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多功能铈纳米酶水凝胶的构建 

及其在皮肤损伤修复中的微环境调控机制研究

唐祺瑶 

摘要 

皮肤损伤修复是一个涉及氧化应激、炎症反应和细菌感染等多重因素的复杂生理过

程。传统敷料难以主动调控创伤微环境，尤其是清除过量活性氧（ROS）并缓解其引发

的炎症与感染问题。本研究旨在开发一种多功能铈纳米酶复合水凝胶，通过协同抗氧

化、抗炎与抗菌作用，重塑损伤微环境，促进皮肤组织再生。 

我们首先通过配位覆盖法与表面修饰技术，成功制备了超支化聚-L-赖氨酸修饰的

氧化铈纳米颗粒（CeO2-HBPL），其水合粒径约为 303.84 nm，Zeta 电位显著提高，分

散性与稳定性良好。进一步将其与甲基丙烯酸酐化明胶（GelMA）和甘草酸（GA）复

合，利用可见光交联技术构建了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合水凝胶。该水凝胶具备优

异的组织粘附性、生物相容性和与皮肤相似的力学性能。 

体外实验表明，CeO2-HBPL 能有效清除 ROS，降低 L929 细胞在氧化应激下的损伤； 

同时表现出显著抗菌性能，对大肠杆菌抑制效果明显。巨噬细胞极化实验显示，该水

凝胶能促进 M1 型向 M2 型转化，表明其具有良好的抗炎与免疫调节功能。此外，

Ki67 染色证实该材料能显著促进成纤维细胞增殖。 

通过建立 C57BL/6 小鼠全层皮肤缺损模型，体内实验进一步验证了该水凝胶的修

复效果。术后 21 d，CeO-HBPL/GA/GelMA 组创面愈合完全，瘢痕不明显，H&E 与 

Masson 染色显示其表皮结构完整、真皮层炎症细胞浸润少、胶原纤维沉积量高且排列

有序，最接近正常皮肤组织结构。 

本研究创新性地将铈纳米酶与生物水凝胶结合，突破了传统敷料的被动保护局限， 

实现了对皮肤损伤微环境的主动调控与多功能协同治疗，为临床难愈性创面修复提供

了一种具有潜力的新材料策略。 20
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第 1 章绪论 

1.1 研究背景与意义 

皮肤作为人体最大的器官，发挥着至关重要的屏障作用，不仅能保护内脏、 

调节体温，还参与免疫反应，帮助我们抵御外界侵害。皮肤受损不仅会对个体的

外观造成影响，还可能导致细胞功能的丧失、局部组织的脆弱化，甚至引发感染

和其它并发症。据统计，全球每年有数以百万计的患者因创伤、烧伤、糖尿病溃

疡等急慢性皮肤损伤而需要医疗干预，给社会医疗系统带来沉重负担 [1]。传统

的伤口敷料如纱布、绷带等，主要起被动覆盖和保护作用，难以实现替代皮肤屏

障及主动调控创伤区域微环境的功能，对复杂难愈性创面的治疗效果有限。因

此，探索有效的创伤修复策略，一直是医学领域研究的重要课题。 

近年来，随着材料科学、纳米技术和再生医学的交叉融合，纳米酶和相关材

料在创伤修复中取得了显著进展。特别是像具备抗氧化、抗炎、抗菌等多重功能

的二氧化铈（CeO2）纳米颗粒，通过表面功能化修饰或与其他活性分子符合，

可以进一步提升其治疗效果。此外，甲基丙烯酸酐化明胶（methacrylated gelatin, 

GelMA），因其能够为伤口提供结构支撑并通过实现药物缓释来加速伤口愈合，

显示出在皮肤损伤修复中的巨大潜力。 

基于这些先进技术的复合材料，本研究的目标是制作一种基于 CeO2 纳米颗

粒及其改性材料与 GelMA 水凝胶结合的新型伤口敷料，通过化学设计实现对创

伤微环境的主动调控并测试其在伤口愈合中的应用，为皮肤损伤修复提供新的解

决方案。 

1.2 皮肤损伤愈合的过程及特点 

皮肤损伤通常包括机械性创伤、热损伤、化学损伤和病理性损伤等，其愈合

是一个高度协调的动态过程，通常分为四个相互重叠的阶段：止血阶段、炎症阶

段、增生阶段和重塑阶段[2]。 
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止血阶段：皮肤损伤后，血管破裂引发血液渗漏，伤口边缘的血小板和白细

胞迅速聚集，形成血栓，起到止血作用。此外，血栓中的细胞因子也启动了后续

的炎症反应[3]。 

炎症阶段：这一阶段中产生的活性氧（ROS）可以帮助清除伤口处的细菌、

死细胞及其他杂质，但过量的 ROS 也可能导致细胞损伤延缓愈合进程[4]。 

增生阶段：在此阶段，新生的血管开始为损伤区域提供营养和氧气，ROS 

有助于调控成纤维细胞的增殖和胶原合成。然而持续氧化则可能会破坏新生血管

的形成，影响组织修复[5]。 

重塑阶段：此阶段的目标是修复后的组织趋向稳定，并恢复其结构和功能。

虽然伤口已经愈合，但在此过程中，伤口部位的皮肤组织仍然会经历一定的重

塑，逐渐恢复到与周围组织相似的形态。 

由此可见，控制活性氧（ROS）的动态平衡对整个皮肤损伤愈合过程中具有

决定性的作用，因此，针对不同类型的皮肤损伤，开发具有干预与调控这一化学

微环境功能的治疗材料，对于加速损伤愈合至关重要。 

1.3 纳米酶与水凝胶在损伤修复中的研究进展 

1.3.1 纳米酶催化治疗 

纳米酶是一类具有类酶催化活性的纳米材料，它结合了天然酶的高催化效率

和纳米材料的高稳定性、可大规模制备的优点，在伤口修复中展现了显著优势

[6]。例如，纳米银、纳米 CeO2[7]等具有良好抗菌、抗氧化及催化活性的纳米颗

粒，可以有效清除伤口部位的过量 ROS，减轻氧化应激反应，并促进细胞增殖

与迁移。此外，纳米颗粒的高比表面积使其与皮肤损伤的接触更加紧密，能够加

速药物的释放和生物活性分子的传递。 

然而，纯 CeO2 纳米酶在生理环境中存在易聚集，且功能相对单一等问题， 

可能导致催化效率较低。通过用聚合物修饰或与天然抗氧化物复合的方法，可改

善其分散性并产生协同抗氧化效应。 20
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1.3.2 水凝胶材料 

水凝胶作为一种具有良好生物相容性的材料，因其优异的保湿性、低毒性和

高机械适应性，广泛应用于伤口敷料。通过调控水凝胶的网络结构、力学性能及

药物释放功能，可以有效地促进伤口愈合和防止感染[8]。甲基丙烯酸酯明胶 

GelMA 作为一种可调控力学性能和可通过光交联形成三维结构的水凝胶，已经

被广泛用于伤口修复[9]。 

将纳米材料与水凝胶、聚合物等生物基质复合，能够赋予材料抗菌、抗氧

化、促进细胞生长等功能，让这些复合材料不仅能够更好地模拟皮肤组织的微

环境，还能通过智能响应外界刺激（如 pH、温度、光照等）来调控伤口修复

进程。 

1.4 本课题研究目的与内容 

1.4.1 研究目的 

基于上述科学背景启发，本研究主要目的是通过制备并研究 CeO2 纳米颗粒

及其 HBPL 修饰体在皮肤损伤修复中的应用（如图 1.1 所示），将纳米技术和生

物材料的结合，设计并构建一种多功能纳米酶复合水凝胶敷料，并使其实现抗氧

化、抗炎、抗菌等多重功能，从而实现皮肤损伤的高效修复与再生。 

1.4.2 研究内容 

为实现上述目标，本研究将开展以下工作： 

（1） CeO2 纳米颗粒的制备与表征：本研究将采用合成方法制备 CeO2 纳

米颗粒，并利用透射电子显微镜（TEM）、扫描电子显微镜（SEM）、X 射线衍

射（XRD）等表征技术，分析 CeO2 纳米颗粒的形貌、晶型、分散性及比表面

积等重要性能。 20
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（2） CeO2 纳米颗粒的表面功能化修饰：本研究通过超支化聚-L-赖氨酸

