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多肽刚性纳米纤维复合ⅠⅠ型胶原水凝胶的
制备工艺与力学性能研究
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摘  要 : Ⅰ型胶原蛋白是人体中最丰富的胶原蛋白。Ⅰ型胶原水凝胶虽因优异的生物相容

性与软骨诱导性成为仿生支架首选，但其力学强度低、降解过快，难以满足长期植入需求。多

肽刚性纳米纤维（PRNs）是一种新型仿生材料，具有类胶原的多股螺旋结构（直径约 2 nm），经

甲基丙烯酸酐改性后可赋予光敏活性（MA-PRNs），其超高强度与多修饰位点为胶原基材料

增强提供一种可行路径。本研究通过物理掺杂与光交联两种策略，构建不同 PRNs/MA-

PRNs 掺杂比例的胶原基复合水凝胶。研究结果表明，物理复合体系中 5% PRNs 掺量时抗形

变能力最优，但是物理复合体系仅依赖非共价缠结，网络稳定性差，在 5 h 内降解完全。光交

联策略则通过 MA-PRNs 与胶原网络的共价桥接，显著提升材料性能。3% MA-PRNs 掺量时

可增加网络交联密度，实现致密化，使压缩模量达 0. 01 MPa，降解速率最慢。本研究明确了填

料含量与交联模式对胶原水凝胶力学及降解行为的调控规律，通过精准设计可实现材料性能

的定制化，为高性能纳米复合生物材料的开发提供了关键理论与实验依据。
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Fabrication and mechanical properties of type ⅠⅠ collagen hydrogels 
reinforced with peptide rigid nanofibers
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Abstract: Type Ⅰ collagen is the most abundant collagen in the human body.  Type Ⅰ collagen hydrogels 
are often used as biomimetic scaffolds because of their biocompatibility and chondroinductive properties， but 
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者，成都市人才计划入选者。聚焦生物分子材料前沿领域，以生物相容、可降解、结构

可设计、功能多元的多肽为核心原料，突破传统多肽基材料在稳定性、力学性能、多功

能集成及生物电活性等方面的瓶颈，系统开展高性能多肽生物材料的基础研究与应用

转化攻关，为生物医用、智能传感、组织工程等领域提供兼具生物相容性与优异服役性

能的新型材料体系。以第一作者和通信作者身份在 Nature、JACS、Angew、Nat Com⁃
mun、AFM 等杂志发表学术论文 20 余篇，并获授权发明专利 10 余件，其中已有多件实

现专利转化。
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their low mechanical strength and rapid degradation limit long-term implantation.  Peptide rigid nanofibers 
（PRNs） are a biomimetic material with a collagen-like multistranded helical structure approximately 2 nm in 
diameter.  Photosensitivity can be introduced through methacrylic anhydride modification （MA-PRNs）， and 
their high strength and multiple modification sites may be used to reinforce collagen-based materials.  In this 
study， collagen-based composite hydrogels containing different proportions of PRNs or MA-PRNs were pre⁃
pared by physical blending or photocrosslinking.  In the physically blended system， the best resistance to de⁃
formation was obtained at 5% PRNs.  However， because the network depended only on noncovalent en⁃
tanglement， its stability was low， and complete degradation occurred within 5 h.  In the photocrosslinked sys⁃
tem， material properties were improved through covalent bridging between MA-PRNs and the collagen net⁃
work.  At 3% MA-PRNs， the crosslink density was increased and the network was densified， resulting in a 
compressive modulus of 0. 01 MPa and the slowest degradation rate.  The effects of filler content and cross⁃
linking mode on the mechanical properties and degradation behavior of collagen hydrogels were determined.  
These properties can be adjusted through material design， providing theoretical and experimental information 
for the development of nanocomposite biomaterials.
Keywords: peptides； rigid nanofibers； type Ⅰ collagen； hydrogels

