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进一步验证该纳米粒对碱性成纤维细胞因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）的负载效率和活性维持。
方法　采用复乳法制备牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）的 ＰＬＧＡ纳米粒，研究 ＰＬＧＡ浓度、
ＰＬＧＡ／ＢＳＡ质量比、水油体积比及内水相溶剂对纳米粒粒径、蛋白包封效率的影响，然后选择优化条件制
备负载ｂＦＧＦ的ＰＬＧＡ纳米粒，通过细胞增殖实验验证ｂＦＧＦ的活性。结果　采用优化条件制备的纳米粒
对蛋白的包封率达到７０．０％，粒径（３７３±１２）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位（２７．１±０．６）ｍＶ。蛋白得以缓慢释放，突释现
象不明显。负载ｂＦＧＦ的ＰＬＧＡ纳米粒有较好的活性，对细胞的促增殖作用优于ｂＦＧＦ溶液组。结论　采
用复乳法制备的ＰＬＧＡ纳米粒可用于负载生长因子实现缓释，并能较好地维持其生物学活性。
　　［关键词］　 聚（乳酸乙醇酸）；牛血清白蛋白；纳米粒；碱性成纤维细胞生长因子；缓释
　　［中图法分类号］　Ｒ９１２；Ｒ９４５；Ｒ９７７．６ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　军队后勤科研计划重点项目（ＢＷＳ１３Ｃ０１４）；军事医学预研基金（ＳＷＨ２０１３ＪＳ０４）
［通信作者］　周　强，电话：（０２３）６５３４０２９７，Ｅｍａｉｌ：ｚｑ＿ｔｌｈ＠１６３．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１６０３２２．１５００．０１４．ｈｔｍｌ（２０１６０３２２）

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｐｏｌｙ（ＤＬｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍ
ａｎｄｉｔｓｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｆｏｒｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ＬｉＳｕｋａｉ１，ＯｕｙａｎｇＢｉｎ１，ＸｕＸｉａｏｑｉｕ２，ＬｉＰｅｉ１，ＧａｎＹｉｂｏ１，ＷａｎｇＬｉｙｕａｎ１，ＴｕＢｉｎｇ１，ＺｈｏｕＱｉａｎｇ１（１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ，ＣｅｎｔｅｒｏｆＯｒｔｈｏｐａｅｄｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，
ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｐｏｌｙ（ＤＬｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）
（ＰＬＧＡ）ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ａｎｄｖａｌｉｄａｔｅｔｈｅｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
（ｂＦＧＦ）ｌｏａｄｅｄｂｙＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ＢＳＡ）ｌｏａｄｅｄＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｗｉｔｈａｄｏｕｂｌｅｅｍｕｌｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．Ｆｉｒｓｔ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＬＧＡ，ｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆ
ＰＬＧＡａｎｄＢＳＡ，ｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏｏｆｗａｔｅｒｐｈａｓｅａｎｄｏｉｌｐｈａｓｅ，ａｎｄｔｙｐｅｏｆｉｎｔｅｒｎａｌｗａｔｅｒｐｈａｓｅｏｎｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ
ａｎｄｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ．ＴｈｅｎｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｔｏｐｒｅｐａｒｅｂＦＧＦｌｏａｄｅｄ
ＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂＦＧＦｗａｓｖａｌｉｄａｔｅｄｂｙｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
（ＭＳＣｓ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＢＳＡｌｏａｄｅｄＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｗａｓ７０．０％，ｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｗａｓ３７３±１２ｎｍ，ａｎｄｔｈｅＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｗａｓ２７．１±０．６ｍＶ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ
ｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｏｆｂｕｒｓｔｒｅｌｅａｓｅｗａｓｎｏｔｏｂｖｉｏｕｓ．ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂＦＧＦｌｏａｄｅｄｂｙ
ＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｗａｓｍａｉｎｔａｉｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅｂＦＧＦｌｏａｄｅｄＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｃｏｕｌｄｂｅｔｔｅｒｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＳＣｓｔｈａｎｂＦＧＦｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｕｂｌｅｅｍｕｌｓｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｌｏａｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｔｏｃｏｎｔｒｏｌｔｈｅｉｒｒｅｌｅａｓｅａｎｄｍａｉｎｔａｉｎｔｈｅｉｒｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｐｏｌｙ（ＤＬｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）；ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ；ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ；ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＬｏｇｉｓｔｉｃＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＰＬＡ（ＢＷＳ１３Ｃ０１４）ａｎｄｔｈｅＰｒｅｒｅｓｅａｒｃｈＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ（ＳＷＨ２０１３ＪＳ０４）．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈｏｕＱｉａｎｇ，Ｔｅｌ：８６２３６５３４０２９７，Ｅｍａｉｌ：ｚｑ＿ｔｌｈ＠１６３．ｃｏｍ

