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　　［摘要］　目的　以巴沙鱼皮为原料制备新型胶原支架材料，并对该材料的结构特性、物理性质以及体外降解性进

行检测和分析，以探索巴沙鱼是否可以取代陆生哺乳动物作为胶原支架材料的合适来源。方法　巴沙鱼皮经过反复

脱脂、脱色、脱杂处理后，冷冻干燥成膜状。采用凯氏定氮法测定粗蛋白含量，扫描电镜观察和分析材料的结构以及孔

隙的大小和分布，液体置换法测孔隙率，万能试验机检测抗拉强度。观察材料的黏度随温度的变化情况，以检测材料的

变性温度。将材料浸泡在置于３７℃恒温震荡箱的磷酸盐缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）中，检测材料的吸水率和失重率。

结果　材料的粗蛋白含量为９５．２％。肉眼观察厚薄均匀。扫描电镜显示材料的一面较为粗糙，可见多孔结构，孔径大

小不一，分布均匀；另一面光滑，孔隙致密。孔隙率（５５．５０±１．９４）％，厚度（０．６６±０．１０）ｍｍ，抗拉强度（１８．８２±０．９４）

ＭＰａ。未经交联的材料变性温度为３４℃，经热交联后为３６℃。４８ｈ吸水率（３７９．７７±７７．８１）％。经热交联后的材料

２８ｄ的失重率为（８０．２２±２．４９）％，缓冲液ｐＨ为６．６７±０．０５。结论　巴沙鱼皮胶原支架材料可制成厚薄均匀、具有

致密层和疏松层双层不同结构的生物膜。材料具有良好的机械强度、较为适宜的变性温度，但降解速率较快，有待

改进。
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　　引导骨再生（ｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＧＢＲ）

