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包封骨形态发生蛋白 2 的不同相对分子质量聚乳酸-

聚乙醇酸共聚物微囊促进成骨效果的研究
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[摘要]  目的　探索不同相对分子质量聚乳酸-聚乙醇酸共聚物 （PLGA） 微囊包封骨形态发生蛋白 2 （BMP-2）

对成骨细胞骨形成能力的影响。方法　用双通道微量注射泵制备包封 BMP-2 的 2 种相对分子质量 （12 000 和

30 000） 的 PLGA 微囊。用光学显微镜及扫描电子显微镜 （SEM） 观察微囊形态结构；磷酸盐缓冲溶液浸泡法

表征微囊缓释性能；细胞 Calcein-AM/PI 染色及 CCK-8 法检测微囊细胞相容性；Transwell 迁移实验检测包封

BMP-2 的微囊作用 48 h 对 MC3T3-E1 细胞的趋化作用；碱性磷酸酶活力测定、茜素红染色法检测微囊作用

MC3T3-E1 细胞后对细胞骨形成能力的影响。结果　2 种相对分子质量的微囊均表面光滑，具有良好的细胞相容

性。相对分子质量 12 000 的微囊的趋化作用最佳。相对分子质量 30 000 的微囊较相对分子质量 12 000 的微囊缓

释时间长，且初始爆发量减少了约 25%。成骨诱导 14、21 d 后，相对分子质量 30 000 的微囊形成的钙沉积结节

较相对分子质量 12 000 的微囊多。结论　本研究通过调控 PLGA 的相对分子质量控

制 BMP-2 的释放，发现相对分子质量 30 000 的微囊能够更好地诱导 MC3T3-E1 细胞

的长期骨形成能力。
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[Abstract]  Objective　This study aimed to explore the effects of bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) encapsula-

ted in poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) microcap‐

sules with different molecular weights on the osteogenic 

ability of osteoblasts. Methods　 PLGA microcapsules 

with different molecular weights (12 000, 30 000) encap‐

sulating BMP-2, were prepared using a dual-channel mi‐
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croinjection pump. The morphology and structure of the microcapsules were characterized by optical microscopy and 

scanning electron microscopy. The sustained-release performance of the microcapsules was characterized by phosphate 

buffered saline immersion method. The cell compatibility of the microcapsules was detected by the Calcein-AM/PI stain‐

ing and CCK-8 method. The chemotactic effect of BMP-2-encapsulated microcapsules on MC3T3-E1 cells after 48 h of 

treatment was detected by the Transwell assay. The alkaline phosphatase activity assay and Alizarin Red S staining were 

used to characterize the effect of microcapsules on the osteogenic ability of MC3T3-E1 cells. Results　Both types of mi‐

crocapsules with different molecular weights exhibited smooth surfaces, as well as uniform and good cell compatibility. 

The chemotactic effect of the 12 000 microcapsules was outstanding. The 30 000 microcapsules had a longer sustained-

release time, and the initial burst release was reduced by approximately 25% compared with the 12 000 microcapsules. In 

addition, 30 000 microcapsules performed better in long-term osteogenesis induction than 12 000 microcapsules. Conclu⁃

sion　In this study, the release of BMP-2 is regulated by adjusting the molecular weight of PLGA, and the results indi‐

cate that 30 000 microcapsules can better induce the long-term osteogenic ability of MC3T3-E1 cells.
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组织工程支架能够支持和促进细胞生长，是

