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摘 要：【目的】研究溶胶－凝胶生物活性玻璃（SGBG）/聚羟基丁酸戊酸共聚酯（PHBV）与人牙周韧带细胞（PDLC）的

生物相容性，为牙周组织工程支架的选择提供依据。【方法】采用组织块法培养原代人PDLC，分为浸提液组和对照组接种于

96孔板，每组 9孔，分别加入浓度为 100％、75％、50％、25％、0％的浸提液，48 h后采用MTT比色分析法的浸提液实验对材

料进行毒性评级。采用人 PDLC与 SGBG/PHBV体外三维培养，扫描电镜下观察细胞形态及生长情况。实验组采用 SGBG/
PHBV复合培养，对照组采用普通培养基培养，培养 12、24、48 h后，每组取 27个样本定量检测上清液碱性磷酸酶（ALP）含

量。【结果】浸提液培养结果显示：毒性评级为 1级和 0级。扫描电镜示人 PDLC在三维支架上贴附生长均良好。实验组上

清液ALP含量高于对照组，差异有统计学意义（P < 0.05）。【结论】SGBG/PHBV对人PDLC无毒性，SGBG/ PHBV和人PDLC三

维培养，表现出良好的生物相容性，有望应用于进一步的牙周组织工程的研究。
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Abstract：【Objective】The biocompatibility between SGBG/PHBV and human PDLC were investigated to provide a basis for the
choice of the scaff material of periodontal tissue engineering.【Methods】Human PDLC were cultured using tissue-explant technique.
Seeding on 96 wells plate，9 wells for one group，Four different concentrations（100%，75%，50%，25%，0%）of maceration
extract of SGBG/PHBV were added into the culture plantsafter 48-h cell seeding，the grades of the cytotoxicity of SGBG/PHBV was
evaluated by MTT assay. Human PDLC cultured in vitro were collected and seeded on the three-dimensional scaffolds of SGBG/PH⁃
BV，the cellular morphology and cell growth on the scaffolds were observed and photographed by scanning electronic microscope.
HumanPDLC seeded on the three-dimensional scaffolds of SGBG/PHBV in the experimental group，and human PDLC seeded by
DMEM in the control group，after 12-，24-，and 48-h cell seeding，got 27 simples for each group，and the affection of the SGBG/
PHBV on cell secretory function was observed by spectrophotometry which assayed the biochemical indexes ALP in supinate.
【Results】 The grades of the cytotoxicity of SGBG/PHBV were 0 and 1. It was displayed that human PDLC adhered and proliferat⁃
ed well on the scaffold of SGBG/PHBV under the scanning electronic microscope. The significant difference of ALP in supinate be⁃
tween the experimental group and the control group（P < 0.05）.【Conclusions】SGBG/PHBV had no cytotoxicity to human PDLC.
SGBG/PHBV is potential to further study as the scaffolds of periodontal tissue engineering since it displayed the satisfactory biocom⁃
patibility with human PDLC.
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在牙周病变发展的过程中，牙周组织因为炎

