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摘 要　仿生构筑具有动态黏弹性行为的细胞外微环境，是组织工程领域细胞外基质(ECM)设计的重要

策略 . 本研究通过定向冷冻和限域拉伸干燥再溶胀的协同策略构建了具有各向异性结构的聚乙烯醇(PVA)/

纤维素纳米纤维(CNF)复合水凝胶 . 所制备的复合水凝胶呈现出平行于定向冷冻方向的取向纤维排列结

构 . 流变学实验结果表明，PVA/CNF复合水凝胶具有各向异性的动态模量(G′∥ = (76.77±1.61) kPa和G′⊥ = 

(42.93±1.34) kPa；G''∥ = (5.44±0.26) kPa和G''⊥ = (3.71±0.13) kPa)，其储能模量(G′)和损耗模量(G'')在低频

率和低应变区域随PVA含量的增加而增大，随CNF含量的增加呈现先增大后减小的变化趋势 . 应力松弛

实验结果表明，复合水凝胶基质具有黏弹性特性 . 本文所总结的具有各向异性结构复合水凝胶的黏弹性

性质及其规律，对于指导组织工程仿生 ECM 的设计及其对细胞生物行为的影响方面具有潜在的应用

价值 .
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水凝胶作为一类重要的结构可调且具有黏弹

性的生物材料，在组织工程和三维细胞培养中得

到了广泛应用[1,2]. 在组织工程领域，水凝胶作为

一种仿生细胞外基质(ECM)不仅可以为细胞提供

结构网络，还为其提供生化或生物物理指导线

索，对细胞的功能和行为起着至关重要的调节作

用[3~5]. 流变特性作为水凝胶的一种重要动态力学

特性，是研究水凝胶结构和力学行为的重要方

面，也决定了细胞所处基质的动态机械微环境的

可变性和可塑性[6,7]. 此外，水凝胶基质在黏弹性

行为(如应力松弛和蠕变)方面对变形或机械载荷

表现出时间依赖的响应，这种响应可以被细胞感

知，细胞通过对可重组网络施加牵引力，完成扩

散、增殖和迁移等活动[8,9]. 因此，水凝胶ECM

的结构、动态力学和黏弹性特性，对于探索基质

力学与细胞行为之间的关系，从而调控细胞的迁

移、增殖和分化等重要生物学过程至关重要 .

为模拟天然ECM的力学微环境，许多研究

对仿生水凝胶的流变行为进行了详细报道[10~12]. 

例如：刘水莲等[13]报道了一种新型羧甲基壳聚糖

水凝胶 . 通过调节水凝胶的交联度可以对其流变

行为进行调控，具有较高交联度的羧甲基壳聚糖
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水凝胶具有较高的储能模量 . Dubrovina等[14]报

道了琼脂与羧甲基纤维素钠盐复合水凝胶的流变

行为 . 聚合物组分含量的不同显著影响了复合水

凝胶分子间相互作用，从而对复合水凝胶的流变

特性产生影响 . 然而，大多数研究主要集中在各

向同性水凝胶上，且多是通过调节交联度或改变

组分含量和化学组成等来调控复合水凝胶的动态

力学性能，忽略了对具有各向异性结构的仿生复

合水凝胶基质流变学的探究 .

事实上，各向异性水凝胶基质在不同方向上

动态力学性能(频率等相关流变试验或循环加-卸

载试验)和静态力学性能(应力松弛或蠕变)的差异

对于更好地再现体内各向异性组织的结构和物理

特性至关重要 .目前，通过合理设计和工程方法

已经开发了一系列构建各向异性复合水凝胶的方

法，包括静电纺丝、机械拉伸、定向冷冻、外加

电场或磁场诱导等[15~19]. 例如：Steel等[15]通过静

电纺丝在透明质酸纳米纤维中开发了一种由超低

浓度多壁碳纳米管组成的导电复合材料，该取向

的纳米纤维凝胶可以有效地传递电信号，从而增

强和加速神经元的再生行为 . 然而，沉积的纳米

纤维之间的间距不受控制，这极大地限制了水凝

胶基质孔径和网络结构的可控性 . 此外，Lin等[20]

