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【摘要】 目的 制备壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜并研究其体外的生物相容性，为应用于临床提供一定的理论
依据。方法 利用静电纺丝技术制备壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜，通过扫描电子显微镜对其超微结构进行表征，
采用溶血实验和细胞毒性实验评价其体外生物相容性。结果 通过电纺制备的壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜，质地
均匀，伴有少量的珠状结构，纤维直径在60~300 nm之间，溶血实验显示溶血率为2.80%，无溶血作用，细胞毒性
实验中，纤维膜的细胞增殖度为89.96%，细胞毒性为1级，评分合格，无细胞毒性。结论 通过静电纺丝法可成
功制备壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜，生物相容性较好，有望应用于口腔临床中。
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【Abstract】 Objective To prepare of chitosan/poly(vinyl alcohol) fiber membrane and to explore the biocom-

patibility in vitro, in order to provide certain theoretical basis for clinical application. Methods The chitosan/poly(vi-

nyl alcohol) fiber membrane was prepared by electrospinning technique. Its ultrastructure was characterized by scan-

ning electron microscope (SEM), and its in vitro biocompatibility was studied with hemolysis test and cytotoxicity test.

Results The chitosan/poly (vinyl alcohol) fiber membrane prepared was found to have a good appearance and homoge-

nous fibers, with a little beads and the diameter of 60~300 nm in average. The hemolysis rate was 2.8%, which means no

hemolysis. The cell relative growth rate of the fiber membrane was 89.86%, with the cytotoxicity of grade Ⅰ, which indi-

cated no cytotoxicity. Conclusion The chitosan/poly (vinyl alcohol) fiber membrane can be prepared by the electrospin-

ning technique successfully, with good biocompatibility, which is expected to be applied in oral clinical practice.
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·论 著·

壳聚糖常存在于虾、蟹的甲壳中，是甲壳素的一
种衍生物，也是自然界仅有的带正电荷的天然多糖，
其生物相容性好，可降解吸收，具有特别的生物学活
性[1]，广泛应用于皮肤的敷料、止血材料、药物缓释和
组织工程支架等领域[2]。

聚乙烯醇是一种无毒、可降解、有生物亲和性的
水溶性高分子，具有成膜性好、无刺激性等优点，是一

种很好的生物医用高分子材料，单纯的壳聚糖不能单
独纺丝，但是与聚乙烯醇共混以后，可以通过分子间
相互的作用，削弱氨基的作用，改善壳聚糖的纺丝性
能，从而可以制备较好的纤维。

静电纺丝(以下叫电纺)技术是新发展的一项技
术，其制作出的纤维，直径可以达到纳米的级别，具有
较高的孔隙率，极大的比表面积，与天然的细胞外基
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质结构相仿，能够满足细胞的生长、粘附等要求，Dai

等[3]认为纳米纤维更有利于细胞的生长。
近年来，种植牙技术发展迅速，在种植术中，骨量

充足成为种植牙成功的关键，引导骨组织再生技术
(GBR)可以促进骨的修复与形成，其中膜是引导骨组
织再生技术中关键的因素，GBR膜的研究为骨组织
再生提供了新的技术，已被实验及临床证实可以解决
骨量不足的问题 [3]，GBR 膜分为可吸收与不可吸收
膜，不可吸收膜具有很好的机械性能，但容易暴露导
致感染，可吸收膜易塌陷。本课题采用电纺技术，以
钛网作为接收装置，制备壳聚糖与聚乙烯醇复合双层
纤维膜，结合可吸收膜与不可吸收膜的优点，解决可
吸收膜易塌陷及不可吸收膜易暴露的缺点，本实验为
前期阶段，探讨所制备的壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜的
体外生物相容性。

1 材料与方法
1.1 主要材料与设备 静电纺丝机(清华大学提

供)，MTS试剂(Promega公司)；扫描电子显微镜；酶标仪。
1.2 方法
1.2.1 壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜的制备 将壳

