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载银纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯复合纳米纤维支架的制备及成骨抗菌性能

曹  飞，惠  敏，董西玲，王  乐，王祖旭，张  敏，张晓明，刘童斌

文题释义：

骨感染：骨感染的常见致病菌主要是金黄色葡萄球菌和大肠杆菌，菌斑生物膜的形成是骨感染发生的主要诱因，生物膜可保护其内的致病

菌免受抗生素和药物等的破坏而持续入侵正常骨组织，因此要想消除骨感染必须彻底根除菌斑生物膜。

银纳米颗粒的抗菌机制：目前的研究认为银主要通过两种机制发挥抗菌作用，一是银具有较高还原电位，可以在其周围产生原子氧，原子

氧的强氧化性具有杀灭细菌的能力；二是银与携带负电荷的细菌细胞膜接触时可穿透进入细胞膜，并与胞质内蛋白质上的巯基发生反应，

进而影响细菌DNA的合成，导致细菌裂解死亡。

摘要

背景：骨组织具有自我更新重建并修复组织缺损的功能，然而当发生大面积严重的骨缺损时往往需要骨移植物或骨替代物来重建缺损，这

就加大了植入物周围骨感染的风险。

目的：制备出载有不同银浓度的纳米羟基磷灰石/聚己内酯复合纳米纤维支架，确定既促进细胞增殖又具有抗菌特性的银浓度。

方法：利用静电纺丝技术制备出载有不同银浓度(0，0.001，0.01，0.1 mol/L)的纳米羟基磷灰石/聚己内酯复合纳米纤维支架，通过扫描电

镜、能量色散光谱仪及透射电镜表征4组支架的微观形貌与元素组成。将MC3T3-E1成骨细胞与4组支架共培养，检测支架对细胞增殖与成骨分

化的影响。将4组支架分别与金黄色葡萄球菌(ATCC25923)和大肠杆菌(ATCC25922)共培养，通过形成的抑菌圈和抑菌率观察支架的抗菌性能。

结果与结论：①扫描电镜下可见，4组静电纺丝纳米纤维较为连续，直径较为均匀，电纺丝呈现网状结构，其中分散着大小各异的孔隙结

构，随着支架中载银含量的增加，纳米纤维的直径逐渐增大。透射电镜下可见，载银支架纳米纤维上均匀分散着黑色的银纳米颗粒，颗

粒的大小直径为(46±24) nm。②CCK-8实验显示，与未载银支架相比，载银0.001，0.01 mol/L的纳米纤维支架可促进成骨细胞的增殖，载银 

0.1 mol/L的纳米纤维支架抑制了成骨细胞的增殖。细胞核与细胞骨架染色显示，载银0，0.001，0.01 mol/L的纳米纤维支架有利于成骨细胞

形态的伸展，载银0.1 mol/L的纳米纤维支架不利于成骨细胞形态的伸展。③碱性磷酸酶染色显示，载银0，0.001，0.01 mol/L的纳米纤维支

架有利于成骨细胞的分化，载银0.1 mol/L的纳米纤维支架抑制了成骨细胞的分化。④抑菌圈实验显示，未载银支架无抗菌性能，随着支架

中载银含量的增加，载银支架的抗菌性能增强。抑菌率实验证明载银量为0.01 mol/L的纳米纤维支架具有较强的抗菌活性。⑤结果表明，

载银量0.01 mol/L的纳米羟基磷灰石/聚己内酯复合纳米纤维支架既具有良好的生物学活性又具备优秀的抗菌性能。
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0   引言   Introduction
骨组织是人体中新陈代谢最活跃的组织之一，具有自我