通过机械拉伸方法开发了一系列几丁质/二维材

料(二硫化钼和电石)的各向异性水凝胶，仿生的

各向异性纳米纤维表现出黏弹性，可以有效促进

细胞成骨分化和定向迁移 . 然而，在实际构建各

向异性复合水凝胶的过程中，机械拉伸策略显示

出有限的成功，因为它需要前体水凝胶足够强韧

来承受聚合物分子和/或纳米填料对齐排列所需

的大拉伸力 . 因此，有必要设计一种简单、通用

和可扩展的协同策略来构建具有各向异性结构的

复合水凝胶，并对其不同方向上的流变行为进行

研究 . 此外，考虑到复合水凝胶的各向异性结构

设计对其应力松弛的影响机制尚不清晰，急需解

决复合水凝胶的各向异性结构在不同方向上如何

影响动态力学性能和黏弹性特性这一关键问题，

这将有望为组织工程中构建具有与天然ECM相

媲美的力学微环境的仿生基质提供新的可能性 .

基于此，本工作提出一种定向冷冻和限域拉

伸干燥再溶胀协同作用的方法构建具有各向异性

结构的PVA/CNF复合水凝胶 .由于在平行和垂直

于定向冷冻方向上，各向异性复合水凝胶基质网

络结构的不同，赋予其各向异性的动态力学性

能 .此外，复合水凝胶基质还表现出各向异性的

黏弹性行为 . 基于这些特性，本工作进一步研究

了该各向异性复合水凝胶的流变行为和应力松弛

行为，为组织工程中仿生ECM的设计及其对细

胞生物行为的力学微环境影响提供了新的思路 .

1　实验部分

1.1　原料

聚乙烯醇(PVA，1799型，醇解度98%~99%)、

2,2,6,6-四甲基哌啶-1-氧自由基(TEMPO，醇度

98%)、溴化钠(NaBr, 99%)、氢氧化钠(NaOH， 

96%)购于上海阿拉丁试剂公司 . 次氯酸钠(NaClO，

有效氯≥7.5 %)、无水乙醇购于上海泰坦科技股

份有限公司 . 纤维素棉绒购于山东高密银鹰化纤

进出口有限公司 .

1.2　纤维素纳米纤维(CNF)的制备

根据之前的研究[21,22]，利用TEMPO介导纤

维素棉绒氧化：(1)将纤维素棉绒(20 g)悬浮在含

有TEMPO (0.05 g)和NaBr (0.50 g)的去离子水中

(1500 mL)室温搅拌3 h，进一步超声20 min得到

纤维素浆液；(2)将9% NaClO溶液(5 mmol/g纤维

素棉绒)缓慢加入纤维素浆液中并剧烈搅拌引发

氧化；(3)在室温下，通过添加NaOH (0.50 mol/L)

使混合溶液的pH保持在10~10.50，持续搅拌4 h

后加入乙醇(20 mL)淬灭氧化；(4)将氧化后的

产物用去离子水彻底清洗至中性，并进行离心处

理(10000 r/min，8 min)，取沉淀，得到氧化的纤

维素 .

CNF分散液的制备：(1)室温下，通过高速

分散均质机将氧化的纤维素分散在去离子水中；

(2)通过细胞破碎仪将分散液破碎(450 W，20 min)；

(3)将上述分散液进行离心处理(5000 r/min，20 min)，

取上层清液，得到CNF分散液，并通过45 ℃浓

缩得到浓度为1.50 g/mL的CNF分散液 .

1.3　PVA/CNF各向异性复合水凝胶的制备

将 PVA 和 CNF 分散液溶解于去离子水中，

在92 ℃的集热磁力搅拌浴中机械搅拌1 h使PVA

完全溶解，后将混合溶液放置在超声波清洗机中

去除气泡 . 然后，将其置于4 ℃冷藏室冷却至5~

10 ℃，并倒入自制的长方体亚克力模具中进行

冰模板定向冷冻(directional freezing，简称 DF). 

其中，装有前驱液的亚克力模具放置于1/2浸没
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于液氮中的紫铜块上，并在整个定向冷冻过程中