关节软骨的再生修复高度依赖于支架材料的

力学支撑与生物功能的协同。理想的软骨支架不

仅需要具备仿生的化学信号，更必须拥有能够抵

抗关节动态载荷的力学强度及匹配组织再生的降

解周期［1-3］。在众多天然高分子中，Ⅰ型胶原作为

人体组织内最丰富的结构蛋白，长期以来被视为

构建仿细胞外基质（ECM）的首选材料［4-5］。张兴

栋院士课题组围绕 I 型胶原水凝胶开展了大量软

骨构建研究，证实了其在维持细胞表型、促进软骨

再生方面具有独特的优势［6-9］。然而，从材料的角

度来看，纯Ⅰ型胶原水凝胶属于典型的软物质体

系，其较低的交联密度导致力学模量（通常仅几千

帕）远不能满足负重关节的生理需求；同时，其易

受基质金属蛋白酶（MMPs）侵蚀的特性导致了体

内降解速率过快，难以维持长期的立体结构稳定

性。为了突破这一性能瓶颈，研究人员通常采取

复合增强的策略。传统的增强相（如羟基磷灰石、

生物玻璃或合成纤维）虽然能提高模量，但往往面

临界面不相容、韧性下降（脆断）以及生物惰性等

问题，破坏了胶原原有的生物活性微环境［10-12］。因

此，开发一种本身具有类胶原特征、同时又能提供

超强刚度的“纳米增强体”，是实现胶原水凝胶高

性能化的关键。

我 们 在 前 期 报 道 了 一 种 肽 基 刚 性 纳 米 棒

（Peptide-based rigid nanorods），通过共价键引入至

甲基丙烯化明胶，构建了 NSG 水凝胶，在提升力学

性能的同时，保留其光固化和生物相容性优势，已

经用于解决承重组织修复与增材制造的核心材料

瓶颈。在此基础上，多肽刚性纳米纤维（Peptide-

based rigid nanofibers， PRNs）有望为本研究提供

理想的材料学解决方案。PRNs 是一种通过精准

分子设计合成的仿生纳米材料，具有与天然胶原

类似的三聚 α-螺旋二级结构，直径约为 2 nm，能够

在纳米尺度上与胶原纤维实现结构匹配；PRNs 不
同于柔性高分子链，PRNs 由反向平行四聚体（纳

米束  Bundlemer）通过点击化学反应聚合而成，这

种致密的交联结构赋予了其极高的轴向刚度和强

度，具有作为复合材料中的纳米钢筋的潜力［13-15］。

同时，PRNs 表面富含多种活性基团（如巯基、双

键），提供了丰富的化学修饰位点，使其能够与胶

原分子链发生化学反应和强界面相互作用，从而

有效传递应力并延缓降解［16-17］。

本研究立足于上述材料学特性，旨在通过物

理共混与化学交联的双重策略，将 PRNs 引入 I 型
胶原基质中。我们系统探究了不同 PRNs 掺杂比

例对复合水凝胶微观结构演变、力学性能及降解

性能的影响。期望通过这种“刚柔并济”的仿生复

合策略，制备出一种力学强度可调节、降解行为可

控的新型复合水凝胶（图 1），为软骨组织工程领域

的胶原基功能材料提供新的素材。

1　材料与方法

1. 1　多肽刚性纳米纤维的制备

1. 1. 1　多肽 1和多肽 2的合成与质谱表征

首先，采用固相合成法合成多肽 1 和多肽 2，并
在 N 端修饰不同的反应基团（图 2）。具体实验方
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法是使用基于 Fmoc 标准方案的氨基树脂，在 Lib⁃
erty blue 微波多肽合成仪（CEM）上通过固相多肽

标准合成法（SPPS）以 0. 25 mmol的摩尔数从 C 端

到 N 端合成所有多肽的氨基酸序列。通过在 90 ℃
下微波加热 2 min，使树脂与氨基酸（0. 2 mmol）、
氰基（羟亚胺基乙酸乙酯）（Oxyma 1 mmol）和 N，

N'-二异丙基碳二亚胺（DIC 0. 5 mmol）的 N，N-二

甲基甲酰胺（DMF）混合溶液发生偶联反应。然后

用 DMF 洗涤树脂 4 次。使用 20% 哌啶的 DMF 溶

液在 90 ℃下通过微波加热对氨基酸保护基团进行

0. 5 min 的脱保护。在固相多肽合成仪上合成后，

将 N-（3-羧丙基）马来酰亚胺（1 mmol）、O-（1H-苯

并三唑 -1-基）-N，N，N′，N′-四甲基脲六氟磷酸盐

（HBTU 1 mmol）和 N，N- 二 异 丙 基 乙 胺

（2. 5 mmol）的 DMF 混合溶液加入树脂中进行偶

联反应，摇晃反应溶液 1 h 后，用 DMF 溶液洗涤树

脂三次。随后，再次添加相同的化合物以实现双

次 N-（3-羧丙基）马来酰亚胺偶联反应。反应结束

后，采用 DMF（10 mL，3 次）和二氯甲烷（DCM，

10 mL，2 次）洗涤树脂。然后，使用由 95% 三氟乙

酸（TFA）、2. 5% 三异丙基硅烷（TIPS）和 2. 5% 去

离子水组成的裂解液裂解树脂 3 h，然后将裂解液

沉淀在冰乙醚中三次，得到多肽 1 的粗品（图 3）。
多肽 2 在微波辅助的固相多肽合成仪上直接进行

SPPS。 然 后 使 用 由 92. 5% TFA、2. 5% TIPS、

2. 5% 1，2-乙二硫醇（EDT）和 2. 5% 去离子水组

成的裂解溶液直接裂解树脂 3 h，并将裂解溶液沉

淀在冰乙醚中，得到多肽 2（图 4）的粗产品。

准确称取适量的多肽 1 或多肽 2 溶解于乙腈

和水的混合溶液（VCH3CN∶VH2O=4∶6）中，浓度

为 10 mg/mL。混合溶液经过 0. 45 μm 有机滤头过

滤，每次利用注射器向高效液相仪打入混合溶液

3 mL，根据仪器显示的荧光强度 -时间曲线收集多

肽溶液，完成纯化步骤。将收集到的多肽溶液进

行旋蒸收缩体积至 30 mL，冷冻并冻干。最终得到

多肽 1 或多肽 2 的纯产物。检测条件：流动相是含

1% 三氟乙酸的乙腈：含 1% 三氟乙酸的水溶液=
2∶8，温度 25 ℃，检测波长为 220 nm。准确称取适

量的多肽 1 或多肽 2 溶解于乙腈和水的混合溶液

（VCH3
CN∶VH2O=4∶6）中制备浓度为 0. 05 mg/mL

的多肽溶液。多肽溶液经过 0. 45 μm 有机滤头过

滤后，利用 1 mL 注射器向 Waters K13 QSM 178A 
质谱仪进样并采集质谱数据。

图 1　多肽刚性纳米纤维复合Ⅰ型胶原水凝胶的路线示意图

Fig. 1　The route diagram of PRNs composite type Ⅰ colla⁃
gen hydrogel

图 2　多肽 1 和多肽 2 的组分设计与结构

Fig. 2　Design and structure of polypeptide 1 and 2

图 3　多肽 1 的合成路线

Fig. 3　Synthesis of peptides 1
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1. 1. 2　多肽 3和多肽 4的合成与质谱表征

