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!摘!要" 目的!通过乳液交联法合成壳聚糖微球并负载骨形态发生蛋白!_648@679?6;848>2D976>824.*"NaI.*#"再

将其复合于脱细胞基质的小牛松质骨支架"制备壳聚糖微球0小牛松质骨支架复合缓释体系* 方法! 使用红外光谱

仪)扫描电镜对合成的复合缓释系统进行结构表征和形貌观察"并对微球的包封率和载药量进行检测* 用动态浸

泡的方法来检测NaI.* 的体外释放特征"通过体外检测复合体系的细胞毒性和对细胞增殖的影响* 结果! 壳聚糖

发生了交联并成功包载了NaI.*"微球平均直径为 &)'P*

$

@"表面光滑"且成功负载于小牛松质骨支架"形成了新

型的微球0支架药物缓释体系* 缓释数据表明"& @;微球在体外释放 *" :"NaI.* 逐渐释放"第 *" 天时浓度仍达到

!*(')" g*#)## @;0L* 体外测试表明"该缓释体系有利于小鼠前成骨细胞 a5([(.K" 的生长"促进向成骨方向分

化* 结论! 壳聚糖微球0小牛松质骨支架复合缓释体系实现了 NaI.* 的生物学功能及其在骨修复部位的持续)缓

慢释放"为骨组织缺损的修复治疗及骨组织工程支架材料的选择提供了依据*

!关键词" 壳聚糖$微球体$药物释放系统$小牛松质骨
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!!骨组织的损伤修复与重建一直是现代医学努

力寻求解决方法以应对的难题+" J*,

* 骨的形成)代

谢及随之发生的修复重建过程是由成骨细胞)破

骨细胞以及多种生长因子共同参与的复杂过程"
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维持这一动态平衡需要生长因子的持续释放+(,

*

骨形态发生蛋白! _648@679?6;848>2D976>824"NaI.

*#已广泛应用于骨缺损疾病方面的治疗+$ J&,

"但

其单独应用时存在半衰期短)会扩散至全身等副

作用"因此"如何有效维持 NaI.* 生长因子的局部

持续释放"成为临床药物领域的重要发展方向+,,

*

在药物控制释放行为中"药物载体材料起了非

常重要的作用* 理想的载药材料应该具有良好的生

物相容性)生物可降解性)生物稳定性和极低的毒

性"并且有较高的载药性+- JP,

* 壳聚糖 !D?2>63<4"

5Z#是一种天然聚阳离子碱性多糖"近年研究证实"

5Z具有生物黏附性和多种生物活性"能与活体组织

相容"不会引起过敏反应和排斥现象"其被体内的溶

菌酶)胃蛋白酶降解后"降解产物能完全地被人体吸

收"无毒副作用"比较适于作为缓释辅料+P,

* 5Z 制

成微球包封药物后"可使药物释放减慢)疗效延长"

毒副作用降低"利用 5Z 制备缓释)控释制剂已成为

近年来新剂型研究的热点+',

*

为了更好地实现 NaI.* 的生物学功能及其在

骨修复部位的持续缓慢释放"本研究将 5Z 作为缓

释载体材料"制备包裹NaI.* 的5Z 微球!5Z0NaI.

*#"并将其复合高温煅烧的小牛松质骨!D87<@2D_6.

2̀48_648"5NN#支架材料"制备 5Z 微球05NN支架

复合缓释体系!5Z0NaI.*05NN#"检测该复合材料

的理化性能)体外药物释放以及生物活性等特征*

观察骨髓基质细胞在煅烧骨材料上的黏附)生长与

增殖情况"从而进一步地研究对小鼠前成骨细胞

a5([(.K" 的增殖和分化的影响"为骨组织缺损的

修复治疗及骨组织工程支架材料的选择提供实验依

据*

$%材料与方法

$)$!实验材料和设备

5Z 平均相对分子质量 *& q"#

$

"脱乙酰度

'#Q"购自济南海得贝生物工程有限公司$牛骨购自

中国农机院$NaI.* 由美国美敦力公司提供$

'

