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可降解聚乙交酯J丙交酯缓释微球用于甲状旁腺
相关肽的持续释放!

张士博#%张%?:%于美娜#%刘童斌#%王晶晶#%蔡%青#

陈%莉:%贺超良!!!%孟维艳#!!%陈学思!

# #吉林大学口腔医学院%长春%#:""!#$

# !中国科学院长春应用化学研究所 生态环境高分子材料重点实验室%长春%#:""!!$
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摘%要%采用水包油包水#f#Q*Qf!$复乳溶剂挥发法制备了包载甲状旁腺激素相关肽#)(_T)$的聚乙交

酯;丙交酯#)+b&$微球!通过核磁!红外!b)’!扫描电子显微镜等观察 )+b&载药微球的结构!表明载药微球

具有良好的球形结构!其平均粒径约为 < (?4而体外模拟释放表明!此 )+b&载药微球能实现 )(_T)#;:$ 长

达 !> 天的持续释放4并通过 -((法&碱性磷酸酶活性测定等检测负载 )(_T)#;:$ 的 )+b&微球缓释系统对小

鼠成骨细胞 -’:(:;.# 增殖及分化的影响!结果表明 )(_T)#;:$ 浓度为 # s#" \9 ?3BQ+时对 -’:(:;.# 增殖

促进效应最大!且随着药物作用时间的延长!缓释系统促进细胞增殖&分化的作用越明显4

关键词%甲状旁腺相关肽! 聚乙交酯;丙交酯! 微球! 控制释放

%%甲状旁腺激素#H@T@NFUT3AO F3T?3J6! )(_$是
具有促进成骨细胞形成及矿化骨作用的骨质疏松
症治疗药物! 是唯一同时具有加强骨细胞溶解骨
钙和破骨细胞吸收骨基质作用的多肽类激
素 ’# W$(4该药已于 !""! 年由美国 5]&批准用于
骨质 疏 松 症 的 治 疗! 商 品 名 特 立 帕 肽 ’>(

#N6TAH@T@NAO6$4
甲状旁腺相关肽#)(_T)$是一种与 )(_##;

:$$在基因编码&分子结构&受体构成和信号传导
方面有许多相同或相似之处的多肽类物质!是在
研究恶性肿瘤引起的高钙血症机制过程中发现
的4近来研究表明 )(_T)的不同肽段 #)(_T)#;
:$! #;:=!#;<$$均可明显提高骨质疏松大鼠的骨
量及生物力学强度!具有与 )(_相同的促进成骨
细胞或未成熟的成骨样细胞增生的作用 ’= W<(4

口腔种植体初期稳定性的关键决定因素在于
牙槽骨的质量和剩余牙槽骨的体积!而临床研究
证明系统性的骨质疏松对牙槽骨的矿物质含量和
剩余牙槽骨体积都有明显影响 ’9!#"( !因此! )(_T)
由于具有增加种植体周围骨密度&提高种植体初

期稳定性&加速种植体的早期骨整合等优异的成
骨作用!在口腔种植领域有广泛的应用前景 ’##(4

然而! )(_T)不同的给药方式会对骨组织产
生不同的影响!间歇的&低剂量的给药能促进骨骼
合成代谢作用!增加骨量!改善骨结构!但是!大剂
量的 )(_T)会引起破骨细胞广泛活化!不同程度
的降低成骨细胞内特异性转录因子!骨唾液蛋白!
骨钙素和"型胶原蛋白的表达水平!使成骨细胞
的功能受到抑制 ’#! W#:(4另外!)(_T)存在着半衰
期短&容易变性&价格昂贵等缺陷!因此研制控制
其缓释的载体!提高其生物利用率极为必要!引入
高分子载体是有效的解决途径4生物降解高分子
材料因为其良好的生物相容性&降解性&可吸收
性&可加工成多种形式的植入式生物医疗材料及
可以作为药物载体等特点受到广泛的研究 ’#$(4以
生物降解高分子材料作为 )(_T)载体以实现缓
释的研究已有报道!例如 RDJM’#>( !""8 年首次利
用/b]修饰).b制备成水凝胶基质!混入)(_#;
:$!协同促进种植体周围骨再生4

