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[摘要] 　 微生物感染是当今严重危害人类健康、威胁人类安全的公共卫生问题之一ꎬ有效抑制微生物感染特别

是抑制其耐药性是当今研究热点ꎬ抗生素水凝胶作为一种新型生物响应医学材料ꎬ能实现缓释靶位给药ꎬ达到清

除微生物的目的. 本研究以氧化瓜尔豆胶作为生物兼容性好的可降解天然多糖为骨架ꎬ通过席夫碱反应(可逆

亚胺键)接枝托普霉素制备了一种可自愈、原位注射成型的酸敏性抗菌水凝胶ꎬ并研究了它们的流变学、自愈能

力、可注射性、ｐＨ 响应性、生物相容性和体外抗菌性能. 结果表明ꎬ凝胶能负载相当量的托普霉素ꎬ凝胶具有优异

的自愈性能、良好的切稀和可注射性ꎬ呈现酸敏给药模式. 扫描电镜显示所得水凝胶成多孔网络结构ꎬ适合药物、
细胞或生物大分子的运载ꎬ适于微创抗感染治疗手术的实施ꎬ具有潜在的应用价值.
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程　 淼ꎬ等:ｐＨ 敏感性可注射型醛基瓜尔豆胶－托普霉素自愈抗菌水凝胶及其性质

２１ 世纪以来ꎬ微生物感染仍然是一个难以解决的难题[１]ꎬ尽管抗生素治疗是一种更有效的病原菌控

制方法ꎬ但由于抗生素穿透性、依从性较差ꎬ有一定副毒作用ꎬ且被动扩散的传统给药方式限制了抗生素作

用的发挥. 特别是在过去 １０ 年里ꎬ滥用抗生素所致的细菌耐药性成为影响人类健康的全球性公共卫生问

题ꎬ重新出现的病原微生物所致感染性疾病也给研究人员和公共卫生体系带来了严峻的挑战[２]ꎬ针对这

一极具挑战性的医学难题ꎬ迫切需要开发抗菌新材料和新方法[３] . 一方面ꎬ研究人员通过不断努力寻求开

发具有新作用机制的新型抗生素和各类抗菌生物材料ꎬ以抵抗日益严重的多药阻滞[４]ꎻ另一方面ꎬ需要优

化抗生素的药代动力学和药效学ꎬ改变抗菌素的使用模式ꎬ以提高治疗效果ꎬ降低毒性和产生耐药性的风

险. 由于新型抗菌素的开发周期较长ꎬ难于满足现实需求ꎻ新型药物给药系统(ＤＤＳｓ)具有合适的位点特异

性和控制药物释放特征ꎬ吸引人们使用新型药物给药系统等潜在的药物工具. 对现有药物的应用拓展进

行研究有助于克服抗生素耐药问题ꎬ因而高分子生物膜、抗菌疫苗、纳米材料、水凝胶等生物材料[５] 受到

了科研人员的青睐.
水凝胶是一类亲水性的高分子网络体系ꎬ物理特性类似于软组织ꎬ有诸多独特的优点ꎬ在各个领域ꎬ特

别在生物医学用途领域受到越来越多的关注. 水凝胶具有良好的生物相容性、药物分散增溶性、靶向药物

输送和药物缓释等特征ꎬ可用于靶向递送药物和其他生物活性分子的持续局部长时间给药ꎬ达到控制性治

疗的目标[６－８] . 考虑到生物安全性ꎬ相比合成水凝胶ꎬ天然材料基质水凝胶在生物医学领域受到了更为广

泛的关注[９]ꎬ天然多糖作为一类可再生、环保、可降解的生物材料ꎬ在药物运载应用领域备受青睐ꎬ大多数

多糖本质上是生物相容的ꎬ具备灵活的加工性能ꎬ可作特定部位靶向性给药系统天然赋形剂ꎬ且部分多糖

具有包括光、热、酶、ｐＨ 等应激响应特征ꎬ可通过应激触发孤立链和交联链的相变ꎬ提供在受影响的组织或

细胞中特异性释放药物的可能性ꎬ并 /或使释放谱适应疾病的演变或特定的生理事件ꎬ可构建对其作用微

环境应激相应的智能生物材料ꎬ特别是具有自愈功能的多糖水凝胶极具吸引力和应用前景[５ꎬ１０－１２] .
瓜尔豆胶是一种水溶性中性多糖ꎬ来源于草本抗旱植物豆科植物瓜尔豆(Ｃｙａｍｏｐｓｉｓ ｔｅｔｒａｇｏｎｏｌｏｂｕｓ)种

