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原位成胶型丝素蛋白基脊髓仿生水凝胶的构筑

耿敬敬，  赵伟焜，  牛欠欠，  姚    响，  张耀鹏

（东华大学材料科学与工程学院, 先进纤维材料全国重点实验室, 上海 201620）

摘    要：  为获得原位凝胶时间适中、模量低且生物相容性佳的脊髓修复用水凝胶支架，以辣根过

氧化物酶温和介导交联的丝素蛋白（SF）基水凝胶为基体，进一步利用酪胺（Tyr）接枝改性后的透

明质酸（HA-Tyr）对 SF 基复合水凝胶进行改性和调控。综合考察了 HA-Tyr 含量对 SF 基复合水

凝胶的凝胶时间、压缩模量及细胞相容性的影响。结果表明：HA-Tyr 含量升高会缩短复合水凝

胶的凝胶时间 ,提升水凝胶的压缩模量。当 SF 与 HA-Tyr 在水凝胶反应体系中体积比为 8∶2 时

（生成的水凝胶标记为 S8H2）为最优配方，凝胶时间满足手术植入窗口时间需求，且水凝胶模量

特征亦可达到较好的脊髓组织仿生需求。在水凝胶表面培养的小鼠胚胎成纤维细胞（NIH3T3）
的增殖能力随着水凝胶中 HA-Tyr 含量的提升大体呈现出先增加后减少的趋势，S8H2 水凝胶表

面培养细胞的活力最高。综合凝胶时间、压缩模量、细胞相容性等特征，S8H2 水凝胶展现出更优

的综合性能，在脊髓损伤修复中应用潜力较大。
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Fabrication of In situ-Gelling Silk Fibroin-Based Biomimetic
Hydrogel for Spinal Cord Repair

GENG Jingjing, ZHAO Weikun, NIU Qianqian, YAO Xiang, ZHANG Yaopeng

（State Key Laboratory of Advanced Fiber Materials, College of Materials Science and Engineering,

Donghua University, Shanghai 201620, China）

Abstract:   To develop  a  hydrogel  scaffold  for  spinal  cord  repair  with  appropriate  in  situ gelation  time,  low modulus,  and

good  biocompatibility,  a  horseradish  peroxidase  (HRP)-mediated,  mildly  crosslinked  silk  fibroin  (SF)-based  hydrogel  was

used  as  the  matrix  material.  This  SF-based  composite  hydrogel  was  further  modified  and  tuned  by  incorporating  tyramine

(Tyr)-grafted hyaluronic acid (HA-Tyr). The effects of different HA-Tyr contents on the gelation time, compressive modulus,

and cytocompatibility of SF-based composite hydrogels were investigated. Results indicated that higher HA-Tyr content led

to shorter gelation time and higher compressive modulus of the composite hydrogels. The S8H2 hydrogel (volume ratio of SF

to HA-Tyr is 8∶2) exhibited a gelation time highly consistent with the surgical implantation window, and its modulus also met
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the  biomimetic  requirements  for  spinal  cord  tissue.  The  proliferation  capacity  of  mouse  embryonic  fibroblasts  (NIH3T3)

cultured on the hydrogel surfaces generally displayed an initial increase followed by a decrease with rising HA-Tyr content,

with  cells  on  the  S8H2  hydrogel  showing  the  highest  viability.  Considering  the  gelation  time,  compressive  modulus,  and

cytocompatibility  collectively,  the  S8H2 hydrogel  demonstrated  superior  overall  performance,  showing  promising  potential

for effective application in spinal cord injury repair.
Key words: silk fibroin-based hydrogel；   in situ gelation；   modulus biomimicry；   cell proliferation；   spinal cord repair

