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"摘要#

!

目的
!

观察并评价新型纳米银壳聚糖敷料的物理特性&细胞毒性&抑菌性及其对伤口愈合的影响$方法
!

将纳米银

材料添加到壳聚糖中制备新型复合生物抗菌敷料!并通过使用电子显微镜&

OOT./

&抑菌圈及平板抑菌法&大鼠创伤动物模型愈合

试验将壳聚糖敷料&纳米银壳聚糖敷料&银离子敷料及普通纱布敷料进行对比!以评价新型纳米银壳聚糖敷料的物理特性&细胞毒

性&抑菌性及对伤口愈合的影响$结果
!

电子显微镜提示纳米银颗粒在壳聚糖敷料表面均匀分散!粒子直径约
4%,I

%抑菌圈及

平板抑菌法提示新型纳米银壳聚糖敷料对金黄色葡萄球菌&大肠杆菌及铜绿假单胞杆菌均有较强的抑菌能力%

OOT./

实验提示

其在
%&4_

及
$&%_

的纳米银浓度下无明显细胞毒性%动物愈合实验提示纳米银壳聚糖敷料可以促进伤口愈合$结论
!

纳米银壳

聚糖敷料符合现代新型生物敷料的基本要求!相较传统敷料有其优越性$
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壳聚糖%纳米银%新型生物敷料%抗菌性
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伤口愈合是一个复杂且精细的过程#是一系列不同类型细

胞*蛋白激酶和生长因子等交互作用的结果#它们彼此之间相

互协调#共同完成伤口修复&

$

'

)

$()'

年
W#,;AD

提出的湿性伤

口愈合理论#发现保持伤口湿润#避免形成结痂可以促进伤口

恢复#湿润的环境可以通过增加上皮再生#提高巨噬细胞及纤

维母细胞活性#保持伤口清洁#减轻疼痛及减少敷料更换等方

面促进伤口愈合&

1.'

'

)为达到湿性愈合的效果#多种新兴材料

制成的敷料孕育而生)其中#壳聚糖材料因其具有生物相容

性*生物可降解性*无毒性及免疫原性#已经在生物领域有较为

广泛的研究#且已经应用于血管支架*创伤修复等组织工程领

域)在伤口修复领域#壳聚糖止血封堵敷料*壳聚糖创伤敷料

已在我国批准使用&

0

'

)

无机金属银具有抗菌谱广*抗菌性能强及不易产生抗药性

等优点#近些年出现的含有纳米银的新型抗菌敷料在抗菌性及

安全性上较以前的银离子敷料又有了进一步发展#而既往的研

究也曾尝试将壳聚糖与纳米银结合#以制作一种具有更强抗菌

性*生物相容性的材料&

4.)

'

(或将壳聚糖与纳米银整合到常规敷

料中&

-./

'

#使其可以在临床中进行使用)本课题组尝试制作基

于普通壳聚糖敷料的新型纳米银壳聚糖$

+#E@AD,B,"

H

BD;#<EA+

<C#;"+B,

#

8UO

%敷料)并通过对其物理特性*细胞毒性*抗菌性

及在实验动物中的应用#来评价该新型复合生物抗菌敷料的应

用价值)

>

!

材料与方法

>&>

!

材料
!

动物!

W#+;BD

大鼠#体质量约
14%

:

$由南方医科

大学实验动物中心提供%)细胞!

6.(1(

$小鼠成纤维细胞%取自

南方医科大学细胞生物学研究所细胞库)试剂!

OOT./

试剂

盒$日本同仁公司%)壳聚糖敷料!由湿法工艺将壳聚糖溶解后

配制成一定浓度的纺丝原液#通过过滤*脱泡*凝固*拉伸*干燥

等操作制成壳聚糖纤维#并用水刺法加工生产出医用壳聚糖敷

料)银离子抗菌敷料购自百合公司$广东%)纳米银溶液购自

耐尔纳米技术有限公司$张家港%)菌株!金黄色葡萄球菌

$

9?OO14(1'

%*大肠杆菌 $

9?OO14(11

%及 铜 绿 假 单 胞 菌

$

9?OO1-/4'

%由南方医科大学珠江医院微生物实验室提供并

常规保存)仪器!