将多肽 1 与多肽 2 羧基端（C 端）倒数第 17 位

氨基酸替换为 Fmoc-Lys（Alloc）-OH，具体多肽序

列如图 5 所示。具体合成路径如图 6 和图 7 所示，

采用标准固相多肽合成（SPPS）技术，在树脂上完

成 29 个氨基酸残基的多肽链合成，合成规模为

0. 25 mmol，所得多肽的所有侧链基团及氨基端（N
端）均处于保护状态。随后参照 Thieriet 等 1997 年

报道的文献方法［18］，脱除赖氨酸侧链的 Alloc 保护

基。脱保护前，先用 10 mL 二氯甲烷（DCM）对树

脂进行 5 次洗涤处理。接着配制 10 mL 含四（三苯

基膦）钯（Pd（PPh ₃）₄，0. 10 倍当量）与苯基硅烷

（PhSiH₃，24 倍当量）的 DCM 溶液，用于 Alloc 基团

脱保护；室温反应 20 min 后，更换新鲜反应液重复

脱保护操作一次。反应结束后，采用 10 mL 二氯甲

烷将树脂洗涤 8 次，彻底去除残留反应试剂。然后

向处理后的树脂中加入含 1 mmol 甲基丙烯酸酐，

1. 5 mmol N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）和 2 mmol N，

N'-二异丙基碳二亚胺（DIC）的 N，N-二甲基甲酰

胺（DMF）反应液，室温振荡反应 5 h，完成多肽侧

链的甲基丙烯酸酐化修饰。随后开展多肽氨基端

的功能化修饰，接枝马来酰亚胺与巯基官能团：向

修饰完甲基丙烯酸的树脂中加入 8 mL 现配的

DMF 混合反应液，包含 1 mmol N-（3-羧丙基）马来

酰亚胺、1 mmol 六氟磷酸 2-（6-氯 -1H-苯并三唑 -1-

基）-1，1，3，3-四甲基铵盐（HCTU）及 2. 5 mmol 
DIPEA，室温振荡反应 3 h。为保证偶联充分，更

换等量新鲜反应液重复偶联操作。偶联反应完成

后，依次用 10 mL DMF 洗涤树脂 3 次、10 mL 二氯

甲烷（DCM）洗涤树脂 2 次。再采用体积分数 20%
的哌啶/DMF 溶液（每次 10 mL，反应 10 min，重复

2 次），脱除多肽的全部保护基团。本实验后续的

裂解、提纯和质谱表征方法与前文 1. 1. 1 完全一致

（多肽 3 对应多肽 1，多肽 4 对应多肽 2）。

1. 1. 3　多肽纳米束的制备

准确称取适量的多肽 1、多肽 2、多肽 3 和多肽  
4 分别溶解在去离子水中摇晃过夜。多肽 1、多肽

2、多 肽 3 和 多 肽  4 自 组 装 形 成 多 肽 纳 米 束 1
（Bundlemer 1）、零维多肽纳米束 2（Bundlemer 2）、
多肽纳米束 3（Bundlemer 3）、零维多肽纳米束 4
（Bundlemer 4）。
1. 1. 4　多肽刚性纳米纤维的制备和形貌表征

将 Bundlemer 1（Bundlemer 3）和 Bundlemer 2
（Bundlemer 4）摩尔比 1∶1 溶于磷酸盐缓冲液后

（pH 6， 25 mmol/L），加入聚合反应的催化剂 2-羧

乙基膦（TCEP，马来酰亚胺基团摩尔量的 0. 2 倍

当量），浓度为 100 mmol/L 形成混合反应溶液，混

合溶液在室温下摇晃反应 24 h（图 8）。随后用去

离子水透析混合溶液 1 d，得到含有多肽刚性纳米

纤维的水溶液，将其冻干备用。使用 Bruker 公司

的 Dimension ICON 仪 器 进 行 原 子 力 显 微 镜

（AFM）形貌测试。将干净的云母片作为样品沉积

的基材，使用双面胶将云母片固定在载玻片上。

预先制备样品溶液，在云母片上滴加 5 μL 溶液，自

然风干后用于 AFM 表征。

图 4　多肽 2 的合成路线

Fig. 4　Synthesis of peptides 2

图 5　多肽 3 和多肽 4 的组分设计与结构

Fig. 5　Design and structure of polypeptide 3 and 4
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1. 2　多肽刚性纳米纤维复合ⅠⅠ型胶原水凝胶的

