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骨形态发生蛋白２聚乳酸缓释微球对兔骨髓间充质干细胞相容性研究
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　　［摘要］　目的　观察重组人骨形态发生蛋白２（ｒｈＢＭＰ２）聚乳酸（ＰＬＡ）缓释微球对兔骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）相容性。

方法　通过复乳干燥法制备ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球，并与兔ＢＭＳＣｓ共培养，采用 ＭＴＴ法检测ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球对细胞

的毒性及增殖，并通过倒置显微镜及扫描电镜等评价材料的细胞相容性。结果　ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球各浓度浸提液与ＢＭ

ＳＣｓ培养得出对细胞无毒性。实验组与对照组４个不同时间细胞增殖光密度（犗犇）值经重复测量方差分析得出时间之间犗犇值

比较，差异有统计学意义（犘＝０．０００）；实验组与对照组犗犇值比较差异有统计学意义（犘＝０．０２５），实验组犗犇值高于对照组，时

间与组数有显著交互效应，二者变化趋势明显不同（犘＝０．００６）。倒置显微镜观察材料组细胞增殖正常，扫描电镜发现接种７ｄ后

细胞周边有ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球，细胞生长良好，增殖分裂活跃。结论　ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球对ＢＭＳＣｓ无毒性，具有良

好的细胞相容性。
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　　重组人骨形态发生蛋白２（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｂｏｎｅｍｏｒ

ｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ｒｈＢＭＰ２）具有骨诱导能力，但在体内半

衰期短，难以达到有效生理浓度［１２］。目前，对蛋白多肽缓释载

体进行了大量研究，其中，聚乳酸（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＰＬＡ）具有

良好的生物相容性，最终代谢产物为水（Ｈ２Ｏ）和二氧化碳

（ＣＯ２），广泛用于药物缓释载体
［３］。本实验在前期通过复乳干

燥法制备出ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球，并考察微球粒径、载药

率及体外缓释特性的基础上与兔骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）体外共培养，通过 ＭＴＴ、ＡＬＰ检测

及电镜观察该微球在体外对其ＢＭＳＣｓ生物相容性进行评价。

１　材料与方法

１．１　实验动物　新西兰种系１月龄白兔购自第三军医大学实

验动物中心，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００３。

１．２　主要试剂及仪器　ｒｈＢＭＰ２冻干粉（上海瑞邦生物材料

有限公司）；ＰＬＡ（相对分子质量３×１０４，济南岱罡生物工程有

限公司）；二氯甲烷（重庆川江化学试剂厂）；聚乙烯醇（ＰＶＡ，

天津市科密欧化学试剂有限公司）；ＤＭＥＭ培养基、胰酶、胎牛

血清（Ｈｙｅｌｏｎｅ公司）；ＭＴＴ（Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＤＭＳＯ（Ａｍｒｅｓｃｏ

公司）；ＣＯ２ 细胞培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；冷冻高速离心机

（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；超声分散器（中国）；真空冷冻干燥机（美

国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）；超净工作台

（苏州安泰有限公司）；扫描电镜（日本日立Ｓ３４００Ｎ公司）；５０

万居里６０ＣＯ辐照装置（贵州金农辐照科技有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　ｒｈＢＭＰ２缓释微球的制备
［４５］
　取适量ｒｈＢＭＰ２溶于

１ｍＬ双蒸水中，使其完全溶解作为水相。准确称取１００ｍｇ
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ＰＬＡ溶于４ｍＬ二氯甲烷和１ｍＬ丙酮有机溶剂中做为油相。