型胶

原)NaI.* 酶联免疫吸附!KLWZ+#检测试剂盒购自

美国 Z2;@<公司$香草醛购自北京瀛海精细化工厂*

实验中所用的其他试剂均为分析纯*

实验所用设备包括傅立叶变换红外光谱仪

!H6=7287>7<43G67@24G7<78: 398D>763D69B"H[.W%"日本

岛津.P'###和场发射扫描电子显微镜!HKW*&#"美

国HKW公司#*

$),!5NN支架的制备

选用新鲜牛肱骨骨垢端松质骨"截取 ( @@q(

@@q"& @@形状规则的长方形骨条"氢氧化钠)双

氧水溶液浸泡后"高压蒸煮 * ?"去除部分蛋白及胶

原"去离子水洗净)烘干* 将干燥的骨条放入马弗炉

中煅烧"缓慢升至 -## l"氧气氛围 * ? 煅烧"形成

保留自然骨架结构的骨磷灰石骨架"将煅烧后的骨

条浸入 #)#' @6A0L焦磷酸钠溶液中"-# l水浴浸泡

-* ?"干燥后将骨条再放入马弗炉中煅烧"缓慢升温

至 " *## l"维持 " ?"制备成经 * 次煅烧的牛松质

骨块* 将煅烧骨块研磨成颗粒"通过标准筛的标准

网孔过滤"得到 #)*& R")## @@的煅烧骨颗粒*

$)-!5Z0NaI.* 微球缓释体系制备

采用乳化交联法制备 5Z0NaI.* 药物缓释微

球* 称取 ")& ;5Z溶于 *)$Q!体积分数#稀醋酸溶

液 ,# @L中"待其完全溶解后"加入一定量的 NaI.

*"机械搅拌使二者混合均匀* 将混合后的溶液缓慢

加入含 *)-Q!质量分数#的 [E884 P# 和 *)#Q!质

量分数#的 Z9<4 P# 的液体石蜡溶液 (P# @L"室温下

机械搅拌 ( ?* 向其中缓慢滴加香草醛乙醇溶液"使

5Z发生交联* 滴加完毕后继续搅拌 , ?"静置"取出

沉淀物"用石油醚)异丙醇反复漂洗"最后将沉淀物

冷冻干燥至恒重"制备出负载NaI.* 的5Z 微球"装

置示意图如图 " 所示*

图 $%乳化交联法制备5Z0NaI.* 微球的装置示意图

M#3<'($%ZD?8@<>2D6G9789<724;5Z0NaI.* @2D7639?8783

!

$).!5Z0NaI.*05NN复合缓释体系的制备

室温下用 #)#& @6A0L的乙酸溶液配制 #)" ;0

@L

'

型胶原溶液"将 5Z0NaI.* 微球配制成 "Q R

*Q的微球.胶原溶液"再将 5NN骨粉支架均匀分散

于上述微球.胶原溶液中"真空冷冻干燥 P ?"得到的

复合材料在 $ l用 &# @@6A0LKO5和 *& @@6A0L

U]Z进行交联 "* ?"得到的复合材料用蒸馏水洗涤

(# @24后在JP# l冷冻 " ?"再冷冻干燥 *$ ?"得到

5Z0NaI.*05NN复合缓释系统*

$)/!生物性能测试与表征

负载前后"材料通过 H[.W%分析其化学结构的

变化情况"再将干态微球及支架材料均匀散在样品

平台上"用导电胶固定"场发射扫描电子显微镜观察

-$$#"-
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微球表面形态*

$)0!包封率和载药量测定

为检测5Z0NaI.* 微球的包封率和载药量"本

实验采用具有较高灵敏度的 KLWZ+试剂盒检测法"

使用KLWZ+试剂盒测试材料的离心上清液中剩余

的NaI.* 量来推断材料的载药率和包封率* 按照

KLWZ+试剂盒说明书操作"测定 $&# 4@下的光密度

值* 根据标准曲线的标准方程计算样品中 NaI.*

浓度"推算出上清液中 NaI.* 量"同等条件重复试

验 ( 次* 载药率 h!投入 NaI.* 总量 J上清液中

NaI.* 总量#0微球总质量 q"##Q"包封率 h!投入

NaI.* 总量 J上清液中 NaI.* 总量#0投入 NaI.*

总量q"##Q*

$)1!5Z0NaI.* 微球的体外缓释

将 & @;NaI.* 微球浸泡于 * @L磷酸盐缓冲液

!9?639?<>8_=GG878: 3<A248"INZ"9]-)$#中"置于 (-

l孵箱中进行缓释* 在每个测试时间点!")()&)-)

