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KGM/明胶/nano HAP 椎间盘纤维环 
组织工程支架的制备与研究 

陈希亮 1, 陈庆华 1, 庄 颖 2, 颜廷亭 1 
(1. 昆明理工大学 材料科学与工程学院, 昆明 650093; 2. 成都军区昆明总医院, 昆明 650032)  

摘 要: 椎间盘退变性疾病已经成为严重影响人们工作和生活的疾病, 生物组织工程技术的出现为椎间盘疾病的治

疗提供了新的思路和方法。本研究以魔芋葡甘聚糖(Konjac Glucomannan, KGM)、明胶和纳米羟基磷灰石(nano HAP)

为原料, 分别采用湿法纺丝法和卷膜法构建了椎间盘纤维环组织工程支架。采用扫描电子显微镜(SEM)、X 射线衍

射仪(XRD)和傅里叶变换红外光谱仪(FT-IR)对支架的成分、结构和形貌进行了分析, 并测试了纤维环支架的抗压

强度、吸水率、孔隙率、体外降解性及细胞毒性。实验结果表明, 得到的椎间盘纤维环组织工程支架具有各向

异性的结构特点, 与天然椎间盘纤维环结构极为类似, 且为多孔结构。支架中加入 nano HAP 可以提高其强度; 

湿法纺丝法比卷膜法制备的纤维环支架强度高; 戊二醛交联比氨水交联的纤维环支架强度高, 但降解速率快; 

此外, 采用戊二醛作交联剂可对 nano HAP 进行更好的包裹, 从而更好地提高支架的强度。支架的吸水率均在

700%以上, 孔隙率为 66%~75%。该研究为研发新型椎间盘纤维环组织工程支架材料提供了一种思路以及一定的

实验和理论依据。 
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Abstract: Intervertebral disc degenerative disease has become a serious disease which affects people's work and life, 

and the emergence of tissue engineering technology provides a new way to the treatment of intervertebral disc disease. 

In this research, Konjac glucomannan (KGM), gelatin, and nano hydroxyapatite (nano HAP) were used to prepare tis-

sue engineering scaffolds for intervertebral disc annulus fibrosus by wet spinning and rolling film method. Composi-

tion, structures and morphologies of the scaffolds were analyzed by scanning electron microscope (SEM), X-ray dif-

fraction (XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). The compressive strength, water absorption, po-

rosity, in vitro degradation, and cytotoxicity of scaffolds were also measured. The results show that the scaffolds are 

anisotropic structure, similar to natural annulus fibrosus. The scaffolds are porous, with its strength being improved by 

adding nano HAP. The strength of scaffolds prepared by wet spinning method are higher than that by rolling film me-

thod; the scaffolds cross-linked by glutaraldehyde are stronger than that by ammonia because of better nano HAP 
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combination, and exhibit higher degradation rate. Water absorption and porosity of the scaffolds are over 700%, 

66%~75%, respectively. This study provides a theoretical and experimental basis for further development for tissue 

engineering scaffolds for annulus fibrosus. 

Key words: annulus fibrosus; tissue engineering scaffold; konjac glucomannan; gelatin; nano hydroxyapatite 