９１３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）



　　因各种创伤、肿瘤等所致的骨缺损在骨科临床十
分常见，常常需要进行植骨，自体骨和异体骨因其自身

缺陷在临床上的使用受到限制，因而，研制出能批量生

产的理想人工骨修复材料一直是该领域的热点，大量

的人工骨也不断涌现。但目前市场上的人工骨因不具

有成骨活性而仅作充填植骨，起到骨传导作用而无骨

诱导作用，找到一种能赋予人工骨良好成骨活性的方

法已成为目前人工骨研究的一大趋势。

　　众所周知，骨修复过程是一个多种生长因子协调
作用的复杂过程，补充外源性生长因子已经被证实可

以促进骨缺损的修复。其中，ｂＦＧＦ具有强大的促细胞
增殖、迁移的作用，在骨缺损修复的过程中发挥着重要

作用［１－２］。如果将 ｂＦＧＦ装载在人工骨支架上，就可
能会提高其成骨能力。但是，ｂＦＧＦ在体内半衰期极
短，仅为数分钟或数十分钟，且极易被体液稀释、扩散，

难以在局部发挥持久有效的作用。为了让 ｂＦＧＦ在体
内达到缓慢、持久的释放，各种类型的缓释系统不断涌

现。包括物理吸附［３］、化学交联［４－５］、微球包裹［６－７］

等。随着可降解材料和制备技术的发展，采用微球包

裹的缓释系统越来越多。其中，聚（乳酸乙醇酸）因其

具有生物相容性较好，降解可控，无毒等优点而得到美

国ＦＤＡ的批准用于临床［８］。采用 ＰＬＧＡ为主体材料
对各类生长因子、药物进行包裹可以实现对生长因子

活性的维持和缓慢释放。本研究采用 ＢＳＡ为模型蛋
白，对复乳法制备 ＰＬＧＡ纳米粒缓释系统的条件进行
优化，根据优化条件制备 ｂＦＧＦ／ＰＬＧＡ纳米粒并验证
ｂＦＧＦ的生物学活性，从而证实该缓释系统的有效性。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　ＰＬＧＡ（ＳｉｇｍａＩｎｃ．，５０∶５０，相对分子质量２４０００～
３８０００），ＢＳＡ（ＳｉｇｍａＩｎｃ．），聚乙烯醇（ＡＣＲＯＳＯＲ
ＧＡＮＩＣＳ，相对分子质量 ２００００～３００００），扫描电镜
（ＨｉｔａｃｈｉＳ３４００ＮⅡ），粒径分析仪（ＺｅｔａｓｉｚｅｒＶ７．０２），
ＢＣＡ试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司），ｂＦＧＦ
（ＲＮＤ ｓｙｓｔｅｍｓ），ｂＦＧＦＥＬＩＳＡ检测试剂盒 （Ｓｉｇｍａ
Ｉｎｃ．）。
１．２　ＰＬＧＡ纳米粒的制备
　　将一定量的ＢＳＡ溶解于０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲盐溶
液（ＰＢＳ）或去离子水中，一定量的 ＰＬＧＡ溶解于二氯
甲烷中，将ＢＳＡ溶液逐滴加入ＰＬＧＡ溶液中，冰浴下超
声后形成初乳，再将初乳逐滴加入到 １％聚乙烯醇
（ＰＶＡ）溶液中，冰浴下超声制成复乳，立即将复乳加入

