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负载聚多巴胺纳米颗粒的活性氧类响应型水凝胶
调节炎症微环境保护神经元的体外研究*
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摘要 目的　脑缺血损伤后病灶微环境活性氧类（reactive oxygen species，ROS）过度蓄积引发氧化应激，进而加剧神经炎

症级联反应与神经元凋亡。针对这一病理过程，本研究旨在构建负载聚多巴胺纳米颗粒（polydopamine nanoparticles， 

PDA NPs）的ROS响应型水凝胶，解决脑缺血损伤微环境下抗氧化与抗炎协同调控、药物时空精准递送的核心问题，通过

体外模型系统评估该水凝胶的ROS响应释药特性及抗氧化、抗炎与神经保护作用，为脑缺血损伤的原位注射靶向治疗奠定

基础。方法　采用氧化自聚合的方法制备PDA NPs，随后将其负载于由N1-（4-硼苄基）-N3-（4-硼苯基1,N1,N3,N3-四甲基丙

烷-1,3-二铵（N1-（4-boronobenzyl）-N3-（4-boronophenyl）-N1,N1,N3,N3-tetramethylpropane-1，3-diaminium，TSPBA）和聚乙

烯醇（polyvinyl alcohol，PVA）交联而成的ROS响应型水凝胶中。通过粒径分析、Zeta电位分析、扫描电子显微镜、透射

电子显微镜及流变仪等表征聚多巴胺纳米颗粒及水凝胶的形貌、力学性能与ROS响应释药特性。在体外以HT22神经元为

模型，借助CCK-8、活/死细胞染色（live/dead cell staining）实验验证生物相容性，构建氧葡萄糖剥夺/复氧模型（oxygen-

glucose deprivation/reoxygenation，OGD/R）评估水凝胶ROS清除及抗神经元凋亡作用，结合免疫荧光染色、逆转录实时荧

光定量聚合酶链反应（reverse transcription quantitative real-time polymerase chain reaction，RT-qPCR）及 Transwell 共培养，

探究其对BV-2小胶质细胞极化的调控及间接神经保护效能。结果　制备的PDA NPs为粒径均一且带负电的球形纳米颗粒，

兼具良好的生物相容性与抗氧化性能。制备的负载PDA NPs的ROS响应型水凝胶，可在ROS富集的微环境中响应ROS并

释放PDA NPs，且表现出优异的抗氧化性能。体外细胞实验结果表明，该水凝胶可有效清除神经元OGD/R模型中过量产生

的ROS，显著抑制神经元凋亡，同时能有效促进小胶质细胞向抗炎M2表型极化，进而显著降低共培养体系中受损神经元

的凋亡水平。结论　本研究成功制备出可注射的负载PDA NPs的ROS响应型水凝胶，该材料可在ROS富集微环境中响应释

放PDA NPs，兼具优异的抗氧化性能，并可以调控小胶质细胞极化、抑制炎症反应，通过抗氧化-抗炎协同策略实现了显著

的体外神经保护效果。该水凝胶为聚多巴胺等生物活性材料的靶向递送提供了新策略，也为脑缺血损伤的原位注射治疗奠

定了重要实验基础。

关键词 活性氧类响应型水凝胶，聚多巴胺，免疫炎症微环境，神经保护

中图分类号 Q819，R743.3，R651.1+5   DOI： 10.3724/j.pibb.2026.0094   CSTR： 32369.14.pibb.20260094

缺血性脑卒中 （ischemic stroke，IS） 与创伤

性脑损伤（traumatic brain injury，TBI）等脑损伤

疾病的临床治疗窗口很短，绝大多数患者容易错失

最佳治疗时机，致预后不良，现已成为全球致死致

残的主要病因之一［1］。其病灶微环境因缺血或机

械应力导致线粒体功能障碍，活性氧类（reactive 

oxygen species，ROS） 激增，外周中性粒细胞与

单核细胞浸润，小胶质细胞迅速极化为M1型，释

放肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、

白介素（interleukin，IL） -1β等促炎细胞因子正反

馈放大炎症级联反应［2-4］，随后酸中毒、谷氨酸兴

奋性毒性及铁离子蓄积触发脂质过氧化，神经元凋

亡与轴突断裂，最终演变为不可逆的神经功能缺

损［5］。目前的临床治疗面临很大的挑战：一方面
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系统给药的抗氧化剂或抗炎药因血脑屏障（blood 