是利用外科手术的方法在骨组织和上皮之间放置屏

障膜，根据不同组织细胞向创口生长或移动的速度

差异来选择性地阻挡上皮和成纤维细胞进入拟成骨

的空间的一种技术［１］。其中屏障膜起到机械屏障、

空间保护以及组织工程支架等作用，是该技术的关

键。目前临床上常用的屏障膜种类繁多，主要分为

不可吸收性膜和可吸收性膜两种。前者主要包括聚

四氟乙烯膜、纯钛膜、多聚乙醛膜等，它们最大的缺

点就是需要二次手术取出，增加了感染的风险；后者

有胶原膜、聚羟基丁酸酯膜、高分子聚合物膜及载有

生长因子的复合型膜等［２］。在可吸收性膜中，胶原

膜作为应用最为广泛的生物材料之一，已被证实具

有良好的生物相容性，植入体内后可形成纤维网状

结构，该结构不仅有利于再生细胞的附着，而且还能

抑制顶部上皮细胞的迁移，同时还具有一定的凝血

作用，能促进组织的愈合［３］。但其作为组织工程再

生材料，具有较低的机械强度以及较快的降解率等

缺点［４］。

目前，国外应用最多的胶原膜为商品化的Ｂｉｏ

Ｇｉｄｅ膜，该膜组织相容性好，抗原性低，韧性强、易

于操作，引导组织再生能力强，其主要成分为猪的Ⅰ

型和Ⅲ型胶原蛋白
［５］。但由于欧洲疯牛病、口蹄疫

和禽流感等疾病的发生，人们对陆生哺乳动物胶原

蛋白及其制品的安全性产生了质疑；另外，某些宗教

地区的信仰问题也使陆生哺乳动物胶原蛋白的使用

受到了限制［６］。基于此，水生生物便被考虑作为其

重要的替代来源［７］。巴沙鱼（犘犪狀犵犪狊犻狊狌狊犺犪狀犻犾狋狅犪）

是一种东南亚特产淡水鱼类，原产于越南湄公河三

角洲和泰国湄南河流域，资源丰富，加工过程中产生

的下脚料如鱼皮、鱼肚、鱼鳍等数量巨大。本研究以

巴沙鱼皮为原料制备膜状支架材料，并对其物理性

能和降解率进行分析，探索巴沙鱼是否可以取代陆

生哺乳动物成为胶原材料的合适来源。

１　材料和方法

１．１　主要材料、试剂和仪器　市场采购的新鲜速冻

巴沙鱼皮（南京味都食品有限公司）。ＢｉｏＧｉｄｅ膜为

瑞士Ｇｅｉｓｔｌｉｃｈ公司产品。硫酸铜、硫酸钾、浓硫酸、

硼酸吸收液、甲基红溴甲酚绿混合指示剂、０．１

ｍｏｌ／Ｌ的标准盐酸溶液、犖羟基琥珀酰亚胺

（ＮＨＳ）、无水乙醇、磷酸盐缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ

７．４；江苏强盛功能化工有限公司）。高效液相色谱

（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）

仪（ＬＣ２０Ａ，ＳＨＩＭＡＤＺＵ）、消化炉（Ｘ１２Ａ型，上海

晟声自动化分析仪器有限公司）、半自动凯氏定氮仪

（Ｋ１３０１，上海晟声自动化分析仪器有限公司）、万能

材料试验机（Ｉｎｓｔｒｏｎ５５６６，Ｉｎｓｔｒｏｎ）、数显黏度计

（ＤＶⅡ＋Ｐｒｏ，Ｂｒｏｏｋｆｉｅｌｄ）、低温冷却液循环泵

（ＤＬＳＢ３０／１０，上海吉众仪器有限公司）、恒温震荡

箱（上海智城分析仪器制造有限公司）、电子显微镜

（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ）。

１．２　材料的制备　速冻巴沙鱼皮在常温下解冻后

洗净风干至恒质量，称量后依次用０．１％的ＮａＯＨ

溶液和３％的Ｈ２Ｏ２溶液浸泡，用于脱色脱脂及去除

部分杂蛋白。首次浸泡５ｈ，待 Ｈ２Ｏ２ 几乎全被还
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原，取出鱼皮洗净，更换溶液继续浸泡，２４ｈ后取出。

