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柠檬酸改性壳聚糖膜材料的构建及其性能研究
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摘要:为了改善壳聚糖基材料表面的亲水性和生物相容性,通过引入柠檬酸小分子,分别以EDC和NHS为交联剂

和催化剂,对壳聚糖基材料进行了表面化学改性。FTIR和XPS测试结果表明柠檬酸小分子被成功接枝到了壳聚

糖膜的表面,材料表面引入的羧基等官能团使得材料表面的亲水性提高。此外,细胞实验结果表明 MC3T3成骨细

胞能够在改性后的材料表面良好地生长和增殖,证明柠檬酸改性之后的材料具有良好的生物相容性。该材料有可

能为骨组织工程支架表面的涂层材料提供一种新选择。

关键词:壳聚糖;柠檬酸;化学改性;生物材料

中图分类号:R318.08    文献标志码:A    doi:10.3969/j.issn.2095-0411.2017.03.011   

PreparationandPerformanceofaChitosanFilm
ModifiedbyCitricAcid
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Abstract:Inordertoimprovethehydrophilicityandbiocompatibilityofthechitosan-basematerial,the
citricacidwasgraftedontothesurfaceofchitosanfilmbymakinguseof1-Ethyl-3-(3-dimethylaminoprop-
yl)carbodiimide(EDC)andN-hydroxysuccinimide(NHS)asthecross-linkerinthisstudy.Theresultsof
FTIRandXPStestshowedthatcitricacidmoleculewassuccessfullygraftedontothesurfaceofthechi-
tosanfilm.Thehydrophilicityofthefilm wasincreasedduetotheintroductionofcarboxylfunctional
groups.Inaddition,theresultsfromcellexperimentsindicatedthattheMC3T3osteoblastscangrowand
proliferatewellonthesurfaceofthemodifiedmaterial.Thischitosan-citricacidfilm,whichcanbepre-
paredinlargequantitiesandatlowcost,shouldbeapplicablepotentiallyinbonetissueengineering.
Keywords:chitosan;citricacid;chemicalmodification;biomaterials

骨组织缺损患者数量众多,金属基支架材料由于其较好的力学性能和稳定性,常被应用于骨缺损修复和

替代[1-2]。但是,金属材料表面与天然骨组织的不相容性往往会引起一定的排斥反应,同时降低材料表面的

骨再生速度[3-4]。鉴于此,材料学和医学研究者尝试通过在材料表面构建一层天然高分子活性涂层,以降低

组织工程支架材料的免疫排斥反应[5-6]。壳聚糖作为一种生物相容性和成膜性能卓越的天然可降解高分子

材料,成为支架材料表面涂层的首选材料[7-10]。然而,由于壳聚糖材料表面的亲水性较差,在植入体内后不
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利于体液中钙、磷等无机盐离子的吸附和沉积,从而影响骨缺损部位的组织修复和再生。而柠檬酸作为一种

生物安全的天然小分子,分子中含有较多的羧基官能团,能够与壳聚糖分子中的氨基官能团发生酰胺键结

合[11-13]。为了提高壳聚糖基材料表面的亲水性和生物相容性,本研究对壳聚糖膜材料表面进行了小分子化

学修饰,并对改性前后的壳聚糖基材料的理化性能和生物学性能进行了评价。

1 实验部分

1.1 试剂及仪器

壳聚糖原料(脱乙酰度高于95%)、柠檬酸(AR)、N-羟基丁二酰亚胺(NHS)和碳酸氢钠由Aladdin公司

提供,醋酸(AR)由上海申博化工有限公司提供,盐酸(AR)和氢氧化钠(AR)由国药集团化学试剂有限公司

提供,戊二醛(25%)由江苏强盛功能化化学股份有限公司提供,碳二亚胺(EDC)由吉尔生化(上海)有限公司

提供。MC3T3成骨细胞由西北工业大学提供,MEM培养基由GIBCO 公司提供,胎牛血清由美国Thermo
scientific公司提供,乙二胺四乙酸由Sunshine公司提供,胰蛋白酶由烟台赛尔斯生物技术有限公司提供,二
甲基亚砜由上海凌峰化学试剂有限公司提供。

1.2 材料的制备

将纯化后的壳聚糖溶于浓度为0.1mol/L的醋酸溶液中,磁力搅拌制备质量分数为2%~3%的壳聚糖

溶液;避光加入一定量的2.5%~3.0%的戊二醛,磁力搅拌交联反应3min;将交联得到的壳聚糖凝胶加入

到干净的培养皿中,然后在18~25℃、洁净的环境下自然风干;将风干好的薄膜用5% NaOH溶液浸泡1~
2h,再用去离子水洗涤3次后再次风干,得到壳聚糖(CS)薄膜。然后,配制3%的柠檬酸溶液,加入质量比为

