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载纳米氧化锌定向纤维膜促进肌腱
细胞增殖分化的研究*

范 佳 辜鹏程 成锡婷 姜 强 赵 雅 潘晓芳 白 燕**

（重庆医科大学药学院，重庆 400016）

摘要 目的　为模拟肌腱组织的显微结构和力学性能，促进肌腱组织的再生修复，制备负载不同质量分数纳米氧化锌且同

时具备取向结构的左旋聚乳酸（PLLA）纤维膜，对其进行理化表征和生物性能评价，探讨其对肌腱细胞增殖分化的影响。

方法　利用静电纺丝技术制备PLLA纤维支架及含不同质量分数纳米ZnO的PLLA/ZnO纤维支架。通过扫描电镜、力学拉

伸、能谱仪（EDS）图谱表征支架的理化性能，并将支架与小鼠肌腱细胞共培养检测其生物相容性及对细胞增殖、分化的

调控作用。结果　纤维支架均呈取向性排列，锌元素在纤维中均匀分布，PLLA/0.1% ZnO纤维支架拉伸强度和杨氏模量均

显著高于PLLA组。PLLA/0.1%ZnO纤维支架表面细胞数量显著高于PLLA组，且活性更好；小鼠肌腱细胞沿纤维排列方向

呈定向性黏附和生长。结论　取向PLLA/0.1%ZnO纤维支架具有优良的理化性能，并可显著促进肌腱细胞定向生长和增殖

分化，未来有望用于肌腱组织的再生修复。
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肌腱损伤是最常见的肌肉骨骼疾病之一，且发

生率逐年提高。肌腱主要由高度排列的 I型胶原纤

维组成，是连接肌肉和骨骼的致密纤维结缔组

织［1］。据临床统计：腱骨损伤占骨骼肌临床病例

的30%，全球每年新增患者近400万例［2］。每年有

超过 30万例肌腱/韧带相关手术，在美洲和欧洲国

家支出超过 150亿欧元［3-5］。显然，肌腱组织损伤

已经成为一个日益严重的公共健康问题。然而，临

床上常用的理疗和手术等方法难以从根本上恢复肌

腱组织的结构、功能和生物力学特征。

组织工程技术在肌腱组织的再生领域中有着显

著优势。组织工程支架可以提供良好的再生微环境

并为新生组织提供结构支撑，纤维结构与肩袖或肌

腱组织的相似性较大，具有相似的显微结构和力学

性能。肌腱结构由排列整齐的纤维束形成，具有取

向结构的纤维可以模仿肌腱组织中天然胶原纤维的

结构和功能。为了修复肌腱损伤，研究人员从多角

度对取向纤维支架开展了研究。对齐排列的 3D取

向聚（ε-己内酯）纳米纤维纱线（NFYs）能够模

仿天然肌腱的胶原束和纤维的形貌和机械性能，增

强了腱调蛋白（tenomodulin，TNMD）和 I型胶原

等肌腱相关基因和蛋白质的表达。NFYs通过诱导

新胶原的生成和方向来促进体内肌腱修复［6］。研

究通过稳定喷射静电纺丝制备装载聚精氨酸（Arg）

和透明质酸（HA）的左旋聚乳酸（PPLA）纤维支

架，Arg/HA/PLLA取向纤维可能通过下调p53通路

抑制肌腱黏附和凋亡，以及上调Esr1介导的ER-α

通路促进肌腱再生［7］。研究表明［8］，非取向聚己

内 酯/丝 素 蛋 白 电 纺 纤 维 膜 的 弹 性 模 量 为      

（3.93±0.05） MPa，而取向电纺纤维膜为 （70.52±

2.83） MPa，显著高于非取向静电纺丝纤维膜。此

外，通过制备模拟天然肌腱微观结构与机械性能的

壳聚糖取向纳米纤维，发现该取向纤维能够促进多
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能干细胞分化为肌腱样细胞，而原位肌腱修复实验