子ꎬ具有独特的分子结构特点ꎬ由线性链 β－Ｄ－(１→４)半乳糖苷(ｍａｎｎｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ)和 α－Ｄ－(１→６)甘露糖苷

(ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ)构成[１３] . 天然瓜尔胶溶于热水形成高粘度胶体和凝胶结构ꎬ与其他膳食纤维一样ꎬ对口

腔、胃和小肠中的酶降解有抗性ꎬ但对结肠中的微生物降解很敏感ꎬ这一独特特征极其有利于瓜尔豆胶作

为功能性药物生物材料提供靶向药物运载[１４] . 本研究利用瓜尔豆胶原料构建可注射性 ｐＨ 敏感型水凝胶

用作载体运载模型抗生素—托普霉素ꎬ并考察其流变学性能以及抗菌效果.

１　 材料与方法

１.１　 材料与仪器

瓜尔豆胶ꎬ购自上海生工工程公司ꎬ托普霉素ꎬ购自 ＴＣＩꎻＮａＩＯ４ ＭＴＴ、乙二醇、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４ 购自

ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈꎬＬＢ 琼脂和 ＬＢ 肉汤培养基购自 ＵＳＢꎬ鸡 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ(Ｅ. ｃｏｌｉ)由动物科学与医学实验室提

供ꎬＨｅｐ Ｇ－２ 细胞系购自中科院上海细胞库. Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ＲＨ－１ 流变仪ꎬ美国 ＴＡ 公司ꎻＴｉ 荧光倒置显微镜ꎬ
日本尼康公司ꎻＵＶ－２７００ 紫外可见光光度计ꎬ日本岛津公司.
１.２　 实验方法

１.２.１　 醛基－瓜尔豆胶的制备

利用高碘酸盐氧化法制备醛基瓜尔豆胶. 具体为:１.０ ｇ(２.５ ｍｍｏｌ)瓜尔豆胶分散于 ６０ ℃的 １００ ｍＬ 超

纯水中配成 １０ ｍｇ / ｍＬ 的胶液ꎬ瓜尔豆胶完全溶解后加入氧化剂 ＮａＩＯ４ 溶液ꎬ混合液不断搅拌ꎬ在室温下

避光反应 １２ ｈꎬ然后加入竞争抑制剂乙二醇 ２.０ ｍＬ 继续搅拌 ２ ｈ 中和未反应的 ＮａＩＯ４ꎬ所得溶液用超纯水

透析 ３ 天(ＭＷＣＯ ８ ０００~１４ ０００)ꎬ其间频繁换水ꎬ达到彻底透析ꎬ冻干获得白色蓬松海绵状产物ꎬ采用三

硝基苯磺酸盐(ＴＮＢＳ)法测定聚合物中醛基的数量ꎬ以确定瓜尔豆胶的氧化程度.
１.２.２　 交联水溶胶的制备

将 Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ 和醛基瓜尔豆胶粉末分别溶于 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 的不同 ｐＨ 缓冲液中ꎬ在室温下简单混合ꎬ涡
流震荡ꎬ确保溶液混合均匀ꎬ控制醛基瓜尔豆胶中醛基和 Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ 氨基的不同比例组合ꎬ可以制取得到

不同的水凝胶.
—５３—
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１.２.３　 水凝胶的流变学性能

凝胶在流变仪上进行流变性能测试ꎬ使用的平行板直径 ４０ ｍｍꎬ由珀耳帖温控单元控制合适的温度ꎬ
间隙:１ ０００ μｍꎬ平板周围加以低粘度(５ ｍＰａ􀅰ｓ)的非挥发性硅油密封试样ꎬ以减少溶剂蒸发.

