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不对称多孔抗菌ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合引导骨再生膜的制备及性能初步研究
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　　［摘要］　目的　制备不对称多孔抗菌纳米氧化锌（ｚｉｎｃｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ｎＺｎＯ）／聚３羟基丁酸酯
４羟基丁酸酯［Ｐｏｌｙ（３ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅｃｏ４ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅ）ｃｏｐｏｌｙｍｅｒ，Ｐ３４ＨＢ］复合引导骨再生
（ｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＧＢＲ）膜，并检测其成骨性能。方法　本研究采用超声分散技术、溶剂置换法
和冷冻干燥技术制备负载 ｎＺｎＯ的 Ｐ３４ＨＢ复合 ＧＢＲ膜（实验分为空白对照组和 ０％、０．５％、１．０％、
１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ材料组），采用扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）、能谱仪（ｅｎｅｒｇｙ
ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，ＥＤＳ）等明确ｎＺｎＯ的负载并观察其结构；ＣＣＫ８检测细胞增殖能力；划痕实验检
测细胞迁移能力；蛋白吸附实验检测ＧＢＲ膜的蛋白吸附能力；酶解实验检测 ＧＢＲ膜的体外降解；成骨
实验检测碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）活性；茜素红染色观察钙化结节；体外抑菌实验检测
ＧＢＲ膜的抑菌能力。结果　本研究成功制备了负载０％、０．５％、１．０％、１．５％ｎＺｎＯ的４组 ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ
复合ＧＢＲ膜，ＳＥＭ结果显示，该复合膜一面疏松多孔，另一面致密；ＥＤＳ表明复合膜上出现锌元素的掺
入。细胞增殖实验结果显示，０．５％、１．０％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组促进 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１增殖且增殖数量均高于空白
对照组、０％、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组 （Ｐ＜０．０５）；细胞划痕实验结果显示，在含有０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的
浸提液培养基中ＭＣ３Ｔ３Ｅ１明显越过划痕边缘进行迁移，且４８ｈ时的０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组细胞迁移率
高于其他３个实验材料组（Ｐ＜０．０５）；蛋白吸附实验结果显示，４组实验材料组光密度值差异无统计学
意义，表明ｎＺｎＯ的加入不会降低材料本身的蛋白吸附能力；酶解实验结果显示，４组实验材料组的质量
均随着酶解时间增加而持续降低，２８ｄ后仍保持较低的降解率；ＡＬＰ活性检测结果显示，０．５％ｎＺｎＯ／
Ｐ３４ＨＢ组 ＡＬＰ染色更深且活性高于其他 ３个实验材料组 （Ｐ＜０．０１）。茜素红染色结果显示，０．５％
ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组与其他３个实验材料组比较，观察到较多的典型红色深染钙化结节，０％、０．５％ｎＺｎＯ／
Ｐ３４ＨＢ组的细胞矿化程度在４组中更高（Ｐ＜０．０１）。体外抑菌实验结果显示，０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组平
板上的菌落数量显著少于空白对照组和０％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组（Ｐ＜０．０１）。结论　本研究成功制备了负载
ｎＺｎＯ的Ｐ３４ＨＢ复合 ＧＢＲ膜，筛选出的 ０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组具有不对称多孔结构，能够促进细胞增
殖，利于细胞成骨，同时具有抑菌能力。

　　［关键词］　不对称多孔结构；径向排列纤维；纳米氧化锌；生物可降解材料；引导性骨再生
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ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅ０％ａｎｄ０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｔｈｅｏｔｈｅｒ２ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｉｅｓｉｎｔｈｅ０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ０％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＯｕｒｐｒｅｐａｒｅｄＰ３４ＨＢｃｏｍｐｏｓｉｔｅＧＢＲｍｅｍｂｒａｎｅｌｏａｄｅｄｗｉｔｈｎＺｎＯｉｓｉｎａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｐｏｒｏｕｓ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ａｎｄｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｃｅｌｌｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｈａｖｅｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｂｉｌｉｔｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｐｏｒｏｕｓｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；ｒａｄｉａｌａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏｆｆｉｂｅｒｓ；ｚｉｎｃｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；

ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅｍａｔｅｒｉａｌｓ；ｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｉｔｉａｔｉｏｎＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＤｏｃｔｏｒｓｏｆＮｏｒｔｈＳｉｃｈｕａｎＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ（ＣＢＹ２２ＱＤＡ１１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴＡＮＧ
Ｗａｎｒｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：６４２５３３６７４＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　牙种植术目前已成为牙齿缺失的常规修复治疗手
段。然而，肿瘤、创伤、增龄性改变、牙周炎等多种因素

都可能导致缺牙区牙槽骨宽度和高度的不足，口腔临

床医师常需进行骨增量技术，以解决牙槽骨量不足这

一种植修复过程中的难点［１］。其中，引导骨再生

（ｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＧＢＲ）技术操作简便、效果稳
定，是目前应用最为普遍的骨增量技术［２］，而 ＧＢＲ技
术［３］的关键是ＧＢＲ膜的运用，也是目前研究的热点。
　　 聚 ３羟基丁酸酯 ４羟基丁酸酯 ［Ｐｏｌｙ（３
ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅｃｏ４ｈｙｄｒｏｘｙ ｂｕｔｙｒａｔｅ） ｃｏｐｏｌｙｍｅｒ，
Ｐ３４ＨＢ］，作 为 聚 羟 基 脂 肪 酸 酯 （ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙａｌ
ｋａｎｏａｔｅｓ，ＰＨＡ）家族的第四代聚合物，是一类在微生物

胞内共聚形成的碳源和能源的储备物。Ｐ３４ＨＢ具有
良好的生物相容性、适宜的生物降解性、无明显组织毒

性及高度的可塑性等优点，在组织工程材料研究中展

现出巨大的潜力［４］。此外，与聚乳酸及其共聚物等高

分子聚合物相比，Ｐ３４ＨＢ可以在生物降解过程中保持
更加稳定的局部 ｐＨ值，对细胞和体内其他组织的刺
激性更小，引起的免疫排异反应更轻［５］。此外，Ｐ３４ＨＢ
的降解产物为低聚羟基烷酸，可参与细胞代谢，有利于

细胞生长。

　　细菌感染可能导致种植体周围牙槽骨的逐渐丧失
和种植体失败［６］。氧化锌（ＺｎＯ）是被美国食品药物管
理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）认定为安全

６４７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



物质的金属氧化物之一，已成功作为抗菌剂应用于食

品包装、口腔修复材料、伤口敷料和组织工程中。其

中，纳米氧化锌（ｚｉｎｃｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ｎＺｎＯ）尺寸小，
易于进入细胞内，能产生特定的生物学效应，且其尖端

较多的表面原子数量，增强了 ｎＺｎＯ与细菌的亲和力，
从而提高抗菌效率［７］。

　　本研究以 Ｐ３４ＨＢ材料为主体结构，并将 ｎＺｎＯ添
加到此结构中，旨在开发一种兼具成骨和抗菌活性的

ＧＢＲ膜，对该 ＧＢＲ膜的生物相容性、成骨活性、抑菌
性能进行了体外实验和检测，预期为优化ＧＢＲ骨增量
技术提供重要实验基础，为临床牙槽骨缺损修复提供

理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验细胞与细菌
　　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１小鼠颅顶前骨细胞株购自中国尚恩生
物有限公司；金黄色葡萄球菌菌株购自中国上海保藏

生物技术中心。

１．２　试剂和主要仪器
　　本研究采用的主要实验试剂：Ｐ３４ＨＢ粉末（中国
珠海麦得发生物科技有限公司）；ｎＺｎＯ粉末（中国阿
拉丁公司）；氯仿和无水乙醇（川北医学院科技创新中

心）；αＭＥＭ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、胰酶（ＥＤＴＡ）、
青链霉素（ＰＳ）和 ＰＢＳ（中国四川智悦双辰生物科技
有限公司）；ＣＣＫ８检测试剂盒、碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）显色及检测试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ及 ＩＰ
细胞裂解液（中国江苏碧云天公司）；溶菌酶、庆大霉

