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摘要 本研究将左旋聚乳酸微球(PLLAms)与纳米羟基磷灰石 /聚乳酸 -羟基乙醇酸(nHA/PLGA)多孔支架复合，构建可次第
释放不同生长因子的骨组织工程支架．首先，制备载骨形态发生蛋白 2的左旋聚乳酸微球(BMP-2-PLLAms)，然后将微球与
nHA/PLGA及碱性成纤维细胞生长因子 2(FGF-2)按照一定的比例混合，通过超临界流体发泡制备 BMP-2-PLLAms/FGF-2- nHA/
PLGA复合支架．制备的 BMP-2-PLLA载药微球呈规则球形，粒径分布在 6～10 滋m之间，BMP-2载药量为 1.45伊10-3%，包
封率为 61.9%，制备的 BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA 复合支架孔径为 100～200 滋m，孔隙率为 75.8 %，抗压强度为
6.8 MPa，8周降解率为 19.9%．7天时，FGF-2和 BMP-2的累计释放率分别为 77.1%和 44.2%；14天时， FGF-2和 BMP-2
的累计释放率分别为 84.9%和 61.5%．大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)的成骨诱导实验证明复合支架中释放的 BMP-2 和
FGF-2能够持续有效地刺激 BMSCs的增殖和分化，具有良好的生物活性．BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA复合支架有效
实现了 FGF-2和 BMP-2的次第释放，且能够显著地促进 BMSCs的成骨分化．
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骨组织的再生和修复是一个涉及到多种细胞增

殖和分化的复杂过程[1]．研究证明[2]，在骨修复的

过程中，骨髓间充质干细胞经过各种生长因子和转

化因子的诱导后分化形为成骨细胞，成骨细胞能够

分泌非矿化的骨基质，即类骨质，然后发生矿化形

成成熟的骨骼．因此，骨髓间充质干细胞(BMSCs)
向成骨细胞分化的程度和速度是骨再生修复的关键

之一．骨髓间充质干细胞的成骨分化受到多种生长

因子的调控，其中骨形态发生蛋白 2(BMP-2)和成
纤维细胞生长因子 2 (FGF-2)的作用至关重要．
BMP-2是目前已知效应最强、应用最广泛的骨生
长因子，BMP的表达水平直接影响间充质干细胞
分化和骨量产生的水平[3]．FGF-2是多种细胞的主
要有丝分裂原和形态发生因子，在伤口愈合与组织

修复中发挥着重要作用，它通过促血管生成、促进

软组织和骨组织中各种与修复重建有关的细胞分裂

增殖等途径，促进肉芽组织的生成，从而促进组织

的损伤修复 [4]．研究证明，在众多生长因子中

FGF-2对 BMSCs的促增殖作用最强，它不但能够
提高 BMSCs的增殖速度和存活时间，而且能在增
殖过程中保持其多分化潜能 [5]．FGF-2 作用于
BMSCs分化增殖的早期，应与其他多种因素联合
或序贯使用，才能达到促进 BMSCs向成骨细胞分
化的目的．研究证明 [6]， BMP-2 和 FGF-2 对
BMSCs的成骨分化具有协同促进效应，且具有时
间依赖性，即在成骨分化的前期 (增殖期 )应用
FGF-2，成骨分化的后期应用 BMP-2，能够最大程
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1 材料与方法

1援1 材料

PLLA(poly-L-lactic acid，左旋聚乳酸，m=10 ku)
和 PLGA(poly lactic-co-glycolic acid，聚乳酸 -羟基
乙醇酸，50∶50，m=100 ku)，购于济南岱罡生物
工程有限公司．nHA (粒径 < 100 nm，阿拉丁
H106378)．BMP-2 (peprotech)、 FGF-2 (peprotech)、
FGF-2-ELISA检测试剂盒和 BMP-2-ELISA检测试

剂盒(RD进口分装)．
1援2 BMP鄄2鄄PLLA载药微球的制备

称取 10 滋g BMP-2溶于 250 滋l PBS中作为内
水相．称取 250 mg PLLA溶于 5 ml二氯甲烷中作
为油相(内水相与油相体积比为 1∶20)．将内水相
缓缓倒入油相中，高速搅拌 2 min，形成初乳
(W/O)．将初乳缓缓滴入 10 ml 1%的 PVA中，高
速搅拌 5 min，形成复乳(WO/W)．将复乳缓慢滴入
250 ml 0.1%的 PVA中，冰浴 500 r/min搅拌 4 h，

Fig. 1 Study schematic of the preparation of BMP鄄2鄄PLLAms/ FGF鄄2鄄nHA/PLGA and osteogenic induction

