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基于普鲁兰多糖 Dess-Martin 醛基化的温敏水 

凝胶 OPL-HPCS-GP 制备与性能评价 

张  群 1，郭烨阳 1，郑宇涛 1，潘士印 2，刘  睿 2， 

黄赛朋 1，郭鹏琦 1，薛伟明 1* 
（1. 西北大学 化工学院，陕西 西安  710069；2. 陕西省眼科研究所，陕西 西安  710016） 

摘要：采用 Dess-Martin 氧化法，在保证普鲁兰多糖（PL）糖环结构完整基础上制备了氧化普鲁兰多糖（OPL），

结合羟丙基壳聚糖（HPCS）和甘油磷酸钠（GP），制备了一种基于席夫碱键与氢键交联的互穿结构温敏水凝胶

OPL-HPCS-GP（OPL 质量浓度分别为 15、20、25 g/L）。。采用 1HNMR、FTIR、SEM 对水凝胶进行了表征，对

其力学性能、流变性能、溶胀性能、降解性能、载药与释放性能、血液相容性和细胞毒性进行了测试，评价了

OPL-HPCS-GP 水凝胶作为泪道栓塞对兔干眼模型缓解干眼症的疗效。结果表明，生理温度（37 ℃）下，

OPL2-HPCS-GP 溶胶（OPL 质量浓度为 20 g/L）可快速（37.8 s）形成致密均匀的凝胶结构，OPL2-HPCS-GP 水

凝胶最大应力为(1.96±0.12) N，压缩模量为(30.22±2.27) kPa，力学性能良好；在模拟泪液中，OPL2-HPCS-GP 水

凝胶的平衡溶胀率为 226.46%±3.57%，60 d 内降解率为 30.85%±1.32%；OPL2-HPCS-GP 水凝胶对绵羊红细胞的

溶血率为 1.95%±0.11%，对 L929 细胞存活率为 112.97%±2.64%，生物相容性良好；与新西兰白兔自体干眼对照

相比，注入 OPL2-HPCS-GP 水凝胶作为泪道栓塞 30 d 的实验组仍能维持泪河高度 325.0 μm，可改善干眼症状。
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Preparation and performance evaluation of a thermosensitive hydrogel  
OPL-HPCS-GP based on Dess-Martin aldehyde modified pullulan 
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Abstract: Oxidized pullulan polysaccharide (OPL) was prepared by Dess-Martin oxidation method without 

damaging the ring structure of pullulan polysaccharide (PL), and then combined with hydroxypropyl 

chitosan (HPCS) and sodium glycerophosphate (GP) to obtain a thermosensitive hydrogel OPL-HPCS-GP 

(mass concentration of OPL was 15、20、25 g/L) with interpenetrating structure by Schiff-base bond and 

hydrogen bond. The hydrogel was characterized by 1HNMR, FTIR and SEM, and evaluated for its 

mechanical properties, rheology properties, swelling properties, degradation properties, drug loading and 

release properties, hemocompatibility, as well as cytotoxicity. The performance of OPL-HPCS-GP hydrogel 

as lacrimal embolism on relieving the rabbit dry eye was further analyzed. The results showed that 

OPL2-HPCS-GP (mass concentration of OPL was 20 g/L) sol could rapidly transfer to gel (37.8 s) with 

dense and uniform network structure at physiological temperature (37 ℃). OPL2-HPCS-GP hydrogel 

exhibited the maximum stress (1.96±0.12) N and compression modulus (30.22±2.27) kPa, indicating good 

mechanical properties. In simulated tear, OPL2-HPCS-GP displayed an equilibrium swelling rate of 

功能材料 
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226.46%±3.57%, and a degradation rate of 30.85%±1.32% within 60 d. The hemolysis rate of OPL2- 

HPCS-GP hydrogel on sheep erythrocytes was 1.95%±0.11%, and the cell viability of L929 cells was 

112.97%±2.64%, showing excellent biocompatibility. Compared with the New Zealand white rabbit 

autogenous dry eye group, the treated one injected with OPL2-HPCS-GP was able to maintain tear meniscus 

height with 325.0 μm at 30 d, significant relief on the symptoms of dry eye. 

Key words: Dess-Martin oxidation; pullulan; hydroxypropyl chitosan; sodium glycerophosphate; 