则进一步证实该取向纤维支架可显著改善损伤肌腱

的结构及力学性能［9］。

对于肌腱再生，除了通过支架材料的拓扑结构

诱导组织再生，还应该提供生物活性因子调控细胞

生长分化，如细胞因子和Ca2+、Cu2+、ZnO等生物

活性离子［10］。研究表明，金属离子在人体的正常

生命活动过程中发挥着重要作用［11］，参与许多重

要的生物学功能，调节人体新陈代谢以及促进组织

修复。例如，锌是成纤维细胞增殖和合成胶原蛋白

所必需的元素［12］，具有出色的血管生成和抗菌特

性，可促进伤口愈合［13］，同时减少肌腱与周围组

织黏连，改善滑动功能和组织病理学特征［14］。

本文基于锌元素对肌腱组织再生修复的特殊诱

导能力，采用静电纺丝技术，构建取向结构、微米

孔隙和纳米 ZnO 均匀分布的聚乳酸纤维支架，对

其形貌、结构、理化性能以及生物效应评价，为今

后促肌腱修复支架的设计、研发以及临床应用提供

参考，为促进肌腱组织的再生提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料

左旋聚乳酸（poly(L-lactic acid)，PLLA，分子

质量：180 000，济南岱罡生物）；纳米氧化锌

（ZnO，粒径：（50±10） nm，麦克林）；三氯甲烷

（成都市科龙化工试剂厂）；小鼠肌腱细胞 TT-D6

（中国科学院分子细胞科学卓越创新中心细胞库/干

细胞库）；α-MEM培养基（大连美仑生物技术有限

公司）；胎牛血清 （GIBCO）；钙黄绿素 -AM

（Calcein-AM）和碘化丙啶（PI）活细胞/死细胞双

染试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；CCK-8试

剂盒（APEXBIO）。

1.2　仪器与设备

台式电纺设备（FM1101，北京富友马有限公

司）； 傅 里 叶 红 外 光 谱 仪 （NicoletTM iSTM5，

Thermo）；力学拉伸仪 （UniVert，CellScale）；台

式场发射扫描电镜（Phenom Pharos G1）；酶标仪

（iMark14071， Bio-Rad）； 倒 置 荧 光 显 微 镜

（ECLIPSE Ti，Nikon）。

1.3　ZnO/PLLA纤维膜制备

取 0.4 g PLLA 溶于 5 ml 三氯甲烷中，制成质

量浓度（w/v）为8%的PLLA溶液；分别称取0.002 5、

0.005、0.015、0.025 g 纳米 ZnO 混悬于上述溶液

中，使 ZnO 浓度分别为 0.05%、 0.1%、 0.3% 和

0.5%（w/v）。将纺丝溶液注入一次性注射器，安装

型号为 22G 的纺丝针头，设置电压 17 kV，推速

0.002 mm/s，接收器滚筒的转速为 1 200 r/min，调

节针头到滚筒的距离为18 cm。制备PLLA、PLLA/

0.05%ZnO、 PLLA/0.1%ZnO、 PLLA/0.3%ZnO、

PLLA/0.5%ZnO纤维膜。

1.4　纤维膜形貌表征

通过扫描电子显微镜（SEM）观察纤维膜的

形貌与取向排列：将样品裁剪成 0.5 cm×0.5 cm大

小，在喷金50 s后放置于真空仓中。使用 ImageJ软

件对显微镜下PLLA纤维照片中随机选出的30根纤

维进行测量，计算平均直径。

1.5　傅里叶红外光谱

通过傅立叶红外光谱仪（FTIR）对不同纤维

膜支架进行表征，将干燥的样品和溴化钾以           

1∶100 的比例混合均匀并磨碎制备薄片，利用透

射模式，记录在4 000~400 cm−1波数范围内的FTIR

光谱，进一步分析其化学组成。

1.6　力学性能测试

纤维支架裁剪成1 cm×4 cm矩形样品，利用万

能力学试验机检测拉伸力学性能。用夹具固定材料

两侧，调整夹具的距离，保证测试前材料处于伸直

状态，以10 mm/min恒定的速度进行拉伸检测，直

到材料完全断裂为止，每组样品测试 3 次取平

均值。

1.7　体外细胞培养实验

将不同纤维膜样品按 96孔板孔径裁剪后，浸

泡于 75% 酒精中，置于紫外灯下照射 24 h 灭菌，

然后置于96孔板内，每组设置3个复孔，每孔加入

