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　　摘　要：为了获得兼具良好生物相容性及较强粘合强度的生物医用粘合剂，以丝素蛋白为基质和ＮＨＳ／ＥＤＣ为

交联剂，在丝素蛋白上接枝多巴胺；采用京尼平对丝蛋白－多巴胺材料进行共价交联，从而制得了丝素蛋白／多巴胺医

用粘合剂；通过正交实验的方法，分析多因素对粘合剂粘合强度的影响，优化制备工艺。结果表明：丝素蛋白浓度、

反应时间、ＮＨＳ／ＥＤＣ的使用量、多巴胺的添加量以及京尼平的用量均可影响所得粘合剂的粘合强度。当丝素蛋白

浓度为１２％、多巴胺与丝素蛋白羧基摩尔比为１∶６，以及京尼平与丝素蛋白氨基摩尔比为２∶１时，所制得的粘合剂性

能最佳；优化条件下制得的粘合剂在３７℃条件下具有最高的粘合强度，且此强度随使用时间的增长而增大，１２ｈ时

可达到（１８１．４９±４２．８２）ｋＰａ，是临床上正在使用的纤维蛋白胶的粘合强度的１８倍。制备的粘合剂具有较好的可降

解性，在临床上具有一定的应用前景。
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０　引　言

近年来，在伤口修复时，逐步使用新型的生物粘
合剂替代传统的缝合线及订皮器。与传统伤口修复
方法相比，新型的生物粘合剂不仅可直接作用于伤
口，将创口粘合，同时不会造成二次创伤，且易于操
作，修复效果突出［１－２］。目前已经研发出一些天然衍
生物质、合成和半合成物质的粘合剂用于临床伤口
修复，但其存在一定缺陷，如天然型的纤维蛋白胶虽
然具有很好的生物相容性，但存在高成本、高污染风
险及低粘合强度的缺点［３］。合成型的氰基丙烯酸酯
类的粘合剂虽然能达到较高的粘合强度，但容易诱
发免疫排斥反应［４］。因此，兼备高粘合强度与高生
物相容性的医用粘合剂的相关研究具有非常重要的

应用价值。
粘合剂内部的相互作用以及粘合剂与被粘合物

质表面的相互作用使得医用粘合剂产生粘性［５］。丝
素蛋白（Ｓｉｌｋ　ｆｉｂｒｏｉｎ，ＳＦ）作为天然高分子材料，有一
定的粘性，具有良好的生物相容性［６］；丝素蛋白上含
有丰富的侧链基团，可以提供化学和功能修饰的反
应位点［７－８］，因此丝素蛋白作为生物医用材料具有广
阔的应用前景。海洋贻贝会分泌一种蛋白质，该蛋
白使贻贝紧紧粘附在礁石上，该性能与粘合剂使用
原理相似，对贻贝蛋白的粘附原理进行探究发现，其
中所含有的儿茶酚基结构起关键作用［９－１１］。利用

Ｌ３，４－二羟基苯嘌呤，即多巴胺（Ｄｏｐａｍｉｎｅ）制备出
许多新型的功能性材料，大大提升粘合剂的粘合强
度［１２－１３］。Ｌｉｍ等［１４］将多巴胺接枝在聚天冬酰胺上，
制备可用于伤口修复的纳米颗粒；崔国廉等［１１］在氧
化海藻酸钠上接枝多巴胺，制备含有邻苯二酚结构
的黏合水凝胶；Ｓｏｇａｗａ等［１５］通过酶对丝素蛋白上
的酪氨酸进行改性，得到邻苯二酚结构，制备出新型
粘合剂。但以上制备方法产量较低，难以实现大批
量的生产，并且在粘合强度上仍然存在较大的提升
空间。
本文选择具备良好生物相容性的丝素蛋白作为基

质，利用 Ｎ－羟基琥珀酰亚胺（Ｎ－Ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ，

ＮＨＳ）和１－乙基－（３－二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐
（Ｎ－（３－Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）－Ｎ′－ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ　ｈｙｄ－
ｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＥＤＣ）活化丝素蛋白上的羧基，使之与盐酸
多巴胺上的氨基反应；再利用京尼平对丝素蛋白的多
肽链进行交联，提高粘合剂自身内聚力，由此提升粘合
剂整体的粘合性能，获得既具有良好生物相容性，又具
备足够的粘合强度的医用粘合剂。

