
基金项目：河南省科技攻关项目资助（１８２１０２１１００６１）；河南科技大学青年骨干教师培养计划资助（１３４５０００９）

作者简介：毛付康，男，硕士研究生　　研究方向：食源性微生物感染与新型药物开发研究　　通讯作者：廖成水，男，副教授，博士　　

研究方向：食源性微生物感染与新型药物开发研究　Ｔｅｌ：（０３７９）６４５６３９７９

抗菌肽 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的制备及抗菌活性研究
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摘要：目的　制备含猪源抗菌肽２４ＫＫ（ｐｏｒｃｉｎｅｍｙｅｌｏｉｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ２４ＫＫ，ＰＭＡＰ２４ＫＫ）的水凝胶，评价其理化性能和
抗菌活性。方法　将ＰＭＡＰ２４ＫＫ与海藻酸钠、碳酸钙和葡萄糖酸内酯结合得到 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶，首先分析 ＰＭＡＰ２４ＫＫ
水凝胶的形成时间、溶胀率、含水率、保水率和释放率等理化性质，然后进行药敏试验测定其对细菌的体外抗菌活性、缓释和

抗菌屏障以及对小鼠皮肤创伤愈合的效果。结果　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶在２ｍｉｎ左右可以形成具有网状结构的凝胶态，溶胀
率和含水率均在１０ｈ达到平衡状态，分别为（１５８８３±３２６）％和（６１０１±２４１）％，２４ｈ的保水率和释放率约为５５％和
８１％。ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶对金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、猪霍乱沙门菌和鼠伤寒沙门菌表现出抑菌效果。ＰＭＡＰ２４ＫＫ
水凝胶１８ｈ内的缓释作用没有明显区别，１８ｈ后开始逐渐下降至３６ｈ无抗菌活性。ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶能有效地起到抗菌屏
障作用，且有助于小鼠创伤模型皮肤伤口的愈合。结论　本研究成功制备获得具有良好理化特性和抗菌活性的 ＰＭＡＰ２４ＫＫ
水凝胶，且具有较好的缓释和抗菌屏障以及促进伤口愈合的作用，为抗菌肽水凝胶应用的进一步研究奠定基础。
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　　抗生素对细菌感染具有良好的预防和治疗效
果，在医学领域具有举足轻重的地位。抗生素还具

有群体防治和促进动物生长的作用，一些国家在饲

料中添加远超规定用量的抗生素，导致动物性食品
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药物残留、环境污染等问题日益严重［１］。抗生素滥

用使得微生物在进化过程中不断产生新的耐药机

制，给传染病的防治和食品公共卫生安全带来巨大

挑战［２］。因此，研发安全、高效和绿色的新型抗生

素替代产品已迫在眉睫。

抗菌肽是一种具有抗菌作用的小分子蛋白

质，通常由１２～５０个氨基酸组成，具有２～７个正
电荷。抗菌肽具有抗菌性、热稳定性以及低耐药

性和低残留量，被誉为“天然抗菌剂”［３］。抗菌肽

的主要抗菌机制是破坏细菌的细胞膜，而细胞壁

及其 ｎｔｙ组分则是抗菌肽的主要靶标［４］。抗菌肽

还具有抗真菌、抗病毒、抗寄生虫、免疫调节、抑制

癌细胞等多种生物学作用［５］。猪源抗菌肽是从猪

体内分离得到的一类抗菌肽，目前已发现１６种具
有不同螺旋结构的猪源抗菌肽。根据ＤＮＡ结构和
氨基酸排列特点将其分为半胱氨酸防御素超家

族、Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ家族、Ｃｅｃｒｏｐｉｎｓ家族和 ＮＫｌｙｓｉｎ家
族４大类［６］，其中猪髓源抗菌肽（ｐｏｒｃｉｎｅｍｙｌｏｉｄ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＭＡＰ）属于 Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ家
族抗菌肽［７］。

