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摘要    可注射原位成型水凝胶支架材料能填充任意形状的缺损, 并在很大程度上降低植

入对机体组织的侵入性, 且方便与药物和活性物质复合. 采用原位释放法将海藻酸钠与纳

米羟基磷灰石复合构建了可降解的原位成型水凝胶, 体系的凝胶化时间 10~15 min, 材料具

有多孔结构, 孔径 20~300 µm, 孔内及孔壁上有大量羟基磷灰石晶体连续均匀分布. 体内植

入试验证明该水凝胶材料可实现原位成型且具有良好的细胞相容性和组织相容性. 
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水凝胶是由无限大的三维网络与水共同构成的

物质, 具有和天然细胞外基质类似的物理和化学环

境, 可与体液进行交换, 为细胞和组织的生长提供营

养物质, 因此具有良好的生物安全性和组织相容性. 

该类支架材料的突出特点是存在溶液-凝胶转变, 可

直接将溶液注射到所需部位原位成型, 因此避免了

创伤性的外科手术, 还可以满足不同创伤的复杂形

状. 此外水凝胶中易于添加具有药物缓释作用、生物

活性的粒子以及复合生长因子等, 制备出具有特殊

功能的支架材料. 因此可注射型支架特别适用于微

创伤修复, 是组织工程支架发展的主导方向之一[1].  

海藻酸是一种天然多糖, 是直链键合的β-D-甘

露糖醛酸(M)和α-L-古洛糖醛酸(G)的无规嵌段共聚

物, 其中 G是M在 C-5位的立体异构体. 海藻酸钠在

水溶液中能够与二价金属阳离子螯合迅速形成凝胶, 

并且具有良好的生物相容性, 因此在药物控释、细胞

免疫隔离和组织工程等领域都有重要的应用[2,3].  

海藻酸盐水溶液凝胶化的临界行为及凝胶特性

受到海藻酸的分子量、组成和序列分布、离子种类等

多种因素的影响[4~6]. 对钙-海藻酸凝胶而言, 由于 G

嵌段和 M 嵌段的构象不同, 使得均聚的 G 嵌段、均

聚的 M 嵌段和 GM 交替嵌段在海藻酸与 Ca2+形成凝

胶的结构中所起的作用也不同. Ca2+能够与 G 嵌段上

的多个氧原子发生螯合作用, 形成“蛋盒”结构; 均聚

的 M 嵌段柔性较大, 不能与 Ca2+形成类似的“蛋盒”

结构, 只在 Ca2+浓度非常高的情况下才由羧基阴离

子按一般的聚电解质行为反应, 生成伸展的交联网

状结构; GM 交替嵌段在生成凝胶的过程中并不具有

直接的作用, 而是起将各嵌段连接起来的作用. 因此

G嵌段含量高的海藻酸容易与钙离子形成凝胶, 而且

凝胶的强度比较高[4], 当均聚的 G 嵌段单元数为 3~8

时, 所形成的交联区域强度最大[7]. 海藻酸随着分子
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链长度的增加而愈加不灵活, 所以在相同 M/G 值条

件下, 钙-海藻酸凝胶的强度随海藻酸分子量的增大

而增大[6].  

离子交联的海藻酸盐水凝胶也存在一些不足 , 

例如在环境中易失去二价反离子导致力学强度降低, 

海藻酸分子链上缺乏与细胞的特异性相互作用位点, 

在体内环境降解缓慢等, 这些在一定程度上限制了

海藻酸在组织工程领域的应用[8~10]. 针对海藻酸盐的

这些缺陷, 国内外已开展了大量的相关研究工作, 现

有结果表明, 将海藻酸部分糖醛酸单元的羟基转变

成醛基有利于改善其降解性能[11], 另一方面由于醛

基的反应活性相对较高, 也可以通过引入醛基向海

藻酸盐偶联生物活性物质, 包括活性蛋白、多肽、特

异氨基酸序列等, 从而对其本体结构进行适宜修饰, 

以提高水凝胶材料与细胞的相互作用[12]. 在胶原和

海藻酸钠的有机溶液中加入羟基磷灰石, 借助胶原

体外自组装特性, 经冷冻干燥、交联能够形成胶原-

海藻酸钠-羟基磷灰石复合凝胶支架[13]. 氧化改性后

的海藻酸钠经碳酸钙-葡糖酸内酯交联, 可以制备具

有良好降解性能的水凝胶[14].  

本文在前期研究工作的基础上, 采用原位释放法

将纳米羟基磷灰石(Ca10(PO4)6(OH)2, Hydroxyapatite, 

HAP)与氧化海藻酸钠复合制备可降解的原位成型水

凝胶, 并在体系中复合骨形态发生蛋白(BMP), 进行

体内植入试验, 为海藻酸盐水凝胶在骨组织工程领

域的应用奠定一定的实验基础.  