度地发挥两者对 BMSCs 成骨分化的协同诱导作
用．因此，需要构建一种能够次第释放不同生长因

子的控释载体，达到释放初期以 FGF-2 为主，中
后期以 BMP-2为主的控释目的．但目前常采用单
一的微球或支架为缓释载体，未考虑生长因子应用

的时间依赖性．如将微球和支架结合应用，分别将

不同生长因子载入微球和支架，达到次第释放的目

的，有望更好地实现骨修复．

传统制备多孔支架材料的方法，如纤维黏接、

相分离法及溶液浇铸 -粒子沥滤法、冷冻干燥等[7]，

需要使用大量的有机溶剂、高温等苛刻条件，制备

过程复杂，无法保持蛋白质类细胞生长因子完整的

生物活性．超临界流体技术是一种相对于传统方法

干净又有效的技术，具有无污染、无高温、产品无

有机溶剂残留、绿色环保等显著性特点，在多孔支

架材料制备领域更显独特优势．这种方法没有高

温、能将生长因子载入支架材料内而不失去生物活

性、对支架材料力学性能和内部孔型有良好控制[8].
如图 1 所示，本研究先采用乳化法将 BMP-2

载入聚乳酸微球中制备得到 BMP-2-PLLA 载药微
球，再采用超临界 CO2 发泡技术将 BMP-2-PLLA
载药微球和 FGF-2-nHA/PLGA 按照一定的比例复
合制备 BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA 复合支
架．考察其 FGF-2 和 BMP-2 的缓释行为及对
BMSCs成骨分化的诱导效应，拟构建一种能够以
不同速率释放生长因子的载体系统．

BMP-2-PLLAms PLGA

FGF-2

Supercritical fluid foaming technique

Pore

nHA

BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA

BMP-2 released

Cell differentiation
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Cell proliferation

Further degradation

Scaffolds degradation
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用于挥发有机溶剂．4 000 r/min低温离心 10 min，
收集微球，去离子水洗涤 3次，冷冻干燥收集．
1援3 BMP鄄2鄄PLLAms/FGF鄄2鄄nHA/PLGA 复合支
架的制备

将 PLGA与 HA按一定的比例研磨 4 h，分别
加入 10%、20%、30%、40%的 BMP-2-PLLA载药
微球，以及 20 滋g FGF-2 冻干粉(FGF-2 冻干粉先
用 10 000 r/min或 12 000 r/min，离心 30 s，重悬于
pH 7.6，5 mmol/L Tris至 0.1 g/L，加入事先混合好
的 PLGA、HA和 BMP-2-PLLAms粉末中轻轻混匀
后冻干)，将混合粉末放入直径为 5 mm 的圆柱形
模具中室温下进行压制，压片的压力为 10 MPa，
时间为 2 min，得到直径为 5 mm，高约为 3 mm的
小圆片，取出．然后置于聚四氟乙烯圆柱体模具内

并将模具放入容积为 500 ml的超临界 CO2不锈钢

反应釜中，密封后用液泵将冷凝至 0℃以下的 CO2

压入反应釜内，当反应釜内压力达到 8 MPa 时开
始升温，使反应釜内温度达到 35℃，通过仪器内
置的热电偶和放空阀调节釜内的压力和温度，保持

温度变化不超过依0.5℃，压力变化为依0.1 MPa．反
应 8 h后，以一定的速率放气，打开反应釜，取出
样品．

1援4 BMP鄄2鄄PLLA载药微球和复合支架形态观察
将 BMP-2-PLLA 载药微球分散到导电胶上，

喷金，采用扫描电镜(JSM-5900LV，Japan)观察微
球的表面形貌．微球的粒径及粒径分布采用激光粒

度仪测定 (ZS90 型激光粒度粒仪，英国 Malvern
nano zetasizer)．将一定量的样品加入样品池，经超
声分散后启动仪器循环泵，自动分析软件即可获得

微粒粒径大小及粒径分布．D10，D50和 D90代表
累积体积在 10%，50%和 90%时的直径大小．复合
支架形貌的观察：取数块制备的复合支架，将支架

放入-20℃的冰箱冷冻过夜，使用手术刀片进行切
割为 2 mm左右的薄片，喷金，扫描电镜观察支架
断面的孔径分布、孔的形貌以及孔之间的贯通性．

1援5 微球载药量和包封率测定

精确称量 10 mg 的 BMP-2-PLLA 载药微球，
加入 1 ml二氯甲烷，磁力搅拌至 PLLA完全溶解，
待微球完全溶解后，再加入 1 ml PBS，充分搅拌，
待二氯甲烷挥发完全，静置，溶液经 0.22 滋m微孔
滤膜滤过，收集水相，采用 BMP-2-ELISA试剂盒
测定游离的 BMP-2的含量．根据 2010年版《中华
人民共和国国家药典》规定，载药量和包封率分别

按以下公式计算：

载药量=微粒中所含的药重量 /微粒的总重量伊
100%

包封率=微粒中包封的药量 /微粒中包封与未
包封的总药量伊100%
1援6 支架机械强度测定

将样品制备成为直径 5 mm，高度 10 mm左右
的圆柱体，即长径比为约 2∶1的标准复合材料试
样，在万能测试机(日本 SHIMADZU AUTOGRAPH)
上进行抗压强度的测试．以 3个样品为一组，设定
压缩的行程为 25%，下降速率控制在 1 mm/min，
在 25%之前断裂的样品，断裂强度记为样品的强
度；如没有断裂则在压缩 25%过程中最大的强度
即为样品的强度．3个样品的强度取平均值作为样
品的抗压强度．

