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[摘要] 　 本文采用京尼平交联方法ꎬ制备了不同氨基氧化石墨烯含量的丝素蛋白复合水凝胶. 对该复合水凝胶

的抗压力学性能、溶胀性、磷酸缓冲盐溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)稳定性、电导率以及循环伏安曲线检测

表明ꎬ氨基氧化石墨烯能够显著改进丝素蛋白复合水凝胶的弹性、ＰＢＳ 溶液中的稳定性以及导电性. 该研究将促

进丝素蛋白复合水凝胶在再生医学领域中的广泛应用.
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在诸多生物材料中ꎬ水凝胶因临床操作简单、组织相容性好等优点ꎬ被广泛应用于再生医学领域ꎬ如心

肌治疗、整形外科、骨修复等[１－３] . 此外ꎬ还可以对水凝胶进行物理或化学改性ꎬ提高其机械性能、生物降解

性能、热敏感性以及药物 /细胞承载能力等以满足不同组织器官的修复需求[４－６] . 目前ꎬ用于制备水凝胶的

材料可分为 ３ 类ꎬ即合成聚合物、天然聚合物以及脱细胞基质[７] . 其中天然聚合物如胶原、壳聚糖、海藻酸

盐、透明质酸等与细胞外基质理化性质极其相似ꎬ在生物仿生和细胞融合等性能方面更具优势[８]ꎬ但也存

在机械力学性能差、降解速度快等缺点ꎬ限制了其在组织器官修复中的应用.
丝素蛋白(ＳＦ)是蚕丝脱胶后提取的纯天然高分子化合物ꎬ虽然力学性能下降ꎬ但具有较好的组织相

容性和低免疫原性ꎬ可被加工成纤维、膜以及海绵等ꎬ应用于组织器官如神经、血管、骨和皮肤等的修复

等[９－１０] . ＳＦ 在有机溶剂、超声、快速涡旋以及改变 ｐＨ 值的条件下可制备成水凝胶ꎬ作为骨充填材料和药
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物缓释载体等[１１－１２] . 然而 ＳＦ 水凝胶的某些理化性质如强度和导电性能仍不能满足再生医学领域中的特

殊需求. 因此ꎬ有针对性地开发临床适用型新型 ＳＦ 水凝胶十分必要.
氧化石墨烯(ＧＯ)是石墨烯氧化后的衍生物ꎬ含有大量含氧基团ꎬ具有较好的水溶性和分散性. 此外ꎬ

ＧＯ 比表面积大ꎬ结构柔韧ꎬ导电性优异ꎬ联合制备水凝胶可增加凝胶强度和导电性能[１３] . ＧＯ 经过化学修

饰改性ꎬ可以与多种天然高分子化合物交联ꎬ形成结构特异和功能多样的复合生物材料[１４－１５] . 氨基化修饰

的 ＧＯ(氨基氧化石墨烯ꎬＮＧＯ)ꎬ在高分子基体中的分散性和界面相互作用等性能更为优异ꎬ同时导电性

能提高ꎬ组织相容性增加ꎬ细胞毒性显著降低[１６] . 本文采用 ＣａＣｌ２ / Ｈ２Ｏ / Ｃ２Ｈ５ＯＨ 三元溶剂体系制备了 ＳＦ
溶液ꎬ同时加入氨基化氧化石墨烯ꎬ利用京尼平对氨基进行交联制备丝素蛋白 /氨基氧化石墨烯(ＮＧＯ /
ＳＦ)复合纳米水凝胶. 该水凝胶在力学性能和导电性等方面明显改善ꎬ使其在心肌治疗和神经修复等再生

医学领域的应用更具备可行性.

