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摘　要　单一网络的丝素蛋白水凝胶缺少力学强度及其他生物活性 . 本工作通过光聚合制备甲基丙烯酰

化改性的丝素蛋白(SFMA)水凝胶，再与硫辛酸(LA)、精氨酸(Arg)共混一步浸泡法热聚合制备双网络复

合水凝胶(SFLA). 首先通过扫描电子显微镜、流变学等方法对不同浓度 SFMA的微观结构和力学性能进

行表征，随后通过成胶筛选出LA和Arg的适宜浓度，从而制备出SFLA水凝胶并通过紫外测定水凝胶的

药物释放情况，最后对水凝胶的生物安全性、抗氧化性和抗菌能力进行测定 . 结果表明在丝素蛋白单网

络水凝胶中引入LA交联的次级网络可以增强水凝胶的力学强度和黏附性能，同时通过LA和Arg的协同

作用赋予了水凝胶优异的抗氧化及抗菌能力 .
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丝素蛋白水凝胶因其优异的生物相容性与生

物活性，已成为生物医学、组织工程及再生医学

领域的研究热点[1~5]. 然而，丝素蛋白水凝胶的实

际应用与临床转化仍面临诸多不可忽视的瓶颈 . 

力学性能不足是其核心缺陷之一，单一丝素蛋白

水凝胶的强度与弹性模量难以匹配人体组织(如

皮肤、肌肉、骨组织)的力学需求[6].

硫辛酸(LA)是一种天然辅酶因子[7~10]，具有

优异的抗氧化性能和抗菌性能[11~13]. 硫辛酸中二

硫键还可以打开交联形成聚硫辛酸(PolyLA)网

络，这使其非常适合于治疗放射性皮肤损伤和伤

口感染[14,15]. 然而，尽管 LA具备优异的生物活

性[16~18]，但其较强的疏水性导致其难以在水中溶

解并释放，阻碍了其生物活性的充分发挥[19]. 同

时，PolyLA中的二硫键易引发闭环脱聚反应使

其稳定性较差[20]. 目前虽可通过引入多重双键单

体或多价金属离子的方式提升PolyLA的稳定性，

但这类方法会显著降低材料的生物相容性[20~22]. 

Arg作为天然碱性氨基酸分子，其碱性特征可促

使LA在水溶液中发生部分去质子化反应，使LA

转化为LA盐，这一过程不仅显著提升了LA的

溶解度，还增强了其分子的释放潜力 . Arg还具

有一定的抗菌、抗炎和促血管功能，有助于加速

伤口愈合[23,24]. 此外，LA 中未解离的羧基可与

LA盐的羧酸根和Arg分子中的胍基形成强氢键，

提升了PolyLA的稳定性[25~29].

在本工作中，我们设计并制备了一种LA增强

的双网络丝素蛋白水凝胶敷料(如图1所示). 通过
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光聚合制备甲基丙烯酰化改性的丝素蛋白(SFMA)

水凝胶，再与硫辛酸(LA)、精氨酸(Arg)简单地

一步共混浸泡法热聚合制备出兼具良好稳定性与

生物活性的SFLA水凝胶 . 硫辛酸网络的引入极

大地增强了SFMA的力学性能，由于未引入任何

外源性非天然分子，也有效规避了传统方法对生

物相容性的负面影响 . 通过添加Arg使得LA发生

部分去质子化提升了后者的溶解度，并通过形成

强氢键提升了次级网络的稳定性，同时Arg和

LA的引入也赋予了 SFLA水凝胶优异的抗氧化

性能和抗菌性能，拓展了单一丝素蛋白水凝胶的

使用范围 .

