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文章亮点：

1 接近人体组织基质成分的海藻酸盐、壳聚糖等材料具有良好的生物相容性和可降解活性，是良好的可注射

特性骨组织工程支架基质材料。

2 实验创新性地将海藻酸盐与壳聚糖通过共价交联形成复合凝胶，MTT法检测复合凝胶的细胞毒性为 0级和

1级，无毒性。
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摘要

背景：海藻酸钠和壳聚糖分别是聚阳离子和聚阴离子的天然高分子材料，二者可以互为交联剂形成复合凝胶，

避免使用普通交联剂产生的细胞毒性。

目的：制备海藻酸钠壳聚糖复合凝胶并评价其体外细胞毒性。

方法：以 0.25 mol/L乙酸溶解壳聚糖，制成质量浓度 30 g/L溶液，再以 0.1 mol/L的 NaOH中和酸性得到壳

聚糖絮状沉淀，将壳聚糖絮状沉淀与质量浓度 3%海藻酸钠等比例混合，高频振动混匀，使二者形成复合凝胶。

使用傅里叶变换红外光谱、扫描电镜分析观察凝胶成分和交联纤维网络结构。分别以海藻酸钠壳聚糖复合凝

胶 24，72 h浸提液、聚乙烯 24，72 h浸提液及苯酚溶液培养 L-929细胞，体外检测其细胞毒性。

结果与结论：傅里叶变换红外光谱检测到海藻酸钠壳聚糖复合凝胶特征性峰值改变，扫描电镜显示其内部形

成丰富间隙的空间网络结构。浸提液法检测海藻酸钠壳聚糖复合凝胶的细胞毒性为合格，表明海藻酸钠/壳聚

糖复合凝胶具有成为组织工程支架材料的良好条件。
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Preparation and cytotoxicity evaluation of chitosan-sodium alginate composite gel
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Abstract
BACKGROUND: Sodium alginate and chitosan are the polycation and polyanion natural polymer materials
respectively, and they can be crosslinking agents complementing each other to form composite gel and avoid the
cytotoxicity resulting from some common crosslinking agents .
OBJECTIVE: To prepare the chitosan-sodium alginate composite gel and evaluate its cytotoxicity in vitro.
METHODS: Chitosan was dissolved in 0.25 mol/L acetic acid to make a 30 g/L mass concentration solution, and
0.1 mol/L NaOH solution was added to neutralize its acidity. Neutralization of the chitosan solutions leads to the
formation of a precipitate in ultrasmall particles. Then the chitosan and 3% sodium alginate solution in deionized
water were mixed in 1:1 volume ratio by high frequency oscillating to produce composite gel. The composite gel
were detected by scanning electron microscopy and Fourier transform infrared spectrometry after freeze-drying.
The 24-hour and 72-hour leaching solutions of composite gel, 24-hour and 72-hour leaching solutions of
polyethylene and phenol solution were added to the L-929 cells’ culture medium respectively in order to evaluate
the cytotoxicity of composite gel in vitro.
RESULTS AND CONCLUSION: The results of Fourier transform infrared spectrometry showed the variation of
characteristic peak values of composite gel which were different from sodium alginate and chitosan; and under
scanning electron microscope, a spatial network structure formed with abundant intervals. Result of the
cytotoxicity valuation was qualified for the chitosan-sodium alginate composite gel. These findings indicate that the
chitosan-sodium alginate composite gel can be used as tissue engineering scaffold materials.

Subject headings: chitosan; gels; cytotoxicity tests, immunologic
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0 引言 Introduction
采用组织工程方法修复及重建组织器官缺损与功能是

