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可长时间缓释骨形态发生蛋白２的聚己内酯复合支架的制备及应用
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　　［摘要］　目的　制备一种可长时间缓释骨形态发生蛋２（ＢＭＰ２）的聚己内酯（ＰＣＬ）复合支架，并通过检测其对人

源骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣ）成骨分化的影响探讨其在骨组织工程中的应用。方法　将磷脂（ＰＬ）和ＢＭＰ２混合形

成的ＢＭＰ２／ＰＬ混合物（Ｂ／Ｐ）分散在二氯甲烷中，与ＰＣＬ混合后，采用相分离法制备负载ＢＭＰ２的三维ＰＣＬＢ／Ｐ复

合支架和ＰＣＬＢ传统支架，通过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测两种支架的ＢＭＰ２缓释效果。将ＢＭＳＣ种植在

ＰＣＬＢ传统支架和ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架中，分别采用ＣＣＫ８法和实时定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测两种支架上ＢＭＳＣ的增殖和

成骨分化能力。结果　与ＰＣＬＢ传统支架对比，ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架对ＢＭＰ２缓释效果更佳，缓释时间更长，可达２２ｄ。

在ＢＭＳＣ培养的第７、１４和２１天，ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架上ＢＭＳＣ的增殖能力均优于ＰＣＬＢ传统支架（犘＜０．０５），且ＰＣＬ

Ｂ／Ｐ复合支架上ＢＭＳＣ中碱性磷酸酶和Ⅰ型胶原蛋白、骨钙、骨桥蛋白３种成骨基因ｍＲＮＡ的表达均高于ＰＣＬＢ传统

支架（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。结论 成功地制备出一种可长时间缓释ＢＭＰ２的高分子三维ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架，其较

ＰＣＬＢ传统支架能更好地诱导ＢＭＳＣ的增殖和成骨分化。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（３）：２８９２９３］

　　构建具有生物活性并能成功修复和重塑骨缺损

的骨修复材料一直是研究者不懈努力的方向和目

标，而骨形态发生蛋白２ （ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）在骨修复中扮演了重要角色
［１３］。

ＢＭＰ２诱导成骨分化效果明显，且已被用于临床，

但ＢＭＰ２在诱导成骨分化时常表现出剂量依赖性，

且易失活、易降解［４５］。所以，如何使高生物活性的

ＢＭＰ２在骨组织工程中长效使用越来越得到重视。

许多生物相容性良好的高分子材料制备的海绵

状多孔支架已广泛应用于骨组织工程的研究中，如

聚己内酯（ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ，ＰＣＬ）
［６］。材料支架加

工常因蛋白质结构破坏导致ＢＭＰ２失活，且大部分

高分子材料都是疏水性材料，与水溶性的ＢＭＰ２难

以兼容。因此，如何将大量的ＢＭＰ２负载在高分子

材料支架上且长时间发挥作用仍是一个难题。

文献报道利用磷脂将胰岛素加载于纳米材料中

可制备出一种能够大量负载胰岛素、且长期维持胰

岛素活性的胰岛素制剂［７］。以此为启发，本研究尝

试利用大豆磷脂（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ，ＰＬ）修饰ＢＭＰ２制

备一种可大量负载ＢＭＰ２、同时能长时间缓释有活

性ＢＭＰ２的三维多孔ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架，并通过

检测该支架上的人源骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌ，ＢＭＳＣ）的增殖和成骨分化能

力探讨其在骨组织工程中的临床应用。

１　材料和方法

１．１　支架的制备及观察　将１０ｍｇ的ＢＭＰ２（美

国赛默飞公司）与５ｍｇ的大豆ＰＬ［生工生物工程

（上海）股份有限公司］同时分散在二氯甲烷中，依次

经过匀浆处理３０ｓ、通风干燥１２ｈ、冷冻干燥６ｈ得

到ＰＬ修饰的ＢＭＰ２复合体，即ＢＭＰ２／ＰＬ复合

体（Ｂ／Ｐ）。

将１．５ｇ的ＰＣＬ（相对分子质量为２５０００，山东

岱岗生物科技有限公司）溶解在３０ｍＬ的１，４二氧

六烷中形成均匀溶液，再加入１５ｍｇ的Ｂ／Ｐ混合得

到ＰＣＬＢ／Ｐ混合液。将混合液倒入３０ｍＬ的玻璃

烧杯中迅速液氮冷冻，然后置于冷冻干燥机中低温

干燥２ｄ，除去残余的有机溶剂，可得到ＰＣＬＢ／Ｐ复

合支架。同样方法制备负载未被ＰＬ修饰的ＢＭＰ２

的ＰＣＬＢ传统支架，作为对照组。

使用 扫 描 电 子 显 微 镜 （ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ；日 本 电 子 株 式 会 社）观 察

ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架和ＰＣＬＢ传统支架的微观结构。

１．２　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测支架的

ＢＭＰ２的释放曲线　将制备的支架切割成５ｍｍ×

５ｍｍ×５ｍｍ的小块，分别放置于５０ｍＬＰＢＳ的离

心管内，于３７℃培养箱中连续释放２２ｄ。两组分别

定期（ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架：０、０．２５、０．５、０．７５、１、

１．５、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１２、１４、１６、１８、２０和２２

ｄ；ＰＣＬＢ传统支架：０、０．２５、０．５、０．７５、１、１．５、２、３、

４、５、６、７、１４、２０和２２ｄ）取０．２ｍＬ，ＥＬＩＳＡ检测

ＢＭＰ２的含量，根据公式计算支架ＢＭＰ２的释放

率（Ｒ）：Ｒ（％）＝ＢＭＰＲ／ＢＭＰＴ×１００％，其中ＢＭＰＲ

为复合支架释放的ＢＭＰ２含量，ＢＭＰＴ 为复合支架

样品负载的ＢＭＰ２含量。

１．３　ＣＣＫ８法检测支架上ＢＭＳＣ的增殖能力　将

复合支架及传统支架分别切割成４８孔板的孔径大

小，经紫外线照射２ｈ后放置在４８孔板中，种植人

源ＢＭＳＣ（购买于中国科学院上海干细胞库），细胞

密度为２×１０５／孔，于细胞培养的第７、１４和２１天，

采用ＣＣＫ８试剂盒（美国赛默飞公司）检测支架上

ＢＭＳＣ的增殖能力。利用酶标仪测定４５０ｎｍ波长

处的光密度（犇）值。每个样品取３个平行样。

１．４　碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）活性

及实时定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测支架上ＢＭＳＣ成骨分

化能力　按照ＡＬＰ试剂盒（美国赛默飞公司）操作说

明检测细胞培养的第７、１４和２１天时ＰＣＬＢ／Ｐ复合

支架和ＰＣＬＢ传统支架上ＢＭＳＣ的ＡＬＰ活性。

待细胞培养的第７、１４和２１天时，消化、中和、

离心获得支架上的细胞，采用ｑＰＣＲ检测ＢＭＳＣ的

３种成骨分化基因：Ⅰ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ，

犆犗犔Ⅰ）、骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，犗犆）和骨桥蛋白

（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，犗犘犖）。使用ＲＮＡ提取试剂盒得到

总ＲＮＡ，经反转录反应得到ｃＤＮＡ并定量，然后以
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ｃＤＮＡ为模板、犌犃犘犇犎为内参照进行ｑＰＣＲ反应，

反应体系为：６．２５μＬ２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、０．５μＬ

ＰｒｉｍｅｒＦ、０．５μＬＰｒｉｍｅｒＲ、２．５μＬｃＤＮＡ，再加入

ｄｄＨ２Ｏ至总体积为１２．５μＬ。引物序列如下：

犆犗犔Ⅰ上游５′ＧＡＣＧＡＡＧＡＣＡＴＣＣＣＡＣＣＡ

ＡＴ３′，下游５′ＡＧＡＴＣＡＣＧＴＣＡＴＣＧＣＡＣＡ

ＡＣ３′；犗犆 上游５′ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＣＴ ＴＴＧ ＴＧＴ

ＣＣＡＡ３′，下游５′ＧＣＴＣＡＣＡＣＡＣＣＴＣＣＣＴＣＣ

Ｔ３′；犗犘犖 上游５′ＡＣＴ ＧＡＴ ＴＴＴＣＣＣ ＡＣＧ

ＧＡＣＣＴ３′，下游５′ＴＣＡＧＧＧＴＡＣＴＧＧＡＴＧ

ＴＣＡ ＧＧ３′；犌犃犘犇犎 上游 ５′ＣＡＣ ＡＴＣ ＴＣＣ

ＡＧＧＡＧＣＧＡＧ３′，下游５′ＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴ

ＴＴＣＣＣＧＧＡ３′。每个样品取３个平行样。

１．５　统计学处理　数据均采用ＳＰＳＳ２２．０软件进

行分析，计量资料用珔狓±狊表示，两组间比较采用狋检

验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　复合支架微观结构　负载了ＰＬ修饰ＢＭＰ２

的ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架的显微结构（图１Ａ）呈多孔海

绵状，与负载了ＰＬ未修饰ＢＭＰ２的ＰＣＬＢ传统支

架（图１Ｂ）的结构类似，平均孔径分别为（２４１．４±

３１．２）μｍ和（２３６．９±４５．５）μｍ。

图１　犘犆犔犅／犘复合支架（犃）和犘犆犔犅

传统支架（犅）的犛犈犕图

犉犻犵１　犛犮犪狀狀犻狀犵犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲（犛犈犕）犻犿犪犵犲狊狅犳