使液氮面保持于这一位置 . 随后，将整个反应装

置置于0 ℃的恒温恒湿箱内，待前驱液完全冻结

后，将亚克力模具置于真空冷冻干燥机中至完全

干燥 . 进一步，将干燥的凝胶浸泡在去离子水中

至溶胀后，在室温下，用拉伸夹具沿与其定向冷

冻平行的方向进行拉伸固定，并设置预拉伸应变

为80%，待凝胶限域拉伸干燥至恒重后将其再次

浸泡于去离子水中至溶胀平衡(confined drying 

and re-swelling, 简称CDR). 最后，用吸水纸擦除

水凝胶表面多余的水分即得到PVA/CNF各向异

性复合水凝胶，命名为 PVA/CNF-DF/CDR水凝

胶，并定义与定向冷冻平行的方向为∥，与定向

冷冻垂直的方向为⊥ (图1). PVA的质量占最终混

合溶液的质量分数分别为4 wt%，5 wt%，6 wt%，

8 wt%和 10 wt%. CNF的质量占最终混合溶液的

质量分数分别为 0.6 wt%，0.8 wt%，1.0 wt%，

1.2 wt%和 1.4 wt%. 如无特殊说明，PVA的质量

占最终混合溶液的质量分数为5 wt%，CNF的质

量占最终混合溶液的质量分数为1 wt%.

1.4　结构表征

采用多功能冷冻原位分析系统 (ZEISS 

GeminiSEM 360，德国)对 PVA/CNF-DF/CDR 各

向异性水凝胶进行扫描电子显微镜(SEM)观察 . 

将水凝胶样品分别沿平行和垂直于定向冷冻的方

向用液氮冷冻淬断，在真空冷冻干燥机(FD-1A-80)

中冻干 . 测试前对样品进行喷金处理以提高导

电性 .

将稀释后的CNF分散液用滴管滴在微栅网上，

待其干燥后，用场发射透射电子显微镜(FETEM，

JEM-F200，JEOL)观察CNF形貌 .

将冻干的样品进行溴化钾压片，采用傅里叶

红外光谱仪(FTIR, Bruker INVENIO-S，德国)对

纤维棉绒、CNF和 PVA/CNF-DF/CDR各向异性

水凝胶进行表征 .扫描范围为4000~500 cm-1.

1.5　流变测试

采用应变旋转流变仪(TA Instruments, ARES-

G2，美国)和配套的Peltier控温装置对PVA/CNF-

DF/CDR各向异性水凝胶的流变行为进行测试分

析 .直径为15 mm，厚度为1 mm的圆柱形水凝胶

样品被放置于上下平板之间 . 采用平行板模式，

测试温度为25 ℃，动态频率扫描的频率范围设

置为0.1~100 rad/s，恒定应变为0.5%；动态应变

扫描的应变范围设置为0.1%~1000%，恒定频率

为 1 Hz. 动态温度扫描的温度范围设置为 20~

70 ℃，恒定频率为 1 Hz，升温速率为 1 ℃/min. 

应力松弛试验的测试温度为25 ℃，恒定剪切应

变为5%，测试时间为1000 s. 为对不同的应力状

态有统一的描述，每组实验的松弛模量由该组的

初始松弛模量(t=0时的松弛模量值)进行归一化
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Fig. 1  (a) Schematic illustration of TEMPO-mediated oxidation of cellulose; (b) Designing strategy for the PVA/CNF-DF/

CDR composite hydrogel.
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处理得到归一化松弛模量曲线 . 为确保测试结果

的准确性，每个样品至少测试 3次以得到流变

曲线．

2　结果与讨论

2.1　PVA/CNF复合水凝胶的制备及表征

受骨骼肌各向异性结构和强韧化机制的启

发，提出了通过定向冷冻和限域拉伸干燥再溶胀

协同策略制备具有各向异性结构的PVA/CNF复

合水凝胶(PVA/CNF-DF/CDR水凝胶)及改善其流

变特性的方法 . 首先，利用冰模板产生的温度梯

度，实现了单向冰晶的成核和有序生长，将PVA

和CNF局限在冰晶之间的间隙；接着，通过冷

冻干燥和水溶胀的过程，聚合物链在氢键相互作

用下形成了沿定向冷冻方向排列的有序结构；然

后，在初步取向的复合水凝胶上施加一定的预拉

伸应变并进行干燥，使PVA和CNF沿着拉伸方

向整齐排列，形成各向异性的纤维结构；最后，

在重新溶胀的水凝胶中保留了各向异性的层次结

构 . 一方面，以NaBr和NaClO分别作为催化剂

和初级氧化剂，通过TEMPO介导选择性地将纤

维素棉绒表面的伯羟基氧化为羧酸基(图 1(a))，

再通过高速搅拌破碎得到CNF分散液 . 另一方

面，在定向冷冻过程中，冰晶沿温度梯度方向成

核生长导致聚合物相从水溶液中分离被排挤在冰

晶两侧，基于CNF与PVA之间强的氢键相互作

用以及PVA链间形成的结晶域，聚合物链沿定向

冷冻方向聚集缠结形成了取向排列结构(图1(b)). 

