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柠檬酸原位交联胶原超细纤维膜的
制备及其性能
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摘要：胶原超细纤维膜在外用敷料、人工皮肤等医用领域具有潜在的应用前景，为解决其结构不稳
定、遇水易溶解等问题，采用柠檬酸对胶原进行原位交联，再进行静电纺丝制得超细纤维膜，并对纤
维膜形貌、水溶解性、化学结构、交联性和细胞毒性等进行测试与评价。结果表明，质量分数为１０％
的柠檬酸原位交联的牛肌腱胶原超细纤维膜，其交联度可达３０％，水溶解性能明显降低，化学结构
无明显变化，无生物毒性，可用于生物医用领域。
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　　牛肌腱胶原是动物结缔组织中的主要成分，含
有４种蛋白分子，分别为γ、β、α１和α２蛋白分子。

４种蛋白分子量依次为４６１、２６８、１７１、１１７ｋＤａ。

此种胶原具有良好的生物相容性、可生物降解性以
及生物活性［１］。其可以通过静电纺丝的方法来制
备具有微纳米结构的纤维膜，这种微细结构使纤维
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膜具有吸水导湿、贴合覆盖、抗粘连等特性，再加

之胶原具有可止血、无免疫原、可生物降解等优

点，在外用敷料、人工皮肤等生物医用领域具有潜

在的应用和巨大的发展空间。但胶原直接静电

纺所获得的纤维膜的力学性能和水稳定性较

差［２－３］，其形态难以在后道应用中维持，阻碍了胶

原超细纤维膜的进一步应用，因此，必须对胶原进

行物理或化学改性才能使用。交联就是一种改性

方式。

牛肌腱胶原的交联分为物理交联和化学交

联［４］。物理交联主要是利用热、光等物理反应使胶

原分子之间氢键增强［３］，从而改善胶原的物理性

能。物理交联一般不会产生不利于生物体的物质。

化学交联主要是利用化学交联剂使胶原分子内的

功能基团发生反应，或者使胶原分子与交联剂的功

能基团发生反应，根据化学交联剂的不同而产生不

同的物质［５］。一般情况下，化学交联剂的氧化性能

极强，交联效果显著，并且交联较为持久，但化学

交联具有一定程度的生物毒性。文献［６］采用一

种新型胶原交联剂，即β－环糊精二醛交联胶原，用

以提高胶原的变性温度、体外酶降解性能和压缩模

量。文献［７］采用１－（３－二甲氨基丙基）－３－乙基碳

二亚胺盐酸盐／Ｎ－羟基琥珀酰亚胺（ＥＤＣ／ＮＨＳ）对

胶原进行交联，以改善胶原的热稳定性、形态稳定

性和抗酶降解性。文献［８］采用京尼平交联来增

强胶原支架的交联度、抗伤口收缩能力以及降低生

物毒性。这些新型交联剂的应用都可以确保胶原获

得一定的交联效果，但仍然存在细胞毒性的隐患。

文献［９］利用柠檬酸（ＣＡ）对胶原基人造眼角膜进行

交联，以改善胶原膜的水稳定性、强力以及体外酶降

解性，在保证无生物毒性的情况下改善了人造眼角

膜的理化性能。

本文旨在采用一种简便处理并对生物体无毒

性的交联方式，用以改善牛肌腱胶原静电纺纤维膜

的物理性能，促进其在生物医用领域的应用。柠檬

酸作为一种三羧基小分子酸被广泛应用于食品、生

物与医学领域，其能够与胶原中的羟基反应生成酯

键，反应产生的物质对生物体无毒，并且能有效增

强胶原静电纺超细纤维膜的力学性能和耐水溶解

性能等［１０－１１］。本文采用牛肌腱胶原与一定比例的

柠檬酸充分混合进行原位交联后，在一定电压、温湿

度、推注速度下进行静电纺丝，得到胶原超细纤

维膜。

１　试　验

１．１　试剂与仪器
牛肌腱胶原，分子量为４１６～１１７ｋＤａ，上海其胜

生物制剂有限公司；六氟异丙醇（ＨＦＩＰ），纯度＞９０％，
梯希爱上海化成工业发展有限公司；聚环氧乙烷
（ＰＥＯ），分子量为９０万ｋＤａ，百灵威科技有限公司；
冰乙酸，分析纯，上海凌峰化学试剂有限公司；柠
檬酸、丙三醇、生物用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ＝
７．４），均为分析纯，上海化学试剂有限公司；２，４，

