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本文亮点：

(1) 制备了一种负载含铜氧化铈纳米酶的苯硼酸修饰的甲基丙烯酰化明胶水凝胶（以下简称复合水

凝胶）,该水凝胶具备动态活性氧响应性纳米酶释放的能力。

(2) 证明了复合水凝胶可有效改善创面的血流灌注并有效杀灭耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，从而显

著促进小鼠烧伤感染性创面愈合。

Highlights:

(1) The phenylboronic acid-modified gelatin methacryloyl (GelMA) hydrogel loaded with 

copper-doped cerium oxide nanozyme (hereinafter referred to as composite hydrogel) was 

prepared, which exhibited the capability of dynamic reactive oxygen species-responsive 

nanozyme release.

(2) It was demonstrated that the composite hydrogel effectively improved the wound blood 

perfusion and efficiently killed methicillin-resistant Staphylococcus aureus, thereby significantly 

promoting the healing of infected burn wounds in mice.
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【摘要】 　目的　探讨负载含铜氧化铈纳米酶的苯硼酸修饰的甲基丙烯酰化明胶（GelMA）水凝

胶（以下简称复合水凝胶）的性能及其对小鼠烧伤感染性创面愈合的影响。　方法　该研究为包含成

组设计与重复测量设计的实验研究。制备具有三维疏松多孔网状结构的苯硼酸修饰的 GelMA水凝

胶（以下简称单纯水凝胶），采用水热法制备呈均匀球形结构的含铜氧化铈纳米酶。筛选出终质量浓

度为 100 μg/mL的含铜氧化铈纳米酶对人脐静脉内皮细胞活力无明显影响且具有较高的超氧化物歧

化酶和过氧化氢酶活性，将其加入单纯水凝胶中制备复合水凝胶。取复合水凝胶用磷酸盐缓冲液

（PBS）或过氧化氢溶液浸泡 24、48、72 h后，计算复合水凝胶中含铜氧化铈纳米酶的释放百分比，样本

数均为 3。取 30只 8周龄雄性BALB/c小鼠，于脊柱两侧对称位置造成 2个烧伤创面后，滴加耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌（MRSA）菌液，构建烧伤感染性创面。按随机数字表法（分组方法后同）将小鼠分

为对照组、单纯水凝胶组和复合水凝胶组，每组 10只小鼠（20个创面）。对对照组小鼠创面不行药物
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干预，对单纯水凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面分别滴加单纯水凝胶、复合水凝胶，持续 14 d。于伤

后 3、7、14 d，测量并计算剩余创面面积百分比，样本数为 4。于伤后 3 d，用“平板计数法”计算创面中

MRSA浓度，样本数为 3。于伤后 5 d，采用激光散斑血流成像系统评估创面血流灌注量，样本数为 3。
另取 6只 8周龄雄性BALB/c小鼠，分为 PBS组和复合水凝胶埋置组，每组 3只，分别于小鼠背部中央

皮下注射 PBS和皮下埋置复合水凝胶。于处理 14 d后，采集腹腔全血，检测血常规指标和血生化指

标。　结果　在PBS和过氧化氢溶液中分别浸泡 24、48、72 h后，复合水凝胶中含铜氧化铈纳米酶的

释放百分比总体比较，差异均有统计学意义（F值分别为 30.29、65.16，P<0.05）。伤后 3、7、14 d，与对

照组比较，单纯水凝胶组和复合水凝胶组小鼠剩余创面面积百分比均显著降低（P<0.05），且复合水凝

胶组小鼠剩余创面面积百分比均明显低于单纯水凝胶组（P<0.05）。伤后 3 d，与对照组比较，单纯水

凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面中MRSA浓度均明显降低（P<0.05）；复合水凝胶组小鼠创面中MRSA
浓度明显低于单纯水凝胶组（P<0.05）。伤后 5 d，与对照组［（221±25）灌注单位］比较，单纯水凝胶组

