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鱼鳔膜的制备及其理化特性的研究
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【摘要】   目的     采用交联技术制备鱼鳔膜材料，检测其理化性能及细胞毒性。方法     取鱼鳔经脱细胞处理

后随机分为两组，交联组采用碳二亚胺［1-ethyl-3-（3-dimethylaminopropyl）carbodiimide，EDC］/N-羟基琥珀酰亚

胺（N-hydroxysuccinimide，NHS）法交联处理后，行表面制孔及冻干处理；未交联组仅行表面制孔及冻干处理。

观测两组材料理化性能，包括扫描电镜观察微观结构，电子万能材料试验机测试力学性能（拉伸强度及断裂伸长

率），接触角测量仪检测材料亲水性，乙醇浸润法测定材料孔隙率，体外降解性能及热稳定性检测，以及红外光谱

分析支架成分。取小鼠成纤维细胞 L929 与两组材料浸提液培养，细胞检测试剂盒 8（cell counting kit 8，CCK-8）
测定细胞毒性。结果     扫描电镜观测两组支架均具有多孔结构，且表面粗糙。与未交联组相比，交联组材料拉伸

强度明显增高、断裂伸长率降低、孔隙率增大，差异有统计学意义（P<0.05）；接触角差异无统计学意义

（P>0.05）。两组材料降解趋势一致，最初 7 d 内降解较快，之后趋于平缓；各时间点交联组降解率低于未交联

组，差异均有统计学意义（P<0.05）。差示扫描量热法检测显示，交联组材料变性温度为（75.2±1.3）℃，高于未交

联组的（68.5±0.4）℃，差异有统计学意义（t=4.586，P=0.002）。红外光谱分析，与未交联组相比，交联组生成了酰

胺键中新的 C=O 键和 N-H 键，并且未引入其他新的基团。CCK-8 法检测示，交联组及未交联组 A 值与阳性对照

组比较，差异均无统计学意义（P>0.05）。结论     经 EDC/NHS 法交联处理获得的鱼鳔膜材料具有优良的理化性

能，无细胞毒性，有望作为硬膜修复材料。
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【Abstract】 Objective     To manufacture fish swim bladder membrane material by crosslinking techniques, and to
explore its physical and chemical properties and cytotoxicity. Methods     After decellularization, the swim bladders were
randomly divided into two groups. The swim bladders were treated with 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
(EDC)/N-hydroxysuccinimide (NHS) crosslinking method, surface hole making, and freeze-drying in crosslinking group,
and only surface hole making and freeze-drying in non-crosslinking group. The physical and chemical properties of the
materials were observed, including microstructure by scanning electron microscopy (SEM), mechanical properties (tensile
strength and breaking elongation) by universal tensile machine, hydrophilicity by contact angle measuring instrument,
porosity by ethanol infiltration method, degradation performance in vitro and thermal stability test, and the components
of materials by infrared spectrum analysis. Mouse fibroblasts (L929) were cultured with the extracts of two groups of
materials in order to determine the cytotoxicity of materials by using cell counting kit 8 (CCK-8) method. Results     The
porous structure and rough surface of materials were observed by SEM. Compared with the non-crosslinking group, the
tensile stress of the crosslinking group was higher, the breaking elongation was lower, and the porosity increased, showing
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significant differences (P<0.05). There was no significant difference in contact angle between the two groups (P>0.05). The
degradation was faster within the first 7 days and then tended to be smooth in the two groups. But the degradation rates of
crosslinking group were significantly lower than those of non-crosslinking group (P<0.05). Differential scanning
calorimeter showed that the denaturation temperature of the crosslinking group was (75.2±1.3)℃, which was significantly
higher than that of the non-crosslinking group [(68.5±0.4)℃] (t=4.586, P=0.002). Compared with the non-crosslinking
group, the crosslinking group produced new C=O bond and N-H bond, and no other new groups were introduced into the
cross-linking group. CCK-8 method showed that the absorbance values of the crosslinking group and the non-crosslinking
group were not significant when compared with the positive control group (P>0.05). Conclusion     The fish swim bladder
membrane obtained by crosslinking treatment with EDC/NHS method has good physical and chemical properties, no
cytotoxicity, and is expected to be used as a dura mater repair material.

