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目前 , 临床已应用壳聚糖和胶原作为组织工

程的支架材料。壳聚糖(聚 1, 4-葡糖胺)是天然的

高分子多聚糖 , 具有良好的生物组织相容性、生物

可降解性和适宜的机械强度 , 其缺点是脆性大、韧
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摘 要 :【目的】 通过扫描电镜观察壳聚糖和Ⅰ型胶原在不同温度下以不同比例制备成冻干状组织工程

复合支架材料的微观结构 , 以获得最佳浓度、比例、温度匹配组合 , 制备理想的组织工程复合支架材料。【方法】

在- 5 ℃、- 20 ℃和- 80 ℃将不同浓度的壳聚糖、Ⅰ型胶原以及它们不同比例的混合液冷冻 12 h 后冻干 24 h, 扫

描电镜观察不同材料表面和内部的微观结构 , 并计算其平均孔径和孔隙率。【结果】壳聚糖、Ⅰ型胶原以及它们

的混合液冻干后都形成白色海绵状固体 , 冷冻温度越低冻干后材料的孔径越小 , 孔隙率越低 ;材料的浓度越高

冻干后孔径越小 , 孔隙率越低 ;壳聚糖-Ⅰ型胶原混合液中壳聚糖含量越高 , 材料冻干后孔径越小 , 孔隙率越低。

【结论】壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架的孔径和溶液浓度、二者配比以及冻干前的冷冻温度密切相关。
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Micro- structure of Composite Tissue Engineer ing Scaffold of Chitosan and TypeⅠ

Collagen with Scanning Electron Microscope
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Abstract: 【Objective】 To observe the various microstructures of frozen drying forms of tissue engineering

scaffold, which was made of chitosan and type Ⅰcollagen with their various proportions, concentrations, and under

different temperatures by scanning electron microscope (SEM). To obtain the ideal combinant tissue engineering

scaffold. 【Methods】 Different concentration of chitosan, typeⅠcollagen and the mixed liquor of them in different

proportions were frozen firstly for 12 h at - 5, - 20, and - 80 ℃, respectively, then were frozen dried for 24 h, at last,

the microstructure of the new materials were observed by scanning electron microscope, and the average pore

diameters and interval porosities were calculated.【Results】Platinum sponge solid were formed after chitosan, typeⅠ

collagen and the mixed liquor of them were frozen drying. And the lower temperature materials were frozen before

drying, the smaller pore diameter and lower interval porosity they had. The higher concentration of materials and

higher proportion of chitosan in mixed liquor were, the smaller pore diameter and lower interval porosity they had.

【Conclusion】 The pore diameters of chitosan - type Ⅰ collagen composite scaffold are closely related with the

concentration, proportion of materials and the freezing temperature before drying.
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性差、降解慢和孔径小[1]。胶原是一种天然蛋白质,

