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超声增强藻酸钙凝胶支架材料孔隙率的研究∗
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3)(中国科学院声学研究所, 声场声信息国家重点实验室, 北京 100080)

( 2014年 6月 17日收到; 2014年 7月 24日收到修改稿 )

藻酸钙凝胶具有三维立体多孔结构, 能为细胞生长提供充分的附着空间, 且具有良好的生物相容性和一
定的机械强度, 是一种理想的细胞支架材料. 本文研究了藻酸钙三维支架材料的力学特性与氯化钙/藻酸钠的
配比的关系, 并提出采用低强度脉冲超声处理藻酸钙凝胶、基于超声空化效应增强藻酸钙凝胶孔隙率的新方
法. 实验采用交联合成方法制备藻酸钙凝胶支架材料, 测量力学特性、孔洞的联通性与孔隙率, 并利用绿色荧
光蛋白的表达评价细胞的增殖能力. 结果表明, 当氯化钙/藻酸钠的配比为 3 : 5时, 凝胶的机械强度和弹性较
好, 力学性能稳定, 为最佳配比参数. 采用声压 0.055 MPa的脉冲超声作用 20 min, 可以有效提高凝胶支架的
孔隙率; 且细胞在该支架中生长状态良好, 呈现团簇状生长趋势.

关键词: 低强度超声, 空化效应, 组织工程支架材料, 孔隙率
PACS: 43.25.+y, 43.80.+p DOI: 10.7498/aps.64.024301

1 引 言

为了更好地模拟细胞三维培养环境, 三维支
架材料的研究受到广泛关注. 传统二维细胞培养
系统与体内情况相异, 细胞会逐渐失去原有的性
状. 目前, 细胞培养的支架分为多微孔支架、纳米
纤维支架及水凝胶支架三种. 多微孔支架使用方
便, 但其孔径 (约 100 µm)远大于细胞平均直径 (约
10—20 µm), 与二维培养系统相近. 纳米纤维支架
使用纤维状的细胞外基质蛋白能够更好地模拟三

维结构, 但其力学性能较差, 难以实际应用. 而水
凝胶支架由于特殊的制备过程, 在液态时包裹细
胞, 固态时形成交联网络并将大量细胞分散黏附
于其中, 使细胞能接触基质, 更接近于三维培养系
统 [1,2]. 藻酸钙凝胶是一种水凝胶支架, 由藻酸钠

和氯化钙合成获得. 由于在液态时合成, 易于添加
各种生长因子及药物, 可对细胞生长及分化起到重
要作用 [3].

多孔支架材料的通透性是细胞三维培养支架

的重要指标. 为确保细胞均匀输送和组织生长, 三
维支架的结构需要具备较高的通透性. 研究表明,
藻酸钙凝胶支架的通透性正比于它的孔隙率 [4]. 改
变支架的孔隙率可以通过盐浸法、快速原型法和改

变聚合物的比率法等来实现 [5]. 然而, 这些方法需
要使用有机溶剂及微粒滤取, 从而降低生物相容
性. 机械刺激是另一种提升孔隙率的方法. 低强度
脉冲超声 (LIPUS)作为一种机械刺激, 在提高藻酸
盐支架的孔隙率的同时, 能够保持生物降解的稳定
性和支架的结构 [6]. 为了进一步提升孔隙率, 还可
利用超声空化效应 [7]. 超声空化指的是当液体媒
质中含有微小气核或空穴时, 若超声波声压超过一
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定阈值, 在声波的负声压相, 这些气核会发生膨胀
进而生成空化泡. 这些空化泡在超声波作用下将
随之发生振荡、生长、收缩、崩溃等一系列动力学过

程 [8−11].
本文提出基于超声空化效应增强藻酸钙三维

凝胶支架孔隙率的新方法. 采用交联合成方法制备
藻酸钙水凝胶, 测量凝胶的杨氏模量; 采用扫描电
子显微镜 (SEM)观察水凝胶的微结构, 讨论超声参
数 (强度、辐照时间)以及微泡空化效应对孔隙率的
影响. 孔隙率的计算通过MATLAB图像处理完成.
并通过观察人宫颈上皮腺癌细胞 (HeLa)的绿色荧
光特性和细胞增殖率来探索能够适度提升结构的

孔隙率而不影响细胞生长的超声作用的优化参数.

