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制备羟基磷灰石的贝壳种类优选及方法比较 

田璐琦1, 4, 杨皓月1, 3, 邢荣娥1, 2, 3, 刘  松1, 2, 3, 李克成1, 2, 3, 于华华1, 2, 3, 李鹏程1, 2, 3 

(1. 中国科学院海洋研究所 实验海洋生物学重点实验室, 山东 青岛 266071; 2. 青岛海洋科学与技术国家实

验室 海洋药物与生物制品功能实验室, 山东 青岛 266237; 3. 中国科学院海洋大科学研究中心, 山东 青岛

266071; 4. 中国科学院大学, 北京 100049) 

摘要: 本研究以 CaO、煅烧后的牡蛎壳、蛤蜊壳、扇贝壳和脉红螺壳为原料, 分别采用反相微乳液法

和聚乙二醇(PEG)辅助微波加热法制备了纳米羟基磷灰石(HA), 并从产物的物理化学特性以及形态学

参数方面进行比较。利用傅里叶变换红外光谱、X 射线衍射对各组产物进行了化学表征, 扫描电子显

微镜观察样品的表面形貌, Zeta 电位仪测定样品表面的电势差。结果表明, 反相微乳液法制备的 HA 尺

寸在(104.10±1.95) nm 至(207.90±3.75) nm 范围内, 为近球形颗粒; 而 PEG 辅助微波加热法制备得到的

HA 尺寸在(61.17±3.11) nm 与(182.70±1.05) nm 范围内, 倾向于形成椭圆及棒状的颗粒, 稳定性更高, 

且各组样品均表现出完全的亲水性。此外, 对比于 CaO 制备的 HA, 以贝壳为原料制备的 HA 具有更好

的纳米结构, 其中利用脉红螺壳制备的 HA 在粒径大小、稳定性以及亲水性等方面均具有优势, 并且具

有更接近天然骨的钙磷比。因此脉红螺壳可以作为 PEG 辅助微波加热法制备羟基磷灰石的主要原料。 
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羟基磷灰石[Ca10(PO4)6(OH)2](hydroxyapatite, HA)

是一种钙磷比为1.67的钙磷化合物, 因化学组成以及晶

体结构与人体骨骼和牙齿极为相似而被广泛研究, 具有

很好的生物相容性和骨诱导能力, 可以作为填料[1]、金

属涂层[2]以及药物载体[3]应用于骨骼和牙齿的修复过

程。研究表明, HA 的生物活性与其形态学参数, 例如形

状、大小以及表面电荷密切相关[4], 而制备方法以及合

成原料对这些参数具有有效的调控作用[5]。 

目前, 以贝壳为原料制备 HA 的方法包括固相

法[6], 机械化学法[7], 化学沉淀法[8]、水热法[3]以及微

波加热法[9]等, 不同制备方法得到的 HA 在形态学参

数上略有差异, 固相法、机械化学法和化学沉淀法合

成的 HA 往往倾向于聚集形成大且无规则的微米级

颗粒 [6, 10-11], 水热法制备虽然可以有效地调控颗粒

的形态及大小 , 但需要高温高压的反应条件 , 危险

系数高且反应时间较长[12]。反相微乳液法是利用表

面活性剂在水相和油相界面形成稳定的胶束, 反应

离子被包覆在胶束中, 通过带不同粒子的胶束之间

相互碰撞、融合, 反应随即发生在包覆粒子的微型反

应池中 , 该方法条件温和 , 形成的羟基磷灰石具有

可控的形态和大小[4];微波法则是利用高微波功率将

能量迅速地转化为反应物的内能 , 加快反应速度 , 

具有成本低, 生产效率高的特点。贝壳由 95%以上的

碳酸钙和 1%~5%的有机质组成[6, 9, 13], 是自然界天

然的“钙库”。长期复杂的生长环境使贝壳结构中掺

杂 Zn2+、Sr2+、Mg2+和 CO3
2–等多种活性离子, 这些离

子的存在使以贝壳为原料制备的羟基磷灰石在晶体

结构上发生畸变 [6, 14-15], 加快了其在体内的降解速

度, 溶出的活性离子则通过影响细胞黏附、增殖以及

分化过程对生物活性产生积极的影响 [16], 相较于化

学试剂合成的 HA, 贝壳制备的 HA 更贴近人体骨骼

的天然矿物[15]。 
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本研究以太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)壳、杂

