
#"_#-"!’$Q_7>‘2_#""(6(1!%_!"#$_"%_""1
收稿%!"#’6#"6#!+修回%!"#$6"!6#(+
基金项目%国家自然科学基金!.#-"%#-#"(福建省自然科学基金!!"#’V"."$!(!"#$V"#’!$(!"#$V"#’(""(福建省教育厅项
目!V[#’".."(V[#’"..!(V[#’"..("(南平市科技局!L!"#1*M"("(福建省高校杰青项目!闽教科,!"#’--1号"(福建省新
世纪人才!闽教科,!"#’--1号"+
"通讯联系人%刘瑞来!#$’-6"(男(博士(副教授(主要从事功能高分子材料研究.K6F<2=’H94=8=!#%(̂7@F^

+,,"&+<,复合纳米纤维三维多孔支架的制备及细胞相容性研究

林!皓#刘瑞来"#齐小宝#胡家朋#赵!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(.-(""%

!!摘要%以四氢呋喃![JY"为共溶剂(在无其它添加剂条件下(通过低温淬火/萃取/洗涤和干燥制得了

)//&$)0/三维纳米纤维多孔支架.利用扫描电镜(探讨)//&$)0/比例/聚合物浓度和淬火温度等条件对

纤维支架形貌影响.通过压缩强度/冲击强度/孔隙率/比表面积和体外生物活性等测试(考察)0/添加对支

架机械强度和生物活性影响.实验结果表明(纤维是由)//&结晶所形成()0/的加入影响了)//&结晶(但

提高了纤维支架的机械强度.最佳的实验条件为’)//&$)\)c’’!/聚合物浓度1a!H;"/淬火温度h#"d.

制得的三维纳米纤维多孔支架均一/规整(直径为#.""."">F(支架的压缩强度和冲击强度分别为#1_(+)<
和._%‘V$F!/孔隙率和比表面积分别为$%_(a和#"_’-F!$P.这样的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+聚己内酯+纳米纤维+支架+多孔

理想的组织工程支架材料必须可以模拟天然细胞外基质!K0+"环境(且必须具备以下几个特
点,#(!-’良好的生物相容性(良好的机械强度和结构稳定性(可生物降解性(亲水表面(大比表面积和高度
贯穿的连通孔结构等.机械强度/结构稳定性和可生物降解性须与组织生长周期相匹配(表面亲水性和
大比表面积有利于细胞的粘附(高度贯穿的连通孔有利于细胞的迁移/养料输送和废物排放.总之(支架
的生物特性必须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,((--.
基于以上原因(大部分的支架材料为三维纳米纤维多孔结构.目前主要利用分子自组装,.-/超临界

0U!,%-/热致相分离,1-/电纺丝,’-和(*打印,$-等技术制备三维纳米纤维多孔支架(并应用于组织工程领
域.与其它三种方法相比较(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!)0/"/聚乳酸6羟基乙酸共聚物!)/&M"/明胶及其复合物三
维纳米纤维多孔支架,#""#--等.

)//&和)0/是美国食品药品监督管理局!Y*&"认可的生物材料(具有良好的生物相容性/无毒
性/且可生物降解.在组织工程中的应用极为广泛(特别在骨/软骨/人造皮肤/周围神经修复等方面均可
作为细胞生长载体使用,#.-.)//&具有良好的生物相容性和可降解性(但是)//&是脆性材料(韧性
差(这一缺陷限制了)//&的应用范围.)0/具有的亚甲基/酯基等活性基团使其柔韧性和加工性能良
好.因此(在)//&体系中掺入一定量的)0/(可明显改善材料的脆性(提高)//&机械强度,#%(#1-.

基于以上原因(本研究将)0/加入)//&体系中(通过热致相分离制备)//&$)0/三维纳米纤维
多孔支架(研究)//&$)0/比例/聚合物浓度和淬火温度对支架形貌影响(并考察了纤维支架的生物相
容性.
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#!实验部分

:>:!材料与仪器
聚己内酯!)0/"’+>c’""""(日本大塞潞化学公司+聚乳酸!)//&"’+Hc#_"w#".(购买于深圳光

华伟业!中国"有限公司+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.*IY6%"!"型真空干燥箱’上海一恒科技有限责任公司+*JM6$"1"&型电热恒温鼓风干
燥箱’上海精宏实验设备有限公司+*R!Y/$"型超低温冷冻存储箱’中科美菱低温科技有限责任公司+

