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摘要　目的　探究将等离子体活化水（ＰＡＷ）和白及多糖（ＢＳＰ）相结合制备成新型水凝胶的抗菌性能及相容性。方法　实验
按照水凝胶的组成成分划分为：去离子水（ＤＷ）－卡波姆 ９４０（ＣＢＭ９４０）－羧甲基壳聚糖（ＣＭＣＳ）水凝胶组（Ｈ组）、ＰＡＷ
ＣＢＭ９４０ＣＭＣＳ水凝胶（ＰＡＨ）组、ＤＷＢＳＰＣＢＭ９４０ＣＭＣＳ水凝胶（ＢＳＰＨ）组、ＰＡＷＢＳＰＣＢＭ９４０ＣＭＣＳ水凝胶（ＰＡ／ＢＳＰＨ）组。通
过测试失水率和水蒸气透过率评估各组水凝胶的物理性能；利用酶标仪、电子自旋共振谱仪（ＥＳＲ）检测各组水凝胶的活性物
质含量；采用氢离子浓度指数（ｐＨ）计和氧化还原电位（ＯＲＰ）电极检测各组水凝胶的ｐＨ值及ＯＲＰ值；基于细菌生物膜完整性
解析各组水凝胶的抑菌机制；通过抑菌圈实验评估各组水凝胶的抗菌性能；采用细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）法进行细胞毒性
测试，并结合细胞划痕实验，共同评估各组水凝胶对细胞生物相容性及迁移能力的影响。结果　ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶的失水率
和水蒸气透过率分别为（３２３±２３）％和（２２２８２±１８１１）ｇ／（ｍ２·ｄ）；与Ｈ组相比较：ＰＡＨ组和ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶中过氧
化氢（Ｈ２Ｏ２）及羟基自由基（·ＯＨ）含量增高（Ｐ＜００５）、抑菌圈直径增加（Ｐ＜００５）；ＰＡＨ组水凝胶细胞存活率降低（Ｐ＜
００５），ＰＡ／ＢＳＰＨ组显示细胞无毒性且细胞迁移率更高（Ｐ＜００５）。结论　ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶的抑菌机制与 ＰＡＷ中的活性
物质Ｈ２Ｏ２、·ＯＨ密切相关。ＢＳＰ的加入优化了伤口敷料的保水性和透气性，同时显著降低了 ＰＡＷ的细胞毒性，使水凝胶具
备良好的生物安全性并促进细胞增殖，具有潜在的临床应用价值，有望为临床慢性感染性伤口治疗提供新思路。
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　　皮肤受损形成伤口时，细菌感染常导致其愈合
延迟，引发多重耐药细菌传播甚至形成慢性难愈性

伤口，严重影响患者身心健康［１］。传统治疗药物抗

生素存在致细菌耐药的弊端［２］。因此，开发有效治

疗细菌感染并促进伤口愈合的新方法，成为关系国

家和社会健康发展的重大挑战。

　　相关研究［３］表明，等离子体活化水（ｐｌａｓｍａａｃ
ｔｉｖａｔｅｄｗａｔｅｒ，ＰＡＷ）中含有大量的活性物质，包括过
氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）、亚硝酸根离子
（ｎｉｔｒｉｔｅｉｏｎ，ＮＯ－２）、羟基自由基（ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ，·
ＯＨ）和单线态氧（ｓｉｎｇｌｅｔｏｘｙｇｅｎ，１Ｏ２）；其虽能高效
杀菌，却存在易氧化过度产生细胞毒性的问题［４］，

不利于伤口愈合；中药有效成分白及多糖（ｂｌｅｔｉｌｌａ
ｓｔｒｉａｔａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＢＳＰ）对创面具有抗氧化及促