制备工艺

1. 2. 1　ⅠⅠ型胶原（Col-ⅠⅠ）的提取

本实验采用酶解法提取小牛皮源 Ⅰ型胶原［19］。

酸性低离子强度环境可破坏胶原分子电荷平衡，

解离盐键与希夫碱交联结构，促使胶原纤维溶胀

溶解，释放酸溶性胶原。天然胶原的端肽结构会

阻碍其溶于稀酸，而胃蛋白酶可特异性切割端肽，

对胶原进行限制性降解，在保留完整三螺旋结构

的前提下，释放可溶性胶原组分，实现Ⅰ型胶原的

高效纯化，具体工艺如下：去除小牛皮皮毛并洗

净，采用无水乙醇/氯仿（1∶1）混合溶液脱脂 24 h，
再经无水乙醇浸泡 24 h 去除残留杂质。随后加入

20 mmol/L 乙二胺四乙酸（EDTA）溶液，以 5 mol/
L NaOH 调节 pH 至 10. 5~11. 0，浸泡 12 h 螯合脱

除金属离子，最后用 10% NaCl溶液清洗 8 h，完成原

料预处理。以 1∶30料液比配制胃蛋白酶-0. 5 mol/L

醋酸酶解液，低温酶解原料 5~7 d。酶解后于低温

8000 r/min 离心 15 min，经盐析、二次离心与盐析

提纯得到胶原粗产物。将产物复溶于 0. 5 mol/L
醋酸，置于 8000~14 000 Da 透析袋中透析 7 d，每
日换液 3~4 次以彻底除杂，待溶液澄清透明后，于

