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不同交联剂对明胶静电纺丝膜性能的影响
田哲玮　王琬莹　陈希亮　颜廷亭　陈庆华∗

(昆明理工大学材料科学与工程学院,昆明６５００００)

摘　要　采用静电纺丝法制备的明胶组织工程支架耐水性和力学性能较差,无法直接作为软骨组织工程支架使

用.为改善其物理化学性能,分别采用１Ｇ乙基Ｇ３Ｇ(３Ｇ二甲基氨丙基)Ｇ碳化二亚胺(EDC)与戊二醛(GA)对明胶电纺膜

进行交联,分析对比了两种交联方法对纤维形貌、溶胀比、交联度、力学性能、细胞毒性及降解性能的影响,并考察了不

同交联剂浓度对明胶膜物理和化学性能的影响.结果表明,与 GA交联相比,采用１􀆰５％ EDC交联可以维持明胶膜

的表面形貌,交联度可以达到６５％,并且无细胞毒性,更有利于其作为骨及软骨组织工程支架的生物学应用.体外

降解实验结果表明,采用 GA和EDC交联的明胶膜在降解６０d时降解率均为７０％左右,基本符合软骨的修复要求.
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　　明胶是用碱或酸处理胶原蛋白后得到的可生物

降解的变性蛋白质.在生理环境中,明胶具有促进

细胞的粘附和生长,活化巨噬细胞和止血的作用,有
良好的生物相容性和生物降解性[１],已被广泛用于

组织工程支架.但明胶静电纺丝膜(以下简称明胶

膜)的力学性能和耐水性能较差,在潮湿环境中容易

受到细菌的侵蚀而变质.因此,在实际的应用中,往
往需要对其进行改性,以提高明胶膜的性能[２].目

前,明胶的改性方法主要有交联改性、共混改性和接

枝共聚改性[３].
交联改性是提高明胶性能的重要方法之一,包

括化学交联、物理交联和酶法交联等[４],其原理是在

明胶中引入新的三维网络结构,增加其机械性能及

热稳定性[５].其中,化学交联是指使明胶分子间通

过共价键结合,以提高明胶纤维的张力和稳定性.
常见的交联剂包括戊二醛[６]、京尼平和水溶性碳化

二亚胺等.京尼平提取于栀子果实中,其交联产物

具有良好的生物相容性,但京尼平价格昂贵,实验及

应用成本较高[７].１Ｇ乙基Ｇ３Ｇ(３Ｇ二甲基氨丙基)Ｇ碳

化二亚胺(EDC)是一种毒性相对较低、生物相容性

较好的交联剂,在交联过程中首先与羧基偶合,形成

OＧ异酰基脲结构,这一活化中间物受到—NH２ 基团
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进攻形成酰胺交联,而 NＧ羟基硫代琥珀酰亚胺

(NHS)的加入可以增强该中间产物的稳定性[８],交
联产物细胞毒性很小,并可被清洗掉.戊二醛(GA)
的醛基可以与明胶的游离氨基反应,生成Schiff碱

(—N􀪅􀪅C—),从而提高明胶的稳定性,虽然戊二醛

的细胞毒性较大,但可以通过降低戊二醛溶液的浓

度来改善[９].同时,由于戊二醛价格低,交联效率

高,因此是一种被广泛使用的交联剂.Jalaja等[１０]

采用氧化蔗糖交联明胶膜,但这种方法尚不成熟,交
联效率低.TondaＧTuro等[１１]通过在纺丝液中加入

戊二醛进行交联,这种方法虽然方便,但容易造成针

头堵塞,难以纺丝.
目前,在 GA和EDC交联的研究中,Bigi等[１２]

采用０􀆰０５％~２􀆰５％(wt,质量分数)GA 交联胶原,
结果表明,当 GA 浓度为１％时,交联度达到最大;
当 GA浓度继续升高时,材料的交联度和杨氏模量

没有明显变化.王迎军等[１３]采用 ０􀆰５~２g/L 的

EDC/NHS交联胶原,结果表明,当 EDC的质量浓

度大于２g/L时,自由氨基数变化缓慢,交联度没有

明显变化.
基于以上研究,本课题组分别采用３种不同浓

度的EDC和 GA,对明胶膜进行交联,并对交联处

理后的明胶膜进行SEM、FTＧIR表征,以及溶胀比、
交联度、细胞毒性测试和降解性能等测试,比较

EDC和 GA的交联效果,并得出最具应用价值的优

选交联方案.

