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　　摘　要：为了模拟自然骨的成分以及进一步提高材料的生物活性，制备羟基磷灰石＠壳聚糖＠明胶和锶磷灰石

＠壳聚糖＠明胶复合支架，并对两种材料的生物性能进行表征。通过同轴电纺制备核壳结构的壳聚糖＠明胶纤维；

并采用化学沉积方法，在壳聚糖＠明胶纤维表面沉积羟基磷灰石或锶磷灰石颗粒。结果显示：沉积锶磷灰石后，支

架仍然能保持利于细胞生长的网状结构；细胞毒性实验和增殖实验结果表明，ＭＧ－６３细胞在支架材料上的存活率均

超过７０％；与羟基磷灰石＠壳聚糖＠明胶复合支架相比，锶磷灰石＠壳聚糖＠明胶复合支架的细胞存活率更高，表

明该材料确实促进细胞的生长和活性。因此锶磷灰石＠壳聚糖＠明胶复合支架有良好的骨组织工程应用前景。
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０　引　言

近年来，使用人工材料作为植入物，被认为是治
疗骨损伤最有效的方法之一［１］。该方法能有效、特
异性地向靶位点递送治疗细胞，避免传统细胞疗法
的缺点，如较短细胞保留时间、较差细胞存活率
等［２－３］。壳聚糖（Ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＳ）为甲壳素的衍生物，
具有生物降解性［４－６］、生物相容性［７－９］、抗菌性［１０－１１］、
促进伤口愈合性能［１２－１３］和生物粘附性［１４－１６］等优异

性能。壳聚糖具有聚阳电解质性质，可纺性较差而
无法进行高效同轴静电纺丝［１７－１９］，但将壳聚糖溶解
在三氟乙酸或者乙酸中，或加入其他纺丝性能良好
的合 成 聚 合 物，如 聚 乳 酸－羟 基 乙 酸 共 聚 物
（ＰＬＧＡ）［２０］、聚环氧乙烷（ＰＥＯ）［２１－２２］、明胶［２３］等，可提
高壳聚糖的可纺性。由静电纺丝方法所形成的壳聚
糖三维网络结构能够为细胞的生长提供场所，是一种
很好的适用于组织工程学的细胞载体材料［２１－２３］。陈
鹏［２４］利用同轴技术制备ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维，该
材料将富含氨基基团的ＣＳ作为壳层，可有效发挥其
促进矿化以及细胞粘附的功能。
羟基磷灰石与天然骨组成相似，具有较好的生

物相容性和骨传导性，被广泛应用于骨损伤治
疗［２５－２７］。羟基磷灰石与聚合物基质制备的复合材料
受到广泛研究，该材料中的羟基磷灰石不仅改善聚
合物基质的生化性质，而且有利于骨传导性、细胞增
殖和分化［２８］。壳聚糖和羟基磷灰石与天然骨的有
机相和无机相成分相似，因此两者结合而获得复合
材料具有较好的应用研究价值［２９］。在复合纳米材
料中引入Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋和Ｓｒ２＋等金属离子以
高材料的生物活性，可加速血管生成，模拟间充质干
细胞 （Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ，ＭＳＣｓ）的成骨分
化［３０－３１］。在生物活性金属离子中，锶（Ｓｒ）离子能够
增加新骨形成并抑制骨吸收，促进 ＭＳＣｓ的成骨并
阻断破骨细胞的增殖，在骨修复材料中受到广泛研
究［３２－３３］。雷奈酸锶（ＳｒＲ）是一种含有Ｓｒ的药物，通
过口服直接进入身体，但在骨缺损部位的释放缺乏
控制［３４］。因此使用化学沉积法，模仿在纳米纤维表
面沉积羟基磷灰石的方法来沉积锶磷灰石，可以避
免Ｓｒ的不受控释放。选择Ｓｒ２＋离子替代Ｃａ２＋在纳
米纤维表面化学沉积锶磷灰石，具有广泛应用价值
前景。然而，目前将锶和壳聚糖结合起来模拟人骨
成分鲜有报道。
明胶和壳聚糖上的氨基和羧基发生类似于氨基