水凝胶是一种具有三维聚合物网络结构的材

料，与血液、体液和动物性组织生物相容性很好，

作为细胞外基质替代物广泛应用于组织工程、再

生医学、药物输送和伤口敷料等方面［８］。同时，许

多食品水凝胶也应用于食品工业领域［９］。抗菌肽

易降解限制了其稳定性和抗菌效果，而将其与水

凝胶结合后的局部给药可免于分解［１０］。Ｌｉｕ等［１１］

截取ＰＭＡＰ３６的Ｎ端前２４个氨基酸，并在Ｃ末端
加入２个赖氨酸得到了一个新型抗菌肽 ＰＭＡＰ
２４ＫＫ，氨 基 酸 序 列 为 ＧＲＦＲＲＬＲＫＫＴＲＫＲＬＫ
ＫＩＧＫＶＬＫＷＩＫＫ，ＰＭＡＰ２４ＫＫ具有良好抗菌活性。
为提高抗菌肽稳定性和持续释放能力，最大限度

发挥抗菌和促进伤口愈合作用，本研究将 ＰＭＡＰ
２４ＫＫ与海藻酸钠水凝胶结合制备 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水
凝胶，然后测定其基本理化特性，最后评价 ＰＭＡＰ
２４ＫＫ水凝胶对金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、
猪霍乱沙门菌和鼠伤寒沙门菌４种食源性病原菌
的抗菌活性，从而为进一步研制高效、稳定的抗菌

肽水凝胶奠定基础。

１　材　料
１１　菌株与试剂

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３、单增李斯特菌
１０４０３Ｓ、鼠伤寒沙门菌 ＳＬ１３４４和猪霍乱沙门菌

Ｃ７８１（河南科技大学功能微生物与畜禽健康实验
室）；酵母提取物、蛋白胨、胰蛋白胨大豆肉汤、胰

蛋白胨大豆琼脂、脑心浸液肉汤和琼脂粉（青岛高

科园海博生物技术有限公司）；头孢噻呋钠（河南

科技大学校医院）；ＰＭＡＰ２４ＫＫ（上海科肽生物
科技有限公司合成）；海藻酸钠、碳酸钙、葡萄糖

酸内酯、盐酸、氯化钾、氢氧化钠、氯化钠、磷酸氢

二钠、磷酸二氢钠（国药集团化学试剂有限

公司）。

１２　主要仪器设备
超净操作台ＳＷＣＪ２ＥＤ（苏州净化设备有限公

司）；全波段酶标仪 ＩｎｆｉｎｉｔｅＭＮａｎｏ（河南德泉兴业
商贸有限公司）；电热恒温培养箱 ＨＨＢ１１ＢＳⅡ
（上海跃进医疗器械有限公司）；冰箱 ＢＣＤ
２０６ＴＡＳＪＸ（青岛海尔股份有限公司）；电子天平
ＪＪ２００２（上海浦春计量仪器有限公司）；高温压力蒸
汽灭菌锅 ＬＤＺＸ５０ＫＢＳ（上海申安医疗器械厂）；
２００μＬ和１ｍＬ微量单道移液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）；气浴恒温振荡器 ＣＨＡＳＡ（常州迅生仪器有限
公司）；扫描电子显微镜 ＳＵ８１００（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ有限
公司）。

２　方　法
２１　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的制备与形态观察

称取适量 ＰＭＡＰ２４ＫＫ冻干粉于３ｍＬ无菌去
离子水中，称取００５００ｇ海藻酸钠溶于３ｍＬ抗菌
肽溶液中得到 １号液。称取 ０１０１０ｇ碳酸钙和
００７１２ｇ葡萄糖酸内酯分别于１０ｍＬ无菌去离子
水中得到２号液和３号液，摇匀备用。取２号液和３
号液各１ｍＬ于１号液中使得抗菌肽终质量浓度为
２００μｇ·ｍＬ－１，置于振荡器上快速振荡均匀，静置
凝固后拍照观察 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的物理形态。
同时利用扫描电子显微镜观察 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶
的内部微观结构。

２２　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶形成时间的测定
采用小瓶倒置试验测定凝胶形成时间，即在