聚糖溶液与聚乙烯醇溶液混合，静置过夜，常温保存
待用，将装有两种混合液的注射器放入注射泵中，调
节电压至 14 kV，推注速度为 0.1 ml/min，接收距离设
置为20 cm，用锡箔纸来接收纤维膜。

1.2.2 壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜的扫描电子显
微镜 扫描电子显微镜下观察其纤维形态，用 ImageJ

软件测量电镜图中的纤维直径，每个样品的电镜图随
机取40根纤维计算其平均的直径。

1.2.3 纤维膜的溶血实验 抽取 10 ml 新鲜兔
血，立即加入含有2%草酸钾抗凝剂的试管中，从中抽
取4 ml抗凝兔血，加入5 ml生理盐水稀释，制备成稀
释的抗凝兔血。将实验分为三组：(1)实验组：各取 5

个样本膜，分别放入 5个分别装有 10 ml的生理盐水
的离心管中完全浸泡；(2)阴性对照组：在 5个离心管
内分别加入 10 ml 生理盐水；(3)阳性对照组：在 5个
离心管内分别加入 10 ml 蒸馏水。将上述三组离心
管置于温度为(37±1)℃的恒温水浴中保温 30 min，
然后在每个离心管内分别各加入 0.2 ml已制备好的
稀释抗凝兔血，混合均匀，继续在(37±1)℃恒温水浴
中保温 60 min。取出所有离心管，离心后吸取上清
液 3 ml，置于分光光度计比色皿中，用分光光度计测
定波长为 545 nm时的吸光度值，并记录结果，5个平
行样吸光度值的平均值为其吸光度值(阳性对照组吸
光度值应为(0.8±0.3)，阴性对照组吸光度应<0.03)，溶
血率=(实验组吸光度值-阴性对照组吸光度值)/(阳性
对照组吸光度值-阴性对照组吸光度值)×100%，阴性
对照组的吸光值应为(0.8±0.3)，阳性对照组的吸光值

应<0.03，若材料的溶血率<5%，证明材料无溶血作
用，符合材料的溶血要求。若材料的溶血率>5%，则
提示材料有溶血作用。

1.2.4 细胞毒性实验 根据6 cm2表面积加1 ml

细胞培养液的标准制取材料浸出液，37℃提取 48 h，
4℃保存待用。提取第三代人骨髓间充质干细胞，用
胰酶消化为细胞悬液，将细胞密度调整为 1×104/ml，
接种于 96 孔板中，接种 1 d 后待细胞贴壁后去上清
液，于每孔加入材料提取液 100 μl，阴性对照组每孔
加入 100 μl细胞培养液；空白对照组不接种细胞，加
入 100 μl细胞培养液，以校正OD值。于第 2天向每
孔加入20 μl MTS溶液，继续放入37℃培养箱4 h后，
用酶标仪读取 490 nm 处的吸光度值，计算出细胞相
对增殖度(RGR)，RGR=实验组平均 OD 值/阴性对照
组平均OD值×100%，算出的RGR，按表1美国药典对
材料细胞毒性的评分标准评价材料的细胞毒性。

1.3 统计学方法 实验数据采用SPSS17.0进行
统计学分析，多组之间计量资料采用单因素方差分
析，组间两两比较采用 t检验，以P<0.05为差异具有
统计学意义。

2 结 果
2.1 壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜大体观 如图 1

所示，通过电纺法制得的壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜不
透明，各处厚度比较均匀，约为 0.3 mm，有一定的强
度和韧性，拉伸不易断裂，有一定的弹性形变。

2.2 壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜的扫描电镜 电
镜下可见膜表面较平整，纤维直径粗细不一，软件分
析后可知纤维直径 60~300 nm，平均为 140 nm，为纳
米级结构。

2.3 溶血实验 各组试验吸光度值和根据公式
计算的溶血率如表 2 所示，纤维膜的溶血率为

表1 RGR评分标准

分级

0 级

1 级

2 级

3 级

4 级

5 级

相对增殖率(%)