脊髓损伤（Spinal Cord Injury，SCI）是一类严重损害中枢神经系统的创伤性病症，该损伤造成患者损伤平

面以下出现永久性运动、感觉和自主神经障碍。目前临床诊疗中对其依旧缺乏安全有效的治疗手段[1]。近年

来，随着生物材料和组织工程技术不断进步，脊髓损伤修复领域迎来新型治疗方案[2,3]。神经组织工程支架能

够为受损脊髓组织提供力学支撑，引导神经细胞生长和缺损修复，防止瘢痕组织侵袭，改善损伤处微环境，但

仍面临复杂的生物学和工程学挑战，如脊髓组织模量较低且其损伤形状大都不规则，传统支架难以同时实现

低模量仿生和不规则缺损形状的匹配填充。体温温敏性原位成胶型水凝胶可在液态下通过注射器精确注入

损伤区域，在体温环境下快速凝胶化，进而实现与复杂形状损伤部位的紧密贴合和匹配填充，相比传统支架

极大提高了支架与损伤组织的适配性[4]。

原位成胶型水凝胶的凝胶时间与模量需与实际应用场景相匹配，实现两者的合理平衡，确保材料植入目

标部位后可快速固化成型，并与周围组织具备良好的力学适配性。在脊髓损伤修复领域，脊髓横断后缺血缺

氧会在 10 min内启动神经元不可逆损伤，手术过程中通常将减压、缺损处理的核心操作控制在 5～15 min内，

以最大程度缩短脊髓缺血暴露时间、降低损伤风险[5,6]。如 Zweckberger等[7] 在脊髓损伤修复研究中提出建立

高效、微创的操作流程，并将核心操作时长控制在约 13 min。此外，天然脊髓组织的模量仅 0.1～3 kPa[8]，在
不同种属之间略有差异。因此构筑凝胶窗口时间符合实际手术操作窗口（5～15 min）需求的低模量原位成胶

型水凝胶具有重要应用前景。近年来，研究者在脊髓修复用原位成胶型水凝胶领域开展了许多尝试。李方

园课题组[9]开发了基于壳聚糖的温敏水凝胶，结合纳米酶清除活性氧及间充质干细胞移植，在生物体内取得

较好的修复效果。该水凝胶具有较低的模量（（3.8 ± 0.5） kPa），但其不足之处在于凝胶时间仅能在 1～5 min
内微调，难以适配复杂的 SCI手术场景。门可课题组[10] 提出可注射和光固化的脂质纳米粒-明胶水凝胶用于

脊髓损伤的治疗，该支架可促进神经元轴突再生和髓鞘再生。由于其交联需外部光源，而光照穿透深度（通

常小于 5 mm）有限，因此在深层脊髓损伤灶中成胶受到一些限制。综上，制备兼具适宜的凝胶窗口时间、适

配的力学性能与脊髓组织、良好的生物相容性的原位成胶型水凝胶非常必要。

丝素蛋白（Silk Fibroin, SF）是从蚕丝中提取的天然蛋白，具有优异可调的力学性能、良好的生物相容性、

生物可降解性等优势[11-13]，相比于明胶、海藻酸钠、壳聚糖等生物材料，丝素蛋白的免疫原性更低[14]，降解产

物氨基酸安全无毒，在组织修复[15]、药物控释[16]、神经接口[17]、类器官构建及细胞培养[18,19] 方面均具有较为

广阔的应用前景。

SF水凝胶的交联策略主要涵盖物理交联法和化学交联法。这两种方法应用广泛，其中物理交联法主要

是通过对 SF溶液施加物理刺激（如温度驱动、pH调节或超声诱导等）缓慢形成分子间氢键，其相关机理不适

合在体内进行原位成型，且力学性能相对较弱[12,20]。在化学交联法中，紫外光交联[21] 与小分子试剂交联等具

有一定毒性，不适用于制备细胞包覆与体内植入的水凝胶材料。相较而言，基于辣根过氧化物酶（Horseradish
Peroxidase，HRP）介导的温和化学交联的 SF基水凝胶与生物体细胞/组织的生物相容性已被充分论证[19,22,23]，

其构筑可注射原位成胶型水凝胶基体具有明显优势。然而，单独 SF原料基于 HRP交联的交联速率较慢、凝

胶时间（通常需要 40 min以上）过长，需要进一步对其进行改性或引入新的组分，以满足手术操作窗口时间需

求。何留民课题组[24] 提出功能自组装多肽与 SF协同组装，构建双网络杂化水凝胶用于脊髓损伤修复，其材

料模量随相互作用时间动态变化，即 5 min形成软凝胶、30 min硬化、60 min刚性化，较难实现精准调控且最

终模量显著偏高。张克勤课题组[25] 通过水滑石纳米材料与丝素蛋白经氢键诱导自组装，制备可注射水凝胶

用于脊髓损伤修复。然而，其中的水滑石与载体材料 SF仅靠弱相互作用—氢键结合，而无化学键锚定，易在

生物体内流失，4周内模量衰减约 30%。

透明质酸（Hyaluronic Acid，HA）是一种存在于人体结缔组织、皮肤、关节滑液等部位的天然糖胺聚糖，其
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化学修饰便捷，经酪胺（Tyr）修饰的透明质酸（HA-Tyr）在 HRP介导下可在不到 1 min内实现凝胶化[26]。因此，

