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　　［摘要］　目的　制备聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）／壳聚糖（ＣＳ）／纳米羟基磷灰石（ｎＨＡ）多孔性载药膜，用于

外科植入牙周引导组织再生，并评价其体外性能。方法　按照ＰＬＧＡ／ＣＳ的质量比将实验设为４组：分别为１００／０、

９０／１０、８０／２０、７０／３０，采用冷冻干燥法制备ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜，并用聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）作为致孔剂。依据孔

隙率、吸水率、力学性能、体外降解率筛选出最优质量比的ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜作为药物载体，制备克林霉素缓释

膜。采用扫描电子显微镜观察ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜的表面形貌，无水乙醇液体置换法检测复合膜的孔隙率，质量干

湿率比考察复合膜的吸水率，电子万能材料实验机测试复合膜的湿态力学性能，质量损失考察膜的降解率，紫外分光光

度法考察载药膜的体外药物释放特性。体外实验：在载药膜上接种牙周膜成纤维细胞（ＰＬＦｓ），培养１～７ｄ，采用ＣＣＫ８

法测定细胞活性和增殖情况。结果　ＰＬＧＡ／ＣＳ质量比为９０∶１０时制备的ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜最为理想，孔隙率

为（２８．６６±１．３５）％，吸水率为（１０８．６５±２．２７）％，拉伸强度为（２．３６±０．０４）ＭＰａ，断裂伸长率为（２０３．６４±３．８９）％，断

裂力为 （４５．９８±２．４６）Ｎ，３０ｄ时降解率为（１７．６０±０．８６）％，最大每日释放量为１５０μｇ／ｍＬ，平稳释放药物并维持有效

药物浓度时间＞１５ｄ，载药膜能促进牙周膜成纤维细胞的增殖。结论　本研究制备的载药ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜孔

隙率适中，体外降解与组织生长相适应，力学测试结果能够创造和维持牙周引导组织生长特定的空间，在一定时间内能

持续稳定释放药物。
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第２期．李　欣，等．外科植入引导牙周组织再生载药ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜的制备及表征
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ｍａｘｉｍｕｍｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｗａｓ１５０μｇ·ｍＬ
－１·ｄ－１，ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｌａｓｔｅｄｆｏｒ１５ｄ，ｗｈｉｃｈ

ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＬＦｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＴｈｅｐｏｒｏｕｓＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎａｎｏｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅｆｉｌｍｐｒｅｐａｒｅｄｉｎｔｈｅ

ｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｈａｓｏｐｔｉｍａｌｐｏｒｏｓｉｔｙ，ｉｔｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ犻狀狏犻狋狉狅ｆｉｔｗｅｌｌｗｉｔｈｔｈｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈ，ａｎｄｃａｎｃｒｅａｔｅａｎｄｍａｉｎｔａｉｎａ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｐａｃｅｆｏｒｇｕｉｄｅｄｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ａｌｌｏｗｉｎｇｆｏｒｓｔｅａｄｙｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｆｏｒａｃｅｒｔａｉｎｐｅｒｉｏｄｏｆｔｉｍｅ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ）；ｃｈｉｔｏｓａｎ；ｆｒｅｅｚｅｄｒｙｉｎｇ；ｐｏｒｏｕｓｂａｒｒｉｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ；ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｇｕｉｄｅｄ

ｔｉｓｓｕｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（２）：１９４２００］

　　引导组织再生（ｇｕｉｄｅｄｔｉｓｓｕｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，

ＧＴＲ）是为恢复因牙周病导致丧失的牙周支持组织

的特殊技术，其在牙周和种植方面的作用越来越受

到重视［１］。在组织学愈合过程中，如果牙周膜细胞

（ＰＤＬＣ）接触牙根面结缔组织就会形成，所以其中

屏障膜材料是ＧＴＲ的关键因素
［２］。目前，生物可降

解膜材料省去了二次取出膜材料的手术过程，具有

生物相容性好和降解产物无毒性作用等特点［３］，研

究和应用广泛。

聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）具有良好的降

解性能、生物相容性、无毒性和结构可变性，广泛应

用于药物、医学组织工程等领域［４］。通过在制备过

程中调整聚乳酸和聚乙醇酸的比例，可以调整

ＰＬＧＡ的降解性能
［５］，为药物的持久释放提供了可

能［６］。壳聚糖（ＣＳ）有良好的生物相容性和降解性，

还具有抗菌、止血、阻止组织粘连、加速愈合等特

性［７］。对于口腔常见病原菌，研究人员通过体外实

验证实较低浓度的ＣＳ能够抑制放线杆菌和变形链

球菌［８］。纳米羟基磷灰石（ｎＨＡ）是人体硬组织的主

要组成部分，因为其置入人体后能和软骨组织紧密

结合，而被广泛用作骨替代物［９］；其化学成分与天然

骨中的矿物成分非常相近，其生物活性能够支持必

要的骨组织再生［１０］。然而，ＰＬＧＡ等高分子材料在

体内发生水解时会产生轻微炎症，虽然对人体无害，

但会影响ＧＴＲ的效果
［１１１２］；ＣＳ膜加工性能差且脆性

大，限制了其在ＧＴＲ等生物医学领域的应用。将

ＰＬＧＡ与ＣＳ混合制成复合材料，可以将合成高分子

材料的理化性能和加工性能与天然高分子材料的生

物相容性结合在一起，克服单一聚合物的缺点。在其

中添加ｎＨＡ可进一步增加复合材料的生物活性。

本研究旨在采用冷冻干燥法，按ＣＳ和ＰＬＧＡ以

不同的质量比制备成牙周ＧＴＲ载药ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ

复合膜，并检测其表征、药物缓释及细胞相容性。

１　材料和方法

１．１　实验设备、材料及试剂　磁力搅拌器（常州华

冠仪器有限公司）；ＦＤ１ＣＥ冷冻干燥机（北京德天

佑科技发展有限公司）；Ｓ４８００型扫描电子显微镜

（日本日立公司）；电子万能材料实验机（ＷＤＷ２Ｃ，

无锡建仪实验器材有限公司）；紫外分光光度计

（Ｕ３９００Ｈ，日本日立公司）。乙醇酸羟基乙酸共聚

物（乙醇酸与羟基乙酸体积比为７５∶２５，长春圣博

玛生物材料有限公司）；医用级ＣＳ（脱乙酰度＞

９０％，南通兴成生物制品厂）；聚乙烯吡咯烷酮

（ＰＶＰＫ３０，相对分子质量１００００，天津光复精细化

工研究所）。ｎＨＡ（２０ｎｍ，兰州旋光化学技术有限

公司）。克林霉素（批号Ｈ２００３１２５３，西安力邦制药

有限公司）。

１．２　优化分组　按照ＰＬＧＡ与ＣＳ质量比１００∶０、

９０∶１０、８０∶２０、７０∶３０分为４组，并按ＣＳ所占的质

量分数分别标记为Ｃ０、Ｃ１０、Ｃ２０、Ｃ３０，每组加入ｎＨＡ

１ｇ。ＰＬＧＡ、ＣＳ总量与致孔剂的质量比约为１∶１。

１．３　ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜的制备　ＰＬＡＧ３７℃

真空干燥２４ｈ，分别配制ＰＬＧＡ的丙酮溶液和ＣＳ

的冰醋酸溶液，分别按照 ＰＬＧＡ／ＣＳ质量比为

９０∶１０、８０∶２０、７０∶３０这３种比例混合，磁力加热

搅拌２ｈ。对照组为未加ＣＳ的原溶液。配制１０％的

ｎＨＡ水溶液１０ｍＬ，超声混合均匀。精密称取１００ｍｇ

克林霉素溶于蒸馏水，并将致孔剂ＰＶＰ分别缓慢逐

滴加入到上述溶液中，继续磁力搅拌２ｈ，超声波振荡

１ｈ，停止反应；缓慢倾倒入培养皿中，形成厚度为

１ｍｍ的凝胶，将制得的凝胶置于２５℃恒温２４ｈ，使

其中丙酮挥发，再于－８０℃预冻１２ｈ，冷冻干燥

２４ｈ，获得 ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ 膜。将膜用 ２％ 的

·５９１·
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ＮａＯＨ溶液浸泡除酸，大量去离子水反复清洗去除

