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摘要  介绍了两种在壳聚糖-聚丙烯酸纳米微粒(CS-PAA NPs)表面进行生物矿化制备聚合   
物-磷酸钙复合纳米微粒(CS-PAA-CaP NPs)的方法: 氨水滴加法和尿素热分解法. 氨水滴加法
得到的复合纳米微粒形状不规则; 尿素的热分解使磷酸钙在 CS-PAA 粒子表面矿化, 获得形貌
规则的复合纳米微粒. 通过动态光散射(DLS)、透射电子显微镜(TEM)、扫描电子显微镜(SEM)、
热重分析(TGA)和 X-射线衍射(XRD)对由尿素热分解法得到的复合纳米微粒进行了表征. 实验
结果表明, 尿素热分解矿化方法可以避免 CS-PAA 粒子在碱性环境中沉淀, 得到具有多孔结构
的复合纳米粒子, 粒径约为 400~600 nm; 此复合粒子中无机成分约占 23%, 其无机成分主要以
磷酸氢钙(CaHPO4)晶体的形式存在. 该复合粒子的多孔结构有望在药物传输以及其他生物医
用材料领域有广泛的应用. 
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生物矿化是制备具有复杂结构纳米复合材料的一

种简单且有效的方法, 因而一直是科学家们研究的热
点课题. 纳米复合材料通常具有突出的光、电、磁以
及生物性能, 被广泛地应用于生物医药领域, 如造影
剂以及药物载体等 [1]. 自然界中存在大量的无机盐
[2]、二氧化硅[3]以及金属氧化物[4]等生物矿化材料, 它
们通常具备一定的尺寸和形貌 , 在微观上形成有序
或者无序排列的结构, 从而能发挥特殊的生理功能. 
在这些材料中 , 具备多种晶型的磷酸钙由于其具有
良好的生物相容性和生物活性而得到了较多的研究. 
磷酸钙是天然骨的主要成分 , 因此在骨组织的修复
和替代[5]、组织工程药物载体[6]以及非病毒基因传递
[7]中被广泛地应用. 但是由于其较差的可降解性和机
械性能, 单独使用磷酸钙会带来一系列问题. 基于磷
酸钙的一些生物复合材料, 特别是磷酸钙/聚合物复

合材料则可以克服这些缺点 , 因而引起了科学家的
广泛关注 . 通过生物矿化作用可以方便地制备此类
磷酸钙/聚合物复合材料. 一些可生物降解的高分子, 
如蛋白质[1]、多肽[8]、胶原[9]、多羟基烷酸酯[10]以及

壳聚糖等 [11], 被认为是进行磷酸钙生物矿化的首选
基材 . 这些高分子材料中的官能团通常是矿化的成
核点, 能促使矿物在聚合物表面沉积, 因此具备多官
能团的聚合物 , 其矿化或者钙化的能力也相对较高
[12~14].  

壳聚糖是一种优良的生物相容性材料 [15,16]. 薄
膜状的壳聚糖及其衍生物为体外生物矿化提供了理

想的模板. 曾有报道称在双膜扩散系统中, 磷酸钙可
以在壳聚糖溶胶薄膜上成核结晶 [17]. 此类矿化的机
理是基于成核后 , 磷酸钙晶体在壳聚糖表面继续结
晶生长 [18]. 壳聚糖磷酸钙复合材料具有良好的生物
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活性, 是一种理想的细胞载体材料, 可以模拟骨组织
材料的生成过程[19]. 目前, 已有不少关于壳聚糖薄膜
生物矿化的研究报道 , 但对壳聚糖形成的纳米粒子
的生物矿化却少有报道.  

壳聚糖纳米粒子是一种理想的药物和基因传递

载体[20,21]. 这种粒子与磷酸钙相结合, 可以在性质上
实现互补 , 在药物传送以及组织工程中具有潜在的
应用价值 . 由于磷酸钙晶体一般在碱性溶液中才能
获得, 而在相应的条件下, 壳聚糖粒子很容易沉淀. 
因而壳聚糖磷酸钙复合纳米粒子的制备并不容易实

现. 在前期的工作中, 我们成功地制备了能在水溶液
中稳定存在的壳聚糖-聚丙烯酸(CS-PAA)纳米微粒[16]. 
在该体系中, PAA具备一定的缓冲能力, 当溶液的pH
值改变时, 它能够维持体系中纳米粒子的稳定性. 将
CS-PAA纳米粒子溶液调整为碱性后, 粒子仍然能稳
定存在 . 如果此时溶液中同时存在钙离子和磷酸根
离子, 就可形成磷酸钙纳米复合物. 所得复合纳米粒
子的形貌及尺寸受到多方面因素的影响 , 最主要的
是合成路径的选择以及溶液pH值的控制, 本文将对
这一过程进行详细阐述.  