当前组织缺损修复最重要的干预方法[1]。骨形态发

生蛋白 2 （bone morphogenetic protein 2，BMP-2）

是一种在骨和软骨发育、修复中发挥关键作用的

转化生长因子，常被添加于骨组织工程支架中[2]，

已被美国食品药品监督管理局批准在骨科和牙科

中临床应用[2-3]。但是，BMP-2 的大剂量应用不仅

价格昂贵，还会导致异位骨化、炎症反应、软组

织水肿、破骨细胞活化等严重并发症的发生。同

时，BMP-2 在体内会快速降解，半衰期短[4-5]。研

究[3]表明，BMP-2 至少需在数周的时间段内保持最

小剂量水平才能有效[6-7]。针对此情况，目前最常

见解决方式是通过能够缓释药物的支架来局部递

送 BMP-2。

支架是用来支持细胞生长的结构，常见形式

包括多孔的 3D 基质、水凝胶、球体和纤维网[1]。

支架材料主要有金属、陶瓷、聚合物等。其中聚

乳 酸 -羟 基 乙 酸 共 聚 物 ［poly（lactic-co-glycolic a-

cid），PLGA］ 这种合成聚合物具有良好的生物相

容性，已获得美国食品药品监督管理局的生物医

学应用批准。PLGA 是一种可生物降解的脂肪族无

定形聚合物，由乳酸 （lactic acid，LA） 和乙醇酸

（glycollic acid，GA） 两种单体聚合而成，其 LA∶

GA 配比、相对分子质量、分子链端基类型等都可

以影响其降解速率[8-9]。Wei 等[2]通过将 BMP-2 负载

于介孔羟磷灰石微球和 PLGA 组成的复合支架中使

BMP-2 缓释，该支架与骨髓间充质干细胞 （bone 

marrow mesenchymal stem cells，BMSCs） 共培养，

实时定量逆转录聚合酶链反应表明 BMP-2 缓慢、

长期释放有利于成骨相关标志物的长期高表达。

目前通过支架递送 BMP-2 的方式主要包括与

支架共价结合、在支架中被非共价固定、包封在

支架中等。其中，将 BMP-2 包封于颗粒中这种方

式，由于可以将 BMP-2 在释放前与体内环境隔离，

已经成为研究的一个热点[4]。但是，目前用于缓释

生长因子的支架存在突释严重、释放时间短的缺

点[3]。因此，制备一种能够减少突释，在未释放前

将生长因子与体内环境隔离，并能够尽可能长时

间维持其生物活性的支架，是现在研究的热点。

本研究基于 BMP-2 缓释的目的，使用 PLGA 微囊

包封 BMP-2，并对 2 种不同相对分子质量 （12 000

和 30 000） 微囊中 BMP-2 的释放速率及其对成骨

细胞骨形成能力的影响进行探讨。

1  材料和方法

1.1  PLGA 微囊的制备

取 8 g 聚乙烯醇 （polyvinyl alcohol，PVA） 溶

于 400 mL 去离子水，制备成 2% 的 PVA 溶液。将

PVA 溶液与磁力搅拌子一起盛于 500 mL 烧杯中，

置于磁力搅拌器 ［MS-H-Pro+，大龙兴创实验仪

器 （北京） 有限公司］ 上备用。取 1 g PLGA 溶于

10 mL 二氯甲烷，配置成 10% 的 PLGA 溶液，置于

50 mL 注射器中。将需要包封的内容物溶液装入

20 mL 注射器，包封的内容物有去离子水、牛血清

白蛋白 （bovine serum albumin，BSA） 溶液 （Bio‐

Froxx 公 司 ， 德 国）、 BMP-2 溶 液 （500 ng/mL）

（苏州近岸蛋白质科技股份有限公司） [10-11]，根据

实验需要选择。将装有 PLGA 溶液的注射器与装有

需要包封的内容物溶液的注射器分别安装到双通

道微量注射泵 （SP-2000，宁波安诺医疗器械科技

有限公司） 的 A、B 通道，调整 A、B 通道注射速
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度分别为 580、80 mL/h，连接同轴针头的外针和

