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抗细胞黏附丝素蛋白基静电纺支架的构筑及其干细胞响应

钱佳垚，  胥学谦，  赵伟焜，  李    浩，  姚    响，  张耀鹏

（东华大学材料科学与工程学院, 先进纤维材料全国重点实验室, 上海 201620）

摘      要：   为有效提升丝素蛋白静电纺支架的抗细胞黏附性能，同时弥补常规共混或表界面改性

策略的不足，本研究提出利用“多重化学修饰与快速紫外光促共交联相结合”的静电纺丝策略制

备抗细胞黏附静电纺支架。通过对丝素蛋白进行甲基丙烯酰化修饰，并进一步借助聚乙二醇二

丙烯酸酯（PEGDA）在静电纺丝过程中的共交联修饰，成功构筑了抗细胞黏附性能显著提升的丝

素蛋白基静电纺支架。采用电子万能试验机、扫描电镜、CCK-8 试剂盒检测等方法，对不同 PEGDA
含量下支架的理化性能、抗细胞黏附性能及其对干细胞成软骨分化的影响进行了研究。结果表

明：随着 PEGDA 含量的增大，所制备支架的纤维直径、支架孔径和孔隙率逐渐减小；支架的断裂

伸长率逐渐提升，断裂强度则先增高后降低。同时，随着 PEGDA 含量的增大，支架的抗细胞黏附

性能逐渐增强，细胞黏附形态由铺展状态逐渐转变为近似球形状态；支架的促细胞成软骨分化能

力则呈现先增强后降低的趋势。
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Construction of Anti-Cell-Adhesive Silk Fibroin-Based Electrospun
Scaffolds and Their Stem Cell Responses

QIAN Jiayao, XU Xueqian, ZHAO Weikun, LI Hao, YAO Xiang, ZHANG Yaopeng

（State Key Laboratory of Advanced Fiber Materials, College of Materials Science and Engineering, Donghua University,

Shanghai 201620, China）

Abstract:  To enhance the anti-cell-adhesive properties of silk fibroin electrospun scaffolds and overcome the shortcomings
of  conventional  blending  or  surface/interface  modification  strategies,  this  study  proposes  an  electrospinning  strategy

combining  “multiple  chemical  modifications  and  rapid  UV-induced  co-crosslinking”  for  fabricating  anti-cell-adhesive

electrospun  scaffolds.  Through  methacrylated  modification  of  silk  fibroin  and  further  co-crosslinking  modification  with

poly(ethylene  glycol)  diacrylate  (PEGDA)  during  the  electrospinning  process,  silk  fibroin-based  electrospun  scaffolds  with

significantly  improved  anti-cell-adhesive  performance  were  successfully  constructed.  The  physicochemical  properties,  anti-
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cell-adhesion ability of the scaffolds with different PEGDA contents, and their effects on chondrogenic differentiation of stem

cells were investigated using an electronic universal testing machine, scanning electron microscope（SEM）, CCK-8 assay, and

other  methods.  Investigation of  the scaffold’s  physicochemical  properties  showed that  with increasing PEGDA content,  the

fiber  diameter,  pore  size,  and  porosity  of  the  prepared  scaffolds  gradually  decreased,  the  elongation  at  break  increased

progressively,  while  the breaking strength first  increased and then decreased.  Stem cell  response results  indicated that  with

increasing  PEGDA  content,  the  scaffold’s  anti-cell-adhesive  capability  was  gradually  enhanced,  and  cell  adhesion

morphology  transitioned  from  a  spread  state  to  an  approximately  spherical  state,  the  scaffold’s  ability  to  promote

chondrogenesis of cells showed a trend of first increasing and then decreasing. This study provides important references and

guidance  for  effectively  regulating  the  anti-cell-adhesive  performance  and  morphological  features  of  silk  fibroin  based  or

other similar electrospun scaffolds.
Key words: methacrylated silk fibroin；   polyethylene glycol diacrylate；   electrospun scaffold；   anti-cell-adhesion；   cell-
material interaction

生物医用材料抗细胞黏附性能的有效调控是其适配特定临床需求的核心前提之一。其中，抗细胞黏附

材料在术后防粘连[1, 2]、血栓预防[3] 等特殊场景具有重要应用价值。较为理想的抗细胞黏附材料需具有优秀

的生物相容性、稳定而持久的抗细胞黏附性能、适配应用场景的力学性能，以及优秀的仿细胞外基质

（Extracellular matrix, ECM）特性[4-6]。

丝素蛋白（Silk fibroin, SF）作为源自天然蚕丝的生物大分子，凭借其优秀的生物相容性、可控的生物降解

性及良好的加工可塑性，已成为生物医用材料领域的研究热点之一[5-11]。在各类 SF材料中，基于静电纺丝技

术制备的 SF基静电纺支架可高度仿生天然 ECM中的纳米纤维结构和高度连通的多孔结构，其在组织工程、

创面修复等领域展现出广阔的应用前景[6, 12-15]。天然 SF分子中相对缺乏可促进细胞特异性黏附的短肽序列

（如精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸（RGD），精氨酸-谷氨酸-天冬氨酸-缬氨酸（REDV）等）[7]，因而表现出“相对较差