广泛存在于动物的皮肤、骨、肌腱韧带和角膜等组

织中,是动物体内含量最丰富的蛋白质[2]。而单纯胶

原机械强度较弱 , 降解过快。因此 , 目前将二者联

合起来制备复合工程材料的研究越来越多 [3,4],对此

复合材料进行微观研究的报道较少。然而,微观结

构决定了材料的生物学特性。本研究将不同温度、

不同混合比例以冻干法制备的复合材料进行微观

结构观察,以获得最佳浓度、比例、温度匹配组合 ,

制备出理想的组织工程复合支架材料 , 为临床更

好应用此复合生物材料支架提供理论支持。

1 材料和方法

1.1 主要材料、试剂和设备

壳聚糖( Sigma 公司 , 脱乙酰度 85 %) ,Ⅰ型胶

原 (广州创尔生物技术有限公司 ) , SAN YOMDF

2192A T 型超低温保存箱(日本) , Unicryo, MC2L

- 60 ℃冷冻干燥机(德国), HITACHI S- 3000N 扫描

电镜(日本)。

1.2 壳聚糖-Ⅰ型胶原复合材料的制备

室温下将壳聚糖溶于 0.2 mol/L 乙酸并搅拌

均匀 , 配成 20、10 和 5 g/L的壳聚糖溶液 , 离心

( 7500 r/min) 30 min,用于除渣脱泡;Ⅰ型胶原以同

等浓度乙酸配成 4.60、2.30 和 1.15 g/L 的胶原溶

液 ,离心除泡。将溶液倾入预冷的 24 孔板中不同

温度下冷冻 12 h 后移入冻干机冻干 24 h, 干燥保

存。分组如下: - 5 ℃冷冻后冻干的为 A,其中 A1 为

2.30 g/LⅠ型胶原 , A2 为 20 g/L 壳聚糖 , A3 为Ⅰ

型胶原-壳聚糖混合液 ( 4.60 g/L胶原和 20 g/L壳

聚糖等体积混匀并离心除泡 ) ; 与上对应 , - 20 ℃

冷冻后冻干的分别编号为 B1、B2和 B3; - 80 ℃冷冻

后冻干的分别编号为 C1、C2和 C3; 另外 , - 20 ℃冷

冻后冻干的还有不同体积比的壳聚糖- 胶原混合

液 , 分别编号为 B4(1:3), B5(3∶1); 以及 B6 5 g/L 壳

聚糖 , B7 20 g/L 壳聚糖 , B8 1.15 g/LⅠ型胶原 , B9

4.60 g/LⅠ型胶原。

1.3 支架材料的扫描电镜观察

取以上不同种类的支架材料 , 分别对其表面、

底面和内部结构喷铂金处理后置于扫描电镜下 ,

加速电压 20 kV , 放大不同倍数观察。浸入液氮后

折断材料 , 电镜扫描其内部结构 , 并在材料内部选

取 3 个高倍视野( 100 倍) , 每视野测量 10 个孔径

值 ,计算材料的平均孔径。

1.4 支架材料的孔隙率测定

采用液体位移法测定支架的孔隙率[5]。将支架

样本切成 5 mm×5 mm大小 , 置入体积为 V1 的无

水乙醇中 , 5 min 后负压吸引脱气 , 使乙醇充分进

入多孔支架的孔隙中 , 直至再无气泡逸出 , 此时乙

醇体积(浸没支架)计为 V2。轻轻将浸满乙醇的支架

样品取出 ,剩余乙醇体积计为 V3。支架的孔隙率如

下计算 : e=(V1- V3)/(V2- V3), 每个样本测 5 次 , 取其

均值。

1.5 数据统计分析

对同一温度下制备的不同材料的平均孔径和

孔隙率 , 同一材料不同温度制备后的平均孔径和

孔隙率以及同一温度同种材料不同浓度制备后的

平均孔径和孔隙率 , 以 SPSS11.0 作单因素方差分

析 , P< 0.05 计为差别有显著性意义。

2 结 果

2.1 支架材料的大体观

冻干后的各种材料呈白色 , 表面粗糙 , 有的呈

纤维状排列并有大小不等的隆起 , 材料内部呈海

绵状多孔隙结构 , 其中胶原材料最为疏松 , 单纯壳

聚糖材料最紧密 ,混合材料介于二者之间。材料体

积较冻干前有不同程度的缩小 , 尤其以胶原组缩

小明显。

2.2 不同支架材料的表面结构

在扫描电镜下 , 同种材料在不同温度制备下

其表面结构不同。在 2.30 g/LⅠ型胶原在- 5 ℃冷

冻后制备的材料表面呈膜状 , 有大小不一的孔洞

(图 1A) , - 20 ℃下制备材料表面密布较为均一的

小孔(图 1B) ,而- 80 ℃下制备材料表面呈絮状(图

1C) ,很少形成完整的孔。10 g/L的壳聚糖在- 5 ℃

冷冻后制备材料表面呈鱼鳞状 (图 1D) , - 20℃下

呈膜状 , 间有大小悬殊的孔 (图 1E) , - 80 ℃ 条件

制备的材料表面有膜覆盖 , 间有较大裂孔 , 膜上密

布小孔(图 1F)。而壳聚糖和Ⅰ型胶原等体积混合

后在- 5℃制备的材料 , 表面呈膜状 , 间有狭长裂

孔 ,膜下可见网格状骨架(图 1G) , - 20℃条件下制

备的材料膜状表面上孔隙明显增多 (图 1H) , 而-

80℃制备的材料表面与- 5 ℃制备的类似(图 1I)。

壳聚糖和Ⅰ型胶原不同体积混合后在- 20 ℃制备

材料表面也不同 , 与等体积混合相比 (图 1H) , 壳
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聚糖和Ⅰ型胶原 1∶3 体积比混合后材料膜上孔隙