1  实验 
(ⅰ) 材料.  壳聚糖(CS)购自南通双林生物制品

有限公司 , 经稀醋酸-氢氧化钠溶液循环纯化处理 , 
干燥, 测得脱乙酰度 88%(酸碱滴定法[22])、平均分子
量 200 kD (黏度法[23]); 丙烯酸(AA)购自上海光华化
学品公司, 氮气保护下减压蒸馏; 戊二醛(GA, 25%)
购自Sigma; 氯化钙(CaCl2)购自上海凌峰化学试剂公
司; 磷酸氢二钠(Na2HPO4)购自北京化学品公司.  

(ⅱ) 壳聚糖-聚丙烯酸纳米微粒(CS-PAA NPs)的
制备.  根据文献[16]制备CS-PAA纳米微粒. 将 0.5 g
壳聚糖溶解在 50 mL丙烯酸溶液中(0.06 mol/L), 加
热至 70℃, 获得澄清透明的溶液. 在氮气保护下, 加
入一定量K2S2O8引发聚合, 持续搅拌约 2 h后反应基
本完成, 得到淡黄色悬浮液; 调整体系温度至 40℃, 
加入 0.2 mL GA(25%)对CS-PAA粒子进行部分交联. 
继续反应 2 h后, 对悬浮液进行过滤, 母液透析 2 天, 
除去未反应的残余单体和GA, 获得CS-PAA粒子悬浮
液, 粒子产率约为 80%, 并将所得粒子作为钙化的模
板.  

(ⅲ) CS-PAA 粒子的矿化. 氨水滴加法: 0.5 mL 
(11 mg/mL) CS-PAA粒子溶液滴加到 2 mL水中, 再

滴加 0.9 mL CaCl2溶液(10 mol/L)、0.54 mL Na2HPO4 

溶液(10 mol/L)到体系中, 磁力搅拌, 加入一定量的
氨水, 得到不同 pH 的悬浮液体系. 约 12 h 之后, 过
滤, 透析, 除杂.  

尿素热分解法: 将 2 mL CaCl2溶液(10 mmol/L)、
1.2 mL Na2HPO4溶液(10 mmol/L)、1 mL CS-PAA粒子
悬浮液混合均匀, 用 0.2 mL盐酸调整体系的 pH值为
2~3, 向其中加入一定量的尿素, 搅拌溶解. 将混合物
加热到 93℃(尿素的分解温度), 恒温 8 h, 过滤, 透析
纯化.  

(ⅳ ) 表征 . 动态光散射 DLS: Brookheaven 
BI9000AT 动态光散射仪; 所有测试重复 3 次, 取其平
均值. 数据结果是平均粒径±SD(标准偏差).  

透射电子显微镜 TEM: JEOLTEM-100; 不染色.  
扫描电子显微镜 SEM: LEO1530VP 场发射扫描

电子显微镜.  
原子力显微镜 AFM: SPI3800.  
FTIR: Bruke IFS 66V真空型红外光谱仪; 冻干

粒子和溴化钾压片.  
XRD: Shimadzu XD-3A衍射仪; 镍过滤 CuKα射

线(0.15418 nm); 电压和电流分别为 35 kV和 20 mA.  
XPS: V.G. Escalab MK Ⅱ系统; 电压和电流分别

为 15 kV和 20 mA; C1s信号峰(285 eV)为参考峰.  
TGA: Perkin Elmer Pris I热重分析仪; 加热速率

为 20℃/min, 氮气保护, 加热范围 25℃到 800℃.  