一种有效的解决方法。组织工程支架材料要达到更加贴近

临床应用的要求，包括通过材料表面修饰达到细胞外基质

要求或直接使用更接近人体组织的基质成分，减少细胞毒

性，降低免疫原性，具备良好的生物相容性和降解活性，

利于细胞增殖与分化，具备常规条件下简便可控的可操作

性等。在骨组织工程研究中可注射性凝胶类支架材料是近

几年出现的新材料，通过微创注射方式达到修复特殊部位

任意形状骨缺损或骨表面塑形的目的，因而具有广泛的应

用前景[1-2]。许多天然高分子，如壳聚糖、海藻酸类、纤维

蛋白、胶原、聚乙烯醇类等都适合作组织工程凝胶支架材

料。

海藻酸盐是从海带、马尾藻等褐海藻中分离得到的一

种天然多聚糖，属于阴离子型共聚物，具有很好的生物相

容性与低毒性，而且有很强的成凝胶能力 [3]。中国

1987-10-01颁布实施的卫生部标准中包含海藻酸可用于

人体组织。FDA也已批准海藻酸盐用于人类伤口敷料及食

品添加剂。海藻酸盐可通过共价交联和离子交联的方式形

成水凝胶。离子交联也就是物理交联。海藻酸钠凝胶在遇

到一定浓度的钙等二价阳离子时会形成海藻酸钠-钙混合

盐凝胶，但CaCl2与海藻酸钠溶液交联时速度快且非常难于

控制，制备出的海藻酸钙凝胶不均匀，力学性能较差，而

且在体液中Ca2+会与Na+交换，导致凝胶状态不稳定，因

此，目前研究多采用交联剂的共价交联[4]。海藻酸类水凝

胶及其微球是各种蛋白质药物缓释的优良载体，由于海藻

酸凝胶的固化条件温和，能减小蛋白药物的变性失活，同

时蛋白质在凝胶内能被保护，延长蛋白质的活性周期[5]，

因此，海藻酸作为缓释因子的载体已被广泛应用于各种疾

病治疗和组织工程等领域。但海藻酸钠和壳聚糖等高分子

材料共价交联使用的交联剂大多数都有毒性，需要从凝胶

中除去未反应交联剂及其他残留的有毒化学成分，这一缺

点成为开发可注射性生物高分子凝胶的最大难题。另外，

海藻酸钠水凝胶具有强亲水性，也因此阻碍了蛋白质吸附，

无法进行细胞位点的识别，不利于细胞结合与增殖。

壳聚糖由动物甲壳中提取的甲壳素脱乙酰基形成，由

氨基葡萄糖和N-乙酰氨基葡萄糖两种氨基多糖组成，是一

种聚阳离子化合物。N-乙酰氨基葡萄糖是细胞外基质的成

分，参与调节细胞生长分化与胶原形成。壳聚糖除具有良

好生物相容性和降解性外，还具有抗菌、止血、防组织粘

连、促进愈合、免疫调节等作用，已被广泛应用[6]。壳聚

糖水溶性差，水凝胶强度一般较低且降解较快。对于单一

组分壳聚糖来说，聚合物携带大量正电荷，对细胞吸附过

强，不利于细胞增殖，需通过聚阴离子交联分子之间的静

电作用中和部分电荷，借以调节壳聚糖的吸附能力。因而

如果用于组织工程支架材料还需要进行聚合物分子表面改

性或与其他特性的聚合物共混和交联，将上述物质的优势

集成，获得综合性能较为理想的复合改性材料 [7-9]。

Ebrahim等[10]将壳聚糖表皮生长因子受体反义寡核苷

酸溶液加入到氯化钙引发聚合的海藻酸钠凝胶中，制成表

皮生长因子受体反义寡核苷酸纳米颗粒，将携带基因的纳

米颗粒转染到靶细胞，继而释放表皮生长因子受体反义寡

核苷酸降低表皮生长因子受体(酪氨酸激酶受体)这种原位

癌基因的表达，但由于单纯壳聚糖表皮生长因子受体反义

寡核苷酸纳米颗粒吸附力强，转染后释放缓慢且效率不高。

谭红梅[11]在研究中发现配比为8/2的N-琥珀酰壳聚糖/氧化

海藻酸钠化学交联水凝胶在力学性能和体外降解性能方面

都得到了进一步的改善，化学交联水凝胶成胶更快，更符

合手术操作的需要。成骨细胞和骨髓间充质干细胞培养结

果表明可注射复合水凝胶有良好的细胞相容性，能促进细

胞的生长和增殖。Wang等[12]报道制备包裹海藻酸钠或壳

聚糖的聚乳酸-聚羟基乙酸共聚物纳米颗粒，分别携带正负

电荷。二者以一定比例混合可以形成胶状凝胶，并可以按

照设计需要的形状塑型，并且具有内部多孔网状结构，接

种人脐血间充质干细胞后没有显示细胞毒性作用。

因此本实验采用天然高分子壳聚糖(含有-NH3+基)和
海藻酸钠(含有-COO-)这两种聚阳离子和聚阴离子电解质

互为交联剂，二者共混交联形成均匀稳定的复合凝胶，其

对细胞的黏附、迁移、增殖作用，以及生物大分子的交换

与代谢将优于使用单一成分的结构，同时还避免了普通化

学交联剂可能残余的细胞毒性，是一种可以在生物体内直

接应用的复合材料。

1 材料和方法 Materials and methods
设计：材料形貌观察与细胞毒性评价实验。

时间及地点：实验于2012年7月至2013年11月在天津

市口腔医院中心实验室完成。

材料：大鼠成纤维细胞L-929细胞系由天津医药科学研

究所惠赠。

实验方法：

制备海藻酸钠/壳聚糖复合凝胶：在以121 ℃高压灭菌

海藻酸钠和壳聚糖后，无菌条件下以0.25 mol/L的醋酸溶

解壳聚糖形成质量浓度30 g/L的壳聚糖醋酸溶液。以去离

子水溶解海藻酸钠形成质量浓度30 g/L的海藻酸钠水溶

液。将0.1 mol/L NaOH滴加到质量浓度30 g/L的壳聚糖醋

酸溶液中，均匀中和溶液酸性(在磁力搅拌器上不断混匀)
至pH值为6.3，使溶液中壳聚糖形成白色超细颗粒溶胶。

将壳聚糖溶胶以1 200 r/min离心3 min，保留沉淀并用去离
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子水清洗2遍，去除残留醋酸。然后将壳聚糖沉淀加入到等