取出后，先用自来水冲洗至中性，沥干水分，用适量

洗洁精揉搓，再用自来水清洗。此过程重复５次。

最后一次用自来水彻底冲洗干净。配置脱色液（甲

醇∶ 乙酸∶水＝２５０∶８０∶６７０，体积比）再次进行

脱脂、去杂蛋白处理。鱼皮置于脱色液中浸泡２４ｈ

后取出，冲洗至中性。沥干水分，用适量洗洁精清洗

５次，再用蒸馏水清洗３次，清洗完毕后置于蒸馏水

中浸泡１２ｈ，以去除鱼皮中残留其他物质。整个过

程重复３次。最后将鱼皮取出，沥干水分，铺盘冷冻

干燥成膜，备用。

巴沙鱼皮胶原支架材料的热交联方法如下：将

上述制备好的巴沙鱼胶原支架材料放置于真空干燥

箱中，设置干燥箱温度为１１０℃，７２ｈ后取出，即可

完成交联。

１．３　材料的表征

１．３．１　粗蛋白含量的测定　利用常量蒸馏凯氏定

氮法（ＧＢ／Ｔ６４３２９４）对该材料进行粗蛋白含量的测

定，即在有催化剂的条件下，用浓硫酸消化巴沙鱼胶

原支架材料样品，将有机氮都转变成无机铵盐，然后

在碱性条件下将铵盐转化为氨，随水蒸气蒸馏出来

并用过量的硼酸液吸收，最后以０．０５ｍｏｌ／Ｌ的标准

盐酸溶液进行滴定，滴定终点为溶液由蓝绿色变为

灰红色。最终粗蛋白质含量按下式计算：粗蛋白质

（％）＝（犞１－犞０）×犆×０．０１４０×６．２５×１００／犕，式

中，犞１为滴定试样时消耗的标准盐酸体积（ｍＬ），犞０

为滴定空白时消耗的标准盐酸体积（ｍＬ），犆为标准

盐酸溶液摩尔浓度（ｍｏｌ／Ｌ），犕 为试样的绝干物质

质量（ｇ），０．０１４０为每毫克当量氮的克数，６．２５为

氮和蛋白质的换算系数。

１．３．２　氨基酸成分测定　以异硫氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）

为衍生剂，采用ＨＰＬＣ柱前衍生法对氨基酸组成进

行分析［８］。取一定量的巴沙鱼皮胶原蛋白样品，转

移至水解管中，加入１ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ的盐酸，充入Ｎ２

真空封管。于１１０℃条件下水解反应２４ｈ。水解完

全后，将溶液移至ＥＰ管中，抽真空浓缩至干。样品

复溶后加入ＰＩＴＣ衍生剂进行衍生反应，将衍生后

的样品通过ＨＰＬＣ仪进行检测分析。

１．３．３　电镜观察　将膜样品固定在导电胶上，表面

喷金，利用电子显微镜观察其表面形态。

１．３．４　厚度、密度及孔隙率的测定　利用游标卡尺

测量胶原蛋白支架材料的厚度。采用液体置换法［９］

测定聚合物的密度和孔隙率，具体方法如下：用无水

乙醇作为置换液，将样品膜（质量记为犠）浸没在装

有乙醇（体积记为犞１）的量筒中，置于超声震荡箱中

震荡，使得乙醇全部进入孔隙中，直到膜表面没有气

泡逸出（此时体积记为犞２）。犞２－犞１即为膜材料的

体积。将膜材料取出，记录剩余乙醇体积为犞３，

犞１－犞３即为膜孔隙的体积。膜材料＋孔隙的总体

积（犞）＝（犞２－犞１）＋（犞１－犞３）＝犞２－犞３，膜的密度

（犱）＝犠／（犞２－犞３），膜的孔隙率（犲）＝（犞１－犞３）／

（犞２－犞３）×１００％。测量分别重复３次，记录其平

均值。

１．４　材料的机械性能测定　将膜裁剪成一定大小

的长条状，利用万能材料试验机测定材料的抗拉强

度。以０．１ｍｍ／ｓ的速度进行拉伸，直至样品被破

坏，记录此时的拉力大小。

１．５　材料的变性温度测定　用酶提取胶原蛋白法

从巴沙鱼皮中提取胶原蛋白，配制成６ｍｇ／ｍＬ的溶

液，用数显黏度计测定黏度值。测试时选用６３号转

子，转速为３０ｒ／ｍｉｎ。用低温冷却液循环泵控制温

度依次从１２℃上升至３８℃，每上升２℃保持３０

ｍｉｎ并记数。胶原溶液相对黏度的计算公式
［１０］为：

相对黏度值＝［ηｓｐ（犜）－ηｓｐ（４０℃）］／［ηｓｐ（１２℃）－

ηｓｐ（４０℃）］，式中ηｓｐ（犜）代表某一温度下的黏度值。

以温度为横坐标、相对黏度为纵坐标作图，绘制热变