*Y6#"#,集热式恒温加热磁力搅器(巩义市予华仪器有限责任公司+

:>8!+,,"&+<,三维纳米纤维多孔支架的制备
称取一定量)//&和)0/(溶解在[JY中(."d磁力搅拌.E(形成均一透明溶液.)//&$)0/的

质量浓度为1a!H;".溶液中)//&u)0/!质量比"c#"u"/’u!/%u-/.u.和-u%.取’F/上述
混合溶液倒入直径为1_.7F培养皿中(将培养皿放入预先预冷至h#"d冰箱中淬火(E.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[JY(每隔’E换一次蒸馏水(总共换四
次(无水乙醇洗涤(."d鼓风干燥箱中干燥!-E(后取出放入."d真空干燥箱中干燥!-E(放干燥器中备
用.为了研究聚合物浓度的影响(采用聚合物浓度为(a!H;"/.a!H;"/1a!H;"和$a!H;"(其余条
件为’)//&u)0/c’u!/淬火温度h#"d.为了研究淬火温度的影响(采用淬火温度为#"d/"d/

h#"d和h("d(其余条件为’)//&u)0/c’u!/聚合物浓度1a!H;".

:>?!+,,"&+\+纤维支架表征
采用V,+61.""Y型!日本VKU/公司"冷场发射扫描电子显微镜!,K+"观察样品形貌(样品表面喷

金处理(喷金条件("F&($":.使用仪器配套软件,F2=?6\2?H!_"测量纤维直径求统计平均值.压缩
性能按MS$[’’#(6!""’在//UO* 公司/A.b 型电子材料试样机上进行测定(试样尺寸("FFw
#"FFw.FF(加载速度(每组’个试样.

冲击强度按照MS$[!.%16!""’在M[61"-.6+*/塑料冲击试验机上进行测定(试样测试的尺寸为

%"FFw#"FFw.FF(每组’个试样.采用日本S?=:@8D6+<X分析仪测定液氮温度下样品的L! 吸附6
脱附等温线(用SK[方法计算比表面积.采用乙醇取代法测定样品的孔隙率.采用差示扫描量热分析
仪*,0’!!?!+?;;=?86[@=?5@"(测试温度范围为!""!""d.在氮气氛围中以#"d$F2>的升温速率
测试.

:>@!体外生物活性测试
将)//&$)0/支架放入#""F/的三角烧瓶中(三角烧瓶中加入."F/#_.,SY模拟体液!,SY体

液的培养参考文献,#’-".然后把三角烧瓶放进(1d水浴中恒温培养(分别浸泡15和#-5后取出(三
角烧瓶中的#_.,SY模拟体液每隔!5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#_.,SY模拟体液每隔!天更换一次.

!!结果与讨论

8>:!+,,"&+<,三维纳米纤维多孔支架的制备

!_#_#!)//&$)0/比例的影响!图#为以[JY为溶剂(h#"d淬火)//&$)0/$[JY溶液#’"F2>
得到的支架的扫描电镜图.纯)//&为溶质(得到直径为!._%y!_(%F的捆束结构!见图#&"(捆束是
由直径为!"""."">F的纤维所组成!见图#&放大图".本课题组前期研究)//&结晶过程时(得到了
大量类似捆束结构,#$"!#-.一般认为(将)//&溶液淬火至其浊点温度以下(溶液发生液6液相分离(形成
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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(具有相似构象取向排列的

)//&分子链聚集形成晶核(晶体开始在晶核上生长(接着生成了丝状纤维(即晶片+晶片继续生长并在
结晶缺陷点或生长面上分叉(为了避免空间拥挤(晶片的生长方向总是与晶体的径向方向相倾斜(即晶片
总是扭曲生长.一个原始晶核生长形成一束晶片(即捆束结构.晶片进一步生长(并分叉生长出更多的
晶片(如此反复(最终形成以晶核为中心/三维向外发散的球形晶体,!!-(即通常所说的球晶.因此(捆束
状结构是球晶生长的一个过程.本实验只生成了捆束结构(而没有形成球晶(主要和聚合物浓度和淬火
时间有关.

当)//&u)0/c’u!时(捆束结构消失(只能得到直径为#.""."">F的纤维结构(纳米纤维结构
呈无规取向(以无纺布形式存在!见图#S"(该直径大小符合天然细胞外基质纳米纤维直径大小要求
!.""."">F".这说明)0/的加入破坏了)//&分子链的有序规整堆积(使其无法形成捆束结构.虽
然无法形成捆束结构()//&在富集相内(仍然可以发生结晶(只是结晶的完整性受到破坏(无法形成捆
束结构(但仍然可以结晶形成纳米纤维结构.图#S右图为数码实物图(纤维支架呈现乳白色(具有一定
弹性(支架的厚度和大小可通过溶液量调控.