体积的海藻酸钠水溶液中，通过高频振荡分散混匀两种组

分，使二者交联聚合形成复合凝胶。

海藻酸钠/壳聚糖复合凝胶表面形貌的扫描电镜观察：

取海藻酸钠/壳聚糖复合凝胶放置于12孔板孔中，在真空冷

冻干燥机内冷冻干燥48 h，完全脱水干燥。将冻干后的样

本在液氮中冷冻，再将冷冻样本淬断形成新鲜界面，界面

表面喷金后，使用扫描电镜观察样本表面结构。

海藻酸钠/壳聚糖复合凝胶成分的傅里叶变换红外光

谱分析：将脱水干燥的复合凝胶样本在研钵内研成超细粉

末，采用溴化钾压片法，将待测试样品(1.0-2.0 mg)与溴化

钾100 mg一起放入研钵中[样品与溴化钾的质量比为(1-2)
∶100]，研磨均匀后制成复合凝胶溴化钾样本压片。使用

傅里叶变换红外光谱仪检测样本光谱，扫描次数为32次，

分辨率2 cm-1，扫描范围为4 000-500 cm-1，确定样品结

构。

海藻酸钠/壳聚糖复合凝胶的细胞毒性检测：

材料浸提液的制备：依据GB/T16886.5-2003《体外细

胞毒性试验》中的浸提液检测方法，将已制备的复合凝胶

在无菌条件下分成约0.8 mL等份，在6孔板的每孔中各放置

1份，加入1640培养液(材料体积的10倍)。再将无菌高密度

无毒聚乙烯片状材料按3 cm2/1 mL的比例加入1640培养

液。37 ℃条件下，分别提取24，72 h后样本浸提液。

MTT检测：将生长良好的L929细胞以5×103/孔接种于

96孔板，每孔100 μL。将孔板放入37 ℃、饱和湿度、体

积分数5%CO2浓度培养箱培养24 h。取出更换培养液时按

分组每孔加入10 μL浸提液样本：复合凝胶24 h浸提液组、

复合凝胶72 h浸提液组、聚乙烯24 h浸提液组、聚乙烯72 h
浸提液组及0.5%苯酚溶液组。每组3列孔。在原培养箱中

继续培养24，72，120 h后各选每组中的1列孔每孔加入

5 g/L噻唑蓝15 μL染色。用酶标仪检测样本孔的吸光度，

计算各组的吸光度均值，对比判断复合凝胶组与聚乙烯组

的细胞相对增殖度。通过6级标准检测其细胞毒性，即细胞

相对增殖度≥100%为0级，75%-99%为1级，50%-74%
为2级，25%-49%为3级，1%-24%为4级，0为5级。

主要观察指标：复合凝胶材料的成分与交联纤维网络

结构，以及细胞毒性。

2 结果 Results
2.1 复合凝胶材料的大体观与显微内部结构 壳聚糖沉

淀与海藻酸钠溶液形成无色半透明的共聚凝胶，柔软略有

弹性，复合凝胶置于水溶液中保持稳定的完整性(图1A)。
在位相差倒置显微镜下可以看到纵横交错的海藻酸钠 /壳
聚糖交联互穿纤维网络(图1B)。而壳聚糖溶液仅为透光均

匀、交织排列的纤维束结构。冻干复合凝胶淬断界面为不

均匀光滑膜片和纤维交织的网状结构，其间有大小不等的

间隙(图1C)。
2.2 复合凝胶的成分分析 海藻酸钠和壳聚糖及二者离

子交联复合凝胶的傅里叶变换红外光谱图显示，1 622，
