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锆等离子体浸没离子注入增强聚醚醚酮材料的细胞相容性

许 朗 1,黄忠卫 2,石 锐 3　（1.北京积水潭医院口腔科，北京100035；2.北京王府中西医结合医院口腔科，北京102200；3.北京市

创伤骨科研究所/北京积水潭医院研究所，北京100035）

［摘 要］　目的　使用等离子体浸没离子注入技术（PIII）将锆离子注入到聚醚醚酮（PEEK）材料中，并初步评价该材料与人牙

龈成纤维细胞（HGFs）的生物相容性。方法　将经过PIII改性的PEEK试件作为改性组，未经改性的试件作为对照组，然后与HGFs
在体外共培养，扫描电镜观察试件表面形貌，显微镜下对HGFs的细胞形态进行分析，CCK-8检测细胞增殖率以评价材料的生物相容

性。结果　PIII注入锆离子可在 PEEK材料表面成功构建改性层。在培养 4 h后，2组试件表面上均有HGFs铺展，且改性组试件表

面细胞铺展更开，细胞形态更长，出现的伪足更多。在培养3 d、5 d、7 d后，改性组表面细胞吸光度值较对照组增高，差异有统计学差

异（P<0. 05）。结论　锆等离子体浸没离子注入可在PEEK材料表面成功改性，材料表面的氧化锆纳米结构能够促进HGFs的黏附、

增殖，有利于软组织黏附。
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Zirconium with plasma immersion ion implantation enhances the cytocompatibility of polyether ether ketone 
materials
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Abstract: Objective　 Zirconium ions were implanted into the polyether ether ketone （PEEK）materials by plasma immersion ion 
implantation （PIII），to preliminarily evaluatethe cytocompatibility of this material with human gingival fibroblasts （HGFs）. Methods　The 
PEEK specimens modified by PIII were used as the modification group， and the unmodified specimens were used as the control group，and 
then co-cultured with HGFs in vitro. The surface morphology was observed by scanning electron microscopy，the cell morphology was 
analyzed under a microscope， and the cell proliferation rate was determined by CCK-8 to evaluate the biocompatibility of the material.
Results　 Zirconium ions with PIII implantation could successfully construct a modified layer on the surface of PEEK materials. After 
cultured for 4 hours， the surface of both groups of specimens had HGFs spreading， and the cells in the modified group were spread better， 
with longer cell morphology and more pseudopodia. After cultured for 3 days， 5 days and 7 days， the cell absorbance values of surface in the 
modified group were higher than those in the control group，with statistically significant differences （P<0. 05）. Conclusion　The surface of 
PEEK materials can be successfully modified with zirconium implantation by PIII，and the zirconia nanostructure on the surface of the 
material can promote the adhesion and proliferation of HGFs， which is conducive to soft tissue adhesion.
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随着人们生活水平的提高，口腔种植牙也逐渐被

接受。长期以来，钛及其合金因具有较好的生物相容

性和机械性能而广泛应用于口腔种植[1-2]。然而，钛本

身存在金属离子释放，高弹性模量等问题，限制了其

应用。近年来聚醚醚酮（polyether ether ketone,PEEK）
成为备受关注的金属替代材料，其分子结构以苯环、

醚键和羰基为特征，其中苯环是刚性结构，醚键是柔

性结构，羰基结构可以提高分子间作用力。PEEK 的

分子结构[3]，使其具有耐高温、耐水解、耐磨、耐腐蚀性

和耐燃烧等优异的机械性能。此外，PEEK 的弹性模

量与人体骨组织较为匹配，可以有效减少应力屏蔽效

应引起的骨吸收和骨萎缩，提高种植成功率，有望替

代传统钛合金种植体[4]。然而，PEEK属于生物惰性材

料，不具有生物活性，不利于细胞的黏附与生长[5]，限
制了其在口腔种植体领域的应用。因此，提高 PEEK
材料生物活性对其在口腔种植中的应用很有意义。

表面改性是一种改变材料表面或近表面的理化

性质，而不改变基体材料整体特性的方法。等离子体

浸没离子注入技术（plasma immersion ion implantation,
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PIII)是一种全方位、高反应活性的新型表面改性技