在 SF中引入同样具有优秀生物相容性的 HA-Tyr组分有望解决单独 SF原位凝胶时间过长的问题，同时可达

到有效调节复合凝胶模量的目的。基于此，本文以 SF为基体，引入 HA-Tyr，通过调控复合体系中 HA-Tyr的
含量，以调节复合水凝胶的原位成胶窗口时长，并使其凝胶模量与脊髓组织接近。随后开展细胞培养以验证

其细胞相容性。最终制备了凝胶时间符合手术植入窗口时间需求，模量可满足较好的脊髓仿生需求，同时具

有优异细胞相容性的原位成胶型 SF基水凝胶。相关研究为进一步优化制备原位成胶型脊髓仿生修复支架

提供了重要参考。

 1    实验部分

 1.1    试剂和仪器

生丝 ：西北桑蚕基地 ；透明质酸钠 （ Mw=3.5×104） 、 4-(4,6-二甲氧基三嗪 -2-基 )-4-甲基吗啉盐酸盐

（DMTMM）：上海源叶生物科技有限公司；氢氧化钠（NaOH）、氯化钠（NaCl）、无水碳酸钠（Na2CO3）：分析纯，

国药集团化学试剂有限公司；溴化锂（LiBr）：分析纯，上海中锂实业有限公司；2-吗啉乙磺酸（MES）、酪胺盐酸

盐：分析纯，上海泰坦科技股份有限公司；过氧化氢溶液（H2O2 质量分数 30%）、磷酸盐缓冲溶液（PBS）、pH标

准缓冲溶液、无水乙醇：上海麦克林生化科技股份有限公司；HRP：Type VI，295 U/mg，美国 Sigma-Aldrich公

司；小鼠胚胎成纤维细胞（NIH3T3）：富衡生物科技有限公司；胎牛血清（FBS）、反应缓冲液（Assay Buffer）、钙

黄绿素（Calcein-AM）、碘化丙啶（PI）：上海翌圣生物科技股份有限公司；胰蛋白酶（EDTA）、低糖培养基

（DMEM）、青霉素与链霉素溶液（双抗）：美国 Gibco公司；Cell Counting Kit-8（CCK-8）试剂盒：美国MCE公司。

电子天平：梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司 MA204型；全数字化核磁共振谱仪：瑞士 Bruker公司

AVANCE 3HD 600 MHz型；高级旋转流变仪：美国 Waters公司 ARES-G2型；万能材料试验机：深圳三思纵横

科技股份有限公司；稳态/瞬态荧光光谱仪：美国 PTI公司 QuantaMaster/TimeMaster型；扫描电子显微镜（SEM）：

日本日立公司 FlexSEM1000Ⅱ型；接触角仪：瑞典百欧林科技有限公司 THETA Auto1型；倒置相差显微镜：日本

奥林巴斯株式会社 CKX41型；倒置荧光显微镜：德国徕卡显微系统公司 DMI8型；超净台、多功能酶标仪：美

国 Thermo Fisher公司；细胞培养箱：日本松下 Panasonic公司 Mco-5AC型；恒温水浴锅：比克曼生物 WB-2型。

 1.2    SF 水溶液及其冻干粉的制备

取西北桑蚕丝置于 Na2CO3 溶液（w=0.38%）中，煮沸 30 min，随后使用去离子水反复清洗，重复 2次，除去

丝胶蛋白和 Na2CO3。将上述脱胶丝放置在 60 ℃ 恒温烘箱中干燥处理。使用去离子水配制 9.3 mol/L的 LiBr
溶液，取干燥的脱胶丝，以 1 g∶10 mL的料液比，于 40 ℃ 水浴中加热溶解。待脱胶丝完全溶解后进行抽滤和

透析，得到 SF溶液，将该溶液置于 4 ℃ 环境中，风干浓缩至 w=5%后进行冷冻干燥，得到 SF冻干粉，于 4 ℃、

干燥条件下保存备用。详细步骤可参照文献 [22,27,28]。
 1.3    HA-Tyr 的制备与表征

HA-Tyr的制备流程图及其反应原理图如图 1所示。具体而言，先将 1.0 g的 HA粉末溶解于 100 mmol/L
的 MES缓冲溶液中 ，完全溶解后用 5 mol/L的 NaOH溶液调节 pH为 5.5，然后依次加入 1.25 mmol的
DMTMM与 1.25 mmol的酪胺盐酸盐，保持 37 ℃ 水浴加热 10 h，搅拌速率为 10 r/min。接枝反应结束后，加

