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(57)摘要

本发明公开了一种可注射抗菌互穿双网络

水凝胶及其制备方法和应用，通过氧化葡聚糖上

的醛基与ε‑聚赖氨酸上的氨基发生席夫碱反应

形成第一层网络，甲基丙烯酰化明胶光聚合形成

第二层网络，第一层网络的氧化葡聚糖的多余醛

基再与第二层网络的甲基丙烯酰化明胶的氨基

发生席夫碱反应，使得第一层网络与第二层网络

之间发生化学交联形成互穿的双网络结构，提高

双网络水凝胶的机械强度，以满足伤口的护理需

求；同时ε‑聚赖氨酸赋予其良好的抗菌活性和

生物相容性。该水凝胶对MRSA感染性SD大鼠伤口

具有促进愈合作用，本发明的制备方法操作简

便、原料绿色、廉价，制得的水凝胶抗菌性能优

良、结构稳定、力学性能好，适用于不规则和感染

性伤口。
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1. 一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其特征在于：包括以下步骤：

（1）制备甲基丙烯酰化明胶和氧化葡聚糖

将明胶溶液与甲基丙烯酸酐进行反应，得到甲基丙烯酰化明胶溶液；

将葡聚糖溶液与氧化剂进行反应，得到氧化葡聚糖溶液；

（2）双凝胶的交联反应

先将上述氧化葡聚糖溶液与ε-聚赖氨酸溶液混合，再添加上述甲基丙烯酰化明胶溶液

和光引发剂溶液，得到混合溶液，之后静置成胶，并将成胶所得的凝胶进行紫外光照射，得

到可注射抗菌互穿双网络水凝胶。

2.根据权利要求1所述一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其特征在于：所

述步骤（1）中，明胶与甲基丙烯酸酐的用量比为5g∶(1～3)mL，明胶溶液与甲基丙烯酸酐之

间的反应是在体系pH为7.5～8.0条件下进行。

3.根据权利要求1所述一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其特征在于：所

述步骤（1）中，葡聚糖与氧化剂的质量比为1∶(0.5～1)  ，所述氧化剂为高碘酸钠，葡聚糖与

氧化剂之间的反应在避光条件下进行，反应的时间为3～6h。

4.根据权利要求1所述一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其特征在于：所

述步骤（2）中，ε-聚赖氨酸溶液的质量浓度为5～30%，氧化葡聚糖溶液的质量浓度为5～

10％，ε-聚赖氨酸溶液与氧化葡聚糖溶液的体积比为（0.5～1）：1；甲基丙烯酰化明胶溶液

的质量浓度为10～15％，甲基丙烯酰化明胶溶液与氧化葡聚糖和ε-聚赖氨酸的混合溶液的

体积比为(0.5～1)∶(0.1～0.5)。

5.根据权利要求1所述一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其特征在于：所

述步骤（2）中，光引发剂溶液为光引发剂浓度是0.2～0.6  g/mL的水溶液。

6.根据权利要求1所述一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其特征在于：所

述步骤（2）中，光引发剂选自光引发剂LAP、光引发剂2959、光引发剂1173、光引发剂819中的

任一种。

7.根据权利要求1所述一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其特征在于：所

述步骤（2）中，静置成胶的温度为25～30℃、pH为7.2～8.0，时间5~60s。

8.根据权利要求1所述一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其特征在于：所

述步骤（2）中，紫外光照射是在功率为400W，波长为280~365nm的紫外光固化设备下照射30~
300s。

9.根据权利要求1～8中任一项所述的制备方法制得的可注射抗菌互穿双网络水凝胶。

10.根据权利要求9所述的可注射抗菌互穿双网络水凝胶在制备生物医用敷料中的应

用。
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一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医用敷料领域，具体涉及一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶及其