"#)"$)*" :#收集缓释液并用等量的INZ更换"然后

储存于 J*# l冰箱中* 5Z 微球用 P##

$

L醋酸溶

液溶解"稀释于 ()& @LINZ 中"检测微球中 NaI.*

的含量* NaI.* 浓度的测定严格根据NaI.* KLWZ+

检测试剂盒的操作方法进行"每组重复 ( 次*

$)N!细胞培养

$)N)$!55V.P 法检测细胞增殖!取 I( 代 a5([(.

K" 细胞"以 " q"#

,个0@L的密度接种于[*& 培养瓶

中"用
!

.aKa培养基培养* 细胞共分为 ( 组"5TU

组!不含生长因子#)NaI.* 组!" @;0L)")*& @;0

L#* 实验组实验前"用 -#Q !体积分数#乙醇和

P)( ;0L的生理盐水对 5Z0NaI.*05NN复合缓释

体系材料进行消毒"无菌 INZ 完全清洗后放置于

紫外灯下照射消毒* 将上述各组细胞接种细胞悬

液于 ', 孔板中!" q"#

(个0孔#"隔天换培养基"分

别于第 ")()&)-)"$ 天每孔加入 "#

$

L55V.P 溶

液"孵育 * ?"酶标仪!N76.7<: ,P##测定 $&# 4@处

的光密度值*

$)N),!%8<A.>2@8I5%测定!通过 78<A.>2@8实时定

量I5%的方法检测碱性磷酸酶!<AF<A2489?639?<.

><38"+LI#)NaI.*)骨钙素!63>86D<AD24"T5U#)骨桥

蛋白!63>86964>24"TIU#经 NaI.*!")*& @;0L#处理

后的@%U+水平表达的变化"具体如下%取 I( 代

a5([(.K" 细胞"以密度 " q"#

,个0@L接种在 [*&

培养瓶中"用
!

.aKa培养* 接种第 * 天换成诱导培

养基!在上述
!

.aKa基础上加入 "#

J-

@6A0L地塞

米松)&# @;0L维生素 5)"# @@6A0L

!

.磷酸甘油#*

细胞共分为 * 组"5TU组!不含生长因子#和 NaI.*

组!")*& @;0L#* 隔天换培养基"a5([(.K" 细胞体

外诱导基培养第 ()- 天收集细胞"提取总%U+!t&&.

"""*#"Z246X848ZD284>2G2D#* 分光光度计测定 %U+

浓度!N269?6>6@8>87"K9984:67G#"取 "

$

;总 %U+行

脱氧核糖核酸酶
'

处理以去除残留基因组 OU+

!KU#&*""H87@84><3#"然后反转录 ![?87@6H273>

DOU+ZB4>?8323V2>"t((.*#"#*"Z246;848ZD284>2G2D#*

+LI)NaI.*)T5U)TIU序列参照 X84N<4F 数据库

!表 "#"dI5%反应体系按照 "#

$

L* qZXI5%a<3.

>87a2c!t((."#*#""Z246X848ZD284>2G2D#"引物 #)$

$

L

!&

$

@6A0L#""

$

LDOU+和 P)*

$

L::]

*

T进行配

置"在定量 I5%仪上进行反应!+99A28: N263B3>8@3

+NWZ>89 T48ILMZ#* 反应程序为预变性%'& l "#

@24$'& l (# 3"," l (" 3"$# 个循环* 按照仪器默

认熔解程序!'& l "& 3",# l (# 3"'& l "& 3#验证

反应的特异性* 内参基因同时检测"用 *

J

((

A:方法

进行数据分析*

表 $%引物信息

C7>;($%[?8D?<24 6G78<D>264 972@873

X848 X84838d=84D8!&pJ(p# I76:=D>A84;>?0_9

#"+

H67E<7: 5X+5+X5++X555++X+X

%8̀8738X[XX+X+5X555+[+55+

""#

'H+$L

H67E<7: +5+[55X5[55+5+++5X

%8̀8738XX[X55+5X+[55+X[5+

"(*

CAM

H67E<7: 5[[5[5+X+X55[5+X[55

%8̀8738+55X[+X+[X5X[[[X[+X

"*'

