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具有抗菌功能的聚乳酸基纳米纤维膜

的构建及生物学评价

Construction and Biological Evaluation of Polylactic Acid-based 
Nanofibrous Membranes with Antibacterial Properties
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【Abstract】   The interface modification technology of material surface is crucial for realizing the 

controllable preparat ion of material  propert ies and endowing i ts  biological  functions.  In this  s tudy,  a 

biodegradable polylactide (PLA)-based nanofibrous biofilm was prepared by an air-brushing approach, and 

amino groups were introduced through plasma processing technology, followed by grafting tannic acid onto the 

fiber surface in the presence of glutaraldehyde, which effectively improved the hydrophilicity of the modified 

biofilm. Furthermore, the reducibility of tannic acid allowed for in situ deposition of silver nanoparticles on the 

film surface, which effectively improved the antibacterial capacity of the biofilm. In vitro biological evaluation 

with fibroblasts as a kind of model cells showed that the material had good cytocompatibility. The functional 

biofilm is expected to act as a kind of self-antibacterial biodegradable film for skin wound healing.
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【摘要】  材料表界面改性技术是实现材料性能可控制备，赋予其功能的关键。该研究采用喷纺技术制备了以聚乳酸（PLA）

为基体的纳米纺丝可吸收高分子生物膜，并通过等离子体处理技术引入氨基，经过戊二醛将单宁酸接枝至纤维表面，有效提高了

PLA 膜的亲水性能。利用单宁酸的还原功能将纳米银原位沉积到纳米纤维膜表面，有效提高了纤维膜的抗菌性能。体外细胞学

评估表明该材料具有良好的细胞相容性，有望作为抗菌功能可吸收生物膜用于抗感染皮肤创面修复。
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 0    引言

由于伤口、创伤、烧伤、衰老和手术引起的皮

肤损失和功能障碍可能导致截肢或其他威胁生命的

后果，从而极大地影响人类健康［1］。自体移植、同

种异体移植和人工植入是皮肤再生的一般方法。自

体移植的来源有限，会造成不可避免的损伤和移植

部位的并发症；同种异体移植则存在免疫排斥和病

毒诱导的风险［2］。因此，如何开发具有高生物活性

和生物安全性的人造移植物是现代再生医学领域中

皮肤再生的关键问题。近年来，壳聚糖［3］，胶原蛋

白［4］，聚（乳酸 - 羟基乙酸）［5］，聚（ε- 己内酯）［6］，
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和聚乳酸［7］等高分子材料被用于研制不同形式的医