brain barrier，BBB）完整性受损导致病灶浓度不足

而外周免疫抑制明显；另一方面无法在ROS峰值

窗口精准释药，也无法随炎症消退自动终止干预，

长期高剂量反而干扰神经可塑性修复。因此，基于

IS 等脑损伤疾病的微环境响应特征及治疗时序需

求，亟须构建能感知ROS信号并按需协同调控的

智能生物材料，以突破现有瓶颈［6］。体外研究能

够为解析ROS激增、炎症放大、神经细胞死亡等

核心事件的分子机制提供可控、可重复的模型体

系，是阐明脑损伤病理进程、筛选与验证干预靶点

的关键环节。因此，本研究选择体外细胞模型对生

物材料的抗氧化、抗凋亡等神经保护作用的有效性

进行系统评估，以期能够对后续应用生物材料治疗

炎症相关脑损伤疾病提供可靠依据。

近年来，可注射的 ROS 响应型水凝胶在生物

医学领域应用非常广泛［7-8］。其水凝胶骨架多引入

苯硼酸酯或硫缩酮等ROS响应性基团，可在·OH、

H2O2或超氧化物升高 10⁓100 μmol/L范围内迅速断

键，实现药物脉冲式释放［9-10］。在先前研究中已证

实 ： 一 种 基 于 羧 甲 基 壳 聚 糖 （carboxymethyl 

chitosan，CMCS）的智能多功能 ROS 响应型超分

子水凝胶可以通过清除自由基促进糖尿病伤口愈

合［11］；已有相关研究表明，交联剂N1-（4-硼苄基）

-N3-（4-硼苯基）-N1,N1,N3,N3-四甲基丙烷-1,3-二铵

（N1-（4-boronobenzyl）-N3-（4-boronophenyl）-N1,N1,

N3, N3-tetramethylpropane-1, 3-diaminium，TSPBA）

与聚乙烯醇 （polyvinyl alcohol，PVA） 体系凭借

TSPBA 的 ROS 敏感性，在骨再生［12］、心肌梗

死［13］ 及皮肤损伤修复［14］ 中可以时空可控响应

ROS释放活性成分，清除ROS并发挥抗炎作用。

聚多巴胺（polydopamine，PDA）是一种新型

生物纳米材料，因其卓越的生物相容性和显著的抗

氧化性能而受到广泛关注。PDA 分子结构中富含

大量邻苯二酚，兼具自由基捕捉、金属离子螯合及

近红外光热转换能力，经过功能化修饰已被用于心

脏［15］与神经损伤修复［16］。此外，PDA还具备调节

小胶质细胞极化状态的能力，可促使小胶质细胞从

促炎的M1型向抗炎的M2型转变，发挥免疫调节

作用，这对于减轻神经炎症和促进神经修复至关

重要［17］。

综上，尽管聚多巴胺纳米颗粒（polydopamine 

nano-particles，PDA NPs） 与 TSPBA-PVA 基 ROS

响应型水凝胶在生物医学领域均已展现出应用潜

力，但将PDA NPs与TSPBA-PVA动态共价交联网

络结合，并用于脑缺血损伤微环境的抗氧化-抗炎

协同调控尚未见报道。针对脑损伤中ROS富集的

病理微环境，本研究构建负载PDA NPs的TSPBA-

PVA 基 ROS 响应型可注射水凝胶 （polydopamine/

hydrogel，PDA/Gel），利用 TSPBA 中的苯基硼酸

酯键与 ROS 特异性断裂实现 PDA NPs 按需释放，

精准递送至病变部位。本研究全面表征了该水凝胶

体系的ROS响应性、抗氧化性、生物相容性和可

注射性，突破了单一 PDA 给药缺乏病灶靶向性、

难以实现时空可控释放的局限，通过ROS响应性

实现 PDA NPs 在缺血损伤区的按需递送与精准控

释，同时借助水凝胶载体提升纳米颗粒的局部滞留

与生物利用度。此外，在体外细胞实验中证实了该

水凝胶在病灶微环境中特异性响应并发挥ROS清

除、小胶质细胞极化调控与神经保护的三重作用，

为脑缺血损伤的原位精准干预提供了新型智能递送

策略，也为PDA类生物活性材料在中枢神经系统

疾病中的时空可控应用提供了实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　细胞系

本实验所用小鼠海马神经元细胞系（HT22细

胞）购自武汉普诺赛生命科技有限公司，小鼠小胶

质细胞系（BV-2细胞）购自浙江美森细胞科技有

限公司。

1.1.2　试剂与耗材

4-（溴甲基） 苯硼酸、N,N-二甲基甲酰胺、   

N, N, N', N'-四甲基-1, 3-丙二胺和四氢呋喃购自上

海麦克林生化科技股份有限公司；盐酸多巴胺、乙

醇、聚乙烯醇（72 ku， 98%纯度）购自上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；1 ku透析袋、过氧化氢

含量检测试剂盒、羟自由基清除能力检测试剂盒和

超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活

性检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；

HT22细胞完全培养基购自武汉普诺赛生命科技有

限公司；BV-2细胞完全培养基购自浙江美森细胞

科技有限公司；0.25% 胰酶（Gibco）购自北京天

光百全科技有限公司；TUNEL试剂盒购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；所有抗体购自Abcam

