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明胶基复合水凝胶中微纳米生物活性玻璃含量对其 

体外矿化及降解性能的影响 
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摘  要：近年来，基于明胶和微纳米生物活性玻璃(MNBG)的复合水凝胶被广泛用于组织再生领域，然而 MNBG 对水凝胶矿

化和降解性能的调控规律尚不明确。通过制备不同 MNBG 含量的明胶基复合水凝胶，探究了 MNBG 含量对复合水凝胶体外

矿化及降解性能的影响。结果表明：复合水凝胶体系不影响 MNBG 的生物活性离子释放，而表层高含量 MNBG 团聚体形成

负曲率接触界面则是复合水凝胶发生体外矿化的必要条件；此外，提高 MNBG 的含量和快速矿化形成羟基磷灰石层均能够

有效降低明胶基复合水凝胶的降解速率。 
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Abstract: In recent years, the composite hydrogels composed of micro-nano bioactive glass (MNBG) and gelatin are widely used in 
tissue regeneration. However, the relationship between hydrogels and MNBG in terms of mineralization and degradation is still 
unclear. In this paper, gelatin based composite hydrogels with different concentrations of MNBG were prepared, and the effect of 
MNBG on the mineralization and degradation properties of composite hydrogel was investigated by in vitro experiments. The results 
show that the composite hydrogel does not affect the bioactive ion release of MNBG, and the formation of negative curvature 
interface by a high concentration of MNBG aggregates is a necessary condition for composite hydrogels to mineralize. In addition, 
increasing the concentration of MNBG and quickly mineralizing to form hydroxyapatite layer can effectively reduce the degradation 
rate of gelatin based composite hydrogel. 
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生物活性玻璃(BG)是由 Larry Hench 教授团队

发明的一种具有无机非晶态结构和组织修复活性的

玻璃材料[1]，自 20 世纪 90 年代获美国 FDA 批准以

来，已被广泛应用于骨、齿和皮肤等领域的组织再 
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生修复治疗中。在骨修复领域，BG 可通过与体液