６－三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ），分析纯，Ｓｉｇｍａ试剂有限
公司。
北京瑞利公司的 ＷＱＦ－５１０型傅里叶变换红外

光谱仪，日立公司的ＴＭ３０００型扫描电子显微镜，上
海奥析科学仪器有限公司的ＵＶ１８００型紫外分光光
度计，桐乡灵伸电器厂的ＢＳ２１０Ｓ型电子天平，上海
新纤仪器有限公司的ＸＱ－２型单纤维强伸度仪。

１．２　样品制备

１．２．１　静电纺丝溶液的配置
牛肌腱胶原静电纺丝溶液的质量浓 度 为

０．１ｇ／ｍＬ，胶原与助纺剂聚环氧乙烷（质量比为９∶
１）溶于强挥发溶剂六氟异丙醇（ＨＦＩＰ）与乙酸（ＡＡ）
（体积比为１∶１）混合溶液中，混合均匀并离心后加
入柠檬酸作为交联剂、次亚磷酸钠（ＳＨＰ）作为催化
剂，以及一定比例的丙三醇作为延展剂，将溶液搅拌
混合均匀后进行静电纺丝。其中，柠檬酸的质量分
别设定为胶原质量的５％和１０％，柠檬酸、次亚磷酸
钠、丙三醇３者质量比为１０∶５∶３。

１．２．２　牛肌腱胶原静电纺纤维膜的制备与交联
本文分别配制１＃、２＃、３＃纺丝用胶原溶液。其

中，１＃代表未加交联剂的胶原溶液；２＃代表加入交
联剂的胶原溶液，且胶原、柠檬酸、次亚磷酸钠和丙
三醇的质量比为２００∶１０∶５∶３；３＃代表加入交联
剂的胶原溶液，且胶原、柠檬酸、次亚磷酸钠和丙三
醇的质量比为１００∶１０∶５∶３。胶原与ＰＥＯ的总
质量浓度为０．１ｇ／ｍＬ，电压为１６ｋＶ，推注速度为

０．５ｍＬ／ｈ，接收距离为２０ｃｍ，温度为４０℃，相对湿
度为３０％。３种溶液纺制时间均为６ｈ，得到胶原静
电纺超细纤维膜。将纺制的胶原超细纤维膜置于

５８℃下反应２ｈ，以充分排除纤维膜中残留的六氟
异丙醇。
交联反应是胶原大分子链末端的活性—Ｈ、柠

檬酸、丙三醇３者在一定条件下反应，生成酯类大分
子缩聚反应，其反应式如图１所示［１１］。反应式中

Ｐｉ—ＸＨ（ｉ＝１，２，…）代表胶原大分子链，这些大分

９３
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子链可能相同，也可能不同。—ＸＨ 是含有—Ｈ
的—ＯＨ或者—ＮＨ２。ｏｔｈｅｒ　ｓｅｇｍｅｎｔｓ代表类似于

缩聚反应的其他链段，当链段与链段链接在一起时
会形成一种网状结构。

图１　柠檬酸交联胶原的化学反应式

Ｆｉｇ．１　Ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｉｔｒｉｃ　ａｃｉｄ　ｔｏ　ｃｏｌｌａｇｅｎ

１．３　测试与表征

１．３．１　ＳＥＭ测试
将制备得到的胶原超细纤维膜裁剪成５ｍｍ×

５ｍｍ样本，喷金后置于扫描电子显微镜下进行拍
摄。选取１００根不同纤维测得其直径，利用 Ｏｒｉｇｉｎ
软件对不同样本进行纤维直径分析，得到其二维表
观影像及其直径分布差异，从而可以对比不同交联
剂含量对纤维成型性的影响。

１．３．２　吸水性与水溶解性能
将未交联的胶原静电纺纤维膜、柠檬酸原位交

联的胶原静电纺纤维膜分别称量１０次，取平均质量
记为ｍ；纤维膜样品浸入ＰＢＳ溶液中分别经０．２５、

０．５、１、２、４、８、１２、２４、４８、７２和９６ｈ后称量，将
最大质量记为ｍｍａｘ，将浸泡９６ｈ后的纤维膜经冷冻
干燥后称量，记为ｍｚ。胶原静电纺纤维膜的吸水率
（Ｑ）和溶解率（Ｓ）的计算式分别为

Ｑ＝ｍｍａｘ－ｍ
ｍ ×１００％ （１）

Ｓ＝ｍ－ｍｚｍ ×１００％ （２）

０４
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１．３．３　交联度测试
取一定质量的胶原静电纺纤维膜（交联纤维膜