聚乙交酯;丙交酯 #)+b&$是一种生物相容
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性良好的可降解材料!其应用最广&研究最多!以
聚乙交酯;丙交酯微球包裹蛋白类药物的报道很
多!双乳液法是最常用的方法之一 ’#= W#<(4已经获
得美国食品和药品管理局#5]&$的批准4本文以
生物相容性!降解性优良的 )+b&为材料!通过双
乳液法制备了包载 )(_T)#;:$ 的 )+b&微球!并
对其结构&形貌进行了表征4通过体外模拟释放&
细胞毒性评价&碱性磷酸酶测定!研究了包载
)(_T)的 )+b& 微 球 对 小 鼠 胚 胎 成 骨 细 胞
#-’:(:;.#$增殖的促进作用4实验结果表明%此
包载)(_T)的)+b&微球在口腔种植领域具有良
好的应用前景4

"#实验部分

"$"#实验材料与纯化
高速剪切乳化机#Z-.#"" +S!上海威宇机

电制造有限公司$"_do;S#"" 型恒温震荡培养箱
#哈尔滨东联电子技术开发有限公司$"1AM?@:c
:" 冷冻离心机 #b6T?@JU$"聚乙交酯;丙交酯
#)+b&! 5J [<>""" $ 自制"甲状旁腺相关肽
#)(_T)#;:$$购自上海吉尔生化有限公司"聚乙
烯醇#5J [8"""" W<""""! 醇解度 <<e$购自上
海化学试剂公司""P"# ?3BQ+磷酸盐缓冲溶液
#)Z!H_[8P$$自制":;#$!>;二甲基噻唑;!$;!!>;
二苯基四氮唑溴盐#-(($和二甲基亚砜#]-1*$
购自美国 1AM?@公司"_6+@细胞&-’:(:;.# 细
胞!本实验室冻存"#_;2-/采用 ZTDa6T&-;:""
核磁共振仪"1.-采用 -AITA3J 5.0)_0+0)1 场发
射扫描电子显微镜"5(0/实验采用 Z0*;/@O fAJ;
0/型付里叶红外光谱仪!红外测试样品和 cZT混
合后研磨压片后测试4
"$+#:OK&结构与分子量的表征

通过#_;2-/&5(0/和 b)’等测试手段表征
)+b&的化学结构与分子量4
"$,#载药 :OK&微球的制备

采用水包油包水 #f# Q*Qf!$的复乳溶剂
挥发法制备包埋 )(_T)#;:$ 的聚合物微球4将
#:> ?M)+b&和 !$ ?M(C66J;<" 溶于 $P> ?+二
氯甲烷中4将 #P>= ?M)(_T)#;:$ 溶于 "P! ?+三
次蒸馏水中! 并加入到上述聚合物溶液中! 超声
=" K!充分混匀4将上述混合液注入到 >" ?+质量
分数为 #e的 )Y&水溶液中! 在冰浴下采用高速
剪切机在 :""" TQ?AJ 的转速下乳化 : ?AJ 后! 注
入 #"" ?+二次蒸馏水! 常温下磁力搅拌 = W< F!

使溶液中的二氯甲烷挥发完全4然后以 #"""" TQ
?AJ 的转速离心 $ ?AJ 收集产物! 并用二次蒸馏
水洗涤! 重复 : W$ 次! 冷冻干燥! 得到包载
)(_T)#;:$ 的聚合物微球4
"$-#载药微球形貌表征

将干燥的未参与释放的微球样品置于金属载
物台上!喷金处理后!用 1.-观察聚酯微球的表
面形貌4
"$.#微球载药量测定

用 2@*_;1]1 方法测定载药微球的载药量和
包封率4将适量的载药微球粉末置于 2@*_;1]1
溶液中!待聚合物材料降解后!离心取上层清液!
通过紫外分光光度计测定降解液中 )(_T)#;:$ 浓
度!通过下式计算得到微球中 )(_T)#;:$ 的载药
量和包封率%