素、茜素红染色试剂盒、地塞米松、β甘油磷酸钠、维生
素Ｃ、ＬＢ液体培养基、ＬＢ固体培养基（中国北京索莱
宝公司）；氯代十六烷基吡啶（ＣＰＣ）、无水磷酸氢二钠
（中国上海麦克林公司）。

　　本研究采用的主要实验仪器：电子天平（德国
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；磁力搅拌器（中国大龙兴创实验仪器
有限公司）；超声波清洗机（中国科盟实验仪器有限公

司）；真空冷冻干燥机（德国 Ｃｈｒｉｓｔ公司）；扫描电子显
微镜（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；能谱仪（英国Ｏｘｆｏｒｄ公司）；
倒置光学显微镜、正置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
多功能酶标仪（美国 Ｂｉｏｒａｄ公司）；恒温振荡器（中国
国旺仪器制造有限公司）；恒温培养箱（中国科晟实验

仪器有限公司）。

１．３　不对称多孔抗菌ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合ＧＢＲ膜的制备
　　将０．５ｇＰ３４ＨＢ粉末溶解在１０ｍＬ氯仿溶液中，
磁力搅拌器搅拌形成均匀溶液；分别称取 ０、０．０５、
０．１０、０．１５ｇｎＺｎＯ粉末，与上述Ｐ３４ＨＢ粉末和氯仿形
成的均匀溶液分别混合。混合液在超声波清洗机中放

置１０ｍｉｎ，以确保 ｎＺｎＯ均匀分布。将溶液转移至平
底玻璃皿中，静置 ５ｍｉｎ。在大玻璃皿中准备 ５００ｍＬ
无水乙醇，将平底玻璃皿放入无水乙醇中直至混合液

充分浸没，并覆盖一层铝箔防止无水乙醇蒸发。溶液

交换约 ６ｈ后，ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ氯仿溶液转变为白色半
固体膜，放入－８０℃冰箱预冻，放置真空冷冻干燥机中
４８ｈ得到０％、０．５％、１．０％、１．５％ｎＺｎＯ梯度的ｎＺｎＯ／
Ｐ３４ＨＢ复合ＧＢＲ膜（图１）。

图１　ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合ＧＢＲ膜的制备

１．４　实验分组
　　实验分５组：空白对照组和４组实验材料组（０％、
０．５％、１．０％、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ材料组）。空白对照
组为有细胞而不含材料组，用于 ＣＣＫ８实验、成骨实
验、抑菌实验；实验材料组根据 ｎＺｎＯ粉末的含量分为
０％、０．５％、１．０％、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组。
１．５　ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合ＧＢＲ膜的微观表征及成分分析
　　４组实验材料组清洗干燥后，喷金处理，在２０ｋＶ
的加速电压下，采用扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）观察ＧＢＲ膜的表面形貌。采用能谱
仪（ｅｎｅｒｇｙｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，ＥＤＳ）对材料表面微
区成分元素种类进行分析。

１．６　ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合ＧＢＲ膜生物相容性评价
１．６．１　细胞培养　　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１接种于含 １０％ＦＢＳ
和１％ＰＳ的 αＭＥＭ培养基中，培养于 ３７℃、５％ＣＯ２
的饱和湿度孵箱。

１．６．２　ＣＣＫ８法测定细胞增殖　　将４组实验材料
组切成直径与２４孔板孔大小相匹配的圆片，紫外线消
毒２ｈ，用完全生长培养基预湿。除４组实验组外，设
立空白对照组，将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１以１×１０４个细胞／孔的密
度接种在２４孔细胞培养板中的ＧＢＲ膜上及空白对照
孔上。细胞培养１、５、７ｄ后，丢弃原有培养基，ＰＢＳ洗
涤，将１００μＬ混合溶液（ＣＣＫ８试剂与 αＭＥＭ完全
培养基的溶液比值为 １∶９）添加到每个孔中，３７℃下
孵育３ｈ，转移至９６孔板后，使用４５０ｎｍ波长在酶标
仪测定光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．６．３　细胞划痕实验　　４组实验材料组紫外线消
毒后，分别浸泡在αＭＥＭ培养基中２４ｈ。按照３×１０５