thermosensitive hydrogels; lacrimal plug implanting; functional materials 

干眼病（DED）是由于泪液动力不足或异常引

起的综合性眼部疾病[1]。随着中国逐渐步入老龄化

社会，以及可视化终端产品普及等原因，DED 发病

率逐年上升[2-3]。流行病学调查数据显示[4-5]，世界

各国报道的 DED 发病率有所差异，为 14.0%~ 

33.7%，亚洲各国为 17.0%~33.0%，中国 DED 发病

率约为 30.0%，高于大多数国家。DED 临床治疗方

案主要包括药物治疗、人工泪液、泪道栓塞等[6]。

其中，泪道栓塞是通过在下泪点放置泪塞阻塞泪道，

防止泪液过度流失，延长泪液在眼表滞留时间以改

善干眼症状的治疗方法，主要用于中、重度 DED 治

疗[7]。目前，国内临床使用的泪道栓塞产品均为预

制成型塞子，不能完全适应患者个体泪道结构差异，

易导致塞子移位或脱落。可注射水凝胶[8-9]能够原位

充盈泪道并在生理温度下凝胶化，其力学性能适宜，

且生物相容性良好，在 DED 治疗领域极具应用潜力。 

壳聚糖（CS）是来源广泛的天然阳离子多糖，

生物相容性优良[10-11]。甘油磷酸钠（GP）分子中的

磷酸根可通过静电作用力与 CS 分子中糖单元上

2-NH3
+结合，形成锚点 [12]。37 ℃下，作为锚点的

GP 分子之间通过氢键作用，促进 CS 分子链交联并

实现凝胶化。本课题组[13]采用羟乙基壳聚糖（HECS）、

羟丙基壳聚糖（HPCS）、壳聚糖季铵盐（HTCC）与

GP 交联，制备了可在 37 ℃温敏凝胶化的单网络凝

胶，但存在温敏响应速度慢、凝胶力学强度不足等

问题。魏荣等[14]以 HECS-GP 水凝胶为基础，与海

藻酸钠（SA）共混，制备 HECS-GP/SA-Ca2+温敏可

注射水凝胶，改善了凝胶的温敏响应速度和力学性

能，但 Ca2+和 SA 进行离子交联速率过快，导致溶

胶注射操作不易控制。普鲁兰多糖（PL）是麦芽三

糖通过 α-1,4 和 α-1,6 糖苷键聚合形成的线性多糖，

其成膜性和生物相容性良好[15-16]。PL 分子中羟基含

量丰富，可作为修饰改性位点[17]。例如：采用高碘

酸钠氧化 PL[18]，可通过裂解 PL 糖环上 C2~C3 位邻

二醇结构引入醛基，但该法会导致糖环结构断裂，

影响 多 糖骨 架结 构 的稳 定性 和 生物 学功 能。

Dess-Martin 试剂（DMP）作为一种温和高效的氧化

剂，可选择性地将伯醇基团氧化为醛基[19]。 

本文拟采用 DMP 氧化 PL 糖环 C6位的伯醇基团，

在不破坏糖环条件下引入醛基制备氧化普鲁兰多糖

（OPL）。然后在 HPCS-GP 单网络温敏凝胶中引入

OPL[20]，利用 OPL 分子中醛基与 HPCS 分子中伯氨基

之间可形成席夫碱键特性，构建 HPCS-GP 与 OPL- 

HPCS 双网络互穿结构温敏水凝胶 OPL-HPCS-GP，增

强材料温敏凝胶化能力和力学稳定性。通过评价凝胶

结构与性能，评估其作为泪道栓塞的可行性。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

DMEM 培养基、透析袋〔截留相对分子质量（简

称分子量）为 3500 Da〕，北京索莱宝科技有限公司；

小鼠成纤维细胞株（L929），上海基尔顿生物科技有

限公司；绵羊红细胞，南京森贝伽生物科技有限公司；

硫酸阿托品滴眼液，药品级，西安市第一眼科医院。 

HPCS（分子量 120 kDa）、PL（分子量 20 kDa）、

DMP、噻唑蓝（MTT），化学纯，上海麦克林生化

科技股份有限公司；GP，分析纯，苏州天可贸易有

限公司；二甲基亚砜（DMSO），化学纯，天津市大

茂化学试剂厂；胰蛋白酶，上海研谨生物科技有限

公司；溴芬酸钠（BF），药品级，日本千寿制药株

式会社唐津工厂；盐酸奥布卡因，药品级，参天制

药（中国）有限公司；其他试剂均为分析纯。 

FD-1-50 型冷冻干燥机，北京博医康仪器有限公

司；AVANCE NEO 600 MHz 型核磁共振波谱仪

（NMR），德国 Bruker 公司；Sigma3K15 型高速冷

冻离心机，重庆三克仪器有限公司；IR Affinity-1S

型傅里叶变换红外光谱仪（FTIR），日本 Shimadzu

公司；Sigma 300 型场发射扫描电子显微镜（SEM），

德国 Carl Zeiss 公司；TA TOUCH 型质构仪，上海

保圣实业发展有限公司；UV-3600 型紫外-可见分光

光度计，北京普析通用仪器有限责任公司；NUNIRE

型 CO2 细胞培养箱，美国 NUNIRE 公司；RT-Vue

型光学相干断层扫描仪（OCT），美国 Optovue 公司；

TG 209 F3 型热重分析仪，德国 NETZSCH 公司；

DHR-20 型旋转流变仪，美国 TA Instruments 公司；

Infinite M1000 Pro 型酶标仪，瑞士 TECAN 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  OPL 的制备 

取 2.0 g 的 PL 溶于 100 mL 的 DMSO 中，向溶
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液中缓慢加入 4.0 g的 DMP，于 30 ℃避光反应 24 h。

待溶液颜色由无色变为黄色，用去离子水将反应液

稀释 2 倍，加入饱和 Na2CO3 溶液终止反应。将反应

液于 2000 r/min 离心 10 min，除去反应生成的不溶

性固体。将上清液移入透析袋（截留分子量为 3500 

Da），在蒸馏水中常温透析 3 d。透析完成后，将透析

液冷冻干燥，得到(1.6±0.2) g 淡黄色固体产物 OPL，

其反应过程如下所示。 
 

 
 

