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摘  要 

近年来，罗非鱼皮胶原蛋白在生物材料及组织工程领域的研究日益受到关注，但其较差的机械性能严重

限制了其实际应用。为改善胶原纤维水凝胶的结构与力学性能，本研究引入不同浓度的京尼平对其进行

交联改性。结果表明，京尼平对水凝胶的交联度呈浓度依赖性，当京尼平浓度达到8 mM时，交联反应趋

于平衡。通过衰减全反射傅里叶变换红外光谱以及扫描电镜等分析技术分析表明，京尼平与胶原纤维间

通过共价键相互作用，促使水凝胶网络致密化，纤维直径减小。进一步研究发现，京尼平交联降低了水

凝胶的孔隙率，提高了其表面亲水性、机械强度及溶胀性能。未交联水凝胶的最大压缩强度为23.32 kPa，
当京尼平浓度为6 mM时，强度提高至28.14 kPa (相对增幅20.58%)，之后趋于稳定；未交联水凝胶的

保水率为281.97%，当京尼平浓度为10 mM时，提高至1740.31% (绝对提高1458.34个百分点，相对增

幅517.20%)。本研究为改善水产胶原基生物材料的性能提供了有效的实验依据。 
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Abstract 
In recent years, collagen derived from tilapia skin has attracted increasing attention in the fields of 
biomaterials and tissue engineering; however, its poor mechanical properties severely limit its prac-
tical application. To improve the structural and mechanical performance of the collagen fibrillar hy-
drogel, different concentrations of genipin were introduced for crosslinking modification. The results 
showed that the crosslinking degree of the hydrogel was dependent on the genipin concentration, and 
the crosslinking reaction reached equilibrium when the genipin concentration reached 8 mM. Atten-
uated total reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) and scanning electron 
microscopy (SEM) analyses revealed that genipin interacted with collagen fibers through covalent 
bonds, leading to densification of the hydrogel network and a reduction in fiber diameter. Further 
investigations demonstrated that genipin crosslinking decreased the porosity of the hydrogel while 
improving its surface hydrophilicity, mechanical strength, and swelling properties. The maximum 
compressive strength of the uncross-linked hydrogel was 23.32 kPa; upon treatment with 6 mM gen-
ipin, the strength increased to 28.14 kPa (a relative increase of 20.58%) and subsequently plateaued. 
The water retention rate of the uncross-linked hydrogel was 281.97%, whereas after cross-linking 
with 10 mM genipin, it rose to 1740.31% (an absolute increase of 1458.34 percentage points, corre-
sponding to a relative increase of 517.20%). This study provides a solid experimental basis for im-
proving the properties of aquatic collagen-based biomaterials. 
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1. 引言 

胶原蛋白是动物体内含量最丰富、分布最广泛的结构蛋白，约占人体蛋白质总量的 30% [1]。其特征

为右手三螺旋结构，由三条平行的左手螺旋多肽链缠绕形成。相比于哺乳动物胶原蛋白，水产胶原蛋白

因其人畜共患疾病风险小、无宗教限制等优点受到高度关注。我国是世界上最大的罗非鱼养殖和加工国

家，每年产生大量的鱼皮等副产物。其中鱼皮干物质中 70%以上为胶原蛋白，若其得到充分利用不仅可

以缓解环境污染，而且可以为化妆品、医药和食品等行业提供原料，从而减少对陆生胶原蛋白的依赖[2]。 
自组装性是胶原重要的分子行为之一[3]。在生物体内，胶原分子通过疏水作用、氢键、离子键等分

子间相互作用自组装形成微纤维，微纤维进一步聚集交联形成胶原纤维(束)。在体外，通过模拟体内条件

胶原分子也可以实现自组装，形成胶原纤维水凝胶，类似于 ECM 结构[4]。然而纯胶原纤维材料仍然存

在机械性能差、易被降解等缺陷，大大限制了其应用。为弥补这些不足，在实际的研究和生产中通常需

要经过交联改性处理。京尼平是一种来自于栀子的天然化合物，可以与胶原通过共价结合的方式交联。

Fitriani 等[5]使用京尼平对羟基磷灰石–胶原复合材料进行改性，发现该材料的机械性能和亲水性能均大

幅上升。 
本研究以罗非鱼皮胶原为原料，通过分子自组装构建胶原纤维水凝胶，以京尼平对其进行交联，利

用扫描电镜(SEM)和衰减全反射傅里叶变换红外光谱(ATR-FTIR)等分析水凝胶的结构变化；并进一步研

究水凝胶的孔隙率、水接触角、机械性能和溶胀性，系统阐明京尼平对自组装胶原纤维水凝胶结构和性
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能的影响，为鱼皮胶原纤维基生物材料的开发利用提供理论依据与参考。 

