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【摘要】  目的　 探究取向多层MXene/聚乙烯醇（polyvinyl alcohol, PVA）纳米复合水凝胶对细菌的屏蔽作用以及对

于肠道缺损修复的影响。方法　 采用传统冷冻法和双向冷冻冰模板法制备MXene/PVA纳米复合水凝胶。通过扫描电镜

扫描以及Micro-CT重建观察不同水凝胶的结构，通过动态流变仪测定水凝胶的流变性能，通过万能材料实验机测定水凝

胶的力学性能，通过爆破实验测定水凝胶的爆破压力，通过渗透法观察菌落生长情况以检测水凝胶体外的细菌屏蔽能

力。制备大鼠盲肠穿孔动物模型，采用水凝胶进行肠道修复。通过革兰染色观察水凝胶体内的细菌屏蔽能力，通过HE染

色观察肠道炎症情况，通过CD31、CD68免疫荧光染色和增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen, PCNA）染色观

察水凝胶对肠道缺损的修复作用。结果　 扫描电镜结果和Micro-CT重建结果显示传统冷冻法制备的水凝胶为无规多孔

结构，双向冷冻法制备的水凝胶为取向多层结构。流变和拉伸结果显示取向水凝胶具有较优的力学性能，且取向多层水

凝胶的爆破压力大于非取向水凝胶（P<0.001），达到27 kPa。通过渗透法观察渗透水凝胶的细菌生长情况，发现相比于非

取向水凝胶，取向多层水凝胶在体外可有效阻挡大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的渗透；革兰染色结果显示，取向多层结构水

凝胶在体内可有效屏蔽肠道细菌进入腹腔。HE染色结果表明取向多层水凝胶在体内可有效减轻肠道炎症，CD31、
CD68免疫荧光染色和PCNA染色结果显示取向多层水凝胶在体内对肠道缺损有修复作用。结论　 通过双向冷冻法制备

的取向多层水凝胶可以有效阻挡细菌的渗透，并减轻肠道炎症。
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【Abstract】   Objective　 To explore the bacterial blocking effect of oriented multilayer MXene/polyvinyl alcohol
(PVA)  nanocomposite  hydrogels  and  their  effect  on  the  repair  of  intestinal  defects. Methods　 MXene/PVA
nanocomposite hydrogels were prepared using the traditional freezing method and the bidirectional freezing ice template
method. The structures of the different hydrogels were observed using scanning electron microscopy (SEM) and micro-
CT  reconstruction.  The  rheological  properties  of  the  hydrogels  were  measured  using  a  dynamic  rheometer,  and  their
mechanical  properties  were  assessed  using  a  universal  testing  machine.  The  burst  pressure  of  the  hydrogels  was
determined through burst  experiments,  and bacterial  colony growth was  observed by  the  osmosis  method to  assess  the
bacteria blocking ability of the hydrogels in vitro. A rat model of cecal perforation was established, and the hydrogels were
used for intestinal repair. Gram staining was performed to observe in vivo the bacterial blocking ability of the hydrogels,
HE staining  was  performed to  observe  the  intestinal  inflammation,  and CD31 and CD68 immunofluorescence  staining
and proliferating  cell  nuclear  antigen (PCNA) staining  were  performed to  observe  the  repair  effect  of  the  hydrogels  on
intestinal  defects. Results　SEM  and  micro-CT  reconstruction  revealed  that  the  hydrogel  prepared  by  the  traditional
freezing method exhibited a random porous structure, while the hydrogel prepared by the bidirectional freezing method
showed an oriented multilayer structure.  Rheological  and tensile tests indicated that the oriented hydrogel had superior
mechanical  properties,  and  the  burst  pressure  of  the  oriented  multilayer  hydrogel  was  as  high  as  27  kPa,  significantly
higher than that  of  the non-oriented hydrogel  (P<0.001).  Bacterial  colony growth was observed by the osmosis  method
and  it  was  found  that,  compared  with  the  non-oriented  hydrogel,  the  oriented  multilayer  hydrogel  could  effectively
prevent  the  infiltration  of Escherichia  coli and Staphylococcus  aureus  in  vitro.  Gram  staining  results  showed  that  the
oriented  multilayer  hydrogel  could  effectively  block  intestinal  bacteria  from  entering  the  abdominal  cavity in  vivo.  HE
staining  results  showed  that  the  oriented  multilayer  hydrogel  could  effectively  reduce  intestinal  inflammation in  vivo.
CD31 and CD68 immunofluorescence staining and PCNA staining results showed that the oriented multilayer hydrogel
had  a  repairing  effect  on  intestinal  defects in  vivo. Conclusion　 The  oriented  multilayer  hydrogel  prepared  by
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bidirectional freezing effectively prevents bacterial infiltration and reduces intestinal inflammation.