1　实验部分

1.1　主要原料

无水碳酸钠购自北京化工厂；溴化锂、硫辛

酸(LA)购自上海麦克林生化科技股份有限公司；

氘水和精氨酸(Arg)购自安耐吉安徽泽升科技有

限公司；胰蛋白酶大豆琼脂(TSA)、酵母浸粉、

胰蛋白胨购自北京奥博星生物技术有限责任公

司；乙二醇和水合茚三酮购自安耐吉安徽泽升科

技有限公司；曲拉通X-100 (Triton X-100)、磷酸

盐缓冲溶(PBS)、羟自由基清除能力检测试剂盒、

ABTS自由基清除能力检测试剂盒购自北京索莱

宝科技有限公司；Calcein/PI试剂盒购自上海碧

云天生物技术有限公司；L929小鼠成纤维细胞

购自上海ACTT细胞库 .

1.2　实验方法

1.2.1　SFMA的水凝胶制备

配置2 L (0.02 mol/L)碳酸钠溶液，煮沸后加入

10 g剪碎的桑蚕茧，煮丝30 min，每间隔10 min

搅拌一次，过程重复3次 . 取脱胶后的蚕丝1 g溶

解于10 mL (9.3 mol/L)的溴化锂溶液，在水浴锅

中60 ℃搅拌4 h后，向其中滴加0.6 mL甲基丙烯

酸缩水甘油酯(GMA)溶液后继续反应3 h. 将得到

的溶液装入透析袋(MWCO 3500 Da)中透析3天，

离心除杂后将上清液冻干得到甲基丙烯酰化丝素

蛋白(SFMA)，产物避光保存于4 ℃冰箱 .

分别称取不同质量(80、100、150 mg) SFMA，

溶解于 1 mL去离子水中，振荡溶解后加入光引

发剂 I1173 (添加量为 0.5 mg/mL)，混合均匀后倒

入模具中，在紫外光(365 nm)下光照 20 min 成

胶 . 分别命名为SFMA8、SFMA10和SFMA15.

1.2.2　SFMA水凝胶核磁氢谱

采用核磁共振氢谱(1H-NMR)对水凝胶的化学

结构进行表征，使用德国Bruker公司的ARX400

核磁共振波谱仪 . 用氘水分别溶解10 mg的丝素

蛋白(SF)和SFMA在离心管中，均匀溶解后，使

用核磁共振波谱仪进行测试，记录化学位移 δ=

0~10的氢谱信号，通过分析特征峰的位置与强

度，确认水凝胶的化学结构与官能团信息 .

1.2.3　SFLA双网络水凝胶的合成

SFLA 的制备：称量 1 g 的 LA 和 500 mg 的

Arg一起溶解于10 mL去离子水中，在水浴锅中

SFMA

UV

SFMA gel

LA/Arg

ROP heating

SFLA gel

Tissue adhesive

Antioxidation

Antibacterial

Methacrylate bond LA Arg E.coli S.aureus

Fig. 1  Schematic illustration of SFLA synthesis. The as-synthesized SFLA shows favorable tissue adhesion, excellent antioxidant 

activity, and efficient antibacterial activity.
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加热到LA完全溶解，溶解后迅速倒出，并将制

备好的 SFMA 15 完全浸没在 LA/Arg 混合溶液

中，30 min 后取出水凝胶，在鼓风干燥箱中

80 ℃加热2 h，取出后在室温下风干12 h.

1.2.4　水凝胶有机元素分析

将SFMA和SFLA水凝胶冷冻干燥至恒重并

研磨成粒径<100 μm的粉末，精准称取1.0~1.5 mg

样品(精度0.0001 mg)，分别用锡箔杯(C、H、N)

或银箔杯(S)包裹，以空箔杯为空白对照，采用

乙酰苯胺、苯磺酸为标准物质校准元素分析仪

(燃烧炉950 ℃、还原炉500 ℃)后，将样品在氧

气氛围中高温燃烧，产物经还原炉转化为CO2、

H2O、N2、SO2，混合气体经色谱柱分离后通过

热导检测器定量检测各元素含量，每个样品平行

测试3次，取平均值(RSD≤0.3%)用于后续 LA负

载量计算 .

