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京尼平或紫外线交联制备的壳聚糖 / 藻酸盐复合支架材料比较 *
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摘要 目的：比较京尼平或紫外线交联的壳聚糖 / 藻酸盐复合支架材料的降解率、孔隙率、含水量、细胞毒性以及生物力学等特性。
方法：①按照交联方法不同分为：京尼平组、紫外线组。②扫描电镜下观察材料的表面结构以及检测材料的降解率、孔隙率、含水

量、细胞毒性以及生物力学。结果：①紫外线组与京尼平组均表现为多孔隙结构，无明显差异。②紫外线组降解率高于京尼平

组。③京尼平组与紫外线组的孔隙率差异无统计学意义，含水量差异比较有统计学意义。④两组均表现为较低的细胞毒性，良好

的生物相容性。⑤京尼平交联组的生物力学特性较紫外线组显著提高。结论：京尼平交联的壳聚糖 / 藻酸盐复合支架材料，具有

良好的生物学特性，为组织工程脊髓领域提供了非常具有潜力的材料。
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ABSTRACT Objective: To investigate genipin (GP) or ultraviolet rays (UV) crosslinking effect on chitosan/alginate composite
scaffold material for tissue engineering by comparing their degradation rate, porosity, water content, cytotoxicity and biomechanics
properties. Methods: ①According to different cross-linking methods, biomaterials were divided into (GP)group, (UV)group. ②The
surface structure of two groups was detected by scanning electron microscope (SEM). The material degradation rate, porosity, water
content, cytotoxicity, and biomechanics properties were detected. Results:①both UV group and GP group showed pore -rich structure,
and there was no significant difference between the two groups.②Degradation rate of UV group was higher than that of GP group.③GP
group and UV group had no significant difference in porosity. The difference of water content is meaningful in Statistics. ④GP group and
UV group showed low cytotoxicity, good biocompatibility. ⑤ Biomechanics properties of GP group were significantly improved
compared with UV group. Conclusion: Genipin crosslinked chitosan/alginate composite scaffold material has good biological
characteristics. It is a potential material in tissue engineering of spinal cord field.
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前言

壳聚糖和藻酸盐都属于天然可降解高分子材料，两者都具

有良好的生物相容性，在生物医学以及组织工程领域都应用广

泛。例如：壳聚糖与藻酸盐都被应用于微球囊的制备[1-4]，以及各

种组织工程技术[5-8]等。生物力学性能差是它们的缺点，难以满

足组织工程支架材料的一些要求[9]，人们往往通过交联反应来

提高材料的力学性能[10]。交联方法包括物理交联、化学交联，传

统的化学交联方法细胞毒性较大。京尼平作为一种新型交联

剂，在交联效果相似的情况下，具备良好的生物相容性[11]。本研

究主要探究紫外线、京尼平两种交联方法对壳聚糖 / 藻酸盐复

合支架材料的降解率、孔隙率、含水量、细胞毒性以及生物力学

等特性的影响。

1 资料与方法

1.1 材料与仪器

壳聚糖(美国 Sigma 公司)、藻酸盐(美国 Sigma 公司)、京尼

平（日本 Wako 公司）、DMEM/F12 培养液(美国 GIBCO 公司)、
噻唑蓝(美国 Sigma 公司)、二甲基亚砜(美国 Sigma 公司)、溶菌

酶（USA）。LDZX 一 30KBS 立式电热压力蒸汽灭菌器，上海申

安 医 疗 器 械 厂 ；DP71 光 学 显 微 镜 ，Olympus 公 司 ， 日 本 ；

ZT-12J1 生物组织自动脱水机，湖北省孝感市亚光医用电子技

术研究所；TB-718 生物组织包埋机，湖北省泰维医疗科技有限

责任公司；CS-III 生物组织摊片烤片机，湖北省医用电子仪器

* 基金项目：全军医学科学技术研究 " 十一五 " 计划课题项目（06MA081）

作者简介：史林（1985-），男，硕士研究生，研究方向：脊髓损伤与修复，电话：15193108008，E-mail: shilinlanzhou@126.com

△通讯作者：文益民，电话：13919913823

(收稿日期：2012-02-09 接受日期：2012-02-29)