【Key words】　　Bidirectional freezing　　Oriented hydrogel　　Blocking bacterial penetration　　Intestinal
perforation 

胃肠道器官的手术密封和修复是胃肠道相关疾病治

疗和组织愈合的关键。手术修复失败可能导致高达20%

的吻合口瘘，并伴随感染和脓毒症等危及生命的并发症，

死亡率超过30%[1-3]。传统缝合和吻合器存在针刺损伤和

应力集中问题，因此在手术修复中提供机械密封和有利

愈合仍是挑战[4]。组织黏合剂和密封剂逐渐成为替代品，

其中水凝胶黏合剂因其三维亲水结构、良好生物相容性

和促进伤口愈合的特性，成为治疗内部组织伤口的有力

选择[5-8]。

目前已有许多水凝胶类黏合剂用于肠道修复的研

究[9-12]。传统水凝胶如明胶、海藻酸钠和聚丙烯酰胺因其

多孔结构容易滋生细菌，尤其在微生物丰富的肠道环境

中[13-15]。取向多层结构因其有序层状和优异的抗疲劳特

性，能有效屏蔽细菌渗透，同时改善力学性能，适应肠道

运动。冷冻冰模板法因其简单、环保及快速制备等优势，

能通过控制冰晶生长获得多种有序结构[16-17]。本研究利

用楔形聚二甲基硅氧烷（polydimethylsiloxane, PDMS）来

构建双向温度梯度，控制冰晶像扑克牌一样进行层状生

长，从而获得取向多层结构水凝胶。

聚乙烯醇（polyvinyl alcohol, PVA）具有良好化学稳

定性和生物相容性，其溶液可通过交联形成水凝胶。

MXene二维纳米材料通过光热疗法、调节细胞行为和药

物传递促进组织再生。本研究利用双向冷冻冰模板法制

备了取向多层结构的MXene/PVA纳米复合水凝胶，该水

凝胶在密封肠道缺损的同时，提升了力学性能并防止腹

部粘连，为肠道修复提供了新策略。 

1     材料与方法
 

1.1    菌种、动物、材料和仪器

大肠杆菌（ATCC 25922）和金黄色葡萄球菌（ATCC

25923），购自中国典型培养物保藏中心；清洁级雄性SD大

鼠，8周龄，购自北京华阜康生物科技股份有限公司；

PVA（相对分子质量：146  000～186  000，美国Sigma-

Aldrich）；三元层状碳化物MAX相粉体材料（中国吉林省

一一科技有限公司）；氟化锂（LiF，98%+, Aladdin）；浓盐酸

（HCL，质量分数35%～38%）；戊二醛溶液（质量分数

50%，相对分子质量：100.12，美国Sigma-Aldrich）；丙烯酸

（98%+, Adamas-beta）；1173光引发剂（99%+，相对分子质

量：164.20, Adamas-beta）；N,N'-亚甲基双丙烯酰胺（99%+，

相对分子质量：154.17, Adamas-beta）；聚二甲基硅氧烷

（PDMS，黏度：5 500 mPa.s，美国Smooth-on）；CD31抗体、

CD68抗体和增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear

antigen, PCNA）抗体均购自于赛维尔生物科技有限公司；

扫描电子显微镜（SEM）（JEOL JSM-5600LV，日本）；

Micro-CT（ZEISS Xradia520）；动态流变仪（AR 2000ex，美

国）；万能实验拉伸机（Instron 5967，美国）。 

1.2    无规及取向多层纳米复合水凝胶的制备

MXene（Ti3C2Tx）采用LiF/HCl溶液对MAX相（Ti3AlC2）

刻蚀后合成[18]。将1 g PVA粉末加入到19 g去离子水中，

在95 ℃条件下加热搅拌，得到质量分数为5%的PVA水溶

液。往质量分数为5%PVA水溶液中加入一定浓度MXene

溶液，搅拌得到MXene/PVA溶液。将MXene/PVA溶液倒

入模具中，经过循环冻融后得到无规的MXene/PVA水凝

胶。将PDMS与固化剂以质量比为10∶1比例混合均匀，

倒入模具中，然后整体倾斜20°在80 ℃条件下固化，得到

具有一定倾斜角度楔形PDMS模具。然后倒入MXene/PVA

溶液，冻融得到取向多层MXene/PVA水凝胶。 

1.3    黏附层的制备

将3 g丙烯酸单体、0.09 g 1173光引发剂、0.003 g N,

N'-亚甲基双丙烯酰胺加入到7 g质量分数为5%的PVA水

溶液中，常温搅拌溶解，将得到的溶液滴加到之前制备的

水凝胶表面，使用紫外灯照射，引发聚合，形成交联结构，

得到单侧黏附层。 

1.4    水凝胶的结构表征

首先，将50%的戊二醛水溶液和去离子水以1∶19的

体积比混合，得到质量分数为2.5%的戊二醛水溶液。使

用质量分数为2.5%的戊二醛水溶液对无规及取向多层

MXene/PVA水凝胶交联3.5 h，交联未结晶的PVA分子链，

使得整个凝胶体系的结构更加稳定。然后再浸泡在去离

子水中除去多余戊二醛。最后将凝胶冷冻干燥后进行淬

断。凝胶断面进行喷金处理并使用SEM进行表征，电子

加速电压为15 kV。

对无规及取向多层MXene/PVA水凝胶进行冷冻干

燥，使用Micro-CT对样品进行扫描，其中分辨率为4 μm。

之后通过计算机软件，将每个角度的图像进行重构，还原

成在电脑中可分析的3D图像。 

1.5    水凝胶的流变行为测试

使用循环冻融法制备的MXene/PVA纳米复合水凝

胶命名为PM；使用双向冷冻冰模板法制备的MXene/PVA

纳米复合水凝胶命名为OPM；使用双向冷冻冰模板法制
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备的纯PVA水凝胶命名为OPA。将水凝胶样品裁成直径