术[6]，等离子体浸没离子注入后，高分子材料表面会发

生交联、断链、消熔和刻蚀等反应，从而在材料表面形

成活性官能团和微纳结构，且不影响基体材料的整体

性能；同时改性层与基体之间结合牢固，无明显界面，

减少了涂层改性剥落的风险，尤为适合种植体一类不

规则形状材料的制备，是提高 PEEK 材料生物活性的

良好方法。

种植体周围软组织封闭包括上皮附着与纤维结

缔组织附着。上皮附着是阻止细菌侵入的第一道屏

障，但其具有沿种植体表面向根端迁移的特性，细菌

可随之向根部侵入。纤维结缔组织层主要由人牙龈

成纤维细胞（human gingival fibroblasts,HGFs）及其产

生的胶原纤维构成。HGFs在种植体颈部的有效黏附

与增殖可保证牙龈软组织封闭和骨整合的稳定，决定

了种植体穿龈部位的软组织封闭效果。种植体与周

围牙龈组织紧密结合，早期形成软组织屏障以隔绝细

菌入侵是形成良好骨结合的基本保障。目前PEEK的

研究局限于骨整合层面，对种植体周围软组织封闭也

主要使用钛合金作为种植体材料，或将 PEEK 作为种

植体材料时注入钛、钙、锌等金属。与其他金属相比，

锆易获取、价格较低。体外细胞实验表明纳米氧化锆

和氧化锆薄膜具有良好的生物活性，能显著促进干细

胞的增殖和分化[7]，因而广泛应用于牙科、整形和骨修

复领域。关于锆离子注入 PEEK 后对 HGFs 的影响目

前尚未见相关实验研究，故本研究首次使用锆离子注

入PEEK形成氧化锆纳米结构，观察PEEK材料的表面

特征，研究此类新材料作为口腔种植体与 HGFs 的细

胞相容性，期望为优化口腔种植基台和种植体材料提

供参考。

1　材料与方法

1. 1　主要材料和仪器

PEEK板材（医用级，江苏常州君华公司）、扫描电

镜 S-3000N、自动细胞计数仪、荧光显微镜、多功能酶

标仪、2代 HGFs冻存株（北京口腔医学研究所）、DAPI
抗淬灭封片剂、CCK-8。
1. 2　细胞复苏与培养

将装有 2代HGFs冻存株的冻存管水浴融化，使用

含有 10% 胎牛血清、1% 双抗溶液、1% L-谷氨酰胺的

MEM α 培养基传代培养。使用自动细胞计数仪进行

细胞计数，制备 1×105/mL 浓度的细胞悬液，使用传代

到第4~6代的HGFs进行后续实验。

1. 3　试件制备

将PEEK制备成圆形样品（直径 10 mm，厚 1 mm），

然后依次使用 600目、800目和 1 200目碳化硅砂纸进

行打磨。将试件置于超声清洗装置中，以丙酮、无水

乙醇及去离子水作为震荡液，超声清洗去除表面杂

质，然后随机分为改性组和对照组，改性组试件置于

离子注入装置内，注入锆离子，改性处理参数：电压

30 kV，脉宽 500 μs，频率 10 Hz，真空度 5×10-3 Pa，阴
极触发脉宽 500 μs，注入时间 2 h。在进行 PIII 前，将

主腔室抽真空至 5×10-3 Pa 压力。样品置于与高压相

连的样品台上；锆使用高压脉冲源可控触发，电离并

带正电，通过施加脉冲负高压植入锆离子，并连续旋

转样品台使离子植入均匀。

1. 4　扫描电镜观察试件表面形貌

2组试件进行表面喷金后采用扫描电镜观察其表

面形态学特征。

1. 5　细胞形态观察

将 2组试件置于无菌 24孔板内，改良组试件离子

注入面朝上，HGFs 悬液接种于 2 组试件表面，分别孵

育 1 h、4 h和 24 h后取出试件，4% 多聚甲醛溶液固定

15 min，罗丹明标记的鬼笔环肽染色液（细胞骨架染色

剂）在黑暗条件下染色 30 min，在黑暗条件下将 1 滴

DAPI（细胞核染色剂）抗淬灭封片剂滴于试件表面，在

荧光显微镜下对 3个不同时间点的 HGFs的铺展和形

态进行观察。

1. 6　细胞增殖检测

HGFs悬液接种于 2组试件表面，置于含有 10%胎

牛血清、1%双抗溶液和 1% L-谷氨酰胺的MEM α培养

基中培养，在 1 d、3 d、5 d和 7 d后将各组试件取出，向

各孔内加入含有 10% 新鲜配制的 CCK-8 反应液的

MEM α培养基，于37 ℃恒温培养箱内继续孵育2 h，然后

多功能酶标仪检测溶液在450 nm波长处的吸光度值。

1. 7　统计学方法

采用 SPSS 22. 0软件进行统计学分析。符合正态

分布和方差齐性的计量资料用均数±标准差（x-±s）表

示，采用两独立样本 t检验；符合正态分布，但方差不

齐，采用校正 t检验。检验水准 α=0. 05，P<0. 05表

示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　扫描电镜下试件表面形貌

抛光后 PEEK 表面相对平坦（图 1a）；锆离子注入

改性后表面出现均匀分布的孔状结构，孔结构大小不

一，部分孔壁不完整（图1b）。

2. 2　细胞形态

培养 1 h 后，2 组试件表面 HGFs 均呈圆形或椭圆
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形。培养 4 h 后，2 组试件表面细胞均有铺展，并且细

