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一种具有空腔结构的高分子超细纤维的制备及应用研究 *
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摘要 目的：制备一种具有空腔结构的高分子超细纤维并研究其相关性质，探索其应用。方法：结合静电纺丝技术和微流控技术，

制备出具有空腔结构的聚乳酸（PLA）超细纤维，并使用荧光显微镜、扫描电子显微镜、透射电子显微镜等手段进行结构表征；采用

甘油铜分光光度法、Alamar-Blue法间接检测了纤维膜的甘油含量和细胞毒性，并考察了其吸水率相较于普通实心纤维膜的变化；

将 PEI-质粒复合物载入纤维的空腔结构中，通过细胞转染实验验证了此纤维膜在运载质粒方面的应用。结果：纤维平均直径在 1

滋m左右，内部均匀分布着椭圆形空腔。该纤维膜中甘油占比 38.99 %，吸水率为普通实心 PLA纤维膜的近 2倍。纤维膜与内皮细

胞 5天的共培养中，没有明显的细胞毒性。细胞转染检测结果证明了纤维空腔部分能有效运载质粒复合物并保证其生物活性。结

论：静电纺丝技术和微流控技术有效结合，成功制备出具有空腔结构的新型高分子超细纤维，展现出了区别于普通纤维的独特性

质和应用。
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The Preparation and Application of Polymer Superfine Fiber with Cavities*

To prepare a novel polymer superfine fiber with internal cavities and its properties and applications are re-

searched. The novel polymer superfine fiber with cavities was prepared by combining electrospinning and microfluidic technol-

ogy and then was characterized by fluorescence microscope, scanning electron microscope (SEM) and transmission electron microscopy

(TEM); The glycerol content and cytotoxicity of this fiber membrane were investigated by cupric glycerinate spectrophotometry and Ala-

mar-Blue assay. Besides, the difference about water absorption between the fiber and the conventional solid one was compared. The

PEI-plasmid complexes were loaded into the cavities of the fiber and its application in transporting plasmids was studied by cell transfec-

tion experiments. The fiber diameter was about 1 滋m and the elliptical cavities were orderly distributed inside. The mass frac-

tion of glycerol in the membrane was 38.99 % and water absorption of the membrane was nearly as twice as the conventional one without

cavities. During the co-culture with endothelial cells for 5 days, the membrane had not shown significant cytotoxicity. Besides, the cavi-

ties inside fiber could effectively carry the PEI-plasmid complexes and maintain their biological activity, as verified by cell transfection

experiments. Electrospinning and microfluidic technology were successfully combined to prepare a polymer superfine fiber

with cavities and this fiber membrane exhibited unique properties and might be promising in many applications.
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前言

在科学技术日新月异的 21世纪，随着信息、能源、生物、环

境等技术的迅速发展，各领域对相关材料都提出了更高的需

求。面向微纳尺度材料的研究，已成为当今各领域的热点。微纳

材料由于本身较小的尺寸，使其具有了区别于常规尺寸材料的

特殊物理化学性质[1,2]。

静电纺丝技术是一种利用电场力制备连续的高分子超细

纤维的方法，纤维直径从微米到纳米不等。最早是由美国人

Formhals于 1934年发明设计的，并成功申请了专利。目前，静
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电纺丝技术已在过滤材料[3]、灵敏传感器[4]、环境工程、生物医学
[5]等领域得到了广泛的应用。而微流控技术是一门多领域交叉

的新兴学科[6]，其通过对微小流体的操控，可以得到各种微尺度

的结构，在检测技术[7]和组织工程[8]等领域展现出了良好的应用

前景。

本论文有效地结合了静电纺丝技术和微流控技术，制备出

具有空腔结构的新型高分子超细纤维，研究了纤维膜的结构性

质和在基因载体方面的应用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验试剂 聚乳酸（Polylactic acid, PLA，实验室自主合

