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基于互穿网络技术构筑的氧化海藻酸钠/纤维素 

纳米晶/聚丙烯酰胺-明胶双网络水凝胶与性能 
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摘要：为了提高海藻酸盐水凝胶的生物应用性，以氧化海藻酸钠（OSA）为原料，采用互穿网络技术、纤维素

纳米晶（CNCs）补强和明胶（GT）表面覆积相结合的方法构建了 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶（其中，PAM

为聚丙烯酰胺）。通过 FTIR、TGA、XRD、SEM、溶胀性和降解性实验以及细胞相容性测试考察了 CNCs 含量

对 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶结构和性能的影响。结果表明，CNCs 能够与基体中的聚合物产生相互作用

力。随着 CNCs 含量的增加，OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的孔隙率下降，力学性能提高，其溶胀率随 CNCs

含量增加呈下降趋势（下降幅度较小）而生物降解率呈上升趋势，说明 CNCs 能够在一定程度上调控复合水凝

胶的物化性能。OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶展现出较好的细胞黏附、增殖和分化性能。当 CNCs 的含量为

0.5%时（以 OSA 溶液质量为基准，下同），人骨瘤(MG63)细胞增殖效果最佳，而 CNCs 的含量为 1.5%时，MG63

细胞分化效果最显著。 
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Abstract: To improve the bio-applicability of alginate hydrogel, the composite hydrogels of oxidized 

sodium alginate (OSA)/cellulose nanocarrier (CNCs)/ polyacrylamide-gelatin (PAM-GT) were constructed 

from combination of interpenetrating network technology, CNCs reinforcement and GT surface deposition 

with OSA. The effects of CNCs dosage on the structure and properties of OSA/CNCs/PAM-GT composite 

hydrogels were analyzed by FTIR, TGA, XRD, SEM, swelling and degradability experiments as well as 

cytocompatibility tests. The results showed that CNCs could interact with the polymers in the matrix. As the 

dosage of CNCs increased, the composite hydrogel exhibited a decreased porosity, enhanced mechanical 

strength and biodegradability, and a slightly reduced swelling, indicating that CNCs could regulate the 

physicochemical properties of the composite hydrogels to a certain extent. Meanwhile, the composite 

功能材料 
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hydrogels displayed good cell adhesion, proliferation and differentiation properties. When the dosage of 

CNCs was 0.5%(based on the mass of OSA solution, the same below), the composite hydrogel showed the 

best cell proliferation activity for MG63 cells, while displayed the most significant cell differentiation 

activity when the dosage of CNCs was 1.5%. 

Key words: alginate hydrogels; interpenetrating network technology; cellulose nanocrystals; composite 

