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摘要

背景：在静电纺过程中利用磁场效应的方法更适合制备载有磁性纳米粒子的取向纤维。但当前的研究多限于水溶性聚合物材

料的电纺。

目的：通过相转移方法制备均匀分散有Fe30·磁性纳米粒子的聚(左旋乳酸一己内酯)溶液，在外加磁场作用下通过静电纺技术

制备聚(左旋乳酸一己内酯)／Fe30。定向排列复合纤维，体外接种猪髋动脉内皮细胞，初步观察细胞相容性。

设计、时间及地点：对比观察实验，于2008一∞／2008—10在东华大学化学化工与生物工程学院生物科学研究所生物材料与组

织工程实验室完成。

材料：聚(左旋乳酸一己内酯)无规共聚物(50：50．M00—40万)由日本Na阳MedicaI unj垤鸭时提供；猪髋动脉内皮细胞由
中国科学院细胞所提供。

方法：采用相转移法将水相中的Fe30．磁性纳米粒子转移至有机溶剂中，制备聚(左旋乳酸一己内酯)，Fe30．的溶液．利用磁

场对Fe30。磁性纳米粒子的牵引作用，静电纺制备取向超细纤维。

主要观察指标：通过扫描电镜对纤维进行表面形态、取向度进行分析，采用透射电镜分析Fe3q磁性纳米粒子在纤维中分散

和分布情况。在复合Fe304磁性纳米粒子的聚(左旋乳酸一己内酯)静电纺纤维膜上体外接种猪髋动脉内皮细胞，采用MTT法

检测纤维膜上细胞的黏附和增殖能力以评价其生物相容性。

结果：通过添加乳化剂油酸钠成功得到分散均匀的Fe304磁性纳米粒子三氯甲烷溶剂。扫描电镜结果表明在磁场的影响下，静电

纺得到的纤维表面光滑、无明显珠状物分布；排列方向沿磁场磁力线分布，取向度良好。透射电镜结果显示Fe304磁性纳米粒子

在静电纺超细纤维中分散度良好。细胞生物相容性结果显示制备的载有磁性纳米粒子的聚(左旋乳酸一己内酯)静电纺超细纤维细胞
黏附率优于纯聚(左旋乳酸一己内酯)纤维：其细胞增殖率与纯聚(左旋乳酸一己内酯)静电纺超细纤维接近。

结论：含有一定浓度的F0304磁性纳米粒子的聚(左旋乳酸一己内酯)溶液，在外加磁场的作用下，静电纺得到的纤维排列方向

沿磁场磁力线分布，取向度极佳，且具有良好的细胞相容性。

关键词：磁场静电纺；相转移；纤维取向；聚(左旋乳酸一己内酯)／Fe30·；生物相容性
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0引言