更新重建功能，其过程涉及骨的吸收和形成并贯穿人的一生
[1]
。

然而，当发生大面积骨缺损时单纯依靠自身骨改建不能修复

缺失的组织，这就需要骨移植物或骨替代物来重建缺损。严

重的骨缺损通常会增加植入物周围骨感染的风险，骨感染主

要是由细菌感染所形成的生物膜造成的
[2]
，这种生物膜具有

特殊的三维结构和生理特性，对抗菌剂和抗生素都可产生较

强的抗药性
[3]
。因此，研究开发既具有促进骨组织重建又具

备抑制细菌感染双重功能的生物移植材料，对预防和治疗骨

感染具有重要的临床意义。

聚己内酯是半结晶脂肪族聚酯，具有良好的生物兼容性，

并且已获得食品和药物管理局 (FDA) 的批准被广泛用于生物

医学领域
[4]
，但由于聚己内酯的疏水性使其表面能降低，因

而限制了细胞的渗透、黏附生长
[5]
。骨组织主要由嵌入在有

机胶原基质中的纳米羟基磷灰石构成，纳米羟基磷灰石与骨

矿化相非常接近，可直接参与骨祖细胞的分化和矿化，更重

要的是纳米羟基磷灰石的加入可改善聚己内酯亲水性差的缺

陷，这在 PARK 等
[6]
的研究中得到证实。静电纺丝因具备极

高的比表面积和彼此连通的孔隙能够准确模拟细胞外基质的

组成和构造，被广泛用于生物组织工程支架
[7]
。纳米羟基磷

灰石 / 聚己内酯复合材料是良好的缓释支架，被广泛用于负

载药物
[8]
、抗生素和细胞因子等

[9-10]
。

以上方法并未从根本上改善支架材料的抗菌能力，为了

避免细菌抗药性等问题的产生，HE 等
[11]

尝试将抗菌肽通过

微球的形式负载到静电纺丝膜中取得了显著的抗菌效果，但

研究发现抗菌肽在体内极不稳定且缺乏骨诱导活性，因此限

制了其临床应用。有研究发现，金属银 (Ag) 对革兰阳性和革

兰阴性菌及真菌菌株均具有良好的广谱抗菌活性，是一种强

大的无机抗生素
[12]
，更重要的是银能够有效杀灭多种已产生

耐药性的微生物菌株
[13]
。银本身具有一定的细胞毒性

[14]
，

据报道 10 mg/L 是银对体细胞的最大毒性质量浓度
[15]
，这就

要求所加入的银浓度在发挥抗菌性能的同时不能损害周围正

常的细胞活性。QIAN 等
[16]

将电纺丝浸泡在 0.001 mol/L 的

硝酸银 (AgNO3) 溶液中得到负载银的复合支架，证明其具有

良好的抗菌及成骨性能。PATERSON 等
[17]

通过湿法沉淀法和

电纺丝法将银负载到纤维支架上，证明了银浓度为 0.1 mol/L

时可发挥良好的生物学特性和抗菌能力。 

实验以纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯支架为载体，将不同

浓度的银 (0.001，0.01，0.1 mol/L) 与纳米羟基磷灰石 / 聚己

内酯结合形成复合纳米纤维支架，通过物理表征、细胞增殖

及形态、成骨活性检测及抗菌检测来探究具有最适银浓度的

纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯复合纳米纤维支架，以期获得既

具有骨诱导活性又有抗菌性能的多功能复合纳米纤维支架材

料。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外观察实验，数据比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 11 月至 2021 年 4 月在滨州

医学院临床医学实验室完成。

1.3   材料   小鼠胚胎成骨细胞前体细胞 MC3T3-E1( 由山

东大学口腔医学院科研实验室赠送 )；金黄色葡萄球菌

(ATCC25923，吉林大学赠送 )；大肠杆菌 (ATCC25922，吉林

大学赠送 )。

Co-corresponding author: Liu Tongbin, Master, Department of Prosthodontics, Affiliated Hospital of Binzhou Medical University, Binzhou 256600, Shandong 
Province, China