2  结果与讨论 
本文分别采用氨水滴加法和尿素热分解法制备

壳聚糖-聚丙烯酸-磷酸钙复合纳米微粒(CS-PAA-CaP 
NPs). 两种方法都是利用氨水的弱碱性, 调节壳聚糖-
聚丙烯酸纳米微粒溶液的 pH 值到一定的范围, 从而
实现纳米粒子的矿化. 结果显示, 在两种方法中, 当
溶液 pH < 7时, 用 DLS跟踪的粒子尺寸都没有明显
的变化, 说明 CS-PAA 粒子只能在碱性条件下矿化, 
在弱酸性条件下则不能或者缓慢矿化.  

在滴加法中, 用不等量的氨水调节溶液的 pH值, 
复合粒子粒径的变化如图 1 所示: 当 7<pH<8 时, 复
合粒子的粒径变化很小 , 说明在此过程中粒子的矿
化并不明显 , 溶液的 pH 值不足以促使磷酸钙在

CS-PAA 粒子表面沉积. 当 pH 值在 8~10 时, 粒子慢
慢增大 , 这种粒径的增加显然是由于磷酸钙在粒子
表面的沉积引起的. 同时, 由于溶液 pH 值的增大, 

  1323 



 

 
 
 

    2009年 5月  第 54卷  第 10期 

聚丙烯酸中的羧基大部分转变成 COO−, 这些羧酸根
离子之间的静电排斥力可使粒子涨大 , 从而使测出
的粒径偏大. 纯 CS-PAA粒子的粒径变化也证实了这
一点.  

 

 
图 1  氨水滴加法制备的 CS-PAA-CaP(♦)及纯 CS-PAA (●)

粒子在不同 pH值溶液中矿化的粒径变化 
 
当 pH>10时, 复合粒子的尺寸迅速增加到 280 nm, 

这比初始值(170.9 nm)以及相应 pH值下的 CS-PAA粒
子 (~190 nm)都要大很多 . 我们认为这是磷酸钙在
CS-PAA粒子的表面沉积形成复合粒子所引起的.  

为了证明这一观点 , 我们用TEM表征了粒子的
形貌和表面结构(图 2). 相同pH值条件下, 复合粒子
(图 2(c))与氨水处理后的CS-PAA粒子(图 2(a), (b), pH 
10)的尺寸与形貌有很大的区别 , 氨水处理过的纯
CS-PAA粒子显示有清晰的核壳结构. 根据本课题组
前期的工作[24], 这些CS-PAA粒子在酸性介质中具备
中空结构: 质子化的壳聚糖链段成为壳层的外部, 聚
丙烯酸则与壳聚糖形成复合聚电解质形成壳层内部. 
当该粒子浸到碱性溶液中时, 聚电解质发生相分离, 
壳聚糖由于去质子化而变得疏水 , 从而进入到粒子
的内部形成疏水核部分; 另一方面, 由于壳聚糖氨基
的部分交联 , 阻止了离子化的聚丙烯酸链全部向外
部扩散 , 残余的聚丙烯酸形成溶胀的壳层 . 因此 , 
CS-PAA粒子在碱溶液中形成清晰的核壳结构, 并在
表面吸附羟基使其保持稳定 [25,26]. 原子力显微镜照
片同样清晰的证实了这种核壳结构的存在(图 2(b)). 
而在图 2(c)中, 我们发现复合粒子的形貌不再是规则
的球形, 并且表面有一些针状结晶. 此外, 在溶液中
还可以发现一些游离的针状磷酸钙结晶 [27]. 这个结
果表明纳米复合粒子是以CS-PAA为核, 以磷酸钙结
晶为壳 . 当氨水滴加到溶液中时 , 由于局部pH值的

剧烈变化, CaCl2与Na2HPO4迅速形成磷酸盐晶体, 但
是大部分晶体并不能马上覆盖CS-PAA粒子或进入
CS-PAA粒子的内部, 只有很少的一部分沉积到粒子
的表面形成复合物 , 其他的一些晶体则游离在溶液
中 . 在实验中我们还发现容器底部有一些沉淀下来
的磷酸钙固体 . 这些结果都说明滴加法不能有效地
实现粒子的矿化.  