C+M

H67E<7: 5+5[55++[5X[555[+5

%8̀8738X[55[5+[5[X[XX5+[5

"*-

#ANBM

H67E<7: +5[5X5[X5X5[5XX[5X[[

%8̀873855[[[[X5[XX55[[[[X5[5+5

"*&

!!#"+" <AF<A2489?639?<><38$ 'H+$L" _648@679?6;848>2D976>824 *$

CAM" 63>86D<AD24$ C+M"63>86964>24)

$)S!统计学方法

采用X7<9? I<: I723@$ 软件进行统计分析"所

有实验均进行了 ( 次独立操作* 采用 +UTY+检验

对数据进行统计分析"两两比较采用双尾 :检验"(

组或 ( 组以上比较采用 [=7F8B.V7<@87检验* +i

#)#&为差异有统计学意义*

,%结果

,)$!H[.W%分析

通过 H[.W%分析"考察 5Z0NaI.* 微球缓释体

系形成过程中5Z 和香草醛的分子间相互作用* 由

图 * 可见"<曲线 !即 5Z 原料#有 - 个特征峰"

( $(&)($0D@处的为/T]伸缩振动峰"" ,&*)-#0D@和

" &-&)&,0D@处分别是酰胺
'

和酰胺
#

的特征峰*

-&$#"-李!箐"等!壳聚糖微球0小牛松质骨支架复合缓释体系的制备及体外生物活性评价



* P--)*-0D@)" $"&)$'0D@)" (-&)##0D@和" "&$)("0D@

处分别为/5])/5]

*

)/5]

(

的伸缩振动峰以及

5/T的特征峰* 与其相比"_曲线!即5Z 微球#产生

了新特征峰"" ,,-)##0D@处代表
&&

5 T伸缩振动峰

出现"表明香草醛的羰基基团连接到5Z 的氨基位点

上"且 " ,$()##0D@处出现的
&&

5 U振动峰说明 5Z

与香草醛发生了交联反应"产生了席夫碱! ZD?2GG

_<38#* D曲线!NaI.*#的特征峰也相应在 :曲线!即

5Z0NaI.*#的H[.W%图谱上"( $(&)($0D@处的 /T]

伸缩振动峰移至 ( *(#)"P0D@"说明复合体中的分子

内和分子间的氢键作用加强*

<"5Z @<>872<A$ _" 5Z @2D7639?8783$ D" NaI.*$ :" 5Z0NaI.* @2D76.

39?8783)

图 ,%缓释材料的红外图谱

M#3<'(,%H6=7287>7<43G67@24G7<78: 6G@<>872<A3

!

,),!材料形貌观察

5Z 0NaI.*微球的形状及表面形态如图(所

示"图 (+和 N分别表示在不同放大倍数下观察的

5Z0NaI.* 微球* 利用乳化交联法制备的微球呈现

出很好的球形"整个球体表面光滑"应用扫描电镜测

量所制备微球的平均直径为 &)'P*

$

@*

从图 $+中可以看出"采用扫描电镜观察所制

备的5NN多孔支架材料的内部具有明显的多孔结

构"孔径约为 (## 9@至 &##

$

@"且具有一定的定向

性* 大孔之间通过小孔连接"具有较好的连通性*

当负载微球后"由于胶原包裹到微球并使其粘附在

5NN多孔支架上"使得 5NN的孔径得以填充"从图

$N中可以看出复合缓释体的孔隙率明显减小"孔径

为 &# R-#

$

@"说明5NN支架成功负载了5Z微球*

,)-!包载率和包封率测定

5Z0NaI.* 微球的包载率和包封率如表 * 所

示"随着NaI.* 含量的增加"5Z0NaI.* 的包载率增

加"但是包封率却在下降"这说明 NaI.* 能被成功

包载于微球中*

,).!5Z0NaI.* 微球的体外缓释实验

合成的 5Z0NaI.* 微球中"NaI.* 的含量约为

!")P# g#)"-# @;0;* 采用动态浸泡的方法检测第

")()&)-)"#)"$ 和 *" 天缓释液中 NaI.* 的含量"

