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Abstract 
In order to construct a bone regeneration scaffold that different growth factors controlled release 
at proper stage, Trypsin (Try) was selected as the model protein. The composite of sustained-re- 
lease microspheres and biodegradable porous scaffolds was prepared in this study. Firstly, Tryp-
sin-chitosan microspheres (CMs) were prepared. Then, Trypsin-CMs were compounded to the na-
no hydroxyapatite/poly lactic-co-glycolic acid (nHA/PLGA) to build a scaffold that could release 
growth factors sequentially. The results showed that the Try-CMs were spherical shape with di-
ameters of 4 - 10 μm. The encapsulation efficiency of the Trypsin in CMs was 61.33%, and the 
loading capacity was 25.699%. The prepared Try-CMs/nHA/PLGA scaffold possessed 100 - 200 μm 
pore diameter, 53.24% porosity, 7.31 MPa compressive strength, and 19.92% degradation at 8 
weeks. The cumulative releases of Trypsin from Try-nHA/PLGA, Try-CMs and Try-CMs/nHA/PLGA 
scaffolds were respectively about 57.31%, 69.32% and 26.03% at 48 hours, 77.89%, 85.73% and 
54.53% at 14 days. The results demonstrated that Try-CMs/nHA/PLGA scaffolds had excellent 
drug sustained-release performance, which would be used as tissue engineering scaffolds with 
protein controlled delivery. 
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摘  要 

本研究以胰蛋白酶(Try)为模型蛋白，将壳聚糖缓释微球与可降解多孔支架复合，构建可次第释放不同生

长因子的骨组织工程支架。首先，制备载胰蛋白酶的壳聚糖微球(Try-CMs)，然后将微球与纳米羟基磷

灰石/羟基乙酸(nHA/PLGA)按照一定的比例混合，通过粒子沥虑–冷冻干燥复合工艺制备Try-CMs/ 
nHA/PLGA复合支架。结果表明，制备的Try-CMs呈规则球形，粒径分布在4~10 μm之间，胰蛋白酶包

封率为61.33%，载药量为25.69%。制备的Try-CMs/nHA/PLGA复合支架孔径为100~200 μm，孔隙率

为53.24%，抗压强度为7.31 MPa，8周降解率为19.92%。48 h，Try-nHA/PLGA、Try-CMs、
Try-CMs/nHA/ PLGA复合支架累计释放率分别57.31%、69.32%和26.03%；14天时，Try-nHA/PLGA、
Try-CMs 和 Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架的累计释放率分别为 77.89% 、 85.73% 和 54.53% 。

Try-CMs/nHA/PLGA复合支架对蛋白药物具有良好的缓释作用，有望作为具有蛋白类药物缓释作用的组

织工程支架。 
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1. 引言 

骨组织的再生和修复是一个涉及到多种生长因子协同作用的复杂过程[1]。迅速有效的血管重建是骨

修复的前提和保障[2]。研究证明，在骨修复的过程中，血管形成发生在骨形成之前，血管生长因子的表

达明显早于骨生长因子[3]。因此，为了模拟生理条件下骨修复过程中生长因子的作用模式，需要构建一

种能够次第释放不同生长因子的控释载体，即先释放诱导血管生成的生长因子，再释放诱导骨生成的生长

因子。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，有望更好的实现骨修复。 
壳聚糖是甲壳素脱 N-乙酰基的产物，无毒无刺激性，具有良好的生物相容性和生物降解性，能被生

物体完全吸收等特点[4]，因此用它作药物缓释剂具有较大的优越性。羟基乙酸(PLGA)具有优良的可降解

性和生物相容性，在体内可被降解为二氧化碳和水，而且降解速率可通过相对分子量控制，被广泛的用

作细胞支架和药物载体材料[5]。羟基磷灰石(HA)，是牙齿和骨骼中重要的无机成分，不但能诱导细胞增

殖和分化[6]，而且可增强材料的机械强度。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[7]。 
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本实验以胰蛋白酶为模型药物，先将胰蛋白酶载入壳聚糖微球中制备 Try-CMs，再按照一定的比例

将将 Try-CMs 载入 nHA/PLGA 支架中制备 Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架。考察三种载体中胰蛋白酶的

释放特性，拟构建一种能够以不同速率释放生长因子的载体系统。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

壳聚糖(MW = 25,000，脱乙酰度 > 98%，阿拉丁)，PLGA (济南岱罡生物工程有限公司)，羟基磷灰石

(阿拉丁)，Trypsin (美国 Sigma 公司)，BCA 试剂盒(南京建成生物工程研究所)。 

2.2. Try-CMs 的制备 

称取 0.2 g 壳聚糖，溶于 2%的冰乙酸中，终浓度为 1.0 g/L，过滤，调节 pH 值至 5.0~6.0 备用。在

Try 冻干粉中加入 PBS 溶解配制成工作液，取 2 ml 壳聚糖溶液，加入适量 Try 工作液，持续冰浴搅拌，

同时缓慢滴加 2.5 g/L 的三聚磷酸钠 500 ul，继续磁力搅拌 10 min。10,000 r/min 低温离心 20 min，所得沉

淀用预冷的纯水洗涤 3 遍，离心弃去上清液，将得到的样品冷冻干燥，−20℃保存备用。 

2.3. Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架的制备 

以冰粒子为致孔剂，采用粒子沥滤–冷冻干燥复合工艺制备 Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架[8]。首先