 

 
图 2  氨水处理的 CS-PAA粒子 TEM照片(a)和 AFM照片

(b); 氨水滴加法制备的复合微粒 TEM照片(c) 
 

有研究表明: 体系的pH值对于磷酸钙的晶体结
构与形貌有很大影响 [28]. 因此 , 调节介质的pH值就
成为矿化过程的一个关键因素. 如果溶液的pH值可
控, 那么磷酸钙的结晶与沉积过程将会得到调控, 就
可能制备出结构规则的纳米复合物. 众所周知, 尿素
是热不稳定的, 加热到一定温度, 尿素分解产生二氧
化碳和氨气[29]:  

H2N—CO—NH2+H2O ⎯⎯→
93℃ 

CO2+NH3 
而在溶液中, 氨形成氨水, 具有弱碱性, 因此可以用
尿素作为引发剂来调控介质的pH值以制备人造骨仿
生材料 [30]. 我们也利用尿素热分解产生氨气来调节
溶液的pH值, 从而实现CS-PAA粒子的可控矿化.  

当尿素、CS-PAA纳米微粒、CaCl2、Na2HPO4混

合溶液被加热到一定温度后 , 氨分子被持续释放到
溶液中 , 溶液的pH值也随之缓慢升高 , 磷酸根离子
和钙离子结合生成磷酸钙 . 这个过程避免了溶液中
氨的局部浓度突然变化 , 从而可以使磷酸盐能够缓
慢地沉积到CS-PAA纳米微粒的表面. 图 3 显示了这
一过程中复合粒子的平均粒径和Zeta电位随着溶液
pH值的变化: 当pH>7 时, 粒径增加得非常快, 最终
达到 700 nm左右(pH 8.5), 远大于滴加法所得到的复
合粒子的粒径. 显然, 通过这一方法制备的复合粒子
的矿化程度更彻底. 此外, 体系的Zeta电位从 45 mV
降到了−30 mV. 由于在酸性介质中CS-PAA粒子表面
壳聚糖的质子化, 致使其表面带正电, 测出的Zeta电
位也是正的[16]; 当介质变为碱性, 比如pH 8.5时, 氨
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基去质子化 , 且溶液中的一些羟基会吸附到粒子表
面, 从而使粒子表面带负电, 其他文献里也有类似的
报道 [25,26]. 因此 , 负的 Zeta电位主要是由吸附在
CS-PAA粒子表面的氢氧根与磷酸根造成的.  

图 4 所示的是用尿素热分解法制备的复合粒子
的电镜图(TEM & SEM, pH 8.5). 从图中可以看到, 
粒子的尺寸从 400 nm到 600 nm不等, 比 DLS测出
的结果略小 , 这是因为后者测量的是粒子在溶液中
的水合粒径, 比干燥状态下的粒子要略大. 这些粒子
呈不规则的球形形态, 并且表面有多孔结构. 尿素热
分解是一个持续、缓慢的过程, 所以溶液 pH 值也经
历了一个持续缓慢增加的过程. 在这一过程中, 壳聚
糖中质子化的氨基被产生的羟基慢慢中和掉 , 一些
过剩的羟基吸附到 CS- PAA 粒子的表面 ,  使得
CS-PAA 纳米微粒表面带有负电荷; 溶液中游离的
Ca2+受静电作用被吸附到 CS-PAA 粒子周围, 磷酸根
离子又被富集的钙离子吸附, 形成磷酸钙晶体. 这些
磷酸钙晶体作为成核点诱发无机物进一步结晶 , 最 

 

 
图 3  尿素热分解法所得的复合微粒在矿化过程中粒径(●)

和 Zeta(▲)电位随 pH值的变化 
 

 
图 4  尿素热分解法制得的纳米复合粒子 TEM照片(a)和

SEM照片(b) 
左上方插图是单个微粒的放大图 

终缓慢完成整个矿化过程 . 由于磷酸钙晶体的生长
是各向异性的 , 所以得到的纳米复合粒子表面并不
光滑, 且呈多孔结构(TEM, 图 4(a)). 图 4(a)的插图也
清晰显示了粒子的这种结构特征 . 类似的形貌同样
可以从 SEM图中观察到(图 4(b)). SEM的放大图显示
这些孔结构实际上是由多层磷酸钙晶体弯曲、叠加形

成的. 
有研究指出 , 当磷酸钙晶体具备大孔或者微孔

结构时, 在药物输送领域具有特殊用途[31]. 在油包水
乳液中可以制备多孔结构的溶胶/羟基磷灰石纳米复
合物 , 针状羟基磷灰石纳米晶体能够规则地排列在
溶胶基板的内部 [32]. 这些纳米复合物可以包裹一些
药物以及生物大分子, 比如蛋白质和生长因子等等. 
复合物表面的孔可以增加药物负载量 , 并且可以使
这些药物向周围骨组织中持续释放 . 这些孔也可以
增强细胞的增殖能力, 形成新的骨组织, 替代原有组
织[33]. 因此, 我们认为, 本实验中所获得的纳米复合
物有可能在药物输送或者组织工程中发挥作用.  