进细胞生长的作用［５］；该研究旨在利用 ＰＡＷ作为
溶剂结合ＢＳＰ和水凝胶材料制备一种新型水凝胶，
将其作用于金黄色葡萄球菌（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）和小鼠成纤维细胞 Ｌ９２９，以期其解决
ＰＡＷ毒性高和ＢＳＰ抗菌弱的局限性，为临床治疗细
菌感染性创面提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　ＢＳＰ（货号：２０２３０３２７）购自陕西
正禾药业生物工程有限公司；卡波姆９４０（Ｃａｒｂｏｍｅｒ
９４０，ＣＢＭ９４０）（货号：Ｃ１３６６５３１３）购自上海麦克林
生物有限公司；羧甲基壳聚糖（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉ
ｔｏｓａｎ，ＣＭＣＳ）（货号：１０２６Ｋ０２２）购于北京索莱宝科
技有限公司；５，５二甲基１吡咯啉Ｎ氧化物（５，５
Ｄｉｍｅｔｈｙｌ１ｐｙｒｒｏｌｉｎｅＮｏｘｉｄｅ，ＤＭＰＯ）试剂（货号：
Ｈ２２０９３７４）、２，２，６，６四甲基哌啶（２，２，６，６Ｔｅｔｒａｍ
ｅｔｈｙｌｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ，ＴＥＭＰ）试剂（货号：Ｈ２２１７７７９）购于
上海阿拉丁生化科技股份有限公司；Ｈ２Ｏ２检测试剂
盒（货号：Ｓ００３８）、一氧化氮检测试剂盒（货号：
Ｓ００２１Ｓ）、细胞计数试剂盒 ８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，
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ＣＣＫ８）（货号：Ｃ０００５）购于上海碧云天生物技术股
份有限公司；细菌活性荧光染色试剂盒（货号：

Ｌ７０１２）购自美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司；Ｓ．ａｕｒｅｕｓ
（菌株编号 ＮＣＴＣ８３２５）由安徽医科大学第二附属
医院馈赠；小鼠成纤维细胞（细胞株编号：Ｌ９２９）购
自中国科学院上海细胞库。

１．２　主要仪器与装置　电子自旋共振谱仪（ｅｌｅｃ
ｔｒｏｎｓｐｉｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＥＳＲ）（型号：ＢｒｕｋｅｒＥＭＸｐｌｕｓ
１０／１２）购于美国 Ｂｒｕｋｅｒ公司；酶标仪（型号：Ｖａｒｉｏｓ
ｋａｎＬＵＸ）、二氧化碳培养箱（型号：Ｈｅｒａｃｅｌｌ１５０ｉ）购
于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；氢离子浓度指数（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ
ｈｙｄｒｏｇｅｎ，ｐＨ）计（型号：ＰＢ１０）、氧化还原电位（ｏｘｉ
ｄａｔｉｏｎＲｅｄｕｃｔｉｏｎＰｏｔｅｎｔｉａｌ，ＯＲＰ）电极（型号：ＰＹ
ＴＯ）购于德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；电热恒温培养箱（型
号：ＤＨＰ９０５２）购于上海一恒科学仪器有限公司；倒
置荧光显微镜（型号：ＤＭＩＬ）购于德国 Ｌｅｉｃａ公司；
高频电源（型号：ＣＴＰ２０００Ｋ）由中科院合肥物质研
究院等离子体物理研究所馈赠；电流探头（型号：

Ｐ６０２１）、高压探头（型号：Ｐ６０１５Ａ）、数字示波器（型
号：ＭＳＯ５１０４）购于美国Ｔｅｋｔｒｏｎｉｘ公司。
　　等离子体发生装置主要由高频电源和自制等离
子体射流装置两部分组成，如图１所示。等离子体
射流装置外壁是一个外直径８ｍｍ、长１８０ｍｍ、壁厚
１ｍｍ的圆柱形石英玻璃管，其侧壁有一个直径为６

