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以贻贝贝壳为原料制备的无定形磷酸钙及其性质
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(浙江理工大学,a．材料与纺织学院;b．生命科学学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:以废弃的贻贝贝壳资源为原料,将贝壳简单粉碎后作为钙源制备出了无定形磷酸钙(ACP).在反应过

程中先后加入磷酸、三聚磷酸钠及尿素,快速制备了直径为２５０~４５０nm 的球形亚微米颗粒,该颗粒粒径分布范围

窄,尺寸均一,表面积大,颗粒表面电位(Zeta电位)为２７．５mV.该无定形磷酸钙颗粒与量子点结合性良好,MTT
试验表明该无定形磷酸钙颗粒对成骨细胞(MC３T３ＧE１)不显示毒性,生物相容性良好.
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０　引　言

无定形磷酸钙(amorphouscalciumphosphate,
ACP)是一种短程有序,长程无序磷酸钙的总称[１],

ACP可以被归为具有可变化学组成(Ca/P比范围

可在１．０~２．０之间变化)、化学性质与玻璃相似的

一类磷酸钙盐[２].ACP是在中性或酸性条件下合

成羟基磷灰石(HAp)过程中发现的一种磷酸钙的

无定形中间相,所以X衍射分析显示非晶特征[３].
贻贝(mussel)俗称青口、海红,其干制品称淡

菜.贻 贝 属 于 软 体 动 物 门 (Mollosca),瓣 鳃 纲

(Lanellibranchia),异柱目(Anisomyaria),贻贝科

(Mytidea),是一种营足丝附着生活的双壳类软体动

物[５].贻贝贝壳约占贻贝总质量的５５％,贻贝贝壳

的主要无机成分为碳酸钙(９５％),还有一些有机物

质(蛋白质和多糖)和镁、钾、锶、氮、硫、磷等微量元

素[６].贻贝贝壳中的 CaCO３ 主要组成为方解石和

霰石[７].随着我国海洋养殖业的发展,在沿海地区

产生了大量废弃的贻贝贝壳,贝壳堆积既占用大量

的土地,又容易造成环境污染,还是一种生物资源的

浪费.
以贻贝贝壳为原料制备无定形磷酸钙时,贝壳中

的镁、钾、锶等离子可进入到颗粒中,天然骨中除了钙

离子外还含有多种与贝壳中相同的金属元素,所制备

的无定形磷酸钙具有更好的生物相容性.贝壳中的

镁、锶、碳酸根等离子还可以有效地抑制晶态磷酸钙

晶粒的形成和生长,从而促进 ACP的形成[２].无定

形磷酸钙的生物降解速率可控、骨传导性能优异,具
有良好的细胞粘附性、生物活性,可以用作骨科材料、
组织工程支架、牙科材料和释放载体等[２].

本研究充分利用了废弃的贻贝贝壳资源,既有

助于缓解环境问题,还可以提高废弃资源的附加值,
变废为宝.

１　实验部分

１．１　试剂与材料

贻贝贝壳(取自舟山市嵊泗县),丙酸(分析纯,上
海展云化工有限公司),三聚磷酸钠(分析纯,天津市

永大化学试剂有限公司),尿素(分析纯,无锡市展望

化工试剂有限公司),无水乙醇(分析纯,杭州高晶精

细化工有限公司),去离子水由 milipore纯水仪制备.

１．２　仪　器

AKＧ９８流水式超细中药粉碎机(奥力中药机械

有限公司),HLＧ２B 恒流泵(上海嘉鹏科技有限公



司),磁力搅拌器(杭州惠创仪器设备有限公司),

ZEISSＧULTRA５５扫描电子显微镜,JEMＧ２１００透射

电子显微镜,ARLＧX’TRA X 射线粉末衍射仪,

Nicolet５７００傅里叶红外光谱(ThermoElectron),

PyrisDiamondTGA 热重分析仪(PerkinElmer),

ZEN３６００动态光散射仪(马尔文仪器有限公司),

DNAexport酶标仪(TECAN),NanoDrop２０００超

微量分光光度计(ThermoScientific),FＧ４５００荧光

分光光度计(日本日立公司).