公司。
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1.2　方法

1.2.1　水凝胶的制备

在碱性条件下，采用氧化自聚合的方法制备

PDA NPs：取2.5 ml氨水、40 ml乙醇和90 ml去离

子水，搅拌 30 min 混合均匀。随后向上述混合溶

液中加入50 mg的盐酸多巴胺搅拌反应24 h，随后

使用1 ku的透析袋透析3 d。

交联剂TSPBA的制备：在 60℃的条件下，将

0.5 g 4-（溴甲基）苯硼酸分散到 10 ml的N,N-二甲

基甲酰胺中搅拌溶解。随后加入 800 μl N, N, N', 

N'-四甲基-1, 3-丙二胺，使其反应过夜。使用四氢

呋喃清洗3次后，真空干燥去除残留的溶剂得到固

体TSPBA。将制备固体TSPBA溶解于去离子水中

得到2%（质量百分比）的交联剂溶液。

取上述合成的PDA溶液20 ml（浓度100 mg/L），

向其中加入 1 g的PVA在 90℃的条件下搅拌混合，

直到 PVA 粉末全部溶解，得到含有 PDA NPs 的

PVA 溶液。最后取等体积的 TSPBA 和含有 PDA 

NPs的PVA溶液搅拌混合，ROS响应型水凝胶即可

生成。

1.2.2　纳米颗粒的表征

采 用 扫 描 电 子 显 微 镜 （scanning electron 

microscope，SEM）（德国ZEISS Gemini SEM 300）

观察 PDA NPs 形貌：取约 1 mg 纳米颗粒分散于    

2 ml无水乙醇，超声 5~10 min，取 5~10 μl悬液滴

于硅片风干，喷金 30~60 s 后，真空下聚焦拍摄。

将 PDA NPs 经乙醇超声分散后滴加于铜网，负染

干燥，采用透射电子显微镜（transmission electron 

microscope，TEM） 明场模式观察其内部微观结

构。采用纳米粒度及 Zeta 电位分析仪，取 1 mg 

PDA NPs分散于10 ml超纯水，超声15 min制得悬

液 ， 以 动 态 光 散 射 （dynamic light scattering，

DLS）模式（25℃，重复 3次）测粒径、ELS模式

（25℃，重复 3次）测Zeta电位，仪器自动计算均

值并整理数据。采用过氧化氢、羟自由基清除及

SOD活性检测试剂盒，按说明书检测 PDA NPs的

ROS 清除性能。将纳米颗粒配制成 50、 100、   

200 mg/L 梯度悬液，设空白组、阳性对照组，分

别通过对应试剂盒反应流程，在 405、 536、      

560 nm处测吸光度，最终按公式定量清除能力并

记录。

1.2.3　水凝胶的表征

水凝胶冷冻干燥切取断面并喷金处理后，使用

SEM观察表面形貌。使用流变仪（安东帕，奥地

利）进行水凝胶的时间-频率扫描，检测储能模量

和损耗模量。将水凝胶浸泡于含有不同浓度过氧化

氢 （20、100、200 和 300 μmol/L） 的 PBS 缓冲液

中，评价水凝胶的 ROS 响应性。为实现 PDA NPs

的 准 确 定 量 ， 配 制 0、 50、 100、 200、 400、     

600 mg/L 的 PDA NPs 标准溶液，在特征波长     

300 nm处测定吸光度，绘制标准曲线，得到线性

回归方程为 Y=0.003 210X+0.328 7 （R²=0.999 5），

线性范围为 0~600 mg/L。基于该标准曲线，对水

凝胶释药上清的吸光度进行换算，计算 PDA NPs

的累积释放率。

1.2.4　细胞培养和活力实验

在 HT22 细胞完全培养基中培养 HT22 细胞，

所有细胞均培养于37℃、含5% CO2的加湿培养箱

中。所有体外细胞实验均使用处于对数生长期的细

胞，使用活/死细胞染色实验和CCK-8试剂盒检测

细胞活力。

CCK-8：将细胞密度为 1×104/孔的 HT22 细胞

接种于 96 孔板中，贴壁后更换不同浓度的 PDA 

NPs溶液和水凝胶浸提液，在培养箱中孵育 24 h。

随后，向各孔中依次加入 10 μl CCK-8溶液，再孵

育 4 h，使用酶标仪在 450 nm 处记录的各孔的吸

光度。

活/死细胞染色实验：将 HT22 细胞以 1.5×   

105/孔的密度接种于24孔板中，贴壁后更换水凝胶

浸提液，在CO2培养箱中培养24 h和72 h后用AM/

PI染色20 min，荧光显微镜成像。

1.2.5　体外OGD/R模型的建立

HT22细胞在24孔板中贴壁后吸去培养液，并

用PBS溶液清洗2~3次。然后，加入无糖无血清的

DMEM培养基。正常组为常规培养的HT22细胞。

处理组的细胞则置于通气0.1% O2、5% CO2的缺氧

装置中（无氧培养箱），进行4 h的缺氧处理后停止

通气。复氧时，将无糖培养基替换为负载100 mg/L 

PDA NPs的水凝胶浸提液，继续培养24 h。

1.2.6　Transwell共培养

培养基润湿 Transwell 小室底膜后，将 PBS 处

理 的 BV-2 细 胞 、 脂 多 糖 （lipopolysaccharide，

LPS） 诱导的 BV-2 细胞 （BV2-M1）、PDA/Gel 处

理的 BV2-M1 细胞分别接种在 Transwell 培养皿的

顶室中，然后将神经元样HT22细胞接种在基底室

中，实现BV-2细胞和HT22细胞的共培养，常规孵

育12 h后进行活/死细胞染色和TUNEL染色［18］。
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1.2.7　免疫荧光染色

