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(57)摘要

本发明公开了一种具有止血和抗菌性的冷

冻凝胶支架的制备方法，利用冷冻干燥技术将天

然高分子多糖和天然高分子蛋白制备成天然高

分子基的冷冻凝胶后利用强碱溶液浸泡交联该

天然高分子基的冷冻凝胶，将交联后的冷冻凝胶

浸泡到多酚化合物溶液中以达到将多酚化合物

修饰到冷冻凝胶表面和内部网络的目的。最后，

将多酚化合物修饰的冷冻凝胶浸泡到硝酸银

(Ag+)的溶液中，多酚化合物将还原Ag+进而在冷

冻凝胶中原位生成银纳米颗粒(Ag‑NPs)。该冷冻

凝胶支架具有良好的生物相容性、吸液和止血以

及优异的抗菌性能，在止血和治疗组织缺损方面

具有广阔的应用前景。
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1.一种具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架的制备方法，其特征在于：

包括以下步骤：

步骤  A：将天然高分子多糖和天然高分子蛋白按照质量比  1：0.1‑1

溶解于水，通过冷冻干燥技术将天然高分子混合溶液制备成天然高分

子基的冷冻凝胶支架后并在强碱溶液中交联，在室温下交联  10‑60 分

钟，所述天然高分子多糖为壳聚糖；

步骤  B：强碱溶液交联的所述冷冻凝胶支架浸泡到0.2‑1mg/mL的多

酚化合物溶液中浸泡  10‑60 分钟，在室温下通过与天然高分子链形成

氢键、静电相互作用等方式修饰到冷冻凝胶表面和内部网络中，所述

强碱溶液为  1mol/L的NaOH 水溶液，所述多酚化合物为单宁酸；

步骤  C：将多酚化合物修饰后的冷冻凝胶浸泡到0.01‑0.05  mg/mL的硝

酸银的溶液中得到具有多孔结构的冷冻凝胶支架。

2.根据权利要求  1 所述的一种具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架的

制备方法，其特征在于：步骤  A 中的天然高分子蛋白是明胶、

胶原蛋白和丝素蛋白中的一种或者多种。

3.一种根据权利要求1‑2中任一项所述制备方法制备获得的具有止血和抗菌性的冷冻

凝胶支架，其特征在于：所述支架为天然高分子基的冷冻凝胶，所述冷冻凝胶具有  Ag  纳米

颗粒分布相并通过所述多酚化合物修饰，所述冷冻凝胶为具有多孔结构的高分子聚合物。
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一种具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架的制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物材料技术领域，具体涉及一种具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架

的制备方法。

背景技术

[0002] 天然高分子基的冷冻凝胶因具有良好的生物相容性和仿细胞外基质微环境的成

分和结构而被广泛应用于伤口愈合，医用冷冻凝胶材料有可靠的生物安全性以及很好的生

物相容性，其较高的含水量与人体细胞基质环境极为相似,而且生长因子等小分子可自由

出入凝胶内部的多孔结构，使得冷冻凝胶的生物相容性、可降解性、细胞粘附性以及与生长

因子之间很好的结合性，这样细胞就会粘附在支架材料上分化生长形成新的组织区域来代

替原来的受损区域。

[0003] 然而单一的天然高分子基冷冻凝胶因生物活性不足而严重限制了冷冻凝胶在临

床应用，而细菌感染在伤口愈合期也是亟待解决的问题，然而天然高分子基的冷冻凝胶几

乎不具有抗菌活性。

[0004] 目前，在冷冻凝胶中引入抗生素是提高其抗菌活性最常用有效的手段,但抗生素

的滥用可能会诱导耐药菌的产生或使细胞毒性过高，纳米银Ag因具有良好的抗菌活性、不

易产生耐药性和光谱抗菌性等优点而受到研究者的广泛关注，直接在冷冻凝胶引入纳米银

Ag，虽然能显著提高其抗菌活性，但是容易出现团聚、粒径不均一等问题，产生的细胞毒性

也会降低伤口的愈合速率，因此如何在冷冻凝胶形成粒径均匀的分散相的纳米银是需要解

决的问题。

发明内容

[0005] 鉴于上文所述问题，本发明提出了一种具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架的制备

