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胶原蛋白复合壳聚糖支架的制备及生物学性状：壳聚糖及胶原比例筛选**★ 

王  征，马云胜，穆长征，王亚光 

Preparation and biological characteristics of collagen-chitosan composite scaffold: Proportion 

of chitosan and collagen 

Wang Zheng, Ma Yun-sheng, Mu Chan-zheng, Wang Ya-guang 

Abstract 

BACKGROUND: Chitosan and collagen scaffolds have been used as a common carrier material for tissue engineering. However, 

how to obtain an ideal cell carrier by adjusting the ratio between the two is still an unsolved problem. 

OBJECTIVE: To adjust the proportion of collagen and chitosan for complex scaffolds, to detect and compare biological properties 

of scaffolds prepared at various proportions. 

METHODS: Chitosan and type collagen protein were added by ratio 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5. The materials were freeze-dried after 

UV cross-linking, then neutralized by NaOH and distilled water, followed by additional freeze-drying. The scaffolds at different 

proportions were observed for the properties, the degradation rate, the porosity, and swelling ratio. The size and distribution of 

the holes were detected under scanning electron microscopy. 

RESULTS AND CONCLUSION: At a fixed proportion of chitosan, there were significant differences in scaffold aperture by the 

statistical comparison (P < 0.05). The aperture diameter of the scaffold prepared at 1:3 ratio was the largest, (298.0±36.0) μm; the 

overall porosity was up to 93.9%-97.5%, the increasing ratio of collagen showed less impact on the porosity. The swelling rate 

reached about 80%, swelling degree of the scaffold was at an inverse proportion with the increase in the proportion of collagen. 

The degradation rate of the scaffold was increased with the increasing proportion of collagen. The higher chitosan concentration 

is, the slower degradation is. By means of UV cross-linking method, 1:3 ratio of collagen-chitosan scaffolds is more suitable for 

cartilage tissue engineering. 
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摘要 

背景：壳聚糖和胶原类支架已成为组织工程常用的载体材料。但是，现阶段如何能够通过调节二者比例而达到理想的细胞

载体仍是目前需要解决的问题之一。 

目的：调节胶原与壳聚糖二者配制比例制备支架材料，检测及对比不同比例支架材料生物学性质。 

方法：制备 1∶1，1∶2，1∶3，1∶4，1∶5 比例的壳聚糖、Ⅰ型胶原蛋白成分，经紫外线交联后冷冻干燥，再将其用 NAOH

与蒸馏水进行中和，二次冻干制备好支架。观察不同比例支架的材料性质、孔隙率、降解率、溶胀率；扫描电镜观察孔径

的大小及形态。 

结果与结论：在壳聚糖含量固定，支架的大体孔径经统计比较差异有显著性意义(P < 0.05)。1∶3 比例制备的孔径最大，达

到(298.0±36.0) μm；支架总体的孔隙率为 93.9%~97.5%，胶原比例的增加对支架孔隙率的影响较轻微。各组支架的溶胀

率可达到 80%左右，支架的溶胀程度随胶原比例增加而减少。在支架的降解率随着胶原比例增加而增加，而壳聚糖含量越

高，降解速度越慢。结果证实，通过紫外光交联法，按照 1∶3 配比的胶原和壳聚糖的支架材料更加适合软骨组织工程的

要求。 

关键词：壳聚糖；胶原蛋白；支架；紫外线交联；组织工程 
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0  引言 

 

组织工程支架做为支持细胞生长的桥接

材料，要求应具备良好的组织相容性，高度的

多孔性，孔间联通。并且孔径至少应在50 μm

以上，孔隙率在70%~90%才能为细胞生长提

供足够的空间
[1]
。尤其是广泛存在的大的交通

孔有利于软骨细胞和基质形成
[2]
。另外还需具

有可控的材料降解率，保证材料的降解时间与

组织形成时间相匹配。有一定的强度，并易于

加工，消毒，储存等要求
[3]
。 

壳聚糖作为组织工程中支架材料，具有可

生物降解、低抗原性、良好的生物相容性和无

热原反应, 其用途非常广泛。壳聚糖和胶原类

支架是组织工程常用的载体材料。单纯用壳聚

糖做为支架材料，脆性较大，细胞黏附性低
[4]
；

单纯用胶原其物理强度差降解速度快
[5]
。二者

复合，使得壳聚糖支架上结合大量的胶原纤维

丝构成的网，增加了对细胞的亲和力。但是现

阶段如何能够通过调节二者比例而达到所需

要的具有足够强度，韧性，可控的降解速度且



 