ｍｍ的通气管，用于通入工作气体（工作气体为氩
气）。高压电极为一个直径２ｍｍ、长２５０ｍｍ圆柱
形的不锈钢，且通过聚四氟套件将高压电极与石英

玻璃管同轴固定。高压电极与高压电源连接，其下

端与等离子体射流喷口相距５ｍｍ。接地电极为一
直径２ｍｍ、长１５０ｍｍ铜棒，并直接插入被处理液
体中。通过配有电流探头和高压探头的数字示波器

测得电源放电电压峰值约为 ３６ｋＶ、电流峰值为
１７０ｍＡ以及频率约为３８ｋＨｚ。见图１。
１．３　水凝胶的制备与分组　将 １０ｍｌ去离子水
（ｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒ，ＤＷ）置于反应器中，等离子体装
置喷口置于水面以下３０ｍｍ处，工作气体为氩气，
气体流速为４０Ｌ／ｈ；当电压足够激发放电时，会在
高压电极与水面之间形成气液相等离子体（图１）。
放电１５ｍｉｎ即获得相对应时间的 ＰＡＷ。将 ＢＳＰ分
别与ＤＷ、ＰＡＷ充分混合，制备成浓度为４％的两种
混合溶液。ＤＷ、ＰＡＷ 及两种混合溶液分别先与
ＣＢＭ９４０以１００∶１的比例充分溶解，加入等量ＣＭＣＳ，
震荡５ｍｉｎ，以１５００ｒ／ｍｉｎ的速度离心５ｍｉｎ脱泡，
获得质地均匀的四种水凝胶。将四种水凝胶按照其

组成成分划分为四组：ＤＷＣＢＭ９４０ＣＭＣＳ水凝胶组
（Ｈ组）、ＰＡＷＣＢＭ９４０ＣＭＣＳ水凝胶（ＰＡＨ）组、ＤＷ
ＢＳＰＣＢＭ９４０ＣＭＣＳ水凝胶（ＢＳＰＨ）组、ＰＡＷＢＳＰ
ＣＢＭ９４０ＣＭＣＳ水凝胶（ＰＡ／ＢＳＰＨ）组。

图１　等离子体发生装置工作原理图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｗｏｒｋｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｔｈｅｐｌａｓｍａｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｄｅｖｉｃｅ
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１．４　水凝胶失水率和水蒸气透过率　称取水凝胶
初始质量（ｍ０）置于５ｍ ＥＰ管内，将水凝胶放入３７
℃电热恒温培养箱内，每隔一段时间称取质量，直至
水凝胶重量不再变化，记为最终质量（ｍ１），失水率
（％）＝（ｍ０－ｍ１）／ｍ０×１００％。采用美国材料测试
协会（ＡＳＴＭ）Ｅ９６／Ｅ９６Ｍ２４水法检测水蒸气透过
率。将去离子水装至圆颈塑料试管（瓶口直径为１６
ｍｍ）３／４处，瓶口覆盖一层纱布，边缘用ＰＵ膜密封，
取１ｍＬ水凝胶均匀涂抹在上方并称重（ｍａ），将样
品放置在恒温培养箱７ｄ取出，称其质量（ｍｂ），水
蒸气透过率［ｇ／（ｍ２·ｄ）］＝（ｍａ－ｍｂ）／（ｔ×Ａ）（ｔ：
天数；Ａ：瓶口面积）。
１．５　检测 Ｈ２Ｏ２和 ＮＯ

－
２ 含量　将６００μＬ水凝胶

静置于９６孔板中加入纯水浸泡１ｈ，过０２２μｍ滤
膜制备浸提液，采用 Ｈ２Ｏ２检测试剂盒及一氧化氮
检测试剂盒通过酶标仪测定，测量方法按照说明书

操作。

１．６　检测·ＯＨ和１Ｏ２含量　通过对应的自旋捕
捉剂ＤＭＰＯ试剂和 ＴＥＭＰ试剂结合 ＥＳＲ对水凝胶
进行检测。ＤＭＰＯ可与等离子体放电产生的·ＯＨ
反应生成 ＤＭＰＯＯＨ，其 ＥＳＲ谱图为峰高比为１∶
２∶２∶１的 四 重 峰。ＴＥＭＰ与 １Ｏ２ 反 应 生 成
ＴＥＭＰＯ·，其ＥＳＲ谱图为峰高比为１∶１∶１的三重
峰，利用上述特征谱图可对·ＯＨ和１Ｏ２进行定性分
析。其中，ＤＷ获取的ＥＳＲ谱图谱线为基线，将其作
为阴性对照。

