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文题释义： 

功能化碳纳米管：利用强酸(如浓硝酸和浓硫酸)可对碳纳米管进行改性，在碳纳米管表面增加功能基团(如羧

基、羟基等)可获得功能化碳纳米管。功能化碳纳米管显著改善了碳纳米管在水中的分散性及与聚合物反应的

能力，此外，在聚合物基质中添加少量功能化碳纳米管，可改善材料的性能，促进材料与细胞间的相互作用，

增加细胞代谢功能。 

壳聚糖：是一种天然多糖，由 β-(1→4)-2-乙酰氨基-d-葡萄糖和 β-(1→4)-2-氨基-d-葡萄糖单元共聚而成，

具有良好的生物相容性、生物可降解性、促进伤口愈合及抗微生物活性，然而，单纯使用壳聚糖作为骨组织

工程支架时机械性能较差，在骨缺损区不能有效承重。 

 

摘要 

背景：单纯使用壳聚糖作为骨组织工程支架时机械性能较差，在骨缺损区不能有效承重，因此，许多学者尝

试开发多壁碳纳米管/壳聚糖骨组织工程支架。 

目的：构建载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架，测试其力学性能、抗菌活性与细胞相容性。 

方法：①采用“混酸法”制备功能化多壁碳纳米管；将壳聚糖、功能化多壁碳纳米管溶液(功能化多壁碳纳米

管质量分数 0.5%)与不同浓度的 ZnSO4•7H2O(锌质量分数分别 0.2%、1%、2%)混合，制备载锌功能化多壁

碳纳米管/壳聚糖复合支架，检测纯壳聚糖支架及载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的表面硬度及拉

伸强度；②采用抑菌圈实验检测纯壳聚糖支架及载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架对金黄色葡萄球菌

或大肠杆菌的抑制作用；③采用载锌功能化多壁碳纳米管 /壳聚糖复合支架浸提液培养小鼠成骨细胞

MC3T3-El，培养 1，2，3 d后，采用MTT法检测细胞增殖，计算细胞相对增殖率，评价细胞毒性。 

结果与结论：①3 组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的表面硬度、拉伸强度均高于纯壳聚糖支架   

(P < 0.05)，3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架间的表面硬度、拉伸强度比较差异无显著性意义；

②3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抗菌性能均高于纯壳聚糖支

架(P < 0.05)，且抗菌性能随着复合支架中锌质量分数的增加而增强；③含锌质量分数 0.2%、1%的载锌功能

化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架无细胞毒性；④结果表明，含锌质量分数 1%的载锌功能化多壁碳纳米管/

壳聚糖复合支架具有良好的力学性能、抗菌活性及细胞相容性。 
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载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的性能 
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(1)检测载锌功能化多壁碳

纳米管/壳聚糖复合支架的

表面硬度及拉伸强度； 
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糖复合支架的细胞毒性。 
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Abstract 

BACKGROUND: A pure chitosan (CS) scaffold has poor mechanical properties, and cannot play a load-bearing role in the bone defect region. 

Therefore, many scholars attempt to develop multi-walled carbon nanotube (MWCNT)/chitosan (MWCNT/CS) bone tissue scaffolds. 

OBJECTIVE: To develop the functionalized MWCNT/CS composite scaffolds carrying zinc (f-MWCNT/CS-Zn) and to test its mechanical 

properties, antibacterial activity and biocompatibility. 

METHODS: (1) F-MWCNT composite scaffolds were prepared by the acid mixture method, and f-MWCNT/CS-Zn composite scaffolds were 

prepared through mixing CS, f-MWCNT (0.5%) with different concentrations of ZnSO4•7H2O (the concentrations of Zn in the composite 

scaffolds were 0.2%, 1%, 2%, respectively). The surface hardness and tensile strength of the pure CS scaffold and the f-MWCNT/CS-Zn 

composite scaffolds were measured. (2) The inhibitory effect on Staphylococcus aureus or Escherichia coli of the pure CS scaffold and 

f-MWCNT/CS-Zn scaffolds was tested by inhibition zone test. (3) The osteoblasts MC3T3-El were cultured with the leaching solution of 

f-MWCNT/CS-Zn composite scaffolds. The cell proliferation was detected by MTT assay at 1, 2, 3 days after culture, then the relative 

proliferation rate was calculated and the cytotoxicity was evaluated.  