制备致孔剂冰粒子。把蒸馏水喷液氮中，在表面张力的作用下，骤冷的液滴冻结得到近球形的冰粒子用

分样筛筛分后，选取 125~355 μm 尺寸范围的冰粒子，储备待用。将 0.5 g PLGA 溶于 5 ml 二氯甲烷中，

配成 10% (W/V)的溶液。待 PLGA 完全溶解后，加入 0.1 g 羟基磷灰石，超声分散均匀。再加入适量 Try-CMs，
搅拌混合均匀。将上述混合液预冷，按照质量比为 PLGA/冰粒子 = 1:9 加入适量冰粒子，混匀后浇注于

聚四氟乙烯模具中，将模具置于液氮中冷冻过夜。样品完全冻结后脱模，冷冻干燥 48 h，即得 Try-CMs/ 
nHA/PLGA 复合支架。 

2.4. 壳聚糖微球和复合支架形态观察 

将 Try-CMs 分散到导电胶上，喷金，观察微球的表面形貌。取数块制备的复合支架，喷金后观察

(JSM-5900LV，Japan)支架内部结构形态。 

2.5. 微球载药量和包封率测定 

将 Try-CMs 载药微球悬液于 4℃，15,000 r/min 离心 45 min，取上清液，BCA 试剂盒测定游离的胰

蛋白酶浓度，计算微球的包封率和载药率。根据 2010 年版《中华人民共和国家药典》规定，载药量和包

封率分别按以下公式计算： 

100%= ×载药量 微粒中所含的药重量 微粒的总重量  

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  

2.6. 支架机械强度测定 

将样品制备成为直径为 5 mm，高度为 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。以三个样品为一组，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。三个样品的强度取平均值作为样品的抗压强度。 
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2.7. 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： ( ) 2
2 1G G πR L 100%水 。ε ρ= − ×  

2.8. 支架降解实验 

将样品制备成为直径为 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： 

( )0 T 0L M M M 100%= − ×  

2.9. 胰蛋白酶体外释放实验 

精密称取一定量的 Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架，以 pH 7.4 的 PBS 100 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 1 mL 上清液，并补充等量的 PBS，用试剂盒检测试剂盒检测蛋白

含量，计算累积释放率。 

3. 实验结果 

3.1. 微球和复合支架的形态 

如图 1，Try-CMs 形态呈规则的球星，表面光滑，大小比较均一，微球粒径分布集中在 4~10 μm 之

间，平均粒径为 6 μm。 
制备的复合支架表面粗糙多孔，孔径主要分布在 100~200 μm，孔的连通性较好，具有较高的孔隙率，

见图 2。 

3.2. 复合支架孔隙率和抗压强度 

不同含量的 HA 对 CMs/nHA/PLGA 复合支架的抗压强度和孔隙率的影响，见表 1。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 71.44%，而抗压强度最小为 6.19 MPa；当 HA 的含量达到 20%时，复合支架孔隙率为

41.05%，抗压强度为 8.25 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 15%，CMs/nHA/PLGA 复合支架孔隙率为 53.24%，抗压强度为 7.31 MPa。 

3.3. 壳聚糖微球载药量和包封率测定 

胰蛋白酶包封率为 61.33%，载药量为 25.69%，所制备的微球具有良好的载药性能。 

3.4. 复合支架的降解和蛋白的释放 

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 3.41%，6.79%，13.42%，19.92%，25.73%。Try-CMs 和 Try-nHA/PLGA 复合支架中释放的胰

蛋白酶都存在突释现象，而 Try-CMs/nHA/PLGA 的突释现象不明显。如图 3，48 h，Try-nHA/PLGA、

Try-CMs、Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架累计释放率分别 57.31%，69.32%和 26.03%；14 天时，

Try-nHA/PLGA、Try-CMs和Try-CMs/nHA/PLGA复合支架的累计释放率分别为 77.89%，85.73%和 54.53%。 
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Figure 1. SEM micrographs of Try-CMs 
图 1. Try-CMs 的 SEM 图片 

 

 
Figure 2. SEM micrographs of composite scaffolds 
图 2. 复合支架的 SEM 图片 

 

 
Figure 3. Cumulative release of Trypsin from Try-CMs, Try-nHA/PLGA and Try-CMs/nHA/PLGA scaffold 
图 3. Try-CMs、Try-nHA/PLGA 和 Try-CMs/nHA/PLGA 复合载体中胰蛋白酶的释放 
 
