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$$&摘要'$目的$通过制备结构稳定的磺酸化木质素"^c# 8聚乙烯醇"=\?#纳米纤维膜%构建兼具内源性
抗氧化与抗菌活性的眼部生物基载体%验证其在结膜下炎症干预中的作用)$方法$以天然木质素为原料%通
过磺酸化反应引入@̂C5P基团以提升其亲水性和溶解性%获得适用于电纺的 ^c) 将 ^c与 =\?按质量比
!# j:# 配制溶液%采用共电纺技术制备 ^c8=\?纳米纤维膜) 采用扫描电子显微镜(傅里叶变换红外光谱(s
射线光电子能谱和拉伸试验表征膜的形貌结构(化学组成及力学性能,采用 B==P自由基与羟基自由基
"CP#清除实验评价抗氧化性能,采用细胞计数试剂盒@9 与 ;')31(4@?F8碘化丙啶"=D#活死染色评价细胞相
容性,通过活8死菌染色法评估其对金黄色葡萄球菌的抑菌活性,采用 B;[P@B?探针法检测其对 ;;c@!"d!
细胞活性氧簇">Ĉ #的清除能力,采用免疫荧光染色法检测其对 >?l!E<d: 小鼠巨噬细胞炎症因子白细胞
介素"Dc#@9(肿瘤坏死因子"_A[#@)及 Dc@6*表达的调节作用) 构建大鼠结膜下损伤模型%观察造模后不同
时间点 ^c8=\?纳米纤维膜处理结膜下充血和水肿评分变化,造模后第 : 天采用苏木精b伊红染色评估结膜
下组织炎性细胞浸润(组织结构破坏等情况%验证其体内抗炎效果)$结果$^c8=\?纳米纤维膜呈现均匀(
连续的纳米纤维结构%具有良好的力学性能和成膜稳定性) 傅里叶变换红外光谱及 s射线光电子能谱结果
证实@̂C5P基团的成功引入和 ^c与 =\?间的相互作用) ^c8=\?纳米纤维膜浸提液对 B==P自由基的清除
率和 CP的清除率在 "d6( "d!( "d< 和 "d9 &G8&)浓度范围内随浓度升高而增加 "其中 CP清除率在
"d< &G8&)后趋于稳定#) ^c8=\?纳米纤维膜与细胞共培养 !<(5E 和 <9 K%细胞存活率均}7"e) ^c8=\?
组细胞 >Ĉ 水平明显低于高渗培养组和 =\?组%差异均有统计学意义 "均 T|"d"##) 活8死菌染色结果显
示%对照组(=\?组和 ^c8=\?组细菌存活率分别为"75d9!~!d6##e("95d!5~!d<!#e和"9dE5~"d9<#e%总
体比较差异有统计学意义" ŵ6 :!:d<:%T|"d""6#%其中 ^c8=\?组细菌存活率明显低于对照组和 =\?组%
差异均有统计学意义"均 T|"d""6#) 免疫荧光染色结果显示%^c8=\?组细胞中 _A[@)(Dc@9和 Dc@6*平均荧
光强度均明显弱于脂多糖组和 =\?组%差异均有统计学意义"均 T|"d""6#) 大鼠造模后 : 和 6< 2%^c8=\?
组结膜下充血与水肿评分均低于对照组%差异均有统计学意义"均 T|"d"6#,造模后 : 2%^c8=\?组结膜组织
中炎性细胞密度明显低于对照组和 =\?组%差异均有统计学意义"均 T|"d"6#)$结论$本研究成功制备了
结构稳定(功能多样的 ^c8=\?纳米纤维膜%其表现出优异的抗氧化(抗菌及生物相容性%可显著下调炎症因
子表达并缓解结膜下炎症反应%具备作为眼科生物活性载体材料的潜力)$
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1)13HLINM(44(4GU'NML1M'L12 JLI& 4'H/L'))(G4(4 R+N/)JI4'H(I4 HI(4HLI2/31@̂C5P GLI/MNOHK1L1R+(&MLIQ(4GHK1
K+2LIMK()(3(H+'42 NI)/R()(H+0^c'42 =\?U1L1R)14212 'H'&'NNL'H(IIJ!# j:# '42 MLI31NN12 (4HI^c8=\?
3I&MIN(H14'4IJ(R1L&1&RL'41R+3I@1)13HLINM(44(4G0FILMKI)IG+O3K1&(3')3I&MIN(H(I4O'42 &13K'4(3')MLIM1LH(1N
IJHK1&1&RL'41U1L13K'L'3H1L(*12 R+N3'44(4G1)13HLI4 &(3LIN3IM+O[I/L(1LHL'4NJIL&(4JL'L12 NM13HLIN3IM+Os@L'+
MKIHI1)13HLI4 NM13HLIN3IM+O'42 H14N()1H1NH(4G0?4H(I-(2'4H3'M'3(H+IJHK1&1&RL'41U'N'NN1NN12 /N(4GB==P
L'2(3')@'42 K+2LI-+)L'2(3')XCPY@N3'Q14G(4G'NN'+N0;+HI3I&M'H(R()(H+U'N1Q')/'H12 R+31))3I/4H(4GT(H@9 '42
;')31(4@?F8MLIM(2(/&(I2(21X=DY)(Q1821'2 NH'(4(4G0?4H(R'3H1L(')'3H(Q(H+IJHK1&1&RL'41'G'(4NĤH'MK+)I3I33/N
'/L1/NXLJ5+%$+/YU'N1-'&(412 /N(4G)(Q1821'2 R'3H1L(')NH'(4(4G0D4HL'31))/)'LL1'3H(Q1I-+G14 NM13(1NX>Ĉ Y(4
;;c@!"d! 31))NU1L1&1'N/L12 /N(4GHK1B;[P@B?MLIR10_K11-ML1NN(I4 IJ(4H1L)1/T(4 XDcY@9OH/&IL413LIN(N
J'3HILX_A[Y@)O'42 Dc@6*(4 >?l!E<0: &'3LIMK'G1NU'N21H1L&(412 R+(&&/4IJ)/IL1N31431NH'(4(4G0?L'H
N/R3I4,/43H(Q')(4,/L+&I21)U'N1NH'R)(NK12 HI1Q')/'H13I4,/43H(Q')3I4G1NH(I4 '42 121&'N3IL1N'H2(JJ1L14HH(&1
MI(4HN'JH1LHK1&1&RL'41(&M)'4H'H(I40P1&'HI-+)(4@1IN(4 XP%YNH'(4(4GI4 MINH@&I21))(4G2'+: U'N/N12 HI'NN1NN
(4J)'&&'HIL+31))(4J()HL'H(I4 '42 H(NN/12'&'G1(4 N/R3I4,/43H(Q')H(NN/1N0?))'4(&')1-M1L(&14HN3I&M)(12 U(HK HK1
>1G/)'H(I4NI4 HK1F'4'G1&14HIJc'RIL'HIL+?4(&')N'42 L1)1Q'4H1HK(3')L1G/)'H(I4NO'42 K'2 R114 'MMLIQ12 R+HK1
%-M1L(&14H')?4(&')%HK(3N;I&&(HH11IJP14'4 %+1PINM(H')XAI0PA%%;?@!"!<@69Y0$Q'-.0)-$_K1^c8=\?
4'4IJ(R1L&1&RL'41 1-K(R(H12 ' /4(JIL& '42 3I4H(4/I/N 4'4IJ(RLI/N'L3K(H13H/L1 U(HK J'QIL'R)1 &13K'4(3')
M1LJIL&'431'42 NHL/3H/L')NH'R()(H+0[I/L(1LHL'4NJIL& (4JL'L12 NM13HLIN3IM+'42 s@L'+MKIHI1)13HLI4 NM13HLIN3IM+
3I4J(L&12 N/331NNJ/)(43ILMIL'H(I4 IJ@̂C5P GLI/MN'42 (4H1L'3H(I4NR1HU114 ^c'42 =\?0^c8=\? &1&RL'41
1-HL'3HNNKIU12 3I4314HL'H(I4@21M14214HN3'Q14G(4GIJB==PL'2(3')'42 CPIQ1L"d6O"d!O"d< '42 "d9 &G8&)O
U(HK CPN3'Q14G(4GL1'3K(4G'M)'H1'/ R1+I42 "d< &G8&)0?JH1L3I@3/)H/L1U(HK HK1&1&RL'41JIL!<O5EO'42 <9
KI/LNO31))Q('R()(H+L1&'(412 GL1'H1LHK'4 7"e0_K1^c8=\?GLI/M NKIU12 N(G4(J(3'4H)+)IU1L(4HL'31))/)'L>Ĉ )1Q1)N
HK'4 HK1K+M1LIN&IH(3&I21)'42 =\?GLI/MNXRIHK T|"d"#Y0c(Q1821'2 R'3H1L(')NH'(4(4GL1N/)HNNKIU12 HK'HHK1
R'3H1L(')N/LQ(Q')L'H1N(4 HK13I4HLI)GLI/MO=\?GLI/M '42 ^c8=\?GLI/M U1L1X75d9!~!d6#YeOX95d!5~!d<!Ye '42
X9dE5~"d9<YeOL1NM13H(Q1)+OU(HK 'N(G4(J(3'4HIQ1L'))2(JJ1L1431X̂w6 :!:d<:OT|"d""6Y0_K1R'3H1L(')N/LQ(Q')L'H1(4
^c8=\?GLI/M U'NN(G4(J(3'4H)+)IU1LHK'4 HK'H(4 HK13I4HLI)GLI/M '42 =\?GLI/M XRIHK T|"d""6Y0D&&/4IJ)/IL1N31431
'4')+N(NNKIU12 N(G4(J(3'4H)+L12/312 &1'4 J)/IL1N31431(4H14N(H(1NIJ_A[@)ODc@9O'42 Dc@6*(4 HK1^c8=\?GLI/M
3I&M'L12 U(HK HK1)(MIMI)+N'33K'L(21GLI/M '42 =\?GLI/M X'))T|"d""6Y0V. O2O(OL'H3I4,/43H(Q')3I4G1NH(I4 '42
121&'N3IL1N(4 HK1̂ c8=\?GLI/M U1L1N(G4(J(3'4H)+)IU1LHK'4 HKIN1(4 HK13I4HLI)GLI/M I4 MINHIM1L'H(Q12'+N: '42
6< X'))T|"d"6YO'42 (4J)'&&'HIL+31))3I/4HN(4 N/R3I4,/43H(Q')H(NN/1NU1L1N(G4(J(3'4H)+L12/312 (4 3I&M'L(NI4 U(HK
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J'3HILN'42 L1)(1Q1N/R3I4,/43H(Q')(4J)'&&'HIL+L1'3H(I4N0