所有细胞样品用PBS润洗 2次，用 4%多聚甲

醛4℃固定30 min，用PBS洗涤3次，5 min/次。随

后，将 0.3% 的 Triton X-100 常温通透细胞 30 min，

用PBS缓冲液润洗3次（5 min/次），在37℃下用蛋

白质封闭液封闭60 min，随后在4°C下用抗体稀释

液按1∶500稀释的一抗（CD16/32、CD206）孵育

细胞过夜。用 PBS洗涤后，将细胞与 1∶500稀释

的二抗（Alexa Fluor® 488、Alexa Fluor® 568）室

温避光孵育2 h，并用DAPI对细胞核进行染色。使

用激光共聚焦显微镜（蔡司）观察和分析图像。

1.2.8　RT-qPCR检测炎症相关因子

在 6 孔板中接种 BV-2 细胞 8×105/孔，分别用

PBS、LPS （1 mg/L） 和 LPS （1 mg/L） +PDA/Gel

（100 mg/L）处理细胞24 h，采用Trizol法提取以上

各组细胞的总RNA，并反转录合成cDNA，选用甘

油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 （glyceraldehyde-3-

phosphatedehydrogenase，GAPDH） 为内参，使用

SYBR®Premix Ex Taq™II 试剂盒在 LightCycler 480 

II PCR系统（德国罗氏）上进行逆转录实时荧光定

量聚合酶链反应 （reverse transcription quantitative 

real-time polymerase chain reaction，RT-qPCR），试

剂盒含有 2 μl cDNA、2 μl引物（1 μmol/L）、10 μl 

SYBR绿色染料（2×）、6 μl无核酸酶H2O，总反应

体积为20 μl。反应条件如下：95℃ 30 s，95℃ 3 s，

55℃ 30 s，72℃ 30 s，95℃ 1 min，55℃ 30 s，以

及 95℃ 30 s，共 42 个循环。通过熔解曲线确认

PCR 反应，并从 PCR 曲线获得样品的 Ct值。使用

2-ΔΔCt方法计算 IL-1β、TNF-α、IL-6 炎症相关因子

的相对表达水平。引物信息详见表1。

1.3　统计学分析

使用 GraphPad Prism 10 软件进行数据处理，

两组间差异使用非配对 t检验评估，多组间比较采

用单因素方差分析（ANOVA），结果用平均值+标

准差表示。n=3 代表 3 次独立的生物学重复实验，

P<0.05表示具有统计学差异。

2　结 果

2.1　PDA NPs的制备与表征

本研究首先制备了 PDA NPs 并对其理化性能

进行了表征。通过在碱性条件下氧化自聚合的方法

制备 PDA 溶液，最终冷冻干燥得到 PDA NPs。通

过SEM和TEM观察纳米颗粒的微观结构（图1a），

结果显示，制备的 PDA NPs 为分散均匀的均一球

形结构，证明 PDA NPs 的成功合成。粒径分析结

果表明，PDA NPs 的粒径为 （123.1±16.27） nm

（图 1b），与SEM结果一致。Zeta电位检测结果显

示，PDA NPs 的 Zeta 电位为-18.52 mV （图 1c），

表明其具有良好的稳定性，在分散体系中不容易团

聚。作为水凝胶中核心的抗氧化成分，首先验证了

不同浓度 （50、100、200 mg/L） 的 PDA NPs 对

O2−、·OH和H2O2的清除作用（图1d）。结果表明，

PDA NPs显示了较好的抗氧化性能，且随着浓度的

增加，对 O2−、·OH、H2O2的清除效率显著增加，

其中在 100 mg/L条件下，PDA NPs对O2−的清除率

达20%，·OH清除率达40%，H2O2清除率达53%。

2.2　PDA/Gel的制备与表征

ROS 响应型水凝胶选用 TSPBA 和 PVA 体系，

TSPBA中的苯基硼酸酯键可以与ROS反应而发生

断裂，释放出包裹其中的纳米颗粒，达到智能响应

按需释放和缓释的效果（图2a）。通过SEM观察水

凝胶呈现出均匀的多孔网状结构（图2b），一方面

相互连通的孔隙允许纳米颗粒自由扩散，另一方面

多孔结构增大了环境中ROS的接触面积，对环境

变化响应更快速。流变学检测表明，在 25℃条件

下，随着时间的推移，水凝胶储能模量（G '）大于损

耗模量（G ''），表明固态水凝胶的成功形成 （图

2c）。此外，随着角频率的增加，水凝胶的黏度降

低，表现出剪切稀化的特性（图2d）。在模拟炎症

微环境的释放实验中进一步验证PDA/Gel在不同浓

度 H2O2 （20、100、200 和 300 μmol/L） 中的 ROS

响应性，结果显示，PDA/Gel 于 80 h 内呈 ROS 浓

度依赖式快速释放负载的PDA NPs，80 h后释放趋

于稳定，累计释放量基本不再显著增加（图 2e）。

Table 1　Primers used for RT-qPCR analysis

Gene

GAPDH

IL-1β

TNF-α

IL-6

Forward primer

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

TCGCAGCAGCACATCAACAAGAG

GCCACCACGCTCTTCTGTCTAC

CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGAC

Reverse primer