载药量#e$ [’微球中药物质量(Q
’微球总质量( s#""e ##$

包封率#e$ [’ 微球中载药质量(Q
’投药总质量( s#""e #!$

"$L#载药微球的体外释放
精确称取 #> ?M载药微球放入离心管中! 加

入 > ?+)Z#"P"# ?3BQ+!H_[8P$$缓冲溶液中!
放入恒温振荡箱中振荡! 每隔一定时间离心! 取
出上层清液测定 )(_T)#;:$ 的浓度! 并补充等量
新鲜缓冲液4采用紫外分光光度法 #波长 !<"
J?$测量 )(_T)#;:$ 浓度! 并计算累积药物释放
百分比以考察载药微球的体外释放特性4
"$M#:EN>:"J,- 对细胞的活性及凋亡效应的影
响

检测 了 )(_T)#;:$ 对 小 鼠 前 成 骨 细 胞
#-’:(:;.# $ 的 活 性 及 凋 亡 作 用 的 影 响4将
-’:(:;.# 细胞种植于 9= 孔板中#:""" 个细胞Q
孔$!每孔含有 !"" (+的 #"e胎牛血清的 @-.-
培养液!在 :8 v&>e ’*!氛围中培养 !$ F4加入
预先用 )Z1 制备好的不同浓度的 )(_T)#;:$ 溶
液## s#" \=! # s#" \8! # s#" \<! # s#" \9!
# s#" \#"! # s#" \##! # s#" \#! ?3BQ+$!并分
别采用不同的给药方式4间歇性给药组%每 !$ F
中仅前 = F 给药!其余时间换成不含 )(_T)#;:$
的培养液"持续性给药组%每 !$ F 均更换含
)(_T)#;:$ 的新的培养液4经过培养 !$ F&$< F 和
8! F 后!通过 -((法检测细胞活性!用 ZA3;/@O
=<" 酶标仪测量微板在 $9" J?的吸光度值4细胞
活性按如下计算公式计算%

#8!
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’6BB̂A@7ABANU#e$ [,K@?HB6Q,I3JNT3Bs#"" #$$
,K@?HB6代表待测样本的吸光度值!,I3JNT3B代表对照组
的吸光度值4
"$Q#:EN>:"J,- 对细胞分化的影响

-’:(:;.# 细胞以 <""" 个细胞Q孔的密度接
种于 !$ 孔板#’ [$$!培养 !$ F 后!细胞贴壁4加
入预先用 )Z1 制备好的不同浓度的 )(_T)#;:$
溶液 # # s #" \8! # s #" \<! # s #" \9! # s
#" \#"! # s#" \## ?3BQ+$!并分别采用间歇性给
药的方式!培养 8! F 后!经 "P!>e胰蛋白酶消化
! W: ?AJ!加培养液终止消化!用移液器轻轻吹
打!将所有液体及细胞转入 .)管!然后 #""" TQ
?AJ 离心 #" ?AJ 弃上清!留沉淀细胞!再加入 #
?+)Z1 轻轻吹打!再次离心 #" ?AJ!弃上清!在细
胞沉淀中加入 !"" (+)Z1!直接放入液氮中 : W>
K!立即转入 \!" v冰箱#!" K左右$!再取出室温
解冻!解冻后再重复冻融 : 次"按碱性磷酸酶试剂
盒操作步骤在 9= 孔板中加样!最后轻轻振摇孔板
混匀!用 ZA3;/@O 酶标仪测量微板在 >!" J?的吸
光度值 *]4碱性磷酸酶 &+)活性#金氏单位Q#""
?+$按如下公式计算%
&+) Â@7ABANU[#,K@?HB6\,I3JNT3B$Q#,KN@JO@TO \

,I3JNT3B$ s"P"! ?MQ?+s#"" ?+ #$$
,K@?HB6代表待测样本的吸光度值",I3JNT3B代表空白
对照组的吸光度值",KN@JO@TO代表标准品的吸光度
值4
"$X#负载 :EN>:"J,- 聚合物微球对细胞增殖的
影响