;@'/ A+(2->? c(G4(4] ^/)JI4'H(I4 &I2(J(3'H(I4] A'4IJ(R1L &1&RL'41] %)13HLINM(44(4G H13K4I)IG+]
^/R3I4,/43H(Q')(4J)'&&'H(I4
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$$结膜作为眼部重要的免疫屏障组织%其慢性炎症
状态"如结膜下炎症#在多种眼表疾病中普遍存在%常
表现为持续性结膜充血(眼部异物感和泪膜不稳定%严
重时可引发角膜上皮损伤(眼表重建失败等并发症%显
著影响视觉功能

- 6. ) 在结膜下炎症的发病机制中%氧
化应激与炎症因子的协同过度表达被认为是驱动结膜

下组织破坏和修复延迟的核心环节
- !b<. )

目前临床主要通过局部糖皮质激素及非甾体类抗

炎药物治疗结膜下炎症) 该类药物虽可在短期内缓解
结膜下炎症症状%但存在明显的局限性%如眼局部给药

"如滴眼液#时%滴眼液在结膜囊停留时间短(易受泪
液冲刷清除%且经结膜8巩膜途径的有效递送效率有
限%导致生物利用度不足"通常|#e#%需频繁给药以
维持疗效%进而降低患者依从性 - #. ) 此外%长期使用
糖皮质激素易引发角膜上皮毒性(高眼压%甚至继发性
青光眼

- E. ,非甾体类抗炎药物在少数患者中存在诱发
角膜溶解或穿孔的风险

- :. ) 因此%构建一种具备靶向
调控能力%同时毒副作用较小的新型递药系统%成为提
升结膜下炎症治疗效果的重要策略) 近年来%多项研
究证实%以纳米粒子(水凝胶或微结构薄膜为载体的控
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释系统可有效延长药物滞留时间%提高透膜效率%并降
低给药频率与药物不良反应) 例如%基于聚乳酸b羟
基乙酸共聚物纳米粒子封装布洛芬的递药系统%显著
提升药物经结膜b巩膜途径的透过效率与组织滞留时
间%同时有效减少毒副反应 - 9. ) 此外%>;D""6 等新型
抗氧化小分子在眼部化学损伤模型中%通过靶向抑制
>'368Ac>=5 炎症通路%表现出优于糖皮质激素的
疗效

- 7. )
在眼表慢性炎症"如结膜下炎症#中%细菌感染%

尤其是金黄色葡萄球菌常导致创面迁延不愈) 抗生素
虽为细菌感染性眼表疾病的一线治疗手段%但随着耐
药菌株的增加及长期用药的毒性累积%限制了其临床
持续应用

- 6". ) 因此%开发兼具抗菌活性并可改善局部
炎症微环境的新型生物材料%已成为提升结膜下炎症
治疗效果的重要方向) 抗菌聚合物是一种相对安全的
抗菌策略) 有研究显示%木质素与细菌接触后%通过其
多酚结构裂解并穿透细胞壁%从而对细菌造成损
伤

- 66. ) 此外%木质素作为一种天然酚类聚合物%具有
良好的生物可降解性(生物相容性及内源性抗氧化活
性%近年逐步被应用于眼科再生与炎症调控等研究领
域

- 6!b6<. ) 然而%溶解性差(力学性能不足%限制了其在
精细材料加工中的应用

- 6#. ) 聚乙烯醇 - MI)+"Q(4+)
')3IKI)#%=\?.作为临床常用生物材料%具备良好的力
学支撑与生物相容性%与木质素复配可增强纤维结构
稳定性及递药能力

- 6Eb69. ) 因此%本研究采用磺酸化修
饰策略%在木质素分子结构中引入亲水性@̂C5P基团%
获得具有良好成膜性和溶解性的磺酸化木质素

"N/)JI4'H12 )(G4(4%^c#%并通过共电纺技术将其与 =\?
构建为 ^c8=\?纳米纤维膜) 本研究拟对 ^c8=\?纳
米纤维膜的结构和物理性能进行系统表征%并通过微
量稀释法和活8死菌染色法评估其抗菌能力,结合体外
细胞实验%探讨其在调节氧化应激水平及炎症因子表
达方面的作用机制,同时通过大鼠结膜下损伤模型评
估 ^c8=\?复合纳米纤维膜对结膜下炎症反应的缓解
及组织修复效果%从而系统揭示其在慢性眼表炎症疾
病治疗中的应用价值)

E?材料与方法

E0E$材料
E0E0E$实验细胞及动物来源$>?l!E<d: 小鼠巨噬
细胞购自上海中乔新舟生物科技有限公司,人胬肉成
纤维细胞 " K/&'4 MH1L+G(/& J(RLIR)'NHN%P=[N#和结膜
上皮细胞 ;;c@!"0! 由河南省立眼科医院提供) 选取
69 只 9 周龄(体质量 69" f!!" G(雌性 ^B大鼠%购自

