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摘要 为了研究姜黄素的抗凝血性能, 采用静电纺丝技术,以生物可降解 PLGA 为载体制备了 PLGA 与姜黄

素质量比分别为 4 1、2 1 和 3 2 的纳米纤维复合薄膜。采用傅里叶变换红外光谱研究了复合薄膜的组成成分,

结果显示姜黄素与 PLGA 的特征峰均出现在复合薄膜的红外图谱中; 利用扫描电镜( SEM )及相关分析软件分析了

不同质量比时纳米纤维膜的表面形态及直径分布。在实验范围内, 复合纳米纤维的平均直径为 370~ 800nm,均匀性

较好,且纤维平均直径随姜黄素含量的增加而增大。同时研究了复合薄膜的部分凝血活酶时间 ( APTT ) , 结果表明,

复合薄膜的 APT T 比原血浆的延长了 18s, 说明 PLGA/姜黄素复合薄膜具有良好的抗凝血性能,且抗凝血性能随姜

黄素含量的增加而进一步提高。
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Abstract In order to study the antico agulat ion proper ties o f curcumin, different mass r atios ( 4 1, 2 1 and

3 2 of PLGA and curcumin) composite films are prepa red using a biodeg radable po lymer PLGA as the carr ier o f cur

cumin by electro static spinning techno log y. The com ponent f ilm is analyzed by four ier tr ansform infrar ed spectro scopy

( FT IR) , and t he major peaks of cur cumin and PLGA are both observ ed in the composite film; T he diameter distr ibu

tion and mo rpho lo gy of differ ent nanofibr es are analy zed by scan electric microscope ( SEM ) and relat ed softw are.

Within t he fr amewo rk of the exper iment, the aver age diameter o f composite nanof iber s is betw een about 370nm and

800nm w ith better unifo rmity, fur thermo re the average diamet er of com posite nanof iber s increases wit h the curcumin

content incr ease; At the same time, activated part ial thromboplastin time( APTT ) o f all composit e films a re analysed.

The results indicate that all composite films have better anticoagulation effect w hich is leng thened by 18s, compared

w ith the o riginal plasma. In addition, all anticoagulation tests indicate the higher the curcumin content is in the film,

the better the antico agulat ion effect is.
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0 引言

静电纺丝技术是目前制备超细纤维最重要的方法之一,

其制备的纳米纤维具有细度小、比表面积大、孔隙率高等特

点,因而具有广泛用途,尤其在生物医学领域。目前,静电纺

超细纤维已成功用作组织工程支架、药物传输与缓控释放的

载体及创伤敷料等 [1, 2]。

生物可降解高分子材料 PLGA 具有良好的可降解性以

及生物相容性,已用作药物控制释放的载体、外科用手术缝

合线以及组织工程的支架材料 [3- 6]。姜黄素作为一种中药提

纯物,具有多种药理活性,可以抑制由二磷酸腺苷、肾上腺素

和胶原质诱导产生的血小板聚集,也可以通过影响血小板激

活因子以及防止血栓素形成来减少血小板团聚 [7- 10]。尽管

对于姜黄素的抗凝血机制已有一些研究报道[ 9, 10] ,但对于姜

黄素与材料组成的复合体系的抗凝血性能却少有研究,而且

复合体系的制备大都是通过静置成膜的方法[ 11]。

本实验的主要目的是通过静电纺丝技术制备 PLGA/姜

黄素复合薄膜,并对其体外抗凝血性能进行相关评价, 为直

接制备血管支架材料或对现有血管支架材料加膜开展前期

探索性研究。
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1 实验

1. 1 原料和设备
姜黄素,纯度 95%,上海融禾医药科技发展有限公司;聚

乳酸乙醇酸共聚物( PLGA) , 75/ 25,平均分子量 25万,济南

岱罡生物科技有限公司;氯仿,分析纯 AR, SCRC国药集团

化学试剂有限公司;生理盐水,江苏四环生物股份有限公司;