１．７　检测ｐＨ值和ＯＲＰ值　水凝胶的酸碱性使用
ｐＨ计测量；氧化还原电势的检测采用 ＯＲＰ电极结
合温度电极，结果皆在ｐＨ计上显示。
１．８　抑菌实验
１．８．１　观察水凝胶对 Ｓ．ａｕｒｅｕｓ的抑菌效果　进行
琼脂打孔法抑菌圈试验，取２ｍＬＳ．ａｕｒｅｕｓ（１３４×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ）菌悬液滴加到２００ｍＬ肉汤培养基中
混匀，制备细菌培养皿。用黄枪头压出直径为６ｍｍ
的圆孔。将Ｈ组、ＰＡＨ组、ＢＳＰＨ组及 ＰＡ／ＢＳＰＨ组
水凝胶分别取２００μＬ加入独立孔中，每组设置３个
平行样本。随后将培养板转移至３７℃恒温培养箱
中孵育２４ｈ，通过相机拍摄抑菌圈形态，并采用 Ｉｍ
ａｇｅＪ软件定量分析抑菌圈直径。
１．８．２　观察细菌细胞膜完整性　采用 ＬＩＶＥ／
ＤＥＡＤＴＭＢａｃＬｉｇｈｔＴＭ细菌活性荧光染色试剂盒检测
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ的活性状态。将５０μＬ碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉ
ｕｍＩｏｄｉｄｅ，ＰＩ）试剂加到１ｍＬ经过水凝胶浸提液浸

泡的金黄色葡萄球菌悬浮液（经纯水浸泡的样品作

为阴性对照）中，然后在室温下黑暗中孵育１５ｍｉｎ。
之后用ＰＢＳ溶液洗去染料，将每个染色样品的４μＬ
滴在各自的载玻片上并覆盖，利用显微镜来捕捉荧

光图像，成像波长４８５～６３０ｎｍ。
１．９　细胞实验
１．９．１　制备浸提液　依据 ＩＳＯ／ＥＮ１０９９３１２规定，
将Ｈ组、ＰＡＨ组、ＢＳＰＨ组和 ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶分
别取０１ｇ与ＤＭＥＭ培养基混匀，过０２２μｍ滤膜，
制成１００ｍｇ／ｍＬ浸提液。
１．９．２　ＣＣＫ８法检测细胞毒性　小鼠成纤维细胞
株复苏后用ＤＭＥＭ完全基培养至对数生长期后，将
细胞种于９６孔板（１×１０４／孔），培养１２ｈ，待细胞贴
壁后，吸弃培养基，每空加入１００μＬ浸提液，采用
ＤＭＥＭ培养基作为阴性对照，每组设置３个重复孔，
培养１２ｈ后，加入 ＣＣＫ８试剂，培养箱中孵育 ４０
ｍｉｎ，利用酶标仪测量４５０ｎｍ波长下吸光度值。
１．９．３　细胞划痕实验评估伤口愈合能力　实验前
用记号笔在６孔板底部沿直尺方向划下间距和方向
一致（约 ０５～１ｃｍ）的水平平行线（每孔至少 ３
条）；将细胞种于 ６孔板（５０万／孔），置于 ５％ＣＯ２
培养箱２４ｈ，显微镜下观察细胞丰度达９５％时，用
１０μＬ黄色枪头垂直于标记线匀速推动划去细胞
后，视产生的划痕与平行线相交的区域为标记区，吸

弃培养液，加入浸提液培养；分别在０、２４ｈ时，在显
微镜下观察标记区并拍照，通过ＩｍａｇｅＪ软件测量划
痕面积并计算愈合率。

１．１０　统计学处理　所有数据应用 Ｏｒｉｇｉｎ２０２１ｐｒｏ
进行统计学分析并作图，实验重复３次，实验结果均
用平均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组数据比较采用
单因素方差分析，组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ检验。
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　水凝胶失水率和水蒸气透过率检测　与 Ｈ组
相比较：ＰＡＨ组失水率相近，差异无统计学意义；
ＢＳＰＨ组和ＰＡ／ＢＳＰＨ组失水率降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）；与ＢＳＰＨ组相比较，ＰＡ／ＢＳＰＨ组失
水率差异无统计学意义。与Ｈ组相比较，ＰＡＨ组水
蒸气透过率相近，差异无统计学意义；ＢＳＰＨ组和
ＰＡ／ＢＳＰＨ组水蒸气透过率降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。与 ＢＳＰＨ组相比较，ＰＡ／ＢＳＰＨ组水蒸
气透过率差异无统计学意义。见图２。
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图２　四组水凝胶的失水率（Ａ）和水蒸气透过率（Ｂ）比较

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｗａｔｅｒｌｏｓｓｒａｔｅ（Ａ）ａｎｄｗａｔｅｒｖａｐｏｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｒａｔｅ（Ｂ）ｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｆｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