河南希诺谷生物科技有限公司 -生产许可证编号$
^ksm"豫# !"!5b""":.) 所有大鼠均饲养在室温(光
照8黑暗循环 6! K 的环境中%给予充足的食物和水) 所
有动物实验均遵循*实验动物管理条例+及相关伦理规
范%并经河南省立眼科医院实验动物伦理委员会批准
"批文号$PA%%;?b!"!<b69#)
E0E0!$主要试剂及仪器$脱碱木质素"北京百灵威
科技有限公司#,=\?" 6:77 型%上海麦克林试剂有限
公司 #, 亚硫酸( 浓硫酸 " P!^C< #( 无水三氯化铁
"[1;)5 #(二甲基亚砜 " 2(&1HK+)N/)JI-(21%BF̂ C#(6%
6@二 苯 基@!@苦 基 肼 " 6% 6@2(MK14+)@!@M(3L+)K+2L'*+)%
B==P#"上海阿拉丁试剂有限公司#,!y%:y@二氯二氢
荧光素二乙酸酯探针 " !y%:y@2(3K)ILI2(K+2LIJ)/IL1N31(4
2('31H'H1%B;[P@B?#(;')31(4@?F8=D细胞活8死染色
试剂盒(活8死菌染色试剂盒"c:"6!# "北京索莱宝科
技有限公司 #,细胞计数试剂盒 " 31))3I/4H(4GT(H%
;;m#@9 细胞活力检测试剂盒 "上海碧云天生物技术
公司#,金黄色葡萄球菌"河南省立眼科医院微生物室
提供#,兔源白细胞介素@9"(4H1L)1/T(4@9%Dc@9#抗体(兔
源肿瘤坏死因子@)"H/&IL413LIN(NJ'3HIL@)%_A[@)#抗
体"美国 ?JJ(4(H+W(IL1'G14HN公司 #,兔源 Dc@6*抗体
"北京博奥森生物技术有限公司#) %;cD=̂%9(荧光
显微镜(%4\(N(I4 型酶标仪 "日本 A(TI4 公司#,CF̂ @
7" 手术显微镜"日本 _IM3I4 公司#,扫描电子显微镜
" 1̀(NN?/L(G'%德国 1̀(NN公司#,傅里叶变换红外光谱
仪"WL/T1L?c=P?+%德国 WL/T1L公司#,s射线光电
子能 谱 " s@L'+ MKIHI1)13HLI4 NM13HLIN3IM+% s=̂ # 仪
"?sD̂ ^/ML'%英国 mL'HIN?4')+H(3')公司#,光学显微
镜"Ws#5%日本 C)+&M/N公司#)
E0!$方法
E0!0E$^c制备$称取 #d" G木质素和 5d# GA'!^C5%
加入到 "d! &I)8cA'CP溶液中%在室温下持续磁力搅
拌%使其形成均一反应体系) 由于体系初始碱性较强%
为在磺化反应过程中兼顾反应活性与木质素结构稳定

性%使用 "d! &I)8cP!^C< 溶液缓慢滴加调节体系 MP
至 6"d""维持弱至中等碱性环境#%以促进磺化反应并
减少强碱条件下的结构破坏) 随后加入 "d"E &I)8c
[1;)5 催化剂 # &)%将反应体系置于 7"f6"" g温控反
应器中反应 ! K) 反应结束后%继续用 "d! &I)8c
P!^C< 溶液缓慢调节体系 MP至 <d"%使 ^c沉淀析出)
将体系以离心半径 6< 3&(9 """ L8&(4 离心 6" &(4%收
集沉淀%弃去上清,沉淀用去离子水洗涤至上清近中性
后%置于 <" g真空干燥至恒重%得到 ^c粉末备用)
E0!0!$电纺制备 ^c8=\?纳米纤维膜$按照磷酸盐
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缓冲液"MKINMK'H1R/JJ1L12 N')(41%=Ŵ #与 BF̂ C体积
比为 9" j!" 制备混合溶剂) 按照预先优化确定的质
量比 ^cj=\?w!# j:#%以配制 6" &)电纺溶液为例%
精确称取 ^c"d!# G与 =\?"d:# G-总固含量为 6"e
"U8Q#.%同时加入到混合溶剂中%室温下连续磁力搅
拌 6f! K%直至形成均一溶液) 采用超声波处理设备
对溶液进行处理%超声时间为 5" &(4%温度不超过
<" g%以防止因局部过热引起成分降解或溶液粘度异
常) 超声结束后%将溶液置于室温下静置约 5" &(4%
使气泡充分逸出) 观察溶液颜色(透明度和黏度%确保
无明显颗粒或沉淀产生) 将无气泡的溶液缓慢注入
6" &)注射器中%确保操作过程中不引入额外气泡)
设置电纺参数进行静电纺丝$针头规格为 !! V,注射
速度为 "d""" 5 &&8N,针头与收集板间距离为 6# 3&,
环境条件为温度 5" g%相对湿度 <#ef#"e) 在高电
场作用下%溶液从针头喷出%并在飞行过程中迅速固
化%最终纤维均匀地沉积于铝制接收板上%形成纳米纤
维膜) 小心地将形成的纤维膜从收集板上剥离%置于
预设真空干燥条件下的干燥箱内%进行过夜干燥%从而
获得 ^c8=\?纳米纤维膜)
E0!0F$^c8=\?纳米纤维膜的结构表征$采用扫描
电子显微镜"N3'44(4G1)13HLI4 &(3LIN3IM1%^%F#观察
纤维膜的表面形貌%统计纤维直径分布%并分析纤维
的排列状态和孔隙结构%以评估电纺工艺对纤维微
观结构的影响) 采用傅里叶变换红外光谱仪对样品
进行检测%通过对比磺酸基特征吸收峰的变化%验证
木质素磺酸化改性效果) 采用 s=̂ 技术对纤维膜表

面元素及其化学状态进行定性与定量分析%进一步
确认磺酸基团的引入和木质素改性效果) 利用万能
材料试验机对纤维膜进行拉伸试验%测定其拉伸强
度(断裂伸长率等关键指标%评估膜材的机械稳定性
和延展性)
E0!0G$比色法评估 ^c8=\?纳米纤维膜的体外自由
基清除能力$"6#B==P自由基清除活性$参照文献
-67.%准确称取 6d7: &GB==P置于 #" &)容量瓶中%
无水乙醇定容%制备成浓度为 6"" (&I)8c的 B==P乙
醇溶液,将各组纤维膜裁剪成直径 6d< 3&的小圆片%
每片称重 "d"! G%再各自放入 6" &)无水乙醇中%恒温
振荡 !< K 获得膜浸提原液) 随后以无水乙醇将浸提
原液稀释配制成不同质量浓度的膜浸提液""d6("d!(
"d<("d9 &G8&)#%分组设置$实验组"^c8=\?组#采用
不同浓度""d6("d!("d<("d9 &G8&)#的 ^c8=\?膜浸
提液,空白对照组采用 ! &)B==P乙醇溶液{! &)无
水乙醇,膜对照组采用 ! &)膜浸提液{! &)无水乙醇

-用于扣除膜浸提液自身吸光度"'RNILR'431%C#值#)
按上述分组分别取样$取 ! &)B==P乙醇溶液与 ! &)
无水乙醇混合作为空白对照样品,取 ! &)膜提取液与
! &)B==P乙醇溶液混合作为实验组,将 ! &)膜提取
液与 ! &)无水乙醇混合作为膜对照组,均在室温下避
光温育 "d# K,利用紫外可见分光光度计在 #6: 4&处
测定各混合液的 C值%每组样品均重复测量 # 次%取平
均值) 计算 B==P自由基清除率%B==P自由基清除
率w-6b"CNbCR# 8C3.z6""e%其中C/(CS(C-分别代表

实验组(膜对照组(空白对照组的测定 C值) "!#羟基
自由基 " K+2LI-+)L'2(3')%CP#清除活性$参照文献
-!".%采用 [14HI4 反应体系评价 ^c8=\?复合纳米纤
维膜浸提液对 CP的清除能力) 分别配制 [1̂C< 溶液

"7 &&I)8c#(水杨酸溶液 " 7 &&I)8c%以无水乙醇配
制#及 P!C! 溶液"9d9 &&I)8c%现配现用#) 将纤维膜
按 ! &G8&)加入去离子水"或 =Ŵ #中%于恒温振荡器
中振荡浸提 !< K 获得浸提原液%并进一步稀释配制为
"d6("d!("d<("d9 &G8&)不同浓度的 ^c8=\?膜浸提
液作为待测物质) 反应时在 6" &)离心管"或比色管#
中依次加入 6d" &)[1̂C< 溶液(6d" &)水杨酸溶液和
6d" &)不同浓度的膜浸提液%混匀后加入 6d" &)P!C!