酸缩合的反应，可形成一种类似于精氨酸－甘氨酸－

天冬氨酸序列，该序列是细胞外基质的一种特殊结
构，细胞外基质的重要活性结构，提高材料的生物相
容性［３５］。同轴的结构能防止壳聚糖和明胶溶液共
混导致溶液浓度过大而难以纺丝，通过化学沉积法
在材料表面沉积锶磷灰石颗粒进一步提高生物活

性，并与沉积羟基磷灰石做对比，与Ｃａ相比，锶磷
灰石中的Ｓｒ可以进一步促进骨细胞增殖分化［３６］。
本文主要采用同轴静电纺丝技术制备壳聚糖－

聚氧化乙烯＠明胶纳米纤维，通过化学沉积的方法
制备锶磷灰石＠壳聚糖－聚氧化乙烯＠明胶复合纳
米材料，并分析测试锶磷灰石＠壳聚糖－聚氧化乙烯

＠明胶的生物学活性。

１　实验部分

１．１　实验材料
壳聚糖（ＣＳ，脱乙酰度９５％以上，阿拉丁试剂）、

明胶（ＧＥＬ，ＴｙｐｅⅠ，分析纯，阿拉丁试剂）、聚氧化
乙烯（ＰＥＯ，平均分子量为３×１０５，阿拉丁试剂）、戊
二醛（ＧＡ，５０％，分析纯，阿拉丁试剂）、无水乙醇（分
析纯，阿拉丁试剂）、冰醋酸（Ａｃ，分析纯，杭州高晶
精细化工有限公司）、无水氯化钙（ＣａＣｌ２，分析纯，杭
州高晶精细化工有限公司）、无水磷酸氢二钠
（Ｎａ２ＨＰＯ４，分析纯，天津市科密欧化学试剂有限公
司）、硝酸锶（Ｓｒ（ＮＯ３）２，分析纯，上海试一化学试剂
有限公司）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ＨｙＣｌｏｎｅ）、人成骨
肉瘤细胞（ＭＧ－６３，中科院上海细胞库）、α－ＭＥＭ 培
养基（南京碧云天生物技术研究所）和１０％的小牛
血清（南京碧云天生物技术研究所）。

１．２　壳聚糖－聚氧化乙烯／明胶核壳纤维的制备

１．２．１　纺丝液制备
称取０．６０ｇ的壳聚糖粉末，将其加入到２０ｍＬ

体积比为２０％的冰醋酸溶液中，搅拌至完全溶解。
取０．１５ｇ聚氧化乙烯粉末加入上述的壳聚糖乙酸
溶液中，搅拌至溶解，配置成同轴静电纺丝的壳层纺
丝液。取６．１５ｇ的明胶粉末，将其加入到２０ｍＬ浓
度为２０％的冰醋酸水溶液中，６０℃水浴搅拌至完全
溶解，配置成同轴静电纺丝的核层纺丝液。

１．２．２　同轴静电纺丝过程
选择１８Ｇ（０．９０ｍｍ）和２３Ｇ（０．３３ｍｍ）两种型

号的同轴针头，静置消泡后的纺丝液通过２０ｍＬ的
注射器与同轴针头连接并进行泵送（内外层纺丝液
推动速度分别为０．５ｍＬ／ｈ和０．３ｍＬ／ｈ）；用一层

０．５０ｍｍ厚的铝箔纸将滚筒收集器完全包裹起来
并接 地 （接 收 器 与 针 头 顶 端 之 间 的 距 离 是
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１５．００ｃｍ）。纺丝过程中，针头加载２２ｋＶ的电压，
滚筒收集器以８００ｒ／ｍｉｎ速度收集样品，室温下电
纺，并将相对湿度保持在４０％。待溶液纺完后，收
集铝箔纸上的纤维并将其放置于干燥箱中蒸发掉

