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文章亮点： 
实验创新性地以壳聚糖作为分散剂，将生物活性玻璃粉体预先在壳聚糖溶液中均匀分散，然后与胶原溶液混

合，通过冷冻干燥法制备多孔复合支架，有效改善了生物活性玻璃粉体在胶原胶体溶液中的分散效果，提高

了支架的力学性能和抗降解能力。 
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摘要 
背景：生物活性玻璃/胶原复合材料具有优良的成骨活性和的生物学性能，然而其在人体环境中易降解而导致

支架溃散、力学性能下降。 
目的：构建具有良好力学性能、抗降解性能和骨修复特性的胶原/生物活性玻璃/壳聚糖增强型复合支架。 
方法：以壳聚糖作为分散剂，将生物活性玻璃粉体预先在壳聚糖溶液中均匀分散，然后与胶原溶液混合，结

合冷冻干燥法制备多孔胶原/生物活性玻璃/壳聚糖增强型复合骨修复支架。采用傅里叶变换红外光谱仪、场发

射扫描电子显微镜、X 射线衍射仪、动态生物力学试验机等对复合支架的结构和性能进行表征。 
结果与结论：由于壳聚糖和生物活性玻璃粉体在微酸性环境下的电荷吸引，使在壳聚糖中预分散的生物活性

玻璃颗粒在复合支架中分散更均匀；壳聚糖的引入大量增加了机体中的羟基和氨基，使分子间的相互作用增

强，显著提高了材料的抗压模量和强度；壳聚糖和胶原在分子尺度的混合，使胶原分子被壳聚糖包裹，降低

了胶原酶对胶原分子的酶切能力，显著提高了复合支架的抗胶原酶解性；壳聚糖分子使生物活性玻璃颗粒更

均匀的包裹在大分子基相中，减少了生物活性玻璃颗粒的团聚和暴露，导致复合支架在模拟体液中的矿化活

性略微降低。 
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Abstract 
BACKGROUND: Collagen/bioactive glass composite materials possess excellent osteogenic potential and 
biocompatibility, but its application in bone tissue engineering is limited by mechanical property and degradation.  
OBJECTIVE: To construct collagen/bioactive glass/chitosan composite scaffolds with good mechanical property, 
anti-degradation ability and bone repair property. 
METHODS: Bioactive glass/collagen composite scaffolds with chitosan as dispersant were prepared by 
lyophylization. Fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron microscope, X-ray diffraction, and 
dynamic biomechanical testing were used to characterize the structure and properties of the composite scaffolds. 
RESULTS AND CONCLUSION: Results show that charge-attractions in pre-prepared bioactive glass/chitosan 
solution increased the homogeneity of bioactive glass dispersed in collagen gel and the compressive modulus 
and strength increased significantly due to the homogeneity and intermolecular interactions between chitosan 
and collagen. The enzymatic degradation rate and mineralization activity in the simulated body fluid were also 
lower because of a high degree of embedment of bioactive glass in collagen/chitosan matrix, and entanglement of 
collagen in chitosan at molecular level, which decreased the exposure of bioactive glass to the simulated body 
fluid, and collagen to enzyme solution. 
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0  引言  Introduction 
生物活性玻璃具有良好的生物相容性、组织相容性、