100 μl的完全培养基，于 37℃和 5% CO2的培养箱

中过夜。取对数生长期的小鼠肌腱细胞，用胰酶消

化后吹散打匀，利用血细胞计数板进行计数并稀

释，每孔接种 6×103个细胞，于细胞培养箱中培养

待用。

1.7.1　细胞活力

在细胞培养 1 d、3 d后，用PBS清洗 3遍，每

孔加入 100 μl Calcein/PI细胞活力和细胞毒性测试

染色工作液。避光孵育30 min，用PBS清洗后通过

荧光倒置显微镜观察细胞的活力。

1.7.2　细胞形态

细胞接种 72 h 后将纤维膜取出，PBS 洗涤，

2.5%戊二醛固定过夜。使用梯度酒精浸泡法脱水，

每个梯度 10 min。冷冻干燥、喷金，SEM 观察表

面细胞黏附状态并拍照。



范佳，等：载纳米氧化锌定向纤维膜促进肌腱细胞增殖分化的研究2024；51（8） ·1897·

1.7.3　细胞增殖

将纤维膜分别与生长状态良好的小鼠肌腱细胞

共培养1、3、5 d后用CCK-8试剂盒检测细胞增殖

能力，于450 nm处检测吸光度（A）值。

1.8　统计学分析

采用SPSS20.0统计软件对实验结果进行分析，

所有统计数据均以均数±标准差 （x̅x̅ ±SD） 表示，   

P<0.05表示差异有统计意义（*表示P<0.05，**表

示P<0.01，***表示P<0.001）。

2　结果与分析

2.1　ZnO/PLLA纤维膜的形貌表征

载不同浓度ZnO的PLLA纤维支架的扫描电镜

和直径分布如图 1 所示，纤维表面光滑，取向度

高，且束间具有孔隙结构，利于营养物质的输送和

代谢废物的排出。纳米 ZnO 质量分数较低时，在

纤维膜中均匀分散，随着质量分数的增大，纤维表

面明显可以看见较多聚集状态的 ZnO 颗粒，尤其

是当ZnO质量分数大于0.3%之后，聚集情况明显。

质量分数为 0%、 0.05%、 0.1%、 0.3%、 0.5% 的

ZnO/PLLA 纤维的平均直径分别为（2.79±0.65）、 

（2.90±0.70）、（3.14±0.69）、（3.37±1.09）、（4.82±     

1.26） μm，即随着 ZnO 质量分数的增加，纤维直

径逐渐增大。

2.2　能谱仪分析

用 能 谱 仪 （energy dispersive spectrometer，

EDS） 图谱进一步分析元素组成和分布 （图 2）。

EDS 图谱初步证明纳米 ZnO 颗粒被成功负载于

PLLA纤维中，质量分数较低时，纳米ZnO在纤维

膜中分布较为均匀，随着质量分数的增大，检测到

锌原子的浓度百分比也随之增大，同时可以明显观

察到聚集。

2.3　傅里叶红外光谱分析

使 用 FTIR 对 PLLA、 PLLA/0.05%ZnO、

PLLA/0.1%ZnO、 PLLA/0.3%ZnO、 PLLA/

0.5%ZnO纤维膜官能团进行分析，结果如图3。纳

米ZnO的特征峰在 426 cm-1处，对比PLLA的红外

光谱图可知，PLLA/ZnO红外光谱上都出现了ZnO

的特征峰，证明聚乳酸支架上有效负载了纳米

ZnO。

2.4　力学性能测试

肌腱连接着骨骼和肌肉系统，是一个特殊而重

要的力学传导组织，因此具有良好机械强度的生物

支架更利于促进肌腱重建。目前可用于静电纺纤维

支架制备的基质材料主要有天然聚合物包括胶原蛋

白、蚕丝、壳聚糖、透明质酸和海藻酸盐等，以及

聚乳酸 -羟基乙酸共聚物 （PLGA）、聚己内酯

（PCL）、聚乳酸（PLA）等合成材料。天然聚合物
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Fig. 1　SEM images and diameter distribution of PLLA fibers with different nanometer ZnO mass fractions
(a-e) Corresponding to 0%ZnO, 0.05%ZnO, 0.1%ZnO, 0.3%ZnO, 0.5%ZnO, respectively.
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制成的支架都有比较相似的缺点：较低的机械性能