1  实验部分 

1.1  海藻酸钠试样的精制与氧化 

海藻酸钠(青岛晶岩生物科技开发有限公司)溶

于去离子水配成 1.5 wt%的水溶液, 加入等体积的

Sevage 溶液恒温振荡 15 h, 3000 r/min 离心分离, 弃

下层蛋白复合物有机相, 此过程重复三次. 之后加入

与海藻酸钠等质量的活性炭, 搅拌、静置, 无水乙醇

沉淀. 沉淀溶解后, 依次用 0.45 和 0.22 µm 滤膜过滤, 

−70℃冷冻干燥.  

可降解的海藻酸钠的制备采用高碘酸钠部分氧

化海藻酸得到含有缩醛结构的氧化海藻酸钠(ADA). 

具体步骤如下: 海藻酸钠的乙醇悬浮液中加入NaIO4溶

液, 25℃闭光条件下磁力搅拌 10 h, 通过控制 NaIO4的

加入量控制海藻酸钠的氧化度(1%, 3%, 5%). 反应产 

物在蒸馏水中透析直至透析液中无游离高碘酸盐存

在(在透析液中加入硝酸银溶液无沉淀产生). 冷冻干

燥得到部分氧化的海藻酸钠样品.  

氧化前后的海藻酸钠试样采用 KBr 压片, 使用

傅立叶变换红外光谱仪(Bruker EQUINOX55)对试样

进行红外光谱分析. 氧化前后海藻酸钠试样的分子

量和降解速率的测定采用乌氏粘度计, 以 0.1 mol/L的

NaCl 溶液为溶剂, 分别测定海藻酸钠水溶液于 37℃

保存一定时间后的流出时间 t 与纯溶剂的流出时间 t0. 

为了避免动能校正, 溶剂的流出时间在 100~120 s, 为

了得到正确的外推, 最高浓度溶液的相对粘度(t/t0)小

于 1.8. 根据 Fedors 方程[15,16]外推得到溶液的临界交

叠浓度, 进一步利用 Mark-Houwink 公式计算样品的

粘均分子量[17].  

1.2  纳米羟基磷灰石的制备与表征 

采用化学沉淀法 , 将浓度为 0.3 mol/L 的

(NH4)2HPO4 溶液逐滴滴加至高速搅拌的等体积浓度

为 0.5 mol/L的Ca(NO3)2·4H2O溶液中, 反应过程中用

NH3·H2O 控制溶液的 pH 值在 10.5~11 范围内, 反应

结束后, 静置陈化 12 h, 过滤产物用无水乙醇洗涤 3

次, 80℃干燥, 研磨. 产物的 X 射线衍射及透射电镜

结果如图 1 和 2 所示, 结果证明合成的 HAP 结晶度

较低, 晶粒尺寸在 20~40 nm.  

1.3  可注射型海藻酸-纳米羟基磷灰石水凝胶的构
建与表征 

采用原位释放法利用可缓慢水解的葡萄糖酸内

酯(GDL)调节体系 pH, 将 HAP 中的钙离子逐渐释放 

 

 

图 1  HAP 样品的 XRD 谱图 
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图 2  HAP 样品的透射电镜照片 

出来与海藻酸交联, 从而制备了结构均匀、透明的海

藻酸-纳米羟基磷灰石水凝胶. 具体方法如下: 将海

藻酸钠试样用模拟体液配成一定浓度的溶液, 加入

一定量的 HAP 悬浮液(定义 f 为钙离子与海藻酸中羧

基的摩尔比, 即 f =Ca2+/[COO−]), 加入新配制的 GDL

水溶液, 混和均匀, 置于Φ 15 mm×10 mm 的圆柱形

模具中于 10℃静置 24 h. 通过调节葡萄糖酸内酯与

钙离子的摩尔比控制体系 pH 在 6.8~7.2 之间.  

采用动态粘弹谱仪(TA, ARES-RFS-II)测定体系在

溶液-凝胶转变中的动态粘弹性, 测定温度(37±0.1)℃, 

角频率ω = 10 rad/s, 应变 3%(线性粘弹性范围). 用万

能拉力机(岛津 SHIMADZUG-I)测定材料的压缩强度, 

温度 37℃, 形变速率 1 mm/min. 扫描电镜(Philips 

XL-30 ESEM)观察水凝胶的表面形貌.  