内针入口，将同轴针头置于 PVA 溶液液面以下，

调整磁力搅拌器转速，190、270 r/min 分别对应相

对分子质量为 12 000、30 000 的 PLGA 溶液。注射

器排气后开始注射。注射结束后，将针头从 PVA

溶液中取出。搅拌 8~12 h 后，静置烧杯，使 PLGA

微囊沉淀，随后弃去大部分上清液，加入去离子

水清洗 3 遍，冷冻干燥 12 h。

1.2  PLGA 微囊的形态观察及粒度分析

通过扫描电子显微镜 （scanning electron micro-

scope，SEM） 在10 kV 电压下观察微囊的形态。通

过光学显微镜观察微囊形态，拍照记录后用 Ima-

geJ 测量微囊的粒径 （n=300）。

1.3  PLGA 微囊的包封率检测

制备 PLGA 微囊时，在去上清液前，从烧杯中

取出 2 mL PVA 溶液，加入 0.5 g 固体无水硫酸钠，

涡旋10 min，然后以4 000 r/min 的转速离心10 min。

上清液中含有未被包裹在微囊内的 BSA，用超微

紫外分光光度计 （NanoDropOne，ThermoFisher‐

Scientific 公司，美国） 检测上清液中的 BSA 浓度

（Cx）。假设用于包封去离子水微囊的 PVA 溶液的

BSA 浓度为基础浓度 （C0），通过 Cx 减去 C0 来计

算 PVA 溶液中未被包裹的 BSA 的实际浓度。使

用下列公式计算包封率：Ma （mg） = （Cx−C0） × 

400 （mL）；包封率 （%） =
Mi-Ma

Mi
×100% 。其中，

Mi 为制备内容物为 BSA 溶液的微囊时总共使用的

BSA 的量，Ma 为实际流失在 PVA 溶液中的 BSA 的

总量。

1.4  磷酸盐缓冲溶液 （phosphate buffer solution，

PBS） 浸泡法表征微囊缓释性能

称取 2 种相对分子质量 （12 000 和 30 000）、

包封内容物分别为 BSA 和去离子水的 PLGA 微囊

50 mg，浸入 100 μL PBS （pH=7.4） 中，并在 37 ℃

恒温振荡器 （ZQZY-78AV，上海知楚仪器有限公

司） 中以 200 r/min 振荡。用超微量紫外分光光度

计测定包封 BSA 微囊的 PBS 中的 BSA 浓度，并将

该量设为 Cx，每 5 d 更换一次新鲜的 PBS。假设包

封去离子水微囊的 PBS 中的 BSA 浓度为基础浓度

（C0）。 使 用 下 列 公 式 计 算 实 际 释 放 的 BSA 量

（Mt）：Mt （μg） = （Cx−C0）×100 （μL）；使用下列

公式计算 BSA 的实际释放率 （release rate，RR）：

RR （%） =
Mt
Me

×100% 。其中，Me 为 50 mg 微囊中

BSA 的总量。

1.5  细胞 Calcein-AM/PI 染色及 CCK-8 法检测微囊

细胞相容性

分别将 2 种相对分子质量 （12 000 和 30 000）

包封 BMP-2 的 PLGA 微囊 40 μL 加入 24 孔板中，

