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+,,"&+X+纤维三维多孔支架的制备及细胞相容性研究

刘瑞来"#齐小宝#赵瑨云#付兴平
!福建省生态产业绿色技术重点实验室"武夷学院生态与资源工程学院"武夷山(0%(""#

!!摘要%以四氢呋喃!FJR"$水为共溶剂’在无其它添加剂条件下’通过低温淬火+萃取+洗涤和干燥得到
)**+$),)纤维三维多孔支架*采用扫描电镜探讨FJR$J!Y比例+聚合物浓度+)**+$),)比例和淬火温
度等条件对纤维支架形貌影响’通过水接触角+吸水率和体外生物活性等测试考察),)添加对亲水性和生物
活性影响*实验结果表明’纤维是由)**+结晶所形成*),)加入影响了)**+结晶’但提高了纤维支架的
亲水性*最佳的实验条件为 FJR$J!Ye$"u#"+聚合物浓度$a!S9"+)**+$),)e$"u#"+淬火温度c
#"d’得到了直径为!’"v’(6C均一+规整的纤维三维多孔支架’支架的吸水率+孔隙率和比表面积分别为
#’_!$a+$&_(&a和#(_%0C!$3’该孔隙率和比表面积为细胞的粘附+迁移+分化+增殖以及养料的传输提供了
很好的条件*

!!关键词%聚乳酸)聚乙烯吡咯烷酮)多孔支架)热致相分离)细胞相容性

组织工程支架材料主要是通过仿生天然细胞外基质!POD"’使细胞能在其表面黏附+迁移+增殖和分
化’促进组织修复的一个过程.#’!/*天然细胞外基质是由多糖或蛋白质构成的复杂网架结构’支持并连接组
织结构’调节组织发生和细胞的生理活动*支架的首要目标是在一个三维空间实现细胞外基质的功能*因
此’支架必须满足以下三个方面(!#"细胞生长和输送营养所必需的孔结构)!!"匹配细胞生长所必须机械强
度)!("生物相容性和可降解性*因此’如何构建天然细胞外基质结构’成为组织工程支架材料研究的重点*

三维纳米纤维多孔支架材料具有多级孔径结构’可以满足细胞的粘附+迁移+分化和增殖’以及营养物
质和新陈代谢的传输等要求’可作为理想的组织工程支架材料.(’%/*目前’三维纳米纤维多孔支架材料主要
通过静电纺丝.0/+分子自组装.&/+生物技术.’/和热致相分离.-/等方法制备*相比较与其它三种方法’热致相
分离方法操作简单+成本低+可大量工业化生产*目前已通过热致相分离方法制备了聚乳酸!)**+"+聚己
内酯!)O*"+聚乳酸A羟基乙酸共聚物!)*+I"+明胶及其复合物三维纳米纤维多孔支架等.$’#(/*

)**+由于具有可生物降解性+生物相容性+无毒和良好机械性能被广泛应用于生物医学领域*然而

)**+为疏水性脂肪链结构’限制了其在亲水的生物环境下使用*一种简单的方法是将亲水性聚合物与其
共混’以改善其亲水性能*聚乙烯吡咯烷酮!),)"具有无毒+生理惰性和生物相容性的水溶性高分子化合
物’研究表明’将),)引入)**+中’可明显改善)**+的亲水性.#%’#0/*基于以上原因’本研究将)**+和

),)溶解在FJR$J!Y共溶剂中’通过热致相分离制备)**+$),)三维纤维多孔支架’研究共溶剂组成+
浓度+)**+$),)比例和淬火温度等对支架形貌影响’以得到三维多孔支架的最佳制备条件*

#!实验部分

:I:!材料与仪器
聚乳酸!)**+"(46e#_"g#"0’购买于深圳光华伟业!中国"有限公司)聚乙烯吡咯烷酮!),)"(
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b("’46e#_"g#"%’购买于天津福晨化学试剂厂)四氢呋喃+无水乙醇+碳酸氢钠+氯化钠+氯化钾+十二
水合磷酸氢二钠+六水合氯化镁+盐酸+无水硫酸钠’以上试剂为分析纯’购于上海国药化学试剂有限公
司)三羟甲基氨基甲烷’优级纯’购于上海国药化学试剂有限公司)本实验用水均为实验室自制去离子水)
所用其它试剂皆为市场销售分析纯试剂*/MRA&"!"型真空干燥箱(上海一恒科技有限责任公司)/JIA
$"’"+型电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设备有限公司)/G!R*$"型超低温冷冻存储箱(中科美菱
低温科技有限责任公司)/RA#"#>集热式恒温加热磁力搅拌器’巩义市予华仪器有限责任公司)>J+AO
恒温振荡器’常州国华电器有限责任公司*

