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一种用于伤口修复的可注射水凝胶材料及

其制备方法

(57)摘要

本发明属于创伤修复材料技术领域，具体涉

及一种用于伤口修复的可注射水凝胶材料及其

制备方法。本发明公开的壳聚糖‑绿原酸‑氧化透

明质酸‑去铁胺(CCOD)复合水凝胶材料具有显著

的活性氧清除效果，表现出了较好的抗氧化能

力，并且还能促进细胞迁移和血管再生，同时可

以有效抑制细菌的增殖，起到抗感染、抗炎和抗

菌的作用；糖尿病感染伤口模型实验表明该水凝

胶材料可以促进伤口快速愈合，效果显著，而且

还能去除掉伤口部位感染的细菌，减轻炎症。此

外，本发明中的水凝胶材料主要成分来源于天然

物质，安全性好，具有良好的生物相容性、可吸收

性等优点；且将其制备成可注射水凝胶的方法简

单，适用于各种伤口。
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1.一种可注射水凝胶材料的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

S1、将绿原酸溶解于有机溶剂中，再加入1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳化二亚胺盐酸

盐和N‑羟基琥珀酰亚胺进行活化反应，反应后将该体系与壳聚糖溶液混合，避光反应后，经

透析、浓缩得到壳聚糖‑绿原酸浓缩液；

S2、将透明质酸溶解于水中，再加入高碘酸钠，避光反应后经透析、浓缩得到氧化透明

质酸；

S3、将壳聚糖‑绿原酸浓缩液与氧化透明质酸混合，再加入去铁胺，所述去铁胺的添加

量为50‑100μg/mL，静置成胶后得到可注射复合水凝胶；所述氧化透明质酸在混合前，先制

成浓度为10％‑20％的氧化透明质酸溶液。

2.根据权利要求1所述的一种可注射水凝胶材料的制备方法，其特征在于，步骤S1中，

所述壳聚糖、绿原酸、1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳化二亚胺盐酸盐和N‑羟基琥珀酰亚胺

的摩尔比为5‑10：1‑3：1‑3：1‑3。

3.根据权利要求1所述的一种可注射水凝胶材料的制备方法，其特征在于，步骤S2中，

所述透明质酸和高碘酸钠的摩尔比为12：1。

4.根据权利要求1所述的一种可注射水凝胶材料的制备方法，其特征在于，步骤S1中，

所述活化反应为4℃反应1‑3小时。

5.根据权利要求1所述的一种可注射水凝胶材料的制备方法，其特征在于，步骤S1、S2

中，所述避光反应为室温下避光反应20‑30小时。

6.采用权利要求1‑5任一项所述的制备方法制备得到的可注射水凝胶材料。

7.权利要求6所述的可注射水凝胶材料在制备创伤修复医用材料中的应用。

8.根据权利要求7所述的应用，其特征在于，所述创伤包括糖尿病慢性伤口。
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一种用于伤口修复的可注射水凝胶材料及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于创伤修复材料技术领域，具体涉及一种用于伤口修复的可注射水凝胶