入 30 mL饱和 NaCl溶液对产物进行富集，随后加入无水乙醇进行沉淀处理，目标产物 HA-Tyr以白色絮状沉

淀的形态析出。使用体积分数为 80%的乙醇溶液洗涤沉淀 3次以上，去除沉淀中的杂质，洗涤完毕后将沉淀

溶解于去离子水中即得到 HA-Tyr溶液，经冷冻干燥后获得 HA-Tyr冻干粉，随即转移至 4 ℃ 干燥条件下妥善

保存备用。

参考文献 [26]，以 D2O为测试溶剂，通过核磁共振氢谱（ 1H-NMR）表征反应产物 HA-Tyr在化学位移

6.50～7.50是否出现特征峰，以验证 Tyr是否成功接枝至 HA分子链，其接枝率（DS）可通过1H-NMR中相应峰

的积分面积计算。

 1.4    SF 基水凝胶的凝胶时间和模量调控

固定 SF基水凝胶前驱液与所需的 HRP、H2O2 体积比为 1 000∶25∶13，其中水凝胶前驱液中溶质的固含量

为 3%。通过改变 SF基水凝胶前驱液中 HA-Tyr的含量（表 1），进一步制备了具有不同凝胶时间和模量的 SF
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基复合水凝胶（SF/HA-Tyr）。详细制备流程如下：首

先以去离子水为溶剂，分别配制 SF溶液（w=3%）、

HA-Tyr溶 液 （ w=3%） 、 HRP溶 液 （ 1 000  U/mL） 及

H2O2 溶液（0.49 mol/L）；随后按照表 1所列配方，将

各组分溶液充分混合并搅拌至体系均一；最后将混

合液转移至 37 ℃ 恒温环境中反应，即可制备得到

目标凝胶。

 1.4.1   凝胶时间　 凝胶时间为水凝胶从液体到固体

转变所需要的时间，本研究参考磁珠旋转实验方

法[29-31]，从宏观角度大体测定了不同配方 SF基水凝

胶的凝胶时间。具体步骤如下：将 1 mL SF/HA-Tyr
溶液分别加入透明玻璃瓶中，置于 37 ℃ 磁力搅拌

水浴中预热 5 min，使溶液体系升温到 37 ℃ 左右；然后加入 25 μL的 HRP溶液，以 100 r/min的转速磁力搅拌

2.5 min；接下来加入 13 μL的 H2O2 溶液，同时以 100 r/min的转速进行磁力搅拌并开始计时，当磁子无法顺利

转动时停止计时。记录 SF基水凝胶制备过程中从加入最后组分 H2O2 溶液开始至磁子停止转动所需要的时

间，单位为 min。
 1.4.2   流变学测试　 使用直径 40 mm的平板，测试温度 37 ℃，平板间隙 0.65 mm。将水凝胶前驱液搅拌 3 s，
然后立即转移至旋转流变仪底板。在 1 Hz的频率和 10%的应变下测试水凝胶成胶过程中的储能模量（G'）与
损耗模量（G''）。
 1.4.3   压缩力学性能　 使用万能材料试验机进行测试，其中力传感器的满量程为 100 N。设定仪器压缩速率

