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黄芩苷结合明胶 ／壳聚糖同轴静电纺丝膜的制备及其体外研究
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（安徽医科大学口腔医学院，安徽医科大学附属口腔医院，
安徽省口腔疾病研究重点实验室，合肥　 ２３００３２）

摘要　 目的　 拟制备一种负载黄芩苷的明胶 ／壳聚糖同轴静电纺丝膜，解决糖尿病相关炎症伤口愈合困难的问题。 方法　 使

用乙酸溶解明胶 ／壳聚糖得到纺液，利用同轴静电纺丝技术制备膜材，通过拉伸测试、体外模拟、细胞共培养等方法评估其理

化性质及生物性能。 结果 　 制得黄芩苷结合明胶 ／壳聚糖膜，通过计算纳米纤维直径 １００ ｎｍ 左右，交联后拉伸强度可达

１３. ３８ ＭＰａ，黄芩苷释放可达 １ 周时间，体外模拟炎症环境，黄芩苷在一定浓度范围内具有抗炎效果，５ ｄ 细胞存活率近 １００％ 。
结论　 所制备黄芩苷结合明胶 ／壳聚糖膜具有良好的机械强度及优异的生物相容性，为解决伤口愈合困难问题提供材料基

础。
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　 　 在日常临床工作中，慢性难愈合伤口及急性感

染性伤口是较为常见且难以解决的问题［１］。 不仅

给患者带来痛苦，还增加了医疗负担。 由于天然来

源的植物化学物质具有良好的药理活性，因此，可以

进一步探索其用于治疗慢性不愈合伤口的效果。 黄

芩苷是从黄芩根中分离得到的次生代谢产物，对应

激性疾病具有保护作用，具有抗肿瘤、抗炎及抗氧化

等作用［２］。 黄芩苷的抗炎活性主要是其抗氧化特

性以及抑制一氧化氮和肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃ⁃
ｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）水平的能力。 有关研究［３］ 报

告了黄芩苷的治疗特性及其低生物利用度，尤其是

局部应用。 静电纺丝纳米纤维因其高孔隙率、良好

透气性、功能可调节等性质广泛应用于伤口敷料研

究［４］。 既往的研究［５］表明，纳米纤维有助于细胞生

长，一定程度上促进伤口愈合。 然而，药物递送系统

较高的药物初始释放量，可能对周围细胞以及组织

造成不可逆转的损害。 为了解决这个问题，引入了

由壳层和核层组成的同轴静电纺丝纤维，以制造含

有生物活性剂的纤维膜［６］。 在课题组的前期研究

基础上，将黄芩苷与明胶 ／壳聚糖结合制备壳 －核纳

米纤维基质，评估药物释放性能及体外抗炎效果。
探究制备的纳米纤维膜作为糖尿病相关炎症伤口愈

合敷料的可行性。

１　 材料与方法

１． １ 　 主要试剂 　 冰乙酸（≥９９. ８％ ）、京尼平、明
胶、壳聚糖（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；
小鼠成 纤 维 细 胞 （ Ｌ９２９ ）、 小 鼠 单 核 巨 噬 细 胞

（ＲＡＷ２６４. ７）（中国科学院细胞库）；ＤＭＥＭ 培养基

（Ｖｉｖａｃｅｌｌ，上海逍鹏生物科技有限公司）；磷酸缓冲

盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、０. ２５％胰酶

细胞消化液、青 － 链霉素溶液（安徽白鲨生物技术

有限公司）；ＣＣＫ⁃８ 试剂（日本株式会社同仁化学研

究所）；胎牛血清（南京维森特生物技术有限公司）；
Ｃａｌｃｅｉｎ⁃ＡＭ ／ ＰＩ 活 ／死细胞双染试剂盒、一氧化氮试

剂盒（上海碧云天生物技术公司）；ＳＢＦ 模拟体液

（北京索莱宝科技有限公司）；黄芩苷（Ｂａｉｃａｌｉｎ，美国

ＭＣＥ 公司）；白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃６
及 ＴＮＦ⁃α（上海酶联生物公司）。
１． ２　 主要仪器 　 静电纺丝机（青岛盘丝科技有限

