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摘要 目的 以聚 L-乳酸为载体材料制备结缔组织生长因

子纳米微球。方法 采用复乳法制备结缔组织生长因子 /聚
L-乳酸纳米微球，检测微球特征，并观察微球表面形貌，最后

研究微球体外释药特性。结果 结缔组织生长因子 /聚 L-
乳酸纳 米 微 球 平 均 粒 径 为 ( 376. 5 ± 18. 2 ) nm，包 封 率 为

( 68. 62 ± 1. 34) %，载药量为( 34. 26 ± 0. 73) μg /mg。微球呈

现良好的球面形貌，表面圆整无明显裂纹和孔隙。该微球释

药特性表现为前 12 h 的药物快速释放和随后 30 d 的药物缓

慢释放。结论 该研究制备出来的结缔组织生长因子 /聚
L-乳酸纳米微球是应用于牙科种植体基台表面的理想微球，

具有良好的应用前景。
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种植体周围感染是引起种植失败的主要原因之

一［1］。牙科种植体是一个穿龈的结构，其上半部分

暴露在口腔这个有菌环境中［2］，因此种植体基台与

软组织结合的部位成为了细菌入侵的最主要途径。
种植体要维持长期稳定地行使功能，其穿龈的基台

部与软组织尽快形成稳定、有效的软组织生物学封

闭维持至关重要。然而目前临床上种植体基台多为

光滑表面，难以形成并维持稳定的软组织生物学封

闭［3］。研究［4］表明结缔组织生长因子具有良好的

促进成纤维细胞黏附、增殖的作用。该研究以聚 L-
乳酸为载体材料，拟制备结缔组织生长因子 /聚 L-
乳酸纳米微球，对微球特性及体外释药性能进行研

究，为下一步在种植体基台表面构建促进软组织封

闭涂层奠定实验基础。

1 材料与方法

1． 1 材料与仪器 结缔组织生长因子( connective
tissue growth factor，CTGF ) ( 美 国 Sigma-Aldrich 公

司) ; 聚 L-乳酸［poly ( L-lactic acid) ，PLLA，数均相

对分子质量 152 000］、聚乙烯醇( poly vinyl alcohol，
PVA) ( 美国 Sigma-Aldrich 公司) ; 二氯甲烷( 色谱

纯，天津协和试剂公司) ; CTGF ELISA 试剂盒( 美国

Ｒay Biotech 公司) ; 其他化学试剂为国产分析纯; 超

声波细胞粉碎仪( JY92-IIN 型，宁波新芝生物科技有

限公司) ; 场发射扫描电子显微镜( S-4800 型，日本

日立公司) ; 激光粒径分析仪( Mastersizer 2000 型，

英国 Malvem Instruments 公 司) ; 台 式 高 速 离 心 机

( TGL-16G 型，上海医用分析仪器厂) ; 冷冻干燥器

( FD-1 型，北京博医康技术公司) ; 微量电子天平

( FA135S 型，上海精密科学仪器有限公司) ; 振荡培

养箱( HZQ-x100 型，哈尔滨市东联电子技术开发有

限公司) ; 恒温定时磁力搅拌器( 上海精科仪器厂) ;

超声波清洗器( TI-H160 型，德国 Elma 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 CTGF /PLLA 纳米微球的制备 采用复乳法

( W1 /O /W2 ) ［5］制备 CTGF /PLLA 纳米微球。超声

作用下将 5 mg CTGF 溶于 0. 2 ml 去离子水中作为

内水相( W1 ) ; 100 mg PLLA 溶于 2 ml 二氯甲烷中作

为油相( O) 。将内水相逐滴加入油相中，在冰水浴

中利用超声波细胞粉碎仪超声乳化( 功率 80 W) 1
min 形成初乳( W1 /O) 。在形成的初乳中加入 10 ml
1%的 PVA 水溶液( 外水相 W2 ) ，继续在冰水浴中利

用超声波细胞粉碎仪超声乳化( 功率 80 W) 1 min
形成复乳( W1 /O /W2 ) 。将得到的 W1 /O /W2 乳液

快速加入到 100 ml 0. 5% 的 PVA 水溶液中以 500
r /min 转速磁力搅拌 4 h，以除尽二氯甲烷。微球经

固化后，15 000 r /min 转速下离心 20 min，分离收集

微球，并用蒸馏水洗涤 3 次以除去微球表面残留的

PVA，再经离心冷冻干燥后得到微球粉末。
1． 2． 2 CTGF /PLLA 纳米微球粒径的测定 取一定
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量的干燥 CTGF /PLLA 纳米微球在去离子水中超声