材料及其制备方法。

背景技术

[0002] 严重糖尿病患者常发生足部溃疡，临床上称为糖尿病足溃疡。这种类型的足部伤

口愈合困难，且因为足部缺乏血管，自由基积聚，会产生二次损伤。同时，慢性伤口由于长期

暴露，也会导致组织微环境极度紊乱，容易滋生细菌，引发感染，甚至形成细菌生物膜。细菌

的存在会进一步引发伤口的炎症和溃疡，形成一个恶性循环。因而，现有的慢性伤口不能简

单地用敷料包扎，受影响的区域往往需要清创和消毒。在临床实践中，口服或注射抗生素是

治疗感染的主要方法，然而，耐药菌的发展使得人们认识到需要寻找其他不导致超级细菌

的抗菌途径，并减少药物在体内的循环，以减少药物积累。因此，对于慢性伤口，需要研发新

型敷料，在对感染部位进行抑菌、消毒的同时还要能促进伤口的愈合。

[0003] 目前，生物医学材料已经成为一种很有前途的替代材料。这些生物医用敷料通常

是由生物友好型材料制成的，并配有促进伤口愈合的药物和抗生素，因而比常规敷料更能

快速促进伤口愈合。因为这些生物医用敷料通常可作为类似细胞外基质的支架，从而提供

机械和空间支持，并传递生物信号，调节和指导组织修复，进而加速伤口愈合。但是，现有的

生物医用敷料在应用于慢性创伤修复时，仍然存在用药副作用大、组织再生能力一般、创伤

修复效果有限等缺陷。因此，针对慢性创面愈合困难的问题，有必要构建新的细胞外基质结

构，形成有效的抗菌药物体系，从而实现进一步的个性化治疗。

发明内容

[0004] 为了克服上述现有技术的不足，本发明提出了一种可注射水凝胶材料的制备方

法，制备所得的水凝胶材料具有显著创伤修复效果、促进上皮和微小血管再生、抑制瘢痕形

成的可注射水凝胶，该水凝胶适用于糖尿病伤口等慢性创伤的修复中。

[0005] 为了实现上述目的，本发明所采用的技术方案是：

[0006] 本发明提供了一种可注射水凝胶材料的制备方法，所述方法包括以下步骤：

[0007] S1、将绿原酸溶解于有机溶剂中，再加入1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳化二亚胺

盐酸盐和N‑羟基琥珀酰亚胺进行活化反应，反应后将该体系与壳聚糖溶液混合，避光反应

后，经透析、浓缩得到壳聚糖‑绿原酸浓缩液；

[0008] S2、将透明质酸溶解于水中，再加入高碘酸钠，避光反应后经透析、浓缩得到氧化

透明质酸；

[0009] S3、将壳聚糖‑绿原酸浓缩液与氧化透明质酸混合，再加入去铁胺，静置成胶后得

到可注射复合水凝胶。

[0010] 优选地，步骤S1中，所述壳聚糖、绿原酸、1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳化二亚胺

盐酸盐和N‑羟基琥珀酰亚胺的摩尔比为5‑10：1‑3：1‑3：1‑3。更优选的，所述壳聚糖、绿原
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酸、1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳化二亚胺盐酸盐和N‑羟基琥珀酰亚胺的摩尔比为10：1：

1：1。

[0011] 优选地，步骤S3中，所述壳聚糖‑绿原酸浓缩液与氧化透明质酸的体积比为3‑5：1，

所述去铁胺的添加量为50‑100μg/mL。更优选的，所述壳聚糖‑绿原酸浓缩液与氧化透明质

酸的体积比为3：1，所述去铁胺的添加量为50μg/mL。在该浓度范围，所述水凝胶材料的创伤

修复效果更好。

[0012] 优选地，所述氧化透明质酸在混合前，先制成浓度为10％‑20％的氧化透明质酸溶

液。

[0013] 优选地，步骤S3中，所述透明质酸和高碘酸钠的摩尔比为12：1。

[0014] 优选地，步骤S1中，所述活化反应为4℃反应1‑3小时。

[0015] 优选地，步骤S1、S2中，所述避光反应为室温下避光反应20‑30小时。

[0016] 优选地，步骤S1中的透析采用14kDa的透析袋，在纯水中透析5天，每天换一次水；

步骤S2中的透析采用8kDa的透析袋，在纯水中透析5天，每天换一次水。

[0017] 优选地，所述壳聚糖为脱乙酰度不小于98％的壳聚糖。

[0018] 优选地，所述壳聚糖溶液的配制方法为：将壳聚糖溶于含1％乙酸的水中，所述壳

聚糖与水的料液比为1‑2g/100mL。

[0019] 本发明还提供了采用上述制备方法制备得到的可注射水凝胶材料。

[0020] 本发明还提供了采用上述的可注射水凝胶材料在制备创伤修复医用材料中的应

用。

[0021] 采用本发明方法制备得到的可注射水凝胶，在物理结构上，该水凝胶具有可注射

性和自愈性，适用于各种伤口，易于管理。在化学组成上，包括壳聚糖、绿原酸、氧化透明质

酸和去铁胺，其中水凝胶中的壳聚糖是一种生物可降解的多糖，具有良好的生物相容性和

抑菌功能；绿原酸具有抗炎、抗氧化、抗菌等生物活性，体内外实验均证实可抑制金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌；去铁胺具有良好的血管生成作用和抗氧化能力，适合于缺血组织的修