GGGGTCGTTGATGGCAACA

AGGTCCACGGGAAAGACACAGG

GGTTTGTGAGTGTGAGGGTCTGG

AGGTCTGTTGGGAGTGGTATCCTC
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进一步用DPPH试剂盒评价无响应性PVA、响应性

TSPBA-PVA水凝胶以及负载PDA NPs的响应性水

凝胶对 ROS 的清除能力。结果显示，无响应性

PVA 水凝胶无明显的 ROS 的清除能力，响应性

TSPBA-PVA水凝胶ROS清除率为16%（P<0.000 1），

而负载了PDA NPs的TSPBA-PVA水凝胶能够在同

样条件下按需释放 PDA，ROS 清除率为 37% （图

2f），明显高于空TSPBA-PVA水凝胶（P<0.000 1）。

2.3　PDA/Gel具有良好的细胞生物相容性

为确定适宜的PDA NPs实验浓度并评价PDA/

Gel的生物安全性，首先将HT22细胞与不同浓度

PDA NPs 共培养 24 h，采用 CCK-8 法检测细胞活

力（图 3a）。结果显示，50 mg/L 处理后细胞存活

率降至约 85% （P<0.05），100 mg/L PDA NPs处理

后细胞存活率约为 82% （P<0.05），200 mg/L组细

胞活力降至 67% 左右 （P<0.001），表明该浓度

PDA NPs会显著抑制细胞增殖。

考虑到水凝胶体系中 PDA NPs 的实际释放浓

度与游离纳米颗粒不完全一致，进一步采用负载不

同浓度PDA NPs的水凝胶浸提液与HT22细胞共培

养24 h并进行CCK-8检测（图3b）。结果表明，与

对照组相比，50 mg/L和100 mg/L组细胞活力均无

显著差异，而 200 mg/L组细胞活力降至 74%左右

（P<0.01）。100 mg/L组与 50 mg/L组之间细胞活力
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Fig. 1　Preparation and characterization of PDA nanoparticles
(a) SEM and TEM images of PDA NPs. (b) Particle size analysis of the PDA NPs. (c) Zeta potential of PDA NPs. (d) Antioxidant capacity of PDA 

NPs, n=3 for each group, data are presented as mean±standard deviation, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1.
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无明显统计学差异。结合先前关于ROS清除效能

的研究，100 mg/L PDA NPs对O2-、·OH和H₂O₂的

清除效果显著优于50 mg/L组，因此本研究最终选

取100 mg/L作为后续实验浓度。

在此基础上，通过活/死细胞染色实验进一步

评价水凝胶生物相容性，将负载 0、50、100 mg/L 

PDA NPs的水凝胶浸提液与HT22细胞共培养 24 h

和72 h。荧光结果显示，100 mg/L组神经元存活状

态与对照组无明显差异（图 3c）。以上结果证实，

100 mg/L的PDA/Gel具有良好的细胞生物相容性，

可满足后续体外实验要求。

2.4　PDA/Gel可清除OGD/R模型中的ROS并减少

神经元凋亡

在引起神经元损伤和细胞死亡的神经炎症的初

始阶段，ROS 积累是发病机制的关键因素之一。

因此，及时清除ROS可能是减少神经缺血损伤的

有效途径。首先建立了HT22细胞的OGD/R模型以

模拟体内炎症微环境，进一步使用二氢乙啶

（dihydroethidium，DHE） 检测试剂盒检测 PDA/

Gel的ROS清除能力。如图4a所示，该水凝胶可清
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Fig. 2　Preparation and characterization of ROS-responsive injectable hydrogels loaded with PDA
(a) Photograph of the hydrogel. (b) Scanning electron microscopy (SEM) image of the hydrogel. (c) Storage modulus measurement of the hydrogel. 

(d) Viscosity of the hydrogel at different shear rates. (e) Cumulative release curves of the hydrogel in H2O2 solutions of different concentrations over 

time. (f) The hydrogel’s scavenging effect on reactive oxygen species, n=3 for each group, data are presented as mean±standard deviation, ****P<

0.000 1.