hydrogels; biological properties; functional materials 

双网络水凝胶是由两个或者两个以上相互交联

的网络缠绕在一起结合而成，网络与网络之间既能

相互渗透又相互独立。最为常见的是基于互穿网络

技术构筑的双网络水凝胶体系。一般情况下，一级

网络具有更强的刚度性能，大多由一些天然的高分

子形成，如海藻酸钠（SA）、透明质酸和壳聚糖等，

而二级网络多采用延展性更佳的合成聚合物，如聚

丙烯酰胺（PAM）等，两个网络之间进行优势互补

形成高强度和高韧性的水凝胶[1-2]。 

海藻酸盐是一种由 β-D-甘露糖醛酸（M 段）和

α-L-古洛糖醛酸（G 段）通过 1，4-糖苷键以均聚（MM

段或 GG 段）和交替序列（MG 段或者 GM 段）所

形成的线性水溶性多糖[3]。由于海藻酸盐具有类似

于天然细胞基质的组成成分，所以由海藻酸盐制备

的水凝胶能够提供一个相对适宜的细胞微环境，能

够促进和调节细胞的黏附、增殖、迁移和分化。而

且，海藻酸盐来源广泛，具有温和的交联特性和无

毒性等优点，使其被广泛地应用于组织工程和伤口

敷料等医学领域[4-5]。尽管海藻酸盐作为制备医用水

凝胶材料已被广泛研究，但现有研究结果表明，该

类水凝胶呈现出较弱的抗压强度，缺乏哺乳动物细

胞黏附性并且降解速率缓慢而不可控，这些缺陷严

重限制了其在生物医学方面的应用[6-7]。为了克服单

一海藻酸盐水凝胶功能上的缺陷，人们通常会选择

两种及两种以上的材料进行复合，制备出承载负荷力

更强的水凝胶。这些杂化水凝胶或者复合水凝胶往往

通过添加一些增强剂〔如纤维素纳米晶（CNCs）、二

氧化硅纳米粒和二氧化钛纳米粒等〕来达到理想的

机械性能，而且大量增强剂的使用往往会赋予复合

材料一些独特而优异的性能[8-9]。另外，通过高碘酸

钠氧化的方法可改善海藻酸盐在哺乳动物体内降解

缓慢而不可控的缺陷；采用具有细胞识别因子的生

物大分子〔如胶原蛋白或明胶（GT）〕表面覆积的

方法可提高海藻酸盐水凝胶的细胞黏附性和生物活

性[4,6]。 

双网络水凝胶技术被认为是制备具有高机械性

能复合水凝胶的最佳方法之一。与单一水凝胶相比，

双网络水凝胶由于两个聚合物网络分子链相互渗

透，从而表现出优异的断裂韧性和相当大的压缩应

变能力。SUN 等[2]报道了一种基于互穿网络技术构

建的具有高度拉伸和韧性的 SA/PAM 水凝胶，其拉

伸长度达到水凝胶原始长度的 20 倍，断裂能约为

9000 J/m2。CNCs 是一种高度结晶的纳米颗粒，可

以通过酸水解去除纤维素的无定形区域以得到具有

棒状结构的晶体[10]。由于 CNCs 具有高纵横比、纳

米级的尺寸、良好的生物降解性和较强的机械性能

而被认为是一种理想的生物增强剂。GAO 等[11]通过

添加 CNCs 来增强明胶/生物活性玻璃纳米复合水凝

胶的力学性能。结果表明，在纳米复合水凝胶中即

使加入少量的 CNCs，也可以大大提高明胶/生物活

性玻璃纳米复合水凝胶的机械强度。HUANG 等[12]

采用水溶性羧甲基壳聚糖和醛基纤维素纳米晶

（DACNC）制备可注射水凝胶。棒状 CNCs 经高碘

酸钠氧化改性后，其纵横比和比表面积都较大，因

此，水凝胶内产生了许多活性结合点，从而使水凝

胶能够达到快速自修复的效果。CNCs 作为纳米级

别的增韧填料，也使水凝胶的强度得到较大提升，

并且使其在保持结构整体性的同时具有较高的溶液

吸收能力（吸液量高达自身质量的 350%）。 

氧化海藻酸盐（OSA）水凝胶作为组织工程应

用中的可生物降解材料，已经引起了广泛关注。与

天然海藻酸盐相比，部分 OSA 具有更快的降解速率

和更多的活性基团，如醛基和羟基。OSA/明胶在骨

关节炎研究中备受关注。明胶的氨基可以和 OSA 的

醛基发生席夫碱反应，这样能够进一步加强凝胶的

交联作用，从而提高 GT/OSA 复合水凝胶的机械性

能[13]。由于明胶分子链上含有细胞能够识别的精氨

酸-甘氨酸-天冬氨酸（Arg-Gly- Asp，AGA）多肽序

列，可利用明胶氨基和 OSA 醛基的席夫碱反应以及

两者分子间的氢键作用，在溶液体系下使明胶分子

吸附于 OSA 水凝胶表面，从而增强其对细胞的黏附

力[14]。 

为了解决海藻酸盐水凝胶在生物医学应用中的

功能缺陷问题，如较弱的抗压强度、缺乏哺乳动物

细胞黏附性、降解速率缓慢而不可控，改善其生物

应用性，本文依据本课题组已报道的方法[15]，以羟

基磷灰石（HAP）/D-葡萄糖酸-δ-内酯（GDL）作为

内源交联剂，拟采用互穿网络技术、CNCs 补强和

明胶表面覆积相结合的方法构建 OSA/CNCs/PAM- 

GT 复合水凝胶，以提高 OSA 水凝胶的力学性能和
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生物相容性。这种从结构和性能的角度综合分析和

