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丝素／海藻酸钠载药复合支架的
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　　摘　要：以丝素和海藻酸钠为原材料，盐酸万古霉素为负载药物，利用冷冻干燥法制备负载盐酸万古霉素的丝

素／海藻酸钠复合支架，通过扫描电子显微镜和红外光谱仪等仪器对其形貌和结构进行表征，探究丝素／海藻酸钠复

合支架对盐酸万古霉素的控释能力，并通过模拟体液浸泡法来探究其样品的生物活性。结果表明：丝素／海藻酸钠

复合支架均呈现出三维孔状结构，孔隙率在９８％以上。在不同质量比的复合支架中，随着海藻酸钠添加比例增加，

其药物缓释速率和累积释放量也有所增长；样品通过体外模拟体液浸泡后，可以观察到复合支架表面沉积了一层球

状晶体的羟基磷灰石，表明样品有较好的生物活性。
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０　引　言

骨组织在生物体中起着重要作用，目前骨组织
工程用于骨缺损临床治疗已成为研究热点［１］。生物
材料、缓释系统和骨组织工程的结合利用为骨缺损
临床治疗提供了新的发展方向［２］。因三维多孔支架
生物材料可提供与天然细胞外基质相类似的环

境［３］，该环境使其能够为细胞提供结构支撑和附着
场所及引导组织再生和控制组织结构。据报道目前
有多种方法制备三维多孔支架，如冷冻干燥法、气体
发泡法、相分离法、静电纺和３Ｄ打印等技术［４－８］。
由于冷冻干燥法能保持支架材料的完整性，提高药
物的利用率，因此多采用冷冻干燥法制备三维多孔
支架。
丝素的结晶结构主要由α－螺旋结构和β－折叠结

构组成，以无规线团形式存在，由于无规线团结构不
稳定，所以在外界环境的影响下，无规线团容易向β－
折叠的构象变化［９］。例如旋涡超声震动、ｐＨ 值、温
度改变等都会导致丝素蛋白聚集形态的变化［１０－１１］。
海藻酸钠是由β－Ｄ－甘露糖醛酸（Ｍ 单元）和α－Ｌ－古
洛糖醛酸（Ｇ单元）组成的线性聚合物［１２］。Ｇ单元
上的Ｎａ＋易与二价阳离子（Ｃａ２＋、Ｐｂ２＋、Ｃｕ２＋等）发
生离子交换反应，形成具有“ｅｇｇ－ｂｏｘ”结构的海藻酸
钠凝胶；该凝胶也是较为理想的细胞材料。Ｗａｎｇ
等［１３］将丝素蛋白和海藻酸钠混合通过自然风干成

型工艺，制备得复合薄膜。Ｇｈａｌｅｉ等［１４］通过静电纺
丝法制备海藻酸盐和丝素蛋白创伤敷料具有将促进

细胞反应和伤口愈合的物质输送到伤口部位的能

力。Ｈａｓｓａｎｉ等［１５］将血管内皮生长因子加载到丝素
蛋白纳米颗粒上，然后包裹在含有万古霉素的丝素
蛋白支架中以形成双药物释放系统。丝素蛋白和海
藻酸钠具有良好的生物相容性，对人体均无毒副作
用，传统的共混过程中往往通过添加其他交联剂以
达到复合效果。通过超声法诱导的丝素／海藻酸钠
凝胶，在凝胶过程中不会引入其他交联剂及发生抗
原性反应。当前关于丝素与海藻酸钠复合材料方面
的研究较多，但是选用这两种材料复合制备三维多
孔支架材料的研究较少。
在丝素所占比例较多的情况下，为了使丝素材

料在缓释中得到更好的性能，本实验选用具有吸湿
性较好的材料海藻酸钠为辅料。因盐酸万古霉素性
质相当稳定，不被各种水解酶如胰酶或蛋白酶等所
破坏，因此选用盐酸万古霉素作为负载药物。本文
通过超声法制备负载盐酸万古霉素的丝素／海藻酸

