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(57)摘要

本发明公开了一种硫酸盐交联的溶菌酶水

凝胶的制备方法，在pH为2.0的酸性环境下水解

溶菌酶，获得溶菌酶淀粉纤维样；用透析袋透析

除去溶菌酶淀粉纤维样未反应的溶菌酶和其他

杂质；将除去杂质的溶菌酶淀粉纤维样冷冻干

燥；干燥后配置浓度为20  mg/mL的溶菌酶淀粉纤

维样溶液，随后往溶菌酶淀粉纤维样溶液中加入

SO4
2‑
浓度为0.05  mmol/mL的各金属硫酸盐，混匀

后得到系列硫酸盐交联的溶菌酶纤维水凝胶。该

溶菌酶纤维水凝胶一方面在病原微环境下能够

有效的激活其抗菌活性，从而达到杀灭细菌的效

果并且不会产生细菌耐药性。另一方面各种金属

离子参与伤口愈合中细胞代谢以及细胞因子的

调节，在伤口愈合中发挥着各自不同的作用，从

而加速伤口的愈合。
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1.一种硫酸盐交联的溶菌酶水凝胶的制备方法，其特征在于，所述方法包括如下步骤：

S1 .取溶菌酶溶于二次水，用0.1M的HCl调节溶液pH为2.0，在80℃油浴下水解，获得溶

菌酶淀粉样纤维；

S2.在二次水中将获得的溶菌酶淀粉样纤维，用透析袋透析除去其中未反应的溶菌酶

和其他杂质；

S3.将除去杂质的溶菌酶淀粉样纤维冷冻干燥后备用；

S4.干燥后取适量溶菌酶淀粉样纤维溶于二次水中，配置浓度为20  mg/mL的溶菌酶淀

粉样纤维溶液，随后往溶菌酶淀粉样纤维溶液中加入SO4
2‑
浓度为0.05  mmol/mL的各金属硫

酸盐，混匀后得到系列硫酸盐交联的溶菌酶纤维水凝胶。

2.根据权利要求1所述的溶菌酶水凝胶的制备方法，其特征在于：S2所述透析袋的分子

量为8000‑14000Da。

3.根据权利要求1所述的溶菌酶水凝胶的制备方法，其特征在于：S4所述各金属硫酸盐

为Na2SO4、K2SO4、ZnSO4、Fe2(SO4)3、CuSO4、MgSO4、MnSO4或Al2(SO4)3；

所述溶菌酶淀粉样纤维溶液与各金属硫酸盐的用量比为9:1。

4.权利要求1‑3任一项所述制备方法制备的溶菌酶纤维水凝胶的应用，其特征在于：所

述溶菌酶纤维水凝胶在制备促进创面愈合的药物中的应用。
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一种硫酸盐交联的溶菌酶水凝胶及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于药物制剂领域，具体是一类硫酸盐交联的溶菌酶水凝胶及其制备方法