和较差的加工性能。为解决丝素蛋白薄膜机械强度

不足的问题，对其进行水退火改性处理，构筑了

10、15、20 μm宽度微结构的丝素蛋白薄膜，当微

结构为10 μm时最大载荷和杨氏模量与原生肌腱无

明显差异［15］。而合成材料的优点就在于它们的机

械性能一般相对较好，并且可通过掺杂纳米粒子、

改变结构等方法增强和调节电纺纤维支架的强度和

刚度。通过改变 PCL 纳米纤维的排列方向和几何

形状能够显著影响支架的机械性能，取向纤维薄片

具有最大的弹性模量比无规纤维薄片高 125%，可

用于韧带和肌腱组织工程［16］。小肠黏膜下层

（SIS） 是一种天然细胞外基质，将 SIS 掺入纯

PLGA中增强了支架的断裂应变、拉伸强度和弹性

模量。并且与无取向排列的纳米纤维相比，无论是

否掺入SIS，排列的纳米纤维的极限抗拉强度都有

所提高［17］。

本文制备的5种PLLA纤维的纵向载荷-伸长曲

线和力学性能数据表明，随着纳米 ZnO 含量的增

加，纤维的拉伸强度先增加再降低（图4）。PLLA/

0.05%ZnO、PLLA/0.1%ZnO 的极限抗拉强度分别

为 (9.26±1.25) MPa、 (8.45±0.48) MPa， 显 著 高     

于 其 他 3 组 （PLLA： (4.52±0.86) MPa、 PLLA/

0.3%ZnO： （4.78±0.71) MPa、 PLLA/0.5%ZnO：

(3.41±0.30) MPa）。此外，杨氏模量结果也表明，

与 其 他 组 相 比 （PLLA： (257.41±23.23) MPa、

PLLA/0.3%ZnO： (300.13±5.62) MPa、 PLLA/

0.5%ZnO：(269.83±53.17) MPa），PLLA/0.05%ZnO

（(524.88±79.87) MPa）、PLLA/0.1%ZnO （(452.29±

19.39) MPa）显示出更好的机械性能，更能满足组

织再生所需的力学性能要求［18］。这是因为当纳米

ZnO在纤维支架材料中的含量较低时，其能够被较

好地分散，ZnO本身具有的高刚性对PLLA纤维起

到了补强增韧的效果，使得纤维支架的抗拉强度和

杨氏模量都得以增加。但是超过一定用量后，ZnO

为无机粒子，PLLA为有机高分子材料，两者相容
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性差的缺点暴露出来，使得较多的 ZnO 粒子无法