的促细胞黏附”特性，该特性也为 SF基静电纺支架在预防术后粘连等领域中的应用提供了可能。然而，SF材

料自身的抗细胞黏附性能也并不理想。综上分析，如何有效提升 SF基静电纺支架的抗细胞黏附功能是有效

拓展此类支架在预防术后粘连与血栓形成、修复特定组织等生物医用领域的关键。文献 [16, 17]指出，生物

支架抗细胞黏附改性的常用策略（如物理共混、表面涂覆等）存在功能调控范围有限、改性组分与基体结合不

牢固、支架力学性能下降等不足。

为解决开发抗细胞黏附 SF基静电纺支架中的相关瓶颈问题，本研究提出“多重化学修饰与快速紫外光

促共交联相结合”的静电纺丝策略：首先通过甲基丙烯酸缩水甘油酯（Glycidyl methacrylate，GMA）对 SF进行

化学修饰，制备出含碳碳双键（C=C）的甲基丙烯酰化丝素蛋白（Methacrylated silk fibroin，SFMA），以赋予 SF
原料紫外光促快速交联特性；然后将 SFMA与兼具优异抗细胞黏附特性和紫外光促快速交联活性的聚乙二

醇二丙烯酸酯（Polyethylene glycol diacrylate，PEGDA）共混，采用静电纺丝技术制备复合静电纺支架；最后在

静电纺丝接收端同步施加紫外（Ultraviolet，UV）光照射，引发 SFMA和 PEGDA同种或异种分子间的共价交联

进而构建结构稳定的化学交联网络，同时赋予 SF基静电纺支架更优异的抗细胞黏附性能和力学性能。本研

究进一步通过调控 PEGDA的复配比例，系统考察了不同 PEGDA含量对 SF基复合静电纺支架理化特性和干

细胞响应的影响。该研究有望为拓展 SF基静电纺支架在预防术后粘连、特定组织修复等生物医用领域中的

应用提供重要依据和指导，同时为有效调控 SF或其他类似静电纺支架的力学性能和形貌特征提供参考。

 1    实验部分

 1.1    原料、试剂和耗材

家蚕茧：贵州星丝路美好生活科技有限公司；无水碳酸钠（Na2CO3）、无水乙醇：分析纯，国药集团化学试

剂有限公司；溴化锂：分析纯，上海中锂实业有限公司；GMA：w≥98%，安徽泽升科技有限公司；透析袋：截留

分子量为 14 000±2 000，上海巨源生物科技有限公司；PEGDA：w≥99%，数均分子量为 700，美国 Sigma-Aldrich
公司；苯基 (2,4,6-三甲基苯甲酰基)磷酸锂盐（LAP）：w≥97%，上海皓鸿生物医药科技有限公司；SD大鼠骨髓
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间充质干细胞（BMSCs）：上海语纯生物科技有限公司；胰蛋白酶、低糖 DMEM培养基、高糖 DMEM培养基、