细胞相容性、骨传导性甚至骨诱导性，当生物活性玻璃微

粒填充缺损的骨时，生物活性玻璃及其三维多孔支架能激

活基因、介导骨组织重建[1]，在修复部位能够促进新骨组

织的再生修复，因而在生物材料研究和临床医学领域的应

用得到了迅速发展[2]。由于生物活性玻璃良好的骨组织结

合性及优良的成骨性能，基于生物活性玻璃的骨修复材料

及骨组织工程支架研究已成为热点，如生物活性玻璃/聚羟

基烷酸酯[3]、生物活性玻璃/聚己内酯[4-5]、生物活性玻璃/
聚乳酸-羟基乙酸共聚物[6-7]、生物活性玻璃/胶原[8-10]、生

物活性玻璃/壳聚糖等[11-12]。 
胶原具有独特的四级结构，使它不仅可以构成细胞外

基质的骨架结构，而且能与细胞相互作用并影响细胞的形

态、骨架组装及增殖与分化。Ⅰ型胶原蛋白在体内以胶原

纤维的形式存在，其机械性能主要由它的化学组成、交联

和螺旋结构所决定的，胶原的天然结构是维持胶原力学性

能的关键[13]。生物活性玻璃/胶原复合材料因为具有生物活

性玻璃优良的成骨活性和胶原优良的生物学性能而获得良

好的骨组织修复效果，然而该复合支架也存在一些不足，

其在人体环境中易降解而导致支架的溃散、力学性能大幅

下降[14-15]；同时在制备过程中，生物活性玻璃等无机粉体

在胶状胶原溶液中分散困难、易团聚，致使支架力学性能

不稳定，重复性差，生物活性玻璃颗粒的团聚使支架局部

碱性较强，可能会影响局部微环境的细胞学行为[16]。针对

上述缺点，有效改善生物活性玻璃粉体在胶原胶体溶液中

的分散效果、提高力学性能和抗降解能力是目前亟待解决

的问题。壳聚糖是甲壳素部分或全部脱乙酰基得到的氨基

多糖，具有优越的生物相容性，生物可降解性，并且降解

产物无毒不产生免疫反应，无致癌性。壳聚糖作为一种聚

阳离子电解质，壳聚糖在液态介质中可与带负电荷的聚合

物、大分子甚至一些聚阴离子如透明质酸[17]、明胶等相互

作用[18]，形成稳定的聚电解质复合物，促进细胞有丝分裂，

诱导合成生长因子并延长其半衰期。 
实验中采用壳聚糖作为分散剂，将生物活性玻璃粉

体 (本实验室制备 [19]：质量分数58%SiO2，质量分数

33%CaO，质量分数9%P2O5)预先在壳聚糖溶液中均匀

分散，然后与胶原溶液混合，通过冷冻干燥法制备多孔

支架，并对生物活性玻璃的分散性、支架的抗压模量和

强度、抗胶原酶解性，以及其在模拟体液中的矿化活性

等性能进行研究。 

 
1  材料和方法  Materials and methods  

设计：单一样本观察实验。 
材料： 
实验原料：12 g/LⅠ型胶原(上海其胜生物技术有限公

司)；生物活性玻璃，平均粒度5 µm，本实验室自制；壳聚

糖，脱乙酰度≥92%(Sanland-chem International Inc.)；
209 U/mgⅠ型胶原酶(广州齐云生物技术有限公司)；碳化

二酰亚胺、N-羟基琥珀酰亚胺、乙磺酸(西格玛-安德里奇，

上海)；模拟体液，实验室自制。 
实验仪器：傅里叶变换红外光谱仪 (Nexus，美国

Nicolet)；X射线衍射仪(D/max-ⅢA，日本理学公司)；场发

射扫描电子显微镜(Nova Nano 430，荷兰FEI)；动态生物

力学试验机(ELF3200，美国Bose)。 
实验方法： 
复合多孔支架的制备：首先将壳聚糖粉体、生物活性

玻璃粉体分别溶解于0.2 mol/L的乙酸溶液中得4%的壳聚

糖溶液及生物活性玻璃-乙酸溶液，然后将一定量的生物活

性玻璃颗粒分散于其中得生物活性玻璃-壳聚糖溶液，使生

物活性玻璃：壳聚糖质量比为8∶1。将生物活性玻璃-乙酸

溶液，生物活性玻璃-壳聚糖溶液分别缓慢加入到胶原溶液

中，并加入适量乙磺酸以保持溶液pH值在4.8左右，搅拌

均匀4 h后，经抽滤得絮状物质，用碳化二酰亚胺、N-羟基

琥珀酰亚胺交联后，倒入直径6 mm、高8 mm的圆柱形模

具中成型，通过冷冻干燥，得到生物活性玻璃质量含量为

70%的胶原/生物活性玻璃、胶原/壳聚糖/生物活性玻璃两

种多孔支架。用场发射扫描电子显微镜对多孔支架的截面

和孔壁等进行形貌观察。  
仪器及表征方法：采用傅里叶变换红外光谱仪对复合

多孔支架材料的分子间相互作用进行分析。将冷冻干燥后

的支架用溴化钾混合压片后作红外光透射分析。 
  采用X射线衍射仪测定复合支架矿化产物的形成。 
  参考Yunoki等[15]的方法，采用动态生物力学试验机测

试其抗压强度和模量。压头以1.2 mm/min纵向压缩圆柱

体，使其向下位移高度为总高度的50%后停止压缩，并记

录实验数据。 
参照Nam等 [20]的测试方法。配制0.1 mol/L的Tris-  

HCl缓冲液 (pH=7.4)，其中包含5×10-3 mol/L的CaCl2，  
5×10-4  mol/L的NaN3。将10 mg样品放入2 mL Tris-HCl缓冲

液中，在37 ℃下振动1 h，然后将2 mL含有胶原酶的Tris-HCl
缓冲液加入到上述混合溶液中，使胶原酶的浓度恒定在
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100 U/mL。将样品在37 ℃恒温摇床中振荡0，1，2，4，8，
24 h，然后将剩余样品冻干后得残余质量。 