为了研究不同配比的醛基瓜尔豆胶对共价交联水凝胶机械性能的影响ꎬ采用动态流变学方法对不同

配比的水凝胶进行了测试. 频率扫描仅在线性粘弹区(ＬＶＥ)范围内使用剪切应力值进行ꎻ对于与角频率

相关的流变学实验ꎬ在 １％应变下ꎬ角频率从 ０.１ ｒａｄ / ｓ 扫到 １００ ｒａｄ / ｓꎻ在 １％应变和 １０ ｒａｄ / ｓ 角频率下进行

与时间和温度相关的流变学测量ꎻ在应变流变学中ꎬ角频率为 １０ ｒａｄ / ｓ 的水凝胶振幅变化范围为 ０.１％ ~
１ ０００％ꎬ确定水凝胶处于 ｓｏｌ 与 ｇｅｌ 过渡状态附近的临界点.

水凝胶以固定的角频率 １０ ｒａｄ / ｓ 测量ꎬ室温下进行应变振幅扫描(γ ＝ ０.１％ ~ １ ０００％)ꎬ确定溶胶－凝
胶相变应力临界点ꎬ通过对凝胶的连续应变测量ꎬ研究凝胶的触变性ꎬ流变仪对其愈合性能进行定量评价:
振幅振荡压力从微小应变(γ＝ １％ꎬ１２０ ｓ)和大应变(γ＝ ４００％ꎬ１２０ ｓ)交替连续扫描ꎬ此崩解与复原过程重

复多个周期ꎬ以量化水凝胶的自愈能力.
将罗丹明 Ｂ 和亚甲蓝分别染色的两快水凝胶切成两半ꎬ将不同颜色的半水凝胶小块拼接在一起ꎬ置

于室温下ꎬ无需任何其他干预ꎬ用相机记录水凝胶表面变化ꎬ对水凝胶自愈能力进行定性. 注射实验通过

２６ Ｇ 针头的注射器ꎬ在室温下ꎬ罗丹明 Ｂ 染色水凝胶被挤压到盛水玻璃小瓶中ꎬ观察挤出液的形态ꎻ通过

流变仪对剪切应力对粘度的变化进行扫描ꎬ确定其相关性ꎬ并采用高剪切和低剪切分别对凝胶进行连续梯

度扫描ꎬ考察粘度稳定性.
１.２.４　 水凝胶的体外药物释放动力学

为研究水凝胶键合的托普霉素释放特征ꎬ取 ２ ｍＬ 凝胶置于 ｐＨ ３.０ꎬ５.５ꎬ６.８ꎬ７.４ 缓冲液中ꎬ３７ ℃ １００ ｒｐｍ
恒温震荡ꎬ在预定时间ꎬ离心吸取上清ꎬ参照文献[１５]测定上清释放的托普霉素含量ꎬ以托普霉素标准曲

线为对照绘制释放动力学曲线.
１.２.５　 细胞抗菌能力评价

Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ接种到含 ＬＢ 琼脂和肉汤培养基中ꎬ加入相应的凝胶共培养既定时间ꎬ分光光度法测定细菌浓

度ꎬ测定抑菌圈直径ꎬ评价凝胶的抗菌性能ꎬ扫描电镜观察多聚甲醛固定的干预前后细菌形态学变化.
１.２.６　 细胞毒力评价

ＨｅｐＧ－２ 细胞接种至含 １００ μＬ ＤＭＥＤ 培养基的 １２ 孔板中ꎬ细胞密度为 ５×１０３ 细胞 /孔ꎬ培养 ４ ｈ 后ꎬ
加入相应的凝胶抽提物共培养ꎬ继续培养 ２４ ｈꎬ倒置荧光显微镜观察ꎬ比较干预细胞和对照组形态学变化ꎬ
评价凝胶的细胞毒性.