1∶1的EDC和NHS,控制EDC和NHS两者与柠檬酸和壳聚糖两者的质量比为1∶6,将CS膜浸泡在柠檬酸

溶液中,4℃下发生交联反应,1~2h后取出薄膜,去离子水洗涤3遍后,自然风干得到改性之后的壳聚糖-
柠檬酸(CSCA)薄膜。图1是柠檬酸小分子与壳聚糖分子发生化学交联反应的机理图,其中EDC起到交联

剂的作用,而NHS则起到催化剂的作用。

1.3 材料性能表征

真空下将材料裁剪成大小为6mm×6mm的薄膜的表层喷金,采用扫描电镜(ZeissEVO18,德国Zeiss
公司)观察材料表面和断面的形貌。取一定量的材料置于研钵中研磨成粉末,将干燥后的粉末样品与溴化钾

按1∶100的比例混匀研细并压片,然后采用傅里叶红外光谱仪(NicoletAvatar370,美国尼高力公司)进行红

外测试,扫描范围400~4000cm-1。采用X射线光电子能谱(ESCALAB250Xi,美国ThermoScientific公

司)表征薄膜表面的元素种类及含量,并采用高斯函数对XPS测试结果进行拟合。全谱和狭谱的X射线条

件设定为14.9kV和207W,采用AlKα作为X射线源,其中全谱分析条件为:扫描范围为0~1000eV,通
能为100.00eV和1.0eV的步频;而狭谱扫描的通能为30eV,采用0.1eV的步频在高分辨率范围内扫描。
在25℃下,以水作为测试液滴,采用表面接触角仪(PowereachJC2000D1,上海中晨数字技术设备有限公司)
测定材料表面的接触角。

此外,为表征改性之后材料的生物相容性,本研究还采用 MC3T3成骨细胞,通过 MTT法对改性前后

材料的生物相容性进行了评价。MC3T3成骨细胞由西北工业大学提供,细胞培养使用的培养液为含有生

长因子,重组人胰岛素,人转铁蛋白,谷氨酰胺,青/链霉素双抗,非必须氨基酸,胎牛血清的完全培养基。接

种细胞前,将膜材料浸泡于70%的乙醇中2h,然后将膜用PBS洗涤5次,在紫外灯下将材料的两个面各照

射30min。样品模贴附于6孔板底部,将 MC3T3细胞悬液以5000个/cm2 加入到孔板中,加入完全培养基,
在37℃、5%CO2饱和湿度条件下进行培养,每天更换一次培养基。通过 MTT法评估 MC3T3成骨细胞在

样品表面的活性与增殖情况,将样品模贴附于96孔板底部,以组织培养孔板为对照组,每组样品均设10复

孔。在每个样品孔中加入100μL密度为2×104个/mL的 MC3T3成骨细胞悬液,在样品槽周围的孔洞里加

入少量的培养液,以维持细胞稳定的生存环境。在细胞培养至第1、2、3、4、5、6d和7d时各取出一块培养板,
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在每个样品孔中加入20μL质量浓度为5mg/mL的 MTT 溶液后,放回37℃、5% CO2培养箱中继续孵育

4h,然后终止培养。用滴管小心吸出样品孔内的上清液后,在每孔中加入100μLDMSO,震荡10min,使结

晶物充分溶解。用微孔板式连续波长酶标仪测定溶解液在波长为490nm时的吸光值。

图1 柠檬酸改性壳聚糖的反应式

2 结果与讨论

2.1 SEM 分析

图2和图3分别是柠檬酸改性前后的2种薄膜材料表面和截面的SEM观察照片。从图2的SEM图可

以清晰的观察到改性前后的壳聚糖基材料表面光滑,呈现均一的结构,表明柠檬酸接枝改性没有显著改变材

料的表面结构。而图3显示的两种材料断面结构表面材料的层间结构均匀致密,表明柠檬酸接枝改性没有

显著改变材料的内部结构。综合图2和图3的结构表明:改性前后材料表面和截面的微观结构未发生明显

变化,柠檬酸接枝改性的过程没有显著影响材料的微观结构。

图2 壳聚糖改性前后材料表面的SEM图

2.2 材料改性前后红外光谱分析

图4是对改性前后的材料在4000~400cm-1区间进行红外扫描得到的红外光谱图,两种材料的红外光

谱图中都出现了壳聚糖的特征吸收峰,其中,位于1642cm-1处的吸收峰为氨基I的酰胺键和C=O键的伸

缩振动峰,1577cm-1处为氨基II的非对称伸缩振动峰,1326cm-1处为氨基Ⅲ的C-N键的伸缩振动峰和

N-H的弯曲振动吸收峰。柠檬酸的加入使得材料表面的羧基大量增加,从而导致羟基的收缩振动峰及
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图3 壳聚糖改性前后材料截面的SEM图