１　 材料与方法

１.１　 丝素蛋白溶液

称取新鲜蚕丝(含丝胶)５０ ｇꎬ将其溶解在 ２ ０００ ｍＬ Ｎａ２ＣＯ３ 水溶液脱丝胶ꎬ溶液煮沸 ３０ ｍｉｎꎬ以此重

复 ３ 次ꎬＭｉｌｌｉｐｏｒｅ 纯水充分浸泡洗涤ꎬ确保表面无残留ꎬ后置于超净台内室温晾干ꎬ得到约 ４０ ｇ 丝素蛋白样

本(ＳＦ). 将 ＳＦ 于 ７８ ℃ 溶解在 ＣａＣｌ２ / Ｈ２Ｏ / Ｃ２Ｈ５ＯＨ 三元溶剂体系中ꎬ直至完全溶解得到黄色透明溶

液. 将丝素三元溶液置于纤维素管中ꎬ在 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 水中透析ꎬ每 ４ ｈ 一次换水ꎬ直至 ３ ｄ. 透析后即为 ＳＦ 溶

液ꎬ经滤纸过滤ꎬ收集液再浓缩至质量分数 １０％ꎬ置于 ４ ℃保存.
１.２　 水凝胶制备

将 ２ ｇ 京尼平(美伦生物公司)加热溶解于 １０ ｍＬ 去离子水中ꎬ制备 ２０％京尼平水溶液作为交联

剂. ＮＧＯ(购自先丰纳米公司)直径 １９０~３２０ ｎｍꎬ溶解于水至终浓度 ５ ｍｇ / ｍＬ. 将 ＮＧＯ 溶液、ＳＦ 溶液以一

定的体积混合(如表 １). 制备的 ＮＧＯ / ＳＦ 复合纳米水凝胶置于相应孔板或 ＥＰ 管中ꎬ３７ ℃孵育 ２４ ｈ.
表 １　 ＮＧＯ / ＳＦ 复合纳米水凝胶成份配比

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ ＮＧＯ / ＳＦ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

样品 / ｍＬ ０.５％ ＮＧＯ １０％ ＳＦ ２０％京尼平 水 总体积

ＮＧＯ－ＳＦ１ ０ ２.５ １.５ １ ５

ＮＧＯ－ＳＦ２ ０.２５ ２.５ １.５ ０.７５ ５

ＮＧＯ－ＳＦ３ ０.５ ２.５ １.５ ０.５ ５

ＮＧＯ－ＳＦ４ １ ２.５ １.５ ０ ５

１.３　 形态学观察

用相机和光学显微镜观察并记录纳米水凝胶的宏观和微观形态. 制备的水凝胶样品用去离子水浸泡

２４ ｈ 后ꎬ选取不同倍数观察检测.
１.４　 溶胀率测定

将制备的水凝胶样品进行冷冻干燥约 １２ ｈꎬ称得干重 Ｗｓ . 将干燥水凝胶样品室温条件下浸入 ０.１
ｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ 溶液(ｐＨ ７.４)中 ２４ ｈꎬ取出用滤纸将样品表面残留液体吸干再称重ꎬ记为 Ｗｄ . 每组设置 ３ 个

平行样. 溶胀比(ＳＲ)计算公式如下:ＳＲ ＝(Ｗｄ－Ｗｓ) /Ｗｓ×１００％.
１.５　 降解性能测试

ＮＧＯ / ＳＦ 复合纳米水凝胶制备成膜状ꎬ裁切成等同大小ꎬ分别置于离心管中ꎬ并精确称量每个样本初

始重量Ｗ０ . 于离心管中加入 ５ ｍＬ 的 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ(ｐＨ ７.４)溶液(或蛋白酶溶液)ꎬ置于 ３７ ℃恒温振荡器

中ꎬ每天换液. 不同时间点取出离心管ꎬ４ ０００ ｒｐｍ 的转速离心 １０ ｍｉｎꎬ弃去上清液加入三蒸水再次洗涤离

心ꎬ重复 ３ 次. 将离心管置于真空干燥箱 １８ ｈꎬ待水分完全蒸发后再次称量记录为 Ｗ１ . ＮＧＯ / ＳＦ 复合纳米

水凝胶降解率根据下列公式计算:
Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ％ ＝(Ｗ０－Ｗ１) / Ｗ０×１００％.