色蛤蜊(Ruditapes variegata)壳、栉孔扇贝(Chlamys 

farreri)壳以及脉红螺 (Repanavenosa)壳四种常见的

贝壳废弃物以及化学试剂 CaO 为原料, 对比了反相

微乳液法和微波加热法制备的羟基磷灰石在化学组

成、物理特性以及形态学参数等方面的差异, 以期获

得一种安全可持续的原料和高效的合成方式, 从而

制备形貌可控的纳米 HA 应用于医学材料等领域。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 

NaOH(天津奥普升化工有限公司 , 分析纯 ); 

Span 80(天津致远化学试剂有限公司 , 化学纯); 醋

酸(天津富宇试剂, 分析纯)。氧化钙(分析纯)、正戊

醇(分析纯)、环己烷(分析纯)、Na2HPO4(分析纯)、聚

乙二醇 6000(化学纯)均购买自国药集团化学试剂有

限公司。 

1.2  贝壳的收集和处理 

牡蛎壳、蛤蜊壳、扇贝壳和脉红螺壳均收集自

青岛海鲜市场。贝壳经刷洗后在 0.5 mol/L NaOH 溶

液中浸泡 48 h 去除表面杂质, 冲洗多次后烘干, 将

贝壳碾压至碎片, 用粉碎机进一步粉碎并用 200 目

筛网过滤。将得到的贝壳粉在 950 ℃煅烧 2 h 去除有

机物。 

1.3  反相微乳液法制备 HA 

根据 Ma 等[4]的方法, 将 11.7 g Span 80、23.4 g

正戊醇和 100 g 环己烷混合后剧烈搅拌制备油相, 其

中 Span 80 为表面活性剂, 正戊醇为助表面活性剂。

将 CaO 和煅烧后的贝壳粉溶解在体积分数为 7%的醋

酸中配制成为 0.5 mol/L的醋酸钙溶液((CH3COO)2Ca), 

同时配制 0.3 mol/L 的 Na2HPO4 溶液, 取 0.6 mL 配制

好的(CH3COO)2Ca 溶液和 Na2HPO4 溶液分别滴加到

60 mL 的油相中, 放入超声粉碎仪(JY92- , Ⅱ 宁波新

芝)中进行超声乳化(超声功率 20%; 超声时长 3 s; 

间隔时长 1 s; 总超声时长 7 min), 得到透明的钙微

乳液和磷微乳液。将钙微乳液和磷微乳液按照 1∶1

的比例混合并用 1 mol/L NaOH 调节 pH 到 10.0, 在

磁力搅拌器上搅拌 5 h, 反应结束后在 6 000 r/min 下

离心 5 min, 弃去上清液, 先后用无水乙醇和超纯水

洗涤白色沉淀 3~5次, 得到的产物在−80 ℃超低温冷

冻 24 h 后在冷冻干燥机(FD-1A-80, 北京博医康)中

干燥 24 h。为除净产物中的有机杂质, 冻干后的产物

在 650 ℃下继续煅烧 3 h 获得 HA。 

1.4  微波辅助法制备 HA 

实验借鉴 Che[17]的方法 , 采用聚乙二醇 (PEG 

6000)作为模板剂辅助 HA 的合成。将 CaO 和煅烧后

的贝壳粉溶解在 50 mL 含质量分数为 6% PEG 的醋酸

溶液(体积分数为 7%)中得到 1 mol/L 的(CH3COO)2Ca, 

并配制等体积 0.6 mol/L 的 Na2HPO4 溶液, 该溶液中

同样含有质量分数 6% 的 PEG。将 Na2HPO4 溶液逐

滴滴加到(CH3COO)2Ca 溶液中, 并用 1 mol/L NaOH

溶液将 pH 调整到 10.0, 得到的白色悬浊液在微波条

件下(800 W, 2.45 GHz)反应 15 min, 反应结束后在

6 000 r/min 下离心 5 min, 弃去上清液, 得到的白色沉

淀分别用无水乙醇和超纯水洗涤 3 次, 冷冻干燥后在

马弗炉中煅烧(650 ℃, 3 h)。 

1.5  样品测试与分析 

1.5.1  HA 的化学表征 

通过傅里叶变换红外光谱仪(Fourier transform 

infrared spectrometer, FTIR)(Nicolet iS10, 美国赛默)