残留的乙酸溶剂，干燥温度为８０℃。将干燥后的
纤维材料裁剪成１ｃｍ×１ｃｍ的大小，置于４％的
戊二醛乙醇溶液中交联１２ｈ。交联后的材料干燥
备用。

１．３　化学沉积羟基磷灰石＠壳聚糖－聚氧化乙烯＠
明胶纳米纤维

　　化学沉积羟基磷灰石＠壳聚糖－聚氧化乙烯＠
明胶纳米纤维的方法参考文献［３７］，具体如下：分别
配制２００ｍＬ浓度为０．５ｍｏｌ／ｍＬ的氯化钙溶液和

０．３ｍｏｌ／ｍＬ的磷酸氢二钠溶液，搅拌均匀后备用；
将交联后的壳聚糖－聚氧化乙烯＠明胶薄膜，放入氯
化钙溶液中浸泡１０ｍｉｎ后取出；放入２００ｍＬ的去
离子水中漂洗５ｍｉｎ，洗去表面多余的Ｃａ２＋离子；再
将薄膜放入磷酸氢二钠溶液中浸泡１０ｍｉｎ后取出，
放入２００ｍＬ的去离子水中漂洗５ｍｉｎ，洗去表面多
余的离子，即沉积完成。氨水调节氯化钙水溶液和
磷酸氢二钠水溶液的ｐＨ 值为１０。用无水乙醇洗
去羟基磷灰石＠壳聚糖－聚氧化乙烯＠明胶薄膜表
面多余的去离子水，并将羟基磷灰石＠壳聚糖－聚氧
化乙烯＠明胶（ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ）纳米纤维放
入冷冻干燥机中干燥６ｈ。

１．４　化学沉积锶磷灰石＠壳聚糖－聚氧化乙烯＠明
胶纳米纤维

　　配制２００ｍＬ　０．５ｍｏｌ／ｍＬ的硝酸锶溶液和

０．３ｍｏｌ／ｍＬ的磷酸氢二钠溶液，将交联后的壳聚
糖－聚氧化乙烯＠明胶薄膜依次放入硝酸锶溶液和
磷酸氢二钠中，沉积方法与１．３中的方法相同。先
将薄膜浸泡在硝酸锶水溶液中，再浸泡在磷酸氢二
钠溶液中，最后将锶磷灰石＠壳聚糖－聚氧化乙烯＠
明胶（ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ）纳米纤维放入冷冻
干燥机中干燥６ｈ。

１．５　材料表征
复合纳米纤维材料的微观结构采用扫描电子显

微镜（ＳＥＭ，日立公司，Ｓ－４８００，加速电压为１０ｋＶ）
和透射电子显微镜（ＴＥＭ，日本电子公司，ＪＥＭ－
２０１１，加速电压为２００ｋＶ）进行表征；通过能量色散
光谱 法 （ＥＤＳ，英 国 Ｏｘｆｏｒｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公 司，

ＩＮＣＡ）对材料表面区域进行成分分析；采用Ｘ射线
衍射仪（ＸＲＤ，Ｄ８Ｄｉｓｃｏｖｅｒ，德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）研究
材料的衍射图谱分析，扫描范围２θ＝１０°～８０°，步长

０．０２°。复合材料的表面基团及分子结构通过傅立
叶红外光谱仪（ＦＴＩＲ，美国热电公司，Ｎｉｃｏｌｅｔ　５７００）
获得，其中用溴化钾进行混合压片，光谱范围４０００～
６００ｃｍ－１，分辨率０．０９ｃｍ－１。采用热重分析仪
（ＴＧＡ，美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司，ＰＹＲＩＳ　１）对复合纳
米材料的成分及热稳定性进行分析，升温速率

１０℃／ｍｉｎ，升温范围为２０～７００℃。

１．６　生物性能分析

１．６．１　细胞毒性测试
为了验证复合纳米纤维材料的细胞相容性，使

用该材料浸提液对细胞进行培养，进行细胞毒性实
验。具体实验方法如下：电纺样品经７０％乙醇水溶
液灭菌后，用无菌ＰＢＳ洗涤，干燥；在无菌条件下将
样品转移到孔板中，加入 ＭＥＭ 培养基浸泡并收集
浸提液；将浓度为５×１０４个／ｍＬ的 ＭＧ－６３细胞悬
液接种在９６孔板中（每孔１００μＬ细胞悬液），放入