溶液启动反应%于 5: g水浴反应 5" &(4 后在 #6" 4&
处测定 C值) 设置空白对照组"以去离子水8=Ŵ 替

代膜浸提液%其余试剂相同#(样品组"加入膜浸提液#
及扣除组"与样品组相同但不加入 P!C!%以等体积去
离子水8=Ŵ 替代#以扣除体系本底 C值) 计算 CP清
除率%CP清除率w-6b"C"bC": # 8C: .z6""e%其中C:(
C"(C": 分别表示空白对照组(添加待测物后和未加入
显色剂 P!C! 时所获得的 C值)
E0!0#$共培养法评估 ^c8=\?纳米纤维膜的体外生
物安全性 $ " 6 # ;;m@9 法 $ 将 ;;c@!"d! 细胞以
#z6"5

个8孔的密度接种于 7E 孔板中%5: g(#e ;C!

培养箱中过夜%待细胞贴壁) 将 ^c8=\?纳米纤维膜
裁剪为与孔径匹配的小圆片"直径约 E &&#%置于超
净台内经紫外照射消毒 " 5" &(48面%两面各照射
6 次#%无菌 =Ŵ 冲洗后轻置于孔内%将其与细胞进行
直接共培养) 分别培养 6!( !<( 5E( <9 K 加入 6" ()
;;m@9 试剂孵育 ! K%在 <#" 4&波长下测定 C值%计
算细胞相对活力值) 细胞活力值"e#w"C样品bC空
白# f"C对照bC空白# z6""e%其中 C空白为仅含培
养基与 ;;m@9 的空白孔%C对照为未加入膜材料的细
胞孔) "!#活8死细胞染色$将 P=[N以 6z6"#

个8孔
的密度接种于 E 孔板中%待贴壁后加入经紫外消毒的
^c8=\?膜圆片"直径约 6< &&#进行共孵育 <9 K) 采
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用 ;')31(4@?F8=D双染试剂盒避光染色 5" &(4%=Ŵ
清洗后在荧光显微镜下观察并拍照%绿色荧光标记为
活细胞%红色荧光标记为死细胞)
E0!0W$B;[P@B?探针法检测 ^c8=\?纳米纤维膜对
活性氧簇的清除能力$参照文献 -!6.%将 ;;c@!"d!
细胞以 6z6"#

个8孔的密度接种于 E 孔板中%于 5: g(
#e ;C! 培养箱中过夜,按 ! &G8&)将 =\?膜和 ^c8
=\?膜分别加入无血清 BF%F8[6! 中%5: g振荡浸
提 !< K 获得膜浸提原液,使用时将浸提原液与无血清
BF%F8[6! 按 6 j6 混 合% 使 膜 浸 提 液 终 浓 度 为
6 &G8&)) 细胞分组如下$等渗对照组"常规培养基#(
高渗模型组"高渗培养基处理#(高渗模型{̂c8=\?组
"先用含 ^c8=\?膜浸提液的无血清培养基预处理 ! K
后再进行高渗处理#) 随后%将除等渗对照组外的细
胞转移至含 7" &&I)8c氯化钠(渗透压约 #"" &CN&
的高渗培养基中继续培养 !< K%等渗对照组在等渗条
件下培养 !< K) 处理结束后 =Ŵ 洗涤 ! 次) 将细胞
置于含 6" (&I)8cB;[P@B?的探针工作液中%于
5: g暗环境中孵育 5" &(4,孵育后 =Ŵ 洗涤 5 次以去
除游离探针%在荧光显微镜下采集各组细胞荧光图像)
采用 D&'G1Z软件对荧光图像进行定量分析%每组随机
选取 # 个视野"!""z#计算平均荧光强度%以等渗对照
组归 一 化 后 比 较 各 组 活 性 氧 簇 " L1'3H(Q1I-+G14
NM13(1N%>Ĉ #水平,每组至少进行 5 次独立重复实验)
E0!0X$活8死菌染色法评估 ^c8=\?纳米纤维膜的体
外抑菌能力$解冻冻存的金黄色葡萄球菌菌株并接种
至血平板%5: g恒温培养箱内培养过夜) 利用接种环
选取单一菌落%转种至 < &)的 cW培养基中%并在
!!" L8&(4 的摇床条件下培养 6" K%以获取处于指数生
长阶段的菌液) 采用比浊法"CBE"" 法#进行测试%应

用酶标仪测量浓度为 6d#z6": ;[t8&)样本的 CE"" 值
为 "d6) 为评价材料的抑菌活性%采用纤维膜浸提液
处理细菌%将 =\?膜与 ^c8=\?膜分别按 ! &G8&)加
入无菌 =Ŵ 中%于 5: g振荡浸提 !< K%获得 =\?膜
浸提液与 ^c8=\?膜浸提液 "浸提介质为 =Ŵ #) 取
#"" ()新鲜的细菌悬浮液%置于 6d# &)离心管中%分
为对照组(=\?组和 ^c8=\?组%分别加入 #"" ()无
菌=Ŵ (=\?膜浸提液以及 ^c8=\?膜浸提液%混合均
匀后%在 5: g培养箱中处理 < K%=Ŵ 洗涤 5 次%以离
心半径 : 3&(< """ L8&(4 离心 # &(4) 在避光环境下%
应用活8死菌染色试剂盒对细菌进行 6# &(4 的染色程
序) 离心清除多余的染料%取 6" ()染色的细菌悬浮
液精确滴加至载玻片上%在荧光显微镜下观察并采集
图像%采用图像计数法统计细菌存活情况) 每份样本

随机选取 # 个视野"<""z#%分别计数绿色荧光"活菌#
与红色荧光 "死菌 # 细菌数量%计算存活率) 存活
率"e#w活菌数量8"活菌数量{死菌数量 # z6""e)
每组至少进行 5 次独立重复实验)
E0!0Y$免疫荧光染色观察 ^c8=\?纳米纤维膜对细
胞炎症因子表达的影响$将 >?l!E<d: 小鼠巨噬细
胞以 6z6"#

个8孔的密度接种于含细胞爬片的 E 孔板
中%分为对照组(脂多糖组(=\?组和 ^c8=\?组 < 个
组%在含 6"e胎牛血清的 BF%F8[6! 培养基中于
5: g培养箱内过夜) 对照组每日仅更换 6 次新鲜完
全培养基,脂多糖组直接以 #"" 4G8&)脂多糖刺激
6E K,=\?和 ^c8=\?组则分别先用相应的膜浸提液
处理 !< K%再以 #"" 4G8&)脂多糖刺激 6E K) =Ŵ 反

复冲洗各组细胞%加入 <e多聚甲醛溶液固定细胞
6# &(4) 将固定后的爬片置于载玻片上%=Ŵ 漂洗

5 次%每次 # &(4,随后滴加 !"" ()的 "d6e _L(HI4 破膜
液%室温破膜 5" &(4%=Ŵ 漂洗 5 次%每次 # &(4,滴加
!"" ()山羊血清%室温下封闭 5" &(4,滴加按比例稀释
后的一抗"Dc@9(_A[@)及 Dc@6*均按 6 j!"" 稀释#%并
于 < g下孵育过夜%=Ŵ 漂洗 5 次%每次 6" &(4,滴加
!"" ()与一抗种属相匹配的 [D_;标记荧光二抗 "按
6 j#"" 稀释 #%在湿盒内常温下孵育 6 K%=Ŵ 漂洗

5 次%每次 # &(4,采用 B?=D进行核染色并完成封片)
在荧光显微镜下对样本进行观察%采集图像%并采用
D&'G1Z软件对荧光强度进行定量分析)
E0!0Z$炎症评分和苏木精b伊红染色评估 ^c8=\?纳
米纤维膜的在体抗炎能力$采用随机数字法将 69 只
大鼠随机分为模型对照组"建立结膜下损伤模型但不
植入任何材料#(=\?组和 ^c8=\?组%为避免双眼相
关性干扰%每只大鼠仅取右眼建立模型并作为统计分
析对象%左眼不处理) 用角膜剪沿颞侧 68! 角膜缘切
开并钝性分离球结膜组织%分离深度约 5 &&%宽度约
E &&- !!. ) 根据分组将 6d# &&z#0" &&的 =\?膜(
^c8=\?膜植入结膜下%无需缝合) 术后%加替沙星眼
用凝胶点眼每日 5 次%防止侵袭) 于术后第 5(: 和 6<
天%使用裂隙灯显微镜观察大鼠眼部炎症表现%包括结
膜充血(水肿及分泌物等情况%并进行弥散光拍照记
录) 参照文献-!!.的结膜下炎症评分标准对各组炎
症反应程度进行盲法定量评分) 结膜充血评分分为
"f< 分%" 分为无充血,6 分为轻度充血%范围不超过 !
个钟点,! 分为轻度至中度充血%范围在 !f< 个钟点,5
分为中度充血%范围在 <fE 个钟点,< 分为重度充血%
范围超过 E 个钟点) 结膜水肿按严重程度分为 " f5
分%" 分为无水肿,6 分为轻度水肿%结膜透明(巩膜血