1.2.2  HPCS-GP 水凝胶的制备 

首先，准确称取 100 mg 的 HPCS 和 400 mg 的

GP 粉末，分别溶解于 2 mL 去离子水中，得到 HPCS

溶液和 GP 溶液；室温下，将 1 mL 的 HPCS 溶液和

1 mL 的 GP 溶液混合得到 HPCS-GP 溶胶；然后，

吸取 1 mL 的 HPCS-GP 溶胶注入边长为 1 cm 的锡

纸模具中；最后，将模具置于 37 ℃恒温培养箱中，

得到 HPCS-GP 水凝胶。 

1.2.3  OPL-HPCS-GP 水凝胶的制备 

首先，准确称量 100 mg 的 HPCS 和 400 mg 的

GP 粉末，分别溶解于 2 mL 去离子水中，得到 HPCS

溶液和 GP 溶液；称取一定量 OPL 溶解于上述 GP

溶液中，制备 OPL 质量浓度分别为 15、20、25 g/L

的 OPL-GP 溶液，记为 OPL1、OPL2 和 OPL3；然后，

室温下分别吸取 1 mL 的 HPCS 溶液和 1 mL 的

OPL-GP 溶液混合得到 OPL-HPCS-GP 溶胶；最后，

将 1 mL 的 OPL-HPCS-GP 溶胶注入边长为 1 cm 的

锡纸模具中，将模具置于 37 ℃恒温培养箱中，得

到 OPL-HPCS-GP 水凝胶。根据 OPL-GP 溶液不同，

分别将制备的 OPL-HPCS-GP 水凝胶记为 OPL1- 

HPCS-GP、OPL2-HPCS-GP 和 OPL3-HPCS-GP 水凝胶。 

1.2.4  载药水凝胶的制备 

采用 1.2.2 和 1.2.3 节方法，在制备 HPCS-GP、

OPL- HPCS-GP 溶胶的过程中分别加入一定量 BF，

其负载量均为 100 μg/mL，得到的载药水凝胶分别

记为 BF@HPCS-GP 和 BF@OPL-HPCS-GP。 

1.3  表征与测试 

1.3.1  表征 

FTIR 表征：取适量 HPCS、GP、PL、OPL 样

品粉末和 OPL-HPCS-GP 水凝胶冻干（操作条件：

温度–50 ℃，真空度 20 Pa，下同）样品，用傅里叶

变换红外光谱仪测定其 FTIR 谱图，波数范围

4000~500 cm–1。 
1HNMR 表征：将 10 mg 的 PL 和 OPL 样品分别

溶于 1 mL 氘水，在 400 MHz 下用核磁共振波谱仪

测定其 1HNMR 谱图。 

SEM 表征：将 HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝

胶在冷冻干燥机中冻干后，经表面喷金处理后，用

SEM 观察凝胶横截面的微观形貌。 

1.3.2  OPL 氧化度测定 

采用盐酸羟胺滴定法[11]测定 OPL 分子中的醛

基氧化度。称取 0.1 g 的 OPL 溶于 25 mL 盐酸羟胺

溶液中，以甲基橙为指示剂，使用 0.05 mol/L 标准

NaOH 溶液进行滴定，记录溶液颜色由红色变为黄

色时 NaOH 溶液的消耗量。根据公式（1）计算 OPL

氧化度（OD，%）。 

 OD/%＝c×V/(2m/M0)×100 （1） 

式中：c 为标准 NaOH 溶液浓度，0.05 mol/L；V 为

NaOH 溶液消耗量，L；m 为 OPL 质量，0.1 g；M0

为 OPL 单体的摩尔质量，532.49 g/mol。 

1.3.3  水凝胶温敏响应性能测试 

采用小瓶倒置法[13]测定溶胶的温敏响应时间。

将 1.2.3 节中 HPCS 溶液和 GP-OPL 溶液各取 1 mL

加入透明玻璃小瓶，并将小瓶置于 37 ℃水浴中。

每隔一段时间倾斜小瓶，观察溶胶流动状态，当瓶

中溶胶不再流动时，记录凝胶时间，测量 3 次取算

数平均值。 

取 HPCS-GP、OPL2-HPCS-GP 溶胶各 2 mL，采

用旋转流变仪在 37 ℃、1 Hz 条件下测量溶胶的储

能模量（G′）和损耗模量（G″）随时间的变化，对

样品的温敏响应行为进行量化测定。 

1.3.4  水凝胶力学性能测试 

采用质构仪测定 HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水

凝胶的压缩性能。将水凝胶样品置于质构仪探头下，

设置探头的触发力 0.05 N、压缩速率 2 mm/s，室温

下，测定水凝胶被压缩 50%形变时的应力和应变，

并根据应力-应变曲线，计算水凝胶的压缩模量。 

1.3.5  水凝胶流变性能测试 

取 HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 溶胶各 2 mL，采

用旋转流变仪于 37 ℃、0.1~10.0 Hz 下测定样品的

G′和 G″随剪切频率的变化，并通过 G′/G″比值来判

断凝胶化程度。 

1.3.6  水凝胶溶胀性能测试 

按照文献[21]所述方法配制模拟泪液。精确称

量 HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶冻干样品的初
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始干重 m0（g），将其分别置于 37 ℃模拟泪液中，