2. 实验材料和方法 

2.1. 材料与主要试剂 

罗非鱼皮，广东水产品加工厂；氢氧化钠、无水乙醇、冰醋酸、氯化钠，国药集团化学试剂有限公

司；磷酸氢二钠、磷酸二氢钠，上海麦克林生化科技有限公司；胃蛋白酶(1:10,000)，北京索莱宝科技有

限公司；京尼平，江西之信生物科技有限公司。 

2.2. 主要仪器 

高速冷冻离心机，CT14RD Ⅱ型，上海天美科学仪器有限公司；真空冷冻干燥机，FD5 型，北京金西

盟仪器有限公司；衰减全反射傅里叶变换红外光谱仪，Nicolet 6700 型，美国 Thermo Fisher Scientific 公

司；扫描电子显微镜，JSM-6700F 型，日本 JEOL 公司。接触角测量仪，SDC2110020 型，东莞市晟鼎精

密仪器有限公司。 

2.3. 罗非鱼皮胶原的制备 

罗非鱼皮胶原的提取参照 Yan 等的方法[6]。将鱼皮用自来水清洗干净后，剪成 2 × 2 cm 的块状。取

适量鱼皮置于 1 mol/L NaOH 溶液中(m:v = 1:50)，在 30℃下搅拌 90 min 后，水洗至中性；然后浸泡于 0.5 
mol/L 醋酸溶液中(m:v = 1:50)，并添加 0.5%的胃蛋白酶，于 4℃下搅拌提取 48 h；最后加入 NaCl 至终浓

度为 0.9 mol/L，静置过夜后 10,000 rpm 冷冻离心 30 min，收集沉淀，溶解于 0.5 mol/L 醋酸溶液中，依

次用 0.02 mol/L Na2HPO4溶液、0.1 mol/L 醋酸溶液和去离子水透析，冻干得罗非鱼皮胶原。  

2.4. 京尼平交联胶原纤维水凝胶的制备 

取适量胶原，溶解于 0.5 mol/L 的醋酸溶液中，然后与 40 mM 的磷酸缓冲液(PBS, pH 7.4)等体积混

合，使胶原终浓度为 5 mg/mL。混合均匀，调节 pH 7.4 后，加入十二孔细胞培养板中，于 28℃下自聚集

12 h 得到胶原蛋白纤维水凝胶。将其分别浸泡于 0、2、4、6、8 和 10 mM 的京尼平溶液中，于 28℃下交

联 24 h，用去离子水浸泡除盐。  

2.5. 胶原纤维水凝胶的交联度 

胶原纤维水凝胶的交联度采用茚三酮法测定。首先，将 85 mg 茚三酮和 15 mg 二水合还原茚三酮溶

解在 10 mL 的 2-甲氧基乙醇中，制备茚三酮显色溶液。然后，将 20 mg 冻干水凝胶浸入 10 mL 的 0.5 M
盐酸溶液(HCl)中，在 90℃水浴中加热 4 min 使其完全水解，取出冷却并过滤。将滤液、2 mol/L 醋酸–

醋酸钠缓冲液(pH 5.4)和茚三酮显色溶液等体积混合，于 100℃条件下加热 15 min，冷却后用 40%乙醇稀

释，测定 570 nm 处的吸光度。水凝胶的交联度通过公式(1)计算。 

 Cross-linking degree 100%a b

a

A A
A
−

= ×           (1) 

式中 Aa和 Ab分别为交联前和交联后溶液的吸光度。 

2.6. 胶原纤维水凝胶的 ATR-FTIR 光谱 

在干燥条件下使用 ATR-FTIR 光谱仪对冻干胶原纤维水凝胶进行扫描，扫描范围为 4000~600 cm−1，

分辨率为 4 cm−1，扫描 64 次，以空气为背景。 
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2.7. 胶原纤维水凝胶的 SEM 图像 