RESULTS AND CONCLUSION: (1) The surface hardness and tensile strength of the f-MWCNT/CS-Zn composite scaffolds were higher than 

those of the pure CS scaffold (P < 0.05), and there was no significant difference in the surface hardness and tensile strength between the 

different zinc-containing composite scaffolds. (2) The antibacterial properties of the three f-MWCNT/CS-Zn composite scaffolds against 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli were higher than those of the pure CS scaffold (P < 0.05), and the antibacterial activity was 

enhanced with the increase of zinc mass fraction. (3) The f-MWCNT/CS-0.2%Zn and f-MWCNT/CS-1%Zn composite scaffolds had no 

cytotoxicity. To conclude, the f-MWCNT/CS-1%Zn composite scaffold has good mechanical properties, antibacterial activity and 

biocompatibility. 

Subject headings: Chitosan; Nanotubes, Carbon; Zinc; Tissue Engineering 

Funding: the funded project of Shanxi Province Health and Family Planning Commission, No. 2015112 

 

0  引言  Introduction 

各种原因导致的骨损伤和骨缺损修复再生是全世界整

复外科的一大难题。由于自体骨和同种异体骨移植的缺陷

与并发症
[1-3]
，开发骨组织工程移植物替代品是治疗骨缺损

的一个有效选择
[4-6]
。理想的组织工程支架材料应当与天然

骨的功能相似，可代替天然骨的细胞外基质成分，并且对

周围组织无明显毒性，允许成骨细胞在其表面正常的增殖

与分化，可生物降解，具有与天然骨相似的功能结构，如

孔径大小、孔隙率及机械强度等
[7-8]
。  

天然聚合物因其良好的理化特性和生物学特性被广泛

应用于骨组织工程研究。壳聚糖是一种天然多糖，由

β-(1→4)-2-乙酰氨基-d-葡萄糖和β-(1→4)-2-氨基-d-葡

萄糖单元共聚而成，具有良好的生物相容性、生物可降解

性、促进伤口愈合及抗微生物活性，在生物医学领域具有

广阔的应用前景
[9]
。壳聚糖可被制作成各种形式，如膜、

纤维、海绵、水凝胶等复杂结构用于骨科治疗。壳聚糖的

阳离子性质可吸附带负电荷的蛋白多糖
[10]
，并且可负载治

疗药物或生长因子等，防止与植入相关的感染并加速新骨

生成
[11-12]
。 

然而，单纯使用壳聚糖作为骨组织工程支架时机械性

能较差，在骨缺损区不能有效承重
[13]
。与其他材料相比，

碳纳米管具有优异的机械性能，并且被认为是一种可应用

于组织工程的生物材料
[14]
。碳纳米管与各种聚合物制成支