和 X 射线衍射仪(X-ray powder diffractometer, XRD) 

(D8 ADVANCE, 德国布鲁克)对产物进行化学表征。

X 射线扫描仪的 Cu 靶波长为 1.540 6 Å, 管电流和电

压分别为 40 mA 和 40 kV, 扫射步长为 0.02°, 扫描速

率为 3°/min, 扫描范围在 20°~ 60°之间; 采用能谱仪

(ICPOES730, 美国安捷伦)测定 HA 中的钙磷含量。 

1.5.2  HA 的表面形貌 

采用扫描电子显微镜(scanning electron micro-

scope, SEM)(SU8020, 日本日立)观察颗粒的微观形

态, 扫描电压是 3.0 kV, 扫描模式为二次电子扫描。 

1.5.3  HA 的表面特征 

颗粒表面的 Zeta 电位采用纳米粒度仪(NanoZS90, 

英国马尔文)测量, 测试前将样品以 1 mg/mL 的浓度

分散在超纯水中; 颗粒的表面亲水性采用接触角测量

仪(JC2000C, 上海中晨) 进行测量, 测量之前, 粉末

状样品以固液比 1∶50 溶解在无水乙醇中, 使用喷枪

将悬浮液均匀喷洒在载玻片上, 置于室温下 24 h 使溶

剂挥发。 

1.5.4  数据分析 

采用 Origin 2019 b 和 Graphpad 8.0 进行图像的

绘制, 并使用 Image J 测量颗粒大小; 使用 Jade 6 软

件分析样品的 X 射线衍射图谱。 
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2  结果与分析 

2.1  HA 的傅里叶变换红外光谱 

通过 FTIR对样品进行了表征, 如图 1所示, 两种

方法均成功合成了 HA, 图中 1 018 cm–1 和 1 086 cm–1

处的峰(v3)代表PO4
3–的不对称伸缩振动峰, 962 cm–1处

的峰(v4)归属于 P-O 键的对称伸缩振动峰, 562 cm–1

和 599 cm–1 处的双峰(v1)则代表 O-P-O 的不对称弯曲

峰[9, 13]。在以脉红螺壳为原料时, 两种方法制备的

HA 在 873 cm–1, 1 411 cm–1 和 1 455 cm–1 处都可以看

到归属于 CO3
2–的振动峰(图 1a(2)、b(2)), CO3

2–的存在

有以下三种可能的原因: (1)来自于贝壳原料本身含有

的方解石和霰石的掺入; (2)制备过程中样品与空气的

接触导致[18]; (3)煅烧过程产生的含碳物质在 HA 表面 

 

图 1  氧化钙及不同贝壳原料通过不同制备方法合成的羟基

磷灰石(HA)傅里叶变换红外光谱图 

Fig. 1  Fourier transform infrared spectra of hydroxyapatite 
synthesized by CaO and different shells through dif-
ferent preparation methods 

注 : 化学羟基磷灰石(1), 脉红螺壳羟基磷灰石(2); 扇贝壳羟基

磷灰石(3); 蛤蜊壳羟基磷灰石(4); 牡蛎壳羟基磷灰石(5) 

的掺入, 后两种原因具有加工层面上的偶然性, 但两

种方法制备的脉红螺壳 HA均具有 CO3
2–的掺杂, 因此

原因(1)的可能性更大。需说明的是, CO3
2–在 HA 晶体

中的取代方式包括 A 型取代(取代-OH)和 B 型(取代

PO4
3–)取代[19], 两种取代方式都可以通过出峰位置在

图谱中呈现出来, 本实验中 CO3
2–的取代方式属于典

型的 B 型取代, 且 CO3
2–竞争 PO4

3–位点的能力往往会

影响 PO4
3–-v3 处的峰强[20], 这使得该原料制备的 HA

与人体骨骼和牙齿中的无机质化学组成和结构更加

接近[21-22]。 

2.2  HA 的 X 射线衍射图谱 

采用 XRD 进一步检测了样品的化学特性。通过

与粉末衍射标准联合委员会(JCPDS)的数据库进行比

对, 所有产物的 XRD图谱与 HA的标准卡片(JCPDS # 

74-0565)高度匹配(图 2), 并具有较强的衍射峰。以反

相微乳液法制备时, 各组的产物组成除 HA 外, 均含有 

 