１　材料与方法

１．１　实验试剂与仪器
实验试剂：蚕茧购于湖州新天丝技术有限公司，

溴化锂、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）、聚乙二醇
（Ｍ．Ｗ．２００００）和无水碳酸钠购于阿拉丁试剂（上
海）有限公司，京尼平和灰色链霉菌蛋白酶ＸＩＶ购
于上海源叶生物技术有限公司，改良型ＳＢＦ模拟体
液购于西安赫特生物科技有限公司，新鲜猪皮购于
超市。
仪器：Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水仪（美国密理博公司），恒温

培养箱（上海精宏实验设备有限公司），Ｊ－２５高速冷
冻离心机（中国香港Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｕｉｃｋ公司），ＥＬＢ２０４
分析天平（日本岛津公司），Ｖｌｔｒａ－５５型场发射扫描
电子显微镜（德国Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ公司），５９４３型材料试
验机（美国英斯特朗公司，），ｉＳ５０型傅里叶变换红
外光谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），Ｙ１７２型
纤维切片机（苏州轩沃瑞智能科技有限公司）。

１．２　丝素蛋白溶液的制备
准备２Ｌ的去离子水，煮沸，加入４．２４ｇ　Ｎａ２ＣＯ３，。

同时将购入的蚕茧剪碎，剔除在除蛹时被污染的部分
后，称取５．００ｇ，放入沸腾的Ｎａ２ＣＯ３溶液中，搅拌沸煮

３０ｍｉｎ。取出脱胶后的丝素，放入２Ｌ去离子水，缓慢
搅拌２０ｍｉｎ。重复此步骤三次后，拧干蚕丝，置于６０℃
烘箱过夜。取烘干后的蚕丝，每克蚕丝加入４ｍＬ浓度
为９．３ｍｏｌ／Ｌ的ＬｉＢｒ溶液，置于６０℃烘箱溶解４ｈ。
将溶解的丝素蛋白溶液转入透析袋中，用去离子水透
析３ｄ。取出离心，再用聚乙二醇溶液透析，得到高浓
度的丝素蛋白溶液，置于４℃冰箱中保存。同时，为
了确定丝素蛋白溶液的浓度（ｗｔ％），取３５ｍｍ培养
皿，称量获得质量ｍ１。在培养皿中加入０．５ｍＬ丝
素蛋白溶液，称量得质量ｍ２。将培养皿置于６０℃
烘箱内，间断性称量直至质量不再减小，记录质量

ｍ３。ｍ３ 与ｍ１ 的质量差占ｍ２ 与ｍ１ 质量差之比，
即为所得ＳＦ溶液的浓度。

１．３　丝素蛋白／多巴胺粘合剂的制备
取制备好的丝素蛋白溶液，加入ＥＤＣ与ＮＨＳ，

缓慢搅拌３０ｍｉｎ后，加入多巴胺，避光，继续搅拌

１ｈ，获得丝素蛋白／多巴胺混合液（Ｓｉｌｋ　ｆｉｂｒｏｉｎ－
ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＳＦＤ）。在ＳＦＤ溶液中加入１％的京尼平
溶液，缓慢搅拌３０ｍｉｎ。由于粘合剂在不同的制备
条件下，粘合强度会有明显差异，且影响因素较多，
因此，为了探索制备ＳＦＤＧ粘合剂的优化工艺，设
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计五因素四水平（Ｌ１６（４５））的正交实验（表１）。以

