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I 

 

摘    要 

 

体外培养的细胞结构与功能不同于体内细胞。其原因主要是体内三维环境不

同于硬质培养皿的固体/液体界面二维生长环境，同时体内细胞外基质的力学硬度

也与硬质培养皿存在巨大差异。细胞所处环境的力学性能，对细胞的结构和行为，

如细胞的增殖、分化、迁移以及形态，起重要作用。 

水凝胶是一种能够在水中溶胀并保持一定水分而又不溶于水，具有三维网络

结构的新型功能高分子材料。水凝胶的三维结构与高含水量与体内细胞外基质的

结构功能十分相似，因而水凝胶常在细胞培养中模拟细胞外基质的作用。模拟不

同组织的细胞力学环境可通过调节水凝胶的力学性能实现。 

水凝胶力学性能的测定是控制水凝胶力学性能的关键技术。本文对其力学性

能的测定开展了以下三个方面的工作：第一，在浸水拉伸法的基础上，进行了扣

除砝码浮力的改进，提高测量结果的精度；第二，用新制备的三种水凝胶验证微

球压痕法公式，该公式基于对赫兹公式的指数校正而建立，用数值模拟方法与最

优化算法求得公式中的参数；第三，基于重力做功建立计入横向变形的新公式，

利用拉伸法测得的杨氏模量求出公式中的未知参数，拟合公式。研究表明：校正

砝码浮力后，拉伸法的测量精度得到提高；微球压痕法拟合得到的赫兹接触定理

新公式，可适用于五种水凝胶弹性模量的测定，计算误差小；基于重力做功建立

的压痕重力法，计入了横向形变，拟合出的新公式可准确计算出水凝胶的杨氏模

量，与拉伸法相比相对误差 Er 在 5%以内。 

 

关键词：水凝胶；杨氏模量；拉伸法；微球压痕法；压痕重力法 
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II 

 

ABSTRACT 

 

Cell structure and function which is in vitro conventional cell culture, is different 

from the cell in vivo. The main reason is that three-dimensional environment is different 

from the solid/liquid interface in a hardness petri dish, and the mechanical hardness of 

extracellular matrix is different from hardness petri dish. The mechanical properties of 

cellular environment play an important role to the behavior of the cells, such as cell 

proliferation, cell differentiation, cell migration and cell shape. 

Hydrogel is a kind of new functional polymer materials, which can swell in the 

water, keep water and be insoluble in water with three dimensional network structure. 

Three-dimensional structure of the hydrogel, which is high water content, and cellular 

environment in the body is similar to the structure and function, thus hydrogel often 

simulates the effect of extracellular matrix in cell culture. Adjusting the mechanical 

properties of hydrogels simulates the cell environment of different tissue.  

A determination mechanical property of hydrogel is the key technology to control 

mechanical properties of the hydrogel. In this paper, its mechanical property 

determination is carried out by the following three aspects: first, on the basis of the 

submerged tensile method, it deducts the buoyancy of weight, to improve the precision 

of the measurement result; Second, three new kinds of hydrogel microsphere verifies 

indentation method formula, which is based on the theory of Hertz, using numerical 

simulation method and optimization algorithms to get optimal new parameters; Third, 

puting forward new formula included transverse deformation is based on the gravity 

work, the unknown parameters in the formula are obtained by young's modulus of 

microspheres indentation method, and fit the formula. The results of the study are as 

follows: the measurement precision of the new tensile system, which is included in the 

weight, is superior to the previous system; The new formula of the Hertz contact 

theorem obtained by tensile method can be applied to five kinds of hydrogels, and the 

calculation error is small; indentation gravity method is based on the gravity acting and 

included transverse deformation, and fitting out the new formula can accurately 

calculate the young's modulus of hydrogel. Compared to the tensile method, Er is less 

than 5% 
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method, indentation gravity method 
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1 绪  论 

 

1.1 研究意义 

多细胞生命体体内的细胞大多付着在软材料上，他们周围通常是细胞外基质

（extracellular matrix, ECM）或者与其相同的其他细胞。但是传统细胞研究大多是

在硬基底上，如玻璃或者塑料，得到的细胞结构功能与体内不同。一个公认的原

因是体内细胞生长于三维基底而传统培养在固体/液体界面生长，另外一个差别就

是细胞外基质力学硬度[1]。细胞在体内和体外，细胞外基质是形成细胞结构差异的

主要因素。 

细胞在细胞外基质[2,3]生长过程中受多种环境因素影响，如：化学趋向性、接

触倾向性、生物电向性和最新的力学趋向性。这些现象分别是对可溶性化学物质、

基底黏附分子、电场和基底顺应的梯度响应产生的定向移动。近年来，细胞外基

质的力学硬度对细胞行为影响，如形态、运动、迁移、增殖等，越来越受到人们

的重视。Engler
[4]的主动脉平滑肌细胞的研究表明，基底硬度对细胞形状影响比绑

定细胞粘附配体键的密度更重要。国内外的研究者大多通过体外细胞培养，探究

细胞分化与细胞外基质硬度的关系，研究外界物理因素对细胞的影响。早期 Engler
[4]

等人的工作验证了 MSCs 可以感知 ECM 的力学硬度，指导 MSCs 分化为神经细胞

（<1kPa），肌原细胞（约 10 kPa），和成骨细胞（约 30 kPa）。随后，众多研究工

作[5-8]研究了在细胞体系里与 ECM 属性相关的机械感知信号转换路径。另外，基

底顺应梯度对细胞迁移行为也有影响，细胞从基底硬度小的区域向硬度大的区域

定向移动[9]。血管平滑肌细胞在径向梯度顺应性基底表现出机械趋向性，细胞积累

在基底硬度最大的区域[3]。梯度顺应性基底为研究血管平滑肌细胞移动提供了一个

有效方法。这对于血管组织工程应用很重要，尤其是控制再狭窄[10]。 

水凝胶是一种能够在水中溶胀并保持一定水分而又不溶于水，具有三维网络

结构的新型功能高分子材料。水凝胶的三维结构和高含水量，与体内细胞外基质

的结构功能十分相似，并且水凝胶的力学硬度可以调节。具有高含水量与可调节

硬度性质的水凝胶，可作为细胞体外培养的良好载体，在细胞培养中模拟细胞外

基质。 

杨氏模量（Young's modulus）是衡量水凝胶力学硬度的物理量。大部分水凝胶

相对薄、软、含水较多且有时是温敏的，水凝胶的这些性质使得水凝胶的杨式模

量测定具有难度[11]。目前测量水凝胶杨氏模量的方法并没有统一标准。比较常用

的有原子力显微镜法[11, 12]（Atomic Force Microscope ，AFM），微球压痕法[13]，拉

伸法。 
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1.2 水凝胶 

1.2.1 水凝胶的定义 

水凝胶作为一种新型功能高分子材料，具有三维网络结构，可水中溶胀、并

保持一定水分，却不溶于水[14]。这是由于其主链或支链上含有大量—COOH、—OH、

—O—、—NH2、—CONH2 等亲水性基团[15]，这些亲水基团可吸附大量水分使得

水凝胶成为含有大量水分的三维网络[16]，保水能力强，吸附的水分远远超过水凝

胶高聚物自身的重量，因而水凝胶同时兼含固态与液态的性能。在水凝胶中，水

份含量影响水凝胶的网络结构及性质，水在水凝胶网络结构的形式有三种：结合

水、界面水以及自由水[17]。其中结合水与界面水分别以氢键与范德华力同聚合物

的基团联在一起，自由水的扩散不受聚合物影响，在聚合物构成的三维网络中自

由扩散，对水凝胶的溶胀起重要作用。 

1.2.2 水凝胶的分类 

分类的标准不同，水凝胶的分类也相应不同： 

根据水凝胶的功能，其分类为：传统水凝胶与智能水凝胶。其中智能水凝胶

根据水凝胶对各种刺激信号的响应又可细分为：温度智能水凝胶[18、19]、pH 智能水

凝胶[20、21]、光感智能水凝胶等。 

根据水凝胶组分的原料途径，其分类为天然材料水凝胶、合成材料水凝胶与

定制型水凝胶。天然高分子水凝胶因为来源于自然界中的动植物，因而具有许多

优点：生物相容性好，生物降解性好，原始资源丰富[25-28]。随着化学的进步与科

学的发展，在水凝胶高分子链的基团上添加官能团，根据要求添加细胞所需的生

物活性物质，制备定制型水凝胶[2]，它的出现提高了水凝胶的生物相容性，但由于

其制备条件的复杂及设备的昂贵，一般实验室难以制得。合成高分子水凝胶价格

便宜，制备简单，在广大实验室条件下也易于操作[29-31]。 

根据水凝胶高聚物组成形式 [32]，其分类为：共聚物水凝胶（copolymeric 

hydrogels）、均聚物水凝胶（homopolymeric hydrogels）、共聚物互穿聚合物水凝胶

（multipolymer interpenetrating polymeric hydrogel, IPN）；应用最广的聚丙烯酰胺水

凝胶也是丙烯酰胺的同聚物水凝胶，目前研究成果最多的均聚物水凝胶是聚乙烯

醇。IPN 的一个重要特征是可以赋予一种成分的关键属性同时保留另一种成分的重

要属性，甚至可以表现出两种单体网络所没有的属性。 

1.2.3 水凝胶的交联方式 

    物理交联与化学交联是水凝胶主要的两种交联方式。水凝胶物理交联以物理

结合的方式形成网状结构，主要有缠结点、微晶区、氢键、离子、分子间作用力

等。物理交联形成的网络为可逆的。通常的物理交联方式有加热法、冷却法、冷
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冻-解冻法、PH 法、混合法以及电解质法，在成胶过程中未使用有毒的化学交联剂。

物理交联形成的水凝胶力学性能存在缺陷，因其形成水凝胶不均匀，主要是由于

分子间的疏水作用、缠绕会形成簇团单元。 

水凝胶化学交联形成的结构是高分子链段间以共价键交联起来的永久交联网

络。化学交联时可通过选择不同的交联剂及不同交联剂的用量控制水凝胶的力学

性能。通常的化学交联方法有辐射法[33、34]、交联剂法[35]、化学反应法与共聚法[36]

等。化学交联相较于物理交联，其最大优点为可精确控制水凝胶的交联密度，但

在成胶过程中常引入有毒的交联剂以及在后续降解过程交联键的降解性较差。 

1.2.4 水凝胶的应用 

水凝胶中离子性基团可选择性吸附带相反电荷的离子，这种特性可用于水处

理。水凝胶由于其与体内细胞生长环境相似的三维网状结构，且其可控的力学性

能，以及优良的生物相容性，水凝胶常用于生物医学领域。 

同时水凝胶具有固体与液体的两种属性，这种特性常被用作分子筛。水凝胶

广泛用于卫生用品与农业，因其优异的吸水与保水功能。 

1.2.5 常见制备水凝胶的高分子 

①聚乙烯醇 

聚醋酸乙烯酯水解得到主要产物为聚乙烯醇（poly(vinyl alcohol)，PVA），一

种水溶性高分子，大量的—OH 位于聚乙烯醇分子链上，PVA 为目前研究成果最多

的同聚物水凝胶。物理交联和化学交联都可用于制备 PVA 水凝胶。 

冷冻-解冻交联法[37]
 是物理交联制备 PVA 通常采用的方法，成胶过程中 PVA

分子链在低温的作用下，不断缠绕形成物理交联点。该方法制备的水凝胶具有特

殊结构的半结晶或者结晶，目前只有 PVA 体系可使用冷冻-解冻交联法制备。溶液

组成与浓度、冷冻条件都是影响 PVA 成胶的主要因素，同时 PVA 成胶也受解冻

条件与循环次数的影响。常用的聚乙烯醇浓度为 7%~15%，虽然聚乙烯醇的浓度

越高得到的水凝胶力学强度越好，但当浓度大于 20%时，溶液粘度将会影响微晶

形成。 

采用 γ 射线[38]、紫外线、电子束等辐射方法可制备化学交联的 PVA 水凝胶，

实验室最常使用化学交联剂制备化学交联 PVA 水凝胶，交联剂常用戊二醛[39]、硼

酸[40]、环氧氯丙烷。同时聚乙烯醇水溶液可与， Ti
2+、Zn

2+、Cu
2+、Co

2+等，二价

金属离子产生络合反应。但 Ti
+、Na

+、Li
+等一价金属离子是聚乙烯醇的沉淀剂，

不能形成稳定的水凝胶。Mg
2+与 Ca

2+由于与水分子之间存在较强的分子间作用力，

既不能与聚乙烯醇形成配位键，但也不是沉淀剂，它们的存在可以增加水凝胶的

粘稠度与保水性。 

PVA 水凝胶本身没有细胞毒性，具有良好的兼容性， Hoffman
[41]等人采用多
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孔可降解 PVA 水凝胶，成功培养肝细胞，细胞毒性测试达标；PVA 水凝胶在水中