用敷料，并取得了一定的修复效果。尽管如此，在

创面修复过程中，感染是导致皮肤修复失败的主要

原因［6］。因此，结合原位杂化技术掺杂抗菌剂于伤

口敷料中，能够阻挡外来病菌或者避免微生物滋生，

这是一种高效管理抗菌剂的策略。

聚乳酸的生物相容性好，可生物降解易加工等

优点使其广泛用于生物医学领域，通过制成薄膜［8］、

纳米片［9］、纳米颗粒［10］等不同形式用于各种医

用敷料的开发，然而其疏水性和生物惰性仍然是

限制其生物医学应用的主要因素。单宁酸作为一

种植物来源的天然多酚，由中央葡萄糖分子和没

食子酰基组成［11］，分子中独特的多酚结构赋予其

良好的抗氧化性和一定的抗菌活性［12］。单宁酸可

以通过氢键作用与细菌的细胞膜上蛋白质结合，破

坏了细胞膜的完整性，从而实现抗菌作用［13］。据

报道单宁酸可作为还原剂，能够简便、环保且具有

成本效益低在室温下制备银纳米颗粒（AgNP）［14］。

AgNP 尺 寸 小、 比 表 面 积 大， 通 过 直 接 与 细 菌 细

胞壁接触，便可释放有毒金属离子或生成活性氧

（ROS）来发挥杀菌作用，因此呈现出对多种菌

株的杀菌活性。此外，AgNP 能将药物的不良副作

用降至最低，并且不触发微生物的耐药性［15］。将

AgNP 与聚乳酸纳米纤维膜复合，有望构建具有高

抗菌性能的可吸收生物纤维膜。

鉴于此，本研究首先通过喷气纺丝的方式，

构建具有模拟胞外基质结构的纳米纤维膜基底。

利用氨等离子体技术在膜表面引入氨基，并通过

戊二醛将单宁酸修饰到纳米纤维表面，利用单宁

酸的还原性成功地将纳米银修饰到纤维膜表面，

有效改善了所制备生物膜的亲水性能和抗菌活性。

该抗菌生物膜有望作为具有生物活性的功能膜用

于皮肤创面愈合修复。

 1    实验部分

1.1    实验材料

本文所用的主要试剂如下：聚乳酸（PLLA，

［η］=4.1 dL/g，自制）；单宁酸、硝酸银（分析纯，

国药集团化学试剂有限公司）；二氯甲烷、乙醇

及其他试剂（分析纯，上海凌峰化学试剂有限公

司）；DMEM 培 养 基、 胰 蛋 白 酶（ 美 国 Hyclone
公司）；MTT 粉末、FITC 染色剂（Sigma-Aldrich

（上海）贸易有限公司）。

1.2    纳米杂化纤维膜的制备

1.2.1    聚乳酸纳米纤维膜的制备

将 1 g 聚乳酸溶于二氯甲烷 / 乙醇的混合溶剂

（95:5，v/v），制得均一溶液（30 mg/mL）。利用

溶液喷纺法（气流压力 0.2 MPa，接收距离 20 cm，

喷嘴口径 0.5 mm）制备 PLLA 纳米纤维膜。所得纤

维膜真空干燥 60℃ 24 h后备用，得干燥样品备用。

1.2.2    纳米杂化纤维膜的等离子体表面处理

将纤维膜放置于等离子体表面活性仪（Femto 
A，Diener electronic GmbH） 的 腔 体 内， 对 纤 维

膜进行表面等离子体处理（氨气，30 s，处理功率

50 W）。将最后处理后的纤维膜命名为 PLLA-N
纤维膜。

1.2.3    抗菌聚乳酸纳米纤维膜的制备

将一定质量 PLLA-N 纤维膜（5 mm×5 mm）浸

入 10 mL 7.5% 戊二醛溶液中，37 ℃下反应 2 h。之

后加入 2 mL 单宁酸溶液（13 mg/mL）进行反应。

6 h 后，将纤维膜取出，用超纯水洗涤纤维膜表面

未反应的戊二醛及单宁酸，之后分别加入 10 mL 
1.0 mg/mL 和 2.0 mg/mL 硝酸银溶液中，避光 37 ℃
下反应 6 h。随后取出纤维膜，真空干燥 24 h，将

最后制备所得的纤维膜分别命名为 PLLA-1.0Ag 和

PLLA-2.0Ag 膜。

1.3    表征

1.3.1    X 射线光电子能谱（XPS）
使 用 通 过 X 射 线 光 电 子 能 谱（ESCALAB 

250Xi，美国 Thermo Fisher 公司）对纳米纤维膜

的表面元素进行表征。

1.3.2    亲水性表征

使用接触角测量仪（JC2000D2，上海中晨数

字技术设备有限公司）测定纤维膜的水接触角以

表征其亲水性。

1.3.3    X 射线衍射（XRD）

使用 X 射线衍射仪（D/max2550VB，日本理学

电机）测定对纳米杂化纤维膜进行表征。衍射仪扫

描速度为 3°/min，0.02°/step，测试角度为 10°~80°。

1.3.4    微观形貌

使用扫描电子显微镜（SEM，S-4800N，日本

日立公司）对纳米膜进行形貌表征。样品喷金 50 s，

加速电压 15 kV。

1.4    体外细胞相容性评价

通过 MTT 法评价纤维膜的细胞相容性：将成
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纤维细胞（L929）与纤维膜共培养（2 万 / 孔，24
孔板）1 d 和 3 d 之后，每孔中加入 300 μL MTT
溶液（5 mg/mL），放入培养箱孵育 4 h。到达时

间后，吸去 DMEM 细胞培养基，每孔加入 500 μL
二 甲 基 亚 砜 溶 液， 使 用 酶 标 仪（SPECTRA max 
384， 美 国 Molecular Devices 公 司） 对 溶 液 进 行

