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!!摘要%以聚乙烯醇和硫酸软骨素为原料(采用静电纺丝设备制备聚乙烯醇$硫酸软骨素纤维支架(并通过正

交实验法探究得出该支架材料的最佳制备方案.采用.AV-\20K5等方法分析纤维支架的形貌-成分以及结构

特征(并对该材料进行细胞毒性分析和降解性能测试.结果表明(当)e聚乙烯醇与%e硫酸软骨素溶液体积

比为’q#(纺丝电压为#& ,̂(推注速度为"‘!EE$E+I时(纺丝效果最好,该材料的细胞毒性为"或#(即无细

胞毒性(在降解&"天时的降解率约为1%e(因此该材料在软骨修复方面有良好的应用前景.

!!关键词%软骨支架,静电纺丝,聚乙烯醇,硫酸软骨素

关节软骨由特异的细胞外基质包绕稀少的软骨细胞形成(具有复杂的生物力学特征和高度的耐用
性/#0(然而其自身修复能力有限(自然退变或创伤引起的缺损会导致其结构与功能上不可逆的损害.软
骨组织工程是一种将生物支架材料和软骨细胞在体外培养或体内共培养中结合(从而进行软骨修复的一
种有效方法/!0.

组织工程支架是人工合成的具有三维结构的框架(它起到模拟细胞外基质的作用(具有特定形状和
孔结构(有利于细胞的黏附-增殖和分化/’0(是软骨组织工程的关键要素之一.制备组织工程支架常用的
材料有生物活性陶瓷-可降解高分子材料等(可降解的高分子材料可分为天然高分子材料和人工合成高
分子材料/(0.

目前(组织工程支架的制备方法有冷冻干燥法-烧结微球法-气体发泡法和静电纺丝法/%0等等.其
中(静电纺丝法能够连续制备纳米级或亚微米级超细纤维(其制备的支架具有独特的微观结构和适当的
力学性能(可以模拟天然细胞外基质的纳米网状结构/&0(在组织工程的研究中已经引起了广泛的关注.

天然高分子的主要优点是有助于细胞黏附-迁移和增殖(但它们不容易控制降解速率(而且力学性能
通常较差/10.合成高分子最大的优点是具有可控制的性能(可以满足不同特殊功能的需求.合成高分子
用于静电纺丝/)0时(因其理化特性可控-质量高-稳定性好及价格便宜等优点受到了越来越多的关注.

CBD等/$0研究发现静电纺丝纳米纤维可以模仿骨膜的结构(对骨髓干细胞起诱导作用(从而达到骨修复
的目的.Q3;D等/#"0采用同轴静电纺丝/##0将:CC/MC$胶原纤维与*V:!和[AO复合(证明该材料可
以诱导3V.M6分化.

聚乙烯醇!:,/"是一种常见的分子结构规整-分子链柔顺的水溶性高分子(具有半结晶结构的白色
的粉末状树脂/#!0.医用级:,/对人体无毒(无副作用(并具有良好的弹性-亲水性和生物相容性(已广
泛应用于软骨组织工程.:,/水溶液可用于静电纺丝(并且能够得到良好的纤维.d;6̂+等/#’0报道了

:,/的分子量对纤维形貌有明显的影响(分子量较低(电纺形成的纤维中有珠丝的形成,分子量增加(纺
丝过程稳定(形成的电纺纤维直径主要集中在!%"IE"#%E(为本文的工作提供了基础.

硫酸软骨素!M."是一种由C0乙酰半乳糖胺和葡萄糖醛酸组成的硫酸化糖胺聚糖!H/H"(由于其抗
炎-抗氧化和抗凋亡作用(数十年来被广泛用作骨关节炎的膳食补充剂/#(0.在医学上主要用于治疗关节
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疾病(具有止痛-促进软骨再生的功效(可以从根本上改善关节问题/#%0.目前(在以M.为原料制备软骨
修复材料方面的研究取得了一定的进展.HD;等/#&0将M.加入:,/溶液中(配制成静电纺丝液进行共
混膜的制备(但此种方法制备的纺丝液可纺性较差(纺丝效率低.黄旭方等/#10采用正交实验对:,/的
静电纺丝进行了优化(却没有进行进一步的测试.ND7I<等/#)0制备了:,/$壳聚糖与:,/$凝胶电纺
膜(表明溶液配比是影响可纺性的主要因素.综上可知(目前采用静电纺丝技术制备的生物支架材料均
有孔隙率较高-结构易调等优势(但在纺丝液的配制和表征测试方面还需改进.