胞骨架进一步向外延伸，对照组试件表面上细胞铺展

面积小于改性组；培养 24 h后，2组试件表面细胞均表

现为细长的纺锤状或梭形，生长良好，见图2。

2. 3　细胞增殖结果

HGFs在所有试件表面吸光度值均随时间延长而

增高；在培养 1 d 后，2 组表面吸光度值比较差异无统

计学意义（P>0. 05），提示2组细胞增殖率无显著变化；

在培养 3 d、5 d、7 d后，改性组表面吸光度值较对照组

显著增高（P<0. 05），提示其细胞增殖率较高，见图3。
3　讨论

PIII是一种有效、可控的生物材料表面改性技术，

通过改变脉冲电压、频率和注入时间，可以调节生物

材料的形貌和化学成分等表面性质。与传统的涂层

技术不同，PIII 中的高能离子可以渗透到 PEEK 基体

中，且不会在基体和改性层之间形成明显的边界。以

往研究证明，锆等离子体浸没离子注入的 PEEK 暴露

于大气中后，表面形成了氧化锆[8]。本研究率先使用

a：抛光后PEEK表面；b：锆离子注入后PEEK表面

图1　扫描电镜下PEEK表面形貌

红色：细胞骨架染色；蓝色：细胞核染色

图2　2组试件HGFs的荧光染色

***：与对照组比较，P<0.001
图3　CCK-8检测结果
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锆离子注入 PEEK，观察 PEEK 材料的表面特征，并分
析PEEK材料对HGFs的细胞相容性的影响，探讨其作
为新型口腔材料的可能性。

Pandoleon 等[9]将氧化铈稳定的氧化锆/氧化铝纳
米复合材料通过喷砂、氧化和酸蚀来控制表面形貌，
发现表面形成了纳米结构和氧化锆纳米颗粒，材料的
生物相容性得以改善。Zheng等[10]使用等离子体处理
氧化锆后，可促进氧化锆表面HGFs的黏附及增殖，黏
附初期 HGFs 形态铺展更佳，伪足更多，从而提高了
HGFs在氧化锆表面的早期黏附能力。Yang等[11]通过
粗糙化处理加紫外光照射氧化锆试件，处理后的氧化
锆试件对 HGFs 的生物学行为有积极的影响，可促进
细胞黏附、增殖和胶原释放。Rohr等[12]探讨了传统钛
种植体颈部注入锆之后对 HGFs 的活性影响，氧化锆
分别经过加热、打磨、喷砂、酸蚀等处理后水接触角明
显减低，细胞活性在光滑加热+打磨组氧化锆表面明
显增高，HGFs 在加热+打磨+喷砂组氧化锆表面平坦
延伸，广泛附着。因此，氧化锆是一种有前途的牙科
种植材料。PEEK具有适合人体的弹性模量，利用PIII
将氧化锆注入 PEEK 后，可提高其对种植体周围软组
织封闭效果，改善生物相容性。理想的种植材料需改
善骨整合和软组织整合，以保证种植后的长期稳定
性。只有种植体穿龈处形成良好的软组织封闭，才能
形成防止口腔微生物侵入和预防种植体周围组织感
染的生物屏障[13]。本实验制备的试件经过粗糙度不同
的碳化硅砂纸打磨后，荧光染色显示，从培养 1~24 h，
细胞形态由圆形、椭圆形转变为纺锤状或梭形，细胞
骨架进一步向外延伸，出现较多丝状伪足；HGFs 在
2组 PEEK 材料表面为梭形生长，形态不规则，是典型
的成纤维细胞形态；细胞培养 4 h后，HGFs在 2组试件
表面均有铺展，在改性组试件表面的黏附数量多于对
照组，表面细胞铺展更开，细胞更长，出现更多伪足，
说明 HGFs 在经过 PIII 改性后试件表面黏附性更好。
本实验检测发现，改性组表面吸光度值较对照组显著
增高，说明锆离子注入PEEK表面可促进HGFs早期黏
附增殖。良好的生物密封不仅可以抑制不必要的软
组织退缩和边缘骨吸收，而且有助于抵抗细菌入侵[14]。
锆离子注入PEEK表面降低了微生物在种植体表面定
植繁殖的风险，促进了种植体周围牙龈组织早期封
闭，使种植体周围软组织早期及时愈合，减少微生物
的滞留时间。因此，锆离子注入的 PEEK 表面可促进
种植体周围软组织的整合，加快 PEEK 在牙种植体中
的应用。

综上，锆离子注入的 PEEK 具有更好的生物相容
性，能够在体外促进HGFs的黏附增殖，有利于软组织
黏附，为锆等离子体浸没离子注入 PEEK 作为种植材
料提供一定依据。
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