症因素而发生不可逆的丧失。因此，牙周炎是成年

人失牙最主要的原因［1］。牙周病研究领域的最重

要课题，就是如何重建牙周组织，达到牙周再生。

牙周组织再生，主要包括牙周韧带、牙骨质和牙槽

骨的修复［2］。组织工程技术的研究和开展，应用

到牙周再生领域，是牙周病治疗方法的一个新的

突破点。目前牙周组织工程研究中，寻找更合适

的支架材料，是学者们不断研究的重点问题［3-4］。

本实验采用的支架材料是溶胶－凝胶生物活

性玻璃（sol-gel bioglass，SGBG）/聚羟基丁酸戊酸

共聚酯（poly-3-hydroxy butyrate-co-3-hydroxylval⁃
erate，PHBV），前期国内外对此材料的研究，多在

于成骨方面［5］，在牙周组织再生方面的研究较

少。本研究选用体外培养的第四代人牙周韧带细

胞作为种子细胞，通过MTT比色法，及种子细胞

与支架材料体外三维培养，检测两者之间的体外生

物相容性，以期望在支架材料的选择方面，为牙周

组织工程的进一步深入研究，提供相关实验数据。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

主要试剂包括 SGBG/PHBV由华南理工大学

提供，全自动高糖 DMEM 培养液购自美国 Gbico
公司，胎牛血清购自美国 PAA公司，胰蛋白酶购

自美国 Sigma公司，MTT购自美国 Sigma公司，碱

性磷酸酶试剂盒购自中国南京建成公司。主要仪

器包括扫描电镜购自荷兰 PHILIPS公司，倒置相

差显微镜购自日本Nikon公司，CO2培养箱购自美

国 Forma公司，高速离心机购自中国飞鸽公司，医

用超净工作台购自中国苏州净化仪器厂。

1.2 人PDLC体外培养及鉴定

人牙周韧带细胞（periodontal ligament cells
PDLC）取自健康志愿者（12~20 岁，均为 2014 到

2015年期间中山大学附属第三医院口腔正畸科

就诊患者，患者本人及患者监护人对本实验知情

同意，已通过医院伦理委员会批准）因正畸治疗拔

除的健康第一或第二前磨牙周围组织块，除 1例

接种组织块的第 2天出现真菌污染外，其余在培

养及传代过程中均无污染。最早观察到细胞从组

织块边缘游出的为第 6天，最晚的为第 21天，第

30天仍无细胞生长者予以淘汰。将牙周组织块

置于 10％胎牛血清的 DMEM 完全培养基中，在

37 ℃、5％CO2、饱和湿度条件下进行细胞培养。

当细胞生满瓶底约 80％时，消化传代，冻存第 4~8
代PDLC用于实验［6-7］。采用免疫组织化学法进行

细胞角蛋白染色和波形丝蛋白染色，对 PDLC的

来源进行鉴定。

1.3 材料毒性实验

1.3.1 分 组 将 PDLC细胞分为浸提液组和对照

组，分别采用 SGBG/PHBV材料浸提液和普通培养

基孵育 48 h。SGBG/PHBV 材料浸提液依照国际

标准化组织（International Organization for Standard⁃
ization，ISO）制定的标准材料质量与浸提介质体

积规定，材料介质比为 0.2 g/mL进行制备，37 ℃
培养箱放置 3 d后吸出浸提液，4 ℃保存备用。制

备 PDLC悬液，计数后按每孔 2 000个细胞接种于

96孔板。

1.3.2 MTT比色法分析材料的细胞毒性 每组 9
孔，分别加入 200 μL 含体积分数 10％的 FBS 的

DMEM 及浓度为 100％、75％、50％、25％的浸提

液，48 h后每孔加入MTT 20 μL，4 h后吸弃孔内上

清液，每孔加入DMSO 150 μL，震荡 10 min，在酶

联免疫吸附检测仪上采用 490 nm波长，测定各孔

光密度（optical density，D）值，计算 PDLC 的相对

增殖率（relative growth rate，RGR）。计算方法为：

RGR = D 实验组/D 空白对照组值×100％。根照美国药典中

细胞RGR与细胞毒性分级进行毒性评级［8］。

1.3.3 细胞形态观察 采用倒置荧光显微镜下观

察两组PDLC的细胞形态。

1.4 材料形态和细胞功能实验

1.4.1 分 组 将 PDLC 细胞分为实验组和对照

组，实验组采用 SGBG/PHBV复合培养，对照组采

用普通培养基培养。将支架材料制备成 5 mm×5
mm×3 mm大小，过氧化氢等离子低温灭菌系统消

毒灭菌，置于 24 孔板内 DMEM 预湿过夜。采用

0.25%胰蛋白酶消化 PDLC，1 000 r/min离心 5 min
（离心机半径 r=12.5 cm），调整细胞浓度为 1 × 106/
mL，每块材料接种 200 μL，置于 37 ℃培养箱中。

1.4.2 形态观察 三维培养 2周后，取出细胞-支
架复合体，体积分数 3%的戊二醛固定，梯度乙醇

溶液脱水，醋酸异戊酯置换，临界点干燥，表面喷

金，扫描电镜观察。

1.4.3 细胞功能检测 实验组的三维培养接种方

法和密度同 1.4.1，分别在三维培养后 12、24、48 h，
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每孔吸出细胞上清液 1 mL，无菌封存，4 ℃保存。