青霉素与链霉素溶液（双抗）、胎牛血清（FBS）、磷酸盐缓冲溶液（PBS，0.01 mol/L）：美国 Gibco公司；多聚甲

醛：w=4%，北京兰杰柯科技有限公司；Cell counting kit-8 试剂盒（CCK-8）：美国 MCE公司；T75细胞培养瓶、

24孔细胞培养板、96孔细胞培养板：上海卧宏生物科技有限公司；6孔超低黏附细胞培养板、24孔超低黏附

细胞培养板：北京兰杰柯科技有限公司。

 1.2    实验设备

静电纺丝设备：北京永康乐业科技发展有限公司 ET-2531型；台式 UV灯：中山市古镇镇优威固照明电器

厂 LG-3535型；扫描电子显微镜（SEM）：日本日立株式会社 FlexSEM 1000Ⅱ型；液体核磁共振波谱仪：德国

Bruker公司 AVANCE Ⅲ HD 400 MHz型；电子天平：日本岛津株式会社 AUW120型；微机控制电子万能试验

机：深圳三思纵横科技股份有限公司 UTM6104型，传感器 100 N；接触角测量仪：德国 Dataphysics公司

OCA40 Micro型；细胞培养箱：德国 Heraeuss公司 BB15型；超净台：美国 Thermo Fisher公司 HeraguardTM

ECO型；多功能酶标仪：美国 ThermoFisher公司Multiskan FC型。

 1.3    SF 和 SFMA 溶液的制备

SF溶液的制备：将蚕茧烘干后去除内部蚕蛹，剥离其最内层与外层茧层，保留洁净茧层，而后将其置于

Na2CO3 溶液（w=0.38%）中保持沸腾状态 30 min进行脱胶处理；接着用去离子水反复漂洗以除去丝胶蛋白和

残留的 Na2CO3；重复上述脱胶步骤 2次，然后风干脱胶丝；进一步将风干的脱胶丝在 60 ℃ 的 9.3 mol/L的溴

化锂溶液中保温溶解 1 h（脱胶丝的质量浓度为 0.1 g/mL）；最后加水稀释、抽滤得到质量分数约为 5%的丝素

溴化锂溶液，将该溶液用去离子水进行透析 4 d（共 16次），于 8 ℃ 环境中风吹浓缩得到质量分数为 10%的

SF水溶液，备用[18-21]。

SFMA溶液的制备：向上述 SF水溶液中缓慢加入 GMA（添加质量为 SF质量的 0.6倍），再于 60 ℃ 下以

300 r/min的转速密封搅拌反应 3 h，将所得 SFMA溶液按上述 SF溶液类似的透析、浓缩工艺进行处理，制得

质量分数 10%的 SFMA水溶液，备用。SFMA的合成原理图如图 1（a）所示。本研究所选的 GMA用量是在

文献 [20, 22]报道常规用量（添加质量为 SF质量的 0.3倍）基础上做进一步的对比探索后筛选获得，所制备

SFMA中的 C=C键含量随 GMA用量的增加出现一定程度的提升，本文所选条件具有相对更高的 C=C键含

量，有望更好地保障后期实验中 SFMA与 PEGDA的牢固稳定结合。

将 SF溶液和 SFMA水溶液冷冻干燥得到 SF和 SFMA冻干粉，于常温、干燥条件下保存备用。通过核

磁共振氢谱（1H-NMR）对 SF和 SFMA冻干粉进行表征。使用重水作为溶剂溶解 SF和 SFMA冻干粉，在 25 ℃
下扫描 32次[20]。
 

(a)

(b) Collector

UV

Syringe pump

Applying UV when electrospinning

SFMA
(w=35%)

Mixing SFMA with 
PEGDA

PEGDA
SFMA
Crosslinking point 

LAP
PEGDA

SF GMA SFMA

60 ℃

图 1    （a）SFMA的合成原理；（b）SFMA/PEGDA静电纺支架的制备示意图

Fig. 1    (a) Synthesis mechanism of SFMA; (b) Preparation diagram of SFMA/PEGDA electrospun scaffold
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 1.4    SF、SFMA 和 SFMA/PEGDA 静电纺支架的制备

SF静电纺支架的制备：将 w=10%的 SF水溶液

进一步浓缩至 w=35%以用于纺丝（表 1）。采用覆

有铝箔层的金属板作为纤维收集器，取 2 mL上述

纺丝溶液装入注射器，经内径 0.6 mm金属针头，由

注射泵以 1.2 mL/h的速率驱动挤出；纺丝电压设为

正电极 17 kV、负电极 2 kV，针头尖端至收集器表面

纺丝距离控制为 20 cm，纺丝环境维持温度 （ 20±
5） ℃、相对湿度（40±5）%。纺丝结束后，初生纤维

经硅胶干燥剂环境干燥 24 h，再于 37 ℃、相对湿度

90%条件下后处理 36 h，制得 SF静电纺支架。

SFMA静电纺支架的制备：将 w=10%的 SFMA
水溶液进一步浓缩至 w=35%，向其中加入 4.67 mg引发剂 LAP（表 1），在避光条件下充分混匀制得 SFMA纺

丝溶液。静电纺基础操作同 SF静电纺支架的制备，同时在与收集器呈 45°夹角、距离收集器 28 cm处放置

365 nm紫外灯（光强 16 mW/cm2），为纺丝过程提供同步紫外交联的辐照条件。纺丝结束后，初生纤维按 SF
静电纺支架的干燥、后处理工艺操作，最终获得 SFMA静电纺支架。

SFMA/PEGDA静电纺支架的制备：将 w=10%的 SFMA水溶液进一步浓缩至 w=35%，同时配制好 w=35%
的 PEGDA溶液，随后按表 1所示配方分别配制支架 S10P1、S10P3和 S10P5所对应的纺丝液。三者在避光条