１．３　无定形磷酸钙的制备

贻贝贝壳从舟山市嵊泗县采集,将贻贝贝壳清

洗干净,干燥后粉碎,置于干燥环境中备用.取少量

样品进行XRD、FTIR、TG分析.
取０．５g贻贝贝壳粉于１００mL的烧杯中,加入

４０mL浓度为５％的丙酸,使其充分反应,离心后取

上清液,将得到的溶液稀释至５０mL,然后将浓度为

０．０６M 的磷酸溶液５０mL滴加到烧杯中,滴加完

成后向烧杯中加入０．６mmol的三聚磷酸钠,反应

３０min后加入６g尿素,搅拌使尿素充分溶解后,将
烧杯置于９０℃的水浴中,搅拌３min后静置至出现

沉淀.将沉淀离心,用去离子水洗涤２次,乙醇洗涤

２次,将其在 ７０ ℃ 下干燥 ２４h,得到 ACP 白色

粉末.

１．４　材料表征

１．４．１　透射电子显微镜(TEM)观察

取适量颗粒于无水乙醇中,超声使颗粒均匀分

散到无水乙醇中,用毛细管取分散液滴于碳膜上,然
后放到红外灯下干燥１０min,用JEMＧ２１００型透射

电镜观察颗粒形貌、颗粒尺寸.

１．４．２　场发射扫描电子显微镜(FEＧSEM)观察

取适量颗粒于无水乙醇中,超声使颗粒均匀分

散到无水乙醇中,然后滴加到清洗干净的硅片表面,
待无水乙醇挥发后将硅片粘贴到导电胶上,采用

FEＧSEM(加速电压为 ３．０kV)对颗粒形貌进行

观察.

１．４．３　X射线粉末衍射仪(XRD)分析

将颗粒均匀地置于载玻片表面,用 X射线粉末

衍射仪(管电压４０kV,管电流３５mA,扫描速度为

５°/min,扫描范围２θ＝２０°~６０°)对颗粒进行结晶性

能分析.

１．４．４　傅里叶红外光谱仪(FTIR)分析

将颗粒与溴化钾研磨混合均匀,采用溴化钾压

片法,质量比为１∶１００,研磨后将混合物进行压片

(３０MPa,４５s).利用傅立叶红外光谱仪(扫描范围

为４０００~４００cm－１,分辨率为４cm－１)对样品中的

化学基团进行分析.

１．４．５　动态光散射(DLS)
取适量颗粒于无水乙醇中,超声使颗粒均匀分

散到无水乙醇中,取分散好的颗粒悬液于样品池中,
将样品池插入动态光散射仪中,测量颗粒的大小、分
布与Zeta电位.

１．４．６　热重分析(TG)
热重分析(PyrisDiamondTGA,PerkinElmer)

在氮气的气氛下(氮气流量为２０mL/min),温度范

围为室温至８００℃,升温速率为２０℃/min.

１．５　ACP颗粒与量子点的结合

取１mg/mL的无定形磷酸钙悬液与１mL纯化

后的量子点混合;然后将混合溶液在１００W 超声振荡

２０min,在转速为８０００rpm 离心３min,吸去上清液;
将得到的沉淀用去离子水洗涤２遍,得到纯净量子点

与无定形磷酸钙结合后的颗粒.使用 NanoDrop
２０００超微量分光光度计测量得到的颗粒激发波长,
使用荧光分光光度计测量颗粒的发射荧光光谱.

１．６　生物相容性实验

将 ACP颗粒在紫外灯照射下灭菌１２h,使用

PBS配置成不同浓度的悬液.铺 MC３T３ＧE１细胞９６
孔板,每孔细胞数为５×１０５个,将９６孔板置于３７℃、

５％ CO２ 的细胞培养箱中培养,待细胞贴壁后每孔加

入１０μL的不同浓度 ACP悬液,置于培养箱中培养

不同时间(２４h、４８h、７２h)后,每孔加入２０μL的

MTT(３Ｇ(４,５Ｇ二甲基噻唑Ｇ２)Ｇ２,５Ｇ二苯基四氮唑溴

盐),培养４h后使用真空安全吸液器(VACOSAFE
１５８３XX,INTEGRΛ)吸出培液,每孔加入１５０μL的

DMSO(二甲基亚砜),震荡１０min后,使用酶标仪在

OD４９０nm处读取各孔的吸光值,使用公式:细胞生

存率/％＝(OD实验组 －OD调零孔 )/(OD对照组 －OD调零孔 )

×１００,计算出细胞成活率并作图.