紫外照射 2 h 进行灭菌，PBS 清洗一遍，然后将微

囊浸泡在 1 mL 完全培养基中 24 h 进行预培养。以

不加任何刺激的孔为空白对照组。将 MC3T3-E1 细

胞按 5×104 个/孔的密度接种到孔板中，于 37 ℃、

5%CO2和 100% 湿度的细胞培养箱中进行培养，每

2 d 更换一次培养液，5 d 后用 Calcein-AM/PI 细胞

活性与细胞毒性检测试剂盒 （上海碧云天生物技

术股份有限公司） 按照说明书对细胞进行染色，

倒置荧光显微镜 （Leica 公司，德国） 下观察染色

结果。

分别将 2 种相对分子质量 （12 000 和 30 000）

包封去离子水或 BMP-2 的 PLGA 微囊 20 μL 加入 96

孔板中，紫外照射 2 h 进行灭菌，PBS 清洗一遍，

然后将微囊浸泡在完全培养基 （含 10%FBS 和 1%

青霉素/链霉素） 中 24 h 进行预培养。以不加任何

刺激的孔为空白对照组。将 MC3T3-E1 细胞接种到

孔板中 （接种密度 5 000 个细胞/孔），于 37 ℃、

5%CO2和 100% 湿度的细胞培养箱中进行培养，每

2 d 更换一次培养基。在第 1、3、5、7 天分别吸除

旧培养基，向每孔中加入 150 μL 含 10%CCK-8 溶

液 （APExBIO 公司，美国） 的基础培养基，避光

孵育 2 h 后吸取 100 μL 液体置于另一 96 孔板，使

用酶标仪 （SpectraMax M2e，Molecular Devices 公

司，美国） 于 450 nm 波长下检测光密度 （optical 

density，OD）。

1.6  Transwell 迁移实验检测细胞趋化

制 备 缓 释 微 囊 ： 分 别 将 2 种 相 对 分 子 质 量

（12 000 和 30 000） 包封 BMP-2 的 PLGA 微囊加入

24 孔板中，加入 1 mL PBS，37 ℃恒温振荡器以

200 r/min 的转速振荡 3 d 后吸除上清液，PBS 清洗

一遍，冻干，设为 BMP-2 scaffolds （sustained re‐

lease） 组，即 BMP-2 scaffolds SR 组。

取 20 μL 缓释微囊加入 24 孔板的 Transwell 小

室的下室，另取 2 种相同量未缓释微囊 （即按照

1.1 制备的包封 BMP-2 的 PLGA 微囊） 加入另外

的孔中进行对照，设为 BMP-2 scaffolds （non-sus‐

tained-release） 组，即 BMP-2 scaffolds 组。

所有样品紫外照射 2 h 灭菌后，PBS 清洗一

遍，并加入1 mL 基础培养基预培养 24 h。第 2天吸

除旧培养基，PBS清洗一遍，在下室中加入 700 μL

基础培养基，上室中加入 200 μL 基础培养基重悬
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后的 MC3T3-E1 细胞，接种密度为 2×105个/室。每

