
海南医科大学学报  2026，32（16）
Journal of Hainan Medical University

静电纺丝人工骨膜的构建及其引导成骨和血管化作用研究
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［摘要］ 目的：采用静电纺丝技术制备负载黑磷（black phosphorus，BP）和血管内皮生长因子（vascular 
endothelial growth factor，VEGF）纳米复合人工骨膜，并对其理化性能、生物相容性及体内外成血管成骨性

能进行研究。方法：称取一定量的左旋聚乳酸（poly‐L‐lactic acid，PLLA）固体颗粒，溶解于二氯甲烷与 N，

N‐二甲基甲酰胺中制备静电纺丝溶液，然后采用静电纺丝技术分别制备 PLLA 纤维膜、BP/PLLA 纤维膜、

VEGF/PLLA 纤维膜、BP/VEGF/PLLA 纤维膜等 4 种纳米复合人工骨膜。之后对各组人工骨膜进行理化

性能及体外研究，并通过 SD 大鼠颅骨缺损的原位修复实验探究该材料在动物体内促进成骨分化的能力。

结果：（1）表征：各组膜呈现为多孔网状结构，且 BP 与 VEGF 的负载改善了纤维膜的亲水性；（2）生长因子缓

释性能：ELISA 检测结果示 BP/VEGF/PLLA 和 VEGF/PLLA 组能缓慢且持续释放 VEGF；（3）生物相容

性：活死荧光染色及 CCK‐8 结果示各组纤维膜具有较好的生物相容性；（4）体外成骨分化性能：ALP、ARS
染色及 qRT‐PCR 结果示负载 BP 与 VEGF 的纤维膜可明显促进 BMSCs 成骨分化。（5）构建大鼠缺损模型及

复合膜回植：Micro‐CT 结果显示术后 4 周实验组骨缺损区较 Control 组有明显新骨形成。结论：负载 BP 和

VEGF 的静电纺丝人工骨膜具有较好的促进成骨矿化性能，可为骨膜组织工程进展提供一定的研究依据。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.
［Abstract］ Objective： To prepare nanocomposite artificial periosteum loaded with black phosphorus （BP） and vascular endo‐

thelial growth factor （VEGF） by electrostatic spinning technology， and to investigate its physicochemical properties， biocompati‐
bility， and in vivo and in vitro vasculogenic osteogenic properties. Methods： A certain amount of solid particles of poly‐L‐lactic ac‐
id （PLLA） was weighed and dissolved in dichloromethane and N，N‐dimethylamine to prepare the electrostatic spinning solution， 
and then the four nanocomposite artificial osteosynthesis membranes： PLLA fiber membrane， BP/PLLA fiber membrane， 
VEGF/PLLA fiber membrane， and BP/VEGF/PLLA iber membrane were prepared by the electrostatic spinning technique. Af‐
terward， the physicochemical properties and in vitro studies of each group of artificial periosteum were carried out， and the ability 
of the materials to promote osteogenic differentiation in animals was investigated by in situ repair experiments of cranial defects in 

DOI：10.13210/j.cnki.jhmu.20251010.001
网络出版地址：https：//link.cnki.net/urlid/46.1089.R.20251010.0911.002