２　 结果与讨论

２.１　 凝胶形成动力学

以托普霉素和醛基瓜尔豆胶为原料ꎬ由于原料中存在醛基和氨基ꎬ利用希夫碱反应(可逆亚胺键)接
枝技术ꎬ将托普霉素和醛基－瓜尔豆胶溶液简单混合ꎬ无需添加任何化学物质和外界应激ꎬ即可自交联形

成水凝胶ꎬ如图 Ａ 所示. 通过流变学分析ꎬ从存储模量 Ｇ′ 和损耗模量 Ｇ″随时间的测量值相交点得到凝胶

时间ꎬ凝胶时间受原料组份比例调控ꎬ同样水凝胶模量变化也受这一比例的显著影响ꎬ醛基瓜尔豆胶占比

增加导致 Ｇ′增加ꎬ凝胶速度加快ꎬ但胶凝时间过短ꎬ容易形成粘弹性性能较差易碎的非均匀水凝胶ꎬ难于

实现靶向运载ꎻ过慢的凝胶速度将增加组分泄漏的风险ꎬ可能导致治疗失败ꎬ更有可能因药物外泄伤及靶

位外周组织. 水凝胶的机械性能是决定水凝胶应用领域的重要因素ꎬ作为药物传递基质水凝胶在提供治

疗药物的过程中需要保持其物理一致性ꎬ通过改变交联度ꎬ可以达到水凝胶的目标机械性能ꎬ适当的配比

可以满足应用要求ꎬ在 Ａ－Ｇｕａｒ 与 ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ 的配比约为 １ ∶４０ 时ꎬ凝胶机械性能达到比较理想的状态(表 １)ꎬ
此时ꎬ在此浓度下能形成了理想的交联网络ꎬ适合操作的胶凝时间约 ９２ ｓ(图 １Ｂ)ꎬ有利于临床给药ꎬ后续

研究以此为例进行. 此外ꎬ凝胶过程非常简洁ꎬ无需任何额外的添加剂和应激ꎬ是绿色合成ꎬ结果表明ꎬ通
过对凝胶配方的调整优化ꎬ可以控制凝胶的水凝胶模量、凝胶化时间和网络结构得到理想的醛基瓜尔豆

胶－托普霉素抗菌水凝胶.

—６３—
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程　 淼ꎬ等:ｐＨ 敏感性可注射型醛基瓜尔豆胶－托普霉素自愈抗菌水凝胶及其性质

图 １　 与醛基－瓜尔豆胶(Ａ１)水凝胶(Ａ２)形成过程示意及水凝胶形成过程的模量变化

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａｌｄｅｈｙｄｅ￣ｇｕａｒ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｕｌｕｓ
ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

表 １　 凝胶前体比例对凝胶时间的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｇｅｌ ｔｉｍｅ

凝胶号 １０ ｍｇ / ｍＬ 托普霉素 / ｍＬ １５％醛基瓜尔豆胶 / ｍＬ 凝胶时间 / ｓ

Ｔ－Ａｇ(１ / ８０) ０.１ ８ ３６
Ｔ－Ａｇ(１ / ４０) ０.１ ４ ９２
Ｔ－Ａｇ(１ / ２０) ０.１ ２ ２１２

　 　 注:Ｔ 表示托普霉素ꎬＡｇ 表示 ３０％氧化程度醛基瓜尔豆胶ꎬ括号内数字表示二者体积比

２.２　 水凝胶的形态学

水凝胶微观结构对于水凝胶功能能够起决定性作用ꎬ发挥加强高分子水凝胶网络结构的规整度、提高

交联结构自由度及发挥高分子链的柔韧性是提高水凝胶力学性能的 ３ 种有效设计策略[１６]ꎬ本研究对水凝

胶的截面形貌进行了电镜扫描ꎬ如图 ２ 所示ꎬＳＥＭ 图像显示凝胶呈现明显的连续多孔的均匀网络结构ꎬ水
凝胶浓度的增加使孔尺寸相应减小ꎬ可能因聚合物链间距离的减小和交联密度的增加所致. 调节空间网

络结构提高高分子水凝胶力学性能的有效方法之一ꎬ网络空隙有助于效应分子渗透性进入ꎬ增强药物分子

的释放和效应分子与敏感键的相互作用ꎬ使得药物分子可以在三维网络中自由扩散ꎬ促进药物按照既定模

式释放ꎬ实现预期治疗目标.