3361cm-1处变强。此外,在改性之后的材料中,出现了柠檬酸分子的特征吸收峰,在1028cm-1和894cm-1

处出现了C-O-C伸缩振动的吸收峰。红外光谱结果表明柠檬酸小分子被成功接枝到了壳聚糖表面。

2.3 XPS分析

X射线光电子能谱是一种用于表征材料表面元素组成的测试手段,利用X射线激发样品可以用来进行

多种元素定性和定量的分析。图5是CS和CSCA膜的全谱图,本研究以此来分析壳聚糖材料在改性前后

表面的元素成分和含量变化结果。结果表明:2种膜表面在结合能为285,400eV和532eV附近分别出现了

明显的C,N峰和O峰。

图4 改性前后壳聚糖的红外光谱图 图5 表面改性前后壳聚糖膜的表面X射线光电子能谱

                           
 
 
 
 
 
                           

 
 
 
 
 
 
 表1 接枝改性前后壳聚糖膜表面的元素含量

Sample
w(C)/

%

w(N)/

%

w(O)/

%

m(O)/

m(C)
m(N)/

m(C)

CS 69.34 3.21 27.45 0.40 0.05

CSCA 65.65 1.32 33.03 0.50 0.02

  表1列出了薄膜改性前后表面各元素含量的变

化。当柠檬酸分子引入壳聚糖表面之后,材料表面氮

元素的含量由3.21%降低变为1.32%,氧元素的含量

则由27.45%增加到33.03%。相应地,氧碳含量比由

0.40升 高 为0.50,而 氮 碳 含 量 比 则 由0.05降 为

0.02。总的来说,引入柠檬酸分子后导致材料表面的

O/C增加和N/C减小,这是由于柠檬酸分子中含有大量的羧基官能团,在接枝到壳聚糖膜表面后导致材料

表面的氧元素含量增加。
此外,本研究还对柠檬酸改性前后材料表面的各种化学基团组成利用高分辨谱进行了分析。图6及表

2分别给出了CS和CSCA2种材料表面的C1s峰的高分辨X射线光电子能谱(HRXPS)图以及各分峰的分

布与归属数据。通过对 XPS谱峰中C1s在285eV 的峰进行曲线拟合分析,如图6所示,位于283.47、

284.07、285.27、287.00eV 附近的峰分别代表2种膜材料表面的 C元素所处的—C—C—、—C—N—、
—C—O—和—C􀪅􀪅O—4种不同的环境。
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图6 壳聚糖改性前后膜表面C1s的拟合曲线图

                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 表2 CS和CSCA膜表面的C1s归属的峰位

Sample Position/eV Relativeintensity/% Possibleelementstate

CS

283.47 62.22 -C-C-

284.07 32.56 -C-N-

285.27 4.42 -C-O-

287.00 0.80 -C=O-

CSCA

283.93 48.46 -C-C-

284.50 21.22 -C-N-

285.62 24.55 -C-O-

287.14 5.78 -C=O-

  表2是2种薄膜材料上C元素所处不同环

境所对应的含量,结果表明相较于改性前的壳

聚糖膜,—C—O—和—C􀪅􀪅O—所对应的吸收

峰面积比例明显增大,这与接枝反应过程中生

成新的酰胺键和引入了新的羰基官能团是相

符的。
综合红外光谱的结果和XPS测试的结果,

进一步证实柠檬酸小分子被成功接枝到了壳聚

糖膜的表面。

2.4 材料亲疏水性

亲疏水性是影响材料能否与机体发生良好结合的重要指标之一,对水接触角越小的材料亲水性能就越

好,与有机体就有可能结合的越紧密。图7和图8分别是CS和CSCA膜表面的接触角和表面自由能随时

间的变化图。结果表明:相比改性前的壳聚糖膜,改性之后的CSCA膜材料表面的接触角变小,表明改性后

材料的亲水性有了一定的提高。

图7 不同时间段内改性前后材料接触角的变化图(n=5)

  
图8 改性前后材料表面自由能的变化图(n=5)

2.5 生物相容性分析

本研究采用 MTT法对改性前后材料的生物相容性进行了评价。图9为 MC3T3成骨细胞在接种到空

白组、CS和CSCA膜上一周内的活性和增殖情况。吸光度值随着培养时间的延长逐渐升高,表明细胞能够

在几种基底上良好地生长,改性前后的2种材料均能支持细胞黏附和生长。此外,MC3T3细胞在柠檬酸改

性之后的材料表面增殖速度更快,这说明CSCA材料表面更利于细胞培养基中的蛋白等营养物质黏附,从
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而促进细胞的黏附和增殖。研究结果表明,柠檬酸改性之后的壳聚糖基材料保持了较好的生物相容性。

  图9 MC3T3细胞在CS和CSCA膜上的 MTT吸收

光值(n=5)

3 结 论

本研究通过引入柠檬酸小分子,分别以EDC和NHS
为交联剂和催化剂,对壳聚糖基材料进行表面化学修饰

改性,成功地在壳聚糖基材料表面引入了大量的亲水性

官能团,在维持材料稳定形貌的基础上提高了材料表面

的亲水性。此外,细胞实验结果表明,MC3T3成骨细胞

能够在改性后的材料表面可以良好地生长和增殖,证明

柠檬酸改性之后的材料具有良好的生物相容性。该材料

有可能为骨组织工程支架表面的高分子涂层材料提供一

种新选择。
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