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摘要　目的　制备负载单宁酸的双层壳聚糖膜（ＣＳ＠ＴＡ），
测试其活性氧（ＲＯＳ）清除能力、生物相容性及抗菌性能，研
究其作为引导骨再生屏障膜的可行性。方法　采用自蒸发
技术先制备出致密的单层壳聚糖（ＣＳ）膜，随后采用蒸发干
燥、取向冷冻和冷冻干燥技术在单层 ＣＳ膜上制备出多孔的
ＣＳ层，从而得到双层ＣＳ膜，利用扫描电镜观察其微观结构。
将制备好的ＣＳ双层膜先接枝４-羧基苯硼酸形成中间体，按
不同比例接枝单宁酸（ＴＡ），使用傅里叶红外光谱仪（ＦＩＴＲ）
分析ＴＡ与ＣＳ双层膜的相互作用。通过１，１-二苯基-２苦基
肼（ＤＰＰＨ）测试 ＲＯＳ清除能力，选取负载 ＴＡ后 ＲＯＳ清除
效率在 ９０％以上的双层膜进行后续体外细胞实验，利用
ＣＣＫ-８及活死细胞染色测试其生物相容性，利用扫描电镜观
察 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞在双层膜多孔面上的黏附情况，通过菌落
计数测试其对金黄色葡萄球菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）和大肠埃希菌（Ｓ．
ａｕｒｅｕｓ）的抗菌性能。结果　ＣＳ＠ＴＡ双层膜一面光滑致密，
另一面粗糙疏松多孔，截面呈垂直薄膜方向的有序多孔结

构，随着ＴＡ的加入，双层膜的 ＲＯＳ清除能力先迅速增加后
缓慢稳定，ＣＣＫ-８及活死细胞染色结果显示加入过多的 ＴＡ
会明显影响双层膜的生物相容性，细菌稀释涂板计数结果显

示加入适量ＴＡ的双层膜与未负载ＴＡ的双层膜相比，对 Ｅ．
ｃｏｌｉ和Ｓ．ａｕｒｅｕｓ具有一定抗菌能力。结论　负载适量 ＴＡ的
双层膜具有较强的 ＲＯＳ清除能力，良好的生物学性能，且对
Ｅ．ｃｏｌｉ和Ｓ．ａｕｒｅｕｓ均具有一定的抗菌能力。
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　　糖尿病、牙周炎和骨质疏松症等疾病患者，其骨
缺损常伴随着高活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）水平环境，会损害口腔种植体植入后的骨整

合，不利于口腔种植术后获得良好预后［１］。引导骨

再生（ｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＧＢＲ）技术在临床实
践中已被广泛用于治疗口腔颌面部骨缺损，是实现