在PLLA纤维表面均匀分散，出现了团聚现象，从

而无法达到增强力学性能的效果。

2.5　纤维膜的生物相容性

2.5.1　死活双染

利用死/活细胞染色的方法对细胞的生长情况

进行分析，其中死细胞呈现红色而活细胞则呈现绿

色。PLLA、PLLA/0.05%ZnO、PLLA/0.1%ZnO 组

大部分TT-D6细胞能够存活，死细胞极少，证明负

载较低浓度 ZnO 的支架对细胞没有明显的毒性

（图 5）。 然 而 ， 随 着 ZnO 含 量 增 加 ， PLLA/

0.3%ZnO、PLLA/0.5%ZnO纤维组活细胞的数量逐

渐减少，死细胞的数目逐渐增多，证明随 ZnO 含

量的增加，TT-D6细胞的活性受到抑制，因此选择

合适的浓度用于肌腱组织重建与修复至关重要。此

外，金属离子的粒径对组织再生也具有一定影响。

ZnO平均粒径范围在50~200 nm内有利于肌腱组织

的再生修复，本研究所使用的纳米 ZnO 平均粒径

为(50±10) nm。研究证明，将壳聚糖与ZnO纳米颗

粒（粒径为80~200 nm）联合制备新型管状肌腱修

复支架，植入兔子体内 8周后肌腱周围黏连减少、

滑动功能改善以及表现出更好的组织病理学特征，

表明这种管状支架有利于损伤肌腱的愈合［14］。静

电纺丝聚己内酯/羟基磷灰石/ZnO （粒径为 50∼
100 nm）薄膜作为骨-肌腱界面修复的潜在生物材

料，表现出优异的细胞相容性和细胞黏附性，显著

促进成骨、软骨形成、纤维软骨形成和肌腱愈合，

在腱骨界面（bone-tendon interface，BTI）修复领

域具有巨大的应用潜力［19］。Zhang等［20］开发了一
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种具有黏性和坚固性的双层 Janus贴片，内层通过

明胶-甲基丙烯酰基（GelMA）和ZnO纳米颗粒共

纺，ZnO纳米颗粒的尺寸约为78.82 nm，多功能电

纺水凝胶补片（multifunctional electrospun hydrogel 

patch，MEHP）表现出优异的机械性能、黏附强度

和卓越的抗氧化、抗炎和抗菌性能，为安全有效的

肌腱治疗提供一种有前景的策略。

2.5.2　细胞增殖

CCK-8 实 验 结 果 显 示 ， PLLA/0.3%ZnO、

PLLA/0.5%ZnO纤维膜具有较高的毒性，细胞存活

率较低（图 6），与死活双染结果一致。而随着培

养时间延长， PLLA、 PLLA/0.05%ZnO、 PLLA/

0.1%ZnO 组细胞数量均明显增加。其中，PLLA/

0.1%ZnO组吸光度值明显高于其他各组，存在显著

性差异，能更好地促进小鼠肌腱细胞的增殖。金属

元素在人体的正常生命活动过程中发挥着重要作

用［11］，参与许多重要的生物学功能，且金属离子

的含量对促进组织修复作用影响较大。研究证明，

将 500 μl 0.05 mol/L 硫酸铜或硫酸锌溶液分别与

20%明胶前体溶液混合，通过巯基与铜和锌离子的

一步配位交联构建梯度双金属（Cu和Zn）离子基

水凝胶，利用不同金属离子可以诱导不同组织的再

生，实现基于金属离子的生物材料调控不同梯度组

织的过渡生长，促进肌腱到骨骼界面的愈合［21］。

含有壳聚糖总固体重量0.01% ZnO纳米颗粒的新型

管状支架，具备良好的生物相容性和降解能力，有

效减少了肌腱周围黏附，改善了新生肌腱的滑动功

能［14］。也有研究报道，随着壳聚糖薄膜中ZnO纳

米颗粒百分比的增加，薄膜的显微硬度、纳米硬度

及其相应的弹性模量增加。然而在较高百分比的

ZnO NPs（高于5% (w/w)）掺入壳聚糖薄膜中观察

到显著的细胞毒性，表明尽管 ZnO 纳米颗粒可以

改善纯壳聚糖薄膜的力学性能，但由于细胞毒性作

用，只有低比例的 ZnO 纳米颗粒可以应用于生物

医学工程［22］。可生物降解骨植入物Zn-3Mg合金在低

浓度（<0.5 g/L）下与正常人成骨细胞具有细胞相容

性，其碱性磷酸酶活性优于纯Mg。具有开发为可

生物降解骨植入物材料的潜力，但必须在毒性范围

内使用［23］。因此，利用ZnO纳米颗粒促进组织再

生修复需结合理化性能和体内外生物学效应深入评

估其最适含量。

2.5.3　细胞黏附

肌腱和韧带区别于其他结缔组织的关键在于胶

原纤维的特殊排列结构。图7是小鼠肌腱细胞在取

向 ZnO/PLLA 纤维膜上培养 3 d 的扫描电镜结果。

可 观 察 到 ， PLLA、 PLLA/0.05%ZnO、 PLLA/

0.1%ZnO 组纤维支架上细胞的排列明显具有方向

性，细胞沿着纤维的排列方向定向生长，且PLLA/

0.1%ZnO纤维膜上的肌腱细胞数量最多。表明此种

纤维膜可以满足模拟肌腱细胞天然细胞外基质定向

特征的要求。通过调控组织工程支架材料的物理、

化学特性，如排列方向、亲水性及黏性、负载的生
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长因子等，可有效地改善其调节细胞生长分化行