3442· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.18 JUN.2012

图 2 京尼平组和紫外线组在 1 周、2 周、3 周、4 周降解率的比较

Fig.2 Comparison of degradation rate of two groups for 1 week, 2 weeks,

3 weeks, 4 weeks

厂；超净工作台，苏州净化设备有限公司；MODEL 550 型酶标

仪，BioRad 公司，美国；LGJ 一冷冻干燥机，军事医学科学院实

验仪器厂；JSM5600LV 扫描电镜，日本电子株式会社。
1.2 壳聚糖 / 海藻酸钠支架材料的制备及交联

1.2.1 制备 称取一定量的壳聚糖溶于 2％乙酸，充分搅拌，制

成 3％的壳聚糖水凝胶；称取一定量的海藻酸钠溶于三蒸水，

充分搅拌，制成 2％的海藻酸钠水凝胶。将上述己制备好的水

凝胶混合，以 200 r/min 的转速在磁力搅拌器上搅拌 30 min，形

成壳聚糖 / 藻酸盐水凝胶。将所得水凝胶低压消泡，注入模具

中，于 -80℃冰箱过夜，取出后快速置于预冷的冷冻干燥机中

低压真空冷冻干燥 48 h。干燥完毕后，常温下脱模，复合支架材

料浸泡于 1％NaOH (1mL/cm2) 2 h，三蒸水反复冲洗至中性。低

压真空干燥后可得成型的壳聚糖 / 海藻酸钠支架材料。
1.2.2 交联 京尼平组：将支架材料置于 0.5%的京尼平溶液中，

交联 24 h，重新冷冻干燥；紫外线组：采用紫外线发生器，以

500 μW/m2 的剂量照射 1 h，可使壳聚糖与海藻酸钠充分交联。
将两组材料裁剪成所需大小并称取重量后，分别装入 90 mm
培养皿中，密封，60Co(20kGy)照射 24 h 后，4℃保存备用。
1.3 扫描电镜观察

将 5 mm×5 mm×2 mm 大小的材料真空喷金后，用扫描

电镜观察材料表面结构以和孔径大小的变化，低倍拍摄扫描电

镜照片。
1.4 降解率测定

分别记录材料重量(W0)，置于 2 mg/mL 溶菌酶的 PBS 溶

液中，pH 7.4，温度 35℃，分别在 l 周，2 周，3 周，4 周取出，蒸

馏水反复冲洗，重新冷冻干燥后称重 (W1)。降解率 =(W0-W1)
/W0×100％。
1.5 孔隙率测定

将一定体积（V0），重量（W0）的支架材料，浸入无水乙醇中

至饱和，取出拭去表面液体称重（W1），无水乙醇密度为（ρ），则

孔隙率 =（W1-W0）ρ/V0×100％。
1.6 含水量测定

将支架材料在 PBS 溶液中浸泡 24 h 后取出，称重（W0），然

后将材料冷冻干燥后，称重为（W1），则含水量 =(W0-W1)/W0×
100％。
1.7 细胞毒性测定

将第 2 代 BMSCs 细胞悬液以 1×106 个 /mL 浓度负压接

种于支架上，置于 37℃、5％CO2、饱和湿度条件孵育箱中孵育

4 h，然后将其置入 96 孔板，每孔加入培养液 200 μL，设为实验

组;将细胞以密度为 1×106/mL 接种于 96 孔板，每孔 200 μL，

设为对照组; 将支架材料置入 96 孔板，每孔加入培养液 200
μL，设为实验调零组;再设对照调零组，为单纯培养液 200 μL。
继续在 37℃、5％CO2、饱和湿度条件孵育箱中孵育。培养 l、3、
5 d，在预定的时间取出，每孔加入 MTT 20 μL，继续培养 4 h，