和复合水凝胶组小鼠创面血流灌注量［分别为（313±53）、（535±104）灌注单位］均明显升高（P<0.05）；

复合水凝胶组小鼠创面血流灌注量明显高于单纯水凝胶组（P<0.05）。处理 14 d后，复合水凝胶埋置

组和PBS组小鼠血常规指标和血生化指标均维持在正常生理范围内且组间比较，差异均无统计学意

义（P>0.05）。　结论　复合水凝胶具有良好的生物相容性、活性氧响应性和优异的抗菌性，可通过早

期消除创面MRSA和促进血流恢复，加速小鼠烧伤感染性创面愈合。

【关键词】　烧伤；　感染；　生物相容性材料；　水凝胶类；　活性氧；　含铜氧化铈纳米酶；　抗

菌性能；　创面愈合
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【Abstract】 Objective　To explore the performance of phenylboronic acid-modified gelatin 
methacryloyl (GelMA) hydrogel loaded with copper-doped cerium oxide nanozyme (hereinafter 
referred to as composite hydrogel) and its effects on healing of infected burn wounds in mice. 
Methods　 This study was an experimental study including group design and repeated measures 
design. The phenylboronic acid-modified GelMA hydrogel (hereinafter referred to as simple 
hydrogel) with a three-dimensional loose porous network structure was prepared. The 
copper-doped cerium oxide nanozyme with a uniform spherical structure was prepared by a 
hydrothermal method. The copper-doped cerium oxide nanozyme with a final mass concentration of 
100 μg/mL, which had no obvious effect on the viability of human umbilical vein endothelial cells 
and possessed high superoxide dismutase and catalase activities, was screened out and added into 
the simple hydrogel to prepare the composite hydrogel. After the composite hydrogels were soaked 
in phosphate buffer saline (PBS) or hydrogen peroxide solution for 24, 48, and 72 h, the release 
percentages of copper-doped cerium oxide nanozymes in the composite hydrogel were calculated, 
with sample size of 3. Thirty 8-week-old male BALB/c mice were taken, and after two burn wounds 
were created at symmetrical positions on both sides of the spine, methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) bacterial suspension was dropped to construct infected burn wounds. 
According to the random number table method (the same grouping method below), the mice were 
divided into control group, simple hydrogel group, and composite hydrogel group, with 10 mice in 
each group (20 wounds). No drug intervention was performed on the wounds of the mice in control 
group, the simple hydrogel and composite hydrogel were dropped on the wounds of the mice in 
simple hydrogel group and composite hydrogel group, respectively, lasting for 14 d. At post injury 
day (PID) 3, 7, and 14, the percentage of residual wound area was measured and calculated, with 
sample size of 4. At PID 3, the MRSA concentration in the wound was calculated using the "plate 
counting method", with sample size of 3. At PID 5, the wound blood perfusion volume was evaluated 
by a laser speckle blood flow imaging system, with sample size of 3. Another 6 8-week-old male 
BALB/c mice were taken and divided into PBS group and composite hydrogel implantation group, 
with 3 mice in each group, and PBS was subcutaneously injected and composite hydrogels were 
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subcutaneously implanted into the center of the mice's backs, respectively. At 14 d after treatment, 
abdominal whole blood was collected, then the blood routine test indexes and blood biochemical test 
indexes were detected. Results　After immersion in PBS and hydrogen peroxide solution for 24, 
48, and 72 h, respectively, the overall differences in the release percentages of copper-doped cerium 
oxide nanozymes in the composite hydrogel were statistically significant (with F values of 30.29 and 
65.16, respectively, P<0.05). At PID 3, 7, and 14, compared with those in control group, the 
percentages of residual wound area of mice in simple hydrogel group and composite hydrogel group 
were all significantly reduced (P<0.05); the percentages of residual wound area of mice in composite 
hydrogel group were significantly lower than those in simple hydrogel group (P<0.05). At PID 3, 
compared with that in control group, the MRSA concentrations in the wounds of mice in simple 
hydrogel group and composite hydrogel group were both significantly decreased (P<0.05); the MRSA 
concentration in the wounds of mice in composite hydrogel group was significantly lower than that 
in simple hydrogel group (P<0.05). At PID 5, compared with (221±25) perfusion units in control 
group, the wound blood perfusion volumes of mice in simple hydrogel group and composite 
hydrogel group ((313±53) and (535±104) perfusion units, respectively) were both significantly 
increased (P<0.05); the wound blood perfusion volume of mice in composite hydrogel group was 
significantly higher than that in simple hydrogel group (P<0.05). At 14 d after treatment, the blood 
routine test indexes and blood biochemical test indexes of mice in composite hydrogel implantation 
group and PBS group were all maintained within normal physiological ranges. There were no 
statistically significant differences between the two groups of mice (P>0.05). Conclusions　The 
composite hydrogel possesses good biocompatibility, reactive oxygen species responsiveness, and 
excellent antibacterial properties, and the healing of infected burn wounds in mice can be 
accelerated by it through the early elimination of MRSA in the wounds and the promotion of blood 
flow recovery.

【Key words】 Burns; Infection; Biocompatible materials; Hydrogels; Reactive oxygen 
species; Cerium oxide copper nanoenzyme; Antibacterial property; Wound healing

Fund program: Supporting Fund for the Shaanxi Province Young Outstanding Talent Support 
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创面因皮肤缺损导致天然免疫屏障破坏，易受

外界病菌侵袭。其中，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（methicillin resistant Staphylococcus aureus，MRSA）感