　　ａ：Ｈｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＡＨｇｒｏｕｐ；ｃ：ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｄ：ＰＡ／ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＰＡＨｇｒｏｕｐ．

图３　四组水凝胶的ＯＲＰ值（Ａ）和ｐＨ值（Ｂ）比较

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＯＲＰｖａｌｕｅ（Ａ）ａｎｄｐＨｖａｌｕｅ（Ｂ）ｉｎｆｏｕｒｈｙｄｒｏｇｅｌｇｒｏｕｐｓ

　　ａ：Ｈｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＡＨｇｒｏｕｐ；ｃ：ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｄ：ＰＡ／ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＰＡＨｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＢＳＰＨｇｒｏｕｐ．

２．２　检测水凝胶的 ＯＲＰ和 ｐＨ变化　 与 Ｈ组相
比较：ＰＡＨ组和ＰＡ／ＢＳＰＨ组的ＯＲＰ值增高，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）；ＢＳＰＨ组 ＯＲＰ值降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。与 ＰＡＨ组相比较，ＰＡ／
ＢＳＰＨ组 ＯＲＰ值降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。另外，四组水凝胶的 ｐＨ值相比较，差异无
统计学意义。见图３。
２．３　检测·ＯＨ和１Ｏ２含量　与基线相比较：Ｈ组
和ＢＳＰＨ组关于·ＯＨ的ＥＳＲ图谱线未出现峰高比
为１∶２∶２∶１的四重峰，表明Ｈ组和ＢＳＰＨ组不含
有·ＯＨ；ＰＡＨ组和 ＰＡ／ＢＳＰＨ组关于·ＯＨ的 ＥＳＲ
图谱线出现峰高比为１∶２∶２∶１的四重峰，表明Ｈ
组和ＢＳＰＨ组含有·ＯＨ；Ｈ组、ＰＡＨ组、ＢＳＰＨ组和
ＰＡ／ＢＳＰＨ组关于１Ｏ２的ＥＳＲ图谱线基本无差别，表
明四组水凝胶不含有１Ｏ２。见图４。
２．４　检测 Ｈ２Ｏ２和 ＮＯ

－
２ 含量　与 Ｈ组相比较：

ＰＡＨ组和ＰＡ／ＢＳＰＨ组的Ｈ２Ｏ２含量增高，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）；ＢＳＰＨ组 Ｈ２Ｏ２含量差异无统
计学意义。与ＰＡＨ组相比较，ＰＡ／ＢＳＰＨ组Ｈ２Ｏ２含
量降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；另外，四组
水凝胶的ＮＯ－２ 含量相比较，差异无统计学意义。见
图５。
２．５　水凝胶对Ｓ．ａｕｒｅｕｓ的抑菌效果　与阴性对照
组相比较：Ｈ组显微镜下红色荧光点无显著差别，
ＢＳＰＨ组红色荧光点则更少，ＰＡＨ组和 ＰＡ／ＢＳＰＨ组
呈现出一片紧密的红色荧光点。Ｈ组抑菌圈直径为
原打孔直径，无抗菌效果；与 Ｈ组相比较：ＢＳＰＨ组
抑菌圈直径差异无统计学意义；ＰＡＨ组和ＰＡ／ＢＳＰＨ
组的抑菌圈直径增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），且ＰＡＨ组与ＰＡ／ＢＳＰＨ组的抑菌圈直径相比
较，差异无统计学意义。见图７。
２．６　水凝胶的生物安全性评价　与阴性对照组相
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图４　四组水凝胶的·ＯＨ（Ａ）和１Ｏ２（Ｂ）定性比较

Ｆｉｇ．４　Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ·ＯＨ（Ａ）ａｎｄ１Ｏ２（Ｂ）ｉｎｆｏｕｒｈｙｄｒｏｇｅｌｇｒｏｕｐｓ

ａ：Ｈｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＡＨｇｒｏｕｐ；ｃ：ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｄ：ＰＡ／ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｅ：ＢａｓｅｌｉｎｅｗａｓａｃｑｕｉｒｅｄｗｉｔｈＤＷａｓａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．

