择3%

·57·



高 分 子 通 报 2023年

  

图4 (a)水凝胶的黏附曲线,在PBS
 

(pH=7.4)的(b)溶胀曲线(n=5)和(c)降解曲线(n=5)

Figure
 

4 (a)
 

Adhesive
 

strength
 

curves,
 

(b)
 

swelling
 

ratio
 

curves
 

and
 

(c)
 

degradation
 

ratio
 

of
 

hydrogels
 

in
 

PBS
 

(n=5)

图5 (a)
 

CSA或CSC和
 

(b)
 

CS/COL/APG对LPS诱导RAW
 

264.7细胞产生NO的影响(n=6)

Figure
 

5 Effects
 

of
 

(a)
 

CSA
 

or
 

CSC
 

and
 

(b)
 

CS/COL/APG
 

hydrogels
 

on
 

NO
 

production
 

in
 

LPS
 

induced
 

RAW
 

264.7
 

cells
 

(n=6)

CSA/COL/APG和3%CSC/COL/APG 进 行 后

续水凝胶相关性能的验证。图5(b)实验结果显

示,3%CSA/COL/APG 和 3%CSC/COL/APG
水凝胶浸提液培养LPS诱导的RAW

 

264.7细胞

产生的NO量分别为6.0和6.2
 

mmol/mL,均小

于单纯COL/APG浸提液培养的RAW
 

264.7细

胞产生的NO量,表明复配CSA,CSC的水凝胶同

样能抑制 NO的释放,证明3%CSA/COL/APG
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和3%CSC/COL/APG水凝胶具有抗炎性能。

2.5 胶原蛋白基复合水凝胶的细胞相容性

测试

  细胞相容性是水凝胶能否作为生物组织材料

的先决条件。选用小鼠单核巨噬细胞RAW
 

264.7
和小鼠成纤维细胞NIH

 

3T3作为模型细胞系,采
用直接接触法评估水凝胶的毒性。如图6(a)和

6(b)所示,RAW
 

264.7细胞和 NIH
 

3T3细胞在

  

图6 水凝胶对(a)RAW
 

264.7细胞和(b)NIH
 

3T3细胞的细胞毒性;
(c)共聚焦拍摄NIH

 

3T3细胞在水凝胶上生长情况:1天,2天,3天

Figure
 

6 Cytotoxicity
 

test
 

of
 

hydrogels
 

on
 

(a)
 

RAW
 

264.7
 

and
 

(b)
 

NIH
 

3T3;
 

(c)
 

CLSM
 

of
 

NIH
 

3T3
 

cells
 

on
 

hydrogels
 

for
 

1
 

day,
 

2
 

days,
 

3
 

days
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三种水凝胶 COL/APG、3%CSA/COL/APG 和

3%CSC/COL/APG上均呈现增殖的状态,其中细

胞在复合水凝胶3%CSA/COL/APG和3%CSC/

  

COL/APG上的存活率均高于COL/APG水凝胶

和对照组。同时利用钙黄绿素-AM 对 NIH
 

3T3
活细胞进行荧光标记,通过荧光共聚焦显微镜观

  

图7 水凝胶的(a)凝血效果图;(b)凝血率;(c)
 

BCI;(d)血细胞黏附的SEM图

Figure
 

7 (a)
 

Hemolysis
 

effect
 

of
 

hydrogels;
 

(b)
 

Hemolysis
 

ratio
 

of
 

hydrogels;
 

(c)
 

BCI
 

of
 

hydrogels;
 

(d)
 

Scanning
 

electron
 

micrograph
 

of
 

platelet
 

adhesion
 

on
 

hydrogels
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察NIH
 

3T3细胞在水凝胶上的生长状况。如图

6(c)所示,共培2天时细胞已经在水凝胶上向四

周延伸生长,到第3天时细胞几乎全覆盖在水凝

胶表面,呈现良好的生长态势。以上结果表明水

凝胶对两种细胞均没有毒性,并且是良好的支撑

细胞附着、增殖的支架材料。

2.6 胶原蛋白基复合水凝胶的凝血性能测试

  与血液直接或间接接触的医用材料需具备血

液相容性,包括不产生溶血效应,因此,首先对胶

原蛋白基复合水凝胶的血液相容性进行评估。如

图7(a)水凝胶溶血效果图显示,与阳性对照组相

比,离心后水凝胶各组上清液均与阴性对照组一

致,为澄清透明溶液。对溶血效果进行量化计算,
结果显示COL/APG、3%CSA/COL/APG和3%
CSC/COL/APG 三 种 水 凝 胶 的 溶 血 率 均 低 于

1.5%(图7b),符合《医疗设备的生物评估。第4
部分:与血液相互作用选择(DIN

 

EN
 

ISO
 

10093-
4)》这一国际化标准中生物材料的溶血率应低于

5%的要求,显示出胶原蛋白基复合水凝胶优异的

血液相容性。
最后,通过凝血性能指数(BCI)和血红细胞、

血小板粘附实验对水凝胶的止血性能进行评估。

BCI数值越低表明凝血速率越快,如图7(c)所示,
三种水凝胶 COL/APG、3%CSA/COL/APG 和

3%CSC/COL/APG的BCI值随时间延长均有所

下降,并且在30
 

min内达到凝血平衡,表明三种

水凝胶均能有效促进血液凝固。在整个过程中,
两种复合水凝胶的BCI值一直低于COL/APG水

凝胶,表明硫酸软骨素的加入有助于提升水凝胶

的凝血效率。通过图7(d)可以看出,血红细胞和

血小板均能粘附和沉积在复合水凝胶表面并且相

互聚集成团,表明血小板在凝胶表面能够发生变

形并凝聚成团,同时刺激血浆内的凝血酶原变为

凝血酶,进而催化纤维蛋白原变成丝状的纤维蛋

白,笼括血小板和血红细胞形成凝血块[11]。

3 结论

  本文针对传统伤口敷料止血效率低且无法调

节伤口炎症的缺陷,制备了硫酸软骨素复配型胶

原蛋白基复合水凝胶,即将硫酸软骨素A或硫酸

软骨素C加入胶原蛋白并通过醛基化聚乙二醇交

联形成水凝胶。硫酸软骨素A或硫酸软骨素C被

验证能抑制被诱导的巨噬细胞中 NO的释放,进

而调节炎症的作用。另外,所制备的复合水凝胶

呈多孔状态且孔道形貌规则,具有较好的溶胀性

能和一定的粘附能力,细胞相容性良好,血液相容

性和凝血效率优异。这些优异的性能表明硫酸软

骨素复配型胶原蛋白基水凝胶对伤口可以起止血

和调节伤口炎症的作用,进而促进其高质量愈合,
为伤口治疗领域提供了具有潜在应用价值的止血

抗炎型敷料。
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