1.3　性能表征

1.3.1　不同浓度SFMA水凝胶的性能表征

制 备 不 同 浓 度 SFMA 水 凝 胶 80、 100、

150 mg/mL，通过SEM微观形貌观察筛选水凝胶

不同固含量对于物理性能的影响 . 将达到溶胀平

衡的水凝胶冻干后液氮脆断，截面置于导电胶

上，在真空离子溅射仪中镀金后，所有样品均使

用日本电子株式会社 JSM-7500F型号扫描电子显

微镜在电压5 kV下成像 .

1.3.2　水凝胶的流变性能表征

使用美国TA公司DHR-1旋转流变仪对水凝

胶进行频率扫描测试 . 使用20 mm的模板制备水

凝胶使尺寸刚好匹配平行板夹具，调整夹具高

度，测试间距以水凝胶厚度为准，温度 25 ℃，

恒定应变 l%，频率范围1~100 rad/s，记录SFMA

水凝胶的储能模量(G′)和损耗模量(G″)的变化 . 保

持恒温 25 ℃，将 100 g砝码轻轻压放在 1 mL的

水凝胶上面5 min后，对水凝胶的外部形貌进行

观察表征 .

1.3.3　水凝胶的拉伸性能测试

使用模具制备尺寸为20 mm × 5 mm × 2 mm

的SFMA水凝胶样条，后续浸泡制备SFLA水凝

胶样条 . 将制备好的样条粘在PU片上，间距为

10 mm.使用日本岛津公司的EZ-LX万能力学试

验机,拉伸速率为5 mm/min. 断裂伸长率为断裂行

程除以间距，最大拉伸强度为最大载荷除以具体

的截面积 .

1.3.4　水凝胶的黏附性能测试

将猪皮切成20 mm × 100 mm的样条，用70%

的异丙醇擦拭表面的脂肪层，再用手术刀切去一

端的脂肪层直到露出真皮层，面积大约为20 mm × 

20 mm. 将制备好的水凝胶(18 mm × 18 mm)夹在

2片猪皮处理好的区域，用500 g的砝码按压2 h

后再进行拉伸测试 .

1.3.5　药物释放曲线测定

LA负载量测定 . 浸泡工艺难以准确估量LA的

负载量，因此通过有机元素分析测定浸泡前后硫

元素的变化来计算负载量 . 将SFMA和SFLA水

凝胶冻干，在研钵中研磨成粉末，测试前将粉末

在烘箱中彻底烘干，避免水分的干扰 . 称取1.8~

2.0 mg的样品分别放置在开口锡纸中，随后加入

称量样品的1.5~3倍标准品，包好后烧样测试 .

LA和Arg标准曲线的测定 . 精确称量LA粉

末，配置成 50~500 mg/mL的梯度溶液，使用酶

标仪测量 330 nm波长下的吸光度，绘制标准曲

线，通过线性回归计算出LA浓度与吸光度的方

程式 . 使用茚三酮法检测Arg的含量 . 首先配置乙

酸-乙酸钠缓冲溶液，将100 g三水合乙酸钠溶解

在300 mL去离子水中，再加入5 mL冰醋酸，在

500 mL容量瓶中定容后使用 . 用乙二醇制备 3%

的茚三酮-乙二醇溶液，精准称量Arg粉末配置

成0~300 μg/mL的梯度溶液，取2 mL Arg溶液加

入 5 mL乙酸-乙酸钠缓冲溶液，再加入 5 mL 茚

三酮-乙二醇溶液，混合均匀后在沸水浴中加热，

从显色开始计时20 min，取出后冷却至室温 . 以

Arg含量为0的标准液为基准，使用酶标仪读取

566 nm波长处的吸光度，绘制标准曲线 .

LA和Arg的释放曲线 . 将200 mg的SFLA水

凝胶浸泡在5 mL 磷酸盐缓冲液(PBS)溶液中，在

37 ℃摇床中以100 r/min 振荡孵育，在预定时间

内取出一定量样品溶液，并补充相同体积PBS，

保证溶液总体积不变 . LA可以直接读取吸光度，

Arg要按照测定标准曲线的方法配置检测溶液后

再读取吸光度，通过标准曲线方程计算每个时间

段内的释放量，累计后为释放总量 .