５％ＣＯ２ 的培养箱内，在３７℃下培养１２ｈ；待细胞
贴壁后，吸出孔板中的培养液，再加入１００μＬ的浸
提液在培养箱中继续培养２４ｈ和４８ｈ。对照组是
将细胞在正常培养基中培养２４ｈ和４８ｈ，空白组是
纯培养基。每个样品有５个平行实验值。细胞活性
可以通过ＣＣＫ－８试剂盒进行检测，加入ＣＣＫ－８试
剂１ｈ后用酶标仪测定４９０ｎｍ波长下细胞孔板上
各孔吸光度，记录结果。为了更直观地观测细胞在
浸提液中的生长情况，使用钙黄绿素和碘化吡啶荧
光染料对细胞进行活死细胞荧光染色，使用激光共
聚焦显微镜（日本奥林巴斯公司，ＦＶ１０００－ＩＸ８１）观
察细胞染色情况。

１．６．２　细胞增殖测试
当细胞毒性测试显示材料低毒性时，为了进一

步验证材料对细胞的增殖促进功能，将 ＭＧ－６３细胞
接种在样品上共同培养１、３、５ｄ和７ｄ后观察细胞
的存活状态及生长情况。材料使用医用乙醇浸泡

１２ｈ灭菌后，风干，将材料浸泡在培养基中１５ｍｉｎ使
其润湿备用；用消毒后的镊子将润湿后的材料放入

４８孔板中，骨肉瘤细胞（ＭＧ－６３）以１×１０５ 个／ｍＬ的
细胞密度接种在４８孔板中（每个孔板２５０μＬ细胞
悬液），将细胞放入５％ＣＯ２ 的培养箱内在３７℃下
培养１、３、５ｄ和７ｄ；第２、４ｄ和６ｄ换液一次以保
证细胞生长需要的营养，同时做对照组和空白组实
验，对照组是将细胞在正常培养基中培养１、３、５ｄ
和７ｄ，而空白组是纯培养基。每个样品５个平行实
验组。细胞活性可以在细胞培养１、３、５ｄ和７ｄ后
通过ＣＣＫ－８试剂盒进行检测。细胞在支架材料上
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的形貌和生长状态可以通过扫描电镜进行观察。在
复合纳米纤维支架材料上培养１、３、５ｄ和７ｄ后的
细胞用２．５％的戊二醛固定２０ｍｉｎ，梯度脱水处理
后放入冷冻干燥机中干燥６ｈ，取出，用扫描电子显
微镜进行观察。

２　结果与讨论

２．１　热重和红外光谱分析
图１中ａ—ｅ分别是 ＰＥＯ、ＧＥＬ、ＣＳ、ＨＡＰ＠

ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠
ＧＥＬ纳米纤维的傅里叶红外光谱图。在 ＨＡＰ＠
ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠
ＧＥＬ纳米纤维的光谱图上，在３３００～３５００ｃｍ－１处出
现一个宽锋，该吸收峰属于Ｏ－Ｈ的伸缩振动峰，是
壳聚糖与明胶形成分子内氢键形成的；在１６３８ｃｍ－１

处出现的吸收峰为酰胺Ⅰ带（Ｃ＝Ｏ）伸缩振动峰，为

ＣＳ特征峰。在１５３７ｃｍ－１处出现的吸收峰为酰胺

Ⅱ带（Ｎ－Ｈ）伸缩振动峰，为 ＧＥＬ 特征峰。在

１３００～１４００ｃｍ－１的光谱范围处出现一个新的吸收

峰，是ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维与ＧＡ成功交联产
生的醛亚胺（－Ｃ＝ＮＨ－）吸收造成的［３７］。在１０３８
ｃｍ－１处的新峰，是Ｐ－Ｏ伸缩振动引起的，说明复
合材料中有Ｐ－Ｏ键，因此 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ
纳米纤维和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维中
分别存在着 ＨＡＰ颗粒和ＳｒＨＡＰ颗粒。