狆狅犾狔犮犪狆狉狅犾犪犮狋狅狀犲（犘犆犔）犅／犘犮狅犿狆狅狊犻狋犲狊犮犪犳犳狅犾犱

（犃）犪狀犱犘犆犔犅狋狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾狊犮犪犳犳狅犾犱（犅）

２．２　两种支架的ＢＭＰ２缓释效果比较　如图２所

示，在缓释检测的最初２ｄ内ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架存

在一个很弱的突释，累积释放率约为３５％；第２天

后ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架持续释放ＢＭＰ２，至第１４天

时ＢＭＰ２的累积释放率约为７５％，并最终稳定在

８５％左右。而ＰＣＬＢ传统支架在１ｄ内突释ＢＭＰ２

高达５０％，并在之后的２１ｄ都基本维持在５０％，没

有缓释现象。

图２　犘犆犔犅／犘复合支架和犘犆犔犅

传统支架的犅犕犘２缓释能力

犉犻犵２　犛犾狅狑狉犲犾犲犪狊犲犫犲犺犪狏犻狅狉狊狅犳犅犕犘２犻狀犘犆犔犅／犘

犮狅犿狆狅狊犻狋犲狊犮犪犳犳狅犾犱犪狀犱犘犆犔犅狋狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾狊犮犪犳犳狅犾犱

ＢＭＰ２：Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２；ＰＣＬ：Ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ．

狀＝３，珔狓±狊

２．３　两种支架上ＢＭＳＣ的增殖能力比较　在细胞

培养的第７、１４和２１天，ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架上的细

胞增殖能力均优于ＰＣＬＢ传统支架，差异均有统计

学意义（犘＜０．０５，图３）。

图３　犘犆犔犅／犘复合支架和犘犆犔犅

传统支架上犅犕犛犆的增殖能力

犉犻犵３　犘狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犅犕犛犆狅狀犘犆犔犅／犘

犮狅犿狆狅狊犻狋犲狊犮犪犳犳狅犾犱犪狀犱犘犆犔犅狋狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾狊犮犪犳犳狅犾犱

ＰＣＬ：Ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ；ＢＭＳＣ：Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌ．犘＜

０．０５ｖｓＰＣＬＢｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｓｃａｆｆｏｌｄ．狀＝３，珔狓±狊

２．４　两种支架上ＢＭＳＣ的成骨分化能力比较　如图

４所示，培养第７、１４和２１天时ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架上

ＢＭＳＣ的ＡＬＰ活性均高于ＰＣＬＢ传统支架，差异均

有统计学意义（犘＜０．０５），且犆犗犔Ⅰ、犗犆和犗犘犖

ｍＲＮＡ的表达水平也均高于ＰＣＬＢ传统支架，差异

均有统计学意义（犘＜０．０５），说明缓释ＢＭＰ２的

ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架较ＰＣＬＢ传统支架更有利于

ＢＭＳＣ的成骨诱导分化。

·１９２·
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图４　犘犆犔犅／犘复合支架和犘犆犔犅传统支架上犅犕犛犆的成骨分化能力

犉犻犵４　犗狊狋犲狅犵犲狀犻犮犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犅犕犛犆狅狀犘犆犔犅／犘犮狅犿狆狅狊犻狋犲狊犮犪犳犳狅犾犱犪狀犱犘犆犔犅狋狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾狊犮犪犳犳狅犾犱

Ａ：ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｂｙＡＬＰＫｉｔ；ＢＤ：ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ犆犗犔Ⅰ（Ｂ），犗犆（Ｃ）ａｎｄ犗犘犖 （Ｄ）ｂｙｑＰＣＲ．ＰＣＬ：Ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ；ＢＭＳＣ：

Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌ；ＡＬＰ：Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；ＣＯＬⅠ：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ；ＯＣ：Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ；ＯＰＮ：Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ．犘＜０．０５，犘＜

０．０１ｖｓＰＣＬＢｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｓｃａｆｆｏｌｄ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

