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新型羧甲基壳聚糖水凝胶流变性能, 药物释放及细胞相容性研究 
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(c蒙彼利埃二大 欧洲薄膜研究院  法国 蒙彼利埃 34095) 

摘要  羧甲基壳聚糖含有丰富的羧基和氨基, 通过 1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(EDC)和 N-羟基琥珀酰

亚胺(NHS)共催化交联羧甲基壳聚糖形成新型水凝胶. 调节 EDC/NHS 用量, 制备不同交联度的羧甲基壳聚糖水凝胶

(CMCS hydrogels). 研究水凝胶的流变行为, 结果表明, 高交联度的水凝胶具有较好的弹性形变能力, 较高的储存模量, 

这是因为随着交联度的升高, 羧甲基壳聚糖水凝胶化学交联网络结构趋于完善. 以胸腺五肽(TP-5)为模型药物, 初步评

价 CMCS 水凝胶药物释放行为, 结果表明水凝胶交联度越高, 胸腺五肽释放速度越慢. MTT 法初步评价了水凝胶细胞

毒性, 细胞形态和细胞相对增值速率, 结果表明水凝胶毒性很低. 由此可见, 水凝胶具有良好的生物相容性, 在药物缓

释和组织工程领域具有广阔的应用前景.  
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Rheological Properties, Drug Release Behavior and Cytocompatibility of 
Novel Hydrogels Prepared from Carboxymethyl Chitosan 
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(bQingdao Sinochem New Materials Laboratory, Qingdao 266042) 
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Abstract  Hydrogels were prepared by crosslinking carboxymethyl chitosan (CMCS) using 1-ethyl-3-(3-dimethylamino- 
propyl)-1-carbodiimide/N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS) as catalyst under mild conditions. The resulting hydrogels pre-
sent different crosslinking density, depending on the amount of EDC/NHS. Rheological studies show that hydrogels with 
high crosslinking density present higher storage modulus than those with low crosslinking density. A model drug, thymopen-
tin (TP-5) is loaded in CMCS hydrogels. Parabolic release profiles are obtained in all cases. High crosslinking density hy-
drogels present slower release rate as compared to low crosslinking density ones because the former exhibits more compact 
structure. Preliminary studies were performed to evaluate the cytotoxicity of CMCS hydrogels by using MTT assay. Both cell 
morphology and RGR results show that the CMCS hydrogels present very low toxicity. Therefore, CMCS hydrogels are 
promising for applications in the fields of tissue engineering and controlled drug delivery. 
Keywords  carboxymethyl chitosan; hydrogel; rheological properties; drug release; cytocompatibility 

   
1  引言 

在过去的 20 年中, 生物可降解材料广泛应用于生

物医学领域, 用作手术缝合线, 内固定材料, 药物缓释

载体, 组织工程支架等[1～4]. 这些材料在体内环境中逐

渐降解成小分子, 通过新陈代谢和循环系统排出体外. 

壳聚糖是一种可降解天然高分子, 由氨基葡萄糖和 N-

乙酰基葡萄糖无规衔接而成[5]. 由于壳聚糖含有大量的

氢键和结晶, 水溶性差, 不利于推广应用[6～8]. 通过羧

甲基化改性壳聚糖形成羧甲基壳聚糖(carboxymethyl 

chitosan, CMCS), 具有良好的水溶性、生物相容性和可

降解性, 在食品、卫生、生物医药等领域具有广阔应用

前景[9,10].  

水凝胶是通过交联亲水性大分子形成三维网络结

构, 能够吸收大量组织液和水[11]. 由于水含量高, 跟软

组织相似, 所以其生物相容性良好[12～14]. 水凝胶表面自

由能低, 降低了蛋白质和细胞的表面吸附[15]. 同时, 水

凝胶内部是多孔结构, 可以承载高负荷的化合物(如活

性蛋白质, 多肽), 同时保证营养物质顺利进入和代谢
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产物排出, 因而广泛用于细胞培养支架, 可注射药物释

放体系[14,16～19].  