染是烧伤创面治疗中面临的严峻挑战之一［1⁃3］。创

面感染可引发并发症并威胁患者健康；同时，持续

的炎症反应会导致局部免疫微环境失衡，形成细菌

感染的恶性循环［4⁃6］。鉴于现有临床敷料抗菌效果

有限，亟需开发兼具抗菌与微环境调控功能的新型

敷料。甲基丙烯酰化明胶（gelatin methacryloyl，
GelMA）作为理想的敷料基材，具有良好的生物相容

性与可降解性。GelMA在生理条件下易交联、可酶

降解，并能促进 ECM 形成，在组织工程中展现出应

用潜力［7⁃9］。通过在 GelMA 分子链上引入苯硼酸基

团，苯硼酸可与组织表面富含羟基的基团形成动态

硼酸酯键，从而赋予水凝胶湿态黏附性与活性氧响

应性，进而实现水凝胶的响应性降解与药物递

送［10⁃12］。为进一步调控微环境，体系内可引入兼具

SOD 和过氧化氢酶（catalase，CAT）活性的氧化铈纳

米酶。该纳米酶可通过级联反应清除活性氧并协

同释放氧气，从而减轻氧化应激并促进创面愈合。

此外，微量元素铜具备抗菌与促血管生成作用，在

创面修复领域具备良好应用潜力［13⁃14］。

本研究团队制备一种负载含铜氧化铈纳米酶

的苯硼酸修饰的GelMA水凝胶（以下简称复合水凝

胶），旨在构建兼具良好抗菌性与活性氧响应性的

功能化支架，并深入研究其对小鼠烧伤感染性创面

愈合的影响。

1 材料与方法

本研究为包含成组设计与重复测量设计的实

验研究，研究中对实验动物的处理符合国家和空军

军医大学动物伦理委员会的有关规定。本研究遵

循 了“3R”原 则 ，即 减 少（Reduction）、替 代

（Replacement）、优化（Refinement）原则，对实验动物

给予人道的保护。

1. 1 主要材料来源

36 只健康无特殊病原体级 8 周龄体重 25~30 g
雄性BALB/c小鼠购自空军军医大学动物实验中心，

实验动物生产许可证号：SCXK（军）2022-0011，使用

许可证号：SYXK（军）2022-0018。所有小鼠饲养于

无特殊病原体级屏障环境，环境温度 21~24 ℃，并采

用12 h明暗交替光照周期，保证充足食物和水。
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人 脐 静 脉 内 皮 细 胞（human umbilical vein 
endothelial cell，HUVEC）株购自中国科学院上海细

胞库。MRSA ATCC 25922 购自美国模式培养物集

存库。六水合硝酸铈和硝酸铜购自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司，猪皮明胶和氮蓝四唑购自美

国 Sigma-Aldrich公司，甲基丙烯酸酐、核黄素、甲硫

氨酸购自上海麦克林生化科技股份有限公司，细胞

计数试剂盒-8购自美国Abbkine公司，光引发剂（苯

基 -2，4，6- 三 甲 基 苯 甲 酰 基 次 膦 酸 锂）及

LS-1601-405型蓝光固化光源和紫外光源购自苏州

永沁泉智能设备有限公司。针头滤膜过滤器购自

德国赛多利斯公司。无菌透明手术敷贴购自美国

3M公司。

Quattro S 型扫描电子显微镜购自美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司，JEM-2100F 型透射电子显微

