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壳聚糖-β-环糊精/透明质酸杂化水凝胶抗皮肤光老化作用的实验研究
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摘要：背景　光老化是皮肤长期暴露于紫外线所致的慢性损伤过程，最终导致皮肤松弛、皱纹加深及屏障功能下降，因

此开发对抗皮肤光老化的新型材料具有重要临床意义。目的　构建一种新型壳聚糖-β-环糊精/透明质酸杂化水凝胶(chitosan-

β-cyclodextrin/hyaluronic acid hybrid hydrogel，CS-β-CD-HAs)，以实现 HA 的无创高效递送，并系统评估其在动物体内对抗

皮肤光老化的功效及潜在机制。方法　制备 CS-β-CD-HAs，并利用 X-射线衍射、傅里叶变换红外光谱、扫描电子显微镜及

流变学等技术对其进行全面理化表征；将 9 只 SD 大鼠随机分为空白对照组、CS-β-CD-HAs 组及超纯水组，每组 3 只，分别

测定皮肤水分含量以评估其保湿能力；将 20 只 SD 大鼠随机分为空白对照(Control)组、光老化模型(Model)组、水凝胶外用

(CS-β-CD-HAs)组与 HA 注射(INJ-HAs)组，每组 5 只，通过 UVA+UVB 递增照射大鼠背部皮肤建立光老化模型，从大体观察

及光老化外观评分、组织病理学(H&E、天狼猩红染色)、基因表达(RT-qPCR 检测 Col-1、Col-3、Elastin、Mmp-3)及生化指

标[羟脯氨酸(hydroxyproline，Hyp)含量、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)活性、丙二醛(malondialdehyde，

MDA)含量]等多维度评估治疗效果。结果　CS-β-CD-HAs 呈现稳定的三维多孔网络结构，具有良好的溶胀性、自愈合特性

及优异的透皮性能。细胞实验表明，CS-β-CD-HAs 可显著促进人皮肤成纤维细胞增殖与迁移，具有良好的细胞相容性。动

物实验表明，CS-β-CD-HAs 无创外用可提高皮肤水合能力(P＜0.001)；与 Model 组相比，CS-β-CD-HAs 可改善光老化皮肤

外观评分(P＜0.001)，减轻了真皮胶原流失(P＜0.001)，上调 Col-1、Col-3 和 Elastin mRNA 表达(P＜0.05)，抑制 Mmp-3 

mRNA 表达(P＜0.01)，提升 Hyp 含量(P＜0.05)，增强 SOD 活性(P＜0.05)并降低 MDA 含量(P＜0.05)；且与注射同分子量透

明质酸相比，两种给药方式的抗光老化效果无明显统计学差异。结论　本研究证实 CS-β-CD-HAs 是一种高效的非侵入性

HA 递送材料，能够通过维持细胞外基质稳态与减轻氧化应激损伤有效改善皮肤光老化。
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Abstract: Background　 Developing innovative non-invasive formulations against skin photoaging is of considerable 
importance. Objective　To develop a novel chitosan-β-cyclodextrin/hyaluronic acid hybrid hydrogel (CS-β-CD-HAs) for the non-
invasive and efficient delivery of HA, and evaluate its efficacy against skin photoaging in vivo. Methods　 CS- β -CD-HAs were 
prepared and characterized using X-Ray diffraction, fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron microscope, and 
rheology. Nine SD rats were randomly divided into blank control group, CS-β-CD-HAs group, and ultrapure water group to assess 
skin hydration capacity. Twenty SD rats were randomly divided into control group, photoaging model group, hydrogel topical 
application group (CS-β-CD-HAs), and HA injection group (INJ-HAs). A photoaging model was established on the dorsal skin of 
rats by incremental exposure to UVA and UVB irradiation. Therapeutic effects were evaluated through macroscopic observation and 
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photoaging scoring, histopathology (HE and Sirius Red staining), gene expression (RT-qPCR analysis of Col-1, Col-3, Elastin, and 
Mmp-3 mRNA), and biochemical assays (Hyp content, SOD activity, and MDA content). Results　The successfully prepared CS-β-CD-
HAs exhibited a stable three-dimensional porous network structure with good swelling capacity, self-healing properties, and 
excellent transdermal performance. Cell experiments showed that CS- β -CD-HAs significantly promoted the proliferation and 
migration of human skin fibroblasts, indicating good cytocompatibility. Animal experiments demonstrated that topical application of 
CS- β -CD-HAs significantly enhanced skin hydration capacity (P＜0.001). Compared with the Model group, CS- β -CD-HAs 
treatment improved the macroscopic photoaging score (P＜0.001), alleviated dermal collagen loss (P＜0.001), upregulated mRNA 
expression of Col-1, Col-3, and Elastin (P＜0.05), suppressed Mmp-3 mRNA expression (P＜0.01), increased Hyp content (P＜
0.05), enhanced SOD activity (P＜0.05), and reduced MDA levels (P＜0.05). No statistically significant difference in anti-
photoaging efficacy was observed between topical application of CS-β-CD-HAs and injection of the same molecular weight HA. 
Conclusion　CS-β-CD-HAs prove to be an efficient non-invasive HA delivery material, effectively ameliorating skin photoaging by 
maintaining extracellular matrix homeostasis and mitigating oxidative stress damage.
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光老化是皮肤暴露于紫外线 (ultraviolet ray，