制备方法和应用。

背景技术

[0002] 皮肤是人体与外界环境之间的天然屏障，在体内平衡和防止微生物入侵方面起着

重要作用。皮肤受伤可能对人体构成严重的健康风险，不正确的处理方式会引起进一步的

并发症，在发生皮肤损伤后，需要立即覆盖伤口，以保护组织免受有害物质的侵害，并防止

液体流失。

[0003] 在临床上，理想的敷料应有助于加速伤口愈合过程，并作为抗生素来避免伤口感

染。如今，许多天然和合成聚合物，例如多肽、明胶、壳聚糖和多糖，已经应用于水凝胶敷料，

这些敷料具有保持伤口环境湿润、吸收多余渗液、防止外源性感染、透气、允许外界气体交

换等特点。但大多敷料需要频繁更换，不适应不规则伤口，容易造成二次伤害，并且不能有

效杀死细菌，也不能保持伤口湿润的环境。基于此，可注射抗菌水凝胶敷料受到了广泛的关

注，它主要由抗菌材料和天然高分子材料结合组成，可以模拟天然皮肤的结构，进而在保持

伤口湿润的前提下，有效抗菌，适用不同类型伤口。

[0004] 水凝胶天然高分子材料及其衍生聚合物所组成的水凝胶，由于其结构中的含水量

高、具有高度的仿生性（即物理性质与细胞外基质(ECM)相似）等特点，因此可以很好地模拟

人体组织结构，并在组织工程和生物医药等领域得到了广泛的应用。但是单层网络的水凝

胶由于结构单一，往往不能承受太大的应力和形变，这在很大程度上限制了水凝胶的应用；

并且，单一网络的水凝胶通常不具有抗菌作用，其只能够应对普通伤口，不能够对感染性和

继发性创伤发挥作用，而继发性和感染性伤口每年导致死亡的病例很多，没有及时的治疗

容易导致伤口溃疡或者截肢，给患者和家庭带来严重的负担。因此开发一种抗菌水凝胶来

解决当前的一些难题迫在眉睫。

[0005] 双网络水凝胶是在传统单一网络的基础上发展而来的，将刚性的第一网络和柔性

第二网络协同起来共同承担抵抗外力的作用。申请公布号为CN102784414A的中国专利公开

了一种由氧化葡聚糖、氨基化明胶和四臂聚乙二醇丙烯酸酯组成的可注射双网络水凝胶，

氧化葡聚糖和氨基化明胶通过希夫碱反应形成第一交联网络，四臂聚乙二醇丙烯酸酯在光

引发剂的存在下由紫外光引发交联形成独立的第二交联网络。但该交联双网络中两个交联

网络是单独存在的，除了物理缠结之外两个交联网络之间并没有任何化学交联，这种双交

联网络凝胶的机械强度不高，不能满足深度伤口的护理需求；同时，上述双交联网络凝胶也

不具备抗菌作用，需要通过额外添加抗生素等化学抗菌剂的方式来赋予其抗菌作用，并且，

两个交联网络之间并没有任何化学交联也会影响化学抗菌剂的缓释效果。因此，制备一种

可注射抗菌互穿双网络水凝胶既能满足商业敷料要求，同时，还具有良好抗菌效果和生物

相容性，互穿双网络水凝胶结构稳定，进一步提高水凝胶的力学性能，适用于不规则和深度

伤口，使其具有更广泛的应用，成为了本领域工作者需解决的技术难题。
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发明内容