终止培养，吸去孔内培养液，每孔加入二甲基亚砜 150 μL，摇

床震荡 10 min，在酶标仪 490 nm 处测定 OD 值为 A 值。则细

胞相对增殖率 (RGR)= 实验组平均 A 值 / 阴性对照组平均 A
值×100％。将 RGR 转换成 6 级细胞毒性来评价支架材料是否

合格。
1.8 生物力学测试

实验参数控制：试样夹持长度为 4 mm，拉伸速度为 2
mm/min，在室温下进行拉伸试验,得到支架材料的最大载荷及

杨氏模量(x±s，n=3)。
1.9 统计学处理

用 SPSS17.0 软件包对数据进行分析，各组间差异采用方差

分析比较。数据以均数±标准差表示，P<0.05 具有统计学意义。

2 结果

2.1 材料的外观以及扫描电镜观察

壳聚糖 / 藻酸盐复合支架材料，紫外线交联组支架材料呈

白色，质地较柔软；京尼平交联组支架材料呈深紫色，质地较

硬。扫描电镜（图 1）见京尼平组与紫外线组均表现为多孔隙结

构，孔径大小比较无明显差异。

2.2 两组材料的检测结果

2.2.1 体外降解率 两组材料在含 2 mg/mL 溶菌酶的 PBS 溶液

中经 1、2、3、4 周进行体外降解测定，结果显示紫外线组高于京

尼平组(图 2)。4 周时降解率紫外线组为（24.68±1.54）％，京尼

平组为（9.9±1.2）％。统计学分析显示，两组材料降解率的差异

比较有统计学意义(P<0.01)。

2.2.2 孔隙率 从表 1 可以看出京尼平组的孔隙率为 90.39±
0.49，紫外线组的孔隙率为 92.35±3.28，实验证明，孔隙率越

高，越有利于细胞生长[18]。经统计学分析，两组间差异无统计学

意义。
2.2.3 含水量 京尼平组的含水量为 91.89±1.16，紫外线组为

97.12±0.12，紫外线交联后的材料含水量比京尼平组要高，差

异比较有统计学意义（P＜0.05）(表 1)。
2.3 细胞毒性试验

MTT 法检测结果，转换为细胞毒性级别均为 1 级或 0 级，

属合格生物材料。

图 1 两组材料扫描电镜下观察(200×)，A 为紫外线组，B 为京尼平组

Fig.1 The SEM images of two groups(200×), A represented the UV

group, B represented the GP group
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表 3 两组材料的最大载荷与弹性模量

Table 3 The maximum lord and Young modulus of two groups

2.4 生物力学试验

材料的力学特征是重要的参数之一。弹性模量（杨氏模量）

等于应力 / 应变，京尼平组与紫外线组弹性模量差异比较有统

计学意义（P＜0.05），京尼平组的抗拉伸性能优于紫外线组(表
3)。

表 1 两组支架材料孔隙率、含水量(％)

Table 1 The porosity and water content of two groups(％)

3 讨论

当前，可作为组织工程支架材料的有两类：①天然材料，如

胶原、明胶、透明质酸钠、壳聚糖、藻酸盐等；②人工合成材料，

如聚乳酸、聚乙醇酸、羟基磷灰石等。因为天然材料具有良好生

物相容性、可降解性、方便、易得等优点，多数研究者把天然材

料作为组织工程支架材料的首选。而怎样克服天然材料力学性

能差的缺点，就成为本领域研究的热点。京尼平 - 新型的天然

交联剂，在可形成稳定的交联制品的前提下，与传统交联剂戊

二醛相比还具有细胞毒性小、抗降解能力强等优点，是一种非

常有应用前景的交联剂[12-13]。
理想的组织工程支架材料应具备如下条件[14-16]：①生物相

容性，不引起炎症及排斥反应；②生物可降解性，材料的降解与

组织再生速率相匹配；③一定的机械强度。
实验表明，支架材料需有多孔性[17]，孔隙率在 90% 以上，最

有利于细胞黏附[18]。同时支架材料应具备良好的生物可降解性

并且降解速率可控。本实验结果显示：孔隙率和含水量在两实

验组中均在 90% 以上，扫描电镜显示京尼平组的孔径变化较

紫外线组无明显变化，原因可能是冷冻干燥法制备的材料孔径

变化主要受冷冻温度、降温速度、冰晶大小等方面的影响[19]。而

京尼平交联组是在材料的孔隙形成以后进行的。体外降解率实

验表明，京尼平交联后的支架材料抗降解性能显著提高。下一

步实验主要在京尼平交联的温度、浓度以及时间等方面进行研

究，以期达到人为控制降解速率的目标。

理想的支架材料应具备良好的生物相容性，对种子细胞无

毒性，不引起炎症等不良反应。本研究通过 MTT 实验，京尼平

组与紫外线组结果评价均为 1 级或 0 级，支架材料的细胞毒性

实验合格。分析可能的原因为材料本身（壳聚糖、藻酸盐）以及

交联剂（京尼平、紫外线）都属于天然生物材料，都具有良好的

生物相容性和较低的细胞毒性。
生物力学性能是评价支架材料是否实用的重要指标。本实

验结果显示：京尼平交联后的支架材料生物力学性能显著提

高，验证了陈平等[20]关于京尼平交联后的脱细胞牛心包生物支

架材料的最大应力、应变、弹性模量均高于对照组的研究。
综上所述，京尼平交联的壳聚糖 / 藻酸盐复合支架在组织

工程材料的主要指标 - 降解性能、生物相容性以及生物力学性

能等方面，都显示了其优越性，京尼平交联后的壳聚糖 / 藻酸

盐复合支架材料在组织工程领域具有良好的应用前景。
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