致孔剂后，二次冷冻干燥，得到ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ克

林霉素复合药膜。

１．４　ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜的性能考察

１．４．１　孔隙率　采用无水乙醇液体置换法检测其孔

隙率。将制备的膜干燥后剪裁成１０ｍｍ×１０ｍｍ×

１ｍｍ的小片，浸入装有无水乙醇的量筒中，其中无水

乙醇的体积为犞１。将量筒置于真空干燥器中５ｍｉｎ，

抽真空，将材料孔隙内空气抽空，使乙醇进入材料孔

隙内，至无气泡溢出为止，此时总体积计为犞２。将材

料取出后，剩余乙醇体积计为犞３。材料孔隙率

ε（％）＝（犞１－犞３）／（犞２－犞３）×１００％。设置３组平

行样品，取其平均值作为孔隙率测试结果。

１．４．２　吸水率　将制备的膜干燥后剪裁成

１０ｍｍ×１０ｍｍ×１ｍｍ的小片，称其干质量（犠０）

后置于水中４ｈ，取出用滤纸将膜表面的水分吸去，

称其湿质量（犠ｗｅｔ）。吸水率（％）＝（犠ｗｅｔ－犠０）／

犠０×１００％。

１．４．３　力学性能　将制备的膜干燥后用标准的哑

铃试样裁制成大约３０ｍｍ×１２０ｍｍ×１ｍｍ的薄

片，将样条浸入ｐＨ＝７．４的ＰＢＳ中３ｍｉｎ，取出后

将试样表面水分用滤纸吸干，立即进行湿态力学性

能测试。测试条件：温度２１℃，相对湿度４５％，拉伸

速率５ｍｍ／ｍｉｎ。各组样品测试３次取平均值。

１．４．４　体外降解　将制备的膜干燥后剪裁成

１０ｍｍ×１０ｍｍ×１ｍｍ的小片，真空干燥后称量其

干质量犠０，将其放入装有２０ｍＬ模拟体液（ＳＢＦ）的

离心管中，然后将离心管放置在３７℃１００ｒ／ｍｉｎ

（狉＝５ｃｍ）的摇床上进行降解。每５ｄ取出１次，更

换离心管中的ＳＢＦ；分别在第５、１０、１５、２０、２５、３０天

将膜取出，用滤纸吸干膜表面的水分，再将其放入到

４０℃烘箱中烘１２ｈ，称量干质量犠ｄｒｙ。膜的质量损

失率（％）＝（犠０－犠ｄｒｙ）／犠ｄｒｙ×１００％。

１．５　紫外光谱测定克林霉素线性关系　参考文

献［１３］。

１．６　体外药物释放实验　取含克林霉素的药膜，裁

成１０ｍｍ×１０ｍｍ×１ｍｍ的小片，分别在５ｍＬ盐

酸溶液、３７℃恒温条件下进行１４ｄ体外释放实验，

每隔２４ｈ取出４ｍＬ用１．５项下方法测得其光密度

（犇）值，同时再补充４ｍＬ介质，根据标准曲线求得

其每日的释药量，并对释药时间作图。

１．７　牙周膜成纤维细胞培养和增殖　将购于

ＣｙａｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＩｎｃ．的牙周膜成纤维细胞复苏，

加入５ｍＬＤＭＥＭ培养液（２０％胎牛血清，青霉素

１００Ｕ／ｍＬ，链霉素１００μｇ／ｍＬ）置ＣＯ２培养箱（５％

ＣＯ２，９５％空气，１００％湿度，３７℃恒温）中培养，隔天

换液，传至第３代备用。

将牙周膜成纤维细胞种植在支架上，将涂有不

同比例ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ薄膜的方形玻璃片放入２４

孔培养板中，以涂ＰＬＧＡ薄膜和未涂膜的玻璃片为

对照组，选取３个观察时间点（１、４、７ｄ），每组３个

平行样，紫外光照２ｈ；将培养的第３代牙周膜成纤

维细胞经０．２５％胰蛋白酶消化，计数，按每孔３．５×

１０４的密度接种牙周膜成纤维细胞，３７℃、５％ＣＯ２

培养箱培养７ｄ，隔天换液，倒置显微镜每天观察细

胞生长情况。

１．８　扫描电子显微镜观察细胞的生长形态　支架

置入细胞７ｄ后在２．５％戊二醛中固定２４ｈ，用ＰＢＳ

冲洗３次，在乙醇中梯度脱水（分别为３０％、５０％、

７０％、９０％、１００％），干燥、喷金，扫描电子显微镜

观察。

１．９　ＣＣＫ８测试细胞活性和扩增情况　牙周膜成

纤维细胞分别浸在２０％胎牛血清的完全培养基支

架上培养１、４、７ｄ。将２００μＬ上清液的等分试样用

移液管移到９６孔板，加入１０％ＣＣＫ８溶液，于５％

ＣＯ２３７℃ 孵 育 ４ ｈ，酶 标 仪 （Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００，

ＴＥＣＡＮ，Ｓｗｉｓｓ）测４５０ｎｍ处犇值。

１．１０　统计学处理　所有实验重复３次，结果以

珔狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１６．０软件对数据进行分析，以

狋检验进行组间比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜的性能考察结果