镜购自日本 JEOL 公司，Spark 10M 型多功能酶标仪

购自瑞士 TECAN 公司，RFLSI-ZW 型激光散斑血流

成像系统购自深圳市瑞沃德生命科技股份有限

公司。

1. 2 材料的制备与性能检测

1. 2. 1 苯硼酸修饰的 GelMA 水凝胶（以下简称单

纯水凝胶）的制备与微观形貌观察  将 30 g猪皮

明胶溶于 1 000 mL PBS 中，加入终质量分数 8% 的

甲基丙烯酸酐避光反应，经透析、冻干后得到

GelMA。随后将 20 g GelMA 溶于 500 mL PBS中，依

次加入 4-羧基苯硼酸、1-乙基-3-（3-二甲基氨基丙

基）碳化二亚胺和 N-羟基琥珀酰亚胺行避光反应，

再次经透析纯化及冷冻干燥，制得单纯水凝胶。将

部分单纯水凝胶切成约10 mm×10 mm×5 mm大小的

长方体薄片，低温冻干后行纵切面喷金处理，将样

品置于扫描电子显微镜 100倍放大倍数下观察单纯

水凝胶的微观形貌。

1. 2. 2 含铜氧化铈纳米酶的制备  采用水热法

制备含铜氧化铈纳米酶［15］。首先，在 100 mg六水合

硝酸铈中加入 10 mL去离子水，于室温下充分搅拌，

至形成均匀溶液，将溶液置于高压水热反应釜中，

于 180 ℃下反应 12. 0 h。随后在该溶液中加入 100 
mg硝酸铜，充分搅拌并于高压水热反应釜中继续反

应 4. 5 h。反应结束后，将目的产物使用去离子水和

无水乙醇交替洗涤数次后，得到含铜氧化铈纳

米酶。

1. 2. 3 含铜氧化铈纳米酶的表征  将含铜氧化

铈纳米酶分散于去离子水中，行充分超声处理，直

至形成均匀分散液，取适量分散液滴于硅片上，低

温烘干后行表面喷金处理，然后采用扫描电子显微

镜于 600 000 倍放大倍数下、透射电子显微镜于

1 000 000 倍放大倍数下观察含铜氧化铈纳米酶的

微观形貌，采用 X射线能谱仪分析含铜氧化铈纳米

酶的元素组成。

1. 2. 4 含铜氧化铈纳米酶的细胞毒性检测  按

照每孔 1×104个的密度将HUVEC接种于 96孔板中，

置于 37 ℃、含体积分数 5%二氧化碳（以下简称常规

培养）培养箱中培养 12 h。每孔分别加入终质量浓

度为 0（无含铜氧化铈纳米酶，下同）、50、100、150 
μg/mL含铜氧化铈纳米酶溶液，常规培养 24 h后，按

照细胞计数试剂盒-8说明书，采用酶标仪检测波长

450 nm 处的吸光度值，以此表示 HUVEC 的活力。

样本数为3。
1. 2. 5 含铜氧化铈纳米酶的 SOD 和 CAT 活性检

测  采用氮蓝四唑光还原法测定含铜氧化铈纳

米酶的 SOD 活性。将终物质的量浓度 20. 0 μmol/L
的核黄素、终物质的量浓度 12. 5 mmol/L 的甲硫氨

酸、终物质的量浓度75. 0 μmol/L的氮蓝四唑与终质

量浓度分别为 0、25、50、100、150 μg/mL含铜氧化铈

纳米酶混合溶解在 PBS 中（最终体积 1 mL）。用波

长 405 nm紫外光源室温下照射 30 min后，采用酶标

仪测定波长 560 nm处的吸光度值，以此反映 SOD活

性。吸光度值越小，SOD活性越高。样本数为3。
通过测量过氧化氢清除率评估含铜氧化铈纳

米酶的 CAT 活性。将终质量浓度分别为 0、25、50、
100、150 μg/mL 含铜氧化铈纳米酶与 50 μmol/L 过

氧化氢溶液混合，形成 1 mL反应混合物。将反应混

合物在 37 °C 下孵育 2 h 后，采用酶标仪测定波长

240 nm处的吸光度值，以此反映CAT活性。吸光度

值越小，CAT活性越高。样本数为3。
1. 2. 6 复合水凝胶的制备及复合水凝胶中含铜氧

化铈纳米酶的释放情况检测  取 1. 2. 1中制备的

1 g单纯水凝胶，溶于 10 mL含铜氧化铈纳米酶质量

浓度为 100 μg/mL 的光引发剂中，37 ℃水浴使单纯

水凝胶完全溶解，并通过孔径为 0. 22 μm 的针头滤

膜过滤器过滤。使用蓝光固化光源照射 10 s成胶，

制得含铜氧化铈纳米酶的终质量浓度为 100 μg/mL
的复合水凝胶。取 0. 1 mL复合水凝胶，置于培养皿

中，在37 ℃下用1 mL PBS或1 mmol/L过氧化氢溶液

浸泡 24、48、72 h后取出，烘干并称质量（记为 W1）。

另取 0. 1 mL 复合水凝胶，直接烘干后称质量（记为

··4
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W2）。计算复合水凝胶中含铜氧化铈纳米酶的释放

百分比，含铜氧化铈纳米酶的释放百分比=［浸泡前

复合水凝胶中的含铜氧化铈纳米酶质量−（W2 −
W1）］÷浸泡前复合水凝胶中的含铜氧化铈纳米酶质

量×100%。样本数均为3。
1. 3 复合水凝胶对小鼠烧伤感染性创面愈合的

影响

1. 3. 1 模型制备与分组处理  取 30 只 BALB/c
小鼠，单笼饲养 1周适应新环境后，吸入异氟烷麻醉

（麻醉方式后同）。将小鼠背部脱毛后，用 1个在沸

水中浸泡后的直径 9 mm的圆柱形铁棒与背部皮肤

接触 20 s，先后于脊柱两侧对称位置造成 2 个烫伤

（以下称烧伤）区域并切除坏死组织。随后，向每个

创面滴加 50 μL 浓度为 1×108 CFU/mL 的 MRSA 菌

液，构建直径为9 mm的烧伤感染性创面。按随机数

字表法（分组方法后同）将小鼠分为对照组、单纯水

凝胶组和复合水凝胶组，每组 10 只小鼠（20 个创

面）。伤后 0（即刻）d，对对照组小鼠创面仅用无菌

透明手术敷贴封闭，对单纯水凝胶组和复合水凝胶

组小鼠创面分别滴加 100 μL 100 mg/mL 单纯水凝

胶、复合水凝胶后再用无菌透明手术敷贴封闭。于

伤后 3、7、10 d，对 3组小鼠创面均再次同伤后 0 d处

理。其间常规饲养，共持续14 d。
1. 3. 2 创面愈合情况观测  每组按随机数字法

取 4只小鼠（每只小鼠任选 1个创面，后同），于伤后

3、7、14 d拍照并大体观察创面愈合情况，然后采用

ImageJ 软件（美国国立卫生研究院）测量伤后 3、7、
14 d 后的剩余创面面积，并计算剩余创面面积百

分比。

1. 3. 3 创面中 MRSA 浓度检测  于伤后 3 d，每
组取剩余 3 只小鼠，取 50 mg 创面组织转移至 5 mL
无菌 PBS 中匀浆。将匀浆液在 37 ℃下于摇床中孵