方法，本发明首先利用冷冻凝胶技术方法制备了天然高分子冷冻凝胶支架，采用多酚化合

物溶液修饰后利用原位还原技术在冷凝凝胶中构造具有抗菌功能的纳米Ag粒子，最终形成

了具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架；本发明制备出的冷冻凝胶支架不仅具有良好的生物

相容性,而且具有快速止血和优异的抗菌功能。

[0006] 本发明通过以下技术方案实现：

[0007] 包括以下步骤：

[0008] 步骤A：将天然高分子多糖和天然高分子蛋白按照质量比1：0.1‑1溶解于水通过冷

冻干燥技术将天然高分子混合溶液制备成天然高分子基的冷冻凝胶支架后并在强碱溶液

中交联，在室温下交联10分钟‑60分钟。

[0009] 步骤B：强碱溶液交联的所述冷冻凝胶支架浸泡到(0.2‑10mg/mL)多酚化合物溶液

中，在室温下通过与天然高分子链形成氢键、静电相互作用等方式修饰到冷冻凝胶表面和

内部网络中，浸泡时间为10分钟到60分钟。

[0010] 步骤C：将多酚化合物修饰后的冷冻凝胶浸泡到(0.01‑1mg/mL)硝酸银(Ag+)的溶
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液中得到冷冻凝胶支架。

[0011] 具体地，所述天然高分子多糖可以是壳聚糖、甲壳素、纤维素、魔芋葡聚糖和淀粉

中的一种或者多种。

[0012] 具体地，所述步骤A中的天然高分子蛋白可以是明胶、胶原蛋白和丝素蛋白中的一

种或者多种。

[0013] 具体地，所述多酚化合物可以是单宁酸、多巴、多巴胺、儿茶酚、香豆素和木质素的

一种或者多种。

[0014] 具体地，所述强碱溶液为1mol/L  NaOH水溶液。

[0015] 一种具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架，所述支架为天然高分子基的冷冻凝胶，

所述冷冻凝胶具有Ag纳米颗粒分布相并通过所述多酚化合物修饰，所述冷冻凝胶为具有多

孔结构的的高分子聚合物。

[0016] 与现有技术相比，本发明具有以下有益效果：

[0017] 1、本发明中多酚化合物的引入能协同冷冻凝胶的超强的吸液能力能快速地封闭

伤口和止血。

[0018] 2、本发明中的多酚化合物能显著提高冷冻凝胶的细胞亲和性和生物活性，促进细

胞行为和组织再生，进而有利于伤口的快速愈合。

[0019] 3、本发明的冷冻凝胶中含有多酚化合物原位还原的Ag‑NPs不仅能赋予冷冻凝胶

优异的抗菌性能，而且原位还原技术有利于Ag‑NPs在冷冻凝胶中的均匀分散而降低因Ag‑

NPs团聚而产生的细胞毒性。

附图说明

[0020] 图1为实施例1中所述强碱溶液中交联后的纯壳聚糖冷冻凝胶多孔微观形貌结构

图；

[0021] 图2为实施例2中所述强碱溶液中交联后的壳聚糖/明胶冷冻凝胶多孔微观形貌结

构图；

[0022] 图3为实施例2所述多酚化合物溶液修饰后的冷冻凝胶多孔微观形貌结构图；

[0023] 图4为实施例2中银纳米粒子分散相的冷冻凝胶多孔微观形貌结构图；

[0024] 图5为实施例2中银纳米粒子分散相的冷冻凝胶随孵育时间变化的凝血指数示意

图；

[0025] 图6为实施例2中冷冻凝胶随银纳米粒子浓度变化的抗菌效果示意图；

具体实施方式

[0026] 以下结合实施例对本发明进行进一步的阐述，但不应该理解为本发明上述主题范

围仅限于下述实施例。在不脱离本发明上述技术思想的情况下，根据本领域普通技术知识

和惯用手段，做出各种替换和变更，均应包括在本发明的保护范围内。

[0027] 实施例1：

[0028] 步骤A：首先，配置壳聚糖(30mg/mL)水溶液5mL；其次，用冷冻干燥技术将壳聚糖溶

液制备成壳聚糖冷冻凝胶，将壳聚糖冷冻凝胶浸泡到强碱溶液中交联，交联时间为20分钟，

多孔微观形貌如图1。
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[0029] 步骤B：将A步强碱交联的壳聚糖冷冻凝胶浸泡到单宁酸(0.2mg/mL)溶液中，单宁