:I8!+,,"&+X+三维纤维多孔支架的制备
称取一定量),)溶解在去离子水中’常温下磁力搅拌使其完全溶解)称取一定量)**+溶解在

FJR中’0"d磁力搅拌使其完全溶解*将上述两种溶液混合’0"d磁力搅拌0L’形成均一透明溶液*其
中)**+$),)的质量分数为$a!S9"’)**+$),)e$"u#"!质量比"*混合溶液中溶剂FJR$J!Y分
别为$0u0+$"u#"+-0u#0和-’u#(!质量比"*取-C*上述混合溶液倒入直径为’_0<C培养皿中’将
培养皿放入预先预冷至c#"d冰箱中淬火(L*淬火结束后’将培养皿快速取出’将冰水混合物倒入培养
皿中’萃取溶液中的FJR和J!Y’每隔-L换一次蒸馏水’总共换四次’无水乙醇洗涤’0"d鼓风干燥箱
中干燥!%L’后取出放入0"d真空干燥箱中干燥!%L’放干燥器中备用*为了研究聚合物浓度+)**+$

),)比值+淬火温度等条件对纤维形貌影响’各制备条件如表#所示*

表:!+,,"&+X+纤维支架制备条件

)>?7@:!$>?56F>D61BF1BH6D61BC1K+,,"&+X+K6?51WCCF>KK17H

)**+$),)浓度$a!S9" )**+$),) FJR$J!Y 淬火温度$d

$ $"u#" $0u0+$"(#"+-0u#0+-’u#( c#"

(+0+’+$ $"u#" $"u#" c#"

$ #""u"+$0u0+$"u#"+-0u#0 $"u#" c#"

$ $"u#" $"u#" 0+"+c#"+c!"

:IN!+,,"&+X+纤维支架表征
采用Z>DA’0""R型!日本ZPY*公司"冷场发射扫描电子显微镜!>PD"观察样品形貌’样品表面喷

金处理’喷金条件("C+’$"4*使用仪器配套软件>C5;.A,5.S!_"测量纤维直径求统计平均值*
采用美国FL.1C2H5<2;.9公司的0’""型傅立叶红外光谱仪以bW1压片法测定样品纤维的红外光谱图*

采用日本W.;4217AD8N分析仪测定液氮温度下样品的H! 吸附A脱附等温线’用WPF方法计算比表
面积*采用乙醇取代法测定样品的孔隙率*

采用>*!""-型接触角仪!上海梭伦信息科技有限公司"测量样品的动静态接触角’测试温度
为!(d*

采用差示扫描量热分析仪/>O-!!.!D.99;.1AF2;.:2"’测试温度范围为!"’!""d*在氮气氛围中
以#"d$C56的升温速率测试*从/>O热分析图中得到熔融焓!’U% "和熔融温度!D%"*根据公式!#"

计算结晶度(

T+:!’U%$’U"
%"=#""a !#"

!!’U% 和’U"
% 分别表示球晶的熔融焓和)**+#""a结晶所对应的熔融焓!$(_&Z$3".#&/*

:I3!体外生物活性测试
将)**+$),)支架放入#""C*的三角烧瓶中’三角烧瓶中加入0"C*#_0>WR模拟体液!>WR体

液的培养参考文献.#’/"*然后把三角烧瓶放进(’d水浴中恒温培养’分别浸泡’+#%:后取出’三角烧瓶
中的#_0>WR模拟体液每隔!:更换一次*浸泡结束后’样品用去离子水清洗!’(遍’真空干燥*将样
品装入自封袋待用*三角烧瓶中的#_0>WR模拟体液每隔!天更换一次*
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!!结果与讨论

