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Abstract 
A composite material of silk fibroin (SF) and nano-hydroxyapatite (HA) was prepared by 
co-precipitation method using mulberry silk and inorganic salt to solve the problem of brittle 
fracture and low toughness of single hydroxyapatite. The composite material was characterized by 
scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectrometer (FT-IR) and X-ray 
diffraction (XRD). The tensile tests of the composites which were printed via three-dimension 
printer were done. The results show that the size of the HA/SF is about 20 - 50 nm. The length of 
the nano-particles with long axis orientation is about 80 - 120 nm. The crystalline state of HA was 
weakened by the SF in HA/SF. HA/SF scaffolds were printed by three-dimension printer. Via add-
ing nanocellulose disperses solution into the HA/SF composite, the compressive strength of HA/SF 
scaffolds can be 52 MPa which can be satisfied with the demand of body bone. The composite scaf-
folds have uniform pores compared to those scaffolds obtained by foaming, freeze-drying, etc. The 
size of pores is about 250 - 350 μm. The suitable concentration of nanocellulose disperses solution 
to help to form and increase toughness is 3%. The ratio of HA/SF and nanocellulose is 1:2. So 
HA/SF composite can be a suitable bone repair material. Three-dimensional printing is an ideal 
process to manufacture bone scaffolds efficiently. 
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摘  要 

针对单一羟基磷灰石制成的骨件易碎、强度差等问题，采用共沉淀法用桑蚕丝和无机盐制备了丝素蛋白

(SF)与纳米羟基磷灰石(HA)的复合材料。采用扫描电镜(SEM)、傅立叶红外光谱、X射线衍射(XRD)对复

合材料的结构进行表征。采用3D打印的方式将复合材料打印成型，并进行了抗压强度测试。结果表明：

此方法得到的HA/SF复合材料粒径约为20~50 nm，长度约为80~120 nm，具有一定的长轴取向性，丝

素蛋白与羟基磷灰石复合弱化了羟基磷灰石的结晶状态。骨修复材料的成型可以通过3D打印来实现，成

型后其抗压强度可达到52 MPa，可以满足人体骨的强度要求。 
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1. 引言 

骨损伤疾病是较为普遍的临床医学损伤。随着生物医学发展的需要，促使人们不断地寻找理想的骨

修复替代材料。作为一种理想的骨骼修复材料需要具备以下特点：生物相容性、生物活性、良好的机械

性能、生物降解性以及诱导再生性。总之，修复材料的性能要与自然骨骼相似。目前已知的修复材料，

如：部分陶瓷材料、金属材料以及高分子材料，都具有生物相容性，但只有小部分材料兼具良好的机械

强度。与人骨组织最接近的材料是羟基磷灰石(Hydroxyapatite，简称 HA)，因此它是目前公认的最具潜力

的骨组织修复材料。人体骨组织中的羟基磷灰石主要是纳米针状单晶体结构，沿一定的方位分布在胶原

组织中，而纳米羟基磷灰石与人体骨组织成分相似，具有良好的生物活性，所以纳米羟基磷灰石被认为

是最具前景的骨组织替代材料[1]。但临床医学研究表明：运用单一的羟基磷灰石制成的人工骨骼易碎、

强度低、韧性差，限制了它的临床应用和效能发挥。为此研究者采用其他材料与羟基磷灰石进行复合使

用，试图改善或提高单一羟基磷灰石制成的骨骼的机械性能。为了满足骨材料所需的力学性能，生物活

性和体内降解等方面的性能，采用不同材料进行复合成为目前骨替代材料研究的热点[2]-[8]。丝素蛋白

(silk fibroin，简称 SF)属线状蛋白质，具有抗蛋白水解酶，抗紫外线以及显著的柔韧性。丝素蛋白以其良

好的生物相容性、生物降解性以及纯度高、价格低等优点成为生物医药材料中的重要天然材料，在生物

医药材料上有广阔的应用前景，应用领域主要有：药物载体、骨骼与软骨组织修复材料、神经与血管移

植等[9] [10] [11]。丝素蛋白与羟基磷灰石的复合支架已有研究，但基本是通过发泡、冷冻干燥等方法制

得，该复合支架存在结构单一，孔径不均匀等技术问题[12] [13]。纳米纤维素是完全源于生物质，并能完

全生物降解的高分子材料，它具有高强度，无毒，可再生等特点，在制备高性能纳米复合材料中前景广
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阔。因此，本实验将 HA/SF 材料与纳米纤维素再次复合，进一步提高机械强度。 
3D 打印是一种快速成型技术，它是一种以数字模型文件为基础，运用粉末状可粘合材料，通过逐层

