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·研究论文·

一种新型海洋胶原蛋白复合水凝胶的制备及评价

伍乐1,3,李艳艳1,付迎坤3,4,潘红福3,常聪3,郑自琪3,张正男3,4,李日旺1,
段书霞3,4*,敖宁建1,2*

(1.暨南大学生命科学技术学院,广州
 

510632;2.广东省教育厅生物材料重点实验室,广州
 

510632;

3.河南亚都实业有限公司,新乡
 

453000;4.河南省医用防护用品重点实验室,新乡
 

453000)

摘要:海星具有很强的再生能力,体壁中含有丰富的胶原蛋白(SSC)。以甲基丙烯酸化透明质酸(HAMA)和甲

基丙烯酸化胶原蛋白(SSCMA)为原料,复合海洋源小球藻生长因子(CGF),采用紫外光交联法制备复合水凝

胶,并对复合水凝胶的力学性能、溶胀性、降解性能、微观结构进行分析,同时验证了复合水凝胶对细胞的毒性

及增殖作用。通过扫描电镜观察到SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶具有明显的孔状结构,随着HAMA比例

的增加,水凝胶的力学性能也得到了提高。当 HAMA的添加量为60%时,复合水凝胶在24
 

h内的溶胀率最

大,可达到其自身重量的5倍左右。经 过30天,SSCMA/HAMA/CGF-75发 生 最 大 量 的 降 解。SSCMA/

HAMA/CGF复合水凝胶对小鼠表皮成纤维细胞(L929)无毒副作用,表现出良好的细胞相容性,且对小鼠胚胎

成纤维细胞(NIH-3T3)具有明显的增殖作用,其中SSCMA/HAMA/CGF-60对细胞的增殖率最大,可达

129.70%。
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Abstract:
 

Starfish
 

have
 

strong
 

regenerative
 

abilities
 

and
 

are
 

rich
 

in
 

collagen
 

(SSC)
 

in
 

their
 

body
 

walls.
 

Using
 

methacrylated
 

hyaluronic
 

acid
 

(HAMA)
 

and
 

methacrylated
 

collagen
 

(SSCMA)
 

as
 

raw
 

materials,
 

combined
 

with
 

marine
 

source
 

Chlorella
 

growth
 

factor
 

(CGF),
 

the
 

composite
 

hydrogel
 

was
 

prepared
 

by
 

ultraviolet
 

cross-linking
 

method,
 

and
 

the
 

mechanical
 

properties,
 

swelling
 

properties,
 

degradation
 

properties
 

and
 

microstructure
 

of
 

the
 

composite
 

hydrogels
 

were
 

analyzed,
 

and
 

the
 

toxicity
 

and
 

proliferation
 

effects
 

of
 

the
 

composite
 

hydrogels
 

on
 

cells
 

were
 

also
 

verified.
 

The
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogels
 

were
 

observed
 

by
 

scanning
 

electron
 

micros-
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copy
 

to
 

have
 

an
 

obvious
 

pore-like
 

structure,
 

and
 

the
 

mechanical
 

properties
 

of
 

the
 

hydrogels
 

were
 

also
 

improved
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

HAMA
 

ratio.
 

When
 

the
 

addition
 

amount
 

of
 

HAMA
 

is
 

60%,
 

the
 

swelling
 

rate
 

of
 

the
 

composite
 

hydrogel
 

within
 

24
 

h
 

is
 

the
 

largest,
 

which
 

can
 

reach
 

about
 

5
 

times
 

of
 

its
 

own
 

weight.
 

After
 

30
 

days
 

of
 

degradation,
 

SSCMA/HAMA/CGF-75
 

undergoes
 

the
 

greatest
 

amount
 

of
 

degradation.
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogel
 

has
 

no
 

toxic
 

and
 

side
 

effects
 

on
 

mouse
 

epidermal
 

fibroblasts
 

(L929),
 

shows
 

good
 

cytocom-

patibility,
 

and
 

has
 

obvious
 

proliferation
 

effect
 

on
 

mouse
 

embryonic
 

fibroblasts
 

(NIH-3T3),
 

among
 

which
 

SSCMA/HAMA/CGF-60
 

had
 

the
 

highest
 

cell
 

proliferation
 

rate,
 

reaching
 

129.70%.
Keywords:Starfish

 

shell
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Hyaluronic
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Hydrogel;
 

