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(57)摘要

本发明提供了一种活性氧响应的聚氨基酸

键合糖胺聚糖水凝胶，由嵌段共聚物与糖胺聚糖

醛基化衍生物形成；所述嵌段共聚物包括聚乙二

醇嵌段与聚氨基酸嵌段；所述聚氨基酸嵌段包括

含有氨基的侧链与含有硫醚基团的侧链。与现有

技术相比，本发明提供的聚氨基酸键合糖胺聚糖

水凝胶的侧链含有硫醚基团，可被活性氧氧化成

为亚砜或砜基团，继而减少活性氧的局部含量，

使水凝胶具有活性氧响应作用；同时水凝胶中的

糖胺聚糖可通过正负电荷作用吸附特定的趋化

因子，从而使本发明提供的聚氨基酸键合糖胺聚

糖水凝胶具有主动消除过度炎症反应的功能，进

而可解决慢性创面持续炎症状态、药物耐受、难

以愈合等诸多问题。
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1.一种活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，其特征在于，由嵌段共聚物与糖

胺聚糖醛基化衍生物形成；

所述嵌段共聚物包括聚乙二醇嵌段和/或多臂聚乙二醇嵌段与聚氨基酸嵌段；

所述聚氨基酸嵌段包括含有氨基的侧链与含有硫醚基团的侧链。

2.根据权利要求1所述的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，其特征在于，所述糖胺聚糖醛

基衍生物的醛基与聚氨基酸嵌段中氨基的摩尔比为1：3～3：1。

3.根据权利要求1所述的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，其特征在于，所述聚氨基酸嵌

段的聚合度为15～200；所述聚乙二醇嵌段的分子量为300～50000Da；所述多臂聚乙二醇嵌

段中每个臂的分子量为300～50000Da。

4.根据权利要求1所述的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，其特征在于，所述糖胺聚糖醛

基化衍生物选自肝素、肝素衍生物、硫酸化葡聚糖、硫酸化葡聚糖衍生物、硫酸化透明质酸、

硫酸化透明质酸衍生物、透明质酸、透明质酸衍生物、硫酸软骨素与硫酸软骨素衍生物中的

一种或多种的醛基化衍生物。

5.根据权利要求1所述的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，其特征在于，所述聚氨基酸嵌

段选自聚半胱氨酸嵌段、聚赖氨酸嵌段、聚天冬酰胺、聚谷氨酰胺与聚精氨酸中的一种或多

种与聚甲硫氨酸。

6.根据权利要求5所述的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，其特征在于，所述聚氨基酸嵌

段中聚甲硫氨酸的摩尔数为聚氨基酸嵌段摩尔数的60％～90％。

7.一种活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶的制备方法，其特征在于，包括以

下步骤：

将嵌段共聚物与糖胺聚糖醛基化衍生物在溶剂中混合后，静置，得到活性氧响应的聚

氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶；

所述嵌段共聚物包括聚乙二醇嵌段和/或多臂聚乙二醇嵌段与聚氨基酸嵌段；

所述聚氨基酸嵌段包括含有氨基的侧链与含有硫醚基团的侧链。

8.根据权利要求7所述的制备方法，其特征在于，所述糖胺聚糖醛基化衍生物按照以下

方法制备：

在避光的条件下，将糖胺聚糖与高碘酸盐在水中混合，反应，透析后得到糖胺聚糖醛基

化衍生物。

9.根据权利要求7所述的制备方法，其特征在于，所述嵌段共聚物按照以下方法制备：

将端氨基化的聚乙二醇和/或端氨基化的多臂聚乙二醇与包含硫醚基团侧链的氨基酸

N‑羧基环内酸酐反应后，再与侧链氨基被保护的氨基酸N‑羧基环内酸酐反应，脱保护后，得

到嵌段共聚物。

10.一种敷料，其特征在于，包括权利要求1～6任意一项所述的活性氧响应的聚氨基酸

键合糖胺聚糖水凝胶或权利要求7～9任意一项制备方法所制备的活性氧响应的聚氨基酸

键合糖胺聚糖水凝胶。
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一种活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶、其制备方

法及应用

技术领域

[0001] 本发明属于医用敷料技术领域，尤其涉及一种活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚

糖水凝胶、其制备方法及应用。

背景技术

[0002] 创面是由于外界致伤因子如外科手术、外力、热、低温、电流、化学物质及机体内在

因素如局部血液供应障碍等作用导致人体组织或器官的损伤，其愈合过程包括了凝血期、

炎症期、细胞增生期和新生组织重塑期四个阶段。创面的愈合速度受到创面类型、病理学条

件和敷料类型等多方面的因素影响。随着科学技术的不断研究，创面敷料不但具有保护创

面、止血、防止感染等作用，更具有促进创面愈合的功能。

[0003] 目前使用的创面敷料主要有传统敷料、天然合成敷料和人工合成敷料等。目前临

床使用最广的传统敷料有纱布、棉垫和绷带等，它们具有成本低廉、制作工艺简单的优点，

但是其无法保持创面湿润，肉芽组织易长入纱布的网眼中，敷料渗透时易导致外源性感染

等缺点使其应用受到很大的局限性。天然合成敷料是通过对天然材料加工提取成型而得到

的，主要有动物皮类敷料、胶原类敷料和藻酸盐类敷料，尽管这类敷料具有一定的优异作

用，但是由于动物皮类敷料难以解决排斥反应、血运重建和抗菌性能差，胶原类敷料吸收渗

液能力差，不适用于渗出性和感染性创面，藻酸盐类敷料需辅助固定，不适用于干燥或有硬

痂的创面，这些缺点大大限制了它们的临床应用。人工合成敷料主要有薄膜型敷料、泡沫型

敷料、水凝胶型敷料和水胶体型敷料，与天然材料相比，人工合成敷料能更好的控制材料的

合成过程、改善材料的性能，使其更加有利于作为各种创面的敷料并起到抗菌等作用。

[0004] 创伤区的氧合作用是创面愈合的关键因素之一。在生物领域，活性氧是氧正常代

谢的副产物，在细胞信号传递和平衡中具有重要作用。它包含过氧化物、超氧化物、羟基自

由基、α‑氧等，超生理浓度的活性氧与蛋白质、脂质、核酸和碳水化合物发生非特异性反应，

产生其他具有潜在毒性作用的活性产物。过低的氧含量与过多的活性氧对于创面愈合都是

有害的。

[0005] 另外，趋化因子液也会影响创面的愈合。趋化因子是一类信号分子，其中一部分在

炎症过程中选择性地募集和激活细胞。在伤口愈合过程中，组织特异性细胞和常驻免疫细

胞在损伤部位释放趋化因子，建立趋化梯度，促进血液来源的免疫细胞的侵袭，这对于急性

伤口的初始炎症阶段至关重要。在慢性伤口中，愈合过程通常在不受限制的炎症反应中陷

入僵局，持续的趋化梯度会促进免疫细胞进一步侵入伤口组织，从而使慢性炎症的恶性循

环持续存在。

发明内容

[0006] 有鉴于此，本发明要解决的技术问题在于提供一种具有主动消除过度炎症反应的

功能的活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶、其制备方法及应用。
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[0007] 本发明提供了一种活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，由嵌段共聚物与

