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［摘要］ 目的 评价静电纺丝法制备的 PLGA/可溶性蛋壳膜蛋白( soluble eggshell membrane protein，SEP) 纤维膜的理化性能

和生物相容性。方法 利用静电纺丝技术制备 PLGA∶ SEP = 90∶ 10、70∶ 30、50∶ 50 的 PLGA/SEP 纳米纤维膜( 实验组) 及 PLGA
纤维膜( 对照组) 。扫描电镜观察其表面形貌，测量纤维直径。检测接触角、拉伸强度。傅里叶红外光谱分析混合物构象，扫

描电镜和 MTT 法研究成纤维细胞在纤维膜表面生长、增殖情况，评价 PLGA/SEP 纤维膜的细胞相容性。结果 两组纤维膜直

径均一，呈相互连通的多孔网状结构。随着 PLGA 含量的增加，纤维直径、接触角、拉伸强度增大; 红外光谱分析表明 PLGA 与

SEP 的特征峰均出现在复合膜的红外谱图中; SEM 观察 PLGA/SEP 纤维膜组细胞粘附数目较 PLGA 纤维膜组多，生长旺盛，并

且已有细胞向纤维内部生长; MTT 结果也证明成纤维细胞在 PLGA/SEP 纤维膜上增殖情况优于 PLGA 纤维膜。结论 电纺制

备的 PLGA/SEP 纤维膜既有良好生物相容性又具备一定力学强度，可作为一种具有发展潜力的引导组织再生( guided tissue
regeneration，GTR) 膜。
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Abstract: Objective To evaluate the physicochemical properties and biocompatibility of PLGA /SEP ( soluble eggshell membrane
protein) nanofiber membrane prepared by electrospinning． Methods Different ratios of electrospun PLGA/SEP nanofiber membrane
( experimental group) and pure PLGA membrane ( control group) were prepared． The ratios of PLGA /SEP were 90∶10，70∶30，50∶50．
The blend membrane and its fiber diameter were abserved with scanning electron microscope ( SEM) ． The contact angle and tensile
strength were tested． The constitution of the blend membrane were analyzed with Fourier infrared spectroscopy． The growth and prolifer-
ation of fiberous in fiberous membrane were examined by MTT to determine the biocompatibility of PLGA /SEP nanofiber membrane． Re-
sults Uniform diameter and interconnected porous network structure showed in nanofiber membrane ( including in experimental and
control group) ． Fiber diameter，contact angle and tensile strength were increased with PLGA added． There were characteristic peaks of
PLGA and SEP in the infrared spectra of blend membrane． Fibroblast growth in the PLGA /SEP fiber membrane was better than that in
pure PLGA fiber membrane． Conclusions There is good biocompatibility and adapt tensile strength in the electrospun PLGA/SEP
mat． It is a potential material for guided tissue regeneration membrane．
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蛋壳膜( eggshell membrane，ESM) 为蛋壳与蛋

白之间的纤维网状双层半透膜，来源广泛，且具有良

好的微生物阻隔性，生物相容性，以及高度交联、相
互通透的多孔网状结构，并且一侧致密一侧疏松; 与

理想的引导组织再生( Guided Tissue Regeneration，

GTR) 膜的要求极其相似［1 － 2］。研究表明，由于天然

ESM 在外形尺寸、强度、空间维持能力上的限制，直

接用作 GTR 材料的实际效果并不理想，此外大量二

硫键所组成的高度交联结构，也对 ESM 的降解存在

不利影响［3］。从 ESM 中提取的可溶性蛋壳膜蛋白

( soluble eggshell membrane protein，SEP) ，能够支持

NIH3T3 细胞的粘附、生长，具有与Ⅰ型胶原几乎相

同的生物相容性［4］。因此，可以利用 SEP 通过适当

的加工技术模拟和重建天然蛋壳膜的结构与性能，

制备 GTR 膜。静电纺丝技术就是这样一种理想的

组织工程支架制备技术。SEP 分子中存在氢键相互

作用，可纺性差，难以通过单纯电纺来制备，并且机

械强度差，无法满足 GTR 膜的基本要求［5 － 6］。聚乳

酸 － 乙醇酸［PLGA，Poly( lactide － co － glycolide) ］可
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纺性强，易加工成型、机械强度高、可降解，但生物相