（HBPL）对 CeO2 纳米颗粒进行表面修饰。提升比表面积和稳定性，增强其清

除过量 ROS 的能力。此外，与天然抗炎分子甘草酸 GA 复合，进一步赋予 

CeO2 纳米颗粒抗炎、抗菌等多重生物功能，以增强其在创伤修复中的治疗效

果。 

（3） GelMA 水凝胶的制备与复合：制备可见光交联的 GelMA 水凝胶，

并将 HBPL 修饰的 CeO2 纳米颗粒与 GA 复合，形成功能化的复合水凝胶材料 

—CeO2-HBPL/GA/GelMA。 

（4） 复合材料的性能评估与应用探索：通过调整水凝胶的交联密度、力

学性能及与纳米颗粒的结合方式对所制备的复合水凝胶材料进行多维度性能评

估，包括使用 CCK-8 试剂盒评估 CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合材料对细胞的活

力影响。 

（5） 复合材料的体外功能验证：通过模拟 ROS 异常积累的病理环境，

研究该材料在清除 ROS、缓解细胞损伤中的作用，其次，研究该材料对巨噬细

胞极化状态的调节作用，探讨其在炎症反应中的功能，尤其是如何促进抗炎性 

M2 型巨噬细胞的生成，从而加速创伤愈合过程。 

（6） 复合材料的体内疗效评估：建立小鼠全层皮肤缺损模型，通过苏木

精 -伊红（H&E）染色和马松（Masson）染色，从组织形态修复及胶原重塑两

个维度，评估复合材料的体内皮肤损伤修复效果。 

本研究创新性的提出了一种基于化学微环境调控的主动式皮肤损伤修复策

略，设计并构建出复合水凝胶材料 CeO2-HBPL/GA/GelMA，通过调节局部微环

境、提高抗氧化、抗炎和抗菌能力，突破了传统敷料被动保护的局限性，为皮肤

损伤修复提供了全新解决方案。 
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图 1.1 多功能含铈纳米酶抗菌水凝胶促进皮肤损伤修复 

A)实验设计示意图及 B)技术路线图。 20
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第 2 章 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的制备与表征 

2.1 引言 

在本研究中，我们选择 CeO2 纳米颗粒作为核心功能组成部分，CeO2 纳米

颗粒因为表面积大、稳定性好，能够有效清除伤口处的过多 ROS，从而减轻

氧化压力，加速创伤愈合。为进一步提升其稳定性和生物活性，我们采用 

HBPL 对 CeO2 进行表面修饰，形成了一种新型的复合纳米颗粒——CeO2-

HBPL。这种修饰不仅能改善 CeO2 的分散性和稳定性，还能增强它与皮肤损

伤部位的互动。通过调节纳米颗粒的表面，我们可以提高它清除 ROS 的能力，

进而加速伤口的修复。 

为协同增强抗炎效果，我们把 CeO2 和 CeO2-HBPL 纳米颗粒复合到 GelMA 

中，GelMA 本身具有很好的生物相容性和可调节的硬度，而结合纳米颗粒和甘

草酸 GA，能够进一步提升水凝胶的治疗效果。特别是利用可见光交联技术，我

们可以在不影响治疗效果的同时，更精确地控制材料的定位和释放，使治疗效果

更加持续。 

本章将详细阐述 CeO2-HBPL 纳米酶及复合水凝胶的化学合成方法、表面

修饰机理，并通过多种表征手段系统分析其理化性质，为后续生物学功能研究

奠定材料基础。 

2.2 实验试剂与仪器 

2.2.1 实验试剂与耗材 

本章节使用的有关实验试剂及耗材如表 2.1 所示。 

表 2.1 试剂与耗材 

试剂与耗材 生产厂商 货号 

水合醋酸铈 Adamas 537-00-8 

氨水 Sigma 1054239025 20
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乙二醇 Sigma 324558 

甘草酸 Adamas 1405-86-3 

盐酸 Sigma 258148 

氢氧化钾 Sigma 221473 

明胶 Sigma V900863 

75%乙醇 国药 801769610 

光引发剂 LAP Sigma 900889 

甲基丙烯酸酐 Sigma M543000 

2.2.2 实验仪器与设备 

本章节使用的仪器与设备如表 2.2 所示。 

马尔文电位仪 Malvern ZetasizerNanoserise 

X 射线衍射仪 BrukerAXS D8Advance 

扫描电子显微镜 日立 HITACHI S-4800 

旋转流变仪 Malvern Kinexuspro+ 
 

2.3 实验方法 

2.3.1 CeO2 与 CeO2-HBPL 的制备 

 表 2.2 仪器与设备  

仪器名称 生产厂家 仪器型号 

离心机 Eppendof Centrifuge5452R 

冷冻干燥机 Christ ALPHAl-4/LDPlus 

电子分析天平 梅特勒-托利多 ML204L 

纯水仪 Milli-Q ReferenceA+ 

数显鼓风干燥箱 博讯实业有限公司 GZX-9070MBE 

透射电子显微镜 日立 HITACHI HT7700 
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（1） CeO2 的合成：使用乙二醇（EG）配位并覆盖 Ce3+离子，用氢氧化