糖胺聚糖醛基化衍生物形成；

[0008] 所述嵌段共聚物包括聚乙二醇嵌段和/或多臂聚乙二醇嵌段与聚氨基酸嵌段；

[0009] 所述聚氨基酸嵌段包括含有氨基的侧链与含有硫醚基团的侧链。

[0010] 优选的，所述糖胺聚糖醛基衍生物的醛基与聚氨基酸嵌段中氨基的摩尔比为1:3

～3:1。

[0011] 优选的，所述聚氨基酸嵌段的聚合度为15～200；所述聚乙二醇嵌段的分子量为

300～50000Da；所述多臂聚乙二醇嵌段中每个臂的分子量为300～50000Da。

[0012] 优选的，所述糖胺聚糖醛基化衍生物选自肝素、肝素衍生物、硫酸化葡聚糖、硫酸

化葡聚糖衍生物、硫酸化透明质酸、硫酸化透明质酸衍生物、透明质酸、透明质酸衍生物、硫

酸软骨素与硫酸软骨素衍生物中的一种或多种的醛基化衍生物。

[0013] 优选的，所述聚氨基酸嵌段选自聚半胱氨酸嵌段、聚赖氨酸嵌段、聚天冬酰胺、聚

谷氨酰胺与聚精氨酸中的一种或多种与聚甲硫氨酸。

[0014] 优选的，所述聚氨基酸嵌段中聚甲硫氨酸的摩尔数为聚氨基酸嵌段摩尔数的60％

～90％。

[0015] 本发明还提供了一种活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶的制备方法，包

括以下步骤：

[0016] 将嵌段共聚物与糖胺聚糖醛基化衍生物在溶剂中混合后，静置，得到活性氧响应

的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶；

[0017] 所述嵌段共聚物包括聚乙二醇嵌段和/或多臂聚乙二醇嵌段与聚氨基酸嵌段；

[0018] 所述聚氨基酸嵌段包括含有氨基的侧链与含有硫醚基团的侧链。

[0019] 优选的，所述糖胺聚糖醛基化衍生物按照以下方法制备：

[0020] 在避光的条件下，将糖胺聚糖与高碘酸盐在水中混合，反应，透析后得到糖胺聚糖

醛基化衍生物。

[0021] 优选的，所述嵌段共聚物按照以下方法制备：

[0022] 将端氨基化的聚乙二醇和/或端氨基化的多臂聚乙二醇与包含硫醚基团侧链的氨

基酸N‑羧基环内酸酐反应后，再与侧链氨基被保护的氨基酸N‑羧基环内酸酐反应，脱保护

后，得到嵌段共聚物。

[0023] 本发明还提供了一种敷料，包括上述活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝

胶。

[0024] 本发明提供了一种活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，由嵌段共聚物与

糖胺聚糖醛基化衍生物形成；所述嵌段共聚物包括聚乙二醇嵌段和/或端氨基化的多臂聚

乙二醇与聚氨基酸嵌段；所述聚氨基酸嵌段包括含有氨基的侧链与含有硫醚基团的侧链。

与现有技术相比，本发明提供的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶的侧链含有硫醚基团，可被

活性氧氧化成为亚砜或砜基团，继而减少活性氧的局部含量，使水凝胶具有活性氧响应作

用；同时水凝胶中的糖胺聚糖可通过正负电荷作用吸附特定的趋化因子，从而使本发明提

供的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶具有主动消除过度炎症反应的功能，进而可解决慢性创

面持续炎症状态、药物耐受、难以愈合等诸多问题。
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附图说明