4 ℃避光保存。实验全程无菌操作，体系温度恒定

图 6　多肽 3 的合成路线

Fig. 6　Synthesis of peptides 3
图 7　多肽 4 的合成路线

Fig. 7　Synthesis of peptides 4

图 8　多肽刚性纳米纤维的制备

Fig. 8　Preparation of peptide-based rigid nanofibers

1314



第  5 期 何艳梅，等： 多肽刚性纳米纤维复合Ⅰ型胶原水凝胶的制备工艺与力学性能研究 第  63 卷  

低于 6 ℃，可有效保护胶原三螺旋结构，避免其变

性降解。

1. 2. 2　多肽刚性纳米纤维物理复合ⅠⅠ型胶原水

凝胶的制备工艺

选用体积分数 3% 的 I 型胶原溶液作为母液，

待完全溶解后，采用氢氧化钠溶液调节体系 pH 至

7. 0~7. 5，配制成胶原终浓度 7 mg/mL。在此基

础上引入多肽刚性纳米纤维（PRNs）作为功能性

增强相，设置四组梯度添加比例进行对照实验（质

量百分比为 0%、3%、5% 和 10%）。精准称量并混

匀胶原原液与对应比例的 PRNs 分散液，充分搅拌

得到均一稳定的胶原 -PRNs 复合前驱混合液。取

洁净圆柱形模具，模具内径 8 mm、高度 2 mm，采用

注射器缓慢吸取各组复合溶液，匀速注射填充至

模具内部，避免注射过程中产生气泡影响凝胶成

型结构。随后向体系内逐滴添加氢氧化钠溶液缓

慢调节混合液酸碱度，直至体系 pH 稳定至 7. 0，消
除酸碱失衡对胶原自组装交联的干扰。将装填混

合液的模具平稳放置于 37. 5 ℃恒温培养箱中恒温

孵育，持续静置 2 h。经过胶原分子交联、PRNs 网
络协同组装后，混合液逐步发生溶胶-凝胶转变，最

终成型为质地均匀的乳白色复合水凝胶（Col-
PNRs）。
1. 2. 3　多肽刚性纳米纤维化学交联复合ⅠⅠ型胶

原水凝胶的制备工艺

参照张兴栋课题组前期研究工作［20-22］，在 4 ℃
条件下，以 20 mmol/L 盐酸溶液为溶剂配制 5 mL、

浓度为 2 mg/mL 的Ⅰ型胶原溶液，持续搅拌 12 h
至胶原完全溶解。随后采用 0. 2 mol/L 磷酸氢二

钠缓冲液与 5 mol/L 氢氧化钠溶液调节溶液 pH 至

7. 5。向体系中加入 37. 5 µL 甲基丙烯酸酐（MA），

持续搅拌反应 4 h；反应全程以 5 mmol/L 氢氧化钠

溶液维持体系 pH 稳定在 7. 5（图 9）。反应结束后，

将反应液移入截留分子量 8000~14 000 Da 的透析

袋，于 4 ℃搅拌条件下梯度透析纯化。以含 50%
（体积分数）乙醇的 20 mmol/L 盐酸溶液为初始透

析液，逐次递减 10% 乙醇体积分数进行透析，最后

用 20 mmol/L 盐酸溶液透析 48 h。透析产物经冷

冻干燥后，于-80 ℃避光保存备用。称取甲基丙

烯酸化Ⅰ型胶原（Col-Ⅰ -MA）的核磁氢谱图冻干

样品和未改性Ⅰ型胶原冻干样品各 5 mg，溶解于

0. 5 mL 氘代二甲基亚砜（DMSO）中，用 600 MHz
核磁共振波谱仪测定其在化学位移为（0~13）×

10-6区间的 1H 的吸收波谱。

分别称取上述甲基丙烯酸化胶原 14 mg 及未

改性胶原冻干样品，以 20 mmol/L 盐酸溶液溶解，

配制 14 mg/mL 胶原母液。待完全溶解后，采用氢

氧化钠溶液调节体系 pH 至 7. 0~7. 5，加入光引发

剂 I2959，配制成胶原终浓度 7 mg/mL、光引发剂

终浓度为 0. 5 mg/mL（本研究选用的 I2959 浓度处

于安全范围，后续研究可进一步优化浸泡洗脱工

艺，最大限度去除残留光引发剂，持续提升材料的

生物安全性）的凝胶预聚液；若体系浓度偏高，可

补加磷酸盐缓冲液微调。随后再引入甲基丙烯酸

化多肽刚性纳米纤维（MA-PRNs）作为增强相，设

置 0%、3% 和 5%（质量分数）三组梯度添加量进行

对照实验，将不同比例 MA-PRNs 与胶原预聚液充

分混匀，得到复合预聚液。将混合液在 8 W/cm²紫
外光下照射 30 s，通过光交联固化，形成光交联胶

原水凝胶（Col-Ⅰ-MA-PRNs）。
1. 3　多肽刚性纳米纤维复合ⅠⅠ型胶原水凝胶的

力学性能测试

1. 3. 1　流变力学检测

将制备好的水凝胶样品置于流变仪测试台

上，缓慢下降平行板转子（或测试平板）。待转子

接触样品后继续下压，直至其与测试台的间隙达

到  1 mm，并用刮板小心清除边缘挤出的多余样

品。随后开展流变学测试：首先进行应变扫描（振

幅扫描），在固定角频率 1 rad/s 下，设定应变范围

为 0. 01%~1%，通过监测模量随应变的变化以确

定样品的线性粘弹区（LVE）。随后进行频率扫

描，设定固定应变为 1%（位于线性粘弹区内），角

频率范围为 0. 01~1 rad/s，通过分析模量随频率的

变化规律，评估水凝胶的动态粘弹性能与网络结

构稳定性。

1. 3. 2　动态力学分析（DMA）测试

利用动态热机械分析仪（DMA）对水凝胶的粘

弹性行为进行定量表征。测试环境为室温（~
25 ℃），相对湿度控制在 50% 左右以防止水分蒸

发对测试结果产生影响。样品几何形状为圆柱

图 9　Col-Ⅰ-MA 的合成示意图

Fig. 9　Schematic diagram of the synthesis of Col-Ⅰ-MA
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体 ，通 过 定 制 模 具 成 型 ，精 确 控 制 其 直 径 为