铵沉淀形成的纳米粒子。配置 10%的 EG 溶液，加入 20 mM 水合醋酸铈和 1M 

盐酸溶液 20 min、600 rpm，直到铈盐完全溶解。滴加 28-30%的氨水溶液，直

至 pH 值达到 9.4 后，磁力搅拌 90 min 后，颜色从深紫色变为黄紫色。

3000rpm 离心 5 min，收集沉淀后，用去离子水和乙醇交换洗涤三次，65℃干燥

过夜。 

（2） HBPL 的合成：在 2.7mol/L 的 L- 赖氨酸盐酸盐溶液中加入 

0.15molKOH 中和，并在氮气流下将混合水溶液加热至 150 ℃，持续 48 h。然

后，首先将粗聚合产物透析 3 d 后（分子截留量为 3000DA），冷冻干燥，以去

除多余的盐分和未反应的单体。此后，配置含有 2mg/mLHBPL 的 0.01M 盐酸

混合溶液，并在 Sephadex G75 凝胶过滤柱上进行分馏。用 0.01M 盐酸洗脱后，

收集 20mL 纯化的 HBPL 并冻干。最终产品以粉末状保存在-20℃下。 

（3） CeO2-HBPL 的制备：将 45mg/mL 的 HBPL 溶液与 1mg/mLCeO2 纳

米酶以 1:1 的体积比混合后，超声 30 min。将混合物在 1000rpm 转速下离心 5 

min 以除去团聚的 CeO2，然后在 10000rpm 转速下离心 10 min，得到 CeO2-

HBPL 纳米片复合材料。 

2.3.2 CeO₂与 CeO2-HBPL 的表征 

（1）CeO2 的 X 射线衍射谱（X-raydiffraction,XRD） 

设置铜 Kα辐射范围为 10–85（2θ），扫描速度为 8°/min。并结合以下公式

计算计算晶面指数： 

𝑛	=2𝑑（2.1） 

	= 	 （2.2） ℎ2+2+2 

n 为表示衍射的阶次，λ 为入射 X 射线的波长，d 为晶面的间距，θ 为入射

角，a 为晶格常数，h、k、l 为晶面指数。 

（2） CeO2 和 CeO2-HBPL 的 透 射 电 子 显 微 镜 20
25

 S
.-T

. Y
au

 H
igh

 S
ch

oo
l S

cie
nc

e A
ward

仅
用
于

20
25
丘
成
桐
中
学
科
学
奖
论
文
公
示



9 

（ transmissionelectronmicroscope, TEM ）表征：配置适合浓度的 CeO2 和 

CeO2-HBPL 溶液，取 10μL 溶液，滴加铜网表面并烘干。通过 TEM，在 80kV 

的电压下拍摄纳米颗粒内部形貌。 

（3） CeO2 和 CeO2-HBPL 的动态光散射（dynamiclightscattering,DLS）

表征：配置适合浓度的 CeO2 和 CeO2-HBPL 溶液，利用马尔文电位仪测量纳

米颗粒的水合粒径以及 Zeta 电位。 

（4） CeO2 和 CeO2-HBPL 的扫描电子显微镜

（scanningelectronmicroscope, SEM）：配置适合浓度的 CeO2 和 CeO2-HBPL 溶

液，取一小块硅片贴在含有导电胶的导电台上，并取适量体积的 CeO2 和 

CeO2-HBPL 溶液滴加在硅片上，烘干后，对样品进行喷金，设置喷金电流为 

15mA，喷射时长为 3 min.。通过 SEM 在 5kV 电压，拍摄纳米颗粒表面形

态。 

2.3.3 GelMA 的制备 

将 1.5 g 明胶溶解在 50 mL 去离子水中，调节 pH 约为 7-8 后，加入甲基

丙烯酸酐 0.53 mL，调整 pH 值比之前略高 0.5 个单位。反应 8 h 后，再次加入

甲基丙烯酸酐 0.53 mL 后，调整 pH 值比之前略高 0.5 个单位。再次反应 8 h，

并加入 0.53mL 甲基丙烯酸酐后调整 pH 至，共计在 42℃下反应 24 h。反应完

成后 3500DA 透析 3 d，冻干后配成约 10 wt%的浓度使用。 

2.3.4 CeO₂-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的制备 

通过彻底混合 GelMA（10wt%），GA（0.5wt%）和 LAP（0.4wt%，紫外光

引发剂）来制备前体溶液。随后，将 CeO2-HBPL 纳米球（20mg/mL）掺入上述

混合物中。超声 30 min 后，将合并的前体溶液转移到模具中并暴露于紫外光 3 

min。制备 CeO2-HBPL/GA/GelMA。 

2.3.5 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的表征 

(1) CeO2-HBPL/GA/GelMA 水 凝 胶 的 SEM 表 征 ： 将 所 制 备 
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CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶冻干撕碎后，粘贴到贴有导电胶的导电台上，

对样品进行喷金，设置喷金电流为 30mA，喷射时长为 3 min.。通过扫描电子

显微镜在 5kV 电压，拍摄水凝胶微观表面形态。 

(2) CeO2-HBPL/GA/GelMA 的流变学测试：设置旋转流变仪工作温度 

37℃ ，配置 80mm 平行板。向平行板上加入约 50μL 的 GelMA 和 CeO2-

HBPL/GA/GelMA 材料，待参数稳定后，点击开始，记录材料未成胶时的弹性

模量。40 s 后，打开紫外光光源（395nm,5W），使水凝胶开始成胶，待固化完

成后，记录成胶后的各组材料的弹性模量。比较各组水凝胶在成胶前后弹 

性模量的变化，以及成胶后加入 CeO2-HBPL 纳米颗粒的对弹性模量有何影响。 

2.3.6 数据分析 

本课题所有数据均至少重复三次的实验。实验所得的原始数据用于绘图和定

量分析。所有数据图表均使用 GraphPadPrism8.0 软件绘制，结果以平均数± 标

准差（mean±SD）形式展示。所有数据采用单因素方差分析方法，统计不同组别

之间的差异。P 值小于 0.05、0.01、0.001 时，分别标注为*、**、***，其含义

分别为具有显著性差异、十分具有显著性差异和极具显著性差异。 

 

图 2.1 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的制备 

2.4 结果与讨论 

2.4.1 CeO2 与 CeO2-HBPL 的形貌、晶型与表面性质分析 
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首先，我们通过透射电子显微镜（TEM）对所制备的 CeO2 纳米颗粒和 HBPL 

修饰的 CeO2 纳米颗粒（CeO2-HBPL）进行了形貌学分析。如图 2.2A 和 B 所
示， 

TEM 图像清晰地显示了 CeO2 纳米颗粒为实心结构，且粒径均一，然而其边缘

呈现松散、不规则的形态，形成典型的“花状”结构。经 HBPL 修饰后，如图 

2.2B 所示，纳米颗粒的比表面积明显增大，且“花状”结构更加突出，表明 

HBPL 的修饰有效增强了纳米颗粒的表面特性。 

 

图 2.2 A）CeO2 和 B）CeO2-HBPL 纳米颗粒的 TEM 图像 

为了进一步验证 CeO2 和 CeO2-HBPL 纳米颗粒表面形态，我们采用扫描电

子显微镜（SEM）进行了观察。如图 2.3A 和 B 所示，CeO2 纳米颗粒表面呈现

出典型的“花状”结构，表面存在显著的孔隙，提供了较大的比表面积。该结构的

存在有助于 CeO2 纳米颗粒与局部过量 ROS 快速接触，从而加速 ROS 的清除

过程。与 TEM 观察结果一致，通过 HBPL 修饰含氧化铈纳米酶，其比表面积

得到了进一步的增强，这提升了其清除 ROS 的潜力。 
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12 

 

图 2.3 A）CeO₂和 B）CeO₂-HBPL 纳米颗粒的 SEM 图像 

此外，为了确认 CeO2 的晶体结构，我们进行了 X 射线衍射（XRD）分

析。如图 2.4 所示，XRD 谱图显示 CeO2 纳米颗粒在特定的衍射角度处产生了

多个明显的衍射峰，分别对应于（111）、（200）、（220）、（311）、（222）、 

（400）、（331）和（420）晶面，这些峰位与标准氧化铈的 XRD 谱图完全吻

合，表明所制备的 CeO2 为具有良好结晶性的纳米材料。这一结论表明 CeO2 纳

米颗粒具备较强的稳定性，能够长时间驻留在皮肤损伤部位，从而提供持续的治

疗效果，且不易被降解。 

 

图 2.4 CeO2 的 XRD 谱 

最后，我们通过动态光散射（DLS）技术对 CeO2 和 CeO2-HBPL 纳米颗粒

的粒径和分散性进行了评估。如图 2.5 A-C 所示，CeO2 纳米颗粒的水合粒径约

为 277.53nm，Zeta 电位为 16.8±0.5mV，PDI 值为 0.098±0.013，显示出粒径均20
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一且在溶液中具有良好的分散性和稳定性。经过 HBPL 修饰后，CeO2-HBPL 的