和最大应变分别为 8 mm/min、30%。依据文献 [22]，选取 5%～15%应变区间内的有效数据，进行线性拟合，

得到的直线斜率即为压缩模量。待测样品为标准圆柱体，直径 16 mm，高度 10 mm。

 1.4.4   稳态荧光光谱　 稳态荧光光谱法作为检测二酪氨酸键含量的常规方法之一，可用于检测 SF基水凝胶

中的相对交联密度。相关研究[19,32,33] 证实 SF基水凝胶在 410 nm处的荧光发射强度与内部二酪氨酸键的含

量呈正相关关系，即与本研究中 SF/HA-Tyr复合水凝胶的交联密度正相关。将样品置于 315 nm激发波长下，

检测其在 410 nm处的荧光发射强度，待测水凝胶样品直径为 14 mm、高为 5 mm。

 1.4.5   表面微观形貌　 将各组样品进行冷冻干燥处理，并固定在样台上。使用洗耳球清除样品表面杂质，经

10 mA电流下溅射喷金 60 s后，于 1 kV电压下，通过扫描电子显微镜观察水凝胶样品的表面形貌。

 1.4.6   表面接触角　 通过接触角仪测试各组水凝胶样品的表面接触角，以表征样品的亲疏水性，测试过程中

所用水滴的体积为 3 μL。
 1.5    典型 SF/HA-Tyr 复合水凝胶的细胞相容性

 1.5.1   小鼠胚胎成纤维细胞 NIH3T3 的培养与传代　 根据文献 [22,27,28]，细胞培养基配方为 DMEM、FBS、双

抗按照 100∶10∶1的体积比混匀。将新购买的 NIH3T3细胞传代至 T75培养瓶，置于 37 ℃、体积分数为 5%
的 CO2 细胞培养箱内培养，细胞培养基 3 d更换一次。为获得足够数量的细胞用于后续接种实验，待瓶底贴

 

表 1    不同 HA-Tyr含量的 SF基水凝胶的前驱液配方

Table 1    Formulation  of  precursor  solution  for  SF-based  hydrogels
with different HA-Tyr contents

Sample
V/μL

SF HA-Tyr HRP H2O2

S10H0 1 000 0 25 13

S9H1 900 100 25 13

S8H2 800 200 25 13

S7H3 700 300 25 13

S6H4 600 400 25 13
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图 1    HA-Tyr的（a）制备流程图及（b）原理图

Fig. 1    (a) Flow chart and (b) schematic illustration of the preparation of HA-Tyr
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壁细胞汇合度达到约 80%时，继续传代于 3个 T75培养瓶中进行扩增。

 1.5.2   NIH3T3 细胞在 SF 基水凝胶表面的接种与培养　 以低糖 DMEM培养基为溶剂配制 SF、HA-Tyr溶液，

用去离子水配制 HRP和 H2O2 溶液并经孔径为 0.22 μm滤膜无菌过滤；参照表 1中 S10H0、S8H2、S7H3这 3
种水凝胶的配比将各组分混匀，快速将 500 μL前体溶液分装至 24孔板各孔，并置于细胞培养箱直至各孔板

完全成胶。为去除凝胶中残留的小分子，使用 DMEM清洗孔板样品 3次，最后一次弃去孔板中培养基，每孔

接种 500 μL细胞悬液（细胞密度为 2×104 个/孔），置于细胞培养箱中培养，培养基每 3 d更换一次。

 1.5.3   NIH3T3 细胞在 SF 基水凝胶表面的黏附情况观察　 采用倒置相差显微镜，于第 1、3、5 d记录样品表面

细胞的黏附情况。

 1.5.4   NIH3T3 细胞在 SF 基水凝胶表面的增殖情况检测　 采用 CCK-8试剂盒，分别检测样品表面细胞培养至

第 1、3、5 d的光密度（OD）值分别标记为 OD1 d、OD3 d、OD5 d，评估其增殖情况。首先，吸除各时间点样品孔

板中的旧培养基，加入含体积分数 10%CCK-8的新鲜培养基，孵育 2 h后，将反应后的培养基转移至 96孔板

中，并采用酶标仪检测其在 450 nm波长下的 OD值，该检测全程避光。

 1.5.5   NIH3T3 细胞在 SF 基水凝胶表面的活/死染色检测　 采用倒置荧光显微镜观察细胞培养第 1、5 d的活/死
情况。首先，将 10×Assay Buffer用去离子水稀释为 1×Assay Buffer，按体积比 1∶3∶1 000将Calcein-AM（2 mmol/L）、
PI（1.5 mmol/L）与 1×Assay Buffer混合制备染色工作液。样品染色前需吸除孔板内的培养液，并加入 1×Assay
Buffer润洗 2次，每次 10 min；润洗完毕后每孔加入 300 μL染色工作液，于培养箱中避光孵育 1 h。孵育结束