ＳＦ浓度、ＥＤＣ和ＮＨＳ与ＳＦ上的羧基添加的摩尔
比例、多巴胺与ＳＦ上的羧基添加的摩尔比例、京尼
平与丝素蛋白上的氨基添加的摩尔比例，以及在

３７℃下的反应时间５个变量作为５个影响因素，分
别选择４个梯度水平，通过测定猪皮搭载拉伸强度，
进行极差分析得到最优组合。每种样品的添加量根
据表１计算所得。最终获得京尼平交联的丝素蛋
白／多巴胺粘合剂（Ｓｉｌｋ　ｆｉｂｒｏｉｎ－ｄｏｐａｍｉｎｅ－ｇｅｎｉｐｉｎ，

ＳＦＤＧ）。所得粘合剂或直接涂覆于猪皮内表皮，用
于猪皮搭载拉伸测试；置于－８０℃冰箱中冷冻，制
备冷冻干燥样品。冷冻干燥后的样品分别进行傅里
叶红外变换测试、场发射扫描电子显微镜观察及体
外降解实验。

表１　Ｌ１６（４５）正交实验因素与水平表

水平
ＳＦ浓度／
ｗｔ％

ＥＤＣ与ＮＨＳ
添加比例

多巴胺添
加比例

京尼平添
加比例

反应时
间／ｈ

１　 ２　 １∶１∶２　 １∶１　 ２∶１　 １
２　 ４　 １∶２∶４　 １∶２　 １∶１　 ２
３　 ８　 １∶３∶６　 １∶６　 ２∶３　 ６
４　 １２　 １∶５∶１０　 １∶１０　 １∶２　 １２

１．４　猪皮搭载拉伸测试
利用材料试验机，根据美国材料与试验协会

（ＡＳＴＭ）标准方案Ｆ２２５５定义的猪皮搭载剪切测
试方式，进行样品粘合性能的测试，测试方法参考文
献［１６］。将新鲜猪皮的脂肪层去除干净，切为

４．０ｃｍ×１．０ｃｍ的矩形小块。在两片猪皮的内表
皮分别滴加１０μＬ粘合剂，并均匀涂覆于１．０ｃｍ×
１．０ｃｍ范围，将两片猪皮涂覆粘合剂的部分重合覆
盖，轻轻按压。随后用锡纸包覆保持水分，放置在

３３．５℃及３７．０℃的培养箱中。在优化后的温度探
究实验中，在培养箱中处理的时间分别为１、２、３、４、

５、６、８、１０ｈ和１２ｈ。处理后，使用万能试验机进行
拉伸，拉伸速率１ｍｍ／ｍｉｎ，平均测试６个平行样
品，计算平均值，进行误差分析。

１．５　形貌与结构分析
取材料与方法１．３中所获得的冷冻干燥样品，

利用型场发射扫描电镜进行形貌分析。
将冷冻干燥后的样品制备成溴化钾压片，通过

傅里叶红外光谱仪（ＦＴ－ＩＲ）对样品进行红外检测并
进行结构分析。

１．６　体外降解
将灰色链霉菌蛋白酶ＸＩＶ与改良型ＳＢＦ模拟

体液（ｐＨ值７．４）配制成０．１Ｕ／ｍＬ的模拟降解液。

将样品冷冻干燥后，置于降解液中（浴比１∶１００），每

２ｄ将样品烘干后称量质量并且替换新鲜溶液。剩
余质量保留率ＲＭ 的计算公式如式（１）：

ＲＭ／％＝
Ｍｄｔ

Ｍｉ
×１００ （１）

其中：Ｍｉ为初始质量，ｍｇ；Ｍｄｔ为ｔ天后保留的质
量，ｍｇ。

２　结果与讨论

２．１　正交实验结果分析
根据正交实验Ｌ１６（４５）矩阵数据的分析结果如

表２所示，进行１６组实验，其中，Ａ代表ＳＦ溶液浓
度，Ｂ代表ＥＤＣ和ＮＨＳ与丝素蛋白上的羧基的摩
尔比例，Ｃ代表多巴胺与丝素蛋白上的羧基的摩尔
比例，Ｄ代表京尼平与丝素蛋白上的氨基的摩尔比
例，Ｅ代表在３７℃下的反应时间。每组设置６个平
行样，测试后取均值；对表２中的测试结果进行极差
分析，结果如表３所示。由表３可知，最优组合为：