图５　四组水凝胶的Ｈ２Ｏ２含量（Ａ）和ＮＯ－２ 含量（Ｂ）比较

Ｆｉｇ．５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＨ２Ｏ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ａ）ａｎｄＮＯ－２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ｂ）ｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｆｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

　　ａ：Ｈｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＡＨｇｒｏｕｐ；ｃ：ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｄ：ＰＡ／ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＰＡＨｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＢＳＰＨｇｒｏｕｐ．

图６　Ｓ．ａｕｒｅｕｓ生物膜的ＰＩ染色荧光显微照片
Ｆｉｇ．６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆＰＩｓｔａｉｎｅｄＳ．ａｕｒｅｕｓｂｉｏｆｉｌｍ

　　ａ：Ｈｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＡＨｇｒｏｕｐ；ｃ：ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｄ：ＰＡ／ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｅ：ＤＷａｓａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｓｃａｌｅｂａｒ：１００μｍ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｇｒｏｕｐ；Ｐ

＜００５ｖｓＰＡＨｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＢＳＰＨｇｒｏｕｐ．
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图７　四组水凝胶对Ｓ．ａｕｒｅｕｓ的抑菌效果影响

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｆｈｙｄｒｏｇｅｌｓｏｎｔｈｅａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔＳ．ａｕｒｅｕｓ

　　Ａ：Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｈｅｚｏｎｅｓｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｆｏｒｍｅｄａｒｏｕｎｄｔｈｅｈｙｄｒｏｇｅｌｓａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ；Ｓｃａｌｅｂａｒ：１０ｍｍ；Ｂ：ＺｏｎｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔＳ．ａｕｒｅｕｓ；

ａ：Ｈｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＡＨｇｒｏｕｐ；ｃ：ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｄ：ＰＡ／ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＰＡＨｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＢＳＰＨｇｒｏｕｐ．

比较，Ｈ组的细胞存活率差异无统计学意义，ＰＡＨ
组的细胞存活率显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；ＢＳＰＨ组和 ＰＡ／ＢＳＰＨ组的细胞存活率显著
增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图８。

图８　四组水凝胶对Ｌ９２９细胞存活率影响

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｆｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

ｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＬ９２９ｃｅｌｌｓ

　　ａ：Ｈｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＡＨｇｒｏｕｐ；ｃ：ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；ｄ：ＰＡ／ＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；

ｅ：ＤＭＥＭｍｅｄｉｕｍｗａｓｕｓｅｄａｓａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｇｒｏｕｐ；
Ｐ＜００５ｖｓＰＡＨｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓ

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．7　水凝胶对细胞增殖、迁移能力的影响　与阴性
对照组比较：Ｈ组、ＢＳＰＨ组和 ＰＡ／ＢＳＰＨ组细胞迁
移能力增强，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），ＰＡＨ组
细胞迁移能力降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
与ＰＡ／ＢＳＰＨ组相比较，Ｈ组、ＢＳＰＨ组细胞迁移能
力降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图９。

３　讨论

　　细菌感染是伤口愈合过程中广泛而棘手的问
题，本研究利用等离子体射流装置制备出 ＰＡＷ，再
结合 ＢＳＰ、ＣＢＭ９４０和 ＣＭＣＳ组成新型水凝胶敷料
（ＰＡ／ＢＳＰＨ）考察其理化性能、抗菌活性和治疗效
果。创伤环境中的ｐＨ值在创伤愈合过程中起着关
键作用，碱性环境更利于细菌增殖［６］。四组水凝胶

是ｐＨ值都处于４～６的微酸性敷料，不仅与正常皮
肤酸碱性相似，对皮肤无刺激性，还可降低细菌定

植、减少细菌感染［７］，符合临床对伤口敷料 ｐＨ值需
求。

　　水凝胶保水性能实验结果表明 ＢＳＰ的引入增
强了水凝胶锁水能力。相关研究提到为保证伤口适

宜湿度，创面水蒸气透过率在２０００～２５００ｇ／（ｍ２

·ｄ）之间为佳［８］；本研究中，ＢＳＰＨ组和 ＰＡ／ＢＳＰＨ
组水凝胶的水蒸气透过率在此范围内，可以保证伤

口与环境间适度的气体交换，保持伤口部位的湿度，

避免伤口过度脱水，维持创面“湿性愈合”［９］。因
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图９　四组水凝胶对Ｌ９２９细胞增殖迁移影响
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ａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＰＡＨｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＢＳＰＨｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