育 12 h后用 PBS稀释（稀释比为 1∶10 000）。取 100 
μL 稀释后的混合液均匀涂抹到 LB 琼脂培养板上，

常规培养24 h后拍照并计算MRSA浓度。

1. 3. 4 创面血流灌注量检测  于伤后 5 d，每组

取剩余 3只小鼠，采用激光散斑血流成像系统评估

创面血流灌注量。其中黑色表示无血流灌注，绿色

表示血流灌注少，红色表示血流灌注充足，通过激

光散斑血流成像系统自带的软件计算创面血流灌

注量。

1. 3. 5 创面组织学检测  于伤后 14 d行创面愈

合情况观察后，每组取 3只小鼠，麻醉后以颈椎脱臼

法处死，取创面处全层皮肤组织，常规固定后，行石

蜡包埋、切片（切片厚度为 5 μm）。取部分切片，行

HE染色后，采用数字化扫描系统在 5倍放大倍数下

观察创面肉芽组织生长情况、上皮化情况。另取部

分切片，行 Masson 染色后，采用数字化扫描系统在

5 倍放大倍数下观察创面胶原沉积情况（阳性染色

呈蓝色）。

1. 3. 6 复合水凝胶的体内生物安全性评价  另

取 6只 BALB/c小鼠，单笼饲养 1周适应新环境后麻

醉。将小鼠分为 PBS组和复合水凝胶埋置组，每组

3 只，分别于小鼠背部中央皮下注射 100 μL 的 PBS
和皮下埋置100 μL的100 mg/mL复合水凝胶。处理

14 d后，麻醉后利用腹腔采血法收集小鼠全血，每只

0. 5 mL。分析全血中血常规指标包括白细胞计数、

淋巴细胞计数、单核细胞计数、中性粒细胞计数、红

细胞计数、血红蛋白水平以及血小板计数和血生化

指标包括 ALT、AST、碱性磷酸酶、白蛋白、总胆红

素、直接胆红素以及总胆汁酸水平。

1. 4 统计学处理

采用 SPSS 22. 0统计软件进行数据处理。所有

计量资料数据均符合正态分布，以 x̄ ± s表示，2组间

比较行独立样本 t 检验；单一时间点多个数据或多

组间总体比较，行单因素方差分析；多个时间点多

组间总体比较，行复测量方差分析；组间多重比较，

行Bonferroni校正。所用统计学检验均为双侧检验，

P<0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 单纯水凝胶的微观形貌

单纯水凝胶具有三维疏松多孔网状结构。

见图1。

2. 2 含铜氧化铈纳米酶的表征

扫描电子显微镜显示，含铜氧化铈纳米酶呈现

均匀的球形，未出现明显的团聚现象。透射电子显

注：单纯水凝胶为苯硼酸修饰的甲基丙烯酰化明胶水凝胶

图 1　单纯水凝胶的微观形貌 扫描电子显微镜 ×100。1A、

1B.分别为单纯水凝胶的纵剖面、横剖面，均呈多孔疏松的网状

空间结构

Figure 1　Micromorphology of simple hydrogel
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微镜显示，球形表面略粗糙。X射线能谱仪显示，含

铜氧化铈纳米酶中均匀分布着铈、铜和氧元素。

见图2。
2. 3 含铜氧化铈纳米酶的细胞毒性

采用 0、50、100、150 μg/mL 含铜氧化铈纳米酶

溶液培养 24 h 后，HUVEC 的活力分别为 0. 689±
0. 063、0. 674±0. 034、0. 615±0. 098、0. 495±0. 014，
总体比较，差异有统计学意义（F=6. 17，P=0. 018）。

与用 0 μg/mL 含铜氧化铈纳米酶溶液培养相比，用

150 μg/mL 含铜氧化铈纳米酶溶液培养后 HUVEC
的活力明显下降（P<0. 001），而用 50、100 μg/mL 含

铜氧化铈纳米酶溶液培养后HUVEC的活力无明显

变化（P值分别为0. 737、0. 336）。

2. 4 含铜氧化铈纳米酶的SOD和CAT活性

0、25、50、100、150 μg/mL含铜氧化铈纳米酶的

SOD 活 性 分 别 为 0. 724±0. 027、0. 632±0. 025、
0. 414±0. 087、0. 220±0. 033、0. 114±0. 009，总体比

较，差异有统计学意义（F=101. 70，P<0. 001）。与 0 
μg/mL 的含铜氧化铈纳米酶比较，25、50、100、150 
μg/mL 含铜氧化铈纳米酶的 SOD 活性均明显提高

（P<0. 001）。

0、25、50、100、150 μg/mL含铜氧化铈纳米酶的

CAT 活 性 分 别 为 0. 685±0. 054、0. 576±0. 020、
0. 504±0. 032、0. 268±0. 046、0. 188±0. 060，总体比

较，差异有统计学意义（F=66. 11，P<0. 001）。与 0 
μg/mL 含铜氧化铈纳米酶比较，25、50、100、150 μg/
mL含铜氧化铈纳米酶的CAT活性均明显提高（P值

分别为 0. 033、0. 006、<0. 001、<0. 001）。因 150 μg/
mL含铜氧化铈纳米酶有明显的细胞毒性，结合 SOD
和CAT活性结果，后续实验选择制备含铜氧化铈纳