公司）；场发射扫描电子显微镜（ＧｅｍｉｎｉＳＥＭ ３００，德
国蔡司公司）；傅里叶变换红外光谱仪（Ｎｉｃｏｌｅｔ ｉＳ２０
ＦＴ⁃ＩＲ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；酶标仪（瑞士 ＴＥ⁃
ＣＡＮ 公司）；正置荧光显微镜（ＤＭ６Ｂ）、激光扫描共

聚焦显微镜（ＬＳＭ ９８０）（德国蔡司公司）；万能力学
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测试机（５５６５Ａ，美国 Ｉｎｓｔｒｏｎ 公司）；细胞培养箱（美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；紫外分光光度计（ＵＶ⁃１８００
岛津，上海实验器材有限公司）。
１． ３　 方法

１． ３． １ 　 纺液制备 　 称取 １. １０ ｇ 明胶加入 １０ ｍＬ
９０％ 冰乙酸溶液，待明胶完全溶解后，加入 ０. １２６ ｇ
壳聚糖，将纺液置于恒温摇床充分溶解后待用。 将

黄芩苷溶解于 ＤＭＳＯ 溶液，按照物质的量浓度 ０. ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ 加入前述纺液中待用。 后续载药组纺液药物

浓度均为 ０. ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ。
１． ３． ２　 静电纺丝膜的制备　 将制备好的纺液转移

至静电纺丝设备中，在 ０. ００６ ｍＬ ／ ｍｉｎ 推液速率、２３
ｋＶ 电压、滚轮转速 ３ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 和同轴针头到收集

器距离 １５ ｃｍ 的条件下工作 ８ ｈ。 未载药组电纺膜

壳层和核层均使用未载药纺液，载药组电纺膜壳层

和核层分别使用未载药和载药纺液进行制备。
１． ３． ３　 静电纺丝膜交联　 由于所制备的纺丝膜为

水溶性，故需要置于无水乙醇中稳定 １５ ｍｉｎ，然后

在京尼平质量分数 １％ （Ｗ ／ Ｖ）的 ８０％ 乙醇溶液中

交联 ４８ ｈ。 所得静电纺丝膜干燥保存，以备后续使

用。 本实验中制得 ４ 组静电纺丝膜，明胶 ／壳聚糖膜

（ｃｈｉｔｏｓａｎ⁃ｇｅｌａｔｉｎ，ＣＳ⁃ＧＥＬ）、交联后明胶 ／壳聚糖膜

（ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ⁃ｃｈｉｔｏｓａｎ⁃ｇｅｌａｔｉｎ， ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ）、载药明

胶 ／壳 聚 糖 膜 （ ｃｈｉｔｏｓａｎ⁃ｇｅｌａｔｉｎ⁃ｂａｉｃａｌｉｎ， ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃
ＢＣＬ）以及交联后载药明胶 ／壳聚糖膜（ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ⁃
ｃｈｉｔｏｓａｎ⁃ｇｅｌａｔｉｎ⁃ｂａｉｃａｌｉｎ，ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ）。
１． ３． ４　 微观表征　 使用直径为 １ ｃｍ 的打孔器将电

纺膜裁剪成规则大小圆形状，使用导电胶将其固定

于样品台上，于低真空度的蒸金室蒸金 ６０ ｓ，喷金通

过扫描电镜在 ３. ０ ｋＶ 的加速电压下观察其表面结

构特征，随机选取 １００ 条纳米纤维计算其平均直径。
取 ＣＳ⁃ＧＥＬ、 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ、 ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ、 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃
ＢＣＬ 采用傅里叶变换红外光谱仪分析其二级结构。
１． ３． ５　 力学性能测试　 将 ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 和 ＣＬ⁃ＣＳ⁃
ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 裁剪成宽度约为 ５ ｍｍ 、长度约为 ３０ ｍｍ
的长条状，使用游标卡尺测量其长度、宽度和厚度，
通过万能力学试验机以 １００ ｍｍ ／ ｍｉｎ 的拉伸速度匀