通过 -((法检测负载 )(_T)#;:$ 聚合物微
球缓释系统对小鼠成骨细胞 -’:(:;.# 增殖及分
化的影响4实验分组!空白对照组%单纯培养液组
#@$"阳性对照组% #" \9 ?3BQ+)(_T)#;:$ ‘培养
液间歇性给药组# 7$"阴性对照组 #% #" \9 ?3BQ+
)(_T)#;:$ ‘培养液一次性给药组#I$"阴性对照
组 !% 未载药聚合物微球 ‘培养液组 # O$"实验
组%负载不同浓度 )(_T)#;:$ 聚合物微球分别 ‘
培养液组#6QVQM$4每组 > 个样本4-’:(:;.# 细胞
以 :""" 个细胞Q孔的密度接种于 9= 孔板!培养
!$ F 后!细胞贴壁"@组更换培养液" 7 组每 !$ F
的前 = F 加入含 )(_T)#;:$ 的培养液!之后换成
不含药的培养液!每 !$ F 为一个循环"I组在加入
含 )(_T)#;:$ 的培养液后不在更换培养液"O 组%
培养液中加入适量 b6B!"6&V&M聚合物微球组!将
负载的 )(_T)#;:$ 总浓度设为 # s #" \<! # s

#" \9和 # s#" \#" ?3BQ+: 个不同数量级!加入培
养液中4使药物&聚合物微球&载药聚合物微球与
细胞作用"于 !$&$<&8! F 后!通过 -((法检测细
胞活性!用 ZA3;/@O 酶标仪测量微板在 $9" J?的
吸光度值 ,4细胞活性按上述计算公式#:$计算4
"$"\#负载 :EN>:"J,- 聚合物微球对细胞分化
的影响

-’:(:;.# 细胞以 <""" 个细胞Q孔的密度接
种于 !$ 孔板#’ [$$!培养 !$ F 后!细胞贴壁4实
验分组!空白对照组%单纯培养液组 #@$"阳性对
照组%#" \9 ?3BQ+)(_T)#;:$ ‘培养液间歇性给药
组#7$"阴性对照组 #%#" \9 ?3BQ+)(_T)#;:$ ‘培
养液一次性给药组#I$"阴性对照组 !%未载药聚
合物微球 ‘培养液组# O$"实验组%负载不同浓度
)(_T)#;:$ 聚合物微球分别 ‘培养液组#6QVQM$4
每组 > 个样本4培养 8! F 后!经 "P!>e胰蛋白酶
消化 ! W: ?AJ!加培养液终止消化!用移液器轻轻
吹打!将所有液体及细胞转入 .)管!然后 #""" TQ
?AJ!离心 #" ?AJ 弃上清!留沉淀细胞!再加入 #
?+)Z1 轻轻吹打!再次离心 #" ?AJ!弃上清!在细
胞沉淀中加入 !"" (+)Z1!直接放入液氮中 : W>
K!立即转入 \!" v冰箱#!" K左右$!再取出室温
解冻!解冻后再重复冻融 : 次"按碱性磷酸酶试剂
盒操作步骤在 9= 孔板中加样!最后轻轻振摇孔板
混匀!用 ZA3;/@O 酶标仪测量微板在 >!" J?的吸
光度值 *]4碱性磷酸酶 &+)活性#金氏单位Q#""
?+$按公式#$$计算4

+#结果与讨论

+$"#:OK&结构与分子量的表征
)+b&的结构通过核磁和红外确定!)+b&重

复单元中乳酸和羟基乙酸单元的比约为 <>w#>4
)+b&的分子量由 b)’测定!5J [<>"""!)]0[
#P!=4
+$+#载药微球的形貌

载药 微球 的 形貌 通 过 扫 描 电 子 显 微 镜
#1.-$观察4如图 # 所示!载药微球具有良好的
球形结构4载药微球的平均粒径约为 < (?4
+$,#微球载药量测定

用 2@*_;1]1 方法测定载药微球的载药量和
包封率4包载 )(_T)#;:$ 的 )+b&微球的载药率
和包封率分别为 "P<$e和 8!P:e4说明载药微球
具有较高的包埋效率4