1.3.6　体外抗氧化性

OH·自由基清除实验：使用试剂盒进行检测，

按照说明书上的步骤配置检测液后加入水凝胶进

行检测，37 ℃下孵育1 h后离心取上清液，测定

536 nm处的吸光度 .
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ABTS自由基清除实验：使用试剂盒进行检

测，按照说明书操作，将水凝胶加入检测液后在

37 ℃下孵育30 min后在室温继续反应，4 h后离

心吸取上清液用酶标仪读取波长 405 nm处的吸

光度 . 清除率按公式(1)计算：

自由基清除率 (%) =
OD0 -ODs

OD0
´ 100% (1)

其中，OD0是空白对照组的吸光度，ODs是水凝

胶组的吸光度 .

1.3.7　体外抗菌实验

通过使用革兰氏阴性大肠杆菌(E. coli)和革

兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌(S. aureus)检验水凝

胶的抗菌性能 . 通过设立不同浓度的水凝胶进行

抗菌测试 .

1.3.8　生物相容性测试

通过设立空白组、SFMA组、SFLA组、纯

水组，进行体外细胞活性测试 . 细胞实验选用小

鼠成纤维细胞(L929)进行测试 . 首先将制备好的

水凝胶在紫外下灭菌24 h，再将其浸泡于配置好

的DMEM细胞培养基(含 l%双抗、10%牛血清蛋

白)中浸提24 h，将浸提液用细胞培养基分别稀释

至0.25、0.5、1.2 mg/mL. 为防止染菌，使用浸提

液前用滤膜进行过滤 . 将提前培养好的细胞用胰

酶消化后离心计数，以每孔 100 μL，1×104/mL

的密度接种于 96 孔板中，孔板在孵箱(37 ℃，

5％CO2)中培养24 h，使细胞贴壁生长 . 24 h后吸

走培养基，分别加入不同浓度的水凝胶浸提液以

及无菌超纯水和细胞培养基分别作为全死阴性组

和全活阳性组进行对照，将换液后的孔板置于孵

箱中继续培养24 h. 以Cell Counting Kit-8 (CCK-8)

法评估水凝胶细胞毒性，用细胞培养基配置10%

的CCK-8溶液，使用配置好的CCK-8溶液替换孔

板中的液体，避光条件下在孵箱中反应4 h. 使用

美国Bio-Rad公司的Cytation 3酶标仪在 450 nm

波长处测量吸光度，细胞活性计算如式(2)所示 . 

细胞活死荧光染色使用浓度为2 mg/mL的浸提液

作为材料组，在6孔板中进行细胞培养，每孔加

入 500 μL细胞悬浮液(细胞密度为 1×104/mL). 细

胞培养过程同细胞活性实验一致，吸走孔板中的

培养液，用PBS溶液洗涤一遍后每孔加入1 mL配

置好的Calcein AM/PI检测液(绿色荧光为钙黄绿

素AM，Ex = 495 nm/Em = 517 nm；红色荧光为碘

化丙啶PI，Ex = 535 nm/Em = 617 nm)，37 ℃避光

孵育30 min，在荧光显微镜(德国Leica DMI3000B)

下进行拍照，按照公式(2)计算细胞活性 .

细胞活性 (%) =
ODH -ODn

ODp -ODn
´ 100% (2)

式中，ODH、ODp、ODn分别为水凝胶组、阳性

对照组和阴性对照组的吸光度 .

2　结果与讨论

2.1　SFMA水凝胶的表征

在中性和碱性条件下，甲基丙烯酸缩水甘油

酯(GMA)溶液主要和SF上的氨基(赖氨酸为主)发

生开环反应，从而在聚合物分子上接枝双键 . 如

图2所示，通过核磁氢谱分析，在甲基丙烯酸酯

乙烯基上氢原子的峰位置δ=5.50~6.30 (紫色区域

内)出现新的质子峰，证明在 SF 上成功接枝双

键 . δ=6.65~7.50代表酪氨酸苯环上质子峰(4H)，

用于标准化，δ=2.82~2.99代表赖氨酸的质子峰 .