组设置 3 个复孔。培养 48 h 后使用 4% 多聚甲醛

（Biosharp，北京兰杰柯科技有限公司） 固定细胞，

并用棉球小心擦去上室细胞，使用结晶紫染色液

（上海碧云天生物技术股份有限公司） 对下室细

胞进行染色，并在倒置荧光显微镜下观察细胞迁

移结果。随后对下室细胞进行半定量分析，在小

室中加入 700 μL 33% 冰乙酸，37 ℃静置 20 min，

使下室结晶紫充分溶解，在 595 nm 波长处检测

OD 值。

1.7  微囊的碱性磷酸酶 （alkaline phosphatase，A-

KP） 活力测定

按 照 1.6 中 的 方 法 制 备 缓 释 微 囊 ， 分 别 取 2

种相对分子质量 （12 000 和 30 000） 的缓释微囊

40 μL 加入 6 孔板中，设为 BMP-2 scaffolds SR 组。

取 2 种相同量未缓释微囊 （即按照 1.1 制备的包封

BMP-2 的 PLGA 微 囊） 加 入 另 外 的 孔 中 ， 设 为

BMP-2 scaffolds 组，并设置一个不加任何刺激的

孔作为空白对照组。所有样品紫外照射 2 h 灭菌

后，PBS 清洗一遍，加入 2 mL 完全培养基预培养

24 h。

将 MC3T3-E1 细胞以 3×105 个/孔的密度接种于

6 孔板。当细胞密度为 70% 时，用成骨诱导培养基

诱导细胞成骨分化，培养基的配制成分为α-MEM+

10%FBS+1% 青链霉素+10 mmol/L β-甘油磷酸钠+ 

0.2 mmol/L 抗坏血酸+100 nmol/L 地塞米松。每 2~

3 d 更换 1 次培养基，培养 7 d 后，冰上吸弃各组旧

培养基，PBS 洗 2 遍。用 RIPA 裂解液 （上海碧云

天生物技术股份有限公司） 提取总蛋白，BCA 蛋

白测定试剂盒 （上海碧云天生物技术股份有限公

司） 定量，按照 AKP 试剂盒 （南京建成生物工程

研究所） 说明书测定各组样本的 AKP 活力。

1.8  浸提液诱导成骨分化

制备缓释微囊的浸提液：分别将 2 种相对分子

质量 （12 000 和 30 000） 包封 BMP-2 的 PLGA 微囊

200 mg 放入 2 mL 冻存管中，紫外照射 2 h 灭菌，

PBS 清洗 1 遍。加入 1 mL 完全培养基，密封后置

于 37 ℃恒温振荡器上以 200 r/min 振荡 3 d，吸去

旧培养基，PBS 清洗 1 遍，加入 1 mL 新鲜的完全

培养基，，置于 37 ℃恒温振荡器上以 200 r/min 振

荡。此后每 72 h 静置冻存管内液体并提取上清液，

以 1∶20 的比例加入成骨诱导培养基中。之后加入

1 mL 新鲜的完全培养基继续振荡。将该种培养液

培养的细胞设为 BMP-2 scaffolds （sustained relea-

se） 组，即 BMP-2 scaffolds SR 组。

制备未缓释微囊的浸提液：称取 2 种相对分子

质量 （12 000和 30 000） 包封 BMP-2 的微囊 200 mg

于冻存管中，紫外照射 2 h 灭菌，PBS 清洗一遍，

加入 1 mL 完全培养基，置于 37 ℃恒温振荡器上以

200 r/min 振荡。此后每 72 h 静置冻存管内液体并

提取上清液，以 1∶20 的比例加入成骨诱导培养基

中。之后加入 1 mL 新鲜的完全培养基继续振荡。

将 该 种 培 养 液 培 养 的 细 胞 设 为 BMP-2 scaffolds

（non-sustained-release） 组，即 BMP-2 scaffolds 组。

将 MC3T3-E1 细胞以 3×105 个/孔的密度接种于

6 孔板。当细胞生长至 70% 汇合状态时，对照组用

成骨诱导培养基，实验组用上述方法制成的浸提

液培养基诱导成骨分化，成骨诱导培养基成分为

α-MEM+10%FBS+1% 青链霉素+10 mmol/L β-甘油

磷酸钠+0.2 mmol/L 抗坏血酸+100 nmol/L 地塞米

松。每 3 d 更换一次培养基。

1.9  微囊浸提液的 AKP 活力测定

按照 1.8 中的方法培养 MC3T3-E1 细胞，培养

7 d 后，冰上吸弃各组旧培养基，PBS 洗 2 遍。用

RIPA 裂解液提取总蛋白，BCA 蛋白测定试剂盒定

量，按照 AKP 试剂盒说明书测定各组样本的 AKP

活力。

1.10  茜素红染色

按照 1.8 中的方法培养 MC3T3-E1 细胞，成骨

诱导 14、21 d 后，用 1% 茜素红 S 染色液 （pH4.2）

（北京雷根生物技术有限公司） 进行矿化检测。检

测完毕后使用 2% 氯化十六烷基吡啶溶液 （上海阿

拉丁生化科技股份有限公司） 孵育 30 min，使用

酶标仪在 562 nm 波长处检测 OD 值。

1.11  统计学方法

采用 SPSS 26 软件进行统计学分析。用均数±

标准差表示数据，多组间比较采用单因素方差分

析，两组间比较采用独立样本 t 检验，P<0.05 认为

差异有统计学意义。

2  结果

2.1  PLGA 微囊的形态及粒度

制备的 PLGA 微囊形态及粒度表征见图 1，结

果显示：PLGA 微囊表面光滑，大多数粒径集中在

80~160 μm，相对分子质量 30 000 的 PLGA 微囊粒

径较相对分子质量 12 000 的微囊粒径略大。

2.2  微囊的包封率

相对分子质量为 12 000 和 30 000 的 PLGA 微囊

的 包 封 率 分 别 为 24.52%±1.53%、 46.32%±6.07%。
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统计分析表明，相对分子质量为 30 000 的微囊包