2 材料和方法

2.1 藻酸钙三维凝胶支架的制备

将 1.132 g氯化钙 (CaCl2)纯品溶解在 100 mL
去离子纯水中, 搅拌均匀, 得到102 mmol·L−1氯化

钙溶液, 置4 ◦C保存. 将藻酸钠纯品溶于去离子纯
水中, 得到 1.2% w/v溶液, 置4 ◦C保存. 将氯化钙
溶液 (100, 200, 300, 400, 500 µL)与 500 µL 1.2%
藻酸钠溶液通过涡旋混合器 (STUART SA8, 英国)
搅拌, 在 15 mL离心管中快速充分混合 20 s (1800
r·min−1). 将混合溶液放置于圆柱形定制模具 (直
径 10 mm, 高 10 mm)中塑型 5 min. 然后将该支
架转移到含有 15 mL氯化钙溶液的培养皿中静置
10 min, 最后用磷酸缓冲液 (PBS)清洗两次即制备
成水凝胶三维支架.

细胞 -凝胶复合支架的制备时, 先将HeLa细胞
(绿色荧光蛋白标记的HeLa细胞株由南京大学医
学院提供)重悬于 500 µL藻酸钠溶液中 (细胞浓度
为2 × 106 个 ·mL−1), 然后按照上述步骤制备三维
细胞 -凝胶支架. 最后将复合支架放在培养皿中, 保
存于含 89% 的细胞培养基 (DMEM), 10%的胎牛
血清 (FBS)和 1% 双抗 (盘尼西林 100 U·mL−1, 链
霉素 100 µL·mL−1)的全培养基中, 并放置在含有
5%CO2的37 ◦C培养箱中培养.

2.2 杨氏模量测量

将样品置于电子万能材料试验机 (CMT7000,
深圳新三思材料检测有限公司)的承压板上, 在室

温下加压并测试凝胶的杨氏模量, 每种试样取 5
个平行样品. 压缩速率为 1 mm·min−1, 形变量为
16% [12,13].

2.3 超声辐照增强材料的通透性

图 1为超声增强三维细胞 -凝胶复合支架材料
的孔隙率和通透性的实验示意图. 三维细胞复合
支架置于特定的培养皿中, 用封口膜将其密封, 放
置在样品台上进行超声辐照. Agilent 33250A信号
发生器产生1 MHz的脉冲超声波, 其中脉冲个数为
50, 脉冲重复频率 (PRF)为 1 kHz, 绝对声压分别
为 0, 0.055, 0.085和 0.11 MPa, 辐照时间分别为 0,
5, 10和 20 min; 信号经过功率放大器E&I 2200L
放大然后驱动 1 MHz平面超声换能器 (直径 4 cm).
距离样品支架上方 12 cm处放置一个吸声板用来
减少超声反射对复合支架产生的影响. 绝对声压通
过宽带水听器 (UNP1000, NTR, 美国)校准.

Agilent 33250A

E&I 2200L

图 1 超声增强三维细胞 -凝胶复合支架材料的孔隙率的
系统框图

2.4 藻酸钙凝胶支架结构孔隙率测量

经过不同超声参数辐照后的支架材料, 在4 ◦C
下由 2.5% 的戊二醛固定 2 h, 用PBS缓冲液清洗
两遍, 然后用酒精进行两轮梯度脱水 (33%, 50%,
60%, 80%, 90%和 100%), 最后采用环境扫描电镜
(QUANTA200, FEI, Hillsboro, Oregon,美国)拍摄
该支架材料的切面结构, 加速电压为20 kV [14].

利用MATLAB软件进行图像处理, 从而定量
分析支架的孔隙率. 首先将图像转化为灰度图像,
然后采用最佳阈值迭代法确定阈值, 将图像转化为
二值图. 图 2给出了典型的原始灰度图像及二值化
图像. 假设初始阈值T 0 = (gl+ gu)/2, 其中 gl和 gu

分别为灰度图像的最大和最小灰度值. 通过初始阈
值T 0, 将图像分为大于T 0和小于T 0的两部分, 各
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个部分的平均灰度Ab和Af可由以下公式得到:

Ab =

T 0∑
g−gl

g × h (g) /

T 0∑
g−gl

h (g) , (1)

Af =

gu∑
g−T 0+1

g × h (g) /

gu∑
g−T 0+1

h (g) . (2)

假设T k = (Ab +Af ) /2, 若T k = T k−1, 则T k即

为阈值, 否则返回前一步. 最后, 将图像转为二值
图像, 孔隙率可通过如下公式得到.