肖洋，等：负载聚多巴胺纳米颗粒的活性氧类响应型水凝胶

调节炎症微环境保护神经元的体外研究2026；53（6） ·1705·

除 HT22 细胞 OGD/R 模型中的 ROS，与 OGD/R 组

和Gel组相比，ROS水平显著下降。为了进一步评

价PDA/Gel的神经保护作用，对各组进行末端脱氧

核苷酸转移酶介导的缺口末端标记（TUNEL）荧

光染色，以检测细胞凋亡中的DNA片段化。图4b

中结果显示，与OGD/R组相比，水凝胶浸提液处

理后标记双链DNA断裂的绿色荧光显著下调，表

明该水凝胶可以减少神经元凋亡，保护OGD/R模

型中的受损神经元。以上结果表明，PDA/Gel可以

通过清除OGD/R模型中的ROS以保护神经元。

2.5　PDA/Gel可促进小胶质细胞向抗炎M2表型

极化

小胶质细胞是中枢神经系统中驻留的免疫细

胞，在神经炎症中发挥关键的调节作用。根据其激

活状态和功能特征，可分为M1型和M2型。M1型

主要诱导炎症反应，M2 型发挥抗炎和修复功能，

因此通过应用生物材料调节小胶质细胞的转型成为

一种有前景的抗炎策略。为了证实水凝胶对小胶质

细胞的反应性调节，使用BV-2细胞系建立了LPS

诱导的炎症模型，随后进行 CD16/32 和 CD206 免

疫荧光染色，以评估不同处理后的小胶质细胞转型

情况。实验结果显示，与 PDA/Gel 浸提液共培养

后，CD16/32的荧光表达显著下调，表明M1型小

胶质细胞减少（图5a），CD206的荧光表达显著上

调，表明M2型小胶质细胞增加（图5b）。使用RT-

qPCR法进一步检测小胶质细胞中典型促炎细胞因

子（TNF-α、IL-6和 IL-1β）的表达（图 5c），结果

表明，与对照组相比，LPS处理后TNF-α、IL-6和

IL-1β表达水平显著上调，证明细胞炎症应激模型

的成功建立。值得注意的是，与LPS处理组相比，

细胞与PDA/Gel浸提液共培养后，TNF-α、IL-6和

IL-1β的表达水平显著下调。以上结果说明，PDA/

Gel可促进小胶质细胞由M1型向M2型极化，并调

节炎症因子的产生，从而抑制炎症发生。
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Fig. 3　Biocompatibility of PDA NPs and PDA/Gel hydrogel
(a) Statistical analysis of the viability of HT22 cells cultured in different concentrations of PDA NPs solutions using the CCK-8 method, with n=3 in 

each group. The data are presented as mean±standard deviation, ns not significant. (b) Statistical analysis of the viability of HT22 cells cultured in the 

hydrogel extracts loaded with different concentrations of PDA NPs using the CCK-8 method, with n=3 in each group. The data are presented as mean±

standard deviation, ns not significant. (c) Representative images of live and dead cell staining of HT22 cells cultured in the PDA/Gel hydrogel extract, 

red staining indicates dead cells, and green staining indicates live cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: not significant.
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2.6　极化为M2型的小胶质细胞可在OGD/R模型中