２　结果与讨论

２．１　贻贝贝壳的结构表征

由贻贝贝壳粉的 XRD图谱可以看出,贻贝壳的

主要无机成分为方解石((０１２)、(１０４)、(１１０)、(１１３)、
(２０２)、(０１８)、(１１６)、(１２２))和球霰石((１１０)、(１１２)、
(１１４))组成,结晶性比自然矿物中的碳酸钙要好[８].

由 公 式:fV ＝ I１１０V＋I１１２V＋I１１４V

I１１０V＋I１１２V＋I１１４V＋I１０４C
×１００％ 与

fC＝１－fV(其中fV、fC 分别为贻贝贝壳中球霰石和

方解石的含量百分比,I１１０V、I１１２V、I１１４V和I１０４C分别代
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表碳酸钙晶体中晶面(１１０),(１１２),(１１４)和(１０４)的衍

射强度),计算出贻贝贝壳中球霰石的含量为５１．３４％,
方解石的含量为４８．６６％.由贻贝贝壳粉的FTIR图

　

谱可以看出:在１４４４、１０８３、８７３cm－１出现的特征吸收峰

均为球霰石中的特征吸收峰;在１４４４、８７３、７１３cm－１处

出现的特征吸收峰分别为方解石的特征吸收峰[９].

图１　贻贝贝壳粉的 XRD和FTIR图谱

图２　贻贝贝壳粉的热重分析曲线

　　由热重曲线可以看出,在２００~４７５℃之间贻贝

贝壳粉失重率为１．９％,该失重是由有机物的分解

造成的.在６１０~８１７℃之间又发生了一次明显的

失重现象,失重率为４３．６％,说明占贻贝贝壳的主

要无机成分(CaCO３)开始了分解,分解的化学方程

式为:CaCO３→CaO＋CO２↑.自然界中大部分碳酸

钙矿物在８００℃以上的温度下才能分解(方解石在

８９８℃分解,文石和球霰石分别在８２５℃和８００℃
分解为氧化钙和二氧化碳),ZHAO 等人利用丝胶

蛋白调控生物矿化法制备的碳酸钙在８００℃左右分

解[１０],而贝壳生物矿物的分解温度则较低,在６００
℃附近已分解.贻贝贝壳的分解温度低于不含有机

成分的碳酸钙矿物,原因可能是贻贝贝壳在加热的

过程中,有机质逐步分解,与有机物键合的钙离子被

游离出来,以有机物为模板的碳酸钙晶粒更易受到

破坏,从而导致碳酸钙在较低的温度下分解.

２．２　ACP颗粒的表征

２．２．１　ACP颗粒的形貌表征

由图３中的SEM 图(图３a)可以看出,本研究

所制备的磷酸钙产物为球状颗粒,直径为２５０~４５０
nm,具有较大的比表面积,有轻微的团聚现象.由

TEM 图(图３b)也佐证了该颗粒的直径尺度范围,
由于 ACP为不稳定相,因此在电子显微镜拍摄时,
长期将样品暴露在电子束下,ACP颗粒会相互融

合.由选区电子衍射图(图３b)可以看出并未出现

衍射斑和衍射环,说明该颗粒为非晶体,具有无定形

结构的典型性质.三聚磷酸钠具有络合钙离子的作

用,当未加入三聚磷酸钠时溶液中不出现沉淀颗粒,
当加入０．０６mmol的三聚磷酸钠后可以得到球状

颗粒,说明三聚磷酸钠可以影响合成 ACP的形貌,
同时三聚磷酸钠可以作为合成 ACP的稳定剂,使

ACP颗粒能够在水溶液中稳定的存在,并且可以阻

止 ACP向羟基磷灰石(HAp)的转变.在加热过程

中尿素会分解为 NH＋
４ 和 OH－ ,使溶液中的pH 值

上升,并且在加热的过程中尿素会产生 CO２ 气泡,

CO２ 气泡在反应过程中起到模板的作用,从而使产

物生长为球状的颗粒.
由粒径分布图(图３c)可以看出颗粒的粒径分

布范围窄,颗粒直径大部分位于２５０~４５０nm,大小

均一,与图３中的SEM 图和 TEM 图相对应.动态

光散射仪测出所制备颗粒表面电位为２７．５mV.