UB,"QD"

H

1%%%

光谱仪$

?CADI"

公司%(扫描

电镜 $

À"E

公司%(离子溅射仪$

À"E

公司%(酶标仪$

I"EA<JEBD

!A@#<A+

#美国%)

>&?

!

方法

>&?&>

!

8UO

敷料的制备
!

采用自组装技术制造
8UO

敷料#先

-'1'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
04

卷第
1'

期

"

基金项目$广州市海珠区科技计划项目$

1%$'.<

:

.1-

%)

!

作者简介$赵大川$

$((%Y

%#在读博士#主要从事外科敷料对伤口愈合方面研究)

!

#

!

通讯作者#

5.IB#E

!

!DCJB,

:

NC

#

$)'&<"I

)



将纳米银溶液用无菌去离子水稀释#按照溶液与敷料质量比为

4%g$

的比例加入敷料所在容器中#使壳聚糖敷料浸入溶液

中#溶液中所含纳米银质量分别为敷料质量的
0&%_

*

1&%_

*

$&%_

*

%&4_

#

14Z

在振荡器中以
/%D

"

I#,

震荡
$1C

)于
)4

Z

烘干敷料后分别用紫外照射敷料两侧各
$C

)用分光光度计

检测反应前及反应后纳米银溶液光密度$

"9

%值#判断纳米银

离子是否与壳聚糖敷料组合)

>&?&?

!

8UO

物理特性检测
!

$

$

%紫外
.

可见分光检测!用紫外
.

可见分光光度计$

UB,"QD"

H

1%%%

%用于检测
8UO

敷料#波长扫

描范围为
1%%

!

/%%,I

)既往的研究提示
0$-,I

处的紫外
.

可见光吸收峰是由于银微粒表面的电子云周期性变化集体激

发产生的表面等离子共振带&

/

'

#由此推断纳米银是否已组合于

壳聚糖敷料上)$

1

%壳聚糖敷料的扫描电镜!将
8UO

敷料裁剪

成面积为
/IIh/II

#厚度为
4II

的小片#

)%Z

干燥
1C

后将样品通过离子溅射镀膜法进行导电处理#并进行观察)

>&?&@

!

8UO

敷料的细胞毒性实验
!

基于用于医疗器械$

78R

$%(('.$1

和
78R$%(('.4

%生物评估的国际标准#估计敷料的细

胞毒性)分别将不同浓度的已紫外消毒的
8UO

敷料
%&4

:

浸

入
4%I6$)0%]>P7

$加入
$%_

胎牛血清%#并于
'-Z

的条件

下震荡
10C

)通过
%&1II

的过滤器将
8UO

敷料浸提液过滤

以除去不溶物残基#得到浸提液)选择经美国食品*药品监督

管理局$

2Q9

%认证的银离子敷料#及未结合纳米银的壳聚糖敷

料#按上述方法制备#分为未添加敷料浸提液的空白对照组*壳

聚糖敷料组*

%&4_8UO

敷料组*

$&%_8UO

敷料组#

1&%_8UO

敷料组*

0&%_8UO

敷料组及银离子敷料组)将小鼠
6.(1(

成

纤维细胞以
$h$%

0

"孔分别加入
()

孔板中培养#培养条件为

'-Z

*体积分数为
4_OR

1

的环境下用加入
$%_

小牛血清的

>]P7$)0%

培养液培养#培养
10C

)之后#将培养基替换为先

前获得的浸提液$空白对照组更换为上述培养基%#按上述条件

继续培养
10C

#移除培养基#按照
OOT./

试剂盒说明书#将
$%

"

6OOT./

及
$%%

"

6]>P7$)0%

试剂加入每个孔#并在
'-Z

*

4_OR

1

的环境下孵育
'%I#,

)由酶标仪在
04%,I

处检测每

个孔的吸光度)相对增殖率$

_

%

=

$样品吸光度"空白对照组

吸光度%

h$%%_

)根据相对增值率的大小#按表
$

评价不同敷

料的细胞毒性)

表
$

!!

