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【摘要】 目的 制备一种新型的聚乳酸 － 纳米羟基磷灰石 － 丝素蛋白( polylactic acid /nano-hydroxyapatite / silk fi-
broin，PLLA /n-HA/SF) 纳米纤维引导骨组织再生膜，初步探讨其作为引导骨再生屏障膜的可行性。方法 采用

热致相分离法制备 PLLA /n-HA/SF 纳米纤维复合膜，通过扫描电镜对其形貌进行研究，利用傅里叶红外光谱仪分

析纳米羟基磷灰石和丝素蛋白的加入对所制备的复合膜结构的影响，并计算其孔隙率。结果 扫描电镜显示该

复合膜具有纳米纤维状三维网络结构。纤维直径约为 160 ～ 320 nm，孔径大小为 1 ～ 4 μm，丝素蛋白和纳米羟基

磷灰石在复合膜中分散均匀。红外光谱结果表明 PLLA /n-HA/SF 复合膜具备聚乳酸、纳米羟基磷灰石及丝素蛋

白的特征峰表现，3 种组分之间结合良好。该膜的孔隙率为 92． 600%。结论 热效相分离法制备的 PLLA /n-
HA/SF 复合膜具有良好的微观结构和较高的孔隙率。
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【Abstract】 Objective To prepare and characterize a novel nano-scale fibrous polylactic acid /nano-hydroxyapatite /
silk fibroin ( PLLA /n-HA/SF) composite membranes，for purpose of evaluating the feasibility of the composite mem-
branes as the barrier membrane of guided bone regeneration ( GBR) ． Methods The PLLA /n-HA/SF composite mem-
brane was prepared by thermally induced phase separation in this research，and was tested on characterization by scanning
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引导骨再生( guided bone regeneration，GBR) 是

将具有机械屏障作用的膜材料置于骨缺损处，阻挡

软组织与骨面直接接触，使生长迁移速度较快的上

皮细胞和成纤维细胞不能长入骨缺损处，从而促使

具有成骨能力的细胞优先长入骨缺损区，使成骨细

胞有足够的时间来重建骨组织，达到骨缺损区的骨

修复性再生。在引导骨再生术中屏障膜材料起着关
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键作用，故该技术也被称为膜引导技术或膜引导再

生技术［1］。目前，国内外关于引导骨再生术的研究

很多，在膜材料的开发研制、应用等方面，许多学者

做了大量的工作，但目前国内关于这方面的研究主

要集中在临床应用，使用的膜材料也多为进口，其昂

贵的价格限制了在临床上的广泛应用。聚乳酸是以

乳酸为主要原料聚合得到的聚合物，原料来源充分，

是美国食品药品管理局最早批准的一种合成聚合物

材料，具有良好的生物相容性、无毒、可生物降解等

优点; 但其机械强度较低，且降解产物偏酸性，易在

体内引起无痛性炎症反应［2 － 4］。羟基磷灰石作为生

物体骨骼和牙齿的重要组成成分，具有良好的生物

活性和一定的碱性［5］。纳米羟基磷灰石因其具有超

微纳米结构而表现出独特的性能，对生物组织具有

更高的表面活性。因此，将羟基磷灰石与聚乳酸复

合既可提高材料的力学性能，又可以中和聚乳酸的

酸性降解产物，是当前生物医用复合材料研究领域

的热点之一［6 － 7］。丝素蛋白具有优良的生物相容

性、生物降解性及良好的柔韧性和抗拉伸强度等性

能，能够支持细胞的黏附、增殖和分化［8］。因此，本

实验通过热致相分离法制得了聚乳酸 － 纳米羟基磷

灰石 － 丝素蛋白( polylactic acid /nano-hydroxyapatite /
silk fibroin，PLLA /n-HA /SF) 复合膜，并对该复合膜