溶胀性能良好且稳定，链上含有大量的羟基这类亲水官能团，与血液之间的界面

自由能达到最低。孟舒献等人[42]制备了 PVA 化学交联水凝胶薄膜，通过大量试验

验证了其血液相容性，具有良好的抗凝血性和优良的组织相容性。 

聚乙烯醇在实际运用中仍然存在许多问题。如：干凝胶溶胀率变化缓慢，再

溶胀性能较差 [43]。聚乙烯醇水凝胶本身没有生物活性，表面是光滑的，作为一个

组织植入材料，结合组织基质性能差，限制其进入组织移植领域[44]。引入其他成

分在 PVA 水溶液中，改变 PVA 水凝胶的性能，制备聚乙烯醇复合水凝胶是 PVA

水凝胶发展方向。 

②聚丙烯酰胺 

应用最广的聚丙烯酰胺水凝胶（Polyacrylamide hydrogels，PAHG）也是丙烯

酰胺的均聚物水凝胶，即 PAHG 是一种由 AM 交联聚合进而得到的高吸水性的化

学或物理交联水凝胶[45-47]。丙烯酰胺的成胶过程经历链引发、链增长与链终止，

属于自由基聚合。PAM 的化学结构式如图 1.1 

 

 

 

 

图 1.1  PAM 的结构式 

Figure 1.1 Chemical structure of PAM 

 

PAM 的聚合方法有悬浮聚合[48]、 水溶液聚合[49]、本体聚合[50]、辐射聚合 [51]

和乳液聚合[52]。PAM 结构的主要特点为：分子主链上存在大量酰胺侧基，同时分

子链柔顺性高，具有较强的形状易变性。酰胺基化学活性大，能够和多种化合物

形成很强的氢键。 

在制备水凝胶时还需要加入交联剂与引发剂，这是由于 PAM 本身独有的物理

性质以及化学性质。PAM 是一种线性的水溶性聚合物，为了将其转化为具有网络

结构的 PAHG，需要加入能使其形成交联网络的交联剂。AM 聚合由氧化还原反应

作链反应的引发反应，常用过硫酸钠、亚硫酸钠等，在交联剂的作用下聚合得到

交联聚合物即为水凝胶，常用的交联剂为 N,N-亚甲基双丙烯酰胺。AM 水溶液在

聚合时，引发剂种类及浓度、聚合温度、单体浓度与聚合物相对分子质量的大小

等诸多因素都对成胶过程有影响。 

    PAHG 含有大量的亲水基团与疏水基团，温度不同时 PHAG 分子链舒展程度

不同而表现出不同的吸水性，因而 PAHG 具有温敏性。PAHG 链上有大量不可自

CH2 CH CH2 CH CH2 CH

CONH2 CONH2 CONH2
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由移动的羧基 [53]，当溶剂 pH 不同时，链上的羧酸离解度不同，使得链间静电力

不同，整个网络表现出不同程度的收缩或者溶胀状态，即 PAHG 的 pH 敏感性。

PAHG 作为智能型水凝胶材料，用于接触眼镜片、人工器官材料、蛋白质电泳和药

物的控释与酶的包埋等[54、55]。 

③海藻盐钠 

海藻酸钠在自然界中来源于海洋褐藻或马尾藻，提取于海藻细胞膜中的一种

天然多糖，无臭无味，为白色或淡黄色固体粉末。海藻酸钠不溶于 pH 小于 3 的酸

性溶液，但具有良好的亲水性，不溶于乙醚、氯仿、乙醇等有机溶剂。由 β-D-甘

露糖醛酸（β-D-mannuronic, M）和 α-L-古洛塘醛酸（α-L-guluronic, G）连接的线

性共聚物组成的天然高分子[56]，是电荷密度高的线性聚合物，结构如图： 

 

 

图 1.2 海藻酸钠化学结构式 

Figure 1.2 Chemical structure of sodium alginate 

 

水解后的海藻酸钠可得到三种类型的结构片段。M-M 段：由 β-1，4 键结合的

β-D-甘露糖醛酸形成的均聚物；G-G 段：由 α-1，4 键结合的 α-L-古洛塘醛酸形成

的均聚物；混合交替的 M-G 段：β-D-甘露糖醛酸与 α-L-古洛塘醛酸形成的交替聚

合物。 

易与海藻酸钠发生离子交换作用的是二价或多价离子，海藻酸钠链上有许多

可与金属离子反应的羧基与羟基；一价金属离子与 Mg
2+不能与海藻酸钙结构形成

水凝胶[57]，Ca
2+作为海藻酸钠离子交换剂经常被使用，水凝胶的稳定性取决于 G

片段的含量，由于水解后得到的 G-G、M-M、G-M 片段的结构不同，使得各段在

成胶过程中与 Ca
2+作用也不同，其中只有 G 单元才能与 Ca

2+（或其他二价阳离子）

发生交联形成凝胶[58、59]。G-G 片段分子链结构紧凑，呈双折叠式螺旋结构，形成

锯齿型不易弯曲。两个 G-G 片段通过协同作用结合，中间形成一个亲水空间。Ca
2+

占据该空间时，与 G-G 片段上的氧原子发生螯合作用，链间结合更紧密，相互作

用力越强，形成三维结构[60]。M-M 片段韧性大，易弯曲，不与 Ca
2+反应，当 Ca

2+
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浓度高时，链上羧基在聚电解质行为的作用下伸展为网状结构，G-M 片段在成胶

过程起连接作用，最终形成三维网状结构[64]。 

二价金属离子与海藻酸生成可逆水凝胶，离子交换型水凝胶反应条件温和。

传统的 Ca
2+交联体系选用的多为氯化钙，但难以控制成胶速度，使得交联密度呈

梯度变化，使得结构不均匀，无法获得力学性能与形态良好的三维结构[62]。碳酸

钙体系的溶解度低，成胶时间过长，但形成的水凝胶结构比较均匀。硫酸钙体系

的水凝胶常在水凝胶中出现明显的沉淀，影响了水凝胶结构的均匀性[63]。Ma 等人

以[64]
CaCO3-CaSO4-GDL（D-葡萄糖-δ-内酯）作为交换体系，通过改变两种钙盐比

例调节成胶速率、力学性能及水凝胶的结构。 

二胺、二肼类物质[65、66]能够同海藻酸钠发生交联反应，由于羧基基团的存在，

羧基负离子与氨基脱水缩合得到酰胺共价键，得到稳定海藻酸钠水凝胶。将部分

羟基转变为反应活性高的醛基，可提高席夫碱反应的速度，高碘酸钠[67、68]
 氧化改

造过的海藻酸钠，可快速生成水凝胶。化学交联时通过使用不同种类交联剂，选

择不同的交联剂浓度制备相应溶胀度、交联密度与力学性能的稳定水凝胶[69]。共

价交联的水凝胶优点良多，但是添加的交联剂通常对细胞有毒，在成胶后需要清

除残余交联剂。 

④明胶  

明胶，一种多肽混合高分子，是由胶原蛋白水解得到的主要产物[70]。明胶作

为来源于动物皮肤与骨头的生物资源，从结构规整的胶原到结构无归的明胶首先

是胶原的热水解，使得超螺旋体解体，氢键断裂，得到可溶性的明胶。不溶于冷

水，可溶于热水，具有热可逆性[71]，其水溶液在 30℃至 40℃，可发生溶胶与凝胶

的热可逆转变[72]。 

明胶的成胶机理[73]：明胶分子与水具有极大的亲和力，因其链上氨基与羧基

为极性基团，但其作为线性分子链，分子链之间的亲和力由大于极性基团的亲和

力，在水溶液中，线性长链相互依附。温度降低致使分子热运动降低，范德华力

作为分子链相互交联力，形成网状结构，分子链相对活动减缓，流动性减小。分

子链上的极性基团大量吸附水分子，填充于网状结构之间，成为含水量高的水凝

胶。制约明胶凝胶的强度因素较多，主要有明胶分子量、组分含量、凝胶含水量

以及溶液 pH 值。 

明胶的分子量通常为 50,000-70,000，由常见的 20 多种氨基酸组成，同时明胶

侧链上有大量的氨基与羟基等极性基团，具有很高的化学活性，同时还保留有与

胶原相似的细胞结合点。作为一种天然高分子，明胶具有许多优良的性能，广泛

应用于生物医学方面[74、75]，如生物膜材料[76]、组织工程材料[77、78]、医用纤维[79]

以及明胶基生物弹体等。力学性能的缺陷制约着天然高分子类凝胶的应用。 
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化学交联的水凝胶能改变天然高分子水凝胶的某些缺陷，常用的交联剂有醛

类[80]，碳化二亚胺类[81]、环氧化合物类。随着使用化学交联剂出现问题是细胞毒

性增加与生物相容性降低。 

 

1.3 水凝胶力学性能的测量 

通常杨氏模量衡量水凝胶力学硬度。胡可定律认为：在材料的弹性限度内，

应力与应变成正比。材料的杨氏模量即应力与应变比值： 

0

F
σ AE

lε
l

 


 

式中
0

l
l

  是应力，为单位横截面积所受力 F
A

  ；是应变，l0为待测材料

的原长，△l为待测材料在拉力 F 作用下的伸长。 

对于水凝胶这种承受负荷较小的材料，通常采用的方法有拉伸法、压缩法、

压痕法。 

1.3.1 拉伸法 

 

 

图 1.3 拉伸法测定杨氏模量示意图 

Figure 1.3 Schematic diagram of tensile method 

 

胡克定律为拉伸法测量水凝胶杨氏模量的基本原理。但是目前常用的拉伸机[82]

不适合用来测量水凝胶材料的杨氏模量，拉伸机施加于材料的荷载比较大，而水

凝胶的杨氏模量通常较低。实验室可用基于胡克定律的拉伸法：样品一端固定，

另一端垂直悬挂并添加一定的砝码，记录样品伸长改变，根据胡可定律的公式计

算出相关的杨氏模量。水凝胶中水的自重将使形变增加，溶胀平衡后的水凝胶中

水分含量高达 80%，产生的误差无法忽略，在水中进行测量最有利的优点是可利
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用水凝胶的浮力平衡自身重力，测量体系的精度更高[82]。本实验将再次对拉伸法

进行改良，进一步考虑到测量过程中砝码浮力对测量结果的影响。拉伸法示意图

（图 1.3）。但是这种拉伸法不能测量与载玻片结合到一起的水凝胶基底，且不能

对细胞培养状态下的时水凝胶硬度进行实时测量。 

1.3.2 压缩法 

压缩法[84、85]的基本原理是待测样品受到不同的压力，压头测量待测品产生形

变，从而计算样品的力学属性。目前常用于压缩法的有动静态疲劳拉伸实验机与

材料万能试验机[85]，如图 1.4 所示。其应力加载范围广（可从 mg 到 KN）、位移范

围广（可从 nm 到 mm）、频率高（200Hz）、高保真度、重复性强。测量水凝胶这

类软材料的杨氏模量时，为满足这类材料的测定要求，应力加载与应变分别设置

为 mg 级别纳米级别。但是这种仪器的精密度与设备成本是正比的，一般的实验室

不易满足实验条件，且在压头下压水凝胶的过程中，水凝胶失水，杨氏模量变大，

影响测量结果，该方法不适合测量含水量高的水凝胶软材料。 

 

 

图 1.4 拉伸试验机 Bose ELF 3330 

Figure 1.4 Testing machine Bose ELF 3330 

 