图 ２　 水凝胶的 ＳＥＭ 图像

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

２.３　 复合水凝胶的自愈性能

部分水凝胶存在重构能力弱和刺激响应较差等缺点ꎬ构建具有某些独特性质ꎬ如可自恢复响应性等性

质的水凝胶具有广泛的应用. 自修复性能是原位输送药物可注射水凝胶的关键参数之一ꎬ自愈能力确保

了水凝胶在被外力损坏后仍可以恢复其内在的力学特性. 具有注射和自愈能力的水凝胶可衍生出多种更

安全、更耐用的产品ꎬ可构建原位上载药物的多功能可持续释放药物载体ꎬ延长药物的作用时间. 本文对

合成凝胶的自愈性能进行了研究ꎬ目测法对水凝胶的自愈性进行了评价:将罗丹明 Ｂ 和溴酚蓝分别染色

的两块水凝胶切开ꎬ使不同切块轻轻接触ꎬ在无任何外界应力干预的情况下ꎬ２ ｈ 后两种水凝胶的界面消
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失ꎬ色素相互扩散明显(图 ３Ａ１－Ａ３)ꎬ表明独立的两块水凝胶完全融合成为一体ꎬ形象地证实了水凝胶的

自愈行为. 切口愈合过程是生理条件下瞬态网络的快速重构ꎬ微观过程复杂ꎬ涉及多种物理、化学反应ꎬ多
种因素可能涉及此步骤中ꎬ其中醛类与胺类反应产物形成的席夫碱键的瞬间动态平衡[１７]ꎬ可以认为是伪

共价连接ꎬ动态亚胺交联是提高恢复率不可或缺的因素之一ꎬ凝胶网络中亚胺键的断开和偶联同步发生ꎬ
导致水凝胶网络中可逆键的融合ꎬ表观为凝胶的自愈行为ꎬ水凝胶之间的氢键簇作用也对水凝胶网络的恢

复重构提供力量ꎬ为药物提供更好的保护[１８] .
通过应变幅度扫描测试流变恢复实验进一步量化了水凝胶的自愈合行为ꎬ确认水凝胶自我修复能力ꎬ

随着应变的增加到 ２７０％时ꎬＧ′值急剧增加后又急速下降ꎬＧ″逐步增大ꎬ表明此时水凝胶网络被破坏ꎬ扫描

发现溶胶和凝胶状态之间的应力临界点为 ３２５％. 采用连续阶跃应变法量化流变恢复能力ꎬ当 ４００％应变

作用于水凝胶时ꎬ由于聚合物网络的崩解ꎬＧ′值从原来的(９８.３７±３.６８)Ｐａ 急剧下降至(３５.７８±１.９７)Ｐａꎬ而
Ｇ″值则由(８.１５±０.３２)Ｐａ 增至(４７.０８±２.１９)Ｐａ.然而ꎬ一旦应变撤除ꎬ随着水凝胶结构的恢复ꎬＧ′、Ｇ″几乎可

以恢复到原值ꎬ多次循环ꎬ水凝胶的溶胶( ｓｏｌ 状态)和恢复行为( ｇｅｌ 状态)交替反复ꎬ说明水凝胶具有高

效、显著的自愈能力(图 ３Ｂ) .