容性较天然高分子差［7］。本研究采用静电纺丝技

术将 SEP 与加工性能、机械性能良好的 PLGA 混纺，

制备既有良好生物相容性又具有一定力学强度的

PLGA /SEP 纤维膜，并对其形貌、亲水性、拉伸强度

及细胞的粘附、增殖情况进行检测，为其作为 GTR
膜材料的后续应用研究提供依据。

1 资料与方法

1． 1 实验主要试剂、仪器

PLGA( LA∶ GA = 80∶ 20，相对分子量 1 × 105，济

南岱罡生物材料有限公司) ; 六氟异丙醇( HFIP，Sig-
ma 公司，美国) ; DMEM 培养基( Gibco 公司，美国) ;

胎牛血清( FBS，四季青公司，中国) ; 胰蛋白酶( Sig-
ma 公 司，美 国) ; 四 氮 唑 盐 ( MTT，Sigma 公 司，美

国) ; BGG40 /2 高压直流电源( 北京机电研究所 0 －
30 kV) ; 傅里叶红外光谱测量仪( FTIR － 8400S，岛

津公司，日本) ; 扫描电镜( S － 4800，日立公司，日

本) ; 接触角测定仪( DSA 10，Kruss 公司，德国) ; 酶

联免疫检测仪( LEICA 公司，德国) 。
1． 2 PLGA /SEP 电纺纤维膜的制备

SEP 参照文献［4］从蛋壳膜中提取，将质量比

依次为 90∶10、70∶30、50∶ 50 的 PLGA 和 SEP 混溶于

六氟异丙醇( HFIP) 中，配制成浓度为 10% ( w /v) 的

混合溶液作为纺丝液，在电压为 17 kV，接收距离 14
cm，流速 0． 6 ml /h 的参数下制备 PLGA /SEP 纤维

膜。同样的条件下制备 PLGA 纤维膜。所得纤维膜

均在室温下真空干燥 24 h。
1． 3 PLGA /SEP 电纺纤维膜形貌分析

取 纤 维 膜 样 品，表 面 喷 金、固 定，扫 描 电 镜

( scanning electron microscope，SEM) 观察纤维表面

形貌，图像分件软件 ImageJ 测量电镜照片，随机选

取 20 根纤维计算其直径。
1． 4 PLGA /SEP 电纺纤维膜接触角测量

将纤维膜剪成条状，用双面胶固定于载玻片上，

使用座滴法测量纤维膜接触角，液滴为甘油，液滴体

积为 3 μl，每种纤维膜测量 5 次。
1． 5 PLGA /SEP 电纺纤维膜的力学性能

将纤维膜裁成 50 mm ×5 mm 的矩形试样，千分

尺确定样品的厚度，将试样置于 EZ Test 桌上型试

验机上进行拉伸强度测试，试样夹距 30 mm，拉伸速

度 5 mm /min，每种膜做 3 个平行实验。
1． 6 PLGA /SEP 电纺纤维膜红外光谱分析

将各组纤维膜研磨成细粉与溴化钾混合均匀后

压片，同时制备 SEP 粉末压片，通过傅里叶红外光

谱仪测量纤维膜的红外光谱。
1． 7 PLGA /SEP 电纺纤维膜的细胞相容性

纤维膜 Co60消毒、裁剪后，置于 12 孔板中，75%
乙醇浸泡 0． 5 h，紫外线光照 24 h，然后 PBS 浸泡 24
h 置换出其中的酒精，DMEM 培养基浸泡 24 h，以备