8I:!+,,"&+X+三维纤维多孔支架的制备

!_#_#!溶剂FJR$J!Y比例对支架形貌影响!)**+为脂肪链结构’可以溶解在大部分有机溶剂中’

),)为亲水性的极性聚合物’只能溶解在水或极性溶剂中*基于以上原因’首先将)**+溶解在FJR
中’),)溶解在J!Y中’后将两种溶液共混’形成混合溶液’其中聚合物)**+$),)e$"u#"*图#为
溶剂FJR$J!Y比例对)**+$),)支架形貌的影响*FJR$J!Ye$0u0时’形成了直径为0"(v
#’-6C的纤维!见图#+"’且部分纤维发生一定程度粘连!如图#+箭头所示"*当FJR$J!Ye$"u#"
时’形成了均一的纤维’纤维直径为!’"v’(6C!见图#W"’该纤维形貌与静电纺丝得到的形貌相似’为无
规取向的无纺布结构.#-’#$/*图#W插图为其实物图’支架材料为乳白色泡沫材料’其厚度约为"_(’
"_%(C’其厚度可通过溶液量调控*然而’随着 J!Y的量进一步增加至FJR$J!Ye-0u#0和-’u#(’
大部分纤维形貌消失’出现了相互贯穿的连通孔结构*孔径大小分别为(’0(C!-0u#0"和0’#0(C
!-’u#("’其内部形貌与表面形貌一样为连通孔结构’0’#0(C孔的孔壁大小为#’!(C**5K等

.!"/的
研究表明’纤维的形成是聚合物结晶所形成的*一般认为将)**+溶液淬火至其浊点温度以下’溶液发
生液A液相分离’形成聚合物富集相和溶剂富集相’在聚合物富集相内’分子链发生有序规整堆积’形成结
晶结构’最后形成纤维结构*然而随着溶液中水含量增加!)**+不良溶剂"’)**+在体系中流动性变
差+粘度变大影响分子链的有序堆积’即影响结晶*因此’无法形成纤维结构!见图#O和/"**5K等.!#/

的研究认为’将体系温度降低进入不稳区’以旋节相分离机理进行’溶剂去除后留下了连通孔结构*如果
以成核A生长机理进行’最终形成不连通的孔结构*因此本体系得到连通孔结构!见图#/"’说明该体系
以旋节相分离机理进行*

图#!FJR$J!Y比例对)**+$),)纤维支架形貌影响

+"$0u0)W"$"u#")O"-0u#0)/"-’u#(

R53K1.#!FL..==.<92=FJR$J!Y18952269L.C217L2;23B2=)**+$),)=5?12K44<8==2;:

+"$0u0)W"$"u#")O"-0u#0)/"-’u#(

图!为)**+和)**+$),)纤维支架红外光谱图’在)**+谱图中’#’0-<Cc#为)**+酯基上

O Y的伸缩振动峰’(%(’<Cc#和#(-’<Cc#分别为,YJ 的伸缩振动和面内弯曲振动’!$$"<Cc#为
,OJ(的伸缩振动*相比较于)**+’除了上述吸收峰外’)**+$),)纤维支架在#&!$<Cc#出现了新
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的吸收峰’对应于,H,O Y羰基的伸缩振动峰’且在#%-"<Cc#和#!"$<Cc#吡咯烷酮环的特征吸收
峰’说明)**+$),)复合支架由)**+和),)组成*

图!!)**+和)**+$),)纤维支架红外光谱图

R53K1.!!RFA@[2=)**+86:)**+$),)6862=5?12K44<8==2;:

!_#_!!聚合物浓度对支架形貌影响!纤维的形成是聚合物结晶所导致’而聚合物在相分离初期产生微
晶作为交联剂使聚合物形成凝胶’因此凝胶对纤维的形成起着非常重要作用.!!/’而聚合物浓度影响凝胶