每隔一定时间将凝胶取出并吸除表面水分，称量湿

重 mt（g）直至水凝胶质量不变。根据公式（2）计

算水凝胶的溶胀率（Rs，%）。 

 Rs/%=(mt–m0)/m0×100 （2） 

1.3.7  水凝胶降解性能测试 

精确称量 HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶冻

干样品的初始干重 m0′（g），将其置于 37 ℃模拟泪

液中，每隔 3 d 将凝胶取出并放入烘箱中烘干 24 h

以除去水凝胶中剩余水分，干燥水凝胶称重记为 mt′
（g），降解实验进行 60 d。根据公式（3）计算水凝

胶的降解率（RD，%）。 

 RD/%=(m0′–mt′)/m0′×100 （3） 

1.3.8  水凝胶热稳定性测试 

将 HPCS-GP 和 OPL2-HPCS-GP 水凝胶冻干样

品磨成粉末，放入热分析坩埚中，采用热重分析仪测

定凝胶样品的质量变化。氮气氛围，流速 100 mL/min；

温度范围 35~900 ℃，升温速率 10 ℃/min。 

1.4  药物释放实验 

将相同质量的载药水凝胶 BF@HPCS-GP 和

BF@OPL-HPCS-GP置于100 mL模拟泪液中，在37 ℃、

100 r/min 恒温摇床中释放。每隔一定时间吸取 2 mL

溶液，采用紫外-可见分光光度计测定其在 268 nm

处的吸光度（A268）。每次测试结束后，将比色皿中

样品溶液倒回释放介质中，保持实验过程中释放介

质体积恒定。根据 BF 质量浓度（x）-吸光度（y）
标准曲线方程（y=0.414x–0.003，R2=0.9991），计算

不同时刻释放介质中 BF 的质量浓度和释放量，根

据公式（4）计算累积释放率（Q，%）。 

 Q/%=mt′/m0″×100 （4） 

式中：mt″为 t 时刻模拟泪液中药物释放量，mg；m0″

为初始药物负载质量，mg。 

1.5  血液相容性实验 

血液相容性实验设置阴性对照组、阳性对照组

和水凝胶样品组，每组平行进行 3 次实验。水凝胶

样品组：取 0.5 mL 体积分数 4%绵羊红细胞（保存

于阿氏液中，下同）加入 7.5 mL 生理盐水中，向其

中分别加入 0.3 g 的 HPCS-GP 或 OPL-HPCS-GP 水

凝胶冻干样品。阴性对照组：取 0.5 mL 的 4%绵羊红

细胞加入 7.5 mL 生理盐水中。阳性对照组：取 0.5 mL

的 4%绵羊红细胞加入 7.5 mL 蒸馏水中。各组样品

于 37 ℃静置 4 h 后，以 2000 r/min 离心 10 min，采

用紫外-可见分光光度计测定上清液在 540 nm 处的

吸光度（A）。根据公式（5）计算溶血率（RH，%）。 

 RH/%=(A 样品–A 阴性)/(A 阳性–A 阴性)×100 （5） 

式中：A 样品、A 阳性、A 阴性分别为水凝胶样品组、阳性

对照组、阴性对照组上清液的吸光度。 

1.6  细胞毒性实验 

采用 MTT 法[22]评价水凝胶样品对小鼠成纤维

细胞（L929）的细胞毒性。称取 0.01 g 的 HPCS-GP、

OPL1-HPCS-GP、OPL2-HPCS-GP 和 OPL3-HPCS-GP

水凝胶冻干粉末，无菌条件下分别在 10 mL 含双抗

DEME 培养基中浸提 24 h，获得 4 种水凝胶浸提液。 

采用质量浓度 2.5 g/L 胰蛋白酶（保存于

pH=7.2~7.4 的 PBS 缓冲液中）对传代至对数生长期

的 L929 细胞消化 2 min，于 600 r/min 离心 5 min

并弃去上清液。向细胞沉淀中加入新鲜含双抗

DMEM 培养基，轻轻吹打使细胞悬浮，于 600 r/min

离心 5 min 并弃去上清液，重复操作两次以除去消

化液和原培养液。调整细胞密度为 2×105 个/mL，接

种于 96 孔细胞培养板中，每孔 100 μL。将培养板置

于 CO2细胞培养箱中于 37 ℃孵育 24 h 后，取出培养

板并弃去孔中培养液，将 4 种水凝胶浸提液分别加

入各培养孔中，每孔 100 μL，为实验设置 4 种水凝

胶样品组。对照组只加入培养基和细胞，空白组只

加入培养基，每组设置 3 个复孔。 

将培养板置于 CO2 细胞培养箱在 37 ℃下孵育

72 h 后，取出并弃去孔中培养液，向各孔加入 100 μL

质量浓度 5 g/L 的 MTT 溶液，再将培养板置于 CO2

细胞培养箱在 37 ℃下孵育 4 h。取出培养板吸除孔

中 MTT 溶液，加入 100 μL 的 DMSO 并与细胞混匀，

在 CO2 细胞培养箱中于 37 ℃孵育 30 min。采用酶

标仪测定各孔在 490 nm 处的吸光度。根据公式（6）

计算细胞存活率（CV，%）。 

 CV/%=(A 样品–A 空白)/(A 对照–A 空白)×100 （6） 

式中：A 样品、A 对照、A 空白分别为水凝胶样品组、对

照组、空白组的吸光度。 

1.7  动物泪道栓塞实验 

本实验由陕西省眼科研究所协助完成，实验方

案遵循第 8 版《实验动物护理和使用指南》，并经研

究所动物伦理委员会审批（动物实验伦理备案号：

AEWC-202308，动物实验批准号：SN-202308）。采

用 OPL2-HPCS-GP 水凝胶进行泪道栓塞效果评估。 

选取 6 只健康新西兰大白兔，雌雄不限，体重

约为 2~3 kg，在裂隙灯下观察兔子的结膜或角膜是

否存在异常，同时采用光学相干断层扫描仪（OCT）

测量正常兔眼的泪河高度。使用质量浓度 10 g/L 硫

酸阿托品滴眼液对兔子进行 DED 建模，每天滴眼 4

次，持续 7 d，当泪河高度小于 0.1 mm，说明建模

成功。在兔眼结膜囊内滴加盐酸奥布卡因对眼表麻

醉，使用无菌泪道冲洗针吸取 1 mL 的 OPL2-HPCS- 

GP 溶胶，通过下泪点注射入泪道，溶胶在生理温度

下迅速凝胶栓塞泪道。每只兔子的左眼植入水凝胶，

以右眼为自体干眼模型对照，实验观察 30 d，每 15 d

使用 OCT 对兔眼进行非侵入性断层成像，测量泪河

高度（TMH）和泪河截面积（TMA）。 
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2  结果与讨论 

2.1  OPL 制备与表征分析 

2.1.1  OPL 制备 

基于 Dess-Martin 氧化机理，DMP 可将 PL 分子

糖单元中的 C6 位伯醇羟基氧化为醛基，实现 PL 的

氧化，即醛基化修饰。反应机理为[19]：DMP 分子中

的一个乙酰氧基与 PL 的烷氧基发生置换；然后

DMP 分子中另一个乙酰氧基发生离去时，与醇羟基

相连碳原子上的质子转移到乙酰氧基上，使 PL 的

伯醇羟基氧化为醛基。该反应具有相当高的化学选

择性，并且可以避免过度氧化。 

采用盐酸羟胺滴定法测定 OPL 的氧化度。盐酸

羟胺分子中的氨基可以与 OPL分子中的醛基发生反

应并生成 HCl。以甲基橙为指示剂，通过标准 NaOH

溶液的消耗量计算 OPL 的氧化度。根据公式（1）

计算得到，OD=71.57%±2.32%。 

2.1.2  OPL 表征 

图 1 为 PL 和 OPL 的 1HNMR 谱图。可以看出，

相比于 PL，OPL 在 δ 5.2 处出现新的半缩醛（醛基

在氘水中以半缩醛形式存在[23]）信号峰，表明其分

子中成功引入了醛基。 
 

 
 