性温度曲线图。相对黏度值为０．５时所对应的温度

即为其热变性温度。

１．６　材料的体外降解实验　将材料（质量记为犕０）

置于３７℃的磷酸盐缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）

中，确保整个胶原膜材料完全浸入，并置于３７℃的

恒温震荡箱中。在预定的时间回收样品，用蒸馏水

洗净并冻干（－５０℃，２４ｈ），测定材料的吸水率、失

重率和缓冲液的ｐＨ值。

吸水率：分别在１、８、２４和４８ｈ时将材料取出，

用滤纸吸去表面水分，电子天平称其湿润状态下质

量，记为 犕１。按如下公式计算：吸水率（％）＝

（犕１－犕０）／犕０×１００％。

失重率：在７、１４、２１和２８ｄ时取出材料，在冻

干机中冻干，电子天平称其质量，记为犕２。失重率

按如下公式计算：失重率（％）＝（犕０－Ｍ２）／犕０×

１００％。
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缓冲液ｐＨ值：在体外降解实验期间利用电子

ｐＨ计测量缓冲液的ｐＨ值，测试期间不更换容器内

液体。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学

分析，数据以珔狓±狊表示，组间比较采用方差分析或两

独立样本均数比较的狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　材料的蛋白含量和氨基酸组成　经半微量凯

氏定氮法测得巴沙鱼胶原支架材料的粗蛋白含量为

（９５．１５±１．５７）％。巴沙鱼皮胶原氨基酸成分中，甘

氨酸的含量最高，占所有氨基酸成分的４０．３４％；脯

氨酸和羟脯氨酸作为胶原蛋白的特征氨基酸，含量

也较高，分别占１５．７４％和１０．６６％（表１）。

表１　巴沙鱼皮胶原蛋白支架材料的氨基酸成分

犜犪犫１　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狅犳狋犺犲犮狅犾犾犪犵犲狀狊犮犪犳犳狅犾犱

犿犪狋犲狉犻犪犾犳狉狅犿犅犪狊犪犳犻狊犺狊犽犻狀

（％）

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ Ｃｏｎｔｅｎｔ Ａｍｉｎｏａｃｉｄ Ｃｏｎｔｅｎｔ

Ａｓｐ ２．２３ Ａｌａ １０．２２

Ｇｌｕ ３．８２ Ｐｒｏ １５．７４

Ｈｙｐ １０．６６ Ｖａｌ ２．１８

Ｓｅｒ １．９５ Ｉｌｅ １．３０

Ｇｌｙ ４０．３４ Ｌｅｕ ２．４７

Ｈｉｓ ０．４３ Ｐｈｅ １．２０

Ａｒｇ ３．９０ Ｌｙｓ ２．１１

Ｔｈｒ １．４３

　　Ｔｏｔａｌ：９９．９８％

２．２　材料的胶原膜结构特征　扫描电镜照片显示，

该胶原蛋白支架材料的一面较为粗糙，可见多孔结

构，孔径大小不一，孔与孔之间相互通连，分布较为

均匀；另一面则比较光滑，孔隙致密（图１）。利用游

标卡尺，经过５次重复测量，测得该胶原蛋白支架材

料的厚度为（０．６６±０．１０）ｍｍ。利用液体置换法，经

５次重复测量，测得孔隙率为（５５．５０±１．９４）％。

图１　巴沙鱼皮胶原膜２个面的扫描电镜图片

犉犻犵１　犛犈犕狆犺狅狋狅犵狉犪狆犺狊狅犳狋犺犲狋狑狅狊犻犱犲狊狅犳

狋犺犲犮狅犾犾犪犵犲狀犿犲犿犫狉犪狀犲犳狉狅犿犅犪狊犪犳犻狊犺狊犽犻狀

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　材料的机械强度　未经热交联处理的巴沙鱼

胶原材料的抗拉强度为（１０．０３±０．９６）ＭＰａ；经热交

联处理后，强度可升高至（１８．８３±０．９６）ＭＰａ，与未

经处理的材料相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．４　材料的变性温度　蛋白质变性会引起其黏度