解决海藻酸盐水凝胶在生物医学应用中的功能缺陷

问题目前鲜见报道[16]。鉴于互穿网络技术在构建复

合材料中的优越特性，本文以互穿网络方法构筑的

OSA/PAM 复合水凝胶作为基体，通过 FTIR、TGA

和 XRD 测试、溶胀性和降解性实验以及细胞相容性

实验重点考察 CNCs 含量对复合水凝胶结构和性能

的影响。以期制备出能够适用于组织工程和伤口敷

料领域的海藻酸盐复合水凝胶。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

理论氧化度为 10%的 OSA（Mw = 396214）和

CNCs 通过本课题组已报道的方法制备[17-18]；丙烯

酰胺（AM，AR）、A 型明胶（生化级）、过硫酸铵

（APS，AR）、四甲基乙二胺（TEMED，质量分数

99%）、N,N′-亚甲基双丙烯酰胺（MBAA，质量分数

≥99%）、HAP（生物医药级）、GDL（质量分数 99%）、

戊二醛（医药级）、溶菌酶（纯度≥20000 U/mg），

阿拉丁试剂（上海）有限公司；人骨瘤 MG63 细胞

购自中国科学院细胞库；DMEM 高糖培养基、胎牛

血清、胰蛋白酶〔质量分数 0.25%胰蛋白酶-乙二胺

四乙酸二钠（trypsin-EDTA）溶液〕、青霉素、链霉

素，HyClone 生物科技（美国）有限公司；细胞增

殖-毒性检测试剂盒（Cell Counting Kit-8，CCK-8），

日本同仁化学研究所；曲拉通（Triton X-100）、碱

性磷酸酶试剂盒（ALP Assay Kit），上海碧云天生物

技术有限公司。 

H1850 型台式离心机（湘仪离心机仪器有限公

司）；Scientz-10ND 型真空冷冻干燥机（宁波新芝生

物科技股份有限公司）；Nicolet-6700 型傅里叶变换

红外光谱仪（美国 Thermo Scientific 公司）；S-3000N

型扫描电子显微镜（日本 Hitachi 公司）；WDW-1

型微机控制拉力试验机（济南一诺世纪试验仪器有

限公司）；AutoPore Ⅳ9500 型压汞仪〔Micromeritics

（上海）仪器有限公司〕；449F3 型热重分析仪（德

国 Netzsch 公司）；XS/D8 Advance 型多晶 X 射线衍

射仪（德国 Bruker 公司）；Axis Ultra XPS 型 X 射线

光电子能谱分析仪（英国 Kratos 公司）；ELX800 型

酶标仪（美国 BioTek 公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的制备 

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的制备示意图

见图 1。如图 1 所示，将 CNCs 掺杂到 OSA 基体中

制备 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶。分别称取一

定量的 CNCs（0.5、1.0、1.5、2.0 g）和 0.37 g HAP

加入到 100 mL 质量分数为 2%的 OSA 溶液中，剧

烈搅拌 2 h。然后依次加入 4.00 g AM、0.04 g MBAA、

0.04 g APS 和 36.40 µL TEMED，搅拌混合 20 min。

进而将得到的混合液倒入烧杯中，在磁力搅拌的作

用下加入 1.29 g GDL，搅拌 1.0 min 后将其迅速转移

到 12 孔组织培养板中，每孔 5 mL 混合液。室温静

置交联 2 h 后，再将其放入烘箱中于 65 ℃下化学交

联 5 h。将得到的水凝胶于–50 ℃条件下冷冻干燥

48 h 即得到 OSA/CNCs/PAM 复合水凝胶。将干燥后

的 OSA/CNCs/PAM 复合水凝胶浸入质量分数为 1%

的明胶溶液中浸泡 2 min，再将其置入质量分数为

2.5%的戊二醛溶液中浸泡 12 h。用去离子水反复冲

洗，最后再将洗净的水凝胶在–50 ℃条件下冷冻干

燥 48 h 得到 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶。为了

对比不同 CNCs 含量对复合水凝胶物化性能和生物

性能的影响，在制备 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶

过程中将添加 CNCs 含量分别为 0、0.5%、1.0%、1.5%

和 2.0%的复合水凝胶分别命名为 OSA/PAM-GT、

OSA/0.5% CNCs/PAM-GT、OSA/1.0% CNCs/PAM-GT、

OSA/1.5% CNCs/PAM-GT 和 OSA/2.0% CNCs/PAM- 

GT（统称为 OSA/CNCs/PAM-GT）。作为对比，SA/ 

PAM-GT、OSA/PAM 和 OSA/PAM-GT 在没有添加

CNCs 情况下，均通过上述方法制备。为了验证明

胶分子在复合水凝胶上的包覆性，通过 X 射线光

电子能谱分析仪（XPS）对 OSA/CNCs/PAM 和

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶表面元素分布进

行分析。明胶分子的包覆率可采用式（1）进行

计算。  

OSA/CNCs/PAM-GT OSA/CNCs/PAM

OSA/CNCs/PAM-GT

GT / % 100
m m

m


 包覆率

 
 （1） 

式 中 ： mOSA/CNCs/PAM-GT 为 包 覆 明 胶 之 后 的

OSA/CNCs/PAM-GT 复 合 水 凝 胶 的 质 量 ， g ；

mOSA/CNCs/PAM 为包覆明胶之前的 OSA/CNCs/PAM 复

合水凝胶的质量，g。它们的质量均由电子分析天平

称量获得。 

 

 
 

注：“盒蛋”结构由海藻酸盐分子链络合钙离子所形成。 

图 1  OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的制备示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of the preparation of 

OSA/CNCs/PAM-GT composite hydrogel 
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1.2.2  OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的结构表征