分散 20 min 后，应用激光粒度分布测试仪测定其粒

径及多分散系数。
1． 2． 3 CTGF /PLLA 纳米微球包封率和载药量的测

定 精确称量 10 mg CTGF /PLLA 纳米微球加入到 5
ml 乙晴中，超声处理以加速微球溶解，待微球完全

溶解后，以15 000 r /min 离心 10 min 后取沉淀加入

10 ml 蒸馏水超声处理，用 ELISA 法测定所得水溶

液中 CTGF 含量。纳米微球的载药量和包封率公式

如下:
包封率( % ) = 微球中 CTGF 质量 /加入 CTGF 的质量 ×

100%
载药量( w /w) = 微球中 CTGF 质量 /微球的总质量

1． 2． 4 CTGF /PLLA 纳米微球表面形貌观察 取少

量的 CTGF /PLLA 纳米微球在去离子水中超声分散

20 min 后，均匀滴在清洁玻片上，干燥喷金后场发射

扫描电镜观察微球表面形貌。
1． 2． 5 CTGF /PLLA 纳米微球释药特性研究 本实

验选 择 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( phosphate-buffered saline，

PBS，pH = 7. 4 ) 溶液作为释药介质。精密称取 CT-
GF /PLLA 纳米微球 20 mg( 约含有 CTGF 0. 685 mg)

超声使其悬浮于 5 ml PBS 缓冲液中，再转移到透析

袋( 截留物质相对分子质量 ＞ 1 000 ) 内，放入盛有

100 ml PBS 缓冲液的三角烧瓶内，密封后置于振荡

培养箱中恒速振荡( 37 ℃，100 r /min) ，在预定的时

间点从袋外缓冲液中取样 1 ml，并立即补加等量同

质同温 PBS。同样用 ELISA 法测定取样中 CTGF 含

量，从而计算其释放浓度和累计释放百分率，并绘制

释药曲线。作为对照组，将含有 0. 685 mg CTGF 粉

末的 5 ml PBS 转移至透析袋中，也在同样的条件下

进行实验。
1． 2． 6 CTGF /PLLA 纳米微球降解形貌观察 按照

1. 2. 5 方法将 CTGF /PLLA 纳米微球放入透析袋内

置于 PBS 中，分别在 1、10、20、30 d 时从透析袋里取

出少量悬浊液，超声分散在去离子水中后均匀滴在

清洁玻片上，干燥喷金后场发射扫描电镜观察微球

降解形貌。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 统计软件进行

分析，实验结果用 珋x ± s 表示( n = 6 ) ，释药实验各时

间点组间比较采用 t 检验，以 α = 0. 05 为检验水准。

2 结果

2． 1 CTGF /PLLA 纳米微球粒径 应用激光粒度

分布测试仪测定 CTGF /PLLA 纳米微球平均粒径为

( 376. 5 ± 18. 2) nm，多分散系数为( 0. 152 ± 0. 009) ，

其粒径分布图见图 1。

图 1 CTGF /PLLA 纳米微球粒径分布图

2． 2 CTGF /PLLA 纳米微球包封率和载药量 根

据公式计算，CTGF /PLLA 纳米微球包封率为( 68. 62
± 1. 34) %，载药量为( 34. 26 ± 0. 73) μg /mg。
2． 3 CTGF /PLLA 纳米微球表面形貌 图 2 为载

药微球经干燥喷金后经场发射扫描电镜观察到的表

面形貌照片。低倍镜下( 图 2A) 可见所有微球均呈

现良好的球面形态，彼此无任何粘连和聚合，粒径分

布比较均匀，与粒径测试结果一致; 高倍镜下( 图

2B) 可见微球外形圆整，无明显的裂纹和孔隙。

图 2 CTGF /PLLA 纳米微球扫描电镜图

A: 低倍镜下 × 3 000 ; B: 高倍镜下 × 100 000

2． 4 CTGF /PLLA 纳米微球释药曲线 CTGF /PL-
LA 纳米微球释药曲线见图 3，可见微球释药特性表

现为初期 CTGF 的快速释放和随后的缓慢释放。快

速释放主要集中在前 12 h，而随后的药物缓慢释药

时间长达 30 d。在各时间点，CTGF 粉末中 CTGF 累

积释药量均显著高于载药纳米微球( P ＜ 0. 01) 。作

为对照组，在前 12 h，有 90. 4%的 CTGF 自 CTGF 粉

末中释放。
2． 5 CTGF /PLLA 纳米微球降解形貌 图 4 为

CTGF /PLLA 纳米微球降解过程中的扫描电镜图片。
可见在降解 1 d 后微球表面变得粗糙( 图 4A) ; 降解

10 d 后微球表面变得更加粗糙并且出现了较多的

皱褶( 图 4B) ; 降解 20 d 后微球的球面形貌出现了

明显的变形( 图 4C) ; 而降解 30 d 后微球已经完全

变形，基本丧失了球状形貌( 图 4D) 。
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图 3 CTGF /PLLA 纳米微球与 CTGF 粉末释药曲线

A: 前 24 h; B: 30 d; 与 CTGF 粉末组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 4 CTGF /PLLA 纳米微球降解扫描电镜图 × 100 000