速拉伸直至样品断裂，以测量其拉伸性能。
１． ３． ６　 细胞生物相容性检测　 根据 ＩＳＯ ／ ＥＮ１０９９３⁃
１２ 国际标准化组织的规定，提取 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃
ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 浸提液。 将样品经过高温高压灭菌处

理后浸泡在含有 １５％ 胎牛血清和 １％ 青 － 链霉素

溶液的培养基中 ２４ ｈ 。 使用 ９６ 孔板接种 Ｌ９２９ 细

胞，每个时间点每组设置 ５ 个复孔，每孔接种 ２ ×

１０３ 个细胞，接种 ２４ ｈ 后更换培养基，空白组使用普

通培养基，ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 组使用对

应的浸提液继续培养，每 ２ 天换液 １ 次。 在第 １、３、
５ 天分别弃去原培养基，ＰＢＳ 清洗，每孔加入 １００ μＬ
ＣＣＫ⁃８ 溶液，３７ ℃孵育 １ ｈ 后使用酶标仪读取 ４５０
ｎｍ 处吸光度值。
１． ３． ７　 细胞活力实验　 通过活 ／死荧光染色评估细

胞活力：使用打孔器将 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃
ＢＣＬ 制备成 １ ｃｍ 圆形状样品，紫外照射及 ７５％ 酒

精浸泡灭菌，分别将样品置于放有细胞爬片的 ２４
孔板中，每孔接种 ５ × １０３ 个 Ｌ９２９ 细胞，每个时间点

设置 ３ 个复孔。 分别培养到第 １、３、５ 天后按照活 ／
死染色试剂盒使用说明书染色，使用正置荧光显微

镜观察并拍摄样品。
１． ３． ８ 　 细胞黏附实验 　 将 Ｌ９２９ 细胞接种于 ＣＬ⁃
ＣＳ⁃ＧＥＬ 及细胞爬片上，４ ｄ 后取出，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，
用 ４％ 多聚甲醛固定 ４０ ｍｉｎ 后再次用 ＰＢＳ 洗涤，
每次 ５ ｍｉｎ 。 使用不同浓度的乙醇溶液进行梯度脱

水（乙醇溶液的浓度依次为 ５０％ 、６０％ 、７０％ 、７５％ 、
８０％ 、８５％ 、９０％ 、９５％ 、１００％ ），每个梯度脱水 １０
ｍｉｎ 。 脱水完毕后使用叔丁醇置换出乙醇，干燥样

品，用于扫描电镜观察。
１． ３． ９ 　 溶胀及降解性能测试 　 溶胀测试：将 ＣＬ⁃
ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 裁剪成直径为 １ ｃｍ 大

小的圆形样品，真空干燥箱烘干后称量原始质量，然
后将样品完全浸没于 ＰＢＳ 中分别于 ０. ２５、０. ５、１、２、
１２ ｈ 后取出，用滤纸吸去样品表面的液体后称重，
定量变化表示为相对于初始干重溶胀后质量的百分

比。
　 　 降解性能测试：将 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃
ＢＣＬ 制成规则的条形状样品，于真空干燥箱处理后，
用分析天平称量样品并记录干重。 两组样品（ｎ ＝
５）浸没在 ＳＢＦ 模拟体液中，在 ３７ ℃ 摇床中温育 ３、
５、７、１４ ｄ，每个时间段更换新的降解液，将降解的产

物收集后在去离子水中漂洗并真空抽滤，真空干燥

箱处理后称量剩余干重。 定量变化表示为相对于初

始干重残留的质量百分比。
１. ３. １０　 黄芩苷体外药物释放实验　 将 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ
及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 裁剪成 ２ ｃｍ × ３ ｃｍ 大小长条状

