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载麦冬皂苷的明胶微球对成骨细胞的调控作用

杨春蓉

(福建工程学院 材料科学与工程学院ꎬ 福建 福州 ３５０１１８)

摘要: 以麦冬甾体皂苷为模型药物ꎬ以明胶为载体原料制备载药微球ꎬ并研究其对成骨细胞的调控作

用ꎮ 首先采用双乳化－化学交联技术构建载药明胶微球ꎬ再对其释药特点、调控成骨细胞生理功能的

效应等方面开展研究ꎮ 结果发现构建的载药微球不仅有效缓解药物突释现象并延长药物释放时间ꎬ
而且可以有效刺激成骨细胞增殖、碱性磷酸酶分泌及矿化ꎬ促其向骨组织分化ꎮ
关键词: 明胶ꎻ麦冬皂苷ꎻ微球
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　 　 目前甾体皂苷类化合物的应用及研究领域主

要集中在中枢神经损伤的治疗方面ꎬ甾体皂苷类

化合物应用于骨缺损治疗领域的研究报告还很少

见ꎮ 江洋珍等[１]研究了薯蓣皂苷元(麦冬甾体皂

苷的主要水解产物ꎬ分子式:Ｃ２７Ｈ４２Ｏ３ꎬ相对分子

质量:４１４.６３Ｄａ)对大鼠成骨细胞增殖、分化的影

响ꎮ 研究发现ꎬ在培养液中添加质量浓度(０.０１５~
０.１５０ μｇ / ｍＬ)的薯蓣皂苷元后ꎬ成骨细胞增殖、分
泌碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ ＡＬＰ)的水平

明显提高ꎮ
与此同时ꎬ构建具有时空控制释放特点的载药

微球已成为一个新的研究方向[２－３]ꎮ 连续梯度的

化学信号能引起浓度依赖性的细胞特异类型反应ꎬ
从而引起不同的生物学作用[４]ꎮ 这种微球对于骨

缺损的修复具有较好的药物缓释作用ꎮ 微球可直

接植入骨缺损部位以刺激骨细胞的增殖ꎮ 此外ꎬ这
种尺寸可控的载药微球也可以注射的方式修复损

伤组织ꎬ从而避免手术创伤ꎮ 因此ꎬ这种治疗方式

可有效提高骨细胞的生物活性并刺激骨再生ꎮ
基于此ꎬ本实验尝试以麦冬甾体皂苷为模型

药物ꎬ以明胶为载体构建缓释系统并研究其对小

鼠成骨细胞的生物效应ꎮ

收稿日期: ２０１９－０９－２８
基金项目: 国家自然科学基金资助项目( ５１７０２０５２)ꎻ 福建省自然科学基金面上项目(２０１８Ｊ０１６２５)ꎻ福建工程学院科研

发展基金项目( ＧＹ－Ｚ１５０９３)
作者简介: 杨春蓉( １９７７－ ) ꎬ女ꎬ湖北枝江人ꎬ副教授ꎬ博士ꎬ研究方向: 生物医用材料ꎮ



福建工程学院学报 第 １７ 卷

１　 材料与方法

本实验以从麦冬提取物中分离得到的甾体皂

苷类化合物(相对分子质量介于 ７７１－９６２Ｄａ)作

为模型药物ꎬ应用新型乳化－化学交联技术ꎬ制备

载药明胶微球ꎮ 微球在制备过程中ꎬ 麦冬－明胶

溶液与油相形成Ｗ/ Ｏ 型乳剂ꎬ 再经 ＥＤＣ / ＮＨＳ 固

化交联处理形成微球ꎮ
具体过程如下:
(１)配制药物－明胶溶液ꎮ 将 ０.３ ｇ 麦冬皂苷

溶于 １００ ｍＬ 水中ꎬ 超声处理ꎬ配制成饱和溶液

后ꎬ 称取明胶溶液ꎬ配制成适宜浓度的麦冬皂苷－
明胶溶液ꎮ

(２)乳化ꎮ 在三口瓶中加入 ２５０ ｍＬ 液体石

蜡ꎬ然后加入 ３.１ ｍＬＳｐａｎ８０ꎬ搅拌使液体石蜡与

Ｓｐａｎ８０ 混匀ꎮ 并在搅拌下缓慢滴加含药明胶溶

液ꎬ控制一定的搅拌速度ꎬ适时取样ꎬ用显微镜进

行观察ꎮ 水相与油相体积比控制为 １ ∶ ５ꎬ石蜡与

Ｓｐａｎ８０ 的体积比控制为 ８０ ∶ １ꎮ 并调控乳化时间

为 ４０ ｍｉｎꎮ
(３)交联阶段和后处理ꎮ 当液滴完全分散均

匀形成 Ｗ/ Ｏ 型乳剂后ꎬ立即转移至冰水浴中ꎻ待
乳剂温度降至 ５ ℃ 左右时ꎬ加入 ２. ５ ｍｇ / ｍＬ 的

ＥＤＣ 交联固化 ４０ ｍｉｎꎬ随后加入异丙醇约 ５０ ｍＬꎬ
继续搅拌至有大量固体颗粒析出(约 １５ ｍｉｎ)ꎬ抽
滤ꎬ用异丙醇洗涤 ３ 次ꎬ用石油醚洗涤 ３ 次ꎬ直至