[0006] 本发明的目的之一是提供一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，其所制

得双网络水凝胶不仅具有双层结构，并且，双层结构之间存在化学交联，进一步提高双网络

水凝胶的机械性能，同时，还具有良好持久的抗菌性能，适用于不规则伤口的愈合。

[0007] 为实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，包括如下步骤：

（1）制备甲基丙烯酰化明胶和氧化葡聚糖

将明胶溶液与甲基丙烯酸酐进行反应，得到甲基丙烯酰化明胶溶液；

将葡聚糖溶液与氧化剂进行反应，得到氧化葡聚糖溶液；

（2）双凝胶的交联反应

先将上述氧化葡聚糖溶液与ε-聚赖氨酸溶液混合，再添加上述甲基丙烯酰化明胶溶液

和光引发剂溶液，得到混合溶液，之后静置成胶，并将成胶所得的凝胶进行紫外光照射，得

到可注射抗菌互穿双网络水凝胶。

[0008] 本发明的一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的实验原理为：

利用氧化葡聚糖上的醛基与ε-聚赖氨酸的氨基发生席夫碱反应形成第一层网络，同

时，甲基丙烯酰化明胶的甲基丙烯酰苷在紫外光下发生光聚合形成第二层网络，同时，第一

层网络的氧化葡聚糖的多余醛基再与第二层网络的甲基丙烯酰化明胶的氨基发生席夫碱

反应，使得第一层网络与第二层网络之间发生化学交联，形成互穿的双网络结构，提高双网

络水凝胶的机械强度，同时具有良好的抗菌效果和生物相容性，以满足伤口的护理需求。

[0009] 本发明所制得的互穿双网络水凝胶的第一层网络与第二层网络之间存在化学交

联，其结构更稳定，力学性能更好；并且，ε-聚赖氨酸是含有25～30个赖氨酸残基的同型单

体聚合物，其为天然抗菌物质，具有很好持久的杀菌能力和热稳定性，赋予双网络水凝胶良

好的抗菌效果，无需额外添加化学类抗生素；本发明所制得的可注射抗菌互穿双网络水凝

胶适用于不规则伤口的愈合。此外，本发明的制备原料安全环保，制备方法简单，反应条件

温和，具有广阔的应用前景。

[0010] 优选的，所述步骤（1）中，明胶溶液中所含明胶与甲基丙烯酸酐的用量比为5g∶(1

～3)mL。

[0011] 优选的，所述步骤（1）中，明胶溶液的明胶浓度为50～250  g/L。

[0012] 优选的，所述步骤（1）中，明胶溶液与甲基丙烯酸酐之间的反应在弱碱性条件下进

行；进一步优选的，明胶溶液与甲基丙烯酸酐之间的反应是在体系pH为7.5～8.0条件下进

行。

[0013] 优选的，所述步骤（1）中，甲基丙烯酰化明胶的制备方法具体为：将明胶加入磷酸

盐缓冲溶液中溶解，在50℃搅拌得到明胶溶液，然后加入甲基丙烯酸酐进行反应1h，最后加

入磷酸盐缓冲溶液终止反应，得到甲基丙烯酰化明胶溶液；所用磷酸盐缓冲溶液为NaH2PO4 

和Na2HPO4 的水溶液，磷酸盐缓冲溶液的pH值为7.4。进一步优选的，终止反应后，加入磷酸

盐缓冲液进行稀释，并搅拌2h；再将所得溶液在50℃水浴锅中搅拌透析3d，每4h换一次水；

之后将得到的透析液放入聚四氟乙烯板进行-80℃预冻得到结冰样品；最后将结冰样品放

入冷冻干燥机冻干。其中，透析所用的透析袋截留分子量优选为8000-14000Da。

[0014] 优选地，所述步骤（1）中，葡聚糖溶液中所含葡聚糖与氧化剂的质量比为1∶(0.5～
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1)。

