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摘　要：　用相转移法制备了用于引导骨再生的纳米磷灰石／聚酰胺66（n-HA／PA66）和载银纳米羟基磷灰石／
二氧化钛／聚酰胺66（Ag-HA-TiO2／PA66）复合生物材料屏障膜�并通过与骨髓基质干细胞（BMSC）共培养评价了
其体外生物相容性。扫描电子显微镜（SEM）观察显示�制备的复合材料膜为不对称多孔膜�一面是孔径小于10
μm 的微孔层�另一面是孔径在30～200μm 的大孔结构。四唑盐比色（MTT）和流式细胞术（FCM）试验结果表明：
n-HA／PA66膜具有良好的细胞亲和力�有利于 BMSC 的黏附、生长和减少凋亡；Ag-HA-TiO2／PA66膜也具有
良好的生物相容性�但加速了 BMSC 的凋亡。2种膜的结构和生物相容性能够满足引导骨组织再生膜材料的要
求。
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Abstract：　Nano-hydroxyapatite／polyamide66（n-HA／PA66） and Ag＋ loaded hydroxyapatite／titania／polyamide66
（Ag-HA-TiO2／PA66） composite membranes for guided bone regeneration （GBR） were prepared by the phase
inversion method．Biocompatibility of the two kinds membranes was assessed via3-（4�5-dimethylthiazo-l2-yl）-2�5-
diphenyl-tetrazolium-bromide assay （MTT ） and flow cytometry （FCM） test．The fabricated membranes have
asymmetric porous st ructure．SEM analysis reveals that pores less than10μm and pores with a size ranging f rom
30μm to200μm distribute in the micropore layer and the spongy structure layer�respectively．MTT and FCM
results indicate that the two kinds membranes have good cell affinity�while Ag-HA-TiO2／PA66 membrane can
promote cell apopotosis to some extent．The structure and biocompatibility of the fabricated membranes can meet the
requirements of GBR．
Keywords：　barrier membrane；guided bone regeneration；nano-hydroxyapatite／polyamide；biocompatibility；flow

cytometry
　　引导骨组织再生（Guided bone regeneration�
GBR）技术是目前解决种植体周围骨缺损的有效方
法�已成功地应用在种植体植入同时纠正种植体周
围骨缺损或在种植前先纠正骨缺损的延期病例

中［1-4］。引导骨组织再生术的原理是利用屏障膜的

物理屏障功能将骨缺损区与周围组织隔离�创造一
个相对封闭的组织环境�防止纤维结缔组织长入骨
缺损区�对创区起到保护作用�充分调动组织自身
的修复、愈合潜力�从而使骨组织的再生功能得到
最大程度的发挥。它的应用为牙周病的治疗、牙种
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植区骨量不足及其它骨缺损、骨不连的修复治疗、
骨折的愈合等提供了一个新的有效途径［5-6］。

屏障膜的结构和性能在引导骨再生过程中发挥

着重要作用。作为引导骨再生的屏障膜需具有良好
的生物相容性、适宜的力学性能和稳定性、适当的
空隙结构和临床可操作性等［7-8］。多孔结构膜有利
于细胞的黏附和营养物质的渗透传输［9］。不对称结
构的多孔引导组织再生膜具有其独特的优点［6�10］。
外层致密或相对致密的结构能防止纤维结缔组织、
上皮组织等长入骨缺损区�内部的多孔面能促进细
胞（如成骨细胞、骨髓基质细胞）在其表面黏附、生
长和分化。

目前研究和应用的屏障膜分为可吸收性膜和不

可吸收性膜两类。可降解吸收的屏障膜的研究与应
用主要集中在胶原膜［11-12］、壳聚糖膜［6］、聚乳酸
膜［13］、聚羟基乙酸膜和丝蛋白纳米纤维膜［8］等。
这类可降解性屏障膜在体内由于发生水合作用、水
解或酶解反应�使其结构和力学性能等会发生改
变�而且降解吸收速率难以控制�易造成手术失
败。不可吸收性屏障膜目前研究和应用较多的是膨
化聚四氟乙烯膜［11�14-15］、钛膜［4］和乙基纤维素膜［16］