成骨最有效、最可靠的方法之一。ＧＢＲ膜充当机械
屏障，阻止快速生长的非成骨细胞（如上皮细胞和

成纤维细胞）进入骨缺损，并为缓慢生长的成骨细

胞的增殖和分化提供空间，从而促进骨再生［２］。在

高 ＲＯＳ水平的环境中，过量的 ＲＯＳ激活破骨细胞
的形成，并阻碍骨髓间充质干细胞向成骨细胞的分

化，从而不利于骨愈合［３］。该研究使用壳聚糖（ｃｈｉ-
ｔｏｓａｎ，ＣＳ），通过蒸发干燥和取向冷冻制备出具有光
滑致密、粗糙疏松多孔的双层屏障膜，同时负载单宁

酸（ｔａｎｎｉｃａｃｉｄ，ＴＡ），使其兼备可降解性、生物相容
性、抗菌性和 ＲＯＳ清除作用，探究其作为 ＧＢＲ膜使
用的可行性。

１　材料与方法

１．１　合成材料　中粘度壳聚糖（２００～４００ｍＰａ．ｓ，
上海阿拉丁生化科技股份有限公司），冰醋酸（上海

国药集团化学试剂有限公司），单宁酸（上海麦克林

生化科技股份有限公司）。

１．２　主要试剂和仪器　氨水（上海国药集团化学
试剂有限公司），吗啉乙磺酸一水合物（ＭＥＳ）、４-羧
基苯硼酸（上海麦克林生化科技股份有限公司），１-
乙基-（３-二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）、
Ｎ-羟基琥珀酰亚胺（ＮＳＨ）（上海阿拉丁生化科技股
份有限公司），１，１-二苯基-２苦基肼（ＤＰＰＨ）（北
京索莱宝科技有限公司），α-ＭＥＭ、胰酶消化液、青
霉素－链霉素溶液（上海碧云天生物技术有限公
司）；活死细胞染色试剂盒（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；
胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＣＣＫ-８试剂（日本同
仁公司）。酶标仪、二氧化碳孵育箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；扫描电子显微镜（Ｓｕｐｒａ４０，德国蔡司公司）；
高温高压灭菌锅［致微（厦门）仪器有限公司］；傅里

叶红外光谱仪（Ｎｉｃｏｌｅｔ８７００，美国热电尼高力仪器
公司）；冷冻干燥机（宁波新芝生物科技有限公司）。

１．３　方法
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１．３．１　ＣＳ双层膜制备　称取２ｇ壳聚糖放入１００
ｍｌ０.２ｍｏｌ／Ｌ冰醋酸水溶液中，磁子搅拌至溶解，离
心除泡，倒入方形培养皿中，放在４０℃ 加热台上２４
ｈ后自蒸发成膜，取出后放入氨水中浸泡除酸，去离
子水冲洗几遍后置于 ４０℃加热台上，干燥后备用。
将干燥后的 ＣＳ膜平铺在铜板上，滴加２％的 ＣＳ溶
液，刮刀刮平，放入液氮中，１０ｓ后取出，放入冷冻
干燥机中冷冻干燥４８ｈ以获得ＣＳ双层膜。
１．３．２　ＣＳ＠ＴＡ双层膜的制备　ＣＳ双层膜接枝ＴＡ
前预处理：配制 ０.１ｍｏｌ／Ｌ的 ＭＥＳ溶液 １００ｍｌ，ｐＨ
＝６，分别加入１ｇ４-羧基苯硼酸、１００ｍｇＮＳＨ和
２００ｍｇＥＤＣ后调节 ｐＨ至 ７.５，３０ｍｉｎ后加入 １ｇ
ＣＳ双层膜，磁子搅拌６ｈ，结束后用去离子水冲洗薄
膜以去除表面未反应的４-羧基苯硼酸。

ＣＳ双层膜接枝 ＴＡ：取出分别放入浓度为
０.０２％、０.０４％、０.０８％、０.１６％ ５０ｍｌ水溶液中，放
入３７℃摇床６ｈ，结束后用去离子水冲洗薄膜以去
除表面未反应的 ＴＡ，最终以获得负载不同含量 ＴＡ
的双层壳聚糖屏障膜，根据负载 ＴＡ含量分别记为
ＣＳ＠ＴＡ１、ＣＳ＠ＴＡ２、ＣＳ＠ＴＡ３、ＣＳ＠ＴＡ４，ＣＳ双层
膜接枝ＴＡ前预处理、未接枝 ＴＡ的 ＣＳ双层膜记为
ＣＳ＠ＴＡ０），结束后将各组双层膜临界点干燥后真空
储存以备后续使用。其中，根据各组实验结果，挑选

出ＣＳ双层膜上最佳ＴＡ负载量组的双层膜记为 ＣＳ
＠ＴＡ。
１．３．３　结构表征　低真空下喷金后使用扫描电镜
在１５.０ｋＶ的加速电压下拍摄样品的光滑面、粗糙
面与截面，取 ＣＳ、ＴＡ粉末和 ＣＳ＠ＴＡ０、ＣＳ＠ＴＡ１、
ＣＳ＠ＴＡ２、ＣＳ＠ＴＡ３、ＣＳ＠ＴＡ４各组双层膜采用傅立
叶变换红外光谱仪分析各成分。