到０．３％ＰＶＡ溶液中，温和磁力搅拌４ｈ后，１６０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，将获得的沉淀用去离子水洗涤３次，冻
干，获得ＰＬＧＡ纳米粒。制备包裹 ｂＦＧＦ的纳米粒时
将ＢＳＡ溶液换成ｂＦＧＦ溶液即可。
１．３　ＰＬＧＡ纳米粒的制备及条件优化
１．３．１　ＰＬＧＡ浓度的影响　　将等量的 ＢＳＡ溶液加
入到浓度分别为５０、１００、２００、３００ｍｇ／ｍＬ的 ＰＬＧＡ有
机溶液中，其他条件不变，制备纳米粒。

１．３．２　ＢＳＡ／ＰＬＧＡ质量比的影响　　按 ＢＳＡ／ＰＬＧＡ
质量比分别为１∶５、１∶１０、１∶２０、１∶４０、１∶６０进行纳米粒
的制备，保持 ＰＬＧＡ溶液和 ＢＳＡ溶液体积及其他制备
条件不变。

１．３．３　内水相与油相体积比的影响　　按内水相／油
相体积比分别为１∶５、１∶１０、１∶２０进行纳米粒的制备，
其他条件不变。

１．３．４　内水相不同类型溶剂的影响　　将ＢＳＡ分别
溶解在去离子水和ＰＢＳ中，其他条件不变，制备纳米粒。
１．４　ＰＬＧＡ纳米粒的表征
　　将一定量的 ＰＬＧＡ纳米粒均匀分散在去离子水
中，制成悬液，用粒径分析仪测试其粒径和 Ｚｅｔａ电位，
并取适量纳米粒置于贴有双面胶的云母片上，喷金后

在扫描电镜下观察其外观形态。

１．５　ＰＬＧＡ纳米粒中蛋白的包封率和载药率的测定
　　蛋白包封率及载药率的测定参照Ｄｉｗａｎ等［９］报道

的方法。称取一定量的 ＰＬＧＡ纳米粒冻干粉，加入到
乙腈中，超声分散后离心，弃去上清，将沉淀加入到

ＰＢＳ中充分分散，过夜，再次离心，留上清。将沉淀加
入到０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液中，超声分散，４８ｈ后离
心，留上清，用盐酸将其ｐＨ值调至７．０，２次上清蛋白
含量相加，即可计算出被包封蛋白（ＢＳＡ或 ｂＦＧＦ）的
总量、包封率及载药率。其中，ＢＳＡ含量的测定采用
ＢＣＡ法，具体方法简述如下：首先按比例配制适量
ＢＣＡ工作液，充分混匀，然后配制预定浓度的标准品
溶液，加入一定体积的标准品溶液及样品溶液于９６孔
板中，设复孔，最后加入ＢＣＡ工作液于相应孔中，置于
孵箱中孵育３０ｍｉｎ后测各孔在５６２ｎｍ处的光密度值
［Ｄ（５６２）］，做出标准曲线，计算各样品浓度。ｂＦＧＦ含
量采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定，具体方法简述如下：首先
配制标准品溶液，按照实验计划在酶标板预定孔中加