Abstract
BACKGROUND: Bone tissue has the function of self-renewal, reconstruction and repair of tissue defects. However, when a large area of severe bone defect 
occurs, bone grafts or bone substitutes are often needed to reconstruct the defect, which increases the risk of bone infection around the implant. 
OBJECTIVE: To prepare nanohydroxyapatite/polycaprolactone composite nanofiber scaffolds with different silver concentrations to determine the silver 
concentration that promotes cell proliferation and has antibacterial properties. 
METHODS: Nanohydroxyapatite/polycaprolactone composite nanofiber scaffolds with different silver concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 mol/L) were prepared 
by using electrospinning technology. The microscopic morphology and elemental composition of scaffolds of four groups were shown by scanning electron 
microscopy, energy dispersive spectroscopy and transmission electron microscope. MC3T3-E1 osteoblasts were co-cultured with four groups of scaffolds to 
study the effect of sample scaffolds on the cell proliferation and osteogenic differentiation. Four groups of scaffolds were co-cultured with Staphylococcus 
aureus (ATCC25923) and Escherichia coli (ATCC25922) to study the antibacterial properties of scaffolds by the formation of antibacterial circle and antibacterial 
rate.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Scanning electron microscopy showed that the four groups of electrospinning films were more continuous and uniform 
in diameter. The electrospinning filaments displayed a mesh-like structure, in which pore structures of different sizes were dispersed. As the silver-loaded 
content of the scaffold increased, the diameter of the nanofibers gradually increased. Transmission electron microscope showed that the silver-loaded scaffold 
nanofibers were uniformly dispersed with black silver nanoparticles, and the particle size diameter was (46±24) nm. (2) CCK-8 assay showed that compared 
with the unloaded silver scaffolds, silver-loaded 0.001, 0.01 mol/L nanofiber scaffolds could promote osteoblast proliferation. Silver-loaded 0.1 mol/L nanofiber 
scaffolds inhibited osteoblast proliferation. Nucleus and cytoskeleton staining showed that silver-loaded 0, 0.001, and 0.01 mol/L nanofiber scaffolds facilitated 
the extension of osteoblast morphology. Silver-loaded 0.1 mol/L nanofiber scaffolds were not conducive to the extension of osteoblast morphology. (3) 
Alkaline phosphatase staining showed that silver-loaded 0, 0.001, and 0.01 mol/L nanofiber scaffolds were beneficial to osteoblast differentiation, and silver-
loaded 0.1 mol/L nanofiber scaffolds inhibited osteoblast differentiation. (4) Antibacterial circle experiment showed that the unloaded silver scaffolds had no 
antibacterial properties. As the silver-loaded content of the scaffold increased, the antibacterial properties of silver-loaded scaffolds increased. Antibacterial 
rate experiment proved that silver-loaded 0.01 mol/L nanofiber scaffolds had strong antibacterial activity. (5) The results confirm that the silver-loaded 0.01 
mol/L nanohydroxyapatite/polycaprolactone composite nanofiber scaffold has both good biological activity and excellent antibacterial properties. 
Key words: electrospinning; nanofiber; nanohydroxyapatite; silver nanoparticle; bone infection; osteogenesis; antibacterial property
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1.3.1   主要试剂   聚己内酯 ( 美国 Sigma 公司 )；二氯甲烷 ( 天

津市致远化学试剂有限公司 )；N，N- 二甲基甲酰胺 ( 天津

市致远化学试剂有限公司 )；纳米羟基磷灰石 ( 上海麦克林

生化科技有限公司 )；硝酸银 (AgNO3，上海吉至生化科技有

限公司 )；改良型 α-MEM 培养基、胎牛血清、青链霉素 (Bioind

公司 )；CCK-8 试剂盒 ( 上海基屹生物科技有限公司 )；罗丹

明标记鬼笔环肽 ( 北京索莱宝科技有限公司 )；DAPI 溶液 ( 北

京索莱宝科技有限公司 )；BCIP/NBT 底物显色试剂盒 ( 北京

索莱宝科技有限公司 )。
1.3.2   主要仪器与设备   天平 ( 瑞士 METTLER TOLEDO 公司 )；

搅拌器 ( 金坛区西城新瑞仪器厂 )；高压电源 ( 大连鼎通科技

发展有限公司 )；微量注射泵 ( 深圳市通力维纳科技有限公

司 )；超净工作台 ( 美国 Thermo Electron 公司 )；荧光显微镜

( 美国 Beckman-Coulter 公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   静电纺丝纳米纤维支架的制备  经过查阅相关文献和前

期的实验总结
[18-21]