亲水性大分子或两亲性大分子可以通过物理交联

或者化学交联制备水凝胶. 物理交联通过氢键、结晶、

疏水性作用形成三维网络结构, 化学交联则需要使用交

联剂. 管娟等[20]将大豆蛋白(SPI)和 CMCS 溶液共混后, 

用环氧氯丙烷为交联剂成功制备了SPI/CMCS两性电荷

水凝胶. Tseng 等[21]利用壳聚糖和明胶制备组织工程支

架, 研究了戊二醛, 京尼平, 1-乙基-3-(二甲基氨基丙基)

碳 二 亚 胺 盐 酸 盐 (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- 

1-carbodiimide, EDC)分别作为交联剂制备水凝胶, 结果

表明 EDC 作为交联剂, 水凝胶具有更好的细胞相容性. 

超分子化学的发展促进了研究者对基于主-客体的超分

子凝胶的研究, 林友文等[22]利用葫芦[8]脲(Q[8])的超分

子作用, 在对壳聚糖改性为 N-(4-二甲氨基苯甲基)壳聚

糖(MBCS)的基础上, 制备了 Q[8]/MBCS 超分子水凝胶, 

并研究了 5-氟尿嘧啶的药物释放行为. 另外, 自愈性材

料以其自我修复损伤的特点备受关注, Zhang 等[23]利用

壳聚糖上丰富的氨基与两端被苯甲醛基修饰的聚乙二

醇, 在室温下快速形成具有一定力学强度的动态自愈性

水凝胶, 并对此种水凝胶负载药物后的药物释放行为做

了研究, 在不同外界刺激下药物模型分子表现出不同的

释放行为, 具有可控释放性.  

羧甲基壳聚糖体系一般采用戊二醛交联[9,17], 然而

戊二醛具有细胞毒性[15], 通过对大分子(聚乙二醇、多糖

类等)改性来交联 CMCS 也得到了广泛的研究[24～26], 在

前期工作中, 我们采用 1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二

亚胺盐酸盐 (EDC)/N-羟基琥珀酰亚胺 (N-hydroxysuc- 

cinimide, NHS)体系, 有效催化交联羧甲基壳聚糖[27], 

制备了具有 pH 响应特性的水凝胶, 研究了水凝胶水解

及酶降解行为.  

本文继续研究了不同交联度的羧甲基壳聚糖水凝

胶. 分别以应变, 频率, 时间以及温度为变量, 考察各

类水凝胶的动态流变性能. 以低分子量亲水性的胸腺五

肽(TP-5)为模型药物, 研究了水凝胶的药物释放行为. 

采用制备浸提液的方式, MTT 法初步评价了水凝胶的细

胞毒性.  

2  结果与讨论 

2.1  CMCS 水凝胶的流变性能 

在 25 ℃采用均相反应体系, 以羧甲基壳聚糖为原

料, 通过调节EDC/NHS量制备一系列CMCS水凝胶(表

1). 前期工作已经证明, EDC/NHS 能够有效催化羧甲基

壳聚糖交联反应生成酰胺键, 从而形成水凝胶, 而且

EDC/NHS 用量越高, 水凝胶体系的交联度越大.  

采用流变仪测试水凝胶流动和形变行为. 高分子的

流动特性反映损耗模量的变化, 而形变特性表征高分子

储存模量的变化. 水凝胶的流变性不仅反映水凝胶体系

的粘弹行为和力学性能, 同时也能反映水凝胶网络结构

的变化.  

ArguKelles-Monal等[28]研究了戊二醛交联体系中不

同交联度的壳聚糖化学水凝胶流变行为, 发现随着醛基

/氨基比例的增加, 交联度增大, 储存模量也增大. 对于

EDC/NHS 交联体系, 我们采用不同的 EDC/NHS 用量, 

研究了三种不同交联度的羧甲基壳聚糖水凝胶(表 1).  

