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层状壳聚糖水凝胶的制备与性能  

倪茂君  陈屿恒  陈竹平  郭 丹  王静霞 
（四川省原子能研究院  成都 610101） 

摘要  通过两步低温辐射和冷冻/解冻循环相结合的方法制备聚乙烯醇/聚氧乙烯(PVA/PEO)为基层，聚乙烯醇

/壳聚糖(PVA/CS)为上层抗菌功能层的层状壳聚糖水凝胶。通过对吸收剂量、电子束流、聚合物溶液浓度等的

研究确定最佳制备工艺，并通过溶胀性能、力学性能、抗菌性能及红外光谱和扫描电镜表征所得层状水凝胶

的结构与性能。结果表明，该方法制备的层状壳聚糖水凝胶具有明显的层状结构，层间结合紧密，壳聚糖结

构未改变；层状水凝胶的溶胀性能随着壳聚糖含量增大而逐渐增大，60%CS含量平衡溶胀度达到 2 200%；层

状水凝胶力学强度随着壳聚糖含量增加而先增大后减小，40%CS 含量下层状水凝胶从 PVA/PEO 凝胶的 0.35 

MPa 提高到 0.47 MPa；抗菌性能测试表明层状水凝胶对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均具有明显的抑菌效果，

抑菌性能随着壳聚糖含量的提高而增大。 
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Preparation and properties of layered chitosan hydrogel 

NI Maojun  CHEN Yuheng  CHEN Zhuping  GUO Dan  WANG Jingxia 
(Sichuan institute of atomic energy, Chengdu 610101, China) 

ABSTRACT  The layered chitosan hydrogels were prepared by a two-step method of low temperature irradiation 

and freeze/thaw cycle. The poly (vinyl alcohol)/poly (ethylene oxide) (PVA/PEO) was the basic layer and the poly 

(vinyl alcohol)/chitosan (PVA/CS) was the second layer with antibacterial property. The best preparation technology 

was selected by the research of absorbed dosage, electron-beam current and concentration of polymer solution. And 

the structure and properties of the layered hydrogel were characterized by FTIR and SEM, swelling test, mechanical 

test and antibacterial test. The results showed that the layered hydrogel prepared by this method had an obvious 

layered structure and closely interlayer combination, there was no significant structural changes. The swelling 

property increased gradually with the increasing of chitosan content, and the equilibrium swelling degree of 60% CS 

reached 2 200%. The mechanical strength of layered hydrogel increased firstly and then decreased with the increasing 

content of chitosan. The tensile strength of layered chitosan with 40% CS increased from 0.35 MPa of PVA/PEO 

hydrogel to 0.47 MPa. The antibacterial test showed that the layered hydrogels had obviously antibacterial effects on 

Escherichia coli and staphylococcus, and the antibacterial effects increased with the increasing content of chitosan. 
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壳聚糖作为一种来源丰富的天然高分子，具有