水合粒径增大至 303.84nm，较 CeO2 增大了 26.31nm，Zeta 电位上升至 

30.8±2.9mV，PDI 值为 0.255±0.021。水合粒径的增大表明 HBPL 成功修饰了 

CeO2 纳米颗粒，而 Zeta 电位的增高则表明 CeO2-HBPL 纳米颗粒在溶液中的分

散性和稳定性得到了增强。 

 
图 2.5 通过 DLS 所得的 CeO2 和 CeO2-HBPL 纳米颗粒的 

A) 水合粒径、B)PDI 系数和 C)Zeta 电位 

通过上述实验结果的分析，可以确认 HBPL 修饰的 CeO2 纳米颗粒在粒径、 

比表面积、晶体结构及稳定性等方面表现出优异的特性，为后续在皮肤损伤修复

中的应用提供了坚实的基础。 

2.4.2 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的微观结构与力学性能 

通过进一步修饰明胶，我们成功制备了可见光交联的 GelMA 水凝胶，并将

其与 CeO2-HBPL 纳米颗粒和 GA 复合。利用 405nm 波长的可见光进行光固化

处理，有效将这些生物活性成分固定在水凝胶基质中，形成了功能化的复合水凝

胶材料。 

为了分析 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的微观结构，我们对其进行了 

SEM 观察。如图 2.6 所示，结果表明，CeO2-HBPL 纳米颗粒和 GA 均匀分散

于 GelMA 水凝胶基质中，水凝胶呈现出不规则的多孔结构。这种多孔结构不20
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仅为皮肤损伤提供了理想的支架，且能够有效促进营养物质和气体的交换，保

持创面湿润并支持药物的控释。 

 

图 2.6 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的 SEM 图像 

为了评估该水凝胶的力学性能，我们通过流变学测试了 GelMA 和 CeO2-

HBPL/GA/GelMA 水凝胶的弹性模量。测试结果如图 2.7 所示，CeO2-HBPL 和 

GA 的加入显著提高了水凝胶的弹性模量，由原先的 1316Pa 增加至 1741Pa。

这一结果表明，含有铈纳米颗粒的复合水凝胶材料的力学性能得到了增强。考

虑到细胞行为和组织发育在一定程度上受到基质生物力学性能的影响，我们所

制备的水凝胶材料通过仿生皮肤的力学特性，能够为细胞提供合适的力学支持，

促进细胞的增殖和分化，尤其有助于纤维细胞的再生[10]。通过调控水凝胶的

力学性质，我们能够为皮肤损伤修复提供更优的生物力学环境，进一步促进创

伤愈合过程中的组织再生和功能恢复。 
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图 2.7 GelMA 和 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶力学性能 

调控损伤后的微环境是促进修复的重要手段。然而，当前较少有将纳米酶 

与生物材料结合来调控损伤微环境的方案用于改善皮肤损伤愈合的研究。因此，

本章旨在设计一种含 HBPL 修饰的铈氧化物纳米酶水凝胶，具体包括： 

（1） 采用配位法制备 CeO2 纳米酶颗粒，并将 CeO2 表面修饰 HBPL 

层，制备多功能化的 CeO2-HBPL 纳米颗粒 

（2） 通过多种表征手段（TEM、SEM、XRD、DLS）证实，HBPL 修饰

不仅改善了 CeO2 的分散稳定性，还显著提高了其表面正电性，为后续的抗菌应

用奠定了基础。 

（3） 制备 GelMA，并将 CeO2-HBPL 和 GA 负载到 GelMA 中，制备 

CeO2-HBPL/GA/GelMA 修饰的水凝胶补片材料。 

（4） 通过 SEM、流变学实验等实验，表征了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水

凝胶材料的物理化学性质，提供其应用于皮肤组织的可能性。 

综上所述，我们成功构建了一种具有适宜理化性质的多功能复合水凝胶， 

为后续的体内外功能验证提供了理论支持和实验依据。 

第 3 章 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的体外抗氧化、抗炎及

抗菌作用 
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3.1 引言 

皮肤损伤的修复效果，不仅取决于修复材料的物理化学特性，更关键在于其

是否对身体有害。只有确保这些材料对细胞没有毒害作用，才有可能在实际治疗

中发挥作用。基于此，本章旨在从细胞水平系统评价 CeO2-HBPL/GA/GelMA 复

合材料的安全性，并探讨它如何帮助改善皮肤损伤愈合的环境。 

首先，我们通过一系列细胞活力测试验证了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合材

料的生物相容性。随后我们模拟了皮肤损伤后可能出现的 ROS 积累情况，用过

氧化氢（H2O2）处理培养基，测试了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合水凝胶在这一

环境中的 ROS 清除能力。接着，炎症反应的调控也是伤口愈合中的重要环节。

特别是巨噬细胞的“角色转换”决定了炎症反应的强度和修复的速度。我们发

现，这种复合材料能有效促进巨噬细胞从 M1 型（促炎）向 M2 型（抗炎）转

化，从而减轻炎症反应，推动修复过程。 

此外，我们还进行了细菌感染的模拟实验，验证了这种材料对大肠杆菌生长

的抑制作用，表明它具有很强的抗菌性能，可以有效预防创伤感染，减少感染对

愈合的干扰。最后，通过细胞增殖实验，我们确认了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水

凝胶对细胞增殖的促进作用。 

3.2 实验试剂与仪器 

3.2.1 实验试剂与耗材 

表 3.1 试剂与耗材 

 
双抗 PS Gibco 15140-122 

DMEM 培养基 Gibco 11965-092 

胎牛血清 FBS Gibco A3160801 

试剂与耗材 生产厂商 货号 

PBS 溶液 Meilunbio MA0015 
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CellCountingKit-8 Bimake 230063 

4%多聚甲醛 Biosharp 69080900 

DCFH-DA Sigma D6883 

DAPI Abcam Ab285390 

IFN-γ Novoprotein C746-50 

3.2.2 实验仪器与设备 表 3.2 仪器与设备 

 

仪器名称 生产厂家 仪器型号 

冷冻离心机 Eppendof 5415D 

多功能酶标仪 BioTek Cytation3 

流式细胞仪 beckman cytoflexs 

激光共聚焦显微镜 Olympus FV3000 

3.3 实验方法 

3.3.1 CeO2-HBPL/GA/GelMA 对小鼠成纤维细胞系（L929）的体外毒性实验 

将密度为 1×104 个/孔的 L929 细胞系接种于 96 孔板中，向 96 孔板中加入

含有不同材料的培养基 CeO2、CeO2-HBPL、CeO2-HBPL/GA/GelMA，处理 24 

h。去除 96 孔板中原有的培养基后加入含有 10% CCK-8 的培养基。将细胞放置

在 37℃的温度下孵育 2 h。利用酶标仪测定并记录在细胞在 450nm 处的 OD 

值，进行定量分析。 

3.3.2 CeO2-HBPL/GA/GelMA 调节 L929 细胞系氧化应激水平实验 

采用活性氧探针（DCFH-DA）测定含铈纳米酶抗菌水凝胶对于细胞氧化应

激的保护能力：将适当密度的 L929 细胞系接种到 24 板孔板中，并加入含有 

0.4uM 的 H2O2 和不同材料（CeO2、CeO2-HBPL、CeO2-HBPL/GA/GelMA）的培20
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养基。共孵育 24 h 后，加入工作浓度为 10uM 的 DCFH-DA，孵育 30min，使