表 1  EDC/NHS 体系催化交联羧甲基壳聚糖水凝胶的合成 
Table 1  Synthesis of CMCS hydrogels by crosslinking using EDC/NHS 
catalytic system 

Sample CMCS/g EDC/mg NHS/mg 
EDC/NHS 

(mmol/mmol) 

I 1 96 59 0.5/0.5 

II 1 144 88.5 0.75/0.75 

III 1 192 118 1/1 

 
图 1 是水凝胶储存模量(G')随应变变化曲线图, a, b, 

c 分别是样品 I、样品 II、样品 III. 从图中明显可以看出, 

样品 I 和样品 II 在 20%应变内 G'保持不变, 而样品 III

在 4%以下的应变也基本稳定不变, 此后 G'缓慢降低. 

这可能由于在大的应变下, 样品 III 三维交联结构发生

破碎, 致使储存模量逐渐降低. 此外, 图中也可以看出, 

样品 III 的 G'最高, 样品 II 次之, 样品 I 最小, 表明交联

度越高, 水凝胶的弹性形变能力越好, 与文献报道一 

致[28]. 但是交联度高的水凝胶结构也容易破坏.  

 

图 1  羧甲基壳聚糖水凝胶储存模量 G'随应变变化曲线图 
Figure 1  Storage modulus (G') of CMCS hydrogels as a function of 
applied strain: (a) sample I, (b) sample II, (c) sample III (temperature: 
25 ℃; frequency: 1 Hz) 

图 2 是在施加 1%应变的情况下, 样品 I 储存模量

G'和损耗模量 G"随频率(0.1～100 Hz)的变化曲线图. 对

于化学交联水凝胶的力学性能十分稳定, 通常在频率范

围内, 体系小形变时 G'远大于 G", 并且 G'与频率无关. 

图中可以看出, 在 10 Hz 以下, G'几乎不发生变化, 这表

明样品 I 已经形成比较完好的网络结构. 而大于 10 Hz

时, G'随着频率增加而增加, 这可能由于样品 I的交联度



 

化 学 学 报 研究论文  

  
 
Acta Chim. Sinica 2015, 73, 47—52 © 2015 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn    49 

比较低, 未交联的羧甲基壳聚糖分子发生缠结. 在壳聚

糖体系也有同样的效应[23]. G"随着频率一直增大, 这也

是由于未交联的羧甲基壳聚糖分子运动阻力所致. 图 3

是样品 I, II, III的G'随频率变化图. 图中可以看出, 曲线

c(样品 III)基本不发生变化, 几乎与频率无关, 这表明样

品 III 已经形成完整的网络结构; 曲线 b(样品 II)在高频

率(大于 60 Hz)下有所升高, 幅度不大; 曲线 a(样品 I)在

10 Hz以后, 逐渐上升. 可见交联度越高, 高频区域上升

幅度越小, 这主要由于水凝胶体系中, 交联度越高, 非

交联的羧甲基壳聚糖越少, 分子链缠结发生的几率很

少.  

 

图 2  在施加 1%应变的情况下, 样品 I 储存模量 G'和损耗模量 G"随
频率(0.1～100 Hz)的变化曲线图 
Figure 2  Storage modulus (G') and loss modulus (G") of CMCS hy-
drogel (sample I) as a function of frequency (temperature: 25 ℃; strain: 
1.0%) 

 

图 3  羧甲基壳聚糖水凝胶储存模量 G'随频率变化图 
Figure 3  Storage modulus (G') of CMCS hydrogels as a function of 
frequency: (a) sample I, (b) sample II, (c) sample III (temperature: 25 ℃; 
strain: 1.0%) 

图 4 是样品 I 的存储模量和损耗模量随时间变化曲

线图 .  很明显可以看出 G '远大于 G " ,  这说明在

EDC/NHS 催化下, CMCS 溶液已经转变成 CMCS 凝胶. 

在 1500 s 内样品 I 凝胶的 G'和 G"基本不随时间的改变

而变化, 表明在 1500 s 内应力松弛很小, 样品 I 形成比 

 

图 4  样品 I 的储存模量 G'和损耗模量 G"随时间变化曲线图 
Figure 4  Storage modulus (G') and loss modulus (G") of sample I as a 
function of time (temperature: 25 ℃; frequency: 1 Hz; strain: 1.0%) 

较稳定的网络结构. 图 5是样品 I, 样品 II, 样品 III的储

存模量随时间变化图, 样品 I(曲线 a), 样品 II(曲线 b), 

样品 III(曲线 c)的 G'依次增大, 表明随着交联度的增加, 

水凝胶的 G'增加, 弹性形变能力越好. 同时也可以发现

曲线 a, b, c 的趋势基本不变, 也说明 1500 s 内三种样品

应力松弛很小.  