图 ３　 水凝胶的自愈特性. Ａ１－Ａ３ . 水凝胶自愈能力示意图ꎻ

Ｂ. 小应变(１％)到后续大应变(４００％)的交替阶跃应变扫描试验ꎬ固定角频率(１０ ｒａｄ / ｓ)下ꎬ每个应变间隔 １２０ ｓ
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａ１－Ａ３)Ｓｅｌｆ￣ｈｅａｌｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ. Ｂ)ｓｃａｎｎｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇ ｓｔｅｐ ｓｔｒａｉｎ ｆｒｏｍ ｓｍａｌｌ ｓｔｒａｉｎ(１％)

ｔｏ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｌａｒｇｅ ｓｔｒａｉｎ(４００％)ꎬａｔ ａ ｆｉｘｅｄ ａｎｇｕｌａｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ(１０ｒａｄ / ｓ)ꎬｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｉｓ １２０ ｓ

２.４　 复合水凝胶的可注射性能

为进一步考察凝胶的实用性ꎬ本文研究了复合水凝胶的黏度行为ꎬ在恒定温度、固定频率和应变下对

粘胶进行扫描ꎬ随着剪切速率由 ０.０１ ｓ－１增加至 ２００ ｓ－１ꎬ黏度逐渐降低(图 ４Ａ) . 在较大剪切变形条件下ꎬ
黏度显著降低ꎬ表现出典型的切稀特性ꎬ原因是高剪切破坏了凝胶内部网络ꎬ这一特性揭示了水凝胶是假

塑性流体. 当注射器柱塞连续挤压水凝胶通过 ２６Ｇ 注射器时ꎬ凝胶液能顺利通过不锈钢针而不堵塞

(图 ４Ｃ)ꎬ说明凝胶在注射器内承受高应力时已成为溶胶状态ꎬ黏度降至足够低ꎬ可以通过 ２６Ｇ 针头顺利

流动. 凝胶的黏度稳定性通过应力梯度连续扫描考察ꎬ发现凝胶黏度与应力成显著负相关性ꎬ高应力对应

低黏度ꎬ一旦应力降低ꎬ黏度迅速增加(图 ４Ａ)ꎬ提示所得凝胶为非牛顿流体. 与此同时ꎬ从注射后瞬间发

生的凝胶化现象也可以看出ꎬ自愈重建过程非常快ꎬ在应力消失后ꎬ离散水凝胶可以快速重组交联网

络. 结果显示ꎬ该凝胶具有良好的剪切减薄和自愈特性ꎬ黏度梯阶应力扫描试验显示水凝胶的黏度能经受

多个应力突变而保持良好状态(图 ４Ｂ)ꎬ与之前考察的连续梯度应力扫描结果相一致ꎬ表明该凝胶作为可

注射药物上载材料非常适合于将靶药运载至难以抵达的部位ꎬ这些特性为水凝胶微创术运载药物提供了

一种现实可行性ꎬ由于其快速的原位胶凝特性ꎬ可以显著增加疾患靶向治疗的成功率.
—８３—
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图 ４　 水凝胶的切稀性能和可注射性. Ａ)黏度对剪切速率的响应ꎻＢ)黏度对应变(１％和 ２００％)
交替阶跃应变扫描响应ꎬ每一应变间隔 ６０ ｓꎬ固定角频率(１０ｒａｄ / ｓ)ꎻＣ１－Ｃ２)和醛基－瓜尔豆胶及复合水凝胶注射性能示意图.

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｈｅａｒ ｔｈｉｎｎｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｊｅｃｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ. Ａ) ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｔｏ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅꎻＢ) ｔｈｅ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ
ｔｈｅ ａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇ ｓｔｅｐ ｓｔｒａｉｎ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ(１％ ａｎｄ ２００％)ꎬｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｏｆ ６０ ｓｅｃｏｎｄｓ ａｎｄ ａ ｆｉｘｅｄ ａｎｇｕｌａｒ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ(１０ ｒａｄ / ｓ)ꎻＣ)ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ａｌｄｅｈｙｄｅ￣ｇｕａｒ ｇｕｍ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