Cytotoxicity

  皮肤是人体面积最大的器官,也是人体抵御

外部刺激的第一道防线[1~3],在解剖学方面,皮肤

由三个不同的层组成:无血管表皮、高度血管化的

较厚真皮和血管化良好的皮下组织[4~7]。体外皮

肤损伤,如烧伤、冻伤等以及各种皮肤病或其他疾

病都会导致皮肤大面积损伤,治疗需要大量的皮

肤源[8~10]。科学家认为,皮肤损伤的关键问题在

于找到合适的皮肤替代物。皮肤替代物可以分为

传统皮肤替代物和组织工程皮肤[11,12]。传统皮肤

替代物主要包括同种人工合成膜、同种异体皮和

异种皮,由于这些皮肤替代物存在自体皮皮源不

足、异种皮免疫原性及传染病等缺点,因此组织工

程皮肤成为众多科学家研究的重点之一。基于对

皮肤的大量需求和伦理等各方面的考虑,开发一

种用于皮肤再生、快速促进伤口愈合,且具有良好

的生物相容性和低免疫原性的组织工程皮肤敷料

具有很大的科学研究价值和临床应用价值[13]。
组织工程皮肤由支架材料、细胞和生长因子

组成。支架材料主要包括天然生物支架材料、合
成生物支架材料和复合支架。天然生物支架材料

具有无毒、可降解等优点,但单一的材料无法同时

满足力学强度和生物相容性的要求[14];人工合成

生物材料可提高细胞对支架的粘附力和稳定材料

的降解速率,但在降解的同时会产生一些酸性物

质,对细胞造成损伤[15]。因此,综合天然生物支架

材料和合成生物支架材料各自的优点,制备出了

一类复合材料。这种复合材料可以是多种合成材

料复合而成,如基于聚谷氨酸修饰的纳米晶纤维

素填充聚己内酯(PCL)的新型骨组织再生三维打

印支架(PGlu-NCC)[16];也可以是天然生物材料与

合成生物材料复合而成,如L-谷氨酸
 

(LGA)
 

负

载的胶原蛋白/壳聚糖(Col-CS)
 

复合支架,用于加

速糖尿病伤口的愈合[17]。
目前研究较多的复合材料主要是由天然生物

材料和人工合成材料共同制备而成的一类组织工

程皮肤。天然生物材料主要包括胶原蛋白、壳聚

糖、海藻酸、透明质酸等[18]。
胶原蛋白(collagen,Col)作为人体皮肤的主

要组成成分[19],在维持人类皮肤的弹性和韧性的

同时还具有支撑和保护的作用,此外还主动参与

细胞的迁移、分化和增殖代谢,具有良好的生物相

容性[20],因此胶原蛋白在组织工程皮肤领域中有

非常广阔的应用前景。目前主要用于生物医用材

料研究的胶原蛋白多来自于猪皮、牛跟腱等陆生

动物,但此类陆生胶原具有一定的传染病风险,因
此对胶原蛋白的研究重心逐渐转到了海洋生物方

面[21,22]。海星作为一种繁殖能力和再生能力强的

海洋生物,体壁中含有丰富的胶原蛋白,可促进肉

芽组织生成,加速创面的愈合[23]。海星壳胶原蛋

白(starfish
 

shell
 

collagen,SSC)相较于陆生动物

源胶原蛋白不仅具有无传染病风险、低免疫原性

等优势,而且还可以促进纤维细胞、血管皮细胞的

分化并形成基质,激活巨噬细胞的吞噬能力,从而

提高机体的免疫活性,降低创面被感染的机会[24]。
透明质酸(hyaluronic

 

acid,HA)是存在于创面上

最主要的氨基葡萄糖,具有良好的保湿性、润滑性、粘
弹性及非免疫原性,因此HA在临床医学及生物医学

工程领域受到广泛关注[25],如Zhao等[26]利用偶氮苯

和与透明质酸链共轭的β-环糊精基团之间的主客体

相互作用形成了光响应性超分子多糖水凝胶,不仅能

发挥构造作用,还具有调节功能,同时能够刺激伤口

部位的血管生成,加速溃疡创面愈合[27,28]。此外,有
研究发现[29]当伤口处含有丰富的透明质酸时,通常

在伤口愈合后不会留下疤痕,这为皮肤创面无痕修复

的研究方向提供了新的思路。但由于透明质酸存在

稳定性差、易发生降解、对透明质酸酶敏感[30],受到

强酸、强碱、热等刺激时易发生变性,失去其生理功能

等缺点,因此通常在使用时会对它进行改性,如酯化、
开环、接枝等各种化学改性方法,以得到性能更好的

透明质酸衍生物。
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小球藻是存在于海洋中的一类普生性单细胞