样品（ｎ ＝ ３），将样品浸泡在 ＤＭＳＯ 溶液中，３７ ℃摇

床温育，每间隔 ２４ ｈ 收集释放溶液于紫外分光光度

计测试吸光度值并计算药物释放量。
１． ３． １１　 ＣＣＫ⁃８ 实验测定不同浓度黄芩苷对细胞活

力影响　 分别接种 Ｌ９２９ 细胞和 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞于
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９６ 孔板，每孔 ２ × １０３ 个细胞，每孔每个时间段 ３ 个

复孔。 待细胞完全贴壁后，每孔更换含不同药物浓

度（５０、１００、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的完全培养基。 培养到

２４、４８ ｈ 后计算每组相对于空白组细胞存活率。
１． ３． １２　 不同浓度黄芩苷对巨噬细胞功能的影响

１． ３． １２． １　 比色法检测细胞培养上清液 ＮＯ 含量　
在 ２４ 孔板接种 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞，每孔 １. ５ × １０４ 个

细胞。 （ｎ ＝ ３）在细胞培养箱中孵育 ８ ｈ 待细胞贴

壁后，更换相应药物浓度的完全培养基，向培养基中

加入 １ μｇ ／ ｍＬ 脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）诱

导 Ｍ０ 向 Ｍ１ 型巨噬细胞方向分化。 培养 ２４ ｈ 后收

集细胞上清液，其中 Ｍ０ 细胞为对照组。 取 ５０ μＬ
细胞上清液置于 ９６ 孔板中，立即加入 ＮＯ 检测 Ａ、Ｂ
混合液 １００ μＬ。 室温下反应 ２０ ｓ 后使用酶标仪测

定波长 ５４０ ｎｍ 处吸光度值。
１． ３． １２． ２　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞因子分泌　 在 ２４ 孔板

中接种 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞，基本操作同上述。 收集细

胞上清液经 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 后， 使用

ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６
的浓度。
１． ４　 统计学处理　 所有数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，数据

结果使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行绘图。 对于三组或

者三组以上的结果采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）进行检验。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 静电纺丝膜的结构表征及成分分析　 扫描电

镜观察电纺膜具有取向排列纤维垫结构如图 １Ａ 所

示，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算电纺膜纤维直径为（９８ ±
２５）ｎｍ 如图 １Ｃ 所示。 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 平均直径变

大且纳米纤维间相互纠缠更加明显如图 １Ｂ 所示。
如图 １Ｄ 所示，使用京尼平交联明胶 ／壳聚糖膜，在 １
６３３ ｃｍ － １附近出现的峰值与 Ｃ ＝ Ｏ 拉伸有关，表明

壳聚糖与京尼平发生交联反应。 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ
中 ＢＣＬ 特征峰消失。 表明药物被包封在纤维内。

图 １　 明胶 ／壳聚糖电纺膜的微观形貌及二级结构分析

Ｆｉｇ． １　 Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｌａｔｉｎ ／ ｃｈｉｔｏｓａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ ｆｉｌｍ
　 　 Ａ：ＳＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ ｆｉｌｍ × ３ ０００；Ｂ：ＳＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ ｆｉｌｍ ａｆｔｅｒ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ × ８ ０００；Ｃ：Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎ⁃
ｎｉｎｇ ｆｉｌｍ ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ； Ｄ：Ｆｏｕｒｉｅｒ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃ｌｏａｄｅｄ ａｎｄ ｄｒｕｇ⁃ｆｒｅｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ ｆｉｌｍｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ．
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２． ２　 交联前后电纺膜拉伸强度比较　 图 ２ 中显示

ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 和 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 在拉伸应变及拉伸

强度存在显著差异。 ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 拉伸强度为

（６. ６４ ± ０. ４５ ） ＭＰａ， ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 拉伸强度为