的结构组成以及其孔隙率进行了研究，以期研究出

一种新型的引导骨再生膜材料。

1 材料和方法

1． 1 主要试剂与仪器
左旋聚乳酸( polylactic acid，PLLA) ( 医用级，山

东岱罡生物工程有限公司) 、纳米羟基磷灰石( nano-
hydroxyapatite，n-HA) ( 粒径约 20 nm，北京德科岛金

科技有限公司) 、四氢呋喃( 分析纯，广州金华大化学

试剂有限公司) 、丝素蛋白( silk fibroin) 粉( 平均粒径

约 2 μm，湖州新天丝生物技术有限公司) 、纤维素半

透膜透析袋( 上海伯奥生物科技有限公司) 、无水氯

化钙( 分析纯，国药集团化学试剂有限公司) 、无水乙

醇( 分析纯，国药集团化学试剂有限公司) 、去离子水

( 实验室自制) 、低温冰箱( Thermo 公司，美国) 、电子

天平 ( Sartorius BS223S，北京赛多利斯仪器有限公

司) 、HWS12 型电热恒温水浴锅( 上海一恒科学技术

有限公司) 、电热恒温鼓风干燥箱( 河南京华仪器有

限责任公司) 、冷冻干燥机 ( Virtis Genesis 公司，美

国) 、傅立叶变换红外谱仪( Bruker 公司，德国) 、JSM-
6330F 冷场扫描电镜( 中山大学测试中心提供) 、全

自动 X 射线衍射仪( Bruker 公司，德国) 、超纯水制造

系统( Millipore 公司，美国) 。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 复合膜的制备 取适量丝素蛋白粉，溶于

CaCl2、C2H5OH、H2O 物质的量比为 1∶ 2 ∶ 8 的三元溶

液中，于 80 ℃恒温水浴箱磁力搅拌至完全溶解后，

用蒸馏水透析 3 d，抽滤。测定再生丝素蛋白溶液的

浓度。
称取一定量的纳米羟基磷灰石粉末，置于四氢

呋喃溶液中，使用超声波震荡对其进行分散。再称

取一定量的医用 PLLA，使 PLLA 与 n-HA 的质量比

为 4∶ 1［9］，加入四氢呋喃溶液中，在 60 ℃水浴中加热

回流搅拌 2 h，待其溶解，转移至模具中，并迅速放入

－ 20 ℃冰箱中。形成凝胶后在凝胶化温度下至少

保持 2 h。将凝胶转入 4 ℃冰箱中进行水置换 1 d，

再生丝素蛋白水溶液置换 1 d，预冻，再将其转入冷

冻干燥机中( － 55 ℃，气压低于 50 Pa) 冻干 48 h，得

到 PLLA /n-HA /SF 纳米纤维复合膜( PLLA /n-HA /SF
组) 。采用热致相分离法，制备纯聚乳酸膜 ( PLLA
组) 和 聚 乳 酸 － 纳 米 羟 基 磷 灰 石 ( polylactic acid /
nano-hydroxyapatite，PLLA /n-HA ) 复 合 膜 ( PLLA /n-
HA 组) 作为对照。
1． 2． 2 复合膜的大体观察 肉眼观察，并拍摄数码

相片。
1． 2． 3 表面形貌分析 采用 JSM-6330F 冷场扫描

电子显微镜分别对喷金后的 PLLA、PLLA /n-HA、PL-
LA /n-HA /SF 复 合 膜 进 行 表 面 形 貌 分 析。并 采 用

Photoshop 软件测量纤维的直径和孔隙大小。
1． 2． 4 红外光谱分析 采用傅立叶变换红外谱仪

对复合膜的成分和结构进行推断，并用 Origin 8 软件

绘图。
1． 2． 5 孔隙率的测定 利用液体( 无水乙醇) 置换

法测得。比重瓶中装满乙醇后的质量为 W1 ( g) ，把

质量为 WS ( g) 的样品浸入装乙醇的比重瓶中，脱气，

使乙醇充盈于多孔膜材料的孔中，然后再加满乙醇，

此时装有样品和乙醇的比重瓶质量为 W2 ( g) ，把浸

满了乙醇的样品取出后，剩余的乙醇与比重瓶质量

为 W3 ( g) ［10］。
试样支架的孔隙率计算公式如下。P 代表材料

的孔隙率( % ) ; V0 代表材料在自然状态下的体积，

或称表观体积( cm3 ) ; V 代表材料的绝对密实体积

( cm3 ) 。

P =
V0 － V
V0

× 100% =
W2 －W3 －WS

W1 －W3
× 100%

1． 3 统计学分析
使用 SPSS 13． 0 软件进行数据分析，所有计量数
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据均以 珋x ± s 表示，采用单因素方差分析，并进行组