［基金项目］ 新疆维吾尔自治区自然科学基金（2023D01A69）
［作者简介］ 方君怡，E‐mail：447455551@qq.com。

［通讯作者］ 汪振华，主任医师，教授，硕士研究生导师，E‐mail：670952885@qq.com。

［收稿日期］ 2025‐06‐18  ［修回日期］ 2025‐09‐24  网络出版时间：2025‐10‐10 11∶01∶44

1215



海南医科大学学报  Vol. 32 No. 16 Aug. 2026

SD rats. Results： （1） Characterization： The membranes of each group showed a porous mesh structure， and the loading of BP 
and VEGF improved the hydrophilicity of the fiber membranes； （2） Growth factor slow‐release properties： ELISA results 
showed that the BP/VEGF/PLLA and VEGF/PLLA groups were able to release VEGF slowly and continuously； （3） Biocom‐
patibility： The results of live‐dead fluorescence staining and CCK‐8 showed that the fiber membrane of each group had good bio‐
compatibility； （4） In vitro osteogenic differentiation： The results of ALP and ARS staining and qRT‐PCR showed that fiber mem ‐
branes loaded with BP and VEGF could significantly promote the osteogenic differentiation of BMSCs. （5） Construction of rat de‐
fect model and composite membrane replantation： Micro‐CT results showed that there was significant new bone formation in the 
bone defect area of the experimental groups compared to that of the control group at 4 weeks after surgery. Conclusion： The elec‐
trostatically spun artificial periosteum loaded with BP and VEGF has better performance in promoting osteogenesis and mineraliza‐
tion， which can provide a certain research basis for the progress of periosteal tissue engineering. 

［Key words］ Electrostatic spinning； Artificial periosteum； Tissue engineering； Osteogenesis； Vascularization

口腔骨缺损的愈合一直是口腔临床研究领域

备受瞩目的热点议题。在正常情况下，健康的骨组

织通常具备自我修复与改建的能力，能在受损后逐

步实现自然愈合。然而，当受到肿瘤侵袭、严重感

染等复杂因素，骨缺损面积较大时，骨组织自愈往

往难以达到理想的修复效果［1，2］。在漫长的临床实

践探索中，自体骨及骨膜的移植始终是增强骨再生

能力、加速骨缺损修复的主要手段。但自体骨移植

面临着诸多现实困境：如自体骨及骨膜材料来源有

限，难以满足大量临床需求；手术操作过程复杂，增

加了患者的痛苦等。因此，如何选择更为适宜的骨

缺损修复材料，以及怎样确保修复效果的长期稳定

性，仍是口腔临床研究领域亟待攻克的难题，需要

进一步深入探索［3，4］。

骨膜在结构上可划分为 2 个层次，包括外层的

纤维层和较为薄嫩的内层‐生发层。外层纤维结构

主要由致密的胶原纤维交织而成，在骨修复过程中

起到支撑与屏障作用；而内层的生发层则募集各种

细胞和生长因子，为骨修复过程源源不断地输送细

胞和营养物质［5］。

黑磷（black phosphorus，BP）是一种仅由磷元素

构成的材料，其化学组成与天然骨骼中的无机成分

具有高度相似性［6］。在一定条件下，BP 可水解成磷

酸盐吸附于周围组织环境中的钙离子，并促进磷酸

钙的形成。曾有多项科学研究揭示了 BP 在骨组织

修复领域所展现出的卓越成骨活性与效能［7‐9］。血

管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）通过促进血管生成、调节骨细胞功能及参与

骨代谢等机制，为骨组织的修复与再生提供重要支

持。在骨损伤部位局部应用缓慢释放的 VEGF 药

物制剂，是促进骨修复的有效疗法［10］。将二者联合

应用既能提升 BP 的稳定性，也能使 VEGF 缓慢持

续地释放。

静电纺丝技术在组织工程领域应用广泛。在

静电纺丝过程中，聚合物溶液或熔体在高压电场作

用下形成“泰勒锥”，并因静电斥力而拉伸细化，最

终沉积在接收装置上形成纳米纤维膜。该技术具

有操作简单、成本低廉、原料易得、可大规模生产等

优点，被认为是骨再生领域中一种很有前途的制备

仿生膜的方法［11，12］。

基于以上研究背景，本研究采用静电纺丝技术

构建一种负载 BP 和 VEGF 的纳米复合人工骨膜，

并探究其促进骨缺损修复的应用效果，为骨膜组织

工程进展提供研究依据。

1 材料与方法  
1.1　材料

1.1.1　主要试剂　左旋聚乳酸（poly‐L‐lactic acid，
PLLA）、司班 80（Span‐80）、透明质酸、DAPI、苏木

素（ 美 国 Sigma 公 司 ，81273、S6760、924474、
D8417‐1MG、H9627‐25G）；茜素红染液（Servicebio，
G1038）；BP（江苏先丰纳米材料科技有限公司，

