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通过麦克加成反应形成的三臂聚乙二醇丙烯酸酯

可注射水凝胶的制备与表征!
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摘 要 通过麦克加成反应在磷酸盐缓冲溶液中制备出一种基于三臂聚乙二醇丙烯酸酯的能快速固化的可

注射水凝胶 8采用倒置法测定了体系的凝胶化时间 8通过红外，<=>，溶胀，降解等一系列测试，研究了该水凝
胶的结构和物理化学性能 8观察到通过控制前体溶液的浓度，可以控制凝胶的成胶时间和所形成凝胶的溶涨
率 8同时表明该水凝胶具备可注射性和可降解性 8细胞毒性评价显示，该水凝胶浸提液无毒性，符合生物材料
的安全评价标准 8由于麦克加成反应可在人体生理条件（?@ #A’，(#B）下快速进行，并且不需要任何引发剂、
催化剂和有机溶剂，因此该反应非常适合应用于生物医用材料领域 8
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麦克加成反应是亲核试剂与!，"$不饱和羰
基等化合物之间发生的加成反应 8以巯基作为亲
核试剂的麦克加成反应可在人体生理温度与 ?@
条件下快速进行，具有高度的化学选择性并且不

产生任何有害的毒副产物，是医用可注射材料最

为理想的化学交联反应［%，!］8近年来，国外多个课
题组都在尝试将麦克加成反应应用于生物医用材

料领域，如采用丙烯酸酯封端的低分子量聚乙二

醇交联巯基修饰的天然高分子作为组织工程支架

和药物释放载体等［( C %"］，得到了令人鼓舞的研究

结果 8然而，目前为止，国内在这方面相关研究工
作的报道并不多［%%］8
鉴于麦克加成反应在可注射水凝胶制备中所

具有的优势，本文以分子量为 %*D"" 的三臂聚乙
二醇为研究对象，经端基丙烯酸酯化后与二硫代

苏糖醇进行麦克加成反应，制备了一种可原位快

速交联的可注射水凝胶 8采用倒置法测定了该水
凝胶的凝胶化时间 8通过红外、动态粘弹谱等测试
手段对制备的凝胶进行了表征，同时研究了这种

水凝胶的在水中的溶胀和降解行为 8并采用 E$D!D
细胞，通过细胞增殖度法测试了该水凝胶的细胞

毒性 8结果显示，麦克加成反应作为一种快速交联
方法非常适合于医用可注射水凝胶材料的制备 8

! 主要原料
%，%，%$三羟基乙烷为核的三臂聚乙二醇，河

南黎明化工研究院提供，!1 F %*D""；丙烯酰氯，
>/9G.;H公司；二硫代苏糖醇（<II），=3G;J公司 8二
氯甲烷，三乙胺，甲苯，无水乙醚均为分析纯，北京

化工厂 8氢化钙，分析纯，山东省环宇金属氢化物
有限公司 8 ?@ F #A’的磷酸盐缓冲溶液（KLM）按文
献［%%］自制 8
" 三臂聚乙二醇丙烯酸酯的合成
在二氯甲烷和三乙胺中加入适量氢化钙浸泡

过夜，用前蒸馏 8量取一定量的甲苯加入聚乙二醇
中，在装有分水器的烧瓶中蒸去一部分甲苯，以除

去聚乙二醇中的水分 8待除水后的聚乙二醇甲苯
混合物冷却至室温后，再加入一定量的二氯甲烷

至溶液澄清，然后加入定量的三乙胺和丙烯酰氯，

用锡纸包住反应器以避光 8反应在冰盐浴下连续
反应 !’ H8整个反应过程在氮气保护下进行 8
反应完毕后将反应混合物通过三氧化二铝粉

末过滤，并用大量二氯甲烷冲洗，然后将澄清滤液

加入碳酸氢钠搅拌 % H，过滤除去碳酸氢钠，旋转
蒸发除去大部分二氯甲烷，再加入大量无水乙醚

沉淀、抽滤、得到白色粉末 8将得到的产物放入真
空干燥箱中干燥至恒重，收率为 D#N左右 8 %@$
O=P（Q<Q/(，#）：(A*""（&%!@，K+R 主链上 @ 原
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子），!"#$%（ &，’(，)(’)(’ !!*)*)( )(’），+"%#$
, +"%+-（..，$(，)( !!’ )()**），/"$+- , /"$%!
（..，$(，)( !!’ )()**）01. /"!2# , /"!!/（..，