本工作采用静电纺丝技术制备:,/$M.纤维支架材料.选取:,/-M.溶液体积比-正电压-推注速
度为影响因素(通过正交实验法探究最佳实验方案(最后对制备出的:,/$M.纤维支架材料进行材料学
及生物学表征.

#!实验材料与方法

=?=!主要原料与仪器
实验原料+聚乙烯醇#1%%(分析纯(国药集团化学试剂有限公司,硫酸软骨素(**KC+=4.9+4I946,冰乙

酸(分析纯(天津风船化学试剂科技有限公司,蒸馏水!自制".
实验仪器+采用静电纺丝设备!..0#’’((北京永康乐业科技发展有限公司"进行:,/$M.纤维支架

的制备,采用上海精密科学仪器有限公司 G[J0#型号旋转黏度计测试纺丝液黏度,采用红外光谱仪
!A]TKG-O%%(*5TdA52(德国"对纤维支架进行红外光谱!\20K5"测试(分析不同组分纤维支架内部
结构变化,采用扫描电镜!]D7I@7(飞利浦(荷兰"对纤维支架样品进行微观形貌观察,采用接触角测量仪
!M/#""/(上海盈诺精密仪器有限公司"对纤维支架进行亲水性测试,采用 NU0"!’"型力学性能测试仪
对纤维支架进行力学性能测试.

=?;!实验方案
由前期工作得知(:,/浓度为)e!X@"时纺丝效果最好(另外(由于)e:,/与%eM.体积比为

#q!时(纺丝液黏度过高(导致纺丝效果较差.因此(综合考虑静电纺丝的影响因素(选取:,/与M.溶
液体积比-电压-推注速度为影响因素(设计了正交C$!’("正交实验方案.最后结合.AV 照片得出最优
的实验方案(并采用红外分析-接触角分析-细胞毒性测试-体外降解测试-力学性能测试对最优条件下的
材料进行表征与测试.

=?@!实验过程
在$"c下(将一定质量的:,/溶于去离子水中(磁力搅拌’3(配置成)e!X@"的:,/溶液(记为/

液,在室温下将M.溶于%e的乙酸溶液中(配置成M.的乙酸溶液(记为*液.将上述/-*溶液按照不
同体积比混合(在室温下搅拌’3(配制成共混静电纺丝液(然后用静电纺丝设备制备纤维支架.实验过
程中(将负极电压始终设定为a’‘%̂ ,(并按照表#中设计的参数调节:,/与M.的配比-推注速度以及
正极电压.

!!结果与讨论

;?=!黏度测试分析
对于静电纺丝而言(纺丝液黏度是影响纺丝效果的重要因素(黏度过低可能会导致纺丝过程中难以

成丝(而黏度过高可能会堵塞针头.由前期的预实验可知(:,/溶液的黏度在#!"""!"""E:71.之间
均能成丝.采用:,/和M.为原料(以水为溶剂配制纺丝液(在室温!!%c"条件下(采用#号转子(转速

’"8$E+I(对:,/$M.分别为#$#-!$#-’$#的三组纺丝液做三次重复测试(最后取平均值(结果如表!
所示.
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表=!正交实验表

)D9H5=!#:7B1F1SDH5R65:I85S7DH6HDS

编号 配比 正电压 推注速度

# #!#q#" #!#&̂ ," #!"‘#"EE$E+I"

! # !!#)̂ ," !!"‘!"EE$E+I"

’ # ’!!"̂ ," ’!"‘#%EE$E+I"

( !!’q#" # !

% ! ! ’

& ! ’ #

1 ’!!q#" # ’

) ’ ! #

$ ’ ’ !

表;!纺丝液黏度测试

)D9H5;!YICE1CI7L75C71GC6ISSISFGHMIJ

编号 #q# !q# ’q#

# #%’"E:71. #!%"E:71. #’""E:71.

! #&("E:71. #%""E:71. #(""E:71.

