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生物玻璃/聚乳酸多孔微球的制备及其作为细胞载体的研究 

高 龙 1,2, 张赵文斌 1,2, 常 江 1,2 
(1. 中国科学院 上海硅酸盐研究所, 上海 200050; 2. 中国科学院大学, 北京 100049) 

摘 要: 具有大孔结构的多孔微球既可以在体外扩增细胞, 还可以作为细胞的传输工具, 通过注射的方式把细胞输

送到需要修复的组织部位。生物玻璃虽然生物活性良好, 但难以直接制备成大孔结构的微载体。因此, 本研究将生

物玻璃(BG)与聚乳酸(PLA)高分子复合, 通过复乳法制备了一种含生物玻璃的多孔微球细胞微载体。并通过扫描电

镜(SEM)、热重分析(TGA)、电感耦合等离子体发射光谱仪(ICP-OES)等方法研究分析了微球的形貌、组成和离子

释放。通过细胞实验, 证明细胞可以在微球的多孔结构中粘附和增殖, 并且生物玻璃可以促进细胞增殖, 在组织工

程中具有潜在应用。 
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Bioglass/Polylactic Acid Porous Microspheres: Preparation  
and Their Application as Cell Microcarriers 

GAO Long1,2, ZHANG Zhaowenbin1,2, CHANG Jiang1,2 

(1. Shanghai Institute of Ceramics, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200050, China; 2. University of Chinese Academy 
of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract: Porous microsphere cell microcarrier with macroporous structure can not only amplify cells in vitro, but 

also serve as cell delivery tools to deliver cells to damaged tissues by injection. Bioglass (BG) is an inorganic mate-

rial with excellent biological activity, however, it is difficult to directly prepare microcarriers with macroporous 

structure. Therefore, in this study, a BG/poly-lactic acid (PLA) porous microspheres was prepared by double emul-

sion method. The morphology and structure of the microsphere were characterized by SEM, and the load of BG in 

the microsphere was characterized by thermo gravimetric analysis and its ion release was detected by ICP. Cell pro-

liferation experiments showed that cells could adhere and grow on the surface and inside of the microspheres. The 

results show that the microsphere with interconnected open-pore microstructure is suit for cell adhesion and prolif-

eration. Bioglass can promote cell proliferation in the microspheres and the obtained BG/PLA composite micro-

sphere has great potential applications in tissue engineering. 

Key words: porous microsphere; bioglass; polylactic acid; cell microcarrier; tissue engineering 

多孔微球细胞微载体既可以在体外大量扩增细 胞[1-2], 又可以作为细胞和药物的载体, 通过注射的
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方法把细胞或药物输送到缺损部位[3-4]。特别是具有

开放式大孔结构的微球, 既能够在体外培养时帮助

细胞向内生长, 又能在注射过程中起到支撑作用, 
以保护微球内部的细胞免于挤压和摩擦[5]。基于上

述的优异性能, 微球细胞微载体已经用于骨缺损修

复[6-9]、软骨再生[10-11]和心肌修复[12]。但是, 多孔微

球细胞微载体往往缺乏生物活性, 在体外细胞扩增

或者体内细胞传输过程中, 材料本身没有促进细胞

增殖、迁移和分化的生物活性。通过添加生长因子

等方式获得生物活性, 往往也存在生长因子脆弱、

容易失活和价格昂贵等弊端。所以, 在组织修复当

中迫切需要一种具有良好生物活性的细胞微载体。 
生物玻璃作为一种无机材料, 不仅在骨和牙齿

的修复领域应用广泛[13-15], 也被证实在软组织修复

中具有良好的生物活性[16]。但是, 生物玻璃难以直

接制备成微球细胞微载体。首先, 生物玻璃难以塑型, 
制备出来的微球没有细胞培养所需的大孔结构[17]; 
其次, 纯生物玻璃微球离子释放速率过快, 其 Si 离
子浓度甚至会超过 60 µg/mL, 过高的离子浓度可对