NaI.* 的释放速度随着时间的延长逐渐下降"第 "

天测得的缓释液中NaI.* 的含量达 "&Q"呈现突释

效应"第 *" 天测得的缓释液中 NaI.* 的浓度为

!*(')" g*#)# # @;0L* 缓释 *" 天累积释放的

NaI.* 含量约占 &$Q"释放的 NaI.* 总量中"最初

- :释放的约占 (-Q!图 &#*

图 -%微球的扫描电镜图片!+" q", ###$N" q$# ####

M#3<'(-%ZD<4424;8A8D>764 @2D763D6986G@2D7639?8783!+" q", ###$N" q$# ####

!

,)/!细胞增殖检测结果

为了评价该缓释系统的体外生物相容性"本实

验采用55V.P 法测量不同成骨细胞的增殖活性!图

,#* 总体来说"随着共培养的时间由 " : 增加到 "$

:"实验组和对照组中的成骨细胞总量都有所增加"

可见 ( 组中成骨细胞均处于增殖状态"细胞.支架复

合物培养 "$ :后"大量的细胞粘附于材料孔隙中增

殖生长"细胞生长密集* 随着 NaI.* 浓度的增加"

a5([(.K" 细胞增殖速度加快"细胞分界不清"细胞

相互融合成片状"细胞与材料结合较紧密"有大量胶

-,$#"-
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原分泌"说明该缓释体系有利于小鼠前成骨细胞

a5([(.K" 的增殖* 同样"图 - 数据也可以看出以

上规律"在第 "$ 天"")*& @;0LNaI.* 组细胞数量

明显多于对照组和 " @;0LNaI.* 组"但对照组和

" @;0LNaI.* 组的数据却没有很明显的优劣

趋势*

+" =4A6<: @2D7639?8783$ N" A6<: @2D7639?8783)

图 .%小牛松质骨支架的扫描电镜图片! q$###

M#3<'(.%ZD<4424;8A8D>764 @2D763D6986GD87<@2D_6̀248_648! q$###

!

图 /%5Z0NaI.* 微球中NaI.* 体外累积释放曲线!图 0%缓释体系对a5([(.K" 细胞增殖影响!

图 1%缓释体系在第 ")()- 和 "$ 天的细胞增殖数量

M#3<'(/%5=@=A<>2̀878A8<38976G2A836GNaI.* G76@5Z0NaI.*!M#3<'(0%[?8a5([(.K" D8AA976A2G87<>264 6G@<>872<A3!

M#3<'(1%+:?8784>D8AA4=@_87364 :2GG8784>@8:2=@3<G>87D=A>=724;G67"3>" (7:" ->? <4: "$>? :<B

!

表 ,%NaI.* 剂量对5Z0NaI.* 微球的包载率和包封率的影响

C7>;(,%KGG8D>36GNaI.* :63<;864 A6<:24;D<9<D2>B<4: 84D<93=A<>264

8GG2D284DB6G5Z0NaI.* @2D7639?8783

5Z0NaI.*

@2D7639?87830@;

NaI.*0@;

L6<:24;

D<9<D2>B0Q

K4D<93=A<>264

8GG2D284DB0Q

(## ()# #)&, g#)#P P-), g")(

(## $)# ")#$ g#)", P&), g")'