点的形成*图(为FJR$J!Ye$"u#"条件下’聚合物浓度对形成纤维支架形貌影响*聚合物浓度为

(a!S9"’只能得到2梯状3多孔结构*孔与孔之间为闭合孔’支架内部为无孔结构*I82等.!(/利用丙酮$

乙醇共溶剂诱导)**+结晶’也得到了类似的2梯状3结构*随着聚合物浓度增加到0’$a!S9"’均得到
了纤维多孔结构*然而浓度为0a!S9"和’a!S9"’大量纤维发生一定程度粘连*而浓度为$a!S9"’纤
维更加均匀’说明高浓度有利于形成均一的纤维结构*这主要是因为相分离产生的聚合物富集相内聚合
物浓度越高’越有利于分子链的有序规整堆积’即有利于结晶’形成的纤维更加均一+完整*

图(!聚合物浓度!)**+$),)"对)**+$),)纤维支架形貌影响

+"(a!S9")W"0a!S9")O"’a!S9")/"$a!S9"

R53K1.(!FL..==.<92=<26<.69189526269L.C217L2;23B2=)**+$),)=5?12K44<8==2;:

+"(a!S9")W"0a!S9")O"’a!S9")/"$a!S9"
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!_#_(!)**+$),)比例对支架形貌影响!图%为)**+$),)比例对)**$),)纤维支架形貌影响’
以)**+为溶质得到了类似2哑铃3状的捆束结构’捆束由纤维组成*捆束结构是球晶生长过程中的一个
阶段*本课题组前期研究)**+结晶过程得到了大量类似捆束结构.!"’!%’!0/*当加入一定量),)后
!)**+$),)e$0u0"’得到了小捆束结构’且捆束上的纤维消失了’说明),)影响了)**+结晶生成
球晶*随着),)的量进一步增大至 )**+$),)e$"u#"’只能得到纤维结构*当 )**+$),)e
-0u#0时’纤维结构逐渐消失’形成了多孔结构*从表#可知’随着),)的含量从"a增加到#0a’支架
的结晶度从(-_$a降低至!0_(a’进一步说明),)的加入影响了)**+的结晶*相对应的水接触角从

#((w降低到’"w’吸水率从’_0&a增加#’_!$a’说明),)的加入大大改善了支架的亲水性*除了

)**+$),)!$0u0"支架孔隙率和比表面积较小外!可能与其无法形成纤维结构有关"’)**+$),)
!$"u#""纤维支架的孔隙率和比表面积分别达到$&_(&a和#(_%0C!$3’该孔隙率和比表面积为细胞的
粘附+迁移+分化+增殖以及养料的传输提供了很好的条件*

图%!)**+$),)比例对)**+$),)纤维支架形貌影响

+"#""u"’W"$0u0’O"$"u#"’/"-0u#0

R53K1.%!FL..==.<92=)**+$),)18952269L.C217L2;23B2=)**+$),)=5?12K44<8==2;:

+"#""u"’W"$0u0’O"$"u#"’/"-0u#0

表8!+,,"&+X+纤维支架各物理参数值

)>?7@8!+GMC6F>74>5>A@D@51K+,,"&+X+K6?51WCCF>KK17H

)**+$),) 结晶度$a 水接触角$w 吸水率$a 孔隙率$a 比表面积$!C!$3"

#""u" (-_$ #(( ’_0& $%_$- #"_0-

$0u0 ((_0 #"- #(_(& -!_%0 &_’-

$"u#" ("_! $0 #0_%" $&_(& #(_%0

-0u#0 !0_( ’" #’_!$ $"_%0 #"_%0

!_#_%!淬火温度对支架形貌影响!图0为淬火温度对)**+$),)纤维支架形貌影响*淬火温度0d’
无法得到微纳结构’只能得到表面粗糙的膜!见图0+"*当淬火温度为"d’得到孔径大小为#"’!"(C
相互贯穿的连通孔结构’孔壁厚度为(’0(C’材料内部与表面结构一样’均为多孔结构!见图0W"*当淬
火温度进一步降低至c#"d和c!"d’得到了均匀的纤维结构!见图0O和0/"*

根据聚合物溶液的热力学平衡相律’温度越低’高分子的溶解度越小*如果将)**+$),)溶液降至
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图0!淬火温度对)**+$),)纤维支架形貌影响

+"0d)W""d)O"c#"d)/"c!"d

R53K1.0!FL..==.<92=]K.6<L5639.C7.189K1.269L.C217L2;23B2=)**+$),)=5?12K44<8==2;:

+"0d)W""d)O"c#"d)/"c!"d

低温如零下几十度’使之进入W562:8;线!双节线"与>7562:8;线!旋节线"之间的亚稳区域’为了维持溶
液的热力学相平衡’)**+分子链将克服势垒’在分子间作用力下发生链段取向排列’聚集生成分散于溶
液中的链束即晶核*虽然溶液温度远低于)**+的玻璃化转变温度D3!约为&"d"’但溶液中的)**+
分子链仍能自由运动并沿着浓度梯度方向即低浓度方向!晶核附近"扩散’使晶体沿着径向方向结晶’并
成为溶液中的分散相’溶剂去除后得到了结晶结构*淬火温度为0d’溶液可能都未发生相分离’只能得
到粗糙膜*然而淬火温度为"d’虽然溶液发生了相分离’但是淬冷度不够’溶液无法进入双节线与旋节
线之间的亚稳区域’聚合物无法发生结晶’溶液去除后’只能得到相互贯穿的连通孔结构*淬火温度为c
#"d和c!"d’溶液除了发生相分离’还发生了聚合物的结晶’因此得到了纤维结构*

8I8!生物活性分析
图&+为将)**+纤维支架浸泡在#_0>WR模拟体液中培养’:后的扫描电镜图’与未浸泡前!见图

#W"相比’可以看出支架表面被一层薄层物质覆盖’但仍可以看到大量的纤维网络结构*然而加入一定量

),)后!)**+u),)e$"u#""’支架表面已被沉积物完全覆盖!见图&W"’已观察不到纤维网络结构’
该覆盖层为支架表面生长的碳磷灰石!OJ+".!&/*相比较图&+和&W’说明支架中加入一定量),)后’
有利于诱导碳磷灰石在支架表面的生长*因为加入),)后’支架的亲水性提高’因此有利于碳磷灰石的
生长*)**+$),)浸泡#%:以后’支架表面的覆盖层更厚了!见图&O"’说明浸泡时间延长’在支架表面
生成了更多的碳磷灰石*

图’为)**+$),)!)**+u),)e$"u#""支架浸泡在#_0>WR模拟体液中培养#%:前后的红外
光谱图’培养后的样品在在0&0<Cc#和#"((<Cc#处出现了新的吸收峰’分别对应),Y弯曲振动吸收峰
和),Y不对称伸缩振动峰*且在$&!<Cc#和#%"$<Cc#处出现了新的吸收峰’分别对应)Y(c% 和OY!c(
的特征吸收峰’说明培养后碳磷灰石已在支架上生长*由此推断’)**+$),)复合支架若用于生物体的
移植则可诱导形成与人体骨头的无机成分相似的弱结晶碳磷灰石*

(!结论

以FJR$J!Y为溶剂’通过热致相分离法制备了)**+$),)三维纤维多孔支架’得到以下结论(
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图&!)**+$),)纤维支架浸泡在>WR模拟体液中的扫描电镜图

+")**+’’:)W")**+$),)’’:)O")**+$),)’#%:

R53K1.&!>PD5C83.42=)**+$),)=5?12K44<8==2;:5CC.1452656>WRS59L’86:#%:

+")**+’’:)W")**+$),)’’:)O")**+$),)’#%:

图’!)**+$),)纤维支架在>WR体液中培养#%天前后红外光谱图

R53K1.’!RFA@[2=)**+$),)6862=5?12K44<8==2;:?.=21.86:8=9.15CC.14.:56>WR#%:

!#"FJR$J!Y为$0u0和$"u#"时得到纤维结构’FJR$J!Y为-0u0和-’u#(得到相互贯穿
的连通孔结构)

!!"聚合物浓度为(a!S9"’得到梯状结构’浓度为0a!S9"和’a!S9"得到纤维状’但大量纤维发生
粘连’浓度$a!S9"得到均一纤维结构)

!("纯)**+得到纤维捆束结构’加入一定量),)后’)**+的结晶度降低’说明),)的加入影响
了)**+结晶’),)的加入支架的水接触角相对应的水接触角从#((w降低到’"w’吸水率从’_0&a增
加#’_!$a)

!%"相比较)**+纤维支架’)**+$),)!$"u#""纤维支架更有利于碳磷灰石的生长*
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