入一定体积的标准品溶液及样品溶液，混匀后室温下

孵育２ｈ，取出酶标板，倒出溶液，ＰＢＳ清洗４次后加入
生物素化抗ｂＦＧＦ试剂，混匀后室温下孵育１ｈ，再次
如前述清洗，加入辣根过氧化物酶工作液，室温下孵育
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３０ｍｉｎ，清洗，加入比色剂，并设空白比色剂孔对照，室
温下避光孵育３０ｍｉｎ后加入终止液，立即测定各孔在
４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］，做出标准曲线，计算
各样品浓度。蛋白的包封率及载药率计算公式如下。

　　包封率＝包封蛋白总量
蛋白的总投入量

×１００％

　　载药率＝纳米粒中蛋白的总量
纳米粒的质量

×１００％

１．６　ＰＬＧＡ纳米粒的体外释放测定
　　称取一定量的负载 ＢＳＡ的 ＰＬＧＡ纳米粒冻干粉
置于离心管中，用１ｍＬＰＢＳ制成悬液，３７℃恒温摇床
中１００ｒ／ｍｉｎ振荡，在预定的时间点离心后，取上清
０５ｍＬ，再加入０．５ｍＬ新鲜ＰＢＳ溶液混匀后，继续置
于恒温摇床振荡，所取样品的蛋白含量用ＢＣＡ法进行
测定，具体操作方法详见１．５。同样将一定量的负载
ｂＦＧＦ的ＰＬＧＡ纳米粒冻干粉置于离心管中，用３ｍＬ
ＰＢＳ制成悬液，３７℃恒温摇床中１００ｒ／ｍｉｎ振荡，在预
定的时间点离心后，取上清，加入３ｍＬ新鲜的 ＰＢＳ溶
液重悬，继续置于恒温摇床震荡，所取样品的蛋白含量

用ＥＬＩＳＡ试剂盒进行测定，具体操作方法详见１．５。
１．７　细胞培养
　　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠骨髓间充质干细胞购自赛业生物科
技有限公司。在无菌条件下复苏后将细胞接种在

２５ｃｍ２的培养瓶中，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵
育，融合度达到８０％以上时用０．２５％胰酶消化，计数
并传代，供以后实验用。

１．８　细胞增殖实验
　　实验分３组，未处理组、ｂＦＧＦ溶液组和负载ｂＦＧＦ
的纳米粒缓释液组。细胞悬液按２．０×１０３／孔接种于
９６孔板中，用含１０％ 胎牛血清的培养基培养。次日，
更换新鲜培养基，按照实验方案在相应孔中加入ｂＦＧＦ
溶液及纳米粒缓释液。然后在３７℃，５％ ＣＯ２培养箱
中孵育，在第１、３、７天分别取样，采用 ＣＣＫ８法检测
细胞增殖情况。

１．９　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计处理，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，组间比较行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５认为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　不同制备条件对纳米粒理化性能的影响
２．１．１　ＰＬＧＡ浓度对纳米粒性能的影响　　将等量
的ＢＳＡ加入到浓度分别为５０、１００、２００、３００ｍｇ／ｍＬ的

ＰＬＧＡ有机溶液中，制备的纳米粒粒径、Ｚｅｔａ电位、载
药率、包封率见表１。随着 ＰＬＧＡ浓度的增加，粒径逐
渐增大，Ｚｅｔａ电位绝对值逐渐减小，蛋白包封率逐渐提
高，但载药率相应地下降。

表１　不同ＰＬＧＡ浓度对纳米粒性质的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＰＬＧＡ浓度

（ｍｇ／ｍＬ）

粒径

（ｎｍ）

Ｚｅｔａ电位

（ｍＶ）

包封率

（％）

载药率

（％）

５０ ２１８±４ －３３．４±０．５ ３７．６±０．９ ３．８±０．１

１００ ２５６±３ －３０．３±０．５ ４４．０±１．２ ２．２±０．１

２００ ３７１±３ －２８．４±０．５ ６２．５±１．９ １．６±０．０

３００ ５１４±２２ －８．０±０．２ ６４．３±２．８ １．１±０．０

２．１．２　ＢＳＡ／ＰＬＧＡ质量比对纳米粒性能的影响　　
按ＢＳＡ／ＰＬＧＡ质量比分别为 １∶５、１∶１０、１∶２０、１∶４０、
１∶６０制备的纳米粒粒径、Ｚｅｔａ电位、载药率、包封率见
表２。随着ＢＳＡ／ＰＬＧＡ质量比的逐渐减小，粒径与Ｚｅｔａ
电位无明显变化；包封率呈现升高的趋势，载药率则逐