和性能测试 

通过 FTIR、XRD和 TGA对 OSA/CNCs/PAM-GT

复合水凝胶组分间的相互作用进行检测和表征。在

FTIR 测试中，取少量样品与溴化钾放置于玛瑙研钵

中进行研磨压片后，利用傅里叶变换红外光谱仪在

波数 4000~400 cm–1 处测定样品的红外谱图，分析其

主要官能团的变化。XRD 测试是在 40 kV 和 100 mA

下，以扫描速率 0.025(°)/s 在 2θ=5°~60°扫描范围测

定样品的晶体结构。在 TGA 测试中，以升温速率为

10 ℃/min、温度范围在 30~800 ℃条件下对样品进

行热稳定性能测定，实验全程通 N2 保护。 

采用扫描电子显微镜和压汞仪对 OSA/CNCs/PAM- 

GT 复合水凝胶的形貌和孔隙结构进行表征。在 SEM

测试中，样品被切割成边长约为 2 mm 的立方体，

喷金后对复合水凝胶的横截面形貌进行观测。利用

压汞仪对多孔复合水凝胶材料的孔隙率进行测定。

先将样品在 110 ℃条件下加热干燥去除物理吸附

水，再将其放在样品盒内，调节压力使水银渗透到

每个孔内，测试结果经微电脑程序处理后得出。

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的机械性能通过万

能材料试验机进行测试。测试样品的底面直径为

18 mm，高为 10 mm。测试时，垂直于样品表面纵

向压缩，压缩速率为 5 mm/min，当材料压碎或其应

变大于 60%时停止。对于获取的应力-应变曲线，每

条曲线的线性最高点为该样品的压缩强度。 

1.2.3  OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的溶胀性与

生物降解性测试 

将复合水凝胶浸泡在 pH 7.4 PBS 溶液中放置于

37 ℃培养箱中孵育 2 h 后取出，用滤纸轻轻擦拭

材料表面后再进行称量，每组重复 3 次。每个时间

间隔的样品的溶胀率用 SR（%）来表示，具体计算

方法见式（2）。样品溶胀前后的质量分别记为 WO

（g）和 WS（g）。 

 S O

O

SR / % 100
W W

W


   （2） 

准确称量 0.01 g 的溶菌酶放置在 50 mL 的烧杯

中，用移液管移取 20 mL PBS 溶液（pH 7.4，

0.1 mol/L），配制成包含 10000 U/mL 溶菌酶的 PBS

溶液。将称重的复合水凝胶（质量记为 W0，g）浸

泡在此溶液中再放置到 37 ℃的培养箱中降解。分别

在 7、14、21 d 时取出样品，用去离子水轻轻地清

洗干净后将样品放在 110 ℃的烘箱中烘至恒重后进

行称重，记为 Wt（g）。通过测量样品的质量损失来

评估复合水凝胶的生物降解率（BR，%），具体的运

算方式见公式（3）。 

 

0 t

0

BR / % 100
W W

W


 

 
（3） 

1.2.4  OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的细胞相容

性测试 

先将 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶用照射强

度为 8 kGy 的钴 60 射线进行灭菌。以 24 孔组织培

养板作为模具，将灭菌后的水凝胶（0.10~0.22 g）

放置在 24 孔板中，并向其中加入 500 μL DMEM 细

胞培养基静置 12 h。利用体外培养人骨瘤 MG63 细

胞来评定样品的生物性能。MG63 细胞经过复苏和

在表面皿上的贴壁生长，将培养到 3~4 代的 MG63

细胞以 5×104 个细胞/孔的密度接种到复合水凝胶材

料上。同时，作为空白对照采用相同的方式将细胞

接种到无材料的 24 孔板中。添加细胞培养液，使每

孔培养基总量达到 500 μL。最后将孔板放置到含体

积分数为 5% CO2 的培养箱中于 37 ℃下培养。实验

中所用到的培养基采用体积分数为 90% DMEM、体

积分数为 9%胎牛血清和体积分数为 1%的双抗（青

霉素和链霉素，质量比为 1∶1）混合而成。实验过

程中每 2 d 更换一次培养液。 

细胞在材料上接种 2 d 后，将组织培养板中的

培养基用移液枪吸出，用 PBS 溶液冲洗 3 次后再用

质量分数为 2.5%的戊二醛溶液交联固定 20 min。再

用超纯水冲洗经戊二醛固定负载细胞的水凝胶材

料，直至残留的戊二醛冲洗干净后于–50 ℃条件下

冷冻干燥 48 h。随后利用扫描电子显微镜来观察细

胞在复合水凝胶表面的黏附情况以及 MG63 细胞的

形貌特征。 

细胞在复合水凝胶材料上的活性采用CCK-8试

剂盒来进行测定。更换（采用移液枪先将培养板里

的培养基吸掉，再补充等体积的新鲜培养基）细胞

在材料上增殖 2 d 的培养基后，加入 50 µL 的 CCK-8

试剂，再将其放置到 37 ℃、体积分数为 5% CO2

的培养箱中培育 4 h。在 24 孔板中用移液枪吸取

100 µL 的溶液到 96 孔板中，摇匀后，利用酶标仪

检测 450 nm 处的吸光度（OD）。利用碱性磷酸酶

（ALP）试剂盒来检测细胞在材料上的分化情况。

将培养了 7 d 细胞的复合水凝胶用 PBS 溶液清洗直

至没有胎牛血清，即可定性为无培养基，加入质量

分数为 0.1%的 TritonX-100 溶液后放置于冰浴中裂

解。取 50 µL 的上清液到 96 孔板中，再加入 50 µL 

ALP 显色试剂，用枪头吹打均匀。静置 30 min 后，

加入 100 µL 的反应终止液（由 ALP 试剂盒提供）。

最后，利用酶标仪在 405 nm 处读取 OD 值来检测细

胞的分化情况。同时，将细胞在 24 孔组织培养板中

的增殖或分化情况作为空白对照。用相对 ALP 活性



第 6 期 陈秀琼，等: 基于互穿网络技术构筑的氧化海藻酸钠/纤维素纳米晶/聚丙烯酰胺-明胶双网络水凝胶与性能 ·1313· 

 

来衡量水凝胶相对于空对照组的细胞分化情况。相

对 ALP 活性用式（4）计算。 

 

ALP OD
ALP

ALP OD


细胞在材料上的 的
相对 活性

细胞在组织培养板上的 的
（4） 

2  结果与讨论 

2.1  复合水凝胶的结构与性能分析 

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶与已报道的生

物医药类水凝胶性能对比如表 1 所示。从表 1 可以

看出，本方法所制备的复合水凝胶展现出较高的孔

隙率、较强的机械性能及适宜的溶胀和降解性能。

这主要归因于互穿网络技术在构建复合材料中的优

越特性以及 CNCs 的补强作用。 
 

表 1  OSA/2.0% CNCs/PAM-GT 复合水凝胶与现有报道

的生物医药类水凝胶对比 
Table 1  Comparison of OSA/2.0% CNCs/PAM-GT composite 

hydrogel with reported biomedical hydrogels 

样品 
孔隙率

/% 
孔径
/μm 

抗压强

度/MPa 

24 h 溶

胀率/% 

14 d 生物

降解率/%

参考

文献

Alg/BCNs/COL 77 — 0.223 2960 27.2 [19]