绿藻,是20亿年前出现在地球上最早的真核细胞

生物,它含有多种生物活性物质,其中小球藻的生

长因子(chlorella
 

growth
 

factor,CGF)是决定其每

20
 

h就可以增长4倍的关键[31],没有任何一种生

物能达到这样高的增长速率,因此将这种生长因

子用于皮肤创面修复研究具有重大意义。CGF是

海洋生物绿藻独有的活性成分,据报道CGF不仅具

有促进正常细胞增殖、增强机体免疫等多种生物活

性[32],还可以激活淋巴细胞,增强机体免疫力,活化

人体细胞,使生长发育加快,促进人体受伤组织修

复[33,34]。有研究证明,CGF能够提高正常细胞再生

能力达25%以上,可以产生更优质的细胞。
目前水凝胶的交联方法主要包括物理交联

(如离子交联、热凝胶等)和化学交联(如点击化

学、Michael加 成[35]、席 夫 碱 反 应[36,37]、光 交 联

等)。与物理交联水凝胶相比,化学交联形成的水

凝胶显示出了更好的机械强度和凝胶行为。光交

联水凝胶是指在紫外光、蓝光或可见光的照射下,
含有光敏基团的物质通过分子内或分子间交联形

成的三维网络结构材料[38]。相比于其他触发(如
改变pH、改变温度等)或自发(如环氧-胺反应、硫
醇-烯/炔反应等)的交联方式,光引发交联具有非

物理接触、时空精准可控、反应条件温和、副产物

少等优势[39]。光交联水凝胶包括可聚合材料、光
引发剂和光源三部分反应体系。通常采用含甲基

丙烯酸酯的聚合物对材料进行改性使其获得可发

生光交联的光敏基团[40,41]。
由于制备光交联水凝胶需要以双键或巯基作

为交联前提,因此本课题将通过甲基丙烯酸酐

(MA)分别对海星壳胶原蛋白(SSC)和透明质酸

(HA)进行改性,以引入活性双键,同时添加生长

因子 CGF,采 用 紫 外 光 交 联 法 制 备 SSCMA/

HAMA/CGF复合水凝胶,探究复合水凝胶的理

化性能和生物学性能,以此得到一种可抑制伤口

感染,促进伤口快速愈合的复合水凝胶。

1 实验方法
 

1.1 实验试剂

  透明质酸(HA)、胃蛋白酶,上海麦克林生化

科技有限公司;海星,山东烟台海生海鲜有限公

司;氢氧化钠,西陇科学股份有限公司;冰乙酸,广
州东巨有限公司;聚乙二醇二丙烯酸酯(PEG-

DA),深圳市文乐生物科技有限公司;甲基丙烯酸

酐,上海麦克林生化科技有限公司;光引发剂(2-羟
基-2-甲基-1-[4-(2-羟 基 乙 氧 基)苯 基]-1-丙 酮,

I2959),北京沃凯生物科技有限公司;CCK-8试剂

盒,广州捷威斯生物科技有限公司;L929细胞、

NIH-3T3细胞,中科院细胞库;胎牛血清,Gibco;

DMEM培养基,广州先度生物科技有限公司。

1.2 实验仪器

  磁力搅拌器(SZCL-3B),IKA,德国;电子天平

(FA1104),上海一恒科技有限公司;冷冻干燥机

(ALPHA1-4/2-4/LSC),德国 CHRIST;离心机

(KA-1000),上海安亭科学仪器厂;场发射扫描电

子显微镜(TM3030),日本;紫外可见光分光扫描

仪(Cary
 

4000),马来西亚;傅里叶红外光谱分析仪

(EQUINOX55),德国布鲁克(Bruker);圆二色光

谱仪(Chirascan),英国;电子万能试验机(PHIL-
IPS

 

TECNAI
 

10),荷兰飞利浦公司。

1.3 复合水凝胶的制备

1.3.1 海星壳胶原蛋白的提取

将海星壳洗净切碎,按照 m(海星壳/g)∶
V(氢氧化钠/mL)=1∶10加入质量分数为0.1%

 

氢氧化钠溶液搅拌浸泡以除去杂蛋白,用纯水清

洗至中性。然后在10倍体积的2%盐酸溶液中持

续搅拌,进行脱钙,每4
 

h更换一次酸液,直至无气

泡产生,再次用纯水洗至中性。用含有1%胃蛋白

酶的0.5%的乙酸溶液(pH=3)进行抽提36
 

h。离

心后收集上清液,以纯水透析1天,经冻干即得到海

星壳胶原蛋白[42]。

1.3.2 海星壳胶原蛋白改性

将上一步提取得到的海星壳胶原蛋白溶解在

0.1
 

mol/L盐酸溶液中,用0.2
 

mol/L的磷酸氢二

钠溶 液 调 节 pH 至 7.5,然 后 按 照 摩 尔 比 为

MA
 

(C C)∶Col
 

(—NH2)=2∶1加入适量甲基丙

烯酸酐溶液(MA)(图1a),反应8
 

h后以10
 

mmol/L
的盐酸溶液对反应溶液进行透析(3500

 