通过扫描电子显微镜(SEM)对不同固含量的

SFMA水凝胶进行观察 . 将水凝胶样品切割为均

匀小块，经去离子水充分浸泡去除未反应单体与

杂质后，通过冷冻干燥获得干燥的多孔凝胶样

品；为观察内部孔结构，将干燥样品置于液氮

中进行脆断处理，随后将样品断面朝上固定于

样品台，经离子溅射仪喷金提高导电性后，采

用扫描电子显微镜在高真空模式下观察其微观

形貌，并对孔径、孔隙结构等进行表征与分析，

观察水凝胶固含量改变对孔径大小的影响，结果

如图 3(a)所示 . SFMA 水凝胶整体呈现均匀的

蜂窝状孔洞结构，且随着SFMA固含量的提高，

水凝胶交联密度增加，其孔径随之逐渐缩小 . 

0.51.52.53.54.55.56.57.5
δ

SF

SFMA

Lysine signalAromatic ring

C C

Fig. 2  1H-NMR spectra of SF and SFMA.
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方路航等：硫辛酸增强的双网络丝素蛋白水凝胶敷料的制备及性能研究

图 3(b)的孔径统计结果进一步验证了这一规律：

SFMA8的孔径波动大，主要集中在100~175 μm，

SFMA10的孔径同样波动较大，主要集中在50~

150 μm，SFMA15 的孔径较集中，主要分布在

50~75 μm，表明 SFMA水凝胶的固含量与孔径

呈负相关关系 .

采用流变仪对不同固含量水凝胶的模量进行

测试，结果如图 3(c)所示：模量随频率变化，

SFMA 8的模量稳定在 67 Pa附近，SFMA 10的

模量稳定在 460 Pa附近，SFMA 15的模量稳定

在 1649 Pa附近 . 结合SEM表征与流变测试数据

可证实：SFMA水凝胶的固含量与其力学性能呈

正相关关系：随着固含量提高，水凝胶交联密度

增大，三维网络结构的平均孔径减小，力学性能

显著提升 . 综合以上结果，最终选择固含量15%

的SFMA水凝胶作为配方基底 .

2.2　SFLA水凝胶的制备与表征

为制备双层网络结构，本研究探索了LA与

Arg的溶解比例及成胶状态，结果如图4(a)所示 . 

实验中，将不同浓度比例的Arg与LA混合溶解 . 

基于Arg的天然碱性，其氨基可对LA的羧基产生

去质子化效应，使水溶液中―COO−离子基团增

多，从而提升LA的水溶性 . 从溶解效果来看，Arg

与LA比例为3:8和4:8时，仅部分LA羧基发生去

质子化，溶液出现浑浊；而比例为5:8和6:8时，

LA实现完全溶解，溶液呈澄清状态. 将上述混合溶

液加热成胶后倒置观察，发现Arg与LA比例为

4:8时可形成完整均一的淡黄色水凝胶；比例为

3:8时仅部分形成水凝胶，且凝胶强度不均一 . 推

SFMA8 SFMA10 SFMA15(a)

(b) (c)
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Fig. 3  Investigation of SFMA hydrogels: (a) SEM images of the hydrogels; (b) pore size statistics; (c) frequency sweep curves 

(n=3).
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Fig. 4  (a) Comparison of gel-forming ability at different 

Arg:LA ratios. A uniform and intact hydrogel was formed at 

the ratio of 4:8; (b) Exploration of the minimum gelation solid 

content, stable hydrogel formed at 100 mg/mL.
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测该现象的原因是：Arg用量较少时，LA溶解不

充分，不足以支撑形成完整的水凝胶网络结构 .

对溶液浓度与成胶能力的关系进一步测试如

图4(b)，结果显示：当溶液浓度低于100 mg/mL

时，无法形成稳定的水凝胶. 基于此选择100 mg/mL

作为使用浓度 .