成，分子量约 15万），甘油（Adamas -66258B），聚乙烯亚胺

（Polyethyleneimine, PEI，分子量 25000，Sigma-Aldrich），碘化丙

啶（Propidium iodide, PI）、钙黄绿素（Calcein-AM）和罗丹明 B

购于 biosharp公司，碳酸二甲酯（DMC）、硫酸铜、氢氧化钠（成

都科龙化工试剂厂），圆形、方形玻璃毛细管（北京中成石英玻

璃制品有限责任公司），带有绿色荧光蛋白（GFP）的质粒（四川

省人民医院友情提供）等。

1.1.2 实验仪器 微流泵 （LSP01-2A，China），高压电源

（DW-P403-4ACDE，China），电子天平（北京赛多利斯仪器系统

有限公司），荧光倒置相差显微镜（IX51，Olympus，Japan），场发

射扫描电子显微镜（JSM-7001F，JEOL，Japan），透射电子显微

镜（2100F，JEOL Ltd.，Japan），紫外分光光度计（UV-2550，Shi-

madu，Japan），纳米激光粒度仪（Nano-ZS90，Malvern，U.K.），酶

标仪（Thermo，USA），流式细胞仪（BD，USA）等。

1.2 方法

1.2.1 纤维的制备 如图 1，用微流控芯片[9]制得油包水型乳

液，之后直接进行电纺。具体参数如下：水相为甘油水溶液，质

量分数 83.4 %，推速 0.5 mL/h。油相为 PLA的 DMC溶液，质量

体积比 30 %，推速 1.5 mL/h。纺丝电压 20 kV，纤维接收距离

15 cm左右，纺丝温度控制在 20-25℃。为了便于观察，在水相

中加入了有红色荧光的罗丹明 B。

图 1 纤维制备示意图

Fig.1 Schematic illustration of preparation of fibers

1.2.2 纤维膜中甘油含量测定 氢氧化铜 Cu（OH）2与甘油会

反应生成甘油铜，其在 630 nm处有最大吸收，可以利用紫外分

光光度计测量浓度。

标准曲线建立：依次配置不同浓度甘油水溶液（8 mg/mL、

10 mg/mL、12 mg/mL、14 mg/mL、16 mg/mL、18 mg/mL、20 mg/

mL、22 mg/mL、24 mg/mL），配置氢氧化钠水溶液 NaOH（0.05

g/mL），硫酸铜水溶液 CuSO4（0.1 g/mL）。在 0.5 mL的甘油水溶

液中依次加入 3 mL NaOH 和 1 mL CuSO4。超声 5 min 后，

10000 r/min（RPM）离心 5 min，取上清液用紫外分光光度计分

别测其 630 nm处吸光度，然后建立标准曲线。

纤维膜中甘油含量测定：剪取纤维膜，并称重。用 5 mL

DMC溶解后，再用 5 mL水萃取出其中甘油。然后按照上述方

法制得甘油铜，测其吸光度值，代入标准曲线后可得甘油浓度，

进而可计算出甘油在纤维膜中占比。

1.2.3 纤维膜吸水率测定 取干燥纤维膜称重得 m1，将其放

入蒸馏水中至完全浸润，之后取出，用滤纸吸除纤维膜表面水

后称重得 m2。则其吸水率 q =（m2- m1）/ mL × 100 %[10]。

1.2.4 纤维膜生物相容性测定 （1）剪取适量纤维样品，放入

封口带中于紫外灯下灭菌（正反面各 2 h）。（2）将内皮细胞

（EC）以 2× 104个 /孔的密度接种于 48孔板中，加入 500 滋L
DME/F12（1:1）培养基，过夜培养待细胞贴壁。之后将灭好菌的

纤维膜用压环固定于孔板中部与细胞共培养[11]。（3）在细胞培

养的第 1、3、5天时，移除培养基，加入 200 滋L Alamar blue溶液
（media 199:FBS:Alamar blue原液 =8:1:1），与细胞孵育 4 h。之

后将孵育液转移至 96孔板中，用酶标仪检测。（4）在 1、3、5天

时，同时对细胞进行活死染色，并用荧光显微镜观察形貌。染色

方法为：移除培养基，同时加入 100 滋L稀释后的 PI与 Cal-

cein-AM染液，避光条件下孵育 20分钟，移除染液，用 PBS冲

洗 3次后即可进行观察。

1.2.5 PEI-质粒复合物制备 将 500 滋L浓度为 132 滋g/mL的
PEI水溶液缓慢滴入等体积的 100 滋g/mL的质粒溶液中[12]。涡

旋 2分钟，因静电吸附作用，PEI会将质粒压缩成纳米颗粒。之
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后用纳米激光粒度仪（DLS）测量颗粒粒径。