１　实验部分

１􀆰１　原料与设备

明胶(化学纯),国药集团化学试剂有限公司;冰
乙酸(分析纯),天津风船化学试剂科技有限公司;

EDC(分析纯),北京索莱宝科技有限公司;NHS(分
析纯),上海麦克林生化科技有限公司;２Ｇ(NＧ吗啉)
乙磺酸(MES,分析纯),北京索莱宝科技有限公司;

GA(分析纯),国药集团化学试剂有限公司;模拟体

液(SBF),自制;去离子水,自制.
静电纺丝设备(SSＧ１３３４),北京永康乐业科技发

展有限公司;扫描 电 镜 (SEM,Quanta２００),美 国

FEI公司;红外光谱仪(FTＧIR,EQUINOX５５),德国

Bruker公司.

１􀆰２　实验方法

１􀆰２􀆰１　明胶膜的制备

在６０℃水浴加热条件下,将一定质量的明胶溶

于冰乙酸中,磁力搅拌３h,配制成２４％(wt,质量分

数)的明胶静电纺丝溶液;对纺丝液进行脱泡处理

后,用静电纺丝法制备明胶膜.静电纺丝条件:负电

压－３􀆰５kV,正电压１７kV,接收距离１５cm,推注速

度为０􀆰２mm/min.

１􀆰２􀆰２　GA 交联明胶膜的制备

分别配制体积分数为０􀆰５％、１􀆰０％和１􀆰５％的

GA乙醇溶液各５０mL,然后用冰乙酸调节pH 至５
左右;分别将等质量的明胶膜(２０mg)浸入上述３种

GA的乙醇溶液中,在２５℃下交联１２h后,用去离子

水洗涤至少３次;最后,冷冻干燥得到 GA交联明胶

膜样品,分别记为 GA１、GA２和 GA３.

１􀆰２􀆰３　EDC/NHS交联明胶膜的制备

分别配制质量分数为０􀆰５％、１􀆰０％和１􀆰５％的

EDC乙醇溶液各５０mL,然后用 MES缓冲液将pH
调至５􀆰５;分别将等质量的明胶膜(２０mg)浸入上述

３种EDC的乙醇溶液中,反应１０min后加入一定量

的 NHS(EDC与 NHS的质量比为５/１);在２５℃下

交联１２h后,用去离子水洗涤至少３次,冷冻干燥得

到EDC/NHS交联明胶膜样品,分别记为 EDC１、

EDC２和EDC３.

１􀆰３　表征与测试

１􀆰３􀆰１　形貌分析

首先采用照相机对明胶膜进行宏观形貌观察,
然后采用扫描电镜观察交联前后电纺膜的表面

形貌.

１􀆰３􀆰２　FTＧIR分析

采用红外光谱仪对交联前后的明胶膜进行FTＧ
IR测试,分析明胶膜交联前后的成分变化.

１􀆰３􀆰３　交联度测试

以未交联组为参照,采用 TNBS法[１４]测量各交

联组的交联度.称取２mg样品,先加入４％(w/v)
的碳酸氢钠溶液１mL,再加入０􀆰５％新配制的三硝

基苯磺酸(TNBS)溶液１mL;在４０℃下反应２h后,
加入３mL HCl(６mol/L),升温至６０℃,１h后用蒸

馏水稀释;最后用分光光度计检测３４６nm 处的吸光

度(OD)值.交联度的计算公式见式(１)[１５].
交联度 ％ ＝ [１－(被测样品OD 值/被测样品质量)]/

(未交联组OD 值/未交联组质量)×１００％ (１)