Ａ４Ｂ２Ｃ３Ｄ１Ｅ４。Ａ４ 表示丝素蛋白溶液浓度为１２％，

Ｂ２ 表示ｎ（ＣＯＯＨ）∶ｎ（ＮＨＳ）∶ｎ（ＥＤＣ）＝１∶１∶２，Ｃ３
表示ｎ（ＣＯＯＨ）∶ｎ（ｄｏｐａｍｉｎｅ）＝１∶６，Ｄ１ 表示

ｎ（ＮＨ）∶ｎ（Ｇｅｎｉｐｉｎ）＝２∶１，Ｅ４ 为条件为３７℃下处
理１２ｈ。在以上实验条件下，粘合剂涂覆于猪皮模
型，在猪皮搭载拉伸测试中可达到最大的拉伸强度。

表２　正交实验结果

序号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ　 Ｅ 拉伸强度／ｋＰａ
１　 １　 １　 １　 １　 １　 ９．２３
２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２　 １１．８４
３　 １　 ３　 ３　 ３　 ３　 ３０．８７
４　 １　 ４　 ４　 ４　 ４　 ２８．０４
５　 ２　 １　 ２　 ３　 ４　 ８．５５
６　 ２　 ２　 １　 ４　 ３　 １８．８５
７　 ２　 ３　 ４　 １　 ２　 １７．７７
８　 ２　 ４　 ３　 ２　 １　 １８．０３
９　 ３　 １　 ３　 ４　 ２　 ７．７３
１０　 ３　 ２　 ４　 ３　 １　 １６．３８
１１　 ３　 ３　 １　 ２　 ４　 ５６．００
１２　 ３　 ４　 ２　 １　 ３　 ３８．９８
１３　 ４　 １　 ４　 ２　 ３　 ３９．９５
１４　 ４　 ２　 ３　 １　 ４　 １６２．６２
１５　 ４　 ３　 ２　 ４　 １　 ６２．２４
１６　 ４　 ４　 １　 ３　 ２　 ７６．８７

　　为了探究在反应过程中，多巴胺是否成功接枝
到丝素蛋白大分子主链上，本文对样品进行了ＦＴ－
ＩＲ光谱分析，结果如图１所示。图１（ｂ）为图１（ａ）
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　　　 表３　正交实验极差分析结果

参数
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ　 Ｅ
Ｋ１ ２０．００　 １６．３７　 ４０．２４　 ６１．８７　 ２６．４７
Ｋ２ １５．８０　 ５７．１４　 ３０．４０　 ３１．４６　 ２８．５３
Ｋ３ ２９．７７　 ４１．７２　 ５９．５３　 ３３．１７　 ３２．１６
Ｋ４ ９０．１４　 ４０．４８　 ２５．５４　 ２９．２２　 ６８．５２
极差Ｒ　 ７４．３４　 ４０．７８　 ３４．００　 ３２．６５　 ４２．０５
主次顺序 Ａ＞Ｅ＞Ｂ＞Ｃ＞Ｄ
优水平 Ａ４（１２％）Ｂ２（１∶１∶２） Ｃ３（１∶６） Ｄ１（１∶０．５）Ｅ４（１２ｈ）

优组合 Ａ４Ｂ２Ｃ３Ｄ１Ｅ４

的局部放大图。在８１４ｃｍ－１处为邻苯二酚的弯曲振
动峰，在ＳＦＤ与纯多巴胺上均有对应峰位，而ＳＦ上
没有，因此ＳＦＤ上８１４ｃｍ－１处峰位的出现可能与多
巴胺的接枝有关，此外，多巴胺１６６０ｃｍ－１处存在伯氨
基－ＮＨ２ 的反对称伸缩振动峰，而ＳＦ与ＳＦＤ上没有
此峰［１７－１８］，在ＳＦＤ上的１５２９ｃｍ－１处仲酰胺的伸缩
振动峰显著增强［１９］，其原因可能是由于多巴胺上的
氨基与丝素蛋白上的羧基发生反应，由伯氨基转化为
仲酰胺基团，由此可进一步推断，多巴胺与丝素蛋白
通过酰胺反应，成功将多巴胺接枝在丝素蛋白上。