D),透析液经

冷冻干燥,得到甲基丙烯酸化胶原蛋白(SSCMA)[43]。

1.3.3 透明质酸改性

制备浓度质量分数为1%的透明质酸水溶液,
在冰浴条件下,将适量甲基丙烯酸酐逐滴加入透

明质酸水溶液中(图1b),用5
 

mol/L的氢氧化钠

溶液维持pH在8.5左右,然后在冰浴条件下继续

反应24
 

h。用纯水透析3天(8~14
 

kD),冻干后

得到甲基丙烯酸化透明质酸(HAMA)[44]。
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图1 SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶的制备流程图:(a)
 

SSCMA,(b)
 

HAMA,(c)复合水凝胶的制备

Figure
 

1 Preparation
 

process
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogel:the
 

preparation
 

of
 

(a)
 

SSCMA,
 

(b)
 

HAMA
 

and
 

(c)
 

composite
 

hydrogel

1.3.4 光交联复合水凝胶的制备

配制5
 

g/L的SSCMA醋酸溶液作为溶液A,
然后向溶液A中加入1

 

mg/mL的小球藻生长因

子CGF;在避光条件下配制含有3
 

g/L
 

HAMA和

1%
 

I2959的150
 

mmol/L
 

PEGDA水溶液,作为

溶液B[45]。用0.5
 

mol/L的氢氧化钠溶液和0.5
 

mol/L盐酸溶液将溶液 A调至中性。使 HAMA
加入的比例为25%、33%、40%、50%、60%、66%、

75%,所制得的复合水凝胶分别标记为SSCMA/

HAMA/CGF-25、SSCMA/HAMA/CGF-33、SSCMA/

HAMA/CGF-40、SSCMA/HAMA/CGF-50、SSCMA/

HAMA/CGF-60、SSCMA/HAMA/CGF-66、SSCMA/

HAMA/CGF-75。

1.4 SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶的

性能评价

1.4.1 微观形貌

将SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶冷冻干

燥后分别对其横切面、纵切面及正面进行表面喷

金,采用扫描电子显微镜在10.0
 

kV加速电压下

观察凝胶内部的微观形态。

1.4.2 力学性能测试

在室温下使用通用机械试验机(BOSS,德国)评
估水凝胶的抗压强度[46]。用直径为

 

6.5
 

mm、高度

为7
 

mm 的圆柱体制备出不同配比的SSCMA/

HAMA/CGF复合水凝胶,分别以1
 

mm/min,60%
的变形速率进行表征。取三个测量值的平均值作

为每个样品的结果。
同时在室温下利用通用机械试验机评估水凝

胶的弹性性能。用直径为
 

6.5
 

mm、高度为7
 

mm
的圆柱体制备出不同配比的SSCMA/HAMA/

CGF复合水凝胶,分别以1
 

mm/min,20%、40%
及60%的变形速率进行表征,并拍照记录压缩前、
压缩中及压缩后水凝胶的形态变化。

1.4.3 黏附性能测试

为了清晰地展现复合水凝胶的粘附行为,通
过将水凝胶与不同重量的物体进行黏附,以评价

其对固体材料的黏附效果。

1.4.4 溶胀性能测试

在室温下,通过在过量的PBS缓冲液中浸泡

冻干后的SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶,直
到复合水凝胶达到溶胀平衡。将复合水凝胶制备

成直径13
 

mm、高7
 

mm的圆柱体,第一次干重称

重,然后在1、3、5、7、9和11
 

h各称重一次,直到复

合水凝胶达到溶胀平衡,每个样品取3次测量的

平均值。溶胀率按式(1)计算:
溶胀率(%)=(Ms-Md)/Md×100% (1)
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Md 为溶胀前复合水凝胶的初始质量;Ms 为溶胀

后复合水凝胶的质量。

1.4.5 降解性能测试

在室温下,将SSCMA/HAMA/CGF复合水

凝胶制备成直径13
 

mm、高7
 

mm的圆柱体,冷冻

干燥,然后将复合水凝胶浸泡于PBS缓冲液中,置
于37

 

℃的摇床中,转速设置为120
 

r/min。分别

在第5、10、15、20、25和30天取样,干燥至恒重后

称重,并计算降解率。降解率按式(2)计算:
降解率(%)=(Mi-Mt)/Mi×100% (2)

Mi为降解前复合水凝胶的初始质量;Mt 为降解

后复合水凝胶的质量。

1.4.6 细胞毒性测试

采用 CCK-8法分别检测SSCMA/HAMA/

CGF复合水凝胶对L929细胞的细胞相容性,具
体步骤 按 照 中 华 人 民 共 和 国 国 家 标 准 GB/T

 