细胞接种 。
10%胎牛血清的 DMEM 培养液在 25 cm2 的细

胞培养瓶中播种 L － 929 细 胞 ( 小 鼠 成 纤 维 细 胞

株) ，维持 37 ℃、5% CO2 条件下培养，每 2 d 换一次

液，待细胞长满瓶底时用 0． 25% 的胰蛋白酶消化传

代。本实验选用第三代细胞，将 L － 929 细胞按照 2
× 104 个 /孔的密度接种于消毒后的纤维膜上，培养

3 d 后取出纤维膜，4 ℃下 3%戊二醛固定 24 h，PBS
冲洗，梯度乙醇脱水，CO2 临界点干燥、喷金，SEM
观察。培养 1、3、5、7 d 后分别向每孔中加入 MTT
溶液( 5 mg /ml) 200 μl，继续孵育 4 h。终止培养后，

小心吸弃孔内培养的上清液，每孔加入 2000 μl 的

DMSO，于微型振荡器上振荡 10 min，使甲臜充分溶

解，酶联免疫检测仪上测定 490 nm 处的吸光度值。
1． 8 统计学方法

采用 SPSS 12． 0 统计软件进行分析。数据以均

数 ± 标准差表示，组间比较采用单因素方差分析，P
＜ 0． 05 为有统计学意义。

2 结 果

2． 1 PLGA /SEP 电纺纤维膜的表面形貌

5000 倍扫描电镜下可见 PLGA 与不同比例的

PLGA /SEP 纤维膜中纤维交错相叠、光滑均一，没有

明显的珠状膨大结构或纤维粘连现象，呈现出相互

连通的三维网络状结构( 见图 1) 。电纺膜中纤维直

径如表 1 所示: 不同比例的 PLGA /SEP 纤维膜直径

均小于 PLGA 纤维膜直径，且随着 PLGA 含量的增

加，PLGA /SEP 纤维膜的直径明显增加。其中 PLGA
纤维膜与 PLGA /SEP = 90∶ 10 间无显著性差异( P ＞
0． 05) ，而与 70 ∶ 30、50 ∶ 50 两组比较有显著性差异

( P ＜ 0． 05) ; PLGA /SEP = ( 90 ∶ 10、70 ∶ 30、50 ∶ 50 ) 各

组之间两两比较均有显著性差异( P ＜ 0． 05) 。
2． 2 PLGA /SEP 电纺纤维膜的亲水性

用接触角测定仪测量纤维膜的接触角，所得结

果见表 1。随着 SEP 含量的增加，纤维膜表面接触

角相应降低，亲水性提高。PLGA 纤维膜接触角与

含有不同比例 SEP 的 PLGA /SEP 纤维膜之间均有

显著性差异( P ＜ 0． 05) ，不同比例的 SEP 纤维膜之

间无显著性差异( P ＞ 0． 05) 。
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A: PLGA; B: PLGA /SEP = 90 ∶ 10; C: PLGA /SEP = 70 ∶ 30; D:

PLGA /SEP = 50∶50

图 1 SEM 观察 PLGA/SEP 电纺

纤维膜形貌( × 5 000)

Fig 1 SEM images of electrospun PLGA，

PLGA/SEP membranes( × 5 000)

表 1 PLGA/SEP 电纺纤维膜的直径及接触角

Tab 1 The fiber membranes diameter and contact
angle of electrospun PLGA/SEP

试样 直径( nm) 接触角( ℃ )

PLGA 370． 93 ± 91． 41 104． 6 ± 3． 01
10% PLGA /SEP = 90∶10 335． 39 ± 87． 39 103． 7 ± 2． 20
10% PLGA /SEP = 70∶30 231． 62 ± 54． 88 102． 6 ± 1． 41
10% PLGA /SEP = 50∶50 266． 06 ± 76． 67 100． 2 ± 2． 57