用共聚焦荧光显微镜察并拍摄细胞 ROS 情况。 

3.3.3 CeO2-HBPL/GA/GelMA 调控 THP-1 巨噬细胞表型实验 

用流式细胞术检测对炎症细胞的调控作用：将 4×106 个 THP-1 细胞接种在

直径为 10cm 的培养皿中。加入 100ng/mL 的佛波酯，孵育 48h，将 THP-1 细

胞诱导成为成熟巨噬细胞。接着加入 10mL 含有 20ng/mL 的 INF-Ƴ 和 

100ng/mL 脂多糖的培养基，将成熟的巨噬细胞诱导成为 M1 型巨噬细胞。48 h 

后，向培养皿中加入含有不同材料（CeO2、CeO2-HBPL、CeO2-

HBPL/GA/GelMA）的培养基，并处理 24 h。通过流式细胞仪检测细胞的巨噬细

胞 M1/M2 极化比例情况。 

3.3.4 CeO2-HBPL/GA/GelMA 对大肠杆菌的抑制实验 

通过抗菌圈法评估抗菌效果：选择大肠杆菌并准备含有适当浓度的 LB 琼脂

培养基并将其在 35-37℃条件下培养至对数生长期。在培养皿中铺设适量的琼脂

培养基，待其固化。用无菌棉签蘸取细菌悬液，均匀地涂布于琼脂表面，确保细

菌均匀分布。将不同材料（CeO2、CeO2-HBPL、CeO2-HBPL/GA/GelMA）放入

琼脂表面，在 37℃的恒温培养箱中孵育 24-48 h。观察并测量抑菌圈的。 

抑菌圈的大小与抗菌效果成正比。 

3.3.5 CeO2-HBPL/GA/GelMA 对 L929 细胞系的增殖实验 

采用 Ki67 免疫荧光染色评估材料对细胞增殖的促进作用。将适当密度的 

L929 内皮细胞接种在 24 孔板中，并加入含有不同材料（ GelMA ， CeO2-

HBPL/GelMA，CeO2-HBPL/GA/GelMA）的培养基，处理 24 h。通过 Ki67 增

殖抗原对内皮细胞进行染色，并使用免疫荧光法观察并记录内皮细胞再生情况。 

3.3.6 数据分析 

数据分析及统计方法同 2.3.6 所述。 20
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图 3.1 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶体外抗氧化、抗炎及抗菌作用验证 

3.4 结果与讨论 

3.4.1 生物相容性影响 

为了评估所制备生物材料的生物相容性，我们采用了 CCK-8 试剂盒进行

细胞活力检测。如图 3.2A 所示，CeO2 纳米酶在不同浓度下对细胞表现出不同

的毒性。CeO2 的浓度范围从 0μg/mL 到 100μg/mL，结果表明，浓度为 

10μg/mL 时，CeO2 未表现出显著的细胞毒性，而在更高浓度下，细胞活力则

出现明显下降。为了确保所用材料的良好生物相容性，后续实验中我们选定了 

10μg/mL 浓度的 CeO2 用于进一步的制备与研究。进一步的实验中，我们对 

CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合材料及其各类前体材料进行了细胞毒性测试，如

图 3.2B 所示，CeO2、CeO2-HBPL 及 CeO2-HBPL/GA/GelMA 均表现出良好的

细胞相容性，未对细胞造成明显的损害。 
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图 3.2 A）CeO2 和 B）CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的生物相容性。 

3.4.2 抗氧化应激水平的评估 

在验证了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 生物支架材料的生物相容性后，我们进一

步探讨了其调控微环境的能力，特别是其在皮肤损伤修复中的功能性。我们重点

从皮肤损伤后异常 ROS 水平、炎症反应以及细菌感染三个方面评估材料的调控

效果。 

首先，我们通过向培养基中添加 H2O2 模拟了 ROS 异常激增的病理环境，

并研究 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶材料在该环境中的 ROS 清除效果。ROS 

的过量积累会导致氧化应激，进而对细胞造成严重损害[11]。为了监测细胞内 

ROS 的水平，我们使用 DCFH-DA 探针，该探针在细胞内通过酯酶切割生成 

DCFH，后者在 ROS 的氧化作用下转变为绿色荧光的 2’,7’-二氯荧光素。图 

3.3 的结果表明，含有 CeO2 的各组细胞中，荧光强度显著降低，表明 ROS 的

含量有效降低。作为一种仿生纳米酶，CeO2 具有超氧化物歧化酶（SOD）和

过氧化氢酶（CAT）的双重功能，可以通过电子转移机制清除 ROS，显著减

少 H2O2 进入细胞的数量，从而缓解成纤维细胞在氧化应激中的损伤[12]。 

 

图 3.3 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的 ROS 清除性能 

3.4.3 抗炎与免疫调节性能分析 

持续的促炎因子浸润是慢性伤口形成及皮肤疤痕生成的主要原因，因此，调

控炎症反应、加速炎症期的结束对于创伤修复至关重要。巨噬细胞在炎症反应中

的表型变化是调控炎症微环境的关键。巨噬细胞在受到激活后可以极化为促炎性 

M1 型和抗炎性 M2 型，其中 M1 型巨噬细胞通过分泌促炎因子杀伤病原体，而 
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M2 型则通过分泌抗炎因子抑制炎症反应，促进组织修复。此外，ROS 的异常产

生在一定程度上促进着促炎反应[13]。我们通过流式细胞术检测了巨噬细胞表型

的变化，以评估 CeO2-HBPL/GA/GelMA 材料对炎症微环境的调控作用及改善 

ROS 后对于细胞炎症表型的转化情况。 

如图 3.4 所示，与对照组相比，CeO2-HBPL 的处理使得 M2

（CD206⁺CD86⁻）巨噬细胞的比例从 18.7%增加至 32.2%，而 M1

（CD206⁻CD86⁺）型巨噬细胞的比例从 81.0%下降至 68.6%。在含有水凝胶的

处理下，这一趋势得到了进一步加强，M2 型巨噬细胞的比例上升至 41.1%，而 

M1 型则下降至 57.9%，表明水凝胶材料对抗炎反应有进一步的促进作用[14]。

更为显著的是，当加入 GA 后， 

CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合材料使 M2 型巨噬细胞的比例达到 58.3%，M1 型

巨噬细胞的比例进一步下降至 40.6%。这一变化可能与 GA 的抗炎作用相关， 

GA 作为一种天然的抗炎药物，能够增强 CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合材料的

抗炎效果，从而有助于更好地调控创伤修复过程中的炎症反应[15]。 

 

图 3.4 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的巨噬细胞表型调控能力 

3.4.4 抑制能力评估 

在本实验中，我们评估了不同组别材料对大肠杆菌抑制能力的效果，包括 

Control 组、CeO2 组、CeO2-HBPL 组以及 CeO2-HBPL/GA/GelMA 组。如图 3.5 

所示，实验结果显示，CeO2 组与 Control 组的大肠杆菌生长较为旺盛，两组见

未表现出显著差异，这意味着 CeO2 的抑菌效果不佳。相比之下，含有 HBPL 20
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修饰的 CeO2（CeO2-HBPL 组）展现了显著的抗菌活性，抑制了大肠杆菌的生