依据上述结果，进行成胶 . 如图 5所示，首

先使用150 mg/mL的SFMA在紫外光(365 nm)下

光照20 min，以保证双键完全反应 . 将SFMA水凝

胶完全浸没在100 mg/mL的LA混合溶液中30 min，

水凝胶由澄清透明变为淡黄色，证明了LA的浸

润 . 再将水凝胶放入烘箱80 ℃下加热2 h，使LA

开环自聚，最终得到均一的淡黄色SFLA水凝胶

敷料 .

通过有机元素分析测定 SFLA中负载的LA

含量，如表1所示；通过SFMA与SFLA中S元素

含量的差值计算LA负载量 . SFLA水凝胶中LA

的负载量为367.5 mg/mL.

2.3　水凝胶的溶胀性能

水凝胶在使用环境中会发生吸水膨胀，从而

降低使用性能 . 因此水凝胶应当尽可能确保较低

的溶胀率 . 对水凝胶溶胀率进行测定，结果如

图6所示，单一组分的SFMA水凝胶在PBS溶液

中浸泡 24 h后，溶胀率高达 300%，而 SFLA水

凝胶的溶胀仅在 200%左右，这表明LA网络的

引入能够限制丝素蛋白水凝胶网络结构，同时这

可能与LA的疏水性也有一定的关系 .

2.4　水凝胶的力学性能

对于关节、四肢等需频繁活动的身体部位，

伤口敷料需具备较强的杨氏模量，从而一方面确

保紧密贴合创面，另一方面能随皮肤伸展或收缩

同步形变，避免产生额外机械应力损伤创面 . 如

图7所示，万能拉力机测试结果显示与单网络水凝

胶相比，SFLA水凝胶的杨氏模量与拉伸强度均

实现显著提升 . SFMA的拉伸强度约为7.18 kPa，

杨氏模量约为 9.88 kPa；SFLA 拉伸强度约为

16.31 kPa，杨氏模量约为 47.56 kPa，增幅超过

一倍，且断裂伸长率与韧性维持在良好水平 . 这

一性能优势源于双网络赋予的更高内聚能：当水

凝胶受外力作用时，相互缠结的大分子链可通过

链间滑移与能量耗散有效抵抗形变，同时在循环

拉伸过程中保持优异的弹性恢复能力 . 这种“高

强度-高弹性”协同的力学特征，完美契合了动

态环境下伤口敷料对耐用性与顺应性的双重

要求 .

此外，对水凝胶的压缩力学性能也进行了测

定 . 如图 8 所示，SFMA 水凝胶经砝码压缩后，

形态发生明显改变，且部分区域出现不可恢复的

塑性形变，表明其结构在受力过程中已超出弹性

极限，耐压缩性能较弱；相比之下，SFLA水凝

胶在相同压缩条件下，仍能基本恢复原始形状，

展现出显著提升的弹性恢复能力 .

30 min
SFMA15

100 mg/mL LA 80 ℃

2 h
SFLA gel

Fig. 5  Preparation process of SFLA hydrogels.
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Table 1　List of hydrogel elemental analysis.
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采用猪皮作为模拟组织，对水凝胶的拉断应

力进行测试，结果如图9(a)所示 . 其中，SFMA水

凝胶的黏附性能较弱，未能检测出有效拉断应力

数值；而SFLA水凝胶的拉断应力可达 4.4 kPa，

黏附性能显著提升 . 进一步对代表性拉伸曲线进

行分析，可以发现SFLA在黏附过程中同样展现

出良好的韧性(图9(b)). 这一性能差异的核心原因

在于SFLA水凝胶中LA的引入：LA的加入增加

了水凝胶中黏附基团的含量，其分子表面的羧基

可与猪皮组织表面的羟基、醛基形成氢键作用，

从而大幅增强了水凝胶与组织界面的黏附力 .