图１　多巴胺、ＳＦ与ＳＦＤ的红外光谱图

２．２　反应温度及时间对丝素蛋白／多巴胺粘合剂的影响
人体内的正常温度约为３７．０℃，体表温度约为

３３．５℃［２０］。为了进一步探究粘合剂的实际应用性
能，分别测试ＳＦＤＧ与ＳＦ在３７．０℃与３３．５℃环
境中，猪皮搭载拉伸强度的变化，结果如图２所示。
图２表明，１２％ＳＦ在３７．０℃时，随着时间的增长，
粘性会随之增长，最终达到（６６．４９±２４．５８）ｋＰａ；增
长的原因可能是温度对丝素蛋白的构象产生了影

响，使得丝素蛋白从无规卷曲向β－折叠结构转变，随
着在３７．０℃下处理时间增长，丝素蛋白构象的转变
加剧，导致丝素蛋白本身的强度增加［２１］，从而导致
粘性随时间的增长而增长。对于ＳＦＤＧ粘合剂，其
拉伸强度也随着时间的增长而增大，最终在３３．５℃
及３７．０ ℃下可分别达到（２２．６２±７．３２）ｋＰａ和
（１８１．４９±４２．８２）ｋＰａ，是３７℃下的ＳＦ的强度的两
倍以上。ＳＦＤＧ的拉伸强度远大于ＳＦ的原因可能
是多巴胺上的儿茶酚基能够与猪皮内表皮上的氨基

发生反应，增大粘合剂与被粘合物之间的作用力，从
而表现为拉伸强度的提升［２２］。对比在３３．５℃与

３７．０℃下，ＳＦＤＧ的异同发现，二者的拉伸强度均
随时间的增长而增强。这可能是由于京尼平是一种
温和的无毒的交联剂，其交联强度会随着时间的增
长而增大［２３－２４］。在粘合剂中，京尼平主要作用于丝

素蛋白分子链上的氨基，从而对丝素蛋白进行交联，
增大了分子间的相互作用力，提高了粘合剂的内聚
力。在３７．０℃下，ＳＦＤＧ粘合剂测得的粘合强度
要高于在３３．５℃条件下测得的粘合强度，其原因
可能是京尼平的最适反应温度是３７．０ ℃，在

３７．０℃下可以更快提升交联程度，从而获得更高
的粘合强度。

图２　多巴胺、ＳＦ与ＳＦＤ的红外光谱图

通过在３７．０℃下经特定时间（０、１、２ｈ和１２ｈ）
处理后的样品的红外光谱图如图３所示。为了便于
表示与阐述，将不同处理时间的样 品 命 名 为

ＳＦＤＧＸ，其中Ｘ表示处理的时间长度，如未经温度
处理的样品命名为ＳＦＤＧ０，置于３７．０℃下反应１ｈ
的样品命名为ＳＦＤＧ１。由图３可知，１７０３ｃｍ－１处
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对应Ｃ＝Ｏ的伸缩振动峰，其峰值随反应时间增加
而变小，说明Ｃ＝Ｏ 键变少；而在１５２３ｃｍ－１处的

峰，表示酰胺ＩＩ结构，随着时间的增长，有新的酰胺
键形成，峰值变大。１５２３ｃｍ－１处的峰位与丝素蛋

白二级结构的β－折叠结构有关，峰位的增长可能是
由于丝素蛋白上的无规卷曲结构转变为β－折叠结构

的结果［２５］。１２３０ｃｍ－１处峰值增大，表示Ｃ－Ｎ键增
加。京尼平的交联原理是烯碳原子和酯基与丝素蛋
白氨基酸上的氨基发反应［２５］，１２３０ｃｍ－１处的变化