[0015] 优选的，所述步骤（1）中，氧化剂为高碘酸钠。

[0016] 优选的，所述步骤（1）中，葡聚糖溶液为葡聚糖的水溶液；葡聚糖与水的用量比为

5g∶(20～100)mL。

[0017] 优选的，所述步骤（1）中，葡聚糖与氧化剂之间的反应在避光条件下进行，反应的

时间为3～6h。

[0018] 优选的，所述步骤（1）中，氧化葡聚糖的制备方法具体为：葡聚糖溶液中先加入高

碘酸钠进行反应，然后加入乙二醇终止反应。进一步优选的，终止反应后还包括将产物透

析、冷冻干燥的步骤。透析所用的透析袋截留分子量优选为7000  Da。

[0019] 优选的，所述步骤（2）中，ε-聚赖氨酸溶液的ε-聚赖氨酸的质量浓度为5～30%，氧

化葡聚糖溶液的氧化葡聚糖质量浓度为5～10％，ε-聚赖氨酸溶液与氧化葡聚糖溶液的体

积比为（0.5～1）∶1。优选的，所述步骤（2）中，甲基丙烯酰化明胶溶液的甲基丙烯酰化明胶

质量浓度为10～15％，甲基丙烯酰化明胶溶液与氧化葡聚糖和ε-聚赖氨酸的混合溶液的体

积比为(0  .5～1) ∶(0.1～0.5)。ε-聚赖氨酸溶液的ε-聚赖氨酸的质量浓度进一步优选为

20～30%。

[0020] 氧化葡聚糖溶液的氧化葡聚糖质量浓度进一步优选为8～10％。甲基丙烯酰化明

胶溶液的甲基丙烯酰化明胶质量浓度进一步优选为12～15％。

[0021] 优选的，所述步骤（2）中，光引发剂溶液为光引发剂浓度是0.2～0.6  g/mL的水溶

液。光引发剂溶液进一步优选为光引发剂浓度是0.3  g/mL的水溶液。

[0022] 优选的，所述步骤（2）中，光引发剂选自光引发剂LAP(苯基-2,4,6-三甲基苯甲酰

基膦酸锂)、光引发剂2959(2-羟基-4'-(2-羟乙氧基)-2-甲基苯丙酮)、光引发剂1173（2-羟

基-2-甲基-1-苯基-1-丙酮）、光引发剂819（苯基双(2,4,6-三甲基苯甲酰基）中的任一种。

[0023] 优选的，所述步骤（2）中，静置成胶的温度为25～30℃、pH为7.2～8.0，时间5~60s。

进一步优选的，静置成胶的pH为7.5～8.0。

[0024] 优选的，所述步骤（2）中，紫外光照射的时间为30～300s。进一步优选的，紫外光照

射的时间为50～300  s。

[0025] 优选的，所述步骤（2）中，紫外光照射是在功率为400W，波长为280~365nm的紫外光

固化设备下照射。

[0026] 本发明的目的之二在于提供了一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶，可注射抗菌互

穿双网络水凝胶根据上述可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法制得。

[0027] 本发明的目的之三在于提供上述可注射抗菌互穿双网络水凝胶在制备生物医用

敷料中的应用。

[0028] 本发明的显著优势在于：

（1）选用材料明胶是胶原蛋白的水解产物，胶原蛋白是占有人体皮肤含量50～60%，对

细胞具有良好的生物相容性；

（2）本发明所选用材料ε-聚赖氨酸是一种广谱抗菌剂，对细胞具有粘附和促进细胞迁

移作用，选用葡聚糖材料对细胞具有高度的生物形容性，对细胞具有粘附和增殖作用；

（3）本发明所选反应体系简单，制备过程方便，反应条件温和，凝胶结构稳定，在100℃

高温下没有溶解，流变学测试储能模量G’达到1500Pa以上，降解能力缓慢。
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[0029] （4）本发明的双网络水凝胶为可注射的水凝胶，且具有双网络互穿结构，机械性能