质量记为ｍｉ，未交联纤维膜质量记为ｍ０）将其放置
在１．０ｍＬ质量浓度为０．０４ｇ／ｍＬ的ＮａＨＣＯ３水溶
液中浸泡３０ ｍｉｎ，再加入１．０ ｍＬ 质量浓度为

０．００５ｇ／ｍＬ的２，４，６－三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）溶液
后加热至４０℃，放置２ｈ后，加入３ｍＬ浓度为

６ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液，６０℃保温反应，９０ｍｉｎ后向
溶液中加入５ｍＬ的去离子水，定容至１０ｍＬ。使用
紫外分光光度计（光波长为４２０ｎｍ）测试其吸光度，

交联度（Ｗｉ）计算式为

Ｗｉ＝ １－Ｐｉ
／ｍｉ

Ｐ０／ｍ［ ］０ ×１００％ （３）

式中：Ｐｉ为交联样品的吸光度值，ｉ＝１，２，…；Ｐ０为
未交联样品的吸光度值。

１．３．４　红外光谱测试
取胶原静电纺纤维膜置于傅里叶变换红外光谱

仪下方，施加压力为４０Ｎ，扫描样品膜，得到不同波
长下的衍射峰波谱图。

１．３．５　细胞毒性测试
由于３＃胶原静电纺纤维膜所加入交联剂比例较

高，其交联程度较大，因此取其进行细胞毒性试验。
纤维膜浸提液和对照样配置。按照 ＧＢ／Ｔ

１６８８６．５—２００３将３＃胶原静电纺纤维膜用无血清

１　６４０培养基３７℃下浸提２４ｈ，将浸提液用无菌滤
膜过滤，分别配制成浸提液含量为１００％、７５％、

５０％和２５％的血清培养基浸提液，备用。设置阳性
对照为５％的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶液，阴性对照为

０．２ｇ／ｍＬ聚乙烯（ＰＥ）浸提液，空白对照为含１０％
胎牛血清的１６４０培养基。
细胞悬浮液配置。将Ｌ９２９细胞用胰酶消化后，

用生理盐水完全吹打下来，在转速为１　０００ｒ／ｍｉｎ下
离心１０ｍｉｎ，去除生理盐水得到细胞沉淀。再用含

１０％胎牛血清的１６４０培养基将细胞吹散重悬至

３ｍＬ，稀释细胞浓度至２×１０３个／ｍＬ。

测试样。用排枪在９６孔板上每孔加入９０μＬ
细胞悬浮液，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，
再用移液枪去除培养基，每孔再加入９０μＬ待测液
（不同孔加入的待测液分别为１００％浸提液、７５％浸
提液、５０％浸提液、２５％浸提液、阴性对照、阳性对
照、空白对照）和１０μＬ的胎牛血清，于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后，每孔加入１０μＬ细胞毒
性检测剂（ＣＣＫ－８），震荡均匀后，每隔１ｈ用酶标仪
在４５０ｎｍ处测吸光度，测量４次，取平均值，得到Ｓｉ

值（６种非空白对照样）和ＳＢ值（空白对照样）。
测试样本底试样。用排枪在９６孔板每孔未加

细胞悬浮液而加入９０μＬ含１０％胎牛血清的１６４０
培养基，再分别加入９０μＬ　１００％浸提液、７５％浸提
液、５０％浸提液、２５％浸提液、阴性对照、阳性对照、
空白对照，之后在每孔中加入１０μＬ的胎牛血清，于

３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后，每孔加入

１０μＬ细胞毒性检测剂 （ＣＣＫ－８），震荡均匀后，每隔

１ｈ用酶标仪在４５０ｎｍ处测吸光度，测量４次，取平
均值，得到Ｓｉ０值（６种非空白对照样）和ＳＤ值（空白
对照样）。细胞相对增殖率（Ｒ）的计算式为

Ｒ＝Ｓｉ－Ｓｉ０ＳＢ－ＳＤ×
１００％ （４）

式中：Ｓｉ为测试样吸光度值；Ｓｉ０为测试样本底试样吸
光度值；ＳＢ为空白对照样吸光度值；ＳＤ为空白对照
样本底试样吸光度值。
根据ＧＢ／Ｔ　１６８８６．５—２００３细胞毒性评级标准

（表１）来判定细胞毒性级别，试验过程中设置的阳
性对照不得高于３级，阴性对照不得低于１级。

表１　细胞毒性评级标准

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｏｆ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｇｒａｄｅ

Ｒ／％ ≥１００　 ７５～９９　 ５０～７４　 ２５～４９　 １～２４

级别 ０　 １　 ２　 ３　 ４
判定 合格 合格 待判定 不合格 不合格

２　结果分析与讨论

２．１　纤维微观形貌分析
将纺丝制得的３种胶原超细纤维膜进行扫描电

子显微镜观察，并进行纤维直径分析，结果如图２所
示。从图２可以看出，加入柠檬酸交联剂后，纤维直
径明显增大，并且随着柠檬酸含量的增加，胶原静电
纺纤维直径有增大趋势。

１４
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（ａ）１＃

（ｂ）２＃

（ｃ）３＃

图２　胶原静电纺超细纤维膜的ＳＥＭ图和纤维直径分布图
Ｆｉｇ．２　ＳＥＭ　ａｎｄ　ｆｉｂｅｒ　ｄｉａｍｅｔｅｒ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ

ｍｉｃｒｏｆｉｂｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｏｆ　ｃｏｌｌａｇｅｎ

将３种胶原超细纤维膜样品分别置于ＰＢＳ溶
液中浸泡４８ｈ，再经冷冻干燥后进行ＳＥＭ 测试，得
到胶原超细纤维膜的微观结构图像如图３所示。由

图３可知：１＃纤维膜完全溶胀，纤维形态消失；２＃纤

维膜的纤维形态不明显且存在孔洞；３＃ 纤维膜的

　　　

（ａ）１＃

（ｂ）２＃

２４
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（ｃ）３＃

图３　胶原超细纤维膜在ＰＢＳ中浸泡４８ｈ冷冻干燥后的
ＳＥＭ图

Ｆｉｇ．３　ＳＥＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｙｉｎｇ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｍｉｃｒｏｆｉｂｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｍｍｅｒｓｅｄ　ｉｎ　ＰＢＳ　ｆｏｒ　４８ｈ

纤维形态保持较好，纤维之间存在孔洞。这主要由
于未交联的胶原遇水后，胶原大分子中的氨基与水
分子结合破坏纤维结构，而胶原经柠檬酸交联后，柠
檬酸作为中间链接点形成胶原－柠檬酸－胶原的三
维网状结构使分子作用力增强，能够抵抗部分水分
子的氢键破坏，因此，可以基本保持纤维的原有形
态，但表面仍有部分粘连现象。

２．２　水溶解性能测试分析
在室温条件下，将胶原超细纤维膜浸于ＰＢＳ溶

液中，经一定时间后取出，用滤纸吸去纤维膜表面残
余的ＰＢＳ，再置于天平中称取质量，可得到其质量分
数（相对于纤维膜浸泡前的质量）随时间变化的曲线
图如图４所示。从图４可以看出，随着纤维膜浸于

　　　

图４　胶原超细纤维膜在ＰＢＳ中浸入时间与质量分数的
关系

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｉｍｍｅｒｓｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ａｎｄ　ｍａｓｓ
ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｍｉｃｒｏｆｉｂｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅｓ　ｉｎ　ＰＢＳ

ＰＢＳ中时间的延长，其质量分数表现为先增加后降
低，这主要是由于纤维膜先吸水再溶解而致。３种
胶原超细纤维膜的吸水率和溶解率如表２所示。由
表２可以看出：２＃纤维膜吸水率与１＃纤维膜相当，

３＃纤维膜的吸水率明显低于１＃和２＃纤维膜；溶解
率随着交联剂加入量的增加而明显降低，胶原经充
分交联后其膜在ＰＢＳ中的溶解性能明显下降［１２］。

表２　纤维膜的吸水率与溶解率
Ｔａｂｌｅ　２　Ｗａｔｅｒ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｆｉｂｅｒ

ｍｅｍｂｒａｎｅｓ

样品编号 Ｑ／％ Ｓ／％

１＃ ７５８．０±１１．０　 １００．０±８．８
２＃ ７８２．０±１３．５　 ７６．３±９．７
３＃ ６７８．０±１０．９　 ４８．３±５．１

２．３　交联度测试分析
经测试可知，１＃、２＃、３＃胶原超细纤维膜的交联

度分别为０、１３．５％和３０．１％。由此可见，随着交
联剂含量的增大，其与胶原的交联程度明显增加。
胶原交联度根据交联剂类型、交联方法以及胶原类
型不同而存在较大差异。胶原经戊二醛交联和