16886.5-2003“医疗器械生物学评价:体外细胞毒

性试验”的要求。
(1)SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶浸提

液的制备

样品经紫外灭菌后,用含有10
 

wt%胎牛血

清,100
 

U/mL青霉素-链霉素的DMEM培养基配

成0.1
 

g/mL 的 悬 液(用 于 L929细 胞),置 于

37
 

℃,CO2 含量为5%的培养箱中浸提24
 

h,然后

将样品取出,用规格为0.22
 

μm的滤膜过滤待用。
(2)复合水凝胶的细胞相容性评价

当细胞生长到80%后,将L929细胞接种到每

孔5×103 个细胞(100
 

μL)的96孔板中,在37
 

℃
和CO2 含量为5%的培养箱中培养24

 

h。然后分

别加入不同浓度的SSCMA/HAMA/CGF复合水

凝胶浸提液(每孔100
 

μL),同时设置空白对照组

(只加100
 

μL培养基,内无细胞)和阴性对照组

(100
 

μL培养基,内有细胞)。让细胞粘附并生长1、

3和7天。在每个时间点,将10
 

μL
 

CCK-8加入96
孔板中,孵育4

 

h。使用酶标仪在450
 

nm处测定每

个孔的吸光度值。以阴性对照的平均值为100%的

细胞增殖率,各组的细胞增殖率按如下公式计算:

RPR%=(OD实验组 -OD空白)/
(OD阴性对照 -OD空白)×100% (3)

  样品的细胞毒性大小,根据 RGR%进行判

断,RGR值对应的毒性分级如表1所示。

1.4.7 细胞增殖试验

取第3代的 NIH-3T3细胞,待其密度达到

  表1 细胞毒性分级

Table
 

1 Classification
 

of
 

cytotoxicity

RGR(%) 细胞毒性等级 毒性评价

≥100 0 无细胞毒性

75~99 Ⅰ 无细胞毒性

50~74 Ⅱ 轻度细胞毒性

25~49 Ⅲ 中度细胞毒性

1~24 Ⅳ 中毒细胞毒性

<1 Ⅴ 重度细胞毒性

90%以上后,0.25%胰酶消化3
 

min后,用2倍体

积的DMEM完全培养基终止消化,1000
 

r/min
 

离

心5
 

min
 

收集细胞后重悬于完全培养基中。将处

理的细胞悬液按5×103 细胞密度接种于96孔板

中,在37
 

℃和CO2 含量为5%的培养箱中培养

24
 

h。然 后 分 别 加 入 不 同 浓 度 的 SSCMA/

HAMA/CGF复合水凝胶浸提液(每孔100
 

μL),
同时设置空白对照组(只加100

 

μL培养基,内无

细胞)和阴性对照组(100
 

μL培养基,内有细胞)。
让细胞粘附并生长1、3和7天。在每个时间点,
将10

 

μL
 

CCK-8加入96孔板中,孵育4
 

h。使用

酶标仪在450
 

nm处测定每个孔的吸光度值。以

阴性对照的平均值为100%的细胞增殖率,各浓度

组的细胞增殖率按式(3)计算。

AO/EB细胞染色:按照上述细胞培养步骤,
在SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶浸提液和细

胞共培养1、3和7天后,通过AO/EB细胞染色试

剂盒评估细胞活力。用PBS洗涤3次细胞,然后

将细胞在
 

AO/EB标准溶液中孵育10
 

min。染色

后,再次用PBS洗涤细胞,并立即用荧光倒置显微

镜观察。

2 结果与讨论

2.1 复合水凝胶的微观结构评价

  图2为制备好的SSCMA/HAMA/CGF复合

水凝胶示意图,从图中可以看出各组水凝胶均呈

白色,部 分 呈 现 出 半 透 明 状,且 能 保 持 稳 定 的

结构。
图3为SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶在

200×下得到的扫描电镜(SEM)图。从图中可以

看出7组水凝胶的微观结构均表现出明显的多孔

结构。其中SSCMA/HAMA/CGF-40的孔径最

小,其孔状结构呈不规则的圆形。而其余几组水

凝胶的孔状结构均形似蜂窝状,且孔径更大。这
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图2 SSCMA/HAMA/CGF 复 合 水 凝 胶 示 意 图:(a)
 

SSCMA/HAMA/CGF-25,
 

(b)
 

SSCMA/HAMA/CGF-33,
 

(c)
 

SSCMA/HAMA/CGF-40,
 

(d)
 

SSCMA/HAMA/CGF-50,
 

(e)
 

SSCMA/HAMA/CGF-60,
 

(f)
 

SSCMA/HAMA/

CGF-66,
 

(g)
 