图 1  PL 和 OPL 的 1HNMR 谱图 
Fig. 1  1HNMR spectra of PL and OPL 

图 2 为 PL 和 OPL 的 FTIR 谱图。 
 

 
 

图 2  OPL 和 PL 的 FTIR 谱图 
Fig. 2  FTIR spectra of OPL and PL 

 

由图 2 可以看出，与 PL 相比，OPL 在 1735 cm–1

处出现醛基（C==O）伸缩振动峰，表明 OPL 分子中

成功引入了醛基，证实 OPL 的成功合成[24]。这与
1HNMR 谱图（图 1）结果一致。 

2.2  OPL-HPCS-GP 水凝胶制备与表征 

2.2.1  OPL-HPCS-GP 水凝胶制备 

图 3 为 OPL-HPCS-GP 水凝胶的温敏交联机理

示意图。从图 3 可以看出，GP 溶液与 HPCS 溶液混合

过程中，GP 分子中的负电性磷酸基团—O—PO3
2–与

HPCS 分子中部分质子化—NH3
+通过静电作用结合，

使 GP 分子结合在 HPCS 分子长链上成为锚点。锚点

GP 分子中，C1、C3原子上各连接 1 个羟基，与 C2相连

的—O—PO3
2–具有强吸电子效应，促进电子云向 C1

和 C3 的羟基氧原子上分布。因此，在 HPCS 分子链

上，一个 GP 锚点中负电性较强的羟基 O 原子与另

一个 GP 锚点中正电性较强的羟基 H 原子之间能够形

成氢键，使 HPCS 分子链形成交联位点。为了促进 GP

锚点之间形成稳定氢键，升高体系温度可以增强 HPCS

分子链的热运动，增大 GP 锚点间的碰撞概率，并为锚

点间形成氢键提供能量，形成温敏凝胶交联网络。 
 

 
 

图 3  OPL-HPCS-GP 水凝胶的温敏交联机理示意图 
Fig. 3  Schematic diagram of thermosensitive cross-linking mechanism of OPL-HPCS-GP hydrogel 
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但是，仅依赖氢键作用力形成的 HPCS-GP 凝胶

的凝胶时间长（5~10 min）、凝胶力学强度弱，不能

满足注射型泪道栓的制备需求。而利用 OPL 分子中

醛基与 HPCS 分子中未质子化氨基之间能够发生席

夫碱反应的特点，使 OPL 与 HPCS、GP 共混并在生

理温度（37 ℃）环境中形成 GP 锚点-GP 锚点氢键

交联与OPL-HPCS席夫碱键交联的协同交联网络结构。 

2.2.2  OPL-HPCS-GP 表征 

图 4 为 OPL2-HPCS-GP 水凝胶和各组分的 FTIR

谱图。可以看出，HPCS 在 3312 cm–1 处出现氨基伸

缩振动峰；GP 在 1065 和 942 cm–1 处出现磷酸基团

的伸缩振动峰；OPL 在 3278 和 1735 cm–1 处分别出

现 O—H 键和 C==O 键的伸缩振动峰。由于 OPL 分

子中醛基和 HPCS 分子中氨基之间形成亚胺键，使

OPL2-HPCS-GP 水凝胶在 1735 cm–1 处的信号峰消

失，并且在 1648 cm–1 处出现了 C==N 键的伸缩振动

峰，证明了席夫碱键的形成[24]。与 GP 相比，OPL2- 

HPCS-GP 水凝胶在 1065 和 942 cm–1 处对应于磷酸

基团的伸缩振动峰减弱，说明 GP 分子中磷酸根与

HPCS 分子中质子化氨基之间发生了静电相互作用。 
 

 
 

图 4  OPL2-HPCS-GP 水凝胶和各组分的 FTIR 谱图 
Fig. 4  FTIR spectra of OPL2-HPCS-GP hydrogel and each 

component  
 

图 5 为 HPCS-GP 和 OPL-HPCS-GP 水凝胶的

SEM 图。 
 

 
 

图 5  HPCS-GP（a）、OPL1-HPCS-GP（b）、OPL2-HPCS-GP

（c）、OPL3-HPCS-GP（d）水凝胶的 SEM 图 
Fig. 5  SEM images of HPCS-GP (a), OPL1-HPCS-GP (b), 

OPL2-HPCS-GP (c), OPL3-HPCS-GP (d) hydrogels 

由图 5 可以看出，HPCS-GP 单网络交联凝胶的

微观结构较为疏松[12-13]（图5a），平均孔径为443.0 μm；

OPL1-HPCS-GP（图 5b）、OPL2-HPCS-GP（图 5c）、

OPL3-HPCS-GP（图 5d）水凝胶的微观结构致密程

度增加，平均孔径逐渐减小，分别为 193.5、155.0、

129.6 μm。这是因为，随着 OPL-HPCS-GP 水凝胶中

引入 OPL 含量的增加，在 OPL-HPCS 席夫碱键交联

与 HPCS-GP 氢键交联协同作用下，凝胶交联位点增

多，交联密度增大。这也表明，OPL 能够实现对

OPL-HPCS-GP 水凝胶形貌与结构的调控。 

2.3  OPL-HPCS-GP 水凝胶的性能 

2.3.1  温敏凝胶化性能 

溶胶 /凝胶的温敏响应时间是判断其能否作为

可注射材料的关键因素。作为泪道栓塞植入材料，

溶胶/凝胶的温敏响应时间以 30~60 s 为宜，温敏响

应过慢容易导致溶胶在泪道中扩散流失，而响应过

快则不利于进行注射植入操作。图 6 为小瓶倒置法

测定温敏凝胶化时间实际操作图。 
 

 
 

图 6  小瓶倒置法测定温敏凝胶化时间操作图 
Fig. 6  Determination of gel time by vial inversion method 
  