随后，在平行于定向冷冻的方向，通过限制水凝

胶的拉伸长度进行干燥和再溶胀处理，获得了类

似骨骼肌的定向纤维结构(图1(b)). 基于PVA链和

CNF间存在的氢键相互作用以及拓扑缠结[23~25]，

限域拉伸干燥再溶胀的后处理策略将CNF纳米

填料在水凝胶网络中的强化效果提高到了一个新

的水平 . 定向冷冻和限域拉伸干燥再溶胀的协同

作用使PVA/CNF复合水凝胶基质在平行方向上

具有明显的取向排列结构，从而增强了水凝胶在

这一方向上的流变特性，赋予其各向异性 .

为了证明纤维素被氧化和PVA/CNF-DF/CDR

水凝胶的成功制备，采用FTIR光谱仪对所制备

复合凝胶的化学结构进行表征 . 如图 2 所示，

CNF的FTIR光谱图在1639 cm-1处出现新的红外

特征峰，其归属于羧酸基中羰基的C＝O伸缩振

动峰，表明纤维素棉绒被成功氧化 . 羰基峰从

CNF中的1639 cm-1移动到PVA/CNF-DF/CDR水

凝胶中的 1631 cm-1，以及羟基峰从 CNF 中的

3430 cm-1移动到PVA/CNF-DF/CDR水凝胶中的

3422 cm-1处，表明在水凝胶的形成过程中CNF

上丰富的含氧官能团和PVA链上的羟基通过分

子间氢键相互作用形成了物理交联网[26,27]，复合

水凝胶基质中存在较强的氢键相互作用 .

2.2　PVA/CNF复合水凝胶的微观形貌

如图 3 所示，采用透射电子显微镜(TEM)

观察了CNF的微观形貌 . CNF的直径为(83.07±

23.60) nm，长度为几十到几百微米 . 纳米纤维能

够在聚合物网络中发生缠结而构建致密的网络结

构，高纵横比有利于其在外力作用下取向形成定

向排列结构 .

采用扫描电子显微镜(SEM)研究了不同CNF

含量对 PVA/CNF-DF/CDR水凝胶基质微观形貌

的影响(图 4). 复合水凝胶的纵截面(即平行于定

向冷冻方向的截面)形貌为取向排列的纳米纤维

结构(图 4(a)和 4(c))，且取向排列方向平行于水

凝胶定向冷冻的方向；横截面(即垂直于定向冷

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

Cellulose cotton linter

CNF

PVA/CNF

C＝O 

OH

3422 cm-1
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Fig. 2  FTIR spectra of cellulose cotton linter, CNF, and the 

PVA/CNF-DF/CDR composite hydrogel.

Fig. 3  TEM image of CNF.
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冻方向的截面)形貌为相互连接的三维纳米网状

多孔结构(图4(b)和4(d)). 相比之下，CNF含量为

1 wt%所制备的PVA/CNF-DF/CDR水凝胶基质的

网络结构更加致密，取向排列的纳米纤维之间可

以明显观察到桥接纤维的连接和交织(图4(c)). 这

是由于复合水凝胶在限制拉伸长度进行干燥的过

程中，CNF和PVA链均沿拉伸方向取向，链间

氢键发生断裂和重塑，随着 CNF 含量的增加，

氢键形成的数量增加，桥接纤维的连接增强，从

而实现了复合水凝胶的强化 . 横截面的网状多孔

结构也随着CNF含量的增加变得更为致密，孔

径由(275.31±51.41) nm (图 4(b))减小为(191.11±

31.70) nm (图 4(d)). 致密的网状结构也解释了

PVA/CNF-DF/CDR水凝胶基质具有更好的流变

行为 .

2.3　PVA/CNF复合水凝胶的流变行为

2.3.1　PVA/CNF复合水凝胶的各向异性动态模量

复合水凝胶的各向异性微观结构可导致各向

异性流变行为 . 图5为PVA/CNF-DF/CDR水凝胶

基质在平行和垂直于定向冷冻方向上的储能模量

(G')与损耗模量(G''). 在1 Hz时，复合水凝胶的G'∥
和G'⊥分别为(76.77±1.61) kPa和(42.93±1.34) kPa；

G''∥和G''⊥分别为(5.44±0.26) kPa和(3.71±0.13) kPa. 