１􀆰３􀆰４　溶胀比测试

分别取相同质量交联后的明胶膜,并称量其质

量(W０),然后将其浸泡在SBF中;在３７℃恒温箱中

放置２４h后取出,用滤纸擦去表面多余液体,称取其

质量(W１).溶胀比(E)计算公式见式(２).
E ＝ [(W１ －W０)/W０]×１００％ (２)
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　　式中,E 为溶胀比,％;W０ 为交联后明胶膜质

量,g;W１ 为浸泡于SBF溶液后明胶膜质量,g.
１􀆰３􀆰５　力学性能测试

采用 HYＧ０２３０型力学性能测试仪对交联前后

的明胶膜进行力学性能测试.取交联前后的明胶

膜,分别制成１０mm×５０mm 的矩形试样(拉伸速度

为１０mm/min,有效夹持距离为３０mm),测量其拉

伸强度和断裂伸长率,每组进行５次重复试验,取平

均值.

１􀆰３􀆰６　细胞毒性测试

采用cckＧ８法对明胶膜进行细胞毒性分析,将
２９３T 细胞作为实验细胞,依据国家标准 (GB/T
１６８８６􀆰１２—２００５),检测细胞在待测材料的培养液中

的增殖情况.通过测量的OD 值进行计算,得到细

胞相 对 增 殖 度 (RGR),并 根 据 国 家 标 准 (GB/T
１４２３３􀆰２—２００５)判定待测材料的毒性等级.

１􀆰３􀆰７　体外降解实验

将交联后的各组明胶膜样品剪成规格为１０mm×
１０mm 的大小,记录初始重量(W０),放入离心管内,
每个离心管加入５mLSBF;然后放入３７℃恒温箱中

进行降解实验,期间每隔１d更换一次SBF,并在不

同时间点进行取样;用超纯水反复清洗,并进行冷冻

干燥后测量恒重(WT).明胶膜样品的降解率(D)
计算公式见式(３).

D ＝ [(W０ －WT)/W０]×１００％ (３)

　　式中,D 为降解率,％;W０ 为明胶膜初始重量,
g;WT 为经过降解实验并处理后的明胶膜质量,g.

２　结果与讨论

２􀆰１　宏观分析

图１为交联前后的明胶膜光学照片.实验中发

现,与未交联的明胶膜[图１(a)]相比,GA交联的明

胶膜[图１(b)]颜色变为淡黄色,并且膜表面凹凸不

平;而EDC交联的明胶膜[图１(c)]颜色几乎没有

变化,且表面较为平整.因此,从宏观分析的角度

看,采用EDC交联法对明胶膜的宏观形貌没有产生

较大改变,有利于后续应用.

图１　交联前后明胶纤维膜照片

(a:未交联;b:GA交联;c:EDC交联)

２􀆰２　微观结构分析

对交联前后明胶膜的形貌进行 SEM 测试,并
使用ImageJ软件进一步分析SEM 照片,可以得到

每种膜的平均纤维直径和纤维直径分布(图２).由

于 GA 的添加,使明胶分子链上的氨基与 GA 的醛

基之间发生了席夫碱反应,使得明胶纤维发生了一

定程度的溶胀与弯曲.而 EDC与明胶中的羧基发

生偶合反应,使明胶纤维发生了一定程度的溶胀.

图２　交联前后明胶纤维膜的SEM 图(a、c、e)和
直径分布图(b、d、f)

[(a,b)未交联;(c,d)GA３;(e,f)EDC３]

由图２可见,与未交联的明胶纤维[图２(b)]相
比,交联后明胶[图２(d)、２(f)]的平均纤维直径从

６００nm 上升到７００~７２０nm 左右,并且纤维之间均

有一定程度的合并.比较图２(c、d)与图２(e、f)可
知,EDC３的平均纤维直径比 GA３的大２０nm 左

右;而且采用 GA 交联,明胶纤维的弯曲程度较大,
因此采用该方法交联会使明胶膜表面变得不平整,
这与宏观分析的结果一致.