细胞毒性分级

相对增殖率$

_

% 细胞毒性分级 结果评价

$%% %

无细胞毒性

-4

!$

$%%

&

无细胞毒性

4%

!$

-4

'

轻度细胞毒性

14

!$

4%

(

中度细胞毒性

$

!$

14

%

中度细胞毒性

% b

重度细胞毒性

>&?&F

!

8UO

的抗菌性
!

$

$

%抑菌圈实验!抑菌圈实验可以模

拟本敷料在潮湿或有渗出的伤口时敷料控制微生物增长的能

力#作为具有较强吸湿能力的
8UO

敷料#有必要探寻其扩散抑

菌能力)每种细菌分别以
$h$%

/

"

I6

的浓度接种到营养琼脂

平板上#均匀涂抹
'

次#将不同浓度的
8UO

敷料*壳聚糖敷料

及银离子敷料分别剪裁成直径为
$%II

的圆形#湿润后放入

已经接种细菌的培养皿上#并在
'-Z

*

4_OR

1

的条件下孵育

$/C

时#并测量抑菌环的范围)根据不同敷料的选择#本实验

共分为壳聚糖敷料组*

%&4_8UO

敷料组*

$&%_8UO

敷料组*

1&%_8UO

敷料组*

0&%_8UO

敷料组及银离子敷料组)$

1

%

震荡法测定
8UO

敷料抑菌能力!将不同浓度的
8UO

敷料分别

剪成
$<Ih$<I

的大小#置于无菌离心管中#作为实验组)选

择经
2Q9

认证的银离子敷料#及未结合纳米银的壳聚糖敷料#

按上述方法制备#据置入敷料的不同#分为未添加敷料的空白

对照组*壳聚糖敷料组*

%&4_8UO

敷料组*

$&%_8UO

敷料组*

1&%_8UO

敷料组*

0&%_8UO

敷料组及银离子敷料组)在每

个离心管中加入
0I61f[?

培养基)

分别在
1f[?

培养基中分别加入从琼脂平板上挑取的金

黄色葡萄球菌*大肠杆菌及铜绿假单胞杆菌菌落过夜培养后#

将菌液浓度稀释为$

$&%

!

$&4

%

h$%

4

"

I6

的浓度#将
$I6

菌

液分别加入上述每个离心管中)将离心管在振荡器中以
14

Z

*

1%%D

"

I#,

震荡
$C

#然后将其于
'-Z

#

4_OR

1

培养箱中继

续培养)分别于
%

*

$

*

)

和
10C

#稀释并涂布到琼脂平板进行细

菌数量测定)

>&?&I

!

伤口愈合实验
!

将
$)

只
W#+;BD

大鼠分为
0

组#即
$_

8UO

敷料组*壳聚糖敷料组*银离子敷料组和普通纱布敷料

组)研究方案符合中国准则实验动物)每只大鼠经腹腔注射

水合氯醛麻醉#除去背毛后皮肤用
-4_

乙醇和安尔碘
(

消毒)

在每一只大鼠背后去毛处切除出一个面积为
$%%II

1 大小的

完整厚度伤口)将敷料分别固定于每一只大鼠身上#每天在伤

口处局部换药)分别于第
1

*

0

*

)

*

/

*

$%

天观察实验动物伤口愈

合情况)创面愈合率
=

$术后伤口面积
Y

第
,

天伤口面积%"术

后伤口面积
h$%%_

)在术后第
/

天分别从各组取
$

只大鼠的

皮肤样品)将组织用
$%_

福尔马林溶液固定#并用乙醇梯度

脱水#二甲苯透明*石蜡包埋#将组织切成
4

!

-II

宽的薄片#

常规苏木素
.

伊红$

S5

%染色)观察上皮组织*皮脂腺*新生血

管及肉芽组织情况)

>&@

!

统计学处理
!

使用
8]88$'&%

统计学软件对所得数据进

行统计学分析#计量资料用
CV-

表示#组间比较采用
)

检验#

组间均数差异比较用单因素方差分析(计数资料用率表示#组

间采用
!

1 检验#检验水准
$

=%&%4

#以
!

$

%&%4

为差异有统计

学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

8UO

敷料物理特性
!

紫外
.