为了量化复合水凝胶的流变各向异性特性，定义

平行方向(∥)测量的动态模量与垂直方向(⊥)测量

的动态模量的比值为各向异性比值 . G'和G''的各

向异性比值为1.79和1.47，这是由于在平行方向

上取向的聚合物链间形成致密的纤维结构，氢键

相互作用增强；然而，垂直方向上的网状多孔结

构，使得动态模量较低 . 各向异性的水凝胶基质

可以在多个方向上为细胞提供不同的力学微环

境，从而对细胞行为产生影响 .

2.3.2　CNF含量对PVA/CNF复合水凝胶动态模

量的影响

为了定量分析CNF含量对PVA/CNF-DF/CDR

水凝胶基质动态黏弹性力学行为的影响，图6显

示了复合水凝胶在平行于定向冷冻方向上，振动

频率为1 Hz时G'与G''随CNF含量变化的振幅扫

描曲线 . 在此测试中，对复合水凝胶施加正弦变

化的应变，并记录响应应力数据 . 同相响应反映

了由于弹性变形而储存在复合水凝胶中的能量，

称为弹性或储能模量(G')，而失谐响应反映了在

测试过程中以热形式损失的能量，称为黏性或

损耗模量(G''). 从图6中可以观察到在低应变区，

G'与G''较为稳定，这一范围为复合水凝胶的线

性黏弹区，水凝胶内部网络结构完整且稳定，施

加于网络结构上的形变是可逆的 . 在线性黏弹

区，G''明显小于G'，表明复合水凝胶处于类固

体状态，网络结构稳定存在 . 随着剪切应变逐渐

增大,G''与G'相交, 出现了凝胶转变点，此后复合

水凝胶产生流动行为，表明复合水凝胶内部网络

结构遭到破坏，产生的形变是不可回复的 . 当

CNF含量从0.6 wt%增加到1.0 wt%时，低应变区

G'与G''明显增大；但当CNF含量从1.0 wt%继续

增加到 1.4 wt%时，低应变区G'与G''逐渐减小 . 

这是由于适量纳米填料的掺杂可以有效地改善复

合水凝胶的动态力学性能[16,28,29]，但过量的纳米

Fig. 4  SEM images of the longitudinal sectional view (a) 

and the cross-sectional view (b) of the PVA/CNF-DF/CDR 

composite hydrogel with 5 wt% PVA and 0.6 wt% CNF; 

SEM images of the longitudinal sectional view (c) and the 

cross-sectional view (d) of the PVA/CNF-DF/CDR composite 

hydrogel with 5 wt% PVA and 1 wt% CNF. The red arrows 

were the oriented alignment of the hydrogels.
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Fig. 5  Storage modulus (G') and loss modulus (G'') of the 

PVA/CNF-DF/CDR composite hydrogels in parallel (∥) and 

vertical (⊥) to the direction of directional freezing at 1 Hz.
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填料会出现聚集缠结的现象反而不利于其动态模

量的提高 .

图7为不同CNF含量所制备的PVA/CNF-DF/

CDR水凝胶基质的频率扫描曲线，在扫描的角

频率范围(0.1~100 rad/s)内，复合水凝胶的G'∥和
G'⊥随频率的增加而增大，特别是当CNF含量为

1.0 wt%时，复合水凝胶的G′表现出明显的频率

依赖性(图 7(a)和 7(c))，且G''始终远小于G'，损

耗因子 tanδ∥ (G''∥/G'∥ )和 tanδ⊥ (G''⊥/G'⊥ )始终<1 

(图 7(b)和 7(d))，即在 0.5%的恒定剪切应变下，

复合水凝胶在剪切外力的作用下，其黏弹性基

本不发生变化，弹性特性处于主导地位[29~31]，这

说明复合水凝胶内部分子链间相互作用较强形

成了具有良好稳定性的三维网络结构 . 从图 7(a)

和7(c)中可以看出，PVA/CNF复合水凝胶在平行

和垂直方向上的 G'与 G''随 CNF 含量的增加均

呈现出先增大而后减小的趋势，当CNF含量为

1.0 wt%时，复合水凝胶的G'与G''达到最大值(在

1 Hz 时，G'∥=75.62 kPa 和 G''∥=5.26 kPa，G'⊥=

43.88 kPa和G''⊥=3.80 kPa)，且呈现出明显的各

向异性 . 当CF 含量从0.6 wt%增加到1.0 wt%时，

G'∥和G''∥分别增加 3.66和 3.52倍；G'⊥和G''⊥分
别增加 3.26和 3.54倍 . 当CNF含量从 1.0 wt%增
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加到1.4 wt%时，G'和G''均呈下降趋势 .