架材料已被广泛应用于骨组织工程
[15]
。利用强酸(如浓硝酸

和浓硫酸)可对碳纳米管进行改性，在碳纳米管表面增加功

能基团(如羧基、羟基等)可获得功能化的碳纳米管。功能

化碳纳米管显著改善了碳纳米管在水中的分散性及与聚合

物的反应的能力。此外，在聚合物基质中添加少量的功能

化碳纳米管，可以改善材料的性能。功能化碳纳米管复合

支架表面的成骨细胞生长优于普通聚合物支架，表明功能

化碳纳米管更容易与细胞相互作用，同时增加了细胞代谢

功能。功能化碳纳米管和聚合物组成的复合支架在早期就

可刺激机体产生矿化液，这种仿生特性是引起支架骨矿化

的重要功能
[16]
。三维多孔支架可维持骨缺损区的空间结构，

为成骨细胞附着增殖提供支持。由于碳纳米管的高机械强

度和导电性，其与壳聚糖组成的复合支架材料被认为是骨

组织工程最有前景的生物材料之一
[17]
。许多学者尝试开发

用于骨组织工程的多壁碳纳米管/壳聚糖支架
[18-19]
。 

对于骨组织植入物，常伴有细菌感染风险，耐药菌可

能会增加感染风险并导致植入失败。因此，具有抗微生物

性能的支架材料对于成功的骨修复再生则更为理想。壳聚

糖和碳纳米管都具有与金属离子较高的结合能力
[20-21]
。锌

具有较高的抗菌活性，低毒，化学性质稳定，作用时间持

久
[22]
，可在支架制备期间掺入天然或合成的生物聚合物中，

用于骨组织工程
[23-24]
。锌通过转运锌储存蛋白和锌转运蛋

白在成骨细胞矿化中发挥重要作用
[25]
，它同时参与刺激大

鼠颅盖骨细胞中胶原蛋白的形成。锌可抑制破骨细胞分化

并促进成骨细胞的活性，同时促进骨形成
[26]
。因此，基于

壳聚糖、功能化碳纳米管和锌的特性，此次实验使用壳聚

糖和功能化的多壁碳纳米管并将锌引入其中，以实现整个

支架材料更好的抗菌性能和成骨性能，通过“溶液共混法”

联 合 “ 冷 冻 干 燥 法 ” 制 备 了 三 维 多 孔 结 构 的

f-MWCNT/CS-Zn复合支架，模仿天然骨的结构功能应用于

骨组织工程。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  支架制备与观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2016年3月至2017年2月在中国

科学院煤炭化学研究所和山西医科大学实验中心完成。 

1.3  材料  壳聚糖 (黏度50-800 mPa•s，脱乙酰度

80.0%-95.0%，生化试剂，国药集团化学试剂有限公司，

上海)；多壁碳纳米管(管径<8 nm，长度10-30 μm，北京

德科岛金科技有限公司)；硫酸锌(ZnSO4•7H2O，分析纯，

国药集团化学试剂有限公司，上海)；MC3T3-El细胞(通派

(上海)科技有限公司)；MEM-α培养基(Gibco公司，美国)；

胎牛血清(sigma公司，美国)；MTT细胞增殖及细胞毒性检
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测试剂盒(博士德，中国)；金黄色葡萄球菌和大肠杆菌(山

西医科大学第一附属医院医院)；VFD冷冻干燥机(北京博

医康实验仪器有限公司)；JSM-6360LV扫描电子显微镜

(JEOL，日本)；G200纳米压入仪(Nano Indenter，美国)；

电子万能测试机(TRAPEZIUM，日本)；D8 ADVANCE广

角X射线衍射仪(Bruker，德国)；细胞培养箱(Forma，美国)；

Eon酶标仪(Biotek，美国)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  功能化多壁碳纳米管的制备  将0.5 g多壁碳纳米