共采集 54份细胞上清液，每份取 0.05 mL放入测

定管，按 ALP 试剂盒说明书步骤，空白管取 0.05
mL双蒸水，标准管取 0.05 mL标准液。各管加入

缓冲液 0.5 mL，基质液 0.5 mL，充分混匀后，37 ℃
水浴 15 min。各管再加入显色剂 1.5 mL，立即混

匀。用分光光度计在 520 nm、1 cm光径比色，空

白管调零，测各管吸光度。计算方法：上清液ALP
含量（金氏单位/100 mL）＝测定管吸光度/标准管

吸光度×标准管含酚量×100 mL /0.05 mL［9］。

1.5 统计学分析

各管吸光度值按公式计算，并换算成相同细

胞数ALP含量后，用 SPSS12.11统计软件进行 t检

验，取检验水平α=0.05。

2 结 果

2.1 细胞培养及来源鉴定

人 PDLC传代后，细胞排列密集时呈漩涡状

和火焰状，大多呈伸展良好的长梭形，胞体丰满，

并可见胞浆均匀，核圆，核仁清晰。采用免疫组化

ABC法进行细胞角蛋白染色和波形丝蛋白染色，

可见波形丝蛋白染色阳性（图 1A），细胞角蛋白染

色阴性（图 1B），提示细胞的来源是外胚间充质。

2.2 细胞毒性试验结果

实验组和对照组光密度均值RGR毒性评级

结果显示，SGBG/PHBV对人PDLC无毒性，毒性评

级为 1级和 0级（表 1）。

2.3 两组PDLC的细胞形态观察

倒置荧光显微镜下细胞形态观察对照组细

胞大多呈长梭形，细胞核边界清晰，呈卵圆形，位

于细胞中央，细胞排列均匀，呈漩涡状（图 2A）。

实验组中浸提液培养的细胞，呈长梭形，胞体

丰满、伸展良好，细胞核边界清晰，呈卵圆形，位

于细胞中央，两组形态上没有观察到明显差异

（图 2B）。

2.4 细胞-支架材料形态的观察

扫描电镜镜下可见，细胞在三维支架上贴附

紧密，胞体充分伸展（图 3A），大部分细胞伸展呈

长梭形，跨越孔隙之间黏附，细胞间可以见到伸出

相互连接的突起，并向空隙内部生长。4 000高倍

镜下可见材料的纳米结构颗粒均匀（图 3B）。

2.5 细胞碱性磷酸酶分泌功能测定

细胞培养上清液 ALP含量测定结果见表 2。
表 2中可看到，培养 12、24、48 h 后，实验组的ALP
含量均高于对照组，差异均有统计学意义（P <
0.05），说明实验组的细胞在支架材料上生长，比

对照组的细胞，可分泌出更多的ALP。

3 讨 论

在牙周病变过程中，由于炎症介导的免疫反

A：The expression of vimentin was positive；B：The
expression of cytokeratin was negative. ×400

图 1 细胞角蛋白、波形丝蛋白免疫组化染色

Fig.1 Immunohistochemical staining of cytokeratin and
vimentin in hPDLC

AA BB

表 1 RGR毒性评级

Table 1 Grades of the cytotoxicity of RGR

C（extract）
100%
75%
50%
25%

D（Experimental/control）
0.329/0.342
0.343/0.342
0.332/0.342
0.327/0.342

RGR/%
96.2

100.3
97.1
95.6

Grades
1
0
1
1

A：experimental group，Human PDLC were long shuttle shaped
in vitro，bodies of cells were plump，cells spreaded well and nucleolus
were clear；B：control group，Human PDLC were long shuttle shaped
in vitro，bodies of cells were plump，cells spreaded well and nucleolus
were clear. ×200

图 2 荧光显微镜下两组PDLC的细胞形态观察

Fig.2 Cellular morphology under inverted microscope

AA BB
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应的作用，牙周组织被不可逆地破坏。因此，牙周

