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负载 BMP-2 的自放电 PVDF/BT 纳米纤维支架促进成骨分化 
吴锋锋  金明超  陈卓  王国荣  徐艳 

(浙江省湖州市中心医院骨科  浙江湖州  313000） 

摘要：目的：通过静电纺丝技术制备负载 BMP-2 的 PVDF/BT 纳米支架，并评价其促成骨分化性能。方法：利用静电纺丝技术制备 PVDF/BT

纳米纺丝支架，随后使用多巴胺涂布其表面，用于负载 BMP-2，以实现 BMP-2 的缓释。以 PVDF/BT 纳米纺丝支架为对照组，用扫描电镜

(Scanning electron microscope，SEM)对纳米纺丝支架进行形貌表征，用 ELISA 分析 BMP-2 的负载率和累计释放情况，最后用 SEM、CCK-8、

PCR 等方法评估成骨细胞 MC3T3-E1 在支架上的增殖分化情况。结果：制备的静电纺丝支架在涂布多巴胺之后直径较 PVDF/BT 支架普遍更

大，表面更粗糙，说明多巴胺成功涂布于静电纺丝支架上；ELISA 结果表明，涂布多巴胺之后，支架对 BMP-2 的负载率高达 71%，且负载

在支架上的 BMP-2 可持续释放长达 28 天。SEM图提示负载 BMP-2的自放电 PVDF/BT 纳米纤维支架（PDB）上成骨细胞生长状态较纯 PVDF/BT

纳米纤维（P）更好，CCK-8 结果也提示其细胞活性更高。PCR 结果表明 PDB 组成骨细胞 ALP、COL-I、OCN 和 RUNX2 等成骨基因表达

较 P 组明显升高，提示 PDB 支架可促进成骨分化。 
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现今，骨缺损的病例出现，给全球人类健康带来重