1 407 cm-1处分别是海藻酸钠羧酸盐官能团不对称和对

称伸缩振动的吸收谱带(图2)。在海藻酸钠/壳聚糖复合凝

胶中，1 407 cm-1处吸收强度减弱，并且向高频移至

1 414 cm-1，表明复合凝胶中羧酸盐的对称伸缩振动减

弱。1 654 cm-1处是壳聚糖分子中的乙酰胺基官能团(酰
胺Ⅰ )的特征吸收谱带，在复合凝胶中向低频移至

1 643 cm-1，表明壳聚糖分子链中的乙酰胺基与海藻酸钠

分子链上的羧酸盐官能团之间也产生了很强的静电相互作

用。2 875 cm-1处是壳聚糖分子的C-H伸缩振动，在复合微

凝胶中吸收强度减弱，反映壳聚糖的结晶度稍有下降。

3 413 cm-1处是N-H和O-H伸缩振动的吸收谱带，反映了壳

聚糖分子中羟基和氨基之间的氢键作用情况，在海藻酸钠/
壳聚糖复合凝胶中，此谱带移向高频至3 437 cm-1，说明因

为壳聚糖与海藻酸钠分子链间存在很强的静电相互作用，从

而破坏了壳聚糖的分子内与分子间氢键作用。傅里叶变换红

外光谱的峰值分析表明，壳聚糖分子链上的氨基和乙酰胺基

都与海藻酸钠分子链上的羧酸盐官能团产生静电相互作用。

2.3 复合凝胶的细胞毒检测结果 浸提液法测定复合凝胶

材料毒性结果见表1所示。0.5%苯酚溶液在作用24 h后，孔

内仅余留少量细胞存活，此后观察已无存活细胞。复合凝胶

材料与聚乙烯材料在同一时段作用效果的比值显示细胞相

对增殖度。通过对比显示，复合凝胶24，72 h浸提液组对细

胞作用的3个时间段毒性级别均为0级和1级，评价为合格。

复合凝胶制备与细胞毒性评价实验的材料、试剂与仪器：

材料、试剂与仪器 来源

低黏度壳聚糖 Aladin

低黏度海藻酸钠 Alfa Aesar

乙酸 试剂纯，天津化工

RPMI1640培养液 Gibco

胎牛血清、DMSO 天津 TBD灏洋

0.25%胰蛋白酶、L-谷胺酰氨 Sigma

青链霉素双抗 华北制药

聚乙烯片材 市售食品包装容器

0.5%苯酚溶液 天津益仁达化工

百分之一天平 AUHOS

CO2细胞培养箱 SHELL LAB

位相差倒置显微镜 OLYMPUS CK40

大容量低速离心机 湘仪，L-550

MK3酶标仪 芬兰

真空冷冻干燥机 北京四环 LGJ10-C

傅里叶变换红外光谱仪 美国 Nicolet Magna-560

扫描电子显微镜 美国 NanoSEM 430
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图 1 海藻酸钠/壳聚糖复合凝胶团块及显微结构观察

Figure 1 Chitosan-sodium alginate composite gel mass and its microstructure
图注：图中 A为大体观察，显示壳聚糖沉淀与海藻酸钠溶液形成无色半透明的共聚凝胶，柔软略有弹性，复合凝胶置于水溶液中保持稳定的完