SSCMA/HAMA/CGF-75
Figure

 

2 Schematic
 

diagram
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogels:
 

(a)
 

SSCMA/HAMA/CGF-25,
 

(b)
 

SSCMA/

HAMA/CGF-33,
 

(c)
 

SSCMA/HAMA/CGF-40,
 

(d)
 

SSCMA/HAMA/CGF-50,
 

(e)
 

SSCMA/HAMA/CGF-60,
 

(f)
 

SSCMA/HAMA/CGF-66,
 

(g)
 

SSCMA/HAMA/CGF-75

图3 SSCMA/HAMA/CGF复 合 水 凝 胶 的 扫 描 电 镜 图:
 

(a)
 

SSCMA/HAMA/CGF-25,
 

(b)
 

SSCMA/HAMA/

CGF-33,
 

(c)
 

SSCMA/HAMA/CGF-40,
 

(d)
 

SSCMA/HAMA/CGF-50,
 

(e)
 

SSCMA/HAMA/CGF-60,
 

(f)
 

SSCMA/

HAMA/CGF-66,
 

(g)
 

SSCMA/HAMA/CGF-75
Figure

 

3 Scanning
 

electron
 

microscopy
 

(SEM)
 

images
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogels:
 

(a)
 

SSCMA/

HAMA/CGF-25,
 

(b)
 

SSCMA/HAMA/CGF-33,
 

(c)
 

SSCMA/HAMA/CGF-40,
 

(d)
 

SSCMA/HAMA/CGF-50,
 

(e)
 

SSCMA/HAMA/CGF-60,
 

(f)
 

SSCMA/HAMA/CGF-66,
 

(g)
 

SSCMA/HAMA/CGF-75

种均匀的孔状结构可以增加水凝胶的溶胀性能。
从SEM 图中可以观察到,当SSCMA和 HAMA
之间的占比相差较大时,形成的孔隙结构不均匀,
孔径大小也存在差异;而当SSCMA和 HAMA占

比差不多时,所形成的孔状结构相对更加均一,孔

径大小的差异甚小。如SSCMA/HAMA/CGF-40、

SSCMA/HAMA/CGF-50 和 SSCMA/HAMA/

CGF-60这三组水凝胶的孔状结构及孔径大小都

较为均一。这种丰富的多孔结构有助于成纤维细

胞更加方便地进入[47],可为细胞的黏附、增殖和迁
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移提供有利的微环境[48]。另外,从图3中还可以

看到有颗粒状的CGF分布,这增加了水凝胶的比

表面积,使得水凝胶的力学性能得到提高;且这种

颗粒结构可使水凝胶内部孔壁变得粗糙,更加有

利于细胞的附着。

2.2 复合水凝胶的力学性能评价

  图4为按照多种 HAMA 添加量制备出的

SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶的应力-应变和

压缩强度示意图。可以看出,在7组 SSCMA/

HAMA/CGF复 合 水 凝 胶 中,SSCMA/HAMA/

CGF-75的压缩强度最大,可达86.03±3.09
 

kPa,
其 次 SSCMA/HAMA/CGF-66、SSCMA/HA-
MA/CGF-60较强,分别为80.00±3.72、71.50±
2.28

 

kPa,SSCMA/HAMA/CGF-25、SSCMA/

  

HAMA/CGF-33、SSCMA/HAMA/CGF-40 和

SSCMA/HAMA/CGF-50的压缩强度相对较小,
依次为7.27±2.93、14.22±2.77、36.03±13.81、

48.57±9.93
 

kPa。这可能是因为HAMA的加入

使得水凝胶内部的交联网络结构更加坚韧,抑制

了压缩时水凝胶内部的结构断裂,因此水凝胶的

压缩强度会随着HAMA含量的增加而增大;而当

水凝胶中SSCMA比HAMA多时,水凝胶的硬度

则会降低。
图5为复合水凝胶的弹性测试图。从图中可

以看到当 HAMA含量较多时,水凝胶的弹性较

差,当SSCMA含量较多时,水凝胶的弹性较好。
如 SSCMA/HAMA/CGF-25 和 SSCMA/HAMA/

CGF-33的弹性最好,在20%、40%、60%的压缩速

  

图4 SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶的应力-应变曲线(a)和压缩强度(b)

Figure
 

4 The
 

stress-strain
 

curves
 

(a)
 

and
 

compressive
 

strength
 

(b)
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogel

图5 SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶的弹性测试图

Figure
 

5 Elasticity
 

test
 

diagram
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogel
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率 下 均 未 破 裂,在 压 缩 后 能 快 速 恢 复 原 状;