孔隙率 = [Sp/(255× 220)]× 100%, (3)

其中Sp代表孔隙的像素点总和, 分母是图像的总
像素点个数.

(a) (b)

图 2 典型支架材料的截面扫描电镜图 (a)灰度图像;
(b)二值图像

2.5 HeLa细胞绿色荧光蛋白表达

HeLa细胞的绿色荧光蛋白表达可通过倒置
荧光显微镜 (IX-71, 奥林巴斯, 日本)进行评价, 以
定性地得出三维藻酸钙凝胶支架中细胞增殖的情

况 [15]. 在绿色荧光蛋白的表达评估前, 将HeLa
细胞 -凝胶支架培养在定制的培养皿中, 保存于含
89%DMEM, 10%FBS和 1% 双抗的全培中, 并放
置在含有 5%CO2的37 ◦C培养箱中培养. 细胞 -凝
胶结构经连续 3天的LIPUS辐照处理, 用荧光显微
镜观察细胞 -凝胶结构中的绿色荧光蛋白表达.

2.6 CCK-8法检测细胞活性

为了定量研究不同LIPUS参数下三维藻酸钙
支架中细胞生长情况, 采用细胞计数试剂盒 (CCK-
8,同仁化学研究所,日本)检测细胞活性. 将超声处
理后的细胞 -凝胶支架浸没于螯合剂 (乙二胺四乙
酸)中, 待凝胶支架溶解后将该混合液移入 15 mL
离心管进行离心 (转速为 1000 r·min−1, 离心时间
为 5 min). 加入 3 mL培养液制成细胞悬液, 向 96
孔板中连续的5孔中加入100 µL细胞悬液,并在每
孔中加入 10 µL CCK-8溶液. 然后将培养板放入

含有 5%CO2的 37 ◦C培养箱中孵育 3 h. 取出培养
板, 测定其在450 nm处的吸光度.

2.7 统计学分析

所有的实验结果来自五次重复测量, 以平均
值±标准差表示. 使用单边 t检验比较结果, 当
P < 0.05时认为存在统计学上的显著差异. 采
用Origin软件 (OriginLab公司, 美国)对数据进行
分析.

3 结果与讨论

3.1 杨氏模量

制备三维水凝胶支架时, 采用了不同的氯化
钙/藻酸钠的体积比 (1 : 5, 2 : 5, 3 : 5, 4 : 5及

5 : 5). 在氯化钙与藻酸钠体积比为 1 : 5时, 凝胶
为液态不能成形 (图 3 (a)), 在体积比为 2 : 5时, 凝
胶呈现半液半固状态 (图 3 (b)). 以上两种比例都无
法为细胞提供基本的支撑功能. 在体积比达到3 : 5

时, 凝胶能成形 (图 3 (c)—3(e)), 且此时凝胶的机
械强度和弹性都较好, 力学性能稳定. 由图 4的杨
氏模量数值可看出,当氯化钙与藻酸钠体积比大于

(a) (b)

(c) (d)

(e)

图 3 氯化钙与藻酸钠不同配比时的凝胶形态 (a) 1 : 5;
(b) 2 : 5; (c) 3 : 5; (d) 4 : 5; (e) 5 : 5
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3 : 5时, 杨氏模量的值无统计学差异, 表明过量的
氯化钙在与藻酸钠交联的过程中不参与反应, 交联
所得的聚合物凝胶力学性能稳定. 因此, 制备样品
时氯化钙与藻酸钠的最佳体积比为3 : 5.

1 : 5 2 : 5 3 : 5 4 : 5 5 : 5
0

2

4

6

8

/
k
P
a

/ /%

图 4 不同配比的凝胶的杨氏模量

3.2 超声增强水凝胶支架的孔隙率

采用低强度超声作用于水凝胶支架, 以增强其
孔隙率. 图 5为不同强度超声 (声压 P = 0, 0.055,
0.085和0.11 MPa) 作用20 min后三维水凝胶支架
材料的截面图. 从图 5 (a)中可以看出, 无超声作用

时, 水凝胶支架材料的孔洞密度较大且孔径较小,
直观连通性和通透性较差. 经过0.055 MPa超声作
用后 (图 5 (b)), 水凝胶中出现了比较蓬松的结构,
而且出现了部分大孔径孔洞. 随着超声继续增强至
0.085 MPa (图 5 (c)),大孔洞的比例也随之增大 (黑
色箭头所示), 而且出现了少量撕裂状的层状结构
(白色箭头所示). 声压增大至 0.11 MPa (图 5 (d)),
孔洞直径进一步增大, 且出现更多的撕裂层. 实验
结果表明, 经过低强度超声作用后, 水凝胶支架材
料的微观结构明显改变, 孔隙率增加, 而且孔洞通
透性和通透性也得到增强.