等。由于其具有稳定的理化与力学性能�与可吸收
膜相比能起到更好的屏障作用�有利于缺损区的骨
再生。但由于其在体内不能降解�需二次手术去
除�且易导致软组织瓣裂开、膜早期暴露、细菌感
染等并发症而影响新骨生成量。

上述两类屏障膜的共同不足之处还在于只能起

到机械阻挡和隔离作用�而不具备骨传导和诱导分
化作用�通常还需与自体骨或其他骨替代品联用�
容易引起感染�从而影响和限制了其应用。研究结
果表明�生物材料促进骨缺损区的骨再生由其骨传
导机制决定［17-19］。因此临床急需寻找更理想的多功
能屏障膜�起到屏障作用的同时�能够充当骨引导
或诱导间质�并且具有抗感染能力�减少和避免由
细菌感染而导致手术失败�推动种植体和骨科临床
修复的应用和发展。

李玉宝等成功研制出类骨磷灰石晶体与分子结

构中带有极性键的聚酰胺高分子纳米复合仿生材

料�具有良好的力学性能、生物活性和骨传导
性［20-22］。本研究根据材料特性和临床需要�开发了
用于引导骨再生修复的不对称多孔纳米羟基磷灰

石／聚酰胺66（n-HA／PA66）复合生物材料屏障膜
和载银纳米羟基磷灰石／二氧化钛／聚酰胺66（Ag-

HA-TiO2／PA66）复合材料抗菌屏障膜。前期研究
表明�Ag-HA-TiO2／PA66膜对口腔细菌有良好的
抗菌效果［23］。本文中研究了所制备的屏障膜对骨髓
基质干细胞（BMSC）生长和细胞周期的影响。

1　材料与方法
1．1　n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66复合材料
膜的制备

聚酰胺66从德国 BASF 公司购得。n-HA 和
载银纳米磷灰石／二氧化钛（Ag-HA-TiO2）浆料由
实验室自制［24］。n-HA／PA66复合材料浆料根据
文献方法制备［25］。70℃、搅拌条件下�将一定量的
PA66完全溶于乙醇中�然后缓慢加入一定量的 n-
HA 浆料�恒温并继续搅拌2h�得到 n-HA／PA66
复合材料浆料。复合材料中加入无机相（n-HA）与
有机相（PA66）的质量比为4∶6�浆料中复合材料的
质量分数约为20％。复合材料浆料在室温下放置
至少4h 除去气泡�浇铸在平板上成膜�室温下挥发
溶剂48 h�用去离子水反复洗涤�即 得 到
n-HA／PA66复合材料多孔膜�厚度约为0∙3mm。
按相同的方法制备 Ag-HA-TiO2／PA66复合

材料抗菌多孔膜�厚度约为0．3mm。
1．2　膜结构表征
　　干燥的 n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66复
合材料膜喷金�用 Hitachi S-450扫描电子显微镜
（SEM）观察膜两面的形貌和结构。
1．3　膜体外生物相容性评价
1．3．1　BMSC 细胞培养

采用密度梯度离心法取8周的 SD 大鼠的胫骨
和股骨的骨髓基质干细胞。用含20vol％小牛血
清、48mg／mL 青霉素和100mg／mL 链霉素的α-
MEM 培养基 （Gibco�USA）在37℃、5％CO2、
95％空气的培养箱中进行 BMSC 原代培养。待细
胞融合后进行传代培养�取第4代的BMSC 用于材
料体外生物相容性评价。
1．3．2　膜与 BMSC 共培养的相差显微镜观察