[0025] 图1为本发明实施例1中mPEG2k‑b‑P(Met25‑b‑Lys5)脱保护前的产物及mPEG2k‑b‑P

(Met25‑b‑Lys5)的核磁共振氢谱图；

[0026] 图2为本发明实施例1中得到的聚氨基酸/糖胺聚糖水凝胶的结构图；

[0027] 图3为本发明实施例1中得到的mPEG2k‑b‑P(Met25‑b‑Lys5)、醛基化糖胺聚糖及聚氨

基酸/糖胺聚糖水凝胶的傅里叶红外光谱图；

[0028] 图4为本发明实施例1中得到的聚氨基酸‑糖胺聚糖水凝胶的小鼠创面治疗的效果

图；

[0029] 图5为本发明实施例中醛基化糖胺聚糖氧化度为18.52％时得到的聚氨基酸/糖胺

聚糖水凝胶的模量检测结果图；

[0030] 图6为本发明实施例中醛基化糖胺聚糖氧化度为29.43％时得到的聚氨基酸/糖胺

聚糖水凝胶的模量检测结果图；

[0031] 图7为本发明实施例中醛基化糖胺聚糖氧化度为45.79％时得到的聚氨基酸/糖胺

聚糖水凝胶的模量检测结果图；

[0032] 图8为本发明实施例2中得到的嵌段共聚物脱保护前后的核磁共振氢谱图。

具体实施方式

[0033] 下面将结合本发明实施例，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，

显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的

实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都

属于本发明保护的范围。

[0034] 本发明提供了一种活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶，由嵌段共聚物与

糖胺聚糖醛基化衍生物形成；所述嵌段共聚物包括聚乙二醇嵌段和/或端氨基化的多臂聚

乙二醇与聚氨基酸嵌段；所述聚氨基酸嵌段包括含有氨基的侧链与含有硫醚基团的侧链。

[0035] 按照本发明，所述嵌段共聚物包括聚乙二醇嵌段和/或多臂聚乙二醇嵌段与聚氨

基酸嵌段；其中，所述聚乙二醇嵌段的分子量优选为300～50000Da，更优选为800～

10000Da，再优选为800～5000Da，再优选为1000～4000Da，最优选为2000～3000Da；所述多

臂聚乙二醇嵌段优选为两臂聚乙二醇嵌段、四臂聚乙二醇嵌段与八臂聚乙二醇嵌段中的一

种或多种；所述多臂聚乙二醇嵌段中每个臂的分子量优选为300～50000Da，更优选为800～

10000Da，再优选为800～5000Da，再优选为1000～4000Da，最优选为2000～3000Da。

[0036] 所述聚氨基酸嵌段的聚合度优选为15～200，更优选为20～150，再优选为20～

100，再优选为20～80，再优选为20～60，最优选为30～40；所述聚氨基酸嵌段包括含有氨基

的侧链与含有硫醚基团的侧链；所述含有硫醚基团的侧链的摩尔数优选为聚氨基酸嵌段摩

尔数的60％～90％，更优选为70％～90％，再优选为80％～85％，最优选为83％～84％；在

本发明中，优选的，所述聚氨基酸嵌段为聚半胱氨酸嵌段、聚赖氨酸嵌段、聚天冬酰胺、聚谷

氨酰胺与聚精氨酸中的一种或多种与聚甲硫氨酸；所述聚氨基酸嵌段中聚甲硫氨酸的摩尔

数优选为聚氨基酸嵌段摩尔数的60％～90％，更优选为70％～90％，再优选为80％～85％，

最优选为83％～84％；所述聚氨基酸嵌段中氨基酸的构型可为L型也可为D型，并无特殊的

限制。
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[0037] 在本发明中，所述嵌段共聚物可为两嵌段共聚物也可为三嵌段共聚物，并无特殊

的限制；当所述嵌段共聚物包含多臂聚乙二醇嵌段时，多臂聚乙二醇嵌段可其中的任意一

个臂接枝聚氨基酸嵌段，也可两个或两个以上的臂接枝聚氨基酸嵌段，并无特殊的限制。

[0038] 本发明提供的水凝胶通过嵌段共聚物侧链上的氨基与糖胺聚糖醛基化衍生物中

的醛基反应得到；所述糖胺聚糖醛基衍生物的醛基与聚氨基酸嵌段中氨基的摩尔比优选为

1:3～3:1，更优选为1:2～2:1；所述糖胺聚糖醛基化衍生物优选为肝素、肝素衍生物、硫酸

化葡聚糖、硫酸化葡聚糖衍生物、硫酸化透明质酸、硫酸化透明质酸衍生物、透明质酸、透明

质酸衍生物、硫酸软骨素与硫酸软骨素衍生物中的一种或多种的醛基化衍生物。

[0039] 本发明提供的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶的侧链含有硫醚基团，可被活性氧氧