３７℃下每１０ｓ对倒置小瓶进行观察，混合液不倒流
即表明已经凝胶化，记录 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶形成
时间。

２３　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶溶胀率、含水率、保水率的
测定

首先在室温下将 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶预先烘干
水分，分析天平称量得到水凝胶的质量 Ｗ０，然后置
于去离子水中，每２ｈ取出水凝胶，用吸水纸去除表
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面水分后分析天平称量得到水凝胶的质量Ｗｔ，直至
水凝胶的质量不发生变化，也就是达到溶胀平衡。

根据下列公式计算水凝胶的溶胀率和含水率：溶胀

率％＝（Ｗｔ－Ｗ０）／Ｗ０×１００％；含水率％ ＝（Ｗｔ－
Ｗ０）／Ｗｔ×１００％。

为了测定水凝胶的保水率，将制备好的水凝胶

置于去离子水中，使其达到溶胀平衡后取出，分析天

平称量得到水凝胶的质量Ｗ０，再将达到溶胀平衡后
的水凝胶置于室温，在３５％湿度的条件下每２ｈ测
定其质量Ｗｔ。根据公式计算水凝胶的保水率：保水
率％＝Ｗｔ／Ｗ０×１００％。
２４　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶中抗菌肽的释放量和释放
率的测定

将 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶置于 ３０ｍＬ去离子水
溶液中，分别于不同时间点（２、４、６、８、１２、１４、
２４ｈ）用移液管收集 ３ｍＬ水溶液，并补充等体积
的去离子水溶液，保持溶液体积不变。采用紫外

分光光度计在 ２５７ｎｍ处测定样品中抗菌肽的浓
度，以评价 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶中 ＰＭＡＰ２４ＫＫ的
释放量和释放率。

２５　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的抗菌性能测定
为检测ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶对不同细菌的抗菌

活性，通过纸片扩散法测定其对金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ２５９２３、单增李斯特菌１０４０３Ｓ、猪霍乱沙门菌
Ｃ７８１和鼠伤寒沙门菌 ＳＬ１３４４的体外抗菌活性。
将待测细菌培养至对数生长期，用 ＰＢＳ溶液将其调
整为０５麦氏浊度标准后均匀涂抹相应固体培养基
上，然后将ＰＭＡＰ２４ＫＫ和头孢噻呋钠（１０μｇ）药敏
片贴到琼脂平板上，３７℃孵育１８ｈ后测量抑菌圈的
直径。

２６　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的缓释抗菌效果测定
以金黄色葡萄球菌为测试菌评价水凝胶的缓

释效果。将制备好的 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶放置于
室温条件，每１２ｈ将其贴至在涂布金黄色葡萄球
菌菌液的固体培养基上，３７℃恒温箱孵育１８ｈ后
测量其抑菌圈直径，从而评价抗菌肽水凝胶的药

物缓释情况。

２７　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的抗菌屏障效果测定
将制备好的ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶覆盖到固体培

养基上，然后将金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、猪

霍乱沙门菌和鼠伤寒沙门菌接种于水凝胶表面，以

接种细菌且未覆盖水凝胶的固体培养基作为对照

组。３７℃恒温箱中孵育１２ｈ后取出水凝胶，平板继
续在３７℃恒温箱培养１８ｈ观察琼脂培养基上的细

菌生长情况。

２８　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的保质期测定
将制备好的ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶分别在室温下

和４℃保存，按“２５”项下药敏纸片法，以金黄色葡
萄球菌为测试菌，每１０ｄ进行抗菌肽 ＰＭＡＰ２４ＫＫ
水凝胶抗菌性能测定。

２９　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶对小鼠创伤效果评价
将小鼠随机分为６组：健康组、模型组、水凝胶

组、ＰＭＡＰ２４ＫＫ组、含ＰＭＡＰ２４ＫＫ的水凝胶组和抗
生素组。各组小鼠进行背部脱毛，并在健康组外的

５组小鼠背部制作一个直径约 １５ｃｍ的创口，将
６５×１０１０ＣＦＵ·ｍＬ－１的金黄色葡萄球菌悬浮液接
种于创口上。感染后２ｈ开始治疗，每天治疗１次，
持续１０ｄ，最后采集小鼠伤口处的皮肤组织经 ＨＥ
染色进行组织病理学观察。