冻干胶原纤维水凝胶经喷金处理后，于 10 kV 的加速电压下通过 SEM 观察其微观结构。从每个样品

中随机采集 5 张不同视野的 SEM 图像(放大倍数统一为 × 5000)，每张图像中随机选取 20 根完整且清晰

的胶原纤维，使用 Nano Measurer 1.2 软件测量纤维直径(共 100 根)。 

2.8. 胶原纤维水凝胶的孔隙率 

在 10 mL 玻璃瓶中装满乙醇，并精确称量总质量。将已知质量的胶原纤维水凝胶置于玻璃瓶中，使其

完全浸入乙醇，于 25℃条件下超声脱气 10 min，使水凝胶完全充满乙醇。然后，重新用乙醇定容至 10 mL，
称量质量。最后，取出浸满乙醇的水凝胶，称量剩余的乙醇与玻璃瓶的质量。按照公式(2)计算孔隙率： 

 2 3 0

1 3

Porosity 100%
W W W

W W
− −

= ×
−

                   (2) 

式中 W0和 W1分别是冻干样品和充满乙醇的玻璃瓶质量，W2和 W3是取出水凝胶前后的玻璃瓶质量。 

2.9. 胶原纤维水凝胶的水接触角(WCA) 

将冻干胶原纤维水凝胶压片并固定在载玻片上以确保表面光滑平整，然后将超纯水(约 5 μL)滴至样

品表面，使用接触角测量仪测试 WCA。 

2.10. 胶原纤维水凝胶的机械性能 

采用电子万能试验机以 5 mm/min 的应变速度将直径约 20 mm、高约 8 mm 的圆柱形冻干胶原纤维水

凝胶进行压缩，直至应变达到 60%，获得应力–应变曲线，其最大形变量时的荷载即为水凝胶的压缩强

度。 

2.11. 胶原纤维水凝胶的溶胀性能 

将已知质量的冻干胶原纤维水凝胶浸泡在 40 mM 的 PBS 溶液(pH 7.4)中，在 37℃下保温 24 小时以达

到溶胀平衡。取出样品并悬停 1 min 以除去表面水分，称量质量。然后将样品转移到底部带有滤纸的离心

管中，以 500 rpm 的转速离心 5 min，记录样品质量。分别根据公式(3)和(4)计算水凝胶的溶胀率和保水率： 

 1 0

0

Water absorption ratio 100%
W W

W
−

= ×                (3) 

 2 0

0

Water retention ratio 100%
W W

W
−

= ×               (4) 

式中 W0是冻干水凝胶的质量；W1是达到溶胀平衡后水凝胶的质量；W2是离心后水凝胶的质量。 

2.12. 统计分析 

每组实验重复三次，使用 IBM SPSS Statistics 27 软件进行均值、方差和误差分析，使用 OriginPro 2023
作图。对于相同参数，使用 t 检验进行统计学分析，图和表中不同字母表示差异显著。 

3. 实验结果与讨论 

3.1. 京尼平对胶原纤维水凝胶交联度的影响 

京尼平对胶原纤维水凝胶交联度的影响如图 1。随着京尼平浓度的升高，水凝胶的交联度先升高后趋

于稳定，与京尼平对猪小肠粘膜下层的交联度变化趋势一致[7]。当京尼平浓度达到 8 mM 及以上时，交
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联度达到稳定，为 71.04%，高于京尼平对 β-磷酸三钙/明胶复合支架的交联效果(67.46%) [8]，表明京尼

平对胶原纤维水凝胶的交联达到饱和。京尼平与胶原纤维的交联机制始于由氨基引发的开环反应，氨基

通过亲核攻击作用于京尼平的烯烃碳原子，二者间形成共价键，进而形成一个不稳定的醛基，与其他氨

基反应，形成新的共价键[9]。 
 

 
Figure 1. Effect of genipin on cross-linking degree of collagen fibrillar hydrogel 
图 1. 京尼平对胶原纤维水凝胶交联度的影响 