２􀆰３　FTＧIR分析

图３为未交联、１􀆰５％ GA 交联和１􀆰５％ EDC/

NHS交联的明胶膜(GA３和 EDC３)的 FTＧIR 谱

图. 由 图 可 见, 在 １４４８cm－１、１４４９cm－１ 和
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１４５１cm－１ 处 为—CH３ 的 吸 收 峰,１０８０cm－１ 处 出

现—C—O—的伸缩振动峰,在２９２５cm－１处为酰胺

B带的νN—H 伸缩,３２８２cm－１处的峰为酰胺 A 带的

νN—H伸缩.

图３　交联前后明胶膜的FTＧIR谱图

由图可见,在交联后,明胶的酰胺基吸收峰发生

了如下变化:酰胺Ⅱ带吸收峰由１５３０cm－１蓝移至

１５３６cm－１ 和 １５４０cm－１ 处,酰 胺 Ⅲ 带 吸 收 峰 由

１２４０cm－１蓝移至１２４５cm－１和１２５０cm－１,这种蓝移

变化证明了进行交联反应后对应基团变得更加稳

定.另外,未交联明胶膜在１４０２cm－１处出现了明胶

侧链氨基的振动峰,而在 GA和EDC交联后该振动

峰减弱甚至消失,这是由于在交联时 GA和EDC与

明胶的侧链氨基发生了反应.
由于交联后的FTＧIR谱图中没有新的峰出现,

说明交联后明胶的化学组成并未发生改变,交联过

程中的中间产物已经被全部除去.

２􀆰４　交联度测试

交联度不仅反映了交联剂与样品内氨基残基的

化学反应效率,还反映出交联剂对样品微观结构和

化学键的改变及其对性能的提升[１６].如果交联度

过低,明胶的三维网状结构未完全形成,力学及耐水

性能差;而交联度过高,则会造成明胶膜硬化,柔性

降低.交联的程度可以通过调节交联剂的浓度来控

制.不同交联剂处理明胶膜的交联度结果如图４所

示.由图可见,明胶膜的交联度随着交联剂浓度的

升高而升高,其中用１􀆰０％和１􀆰５％ GA(GA２和

GA３)交联达到的交联度没有显著的差异,EDC浓

度为１􀆰５％时(EDC３)交联度最高,说明其与明胶氨

图４　不同交联剂下明胶膜的交联度

基残基的反应效率最高.

２􀆰５　溶胀比测试

材料在含水环境中吸水膨胀可以提高自身的孔

隙率和表面积,有利于细胞附着,因此材料的溶胀行

为在生物相容性中起着重要的作用[１７].明胶膜在

用于引导组织再生时,其溶胀比太高会影响膜的物

理结构和力学强度,太低则不适合营养物质传递.
图５为不同交联剂下明胶膜的溶胀比,由图可

知,对于同种交联剂,交联剂浓度每升高０􀆰５％,明
胶膜的溶胀比会降低１５％左右.这主要是由于交

联剂浓度提高,明胶膜的交联程度增大,明胶分子链

间的交联点增多,吸水膨胀受到抑制,进而使明胶膜

的溶胀比减小.因此,通过调节交联剂的浓度可以

控制明胶膜的交联度,进而改变材料的溶胀比.

图５　不同交联剂下明胶膜的溶胀比

２􀆰６　力学性能测试

图６为明胶膜交联前后的拉伸强度测试结果,
由图可知,交联后明胶膜的拉伸强度提高了２０％~
４０％,在同种交联剂下,明胶膜的拉伸强度与交联剂

浓度成正比关系.这是由于随着交联反应的进行,
明胶分子间生成新的化学键,使得明胶分子间作用

力增强,明胶膜拉伸强度增加.而交联剂浓度增大,
使明胶与交联剂的交联程度随之提高,因此拉伸强

度提高.