进行离子交换释放 Si、Ca 等生物活性离子，诱导骨

祖细胞成骨分化[2]，并通过矿化形成羟基磷灰石(HA)
实现材料与骨的整合，引导新骨生长并最终实现骨

损伤的重建[3]。但 BG 由于生产工艺的限制，其粉

体形貌及组分均一性较差，近年来随着 BG 生产加

工工艺的不断优化改进，使用溶胶–凝胶法与模板法

相结合制备的微纳米生物活性玻璃(MNBG)已成功

实现了粉体形貌、尺寸和组成的可控制备，成为新

一代 BG 骨修复材料的研究重点[4–5]。 
然而，MNBG 由于缺乏有效的自固化方法，在

骨修复材料的开发中常将其与高分子材料相复合，

如 MNBG 复合纤维[6]、复合支架[7]及复合水凝胶材

料等[8]。特别是以明胶或透明质酸等天然高分子为

主要成分的复合水凝胶，由于能够形成类细胞外基

质环境，在组织工程材料的开发中逐渐成为研究热

点[9]。已有多种基于 MNBG 和天然高分子的可注射

原位成型、3D 打印或智能响应复合水凝胶被应用于

骨损伤的再生修复，并在研究中取得了极佳的修复

效果[10–12]。但在复合水凝胶的相关研究中，MNBG
常被作为一种释放生物活性离子的功能单元进行添

加，而其矿化形成 HA 这一骨整合能力的重要体现

在水凝胶中如何被影响，以及 MNBG 对天然高分子

水凝胶降解性的作用在研究中却并未引起足够的重

视，其相互作用关系仍有待研究。 
在本工作中，将 MNBG 与多巴胺改性明胶相混

合，通过 HRP/H2O2 酶交联反应制备了一种 MNBG
明胶基复合水凝胶 Gel–MNBG，以其为例详细研究

了 MNBG 在水凝胶中的离子释放和体外矿化的一

般过程及其影响因素，并进一步探究了 MNBG 对明

胶基天然高分子水凝胶降解性的影响。 

1  实验 
1.1  材料 

所用分析纯硅酸四乙酯(TEOS)、磷酸三乙酯

(TEP)、十二胺(DDA)、明胶、盐酸多巴胺、碳二亚

胺盐酸盐(EDC)、N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)及过氧化

物脱氢酶(HRP)均购买自上海阿拉丁试剂有限公

司；无水乙醇、四水合硝酸钙和过氧化氢购买自广

州化学试剂厂。 
1.2  MNBG 粉体的制备 

采用溶胶–凝胶法结合模板法制备了 MNBG[13]。

首先将 4 g DDA 溶解于 100 mL 乙醇与去离子水的

混合溶液中(乙醇:水的体积比为 4:1)，随后将 16 mL 
TEOS 加入至上述溶液中并在 40 ℃搅拌形成乳白色

溶液。30 min 后滴加 1.22 mL TEP 并在分散均匀后

称取 2.57 g 四水合硝酸钙缓慢加入，继续反应 3 h。
反应结束后静置产物 1 d，离心分离沉淀并使用乙醇

和去离子水交替清洗，烘干后将粉体置于重庆雅马

拓公司 FO311C 型程序控温马弗炉中 650 ℃煅烧   
3 h，得到最终产物。 
1.3  多巴胺改性明胶及复合水凝胶的制备 

将5 g明胶加入浓度为50 mmol/L的吗啉乙磺酸

缓冲液中(pH=5.0)，60 ℃溶解后冷却至室温。将

0.37 g EDC、0.11 g NHS 和 3 g 盐酸多巴胺依次加入

到上述溶液中，室温避光反应 24 h，反应结束后产

物使用截留分子量 3 500 的透析袋对水透析 4 d，冷

冻干燥后得到白色絮状产物。 
向 5 mL 去离子水中分别加入 0、0.05 g 和 0.10 g

的 MNBG 粉体(分别对应 Gel、Gel-5MNBG 和

Gel-10MNBG 3 种组分)超声分散均匀。随后将 1.0 g
多巴胺改性明胶溶解于上述溶液，并加入 50 μL HRP
溶液(质量浓度为 30 mg/mL)，得到水凝胶前体溶液。

将前体溶液注入聚二甲基硅氧烷模具中(ϕ10 mm×  
8 mm)，4 ℃静置 20 min 使其能够顺利脱模，随后将

水凝胶浸泡入浓度为5 mmol/L的H2O2溶液中10 min
使其完全交联，使用去离子水置换水凝胶内溶液后

进行后续测试。 
1.4  复合水凝胶体外矿化及降解的检测 

MNBG 及其复合水凝胶的表面形貌通过德国

Zeiss 公司 DSM 982i 型扫描电子显微镜(SEM)进行

观察。复合水凝胶的体外矿化通过将其浸泡于模拟

体液(SBF)中孵育不同时间进行测试，将各组复合水

凝胶分别投入自身质量 20 倍的 SBF 中，置于 37 ℃

摇床内 100 r/min 孵育，分别在第 1、3、5 d 和 7 d
将复合水凝胶取出，冷冻干燥后通过 SEM 观察其表

面形貌，通过德国 Bruker 公司 D8 Advance 型 X 射

线衍射仪(XRD)分析样品表面的晶相组成；于各时

间点取 10 mL 矿化溶液使用美国 Leeman 公司 PS 
1000-AT 型电感耦合等离子发射光谱仪测定溶液中

Si、Ca 和 P 3 种元素的浓度。 
对于降解性的研究，将各组复合水凝胶冷冻干

燥后记录其质量为 m0，随后将其置于 SBF 中分别

孵育 7、14 d 和 21 d，过滤并冷冻干燥收集水凝胶，

分别记录其质量 mt，水凝胶剩余质量分数 mr=mt/ 
m0×100%。 
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2  结果与讨论 
2.1  MNBG 及其复合水凝胶的显微结构 