（１３. ３８ ± １. ２４）ＭＰａ。 表明使用京尼平交联后的电

纺膜具有更好的抗拉强度。
２． ３　 细胞增殖及细胞活力实验　 根据 ＣＣＫ⁃８ 法检

测结果显示，培养 １、３、５ ｄ 后，空白组、ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ
及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 之间吸光度值无明显差异如图

３Ａ 所示。 通过正置荧光显微镜观察活死细胞染色，

结果如图 ３Ｂ 所示，活细胞呈现绿色荧光（活），死细

胞呈现红色荧光（死）。 在共培养 １、３、５ ｄ 后空白

组与 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 表面的活死细

胞比例差异无统计学意义，这些结果表明 ＣＬ⁃ＣＳ⁃
ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 对细胞的毒性无明显影响。
２． ４　 细胞黏附能力　 Ｌ９２９ 细胞接种于电纺膜 ４ ｄ
后，扫描电镜结果如图 ３Ｃ 表明细胞可以较好地黏

附在电纺膜表面，且其细胞伸展更好，这归结于电纺

膜具有一定取向排列的纤维空间结构，有利于细胞

的生长增殖。

图 ２　 明胶 ／壳聚糖静电纺丝膜拉伸机械性能

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｅｎｓｉｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｇｅｌａｔｉｎ ／ ｃｈｉｔｏｓａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ ｆｉｌｍ
Ａ：Ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｓｔｒａｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ｆｉｌｍ；Ｂ，Ｃ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ｆｉｌｍ．

图 ３　 明胶 ／壳聚糖电纺膜生物相容性及细胞黏附能力

Ｆｉｇ． ３　 Ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｇｅｌａｔｉｎ ／ ｃｈｉｔｏｓａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ ｆｉｌｍ
　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ ｒｅｓｕｌｔｓ； Ｂ：Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅ ａｎｄ ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ １， ３ ａｎｄ ５ ｄａｙｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ　 × ２０；Ｃ：Ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　 × ２ ０００．
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２． ５　 溶胀性和降解性 　 溶胀结果如图 ４Ａ 所示，
ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 在溶胀初始阶段

（０. ５ ｈ 内）溶胀较快，１ ｈ 左右达到溶胀平衡。 降解

实验如图 ４Ｂ 表明 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ
在模拟体液条件下， 其在 １４ ｄ 降解率分别为

２８. ６％ 、３１. ６％ 左右。 两组差异无统计学意义。 实

验结果表明 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ 及 ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 均具有

溶胀性及降解性。
２． ６　 黄芩苷体外药物释放实验　 体外黄芩苷释放

如图 ４Ｃ 所示，ＣＬ⁃ＣＳ⁃ＧＥＬ⁃ＢＣＬ 在第 １ 天释放量最

大，随后每天释放量逐渐降低，其释放可达到 １ 周

时间，这为伤口前期的愈合提供了有利条件。
２． ７　 不同浓度黄芩苷对细胞活力的影响 　 ＣＣＫ⁃８
实验测定不同浓度的黄芩苷对细胞的活力的影响如

图 ５ 所示，不同浓度黄芩苷与 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞共培

养 ２４、４８ ｈ 后，在黄芩苷浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ 时细胞活力与空白组无明显差异，黄芩苷浓

度达到 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 后细胞活力相较于空白组降低。
不同浓度黄芩苷与 Ｌ９２９ 细胞共培养 ２４ ｈ 后，药物

浓度在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时细胞活力与空白组差异无统计

学意义，药物浓度高于 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时相较于空白组

细胞活力下降。共培养 ４８ ｈ 后，不同药物浓度相较

图 ４　 静电纺丝膜溶胀、降解性能及体外药物释放

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ ｆｉｌｍｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
Ａ：Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：Ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ．

图 ５　 不同浓度黄芩苷对 Ｌ９２９ 细胞和 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞活力影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｌ９２９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ， Ｂ：Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｌ９２９ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ４８ ｈｏｕｒｓ’ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ，Ｄ：Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＡＷ２６４． ７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ４８ ｈｏｕｒｓ’