良好的止痛、促愈合、止血和抑菌活性等作用，是

创伤敷料的热门材料之一[1-2]，目前相关研究及应用

形态包括壳聚糖膜、海绵及水凝胶等。水凝胶因具

有与细胞基质类似的三维多孔结构，有利于携带氧

气运输养料和代谢产物，促进组织生长，为伤口创

造湿润的愈合环境，并且可以吸附伤口渗出液，被

广泛应用到创伤修复方面。壳聚糖水凝胶兼具壳聚

糖止血、促愈合和抑菌等特点及水凝胶的优点，在

创伤修复方面有极大的优势，但是，壳聚糖力学性

能较差，目前多为喷雾或涂抹凝胶剂，限制了其应

用范围，因此，改善壳聚糖水凝胶的力学性能和微

观结构等成为研究热点，包括壳聚糖分子结构设计

和分子交联等。分子交联可有效改善凝胶的网络结

构，提高力学性能，是壳聚糖水凝胶改性研究的主

要方法，常用交联方式包括：物理交联[3-4]、化学交

联[5-10]和辐射交联[11-15]等。物理交联耗时长、凝胶

不透明；化学交联中交联结构易控制，但存在着引

发剂和交联剂的生物毒性等安全隐患；辐射交联具

有安全高效的优势，但壳聚糖是辐射降解性材料，

辐射法交联壳聚糖水凝胶中其含量普遍较低。     
双层水凝胶中两层结构为水凝胶的应用提供了

更多的应用空间，可有效利用上下层结构与功能的

差异实现材料性能的提升[16-18]，一直以来受到研究

者们的青睐。本研究在前人研究基础上，重点研究

高壳聚糖含量层状水凝胶的制备与性能，将具有较

高机械性能的聚乙烯醇/聚氧乙烯(PVA/PEO)复合层

作为基层赋予水凝胶一定的力学强度，将聚乙烯醇/
壳聚糖(PVA/CS)复合层作为抗菌功能层，通过辐照

交联与冻融循环相结合的方法制备功能型层状水凝

胶敷料，有效实现壳聚糖水凝胶的制备与性能提升。 

1 材料与方法 

1.1 试剂与仪器 

聚乙烯醇 124(PVA)分析纯，国药集团化学试剂

有限公司；壳聚糖(CS)分析纯，脱乙酰度 85%~95%，

国药集团化学试剂有限公司；聚氧乙烯(PEO)化学

纯，广州市利厚贸易有限公司；牛肉浸膏生化试剂，

北京双旋微生物培养基制品厂；蛋白胨，生化试剂，

北京双旋微生物培养基制品厂；氯化钠(NaCl)，氢

氧化钠(NaOH)分析纯，成都市科龙化工试剂厂。 
微机控制电子拉力试验机，CMT 2103，深圳市

新三思计量技术有限公司；扫描电子显微镜(SEM)，
Inspect F50，美国 FEI 公司；红外光谱仪，Nicolet 
IS10，赛默飞世尔科技；工业电子加速器(EB)，GJ-2
型，功率 20 kW，2 MeV，10 mA，上海先锋电机厂。 

1.2 实验过程 

将浓度为 10%的 PVA/PEO溶液(wPVA/wPEO=8/2)
取 8 mL 加入无菌培养皿中，除去气泡后置于 4 ℃
冷藏 2 h，EB 辐照 5 kGy(基层，约 1 mm)；将壳聚

糖溶于含 2%醋酸的 PVA 水溶液中，配制成壳聚糖

重量含量分别为 20%、40%、60%、80%的混合溶

液，各取 8 mL 加入辐照后的 PVA/PEO 基层上，除

去气泡后置于4 ℃冷藏2 h，EB辐照5 kGy、20 kGy；
将辐照后的层状水凝胶样品进行 3 次冷冻/解冻循

环(10 h/次)，制备成厚度约为 2 mm 的壳聚糖层状水

凝胶材料。将该材料用 4%的 NaOH 溶液浸泡 6 h，
除去多余酸备用。 

取 16 mL PVA/PEO 溶液倒入无菌培养皿中，经

除气冷藏后辐照 25 kGy，制备 PVA/PEO 水凝胶样

品作为性能评价对照。本文所述壳聚糖含量均为层

状水凝胶中上层 PVA/CS 中的 CS 含量。 

1.3 测试方法 

1.3.1 凝胶含量测定 
将制备的层状水凝胶于 50 ℃真空干燥 3 d，裁

剪成 2 cm×2 cm 的方片，准确称量(W0)后加入蒸馏

水室温浸泡 3 d，每隔 12 h 换水一次。将洗涤浸泡

后的水凝胶置于 50 ℃真空干燥 3 d，称重(Wd)，按

公式(1)计算水凝胶的凝胶含量，每个样品设 3 个平

行样。 

d
g

0

100%WC
W

                           (1) 

1.3.2 溶胀性能测试 
将制备的层状水凝胶于 50 ℃真空干燥 3 d，裁
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剪成 2 cm×2 cm的方片，准确称量后(W0)浸入 20 mL 
左右的蒸馏水，于 37 ℃条件下保温，每隔一定的