２．１．１　孔隙率　Ｃ０、Ｃ１０、Ｃ２０、Ｃ３０组复合膜的孔隙率

分别为（１０．２６±０．３８）％、（２８．６６±１．３５）％、（３８．２８±

２．１１）％、（４０．０２±１．３３）％。可见与纯ＰＬＧＡ膜相

比，添加ＣＳ后复合膜的孔隙率增加，溶出致孔剂ＰＶＰ

后ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜的孔隙率为２８％～４０％。

２．１．２　吸水率　由图１可见，Ｃ０、Ｃ１０、Ｃ２０、Ｃ３０组复

合膜均在最初的３０ｍｉｎ内吸水率升高很快，但在随

后的３０ｍｉｎ内吸水率增加有所减缓，６０ｍｉｎ后各组

复合膜均基本达到吸水平衡。
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图１　各组犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃复合膜随时间变化的吸水率

犉犻犵１　犠犪狋犲狉犪犫狊狅狉狆狋犻狅狀犮犺犪狀犵犲狊狅犳犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃

犮狅犿狆狅狊犻狋犲犿犲犿犫狉犪狀犲狊

ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ： Ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ／ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｎａｎｏ

ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ．Ｃ０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝１００∶０；Ｃ１０：犿（ＰＬＧＡ）∶

犿（ＣＳ）＝９０∶１０；Ｃ２０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝８０∶２０；Ｃ３０：

犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝７０∶３０．狀＝３，珔狓±狊

２．１．３　力学性能　由表１可见各组ＰＬＧＡ／ＣＳ／

ｎＨＡ复合膜在湿态条件下的拉伸强度为１．４３～

２．３６ＭＰａ，断裂伸长率为１８５．０６％～２２４．３２％，断

裂力为３３．０４～４５．９８Ｎ。

表１　 各组犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃复合膜的湿态力学性能

犜犪犫１　犜犺犲犿犲犮犺犪狀犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊狅犳犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃

犮狅犿狆狅狊犻狋犲犿犲犿犫狉犪狀犲狊狌狀犱犲狉狑犲狋犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

狀＝３，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｅｎｓｉｌｅｓｔｒｅｎｇｔｈ

犘／ＭＰａ

Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ

（％）
Ｂｒｅａｋｉｎｇ

ｐｏｗｅｒ犉／Ｎ

Ｃ０ ２．２３±０．１２ １８５．０６±３．１１ ４０．０６±２．２３

Ｃ１０ ２．３６±０．０４ ２０３．６４±３．８９ ４５．９８±２．４６

Ｃ２０ １．７９±０．０８ ２１４．３６±３．９７ ３７．２８±２．１１

Ｃ３０ １．４３±０．０５ ２２４．３２±４．０２ ３３．０４±１．９２

　 　 ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ：Ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ／ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｎａｎｏ

ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ．Ｃ０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝１００∶０；Ｃ１０：犿（ＰＬＧＡ）∶