图 6为当声压保持为 0.055 MPa时, 不同辐照
时间 (t = 0, 5, 10, 20 min)作用下的凝胶支架
的截面图. 与图 6 (a)空白组相比, 辐照 5 min后
(图 6 (b))能够明显观察到增大的孔洞. 增加辐照
时间到10 min时 (图 6 (c)), 可观察到一些密集出现
的较大孔洞 (黑色箭头所示)和撕裂层 (白色箭头所
示). 在辐照 20 min后 (图 6 (d)), 孔洞体积更大更
多并且分布更加均匀. 结果表明, 通过增加LIPUS
辐照时间也可以明显地增强水凝胶支架材料的孔

隙率并进而提高其通透性.

(a) (b)

(d)(c)

500 mm 500 mm

500 mm500 mm

图 5 不同强度超声作用 20 min后凝胶支架材料的截面图 (a)声压P = 0; (b)声压P = 0.055 MPa; (c)声压
P = 0.085 MPa; (d)声压P = 0.11 MPa
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(a) (b)

(d)(c)

500 mm

500 mm 500 mm

500 mm

图 6 声压为 0.055 MPa时不同超声辐照时间激励后凝胶支架的截面图 (a) 0 min;
(b) 5 min; (c) 10 min; (d) 20 min
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图 7 水凝胶支架材料的孔隙率与声压 (a)及作用时间 (b)的关系

为定量分析低强度超声对凝胶支架材料孔隙

率的增强, 本文通过数字图像处理的方法及 (3)式
计算孔隙率. 图 7为凝胶孔隙率随超声声压及作
用时间的关系. 由图 7 (a)可见, 当声压低于 0.085
MPa时, 三维水凝胶支架的孔隙率随声压近似线
性增加; 当声压继续增大 (0.085—0.11 MPa), 孔隙
率的增加变缓, 孔隙率的值趋于饱和. 藻酸钙凝胶
在声压高于 0.085 MPa时其结构受到了破坏, 出现
不可逆转的裂痕, 限制了孔隙率的继续增加. 而当
改变LIPUS辐照时间时, 从图 7 (b) 可以看出, 在
10 min以内孔隙率随时间的增加非常明显, 而随后
增加作用时间后, 孔隙率的增加率趋向饱和.

3.3 孔隙率对细胞生长的影响

许多研究指出, 适度的机械刺激能够对细胞生
长产生积极的影响. Raimondi等 [16]指出: 机械刺
激如超声驱动下空化微泡周围产生的微射流所引

发的剪切力和循环静水压力能够分别增强人软骨

细胞和骨髓间充质细胞的增殖. 三维藻酸钙凝胶
支架的制备过程中, 由于涡旋作用会产生大量微
气泡 [17], 在LIPUS作用下, 这些微泡会产生微射
流现象. 微射流产生的剪切应力作用于藻酸盐支
架可破坏其交联结构并提高其孔隙率. 研究表明,
藻酸钙凝胶的剪切模量大约为 1 kPa, 其弹性模量
大约为 3—12 kPa. 在本文的超声辐照系统中, 当
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超声强度为 0.055 MPa时, 微泡产生的剪切力约为
2 kPa [18,19], 足以改变藻酸钙的凝胶结构, 增强其
孔隙率和通透性.

为了验证细胞在三维水凝胶支架材料中的增

殖, 采用倒置荧光显微镜对不同孔隙结构中的细
胞荧光蛋白进行定性观察. 由于经过 20 min超
声辐照的样品 (图 6 (d))与 10 min超声辐照的样品
(图 6 (c))相比, 孔洞体积更大且孔隙分布更加均
匀, 因此 20 min是相对优化的超声辐照时间. 我
们设计四组样品, 超声声压分别为 0, 0.055, 0.085,

0.11 MPa, 每次辐照 20 min. 经过连续 3天超声
辐照后, 其荧光表达情况如图 8所示. 图 8 (a)和
(b)相对照可以看出, 当超声声压在 0.055 MPa和
0.085 MPa 时, 其绿色荧光表达明显增强, 而且经
过 0.055 MPa 的LIPUS作用后的凝胶支架中的细
胞具有成团簇状生长的趋势; 当超声强度增强到
0.11 MPa时, 绿色荧光表达与对照组相比明显减
弱, 这主要是因为此时过度的超声能量对细胞造成
了不可恢复的伤害. 因此, 可以得出适当的超声刺
激可以促进该支架材料中的细胞生长的结论.