１－（３－二甲氨基丙基）－３－乙基碳二亚胺盐酸盐／Ｎ－羟
基琥珀酰亚胺（ＥＤＣ／ＮＨＳ）化学交联后的交联度分
别约为５５％和３５％，而其经热交联和紫外交联后的
交联度分别约为２０％和１０％。其中，戊二醛交联由
于交联效果明显而使用最多，但至今对于戊二醛交
联的毒性问题仍存在质疑。柠檬酸原位交联与

ＥＤＣ／ＮＨＳ交联在交联度上可达到同样的效果，但

ＥＤＣ／ＮＨＳ在交联过程中需要用水去除残余交联
剂，一定程度上影响了纤维的形貌，而柠檬酸原位交
联工艺相对简单，后道工序不需要水处理。而与物
理交联相比，柠檬酸交联在交联程度上具有优势。

２．４　红外光谱分析

３种胶原超细纤维膜的傅里叶变换红外光谱如
图５所示。由图５可知，３　２９８ｃｍ－１处为 Ｎ—Ｈ 键
特征峰，随着柠檬酸含量的增加，该特征峰减弱。这
可能是由于柠檬酸和蛋白质分子中的氨基发生反

应，减 少 了 蛋 白 质 分 子 中 氨 基 基 团 的 含 量。

１　６５２ｃｍ－１处为酰胺Ⅰ的特征峰，由蛋白质多肽骨
架的 Ｃ　 Ｏ键伸缩振动引起，为蛋白质二级结构特
征峰。１　５５８ｃｍ－１处的吸收峰由酰胺Ⅱ的Ｎ—Ｈ键
弯曲振动产生，交联后该特征峰也有所减弱，说明酰
胺Ⅱ的 Ｎ—Ｈ 键也与柠檬酸发生了部分反应。

１　２３９ｃｍ－１处为Ｃ—Ｎ键的收缩振动峰，交联后该振
动峰减弱，说明柠檬酸的加入在一定程度上影响了
胶原的氢键结构。

３４
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图５　胶原超细纤维膜的傅里叶变换红外光谱分析图

Ｆｉｇ．５　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｍｉｃｒｏｆｉｂｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅｓ

２．５　细胞毒性分析

３＃胶原超细纤维膜细胞毒性测试结果如表３所
示。由表３可知，阴性对照样能够提供良好的细胞
增殖环境，而阳性对照样具有明显的细胞毒性，抑制
细胞生长。３＃胶原超细纤维膜在１００％浸提液时细
胞增 殖 率 为 （６０．３２±１２．２６）％，根 据 ＧＢ／Ｔ
１６８８６．５—２００３判断其不属于不合格状态；当浸提液
浓度 低 于 ７５％ 时，细 胞 增 值 率 符 合 ＧＢ／Ｔ
１６８８６．５—２００３规定的合格状态。因此，可以判断，
经质量分数为１０％柠檬酸原位交联的胶原超细纤
维膜在处理伤口和接触体液过程中无毒。

表３　３＃胶原超细纤维膜的Ｌ９２９细胞毒性分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅ　３＃ｔｏ　Ｌ９２９ｃｅｌｌｓ

试样
对照样 纤维膜浸提液

阳性对照 阴性对照 １００％ ７５％ ５０％ ２５％

Ｒ／％ ２１．４５±２．３１　 ９５．１２±１１．４４　 ６０．３２±１２．２６　 ７５．３４±８．２３　 ７８．６７±１０．０８　 ８０．８９±１２．２５

３　结　语

本文采用柠檬酸原位交联胶原，经静电纺丝成
功制备牛肌腱胶原超细纤维膜，并对柠檬酸原位交
联胶原超细纤维膜进行性能测试。结果表明：随着
柠檬酸含量的增加，超细纤维直径逐渐增大；质量分
数为１０％柠檬酸原位交联胶原超细纤维直径为
（５２３．７±１６７．０）ｎｍ，在ＰＢＳ中浸入４８ｈ后，纤维形
貌可以基本保持；柠檬酸交联胶原超细纤维膜的吸
水性和溶解性较未交联样品有显著降低；对高浓度
（１０％）交联剂细胞毒性测试后可知，柠檬酸原位
交联胶原超细纤维膜没有明显生物细胞毒性，交联
度可以达到３０．１％。相比物理交联，柠檬酸原位
交联在交联程度有较大优势，与ＥＤＣ／ＮＨＳ化学交
联的交联度相当，且工艺更为简单，无毒，成本低
廉。因此，采用柠檬酸对胶原进行原位交联再通过
静电纺丝制备超细纤维膜在生物医用领域具有可

行性。
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