１．３．４　ＤＰＰＨ·自由基清除实验　按照试剂盒使用
说明配制 ＤＰＰＨ工作液，将 ＣＳ＠ＴＡ０、ＣＳ＠ＴＡ１、ＣＳ
＠ＴＡ２、ＣＳ＠ＴＡ３、ＣＳ＠ＴＡ４双层膜制备成直径５ｍｍ
的圆形样品，分别放置于４８孔板中，每孔加入２００
μｌＤＰＰＨ工作液，Ｂｌａｎｋ组只加 ２００μｌＤＰＰＨ工作
液，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ后取出，将４８孔板内的液
体转移至９６孔板中，使用酶标仪读取在５１７ｎｍ处
的吸光度值。吸光度值记为 Ａ，根据公式 ＤＰＰＨ清
除率 ＝［Ａ空白 －Ａ（ＣＳ＠ＴＡ０、ＣＳ＠ＴＡ１、ＣＳ＠ＴＡ２、ＣＳ＠ＴＡ３、ＣＳ＠ＴＡ４）］／
Ａ空白 ×１００计算各组双层膜的 ＤＰＰＨ·自由基清除
效率。

１．３．５　细胞生物相容性实验　将 ＣＳ＠ＴＡ０、ＣＳ＠
ＴＡ３、ＣＳ＠ＴＡ４双层膜制备成直径５ｍｍ的圆形样
品，经高温高压消毒灭菌。

ＣＣＫ-８细胞毒性检测：在４８孔板内接种细胞，
每组每个时间点 ３个复孔，每孔接种 ５×１０３个
ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞。接种 ２４ｈ后加入各组双层膜，
Ｂｌａｎｋ组不加双层膜材料仅使用培养基培养，此后
每 ３ｄ换液１次。在１、４、７ｄ时分别取出各组双层
膜，弃去培养基，使用 ＰＢＳ清洗 ２次，每孔加入
ＣＣＫ-８溶液（ＣＣＫ-８∶α-ＭＥＭ＝１∶９）２００μｌ，３７
℃孵２ｈ后将４８孔板内孵育后的液体转移至９６孔
板，每孔１００μｌ，使用酶标仪读取每孔在４５０ｎｍ处
的吸光度值。

细胞活力检测：在４８孔板内每孔接种１×１０４

个ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞，每组３个复孔，接种２４ｈ后加入
各组双层膜，Ｂｌａｎｋ组不加双层膜材料仅使用培养
基培养，此后每３ｄ换液１次。在１、４、７ｄ时分别取
出各组双层膜，弃去培养基，ＰＢＳ清洗２次，后按照
活死细胞染色试剂盒使用说明进行染色操作，使用

荧光显微镜进行观察。

细胞黏附实验：将ＣＳ＠ＴＡ３双层膜制备成直径
１０ｍｍ的圆形样品。在每个样品的粗糙面上接种２
×１０４个 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１，２４ｈ后，ＰＢＳ清洗３次，用４％
多聚甲醛固定样品３０ｍｉｎ后 ＰＢＳ清洗３次，使用扫
描电镜拍摄样品。

１．３．６　抗菌实验　分别将 ＣＳ＠ＴＡ０、ＣＳ＠ＴＡ３、ＣＳ
＠ＴＡ４双层膜制备成直径１０ｍｍ的圆形样品，经高
温高压消毒灭菌。金黄色葡萄球菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）菌液
浓度为１.７７７×１０８ＣＦＵ／ｍｌ，大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）菌
液浓度为２.５５×１０８ＣＦＵ／ｍｌ，分别将菌液稀释１０００
倍后取１０μｌ加入放有双层膜的２４孔板中，每组３
个复孔，Ｂｌａｎｋ组直接加入孔板内，每组加入５００μｌ
肉汤吹打均匀后，取出后孔加入５００μｌＰＢＳ，超声３
ｍｉｎ，每孔取出１００μｌ分别涂抹均于琼脂板上，放入
３７℃细菌培养箱２４ｈ后观察和计数每个琼脂板中
的菌落数。