 

图 5  羧甲基壳聚糖水凝胶储存模量 G'随时间变化图 
Figure 5  Storage modulus (G') of CMCS hydrogels as a function of 
time at 25 ℃: (a) sample I, (b) sample II, (c) sample III (temperature: 
25 ℃; frequency: 1 Hz; strain: 1.0%) 

2.2  CMCS 水凝胶药物释放行为的研究 

胸腺五肽(TP-5)是一种活性免疫性药物, 能够有效

的治疗自身免疫性疾病. TP-5 也是一种小分子多肽结

构, 分子量 600 左右, 很容易失活. 在血液中半衰期仅

仅 5 s, 这是由于血液中多种酶降解 TP5, 低的膜渗透能

力, 最终被新陈代谢. 药物载体包覆 TP-5, 能够有效的

保护 TP-5 的活性, 并且可以实现持续释放. TP5 的释放

体系得到了大量研究[12,29]. 水凝胶也是一种有效的药物

载体, 本文以羧甲基壳聚糖水凝胶为载体, 研究了不同

交联度的 CMCS 水凝胶包埋 TP-5 释放行为.  

20 mg的TP-5包埋在80 mg羧甲基壳聚糖制备的水
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凝胶内部, 图 6 是 TP-5 在 PBS 中释放曲线. 图中 a, b, c

分别代表样品 I, 样品 II和样品 III. 从图中可以看出, 三

种水凝胶都呈逐渐缓慢释放的趋势, 实现持续释放的效

果. 样品 I(曲线 a)前 30 h 释放速率相对较快, 几乎呈线

性释放, 40 h 后释放速率逐渐减慢, 最终释放 95%左右. 

样品 II 和样品 I 很相似, 释放速度略低一点. 而样品

III(曲线 c)释放速度明显慢一些, 但是最终释放率也接

近 95%. 释放速率的差异主要是由于水凝胶内部结构交

联度不同所致(如图7). 样品 I(曲线 a)交联度较低内部的

空洞比较疏松, TP-5 容易从水凝胶的内部扩散出来; 而

样品 III(曲线 c)交联度高, 内部结构相对紧密, TP-5从内

部扩散出来释放相对困难, 其释放速率相对较慢. 在前

期的报道中, 包埋牛血清白蛋白(bovine serum albumin, 

BSA)释放的速率很快, 10 h释放 30%, 远高于TP-5的释

放速度, 这可能由于药物分子的分子量不同所致. 在包

埋过程中, 分子量大的 BSA (Mn≈66000)很难扩散到水

凝胶载体空穴中, 而滞留在表面层, 很容易释放出来. 

图 7 是三种样品在不同放大倍数下的扫描电镜(scanning 

electron microscope, SEM)图, 可以看出水凝胶冻干物是

片状连接而成, 片与片之间有不规则的空洞, 交联度不

同, 片状的厚度不同, 中间的空洞大小不同, 解释了不

同交联度水凝胶的药物释放速率快慢问题.  

 

图 6  TP-5 在 PBS 中释放曲线 
Figure 6  TP-5 release from CMCS hydrogels in PBS at 37 ℃ 
(a) sample I, (b) sample II, (c) sample III 

图 8 是样品 I 包埋不同的含量的 TP-5 释放曲线图. 

从图中看出包埋的 TP-5 越多, 释放的速率略快.  

2.3  CMCS 水凝胶细胞相容性评价 

MTT 试验是一种体外检测细胞毒性和细胞增殖的

常用方法, 其原理是活细胞中的线粒体琥珀酸脱氢酶将 

MTT 分子还原, 产生不溶于水的蓝紫色结晶物甲臢

(Formazan), 其生成量被证明与活细胞的数目成正比. 