明显减小 (图 1J) , 而壳聚糖和Ⅰ型胶原 3∶1 体积

混合材料表面膜状结构明显 , 很少有孔隙 (图

1K)。在同一温度下( - 20 ℃)同种材料不同浓度制

备的材料表面结构也不相同 , 1.15 g/LⅠ型胶原表

面孔最小 (图 1L) , 4.60 g/LⅠ型胶原表面孔最大

(图 1M) ;而壳聚糖也类似 , 5 g/L壳聚糖材料表面

孔最小(图 1N) , 10 g/L壳聚糖次之(图 1E) , 而 20

g/L壳聚糖表面呈絮状(图 1O)。

2.3 不同材料内部结构及孔径大小

图 1 各种不同支架材料的表面和内部结构扫描电镜图

Fig.1 Scanning electron microscopes of the sur face and internal structure of different scaffolds

The big figure showed the surface structure (×100 ) and the small figure in rectangle showed the internal structure (×200 ). A, B and C

showed the type Ⅰcollagen (2.30 g/L) scaffold which were frozen at - 5 ℃, - 20 ℃, and - 80 ℃ respectively; D, E and F showed the chitosan (10

g/L) scaffold which were frozen at - 5 ℃, - 20 ℃, and - 80 ℃ respectively; G, H and I showed the composite scaffold of chitosan and collagen (1:1)

which were frozen at - 5 ℃, - 20 ℃, and - 80 ℃ respectively; J and K showed the composite scaffold of chitosan and collagen (1∶3 and 3∶1)

respectively which were frozen at - 20 ℃; L and M showed the type Ⅰcollagen (1.15 g/L and 4.60 g/L ) scaffold respectively which were frozen at

- 20 ℃; N and O showed the chitosan (5 g/L and 20 g/L ) scaffold respectively which were frozen at - 20 ℃

各种条件下制备的材料内部都呈海绵状多孔

隙结构(见图 1 中小图) , 计算其孔径大小不一 , 结

果如表 1。

2.4 不同材料的孔隙率

根据液体法测量所得各种材料的孔隙率结果

如表 2。

3 讨 论

3.1 本研究结果的的提示

组织工程以种子细胞、支架材料、细胞因子作

为三要素。作为载体的支架材料是研究的热点之

一 [6,7]。壳聚糖和胶原复合材料由于结合了两种材

料的优点而弥补了各自的不足 , 而在基础研究和

临床应用上都日益得到重视 , 它可以用来修复皮

肤缺损[8]、促进骨伤愈合[9]以及治疗牙周病[10]等。这

种复合材料的用途广泛 , 能形成不同的复合结构 ,

可在材料强度、降解速度、孔径大小、细胞承载等

满足不同条件下组织工程的需要。因此 ,对不同条

件下以不同方法制备的复合材料结构研究尤为必

要。本研究结果提示支架材料的孔径和孔隙率和

以下几方面密切相关。
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表 1 不同材料在不同条件下制备后的孔径

Table 1 Pore diameters of different materials made in

different conditions ( x±s, μm)

1.15 g/L collagen

2.30 g/L collagen 1)

4.60 g/L collagen

5 g/L chitosan

10 g/L chitosan 2)

20 g/L chitosan

Chitosan/collagen(1∶3)

Chitosan/collagen(1∶1)3)

Chitosan/collagen(3∶1)

- 5 ℃

241±14

180±25

229±46

- 20 ℃

278±53 4)

196±26 4)

148±14 4)

162±12 5)

147±15 5)

122±8 5)

215±335 6)

158±26 6)

106±17 6)

- 80 ℃

108±78

79±21

98±25

One way ANOVA, 1) 2) 3) among three temperatures, F=

151.361, 62.729, 38.119, respectively, and all P=0.000; 4) 5) 6)

among three concentrations, F=45.929, 27.841, 43.365, respectively,

all P=0.000; 1)- 6) post hoc test of LSD- t, between two groups of

same number, all P<0.001

表 2 不同材料在不同条件下制备后的孔隙率

Table 2 Interval porosities of different materials made in

different conditions ( x±s, %)