细胞增值有抑制作用, 比如会抑制成纤维细胞的迁

移和分化[16]。此外, 生物玻璃快速的离子交换, 还
会造成过强的碱性环境, 产生细胞毒性。目前, 常见

的多孔微球细胞微载体往往是由高分子材料制备而

成的, 虽然具有良好的生物相容性和孔结构, 但是, 
缺乏刺激细胞增殖和分化的生物活性。因此, 将生

物玻璃与高分子材料复合, 制备出一种既具有良好

生物活性, 又具有多孔结构的微球细胞微载体, 对
于组织缺损修复及组织工程应用具有重要意义。 

因此 , 本研究利用复乳法制备了一种生物玻

璃/聚乳酸复合微球细胞微载体。首先, 生物玻璃能

够释放活性离子 , 促进细胞在微载体上的粘附和

增殖, 并且由于离子的浓度比纯生物玻璃微球低, 
避免了离子浓度过高对细胞的抑制作用。其次, 聚
乳酸具有良好的可塑性 , 可以制备出贯通的多孔

结构, 适宜细胞在其表面和内部的粘附和增殖。同

时, 聚乳酸材料具有弱酸性, 生物玻璃呈碱性, 与
聚乳酸复合可以避免聚乳酸降解产生的酸性对细

胞产生不利影响。在本研究当中, 详细探讨了聚乳

酸浓度和致孔剂用量对微球结构的影响。同时, 将
复合微载体用于细胞的体外扩增 , 考察了细胞在

微球细胞微载体表面及内部孔结构上的粘附以及

细胞的活力。 

1  实验方法 

实验所使用的聚乳酸(PLA), 分子量为 100 万, 

购于济南岱罡生物工程有限公司。生物玻璃, 型号

为 45S5, 购于昆山华侨科技新材料有限公司。二氯

甲烷、明胶和聚乙烯醇(PVA)统一购置于国药集团化

学试剂有限公司。 
1.1  BG/PLA 微球的制备 

BG/PLA 微球的制备过程如图 1 所示:  
首先, 将一定量PLA加入到 20 mL二氯甲烷中, 

充分溶解后, 加入 0.2 g生物玻璃和一定量的致孔剂

(6.5%的明胶水溶液 )。利用高速剪切乳化机 , 在
15000 r/min 的条件下, 将上述混合液快速乳化, 得
到乳液备用。 

然后, 将上述乳液加入到 50 mL 预冷至 2 ℃的

0.1% PVA 溶液中。在 800 r/min 的速率下磁力搅拌

2 min, 将乳液分散成小球。 
最后, 将上述小球收集在 800 mL 预冷至 2 ℃

的 0.1% PVA 溶液中, 通风橱内挥发去除溶剂。并用

大量 50 ℃的清水洗去明胶, 获得多孔微球。 
1.2  表征分析 

将制备好的微球样品冷冻干燥好, 置于导电胶

上, 喷金后, 用扫描电子显微镜(JEM-2100F)观察其

形貌。通过热重分析仪(TA-Q500), 分析复合微球中

的生物玻璃含量, 升温速率为 10 ℃/min, 最高温度

是 700 ℃, 气氛条件是氮气气氛。Si 离子释放的测

试方法: 将制备的 1.0 g 复合微球置于 5 mL 去离子

水中, 在固定的时间点抽取上清液, 然后利用电感

耦合等离子体发射光谱仪(ICP-OES)获得浸提液中

Si 离子的浓度。 
1.3  细胞的增殖 

本实验所用细胞为人骨髓间充质干细胞

(hBMSCs, Cyagen Biosciences)。在 37 ℃恒温培养

箱, 5vol% CO2 的湿润环境中培养, 每 3 d 换一次培

养液。 
 

 
 

图 1  生物玻璃/聚乳酸复合微球细胞微载体制备示意图 
Fig. 1  Schematic illustration for the preparation of BG/PLA 
composite microsphere cell microcarriers 
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细胞在微球上接种方法如下。100 mL 培养皿中, 
将 5×106 个细胞与 1 mL 微球进行混合。然后, 加入

10 mL 培养基, 在培养箱中以 75 r/min 转速振摇   
6 h。最后, 加入 20 mL 培养液转移至 37 ℃、5vol% 
CO2 培养箱内长期培养, 两天更换一次培养液。到

达预设时间 1、3 和 7 d 时, 采用 Cell Counting Kit-8 
(CCK8, Japan)试剂盒检测细胞活性。用 Live-dead
考察微球上的细胞分布以及生存和死亡情况。 

2  结果与讨论 

2.1  BG/PLA 微球的制备 
粒径是评价微球细胞微载体的一个重要指标。

粒径过小, 不利于细胞的粘附; 粒径过大, 不利于

注射。研究表明, 直径约 200 μm 的微球细胞微载体

能够同时满足细胞粘附和注射的需求[1]。PLA 浓度

是决定粒径的重要因素, 因此本课题组首先对聚乳

酸溶液的浓度进行了筛选。 
从图 2 可以看出, 随着 PLA 溶液浓度的增加, 

所得到的微球的平均直径越来越大。在 PLA 浓度为

10%的时候, 所制备的微球平均直径约 200 μm, 同
时分布在(200±20) μm 范围内的微球比例最大, 约
为 52%。因此, 选取 10%的 PLA 溶液用于后续的微

