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摘要：以Ｖ（二氯甲烷）／Ｖ（Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺）＝４∶１为溶剂，通过电纺制备直径为（６５０±６０）ｎｍ，孔径为９６ｎｍ×７２ｎｍ聚
乳酸（ＰＬＬＡ）纳米孔纤维膜。利用氧等离子体处理将亲水性单体丙烯酸（ＡＡ）接枝到纤维表面制备聚乳酸接枝丙烯酸（ＰＬＬＡ－
ｇ－ＰＡＡ）纳米孔纤维膜。与ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜相比，ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米孔纤维膜的水接触角从（１１９４±１２）°降低到（４２３±
０６）°，拉伸强度、杨氏模量和断裂伸长率略有降低。将牙髓干细胞（ＤＰＳＣｓ）在纤维膜支架上培养，细胞生长密度顺序为
ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米孔纤维膜＞ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜＞ＰＬＬＡ纤维膜。由于ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米孔纤维膜表面粗糙，比表面积大，孔隙
率高和表面亲水性好，更有利于细胞的粘附、迁移、分化和繁殖。ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米孔纤维膜有望成为优良的组织工程支架材料。
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　　模拟天然胞外基质（ＥＣＭ）的形态构建３Ｄ支架
是生物组织工程的重要课题之一。为了满足细胞的

粘附、迁移、分化和增殖，以及营养物质和新陈代谢

的传输等需求，人工支架除需具有生物相容性、机械

强度、人体可吸收等特征外，还必须具有多孔结构及

较高的孔隙率［１］。理想的组织工程多孔支架的孔

结构应具有互相连通的大孔（尺寸 １００～５００μｍ）、
小孔（几百纳米至几十微米）以及介孔（２～５０ｎｍ）
多级孔径结构。只有如此，不同功能、大小的细胞才

能在支架内共同生长，并最终生成理想的组织［２］。

电纺纳米纤维具有超细直径、大比表面积、电纺

纳米纤维膜的连通多孔结构（此孔多指纤维之间的

孔）及高孔隙率的特征，与细胞赖以生存的骨架

ＥＣＭ的结构极为相似，使其迅速发展成为一种前景
非常广阔的组织工程支架材料［３－４］。

具有可生物降解的合成高分子材料如聚乳酸

（ＰＬＬＡ）、聚乙醇酸（ＰＧＡ）、聚乳酸－羟基乙酸共聚
物（ＰＬＧＡ）、聚己内酯（ＰＣＬ）及天然高分子材料如
明胶蛋白、纤维蛋白均可通过电纺制备纤维膜［３］，

广泛应用于软骨、骨、皮肤和神经等组织工程［４－５］。

Ｂｏｌａｎｄ等［６］将电纺 ＰＧＡ纤维膜支架浸泡 ＮａＯＨ后
细胞在支架上的增殖密度明显增加；Ｇａｏ等［７］利用

ＨＣｌ处理ＰＧＡ也可明显提高细胞在其表面上的粘
附与生长。此外，也可通过电子束、紫外光或等离子

·４９·
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体等方法处理纤维膜［８－９］。酸碱处理虽能提高细胞

的粘附，但处理后纤维膜的机械性能明显降低。

笔者通过等离子体方法将亲水性的丙烯酸接枝

到电纺ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜制备 ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳
米孔纤维膜，接枝后纳米孔纤维膜表面亲水性提高，

有利于细胞的粘附和繁殖。

１　实验部分

１１　原料与实验仪器
聚乳酸（ＰＬＬＡ，Ｍｗ＝１０×１０

５，Ｔｇ＝５７９℃），深
圳光华伟业实业有限公司生产；丙烯酸（ＡＡ），使用
前减压蒸馏提纯，上海国药试剂厂生产；二氯甲烷

（ＤＣＭ）、Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺（ＤＭＦ），分析纯，上海
国药试剂厂生产；其他试剂均为市售分析纯。

注射泵（ＴＳ２－６０），保定兰格恒流泵有限公司生
产；直流高压电源（ＤＷ－Ｐ３０３－ＩＡＣ），天津东文高压
电源厂生产；真空干燥箱（ＤＺＦ－６０２０），上海恒一科
技有限公司生产。

１２　ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜的制备
将 １０ｇＰＬＬＡ溶解在 １１１ｇＶ（ＤＣＭ）／