钠三维多孔复合支架，将盐酸万古霉素包覆在复合
支架中来实现对药物的负载；并通过对丝素／海藻酸
钠复合支架体外活性研究来进一步探究其生物

活性。

１　实验部分

１．１　试剂和仪器
蚕茧购于浙江湖州、海藻酸钠（分析纯，国药化

工集团有限公司）、无水乙醇（ＥｔＯＨ，分析纯，杭州
双林化工试剂有限公司）；盐酸万古霉素（ＵＳＰ，上海
阿拉丁生化科技股份有限公司）；氯化钙（分析纯，杭
州高晶精细化工有限公司）、透析袋（截留分子量

８０００～１４０００，上海麦克林生化科技有限公司）、去离
子水（ＤＩ　Ｗａｔｅｒ，实验室自制）。

ＤＦ－１０１Ｓ型集热式恒温加热磁力搅拌器（杭州
惠创仪器设备有限公司）、ＦＤ－１Ａ－５０型冷冻干燥机
（上海比朗仪器制造有限公司）、ＦＥ２０型ｐＨ 计（上
海梅特勒－托利多仪器公司）、ＵＶ－２６００型紫外分光
光度计（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）、Ｕｌｔｒａ５５型场发射扫
描电子显微镜（ＦＥＳＥＭ，德国 Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ公司）、

Ｎｉｃｏｌｅｔ５７００型傅立叶红外光谱仪 （ＦＴＩＲ，美国

Ｔｈｅｒｍｏ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎ公司）。

１．２　丝素／海藻酸钠复合支架的制备
图１所示为负载盐酸万古霉素的丝素／海藻酸

钠复合支架流程图。首先，蚕茧脱胶处理后得到丝
素蛋白；其次，在ＣａＣｌ２／ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ／Ｈ２Ｏ的三元
溶剂中将丝素蛋白溶解；再次，通过在去离子水中透
析后，得到的丝素蛋白溶液，在高速离心机中离心以
除去微小的聚集体；最后，得到质量分数为５．０％的
丝素溶液。
将海藻酸钠粉末均匀的溶解在去离子水中，得

到质量分数为０．５％的海藻酸钠溶液。经预试验所
得，当丝素和海藻酸钠质量比为８０／２０和６０／４０时，
其后续形貌、孔隙率及缓释性能更具代表性。因此
将丝素和海藻酸钠分别按质量比为８０／２０和６０／４０
的比例混合均匀。将４０ｍｇ／ｍＬ的万古霉素溶液
按照质量比为１∶２０的比例加入到丝素／海藻酸钠溶
液中。通过超声处理凝胶化后，将上述负载盐酸万
古霉素的丝素／海藻酸钠复合水凝胶冷冻干燥得到
负载盐酸万古霉素的丝素／海藻酸钠复合支架。

１．３　测试与表征

１．３．１　丝素／海藻酸钠复合支架的释放性能测试
将盐酸万古霉素配制成一定浓度水溶液，在

２００～８００ｎｍ波长范围内使用紫外分光光度计进行
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图１　负载盐酸万古霉素的丝素／海藻酸钠复合支架流程图

扫描，将２８０ｎｍ处的最大吸收波长作为测定波长。

使用ＰＢＳ（ｐＨ 值７．４）溶解盐酸万古霉素配置成

１００μｇ／ｍＬ储备液，用ＰＢＳ溶液分别稀释至９０、

８０、６０、５０、２０、１０μｇ／ｍＬ，以ＰＢＳ为空白对照样，利
用紫外分光光度计在波长λ为２８０ｎｍ下测定各种
浓度的万古霉素标准溶液，绘制标准曲线。

将丝素／海藻酸钠复合支架在３７℃条件下完全
浸入２０ｍＬ的ＰＢＳ（ｐＨ值７．４）中。在不同时间取
出５ｍＬ样品溶液，并立即用相同量的新ＰＢＳ培养
基替换提取的体积。通过紫外分光光度法［１６］在