酸通过与壳聚糖的分子链形成氢键、静电相互作用等方式修饰到壳聚糖冷冻凝胶的表面和

内部网络中，浸泡时间为20分钟。

[0030] 步骤C：将B步制备的单宁酸修饰的壳聚糖冷冻凝胶浸泡到硝酸银溶液中(1mg/

mL)。由于单宁酸具有一定的还原能力能将Ag+还原形成具有抗菌功能的Ag纳米颗粒并均匀

分布于冷冻凝胶中形成具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架。

[0031] 实施例2：

[0032] 步骤A：首先，将壳聚糖和明胶溶解于水溶液中，制得壳聚糖(30mg/mL)和明胶

(5mg/mL)混合溶液5mL；其次，用冷冻干燥技术将壳聚糖和明胶混合溶液制备成壳聚糖/明

胶冷冻凝胶；最后，将壳聚糖/明胶冷冻凝胶浸泡到强碱溶液中交联，交联时间为30分钟，多

孔微观形貌如图2。

[0033] 步骤B：将A步强碱交联的壳聚糖/明胶冷冻凝胶浸泡到单宁酸(0.2mg/mL)溶液中，

单宁酸通过与壳聚糖、明胶的分子链形成氢键、静电相互作用等方式修饰到壳聚糖/明胶冷

冻凝胶的表面和内部网络中，浸泡时间为40分钟，多孔形貌如图3。通过SEM获取了支架的微

观形貌，纯CS支架孔径比较大，随着加入Gel的量增加，孔径变小变致密。孔径变小的原因一

是因为原料增多，二是因为交联点增多，孔径的变化会影响到吸水吸血率。

[0034] 步骤C：将B步制备的单宁酸修饰的壳聚糖/明胶冷冻凝胶浸泡到硝酸银溶液中

(0.02mg/mL)。由于单宁酸具有一定的还原能力能将Ag+还原形成具有抗菌功能的Ag纳米颗

粒(多孔形貌如图4所示)，并均匀分布于冷冻凝胶中。如图5所示，随着冷冻凝胶和小鼠血孵

育时间增加，BCI凝血指数降低，说明冷冻凝胶有很好的止血效果，由于单宁酸具有一定的

还原能力能将Ag+还原形成具有抗菌功能的Ag纳米颗粒，还原后的银粒子也能均匀的分布

在空隙当中，减少银纳米粒子团聚并络合固定银纳米粒子，降低了银纳米粒子游离度和冷

冻凝胶支架的毒性。如图6所示为冷冻凝胶随银纳米粒子浓度变化的抗菌效果示意图，随着

银离子浓度的增加，还原得到的银纳米粒子越多，则抗菌性越好。

[0035] 实施例3：

[0036] 本例的操作与实施实例1基本相同，只是将实施实例1中所使用天然高分子多糖换

成甲壳素、纤维素、魔芋葡聚糖、淀粉。

[0037] 实施例4：

[0038] 本例的操作与实施实例1基本相同，只是将实施例1中所使用天然高分子蛋白换成

胶原蛋白、丝素蛋白。

[0039] 实施例5：

[0040] 步骤A：首先，将壳聚糖和明胶溶解于水溶液中，制得壳聚糖(30mg/mL)和明胶

(5mg/mL)混合溶液5mL；其次，用冷冻干燥技术将壳聚糖和明胶混合溶液制备成壳聚糖/明

胶冷冻凝胶；最后，将壳聚糖/明胶冷冻凝胶浸泡到强碱溶液中交联，交联时间为30分钟

[0041] 步骤B：将A步强碱交联的壳聚糖/明胶冷冻凝胶浸泡到单宁酸(1mg/mL)溶液中，单

宁酸通过与壳聚糖、明胶的分子链形成氢键、静电相互作用等方式，修饰到壳聚糖/明胶冷

冻凝胶的表面和内部网络中。

[0042] 步骤C：将B步制备的单宁酸修饰的壳聚糖/明胶冷冻凝胶浸泡到硝酸银溶液中

(0.02mg/mL)。由于单宁酸具有一定的还原能力能将Ag+还原形成具有抗菌功能的Ag纳米颗
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粒并均匀分布于冷冻凝胶中形成具有止血和抗菌性的冷冻凝胶支架，浸泡时间为40分钟。

[0043] 实施例6：

[0044] 本例的操作与实施实例5基本相同，只是将实施实例1中所使用的多酚化合物换成

多巴、多巴胺、儿茶酚、香豆素、木质素。

[0045] 本发明通过在冷冻凝胶支架中修饰多酚类化合物，使得冷冻凝胶支架兼具优异的

细胞亲和性和生物活性，能促进细胞行为和组织再生的能力，进而加速伤口的快速愈合，此

外，多酚能化合物可以有效粘附血细胞，能结合天然高分子基的冷冻凝胶的超强吸液能力，

使得伤口快速封闭和止血，提高了冷冻凝胶支架的止血能力，同时利用多酚类化合物的还

原性能在冷冻凝胶中原位还原生成Ag‑NPs而降低其细胞毒性，本发明制备出的冷冻凝胶支

架不仅具有良好的生物相容性,而且具有快速止血和优异的抗菌功能。

[0046] 上述说明也并不仅限于上述举例，本发明未经描述的技术特征可以通过或采用现

有技术实现，在此不再赘述；以上实施例及附图仅用于说明本发明的技术方案并非是对本

发明的限制，参照优选的实施方式对本发明进行了详细说明，本技术领域的普通技术人员

在本发明的实质范围内所作的任何修改、等同替换、改进等也应属于本发明的权利要求保

护范围。
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