复；将绿原酸接枝到壳聚糖上，可以实现绿原酸的长期释放。可见，将壳聚糖‑绿原酸和氧化

透明质酸相结合，并负载去铁胺构建的水凝胶CCOD具有可注射性，且具有抗氧化、抗炎、抑

菌、促进血管再生和上皮修复的功能，在糖尿病慢性伤口等慢性创伤的修复中具有极佳的

应用前景。

[0022] 优选地，所述创伤包括糖尿病慢性伤口；所述糖尿病为Ⅰ型糖尿病。

[0023] 与现有技术相比，本发明的有益效果是：

[0024] 本发明公开了一种可注射水凝胶材料的制备方法，制得的壳聚糖‑绿原酸‑氧化透

明质酸‑去铁胺(CCOD)复合水凝胶材料具有显著的活性氧清除效果，表现出了较好的抗氧

化能力，并且还能促进细胞迁移和血管再生，同时可以有效抑制细菌的增殖，起到抗感染、

抗炎和抗菌的作用；糖尿病感染伤口模型实验表明该水凝胶材料可以促进伤口快速愈合，

14天就能使伤口完全愈合，效果显著，而且还能去除掉伤口部位感染的细菌，减轻炎症。此

外，本发明中的水凝胶材料主要成分来源于天然物质，如壳聚糖来源于甲壳，绿原酸来源于

咖啡，安全性好，具有良好的生物相容性、可吸收性等优点；且将其制备成可注射水凝胶的

方法简单，适用于各种伤口，克服了现有慢性创伤修复用药副作用大、组织再生能力一般、

创伤修复效果有限等不足。
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附图说明

[0025] 图1为CS‑CGA处理组、CCOD处理组以及对照组的细菌活性涂布平板图；

[0026] 图2为CS‑CGA处理组和CCOD处理组的细胞内活性氧清除效果图(比例尺为100μm)；
[0027] 图3为CS‑CGA处理组、CCOD处理组以及对照组的SD大鼠糖尿病慢性伤口愈合情况

图；

[0028] 图4为CS‑CGA处理组、CCOD处理组以及对照组的SD大鼠在感染细菌后糖尿病伤口

的愈合面积图；

[0029] 图5为CS‑CGA处理组、CCOD处理组和对照组在第5天时，感染细菌的糖尿病伤口创

面组织的H&E染色和Masson染色结果图(比例尺分别为200μm和100μm)。
[0030] 图6为CS‑CGA处理组、CCOD处理组和对照组在第14天时，糖尿病慢性伤口创面组织

的血管内皮生长因子(VEGF)、低氧诱导因子(HIF‑1α)和血小板‑内皮细胞黏附因子(CD31)

的免疫组织化学(Immunohistochemical  staining)染色图(比例尺为100μm)。

具体实施方式

[0031] 下面对本发明的具体实施方式作进一步说明。在此需要说明的是，对于这些实施

方式的说明用于帮助理解本发明，但并不构成对本发明的限定。此外，下面所描述的本发明

各个实施方式中所涉及的技术特征只要彼此之间未构成冲突就可以相互组合。

[0032] 下述实施例中的实验方法，如无特殊说明，均为常规方法，下述实施例中所用的试

验材料，如无特殊说明，均为可通过常规的商业途径购买得到。

[0033] 实施例1一种可注射水凝胶材料及其制备方法

[0034] (1)壳聚糖‑绿原酸材料(CS‑CGA)的制备：

[0035] 将1.6g脱乙酰度为98％的壳聚糖溶于100mL含1％乙酸的超纯水中，搅拌至完全溶

解，备用；将354mg绿原酸粉末溶解于10mL无水乙醇中，先加入191mg  1‑乙基‑(3‑二甲基氨

基丙基)碳化二亚胺盐酸盐(EDC  HCL)，10min后再加入115mg  N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)进行