将 n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66复合材
料膜裁剪成10mm×10mm 方块�各取3块灭菌后
用 PBS 冲洗3次�粗糙大孔面向上置于24孔培养
板中�同时设空白对照。1mL α-MEM 培养液浸
12h�使膜贴附于孔板底部�吸净培养液。将 BM-
SC 以3×104／mL 的浓度接种于24孔板中�每孔1
mL�标准环境下孵育（37℃、5％CO2、95％空气）�
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培养基每2天更换1次�用倒置相差显微镜（O-
LYMPUS IX70�日本）观察并拍照。
1．3．3　四唑盐比色（MTT）试验
　　10mm×10mm 的 n-HA／PA66和 Ag-HA-
TiO2／PA66复合材料膜各取12块�灭菌后用 PBS
冲洗3次�粗糙大孔面向上置于24孔培养板中�同
时设空白对照（不放任何材料）。1mL α-MEM 培
养液浸12h�使膜贴附于孔板底部�吸净培养液。
将 BMSC 以3×104／mL 的浓度接种于24孔板中�
每孔1mL�标准环境下孵育（37℃、5％CO2、95％
空气）。分别于1、4、7、11天每组各取3孔�每孔
加40μL 的 MTT （2．5％）�37℃继续孵育4h�终
止培养�小心吸弃孔内培养基和 MTT 混合液�每
孔加入450μL 二甲基亚砜（DMSO）�振摇10min
后再置于37℃孵箱内30min。然后用200μL 的加
样枪每孔每次取150μL 反应液转移到96孔板中�
分别取2次。在570nm 波长下测定吸光度（OD）�
每组每次取得6孔的数值。分别求出实验组、对照
组和空白组 OD的平均值。将数据结果用 Spss12∙0
软件作单因素方差分析。
1．3．4　屏障膜对 BMSC 细胞周期的影响
　　20mm×30mm 的 n-HA／PA66和 Ag-HA-
TiO2／PA66复合材料膜各取12块�灭菌后用 PBS
冲洗3次�粗糙大孔面向上置于6孔培养板中�同
时设空白对照（不放任何材料）。1mL α-MEM 培
养液浸12h�使膜贴附于孔板底部�吸净培养液。
将用血清饥饿法同步化的 BMSC 以5×105／mL 的
浓度接种于6孔板中�每孔1mL�再补加1mLα-
MEM 培养基�标准环境下孵育（37℃、5％CO2、
95％空气）�3天换液1次。分别于1、4、7、11天
每组各取3孔�用0∙25％胰酶消化�离心收集细胞
（1000r／min、8min）�用 PBS 洗1次�70％酒精固
定24h。制成细胞悬液�用美国 Coulter 公司 Pics-
Elite Esp型流式细胞仪（Flowcytometry�FCM）进行
检测。流式细胞仪测定 DNA 荧光强度及散光参数�
Multicycle分析软件测细胞凋亡及细胞周期分布。

2　结果与讨论
2．1　复合材料膜的 SEM分析

GBR膜的功能是将骨缺损区与周围组织隔离�
创造一个相对封闭的组织环境�防止纤维结缔组织
长入骨缺损区�保护缺损区血凝块、聚积生长因
子、引导或诱导细胞生长�充分调动组织自身的修

复、愈合潜力�从而使骨组织的再生功能得到最大
程度的发挥。无论是膜表层和亚层的空隙结构都有
利于细胞的黏附和营养物质的传输�促进组织再
生［6］。具有双层结构 Bio-Gide? 胶原膜外层是相对
致密层�在体内能有效防止纤维结缔组织长入�
内层的多孔结构有利于骨细胞、成骨细胞的黏
附［10］。
　　从图1中可以看出�所制备的 n-HA／PA66和
Ag-HA-TiO2／PA66复合材料膜均具有不对称的多
孔结构�该结构是在溶剂相转移过程中形成的。膜
的一面是孔径小于10μm 的微孔层�而另一面是孔
径在30～200μm 的大孔结构。相对致密的微孔层
能起到屏障作用�有效防止软组织和纤维结缔组织
长入骨缺损区�同时有利于营养的输送；大孔粗糙
面有利于血液中间质细胞的迁移�成骨细胞、骨细
胞的黏附和生长�以及与宿主组织形成直接的健
合。纳米磷灰石（n-HA）的加入使屏障膜具有良好
的生物相容性、生物活性和骨传导性�促进骨再生
的同时能与骨形成骨性结合�无须二次手术去除。
同时抗菌复合材料膜具有缓释抗菌作用�减少和避
免因细菌感染而造成手术的失败（特别是处于细菌
种类繁多的口腔环境中的牙科疾病治疗）�从而取
得理想的引导骨再生修复效果。
2．2　复合材料膜的生物相容性