保护受损神经元

为了进一步确定PDA/Gel水凝胶浸提液对小胶

质细胞的促极化作用是否能够保护共培养的神经

元，在OGD/R模型处理后，将PBS处理的BV-2细

胞（BV2-M0）、LPS 诱导的 BV-2 细胞（BV2-M1）

和 PDA/Gel 处 理 的 BV2-M1 细 胞 分 别 接 种 在

transwell培养皿的顶室中，然后将HT22细胞接种

在基底室中，实现BV-2细胞和HT22细胞的共培养

（图 6a），观察神经元的活力。活/死细胞染色发现

（图6b），OGD/R模型处理后的HT22与PBS处理的

BV2-M0 孵育后，HT22 细胞活力显著降低，与

BV2-M1孵育后，HT22细胞的活力降低更为明显，

这种作用表明促炎M1型小胶质细胞加重神经元损

伤，而 PDA/Gel 处理的 BV2-M1 细胞显著逆转了

OGD/R模型引起的HT22细胞的活力降低。此外，

TUNEL 染色表明，PDA/Gel 处理的 BV2-M1 细胞

显著抑制HT22细胞在OGD/R模型中的凋亡。这些

结果表明，PDA/Gel可将小胶质细胞从促炎表型转

变为抗炎表型，并在缺血再灌注后辅助神经保护。

3　讨 论

在某些大脑缺血损伤疾病中，受损区域产生大

量ROS和炎症介质，ROS在炎症级联反应初期可

以加重氧化损伤［19-20］。因此，在有效时间窗内清

除炎性微环境中的ROS对阻断炎症的发展至关重

要。已有研究证实了聚多巴胺纳米系统序贯治疗

IS的作用［21］，并在体内体外验证了其优越的抗氧

化及组织修复性能，但其对脑损伤部位的靶向性以

及在有效时间窗发挥作用的可控性仍有待验证。基

于此，本研究设计并制备了一种ROS响应型、可

原位注射的水凝胶纳米颗粒递送系统，其可以响应

受损微环境中存在的过量ROS并按需释放具备优

越的抗氧化性能的 PDA NPs，清除过剩的 ROS，

恢复炎性微环境中的细胞稳态，减轻氧化应激导致

的损伤。

为赋予水凝胶ROS响应性能，本文以苯硼酸

（phenylboronic acid，PBA） 与 PVA 的顺式二醇动

态共价交联为基础，构建硼酸酯网络［22］。该交联

兼具 pH 与ROS 双重敏感性：炎症灶内 pH 降低可

加速硼酸酯水解，而局部过表达的ROS则通过配

位-氧化机制直接切断B—C键，生成苯酚与硼酸，

实现按需断裂［23］。在模拟炎症微环境的释放实验

中，证明水凝胶可以有效响应环境中的 ROS，缓

释纳米颗粒。为了系统验证负载 PDA NPs 的水凝

胶在氧化应激微环境中的抗氧化性能，首先以

PDA NPs为切入点，定量评估其对3种代表性ROS

（O2-、·OH、H₂O₂）的清除效率。结果显示，PDA 

NPs在 50~200 mg/L范围内呈典型剂量-效应关系，

对·OH的清除率最高可达60%以上。对于该水凝

胶系统，通过DPPH试剂盒检测了其抗氧化能力，

与 PVA及空水凝胶组相比，负载 PDA NPs的水凝

胶抗氧化性能更加优越。综上，硼酸酯交联水凝胶
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Fig. 6　Polarized M2-type microglia can protect damaged neurons in the OGD/R model
(a) Schematic diagram of Transwell co-culture design, illustrating the interaction between BV-2 cells (upper chamber) and HT22 cells (lower 

chamber). This schematic was created using BioRender.com. (b) Representative images of live/dead cell staining and TUNEL apoptosis cell staining 

for co-cultured BV-2 cells and HT22 cells.
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可精准感知病灶ROS水平并完成脉冲式药物递送

和清除 ROS，为炎症靶向治疗提供时空可控的载

体平台。

对于可注射的水凝胶药物递送系统，适当的交

联程度和机械强度是至关重要的［24-25］。由于鼠脑模

量较低（100~1 000 Pa），与其力学性能相匹配的水

凝胶是首选。流变学检测表明，水凝胶的储能模量

大于损耗模量，且 3 种水凝胶的储能模量在           

1 000 Pa以下，可以减少对周围健康组织的挤压与

异物反应。值得注意的是，检测在不同剪切速率下

水凝胶黏度的变化，结果表明，随着剪切速率的增

大，水凝胶黏度降低，表现出剪切稀化的特性，利

于在脑内的原位注射［26］。

在体外细胞实验中，构建OGD/R模型，评估

该水凝胶系统对该模型下的神经元的保护作用。实

验结果表明，其可以通过清除炎性微环境中的

ROS来保护神经元免受ROS的攻击，这一现象可

能源于 PDA纳米颗粒通过调节Bcl-2、Bax的表达

来减少神经元的凋亡［21］。小胶质细胞是中枢神经

系统中驻留的重要免疫细胞，M1型小胶质细胞主

要诱导炎症反应，释放促炎细胞因子和趋化因子

等，M2型小胶质细胞发挥抗炎和修复功能，释放

抗炎细胞因子、神经营养因子等，有助于减轻神经

炎症和促进组织修复［27］。研究该水凝胶系统对小

胶质细胞的调控作用，结果显示，其可以促进小胶

质细胞向抗炎M2型转型，同时降低促炎细胞因子

（IL-6、IL-1β及TNF-α）的表达，从而影响下游信

号通路［28］。为了研究极化后的小胶质细胞对受损

神经元是否有保护作用，进行Transwell共培养［29］。

实验结果显示，经水凝胶预处理的小胶质细胞使神

经元凋亡显著减少。根据先前神经元与小胶质细胞

相互作用的研究［30］，推测对神经元活性进行调控

存在多种机制，其中神经免疫调控发挥重要作用。

可能是由于PDA NPs介导的M2型小胶质细胞分泌

IL-10、TGF-β 通过作用于神经元 IL-10R/TGF-βR，

激活PI3K-Akt通路，增强抗凋亡蛋白Bcl-xl表达发

挥作用［31］，具体机制有待进一步验证。上述体外

研究表明，负载 PDA NPs的ROS响应型水凝胶可

以通过“ROS 清除-小胶质细胞转型-抗神经元凋

亡”闭环，重塑神经免疫微环境，为创伤、缺血或

退行性病变提供时空可控的抗氧化、抗炎并进一步

促神经再生的微环境。

4　结 论

本文研究了一种可注射的负载 PDA NPs 的

ROS响应型水凝胶，通过交联TSPBA和PVA制备

水凝胶，并将 PDA NPs 掺入水凝胶基质中，得到

能感知ROS信号并按需协同调控的智能抗氧化水

凝胶。该水凝胶表现出优异的ROS响应性和抗氧

化性，可同时在体外实验中发挥抗炎和神经保护作

用，为聚多巴胺等生物活性材料的递送提供了有前

景的策略，其可注射性也为大脑原位注射治疗炎症

相关疾病和创伤性疾病的潜在应用奠定了基础。在

后续的实验研究中还应对该水凝胶进行更为完善的

体内实验验证，例如建立大脑中动脉栓塞再灌注动

物模型，研究其在体内的神经保护和抗炎作用，为

进一步临床转化提供可靠依据。

数 据 可 用 性 声 明  本 篇 论 文 的 关 联 数 据        

（DOI：10.57760/sciencedb.36743/CSTR：31253.11.