王征，等. 胶原蛋白复合壳聚糖支架的制备及生物学性状：壳聚糖及胶原比例筛选 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 5368 

www.CRTER.org 

辽宁医学院组织
学与胚胎学教研
室，辽宁省锦州市   
121001 
 
王   征★，男，
1980 年生，辽宁
省沈阳市人，回
族，辽宁医学院在
读硕士，主要从事
软骨组织工程方
面研究。 
yunshengma@ 
126.com  
 
通讯作者：穆长
征，硕士，硕士生
导师，教授，辽宁
医学院组织学与
胚胎学教研室，辽
宁 省 锦 州 市   
121001 
muchangzheng
@sina.com 
 
中图分类号:R318 

文献标识码:B 

文章编号:1673-8225 

(2010)29-05367-04 

 
收稿日期：2010-04-01   

修回日期：2010-05-10 

(20100401010/W·Y)   

  

对细胞生长的低毒性要求仍是要研究的重点。 

 

1  材料和方法 

 

设计：单一样本观察。 

时间及地点：实验于2009-12/30在辽宁医

学院解剖与组胚实验室完成。 

材料：壳聚糖与Ⅰ型胶原蛋白(Sigma 公

司)；冷冻干燥机(北京格拉威尔科技有限责任公

司)；离子溅射仪(HITACHIE- 1010)、扫描电镜

HITACHI-3000N)(日本)。 

实验方法： 

支架的制备：按照5种不同比例配制的支架。

配制0.2 mol/L的冰醋酸溶液，称取壳聚糖0.2 g，

胶原蛋白按比例称取0.2，0.4，0.6，0.8，1.0 g

想将壳聚糖粉末溶于冰醋酸中配制成2%的壳

聚糖溶液，后依次按照不同比例(1∶1, 1∶2, 

1∶3, 1∶4, 1∶5)的壳聚糖和胶原比例加入Ⅰ

胶原蛋白。4 ℃的冰箱中过夜，注入长约15 cm,

直径约5 mm的管状模具中，后放入-80 ℃的冰

箱中冷冻成型，退下模具后放入冷冻干燥机中

-53 ℃冻干24 h后得到壳聚糖胶原蛋白复合支

架。支架成型后以紫外线发生器，以500 μW/m
2

的剂量照射3 h充分使其交联。后再经过1 mol/L

的NAOH中进行中和，三蒸水反复冲洗后，二

次冻干成型后得到胶原壳聚糖复合支架。 

孔径大小的测定：取二次冻干后各组支架材

料，将样品裁剪成直径4 mm，高2 mm大小的

小片，分别对其表面、底部及内部结构喷金处

理后置于扫描电镜下，加速电压20 kV，对支架

行大体摄片，并用扫描电镜行微结构观察。每

种支架取样3次(n=3)，扫描电镜图中随机选择

10个孔，测量每孔大小。 

孔隙率的测定：采用乙醇替代法测定
[5]
，将一

定体积的支架材料置于一定体积(V1)的乙醇中，

循环抽真空至无气泡逸出，材料和乙醇的总体

积为V2，视(V2-V1)为支架固体的体积。将含乙

醇的支架材料移出后所剩乙醇体积为V3，材料

中所含乙醇的体积(V1-V3)为材料孔隙所占的体

积，则材料的总体积为： 

 

V=(V2-V1)+(V1-V3)=V2-V3 

 

所以，壳聚糖多孔支架的孔隙率： 

 

P=(V1-V3)/(V2-V3) 

 

降解率的测定：将5种不同比例的支架样品

各取4个裁剪成半径为2 mm，高为5 mm的圆柱

体，先称取其干质量(m1)，随即放入PBS液的

离心管中，放入37 ℃的恒温水浴箱中，每3 d

换液，隔1周，2周，3周，4周取出二次干燥后

测干质量(m)。 

 

降解率=(m1-m)/ m1×100% 

 