球制备。 
对于微球细胞微载体来说 , 开放的多孔结构

既有利于细胞自由地进出 , 也适于氧气和营养物

质的传输以及代谢废物的排出。之前的研究表明, 
直径 30~50 μm 的大孔, 最适于细胞进入微球内部

进行粘附和增殖[1,10-11]。通过调节致孔剂用量, 制
备出不同孔结构的 BG/PLA 微球, 结果如图 3 所

示。通过微球的 SEM 照片可以看出, 随着致孔剂

含量的增加, 微球的孔径越来越大, 内部孔径之间

的贯通性也越来越好。但是 , 当致孔剂含量达到

8.0%时, 孔结构过大, 会破坏微球的球形结构。而

致孔剂用量为 6.0%时, 所制备的微球既能维持大

量 30~50 μm 的大孔, 微球也能维持完整的结构, 
是最适宜的用量。 

如图 4 所示, 对孔径的进一步定量统计结果也

表明, 随着致孔剂含量的增加, 微球上孔的平均孔

径也会依次增加。当致孔剂的用量为 6.0%时, 微球

上直径 30~50 μm 的大孔比例最高, 约为 7%。同时, 
大量小孔的同时存在也有助于营养物质的传输和代

谢废物的排出。因此, 本课题组选取 6.0%致孔剂用

量用于后续的微球制备。 
上述结果表明, 通过筛选适宜的 PLA 浓度和致

孔剂用量, 可以通过复乳法制备出粒径和孔结构都

适宜的多孔微球, 满足体外细胞三维培养对微载体

结构的要求。这一方法解决了生物玻璃难以塑型的

难题, 为生物玻璃材料在组织工程中的应用提供了

一种新的形式。 
 

 
 

图 2  PLA 浓度为(a) 5.0%、(b) 7.5%、(c) 10.0%、(d) 12.5%的 BG/PLA 微球的粒径分布 
Fig. 2  Particle size distribution of BG/PLA microspheres prepared with PLA solution  

concentration of (a) 5.0%, (b) 7.5%, (c) 10.0%, and (d) 12.5% 
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图 3  致孔剂用量为(a) 2.0%、(b) 4.0%、(c) 6.0%、(d) 8.0%的 BG/PLA 多孔微球 
Fig. 3  BG/PLA porous microspheres prepared with (a) 2.0%, (b) 4.0%, (c) 6.0%, and (d) 8.0% pore-forming agent 

 

 
 

图 4  致孔剂用量为(a) 2.0、(b) 4.0、(c) 6.0、(d) 8.0%的 BG/PLA 微球的孔径分布 
Fig. 4  Pore size distribution of BG/PLA microspheres prepared with (a) 2.0, (b) 4.0, (c) 6.0 and (d) 8.0% pore-forming agent 

 
2.2  复合微球中生物玻璃的含量及 Si 离子

释放 
本课题组通过复乳法得到了具有多孔结构的微

球, 但是, 单纯通过 SEM 照片还无法确定生物玻璃

颗粒是否复合在微球当中。生物玻璃主要通过释放

活性 Si 离子来发挥其促进细胞增殖、迁移和分化的

生物活性。因此, 首先通过热重分析, 来确定微球是

否含有生物玻璃。 
结果如图 5所示, 纯 PLA微球在温度升高以后, 

其有机高分子 PLA 会迅速降解和挥发, 在 700 ℃时, 
残余的质量几乎为零。而无机的生物玻璃在加热以

后, 质量变化很小, 在 700 ℃时, 残余的质量约为

最初质量的 96.2%。在 BG/PLA 复合微球中, 温度

升高以后, PLA 的降解挥发造成质量迅速下降, 但
是BG则使得质量不会降为 0, 在 700 ℃时, 残余质

量为初始质量的 4.8%。通过上述结果, 可以计算出, 

 
 

图 5  BG/PLA 复合微球的热重分析图 
Fig. 5  Thermo gravimetric analysis of BG/PLA microspheres 

 

在复合微球当中聚乳酸的质量约为 95.0%, 生物玻

璃的质量约为 5.0%。 
生物玻璃当中含有钠、钙、硅和磷等多种元素, 

可以释放多种离子。但是, 其促进细胞增殖、迁移

等主要是通过释放活性 Si 离子来实现的[13,18]。因此, 
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本课题组对复合微球活性 Si 离子的释放进行了测