渐下降。

表２　不同ＢＳＡ／ＰＬＧＡ质量比对纳米粒性能的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＢＳＡ与ＰＬＧＡ

质量比

粒径

（ｎｍ）

Ｚｅｔａ电位

（ｍＶ）

包封率

（％）

载药率

（％）

１∶５ ２３４±２ －２１．３±０．４ ３８．９±０．９ ７．８±０．２
１∶１０ ２３８±５ －２３．０±０．２ ４１．３±１．１ ４．１±０．１
１∶２０ ２５６±３ －３０．３±０．５ ４４．０±１．２ ２．２±０．１
１∶４０ ２３３±６ －２３．７±１．３ ５３．５±１．３ １．３±０．０
１∶６０ ２４４±１ －２５．１±０．２ ５４．９±２．４ ０．７±０．０

２．１．３　不同内水相与油相体积比对纳米粒性能的影
响　　按内水相／油相体积比分别为１∶５、１∶１０、１∶２０
所制备的纳米粒粒径、Ｚｅｔａ电位、载药率、包封率见
表３。可以看出，随着内水相与油相比例的减小，粒径
逐渐减小，Ｚｅｔａ电位绝对值逐渐增大。当体积比为
１∶１０时，包封率及载药率最高。

表３　不同内水相和油相体积比对纳米粒性能的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

内水相与油相

体积比

粒径

（ｎｍ）

Ｚｅｔａ电位

（ｍＶ）

包封率

（％）

载药率

（％）

１∶５ ２６４±２ －３１．４±０．５ ３５．８±０．７ １．８±０．０

１∶１０ ２５６±３ －３０．３±０．５ ４４．０±１．２ ２．２±０．１

１∶２０ ２０８±１ －３５．９±０．６ １４．９±２．５ ０．７±０．０

２．１．３　内水相不同溶剂类型的影响　　将 ＢＳＡ分别
溶解在去离子水和 ＰＢＳ中所制备的纳米粒粒径、Ｚｅｔａ
电位、载药率、包封率见表 ４。当内水相为去离子水
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时，获得的纳米粒粒径相对较小，Ｚｅｔａ电位绝对值减
小，包封率和载药率均提高。

表４　不同内水相溶剂对纳米粒性能的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

内水相溶剂

类型

粒径

（ｎｍ）

Ｚｅｔａ电位

（ｍＶ）

包封率

（％）

载药率

（％）

去离子水 ２３５±２ －２７．４±０．２ ５２．８±１．３ ２．６±０．１

ＰＢＳ ２５６±３ －３０．３±０．５ ４４．０±１．２ ２．２±０．１

２．２　ＰＬＧＡ纳米粒的表征
　　根据上述不同制备条件对纳米粒理化性能的影响，
为了获得大小分布较均一、较高包封率的纳米粒，最终

选择ＢＳＡ／ＰＬＧＡ质量比为１∶４０、ＰＬＧＡ浓度２００ｍｇ／ｍＬ、
水油比１∶１０、内水相使用去离子水来制备 ＰＬＧＡ纳米
粒。所得的纳米粒粒径及Ｚｅｔａ电位见图１。粒径基本呈
正态分布，为（３７３±１２）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位（２７．１±０．６）ｍＶ。
其中，ＢＳＡ的包封率为７０．０％，载药率１．８％。图２为
纳米粒的扫描电镜图，可见纳米粒呈规则球形，表面光