100944）；N‐甲基吡咯烷酮、二氯甲烷、N，N‐二甲基

甲 酰 胺（DMF）（上 海 阿 拉 丁 试 剂 有 限 公 司 ，

M434297、D433566、D119450）；大鼠 VEGF、大鼠骨

髓间充质干细胞（BMSCs）、大鼠 BMSCs 完全培养

基、大鼠 BMSCs 成骨诱导培养基（武汉普诺赛生命

科 技 有 限 公 司 ，PCK266、CP‐R131、CM‐R131、
PD‐008）；人脐静脉内皮细胞（Icell，iCell‐h110）；整

合素（Integrin β1）抗体（ABclonal，A21234）；OCN 抗

体（Proteintech，23418‐1‐AP）；胎牛血清、鬼笔环肽、

Calcein‐AM/PI（YEASEN，40130ES76）；DMEM/
F‐12 培养基（Cytiva，SH30023.01）；多聚甲醛（国药

集团化学试剂有限公司，80096618）；大鼠 VEGF 
ELISA 试剂盒、TRI pure Total RNA Extraction Re‐
agent、EntiLink ™ 1st Strand cDNA Synthesis Super 
Mix、EnTurbo ™ SYBR Green PCR SuperMix（ELK 
Biotechnology，ELK‐2320、EP013、EQ031、EQ001）；

CCK‐8 试剂盒、碱性磷酸酶试剂盒、4% 多聚甲醛
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（上 海 碧 云 天 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司 ，C0038、
C3206、P0099）。

1.1.2　主要仪器设备　高压静电纺丝机 TL01（深

圳市通力微纳科技有限公司）；电纺丝收集滚筒（实

验室自制）；电子天平（美国赛默飞世尔科技公司）；

磁力搅拌仪（德国 IKA 公司）；扫描电子显微镜（日

本日立公司）；傅里叶红外光谱仪（美国赛默飞世尔

科技公司）；电子万能试验机（MTS‐E43.104）；接触

角测量仪（德国 LAUDA Scientific LSA）；恒温培养

箱（上海精宏实验设备有限公司）；CO2 恒温培养箱

（Heal Force）；洁净工作台（苏净安泰空气技术有限

公司）；正置荧光拍照显微镜（Nikon）；倒置白光/荧
光拍照显微镜（Olympus）；冷冻离心机（宁波新芝生

物科技股份有限公司）；酶标仪（Molecular 公司）；荧

光定量 PCR 仪（Life technologies）；Micro‐CT（Bruk‐
er，SkyScan 1276）。

1.1.3　实验动物　雄性 SD 大鼠 30 只，8 周龄，SPF
级，体质量（300±20）g，购于斯贝福（北京）生物技

术有限公司，许可证号：SCXK（京）2024‐0001，于
SPF 级动物房中饲养。所有手术步骤及术后处理

经石河子大学第一附属医院医学伦理委员会批准，

审批号：2023‐151‐01。
1.2　实验方法

1.2.1　BP 的处理　参考赵闻天［13］的方法，采用液相

剥离法制备 BP 纳米片。将 10 mg 具有金属光泽的

BP 晶体研磨成粉，加入冰 N‐甲基吡咯烷酮，超声周

期 6 s，超声粉碎 5 h，随后 6 000 r/min 离心 20 min，
取上清液 11 000 r/min 离心 20 min，弃上清即得到

BP 纳米片，PBS 缓冲液溶解，真空干燥保存。

1.2.2　静电纺丝人工骨膜的构建　（1）PLLA 电纺

液：将 0.5 g PLLA 和 8.0 g 二氯甲烷搅拌至完全溶

解后，加入 4.0 g DMF 搅匀。（2）BP/PLLA 电纺液：

将 50 µL 透明质酸溶液（1%）、10 µL BP 纳米片和

0.01 g Span‐80 超声分散于 8.0 g 二氯甲烷中。按照

制备 PLLA 电纺液的步骤，依次加入 0.5 g PLLA 和

4.0 g DMF，用高速搅拌仪搅匀。（3）VEGF/PLLA
电纺液：将 50 µL 透明质酸溶液（1%）、10 µL VEGF
和 0.01 g Span‐80 超声分散于 8.0 g 二氯甲烷中。按

照制备 PLLA 电纺液的步骤，依次加入 0.5 g PLLA
和 4.0 g DMF，用高速搅拌仪搅匀。（4）BP/VEGF/
PLLA 电纺液：将 50 µL 透明质酸溶液（1%）、10 µL 
BP 纳米片、10 µL VEGF 和 0.01 g Span‐80 超声分