1援7 支架孔隙率测定

称量样品的干重记为 G1，测量样品的长度 L
及半径 R，将样品放入二次蒸馏水中抽真空，等水
完 全渗入到材料中时，即材料表面没有气泡冒

出．取出样品，用滤纸吸干表面的水分，称重，

称 重 记 为 G2， 根 据 公 式 计 算 孔 隙 率 ：

着=(G2-G1)/籽 水 仔R2L伊100%
1援8 支架降解测定

将样品制备成直径为 5 mm，高度为 10 mm左
右的圆柱体，称重记为 M0，浸泡于 pH 7.4的 PBS
中，抽真空，使样品充分润湿，放入 50 ml磨口瓶
中，加入一定量的 PBS溶液，放入 37℃恒温水浴
摇床内．分别于时间点 0， 1， 2， 3， 4， 6，
8，10，12周取样，去离子水冲洗，冻干后称重记
为 MT，根据公式计算质量损失：

L = (M0- MT)/ M0伊100%
1援9 FGF鄄2和 BMP鄄2体外释放实验

精密称取一定量的 BMP-2-PLLAms/FGF-2-
nHA/PLGA复合支架，以 pH 7.4的 PBS 10 ml为释
放介质，置于 37℃恒温摇床中摇动．每隔一定的
时间取出 20 滋l上清液，并补充等量的 PBS，分别
用 FGF-2-ELISA 检测试剂盒和 BMP-2-ELISA 检
测试剂盒检测 FGF-2和 BMP-2含量，计算累积释
放率．

1援10 FGF鄄2和 BMP鄄2对 BMSCs增殖的诱导
支架中释放的 FGF-2 和 BMP-2 对 BMSCs 增

殖的诱导作用采用 CCK-8法进行考察．将细胞接
种于 96孔细胞培养板中，置于 37℃，5% CO2 细

胞培养箱培养 24 h，于培养第 1、7天进行检测．
实验分组：(1)对照组，仅加入培养基； (2)Free-

70· ·



白燕, 等：超临界流体发泡技术制备 BMP鄄2鄄PLLAms/FGF鄄2鄄nHA/PLGA
复合支架及体外成骨诱导效应研究2018; 45 (1)

Fig. 2 SEM micrographs
(a) BMP-2-PLLA microspheres prepared by solvent extraction/evaporation method. (b,c) BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA scaffolds prepared by

supercritical fluid foaming technique.

FGF-2/BMP-2 组，培养基中直接加入 FGF-2
(20 滋g/L)和 BMP-2(100 滋g/L)；(3) BMP-2-PLLAms/
FGF-2-nHA/PLGA 组，培养基中加入 BMP-2-
PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA复合支架．培养基中直
接加入 20 滋g/L FGF-2和 100 滋g/L BMP-2的依据：
前期研究证明 [6]，在一定浓度范围内 FGF-2 和
BMP-2对 BMSCs增殖和分化的诱导作用呈现出一
种剂量依赖性的趋势．当 FGF-2 浓度为 20 滋g/L，
BMP-2浓度为 100 滋g/L时，BMSCs增殖和成骨分
化达到高峰，大于该浓度时，FGF-2 和 BMP-2 对
BMSCs 成骨分化的诱导作用不再呈现出剂量依
赖性．

1援11 FGF鄄2 和 BMP鄄2 对 BMSCs 合成碱性磷酸
酶(ALP)的诱导

ALP染色和定量检测按照试剂盒说明进行．
按照上述分组方法分别培养各组细胞 7 和 14 天，
于各处理不同时间点实验结束后将 96 孔板取出，
分别进行染色和定量分析．显微镜下观察拍照，酶

标仪检测 520 nm吸光值，空白孔调零．
1援12 FGF鄄2 和 BMP鄄2 对 BMSCs 合成玉型胶原
(玉鄄COL) 的诱导

BMSCs合成玉-COL的检测按照玉-COL ELISA
试剂盒说明书进行．分别于培养的第 7、14天，取
培养上清液进行实验．以空白孔调零，450 nm 波
长测定各孔吸光度．

1援13 FGF鄄2 和 BMP鄄2 对 BMSCs 钙结节形成的
诱导

采用茜素红 S(ARS)定量评价方法考察各组
BMSCs发生矿化形成钙结节的情况．取对数生长
期的第 3代 BMSCs，接种于 96孔培养板，于 14、
21 天将 96 孔板取出，弃去培养液， PBS 漂洗，