天然细胞外基质是由纳米级的纤维结构组

成，不同组织的细胞外基质纤维的三维结构不

同且与其功能密切相关，特定的三维支架结构

诱导细胞在支架中生长、增殖和分化及在引导

组织再生中起着重要的作用【1蚓。近年来，采用

静电纺制备取向超细纤维的研究取得了不少进

展。如在静电纺过程中采用滚轴接收装置接受

静电纺纤维、利用静电场效应和辅助磁场等方

法均能够获得具有一定取向度的电纺纤维刚l。

其中，利用磁场效应的方法更适合制备载有磁

性纳米粒子的取向纤维。但当前的研究多限于

水溶性聚合物材料的电纺，主要是因为在水相

中制各的磁性纳米粒子Fe304难以在有机相中

均匀分散，且纳米粒子的包覆量难以控制。

课题组利用磁性纳米粒子Fe304磁性特征

设计相转移，并通过添加乳化剂油酸钠，成功

将水相中合成的Fe304转移至有机相氯仿中，使

Fe304粒子均匀分散于有机相内。实验采用磁场

静电纺成功制备了聚(左旋乳酸一己内

酯)P(LLA-CL)，Fe304定向排列复合纤维，体外

接种猪髋动脉内皮细胞，对支架材料的细胞相

容性进行初步研究。

1材料和方法

设计：对比观察实验。

时间及地点：实验于2008一06门0在东华大

学化学化工与生物工程学院生物科学研究所生

物材料与组织工程实验室完成。

材料：

主要试剂和仪器 来源

亚铁、氢氧化钠、三氯甲 有限公司
烷、乙醇、二甲亚砜、油酸钠

P(LU旧L)无规共聚物 日本Na憎
(∞：50，帆30’40万) Medi∞I Univer8jty
三氟乙醇(纯度99．9％) 美国杜邦公司
猪髋动脉内皮细胞株 中国科学院细胞所
DMEM高糖培养基、2．5 g／I． 杭州吉诺生物技术
胰蛋白酶 有限公司
胎牛血清 美国Gib∞公司
MTT试剂 美国Sigma公司
高压电源静电发生器 北京机电院高技术股份

· (BGG6-358) 有限公司
DZF_6020真空干燥箱 上海恒科技有限公司
扫描电镜(JSM-弱00LⅥ JEOL Lld．，日本
血细胞计数板 上海求精生化试剂仪嚣