Ｖ（ＤＭＦ）＝４∶１混合溶剂中，常温下磁力搅拌 ６ｈ使
其充分溶解形成均一透明纺丝溶液。将纺丝液装入

１０ｍＬ带有金属针头（规格为１６号）玻璃针管内，然
后将针管固定在微量注射泵上。针头与高压电源正

极相连接，具体纺丝条件如下：电压为 １０ｋＶ，收集
板距离为１０ｃｍ，供料速度为１５μＬ／ｍｉｎ。纤维无规
收集在收集板上，制得的 ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜于
５０℃真空干燥２４ｈ，放入真空干燥器中备用。为了
形成对照实验，制备 ＰＬＬＡ无孔纤维膜，将溶剂
Ｖ（ＤＣＭ）／Ｖ（ＤＭＦ）＝４∶１替换为 ＤＭＦ。后采用相同
方法制备ＰＬＬＡ无孔纤维膜。
１３　聚乳酸接枝丙烯酸纳米孔纤维膜的制备

将电纺ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜放入射频辉光放电
设备中（ＶＴＣ－ＦＳＮ－２００型，日本生产，１３５６ＭＨｚ）。
将阀门关闭，当腔体内压力达到 ３Ｐａ时，氧气流喷
射到纤维膜表面，接着腔体内压力为２０Ｐａ时，单体
ＡＡ喷出。放电功率为５０Ｗ，处理时间为３０ｓ。处
理后将纤维膜用乙醇洗涤，５０℃真空干燥２４ｈ，放入
干燥器中备用，标记为ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米纤维膜。
１４　测试与表征

利用ＪＥＯＬ－７５００ＬＶ型（日本 ＪＥＯＬ公司生产）
冷场发射扫描电子显微镜（ＳＥＭ）观察其表面形貌。
所有样品都经喷金处理，喷金条件为 ３０ｍＡ，４０ｓ。
利用仪器配套软件Ｓｍｉｌｅ－Ｖｉｅｗ（ｖｅｒｓｉｏｎ２０）测量直

径，求统计平均值。

将２μＬ蒸馏水滴在纳米孔纤维膜表面（停滴
法），利用ＳＬ２００８型接触角仪（上海梭伦信息科技
有限公司生产）测量其静态接触角，测试温度

为２３℃。
利用日本 Ｂｅｌｓｏｒｐ－Ｍａｘ分析仪测定液氮温度下

样品的Ｎ２吸附－脱附等温线，用ＢＥＴ方法计算比表
面积。

纳米孔纤维膜孔隙率的测定方法：将装满乙醇

的比重瓶称重为Ｗ１；把重Ｗｓ的纤维膜浸入乙醇中，
抽真空脱气，务必使乙醇充盈于纤维膜的孔中，然后

再加满乙醇，称重为 Ｗ２；把浸满乙醇的纤维膜取出
后，剩余的乙醇与比重瓶称重为Ｗ３。纤维膜本身体
积Ｖｓ＝（Ｗ１－Ｗ２＋Ｗｓ）／ρ（乙醇密度），纤维膜中孔体
积Ｖｐ＝（Ｗ２－Ｗ３－Ｗｓ）／ρ，纤维膜的孔隙率为：