后弃去工作液，再次使用 1×Assay Buffer润洗 2次，每次 10 min。最后，分别在 488 nm和 561 nm激发波长下

观察细胞的荧光染色照片以评估细胞相容性。

 2    结果与讨论

 2.1    HA-Tyr 的表征

对用 Tyr修饰 HA后的产物进行1H-NMR表征

以验证是否顺利将 Tyr接枝在 HA上，对照组为未

进行接枝处理的 HA，结果如图 2所示。未改性 HA
的1H-NMR谱图在化学位移 6.50～7.50区间无明显

信号 ，而 HA-Tyr在 6.85、 6.86、 7.17、 7.19、 7.36及

7.38处出现了与 Tyr苯环接近的特征二重峰[26]。这

有别于游离 Tyr的苯环质子峰 (6.75、7.10左右），这

是由于共价接枝会改变 Tyr与 HA的电子环境，使

Tyr苯环中质子的化学位移发生偏移。此结果也在

一定程度上证明 Tyr并非通过物理吸附结合于

HA中，而是通过共价键实现接枝。综上，可以确认

Tyr已成功接枝到 HA分子链中生成目标产物 HA-
Tyr，依据特征峰计算其接枝率为 9%，这与文献

[26,34]报道的接枝率相当。

 2.2    不同 HA-Tyr 含量对 SF 基复合水凝胶的凝胶

时间的影响

在体温 （37 ℃）条件下，SF与 HA-Tyr均可在

HRP/H2O2 引发体系的作用下发生交联反应。文献

[19,35,36]指出，SF和 HA-Tyr链上的酚羟基均可在

酶催化下形成苯氧自由基，经分子间偶联形成二酪

氨酸键，构建三维凝胶网络。上述机理为本研究中

两组分的相互交联提供了机理支撑（图 3），其交联

反应的核心是酚自由基形成后相互偶联生成二酪氨
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图 2    （a）目标产物 HA-Tyr中的不同氢化学环境（①为苯环羟

基邻位氢，②为苯环羟基间位氢，③为乙酰氨基上的甲

基氢）；（b）HA接枝 Tyr前后的1H-NMR谱图

Fig. 2    (a)  Different  hydrogen  chemical  environments  of  the  target
product  HA-Tyr  (①refers  to  the  ortho-hydrogens  of  the
hydroxyl group  on  the  benzene  ring,  ②refers  to  the  meta-
hydrogens  of  the  hydroxyl  group  on  the  benzene  ring,
③refers  to  the  methyl  hydrogens  of  the  acetamido  group);
(b) 1H-NMR spectra of HA before and after grafting with Tyr
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酸键，而反应速率与体系中酚基的初始浓度高度正相关。

为考查各组分水凝胶的凝胶时间是否满足手术植入窗口时间需求，表征了所有组分的凝胶时间，结果如图 4
（a）所示。结果显示，S10H0水凝胶的凝胶时间最长，S6H4水凝胶的凝胶时间最短。随后在 37 ℃ 下对 S10H0、
S8H2、S7H3这 3组典型水凝胶进行动态时间扫描流变测试，监测水凝胶交联过程中 G'与 G''的变化情况，以

两者交点判定体系凝胶点。如图 4（b）所示，S10H0、S8H2与 S7H3水凝胶出现凝胶点的时间分别为 5.2、3.2、
1.3 min，其中，S8H2和 S7H3水凝胶的 G'在出现凝胶点后迅速增加，而 S10H0水凝胶的 G'约在 17 min后才出

现明显增加。总体而言，这与磁珠旋转法测得的凝胶时间趋势一致，即体系中 HA-Tyr含量越高，越有利于凝

胶的快速原位成型。这很可能是由于 SF分子中含有的酚基数量较 HA-Tyr明显变少，导致其作为交联位点

的酚基浓度更低，自由基生成少且碰撞概率低，交联缓慢。HA-Tyr的分子链上接枝了较多的 Tyr，这些基团

均含酚基结构，引入后会大幅提升体系整体酚基浓度。在 SF与 HA-Tyr的复合体系中，HA-Tyr含量越高的水

凝胶，酚基的数量也越多，因而体现出更短的成胶时间。郭成辰课题组[37] 将 Tyr接枝到 SF分子链，同样证实

酚类基团含量越高，其凝胶化达到平衡所需时间越短。结合手术植入窗口时间为 5～15 min的要求，本研究

筛选获得 S8H2、S7H3、S6H4这 3组样品的凝胶时间满足需求。该时长既能满足术中材料注射、缺损病灶贴

合等操作需求，又可避免因凝胶过慢导致的预凝胶体系流失和定型效果不佳等问题。
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图 4    （a）不同 HA-Tyr含量 SF基水凝胶的凝胶时间及交联前后的宏观照片；（b）典型 SF基水凝胶在动态时间扫描流变测试中

的 G'与 G''
Fig. 4    (a)  Gelation  time  of  SF-based  hydrogels  with  different  HA-Tyr  contents  and  macroscopic  photographs  before  and  after  crosslinking;