有限公

酶标仪(MULTSIKAN MK3) 美国热电集团

二氧化碳培养箱(BBl5) 德国He阳eus公司

透射电镜(H800) 日本Hltachl公司

实验方法：

磁性纳米粒子Fe304的制备及相转移：在氮气

保护的条件下，采用共沉淀法制备四氧化三铁

纳米粒子。制备浓度为0．2 mol，L的六水合三氯

化铁水溶液和浓度为0．1 mol『L的七水合硫酸

亚铁水溶液，体积比为1：1混合在一起得

Fe”：Fe计=2：1的混合溶液，溶液呈橙色。

0．2 moI／L氢氧化钠溶液逐滴加入到Fe叶与Fez+

的混合溶液中，在常温下搅拌，黑色的磁性纳

米粒子Fe304生成。反应方程式如下：

2Fe3++Fe2++80H‘—-Fe304+4H20。

然后用强磁性的磁铁在反应瓶底端吸引

磁性纳米粒子，以防磁性纳米粒子的流失，将

上层液体倒掉，用同样方法使用去氧水洗涤

Fe304粒子4次。将洗涤干净的Fe304粒子转移

至容量瓶中，用去氧水定量，超声波振荡24 h，

待用。

取定量的Fe304粒子均匀分散的去氧水悬

浮液至一小玻璃瓶中，瓶子底端加一强磁性磁

铁将Fe304粒子吸附至瓶底，将去氧水倒掉，

加入定量的三氯甲烷溶液使之Fe304的质量浓

度达到0．007 4 g，mL，移开强磁铁，以油酸钠：

Fe304为1：10的质量比加入乳化剂油酸钠，超

声波振荡24 h得到Fe304粒子均匀分散的三氯

甲烷悬浮液。

磁场静电纺取向纳米纤维的制备：以三氟乙

醇，三氯甲烷(含Fe304纳米粒子)(7：3)作为

P(LLA-CL)无规共聚物(50：50)的溶剂，配制

6％的含Fe304纳米粒子的P(LLA-CL)溶液，其

中Fe304纳米粒子的含量为0．2％。磁场静电纺

见图1。
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静电纺过程中采用平口22G医用针头，溶液置于

2．5 mL医用注射器中，工作电压为16 kV，针头距下方

两磁铁上端的距离为15 cm，供液速率为1 mUh。为验

证纤维排列方向与磁力线方向的关系，设置与磁铁大小

相当的聚四氟乙烯纤维接收装置作为对照。通过改变两

磁铁之间的距离调节磁场强弱，研究磁场大小对纤维取

向排列的影响，设定的距离有3，4，6和7 cm。静电纺

0．5 h后，在暗背景条件下用相机开闪光模式拍摄悬挂在

两平行磁铁间的纤维排列情形，用载玻片收集悬浮在两

电磁铁之间的超细纤维作为光镜的观察样本，用覆盖有

铝箔纸的载玻片收集纤维作为扫描电镜观察样本。在没

有磁场存在的条件下，当两块聚四氟乙烯块的间距超过

3 cm时，悬挂于两聚四氟乙烯块之间的纤维极少，取沉

积纤维作为对照分析样本。

纤维表征测试：

表面形态分析观察：样品在真空干燥箱干燥48 h后，

经真空喷金处理，采用扫描电子显微镜观测，扫描电压

为1 5 I(v。采用图像分析软件lmageJ(Na“onalInstitules

of Heallh，USA)对扫描电镜照片中的纤维(n≥100)进行

分析，计算纤维的直径及其分布。

取向分析：使用倒置荧光显微镜在明场下进行光学拍

照，采用图像分析软件ImageJ进行纤维取向分析：在暗

背景条件下用相机开闪光近距离清晰模式下，拍摄悬挂

在两平行磁铁间的纤维排列情形。

磁性纳米粒子在纤维中的分布及分散度分析：用透射电

镜专用铜网接受P(LLA．CL)，Fe304复合材料静电纺超细

纤维，真空干燥箱干燥48 h后，在100 kV工作电压下直

接观察。

Fe304，P(LLA．CL)静电纺超细纤维生物相容性分析：

细胞培养与接种：猪髋动脉内皮细胞片j含体积分数为

10％胎牛血清的DMEM高糖培养基，j：37℃、体积分

数为5％C02细胞培养箱中培养，每48 h更换培养液，分

离传代备用。2．5 g，L胰蛋白酶消化细胞，离心、悬浮制

备细胞悬液，用血细胞计数板计数，将细胞悬浮液接种

至覆盖有P(LLA-CL)／Fe304纤维膜和纯P(LLA—CL)膜的

24孔细胞培养板和空白培养板上(每个样3个平行对照)，

继续培养。采用MTT法检测细胞黏附与增殖情况。

细胞黏附：细胞接种密度为1．2×105 L～，每孔接种

细胞悬液200 u L。分别培养1，2，4，6 h后(每个时间

点3个平行样)，吸去培养液，每孔加入180 p L新鲜无

血清培养基，20 u L MTT(5 g，L)继续培养4 h后，小心

吸去培养基后，每孔加入200 p L二甲基亚砜，振荡溶

解20 min，在492 nm波长下用酶标仪测定各孔的月值。

重复实验3次。

细胞增殖：细胞接种密度为5×107 L～，每孔接种细

胞悬液200 u L，追加200 u L的细胞培养基。分别培

养1，3，5，7 d后(每个时间点3个平行样，每隔2 d换
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液)，吸去培养液，每孔加入180 u L新鲜无血清培养基，

20 p L MTT(5 g，L)继续培养4 h后，小心吸去培养基后，

每孔加入200 u L二甲基亚砜，振荡溶解20 min，在

492 nm波长下用酶标仪测定各孔的A筐。重复实验3次。

主要观察指标：磁场静电纺P(LLA-CL)，Fe304复

合材料超细纤维形态结构、直径分布，不同磁场大小

对纤维排列取向度的影响，Fe304纳米粒子在纤维中的

分布和分散度分析：从内皮细胞在支架材料上的黏附

与增殖情况分析纤维的生物相容性。

设计、实施、评估者：设计为第一作者，实施为所

有作者，评估为第三、四作者。

统计学分析：由第一作者采用OriginPr0 7．5软件

(美国OriginLab公司)，进行单因素ANO＼，A分析。

2结果

2．1 纤维表面形态及其取向度分析

纡维表面形态：

制备的P《LL～C叫Fe3。4复合纤维膜的电镜照片见图2，可见纤维

表面光滑，无明湿珠状物分布，未施加磁场情况下，纤维分布无

规律，而在磁场的引导下，纤维明显星现平行排列。

经lmageJ软件分析，P(LLA-cL)，Fe304纤维平均直径为《547．9±

198．”nm，大予纯P(LLACL)纤维(370．2=i=140．3)I_lm【1”，直径

范围在400一600 nm的纤维超过60％，纤维直径相对较均一。

纤维宜径分布情况见图3。

P0．踟xf犹鼬e岬叼"0洲crI．删踟
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通过改变磁极间距来改变磁场大小，分析磁场对磁