１．４　统计学处理　采用 ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ进行统计学
分析，所有实验数据均以 �ｘ±ｓ表示，采用单因素方
差分析对 ＤＰＰＨ、ＣＣＫ-８、抗菌结果进行分析。以 Ｐ
＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　样品表征　扫描电镜可见 ＣＳ双层膜光滑面
表面致密光滑（图 １Ａ、１Ｂ），粗糙面疏松多孔（图
１Ｃ、１Ｄ），截面可见粗糙面呈纵向有序多孔（图１Ｅ、
１Ｆ）；从ＦＴＩＲ光谱中，ＣＳ＠ＴＡ０是未负载单宁酸的
纯壳聚糖双层膜，其酰胺Ｉ基团位于１６５０ｃｍ－１处，
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酰胺 ＩＩ基团位于１５９０ｃｍ－１处，ＴＡ中的羧基吸收
峰位于 １７０７ｃｍ－１，苯环中的 Ｃ＝Ｃ吸收峰位于
１６１３ｃｍ－１，当 ＴＡ通过４-羧基苯硼酸接枝到 ＣＳ双
层膜后，ＴＡ中的羧基由原来的１７０７ｃｍ－１向左偏
移至 １７２５ｃｍ－１，峰强度减弱。苯环中 Ｃ＝Ｃ由原
来的 １６１３ｃｍ－１向右偏移至１５５５ｃｍ－１，且形成的
峰强度与 ＣＳ酰胺 ＩＩ基团处的峰相延续，形成较宽
且弱的峰形，ＣＳ中的酰胺 Ｉ基团由原来的 １６５０
ｃｍ－１位移至１６５４ｃｍ－１，酰胺 ＩＩ基团特征峰被 ＴＡ
中苯环中Ｃ＝Ｃ拉伸振动掩盖，由此证明ＴＡ成功负
载到ＣＳ上（图１Ｇ、１Ｈ，其中１Ｈ为１Ｇ图中部分放
大图）。

２．２　ＤＰＰＨ·自由基清除率　未负载 ＴＡ的 ＣＳ＠
ＴＡ０组，ＤＰＰＨ·自由基清除率仅为１３.９３，其中负
载ＴＡ的各组 ＣＳ＠ＴＡ１、ＣＳ＠ＴＡ２、ＣＳ＠ＴＡ３、ＣＳ＠
ＴＡ４各组清除率分别可达到 ８４.８０％、８７.４４％、
９１.３１％、９１.３０％，与 ＣＳ＠ＴＡ０组相比差异有统计
学意义（Ｆ＝８３２.６，Ｐ＜０.０００１）（图２Ａ）；ＤＰＰＨ溶
液在浸泡各组双层膜３０ｍｉｎ后，颜色由紫色变为淡
黄色，表明 ＤＰＰＨ溶液中的电子与 ＴＡ的氢原子完

全配对，并形成还原的 ＤＰＰＨ（图２Ｂ）。根据 ＤＰＰＨ
·自由基清除率结果，选取清除效率较高的 ＣＳ＠
ＴＡ３、ＣＳ＠ＴＡ４两组负载 ＴＡ的双层膜继续后续实
验。

２．３　ＣＳ＠ＴＡ双层膜体外生物相容性　ＣＣＫ-８法
检测结果显示，双层膜与细胞共培养１、４、７ｄ后 ＣＳ
＠ＴＡ０、ＣＳ＠ＴＡ３与 Ｂｌａｎｋ组吸光度值无明显差异，
ＣＳ＠ＴＡ４组１、４、７ｄ时与Ｂｌａｎｋ组相比吸光度值差
异有统计学意义（Ｆ＝１６.８４，Ｐ＝０.００１９；Ｆ＝
５８９.８，Ｐ＜０.０００１；Ｆ＝８３９.３，Ｐ＜０.０００１），但在
４、７ｄ时的细胞存活率明显低于８０％，不具有良好
的生物相容性，不适宜作为双层膜的备选材料（图