长。 

进一步地，我们将 CeO2-HBPL 复合水凝胶后的 CeO2-HBPL/GA/GelMA 组，

在对大肠杆菌的抑制方面也表现出了与 CeO2-HBPL 组相似的能力，表明该复

合材料对细菌具有一定的抑制效果。这种材料的抗菌性能为其在皮肤损伤修复

中的应用提供了强有力的支持，尤其是在防止感染和促进愈合方面。通过抑制

细菌的生长，CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合材料不仅能够降低感染风险，还能够

促进皮肤组织的修复过程。因此，该复合材料在皮肤损伤修复领域具有重要的

应用潜力，尤其适用于需要抗菌保护的伤口护理。 

 

图 3.5 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶抗菌能力 

3.4.5 促细胞增殖能力评估 

在本实验中，我们通过 Ki67 染色法评估了不同处理组对 L929 增殖能力的

影响。如图 3.6 所示， Ki67 染色结果显示， CeO2-HBPL/GelMA 组和 

CeO2-HBPL/GA/GelMA 组均能显著提高 L929 细胞的增殖水平，相较于对照

组，两组细胞的 Ki67 阳性率均有明显上升。这表明，CeO2-HBPL/GelMA 具有

一定的促进细胞增殖的作用。然而，CeO2-HBPL/GA/GelMA 组的 Ki67 阳性率明

显高于 CeO2-HBPL/GelMA 组，提示添加了 GA 的复合材料对 L929 细胞增殖

具有更强的微环境调控作用。这一结果表明，CeO2-HBPL/GA/GelMA 不仅增强

了细胞增殖能力，而且可能通过促进细胞增殖进一步加速皮肤损伤的修复过程。20
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特别是 GA 的添加，可能通过调节细胞微环境、增加细胞间的相互作用或提供

更适宜的生物力学性能，从而有效提升了增殖效果。 

 
图 3.6 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶对 L929 细胞系 Ki67 分析 

A)荧光成像和 B)定量分析 

3.5 本章小结 

本章内容主要展示了所制备的 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶材料在体外的

调控微环境和促进成纤维细胞再生的能力。 

通过选择不同浓度的 CeO2-HBPL 干预 L929 细胞系并评估其细胞毒性，

验证了在 10μg/mL 浓度下该材料具有最佳的生物相容性。因此，最终选择 

10μg/mL 的 CeO2-HBPL 浓度用于进一步制备 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶。 

随后，我们通过复现皮肤损伤后成纤维细胞氧化应激、巨噬细胞 M1 表型

激活以及金黄色葡萄球菌感染等状态，验证了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 材料在抗

氧化、抗炎、抗菌、促增殖的多功能协同作用，这些结果强有力地验证了本研究

最初的设计理念：通过化学材料手段主动调控生物学过程以促进再生修复。  
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第 4 章 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的体内皮肤损伤修复效

果评估 

4.1 引言 

体外实验已从细胞层面证实 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶具备抗氧化、抗

炎、抗菌及促成纤维细胞增殖的多重功能，但其在复杂体内环境中的作用效果仍

需进一步验证。然而仅依靠体外实验无法完全模拟临床皮肤缺损的真实修复场

景，因此，在进入临床研究之前，通过可靠的动物模型评价材料的体内修复效果

和生物安全性至关重要。 

C57BL/6 小鼠作为皮肤损伤研究的经典动物模型，其皮肤结构与人类皮肤具

有一定相似性，且遗传背景清晰、个体差异小，可稳定复现皮肤全层损伤后的愈

合过程，是评估修复材料体内疗效的理想模型。 

本章节通过建立 C57 小鼠 4mm 全层皮肤缺损模型，将水凝胶应用于创面，

通过动态监测创面愈合进程，结合苏木精-伊红（H&E）染色和马松（Masson）

染色，从组织水平系统验证该水凝胶的体内修复效果，同时对比无损伤组、空

白 对 照 、 纯 GelMA 水 凝 胶 、 CeO2-HBPL/GelMA 水 凝 胶 及 CeO2-

HBPL/GA/GelMA 复合水凝胶的修复差异，明确 CeO2-HBPL、GA、GelMA 三

种关键组分在协同增强修复功能中的作用，为该材料的临床转化提供关键的体

内实验依据。 

4.2 实验试剂与仪器 

4.2.1 实验试剂与耗材 

本章节使用的有关实验试剂及耗材如表 4.1 所示。 
表 4.1 试剂与耗材 

试剂与耗材 生产厂商 货号 20
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4%多聚甲醛 Biosharp 69080900 

生理盐水 科伦药业 - 

H&E 染色试剂盒 Solarbio G1120 

Masson 三色染色试剂盒 Solarbio G1340 

异氟烷 Sigma 792632 

载玻片 Citotest 80302-3111 

盖玻片 Citotest 80340-0630 

4.2.2 实验仪器与设备 

表 4.2 仪器与设备 

 

仪器名称 生产厂家 仪器型号 

小动物麻醉机 瑞沃德 R500 

石蜡切片机 Leica RM2235 

光学显微镜 Olympus CX23 

4.3 实验方法 

4.3.1 实验动物分组与模型建立 

1、 选取 6-8 周龄 SPF 级 C57BL/6 小鼠 20 只，雌，体重 20-22g，购自北

京维通利华实验动物技术有限公司。所有小鼠均饲养于 SPF 级动物房，饲养环

境严格控制：温度 22-25℃，湿度 50%-60%，12h 光暗循环，自由摄食标准小

鼠饲料与无菌饮用水。饲养期间每日观察小鼠精神状态、食欲及活动情况，确保

无疾病感染，适应环境 1 周后开始实验，以减少应激反应对实验结果的影响。 

2、 采用随机数字表法将 20 只小鼠分为 5 组，每组 4 只，具体分组如下： 

(1) 空白组（Blank）：正常小鼠，不进行任何损伤。 
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(2) 对照组（Control）：仅构建皮肤损伤模型，不进行任何药物或材料

干预，仅用无菌纱布覆盖创面； 

(3) GelMA 组：皮肤损伤模型构建后，在创面均匀涂抹纯 GelMA 水凝

胶（浓度 10wt%，含 0.4wt%光引发剂 LAP），随后用 405nm 可见

光（功率 5W）照射 3min 实现原位交联； 

(4) CeO2-HBPL/GelMA 组：创面涂抹 CeO2-HBPL/GelMA 复合水凝胶 

（GelMA浓度 10wt%，CeO2-HBPL浓度 20mg/mL，含 0.4wt%LAP），

同样经 405nm 可见光交联 3min； 

(5) CeO2-HBPL/GA/GelMA 组：创面涂抹 CeO2-HBPL/GA/GelMA 复合

水凝胶（GelMA 浓度 10wt%，CeO2-HBPL 浓度 20 mg/mL，GA 浓

度 0.5wt%，含 0.4wt% LAP），405 nm 可见光交联 3 min。 

3、 模型构建前，先对实验器械（手术刀片、止血钳、镊子、打孔器）进行

高压蒸汽灭菌（121℃，20 min），并准备好无菌纱布、生理盐水、异氟烷等物

品。首先对将小鼠进行麻醉处理，将小鼠放入麻醉诱导盒，通入含 3%-4%异氟

烷的氧气（流量 0.5L/min），待小鼠角膜反射消失、肢体无自主活动后，将其转

移至手术台，注射 0.1mL1.25%三溴乙醇进行深度麻醉。用电动剃毛器去除小鼠

背部脊柱两侧的毛发，再用碘酒棉球和对剃毛区域进行反复消毒 3 次，每次消

毒后等待碘酒自然挥发。用直径 4mm 的无菌打孔器在小鼠背部脊柱两侧对称位

置轻轻按压，标记创面位置，然后用无菌手术刀片沿标记线垂直切割，深至筋膜

层（确保皮肤全层缺损，不损伤皮下血管与肌肉组织），每个小鼠制作 1 个创

面。创面制作完成后，用无菌生理盐水轻轻冲洗创面，去除残留组织碎屑，用无

菌纱布吸干创面表面液体，随后根据分组进行水凝胶涂抹与交联处理，最后用无

菌贴布覆盖创面，并用医用纱布轻轻固定，防止贴布脱落。 

4.3.2 创面处理与样本收集 

1、 术后将小鼠单独饲养，避免群体饲养中相互撕咬导致创面纱布脱落或二

次损伤。每日各组小鼠进行创面护理。若纱布被渗液浸湿或污染，及时更换无
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菌纱布，更换前用生理盐水轻轻擦拭创面周围皮肤，避免触碰创面；若创面干