UV)辐射后引发的损伤过程，UV 被广泛认为是导

致光老化的首要因素。UV 辐射可导致日晒伤、外

源性光感性皮炎，甚至诱发鳞状细胞癌等皮肤恶

性 肿 瘤 ， 严 重 危 害 人 类 健 康[1-2]。 透 明 质 酸

(hyaluronic acid， HA) 作 为 皮 肤 细 胞 外 基 质

(extracellular matrix，ECM)的关键成分，能维持细

胞外空间的稳定、保持皮肤弹性并促进细胞修复，

其含量与分子量随年龄增长及紫外线照射逐渐下

降。因此，外源性补充 HA 成为缓解皮肤光老化的

潜在策略之一。高分子量透明质酸(＞1 000 kDa)虽

具有更佳的抗炎、抗氧化特性，却因分子量超过

500 Da 而难以穿透皮肤角质层抵达真皮层[3-4]。现

有化学促渗或物理注射等方法存在破坏皮肤屏障

或引发感染等风险[5]。此外，目前关于 HA 抗光老

化机制的研究多集中于体外细胞实验，仅有少量

体 内 动 物 实 验 对 其 机 制 进 行 了 进 一 步 验 证 与

分析[6]。

水 凝 胶 (hydrogel)具 有 良 好 的 生 物 相 容 性 和

负载功能性分子的能力，作为 ECM 的类似物和

治疗载体，在药物递送和组织工程等领域表现

出 巨 大 潜 力 [7]。 壳 聚 糖 (chitosan， CS) 与 β - 环 糊

精(β-cyclodextrin，β-CD)均为具有良好生物相容性

的天然多糖材料，二者复合体系在生物材料领域

已有一定研究基础[8-9]。因此，本研究将尝试制备

一种透明质酸杂化水凝胶(chitosan-β-cyclodextrin/

hyaluronic acid hybrid hydrogel，CS-β-CD-HAs)以

解决中、高分子量透明质酸透皮难题[1]，并验证其

在皮肤光老化模型中的抗衰老作用。

1　材料与方法

1.1　主要材料与设备

透明质酸(华熙生物科技有限公司，中国)、壳

聚糖、环糊精、0.5% 醋酸、0% 水合氯醛、无水乙

醇、多聚甲醛、异丙醇等(北京化学试剂公司，中

国)，HE 染色试剂盒、天狼猩红染色试剂盒(北京

索莱宝科技有限公司，中国)；M-MLV 逆转录酶、

TB Green® Premix Ex Taq ™ Ⅱ 、 DL2000 DNA 

Marker、dNTP(10 mmol/L)、RNase-free H2O(宝生

物工程大连有限公司，中国)；DNase I、RNase 

Inhibitor、6×Loading Dye、RL 6，000 RNA Marker

(Fermentas 公司，美国)；引物(北京天一辉远生物

科技有限公司，中国)；超氧化物歧化酶比色法测

试盒、丙二醛比色法测试盒、羟脯氨酸比色法测

试盒(伊莱瑞特生物科技股份有限公司，中国)；

UVA 及 UVB 紫外线灯管(医献川谷照明专卖店，中

国)；皮肤含水量测定仪(Corneometer，德国)。

1.2　杂化水凝胶的制备

将 β-CD 分散于去离子水中，边搅拌边滴加

NaOH 溶液反应一定时间后，升温至 35 ~ 45℃，依

次加入 LiH、LiI 和 3-溴丙烯继续反应 2 ~ 4 h，当

反应液完全澄清且继续搅拌 30 min 无变化时，以

此衍生物溶液为原料，经盐酸调至中性后加入壳

聚糖，在惰性气氛下依次滴加硫酸亚铁溶液与过

氧化氢溶液(30% w/w)，反应 2 ~ 4 h。当颜色不再

加深、气泡停止产生时将反应产物滤出，依次用

水和乙醇洗涤，3 500 g 离心 5 min，重复 2 ~ 5 次，

干燥至恒重，即得壳聚糖基环糊精聚合物。将低

分子量(LHA，＜10 kDa)、中分子量(MHA，20 ~ 
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50 kDa)、高分子量(HHA，1 100 ~ 1 400 kDa) 3 种