与京尼平交联原理相符。以上结果表明，随着时间
的增长，京尼平的交联程度逐步增大，由此可得拉伸
强度随着时间的增长而逐步增强。

图３　ＳＦＤＧ在３７℃经不同处理时间的红外光谱图

２．３　ＳＦＤＧ粘合剂形貌分析
冷冻干燥样品１２％ＳＦ、ＳＦＤ、ＳＦＤＧ０、ＳＦＤＧ１、

ＳＦＤＧ２及ＳＦＤＧ１２的扫描电镜形貌分析结果如图

４所示。由图４（ａ）表明，纯丝素蛋白溶液主要呈现
片状结构，其连接位置易受外力作用破坏，因此作为
粘合剂，虽然能够提供一定的强度，但强度较弱且不
稳定。由图４（ｂ）所示的ＳＦＤ形貌可以看出，在接
枝了多巴胺后，对丝素蛋白起到了一定的交联作用，
因此ＳＦＤ呈现出均匀稳定的多孔状结构。图４（ｃ）
中ＳＦＤＧ０的形貌分析结果显示，添加京尼平但未

经温度处理的粘合剂的形貌没有发生明显变化，并
且与ＳＦＤ相比由于在添加京尼平时引入了水，导致
样品孔的大小差异增大，分布不均匀。由图４（ｄ）中

ＳＦＤＧ１形貌结果可看出，经３７．０℃处理１ｈ后，

ＳＦＤＧ１孔间隙变小；图４（ｆ）的形貌分析结果表明，
随着时间增长到１２ｈ时，大部分的孔已经呈现闭合
状态，使得粘合剂拥有一个更稳定的结构，丝素蛋白
粘合剂最终形成了多孔疏松结构，利于细胞与外界
的物质交换，且为细胞的生长提供了空间结构，有利
于细胞的粘附生长。

图４　不同阶段和不同处理时间的粘合剂的扫描电镜图

２．４　体外降解
模拟体液是一种含有多种离子的溶液，其含量

与人体体液契合，ｐＨ 值为７．４，可用于多种生物活
性材料的评估［２６］。为了探究粘合剂的降解性能，本

文利用改良型ＳＦＢ模拟体液配制降解液，将冷冻干
燥的样品ＳＦＤＧ０、ＳＦＤＧ２及ＳＦＤＧ１２置于酶解液
中降解，计算剩余保留率，结果如图５所示。由图５
可知，对于材料的降解速率，第一周并没有明显的差
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异；７ｄ后，ＳＦＤＧ０粘合剂开始加速降解；经３７．０℃
处理２ｈ后的ＳＦＤＧ２粘合剂在２０ｄ后有加速降解
的趋势，而ＳＦＤＧ１２的样品趋于平稳。丝素蛋白由
于其本身的结构特性，降解速率有限［２７］。作为粘合
剂，要求具备完全降解性能，而制得的粘合剂在２２ｄ
后仍然有约６０％的剩余保留质量。丝素蛋白是由
多种必须氨基酸组成的，并含有较多的精氨酸残基，
一种生物相容性良好的材料，为细胞粘附提供受体，
将粘合剂应用在愈合速度缓慢的伤口上时，反而可
辅助伤口处的细胞生长［２８－３２］。

图５　ＳＦＤＧ经不同处理时间后剩余质量

保留率随时间的变化

３　结　论

本文利用 ＮＨＳ与ＥＤＣ将多巴胺接枝到丝素
蛋白上，并通过京尼平进行二级交联，获得生物相容
性好且粘合强度高的生物医用粘合剂ＳＦＤＧ，主要
结果如下：

ａ）由正交实验探究可得，当使用的丝素蛋白溶
液浓度为１２％，添加的ＮＨＳ与ＥＤＣ之比为２∶１，且

ＮＨＳ与丝素蛋白上的羧基理论比例为１∶１，添加的
多巴胺与丝素蛋白上羧基理论摩尔比为１∶６，添加
的京尼平与丝素蛋白上氨基理论摩尔比为２∶１时，
为粘合剂的最优条件。

ｂ）优化后的粘合剂，在３７．０℃下处理１２ｈ后，
猪皮搭载拉伸强度可达到（１８１．４９±４２．８２）ｋＰａ。与
目前临床上使用的纤维蛋白胶相比，具有优异的粘
合强度，在创伤闭合上具有良好的应用前景。
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