3.2. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶 ATR-FTIR 光谱的影响 

 
Figure 2. Effect of genipin cross-linking on ATR-FTIR spectra of collagen fibrillar hydrogel 
图 2. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶 ATR-FTIR 光谱的影响 

 
京尼平交联对胶原纤维水凝胶 ATR-FTIR 光谱的影响如图 2。可以看出胶原纤维水凝胶仍表现酰胺

A、B、Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ等特征吸收峰，与胶原类似[10]。随着京尼平浓度增加到 10 mM，水凝胶的酰胺 A 谱带

由 3309.39 cm−1蓝移至 3320 cm−1。酰胺 A 带是由 N-H 伸缩振动与氢键偶合产生的，通常，当 N-H 基团

从氢键网络中脱离时，N-H 键恢复自由状态，键长缩短，振动频率升高(蓝移)。由此可见京尼平交联破坏

了胶原纤维中的氢键相互作用，主要是因为二者形成的共价相互作用强于氢键[11]。随着京尼平浓度的升

高，水凝胶的酰胺Ⅱ谱带也发生了红移现象，表明水凝胶内的静电相互作用减弱，这也是京尼平和胶原纤

维形成共价键的结果。 
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3.3. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶微观结构的影响 

交联前后水凝胶均表现胶原纤维形成的三维网络结构(图 3(A)~(L))。随着京尼平浓度的增加，网络结

构更加致密，可能是因为京尼平与胶原纤维间的共价交联减弱了胶原纤维间的静电相互作用，从而使胶原

纤维的排列更加规则，连接更加紧密[12]。但是随着京尼平浓度的增加，胶原纤维的平均直径逐渐减小(图
3(a)~(f))。未交联水凝胶中纤维的平均纤维直径为 287.10 nm，当京尼平浓度为 10 mM 时，纤维的平均纤维

直径为 224.59 nm，比未交联的降低了 21.77%。可能是因为共价交联限制了胶原纤维的侧向组装所致。 
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Figure 3. Effect of genipin cross-linking on SEM images (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L) of collagen fibrillar hydrogel and fiber 
diameter distribution (a, b, c, d, e, f). (A, C, E, G, I, K) images at 300 × magnification, (B, D, F, H, J, L) images at 5000 × magnification. 
(A, B, and a), (C, D, and b), (E, F, and c), (G, H, and d), (I, J, and e), and (K, L, and f) correspond to the samples crosslinked with 
genipin at concentrations of 0, 2, 4, 6, 8, and 10 mM, respectively 
图 3. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶的 SEM 图像(A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L)以及纤维直径分布(a, b, c, d, e, f)的影响。(A, 
C, E, G, I, K)是 300 × 的图像，(B, D, F, H, J, L) 5000 × 的图像。(A、B 和 a)、(C、D 和 b)、(E、F 和 c)、(G、H 和 d)、(I、J
和 e)和(K、L 和 f)分别为与浓度为 0、2、4、6、8、10 mM 京尼平交联后的样品 

3.4. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶孔隙率的影响 

 
Figure 4. Effect of genipin cross-linking on porosity of collagen fibrillar hydrogel 
图 4. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶孔隙率的影响 

 
京尼平浓度对罗非鱼皮胶原纤维水凝胶孔隙率的影响如图 4。未交联水凝胶的孔隙率为 99.29%，高

于聚乙烯醇水凝胶(88.40%) [13]。但是，京尼平交联后，水凝胶的孔隙率显著下降，并且表现浓度依赖性。

当京尼平浓度增大到 10 mM 时，水凝胶的孔隙率降低至 86.12%，进一步证实了三维网络结构更加致密，
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与 SEM 结果一致。 

3.5. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶 WCA 的影响 

 
Figure 5. Effect of genipin cross-linking on WCA of collagen fibrillar hydrogel 
图 5. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶 WCA 的影响 