更好，适用于不规则深度伤口的愈合，实现长期抗菌，有效的促进伤口愈合；

（5）本发明的双网络水凝胶的方法简便、绿色且廉价，实用性强，应用前景广阔。

附图说明

[0030] 图1为本发明的实施例1~实施例4所制得双网络水凝胶的产品图；

图2为实施例1所制得双网络水凝胶放大1000倍的扫描电镜图；

图3为实施例1所制得双网络水凝胶的抗菌图；

图4为实施例1所制得MRSA感染性24h后的SD大鼠伤口图（左）与治疗7d后伤口愈合图

（右）。

具体实施方式

[0031] 为了使本发明所述的内容更加便于理解，下面结合具体实施方式对本发明所述的

技术方案做进一步的说明，但是本发明不仅限于此。

[0032] 实施例1

一种可注射抗菌互穿双网络水凝胶的制备方法，包括以下步骤：

（1）制备甲基丙烯酰化明胶和氧化葡聚糖：

a、制备甲基丙烯酰化明胶：将明胶溶液与甲基丙烯酸酐在磷酸盐缓冲液pH7.4进行反

应，具体步骤：将5g的明胶溶解在20ml磷酸盐缓冲液50℃搅拌20min，然后向明胶溶液中缓

慢添加3ml甲基丙烯酸酐，反应1h。再加200ml磷酸盐缓冲液进行稀释，搅拌3小时。反应最终

得到溶液装入透析袋分子量（8000～14000  Da）透析3d，透析后的溶液倒入聚四氟乙烯板，

然后放入-80℃预冻5小时后放入冷冻干燥机进行干燥，冻干完的样品放入离心管放入-20

℃保存备用。

[0033] b、制备氧化葡聚糖：将5.0g葡聚糖置于100mL去离子水中，然后称取5g  高碘酸钠

在避光的环境下缓慢加入葡聚糖反应液中，加热37℃反应3.5h后加入3mL乙二醇终止反应，

搅拌1h后将产物装入透析袋(7000  Da)中透析3天，每天换水4次。透析完全后将溶液倒入聚

四氟乙烯板中，放入-80℃冰箱预冻后，放入冻干机冷冻干燥得白色产物，密封保存备用；

（2）双网络交联反应：

分别配制质量浓度为15%的甲基丙烯酰化明胶溶液，质量浓度为20%的ε-聚赖氨酸溶液

和浓度为0.3  g/mL的光引发剂(LAP)溶液，将氧化葡聚糖溶液与ε-聚赖氨酸溶液按照体积

比1∶1混合后，甲基丙烯酰化明胶溶液与氧化葡聚糖溶液与聚赖氨酸的混合溶液按照体积

比7:3混合，在避光的条件下加入0.3  g/mL的光引发剂LAP，温度为27℃、调节pH为7.2～8.0

静置5s以上（优选5~60s）成胶，然后采用功率为400W，波长为365nm的紫外灯（购自上海沪西

分析仪器有限公司，  型号为“ZF-C”）进行紫外光照射30～300s，得到可注射抗菌互穿双网

络水凝胶。

[0034] 实际上，实施例1的步骤（2）中所述紫外光的波长在280~365nm均可。

[0035] 所述光引发剂可采用光引发剂LAP(苯基-2,4,6-三甲基苯甲酰基膦酸锂)、光引发

剂2959(2-羟基-4 '-(2-羟乙氧基)-2-甲基苯丙酮)、光引发剂1173（2-羟基-2-甲基-1-苯

基-1-丙酮）、光引发剂819（苯基双(2,4,6-三甲基苯甲酰基）中的任一种或几种的组合中的
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任一种。