米酶的终质量浓度为100 μg/mL的复合水凝胶。

2. 5 复合水凝胶中含铜氧化铈纳米酶的释放情况

在 PBS中浸泡 24、48、72 h后，复合水凝胶中含

铜氧化铈纳米酶的释放百分比分别为（25. 4±

4. 5）%、（39. 8±3. 8）%、（48. 6±2. 4）%，总体比较，差

异有统计学意义（F=30. 29，P<0. 001）。在过氧化氢

溶液中浸泡 24、48、72 h后，复合水凝胶中含铜氧化

铈纳米酶的释放百分比分别提升至（33. 3±3. 4）%、

（50. 5±2. 2）%、（59. 1±2. 7）%，总体比较，差异有统

计学意义（F=65. 16，P<0. 001）。重复测量方差分析

显示，处理因素主效应、时间因素主效应均具有统

计学意义（F 值分别为 132. 96、42. 50，P 值分别为

0. 007、0. 006），两者交互作用无统计学意义（F=
0. 88，P=0. 451）。

2. 6 创面愈合情况

伤后 3、7、14 d，与对照组比较，单纯水凝胶组和

复合水凝胶组小鼠剩余创面面积百分比均显著降

低（P<0. 05），且复合水凝胶组小鼠剩余创面面积百

分比均明显低于单纯水凝胶组（P<0. 05）。见图

3、表1。
2. 7 创面中MRSA浓度

伤后 3 d，对照组、单纯水凝胶组和复合水凝胶

组小鼠创面中 MRSA 浓度分别为（6. 6±1. 0）×107、

（3. 5±0. 7）×107、（0. 7±0. 4）×10⁷ CFU/mL，组间总体

比较，差异有统计学意义（F=46. 18，P<0. 001）。与

对照组比较，单纯水凝胶组和复合水凝胶组小鼠创

面中 MRSA 浓度均明显降低（P 值分别为 0. 012、<
0. 001）；复合水凝胶组小鼠创面中 MRSA 浓度明显

低于单纯水凝胶组（P=0. 028）。

2. 8 创面血流灌注量

伤后 5 d，对照组、单纯水凝胶组和复合水凝胶

组小鼠创面血流灌注量分别为（221±25）、（313±
53）、（535±104）灌注单位，组间总体比较，差异有统

计学意义（F=21. 95，P<0. 001）。与对照组比较，单

纯水凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面血流灌注量

均明显升高（P 值分别为 0. 193、<0. 001）；复合水凝

胶组小鼠创面血流灌注量明显高于单纯水凝胶组

（P=0. 040）。见图4。

图 2　含铜氧化铈纳米酶的表征。2A.含铜氧化铈纳米酶呈现均匀的球形 扫描电子显微镜 ×600 000；2B.含铜氧化铈纳米酶球形表面

略粗糙 透射电子显微镜 ×1 000 000；2C、2D、2E.分别为含铜氧化铈纳米酶中铈元素、铜元素、氧元素的分布图

Figure 2　Characterization of copper-doped cerium oxide nanozymes
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2. 9 创面组织学情况

伤后 14 d，HE染色显示，相较于对照组，单纯水

凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面肉芽组织生长更

加明显，上皮化程度更高；复合水凝胶组小鼠创面

肉芽组织的生长情况优于单纯水凝胶组，且基本完

成上皮化。伤后14 d，Masson染色显示，相较于对照

组，单纯水凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面组织中

胶原分布更加有序和紧实；复合水凝胶组小鼠创面

组织中胶原分布较单纯水凝胶组更加有序和紧实。

见图5。
2. 10 复合水凝胶的体内生物安全性评价

处理 14 d后，复合水凝胶埋置组和 PBS组小鼠

血常规指标和血生化指标均维持在正常生理范围

内，且组间比较，差异均无统计学意义（P>0. 05）。

见表2。

3 讨论

烧伤感染性创面的微环境较为复杂，过度炎症

导致活性氧过载与氧化损伤［16］，而渗出液与细菌

（如 MRSA）定植会加剧免疫失衡，使治疗面临挑

战［17］。创面中过量的活性氧堆积和持续的炎症反

应是阻碍创面愈合的根本原因［18⁃19］。GelMA水凝胶

是理想的敷料选择，但其抗菌与抗炎能力尚不

足［20］。有研究表明，氧化铈可以刺激血管内皮细胞

迁移和血管生成，减轻氧化应激，显著促进创面修

复［21⁃22］，同时，Cu2+也常用于慢性创面的抗菌与促血

管生成治疗［23］。因此，本研究设计出一种兼具抗菌

注：单纯水凝胶为苯硼酸修饰的甲基丙烯酰化明胶水凝胶，复

合水凝胶为负载含铜氧化铈纳米酶的苯硼酸修饰的甲基丙烯

酰化明胶水凝胶；对照组小鼠创面仅用无菌透明手术敷贴封

闭；单纯水凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面先分别滴加单纯水

凝胶和复合水凝胶，再用无菌透明手术敷贴封闭；图中绿圈直

径为10 mm
图 3　3组烧伤感染性创面小鼠伤后各时间点创面愈合情况。

3A、3B、3C.分别为对照组 3、7、14 d的创面情况；3D、3E、3F.分
别为单纯水凝胶组伤后 3、7、14 d的创面情况；3G、3H、3I.分别

为复合水凝胶组伤后3、7、14 d的创面情况，图3I中剩余创面面

积明显小于图3C、3F
Figure 3　 Wound healing status in three groups of mice with 
infected burn wounds at each time point post injury