1.3.3 压痕法 

    压痕法基于 Hertz 接触理论，材料的力学性能通过测量压痕几何深度，得到计

算结果。Hertz 接触理论模型研究：受挤压相触的两物体，局部应力和应变的分布

规律。原子力显微镜[86]（Atomic Force Microsco pe ,AFM）与微球压痕法[8]为目前

较为常用的压痕法。 

1986 年，在扫描隧道效应显微镜(STM)体系中融入轮廓曲线仪到原子力显微

镜。AFM 的主要构成：运动检测装置、带针尖的微悬臂、反馈回路、压电陶瓷扫

描器件、图像采集、显示及处理系统（如图 1.5）。 



重庆大学硕士学位论文  1  绪  论 

9 

 

 

图 1.5 原子力显微镜 

Figure 1.5 Atomic force microscopy 

 

其工作原理（如图 1.6）：探针的针尖扫描样品时，微悬臂系统对样品施加一

个力，微悬臂与样品产生形变，形变信号传输到光电检测器，会转变为激光点的

位移，通过特定函数关系转换得到形变量，再计算出材料的杨氏模量。 
 

 

图 1.6 AFM 的工作原理 

Figure 1.6 The working principle of AFM 

 

AFM 的关键组分是具有微米尺寸探针的弹性悬臂微结构，微米尺寸探针通常

是角锥形的，也可以是球形的。在测量软的水凝胶材料时，需要考虑探针的形状

与悬臂的弹性系数。当按压材料时，每个探针都有一个特别的变形场与其相应的

力学模型。对于水凝胶软材料而言，为使实验程序简单便利应选择使用球形压头，

因为它可引入最小的应力与受力点。 

AFM 是目前测量水凝胶材料最常用的方法，但是其最大的缺点是设备成本，

探针使用寿命的限制，常常需要替换与校正新的探针。同时水凝胶的测量也被探
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针与水凝胶之间的黏附作用影响，使得接触点的计算产生误差。 

原子力显微镜很昂贵、低产出，也不能够在细胞培养环境下原地测量。因此，

研究者形成了一种新型的方法，可原位测量基底的杨氏模量。Frey 等人[86]介绍了

该测量方法：在水凝胶表面滴一滴荧光微珠铺展开，微球轻轻放置在有水凝胶表

面，于荧光显微镜下观察。于水凝胶表面聚焦，测量接触半径 r，再用磁石移去微

珠，再聚焦到微球与水凝胶接触下方最中央，两次聚焦点所在平面的垂直距离即

为微球的压痕深度 h。微球（钢球或者玻璃球）的模量至少是高于基底的数量级的

六倍，因此可以看做是刚性体。由刚性微球压的无限厚度凝胶杨氏模量 E 和压痕

力 F 和测得的压痕深度 h 的关系有： 

 
31

22

23 1

4

f
E

hr


  

R 是压头半径，F 是微球重量减去浮力，ν是基底泊松系数。[6]
 

Hertz 接触理论限制微观压痕法在水凝胶杨氏模量的使用。赫兹接触理论认为

微球与水凝胶的接触为无限半空间凝胶接触[6]。Rong Long 等人[8]对该方法进行校

正，发现校正因子在参数范围0.1 / 0.4h  和0.3 / 6.2R h  时，实验结果最为精

确。 

 

1.4 研究目的 

在拉伸法体系中，重新考虑砝码浮力对体系的测量精度的影响，验证新拉伸

法体系的测量精度；完善本课题组对赫兹接触理论公式的拟合，测量多种低弹性

水凝胶的杨氏模量，拟合新赫兹公式中的参数，再求出适用于几种低弹性模量水

凝胶的新参数；实际上，微球在水凝胶表面的压痕不仅存在垂直方向上的形变，

也存在水平方向的形变，需要建立一种新测量方法和计算公式，以准确计算水凝

胶的杨氏模量。 

 

1.5 研究内容 

①在拉伸法体系，扣除砝码浮力建立新的拉伸法体系；以已知杨氏模量的聚

丙烯酰胺水凝胶为参考系，验证新拉伸法体系的测量精度；测量几种低弹性模量

的水凝胶。 

②本课题组推导出赫兹接触理论的新公式，式中含有两个未知参数，得到三

种低弹性模量水凝胶的参数，本文将再使用微球压痕法测量几种低弹性模量的水

凝胶，计算其杨氏模量，对其对应的赫兹接触理论公式中的参数进行求解，再对

几组参数进行拟合，得到可适用于低弹性模量水凝胶的参数。 

③微球在水凝胶表面的真实压痕不仅存在垂直方向上的形变，也存在水平方
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向的形变。以重力做功为原理，通过测量水凝胶在垂直方向与水平方向的形变，

建立一种新的测量水凝胶杨氏模量的方法；验证该方法的测量精度。 
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2 水凝胶制备条件研究 

 

2.1 引言 

水凝胶因其具有与体内细胞生长环境相似的三维结构与含水量而广泛用于细

胞体外培养。 

用构成高聚物组成形式对水凝胶进行分类：共聚物水凝胶（copolymeric 

hydrogels）、均聚物水凝胶（homopolymeric hydrogels）、共聚物互穿聚合物水凝胶

（multipolymer interpenetrating polymeric hydrogel, IPN）； IPN 的一个重要特征是

可以赋予一种成分的关键属性同时保留另一种成分的重要属性，甚至可以表现出

两种单体网络所没有的属性。在 PAM 与 PAHG 体系中掺入天然高分子可得到具有

天然水凝胶与合成水凝胶的共同性能的共聚物互穿聚合物水凝胶。 

 

2.2 实验部分 

2.2.1 实验试剂与仪器 

移液枪（50μL，100μL，1000μL），（Dragon med，中国） 

真空泵（ZGP-100，淄博泽实真空设备有限公司） 

分析天平（TG328A，上海天平仪器厂） 

超纯水制备系统（Millipore，美国） 

恒温水浴锅（HH-2 型） 

磁力加热恒温搅拌器（QH-C14H 型） 

搅拌浆 

容量瓶（50mL，100mL）、六孔板 

丙烯酰胺（AM）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

N,N-亚甲基双丙烯酰胺（BAM）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

过硫酸铵（APS）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

聚乙烯醇 1799(PVA)（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

50%戊二醛（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

浓盐酸（分析纯，重庆川东化工有限公司） 

明胶（Gel）（分析纯，天津市大茂化学试剂厂） 

海藻酸钠（SA）（分析纯，天津市大茂化学试剂厂） 

2.2.2 主要溶液制备 

①10%（w/w）聚乙烯醇溶液：称 10g 聚乙烯醇固体，置于干净圆底烧瓶中，加 50g

水，浸泡 24h，80℃-90℃水浴加热，直至溶液变得澄清透明，加水至总重为 100g。 
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②40%(w/w)丙烯酰胺溶液：称 40g 丙烯酰胺，置于小烧杯中，加入适量水溶解，

加水至总重为 100g。 

③2%(w/w) N,N-亚甲基双丙烯酰胺：称 2g 的 N,N-亚甲基双丙烯酰胺，置于小烧杯

中，加入适量水使其溶解，加水至总重为 100g。 

④2%( w/w)海藻酸钠溶液：称取 2g 海藻酸钠，置于小烧杯中，加入适量水使其溶

解，加入水至总重为 100g。 

⑤10%( w/w)过硫酸铵溶液：称 5g 过硫酸铵，置小烧杯中途，加入适量水使其溶

液，加水至总重为 100g。 

⑥10%（w/w）明胶溶液：称 10g 明胶，置于小烧杯中，加入适量水使其溶解，加

入水至总重为 100g。 

⑦50%（v/v）盐酸溶液：量 25mL 盐酸，于 50mL 容量瓶中，加水定容。 

⑧2%（w/w)氯化钙溶液：称 2g 的氯化钙，置于小烧杯中，加入适量水使其溶解，

加水至总重为 100g。   

2.2.3 水凝胶制备 

①聚乙烯醇-明胶混合水凝胶（PVA-Gel）： 

化学交联：1) 按照表 2.1 中 PVA-Gel 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液与

10%明胶溶液于小烧杯中，加入水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均匀，

离心去除溶液中气泡。在离心得到溶液中缓慢加入一定比例的戊二醛（戊二醛与

羟基单体的摩尔比为 0.0044）。 

2)将所得混合溶液分别快速转入六孔板中，室温静置 2h，将凝胶从模具中取出，

在水中浸泡。 

物理交联：1) 按照表 2.1 中 PVA-Gel 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液与

10%明胶溶液于小烧杯中，加入水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均匀，

离心去除溶液中气泡。 

2)将所得混合溶液分别快速转入六孔板中，在-20℃中冷冻 18h，在 4℃中解冻 6h，

反复循环 3 次，从六孔板中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡。 

②聚丙烯酰胺-海藻酸钠混合水凝胶（PAM-SA） 

1) 按照表 2.1 中 PAM-SA 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、

40%丙烯酰胺溶液、2%海藻酸钠溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%

过硫酸铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min。 

2)将所得混合溶液分别快速转入六孔板中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水浴

2h，移出水浴锅，置于室内自然冷却。 

3)从模具中取出凝胶，室温下在水中浸泡。  

③聚丙烯酰胺-明胶混合水凝胶（PAM-Gel） 
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1) 按照表 2.2 中 PAM- Gel 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、

40%丙烯酰胺溶液、10%明胶溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过

硫酸铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min。 

2)将所得混合溶液分别快速转入六孔板中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水浴

2h，移出水浴锅，置于室内自然冷却。 

3)将凝胶从模具中取出，室温下浸没在 2%氯化钙水溶液中 24h，再移入水中浸泡。 

 

表 2.1 PVA-Gel 和 PAM-SA 中各物质的质量分数表 
 Table 2.1 The quality score of each substance in PVA-Gel and PAM-SA 

PVA-Gel

编号 
PVA/% Gel/% 

PAM-SA 

编号 
AM/% ABM/% SA/% 

C1 6 1.25 D1 4 0.15 0.25 

C2 6 2.5 D2 5 0.15 0.25 

C3 7 1.25 D3 10 0.06 0.25 

C4 7 2.5 D4 4 0.15 0.5 

C5 8 1.25 D5 5 0.15 0.5 

   
D6 10 0.06 0.5 

 

表 2.2 PAM-Gel 和 PVA-SA 中各物质的质量分数表 
 Table 2.2 The quality score of each substance in PAM-Gel and PVA-SA 

PAM-Gel

编号 
AM/% ABM/% Gel/% 

PVA-SA

编号 
PVA/% SA/% 

F1 5 0.15 1.25 G1 6 0.15 

F2 5 0.15 2.5 G2 6 0.15 

F3 10 0.06 1.25 G3 7 0.06 

F4 10 0.06 2.5 G4 7 0.15 

F5 10 0.1 1.25 G5 8 0.15 

F6 10 0.1 2.5 
   

 

④聚乙烯醇/海藻酸钠（PVA-SA）混合水凝胶： 

化学交联：1) 按照表 2.2 中 PVA- SA 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液与

2%海藻酸钠溶液于小烧杯中，加入水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均

匀，离心去除溶液中气泡。在离心得到溶液中缓慢加入一定比例的戊二醛（戊二

醛与羟基单体的摩尔比为 0.0044）。 
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2)将所得混合溶液分别快速转入六孔板中，室温静置 2h，将凝胶从模具中取出，

在水中浸泡。 

物理交联：1) 按照表 2.2 中 PVA- SA 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液与

2%海藻酸钠溶液于小烧杯中，加入水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均

匀，离心去除溶液中气泡。 

2)将所得混合溶液分别快速转入六孔板中，在-20℃中冷冻 18h，在 4℃中解冻 6h，

反复循环 3 次，从六孔板中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡。 

2.2.4 水凝胶的溶胀时间测定 

用湿润滤纸擦干水凝胶表面的水，称重；放入水中浸泡，隔离一段时间，滤

出水凝胶，并用湿润滤纸擦去表面水分，称量并记录。重复操作，直至水凝胶的

重量基本恒定，并计算其最终的溶胀率（Rs）。 

 

2.3 结果与讨论 

2.3.1 水凝胶的透明度 

由于在测量水凝胶的弹性模量时，需要通过水凝胶内部的平行标记测量其形

变，因而符合测量要求的水凝胶透明度高，如图 2.1. 