，将 5.714 3 mL 的二氯甲烷和 4.285 7 mL

的 N，N- 二甲基甲酰胺混合均匀配置成 10 mL 液体，加入

1.428 6 g 聚己内酯和 214.3 mg 的纳米羟基磷灰石及一定质

量 ( 分别为 0.001 7，0.017 0，0.170 0 g) 的硝酸银 (AgNO3)，

用磁力搅拌器均匀搅拌至少 8 h。将混合液超声震荡 30 min

后移入注射器内，针头为 8 号，推进速度为 3 mL/h，外界高

压电源为 25 kV，针头与轮轴接收器的距离为 20 cm，在铝箔

上制备出厚实的复合纳米纤维结构，收集的纤维支架真空干

燥后紫外线均匀光照 1 h。静电纺丝过程示意图，见图 1，样

品分组情况，见表 1。 

样品台上并连接导电胶，对样品表面进行喷金处理，使用场

发射扫描电镜来观察静电纺丝纳米纤维支架的微观形态学的

结构和特性。采用 Image J 软件从扫描电镜图像上测量并估

计纳米纤维的平均直径和分布。使用能量色散光谱仪测定未

载银和载银静电纺丝膜表面各个元素的组成和分布。

透射电镜观察：在静电纺丝制备过程中直接将电纺丝收

集到铜网上后烘干，使用紫外线均匀照射收集到的样品 1 h。

采用透射电镜观察未载银与载银静电纺丝纤维之间具体的微

观差异。

1.4.3   纳米纤维支架的细胞相容性   将 4 种静电纺丝纳米纤

维支架裁剪成直径为 15 mm 的圆形 ( 与 24 孔板直径相匹配 )，

并置于紫外线灯下消毒 ( 正反面各 2 h)。用相匹配的无菌不

锈钢圆环将圆形样品固定在 24 孔板的培养皿底部，缓慢加

入培养基直至完全没过样品，浸泡 2 h 后吸出培养基后待用。

用完全培养基 ( 向已消毒的 50 mL 离心管内加入 10 mL 胎牛

血清和 500 µL 青 - 链霉素，再加入改良型 α-MEM 培养基定

容至 50 mL) 培养 MC3T3-E1 细胞至对数生长期后进行下一步

操作。

细胞增殖：通过 CCK-8 法检测 4 组样品上的 MC3T3-E1

细胞增殖情况。将 MC3T3-E1 细胞以 1×104/cm2
的密度接种

到消毒好后的样品上，接种培养第 1，3，7天后吸除原培养基，

每孔加入含有 30 µL CCK-8和 270 µL完全培养基的混合溶液，

避光环境下在含体积分数 5%CO2 的 37 ℃恒温培养箱中维持

2 h。之后将每孔 100 μL 的溶液转移到 96 孔培养板上，通过

酶标仪测定 450 nm 处的吸光光度值 (A 值 )。每组样品重复

实验 3 次。

细胞核和细胞骨架染色：采用细胞核和细胞骨架染色来

检测 4 组样品上 MC3T3-E1 细胞的形态结构及伸展情况。按

如上所述将 MC3T3-E1 细胞接种于样品上，接种培养 24 h 后，

经 40 g/L 多聚甲醛固定细胞和 1%Triton X-100 破膜透明化处

理细胞后，避光室温下用现用现配的鬼笔环肽染色 30 min、
DAPI 染色 5 min，激光共聚焦显微镜下观察染色情况。

1.4.4   碱性磷酸酶染色   通过碱性磷酸酶染色检测 4 组样品

上 MC3T3-E1 细胞的成骨分化潜能。MC3T3-E1 细胞以 1×104/cm2

的密度接种到消毒好后的样品上，2 d 后改用成骨分化诱导

培养基 ( 完全培养基、0.05 g/L 维生素 C、10 mmol/L β-甘油

磷酸钠、1×10-8 mol/L 地塞米松 )。在细胞接种后的第 14 天，

用 40 g/L 多聚甲醛固定细胞，在避光室温下用现用现配的

BCIP/NBT 工作液染色 30 min 后，以 ddH2O 洗涤来终止显色，

置于光学显微镜下观察染色情况。采用 Image J 软件分析染

色区域面积占整个观察区域的比值，每组样品的染色面积及

比值测量 3 次，取平均值。

1.4.5   抗菌检测  

抑菌圈检测：用抑菌圈法检测 4 组样品对革兰阴性大肠

杆菌和革兰阳性金黄色葡萄球菌的抗菌活性。将 4 组样品制

备成直径为 6 mm 的圆片，消毒灭菌。在营养琼脂平板上接

种 1 mL 菌液，其中每种菌液中含有约 106 cfu/mL 的细菌。

表 1 ｜静电纺丝纳米纤维支架样品的分组情况
Table 1 ｜ Grouping of different electrospinning membrane samples

组别 组成

0 组 纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯

0.001 组 载银量为 0.001 mol/L 的纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯

0.01 组 载银量为 0.01 mol/L 的纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯

0.1 组 载银量为 0.1 mol/L 的纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯

研究原著

图注：nHA 为纳米羟基磷灰石，DCM 为二氯甲烷，DMF 为 N，N- 二甲

基甲酰胺，AgNPs 为银纳米颗粒

图 1 ｜静电纺丝纳米纤维支架样品制备的示意图

Figure 1｜ Schematic diagram of preparation of electrospinning membrane 
sample

nHA

紫外灯光照

AgNO3

AgNPs

DCM
DMF

1.4.2   纳米纤维支架的微观形貌与元素组成

扫描电镜和能量色散光谱仪检测：将制备好的 4 组静电

纺丝支架裁剪成 1 mm×1 mm 的正方形大小，粘在扫描电镜
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将 4 组样品缓慢放置在已接种细菌的平板上，37 ℃下孵育

24 h，通过测量每个样品周围形成的透明区直径来确定细菌

抑制区域。每组样品所产生的抑菌圈直径测量3次，取平均值。

抑菌率检测：采用抑菌率法检测 4 组样品对以上两种细

菌的抗菌效果。将样品支架分别与 1.5 mL( 含有约 106 cfu/mL

细菌 ) 的金黄色葡萄球菌和大肠杆菌在 37 ℃下共同培养。 

24 h 后将样品支架取出，加入 1 mL 的生理盐水并用振荡器

振荡 3 min 后逐级稀释，吸取 100 µL 的菌悬液放置于琼脂培

养板上并进行均匀划板，之后在 37 ℃下孵育 24 h，对样品

的菌落数目进行计数并按照以下公式计算其抑菌率，重复实

验3次。抑菌率 (%)=(对照组的菌落数目-实验组的菌落数目 )/

对照组的菌落数目 ×100%，其中对照组为 0 组。 

1.5   主要观察指标   载有不同银浓度纳米羟基磷灰石 / 聚己

内酯复合纳米纤维支架的物理表征及抗菌性能，以及对成骨

细胞的伸展形态、增殖及成骨性能的影响。

1.6   统计学分析   所有数据资料采用统计软件包 Graph Pad 

Prism 8.0 进行处理，数据比较采用单因素方差分析，设 

P < 0.05 时差异有显著性意义。计量资料表示为 x-±s。

2   结果   Results 
2.1   各组纳米纤维支架的微观形貌与元素组成   图 2 为 4 组

样品的大体观，随着载银含量的增加样品所呈现的颜色加深。

2.2   各组纳米纤维支架的的细胞相容性   各组样品对成骨细

胞增殖的影响，见图 6。细胞培养的第 1 天，各组间细胞 A

值比较差异无显著性意义 (P > 0.05)；培养第 3 天，0.01 组细

胞 A值高于 0组 (P < 0.05)，0.1组细胞 A值低于 0组 (P < 0.05)，
0.001 组细胞 A 值与 0 组比较差异无显著性意义 (P > 0.05)；

培养第 7天，0.001组、0.01组细胞A值高于 0组 (P < 0.05)，0.1

组细胞 A 值低于 0 组 (P < 0.05)，说明 0.1 组表现为较强的细

胞毒性，进而抑制了细胞增殖。通过图 6 还可以发现，随着

培养天数逐渐增加，0.1 组细胞 A 值增高，但细胞活性明显

低于 0 组，提示纳米羟基磷灰石所发挥的积极效果明显小于

过量银所产生的细胞毒性。

图注：图中 A、C、E、
G 的标尺为 2 µm，B、
D、F、H 的 标 尺 为 

1 µm。低倍镜下可见

4 组样品直径较为均

匀，纳米羟基磷灰石

呈团块状散在分布在

纳米纤维上，静电纺

丝呈现网状结构，其

中分散着大小各异的

孔隙；高倍镜下可见

载银支架中的纳米纤

维表面散在轻微凸起

的金属银颗粒，并随

着载银量的增加在纳

米纤维上呈现增多的

趋势

图注：图中 A 为 0 组，检测到 C、O、Ca、P 元素；B 为 0.01 组，除了

检测到以上 4 种元素以外，还检测到银元素的存在

图 4 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架的能量色散光谱仪检测图谱

Figure 4 ｜ Energy dispersive spectroscopy diagrams of electrospinning 
membrane sample in each group