散于 8.0 g 二氯甲烷溶液中。按照制备 PLLA 电纺

液的步骤，依次加入 0.5 g PLLA 和 4.0 g DMF，用

高速搅拌仪搅匀。

将上述制备好的 4 种电纺液依次加入 5 mL 注

射器，接入 18G 不锈钢钝头钢针。将直流高压电源

的正负极分别连接针头、自制接收器。纺丝过程

中，保持恒定电压（20 kV）、推注速度（40 µL/min）、

接收距离（10 cm）。制备完成即得到 4 组复合人工

骨膜（依次记为 PLLA、BP/PLLA、VEGF/PLLA、

BP/VEGF/PLLA 纤维膜）。

1.3　材料表征

1.3.1　扫描电子显微镜观察　将各组膜裁剪成适

宜尺寸，经喷金处理后，置于扫描电镜下观察膜的

微观形貌。

1.3.2　能量色散光谱　对各组纤维膜样品进行切

割，采用能量色散光谱仪对断口截面进行扫描分

析，通过观察核层区域化学元素的相对含量变化，

验证药物的有效负载情况。

1.3.3　水接触角测试　为确定 BP 的负载对纤维膜

表面浸润性的影响，用接触角测试仪对不同纤维膜

的水接触角进行测量。

1.4　VEGF 释放性能

将 10 mg 的 VEGF/PLLA、BP/VEGF/PLLA
组人工骨膜分别放入离心管，加入含有 1% 牛血清

白蛋白（BSA）的 PBS 2 mL 充分浸泡。37 ℃恒温摇

荡，分别在各时间点节点完全置换释放介质，采用

ELISA 实验测量释放液中 VEGF 含量。

1.5　体外细胞实验

1.5.1　人工骨膜生物相容性　60Co辐照消毒后，将 4组
纤维膜置于孔板中，随后接种定量大鼠 BMSCs，
37 ℃、5% CO2培养，Control组不处理。

1.5.1.1　荧光法细胞黏附实验　24 h 弃培养基，用

4% 多聚甲醛固定液固定 20 min，PBS 冲洗，组化笔

画圈。用 5% BSA 稀释抗体，滴加适量 Integrin β1
一抗，4 ℃过夜。PBS 冲洗，滴加二抗，37 ℃避光孵

育 。 加 入 鬼 笔 环 肽、DAPI 染 色 ，显 微 镜 下 观 察

拍照。

1.5.1.2　活死荧光染色　培养 3 d，弃去培养基，用

配置好的 Calcein‐AM 和 PI 染液孵育，Calcein 呈现

绿色荧光，PI 呈现红色荧光，荧光显微镜下观察染

色情况。

1.5.1.3　 CCK‐8 实验　培养 1、3、5 d，孔板中加入

CCK‐8 溶液，培养箱中孵育 2 h，使用酶标仪测定

450 nm 吸光值。

1.5.2　人工骨膜体外成骨　将 4 组纤维膜样品均匀

铺于 24 孔板，Control 组采用 0.2% 明胶包裹普通培

养板。以 2×104/孔接种 BMSCs，培养至约 60% 汇

合度时更换为成骨诱导分化培养基。分别于诱导
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第 7 天采用碱性磷酸酶定量试剂盒检测成骨早期标

志物 ALP 活性，qRT‐PCR 检测成骨相关基因表达；

第 14 天通过免疫荧光染色分析成骨特异性标记物

OCN 表达；第 21 天采用茜素红染色观察矿化钙结

节的形成情况，系统评估材料的成骨诱导能力。

1.5.3　人工骨膜体外成管　24 孔板中加入生长因

子减少型基质胶，待基质胶固化后，将 4 组纤维膜和

0.2% 明胶 Control 组置于孔板上层浸泡处理，下层

接种人脐静脉内皮细胞进行成管培养。3 h 后固定

细胞，使用荧光标记的绿光鬼笔环肽染色细胞骨

架，结合 DAPI核染，显微观察成管结构。

1.6　体内动物实验

将 30 只 8 周龄 SD 大鼠随机分为 5 组：PLLA
组 、BP/PLLA 组 、VEGF/PLLA 组 、BP/VEGF/
PLLA 组、Control组，每组 6 只。建立大鼠双侧颅骨