图 2  氧化钙及不同贝壳原料通过不同制备方法合成的羟基

磷灰石(HA) X 射线衍射图谱 

Fig. 2  X-ray diffraction spectra of hydroxyapatite synthe-
sized by CaO and different shells through different 
preparation methods 

注 : 化学羟基磷灰石(1); 脉红螺壳羟基磷灰石(2); 扇贝壳羟基

磷灰石(3); 蛤蜊壳羟基磷灰石(4); 牡蛎壳羟基磷灰石(5) 
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β-磷酸钙(β-tri calcium phosphate, β-TCP)和 NaCaPO4

的存在(图 2a); 采用 PEG 辅助微波加热法制备时, 以

扇贝壳和蛤蜊壳制备的 HA 中也存在杂质 β-TCP 和

NaCaPO4, 但 CaO、脉红螺壳和牡蛎壳得到的产物均

为纯净的 HA(图 2b), 相较于微波加热法, 反相微乳

液制备 HA 时更需要关注 β-TCP 向 HA 的完全转化。

NaCaPO4 的存在有两方面的原因: 一是贝壳原料本身

存在的钠元素的掺杂[15, 23], 二是制备过程中 pH 调节

剂的不完全去除。值得一提的是, 与其他各组相比, 

两种方法制备的脉红螺壳HA在(002)表现出高于其他

组别的衍射强度, 强调了该原料合成的 HA更倾向于

沿 c 轴方向生长[24]。 

2.3  HA 的表面形貌分析 

通过 SEM 对产物进行微观形态学观察, 根据图

3, 两种制备方法得到的 HA 均可以达到纳米级别。

其中, 反相微乳液法得到的产物倾向于形成近球形

的颗粒 , 部分晶粒融合形成大且不规则的颗粒 , 而

微波辅助法得到的 HA 则更倾向于形成尺寸更小的

棒状和椭圆状颗粒, 形态的变化在以贝壳为原料制 

 

图 3  氧化钙及不同贝壳原料通过不同制备方法合成的羟基

磷灰石(HA)微观形貌 

Fig. 3  Morphology of hydroxyapatite synthesized by CaO and 
different shells through different preparation methods 

备的 HA 中更加显著。进一步测量了颗粒的粒径大

小, 如图 4 所示, 采用反相微乳液法制备的 HA 颗粒

大小在(104.10±1.95) nm 与(207.90±3.75) nm 之间变

化, 而 PEG 辅助微波加热法制备的 HA 颗粒大小在

(61.17±3.11) nm 与 (182.70±1.05) nm 之间变化 (图

4a)。同时, 相较于 CaO 合成的 HA, 贝壳在向 HA 的

转化过程中似乎更容易保持纳米结构, 且粒径大小

均与化学 HA 具有显著性差异(图 4b), 其中以蛤蜊壳

为原料制备的 HA 在两种制备方法下均表现出最小

的粒径分布, 分别为(104.10±1.95) nm(反相微乳液法)

和(61.17±3.11) nm(微波加热法), 其次是脉红螺壳 , 

在两种方法下制备得到的产物粒径均低于 110 nm。 

 

图 4  氧化钙及不同贝壳原料通过不同制备方法合成的羟基

磷灰石(HA)粒径大小 

Fig. 4  Particle size of hydroxyapatite synthesized by CaO and 
different shells through different preparation methods 

注: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1; 采用邓肯分析, 

字母“a”代表的是均值最大的组别, 从“a”到“d”平均值依次

下降, 字母相同的两组间无显著差异。不同字母组间差异有统计

学意义, P≤0.05 

 