多聚甲醛固定．每孔加入 100 滋l 茜素红 S 染色
液，室温染色 30～45 min，于倒置显微镜下拍照观
察，随后在各孔中加入茜素红 S 抽提液，抽提
30～45 min，酶标仪检测 450 nm吸光度值．

2 实验结果

2援1 微球和复合支架的形态

BMP-2-PLLA载药微球形态呈规则的球形，表
面光滑(图 2a)．微球粒径分布较集中，在 6～10 滋m
之间，平均粒径约为 8 滋m，见图 3和表 1．由图 2b
可 观 察 到 三 维 的 网 状 结 构 BMP-2-PLLAms/
FGF-2-nHA/PLGA复合支架断面粗糙多孔、孔径主
要分布在 100～200 滋m、孔呈圆形或椭圆形、大部
分的孔洞之间相互贯通、具有较高的孔隙率．将支

架截面的扫描电镜图放大，可以观察到一些颗粒，

如图 2c所示，这些细小的颗粒是包裹在支架之中，
可能是 nHA或者微球颗粒的存在形式，nHA在发
泡过程中被包裹在 PLGA聚合物的基质之中，只有
在切割的时候暴露出部分．在复合支架照片的视野

范围内未观察到独立的“微球”结构，原因可能是

超临界 CO2 是 PLLA 的溶胀剂， BMP-2-PLLA 载
药微球在与 PLGA / nHA 共混进行发泡时，PLLA
在超临界 CO2 中部分被溶解，导致 BMP-2-
PLLAms在经历超临界发泡过程后部分与支架的融
合，难以较好地保持其原来的形态，从而失去完整

而规则的“微球”结构．但根据复合支架中生长因

子的释放结果 (图 4)可以看出，虽然 BMP-2-
PLLAms 失去完整规则的“微球”结构，但能够
实现不同生长因子的次第释放，达到二次缓释的

目的．

(a) (b) (c)

10 滋m

200 滋mS-3400N 15.0kV 7.7 mm 伊200 SE20.0 滋mS4800 5.0kV 9.3 mm 伊2.00k SE(M)
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Fig. 4 Cumulative release of FGF鄄2 and BMP鄄2 from
BMP鄄2鄄PLLAms/FGF鄄2鄄nHA/PLGA scaffolds

: BMP-2; : FGF-2.

Fig. 3 Size distribution of BMP鄄2鄄PLLA microspheres

2援2 复合支架孔隙率和抗压强度

不同含量的微球对复合支架的抗压强度和孔隙

率的影响，见表 2．随着 BMP-2-PLLA载药微球的
含量逐渐增大，复合支架的孔隙率随之逐渐减小，

抗压强度随之逐渐增大．当 BMP-2-PLLAms 的含
量为 10%时，复合支架的孔隙率最大为 88.5%，而
抗压强度最小为 4.2 MPa；当 BMP-2-PLLAms的含
量达到 40%时，复合支架孔隙率为 59.6%，抗压强
度为 8.2 MPa．综合考虑骨修复支架材料对孔隙率
和抗压强度的影响，最终选用 BMP-2-PLLAms 含
量为 20%．

在制备支架过程中加入定量的 BMP-2-PLLA
载药微球(即 20%)，而改变加入的 HA的含量(5%、
10%、15%、20%)，考察不同含量 HA对支架抗压
强度的影响．当 BMP-2-PLLA 载药微球含量为
20%时，不同含量的 HA对复合支架的抗压强度和
孔隙率的影响，见表 3．随着 HA 的含量逐渐增
大，复合支架的孔隙率随之逐渐减小，抗压强度随

之逐渐增大．当 HA的含量为 5%时，复合支架的
孔隙率最大为 75.8%，而抗压强度最小为 6.8 MPa；
当 HA 的含量达到 20%时，复合支架孔隙率为
44.8%，抗压强度为 8.3 MPa．综合考虑骨修复支
架材料对孔隙率和抗压强度的影响，最终选用 HA
含量为 5%，制备的 BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/
PLGA 复合支架孔隙率为 75.8%，抗压强度为
6.8 MPa．

Table 1 Particle size distribution and mean
size of microspheres

滋m

D10 D50 D90 D3 D97 Dav

2.241 6.122 8.301 1.806 10.916 7.817

Table 2 Effect of BMP鄄2鄄PLLA microspheres
weight on nHA/PLGA scaffold properties

BMP-2-PLLAms weight/% Porosity 着/% Compressive strength/MPa

10 88.5依3.4 4.2依0.12

20 75.8依0.9 6.8依0.05

30 68.1依3.5 7.7依0.21

40 59.6依2.7 8.2依0.18

HA含量 /% Porosity 着/% Compressive strength/MPa

5 75.8依0.9 6.8依0.05

10 64.9依0.8 6.8依0.10

15 53.7依1.6 7.7依0.3

20 44.8依0.5 8.3依0.1

Table 3 Effect of HA weight on nHA/PLGA
scaffolds properties
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2援3 聚乳酸微球载药量和包封率测定