(b) G' and G'' of SF-based hydrogels in dynamic time sweep test

 

 2.3    HA-Tyr 含量对 SF 基复合水凝胶力学性能与交联密度的影响

HA-Tyr含量会影响 SF基水凝胶的交联密度，进而影响其压缩力学性能。随着 HA-Tyr的含量增加，水

凝胶的压缩应力在相同应变条件下呈上升趋势（图 5（a）），水凝胶的压缩模量逐渐增大（图 5（b））。这可能是

HA-Tyr的引入构建了更稳定的复合交联网络，且该网络的力学承载能力随 HA-Tyr含量增加而逐步增强。

研究报道表明，脊髓组织的弹性模量并非固定值，会随年龄、脊髓区域（灰质/白质）及是否损伤等因素显

著变化[38,39]。新生大鼠脊髓弹性模量约 200 Pa，随生长发育至幼年阶段逐步提升，成年大鼠脊髓弹性模量可

达 1.25 kPa。对比水凝胶的压缩模量（图 5（b）），S6H4水凝胶的模量较正常脊髓组织明显偏高，而 S10H0、

 

HRP/H2O2

Di-tyrosine bond

37 ℃

图 3    利用 HRP引发体系形成 SF/HA-Tyr复合水凝胶的交联机理示意图

Fig. 3    Schematic diagram of the crosslinking mechanism of SF/HA-Tyr composite hydrogels formed by HRP-initiated system
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S9H1、S8H2、S7H3水凝胶与大鼠脊髓组织模量较为接近，可达到更好的模量仿生效果。

酶促交联体系合成的 SF/HA-Tyr复合水凝胶，其 SF、HA-Tyr分子链都含有酪氨键，相互连接形成二酪氨

酸键，构建三维交联网络（图 3）。据此，通过测定二酪氨酸键的荧光强度可得到 SF基水凝胶的相对交联密

度[40]。SF基水凝胶的荧光发射光谱表征结果如图 6（a）所示，依据图 6（a）中 410 nm处的相对荧光发射强度

进行的统计结果如图 6（b）所示。5组复合水凝胶的相对交联密度从左往右依次增加，即 HA-Tyr含量越多，

水凝胶的相对交联密度越高，该趋势与压缩模量变化趋势类似。复合体系内可参与酶促交联的酚基位点随

HA-Tyr含量的增加而同步增多。在 HRP/H2O2 催化作用下，这些酚基位点快速转化为酚自由基并偶联形成

二酪氨酸共价交联键，使得交联密度提升，这也导致材料的压缩力学性能增加。因此，S6H4和 S10H0分别具

有最高和最低模量。
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图 6    不同 HA-Tyr含量的 SF基水凝胶的交联密度：（a）荧光发射光谱；（b）在 410 nm处的相对荧光发射强度

Fig. 6    Fluorescence emission intensities of SF-based hydrogels with different HA-Tyr contents: (a) Fluorescence emission spectra; (b) Relative
fluorescence emission intensity at 410 nm

基于 2.2和 2.3节结果，S8H2和 S7H3水凝胶的凝胶时间更符合手术植入窗口时间需求，同时还可达到

较好的脊髓组织模量仿生需求，后续将进一步深入考察并对比其表界面特征及细胞相容性。

 2.4    典型 SF/HA-Tyr 复合水凝胶的表面形貌与亲疏水性能

S8H2、S7H3水凝胶与纯 SF水凝胶（S10H0）的表面形貌和亲疏水性如图 7所示。电镜照片显示，3组水

凝胶表面均呈现出不规则的网状凸起结构（图 7（a））。S7H3水凝胶表面相对平整，S10H0水凝胶表面形貌介

于中间，而 S8H2水凝胶表面的网状凸起结构最为明显。接触角测试结果（图 7（b））表明：S10H0的接触角为

55.1° ± 1.6°，呈弱亲水性；S8H2水凝胶的接触角降至 48.6° ± 0.3°，亲水性显著提升；S7H3的接触角进一步降

至 43.9° ± 0.1°，亲水性相对最强。HA-Tyr分子链富含羟基、乙酰氨基等亲水基团[41]，其含量增加可提升复合
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图 5    不同 HA-Tyr含量的 SF基水凝胶的压缩性能：（a）应力-应变曲线；（b）模量

Fig. 5    Compressive  characteristics  of  hydrogels  based  on  SF  with  different  HA-Tyr  contents:  (a)  Stress-strain  curves;  (b)  Compressive
modulus
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水凝胶表面的亲水基团密度。这可能是复合水凝胶表面的接触角随 HA-Tyr含量提升而下降的主要原因。