分子量的透明质酸按质量比 1∶1∶1 溶解于去离子

水中，加入 EDC 及 NHS 活化 20 ~ 30 min 后，加入

上述壳聚糖基环糊精聚合物，室温下搅拌反应20 h，

最终制得 CS-β-CD-HAs。

1.3　CS-β-CD-HAs的结构及性能表征

将所得溶液在室温下旋转蒸发去除溶剂，得

到黏稠状流体；将其转移至冷冻干燥箱预冻并冻

干，得到白色固体，即为 CS-β-CD-HAs 粉末。后

续表征均以此粉末为检测样品。

1.3.1　X 射线衍射实验检测材料物相及结晶状态　

采用广角 X 射线衍射(X-ray diffraction，XRD)对冻

干后的 CS-β-CD-HAs 进行结构解析。实验使用日

本理学 Rigaku Ultima Ⅳ型多晶衍射仪，配置铜靶

X 射线源(辐射波长 λ=1.540 6 Å)。测试条件设定

为：工作电流设定 25 mA，工作电压设定 35 kV，

扫描范围设定 2θ 为 5° ~ 40°，扫描步长为 0.02°，

扫描速度为 2°/min。

1.3.2　傅里叶变换红外光谱实验检测材料特征性

官能团　采 用 傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱 技 术 对 材 料

的特征性官能团进行分子结构表征。实验采用

透 射 模 式 ， 光 谱 分 辨 率 设 定 为 4 cm-1，通过 32

次扫描累加提升信噪比，光谱采集范围覆盖中红

外区 400 ~ 4 000 cm-1。使用 OMNIC 软件对光谱数

据进行基线校正和峰位归属分析。

1.3.3　热重及差热分析实验检测材料热稳定性　

利用热重分析仪测定凝胶的热分解信息，仪器由

瑞士 METTLER-TOLEDO 公司生产，型号为 TGA/

SDTA851e，测试温度为 25 ~ 800℃，气氛为空气。

1.3.4　旋转流变实验检测材料流变学性能　采用

英国 Malvern 公司生产的 Kinexus ultra+型流变仪

(配备 Peltier 温控系统及 40 mm 平行板夹具)，在

25℃恒温环境和 1 rad/s 角频率条件下，通过多级

应变扫描策略系统分析 CS-β-CD-HAs 的流变特性。

第 一 阶 段 ( 低 应 变 区)： 施 加 0.05% 应 变 并 维 持

200 s，采集储能模量(G')与损耗模量(G'')数据，该

阶段用于表征材料的微观弹性网络结构。第二阶

段 ( 高 应 变 区)： 将 应 变 力 提 升 至 100% 并 维 持

200 s，重复模量测定，此过程模拟注射填充过程

中的机械应力变化，评估材料在极端条件下的稳

定性。上述两阶段测试循环进行 1 次，总实验时长

800 s，以确保数据的重复性与可靠性。

1.3.5　溶胀性能测试　称取 CS-β-CD-HAs 粉末，

将其浸入去离子水中进行溶胀实验。在20 h的实验

周期内，每隔5 h取样1次(取样时间点：5、10、15、

20 h)。每次取样后使用洁净滤纸吸除表面游离

水分，随后采用分析天平测定材料的质量 Mt。

基于以下公式计算溶胀率：

平 衡 溶 胀 率 = [(Mt - m) / m] × 100%。公式中，m

为冻干样品的初始质量。

1.3.6　扫描电子显微镜观察 CS-β-CD-HAs 微观形

貌　使用扫描电子显微镜观察并拍摄 CS-β-CD-

HAs 微 观 形 貌 。 仪 器 为 德 国 生 产 的 蔡 司

GeminiSEM450 型冷场发射扫描电子显微镜，工作

电压为2 kV，二次电子图像分辨率为1.0 nm@1 kV 。

1.3.7　荧光染色透皮实验验证高分子 HA 透皮性

能　分别将中、高分子量 HA 配制成 1% (w/V)水溶

液 ， 调 节 pH 至 4.5 ~ 5.5 后 ， 加 入 EDC/NHS 的

DMSO 溶液进行活化。随后调节 pH 至 7.0 ~ 8.0，

加入荧光素胺(HA 羧基与荧光素胺氨基摩尔比为

1∶1)，室温避光反应 24 h。反应结束后，加入 4

倍体积预冷乙醇沉淀产物，经离心、乙醇洗涤并

干燥，即得荧光标记的 HA(FL-HA)。将上述 FL-

HA 按前述方法载入，制得荧光标记的 CS-β-CD-

HAs。另取同等分子量与质量的未标记 HA 直接溶

于超纯水，制得普通 HA 溶液 (normal hyaluronic 

acid，NORM-HA)作为对照。将乳猪皮肤固定于

Franz 扩散池，角质层朝向供给室。接收室注入

PBS 接收液并排尽气泡。在皮肤表面均匀涂抹待测

样品，于(32 ± 1)℃、300 转/min 条件下进行透皮实

验 2 h。实验结束后，取皮肤组织经生理盐水清洗、

4% 多聚甲醛固定、梯度脱水、透明、浸蜡、包埋

及切片。使用激光共聚焦显微镜分别于0、5及10 min

观察并记录皮肤各层的荧光强度。

1.3.8　细胞相容性实验　将灭菌后的CS-β-CD-HAs

按 6 cm2/mL 的比例浸入含 5% FBS 的 DMEM 培养

基中，于 37℃、5% CO2 培养箱中静置浸提 24 h。

收集浸提液，经 0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，即得

100% 浓度浸提液原液。取对数生长期的人皮肤成

纤维细胞(human skin fibroblasts，HSF)，以 5×103

细胞/孔的密度接种于 96 孔板，于 37℃、5% CO2

培养箱中预培养 24 h 使细胞贴壁。吸弃原培养基

后，每孔加入相应液体 100 μL，继续培养 24 h。分

组处理(每组设 6 个复孔)。(1)空白组：仅含培养

基，无细胞(用于扣除背景)；(2)对照组：含 5% 

FBS 的 DMEM 培养基；(3)实验组：含 CS-β-CD-

HAs 浸提液的 DMEM 培养基；(4)每孔加入相应液

体 100 μL，继续培养 24 h。培养结束后，每孔加入
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10 μL CCK-8 溶液，避光孵育 2 h。用酶标仪测定