2.4  HA 的表面特性 

Zeta 电位指分散介质与覆盖在颗粒表面的流体

稳定层之间的电势差 [25], 可以反映颗粒的带电性以

及稳定性。如图 5 所示, 所有样品的 Zeta 电位都呈

现负数, 数值在−12.37 mV 与−39.63 mV 之间变化。
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其中, 采用微波加热法制备的 HA的 zeta电位绝对值

均显著高于同原料条件下采用反相微乳液法制备的

HA, 且牡蛎壳 HA 的电位绝对值可以高达 39.63 mV, 

其他原料制备的 HA 的 zeta 电位绝对值虽然低于该

值, 但仍大于 25 mV。 

 

图 5  氧化钙及不同贝壳来源通过不同方法合成的羟基磷

灰石(HA) Zeta 电位 

Fig. 5  Zeta potential of hydroxyapatite synthesized by CaO 
and different shells through different preparation 
methods 

注: **P<0.01; ****P<0.000 1 

 
通过测量 HA 的接触角判断其亲水性, 实验结

果表明, PEG 辅助微波加热法制备得到的 HA 接触角

均为 0°, 表现出完全的亲水性, 而采用反相微乳液

法制备的 HA 在各组之间表现出差异性, 其中脉红

螺壳 HA 表现出完全的亲水性, 其他各组的接触角

则分别为 3.33°(化学  HA), 11.67°(牡蛎壳 HA), 

3.67°(扇贝壳 HA), 2°(蛤蜊壳 HA)。 

通过上述多方面的材料评估, 以 PEG 辅助微波加

热法制备的 HA 具有更加显著的应用优势, 在此基础

上, 利用能谱仪测定了不同原料制备得到的 HA 的钙

磷含量并计算钙磷比。如图 6 所示, 脉红螺壳制备的

HA 钙磷比高于理论值 1.67, 为 1.69, 接近天然骨的钙

磷比 1.71[26], 而其他各组 HA 的钙磷比均低于 1.67。 

3  讨论 

制备方法可以直接影响 HA 的形态学参数这一

论点在本文中得到了充分论证, 两种方法均可以得

到纳米 HA 晶体, 但在进一步的形貌分析和表面特

性分析中表现出了显著的差异。反相微乳液法的条

件温和, 反应不需要高温或高压即可形成规则的纳

米 HA, 不同的表面活性剂通过形成形状和大小不同

的胶束直接影响颗粒的形态学参数 [5], 在该方法中, 

由于煅烧过程中分子内部的结构发生破坏并重结晶,  

 

图 6  氧化钙及不同原料制备得到的羟基磷灰石(HA)钙磷

比(PEG 辅助微波加热法) 

Fig. 6  Ca/P ratio of hydroxyapatite synthesized by CaO and 
different shells (microwave method) 

 

导致颗粒间发生相对融合从而增大了颗粒的粒径[6]; 

微波加热法是通过微波能向分子内能的快速转化加

速 HA 的结晶过程, Mohd[27]的综述中提出微波加热

结合高温煅烧可以增加反应的动力学, 从而有效改

善产物的物理特性, 使产物具有更小更均一的粒径

分布, 这与本文得到的结论相一致, 然而, 微波条件

下离子的高速运动往往使离子无定形的结合导致颗

粒间的聚合[28], 本研究添加的 PEG 通过 PEG-OH 与

Ca2+的结合降低了离子在体系中的运动速率[5], 缓解

了颗粒间的融合和聚集, 另一方面, PEG 在反应过程

中的降解进一步控制了颗粒的粒径大小。据报道, 颗

粒的粒径越小, 一定程度上反映了颗粒具有更大的

比表面积和表面能, 这为细胞的黏附提供了足够的

空间和作用力[5, 29]。相较于反相微乳液法, PEG 辅助

微波加热法制备的 HA 更倾向于沿 c 轴方向生长, 形

成类似棒状的形态, 这种形态的变化在以贝壳为原

料制备的 HA 中更加显著。棒状 HA 为成骨细胞的黏

附和增殖提供了充足的空间, 使细胞活动可以扩散

至整个支架 , 而不只是集中在颗粒的顶部 [24], 更重

要的是棒状 HA 更加接近人体骨骼和牙齿中磷灰石

的形态[30-32], 因此被认为具有比其他形状 HA 更大

的应用潜力[33]。 

Zeta 电位的测试结果显示采用两种方法得到的

HA 表面都带有负电荷 , Smith 等人 [34]验证了带负

电荷的 HA 在细胞黏附、Ca2+沉积等方面具有巨大

的利用优势, 更适用于作为骨修复材料应用于医学

领域[35]。通常认为, Zeta 电势的绝对值与颗粒的稳

定性有关 , 绝对值越大 , 颗粒越稳定 [36], 越容易抵
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抗聚集的发生 , 且更有利于细胞的黏附 [37], 相反 , 