１.６　 力学性能

使用电子万能试验机(拓丰仪器科技有限公司ꎬＴＦＷ－５ｓ)测量水凝胶的抗压机械性能. 将水凝胶溶液
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注入模具制备成直径为 ２０ ｍｍ 的圆盘状ꎬ厚度 ５ ｍｍ. 将试验机设定为压缩模式ꎬ将样品放置于基座ꎬ以
５ ｍｍ / ｍｉｎ 的位移速率测定其在压缩测试下的应力－应变曲线ꎬ直至样品破裂. 设置 ５ 个平行样ꎬ根据压缩

测试的应力－应变曲线统计最大应力、最大位移.
１.７　 电导率测试

使用 ＦＴ－３４１ 四探针仪(宁波瑞柯仪器有限公司)测量 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶的电导率性能. 将水凝胶

溶液注入模具ꎬ制备成直径 １０ ｍｍ 的圆形胶ꎬ厚度为 ２ ｍｍ. 真空干燥箱中干燥后取出ꎬ置于 ４ 根排成直线

的探针下ꎬ设置测量温度 ２５ ℃ꎬ检测薄片的电导率.
１.８　 循环伏安分析

采用三电极体系(上海辰华 ＣＨＩ６６０Ｄ)在 ＮＧＯ / ＳＦ 复合纳米水凝胶成胶前进行电化学测试. 铂丝电极

为对电极ꎬ饱和铁氰化钾电极为参比电极ꎬ复合材料修饰的玻碳电极为工作电极. 每个样品取 １０ 微升滴

于玻碳电极表面ꎬ自然晾干.
玻碳电极预处理:将玻碳电极用三氧化二铝抛光成镜面. 电极分别在无水乙醇和二次蒸馏水中超声

清洗ꎬ使用前在氮气流中干燥以消除吸附在电极表面的物质.
１.９　 静电性能

利用织物感应式静电测试仪(温州市大荣纺织仪器 ＹＧ(Ｂ)３４２Ｄ)ꎬ采用定压法对 ＮＧＯ / ＳＦ 复合纳米

水凝胶的静电性能进行测试. 选择高压 １０ ｋＶꎬ倍率 ０.５. 将制备试样夹紧ꎬ待电机转速稳定(１ ５００ ｒ / ｍｉｎ)
后ꎬ按下高压放电按钮放电ꎬ３０ ｓ 后停止放电. 记录加压 ３０ ｓ 的峰值即峰值电压. 加压停止时ꎬ衰减时间计

时器开始计时ꎬ静电释放ꎬ静电电压值减少ꎬ当达到峰值∗所设倍率时ꎬ静电电压锁定ꎬ此为半衰期电

压. 记录显示的衰减时间ꎬ此为半衰期.

２　 结果与讨论

２.１　 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶的颜色变化

水凝胶中通过添加各种化学示踪剂如 Ｏ２ 敏感型的苯并卟啉等ꎬ便于实时观察组织器官的修复效

果[１７] . 对制备的 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶外观检测发现ꎬ该水凝胶呈蓝色. 随着 ＮＧＯ 含量的增高ꎬ复合纳米水

凝胶的颜色从浅蓝色(近绿色)变至深蓝色(近黑色)(图 １). 由此可见ꎬ京尼平与氨基石墨烯的氨基以及

丝素蛋白的氨基反应ꎬ生成栀子蓝色的新型复合材料. 该新型水凝胶的颜色改变ꎬ不但避免添加其它化学

染料给机体带来的潜在副作用ꎬ而且有利于其在组织器官修复后的形态、位置和效果示踪ꎬ提高原位修复

的精准性. 如原位注射水凝胶治疗心肌梗死ꎬ通过水凝胶颜色即可判断水凝胶在心室壁中的位置以及降

解情况等[３] .

