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壳聚糖-磷酸化壳聚糖聚电解质复合物水凝胶的组装与仿生矿化***★

沈 军，李全利，唐旭炎，周 建

Assemble and biomimetic mineralization of chitosan-phosphorylated chitosan polyelectrolyte
complex hydrogel

Shen Jun, Li Quan-li, Tang Xu-yan, Zhou Jian

Abstract
BACKGROUND: Based on the theory of biomineralized organic matrix template controls inorganic crystal growth, human hard
tissue repair materials constructed using molecular bionic technology is one of the research hotspots of biological materials. But
there is no report regarding polyelectrolyte complex organic matrix plate constructed for biomimetic synthesis of bone tissue repair
materials.
OBJECTIVE: Polyelectrolyte complex hydrogel formed by reacting polycation chitosan and polyanion derivate phosphorylated
chitosan is used as the pre-tissue biomineralized organic matrix template to biomimetic synthesis of the biomaterials.
METHODS: Firstly natural polycation polysaccharide chitosan was modified through phosphorylation, to synthesize polyanion
derivate phosphorylated chitosan; then polyelectrolyte complex hydrogel was formed from equal volumes of phosphorylated
chitosan solution and polycation chitosan solution. The obtained polyelectrolyte complex hydrogel was soaked in supersaturated
CA/P solution to induce hydroxyapatite crystals deposit and grow under the regulation of hydrogel matri. It was characterized with
fourier transform infrared spectroscopy, X-ray diffraction and scanning electron microscope.
RESULTS AND CONCLUSION: The porous polyelectrolyte complex hydrogel formed by the interaction between polycation
chitosan and polyanion phosphorylated chitosan can induce hydroxyapatite crystals nucleated and grew on the fiber surfaces of
the hydrogel, thus biomimetic synthesizing a new composite biomaterial for bone repairing.

Shen J, Li QL, Tang XY, Zhou J.Assemble and biomimetic mineralization of chitosan-phosphorylated chitosan polyelectrolyte
complex hydrogel. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(47):8814-8817.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：依据生物矿化有机基质模版调控无机晶体生长理论，采用分子仿生技术构建人体硬组织修复材料是目前生物材料研究

的热点之一。但是目前还未见构建聚电解质复合体有机基质模板进行骨组织修复材料仿生合成的报道。

目的：以聚阳离子壳聚糖与其聚阴离子衍生物磷酸化壳聚糖形成的聚电解质复合物水凝胶作为生物矿化有机基质模板的预组

织形式，进行生物材料仿生合成。

方法：首先对天然聚阳离子多糖壳聚糖进行磷酸化改性，合成聚阴离子的磷酸化壳聚糖；然后通过聚阳离子壳聚糖溶液与聚

阴离子磷酸化壳聚糖溶液复合，形成聚电解质复合物水凝胶；最后将获得的聚电解质复合物水凝胶浸入钙磷过饱和液中，诱

导磷灰石晶体在水凝胶基质的调控下沉积生长。通过傅里叶红外光谱、X射线衍射、扫描电镜进行表征观察。

结果与结论：阳离子壳聚糖与聚阴离子磷酸化壳聚糖相互作用，形成多孔的聚电解质复合物水凝胶，此水凝胶可以诱导磷灰

石晶体的生长。从而仿生合成了一种新型的有机无机复合生物材料。

关键词：壳聚糖；磷酸化壳聚糖；聚电解质复合物；水凝胶；仿生矿化
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0 引言

依据生物矿化的“有机基质模版调控无机晶

体成核生长”理论，进行生物材料的分子仿生构

建是目前人体硬组织修复材料研究的热点之一。

研究的关键是有机模板的分子结构的设计[1-11]。目

前在模板的设计中还有许多缺点，如生物相容

性不佳、潜在的疾病传染、价格昂贵等，有待

于进一步改善。作者对天然多糖——壳聚糖进

行磷酸化改性，证实磷酸化壳聚糖可以做一种有

机分子模版，调控磷灰石晶体的成核、生长和形

态[12]。

聚电解质复合物(polyelectrolyte complex,
PEC)是由相反电荷的大分子通过静电力相互

作用，而形成的一类高分子复合物[13-14]。生命

体内的很多复杂现象，如基因信息的传递、酶

的选择，细胞外基质的许多成分，如聚多糖、

双链DNA、细胞骨架蛋白等都与PEC有关。因

而聚电解质复合物广泛地应用于生物医用材

料的研究，如生物膜、药物控释体系、药物和

酶载体、基因治疗及人造疫苗等领域。关于聚

阳离子的壳聚糖与其他聚阴离子形成的PEC
有广泛的研究，显示了良好的应用前景和细胞

相容性[15-21]。目前还未有采用PEC作为矿化模

版，调控无机晶体生长的报道。
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本文拟以PEC水凝胶作为生物矿化的有机