椎间盘退变性疾病是一种常见疾病, 在美国仅

次于上呼吸道感染而居第二位, 是导致劳动力丧失

的主要原因之一; 亚洲国家如中国因为体力劳动者

较多, 发病率更高[1]。生物组织工程技术的出现为椎

间盘疾病的治疗提供了新的思路和方法, 有望为椎

间盘修复或置换提供永久替代产品[2]。其中, 纤维环

的再生修复是椎间盘组织工程首先需要解决的问题, 

只有纤维环得到修复才能让髓核组织保持在椎间隙, 

进而对退变髓核实施下一步治疗[3]。 

近年来 , 国内外对用于构建纤维环组织工程

支架的材料和方法研究较多 , 以动物组织为原材

料进行处理制备成纤维环组织工程支架为其中一

种方法, 例如, 采用天然管状骨脱钙脱细胞制备成

明胶支架 [4-6], 或采用动物椎间盘纤维环脱细胞制

成组织工程支架等[7]。静电纺丝法是另一种较热门

的纤维环组织工程支架的制备方法, 并且材料不像

前一种方法那样受到限制 , 可以实现多种材料共

纺。静电纺丝法常用的材料有天然高分子材料, 如

透明质酸(Hyaluromic acid)、Ⅱ型胶原(Collagen)等[8], 

人工合成材料, 如聚乳酸(PLA)、聚己内酯(PCL)、

聚氨酯(PU)、聚乳酸乙醇酸共聚物(PLGA)等 [9-13], 

另外, 还可掺杂无机非金属材料, 如纳米羟基磷灰

石(nano HAP)等[10]。由于静电纺丝法纺出的丝是随

机排列的, 为了更符合纤维环定向排列的结构特点, 

李玉东等[9]采用动态水流接收装置替代常规静电纺

丝接收装置, 使纤维得以定向排列。湿法纺丝法是

另一种制备具有定向排列纤维结构的纤维环组织工

程支架的方法, 常采用海藻酸钠(Sodium alginate)、

壳聚糖(Chitosan)、PCL、蚕丝(Silk)等[14-16]材料。 

魔芋葡甘聚糖(Konjac glucomannan, KGM)是从

魔芋块茎中提取出来的一种中性多糖[17], 在碱性溶

液条件下加热 KGM 会使其发生脱乙酰基反应, 致

使分子链间发生交联从而形成 KGM 水凝胶[18-19], 

并且这些交联结构具有热稳定性, 即使加热也不会

被破坏[20]。KGM 已被用作软骨组织修复材料[21-22]。

本工作采用无毒性且具有良好的生物相容性的

KGM、明胶和 nano HAP 为原料, 分别采用湿法纺

丝法和卷膜法制备纤维环组织工程支架, 并对比了

不同制备方法与工艺条件对纤维环支架结构与性能

的影响。 

1  实验方法 

1.1  材料 
实验所用的明胶购买于国药集团化学试剂有限

公司(Sinopharm Chemical Reagent Co.,Ltd), 化学纯; 

KGM 购买于十堰花仙子魔芋制品有限公司(Shiyan 

Huaxianzi Konjac Productions Co., Ltd), 纯度为 99%; 

nano HAP 为实验室自制。 

1.2  纤维环组织工程支架的制备 
以 KGM、明胶和 nano HAP 为原料, 分别采用

湿法纺丝法和卷膜法制备具有结构取向性的纤维环

组织工程支架。 

湿法纺丝法: 先将 1.5 g明胶溶于 50 mL蒸馏水, 

之后加 0.5 g nano HAP, 搅匀后放入 1.5 g KGM, 继

续搅匀, 制备出纺丝原液; 将纺丝原液注入喷丝设

备中, 喷头按设定的轨迹作圆周运动, 喷出的纺丝

原液在固化液中固化为丝状; 待原液完全挤出后, 

取出凝固的初生纤维环, 浸没于交联液(交联液为

氨水或戊二醛溶液)中交联 8 h, 之后用蒸馏水反复

浸泡充分洗涤, 冷冻干燥, 得到椎间盘纤维环组织

工程支架。 

卷膜法: 原液的配制同上述湿法纺丝法; 通过

流延法将原液制成薄膜, 随后对薄膜进行冷冻干燥; 

浸入交联液(交联液为氨水或戊二醛溶液)中交联 12 h; 

将半湿状态下的膜切成条状, 绕一圆柱形型芯缠绕

成环状; 再次浸入交联液中交联 12 h; 之后用蒸馏

水反复浸泡、清洗, 冷冻干燥, 得到椎间盘纤维环组

织工程支架。 

1.3  表征与检测 
采用美国 FEI 公司 Quanta200 型扫描电子显微

镜观察纤维环组织工程支架的结构与形貌。采用日

本理学 D/max-2200 型 X 射线衍射仪对纤维环组织

工程支架进行物相分析 , 使用 CuKα1 辐射 (λ= 

0.15406 nm), 步长为 0.02°, 扫描速度为 4°/min, 扫描

角度为 5°~90°。使用 EQUINOX55 型红外光谱仪(德

国, BRUKERT)在反射模式下进行操作, 对制备的样

品进行检测分析, 记录波数范围为 400~4000 cm–1。

参照国标 GB/1041-92, 使用上海衡翼精密仪器有限

公司 HY-0230 型万能试验机对纤维环组织工程支架
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的抗压强度进行检测。参照国标 GB/T 1034-2008 对

纤维环组织工程支架的吸水率进行了测定。参照国

标 GB/T21650.1-2008, 采用康塔(Quantachrome)的

PoreMaster 系列压汞仪对样品进行孔隙率测定。参

照国标 GB/T14233.3-2005, 采用 CCK-8 法, 选用

L929 细胞, 对样品进行细胞毒性测试。参照国标

GB/T16886.13-2001 对样品进行体外降解测试。 

上述检测实验每组重复 5 次, 对实验数据进行

平均值和标准差的计算。 

2  结果与讨论 

2.1  支架的 XRD 分析 

图 1所示为制备的纤维环组织工程支架的XRD

图谱, 其中, (A)为采用湿法纺丝法制备的支架, (B)