图 １　 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶的光学照片图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＯ / ＳＦ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ
ｈｙｄｒｏｇｅｌ

图 ２　 不同 ＮＧＯ 含量的 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶溶胀性检测

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｗａｔｅｒ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＯ / ＳＦ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ
ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＧＯ

２.２　 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶的溶胀性分析

不同组织器官的缺损修复ꎬ对复合材料的溶胀性能具有不同的技术要求. 对添加不同含量 ＮＧＯ 的

４ 种复合水凝胶进行溶胀性分析ꎬ结果发现ꎬ随着 ＮＧＯ 浓度的增加ꎬ复合水凝胶的溶胀性减小(图 ２). 不

添加 ＮＧＯ 的水凝胶(ＮＧＯ－ＳＦ１) 平衡溶胀比高达 ４５１. ４％ꎬ显著高于 ＮＧＯ－ＳＦ２(２５３. ９％)、ＮＧＯ－ＳＦ３
(１９０.８％)和 ＮＧＯ－ＳＦ４(１５９.８％). 因此 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶中 ＮＧＯ 含量与溶胀性呈负相关. 该结果为临

床选用特定溶胀性能的 ＳＦ 水凝胶提供了参考.

—６２—
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２.３　 水凝胶的稳定性分析

在神经、软骨和骨等组织工程中ꎬ要求水凝胶等作为支架基材的生物材料具备一定的稳定性. 将制备

的 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶置于 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ(ｐＨ ７.４)溶液中进行稳定性分析. 检测结果显示ꎬ不同时间

点 ＮＧＯ－ＳＦ１ 的降解率小于 ５％ꎬ表明 ＳＦ 水凝胶本身稳定性较好. ＮＧＯ－ＳＦ１ 降解率显著高于 ＮＧＯ－ＳＦ２、
ＮＧＯ－ＳＦ３ 和 ＮＧＯ－ＳＦ４(图 ３)ꎬ表明 ＮＧＯ 能够提高复合水凝胶的稳定性.
２.４　 复合水凝胶抗压力学性能测试

水凝胶普遍力学强度较低ꎬ结构易损ꎬ制约了其作为组织工程材料应用于骨、软骨、心脏和血管等组织

器官的修复. 为了检测 ＮＧＯ 对复合水凝胶力学性能的影响ꎬ对 ４ 组样品进行了抗压力学性能分析. 应力－
应变曲线数据表明ꎬ增加 ＮＧＯ 含量可以显著提高 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶的抗压强度ꎬ且呈现正相关

(图 ４). 结果提示ꎬＮＧＯ 能够提高复合水凝胶抗压力学性能.

图 ４　 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶的抗压应力－应变曲线

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ￣ｓｔｒａｉｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＯ / ＳＦ
ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

图 ３　 不同 ＮＧＯ 含量的 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶

在 ＰＢＳ 溶液中降解率的检测

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＯ / ＳＦ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ
ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ ｉｎ ＰＢＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２.５　 复合材料的电导率检测

复合水凝胶的导电性能与指导组织细胞的迁移、分化和生长等密切相关. 传统导电水凝胶是在水凝

胶中引入聚苯胺、聚吡咯以及聚噻吩等高分子材料ꎬ同时也增加了复合材料的毒性和易聚积性. 诸多文献

表明ꎬＧＯ 能够提高复合材料的电导率. 为了了解 ＮＧＯ 对 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶电导率的影响ꎬ实验检测了

不同 ＮＧＯ 含量的 ４ 种复合水凝胶的电导率. 结果可以看出ꎬ不含 ＮＧＯ 的水凝胶电导率为 ０. ００７ ７
ｍｓ􀅰ｃｍ－１ . 随着 ＮＧＯ 含量的增加ꎬＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶电导率显著上升ꎬ且呈现正相关(图 ５)ꎬ提示 ＮＧＯ
有助于提高复合材料的电导率.
２.６　 循环伏安曲线

循环伏安行为是衡量材料储能性能的一项重要指标. 为了评价 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶电荷储存能力ꎬ
对该水凝胶进行了循环伏安测试ꎬ并记录电流－电势曲线. 结果可以看出ꎬ随着 ＮＧＯ 含量的增加ꎬ水凝胶

样品的循环伏安曲线越来越接近四角长方形ꎬ表明其导电性能逐渐增强(图 ６).