2． 3 PLGA /SEP 电纺纤维膜的力学性能

对 PLGA /SEP 纤维膜进行拉伸测试，结果见表

2。随着 PLGA /SEP 纤维膜中 PLGA 比例的增加，纤

维膜的拉伸强度和断裂伸长率都相应增大。PLGA /
SEP( 90 ∶ 10、70 ∶ 30、50 ∶ 50 ) 各组间两两比较均有显

著性差异( P ＜ 0． 05) 。当 PLGA /SEP 的比例增加到

90∶10 时，其平均拉伸强度和断裂伸长率小于单纯

PLGA 组，但两者间未见显著性差异( P ＞ 0． 05) 。
表 2 不同比例的 PLGA/SEP 纤维膜力学强度

Tab 2 The mechanical strengths of
electrospun PLGA/SEP fiber membranes ( n = 3)

试样 拉伸强度( MPa) 断裂伸长率( % )

PLGA 4． 64 ± 0． 09 47． 06 ± 3． 59
10% PLGA /SEP = 90∶10 4． 21 ± 0． 28 41． 75 ± 2． 82
10% PLGA /SEP = 70∶30 2． 08 ± 0． 51 22． 45 ± 2． 48
10% PLGA /SEP = 50∶50 1． 16 ± 0． 14 15． 91 ± 1． 81

2． 4 PLGA /SEP 电纺纤维膜光谱分析

采用傅里叶红外光谱仪对 SEP、PLGA、PLGA /
SEP 进行红外光谱分析，如图 2 所示: PLGA 纤维膜

在 1764． 30 /cm 处有一明显的吸收峰，为羰基 C = O
的伸 缩 振 动 引 起 的; 而 在 SEP 中 1652． 21 /cm 和

1545． 38 /cm 出现的两个特征吸收峰分别代表酰胺

Ⅰ和酰胺Ⅱ; PLGA /SEP( 90∶ 10、70∶ 30、50∶ 50 ) 的纤

维膜中同时存在 PLGA 的 羰基 C = O 吸收峰及 SEP
的酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ的特征吸收峰，并且随着 SEP 含

量的增加，PLGA /SEP 纤维膜中酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ的

峰值逐渐增加。

图 2 PLGA/SEP 电纺纤维膜红外光谱图

Fig 2 The infrared spectrum image of
electrospun PLGA/SEP fiber membranes

2． 5 L － 929 细胞与电纺纤维膜复合培养观察

图 3 显示接种 3 d 后 L － 929 细胞在纤维膜表

面的生长情况。L － 929 细胞在 PLGA 纤维膜表面

贴附牢固，细胞为梭形或多边形，细胞与纤维之间有

树枝状突起，细胞沿纤维表面生长; 而 PLGA /SEP
( 90∶10、70∶30、50∶50) 纤维膜上细胞粘附数目较多，

铺展充分，细胞与细胞之间通过伪足相互连接，并且

已有细胞向纤维内部生长。

A: PLGA; B: PLGA /SEP = 90 ∶ 10; C: PLGA /SEP = 70 ∶ 30; D:

PLGA /SEP = 50∶50

图 3 SEM 观察 L － 929 细胞在 PLGA，PLGA/SEP
纤维膜表面的生长情况( × 1 000)

Fig 3 The SEM images of L-929 growth
on electrospun PLGA，PLGA/SEP

图 4 显示 L － 929 细胞增殖的 MTT 检测情况。
复合培养 1、3、5、7 d 后，PLGA 纤维膜与 PLGA /SEP
纤维膜组的吸光度值均随着培养时间的延长而增
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大，各检测时间点间 7 d ＞ 5 d ＞ 3 d ＞ 1 d，有显著性

差异( P ＜ 0． 05 ) ; 在 3、5、7 d 检测时间点，PLGA /
SEP( 70∶30) 与 PLGA /SEP( 50∶ 50) 纤维膜的吸光度