较低的 Zeta 电位绝对值意味着颗粒之间的吸引力

大于排斥力 , 颗粒之间容易发生聚集 [12]。本文中

PEG 辅助微波加热法制备的 HA 在溶剂中更加稳定, 

其中牡蛎壳 HA Zeta 电位绝对值最大, 稳定性最好, 

其他三种贝壳 HA 的 Zeta 电位绝对值虽然低于牡蛎

壳 HA, 但仍然维持在较高的水平。此外, 通过测试

样品的接触角评估了样品的亲水性 , 接触角越小 , 

样品的亲水性越强 , 对于植入性的材料 , 高亲水性

有助于提高细胞在其表面的黏附性[14, 38], 本研究采

用 PEG 辅助微波加热法制备的 HA 表现出完全的亲

水性, 而反相微乳液法制备的 HA 中, 只有脉红螺

壳 HA 表现出完全的亲水性。此外, 在所有 HA 样

品中, 脉红螺壳 HA 的钙磷比(1.69)更加接近天然骨

的钙磷比 1.71[26, 39]。 

4  结论 

本研究以化学试剂 CaO、牡蛎壳、蛤蜊壳、扇贝

壳和脉红螺壳为原料, 分别采用反相微乳液法和 PEG

辅助微波加热法制备了纳米 HA。其中, 以反相微乳

液法制备的 HA 形成了(104.10±1.95) nm~(207.90± 

3.75) nm 的近球形颗粒, PEG 辅助微波加热法制备的

HA 则形成了(61.17±3.11) nm~(182.70±1.05) nm 的椭

圆以及棒状颗粒。PEG 辅助微波加热法制备的 HA 尺

寸更小, 比表面积更大, 稳定性好且具有完全的亲水

性, 更适用于在医学材料领域的应用。此外, 四种贝

壳均可以制备出接近化学计量值 1.67 的 HA, 且产物

相较于 CaO 制备的 HA 更倾向于维持纳米结构, 在两

种制备方法中, 以脉红螺壳为原料制备的 HA 粒径始

终维持在 110 nm 以下, 具完全的亲水性且 Zeta 电位

绝对值始终维持较高水平, 钙磷比更接近天然骨, 在

医用材料领域具有更大的应用优势。 
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Abstract: In the present study, we used CaO and calcined oyster, clam, scallop, and snail shells as raw materials to 

synthesize nanohydroxyapatite (HA) using the reverse-phase microemulsion method and polyethylene glycol 

(PEG)-assisted microwave heating and compared the physicochemical characteristics and morphological parameters 

of HA. Fourier transform infrared spectroscopy and X-ray powder diffraction were used to characterize the product, 

scanning electron microscopy was employed to observe the surface morphology, and a Zeta potential analyzer was 

utilized for potential determination. The results showed that HA fabricated using the reverse-phase microemulsion 

method had a particle size between (104.10 ± 1.95) and (207.90 ± 3.75) nm and a sphere-like morphology; however, 

HA prepared using the PEG-assisted microwave method presented a smaller particle size that varied from (61.17 ± 

3.11) to (182.70 ± 1.05) nm and tended to have an oval-like and rod-like shape, while showing better stability and 

hydrophilicity. In addition, compared with chemically synthesized HA, HA derived from seashells had a better 

nanostructure, and HA derived from snail shells outperformed others in terms of particle size, stability, and wet-

tability. Furthermore, the Ca/P ratio of snail-shell HA was closer to that of the natural bone. Therefore, snail shells 

can be used as the main raw material for synthesizing HA using the PEG-assisted microwave method. 
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