!8!
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5AM4# % 1.- ?AIT3MT@HF 3V)(_T)B3@O6O

)+b&?AIT3KHF6T6K

+$-#包载:EN>:"J,- 的 :OK&微球的体外释放
由于 )(_T)#;:$ 促进骨骼合成代谢作用取决

于低剂量及间歇的给药方式!所以包载 )(_T)#;
:$ 的 )+b&微球的缓释效果是重点关注的对象4
如图 ! 所示!由于部分 )(_T)#;:$ 包在 )+b&微
球表层!在第一天出现了明显的突释!第二天开始
剩余的包裹于微球内部的 )(_T)#;:$ 缓慢释放4
包载 )(_T)#;:$ 的 )+b&微球的持续释放可以达
到 !> 天4由此可见!该 )(_T)#;:$ 载药微球能较
好地实现 )(_T)#;:$ 在生理温度下的长期持续释
放4

5AM4 ! % ’D?DB@NÂ6 T6B6@K6 3V)(_T) VT3? )+b&

?AIT3KHF6T6K@K@VDJINA3J 3VNA?6

+$.#:EN>:"J,- 对 @0,E,J%" 增殖及分化的影
响

根据文献报道!)(_T)#;:$ 的浓度为 # s
#" \<?3BQ+左右时效果最佳 ’#9( !所以我们考察了
不同浓度 )(_T)#;:$ 对 -’:(:;.# 增殖及分化的
影响4如图 : 所示!)(_T)#;:$ 浓度由 # s #" \=

?3BQ+降低至 # s#" \9 ?3BQ+时!药物对 -’:(:;
.# 增殖促进效应逐渐增高!高于空白对照组4这
种促进增殖效应在 )(_T)#;:$ 浓度为 # s #" \9

?3BQ+时最显著!与空白组相比具有统计学差异4
随着药物作用时间的延长!达到 8! F 时!加入

# s#" \9 ?3BQ+)(_T)#;:$ 对促进细胞增殖作用
最明显!且明显高于其他组4而 )(_T)#;:$ 浓度由
# s#" \9继续下降至 # s#" \## ?3BQ+时!对细胞
的增殖促进效应又逐渐降低4实验所得结果表明
)(_T)#;:$ 浓度为 # s#" \9 ?3BQ+时对 -’:(:;
.# 增殖促进效应最大!与文献报道略有差异4

5AM4: % ’6BB Â@7ABANU#e$ 3V-’:(: I6BBKAJID7@N6O CANF

)(_T)#;:$ K3BDNA3JKCANF OAVV6T6JNI3JI6JNT@NA3JK#!! @|

"P">$

为进一步验证 )(_T)#;:$ 对 -’:(:;.# 分化
的影响!对细胞内碱性磷酸酶的含量进行了考察4
如图 $ 所示! )(_T)#;:$ 浓度由 # s#" \8 ?3BQ+
到 # s #" \9 ?3BQ+递减时!&+)的活性逐渐增
强!即 )(_T)#;:$ 促进 -’:(: 分化作用是逐渐增
强的!且 )(_T)#;:$ 浓度在 # s #" \9 ?3BQ+时!
&+)的活性增加最明显!明显高于空白组!具有统
计学差异4而当 )(_T)#;:$ 浓度在 # s#" \#" W#
s#" \## ?3BQ+时!&+)的活性相比于空白对照组
虽有所增强!但效果不如 )(_T)#;:$ 浓度为 # s
#" \9 ?3BQ+时明显4

5AM4$ %&+)@INÂANU#e$ 3V-’:(: I6BBKCANF3DN3TCANF

)(_T)#;:$ K3BDNA3JK@NOAVV6T6JNI3JI6JNT@NA3JK! T6KH6INÂ6BU

#!! @|"P">$

:8!
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+$L#负载 :EN>:"J,- 的 :OK&微球对 @0,E,J
%" 增殖及分化的影响