在可注射型海藻酸-纳米羟基磷灰石水凝胶中复

合 BMP, 进行体内植入试验. 选健康的 SD 大鼠 10 只

(中山大学动物实验中心提供, 平均体重(140±0.2) g), 

固定后腹腔注射适量的 10%水合氯醛麻醉, 选取四

肢外侧作为注射点, 皮下注射复合 BMP 的海藻酸-纳

米羟基磷灰石水溶液, 原位形成凝胶, 一个月后处死

SD 大鼠, 将试样和周围软组织一起取出, 修剪后置

于 4%多聚甲醛−0.1M PBS 溶液中固定 24 h, 石蜡包

埋、切片, 行 HE 染色, 光镜下观察标本组织病理形

态学改变.  

2  结果与讨论 

2.1  氧化海藻酸钠的结构、分子量和降解速率 

氧化前后海藻酸钠试样的红外谱图如图 3 所示,  

 

图 3  氧化前后海藻酸钠的红外光谱图 

图中给出氧化度为 1%的海藻酸钠试样的红外谱图,

氧化度为 3%和 5%的试样谱图与此类似, 图中不一

一给出. 部分氧化后的海藻酸钠试样在 1734 cm−1处出

现了一个新的特征峰, 该峰应归属于醛基的 C=O 振动

吸收峰. 而醛基的另一特征峰 v(CO-H)应在 2820 cm−1

和2720 cm−1附近出现, 但被烷基的v(C-H)吸收带所掩

盖. 强氧化剂高碘酸钠可以氧化邻二醇结构, 使其成

为醛或酮, 海藻酸钠糖醛酸结构单元中具有顺式邻二

醇结构, 因而能与高碘酸钠反应, 发生碳-碳键断裂, 

生成两个醛基. 这种反应是定量进行的, 每断一个碳-

碳键消耗 1 mol 高碘酸钠, 因此可以通过严格控制高

碘酸钠的摩尔量来控制海藻酸钠的氧化度[12,14]. 

氧化前后海藻酸钠试样的粘均分子量如表  1 所

示, 随着氧化度的提高, 海藻酸钠分子量呈降低趋势, 

氧化度控制在 5%以内, 氧化前后试样的分子量在同

一数量级, 为制备水凝胶的力学性能提供了保证.  

试样在 37℃ 0.1 M的NaCl水溶液中分子量的变

化如图 4 所示, 氧化前海藻酸钠试样在 NaCl 水溶液

中几乎不发生降解, 相同条件下部分氧化后的试样

随时间增加分子量呈显著下降趋势, 30天分子量降低

到初始分子量的 50%左右. 海藻酸钠被氧化后顺二

醇结构转化为醛基, 糖环打开, 此时原糖醛酸上的

C(1)结构成为同碳二元醚, 可将其看作类似缩醛的结

构, 缩醛结构极易发生水解, 因此部分氧化海藻酸钠

可能按类似缩醛的水解机理降解[11]. 

表 1  氧化前后海藻酸钠试样的分子量 

Sample Alg ADA-1% ADA-3% ADA-5% 

Mη (×105) 5.59 4.54 3.04 2.51 
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图 4  氧化前后海藻酸钠试样在 0.1 M NaCl 中的降解行为 

2.2  海藻酸-纳米羟基磷灰石水凝胶的力学强度 

本工作考察了羟基磷灰石添加量和海藻酸浓度

对体系压缩强度的影响. 当海藻酸盐浓度固定, C= 

2 wt%时, 不同 f值的水凝胶的压缩强度如图 5(a)所示, 

随着 f 值的增加, 即体系中 HAP 的用量增加, 能够提

供更多的 Ca2+与海藻酸钠结合, 体系的交联密度增

大, 压缩强度提高, 同时过量的 HAP 也对体系起到

增强的作用. 如图 5(b)所示当羟基磷灰石的用量比固

定, f = 0.5 时, 随海藻酸盐浓度的增加水凝胶的压缩

强度增大, 这主要是由于海藻酸盐浓度的增大使得

大分子链之间的间距减小, 海藻酸分子链与钙离子

的螯合更加容易, 凝胶网络的空间填充更加紧密的

缘故. 当海藻酸盐浓度达到 2 wt%时, 压缩强度不再

随海藻酸盐浓度的变化而变化, 此时水凝胶的压缩

强度为 101.9 kPa. 这主要是由于海藻酸盐浓度增加, 

体系粘度增大, GDL 与 HAP 在体系中的分散受限造

成的.  