溶胀率的测定：称取支架在干态时的质量为

m，然后将支架在PBS中浸泡24 h后小心取出，

用滤纸吸干表面的水分，称质量为mt，则支架

溶胀率=(mt-m0)/m0×100%。 

扫描电镜观察：将样品裁剪成直径4 mm，高

2 mm大小的小片，真空喷金后，扫描电镜观察

表面结构和孔径变化，选择合适的放大倍数拍

摄扫描照片，并在材料内部选取3个高倍视野

(500倍)，每视野测量6个孔径值，计算材料的

平均孔径。 

主要观察指标：①支架材料大体外观。②

支架孔径、孔隙率、降解率、溶胀率。③支架

扫描电镜观察结果。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一、

二作者，试验实施为第一作者，结果评估为第

二、三作者，均经过系统培训，未使用盲法估

计。 

统计学分析：由第四作者采用SPSS 13.0

软件分析，做t 检验；样本均数间比较使用方

差分析；P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  支架材料大体外观  呈圆柱型(同模具)

外观呈白色爆花糖样，支架表面呈叠瓦状，大

体观察可见表面布满孔隙。随着胶原比例的增

加制备的支架表面肉眼见越光滑，孔隙也越来

越丰富，支架的柔韧性及可塑型性也随之增

加。冻干的胶原/壳聚糖支架孔隙丰富，大小

比较均一，且孔与孔之间相互联通构成了交通

孔。见图1a。 

2.2  各组支架孔径  各组比例配比的支架材

料孔径在90~360 μm之间，1∶1为(236.00± 

55.74) μm；1∶2为(150.00± 46.09) μm；1∶3

为 (298.00±36.01) μm ； 1 ∶ 4 为 (173.00±  

35.02) μm；1∶5为(181.00±79.10) μm；各组

孔径比较差异均有显著性意义 (P < 0.05)。在

各组孔径趋势图中可见在1∶3时比例的支架孔 
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径达到最大。见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  各组支架孔隙率  见表1。各组支架的孔隙率均

达到了90%以上孔隙率范围93.9%~97.5%之间。各

组材料经统计分析比较结果，各组支架孔隙率差异无

显著性意义(P > 0.05)。 

2.4  各组支架降解率  各组材料从外形上看，4周

时，除1∶5配比组支架以完全降解，1∶4还其他几

组均保持了原有的圆柱状外观。各组材料经统计分析

结果显示1∶5配比组与其他4组比较差异有显著性

意义(P < 0.05)，如表1所示：各组支架在第1周时降

解速度较快，特别是按1∶5比例制备的材料，在第1

周就已降解30%左右，其余4组各组间进行比较后差

异也有显著性意义 (P < 0.05)，通过表1可以看出其

余4组支架材料降解率在15%左右，在第2周与第3周

时各组支架材料1∶1的降解较缓慢，每周平均降解速

度为1.1%左右，另外，支架材料的降解率随含胶原

比例的增加，而降解速度加快。1∶2组每周约降解

2%，1∶3平均降解4%，1∶4平均为9%，1∶5平均

为18%。 

2.5  各组支架溶胀率结果   各组支架经统计分析

后，各组间差异无显著性意义(P > 0.05)。各组支架吸

水率在82%~88%之间，可以看出各组支架比例均在

93%以上，说明各组支架对细胞的吸水性均表现良

好。见表1。 

2.6  各组支架扫描电镜结果  支架整体观可见支架

表面与内部可见较为均匀分布的丰富的孔隙，孔隙周

围可见胶原连接成丝状，在各组比例的支架孔径在

200~300 μm之间，另外孔径随胶原含量的增加孔径也

有所变化。见图1b~f。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

目前发现壳聚糖具有促进伤口愈合和吸收效应
[6-7]

，

抑菌
[8]
，药物缓释

 [9-11]
，神经组织修复作用

[12-15]
，并且

具有良好的神经细胞亲和性，对脊髓神经元及周围神经

生长有明显促进作用。 

有学者在对壳聚糖与视网膜神经细胞的研究中发

现，配置成不同比例的壳聚糖对SD乳鼠视网膜神经细胞

生长有明显促进作用
[16]

。以往还有人尝试将壳聚糖单独

作为支架载体用于组织工程细胞载体也取得了很好的预

期效果
[17-18]

。国内学者欧阳彬等
[17]

应用兔自体软骨细胞

复合壳聚糖，Ⅱ型胶原，PGA(聚羟基乙酸)3种支架材料，

观察软骨细胞生长情况的差异，结果将壳聚糖做为支架

载体的软骨细胞生长情况优于后者。壳聚糖支架更适合

软骨细胞的贴附生长，有利于维持软骨细胞的表型。除

此之外在研究中发现，壳聚糖还可同其他材料结合到一

起进行应用
[19-20]