管置于烧瓶中，加入150 mL浓硫酸和50 mL浓硝酸，将烧

瓶置于80 ℃超声恒温水浴箱中反应6 h，形成均匀黑色溶

液，将溶液高速离心洗涤至中性，真空抽滤，产物在80 ℃

真空干燥箱中干燥24 h，得到功能化多壁碳纳米管。 

1.4.2  载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的制备   

①将800 mg壳聚糖溶解于40 mL 1%乙酸溶液中，磁力搅

拌60 min；②称取功能化多壁碳纳米管4 mg，分散于16 mL 

1%的乙酸溶液中，35 ℃恒温水浴箱中超声处理90 min。

然后取经上述处理完毕的功能化多壁碳纳米管溶液与处理

完毕的壳聚糖溶液混合，磁力搅拌60 min；③将混合后溶

液超声30 min，静置2 h去除泡沫，调节溶液的pH值至中

性；④将上述处理完毕的混合溶液置于磁力搅拌机中，边

搅拌边滴加不同浓度的ZnSO4溶液，充分混合均匀，使锌

的质量分数分别为0.2%、1%、2%；⑤将混合溶液于真空

干燥箱蒸发浓缩至一定体积，置于-50 ℃冷冻干燥箱真空

冷冻干燥48 h，制备出含锌量分别为0.2%、1%、2%的载

锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架。通过 + +① ③ ⑤制

备出纯壳聚糖支架。 

1.4.3  载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的表征 

形貌观察：将制备好的纯壳聚糖支架和3组载锌功能化

多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架材料剪切成合适大小，粘贴

于石墨台上，抽真空后喷金，使用扫描电镜观察其表面形

态、结构和孔隙大小。 

表面硬度测定：以纯壳聚糖支架为对照组，3组载锌功

能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架为实验组。使用美国

MTS公司的G200纳米压入仪检测支架的表面硬度，每种材

料测量6个点，取平均值。 

拉伸强度测试：以纯壳聚糖支架为对照组，3组载锌功

能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架为实验组。将材料制成

长度为80 mm、宽度为10 mm的试样，使用电子游标卡尺

测量厚度5次，取其平均值。室温下采用电子万能力学测试

机进行拉伸实验，以5 mm/min的速率进行测试，每种支架

材料测量5次，得到平均应力-应变曲线。 

X射线衍射吸收光谱：将制备好纯壳聚糖支架和3组载

锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架材料压碎剪，切成

细小粉末，分别使用筛子筛选制成适用于X射线衍射的样

品。使用德国Bruker D8 ADVANCE X-射线衍射仪，CuKα

射线，电压40 kV，电流40 mA，波长=0.154 18 nm进行测

试，记录材料的X射线衍射曲线。 

红外吸收光谱：将ZnSO4•7H2O、功能化多壁碳纳米

管分别捣碎制成细小粉末，并将制备好的纯壳聚糖支架和3

组锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架材料分别压碎，

剪切制成细小粉末，使用筛子筛选制备成适合于傅里叶红

外光谱样品。使用Thermo Scientific NICOLET IS 50红外

光谱仪检测获取上述材料的红外吸收光谱。 

抑菌圈实验：以纯壳聚糖支架为对照组，3组载锌功能

化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架为实验组。通过使用金黄

色葡萄球菌(革兰阳性细菌)和大肠杆菌(革兰阴性细菌)的

抑菌圈实验评价载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支

架的抗菌性能。复苏金黄色葡萄球菌和大肠杆菌，接种于

LB液体培养试管中，37 ℃恒温培育24 h，分别制备成 

1×10
7
 CFU/mL浓度细菌悬浮液。配置LB琼脂固体培养基，

分别加入100 μL制备好的两种细菌悬液，将4种支架材料制

备成直径为0.4 cm、高为0.2 cm的圆柱体，间隔一定距离

依次放置于同一培养基中，每种菌株重复6次，放于37 ℃

恒温倒置培育24 h，游标卡尺测量抑菌圈大小。 

细胞毒性实验：使用MTT法进行载锌功能化多壁碳纳

米管/壳聚糖复合支架的细胞毒性评价。γ射线消毒3组载

锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架材料。将200 mg

载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架材料加入2 mL

培养基中，37 ℃浸泡24 h，制作材料浸提液。将小鼠成骨

样细胞MC3T3-E1接种于96孔板，每孔接种大约1×10
5
个细

胞，加入新鲜配置的α-MEM培养基100 μL，放入37 ℃、

体积分数5%CO2细胞培养箱中培养24 h；去除96孔板上的

培养基，实验组加入制备好的各组材料浸提液100 μL，每

种材料重复5孔，以加入培养基的为空白对照组。放入   

37 ℃、体积分数5%CO2细胞培养箱培养，24，48，72 h

后，每孔加入10 μL MTT (5 g/L)液继续培养4 h，然后每孔

加入100 μL DMSO，10-15 min后，用酶标仪检测各孔在

490 nm波长的吸光度(A)值。计算各组支架相对增殖率

(RGR)。细胞相对增殖率=实验组样品A值/空白组A值。评

价3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架材料的细

胞毒性。按照美国药典细胞相对增殖率与细胞毒性等级关

系：细胞相对增殖率≥100%为0级， 80%≤细胞相对增殖

率<100%为1级， 50%≤细胞相对增殖率<80%为2级，

30%≤细胞相对增殖率<50%为3级，0≤细胞相对增殖率

<30%为4级。依据国家标准(GB/T16886.5-2003) 0级与1

级代表无明显细胞毒性，2，3，4级代表具有细胞毒性且

毒性依次增加。 

1.5  主要观察指标  载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复

合支架，测试其力学性能、抗菌活性与细胞相容性。 

1.6  统计学分析  使用SPSS 19.0软件进行统计分析，结

果以x
_

±s表示，采用LDS-t 检验进行统计学分析，P < 0.05

认为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  扫描电镜观察支架表面形貌  纯壳聚糖支架和3组载

锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架均具有三维微孔

样结构，微孔分布较为均匀，相互连通，孔隙的形态大小

不规则，孔隙率高，孔径主要在50-300 μm之间，适合成

骨细胞的黏附和生长，见图1。 
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2.2  支架表面硬度测试结果  3组载锌功能化多壁碳纳米

管/壳聚糖复合支架的表面硬度高于纯壳聚糖支架(P < 

0.01)；3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的表

面硬度相似，组间两两比较差异无显著性意义(P > 0.05)，

见图2，添加0.5%功能化多壁碳纳米管的复合支架表面硬

度较纯壳聚糖支架提高了约12%，说明功能化壁碳纳米管

提高了复合支架的表面硬度，制备的载锌功能化多壁碳纳

米管/壳聚糖复合支架具有较好的力学性能，而添加0.2%、

1%、2%的锌对支架表面硬度无明显影响， 

2.3  支架拉伸强度测试结果  3组载锌功能化多壁碳纳米

管/壳聚糖复合支架的拉伸强度明显大于纯壳聚糖支架(P < 

0.01)，复合支架的拉伸强度较纯壳聚糖支架提高了约

13%，添加0.2%、1%、2%的锌对复合支架拉伸强度无明

显影响，3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的

力学强度相似，组间两两比较差异无显著性意义(P > 

0.05)，见图3。 

2.4  X射线衍射吸收光谱分析结果  壳聚糖有3个峰值对

应2个晶体结构。壳聚糖的3个主要吸收峰值在8.5°、11.5°

和22°附近，所有的样品均包含这3个峰值，证明了壳聚糖

晶体的存在。功能化多壁碳纳米管的主要吸收峰值在25°

和43°附近。ZnSO4•7H2O的主要吸收峰值在15°、18°、20°

和22°附近。在3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支

架中没有观察到功能化多壁碳纳米管和ZnSO4•7H2O的特

征吸收峰，说明加入0.5%的功能化多壁碳纳米管和0.2%、

1%、2%的ZnSO4•7H2O，对支架主体壳聚糖的晶体结构没

有明显影响，4组材料具有相似的峰值，见图4。 

2.5  红外吸收光谱分析结果  功能化多壁碳纳米管在   

1 635 cm
-1
附近的吸收峰对应-COOH基团，在3 446 cm

-1

附近的吸收峰对应-OH基团；壳聚糖在3 436 cm
-1
附近的

吸收峰对应-OH基团，1 517 cm
-1
附近的吸收峰对应

-NH2基团；-COOH吸收峰在功能化多壁碳纳米管/壳聚

糖中没有出现，可能是功能化多壁碳纳米管的-COOH基

团与壳聚糖的 -NH2基团反应形成了新的酰胺键

(CONH)；3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架

中，-NH2吸收峰与-OH吸收峰强度减弱，说明-NH2基

团和-OH基团可能与Zn
2+
发生了络合，载锌功能化多壁

碳纳米管/壳聚糖复合支架支架各组分间实现了一定程度

的化学结合，见图5。另外，载锌功能化多壁碳纳米管/

壳聚糖复合支架在水中是稳定的，1个月的观察没有发现

降解、分离和絮状沉淀。 

2.6  抑菌圈实验结果  与纯壳聚糖支架相比，3组载锌功

能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架对金黄色葡萄球菌抑

菌圈直径增大(P < 0.01)，说明载锌的复合支架对金黄色葡

萄球菌具有更好的抑制作用，随着支架中锌含量的增加，

复合支架对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径增大，组间两两

比较差异有显著性意义(P < 0.01)，说明随着支架中锌含量

升高，复合支架的抗菌作用增强；与纯壳聚糖支架相比，3

组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架对大肠杆菌

的抑菌圈直径增大(P < 0.01)，随着支架中锌含量增加，复