７４７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）



个／孔的密度将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种至６孔板中，待细
胞密度达８０％左右时，用灭菌的 １ｍＬ枪尖在细胞生
长中心区域进行划线，ＰＢＳ洗涤２次，将浸泡有不同材
料的αＭＥＭ培养基加入相应的孔中，依次在划痕刮
除后 ０、２４、４８ｈ时，用倒置光学显微镜观察拍照，用
ＩｍａｇｅＪ软件分析实验数据［划痕愈合率（％）＝（初始
划痕面积－现有划痕面积）／初始划痕面积×１００％］。
１．６．４　蛋白吸附实验　　４组实验材料组紫外线消
毒后，置于２４孔中，每孔中加入１ｍＬ含１０％ＦＢＳ的
ＰＢＳ溶液，孵育２４ｈ。取培养溶液，使用２９０ｎｍ波长
在酶标仪测定光密度值［Ｄ（２９０）］。
１．６．５　酶解实验评估ＧＢＲ膜的体外降解　　将４组
实验材料分别浸泡在含１００μｇ／ｍＬ溶菌酶、（５００Ｕ／ｍＬ
青霉素、５００μｇ／ｍＬ链霉素）ＰＳ和 ２５μｇ／ｍＬ庆大霉
素的ＰＢＳ溶液中，每２天更换１次溶液。在溶液中浸
泡７、１４、２１、２８ｄ后，取出样品，去离子水洗净，真空冻
干，称量记录质量变化，绘制质量变化线，并根据简单

抽样方法选 １组样品采用 ＳＥＭ拍摄，观察其结构
变化。

１．７　成骨实验
１．７．１　ＡＬＰ染色及定量分析　　４组实验材料组消
毒、种板处理方法同 １．６．２。待空白对照组细胞密度
达约８０％时，吸去原培养基，更换为成骨诱导培养基
避光培养，每２～３天换１次液。成骨诱导培养７ｄ后，
用配置好的碱性磷酸酶显色试剂盒染色并拍照。诱导

７ｄ同期进行 ＡＬＰ定量分析，每孔加入 ３００μＬ的
Ｗｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ细胞裂解液，充分裂解后，按照碱性磷酸
酶检测试剂盒说明书操作步骤进行实验，测定光密度

值［Ｄ（４５０）］，计算ＡＬＰ含量。
１．７．２　茜素红染色及定量分析　　４组实验材料组
消毒、种板操作方法同 １．６．２，成骨诱导处理方法同
１．７．１。成骨诱导培养 １４ｄ后，用茜素红染色试剂盒
检测各组的染色情况，用含１０％ＣＰＣ的磷酸氢二钠溶
液溶解染色剂，洗脱后的溶液测定光密度值［Ｄ（５６２）］。
１．８　体外抑菌实验测定
１．８．１　细菌培养　　本研究选用金黄色葡萄球菌作
为研究对象。取０．２ｍＬ的ＰＢＳ溶液将金黄色葡萄球
菌冻干粉溶解后，用无菌涂布棒将菌液涂布于 ＬＢ固
体琼脂板上，然后在 ３７℃恒温培养箱中倒置培养过
夜。使用无菌接种环从琼脂板上取单个菌落，将其分

散于５ｍＬ的ＬＢ液体培养基中，在 ３７℃气浴恒温振
荡器中培养１０ｈ，制备菌悬液。通过梯度稀释后，将菌
液涂布在ＬＢ固体琼脂板上进行菌落计数，以确保细
菌浓度稳定在１０５～１０７ＣＦＵ／ｍＬ。