!#!6!中华实验眼科杂志 !"!E 年 ! 月第 << 卷第 ! 期$;K(4 Z%-M CMKHK')&I)%[1RL/'L+!"!E%\I)0<<%AI0!
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管清晰可见,! 分为中度水肿%巩膜血管仍可见但不清
晰,5 分为重度水肿%巩膜血管不可见) 各项评分由不
知分组信息的观察者完成%并用于后续统计分析) 术
后第 : 天每组随机取 5 只大鼠的结膜组织进行苏木
精b伊红染色及炎性细胞浸润定量分析) 组织固定于
<e多聚甲醛中 !< K%常规石蜡包埋(< (&切片%进行
苏木精b伊红染色) 光学显微镜下观察并评估炎性
细胞浸润(组织结构破坏等情况%并采用 D&'G1Z软件
对炎性细胞密度进行图像定量分析%在每张切片的
损伤区域随机选取 # 个高倍视野 " <""z# %使用细胞
计数功能统计炎性细胞数量%计算炎性细胞密度
"个8&&!# ,每只动物至少分析 ! 张相邻切片%取平
均值)
E0F$统计学方法

采用 VL'MK='2 =L(N&70" 软件进行统计分析) 计
量资料分别采用 ^K'M(LI@l()T 检验和 WLIU4@[ILN+HK1
检验进行正态性检验和方差齐性检验%符合正态分布
且方差齐的数据以 "~/表示%多组间比较采用单因素
方差分析%事后两两比较采用 _/T1+检验) 不符合正
态分布数据以 P" 6̀% 5̀#表示%多组间结膜水肿评分
和结膜充血评分总体比较采用 mL/NT')@l'))(NB检验%
事后两两比较采用 B/44 检验) 采用双侧检验%T|
"d"# 为差异有统计学意义)

!?结果

!0E$^c8=\?纳米纤维膜的表征
^%F结果显示%所制备的纤维膜呈现出较为均一

和连续的纤维形貌 "图 6?#) 大部分纤维表面光滑%
无明显珠状缺陷%纤维之间排列较为紧密%整体结构具
有 良 好 的 连 贯 性) 纤 维 平 均 直 径 为

""d<6<~"d"::#(&"图 6W#%表明预设的 ^c与=\?质
量比和电纺参数对纤维成形具有较好的控制作用)

傅里叶变换红外光谱图显示% ^c与木质素在
5 59#d<: 3&b6

处均观察到明显的吸收峰%其可能归属
为苯环上羟基的伸缩振动,! 75:d"6 3&b6

处的吸收峰

与木质素脂肪烃链上 ;@P键的伸缩振动相对应,
6 E"#d"# 3&b6( 6 <#!d6# 3&b6

及 6 <!"d9< 3&b6
处的

吸收峰对应芳香环骨架振动的特定模式%表现为一个
强烈的对称伸缩振动峰及一个较弱的弯曲振动峰) 相
较 于 木 质 素 样 品% ^c 样 品 6 657d!E 3&b6

和

6 "<!d"! 3&b6
处分别出现了与磺酸基团相关的吸收

峰%分别对应一个强对称伸缩振动和一个弱弯曲振动%
而 E!6d!: 3&b6

处的吸收峰则归属于磺酸基团中 ^@C
键的弯曲振动"图 !#) 磺酸基团特征峰的出现证明了

木质素磺酸化改性反应成功)
s=̂ 测试结果显示%纤维膜表面出现明显的 ^ !M

信号峰%其结合能约为 6E<d"< 1\%表明@̂C5P基团成
功引入到木质素分子结构中%并且该峰的强度显示磺
酸基团含量较为丰富,;6N峰可分解出多个组分%包
括 ;@;8;@P" f!9"d7 1\#(;@C" f!96d99 1\#(;wC
" f!9<d9" 1\#等%与木质素和 =\?的分子结构相匹
配,C6N信号显示氧化和含氧官能团羟基"@CP#及羰
基";wC#成分具有较高的结合能"图 5#)

通过应力b应变曲线可见%^c8=\?纳米纤维膜在
拉伸过程中表现出更高的最大应力%说明 ^c的引入有
效增强了纤维间的相互作用力%使膜在相同拉伸条件
下能承受更大的外力,同时%其峰值应力后的下降速率
相对较缓%表明该膜在大变形区仍具备较好的结构完
整性与承载能力"图 <#) 由应力b应变曲线计算%^c8
=\?膜的抗拉强度约为 "d# F='%断裂伸长率约为
!9e)

BA10μm 纤维直径（μm）

相
对

频
率（

%
）

25

20
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0
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

图 E?K]RDL<纳米纤维膜形貌和直径分布??$^%F图像"标尺w
6" (&#$W$直径分布统计直方图$^c8=\?$磺酸化木质素8聚乙烯
醇,^%F$扫描电子显微镜
B15.('E?O+(&8+0+5/ 4,261='(2143')'(21-)(1=.)1+,+6K]RDL<
,4,+61='(3'3=(4,'-??a^%F(&'G1XN3')1R'Lw6" (&Y$Wa[(R1L
2('&1H1L2(NHL(R/H(I4 K(NHIGL'&$^c8=\?aN/)JI4'H12 )(G4(48MI)+XQ(4+)
')3IKI)Y]^%FaN3'44(4G1)13HLI4 &(3LIN3IM+

波长（cm-1）

透
射

比（
%
）

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

图 !?K]与 H]的傅里叶变换红外光谱图?^c$磺酸化木质素,Bc$
脱碱木质素

B15.('!?B+.(1'()(4,-6+(3 1,6(4('2-&'*)(4 +6K]4,2H]? ^ca
N/)JI4'H12 )(G4(4]Bca21')T')()(G4(4
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图 F?K]RDL<纳米纤维膜的 ）DK分析??$s=̂ 全谱图$W$;6N

高分辨率谱图$;$C6N高分辨率谱图$B$^ !M 高分辨率谱图$^c8

=\?$磺酸化木质素8聚乙烯醇,s=̂ $s射线光电子能谱

B15.('F ? ）N(4/ &8+)+'0'*)(+,-&'*)(+-*+&/ 4,40/-1-+6K]RDL<

,4,+61='(3'3=(4,'-??a^/LQ1+NM13HL/&$WaP(GK@L1NI)/H(I4 ;6N

NM13HL/&$;aP(GK@L1NI)/H(I4 C6NNM13HL/&$BaP(GK@L1NI)/H(I4 ^ !M

NM13HL/&$^c8=\?aN/)JI4'H12 )(G4(48MI)+XQ(4+)')3IKI)Y]s=̂as@L'+

MKIHI1)13HLI4 NM13HLIN3IM+

0 5 10 15 20 25 30 35 40
应变（%）
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0.5

0.4
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图 G?K]RDL<纳米纤维膜的典型应力1应变曲线?^c$磺酸化木质

素,=\?$聚乙烯醇

B15.(' G ? U/&1*40-)('--N-)(41, *.(I' +6K]RDL< ,4,+61='(

3'3=(4,'-?^caN/)JI4'H12 )(G4(4]=\?aMI)+XQ(4+)')3IKI)Y

!0!$^c8=\?纳米纤维膜体外自由基清除能力评估
^c8=\?纳米纤维膜浸提液对 B==P自由基的清

除率随浸提液浓度升高而增加%在 "d6("d!("d< 和
"d9 &G8&)浓度下%B==P自由基的清除率分别为
"!5d:"~6d55#e(" <9d#"~6dE5#e(" EEd""~6d75#e
和"9Ed<"~!d:"#e%总体比较差异有统计学意义"^w
##"d65%T|"d""6#"图 #?#)