经测定，与 HPCS-GP 溶胶在 37 ℃环境中的凝

胶时间〔(525.0±15.0) s〕相比，OPL1-HPCS-GP、

OPL2-HPCS-GP、OPL3-HPCS-GP 凝胶时间分别为

(51.0±3.8)、(42.7±1.3)、(36.3±2.7) s，表明具有双网

络互穿结构的 OPL-HPCS-GP 凝胶具有更敏感的温

敏凝胶化能力，且 OPL 含量对温敏凝胶化时间具有

调节作用。 

G′和 G″变化可以表征样品从低黏度液态溶胶

到高强度固态凝胶的转变过程 [25-26] 。图 7 为

OPL-HPCS-GP 水凝胶的温敏凝胶化性能测试结果。 

从图 7 可以看出，初始状态时，HPCS-GP 和

OPL2-HPCS-GP 溶胶的扫描曲线均呈现 G″＞G′，此

时样品呈液态溶胶；随着时间的延长，G″与 G′逐渐

增大并在 516.5 s（HPCS-GP）和 37.8 s（OPL2-HPCS- 

GP）出现交点（G″＝G′），这与溶胶向凝胶转变的

相态转变时间对应；继续延长时间，HPCS-GP 和

OPL2-HPCS-GP 的 G″、G′曲线趋于稳定且保持 G″<G′，
表明两者均形成了稳定的固态凝胶。OPL2-HPCS-GP

的相态转变时间远低于 HPCS-GP，表明引入 OPL

能够有效缩短和调节 HPCS-GP 的温敏凝胶时间，使
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OPL2-HPCS-GP 溶胶快速实现原位温敏凝胶化响

应，其具有作为温敏泪道栓材料的可能性。 
 

 
 

图 7  HPCS-GP 和 OPL2-HPCS-GP 的 G′和 G″与时间关系

曲线 
Fig. 7  Relationship curves of G′ and G″ of HPCS-GP and 

OPL2-HPCS-GP with time 
 

2.3.2  力学性能 

图 8 为 HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶的压

缩应力-应变曲线。 
 

 
 

图 8  HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶的压缩应力-应变

曲线 
Fig. 8  Compressive stress-strain curves of HPCS-GP and 

OPL-HPCS-GP hydrogels 
 

如图 8 所示，根据多次平行实验得到 HPCS-GP、

OPL1-HPCS-GP、OPL2-HPCS-GP 和 OPL3-HPCS-GP

的 最 大 应 力 分 别 为 (0.81±0.03) 、 (1.45±0.07) 、

(1.96±0.12)、(1.72±0.05) N。根据应力-应变曲线计算得

到的压缩模量分别为  (9.27±0.82)、 (21.16±1.03)、

(30.22±2.27)、(23.32±1.94) kPa。可见，与 HPCS-GP

凝胶相比，引入 OPL 显著提高了凝胶的力学强度。

但是，当溶胶中加入的 OPL 质量浓度为 25 g/L 时，

制备的 OPL3-HPCS-GP 水凝胶的最大应力和压缩模

量反而减小，这是因为，席夫碱键交联密度过大会引

起凝胶柔韧性下降。因此，制备 OPL-HPCS-GP 水凝

胶时，应综合评估 OPL 的含量。 

2.3.3  流变性能 

图 9 为 HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 溶胶的 G′、

G″随剪切频率的变化曲线。 
 

 
 

图 9  溶胶样品的模量-剪切频率关系曲线 
Fig. 9  Relationship curves of modulus and shear frequency 

of sol samples 
 

从图 9 可以看出，在 0.1~10.0 Hz 频率范围内，

4 种溶胶的 G′均大于 G″，均能够实现温敏凝胶化转

变。当 G′与 G″曲线趋于稳定时，HPCS-GP、OPL1- 

HPCS-GP、OPL2-HPCS-GP 和 OPL3-HPCS-GP 溶胶

在 剪 切 频 率 10.0 Hz 下 的 G″/G′ 比 值 分 别 为

0.222±0.02、0.133±0.01、0.059±0.01 和 0.086±0.01，

表明引入 OPL 可显著减小 G″/G′比值，能够促进凝

胶化反应。OPL2-HPCS-GP 在剪切频率 10.0 Hz 下的

G″/G′比值最小，其凝胶化转变效果最优。 

2.3.4  溶胀性能 

水凝胶溶胀过程是聚合物-水相互作用产生的

向外张力和聚合物分子链间相互作用产生的弹性回

缩力之间的竞争平衡，前者促进溶胀，后者抵抗溶

胀[27]。因此，通过减弱聚合物与水的相互作用，或

增强聚合物分子链相互作用，可以解决水凝胶过度

溶胀带来的力学强度下降等问题。图 10 为 HPCS- 

GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶在 37 ℃模拟泪液中的溶

胀曲线。 
 

 
 

图 10  HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶在模拟泪液中的

溶胀曲线 
Fig. 10  Swelling curves of HPCS-GP and OPL-HPCS-GP 

hydrogels in simulated tear 
 

从图 10 可以看出，在溶胀初期（0~10 min），4
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种凝胶样品均呈现快速溶胀特征。这是因为，凝胶聚