２８０ｎｍ下测量盐酸万古霉素的量。

１．３．２　形貌及结构分析
采用场发射扫描电子显微镜对负载盐酸万古霉

素的丝素／海藻酸钠支架的表面形貌进行观察。

通过傅立叶红外光谱仪对负载盐酸万古霉素的

丝素／海藻酸钠样品化学结构进行分析。

１．３．３　孔隙率测试
孔隙率测试：采用液体替代法［１７］测试支架孔

隙率。样品支架的重量（ＷＳ），将样品支架浸入已

知质量（Ｗ１）的乙醇中。测得乙醇和样品支架的重

量为Ｗ２。通过反复抽真空，排气和抽真空，循环
几次，直到没有气泡出现，以确保乙醇完全进入样
品支架空间。取出支架后，称取剩余的乙醇质量
计算为Ｗ３。最后，样品支架的孔隙率（ε）通过以
下公式（１）获得：

ε／％＝
（Ｗ２－Ｗ３－ＷＳ）ρ
（Ｗ１－Ｗ３）／ρ

×１００ （１）

１．３．４　载药率测试
载药率测试：称取一定质量的干燥样品向其中

加入ＰＢＳ缓冲溶液（ｐＨ　７．４）超声，随后在８０００ｒ／

ｍｉｎ的转速下离心１０ｍｉｎ，吸取上层清液。为了保
证样品中负载的药物能够收集完全，多次重复该过
程。将累积的上层清液用紫外分光光度计下在

２８０ｎｍ波长处测量其吸光度的数值，根据标准曲
线，计算样品中盐酸万古霉素的浓度。载药率
（ＬＣ）［１８］的计算如式（２）所示：

ＬＣ／％＝
Ｍ１

Ｍ０
×１００ （２）

其中：Ｍ１ 为载体中包覆的药物量，ｍｇ；Ｍ０ 为载体

的总重量，ｍｇ。

１．３．５　体外活性研究
样品生物活性可通过生物体液浸泡法来进行研

究［１９］。将样品置于Ｋｏｋｕｂｏ法［２０］制备ＳＢＦ溶液中
（样品质量与ＳＢＦ溶液体积比为１．５ｍｇ／ｍＬ）并在

３７℃的条件下培养７ｄ，每２４ｈ更换一次溶液。浸
泡结束后，将样品从ＳＢＦ溶液中取出，用去离子水
洗涤并对样品进行冷冻干燥后进行下一步表征。

２　结果与讨论

２．１　负载盐酸万古霉素复合支架形貌及结构分析

２．１．１　负载盐酸万古霉素复合支架的电镜观察
图２为负载盐酸万古霉素丝素／海藻酸钠复合

支架ＦＥＳＥＭ 图。从图２中可以看出，不同质量比
的丝素／海藻酸钠复合支架均呈现出三维不规则孔
状结构，孔隙之间相互连通。良好的孔状结构为药
物的组装和存储提供了表面空间，在药物释放过程
中有利于对药物的控释。

２．１．２　负载盐酸万古霉素复合支架的ＦＴＩＲ图谱
图３（ａ）为丝素、海藻酸钠和盐酸万古霉素的

ＦＴＩＲ图谱。从图３（ａ）中可以看出，丝素收峰的特
征是１６３１ｃｍ－１（酰胺Ⅰ），１５２１ｃｍ－１（酰胺Ⅱ）和

１２３６ｃｍ－１（酰胺Ⅲ）。这些峰代表在超声处理过程
中诱导的β－折叠结构

［２１］。同时，在图３（ａ）的ＦＴＩＲ
光谱中纯海藻酸钠在波长为１６１６、１４１７ｃｍ－１和

１０３１ｃｍ－１ 出 现 的 吸 收 特 征 峰，分 别 归 因 于
—ＣＯＯ—（不对称）、—ＣＯＯ—（对称）和Ｃ—Ｏ—Ｃ。
图３（ｂ）为负载盐酸万古霉素不同配比的丝素／海藻
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酸钠复合支架的ＦＴＩＲ曲线图，与图３（ａ）相比，图３
（ｂ）中载药丝素和海藻酸钠复合支架中的分子伸缩
振动与组成的单体基本一致，发生轻微偏移，丝素的
酰胺Ⅰ峰从１６３１ｃｍ－１偏移到１６２７ｃｍ－１，酰胺Ⅱ峰
从１５２１ｃｍ－１偏移到１５１７ｃｍ－１，海藻酸钠特征峰从