首先基于溶胶–凝胶法与模板法制备了 MNBG。

如图 1 所示，MNBG 具有良好的球形形貌和单分散

性，其平均粒径为 649 nm。进一步通过 HRP/H2O2

酶交联反应，使用多巴胺改性明胶和 MNBG 分别

制备了不同 MNBG 含量的复合水凝胶。如图 1d 和

图 1f 所示，不含 MNBG 的 Gel 水凝胶表面形貌光

滑，对于添加了 MNBG 的复合水凝胶，Gel–5MNBG
复合水凝胶表面可见较为稀疏的微球分布，

Gel–10MNBG 组表面的 MNBG 分布则更加密集，

可明显观察到微球在 Gel–10MNBG 复合水凝胶中

形成了大量团聚体。 
 

 
图 1  MNBG 和复合水凝胶的形貌检测 

Fig. 1  Morphological detection of MNBG and composite hydrogels 
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2.2  复合水凝胶体外矿化特性 
通过生物矿化形成HA是MNBG复合材料实现

骨整合的基础，在本工作中利用体外矿化实验详细

研究了MNBG复合水凝胶的矿化规律。如图2所示，

在矿化实验周期内 Gel 组水凝胶的表面形貌未发生

明显改变。Gel–5MNBG 复合水凝胶在实验过程中

可观察到微球由分散向聚集的变化，但团聚体被聚

合物包裹，最终无明显矿化产物生成。而对于

Gel–10MNBG 复合水凝胶，体外矿化 1 d 时即可明

显观察到复合水凝胶表面的 MNBG 团聚体上有颗

粒状矿化产物形成；体外矿化 3 d 和 5 d 的 SEM 照

片显示矿化产物逐渐增加，微球间的界面已被新生

产物完全覆盖，微球互相连接形成整体；此外，可

明显观察到视野内 MNBG 的数量随体外矿化实验

的进行显著增加，且其分布层次感较强；在体外矿

化 7 d 时，SEM 照片显示矿化区域的 MNBG 已完全

被新形成的矿化产物所取代，片状的矿化产物互相

结合形成花状结构，覆盖于复合水凝胶表面。 

 
图 2  复合水凝胶矿化 1、3、5 d 和 7 d 后的表面 SEM 照片 

Fig. 2  SEM images of composite hydrogels after mineralization for 1, 3, 5 d and 7 d, respectively 
 

进一步检测矿化过程中矿化液各元素的质量

浓度(表 1)发现，Gel 组在此过程中矿化液内 Si、
Ca 和 P 3 种元素的质量浓度未发生明显变化，而复

合水凝胶则均会在初期出现矿化液内 Si、Ca 元素

质量浓度的升高。在各元素的变化趋势中，Si 元素

质量浓度在初期快速升高后变化逐渐趋于平稳，而

Ca 和 P 2 种元素质量浓度的变化趋势在不同

MNBG 含量的复合水凝胶中差异较大。对于

Gel–5MNBG，其 Ca 元素质量浓度在矿化周期内呈

缓慢增长的趋势，P 元素浓度在整个周期内未观察

到明显变化；而对于 Gel–10MNBG，其 Ca 元素质

量浓度在矿化前 3 d 增长较快，随后迅速降低，同

时 P 元素在矿化 1 d 后也出现了质量浓度快速降低

的趋势。 
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表 1  复合水凝胶矿化各时间点矿化液的元素质量浓度(c) 
Table 1  Element mass concentration (c) of mineralizing solution at each time of composite hydrogel mineralization 

Time/d 

c/(mg·L–1) 