滑致密。
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Ａ：ＰＬＧＡ纳米粒的粒径分布；Ｂ：ＰＬＧＡ纳米粒的Ｚｅｔａ电位分布
图１　ＰＬＧＡ纳米粒粒径及Ｚｅｔａ电位分析图

图２　ＰＬＧＡ纳米粒扫描电镜图　（×５０００）

２．３　ＰＬＧＡ纳米粒负载蛋白的体外缓释结果
　　采用优化条件分别制备 ＢＳＡ／ＰＬＧＡ纳米粒及

ｂＦＧＦ／ＰＬＧＡ纳米粒，将一定量的纳米粒用 ＰＢＳ重悬，
在预定时间点离心取上清，测得各时间点的上清所含

包封蛋白的浓度，由此得出蛋白的累积释放率。如图

３所示，第 １天 ＢＳＡ累积释放率为（３．９±０．９）％，
ｂＦＧＦ的累积释放率为（５．１±０．４）％，前１３ｄＢＳＡ、ｂＦＧＦ
的累积释放率分别为（１２．３±３．８）％、（１５．７±２．５）％，前
３１ｄＢＳＡ、ｂＦＧＦ的累积释放率分别为（３８．５±５．０）％、
（３５．３±１．１）％。
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图３　ＰＬＧＡ纳米粒负载蛋白的累积释放曲线

２．４　细胞增殖实验结果
　　将ｂＦＧＦ／ＰＬＧＡ纳米粒的缓释液加到 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠骨髓间充质干细胞中，采用 ＣＣＫ８测定细胞增殖情
况，结果见图４。在细胞培养的第３、７天，ｂＦＧＦ溶液
组、纳米粒缓释液组细胞增殖速度明显较未处理组快

（Ｐ＜０．０５）。在第３天，ｂＦＧＦ溶液组与纳米粒缓释液
组间增殖速度差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。但在第
７天，纳米粒缓释液组与ｂＦＧＦ溶液组间差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），纳米粒缓释液组对细胞的促增殖作
用强于ｂＦＧＦ溶液组。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与未处理组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｂＦＧＦ溶液组
比较

图４　ｂＦＧＦ／ＰＬＧＡ纳米粒对小鼠间充质干细胞的促增殖作用

２２３１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　理想的人工骨修复材料应具有良好的骨传导能力
和骨诱导能力。近年来，各种人工骨修复材料不断涌