性复合纤维取向度的影响，见图4，5。
从图4，5可知：

在磁场静电纺中，因为在条状磁极间存在一个磁力线从N极到S

极的磁场【1o】，观测到磁性纤维绝大部分平行于磁力线方向分

布。

当磁极间距发生变化时，纤维的取向也会发生改变。

当磁极间距为4 cm时，与磁力线方向平行或偏离角度小于5。

的纤维数大于60％，而偏离角大予15。的纤维不足15％。

当磁极间距为6 cm时，磁场强度相对较弱，偏离角大于15。的

纤维接近28％，偏离角度小于5。的静电纺纤维只有43％，因

磁场力对磁性超细纤维的引导力减弱，纤维平行排列取向度明

显下降。

当磁极间距达到7 cm时，纤维很难沉积在磁极之间。

当磁极间距为3 cm时，偏离角度小于5。的取向纤维所占比例

仅为38％，这可能是因为静电纺P(LLA·CL)，Fe3。4复合纤维弹

性比较好，纤维比较长，尽管磁场强度大，但难以引导长纤维

在短间距的磁极间形成良好的沿磁力线方向分布的取向纤维。

磁场静电纺过程中，微磁性超细纤维沿磁力线方向

分布光学照片，见图6。

图6清晰显示了微磁性超细纤维沿磁力线方向分布

的情况，可见纤维的排列形状与磁场中磁力线的分布极

其相刨1伽。
2．2 Fe304磁性纳米粒子在纤维中的分布及分散度分

析制备的磁性纤维的透射电镜照片见图7。

图7可见溶液中Fe304磁性纳米粒子浓度为0．2 g／L
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时，纳米粒子能够在超细纤维中间段分布，且分散度良好。

2．3 P(LLA-CL)／Fe304超细纤维生物相容性分析

细胞黏附情况：P(LLA·CL)／Fe304超细纤维上内皮细

胞的黏附情况见图8。

结果表明共培养1，2，4和6 h后，细胞在纤维膜上

的黏附情况无明显变化；但在各检测时间点，复合纤维

膜上的细胞黏附值均高于纯P(LLA．CL)纤维膜和24孔细

胞培养板。

细胞增殖情况：共培养1，3，5和7 d后，其细胞增殖

情况见图9。

P(LLA-CL)，Fe304超细复合纤维与纯P(LLA—CL)纤

维膜和细胞培养板的吸光度值都随共培养时间的增加

而增大，在第1天和第3天检测时间点P(LLA—CL)，Fe304

超细复合纤维与纯P(LLA-CL)纤维膜都高于培养板，到

第7天，各组吸光度值接近。

3讨论
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实验采用相转移法，通过添加乳化剂油酸钠，制备

了Fe304磁性纳米粒子分散均匀的P(LLA·CL)(50：50)

电纺溶液。在磁场的引导下，电纺得到的大量纤维排列

方向与磁场磁力线分布平行，取向度极良好，且Fe304

磁性纳米粒子在静电纺超细纤维中分散度良好。细胞生

物相容性结果表明磁场静电纺制备的P(LLA—CL)／Fe304

磁性复合纤维生物相容性良好，可望用于组织工程或其

他生物医学领域。
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来自本文课题的更多信息一

勰题静露参课题受到国家自然科学基金(30570503)、

上海市浦江人才计划(05PJl4013)、111计划(B07024)等

项目资助。课题组采用相转移法将水相中的Fe304磁性纳米

粒子转移至有机溶剂中，制备P(LLA-CL)／Fe304的溶液，利

用磁场对Fe304磁性纳米粒子的牵引作用，静电纺制备取向

超细纤维。为Fe304磁性纳米粒子应用于疏水性聚合物材料

中提供参考研究，为构建具有细胞生长取向诱导结构的组织

工程支架提供参考。

同纾铲觥文章通过相转移方法制备有Fe304磁洼纳
米粒子的P(LLA．CL)溶液，在外加磁场作用下通过静电纺

技术制备具有较好取向性能和生物相容性的复合

P(LLA-CL)，Fe304超细纤维，并考察了纤维的生物相容性。

取向纤维在组织工程、药物释放等领域具有一定的应用前

景。作者在查阅国内外该领域的研究成果的基础上，设计

了较系统的实验，方案合理，结果可信。

掰筒裁不足：文章未设置有磁场无Fe304磁性纳米粒子

纯P(LLA．CL)溶液静电纺对照组，对Fe304磁性纳米粒子未

被包裹入纤维中细胞毒性研究未作出具体实验说明。
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