件下充分混匀后，依据“SFMA静电纺支架制备”的纺丝策略制备不同 PEGDA含量的 SFMA/PEGDA静电纺

支架，其制备示意图如图 1（b）所示。

 1.5    静电纺支架的理化性能表征

 1.5.1   拉伸力学性能　 待测试支架材料均被裁剪成矩形（35 mm×5 mm），用膜厚仪测量并记录样品厚度。随

后在温度（20±5） ℃ 和相对湿度（50±5）%下，通过微机控制电子万能试验机测试不同静电纺支架的拉伸力学

性能。测试过程中将拉伸速率设定为 3 mm/min，夹具初始夹持间距为 20 mm。断裂强度是样条完全断裂瞬

间的应力数值，断裂伸长率是样条完全断裂瞬间的应变数值[23]。

 1.5.2   表面形貌　 裁剪相关静电纺支架样品，将其粘贴于贴有导电胶的样品台上进行 120 s喷金处理（10 mA
电流），采用 SEM在 3 kV电压下进行支架微观形貌的拍摄。根据典型的 SEM图像，用 Image J软件测量并计

算支架中纤维的直径、支架的孔径和孔隙率[24, 25]。

 1.5.3   接触角　 用水接触角测角仪测得支架表面的接触角，以评估它们的润湿性。具体操作如下：裁剪尺寸

为 1 cm×1 cm的静电纺支架样品，将其平整粘贴于洁净平整玻璃片上，置于硅胶干燥剂环境中静置 10 min，去
除表面吸附水分以排除干扰。随后将样品平稳放置于测角仪测试平台，调整平台至水平状态校准仪器。向

样品表面中心位置滴加 2 μL去离子水。用于测量相应接触角的所有图像均在水滴接触支架表面后 0.5 s拍
摄，每组样品选取 5个不同测试点，取平均值作为最终接触角数据。

 1.6    PEGDA 含量对静电纺支架表面黏附干细胞行为的影响

 1.6.1   BMSCs 细胞的培养与传代　  细胞培养液由低糖 DMEM培养基、胎牛血清、青霉素与链霉素溶液以

100∶10∶1的体积比混合配制得到。选用 T75细胞培养瓶，将细胞接种于含上述培养液的培养瓶中，置于 37 ℃
的恒温培养箱（CO2 体积分数为 5%，下同）中静置培养，每 2 d更换一次新鲜培养液，维持细胞生长微环境稳

定。用显微镜观察到细胞在培养瓶底部的汇合度达到 80%左右时，弃去旧培养液，用 PBS缓冲液轻轻漂洗细

胞表面 2次；随后加入适量胰蛋白酶消化液（w=0.25%），37 ℃ 孵育 2～3 min至细胞脱落。随即加入等量培养

液终止消化，将细胞悬液转移至离心管中，以 1 000 r/min的转速离心 5 min。进一步弃去上清液，用新鲜培养

液重悬细胞沉淀，获得细胞悬液。将细胞悬液均分至 3个新的 T75培养瓶中继续传代培养，扩增细胞数量，

满足后续实验需求。

 1.6.2   BMSCs 细胞在支架表面的接种与培养　 将制备好的 SF、SFMA和 SFMA/PEGDA静电纺支架裁剪为直

径 15 mm的圆片，置入 24孔超低黏附细胞培养板中，并用适配尺寸的聚四氟乙烯压环压住底部的圆片状支

 

表 1    SF、SFMA和 SFMA/PEGDA静电纺支架所对应纺丝液的
配方

Table 1    Formulation of the spinning dopes corresponding to the SF,
SFMA, and SFMA/PEGDA electrospun scaffolds

Sample mSF(aq) or mSFMA(aq)/g mPEGDA/g mLAP/mg

SF 2.00 / /

SFMA 2.00 / 4.67

S10P1 1.82 0.18 4.67

S10P3 1.54 0.46 4.67

S10P5 1.33 0.67 4.67

Mass fractions of SF, SFMA, and PEGDA are all 35%
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架。随即加入乙醇溶液（φ=75%）浸泡 2 h灭菌后，用无菌 PBS缓冲液反复漂洗 8次（每次 30 min），以洗去残