SSCMA/HAMA/CGF-40的弹性效果较次,仅在

60%压缩速率下出现轻微破裂;其余几组水凝胶

则只能在20%的压缩速率下保持原状。这可能是

因为胶原蛋白的加入提高了水凝胶的延展性,使
得弹性效果得到提高。详见电子支持信息图S1。

2.3 复合水凝胶的黏附性能评价

  水凝胶的黏附性能在生物医用材料中发挥极

大的作用。因此,探究了SSCMA/HAMA/CGF
复合水凝胶与不同重量固体材料的黏附表现。如

图6所示,在不添加任何促进粘附力成分的情况

下,各组水凝胶仍能很容易地黏附起各重量的固

体材料,这说明SSCMA/HAMA/CGF复合水凝

胶具有良好的黏附性能。

2.4 复合水凝胶的溶胀性能评价

  水凝胶的溶胀性能在伤口治愈过程中起着重

要作用,不仅能够帮助吸收伤口渗出的脓液,还能

维持创口处的湿润环境[49]。图7(a)显示了SSCMA/

HAMA/CGF复合水凝胶在PBS缓冲溶液中的溶

胀率测试结果。从图中可以看到,每组水凝胶均

在1
 

h后达到溶胀平衡。其中SSCMA/HAMA/

CGF-60的溶胀率最大,可达自身重量的5倍,这
主要是由于 HAMA的添加量较大;同时,结合其

扫描电镜结果可以分析得知,具有更加均匀孔状

结构以及合适的孔径大小更有利于水分子的进入

  

与保持。而SSCMA/HAMA/CGF-75、SSCMA/

HAMA/CGF-66、SSCMA/HAMA/CGF-50、SSCMA/

HAMA/CGF-25、SSCMA/HAMA/CGF-40、SSCMA/

HAMA/CGF-33这6组复合水凝胶的溶胀率则

依次降低,其中SSCMA/HAMA/CGF-33的溶胀

率为最低,仅达到自身重量的3.73倍。从这7组

不同配比复合水凝胶的溶胀率测试图中可以看

出,当水凝胶中 HAMA添加量较少时,其溶胀率

均出现了降低,而当 HAMA添加量较多时,其溶

胀率得到了提高,这可能是由于在HAMA中含有

比 SSCMA 更 多 的 亲 水 性 基 团,如—OH、
—COOH等,这些基团可以帮助更多的水分子进

入到水凝胶内部网络结构中,从而使溶胀率增大。
同时,水凝胶的微观结构即孔结构的差异也会对

溶胀性能产生影响。

2.5 复合水凝胶的降解性能评价

  如图7(b)为SSCMA/HAMA/CGF复合水

凝胶的降解率。从图中可以看出,各组复合水凝

胶经过30天的降解后仍保留了超过80%的重量,
同时保持了其原始结构。在第5天时,各组均发

生 了 一 定 的 降 解,SSCMA/HAMA/CGF-25、

SSCMA/HAMA/CGF-33、SSCMA/HAMA/CGF-40、

SSCMA/HAMA/CGF-50、SSCMA/HAMA/CGF-60、

SSCMA/HAMA/CGF-66、SSCMA/HAMA/CGF-75
分别降解到其原始重量的98.74%、98.61%、97.93%、

  

图6 SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶对不同重量固体材料的黏附性能展示

Figure
 

6 Adhesion
 

performance
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogels
 

to
 

solid
 

materials
 

of
 

different
 

weights
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图7 SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶的溶胀率(a)及降解率(b)

Figure
 

7 Swelling
 

ratio
 

(a)
 

and
 

degradation
 

rate
 

(b)
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogels

97.53%、99.23%、99.06%、97.95%。降解到第

30 天 时,SSCMA/HAMA/CGF-75、SSCMA/

HAMA/CGF-25、SSCMA/HAMA/CGF-60的降

解量较多,分别降解到了其原始重量的83.30%、

86.06%、87.83%。结果表明,SSCMA/HAMA/

CGF复合水凝胶中双键的引入可以有效地缓解水

凝胶的降解速率,水凝胶的降解稳定性得到了提

高[50],这种较慢的降解速率有利于细胞的长期培

养[51]。

2.6 复合水凝胶的细胞毒性评价

  为了评估水凝胶的生物相容性,研究了不同

比例 的 SSCMA/HAMA/CGF 复 合 水 凝 胶 对

L929细胞的细胞毒性。图8为复合水凝胶的细

胞毒性评价。从图中可以看出,7组复合水凝胶细

图8 SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶的细胞毒性

Figure
 

8 Cytotoxicity
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

composite
 

hydrogel

  胞活力值都高于90%,细胞毒性等级为I级,无毒

副作用,说明SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶

具有良好的细胞相容性,对小鼠成纤维细胞无毒,
可以安全地应用于生物医用材料。

2.7 复合水凝胶的细胞增殖评价

  图9是SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶的

细胞增殖评价,Control组为阴性对照组,其增殖

图9 用阴性对照组和7组SSCMA/HAMA/CGF
复合水凝胶处理1

 

day、3
 

days和7
 

days后 NIH-3T3
细胞的细胞增殖率(*p<0.05,**p<0.01,实验组和

阴性对照组比较)