时间（溶胀初期每 2 h 取样，当样品逐渐趋于平衡

溶胀后分别间隔 14 h 和 24 h 取样），小心用镊子夹

取水凝胶试样到湿润的滤纸上，吸取表面水分后，

迅速称重(Wt) ；称完后将试样继续放入离心管内溶 

胀，直至溶胀平衡。t 时刻水凝胶的溶胀百分比可

由式(2)计算得出。根据计算拟合绘制出不同配比的

层状水凝胶的溶胀曲线，每个测试样品设置 3 个平

行样。 

t 0

0

100%W WSR
W


                          (2)

 
 
 
 
 

 

图 1  层状水凝胶制备工艺 
Fig.1  Preparation process of layered hydrogel 

 

1.3.3 力学性能 
将所制备的水凝胶样品裁成哑铃状，密封条件

下在(23±1) ℃平衡 24 h，拉伸性能测试参照 GB/T 
1040-1992 标准，拉伸速度 50 mm/min。 
1.3.4 红外光谱分析 

将辐照前后水凝胶样品于 50 ℃真空干燥 5 d，
对含壳聚糖层进行表面衰减全反射，扫描次数 16
次，波数范围 600 cm−1~4 000 cm−1。 
1.3.5 水凝胶结构形貌观察 

将制备的层状水凝胶干燥，样品裁成条状，在

液氮中冷冻脆断，经表面喷金处理后在 SEM 下观

察断面的形貌及结构。 
1.3.6 抑菌效果评价 

将牛肉浸膏、蛋白胨、NaCl 溶于去离子水，配

制成含 0.5%牛肉浸膏、1.0%蛋白胨、0.5% NaCl 的
液体培养基，用 0.1 mol∙L−1 NaOH 溶液调 pH 值至

7.2 左右。培养基经 121 ℃高温灭菌后备用。取干

燥的水凝胶样品 0.5 g，用 70%乙醇擦拭表面后于紫

外灯下干燥灭菌。将灭菌后的水凝胶样品浸入灭菌

纯水中充分溶胀 24 h 备用。将上述水凝胶样品分装

在 50 mL 三角玻璃瓶中，加入 25 mL 上述液体培养

基；大肠杆菌经二次活化后，取对数生长期菌种十

倍稀释，将稀释菌液 1.0 mL 加入装有样品与培养基

的三角瓶中；玻璃瓶置于 37 ℃恒温摇床中振荡 24 
h；用紫外分光光度仪在 600 nm 下测定细菌培养液

的浊度(OD)，并以此表征水凝胶的抑菌性，同时与

PVA/PEO 水凝胶和不加水凝胶的空白液对照。 

2 结果与讨论 

2.1 壳聚糖层状水凝胶制备工艺研究 

前期对 PVA 水凝胶制备工艺研究中发现，经辐

照交联后再进行冷冻/解冻循环，可有效提高水凝胶

交联效率，获得具有较高力学强度的水凝胶[19]，本

文主要考察辐照对层状水凝胶结构与性能的影响，

因此借鉴前期研究结果，采用冷冻/解冻循环时间为

冷冻 8 h，解冻 2 h，循环次数为 3 次。区别于一般

方法中先通过冻融方式形成基层的方法，本文采用

5 kGy 辐照 PVA/PEO 基层，可实现 PVA/PEO 的快

速有效交联，与上层 PVA/CS 之间形成清晰界面，

且层状水凝胶透明度高；同时低剂量交联时，交联

度低，层间扩散充分，经双层共辐照后，形成交联

结构，层间结合紧密。 
2.1.1 前处理温度对层状水凝胶凝胶含量的影

响 
实验选择 3 个具有较大代表性的前处理温度进

行辐照温度筛选，其对层状水凝胶凝胶含量的影响

如图 2 所示。从图 2 中看出，随着前处理温度的升

高，层状水凝胶的凝胶含量先增大后减小，冷冻处

理制备的层状水凝胶凝胶含量最低。冷冻后辐照，

因聚合物分子链冻结，形成物理交联，降低了分子

链段运动能力，导致材料降解，交联度减小。常温

辐照时因辐射放热导致分子热动能较大，水凝胶出

现气泡及壳聚糖加剧降解，交联度降低。因此采用

低温冷藏后辐照的方法制备壳聚糖层状水凝胶。 
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图 2  辐射温度对层状水凝胶凝胶含量的影响 
Fig.2  Effect of radiation temperature on gel content of layered 

hydrogel (PVA/CS=80/20; concentration: 10%; EB: 3 mA; 
absorbed dose: 20 kGy) 