合物为亲水性材料，在凝胶界面外部与内部之间的水

分子浓度差推动下，模拟泪液中水分子沿微孔通道快

速向凝胶内部扩散，增大了聚合物链之间的距离，削

弱了聚合物骨架之间的相互作用力，凝胶网络产生的

向外张力占据优势，微孔尺寸增大。在溶胀中期

（10~60 min），4 种凝胶样品溶胀减缓。这是因为，

随着凝胶外部与内部之间水分子扩散推动力逐渐减

小，凝胶溶胀速率逐渐减小，进入凝胶的水分子与凝

胶骨架上亲水基团通过氢键结合，结合水的形成在此

阶段占优势地位。溶胀后期（>60 min），4 种凝胶的

溶胀率不再变化，凝胶溶胀趋于稳定。这是因为，凝

胶外部与内部之间水分子扩散趋近动态平衡，聚合物

链上亲水基团与水分子的结合亦趋近饱和状态，凝胶

网络因吸水溶胀产生的向外张力与弹性回缩力逐渐平

衡，使凝胶溶胀趋于稳定。HPCS-GP、OPL1-HPCS-GP、

OPL2-HPCS-GP和OPL3-HPCS-GP水凝胶在模拟泪液

中 120 min 时平衡溶胀率分别为 331.92%±8.08%、

245.81%±4.19%、226.46%±3.57%、209.50%±5.75%。 

从上述分析可知，向聚合物中引入双网络互穿

结构，增加凝胶网络致密程度，是增强分子链相互

作用的可行方案。与 HPCS-GP 水凝胶相比，OPL 和

HPCS 分子间亚胺键的形成，使 OPL-HPCS-GP 水凝

胶在双网络互穿结构基础上交联密度较高，分子链

间约束力较大，增强了凝胶网络在溶胀过程中的弹

性回缩力，在模拟泪液中具有适度溶胀性能的同时，

保持凝胶的结构完整和力学强度。通过改变 OPL 在

凝胶中含量，可以调整 OPL-HPCS-GP 水凝胶的溶

胀行为，使之能够应用于泪小管的稳定栓塞。 

2.3.5  降解性能 

水凝胶的降解性能是评价其能否作为泪道栓使

用的一个重要指标。水凝胶在模拟泪液中应具有良好

的抗降解性能，以发挥稳定栓塞作用。图 11 为 HPCS- 

GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶在模拟泪液中的降解曲线。 
 

 
 

图 11  HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶在模拟泪液中的

降解曲线 
Fig. 11  Degradation curves of HPCS-GP and OPL-HPCS- 

GP hydrogels in simulated tear 

从图 11 可以看出，与 HPCS-GP 水凝胶相比，

OPL-HPCS-GP 水凝胶在模拟泪液中的降解速率明

显较小。HPCS-GP、OPL1-HPCS-GP、OPL2-HPCS-GP

和 OPL3-HPCS-GP 水凝胶 60 d 的降解率分别为：

79.29%±1.86%、38.96%±0.93%、30.85%±1.32%、

25.18%±1.47%。可见，引入 OPL 能够赋予双网络

OPL-HPCS-GP 水凝胶良好的抗降解能力，使其具备

长期和稳定栓塞泪道的能力。 

2.3.6  热稳定性 

图 12 为 HPCS-GP 水凝胶和 OPL2-HPCS-GP 水

凝胶的 TGA 曲线。 
 

 
 

图 12  HPCS-GP 水凝胶（a）和 OPL2-HPCS-GP 水凝胶

（b）的 TGA 曲线 
Fig. 12  TGA curves of HPCS-GP (a) and OPL2-HPCS-GP 

(b) hydrogels 
 

从图 12 可以看出，两种水凝胶的热失重可分为 3

个阶段：第一阶段（35~200 ℃）热失重主要由于凝胶

网络中自由水和结合水的蒸发；第二阶段（200~400 ℃）

热失重主要是由于凝胶样品中多糖分子链间糖苷键

断裂并且伴随部分炭化；第三阶段（400~900 ℃）

的热失重主要是由于凝胶样品中有机碳发生了彻底

的氧化分解。 

从图 12 还可以看出，OPL2-HPCS-GP 水凝胶（图

12b）在 200~400 和 400~900 ℃的质量损失率为

29.41%和 7.63%，均小于 HPCS-GP 水凝胶的质量损失

率 36.17%和 10.25%，两种样品在 900 ℃的最终质量

残留率分别为39.45%和48.04%。表明OPL2- HPCS-GP

水凝胶内部网络结构较为致密，因此，向凝胶体系中
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引入 OPL 有助于维持凝胶结构热稳定性。 

2.4  载药水凝胶的体外释药行为 

图 13 为 BF@HPCS-GP 和 BF@OPL-HPCS-GP 在

模拟泪液中的药物释放曲线。表 1 为采用 Korsmeyer- 

Peppas 动力学模型[22]对释放曲线的动力学拟合结果。 
 

 
 

图 13  BF@HPCS-GP 和 BF@OPL-HPCS-GP 在模拟泪液

中的体外药物释放曲线 
Fig. 13  In vitro drug release curves of BF@HPCS-GP and 

BF@OPL-HPCS-GP hydrogels in stimulated tear 
  
表 1  载药水凝胶在模拟泪液中的释放动力学拟合结果 

Table 1  Fitting results of release kinetics of drug-loaded 
hydrogels in simulated tear 

载药水凝胶 拟合方程 R2 释药机制 

BF@HPCS-GP Q=20.81t0.58 0.9743 Non-Fickian 扩散

BF@OPL1-HPCS-GP Q=17.28t0.50 0.9836 Non-Fickian 扩散

BF@OPL2-HPCS-GP Q=16.75t0.46 0.9904 Non-Fickian 扩散

BF@OPL3-HPCS-GP Q=15.39t0.45 0.9951 Non-Fickian 扩散

 

从图 13 可以看出，与 BF@HPCS-GP 相比，随

着载药凝胶中 OPL 含量的增加，BF@OPL-HPCS-GP

中的 BF 释放速率逐渐减小。这是因为，OPL与 HPCS

之间席夫碱键交联作用在双网络互穿结构中增强，

延长了 BF 释放平衡所需时间。 

从表 1 可以看出，4 种载药水凝胶的 t 指数项

（n）= 0.45~0.58。在 Korsmeyer-Peppas 动力学拟合

方程中，n=0.43~0.89 时，药物释放机制为 Non-Fickian

扩散，即扩散与骨架溶蚀相结合。所以，BF@HPCS- 

GP 和 BF@OPL-HPCS-GP 的药物释放机制均为扩散

与骨架溶蚀相结合。随着凝胶中 OPL 含量的增加，

n 逐渐趋近于 0.43，即药物释放机制接近 Fickian 扩

散。表明交联程度增加有利于稳定聚合物骨架结构，

使药物扩散行为从扩散与骨架溶蚀相结合逐渐接近

Fickian 扩散机制。 

从表 1 还可以看出，与 BF@HPCS-GP 相比，

BF@OPL-HPCS-GP 内部交联网络更为致密，因此

药物缓释效果较好，可以发挥稳定释药作用。DED

的患病过程中，由于眼表微环境发生改变，往往伴

随着炎症反应。通过负载抗炎药物 BF，可以在进行

稳定栓塞的同时协同抑制炎症反应。 

2.5  血液相容性评价 

根据 ISO 10993-4—2023《医疗器械生物学评

价》，泪道栓塞材料应具有良好的生物相容性[28]，其

溶血率应低于 5%。图 14 为 HPCS-GP、OPL-HPCS- 

GP 水凝胶对绵羊红细胞的溶血状态实物照片。图

15 为溶血率结果。 
 

 
 