戊二醛 25%溶液,生化试剂 BR, SCRC 国药集团化学试剂有

限公司;部分凝血活酶和 CaCl2,西门子公司。

静电纺丝仪,本实验室自组静电纺丝设备; S 3000 扫描

电镜,日立 HITACH I公司; 85 2型恒温磁力搅拌器,上海司

乐仪器有限公司; 低速离心机, 科大创新股份有限公司;

CA7000凝血仪, 日本 Sysmex 公司; N icolet Nexus470 型傅

里叶红外光谱仪, T hermo Electron Corporation 公司。

1. 2 PLGA/姜黄素复合薄膜的制备

1. 2. 1 纺丝液的制备
以三氯甲烷为溶剂,称取一定量的 PLGA并放入盛有三

氯甲烷的锥形瓶中,将混合液放在恒温(室温)磁力搅拌器上

充分搅拌 5h,使 PLGA 完全溶解,即得到PLGA质量分数为

10%的纺丝液。用同样方法制备 PLGA 与姜黄素的混合纺

丝液,其中 PLGA与姜黄素的质量比依次为 4 1、2 1 和

3 2。

1. 2. 2 静电纺丝
将注有纺丝液的注射器固定在注射泵上,调整纺丝管高

度与接收板位置,使喷丝头与接收板的中心基本位于同一水

平线上,调整二者的距离至 12cm。将阳极接在注射器的针

头处,阴极粘在接收屏上, 并在接收屏上放一块大小合适的

铝箔。打开注射泵,设定流量为 0. 5mL/ h,在注射泵的推动

作用下,溶液在针头尖端形成半球形液滴。此时打开电源并

调整电压至 16kV,使纺丝液处于稳定的无液滴自然下垂状

态,喷丝口形成稳定的泰勒锥。纺丝液喷射到铝箔上,得到

非织造布状的纳米纤维膜。

1. 3 纳米纤维膜的性能表征

1. 3. 1 复合薄膜成分分析
采用N icolet Nexus470型傅里叶红外光谱仪对姜黄素、

纯 PLGA薄膜以及 PLGA/姜黄素复合薄膜的结构进行比较

分析。

1. 3. 2 纳米纤维形貌观察
将纯PLGA和不同质量比的 PLGA/姜黄素电纺膜在自

然状态下干燥处理,表面喷金,用扫描电镜观察纳米纤维的

形貌并计算其直径。

1. 3. 3 活化部分凝血活酶时间( APTT )实验
将新鲜人全血(血液与枸橼酸钠按体积比 9 1 混合)以

3000r/ m in 离心 10min,取 300 L 上层贫血小板血浆( PPP) ,

将其与已在 0. 9% NaCl 生理盐水中浸泡 2h 的样品( 1cm ∀
1cm)一起于 37 # 恒温水浴中培养 30min。取培养后的血浆

250 L与 50 L A PT T 试剂反应 3min,然后再加入 50 L 浓

度为 30mmol/ L的 CaC l2 ,用凝血仪测定凝血时间,样品的对

照组是空白血浆
[ 12]
。

2 结果与分析

2. 1 复合薄膜成分分析
样品的红外分析如图 1所示,由图 1可知,对于纯PLGA

电纺膜, 1752cm - 1为 PLGA 中 C= O 的特征吸收峰, 而在

1382cm- 1处出现弱的吸收峰,出现在 3014cm - 1、2935cm - 1处

的强吸收峰是由PLGA中大量 CH 3 的变形振动引起的。与

纯 PLGA 红外图谱相比, PLGA 与姜黄素质量比为 2 1 的

复合薄膜红外图谱中在 1600cm
- 1
和 1585cm

- 1
处有新吸收峰

出现, 这是由姜黄素结构中苯环的骨架变形振动形成的。

1509cm
- 1
为姜黄素中 C= C双键的特征吸收峰,表明复合薄

膜中存在姜黄素。

图 1 纯姜黄素、PLGA薄膜和复合膜的红外谱图

Fig. 1 FTIR spectrum of curcumin, PLGA film and

composite films

2. 2 纳米纤维的形貌观察