 
2.1.2 吸收剂量对层状水凝胶凝胶含量的影响 

随着CS含量增大，PVA/CS溶液粘度快速增大，

不利于溶液的流延与脱气，因此，将上层 PVA/CS
溶液浓度设为 6%进行后续研究。根据壳聚糖辐射

降解特性及水凝胶辐射交联条件，实验设计两个吸

收剂量，5 kGy 和 20 kGy，剂量率为 2 300 Gy/s，
其中 20 kGy 为相同剂量率下累计吸收剂量。层状水

凝胶吸收剂量对其凝胶含量的影响如图 3 所示。结

果显示，随着壳聚糖含量增大，不同吸收剂量下层

状水凝胶的凝胶含量均逐渐降低，这是由于PVA/CS
体系中，壳聚糖是辐射降解性材料，体系中 CS 含

量增大，PVA 含量减小，交联点减少，交联度降低。

而在相同的 CS 含量下，低 CS 含量(20%)时，吸收

剂量对凝胶含量影响不明显；随着 CS 含量增大，

吸收剂量对凝胶含量的影响逐渐增大。因为聚合物

溶液在辐射过程中同时存在着交联与降解反应，当 

 

图 3  吸收剂量对层状水凝胶凝胶含量的影响 
Fig.3  Effect of absorbed dose on gel content of layered  

hydrogel (PVA/CS concentration: 6%; EB: 3 mA) 

 

吸收剂量较低时，交联反应占主导地位，使得凝胶

分数随剂量的增加而增大。 
2.1.3 电子束流对层状水凝胶凝胶含量的影响  

电子加速器辐照过程中，电子束为直线型，剂

量集中稳定，一般通过电子束流与屏蔽控制剂量率。

电子束流对层状水凝胶凝胶含量的影响如图 4 所

示，其中 3 mA 剂量率约 2 300 Gy/s；1.5 mA 剂量

率约 1 150 Gy/s。从图 4 中看出，体系凝胶含量随

辐射电子束流的降低而增大，低电子束流有利于层

状水凝胶凝胶含量的提高。这是由于电子束流高时，

瞬时能量较大，造成壳聚糖的快速降解，同时产生

大量不稳定自由基，分子热动能较高，不利于交联

反应的进行；低电子束流下，分子热动能降低，PVA
与壳聚糖产生的活性自由基易于通过能量最低原则

和就近原则与最邻近的自由基结合，形成交联结构。

后续研究选择电子束流为 1.5 mA 辐照。 

 

图 4  电子束流对层状水凝胶凝胶含量的影响 
Fig.4  Effect of EB current on gel content of layered hydrogel 

(PVA/CS concentration: 6%; absorbed dose: 20 kGy) 

 

2.1.4 PVA/CS 溶液浓度对层状水凝胶含量的影

响 
图 5 所示为上层 PVA/CS 浓度对层状水凝胶凝

胶含量的影响。浓度增大，水凝胶的凝胶含量增大，

当浓度达到 80%后凝胶含量降低。通过辐射交联/
冻融循环制备层状水凝胶时，上层 PVA/CS 的交联

程度对体系的交联度有较大影响，因此，当 CS 含

量在 20%~60%时，随着浓度增大，活性自由基增多，

有利于壳聚糖与 PVA 之间的接枝和交联，提高交联

度；当 CS 含量达到 80%后，尽管浓度增大，但上

层溶液低温冷藏后形成胶态，分子链的运动能力减

小，同时体系中交联点较少，以壳聚糖的降解为主，

凝胶含量反而降低。因此，层状水凝胶中 CS 含量
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在 20%~60%为佳。 

 

图 5  PVA/CS 浓度对层状水凝胶凝胶含量的影响 
Fig.5  Effect of PVA/CS concentration on gel content of  

layered hydrogel (Absorbed dose: 20 kGy; EB current: 1.5 mA) 