病治疗领域需要攻破的一个非常重要的课题，就

是需要研究出能够获得牙周组织再生的方法，即

重建牙周组织各种结构和及其功能。牙周组织缺

损的修复，主要包括牙周韧带、牙骨质和牙槽骨三

方面的修复。近 20年来发展的牙周治疗方面的

技术，比如引导组织再生术等，在促进牙周组织再

生方面，都有一定程度的作用，但这些技术都存在

以下根本缺陷［10］：牙周组织前体细胞不能主动地

在根面优先附着；忽视了牙周组织在遭受炎症反

应所致的不可逆损害后，其前体细胞无论在数量

上还是活性上都是非常有限的。随着组织工程学

的不断研究和发展，给牙周组织再生的研究，提供

了新的思路。组织工程的基本方法之一，是将体

外培养的活细胞，且是具有一定高浓度并且功能

相关的活细胞，种植于天然的或人工合成的细胞

外基质材料上，这些细胞外基质材料必须具有良

好生物相容性和生物降解性。细胞和材料共同培

养一段时间的后，形成细胞生物材料复合体，将该

复合体植入机体病损部位，来形成新的组织和器

官，同时希望这些新的组织和器官具有其原来的

相应功能和形态，这样就能达到修复创伤和重建

功能的目的［11］。现阶段组织工程的研究和应用已

取得较大进展，比如在骨、软骨、肌肉、皮肤、肝脏

等组织方面［12］，但在牙周组织工程方面的研究，

国内外正处于初级阶段。种子细胞、支架及三维

立体培养是组织工程技术的三大要素［13-14］。

由于自体的 PDLC 植入可避免免疫排斥反

应，且取材相对容易，损伤小，在体外培养可以有

较强的繁殖能力，故目前牙周组织工程的研究多

采用自体 PDLC作为种子细胞［6，15］。本实验所用

细胞，是采用组织块法培养的原代人 PDLC，传代

后用于本实验。

牙周组织再生不同于其他组织的独特之处

就在于，为使再生过程中新产生的结缔组织纤维

插入牙骨质和牙槽骨，软组织与硬组织的愈合必

须作为一个整体，同步进行。因此牙周组织工程

支架材料除了要具备生物学功能如生物相容性

外，还要具备生物机械功能如空间维持功能和屏

障功能，即一方面要排除不需要的组织向内生长，

更要促进理想组织（牙骨质、牙周韧带、牙槽骨）的

生长、分化与成熟［4］。

进行牙周组织工程研究，采用达到牙周组织

工程要求的支架材料是首要任务之一。本研究采

用的支架材料是一种纳米尺寸的生物活性玻璃，

是利用溶胶－凝胶法制备的。不同于其他生物玻

璃采用高温制备，这是一种低温制备的生物材

料，是一种经有机改性的 SGBG，其有机成分是

PHBV。PHBV是某种细菌发酵以后产生的，为一

种热塑性生物聚酯，研究证实了它具有非常良好

的组织相容性。在既往的研究中，将 PHBV作为

骨移植组分，观察到它在骨移植中具有增强作用，

A：The cells proliferated well on the surface of the scaffolds layer；bar = 20 μm；B：The cells migrated into the scaffold along the pores；bar =
5 μm. Arrow ① cells on the surface of the scaffolds layer，②nanometer particle，③the pores of the scaffold，④cells migrated into the scaffold

图 3 扫描电镜下细胞-支架材料形态的观察

Fig.3 PDLC cultured with the scaffolds under SEM

④③

AA BB

②

表 2 hPDLC三维培养后碱性磷酸酶含量测定

Table 2 The biochemical index ALP of hPDLC after
culture on the scaffold （x ± s，n = 9）

Time
12 h
24 h
48 h

Control group
0.23 ± 0.12
0.26 ± 0.14
0.30 ± 0.20

Experimental group
0.58 ± 0.09
0.78 ± 0.28
2.21 ± 0.84

P

0.000
0.007
0.000
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一定时间内可以达到完全生物降解［15］。将 PHBV
与 SGBG进行复合制备，制备得出一种特别的三