定。结果如图 6 所示, BG/PLA 复合微球可以稳定释

放 Si 离子, 浓度在 1.2~2.2 μg/mL 范围内。这说明, 
生物玻璃与 PLA 复合以后, 仍然可以通过释放活性

离子来发挥其生物活性。 
上述的热重分析和离子释放结果进一步证明了

生物玻璃成功地复合到多孔微球当中, 并且仍可通

过释放 Si 离子来发挥其生物活性。同时, 与之前报

道的纯生物玻璃微球相比, 其 Si 离子释放速率显著

降低, 避免了浓度过高对于细胞的抑制, 从而有利

于其发挥良好的生物活性。 
2.3  体外细胞实验 

为了考察引入生物玻璃对细胞在微载体上粘附

和增殖的影响, 本课题组分别用生物玻璃的 PLA 微

载体与 BG/PLA 微载体进行体外细胞扩增, 比较其

细胞粘附和增殖情况。 
结果如图 7 所示, 在没有生物玻璃的 PLA 微载

体上, 细胞也可以进行粘附和增殖, 但是细胞的数

量相对较少, 并且多分布于微载体的表面, 进入内

部多孔结构的细胞数量较少。而在 BG/PLA 微载体

上, 不但细胞数量有了显著增加, 分布也更加广泛。

这说明生物玻璃的引入, 增加了微载体扩增细胞的

效率。 
此外, 本课题组还采用 CCK8 对细胞的活性进

行了定量分析。结果如图 8 所示, BG/PLA 微球上的

细胞比纯 PLA 微球上的细胞具有更高的活力。这说

明生物玻璃可以明显地提高细胞活性, 提高了细胞

体外扩增的效率。 
细胞进入微球内部, 既可以拓宽增殖的空间, 又

能减少注射时细胞所受的伤害, 是评价微球细胞微载

体的重要指标[5]。为了进一步研究细胞是否真正进入

BG/PLA 微球细胞微载体内部, 本课题组在微球上分

别选取不同深度的截面进行分析。如图 9 所示, 在
BG/PLA 复合微球细胞微载体的不同深度截面上 

 

 
 

图 6  BG/PLA 复合微球的 Si 离子释放 
Fig. 6  Si ions released from the BG/PLA microspheres 

均有大量的细胞粘附, 而且存在细胞的面积与微球

相应的截面积相当, 说明细胞在微球细胞微载体三

维结构中粘附和增殖良好。 
 

 
 

图 7  (a)PLA 微球和(b)BG/PLA 微球上细胞的活死染色照片 
Fig. 7  Live-dead cell staining of cells on (a) PLA microspheres 
and (b) BG/PLA microspheres 

 

 
 

图 8  细胞在微球上的增殖 
Fig. 8  Proliferation of cells on microspheres 
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图 9  细胞在 BG/PLA 微球不同截面上的分布 
Fig. 9  Distribution of cells on different cross sections of BG/ 
PLA microspheres 

 

体外细胞实验结果表明, BG/PLA 微球能够有

效地促进细胞的扩增。通过释放活性 Si 离子, BG/ 
PLA 微球贯穿的大孔结构提供了更大的空间, 从而

能够快速扩张细胞, 满足组织工程的需求。同时, 微
球的刚性结构和活性离子还可以为进入其内部的细

胞提供良好的保护作用, 避免其在后续的注射过程

中受到摩擦损伤。对于细胞在生物组织中的驻留, 
更好地修复受损组织具有重要意义。 

3  结论 

1) 采用复乳法将生物玻璃与聚乳酸复合 , 能
够获得具有适宜直径和贯通大孔结构的复合微球。 

2) BG/PLA 复合微球细胞微载体能够稳定地释

放活性 Si 离子, 促进细胞在其表面的粘附和增殖。 
3) 细胞既可以在 BG/PLA 复合微球的表面增殖, 

还可以进入其大孔内部, 大大提高了细胞扩增的效率。 
4) 本研究所制备的复合微球细胞微载体既能

够体外扩增细胞, 又具有合适的粒径满足注射的需

求, 在组织工程领域具有广阔的应用前景。 
本 研 究 通 过 细 胞 体 外 实 验 初 步 验 证 了

BG/PLA 复合微球在促进细胞粘附及增殖方面的

优势。但仍有一系列科学问题有待进一步研究 , 
比如 : 细胞进入到 BG/PLA 微球内部结构以后 , 
这一特殊的离子和结构环境对细胞有何影响 ; 
BG/PLA 复合微球释放的活性硅离子能否促进细

胞在体内组织中的驻留和定向分化等。通过系统

的体内外生物学实验来回答这些科学问题以后 , 

可以进一步实现 BG/PLA 复合微球在骨、心肌、

脂肪等组织修复中的应用。 
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