 

 

图 2.1 水凝胶透明度的俯视图与侧面图 

Figure 2.1 The top view and profile of the transparency of the hydroGel  

 

但 PVA-SA 水凝胶制备得到的水凝胶透明度低，不论使用化学交联或者物理

交联。物理交联使用的为冷冻-解冻方法，在 PVA-SA 混合溶液进行第一次冷冻时，

水凝胶已呈先出乳白色，循环次数越多，水凝胶的不透明度增加。由于 PVA 存在，

物理交联得到的水凝胶具有相当的结晶度，光线在微晶面的反射，使得水凝胶呈

现出不透明。化学交联时，由于海藻酸钠与充当催化剂的盐酸反应时，同样呈现

出透明度低的产物，继而整块凝胶呈现出不透明度增加，同时水凝胶的均匀性也

不是很好。同理， PVA-Gel 水凝胶在物理交联时，得到的水凝胶同样存在微结晶，

影响水凝胶的透明度，不符合拉伸法的测量要求。  
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符合拉伸法测量要求水凝胶的有三种，分别为 PVA-Gel（化学交联）、PAM-Gel、

PAM-SA。 

2.3.2 水凝胶的溶胀率 

水凝胶由高分子链之间通过化学键或者物理作用，形成交联网络结构，作为

一种溶胀体，同时具有高分子溶液与高弹性固体的特性，一些小分子物质可以在

其中渗透、扩散。交联结构中的高聚物不可被溶剂溶解，可吸收溶剂而溶胀。溶

剂向高聚物分子间空隙渗透，高聚物体积溶胀；同时高聚物体积膨胀，网状分子

链向三维空间伸展，分子链网络受到应力作用，产生弹性收缩，分子也跟随网络

收缩。当伸张力与收缩力达到平衡，即水凝胶的溶胀平衡。交联物在溶胀平衡时

的体积或质量与溶胀前的体积或质量之比为溶胀率（RS），常用来表示水凝胶的溶

胀能力，温度、压力、高聚物溶液浓度、溶剂等都可影响溶胀率。 

t 0
S

0

R
V

V

V
                      （2.1） 

或  t 0
S

0

W W
R

W


                       （2.2） 

在细胞培养中，细胞在水凝胶上的细胞行为耗时较长，并且通常情况下 ，细

胞培养需要将水凝胶浸泡在营养液中，水凝胶可吸收营养液中的水分而溶胀，导

致水凝胶的含水率改变。水凝胶含水率的改变将改变其力学性能，因而达到溶胀

平衡的水凝胶才会在细胞培养过程中使用。测量符合透明度要求的三种水凝胶的

溶胀率：PVA-Gel（化学交联）、PAM-Gel、PAM-SA，如图 2.2、图 2.3 与图 2.4. 

 

图 2.2 PVA-Gel 水凝胶溶胀率的变化图 

Figure 2.2 The variation diagram of PVA-Gel hydrogel swelling rate  

 

从图 2.2、图 2.3 与图 2.4 可以看出，在溶胀过程的前 20h，水凝胶的溶胀迅速，

溶胀率基本随时间呈线性增加；溶胀过程的第二阶段：第 20h 至 40h，溶胀速度减

慢，溶胀率增长缓慢；40h 到 50h 之间，水凝胶溶胀率微微增加；50h 以后，水凝
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胶达到溶胀平衡，溶胀率基本不变。 

 

图 2.3 PAM-SA 水凝胶溶胀率的变化图 

Figure 2.3 The variation diagram of PAM-SA hydroGel swelling rate  

 

 

图 2.4 PAM-Gel 水凝胶溶胀率的变化图 

Figure 2.4 The variation diagram of PAM-Gel hydrogel swelling rate  

 

本文对水凝胶力学性能的测定，是在其达到溶胀平衡以后进行的，因为水凝

胶的含水率是影响其力学性能重要的因素。 

 

2.4 本章小结 

    由于受到测量水凝胶的透明度影响，后续用于测量方法研究的水凝胶为

PVA-Gel（化学交联）、PAM-Gel、PAM-SA，这三种水凝胶透明度高。制备得到的

水凝胶需要达到溶胀平衡，在室温浸泡 48h，力学性能稳定，才能用于测量。 
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3 拉伸法测量水凝胶弹性模量 

 

3.1 引言 

在物体得到弹性限度内，应力与应变成正比，比值就是材料的杨氏模量： 

0

F
σ AE

lε
l

 


 

其中 F
A

  是应力，为单位横截面积所受力；
0

l
l

  是应变，l0 为待测材料

的原长，△l为待测材料在拉力 F 作用下的伸长。这个公式中的系数都是可以在实

验中试剂测的，且实验操作简单，一般的实验室都能满足。 

水凝胶网络结构中的水含量则是影响其力学性能的重要因素。在传统拉伸法

中，水凝胶中水的含量会给水凝胶带来较大的形变，且在拉伸过程中水凝胶会失

去部分水，使得拉伸前后的含水量不一样。制备水凝胶时，用头发丝作平行标记。

拉伸过程在水中进行。每次拉伸都采集图片，使用图像处理软件 ImageJ 测量拉伸

的形变，减小误差。 

将水凝胶置于水中测量的拉伸法，可有效平衡水凝胶自重带来的形变，且解

决了拉伸过程中水凝胶水分流失的问题。在胡可定律公式中应力 F
A

  中的 F 为

砝码重力，但在水中的砝码还有受到水施加的浮力，由于水凝胶在拉伸过程中的

形变较小，因而砝码的浮力不可忽略，则 

F m g F 砝码 浮  

m 砝码：砝码质量；F 浮：砝码所受浮力；g：重力加速度 9.8m/s
2。 

 

3.2 实验部分 

3.2.1 实验试剂与仪器 

移液枪（50μL，100μL，1000μL），（Dragon med，中国） 

真空泵（ZGP-100，淄博泽实真空设备有限公司） 

超纯水制备系统（Millipore，美国） 

分析天平（TG328A，上海天平仪器厂） 

恒温水浴锅（HH-2 型） 

磁力加热恒温搅拌器（QH-C14H 型） 

搅拌浆 

砝码（1g，2g，5 g，10 g，20 g，50 g） 

数码相机（OLYMPUS SP-600UZ） 

重庆大学硕士学位论文  
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容量瓶（50mL，100mL） 

水槽 

自制玻璃模型 

丙烯酰胺（AM）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

N,N-亚甲基双丙烯酰胺（BAM）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

过硫酸铵（APS）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

聚乙烯醇 1799(PVA)（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

50%戊二醛（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

浓盐酸（分析纯，重庆川东化工有限公司） 

明胶（Gel）（分析纯，天津市大茂化学试剂厂） 

海藻酸钠（SA）（分析纯，天津市大茂化学试剂厂） 

3.2.2 主要溶液制备 

①10%（w/w）聚乙烯醇溶液：称 10g 聚乙烯醇固体，置于干净圆底烧瓶中，加 50g

水，浸泡 24h，80℃-90℃水浴加热，直至溶液变得澄清透明，加水至总重为 100g。 

②40%(w/w)丙烯酰胺溶液：称 40g 丙烯酰胺，置于小烧杯中，加入适量水溶解，

加水至总重为 100g。 

③2%(w/w) N,N-亚甲基双丙烯酰胺：称 2g 的 N,N-亚甲基双丙烯酰胺，置于小烧杯

中，加入适量水使其溶解，加水至总重为 100g。 

④2%( w/w)海藻酸钠溶液：称取 2g 海藻酸钠，置于小烧杯中，加入适量水使其溶

解，加入水至总重为 100g。 

⑤10%( w/w)过硫酸铵溶液：称 5g 过硫酸铵，置小烧杯中途，加入适量水使其溶

液，加水至总重为 100g。 

⑥10%（w/w）明胶溶液：称 10g 明胶，置于小烧杯中，加入适量水使其溶解，加

入水至总重为 100g。 

⑦50%（v/v）盐酸溶液：量 25mL 盐酸，于 50mL 容量瓶中，加水定容。 

⑧2%（w/w)氯化钙溶液：称 2g 的氯化钙，置于小烧杯中，加入适量水使其溶解，

加水至总重为 100g。  

3.2.3 水凝胶制备 

①.聚丙烯酰胺水凝胶（PAM） 

1)取干净的玻璃板（10cm*10cn*0.5cm）两块，自制厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，

硅胶片上固定一组平行的头发作为标记，三明治式组装成带有平行标记的玻璃模

具。  

2)按照表 3.1 中 PAM 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、40%

丙烯酰胺溶液、10%明胶溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过硫酸

重庆大学硕士学位论文  
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铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h.  

②.聚乙烯醇水凝胶：（PVA） 

1)取干净的玻璃板（10cm*10cn*0.5cm）两块，自制厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，

硅胶片上固定一组平行的头发作为标记，三明治式组装成带有平行标记的玻璃模

具。 

2)按照表 3.1 中 PVA 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液于小烧杯中，加入

水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均匀，离心去除溶液中气泡。在离心

得到溶液中缓慢加入一定比例的戊二醛（戊二醛与羟基单体的摩尔比为 0.0044）。 

3) 将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，室温静置 2h，将凝胶从模具中取出，

在水中浸泡 48h。 

 

表 3.1 PAM，PVA 和 PVA-Gel 中各物质的质量分数表 

 Table 3.1 The quality score of each substance in PAM,PVA and PVA-Gel 

PAM 

编号 
AM/% ABM/% 

PVA 

编号 
PVA/% 

PVA-Gel 

编号 
PVA/% Gel/% 

A1 3 0.225 B1 6 C1 6 1.25 

A2 4 0.15 B2 7 C2 6 2.5 

A3 5 0.15 B3 8 C3 7 1.25 

A4 10 0.06 B4 9 C4 7 2.5 

A5 5 0.25 B5 10 C5 8 1.25 

A6 10 0.1 
     

 

③聚乙烯醇-明胶混合水凝胶（PVA-Gel） 

1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，硅胶片上固定一组平行

的头发作为标记，三明治式组装成带有平行标记的玻璃模具。 

2) 按照表 3.1 中 PVA-Gel 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液与 10%明胶溶

液于小烧杯中，加入水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均匀，离心去除

溶液中气泡。在离心得到溶液中缓慢加入一定比例的戊二醛（戊二醛与羟基单体

的摩尔比为 0.0044）。 

3) 将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，室温静置 2h。 
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4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h.  

④ 聚丙烯酰胺-海藻酸钠混合水凝胶（PAM-SA） 

1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，硅胶片上固定一组平行

的头发作为标记，三明治式组装成带有平行标记的玻璃模具。 

2)按照表3.2中PAM-SA水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、40%

丙烯酰胺溶液、2%海藻酸钠溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过

硫酸铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min。 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h，移出水浴锅，置于室内自然冷却。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h.  