Gel Gel–5MNBG Gel–10MNBG 

Si Ca P Si Ca P Si Ca P 

0 0.08 96.07 37.97 0.02 95.70 38.32 0.12 97.38 37.99 

1 0.10 96.91 35.66 9.35 97.88 37.96 16.04 101.42 37.96 

3 0.07 96.79 36.09 15.46 97.53 38.01 29.35 103.05 35.97 

5 0.05 97.16 36.89 18.75 97.89 37.97 29.84 98.07 33.92 

7 0.07 96.90 37.28 19.30 98.34 38.56 30.10 68.14 15.97 

 
通过 XRD 对复合水凝胶矿化过程的表面产物

进行了分析。如图 3 所示，对于 Gel 组，其矿化过

程材料晶相结构无明显变化，XRD 谱中未见新峰生

成；对于 Gel–5MNBG 组，复合水凝胶在矿化后

于约 32°左右形成了较弱的弥散峰，表明其表面发

生了一定程度的 Ca、P 沉积；而对于 Gel–10MNBG
复合水凝胶组，体外矿化 5 d 时可在 26°和 32°左右

观察到明显的衍射峰生成，随后在 7 d 时该衍射峰

强度增加，并伴有新衍射峰出现，通过对比可明

确位于 26°，32°，39°，46°，49°和 53°的衍射峰

分别与 HA 的(002)，(211)，(310)，(222)，(213)
和(004)晶面相对应，验证了 Gel–10MNBG 复合水

凝胶在矿化过程中是通过 Ca 和 P 的沉积逐渐矿化

形成 HA。 

 
(a) Gel                                                 (b) Gel–5MNBG 

 
(c) Gel–10MNBG 

图 3  复合水凝胶矿化不同时间的 XRD 谱 
Fig. 3  XRD spectra of composite hydrogel mineralization at different time 
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2.3  复合水凝胶体外降解性能 
过快的降解速率一直是限制明胶等天然高分子

用于组织修复的重要因素，在探索 MNBG 复合水凝

胶矿化规律的基础上，进一步研究了添加 MNBG 对

明胶基天然高分子水凝胶降解速率的影响。如图 4
所示，在降解过程中 Gel 水凝胶表现出较快的质量

损失速率，而添加了 MNBG 的复合水凝胶质量损失

较少，其中 Gel‒10MNBG 复合水凝胶在 21 d 时剩

余质量仍保持在 90%左右。 

 
ns means no statistical difference, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

图 4  复合水凝胶降解 7、14 d 和 21 d 后的剩余质量分数 
Fig. 4  Mass remaining of composite hydrogels degraded by 7, 

14 d and 21 d, respectively 
 
对比图 5 所示各复合水凝胶降解 14 d 后的表面

形貌可发现，Gel 水凝胶在 14 d 时结构损坏严重；

Gel–5MNBG 复合水凝胶表面出现大量孔洞，但结

构相对完整；而 Gel–10MNBG 复合水凝胶在 14 d
时其表面被 HA 矿化层所覆盖，整体结构完整。通

过对比可发现 MNBG 的添加可有效降低明胶基水

凝胶的降解速率，而这一效果在复合水凝胶形成HA
层后更加明显。这可能是由于 MNBG 与明胶分子链

间的相互作用增强了材料的整体稳定性，而更为关

键的是对于高 MNBG 含量的复合水凝胶，其表面

HA 层的形成阻碍了明胶与溶液间的接触，抑制支

架的降解并保证了水凝胶整体结构的完整性。 
2.4  复合水凝胶体外矿化规律及机理分析 

基于生物活性玻璃的矿化机理[14–15]，结合各复

合水凝胶表面形貌、矿化液离子浓度、XRD 检测结

果及降解速率的变化，可对 MNBG 明胶基天然高分

子水凝胶的体外矿化规律进行如下分析(图 6)。实验

结果表明，添加 MNBG 的复合水凝胶在矿化初期均 

 
(a) Gel 

 

(b) Gel–5MNBG 

 