值均大于 PLGA 纤维和 PLGA /SEP ( 90 ∶ 10 ) 纤维膜

组，并且具有显著性差异( P ＜ 0． 05) 。

* 表示 P ＜ 0． 05

图 4 PLGA/SEP 电纺纤维膜上

L － 929 细胞增殖情况

Fig 4 The L-929 proliferation on PLGA/SEP
nanofiber membrane

3 讨 论

GTR 技术的原理是利用膜的物理屏障功能将

病损区与周围组织隔离，创造一个相对封闭的组织

环境，从而使特定组织的再生功能得到最大程度的

发挥。GTR 技术关键是屏障膜材料。可吸收性膜

材料由于能够自行降解，不需二次手术去除，是目前

GTR 屏障膜材料开发、研究的方向。理想的可吸收

性膜材料应当满足以下要求: 良好的生物相容性及

组织、细胞亲和性; 选择性细胞阻隔功能; 良好的物

理性能及可操作性; 降解速度与组织愈合时间相平

衡，其降解产物在机体内无不良反应［8］。天然 ESM
具有双层不对称纤维网状结构，且生物相容性良好，

具备优异的阻隔性，但由于其外形尺寸、结构强度、
空间维持能力限制，不能直接用作 GTR 膜。从天然

ESM 中成功提取 SEP 为通过静电纺丝技术构建仿

生化、符合 GTR 膜材料要求的生物活性纤维膜带来

了契机。然而，由于 SEP 可纺性差，难于单独电纺，

并且其纤维强度低，生物降解速度较快，许多学者纷

纷采用等离子体表面改性、同轴电纺、共混电纺等方

法来引入力学性能较好的材料来制备含有 SEP 成

分的电纺纤维［9 － 11］。
PLGA 是聚酯类合成高分子材料，具有良好的

生物相容性、机械强度，已被广泛应用于组织工程支

架材料、手术缝合线、药物缓释载体、医疗缝合补强

材料等，然而作为 GTR 材料，PLGA 在生物相容性及

生物活性方面同天然高分子还有一定差距，亲水性

较差，细胞吸附能力较弱，缺乏主动的诱导分化和加

速生长作用，容易在降解过程中引起局部 pH 值下

降导致无菌性炎症［12］。
本研究将机械强度高的疏水高分子 PLGA 与生

物相容性好的 SEP 混纺制备电纺纳米纤维膜。红

外光谱分析表明，PLGA 与 SEP 两者成功共混，共混

电纺纤维同时具有 PLGA 羰基 C = O 和 SEP 的酰胺

Ⅰ、酰胺Ⅱ特征吸收峰，说明两种材料内部之间不存

在明显的化学键合作用，静电纺 PLGA /SEP 纤维膜

中的两组分处于相分离状态。SEM 显示随着共混

复合物中 PLGA 所占比例的增加，其可纺性增强，表

现为 PLGA /SEP 纤维膜的直径变粗，且拉伸强度和

断裂伸长率也相应提高。接触角测试可以间接反应

材料的亲水性，接触角越小，润湿性就越好，表明亲

水性越高。随着共混复合物中 SEP 所占比例的增

加，PLGA /SEP 纤维膜的亲水性逐渐提高，说明 SEP
可以提高 PLGA /SEP 纤维膜的亲水性。L － 929 细

胞接种到纤维膜上，SEM 观察显示: PLGA 纤维膜上

黏附细胞较少，而 PLGA /SEP 电纺纤维膜上细胞贴

附数目多，生长旺盛，细胞为多边形，通过伪足相互

连接，并向孔内生长。MTT 结果也显示，PLGA /SEP
纤维膜组的细胞增殖情况明显高于 PLGA 纤维膜

组，提示 SEP 的加入提高了电纺纤维膜的生物相容

性，使得 PLGA /SEP 纤维膜相比 PLGA 纤维膜更利

于细胞的黏附、增殖。
理想的 GTR 膜要求良好的生物相容性、适宜的

力学强度、临床可操作性及与组织再生匹配的降解

性等多方面之间的协调平衡。本研究只是从表面形

貌、直径、力学强度、亲水性、生物相容性等方面对不

同比例的 PLGA /SEP 电纺纤维膜的性能进行了初步

研究，并未涉及纤维膜的孔隙率、选择性细胞阻隔能

力以及体内降解性等研究，因此选择何种比例的

PLGA /SEP 纤维膜更适合作为 GTR 膜临床应用，仍

需进一步研究。
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