１．８．２　抑菌实验　　将上述生物相容性实验及成骨
实验筛选出的 ０％、０．５％ ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合 ＧＢＲ膜
２组材料组消毒后分别放入 ２４孔板中，各加入 ２ｍＬ
菌悬液；空白对照组的孔板中只加入２ｍＬ菌悬液。在
３７℃恒温培养箱中培养１２ｈ。最后将每组菌液进行
梯度稀释后，取１００μＬ菌液均匀涂布在 ＬＢ固体琼脂
板上，倒置培养２ｄ，拍照记录菌落形成情况，并计算菌
落形成数量。

１．９　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．４．１、ＩｍａｇｅＪ（１０．０．７）、
Ｏｒｉｇｉｎ２０２１以及 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏＳｈｏｐ２３．０对本实验数据
进行统计分析和绘图，计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示，２组
间比较采用独立样本 ｔ检验，多组间数据比较采用单
因素方差分析。Ｐ＜０．０５则认为差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　复合膜的结构表征及成分分析
　　扫描电镜结果显示，４组实验材料组的正面为疏
松多孔结构，孔径较大，均匀且相互连接（图 ２Ａ），背
面呈现致密多孔结构（图２Ｂ）。证明已成功制备了具
有不对称多孔结构且负载不同浓度 ｎＺｎＯ的 Ｐ３４ＨＢ
沉积支架。

　　ＥＤＳ检测该 ＧＢＲ膜中的碳（Ｃ）、氧（Ｏ）、锌（Ｚｎ）
元素。对于 ０％ ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组，只有红色和绿色可
见；而在含ｎＺｎＯ的 Ｐ３４ＨＢ中，可见黄色的 Ｚｎ分散在
红色骨架上，表明 ｎＺｎＯ成功掺入到 Ｐ３４ＨＢ支架中
（图２Ｃ）。
２．２　复合膜的体外生物相容性
２．２．１　细胞增殖实验　　ＣＣＫ８检测结果提示，含
０．５％、１．０％ｎＺｎＯ的 ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合 ＧＢＲ膜对
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的增殖有促进作用。０．５％、１．０％ｎＺｎＯ／
Ｐ３４ＨＢ组的细胞数量随培养时间增加而增加，而
１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组细胞数量随培养时间减少。第
１天时，０％、１．０％、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组细胞增殖情
况优于空白对照组（Ｐ＜０．０５）；第５天时，与空白对照
组、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组比较，０％、０．５％、１．０％ｎＺｎＯ／
Ｐ３４ＨＢ组细胞数量更多（Ｐ＜０．０５），且 ０％ｎＺｎＯ／
Ｐ３４ＨＢ组多于０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组（Ｐ＜０．０５）；而第
７天时，与空白对照组、０％、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组比
较，０．５％、１．０％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的细胞数量多（Ｐ＜
０．０５），且０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组数量多于１．０％ｎＺｎＯ／
Ｐ３４ＨＢ组（Ｐ＜０．０５，图３）。

８４７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图３　作用不同时间后各组的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖能力比较　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２．２　细胞划痕实验　　细胞划痕实验结果提示，在
含有０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的浸提液培养基中ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１细胞迁移速率最快。随着时间延长，相比 ０％、
１．０％、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组，０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的
大量细胞明显越过划痕边缘进行迁移（图 ４Ａ）；定量
分析结果显示，２４ｈ时，０．５％、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组
的细胞迁移率均高于１．０％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组（Ｐ＜０．０５，
图４Ｂ），４８ｈ时０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的细胞迁移率高
于其他３组（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。
２．２．３　蛋白吸附实验　　蛋白吸附实验的检测结果

提示，ｎＺｎＯ的加入不会降低材料本身的蛋白吸附能
力。４组实验材料组的培养液光密度 ＯＤ值相互之间
差异无统计学意义（图５）。
２．２．４　酶解能力　　酶解实验结果提示，４组实验材
料组的质量均随着酶解时间增加而持续降低，但２８ｄ
后仍保持较低的降解率（图 ６Ａ）。酶解 ２８ｄ后，根
据简单随机抽样方法选取的 ０％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组材
料在 ＳＥＭ下观察，发现材料表面的结构无明显变化
（图６Ｂ）。