^c8=\?纳米纤维膜浸提液对 CP的清除率也随
浓度升高而增加%并在 "d< &G8&)后趋于稳定%在
"d6("d!("d< 和 "d9 &G8&)浓度下 CP的清除率分别
为 " !#d!" ~"d7! #e( " 57d!" ~6d!: #e( " E6d#" ~
6d!"#e和"E6dE"~6d66#e%总体比较差异有统计学
意义"^w:<:d97%T|"d""6# "图 #W#) 此外%在加入
"d9 &G8&)̂c8=\?纳米纤维膜浸提液后%B==P溶液
由紫色明显变浅 "图 #;#%CP体系也由深色逐步澄
清%反映了自由基与膜材料中活性基团反应后被消耗
"图 #B#)
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图 #?不同浓度 K]RDL<纳米纤维膜浸提液对 HDDJ和 SJ自由基

的清除效果??$对 B==P自由基的清除率比较 ^w##"d65%T|

"d""60与 "d6 &G8&)比较%'T|"d"#"单因素方差分析%_/T1+检验,

.w5#$W$对 CP自由基的清除率比较$^w:<:d97%T|"d""6d与

"d6 &G8&)组比较%'T|"d"#"单因素方差分析%_/T1+检验,.w5#$

;$加入 "d9 &G8&)膜浸提液后 B==P溶液颜色变化示意图$;6$

B==P乙醇溶液{无水乙醇,;!$B==P乙醇溶液{=\?无水乙醇膜

浸提液,;5$B==P乙醇溶液 {̂c8=\?无水乙醇膜浸提液$B$加入
"d9 &G8&)̂c8=\?膜浸提液后 [14HI4 反应体系颜色变化示意图$

^c8=\?$磺酸化木质素8聚乙烯醇,B==P$!%!@二苯基@6@苦基肼自由

基,CP$羟基自由基
B15.('#?a"#$%&' (421*40N-*4I',51,5 4*)1I1)/ +6K]RDL<,4,+61='(

3'3=(4,''%)(4*)-4)2166'(',)*+,*',)(4)1+,-+,HDDJ 4,2SJ?

?a;I&M'L(NI4 IJB==P L'2(3')@N3'Q14G(4G'3H(Q(H+$^w##"d65OT|

"d""60;I&M'L12 U(HK "d6 &G8&)O'T|"d"# XC41@U'+?AC\?O

_/T1+H1NH]. w5Y$Wa;I&M'L(NI4 IJCP@N3'Q14G(4G '3H(Q(H+$ ^w

:<:d97OT|"d""60$;I&M'L12 U(HK "d6 &G8&)O'T|"d"# XC41@U'+

?AC\?O_/T1+H1NH]. w5Y$;a>1ML1N14H'H(Q1MKIHIGL'MKNNKIU(4G

HK13I)IL3K'4G1IJB==P NI)/H(I4 'JH1LL1'3H(I4 U(HK "d9 &G8&)

&1&RL'411-HL'3HN$;6aB==P1HK'4I)NI)/H(I4{'RNI)/H11HK'4I)];!a

B==P1HK'4I)NI)/H(I4 {=\? &1&RL'411-HL'3HN];5aB==P 1HK'4I)

NI)/H(I4{̂ c8=\? &1&RL'411-HL'3HN$ Ba>1ML1N14H'H(Q1MKIHIGL'MKN

NKIU(4GHK13I)IL3K'4G1IJHK1[14HI4 L1'3H(I4 N+NH1& 'JH1L'22(4G

"d9 &G8&)̂ c8=\? &1&RL'411-HL'3H$ ^c8=\?aN/)JI4'H12 )(G4(48

MI)+XQ(4+)')3IKI)Y] B==Pa !O!@2(MK14+)@6@M(3L+)K+2L'*+)] CPa

K+2LI-+)L'2(3')
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图 Y?H7BJNH<荧光探针检测各组细胞内 QSK水平??组各组细胞 B;[P@B?荧光染色图"标尺w!"" (&#$W组各组 B;[平均荧光强度比较$

ŵE7"d:""%T|"d""60与高渗模型组比较%'T|"d"#,与 =\?组比较%RT|"d"#"单因素方差分析%_/T1+检验,.w5#$B;[P@B?组!y%:y@二氯二氢荧

光素二乙酸酯,>Ĉ 组活性氧,B;[组!y%:y@二氯荧光素,^c组磺酸化木质素,=\?组聚乙烯醇,F[D组平均荧光强度

B15.('Y?P,)(4*'00.04(QSK2')'*)1+,.-1,5 )8'H7BJNH<60.+('-*',)&(+='1,2166'(',)5(+.&-??a>1ML1N14H'H(Q1J)/IL1N31431(&'G1NIJB;[

N(G4')N(4 2(JJ1L14HGLI/MNXN3')1R'Lw!"" (&Y$Wa;I&M'L(NI4 IJS/'4H(H'H(Q1'4')+N(NIJ&1'4 J)/IL1N31431(4H14N(H+IJB;[$ ŵE7"d:""OT|"d""60

;I&M'L12 U(HK HK1K+M1LIN&IH(3&I21)GLI/MO'T|"d"#]3I&M'L12 U(HK HK1=\?GLI/MORT|"d"# XC41@U'+?AC\?O_/T1+H1NH].w5Y$B;[P@B?a

!yO:y@2(3K)ILI2(K+2LIJ)/IL1N31(4 2('31H'H1]>Ĉ aL1'3H(Q1I-+G14 NM13(1N]B;[a!yO:y@2(3K)ILIJ)/IL1N31(4]^caN/)JI4'H12 )(G4(4]=\?aMI)+XQ(4+)

')3IKI)Y]F[Da&1'4 J)/IL1N31431(4H14N(H+

!0F$^c8=\?纳米纤维膜体外生物安全性评估
与空白对照组及 =\?组相比% ^c8=\?组培养

6!(!<(5E 和 <9 K 时细胞相对活力均保持在 7"e以上)
空白对照组(=\?组和 ^c8=\?组培养 6!(!<(5E 和
<9 K 时细胞相对活力值比较差异均无统计学意义
" ŵ6d!<("d::("d"5(6d:6%均 T}"d"##%表明该材料
对细胞活性无明显抑制作用"图 E#) 活8死细胞染色
结果显示%^c8=\?组细胞以绿色荧光为主%红色荧光
信号极少%细胞形态完整%与空白对照组相近"图 :#)
!0G$^c8=\?纳米纤维膜的 >Ĉ 清除能力评估

等渗对照组(高渗模型组(=\?组和 ^c8=\?组
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图 W?K]RDL<纳米纤维膜与 77]N!"组! 细胞共孵育不同时间点细
胞活力比较? 6! K组^w6d!<%Tw"d5##,!< K组^w"d::%Tw"d#"!,
5E K组 ŵ"d"5%Tw"d7:6,<9 K组 ŵ6d:6%Tw"d!#9"单因素方差分析%
.w5#$=\?组聚乙烯醇,^c组磺酸化木质素
B15.('W?7'00I14=101)/ +677]N!"组! *'00-*+N1,*.=4)'2A1)8DL<+(
K]RDL<,4,+61='(3'3=(4,'-4)2166'(',))13'&+1,)-$6! Ka^w
6d!<OTw"d5##]!< Ka^w"d::OTw"d#"!]5E Ka^w"d"5OTw
"d7:6]<9 Ka^w6d:6OTw"d!#9XC41@U'+?AC\?O. w5Y$ =\?a
MI)+XQ(4+)')3IKI)Y]^caN/)JI4'H12 )(G4(4

B;[平均荧光强度分别为 !9d6E~6d#6(97d"E~6d57(
99d":~!d<< 和 <5dE#~6d7<%总体比较差异有统计学
意义" ŵE7"d:"%T|"d""6#%其中 ^c8=\?组 B;[平
均荧光强度显著低于高渗模型组和 =\?组%差异均有
统计学意义"均 T|"d"##"图 9#)
!0#$^c8=\?纳米纤维膜体外抗菌性能评估

对照组与 =\?组以绿色荧光"活菌#为主%红色
荧光"死菌#信号较弱%而 ^c8=\?组红色荧光信号明
显增强 )对照组 (=\?组和 ^c8=\?组细菌存活率分