Figure
 

9 Cell
 

proliferation
 

rate
 

of
 

NIH-3T3
 

cells
 

af-
ter

 

1
 

day,
 

3
 

days,
 

and
 

7
 

days
 

were
 

treated
 

with
 

nega-
tive

 

control
 

group
 

and
 

7
 

sets
 

of
 

SSCMA/HAMA/

CGF
 

complex
 

hydrogels
 

(*p<0.05,
 

**p<0.01,
 

comparing
 

the
 

experimental
 

group
 

with
 

the
 

negative
 

control
 

group)
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  率默认设置为100%。从图中可以看出,SSCMA/

HAMA/CGF复合水凝胶上的 NIH-3T3细胞在

培养3天和7天后均显示出了较好的细胞活力。
到第7天时,SSCMA/HAMA/CGF-25、SSCMA/

HAMA/CGF-33、SSCMA/HAMA/CGF-40、SSCMA/

HAMA/CGF-50、SSCMA/HAMA/CGF-60、SSCMA/

HAMA/CGF-66、SSCMA/HAMA/CGF-75的细

胞增殖率分别 为:118.22%、119.80%、114.71%、

125.94%、129.70%、118.02%、115.15%,均明显高

于Control组,说明小球藻生长因子对细胞的增殖

的确有一定的促进作用。其中SSCMA/HAMA/

CGF-60对细胞的增殖效率最好,这可能是由于其

孔状结构更加均一,表面积大,孔壁更加粗糙,能
供给更多的细胞附着生长,且降解速率较慢,因此

更有利于细胞的长期培养。
图10为对应的细胞荧光图。从图中可以看

出,在SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶与NIH-
3T3细胞的培养过程中,细胞长势良好,呈梭形,
数量也有明显增加。并且,在第3天和第7天时,

SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶上的细胞数量

明显多于Control组。因此,我们认为SSCMA/

HAMA/CGF复合水凝胶对细胞无毒且有利于细

胞的附着和增殖。

图10 用阴性对照组和7组SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶处理1天、3天和7天后 NIH-3T3细胞的 AO-EB
染色

Figure
 

10 The
 

AO-EB
 

staining
 

of
 

NIH-3T3
 

cell
 

after
 

1
 

day,
 

3
 

days
 

and
 

7
 

days
 

treatment
 

with
  

negative
 

control
 

group
 

and
 

7
 

sets
 

of
 

SSCMA/HAMA/CGF
 

complex
 

hydrogels

3 结论

  以SSCMA和HAMA为材料,复合小球藻生

长因子CGF,借助光引发剂I2959在紫外光辐照

条件下制备得到了光交联复合水凝胶,考察不同

配比的SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶在微观

形貌、力学性能、溶胀性能和降解性能等区别,同
时对复合水凝胶的细胞毒性和细胞增殖进行了体

外评价。
(1)通 过 扫 描 电 镜 分 析,结 果 表 明 光 交 联

SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶中由于双键的

结合,使得水凝胶内部得到大量孔状结构,且孔壁

较厚,SSCMA和HAMA的配比不同会使得水凝

胶内部的孔径大小及孔隙密度发生变化,另外

CGF的加入也使得复合水凝胶的比表面积增大。
(2)通过对SSCMA/HAMA/CGF复合水凝

胶的物理性能进行表征,结果表明复合水凝胶具

有良好的力学性能、溶胀性能和降解稳定性,结合

各项 理 化 表 征 分 析,SSCMA/HAMA/CGF-60、

SSCMA/HAMA/CGF-66和SSCMA/HAMA/CGF-75
三组水凝胶的理化性能较优。

(3)体外细胞毒性实验结果表明 SSCMA/

HAMA/CGF复合水凝胶无细胞毒性,具有良好

的细胞相容性,且对NIH-3T3细胞具有良好的增

殖作用,其中SSCMA/HAMA/CGF-60对细胞的

增殖效果最好。
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综上所述,7组SSCMA/HAMA/CGF复合

水凝胶都表现出了均匀的多孔微观结构,良好的

力学性能、溶胀性能和降解稳定性,且无细胞毒

性,同时有利于促进细胞的增殖。因此,所制备的

光交联SSCMA/HAMA/CGF复合水凝胶在生物

医学工程皮肤伤口敷料中具有优异的发展前景。
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