理想的骨修复支架除了具有良好的组织相容性

和合理的骨生长空间之外，还应具有一定的骨诱导

性［１２］。ＢＭＰ是转化生长因子家族的一员，是公认的

最重要的骨组织工程细胞因子之一，其强大的骨诱导

活性已被大量实验证实［４５］。高剂量ＢＭＰ的成骨诱

导效应虽好，但是成骨速度过快会导致成骨质量低和

骨吸收，而小剂量成骨诱导效应欠佳［８］。此外，ＢＭＰ

在体内的半衰期很短，难以长时间发挥作用［９１１］。因

此，探索ＢＭＰ的长时间缓释方法具有重要意义。

针对负载ＢＭＰ２并在支架中长时间缓慢释放

这一目标，以及改良已有高分子材料的负载蛋白能

力以达到保护ＢＭＰ２在制备过程中不被损伤的目

的，并希望能取得良好的细胞成骨诱导效应，已有大

量研究尝试将ＢＭＰ２负载在不同的生物材料载体

中，构建的部分生物材料支架已经应用于动物实验

甚至临床治疗，但是治疗效果均不理想［１２１３］，其主要

原因是ＢＭＰ２极易失活。而本研究在制备的ＰＣＬ

Ｂ／Ｐ复合支架上种植人源性ＢＭＳＣ后，检测其增殖

能力，结果显示ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架上ＢＭＳＣ的增殖

能力优于ＰＣＬＢ传统支架，说明ＰＣＬＢ／Ｐ复合支

架负载及缓释的ＢＭＰ２活性良好，有利于ＢＭＳＣ的

增殖生长。

本研究利用ＰＬ的两亲性将亲水的ＢＭＰ２改性

为可在二氯甲烷中分散的疏水Ｂ／Ｐ，然后将Ｂ／Ｐ和

ＰＣＬ材料混合使ＢＭＰ２均匀地分散在ＰＣＬ内部，所

制备的三维ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架也可负载ＢＭＰ２。与

ＰＣＬＢ传统支架相比，ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架的缓释效果

可长达２２ｄ。同时，通过ＳＥＭ观察发现ＰＣＬＢ／Ｐ复

合支架与ＰＣＬＢ传统支架的结构相似，均为多孔海绵

状，且平均孔径也非常接近，说明加入了ＰＬ的ＰＣＬ

Ｂ／Ｐ复合支架的多孔结构并无明显改变。

既往研究中，负载ＢＭＰ２的复合支架多是将未

加修饰的ＢＭＰ２直接加入高分子材料，ＢＭＰ的亲

水性和高分子材料的疏水性使两者混合后易分离，

无法实现均匀分散。Ｌｉｎ等
［１２］尝试将ＢＭＰ２直接

混合在疏水性的聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）中

得到多孔海绵状支架，在释放测试的第７天ＢＭＰ２

的释放就已经达到平衡，释放时间远短于本研究的

２２ｄ。也有学者尝试用无机材料混合改性高分子材

料，使其能一定程度上吸附ＢＭＰ。Ｒａｉ等
［１３］利用

３Ｄ生物打印技术制备出可负载ＢＭＰ２的聚己内

酯磷酸三钙（ＰＣＬＴＣＰ）支架，虽然ＢＭＰ的释放能

持续２１ｄ，且持续释放量已经高达９５％～１００％，远

高于本研究中的８０％；但ＴＣＰ易堵塞３Ｄ打印设

备，当ＴＣＰ含量过多时ＰＣＬＴＣＰ支架脆弱，无法应

用于临床治疗。因此，本研究制备的ＰＣＬＢ／Ｐ复合

支架缓释效果佳，缓释时间长，有很大的临床应用

潜力。

ＡＬＰ是ＢＭＳＣ成骨分化的生物标记物之一，可

用于判断ＢＭＳＣ的成骨分化能力
［１４］。单位细胞内的

ＡＬＰ含量越高，说明细胞成骨分化能力越强，也间接

证实所处环境中ＢＭＰ２的含量越多
［１５１６］。此外，

犆犗犔Ⅰ
［１７１９］、犗犘犖

［２０］和犗犆
［２１２３］等基因也参与细胞矿

化，其表达水平也是判断ＢＭＳＣ成骨分化的重要依

据。在本研究制备的ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架上种植人源

性ＢＭＳＣ，检测细胞的ＡＬＰ活性和犆犗犔Ⅰ、犗犘犖、犗犆

ｍＲＮＡ的表达水平，结果显示ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架上

ＢＭＳＣ的成骨分化能力优于ＰＣＬＢ传统支架，说明

ＰＣＬＢ／Ｐ复合支架上可负载且缓慢释放ＢＭＰ２的微

环境更有利于ＢＭＳＣ的成骨分化。

综上所述，本文采用ＰＬ修饰的方法，促进

ＢＭＰ２在ＰＣＬ的分散和包裹，成功制备出一种可负

载且长时间缓慢释放ＢＭＰ２的ＰＣＬＢ／Ｐ复合支

架，且成功实现了人源性ＢＭＳＣ向成骨的分化，其

细胞增殖能力和成骨分化能力都优于ＰＣＬＢ传统

支架，具有潜在的骨组织工程应用价值。
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