2.5　水凝胶的药物释放

LA通过与Arg复合，其分子中的―COOH

可发生去质子化反应生成―COO−，该过程能显

著提升 LA在水溶液中的溶解性 . 为探究 LA与

Arg在水凝胶中的释放特性，首先通过实验测定

LA 与 Arg 的标准标定曲线如图 10(a)和 10(b)所

示；随后基于此曲线，结合水凝胶样品中Arg与

LA对应特征波长的吸光度数据，计算得到二者

的释放曲线如图 10(c)和 10(d)所示 . 结果显示，

LA与Arg在水凝胶中呈现持续释放趋势，且在

释放9 h后达到释放平衡状态，表明该水凝胶可

实现二者的长效、稳定释放 .

2.6　体外抗氧化性

LA中的二硫键使其具备优异的还原性，从

而赋予了SFLA一定的抗氧化性 . 羟基自由基清

除实验如图 11(a)和 11(b)所示，可见SFMA水凝

胶体系仍保持明显橙红色，而SFLA水凝胶体系

仅呈淡黄色，二者吸光度存在显著差异 . 定量结

果显示，SFLA水凝胶对羟基自由基的清除率约

达 70%，抗氧化活性突出 . 在ABTS自由基清除

实验中，SFMA水凝胶体系呈浅绿色(图 11(c))，

SFLA水凝胶体系近乎无色(图11(d))，数据表明

SFLA的ABTS自由基清除能力较SFMA提升近

一倍 . 上述结果证实，硫辛酸网络和精氨酸药物

的引入极大地增强了丝素蛋白水凝胶网络的抗氧

化和自由基清除能力 .

2.7　体外抗菌性能

皮肤伤口受损后，表皮保护屏障缺失，极易

引发细菌感染，因此高效的抗菌功能是保障伤口

正常愈合的关键 . 为验证针对 PolyLA的抗菌特

性，分别以大肠杆菌(E. coli)和金黄色葡萄球菌

(S. aureus)为测试菌株，在 Luria-Bertani (LB)液

体培养基中进行24 h共培养实验 . 如图12所示，

当 PolyLA浓度为 100 mg/mL时，对 2种致病菌

的抗菌率均达到 90%以上，证实其对常见创面

感染菌具有优异的抑制效果，可满足伤口愈合过

程中的抗菌需求 .

通过菌液共培养结合琼脂铺板实验，对水凝

胶的杀菌性能进行可视化验证，结果如图13所示 . 

实验中，将与水凝胶共培养后的菌液进行琼脂铺

板培养，观察到材料组对应的琼脂板上无细菌菌

落生长，表明其杀菌率可达100%. 该共培养-铺板

实验结果直接证实，所制备的水凝胶对目标细菌
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具有高效的杀菌能力，可有效抑制细菌增殖 .

为进一步探究抗菌机制，通过扫描电子显微

镜(SEM)观察共培养后细菌的形态变化，结果如

图14所示 . E. coli呈杆状, S. aureus呈球状 . 空白

对照组细菌经共培养后仍保持完整的固有形态，

细胞膜完整且边界清晰；而经水凝胶处理后，细

菌形态发生显著褶皱与塌陷，细胞膜结构完整性

被破坏 . 这一现象直接证实，水凝胶中的活性成

分可通过破坏细菌细胞膜导致其死亡 . 结果表明

其抗菌机制可能源于双重协同作用，一方面，

PolyLA释放的LA小分子能破坏细菌细胞膜并提

高其通透性；另一方面，Arg分子中的胍基可通

过静电作用与带负电的细菌细胞膜结合，进一步

破坏膜结构 . 2种作用方式协同起效，最终使水

凝胶展现出极佳的抗菌性能 .