KandoriK等[１１]研究认为颗粒表面化学本质决定了
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这些材料的表面Zeta电位并进而决定其蛋白吸附 能力.

图３　制得 ACP颗粒的形态

２．２．２　ACP颗粒的X射线衍射分析

由XRD图谱可以看出在２θ＝３０°附近有个馒头

峰[１２],表明所制备的颗粒主要为无定形状态,进一

步证明得到的产物为 ACP.在 XRD图谱中没有发

现其他物质的衍射峰,说明得到的 ACP为纯相,而
且为无定形相.与 TEM 中的选区电子衍射相对

应,表明成功的合成了 ACP颗粒.

图４　制得颗粒的 XRD图谱

２．２．３　ACP颗粒的傅里叶红外光谱分析

由图５可以看出在５５０cm－１和１１２９cm－１处的

吸收峰是由PO３－
４ 引起的,其中在５５０cm－１处为单

图５　制得颗粒的FTIR图谱

峰,为PO３－
４ 的v４弯曲振动峰,并未分裂成双峰,说

明合成的颗粒未结晶,为无定形磷酸钙,这与选区电

子衍射图谱和 XRD 图谱 相 吻 合.３４１７cm－１ 和

１６４８cm－１处为颗粒中水的吸收峰,由液相法合成的

ACP含有部分水分子是无可避免的[１３].

２．２．４　ACP的热重分析

图６为利用贻贝贝壳制得无定形磷酸钙的热重

(TG)分析曲线,由图可以看出制得的无定形磷酸钙

在加热过程中不稳定,在室温加热到８００℃的过程

中总的失重为３４．５％.ACP的失重主要分为两个

过程,第一个过程在２５~１５０℃之间有个明显的失

重现象,为无定形磷酸钙团簇间的分子水,失重率约

为１７．１％,符合无定形磷酸钙含１０％~２０％的分

子水范围.第二个过程１５０~８００ ℃可能是由于

ACP中结 合 水 分 解 以 及 ACP 相 变 导 致 的 重 量

损失.

图６　制得颗粒的热重分析曲线

２．３　ACP颗粒与量子点的结合性

量子点材料是涉及多种学科的交叉领域,量子

点荧光稳定、明亮,激发光谱宽,发射光谱窄.由于

其不同于块体材料的许多性质,因此在很多方面具

有潜在的应用价值,目前量子点最有前途的应用领

域是作为生物体系中作荧光标记物[１４].为了更好
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地应用制备的 ACP颗粒,使用CdTe量子点与制得

ACP颗粒结合.图７中的(a)、(b)为 ACP颗粒与

CdTe量子点结合后的荧光显微镜图,由荧光显微

镜图可以看出 ACP颗粒与量子点有着良好的结合.
图７中的(c)图为 ACP颗粒与CdTe量子点结合后

的发射光谱图,在激发波长为２１９nm下,在４３７nm
处有最强的荧光强度,峰宽为６７．６nm.由此可以

说明当本实验制得的 ACP被用作药物载体时,可以

使用CdTe量子点标记,从而可以直观观察 ACP颗

粒与细胞的相互作用.