8. 00 mm，高度为 2. 00 mm。为避免个体差异带来

的误差，每组配方准备 3 个独立平行试样。测试过

程中，选用压缩夹具固定样品。初始阶段施加

5 mN 的微力作为预载荷，以消除探头与样品间的

空隙并建立稳定的力学接触。随后，在 20 μm 的恒

定振幅下，对样品施加正弦交变应力。为了考察

频率依赖性，测试频率依次设定为 1 Hz、2 Hz 和
5 Hz。在每个目标频率下，均执行 10 个完整的加

载-卸载循环。所有数据均由仪器配套软件自动采

集并处理，最终模量值以 3 次平行实验的平均值±
标准差呈现。

1. 4　多肽刚性纳米纤维复合ⅠⅠ型胶原水凝胶的

降解性测试

将直径 6 mm、高度 2 mm 的圆柱型水凝胶样

品冷冻干燥并称重，记为初始质量 W0（n=3）。配

制母液浓度 100 μg/mL 的Ⅰ型胶原酶溶液，依据

本批次 COA 标称比活力 125 U/mg 计算，该母液

对应酶活力为 12. 5 U/mL，经 1∶2. 5（v/v）稀释后，

降解体系终活力为 5 U/mL。5 U/mL 属生理相关

酶活区间（1~10 U/mL）；取 1 mL 上述 5 U/mL 酶

溶液浸没样品，置于 37 ℃环境下恒温孵育。随后

在不同时间取出水凝胶，用滤纸吸水后，冻干称重

（W t），并在每个时间点更换新的缓冲液。根据降解

率（%）=（W0−W t）/W0计算水凝胶的降解速率。

2　结果与讨论

2. 1　PRNs和 MA-PRNs的构建与表征

参照本课题组前期建立的合成策略，采用固

相多肽合成法（SPPS）分别制备了用于构建刚性纳

米纤维的核心组分——多肽 1 和多肽 2。如图 10
所示，质谱（MS）表征结果显示，多肽 1 和多肽 2 的

检测分子量分别为 3685 Da 和 3665 Da，与理论设

计值完全吻合，且基线平稳，未见明显的副产物或

杂质峰，这从分子水平上确证了目标多肽的成功

合成与高纯度。

基于前期研究基础，我们利用多肽 1 和多肽 2
在水溶液自发共组装的特性，将其按 1∶1 的摩尔比

例混合，成功制备了多肽刚性纳米纤维（PRNs）
（图 11a）。为了直观验证其微观形貌，我们采用了

原子力显微镜（AFM）进行表征。如图 11b 所示，

PRNs 呈现出典型的均匀纤维状结构。纳米纤维

的直径高度均一，集中在 2 nm 左右（图 11c），这一

尺寸与纳米束组装体的理论直径相符；同时，进一

步进行统计学分析，纤维的平均长度约为 495 nm
（图 11f），表明在未修饰状态下，多肽分子间具有适

中的组装驱动力。

为了赋予该纳米纤维体系光交联活性，以便

后续进行水凝胶化或图案化加工，我们在保留多

肽自组装序列的前提下，对其侧链进行了选择性

化学修饰。具体而言，利用甲基丙烯酸酐（MA）与

氨基的亲核加成反应，在多肽 1 和多肽 2 的侧链上

成功引入了甲基丙烯酰基，分别得到了功能化衍

生物——多肽 3 和多肽 4。为了验证修饰反应的精

准性与产物的纯度，我们综合运用了高效液相色

谱（HPLC）与质谱技术进行双重表征。如图 7 及

支撑信息图 S1、S2 所示，HPLC 图谱中单一的出峰

位置表明了产物具有极高的化学纯度，无未反应

原料残留；同时，质谱数据显示多肽 3 和多肽 4 的

分子量分别为 3794 Da 和 3783 Da，相较于修饰前

分别增加了约 109 Da 和 118 Da，这一增量与单个

MA 基团的分子质量（约 98 Da）加上结构微扰的理

论值精确对应，确凿地证实了甲基丙烯酸基团已

成功接枝到多肽分子链上。

随后，我们将多肽 3 与多肽 4 按 1∶1 的比例进

行共组装，旨在构建甲基丙烯酸修饰的多肽刚性

纳米纤维（MA-PRNs）。AFM 表征结果（图 11d）
显示，尽管引入了体积较大的不饱和双键侧基，多

肽分子依然能够保持原有的组装模式，形成形态

均一的纳米纤维结构。从高度分析图 11e 来看，

MA-PRNs的直径仍稳定在 2 nm 左右，这说明侧链

的化学修饰并未破坏组装核心，纤维的刚性骨架

得以完整保留。然而，与未修饰的 PRNs相比，MA-

PRNs 的平均长度缩短至 356 nm 左右（图 11f）。

这种长度的变化可能归因于 MA 基团的空间位阻

效应削弱了纤维末端的纵向生长能力，或是改变

了组装过程中的动力学平衡。总体而言，MA-

PRNs 的成功制备不仅保留了原始纳米纤维的物

理尺寸特征，更重要的是引入了可聚合的双键位

点，为后续的光固化成型及复合材料的构建奠定

了坚实的材料基础。

2. 2　Col-ⅠⅠ与 Col-ⅠⅠ-MA的核磁分析

图 12 展示了 Col-Ⅰ及 Col-Ⅰ -MA 的 1H-NMR
谱图。其中，6. 6、7. 1 及 7. 9 ppm 处的特征峰归属

于胶原分子骨架上芳香族氨基酸残基（如酪氨酸

或苯丙氨酸）苯环上的质子信号。值得注意的是，

这些峰位在 MA 改性前后未发生显著位移，可作为

定性的内标参照。相比之下，Col-Ⅰ-MA 谱图中于
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5. 3 和 5. 6×10-6处出现了两个新的双键质子信号

峰，对应于甲基丙烯酰基（─C=CH2）的特征吸收；

同时，在 1. 9×10-6处观察到了归属于 C=C─CH3

的质子共振峰。上述 MA 特征化学位移的出现，确

证了甲基丙烯酸酐（MA）已成功接枝到胶原分子

链上。

2. 3　多肽刚性纳米纤维复合ⅠⅠ型胶原水凝胶的

力学性能分析

为了探究多肽刚性纳米纤维（PRNs）对胶原

基支架力学性能的增强效应，我们先采用物理共

混的方式，将 PRNs 引入 Col Ⅰ水凝胶网络中，系

统考察了不同复合比例对水凝胶流变学行为的影

响。我们以 7 mg/mL 的纯胶原水凝胶为基质，设

定 PRNs 的复合质量分数分别为 0%、3. 2%、5%
和 10%，成功构建了系列物理复合水凝胶体系

图 10　多肽 1 和多肽 2 的质谱

Fig. 10　Mass spectra of peptide 1 and peptide 2

（a） 多肽 1/3 和多肽 2/4 分别形成的束按照 1∶1 的比例聚合形成多肽刚性纳米纤维；（b） PRNs的原子力显微镜图； （c） PRNs的高度分析

图；（d） MA-PRNs 的原子力显微镜图； （e） MA-PRNs 的高度分析图；（f） PRNs 和 MA-PRNs 的长度统计图，所有数据表示为均值±标准差

（mean±SD）。

图 11　多肽刚性纳米纤维的构建与表征

Fig. 11　Construction and characterization of peptide rigid nanofibers

图 12　Col-Ⅰ与 Col-Ⅰ-MA 的核磁氢谱图

Fig. 12　1H NMR spectra of Col-Ⅰ and Col-Ⅰ-MA
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（Col-PNRs）。利用旋转流变仪对水凝胶的粘弹性