２.５　 水凝胶的 ｐＨ 敏感性

存在特定官能团的水凝胶往往对邻近环境的应激较为敏感ꎬ基于—ＮＨ２ 和—ＣＨＯ 间席夫碱反应的三

维水凝胶聚合物网络对 ｐＨ 刺激响应非常显著ꎬ含有腙键的复合水凝胶在酸性介质呈可逆降解特征. 由于

含氨基化合物氨基被质子化并带正电荷ꎬ使亚胺在低 ｐＨ 值下发生断裂ꎬ并表现出体积和形态变化ꎬ一旦

环境 ｐＨ 增加ꎬ处于液体状态的溶胶迅速固化完成相变ꎬ重新生成凝胶ꎬ通过 ｐＨ 值的波动产生形态变化或

相变可以表征溶胶－凝胶变化的能力ꎬ这有利于药物传递系统通过调节 ｐＨ 来控制药物的释放方式和时

间. 本研究中ꎬ在极端病理微环境(ｐＨ＝ ３.０ꎬＰＢＳ)中的凝胶样品因氨基质子化生成 ＮＨ＋
３ꎬ其之间的静电斥

力导致亚氨基键断裂ꎬ增加凝胶孔隙率ꎬ引起快速解聚ꎬ水凝胶的网状结构变得更加松散ꎬ最终导致凝胶崩

解ꎬ图 ５Ｂ 显示. 在模拟肿瘤环境 ｐＨ ５.５ 中ꎬ凝胶降解速率显著慢于极端病理微环境(ｐＨ＝ ３.０ꎬＰＢＳ)ꎬ但快

于生理微环境(ｐＨ＝ ７.４ꎬＰＢＳ)中的样品凝胶ꎬ且水凝胶呈现侵蚀性降解. 另一方面ꎬ药物的释放行为几乎

与凝胶降解同步ꎬ释放动力学曲线如图 ５Ｃ 所示ꎬ最初呈爆发式药物释放ꎬ原因可解释为由于凝胶网络中

承载了部分非共价键合药物ꎬ在溶液中形成浓度梯度ꎬ凝胶吸水膨胀ꎬ空隙增大ꎬ扩散速度加快ꎬ且多孔的

凝胶网络有利于这些物理结合药物的快速释放ꎬ所以在最初的一定时间内药物释放成线性模式ꎬ一旦非共

价药物释放完毕ꎬ键和药物的释放依赖凝胶的降解ꎬ呈现缓慢的释放行为ꎬ使药物释放与凝胶降解保持同

步ꎬ药物从凝胶中逐步释放ꎬ能在治疗过程中长时间在感染靶位维持足够的药物浓度和毒性ꎬ无需频繁给

药ꎬ有望达到彻底清除病原的目标. 在长达两周的释放实验中ꎬ凝胶呈现侵蚀性崩解ꎬ粘弹性物理特征减

弱ꎬ６０％的药物能保持相当的稳定释放ꎬ能实现长时间有效抑制浓度的缓释ꎬ确保靶向组织持续给药ꎬ而且

药物仅在该微环境中缓释ꎬ能有效抑制细菌增殖和分化. 特别地ꎬ由于 ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ 与醛基瓜尔豆胶之间席

夫碱网络的碱惰性ꎬ在 ｐＨ ８.０ 时凝胶完整性几乎不被破坏ꎬ很难检测到明显的药物释放ꎬ这一特性不仅有

利于药物集中靶向感染部位起作用ꎬ而且有利于降低药物对正常组织(较高 ｐＨ 值)的毒性风险ꎬ即使含有

药物的溶胶从靶组织向正常组织渗漏ꎬ在生理 ｐＨ 值环境中溶胶也会快速相变为凝胶ꎬ束缚药物于凝胶

内ꎬ而不至于对正常组织造成危害ꎬ这一特性确保了药物释放位点特异性的优势ꎬ并减少了系统细胞毒性

等副作用.
—９３—
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图 ５　 凝胶的 ｐＨ 敏感性和药物释放动力学
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２.６　 水凝胶的体外抗菌活性

抗生素多糖水凝胶是一种优秀的生物医学材料ꎬ受到了广泛的亲睐ꎬ抗菌材料的抑菌性能是其最重要

性能ꎬ在细菌生长过程依赖细菌微环境应激响应的抗菌材料具有广阔的应用前景[１９]ꎬ微生物生长过程消

耗大量的碳水化合物并促进其原生质酸化ꎬ产生酸性分泌物ꎬ使得微环境 ｐＨ 值降低ꎬ随着细菌的增殖ꎬ积
累的分泌物使其所处微环境的 ｐＨ 值进一步下降ꎬ以致酸度足以触发席夫碱水凝胶的亚氨基键断裂ꎬ促进