模拟体液中含有NaCl、NaHCO3、KCl、K2HPO4·3H2O、

MgCl2·6H2O、无水CaCl2、Na2SO4、三羟基氨基甲烷、

去离子水等，将样品在37 ℃下浸泡于盛有模拟体液的塑料

瓶中，材料质量和模拟体液体积比为3 mg/2 mL，分别浸

泡1，3，5，10 d，取出后分别用丙酮和去离子水反复清洗

3次后，再冷冻干燥得到待测样品，进行X射线衍射分析及

扫描电镜观察。 
主要观察指标：多孔胶原/生物活性玻璃/壳聚糖增强型

复合骨修复支架的傅里叶变换红外光谱、场发射扫描电子

显微镜、X射线衍射仪及动态生物力学试验机检测结果。 
 

2  结果与讨论  Results and discussion 
2.1  孔支架的形貌分析   图1为胶原/生物活性玻璃、胶

原/生物活性玻璃/壳聚糖支架的横截面形貌扫描电镜图片，

以及生物活性玻璃颗粒的分散形貌图。 
从图中对比可以发现，相对胶原/生物活性玻璃/壳聚糖

支架，胶原/生物活性玻璃支架的孔形貌较有序，也更完整，

孔径更均匀，但胶原/生物活性玻璃支架中有大量的生物活

性玻璃颗粒散落在基体的表面，团聚现象更为严重，导致

这种现象可能的原因主要有：在酸性条件下，壳聚糖分子表

面带大量的正电荷，而生物活性玻璃颗粒表面带负电荷，壳

聚糖作为分散剂不仅可以通过物理作用将生物活性玻璃颗

粒隔离开，同时可通过电荷吸引将生物活性玻璃颗粒吸附在

壳聚糖胶体上，阻碍生物活性玻璃颗粒的沉降，因而胶原/
生物活性玻璃/壳聚糖支架中生物活性玻璃颗粒分散较均匀；

壳聚糖和胶原分子间分子尺度的混合，使生物活性玻璃颗粒

更易均匀的分散于胶原分子形成的胶原纤维中。这与Zhang
等[16]研究的壳聚糖能促进羟基磷灰石颗粒在胶原溶液中的

分散结果相一致。 
2.2 复合支架材料分子间的相互作用分析  图2为支架中

不同组分的红外图谱。 
由胶原红外图谱中，胶原蛋白的酰胺A谱带(3 325-   

3 330 cm-1)主要是由N-H的伸缩振动引起的，酰胺A谱带对

胶原蛋白三螺旋结构很敏感；酰胺Ⅰ谱带(1 650 cm-1)通常

不受肽链侧基影响，振动频率取决于肽链构型，由蛋白多

肽骨架的C=O伸缩振动引起的，为蛋白质的二级结构变化

的敏感区域，且其吸收最强，常被用于蛋白质的二级结构

分析，同时对三螺旋结构的变化也非常敏感[21]；酰胺Ⅱ谱

带(1 554 cm-1)主要反映胶原蛋白的C-N(具有双键性质)伸
缩振动和面内N-H弯曲振动，同时也是α-螺旋、β-折叠、

转角和无规卷曲叠加的吸收带。与酰胺Ⅰ谱带相同，酰胺

Ⅱ谱带也不易受肽链侧基影响，但对胶原蛋白的三螺旋结

构不敏感[22]；酰胺Ⅲ谱(1 240 cm-1)带主要由同相N-H弯曲

振动和C-N伸缩振动共同引起的，此外还含些许C-O面内弯

曲振动和C-C伸缩振动。此谱带的振动组成比较复杂，侧链

结构对其有不同程度的影响，但此谱带仍可用于蛋白质二

级结构预测[23]。酰胺Ⅰ带只含C=O伸展振动，而在Ⅱ，Ⅲ

带中，每一种酰胺带都包含两种振动方式，而且都含氨基

N-H键的面内弯曲振动。与Ⅰ带峰的强度相比，Ⅱ、Ⅲ带

峰的强度显著降低，表明N-H键面内弯曲振动受阻的程度

远大于C=O键的伸展振动。从壳聚糖曲线知，其特征谱带

在3 433，2 917，2 877，1 599，1 422 cm-1分别代表着-OH，

-CH2，-CH，N-H弯曲振动，伯碳原子醇羟基-OH振动峰。

在1 646处为C=O很弱的伸缩振动峰，表明壳聚糖的脱乙

酰化程度很高(≥92%)[24]。从生物活性玻璃曲线可知，其

特征峰1 071，799，470 cm-1分别代表着Si-O-Si非对称

伸缩振动峰、Si-O-Si的对称伸缩振动峰、Si-O-Si的弯曲