【Key words】 Fish swim bladder membrane; crosslinking; physical and chemical properties; dura mater repair
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硬膜破损是脊柱外科及神经外科手术常见并

发症，发生率为 4%～17.4%[1]。如处理不当会导致

脑脊液漏、脑膜炎、椎管或颅内感染，甚至死亡等

严重并发症[2]。因此，术中及时发现并修复硬膜缺

损十分重要。既往认为硬膜破损后不具备再生性[3]，

但近年研究发现硬膜破损后可以修复，主要修复机

制为缺损边缘的成纤维细胞迁徙以及增殖分泌

Ⅰ型胶原，但该修复过程缓慢 [4]。体外实验证实，

当有支架覆盖于缺损硬膜边缘时，成纤维细胞可生

长、迁徙至支架材料中完成硬膜修复[5]。目前用于

硬膜修复的材料大致分为自体组织、同种异体组

织、合成材料、生物膜材料 4 种，这些材料存在生

物相容性差、增加感染风险、机械性能不佳、改良

工艺复杂等不足，限制了进一步应用研究[6]。

目前市售的硬膜修复材料天义福生物膜（天新

福医疗器械有限公司）是牛或猪跟腱酶解后的Ⅰ型

胶原提纯物。因酶解提纯破坏了Ⅰ型胶原结构，导

致该修复材料力学性能差，抗缝合能力弱[7-8]。而且

取材于哺乳动物（如猪、牛、羊）的材料，有潜在传

播疾病风险[9]。鱼鳔主要成分为Ⅰ型胶原，与哺乳

动物来源Ⅰ型胶原相比，鱼鳔具有变性温度高、密

封性能好、生物相容性良好的优点[10-12]。而且鱼鳔

来源于水生生物，相较于陆地生物污染小、安全性

更高，迄今尚无鱼类病毒与人畜共患传播的报道。

此外还可有效规避伊斯兰等地区使用猪相关产品

的宗教壁垒问题 [ 1 3 ]。而且鱼鳔获取方便、来源广

泛，将其作为硬膜修复材料具有潜在应用前景。本

研究我们拟利用交联方法改善鱼鳔性能，同时进行

表面制孔，以期获得既能满足硬膜修复材料所需要

的理化性质和生物相容性，又价格低廉、来源广泛

的修复材料。

1    材料与方法

1.1    主要试剂及仪器

NaH2PO4、Na2HPO4、NaOH（成都市科龙化工

试剂厂）；Triton X-100、碳二亚胺［1-ethyl-3-（3-
dimethylaminopropyl）carbodiimide，EDC］、N-羟基

琥珀酰亚胺（N-hydroxysuccinimide，NHS）、2-（N-
吗啡啉）乙磺酸［2-（N-morpholino）ethanesulfonic
acid，MES］（北京百灵威科技有限公司）；上述试