图 14  HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶对绵羊红细胞的

溶血状态实物照片 
Fig. 14  Hemolytic state photographs on sheep erythrocytes 

of HPCS-GP and OPL-HPCS-GP hydrogels 

 

 
 

图 15  HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶对绵羊红细胞的

溶血率 
Fig. 15  Hemolysis rate to sheep erythrocytes of HPCS-GP 

and OPL-HPCS-GP hydrogels 
 

从图 14 可以看出，将生理盐水（阴性对照组）

和水凝胶（水凝胶样品组）加入绵羊红细胞中 4 h

后均未出现溶血现象，而以蒸馏水为分散介质的阳

性对照组在 4 h 后呈现溶血状态。HPCS-GP、OPL1- 

HPCS-GP、OPL2-HPCS-GP 和 OPL3-HPCS-GP 水凝

胶的溶血率分别为 2.64%±0.18%、1.85%±0.07%、

1.95%±0.11%和 2.03%±0.15%（图 15），符合 ISO 溶

血标准，具有良好的血液相容性。这是由于 HPCS

和 PL 本身生物相容性优良，采用 DMP 试剂对 PL

氧化改性后的 OPL依然能保留天然多糖的生物相容

性。相比之下，引入 OPL 的凝胶样品显示出更为优

异的血液相容性。 
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2.6  细胞毒性分析 

图 16 为采用 MTT 法测定的 HPCS-GP、OPL- 

HPCS-GP 水凝胶对 L929 细胞的毒性结果。 
 

 
 

图 16  HPCS-GP、OPL-HPCS-GP 水凝胶的细胞存活率 
Fig. 16  Cell viability of HPCS-GP and OPL-HPCS-GP 

hydrogels 
  

从图 16 可以看出，与对照组相比，HPCS-GP、

OPL1-HPCS-GP、OPL2-HPCS-GP 和 OPL3-HPCS-GP

水 凝 胶 样 品 组 在 72 h 的 细 胞 存 活 率 分 别 为

103.43%±6.98%、109.28%±4.81%、112.97%±2.64%、

118.35%±3.26%，表明凝胶样品不仅具有低细胞毒

性，而且在一定程度上促进了细胞增殖。引入 OPL

的凝 胶 样品 显示 出 更优 异的 细 胞相 容性 ，为

OPL-HPCS-GP 温敏凝胶在泪道栓塞中的应用提供

了安全保障。 

2.7  泪河高度分析 

上下眼睑与角膜间的泪液弧面即为泪河，TMH

和 TMA 是诊断 DED 的重要指标[21]。OCT 可精确反

映泪河状态，并获得 TMH 和 TMA 数据。图 17 为

OPL2-HPCS-GP 水凝胶栓塞的 TMH 和 TMA。 

 

 
 

图 17  OPL-HPCS-GP 凝胶栓塞的 TMH 和 TMA 
Fig. 17  TMH and TMA of OPL-HPCS-GP hydrogel plugs 

经测定，空白对照（植入凝胶塞前正常兔眼）

的 TMH 为(240.8±22.8) μm，TMA 为(0.037±0.005) mm2。 

从图 17 可以看出，未加入凝胶栓塞（0 d）时，

兔眼 TMH 与 TMA 明显低于正常值并具有典型干眼

症状，且左眼与右眼差异不大；当凝胶栓塞左眼 15 d

时，左眼 TMH（285.0 μm）和 TMA（0.040 mm2）

明显改善并接近正常值（240.8 μm 和 0.037 mm2），

而右眼 TMH（143.0 μm）和 TMA（0.012 mm2）仍

处于 DED 状态；当凝胶栓塞左眼 30 d 时，与右眼

干眼症状进一步加重相比，左眼 TMH（325.0 μm）

和 TMA（0.052 mm2）提示其干眼症状得到改善。

表明，OPL-HPCS-GP 温敏凝胶在泪道中发挥了稳定

栓塞作用，延长了泪液在眼表滞留时间，有效改善

了干眼症状。 
 

3  结论 

（1）经 DMP 氧化 PL 成功制备了 OPL。氧化改

性过程主要发生在 PL 糖环 C6 位的伯醇羟基上，在

不破坏糖环主链完整性的基础上引入醛基，维持 PL

主链糖环化学结构稳定，并保留良好的生物相容性。 

（2）HPCS 分子中的氨基官能团为构建凝胶网

络提供了反应基础。一部分质子化的氨基使 GP 分

子作为锚点结合在 HPCS 分子链上，在温度转变过

程中，GP 锚点之间形成氢键，促进 HPCS 分子交联

形成凝胶结构；同时，另一部分氨基与 OPL 分子中

的醛基通过席夫碱键进行化学交联位点，协调优化

凝胶的内部结构和性能。改变 OPL 含量，可以实现

对 OPL-HPCS-GP 水凝胶结构和性能的调制。 

（3）OPL2-HPCS-GP 水凝胶具有温敏响应时间

短（37.8 s）、力学稳定性好〔最大应力为(1.96±0.12) 

N〕、抗降解能力强（60 d 降解率为 30.85%±1.32%），

药物缓释性能好，生物相容性优良等特点。通过对

新西兰白兔进行干眼泪道栓塞评价，显示 OPL2- 

HPCS-GP 水凝胶能够稳定有效栓塞泪道并改善干

眼症状，体现出良好的研究和应用价值。 
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