基质模板的预组织形式，通过聚阳离子的壳聚

糖与其衍生物磷酸化壳聚糖聚阴离子复合，构

建壳聚糖-磷酸化壳聚糖PEC水凝胶，然后在钙

磷过饱和液中仿生矿化，形成有机-无机有序键

合水凝胶体系，仿生构建具有硬组织细胞外基

质特性的骨组织修复材料。

1 材料和方法

设计：对比观察实验。

时间及地点：于2008-09/2009-12在安徽

医科大学口腔医学院/安徽省口腔疾病研究省

级实验室完成。

材料：

主要试剂及仪器：壳聚糖 (脱乙酰度

96.54%，黏度55 mPa•s，灰份0.86%，水分

5.34%)，浙江玉环海洋生物有限公司。其他

化学试剂均为分析纯。可见紫外分光光度计

(uv-260, uv-vis ， speetrophotometer) ，

Shimadzu。X射线衍射仪(X' Pert Pro MPD)，
Philips, Holland。傅里叶变换红外光谱仪

(Nicolet 510P FTIR) ， USA 。 扫 描 电 镜

(S-2460N)，Hitachi,Tokyo, Japan。
方法：

磷酸化壳聚糖的合成与检测：磷酸化壳聚糖的

合成参照Nishi等[22]介绍的方法进行。磷酸化壳

聚糖取代度的确定参照淀粉磷酸酯磷含量的方

法(ISO3946-1982标准)。
矿化液——快速矿化液：配制方法参照文献

[23]的方法，

壳聚糖-磷酸化壳聚糖的聚电解质复合物水凝

胶的制备：1 g的壳聚糖溶于100 mL体积分数1%
的醋酸溶液配制成1%的壳聚糖溶液。1.73 g磷
酸化壳聚糖溶于100 mL去离子水，配制成

1.73%的磷酸化壳聚糖溶液。在室温下，将2 mL
的磷酸化壳聚糖溶液缓慢加入试管中的2 mL的
壳聚糖溶液中，静止陈化24 h，过滤除去上清

夜，用去离子水反复洗涤。凝胶状沉淀物保存

于去离子水中备用。胶状沉淀物常规梯度乙醇

脱水，进一步用醋酸异戊酯置换、临界点干燥、

喷金进行SEM观察。

PEC的仿生矿化：PEC水凝胶在饱和的

Ca(OH)2溶液中浸泡4 d，然后用去离子水反复

洗涤。然后将PEC水凝胶转移至含有30 mL快
速矿化液的密封聚乙烯塑料瓶中，并置入37℃

的水箱中孵育1周。快速矿化液每天更换1次。

最后取出PEC水凝胶用大量的去离子水洗涤。

样品按上述方法处理进行扫描电镜观察；常温

真空干燥，进行X射线衍射检测。

主要观察指标：傅里叶红外光谱确定基团

的性质，扫描电镜观察形成的PEC-磷灰石复

合物的形态，X射线衍射观察磷灰石晶体的特

征峰，对磷灰石晶体进行定性表征。

2 结果

2.1 磷酸化的壳聚糖的合成与性质 壳聚

糖、磷酸化壳聚糖的傅里叶红外光谱分析见

图1。壳聚糖的傅里叶红外光谱(图1a)的峰值

归属已有详细研究[24-29]，磷酸化壳聚糖的傅

里叶红外光谱(图1b)与壳聚糖(图1a)相比较：

一级醇羟基的C-O的伸缩振动峰 (1 000~
1 100 cm-1)减弱，而在1 048 cm-1出现了磷酸

根的伸缩振动峰ν1 PO4，以及在941 cm-1和

491 cm-1出现ν3 PO4、ν4 PO4新峰；-NH2的峰

(1 560 cm-1)消失，而酰胺I(1 634 cm-1)酰胺

Ⅱ(1 524 cm-1)的峰加强。壳聚糖和磷酸化壳

聚糖的 X射线衍射光谱显示：壳聚糖在

2θ=10°，20°左右强的吸收峰，表明壳聚糖具有

晶体结构。磷酸化壳聚糖改性后峰均明显减弱甚

至消失，表明晶体结构基本被破坏(图谱为提供)。
测定磷酸化壳聚糖 [P]=质量分数 10.69%
(DS=0.75)。

2.2 PEC的合成和性质 把磷酸化壳聚糖加

入壳聚糖溶液中，在PEC合成过程中，可以观

察到所形成的PEC由不稳定状态，逐渐转变为

稳定状态，最终形成有一定韧性和强度的相对

致密的胶冻状的水凝胶。开始形成的水凝胶由

Figure 1 Fourier transform infrared spectra of
chitosan and phosphorylated
chitosan (DS=0.75)

图 1 壳聚糖和DS=0.75的磷酸化壳聚糖红
外光谱

a: Chitosan; b: Phosphorylated chitosan
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很多的丝网状、半透明的结构组成，随着时间的推移，