2.3 海藻酸-纳米羟基磷灰石的凝胶化时间和动态
粘弹性 

采用动态粘弹谱仪跟踪了体系从溶液逐渐形成

网络结构的凝胶化转变, 测定了试样的储存模量  G′
和损耗模量G″随时间的变化, 结果如图 6所示. 为了

避免数据的重叠, 不同试样的曲线沿纵轴方向移动

了  10α, α 值在图 6 中给出, 图 6 中的实心点为储存模

量 G′, 空心点为损耗模量 G″. 
不同氧化度的海藻酸钠试样与纳米羟基磷灰石

构建的体系在起始阶段  G″>G ′ ,  体系为均相粘弹 

 

图 5  海藻酸-纳米羟基磷灰石水凝胶的压缩强度 

(a) HAP 添加量的影响; (b) 海藻酸盐浓度的影响 

 

图 6  海藻酸-纳米羟基磷灰石凝胶化的动态模量随时间的

变化(实心点为储存模量 G′, 空心点为损耗模量 G″) 
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性液体, 没有形成分子链拓扑缠结交联的网络结构; 

随着时间的推移体系模量增加, G′出现突变, 随后

G′>G″, 动态模量中弹性的贡献已超过了粘性的贡献, 

体系发生了凝胶化, 形成了三维交联的网络结构. 将

储存模量和损耗模量的交点作为凝胶化点[18,19], 可

见随着海藻酸钠试样氧化度的提高, 体系的凝胶化

时间略有增加. 随着氧化度的提高, 海藻酸分子链上

与钙离子螯合的 G 单元 O-2、O-3 减少[20], 同时在氧 

化过程中海藻酸钠试样的分子量有一定程度的降低, 

因此凝胶化时间增加. 在本实验中四种试样的凝胶

化时间均在 10~15 min 的范围内, 符合可注射材料的

临床使用要求. 

295 

2.4  凝胶形貌观察 

扫描电镜下观察水凝胶样品冷冻干燥后的形貌

(图7), 如图所示材料具有多孔结构, 孔径在20~300 µm

范围, 支架孔内及孔壁上有大量细小的 HAP 晶体连

续均匀分布. HAP是组成人体骨骼及牙齿的重要无机

成分, 具有良好的生物相容性和生物活性, 能与骨形

成很强的化学结合. 在体液的作用下, 会发生逐渐降

解, 释放出钙和磷, 并被人体吸收、利用, 生长出新的

骨组织. 对纳米羟基磷灰石粒子的研究发现它较普通

的羟基磷灰石具有更强的生物活性和力学性能[21,22]. 

因此体系中过量的羟基磷灰石一方面可以增加水凝

胶的强度, 缓解由于钙离子的流失而造成的体系力

学强度的迅速减小, 另一方面也为材料提供了更多

的细胞结合位点, 增加了材料的生物相容性和骨传

导性. 

2.5  体内植入试验 

海藻酸-纳米羟基磷灰石体系皮下注射 4 周后的

组织切片如图 8 所示. 水凝胶材料与周围组织界限已

不大明显, 材料与组织界面处只有少量的淋巴细胞

和中性粒细胞等炎症细胞, 材料与组织有良好的相

容性. 含 BMP 的水凝胶材料皮下注射 4 周后可见新

生软骨组织生成, 软骨陷窝明显, 未见明显炎性细胞

浸润. 部分软骨组织已转化为成熟骨组织, 可见骨细

胞、骨陷窝、板层骨结构及髓腔. 材料中有新生血管

形成. 结果表明海藻酸钠-纳米羟基磷灰石水凝胶具

有良好的细胞相容性和组织相容性. 

 

 

图 7  海藻酸-纳米羟基磷灰石水凝胶的扫描电镜观察 
(a) Alg-HAP; (b) ADA 1%-HAP; (c) ADA 3%-HAP; (d) ADA 5%-HAP 
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图 8  海藻酸-纳米羟基磷灰石水凝胶体内植入 4 周后石蜡切片(放大 50 倍) 
(a) Alg-HAP 材料与组织界面; (b) Alg-HAP 材料内部; (c) ADA 1%-HAP 材料与组织界面; (d) ADA 1%-HAP 材料内部;  

(e) ADA 3%-HAP 材料与组织界面; (f) ADA 3%-HAP 材料内部; (g) ADA 5%-HAP 材料与组织界面; (h) ADA 5%-HAP 材料内部

3  结论 

本文通过原位释放法将氧化海藻酸钠与纳米羟

基磷灰石复合构建了可降解的原位成型水凝胶, 通

过引入醛基实现海藻酸盐在体内环境的降解, 同时

醛基可为材料引入新的活性细胞结合位点, 提高生 

物相容性. 采用过量的纳米羟基磷灰石作为钙离子

来源, 对水凝胶起到增强和保持力学强度的作用, 同

时增加了可注射体系的骨传导性. 在该水凝胶体系

中可复合 BMP 等生长因子和药物等, 为细胞的增殖

和组织修复提供更加有利的条件. 
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