ε＝Ｖｐ／（Ｖｐ＋Ｖｓ）＝
［（Ｗ２－Ｗ３－Ｗｓ）／（Ｗ１－Ｗ３）］×１００％ （１）

　　用英国ＬＬＯＹＤ公司的ＬＲ５Ｋ双立柱５ｋＮ万能
材料试验机测试其拉伸性能。室温下进行，拉伸速

度为１０ｍｍ／ｍｉｎ，样条尺寸为长 ６０ｍｍ，宽 １０ｍｍ，
两夹板间距为２０ｍｍ。杨氏模量（Ｅ）的计算式为：

Ｅ＝σ／ε （２）

式中：σ为拉伸强度；ε为断裂伸长率。
测量结果取８次测试平均值。
纳米孔纤维膜的接枝率（Ｇ）计算式为：

Ｇ＝［（Ｗ２－Ｗ１）／Ｗ１］×１００％ （３）

式中：Ｗ１为接枝前纳米孔纤维膜的质量，ｇ；Ｗ２为接
枝后纳米孔纤维膜的质量，ｇ。
１５　细胞相容性研究

将１ｃｍ×１ｃｍ的纤维膜浸泡于无水乙醇中 ４８
ｈ，用磷酸盐缓冲液洗涤３遍，紫外灯杀菌消毒１ｈ。
加入改良 Ｅａｇｌｅ培养基培养液，３７℃放置 １２ｈ。将
３０μＬ牙髓干细胞（ＤＰＳＣｓ）接种于纤维膜上，４ｈ后
加入１ｍＬ培养基，于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养
３ｄ，观察现象。接种 ＤＰＳＣｓ的纤维膜先用２５％戊
二醛固定液于４℃浸泡２ｈ，后用一系列乙醇／水溶
液脱水，再用 Ｖ（乙醇）／Ｖ（醋酸戊二酯）浸泡
１５ｍｉｎ，最后用醋酸戊二酯浸泡 １５ｍｉｎ，冷冻干燥，
用ＳＥＭ观察形貌。

２　结果与讨论

以ＤＭＦ为溶剂，质量分数为 ９％的 ＰＬＬＡ溶液
电纺制备的ＰＬＬＡ纤维膜如图１（ａ）、图１（ｂ）所示。
由图１（ａ）、图１（ｂ）可以看出，纤维表面光滑，直径

·５９·



现代化工 第３７卷第６期

为（４２１±５６）ｎｍ。而改用 Ｖ（ＤＣＭ）／Ｖ（ＤＭＦ）＝４∶１
为溶剂，制备得到 ＰＬＬＡ纤维膜如图 １（ｃ）和图 １
（ｄ）所示。与图 １（ａ）、图 １（ｂ）相比，以 ＤＣＭ／ＤＭＦ
为溶剂的纤维直径增加到（６５０±６０）ｎｍ。而且纤维
表面布满了尺寸为 ９６ｎｍ×７２ｎｍ的纳米孔。纤维
直径的增加主要因为 ＤＣＭ／ＤＭＦ溶剂沸点低，在喷
射流到达收集板之前，溶剂快速挥发，使喷射流黏度

增加，不利于拉伸变细，因此纤维直径增加。纳米孔

的出现主要是混合溶剂中 ＤＣＭ沸点（Ｔｂ＝３９８℃）
低，在喷射流运动到达收集板之前 ＤＣＭ快速挥发，
使喷射流温度急剧降低，发生了一定程度的相分离，

形成聚合物富集相和溶剂富集相。到达收集板后，

溶剂大部分挥发，溶剂富集相即形成了纳米孔

结构［１０－１１］。

（ａ）无孔ＰＬＬＡ纤维膜 （ｂ）无孔ＰＬＬＡ纤维膜

（ｃ）纳米孔ＰＬＬＡ纤维膜 （ｄ）纳米孔ＰＬＬＡ纤维膜

（ｅ）纳米孔ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ

纤维膜

（ｆ）纳米孔ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ

纤维膜

图１　纤维膜的扫描电镜图

纤维膜材料的比表面积、水接触角、孔隙率和机

械性能如表 １所示。从表 １可以看出，相比 ＰＬＬＡ
无孔纤维膜，ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜的比表面积和孔
隙率分别从２８６ｍ２／ｇ和８２４％增加到２１８６ｍ２／ｇ
和９６３％。比表面积和孔隙率的大幅增加主要是
因为纳米孔的形成。纳米孔的形成除了比表面积和

孔隙率的增加外，纤维膜的表面粗糙度也增加。这

些因素都可以使细胞在膜表面更好地粘附、分化和

增殖。水接触角（ＷＣＡ）是反应材料亲－疏水性的指
标，ＷＣＡ大小不仅与材料分子链结构有关，还与材
料表面形貌有关［１２］。ＰＬＬＡ是一种普通的疏水性材
料，ＷＣＡ＝６６６～１０１０°，ＷＣＡ与其制备方法、原材
料物理性质、分子质量和结晶度有关［１３］。与 ＰＬＬＡ
无孔纤维膜相比，ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜的 ＷＣＡ从
（１０１３±０９）°增加到（１１９４±１２）°，主要因为形成
的纳米孔孔隙由空气填充，此结构类似许多微／纳粗
糙表面的超疏水性材料［１４］。ＷＣＡ的增加不利于细
胞在纤维膜表面的粘附。