间的两两比较。假设检验均为双侧检验，检验水准

α 取 0． 05。

2 结 果

2． 1 复合膜的大体观察结果
制备好的复合膜材料直径约为 1． 5 cm，厚度约

为 2 mm。色白或微黄，表面粗糙，有一定的可压缩

性( 图 1) 。
2． 2 复合膜材料的微观形貌

如图 2、图 3 所示，本实验通过热致相分离法所

制得的纯聚乳酸膜材料为三维网状多孔结构，测得

材料的纤维直径为 160 ～ 320 nm，孔隙分布均匀，孔

径大小为 1 ～ 4 μm。
如图 4、图 5 所示，在 PLLA 浓度保持不变的情

况下，加入一定量 n-HA，使 PLLA 与 n-HA 的质量比

为 4∶ 1 时，n-HA 颗粒能够较好地吸附在 PLLA 基质

中，均匀地分散在多孔材料中，形成的复合膜材料具

有纳米直径的纤维和微米直径的孔隙，其形态结构

与未添加 n-HA 的纯聚乳酸膜结构基本相同。
如图 6、图 7 所示，如在 PLLA /n-HA 复合膜中加

入丝素蛋白，所制取的 PLLA /n-HA /SF 复合膜材料

其形态结构与纯聚乳酸膜及添加了 n-HA 的聚乳酸

膜材料结构基本相同。但其纤维直径变粗，纳米羟

基磷灰石颗粒外也包裹了一层丝素蛋白。
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2． 3 复合膜材料的结构分析
复合膜材料的结构分析如图 8 所示。在波数