表 1 3组烧伤感染性创面小鼠伤后各时间点剩余创面

面积百分比比较（%，x̄ ± s）
Table 1 Comparison of the percentages of residual wound 

area among three groups of mice with infected burn wounds at 
each time point post injury

组别

对照组

单纯水凝胶组

复合水凝胶组

F值

P值

P1值

P2值

P3值

样本数

4
4
4

3 d
63.7±3.0
57.8±3.9
53.5±1.9
11.11

0.004
0.011

<0.001
0.037

7 d
45.8±1.7
40.0±1.6
34.3±1.0
31.74
<0.001

0.015
<0.001

0.015

14 d
28.8±3.8
18.5±1.3
11.0±2.2
46.29
<0.001
<0.001
<0.001

0.002
注：单纯水凝胶为苯硼酸修饰的甲基丙烯酰化明胶水凝胶，复

合水凝胶为负载含铜氧化铈纳米酶的苯硼酸修饰的甲基丙烯酰化

明胶水凝胶；对照组小鼠创面仅用无菌透明手术敷贴封闭；单纯水

凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面先分别滴加单纯水凝胶和复合水

凝胶，再用无菌透明手术敷贴封闭；处理因素主效应，F=70.80，P<
0.001；时间因素主效应，F=7 089.13，P<0.001；两者交互作用，F=
26.72，P<0.001；F 值、P 值为 3 组间各时间点总体比较所得；P1值为

单纯水凝胶组与对照组比较所得，P2值为复合水凝胶组与对照组比

较所得，P3值为复合水凝胶组与单纯水凝胶组比较所得

注：单纯水凝胶为苯硼酸修饰的甲基丙烯酰化明胶水凝胶，复

合水凝胶为负载含铜氧化铈纳米酶的苯硼酸修饰的甲基丙烯

酰化明胶水凝胶；对照组小鼠创面仅用无菌透明手术敷贴封

闭；单纯水凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面先分别滴加单纯水

凝胶和复合水凝胶，再用无菌透明手术敷贴封闭；黑色表示无

血流灌注，绿色表示血流灌注少，红色表示血流灌注充足

图 4　3 组烧伤感染性创面小鼠伤后 5 d 创面血流灌注情况。

4A、4B、4C.分别为对照组、单纯水凝胶组、复合水凝胶组的创

面血流灌注情况，图4C创面血流灌注量明显多于图4A、4B
Figure 4　 Wound blood perfusion in three groups of mice with 
infected burn wounds at post injury day 5
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和促进组织修复功能的复合水凝胶，并初步探究其

在小鼠烧伤感染性创面中的应用效果。

本研究团队首先制备了含铜氧化铈纳米酶并

观察到其呈球形结构，没有明显团聚现象。体外抗

氧化实验结果显示，含铜氧化铈纳米酶的 SOD 和

CAT活性呈浓度依赖性。该纳米酶具有 pH依赖性

双酶转换机制［24］，具体表现为：在中性生理微环境

中，含铜氧化铈纳米酶的类过氧化物酶活性受到抑

制，主要发挥其 SOD 和 CAT 活性，显著降低微环境

中的活性氧水平［25］；在微酸性病理微环境中，含铜

氧化铈纳米酶发挥类过氧化物酶活性和类芬顿反

应活性，通过Cu+和Cu2+动态价态循环生成具有生物

毒性的羟基自由基，引发细菌脂质过氧化并破坏细

胞膜［26］。此外，含铜氧化铈纳米酶释放的铜离子可

以通过破坏细菌呼吸链及代谢途径引发类似“铜死

亡”的效应，高效清除耐药菌［27⁃28］。

为实现纳米酶的缓慢递送，本研究设计合成了

具有活性氧响应性的单纯水凝胶。单纯水凝胶具

有三维疏松多孔网状结构，该结构赋予了水凝胶吸

水保湿、气体交换及渗液吸收能力，为 ECM 的形成

提供条件［29⁃30］。鉴于 150 μg/mL 含铜氧化铈纳米酶

对HUVEC的活力具有抑制效果，而 100 μg/mL含铜

氧化铈纳米酶无明显细胞毒性且 SOD 和 CAT 活性

高。因此，选择将 100 μg/mL 含铜氧化铈纳米酶加

载到单纯水凝胶中制备成复合水凝胶。含铜氧化

铈纳米酶的体外释放结果显示，在模拟高活性氧环

境中，复合水凝胶中含铜氧化铈纳米酶的释放百分

比高于在正常生理环境中。这源于局部积聚的活

性氧促使硼酸酯键断裂，导致水凝胶交联密度降低

及网络降解，进而触发内部封装的含铜氧化铈纳米

酶的释放以应对感染［31］。

烧伤后创面积聚的过量活性氧会阻碍巨噬细

胞极化并造成创面二次损伤［32⁃33］。因此，清除多余

活性氧与消除炎症状态是加速创面修复的重点。

注：单纯水凝胶为苯硼酸修饰的甲基丙烯酰化明胶水凝胶，复

合水凝胶为负载含铜氧化铈纳米酶的苯硼酸修饰的甲基丙烯

酰化明胶水凝胶；对照组小鼠创面仅用无菌透明手术敷贴封

闭；单纯水凝胶组和复合水凝胶组小鼠创面先分别滴加单纯水

凝胶和复合水凝胶，再用无菌透明手术敷贴封闭

图 5　3组烧伤感染性创面小鼠伤后 14 d创面新生肉芽组织、

上皮化程度和胶原沉积情况。5A、5B、5C.分别为对照组、单纯

水凝胶组和复合水凝胶组新生肉芽组织和上皮化情况，图 5C
新生肉芽组织和上皮化情况优于图 5A、5B 苏木精-伊红 ×
5；5D、5E、5F.分别为对照组、单纯水凝胶组和复合水凝胶组胶