图注：图中 A为 0组；

B 为 0.01 组，纳米纤

维上可见均匀分散的

黑色银纳米颗粒

图注：随着载银含量的增加样品所呈现的颜色加深

图 2 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架大体观

Figure 2 ｜ General view of electrospinning membrane sample in each 
group

0 组 0.001 组 0.01 组 0.1 组

4 组样品的扫描电镜观察结果，见图 3，低倍镜下可见

4 组样品较为连续，直径较为均匀，纳米羟基磷灰石呈团块

状散在分布在纳米纤维上，未见明显的大液滴及杂质的混

入，静电纺丝随机乱序交错排列，呈现网状结构，其中分散

着大小各异的孔隙；高倍镜下可见载银支架中的纳米纤维表

面散在轻微凸起的金属银颗粒，并随着载银量的增加在纳米

纤维上呈现增多的趋势。0 组、0.001 组、0.01 组和 0.1 组电

纺丝纤维的平均直径分别为 (538±99)，(542±96)，(693±139)，
(775±180) nm。4 组样品的元素组成，见图 4，未载银组 (0 组 )

检测到 C、O、Ca、P 元素，说明聚己内酯支架中成功混入纳

米羟基磷灰石；载银组 ( 以 0.01 组为例 ) 除了检测到以上 4

种元素以外，还检测到银元素的存在，说明金属银成功载入

了静电纺丝样品中。各组样品的透射电镜观察结果，见图 5，

载银组 ( 以 0.01 组为例 ) 纳米纤维上可见均匀分散的黑色颗

粒 ( 即银纳米颗粒 )，颗粒直径为 (46±24) nm，说明负载到纳

米纤维支架上的银离子成功转化为银纳米颗粒。

图 5 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架的透射电镜观察结果

Figure 5 ｜ Transmission electron microscope images of electrospinning 
membrane sample in each group

图 3 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架的扫描电镜观察结果

Figure 3 ｜ Scanning electron microscope images of electrospinning 
membrane sample in each group
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各组样品对成骨细胞伸展形态的影响，见图 7。0 组、

0.001组和 0.01组的成骨细胞呈多边形，与 0组相比较，0.001

组和 0.01 组的成骨细胞以多边形为主，可见明显突起的伪

足并相互连接，表现出良好的细胞伸展性，具有典型的成

骨细胞的生物学形态特征；0.1 组的成骨细胞呈现不规则形

状，细胞的丝状伪足短而稀少，甚至没有，细胞的伸展性

较差。

面积比最高，0.1 组的染色面积比最低，0.001 组、0.01 组、0.1

组与 0 组比较差异均有显著性意义 (P < 0.05)，见图 9。

图注：与 0 组比较，
aP < 0.05

图 6 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架对成骨细胞增殖的影响

Figure 6 ｜ Effect of different electrospinning membrane samples on the 
proliferation of osteoblasts in each group

图注：图中 A-D 分别为 0 组、

0.001 组、0.01 组、0.1 组；

左图为金黄色葡萄球菌的抑

菌圈实验，右图为大肠杆菌

抑菌圈实验，0 组的抑菌圈

直径为 0 mm

图注：与 0 组相比较，0.001 组和 0.01 组的成骨细胞以多边形为主，可

见明显突起的伪足并相互连接，表现出良好的细胞伸展性；0.1 组的成

骨细胞呈现不规则形状，细胞的丝状伪足短而稀少，细胞的伸展性较差

图 7 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架对成骨细胞伸展形态的影响

Figure 7 ｜ Effect of different electrospinning membrane samples on the 
stretching morphology of osteoblasts in each group

图注：图中 A-D 分别为 0 组、

0.001 组、0.01 组、0.1 组。0.01
组碱性磷酸酶染色范围最大，

呈团块状且染色较深，其次为 0
组和 0.001 组，0.1 组的蓝染范

围最小且稀疏。标尺为 100 µm

图 8 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架对成骨细胞成骨能力的影响 ( 碱性磷

酸酶染色 )
Figure 8 ｜ Effects of different electrospinning membrane samples on 
the osteogenic ability of osteoblasts in each group (alkaline phosphatase 
staining)

2.3   各组纳米纤维支架的成骨性能    各组样品对成骨细胞成

骨能力的影响，见图 8。

      图 8可见蓝染的范围代表成骨细胞的相关活力。0.01 组

碱性磷酸酶染色的范围最大，呈团块状且染色较深，其次为

0 组和 0.001 组，也可见染色区域，0.1 组的蓝染范围最小且

稀疏。通过对染色面积的比值计算分析发现，0.01 组的染色

图注：与 0 组比较，
aP < 0.05

图 9 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架上

成骨细胞碱性磷酸酶染色面积比

Figure 9 ｜ Alkaline phosphatase 
sta i n i n g  a re a  rat i o  o f  d i f fe re nt 
electrospinning membrane samples in 
each group