二甲基亚砜(DMSO)能溶解沉积在细胞中的甲臢, 再通

过酶联免疫检测仪检测其吸光度值, 即可反映出存活细 

 

图 7  三种样品在不同放大倍数下的扫描电镜图 
Figure 7  SEM images of sample I, II, III hydrogels under different 
magnification 

 

图 8  样品 I 包埋不同的含量的 TP-5 释放曲线图 
Figure 8  TP-5 release from CMCS hydrogels (sample I) with different 
drug loads in PBS at 37 ℃ 
(a) 10 mg, (b) 20 mg 

胞的数量. 本实验选取了样品 I、样品 II、样品 III 作为

评价对象, 试样材料检测结果及毒性级别见表 2, 实验

对照组毒性级别大都为 1 级, 表中显示三种样品的毒性

级别也是 1 级, 可见羧甲基壳聚糖水凝胶毒性很低.  
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表 2  试样材料检测结果及毒性级别 
Table 2  Cytotoxicity grade and cell proliferation ratio of CMCS hy-
drogels 

样品 
48 h 72 h 96 h 

RGR% 毒性级别 RGR% 毒性级别 RGR% 毒性级别

I 83.3 1 87.6 1 91.7 1 

II 83.6 1 77.8 1 75.6 1 

III 87.6 1 84.8 1 94.1 1 

 
图 9 为 L-929 细胞用样品 I, II, III 的浸提液和在阴

性对照组、阳性对照组中培养 72 h 后的细胞形态. 其中

阴性对照材料是不产生细胞毒性的材料, 而阳性对照材

料具有细胞毒性的材料. 图 9 表明, 样品 I(图 9a)、II(图

9b)、样品 III(图 9c)浸提液培养的细胞贴壁良好, 形态正

常, 排列密集, 伸展良好, 细胞呈梭型、椭圆形或多角

形. 细胞均表现出良好的生长状态, 细胞密度及形态均

与阴性对照组(图 9d)相似, 表明材料无明显细胞毒性, 

阳性对照组(图 9e)细胞呈圆形且透亮, 死亡细胞明显增

多, 表现出明显的细胞毒性.  

 

图 9  材料与 L-929 共培养 72 h 后的细胞形态 
Figure 9  L-929 cell morphology after 72 h culture on various materials 
(×100) 
(a) sample I, (b) sample II, (c) sample III, (d) negative control, (e) positive 
control (×100) 

图 10 是不同材料细胞生长的情况, OD 值越大, 细

胞增殖速率越快. 图中可以看出阴性对照组, 水凝胶样

品 II 和样品 III 的细胞增殖速度相似, 表明样品 II、样

品 III对L-929细胞的增殖影响不明显, 都具有较好的细

胞相容性. 阳性对照组明显的表现出抑制细胞生长的作

用. 上述结果与细胞形态结果一致. 样品 II 和样品 III

的交联度不同, 但是细胞相容性很好, 表明细胞毒性与

交联度无关.  

3  结论 

本文使用 EDC/NHS 催化体系, 在室温条件下, 通

过均相反应交联羧甲基壳聚糖, 制备可降解水凝胶药物

缓释体系. 探讨了不同交联度的水凝胶的流变性能. 交

联度越高, 其弹性形变能力越好. 以胸腺五肽(TP-5)为

模型药物, 探究不同交联度的 CMCS 水凝胶的释放行

为, 三种水凝胶均实现了持续释放, 交联度越高, 其释

放速率越慢. 这是因为交联度高的水凝胶其内部空洞结

构致密, 药物分子不易通过渗透而释放出来. 采用制备

浸提液, MTT法初步的评价了CMCS水凝胶的细胞相容

性, 表明 CMCS 水凝胶毒性很低, 在药物缓释和组织工

程领域具有广阔的应用前景.  