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ６　 不同浓度黄芩苷处理对巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 功能影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ＲＡＷ２６４. ７
　 　 Ａ：ＮＯ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：ＴＮＦ⁃α ｃｏｎｔｅｎｔ；Ｃ：ＩＬ⁃１β ｃｏｎｔｅｎｔ；Ｄ：ＩＬ⁃６ ｃｏｎｔｅｎｔ；＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＬＰＳ
ｇｒｏｕｐ．

于空白组细胞活力均降低。 结果表明，药物浓度在

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时细胞活力较好。 依据该实验结果，根
据药物释放具体情况确定电纺膜初始载药量。
２． ８　 不同浓度黄芩苷对巨噬细胞功能影响　 与空

白组比较，ＬＰＳ 刺激后的巨噬细胞组 ＮＯ 产生明显

升高，表明巨噬细胞成功从 Ｍ０ 向 Ｍ１ 型细胞分化，
与单纯 ＬＰＳ 刺激组比较，含有不同浓度黄芩苷药物

组的 ＮＯ 产生被有效降低，炎症相关细胞因子 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 分泌水平均降低，这些结果表明一

定浓度范围内，黄芩苷具有抗炎效果。 制备黄芩苷

结合明胶 ／壳聚糖电纺膜有望成为糖尿病炎症相关

伤口再生提供有利的材料基础。 见图 ６。

３　 讨论

　 　 静电纺丝技术是一种实用的纳米纤维制备方

法，已经应用于制备不同生物材料，例如纳米纤维支

架、纤维膜等［７］。 许多天然及合成聚合物可以电纺

成纳米纤维［８ － ９］。 静电纺丝纳米纤维已经广泛应用

于伤口再生［１０］。 伤口敷料在伤口愈合过程中起到

至关重要的作用，理想的伤口敷料覆盖伤口暴露部

分，对伤口起到保护作用；应该具有足够机械性能、
渗出液吸收性；应该具有一定抗菌活性、抗炎活性，
促进伤口愈合以及组织再生。 理想的伤口敷料还应

具有生物降解性、无细胞毒性［１１］。
　 　 不同于正常伤口愈合过程，糖尿病相关的慢性

炎症伤口愈合慢，其在伤口炎症阶段出现停滞，从而

导致创面的炎症不能及时清除，无法有效进入到伤

口愈合的下一阶段［１２］。 服用抗炎药物是预防和治

疗糖尿病伤口愈合的有效策略之一。 黄芩苷作为天

然的中草药，由于其显著的生物活性得到广泛的关

注，但是其口服以及生物利用度低，迫切需要构建功

能性生物材料以满足临床需求。
　 　 鉴于此，本实验拟通过静电纺丝技术制备出黄

芩苷结合明胶 ／壳聚糖同轴静电纺丝膜，其包括载药

的核层和未载药的壳层来实现药物的缓释。 实验结

果显示，所制备的电纺膜具有良好的机械性能和优

异的生物相容性，满足理想敷料的一定要求。 其微

纳结构和有序的纤维排列有利于细胞的增殖。 材料

具有一定的降解性，但是其降解率不高，由于慢性伤

口的愈合是一个漫长的过程，因此，该膜可在长时间
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内对伤口起到保护作用，满足组织再生的要求。 同