吸光度测定（检测波长 492 nm）。细胞增殖率计

算公式为：

1.5    抗菌性能评价

使用大肠杆菌对纳米膜进行抗菌性评价：将

纳 米 膜（PLLA，PLLA-1.0Ag，PLLA-2.0Ag） 纤

维膜放置于 24 孔板内，紫外照射灭菌后，在每孔

中 加 入 大 肠 杆 菌（1.0×106 cfu/mL），37 ℃ 下 培

养 24 h。从每孔中取出 100 μL 共培养液均匀涂抹

在琼脂板上，继续培养 24 h，观察琼脂板上菌落

情况。

 2    结果与讨论

2.1    PLLA-N 纤维膜的 X 射线光电子能谱表征结果

PLLA-N 纤维膜的 XPS 谱图（图 1）能够准确

表明纤维膜表面含 N 官能团的存在，分析得到该

纤维膜表面氮元素的含量为 2.2%。即表明在经过

氨等离子体处理后，纤维膜表面 C-N-H 和 C=N-C
等含 N 基团增加。

2.2    PLLA-N 纤维膜的亲水性表征结果

为了评估氨等离子技术对纤维膜亲水性的影

响，测量得出氨等离子体处理前 PLLA 膜的水接触

角为 131.9°±3.4°，处理后的 PLLA-N 膜的水接触

图 1    PLLA-N 纤维膜的 XPS 氮元素扫描能谱图

Fig.1    XPS scanning spectra of the PLLA-N membrane
图 3    1天和 3天后纤维膜的细胞相容性(L929成纤维细胞，CON：PLLA-N)

Fig.3    Cell viability of L929 cells cultured with nanofibrous 
membranes for 1 d and 3 d (CON: PLLA-N)

角为 83.3°±8.5°，接触角降低了 36.8%，亲水性大

幅度提高。由于含氮的官能团的存在提高了聚乳酸

表面亲水基团的比例，通过改善材料润湿性可以提

高材料与细胞间的亲和力，改善细胞黏附［16］。

2.3    PLLA-Ag 纤维膜的微观形貌

使用扫描电镜对 PLLA-2.0Ag 样品膜的微观形

貌进行表征，结果如图 2 所示，可以直观地观察到纤

维表面纳米粒子的存在，其粒径范围在 30 ～ 60 nm，

平 均 粒 径（45.9±9.7） nm， 这 说 明 AgNP 在 纤 维

膜的纤维上成功沉积。

2.4    PLLA-Ag 纤维膜的细胞相容性评价结果

使 用 MTT 法 测 量 PLLA-Ag 纤 维 膜 与 L929
细胞共培养 1 d 和 3 d 后的细胞存活率（如图 3）。

PLLA-1.0Ag 和 PLLA-2.0Ag 在 1 d 后 的 细 胞 存

活 率 分 别 为（103.5±5.7）% 和（100.0±6.2）%，

而 3 d 后的细胞成活率均大于 90%，说明材料对

L929 细胞增殖没有明显的抑制作用，证明 PLLA-
Ag 纤维膜的细胞相容性良好。

图 2    PLLA-Ag 纤维膜扫描电镜图

Fig.2   SEM micrographs of the PLLA-Ag nanofibrous 
membrane (scale bar: 3 μm)

2.5    PLLA-Ag 纤维膜的抗菌性能评价结果

在抗菌实验中，将大肠杆菌与 PLLA、PLLA-
1.0Ag 和 PLLA-2.0Ag 纤维膜共培养 24 h，观察并
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图 4    纤维膜的抗菌图

Fig.4    Antibacterial pictures of nanofibrous membranes

记录实验结果。氨基作为活性位点，能够利用戊

二醛将单宁酸接枝在纤维膜表面。单宁酸带有多

个酚羟基，能够在纤维膜表面原位还原 AgNO3，

生成的 AgNP 颗粒赋予了纳米杂化纤维膜良好的

抗菌性能。纤维膜的抗菌效果如图 4 所示，从中

可以看出，PLLA-Ag 纤维膜表面的 AgNP 含量增

加， 菌 落 数 量 明 显 减 少， 说 明 PLLA-2.0Ag 有 明

显的抗菌效果。这是由于纤维膜表面被单宁酸所

还原的纳米银含量较多所起到的抗菌作用［17］。另

一方面，纤维膜表面所带有的单宁酸也有可能对

细菌有抑制作用［18］。综上所述，PLLA-Ag 纤维

膜拥有作为抗菌敷料的应用潜力。

 3    结论

本 研 究 文 采 用 喷 气 纺 丝、 等 离 子 体 改 性、

接枝改性及原位沉积的方法，制备了具有抗菌功

能的可吸收聚乳酸生物膜材料。探讨了在不同的

AgNO3 浓度下所制备的纳米纤维膜对 L929 细胞的

细胞相容性与抗菌性能。结果表明，通过喷气纺

丝技术制备得到 PLLA 纤维膜，经氨等离子体处

理后成功在其表面引入氨基，氨基改善了膜的表

面润湿性提高了 PLLA 纤维膜的应用价值；利用表

面带氨基的 PLLA 纤维膜，在其表面成功接枝单

宁酸后，并原位还原生成纳米银颗粒，赋予了材

料良好的抗菌性能。这一研究成果可以为可吸收

抗菌创伤敷料的开发提供新的借鉴。
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