进行了频率扫描测试。结果表明，随着 PRNs 复合

比例的提升，Col-PNRs 的储能模量（G'）与损耗模

量（G''）交点所对应的临界剪切应变（γ）呈先增大

后减小的非线性变化趋势（图 13 和 14），这表明

PRNs 的引入能够显著调控胶原网络的抗形变能

力，且该能力在某一特定比例下达到最优。经多

次重复实验验证，当 PRNs 复合比例为 5% 时，水

凝胶的抗形变性能达到峰值（图 15a 和图 S3）。然

而，值得注意的是，所有物理复合水凝胶的储能模

量均低于 1000 Pa，显示出较低的力学刚度。

进一步的应变扫描与应力松弛测试揭示了该

物理复合体系的局限性。应变扫描结果显示，各

组成水凝胶的线性黏弹区（LVR）边界均低于 10%
应变（图 14）。在应力松弛行为方面，物理复合水

凝胶均表现出典型的应力衰减现象，而且模量普

遍低于 80 Pa（图 15b）。特别值得关注的是，尽管

5% 复合比例的水凝胶在抗形变测试中表现最佳，

但在应力松弛实验中却表现出最快的模量衰减速

率，其初始模量甚至低于 10 Pa。这一反常现象暗

示了物理缠结的非共价作用（如氢键、疏水相互作

用）在高应力载荷下极易发生解离，导致网络结构

的快速失效。

综上所述，虽然 PRNs 的引入可以通过比例调

控在一定程度上优化胶原水凝胶的力学响应，但

单纯依靠 PRNs 与胶原纤维间的物理缠绕及非共

价相互作用，难以构建出具有足够承载能力和抗

松弛特性的网络结构，亟需通过化学交联等手段

进一步强化网络结点。

为克服物理复合体系中非共价相互作用力较

弱的局限，本研究构建了基于光交联的化学复合

策略。首先，利用甲基丙烯酸酐对 Ⅰ型胶原进行改

性，成功在其分子链上引入了光敏双键；核磁氢谱

（1H-NMR）中 特 征 烯 氢 质 子 峰（δ 5. 3×10-6 及

5. 6 ×10-6）的出现确证了 Col- Ⅰ -MA 的成功合

成。与此同时，如前文所述，我们对多肽刚性纳米

纤维（PRNs）也进行了甲基丙烯酸（MA）侧链修

饰，AFM 表征显示改性后的 MA-PRNs 仍保持良

好的单分散纳米纤维形貌，表明光敏基团的成功

接枝并未破坏其刚性骨架结构。基于物理复合组

在 5% 掺量时综合性能最优，10% 掺量呈现性能下

降趋势。为避免高比例物理填料干扰化学交联网

络的均匀性及力学贡献，光交联组掺量设定为 5%
及以下，以确保两组在化学交联主导机制下的可

比性。因此，我们将 MA-PRNs 按 3% 和 5% 的质

量分数分散于 Col-Ⅰ -MA 预聚液中，经紫外光引

发自由基聚合，成功制备了化学交联的复合水凝

胶（Col-Ⅰ-MA-PRNs，图 16）。
为评估该复合体系在生理载荷下的力学响

应，采用动态热机械分析仪（DMA，Q-800，TA In⁃
struments）对其粘弹性进行了频率扫描测试。鉴

于人体关节软骨在日常活动中承受的载荷频率通

常介于 1~5 Hz 之间，我们特意选取了 1、2 及 5 Hz

图 13　固定应变为 1%，Col-PNRs 水凝胶的振荡频率扫描（0. 01~1 rad/s）
Fig. 13　The oscillation frequency scanning of Col-PNRs hydrogel （0. 01~1 rad/s） was performed at a fixed strain of 1%
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三个特征频率，分别模拟人体低速行走、正常步态

及奔跑状态下的受力环境。如图 16 所示，在测试

频率范围内，所有组分的储能模量（G'）与损耗模量

（G''）均随频率升高而增大。尤为重要的是，随着

MA-PRNs 复合比例的增加，水凝胶的储能模量显

著提升，数值介于 2~12 kPa 之间。这表明刚性纳

米纤维与化学交联网络产生了良好的协同增强效

应，高长径比的 MA-PRNs 作为多功能交联结点，

通过表面共价键与胶原网络形成了协同增强的互

穿结构，有效限制了高分子链段的运动。

综合比较而言，纯胶原水凝胶、5% PRNs 物
理复合水凝胶、3% MA-PRNs 光交联复合水凝胶

的 G′和 G″分别为 12 Pa、75 Pa、2800 Pa 和 150 Pa、 
100 Pa 和 500 Pa；损 耗 因 子  tanδ 依 次 为 12. 5、
1. 33、0. 17。由结果可见，经  MA-PRNs 介导构建

共价交联网络后，复合水凝胶的储能模量  G′ 显著

提 升 ，同 时  tanδ 明 显 下 降 。 该 现 象 证 实  MA-

PRNs 可通过共价桥接作用优化胶原分子网络结

构，有效提升体系弹性组分占比，构筑力学稳定性

更强的三维水凝胶网络。

进一步的压缩力学测试结果显示，随着 MA-

PRNs 含量的增加，复合水凝胶的杨氏模量呈现先

升高后降低的趋势（图  17）。其中，含 3% MA-

PRNs 的组份表现出最优的压缩承载能力，其压缩

模 量 达 到 最 大 值 0. 01 MPa。 这 说 明 通 过 调 节

MA-PRNs 的复合比例，能够调控水凝胶的力学性

能，展现更为优异的可设计性。同时证明化学交

联不仅强化了纳米填料与基质间的界面结合，更

有效传递了载荷，凸显了刚性纳米纤维在增强软

物质基体中的核心作用，为设计高性能纳米复合

水凝胶提供了重要的材料学依据。

2. 4　多肽刚性纳米纤维复合ⅠⅠ型胶原水凝胶的

抗降解性分析

随后，我们系统考察了多肽刚性纳米纤维

图 14　固定频率为 1 rad/s，Col-PNRs 水凝胶的振荡应变扫描（0. 01%~1%）

Fig. 14　The oscillatory strain scanning of Col-PNRs hydrogel （0. 01%~1%） was performed at a fixed frequency of 1 rad/s