９４７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）
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图４　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１在４组实验材料浸提液中的细胞迁移能力比较
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０５７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　复合膜的促成骨能力
　　ＡＬＰ活性染色检测 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞早期向成骨细
胞分化的情况。成骨诱导培养 ７ｄ后，正置显微镜下
可见０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的染色更深（图７Ａ）。定量
测试结果显示，０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的ＡＬＰ活性高于
０％、１．０％、１．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组（Ｐ＜０．０１，图７Ｂ）。

　　茜素红染色实验结果提示，成骨诱导培养１４ｄ后，
４组实验材料组成骨钙化分析，可见 ０．５％ｎＺｎＯ／
Ｐ３４ＨＢ组的桔红色沉积更为显著（图 ８Ａ），具有更高
的矿化程度。定量测试结果显示，与 １．０％、１．５％
ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组比较，０％、０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的细
胞矿化程度高（Ｐ＜０．０１，图８Ｂ）。
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　ａ：Ｐ＜０．０１，与０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组比较

图７　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在４组实验材料组上的 ＡＬＰ染色（Ａ）和活性定量分析（Ｂ）　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与０％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组比较

图８　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在４组实验材料组上的茜素红染色结果（Ａ）和定量分析（Ｂ）　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

１５７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与０％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组比较
Ａ：各组琼脂板菌落形成情况；Ｂ：各组的琼脂板菌落数量统计（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）；Ｃ：０％、０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组的抑菌率比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

图９　０％、０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组材料的体外抑菌活性比较

２．４　复合膜的体外抑菌能力
　　０％、０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组体外抑菌实验结果显
示，与空白对照组比较，０％、０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组琼
脂板上的菌落数量少（图９Ａ），菌落计数统计分析０％、
０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组均具有抑菌性（Ｐ＜０．０１，图９Ｂ），
而０．５％ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ组抑菌率更高（Ｐ＜０．０１，图９Ｃ）。

３　讨论

３．１　复合ＧＢＲ膜材料的研究进展
　　ＧＢＲ已被公认为牙周骨缺损的先进治疗技术，
ＧＢＲ技术依靠屏障膜的应用来修复骨缺损。常用的
ＧＢＲ膜有可吸收性和不可吸收性两种。目前不可吸
收屏障膜的“金标准”是高密度聚四氟乙烯（ｎＰＴＦＥ）
和钛增强版的高密度聚四氟乙烯（ｔｎＰＴＦＥ），但由于
其不可生物降解的性质，需要二次手术去除，增加患者

痛苦和治疗成本［８－９］。因此，各种天然、合成的材料被

开发出来，用可吸收膜来取代不可吸收膜，如胶原蛋

白、壳聚糖、海藻酸盐、脂肪族聚酯类等［１０］。虽然这些

膜材料已经证明了它们在骨组织工程中的潜力，如良

好的生物相容性和骨诱导性，但也存在一些局限性和

并发症，如降解快、结构完整性和尺寸稳定性差、伤口

感染等［１１］。本研究引入Ｐ３４ＨＢ这一可降解高分子材
料，其力学性能跨度更宽，具有柔韧性良好和生物相容

性、生物降解性可控、结构规整及不溶于水等特点［１２］，

还具有促进骨髓间充质干细胞成骨向分化的能力，提

示其在骨组织工程中具有巨大的应用潜力［１３］，是一种

理想的ＧＢＲ膜材料。
３．２　纳米氧化锌的抗菌能力
　　研究发现，细菌感染往往影响骨缺损部位软、硬组
织的愈合，临床上常在ＧＢＲ手术后１周通过全身或局

部应用抗生素制剂防止伤口感染，但其抗感染效果不

佳，且抗生素的滥用易引起菌株耐药性［１４］。因此，随

着新型抗菌基质的发展，纳米和微米技术开始应用于

抗菌膜的制备，负载的抗菌纳米颗粒可以渗透到生物

膜中并避免过快降解［１５］。本研究加入ｎＺｎＯ来达到抗
菌目的，研究表明，ｎＺｎＯ可以通过活性氧途径
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｉｄｅｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）损伤细菌细胞膜；另一方
面，可以通过缓慢释放Ｚｎ离子，吸引结合到细菌表面，
破坏细胞膜的生物性能，并且过剩的Ｚｎ离子可以穿过
细胞膜，妨碍细菌的正常功能活动及代谢，从而达到抗