留乙醇和体系中可能存在的微量引发剂。洗涤完毕后，每孔加入培养基 500 μL，置于 37 ℃ 的恒温培养箱中

预处理 2 h。最后弃去培养基，每孔加入细胞悬浮液 500 μL（6×104 cells/mL）进行细胞接种。将接种细胞后的

孔板置于 37 ℃ 的恒温培养箱中静置培养，每 2 d更换一次新鲜培养液进行细胞培养。在后续考察细胞黏附

和增殖状态的实验中，支架表面细胞培养所用培养液由低糖 DMEM所配制；而在细胞分化状态的实验中，支

架表面细胞培养所用培养液则由高糖 DMEM所配制。

 1.6.3   BMSCs 细胞在支架表面的黏附情况观察　 细胞在支架表面培养 3 d后，通过 SEM观察每种支架上的细

胞黏附情况。在观察前，先将细胞负载支架置于含 4%（体积分数）多聚甲醛的 PBS溶液中，4 ℃ 下固定 2 h；
吸去残留溶液，随后进行梯度脱水处理，依次浸入 30、50、70、75、80、90、100%（体积分数）的乙醇溶液中，每

个梯度浸泡 10 min；脱水完成后将样品自然干燥，采用铂溅射仪对样品进行喷镀处理（10 mA，50 s）；最后使用

SEM（5 kV）观察并记录相关细胞黏附状态，同时直接反映支架的抗细胞黏附性能。

 1.6.4   BMSCs 细胞在支架表面的增殖情况表征　 采用 CCK-8试剂盒检测细胞在不同支架上培养 6 d的增殖

情况。细胞培养 1 d或 6 d后，弃去各孔原有培养基，每孔加入 500 μL CCK-8工作溶液（配方：体积分数 10%
的 FBS，体积分数 10%的 CCK-8试剂，体积分数 80%的 DMEM培养液）；将培养板置于 37 ℃ 的恒温培养箱

中孵育 2 h后，每孔吸取 100 μL上清液转移至 96孔板中；使用酶标仪在 450 nm波长处测定各孔光密度（OD）

值；通过对比培养 1 d与 6 d的 OD值大体评估每种支架表面的细胞总活力情况，同时间接反映支架的抗细胞

黏附性能。

 1.6.5   BMSCs 细胞在支架表面的成软骨分化情况表征　 通过逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）技术检测成支架

表面细胞成软骨分化相关的特征基因表达水平，评估不同支架对 BMSCs成软骨分化的影响。具体检测基因

包括Ⅱ型胶原蛋白基因（Col Ⅱ）、蛋白聚糖 4基因（PRG4）、软骨寡聚基质蛋白基因（COMP）及软骨分化关键

转录因子基因（SOX9），以甘油醛-3-磷酸脱氢酶基因（GAPDH）作为内参基因校准实验数据。具体实验中，按

照 1.6.2节“BMSCs细胞在支架表面的接种与培养”流程，完成细胞接种，持续培养6 d后，委托上海代轩生物

科技有限公司测定相关基因表达。Col Ⅱ、PRG4、COMP、SOX9及内参基因 GAPDH的特异性引物序列详见

表 2。采用 2−ΔΔCt 法[26] 对荧光定量 PCR检测得到的原始数据进行分析，计算各组成软骨相关特征基因的相对

表达量，进而量化评估不同支架对 BMSCs成软骨分化的影响。

 2    结果与讨论

 2.1    1H-NMR 表征

SF及 SFMA的1H-NMR表征结果如图 2所示。相较于 SF，SFMA在化学位移 6.01与 5.56处显现了甲基

丙烯酸乙烯基的特征共振峰[20]；同时在 1.76处可检测到 GMA甲基基团的特征信号峰[20]。上述特征峰的出现，

证实了 GMA已成功接枝至 SF分子链上，进而在 SF分子链上成功修饰了碳碳双键。

 

表 2    特征基因和内参基因的 RT-PCR引物序列

Table 2    RT-PCR  primer  sequences  for  target  genes  and  reference
gene

Primer Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’)

Col Ⅱ GGCGAGTCTTGCGTCTAC GTGCTTCTTCTCCTTGCTCTT

PRG4 GTATTCCCTCTCCCATTGAC GATACCCAGCATCCATTACAT

COMP ACTGGGTGGTGCTCAATCA ATCGGTGGCGGTGTTTAC

SOX9 CAGACCAGTACCCGCATC TCTTCTCGCTCTCGTTCAG

GAPDH TGTTCCTACCCCCAATGTAT TTCACCACCTTCTTGATGTC
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图 2    SF和 SFMA的1H-NMR谱图

Fig. 2    1H-NMR spectra of SF and SFMA
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 2.2    PEGDA 含量对静电纺支架拉伸性能的影响