 
图 5 展示了京尼平浓度对罗非鱼皮胶原纤维水凝胶 WCA 的影响。未交联水凝胶的 WCA 为 106.69˚，

表明其表面呈现疏水性，与赤魟鱼皮酶促溶性(94.96˚)和酸溶性(100.30˚)胶原类似[14]。经京尼平交联处理

后，水凝胶的 WCA 呈现下降趋势，当京尼平浓度达到 4 mM 时，WCA 降低至 63.50˚，此后进一步增加

浓度，WCA 无明显变化。这一现象可能是因为京尼平分子中含有亲水性的羟基，使其表面亲水性增强。

该 WCA 的变化趋势与京尼平交联壳聚糖膜的报道一致[15]。 

3.6. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶机械性能的影响 

 
Figure 6. Effect of genipin cross-linking on stress-strain curve (A) and compressive strength (B) of collagen fibrillar hydrogel 
图 6. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶的应力–应变曲线 (A) 及压缩强度 (B) 的影响 
 

水凝胶的机械性能对其在生物医药和组织工程领域的应用至关重要，为此本研究通过压缩实验评估

了罗非鱼皮胶原纤维水凝胶的机械性能。图 6(A)展示了各水凝胶的应力–应变曲线，主要包括线性弹性

区、非线性变形区、塑性区及结构崩塌区[16]。在负荷初期，胶原纤维发生轻微变形；随着应变增大，纤

https://doi.org/10.12677/ojfr.2026.132021


孙韬 等 
 

 

DOI: 10.12677/ojfr.2026.132021 191 水产研究 
 

维逐步塌陷，最终导致结构发生不可逆破坏。未交联水凝胶的最大压缩强度为 23.32 kPa；随着京尼平交

联浓度的升高，该值逐渐增加，当浓度升高至 10 mM 时，水凝胶的最大压缩强度提升至 31.18 kPa (图
6(B))，这可能是由于纤维网络结构的致密程度增加以及孔隙率的下降。类似的变化趋势在表没食子儿茶

素没食子酸酯(EGCG)改性卵清蛋白的研究中亦有报道[17]。 

3.7. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶溶胀性能的影响 

 
Figure 7. Effect of genipin cross-linking on water absorption (A) and retention ratio (B) of collagen fibrillar hydrogel 
图 7. 京尼平交联对胶原纤维水凝胶的溶胀率 (A) 和保水率 (B) 的影响 

 
具备优异溶胀性能的水凝胶能够快速吸收创面渗出液、促进血细胞聚集并加速凝血，同时有利于伤

口愈合过程中的细胞增殖及物质交换[18]。图 7 展示了京尼平交联对罗非鱼皮胶原纤维水凝胶溶胀率与

保水率的影响。六种样品测得的吸水率与保水率依次为：1417.04%/281.97%、2062.53%/603.99%、

2582.48%/917.61%、3231.25%/1290.50%、2855.29%/1356.08%和 2774.93%/1740.31%。随着京尼平浓度的

升高，水凝胶的溶胀率呈先上升后下降的趋势，在 6 mM 时达到最大值；而保水率则持续上升，当京尼

平浓度增至 10 mM 时，保水率较未交联样品提高了 517.20%。这一变化可能归因于京尼平引入的亲水基

团与纤维网络致密化的协同效应，已有研究报道了相似的观点[19]。 

4. 结论 

京尼平对胶原纤维水凝胶的交联作用呈浓度依赖性，当京尼平浓度达到 8 mM 时，交联反应趋于平

衡。京尼平与胶原纤维之间通过共价相互作用实现交联；随着共价交联的增强，胶原纤维间的氢键和静

电相互作用减弱，导致三维网络结构更加致密，纤维平均直径显著降低，进而使不同京尼平浓度交联的

水凝胶表现出差异化的理化性能。具体而言，随着京尼平浓度的增大，水凝胶的孔隙率与水接触角逐渐

降低，其中水接触角在京尼平浓度为 4 mM 时从 106.69˚降至 63.50˚ (降低了 40.48%)，之后趋于稳定。当

京尼平浓度达到 6 mM 时，水凝胶的机械性能较未交联样品提高 20.58% (绝对提高约 4.82 kPa，从未交联

的 23.32 kPa 增至 28.14 kPa)，随后亦趋于稳定。此外，在京尼平浓度为 10 mM 时，水凝胶的保水率较未

交联样品提升了 517.20% (绝对提高 1458.34 个百分点，从未交联的 281.97%增至 1740.31%)。本研究为进

一步改善水产胶原基生物材料的性能提供了有效策略。 
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