合支架对大肠杆菌的抑菌圈直径增大，组间两两比较差异

有显著性意义(P < 0.01)，见表1，说明制备的载锌功能化

多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架对大肠杆菌具有一定的抗

菌活性，随着支架中锌含量增加，复合支架对大肠杆菌的

抗菌作用增强，说明实验制备的载锌功能化多壁碳纳米管/

壳聚糖复合支架具有较好的抗菌性能。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7  细胞毒性实验结果  培养的第1，2，3天，含锌量

0.2%、1%的载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架细

胞相对增殖率均大于80%，且含锌量1%的载锌功能化多壁

碳纳米管/壳聚糖复合支架培养第3天的细胞增殖率大于

100%，毒性评级为1或0；培养的第1，2，3天，含锌量2%

的载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的细胞相对

增殖率在50%-80%之间，毒性评级为2，见图6。这说明制

备的含锌量0.2%、1%的载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖

复合支架对成骨细胞无明显毒性，生物相容性良好，适合

于成骨细胞的黏附与增殖；含锌量2%载锌功能化多碳纳米

管/壳聚糖复合支架对成骨细胞有轻度毒性，可能与支架中

锌含量过高有关。 

 

3  讨论  Discussion 

骨组织工程优化设计的需要，促使学者们研究更为理

想的复合支架材料
[27-28]
。作为天然存在的高分子聚合物，

具有优异理化性能和生物学性能的壳聚糖在生物医学领域

应用广泛
[9]
。壳聚糖与天然骨的细胞外基质结构非常相似，

可制作成各种结构，如膜、纤维、三维多孔、水凝胶等用

于骨科治疗，满足骨组织工程的多数要求
[29-30]
，是理想的

骨组织工程支架材料
[31-32]
，但其缺陷是机械强度较差

[33-34]
。 

添加一些无机或有机材料到壳聚糖中，可改善壳聚糖

的力学性能，使之更加适用于骨组织工程。Zhang等
[35]
制

备了羟基磷灰石/壳聚糖支架，研究发现羟基磷灰石/壳聚糖

支架改善了壳聚糖支架的力学性能，抗压强度增加了33%，

并 且 促 进 了 小 鼠 成 骨 细 胞 MC3T3-E1 的 增 殖 。

Puvaneswary等
[36]
在磷酸三钙/壳聚糖支架中添加岩藻依

聚糖生物复合支架，增加了复合支架的抗压性能、磷灰石

沉积和骨钙素的释放，有利于人间充质干细胞在体外分化

为成骨细胞。 

多壁碳纳米管力学性能非常优异，被誉为“超级纤维”，

低毒，具有可降解性，近年来常被应用于提高复合支架的

机械强度
[37-38]
。Pan等

[39]
研究了多壁碳纳米管/聚己内酯复 

表 1  复合支架对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌抑菌圈直径 

           (x
_

±s，n=6，mm)

Table1  The inhibition zone diameter of different scaffolds     

表注：与纯壳聚糖支架比较，
a
P < 0.01；与含锌量 0.2%组比较，

b
P < 0.01；

与含锌量 1%组比较，
c
P < 0.01。 

组别 金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 

纯壳聚糖支架组 4.93±0.19 4.56±0.15 

载锌功能化多壁碳纳米管/ 

壳聚糖复合支架 

  

含锌量 0.2%组 7.14±0.17
a
 6.92±0.16

a
 

含锌量 1%组 9.74±0.16
ab

 9.32±0.39
ab

 

含锌量 2%组 11.18±0.21
abc

 10.70±0.25
abc
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合支架，发现含0.5%的功能化多壁碳纳米管时，复合支架