可见吸收光谱见图
$

#结果提

示纳米银已组合于壳聚糖敷料上)

8UO

敷料的电镜扫描结果

见图
1

#纳米银颗粒在壳聚糖敷料表面均匀分散#粒子直径约

4%,I

#但仍可见纳米银团聚现象)

图
$

!!

8UO

敷料的紫外
.

可见光谱

?&?

!

8UO

敷料的细胞毒性检测
!

6(1(

细胞用上述
)

种浸提

液及空白对照组处理
10C

后#壳聚糖无细胞毒性#而银离子敷

料具有中度细胞毒性#

8UO

敷料有一定细胞毒性#且其细胞毒

性随纳米银含量增加而增加#见图
'

*表
1

)

?&@

!

抗菌性实验

?&@&>

!

抑菌圈实验
!

根据上述评价方法#发现单纯的壳聚糖

敷料在
'

种细菌中均无抑菌圈出现#而添加了纳米银的壳聚糖

敷料#在
'

种不同细菌中#其抑菌圈大小随着纳米银浓度的增

加而逐步增加#见图
0

)
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!!

9

!壳聚糖纤维的电镜扫描图$

h4%

%(

X

!

8UO

敷料的电镜扫描图

$

h$%%%%

%#箭头处可见纳米银粒子)

图
1

!!

8UO

敷料的电镜扫描图

!!

"

!

!

$

%&%4

#与空白对照组比较)

图
'

!!

细胞毒性实验

表
1

!!

不同敷料的细胞毒性评价

组别 细胞毒性 评价结果

空白对照组
%

无细胞毒性

壳聚糖敷料组
&

无细胞毒性

%&4_8UO

敷料组
&

无细胞毒性

$&%_8UO

敷料组
&

无细胞毒性

1&%_8UO

敷料组
'

轻度细胞毒性

0&%_8UO

敷料组
(

中度细胞毒性

银离子敷料组
(

中度细胞毒性

!!

"

!

!

$

%&%4

#与银离子敷料组比较)

9

!金黄色葡萄酒菌抑菌圈(

X

!铜绿假单孢杆菌抑菌圈(

O

!大肠杆菌抑菌圈(

Q

!不同敷料抑菌圈的

柱状图)

图
0

!!

不同敷料分别在金葡菌%大肠杆菌及铜绿

假单胞菌的抑菌圈

?&@&?

!

震荡抑菌实验结果
!

分别在
$

*

)

及
10C

测量添加不

同敷料的各个离心管中细菌浓度#制作抑菌曲线#结果未添加

纳米银的壳聚糖敷料无明显抑菌性#而添加纳米银或具有银离

子的敷料则有较为优秀的抑菌性能#见图
4

)

!!

9

!金黄色葡萄酒菌(

X

!铜绿假单孢杆菌(

O

!大肠杆菌)

图
4

!!

震荡抑菌实验抑菌曲线

?&F

!

伤口愈合实验

?&F&>

!

伤口愈合程度测量
!

分别于第
1

*

0

*

)

*

/

*

$%

天记录伤

口愈合情况)第
)

天时#

$&%_8UO

敷料组伤口愈合情况明显

优于其他组$

!

$

%&%4

%#第
$%

天时相较不具有抗菌能力的壳

聚糖敷料组及普通纱布敷料组#

$&%_8UO

敷料组及银离子敷

料组的愈合率更高$

!

$

%&%4

%#见表
'

*图
)

)

表
'

!!

应用不同敷料小鼠伤口愈合情况&

CV-

'

组别
伤口愈合率$

_

%

1! 0! )! /! $%!

$&%_8UO

组
% 1'&$/V'&0))-&01V4&-- //&'1V0&(0(-&'4V1&)4

银离子敷料组
% 1$&)0V0&1$4$&)$V0&)- -4&%-V4&'0($&-'V0&-4

壳聚糖敷料组
% 1%&'-V'&'40/&)0V0&'' -$&0'V0&4(/1&)4V0&$(

普通纱布敷料组
% 1%&40V'&(10)&11V'&41 )1&14V4&'$-)&/%V0&1)

图
)

!!

伤口愈合情况趋势图

?&F&?