取１００μＬ水相与油相相混合，在冰浴下超声分散（１００ Ｗ，

１ｍｉｎ）形成初乳，用注射器将初乳缓慢加入１％的ＰＶＡ溶液

２５ｍＬ内，冰浴下超声（２００Ｗ，３ｍｉｎ）形成复乳。然后将此复

合体系在磁力搅拌器中低速 （４００ｒ／ｍｉｎ）搅拌３～５ｈ，使其二

氯甲烷、丙酮完全挥发，所得乳液冷冻高速（１２０００ｒ／ｍｉｎ）离心

２０ｍｉｎ，收集ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球，用双蒸水洗３遍，冷冻

干燥后用３０００Ｇｙ
６０Ｃｏ照射消毒，密封，４℃保存备用。

１．３．２　兔ＢＭＳＣｓ分离培养　采用全骨髓贴壁筛选法分离

ＢＭＳＣｓ
［６］。取新西兰幼兔，麻醉后消毒铺巾，取出双侧股骨和

胫骨，除去肌肉，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗。胶骨钳咬除两端

骨骺，用 Ｈａｎｋｓ液（含肝素抗凝）冲出骨髓，然后用２００目过滤

筛过滤。１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用低糖 ＤＭＥＭ 培养液（含

１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ链霉素、１００Ｕ／ｍＬ青霉素）反复吹

打制成单细胞悬液接种于培养瓶，放于细胞培养箱中培养。

４８ｈ半换液，７２ｈ全换液，以后视情况每隔２～３ｄ换液，待细

胞生长至８０％～８５％时，用胰蛋白酶消化，按１∶２进行传代

培养，培养条件同原代。

１．３．３　ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球体外毒性实验
［７］
　精确称取

２００ｍｇｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球加入１０ｍＬ低糖ＤＭＥＭ培养

液（含１０％胎牛血清）置于３７℃培养箱中浸提２４ｈ分别制备

１００％、５０％、２５％组浸提液。取第３代生长良好的ＢＭＳＣｓ，调

整细胞浓度为５×１０４ 个／ｍＬ，每孔接种１００μＬ于９６孔板中，

细胞培养箱中培养２４ｈ后，弃去原液换成各浓度组浸提液，以

单纯低糖ＤＭＥＭ培养液（含１０％胎牛血清）为对照组，继续在

细胞培养箱中培养，分别于２４、４８、７２ｈ随机取一９６孔板，

ＭＴＴ法测定各孔光密度（犗犇）值。

１．３．４　ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球细胞增殖活力测定　实验组

用含理论量为２μｇｒｈＢＭＰ２的缓释微球ＤＭＥＭ培养液，对照

组仅加入ＤＭＥＭ培养液。取第３代生长良好的ＢＭＳＣｓ，调整

细胞浓度为２×１０４ 个／ｍＬ，每孔取１００μＬ按实验组、对照组

接种于４块９６孔板。分别在第１、３、５、７天随机取１板，ＭＴＴ

法测定各孔犗犇值。

１．３．５　细胞和ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球共培养生长情况观察

　每天在倒置相差显微镜下观察细胞生长情况，用理论含量为

２μｇｒｈＢＭＰ２的ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球与细胞共培养７ｄ，

取出细胞爬片用２．５％戊二醛固定２ｈ，梯度乙醇脱水、干燥、

喷金，扫描电镜下观察细胞生长情况。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理分

析，计量资料以狓±狊表示，结果用重复测量数据的方差分析，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ 缓释微球表征　微球平均粒径８３９．６

ｎｍ，包封率及载药率分别为（８８．９４３±２．８７８）％、（０．０２６±

０．００１）％，体外释药第１天释药率约１０．１９９％，至第１９天累计

释药率约５４．６４３％。

２．２　ＢＭＳＣｓ原代及传代培养形态　原代ＢＭＳＣｓ接种４８ｈ

后出现较多的贴壁细胞，经半换液、全换液除去未贴壁细胞，约

７２ｈ细胞开始增殖，生长良好，ＢＭＳＣｓ成纤维状、梭形。约７ｄ

时细胞生长融合达８０％～９０％，见图１。传代后细胞形态基本

一致，细胞以梭形为主，增殖正常，６～８ｄ时细胞可铺满瓶底，

见图２。

图１　　原代ＢＭＳＣｓ培养第７天（×１００）

图２　　第３代ＢＭＳＣｓ培养第７天（×１００）

２．３　缓释微球对细胞毒性评价结果
［８］
　各浓度浸提液实验组

的平均犗犇值为犗犇１，对照组平均犗犇值为犗犇２，通过细胞相

对生长率（ＲＧＲ）＝犗犇１／犗犇２×１００％，分别计算出各浓度实验

组ＲＧＲ，得出ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球对ＢＭＳＣｓ无细胞毒性，

见表１、２。

表１　　ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球浸提液与ＢＭＳＣｓ

　　　培养的ＲＧＲ和ＣＴＧ（狀＝８）

混合浓度（％）
细胞相对生长率（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

反应分级（狀）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

１００ ７５．５３２ １２０．６３４１２８．８１４ １ ０ ０

５０ ８０．３１９ １４７．６１９１６１．０１７ １ ０ ０

２５ １００．０００ １３３．３３０１６９．４９２ ０ ０ ０

表２　　细胞毒性反应分级标准

细胞相对生长率（％） 反应分级（狀） 判断结论

≥１００ ０ 合格

７５～９９ １ 合格

５０～７４ ２ 结合细胞形态分析

２５～４９ ３ 不合格

１～２４ ４

０ ５

２．４　共培养细胞增殖活力测定结果　实验组与对照组４个不
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同时间细胞增殖犗犇值经重复测量方差分析得出时间之间犗犇