$(，)( !!’ )()**）3根据核磁计算出反应的取代
度高达 445［4，$2］3
! 水凝胶的制备
将等量的三臂聚乙二醇丙烯酸酯前体用 678

分别配置成 $22，’22，#22和 !22 9:;的溶液 3再按
照大分子单体中双键和巯基 $ <$的比例加入定量

的二硫代苏糖醇，将反应混合物进行超声充分搅

拌 3然后倒入带盖的玻璃瓶中，置于 #-=水浴中 3
通过倒置小瓶的方法测定凝胶化时间，每 #2 >倒
立小瓶一次 3当把样品置于恒温水浴中开始计时，
将直至反应混合物不再流动时所用的时间定义为

凝胶化时间 3所有样品均在 ’2 ?@1 内顺利成胶 3
为使反应进行充分，所有样品均在 #-=水浴中反
应 #2 ?@13该水凝胶前体的制备和麦克尔加成反
应过程如图 $所示 3

A@93 $ 8BCD?0&@B @EEF>&G0&@H1 HI J@BC0DEK&LMD 0..@&@H1 GD0B&@H1 BGH>>E@1N@19 MGHBD>>

为了表述方便，用 6OK! 表示通过麦克尔加
成反应制备得到的水凝胶 3这里，6代表三臂聚乙
二醇丙烯酸酯，O代表二硫代苏糖醇，! 代表前体
溶液的浓度（9:;），分别为 $22，’22，#22和 !22 3
" 表征

PQ测试采用日本岛津公司的 PQ6GD>&@9DK’$型
红外光谱仪测的；$(KRJQ用 7GFNDG SQT !22核磁
仪测定，以 )O)E# 作溶剂，四甲基硅烷为内标；

OJS分析采用美国流变科学公司的!型粘弹谱
仪，采用压缩模式，应变设为 $5，恒温 #-=测定
水凝胶溶涨平衡状态的粘弹谱 3
# 凝胶质量分数测定
取一定质量的凝胶，在 -2=时真空干燥 ’! C

至恒重，称重为 "$，然后用氯仿反复抽提一天，再

干燥至恒重，称重为 "’，凝胶质量分数（#9）用式

（$）计 3
#9 U（"’ :"$）V $225 （$）

$ 溶胀实验
将上述抽提干燥后的凝胶，放入缓冲溶液

678中（#-=），每隔一定时间取出，用滤纸仔细
吸去表面水后称重为 "#，溶胀比（$W）利用式（’）

计算 3
$W U（"# X "’）:"’ V $225 （’）

% 降解实验
将一定量干燥至恒重（"!）的干胶放入装有

缓冲溶液 678（M( U -"!）的锥形瓶中，置于 #-=的
恒温水浴摇床中，每隔一定时间取出，-2=真空干
燥至恒重（"+），则失重率 #; 按式（#）计算 3

#; U（"! X "+）:"! V $225 （#）

& 细胞毒性实验
采用细胞增殖度法 3选取的细胞株为 ;K4’4

细胞（小鼠成纤维细胞）3培养液为含 $25胎牛血
清的 Q6JP$/!2培养基 3
浸提液制备是按 $2 ?;:B?’ 的标准，将表面

积为 $ B?’ 的水凝胶干胶薄片分别加入不同体积

的培养液中，#-=下保持 ’! C3制备出 ’倍、$倍、
2"!倍标准浓度的 # 种浸提液 3阳性对照组用实
验室胶皮管，按 $2 ?;:B?’ 加入培养液制备浸提

液 3
在 4/孔培养板上接种 ;K4’4细胞，细胞浓度

$ V $2#个:B?’，每孔加入 2"$ ?;3放入 +5 )*’、

#-=孵箱内培养 ’! C后取出，加入浸提液 2"$ ?;:
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孔，使孔内最终浓度分别达到 !倍、"#$倍、"#%倍
标准浓度，每种浓度的浸提液加 &孔；空白对照组
加入 "#! ’(培养液，重新放入孵箱内，分别于 %)、
)*、+%、,& -取出一块培养板，加入噻唑蓝（.//），
%"!(0孔，) -后加 1.23 !$"!(0孔，震荡 !" ’45，
用酶标仪检测，记录吸光值（31值）6按 &级毒性
分级法（详见表 !），计算相对增殖度（787）及毒
级 6
按以下公式计算相对增殖度：