ａ．ＰＥＯ；ｂ．ＧＥＬ；ｃ．ＣＳ；ｄ．ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ；

ｅ．ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ

图１　复合纳米纤维的傅里叶红外光谱图

采用热重分析对 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米
纤维和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维的组成
及热性能进行表征，结果如图２所示。图２中的

ａ—ｅ分别为ＰＥＯ、ＣＳ、ＧＥＬ、ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ
纳米纤维和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维的
热重曲线。由图２可知，ＰＥＯ、ＣＳ和 ＧＥＬ在１６７、

２４５℃和２６０℃分别达到热分解温度，开始分解，到

６００℃基本分解完毕。图２中ｄ表明，４０～１２０℃
时，失重１１．６％，其原因可能是失去自由水以及结晶
水导致的；１２０～５０６℃时，失重５３．３％，由于在此温
度区间，ＰＥＯ、ＣＳ、ＧＥＬ先后失重；而５０６～７００℃时，
曲线平稳，残留３５．１％的质量为 ＨＡＰ颗粒；ＨＡＰ
＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维中含有１１．６％的水，

５３．３％的有机物和３５．１％的 ＨＡＰ。图２中ｅ中表
明，４０～１２０℃时，复合纳米纤维材料失去自由水和
结晶水，导致９．８％的失重；１２０～５２３℃区间，由于

ＰＥＯ、ＣＳ、ＧＥＬ先后分解导致失重６０．１％；５２３～
７００℃区间，曲线平稳，残留的ＳｒＨＡＰ颗粒质量为

３０．１％。与 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维相比，

ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维中含有较多的
有机物和较少的无机盐。

ａ．ＰＥＯ；ｂ．ＣＳ；ｃ．ＧＥＬ；ｄ．ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ；

ｅ．ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ

图２　复合纳米纤维的的热重曲线

２．２　Ｘ射线衍射分析
图３中ａ是 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维

的Ｘ射线衍射图谱，图３中ｂ是ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ
＠ＧＥＬ纳米纤维Ｘ射线衍射图谱。与 ＨＡＰ的标
准ｐｄｆ卡片（ＰＤＦ＃０９－０４３２）对比，图３图谱ａ中
（２００）、（１１１）、（００２）、（２１１）、（１１２）、（３００）、（２１２）、

（３１０）、（４００）、（２０３）、（２２２）、（４０２）、（００４）、（５０１）、
（３０４）、（５２２）晶面与 ＨＡＰ标准峰一一对应，为六方
晶系。与ＳｒＨＡＰ的标准ｐｄｆ卡片（ＰＤＦ＃３３－１３４８）

对比，图３中 ｂ的（２００）、（１０２）、（２１１）、（２０２）、
（３１１）、（４００）、（２２２）、（３１２）、（００４）、（３１３）、（３３０）、
（３１１）、（５１０）、（５２０）、（４３２）、（３３４）晶面与ＳｒＨＡＰ
标准峰一一对应，为六方晶系。Ｘ射线衍射分析结
果显示，ＨＡＰ和ＳｒＨＡＰ两种晶体分别成功沉积在

ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维表面，并且两种晶体均与
天然骨的无机成分相似。
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ａ．ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ；ｂ．ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ

图３　纤维复合材料的Ｘ射线衍射图谱

２．３　形貌和微结构分析
图４为复合材料的形貌进行分析结果。图４

（ａ）显示，ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维是由光滑均匀的
纤维组成的，纤维之间形成三维网状结构。图４（ｂ）
表明，纳米纤维有着明显的壳核结构，其直径约为

１５０ｎｍ，该核壳结构能较好地模拟人骨细胞质基
质，有利于细胞的吸附和增殖。图４（ｃ）表明，在光
滑的纳米纤维表面附上一层片状结构，为 ＨＡＰ颗
粒。图４（ｄ）显示，在光滑的纳米纤维表面覆盖层片
状结构的ＳｒＨＡＰ颗粒。