磷酸钙有多种结晶形式 , 包括羟基磷灰石
(Ca10(PO4)6(OH)2, HAP)、透钙磷石 (CaHPO4·2H2O, 
二水合磷酸氢钙, DCPD)以及β-磷酸钙(β-TCP)等等. 
它们的形成主要与结晶的条件有关, 比如溶液 pH 值
和温度等. 为了确定复合物中磷酸钙的成分, 我们将
样品进行 XRD测试, 所得结果如图 5所示.  

 

 
图 5  纳米复合粒子的 XRD衍射图 

 
图中 22°, 24.5°和 29°处的衍射峰是二水合磷酸

氢钙(DCPD)的特征峰. 由于这三个衍射峰强且尖锐, 
我们认为CS-PAA粒子外部包裹的是一层DCPD外壳. 
由于羟基磷灰石需要在碱性更强的条件下才能稳定

  1325 



 

 
 
 

    2009年 5月  第 54卷  第 10期 

存在(pH 11~12)[34], 而CS-PAA粒子处于一个中等的
碱性环境中(8 < pH < 10), 因此, 磷酸钙将倾向于形
成DCPD晶体, 而不会向羟基磷灰石转化. 图5中, 羟
基磷灰石特征衍射峰(002)几乎可以忽略, 也直接证
明了产物中羟基磷灰石晶体的含量较少 . 在图中同
时也发现了碳酸钙的四个特征衍射峰 , 这主要是由
于尿素分解产生的二氧化碳引入的 , 但是它们的强
度要比DCPD弱得多, 因此DCPD是矿化产物的主要
成分.  

图 6 是CS-PAA粒子与尿素热分解矿化获得的复
合粒子的红外谱图 . 壳聚糖与聚丙烯酸的特征峰没
有明显的变化, 只是略有一点位移. 聚丙烯羧基中的
碳氧伸缩振动峰从 1722 cm−1移到 1683 cm−1, 这是因
为在碱性条件下 , —COOH变成了—COO−. 1154 
cm−1和 510 cm−1处新出现的两个峰是PO4

3−的特征峰, 
说明有磷酸盐的存在. 值得注意的是, 在 2500 cm−1

附近本属于CS-PAA粒子中—NH3
+的吸收峰 [35], 在复

合粒子中消失了 , 说明—NH3
+转变成了中性—NH2. 

因为晶体是在溶液中形成的 , 所以这里的产物应该
是CaHPO4·2H2O (DCPD), 且 3300 cm−1到 3500 cm−1

之间宽而强的吸收峰就是DCPD中的结晶水引起的. 
1465 cm−1 处的吸收峰是由碳酸根引起的, 说明复合
粒子中确实有碳酸钙. 根据以上结果可以断定, 利用
尿素热分解, 我们成功地制备了矿化CS-PAA-CaP纳
米复合粒子.  
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图 6  CS-PAA(a)和 CS-PAA-CaP(b)粒子的红外光谱 

 
CS-PAA-CaP复合微粒中的 Ca, P的比例可用 X

射线光电子能谱来确定. 在图 7 中结合能(BE)在 292 
eV 处的峰属于碳元素, 我们以此为基准来测定其他

元素的相对含量. 540 eV和 539 eV处的两个峰属于
氧元素 , 分别对应氧原子在本体系中的两种结合态
(壳聚糖中的—C—O—C—和聚丙烯酸中的—C== O). 
407 eV处的单峰是氨基中的氮元素的峰. Ca, P两元
素的结合能分别在 354 eV和 140 eV处(图 7的插图), 
它们的比例大约是 1.93:1, 比起始的加入量(1:1)要高. 
这可能是由于两方面的原因造成的: (1) 反应过程中
由于尿素分解产生二氧化碳, 从而引入了碳酸钙, 增
加了钙的含量, 这一结果与 XRD 的结果相对应; (2) 
因为样品接触到空气 , 空气中的二氧化碳使粒子表
面的一些 DCPD 会转化成为碳酸钙, 降低了表面磷
元素的含量. 另外, XPS 测量的只是物质表面元素的
组成, 因而与本体的含量存在一定的偏差.  