787 9（各实验组吸光度平均值 0
空白对照组吸光度平均值）: !""; （)）

!"#$% & /-< =<>?@4A5B-4C D<@E<<5 F<>> C=A>4G<=?@4A5 =?@< ?5H FI@A@AJ4F4@I

K=?H<

7<>?@4L< K=AE@- =?@<（;） MI@A@AJ4F4@I K=?H<

!!"" "
+$ N ,, !
$" N +) %
%$ N ), O
! N %) )
" $

’ 水凝胶的制备
在 O+P水浴中，将三臂聚乙二醇丙烯酸酯的

QR2（CS 9 +#)）溶液与二硫代苏糖醇混合后，当初
始浓度较高时，很快便发生凝胶化现象，生成无色

透明的水凝胶，凝胶化前后的物态变化如图 %所
示 6在较低的浓度范围内，体系初始粘度低，凝胶
化时间较长，适于注射 6本实验采用倒置玻璃瓶观
察液体是否流动的方法，测定不同浓度的前体溶

液所需要的凝胶化时间，具体结果列于表 %中 6随
前体溶液浓度的增加，单位体积中可反应的基团

数目增加，此时二硫代苏糖醇更容易通过麦克尔

加成反应将双键连接起来，从而使成胶速度加快、

凝胶化时间缩短，形成不溶不熔的三维凝胶网络

结构 6同时使凝胶的强度增加 6
为了进一步了解丙烯酸酯中双键与巯基反应

进行的程度，本文测定了不同浓度的三臂聚乙二

醇丙烯酸酯溶液形成的水凝胶的凝胶分数，结果

如表 %所示 6从中可以看出，溶液浓度对凝胶分数
并没有很大的影响 6这充分说明聚乙二醇丙烯酸
酯与二硫代苏糖醇发生的加成反应不仅反应速率

快，而且转化率也高 6通过调整反应物浓度不仅可
以起到改善凝胶力学强度的目的，而且也可方便

地调节体系的“适用期”，是制备医用可注射水凝

胶理想的化学交联反应 6这些特点为通过改变前

体分子的结构研究可注射水凝胶材料结构与性能

间关系创作了有利条件 6

T4K6 % /-< C-A@AK=?C- AG @-< C=<FU=BA= BA>U@4A5 D<GA=<（?）?5H ?G@<=
（D）F=ABB>45V45K !"# .4F-?<>W@IC< ?HH4@4A5 =<?F@4A5 E4@- 1//

!"#$% ( 8<>?@4A5 @4’< ?5H K<> G=?F@4A5 AG H4GG<=<5@ FA5F<5@=?@4A5B AG

C=<FU=BA= BA>U@4A5B

XA6 QY 1?

（’A> Y’A>）

MA5F<5@=?@4A5 AG
C=<FU=BA= BA>U@4A5
（K0(）

8<>?@4A5 @4’<
（’45）

8<>
G=?F@4A5
（;）

Q1W)"" ! Y! )"" O ,%
Q1WO"" ! Y! O"" )#$ ,)
Q1W%"" ! Y! %"" ,#$ ,&
Q1W!"" ! Y! !"" !, ,O

? QY 1 4B G<<H ’A>?= =?@4A AG ?F=I>?@< @A @-4A> K=AUC6

&) 水凝胶的 Z7分析
对所合成的上述三臂聚乙二醇丙烯酸酯及制

备的水凝胶进行了红外光谱分析 6图 O是该三臂
聚乙二醇丙烯酸酯粉末样品和 Q1W%"" 干胶片的
红外谱图 6由于端基浓度过低，在预聚物中几乎观
察不到不饱和 M—S的伸缩振动峰 6在 %**% F’[ !

处的宽峰属于亚甲基的对称和不对称伸缩振动，

!+O) F’[ !处是羰基的特征吸收峰 6 !&O& 和 !!!%
F’[ !处分别为双键 ""M 3和 M—3键的伸缩振动
峰 6由图可以看出，发生交联反应后，!&O& F’[ !处

双键的伸缩振动消失，这是因为巯基进攻双键发

生麦克加成反应双键打开生成了三维网络结构所

致 6
&& 溶胀实验
图 )是干胶在 QR2中的溶胀动力学曲线 6从

图中可以看出，不同浓度的前体溶液所形成的水

凝胶都能够快速达到溶胀平衡，并且所需时间也
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!"#$ % !&’( )*+,-./ 01 234566（/）/78 +784/,.9:/-+8 %4/.; 2<=
（>）

大致相同 $浓度愈低，形成的凝胶在 2?@ 中的平
衡溶胀率越大 $这是由于前体溶液的浓度越低，分
子链在水中的形态越为舒展，形成的凝胶网络尺

寸越大 $而随着溶液浓度的增大，分子链更容易缠
结在一起，同时使交联点密度增加，导致溶胀率下

降 $因此，通过控制前体溶液的浓度可调节凝胶的
溶胀率，进而控制网络尺寸，这样就有可能制备出

与大分子药物尺寸相匹配、用于其控制释放的水

凝胶 $

!"#$ A @B+::"7# >+C/D"0.) 01 #+:) ;/8+ 1.0; 8"11+.+7- ,07,+7-./-"07)