2.2 层状水凝胶溶胀性能研究 

图 6 所示为 PVA/PEO 及层状水凝胶样品的溶

胀性能。研究中水凝胶溶胀速率高，同时为真实反

应水凝胶溶胀特性，优选最佳配比，未考虑小分子

壳聚糖的溶出损失。随着水凝胶中 CS 含量增大，

水凝胶平衡溶胀度提高，但平衡溶胀时间延长。

PVA/PEO 样品及 20% CS 层状水凝胶样品均在 10 h
内达到溶胀平衡，平衡溶胀度从 PVA/PEO 的 660%
提高到 890%；40% CS 和 60% CS 样品约在 24 h 达

到溶胀平衡，平衡溶胀度分别提高到约 1 300%和 2 
200%；而 80% CS 样品溶胀度低于 60% CS 的样品，

且 48 h 平衡溶胀度反而降低。这是由于随着体系中

CS 含量增加，亲水基团增加，交联网络增大，水分

子易于浸入和扩散，溶胀性能提高；另一方面，水

凝胶上层结构中游离壳聚糖随 CS 含量的增加而提 

 
图 6  PVA/PEO 和层状水凝胶的溶胀性能 

Fig.6  Swelling property of PVA/PEO hydrogel and  
layered hydrogel 

高，在水的浸润扩散中部分游离壳聚糖析出，特别

是 80%含量下，主要以物理交联为主，水凝胶溶胀

后大量游离壳聚糖析出，交联网络结构破坏，造成

溶胀度反而降低，这一结果与 2.1.4 结果相一致。 

2.3 层状水凝胶红外光谱分析 

图 7 所示为 60% CS 含量下层状水凝胶辐照前

后红外光谱图。从图 7 中可以看出，辐照前后，上

层 PVA/CS 红外光谱无明显区别，其化学结构基本

无改变。其中，3 281 cm−1 附近是形成氢键缔合的

−OH 伸缩振动吸收峰与−NH 的伸缩振动吸收峰重

叠而增宽的多重吸收峰，辐照后该峰减小，这是PVA
及 CS 的交联引起的；而 1 549 cm−1 处对应的 N−H
吸收峰强度同时向高频移动，说明辐照前后壳聚糖

分子间和分子内的氢键被削弱，使游离的氨基特征

明显。由此可见辐照过程对聚合物分子的化学结构

基本无影响，壳聚糖抑菌性能的主要功能基团

(−NH2)未变化，因此其抑菌性得到保持。 

 
图 7  60% CS 含量层状水凝胶辐照前后红外光谱图 

Fig.7  FTIR spectrum of layered hydrogel with 60% CS 
before and after irradiation 

2.4 层状水凝胶结构表征 

图 8 所示为水凝胶干燥样品断面扫描电镜图及

湿凝胶断面照片。从图 8 可知，层状水凝胶具有明

显的层状结构，层间结合紧密；随着 CS 含量增大，

上层密度逐渐增大，当含量达到 80%后上下层区别

不明显。这是由于 PVA/CS 倒入 PVA/PEO 基层后，

分子链在两层界面间扩散形成紧密的层间交联；而

随着 CS 含量增大，上层交联度降低，壳聚糖降解

导致小分子壳聚糖增多，通过层间扩散导致上下层

区别减小。 
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图 8  PVA/PEO 及层状水凝胶断面结构（箭头所指为上层） 

Fig.8  Section structure of PVA/PEO and layered hydrogel (arrow for the upper layer) 

 

2.5 层状水凝胶力学性能测试 

图 9 所示为不同 CS 含量下层状水凝胶的力学

性能。从图 9 中看出， PVA/PEO 水凝胶拉伸强度

为 0.35 MPa，与之相比，层状水凝胶中随着 CS 含

量增大，拉伸强度先增大后减小，断裂伸长率逐渐

减小，当上层 CS 含量为 40%时达到最大值 0.47 
MPa，这与目前相关研究中[16]壳聚糖凝胶的力学强

度随着壳聚糖含量增大而降低的结果不同。其原因

是 PVA/PEO 水凝胶辐射交联效率高，导致其在冷

冻/解冻循环中形成物理交联较困难，而层状水凝胶 

 