３Ａ）；ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞接种到 ＣＳ＠ＴＡ３双层膜的粗
糙面上２４ｈ，扫描电镜结果表明细胞可以较好地黏
附在ＣＳ＠ＴＡ３双层膜的粗糙面上（图３Ｂ、３Ｃ）；活死
细胞染色结果如图３显示，活细胞为绿色荧光，死细
胞为红色荧光，ＣＳ＠ＴＡ０、ＣＳ＠ＴＡ３组与 Ｂｌａｎｋ组的
活死细胞比例无明显差异，ＣＳ＠ＴＡ４组显示与
Ｂｌａｎｋ组相比有较多的死细胞存在，且活细胞数量
明显较少（图３Ｄ）。

图１　扫描电镜下ＣＳ＠ＴＡ双层膜的微观结构

Ａ、Ｂ：光滑面；Ｃ、Ｄ：粗糙面；Ｅ、Ｆ：截面；Ａ、Ｃ、Ｅ：×１００；Ｂ、Ｄ、Ｆ：×２００；Ｇ、Ｈ：ＦＩＴＲ结果
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图２　不同ＴＡ负载量的ＣＳ＠ＴＡ双层膜的ＤＰＰＨ自由基清除率

Ａ：ＤＰＰＨ清除效率；与ＣＳ＠ＴＡ０组比较：****Ｐ＜０.０００１；Ｂ：各组双层膜在ＤＰＰＨ溶液中浸泡３０ｍｉｎ后颜色变化

图３　ＣＳ＠ＴＡ双层膜的生物相容性

Ａ：双层膜与细胞共培养１、４、７ｄ后 ＣＣＫ-８结果；与Ｂｌａｎｋ组比较：**Ｐ＜０.０１，****Ｐ＜０.０００１；Ｂ：未接种细胞的粗糙面 ×３００；Ｃ：接种

细胞共培养２４ｈ后的粗糙面 ×３００；Ｄ：细胞与双层膜共培养４ｄ后活死细胞染色结果 ×１００

２．４　ＣＳ＠ＴＡ双层膜体外抗菌性能　与 Ｂｌａｎｋ、ＣＳ
＠ＴＡ０组相比，ＣＳ＠ＴＡ３组的Ｅ．ｃｏｌｉ和 Ｓ．ａｕｒｅｕｓ细菌
稀释涂板结果显示细菌菌落数明显减少（图４Ａ），菌
落计数统计结果显示与 Ｂｌａｎｋ组菌落数相比，ＣＳ＠

ＴＡ０（Ｅ．ｃｏｌｉ：Ｆ＝１６６.３，Ｐ＝０.０００２；Ｓ．ａｕｒｅｕｓ：Ｆ＝
６１.８２，Ｐ＝０.００１８）和ＣＳ＠ＴＡ３组（Ｅ．ｃｏｌｉ：Ｆ＝１６６.３，
Ｐ＜０.０００１；Ｓ．ａｕｒｅｕｓ：Ｆ＝６１.８２，Ｐ＜０.０００１）的菌落
数显著减少，差异有统计学意义（图４Ｂ、４Ｃ）。
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图４　ＣＳ＠ＴＡ双层膜对Ｅ．ｃｏｌｉ和Ｓ．ａｕｒｅｕｓ的抗菌性能