BMP-2 与 PLLA 的原始投入分别为 10 滋g 和
250 mg，质量比为 1伊10 -2∶250，理论载药量为
3.99伊10-3%．BMP-2-PLLA载药微球的实际载药量
为 1.45伊10-3%，包封率为 61.9%，表明所制备的微
球具有良好的载药性能．

2援4 复合支架的降解和生长因子的释放

随着降解时间的延长，支架材料的质量逐渐减

小．降解到第 2，4，6，8，10周时，复合支架的
质量分别减少 3.4%，6.8%，14.1%，19.9%，28.9%.
随着支架的降解其抗压强度逐渐降低，在骨修复初

期新生骨不能对抗应力时，支架暂时起支撑作用．

随着新生骨发育成熟，支架逐渐降解抗压强度不断

降低，不再起主要支撑作用，且不会对新生骨的生

长发育产生应力遮挡．BMP-2-PLLAms/FGF-2-
nHA/PLGA复合支架中释放的 FGF-2 和 BMP-2存
在一定的突释现象．BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/
PLGA 复合支架中 FGF-2 的释放速率明显快于
BMP-2 的释放速率(图 4)．48 h 时，复合支架中
FGF-2的累计释放率为 55.3%，BMP-2的累计释放
率为 28.1%．7 天时， FGF-2 的累计释放率为
77.1%，BMP-2的累计释放率为 44.2%．14 天时，
FGF-2的累计释放率为 84.9%，BMP-2的累计释放
率为 61.5%．21 天时，FGF-2 的累计释放率为
86.2%，BMP-2的累计释放率为 68.6%．从图 4中
可以观察到，BMP-2-PLLAms/ FGF-2-nHA/PLGA
复合支架的释放曲线呈现了两相的释放机制，即释

放初期的蛋白突释现象和延续 21天的持续释放现
象．产生突释现象的原因可能是：小部分生长因子

仅仅是吸附在微球和支架的表面，遇水很容易解离

下来；释放初期，由于释放介质中生长因子含量接

近于零，巨大的浓度差异使得生长因子解离的驱动

力非常大，导致了释放初期两种生长因子的快速释

放．延续 21天差速释放的原因可能是：FGF-2松
散地包裹在支架的微孔之中，随着 PLGA不断地降
解使 FGF-2逐渐暴露在释放介质中，很容易从支架
中逐步地解离出来．而 BMP-2 是先包裹在 PLLA
微球中，再载入 PLGA多孔支架中，随着 PLLA和
PLGA的降解和溶蚀，BMP-2从 PLLA微球的孔道
中释放出来，微球和支架对 BMP-2起到二次缓释
的作用．载体系统的构成和材料的选择对不同药物

的差速释放具有重要意义．以往采用单纯的多孔支

架材料或微球缓释系统都难以达到既能长期缓释又

能差速释放的要求．有研究表明采用两者的复合来

获得单一或两种生长因子的释放是可行的．而不同

的载体材料，如不同分子质量和嵌段比的 PLGA和
PLLA，制备出微球的粒径和支架的孔径、孔隙率、
降解速率均不同，而载体的这些特性对于控制药物

的释放速率均有较大影响．

2援5 FGF鄄2和 BMP鄄2对 BMSCs增殖的诱导
BMSCs细胞增殖的检测结果如图 5． 培养 1

天后，从 BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA复合支
架中释放的生长因子和直接加入培养基中的生长因

子都能够明显促进 BMSCs的增殖，且支架中释放
的生长因子对细胞增殖促进作用更加显著 (P <
0.01)．培养 7天后，从复合支架中释放的生长因子
和直接加入培养基中的生长因子对 BMSCs增殖的
促进作用较空白对照组有显著差异．BMP-2-
PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA复合支架中释放的生长
因子对细胞增殖的诱导作用明显优于空白对照组

(P< 0.01)和培养基中直接加入生长因子组(P< 0.05).

2援6 FGF鄄2和 BMP鄄2对 BMSCs合成碱性磷酸酶
(ALP)的诱导

ALP的活性是 BMSCs早期成骨分化的主要特
征之一．本实验以 ALP活性来评价各组不同培养
液对 BMSCs向成骨方向分化的诱导作用．BMP-2
和 FGF-2 对 BMSCs 细胞 ALP 合成的诱导结果如
图 6 和图 7．培养 1 天后，3 个实验组对 BMSCs
细胞 ALP合成的诱导作用没有显著差异．培养 7
天时，从 BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA 复合
支架中释放的生长因子能够显著地促进细胞中

ALP的合成(P < 0.01)，但直接加入培养基中的生
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Fig. 5 Proliferation of BMSCs
: Control; : Free FGF-2/BMP-2; : BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/

PLGA. *P<0.05, **P<0.01.
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Fig. 8 玉鄄COL production of BMSCs
: Control; : Free FGF-2/BMP-2; : BMP-2-PLLAms/FGF-

2-nHA/ PLGA. *P<0.05, **P<0.01.