25 mm、厚度10 mm的圆片。然后对水凝胶进行应变扫描

测试。之后固定1%的应变，在0.01～100 Hz的频率范围

内对水凝胶的储能模量（G'）和损耗模量（G''）进行测试。 

1.6    水凝胶的力学性能测试

将制备的P M、O P M和O P A水凝胶裁成尺寸为

60 mm×10 mm×1 mm的试样，在常温条件下使用万能实

验拉伸机Instron5967进行测试。测试3次取其平均值，绘

制试样的拉伸曲线。 

1.7    水凝胶的爆破压力测试

对市场购买的离体猪肠剪切5 mm的缺损，然后，通

过轻轻按压10 s将有黏附层的PM、OPM和OPA水凝胶黏

附在缺陷处，保证液体在无压力情况下不会从水凝胶处

泄漏。为了测量爆破压力，以10 mL/min的速率将磷酸盐

缓冲液（PBS）注射到密封的猪肠中并且测定水凝胶破裂

时的压力。 

1.8    水凝胶的体外细菌屏蔽实验

如图1所示，将所制备的PM、OPM水凝胶样品（样品

命名规则同1.5）裁成8 mm直径的圆形样品，将样品固定

在上下两个腔室之间以隔绝上下两个腔室，在下腔室中

放置培养基。将细菌接种到材料上，在37 ℃条件下进行

孵育。培养24 h后，观察下腔室的菌落生长情况。 

1.9    水凝胶的体内细菌屏蔽实验

将所制备的PM、OPM水凝胶样品（样品命名规则同

1.5）裁成8 mm直径圆片。将9只大鼠分成Suture组、PM

组和OPM组，每组3只。麻醉后在盲肠处造5 mm孔，分别

使用缝线、PM水凝胶和OPM水凝胶进行处理，24 h后取

大鼠的腹膜进行后续测试。将组织固定后进行革兰染

色，滴加结晶紫染色1～2 min后水洗；然后用碘液冲去残

水，并用碘液覆盖1 min，之后滴加体积分数为95%酒精，

脱色30 s，立即水洗；最后用番红液复染1～2 min后水洗，

完成之后使用显微镜进行观察。用体积分数4%多聚甲

醛溶液将组织固定24 h后，进行梯度脱水、二甲苯透明、

石蜡包埋、切片，再进行HE染色。所有动物实验符合四

川大学华西医院动物伦理审查委员会的要求，伦理批准

号为20211408A。 

1.10    水凝胶的体内修复实验

动物实验分组及处理同1.9，水凝胶处理2周后取大鼠

造模处的肠组织进行后续测试。将组织固定后，进行

CD31（血管生成标志物）、CD68（巨噬细胞标志物）免疫

荧光染色以及PCNA（上皮再生修复标志物）染色分析。 

1.11    统计学方法

统计学分析使用Graphpad Prism软件。组间比较使

用t检验，P<0.05差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    水凝胶形貌结构表征

分别通过传统冻融法和双向冷冻法制备MXene/PVA

水凝胶。SEM结果（图2A）显示使用传统冻融循环制备的

水凝胶PM为无规多孔结构，而使用双向冷冻冰模板法制

备的水凝胶OPM（图2B）则表现为取向的多层结构。Micro-

CT重建结果（图2C）也显示PM整体结构均匀一致，表现

为各向同性，而OPM（图2D）则为取向的多层结构。 
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图 1  体外细菌屏蔽实验示意图

Fig 1  Schematic illustration of the in vitro bacterial blocking experiment
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图 2  水凝胶的微观形貌结构

Fig 2  The microstructure of the hydrogels