450 nm 波长处的吸光度(A)，并按试剂说明书中的

公式计算细胞相对活力。

1.3.9　细 胞 迁 移 活 性 实 验　 取 对 数 生 长 期 的

HSF，经胰酶消化后重悬计数，调整细胞密度

至 2.5×105 个/mL。在 6 孔板每孔加入 2.0 mL 细胞

悬液(即 5×105 个细胞/孔)，轻轻十字摇匀使细胞均

匀分布。置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h，

使细胞融合至 90% 左右的单层状态。用 200 μL 无

菌枪头在孔板中央垂直用力划出一条直线。吸弃

旧培养基，用无菌 PBS 轻柔冲洗 2 次，洗去划下

的漂浮细胞。实验分组如下：(1)对照组，加入含

5% FBS 的 DMEM 培养基 2.0 mL；(2)实验组，将

CS-β-CD-HAs 浸提液(100% 浓度)与含 5% FBS 的

DMEM 培养基按 1∶9 比例混匀(即 200 μL 浸提液+ 

1 800 μL 完全培养基)，每孔加入 2.0 mL。加入相

应液体后，于活细胞工作站拍照记录 0、12、24 h

的划痕面积(初始每孔选取 3 ~ 5 个拍照视野，后期

拍照与 0 h 保持同一视野)，每次拍照后将细胞置入

培养箱继续培养。使用 Image J 软件分析图像，测

量每张照片的划痕面积并计算细胞迁移率，计算

公式为：细胞迁移率(%)=(初始划痕面积-观测时间

划痕面积)/初始划痕面积×100%。

1.4　杂化水凝胶对SD大鼠皮肤的抗光老化作用

1.4.1　动物来源及预处理　雄性 8 周龄、体质量

200 ~ 250 g 的 SD 大鼠 29 只，购自维通利华实验动

物技术有限公司[实验动物生产许可证号：SCXK

( 京)2021-0006]。 室 内 保 持 良 好 通 风 ， 在 22 ~ 

24℃、相对湿度 50%、12 h 光/暗循环条件下适应

性饲养 1 周。同时在实验期间给予大鼠颗粒饲料、

自由饮水及活动，定期清理垫料。本研究获北京

大 学 医 学 部 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 批 准 ( 批 号 ：

BCJB0025)，实验过程遵循 《实验动物福利伦理审

查指南》。

1.4.2　皮肤保湿实验　9 只大鼠随机分为 3 组：空

白对照组、CS-β-CD-HAs 组及超纯水组，每组 3

只 。 每 只 大 鼠 背 侧 皮 肤 使 用 电 动 剃 毛 器 制 备

4.0 cm×4.0 cm 脱毛区域作为测试区域。实验前，

先使用皮肤含水量测量仪测定测试区域内皮肤电

容值，随后将 CS-β-CD-HAs 和超纯水分别均匀涂

于相应组别大鼠的测试区域，并于涂抹后 4 h、8 h

分别测定测试区域皮肤电容值并记录。

1.4.3　紫外线皮肤光老化模型的构建及动物分组　

将动物随机分为 4 组。A 组为空白对照组(Control)：

不给予 UVA 和 UVB 照射，也不给予任何治疗。B

组为光老化模型组(Model)：只给予 UVA 和 UVB 照

射，不给予任何治疗。C 组为 CS-β-CD-HAs 实验

组：采取 CS-β-CD-HAs 涂抹方式进行治疗，每周

用无菌棉签蘸取 1 mL CS-β-CD-HAs 对治疗区域进

行均匀缓慢擦拭涂抹。D 组为同分子量 HA 注射实

验组(INJ-HAs)：每周用 30G 尖针头均匀点状注射

1 mL同分子量HA。通过UVA+UVB 混合递增光照

法造成皮肤光损伤。实验前已通过预实验确定

最小红斑剂量(minimal erythema dose，MED)，测

得MED (UVA)为1.65 J/cm2；MED(UVB)0.34 J/cm2，

单次辐照时间为 20 min。此后分阶段逐步增加照

射剂量，照射时将 SD 大鼠固定于眼部防护装置

内，与光源保持距离10 cm 垂直距离进行照射。具

体方案为：第一阶段为实验前两周，SD 大鼠隔日

接受 1 MED 照射；第二阶段为动物实验的第三至

第四周，照射剂量增至隔日 2 MED；第三阶段为

动物实验的第五至第八周，照射剂量增至隔日 3 

MED；整个照射周期为 8 周，每次照射前均去除

背部毛发。一旦观察到动物背部出现水疱、溃疡

或糜烂，立即暂停照射 2 ~ 3 次，直至上述症状消

失(预实验已证实该方案可复现稳定的皮肤光老化

变化，如脱屑、红斑、皱纹等)。

1.4.4　光老化皮肤外观评分　由两位中级及以上

职称整形科医师在盲法条件下观察大鼠背部皮肤

外观，按照皮肤外观评价标准评分并记录，所得

数 据 进 行 统 计 学 分 析 。 皮 肤 外 观 评 价 标 准[10]

见表 1。

1.4.5　组织学观察及定量分析　实验完成后，采

用腹腔注射法对所有大鼠进行麻醉，迅速剪取背

部皮肤并去除皮下粘连脂肪，经生理盐水洗涤后

固定、脱水、包埋、切片，取材结束后处死大鼠。

按照试剂盒说明书对组织切片进行 HE 染色和天狼

猩红染色，并进行镜检及全景扫描分析。其中，

表1　皮肤外观评价标准

Tab. 1　Evaluation criteria for skin appearance

分数

0

1

2

3

4

5

6

外观特征

皮肤光洁、纹理完整、手感细腻

正常皮肤纹理，轻微的纹理破坏

正常皮肤纹理消失，开始出现细小的皱纹，运动时明显

浅皱纹，细小皱纹增多

手感粗糙，皱纹加深，颜色暗淡

皱纹深，皮肤纹理深

皱纹更多，同时皮肤可能出现增厚及局部损伤
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天 狼 猩 红 染 色 切 片 在 偏 振 光 下 拍 摄 ， 使 用

SlideViewer 2.5 软件选取目的区域成像。利用图像

分析软件以像素(Pixel)为单位，测量每幅图像中阳

性像素面积及待测组织像素面积，计算阳性面积

占 比 (% ) ( 阳 性 像 素 面 积/待 测 组 织 像 素 面 积 ×

100%)，据此对皮肤基质中不同类型的胶原蛋白进

行区分及统计学分析。

1.5　CS-β-CD-HAs对光老化皮肤ECM合成与降

解的影响

1.5.1　RNA 分离与实时定量聚合酶链反应检测目

的基因的表达　ColⅠ和 ColⅢ的表达可以提示光老

化作用及对真皮基质受损或重构的程度 d，表皮

ECM 丧失和弹性蛋白异常重塑是皮肤光老化的主

要病理表现，MMPS 和弹性蛋白(Elastin)的上调是

这些病理过程的主要驱动力之一。用 TRIzol 试剂

提取大鼠背部皮肤组织总 RNA，经反转录获得

cDNA，进行 RT-qPCR 扩增。采用 2-ΔΔCT 法计算

mRNA 相对表达量，检测 Col-1、Col-3、Elastin、

MMP-3 的表达水平，以 GAPDH mRNA 作为内参

基因进行归一化。引物序列见表 2。

1.5.2　比色法测定羟脯氨酸含量以评估胶原代谢　

羟基脯氨酸(hydroxyproline，Hyp)是胶原蛋白序列

中的特征性氨基酸，可作为胶原蛋白及其片段含

量的标志物[11]。在多种羟脯氨酸测定方法中，比

色法应用广泛。其基本原理是对组织匀浆进行酸

水解，进而对水解产生的游离羟脯氨酸进行定量

分析[12]。按照试剂盒说明书进行操作，根据标准

曲线及计算公式计算 Hyp 含量，记录结果并进行

统计学分析。

1.5.3　CS-β-CD-HAs 对光老化皮肤抗氧化应激损

伤的影响　紫外线照射会导致皮肤组织产生大量

活性氧(reactive oxygen species，ROS)，引起 DNA

损伤并诱发氧化应激。在体内，ROS 水平受超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)等抗氧化

剂的调控，维持在生理平衡状态。紫外线照射产

生的过量 ROS 会打破这一平衡，导致 SOD 活性下

降；同时，紫外线促进脂质过氧化，导致丙二醛

(malondialdehyde，MDA)含量增加[13]。因此，可通

过测定 SOD 活性和 MDA 含量评价皮肤组织的光老

化程度。SOD 活性和 MDA 含量采用比色法试剂

盒，按说明书进行测定：将皮肤组织称重，按

0.1 g/mL的比例加入提取液，冰浴匀浆；4℃、8 000 g

离心 10 min 后取上清液，用分光光度计测定 SOD

活性和 MDA 含量。

1.6　统计学分析

数据分析和绘图均使用 GraphPad Prism 10.1.2

软件进行。所有计量数据以均数±标准差表示。所

有实验均按随机分组和盲法分析设计，确保每组

样本量相等。统计分析仅对样本量至少为 n=3 的

实验组进行。独立数据值的数量在图例中标注(均

为生物学重复，非技术重复)，统计分析基于这些

独立值进行。两组间比较采用配对 t 检验；多组间

比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA)，必要

时采用双因素方差分析(two-way ANOVA)。如需进

一步两两比较，则采用 Tukey 法。以 P＜0.05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　CS-β-CD-HAs的结构及性能表征