燥结痂，无需频繁更换纱布，仅观察结痂完整性即可； 

2、 术后 21 d，进行小鼠进行样本收集。将小鼠放入麻醉盒，通入 4%异

氟 

烷深度麻醉后，通过颈椎脱臼法处死小鼠，随后立即将小鼠转移至超净工作台，

用 75%乙醇对全身皮肤进行消毒，用无菌镊子轻轻提起小鼠背部创面边缘皮

肤，用手术刀片沿创面边缘 1cm处（确保包含完整的创面区域及周围正常皮肤

组织）剪下皮肤组织（大小约 1cm×1cm）。将取下的皮肤组织立即放入装有 4%

多聚甲醛固定液的离心管中，轻轻摇晃离心管，使组织完全浸没在固定液中，室

温下固定 24h，期间每隔 6h 摇晃 1 次，确保固定均匀。 

4.3.3 H&E 染色与组织形态分析 

石蜡切片制备流程 

（1） 梯度脱水：将固定后的组织依次放入 70%、80%、90%、95%和 

100% 浓度的乙醇溶液中 2h，每个步骤在摇床上（转速 50rpm）振荡处理，确

保脱水充分。 

（2） 二甲苯透明：将脱水后的组织转移至二甲苯溶液中，室温摇床振荡

处理 50 min，直至组织半透明。 

（3） 石蜡浸润：将透明后的组织放入 56-58℃的融化石蜡中，在恒温培

养箱中进行石蜡浸润，共 3 次，每次 1h，期间每隔 20 min 轻轻摇晃培养皿，

确保石蜡充分渗入组织； 

（4） 石蜡包埋：将浸润好的组织放入包埋模具中，调整组织方向，然后

倒入融化的石蜡，待石蜡表面凝固后，将模具放入 4℃冰箱中冷却 10 min，使

石蜡完全硬化，形成石蜡块。 

（5） 切片与贴片：将石蜡块固定在切片机样品台上，调整切片厚度为 

5μm 进行切片，将切片放入 40℃的无菌蒸馏水中使切片展平，消除褶皱，然后20
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用载玻片将展平的切片捞起，放入 60℃鼓风干燥箱中烤片 2 h，使切片与载玻

片牢固结合，冷却后备用。 H&E 染色详细步骤 

（1） 脱蜡与水化：将烤好的切片依次放入二甲苯、无水乙醇、95%乙
醇、 90%乙醇、80%乙醇、70%乙醇、去离子水中各 5 min。 

（2） 细胞核染色：将切片放入苏木精染液中，室温染色 5 min（期间轻

轻摇晃染液，确保染色均匀），然后用去离子水洗涤切片 2 min，去除多余染

液； 

（3） 分化与返蓝：将切片放入 1%盐酸乙醇分化液中，轻轻摇晃 30 s 观

察切片颜色从深蓝色变为淡蓝色，用去离子水洗涤切片 5 min，使切片颜色返

蓝。 

（4） 细胞质染色：将切片放入伊红染液中，室温染色 2 min，然后用去

离子水洗涤，去除多余伊红染液。 

（5） 脱水与透明：将染色后的切片依次放入 70%乙醇、80%乙醇、90%

乙醇、95%乙醇、无水乙醇和二甲苯各 5 min。 

（6） 封片：将透明后的切片从二甲苯中取出，立即在切片中央滴加 1 滴

中性树胶，盖上盖玻片，然后将切片放入干燥箱中，待中性树胶凝固后即可。 

（7） 将 HE 染色后的切片放在光学显微镜下进行观察。 

4.3.4 马松染色与胶原分析 

马松染色步骤 

（1） 切片脱蜡与水化步骤同 H&E 染色。 

（2） 复红染色：将水化后的切片放入丽春红酸性复红染液中室温染色 

10 min，然后用去离子水清洗切片。 

（3） 分化处理：将切片放入 1%磷钼酸溶液中，室温 5 min（期间观

察切片颜色变化，当细胞质呈淡红色、胶原纤维颜色开始变浅时停止），然后

用去离子水清洗切片。 20
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（4） 苯胺蓝染色：将分化后的切片放入苯胺蓝染液中，室温摇床振荡

染色 

5 min，使胶原纤维呈蓝色，用去离子水清洗切片 1 min。 

（5） 冰醋酸固色：将切片放入 1%冰醋酸溶液中浸泡 1 min，固定染

色效果。 

（6） 脱水与透明：同 H&E 染色的脱水与透明步骤 

（7） 封片：滴加中性树胶，盖上盖玻片，烘干。 

（8） 将马松染色后的切片在光学显微镜下观察，胶原纤维呈蓝色，细

胞质呈红色。 

4.3.5 数据分析 

数据分析及统计方法同 2.3.6 所述。 

 

图 4.1 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的体内皮肤损伤修复效果评估 

4.4 结果与讨论 

4.4.1 创面愈合效果 

如图 4.2 所示，术后 Day 0 时四组小鼠背部均形成直径约 4mm 的全层皮肤

缺损，创面形态规整、边界清晰，初始条件一致。至术后 21 d，Control 组创面

愈合最差，遗留明显凹陷性瘢痕及色素沉着，皮肤表面凹凸不平。GelMA 组创20
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面基本闭合，但仍可见浅淡瘢痕，皮肤色泽与周围组织存在差异.CeO2-

HBPL/GelMA 组瘢痕更浅，皮肤平整度显著提升，色泽更接近正常；而 CeO2-

HBPL/GA/GelMA 组创面几乎完全愈合，瘢痕极不明显，皮肤的色泽和平整度最

接近正常组织。直观的外观对比表明，CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶组的创面

修复效果显著优于其他组，推测 GA 的加入进一步优化了水凝胶的生物相容性

与促修复能力，加速了创面上皮化与组织重塑进程。 

 

图 4.2 术后 Day 0 与 Day 21 小鼠背部创面外观对比（n=3）。 

4.4.2 H&E 染色结果分析 

以正常皮肤（Blank 组，表皮分层清晰、真皮胶原排列有序）为对照，如图 

4.3 所示，H&E 染色从表皮完整性、真皮炎症浸润及组织排列层面解析修复差

异。Control 组表皮连续性破坏，局部存在缺损，角质层极薄；真皮层大量淋巴

细胞、巨噬细胞浸润，组织紊乱，血管新生稀少，提示创面处于慢性炎症状态，

修复受阻。GelMA 组表皮基本连续，但角质层较薄，分层尚不完全，真皮炎症

细胞较 Control 组减少，但仍有散在浸润，血管新生略有增加，说明 GelMA 可

初步促进表皮修复，但抗炎能力有限。CeO2-HBPL/GelMA 组表皮完整性进一步
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提升，角质层增厚，分层更清晰；真皮炎症细胞显著减少，血管新生增多，组