封率高于相对分子质量为 12 000 的微囊，差异有

统计学意义 （P=0.004）。

2.3  微囊的缓释性能

2 种相对分子质量 PLGA 制备的包裹 BSA 溶液

的微囊释放性能见图 2，结果显示：这 2 种微囊均

可以持续释放 BSA，且第 1 天都表现出了初始爆发

性释放。其中，相对分子质量 12 000 的微囊第 1 天

释放率接近 55%，10 d后释放速率显著减缓，第 25

天时几乎检测不到 BSA 的释放，累积释放率已达

到 90%；相对分子质量 30 000 的微囊第 1 天释放率

约为 30%，其后缓慢持续释放，第 35 天仍能检测

到 BSA 的释放，累积释放率约为 50%。与相对分

子质量 12 000 的微囊相比，相对分子质量 30 000

的微囊的缓释时间更长，且初始爆发量减少了约

25%。

2.4  细胞相容性

Calcein-AM/PI 染色 （图 3A） 显示，加入 PL-

GA 微囊的实验组与空白对照组细胞均能正常增

殖，并且实验组细胞可以黏附到 PLGA 微囊表面，

使 PLGA 微囊的轮廓变亮。相对分子质量 12 000 的

微囊降解速率较快，降解后黏附于孔板底部，相

对分子质量 30 000 的微囊在第 5 天时仅有少部分黏

附于底部。CCK-8 结果 （图 3B、C） 显示了空白

对照组以及加入 PLGA 微囊的实验组 1、3、5、7 d

的细胞活力，可见实验组成骨细胞有随时间增殖

的趋势，2 种不同相对分子质量的 PLGA 微囊对成

骨细胞均具有良好的生物相容性。

2.5  细胞趋化

各组下室细胞染色以及半定量结果 （图 4） 显

示 ： BMP-2 scaffolds/12 000 组 的 趋 化 作 用 最 佳

（P<0.05），能吸引更多细胞向其迁移。

2.6  微囊的 AKP 活力

在成骨诱导培养基中培养 7 d 后，AKP 活性测

定结果 （图 5 左） 显示，BMP-2 scaffolds/12 000 组

相对 AKP 活力最高，表明 BMP-2 从微囊中释放后

仍能保持活性，发挥成骨分化作用，同时从侧面

表明 BMP-2 scaffolds/12 000 组在 7 d 内释放的药物

较另外 3 组更多，这与 2.3 中得到的缓释结果相一

致。2 个 BMP-2 scaffolds SR 组 AKP 活力差异无统

计学意义，但都高于空白对照组。表明 2 种微囊经

过 3 d 的 缓 释 仍 能 释 放 出 BMP-2， 并 能 够 保 持

BMP-2 的活性。BMP-2 scaffolds/30 000 组微囊的

AKP 活力与空白对照组差异无统计学意义。

2.7  浸提液对 MC3T3-E1 体外成骨分化的影响

微囊浸提液的 AKP 活性测定结果 （图 5 右）

显示，相对分子质量 12 000 的微囊的 AKP 活力高

于相对分子质量 30 000 的微囊 （P<0.05），而相对

分子质量 30 000 的微囊的AKP 活力与空白对照组

差异无统计学意义 （P>0.05）。

将 MC3T3-E1 细胞在成骨诱导培养基中培养，

茜素红染色及半定量分析结果见图 6。相对分子质

量 30 000 的 2 组较其他组钙沉积结节多，相对分子

A：SEM 观察 PLGA 微囊；B：相对分子质量 12 000 的 PLGA 微囊粒径分析；C：相对分子质量 30 000 的 PLGA 微囊粒径分析。

图 1 PLGA 微囊的表征

Fig 1 The characterizations of PLGA microcapsules

图 2 PLGA 微囊的体外释放结果

Fig 2 The cumulative release of PLGA microcapsules
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质量 12 000 的 2 组钙沉积结节较空白对照组少，