3.2 支架材料冻干前冷冻温度对其表面结构的

影响

对我们利用扫描电镜对不同冷冻温度下以冻

干法制成的壳聚糖、Ⅰ型胶原和复合材料的表面

观察 , 发现Ⅰ型胶原在不同温度下形成的表面结

构差别明显 :随着温度的降低 , 表面膜的孔隙越来

越大。壳聚糖材料表面也能形成膜 ,但被较多孔隙

分成小片 ,而且温度越低孔越多。按体积比 1∶1 制

成的壳聚糖-Ⅰ型胶原混合材料表面结构独特 , 类

似于在内部骨架上覆盖一层均匀一致的膜 , 膜上

均匀分布很多孔。由于胶原可以作为 BMP 的缓释

载体 , 亦可作为药物的缓释载体 , 所以复合膜表面

孔径的大小和多少可能会影响复合因子的释放速

率。

3.3 支架材料冻干前冷冻温度对其内部结构的

影响

无论是 2.30 g/LⅠ型胶原、10 g/L壳聚糖 , 还

是Ⅰ型胶原和壳聚糖不同比例混合材料 , 冻干前

冷冻温度对其支架材料的内部孔径有显著性影

响 :随着冷冻温度的降低 , 所制成材料的孔径也随

之变小。壳聚糖-Ⅰ型胶原复合材料( 1∶1)在- 20 ℃

制成材料孔径约 110～190 μm, - 80 ℃制成材料孔

径约 50～130 μm, 明显低于- 5 ℃条件下制成材料

孔径( 170～340 μm , P< 0.001)。在 10 g/L壳聚糖

和 2.30 g/LⅠ型胶原组情况也类似。这也提示我们

可以通过选择不同的冻干前冷冻温度来获得不同

孔径的支架材料。

3.4 支架材料的浓度对其内部结构的影响

在相同冷冻温度下 , 原料的浓度越高 , 制成材

料的孔径越小。 - 20 ℃下 , 1.15 g/L、2.30 g/L 和

4.60 g/LⅠ型胶原制成材料的孔径大小平均分别

约为 278、195 和 148 μm, 随原料浓度的增高孔径

明显变小 ,三组间有显著性差别。在 10 g/L壳聚糖

组这种情况也得到了证实。

3.5 壳聚糖和Ⅰ型胶原的配比对复合支架材料

内部结构的影响

壳聚糖和Ⅰ型胶原的混合比例影响制成材料

的孔径 ,壳聚糖含量越高 ,孔径越小。- 20 ℃下 ,壳

聚糖和Ⅰ型胶原 1∶3 混合液冻成材料的孔径在

170～270 μm间 , 1∶1 混合液冻成材料孔径约 120～

190 μm, 而 3∶1 混合液冻成材料孔径降为约 80～

140 μm,三组间有显著性差别。这提示我们可以通

过调节壳聚糖和Ⅰ型胶原混合比例来得到不同孔

径的冻干材料。

除了通过扫描电镜直接测得以上结果外 , 我

们还通过测试不同材料的孔隙率做了进一步验

证。材料的孔径越大 , 分布越密 , 理论上其孔隙率

亦越高。我们的结果表明 ,同等温度下材料浓度越

高 , 孔隙率越低 ; 同种材料冷冻温度越低 , 孔隙率

越低 ;壳聚糖含量越高 , 孔隙率越低 , 间接证实了

扫描电镜的结果。

综上所述 , 我们通过扫描电镜和测孔隙率的

One way ANOVA, 1) 2) 3) among three temperatures, F=

506.788, 49.623, 163.323, respectively, and all P=0.000; 4) 5) 6)

among three concentrations, F =361.312, 69.258, 202.519,

respectively all P=0.000; 1)- 6) post hoc test of LSD- t, between two

groups of same number, all P< 0.01 except that P=0.042 between 10

g/L vs. 20 g/L chitosan

1.15 g/L collagen

2.30 g/L collagen 1)

4.60 g/L collagen

5 g/L chitosan

10 g/L chitosan 2)

20 g/L chitosan

Chitosan/collagen(1∶3)

Chitosan/collagen(1∶1)3)

Chitosan/collagen(3∶1)

- 5 ℃

96.1±0.2

90.4±0.7

94.4±0.5

- 20 ℃

97.3±0.4 4)

92.6±0.3 4)

90.4±0.6 4)

91.7±0.6 5)

89.2±0.2 5)

88.6±0.5 5)

94.5±0.5 6)

90.8±0.5 6)

89.1±0.2 6)

- 80 ℃

90.4±0.4

87.3±0.4

88.9±0.7
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[1]

[2]

[3]

[4]

方法证实了冷冻温度、原料浓度和配比影响着制

成材料的孔径 , 为下一步测定不同支架材料的理

化性质和对细胞因子释放的影响 , 以便为研制较

为理想的不同要求的壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架

提供更详尽资料。
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