’ #&""E:71. #(%"E:71. #(""E:71.

平均值 #%$"E:71. #(""E:71. #’&"E:71.

!!一般而言(在同等浓度下(M.溶液的黏度远大于:,/溶液的黏度.因此(以上’组纺丝液的黏度随

M.比例的升高而增大.

;?;!正交实验结果分析
以:,/与M.溶液体积比-正电压-推注速度为影响因素(采用综合评分法(对各组的可纺性和成丝

性进行评分(得到最佳纺丝参数.其中(根据纺丝过程的表现进行可纺性打分(同时按照.AV 照片进行
成丝性打分(两个评分结果各占综合评分权重的%"e.

图#为正交实验制备的:,/$M.纤维支架的扫描电镜图片(从中可以看出(##-!#-’#纤维表面
均出现较多的珠状物(成丝效果较差,1#-)#-$#存在明显的断丝现象(并且有大量珠状物出现,(#-%
#-&#纤维形貌较好(纤维直径分布相对比较均匀(纤维光滑(无珠状物存在(成丝性好.分别对以上结
果以及纺丝过程中的可纺性进行打分(结果如表’所示.

由该表可知(/因素下的极差值最大(表明:,/与M.的体积比对实验结果影响最大(因此当体积
比不同时(:,/$M.纤维的.AV 照片表现出显著的差异.另外((#的综合评分最高(为)‘%(并且由均
值计算结果可知(配比-正电压-推注速度三个因素的最优水平分别为+̂!-̂#-̂!.因此通过正交实验选
定的最优实验方案为+第(组(:,/$M.!R$R"为’q#(纺丝电压为#&̂ ,(推注速度为"‘!EE$E+I.

另外(在纺丝过程中(为了使纤维能够形成(纺丝液通常存在一个临界黏度(低于临界黏度时(聚合物
溶液射流在表面张力作用下(断裂成液滴(形成串珠结构.而由!‘#黏度分析可知(M.比例的增加导致
纺丝液黏度增大/#$0(当溶液黏度高于临界黏度时(所施加的电场力很难克服黏稠溶液的表面张力形成理
想射流.因此(当纺丝液的黏度为#’&"E:71.(即:,/与M.的体积比为’q#时(纺丝效果最好.

;?@!红外分析
图!为:,/-M.和:,/$M.支架的傅里叶红外图谱.其中(:,/$M.中’!1"9Ea#处的峰为-’N

的伸缩振动峰(!$’"9Ea#处的峰为’MN! 的特征吸收峰(#(!"9Ea#处为’-N的变形振动峰(#")"9Ea#
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图#!正交实验.AV纤维形貌图

\+<D84#!.AV<87P36;=;8@3;<;I7>4LP48+E4I@

表@!正交实验结果直观分析

)D9H5@!"SDHLCIC1G1:7B1F1SDH5R65:I85S7DH:5CMH7C

因素

实验号

/配比

!R$R"
*正电压

!̂,"
M推注速度

!EE$E+I"

纺丝液

可纺性
成丝性 综合评分

实验# #!#q#" #!#&" #!"‘#"" ’ ( ’‘%

实验! # !!#)" !!"‘!"" % ’ (

实验’ # ’!!"" ’!"‘#%" % ( (‘%

实验( !!’q#" # ! ) $ )‘%

实验% ! ! ’ 1 1 1

实验& ! ’ # 1 ) 1‘%

实验1 ’!!q#" # ’ % ’ (

实验) ’ ! # ( ’ ’‘%

实验$ ’ ’ ! ( ! ’

均值 #̂ (‘" %‘’ (‘)

均值 !̂ 1‘1 (‘) %‘!

均值 ’̂ ’‘% % %

极差 (‘! "‘% "‘(
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处为M’M的特征吸收峰.’((’9Ea#处为M.中-’N-G’N伸缩振动峰(!$#19Ea#处为M.中亚甲基
的M’N伸缩振动峰.:,/的 -’N 的伸缩振动峰出现在’!&"9Ea#处(在!$!"9Ea#处为:,/ 的
’MN!特征吸收峰.通过对比:,/-M.以及:,/$M.支架的红外图谱可以发现+与:,/中#&%$9Ea#

和#%%$9Ea#处的吸收峰相比(:,/$M.支架中#&()9Ea#和#%%$9Ea#的吸收峰增强(这是由于M.中

#&’!9Ea#和#%%$9Ea#处的较强吸收峰造成的(但是由于在)e:,/q%eM.g’q#的配比下(少量M.
的基团使得这种增强效果并不明显.同样(与:,/中’!&"9Ea#和!$!"9Ea#处的吸收峰相比(:,/$M.
支架中’!1"9Ea#和!$’"9Ea#的吸收峰增强(是由于M.中’((’9Ea#和!$#19Ea#处的吸收峰造成的.