菌的目的［１６－１８］。

　　理想的ＧＢＲ膜应具有一定柔韧性，易于植入手术
操作［１９］，具备良好的生物相容性，可选择性地引导组

织细胞再生及定向分化［２０］，同时降解速率与组织再生

过程相协调，且降解产物无毒性［２１］。本研究通过超声

分散技术、溶剂置换法和冷冻干燥技术成功制备了不

对称ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合膜，并对其进行了理化性能探
究和体外实验。

　　该ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合ＧＢＲ膜正面朝向骨缺损面，
为粗糙且为疏松多孔层，可以促进成骨细胞的黏附和

血凝块的稳定；背面朝向软组织面，为光滑且为致密多

孔层，在允许营养物质渗透的同时可以防止纤维组织

渗透到骨缺损中，从而搭建一个引导骨再生的稳定环

境。细胞增殖实验结果显示，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在
ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合 ＧＢＲ膜上的增殖情况优于空白对
照组，表明Ｐ３４ＨＢ材料有良好的生物相容性，其表面
的疏松多孔结构可以为细胞的增殖和生长提供更多的

空间。适宜浓度的锌离子也同样有良好的生物相容

性，但随着 ｎＺｎＯ浓度增加至１．５％，细胞活性显著降
低，这可能是由于氧化锌浓度较高，释放过量的 ＲＯＳ，

２５７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



诱导氧化应激，导致细胞凋亡所致。细胞划痕实验证

明ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合膜能够促进细胞的迁移。生物
材料吸附蛋白的能力，是材料生物相容性的重要指标

之一，材料植入体内后应能吸附足够的蛋白、生长因子

等，为成骨细胞的增殖和分化提高营养，材料表面的微

孔越多蛋白吸附能力越强，０％、０．５％、１．０％、１．５％
ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合 ＧＢＲ膜的蛋白吸附结果无显著差
异，表明ｎＺｎＯ的加入也不会降低材料本身的蛋白吸
附能力。种植植骨要求 ＧＢＲ膜材料能够稳定维持适
宜的时间，从而来引导成骨细胞的迁移和增殖，阻挡牙

龈结缔组织及上皮软组织向骨缺损处生长。酶解实验

结果表明，ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合膜前期即２８ｄ的降解率
较低，且结构稳定，可以预期为种植体周围骨缺损修复

创造一个相对密闭有利的空间。后续实验应该延长观

察时间至３个月，以便更加全面地了解该膜的稳定性。
　　通过 ＡＬＰ染色、茜素红染色及定量实验结果表
明，含０．５％ｎＺｎＯ的ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合ＧＢＲ膜有良好
的促成骨能力，推测是当 ｎＺｎＯ浓度增加到 １．０％、
１．５％时，多孔结构发生了变化，纳米颗粒的团聚干扰
了其网络结构的形成，导致孔隙的减少，不利于细胞

的黏附与成骨向分化［２２］。体外抑菌实验表明，ｎＺｎＯ
的加入能显著提高材料抑菌率，其原理可能为 ｎＺｎＯ
能防止微生物粘附或在微生物附着到生物膜后杀死

微生物［２３］。

　　综上所述，根据细胞增殖、细胞迁移、蛋白吸附、酶
解、成骨、抗菌等实验，表明ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合ＧＢＲ膜
基本性能满足理想 ＧＢＲ膜的要求，同时筛选出含
０．５％ｎＺｎＯ的 ｎＺｎＯ／Ｐ３４ＨＢ复合 ＧＢＲ膜具有良好的
理化性能、体外细胞相容性、促成骨能力和抑菌能力。

下一步本课题组将深入探索该复合 ＧＢＲ膜的抗菌性
能及屏障功能，以及在体内的生物相容性和成骨性能。
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