!

组织染色
!

在切口愈合的第
$%

天#

S5

染色显示

$&%_8UO

敷料组中上皮组织增生良好#可见皮脂腺及新生血

管#炎症反应较轻(而普通纱布敷料组则显示为不完全的上皮

化形成#见图
-

)

!!

9

!

$&%_8UO

敷料组(

X

!银离子敷料组(

O

!壳聚糖敷料组(

Q

!普通

纱布敷料组)

图
-

!!

第
$%

天不同组别小鼠伤口病理切片&

S5

(

h1%

'

@

!

讨
!!

论

!!

壳聚糖作为一种具有吸湿*抑菌*止血*调节炎症反应的天

然材料#是当前研究的热点)然而壳聚糖的生物性能#又与多

('1'

重庆医学
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年
/
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种因素相互关联#不同的脱乙酰程度及相对分子质量的大小#

会对其止血性*抗菌性及与炎症反应产生极大影响)低脱乙酰

度的壳聚糖甚至对耐甲氧西林金葡菌有很好的抑制性&

(

'

#而小

相对分子质量的壳聚糖也会提高组织对其降解的速度&

$%

'

)

既往的研究显示#在一定范围内#生物材料的抗菌性能与

纳米银浓度呈正相关#为达到较为优秀的抗菌性能#一般需要

纳米银的添加比例不低于生物材料的
$&4_

&

$$

'

#而在本实验

中#

%&4_

的
8UO

敷料已经显示出优秀的抗菌能力#考虑其为

纳米银与壳聚糖的协同作用所导致的抗菌性能提升)其协同

作用表现为!$

$

%纳米银粒子尺寸小且比表面积大#容易与细菌

发生接触反应#使纳米银粒子黏附到细胞膜上#并渗入到细菌

内部#在细菌细胞内部纳米银粒子通过与酶蛋白中的硫和磷发

生作用#使细菌丧失酶活性#同时也会破坏细菌的呼吸链#导致

细菌死亡&

$1

'

($

1

%纳米银粒子在细菌细胞中可以释放银离子#

从而进一步提高其抗菌能力(再次#壳聚糖上未反应的
YUS

1

质子化生成
YUS

'

k

#能够吸附细菌表面带负电荷的分子基团

而改变其细胞通透性#从而导致细菌细胞内组分如蛋白质与葡

萄糖的泄露#致使细菌死亡($

'

%壳聚糖复合物具有独特的网状

结构#当与细菌接触时#其更易堆积在细菌细胞表面而造成细

胞代谢减弱#从而抑制细菌繁殖&

$'

'

)

现代生物敷料应该是具有良好保湿能力#不粘连新生肉芽

组织#减少更换时患者的痛苦(可以促进上皮细胞再生#提高巨

噬细胞及纤维母细胞活性(保持伤口清洁#减少伤口可能的细

菌感染#促进伤口愈合的新型敷料)本课题组所制作的敷料#

除了其优异的抗菌性外#低于
$_

的
8UO

模型更是无明细的

细胞毒性)且在动物实验中证明本敷料相较传统敷料可以促

进伤口的愈合#也能够保持伤口的湿润)综上所述#本敷料符

合现代生物敷料的要求)

但本实验依然有一些问题尚待解决!$

$

%尽管选择的纳米

银材料是一种目前看来较为优秀的抗菌材料#相关的研究也证

实在短期研究中#未见到银对生物体产生严重不良反应&

$0.$4

'

#

但是其长期影响仍无定论)$

1

%现阶段并未完全理解
8UO

敷

料是如何影响伤口愈合的#其具体机制是为何)有研究提示小

相对分子质量的壳聚糖可以抑制基质金属蛋白酶
1

的活性及

表达#当其相对应分子质量在$

'

!

4

%

h$%

' 时#其可以达到最

大的效应)而过量的基质金属蛋白酶
1

被认为是抑制伤口愈

合的因素之一)但这只是其中一个假设#关于
8UO

敷料如何

促进伤口愈合#还需要进一步研究)

总而言之#

8UO

敷料符合现代新型生物敷料的基本要求#

相较传统敷料有其优越性#值得临床进一步研究)
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