振动峰[25-26]。 
从胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架曲线知，胶原的酰

胺Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ带均减弱，且酰胺Ⅲ带(1 240 cm-1)明显消

失，而在795 cm-1处出现强的新峰。生物活性玻璃与胶原

复合后在795 cm-1出现新的吸收峰，其为Si-C的伸缩振动

峰，由生物活性玻璃表面的Si-OH基团与胶原中的-C=N-
基团发生了化学键合反应[27]，同时生物活性玻璃中的钙

离子与胶原中游离的羧基螯合，导致胶原上酰胺谱带振

动的减弱[28-29]。据Sionkowska等[30]研究显示在生物活性

玻璃复合材料中，壳聚糖含量的增加会导致胶原的Ⅲ带

的逐渐减弱，至胶原组分低于30%时，酰胺Ⅲ带被完全

包裹，峰信号被弱化，特征峰消失，均说明高分子相之

间发生了明显的分子尺度的相互作用，分子间的相互作

用示意图见图3。 
2.3  支架的力学性能分析  干态下复合支架的抗压强度采

用SPSS 17.0作统计学分析(n=5)。纯胶原支架、胶原/生物

活性玻璃支架、胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架的抗压强度

分别为0.08，1.56，2.34 MPa，后两者力学性能均有显著性

提高。壳聚糖引入材料中后，一方面使生物活性玻璃颗粒更

容易进入胶原纤维的空隙之中，促进了生物活性玻璃颗粒在

基体中的分散，减少了因为生物活性玻璃颗粒分散不均匀导

致的力学性能差的缺点；另一方面，壳聚糖引入后，因为其

带大量的自由-OH、-NH2基团，有利于分子之间氢键生成，

提高了分子间的相互作用力。 
2.4  支架的抗酶解性能分析  见图4。 

纯胶原支架在4 h内几乎降解完全。胶原/生物活性玻璃

支架在酶解液中浸泡1 h后溶液中有样品的碎片出现，随着时

间的延长，碎片开始增多，降解逐渐加深，至24 h后，样品

降解严重，只剩余小部分，其原始几何形状基本消失。而胶

原/生物活性玻璃/壳聚糖支架直到4 h才开始降解，到第8-24
小时降解基本完全，失去了支架的几何形状；在第4，8小时

后，溶液中有极少碎片，基本没有明显降解，到24 h后碎片

逐渐明显，但其降解程度明显相对胶原/生物活性玻璃支架更

慢，其几何外观保持相对更完整，表现出了良好的抵抗酶解

的能力。 
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图 1  胶原/生物活性玻璃和胶原/生物活性玻璃/壳聚糖多孔支架的扫描电镜图片 
Figure 1  Scanning electron microscope images of collagen/bioactive glass and collagen/bioactive glass/chitosan porous scaffolds 
图注：图中 A 为胶原/生物活性玻璃支架；B 为胶原/生物活性玻璃/壳聚糖多孔支架。相对胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架，胶原/生物活性玻璃支

架的孔形貌较有序，也更完整，孔径更均匀，但胶原/生物活性玻璃支架中有大量的生物活性玻璃颗粒散落在基体的表面，团聚现象更为严重。

 

图 2  不同支架的红外光谱图 
Figure 2  Fourier transform infrared spectroscopy pattern of 
different components in porous scaffolds 