876 cm －1附近出现 HPO4
2 － 的特征峰，在 1 034 cm －1

位置出现 PO4
3 － 的特征峰，在 603 cm －1 出现了 P-O

的弯曲振动峰，在 1 041 cm －1附近现出现 P = O 不对

称伸缩振动峰，它们都是羟基磷灰石的特征峰［11］，

说明羟基磷灰石以物理结合的方式存在于 PLLA /n-
HA 复合膜及 PLLA /n-HA /SF 复合膜材料中。

在波数 1 641 cm －1 ( 酰胺Ⅰ) 、1 524 cm －1 ( 酰胺

Ⅱ) 处均有明显的吸收峰，表明丝素蛋白存在于 PL-
LA /n-HA /SF 复合膜材料中，且丝素蛋白的结构［12］

主要以 β 折叠结构的形式存在。聚乳酸在 1 757、
1 094 cm －1处都存在吸收峰，这是由 C-O-C 伸缩振

动所引起的，两者均为聚乳酸分子的特征峰［13］，在

PLLA 膜、PLLA /n-HA 复合膜及 PLLA /n-HA /SF 复

合膜材料中均能看到聚乳酸的这种特征峰。

2． 4 复合膜的孔隙率
从表 1 可以看出，医用级纯聚乳酸膜材料的孔

隙率高达 93． 964%，PLLA /n-HA 组的孔隙率相对降

低，相比其他两组，PLLA /n-HA /SF 的孔隙率最低，

但也达到了 92． 600%，这说明纳米羟基磷灰石和丝

素蛋白的加入基本不会影响膜材料孔隙的整体结

构。3 种膜材料的孔隙率差异有统计学意义( F =
21． 025，P ＜ 0． 001 ) ，两两比较显示 PLLA /n-HA 与

PLLA /n-HA /SF 差异 无 统 计 学 意 义 ( P = 0． 123 ) ，

PLLA组 与 PLLA /n-HA 组 比 较 ( P = 0． 004 ) 以 及

PLLA组与 PLLA /n-HA /SF 组比较( P ＜ 0． 001 ) 差异

均有统计学意义，这表明 3 组屏障膜材料均具有较

高的孔隙率。

表 1 3 组材料孔隙率的比较 珋x ± s

组别 样本量 孔隙率( % ) F 值 P 值

PLLA 组 5 93． 964 ± 0． 218
PLLA /n-HA 组 5 93． 088 ± 0． 229 21． 052 ＜ 0． 001
PLLA /n-HA /SF 组 5 92． 600 ± 0． 489

3 讨 论

屏障膜材料在引导骨再生技术中起到关键作

用。膜材料的三维结构、孔隙大小则可决定其对牙

龈上皮细胞及成纤维细胞的机械阻隔作用，并使营

养物质能够顺利通过。从微观结构上看，人体分布

最广的Ⅰ型胶原呈现纳米纤维状结构，其直径为

50 ～ 500 nm。其它胶原如弹性蛋白纤维等的直径也

在几十到几百纳米之间［14］。这种纳米纤维结构对

于细胞的粘附、增殖和分化非常重要。理论上讲，纳

米纤维结构的生物材料相比于传统的微米结构的生

物材料具有更高的比表面积和更多的吸附位点，可

以提供细胞更多的粘附位置，还可以吸附更多的蛋

白质等物质，从而促进细胞的生长［15 － 17］。因此，从

仿生学和纳米纤维的特性来看，纳米纤维医用材料

将提供细胞更好的微观生长环境，因此制备纳米纤

维支架意义重大。
热致相分离法的原理是在聚合物的熔点以上，

将聚合物溶于高沸点、低挥发性的溶剂( 又称稀释

剂) 中，形成均相溶液。然后降温冷却。在冷却过程

中，溶液体系会发生相分离。在分相之后，体系形成

以聚合物为连续相，溶剂为分散相的两相结构。此

时，再选择适当的挥发性试剂( 即萃取剂) 把溶剂萃

取出来，从 而 获 得 一 定 结 构 形 状 的 聚 合 物 微 孔
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膜［18］。该方法的特点是能制备出具有多孔的三维