1.2.6 装载 PEI- 质粒复合物纤维膜的制备 将制备好的

PEI-质粒复合物水溶液与甘油以 1:2的体积比混合，涡旋 5分

钟，静置 2 h消除溶液中气泡。之后直接作为水相，其它实验条

件参照 1.2.1。

1.2.7 细胞转染实验 把运载 PEI-质粒复合物的纤维膜置于

蒸馏水中超声，破坏纤维空腔壁，得含有 PEI-质粒复合物的释

放液。将人肝癌细胞（HepG2）以 5× 104个 /孔的密度接种于 24

孔板中，培养 16小时后用无血清培养基清洗细胞，之后加入纤

维释放液（5 滋g质粒含量）和无血清培养基，培养 4小时后换成

含 10 %血清的培养基继续培养 24小时，完成转染。用荧光显

微镜和流式细胞仪进行观察与检测。1.2.5中制得的 PEI-质粒

复合物作为纤维释放液的对照组。

1.3 统计学分析

采用 Microsoft excel和 Origin8.5统计分析软件处理本实

验所得数据。如未特别注明，则所有的实验均至少设置 3个平

行样。处理结果以平均数± 标准差表示，P<0.05表示数据间存

在统计学差异。

2 结果

2.1 具有空腔结构的高分子超细纤维表征

图 2为具有空腔结构的 PLA纤维的荧光图（a）、扫描电镜

图（b）和透射电镜图（c）。从 a中可以看到，一个个大小均匀的

红色小球呈线性排列，其本质就是存在于纤维空腔中的罗丹明

B所发出的荧光。扫描电镜结果显示，纤维直径在 1 滋m左右，
且纤维基体上可隐约观察到明暗相间的区域（暗色部分即为空

腔），证明其内部并不是实心结构。而透射电镜结果更可以明显

看到纤维内部的椭圆形空腔。以上结果均证明，成功制备出了

具有空腔结构的超细高分子纤维。

图 2 空腔结构纤维的（a）荧光图像、（b）扫描电镜图像和（c）透射电镜图像

Fig.2 Fluorescence microscope (a), SEM(b) and TEM(c) images of PLA fibers with cavities

2.2 纤维膜性质探究

2.2.1 甘油含量 图 3为甘油铜的紫外吸收光谱（a）和标准曲

线（b）。甘油铜最大吸收在 630 nm处，标准曲线方程为 y=0.

0296x-0.0954（R2=0.9992），具有良好的线性关系。依 1.2.2中方

法最终测得的纤维膜中甘油质量分数为（38.99± 1.24）%。

图 3 甘油铜的（a）紫外吸收光谱和（b）标准曲线

Fig.3 UV-vis absorption spectrum(a) and standard curve(b) of CuC3H6O3

2.2.2 吸水率 比较了空腔结构 PLA纤维膜吸水率相较于普

通实心 PLA纤维膜的变化，结果如图 4。具有空腔结构的纤维

膜吸水率是普通纤维膜的近两倍。这是因为纤维中含有空腔，

且空腔中含有的甘油又是一种强吸水性的物质，利于水分渗透

进入并存储于纤维膜间隙和空腔中。
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2.2.3 细胞毒性 图 5中的结果表明，具有空腔结构的纤维在