活化，4℃反应30分钟后将该体系加入到上述的壳聚糖溶液中，室温下避光反应24小时。反

应完成后，将产物转移到14kDa的透析袋中，在纯水中透析5天，每天换一次水。透析完成后

以3000rpm/min的转速离心，收集上清并置于25℃的恒温干燥箱里浓缩7天，得到CS‑CGA浓

缩液。

[0036] (2)氧化透明质酸(OHA)的制备：

[0037] 将10g透明质酸溶解于超纯水中，并定容至100mL，再加入417mg高碘酸钠，室温下

避光反应24小时，反应结束后加入过量乙二醇终止反应。反应完成后，将产物转移到8kDa的

透析袋中，在纯水中透析5天，每天换一次水。透析完成后离心、冻干得到氧化透明质酸。

[0038] (3)可注射水凝胶材料(CCOD)的制备：

[0039] 将氧化透明质酸溶于超纯水中配成质量分数为15％的溶液，然后将3mL壳聚糖‑绿

原酸浓缩液与1mL  15％氧化透明质酸溶液混合，再加入200μg去铁胺，静置30秒后成胶，成

胶后装入到注射器中，即得到可注射复合水凝胶。

[0040] 实验例1细菌活性检测实验

[0041] (1)实验方法：

[0042] 各取100μL的金黄色葡萄球菌菌液和大肠杆菌菌液于20mL的LB培养基中，置于摇
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床中37℃活化12h，将得到的菌液稀释至OD500值为0.5，即细菌浓度为1×108CFU/mL。然后将

1mL  CS‑GA和CCOD分别加入4mL稀释了100倍的金黄色葡萄球菌(S .aureus)和大肠杆菌

(E.coli)的菌悬液中，在37℃摇床中以150rpm/min的转速培养4h。然后，取菌液用0.9％的

生理盐水稀释10倍，再将100μL稀释后的悬液涂抹在琼脂平板上，并在37℃恒温箱中培养

12h，最后计数各组的菌落数。以未经处理的细菌菌落数作为对照。

[0043] (2)实验结果：

[0044] 结果参见图1，由图可见，CS‑CGA和CCOD均具有一定的细菌清除能力，可以有效抑

制金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的增殖，从而抑制菌落的形成，达到抗菌抗炎的效果。其中