现，包括羟基磷灰石［１０］、磷酸钙［１１］等，但这些骨修复

材料均无骨诱导活性。为了赋予人工骨强大的成骨诱

导活性，负载成骨相关生长因子成为该领域的一个主

要趋势。生长因子对干细胞的增殖、成骨分化、血管形

成等起到至关重要的作用，但直接使用生长因子的水

溶液在体内难以充分发挥作用，用量大，使用效率低

下。使用纳米粒将生长因子包封递送，可以实现缓慢

释放，更重要的是，纳米粒可以保护生长因子的活性，

降低了用量，节约了成本。大量的材料都可以制备成

微球或纳米粒来负载生长因子，如壳聚糖［１２］、胶原［１３］

等。但这些材料降解太快，突释明显，难以匹配骨缺损

的愈合时程。而人工合成的高分子材料中，ＰＬＧＡ的
安全性已经得到证实并在临床上广泛使用，其制备的

药物递送系统安全、稳定、可调控、可重复性好。因此，

本研究选择ＰＬＧＡ作为制备纳米粒的主要材料。
　　采用复乳法制备纳米粒是目前常用的方法之一。
本研究初步探索了制备过程中影响蛋白载药率、包封

率的几个因素。可见ＰＬＧＡ浓度对粒径和包封率的影
响比较明显，在一定范围内，随着浓度的增加，可获得

较高的包封率，但达到２００ｍｇ／ｍＬ后，再增加材料的
投入，包封率的提升并不明显，说明材料对蛋白的包裹

已达到一个极限值。同样地，当 ＰＬＧＡ／ＢＳＡ为 １∶４０
时，获得的包封率和载药率最理想。水油比是另外一

个重要影响因素，在复乳法制备纳米粒的过程中，初乳

对包封率的影响极大，而对粒径影响较小，这是因为生

长因子均为亲水性药物，在制备过程中极易渗透到水

相中而难以被包裹。本研究最终确定１∶１０为最佳水
油比，可以获得较高的包封率。内水相的类型亦对蛋

白包封率有影响，主要是因为内外水相渗透压差的缘

故。Ｚｈａｎｇ等［１４］对内外水相渗透压差对 ＢＳＡ包封率
的影响进行了研究，在外水相加入５％氯化钠可将包
封率从２５２％提高到７６．６％，而加入１５％的葡萄糖则
可将包封率从２５．２％提高到８９．３％，且缓解了蛋白的
突释现象。本研究外水相为 ＰＢＳ溶液，内水相为去离
子水时，由于加大了内外水相的渗透压差，蛋白的包封

率亦有所提高。综上所述，我们选择了 ＰＬＧＡ浓度
２００ｍｇ／ｍＬ，蛋白和材料的质量比１∶４０，水油体积比
１∶１０，内水相为去离子水为条件制备纳米粒。制备的
纳米粒外表光滑、完整，呈规则球形，粒径（３７３±１２）ｎｍ，

包封率达到７０．０％。
　　成功的药物递送系统应具有理想的药物释放速
度。从ＢＳＡ的累积释放曲线可以看出，蛋白的释放大
致分为３个阶段：突释期、稳定释放期、加速释放期。
蛋白在第１天累积释放了（３．９±０．９）％；从第２～１３天
累积释放了约８．４％，为稳定释放期；从第１３天后逐
渐进入加速释放期，从第１４～３１天累积释放了约２６２％。
初期的突释主要是负载在纳米粒表面的蛋白在第１天
逐渐释放，之后释放速度减慢，而在后期的加速释放期

则主要是因为材料开始降解，将包封的蛋白逐渐大量

释放的缘故。这和Ｗａｎｇ等［１５］的研究结果基本相同。

但本研究中的突释并不明显，第１天的累积释放率仅为
（３．９±０．９）％，到第１周也仅累积释放（９．２±２．８）％。
同样的结果亦可在 ｂＦＧＦ／ＰＬＧＡ纳米粒的释放中看
到，ｂＦＧＦ在第１天的累积释放百分率为（５．１±０．４）％，
突释现象也不明显。

　　在制备纳米粒的过程中，需使用到少量的有机溶
剂，部分有机溶剂对蛋白特别是生长因子的活性是有

较大影响的。从细胞增殖实验可以看出，ｂＦＧＦ／ＰＬＧＡ
纳米粒的缓释液对干细胞的促增殖作用比较明显，说

明ｂＦＧＦ的生物学活性得到保持。而缓释液的促增殖
作用在第７天较 ｂＦＧＦ溶液组明显，原因是纳米粒缓
释液组ｂＦＧＦ在培养基中持续存在，对细胞的促增殖
作用也就更为明显，同时也说明该递送系统的高效性。

　　本研究所建立的纳米药物递送系统制备过程简
单，易于消毒、保存，实现了对 ｂＦＧＦ的有效负载和缓
慢释放，突释现象不明显，且很好地保护了 ｂＦＧＦ的生
物活性。但需要强调的是，本研究未涉及 ＰＬＧＡ的嵌
段比例、相对分子质量对蛋白的包封率及缓释动力学

的影响。通过使用不同的ＰＬＧＡ来制备负载生长因子
的纳米粒，可以实现对不同生长因子缓释动力学的调

控，从而使其释放的速度和时间与机体所需相匹配，可

以以此构建多因子的缓释系统，发挥相互之间的协同

作用。这将进一步体现 ＰＬＧＡ缓释系统的优势，未来
可能在人工骨修复材料中得到广泛应用。
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