打印的方式来构造物体的技术。通过 3D 打印技术的分层制造，逐层叠加的原理[14]，可以对骨支架的孔

隙大小进行调整，亦可以实现复杂形状的成型，为骨支架提供了简单、高效的成型途径[15] [16] [17] [18]。
同时应用 3D 打印制备的生物支架，能够满足生物相容性、生物活性、力学性能等要求，其高孔隙率的

三维立体结构更适合种子细胞增值、分化及诱导成骨修复缺损，具有巨大的应用价值。在此研究中，制

备出 HA/SF 纳米复合纤维后，采用 3D 打印技术将复合纤维打印成型，希望通过 3D 打印技术获得易成

型的可定制化的骨修复材料。 

2. 实验部分 

2.1. 试剂与仪器 

蚕茧(网上购买)，碳酸钠、氯化钙、磷酸氢二铵、氨水(均为分析纯，购买自探索平台)，纳米纤维素。 
S-4800 场发射扫描电镜(SEM，日立公司，加速电压 0.5~30 KV)、D/max-2600PC 型 X 射线粉末衍射

仪(XRD，理学公司，加速电压 45 KV，2θ扫描范围：5~125˚)、Nicolet 6700 型傅里叶变换红外光谱仪(FTIR，
美国赛默飞世尔科技公司，4000~400 cm−1，分辨率 4 cm−1)、CMT-10 万能材料试验机。 

2.2. 实验过程 

2.2.1. 纳米 HA/SF 复合材料制备 
去除蚕蛹的家蚕茧清洗后，放置于浓度为 1%的 Na2CO3 水溶液中煮沸 30 分钟，脱去丝胶蛋白，然

后用 70℃蒸馏水清洗干净，50℃下烘干，获得丝素纤维。将丝素丝溶解在摩尔比为 1:2:8 的

CaCl2:C2H6O:H2O 的三元溶液中，75℃下电磁搅拌 30 分钟，即得到丝素蛋白混合溶液。取磷酸氢二铵配

置 500 毫升溶液，其中，磷酸氢二铵中的 P 与氯化钙中的 Ca 的摩尔比为 6:10，水温 75℃，电磁搅拌 30
分钟，然后将其均匀的倒入丝素蛋白溶液中，并不停地加入氨水调节 PH 值到 10，反应完毕后将其室温

放置，生物矿化 24 小时，然后将其过滤，用去离子水清洗多次后，将沉淀物放置在 50℃下干燥，获得

丝素蛋白纳米羟基磷灰石复合材料 HA/SF，其中纳米羟基磷灰石含量为 70%。 

2.2.2. 纳米 HA/SF 复合骨支架 3D 打印 
将 HA/SF 粉末与纳米纤维素分散液混合，混合质量比为 1:2，纳米纤维素的浓度分别为 1%和 3%。

使用计算机 CAD 设计模型，保存为 STL 格式，然后导入 3D 打印机中，将待打印溶液倒入打印机料筒中

进行打印，打印温度为−20℃。打印成型后，冷冻干燥。骨支架打印成 10 mm × 10 mm × 5 mm，每组三

个样品，进行抗压强度测试。 

2.2.3. 材料的表征 
用日立 S-4800 场发射扫描电镜观察 HA/SF 粉体形貌特征。采用理学 D/max-2600PCX 射线衍射仪

(XRD)分析HA/SF和HA粉体晶体物相结构。采用Nicolet 6700型傅里叶变换红外光谱仪(FT-IR)分析 SF，
HA 和 HA/SF 的有机相官能团，以研究丝素蛋白对羟基磷灰石相结构的影响。采用万能材料试验机进行

抗压强度测试。 

3. 结果与讨论 

3.1. 形貌分析 

图 1(a)是 HA 材料的扫描电镜照片，图中所示纯 HA 材料为无序不规则结构，粒径约为 20~100 nm，
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长度约为 50~150 nm。图 1(b)是 HA/SF 复合材料粉体扫描电镜照片，矿化后的 HA/SF 颗粒呈现为细长纺

锤形，具有一定的长轴取向性，颗粒大小分布更加均匀，粒径约为 20~50 nm，长度约为 80~120 nm。SF
溶解在 CaCl2溶液中，由于 Ca2+离子的作用，丝肽链的构象发生变化，从无规线团转变为反平行 β折叠，

这样就使更多的 OH-、COO-等亲水基团露出来，在矿化过程中 SF 不断地凝聚成微纤维束，HA 晶体与

微纤维上露出来的亲水性基团结合，并以 SF 微纤维为核生长[19] [20]。 
 

 
Figure 1. SEM images of HA (a) and HA/SF (b) 
图 1. HA (a)和 HA/SF(b)的扫描电镜形貌 

 
图 2 为 HA (a)和 HA/SF (b)的扫描电镜 EDS 能谱图，表 1 为 HA (a)和 HA/SF (b)的能谱成份分析。可

以看出，两种粉体中主要为羟基磷灰石，a 粉体中含有少量的碳酸钙和极少量的氯化钙，b 粉体中除了以

上成份外，增加了丝素蛋白的成份，两者比较，b 粉体中钙和磷元素占有比例都有所减少，这是由于丝

素蛋白的加入，丝素蛋白中还含有 N 元素，由于含量较少，且气相原子较小，因此并不能标记出来，需

要配合其他测试分析。 
 

    
(a)                                                        (b) 