化成为亚砜或砜基团，继而减少活性氧的局部含量，使水凝胶具有活性氧响应作用；同时水

凝胶中的糖胺聚糖可通过正负电荷作用吸附特定的趋化因子，从而使本发明提供的聚氨基

酸键合糖胺聚糖水凝胶具有主动消除过度炎症反应的功能，进而可解决慢性创面持续炎症

状态、药物耐受、难以愈合等诸多问题。

[0040] 本发明还提供了一种上述活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶的制备方

法，包括以下步骤：将嵌段共聚物与糖胺聚糖醛基化衍生物在溶剂中混合后，静置，得到活

性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶；所述嵌段共聚物包括聚乙二醇嵌段与聚氨基酸

嵌段；所述聚氨基酸嵌段包括含有氨基的侧链与含有硫醚基团的侧链。

[0041] 其中，本发明对所有原料的来源并没有特殊的限制，为市售即可。

[0042] 在本发明中，所述嵌段共聚物优选按照以下方法制备：将端氨基化的聚乙二醇和/

或端氨基化的多臂聚乙二醇与包含硫醚基团侧链的氨基酸N‑羧基环内酸酐反应后，再与侧

链氨基被保护的氨基酸N‑羧基环内酸酐反应，脱保护后，得到嵌段共聚物。

[0043] 其中，所述端氨基化的聚乙二醇可为一端氨基化的聚乙二醇，也可为两端均氨基

化的聚乙二醇，并无特殊的限制，在本发明中优选为一端氨基的聚乙二醇；所述端氨基化的

多臂聚乙二醇为本领域技术人员熟知的端氨基化的多臂聚乙二醇即可，并无特殊的限制，

本发明中优选为端氨基化的两臂聚乙二醇、端氨基化的四臂聚乙二醇与端氨基化的八臂聚

乙二醇中的一种或多种；所述端氨基化的聚乙二醇与端氨基化的多臂聚乙二醇均按照本领

域技术人员熟知的制备方法制备即可，并无特殊的限制，以端氨基化的聚乙二醇为例，在本

发明中优选将聚乙二醇与取代的磺酰氯进行酯化反应，得到取代的磺酸聚乙二醇酯；将所

述取代的磺酸聚乙二醇酯进行氨解反应，得到端氨基化的聚乙二醇。所述聚乙二醇的分子

量优选为300～50000Da，更优选为800～10000Da，再优选为800～5000Da，再优选为1000～

4000Da，最优选为2000～3000Da；所述取代的磺酰氯优选为对甲苯磺酰氯、甲基磺酰氯与乙

基磺酰氯中的一种或多种；在本发明中，所述聚乙二醇与取代的磺酰氯优选在有机溶剂中

进行酯化反应；所述聚乙二醇与取代的磺酰氯的质量比优选(3～6):1，更优选为(3～5):1，

再优选为(3.5～4.5):1，最优选为(4～4.2):1；所述有机溶剂为本领域技术人员熟知的有

机溶剂即可，并无特殊的限制，本发明中优选为二氯甲烷；所述聚乙二醇与有机溶剂的比例

优选为1g:(4～6)mL，更优选为1g:5mL；在本发明中，所述酯化反应优选在碱性催化剂存在

的条件下反应，所述碱性催化剂优选为碱金属氢氧化物，更优选为氢氧化钠和/或氢氧化

钾；所述聚乙二醇与碱性催化剂的质量比优选为(10～20):1，更优选为(12～16):1，再优选

为(14～15):1；在本发明中，优选先将聚乙二醇与有机溶剂混合溶解后，加入取代的磺酰氯
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与碱性催化剂进行酯化反应；所述酯化反应的时间优选为5～10天，更优选为6～8天，再优

选为7天；酯化反应后，优选用冰饱和氯化钠溶液洗涤，分液后，浓缩，用冰乙醚沉降，过滤

后，得到取代的磺酸聚乙二醇酯；将所述取代的磺酸聚乙二醇酯进行氨解反应；在本发明中

优选将所述取代的磺酸聚乙二醇酯与氨水进行氨解反应；为了促进取代的磺酸聚乙二醇在

氨水中的溶解，优选在氯化铵存在的条件下进行氨解反应；所述取代的磺酸聚乙二醇与氨

水的比例为1g:(5～30)mL，优选为1g:(10～20)mL；所述取代的磺酸聚乙二醇与氯化铵的质

量比优选为1:(0.8～1.5)，更优选为1:(0.8～1.2)，再优选为1:1；所述氨解反应的温度优

选为10～40℃，更优选为15～30℃；所述氨解反应的时间优选为5～10天，更优选为6～8天，

再优选为7天；氨解反应后，优选用二氯甲烷萃取有机相，然后用冰饱和氯化钠溶液洗涤，冰

乙醚沉降后，干燥得到端氨基化的聚乙二醇。所述端氨基化的多臂聚乙二醇的制备方法同

上，只是将原料聚乙二醇替换为多臂聚乙二醇即可；所述多臂聚乙二醇中每个臂的分子量

优选为300～50000Da，更优选为800～10000Da，再优选为800～5000Da，再优选为1000～

4000Da，最优选为2000～3000Da

[0044] 所述包含硫醚基团侧链的氨基酸N‑羧基环内酸酐优选按照以下方法制备：将包含

硫醚基团侧链的氨基酸与双(三氯甲基)碳酸酯进行反应，得到包含硫醚基团侧链的氨基酸

N‑羧基环内酸酐；在本发明中，该反应优选在保护气氛中进行；所述保护气氛为本领域技术

人员熟知的保护气氛即可，并无特殊的限制，本发明中优选为氮气；该反应优选在有机溶剂

中进行；所述有机溶剂为本领域技术人员熟知的有机溶剂即可，并无特殊的限制，本发明中

优选为四氢呋喃；所述包含硫醚基团侧链的氨基酸与双(三氯甲基)碳酸酯的摩尔比为1:

(0.2～1.0)，优选为1:(0.5～0.8)；所述反应的温度优选为40～60℃；所述反应的时间优选

为1～3h；反应结束后，用冰正己烷沉降，过滤后用冰乙酸乙酯溶解，饱和氯化钠溶液洗涤，

无水硫酸镁干燥后，可经真空除去溶剂后重结晶提纯，也可经层析柱除杂后，真空除去溶

剂，即可得到包含硫醚基团侧链的氨基酸N‑羧基环内酸酐。

[0045] 所述侧链氨基被保护的氨基酸N‑羧基环内酸酐的制备方法同上所述，在此不再赘

述。

[0046] 将端氨基化的聚乙二醇和/或端氨基化的多臂聚乙二醇与包含硫醚基团侧链的氨

基酸N‑羧基环内酸酐反应；在本发明中，优选先将端氨基化的聚乙二醇除水后，再与包含硫

醚基团侧链的氨基酸N‑羧基环内酸酐反应；所述除水的方法为本领域技术人员熟知的方法

即可，并无特殊的限制，本发明优选通过将端氨基化的聚乙二醇和/或端氨基化的多臂聚乙

二醇与甲苯经共沸除水，然后除去甲苯；所述共沸除水的温度优选为110～125℃；所述共沸

除水的时间优选为2～3h；所述除去甲苯的方法优选为真空抽除；该反应优选在有机溶剂中

进行；所述有机溶剂为本领域技术人员熟知的有机溶剂即可，并无特殊的限制，本发明中优

选为N,N‑二甲基甲酰胺；所述反应的温度优选为10～40℃，更优选为15～30℃；所述反应的

时间优选为2～5天，更优选为3～4天。

[0047] 然后，加入侧链氨基被保护的氨基酸N‑羧基环内酸酐反应；所述所述反应的温度

优选为10～40℃，更优选为15～30℃；所述反应的时间优选为2～5天，更优选为3～4天。

[0048] 脱保护后，得到嵌段共聚物；所述脱保护的方法可根据氨基保护基团的种类进行

选择即可；脱保护后，优选将产物溶于N，N‑二甲基甲酰胺后进行透析；所述透析液优选为

水；所述透析所用的透析袋优选为3500Da透析袋；所述透析的时间优选为2～4天，更优选为
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3天；透析后，优选冷冻干燥，得到嵌段共聚物。

[0049] 按照本发明，所述糖胺聚糖醛基化衍生物优选按照以下方法制备：在避光的条件

下，将糖胺聚糖与高碘酸盐在水中混合，反应，透析后得到糖胺聚糖醛基化衍生物。其中，所

述糖胺聚糖优选为肝素、肝素衍生物、硫酸化葡聚糖、硫酸化葡聚糖衍生物、硫酸化透明质

酸、硫酸化透明质酸衍生物、透明质酸、透明质酸衍生物、硫酸软骨素与硫酸软骨素衍生物

中的一种或多种；所述高碘酸盐优选为高碘酸钠；在本发明中可通过加入高碘酸盐的量来

得到得到含有不同醛基量的胺聚糖醛基衍生物；所述糖胺聚糖与高碘酸盐的质量比优选为

5:(0.5～1.5)，更优选为5:(0.5～1.2)；在本发明提供的实施例中，所述糖胺聚糖与高碘酸

盐的质量比具体为5:1.07、5:0.713或5:5.35；在本发明中，优选先将糖胺聚糖与高碘酸盐

分别溶于水中，然后将两者的溶液混合进行反应；所述反应的温度优选为10～40℃，更优选

为15～30℃；所述反应的时间优选为8～15h，更优选为10～12h；反应结束后，加入乙醇终止

反应，在去离子水中透析，冷冻干燥后得到糖胺聚糖醛基化衍生物；所述透析的时间优选为

30～60h，更优选为40～50h，再优选为45～50h，最优选为48h。

[0050] 将嵌段共聚物与糖胺聚糖醛基化衍生物在溶剂中混合后，静置，得到活性氧响应

的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝胶；所述糖胺聚糖醛基衍生物的醛基与聚氨基酸嵌段中氨基