缺损：仰卧固定大鼠，麻醉，备皮，消毒，无菌条件下

沿颅骨中缝做约 2 cm 纵行切口，切透骨膜层并钝性

分离充分暴露术区。用外科环钻于颅骨中缝双侧

制备直径 5 mm 的全层圆形骨缺损，避免伤及硬脑

膜，生理盐水降温。材料回植：Control 组制备颅骨

缺损后不回植材料；其余各组分别植入相应材料，

见图 1。分层固定缝合，术后常规分笼喂养。腹腔

注射青霉素（16万单位/kg体重）预防感染，每日 1次，

连续 3 d。密切观察大鼠生命体征、有无不良反应。

取材：术后 4 周处死大鼠，收集颅骨组织样本，4% 多

聚甲醛固定。Micro‐CT 扫描：设置电压 85 kV、电

流 200 μA，分辨率 9.055 014 μm，曝光时间 240 ms，
扫描角度 180 度。将扫描数据进行三维重建，使用

CTAn 软件分析成骨相关数据：骨体积分数、骨小梁

数目。

1.7　统计学处理

采用 GraphPad Prism 10.1.2 软件进行统计学分

析，计量资料以 x̄ ± s表示。符合正态性及方差齐性

则进行 one‐way ANOVA 分析与 Tukey 检验，P<
0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果  
2.1　人工骨膜材料表征

2.1.1　微观形貌　在扫描电子显微镜下各组材料

的显微结构见图 2。各组纤维膜的大体表面形貌无

明显差别，呈随机取向，纳米纤维相互交错穿插形

成网状，整个骨膜呈现多孔样结构。BP/VEGF/
PLLA 组纤维直径较前 3 组略大。

2.1.2　药物负载　能量色散光谱检测结果显示，

BP/PLLA 组与 BP/VEGF/PLLA 组磷元素含量增

加，这表示 BP 已成功负载于人工骨膜内（图 3）。

2.1.3　亲水性能　为确定药物负载对人工骨膜表

面浸润性的影响，采用接触角测试仪对各组膜的水

接触角进行了测量。结果显示，各组水接触角分别

为 ：115.0° ±3.2° 、35.2° ±2.9° 、68.9° ±5.4° 、67.4°
±3.3°（图 4）。

2.2　生长因子缓释性能

ELISA 结 果 显 示 BP/VEGF/PLLA 组 和

VEGF/PLLA 组前 2 天的 VEGF 释放速率较快，累

计 释 放 率 分 别 为（20.103±1.508）% 和（21.362±
1.199）%，二者间没有明显差异。从第 4 天开始 2 组

的释放速率都相对放慢，且 BP/VEGF/PLLA 组的

释放更为缓慢，考虑 BP 纳米片的高比表面积结构

与表面化学特性可能为生长因子提供了丰富的活

性位点，增强了生长因子在纳米片表面的稳定性，

图 1　实验动物模型的构建

Fig 1　Establishment of experimental animal models

图 2　各组人工骨膜扫描电子显微镜下观察结果

Fig 2　Observation results of artificial periosteum under scanning electron microscope of each group

1218



方君怡等 .静电纺丝人工骨膜的构建及其引导成骨和血管化作用研究

从 而 延 长 生 长 因 子 的 作 用 时 间 ，提 高 治 疗 效

果（图 5）。

2.3　体外细胞实验

2.3.1　生物相容性检测　

2.3.1.1　荧光法细胞黏附实验　整合素 Integrin β1
（红），反映细胞和材料间的相互黏附作用。Control
组和 PLLA 组荧光信号最弱，二者没有明显差异，其