 2.5    典型 SF/HA-Tyr 复合水凝胶的细胞相容性

采用 CCK-8试剂盒，检测细胞在 S10H0、S8H2、S7H3水凝胶表面第 1、3、5 d的 OD值变化情况，结果如

图 8（a）所示。细胞在 3种水凝胶表面培养第 1 d的 OD值暂未表现出显著性差异；培养至 3 d时，S8H2水凝

胶表面的细胞增殖速率最快，另外 2组增殖速率略低（图 8（b））。培养至 5 d时，3组 SF基水凝胶表面的细胞

总活力进一步提升，由 OD5 d/OD3 d 进一步表明，S8H2水凝胶表面的细胞增殖速率最快，另外 2组增殖速率相

对更低。此外，细胞在 1、3、5 d的相差显微照片（图 8（c））中的细胞密度变化情况也进一步佐证了 S8H2水凝

胶表面更利于细胞增殖的规律。通过活/死细胞荧光染色图像（图 8（d））可以看到，细胞培养 1 d时，3组水凝

胶表面几乎无明显细胞死亡（红色），且活细胞总量相当（绿色）；培养第 5 d时，死亡细胞均较少，但 S8H2水凝

胶表面的活细胞数量明显更多，这与前述细胞增殖趋势高度一致。
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图 7    典型 SF/HA-Tyr复合水凝胶的表面形貌与亲疏水性: （a）SEM图；（b）表面接触角

Fig. 7    Surface morphology and hydrophilicity of the typical SF/HA-Tyr composite hydrogels: (a) SEM images; (b) Surface contact angle
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图 8    NIH3T3细胞在典型 SF/HA-Tyr复合水凝胶表面的增殖与黏附情况：（a）细胞在 1、3、5 d的 OD值（***: p < 0.001，**:
0.001 < p < 0.01，*: 0.01 < p < 0.05，Δ: p > 0.05）；（b）图 8（a）对应的 OD值之比；（c）细胞在 1、3、5 d的相差显微照片；（d）
细胞在 1、5 d的活/死荧光染色图像

Fig. 8    Adhesion and proliferation of NIH3T3 cells on the surface of the typical SF/HA-Tyr composite hydrogels: (a) OD values of cells at 1, 3,
5 d, (***: p < 0.001，**: 0.001 < p < 0.01，*: 0.01 < p < 0.05，Δ: p > 0.05); (b) Corresponding OD value ratio of Fig. 8(a); (c) Phase
contrast micrographics of the cell adhesion at 1, 3, 5 d; (d) Live/dead fluorescence images of cells at 1 d and 5 d
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相关研究表明，贴壁细胞更倾向于在高模量基材的表面进行黏附和增殖[42]，粗糙基材表面比光滑基材表

面更利于细胞生长[43]。适当的表面亲水性能也有利于细胞的黏附和增殖，而过高的亲水或疏水性能可能会

降低细胞的相关行为 [44,45]。本文 S8H2水凝胶的模量与 S7H3水凝胶较为接近，均明显高于 S10H0水凝胶

（图 5（a））；S8H2水凝胶表面的网状凸起结构在 3种水凝胶中最为明显，而 S7H3水凝胶的表面则相对最为光

滑（图 7（a））。此外，S8H2水凝胶表面的亲疏水性能介于 S10H0和 S7H3水凝胶之间。上述 3种因素综合导

致 S8H2水凝胶的细胞增殖最快，明显高于 HA-Tyr含量更高的 S7H3水凝胶，也显著高于纯 SF水凝胶。综上，

S8H2水凝胶的细胞相容性明显优于 S7H3水凝胶，有望在神经缺损修复中体现出更大的潜力。

 3    结　论

（1）通过在 SF水凝胶中引入不同含量的 HA-Tyr，可实现对 SF基复合水凝胶凝胶时间和压缩模量的有

效调控。随着 HA-Tyr含量的增加，SF基复合水凝胶的凝胶时间逐渐缩短，压缩模量逐渐增加。

（2）原位成胶型 SF基脊髓仿生水凝胶 S8H2具有最优的综合性能，其凝胶时间（约 13 min）符合手术植入

窗口时间需求，压缩模量（约 6 kPa）可满足较好的脊髓仿生需求，同时还具有优异的细胞相容性，有望应用于

脊髓损伤修复。
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