改变，在某一温度范围内，其黏度值变化迅速，形成

明显拐点，这一范围中间值即为蛋白变性温度。对

未经热交联处理的巴沙鱼胶原支架材料测定，当温

度升高至３３℃时，黏度值变小明显，在３３～３５℃之

间黏度值的变化形成了一个拐点，因此我们可以得

出其变性温度约为３４℃。同样的方法，测得经热交

联处理后的巴沙鱼胶原蛋白支架材料的变性温度为

３５℃（图２Ａ），比未经热交联处理的材料略有升高。

２．５　材料的降解率　测定未经热交联的巴沙鱼皮

胶原膜和ＢｉｏＧｉｄｅ胶原膜的吸水率，结果发现在每

个时间节点下，巴沙鱼皮胶原膜的吸水率都比Ｂｉｏ

Ｇｉｄｅ胶原膜高（犘＜０．０５），约为其２倍（图２Ｂ）。记

录经过热交联处理和未经热交联处理的巴沙鱼胶原

支架材料在降解过程中的失重情况和缓冲液ｐＨ变

化值，可见未经交联的样品降解速率较快，７ｄ时失

重率已经达到（８３．３７±４．６６）％，２周左右便可全部

降解完；经热交联处理过的样品降解速率减缓，７ｄ

时的失重率为（１３．４９±２．４６）％，此后大致以匀速降

解，２８ｄ时失重率达到（８０．２２±２．４９）％（图２Ｃ）。

两种样品降解过程中缓冲液的ｐＨ均呈下降趋势，２８

ｄ时热交联处理过的材料ｐＨ降为６．６７±０．０５，未经

交联处理的材料ｐＨ降至５．８１±０．２３，７～２８ｄ两种

材料间ｐＨ值差异有统计学意义（犘＜０．０５，图２Ｄ）。

３　讨　论

本研究利用巴沙鱼皮制备了一种膜状支架材

料。测得该材料中的粗蛋白含量为（９５．１５±

１．５７）％，纯度较高。氨基酸成分的检测结果显示，

该胶原蛋白材料的甘氨酸占比最高，与陆生哺乳动

物［１１１５］类似。另外巴沙鱼皮胶原蛋白的羟脯氨酸和

脯氨酸含量之和为２６．４０％，有文献报道小牛的脯氨

酸和羟脯氨酸总量为 ２３．２％，而鳕鱼皮只有

１５．５％
［１６］。羟脯氨酸和脯氨酸作为胶原蛋白的特

征氨基酸，其含量高说明巴沙鱼皮可作为优质的胶

原蛋白来源；同时，羟脯氨酸的含量越高，胶原的三

螺旋结构越稳定，表明胶原的稳定性越好。

·４４·
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图２　巴沙鱼胶原支架材料黏度变化及体外降解情况
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Ａ：Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｖｉｓｃｏｓｉｔｙ；Ｂ：Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｗａｔｅｒａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ；Ｃ：Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｗｅｉｇｈｔｌｏｓｓｒａｔｅ；Ｄ：ＣｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｐＨｖａｌｕｅｏｆｂｕｆｆｅｒ．