Alg/BC-CS — 70~200 0.265 2790 28.7 [20]

Alg/80% 
PAM-CS-GT 

— 25~100 2.106 910 7.1 [15]

OSA/2.0% 
CNCs/PAM-GT 

84.64 — 3.214 429 32.4 本文

注：Alg 为海藻酸盐；BCNs 为细菌纤维素纳米晶；COL 为

胶原蛋白；BC 为细菌纤维素；CS 为壳聚糖；“—”代表无数据。 
 

通过 XPS 对 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶

GT 的包覆性进行了分析。表 2 为 OSA/1.0% 

CNCs/PAM 和 OSA/1.0% CNCs/ PAM-GT 复合水凝胶

的 XPS 元素分析结果。从表 2 可知，未经明胶处理

的 OSA/1.0% CNCs/PAM 复合水凝胶的 N 质量分数

为 7.15% ， 而 经 过 表 面 修 饰 的 OSA/1.0% 

CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的 N 质量分数可以达到

13.82%，明显高于未包覆明胶的样品，说明明胶通

过席夫碱反应和氢键作用成功包覆在 OSA/1.0% 

CNCs/PAM 复合水凝胶的表面[14]。通过对比明胶包

覆前后复合水凝胶的质量差，结合公式（1）可计算

出 OSA/1.0% CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的明胶包

覆率为 0.82%。 
 

表 2  OSA/1.0% CNCs/PAM和OSA/1.0% CNCs/PAM-GT复

合水凝胶的 XPS 元素分析 
Table 2  XPS element analysis of OSA/1.0% CNCs/PAM and 

OSA/1.0% CNCs/PAM-GT composite hydrogels 

质量分数/% 
样品 

C N O Ca 

OSA/1.0% CNCs/PAM 72.42 7.15 18.66 0.42 

OSA/1.0% CNCs/PAM-GT 63.57 13.82 22.70 0.51 

通过 FTIR、XRD和 TGA对 OSA/CNCs/PAM-GT

复合水凝胶组分间的相互作用进行了验证。 

图 1A 为 OSA/PAM-GT、OSA/CNCs/PAM-GT

复合水凝胶和 CNCs 的 FTIR 谱图。从图 1A 可知，

OSA/PAM-GT 在 1608.69、 1420.56、 1091.14 和

1032.83 cm–1 处出现的吸收峰分别归属于 OSA 分子

链上—COO—的不对称和对称伸缩振动吸收峰以及

糖骨架上 C—O—C 的伸缩振动吸收峰 [21-22]。

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶和 CNCs 的 FTIR 谱

图出峰位置大致相同。但是，与 OSA/PAM-GT 复合

水 凝 胶 相 比 ， 不 同 CNCs 含 量 的 OSA/CNCs/ 

PAM-GT 复合水凝胶在 3419.88 cm–1处的—OH 伸缩

振动吸收峰均发生了蓝移且峰的强度减弱，这种现

象的出现归因于 CNCs 填充到聚合物链内，减少了

OSA 的分子内氢键作用，增强了 OSA、CNCs 和 PAM

分子间的氢键相互作用[22]，说明 CNCs 已经充分地

嵌入到聚合物基质中，产生了相互作用力。 
 

 
 

a—OSA/PAM-GT；b—OSA/0.5% CNCs/PAM-GT；c—OSA/1.0% 

CNCs/PAM-GT；d—OSA/1.5% CNCs/PAM-GT；e—OSA/2.0% 

CNCs/PAM-GT；f—CNCs 

图 2  复合水凝胶的 FTIR 谱图（A）和 XRD 谱图（B） 
Fig. 2  FTIR spectra (A) and XRD patterns (B) of the 

composite hydrogels 
 

图 1B 为 OSA/PAM-GT、OSA/CNCs/PAM-GT

复合水凝胶和 CNCs 的 XRD 谱图。由图 1B 可知，

OSA/PAM-GT 复合水凝胶在 2θ=20.0°处出现了一个

较宽的衍射峰，这是其水合晶体衍射峰[23]。而 CNCs

在 2θ=14.7°、22.6°和 34.5°处的特征峰分别对应其

(110)、(200)和(004)晶面[20]。随着 CNCs 含量的增加，
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OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶在 2θ=22.6°和 34.5°