通过 X 射线衍射分析 CS-β-CD-HAs 的结构，

其 XRD 图谱显示出一个宽峰，峰位位于 15 ~ 25°

(2θ)范围内(图 1A)。由图 1B 可见 CS-β-CD-HAs 在

3 350 cm-1 处出现了一个宽峰，并在 1 646、1 602、

1 540、1 404、1 276、1 247、1 075、1 044、913、

842、690 cm-1 处出现吸收峰。在 3 350 cm-1 处的宽

峰归因于羟基(-OH)和氨基(-NH-)的伸缩振动。

采用热重和差热分析考察了所制备的CS-β-CD-

HAs 的热稳定性。随着温度升高，样品质量逐渐

减少，呈现两个明显的降解阶段(图 2A)：第一阶

段温度范围为 150 ~ 600℃，质量损失达 45.41%；

第二阶段温度范围为 600 ~ 700℃，质量损失达

19.23%。与此同时，在 650℃时观察到一个显著

的放热峰，表明有机物经历了剧烈的分解和碳

化现象。在 600 ~ 800℃温度范围内，样品仍存在

表2　基因引物序列及引物信息

Tab. 2　Primer sequences and information for gene 

amplification

引物

名称

GaPdh

Col-1

Col-3

Elastin

Mmp-3

序列(5'to3')

F：TGCTGAGTATGTCGTGGAG

R：GTCTTCTGAGTGGCAGTGAT

F：TCCTGCCGATGTCGCTATCCA

R：CTTCTTGAGGTTGCCAGTCTGTT

F：CTCCAGGATCTCCAGGTCCACTTG

R：TGTACCAGGCTGACCAGGAAGAC

F：CTGCTACTGCTTGGTGGAGAATGT

R：CGTGGCTGCTGCTGTCTGATT

F：CCTCCCTGAAACCGTCCAGAAGA

R：CCAACTGTGAAGATCCGCTGAAGA

碱基数

19

20

21

24

24

23

24

21

23

24

产物

长度

288 bP

128 bP

200 bP

141 bP

230 bP
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一定的残余质量。图 2B 显示材料呈现典型的自剪

切特征：在 0.05% 应变条件下，表现为三维交联网

络主导的弹性响应(G'＞G'')；当应变提升至 100%

时，材料的黏弹性降低。值得注意的是，在持续

施加 200 s 高应变后恢复至初始条件(0.05%)，其黏

弹性参数可基本恢复至原始水平。由图 2C 可知，

在实验初始阶段(0 ~ 10 h)，CS-β-CD-HAs 的溶胀

率快速上升；当实验时间延长至 15 h 后，溶胀速

率逐渐减缓，最终趋于平衡状态。

图像显示材料具有规整有序、分布均匀的多

孔互穿网状结构，孔径从亚微米级延伸至纳米尺

度。凝胶材料表面可见丰富的纳米级褶皱与颗粒

状突起，网状结构致密，且孔间通透性良好，见

图 3。荧光染色结果显示，随着时间延长，其透皮

效果逐步增强，且 CS-β-CD-HAs 的透皮效果显著

优于 NORM-HAs。见图 4。

2.2　CS-β-CD-HAs具有良好的细胞相容性并促进

HSF的增殖与迁移

CCK-8 法检测 CS-β-CD-HAs 浸提液对 HSF 细

胞活力的影响，实验结果见图 5A。对照组细胞相

对活力为 100.0% ± 6.5%，CS-β-CD-HAs 浸提液处

理 HSF 24 h 后，细胞相对活力升高至 137.4% ± 

8.2%(P=0.007)，表明 CS-β-CD-HAs 浸提液无细胞

毒性，且对HSF细胞的增殖具有促进作用。采用细

胞划痕实验评估 CS-β-CD-HAs 浸提液对HSF迁移

能力的影响，结果见图5B、图5C。培养12 h后，对

照组细胞迁移率为18.34% ± 2.01%，CS-β-CD-HAs 处

理组细胞迁移率提高至 28.56% ± 4.68%(P=0.013)；

培 养 24 h 后 ， 对 照 组 细 胞 迁 移 率 为 34.70% ± 

0.97%，CS-β-CD-HAs 处理组细胞迁移率进一步

升 高 至 53.50% ± 4.47%(P=0.000 3)。结果表明 ，

CS-β-CD-HAs 浸提液能够促进 HSF 的迁移，且可

能呈时间依赖性。

2.3　CS-β-CD-HAs可以提高皮肤含水量并改善皮

肤光老化外观评分

大鼠背部皮肤外观变化见图 6，光老化评分统

计学结果、角质层水分含量及其变化量见图 7。

Control 组皮肤光滑、细嫩，光泽度良好，未见褶

皱，弹性正常，光老化评分大多集中在 0 ~ 1 分；

Model 组光老化特征最为显著，评分集中在 5 ~ 6

分，皮肤暗沉，出现大量深皱纹、红斑及色素沉

着，呈明显皮革样改变，质感粗糙、增厚、松弛，

弹性明显下降。HA 处理组(CS-β-CD-HAs 组与 INJ-

HAs 组)大鼠皮肤外观较 Model 组相对光滑，光老

化评分主要集中在 2 ~ 3 分，表面可见少量浅皱纹、

红斑及零星色素沉着，未见明显深皱纹，触感柔

软。Control 组与 Model 组间的光老化宏观评分差

异显著(P＜0.001)，进一步验证了 SD 大鼠光老化

模型建立成功。与 Model 组相比，HA 处理组光老

A：X 射线衍射图；B：傅里叶变换红外光谱图

图 1　CS-β-CD-HAs结构表征

Fig. 1　Structural characterization of CS-β-CD-HAs

A：热重分析和差示扫描量热分析；B：动态阶梯应变扫描结果；C：溶胀动力学变化

图 2　CS-β-CD-HAs的热稳定性、流变性能及溶胀行为

Fig. 2　Thermal stability, rheological properties and swelling behavior of CS-β-CD-Has
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化评分显著降低(P＜0.001)，表明 HA 对光老化有