Figure 2. EDS of HA (a) and HA/SF (b) 
图 2. HA (a)和 HA/SF (b)的扫描电镜能谱分析 

3.2. 傅里叶红外光谱分析 

图 3 是丝素蛋白，羟基磷灰石以及 HA/SF 复合材料的红外光谱。3650~3100 cm−1 是 OH−的特征频率

区，图中 a、b、c 谱线在此区域均有吸收峰，频率大概为 3280 cm−1。图中 a 谱线 1628 cm−1和 c 谱线 1630 
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cm−1处为叔酰胺 C=O 官能团的特征峰，Ca2+与 SF 间的静电和共价作用形成叔酰胺，而且两者之间发生

了一定的螯合作用，使叔酰胺的特征谱向高波数方向发生了偏移[21]。 
 

Table 1. Composition percentage of HA and HA/SF 
表 1. HA 和 HA/SF 元素含量对比 

 HA HA/SF 

元素 重量百分比 原子百分比 重量百分比 原子百分比 

C 5.06 9.17 7.92 13.94 

O 44.55 60.58 43.84 57.93 

P 18.19 12.78 17.33 11.83 

Ca 32.21 17.48 30.92 16.31 

总量 100.00 100.00 100.00 100.00 

 

 
Figure 3. FT-IR images of SF (a), HA (b) and HA/SF (c) 
图 3. 样品的傅里叶红外光谱分析 

3.3. X 射线衍射 

图 4 中羟基磷灰石的衍射峰主要为 25.9˚ (002)、31.9˚ (211)、40.2˚ (310)、46.5˚ (222)、49.2˚ (213)、
52.4˚ (004)和 64.4˚ (304)。HA/SF 的衍射峰与羟基磷灰石的特征峰基本一致，但是峰形却明显比前者宽且

杂，尤其是 25.9˚和 31.9˚附近，这说明 HA/SF 中 HA 呈弱结晶状态。这主要是由于丝素蛋白与羟基磷灰

石复合而弱化了羟基磷灰石的结晶状态。 

3.4. 3D 打印成型 

图 5 为 3D 打印的 HA/SF 复合材料支架的扫描电镜照片。复合支架孔径大小较为均一，尺寸约为

250~350 µm，研究表明，150~500 µm 的孔隙可以诱导矿化骨的形成[22]。与传统的冷冻干燥法及化学交

联法相比，3D 打印技术可以轻松实现快速打印成型，孔隙率可调控，尤其是在制造结构复杂的骨支架时，

更显示出其高度的可操作性。 
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Figure 4. XRD images of HA (a) and HA/SF (b) 
图 4. HA (a) 和 HA/SF (b)的 XRD 图谱 

 

 
Figure 5. 3D printed composite scaffold 
图 5. 3D 打印复合材料支架的扫描电镜图 

3.5. HA/SF 复合材料的抗压强度 

用万能材料试验机对 3D 打印成型的样品进行抗压强度测试。纳米纤维素浓度为 1%时，抗压强度为

39 MPa，纳米纤维素浓度为 3%时，抗压强度为 52 MPa。由于纳米纤维素具有更高的机械强度和较高的

杨氏模量，所以纳米纤维素的加入量越高，HA/SF 支架的强度提高越明显。另一方面因为 SF 的反平行 β
折叠结构更加稳定，相较无规线团的 SF 有更好的力学性能，这就使脆性的 HA 力学性能得到补偿，能得

到更高的抗压强度[23] [24]一般认为，抗压强度高于 10 MPa 时即可符合人体骨抗压强度的需求[25]。因

此，本研究采用 3D 打印技术制备的 HA/SF 材料有望用于骨修复材料。 

4. 结论 

本研究采用共沉淀法制备出粒径为 20~50 nm 的纳米级的 HA/SF 复合材料，其中 SF 主要以反平行 β
折叠结构存在，使复合材料具有更好的力学性能。HA/SF 中 HA 呈弱结晶状态。这主要是由于丝素蛋白

与羟基磷灰石复合而弱化了羟基磷灰石的结晶状态。3D 打印技术可以打印出孔径大小较为均一的骨支架，

孔径约为 250~350 µm，其抗压强度可达到 52 MPA，孔径大小及力学性能均达到人体骨所需的要求，因

此，本研究采用 3D 打印技术制备的 HA/SF 材料有望用于骨组织支架材料。 
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