(a) (b)

(d)(c)

图 8 不同超声声压作用 20 min后HeLa细胞在三维水凝胶支架中的绿色荧光表达 (a)声压P = 0; (b)声压
P = 0.055 MPa; (c)声压P = 0.085 MPa; (d) 声压P = 0.11 MPa

为了更加准确地研究LIPUS对细胞在三维支
架中的生长的影响, 我们采用CCK-8对细胞增殖
进行定量研究. 在CCK-8检测方法中, 细胞活性是
通过测量到的吸光密度 (OD值)来反映的. 四组实
验超声声压值分别为 0, 0.055, 0.085和 0.11 MPa.
从图 9可以看出, 0.055 MPa超声组中细胞数量与
对照组相比增殖了 13%以上; 0.085 MPa超声组中
细胞数量与对照组相比无统计学意义, 但就其OD
值看, 细胞活性仍然得到一定增强; 0.11 MPa超声
组中细胞数量与对照组相比减少了 7%以上, 与对
照组有显著差异.

荧光观察和细胞增殖测量结果表明, 一定强
度的超声辐照能够明显提高三维藻酸钙凝胶支架

的孔隙率, 而且促进了细胞的生长; 但高强度的超
声在提高孔隙率的同时也对凝胶内的细胞造成损

害, 反而降低了细胞的存活率. 而基于本实验系统,
0.055 MPa超声作用 20 min对凝胶内细胞的增殖
效果最明显, 是促进细胞在三维支架中生长的最佳
超声参数.

-10

0

10

20

/
%

/MPa

0 0.055 0.085 0.110

图 9 不同超声声压作用后细胞的增殖率
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4 结 论

本文研究了藻酸钙三维支架材料的力学特性

与氯化钙/藻酸钠的配比的关系, 确定了制备藻酸
钙三维支架材料的最佳参数. 本文还提出了采用低
强度脉冲超声来增强三维藻酸钙凝胶支架通透性

的新方法, 采用数字图像处理技术对支架材料的通
透性进行了评估, 并且通过荧光蛋白表达和细胞活
性检测验证了该支架材料的实用性. 实验结果表
明, 当氯化钙/藻酸钠的配比为3 : 5时, 凝胶的机械
强度和弹性较好, 力学性能稳定, 为最佳配比参数;
三维凝胶支架的连通性和通透性随着辐照超声强

度的增强而增强, 其孔隙分布随着超声作用时间的
延长变得更加均匀. 当超声声压为 0.055 MPa, 辐
照时间为20 min时,三维凝胶支架的孔隙率得到提
升, 孔隙分布较均匀, 细胞在该支架中生长状态良
好, 呈团簇状生长趋势; 而当超声强度增强到一定
程度, 在提高三维支架材料的孔隙率和通透性的同
时, 多余的能量对细胞造成了不可逆转的伤害. 因
此, 适当的超声辐照可以提高材料的孔隙率和连通
性, 为细胞生长提供更大的空间, 对细胞营养运输、
废物代谢及细胞增殖有着重要意义. 进一步的研究
工作中, 将采用微粒子速度成像系统, 实验观察稳
态空化引起的微声流现象.
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Abstract
Alginate scaffold with a three-dimensional (3D) porous structure can provide sufficient space for the cell to adhere,

and has a good biocompatibility and mechanical strength. In this work, low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) is used
to enhance the porosity of alginate scaffold based on acoustic cavitation. In the experiment, the alginate-calcium-based
3D scaffold culture system is fabricated with an optimum CaCl2/sodium alginate ratio of 3 : 5. The mechanical properties
of alginate scaffold are measured and scanning electron microscopy is used to analyze the porosity of the scaffold. In
addition, the microscopy observation of green fluorescent protein expression and the CCk-8 assessment are adapted to
analyze the cell proliferation effect. Experimental results show that with LIPUS treatment under appropriate driving
parameters (acoustic pressure 0.055 MPa and treatment time 20 min), the porosity of the 3D scaffold can be significantly
improved, which would benefit the cell growth in the scaffold.

Keywords: LIPUS, cavitation, tissue engineering scaffold materials, porosity
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