整性；B为相差倒置显微镜观察，显示复合凝胶的纤维网络条索(×100)；C为复合凝胶淬断界面扫描电镜观察，显示不均匀光滑膜片和纤维交

织的网状结构，其间有大小不等的间隙(×100)。

A B C

A

B

C

4 000 3 500 3 000 2 500 2 000 1 500 1 000 500

波数(cm-1)

图 2 不同材料的傅里叶变换红外光谱检测图

Figure 2 Fourier transform infrared spectrometry patterns of different materials
图注：图中 A为海藻酸钠/壳聚糖复合凝胶，B为海藻酸钠，C为壳聚糖。傅里叶变换红外光谱的峰值分析表明，复合凝胶中壳聚糖分子链上的

氨基和乙酰胺基都与海藻酸钠分子链上的羧酸盐官能团产生静电相互作用。

表 1 海藻酸钠/壳聚糖复合凝胶的细胞毒性实验结果

Table 1 Result of the cytotoxicity test of chitosan-sodium alginate composite gel

作用时间 平均吸光度值 细胞相对增殖度(%) 毒性级别

复合凝胶 24 h
浸提液组

复合凝胶 72 h
浸提液组

聚乙烯 24 h
浸提液组

聚乙烯72 h
浸提液组

复合凝胶24 h
浸提液组

复合凝胶72 h
浸提液组

复合凝胶24 h
浸提液组

复合凝胶72 h
浸提液组

24 h 0.399 0.406 0.503 0.45 98.28 111.78 1 0
72 h 0.690 0.748 0.896 0.865 92.25 103.58 1 0
120 h 1.363 1.282 1.188 0.916 106.32 129.69 0 0

表注：复合凝胶 24，72 h浸提液组对细胞作用的 3个时间段毒性级别均为 0级和 1级，评价为合格。
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3 讨论 Discussion
骨组织工程方法可以在体外生物支架材料内复合种子

细胞和生长因子构建活体骨组织替代材料，植入体内修复

骨缺损，可注射型骨组织工程材料可微创注射重塑骨缺损

畸形外观和填塞任意形状的骨缺损，具有其独特的临床应

用价值。接近人体组织基质成分的富血小板血浆、纤维蛋

白凝胶、胶原、脱钙骨基质、海藻酸盐、壳聚糖等材料具

有良好的生物相容性和可降解活性，是良好的可注射特性

骨组织工程支架基质材料[1-2]。

海藻酸钠和壳聚糖两种聚阴离子和聚阳离子生物高分

子材料，二者交联组分比单一组分具有更好的细胞亲和性，

可以提高细胞结合密度并维持良好生长状态 [13-16]。根据不

同的用途可以不同混合方式制备海藻酸钠 /壳聚糖复合微

囊、微球、薄膜、多孔微载体、共混凝胶等[4，10-21]。本实

验通过中和壳聚糖的乙酸溶液获得壳聚糖细颗粒絮状沉

淀，加入到聚阴离子海藻酸钠水溶液中，通过高频振荡均

匀分散获得正、负离子间的充分接触，使二者互为交联剂

交联形成凝胶[22]。本实验采用的条件和方法相对简便，通

过事先对材料进行灭菌处理，以及无菌控制可以达到凝胶

制备与保存的无菌状态[4，23]。傅里叶变换红外光谱检测了

海藻酸钠和壳聚糖离子间聚合导致的离子基团相互作用引

起的特征性波谱改变，这些改变体现壳聚糖分子链上的氨

基和乙酰胺基与海藻酸钠分子链上的羧酸盐官能团产生静

电相互作用，使两种材料的自身官能基团在分子内、分子

间的相互作用波峰值发生改变[13,24-28]。通过复合凝胶的透

光光学显微镜和冻干后的扫描电镜观察说明，复合物内部

纤维、条索、膜片连接形成的网络结构，有充足的空间可

以提供细胞附着与增殖的条件[16]。

生物相容性是评价组织工程支架材料的重要指标，是

组织工程产品进行临床应用的前提和基础，其中体外细胞

毒性评价是最基本的指标之一。细胞毒性实验是一种在离

体状态下模拟生物体生长环境，检测生物医用材料及制品

或其浸提液对细胞溶解(细胞死亡)、抑制细胞生长和其他

毒性作用的方法。1992年国际标准化组织发布ISO 10993
医疗器械的生物学评价等系列国际标准 [29]。在 ISO
10993-5：1999中该项试验可分为浸提液方式法、直接接