处的峰强度逐渐增强，但相比于 CNCs，其特征峰

的强度降低，说明 CNCs 能够较好地分散在聚合物

基质中，产生新的相互作用力。同时由于 CNCs 被

聚合物 OSA 和 PAM 包覆在内导致其自身的特征衍

射峰强度减弱。 

图 3A 为 OSA/PAM-GT、OSA/CNCs/PAM-GT

复合水凝胶和 CNCs 的 TGA 曲线。从图 3A 可知，相

比CNCs和OSA/PAM-GT复合水凝胶，OSA/CNCs/PAM- 

GT 复合水凝胶具有更高的热稳定性能。这可能是因

为聚合物链与 CNCs 之间存在相互作用力[13]。并且

在 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶中，随着 CNCs

含量的增加，尽管复合水凝胶的失重率逐渐降低，

但是降低的幅度相对较小，说明 CNCs 作为增强剂

能够使复合水凝胶的热稳定性提高，但是在一定范

围内，复合水凝胶热稳定性并不会因为 CNCs 含量

的增加而出现大幅度的提高。图 3B 是 OSA/PAM- 

GT、OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶和 CNCs 的

DTG 曲线。 
 

 
 

a—OSA/PAM-GT；b—OSA/0.5% CNCs/PAM-GT；c—OSA/1.0% 

CNCs/PAM-GT；d—OSA/1.5% CNCs/PAM-GT；e—OSA/2.0% 

CNCs/PAM-GT；f—CNCs 

图 3  复合水凝胶的 TGA 曲线（A）和 DTG 曲线（B） 
Fig. 3  TGA curves (A) and DTG curves (B) of the composite 

hydrogels 
 

从图 3B 可以看出，所有材料的失重过程主要

包括 3 个阶段：第一阶段的失重过程主要发生在

100 ℃左右，归因于材料物理吸附水的脱除[5]；第二

阶段在 200~300 ℃范围，材料的质量下降速率最快，

主要是发生了 OSA、CNCs 和明胶的热裂解以及 PAM

的部分裂解[24]；第三阶段在 300~500 ℃范围内，该

阶段主要是 PAM 发生了进一步的热裂解。 

通过扫描电子显微镜和万能材料试验机对复合

水凝胶的孔隙结构形貌和抗压强度进行了测试。 

图 4 为复合水凝胶在经过冷冻干燥后呈现出的

孔隙结构形貌图；相关的孔隙率测试结果如表 3 所

示。由图 4 和表 3 可知，通过互穿网络技术构筑的

复合水凝胶均呈现出规整的 3D 形貌和多孔结构。 
 

 
 

图 4  OSA/1.0% CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的实物图（a、

b、c）；OSA/PAM-GT（d）、OSA/0.5% CNCs/PAM-GT

（e）、OSA/1.0% CNCs/PAM-GT（f）、OSA/1.5% 

CNCs/PAM-GT（g）和 OSA/2.0% CNCs/PAM-GT

（h）复合水凝胶的 SEM 图 
Fig. 4  Physical photographs of OSA/1.0% CNCs/PAM-GT 

composite hydrogel (a, b, c); SEM images of 
OSA/PAM-GT (d), OSA/0.5% CNCs/PAM-GT (e), 
OSA/1.0% CNCs/PAM-GT (f), OSA/1.5% CNCs/PAM- 
GT (g) and OSA/2.0% CNCs/PAM-GT (h) composite 
hydrogels 

 
表 3  不同 CNCs 含量的 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶

的孔隙率 
Table 3  Porosity of OSA/CNCs/PAM-GT composite hydrogels 

with different CNCs dosage 

复合水凝胶材料 孔隙率/% 

OSA/PAM-GT 88.4445 

OSA/0.5% CNCs/PAM-GT 86.5506 

OSA/1.0% CNCs/PAM-GT 86.0443 

OSA/1.5% CNCs/PAM-GT 85.4119 

OSA/2.0% CNCs/PAM-GT 84.6428 

 

复合水凝胶的孔结构与细胞增殖的生物学特性

密切相关，因为合适的孔径不仅可以支持细胞的生
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长，还可以实现代谢废物和营养物质的传递[24]。但

是，由于 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶中 CNCs

添加量的不同，它们在孔隙密度和孔径大小上呈现

一定的差异。未添加 CNCs 的 OSA/PAM-GT 复合水

凝胶相比于其他 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶具

有较大尺寸的孔隙，孔与孔之间的排布相对稀疏。

而 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶则表现出较为密

集的孔隙结构，孔隙尺寸明显减小并且孔洞排列更

加有序。这是因为添加的 CNCs 除了能够分散在复

合水凝胶的表面还能够填充到水凝胶内部的空隙

中，导致孔隙率相对降低，从而形成了排序更加规

则、更紧密的孔隙结构。由于复合水凝胶材料孔隙结

构变得更加规整，因此其力学性能也会得到一定程度

的提升。 

复合水凝胶的孔隙结构也直接影响其力学性

能，决定了复合水凝胶在体内形态的维持和承受生

理载荷的能力[25]。图 5 为 OSA/PAM-GT 和 OSA/ 

CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的抗压强度。由图 5 可

知，OSA/PAM-GT 复合水凝胶的抗压强度约为 1.20 

MPa，与其相比，随着 CNCs 的加入，OSA/CNCs/ 

PAM-GT 复合水凝胶的抗压强度也在不断地增强，

分别增加了 135%、149%、154%和 167%。从统计

学数据分析可知，OSA/CNCs/ PAM-GT 复合水凝胶

体系的力学性能显著高于 OSA/PAM-GT 复合水凝

胶。这是因为 CNCs 能够嵌入 OSA/PAM 基体中，

形成排列更加紧密的网络结构，并且 CNCs 能够与

聚合物产生相互作用力，从而提高了复合水凝胶材

料的机械性能[26]。然而，随着体系中 CNCs 含量的

增加导致聚合物 OSA 和 PAM 的含量下降，CNCs

在 OSA/PAM 基体中的分散效果减弱。因此，

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的机械性能虽然随

着 CNCs 含量的增加呈上升趋势，但是其后续增长

速率缓慢。 

 