10μm
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图
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图 X?JDB-与 DL<和 K]RDL<纳米纤维膜共孵育 GY 8后活R死细
胞染色图"标尺w6" (&#$P=[N组人胬肉成纤维细胞,=\?组聚乙烯
醇纳米纤维膜,^c组磺酸化木质素,=D组碘化丙啶
B15.('X?]1I'R2'42-)41,1,5 +6JDB-46)'(*+N1,*.=4)1+,A1)8DL<
+(K]RDL<,4,+61='(3'3=(4,'-6+(GY 8+.(-XN3')1R'Lw6" (&Y$
P=[NaK/&'4 MH1L+G(/& J(RLIR)'NHN]=\?aMI)+XQ(4+)')3IKI)Y]^ca
N/)JI4'H12 )(G4(4]=DaMLIM(2(/&(I2(21
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图 Z?各组体外抗金黄色葡萄球菌性能评估??m各组活8死菌荧光染色代表性图像"标尺w<" (&#$绿色荧光示活菌,红色荧光示死菌$Wm各

组细菌存活率比较$ ŵ6 :!:d<:%T|"d""60与 ^c8=\?组比较%'T|"d""6"单因素方差分析%_/T1+检验,.w5#$^cm磺酸化木质素,=\?m聚乙

烯醇,=Dm碘化丙啶

B15.('Z?a"#$%&' 4,)1=4*)'(1404*)1I1)/ +62166'(',))('4)3',)-4541,-)()*+&,+-$?a>1ML1N14H'H(Q1NH'(4(4G(&'G1NIJ$)(Q1821'2 Ld5+%$+/XN3')1

R'Lw<" (&Y$VL114 JIL)(Q1]L12 JIL21'2$Wa;I&M'L(NI4 IJR'3H1L(')N/LQ(Q')L'H1N'&I4G2(JJ1L14HGLI/MN$ ŵ6 :!:d<:OT|"d""60;I&M'L12 U(HK

HK1^c8=\?GLI/MO'T|"d""6]XC41@U'+?AC\?O_/T1+H1NH].w5Y$^caN/)JI4'H12 )(G4(4]=\?aMI)+XQ(4+)')3IKI)Y]=DaMLIM(2(/&(I2(21

别为 " 75d9! ~!d6# #e( " 95d!5 ~!d<! #e和 " 9dE5 ~
"d9<#e%总体比较差异有统计学意义" ŵ6 :!:d<:%T|
"d""6#%其中 ^c8=\?组细菌存活率明显低于对照组和
=\?组%差异均有统计学意义"均 T|"d""6#"图 7#)
!0W$^c8=\?纳米纤维膜的体外抗炎性能评估

对照组细胞 _A[@)(Dc@9 和 Dc@6*平均荧光强度
分别为 6Ed56~6d56(!6d6!~"dE5 和 !5d<!~6d<7%脂多
糖组分别为 E:d"!~6d:"(:9d97~6d55(#7d:<~6d!!%
=\?组分别为 E#d"5~6dE7(9"d#E~6d!7 和 #:d<6~
6d95%^c8=\?组分别为 !"d!6~6d<"(!7d97~6d#" 和
!#d::~6d<:%总体比较差异均有统计学意义 "^w
#5"d7"(7::d7"(!57dE"%均 T|"d""6#%其中 ^c8=\?
组 _A[@)(Dc@9 和 Dc@6*平均荧光强度均明显低于脂
多糖组和 =\?组%差异均有统计学意义"均 T|"d"##
"图 6"#)
!0X$^c8=\?纳米纤维膜的体内抗炎性能评估

造模后第 : 天%对照组(=\?组和 ^c8=\?组结
膜水肿评分分别为 !"!%5#(5"!%5#和 6"6%!#分%结膜
下充血评分分别为 5"!%5#(5"!%5#和 6"6%!#分%总体
比较差异均有统计学意义 "Bw66d5#(6"d5E%均 T|
"d"6#%其中 ^c8=\?组水肿评分和充血评分均低于
对照组和=\?组%差异均有统计学意义"均 T|"d"##)
造模后第 6< 天%对照组(=\?组和 ^c8=\?组结膜水
肿评分分别为 !"6%!#(6d#"6%!#和 "d#""%6#分%结膜
下充血评分分别为 !"6%!#(!"6%!#和 """%6#分%总体

比较差异均有统计学意义 "Bw7d96( 6"d5E%均 T|
"d"##%其中 ^c8=\?组水肿评分低于对照组(充血评
分低于对照组和 =\?组%差异均有统计学意义"均 T|
"d"##"图 66#)

苏木精b伊红染色结果显示%造模后第 : 天 ^c8
=\?组结膜下炎性细胞浸润较对照组明显减少) 对
照组( =\?组和 ^c8=\?组炎性细胞密度分别为
"!9#d:~:d"#("!97d:~Ed:#和"656d"~<d"#个8视野%
总体比较差异有统计学意义"^wE:6d9"%T|"d""6#%
其中 ^c8=\?组炎性细胞密度明显低于对照组和
=\?组%差异均有统计学意义"均 T|"d"6#"图 6!#)

F?讨论

近年来%眼表组织工程与炎症干预领域对功能化
生物基载体的需求日益增长) 构建具备抗氧化(抗炎
特性的生物支架是提高眼部损伤修复效率的关键方

向
- !5. ) 结膜下损伤往往伴随显著的氧化应激和炎症

反应%而传统的聚合物载体如 =\?薄膜虽具有良好的
成膜性和生物相容性%但缺乏固有的抗氧化(抗炎功
能%难以满足高效修复的需求 - !<. ) 木质素作为一种天
然酚类聚合物%因其丰富的酚羟基结构具备良好的自
由基清除能力与抗炎活性%近年来在构建功能型组织
工程材料方面受到广泛关注

- !#. ) 已有研究证实%将木
质素掺入 =;c等可电纺基质中%可显著提升材料的
>Ĉ 清除效率%并有效抑制炎症因子的分泌 - !E. ) 但值

!7!6!中华实验眼科杂志 !"!E 年 ! 月第 << 卷第 ! 期$;K(4 Z%-M CMKHK')&I)%[1RL/'L+!"!E%\I)0<<%AI0!
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图 E"?各组巨噬细胞 OE 型极化相关炎症因子表达比较??组_A[@)(Dc@9 和 Dc@6*的免疫荧光染色代表性图像"B?=D%标尺w6" (&#$绿色荧光
示目标蛋白,蓝色荧光示细胞核$W组各组 _A[@)(Dc@9 和 Dc@6*平均荧光强度定量比较$_A[@)组 ŵ#5"d7"%T|"d""6,Dc@9组 ŵ7::d7"%T|"d""6,

Dc@6*组 ŵ!57dE"%T|"d""60与 ^c8=\?组比较%'T|"d"#"单因素方差分析%_/T1+检验,.w5#$=\?组聚乙烯醇,^c组磺酸化木质素,_A[@)组肿瘤
坏死因子@),Dc组白细胞介素,B?=D组<y%E@二脒基@!@苯基吲哚,F[D组平均荧光强度
B15.('E"?7+3&4(1-+,+6OE &+04(1\4)1+,N('04)'21,604334)+(/ */)+a1,''%&('--1+,1,34*(+&845'-43+,5 2166'(',)5(+.&-??a>1ML1N14H'H(Q1
(&&/4IJ)/IL1N31431(&'G1NIJ_A[@)ODc@9O'42 Dc@6*XB?=DON3')1R'Lw6" (&Y$VL114 JILH'LG1HMLIH1(4N]R)/1JIL31))4/3)1($Wav/'4H(H'H(Q1
3I&M'L(NI4 IJ&1'4 J)/IL1N31431(4H14N(H+IJ_A[@)ODc@9O'42 Dc@6*$_A[@)â w#5"d7"OT|"d""6]Dc@9â w7::d7"OT|"d""6]Dc@6*â w!57dE"O

T|"d""60;I&M'L12 U(HK HK1̂ c8=\?GLI/MO'T|"d"# XC41@U'+?AC\O_/T1+H1NH].w5Y$=\?aMI)+XQ(4+)')3IKI)Y]^caN/)JI4'H12 )(G4(4]_A[@)a
H/&IL413LIN(NJ'3HIL@)]Dca(4H1L)1/T(4]B?=Da<yOE@2('&(2(4I@!@MK14+)(42I)1]F[Da&1'4 J)/IL1N31431(4H14N(H+