次是 VEGF/PLLA 组，BP/PLLA 组和 BP/VEGF/
PLLA 组信号最强（图 6A）。

2.3.1.2　活死荧光染色　各组可见大量活细胞存在

且细胞形态较好，说明本实验人工骨膜材料无明显

细胞毒性作用（图 6B）。

2.3.1.3　CCK‐8 实验　各组细胞数量随时间递增，

呈上升趋势。第 1、3、5 天所有实验组与 Control 组
相比吸光度差异无统计学意义（P>0.05），说明各组

人工骨膜材料具有良好的生物相容性（图 6C）。

2.3.2　体外成骨性能　成骨诱导第 7 天，Control 组
和 PLLA 组碱性磷酸酶染色颜色较浅，密度也较

低。其次是 BP/PLLA 组、VEGF/PLLA 组，其中

BP/PLLA 组阳性染色稍多。BP/VEGF/PLLA 组

染色颜色最深，阳性染色面积也最大，表明 BP 与

VEGF 的负载可明显促进成骨（图 7A）。BP 在生理

条件下缓慢降解，释放磷酸盐离子，磷酸盐是骨矿

化的关键成分，可直接参与羟基磷灰石的沉积，促

进 骨 基 质 矿 化 。 qRT‐PCR 检 测 成 骨 相 关 基 因

ALP、RUNX2、OCN、OPN 表 达 。 BP/VEGF/
PLLA 组表达最高，其次是 BP/PLLA 组和 VEGF/
PLLA 组。Control 组和 PLLA 组表达差异无统计

学 意 义（P>0.05），见 图 7B。 成 骨 诱 导 第 14 天 ，

OCN 染色分析结果显示，Control 组和 PLLA 组荧

光信号最弱，二者差异无统计学意义（P>0.05），其

次 是 VEGF/PLLA 组 。 BP/PLLA 组 和 BP/
VEGF/PLLA 组信号最强（P<0.01），见图 7C。成

骨诱导第 21 天，茜素红染色结果显示，Control 组和

PLLA 组的染色阳性较少。其次是 BP/PLLA 组和

VEGF/PLLA 组，其中 BP/PLLA 组阳性染色稍多。

BP/VEGF/PLLA 组染色阳性染色面积最大，表明

有更多钙盐沉积（图 7D）。

图 3　各组能量色散 X 射线光谱元素分析

Fig 3　Elemental analysis by energy dispersive X⁃ray spec⁃
troscopy of each group

图 4　各组水接触角测量

Fig 4　Measurement of water contact angle of each group

图  5　人工骨膜血管内皮生长因子的体外释放

Fig 5　In vitro release of vascular endothelial growth fac⁃
tor of artificial periosteum
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2.3.3　体外成管性能　PLLA 组和 BP/PLLA 组细

胞大多较为分散。 VEGF/PLLA 组、BP/VEGF/
PLLA 组形成的血管较长，相互交织成网（图 8）。

A：荧光法细胞黏附实验结果；B：活死荧光染色结果；C：CCK‐8 实验结果

图  6　各组人工骨膜生物相容性检测

Fig 6　Biocompatibility testing of artificial periosteum of each group

A：碱性磷酸酶染色结果；B：qRT‐PCR 检测成骨相关基因表达情况；C：骨钙素免疫荧光染色结果；D：茜素红染色结果；**P<0.01，***P<0.001，
****P<0.000 1

图 7　各组体外成骨性能实验

Fig 7　In vitro osteogenic performance experiment of each group
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2.4　体内成骨效果