 
 

a—OSA/PAM-GT；b—OSA/0.5% CNCs/PAM-GT；c—OSA/1.0% 

CNCs/PAM-GT；d—OSA/1.5% CNCs/PAM-GT；e—OSA/2.0% 

CNCs/PAM-GT；*代表 P<0.05，表示有显著性差异 

图 5  复合水凝胶的抗压强度 
Fig. 5  Compressive strength of composite hydrogels 

2.2  复合水凝胶的溶胀性和生物降解性分析 

复合水凝胶的体外溶胀行为展现了其在生理条

件下对培养基的摄取能力[27]。适当的溶胀性不仅可以

保持复合水凝胶的机械完整性，还可以加速营养物质

和代谢废物的传递，促进细胞黏附和渗透生长[24]。图

6A为SA/PAM-GT、OSA/PAM-GT和OSA/CNCs/PAM- 

GT 复合水凝胶的溶胀率。由图 6A 可知，在所有复

合水凝胶中，OSA/PAM-GT 的溶胀率最高，能够达

到 609.50%±5.92%。相比于 OSA，SA 在 HAP/GDL

体系的交联作用下，水凝胶结构更加紧密，因此

SA/PAM-GT 的溶胀率低于 OSA/PAM-GT。另外，

CNCs 的引入明显地降低了复合水凝胶的溶胀率，

并随着 CNCs 含量的增加 OSA/CNCs/PAM-GT 复合

水凝胶的溶胀率依次降低。这主要是由于纳米 CNCs

良好的胶体性能使其能够均匀地分散在 OSA/PAM

基质中，导致复合水凝胶材料的结构变得更加紧密，

在一定程度上阻碍了水分的渗入。 
 

 
 

a—SA/PAM-GT；b—OSA/PAM-GT；c—OSA/0.5% CNCs/PAM- 

GT；d—OSA/1.0% CNCs/PAM-GT；e—OSA/1.5% CNCs/PAM- 

GT；f—OSA/2.0% CNCs/PAM-GT 

图 6  复合水凝胶的 SR（A）和 BR（B） 
Fig. 6  SR (A) and BR (B) of the composite hydrogels 

 

图 6B 为 SA/PAM-GT、OSA/PAM-GT 和 OSA/ 

CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的生物降解率。从图 6B

可看出，随着降解时间的推移，复合水凝胶的生物

降解率逐渐升高。通过对比 SA/PAM-GT 和 OSA/ 

PAM-GT 发现，SA/PAM-GT 的生物降解率明显低于

OSA/PAM-GT，说明经高碘酸钠氧化处理后有效地

提高了 SA/PAM-GT 的降解速率。同时，添加 CNCs
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的复合水凝胶生物降解率均高于 OSA/PAM-GT 复

合水凝胶。这可能是由于 CNCs 的加入促进了复合

水凝胶的降解。而且随着 CNCs 含量的增加，

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶降解率逐渐升高。

该结果表明，CNCs 的加入使得复合水凝胶的亲水

性增加，随着时间的延长，复合水凝胶表面部分

CNCs 发生脱落，使其生物降解率逐步提高。这是由

于采用硫酸水解微晶纤维素和过氧化氢氧化处理制得

的 CNCs 具有较好的胶体性能[20]，其在复合水凝胶中

发挥了一定的阻隔作用，削弱了 OSA 与 PAM 以及

OSA 与 PAM 分子间的氢键作用，促进了酶促降解

反应，造成 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶生物降

解率升高 [15] 。而且通过后续实验发现， OSA/ 

CNCs/PAM-GT 复合水凝胶完全水解大概需要 3 个

月。因此，可以通过调控 CNCs 的含量来调控复合

水凝胶的溶胀率和生物降解率。 

2.3  复合水凝胶的体外细胞相容性分析 

为了验证 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的细

胞相容性，并评价 CNCs 对细胞黏附、增殖和分化

的影响，将 MG63 人成骨肉瘤细胞接种到复合水凝

胶上进行培养。图 7 显示了 MG63 细胞在复合水凝

胶上的黏附情况。 
 

 
 

图 7  OSA/1.0% CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的实物图（a、

b）；MG63 细胞接种到 OSA/PAM-GT（c）、OSA/0.5% 

CNCs/PAM-GT（d）、OSA/1.0% CNCs/PAM-GT（e）、

OSA/1.5% CNCs/PAM-GT（f）和 OSA/2.0% CNCs/ 

PAM-GT（g）复合水凝胶上生长 2 d 后的 SEM 图 
Fig. 7  Photographs of OSA/CNCs/PAM-GT composite 

hydrogels (a, b); SEM images of MG63 cells 
cultured on OSA/PAM-GT (c), OSA/0.5% CNCs/ 
PAM-GT (d), OSA/1.0% CNCs/PAM-GT (e), 
OSA/1.5% CNCs/PAM-GT (f) and OSA/2.0% CNCs/ 
PAM-GT (g) composite hydrogels for 2 d 

图 8 为 MG63 细胞接种到 OSA/PAM、OSA/ 

PAM-GT和 OSA/1.0% CNCs/PAM-GT复合水凝胶上

的生长形态图。 
 

 
 