改善作用；但 CS-β-CD-HAs 组与 INJ-HAs 组间光

老化评分差异无统计学意义，提示两种 HA 处理方

法改善皮肤光老化的效果相近。皮肤电容值测定结

果显示，相较于超纯水组，CS-β-CD-HAs处理后4 h

和 8 h，皮肤角质层含水量显著提升(P＜0.001)。

2.4　组织学实验进一步证实CS-β-CD-HAs对光老

化皮肤的保护作用

HE 染色及天狼猩红染色切片观察细胞和基质

的分布及状况。Control 组：表皮层次及结构完整

清晰，细胞排列整齐。Model 组：与 Control 组相

比，表皮层明显增厚，细胞分层不清，部分表皮

层断裂；真皮纤维明显减少，排列疏松，真皮全

层可见较多炎性细胞浸润。HA 两组损伤程度相

仿，表皮层厚度明显较薄，真皮层排列相对致密；

真皮内存在少许纤维变性、排列稍紊乱，真皮浅

中层炎性细胞浸润较少。使用偏振光显微镜观察

不同处理组大鼠皮肤中 Col-1 与 Col-3 胶原的染色

情况。Control 组胶原排列整齐，Model 组红色和绿

色荧光分布均较为稀疏。经扫描软件选取组织目

的区域成像并计算不同类型胶原蛋白面积占比。

见图 8、图 9。

3 350 cm-1为羟基和氨基的伸缩振动吸收峰；1 646 cm-1和1 540 cm-1为

酰胺键的特征吸收峰。

A：1 700×；B：5 000×；C：10 000×；D： 17 000×

图3　扫描电镜下CS-β-CD-HAs的微观结构

Fig. 3　Microstructure of CS-β-CD-HAs observed under scanning 

electron microscope

图 4　激光共聚焦显微镜观察HA的透皮性能(200×)

Fig. 4　In vitro transdermal penetration observed by confocal laser 

scanning microscopy (200×)

A：CS-β-CD-HAs 水凝胶浸提液对 HSF 细胞活力的影响；B：定量

分析 12 h 及 24 h 不同干预下 HSF 的迁移率；C：不同干预组处理

HSF 后不同时间点的典型迁移图像(400×)

图 5　CS-β-CD-HAs水凝胶浸提液对人皮肤成纤维细胞增殖与迁移

的影响

Fig. 5　Effects of CS-β-CD-HAs hydrogel extract on the 

proliferation and migration of human skin fibroblasts
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2.5　CS-β-CD-HAs可以维持皮肤细胞外基质的稳

态并抑制胶原降解

利用 Col-1、Col-3、Elastin 和 Mmp-3 基因引物

进行 RT-qPCR 检测 mRNA 相对表达量，以 GAPDH

作为内参基因进行归一化。结果显示，凝胶外用

及 HA 注 射 干 预 后 ， Col-1、 Col-3 及 Elastin 的

mRNA 表 达 水 平 较 模 型 组 升 高 (P＜0.05)， 而

Mmp-3 mRNA 表达水平降低(P＜0.01)；CS-β-CD-

HAs 与 INJ-HAs 两组处理方式间无显著差异。Hyp

含量测定及统计学分析结果表明，HA 干预能够显

著提升皮肤中的羟脯氨酸含量(P＜0.05)，从而在

一定程度上促进皮肤修复与重建。见图 10。

2.6　CS-β-CD-HAs可减轻光老化皮肤的氧化应激

损伤

通过比色法测定 SOD 活性及 MDA 含量，并对

结果进行统计学分析。在 HA 干预组中，CS-β-CD-

HAs 组 的 SOD 活 性 为 (23.76 ± 3.25) U/mg， 较

Model 组显著提升了 9.85 U/mg(P=0.012)；而 INJ-

HAs 组 的 SOD 活 性 为 (28.35 ± 3.11) U/mg， 较

Model 组显著提升了 14.44 U/mg(P＜0.001)。结果

表明，HA 能够提升 SOD 活性，有效减轻氧化应激

损伤，但不同干预方式之间的效果差异不显著。

见图 11。

Control 组 MDA 含量为(0.92 ± 0.50) μmol/gprot ，

Model 组 升 高 至 (7.06 ± 1.25) μ mol/gprot (P＜

0.001)，表明模型成功诱导了氧化应激反应。在

干 预 组 中 ， CS- β -CD-HAs 组 MDA 含 量 降 至

(3.46 ± 1.31) μmol/gprot，与 Model 组相比差异具

有 统 计 学 意 义 (P=0.011)； INJ-HAs 组 MDA 含 量

降至 (3.29 ± 0.46) μmol/gprot，与 Model 组相比差

异具有统计学意义 (P=0.008)。然而，CS-β-CD-

HAs 组与 INJ-HAs 组 MDA 含量差异无统计学意义。

这些结果表明，HA 干预能够有效减轻氧化应激引

起的脂质过氧化损伤，具有一定的抗氧化应激

作用。

3　讨论

本研究通过 β-CD 接枝 CS 并偶联 HA 构建共价

网络的路径，制备了 CS-β-CD-HAs。研究结果表

明，CS-β-CD-HAs 经无创外用，可通过促进胶原

合成及抑制氧化应激的机制达到与注射同分子量

HA 相当的抗光老化效果。该凝胶的设计思路如

下：β-CD 的疏水空腔与角质层脂质成分形成包合

物，暂时扰乱脂质双分子层排列，增加细胞间隙，

降低皮肤屏障阻力；CS 的阳离子特性使其与带负

电的角质层表面发生静电吸附，延长水凝胶在皮

肤表面的滞留时间，为 HA 的透皮扩散提供充足的

时间窗口；CS-β-CD-HAs 中含有丰富的亲水基团

(如-OH、-COO-、-CONH-)，可显著提高角质层水

合度。当角质层细胞处于水合状态时，其结构致

密性下降，细胞间隙增大，进一步促进 HA 的透皮

扩散。

XRD 宽峰首先展现了非晶材料的典型特征。红

外光谱在 1 646 cm-1与 1 540 cm-1处的吸收峰支持了

图6　各组大鼠皮肤外观变化

Fig. 6　Changes in skin appearance among different groups

图 7　大鼠的皮肤外观评分(A)与角质层水分含量(B)

Fig. 7　Skin appearance score (A) and stratum corneum moisture 

content (B) in rats subjected to different interventions
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酰胺键的形成，这与 EDC/NHS 介导的羧基-胺基偶

