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摘要 目的  制备能缓慢释放蛋白类药物的细胞生长支架 ∀方法  采用冷冻干燥制备壳聚糖支架 测定支架的

孔隙率和吸水率 ∀以牛血清白蛋白 ≥为模型药物 制备乳酸 2羟乙醇酸共聚物 °微球 并包埋于壳聚糖支

架中 用扫描电镜观察微球和支架的形态 考察药物在各种支架上的体外释放 ∀结果  壳聚糖支架为多孔结构 当

预冻温度为   ε 时 支架的孔隙率和吸水率分别为 1 ? 1和 1 ? 1 ∀ °微球能够较均匀地

覆在壳聚糖支架上 ∀单用壳聚糖支架 ≥在  累积释放达 以上 制成 °微球后 再包埋于壳聚糖支架

中 则药物释放明显缓慢  的累积释放量为 1 ∀通过改变壳聚糖的用量和 °材料的型号 可以调控药

物在复合支架上的释放 ∀结论  包埋 °微球的壳聚糖支架有望用于组织工程的支架材料和生长因子的缓慢释

放 ∀
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  组织工程的核心要素包括种子细胞 !细胞支架

和生长因子 ∀其中 细胞支架的功能是为细胞的增

殖提供三维空间和新陈代谢的环境 并决定新生组

织 !器官的形状和大小 ∀生长因子则诱导和刺激细

胞增殖 !维持细胞存活和促进组织的再生 ≈ ∀壳聚

糖 是一种可生物降解 !生物相容性好的阳

离子多聚糖 与细胞具有很好的亲和性 已广泛用作

细胞支架材料 ≈ ∀然而 由于生长因子在人体内的

半衰期大约为数秒至数分钟 很容易失去活性 单独

应用壳聚糖支架材料时 生长因子释放较快 难以达

到预期的生理效应 反而有可能表现出其全身性的

作用 ≈ ∀因此 实现生长因子在细胞支架中的可控

制释放是组织工程成功的关键之一 ∀

乳酸 2羟乙醇酸共聚物 °是一种能逐步降

解而无毒性的高分子材料 已成功应用于蛋白类药

物的缓释载体 ≈ ∀由于目前应用于组织工程的生

长因子种类繁多 但本质都是多肽蛋白质 ∀因此 本

文以牛血清白蛋白 ≥作为模型 制成 °微

球后包埋于壳聚糖中 形成复合细胞支架 以期获得

能缓慢释放蛋白类药物的多孔细胞生长支架 并通

过制剂技术调控药物在复合支架上的释放 以满足

不同组织工程的需要 ∀

材料与方法

仪器与设备  ƒ高速分散均质机 上海标

本模型厂  2型冷冻干燥机 军事医学科学

仪器厂 ÷22∞≥∞ 扫描电镜 飞利浦公司 

∞¬2型酶标仪 ×∞≤

药品与试剂  牛血清白蛋白 ≥华美生物工

程公司 °山东医疗器械研究所 壳聚糖 Μ

脱乙酰度  青岛海盈生物科技有限公司 

≥测定试剂盒 江苏碧云天生物技术研究所 ∀

其余均为分析纯 ∀

ΠΛΓ Α微球的制备及其性质

微球的制备 ≈  称取 ≥  溶于水 

Λ中 作为内水相 另称取 ° ° Β° 

ΒΜ     溶于二氯甲烷  中作

为油相 探头超声 充分乳化后加入  °∂ 溶液

 以   # 
 的转速乳化  减压旋

转除去有机溶剂 离心后用蒸馏水洗涤 次 收集微

球 冷冻干燥 即得 ∀另取 ° ° Β°   Β

Μ   和 °°Β°   ΒΜ 

 同法制备 ∀

粒径  光镜下随机计数 个微球的粒径 计

算其平均值 ∀

载药率  精密称取 种 °微球各  加

乙腈  涡旋溶解 离心   # 



弃去上清液 再加乙腈  重复上述操作 ∀

沉淀物真空干燥过夜 次日用  1的 °≥溶液

 提取 离心后收集上清液 ∀残余物加入 1

# 


溶液  水解 振摇过夜 ∀收集上

清液 用 1 # 


 ≤水溶液  中和 ∀

合并所有上清液 用微量法于  处测定 ≥

含量 ≈
计算载药率 ∀

壳聚糖支架的制备及其表征

支架的制备 ≈  用  醋酸溶液配成浓度为

的壳聚糖溶液 取该溶液 1 置 孔细胞