SF、SFMA及 SFMA/PEGDA静电纺支架的应力-应变曲线如图 3(a)所示，进一步依据应力-应变曲线计

算而得的断裂强度和断裂伸长率分别见图 3(b，c)。
SF、SFMA、S10P1、S10P3和 S10P5支架的断裂强度平均值分别为 1.5、2.8、4.1、4.0、3.1 MPa，SFMA较

SF支架的断裂强度有明显升高，这一差异很可能源于紫外光促交联过程中 SFMA分子间的碳碳双键可形成

牢固的化学键和交联点[20]，从而增强了 SFMA分子链的结合力，提升了 SFMA支架的断裂强度。所述结果也

在一定程度上间接证实碳碳双键成功修饰到 SFMA中。在 SFMA基础上进一步引入 PEGDA后，复合支架

S10P1、S10P3的断裂强度进一步升高，而 S10P5（PEGDA含量最高）的断裂强度则略有回落，但仍高于 SF和

SFMA。出现这一现象的原因可能在于：PEGDA的数均分子量显著小于 SFMA，且仅在分子两端含有碳碳双

键。在仅有少量 PEGDA混入的情况下，PEGDA可起到类似交联剂的作用，将分子量较大的 SFMA共价交联

到一起，从而在一定程度上提高交联网络强度并增强复合支架的断裂强度。在过高含量 PEGDA混入的情况

下，体系中提供更多交联位点的 SFMA大分子链占比明显降低，整体交联网络中交联密度的下降将综合导致

支架断裂强度的减小。

SF、SFMA、S10P1、S10P3和 S10P5支架的断裂伸长率平均值分别为 1.4%、1.6%、2.3%、4.5%和 16.4%。

SFMA支架的断裂伸长率较 SF支架略有提升，但无显著性差异，这表明 SFMA支架中交联点的引入并未显

著提高支架的断裂伸长率。随着 PEGDA含量的增加，复合支架的断裂伸长率呈现明显的递增趋势。这一变

化趋势的核心可能在于：PEGDA仅在分子端含有碳碳双键，大量 PEGDA的引入将会降低复合材料体系整体

的交联密度；此外，PEGDA分子链段不如丝素蛋白分子链段那般较易诱导组装形成 β-折叠结晶结构，其具有

更好的柔顺性。上述因素综合导致 PEGDA含量较高的复合静电纺支架展现出更大的断裂伸长率。
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图 3    丝素蛋白基静电纺丝支架的拉伸力学性能：（a）应力-应变曲线；（b）断裂强度；（c）断裂伸长率（***：p≤0.001，**：0.001<p≤
0.01，*：0.01<p≤0.05，Δ：p>0.05）

Fig. 3    Tensile properties of silk fibroin-based electrospun scaffolds: (a) Stress-strain curve; (b) Breaking strength; (c) Elongation at break (***：
p≤0.001，**：0.001<p≤0.01，*：0.01<p≤0.05，Δ：p>0.05)

 2.3    PEGDA 含量对静电纺支架形貌的影响

SF、SFMA及 SFMA/PEGDA支架的微观形貌如图 4（a）所示，支架中纤维直径、孔径及孔隙率特征如

图 4（b～d）所示。SFMA与 SF支架在纤维直径、孔径及孔隙率特征方面均无显著性差异。随着 PEGDA含量

增加，SFMA、S10P1、S10P3和 S10P5支架的纤维直径、孔径及孔隙率均呈现出逐渐降低的趋势。在静电纺

丝过程中，PEGDA的加入降低了纺丝液中 SFMA大分子链的有效占比，从而弱化了纺丝液中大分子链的缠

结作用，使静电纺过程中射流更易被高压电场拉伸细化[27]，进而呈现出随着 PEGDA含量的提升，静电纺支架

纤维直径逐渐变小的趋势（图 4（b））。此外，由于所用纺丝液的总体积相等且纺丝液中固体含量相同，纤维直

径的降低将导致 PEGDA含量越高的纤维支架中纤维的数量变多。更多数量纤维的沉积和堆叠势必会降低

静电纺支架的孔径（图 4（c））和孔隙率（图 4（d））。
 2.4    PEGDA 含量对静电纺支架亲疏水性的影响

各组支架的亲疏水性结果如图 5所示。SFMA支架的接触角与 SF支架相当，分别为 113.8°和 114.9°，表
明 GMA的修饰并不会明显改变最终静电纺纤维支架的亲疏水性。随着 PEGDA含量的提升，S10P1、S10P3、
S10P5支架的接触角依次减小至约 81.3°、21.3°和 0°。研究报道[28, 29] 表明，PEGDA及其所形成水凝胶等材料