表１　纤维膜材料的比表面积、水接触角、
孔隙率和机械性能

样品
无孔

ＰＬＬＡ

纳米孔

ＰＬＬＡ

纳米孔

ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ

ＢＥＴ比表面积／（ｍ２·ｇ－１） ２８６ ２１８６ ２１２３

水接触角／（°） １０１３±０９ １１９４±１２ ４２３±０６

孔隙率／％ ８２４ ９６３ ９５５

拉伸强度／ＭＰａ ２１０±０６８ １５４±０４０ １３０±０４１

断裂伸长率／％ １３６±１５ ２０２±１８ １８４±１７

杨氏模量／ＭＰａ ２７８±０７３ １４８±０４３ １２４±０４４

ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜采用氧等离子体处理将
ＡＡ接枝到ＰＬＬＡ纤维表面制备得到 ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ
纳米孔纤维膜如图１（ｅ）、图１（ｆ）所示。与接枝前相
比［图１（ｃ）和图１（ｄ）］，纤维直径和孔大小并未发
生明显变化，只是纤维膜表面变得更加粗糙。根据

式（３）计算 ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米纤维膜的接枝率
为１１２３％。

从表１可知，比表面积和孔隙率并未发生明显
　　　　　　　

（ａ）无孔ＰＬＬＡ纤维膜 （ｂ）纳米孔ＰＬＬＡ纤维膜

（ｃ）纳米孔ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ

图２　纤维膜材料的水接触角
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变化。而与 ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜相比，ＰＬＬＡ－ｇ－
ＰＡＡ纳米孔纤维膜的ＷＣＡ从（１１９４±１２）°减少到
（４２３±０６）°，如图２（ｂ）、图２（ｃ）所示。主要因为
接枝上的丙烯酸表面含有大量羧基（亲水性基团），

因此ＷＣＡ大幅度降低。ＷＣＡ的降低非常有利于细
胞的粘附、生长和增殖［１５］。

ＰＬＬＡ纤维膜、ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜和ＰＬＬＡ－ｇ－
ＰＡＡ纳米纤维膜的应力－应变曲线如图 ３所示，其
对应的拉伸强度、断裂伸长率和杨氏模量如表１所
示。与ＰＬＬＡ纤维膜相比，ＰＬＬＡ多孔纤维膜的拉伸
强度和杨氏模量分别从（２１０±０６８）ＭＰａ和（２７８±
０７３）ＭＰａ减小到（１５４±０４０）ＭＰａ和（１４８±
０４３）ＭＰａ。拉伸强度和杨氏模量的降低主要因为
纤维膜孔的形成造成应力集中，强度降低。然而断

裂伸长率却从（１３６±１５）％增加到（１８４±１７）％。与
ＰＬＬＡ纤维膜相比，接枝后 ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米孔纤
维膜的拉伸强度、杨氏模量和断裂伸长率都略有降

低，如表１所示。因此，接枝丙烯酸后，纳米孔纤维
膜的比表面积和孔隙率并无变化，而ＷＣＡ大幅度降
低，拉伸强度和杨氏模量略有降低。

１—无孔ＰＬＬＡ纤维膜；２—纳米孔ＰＬＬＡ纤维膜；

３—纳米孔ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ

图３　纤维膜材料的应力－应变曲线

ＤＰＳＣｓ细胞在ＰＬＬＡ无孔纤维膜上生长情况如
图４（ａ）所示，细胞在其表面上生长密度不高，只有
部分纤维上有细胞生长。细胞在 ＰＬＬＡ纳米孔纤维
膜上生长情况如图４（ｂ）所示，细胞生长密度增大，
大部分纤维已被细胞所覆盖，但仍有部分空间生长。

ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米孔纤维膜已被细胞全部覆盖，如
图４（ｃ）所示。细胞生长密度最大的为 ＰＬＬＡ－ｇ－
ＰＡＡ纳米孔纤维膜，ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜次之，
ＰＬＬＡ无孔纤维膜最低。主要因为无孔纤维膜比表
面积小，表面光滑不利于细胞的粘附。而纳米孔纤

维膜比表面积和孔隙率增大，表面粗糙度也增加，这

些因素有利于细胞的粘附和增殖。而接枝后的纳米

纤维膜（ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ）表面亲水性增强，更利于细
胞在其表面的粘附，因此，ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米孔纤