图 2是同一纺丝工艺条件下静电纺纯 PLGA 和不同质

量比 PLGA /姜黄素复合纳米纤维的扫描电镜图片,放大倍

数均为 5000。

图 2 纯 PLGA和不同质量比复合薄膜的扫描电镜图

Fig. 2 SEM images of PLGA and different mass ratios

composite films
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利用 Adobe Photoshop3. 0软件在纤维 SEM 图上取具

有代表性的 50根纤维进行直径测量,纯 PLGA 和不同质量

比 PLGA/姜黄素电纺膜的平均直径如表 1所示。

表 1 纯 PLGA和不同质量比纳米纤维的直径分布

T able 1 T he diamet er distribution of PLGA and different

mass rat ios

纺丝液规格 平均直径/ nm 标准方差

纯 PLGA 369 0. 072

4 1 692 0. 129

2 1 793 0. 151

3 2 795 0. 181

从图 2 可以看出,纯 PLGA 和 PLGA /姜黄素复合纳米

纤维的直径分布较均匀,没有明显影响外观的竹节存在,整

体成形较好。纯 PLGA 纳米纤维表面较光滑,而加了姜黄素

的复合纳米纤维的表面较粗糙,这可能是由姜黄素与 PLGA

的共溶度低造成的,而且通过观察可以发现,随姜黄素相对

比例的增加,复合纳米纤维表面的粗糙度呈增大趋势。计算

发现随纺丝液中姜黄素相对比例的增大,纳米纤维的直径增

大,标准方差也稍有增大,这主要是因为在 PLGA 质量分数

一定的情况下,随姜黄素相对比例的增大,纺丝液的质量分

数增大,射流的充分拉伸变得困难,因而纳米纤维直径增大。

同时随纺丝液质量分数的增大,射流的不稳定性增大,纤维

直径的标准方差值也增大。

2. 3 活化部分凝血活酶时间( APT T)实验
活化部分凝血活酶时间( APT T)检测是在体外模拟内源

性凝血的所有条件测定血浆凝固时间的方法,是检查内源性

凝血途径的一种试验[ 13]。图 3 是原血浆和不同质量比 PL

GA/姜黄素复合纳米纤维膜的活化部分凝血活酶时间测定

结果。

图 3 APTT实验结果

Fig. 3 The result of APTT test

由实验结果可以看出, 复合薄膜的 APTT 均长于原血

浆,尤其当质量比达到 3 2时, APT T 比原血浆延长了 18s

以上。这主要是由于具有抗凝血性质的姜黄素可以与多种

凝血激活因子结合,并抑制这些因子发挥抗凝作用,从而延

长了 APTT [ 7]。由以上结果可以看出,加入姜黄素的 PLGA

复合体系能在一定程度上抑制内源性凝血系统的激活,提高

抗凝血性能,并且在实验浓度范围内,随姜黄素含量的增加,

复合薄膜的A PT T 呈延长的趋势。

3 结论

( 1)在实验范围内,利用静电纺丝技术可以制备平均直

径为 370~ 800nm、均匀性较好的复合纳米纤维。通过 SEM

观察,其具有较好的可纺性。

( 2)采用 Nicolet N exus470 型傅里叶红外光谱仪对纯

PLGA薄膜、姜黄素以及 PLGA/姜黄素复合薄膜的结构进

行了比较分析,确定了复合薄膜中确实存在姜黄素。

( 3)活化部分凝血活酶时间实验表明,姜黄素的加入能

在一定程度上抑制内源性凝血系统的激活,提高抗凝血性

能,并且在实验浓度范围内,随姜黄素含量的增加,复合薄膜

的 APT T呈延长趋势,与原血浆相比延长了 18s。
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