，是较好的软骨组织工程细胞支架。但

单纯应用壳聚糖有它自身存在的缺点：脆性较大，细胞

黏附性低等。需通过对其表面改性加以修饰或与其他材

料复合来加以改善，才能使它更有利于细胞黏附与增殖。

胶原作为细胞外基质的主要成分，也可为生物细胞提供用

Figure 1  Chitosan-collagen scaffolds 
图 1  制备的壳聚糖-胶原支架 

e: 1:4 ratio (×500)              f: 1:5 ratio (×500) 

a: General shape of scaffolds after 

second drying 
b: 1:1 ratio (×500) 

c: 1:2 ratio (×500) d: 1:3 ratio (×500) 

表 1  各组孔径，孔隙率，溶胀率，降解率，有无炎症反应
结果 

Table 1  The pore size, porosity, swelling and degradation 
rate, inflammatory reaction in each group 

Ratio 1:1 1:2 

Pore size (μm) 236.0±55.7 150.0±46.1 

Porosity (%) 97.5±0.2 97.1±0.6 

Swelling rate (%) 88. 5±21.0 83.3±31.0 

Degradation rate (%) 1 wk 15.5±1.6 13.4±2.1 

2 wk 1.1±0.4 3.2±1.1 

3 wk 1.4±0.2 2.6±0.8 

4 wk 1.6±0.7 1.2±0.3 

 
Ratio 1:3 1:4 1:5 

Pore size (μm) 298.0±36.0 173.0±35.02 181.0±79.0 

Porosity (%) 94.0±0.6 93.9±1.1 94.0±1.2 

Swelling rate (%) 83.0±41.0 74.3±13.0 78.0±18.0 

Degradation 

rate (%) 

1 wk 15.12±1.7 14.5±1.3 30.0±2.0 

2 wk 4.0±1.1 10.0±1.6 18.0±1.2 

3 wk 5.1±1.3 9.0±1.5 11.0±1.1 

4 wk 3.3±0.5 8.0±0.8 26.0±0.8 
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于维持结构的支架，同时在溶解状态下胶原蛋白可形成一

种胶状溶液，可刺激细胞分裂，其降解产物可被细胞利用

合成新的基质
[21]

。然而单独应用胶原缺点是降解速度过

快，可塑性虽强但缺乏一定强度。二者复合应用可对各自

的缺点互为中和，达到组织工程所需要的支架材料要求。 

本实验制备的支架各组材料扫描电镜观察结果可见

材料表面多孔，且广泛联通性孔径。且可见胶原交织成网

状，可以为细胞联系起到桥接的作用。孔径平均在200 μm

以上，该支架具有高度多孔性，并且孔间联通广泛，符合

细胞生长的空间条件需要。在支架制备过程中，壳聚糖加

热后不会熔化或变软，而是随着温度的升高而碳化，所以

不能用热处理，热铸型等方法制备壳聚糖材料。 

冷冻干燥法是一种制备壳聚糖支架的优选方法
[22-23]

。

有文献指出在-20 ℃的时候孔径相对均匀
[24]

，但是在实

际的制备过程中，发现在-20 ℃的低温条件下制备的支架

极易受到室温的影响，而-80 ℃的相对更容易成型。在孔

隙率方面，各组材料总体均达到了90%以上，虽然随胶原

比例的增大而有所变化但变化不大。在溶胀率方面，溶

胀率越大，与吸收细胞的数量呈正相关。各组材料平均

溶胀率平均在80%左右，在试验中发现溶胀率随胶原比

例的增加有降低的趋势。另外支架的孔径在壳聚糖浓度

一定的情况下，胶原的含量与孔径的大小无关，综合评

估各组比例的支架材料，在1∶3比例制备的支架孔径较

大，可以为细胞提供更大的生存空间。 

在对壳聚糖与胶原进行交联方面，有文献报道应用

紫外线有促进其交联的作用
[25]

。胶原分子经紫外线照射

后激发产生自由基反应，使胶原发生分子内或分子间交

联。采用紫外线交联避免了应用2.5 g/L中性戊二醛或是

京尼平等化学试剂对细胞的毒性作用
[26]

，所以该方法对

细胞的毒性较低，甚至无毒性
[27]

。 

实验结果表明，1∶3比例的支架体外试验时在第1

周降解速度较快，随后几周，逐渐基形成了匀速降解，

第4周时平均降解率在28%左右，并且外形良好。这可

以为软骨形成提供良好的外部支撑环境。 
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