 

 表 3.2 PAM-SA 和 PAM-Gel 中各物质的质量分数表 

Table 3.2 The quality score of each substance in PAM-SA and PAM-Gel 

PAM-SA 

编号 
AM/% ABM/% SA/% 

PAM-Gel

编号 
AM/% ABM/% Gel/% 

D1 4 0.15 0.25 F1 5 0.15 1.25 

D2 5 0.15 0.25 F2 5 0.15 2.5 

D3 10 0.06 0.25 F3 10 0.06 1.25 

D4 4 0.15 0.5 F4 10 0.06 2.5 

D5 5 0.15 0.5 F5 10 0.1 1.25 

D6 10 0.06 0.5 F6 10 0.1 2.5 

 

⑤聚丙烯酰胺-明胶混合水凝胶（PAM-Gel） 

1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，硅胶片上固定一组平行

的头发作为标记，三明治式组装成带有平行标记的玻璃模具。 

2)按照表 3.2 中 PAM- Gel 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、

40%丙烯酰胺溶液、10%明胶溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过

硫酸铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min。 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下浸没在 2%氯化钙水溶液中 24h，室温下在水

中浸泡 48h。 

3.2.4 拉伸法测量水凝胶杨氏模量 

①将浸泡 48h 的水凝胶，剪成适当的形状，注意不能将作标记的头发弄掉。如图 1
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所示。 

②用自制的夹板夹住水凝胶的两端，没入水槽中。 

③用固定相机，保证相机在实验室过程始终位移同一位置。 

④记录下水凝胶原始状态，在下面夹板上添加砝码。每次添加砝码后，待水凝胶

与砝码静止后，拍摄照片。砝码重量为 5g、7g、10g、12g、15g、17g……47g。 

⑤利用软件 ImageJ 测量不同照片中平行标记的距离 l。 
 

 

图 3.1 带有平行标记的水凝胶 

Figure 3.1. Hydrogel with parallel markets 

 

3.3 结果与讨论 

3.3.1 胡克定律适用性分析 

材料在弹性形变的范围内，应力与应变成正比的关系。使用拉伸法测量水凝

胶的杨氏模量，要求测量范围应在材料的弹性形变内。 

测量水凝胶的杨氏模量使用拉伸法： 

0

F
σ AE

lε
l

 


，F m g F 砝码 浮  

以应变
0

Δlδ=
l
为变量 x，以应力 Fε=

A
为变量 Y。建立 x 与 y 的经验回归直线

模型 y=Ex，其中 E 为水凝胶的杨氏模量。用 Excel 数据分析中的回归工具对每组

数据进行线性检测，置信度为 99.9%，检验 x 与 y 的线性关系。每种原料不同组分

的水凝胶得到的实际 R 值与相关系数临界值 R0.001(n-2)的关系如图 3.2： 
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a.PAM 水凝胶线性检验图 

 

  b.PVA 水凝胶线性检验图    

 

c.PVA-Gel 水凝胶线性检验图 
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          d.PAM-SA 水凝胶线性检验图 

 

e.PAM-Gel 水凝胶线性检验图    

图 3.2 线性检验图 

Figure 3.2. The linear test figure of five kinds of Hydrogel 

 

当 R>R0.001(n-2)时，则 x 与 y 是线性关系，即测量范围在材料的弹性形变内。

胡克定律适用于拉伸法。 

3.3.2 拉伸法测量水凝胶杨氏模量 

以拉伸法测量时，通过平行标记之间距离来测量水凝胶在应力的作用下产生

的应变，计算出∆l，结合公式得到的拉伸法杨氏模量 E1，结果如表 3.3 所示。 

表 3.3 中参考值 E0 出自于“实验室指南（Current Protocols）”系列中《细胞生

物学实验指南》（Current Protocols in Cell Biology）一书中，该书含有 PAM 水凝胶

的详细制备方法及不同杨氏模量的配方。参考值为 AFM（原子力显微镜）平行测

量 50 次所得到的结果，就目前的研究结果来看，该配方以及该方法测量得到的杨
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氏模量是最为准确的。因而在本文中用作参考值。 

 

表 3.3 拉伸法得到实验值与参考值的对比 

Table 3.3 The comparison of reference value and experimental value of tensile method 

参考值 实验值 相对误差/% 

2.55 2.38 6.67 

3.24 3.47 7.10 

4.47 4.64 3.80 

7.43 7.8 4.98 

8.44 8.98 6.40 

10.61 10.12 4.62 

16.7 17.76 6.35 

拉伸法得到实验值与参考值，用 excel 的数据分析工具—“F-检验 双样本方差

分析”进行分析，置信度为 95%，结果如表 3.4。 
 

表 3.4 F-检验 实验值与参考值的方差分析 

Table 3.4 F - test of variance analysis of test value and reference value 

 
实验值 参考值 

平均 7.634286 7.878571 

方差 24.48423 27.34068 

观测值 7 7 

df 6 6 

F 1.028992 
 

P(F<=f) 单尾 0.486606 
 

F 单尾临界 4.283866 
 

 

表 3.4 中F F
单尾临界

，则两样本之间无显著差异。即拉伸法所得到的实验值与

参考值之间不存在显著差异。所以改良后的拉伸法所得到的实验值是十分可靠的。 

3.3.3 砝码浮力对拉伸法的影响 

在测量过程中，作为平行标记物的发丝之间的距离随砝码重量的变化很小。

杨氏模量为 30Kpa 左右时，从无砝码到添加 47g 砝码的形变△l 仅为 0.178cm，所

以砝码给水凝胶的应力计算需要更为准确。砝码的浮力在拉伸过程一直都是存在

的，且对计算结果存在一定影响。以参考值 E0，忽略砝码浮力影响得到的杨氏模

量 E1 以及减去砝码浮力得到的杨氏模量 E2作图 3.3. 
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图 3.3 中是 Er1 和 Er2 分别 E1 和 E2 与 E0 之间的相对误差，可以看出总体上 E2

与 E0 更为接近，Er2 总体上是小于 Er1。说明扣除砝码浮力之后的改良拉伸法精度

更高。 

同时对忽略砝码浮力影响得到的杨氏模量 E1以及减去砝码浮力得到的杨氏模

量 E2 进行 F-检验，置信度为 95%。结果如表 3.5. 

 

 

图 3.3 拉伸法对比图 

Figure 3.3  Contrast figure tensile method 

 

表 3.5 F-检验 E1 与 E2 的方差分析 

Table 3.5 F - test of variance analysis of E1 and E2 

 
E1 E2 

平均 8.533333333 8.39 

方差 20.95926667 24.26272 

观测值 6 6 

df 5 5 

F 0.863846538 
 

P(F<=f) 单尾 0.438158783 
 

F 单尾临界 0.1980069 
 

 

表中F F
单尾临界，则两样本存在显著性差异。即砝码浮力对拉伸法体系的精度

存在着影响。 
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3.3.4 拉伸法测量多种水凝胶的杨氏模量 

由胡克定律 

0

F
σ AE

lε
l

 


，F m g F 砝码 浮  

可计算出水凝胶的杨氏模量。对各种原料不同配方的水凝胶进行拉伸法测量

其杨氏模量，其结果如表 3.6. 

表 3.6 拉伸法测得水凝胶的杨氏模量 E1 

Table 3.6 The experimental value E1 of tensile method 

PVA E1/kPa PVA-Gel E1/kPa 

B1 8.07 C1 5.28 

B2 13.7 C2 6.00 

B3 17.24 C3 8.48 

B4 23.66 C4 10.76 

B5 31.03 C5 23.59 

PAM-SA E1/kPa PAM-Gel E1/kPa 

D1 4.62 F1 4.87 

D2 5.43 F2 5.52 

D3 10.06 F3 6.24 

D4 9.81 F4 8.15 

D5 11.44 F5 12.85 

D6 17.7 F6 10.67 

 

3.4 本章小结 

   减去砝码浮力的拉伸法测量范围在材料的弹性形变内，可使用胡克定律进行计

算。砝码浮力对计算结果影响不可忽略，扣除砝码浮力的改进拉伸法计算的结果

更准确。 
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4 微球法测量水凝胶杨氏模量 

 

4.1 引言 

目前许多研究都证明了细胞基底对细胞粘附、细胞结构和细胞机械结构有重

要影响。培养基底杨氏模量的准确测量都影响着这些研究。用于细胞培养的水凝

胶基底通常都制成薄薄的一层黏在培养皿上，拉伸法就不再适用于这些水凝胶杨

氏模量的准确测量。通常由于以下几点原因，水凝胶的杨氏模量的原位实时测量

显得非常有必要：（1）水凝胶较软，宏观样品较难处理；（2）水凝胶含水量高，

且有时是温敏性的，小的样品更为均匀也更容易处理；（3）水凝胶常与底部的培

养皿黏在一起，会影响到水凝胶的扩张与压缩；（4）细胞粘附到水凝胶表面，测

量水凝胶表面的杨氏模量，可提供对细胞行为更可靠的数据。水凝胶杨氏模量的

测量，因水凝胶含水量高、质软等特点，受到一定限制。 

压缩法、拉伸法、微球压痕法等是现在常用的测量方法。压缩法的测量过程

中容易挤出水凝胶中的水，改变其含水量，测量误差大。拉伸法不能进行原位测

量，对于已培养细胞的水凝胶不能实时测量。目前原位测量方法常用的是原子力

显微镜（Atomic Force Microscope，AFM），但是 AFM 的操作需要专业的人员，且

仪器昂贵，并且压头的使用寿命短、成本高以及其繁琐的校正过程，都使得一般

的实验室难以使用该方法测量。微球法就是基于原子力显微镜法改进而来的，其

方法也是基于赫兹接触理论，而且该方法操作简单，产出高，一般实验室都可操

作。 

 

4.2 实验部分 

4.2.1 实验试剂与仪器 

移液枪（50μL，100μL，1000μL），（Dragon med，中国） 

真空泵（ZGP-100，淄博泽实真空设备有限公司） 

超纯水制备系统（Millipore，美国） 

分析天平（TG328A，上海天平仪器厂） 

恒温水浴锅（HH-2 型） 

磁力加热恒温搅拌器（QH-C14H 型） 

搅拌浆 

砝码（1g，2g，5 g，10 g，20 g，50 g） 

容量瓶（50mL，100mL） 

自制玻璃模型 
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荧光倒置显微镜（Nikon  (TI-FL542396)，日本尼康公式） 

钢珠（0.6mm，中山红润泰精密钢球有限公司） 

铅珠（0.6mm，天津金瑞源有色金属有限公司） 

丙烯酰胺（AM）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

N,N-亚甲基双丙烯酰胺（BAM）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

过硫酸铵（APS）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

聚乙烯醇 1799(PVA)（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

50%戊二醛（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

浓盐酸（分析纯，重庆川东化工有限公司） 

明胶（Gel）（分析纯，天津市大茂化学试剂厂） 

海藻酸钠（SA）（分析纯，天津市大茂化学试剂厂） 

氯化钙（CaCl2）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

荧光微珠（分析纯，厦门鑫海盛世生物有限公司） 

4.2.2 主要溶液制备 

①10%（w/w）聚乙烯醇溶液：称 10g 聚乙烯醇固体，置于干净圆底烧瓶中，加 50g

水，浸泡 24h，80℃-90℃水浴加热，直至溶液变得澄清透明，加水至总重为 100g。 

②40%(w/w)丙烯酰胺溶液：称 40g 丙烯酰胺，置于小烧杯中，加入适量水溶解，

加水至总重为 100g。 

③2%(w/w) N,N-亚甲基双丙烯酰胺：称 2g 的 N,N-亚甲基双丙烯酰胺，置于小烧杯

中，加入适量水使其溶解，加水至总重为 100g。 

④2%( w/w)海藻酸钠溶液：称取 2g 海藻酸钠，置于小烧杯中，加入适量水使其溶

解，加入水至总重为 100g。 

⑤10%( w/w)过硫酸铵溶液：称 5g 过硫酸铵，置小烧杯中途，加入适量水使其溶

液，加水至总重为 100g。 

⑥10%（w/w）明胶溶液：称 10g 明胶，置于小烧杯中，加入适量水使其溶解，加

入水至总重为 100g。 

⑦50%（v/v）盐酸溶液：量 25mL 盐酸，于 50mL 容量瓶中，加水定容。 

⑧2%（w/w)氯化钙溶液：称 2g 的氯化钙，置于小烧杯中，加入适量水使其溶解，

加水至总重为 100g。 

4.2.3 水凝胶制备 

①.聚丙烯酰胺（PAM）水凝胶 

1)取干净的玻璃板（10cm*10cn*0.5cm）两块，自制厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，

三明治式组装玻璃模具。  

2)按照表 4.1 中 PAM 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、40%
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丙烯酰胺溶液、10%明胶溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过硫酸

铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h。  

②.聚乙烯醇（PVA）水凝胶： 

1)取干净的玻璃板（10cm*10cn*0.5cm）两块，自制厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，

三明治式组装玻璃模具。 

2) 按照表 4.1 中 PVA 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液于小烧杯中，加入

水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均匀，离心去除溶液中气泡。在离心

得到溶液中缓慢加入一定比例的戊二醛（戊二醛与羟基单体的摩尔比为 0.0044）。 

3) 将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，室温静置 2h，将凝胶从模具中取出，

在水中浸泡 48h。 

 

表 4.1 PAM，PVA 和 PVA-Gel 中各物质的质量分数表 

 Table 4.1 The quality score of each substance in PAM,PVA and PVA-Gel 

PAM 

编号 
AM/% ABM/% 

PVA 

编号 
PVA/% 

PVA-Gel 

编号 
PVA/% Gel/% 

A1 3 0.225 B1 6 C1 6 1.25 

A2 4 0.15 B2 7 C2 6 2.5 

A3 5 0.15 B3 8 C3 7 1.25 

A4 10 0.06 B4 9 C4 7 2.5 

A5 5 0.25 B5 10 C5 8 1.25 

A6 10 0.1 
     

 