１４１７ｃｍ－１偏移至１４０９ｃｍ－１。随着负载盐酸万古

霉素的丝素／海藻酸钠复合支架中海藻酸钠的质量
比增加，丝素／海藻酸钠复合支架红外曲线中海藻酸
钠的峰值逐渐出现。在图３（ｂ）曲线中１０６２ｃｍ－１和

１０２７ｃｍ－１处出现新的振动峰，这些与盐酸万古霉
素的特征振动峰相吻合，说明药物盐酸万古霉素成
功负载在丝素／海藻酸钠复合支架上。

图２　负载盐酸万古霉素不同质量比的丝素／海藻酸钠复合支架ＦＥＳＥＭ图

图３　不同样品的ＦＴＩＲ图

２．１．３　负载盐酸万古霉素复合支架的孔隙率和载
药率

负载盐酸万古霉素的丝素／海藻酸钠复合支架
孔隙率和载药率结果见表１。采用液体替代法测试
的负载盐酸万古霉素的丝素／海藻酸钠复合支架孔
隙 率 为：９８．５０％ ±０．１４％ （８０／２０）；９８．８０％ ±
０．０５％（６０／４０）。两种质量比的复合支架孔隙率均
在９８．００％以上，且海藻酸钠比例高的孔隙率大。
良好的孔隙率有助于细胞进入支架，为细胞迁移，增
殖和物质代谢提供了机会［２２］。
表１　负载盐酸万古霉素的丝素／海藻酸钠复合

支架的孔隙率和载药率

丝素／海藻酸钠（质量比） ε／％ ＬＣ／％
８０／２０　 ９８．５０±０．１４　 ６．２±２．３
６０／４０　 ９８．８０±０．０５　 ７．６±１．５

　　经测定，负载盐酸万古霉素的丝素／海藻酸钠复
合支 架 载 药 率 分 别 为：６．２％ ±２．３％ （８０／２０），

７．６％±１．５％（６０／４０）。可以看出复合支架中海藻
酸钠比例越大载药率越高。实验中由于载药复合支
架本身加入的药物量少，导致载药量低，因此可通过
增加盐酸万古霉素加入丝素／海藻酸钠共混溶液中
的药物量来提高其载药率。

２．２　负载盐酸万古霉素复合支架形貌及结构分析
图４为通过ｐＨ值７．４的ＰＢＳ磷酸盐缓冲溶液

配置的盐酸万古霉素在２８０ｎｍ处的吸光度对其标
准浓度进行线性拟合得到万古霉素的标准曲线图。
图５所示的是不同质量比的载药丝素／海藻酸钠

复合支架药物累积释放曲线。由图５可以看出不同
质量比的载药丝素／海藻酸钠复合支架药物释放的趋
势大致相同，在０～１０ｈ，出现爆释，其累积释放速率
均超过７０．００％；在２４ｈ后，虽盐酸万古霉素的释放
逐渐趋于平缓，但是载药丝素／海藻酸钠质量配比为

６０／４０的释放速率相对于８０／２０的释放速率略微较
快。例如，在２４ｈ时，８０／２０的载药丝素／海藻酸钠的
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释放速率为８３．６１％±０．１６％，６０／４０的载药丝素／海
藻酸钠的释放速率为８７．７６％±０．１４％；而在３６ｈ
时，８０／２０的载药丝素／海藻酸钠的释放速率为

８７．０９％±０．２１％，６０／４０的载药丝素／海藻酸钠的释
放速率为８９．９１％±０．０４％，在６０／４０的载药丝素／海
藻酸钠中盐酸万古霉素的累积释放速率和累积释放