值差异有统计学意义（犘＝０．０００），实验组与对照组犗犇 值比

较差异有统计学意义（犘＝０．０２５），实验组犗犇值高于对照组，

时间与组数有显著交互效应，二者变化趋势明显不同（犘＝

０．００６），见表３。

表３　　不同时间ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球对细胞

　增殖活力犗犇值比较（狓±狊，狀＝６）

组别 １ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ

实验组 ０．０７７±０．０３４０．０９４±０．０１９０．１２８±０．０１２０．３６５±０．０８３

对照组 ０．０７１±０．０１８０．０８１±０．０１２０．１１４±０．０３２０．２２７±０．０３１

２．５　倒置相差显微镜观察共培养细胞增殖结果　能见到梭

形、多角形细胞周围有大量缓释微球，并随时间延长，细胞数量

逐渐增多，生长良好，见图３。

图３　　ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球与ＢＭＳＣｓ共

培养７ｄ（×２００）

２．６　共培养细胞电镜观察结果　共培养７ｄ时扫描电镜可见

细胞伸展为长梭形，并伸出伪足黏附在缓释微球的周围，细胞

分裂增殖正常，见图４。

图４　　ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ缓释微球与ＢＭＳＣｓ共

培养７ｄＳＥＭ（×２０００）

３　讨　　论

　　组织工程研究主要有支架材料、细胞因子、种子细胞。大

量临床研究认为ｒｈＢＭＰ２是体内重要的骨诱导因子。但作为

外源性的细胞诱导因子在体内容易被蛋白酶分解，难以起到诱

骨作用，因此，通过制备出具有缓释作用的ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ微

球从而解决了ｒｈＢＭＰ２在体内不能持续作用的难题。但作为

修复骨缺损的骨组织工程材料首先必须具有良好的生物相容

性［９］。目前，评价材料的毒性主要有体外、体内实验，而体外细

胞毒性实验具有更直观、重复性好等特点，从而奠定了在评价

材料生物相容性方面重要的地位［１０］。目前，选用实验细胞主

要有２类，一类是优先选用已建株系细胞，另一类为根据实验

特需要求直接从活体组织获取的原代细胞。研究表明材料与

不同组织来源细胞的相容性具有差异性，通过选取与植入或修

复的组织来源一致的细胞进行实验，其结果更符合组织工程要

求［１１］。因此，本实验选用的实验细胞为与实验目的一致的

ＢＭＳＣｓ。

ＢＭＳＣｓ具有取材方便、易于分离培养扩增，并且具有自我

复制，在特定的诱导环境下能向成骨细胞、成软骨细胞等多向

分化潜能，在连续培养和冷冻保存后仍然具有多向分化潜能，

而成为骨组织工程的理想种子细胞之一［１２１４］。ｒｈＢＭＰ２因子

是参与骨、软骨损伤修复的重要因子。ｒｈＢＭＰ２因子在作用

条件下能促进ＢＭＳＣｓ向成骨细胞定向分化及ＢＭＳＣｓ增殖，

且对ｒｈＢＭＰ２浓度具有依赖性
［１５］。实验组ＢＭＳＣｓ与对照组

ＢＭＳＣｓ在第１、３、５天增殖量方面比较，差异无统计学意义

（犘＞０．０５），在第７天实验组ＢＭＳＣｓ增殖明显多于对照组，两

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），其结果表明ｒｈＢＭＰ２

ＰＬＡ缓释微球与ＢＭＳＣｓ具有良好的生物相容性且ｒｈＢＭＰ２

在微球制备过程中没有失活。

ＭＴＴ法是间接反映细胞生长和存活的经典方法，具有经

济、重复性好、易操作、灵敏度高等特点［１６］。本实验制备出不

同浓度组ｒｈＢＭＰ２ＰＬＡ低糖ＤＭＥＭ 培养液（含１０％胎牛血

清）浸提液为实验组，以单纯低糖ＤＭＥＭ培养液（含１０％胎牛

血清）为对照组，通过 ＭＴＴ法测定不同时间的ＢＭＳＣｓ的相对

增殖率，３种浓度的浸提液反应等级为０或１，均为合格。
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