触法和间接接触法3种[30]。本实验采用目前通用国家标准

(GB/T16886.5-2003《体外细胞毒性试验》)中的浸提液检

测方法，检测凝胶材料的细胞毒性，是应用于人体的生物

材料常用检测方法[31]。

MTT[(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetraz
olium bromide;3-(4,5-二甲基-2-噻唑)-2,5-二苯基溴化四

氮唑]是一种黄色四唑盐染料。在活细胞线粒体中的琥珀酸

脱氢酶和细胞色素C作用下，MTT四唑环开裂，被还原成

不溶于水的蓝紫色结晶甲臜并沉积在细胞中，而死细胞中

琥珀酸脱氢酶消失，不能将MTT还原，故甲臜的生成量仅

与样本中的活细胞数目成正比。DMSO能溶解细胞中的甲

臜形成蓝紫色溶液，对于染色的细胞用DMSO溶解，充分

混匀后形成蓝紫色溶液，用酶标仪测定其在490 nm波长处

的吸光度值，可间接反映样本中活细胞数量。通过存活细

胞数量反映检测样本作用实验细胞后的相对细胞抑制率，

进而评价细胞毒性[32-35]。MTT染色法是目前最常用的细胞

毒性检测染色方法。XTT(sodium 3’-[1-[(phenylamino)-
carbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) benzene-
sulfonic acid hydrate)也是一种黄色的四唑盐染料。代谢活

细胞可以使XTT转变为明亮的橙色甲臜产物直接溶解在溶

液中，继而可以直接通过ELISA读数检测。这种染料的优

点是：省略溶解步骤，具有对少量细胞的高敏感性和可重

复的高精确性。有研究就将XTT用于牙科充填材料的细胞

毒性检测实验中。

细胞毒性检测使用的细胞通常采用国际通用的大鼠成

纤维细胞L-929细胞系。比如Naghavi等[36]2014年报道检测

一种新型加强钙水门汀的细胞毒性时，黄桂娟[34]2010年报道

检测猪脱细胞真皮敷料等很多研究都采用了L-929细胞系。

当然也可以根据被检测材料的性质、用途及应用部位选择不

同种属组织来源的细胞，比如Doostmohammadi等[37]2011
年在检测生物活性玻璃和猪的骨衍生羟基磷灰石颗粒时，

采用的是人骨髓间充质干细胞；Atay等[38]2012年在评价9
种不同硬度牙科充填衬垫材料时，使用的是人牙龈成纤维

细胞；张玉石等[35]2007年报道评价组织工程用猪膀胱无细

胞基质时，采用的是家兔骨骼肌干细胞。如何将待检测材

料添加到实验细胞环境中，依据与细胞直接或间接接触而

有不同的方法。本实验依据中国国标通用的方法是添加待

检测材料浸提液产生对实验细胞的影响。Atay等[38]也是采

用的材料浸提液法。另外，也可以直接添加不同浓度的材

料溶液、混悬液或材料本身到细胞培养环境中。根据细胞

与材料的相互作用方式，不仅评价细胞毒性作用，还可以

在更广义层面上评价材料与细胞的亲和性。Naghavi等[36]

将待检测水门汀材料悬液加入到细胞生长环境中，获得的

结果是新开发的加强钙水门汀材料与传统使用材料的细胞

毒性没有统计学差异。Doostmohammadi等[37]将细胞接种

在含有颗粒骨材料的DMEM培养液中，同样获得的结果是

生物活性玻璃和猪的骨衍生羟基磷灰石颗粒没有任何细胞

毒性。

实验使用聚阴离子海藻酸钠和聚阳离子壳聚糖互为交

联剂，通过共价交联形成复合凝胶，通过一种通用方法检

测细胞毒性检测合格，可以支持进一步用于与人体组织、

细胞的相互作用的研究。同时观察到其自身具有良好的空

间互串网络结构，具有细胞附着增殖的充足空间，具备成

为可注射组织工程骨支架材料的良好条件。
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