图注：①胶原红外图谱中，酰胺Ⅰ带只含 C=O 伸展振动，而在Ⅱ，

Ⅲ带中，每一种酰胺带都包含两种振动方式，而且都含氨基 N-H 键

的面内弯曲振动。与Ⅰ带峰的强度相比，Ⅱ、Ⅲ带峰的强度显著降

低。②壳聚糖曲线知，其特征谱带在 3 433，2 917，2 877，1 599，
1 422 cm-1

分别代表着-OH，-CH2，-CH，N-H 弯曲振动，伯碳原子

醇羟基-OH 振动峰。在 1 646 处为 C=O 很弱的伸缩振动峰。③从生

物活性玻璃曲线可知，其特征峰 1 071，799，470 cm-1
分别代表着

Si-O-Si 非对称伸缩振动峰、Si-O-Si 的对称伸缩振动峰、Si-O-Si 的
弯曲振动峰。④从胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架曲线知，胶原的

酰胺Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ带均减弱，且酰胺Ⅲ带(1 240 cm-1)明显消失，而

在 795 cm-1
处出现强的新峰。 

图 3  胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架中各组成之间的相互作用机制

图 
Figure 3  Schematic diagram of the interactions among 
components of composite scaffolds 
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图 4  大体观察不同材料在含有胶原酶 Tris-HCl 缓冲液中的降解 
Figure 4  Degradation of different materials in the buffer containing Tris-HCl 
图注：图中 A 为胶原支架，B 为胶原/生物活性玻璃支架，C 为胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架。纯胶原支架在 4 h 内几乎降解完全。胶原/生物

活性玻璃支架在酶解液中浸泡 1 h 后溶液中有样品碎片出现，随着时间的延长，碎片开始增多，降解逐渐加深，至 24 h 后样品降解严重，只剩

余小部分，其原始几何形状基本消失。胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架直到 4 h 才开始降解，到第 8-24 小时降解基本完全，失去了支架的几何

形状；在第 4，8 小时后溶液中有极少碎片，基本没有明显降解，到 24 h 后碎片逐渐明显，但其降解程度明显相对胶原/生物活性玻璃支架更慢，

几何外观保持相对更完整，表现出了良好的抵抗酶解能力。 

图 5  不同材料在含有胶原酶 Tris-HCl 缓冲液中降解的质量变化，以及在模拟体液中矿化 10 d 的 X 射线衍射图谱 
Figure 5  Degradation curves of composite scaffolds in the buffer containing Tris-HCl as well as X-ray diffraction spectra of composite 
scaffolds after being soaked in the simulated body fluid for 10 days 
图注：图中 A 为在含有胶原酶的 Tris-HCl 缓冲液中，两种材料均在 4 h 降解最快，4 h 后降解相对缓慢；胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架降解较