培养板中 分别于  ε   ε 和液氮   ε 

条件下预冻过夜后 冷冻干燥  用 乙醇固

化 再次冷冻干燥 即得空白壳聚糖支架 ∀

吸水率 ≈  将质量为 Ω的干燥支架材料浸没

于蒸馏水中  后小心取出 用滤纸吸干表面的

水分 称重得 Ω计算不同预冻温度的支架吸水率 

即吸水率 Ξ   ≈Ω  Ω Ω ≅  ∀

孔隙率 ≈  用排液法测定多孔支架的孔隙率 ∀

在  量瓶中装入乙醇 精密称取烘干至衡重的

各种支架 Ω 抽真空至不再有气泡溢出 ∀精密称

定含有酒精和壳聚糖支架的量瓶 Ω 再将含有乙

醇的支架取出 精密称定剩余乙醇和量瓶 Ω 则

孔隙率为 Π(% )  (Ω  Ω  Ω ) / (Ω  Ω  ≅

 ∀

含 ΒΣΑ和 ΠΛΓ Α微球的壳聚糖支架的制备

用 壳聚糖醋酸溶液配制质量浓度为  #


的 ≥溶液 取该溶液 1 加入 孔细胞

培养板中 以   ε 预冻 按上述方法制备 即得含

≥的壳聚糖支架 ∀另根据各种 °微球的载药

率 称取含相同 ≥量的微球 置 孔板中 加 

壳聚糖溶液 1 搅拌均匀 同法制备 即得包埋

°微球的壳聚糖支架 ∀

形态学  用扫描电镜观察 °微球 !空白壳

聚糖支架和包埋 °微球的壳聚糖支架的形态 ∀

体外释放研究  精密称取一定量 ° °Β

° ΒΜ   微球 !含 ≥的壳聚糖支

架以及包埋不同 °微球的壳聚糖支架 ≥的

量均为 1 以  1的 °≥  作为释放

介质 加入 1叠氮化钠作防腐剂 ∀于  ε 恒

温振荡  # 

每隔一定时间取出部分上

清液 并补充定量的释放介质 用 ≤法测定 ≥
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含量 计算累积释放率 ∀

结果

1  ΠΛΓ Α微球的粒径和载药率

以 种 °° Β°  ΒΜ   

°Β° ΒΜ   °Β°  Β

Μ   为材料制备的 ≥微球的载药率分别

为 1 1 和 1 粒径分别为 1 ?

1 Λ1 ? 1 Λ和 1 ? 1 Λ∀

2  壳聚糖支架的性质

表 是预冻温度对壳聚糖支架的孔隙率和吸水

率的影响 ∀当预冷冻温度为   ε 和   ε 时 

支架的孔隙率和吸水率相接近 而当冷冻温度进一

步降为   ε 时 孔隙率和吸水率明显下降 ∀

Ταβλε 1  ∞∏∏Τ  

   

 2

Τ ε ° • 

  1 ? 1  ? 

  1 ? 1  ? 

   ? 3  ? 3 3

ν   ξ ? σ 3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ   ε ∏

3  支架的形态

图 和图 分别是扫描电镜下观察到的含 ≥

的 °微球和壳聚糖支架 ∀由图可见 °微球

呈圆形 表面光滑 不粘连 大小较均匀 ∀用冷冻干

燥法制得的壳聚糖支架具有多孔的结构 孔径大多

在  Λ左右 ∀

图 是在制备壳聚糖支架时 加入 °微球 

再冷冻干燥后的扫描电镜 ∀可见 °微球能够

较均匀的覆在壳聚糖支架上 图 微球的形态未

Φιγυρε 1  × 

°  ≥  Λ

Φιγυρε 2  × 

∏  ≥  Λ

发生变化 图 ∀

4  体外释放

图 是 ≥从壳聚糖支架 !°微球和包埋

°微球的壳聚糖支架上的释放曲线 ∀从图中可

以看出 单独采用壳聚糖支架 药物释放较快  

释放即达 以上 ∀ °微球能显著延缓药物的

释放 因此 包埋于壳聚糖支架后药物也呈缓慢释

放  的累积释放量为 1 ? 1 ∀

图 是制备支架的壳聚糖用量对包裹相同 °

Φιγυρε 3  × ° ∏

 °   ≥ Λ  ≥ Λ
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Φιγυρε 4  Ιν ϖιτρο  ≥ 