为采用卷膜法制备的支架; 图中曲线 a 和 b 分别对

应于以氨水和戊二醛为交联剂制备的支架。从图 1

可以看出, 由于存在非晶相高分子明胶和 KGM, 曲

线毛刺较多, 所以在 2θ＝20°左右出现的弥散峰对

应于非晶相高分子的衍射峰。图 1(A)中样品在 2θ
＝25.87°、31.77°和 39.82°出现明显的衍射峰, 分别

对应于 nano HAP 的(002)、(211)和(310)晶面的特征

峰。从图 1(B)中曲线 a 可以看出 nano HAP 的(002)

和(211)晶面的特征峰; 曲线 b 除了 nano HAP 的

(002)、(211)和(310)晶面的特征峰之外, nano HAP 在

2θ＝46.71°和 49.47°还出现了 nano HAP 的(222)和

(213)晶面的特征峰。 

从图1(A)和(B)均可以看出, 相比曲线 b, 曲线 a

的毛刺更多, 且 nano HAP的衍射峰更为宽化, 因此

以戊二醛作交联剂比以氨水作交联剂能对 nano 

HAP 进行更好的包裹。这是由于自然骨是由胶原和

nano HAP 共同组成的有机/无机复合材料, 明胶是

胶原水解的产物, 已有研究表明, 明胶分子侧链的

特定官能团对 nano HAP 的特定晶面有良好的吸附

作用[23-24]。在本实验中, 氨水的交联机理是使 KGM

发生脱乙酰化反应[18,25], 而戊二醛的交联机理则是

通过与明胶侧链上的氨基发生反应而生成共价键[26], 

因此, 交联对象与交联机理均有不同。由于明胶对

nano HAP 有良好的吸附特性, 因此戊二醛交联明

胶可对 nano HAP 进行更好的包裹。 

从图 1 还可以看出, 当交联剂相同时, 不同制

备方法制得的纤维环支架的特征峰有一定差异, 采

用卷膜法制备的纤维环支架中 nano HAP 的衍射峰

更为宽化。这是由于湿法纺丝法制备的纤维环支架

是由细丝堆积而成, 相比卷膜法比表面积更高, 因

此会有更多的 nano HAP 暴露在表面; 而卷膜法则

会将更多 nano HAP包裹在支架内部, 因此, 卷膜法

制备的支架的特征衍射峰更为宽化。 

2.2  支架的 FT-IR 分析 
图 2 所示为制备的纤维环组织工程支架的红外

光谱图, 其中, (A)为采用湿法纺丝法制备的支架, 

(B)为采用卷膜法制备的支架。从图 2 可以看出, 样

品在波数为 2939 和 2887 cm–1 附近处出现的吸收峰

对应于亚甲基和甲基的特征吸收峰, 说明样品中存

在高分子; 在波数为 1645、1234 和 673 cm–1 附近处

出现的吸收峰对应于明胶中酰胺 I 键、Ⅱ键和Ⅴ键

的特征吸收峰; 在波数为 857 cm–1 附近处出现的吸

收峰对应于 KGM 中甘露糖的特征吸收峰; 在波数

为 1044 和 568 cm–1 附近处出现的吸收峰对应于

nano HAP 中 PO4
3–的特征吸收峰。 

对比采用氨水和戊二醛作交联剂所制备样品的

红外谱图, 可以发现, PO4
3–在波数为 1044 和 568 cm–1

处吸收峰的积分面积减小, 应该是交联剂对材料的

结构产生了影响, 即采用戊二醛作交联剂比以氨水 
 

 
 

图 1  纤维环组织工程支架的 XRD 图谱 

Fig. 1  XRD patterns of annulus fibrosus tissue engineering scaffolds 
(A) Scaffolds prepared by wet spinning method; (B) Scaffolds prepared by rolling film method 
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图 2  纤维环组织工程支架的红外光谱图 

Fig. 2  FT-IR spectra of annulus fibrosus tissue engineering scaffolds 
(A) Scaffolds prepared by wet spinning method; (B) Scaffolds prepared by rolling film method 