犘＜０．０５ｖｓＢｉｏＧｉｄｅｃｏｌｌａｇｅｎｍｅｍｂｒａｎｅ；△犘＜０．０５ｖｓｕｎｔｒｅａｔｅｄｍａｔｅｒｉａｌ．狀＝３，珔狓±狊

　　由扫描电镜结果可知，该膜材料呈双层结构，其

中一面粗糙，可见多孔样结构，孔与孔之间相互通

连，孔隙率为（５５．５０±１．９４）％。孔隙结构可增大支

架材料的表面积，并可在一定程度上阻止软组织长

入骨组织，起到物理屏障作用。同时由于孔隙间彼

此相通，有利于局部血液循环，为细胞在其表面黏附

和生长提供良好的条件，为骨缺损部位细胞生长提

供营养和适宜的环境。研究表明，孔径的大小决定

了细胞植入的效率［１７］。因此，当材料具备相互通连

的孔隙结构，且具有一定孔隙率时，可与宿主组织产

生理想的交互作用［１８］。该材料的另一面致密，无明

显的孔隙，在应用于ＧＢＲ中时，该面与皮肤等软组

织接触，可有效防止结缔组织等过快长入骨缺损区

域。ＢｉｏＧｉｄｅ生物膜厚约２ｍｍ，吸水膨胀后迅速变

软，空间维持能力较差，常并发局部黏膜瓣裂开、早

期暴露等现象，易发生感染，影响植骨区骨生成量，

甚至导致骨吸收［１９］。我们制备的巴沙鱼皮支架材

料厚（０．６６±０．１０）ｍｍ，厚薄均匀，吸水膨胀变形程

度小，且具有较高的机械强度，经热交联处理后抗拉

强度可达（１８．８３±０．９６）ＭＰａ，遇水未见明显变软，

说明其空间维持能力较好。

该支架材料的变性温度为３４℃，经过热交联后

为３５℃，略有升高。张玲等
［２０］报道猪皮胶原热变

性温度为３８℃，陆生哺乳动物由于生存环境温度差

较大，致使其胶原的耐受温度更强。而鱼类胶原的

变性温度普遍相对较低（低于３７℃），胡建平等
［２１］

曾报道鲢鱼、鲫鱼、草鱼、鲤鱼鱼鳞胶原的变性温度

分别为２６、２３、２２、２４℃，与本研究中所探究的巴沙

鱼皮胶原蛋白的变性温度相比要低很多。环境的

ｐＨ也是影响材料变性与否的重要因素，过酸或过碱

的环境均会导致材料的变性。本实验发现在材料降

解过程中，缓冲液的ｐＨ值均匀缓慢降低，并最终趋

于稳定。热交联过的材料缓冲液ｐＨ值稳定在６．７

左右，并未出现明显的变性。

该支架材料的吸水率较ＢｉｏＧｉｄｅ胶原膜高，约

为其２倍，且肉眼观察吸水膨胀程度极小。较高的

吸水率进一步说明孔隙之间的通连性好，在ＧＢＲ过

程中可满足血液等营养物质的交换以及代谢产物的

运输等需要。

可吸收支架材料应设计成与周围组织整合后可

被再生的细胞外基质所完全替代，这样可避免二次

取出的风险［２２］。因此，在引导骨组织再生支架材料

·５４·
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的设计中，具有合适的降解率是一项重要的因

素［２３］。理想情况下，支架材料应具有与骨组织生成

速率相匹配的降解率，并能在３个月左右逐渐被新

骨所取代［２４］。本实验测得的未经热交联处理的巴

沙鱼皮胶原支架材料２周内即可完全降解，而经过

热交联处理后的材料可维持１个月以上。有文献报

道一种用热带淡水鱼鱼鳞所制成的胶原支架材料４

ｄ即可完全降解
［２５］。ＢｉｏＧｉｄｅ膜的降解率通常为

４～６个月
［１９］。生物膜降解速率过快会导致膜结构

破坏，其力学性能下降导致骨缺损处空间维持能力

下降，同时大量的降解产物快速进入机体，会对骨组

织的再生造成不利的影响；如果生物膜降解速率过

慢，材料长期置于体内会引起机体的不良反应。对

于引导骨组织再生支架材料的降解速率，目前大多

数学者认为其在体内存留的时间应与骨再生修复的

时间相一致，至少维持３个月以上。Ｈｕｔｍａｃｈｅｒ

等［２６］认为，在创口愈合早期生物膜必须保持其结构

的完整性。Ｃａｒｐｉｏ等
［２７］认为骨细胞增殖、分化及上

皮细胞成熟，需要生物膜的结构完整性至少维持６

周以上。因此就巴沙鱼皮材料降解性方面有待继续

研究。

综合以上实验结果可以得出，巴沙鱼胶原支架

材料可能具备良好的物理屏障作用，同时具有良好

的理化性能和良好的空间维持能力。但该胶原支架

材料存在体外降解速率较快的缺点，４周时的降解

失重率过高，降解时间明显短于组织再生的时间，这

些问题尚有待进一步研究。
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