与内皮细胞共培养 5天后，仍保持 80 %以上的细胞活性，1、3、

5天的活死细胞染色结果中也没有看到明显的死细胞（红色荧

光），且活细胞（绿色荧光）状态良好，数量逐渐增多。证明了此

纤维材料具有良好的生物相容性。

2.3 纤维膜运载质粒研究

2.3.1 PEI-质粒复合物粒径考察 为了增强细胞对质粒的吞

噬，提高转染效率，使用 PEI对质粒进行压缩，制得纳米颗粒，

粒径分布如图 6。平均粒径为 187.9 nm，PDI为 0.106，粒径均

匀，符合转染要求。

2.3.2 细胞转染实验检测 图 7为实验组 --纤维膜包载的质

粒复合物（Fiber 表示）和对照组 --未被包载的质粒复合物

（PEI-DNA表示）的细胞转染荧光图像。两者共培养过的细胞

都分别呈现出了绿色荧光，证明了质粒的成功表达。图 8为流

式细胞仪转染效率的检测结果，空白组为不添加任何组分的细

胞。转染效率上，Fiber 组为（25.5± 3.6）%，PEI-DNA 组为

（28.6± 4.8）%，两者不存在显著差异。以上结果均证明该纤维

的空腔可以包载质粒复合物，并且能很好的保持其生物活性。

图 4 纤维膜吸水率: A普通实心纤维膜，B具有空腔结构纤维膜;

*P<0.05

Fig.4 Water absorption of A(conventional fiber mats)and B (fiber mats

with cavities); *P<0.05

图 5 不同时间点纤维膜细胞毒性及对应荧光图像

Fig.5 Cytotoxicity of the fiber membrane at different time points and corresponding fluorescence images
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图 8 Fiber和 PEI-DNA的细胞转染效率

Fig.8 Cell transfection efficiency of Fiber and PEI-DNA

图 6 PEI-质粒复合物粒径分布

Fig.6 Size distribution of the PEI-DNA complexes

3 讨论

Yu Yue[13]等使用微流控芯片制得了类似竹状结构的空腔

纤维，但纤维尺寸相对较大，在 30 滋m左右。Sun Yong-ming[14]

等通过静电纺丝技术制得碳纳米纤维，经过进一步的热处理得

到了有较好电化学性质的空腔纤维。本论文基于已有的研究成

果，创新性地将静电纺丝技术和微流控技术有效结合起来，成

功制备出一种具有空腔结构的超细高分子纤维，并探究了其在

生物材料领域的应用前景。纤维直径在 1 滋m左右，制备方法
简单，重复性好，且不需要繁琐的后处理。通过荧光显微镜、扫

描电子显微镜、透射电子显微镜等方法进行了纤维的结构表

征。之所以能够产生此种结构的纤维，很大程度上是因为纺丝

液由微流控芯片制备成了包含连续均匀微球的乳液。此乳液在

泰勒锥[15]处被电场力拉伸，含 PLA的油相随着溶剂挥发变成

纤维，水相则变成更小的微滴存在于纤维中形成空腔。

Marco Angarano[10]等制备的明胶实心纤维膜吸水率在 300

%左右。因空腔和甘油的存在，使此种纤维膜吸水率超过了

600 %，远大于普通实心纤维膜。由于所用原材料均无毒无害，

纤维膜具有良好的生物相容性。此外，细胞转染实验证明了此

种纤维可以有效地包载质粒，并能保证其活性不受破坏。

图 7 Fiber和 PEI-DNA细胞转染实验荧光图像

Fig.7 Fluorescence images of Fiber and PEI-DNA about the cell transfection experiments

可降解高分子纤维膜在组织修复[16,17]和癌症治疗[18-20]等方

面都已经展现出了良好的应用前景。本研究制备的具有空腔结

构的高分子纤维，结构新颖，生物相容性好，并且纤维中含有油

（纤维基体）、水（纤维空腔）两相，可用于同时包载各种亲疏水性

物质，解决了以往研究成果中单根纤维只能装载单一类型药物

的问题[21]，为药物运输等领域提供了一种新型的生物载体材料。

静电纺丝技术和微流控技术结合制备纤维膜也已受到过

一些研究者的关注，并发表了相关论文[22,23]。本研究对实验装置

和制备参数进行改进与优化，寻求到了一种简单易行、可重复

性高的制备空腔结构高分子纤维的方法，正是本文创新点所

在。值得注意的是，通过对微流控中水相、油相材料的改变和静

电纺丝参数的调整，可能会为发展其它新型结构纤维提供一种

新思路，需要我们继续发掘和研究。
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