图!!:,/-M.和:,/$M.支架的红外谱图

\+<D84!!K56P49@8;<87E;=:,/(M.7I?:,/$M.697==;>?

以上分析说明(采用静电纺丝制备:,/$M.支架材料(并未改变原料的化学组成(:,/与M.的混
合属于物理过程.

;?A!接触角分析
接触角测量目的是测试材料表面的亲水或疏水性(本实验采用液滴法/!"0对!‘!中的三组样品进行

了接触角测试.测量原理是对液滴的外形进行摄像(在三相交界处作切线(再用量角器直接测量出接触
角(通常把%%$"r称为润湿(%&$"r的称为不润湿.

由表(的测试结果可知((#的亲水性最好(##和1#亲水性较差.材料的亲水性好有利于体液的
浸润与交换-细胞黏附以及软骨结合处润滑液的覆膜从而避免摩擦磨损.结合!‘!扫描电镜结果(##和

1#亲水性较差可能是由于它们的串珠结构降低了材料与水的接触面积(造成润湿性稍低于(#.

表A!接触角测试

)D9H5A!>1S7DE7DSFH575C7

样品 ## (# 1#

:,/$M. &(‘""rp!r (&‘%"rp!r &!‘%"rp!r

;?U!细胞毒性分析
本实验采用MMd0)对:,/$M.膜进行细胞毒性分析.将!$’2细胞作为实验细胞(依据国家标准

!H*$2#&))&‘#!0!""%"(检测细胞在待测材料的培养液中的增殖情况.通过测量的吸光度!-["值进行
计算(得到细胞相对增殖度!5H5"(并根据国家标准!H*$2#(!’’‘!0!""%"判定待测材料的毒性等级.正
交实验最优工艺下制备的纤维支架的细胞增殖度如表%所示.

可以看出(细胞的增殖度均大于$"e(在$"e"##"e范围内(细胞毒性反应均为"或者#级(即细
胞毒性合格.因此(由体外细胞毒性试验测定可知(本实验制备的:,/$M.纤维膜材料无细胞毒性.
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表U!+Y"’>4支架的细胞增殖度

)D9H5U!>5HH6:1HIG5:D7I1S1G+Y"’>4CEDGG1HJ

浸提液浓度 !‘"<$EC #‘%<$EC #‘"<$EC "‘%<$EC

细胞相对增殖度 #"1‘&p&‘% #""‘1p’‘( $)‘!p1‘) #""‘$p&‘"

毒性级别 " ""# ""# ""#

;?V!体外降解测试
取最优方案下制备的:,/$M.纤维膜!:,/$M.!R$R"g’q#(纺丝电压为#&̂ ,(推注速度为

"‘!EE$E+I"(采用戊二醛蒸汽交联#!3(然后将交联后的样品剪成规格为#"EEb#"EE的大小(记录
初始重量J"(放入离心管内(每个离心管加入%EC.*\(然后放入’1c恒温箱中进行体外降解实验.每
隔一天更换一次.*\(并在不同时间点进行取样(用超纯水反复清洗(并进行冷冻干燥后测量恒重J0(
计算其降解率Qg!J"aJ0"$J"b#""e.

图’为:,/$M.支架降解1天后的.AV和A[.图(从图’!7"中可以明显地看出材料的表面沉积
了颗粒状物质(通过图’!Y"和表&可知(这些颗粒状物主要成分为M7和:(钙磷原子比约为#‘&((这与
羟基磷灰石的M7$:一致(说明材料表面的沉积物含有羟基磷灰石.羟基磷灰石的生成证明了:,/$M.
支架具有一定的体外生物活性.