抽干ꎬ放在表面皿上ꎬ拿到真空干燥箱里真空干燥

１２ ｈꎬ即可得粉末状麦冬－明胶微球ꎮ

２　 载药明胶微球的性能检测

２.１　 载药明胶微球的微观结构观察及粒径分析

利用扫描电子显微镜( ＳＥＭ)观察载药明胶

微球的表面形态和微观结构ꎬ并在光学显微镜下

测量 １００ 个微球粒径ꎬ绘制粒径分布图ꎮ
２.２　 载药明胶微球的药物释放动力学和质量变

化分析

　 　 采用紫外分光光度计检测载药微球在 ＰＢＳ
中的释放动力学ꎬ绘制体外药物释放曲线ꎻ并称量

释药前后微球的质量变化ꎬ绘制降解曲线ꎮ
２.３　 载药明胶微球对细胞的生物效应检测

用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液培养成

骨细胞ꎮ 成骨细胞足够多时ꎬ加入 ０.２５％的胰酶

消化成骨细胞ꎬ１~２ ｍｉｎ 后弃除胰酶ꎬ加入培养液

中止消化ꎬ冲下贴壁的成骨细胞ꎬ吹打均匀制成细

胞悬液ꎬ于红细胞记数板上记数ꎮ 根据细胞记数

结果ꎬ将细胞悬液密度稀释成 １×１０４个 / ｍＬ 和 ２×
１０４个 / ｍＬ 两种ꎬ备用ꎮ 之后ꎬ将 ２０ ｍｇ 经 γ 射线

消毒后的微球置于培养板中ꎬ用培养液浸泡 ２４ ~
４８ ｈꎮ 之后ꎬ除去培养板中培养液ꎬ加入配制好的

细胞悬液ꎬ隔天换新的培养液ꎮ 细胞与微球组装

一定时间后ꎬ采用四唑盐(ＭＴＴ 法)比色法检测细

胞生长的情况ꎬ采用铁氰化钾法检测细胞的碱性

磷酸酶活性ꎬ并采用相差显微镜观察细胞的矿化

特征ꎬ评价明胶微球释放的甾体皂苷药物对成骨

细胞的生理活性ꎮ

３　 载药明胶微球的性能特征

３.１　 载药明胶微球的微观形貌及粒径分析

图 １ 为包裹了麦冬甾体皂苷药物和未载药明

胶微球的扫描电镜形貌图ꎮ 从图 １ 可以看出未载

药的微球表面更光滑ꎬ而包裹了药物的微球表面

较粗糙ꎮ 微球粒径在 １ μｍ 到 ９ μｍ 之间ꎬ粒径分

布如图 ２ 所示ꎬ平均粒径为(７.５±０.８)μｍꎮ

图 １　 明胶微球的扫描电镜形貌图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
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图 ２　 明胶微球的粒径分布图

Ｆｉｇ.２　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

采用的双乳化技术可以通过控制表面活性剂

浓度和混合转速来控制明胶微球的粒径ꎮ 但是ꎬ
这种技术也存在局限性ꎮ 在乳化过程中ꎬ有机介

质对明胶的流体力学作用会破坏明胶的螺旋结

构ꎬ并降低其力学强度ꎬ从而导致药物从明胶基质

中快速扩散出来ꎮ 为了改善这种缺陷ꎬ本实验对

明胶微球进行了交联处理ꎮ 此外ꎬ通过交联ꎬ也可

以对明胶构建最佳密度的纤维网络ꎬ这对于药物

的缓释进而促进骨传导具有极其重要的作用ꎮ
３.２　 载药明胶微球的药物缓释特征

图 ３ 为载药微球溶液经高速离心后ꎬ紫外分

光光度计进行吸光度测定所得曲线ꎮ 药物在波长

２７４ ｎｍ 处的吸收峰为麦冬甾体皂苷的特征吸收

峰ꎬ表明微球载药成功ꎮ

图 ３　 药物明胶微球的吸光度曲线

Ｆｉｇ.３　 Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

本实验研究了载药明胶微球在 ＰＢＳ 溶液中

的药物缓释特征ꎮ 图 ４ 为明胶微球的药物释放特

征和降解速率曲线ꎮ 从图 ４(ａ)可以看出ꎬ在起初

的 ６ ｄꎬ药物具有较快的释放速率ꎮ 随后ꎬ释放速

率减慢并保持在相对平稳状态ꎮ 药物在 ０~３、４~

６、７ ~ ９、１０ ~ １２ ｄ 的释放量分别是 ５. １５、１. ９３、
１.０７、０.７３ μｇ / ｍＬꎮ

图 ４　 明胶微球在 ＰＢＳ溶液中的药物释放曲线和降解曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ
ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｉｎ ＰＢＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