从图2中可以看出�实验组 （2（a）、2（b）、
2（d）、2（e））和对照组（2（c）、2（f））的细胞均成梭形
或多边形贴壁生长�2种膜边沿的细胞生长良好�
有向膜上生长的趋势。培养7天时�细胞铺满了培
养板壁。与对照组相比�n-HA／PA66和 Ag-HA-
TiO2／PA66复合材料膜对 BMSC 的形态和增殖无
不良影响。表明 n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／
PA66复合材料膜的浸出物和膜本身对 BMSC 具有
良好的生物相容性。

图3是 BMSC 与 n-HA／PA66和 Ag-HA-
TiO2／PA66复合材料膜共培养在不同培养时间段
的 MTT 测试结果。在不同的培养时间段�实验组
和对照组的细胞数目都随着培养时间的增加而增

多。1、4、7天时�BMSC 在 n-HA／PA66和 Ag-
HA-TiO2／PA66复合材料膜上培养的增殖能力强
于对照组�表明 n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／
PA66复合材料膜细胞亲和力强�适于细胞的黏附
和生长。PA66是一种极性化合物�包含大量
—COOH、—NH2和—OH 集团�能促进培养基中
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图1　n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66复合材料膜的 SEM 照片
Fig．1　SEM photos of n-HA／PA66and Ag-HA-TiO2／PA66composite membranes

图2　BMSC （（c）、（f））、BMSC 与 n-HA／PA66（（a）、（d））和 Ag-HA-TiO2／PA66（（b）、（e））复合材料膜共培养的
相差显微镜照片（（a）、（b）、（c） 培养时间为4d；（d）、（e）、（f） 培养时间为7d；图中 M 代表膜材料）

Fig．2　Phase cont rast microscope photos of BMSC （（c）�（f）） and BMSC culture with n-HA／PA66（（a）�（d）） or
Ag-HA-TiO2／PA66（（b）�（e）） composite membranes （（a）�（b）�（c） for4d；（d）�（e）�（f） for7d；M represents membrane）
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图3　BMSC、BMSC 与 n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66
复合材料膜共培养的生长曲线

Fig．3　T he proliferation of BMSC cells cultured with
n-HA／PA66and Ag-HA-TiO2／PA66membranes

at various incubation periods

的纤连蛋白等蛋白质在膜材料表面吸附�从而有利
于细胞在材料表面的黏附和生长［26-27］。膜中的 n-
HA 也能够通过增加蛋白在材料表面的吸附来促进
细胞的黏附［28］。n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／
PA66复合材料膜较高的亲水性和具有粗糙表面的
多孔结构也有利于细胞在培养早期的黏附和生长。
11天时�与 n-HA／PA66膜组和对照组相比�Ag-
HA-TiO2／PA66膜组细胞的增殖活性减弱�可能是
Ag-HA-TiO2／PA66膜中的抗生素成分 （Ag＋ 和
TiO2）对细胞的增殖有轻微的抑制作用。
由图4可知�在第1天时�n-HA／PA66、Ag-

HA-TiO2／PA66和对照组的细胞处于 DNA 合成前
期（G0G1）的较少�处于 DNA 合成期（S）和 DNA
合成后期及分裂期 （G2M）的较多。3组间处于
G0G1的细胞数目百分比无明显差异�而 n-HA／
PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66组的 S 期细胞数目百
分比高于对照组�对照组的 G2M 细胞数目百分比
高于 n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66组。随
着培养时间的增加�G0G1期的细胞数目百分比迅
速增加�主要是由于细胞初始接种量较大�随着细
胞的增殖�发生了接触抑制 作 用。4 天 时�
n-HA／PA66的 G0G1期的细胞数目百分比最
少�G2M 期最多�其他2组无明显差别。7天
时�n-HA／PA66的 G0G1期的细胞数目百分比
低于其他2组�而 G2M 细胞数目百分比高于其
他2组。11天时�对照组的 G0G1期的细胞数