(## ,)# ")&P g#)"( P()- g*)(

(## "#)# *),P g#)(' -P)$ g()&

,)0!%8<A.>2@8I5%结果

%8<A.>2@8I5%结果显示"$ 种基因在 NaI.* 处

理组出现上调趋势"如图 P 所示"经 ")*& @;0L

NaI.* 处理 ( :的a5([(.K" 细胞的#"+表达明显

高于对照组"a5([(.K" 细胞在第 - 天 CAM表达明

显高于对照组"此外"基因 C+M和 'H+$L 的表达在

第 ()- 天与对照组相比均显著增加* 试验结果表

明"共培养 ( : 后"a5([(.K" 细胞发生了明显的形

态变化"由梭形转变为多角形"表现出明显的成骨分

化趋势* #"+活性检测显示"NaI.* 诱导组 #"+较

非诱导组明显增加"CAM)C+M检测也提示 NaI.*

诱导组较对照组有明显增加"进一步说明 NaI.* 在

体外促进了a5([(.K" 细胞向成骨方向分化*

-%讨论

羟基磷灰石.磷酸三钙!?B:76cB<9<>2>8.>72D<AD2=@

9?639?<>8"]+.[5I#双相陶瓷是骨组织工程中广泛

应用的钙磷生物支架材料+"# J"(,

"本研究采用经高温

脱蛋白后的煅烧骨"其主要成分是精细的 ]+.[5I

晶体"与化学合成的]+.[5I类骨材料相比"有效地

保留了松质骨的天然大孔和微孔结构"孔隙率和内

表面积分别是 ]+类骨材料的 ")P 倍和 "(( 倍"具

有良好的生物相容性和最接近天然骨的理化性能*

5Z是一种天然高分子"具有稳定的可降解性)良好

的成膜性"并且具有抗菌)止血和促进伤口愈合的功

能+"$ J",,

* 生物因子借助 5Z 包覆层的梯度设计可

以实现一定的释放速率+"-,

"因此"本研究采用 5Z0

--$#"-李!箐"等!壳聚糖微球0小牛松质骨支架复合缓释体系的制备及体外生物活性评价



NaI.*05NN系统缓释生物因子"研究NaI.* 对小 鼠前成骨细胞的影响*

564" D64>76A;76=9)T>?87<__78̀2<>2643<324 [<_A8")

#

+i#)#&" t+i#)#""

'

+i#)##"" 74)564)

图 N%%8<A.>2@8I5%检测a5([(.K" 细胞#"+)CAM)C+M和'H+$L 基因相对表达!*

J

((

A:

#

M#3<'(N%%8<A.>2@8I5%6Ga5([(.K" 64 #"+" CAM" C+M<4: 'H+$L !*

J

((

A:

#

!

!!NaI.* 是一种可溶的)低分子跨膜糖蛋白"研究

表明NaI.* 可以诱导骨髓干细胞分化为成骨细胞"

上调+LI活性"上调 CAM和
'

型胶原的表达"增加

矿化基质"在局部对膜内成骨和软骨内成骨均有诱

导作用*

本研究以煅烧骨作为支架材料"使其在成骨过

程中起骨引导作用* 煅烧骨首先形成一个物理支

架"再吸附周围的种子细胞"引导细胞顺此支架爬

行)增殖并形成新骨"而骨生长因子在骨修复过程中

能诱导间充质细胞分化为成骨细胞"刺激成骨细胞

加速增殖* 骨改建包括成骨细胞参与的骨形成和破

骨细胞介入的骨吸收过程"二者共同构成了一个精

细的动态平衡过程* 本研究采用乳化交联法制备载

药微球"扫描电子显微镜结果表明 5Z 和香草醛之

间发生了很好的交联作用"所以微球的球形良好"与

红外光谱分析结果一致*

此外"本研究结果显示"各组基因在 NaI.* 处

理后第 ( 和 - 天均表现出明显上调趋势"#"+)CAM

和C+M的基因表达水平在 NaI.* 组也出现明显的

上调趋势"细胞增殖分析同样证实了以上结果"说明

NaI.* 促进了多种成骨基因水平的表达* 外源性

NaI.* 作为新型骨替代材料缓释的生物因子"在前

成骨细胞向成骨分化过程中促进了细胞的分化"说

明经高温脱蛋白后的煅烧骨材料可作为骨髓基质干

细胞的良好载体"复合生长因子 NaI.* 后"植入体

内的缓释体系能够诱导新生骨组织形成"可作为骨

缺损组织工程修复的支架材料*

总之"本研究制备的 5Z0NaI.*05NN复合缓释

体系"成功负载了生物活性因子NaI.*"且具有很好

的缓释效果"体外测试表明该缓释体系有利于小鼠

前成骨细胞a5([(.K" 的增殖和分化*
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