 

图 10  不同材料细胞生长情况 
Figure 10  OD values of L-929 cells after 48, 72 and 96 h culture on 
sample I, II, III hydrogels in comparison with negative and positive con-
trols 

4  实验部分 

4.1  羧甲基壳聚糖水凝胶的制备 

250 mL 三口烧瓶中加入 1 g 羧甲基壳聚糖(CMCS), 

再加入 60 mL 去离子水, 磁力搅拌 30～60 min 溶解. 一

定量的EDC和NHS加入40 mL二甲基亚砜(DMSO), 磁

力搅拌溶解. 将 DMSO 溶液转移到滴液漏斗, 逐滴加入

羧甲基壳聚糖水溶液中, 反应温度 25 ℃, 反应时间 15 

h. 产物透析 48 h, 冷冻干燥 24 h, 制成水凝胶冻干物.  

4.2  TP-5 的体外释放行为研究 

4.2.1  TP-5 标准曲线测定 

精密称取 50 mg胸腺五肽(TP-5), 置于 5 mL容量瓶

中, 去离子水加至刻度, 摇匀备用, 定容. 然后用去离

子水精密稀释成 5, 1, 0.1, 0.01 mg/mL的标准溶液, 高效

液相色谱(HPLC)方法每次取样分析, 重复 2 次, 以峰面

积相对于胸腺五肽标准溶液浓度(mg/mL)进行线性回

归, 做图分析得到TP-5浓度－峰面积标准曲线方程, 在

0.01～5 mg/mL 的浓度范围内线性关系很好.  

4.2.2  水凝胶对 TP-5 的体外释放 

称取一定量的胸腺五肽, 溶于 5 mL 去离子水中. 

充分溶解后, 称量约 80 mg 的冻干物, 加入刚配置的胸

腺五肽溶液中, 静置吸水膨胀. 加入 3 mL 水, 待充分溶

胀后, 置于透析袋中, 浸泡在 15 mL pH＝7.4 的磷酸盐

缓冲溶液(PBS)中, 37 ℃恒温条件下开始进行药物释放, 

定时取出所有释放介质, 同时补加 15 mL新鲜PBS缓冲
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溶液, 通过高效液相色谱仪(HPLC)测定取出的缓冲溶

液样品中胸腺五肽含量. 绘制出累积药物释放曲线.  

4.3  水凝胶细胞毒性测试 

称取水凝胶冻干物 30 mg, 浸泡在无水乙醇中 5 

min, 正反两面紫外消毒灭菌各 12 h[30]. 以 DMEM 为浸

提介质, 每 30 mg 材料加 5 mL DMEM, 在 37 ℃无菌条

件下用水浴振荡器浸提上述样品 24 h, 经 0.22 μm 微孔

膜过滤, 制备浸提液. L929 细胞接种于 96 孔板, 每孔

100 μL, 每种材料预设 3 孔平行样, 在 37 ℃, 5% CO2, 

RH 97%的 CO2培养箱中分别培养 48, 72, 96 h. 在倒置

显微镜(Olympus, 日本)下观察细胞形态. 避光条件下, 

细胞培养板每孔弃原液, 加 150 μL 培养液和 20 μL 

MTT, 37 ℃下 CO2培养箱中培养 5 h. 取出弃原液, 加

150 μL DMSO, 振荡器震摇 8 min, 酶标仪(BioTek, 美

国)490 nm 处测试吸光度(OD 值).  

细胞相对增殖率(RGR)计算及细胞毒性评级参照国

家标准 PRC GB/T 16175-1996 推行的方法, 按照公式(1)

计算细胞的相对增殖度(Relative growth ratio, RGR), 并

根据细胞相对增殖率进行细胞毒性评价(Table 3).  

(RGR)%

OD OD
%

OD OD

细胞增殖率 ＝

实验组 平均值－空白对照组 平均值
×100

正常对照组 平均值－空白对照组 平均值

 

  (1) 

表 3  细胞增殖率对细胞毒性评价 
Table 3  Cytotoxicity grades as a function of RGR 

细胞毒性分级 0 级 1 级 2 级 3 级 4 级 5 级

RGR ≥100% 75%～99% 50%～74% 25%～49% 1%～24% 0%
注: 试验结果细胞毒性分级 0 或 1 级为合格; 细胞毒性 2 级的应结合细胞
形态分析综合评价, 细胞毒性 3～5 级为不合格. 
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