的力学性能表现最好。Venkatesan等
[40]
使用冷冻干燥法制

备了分别含0.002 5%、0.005%和0.01%功能化多壁碳纳米

管的功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架，具有较高孔隙

率，三维多孔的功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架增强

了MG-63细胞的黏附、分化性能和支架矿化性能，但其未

对功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的力学强度进行

探讨，推测可能是因为支架的功能化多壁碳纳米管含量较

低，对复合支架力学性能改善不明显。Aryaei等
[41]
制备了

含多壁碳纳米管的壳聚糖混合膜，研究发现即使添加少量

的多壁碳纳米管，多壁碳纳米管/壳聚糖混合膜的表面硬

度、拉伸强度和弹性模量也会明显改善。但单纯的多壁碳

纳米管缺少功能基团，在溶液中分散性较差，不容易在壳

聚糖中分散均匀，同时多壁碳纳米管与壳聚糖的结合力也

图 1  扫描电子显微镜观察载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架表面形貌(×100) 

Figure 1  The surface topography of different functionalized multi-walled carbon nanotubes/chitosan-zinc composite scaffolds under 

scanning electron microscope (×100) 

图注：图中 A为纯壳聚糖支架，B-D分别

为含锌量 0.2%、1%、2%的载锌功能化多

壁碳纳米管/壳聚糖复合支架。4种支架均

具有三维微孔样结构，微孔分布较为均匀，

相互连通，孔隙的形态大小不规则，孔隙

率高，孔径主要在 50-300 µm之间。 

 

图 2  不同支架材料的表面硬度比较 

Figure 2  Surface hardness test of different scaffolds 

 

图 3  不同支架材料的应力-应变曲线 

Figure 3  Tensile tress-strain curves of different scaffolds 

图注：图中 a为 ZnSO4•7H2O，b为功能化多壁碳纳米管，c为壳聚

糖，d-f 分别为含锌量 0.2%、1%、2%的载锌功能化多壁碳纳米管/

壳聚糖复合支架。在 3 组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架

中没有观察到功能化多壁碳纳米管和 ZnSO4•7H2O的特征吸收峰。

图注：图中 a为 ZnSO4•7H2O，b为功能化多壁碳纳米管，c为壳聚

糖，d-f 分别为含锌量 0.2%、1%、2%的载锌功能化多壁碳纳米管/

壳聚糖复合支架。3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架中，

-NH2吸收峰与-OH吸收峰强度减弱，说明-NH2基团和-OH基团可

能与 Zn
2+
发生了络合。   

表
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图 5  不同材料

的红外吸收光谱

分析结果 
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图注：图中 a-c 分别为含锌量 0.2%、1%、2%的载锌功能化多壁碳

纳米管/壳聚糖复合支架。培养的第 1，2，3 天，含锌量 0.2%、1%

的载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架细胞相对增殖率均大于

80%，且含锌量 1%的载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架培养

第 3天的细胞增殖率大于 100%，毒性评级为 1或 0；培养的第 1，2，

3天，含锌量 2%的载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的细胞

相对增殖率在 50%-80%之间，毒性评级为 2。   
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图 6  载锌功能

化多碳纳米管/壳

聚糖复合支架的

细胞相对增殖率
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较差。此次研究通过“混酸法”制备了功能化多壁碳纳米管，

