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[摘要 ] � 用己二酸二酰肼 (ADH )对透明质酸 (HA )进行化学修饰,研究不同交联程度 HA�ADH的理化性质.用溶剂挥发法

制备出 HA- ADH薄膜.经差示扫描量热仪 DSC分析得知,交联后产物的微观结构发生了明显改变.该薄膜在缓冲溶液中发

生溶胀,有很强的吸水能力,扫描电镜 SEM 图显示溶胀的薄膜呈现高度多孔的网状结构.粘度法测定 HA和 HA�ADH的特

性粘数 [ � ]分别为 14�69 dL /g和 20�21dL /g.改性后 HA�ADH薄膜的溶解性比 HA薄膜的溶解性能明显降低,可使得高聚物

在体内的存留时间增长.
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Abstract: H ya luronan ( HA ) w as chem ica lly mod ified w ith ad ipic d ihydrazide ( ADH ), and physicochem ica l proper�

ties of the d ifferent cross�linked dens ityHA�ADH w ere stud ied. HA�ADH film s w ere prepared w ith a so lvent evapora�

tion m e thod. A fter cross�link ing, differential scann ing calor im etr ic analysis indicated that m icrostruc ture of the prod�

uct was obv iously altered. The dr ied film had strong ability ofw ate r uptake, and a h ighly porous ne tw ork structurewas

detec ted by scann ing e lectron m icrograph, after the film swe lled in buffer. Intrinsic v iscosity [ � ] w as measured w ith

viscosity m ethod, and [ � ] ofHA and HA�ADH are 14. 69 dL /g and 20. 21 dL /g , respective ly. Therew as a notable

decrease in so lub ility o fHA�ADH film, compared w ithHA film, which cou ld pro long the reservation tim e o f the po ly�

m er in v ivo.
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0� 引言

透明质酸 (Hya luronan, HA )是由 ��1, 3�糖苷键连接的葡萄糖醛酸及 ��1, 4�糖苷键连接的乙酰氨基葡
萄糖交替组成的直链聚合物,分子结构如图 1所示.其分子中含有大量的羧基和羟基, 通常是化学修饰的

主要部位. HA是构成玻璃体、皮肤、关节滑液和软骨组织的重要成分, 参与多种细胞活动和生理过程
[ 1 ]

.

它具有良好的保湿性、润滑性、粘弹性、非免疫原性,所以在临床上被广泛应用于眼科手术、骨性关节炎

( OA )和类风湿性关节炎 ( RA )治疗、预防术后粘连以及作为眼科和皮肤外用药物载体.

天然 HA水溶性极强, 在组织中易扩散和降解, 体内存留时间较短, 在应用上受到限制.对 HA衍生物

的大量研究表明, HA经修饰后可改变其溶解性,在保留生物相容性的同时, 可抗酶降解,延长了其在体内

的存留时间. Y i Luo等
[ 2, 3]
将 HA的酯化衍生物应用于研究制备靶向和控释药物,取得了较长时间的缓释

效果.
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Y iLuo等
[ 4 ]
对聚乙二醇交联的 HA衍生物的制备、应用和体外降解进行了研究;贺艳丽、陈建英等

[ 5]

对以己二酸二酰肼 (ADH )为交联剂的 HA衍生物 (HA�ADH )的生物相容性进行了研究, 结果显示该衍生

物有良好生物相容性,可以作为可降解性植入材料.本文研究用 ADH对 HA进行化学修饰,测定产物的特

性粘数,制备不同交联程度的 HA�ADH薄膜,研究溶胀薄膜的表面形貌、吸水能力、热稳定性等理化性质,

为产物的临床应用提供理论依据.

1� 实验部分

1�1� 试剂和仪器
� � 试剂:透明质酸钠盐 (HA,福瑞达生物化工有限公司 ) ;乙基 (N, N �二甲基氨基丙基 )碳二亚胺 ( EDC I,

四川琢新生物材料研究有限公司,分析纯 ) ;己二酸二酰肼 ( ADH,海曲化工有限公司, 分析纯 ); 其他试剂

均为分析纯,实验用水为二次蒸馏水.