量均比８０／２０的载药丝素／海藻酸钠要高，这是由于

６０／４０的载药丝素／海藻酸钠的孔隙率较高，与溶液
接触的表面积较大，更有利于药物与溶液接触溶解。

图４　盐酸万古霉素的标准曲线图

图５　不同质量比的载药丝素／海藻酸钠

复合支架的累计释放曲线

２．３　丝素／海藻酸钠复合支架体外活性研究

２．３．１　丝素／海藻酸钠复合支架体外活性的电镜
表征

图６是丝素／海藻酸钠复合支架浸泡模拟体液
后的ＦＥＳＥＭ图。通过观察模拟体液浸泡后生成的
羟基磷灰石来评估复合支架的生物活性。图６与图

２比对可以看出，在模拟体液中浸泡的复合支架表
面覆盖了大量球状晶体。

图６　浸泡模拟体液后的不同质量比的丝素／海藻酸钠复合支架ＦＥＳＥＭ图

２．３．２　丝素／海藻酸钠复合支架体外活性的ＦＴＩＲ
图分析

图７（ａ）为羟基磷灰石的ＦＴＩＲ图，图７（ｂ）为浸
泡模拟体液后丝素／海藻酸钠复合支架。从７（ｂ）的

ＦＴＩＲ图中可以看出丝素／海藻酸钠复合支架具有
酰胺Ⅰ、酰胺Ⅱ、酰胺Ⅲ。图７（ａ）中羟基磷灰石在

５６７ｃｍ－１和 ６０３ｃｍ－１处的 Ｐ—Ｏ 弯曲振动峰，

８７７ｃｍ－１处的ＣＯ３－４ 的特征峰，在１０３７ｃｍ－１处的

Ｐ—Ｏ不对称伸缩振动峰［２３］，均在图７（ｂ）中存在，

但在图３（ｂ）中没有出现，这说明浸泡模拟体液后丝

素／海藻酸钠复合支架仿生矿化表面均有羟基磷灰
石的形成。

２．３．３　丝素／海藻酸钠复合支架体外活性的ＥＤＳ
分析

为进一步明确丝素／海藻酸钠复合支架表面结
构，对其进行元素分析。图８为丝素／海藻酸钠复合
支架未浸泡模拟体液与浸泡模拟体液后的ＥＤＳ图。

与图８（ａ）和图８（ｂ）未浸泡模拟体液相比，图８（ｃ）和
图８（ｄ）中Ｐ元素（２．０２ｋｅＶ）和Ｃａ元素（３．６８ｋｅＶ）

有明显的特征衍射峰。这进一步表明丝素／海藻酸
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钠复合支架仿生矿化表面形成的是羟基磷灰石。与
图８（ｃ）相比图８（ｄ）中Ｐ元素和Ｃａ元素含量明显增

加，表明随着海藻酸钠含量的增加，其表面羟基磷灰
石的含量逐渐增加。

图７　不同样品的ＦＴＩＲ图

图８　未浸泡和浸泡模拟体液后的不同质量比的丝素／海藻酸钠复合支架ＥＤＳ图

３　结　论

本文通过制备负载盐酸万古霉素的丝素／海藻
酸钠复合支架，探究不同比例的丝素／海藻酸钠对盐
酸万古霉素的缓释性能，并对复合支架的生物活性
进行研究，得到如下结论：

ａ）采用超声诱导法制备负载盐酸万古霉素的丝
素／海藻酸钠复合支架，通过ＦＥＳＥＭ、ＦＴＩＲ、ＥＤＳ
等测试显示，样品呈现三维孔状结构、孔隙率在

９８．００％以上。丝素／海藻酸钠载药复合支架的质量
比为８０／２０时载药率为６．２％±２．３％，丝素／海藻
酸钠载药复合支架质量比为６０／４０时载药率为

７．６％ ±１．５％。

ｂ）不同质量比的载药丝素／海藻酸钠复合支架
缓释曲线的趋势大致相同，丝素／海藻酸钠的质量比
为６０／４０的载药复合支架累积释放速率和累积释放
量大于质量比为８０／２０的载药复合支架。

ｃ）样品在模拟体液中浸泡后，复合支架表面形
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成了明显的簇状晶体沉积。通过ＦＥＳＥＭ、ＦＴＩＲ、

ＥＤＳ表征均证明了羟基磷灰石的特征结构，表明样
品有较好的生物活性。
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