大挑战。面对骨缺损问题，临床上常采用骨移植手术解

决。但是骨移植手术时间长、供体有限，还会出现移植

区域的感染、骨折、疼痛等问题[1]。近年来，骨组织工程

技术成为治疗骨缺损的新策略，一定程度上克服了传统

骨移植手术的弊端。骨组织工程支架可以模拟细胞外基

质（ECM）的纳米纤维结构，为细胞的粘附增殖分化提

供支持[2]。随着对骨组织微环境研究的不断深入，越来越

多的研究提出骨组织具有压电效应这一特性，压电效应

可以使骨组织内的压力转化为电信号并激活细胞内的信

号转导进而促进细胞增殖分化[3-5]。因此，制备具有压电

效应的仿生支架在骨缺损治疗中更具前景。 

聚偏氟乙烯（PVDF）是一种具有压电效应的材料，

其有五种晶体相，其压电性能主要取决于β相晶体的含

量[6]，而本项目采用静电纺丝技术可一定程度提升 PVDF

中β相晶体含量[7-10]，增强压电效应。钛酸钡(BaTiO3，

BT)是骨组织工程中应用最广泛的压电生物活性陶瓷[11]。

通过静电纺丝技术制备 PVDF/BT 复合纳米纤维，能显著

提升 PVDF 的β相晶体含量使支架的压电性能得到明显

增强。因此在本研究中，我们通过静电纺丝技术制备了

PVDF/BT 纳米纺丝膜，增强了 PVDF 的压电性能，同时

赋予了支架大表面积和多孔结构等特性，为成骨细胞的

附着、增殖和分化提供支持。 

在骨修复领域，应用细胞因子已成为一种常见做法。

其中，BMP-2 作为一种能够促进骨细胞成骨分化的生物

因子，对治疗骨缺损效果显著[12]。然而，未经控制的

BMP-2 释放可能引发多种不良反应[13]。因此，如何实现

BMP-2 的控制释放成为当务之急。多巴胺是一种具有出

色吸附性的物质，能够与各种支架、生物膜和金属表面

结合，实现对生物活性物质的固定和缓慢释放。本研究

采用了在 PVDF/BT 静电纺丝膜表面涂覆多巴胺的方法，

成功实现了 BMP-2 的持续释放。最终，通过细胞实验证

实了该仿生生物支架促进成骨分化的显著效果，为解决

骨缺损问题提供了一种全新的解决思路。 

1.材料和方法 

1.1 制备 PVDF/BT 静电纺丝膜 

将 VDF 和 BT 聚合物溶解于混合了二甲基甲酰胺和

丙酮的溶剂中，形成纺丝溶液并搅拌过夜。然后，将溶

液装入 22G 钝头针注射器中，调整针尖与铝集电板的距

离为 11cm。施加 19kV 的静电纺丝场电压差，同时控制
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注射泵以 1.8ml/h 的速率释放纺丝溶液。最终，将制得的

纺丝膜置于真空烘箱中 12 小时，以去除残留溶液。 

1.2BMP-2 的固定与释放 

向 9.9ml 去离子水中加入 20mg 多巴胺和 100ul 1M 

Tris-HCL 缓冲液（PH 8.5），制成多巴胺涂布液并将静电

纺丝膜浸入其中，在水平摇床上摇动 8 小时。随后用去

离子水清洗掉未结合的多巴胺。涂布完成将其浸泡在含

有 BMP-2 溶液（浓度为 500ng/ml，1ml）中，在 37℃环

境下，于水平摇床中摇动 24 小时以负载 BMP-2。最后将

支架置于 1ml PBS 溶液中，分别在第 1、3、5、7、14、

21 和 28 天收集 PBS 并加入 1ml 新的 PBS 以确保持续释

放 BMP-2。将收集的 PBS 溶液保存于-80℃冰箱中，最

后使用 BMP-2 ELISA 试剂盒检测 BMP-2 的浓度，并绘

制 BMP-2 释放曲线。 

1.3 支架表征 

首先，对支架进行金喷镀处理。随后，利用扫描电

镜（SEM）对静电纺丝的形貌进行详细观察，并进行拍

照以记录形态特征。使用 Nano Measure 软件对 SEM 图像

中的静电纺丝直径进行精确计算和分析。最后，借助静

态 d33 测试设备，对比测量 PVDF 和静电纺丝支架的压

电常数。 

1.4 细胞实验 

使用 MC3T3-E1 亚克隆 14 细胞系进行体外实验。

细胞培养基中含有 10%胎牛血清的 MEM-α，并添加了

1%的青霉素链霉素溶液。细胞在 37℃和 5% CO2 条件下

培养，每两天更换一次培养基，每四天进行一次细胞传

代。在 24 孔板中，使用无菌铁环固定纺丝支架。接种细

胞后，每两天更换一次培养基，并使用成骨分化诱导培

养基促进细胞分化。在培养的第 7 和 14 天，固定并清洗

细胞，进行电镜观察并评估细胞活性。同时进行 CCK-8

实验评估细胞活性。在第 14 天，提取细胞总 RNA 进行

基因表达分析，检测 COL-I, OCN, ALP 和 RUNX2 等成骨

相关基因的表达水平。 

PCR 引物详细信息如下： 

COL-I 

上游引物: GAGGGCCAAGACGAAGACATC 

下游引物: CAGATCACGTCATCGCACAAC 

RUNX2 

上游引物: TGGTTACTGTCATGGCGGGTA 

下游引物: TCTCAGATCGTTGAACCTTGCTA 

ALP 

上游引物: ACTGGTACTCAGACAACGAGAT 

下游引物: ACGTCAATGTCCCTGATGTTATG 

OCN 

上游引物: GGCGCTACCTGTATCAATGG 

下游引物: GTGGTCAGCCAACTCGTCA 

GAPDH 

上游引物: GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 

下游引物: TGGTGAAGACGCCAGTGGA 

2.结果 

2.1 PVDF/BT 支架的表征 

扫描电镜结果（图 1 A）提示，涂布多巴胺的静电纺

丝支架其纺丝直径明显较涂布前有所增加, PDB 支架纺

丝纤维直径为 262.0±61.3 nm，P 支架纺丝纤维直径为

221.3±55.8nm，PDB 支架纺丝表面较 P 支架明显更加粗

糙，这些均提示多巴胺已成功涂布于纺支架表面。随后

使用静态 d33 测试仪对纺丝支架的压电性能进行了测试，

结果提示 PDB 支架中的 PVDF 压电性能得到了提升（表

1）。 

表 1 压电常数测试结果 

 压电常数(d33) (pC/N) 