 
作交联剂能对 nano HAP 起到更好的包裹作用, 原

因已在 XRD 的分析中进行了讨论。 

2.3  支架的 SEM 分析 
图 3 所示为湿法纺丝法制备的纤维环支架的

SEM 照片, 其中, (a)、(b)为以氨水为交联剂制备的

纤维环支架, (c)、(d)为以戊二醛为交联剂制备的支

架。从图 3 可以看出, 湿法纺丝法制备的纤维环支

架的微观形貌呈细丝状, 丝的直径为 400~500 μm; 

图 3(b)和(d)为纤维丝的横切面图, 可以看出, 细丝

的内部也呈多孔结构。丝与丝之间的间隙与丝内部

的多孔结构可以为营养物质的输送与废弃物的排泄

提供通道。从图 3 还可以看出, 细丝表面和内部分

布着大量 nano HAP 颗粒。由于 nano HAP 比表面积

较大, 特别容易团聚, 因此可以观察到纤维环细丝

上的 nano HAP 颗粒也存在团聚现象, 但在细丝表

面和内部的分布较为均匀。 

对比采用氨水和戊二醛作交联剂制备的纤维环

支架的微观形貌, 可以看出, 采用氨水作交联剂制 

备的纤维环细丝表面形态更为规整, 而采用戊二醛

交联的纤维环细丝在制样时更容易出现破碎。这是

由于采用不同的交联剂所交联的对象不同, 导致交

联后的材料表现出不同的性能。氨水交联的 KGM

表现出更好的韧性, 而戊二醛交联的明胶则表现出

更大的脆性。 

图 4所示为卷膜法制备的纤维环支架的SEM照

片, 其中, (a, b)为以氨水为交联剂制备的纤维环支

架, (c, d)为以戊二醛为交联剂制备的支架。可以看

出, 与图 3相比, 图 4所示的纤维环支架的形貌有明

显不同。湿法纺丝法制备的纤维环支架由同心圆排

列的细丝堆积而成, 而卷膜法制备的纤维环支架由

同心圆排列的薄带缠绕而成。但是, 二者均具有和

天然纤维环相似的各向异性的同心圆结构特征, 此

结构有助于提高支架的抗张性能。 

从图 4 可以看出, 采用氨水交联的纤维环支架

片层间距更密, 而且单个片层的断面处也能呈现多

孔结构; 而采用戊二醛交联的纤维环支架单个片层

的形态更为完整, 这是由于支架采用不同的交联剂

所致。此外, 从图 4 还可以看出, 羟基磷灰石较为均

匀地分布在片层的表面和内部。 

2.4  支架的力学性能分析 

图 5 所示为采用不同方法和不同交联剂制备的

纤维环支架的抗压强度, 可以看出, 当使用相同交

联剂时, 采用湿法纺丝法制备的纤维环支架比采用

卷膜法制备的纤维环支架强度高出 129%~149%; 

当使用相同制备方法时, 采用戊二醛作交联剂制备 

 

 
 

图 3  湿法纺丝法制备的纤维环支架的 SEM 照片 

Fig. 3  SEM images of annulus fibrosus scaffolds prepared by wet spinning method 
(a, b) Scaffolds crosslinked by ammonia; (c, d) Scaffolds crosslinked by glutaraldehyde 
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图 4  卷膜法制备的纤维环支架的 SEM 照片 

Fig. 4  SEM images of annulus fibrosus scaffolds prepared by rolling film method 
(a, b) Scaffolds crosslinked by ammonia; (c, d) Scaffolds crosslinked by glutaraldehyde 

 

的纤维环支架比采用氨水作交联剂制备的纤维环支

架强度高出 95%~112%。原因分析如下: 当使用相

同交联剂时, 纤维环支架的结构决定了其力学性能, 

细丝状排列的纤维环比同心圆片层状排列的纤维环

在受到轴向压力时, 能够较好地对应力进行分摊, 

从而提高其轴向的抗压强度; 当使用的制备方法相

同时, 交联剂的种类决定了其力学性能, 如前所述, 

相比氨水, 采用戊二醛作交联剂能够对 nano HAP 进

行更好的包裹, 因此, 分散在材料中的 nano HAP 能

更好地起到增强相的作用。此外, 戊二醛交联明胶的

强度比氨水交联 KGM 的强度要高, 因此, 采用戊二

醛作交联剂能更好地提高纤维环支架的强度。 

从图 5还可以看出, 添加 nano HAP的纤维环支

架与未添加 nano HAP 的纤维环支架相比, 强度可

以提高 207%~441%。 

2.5  支架的吸水率和孔隙率分析 
图 6 所示为纤维环支架的吸水率, 可以看出, 

采用不同制备方法、不同交联剂制备的纤维环支架

的吸水率为 720%~868%。采用湿法纺丝法和采用卷

膜法制备的纤维环支架吸水率相差不明显, 而同种

制备方法下, 采用氨水作交联剂比采用戊二醛作交

联剂制备的支架的吸水率高 9%~36%。原因分析如

下: 纤维环支架的吸水率和高分子的溶胀率是正相 
 

 
 