如图 > 所示!与空白对照组#@$相比!间歇性
给予 # s#" \9 ?3BQ+)(_T)#;:$ 组#7$促进细胞
增殖作用明显增高!且随着药物作用时间的延长!
促增殖效应越来越显著#@|"P">$4而一次性给
药#I$组促细胞增殖作用不如# 7$组明显!且随着
时间的延长!药物代谢!该组的促细胞增殖效应与
#@$组相比无明显差异4# O$组将 )+b&空微球与
-’:(:;.# 共培养!其无促进细胞增殖的作用!与
#@$组相比无显著差异4当载药 )+b&微球负载
)(_T)#;:$ 总浓度分别为 #" \<&#" \9 ?3BQ+时!具
有明显的促进细胞增殖作用!特别是#V$组!显著
高于#@$组和# 7$组#!! @|"P">$4且随着药物
作用时间的延长!缓释系统促进细胞增殖的作用
越明显4

5AM4>%’6BB̂ A@7ABANA6K#e$ 3V-’:(: I6BBKAJID7@N6O CANF

VT66)(_T)K3BDNA3J @JO )(_T);B3@O6O )+b& ?AIT3KHF6T6K%

#@$ J6M@NÂ6I3JNT3BMT3DH! # 7$ MT3DH NT6@N6O CANF # s#" \9

?3B+\# )(_T)K3BDNA3J 7UAJN6T?ANN6JN@O?AJAKNT@NA3J! #I$

MT3DH NT6@N6O CANF # s #" \9 ?3B+\# )(_T)CANF 3J6;NA?6

@O?AJAKNT@NA3J! # O$ )+b&?AIT3KHF6T6CANF3DN)(_T)! #6$ !

#V$ @JO # M$ MT3DHKNT6@N6O CANF )(_T);B3@O6O )+b&

?AIT3KHF6T6@NVAJ@B)(_T)#;:$ I3JI6JNT@NA3JK3V# s#" \< ! #

s#" \9@JO # s#" \#"?3B+\# T6KH6INÂ6BU#!! @|"P">$

%%在 -’:(:;.# 分化早期标志物 &+)活性测
定的实验结果如图 = 所示! # 7$组 &+)活性增强
较明显#!! @|"P">!有统计学差异$"#6$&#V$
和#M$组!通过缓释 )(_T)#;:$ 作用于细胞!表现
出了明显促细胞分化作用!相比于#@$组有统计
学差异#!! @|"P">$!且明显高于# 7$组!这可
能与局部持续微量缓释的给药方式有关4

5AM4=%&+)@INÂANA6K#e$ 3V-’:(: I6BBKAJID7@N6O CANF VT66

)(_T)K3BDNA3JK@JO )(_T);B3@O6O )+b&?AIT3KHF6T6K% #@$

J6M@NÂ6I3JNT3BMT3DH! # 7$ MT3DH NT6@N6O CANF # s #" \9 ?3B

+\# )(_T)K3BDNA3J 7UAJN6T?ANN6JN@O?AJAKNT@NA3J! #I$ MT3DH

NT6@N6O CANF # s #" \9 ?3B+\# )(_T) 7U 3J6;NA?6

@O?AJAKNT@NA3J! # O$ )+b&?AIT3KHF6T6CANF3DN)(_T)! #6$ !

#V$ @JO # M$ MT3DHKNT6@N6O CANF )(_T);B3@O6O )+b&

?AIT3KHF6T6@NVAJ@B)(_T)#;:$ I3JI6JNT@NA3JK3V# s#" \< ! #

s#" \9@JO # s#" \#"?3B+\# ! T6KH6INÂ6BU#!! @|"P">$

,#结论

本实验应用双乳液法制备了包载 )(_T)#;:$
的 )+b&微球!并对其结构&形貌进行了表征4通
过体外模拟释放&细胞毒性评价&碱性磷酸酶测
定!表明该载有甲状旁腺相关肽的缓释微球体系
能实现药物在生理条件下的缓慢持续释放!显著
促进小鼠胚胎成骨细胞的增殖!因而在口腔种植
领域具有良好的应用前景4
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! 期 张士博等%可降解聚乙交酯;丙交酯缓释微球用于甲状旁腺相关肽的持续释放
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