剂均为国产分析纯。细胞计数试剂盒 8（cell coun-
ting kit 8，CCK-8）试剂盒（同仁研究所，日本）。

FD-1A-80 冷冻干燥机 （北京博医康实验仪器

有限公司）；JSM-7500 扫描电镜（JEOL 公司，日

本）；电子游标卡尺（上海量具刃具厂）；电子万能

材料试验机（Instron 公司，美国）；光学接触角测

定仪（Dataphysics 公司，德国）；Nicolet iS50 傅立

叶变换红外光谱仪（Thermo Fisher 公司，美国）；

自动酶标检测仪（Sunrise 公司，澳大利亚）。

1.2    实验方法

1.2.1    鱼鳔脱细胞处理　本实验采用花鲢鱼鳔（花

鲢鱼产自简阳三岔湖水库，体质量约 2.5 kg）。用

NaCl、NaH2PO4、Na2HPO4、NaOH 配制的 PBS 缓冲

液（pH7.4）清洗鱼鳔表面纤维及血液、脂肪等组

织，置于 1%Triton X-100 溶液中，常温避光放置 24 h
进行脱细胞处理。

1.2.2    实验分组及方法　将脱细胞处理后的鱼鳔随

机分为未交联组及交联组。交联组：首先采用

EDC/NHS 法进行交联处理。用 MES 缓冲液配制

EDC 与 NHS 摩尔比为 4∶1 的交联溶液，放入脱细

胞鱼鳔，于常温避光放置 12 h 后取出；置于 PBS
溶液中，超声条件下反复清洗 3 次。然后进行表面
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制孔，将鱼鳔平铺于聚苯乙烯泡沫盒中，加入去离