表 2 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架的抑菌圈直径            (x-±s，mm)
Table 2 ｜ Diameter of inhibition zone of different electrospinning 
membrane samples in each group

组别 金黄色葡萄球菌 (S.aureus)             大肠杆菌 (E.coli)

0 组 0 0
0.001 组 3.30±0.84 3.84±0.72
0.01 组 5.70±0.58 6.56±0.82
0.1 组 8.54±0.52 9.86±0.38

2.4   各组纳米纤维支架的抗菌性能   各组样品的抑菌圈实验

见图 10 所示，只有 0 组的抑菌圈直径为 0 mm，提示纳米羟

基磷灰石 / 聚己内酯支架对金黄色葡萄球菌与大肠杆菌没有

抗菌活性。

图 10 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架对两种细菌的抑菌圈实验

Figure 10 ｜ Photos of inhibition zone of different electrospinning 
membrane samples in each group

各组样品的抑菌圈直径，见表 2，随着载银浓度的增加，

样品的抑菌圈直径逐渐增大，表明复合支架的抗菌性能增强。

2.0

a
a

a a

a

A
值

0 组

0.001 组

0.01 组

0.1 组

1.5

1.0

1 d 3 d 7 d
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a a

a

碱
性
磷
酸
酶
染
色
面
积
比

0 组 0.001 组 0.01 组 0.1 组

0.15

0.10

0.05

0

图注：图中 A、B 为金黄色葡萄球菌涂板照片，C、D 为大肠杆菌菌涂板

照片，可见 0.01 组的菌落数明显减少

图 11 ｜各组静电纺丝纳米纤维支架的细菌涂板照片

Figure 11 ｜ Bacterial coated photos of electrospinning membrane samples 
in each group

A B C D

图 11 所示为未载银组 (0 组 ) 和载银组 ( 以 0.01 组为例 )

与两种细菌的涂板照片，可见 0.01 组的菌落数明显减少，通

过抑菌率公式计算得出，0.01 组对金黄色葡萄球菌和大肠杆

菌的抑菌率分别为 94.91% 和 94.79%。

A B

C D
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2.5   纳米纤维支架的细胞相容性   由 CCK8 实验与细胞核及细

胞骨架染色结果可知，载银 (0，0.001，0.01 mol/L) 的纳米羟基

磷灰石 / 聚己内酯复合纳米纤维支架具有良好的细胞相容性。
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3   讨论   Discussion
实验通过混合溶液静电纺丝法将银离子和纳米羟基磷灰

石共纺到聚己内酯纳米纤维支架上，通过有机溶剂 N，N-二

甲基甲酰胺和紫外光照还原法将银离子进一步还原为银纳米

颗粒。银纳米颗粒可稳定存在于静电纺丝支架上，并发挥独

特的生物学特性和良好的抗菌性能。扫描电镜下可见，载银

前后纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯支架的形貌特征基本没有发

生太大变化，依然是无数连续的纳米纤维交错排列呈网状结

构，并形成大小各异的孔隙结构，类似于细胞外基质；随着

载银量的增加，纳米纤维上银颗粒的数量也逐渐增多。值得

注意的是，银的加入一开始并未明显改变纳米纤维的直径，

但随着载银含量的增加纳米纤维的直径也逐渐增大，这与

BHULLAR 等
[22]

将不同质量比的银纳米颗粒直接载入聚己内

酯支架中的结果趋势相似。可能是由于银的加入使有机溶剂

的电导率增大，进而影响纳米纤维的直径
[23]
。能量色散光谱

仪检测结果直接证明了银的成功载入。通过透射电镜可观察

到载银复合纤维支架上存在显而易见的 (46±24) nm 的银纳米

粒子，说明银离子成功转换为银纳米颗粒，这与 QUIRÓS 等 [24]