图 ５　 不同 ＮＧＯ 含量的 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶电导率的检测

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＯ / ＳＦ
ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

图 ６　 不同 ＮＧＯ 含量的 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶循环伏安曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｙｃｌｉｃ ｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＯ / ＳＦ
ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

—７２—
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２.７　 静电性能
表 ２　 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶的 ３ 个静电性能指标

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＯ / ＳＦ
ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

指标 峰值电压 / Ｖ 衰减周期 / ｓ 终点电压 / Ｖ
ＮＧＯ－ＳＦ１ 　 ２００ ０.４６ 　 ９５
ＮＧＯ－ＳＦ２ ５４６ １.７５ ２６９
ＮＧＯ－ＳＦ３ １ ７６９ ４.５４ ８８０
ＮＧＯ－ＳＦ４ ２ ７６３ ２１.６７ １ ３８１

　 　 实验采用定压法检测了 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶的

３ 个静电性能指标ꎬ包括峰值电压、终点电压和衰减

周期. 随着复合水凝胶中 ＮＧＯ 含量的增加ꎬ材料峰值

电压显著上升ꎬ表明累积电荷明显增加ꎻ衰减周期也

相应延长ꎬ提示复合纳米水凝胶表面的电荷比较稳

定ꎬ不易造成逃逸ꎬ易累积形成静电(表 ２).
综上所述ꎬＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶除了因化学交联

生成蓝色外ꎬ在稳定性、力学性能以及导电性能等方面均有显著提高ꎬ且溶胀性降低. 这些理化性质的优

化ꎬ使得 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶作为新型生物材料在皮肤、神经、血管、心肌、软骨和骨修复等再生医学领域

极具应用前景. 同时ꎬ在 ３Ｄ 组织和器官构建、肿瘤原位化疗等方面也具有潜在的应用价值. 虽然不少研究

对 ＧＯ 的细胞和生理毒性仍存有争议ꎬ但如果在 ＧＯ 上交联羧基、氨基等基团或者丝素等ꎬ功能化的 ＧＯ 几

乎没有毒性ꎬ并具有良好的生物相容性[１８] . 因此ꎬＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶是一种新型安全的生物材料.

３　 结论

(１)本实验在丝素蛋白溶液中添加了不同含量的 ＮＧＯꎬ通过京尼平交联ꎬ合成制备了 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水

凝胶. 该水凝胶呈蓝色ꎬ且随着水凝胶中 ＮＧＯ 浓度的增加颜色逐渐加深. 因此ꎬ该技术制备的水凝胶有利

于其在组织器官修复中的效果示踪.
(２)制备的 ＮＧＯ / ＳＦ 复合水凝胶吸水率小ꎬ且具有较好的稳定性. 随着 ＮＧＯ 的添加ꎬＮＧＯ / ＳＦ 复合水

凝胶吸水率逐渐降低ꎬ稳定性增强.
(３)抗压力学性能检测表明ꎬＮＧＯ 有利于提高 ＳＦ 水凝胶的抗压强度(弹性). 据分析ꎬ添加 ＮＧＯ 后的

水凝胶抗压力学性能提高超过 １.６ 倍(ＮＧＯ－ＳＦ２ ｖｓ ＮＧＯ－ＳＦ１). ＳＦ 水凝胶力学性能的提高ꎬ将大大提高水

凝胶的临床修复效果和使用寿命.
(４)通过对添加 ＮＧＯ 复合材料的电导率、循环伏安和静电性能的检测表明ꎬＮＧＯ 有利于改善 ＳＦ 水凝

胶的导电性以及储电性能. 在神经组织以及心肌修复中ꎬ生物材料导电性能的提高ꎬ有助于组织器官的功

能恢复. ＮＧＯ－ＳＦ 复合水凝胶的开发ꎬ将进一步提高其在临床使用中的修复效果.
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