的摩尔比优选为1:3～3:1，更优选为1:2～2:1；所述溶剂为本领域技术人员熟知的溶剂即

可，并无特殊的限制，本发明中优选为水、生理盐水、缓冲溶液、组织培养液与体液中的一种

或多种；所述嵌段共聚物的质量优选为嵌段聚合物与溶剂总质量的5％～10％，更优选为

8％；所述混合的温度优选为2～6℃，更优选为4℃；在本发明中优选通过脉冲涡旋混合；所

述混合的时间优选为5～20s，更优选为10～15s；混合后静置，所述静置的温度优选为2～6

℃，更优选为4℃。

[0051] 本发明还提供了一种敷料，包括上述的活性氧响应的聚氨基酸键合糖胺聚糖水凝

胶。

[0052] 为了进一步说明本发明，以下结合实施例对本发明提供的一种活性氧响应的聚氨

基酸键合糖胺聚糖水凝胶、其制备方法及应用进行详细描述。

[0053] 以下实施例中所用的试剂均为市售。

[0054] 实施例1mPEG2k‑b‑P(Met25‑b‑Lys5)的合成

[0055] 合成mPEG2k‑b‑P(Met25‑b‑Lys5)需要的主要单体原料有一端氨基化的mPEG2k

(mPEG2k‑NH2)，L‑甲硫氨酸‑N‑羧基环内酸酐(L‑Met‑N‑carboxyanhydrides，L‑Met  NCA)和

苄氧羰基‑L‑赖氨酸‑N‑羧基环内酸酐(Cbz‑L‑Lys‑N‑carboxyanhydrides，Z‑L‑Lys  NCA)。

[0056] 合成氨基端的mPEG2k：将40g  mPEG2k用200mL二氯甲烷充分溶解，依次加入9.6g对

甲苯磺酰氯(p‑ToluenesulfonylChloride，PTSC)和2.8g氢氧化钾，搅拌7d后倒入分液漏

斗，用冰饱和氯化钠溶液洗涤6～8次，少量多次，使下层的有机相产物尽量澄清，分液后下

层产物用无水硫酸镁(MgSO4)于室温干燥过夜。次日用砂芯漏斗将硫酸镁过滤掉，旋蒸浓

缩，再用冰乙醚沉降液体，搅拌15分钟后布氏漏斗抽滤，室温下真空干燥12h后得到聚合物。

将反应得到的聚合物用10倍聚合物质量体积的氨水充分溶解，加入等质量氯化铵，于室温

反应7天后，二氯甲烷萃取有机相，再用冰饱和氯化钠溶液洗有机相2～3次，用无水MgSO4于

室温干燥过夜。次日用砂芯漏斗将硫酸镁过滤掉，随后再次用冰乙醚沉降、布氏漏斗抽干、

室温真空干燥，得到最终产物mPEG2k‑NH2。
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[0057] 合成两种氨基酸NCA：准备无水干燥的三口圆底烧瓶，通氮气，加入100mL四氢呋喃