仪器: DC�2 600低温恒温槽; S�212电动恒速搅拌器; DZF�3型真空干燥箱; 电子分析天平 (上海天平

仪器厂 ); JEOL JSM �5610LV型扫描电子显微镜 ( SEM ); Perk in�E lmerTherma lAnalysisD iamond差示扫描量

热仪 ( DSC ); Ubbe lohde粘度计;秒表;聚四氟乙烯培养皿 (自制 ).

1�2� 实验方法
1�2�1� HA�ADH膜的制备

� � 用溶剂挥发法制备 HA�ADH薄膜.取一定量的 HA溶于二次水中配成质量百分比浓度为 0�5%的溶
液,按一定物质的量之比 ( n (羧基 )�n (ADH ) )加入 ADH, 置于三颈瓶中搅拌均匀.滴加 0�1mol /L HC l调

节体系 pH至 4�7,加入定量的 EDC I固体,用 0�1mo l/L HC l保持反应液 pH为 4�7,室温下快速搅拌.反应

至 pH不再变化时,用 0�1mo l /L N aOH调至 pH为 7�0时停止反应 [ 6]
. 将混合液用 0�1mo l/L N aC l溶液进

行渗析,接着用二次水渗析,提纯后将溶液倾入聚四氟乙烯培养皿中,室温成膜.

1�2�2� 特性粘数的测定

用 Ubbe lohde粘度计 (毛细管直径 � = 0�5~ 0�6 mm )测 HA的特性粘数 [ �]
[ 1]

. 25� 时, 0�2 mo l /L

N aC l溶液的流出时间为 86�60 s. 配制 4种不同浓度的 HA溶液, 以 0�2mo l/L N aC l为溶剂,各溶液于室温

下磁力搅拌 24 h,在 25� 下分别测定它们的流出时间.以比浓粘度 �SP /C i为纵坐标, C i为横坐标作图,该

回归直线外推至 C i = 0时与纵轴的截距为特性粘数. 再根据 Mark�Houw ink方程: [ �] = 3�6 � 10- 4�M 0� 78
� ,求

出 HA的粘均相对分子质量 �M �
[ 1]
.

产物 (HA�ADH )的特性粘数测定同上所述.为了确定产物的浓度, 取 3mL产物溶液先用红外干燥除

去大部分溶剂,再置于真空干燥箱中干燥至恒重,称重, 由此求得产物的浓度
[ 7]
.

1�2�3� 薄膜的热分析
用差示扫描量热仪分别对 HA和 HA�ADH薄膜进行 DSC分析. 实验条件为: 温度范围 25~ 400� ,升

温速率 10� /m in,氮气气氛,样品质量为 5mg, 参比物为 ��A l2O3.

1�2�4� 扫描电镜观察表面形貌
将 HA凝胶薄膜浸于含 20mL磷酸盐缓冲溶液 ( PBS)的称量瓶中, 于 37� 下恒温 3 d. 取出后于

- 20� 冷冻 12 h, 然后冻干.为使样品导电,将样品镀金, 用 SEM 分别观测干态、溶胀薄膜的表面形貌.
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1�2�5� 薄膜的吸水性能测试

通过重量的变化评价薄膜的吸水能力
[ 8]
.称取一定重量 (W 0 )的完全干燥的薄膜,大小为 1 cm � 2 cm.

将此薄膜浸入盛有 20mL PBS的称量瓶中,于 37� 下恒温.每隔一定时间,从溶液中取出薄膜,用两片滤纸

小心吸去表面的介质后,称重 (W t ).此过程不断重复, 直至恒重 (吸水达到平衡 ) .

薄膜的吸水能力计算为:吸水能力 ( g水 /g薄膜 ) = (W t - W 0 ) /W 0. 式中, W t 为 t时刻溶胀薄膜的重

量, W 0为干燥薄膜的重量.