2援7 FGF鄄2 和 BMP鄄2 对 BMSCs 合成玉鄄COL的
诱导

玉-COL在 BMSCs分化为成骨细胞的增殖早
期就已经开始合成，并随着细胞外基质的成熟而逐

渐增加，其表达与骨形成活性密切相关，是

BMSCs成骨分化的又一特征[9]．从图 8可以看出，
培养 1天后，3个实验组对 BMSCs细胞 ALP合成
的诱导作用没有显著差异．3个实验组 BMSCs细
胞玉-COL合成量在培养第 7天就大量增加．培养
7 天后，从 BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA 复
合支架中释放的生长因子和直接加入培养基中的生

长因子都能够明显促进玉-COL合成(P < 0.05)．培
养 7天时，从复合支架中释放的生长因子和直接加
入培养基中的生长因子对玉-COL合成的促进作用
较空白对照组均有显著差异，且复合支架中释放的

生长因子的诱导作用更显著(P < 0.01)．

长因子对 ALP合成的促进作用不明显．培养 14天
后，从复合支架中释放的生长因子和直接加入培养

基中的生长因子对 ALP合成的促进作用较空白对

照组均有显著差异，且复合支架中释放的生长因子

的诱导作用更显著(P < 0.01)．

*

**

*

Fig. 6 ALP production of BMSCs
: Control; : Free FGF-2/BMP-2; : BMP-2-PLLAms/FGF- 2-nHA/PLGA. *P<0.05, **P<0.01.■ ■ 荫 荫 银 银

Fig. 7 ALP staining photographs of BMSCs on the 14th day
(a) Control. (b) Free FGF-2 and BMP-2. (c) BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA scaffolds.

100 滋m 100 滋m 100 滋m

(a) (b) (c)

2

4

6

8

10

12

14

16

1 7 14
t/d

*

**

**

2

3

4

0 7 14
t/d

5

6

*

■ ■ 荫 荫 银 银

74· ·



白燕, 等：超临界流体发泡技术制备 BMP鄄2鄄PLLAms/FGF鄄2鄄nHA/PLGA
复合支架及体外成骨诱导效应研究2018; 45 (1)

3 讨 论

骨髓间充质干细胞的成骨分化受到多种生长因

子的调控，而且生长因子的作用效应具有时间依赖

性、剂量依赖性和协同作用．早期研究中生长因子

输送均是采用和细胞一起注射或者与支架材料物理

混合，这种系统的输送或注射难以获得预期效果[11].
为了充分发挥不同生长因子的生物效应，本研究拟

构建一种按照一定的时间和顺序释放生长因子到靶

细胞的控释系统，从而诱导细胞的生长和分化，有

效促进骨组织再生修复．

研究制备复合载体所采用的 3 种基本材料
PLLA、HA 和 PLGA 都是使用较广泛、生物相容
性优良的载体材料 [12-13]．将 HA 与 PLGA 进行复
合，既可增加骨传导性，又能提高支架材料的机械

强度，且能够调节 PLGA 的降解速率，以保证材
料的降解速度与骨组织的再生速度一致[14]．制备的

BMP-2-PLLA载药微球形态规则、光滑完整、无黏

连、微球粒径分布较集中且具有较高的载药量和包

封率、利用率．利用超临界发泡技术制备的

BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA 复合支架，孔
隙率较高、绿色环保、较好地保持生长因子的构象

和生物活性．超临界流体发泡技术的原理是超临界

状态的 CO2对聚合物具有较高的溶解性，在保温

保压阶段聚合物被超临界 CO2 所饱和，形成聚合

物 /超临界 CO2饱和溶液，此时，聚合物的玻璃化

转变温度降低，弹性增加．当压力突然降低时，聚

合物基质内的气体从热力学稳定状态变为热力学不

稳定状态，导致大量气泡核的产生，气泡核增长变

大从而产生孔，随着体系压强的降低，聚合物的玻

璃化转变温度升高，弹性减小，从而生成多孔的结

构．支架的孔隙率及结构受到气体的饱和量、减压

速率(与温度和压强有关)以及气体扩散速率(与温度
和减压速率有关)的影响．前期研究对超临界 CO2

发泡过程的反应条件进行了优化，主要考察了温

度、压强、时间、减压速率等对支架表面形貌和性

Fig. 10 Alizarin red S staining of BMSCs on the 21st day
(a) Control. (b) Free FGF-2 and BMP-2. (c) BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA scaffolds.

Fig. 9 Mineralized ability of BMSCs
: Control; : Free FGF-2/BMP-2; : BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/

PLGA. *P<0.05, **P<0.01.