３　结　果
３１　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的形态

海藻酸钠、碳酸钙和葡萄糖酸内酯制备得到的

水凝胶形成均匀凝胶状，外观呈乳白色，质地均匀，

形态稳定、表面光滑且富有弹性（图１）。扫描电子
显微镜观察结果显示，ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶三维网络
结构均匀，具有一定大小的孔洞，各孔洞结构之间相

互连通，且孔径大小均匀，与不含抗菌肽水凝胶相比

内部结构没有明显差别（图２）。表明 ＰＭＡＰ２４ＫＫ
对水凝胶的内部孔隙结构没有明显影响，依旧可以

形成良好的三维孔状结构。

３２　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的形成时间
小瓶倒置试验测定 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶形成时

间，结果显示，３７℃下ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的平均凝
胶化时间为（２２１±０３２）ｍｉｎ。

Ａ－含ＰＭＡＰ２４ＫＫ的水凝胶；Ｂ－不含ＰＭＡＰ２４ＫＫ的水凝胶。

Ａ－ｈｙｄｒｏｇｅｌｗｉｔｈＰＭＡＰ２４ＫＫ；Ｂ－ｈｙｄｒｏｇｅｌｗｉｔｈｏｕｔＰＭＡＰ２４ＫＫ．

图１　猪源抗菌肽２４ＫＫ（ＰＭＡＰ２４ＫＫ）水凝胶的物理外观
Ｆｉｇ１　ＰｈｙｓｉｃａｌａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅＰＭＡＰ
２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ
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Ａ－含ＰＭＡＰ２４ＫＫ的水凝胶；Ｂ－不含ＰＭＡＰ２４ＫＫ的水凝胶。

Ａ－ｈｙｄｒｏｇｅｌｗｉｔｈＰＭＡＰ２４ＫＫ；Ｂ－ｈｙｄｒｏｇｅｌｗｉｔｈｏｕｔＰＭＡＰ２４ＫＫ．

图２　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的扫描电子显微镜观察图
Ｆｉｇ２　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏ
ｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ

３３　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的溶胀率、含水率和保水率
将 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶放置于去离子水中，每

２ｈ取出称量水凝胶的质量以计算水凝胶的溶胀速
率，结果见图３Ａ，ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶在前６ｈ迅速
吸水膨胀，吸水率最快，随后吸水速率逐渐趋于平

缓，在１０ｈ达到溶胀平衡。ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶在
不同时间点（０、２、４、６、８、１２、２４ｈ）的含水率见图
３Ｂ，在０～１０ｈ含水率逐渐提高，在１０ｈ以后趋于
平缓，达到相对平衡状态。最后，将 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水
凝胶样品放置于去离子水中，使其达到溶胀平衡后

放置于室温，每 ２ｈ测定其质量，随着时间延长
ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的保水率呈逐渐下降趋势，２４ｈ
时保水率约为５０％（图３Ｃ）。表明 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水
凝胶具有较好的吸水和保湿能力。

３４　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶中抗菌肽的释放量和释放率
水凝胶的释放率是评价水凝胶性能的一个重要

指标。将ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶置于３０ｍＬ去离子水
溶液中，于不同时间点（２、４、６、８、１２、１４、２４ｈ）采用
紫外分光光度计在２５７ｎｍ处测定样品的吸光度值。
结果见图４，ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶１２ｈ前能快速释放
ＰＭＡＰ２４ＫＫ，其释放率上升趋势明显，在１２ｈ以后
趋于平缓，在７５％左右，且２４ｈ时ＰＭＡＰ２４ＫＫ的释
放率达到 ８０２８％。表明 ＰＭＡＰ２４ＫＫ与海藻酸钠
水凝胶结合后能稳定释放出ＰＭＡＰ２４ＫＫ。
３５　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的抗菌性能测定结果