图 15　Col-PNRs 水凝胶的应变交汇点（a）和弛豫曲线（b）
Fig. 15　Strain intersection point （a） and relaxation curve （b） of Col-PNRs hydrogel
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（PRNs）掺量对物理复合Ⅰ型胶原基水凝胶体外

降解行为的影响（图 18）。降解动力学数据显示，

除 3% 组外，其余含 PRNs 组别的降解速率均显著

高于空白对照组。同时，流变学表征显示这些物

理复合水凝胶的线性黏弹区边界均低于 10% 应变

（图 18a）。这种低模量与较差的抗形变能力，本质

上源于物理缠结网络较弱的结点作用力，导致其

在生理环境下难以维持结构的长期稳定性，仅仅 5
小时就降解完全。物理复合体系中，纳米纤维与

胶原链间的物理缠结为提升水凝胶抗形变能力的

主导作用，可有效分散应力、优化凝胶力学支撑结

构；氢键辅助增强界面结合作用。两类非共价作

用仅能改善凝胶短时力学抗形变性能，无稳定化

学键约束，无法限制胶原分子链的解离与溶胀，因

此对降解稳定性几乎无提升作用，最终导致物理

复合凝胶快速降解失效。鉴于此，我们引入了光

交联策略以强化网络结点。体外降解实验表明，

光交联水凝胶的降解行为呈现出显著的浓度依赖

性：降解速率排序为 3%<0%<5%，即 3% 掺量组

表现出最慢的降解速率（图 18b）。我们推测该现

象背后的机制在于 PRNs 对胶原网络致密化的调

控作用：当 MA-PRNs 引入 MA-Col 体系后，光引

发的交联反应在纤维与胶原基质间形成了稳固的

化学桥接，使得网络结构更加紧致，有效阻碍了水

解酶的侵入与扩散，从而延缓了降解进程。然而，

这种致密化效应并非随纤维掺量呈线性增长。当

纤维投料比超过 3% 时，过量的刚性纳米纤维易

发生局部聚集，破坏了胶原分子原有的紧密缠绕

结构，反而导致网络中出现微观缺陷与孔隙率增

加。这种结构上的松散化不仅降低了网络对外

界应力的耐受性，更为外界侵蚀性物质（如酶、水

分子）提供了便捷的扩散通道，从而加速了基体

的降解。

值得注意的是，与未进行 MA 修饰的物理复合

水凝胶相比，光交联策略显著降低了水凝胶的整

体降解速率，并有效延长了胶体的完全降解时间。

上述结果不仅证实了化学交联在提升材料结构稳

所有数据表示为均值±标准差（Mean±SD）。采用单/双因素方

差分析开展组间统计学比较。*P<0. 05，**P<0. 01，***P<0. 01。
图 16　Col-Ⅰ-MA-PRNs 水凝胶的形成图片（a）和 DMA 数

据图（b）
Fig. 16　The formation pictures （a） and DMA （b） data of 

Col-Ⅰ-MA-PRNs hydrogels

图 17　Col-Ⅰ-MA-PRNs 水凝胶的应力-应变图

Fig. 17　The stress-strain diagram of Col-Ⅰ -MA-PRNs hy⁃
drogel

图 18　Col-Ⅰ-PNRs 水凝胶（a）和 Col-Ⅰ-MA-PRNs 水凝胶（b）的降解曲线

Fig. 18　Degradation curves of Col-Ⅰ-PNRs hydrogel （a） and Col-Ⅰ-MA-PRNs hydrogel （b）
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定性方面的优越性，更确立了纤维掺量和降解速

率之间的构效关系，表明通过精确调控刚性纳米

纤维的复合比例，可实现对胶原基水凝胶降解动

力学的定制化设计。

3　结 论

本研究构建了Ⅰ型胶原与多肽刚性纳米纤维

（PRNs）复合水凝胶体系，阐明了纳米填料与聚合

物网络的构效关系，对比了物理交联与光化学交

联两种体系的材料性能差异。单纯物理缠结的复

合水凝胶受弱非共价作用限制，结构稳定性差、抗

形变能力弱、降解速度快，仅能通过调控 PRNs 比

例小幅优化性能。研究利用多肽可修饰性，通过

甲基丙烯酸酐改性实现 PRNs 与胶原网络的化学

桥接，大幅提升材料综合性能。两种交联体系的

最优 PRNs 掺量存在差异：物理交联体系 5% 掺量

力学性能最优，3% 掺量抗降解能力最佳；光交联

体系以 3% MA-PRNs 为临界阈值，可实现协同增

强，获得 0. 01 MPa 最高压缩模量与最优抗降解效

果，过量掺量会引发纤维团聚、产生结构缺陷，加

速材料降解。性能对比显示，光交联体系稳定性

显著优于物理交联体系，但与天然关节软骨力学

性能差距较大。该材料压缩模量与现有报道的胶

原基水凝胶水平基本一致，多处于 1~20 kPa 区

间［22-25］。kPa 量级力学性能无法承受关节循环压

载荷，不适用于负重关节软骨修复，更适配皮肤创

面、软组织缺损等低载荷组织修复场景［26］。后续

可通过复合无机纳米相、构建梯度交联及双网络

结构等策略提升支架刚度，缩小与天然软骨的力

学差距、拓展应用范围［27］。本研究明确了填料含

量与凝胶结构的内在关联，为阐释刚性纳米填料

软基质增强机制提供实验依据，为高性能组织工

程纳米复合生物材料研发奠定理论基础。
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