(Tetrahydrofuran ,THF)，称量15g  L‑Met (L‑Lys (z) ‑OH)与20g三光气(Bis

(trichloromethyl)carbonate，BTC)加入烧瓶中，60℃油浴，1h液体变透明，开大氮气流量，

尽量吹走THF。剩余20～30mL  THF时，用冰正己烷沉降，沉降过程中持续快速搅拌，倾倒上层

液体(赖氨酸采取布氏漏斗抽滤)，产物用适量冰乙酸乙酯溶解，用无水饱和氯化钠溶液洗

三次，加入到锥形瓶，加适量无水硫酸镁在‑20℃干燥过夜。次日用G4砂芯漏斗抽滤，滤液连

接冷阱用真空泵抽走溶剂，赖氨酸一般可直接抽出固体，再进行重结晶提纯，甲硫氨酸需要

过无水层析柱除杂，再用真空泵抽走溶剂得到固体。

[0058] 将1g  mPEG‑NH2加入200mL干燥的甲苯中，于125℃共沸除水2～3h，用真空泵抽干

甲苯，依次加入40mL干燥的无水N,N‑二甲基甲酰胺(Dimethylformamide，DMF)和2.17g  L‑

Met  NCA，室温反应3天，抽换氮气三次，再加入0.77g  Z‑L‑Lys  NCA，继续室温反应3天。用冰

乙醚沉降，布氏漏斗抽滤，真空干燥得到浅黄色聚合物，称量。之后对保护基团进行脱保护，

将产物用10倍质量体积的三氟乙酸(Trifluoroacetic  acid ,TFA)溶解后加入三倍质量体

积的氢溴酸/乙酸溶液反应1h后，再次用冰乙醚沉降，布氏漏斗抽滤，固体溶于适量DMF装入

3500Da透析袋中，在去离子水中透析3天后冻干，得到mPEG2k‑b‑P(Met25‑b‑Lys5)。

[0059] 利用核磁共振对mPEG2k‑b‑P(Met25‑b‑Lys5)脱保护前的产物及mPEG2k‑b‑P(Met25‑

b‑Lys5)进行分析，得到其核磁共振氢谱图如图1所示。

[0060] 醛基化糖胺聚糖的制备：将0 .5g肝素钠用10mL二次蒸馏水充分溶解，分别将

0.107g、0.0713g和0.0535g高碘酸钠(NaIO4)避光溶于1mL二次蒸馏水(MilliQ)，避光缓慢

将高碘酸钠加入肝素钠溶液中，室温反应12h，加入10mL乙醇终止反应，装入透析袋中，在去

离子水中透析48h，冻干得到三种氧化程度的肝素。氧化度与醛基含量通过盐酸羟胺法测

定，OHEP中的醛基与盐酸羟胺反应，生成化合物肟的同时释放一分子盐酸，通过测定酸碱滴

定测定pH值可以间接测出OHEP的氧化度和醛基含量，氧化度分别为18.52％、29.43％与

45.79％。

[0061] 聚氨基酸/糖胺聚糖水凝胶的制备：将氧化度约为29.43％的OHEP按照氨基与醛基

1:1的比例混入8wt％聚氨基酸溶液脉冲涡旋10S至均匀，静置，以上操作均在4℃中进行，得

到聚氨基酸/糖胺聚糖水凝胶，其结构如图2所示。

[0062] 水凝胶结构表征及功能验证：利用红外光谱对得到mPEG2k‑b‑P(Met25‑b‑Lys5)、醛

基化糖胺聚糖及聚氨基酸/糖胺聚糖水凝胶进行分析，得到其傅里叶红外光谱图，如图3所

示。由图3可知聚氨基酸与糖胺聚糖组分的成功合成，并对两个组分结合后的产物以席夫碱

方式成功结合。

[0063] 利用C57BL/6雄性小鼠，以腹腔注射链脲佐菌素(STZ)的方式建立了I型糖尿病小

鼠模型，成模后在小鼠背部建立创面模型，涂覆聚氨基酸‑糖胺聚糖水凝胶进行治疗，其治

疗效果如图4所示，可见和无治疗措施的Control组相比，该材料具有良好的创面治疗效果。

[0064] 对嵌段聚合物的成胶性能进行验证，得到不同质量分数的前体聚氨基酸mPEG2k‑b‑

PMet25的成胶温度如表1所示。

[0065] 表1不同嵌段聚合物成胶性能结果

[0066] 质量分数(wt.％) 成胶温度(℃)

7 35
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8 26

9 24

10 20

[0067] 按照实施例1的方法，将不同氧化度的醛基化糖胺聚糖与mPEG2k‑b‑P(Met25‑b‑

Lys5)按照一定醛基与氨基的比例制备得到聚氨基酸/糖胺聚糖水凝胶，并对其模量进行检

测，得到结果如图5～图7所示。

[0068] 随后我们对9组材料进行了模量随温度改变的流变学检测，通过图5～图7可以看

出，9组材料均可在37℃之前发生溶液‑凝胶相转变，但当肝素的氧化度为45.79％时，如图

7，但由于氧化程度过高，分子量明显降低，多糖的生物学功能也会受到一定影响。在前两个

图中，可以看出随着氨基比例的升高，机械强度也会随之降低。但是当醛基与氨基比例选定

为1:1时，氧化度为18.52％的材料在相转变温度附近发生模量突变并不迅速，说明成胶可

能并不完全，因此最终我们选择氧化程度为29.43％的肝素，且醛基与氨基的比例为1:1。

[0069] 实施例2

[0070] 按照实施例1的方法合成两端均含氨基的mPEG4k，最终合成下式所示的嵌段聚合

物。

[0071]

[0072] 利用核磁共振对实施例2中得到的嵌段共聚物进行分析，得到其氢谱图如图8所

示。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7

图8
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