Ａ：Ｅ．ｃｏｌｉ和Ｓ．ａｕｒｅｕｓ菌落涂板代表性结果展示；Ｂ：Ｅ．ｃｏｌｉ菌落计数统计图；Ｃ：Ｓ．ａｕｒｅｕｓ菌落计数统计图；与 Ｂｌａｎｋ组比较：**Ｐ＜

０.０１，***Ｐ＜０.００１；****Ｐ＜０.０００１

３　讨论

　　ＧＢＲ技术已在临床广泛使用，它是利用在骨缺
损部位植入屏障膜，阻碍上皮细胞及结缔组织长入

缺损区，达到屏障作用，以促进缺损部位骨组织的修

复与再生。目前临床上使用的屏障膜分为可吸收和

不可吸收两种，不可吸收性屏障膜需要二次手术取

出，给患者带来二次创伤，同时术后增加了感染风

险；而可吸收性屏障膜术后无需取出，术后可在体内

缓慢吸收降解，但其机械强度低，缺乏抗菌能力，使

其使用仍受到限制［４－６］。此外临床使用的商用

ＧＢＲ屏障膜缺乏一定的抗菌和ＲＯＳ清除能力［６］。

葡萄氨聚糖是胞外基质的重要成分，具有维持

细胞结构稳定、调节细胞活性的功能。壳聚糖作为

胞外基质成分葡萄氨聚糖的结构类似物，不仅具有

良好的生物活性、生物可降解性和亲水性，还具有一

定的抗菌性能，可以抑制某些细菌的生长，这种特性

使得壳聚糖可以应用于制备抗菌材料、药物缓释系

统等领域。据报道壳聚糖可增强细胞黏附、增殖、成

骨细胞分化和矿化，这些特性使得壳聚糖在组织工

程、再生医学等领域具有广泛的应用前景［７］。骨缺

损常伴有ＲＯＳ水平升高的问题，这意味着在受损骨
组织中存在过多的 ＲＯＳ物质，如超氧阴离子、过氧
化氢和羟自由基等，这些ＲＯＳ物质会引发氧化应激
反应，导致细胞内氧化还原平衡失调，诱导成骨细胞

和骨细胞凋亡和坏死。这些损伤会导致骨细胞数量

减少和功能下降，抑制间充质细胞的成骨分化，从而

延迟骨重建。间充质细胞是一种具有多重分化潜能

的干细胞，可以分化为骨细胞、软骨细胞或脂肪细胞

等［８－９］。ＴＡ是一种具有丰富酚羟基的植物衍生多
酚，由于存在多个具有还原性的酚羟基被广泛认为

是一种抗炎、抗菌和抗氧化剂［１０］。

本实验通过蒸发干燥、取向冷冻及冷冻干燥技

术制备出具有光滑致密层和疏松多孔的双层 ＣＳ屏
障膜。光滑致密层朝向软组织方向，可有效阻止上

皮和结缔组织长入骨缺损区，为骨再生和修复提供

空间；疏松多孔层朝向骨缺损方向，为成骨相关细胞

提供黏附位点。在此基础，在 ＣＳ双层膜上先接枝
４-羧基苯硼酸后使其具有硼酯键，通过硼酯键与 ＴＡ
结合得到 ＣＳ＠ＴＡ双层膜并形成 ＲＯＳ响应性药物
桥接连接体。在遇到高水平ＲＯＳ时，硼脂键发生断
裂，ＴＡ从 ＣＳ双层膜中解离缓慢释放 ＴＡ清除过多
ＲＯＳ。ＤＰＰＨ·自由基清除率结果表明ＣＳ＠ＴＡ双层
膜具有较高的 ＲＯＳ清除效率。体外细胞实验结果
表明，具有一定ＴＡ负载量的ＣＳ＠ＴＡ双层膜具有良
好的生物相容性；抗菌实验结果表明，ＣＳ＠ＴＡ双层
膜对Ｅ．ｃｏｌｉ和Ｓ．ａｕｒｅｕｓ均有一定的抑制效果。以上
实验结果表明，ＣＳ双层膜通过双层结构设计兼具了
屏障和促细胞黏附迁移功能，具有良好的生物安全

性，同时通过修饰 ＴＡ不仅赋予了 ＣＳ＠ＴＡ双层膜
的良好ＲＯＳ清除功能，还增强了其抗菌作用。
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