当)0/量进一步增大至)//&u)0/c%u-时(纤维逐渐消失(出现了大量的相互贯穿的连通孔(
孔径大小为."#.%F/孔壁大小为!".%F!见图#0"./24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6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(说明该体系以旋节相分离机理进行.当)0/的量增加至

)//&u)0/c.u.(孔结构也逐渐消失!见图#*".当)//&u)0/c-u%(无法得到多孔结构(只能得
到粗糙的膜结构!见图#K".

从表#可知(纯)//&的结晶度为(1_#a(熔融挤出或溶液流延成膜法得到的)//&的结晶度一般
为#"a"!"a(说明通过该制备方法使)//& 的结晶度得到了大大提高.然而(加入一定量)0/
!)//&u)0/c’u!"后()//&的结晶度从(1_#a降低到((_!a(说明)0/加入(影响了)0/的结晶.
这一结果与,K+观察结构相吻合(且随着)0/加入量的增加(结晶度也逐渐降低.纯)//&的孔隙率
和比表面积分别为$%_.a和##_!-F!$P(复合支架)//&u)0/c’u!的孔隙率和比表面积分别为

$%_(a和#"_’-F!$P(复合支架)//&u)0/c%u-的孔隙率和比表面积分别为$-_-a和$_.1F!$P.
这主要因为三个支架都是呈现纤维状或多孔状(因此孔隙率和比表面积均较大.然而复合支架)//&u
)0/c.u.和-u%(孔隙率和比表面积均大幅度降低(主要因为复合支架)//&u)0/c.u.和-u%
无法得到亚微米或纳米结构(因此孔隙率和比表面积均较低.该结果与,K+ 观察结果相吻合.图!为

)//&$)0/纤维支架的压缩强度和冲击强度图.与纯)//&纤维支架相比()//&$)0/c’u!的纤维
支架的压缩强度从’_!+)<增加到#1_(+)<(冲击强度从-_(‘V$F! 增加到._%‘V$F!.这主要因为

)0/具有亚甲基/酯基等活性基团(将)0/加入到)//&体系中(使)//&$)0/纤维支架的韧性得到
大大提高(因此压缩强度和冲击强度得到提高.

表:!+,,"&+<,纤维支架各物理参数值

)JKI7:!+RQLMSJINJOJH7F7O1P+,,"&+<,PMKO15LLSJPP1IT

)//&$)0/ )//&结晶度$a 孔隙率$a 比表面积$!F!1Ph#"

#"’" (1_# $%_. ##_!-

’’! ((_! $%_( #"_’-

%’- !’_- $-_- $_.1

.’. !!_- ’(_. %_(1

-’% !"_. ’"_- ._.(
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图#!)//&$)0/比例对)//&$)0/纤维支架形貌影响

!&"#"u"(!S"’u!(!0"%u-(!*".u.(!K"-u%

Y2P48?#![E??BB?7;@B)//&$)0/8<;2@@>;E?F@8DE@=@P9@B)//&$)0/B2C8@4::7<BB@=5
!&"#"u"(!S"’u!(!0"%u-(!*".u.(!K"-u%

图!!)//&$)0/纤维支架的压缩强度和冲击强度图

Y2P48?!![E?7@FD8?::2@>:;8?>P;E<>52FD<7;:;8?>P;E@B)//&$)0/B2C8@4::7<BB@=5

!_#_!!聚合物的影响!由于)//&$)0/c’u!时得到的直径为#.""."">F的纤维结构符合细胞外
基质纳米纤维尺寸大小(因此选用)//&$)0/c’u!为对象(研究聚合物浓度对所形成形貌影响.图(
为聚合物浓度对)//&$)0/纤维支架形貌影响.聚合物浓度为(a!H;"时(得到了表面粗糙的膜!见图

(&"(浓度为.a!H;"和1a!H;"均得到了纤维结构!见图(S和0".浓度为$a!H;"时(得到了相互贯
穿的连通孔!见图(*".纳米纤维的形成是聚合物结晶所导致(聚合物在相分离初期产生微晶作为交联
剂(使聚合物形成凝胶(因此凝胶对纳米纤维的形成起着非常重要作用,!--.聚合物浓度影响着凝胶点的
形成’浓度较低!(a!H;""时(在h#"d下(无法形成凝胶点(因此无法形成纳米纤维结构+浓度较高
!$a!H;""时(相分离后(在聚合物富集相内(粘度大(不利于)//&分子链的有序规整堆积(也无法形成
纳米纤维结构.因此(要得到纳米纤维结构(聚合物的浓度应在!.a!H;""1a!H;""范围内.

!_#_(!淬火温度的影响!淬火温度即过冷度(直接影响凝胶点的形成和聚合物结晶.图-为淬火温度
对)//&$)0/纤维支架形貌影响.淬火温度为#"d(无法得到微$纳结构(只能得到表面粗糙膜结构.
这可能是由于温度较高(聚合物溶液无法发生相分离(只能得到粗糙膜结构.