维立体多孔材料，这种复合材料优势明显，能同

时发挥三种作用，包括局部正性压电效应，以及骨

传导作用和骨诱导作用。其中，局部正性压电效

应就是 PHBV刺激骨细胞生长分化作用的表现，

而三维多孔的 SGBG具有骨传导作用和骨诱导作

用［16-17］。有学者研究提出［18-21］，SGBG表面部分可

在水溶液中形成富含 SiO2和Ca、P离子的胶样层，

有利于羟基磷灰石晶体的形成和沉积。羟基磷灰

石多晶体可以吸附多种物质，例如对粘多糖、糖蛋

白和多糖胶样层，都表现出较强吸附性，由于羟基

磷灰石多晶体吸附了有机成分，因此，SGBG和骨

之间可以形成一种非常稳定的结构，是一种有

机-无机界面，这种界面不但提供了有利于新骨

生长的环境，而且促进新骨在材料表面沉积。

PHBV 分子链具有很好的水解性，其水解产物排

出的同时，羟基磷灰石多晶体在 BG表面再次形

成。这个水解又结晶的过程，既促进骨组织在多

孔支架上新建，也促进骨组织的生长，并且非常有

利于骨组织的正常的新陈代谢［5］。

本实验结果显示，材料各浓度组的SGBG/PHBV
浸提液对人 PDLC均未见毒性反应，毒性评级均

在 1级以内。镜下可见，实验组浸提液培养的细

胞与阴性对照组采用培养基培养的细胞，生长形

态相似，在形态学上没有观察到明显差异。本实

验中，种子细胞与支架材料体在体外复合培养，来

观察细胞与支架材料直接接触之后的相互影响和

生长情况。在这个培养过程中，因为排除了体内

多种复杂环境因素的影响，因此更加敏感客观。

实验进行的复合立体培养，是将体外培养的高浓

度人 PDLC接种在 SGBG/PHBV三维支架上进行。

由于牙周组织的主要功能细胞是PDLC，实验使支

架材料直接接触 PDLC，研究两者的生物相容性，

对于将来采用 SGBG/PHBV构建牙周组织工程支

架的可能性，进行了初步的分析和研究。本实验

利用三维培养技术，使人 PDLC在 SGBG/PHBV的

三维空间结构中生长、附着并增殖。扫描电镜下

可观察到人 PDLC在支架材料表面和其孔隙间均

能贴附生长，保持了细胞原有形态，镜下可观察到

伸展良好的长梭形细胞，在细胞增殖密集的区域，

可以观察到细胞之间有突起伸出，突起甚至相互

连接，表明 SGBG/PHBV和人 PDLC间具有良好的

相容性，种子细胞在三维支架上能够维持其形态

学特征，SGBG/PHBV三维支架的空间结构有利于

营养物质均匀扩散到细胞之间，有利于增强细胞

与细胞之间的联系，并能促进新组织的形成。

PDLC包括两种表型，分别是成纤维表型和成

骨表型，其中成骨表型包括成牙骨质细胞表型和

成骨细胞表型［22］。成骨细胞表型分泌 I型胶原、碱

性磷酸酶和骨钙素（osteocalcin，OCN）。成牙骨质细

胞表型同样表达成骨样细胞的特征，如碱性磷酸

酶的高表达，骨钙素的分泌等［23］。Liu等［24］的研究

结果确定了牙骨质附着蛋白（cementum attach⁃
ment protein，CAP）可以作为一个特异性标志，来

鉴别牙周韧带中是否存在特定的间充质细胞，这

种间充质细胞在特定的条件下，具有分化为成牙

骨质细胞的潜能。而ALP是否表达，标志着在牙

骨质形成过程中，成骨细胞或成牙骨质细胞早期

分化。矿化组织的形成，则可考虑为牙骨质形成

过程中，成骨细胞或成牙骨质细胞分化末期的指

标。本研究定量地测定细胞培养上清液的ALP的

含量，实验结果表明材料对 PDLC的分泌碱性磷

酸酶的功能均未见抑制作用，进一步证实了 SG⁃
BG/PHBV和 PDLC间具有良好的相容性。在相同

的细胞数下，实验组的上清液中ALP含量均大于

对照组，且有统计学差异，表明细胞在 SGBG/PH⁃
BV支架上的三维培养更能促进人PDLC的ALP的

分泌功能，人 PDLC在 SGBG/PHBV三维支架上能

够维持其生物学性状。

以上结果表明，支架材料 SGBG/PHBV 与人

PDLC 之间的生物相容性是良好的，SGBG/PHBV
的三维结构基本符合三维培养的要求，可望进一

步应用于牙周组织工程的研究。
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