PVDF 18.79±4.55 

PVDF/BT 支架 27.14± 3.96 

2.2BMP-2 的释放 

ELISA 结果提示，BMP-2 溶液浸泡过纺丝支架 PDB

后，剩余溶液中的 BMP-2 的浓度为 145±8.89ng，由此
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计算可得 BMP-2 的固定率约为 76%，且在持续 28 天的

释放实验中，仅有大约 6%的 BMP-2 被释放出来。以上

实验结果提示，使用多巴胺有助于 BMP-2 的负载，且负

载的 BMP-2 能够实现有限的缓释。 

 

图 1. 静电纺丝膜的表征结果：(A) P 支架和 PDB 支

架的电镜扫描照片，比例尺：1um；（B）P 支架和 PDB

支架中静电纺丝纤维的直径分布情况；（C）PDB 支架上

BMP-2 的释放情况。 

2.3 支架上成骨细胞的生长状态 

图 2 展示了通过 SEM 观察的静电纺丝支架上成骨细

胞的生长状态。与 P 支架相比，PDB 支架上的成骨细胞

生长状态更加健康，且细胞数量明显增加。这表明多巴

胺对成骨细胞没有明显毒性，反而有助于细胞的黏附和

生长。CCK-8 实验进一步证实了这一观察结果。 

 

图 2 扫描电镜观测成骨细胞在静电纺丝支架上的生

长状态，开展 CCK-8 实验检测细胞活性。（***: p<0.001） 

2.4 成骨相关基因的表达 

图 3 展示了 PCR 分析结果，与 P 组相比，PDB 组中

成骨相关基因包括 ALP、COL-I、OCN 和 RUNX2 的表达

明显增加。这表明该成骨支架在体外具有出色的促进成

骨能力。 

 

图 3 PCR 检测 P 支架和 PDB 支架上细胞成骨相关基

因的表达量，PDB 组成骨基因表达量明显高于 P 组（**: 

p<0.01 ***: p<0.001） 

3 讨论： 

骨缺损是全球健康领域的一大挑战，传统的骨移植

手术存在诸多问题。骨组织工程技术为克服这些问题提

供了新的途径。然而，骨组织的细胞外基质具有压电效

应，因此需要寻找能模拟这种特性的新材料来制备更有

效的仿生支架。PVDF 作为压电材料，具有良好的生物相

容性，可用于制备仿生骨支架，增强修复效果。本研究

中，我们利用静电纺丝技术制备了 PVDF/BT 静电纺丝支

架，并证明了其具有较强的压电性能。同时在支架表面

涂布多巴胺，促进细胞粘附增殖，并固定 BMP-2 以实现

缓释效果。实验结果显示，在 28 天内，仅有约 6%的

BMP-2 被释放，大部分仍保留在支架上，这表明多巴胺

成功固定了 BMP-2，且释放速率相对稳定。 

成功制备了自供电仿生骨支架后，我们进行了体外

实验来验证其成骨性能。在这些实验中，我们将成骨细

胞分别种植在 P 支架和 PDB 支架上，并通过 SEM 和

CCK-8 实验评估细胞活性，以分析多巴胺对细胞粘附增

殖的影响。结果表明，多巴胺对成骨细胞没有毒性，反

而有利于细胞的粘附生长。此外，RT-qPCR 实验显示，

PDB 支架上的细胞表达的成骨基因水平更高，说明 PDB

支架促进了细胞的成骨分化。 

在本研究中，我们制备了 PVDF/BT 静电纺丝膜，并

通过多巴胺将 BMP-2 固定在其上，该支架的压电效应、

BMP-2 的可控释放及其粗糙的表面增强了其促成骨分化

性能。 
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