2.8　生物安全性能验证

针对SFLA水凝胶材料的生物安全性展开探

讨，通过细胞毒性实验与细胞形态观察进行综合

评估 . 细胞毒性测试中，将L929小鼠成纤维细胞

与不同水凝胶材料共培养，结果如图 15 所示 . 
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SFMA水凝胶组的细胞活性下降幅度不足 20%，

表明其对细胞活性的影响极小；SFLA水凝胶组

的细胞活性则进一步验证了安全性 . 在48孔板中

与细胞共培养24 h后，通过荧光显微镜观察细胞

形态与生长繁殖情况如图16所示，可见SFLA水

凝胶组的细胞形态正常、繁殖状态良好，与空白

对照组无显著差异 . 上述实验结果表明，SFLA

水凝胶不会对细胞活性、形态及增殖产生不良影

响，其生物安全性得到有效保障，为后续创面修

复应用奠定了基础 .

3　结论

丝素蛋白作为天然高分子材料，是构建水凝

胶敷料的理想基体，在慢性伤口修复领域具有良

好应用潜力，然而其力学性能和生物活性的不足

限制了其使用 . 本工作中LA网络的引入可弥补

单一丝素蛋白网络水凝胶的不足，同时Arg的加

入在解决LA溶解性不足的同时，可与LA协同

作用赋予材料抗菌抗氧化等生物学功能 . 具体地，

本工作首先通过力学强度筛选出最佳的SFMA的

使用浓度，并通过对成胶可行性筛选出LA和Arg

的最佳添加范围，进而通过一步法制备出SFLA

水凝胶 . 随后，对单一网络的 SFMA 水凝胶和

LA增强的SFLA水凝胶的力学强度、黏附强度、

清除自由基能力和抗菌性能的对比，表明LA次

级网络的引入可以极大地增强丝素蛋白水凝胶的

力学强度，抗压缩性能以及黏附强度，满足其在

动态复杂环境中的使用 . 同时，LA与Arg的引入

使得SFLA相较于SFMA的抗氧化性能和抗菌性

能得到极大的提升 . 最后，该水凝胶的所有组分

均源自天然成分，不仅赋予材料优异的生物安全

性，还使其具备显著的抗氧化与抗菌活性，可有

效清除羟基自由基和 ABTS 自由基，同时对E. 

coli 和 S. aureus 展现出良好的杀灭效果 . 综上，

本研究通过引入硫辛酸次级网络，显著增强并丰

富了丝素蛋白水凝胶的综合性能，为天然基丝素

蛋白水凝胶的功能化开发提供了参考与借鉴 .
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Research Article

Preparation and Performance Study of Lipoic Acid-enhanced 
Double-network Silk Fibroin Hydrogel Dressing

Lu-hang Fang, Xiao-yang Liang, Zi-yi Shen, Chen Xu, Yang Li*, Fu-jian Xu*

(State Key Laboratory of Chemical Resource Engineering, Key Laboratory of Natural Polymer-Based Medical 

Materials of the Ministry of Education (Beijing University of Chemical Technology), Beijing Biomedical Materials 

Laboratory, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029)

Abstract  Silk fibroin hydrogels with a single network lack mechanical strength and other bioactivities. To 

address this issue, methacrylated silk fibroin (SFMA) hydrogels were first prepared via photopolymerization. 

Subsequently, double-network composite hydrogels (SFLA) were fabricated through one-step immersion thermal 

polymerization by blending SFMA with lipoic acid (LA) and arginine (Arg). First, the microstructure and 

mechanical properties of SFMA hydrogels with different concentrations were determined using scanning electron 

microscopy and rheology. The appropriate concentrations of LA and Arg were screened through gelation tests, 

and SFLA hydrogels were prepared. The drug release behavior of the hydrogels was measured using ultraviolet 

(UV) spectroscopy. Finally, the biosafety, antioxidant activity, and antibacterial properties of the hydrogels were 

determined. The results showed that introducing a secondary network cross-linked by LA into the silk fibroin 

single-network hydrogels enhanced the mechanical strength and adhesion performance of the hydrogels. The 

synergistic effect of LA and Arg endowed the hydrogels with excellent antioxidant and antibacterial capabilities.

Keywords  Silk fibroin; Lipoic acid; Arginine; Antibacterial
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