图’!:,/$M.支架降解1天的.AV和A[.图片

\+<D84’!.AV7I?A[.6P49@8DE;=:,/$M.697==;>??4<87?7@+;I=;81?7B6

表V!+Y"’>4纤维支架钙磷成分分析表

)D9H5V!"SDHLCIC1GEDHEIM8DSJ6B1C6B1:MCE1861S5S7C1G+Y"’>4GI95:CEDGG1HJ

钙原子百分数$e 磷原子百分数$e M7$:

!)‘"" #1‘"1 #‘&(

!!分析图(可知(在前1天内(降解曲线平缓(即降解率很低(这是由于.*\溶液中含有的M7离子和:
离子在纤维上沉积(并且沉积速率与降解速率达到了动态平衡.从第1天以后(.*\溶液进一步浸润材
料(增大了溶液与材料的接触面积(且磷酸盐的沉积速率小于降解速率(降解速率加快.在第#(天到’"
天(降解速率较为均匀(在’"天以后(降解速率明显加快(在&"天时降解率达到1%e(因此(该材料基本
吻合软骨的修复周期.

;?W!力学性能测试
采用 NU0"!’"型力学性能测试仪对:,/$M.纤维支架进行拉伸强度测试和断裂伸长率测试.取

正交实验的九组:,/$M.纤维支架材料(制成#"EEb%"EE的矩形试样!拉伸速度为#"EE$E+I(有效
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图(!:,/$M.支架降解曲线

\+<D84(![4<87?7@+;I87@49D8R4;=:,/$M.697==;>?

夹持距离为’"EE"(然后测量其拉伸强度和断裂伸长率(每组实验重复%次.力学性能测试结果如表1
所示.

表W!+Y"’>4纤维支架的拉伸强度和断裂伸长率

)D9H5W!)5SCIH5C7:5SF7BDSJ5H1SFD7I1SD79:5D[1G+Y"’>4GI95:CEDGG1HJ

编号 # ! ’ ( % & 1 ) $

拉伸强度$V:7 (‘’#p"‘"((‘&!p"‘"’(‘()p"‘"’1‘"’p"‘"%&‘)#p"‘"’&‘$!p"‘"((‘&%p"‘"’(‘)&p"‘"( %‘"!p"‘"’

断裂伸长率$e #%‘!p"‘# #%‘’p"‘! #%‘(p"‘# #)‘$p"‘# #)‘%p"‘! #)‘"p"‘# #&‘"p"‘# #&‘%p"‘# #%‘’p"‘!

!!由上述测试结果可知(编号(-%-&的实验组拉伸强度和断裂伸长率较高(而#-!-’-1-)-$组相对较
低(这是由于不同的正交实验条件造成的.在较优的方案下(该材料的成丝性好(力学性能相对较高(其
中正交实验的最优组!第四组"的拉伸强度为1‘"’!p"‘"%"V:7(断裂伸长率为#)‘$!p"‘#"e.同时(

#-!-’-1-)-$组成丝性差(这是由于该纺丝纤维中含有大量串珠结构(这种结构造成串珠连接处容易断
裂(从而降低材料的力学性能.力学性能测试结果表明(在正交实验的最优条件下制备出的:,/$M.纤
维支架力学性能较高(有望被用于软骨修复中.

’!结论

!#"通过正交实验设计得出最优组为+)e:,/与%eM.溶液体积比为’q#(纺丝电压为#&̂ ,(推
注速度为"‘!EE$E+I.其中(体积比对实验结果影响最大(其次为电压(最后为推注速度,

!!"通过对最优组制备的纤维支架进行细胞毒性实验(结果显示(当浸提液浓度在"‘%"!‘"E<$EC
时(该材料的细胞毒性为"或#级(即无细胞毒性,

!’"体外降解实验的结果表明(:,.$M.支架在.*\中会有羟基磷灰石沉积(证明该材料有一定的体
外生物活性,该材料在降解&"天时降解率为1%e(基本吻合软骨的修复周期(证明其有希望应用于软骨
的修复中,

!("力学性能测试结果表明(在正交实验的最优条件下制备出的:,/$M.纤维支架拉伸强度为1‘"’
!p"‘"%"V:7(断裂伸长率为#)‘$!p"‘#"e(力学性能较高(有望被用于软骨修复中.
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