  ° ° Β°  Β
Μ   ° 

∏ ν  

Φιγυρε 5  Ιν ϖιτρο ≥  °

° Β°   Β Μ    2
∏ ν 

Φιγυρε 6  Ιν ϖιτρο    ≥ 

2  °

ν  

微球的 ≥释放影响 ∀当制备支架的壳聚糖溶液

用量为 1和 1 时  的累积释放量分别为

1和 1 至  的累积释放量分别为

1和 1 ∀表明支架的用量对释放曲线的

前期影响较显著 而后期差别不大 ∀

当支架一定时 采用不同 °材料包埋微球

的壳聚糖支架对 ≥的释放曲线见图 ∀由此可

见 与普通 °蛋白微球的释放情况一致 包埋微

球的壳聚糖支架随 °相对分子质量的增大释放

减慢 当共聚物 ° Β°  Β时 释放进一步

减缓 ∀

讨论

作为组织工程中的细胞支架生物材料 不仅应

具有良好的生物相容性 !生物可降解性和可塑性 而

且为了使细胞更好地在支架材料上贴壁和生长 要

求支架材料具有三维立体结构 即材料必须是多孔

的 类似海绵状 有较高的孔隙率和吸水率 ∀这样一

方面有利于细胞的植入和黏附 另一方面有利于细

胞营养成分的渗入与代谢产物的排出 ≈ ∀采用冷

冻干燥法制备壳聚糖多孔支架 预冻温度对支架的

性质影响较大 这是因为结晶过程分两个阶段 即成

核阶段和晶核生长阶段 过冷会引起较高的成核速

率和较低的晶体生长速率 因而会有很多的小冰晶

生成 ∀所以 预冻温度越低 冻干材料孔越小 孔壁

越薄 ∀当预冻温度为   ε 时 所需预冻时间较

长 因此 后文研究均采用   ε 作为预冻温度 ∀

通过细胞培养试验表明 本法制得的壳聚糖支架没

有毒性 人原代肝细胞可以在支架表面和内部正常

生长和增殖 而且支架易于修饰 另文发表 ∀

组织工程是一个周期较长的过程 ∀一般原代细

胞在支架上的贴壁生长需要数周 有时更长 ∀为了

促进细胞的生长和组织的再生 在支架中需要加入

具有诱导和刺激细胞增殖 !维持细胞存活等生物效

应的蛋白类物质 即生长因子 ≈ ∀若单独将生长因

子混入壳聚糖支架 则相当于形成骨架型的药物释

放体系 ∀由于支架中壳聚糖的分子链段之间具有相

当大的孔隙率和吸水性 使得蛋白类药物很容易通

过支架中和外周水环境中形成的浓度梯度差释放出

来 从而失去活性 不利于细胞在支架上的正常生长

和繁殖 ∀

为解决以上问题 本实验以 ≥为模型蛋白 

首先将其制成 °微球 以达到缓慢释放和保护

的目的 然后进一步包裹于壳聚糖支架中 ∀通过扫

描电镜图可以证实已成功的构建了包埋 °微球

的壳聚糖复合多孔支架 °微球能够较均匀地
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分布在支架中 复合支架保持原来壳聚糖支架的多

孔性和 °微球的形态 ∀释放实验表明 与单用

壳聚糖支架相比 包埋微球的复合支架能够显著地

减缓药物的释放 ∀进一步研究表明 通过改变支架

的用量和 °的材料的性质 可以获得具有不同

释药速率的释放曲线 ∀因此 本实验设计的包埋微

球的壳聚糖复合多孔支架有望在相当长的时间内保

持生长因子的生物效应 而且通过对复合支架材料

的调节 可以实现对生长因子的控制释放 ∀
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