01 *.+,E.)0. )0:E-"07) B"-C 33&

/）234F66；>）234566；,）234%66；8）234A66

!" 水凝胶的粘弹性
如图 G所示，浓度为 566 #HI的三臂聚乙二醇

丙烯酸酯前体与 3&&发生交联制成的水凝胶的
储存模量不仅高，而且大于损耗模量，两者相差一

个数量级 $这说明在外力作用下，水凝胶主要发生
弹性形变，较少发生摩擦损耗 $结合前面的凝胶分
数测试结果，可以证明水凝胶有较完整的三维网

络结构 $从图中还可以看出，随着频率的变化，损
耗模量基本没有变化，储存模量在大部分频率范

围内保持不变，而在接近 F6 JK时出现了明显的
下降，可能是由于频率加快，模具和凝胶样品间产

生了共振，导致了储存模量数值的下降 $

!"#$ G 3LM )*+,-./ 01 C98.0#+: 234566

! !N @-0./#+ ;08E:"；" !O I0)) ;08E:"

!# 降解实验
不同浓度前体溶液形成的水凝胶的体外降解

情况如图 P所示 $水凝胶在开始阶段的降解速度
很慢，随着时间的增加，由较小浓度前体溶液形成

的水凝胶的降解速度明显加快，到 FG 天时，234
F66已降解了 Q6R，而 234A66 才降解了约 %6R $
这是由于前体溶液的浓度越稀，所形成的水凝胶

在 2?@溶液中的平衡溶胀率越大，整个网络也更
加舒展，水凝胶分子结构中的酯键在这种状态下

也更易暴露出来而被水解，从而使得整个凝胶网

络得以降解 $

!"#$ P 3+#./8/-"07 ,E.D+) 01 C98.0#+:) ;/8+ 1.0; 8"11+.+7-

,07,+7-./-"07) 01 *.+,E.)0. )0:E-"07) B"-C 33&

/）234F66；>）234566；,）234%66；8）234A66

但是到了 56 天时，所有凝胶网络均全部消
失，降解产物溶解在 2?@ 溶液中，这大概是由于
酯键在一定时间内全部水解导致的 $这充分说明，
三臂聚乙二醇丙烯酸酯与 3&&通过通过麦克尔
加成反应所形成的水凝胶是可降解的 $虽然聚乙
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二醇本身是不可降解的，但当分子量不大于 ! "
#$% 时是可溶于水，并能够通过肾脏顺利地排除
体外［#&］’另从可能产生的降解产物分析来看，无
论是三臂聚乙二醇，还是二硫代苏糖醇与丙烯酸

的加成产物，都不带有电荷，将是生物相容的［#$］’
!" 水凝胶的细胞毒性实验
不同时间点的 ())检测数据见表 !，按公式

（%）计算出的细胞相对增殖度及毒性评级结果见
表 % ’

#$%&’ ( *+ ,-./0 12 ()) 12 30..4 3/.5/607 89 :;761<0.4 -5 782206095

58=04

)04507 <61/>4
*+ ,-./0

&% : %? : @& : AB :

C.-9D $E#F% $E!@B $EBF? #E$#!
# " G5-97-67 31930956-5819 $E#&% $E!BA $EB$& $EA$&
$EF " G5-97-67 31930956-5819 $E#%$ $E!F@ $EB!! #E$$%
$E& " G5-97-67 31930956-5819 $E#!B $E!!$ $EB%A $EA?F

H19561. $E$$B $E$$! $E$$% $E$$%

#$%&’ " I0.-58,0 <61J5: 6-50 12 30..4 -97 3;5151K8385; <6-70 -5 782206095 58=04

)04507 <61/>
&% : %? : @& : AB :
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通过细胞增殖度计算及毒性评级结果可以看

出，在 &%、%?、@&和 AB :时间点检测由麦克加成所
制备水凝胶材料的不同浓度的浸体液，其细胞毒

性均为 #级，符合生物材料的安全评价标准 ’
综上所述，通过与二硫代苏糖醇发生麦克加

成反应，在人体生理温度和 >M条件下制备了一
种以三臂聚乙二醇丙烯酸酯为骨架的水凝胶 ’该

水凝胶可原位形成，反应过程温和、生物相容 ’通
过控制前体溶液的浓度，可以控制凝胶的成胶时

间，以及所形成的凝胶的溶胀率 ’测试结果显示，
这种水凝胶具备可注射性和可降解性，可应用于

多种不同注射体系，是一种大有希望的可注射生

物医用材料 ’
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