它们逐渐团聚，变得相对较不透明，体积缩小，而最终

稳定，见图2。

扫描电镜观察PEC水凝胶是一种三维的多孔的、相

互贯穿的、海绵状的、多等级空隙结构。大孔的孔径

5~100 μm (平均60 μm)；构成大孔的壁又有无数的微孔

组成，微孔的孔径100~120 nm，组成微孔的纤维直径

0.1~5 μm，见图3。

2.3 PEC的仿生矿化 PEC经过饱和的Ca(OH)2和快

速矿化液处理后的X射线衍射显示结果见图4。2θ角在

25.8°，31.9°，32.6°，33.5°的峰特征与羟基磷灰石晶

体相符，但是峰较宽，可见晶体发育是不完善的。

扫描电镜结果见图5。有很多物质沉淀于PEC纤维

上，在某些区域是单层颗粒，有些区域则为多层颗粒，

甚至所有的纤维都被覆盖。这些颗粒又聚集成多孔状结

构，晶体形状呈球状、棒状、针状或板状，呈现多样性。

3 讨论

本实验采用壳聚糖和磷酸化壳聚糖两溶液直接混

合的方法，获得PEC水凝胶。实验设计的氨基与磷酸根

的摩尔比为1∶1。但在静电荷上，负电荷存在净剩余，

这样设计主要是为了利于矿化的进行。PEC之间的作用

力主要是聚阴离子和聚阳离子之间的静电力，及氢键、

疏水力。本实验PEC的形成主要源于壳聚糖的氨基(正
电荷)和磷酸化壳聚糖的H2PO4-。

PEC的形成过程是一个时间渐进过程，有很高的不

稳定因素，因而结构也比较复杂和多样化。研究表明，

Figure 3 Scanning electron micrographs of polyelectrolyte
complex (PEC) structure

图 3 PEC结构的扫描电镜观察结果

Figure 4 X-ray diffraction spectra of polyelectrolyte complex
soaked in saturated Ca(OH)2 for 4 d and
accelerated calcification solution for 7 d, showing
low crystal apatite formation

图 4 PEC经过饱和的 Ca(OH)2(4 d)和快速矿化液处理(1
周)后的 X射线衍射光谱，显示低结晶的磷灰石生成

Figure 2 During the process of polyelectrolyte complex
formation, the appearance transforms and
agglomerates gradually from diffuse to stable state
along with time

图 2 PEC形成过程中形态随时间变化从不稳定向稳定状
态转化、团聚过程

a: Unequal pore size of PEC surface with irregular fissures (×300);
b: Inner structure from macropores or fissures of the PEC surface
(×10 500); c: Cross-section of PEC structure shows porous
macropore structure at 60 μm pore size (×140); d: Micropores
(100-120 nm) and fibrils (0.1-5 μm) in the wall of a macropore
(×10 500)

1 d 3 d 5 d

Figure 5 Scanning electron micrograph of polyelectrolyte
complex soaked in saturated Ca(OH)2 for 4 d and
accelerated calcification solution for 7 d

图 5 PEC经过饱和的 Ca(OH)2(4 d)和快速矿化液处理
(1周)后的观察结果

a: Hydroxyapatite crystals deposited on the surface of PEC (× 385);
b: Needle- and plate-shaped hydroxyapatite crystals (× 3 500)

1 min 30 min 12 h

a b

c d

a b
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混合两种带相反电荷的聚电解质时，会通过离子键的相

互作用，瞬时形成无规则的复合物(一级结构)，这是一

种非平衡状态，随着时间的推移会发生构象的变形[30]。

将逐渐向更稳定的构型(二级复合物)转变。进而向特异

的高级结构，即复合物键间的聚集(三级结构)转变。第

一步是通过静电相互而实现的快速反应，瞬时完成，第

二步是则需小时数量级的时间，其中包括离子键的断裂

和新键的形成，及复合物结构的调整，第三步是通过疏

水相互作用而实现。本实验中最初形成的PEC具有较大

的体积，不稳定，随着时间的进行，最后团聚成较小的

体积，相对较致密，有一定韧性和强度，半透明状。这

是其多等级结构的基础。

在前期实验的基础上，本实验作者依据细胞外基质

为一种三维纳米复合水凝胶的特点，通过壳聚糖与磷酸

化壳聚糖复合，构建了一种PEC纳米复合水凝胶，来模

拟骨组织细胞外基质特点，进行矿化有机质三维结构的

预组织。结果显示PEC水凝胶在快速矿化液中可以诱导

磷灰石的形成。其过程是一个异相成核，PEC中的磷酸

化壳聚糖的磷酸根首选吸附Ca2+作为成核的位点，其后

羟基磷灰石生长、聚集。由于PEC水凝胶具有较大的表

面积，因而羟基磷灰石成核的能域降低，更有利于成核。

结论：壳聚糖和磷酸化壳聚糖自组装形成多等级孔

隙的聚电解质复合物水凝胶，通过仿生矿化处理，形成

了一种新型的类似骨组织细胞外基质特性的新一代骨

组织修复材料。本实验为新型骨组织修复材料的研制提

供了一种新的方法。
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