维膜细胞生长密度最大，生长最好。

（ａ）无孔ＰＬＬＡ纤维膜 （ｂ）纳米孔ＰＬＬＡ纤维膜

（ｃ）纳米孔ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ

图４　牙髓干细胞在纤维膜表面生长的
扫描电镜图

３　结论

将电纺 ＰＬＬＡ纳米孔纤维膜通过氧等离子处
理，在其表面原位接枝丙烯酸，制备 ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ
纳米孔纤维膜。接枝后纳米孔纤维膜的表面亲水性

大幅度降低，而比表面积、孔隙率和机械性能却无明

显变化。ＤＰＳＣｓ能在 ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ纳米孔纤维膜
上更好地粘附、迁移、分化和增殖。ＰＬＬＡ－ｇ－ＰＡＡ
纳米孔纤维膜有望成为理想的三维组织工程支架

材料。
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１　实验部分

１１　材料与试剂
环糊精糖基转移酶（ＣＧＴａｓｅ），日本天野酶制剂

公司生产；壳聚糖（ＣＳ，脱乙酰度为８０％～９５％）、冰
醋酸（分析纯）、２５％（体积分数）戊二醛等均购于国
药集团化学试剂有限公司；α－环糊精（α－ＣＤ）、三聚
磷酸钠（ＴＰＰ）、Ｆｅ３Ｏ４（２０ｎｍ，９９５％）购于上海阿拉
丁生化科技公司。

１２　固定化载体的制备
１２１　壳聚糖凝胶颗粒的制备

ＣＳ溶液中质子化氨基与 ＴＰＰ中的磷酸基团间
通过静电作用相互吸引，使壳聚糖分子长链折叠团

聚呈小微粒，形成壳聚糖凝胶微球［１０］。通过优化，

以体积分数为１％的醋酸溶液溶解和配制成质量浓
度为４ｍｇ／ｍＬＣＳ溶液，用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节
ｐＨ为４５。恒温磁力搅拌下（６００ｒ／ｍｉｎ），用 ５ｍＬ
注射器缓慢将２ｍｇ／ｍＬＴＰＰ溶液逐滴加入ＣＳ溶液
［Ｖ（ＣＳ）／Ｖ（ＴＰＰ）＝２∶１］，保持搅拌２０ｍｉｎ，形成稳
定凝胶微球乳悬液。

１２２　磁性壳聚糖微球的制备
取适量Ｆｅ３Ｏ４先超声分散于 ＴＰＰ溶液中，再逐

滴加入ＣＳ溶液。随着ＣＳ与ＴＰＰ形成凝胶微球，纳
米Ｆｅ３Ｏ４被包裹其中，从而形成壳聚糖包裹的磁性
微球。用强磁铁块进行收集、洗涤 ３次，并冷冻
干燥。

１３　固定化酶方法
根据 １２２中所述的方法制备磁性壳聚糖微

球，并用去离子水重复收集、洗涤、收集３次，去除多
余ＣＳ及ＴＰＰ溶液。取一定量的磁性壳聚糖微球水
重悬液作为固定化酶的载体。根据不同优化条件，

加入一定体积的戊二醛，避光置于 ２５℃，１２０ｒ／ｍｉｎ
条件下进行交联。交联结束后，用去离子水洗涤 ３
次，去除多余戊二醛。之后，加入５ｍＬｐＨ为６０的
０１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液重悬载体，并
加入一定量的游离 ＣＧＴａｓｅ，２５℃，１２０ｒ／ｍｉｎ条件下
进行酶的固定化。

１４　蛋白浓度测定
采用考马斯亮蓝法 （Ｂｒａｄｆｏｒｄ）测定蛋白

浓度［１１］。

１５　α－熊果苷浓度测定
利用高效液相色谱仪（岛津ＬＣ２０１０）测定α－熊

果苷浓度。取４ｍＬ反应液，加入１ｍＬ甲醇（ＨＰＬＣ
纯），混匀后于８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，取少
量上清液过滤后利用高效液相色谱测定 α－熊果苷
浓度。色谱条件为：色谱柱为 Ｃ１８柱，柱温箱温度
为３０℃；流动相为２０％甲醇，流速为０６ｍＬ／ｍｉｎ；紫
外检测器，检测波长为２８０ｎｍ，进样量为１０μＬ。
１６　酶活力测定

根据文献［１２］中所述的方法测定游离酶活力，
仅稍作改动：试管中依次加入 ０６ｍＬ体积分数为
１％淀粉溶液，２３ｍＬｐＨ６０，０１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸－
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