≥100

75~99

50~74

25~49

1~24

0

合格

合格

合格

综合评价

不合格

不合格

不合格

图1 电纺壳聚糖与聚乙烯醇纤维膜

··1720



Hainan Med J, Jun. 2015, Vol. 26, No. 12 海南医学2015年6月第26卷第12期

2.80 %，符合《医疗器械生物学评价标准GB/T16886》

中规定的5%。

2.4 细胞毒性实验 实验结果显示细胞保持正

常形态、贴壁、增殖良好，根据毒性分级，RGR 为

89.86%，为1级，评分为合格，证明电纺壳聚糖与聚乙

烯醇纤维膜无明显细胞毒性，见表3。

表3 MTS实验结果

组别

实验组(48 h)

阴性对照组(48 h)

均值

2.1936

2.4202

RGR(%)

89.86

100

毒性分级

1

0

1

2.293

2.403

2

2.180

2.417

3

2.193

2.423

4

2.054

2.435

5

2.248

2.423

图2 电镜观察电纺壳聚糖/聚乙烯醇纤维膜（a：×10 000，b：×8 000）

组别

阴性对照组

阳性对照组

实验组

1

0.028

0.938

0.052

2

0.025

0.897

0.047

3

0.027

0.881

0.056

4

0.026

0.893

0.049

5

0.026

0.951

0.051

平均吸光度

0.026

0.904

0.051

OD值

3 讨 论

电纺是一种比较新的制备纳米纤维的技术，指的是

通过高压电场使聚合物溶液带电，当液体表面产生的电

场力大于其表面张力时形成射流，溶剂挥发后在接收装

置上形成连续纤维的一种方法[5]。电纺制备的纤维和传

统的方法比较，具有较大的比表面积和高孔隙率，更接

近细胞外基质，广泛应用于组织工程领域[6]。壳聚糖是

一种已经广泛应用于医学领域的原料料，纯的壳聚糖难

以单独纺丝，复合聚乙烯醇以后分子之间形成了氢键，

减弱了壳聚糖中氨基的作用，可以成功纺出丝来，而且

加入了聚乙烯醇还可以增加纤维膜的力学性能。

通过电纺制备出的壳聚糖/聚乙烯醇纤维膜，直径

范围在60~300 nm，纳米级别的纤维膜更能促进细胞的

粘附和生长。

材料的血液相容性评价是材料生物学评价的重

要组成部分，理想的生物膜材料必须满足无毒且具有

良好的生物相容性，溶血实验主要用于材料的体外急

性溶血性能评价。其原理为：材料与血液接触后其溶

血成分可以导致红细胞中的血红蛋白释放出来，游离

血浆血红蛋白增加，从而对机体产生不利的作用，通过

这种方法，可以检测材料的可溶性或者释放性成分的

溶血性能及材料表面的溶血性能。壳聚糖与聚乙烯醇

已经广泛用于医学领域，生物相容性很好，但在电纺的

过程中纤维膜是否有溶剂的残留导致溶血，需要进一

步检测。因此本实验根据有关牙科材料的要求，对壳

聚糖与聚乙烯醇纤维膜进行了溶血实验，制备的纤维

膜溶血率为2.80%，远小于国家标准中的5%，该纤维

膜无急性溶血作用，符合生物材料学要求。

生物材料生物相容性评价中MTS细胞毒性试验

是检测材料毒性比较敏感的指标，可以用材料浸提液

与细胞共同培养研究材料的毒性，此方法更直接和敏

感[7]。MTS实验结果表明用材料提取液培养细胞，细

胞可以正常的增殖，细胞增殖度评分为 1级，说明该

纤维膜无明显细胞毒性，符合 ISO10993中对体内植

入材料的要求。

目前，生物医学材料安全性评价主要是采用医疗

器械生物学的评价体系，也就是国家标准 (GB/T)

16886系列标准，本实验选择了溶血作用、细胞毒性

实验来评价该膜的体外生物相容性。

本实验结果显示，通过电纺可以成功制备壳聚

糖/聚乙烯醇纤维膜，该膜无急性溶血作用，无明显细

胞毒性，有一定的应用前景，但本研究属于基础的研

究，还需要后续体内实验进行更深的探索和研究。
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