损耗因子(tanδ)是描述复合材料在应力作用

下能量损失程度的重要参数，被定义为损耗模量

(G'')和储能模量(G')的比值，通常用来评估材料

的黏弹性质 . 图 7(b)和 7(d)给出了不同CNF含量

的 PVA/CNF-DF/CDR 水凝胶基质的损耗因子

tanδ随测试频率的变化曲线 . 可以看出，复合水

凝胶的 tanδ随着测试频率的增加而减小，说明

PVA/CNF-DF/CDR水凝胶的强度随频率的增加而

增大，这可以有效保护复合水凝胶在高频条件下

承载而不受损伤 . 在低频区(0.1~4 rad/s)，复合水

凝胶的 tanδ∥随着CNF含量的增加先增大后减小，

在平行方向上，大量的CNF同PVA分子链相互作

用导致分子间摩擦增加，限制了聚合物的分子链

段运动[32,33]. 随着CNF含量从0.6 wt%到1.0 wt%，

tanδ⊥逐渐增大，而当CNF含量从1.0 wt%继续增

加到 1.4 wt%时，tanδ⊥先减小后再度增加 . 不同

CNF 含量的复合水凝胶表现出不同的黏弹性

特性 .

图8为不同CNF含量所制备的PVA/CNF-DF/

CDR水凝胶基质的动态模量随温度变化的曲线 . 

在20~40 ℃的扫描温度范围内，复合水凝胶的G'

和G''随温度变化幅度较小，说明在这一阶段，

复合水凝胶内部的网络结构较为稳定，未发生破

坏 . 随着温度从40 ℃继续升高至70 ℃，复合水

凝胶的G'和G''明显下降，表明其网络结构出现

破坏，这主要是由于各向异性复合水凝胶网络内

部的氢键在高温下首先被破坏，随着温度的持续

升高，聚合物链之间的结晶域也出现破坏，导致

动态模量的大幅度降低 . 随着CNF含量的增加，

G'和G''呈现先增大后减小的趋势 . CNF含量为

0.6 wt%时，复合水凝胶的G'和G''随温度的升高

呈现明显的下降趋势 . 随着CNF含量的不断增

加，复合水凝胶的G'和G''均随温度升高表现出缓

慢下降趋势，说明CNF的掺杂使网络结构更加致

密，网络内部氢键相互作用增强，在剪切过程

中聚合物分子链段运动减慢，这与SEM观察到

的各向异性复合水凝胶基质的形貌结构相统一 .

2.3.3　PVA含量对PVA/CNF复合水凝胶动态模

量的影响

为了进一步研究 PVA含量对 PVA/CNF-DF/

CDR水凝胶基质流变行为的影响，图9测试了不

同PVA含量所制备的PVA/CNF-DF/CDR水凝胶

的动态模量随应变的变化曲线 . 在平行于定向冷

冻方向上，1 Hz时复合水凝胶的G'在低应变区

(0.1%~2.5%)不随应变而变化，表明低应变下聚

合物链有足够的时间进行重排和重组使复合水凝

胶的网络结构稳定存在 . 同时，G'明显大于G''，

复合水凝胶表现为类固态性质 . 随着PVA含量从

4 wt%增加到 10 wt%，低应变区G'和G''逐渐增

大，这是由于PVA含量的增加使复合水凝胶中

PVA链缠结增强进而形成更多结晶域，限制了聚

合物分子链的运动，导致其动态模量的增加 . 此

外，随着剪切应变的不断增大，G'快速减小并最

终小于G''，复合水凝胶基质产生不可回复变形，

内部网络结构发生破坏 .
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图 10为CNF含量为 1 wt%，PVA含量分别

为4 wt%、6 wt%、8 wt%和10 wt%所制备的4种

PVA/CNF-DF/CDR水凝胶基质的G'和G''随频率的

变化曲线 . 由图可知，在扫描范围(0.1~100 rad/s)

