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血管内皮生长因子(VEGF)乳液法电纺纤维膜的体外研究 *
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摘要 目的：研究担载血管内皮生长因子(VEGF)的乳液法电纺纤维膜的亲水性能、外观形态和机械性能，纤维膜中 VEGF的包封
率和体外释放动力学，为评价其能否应用于血管再生领域的研究奠定基础。方法：将 VEGF水溶液通过W/O乳液法制备成缓释
VEGF的生物可降解的丙交酯 -乙交酯共聚物(PLGA)静电纺丝纤维膜，对该纤维膜的接触角、外观形态、机械性能进行表征，Elisa

法测定该纤维膜的体外 14天的释放行为，分别观察纤维膜释放 0天、7天、14天后的电镜图。结果：加入 VEGF后，纤维膜的接触
角由 140.0° 减小到 136.1° ，亲水性增强，具有类似细胞外基质(ECMs)网状结构和良好的力学性能，纤维膜第 1天的突释不超过

载药量的 50%，电镜图下显示纤维膜释放 1周时纤维发生断裂。结论：通过乳液法制备的担载 VEGF的电纺纤维膜具有良好的物
理性能，能够持续缓释 VEGF，可作为血管再生的组织工程支架进行深入研究。
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Study on the Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) emulsion
Electrospun fiber Membrane in Vitro*

To investigate the hydrophilic performance, morphology and mechanical properties of emulsion electrospun

fiber membrane loading vascular endothelial growth factor (VEGF), the coating rate and release kinetics of VEGF in vitro in the fiber
membrane, and evaluate whether it could be applied in the research of angiogenesis. VEGF aqueous solution was prepared into

a VEGF sustained-release PLGA electrospun fiber membrane by W/O emulsion method. The contact Angle, exterior morphology, and
mechanical properties of the fiber membrane were characterized. Elisa method was to detect the release behavior of the fiber membrane

in vitro. The fiber membrane SEM 0 day, 7 days, and 14 days after release were observed respectively. After adding VEGF, the
contact Angle of fiber membrane reduced from 140.0° to 136.1° , its hydrophilicity enhanced, the fiber membrane had similar

extracellular matrix (ECMs) mesh structure and good mechanical properties, initial burst release fiber membrane was no more than 50%
drug loading capacity on the first day, fiber membrane had a break under SEM in a week. VEGF emulsion electrospun fiber
membrane had good physical properties, continuous sustained release of VEGF, which could be used as angiogenesis tissue engineering
scaffolds for further research.

VEGF; Emulsion method; Electrospun fiber membrane; PLGA; Revascularization

前言

20世纪 80年代，随着生物学技术的进步，血管组织工程
(tissue-engineered vascular grafts，TEVG)也发展起来，其主要任

务是构建生物血管，包括血管种子细胞、血管生物材料支架和

细胞因子[1-3]。在 TEVG中，血管支架材料的构建尤其重要，其可

为组织工程血管提供一定的机械强度和力学特性，支撑活细胞

的生长，为细胞的生长提供适宜的三维空间，以便细胞的黏附、

生长和代谢[4-8]。静电纺丝技术能够制备出连续的纳米级或亚微

米级超细纤维，具有较大的比表面积和孔隙率，能够模仿天然

细胞外基质(ECMs)的纳米网状结构和生物功能，为细胞获取营

养、生长、代谢和分泌细胞外基质，最终形成相应的组织或器官

提供良好的环境，这些特点使静电纺丝技术在血管组织工程支

架制备方面具有广泛的应用前景[9-13]。生物可降解的丙交酯 -乙

交酯共聚物(PLGA)因其优异的生物相容性和可控的降解性能

在组织工程材料、药物释放领域及静电纺丝纳米技术领域得到

了广泛的应用[14-17]。VEGF能特异性地作用于血管内皮细胞，具

有维持血管功能、提高血管的通透性、促进血管生成的作用，在

血管再生、组织修复等方面的作用引起了极大关注[18]。如何将

VEGF加入到血管支架材料中并使其保持有效浓度的持续释
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放是目前血管组织工程领域急需解决的问题 [19]。本研究将

VEGF水溶液通过W/O乳液法制备成缓释 VEGF的 PLGA静

电纺丝纤维膜，并对该纤维膜的接触角、外观形态和机械性能

以及体外释放动力学进行研究，以期为评价其能否应用于血管

再生领域奠定基础。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

静电纺丝机(ss-2534H，北京永康乐业科技有限公司)；冷冻

干燥机(CHRIST Alpha 1-4，德国 CHRIST公司)；场发射扫描电
子显微镜 (S-2700，日本 Hitachi 公司 )；恒温空气浴摇床
(HZ-8812S，太仓市科教器材厂)；酶标仪(芬兰 Thermo Labsyst-
em公司)；Theta Lite光学接触角仪(Optical Tensionmeter)(瑞典

百欧林科技有限公司)；万能电子拉力机(美国 Instron公司)；聚

乳酸 - 羟基乙酸共聚物 (PLGA) (PLA/PGA=75:25，美国
Lakeshore Biomaterials公司)；重组人血管内皮细胞生长因子蛋

白 (VEGF165) (R&D system 公司 )；VEGF165 ELISA 试剂盒
(R&D system公司)；葡聚糖(MW 64,000-70,000),聚乙二醇 6000