[0036] 并将所制得的可注射抗菌互穿双网络水凝胶进行抗菌测试，具体为：将活化好的

107cfu细菌培养液(E.coil和MRSA)取1ml放入水凝胶共培养12h，然后各取100μl细菌培养

液在酶标仪OD600nm测定吸光值和涂布平板，计算出杀菌率。

[0037] 将所制得的可注射抗菌互穿双网络水凝胶进行流变学测试：用流变仪对水凝胶进

行流变学测试。测试参数如下：在25  ℃下，通过流变仪（MCR  302，奥地利）使圆柱体（高5  mm

×直径10  mm）在间隙距离为0.8  mm下进行流变学研究，频率扫描是在1％应变和0.1至100 

rad/s的振荡频率下进行的。

[0038] 将所制得的可注射抗菌互穿双网络水凝胶进行降解能力测试，具体步骤为：将所

制得水凝胶放在PBS缓冲液中浸泡，加入0.02U/ml胶原酶，在温度37℃，转速120rpm的恒温

震荡培养，每天更换0.02U/ml胶原酶的PBS溶液，在21天后取出冻干称重，并计算水凝胶的

降解率。

[0039] 将所制得的可注射抗菌互穿双网络水凝胶进行动物实验研究：将体重为180-220g 

SD大鼠背部用1.5cm为直径圆形打孔器打孔，去除全层皮肤，将活化的107cfu  MRSA取100μl

注射大鼠皮肤伤口处，用留置针贴盖住伤口，在24h后观察伤口形成化脓，伤口有浅黄色的

薄膜，表明感染性伤口形成，24h后注射抗菌互穿双网络水凝胶，在3、7、14天观察伤口面积

大小以及通过HE染色观察有伤口愈合情况。

[0040] 实施例2

本实施例的可注射抗菌双网络水凝胶的制备方法与实施例1不同之处仅在于：步骤（2）

中，将甲基丙烯酰化明胶溶液与氧化葡聚糖和ε-聚赖氨酸的混合溶液按照体积比为5∶5混

合均匀，静置成胶温度为25℃，其余均与实施例1的相同。

[0041] 实施例3

本实施例的可注射抗菌双网络水凝胶的制备方法与实施例1不同之处仅在于：步骤（2）

中，将甲基丙烯酰化明胶溶液与氧化葡聚糖和ε-聚赖氨酸的混合溶液按照体积比为6∶4混

合均匀，静置成胶温度为28℃，其余均与实施例1的相同。

[0042] 实施例4

本实施例的可注射抗菌双网络水凝胶的制备方法与实施例1不同之处仅在于：步骤（2）

中，将甲基丙烯酰化明胶溶液与氧化葡聚糖和ε-聚赖氨酸的混合溶液按照体积比为9∶1混

合均匀，静置成胶温度为30℃，其余均与实施例1的相同。

[0043] 对比例1

本对比例的可注射抗菌双网络水凝胶的制备方法与实施例1不同之处在于：不添加氧

化葡聚糖和ε-聚赖氨酸，仅将甲基丙烯酰化明胶通过紫外光照射形成单网络水凝胶。

[0044] 对比例2

本对比例的可注射抗菌双网络水凝胶的制备方法与实施例1不同之处在于：步骤（2）

中，在温度为37℃、无紫外灯照射下，自然pH（即pH为5.0）条件下静置成胶，形成单网络水凝

胶。

[0045] 另外，本发明的实施例1-4以及对比例1、2的成胶效果以及所制得水凝胶的抗菌、

降解率和储能模量G'测试结果如下：

表1
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本发明的实施例1~4所制得双网络水凝胶清澈透明，交联密度大，孔径较小，均成功形

成了互穿双网络水凝胶。本发明的实施例1~4所制得可注射互穿双网络水凝胶的实物图如

图1所示，并且，实施例1所制得的可注射互穿双网络水凝胶的扫描电镜图如图2所示，由图2

可以看出：所制得水凝胶具有大约43.2μm的良好孔隙，能够很好的与外界发生气体交换，同

时能够吸收伤口处的渗液。

[0046] 由表1的试验数据可知：对比例2的甲基丙烯酰化明胶、氧化葡聚糖、ε-聚赖氨混合

液在现有的席夫碱反应条件下（即37℃、自然pH条件下）进行静置成胶时，需要4h（即

14400s）以上才能凝固成胶，成胶时间太长，生产效率低下；而本发明通过调整成胶温度和

pH值，不仅将成胶时间大大缩短至最短5s，同时，所制得可注射互穿双网络水凝胶具有较高

的溶胀率，溶胀率越高，水凝胶吸附伤口渗液的能力就越强；所制得可注射互穿双网络水凝

胶还具有良好持久的抗菌效果，并且，由图3也可以看出：实施例1所制得的可注射互穿双网

络水凝胶与E.coil和MRSA共培养时，没有任何细菌生长，说明所制得可注射互穿双网络水

凝胶具有良好的抗菌效果；同时，本发明所制得双网络水凝胶储能模量G'更高，能更好的控

制创面渗液；降解率尚可。由图4动物实验研究表明，在经过MRSA感染伤口24h后用该水凝胶

处理，在第7天时，SD大鼠皮肤伤口已出现明显愈合。该水凝胶具有适宜的降解，能够使药物

及时扩散到伤口处，起到良好的抗菌、促愈合的效果。

[0047] 此外，本发明的抗菌可注射互穿双水凝胶还具有适宜的粘附性和良好的透气性，

是一种良好的值得开发的医用敷料。

[0048] 以上所述仅为本发明的较佳实施例，凡依本发明申请专利范围所做的均等变化与

修饰，皆应属本发明的涵盖范围。
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图2
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图3
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图4
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