图４　复合纤维材料的形貌

　　为了进一步探究纳米纤维材料的结构以及成
分，采用透射电镜对纳米纤维材料进行表征，结果如
图５所示。图５表明：透射电镜图显示 ＨＡＰ＠ＣＳ－
ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维表面覆盖着大块的片层结构；
高倍透射电镜图展示０．２８１４ｎｍ和０．３４４０ｎｍ的

　　

两个晶面间距，分别对应于 ＨＡＰ（２１１）和（００２）晶面
的晶面条纹；能谱图表明材料表面的片层结构由

Ｃａ、Ｐ、Ｏ元素组成，进一步证实 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠
ＧＥＬ纳米纤维材料表面是 ＨＡＰ。

图５　ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ复合材料的透射电镜和能谱图

　　图６为ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维的
透射电镜图、高倍透射电镜图和能谱图。透射电镜
图可观察到在纤维表面覆盖小块的片层结构；高
倍透射电镜图显示０．４２２９ｎｍ的两个晶面间距，

分别对应于ＳｒＨＡＰ（２２０）晶面的晶面条纹；能谱图
表明ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维表面的片
层结构由Ｓｒ、Ｐ和Ｏ元素组成，进一步说明纳米纤
维材料表面有ＳｒＨＡＰ颗粒存在。
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图６　ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ复合材料的透射电镜和能谱图

２．４　复合纳米材料的毒性测试
为了验证材料的细胞相容性，对复合纳米纤维

材料进行毒性测试，结果如图７所示。图７为 ＭＧ－
６３细胞在ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ、ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ
和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ复合纳米材料的浸提
液中培养２４ｈ和４８ｈ后的细胞存活率。图７表明，
细胞在ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维、ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ
＠ＧＥＬ纳米纤维和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米
纤维的浸提液中培养２４ｈ后的细胞活性分别为

６８．４４％、７３．２４％和７５．９０％；培养４８ｈ后，细胞活
性提高到８８．６６％、９２．７６％和９８．５９％，高于体内毒
性测试标准（ＩＳＯ　１０９９３—５：２００９），因此３种复合纳
米材料的生物毒性较低，不影响细胞的生长，具有良
好的生物相容性。ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维和

ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维的细胞活性高于ＣＳ－
ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维的细胞活性，说明 ＨＡＰ和ＳｒＨＡＰ
可进一步提高生物活性。ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ
纤维的细胞活性高于 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维
的细胞活性。与培养２４ｈ相比，细胞在ＳｒＨＡＰ＠
ＣＳ－ＰＥＯ－ＧＥＬ纳米纤维上培养４８ｈ后，活性提高

２２．６９％。而培养在 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ－ＧＥＬ纳米纤
维上的活性４８ｈ提高１９．５２％。两者相差３．１７％。

图７　纳米纤维复合材料对 ＭＧ－６３细胞的毒性影响

为了更直观地观测细胞在浸提液中的生长情

况，使用钙黄绿素和碘化吡啶荧光染料对培养在
材料浸提液中的细胞进行活死细胞荧光染色，结

果如图８所示（同一时间中左右分别是活细胞和
死细胞的存活情况）。图８显示，同一时间的右图
中几乎看不到死细胞的存在，进一步说明复合纳
米材料的低毒性。ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米
纤维对应的活细胞数量较多，进一步证实ＳｒＨＡＰ
能提高ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维的生物活性，促进细胞
的生长。

２．５　复合纳米材料对细胞增殖影响
复合纳米材料上细胞增殖结果如图９所示，图

９为 ＭＧ－６３细胞在 ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ、ＨＡＰ＠ＣＳ－
ＰＥＯ＠ＧＥＬ和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ复合纳米
材料上培养１、３、５ｄ和７ｄ后的细胞存活率。图９
表明，细胞在ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维、ＨＡＰ＠ＣＳ－
ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ
纳米纤维的浸提液中培养１ｄ后的细胞活性分别为