图７　ACP与量子点结合图片

２．４　制得 ACP的生物相容性实验

为了检测本研究合成的 ACP颗粒是否具有毒

性,本实验采用成骨细胞(MC３T３ＧE１)作为研究对

象,设置不同浓度的 ACP悬液(０、０．００１、０．０１、０．１、

０．２、０．４、０．６、０．８、１．０mg/mL)检测它们对成骨细

胞活性的影响.由图８可以看出,不同浓度的 ACP
悬液与成骨细胞共培养不同时间(２４、４８、７２h)后,
细胞的成活率都在９０％以上.随着 ACP悬液浓度

的增加细胞的成活率有增加的趋势,在 ACP悬液的

浓度较高时(０．６、０．８、１．０mg/mL)成骨细胞的成

活率在１００％以上,表明所合成的 ACP颗粒具有促

进细胞增殖的特性.由图８还可以看出随着培养时

间的延长,ACP颗粒可以加快细胞的生长.利用贻

贝贝壳为钙源制备的无定形磷酸钙,会有镁、钾等离

子进入到其中,这使其和骨的成分更为相似,具有良

好的生物相容性.图８可以说明利用贻贝贝壳粉制

备的 ACP颗粒对成骨细胞不具毒性,安全性高,有
良好的生物相容性,可以用作药物载体和骨修复材

料.曹俊等[１５]研究了纳米磷酸钙对 MG６３细胞增

殖过程的影响作用,结果表明纳米磷酸钙对 MG６３
细胞增殖具有促进作用.

无定形磷酸钙具有良好的生物相容性,已被用

作生物陶瓷、药物载体、组织工程支架等.王皓宇

等[１６]利用无定形磷酸钙负载重组人骨形态发生蛋

白－２(rhBMP－２)制备了纳米缓释体,对制得的材

料进行体外和体内试验,表明纳米缓释体具有良好

的生物相容性和安全性,可适用于骨缺损修复的治

疗.贺文慧等[１７]研究了空心纳米无定形磷酸钙,并

且以牛血清蛋白(BSA)为模型体系研究了材料的载

药和释放性能,发现所制备的纳米磷酸钙钙不仅具

有良好的蛋白质负载量而且还具有优异的可释放

性,明显优于传统的羟基磷灰石体系.本研究利用

贻贝壳为原料合成的无定形磷酸钙亚微粒,具有良

好的生物相容性,在医用材料或药物载体领域有潜

在的应用前景.本研究可以利用废弃的贻贝壳资

源,使其变废为宝,缓解环境污染问题,有很大的实

际意义.

图８　不同浓度的 ACP悬液对成骨细胞

(MC３T３ＧE１)的毒性检测

３　结　论

以贻贝贝壳粉为原料制备了无定形磷酸钙颗

粒,颗粒粒径为２５０~４５０nm 亚微粒,颗粒粒径分

布范围窄,大小均一,表面积大,表面电位(Zeta电

位)为２７．５mV.三聚磷酸钠可以络合溶液中的

Ca２＋ ,从而影响无定形磷酸钙的形貌.CdTe量子点
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与制得ACP颗粒与CdTe量子点具有良好的结合性,
在激发波长为２１９nm下,复合颗粒在４３７nm处有最

强的荧光强度,峰宽为６７．６nm.所制备的无定形磷

酸钙颗粒对成骨细胞(MC３T３－E１)有着良好的生物

相容性,显示了该材料在医用材料或药物载体领域有

潜在的应用前景.
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SynthesisandPropertiesofAmorphousCalciumPhosphate
MicrosphereswithMusselShells

HANYizhonga,CUIZhengyangb,CHENCenb,YETingb,KONGXiangdonga,b

(a．CollegeofMaterialsandTextiles;b．CollegeofLifeSciences,
ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Amorphouscalciumphosphate(ACP)wassuccessfullysynthesizedbyutilizingthecalcium
precursorofmusselshellpowder．Phosphoricacid,sodiumtripolyphosphateandureawereaddedduring
thereactionTofastpreparesphericalsubmicronparticleswiththediameterof２５０~４５０nm．Particlesize
distributionrangeisnarrow．Thesizeisuniformandthesuperficialareaislarge．Potentialofparticle
surface(Zetapotential)is２７．５mV．Theamorphouscalciumphosphatemicrospherescanwellbondwith
quantumdots．TheMTTtestresultsindicatethattheACPmicrospheresarenottoxictoosteoblastscells
(MC３T３ＧE１),andhavegoodbiocompatibility．

Keywords:amorphouscalciumphosphate;musselshells;biocompatibility
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