A, SEM images of the PM hydrogels; B, SEM images of the OPM hydrogels; C, micro-CT reconstruction image of the PM hydrogels; D, micro-CT reconstruction

image of the OPM hydrogels. PM: MXene/PVA hydrogel; OPM: oriented MXene/PVA hydrogel.
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2.2    水凝胶的流变行为以及力学性能

图3A为各试样在室温条件下的应变扫描曲线，可以

看出在0.01%～1%的应变范围内，凝胶试样的模量都能

保持稳定，说明该区间是凝胶的线性黏弹区。选定1%的

应变进一步对各试样进行频率扫描，如图3B所示，在低频

区段（<0.1 Hz），所有试样的模量都保持稳定，表现出

模量对频率的非依赖性，表明所有试样都形成了稳定的

网络结构。同时PM、OPM的模量都高于OPA，说明

MXene的加入有助于提高整个凝胶体系结构的稳定性。

图3C显示了试样在室温条件下的拉伸曲线，可以看出

OPM的抗张强度以及断裂伸长率都高于PM、OPA，且

OPM的断裂伸长率可达到300%，断裂强度可达到300 kPa，

说明其具有较好的拉伸力学性能。图3D显示了试样的

爆破性能，可以看出OPM的爆破压力要高于PM（P<

0.001），达到了27 kPa，可满足肠道正常蠕动及膨胀时对

压力的要求。
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图 3  水凝胶的流变行为以及力学性能

Fig 3  The rheological properties and the mechanical properties of the hydrogels

OPA: oriented PVA hydrogel; PM: MXene/PVA hydrogel; OPM: oriented MXene/PVA hydrogel. A and B, Rheological properties of hydrogels; C, tensile properties

of hydrogels; D, the bursting pressure of the hydrogels. *** P<0.001, vs. PM and OPA groups.
 

2.3    水凝胶体外细菌屏蔽能力

使用大肠杆菌以及金黄色葡萄球菌测试了水凝胶的

体外细菌屏蔽性能。通过图4可以看出，PM组其下腔室

的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌菌落均多于OPM组，说明

相比于无规多孔水凝胶，取向多层结构水凝胶具有更好

的细菌屏蔽能力。 

2.4    水凝胶体内细菌屏蔽及组织修复能力

图5A的组织快速革兰染色结果表明，Suture组和

PM组表现出革兰阳性，OPM组则无阳性，表明取向多层

结构水凝胶在体内可有效屏蔽肠道细菌进入腹腔。而

图5B的HE结果显示Suture组有明显的组织粘连和严重的

炎症反应，而PM、OPM组则减轻了组织粘连，同时相比

于PM组，OPM组的炎症现象更轻，进一步表明了取向多

层结构水凝胶在体内对肠道细菌的屏蔽作用，进而降低

肠道炎症。

图6的组织免疫荧光结果表明，使用水凝胶材料后，
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图 4  水凝胶体外屏蔽细菌实验