A: 1 d 后; B: 10 d 后; C: 20 d 后; D: 30 d 后

3 讨论

近 20 年来，牙科种植体已经越来越广泛应用于

口腔医学临床，虽然临床长期随访研究表明种植体

成功率已达到 93. 8% ～ 95%［6］，但种植体周围感染

的发生率仍高达 14% ～ 30%［7］。牙科种植体是一

个穿龈的结构，细菌最初在穿龈的基台处黏附和堆

积并形成菌斑［8］，随着基台处菌斑的成熟和其中致

病菌比例的增高，种植体基台周围软组织出现了炎

性浸润导致结缔组织降解，致病菌也随之逐步向种

植体基底迁移，破坏种植体与骨组织的骨结合［9］，

且持续的炎症导致起支持作用的骨组织丧失，并最

终影响种植体的成功率和使用寿命。因此，如何处

理种植体基台表面来促进基台与软组织形成更快、
更有效的生物学封闭，从而抵御细菌的侵袭，预防种

植体周围感染是提高种植体成功率和使用寿命的关

键问题之一。该研究选择了具有明确促进软组织生

长的 CTGF［10］来制作纳米级微球，对微球特性及体

外释药性能进行研究，为下一步在种植体基台表面

构建促进软组织封闭涂层奠定实验基础。
以 PLLA 为载体材料将 CTGF 制成微球不仅可

以根据特定的治疗需要实现药物的缓慢释放和局部

释放，还可以提高其生物利用度。由于 CTGF 水溶

性较好，在微球制备过程中选择了复乳法，从制备结

果来看包封率达到了令人满意的 68. 62%。本研究

制备载 CTGF 微球的目的是后期在微弧氧化的基台

表面构建促进软组织封闭的涂层，而微弧氧化处理

后在钛表面会形成孔径 1 ～ 3 μm 的微孔［10］，如果微

球粒径太大，就无法嵌合在这些微孔中。激光粒度

分布测试仪检测制备出来的 CTGF /PLLA 微球平均

粒径为 376. 5 nm，粒径上符合后期应用要求，并且

多分散系数为 0. 152，小的多分散系数对纳米微球

的长期稳定非常重要。场发射扫描电镜观察纳米微

球形貌可见微球外形圆整，无明显裂纹和孔隙。研

究［11］表明微球的表面形貌对微球的释药性能有极

大影响———粗糙多孔的表面会增大微球的亲水性并

使得药物更易扩散，从而加大药物的突释现象。
透析袋扩散法是载药微球体外释药研究的常用

方法［12］，其具有操作简单，重复性好的优点。体外

释药曲线显示 CTGF /PLLA 纳米微球释药特征表现

为典型的两相曲线: 初期的突释以及随后的药物缓

慢释放。造成药物突释的原因主要为吸附在微球表

面或接近表面的药物迅速溶解至释放介质中［13］。
在药物的缓慢释放阶段，随着 PLLA 的降解，微球中

包裹着的 CTGF 也随之释放出来进入释放介质中。
从载药微球的降解扫描电镜照片可见，微球的降解

最初表现为表面的降解变形，随着降解的进行微球

的球面形貌出现了塌陷，最终丧失了球面的形貌。
综上所述，该研究采用复乳法制备出了粒径较

小，分布比较均匀，具有较高包封率的 CTGF /PLLA
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纳米微球，其体外释药时间长达 30 d，是应用于牙科

种植体基台表面的理想微球。该研究为下一步在种

植体基台表面构建促进软组织封闭涂层奠定实验基

础。
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Preparation and in vitro release behavior of connective tissue growth
factor-loaded poly( L-lactic acid) nanoparticles

Cheng Yicheng1，Kong Xiangwei1，Mei Shenglin2，et al
( 1Dept of Stomatology，General Hospital of Eastern Theater，Nanjing 210002;

2Dept of Prothodontics，College of Stomatology，Xi’an Jiaotong University，Xi＇an 710004)

Abstract Objective To prepare nanoparticles containing connective tissue growth factor with poly( L-lactic acid)

( PLLA) ． Methods The connective tissue growth factor-loaded PLLA nanoparticles were prepared by double emul-
sion method． The characteristics of the nanoparticles were determined，and the morphology of the nanoparticles was
observed． Finally，the release behavior of the nanoparticles was examined in vitro． Ｒesults The average diameter
of the prepared connective tissue growth factor-loaded PLLA nanoparticles was ( 376. 5 ± 18. 2) nm，the incorpora-
tion efficiency and drug loading were ( 68. 62 ± 1. 34) % and ( 34. 26 ± 0. 73) μg /mg，respectively． The nanopar-
ticles showed good spherical morphology without aggregation or adhesion． The release profile consisted of an initial
fast release in the first 12 h and a more continuous slow release for 30 d． Conclusion The connective tissue
growth factor-loaded PLLA nanoparticles prepared in this study are ideal nanoparticles to be applied on dental im-
plant abutment surface．
Key words connective tissue growth factor; nanoparticles; release behavior in vitro; implant abutment
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