另外ꎬ从图 ４ 也可以看出ꎬ明胶微球在 ＰＢＳ
中的降解曲线与药物释放曲线的变化趋势非常类

似ꎮ 表明在微球降解过程中ꎬ药物释放速率与明

胶降解速率相一致ꎮ 而且微球的药物突释现象并

不太明显ꎬ具有较好的释放特征ꎮ 事实上ꎬ甾体皂

苷从微球中释放既包含扩散机制ꎬ也有生物侵蚀

的原因ꎮ 明胶微球的释放曲线主要取决于明胶的

降解ꎬ而甾体皂苷的持续释放可以被解释为明胶

的降解ꎮ 明胶在 ＰＢＳ 中可以快速降解ꎬ但是本实

验的交联处理减缓了明胶的降解速率ꎬ并延长了

药物的释放时间ꎮ
３.３　 载药明胶微球对成骨细胞生理功能的调控作用

３.３.１　 载药明胶微球对成骨细胞增殖率的调控作用

图 ５ 显示了成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ 分别与纯

明胶微球、载药明胶微球复合培养时的增殖率ꎮ

７４５
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从图 ５ 可以看出ꎬ当与载药明胶微球复合培养时ꎬ
细胞增殖数量更多(Ｐ<０.０５)ꎮ 这表明药物在成

骨过程中具有重要作用ꎬ可很好地促进成骨细胞

繁殖ꎮ

图 ５　 细胞分别与纯明胶微球、载药明胶微球

复合培养时的增殖率

Ｆｉｇ.５　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｐｕｒｅ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ￣ｌｏａｄｅｄ

ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

３.３.２　 载药明胶微球对成骨细胞分泌 ＡＬＰ 的调

控作用

　 　 细胞与两种微球复合培养 ７ ｄ 后分泌的 ＡＬＰ
水平如图 ６ 所示ꎮ 在本实验中ꎬ细胞分别以两种

初始浓度(１×１０４个 / ｍＬ 和 ２×１０４个 / ｍＬ)种殖在

２０ ｍｇ 的微球上ꎮ 从图 ６ 可以看出ꎬ在两种浓度

情况下ꎬ细胞与载药微球复合培养时分泌的 ＡＬＰ
水平更高ꎮ 而且ꎬ细胞初始浓度越高ꎬＡＬＰ 增加

的越多ꎮ 这表明药物能很好的激发细胞分泌成骨

因子ꎮ
明胶微球释放的甾体皂苷药物及微球材料均

对细胞的粘附、增殖及分泌具有重要作用ꎮ 因此ꎬ
这种复合微球可构建具有生理活性肽片段的亲水

表面ꎬ并以此作为细胞表面受体的配体ꎮ
３.３.３ 　 载药明胶微球对成骨细胞矿化的调控

作用

　 　 采用相差显微镜观察细胞的矿化ꎬ进一步评

价明胶微球释放的甾体皂苷药物的生理活性ꎮ 从

图 ７(ａ)可以看出ꎬ细胞与载药明胶微球复合培养

１０ ｄ 后有尖棱状矿化晶体形成ꎮ
作为对照同时研究了未载药的明胶微球对细

胞矿化的影响ꎮ 从图 ７(ｂ)可以看出ꎬ这些微球与

图 ６　 细胞分别与纯明胶微球、载药明胶微球

复合培养 ７ ｄ 后分泌的 ＡＬＰ 水平

Ｆｉｇ.６　 Ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＬＰ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ
ｏｆ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｐｕｒｅ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

ａｎｄ ｄｒｕｇｓ￣ｌｏａｄｅｄ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅ ｒｅｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ７　 细胞分别与载药明胶微球和纯明胶微球

复合培养 １０ ｄ 后的矿化形貌图(×２００)
Ｆｉｇ.７　 Ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｏｐｏｇｒａｐｈｙ (×２００) ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ￣ｌｏａｄｅｄ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

ａｎｄ ｐｕｒｅ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

８４５
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细胞联合培养后ꎬ细胞未矿化形成晶体ꎮ 由此也

可以证实甾体皂苷药物对细胞矿化的生理活性ꎮ
究其原因ꎬ可推测为甾体皂苷药物对成骨细

胞内的护骨素 ( ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎꎬ ＯＰＧ) 和核因子

κＢ 受 体 活 化 因 子 配 体 ( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｆｏｒ
ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢ ｌｉｇａｎｄꎬＲＡＮＫＬ)ｍＲＮＡ 表达具有

影响ꎮ 可通过显著上调成骨细胞内 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ
比值来调节成骨细胞的生理活性ꎮ 因此ꎬ这种具

有骨诱导功能的载药微球可被注射或移植到骨缺

损处以刺激成骨细胞向骨组织分化ꎬ有效促进新

骨形成ꎮ

４　 结论

１)选用麦冬的有效提取物甾体皂苷类化合

物为模型药物构建的载药明胶微球可有效缓解药

物突释现象并延长药物释放时间ꎮ
２)该载药微球对成骨细胞生物学功能有干

预作用ꎬ载药微球释放的药物可有效提高成骨细

胞的增殖率和分化水平ꎬ促其矿化形成晶体ꎮ
３)未来需进一步研究该载药微球ꎬ揭示其在

骨缺损修复中的生物效应和成骨机制ꎮ
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