采用药敏纸片法测定ＰＭＡＰ２４ＫＫ、ＰＭＡＰ２４ＫＫ
水凝胶对金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、猪霍乱沙

门菌和鼠伤寒沙门菌的抑菌圈直径，结果见表 １。
空白水凝胶没有任何抑菌活性，ＰＭＡＰ２４ＫＫ对４种
测试菌株的抑菌圈直径与头孢噻呋钠对照相比具有

显著差异（Ｐ＜００５），ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶对 ４种

　　　　

图３　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的溶胀率（Ａ）、含水率（Ｂ）和保水
率（Ｃ）。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　Ｓｗｅｌｌｉｎｇｒａｔｅ（Ａ），ｍｏｉｓｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔ（Ｂ），ａｎｄｗａｔｅｒｒｅ
ｔｅｎｔｉｏｎｒａｔｅ（Ｃ）ｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ．
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

图４　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的药物释放率。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＤｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｒａｔｅｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅＰＭＡＰ２４ＫＫ
ｈｙｄｒｏｇｅｌ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

菌株也表现出相似的抑制效果，与头孢噻呋钠相比

具有显著差异（Ｐ＜００５）。与 ＰＭＡＰ２４ＫＫ相比，
ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶对金黄色葡萄球菌和单增李斯
特菌的抗菌活性没有发生明显变化，但对猪霍乱沙

门菌和鼠伤寒沙门菌的抗菌活性有所降低

（Ｐ＜００５）。表明 ＰＭＡＰ２４ＫＫ与海藻酸钠水凝胶
结合后不影响其抗菌活性。
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表１　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的药敏试验结果。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　ＤｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｓｔｒａｉｎｓ　　　
Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｄｉａｍｅｔｅｒｓ／ｍｍ

Ｂｌａｎｋｈｙｄｒｏｇｅｌ ＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ ＰＭＡＰ２４ＫＫ Ｃｅｆｔｉｏｆｕｒｓｏｄｉｕｍ

ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２５９２３ ０ ３３００±１００１） ３５３３±０５８１） ２４００±５２９
Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ１０４０３Ｓ ０ ２３３３±１５３１） ２４６７±１５３１） １３６７±０５８
ＳａｌｍｏｎｅｌｌａｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓＣ７８１ ０ １８００±１００１）２） ２４３３±０５８１） １５３３±０５８
ＳａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍＳＬ１３４４ ０ １８３３±０５８１）２） ２４３３±１１５１） １４３３±１５３

注：与ｃｅｆｔｉｏｆｕｒｓｏｄｉｕｍ相比，１）Ｐ＜００５；与ＰＭＡＰ２４ＫＫ相比，２）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｅｆｔｉｏｆｕｒｓｏｄｉｕｍ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＰＭＡＰ２４ＫＫ．

３６　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的缓释抗菌效果测定结果
为进一步观察 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶缓释药物的

抗菌效果，将ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶于室温每６ｈ检测
其抗菌活性，结果见图５。ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶放置
１２ｈ后对金黄色葡萄球菌具有抑菌作用（图５Ａ），
与新鲜制备的 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶抑菌能力相当，
２４ｈ时抗菌活性下降将近一半（图５Ｂ、Ｄ），到３６ｈ
时ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶几乎无抑菌圈（图５Ｃ），整体
上１２ｈ前释放 ＰＭＡＰ２４ＫＫ的抗菌能力无变化，
１８ｈ开始逐渐下降（图５Ｄ）。表明ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝
胶具有良好的缓释效果。

Ａ－制备１２ｈ后的ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶；Ｂ－制备２４ｈ后的ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝

胶；Ｃ－制备３６ｈ后的ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶；Ｄ－不同时间点抗菌肽水凝胶缓

释ＰＭＡＰ２４Ｋ的抑菌圈直径。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ。

Ａ－ＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌａｔ１２ｈａｆｔｅｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ；Ｂ－ＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌａｔ

２４ｈａｆｔｅｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ；Ｃ－ＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌａｔ３６ｈａｆｔｅｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ；Ｄ－ｔｈｅ

ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｏｆＰＭＡＰ２４ＫＫｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍｈｙｄｒｏｇｅｌａｔｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ．

图５　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的缓释试验结果

Ｆｉｇ５　Ｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ
ＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ

３７　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的抗菌屏障效果测定结果
为观察 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶抗菌的屏障作用，

在固体培养基上面覆盖一层水凝胶，将金黄色葡萄

球菌、单增李斯特菌、猪霍乱沙门菌和鼠伤寒沙门菌

菌液分别接种于水凝胶表面，以接种细菌未覆盖水

凝胶的培养基作为对照组，结果见图６。当揭下水
凝胶被时，固体琼脂没有损坏，这说明水凝胶不会由

于从伤口上去除敷料而造成二次伤害。与对照组不

同的是，覆盖 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的琼脂平板上，
１２ｈ时没有观察到金黄色葡萄球菌生长（图６）。表
明 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶有效地对细菌起到屏障
作用。

Ａ－金黄色葡萄球菌；Ｂ－单增李斯特菌；Ｃ－猪霍乱沙门菌；Ｄ－鼠伤寒沙门

菌；１－覆盖 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的平板；２－不覆盖 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的

平板。

Ａ－Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ；Ｂ－Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ；Ｃ－Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｃｈｏｌｅｒａｅｓｕ

ｉｓ；Ｄ－Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ；１－ｔｈｅｐｌａｔｅｃｏａｔｅｄｗｉｔｈＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ；

２－ｔｈｅｐｌａｔｅｃｏａｔｅｄｗｉｔｈｏｕｔＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ

图６　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的抗菌屏障试验结果
Ｆｉｇ６　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｂａｒｒｉｅｒｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ
ＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌ

３８　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的保质期测定结果
药敏试验结果显示，无论是常温保存还是４℃

保存，ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶随着储存时间延长抗菌活
性逐渐降低，储藏６０ｄ时仍能表现出对金黄色葡萄
球菌、单增李斯特菌、猪霍乱沙门菌和鼠伤寒沙门菌

的抑菌能力。同时，相同保存时间下，ＰＭＡＰ２４ＫＫ
水凝胶常温保存时的抗菌活性比４℃保存时差。表
明ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶能够储藏一定时间。
３９　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶的体内治疗效果评价

将ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶用于小鼠创口，第１０天
·３２２１·

中国药学杂志２０２４年７月第５９卷第１３期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｌｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１３



时ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶组小鼠的创口基本愈合，采
集小鼠伤口愈合处的皮肤组织进行组织病理学观

察。ＨＥ染色结果显示，健康空白组小鼠毛囊分布
均匀，但创伤组小鼠成纤维细胞和炎性细胞较多，仅

有少量毛囊分布（图７）。ＰＭＡＰ２４ＫＫ组和水凝胶
组效果不佳，小鼠分化程度低，有成纤维细胞分布和

炎性细胞数量减少。ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶组的小鼠
毛囊密集且分化程度较高，炎性细胞大量减少。抗

生素组也有较多毛囊分布但分化程度不高，有少量

炎性细胞浸润。表明 ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶作为创伤
敷料可促进创口愈合。

Ａ－健康组；Ｂ－创伤组；Ｃ－水凝胶组；Ｄ－ＰＭＡＰ２４ＫＫ组；Ｅ－ＰＭＡＰ２４ＫＫ

水凝胶组；Ｆ－抗生素组。

Ａ－ｈｅａｌｔｈｙｇｒｏｕｐ；Ｂ－ｔｒａｕｍａｇｒｏｕｐ；Ｃ－ｈｙｄｒｏｇｅｌｇｒｏｕｐ；Ｄ－ＰＭＡＰ２４ＫＫ

ｇｒｏｕｐ；Ｅ－ＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌｇｒｏｕｐ；Ｆ－ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｇｒｏｕｐ．

图７　ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶对小鼠皮肤创口愈合的影响效果
（×２００）
Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｐｅｐｔｉｄｅＰＭＡＰ２４ＫＫｈｙｄｒｏｇｅｌｏｎ
ｓｋｉｎｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｉｎｍｉｃｅ（×２００）

４　讨　论
将多糖、乙二醇等亲水高分子与多种杀菌剂相

结合可形成抗菌水凝胶［１２］。抗菌水凝胶可持续地

在受感染的位置释放抗菌药，且具有良好的组织黏

附性，有助于组织修复［１３］，也可作为抗菌涂层有效

保护医疗器械或植入设备。海藻酸是一种由 αＬ
古罗糖醛酸（Ｇ）和βＤ甘露糖醛酸（Ｍ）２种结构单
元通过１，４糖苷键连接而成的褐藻多糖［１４］。海藻

酸钠是美国食品药品监督管理局认定的 ＧＲＡＳ钠
盐，可用于食品和医用生物材料，海藻酸钠水凝胶是

一种具有丰富水分的三维网状结构［１５］，其结构与细

胞外基质相似，吸收大量的水分膨胀后仍能维持原

来的结构。

抗菌肽和水凝胶经过物理、化学方法结合后可

以改善抗菌肽的稳定性和靶向性［１６］。本研究将前

期研究证实具有良好抗菌功能的抗菌肽 ＰＭＡＰ
２４ＫＫ与海藻酸钠水凝胶相结合，ＰＭＡＰ２４ＫＫ可进
入水凝胶内部网状结构中。水凝胶的溶胀率和含水

率、药物释放率都有着重要联系，水凝胶的溶胀率越

高，其含水率和释放率也越高［１７］，本研究得到的抗

菌肽ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶溶胀率和含水率可达到
１６０７３％和６１６５％。对液体的吸附及保湿性能是
衡量伤口敷料作用的重要指标，水凝胶是一种亲水

性的网状聚合物溶胀剂，它可以吸收和保留大部分

的水分，但不会溶于水，ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶保水率
在１２ｈ仍可达到５５％，这表明海藻酸钠水凝胶含水
量很高。普通纱布不具有保水性能，保水率高的水

凝胶可以提供湿润环境，促进伤口愈合。

与水凝胶相结合的抗菌肽可以成功从水凝胶

中释放出来，释放率在 ２４ｈ可达到 ８０２８％，
ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶对金黄色葡萄球菌、单增李斯
特菌、猪霍乱沙门菌和鼠伤寒沙门菌的生长具有

抑制效果，并且与 ＰＭＡＰ２４ＫＫ相比并没有显著降
低其广谱高效的抗菌活性。药物缓释在临床应用

中具有重要意义［１８］，传统的给药方式可能导致药

物在体内的浓度不稳定，而药物缓释可以提高药

物的利用率和药效，既减少给药次数，又使药物浓

度得到稳定［１９］。本研究发现抗菌肽 ＰＭＡＰ２４ＫＫ
水凝胶能持续释放抗菌肽，３６ｈ内对金黄色葡萄
球菌均有抑制作用，表明制备的抗菌肽水凝胶具

有良好的缓释效果，可以提高其在临床应用时的

利用率，减少给药次数，且相对于抗菌肽单独使用

更加稳定。

屏障保护是保护伤口和周围伤口的有效方法。

当出现较大伤口时使用的敷料应尽快形成保护膜，

防止外界细菌感染，因此要求水凝胶具有抗菌屏障

作用［２０］。ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶能有效地对金黄色葡
萄球菌起到至少１２ｈ的屏障作用，在临床应用过程
中可以防止细菌的进一步感染。伤口的愈合需要很

长一段时间，水凝胶的亲和力会降低药物对身体的

刺激性，而水凝胶则能有效地防止其损伤，使其分子

活性维持更久［２１］。进一步的小鼠创伤模型也证实

了ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶可以降低伤口的炎症，有助
于伤口愈合。

综上所述，本研究成功制备了性能优良的抗菌

肽ＰＭＡＰ２４ＫＫ水凝胶，可缓慢释放具有抗菌活性
的抗菌肽ＰＭＡＰ２４ＫＫ，且具有较好抗菌屏障和促进
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伤口愈合作用，在生命科学和食品工业中具有一定

的应用潜力。
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