具有较强的亲水性。这很可能是本研究中材料亲水性随 PEGDA含量增加而增加的原因。
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SF SFMA
113.8° ± 1.2° 114.9° ± 1.9°

S10P1 S10P3 S10P5
81.3° ± 4.6° 21.3° ± 3.3° 0°

图 5    丝素蛋白基静电纺丝支架的水接触角

Fig. 5    Water contact angle of silk fibroin-based electrospun scaffolds
 

 2.5    PEGDA 含量对静电纺支架表面细胞黏附和活力的影响

细胞培养 3 d后，BMSCs细胞在 SF、SFMA、S10P1、S10P3及 S10P5支架上的黏附情况如图 6（a～e）所示。

细胞在 SF和 SFMA支架上的黏附数量相对较多，细胞铺展面积也相对更大。随着支架中 PEGDA含量逐渐

提升，支架 SFMA、S10P1、S10P3和 S10P5上细胞黏附的数量逐渐减少，细胞形态也逐渐由较好的铺展状态

转变为收缩状态（近似球状）。这表明随着 PEGDA含量的提升，复合支架整体表现出更优的抗细胞黏附特征。

大量研究证实，PEG及其衍生物（如 PEGDA）所形成水凝胶等材料具有优异的抗细胞黏附特性，因而被广泛

应用于抗细胞黏附反差图案的制备[2, 30] 以及预防术后粘连水凝胶材料的制备[31, 32] 等领域。这也正是本研究

中 PEGDA含量提升显著增强复合静电纺支架抗细胞黏附特征的关键原因所在。

本研究同时采用 CCK-8试剂检测各组支架材料表面细胞培养 1 d和 6 d后的细胞总活力情况，以进一步

评估不同 PEGDA含量对静电纺支架表面细胞黏附和细胞活力的影响（图 6（f））。培养 1 d后，各组支架对应

的 OD值均相对较低，但大体呈现出 SF和 SFMA中的细胞总活力无显著差异，SFMA、S10P1、S10P3、S10P5
中的细胞总活力逐渐降低的趋势。培养 6 d后，所有支架上细胞总活力相较于培养 1 d后的相应值均有显著

上升，说明细胞均发生不同程度的增殖。横向对比可知，培养 6 d后，各支架上细胞总活力变化规律与培养

1 d后类似，即 SF和 SFMA组无显著性差异，SFMA、S10P1、S10P3、S10P5组中的细胞总活力逐渐降低。这

一现象与 SEM观察到的细胞黏附结果（图 6（a～e））高度吻合：SF和 SFMA支架表面细胞黏附数量多、铺展

状态佳，因而细胞总活力更高；随着 PEGDA含量提升，支架抗细胞黏附性能增强，表面细胞数量逐渐减少且

部分细胞逐渐收缩为球形，最终导致细胞总活力逐步降低。

上述结果共同证实 PEGDA与 SFMA的共价交联可以有效提升丝素蛋白基复合静电纺支架的抗细胞黏

附性能。随着 PEGDA含量升高，支架的抗细胞黏附效果逐步增强，具体表现为表面细胞逐渐收缩成近似球

状，细胞总活力逐渐下降。
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图 4    丝素蛋白基静电纺丝支架的形貌特征：（a）SEM图像；（b）纤维直径；（c）支架孔径；（d）支架孔隙率；（***：p≤0.001，**：
0.001<p≤0.01，*：0.01<p≤0.05，Δ：p>0.05）

Fig. 4    Morphological  characteristics  of  silk  fibroin-based  electrospun  scaffolds:  (a)  SEM  images;  (b)  Fiber  diameter;  (c)  Pore  size;
(d) Porosity (***：p≤0.001，**：0.001<p≤0.01，*：0.01<p≤0.05，Δ：p>0.05)
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 2.6    PEGDA 含量对静电纺支架表面细胞成软骨分化的影响

已有研究表明，材料对干细胞黏附状态的改变和调控会进一步影响细胞的分化行为[2, 33]。McBeath[34] 和
Eyckmans等[35] 的研究结果表明：材料表面铺展面积较大的细胞更容易发生成骨分化，而铺展面积较小的细