图 5  纤维环支架的抗压强度 

Fig. 5  Compressive strength of annulus fibrosus scaffolds 

关的。如前所述, 相比氨水, 采用戊二醛作交联剂能

够对 nano HAP 进行更好的包裹, 因此在高分子吸

水溶胀时, 包裹其中的 nano HAP 颗粒会阻碍高分

子链段的伸展, 从而降低材料的溶胀率, 表现为纤

维环支架的吸水率降低。 

图 7 所示为纤维环支架的孔隙率, 可以看出, 

纤维环支架的孔隙率分布在 66%~75%, 湿法纺丝

法略高于卷膜法, 此结果与其结构特征相符合。 

2.6  支架的降解性能分析 

图 8 所示为纤维环支架的降解实验结果。可以 
 

 
 

图 6  纤维环支架的吸水率 

Fig. 6  Water absorption of annulus fibrosus scaffolds 
 

   
 

图 7  纤维环支架的孔隙率 

Fig. 7  Porosity of annulus fibrosus scaffolds 
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图 8  纤维环支架的降解实验结果 

Fig. 8  Degradation results of annulus fibrosus scaffolds 

 
看出, 随着时间延长, 采用戊二醛作交联剂制备的

纤维环支架降解率明显增加, 而采用氨水作交联剂

制备的纤维环支架降解率基本保持不变。原因分析

如下: 采用氨水作交联剂, 其交联对象为 KGM, KGM

分子链交联形成三维网状结构, 而明胶分子链则穿

插于 KGM 所形成的三维网状结构中, 形成半互穿

网络(semi-IPN), 因此维持此结构的贡献者为 KGM

三维网状结构; 同样, 采用戊二醛作交联剂, 交联

对象为明胶, KGM 分子链穿插于明胶所形成的三维

网状结构中, 形成半互穿网络, 因此维持此结构的

贡献者为明胶三维网状结构。在降解过程中, 两种

支架的降解速率分别取决于 KGM 三维网络和明胶三

维网络的降解速率。由于明胶交联网络的降解速率

远大于 KGM 交联网络的降解速率, 因此采用戊二醛

作交联剂制备的支架的降解速率大于采用氨水作交

联剂制备的支架。 

从图 8 还可以看出, 以戊二醛作交联剂时, 湿

法纺丝法制备的纤维环支架的降解率明显高于卷膜

法制备的纤维环支架。这是由于相比卷膜法, 湿法

纺丝法制备的纤维环支架的比表面积更大, 与缓冲

液的接触面积也更大 , 因此降解速率更快。由于

KGM 交联网络的降解速率本身较慢, 所以比表面

积对以氨水作交联剂制备的支架降解速率的影响并

不明显, 而以戊二醛作交联剂制备的纤维环支架则

较为明显。 

2.7  支架的细胞毒性分析 
图 9 所示为纤维环支架的细胞毒性实验结果。

参照国标 GB/T14233.3-2005, 细胞毒性实验结果为

0 级或 1 级, 说明制备的纤维环支架均无细胞毒性。 

3  结论 

以 KGM、明胶和 nano HAP 为原料, 分别采用 

 
 

图 9  纤维环支架的细胞毒性实验结果 

Fig. 9  Cytotoxicity results of annulus fibrosus scaffolds 

 
湿法纺丝法和卷膜法人工构建了椎间盘纤维环组织

工程支架。多孔支架具有与天然椎间盘纤维环极为

类似的各向异性结构, 且形状可控、尺寸可调。 

实验结果表明, nano HAP 可以提高纤维环支架

的强度, 同时会降低支架的吸水率。相比氨水, 采用

戊二醛作交联剂可对 nano HAP 进行更好的包裹, 

且支架强度更高。相比戊二醛, 采用氨水作交联剂

能显著减缓支架材料的降解速率。 

本研究结果为制备高仿真的人工椎间盘纤维环

组织工程支架提供了一种思路, 并提供了一定的实

验与理论依据。 
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