６０．３２％、６０．００％和５８．４２％；培养３ｄ后，细胞活性
提高到７１．９６％、７８．０９％和８４．１０％；培养５ｄ后，
细胞活性提高到８１．３４％、８９．４８％和１０３．３１％；培
养７ｄ后，细胞活性提高到８９．６２％、１０３．６９％和

１１６．５７％；高于体内毒性测试标准（ＩＳＯ　１０９９３—５：

２００９）。细胞在复合材料上培养１～７ｄ内，细胞活
性在ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维、ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠
ＧＥＬ纳米纤维和ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤
维上分别呈现出一个上升的趋势，说明细胞能在材
料上生长增殖。ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ 纤维和

ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维的细胞活性高于ＣＳ－
ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维的细胞活性，说明 ＨＡＰ和ＳｒＨＡＰ
可以进一步提高材料的生物活性。ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－
ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维的细胞活性高于 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ
＠ＧＥＬ纤维的细胞活性，在ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠
ＧＥＬ纳米纤维上的细胞活性（５８．４２％）一开始略低
于其 他 两 种 材 料 上 的 细 胞 活 性 （６０．３２％ 和

６０．００％），但细胞的增殖速度却比其他两种材料上
的细胞要快，其原因可能是开始材料上的ＳｒＨＡＰ
颗粒对细胞粘附有些影响；细胞成功粘附在材料表
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图８　人骨肉瘤细胞 ＭＧ－６３在复合材料上培养后细胞染色结果

面后，ＳｒＨＡＰ能更好地促进细胞的增殖。ＭＧ－６３
细胞在ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纤维表面培养５ｄ
时，细胞活性已经到达１０３．３１％，高于在其他材料
上培养７ｄ的细胞活性，因此ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠
ＧＥＬ纤维对细胞的增殖促进作用最好。

图９　纳米纤维复合材料上 ＭＧ－６３细胞增殖情况

图１０是细胞在纳米复合纤维表面生长情况的
扫描电镜图，由图１０可知，随着时间的推移，细胞数
量呈现不断增加的趋势，说明三种材料都具有不错
的生物相容性，可以促进细胞的生长，细胞在

ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维上生长速率最
快。１ｄ，ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维上的细胞呈现近

椭圆状，而另外两种材料上的细胞出现触角，说明细
胞已经成功粘附在材料表面并且开始分化。３ｄ和

５ｄ，细胞继续在材料表面增殖分化，而且可以明显
看出在 ＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维和ＳｒＨＡＰ

＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维表面的细胞更多，在

ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维表面的细胞都
呈现高度分化的状态，证明ＳｒＨＡＰ可以促进 ＭＧ－
６３细胞增殖分化。７ｄ，细胞覆盖材料表面８０％以
上面积，ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维表面的
细胞是三种材料中最多的，完全覆盖材料表面。以
上结果显示，ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维能
较好地促进细胞生长增殖。

３　结　论

本文通过同轴静电纺丝和化学沉积法制备

ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ纳米纤维的生物支架材
料，并通过红外、热重、扫描电镜和透射电镜等方法
对其进行表征分析，主要结论如下：

ａ）壳层溶液为含有３．００％（Ｗ／Ｖ）的壳聚糖和

０．７５％（Ｗ／Ｖ）的聚氧化乙烯的乙酸溶液，芯层溶液为
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图１０　ＭＧ－６３细胞在纤维复合材料上增殖的扫描电镜图

３０．７５％（Ｗ／Ｖ）的明胶乙酸溶液，通过同轴电纺设
备可制备出均匀的具有核壳结构的ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ
纳米纤维，纤维与纤维之间形成三维多孔结构。

ｂ）通过化学沉积方法分别制备出 ＨＡＰ＠ＣＳ－
ＰＥＯ＠ＧＥＬ复合纳米纤维以及ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠
ＧＥＬ复合纳米纤维，化学沉积未破坏三维多孔结构。

ｃ）Ｓｒ掺杂的ＳｒＨＡＰ＠ＣＳ－ＰＥＯ＠ＧＥＬ复合纤
维在细胞毒性和增殖实验中呈现出更好的生物相

容性。
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