2援8 FGF鄄2和 BMP鄄2对 BMSCs钙结节形成的诱导
BMSCs分化的最终特征就是分化为成熟的成

骨细胞，继而分泌细胞外基质形成钙结节[10]．因此

进一步以钙结节的形成量来评价各个实验组不同培

养液对 BMSCs 成骨分化程度的影响．各实验组
BMSCs不同时间的茜素红定量检测如图 9和 10所
示，培养 14 天时，仅从 BMP-2-PLLAms/FGF-2-
nHA/PLGA 复合支架中释放的生长因子显著促进
BMSCs钙结节的形成(P < 0.05)．培养 21天时，复
合支架中释放的生长因子和直接加入培养基中的生

长因子对钙结节形成的诱导作用较空白对照组均有

显著差异(P < 0.01)，且复合支架中释放的生长因子
较直接加入培养基中的生长因子对钙结节形成的诱

导也有显著差异(P < 0.01)．
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质的影响．根据研究结果最终选择的反应条件如

下：压力为 8 MPa，温度为 35℃，反应时间为 8 h，
减压速率为 0.1 MPa/s．Mooney 等 [15]采用超临界

CO2发泡技术制备了 PLGA(50∶50)支架，制备的
条件为：压力 5500 kPa，温度 20～23℃，保温时
间为 48～72 h，虽然在此发泡条件下 CO2 没有处

在超临界的状态，但经过长时间的浸润后，聚合物

仍能够被 CO2所饱和，所制备的支架平均孔径为

100 滋m，孔隙率为 93%，但孔之间的连通性较
差．Watson 等 [16]将蛋白质与聚合物的混合物放入

磨具中进行超临界发泡，结果表明，放气速率对孔

径的大小有明显的影响，放气速率(抑2 min)越快，
孔径越小．Rouholamin 等 [17]采用超临界 CO2 对聚

合物基质进行发泡(发泡条件为：170～230 Pa，保
温时间为 0.5～2 h，放气时间为 2 min到 2 h )，制
备出孔隙率较高、连通性较好的多孔支架(平均孔
径为 200～500 滋m)．

研究证明[18]，骨支架材料除需具备无毒、生物

相容性好、具有多孔性、生物活性等普遍性特点

外，还有特殊要求：a．一定的机械强度，一般以
小梁骨为参照，其抗压强度应大于 5 MPa．b．降
解速度的可调控性，随着支架的降解其抗压强度逐

渐降低，且支架的降解速度和抗压强度需与再生骨

的速率相匹配．在新生骨不能对抗应力时，支架能

充当暂时的支撑作用．新生骨发育成熟时支架材料

应当逐渐消失，不发生应力遮挡．c．支架孔除
结构的特殊性，骨组织工程支架要求孔隙率要达

60%～80%以上，孔径以 90～200 滋m 为最好，在
此条件下骨形成量多且不影响其力学强度．本研究

制备的复合支架孔隙率为 75.8%，孔径主要分布
在 100～200 滋m，孔的连通性较好，抗压强度为
6.8 MPa，基本符合本骨组织工程支架材料的要
求．此外，研究证明不同 BMP-2-PLLA 载药微球
和 HA含量 BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA复合
支架孔隙率和抗压强度的影响较大．随着微球和

HA含量的增大，制备的支架孔隙率减小而抗压逐
渐增大．原因可能是当微球和 HA含量的增大至一
定比例之后，不利于超临界 CO2 的溶胀和气泡核

的生长，无法及时形成更多的孔洞结构，因而孔隙

率也随之减小．而 HA本身就可提高支架材料的机
械强度，其含量增多必然会使支架的抗压强度提

高．为了使复合支架复合骨组织修复的要求，兼顾

孔隙率和抗压强度，研究最终选择了 BMP-2-PLLA
载药微球含量为 20%，HA的含量为 5%制备支架.

骨修复是一个复杂的过程，其中涉及到多种生

长因子和细胞的参与，不同的生长因子在特定的时

间作用于特定的靶细胞，协同地实现骨组织的修

复．目前应用最多的生长因子有[4-6]：BMPs、PDGF、
IGF、VEGF、FGF等．BMP是骨再生过程中最重
要的一类细胞因子，在骨再生过程中扮演着重要的

角色．大量的研究表明，BMP超家族的蛋白质能
够起始骨修复的级联反应，即间质干细胞的迁移及

向成骨方向的分化，在 BMP超家族中，BMP-2是
应用最多的一种生长因子[19]．BMP-2可明显增加细
胞中 ALP 的活性，促进成骨标记蛋白玉型胶原、
骨钙素、骨桥素等稳态 mRNA水平，能诱导未分
化的 MSC不可逆地分化为成骨细胞，从而表现强
烈而稳定诱导成骨的作用．FGFs能够调节多种细
胞的增殖及分化，在体内作用时能够促进血管的生