时体外释放实验结果表明，该膜可通过壳 － 核结构

来达到黄芩苷药物缓释作用。 脓毒症、感染性休克

和炎症性肠病是 ＬＰＳ 所涉及的几种炎症性疾病，既
往的研究［１３］表明，黄芩苷对炎症具有预防和抑制作

用。 本实验结果也再次表明，在一定浓度下黄芩苷

的抗炎作用。 本研究通过一系列的实验来评估材料

作为治疗炎症性慢性难愈合伤口可行性。 对比先前

已发表的明胶壳聚糖电纺膜，本实验所制备的电纺

膜更具有取向性，同时该实验在膜的交联方法使用

京尼平乙醇溶液进行交联，相关的研究［１４］ 结果表明

细胞的附着增殖在经京尼平交联的膜上得到改善。
实验结果表明所制备的电纺膜作为伤口敷料具有一

定的可行性。 然而，影响电纺膜相关理化性能及生

物特性的原因有很多，例如膜的纤维直径以及膜的

厚度、交联时间、载药的浓度等等。 本研究具有一定

的局限性，仅进行了体外实验。 未来的研究需要通

过进一步的体内实验来验证材料的可靠性及有效

性，从而深入探究明胶 ／壳聚糖电纺膜在伤口再生中

的应用潜能。
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中波紫外线诱导的表皮内质网应激与治疗干预
林博扬　 综述　 强　 磊　 审校

（中国药科大学基础医学与临床药学学院，南京　 ２１１１９８）

摘要　 内质网是细胞内最重要的膜性细胞器，对稳定细胞内稳态起关键作用。 未折叠或错误折叠蛋白的聚集、细胞内钙离

子、氧化还原稳态的改变均能诱发内质网应激 （ＥＲＳ）。 ＥＲＳ 参与维持皮肤屏障稳态。 中波紫外线 （ＵＶＢ） 是导致皮肤损伤的

重要因素，ＵＶＢ 诱导表皮发生 ＥＲＳ，进而调控多种生理病理学过程，不仅能够参与表皮屏障稳态维持和角质形成细胞分化命

运调控的生理过程；同时还参与 ＵＶＢ 诱导的皮肤炎症、角质形成细胞凋亡等病理过程。 因此，ＥＲＳ 有望成为 ＵＶＢ 介导的皮肤

相关疾病的治疗靶点。 目前，采用抗氧化剂、核因子 κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 抑制剂和内质网 Ｃａ２ ＋ 水平调节剂等药物调控 ＵＶＢ 诱导的角

质形成细胞 ＥＲＳ 的策略已显示出潜在的临床应用价值。 该文章将围绕 ＵＶＢ 诱导的角质形成细胞 ＥＲＳ 在皮肤损伤中的作用

及靶向 ＥＲＳ 的药物在 ＵＶＢ 诱导的皮肤损伤中的研究进展进行综述，为 ＥＲＳ 在 ＵＶＢ 诱导的皮肤损伤中所扮演的角色的研究

和以 ＥＲＳ 作为靶点、对 ＵＶＢ 诱导的皮肤损伤的临床治疗提供新的思路。
关键词　 内质网应激；表皮；角质形成细胞；紫外线 Ｂ；未折叠蛋白反应；活性氧
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　 　 皮肤是人体最大的器官，可分为表皮、真皮和皮

下组织。 表皮主要由角质形成细胞构成，其通过紧

密连接 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ， ＴＪ） 和有序的逐级

分化构成皮肤物理屏障［１］。 紫外线可按照波长被

分为长波紫外线 （ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ Ａ， ＵＶＡ） （３２０ ～ ４００
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ｎｍ），中波紫外线 （ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ Ｂ， ＵＶＢ） （２８０ ～ ３２０
ｎｍ） 和短波紫外线 （ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ Ｃ， ＵＶＣ） （１００ ～ ２８０
ｎｍ）。 其中，ＵＶＣ 能够完全被臭氧层吸收，无法对皮

肤产生损伤；ＵＶＡ 可深入真皮诱导皮肤衰老和色素

沉积［２］。 而 ＵＶＢ 被称为“灼烧射线”，相比 ＵＶＡ，它
具有更高能量和更大危害。 角质形成细胞通过激活

一系列响应维持细胞内环境稳态，防止其凋亡、坏
死，进而减弱皮肤局部炎症反应。 针对 ＵＶＢ 诱导的

皮肤损伤的防治策略仍较局限：防晒霜的应用是最

主要的预防措施；利用抗氧化剂（如维生素 Ｅ、姜黄

素等）中和活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ），
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