和应用。

背景技术

[0002] 自青霉素被发现以来，抗生素一直是治疗细菌感染的首要药物。然而，随着抗生素

在临床上的广泛应用，细菌正迅速获得耐药性。他们进化出了药物外排泵、渗透屏障、灭活

酶和靶向修饰机制等，以躲避抗生素的打击。

[0003] 研究表明，生物膜提供了一个物理屏障来抑制抗生素的渗透，并通过酶的分解或

吸附来灭活抗生素来保护病原体免受抗菌素和宿主免疫系统的攻击。作为一种能够水解细

菌细胞壁上多糖及肽聚糖的独特生物催化剂，溶菌酶(LYZ)可以减缓抗生素过量治疗引起

的细菌耐药性，LYZ主要通过水解细胞壁的肽聚糖来引起细菌的自溶，并且不会产生耐药性

细菌，但是在病原微环境下有效的激活溶菌酶的抗菌活性仍然极具挑战。幸运的是，溶菌酶

淀粉样纤维(LZF)的抗菌活性表现出优于原生球状溶菌酶，这可以归因于正电荷的减少和

疏水β‑折叠组件的增加，允许足够的物理接触微生物，促进肽聚糖的水解。

[0004] 目前，生物膜去除的主要治疗策略是手术清创和抗生素治疗。但在手术清创的过

程中，术后细菌残留可导致感染复发。其次，带负电荷的生物膜不仅阻碍了抗生素进入生物

膜，而且吸附了大量带正电荷的抗生素。因此，对生物膜感染的抗生素治疗面临着重大挑

战，迫切需要开发一些治疗生物膜感染的创新策略。

发明内容

[0005] 伤口愈合的过程往往是由各种宏量和微量营养素所驱动的，任何关键营养素的缺

乏都会导致受损伤口愈合的延误。矿物质元素包括锰、镁、铁、铜、锌等在伤口愈合过程中的

细胞代谢中起关键作用。

[0006] 在生理环境中，Zn2+能够促进胶原蛋白沉积。Mg2+在酸性条件下可以有效激活脂肪

细胞的肌动蛋白，在伤口愈合初始阶段加速愈合。Cu2+也已经被证明可以刺激血管生成，在

伤口愈合过程当中加速营养物质和氧气的递送。除了上述的金属离子外，Mn2+，Fe3+，Al3+等

在促进伤口愈合过程当中也发挥着重要的作用。

[0007] 基于此，本发明提供了一种硫酸盐交联的溶菌酶水凝胶及其制备方法和应用。

[0008] 本发明一种硫酸盐交联的溶菌酶水凝胶的制备方法，包括如下步骤：

[0009] S1.取溶菌酶溶于二次水，用0.1M的HCl调节溶液pH为2.0，在80℃油浴下水解，获

得溶菌酶淀粉纤维样；

[0010] S2.在二次水中将获得的溶菌酶淀粉纤维样，用透析袋透析除去其中未反应的溶

菌酶和其他杂质；

[0011] S3.将除去杂质的溶菌酶淀粉纤维样冷冻干燥后备用；

[0012] S4.干燥后取适量溶菌酶淀粉纤维样溶于二次水中，配置浓度为20  mg/mL的溶菌
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酶淀粉纤维样溶液，随后往溶菌酶淀粉纤维样溶液中加入SO42‑浓度为0.05  mmol/mL的各