内，复合水凝胶在平行和垂直方向上的G'和G''均

随测试频率的增加基本保持不变(图10(a)和10(c))，

同时，G''远小于 G'. 随着 PVA 含量不断增大到

10 wt%时，复合水凝胶的G'和G'达到最大值(在

1 Hz时，G'∥=303.72 kPa，G''∥=18.47 kPa和G'⊥=

142.30 kPa，G''⊥=13.78 kPa)，且 G'和 G''的各向

异性比值分别为2.13和1.34，在平行方向上，聚

合物链沿预拉伸方向取向聚集形成紧密排列的纳

米纤维束，具有明显优于垂直方向的动态模量，

表现出各向异性的流变行为 . PVA 含量的增加

使复合水凝胶基质中聚合物链之间的交联结构

更加致密，分子链段运动受到限制，从而使得

复合水凝胶基质呈现出较高的动态模量 . 此外，

由图 10(b)可知，PVA/CNF-DF/CDR水凝胶基质

的 tanδ∥随PVA含量的增加而减小，这可能因为

复合水凝胶是由弹性特性的CNF，黏弹性特性

的 PVA，和纯黏性的自由水组成，随着 PVA含

量的增加而导致水含量的下降，从而引起 tanδ

的减小[34]. 同时，tanδ∥和 tanδ⊥均随着测试频率

的增加而呈现出先减小后增大的趋势(图10(b)和

10(d)).

图 11 为不同 PVA 含量所制备的 PVA/CNF-

DF/CDR水凝胶基质的温度扫描曲线 . 随着温度

的升高，复合水凝胶的G'和G''逐渐减小，说明

高温会破坏凝胶网络中氢键相互作用和聚合物链

间的微晶结构，导致分子热运动和相互滑动增

加，网络结构逐渐松弛，从而导致G'减小，同时

降低了复合水凝胶的能量损耗 . G'和G''随PVA含

量的增加而增大，且在温度不断升高时，G'和

G''下降趋势变小，说明较高的PVA含量使复合

水凝胶基质中聚合物链聚集形成更多的微晶结
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Fig. 10  Storage modulus (G'), loss modulus (G''), and loss coefficient (tanδ) at shear strain of 0.5% as a function of frequency 
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构，相互作用增强 .

2.4　PVA/CNF复合水凝胶的应力松弛

应力松弛是表征复合水凝胶黏弹性特性的常

用方法，黏弹性水凝胶基质通常表现出弹性固体

和粘性液体的结合特性，表现出随时间变化的力

学响应 . 应力松弛是应力 σ(t)的度量，是复合水

凝胶在受到恒定应变(ε0)加载后，随着时间(t)的

推移应力逐渐减小的现象 . 其中，松弛模量G(t)

是描述复合水凝胶应力松弛行为的一个重要参

数，具有时间依赖性，可以反映复合水凝胶随时

间应力逐渐减小的能力，以及复合水凝胶内部结

构和分子运动的变化动态, 可以用如下数学关系

表达：

G(t)= σ(t)/ε0 (1)

图 12(a)为不同 CNF 含量的 PVA/CNF-DF/

CDR水凝胶基质的归一化松弛模量随时间的变

化规律 . 由图可知，复合水凝胶的应力松弛可大

致分为初始 (0~100 s)的快速松弛阶段，后期

(100~1000 s)的慢速松弛阶段，以及最终达到松

弛平衡的状态 . 在相同时间下，复合水凝胶的松

弛模量随CNF含量的增加呈现先增大后减小的

变化趋势 . 当CNF含量从 0.6 wt%增加至 1 wt%

时，平衡后的归一化松弛模量从 0.30增至 0.37；

随着CNF含量继续增加至1.4 wt%时，归一化松

弛模量降低为 0.33，表明复合水凝胶中CNF含

量的增加会使其消散冲击载荷的能力先增强后减

弱 . 这是由于CNF和PVA链之间的相互作用和桥

接结构的形成可以有效地消散应力，提高复合水

凝胶的归一化松弛模量；而过量的CNF会出现

聚集缠结现象引起应力集中反而不利于复合水凝

胶承载 .

图 12(b)为不同 PVA 含量的 PVA/CNF-DF/

CDR水凝胶基质的归一化松弛模量随时间的变

化规律 . 由图可知，随着PVA含量从4 wt%增加

至 10 wt%时，复合水凝胶的平衡归一化松弛模

量从0.29逐渐增大至0.46，这是由于复合水凝胶

内部网络结构变化所引起的．随着PVA含量的

增加，复合水凝胶内部氢键密度增大，PVA分子

链聚集形成的结晶域数量增多，使网络结构更加

致密，在宏观上表现为更慢的松弛速率和更大的

松弛模量 . 此外，在松弛初始阶段，复合水凝胶

因内部网络变形和间隙水的挤出产生很大的应

力，分子链的键长和键角发生变化而产生瞬时弹

性形变，导致归一化松弛模量在初始阶段快速下
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Fig. 12  Normalized stress relaxation tests of the PVA/CNF-DF/