子水，用保鲜膜封住开口处，置于–20℃ 冰箱 1 d，
取出室温下解冻。最后，置于冷冻干燥机冻干处理

3 d，取出后以环氧乙烷灭菌处理，常温下储存备

用。见图 1。
非交联组：除不作交联处理外，同交联组方法

对鱼鳔进行表面制孔及冻干处理。

1.3    观测指标

1.3.1    理化性能检测　① 扫描电镜观察：将两组

材料喷金后，置于扫描电镜下观察材料表面及断面

的微观结构。同时，取未作表面制孔处理的交联鱼

鳔观察，作为对照。

② 力学性能检测：用裁刀将两组材料裁成哑

铃形，电子游标卡尺测量其中间部分宽度和厚度。

然后，将哑铃形样品固定于电子万能材料试验机夹

具上，以拉伸速率 100 mm/min 进行拉伸测试，直

至断裂。记录拉伸强度和断裂伸长率。每组测试

5 个样品。

③ 亲水性及孔隙率测试：将两组材料制备成

1 cm×2 cm 大小后，将 1 μL 去离子水滴至样品上，

采用光学接触角测定仪测量接触角。每组测试

5 个样品。

采用乙醇浸润法测定材料孔隙率。将两组材

料制备成 1 cm×2 cm 大小，电子游标卡尺测量厚

度。首先测定材料质量（W0），然后置于乙醇浸泡

10 min 后测量质量（W1）。按以下公式计算孔隙

率：（W1－W0）/ρV，其中 V 为材料体积，ρ 为乙醇

密度。每组测量 5 个样品。

④  体外降解性能检测：称取两组材料质量

（M0），然后置于 PBS 溶液（pH7.4）中，置于恒温水

浴震荡箱中浸泡，分别于第 7、14、21、28 天取出材

料（每个时间点每组各取 5 个样本），冻干后称取质

量（M 1）。按以下公式计算降解率：（M 0－M 1）/
M0×100%。

⑤ 热稳定性检测：称取两组质量 3～5 mg 材
料，采用差示扫描量热法测试材料热稳定性，检

测材料变性温度。测试起始温度为  0℃，结束温

度为 100℃，升温速率为 10 K/min。每组测量 5 个
样品。

⑥ 红外光谱分析：为判断鱼鳔内部分子是否

交联，以全反射模式进行红外光谱分析，观察其基

团情况。为排除因鱼鳔厚度对结果的影响，实验均

取来自同一个鱼鳔的两组样品（大小均为 10 mm×

10 mm）夹在样品台上。

1.3.2    细胞毒性检测　按照 4 cm2∶1 mL 比例，将

两组材料分别加入含 10%FBS 的 H-DMEM 培养

液，于 37℃、5%CO2 培养箱浸泡 24 h，取浸提液备

用。取小鼠成纤维细胞 L929（四川大学华西医院移

植免疫实验室提供），按  1×104 个/孔密度接种至

96 孔板。于 37℃、5%CO2 培养箱培养，待细胞贴壁

后分别加入交联组及非交联组材料浸提液，每孔

100 μL。另外，以单纯含 10%FBS 的 H-DMEM 培养

液作为阳性对照，含 0.5% 苯酚的培养基作为阴性

对照。于培养 24、48、72 h，各组取 5 孔，加入 10 μL
CCK-8 溶液，继续孵育 4 h。于自动酶标检测仪测

定 450 nm 处吸光度（A）值。

1.4    统计学方法

采用 SPSS19.0 统计软件进行分析。数据以均

数±标准差表示，组间比较采用独立样本  t 检验；

检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    扫描电镜观察

交联组和未交联组材料均可见断面疏松多孔

结构；与未行表面制孔处理的交联组材料相比，其

表面有凹凸不平的粗糙多孔结构，有利于成纤维细

胞黏附生长。其中，交联组材料断面相对未交联组

塌陷，但孔隙数量增加。见图 2。
 

 
图 1     交联组鱼鳔膜制备大体观察     a. 新鲜鱼鳔；b. 交联后鱼鳔；c. 冻干后鱼鳔

Fig.1   General observation on the preparation of the fish swim bladder membrane in crosslinking group     a. Fresh swim bladder;   b. After
crosslinked;   c. After freeze-dried
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2.2    力学性能检测

交联组及未交联组拉伸强度分别为（15.91±
1.52）、（12.25±1.59）MPa，断裂伸长率分别为 38.42%±
2.89%、58.70%±2.10%。与未交联组相比，交联组拉

伸强度明显增高，断裂伸长率明显降低，差异有统

计学意义（t=3.389，P=0.028；t=9.280，P=0.001）。
2.3    亲水性及孔隙率测试

交联组及未交联组接触角分别为（80.1±0.9）、

（78.3±1.8）°，孔隙率分别 73.6%±2.8%、69.3%±1.2%。

交联组接触角及孔隙率均大于未交联组，其中接触

角组间差异无统计学意义（t=2.370，P=0.077），孔隙

率差异有统计学意义（t=4.447，P=0.011）。
2.4    体外降解性能及热稳定性检测

两组材料降解趋势一致，最初  7 d 内降解较

快，之后趋于平缓。未交联组各时间点降解率均显

著高于交联组，差异均有统计学意义（t=27.310，
P=0.000；t=26.160，P=0.000；t=19.150，P=0.000；
t=18.490，P=0.000）。见图 3。

差示扫描量热法检测显示，交联组材料变性温

度为（75.2±1.3）℃，高于未交联组的（68.5±0.4）℃，

差异有统计学意义（t=4.586，P=0.002）。见图 4。
2.5    红外光谱分析

与未交联组相比，交联组材料可见 1 635 cm–1

处 C=O 伸缩振动峰，3 280 cm–1 处 N-H 键伸缩振

动峰吸收明显增加，表明生成了酰胺键中新的

C=O 键和 N-H 键，并且未引入其他新的基团。见

图 5。

2.6    细胞毒性检测

培养后各时间点，交联组及未交联组 A 值与阳

性对照组比较，差异均无统计学意义（P>0.05）。见

图 6。

3    讨论

目前，关于鱼鳔脱细胞材料的研究较少，EDC/
NHS 交联制备鱼鳔膜尚无报道。我们前期预实验

中选择了草鱼及花鲢的鱼鳔进行比较，结果发现花

鲢鱼鳔孔隙大小及密度均优于草鱼，故本研究选择

花鲢鱼鳔进行实验。交联是通过物理或化学方法

使胶原蛋白基团发生反应，封闭其裸露在外的活性

基团以维持其在植入期间的稳定性，降低免疫原

性，增加抗降解性能，提升力学性能[14]。物理方法

 

 
图 2     各组材料扫描电镜观察     a. 未交联组材料断面（×1 000）；b. 交联组材料断面（×1 000）；c. 未交联组材料表面（×3 000）；d. 交联

组材料表面（×3 000）；e. 未行表面制孔的交联组材料表面（×3 000）

Fig.2   Scanning electron microscopy observation of each group     a. Cross section of material in non-crosslinking group (×1 000);   b. Cross
section of material in crosslinking group (×1 000);   c. Surface of material in non-crosslinking group (×3 000);   d. Surface of material in
crosslinking group (×3 000);   e. Surface of non-porous material in crosslinking group (×3 000)
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图 3     两组体外降解率比较