(PEG 6000)均购自 SIGMA 公司；四氢呋喃，N,N- 二甲基甲酰

胺，二氯甲烷等试剂均为分析纯，购自国药集团化学试剂有限

公司。

1.2 实验方法
1.2.1纤维膜的制备 VEGF的乳液法电纺纤维膜的制备：配

置 200 滋L一定浓度的蛋白水溶液作为内水相，常温下用 1.5

mLN,N-二甲基甲酰胺(DMF)：四氢呋喃(THF)=1：3(体积比)溶

解 300 mgPLGA，配制浓度为 0.20 g/mL的 PLGA溶液作为油

相。将内水相逐滴加至外油相中，采用磁力搅拌 1000 rpm，30

min，形成 W/O 乳液。将上述制备好的浓度为 0.20 g/mL的
PLGA溶液转入静电纺丝设备的注射泵中，喷丝头与接受板的

间距为 15 cm，电场强度为 10 KV，在 1 mL/h的流速下静电纺
丝，收集、在室温下晾干，获得空白电纺纤维膜；将上述 W/O乳

液转入静电纺丝设备的注射泵中，同样的纺丝条件下制备得到

乳液法电纺纤维膜。

1.2.2 静电纺丝纤维膜的表征 将制备好的纤维膜样品平铺

固定于载样台的导电胶上，表面喷金后于扫描电镜(SEM)下观

察纤维膜的表面形态和直径大小。将制备好的乳液法和空白纤

维膜平铺置于载样台，液滴滴于纤维膜表面，通过光学接触角

仪测定纤维膜的接触角，以表征纤维的亲水性能。将制备好的

两种种纤维膜样品制成哑铃状，使用拉力机测定两种种样品的

力学性能参数，以表征纤维是否具备成为组织工程支架所需的

机械性能。

1.2.3 VEGF纤维膜体外释放研究 精密称量乳液法纤维膜

50 mg放入释放瓶中，加入 1 mL PBS 释放液(pH 7.4)中，加盖

密封，置于 37℃恒温振荡摇床中(100 r/min)。分别在第 1、2、3、4

……14天取出 1 mLPBS释放液，并补充 1 mL新鲜 PBS释放

液，放回摇床。VEGF165 ELISA试剂盒检测释放液中 VEGF165

的含量，计算各时间点的累积释放量，并绘制出纤维膜的累积

释放曲线。

2 结果

2.1 纤维的表征
如图 1所示，纤维膜呈现互相相通的三维网状结构，能够

图 1 乳液法纤维膜体外释放 0、7、14天后的扫描电镜图

Fig.1 SEM image of emulsion method fiber membrane 0,7,14 days after release

图 2 纤维膜的接触角

Fig.2 Contact angle of the fiber membrane
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较好地模拟天然细胞外基质(ECM)的结构，纤维的直径分布在
200 nm-1000 nm之间，电镜图下显示纤维膜释放一周时纤维就
发生断裂(图 1C)。图 2是乳液法纤维膜的接触角测试结果图，
A图为空白 PLGA纤维膜的接触角，B图为 VEGF乳液法纤维
膜的接触角，PLGA本身是疏水性材料，加入了内水相 VEGF，

纤维膜的接触角由 140.0° 减小到 136.1° ，接触角有所减小，

亲水性增强。表 1为纤维膜的力学性能，A图为空白 PLGA纤
维膜，B图为 VEGF乳液法纤维膜，包括膜的厚度、弹性模量、

断裂时的拉伸应变、拉伸应力和位移等参数。由表中数据可见，

纤维膜具有良好的弹性和抗拉伸性能。

表 1 纤维膜的力学性能

Table 1 Mechanical properties of the fiber membrane

Sample Thinkness(mm)
Modulus of elasticity

(MPa)
Tensile strain(mm/mm)

Maximum tensible

strength(MPa)
Displacement(mm)

A

B

0.11

0.11

81.07± 10.05

62.1± 7.5

5.25± 0.66

3.21± 0.42

3.65± 0.23

3.36± 0.63

54.56± 6.2

53.78± 9.6

2.2 VEGF纤维膜的体外释放动力学

乳液法纤维 VEGF体外累积释放曲线如图 3所示，VEGF

的累积释放时间为 14天，纤维膜的第一天释放量到达总释放

量的 45%，存在着一定的突释，但是 14天中的释放量能维持血

管再生所需 VEGF的有效浓度。

图 3 VEGF纤维膜的体外累积释放曲线

Fig.3 Cumulative release of the VEGF fiber membrane in vitro

3 讨论

理想的血管组织工程支架材料需要具备良好的生物相容

性、生物可降解性、低免疫原性、可塑性，为组织工程血管提供

一定的机械强度和力学特性，以支撑活细胞的生长，为细胞的

生长提供适宜的三维空间，便于细胞的黏附、生长和代谢，并能

够持续缓慢释放血管内皮细胞生长因子促进血管再生[20]。本研

究通过乳液法制备的静电纺丝纤维膜具有良好的外貌形态，能

够模仿天然细胞外基质(ECMs)的三维网状结构，有利于细胞的

黏附和增殖，加入 VEGF后的纤维膜的接触角由 140.0° 减小
到 136.1° ，亲水性增强，具有良好的力学性能。将血管内皮生
长因子加入血管组织工程支架材料的关键在于如何维持血管

内皮生长因子持续释放有效的浓度以促进血管再生，生物体

内，血管内皮生长因子仅需极少的浓度就能够达到促进血管再

生的功能，本研究制备的纤维膜第一天的突释低于 50%，能够
维持 14天的有效浓度释放。通过后期实验方法改进，可能实现

更长时间 VEGF缓慢释放，可进一步通过血管内皮细胞和动物

实验验证。总之，本研究制备的乳液法 VEGF静电纺丝纤维膜

的具有良好的组织相容性和血管再生的效果，有望在血管再生

领域发挥一定的应用价值。
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