金属硫酸盐，混匀后得到系列硫酸盐交联的溶菌酶纤维(LZF)水凝胶。

[0013] 进一步地，S2所述透析袋的分子量为8000‑14000Da。

[0014] 进一步地，  S4所述各金属硫酸盐为Na2SO4、K2SO4、ZnSO4、Fe2(SO4)3、CuSO4、MgSO4、

MnSO4或Al2(SO4)3，成凝条件是用硫酸根作为交联剂，而非金属离子；

[0015] 溶菌酶淀粉纤维样溶液与金属硫酸盐的用量比为9:1。

[0016] 采用上述制备方法制备的溶菌酶纤维水凝胶可用于制备促进创面愈合的药物。

[0017] 在治疗细菌伤口感染中，本发明溶菌酶纤维水凝胶一方面在病原微环境下能够有

效的激活其抗菌活性，从而达到杀灭细菌的效果并且不会产生细菌耐药性。另一方面各种

金属离子参与伤口愈合中细胞代谢以及细胞因子的调节，在伤口愈合中发挥着各自不同的

作用，从而加速伤口的愈合。

附图说明

[0018] 图1为实施例制备的系列LZF在钠盐和钾盐作为交联剂下的成凝效果；

[0019] 图2为实施例制备的系列LZF在氯盐，硝酸盐和硫酸盐作为交联剂下的成凝效果；

[0020] 图3为实施例制备的系列硫酸盐LZF凝胶的动态时间扫描和动态频率扫描图；

[0021] 系列硫酸盐交联的LZF凝胶的抗菌活性

[0022] 图4为实施例制备的系列硫酸盐交联的LZF水凝胶对E.  coli和MRSA的体外抗菌活

性照片和相应的菌落统计数据；

[0023] 图4  (A)为系列硫酸盐交联的LZF水凝胶对E.  coli的体外抗菌活性照片；

[0024] 图4  (B)为系列硫酸盐交联的LZF水凝胶对E.  coli的菌落统计数据；

[0025] 图4  (C)为系列硫酸盐交联的LZF水凝胶对MRSA的体外抗菌活性照片；

[0026] 图4  (D)为系列硫酸盐交联的LZF水凝胶对MRSA的的菌落统计数据；

[0027] 图5实施例制备的硫酸盐交联的LZF水凝胶的时间依赖离子释放曲线。

具体实施方式

[0028] 下面结合实施例和附图对本发明内容作进一步的详细说明，但不是对本发明的限

定。

实施例

[0029] 制备硫酸盐交联的溶菌酶水凝胶：

[0030] 1）溶菌酶淀粉纤维样(LZF)的制备

[0031] 取4  g溶菌酶(鸡蛋清溶菌酶，购于源叶生物科技)溶于100  mL二次水当中，用0.1 

M的HCl调节溶液pH至pH  =  2，随后在80℃油浴下水解24  h；待冷却至室温之后，装入分子量

为8000‑14000Da的透析袋透析3天以除去未反应的溶菌酶和其他杂质；除去杂质后经冷冻

干燥得到溶菌酶淀粉纤维样(LZF)；

[0032] 2）系列LZF水凝胶的制备

[0033] 取适量干燥后的LZF溶于二次水中，配置浓度为20  mg/mL的LZF溶液，随后往450 

mL  LZF溶液中加入50  mL  阴离子浓度为0.05  mmol/mL的各金属盐，结果如图1所示，在阴离
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子浓度相同的情况下，LZF在Cl‑和NO3‑交联下都不能形成凝胶，而二价的SO4
2‑
和CO3

2‑
交联下

能够形成凝胶。因此，进一步探究了系列硫酸盐作为LZF的交联剂的成凝效果，如图2所示，

在系列硫酸盐作为交联剂下，LZF都能够形成凝胶，而系列氯盐和硝酸盐作为交联剂下，LZF

却不能形成水凝胶，因此选择硫酸盐作为交联剂。

[0034] 实施例进一步探究了硫酸盐交联的LZF水凝胶的流变性能：

[0035] 取0.3  mL所制备的系列LZF水凝胶于旋转流变仪的载样台，分别利用动态时间扫

描和动态频率扫描对系列LZF水凝胶的成凝时间和机械性质进行了探究。其中，时间区间为

0‑600  s，频率区间为1‑100  rad/s。结果如图3所示，系列硫酸盐交联的LZF凝胶能够快速成

凝(G¢  >  G²)，并且在动态频率扫描区间始终保持着凝胶的结构，这也说明了系列硫酸盐交

联的LZF水凝胶具有快速成凝的特点，满足伤口敷料的基本要求。

[0036] 实施例进一步探究了硫酸盐交联的LZF水凝胶的抗菌效果：

[0037] 通过选用大肠杆菌(E.  coli)和耐甲氧西林葡萄球菌(MRSA)作为抗菌模型，探究

了系列硫酸盐交联的LZF凝胶的抗菌活性，如图4所示，图4为实施例制备的系列硫酸盐交联

的LZF水凝胶对E.  coli  (图4A)和MRSA  (图4C)的体外抗菌活性照片和相应的E.  coli  (图

4B)和MRSA  (图4D)菌落统计数据；从图4可见，硫酸盐交联的的LZF水凝胶都表现出了各自

独有的抗菌活性。

[0038] 实施例进一步探究了硫酸盐交联的LZF水凝胶的离子释放情况：

[0039] 取1  mL各硫酸盐交联的LZF水凝胶于39  mL去离子水当中，在37℃环境中静置，并

且分别在0.5  h、1  h、2  h、4  h、6  h各取1  mL水溶液(取出1  ml水溶液后再补加1  mL去离子

水，使溶液体积保持在40  mL)进行ICP‑Ms测试。结果如图5所示，一价钠离子和钾离子在12 

h之后释放的最快，而三价的铁离子和铝离子释放的最慢，二价的金属离子次之。
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图 1
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图 2
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图 3

图 4
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图 5
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