Fig 4  In vitro bacterial blocking experiments with the hydrogels

PM: MXene/PVA hydrogel; OPM: oriented MXene/PVA hydrogel. A,

Escherichia coli; B, Staphylococcus aureus.
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图 5  水凝胶体内修复实验组织染色结果

Fig 5  Tissue staining results for in vivo repair experiments

PM: MXene/PVA hydrogel; OPM: oriented MXene/PVA hydrogel. A, Gram staining; B, HE staining.
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图 6  水凝胶体内修复实验CD31、CD68和PCNA染色结果

Fig 6  Results of CD31, CD68, and PCNA staining for in vivo repair experiments

PM: MXene/PVA hydrogel; OPM: oriented MXene/PVA hydrogel.
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新生血管形成中的CD31阳性表达都比对照组高，并且

OPM组的血管更加成熟，血管连续性更高。同时可以看

出OPM组的CD68阳性表达明显低于其他组，进一步验证

了取向多层结构水凝胶的细菌屏蔽性能。PCNA染色结

果亦进一步表明了取向多层结构水凝胶在体内对肠道修

复的促进作用。 

3     讨论

胃肠道吻合术通常发生在切除病变组织后，用于恢

复胃肠道被分离组织的连续性。吻合术的并发症包括开

裂、泄露、肠梗阻以及短肠综合征。其中最令人担心的

是肠吻合部位发生泄露，即肠腔内物质渗漏到腹腔 [19 ]。

泄露总发病率为6%～20%，同时可能伴有脓毒症、腹膜

炎或多器官衰竭等并发症，死亡率为13%～27%[20]。采用

手术缝合线和吻合器进行修复被认为是开放性手术伤口

闭合的“金标准”[21]，但这些方法存在一些固有缺点，包括

针刺对组织的继发性损伤、操作复杂、耗时、有一定技术

难度等。目前在临床研究中，纤维蛋白胶、氰基丙烯酸

酯、聚乙二醇基水凝胶和其他市售黏合剂已被用于代替

缝合线[22-23]，但也存在与组织力学不匹配、泄露控制不充

分、可能有细胞毒性等风险[24]。水凝胶材料具有与生物

组织相似的黏弹性，有良好的生物相容性，在生物医学应

用中有着良好的应用前景。但目前研究的水凝胶基黏合

剂，并未考虑到在富含微生物的肠道环境中，细菌可以在

水凝胶材料中繁殖和迁移等问题。

本研究使用PVA作为纳米复合水凝胶的基体。 PVA

稳定性好，无生物毒性，耐化学性，生物相容性良好。

MXene作为一种新型的二维材料，具有优异的光热转换

效率和光吸收能力、高亲水性、生物相容性、大的比表面

积，在光热治疗、光动力治疗、给药、生物成像、抗菌活

性等生物医学应用方面受到广泛的关注[25-26]。既往研究

表明[27]，PVA与MXene可以发生较强的氢键相互作用，形

成稳定的纳米复合水凝胶。本研究结果表明使用双向冷

冻冰模板法，可成功制备取向多层的结构，通过控制温度

梯度的方向调控冰晶的生长方向进一步控制水凝胶的结

构。取向后的水凝胶具有更加稳定的交联网络，力学性

能也有所提升。在体外细菌屏蔽实验中，取向多层水凝

胶具有明显的阻挡细菌透过的能力，体内细菌屏蔽实验

结果表明，使用取向多层水凝胶对肠道缺损进行修复后，

肠道组织炎症明显减轻，进一步说明取向多层水凝胶对

于细菌的良好屏蔽作用。在体内修复实验中，免疫荧光

染色结果验证了取向多层结构水凝胶对肠道修复的促进

作用。

综上所述，本研究探索了加工方法对于纳米复合水

凝胶结构的影响，同时分析了不同结构的水凝胶对于细

菌迁移的屏蔽作用，以及对组织修复的影响，研究表明取

向多层结构可以有效阻挡细菌的迁移渗透，为肠道修复

水凝胶的研究提供了新思路。在现有基础上，后续还需

开展长期的体内实验，评估水凝胶在体内的降解速度及

其对组织的长期影响，确保材料的安全性和有效性。
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