热重分析(TGA)是研究复合材料, 特别是有机-
无机复合材料组成的重要手段. 图 8 所示的是 CS- 
PAA-CaP 复合纳米微粒的热失重曲线. 我们可以看
到, 曲线上有两个失重过程, 分别对应复合粒子的两 

 

 
图 7  复合粒子的 XPS能谱 

 

 
图 8  CS-PAA-CaP复合纳米粒子的 TGA谱图 

实线部分是失重曲线, 虚线部分是复合粒子失重速率曲线 
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图 9  CS-PAA粒子的矿化机理 

 
 
个热分解过程. 第一个过程集中在 100~240℃之间, 
主要是复合粒子失去结晶水和自由水所致 . 我们可
以看到, 这个过程中曲线下降很快, 这是因为粒子中
的主要官能团都是亲水的, 结合的水分很多. 第二过
程集中在 240~500℃之间, 这一过程主要是高分子聚
合物链的热分解. 壳聚糖的热分解温度相对较低, 在
320℃就开始分解[36], 而聚丙烯酸热分解温度略高些, 
约在 390℃[37]. 失重曲线在 250℃处的失重速率突变
归因于聚丙烯酸分解时会形成酸酐 , 脱去一部分水
[37]. 到 800℃时, 有机物基本上全部分解完毕, 剩余
物质以无机磷酸钙为主. 

在本体系中, 我们认为CS-PAA粒子表面的矿化
是一个层层吸附的过程(图 9). 开始时, CS-PAA粒子
悬浮液显酸性, 表面带有正电荷(图 3 Zeta电位), 即
粒子表面主要是壳聚糖中质子化的氨基 . 当体系中
尿素分解, 悬浮液的pH值随之升高, —NH3

+被—OH−

中和形成氨基(—NH2), 最终在—NH2 和—OH−之间

形成电离平衡. 由于—NH2 被固定在粒子上, 因此在
粒子表面形成一层—OH−层. —OH−通过静电作用又

会进一步吸引溶液中的Ca2+离子, 形成钙离子层. 钙
离子层又会继续吸引溶液中的磷酸根 , 慢慢形成磷
酸钙结晶. 在一些多羟基化合物中, 比如琼脂糖表面
的磷酸钙形成, 也可以用类似的机制来解释[38]. 伴随 

着阴阳离子的相互吸引以及在粒子表面的沉淀 , 微
粒逐渐被磷酸钙层所包覆. 当微粒被完全包覆后, 原
来的成核点又会很快发生二次结晶 , 慢慢形成多孔
复杂结构, 正如 TEM和 SEM图中所示的那样.  

关于聚丙烯酸在矿化过程中所起的作用 , 尚不
很明确 . 羧酸根对于矿化是起促进作用还是钝化作
用, 文献中都有报道[39]. 并且, 羧甲基化壳聚糖只有
用氢氧化钙预处理后才能进行钙化[40]. 因此, 我们认
为羟基在矿化过程中起主要作用. 此外, 氨基对于矿
化也有一定的促进作用 , 因为氨基中氮原子的孤对
电子可以吸附正离子(如Ca2+)形成配位化合物.  

3  结论 
通过氨水滴加法和尿素热分解法 , 成功制备了

壳聚糖-聚丙烯酸复合纳米微粒. 尿素热分解制备的
复合粒子矿化过程更完全 , 所得的粒子形貌较为复
杂, 具有多孔结构, 粒径为 400~600 nm. 矿化过程的
驱动力来源于 CS-PAA 微粒表面的一些官能团如氨
基、羟基和溶液中存在的无机离子之间的相互作用, 
所得复合纳米微粒的的化学结构和溶液的 pH 值有关. 
因此, 控制溶液的 pH值是调控矿化的一个重要因素. 
复合纳米微粒表面的多孔结构可以大大扩展它在骨

修复、组织工程以及载药系统等医学领域的应用. 
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