原沉积情况，图 5F 较图 5D、5E 胶原分布更加有序整齐 
Masson ×5
Figure 5　 The newly formed granulation tissue, epithelialization 
degree, and collagen deposition in the wounds of three groups of 
mice with infected burn wounds at post injury day 14

表 2 2组小鼠处理14 d后血常规指标和血生化指标比较（x̄ ± s）
Table 2 Comparison of blood routine test indexes and blood biochemical test indexes between the two groups of

mice at 14 d after treatment

组别

PBS组

复合水凝胶埋置组

t值

P值

样本数

3
3

血常规指标

白细胞计数

（×109/L）
5.6±0.4
5.8±0.8
0.24
0.818

淋巴细胞计数

（×109/L）
4.30±0.15
5.10±0.42

3.11
0.036

单核细胞计数

（×109/L）
0.16±0.04
0.15±0.06

0.24
0.821

中性粒细胞计数

（×109/L）
1.46±0.27
1.54±0.33

0.32
0.762

红细胞计数

（×109/L）
8.6±0.6
8.5±0.9
0.20
0.847

血红蛋白

水平（g/L）
134±7
140±9
0.90
0.416

血小板计数

（×109/L）
957±231

1 007±215
0.27
0.796

组别

PBS组

复合水凝胶埋置组

t值

P值

样本数

3
3

血生化指标

ALT水平

（U/L）
45±3
48±4
1.00
0.363

AST水平

（U/L）
153±20
146±18
0.38
0.719

碱性磷酸酶水平

（U/L）
202±6
197±6
1.01
0.356

白蛋白水平

（U/L）
30.3±1.3
29.6±2.1

0.48
0.656

总胆红素水平

（μmol/L）
1.58±0.24
1.36±0.20

1.22
0.276

直接胆红素水平

（μmol/L）
0.34±0.09
0.30±0.11

0.49
0.649

总胆汁酸水平

（μmol/L）
1.52±0.32
1.56±0.25

0.17
0.872

注：PBS为磷酸盐缓冲液，ALT为丙氨酸氨基转移酶，AST为天冬氨酸氨基转移酶；复合水凝胶为负载含铜氧化铈纳米酶的苯硼酸修饰的

甲基丙烯酰化明胶水凝胶；分别于PBS组小鼠背部皮下注射PBS、复合水凝胶埋置组小鼠背部皮下埋置复合水凝胶
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得益于优异的 SOD和CAT活性，含铜氧化铈纳米酶

可以降低烧伤感染性创面中的氧化应激水平，打破

活性氧与炎症的恶性循环［34⁃35］。同时，水凝胶中引

入的硼酸酯键形成的动态硼酸酯键对微环境中的

活性氧具有响应性［36］，可实现创面中含铜氧化铈纳

米酶的活性氧响应性释放［37⁃38］。本研究团队继续评

估了复合水凝胶对小鼠烧伤感染性创面愈合的影

响。研究结果显示，复合水凝胶组小鼠创面渗出减

少、愈合加快，于伤后 14 d基本实现再上皮化；体内

抗菌实验结果显示，伤后 3 d，复合水凝胶组小鼠创

面中 MRSA 浓度明显低于对照组与单纯水凝胶组，

说明复合水凝胶在体内具有明显的控制感染的作

用。此外，改善创面血流灌注对于加快烧伤感染性

创面的愈合具有重要作用。伤后 5 d，复合水凝胶组

小鼠创面血流灌注量明显高于对照组和单纯水凝

胶组，表明复合水凝胶的治疗显著改善了由炎症和

感染导致的局部缺血。同时，局部使用纳米复合材

料需要考虑其内在的安全性，本研究显示复合水凝

胶的局部埋置不会对机体全身产生不良影响。

综上所述，本研究团队开发了一种复合水凝胶

体系。该复合水凝胶可以响应活性氧释放含铜氧

化铈纳米酶，具有显著的抗氧化特性。该复合水凝

胶能降低小鼠烧伤感染性创面的感染水平，提高创

面血流灌注，有效促进血管新生，并通过促进肉芽

组织形成、上皮再生与胶原沉积，显著加速创面愈

合进程，显示出在促进小鼠烧伤感染性创面愈合方

面的巨大潜力。尽管如此，本探究团队未来还需要

对如何提高纳米材料的靶向性以及促进创面愈合

的具体分子机制等问题进行深入探究，为进一步开

发烧伤感染性创面敷料提供新方向。
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