织排列更规整，表明 CeO2-HBPL 的抗氧化、抗炎特性协同 GelMA 的支架功能，

加速了炎症消退与修复进程。CeO2-HBPL/GA/GelMA 组表皮结构最接近 

Blank 组，分层清晰，角质层厚度与正常皮肤无明显差异；真皮炎症细胞极少，

血管分布均匀，组织致密性显著提升，证实 GA 进一步强化了抗炎效果，为表

皮再生与真皮重塑创造了更优的微环境。 

 

图 4.3 不同材料作用于损伤皮肤组织 H&E 染色结果（n=3）。 

4.4.3 马松染色结果分析 

马松染色中胶原纤维呈蓝色，图 4.4 直观反映了各组胶原的沉积量、排列秩

序及结构完整性。Blank 组的胶原纤维致密且平行于表皮有序排列，支撑稳定的

真皮结构。Control 组胶原纤维稀疏、断裂，排列紊乱，沉积量显著低于正常皮

肤，提示胶原合成不足且结构异常，导致瘢痕形成。GelMA 组胶原沉积较 

Control 组增加，但纤维仍无序分布，局部存在断裂，说明 GelMA 可促进胶原合

成，但对胶原排列的调控能力有限。CeO2-HBPL/GelMA 组胶原沉积进一步提20
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升，纤维排列较 GelMA 组更规整，断裂减少，表明 CeO2-HBPL 有助于调控成

纤维细胞功能，改善胶原结构。CeO2-HBPL/GA/GelMA 组的胶原纤维致密性与 

Blank 组最接近，排列高度有序，断裂几乎消失，显著优化了胶原的合成与组

装，提升了修复质量。 

 

图 4.4 不同材料作用于损伤皮肤组织马松染色结果（n=3）。 

4.5 本章小结 

本章节以 C57BL/6 小鼠 4mm 全层皮肤缺损模型为研究对象，通过系统的

体 内 实 验 ， 从 组 织 形 态 修 复 及 胶 原 重 塑 两 个 维 度 ， 验 

证 了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶的体内修复效果，同时明确了该水凝胶与

空白对照、纯 GelMA 水凝胶及 CeO2-HBPL/GelMA 复合水凝胶的修复差异。 

H&E 染色结果显示，CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶可有效促进表皮完整再

生，角质层厚度接近正常皮肤、减少真皮层炎症细胞浸润，同时增加真皮层厚度20
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与血管新生数量，这得益于 CeO2-HBPL 清除创面过量 ROS 以减轻氧化损伤，

GA 增强抗炎效果以抑制慢性炎症，GelMA 水凝胶为血管新生提供支架，共同为

组织修复创造良好微环境。此外，马松染色结果证实， CeO2-HBPL/GA/GelMA 

水凝胶可显著提高真皮层胶原纤维的沉积量，并促进胶原纤维呈平行有序排列，

而胶原的沉积量与排列秩序直接决定皮肤修复后的力学性能与外观，这表明该水

凝胶不仅能加速愈合，还能提升修复质量，减少疤痕形成风险。 

综上所述，CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶可通过抗氧化、抗炎、促细胞增

殖、促胶原重塑的多重机制，在体内外均能有效优化皮肤损伤微环境，促进皮肤

组织修复，为该材料的后续临床转化研究奠定了重要基础。  
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第 5 章总结与展望 

5.1 总结 

本研究针对皮肤损伤修复过程中出现的氧化应激、炎症反应和细菌感染等多

重障碍的临床难题，采用材料化学与再生医学的交叉学科方法，成功开发出一种

多功能纳米酶复合水凝胶 CeO2-HBPL/GA/GelMA。该水凝胶集抗氧化、抗炎、

抗菌和促进组织再生功能于一体，并通过体外和体内实验对其功效进行了验证。 

研究首先通过超支化聚-L-赖氨酸（HBPL）对 CeO2 纳米颗粒进行表面功能

化修饰，修饰后的 CeO2-HBPL 纳米酶显著提升分散稳定性与表面正电性。进一

步通过可见光引发聚合技术，将 CeO2-HBPL 纳米酶与 GA、GelMA 复合，构建

了具有三维多孔结构的新型复合水凝胶 CeO2-HBPL/GA/GelMA。 

体外细胞实验表明，该复合水凝胶具备优异的生物相容性，能有效清除伤口

愈合过程中产生的过量 ROS，通过调节巨噬细胞的极化状态，促进从促炎到抗

炎的转变，对大肠杆菌具有明显抑制作用，有效减少了皮肤损伤后的感染风险，

提升成纤维细胞的增殖活性。 

通过 C57BL/6 小鼠全层皮肤缺损模型，从组织形态修复及胶原重塑两个维

度，证实了 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝胶能显著提高创面愈合率，促进表皮

完整再生、减轻炎症浸润、并促进胶原大量沉积形成有序、致密的束状结构，

接近正常皮肤水平。本研究最大的创新点在于打破了传统敷料被动保护的局限，

通过化学材料设计主动调控创伤微环境中的关键化学与生物学过程，实现了对

皮肤损伤的协同治疗与功能性再生。 

本研究创新性的提出了一种基于化学微环境调控的主动式皮肤损伤修复策

略，设计并构建出复合水凝胶材料 CeO2-HBPL/GA/GelMA，实现对皮肤损伤的

协同治疗和功能性再生，突破了传统敷料被动保护的单一功能局限，为皮肤损伤

修复提供了全新解决方案，具有较高的理论意义和应用价值。 20
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5.2 未来展望 

尽管本研究取得了初步的成果，但仍然存在一些待解决的问题和挑战，未来

的研究可以从以下几个方面展开： 

（1） 材料的长期稳定性与可控性：本研究开发的复合水凝胶能够在皮肤

损伤部位迅速交联并展现良好的生物性能。然而，水凝胶的长期稳定性及其在不

同创伤环境中的可控释放能力仍需进一步优化。未来可以探索更稳定的交联技术

以及更精细的药物释放调控机制，以提高材料的持续治疗效果。 

（2） 个性化定制与智能响应：皮肤损伤的类型和严重程度各不相同，本

研究仅在全层缺损模型中进行验证，未来的研究可以着眼于开发个性化的创伤修

复水凝胶，依据创伤的具体情况进行精准设计，如可以根据创伤区域的 pH 值、

温度或光照等外界刺激，智能响应并释放药物实现创伤修复的个性化治疗。 

（3） 多功能复合材料的进一步优化：尽管 CeO2-HBPL/GA/GelMA 水凝

胶已表现出抗氧化、抗炎、抗菌等多重功能，但材料的多功能性仍有提升空间。

未来可以通过引入生长因子、抗纤维化因子等生物活性分子进一步提升其在创伤

修复中的整体治疗效果。 

总的来说，基于纳米酶的复合材料在创伤修复中的前景非常广阔，未来随着

技术的不断发展和完善，其在皮肤损伤及其他医学领域的应用将成为一个重要的

研究热点。本研究所提出的多功能复合水凝胶，作为一种高效、智能、可控的创

伤修复材料，预期将为难愈性创面患者带来新的希望。 
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场始于偶然的科学探索，让我第一次真正意义上感受到了科研的严谨与温度。 

在无数人的支持与陪伴下，领悟到了热爱与坚持的分量。 
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