此，ＢＳＰＨ组和ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶更满足临床上用
于伤口治疗的水凝胶敷料应具备的物理性能要求。

　　相关研究提到氩气等离子体和水分子会发生一
系列反应，使得ＰＡＷ产生活性物质，其中主要包括
稳定性强的长寿命活性物质 Ｈ２Ｏ２和易分解、稳定
性差的短寿命活性物质·ＯＨ［１０］，二者先后分解细
菌细胞壁中肽聚糖的化学键及细胞膜中的大分子蛋

白，氧化周围的脂质分子［１１］；破坏了细菌结构完整

性，造成了核酸、蛋白和胞质的氧化损伤及泄露［１２］，

最终使微生物失活。

　　进一步探讨水凝胶的杀菌机制，四组水凝胶的
长、短寿命活性物质含量检测及 Ｓ．ａｕｒｅｕｓ抗菌实验
结果表明，ＰＡＨ组和 ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶因为含有
Ｈ２Ｏ２和·ＯＨ这两种活性物质，所以破坏了细菌结
构，使细菌死亡在显微镜下呈现大量致密红色荧光

点，达到杀菌效果。Ｈ组和 ＢＳＰＨ组水凝胶不含有
这些活性物质，所以无抗菌作用；其中 ＢＳＰＨ组水凝
胶细菌活性状态最好，可能因为 ＢＳＰ作为糖类是重
要的能源物质，所以提高了细菌存活量。除此之外，

ＯＲＰ值越高，氧化能力越强，可以有效破坏生物膜，

发挥杀菌作用［１３］；ＰＡＨ组和 ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶的
ＯＲＰ值明显高于 Ｈ组和 ＢＳＰＨ组水凝胶，意味着
ＰＡＨ组和ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶是通过氧化机制破坏
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ细胞膜，而 ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶的 ＯＲＰ值
小于ＰＡＨ组水凝胶则可能因为 ＢＳＰ抗氧化性能减
少了ＯＲＰ的存在［１４］。

　　使用ＣＣＫ８法进行细胞毒性实验评估水凝胶
的生物安全性［１５］，结果显示 ＰＡＨ组水凝胶有细胞
毒性，不具有生物安全性；这是可能是因为 ＰＡＨ组
水凝胶中活性物质含量过高造成氧化压迫，导致了

细胞衰老或坏死［１６］；因此，即使 ＰＡＨ组水凝胶有良
好的杀菌效果，也不适合作为伤口敷料。ＰＡ／ＢＳＰＨ
组水凝胶则不仅具有生物安全性，且在细胞划痕试

验中表现出最佳迁移能力；由于 ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝
胶中Ｈ２Ｏ２、·ＯＨ含量和 ＯＲＰ值皆低于 ＰＡＨ组水
凝胶，因此推测 ＢＳＰ凭借其抗氧化特性，有效降低
了水凝胶中活性物质水平，消除了 ＰＡＷ对细胞的
氧化应激损伤［１７］，进而抵消了其毒副作用，并作为

糖类对细胞增殖与迁移产生促进作用。体外实验结

果初步表明ＰＡ／ＢＳＰＨ组水凝胶在感染性及慢性感

·２００２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｎｏｖ；６０（１１）



染性创面治疗方面具有潜在临床应用价值。

　　综上所述，该研究成功开发了一种创新型ＰＡＷ
协同ＢＳＰ的水凝胶（ＰＡ／ＢＳＰＨ），其具有酸碱性适
中、保水性优、透气性佳的物化性能，适用于处理金

黄色葡萄球菌感染性伤口。该水凝胶在体外细胞实

验中表现出优异的生物安全性和促进伤口愈合的能

力。后续将探讨 ＰＡ／ＢＳＰＨ水凝胶对其他细菌和细
菌生物膜的杀伤效果，并建立小鼠细菌感染性全层

损伤模型［１８］验证其在真实创伤环境中的疗效，弥补

体外实验无法模拟的复杂调控机制，以开发更加高

效、多功能的伤口敷料。
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