酸敏性凝胶内涵药物释放. 本文以革兰氏阴性菌—大肠杆菌为模型菌ꎬ对复合水凝胶的抗菌特性和抗菌

效果进行评价ꎬ系列质量水凝胶浸入浓度为 １×１０５ ＣＦＵ / ｍＬ 的细菌悬液中ꎬ恒温振荡培养过夜ꎬ在既定的

时间评判培养液光浊度ꎬ以量化相关性ꎬ结果显示阴性对照中培养大肠杆菌时浊度急速增加ꎬ相比而言ꎬ当
细菌接种到含复合水凝胶培养基中ꎬ浊度变化缓慢ꎬ细菌增殖受阻ꎬ如图 ６Ａ 所示ꎬ结果证实水凝胶呈现较

强的抑菌效果.
通过测定抑菌圈(ＺＯＩ)的扩散宽度进一步证实凝胶对大肠杆菌的抑菌效果ꎬ如图 ６Ｂ 所示ꎬ在平板内

可以观察到生长抑制现象ꎬ阴性对照中出现较小的 ＺＯＩꎬ含药凝胶组中ꎬ可以观察到相当宽的抑菌圈ꎬ从抑

菌圈看ꎬ凝胶对细菌生长的抑制作用也是浓度依赖性的ꎬ相同药物浓度的水凝胶质量越大ꎬ抑菌圈越大ꎬ与
浊度研究结果一致.

图 ６　 凝胶的大肠杆菌抑菌性能

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

２.７　 水凝胶对大肠杆菌细胞形态的影响

用扫描电镜(ＳＥＭ)分析了大肠杆菌细胞的形态学变化ꎬ大肠杆菌细胞经过水凝胶的处理后ꎬ细胞外

表面不规则褶皱、碎裂、收缩ꎬ产生受损细胞及细胞碎片ꎬ如图 ７Ａ 所示ꎬ然而ꎬ对照细菌细胞呈现规则、光
—０４—
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滑、饱满的杆状形态ꎬ大小一致ꎬ如图 ７Ｂ. 这些结果与生长抑制研究结果明显一致ꎬ说明水凝胶对大肠杆菌

具有较好的抑制作用.

图 ７　 Ｅ. ｃｏｌｉ 扫描电镜图像

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｉｍａｇｅ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２.８　 体外细胞活力评价

细胞毒性是设计构建注射水凝胶给药系统必须要考虑的因素之一ꎬ细胞存活率的评估对于任何临床

应用的生物材料都极其重要ꎬ本文用不同浓度的含药物水凝胶与 ＨｅｐＧ－２ 细胞进行共培养ꎬ评估不同浓度

水凝胶对细胞生存率影响ꎬ结果显示ꎬ即使在更高浓度的 ５ ｍｇ / ｍＬ 凝胶提取物作用下ꎬ细胞的存活率也高

于 ９０％ꎬ这表明凝胶作为药物传递系统自身基本上没有细胞毒性ꎬ不会损伤机体组织ꎬ是一种较为理想的

药物载体.

图 ８　 凝胶的细胞兼容性

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｙｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

３　 结论

本研究利用席夫碱反应这一快速可逆的动态化学反应接枝氧化瓜尔豆胶和托普霉素制备了一种可降

解的环保低毒抗菌水凝胶ꎬ凝胶具有良好的可注射性和自愈性等流变学性能ꎬ可实现原位靶药ꎬ同时ꎬ凝胶

呈现明显的 ｐＨ 敏感性ꎬ能为病原菌酸性微环境所降解ꎬ长时间缓释托普霉素ꎬ在病灶部位维持足量的药

物浓度ꎬ能达到清除感染部位病原微生物的目标ꎬ且水凝胶具有良好的细胞亲和性ꎬ对机体组织无损伤ꎬ是
一种良好的抗生素载体ꎬ可用于病原菌所致的感染治疗.
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