Fig.3   Comparison of degradation rates in vitro between the two
   groups
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主要通过紫外光、高热等处理，使胶原蛋白分子间

发生交联反应。但该方法交联不彻底，常作为化学

交联的辅助方法。化学方法是利用各种化学试剂，

如醛类、EDC、环氧化物等，对胶原进行交联[15]。国

内学者张更申等[16]利用戊二醛对鲤鱼鱼鳔进行处理

后，成功修复兔缺损脑膜，但戊二醛交联存在醛基

残留等问题。Kumar 等[10]报道用 1，4-丁二醇二缩

水甘油醚对鱼鳔进行交联处理并修复皮肤，也存在

交联剂残留毒性的问题。本研究选择 EDC 进行交

联处理，与其他化学交联试剂不同，在交联过程中

EDC 的作用类似于一种催化剂，催化胶原分子间进

行反应，胶原反应后不会引入其他新的基团，而且

交联处理后经 PBS 洗涤，材料无交联剂残留。

本研究显示，鱼鳔经交联后具有疏松多孔结

构，有利于细胞迁移生长。与对照组相比，交联组

鱼鳔膜拉伸性能得到一定提高，断裂伸长率降低，

提示交联处理提高了材料的韧性。人体硬膜力学

拉伸最大应力为 3～9 MPa，而交联组材料拉伸强

度达（15.91±1.52）MPa，超过人体最大应力范围。

目前市售的天义福生物膜力学性能很弱，有报道甚

至未检测出相关力学指标[17-18]。我们认为该生物膜

虽主要成分为Ⅰ型胶原，但其为水解后提纯的胶原

纤维，水解过程中破坏了原胶原排列结构，导致力

学性能差。近年来，随着电纺技术的发展，有研究

联合Ⅰ型胶原复合高分子聚合物（如聚乳酸-羟基

乙酸共聚物、聚羟基乙酸）制备生物膜，结合了胶

原良好的生物相容性和聚合物良好的力学性能[18]，

早期动物实验结果良好，但未见长期体内转归实验

报道。此外，电纺技术操作复杂，成本较高，也会

影响相关生物膜的广泛应用。

体外降解研究结果显示，交联处理显著提高了

鱼鳔膜的抗降解性能。既往研究报道鱼皮胶原材

料的变性温度约为 30℃，即使通过交联等方式也难

以提升其变性温度[19]。本研究结果显示，交联处理

后的鱼鳔膜其热变性温度为（75.2±1.3）℃，显著高

于人体正常体温，提示材料热稳定性也符合人体硬

膜修复材料的要求。此外，由于交联原理是使分子

间基团发生反应，因此红外光谱分析结果显示新形

成的 N-H 键、C=O 键特征性吸收峰明显增强，表明

交联起到了催化胶原蛋白裸露的基团发生反应，生
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图 4     两组差示扫描量热图     a. 未交联组；b. 交联组

Fig.4   Differential scanning calorimeter of two groups     a. Non-crosslinking group;   b. Crosslinking group
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图 5     两组傅里叶红外光谱图

Fig.5   Fourier transform infrared spectroscopy of two groups
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图 6     两组细胞增殖检测

Fig.6   The cell proliferations in each group
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成新的酰胺键作用。交联后鱼鳔膜接触角稍增大，

我们认为可能是交联使亲水基团发生反应减少所

致，但总体未显著降低胶原亲水性[20]。

综上述，通过脱细胞、EDC/NHS 法处理获得的

鱼鳔膜材料具有良好的理化性能，无细胞毒性，有

望作为硬膜修复材料。下一步我们将检测鱼鳔膜

材料外源性细胞/DNA 的残留及其生物相容性，为

其作为硬膜缺损修复材料提供更多实验依据。
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