③聚乙烯醇-明胶（PVA-Gel）混合水凝胶 

1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，三明治式组装玻璃模具。 

2) 按照表 4.1 中 PVA-Gel 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液与 10%明胶溶

液于小烧杯中，加入水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均匀，离心去除

溶液中气泡。在离心得到溶液中缓慢加入一定比例的戊二醛（戊二醛与羟基单体

的摩尔比为 0.0044）。 

3) 将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，室温静置 2h。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h。 

④ 聚丙烯酰胺-海藻酸钠（PAM-SA）混合水凝胶 
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1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，三明治式组装玻璃模具。 

2) 按照表 4.2 中 PAM-SA 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、

40%丙烯酰胺溶液、2%海藻酸钠溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%

过硫酸铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min。 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h，移出水浴锅，置于室内自然冷却。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h。  

 

表 4.2 PAM-SA 和 PAM-Gel 中各物质的质量分数表 

Table 4.2 The quality score of each substance in PAM-SA and PAM-Gel 

PAM-SA 

编号 
AM/% ABM/% SA/% 

PAM-Gel

编号 
AM/% ABM/% Gel/% 

D1 4 0.15 0.25 F1 5 0.15 1.25 

D2 5 0.15 0.25 F2 5 0.15 2.5 

D3 10 0.06 0.25 F3 10 0.06 1.25 

D4 4 0.15 0.5 F4 10 0.06 2.5 

D5 5 0.15 0.5 F5 10 0.1 1.25 

D6 10 0.06 0.5 F6 10 0.1 2.5 

  

⑤聚丙烯酰胺-明胶（PAM-Gel）混合水凝胶 

1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，三明治式组装玻璃模具。 

2) 按照表 4.2 中 PAM- Gel 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、

40%丙烯酰胺溶液、10%明胶溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过

硫酸铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min。 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下浸没在 2%氯化钙水溶液中 24h，室温下在水

中浸泡 48h。 

4.2.4 微球法测量水凝胶杨氏模量 

①取出溶胀饱和的水凝胶，切割成载玻片大小，静置于载玻片上，用滤纸轻轻吸

走表面水分。 

②将荧光微珠溶液滴于水凝胶表面，轻轻震荡使其涂覆于水凝胶表面。 

③在水凝胶表面轻轻放置钢珠，载玻片迅速置于显微镜下，调节焦距，寻找水凝

胶表面所处的平面，测量接触半径 r；调节焦距，寻找钢珠底部所处平面，此时以
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磁石吸走钢珠，重新聚焦到水凝胶表面所处平面，两个平面高度差，即为凝胶陷

入深度 h。 

④同一标号的水凝胶重复测量 30 次。 

⑤根据公式计算出杨氏模量。 

 

4.3 经典赫兹理论 

    材料最常见的两个机械性能—弹性模量E和硬度H由负载和深度传感器测量。

从压头形状、载荷—位移函数独立地推定接触面积的方法可直接用于提供 E 和 H

的独立测量。基于计算应力和位移，由刚性、轴对称加载压头的弹性体势能理论

等方法得出的，最初由 Boussinesq 与 Hertz 提出。Hertz 通过简单实验接触力学理

论领域的工作，分析了两个具有不同半径和弹性常数的球形表面之间的弹性接触

问题，整理出一套理论框架。Sneddon 得到了固体接触光滑荷载位移的一般关系。

对于许多简单几何形状的压头，荷载-位移关系为： 

mP h                         （4.1） 

其中 P 是压头的荷载，h 是压头的弹性位移，α与 m 为常数。对于不同的几何

形状，m 的值不同：柱体 m=1、抛物面 m=1.5、锥体 m=2。 

Stillwell 和 Tabor 研究了圆锥形状的压头，用卸载曲线测得材料弹性模量的方

法。得出了重要的结论：卸载曲线和恢复位移都是，球形与圆锥压头对应的接触

压痕尺寸与弹性模量的函数。压头也存在非刚性的，引进了等效弹性模量 Er，其

定义为 

   2 21 11 i

r iE E E

  
                   （4.2） 

式中， iE ：压头的弹性模量， i ：压头的泊松比，E：待测材料的弹性模量，ν：待测

材料的泊松比。等效弹性模量可有卸载曲线获得。 

max

2u
r

dP
S h h E A

dh 
                 （4.3） 

则 

2
r

S
E

A


                      （4.4） 

式中，Pu：卸载载荷，S：实验所测的卸载曲线开始部分的斜率。Er为等效弹性

模量，A 是弹性接触的投影面积（ 2A a ）。Bulychev 证明了等式（4.3）同样适

用于球形压头和平直圆柱压头，虽然它最早是由圆锥压头推导出来的。 

令
 23 1

2
m


 ，将等式（4.1）代入等式（4.3）则 
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 2

1
3 1

2

m
m

PdP h P
S m h m m

dh h h h


 


             （4.5） 

将等式（4.5）带入等式（4.4）得到 

   2 2

2

3 1 3 11

2 2 4

P P
E

h haa

 



 
                 （4.6） 

将公式（4.6）用于微球压痕法，式中 E：杨氏模量；ν：泊松比；P：微球重量；

h：压痕深度；a：压痕半径。经典赫兹理论主要用于工程上如滚珠轴承类材料接

触的问题。 

 

4.4 经典赫兹理论的限制 

水凝胶原位测量的方法基本都是基于赫兹接触理论，即压痕对已知结构探针

应力的响应。基于实验成本，大多数的原位测量都使用微痕法，即微球（如微米

级的钢珠或者铅珠）的水凝胶压痕用显微镜来测量（如图 4.1）。该方法最早有国

内的实验室提出，广泛应用于实验的原因在于：（1）在细胞培养的条件下，提供

简单的方法快速测量；（2）可直接使用观察细胞行为的显微镜，不需要昂贵、实

验室不常用的仪器（如流变仪和原子力显微镜）；（3）高产出。 

在赫兹接触理论里，有 4 点假设：（1）应变小并且在弹性形变范围内；（2）

待测样品的接触面远远小于微球半径，即接触面为一个无限半空间；（3）接触面

是连续的；（4）接触面与压头之间无摩擦力。 

 

 

图 4.1 赫兹理论中球体与弹性半空间的接触面示意图 

Figure 4.1 An illustration of the indentation made by a microsphere placed 

 on the elastic half space in Hertz theory 

 

在经典赫兹假理论中，若半径为 R 的球体在材料上压出的凹痕深度为 h，产

生的接触面半径为 a ,则材料弹性计算公式为 

 23 1

4

f
E

ha


                     （4.7） 

R 是压头半径，f 是微球重量减去浮力，v 是基底泊松系数。等式（4.7）主要
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适用于工程上如滚珠轴承类材料。 

由于当时测量技术受到限制，不能测量到接触半径。图 4.1 中，赫兹经典理论

认为压痕深度 h 远小于微球半径 R，接触角 θ 很小；∠OEC 接近 90°，则三角形

OBE 相似于三角形 EBC，根据相似三角形原理可求得 

a hR                         （4.8） 

由于当时测量技术受到限制，不能测量到接触半径。赫兹等人在球体与弹性

半空间的接触问题研究中提出，用等式（4.8）计算接触半径，同时它也是赫兹假

定公式的成立基础。等式（4.8）带入等式（4.7）得到赫兹假定公式 

 2

1/2 3/2

3 1

4

v f
E

R h


                      （4.9） 

 

 

图 4.2 钢球与水凝胶接触面示意图 

Figure 4.2 An illustration of the indentation made by a steal microsphere placed on hydrogel 

 

在水凝胶的实际接触中如图 4.2，接触角 θ 的存在一定的数值，压痕深度 h 与

微球半径 R 在同一数量级，比值也不可忽略。经典赫兹理论公式，不适用于水凝

胶这类软材料的杨氏模量计算。随着技术的发展，我们可通过测量技术测量 a，实

验验证a hR 。（本课题组已经证明过）[87]。 

经典赫兹理论认为压痕深度与接触半径对水凝胶样式模量的贡献相同，表现

为其指数均为 1。研究发现压痕深度与接触半径对杨氏模量的贡献并不一样，但其

总量纲为 2。给予公式系数 k，则赫兹接触理论新公式为 

 2

2

1k v P
E

a h 


                          （4.10） 

本课题组通过对 PVA 与 PAM 水凝胶对进一步改进的公式（4.10）进行拟合。得到

两个新的计算公式： 

对于 PAM：
 2

1.07 0.93

3.12 1 v P
E

a h


                （4.11） 

对于 PAM：
 2

1.04 0.96

3.19 1 v P
E

a h


                （4.12） 
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4.5 结果与讨论 

4.5.1 水凝胶厚度 

    实验室制备水凝胶的方法与倒置显微镜的操作需要，水凝胶越薄，更容易形

成均匀性良好的水凝胶，同时厚的水凝胶会降低图片质量。但是在使用微球压痕

法测量水凝胶时，水凝胶太薄，会影响压痕的深度。因而需要选择合适的水凝胶

厚度。Rong Long 等人对该方法进行校正，发现校正因子在参数范围 0.1≤h/H≤0.4

和 0.3≤R/H≤6.2 时（H 为水凝胶厚度），实验结果最为精确。微球法中使用微珠为

购买的半径为 0.6mm 钢珠与铅珠，因而选择水凝胶的厚度为 1mm。 

4.5.2 水凝胶表面形貌 

在微球压痕法中使用的微珠半径为 0.6mm，当水凝胶的杨氏模量超过 20KPa

时，压痕深度只有小至几十微米。测量结果直接受水凝胶表面的平整度影响。使

用原子力显微镜对水凝胶的表面进行扫描（图 4.3），从图中可以水凝胶表面是凹

凸不平的，存在无数的伞状小凸起，但是凸起高度最大的为 44.59nm，对于微米量

级的压痕深度，对其测量没有影响，可以将水凝胶平面看作是平滑的。 

 

 

图 4.3 水凝胶的 AFM 扫描图 

Figure 4.3 The AFM scanning image of hydrogel 

 

4.5.3 泊松系数  

微球压痕法的测量过程在较短的时间内完成，通常为几分钟。在这个时间段

内，小溶剂分子是不能运动到水凝胶网络内部。通过水凝胶模量、水的粘度、接

触半径及水凝胶渗透率可以计算出分散时间。以渗透率为 5×10
-19

m
2的 PAM 水凝
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胶为例，分散时间为 5 到 13 小时，远远大于实验时间。因此水凝胶在微球压痕法

中表现为不可压缩材料，其泊松系数 v = 0.5。 

4.5.4 杨氏模量的计算 

运用拉伸法得到的杨氏模量 E、泊松系数 v 以及微球法实验测得的压痕深度 h、

接触半径 a，可对公式（4.10） 

 2

2

1k v P
E

a h 


  

进行拟合，运用数值模拟与最优化算法求得三种共聚物互穿聚合物水凝胶（IPN）

（PVA-Gel、PAM-SA、PAM-Gel）的参数 k、α。将参数 k、α分别带入公式（4.10），

得到对应的计算公式： 

对于 PVA-Gel：
 2

1.03 0.97

3.19 1 v P
E

a h


                （4.13） 

对于 PAM-Gel：
 2

1.05 0.95

3.17 1 v P
E

a h


                  （4.14） 

对于 PAM-SA：
 2

1.04 0.96

3.17 1 v P
E

a h


                   （4.15） 

用公式（4.13）、（4.14）、（4.15）计算各种水凝胶的杨氏模量 E3，并与拉伸法

所得结果 E1 比较，结果如图 4.4。第一次拟合公式的计算结果与拉伸法的测量结果

接近，误差较小。 

 

a. PVA-Gel 的 E3 与 E1 比较图   



重庆大学硕士学位论文  4  微球法测量水凝胶杨氏模量 

37 

 

       b. PAM-Gel 的 E3与 E1比较图 

 

c.PAM-SA 的 E3与 E1 比较图 

图 4.4 微球压痕法计算值(E3)与拉伸法参考值(E1)比较图 

Figure4.4 Comparison graph of exprimental values of microsphere indentation  

method (E3)and reference values of tensile method (E1) 
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表 4.3 五种水凝胶 k 和 α的拟合结果 

Table4.3 k and αfor fitting results of five kinds of hydrogel  

水凝胶种类 k α 

PAM 3.12 1.07 

PVA 3.19 1.04 

PVA-Gel 3.19 1.03 

PAM-SA 3.17 1.04 

PAM-Gel 3.17 1.05 

 

从表 4.3 可知，五种水凝胶的 k、α值都较为接近。对所得 k、α值进行总体拟

合，取参数结果与实验结果的均方差最小时的参数，得到的 k=3.17，α=1.02.带入

公式（4.12）为 

 2

1.02 0.98

3.17 1 v P
E

a h


                     （4.16） 

用进一步拟合新公式（4.16）计算所得杨氏模量 E4，并与第一次拟合公式计

算所得杨氏模量 E3 进行比较，结果如图 4.5. 