BMP-2 scaffolds SR/12 000 组几乎无钙沉积结节。

14、21 d 时茜素红染色结果对比，空白对照组以

及相对分子质量 30 000 的 2 组钙沉积结节都随时间

增多，但是相对分子质量 12 000 的 2 组钙沉积结节

21 d 时与 14 d 时差异无统计学意义。21 d 时茜素红

半定量分析显示，相对分子质量 30 000 的 2 组钙沉

积结节高于空白对照组以及相对分子质量 12 000

的 2 组 （P<0.05）。

3  讨论

本 课 题 组 的 前 期 研 究 利 用 相 对 分 子 质 量 为

12 000 以及 150 000 的 PLGA 微囊制备了一种可以

持续释放生长因子的支架。研究[10]表明，相对分

子质量为 12 000 的微囊在 14 d 内促进骨形成的能

力优于相对分子质量为 150 000 的微囊。然而，骨

形成在体内是一个长期的过程，BMP-2 需要在体

内释放至少数周。本研究基于上述实验结果，选

A：MC3T3-E1 细胞黏附于 2 种相对分子质量 （12 000 和 30 000） 包封 BMP-2 的 PLGA 微囊上，其中 Calcein-AM 染色活细胞，呈现绿

色荧光，PI 染色死细胞，呈现红色荧光；B：MC3T3-E1 细胞在包封去离子水 （左） 和包封 BMP-2 （右） 的 PLGA 微囊上的增殖情况。

*P=0.012 1，**P=0.005 1，***P=0.000 6。

图 3 PLGA 微囊细胞相容性检测

Fig 3 Cell compatibility test of PLGA microcapsules
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择制备相对分子质量为 12 000 以及 30 000 的微囊

进行对比，在其内包裹 BSA 研究释药能力。结果

表明，相对分子质量为 12 000 的微囊释放 BSA 的

时 间 持 续 约 25 d， 其 中 第 1 天 约 释 放 其 含 量 的

55%；相对分子质量为 30 000 的微囊在缓释 35 d

时仅释放了其所载药物的 50%，第 1 天释放了其含

量的 30%。BMP-2 通过初始爆发释放，随后缓慢

持续释放的方式递送能更好地促进骨形成[12]。同

时释放动力学结果表明，相对分子质量为 12 000

的微囊在初期释放的 BMP-2 含量最高，BMP-2 的

作用为促进成骨细胞的增殖和分化[13-14]，在细胞趋

化实验中 BMP-2 也表现出了对成骨细胞的趋化作

用，这印证了前期课题组的研究结果[10]。

本研究发现，微囊的粒径大多数集中在 80~

160 μm。支架的孔隙 >50 μm 有利于细胞的进入以

及血管生成[15]。Rmaidi 等[16]测定了 PLGA 对细胞的

黏附，光学显微镜显示将细胞与材料共培养 4 h 后

细胞能够黏附并扩散在材料表面，并且黏附的细

胞总数约为接种总数的 90%。本研究微囊的 Calce‐

A：细胞迁移的结晶紫染色倒置显微镜及肉眼观察；B：细胞迁移结晶紫半定量分析，*P<0.05。

图 4 BMP-2 微囊对成骨细胞的趋化作用

Fig 4 The effect of BMP-2 encapsulated PLGA microcapsules on cells chemotaxis

左：△为与对照组比较，△△P<0.01，△△△△P<0.000 1；#为与 BMP-2 scaffolds/12 000 组比较，####P<0.000 1。右：△为与对照组比较，