sciencedb. 36743） 可 在 科 学 数 据 银 行 （Science 

Data Bank， ScienceDB） 数 据 库 （https://www.

scidb.cn/s/bArQBr）中依申请访问获取。
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Abstract　 Objective  Cerebral ischemic injury triggers a complex pathological cascade characterized by 
excessive reactive oxygen species (ROS) accumulation, persistent oxidative stress, and sustained 
neuroinflammation in the injured brain microenvironment. These events collectively drive mitochondrial 
dysfunction, microglial overactivation, pro-inflammatory cytokine release, and progressive neuronal apoptosis, 
ultimately leading to severe and irreversible neurological deficits. However, conventional therapeutic strategies 
face critical limitations, including poor blood-brain barrier penetration, insufficient local drug concentration, 
uncontrolled drug release, and off-target systemic side effects. To address this pathological process, we rationally 
designed and fabricated an injectable ROS-responsive hydrogel loaded with polydopamine nanoparticles (PDA 
NPs) for spatiotemporally controlled antioxidation, anti-inflammation, and neuroprotection in the ischemic injury 
microenvironment. The present study aimed to systematically characterize the physicochemical properties, ROS-
responsive drug release behavior, biocompatibility, and neuroprotective efficacy of this composite hydrogel 
system in vitro. Methods  PDA NPs were fabricated via oxidative self-polymerization. The ROS-responsive 
hydrogel was cross-linked using N1-(4-boronobenzyl)-N3-(4-boronophenyl)-N1,N1,N3,N3-tetramethylpropane-
1, 3-diaminium (TSPBA) and polyvinyl alcohol (PVA). Morphology, particle size, Zeta potential, and structure of 
PDA NPs were characterized by dynamic light scattering (DLS), Zeta potential analysis, scanning electron 
microscopy (SEM), and transmission electron microscopy (TEM). Microstructure, rheological properties, shear-
thinning behavior, and ROS-triggered release profiles of the hydrogel were examined by SEM and rheometry. 
Biocompatibility was evaluated using HT22 mouse hippocampal neurons with CCK-8 and live/dead staining. An 
oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R) model was established to simulate ischemic injury in vitro. 
ROS levels and neuronal apoptosis were detected by DHE staining and TUNEL assay. Microglial polarization and 
pro-inflammatory cytokine expression were analyzed using immunofluorescence and RT-qPCR in BV-2 
microglia. Transwell co-culture was used to verify the indirect neuroprotection mediated by modulated microglia.
Results  Characterization results confirmed that the as-prepared PDA NPs were monodispersed spherical 
nanoparticles with uniform diameter and negative surface potential, demonstrating favorable dispersibility and 
robust ROS-scavenging activity. The TSPBA-PVA hydrogel exhibited a highly porous interconnected network, 
suitable mechanical strength, and obvious shear-thinning behavior, supporting its application as an injectable 
implant. More importantly, the hydrogel displayed typical ROS-responsive degradation and on-demand PDA NP 
release in a ROS-concentration-dependent manner. In vitro cellular experiments demonstrated that the PDA NP-
loaded hydrogel possessed excellent biocompatibility with HT22 cells. In the OGD/R model, the hydrogel 
significantly reduced intracellular ROS accumulation and markedly suppressed neuronal apoptosis. Furthermore, 
the composite hydrogel effectively redirected BV-2 microglia from the pro-inflammatory M1 toward the anti-
inflammatory M2 phenotypes, downregulated the expression of pro-inflammatory cytokines including TNF-α, IL-
1β, and IL-6, and reduced inflammatory damage. Transwell co-culture assays further validated that M2-polarized 
microglia mediated by the hydrogel significantly enhanced the survival of OGD/R-injured HT22 neurons and 
attenuated apoptosis. Conclusion  In this study, we successfully developed a novel injectable ROS-responsive 
hydrogel loaded with PDA NPs for synergistic antioxidative and anti-inflammatory neuroprotection. This 
intelligent hydrogel system enables ROS-triggered on-demand release of PDA NPs, efficiently scavenges 
excessive ROS, inhibits oxidative stress injury, modulates microglial polarization, and suppresses 
neuroinflammation, thereby exerting robust neuroprotective effects in vitro. This biomaterial platform provides a 
promising strategy for the targeted and controlled delivery of bioactive nanomaterials in the central nervous 
system diseases and establishes a solid experimental foundation for the development of in situ injectable therapies 
for ischemic brain injury.

Key words　 ROS-responsive hydrogel, polydopamine, immune inflammatory microenvironment, 
neuroprotection
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