为、恢复受损组织的功能［24］。研究证明，定向排

列的 ε-己内酯NFYs可以模仿天然肌腱的胶原束和

纤维的形貌和机械性能，增强了TNMD和 I型胶原

等肌腱相关基因和蛋白的表达，NFYs通过诱导新

胶原的生成和方向来促进体内肌腱修复［6］。与光

滑硅膜相比，在各向异性微沟硅胶膜上培养的猪腱

细胞显示肌腱标志物肌腱调节蛋白和 I型胶原的基

因表达升高［25］。研究通过稳定喷射静电纺丝制备

了装载两种生物活性物质（聚精氨酸和透明质酸）

的肌腱组织工程支架，Arg/HA/PLLA 定向纤维可

能通过下调p53通路抑制肌腱黏附和凋亡，并通过

上调Esr1介导的ER-α通路促进肌腱再生［7］。

3　结 论

本研究通过静电纺丝技术制备了负载不同含量

纳米 ZnO 的取向纤维支架，并进行理化性能表征

和生物学评价，主要结论如下：

a. 微米纤维束中纤维呈高度取向结构，质量分

数为 0.05%和 0.1%纳米ZnO的载入可以有效提高

纤维取向方向的拉伸强度，以满足肌腱组织修复的

需要。PLLA 纤维可以有效均匀地负载纳米 ZnO，

生物相容性较好。

b. PLLA/0.05%ZnO 和 PLLA/0.1%ZnO 纤维支

架可有效促进 TT-D6 的黏附和增殖，且载有

0.1%ZnO 的支架促增殖作用显著，有望用于肌腱

组织的再生修复。

c. 纤维支架上的TT-D6细胞可沿着纤维的排列

方向呈明显的定向分布和生长，模拟肌腱细胞天然

细胞外基质定向特征，表面支架材料的微观拓扑结

构可有效地调节细胞生长分化行为。

d. 本研究存在一些不足：仅考察了 PLLA/

0.1%ZnO 纤维膜在体外促进肌腱细胞增殖分化行

为，在体内对肌腱组织的再生修复的作用及机制还

需要进行深入研究，为肌腱损伤的治疗提供更坚实

的实验基础。
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Study on The Promotion of Tenocyte Proliferation and Differentiation by 
Oriented Fiber Membrane Loaded With Nano-zinc Oxide*
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Abstract　Objective  To simulate the microstructure and mechanical properties of tendon tissue and promote 
its regeneration and repair, electrospinning technology was used to prepare L-polylactic acid (PLLA) fiber 
membranes loaded with different nano zinc oxide contents and with oriented structures. Physical and chemical 
characterization and biological performance evaluation were carried out to explore their effects on tendon cell 
proliferation and differentiation. Methods  Preparation of PLLA fiber scaffolds and PLLA/ZnO fiber scaffolds 
containing different mass fractions of nano ZnO was performed using electrospinning technology. The 
physicochemical properties of the scaffold were characterized by scanning electron microscopy, mechanical 
stretching, and EDS spectroscopy. The scaffold was co-cultured with mouse tendon cells to detect its 
biocompatibility and regulatory effects on cell differentiation behavior. Results  The fiber scaffolds were 
arranged in an oriented manner, and zinc elements were uniformly distributed in the fibers. The tensile strength 
and Young’s modulus of PLLA/0.1%ZnO fiber scaffolds were significantly higher than PLLA fiber scaffolds. The 
number of cells on the surface of PLLA/0.1%ZnO fiber scaffold was significantly higher than that of the PLLA 
group, and the activity was better; mouse tendon cells exhibit directional adhesion and growth along the fiber 
arrangement direction. Conclusion  The oriented PLLA/0.1%ZnO fiber scaffold had excellent physicochemical 
properties, which can significantly promote the oriented growth, proliferation and differentiation of tendon cells. 
It is expected to be used for tendon tissue regeneration and repair in the future.
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