△P<0.05；*为与 BMP-2 scaffolds/30 000 组比较，*P<0.05。

图 5 BMP-2 微囊 （左） 及微囊浸提液 （右） 对 MC3T3-E1 细胞 AKP 活力的影响

Fig 5 The effect of BMP-2 encapsulated PLGA microcapsules (left) and extracts (right) on AKP activity in MC3T3-E1 cells
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in-AM/PI 染色结果表明，5 d 时有大量的 MC3T3-

E1 黏附于微囊的周围，在微囊的边缘形成一个粗

光圈，这是由于 PLGA 的疏水性可以使细胞迅速黏

附至其表面。在这种微囊内部包裹 BMP-2，通过

AKP 活力检测、茜素红染色及半定量分析证明了

BMP-2 被包裹后通过微囊缓释能够起到促进成骨

的效果，同时从侧面证明 BMP-2 通过微囊释放后

仍能保持其活性。但是相对分子质量为 12 000 的

微囊虽然在 7 d 的 AKP 活性检测实验中表现出明显

的诱导成骨能力，但是在 14、21 d 的长期诱导成

骨实验中表现出了明显的不足，甚至成骨能力低

于空白对照组。出现这种现象，一方面是由于相

对 分 子 质 量 为 12 000 的 微 囊 在 前 期 突 释 严 重 ，

BMP-2 已早期大量释放；另一方面，PLGA 是通过

酯键水解降解为乳酸和羟基乙酸，其酸性降解产

物会引发 PLGA 自催化作用，加速其降解，并使局

部微环境呈弱酸性。PLGA 的水解过程分为两个阶

段，第一阶段 PLGA 的相对分子质量逐渐降低，而

总重量不变；第二阶段 PLGA 相对分子质量降低，

水解产物溶于水，总重量快速下降[8-9,17]。由于相对

分子质量为 12 000 的微囊的相对分子质量较小，

导致在成骨初期就已到达水解的第二阶段。过快

的水解导致周围环境呈弱酸性，周围组织出现炎

症反应，阻碍了成骨分化的进程[8,18]。

本研究初步证明，通过调控 PLGA 相对分子质

量的大小，可以控制其内包封药物的释放速率。

与相对分子质量为 12 000 的 PLGA 微囊相比，相对

分子质量为 30 000 的 PLGA 微囊对诱导长期的成骨

分化更有利。但是本研究仅局限于体外研究，并

且由于本研究目的在于比较 2 种相对分子质量微囊

的释药能力对成骨效果的影响，应用了微囊的浸

提液，对于该微囊的形态结构对 MC3T3-E1 成骨分

化的影响体现不足，因此下一步需要改进实验方

法，并增加体内实验，进一步验证该结论的准确

A：成骨诱导 14、21 d 茜素红染色光镜观察；B：成骨诱导 21 d 茜素红染色肉眼观察；C：茜素红染色 21 d 定量分析，*为与 BMP-2 

scaffolds SR/12 000组比较，****P<0.000 1；△为与对照组比较，△△△△P<0.000 1；#为与BMP-2 scaffolds/12 000组比较，##P<0.01，####P<0.000 1。

图 6 MC3T3-E1 成骨诱导后茜素红染色

Fig 6 Alizarin Red S staining of osteogenic induction
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性。同时，在实际实验中发现低相对分子质量的

微囊在缓释的后期会使周围环境呈酸性，不利于

成骨[19]，后期也需要进一步研究以解决这一问题。

对于微囊释放 BMP-2 来促进成骨分化的最适相对

分子质量，也仍需比较更多不同相对分子质量的

微囊以得出更准确的结论。本研究结果为进一步

开发可控性骨组织工程技术材料提供了思路。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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