2� 结果与讨论

2�1� HA�ADH膜的制备

� � 用溶剂挥发法制备 HA�ADH薄膜. 选择 HA与 ADH 物质的量之比为 1�10和 1�20, 制备出两种不同

交联程度的薄膜.这两种膜柔软,韧性适中. 当交联程度较大时,膜的硬度增加, 韧性下降
[ 9]
. 制备时使用

了 ADH 小分子作交联剂,为除去未反应的小分子和副产物,对产物进行渗析提纯. 成膜时, 考虑到产物有

很强的粘附性,将产物倾入聚四氟乙烯盘中成膜.将约 20 g溶液倾入大小为 9 cm � 9 cm的盘中,干燥后得

到约 0�2 g干燥薄膜, 用千分尺测量厚度为 0�26mm.

2�2� 特性粘数
用粘度法测得特性粘数. HA的 [ �]为 14�69 dL /g. 经过化学修饰后, HA�ADH ( 1�10)、HA�ADH ( 1�

20)的 [ �]分别为 16�27 dL /g、20�21 dL /g. 从图 2可以看出, 比浓粘度与浓度存在较好的线性关系. 产物

的 [ �]增大, 原因是 HA经修饰后,使羧基变成酰胺基,降低了亲水性;另外, 经修饰后相对分子质量增加,

也使得特性粘数增大.

特性粘数与粘均相对分子质量的 Mark�Houw ink方程 [ �] = � �M �
�, 反映了高分子与溶剂分子之间的内

摩擦, 式中 � 和 �是与温度、溶剂及聚合物性质有关的常数, � 值受温度的影响较为明显; �是与分子形

状有关的经验常数,主要决定于高分子线团在某温度下某溶剂中的舒展程度.因此,若知道 � 和 �值即可

根据所测的 [ �]值计算试样的 �M �.目前尚无 HA�ADH的 Mark�Houw ink方程,但根据产物的 [ �]明显增大,

表明产物的粘均相对分子质量 �M �应有所增加. 为了能大致知道 HA�ADH的粘均相对分子质量,考虑到

实验中所用的温度、溶剂都与测定 HA时相同, 因此用 HA的 � 和 �近似估算 HA �ADH的 �M �.根据 M ark�

Houw ink方程计算 HA的粘均相对分子质量为 8�3 � 105,近似估算的 HA�ADH ( 1�10)、HA�ADH ( 1�20)的

粘均相对分子质量分别为 9�3 � 105
和 12�3 � 105. HA经化学修饰后,特性粘数和相对分子质量增加,可以

提高制剂的粘弹性,降低高聚物的溶解性以及在体内的代谢速度.

2�3� 薄膜的热分析
用 DSC分析 HA和 HA �ADH薄膜的热性能,如图 3所示. DSC图谱表明 HA和 HA�ADH都有明显的

放热峰,表明了两者是具有晶态结构的聚合物. HA在结晶温度 T c = 239�8� 处出现放热峰,而 HA�ADH在

235�0� 时有尖锐的放热峰, 放热峰的移动表明 HA经交联成 HA�ADH后,聚合物的微观结构发生了改变.

考虑到医用材料在使用前可能用加热法灭菌消毒, 所以热稳定性是生物医用材料的重要特征.可以看
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出, HA经改性后 T c略有下降, 但仍保持了较高的热稳定

性.

2�4� 薄膜的表面形貌
用 SEM分别对干态及溶胀的 HA�ADH薄膜进行表面

形貌分析,如图 4所示.其中 ( a)和 ( c) 表明干态薄膜的表

面光滑平整,这说明在干态时膜的结构很紧凑. 而 ( b)和

( d)显示当薄膜水化溶胀后,出现明显规则的多孔结构, 孔

与孔之间的相互连接构成复杂的网状结构. ( b)与 ( d)相

比较, 孔径大小相当, 但是 ( d)的孔径大小比较规则、均匀.

( d)的微观结构用 SEM测得的几何尺寸表示, 并由图像分

析仪统计网孔平均孔径. 孔径大小范围为 38�4 ~ 78�2
�m,孔径大小比较均匀, 测量周围相邻的 50个孔的孔径

大小, 统计结果表明平均孔径为 70�0 �m.