图 9  PVA/PEO 及层状水凝胶力学性能 
Fig.9  Mechanical properties of PVA/PEO and  

layered hydrogel 
 

 

中因上层 CS 的降解，在冷冻/解冻循环中有利于物

理交联结构的形成。当 CS 含量为 20%~40%时，体

系中辐射交联结构较多，同时形成一定的物理交联，

有利于体系力学强度的提高，而 CS 含量继续增大，

则因辐射交联结构的减少，导致小分子壳聚糖向下

层扩散以及上层主要为物理交联，体系力学强度降

低。通过上层壳聚糖分子量、壳聚糖衍生物和大分

子复合物等的筛选与复合，有望改善其交联度，获

得壳聚糖水凝胶性能的进一步提高。 

2.6 水凝胶抑菌性能测试 

壳聚糖对革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌，如金

黄色葡萄球菌、大肠杆菌、绿脓杆菌、普通变形杆

菌和枯草杆菌等均具有抑制作用。本文选择大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌作层状水凝胶抑菌效果评价，

结果如表 1 所示。从表 1 看出，本文所制备的层状

壳聚糖水凝胶中，壳聚糖含量较高，样品中两种菌

种的 OD 600 值均明显小于空白对照及 PVA/PEO 水

凝胶样品，表明其对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的

增殖具有明显抑制作用，且随着壳聚糖含量的增加，

其抑菌性能提高；两种菌种中，与空白对照及

PVA/PEO 水凝胶 OD 600 相比，壳聚糖层状水凝胶

对大肠杆菌的抑制作用优于金黄色葡萄球菌。 
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表 1  层状水凝胶抑菌性能 
Table 1  Antibacterial properties of layered hydrogel 

样品 
Samples 
 

抑菌性能 
Antibacterial performance 
革兰氏阴性菌

G- 
革兰氏阳性菌 
G+ 

大肠杆菌 
E. coli 

金黄色葡萄球菌 
Staphylococcus aureus

空白对照 
Blank control 

1.202 1.176 

PVA/PEO 1.380 1.338 
20% CS 0.384 0.406 
40% CS 0.361 0.389 
60% CS 0.197 0.203 
80% CS 0.165 0.170 

 
壳聚糖的抗菌作用主要有以下两种机理[20]：一

种是壳聚糖通过吸附在细胞表面，形成一层高分子

膜，阻止了营养物质向细胞内的运输，起到抑菌杀

菌作用；另外一种机理是壳聚糖通过渗透进入细胞

体内，吸附细胞体内带有阴离子的细胞质，并发生

絮凝作用，扰乱细胞正常的生理活动，从而杀灭细

菌。对于革兰氏阳性菌，第一种作用机理起主导作

用，壳聚糖的分子量大，形成的外层膜越致密，越

能更好地阻止营养物质进入细菌细胞，抗菌作用效

果更明显。对于革兰氏阴性菌，第二种作用机理起

主导作用，壳聚糖分子进入细胞壁的空隙结构内，

从而干扰细胞的新陈代谢活动，达到杀菌和抑菌杀

死细菌的目的。 

3 结论 

(1)通过辐射交联和冷冻/解冻循环相结合的方

法制备了层状壳聚糖水凝胶，该水凝胶具有明显的

层状结构，层间结合紧密；上层壳聚糖结构不改变。

(2)层状水凝胶的最佳制备工艺为低温冷藏辐照，吸

收剂量 20 kGy，电子束流 1.5 mA，溶液浓度 10%；

层状壳聚糖水凝胶中 CS 含量在 20%~60%为佳。(3)
与 PVA/PEO 水凝胶相比，层状水凝胶的溶胀性能

随着 CS 含量增加而增大，当 CS 含量达到 80%后，

则因壳聚糖的辐射降解析出而导致水凝胶的溶胀度

降低；与 PVA/PEO 水凝胶相比，层状水凝胶的力

学强度随着 CS 含量增加而先增大后减小。(4)层状

壳聚糖水凝胶对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均具有

明显抑菌作用。该方法制备层状壳聚糖水凝胶，可

通过壳聚糖分子量及上层组分及配比控制，实现层

状水凝胶的多功能化和性能提高。 
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