淬火温度降低至"d(得到了相互贯穿连通孔!见图-S".虽然该温度下(溶液发生相分离(但是过
冷度不够()//&溶液无法进入S2>@5<=线与,D2>@5<=线之间的亚稳区域(分子链无法发生取向排列(即
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图(!聚合物浓度!)//&$)0/"对)//&$)0/纤维支架形貌影响

!&"(a!H;"(!S".a!H;"(!0"1a!H;"(!*"$a!H;"

Y2P48?(![E??BB?7;@B7@>7?>;8<;2@>@>;E?F@8DE@=@P9@B)//&$)\)><>@B2C?8::7<BB@=5
!&"(a!H;"(!S".a!H;"(!0"1a!H;"(!*"$a!H;"

无法发生结晶.因此(只能得到多孔结构.当淬火温度进一步降低至h#"d和h("d时(得到了纳米纤
维结构!见图-0和*".

图-!淬火温度对)//&$)0/纤维支架形貌影响

!&"#"d(!S""d(!0"h#"d+!*"h("d

Y2P48?-![E??BB?7;@B34?>7E2>P;?FD?8<;48?@>;E?F@8DE@=@P9@B)//&$)0/B2C8@4::7<BB@=5
!&"#"d(!S""d(!0"h#"d+!*"h("d

8>8!生物活性分析
图.为)//&$)0/c’u!支架浸泡在#_.,SY模拟体液中培养#-5前后的红外光谱图(培养后的

样品在在.%.7Fh#和#"((7Fh#处出现了新的吸收峰(分别对应)0U弯曲振动吸收峰和)0U不对称

伸缩振动峰.且在$%!7Fh#和#-"$7Fh#处出现了新的吸收峰(分别对应)U-(h和0U(!h的特征吸收
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峰(说明培养后碳磷灰石已在支架上生长.由此推断()//&$)0/复合支架若用于生物体的移植(可诱
导形成与人骨无机成分相似的弱结晶碳磷灰石.

图%&为将)//&$)0/c’u!纤维支架浸泡在#_.,SY模拟体液中培养15后的扫描电镜图(与未
浸泡前!见图#S"相比(支架表面虽然被一层薄层物质覆盖(但仍可以看到大量的纤维网络结构.培养#-
5后(支架表面已被沉积物完全覆盖!见图%S"(观察不到纤维网络结构(该覆盖层为支架表面生长的碳磷
灰石!0J&",!.-.这些现象说明浸泡时间延长后(在支架表面生成了更多的碳磷灰石()//&$)0/c’u!
纤维支架具有良好的生物相容性(细胞可以在其表面粘附/迁移/分化和增殖(以及营养物质和新陈代谢
的传输.

图.!)//&$)0/纳米纤维支架在,SY体液中培养#-天前后红外光谱图

Y2P48?.!Y[6NA@B)//&$)0/><>@B2C8@4::7<BB@=5C?B@8?<>5<B;?82FF?8:?52>,SY#-5

图%!)//&$)0/纤维支架浸泡在,SY模拟体液中的扫描电镜图

!&"15(!S"#-5

Y2P48?%!,K+2F<P?:@B)//&$)\)B2C8@4::7<BB@=52FF?8:2@>2>,SYH2;E15!&"<>5#-5!S"

(!结论

以[JY为溶剂(不添加任何添加剂的条件下(通过热致相分离制备了)//&$)0/复合纳米纤维三
维多孔支架.纯)//&为溶质(得到直径为!._%y!_(%F的捆束结构+加入)0/!)//&$)0/c’u!"
后(只能得到直径为#.""."">F的纤维结构+)//&$)0/c%u-时(得到相互贯穿的连通孔.进一步
加大)0/量(只能得到粗糙的膜结构.与纯)//&纤维支架相比()//&$)0/!’u!"纤维支架的压缩强
度从’_!+)<增加到#1_(+)<(冲击强度从-_(‘V$F! 增加到._%‘V$F!.聚合物浓度低!(a!H;""
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和聚合物浓度高!$a!H;""均无法得到纳米纤维结构.淬火温度较高!#"d和"d"也无法得到纳米纤
维结构.最佳的实验条件为)//&$)\)c’u!/聚合物浓度1a!H;"/淬火温度h#"d(可以得到直径
为#.""."">F的均匀/规整的三维纳米纤维多孔支架.该直径大小符合天然细胞外基质纳米纤维直径
大小要求!.""."">F"(有利于细胞的粘附/迁移/分化/增殖.
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