CDR composite hydrogels in parallel (∥) to the direction of 

directional freezing with 5 wt% PVA content and varying 

contents of CNF (0.6 wt%, 0.8 wt%, 1.0 wt%, 1.2 wt%, and 

1.4 wt%, respectively) (a) and with 1 wt% CNF content and 

varying contents of PVA (4 wt%, 6 wt%, 8 wt%, and 10 wt%, 

respectively) (b).
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降 . 随着时间的推移，松弛时间较长的分子链段

的相互运动产生较大的摩擦力，运动减慢 . 同

时，聚合物网络中的间隙水逐渐重新分配，分子

结构逐渐重新排列，分子间相互作用逐渐重新建

立，导致后期复合水凝胶应力松弛速率减缓，直

至达到松弛平衡 .

3　结论

本工作提出了一种定向冷冻和限域拉伸干燥

再溶胀协同作用的策略，构筑了具有高度各向异

性结构的PVA/CNF复合水凝胶仿生细胞外基质 . 

利用定向冷冻过程中冰晶的成核和取向生长促使

PVA链和CNF在氢键相互作用下沿温度梯度聚

集生长，随后在平行于定向冷冻的方向上施加预

拉伸应变对PVA链和CNF进行取向，通过分子

间氢键作用在取向排列的纤维束间形成纳米桥接

纤维以固定有序排列结构，实现对各向异性复合

水凝胶基质的设计并赋予其高模量和各向异性 . 

复合水凝胶基质中CNF和PVA含量的不同会直

接影响网络结构的致密性和聚合物链的取向度，

从而对其流变行为和应力松弛行为产生影响 . 

CNF含量为 1 wt%和 PVA含量为 10 wt%的各向

异性复合水凝胶基质在平行方向上的储能模量、

损耗模量和归一化应力松弛模量最大，分别为

303.72 kPa，18.47 kPa和 0.46，且其储能模量和

损耗模量的各向异性比值(G∥/G⊥)分别为 2.13和

1.34. 复合水凝胶基质中CNF和PVA含量的增加

均会影响其网络结构的致密性和分子间相互作

用，进而对其动态模量产生相应影响 . 本工作为

研究各向异性复合水凝胶基质在不同方向上的流

变行为和应力松弛行为的影响机制提供了理论支

持，可为支撑各向异性复合水凝胶在组织工程中

作为细胞外基质的可行性提供合理的依据 .
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Rheological Behavior of Biomimetic Composite Hydrogels with 
Anisotropic Structures

Xue-hui Zhang1, Yan-qin Wang2,3*, Qiang Zheng1,4*

(1College of Materials Science & Engineering, 2College of Biomedical Engineering, 

Taiyuan University of Technology, Taiyuan 030024)
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Zhejiang University, Hangzhou 310027)

Abstract  Biomimetic construction of extracellular microenvironment with dynamic viscoelastic behavior is an 

important strategy for the design of extracellular matrix (ECM) in tissue engineering. In this study, a poly(vinyl 

alcohol) (PVA)/cellulose nanofiber (CNF) composite hydrogel with anisotropic structure was constructed through 

the cooperative strategy of directional freezing (DF) and confined drying and re-swelling (CDR). The prepared 

composite hydrogel showed the oriented fiber arrangement structure parallel to the directional freezing direction. 

Rheological experiments showed that PVA/CNF composite hydrogel had anisotropic dynamic modulus (G'∥ = 

(76.77±1.61) kPa and G'⊥ = (42.93±1.34) kPa; G''∥ = (5.44±0.26) kPa and G''⊥ = (3.71±0.13) kPa). The energy 

storage modulus (G') and loss modulus (G'') improved with the increase of PVA content in the low frequency and 

low strain regions, and showed a tendency of increasing and then decreasing with the increase of CNF content. 

The results of stress relaxation experiments indicated that the composite hydrogel had viscoelastic properties. 

Therefore, the viscoelastic properties and rules of the composite hydrogel with anisotropic structures summarized 

in this study have potential applications in guiding the design of tissue-engineered biomimetic ECM and its effect 

on cell biological behavior.

Keywords  Anisotropy, Composite hydrogel, Extracellular matrix, Rheological behavior, Stress relaxation
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