胞和细胞团聚体则更利于发生成软骨分化。鉴于此，本研究以成软骨分化为切入点，进一步考察了不同

PEGDA含量对静电纺支架表面细胞成软骨分化的可能影响。

BMSCs细胞在 SF、SFMA、S10P1、S10P3和 S10P5支架上培养 6 d后的成软骨特异性基因 （Col Ⅱ、

PRG4、COMP和 SOX9）表达如图 7所示。综合 4种特征性基因的相对表达量，SFMA和 SF支架上细胞的成

软骨分化能力相差不大，这与两种支架相似的形貌特征以及类似的细胞黏附效果密切相关。此外，共价交联

有 PEGDA的复合支架表面细胞的成软骨分化能力显著优于不含 PEGDA的 SFMA支架；其中 PEGDA含量

居中的 S10P3支架最优。具体而言，在 3种 SFMA/PEGDA支架中，S10P3支架上细胞的 Col Ⅱ、PRG4和

COMP基因表达量均为最高，仅 SOX9基因表达量低于 S10P5支架，因而可综合认为 S10P3支架最利于促进

细胞的成软骨分化。

上述结果可结合细胞形态特征及已有研究规律进一步阐释。天然软骨细胞通常呈球状形态[36]。此外，

干细胞分化行为考察的典型研究亦表明收缩为近似球形的细胞或细胞聚集体也更有利于干细胞的成软骨分

化[37, 38]。本研究中，PEGDA的共价引入赋予了丝素蛋白基静电纺支架抗细胞黏附性能，且引入比例越大，支

架的抗细胞黏附性能越强。在所考察的各组支架中，SF和 SFMA支架中不含 PEGDA，细胞铺展面积相对较

大（图 6（a, b）），因而对应细胞的成软骨分化能力相对最弱。加入少量 PEGDA后，S10P1支架的抗细胞黏附

性能稍有提升，其上细胞很可能由于发生少量收缩而表现出综合强于 SF和 SFMA支架上细胞的成软骨分化

能力（图 6（c））。随着 PEGDA的进一步提升，S10P3支架上的部分细胞收缩为近似球状（图 6（d）），同时保持

相对适当的细胞活力，因而综合表现出最强的成软骨分化能力。对于 PEGDA含量最高的 S10P5支架，最强

的抗细胞黏附性能导致其表面细胞显著收缩（图 6（e）），但这一作用也将显著降低细胞的整体活力。细胞整

体活性的降低将不利于细胞功能的发挥和特征基因的表达[39, 40]，因而综合表现出低于 S10P3的成软骨分化

能力。

本研究通过“多重化学修饰与快速紫外光促共交联相结合”的静电纺丝策略有效实现了丝素蛋白基静电

纺支架的抗细胞黏附改性，所开发策略具有较好的普适性，为丝素蛋白基静电纺支架的多样化功能改性提供
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图 6    BMSCs细胞在不同丝素蛋白基静电纺丝支架上的黏附和增殖情况：（a～e）细胞培养 3 d后 SEM图像（细胞被伪彩为绿色）；

（f）细胞培养 1 d和 6 d后相对细胞活力变化情况（***：p≤0.001，Δ：p>0.05）

Fig. 6    Adhesion  and  proliferation  of  BMSCs  cells  on  varied  silk  fibroin-based  electrospun  scaffolds:  (a—e)  SEM images  of  cells  after  3 d
culture  (cells  are  pseudo-colored  green);  (f)  Changes  of  relative  cell  viability  of  cells  after  1 d  and  6 d  culture  (***: p≤0.001，Δ：
p>0.05)
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了重要参考。该策略的核心是通过甲基丙烯酰化修饰赋予丝素蛋白碳碳双键，使其具备快速紫外光促交联

特性。基于此，可将 PEGDA替换为其他带有碳碳双键的功能“单体”，通过在静电纺丝的同时共交联修饰实

现支架功能的有效调控：如引入同时含碳碳双键和 RGD等短肽序列的功能“单体”，可在丝素蛋白基静电纺支

架中引入促细胞特异性黏附的短肽序列位点，有望提升支架的促细胞黏附能力；引入同时含碳碳双键和季铵

盐阳离子基团的功能单体则有望赋予丝素蛋白基静电纺支架优异的抗菌性能。综上，本研究为丝素蛋白基

或其他类似静电纺支架的功能化修饰和支架形貌特征调控提供了重要参考和指导。

 3    结　论

（1）基于“多重化学修饰与快速紫外光促共交联相结合”的静电纺丝策略，成功制备了具有明显抗细胞黏

附功能的丝素蛋白基静电纺支架。

（2）随着 PEGDA含量的增大，所制备支架的纤维直径、支架孔径和孔隙率逐渐减小；支架的亲水性逐渐

提高；支架的断裂伸长率逐渐提升，断裂强度则先增高后降低。

（3）随着 PEGDA含量的增大，支架的抗细胞黏附性能逐渐增强，细胞的黏附形态将由相对充分的铺展状

态转变为近似球形的收缩状态，整体细胞活力逐渐下降；干细胞的成软骨分化能力则呈现出先增强后降低的

综合趋势。
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