观察到的结果相似。事实上，银纳米颗粒的形成在紫外线照

射之前就开始了，这是由于 N，N-二甲基甲酰胺是一种强有

力的还原剂，可以有效还原银离子而生成银纳米粒子
[25]
。紫

外光照射可以加速剩余银离子转化为纳米颗粒。

细胞增殖和细胞核及骨架染色实验证实，0.001组和 0.01

组样品对成骨细胞生物学行为及形态的积极作用效果是显著

的，说明此浓度下的银具有良好的生物兼容性，能促进成骨

细胞的生长繁殖活力；但是 0.1 组样品不利于成骨细胞的增

殖和伸展，说明过高浓度的银具有极强的细胞毒性反应，不

能满足复合纳米支架的基本要求。碱性磷酸酶活性被认为是

成骨细胞增殖分化过程中早期的标志性酶，对化学成分和刺

激十分敏感。实验发现 0.01 组的钙沉积量明显高于其他 3 组，

说明 0.01 mol/L 的银含量可以促进成骨细胞的分化潜能；但

是 0.1 组只有零星几点的染色区域，说明过高浓度的银不但

不促进成骨细胞的生物学行为，反而抑制阻碍成骨细胞的活

性，严重违背了骨组织工程支架的初衷。虽然有报道指出金

属银可以有效刺激成骨细胞及骨骼的生长
[26]
，而且此次实

验也证明了银确实具备优良的生物学特性，但是前提一定是

在合适的银浓度范围内，如超出最适的银浓度范围则表现出

事与愿违的结果
[27]
。实验证明了银浓度低于 0.01 mol/L 具有

优秀的生物活性，但当其浓度达到 0.1 mol/L 时则表现出极

强的细胞毒性。需要注意的是，此次实验不能确定银浓度在 

0.01 mol/L和 0.1 mol/L之间的生物活性，但根据图 12所示
[28]
，

银浓度可能存在一个平衡参考点，表现为既不促进也不抑制

成骨细胞活性，这需要后期实验探究复合纳米纤维支架中银

的具体释放量，来进一步验证其细胞毒性。

骨缺损修复失败的主要原因之一是细菌感染，细菌入

侵组织后定植生长繁殖并形成很难被根除的细菌生物膜
[29]
。

骨感染中常见的致病菌是革兰阴性大肠杆菌和革兰阳性金黄

色葡萄球菌
[30-31]

，因此该实验以这两种菌株作为研究对象。

银纳米颗粒具有强大抗菌灭菌效果及生物安全性等优势，被

广泛用于生物医学领域的研究
[32]
。目前的研究认为银主要通

过两种机制发挥抗菌作用：一是银具有较高还原电位，可以

在其周围产生原子氧，原子氧的强氧化性具有杀灭细菌的能 

力
[33-34]

；二是银与携带负电荷的细菌细胞膜接触时，银离子

可穿透进入细胞膜并与胞质内蛋白质上的巯基发生反应，进

而影响细菌 DNA 的合成，导致细菌裂解死亡。银离子还可

以从坏死崩解的细菌中释放出来达到反复杀菌的效果
[35-36]

。

银不会使细菌产生抗药耐药性的风险。抑菌圈检测发现，载

银复合纳米纤维支架在两种菌株中均形成清晰明显的抑菌

圈，是由于银纳米颗粒从复合纳米纤维支架中扩散出来进而

杀灭其周围的细菌；而且随着银浓度的增大，从样品支架中

释放的银纳米颗粒量增多，杀灭其周围细菌的数量也就越多，

导致抑菌圈的范围也逐渐增大，抑菌圈范围的大小被认为是

衡量致病菌对抗菌材料抗药性和有效性的重要指标
[37]
，说明

银的抗菌性能随着银浓度的增加而增强。通过抑菌率实验发

现 0.01 组样品对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌率分别为

94.91% 和 94.79%，进一步验证了载银量为 0.01 mol/L 的纳

米纤维支架具有优异的抗菌性能。但是载银复合支架的长期

抗菌效果还需要后期实验进一步研究。

综上所述，实验发现载银含量为 0.1 mol/L 的样品对金

黄色葡萄球菌和大肠杆菌均产生最大的抑菌区域；而且载银

含量为 0.01 mol/L 的样品具有最佳的促进成骨细胞增殖能力，

并且其对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌率分别为 94.91%

和 94.79%，同样表现出优秀的抗菌活性，同时该样品还具有

较强的促进成骨细胞分化的潜能，因此载银量为 0.01 mol/L

的纳米羟基磷灰石 / 聚己内酯复合纳米纤维支架既具有良好

的生物学活性又具备优秀的抗菌性能，有望成为修复骨缺损

同时预防骨感染的新型复合纳米纤维支架。
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