( d)中网孔的平均孔径大小介于明胶�透明质酸海绵 [ 10]
的平均孔径和壳聚糖 �透明质酸海绵 [ 10]

的平

均孔径之间.与用于人造皮肤的明胶�藻酸盐海绵 [ 11]
相比较, 孔径的尺寸大小相当.本实验中薄膜的制作

工艺较简单,不需要苛刻的低温条件 ( - 70� )和对生物体有毒的丙酮作溶剂.

2�5� 薄膜的吸水能力
分别对不同交联程度的 HA�ADH膜在 PBS溶液中的吸水性能进行测试,得吸水量 ( g水 /g薄膜 )随时

间变化的曲线如图 5所示. 曲线表明两种交联产物仍具有一定的吸水能力, 3 d后这两种膜能吸附为自身

重量 7~ 9倍的水份. HA�ADH ( 1�20)膜 3 d后吸水基本达到平衡, 其质量为干燥薄膜质量的 7倍. HA�
ADH ( 1�10)膜吸水量呈先增加后下降的趋势, 此膜最大吸水量为初始干燥薄膜的 10倍,薄膜的吸水量与

壳聚糖 �透明质酸海绵
[ 7]
的吸水能力相当.后一阶段 HA�ADH ( 1�10)的吸水量下降,可能是由于交联程度

低,膜溶解或降解的速率大于吸收水的速率,从而造成总量减少. 从整体上看,随着交联程度的提高, 薄膜

的吸水能力下降,溶解性降低. 这与 HA和其他材料交联后,吸水能力下降的性质相似.

交联结构的高聚物与溶剂接触时,一方面溶剂力图渗入高聚物内使其膨胀;另一方面, 由于交联高聚

物膨胀导致网状分子链向三度空间伸展, 使分子网受到应力而产生弹性收缩能,力图使分子网收缩. 当这

两种相反的倾向相互抵消时,达到了溶胀平衡,吸收水的质量不再变化.交联程度越大,薄膜的吸水能力越

小.可能原因是: ( 1)HA分子中存在大量的 � COOH及 � OH基团 (如图 1所示 ) ,使其具有较高的亲水性
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能,经 ADH化学修饰后 HA分子中的 � COOH占的比

例减少,降低了产物的亲水能力; ( 2)在相同条件下,

增加交联剂的用量, 使分子链之间的交联度增加, 从

而使溶胀比减小,吸水能力下降.

作为对照,分别将 HA、HA�ADH薄膜放入 PBS液

中,磁力搅拌. HA薄膜很快溶解, 而交联后的薄膜

HA�ADH ( 1�20)在 PBS溶液中放置 5 d后,仍保持一

定的形状,体积增大, 发生了明显的溶胀现象.经剧烈

搅拌后,得到无色、均一、透明的颗粒状凝胶. 继续搅

拌, 1 d后, 颗粒状凝胶消失, 得到均一透明的溶液. 说

明经改性后较大程度地降低了 HA的溶解性能.

3� 结论

用溶剂挥发法制备了 HA凝胶薄膜. SEM 分析表明,干态薄膜的结构是紧凑的,溶胀后变成多孔的网

状结构.经 DSC热分析, HA�ADH的放热峰发生了移动,说明 HA转变成 HA�ADH 后微观结构发生了改

变. HA�ADH 的 [ �]为 16�27 dL /g,近似估算的粘均相对分子质量 �M �分别达到 12�3 � 105�3 d后这两种膜

能吸附自身重量 7~ 9倍的水份,这与其交联后形成的多孔的三维网络结构有关. 通过交联反应,将极易溶

于水的 HA,改变成比较难溶于水的 HA�ADH,可在水中发生明显的溶胀现象.经过化学修饰,相对分子质

量和特性粘数均增大,可以延长在体内的存留时间,可望用于关节组织的辅助治疗.薄膜柔韧性能好,呈多

孔的网状结构,能否作为药物载体,用于药物的缓控释放,目前正在研究中.
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