(c) Gel–10MNBG 

图 5  复合水凝胶降解 14 d 的 SEM 照片 
Fig. 5  SEM images of composite hydrogels after degradation 

for 14 d  
 
有明显的 Ca 和 Si 溶出现象，这是因为复合水凝胶

在进入 SBF 环境中后，MNBG 硅氧网络中通过离子

键与 Ca2+连接的非桥氧[(≡Si—O)2Ca]将首先因为

Ca2+与 H+的离子交换而发生结构断裂，溶出 Ca2+并

在局部形成弱碱性微环境。在弱碱性环境作用下，

水分子攻击 Si—O—Si 网络使其进一步被破坏，从

而在 MNBG 表面形成含水硅酸凝胶层，并以可溶性

硅酸凝胶的形式溶出 HSiO3
–和 SiO3

2–。 
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图 6  复合水凝胶体外矿化过程分析 

Fig. 6  Analysis of mineralization process of composite hydrogel in vitro 
 

(≡Si—O)2Ca+2H+OH‒→2(≡Si—OH)+2OH‒+Ca2+  
  (1) 

≡Si—O—Si≡+H2O→≡Si—OH+≡Si—OH   (2) 
≡Si—OH+≡Si—OH→≡Si—O—Si≡+H2O   (3) 
随后，MNBG 的矿化需要表层硅羟基间脱水聚

合形成富 SiO2 层(富硅层)，使微球内部及 SBF 中的

Ca2+和 PO4
3–在富硅层中沉积以形成无定形 CaO/ 

P2O5 层，并随沉积过程逐渐形成晶核并生长为 HA
晶体。而这一过程与 MNBG 的含量和聚集态关系密

切，相互团聚的微球交界形成的负曲率界面有利于

硅羟基间的脱水聚合，且其局部 Ca2+和 PO4
3–的浓

度也相对较高，二者均能加速其矿化的进行。因此

对于 MNBG 含量较高的复合水凝胶，表面高密度的

MNBG 团聚体使其在矿化 1 d 时即可在微球表面及

间隙处观察到明显的沉积物生成；而对于 MNBG 含

量较低的复合水凝胶，微球分布较为分散，独立的微

球具有曲率为正的球形表面，对于其弱碱性微环境

的形成、硅羟基的脱水聚合以及钙和磷的沉积而言

均具有不利影响，致使其矿化速率缓慢。 
此外，复合水凝胶在矿化过程中，还伴随着明

胶逐步降解的过程。对于 MNBG 含量较低的复合水

凝胶，随着水凝胶的逐步降解，分布在其表层的未

完全矿化的 MNBG 会由于失去附着而脱落，从而始

终无法在水凝胶表面形成矿化层。而对于 MNBG 含

量较高的复合水凝胶，由于 MNBG 团聚体间快速进

行硅羟基的聚合和 Ca、P 沉积，在复合水凝胶表面

形成相互连接的整体，伴随水凝胶的逐步降解，大

部分密度较高的团聚体由于可不断地与下一层团聚

体间通过快速矿化形成连接而稳定在复合水凝胶表

面，从而能够逐渐形成羟基磷灰石矿化层，这也是

在图 2中Gel‒10MNBG矿化过程中观察区域内微球

密度逐渐升高的原因。 

3  结论 
通过制备不同 MNBG 含量的明胶基复合水凝

胶，研究了 MNBG 对水凝胶体外矿化和降解性能的

影响。结果表明水凝胶体系对 MNBG 生物活性离子

的溶出无明显影响，而复合水凝胶的矿化和降解性

能则由其 MNBG 的含量决定。高含量 MNBG 在水

凝胶中团聚并形成负曲率界面是复合水凝胶能够在
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表面快速矿化形成 HA 的必要条件，且 MNBG 的添

加和复合水凝胶表面 HA 层的形成均能显著降低明

胶基水凝胶的降解速率。因此，通过改变 MNBG 的

添加含量可有效调控明胶等天然高分子复合水凝胶

的矿化及降解性能，基于此方法有望使其更好的匹

配骨组织的再生修复需求。 
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