在多壁碳纳米管中增加了-COOH、-OH等功能基团，改善

了其在溶液中的分散性，使功能化多壁碳纳米管和携带有氨

基基团的壳聚糖更好地结合，然后以壳聚糖、功能化多壁碳

纳米管与ZnSO4•7H2O为主要原料，采用“溶液共混法”联

合“冷冻干燥法”制备了载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖

复合支架。扫面电镜观察显示制备的载锌功能化多壁碳纳米

管/壳聚糖复合支架具有三维多孔结构，孔隙率高，同时具

有合适的孔径大小，可提供三维空间，有利于支架内营养

物质输送，成骨细胞的黏附、增殖和新生血管的形成。表

面硬度测试和拉伸强度测试结果显示：载锌功能化多壁碳

纳米管/壳聚糖复合支架的力学性能较纯壳聚糖支架提高明

显，3组载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架的表面硬

度、拉伸强度分别提高了约12%、13% (P < 0.01)，具有较

好的支撑新骨形成能力。这与Aryaei等的研究结果相似。X

射线衍射检测显示，添加0.5%的功能化多壁碳纳米管对支

架主体壳聚糖的晶体结构未产生明显影响。傅里叶红外光谱

结果显示，功能化多壁碳纳米管的功能基团和壳聚糖的带电

基团具有分子间相互作用，实现了一定的化学结合，这与

Aryaei等和Venkatesan 等的研究结果一致。 

骨组织植入物常伴有细菌感染并发症，研究具有抗菌

性能的骨组织移植物是一个有效途径。掺杂抗菌金属离子

(如锌和银等)可提高支架的抗菌性能。壳聚糖具有黏膜黏

附性及可打开上皮紧密连接作用，由于壳聚糖链上氨基和

的羧基的存在，使其同时具有正负两性，所以经常被用于

负载治疗药物或生长因子。壳聚糖链上的-NH2和-OH对金

属离子具有很强的结合能力
[42-43]
。同时碳纳米管对金属离

子也具有较高的结合力
[21]
。李高清等

[44]
研制了含不同浓度

纳米银的壳聚糖纳米银复合物基温敏水凝胶，与未载银的

水凝胶相比，发现其对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、铜绿

假单胞菌、肺炎克雷伯菌、肺炎链球菌、阴沟肠杆菌、流

感嗜血杆菌、白色念珠菌光、滑念珠菌和克柔念珠菌等均

具有明显的抑制作用，且随着水凝胶中纳米银含量增加，

抑菌作用增强。锌是一种具有优异抗菌活性的金属
[45-46]
。

Niranjan等
[30]
研究发现，与不含锌的壳聚糖/β-甘油磷酸盐

水凝胶相比，含锌的壳聚糖/β-甘油磷酸盐水凝胶金黄色葡

萄球菌抑菌圈[从(7.3±0.9)mm增大到(12.0±1.4)mm]及大

肠杆菌抑菌圈明显增加 [从 (8.6±0.9)mm增大到 (11.3± 

0.9)mm]，显示了对金黄色葡萄球和大肠杆菌菌显著的抑

制作用。此次研究利用壳聚糖及功能化多壁碳纳米管对金

属离子的强结合力，分别制备了含锌量0.2%、1%、2%的

载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架，抗菌实验结果

表明与未含锌的支架相比，3组载锌功能化多壁碳纳米管/

壳聚糖复合支架对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌具有更好的

抗菌活性(P < 0.01)，且随着支架中锌含量的增加，支架的

抑菌作用增强(P < 0.01)，与Niranjan等的研究结果一致。

同时X射线衍射结果显示，加入的锌未对支架主体壳聚糖

的晶体结构产生明显影响，支架保留了壳聚糖优异的理化

性质和生物学性质。傅里叶红外光谱结果显示，功能化多

壁碳纳米管的功能基团和壳聚糖的带电基团与Zn
2+
实现了

络合。研究表明，锌在合适浓度下可提高成骨细胞的增殖、

黏附与扩散，通过不同机制促进成骨同时抑制骨组织的吸

收
[47-48]
。实验采用MTT法对载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚

糖复合支架进行了细胞毒性实验，结果显示：含锌量0.2%、

1%的载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架培养第1，

2，3天的细胞相对增殖率均大于80%，甚至含锌量1%的载

锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架在第3天的细胞相

对增殖率大于100%，毒性评级为1或0，生物相容性良好；

含锌量2%的载锌功能化多壁碳纳米管/壳聚糖复合支架培

养第1，2，3天的细胞相对增殖率在50%-80%之间，毒性

评级为2，对成骨细胞具有轻度毒性，这是因为锌浓度过高

时，反而会对成骨细胞的增殖具有抑制作用
[49-50]
。 

综上所述，此次研究制备的载锌功能化多壁碳纳米管/

壳聚糖复合支架复合支架结构稳定，具有良好的微观结构、

力学性能、较优的抗菌活性和良好的生物相容性，后续将

通过细胞实验和动物实验对载锌功能化多壁碳纳米管/壳

聚糖复合支架复合支架的成骨性能进行进一步研究，为其

在临床中的应用打下良好基础。 
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