图4　n-HA／PA66（a）、Ag-HA-TiO2／PA66（b）和
对照组（c）在不同培养时间的细胞周期分布

Fig．4　T he cell cycle of BMSC cells co-cultured with
n-HA／PA66（a） and Ag-HA-TiO2／PA66（b） membranes
and the cont rol groups （c） at various incubation periods

目百分比低于 Ag-HA-TiO2／PA66组�G2M 细胞
数目百分比高于 Ag-HA-TiO2／PA66组。细胞的
增殖活性可由增殖指数（Proliferous index�PI）表
示�计算公式为
PI＝ S＋G2M

G0G1＋S＋G2M×100％

·135·李吉东�等：纳米羟基磷灰石／聚酰胺复合材料屏障膜的体外生物相容性



图5（a）结果表明：培养1天时�3组细胞的增
殖活性均较高�组间无显著差异。随着培养时间的
延长�由于发生接触抑制作用�增殖活性降低。培
养7天时�n-HA／PA66组的细胞增殖活性高于 Ag-
HA-TiO2／PA66组和对照组�表明 n-HA／PA66膜
能促进BMSC 的生长；而 Ag-HA-TiO2／PA66组的
细胞增殖活性在整个培养过程中与对照组相当�说
明 Ag-HA-TiO2／PA66膜对 BMSC 的增殖无不良
影响。

图5　n-HA／PA66膜组、Ag-HA-TiO2／PA66膜组和对照组
在不同培养时间的细胞增殖指数和凋亡指数

Fig．5　Proliferous index and apoptosis index of BMSC cells cultured
with n-HA／PA66and Ag-HA-TiO2／PA66membranes

and the cont rol group at various incubation periods

从图5（b）的凋亡曲线可以看出�培养1天时�
n-HA／PA66组的凋亡率明显低于对照组和 Ag-
HA-TiO2／PA66组。培养4和7天时�n-HA／
PA66组的凋亡率与对照组无明显区别�而4、7和
11天时�Ag-HA-TiO2／PA66组的细胞凋亡率显著
高于对照组。表明 n-HA／PA66复合材料多孔膜适
于细胞的黏附和生长�在培养早期降低了BMSC的

凋亡率。Ag-HA-TiO2／PA66复合材料多孔膜加速
了 BMSC 的凋亡�可能是由于膜中的 Ag＋和 TiO2
成分对 BMSC 凋亡有促进作用。

尽管 Ag-HA-TiO2／PA66多孔膜对 BMSC 细
胞周期和凋亡有一定的影响�但与膜共培养的 BM-
SC 仍然具有较强的增殖能力�说明 Ag-HA-TiO2／
PA66多孔膜体外生物相容性较好。由于体外培养
细胞是模拟的静态环境�而体内是动态的生理环
境�体外培养的细胞对外界环境敏感度高于生物体
内细胞�n-HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66复合
材料多孔膜的体内生物相容性和引导骨再生性能有

待进一步研究。

3　结　论
（1） 本研究所制备的用于引导骨再生的 n-

HA／PA66和 Ag-HA-TiO2／PA66复合生物材料屏
障膜具有不对称多孔结构�一面是孔径小于
10μm 的微孔层�能起到屏障隔离作用�有效防止
纤维结缔组织长入骨缺损区�同时有利于营养的输
送；而另一面是孔径在30～200μm 的大孔结构�
有利于血液中间质细胞的迁移�成骨细胞、骨细胞
的黏附和生长�以及与宿主组织形成直接的健合。

（2） MTT 和流式细胞试验结果表明�n-HA／
PA66膜具有良好的细胞亲和力�有利于 BMSC 的
黏附、生长和减少凋亡；Ag-HA-TiO2／PA66膜对
BMSC 的增殖无不良影响�具有良好的生物相容
性�但促进了 BMSC 的凋亡。

（3） 该2种膜的结构和生物相容性能够满足引
导骨组织再生膜材料的要求�具有良好的应用
前景。
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