网络结构材料，有利于增强蛋白质的吸附和细胞的

粘附生长。该方法所制得的材料纤维直径一般分布

在 50 ～ 500 nm［19 － 20］。研究表明，采用热致相分离法

所制备的生物膜材料在结构上与胶原相似，具有连

续的纤维网络状结构和相互贯通的孔结构，其微观

形貌与所选用的聚合物溶剂的种类、溶液浓度、聚合

物分子量、降温速率等因素有关［21］。
本研究通过热致相分离法制备出了具有纳米结

构的 PLLA /n-HA /SF 引导骨再生膜材料。所制备的

膜材料为三维纳米纤维状多孔结构，材料的纤维直

径为 160 ～ 320 nm，孔隙分布均匀，深浅不一，结构形

态上相互贯穿连通，孔径大小为 1 ～ 4 μm。纳米的

纤维级结构可以调节细胞在膜材料上的粘附、增殖

和基因的表达过程，微米级的孔隙结构可以促进细

胞的迁移、生长及营养物质的运输等［22］。所以，该

复合膜材料的纳米级结构和微米级结构共存的亚微

观形态满足引导骨再生膜材料的要求。
通过红外光谱分析结果可以看出该复合膜中聚

乳酸、纳米羟基磷灰石及丝素蛋白 3 种组分以物理

共混的方式结合良好，保留了各自的性能特点。
理想的屏障膜材料在满足生物医用材料的最低

标准以外，还应该满足下面的要求: 为了阻挡成纤维

细胞的侵入，膜材料的孔径应小于 10 μm; 为了确保

营养的通过和代谢废物的排出，以及新生血管的长

入，膜材料材料的孔径应低于 5 μm; 并应具有较高

的孔 隙 率，通 常 认 为 需 要 满 足 90% 以 上 的 孔 隙

率［23］。本实验所制备的屏障膜材料孔径大小为 1 ～
4 μm，完全可以达到阻挡成纤维细胞长入的目的，起

到机械屏障作用; 且各组膜材料的孔隙率均高于

92%，各孔隙之间相互贯通，有利于营养物质的进入

及代谢废物的排除。因此，本实验所制备的膜材料

符合屏障膜材料的基本要求。
综上所述，本研究所制备的 PLLA /n-HA /SF 复

合膜具有纳米纤维状三维网络结构，丝素蛋白和纳

米羟基磷灰石在复合膜中分散均匀。具有良好的孔

隙率，可作为引导骨再生屏障膜的备选材料。在膜

材料中引入丝素蛋白以期增加细胞的亲和性，改善

膜材料的生物相容性，将在下一步实验中进行考察。
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改良自攻性纯钛帽植入兔颅骨的动物模型研究*
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【摘要】 目的 对传统的纯钛帽改良后植入兔颅骨，建立新的种植体表面处理研究的动物模型。方法 运用数

控机床对纯钛板进行机械加工，压制中空半球形钛帽，底部添加自攻性螺纹，顶部添加两个环形小孔。48 个纯钛

帽植入 12 只新西兰兔颅骨。选取观察时间点为 2 周、4 周，6 周。通过大体标本和牙科微型 CT 观察纯钛帽植入

的稳定性，制作带金属不脱钙硬组织切片，观察纯钛帽植入兔颅骨的动物实验模型骨组织效应。结果 手术过程

中植入共 48 个纯钛帽，其中 2 个松动，松动率为 4． 17% ; 植入 2、4、6 周取材时，48 个标本无松动，脱落。牙科

微型 CT 结果显示，纯钛帽能够稳定在兔颅骨上。带金属不脱钙硬组织切片显示，新旧骨组织形成明显界限，周

围骨组织长入纯钛帽底部的螺纹，嵌合良好。结论 改良自攻性纯钛帽制作加工相对传统的钛帽工艺简单，稳定

性良好，减少辅助固定装置，减少手术创伤，简化操作步骤，提高实验效率，可以用于研究种植体表面处理方式的

动物模型。
【关键词】 钛帽; 自攻性种植体; 动物模型; 表面处理

【主题词】 钛; 模型，动物; 牙种植体; 表面特性

【中图分类号】 R782． 1 【文献标识码】 A 【文章编号】 1006 － 5245( 2013) 05 － 0245 － 06
【引用著录格式】 刘伟珍，周磊，丁婧文，等． 改良自攻性纯钛帽植入兔颅骨的动物模型研究． 广东牙病防治，
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Optimization of pure titanium dome with self-tapping threads on rabbit calvarial bone surface: an experimental
animal model LIU Wei-zhen，ZHOU Lei，DING Jing-wen，GUO Ze-hong，GAO Yan，LAI Chun-hua，RONG Ming-
deng，LIU Wei-ping，LIN Xi． Department of Implantology，the Affiliated Stomatological Hospital of Southern Medical
University ＆ Guangdong Provincial Stomatological Hospital，Guangzhou 510280，China
【Abstract】 Objective To establish the experimental model of the optimized pure titanium dome with self-tapping
threads on rabbit calvarial bone surface． Methods The prefabricated pure titanium domes，with inner empty hemispher-
ical shape，was performed by special precision machine tool，added some self-tapping threads on the root of the domes
and two circular small holes on the top ( diameter 0． 8 mm) ． All the inner surface of the pure titanium domes had the
same basic form and topography． Fourty-eight pure titanium domes were placed in calvarial bone surface of twelve healthy

New Zealand rabbits． The animals were sacrificed at 2nd week，4th week and 6th week after the placement of pure titanium
dome． The stability of the pure titanium domes were investigated by general observation and Micro CT scanning． Various
histomorphometric observations were performed in the central of the undecalcified sections． Results The stability of the
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