得注意的是%天然木质素分子间作用强且水溶性低%在
未改性状态下难以溶解于常规电纺溶剂体系%其成纤
能力有限%这一问题已在水溶性木质素相关研究中得
到明确验证

- !:. )
本研究通过磺酸化改性显著提升了木质素的亲水

性%使其能够与=\?协同共电纺%获得表面光滑(纤维直
径均一(力学性能优异的 ^c8=\?纳米纤维膜) ^%F(傅
里叶变换红外光谱及 s=̂ 表征结果表明%@̂C5P官能团
均匀分布于纤维网络中%不仅增强了 ^c与 =\?的相容
性%也为纳米纤维提供了更多的活性位点%有助于自由基
的捕获与灭活) 本研究中%随着 ^c含量的增加%载体的
自由基清除效率明显提升%证明木质素基材料自身抗氧

化能力在复合膜中得到了有效保留与增强)
体外生物相容性实验表明%^c8=\?纳米纤维膜

对结膜细胞无明显毒性%具备良好的细胞适应性) 抑
菌实验进一步证实%该材料对金黄色葡萄球菌具有显
著抑制作用%表现出优异的抗菌活性) 在机制层面%
^c中的酚羟基可通过氢原子转移机制清除 >Ĉ %减轻
氧化应激引起的细胞损伤,磺酸基团则能有效抑制 Dc@
6*和 _A[@)等炎症因子的过度分泌%从分子水平干
预炎症通路) 这种协同作用使得 ^c8=\?复合膜不仅
在物理层面为损伤组织提供支架支持%更在化学层面
主动调控病理微环境%从而降低炎症负荷并缓解结膜
下损伤后的炎症反应)

!"56! 中华实验眼科杂志 !"!E 年 ! 月第 << 卷第 ! 期$;K(4 Z%-M CMKHK')&I)%[1RL/'L+!"!E%\I)0<<%AI0!
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图 EE?各组大鼠造模后不同时间点结膜下损伤评分??组术后第 5(:(6< 天各组大鼠结膜下损伤代表性图像$W组术后第 : 天与第 6< 天结膜水
肿评分比较$第 : 天组Bw66d5#%Tw"d""50第 6< 天组Bw7d96%Tw"d"":0与对照组比较%'T|"d"#,与 =\?组比较%RT|"d"#"mL/NT')@l'))(NB
检验%B/44 检验,.wE#$;组术后第 : 天与第 6< 天结膜充血评分比较$第 : 天组Bw6"d5E%Tw"d""E0第 6< 天组Bw6"d5E%Tw"d""E0与对照组
比较%'T|"d"#,与 =\?组比较%RT|"d"#"mL/NT')@l'))(NB检验%B/44 检验,.wE#$^c组磺酸化木质素,=\?组聚乙烯醇
B15.('EE ? Q4)-.=*+,T.,*)1I401,T.(/ -*+('+62166'(',)5(+.&-4)2166'(',))13'&+1,)-46)'(3+2'001,5 ? ?a>1ML1N14H'H(Q1(&'G1NIJ
3N/RI4,/43H(Q')(4,/L+I4 MINHIM1L'H(Q12'+N5O:O'42 6<$Wa;I&M'L(NI4 IJ3I4,/43H(Q')121&'N3IL1NI4 HK1:HK '42 6<HK 2'+N'JH1LN/LG1L+$:HK 2'+a
Bw66d5#OTw"d""506<HK 2'+aBw7d96OTw"d"":0;I&M'L12 U(HK HK13I4HLI)GLI/MO'T|"d"#]3I&M'L12 U(HK HK1=\?GLI/MORT|"d"#
XmL/NT')@l'))(NBH1NHOB/44 H1NH]. wEY$;a;I&M'L(NI4 IJ3I4,/43H(Q')K+M1L1&('N3IL1NI4 HK1:HK '42 6<HK 2'+N'JH1LN/LG1L+$:HK 2'+aBw
6"d5EOTw"d""E06<HK 2'+aBw6"d5EOTw"d""E0;I&M'L12 U(HK HK13I4HLI)GLI/MO'T|"d"#]3I&M'L12 U(HK HK1=\?GLI/MORT|"d"# XmL/NT')@
l'))(NBH1NHOB/44 H1NH].wEY$^caN/)JI4'H12 )(G4(4]=\?aMI)+XQ(4+)')3IKI)Y
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图 E!?各组造模后第 X 天结膜下组织苏木精1伊红染色及炎性细胞浸润分析??组各组结膜组织苏木精b伊红染色代表性图像 "标尺组上排w
6"" (&,下排w#" (&#$对照组与 =\?组可见较明显的炎性细胞浸润,^c8=\?组炎性细胞浸润减少$W组炎性细胞密度比较$^wE:6d9"%T|
"d""6d与 ^c8=\?组相比%'T|"d""6"单因素方差分析%_/T1+检验,.w5#$^c组磺酸化木质素,=\?组聚乙烯醇
B15.('E!?J$-)41,1,5 4,21,604334)+(/ *'001,610)(4)1+,4,40/-1-+6-.=*+,T.,*)1I40)1--.'-1,2166'(',)5(+.&-+,&+-)N3+2'01,5 24/ X??a
>1ML1N14H'H(Q1P%(&'G1NIJ3I4,/43H(Q')H(NN/1N$CRQ(I/N(4J)'&&'HIL+31))(4J()HL'H(I4 U'NIRN1LQ12 (4 HK13I4HLI)'42 =\?GLI/MNOUK1L1'NL12/312
(4J()HL'H(I4 U'NIRN1LQ12 (4 HK1̂ c8=\?GLI/M XN3')1R'LNa6"" (&JILHIM )(41]#" (&JILRIHHI& )(41Y$Wav/'4H(J(3'H(I4 IJ(4J)'&&'HIL+31))(4J()HL'H(I4
ŵE:6d9"OT|"d""60;I&M'L12 U(HK HK1^c8=\?GLI/MO'T|"d""6 XC41@U'+?AC\?O_/T1+H1NH].w5Y$^caN/)JI4'H12 )(G4(4]=\?aMI)+XQ(4+)

')3IKI)Y

$$尽管在体外验证了 ^c8=\?纳米纤维膜的优越性
能%并在动物模型中通过裂隙灯显微镜检查和苏木
精b伊红染色初步评估了其抗炎效果%本研究仍存在

一定局限性组动物实验未设置阳性药物对照组 "如糖
皮质激素组或抗生素组#及单一 ^c膜组%限制了本材
料与临床常规治疗手段的直接疗效比较,此外%未系统

m656m中华实验眼科杂志 !"!E 年 ! 月第 << 卷第 ! 期$;K(4 Z%-M CMKHK')&I)%[1RL/'L+!"!E%\I)0<<%AI0!
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评估 ^c8=\?膜的体内降解动力学特征及长期生物安
全性) 未来本课题组将完善动物实验%从组织学(细胞
和分子水平多角度表征该载体的疗效与安全性$一方
面%通过免疫组织化学检测炎症因子 "如 _A[@)(Dc@
6*#在该载体作用下的表达水平变化,另一方面%结合
生物分布和降解动力学研究%系统评估 ^c8=\?纳米
纤维膜在眼部微环境中的降解行为与组织相容性) 为
进一步增强修复效果%本课题组还将在 ^c8=\?系统
中负载雷公藤红素等小分子药物%借助可控释放实现
药物和材料固有活性的双重协同%并重点探讨其对
ACs< 信号通路的调控机制及抗纤维化作用) 通过上
述综合实验设计%以期从分子到组织层面全面论证该
载体在结膜下损伤修复中的治疗潜力及安全性)

总体而言%本研究构建的 ^c8=\?纳米纤维膜兼
具1载体b功能2双重角色%填补了传统电纺 =\?材料
在抗氧化及抗炎功能方面的空白%为可再生生物高分
子材料在眼科组织工程与药物递送领域的应用提供了

新思路) 未来%通过结合药物负载(表面改性及多功能
化设计%可进一步拓展其在多类型眼部疾病治疗中的
临床转化潜力)
利益冲突$所有作者均声明不存在利益冲突

作者贡献声明$宁清云$参与选题与研究设计(实施研究(收集数据(资

料分析和解释(论文撰写及修改,安柏源$参与选题与研究设计(收集数

据(资料分析和解释,孙雪$参与研究设计(实施研究(资料分析和解释,
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