 

 

a.PAM 的 E3与 E4 比较图   
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  b. PVA 的 E3 与 E4比较图 

 

c. PVA-Gel 的 E3 与 E4比较图 
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d. PAM-Gel 的 E3与 E4比较图 

 

e. PAM-SA 的 E3与 E4 比较图 

图 4.5. E3与 E4 比较图 

Figure4.5 Comparison graphs E3 and E4 

从图 4.5.中可看出，第一次拟合的计算值与进一步拟合的计算值比较接近，误
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差较小。 

对 E3 与 E4 的数值进行方差检验，使用 F-检验双样本方差分析，其中置信度为

95%，结果如表 4.5  

表 4.5. F-检验各自拟合计算值(E3)与总体拟合值(E4)方差分析 

Tab4.5 F - test of variance analysis of calculated values of fitting respectively (E3) and  

calculated values of fitting ensemble (E4) 

 
E3 E4 

平均 10.01483 9.696897 

方差 42.32735 36.92459 

观测值 29 29 

df 28 28 

F 1.146319 
 

P(F<=f)单尾 0.360193 
 

F 单尾临界 1.882079 
 

 

表 4.5 中 F< F 单尾临界， E3 与 E4 不存在显著性差异。 

图 4.5 与表 4.5 表明了，进一步拟合的公式可准确计算五种低弹性模量水凝胶

的杨氏模量且计算结果与第一次拟合公式的结果误差小。 

 

4.6 本章小结 

对于以上五种水凝胶，赫兹接触理论公式进行修正，通过数值模拟与最

优化计算，得到进一步拟合指数 k=3.17，α=1.02，带入公式得 

 2

1.02 0.98

3.17 1 v P
E

a h


 。 

该公式适用于这五种低弹性模量水凝胶。验证了该公式的计算结果与第一次

拟合公式的计算结果相近，误差小；且该公式的计算结果与新拉伸法测量结果接

近，计算结果准确。 
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5 压痕重力法测量水凝胶杨氏模量 

 

5.1 引言 

水凝胶因其含水量高、弹性好，其测量受到一定的限制。第二章中讨论过的

拉伸法，虽能准确的测量水凝胶的杨氏模量，但其不能用于原位测量，对于已培

养细胞的水凝胶不能实时测量。目前原位测量方法常用的是原子力显微镜（Atomic 

Force Microscope，AFM），需要专业的人员与昂贵的仪器，并且压头的使用寿命短、

成本高以及其繁琐的校正过程，都使得一般的实验室难以使用该方法测量。在第

四章讨论过的微球法就是基于原子力显微镜法改进而来的，其方法也是基于赫兹

接触理论，而且该方法操作简单，产出高，一般实验室都可操作。但在微球接触

水凝胶表面的实际接触中，同时存在水平方向与垂直方向的形变。微球压痕法的

测量中并未考虑到水凝胶的水平形变。压痕重力法基于重力做功为原型，测量水

凝胶水平方向与垂直方向的形变来计算水凝胶的杨氏模量。 

 

5.2 实验部分 

5.2.1 实验试剂与仪器 

移液枪（50μL，100μL，1000μL），（Dragon med，中国） 

真空泵（ZGP-100，淄博泽实真空设备有限公司） 

超纯水制备系统（Millipore，美国） 

分析天平（TG328A，上海天平仪器厂） 

恒温水浴锅（HH-2 型） 

磁力加热恒温搅拌器（QH-C14H 型） 

搅拌浆 

容量瓶（50mL，100mL） 

电泳槽（BIO-RAD，美国伯乐公司） 

自制玻璃模型 

荧光倒置显微镜（Nikon  (TI-FL542396)，日本尼康公式） 

钢珠（0.6mm，中山红润泰精密钢球有限公司） 

铅珠（0.6mm，天津金瑞源有色金属有限公司） 

丙烯酰胺（AM）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

N,N-亚甲基双丙烯酰胺（BAM）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

过硫酸铵（APS）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

聚乙烯醇 1799(PVA)（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 
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50%戊二醛（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

浓盐酸（分析纯，重庆川东化工有限公司） 

明胶（Gel）（分析纯，天津市大茂化学试剂厂） 

海藻酸钠（SA）（分析纯，天津市大茂化学试剂厂） 

氯化钙（CaCl2）（分析纯，成都科龙化工试剂厂） 

荧光微珠（分析纯，厦门鑫海盛世生物有限公司） 

5.2.2 主要溶液制备 

①10%（w/w）聚乙烯醇溶液：称 10g 聚乙烯醇固体，置于干净圆底烧瓶中，加 50g

水，浸泡 24h，80℃-90℃水浴加热，直至溶液变得澄清透明，加水至总重为 100g。 

②40%(w/w)丙烯酰胺溶液：称 40g 丙烯酰胺，置于小烧杯中，加入适量水溶解，

加水至总重为 100g。 

③2%(w/w) N,N-亚甲基双丙烯酰胺：称 2g 的 N,N-亚甲基双丙烯酰胺，置于小烧杯

中，加入适量水使其溶解，加水至总重为 100g。 

④2%( w/w)海藻酸钠溶液：称取 2g 海藻酸钠，置于小烧杯中，加入适量水使其溶

解，加入水至总重为 100g。 

⑤10%( w/w)过硫酸铵溶液：称 5g 过硫酸铵，置小烧杯中途，加入适量水使其溶

液，加水至总重为 100g。 

⑥10%（w/w）明胶溶液：称 10g 明胶，置于小烧杯中，加入适量水使其溶解，加

入水至总重为 100g。 

⑦50%（v/v）盐酸溶液：量 25mL 盐酸，于 50mL 容量瓶中，加水定容。 

⑧2%（w/w)氯化钙溶液：称 2g 的氯化钙，置于小烧杯中，加入适量水使其溶解，

加水至总重为 100g。 

5.2.3 水凝胶制备 

①.聚丙烯酰胺（PAM）水凝胶 

1)取干净的玻璃板（10cm*10cn*0.5cm）两块，自制厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，

三明治式组装玻璃模具。  

2)按照表 5.1 中 PAM 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、40%

丙烯酰胺溶液、10%明胶溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过硫酸

铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h.  

②.聚乙烯醇（PVA）水凝胶： 

1)取干净的玻璃板（10cm*10cn*0.5cm）两块，自制厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，
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三明治式组装玻璃模具。 

2)按照表 5.1 中 PVA 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液于小烧杯中，加入

水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均匀，离心去除溶液中气泡。在离心

得到溶液中缓慢加入一定比例的戊二醛（戊二醛与羟基单体的摩尔比为 0.0044）。 

3) 将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，室温静置 2h，将凝胶从模具中取出，

在水中浸泡 48h。 

 

表 5.1 PAM，PVA 和 PVA-Gel 中各物质的质量分数表 

 Table 5.1 The quality score of each substance in PAM, PVA and PVA-Gel 

PAM 

编号 
AM/% ABM/% 

PVA 

编号 
PVA/% 

PVA-Gel 

编号 
PVA/% Gel/% 

A1 3 0.225 B1 6 C1 6 1.25 

A2 4 0.15 B2 7 C2 6 2.5 

A3 5 0.15 B3 8 C3 7 1.25 

A4 10 0.06 B4 9 C4 7 2.5 

A5 5 0.25 B5 10 C5 8 1.25 

A6 10 0.1 
     

 

③聚乙烯醇-明胶（PVA-Gel）混合水凝胶 

1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，三明治式组装玻璃模具。 

2) 按照表 5.1 中 PVA-Gel 水凝胶的编号分别取 10%聚乙烯醇水溶液与 10%明胶溶

液于小烧杯中，加入水。缓慢加入一定量的 50%盐酸稀溶液搅拌均匀，离心去除

溶液中气泡。在离心得到溶液中缓慢加入一定比例的戊二醛（戊二醛与羟基单体

的摩尔比为 0.0044）。 

3) 将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，室温静置 2h。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h。  

④ 聚丙烯酰胺-海藻酸钠（PAM-SA）混合水凝胶 

1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，三明治式组装玻璃模具。 

2)按照表5.2中PAM-SA水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、40%

丙烯酰胺溶液、2%海藻酸钠溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过

硫酸铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min。 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h，移出水浴锅，置于室内自然冷却。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下在水中浸泡 48h。 
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表 5.2 PAM-SA 和 PAM-Gel 中各物质的质量分数表 

Table 5.2 The quality score of each substance in PAM-SA and PAM-Gel 

PAM-SA 

编号 
AM/% ABM/% SA/% 

PAM-Gel

编号 
AM/% ABM/% Gel/% 

D1 4 0.15 0.25 F1 5 0.15 1.25 

D2 5 0.15 0.25 F2 5 0.15 2.5 

D3 10 0.06 0.25 F3 10 0.06 1.25 

D4 4 0.15 0.5 F4 10 0.06 2.5 

D5 5 0.15 0.5 F5 10 0.1 1.25 

D6 10 0.06 0.5 F6 10 0.1 2.5 

 

⑤聚丙烯酰胺-明胶（PAM-Gel）混合水凝胶 

1)取两块干净的玻璃板，厚度 0.5cm 的 U 型硅胶片一块，三明治式组装玻璃模具。 

2)按照表 5.2 中 PAM- Gel 水凝胶的编号分别取 2% N,N-亚甲基双丙烯酰胺溶液、

40%丙烯酰胺溶液、10%明胶溶液、水，于小烧杯中，加入总质量 1/100 的 10%过

硫酸铵溶液，搅拌均匀。将混合液置于真空泵抽虑，除氧 30min。 

3)将所得混合溶液分别快速转入玻璃模具中，保鲜膜密封，置于水浴锅中，60℃水

浴 2h。 

4)从模具中小心取出水凝胶，室温下浸没在 2%氯化钙水溶液中 24h，室温下在水

中浸泡 48h。 

5.2.4 微球法测量水凝胶杨氏模量 

 

 

图 5.1 体式显微镜下的观测图 

Figure 5.1 The pictures obsorved by stereomicroscope 
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①取出溶胀饱和的水凝胶，切割成载玻片大小，静置于载玻片上，用滤纸轻轻吸

走表面水分。 

②将荧光微珠溶液滴于水凝胶表面，轻轻震荡使其涂覆于水凝胶表面。 

③在水凝胶表面轻轻放置钢珠，载玻片迅速置于显微镜下，调节焦距，寻找水凝

胶表面所处的平面，测量接触半径 a 与压痕半径 d；调节焦距，寻找钢珠底部所处

平面，此时以磁石吸走钢珠，重新聚焦到水凝胶表面所处平面，两个平面高度差，

即为凝胶陷入深度 h。 

④同一标号的水凝胶重复测量 30 次。 

⑤根据公式计算出杨氏模量。 

5.3 压痕重力法公式推导 

在赫兹接触理论中，不论是球形（或抛物面）压头（图 5.1.a），或者圆锥压头

（图 5.1.b），都只考虑到垂直方向的形变，忽略了水平方向上的形变。 

 

 

a)球形压头的压痕形状               b)圆锥压头的压痕形状 

图 5.2 各种压头的压痕示意图 

Figure 5.2 The illustration of the indentation made by kinds of indenters 

 

实际上，压头与待测材料接触面周边材料的表面会产生位移量，以锥形压头

为例（图 5.2）。 

 

 

图 5.3 锥形压头的实际压痕示意图 

Figure 5.3 An actual illustration of the indentation made by pyramidal indenter  

在当变量即测量物件很小时，忽略水平方向的形变会带来一定的误差的。图
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5.3 中，hs 为水平方向上的位移，但在赫兹理论中长长忽略了该位移，只计算了 hc。