Table 1. Effect of HA weight on CMs/nHA/PLGA scaffold properties 
表 1. 不同羟基磷灰石含量对 CMs/nHA/PLGA 支架性质的影响 

HA 含量/% 5 10 15 20 

孔隙率 ε/% 71.44 ± 1.2 61.81 ± 1.3 53.24 ± 1.2 41.05 ± 1.4 

抗压强度/MPa 6.19 ± 0.08 6.83 ± 0.10 7.31 ± 0.3 8.25 ± 0.1 

胰
蛋
白
酶
的
累
计
释
放
率

时间（小时）

 
260 



白燕，肖唯 
 

21 天时，Try-nHA/PLGA、Try-CMs 和 Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架的累计释放率分别为 80.24%，86.05%
和 61.56%。 

4. 讨论 

在骨形成、发育及修复的复杂多因素过程中，生长因子的调控作用至关重要。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[9]。为了充分发挥不同生长因子的生物效应，需要构建一种安

全有效的控释系统，能够按照一定的时间和顺序释放生长因子到所需要的靶细胞，从而诱导细胞的生长

和分化，有效促进组织再生修复。理想的控释载体应具备以下要求[10]：具有良好的生物相容性，优良的

理化性质(包括大小、形貌、机械强度、孔隙率等)，对药物具有较高的包封率和载药量，良好的生物可降

解性和控释性能。 
实验制备复合载体所采用的三种基本材料壳聚糖、HA 和 PLGA 都是使用较广泛、生物相容性优良

的载体材料[10]。壳聚糖[11]是天然高分子材料，主要来源于自然界，具有良好的生物相容性、可降解性，

易与细胞及体内的有机和无机大分子发生相互作用，不易引起机体免疫反应。将壳聚糖制备成载药微球

可以达到药物靶向输送和控制释放的目的，是一种优良的载体材料。本研究制备的 Try-CMs 制备方法快

速简单易行，重复性较好，且制备条件温和、无毒无刺激，能够最大限度地保证生长因子原有的构象和

生物活性。实验所制备的载药微球形态规则，光滑完整，无粘连，微球粒径分布较集中，在 4~10 μm 之

间，平均粒径为 6 μm，且具有较高的载药量和包封率，减少浪费，利用率较高。PLGA 无刺激、无毒、

无致癌性，具有生物相容性和生物降解性，在体内能完全降解为乳酸和乙酸，再经过三羧酸循环转化为

水和二氧化碳排至体外，因此在医药领域中应用极为广泛[12]。目前，PLGA 生物降解材料已被 FDA 批

准用于药物输送系统，将 PLGA 制备成生长因子的缓释载体，改进了药物的输送方法，弥补了壳聚糖机

械强度不足的缺点，达到了药物可控释放的目的，提高药效，降低药物刺激性。在生长因子缓控释载体

的制备过程中，可以根据不同生长因子的性质和释药时间，通过调整 PLGA 的组成、分子量及制备参数

和工艺等，来控制药物的释放速率。本实验制备的CMs/nHA/PLGA复合支架孔径主要分布在 100~200 μm，

孔的连通性较好，能够满足骨组织修复的要求。实验采用冷冻干燥法并利用冰粒子作为致孔剂，低温环

境可有有效保证生长因子的生物活性，且避免了以氯化钠致孔剂导致的致孔剂残留问题。HA 是骨骼的组

成部分，不但具有良好的生物相容性，而且能够辅助骨骼的生长[13]。我们将 HA 和 PLGA 复合制备支

架，兼具两者的优势。HA 能够显著提高 PLGA 支架材料的抗压强度，实验证明，随着 HA 含量的增大，

支架的抗压强度增大但孔隙率减小，根据骨修复材料对孔隙率和抗压强度的要求，HA 的含量为 15%时

CMs/nHA/PLGA 复合支架孔隙率为 53.24%，抗压强度为 7.31 MPa，较为适宜。 
Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架中胰蛋白酶的释放速率明显慢于 Try-CMs 中胰蛋白酶的释放速率。48 

h，Try-nHA/PLGA、Try-CMs、Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架累计释放率分别 57.31%，69.32%和 26.03%；

14 天时，Try-nHA/PLGA、Try-CMs 和 Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架的累计释放率分别为 77.89%、85.73%
和 54.53%。21 天时，Try-nHA/PLGA、Try-CMs 和 Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架的累计释放率分别为

80.24%、86.05%和 61.56%。Try-CMs/nHA/PLGA 复合支架能够对蛋白起到二次缓释的作用，有望实现生

长因子的次第释放。 
实验构建的Try-CMs/nHA/PLGA复合载体具体良好的缓释作用，有望实现不同生长因子的次第释放，

为更好的促进骨修复奠定基础。 
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