胶原/生物活性玻璃支架慢；图中 B 为在模拟体液中矿化 10 d，两支架有明显的羟基磷灰石特征峰，而壳聚糖的引入减弱了胶原/生物活性玻璃/
壳聚糖支架的特征羟基磷灰石峰，在一定程度上降低了复合支架的矿化活性。 
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图5A为两种支架的酶降解质量曲线。从曲线知，样品在

酶溶液中浸泡4 h后降解最快，胶原/生物活性玻璃支架剩余 
质量约为48%，胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架约为88%，  
4 h后样品降解相对缓慢，与溶液中酶的消耗量有关；到

第24小时后，胶原/生物活性玻璃支架剩余质量约为28%，

而胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架剩余约为55%，胶原/生物

活性玻璃/壳聚糖支架表现出了良好的抵抗酶解性能。这是因

为壳聚糖和胶原发生了分子尺度的混合，提高了胶原分子的

结构稳定性，与Taravel等[31]研究的关于壳聚糖提高胶原抗胶

原酶降解的结果相一致。 
2.5  复合材料的体外矿化活性分析  图6为两种支架矿化

不同时间的形貌分析，到第3天，支架表面的生物活性玻璃

颗粒表面长出了大量磷灰石物质；至第10天，生物活性玻璃

颗粒表面已被完全覆盖，鳞片状物质堆积更为紧密和规则，

表现出良好的矿化活性，这与孟永春[32]的研究结果一致。然

而，胶原/生物活性玻璃支架表面矿化物质为叶片状，而胶  
原/生物活性玻璃/壳聚糖支架表面矿化物质为块状，这可能

是壳聚糖作为有机基质与生物活性玻璃，胶原等之间的静电

作用和分子间的相互作用，而参与调控生物矿化的结果。 
图5B为两种支架矿化10 d后的X射线衍射分析曲线。由

图知，矿化到第10天，两样品有明显的羟基磷灰石特征峰[33]：

25.9°，31.8°，39.6°，42.1°，46.8°。而壳聚糖的引入，减

弱了胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架矿化后的特征羟基磷灰

石峰，在一定程度上降低了复合支架的矿化活性，然而这与

Zhang等[16]研究壳聚糖促进羟基磷灰石在胶原中分散，以及

提高复合支架细胞学活性的结果不一致。 
 
3  结论  Conclusion 

采用壳聚糖作为生物活性玻璃的分散剂，结合冷冻干燥

法制备了多孔胶原/生物活性玻璃/壳聚糖复合支架。结果表

明，壳聚糖的引入有效提高了生物活性玻璃在胶原胶体中的

分散，增加了共混体系的均匀性；壳聚糖引入的大量氨基和

羟基增加了分子间的氢键，同时促进了分子间相互作用力，

显著提高了材料的抗压强度和模量；壳聚糖分子对胶原分子

的大量包裹，导致胶原结构的稳定，显著提高了其抵抗胶原

酶的降解能力；由于生物活性玻璃颗粒分散均匀，其暴露的

概率降低，使复合支架在模拟体液中的矿化活性略为降低。 
 
作者贡献：实验设计、实施及评估为全体作者。 

利益冲突：文章及内容不涉及相关利益冲突。 

图 6  扫描电镜观察不同支架浸泡在模拟体液中 10 d 的体外矿化 
Figure 6  In vitro mineralization of different scaffolds after being soaked in the simulated body fluid for 10 days (scanning electron microscope)
图注：图中 A 为胶原/生物活性玻璃支架，B 为胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架，3 d 时两组支架的生物活性玻璃颗粒表面长出了大量磷灰石物质，

至第 10 天生物活性玻璃颗粒表面已被完全覆盖，鳞片状物质堆积更为紧密和规则，表现出良好的矿化活性；但胶原生物活性玻璃支架表面矿化

物质为叶片状，胶原/生物活性玻璃/壳聚糖支架表面矿化物质为块状。
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伦理要求：未涉及伦理冲突的内容。 

学术术语：生物活性玻璃-是由 SiO2，Na2O，CaO 和 P2O5

等基本成分组成的硅酸盐玻璃。 

作者声明：文章为原创作品，无抄袭剽窃，无泄密及署名和

专利争议，内容及数据真实，文责自负。 
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