图 8  MG63 细胞接种到 OSA/PAM（a）、OSA/PAM-GT

（b）和 OSA/1.0% CNCs/PAM-GT（c）上生长 2 d

后的 SEM 图 
Fig. 8  SEM images of MG63 cells cultured on OSA/PAM 

(a), OSA/PAM-GT (b) and OSA/1.0% CNCs/PAM- 
GT (c) for 2 d 

 

由图 7 可知，MG63 细胞多呈带丝的球状形态，

易于结团黏附在复合水凝胶材料表面或内孔，说明

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶材料良好的孔隙结

构能够为细胞增殖提供 3D 生长空间。这主要得益

于 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶可以完全模拟天

然细胞外基质。从图 8 可以看出，相比于 OSA/PAM，

OSA/PAM-GT 和 OSA/1.0% CNCs/PAM-GT 的表面

黏附了更多的细胞，这进一步说明复合水凝胶材料

表面的明胶含有能够促进细胞黏附的 AGA 序列，促

进了细胞在材料上的黏附和增殖[28-29]。 

图 9A 展示了 MG63 细胞在 OSA/PAM-GT 和

OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶上的增殖情况。由图

9A 可知，无论是 OSA/PAM-GT 还是 OSA/CNCs/PAM- 

GT 复合水凝胶，细胞培养 2 d 后所测得的 OD 均低

于空白对照组。然而，在培养第 7 d 时，两者的细

胞增殖活力都有大幅度的提高。特别是 CNCs 含量

为 0.5%的 OSA/0.5% CNCs/PAM-GT 复合水凝胶的

OD 高于空白对照组且细胞的增殖效果最为显著，

说明掺杂 CNCs 在一定程度上有效促进了细胞在复

合水凝胶上的增殖。这是因为，CNCs 的表面带负

电荷，提供了更多的结合位点促进其与蛋白质结合，

从而提高了材料的生物活性 [26,30]。然而，过量的

CNCs 会导致复合水凝胶材料的孔隙率降低，细胞

的生长空间受限，细胞的增殖率下降[24]。因此，只

有适量的 CNCs 才能够有效地促进细胞的生长。图

9B 为 MG63 细胞在 OSA/PAM-GT 和 OSA/CNCs/ 

PAM-GT 复合水凝胶上的分化情况。由图 9B 可知，
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对比空白对照，OSA/CNCs/PAM-GT 体系的相对

ALP 活性更高，说明 CNCs 的掺入能够提高细胞的

分化能力。其中，当 CNCs 的含量为 1.5%时，细胞

的分化效果最好。之后再增加 CNCs 含量，细胞的

相对 ALP 活性下降，这可能是由于随着 CNCs 含量

的增大，导致复合水凝胶材料的孔隙率变小，从而

影响了细胞的分化。 
 

 
 

a—OSA/PAM-GT；b—OSA/0.5% CNCs/PAM-GT；c—OSA/1.0% 

CNCs/PAM-GT；d—OSA/1.5% CNCs/PAM-GT；e—OSA/2.0% 
CNCs/PAM-GT 

图 9  MG63 细胞在复合水凝胶上分别培养 2 和 7 d 的增

殖情况（A）；MG63 细胞在复合水凝胶上培养 7 d

的分化情况（B） 
Fig. 9  Cell proliferation viability of MG63 cells cultured 

on the composite hydrogels for 2 and 7 d (A); Cell 
differentiation of MG63 cells cultured on the 
composite hydrogels for 7 d (B) 

 

3  结论 

针对海藻酸盐水凝胶在生物医学应用领域的功

能缺陷，通过双网络水凝胶技术结合 CNCs 补强和

明胶表面覆积的方法构建了 OSA/CNCs/PAM-GT 

复合水凝胶。考察了 CNCs 含量对复合水凝胶微观

形态、孔隙结构、力学性能、溶胀性、生物降解性

和生物相容性的影响。结果表明，CNCs 能够与基

体中的聚合物 OSA 和 PAM 产生相互作用力。并且

随着 CNCs 含量的增加，OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝

胶的孔隙率由 88.4445%（OSA/PAM-GT 复合水凝胶）

逐步下降至 84.6428%（OSA/2.0% CNCs/PAM-GT 复合

水凝胶），抗压强度相比于 OSA/PAM-GT 复合水凝胶稳

步提高了 167%（OSA/2.0% CNCs/PAM-GT 复合水凝

胶）。而且它们的溶胀率随 CNCs 含量增加呈下降趋

势而生物降解性呈上升趋势，但是它们的变化幅度

较小，说明 CNCs 能够在一定程度上调控复合水凝

胶的物化性能。细胞相容性实验结果表明，MG63

细胞能够黏附在 OSA/CNCs/PAM-GT 复合水凝胶

上，同时能够进行细胞增殖和分化。当 CNCs 的含

量为 0.5%时，细胞增殖效果最佳，而 CNCs 的含量

为 1.5%时，细胞分化效果最显著。以上结果说明，

将 CNCs 掺杂到 OSA/PAM 互穿网络基体中能够有

效地提高 OSA/CNCs/PAM-GT 生物性能，从而使其

能够适用于组织工程和伤口敷料领域。 
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