联反应的典型表征一致，证明 HA 与 CS-g-β-CD

之间确有共价交联[13]。热重和差热分析考察了 CS-

β-CD-HAs 的热稳定性。第一阶段的质量损失主要

归因于材料内部结合水(如氢键吸附水)的脱除，以

及 HA 和 β-CD 骨架官能团分解生成低分子量气态

化合物。这一过程通常不会伴随明显的热效应，

因此在 DSC 曲线上没有明显的放热或吸热峰[14]。

第二阶段的质量损失归因于碳氢化合物中碳-碳键的

断裂以及高分子量羰基衍生物的释放[15]。在 600 ~ 

800℃之后仍然存在残余质量，可能的残留物包括

有机物高温碳化形成的残碳、材料合成过程中使

用的无机金属残渣，以及凝胶交联网络可能形成

的热稳定碳化结构[16]。

为确保交联结构的稳定性，该材料不仅需具

备优异的流变模量，还需在外力作用下表现出自

愈特性。在 0.05% 的小应变条件下，CS-β-CD-HAs

材料的储能模量(G')显著高于损耗模量(G'')，表明

材料形成了稳定的三维网络结构，证实了CS-β-CD-

HAs 的成功构建[17]。当应变提升至 100% 时，巨大

的剪切力破坏了维持网络结构的物理作用力，导

致模量显著下降，材料发生“剪切稀化”；在持续

施加 200 s 高应变后恢复初始条件，其黏弹性参数

可迅速且基本恢复至原始水平，提示构成凝胶网

Col-1 成像呈红色，Col-3 成像呈绿色。

图8　不同干预组大鼠皮肤组织的病理学染色(200×)

Fig. 8　Pathological staining of rat skin tissues in different intervention groups (200×)

A：胶原含量占比(%)；B：Col-1 占比(%)；C：Col-3 占比(%)

图 9　胶原含量占比

Fig. 9　Proportion of collagen
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络的交联作用是动态且可逆的，使材料能够自修

复并维持其结构完整性和功能稳定性[18]。

CS-β-CD-HAs 的 SEM 分析揭示了其微观形貌

特征：材料具有规整有序、分布均匀的多孔互穿

网状结构，孔径分布从亚微米延伸至纳米尺度。

这种多尺度粗糙形貌由凝胶网络中氢键与疏水作

用的协同效应形成，是透皮扩散与保湿性能提升

的结构基础[19]。孔道有利于水分的储存与缓释，

也有利于真皮细胞和组织的黏附[20]。功能与结构

的协同主要归因于：不可逆的共价酰胺键提供了

基础力学强度与热稳定性；可逆的物理相互作用

(包括 CS 静电吸引、广泛的氢键网络及接枝 β-CD)

所赋予了材料剪切稀化、应变可恢复的黏弹行为。

作为皮肤真皮层的主要功能细胞，HSF 直接

参与胶原合成、细胞外基质维持和皮肤损伤修复，

是评价生物材料皮肤相容性的理想细胞模型。实

验结果表明，SUP-HAs 不仅无细胞毒性，而且能

促进成纤维细胞增殖和迁移，表现出良好的细胞

相容性，为其后续应用于皮肤光老化防治提供了

细胞水平的安全性依据。

光老化模型的成功构建对本研究至关重要。

在模型动物选择方面，常用的实验动物包括小鼠、

裸鼠、小型猪、大鼠等。其中，裸鼠等免疫缺陷

动物易模拟人类皮肤对紫外线的反应[21]。本研究

选择雄性 SD 大鼠的主要原因如下：第一，雌激素

具有增强皮肤水合、抗炎及抗氧化等作用，选用

雄性可避免该混杂因素的影响；第二，SD 大鼠皮

肤厚度适中，适合模拟紫外线穿透效应。在辐照

方式上，鉴于 UVB 主要损伤表皮层，而 UVA 在破

坏表皮的同时可深入真皮层，导致表皮细胞、胶

原蛋白、弹性蛋白及真皮血管的 DNA 损伤[22]，故

本研究采用 UVA+UVB 混合辐照方式。造模过程

中，尽管缩短光源与照射部位距离、增加辐射强

度以及提升辐射频率等措施可在一定程度上缩短

成模时间，但过高的辐射强度可能导致急性光损

伤，显著降低成模率，故须综合考虑上述关键因

素。因此，本研究根据文献报道和预实验确定 UV

辐射的模式和参数确定 MED，并最终采取逐周递

增 UV 照射剂量(1→2→3 MED)的策略。结果显示，

大鼠皮肤呈现稳定的光老化宏观表现，包括干燥

脱屑、增厚、弹性下降及皱纹形成等。组织学观

图 10　不同干预组大鼠皮肤组织中Col-1 (A)、Col-3 (B)、Elastin 

(C)及Mmp-3 (D) mRNA相对表达量

Fig. 10　mRNA expression levels of Col-1 (A), Col-3 (B), Elastin (C), 

and Mmp-3 (D) in rat skin tissues from different intervention groups

图 11　不同干预组大鼠皮肤组织中羟脯氨酸含量 (A)、超氧化物歧化酶活性 (B)及丙二醛含量 (C)

Fig. 11　Hydroxyproline content (A), superoxide dismutase activity (B), and malondialdehyde content (C) in rat skin tissues across different 

intervention groups
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察表明，与传统单剂量高强度 UV 照射模型相比，