CCOD对细菌的活性影响更明显，尤其是对金黄色葡萄球菌而言，CS‑CGA和CCOD基本都能完

全抑制该菌的活性。

[0045] 实验例2细胞内活性氧的清除实验

[0046] (1)实验方法：

[0047] 将3T3细胞接种在24孔板中，加入含血清的DMEM培养基培养至贴壁，去除旧培养

基，分别加入100μL  CS‑CGA和CCOD，再加入H2O2溶液(100μM)，继续培养24h；阳性对照组则加

入含血清培养基和H2O2溶液(100μM)，阴性对照组加入含血清培养基和与H2O2溶液等体积的

PBS溶液；24h后去除旧培养基，用PBS溶液清洗细胞2遍，每孔加入300μLDCFH‑DA探针孵育

20min，孵育后去除探针溶液，再用PBS溶液清洗细胞2遍，把孔板放置于倒置荧光显微镜下

观察荧光强度。

[0048] 2、实验结果：

[0049] 结果参见图2，由图可见，阴性对照组的细胞在没有任何刺激的情况下，细胞内ROS

水平较低；阳性对照组经过过氧化氢溶液(100μM)预处理后，细胞内ROS水平显著增加，在图

中观察到强烈的荧光。而经过CS‑CGA和CCOD预处理后，荧光强度明显降低；并且，值得注意

的是，当用CCOD预处理细胞时，细胞中的荧光强度很低，即细胞内ROS水平很低。

[0050] 上述结果表明，CCOD水凝胶材料可以清除细胞内的活性氧，具有良好的细胞内抗

氧化活性。

[0051] 实验例3对创面修复速度的影响

[0052] 1、实验方法：

[0053] (1)糖尿病造模：选取体重180～220g的雄性SD(Sprague  Dawley)大鼠作为研究对

象。将2.1g柠檬酸和2.94g柠檬酸钠分别溶于100mL生理盐水中，然后将柠檬酸溶液和柠檬

酸钠溶液按照1：1.32的体积比混合，并调pH为4.5，得到缓冲液。取链脲佐菌素(STZ)溶于缓

冲液中，配成10mg/mL的溶液，再用STZ溶液对大鼠进行腹腔注射，注射量为链脲佐菌素/大

鼠体重＝50mg/kg。一周后，测量大鼠空腹血糖，取血糖值在16.7‑30mmol/L范围的大鼠进行

后续实验。

[0054] (2)糖尿病慢性伤口造模：将所有糖尿病大鼠随机分为3组，给所有大鼠背部剃毛，

先通过腹腔注射2％戊巴比妥钠(50mg/kg)进行麻醉，再于大鼠背部全层切除直径为1.5cm

的圆形皮肤；

[0055] (3)细菌感染的糖尿病伤口造模：在糖尿病慢性伤口造模的基础上，在伤口部位涂

抹100μL  OD500值为0.5金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的混合菌液。

[0056] (4)创口上药：在对照组伤口处滴加PBS溶液，实验组伤口处分别施加约200μL  CS‑
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CGA浓缩液和CCOD水凝胶，每次滴加的PBS溶液和CS‑CGA浓缩液体积相同，每三天换一次药，

并拍照记录伤口变化情况。

[0057] (5)组织切片：取治疗14天后的糖尿病慢性伤口的创面皮肤组织进行VEGF(血管内

皮生长因子)、CD31(内皮细胞黏附分子)和HIF‑1α(缺氧诱导因子‑1α)免疫组化染色，取治

疗5天后的细菌感染伤口的创面皮肤进行苏木精‑伊红染色(H&E  staining)和马松染色

(Masson  staining)，在显微镜下拍照观察。

[0058] 2、实验结果：

[0059] 实验结果参见图3‑6，由图3可见，CCOD水凝胶材料可以显著促进创面愈合，经过

CS‑CGA和CCOD处理后，大鼠的糖尿病慢性伤口的创面闭合面积均大于对照组。其中，经CCOD

水凝胶处理后的实验组大鼠创面在第14天即完全闭合，而对照组创面仍然明显存在；CS‑

CGA处理的实验组大鼠创面虽然未完全愈合，但其面积也均明显小于对照组。说明本发明的

CS‑CGA和CCOD材料可加速创面愈合，而CCOD水凝胶材料由于包含去铁胺(DFO)，促愈合效果

更佳。

[0060] 由图4可见，在治疗的第5天，经CCOD处理后的细菌感染伤口的创面闭合率为64％，

而对照组创面闭合率仅为41％；而且，经CCOD处理后的大鼠伤口状况发展良好，未发现明显

炎症反应，但对照组还存在明显的炎症。

[0061] 由图5可见，CS‑CGA和CCOD材料可促进细菌感染伤口更完整的上皮形成，使得胶原

纤维聚集、排列紧密，还可以促进皮肤附属物毛囊的形成，其中CCOD的效果最好。由H&E和

Masson染色可见，与对照组相比，CS‑CGA和CCOD处理后的肉芽组织程度较高，血管分布丰

富，而且细菌分布和炎症细胞较少。而对照组可见散落着大面积的细菌和炎症细胞，说明感

染没有得到控制。

[0062] 由图6可见，CS‑CGA和CCOD材料可促使糖尿病慢性伤口更丰富的微小血管形成，血

管标志物CD31凸显了血管横截面的外型，其中CCOD的效果更好，通过计数可知CCOD处理后

的组织具有更多数量的微小血管。VEGF和HIF‑1α染色区域及强度明显大于对照组，说明

CCOD处理后的组织具有更强的血管生成潜力。以上结果表明本发明的CCOD水凝胶材料具有

显著的血管生成促进作用。

[0063] 综上所述，本发明制备的壳聚糖‑绿原酸‑氧化透明质酸‑去铁胺(CCOD)复合可注

射水凝胶材料具有良好的生物相容性、可吸收性。所制备的可注射水凝胶含有丰富的营养

成分，可以为参与伤口修复的细胞提供养分支持，同时具有良好的抗氧化能力，优秀的抗菌

能力和促血管再生能力，不仅可以加速创面愈合，还具有抑制瘢痕形成和抗炎的作用。可

见，壳聚糖‑绿原酸和氧化透明质酸结合去铁胺制成创伤修复材料后，非常适合用于克服糖

尿病慢性伤口以及细菌感染伤口修复过程中存在的一系列困难，应用前景良好。

[0064] 以上对本发明的实施方式作了详细说明，但本发明不限于所描述的实施方式。对

于本领域的技术人员而言，在不脱离本发明原理和精神的情况下，对这些实施方式进行多

种变化、修改、替换和变型，仍落入本发明的保护范围内。
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图1

图2
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图3
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图4

图5
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图6
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