术后 4 周，Micro‐CT 扫描检测大鼠颅骨缺损的

成骨修复情况。与 Control组相比，实验组植入人工

骨膜材料的骨体积分数和骨小梁数目明显升高（P

<0.000 1），其中 BP/VEGF/PLLA 组效果最佳，表

明本材料在促进体内成骨过程中发挥了一定作用

（图 9A、B）。

3 讨论  
在骨组织再生修复的过程中，功能性血管网络

的早期构建具有至关重要的意义［14］。作为组织工

程化骨的“生命供给线”，新生血管系统为后续骨形

成提供了必需的营养物质输送通道。当骨缺损区

域无法形成有效的血管网时，成骨细胞将陷入增殖

停滞，基质矿化过程受阻，最终导致骨再生失败或

形成纤维化修复等［15］。骨膜作为祖细胞和生长因

子的存储部位及募集性支架，在骨组织供血和再生

过程中发挥关键作用［16‐18］。因此，构建血管化的组

织工程骨需要真正意义上重现天然骨组织的结

构‐功能一体化特征。

VEGF 能通过自分泌或旁分泌的方式，与血管

内皮细胞表面的特异性受体结合，进而触发一系列

信号传导，促进内皮细胞增殖，诱导形成新生血管，

为局部骨再生及代谢活动构建有利的微环境。Xu
等［19］构建出一种纳米纤维支架，通过激活缺氧诱导

因子‐1/VEGF 信号通路促进血管形成。作为一种

高度特异的促血管内皮细胞增生及血管生成因子，

VEGF 在血管再生的生理及病理过程中发挥着至

图 8　各组体外成管性能实验

Fig 8　In vitro tube formation performance experiment of each group

A：术后 4 周 Micro‐CT 结果；B：术后 4 周骨体积分数和骨小梁数目；****P<0.000 1
图 9　各组人工骨膜修复大鼠颅骨缺损的成骨效果

Fig 9　Osteogenic effects of artificial periosteum in the repair of cranial bone defects in rats of each group
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关重要的作用［20］。 Largo 等［21］研究表明，外源性

VEGF 的加入实现了骨缺损移植材料早期血液灌

注与组织再生。Byambaa 等［22］基于 3D 打印技术构

建出一种微骨样的组织结构，该结构内芯由含有

hBMSCs 和 hUVECs 的甲基丙烯酰基制成，在内芯

周围包裹 VEGF，为治疗临界骨缺损的血管化工程

骨构建提供了思路。

近年来，BP 因其独特的理化性质，在骨组织工

程领域受到广泛关注［23‐25］，且磷与人体骨基质中天

然存在的无机磷酸盐具有高度同源性，赋予其良好

的生物相容性基础［6，26］。实验研究表明［8，27］，在降解

过程中，BP 逐步释放的磷酸根离子能与周围微环境

中的钙离子发生螯合作用，形成钙磷复合物并进一

步矿化沉积，这种降解‐矿化耦合机制可明显改善局

部成骨微环境，通过上调碱性磷酸酶活性和骨形态

发生蛋白表达，有效促进间充质干细胞成骨分化，

最终实现骨缺损区域的再生修复与功能重建。研

究显示［28‐30］，BP 纳米片特殊层状结构具有高表面积

与体积比，易作为药物载体，且其在抑菌方面也表

现出巨大潜力。

本实验采用静电纺丝技术制备出一种新型人

工骨膜，将 BP、VEGF 和 PLLA 制成混合溶液，通过

共混静电纺丝制备载药纤维支架，模拟天然骨膜结

构。在扫描电子显微镜下各组人工骨膜纤维呈随

机取向，无明显串珠样结构，BP/VEGF/PLLA 组纤

维直 径 较 前 3 组 略 大 ，推 测 其 溶 液 整 体 浓 度 比

前 3 组 高，在制备过程中纺丝液稠度更大时，容易

出现滴液现象，不易形成“泰勒锥”，因此平均直径

较大。BP 及 VEGF 的负载改善了人工骨膜的亲水

性，使得人工骨膜为细胞的黏附生长以及后续的功

能性表达提供更好的平台。从体外细胞实验结果

得出，该复合材料具有较好的生物安全性，无明显

细胞毒性。体外 BMSCs 成骨诱导分化实验发现，

PLLA 组成骨诱导性能与 Control 组相比差异无统

计学意义，而负载 BP、VEGF 后碱性磷酸酶活性明

显增强，BP/VEGF/PLLA 组钙结节形成最多，显示

出良好的成骨分化性能，这可能与 BP 在生理条件

下缓慢降解释放磷酸盐离子，直接参与羟基磷灰石

的沉积，促进骨基质矿化有关。在动物实验中，术

后 4 周 Micro‐CT 显示各实验组有明显骨质再生修

复，但仍有不同程度骨缺损未实现完全愈合，考虑

当面对复杂的体内环境时，静电纺丝纤维膜单独应

用于口腔颌面部骨缺损修复时缺乏一定的支撑，后

期实验将进一步研究改善该材料的力学性能及理

化性能。

综上所述，本实验发现静电纺丝人工骨膜具有

较好的生物相容性，能缓慢持续释放 VEGF，进一

步促进骨缺损的修复，为骨膜组织工程发展提供了

一定的研究依据。
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