成及成骨基因的表达，在 FGFs超家族中，FGF-2
在骨修复的刺激效果最为明显，对MSCs具有最强
的促增殖作用，并能够促进钙化胶原基质形成及成

骨的作用[20]．虽然生长因子的使用对骨修复极为重

要，但直接使用可溶性生长因子存在着半衰期短、

价格昂贵、缺乏长期稳定性和组织选择性等问题[8].
将生长因子载入支架载体中对于解决生长因子实际

应用的问题至关重要．长期有效地维持药物的缓

释，使其最大程度地发挥生物效应是组织工程支架

的主要作用之一．目前常采用的方法是将生长因子

载入到微球、纳米颗粒、纤维、多孔支架中，虽然

这些载体中能够维持其生物活性，但突释现象较为

严重，难以实现持续次第控释[21]．为了最大程度地

发挥 BMP-2 和 FGF-2 对 BMSCs 成骨分化的协同
诱导作用，本文将微球与支架进行复合，构建一种

能够次第释放不同生长因子的控释载体，对生长因

子进行二次包裹，既可降低突释效应，又可达到不

同生长因子次第释放的目的．从复合支架中释放出

来的生长因子能够持续有效地刺激细胞的增殖和分

化，而游离的生长因子在细胞生长环境下很快就被

降解和稀释，其有效活性仅能维持在 2～4 h[22]，对

细胞增殖和分化的刺激是波动性的．因此，支架中

释放出来的 FGF-2和 BMP-2较游离的生长因子对
BMSCs的增殖和分化均具有显著的促进作用，而
且促进效应随着培养时间的延长愈来愈显著．保持

蛋白质药物活性是研究的关键问题，采用乳化法将

BMP-2 载入 PLLA 微球中制备 BMP-2-PLLAms，
搅拌、离心和干燥等过程均在低温条件下进行，不

仅有利于二氯甲烷的充分挥发，且不易引起蛋白质
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类药物变性，使其对药物活性的影响降到最小．

BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA 复合支架的制
备采用超临界发泡技术也是为了最大程度地保持生

长因子的活性，该制备过程涉及的反应压力和温度

均较温和，未对生长因子的生物活性产生显著的影

响．本研究采用超临界二氧化碳发泡技术制备的包

载不同生长因子的复合支架达到了长期有效维持

蛋白质药物生物活性的目的，并对 BMSCs的增殖
分化起到明显的促进作用．国外相关研究也证实了

该方法的可行性，Janos等[23]采用超临界二氧化碳

流体技术分别制备了复合 BMP-2、VEGF-海藻酸
钠纤维及 PLLA 颗粒的支架 alginate-VEGF/PLLA-
BMP-2，经过超临界过程后 BMP-2 和 VEGF的生
物活性无显著变化，并能够显著诱导大鼠骨缺损再

生修复和新血管的生成．Luis Diaz-Gomez研究组[24]

采用超临界流体发泡技术制备了复合生长因子的

PCL支架，并证明支架中释放的生长因子对间充质
干细胞具有显著的成骨诱导作用．

本研究所构建的 BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/
PLGA 复合支架能够实现不同生长因子的次第释
放，并有效地诱导 BMSCs的增殖和成骨分化．为
进一步促进体内骨组织的修复奠定了基础，该支架

有望作为其他药物次第控释的载体来满足不同组织

生长修复的需要．
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Study of BMP鄄2鄄PLLAms/FGF鄄2鄄nHA/PLGA Scaffolds Prepared
by Supercritical Fluid Foaming Technique and The

Osteogenic Induction Effects in vitro*

BAI Yan**, BAI Li-Juan, CHEN Hua-Li, ZHOU Jing
(College of Pharmacy, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract In order to construct a bone tissue engineering scaffold that could sequentially release multiple growth
factors, the released system combining of PLLA microspheres and nHA/PLGA porous scaffolds was prepared in
this study. Firstly, BMP-2 was encapsulated into PLLA microspheres to prepare the BMP-2-PLLA microspheres,
then BMP-2-PLLA microspheres, nHA/PLGA and FGF-2 freeze-dried powder were mixed according to a certain
proportion to prepare the BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA scaffolds by supercritical fluid foaming technique.
The results indicated that the BMP-2-PLLA microspheres were spherical, and the particle size of BMP-2-PLLA
microspheres ranged from 6 to 10 滋m. The drug loading and encapsulation efficiency of BMP-2-PLLA
microspheres was 1.45伊10-3% and 61.9%, respectively. BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA composite scaffolds
were obtained with the pore size of 100-200 滋m, the porosity of 75.8%, the compressive strength of 6.8 MPa, and
the degradation rate of 19.9% at 8 weeks. The cumulative releases of FGF-2 and BMP-2 from the scaffolds were
respectively about 77.1% and 44.2% after 7 days, 84.9% and 61.5% after 14 days. The results of BMSCs
proliferation and differentiation showed that FGF-2 and BMP-2 released from the composite scaffolds could
significantly promote cell proliferation and differentiation, and present a high bioactivity.
BMP-2-PLLAms/FGF-2-nHA/PLGA scaffolds realized the sequential delivery of BMP-2 and FGF-2, and could
induce BMSCs proliferation and differentiation effectively.

Key words poly-L-lactic acid, poly lactic-co-glycolic acid, supercritical fluid foaming technique, composite
scaffolds, sequential release, osteogenic induction
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