微球压痕法，采用微球作为压头对水凝胶产生压痕，是球形压头。 

在实际测量中，在水平方向与垂直方向都会产生压痕（如图 5.4）。图 5.4 中 a

为接触面半径，R 为钢珠半径，h 为压痕深度，d 为压痕半径。设钢珠质量密度与

水的质量密度之差为 ρ，则使基底变形所做的功来自钢珠势能的减少，大小为： 

                   （5.1） 

对于完全压缩的弹性体，若杨氏模量为 E，单向压缩的体积变形为 V 时所做

的功为： 

                （5.2） 

基底变形所需的功 W2 与弹性模量成正比，与变形体积大小有关，所以有： 

 
1

2
W Ef V                       （5.3） 

由量纲比较可知 f(V)的单位为长度单位的 3 次方，与 V 单位相同，所以有： 

1

2
W EkV                      （5.4） 

其中 k 为无量纲的常数。比较（4.16）、（4.19）可得： 

               （5.5） 

钢珠与基底接触面部分为球缺，对应的体积为： 

        
2 0

1 0
3

h
V h R

 
  

 
， 

2 2

0h R R a             （5.6） 

 

 

图 5.4 微球与水凝胶接触示意图 

Figure 5.4 An illustration of the indentation made by microsphere placed on hydrogel 

 

以垂直与 Y 轴的半径为 X 轴，以水凝胶平面为 Y 轴，水凝胶平面与 X 轴交

点为原点，建立直角坐标系如图 5.4。压痕中心点坐标为（h，0），压痕半径与 Y

轴的交点坐标为（0，d），用函数 

水凝胶 
X轴 

Y 轴 
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                        y A x Bx d                       （5.7） 

来近似拟合曲线 L。该函数方程与曲线 L 有相同的函数值与导数值。可求出： 

               
 0

0

0 0

22 2R ha d
A h h

rh h h h


   

 
 

 0

0

2 R hd a
B

h h a


 


                         （5.8） 

由 L 绕 x 轴旋转的旋转体的体积为： 

               
0h h

2

2

0

V π x Bx d dxA



                    （5.9） 

将（4.23）带入（4.24）计算得到  

   
   

   
  

   
 

2

2 0 0

2 0

2 3

0 0

0

2 2

0 0 2
0

11 8

15 15

2 3

215 5

4

15

d a R hh h
d a hV h

a

R hh h
d d a h h

a

d R hh h
hd h

a

 

 

 

  
   

 
   

 
  

    （5.10） 

所以压痕的体积为： 

   

       

  
   

 

202
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2 2 3
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2
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0

2
0
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3 15
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3 4

5 15

h
R d a hV V h hV

d a R h R hh h h h

a a

d R hh h
d d a h h

a

hd h

 

 

 



 
       

 

    
 

 
   

 

         (5.11) 

 

5.4 结果与讨论 

如图 5.3，在微球压在水凝胶表面上时，不仅会产生垂直反向上的形变，同

时在水平反向上存在形变即为图中形变 d。微球在水凝胶表面下落的过程中是微球

重力在做功，产生形变。通过微球重力做功求得水凝胶的样式模量的方法，本文

称之为压痕重力法。其基本的方法原理基于公式（5.5）。 

以公式（5.5）与拉伸法测量的水凝胶杨氏模量为参考值 E1，运用数值模拟

与最优化算法求解未知系数 k，如表 5.3 在用计算得到的 K值，带入压痕重力公式

计算水凝胶的杨氏模量。 
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表 5.3 拟合的 k 值 

Table 5.3 K value of the fitting 

凝胶种类 k 

PVA 1.056 

PAM 1.043 

PVA（Gel） 1.067 

PAM-SA 1.045 

PAM（Gel） 1.032 

 

与拉伸法计算结果 E1（参考值）、微球法计算结果 E4以及压痕重力法计算结果

E5做比较，图 5.4 中误差 ER4 为微球法计算结果 E4与参考值拉伸法计算结果 E1之间

的误差，误差为压痕重力法计算结果 E5与参考值拉伸法计算结果 E1之间的误差。 

从图 5.4 中，以拉伸法的计算结果作为参考值，对比微球法计算结果 E4与压

痕重力法计算结果 E5，可发现压痕重力法的测量结果与拉伸法的结果更接近，误

差较小。且 ER5基本上小于 ER4，且均小于5%。压痕重力法的测量结果更准确。 

 

 

a. PAM 三种测量方法的杨氏模量对比图 
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b. PVA 三种测量方法的杨氏模量对比图 

 

    c. PVA-Gel 三种测量方法的杨氏模量对比图 
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d. PAM-SA 三种测量方法的杨氏模量对比图 

 

 

   e. PAM-Gel 三种测量方法的杨氏模量对比图 

图 5.5.三种测量方法的杨氏模量对比图 

Figure 5.5 Comparison graph of Young 's modulus of three measures 
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表 5.4 F-检验 拉伸法参考值(E1)与压痕重力计算值(E5)方差分析 

Table 5.4 F - test of variance analysis of reference values of tensile method (E1) and  

exprimental values of indentation gravity method (E5) 

 
E1 E5 

平均 10.3725 10.42286 

方差 46.90376 47.08902 

观测值 28 28 

df 27 27 

F 0.996066  

P(F<=f) 单尾 0.495952  

F 单尾临界 1   

对 E1 与 E5 的数值进行方差检验，使用 F-检验双样本方差分析，其中置信度为

95%，结果如表 5.4 

表 5.4 中 F<F 单尾临界, E1与 E5 不存在显著性差异。即拉伸法与压痕重力法的测量

结果无差异，两种方法的测量测量结果无统计学上的差别。 

用 F-检验双样本方差分析对 E4 与 E5 的数值进行方差检验，置信度为 95%，

结果如表 5.5. 

 

表 5.5 F-检验 微球法计算值(E4)与压痕重力计算值(E5)方差分析 

Table 5.5 F - test of variance analysis of exprimental values of indentation gravity  

method (E4) and reference values of indentation gravity method (E5) 

 
E4 E5 

平均 9.265357143 10.42285714 

方差 33.33688505 47.08902116 

观测值 28 28 

df 27 27 

F 0.707954513  

P(F<=f) 单尾 0.18757458  

F 单尾临界 0.524983164  

 

表 5.5 中 F>F 单尾临界, E4与 E5 存在显著性差异。从图 5.4 与表 5.5 可验证，压痕

重力法的计算结果与微球压痕法的结果存在统计学上的差异，且压痕重力法的测

量结果优于微球压痕法。 
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5.5 本章小结 

以重力做功为原理，同时计入压痕垂直方向的形变与水平方向形变，得到压

痕重力法杨氏模量计算公式 
38

3

R gh
E

kV

 
  

通过数值模拟与最优化算法求解得到五种水凝胶的 k 值。验证了压痕重力法

与拉伸法的计算结果接近，误差小；但压痕重力法与微球压痕法进一步拟合公式

的计算结果差异较大，且压痕重力法的测量结果优于微球压痕法。压痕重力法适

用于这五种低弹性模量水凝胶，与拉伸法相比，测量的相对误差在 5%以内。 
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6 结论与展望 

 

6.1 主要研究工作与结论 

水凝胶广泛应用于组织培养中，影响细胞行为的重要因素是水凝胶力学性能。

本文以几种低弹性模量的水凝胶为源探索低弹性模量水凝胶的测量方法，基于前

人的方法，再加以改进。本文的研究结果如下： 

①本文在探索拉伸法测量水凝胶的杨氏模量时，基于本实验室的传统，改良

拉伸法如下：1)在水中测量水凝胶。在水中拉伸测量可有效较少水凝胶自重带来的

形变增加，同时也可减少因拉伸而造成的挤压使得水凝胶失水；2)在制备水凝胶的

过程中，给水凝胶作好平行标记，在测量时使用相机拍照，之后在用图像处理软

件 ImageJ 来测量平行标记之间的距离求得拉伸形变。除了这些改良之外，本文的

工作中还考虑到砝码浮力对测量精度的影响，扣除了砝码的浮力，测量精度大大

提高。拉伸法的实验设备要求低，操作简单，可操作性大。 

②本实验室的以前的研究中发现，基于赫兹接触理论的微球压痕法，推导出

的新公式中虽然有未知系数，但是这些系数与水凝胶的材料特性相关性不大。因

而在前人的基础，本研究再测量了三种不同的低弹性水凝胶，PAV(gel)、PAM-Gel、

PAM-SA，大量数据拟合了得到三组系数。与前人得到的两组数据，拟合得到新系

数 k=3.17，α=1.02。带入公式得到： 

 2

1.02 0.98

3.17 1 v P
E

a h


 。 

该公式适用于这五种低弹性模量水凝胶。验证了该公式的计算结果与第一次

拟合公式的计算结果相近，误差小；且该公式的计算结果与新拉伸法测量结果接

近。 

③以重力做功为原理，同时计入压痕垂直方向的形变与水平方向形变，得到压

痕重力法杨氏模量计算公式 
38

3

R gh
E

kV

 
  

通过数值模拟与最优化算法求解得到五种水凝胶的 k 值。验证了压痕重力法

与拉伸法的计算结果接近，误差小；但压痕重力法与微球压痕法进一步拟合公式

的计算结果差异较大，且压痕重力法的测量结果优于微球压痕法。压痕重力法适

用于这五种低弹性模量水凝胶。
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6.2 未来展望 

本文对水凝胶杨氏模量的几种测量方法——拉伸法、微球压痕法与压痕重力

法分别进行了改良、完善与建立，但每种测量方法依然存在着可改进之处： 

①微球压痕法测量过程中，硬度大的水凝胶，其压痕深度较小，由于本课题

组需要的水凝胶都较软。因而对于少数硬度大的水凝胶在测量过程中尝试使用了

密度更大的铅球，计算得到的杨氏模量更为准确。后续可进一步研究微球压痕法

在更大硬度的水凝胶的应用。 

②压痕重力法充分考虑了压痕在水平方向与垂直方向的形变。但该方法得到

关于压痕体积 V 过于繁琐，某些项的因素、指数有相似处，后续的工作可根据这

些相似的因素对体积 V 的计算再进行推导，使之计算过程更简洁。 

③ 压痕重力法中五种低弹性模量水凝胶求解得到的 k 值都十分接近，可测量

更多的低弹性模量水凝胶，求解其 k 值，判断 k 值是否与材料特性有关。 
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致    谢 

 

转眼间又到了 3 月，3 年前怀着一份敬畏与憧憬来到了这所高校面试，心

中满是忐忑与激动。3 年后的今天，怀着几分不舍与怀念渡过学生生涯的最后

几月。时光过隙，恍如昨日。在重庆大学经历的点点滴滴将会陪伴我以后的

道路。 

在研究生的三年里，我过得非常满足。有幸进入黄岂平老师的课题组，

更有幸成为邹老师的学生。特别要感谢的就是我的导师邹老师，在我懵懂迷

茫的时候，邹老师的敦敦教诲让我找到了方向；在我实验室不顺利，研究没

有进展的时候，邹老师的宽容鼓励让我重拾信心。在建立压痕重力法公式推

导的过程中，数统学院的于光磊老师给我了莫大的帮助。同时我还必须感谢

生物学院的黄岂平老师与王红兵老师，这几年我的成长离不开各位老师的帮

助与鼓励。各位老师严于治学，精于专研的精神更是让我万分佩服与感动。 

在重大学习的三年里，我还认识了一大批优秀的同学，充分感受到了“优

秀是种习惯”深刻含义。感谢单洁林师姐、夏婷婷师姐与周蕙师姐在我初入

实验室的耐心帮助与指导；感谢卫宏毅同学对我的帮助与宽容；同时也要感

谢室友对我的照顾与帮助。 

我要特别感谢我的父母与妹妹，他们一直默默地支持我，不论我做什么

样的决定，不论我处于什么样的境况，家人总是我最温暖的港湾，唯愿一生

安康。感谢我的人生挚友王大鹏同学，在我落寞困难的时候对我的宽容、陪

伴与支持，愿慢慢一生执手相携。 

最后，衷心感谢在百忙之中评审论文以参加答辩的各位老师！ 

 

 

龙  洋   

二〇一七年三月  于重庆 
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