图６　交联前后明胶膜拉伸强度

图７所示为明胶膜交联前后的断裂伸长率测试

结果.由图可知,与未交联的明胶膜相比,交联后明

胶膜的断裂伸长率降低了１０％~５０％.主要原因

在于交联剂与明胶反应生成了网状结构,这种结构
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限制了明胶大分子链的移动,从而使明胶膜的断裂

伸长率降低.而交联剂浓度增大,网状结构的密度

增大,增强了对明胶大分子链移动的束缚,因此断裂

伸长率减小.

图７　交联前后明胶膜断裂伸长率

比较EDC与 GA 交联对明胶膜力学性能的影

响可知,两种方法交联的明胶膜拉伸强度差别不大;
但 GA交联的明胶膜断裂伸长率有明显的减小,即
韧性明显降低.因此,采用EDC交联更能维持明胶

膜的力学性能,有利于后续应用.

２􀆰７　细胞毒性测试

采用cckＧ８法对明胶膜进行细胞毒性分析,分
别检测０􀆰５、１􀆰０、１􀆰５和２􀆰０mg/mL不同浓度的浸

提液对２９３T细胞的毒性作用,每个浓度设３个重

复.通 过 测 量 OD 值,得 到 细 胞 相 对 增 殖 度

(RGR),结果如图８所示.待测材料的毒性等级的

判定依据国标 GB/T１４２３３􀆰２—２００５进行.

图８　不同明胶膜交联组的细胞增殖度

由图８可见,GA交联与EDC交联的明胶膜相

比,细胞的增殖度有明显的差别.采用 GA 交联的

明胶膜,毒性反应分级属于１级或２级,表示有轻度

毒性;而EDC交联与未交联的明胶膜细胞增殖度相

近,毒性反应分级属于０级或１级,表示无明显毒

性.以上结果表明,明胶膜中残存的 GA 释放会导

致材料存在轻微毒性,且毒性随 GA 浓度的升高而

增大,因此采用EDC交联的明胶膜更有利于生物学

应用.

２􀆰８　体外降解性能测试

生物医用材料应用于不同植入部位时,需要有

对应的最优降解周期.本研究的明胶膜降解性能测

试采用SBF溶液作为体外降解液,对１􀆰５％ GA 和

１􀆰５％ EDC交联的明胶膜进行体外降解实验,通过

计算其降解率并结合扫描电镜观察形貌变化,分析

明胶膜的降解行为.
图９为明胶膜降解曲线图,由图可以看出,两种

明胶膜在前７天降解率较低,降解速率缓慢,失重不

明显;从第７天以后,降解速率加快,主要原因是

SBF溶液进一步浸润明胶膜,使材料发生了明显的

降解行为;在降解６０d后称重时发现,明胶降解为大

量碎片,降解率达到７０％.与 GA 交联的明胶膜相

比,采用 EDC交联的明胶膜交联度较大,因此降解

速率较低,更能满足医用材料的降解周期.

图９　明胶膜的降解曲线

图１０为明胶膜降解２８d后的SEM 图,由图可

知,该两种方法交联的纤维在降解２８d时,发生了大

面积融合,此时明胶分子链段逐渐被分离,材料开始

加速降解.

图１０　交联明胶膜降解２８d后的SEM 图

[(a)EDC３;(b)GA３]

３　结论

(１)与 GA 交联相比,EDC交联明胶膜的断裂

伸长率高２０％~４０％,因此材料的韧性较高.并且

EDC交联后明胶膜在宏观形貌上无明显改变,有利

于后续应用.
(２)细胞毒性测试表明,采用 GA交联的明胶膜

有轻微毒性,而 EDC交联的明胶膜无细胞毒性,有
利于生物学应用.

(３)体外降解实验的结果表明,采用 GA 和
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EDC交联的明胶膜在降解６０d时降解率均为７０％
左右,基本吻合软骨的修复周期;而采用 EDC交联

的明胶膜交联度较大,因此降解速率较低,有希望应

用于软骨的修复中.
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