本方案通过渐进性累积损伤，更真实地再现了表

皮增厚、真皮乳头层胶原断裂等典型光老化组织

学变化[10]。

胶原蛋白是 ECM 的主要成分，其丢失会破坏

ECM 固有的动态平衡，导致 ECM 重塑异常，进而

影响皮肤的结构和功能[23-24]。Hyp 作为胶原蛋白特

有的氨基酸，在维持胶原蛋白三螺旋结构稳定性

方面发挥着关键作用[11-12,25]。本研究中，Model 组

Hyp 含量较 Control 组显著降低 87.6%(P＜0.001)，

CS-β-CD-HAs 和 INJ-HAs 组 Hyp 含量均较 Model 组

显著提高(P＜0.05)，表明二者能够促进胶原蛋白

的合成，提高胶原结构稳定性，从而减轻光老化

皮肤损伤。

Col-1 决定皮肤轮廓，Col-3 决定皮肤弹性。天

狼猩红染色后偏振光显微镜观察可见，Col-1 和

Col-3 分别呈红色和绿色[26]。通过图像识别和处

理，本研究定量评估了这两种胶原在显微镜视野

中的面积占比。HA 作用下，两组大鼠皮肤的 Col-

1 与 Col-3 图像面积占比均较光老化 Model 组升高，

与 RT-qPCR 检测到的 Col-1 和 Col-3 mRNA 表达上

调结果一致，且 Col-3 的上调幅度更高。这一发现

具有重要意义：Col-3 的显著上调提示 HA 可能通

过促进更具弹性的Ⅲ型胶原合成，在改善皮肤质

地和弹性方面发挥关键作用。

胶原代谢失衡的具体表现，一方面是胶原蛋

白的合成减少，另一方面是其降解增加。弹性蛋

白(Elastin)是维持皮肤弹性的关键 ECM 组分，其通

过自组装和赖氨酸交联形成成熟的弹性纤维，可

提高真皮弹性纤维网的连续性。Elastin 的合成受

TGF-β/Smad 信号通路调控，降解则主要依赖于

MMP-3 的作用。MMPs 是降解 ECM 的关键酶家

族，其主要功能是降解 ECM 中的胶原纤维网络等

组分。MMP-1 作为胶原酶可特异性切割Ⅰ型、Ⅲ型

胶原的三螺旋结构，生成胶原片段[27-28]；而MMP-3

作为基质溶解素不仅可以降解 Elastin 等 ECM 组分，

还可激活 MMP-1 前体(pro-MMP-1)，形成“胶原降

解-酶原活化”的正反馈循环，从而引发光老化的

发生[29-30]。

本研究中 Model 组 Mmp-3 mRNA 的表达显著

升高，Elastin mRNA 的表达下降；HA 干预后，两

组 Mmp-3 mRNA 的表达均显著降低，说明透明质

酸抑制了胶原蛋白和弹性蛋白的降解。

这种“抑降解-促合成”的双重调控效应，正

是 CS-β-CD-HAs 修复光老化皮肤 ECM 稳态的核心

机制。文献报道显示，HA 与成纤维细胞表面的

CD44 受体结合后，可激活 TGF-β/Smad 通路，促

进 Smad2/3 的磷酸化，从而促进胶原转录。CS-

β-CD-HAs 是否通过该分子通路发挥作用，有待后

续研究进一步验证[31]。

除了 ECM 的破坏，氧化应激和炎症反应也在

光老化过程中扮演着重要角色。UV 辐射可使大量

ROS 累积，引发氧化应激，造成脂质、蛋白质和

DNA 等细胞成分的损伤[32-33]。

ROS 是介导氧化应激的核心启动因子[32]。过

量 ROS 不仅直接攻击生物大分子，还可作为信号

分子激活下游应激通路[34]。Nrf2/ARE 途径是细胞

氧化应激反应的关键调节通路[35]。在正常条件下，

Nrf2 被其抑制蛋白 Keap1 结合并滞留于细胞质中；

UV 辐射导致 ROS 过量蓄积，打破氧化还原稳态。

为应对氧化应激，Nrf2 与 Keap1 解离并易位至细胞

核，在核内与小 Maf 蛋白形成异二聚体后与 ARE

结合，启动下游基因转录，促进 SOD 等抗氧化酶

的合成。SOD 可清除超氧阴离子，中和 ROS 并防

止氧化损伤，从而增强细胞的抗氧化能力，降低

MDA 的积累[36]。MDA 是脂质过氧化的终产物，

其含量可间接反映细胞膜脂质遭受氧化损伤的程

度[37]。ROS 攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸，引

发链式脂质过氧化反应，最终生成 MDA 等醛类物

质，导致膜流动性和通透性改变，进而损害细胞

结构和功能[38-39]。

本研究中，Model 组皮肤 MDA 含量较正常组

升高 6 倍之多(P＜0.001)，SOD 活性下降 59%(P＜

0.001)，与 UV 诱导的氧化应激机制高度吻合。实

验结果表明，HA 提升了 SOD 活性，降低了 MDA

含量，减少了 UV 诱导的 ROS 积累。最新的体外研

究证实，HA 可显著降低 UVA 诱导的人真皮成纤维

细胞内和线粒体 ROS 水平，并上调抗氧化酶的表

达，恢复 ECM 相关基因的转录，这与本研究的发

现高度一致[24]。

另外，胶原合成与氧化应激通路存在互相影

响：ROS-AP-1-MMP 信号级联反应正是二者之间

的桥梁。紫外线诱导产生的 ROS 通过抑制蛋白酪

氨酸磷酸酶(protein tyrosine phosphatases，PTPs)活

性，激活丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated 

protein kinase，MAPK)信号级联反应，进而磷酸化
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激活转录因子 AP-1。AP-1 作为一种关键的转录因

子，一方面可促进 MMPs 的转录，另一方面可抑

制 TGF-β 信号通路，使前胶原合成减少[27-28]。

本研究的局限性在于：第一，仅设置CS-β-CD-

HAs 组和 HA 注射组，未设置单独 CS、单独 β-CD

及空白凝胶等对照组，因此，无法完全排除壳聚糖

和环糊精自身对抗光老化的潜在贡献；第二，虽从

胶原代谢和氧化应激角度初步探索了CS-β-CD-HAs

的抗光老化机制，但仅停留在 mRNA 表达和生化

指标层面；第三，采用单一 HA 分子量配比(1∶1∶

1)和单次给药频次，未进行不同分子量配比及给药

时间梯度的系统分析，无法确定最优配比及最佳

治疗方案。

针对上述局限性，后续研究将增设单独 CS、

单独 β-CD 及空白凝胶等对照组，以明确各组分的

独立作用与协同机制。同时，探索不同分子量 HA

的优化配比并完善实验技术细节，以期获得最佳

抗光老化效果。在机制研究方面，采用 Western 

blot 检测 TGF-β/Smad、Nrf2/ARE 等通路关键蛋白

的表达及磷酸化水平，并结合通路特异性抑制剂

进行功能挽救实验，以阐明 CS-β-CD-HAs 抗光老

化的分子机制；此外，可借助代谢组学、单细胞测

序等技术，全面揭示其多靶点调控网络。未来亦可探

索CS-β-CD-HAs 与其他抗光老化成分(如抗氧化剂、

生长因子、外泌体等)的联合应用，以期实现协同

增效。

综上，CS-β-CD-HAs 作为一种非侵入性抗光

老化材料，具有良好的应用前景；本研究成果为

相关领域的后续研究提供了实验基础和理论参考。
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