犿（ＣＳ）＝９０∶１０；Ｃ２０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝８０∶２０；Ｃ３０：

犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝７０∶３０

２．１．４　体外降解　从图２可以看出，Ｃ３０组复合膜

在２０ｄ左右完全降解，这是因为ＣＳ降解较快，使复

合膜的溶胀度随着ＣＳ含量的增加而增大。Ｃ２０组复

合膜在降解至３０ｄ时失去强度，Ｃ１０降解３０ｄ时降

解率为（１７．６０±０．８６）％，仍具有部分强度。理想的

ＧＴＲ材料膜发挥功能时间最好为６周；体外降解显

示组别Ｃ１０降解与组织生长相适应，能够创造和维持

牙周引导组织生长特定的空间，是一种理想的牙周

ＧＴＲ屏障膜。

图２　各组犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃复合膜在模拟体液中的降解曲线

犉犻犵２　犜犺犲犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃犮狅犿狆狅狊犻狋犲

犿犲犿犫狉犪狀犲狊犻狀狊犻犿狌犾犪狋犲犱犫狅犱狔犳犾狌犻犱狊狅犾狌狋犻狅狀

ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ： Ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ／ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｎａｎｏ

ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ．Ｃ０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝１００∶０；Ｃ１０：犿（ＰＬＧＡ）∶

犿（ＣＳ）＝９０∶１０；Ｃ２０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝８０∶２０；Ｃ３０：

犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝７０∶３０．狀＝３，珔狓±狊

２．２　ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ载药复合膜的体外药物释

放　以药物释药量为纵坐标、药物释放时间为横坐

标分别绘制药膜每日缓释曲线（图３）。图３显示，

不同ＰＬＧＡ／ＣＳ质量比的载药膜均有突释现象，直

到２ｄ后载药膜的药物缓释量才趋于平稳，并可维

持有效释药量１０ｄ以上。由图３可知，Ｃ１０组复合膜

第１天药物释放量为１５０μｇ／ｍＬ，高于 Ｃ０ 组

（７５μｇ／ｍＬ）、Ｃ２０组（９３μｇ／ｍＬ）及Ｃ３０组（１１０μｇ／ｍＬ）。

Ｃ１０组复合膜可维持有效药物浓度时间＞１５ｄ，而其他

组复合膜可维持有效药物浓度的时间均达到１０ｄ。

图３　各组犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃复合膜的每日释药曲线

犉犻犵３　犜犺犲犱犪犻犾狔犱狉狌犵狉犲犾犲犪狊犲犮狌狉狏犲狊狅犳

犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃犮狅犿狆狅狊犻狋犲犿犲犿犫狉犪狀犲狊

ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ： Ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ／ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｎａｎｏ

ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ．Ｃ０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝１００∶０；Ｃ１０：犿（ＰＬＧＡ）∶

犿（ＣＳ）＝９０∶１０；Ｃ２０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝８０∶２０；Ｃ３０：

犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝７０∶３０．狀＝３，珔狓±狊

２．３　细胞形态学观察　如图４示，牙周膜成纤维细
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胞单独培养７ｄ后可见细胞增殖明显，细胞质开始

彼此接触（图４Ａ）。牙周膜成纤维细胞在Ｃ１０组支架

上培养７ｄ后，细胞增殖明显，彼此相连并聚集，支

架上单个细胞难以看见且已经长入孔中，细胞层和

细胞外基质层继续增厚并将支架基本覆盖，而且细

胞基质层表面光滑（图４Ｃ）。Ｃ０、Ｃ２０、Ｃ３０组支架上可

见散在的细胞分布，细胞间相互接触较少，未将支架

表面覆盖（图４Ｂ、４Ｄ、４Ｅ）。

２．４　细胞增殖情况　如图５示，随着培养时间的延

长，牙周膜成纤维细胞在各支架材料上均呈现出良

好的增殖状态，表明４种材料对牙周膜成纤维细胞

均有良好的生物相容性。牙周膜成纤维细胞在Ｃ１０

组复合材料上呈现出最高的增殖能力，与其他３组

间的差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

图４　倒置相差显微镜下犘犔犉狊（犃）和犛犈犕多孔犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃复合膜（犅～犈）

犉犻犵４　犜犺犲犘犔犉狊狌狀犱犲狉犻狀狏犲狉狋犲犱狆犺犪狊犲犮狅狀狋狉犪狊狋犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲（犃）犪狀犱狆狅狉狅狌狊犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃犮狅犿狆狅狊犻狋犲犿犲犿犫狉犪狀犲狌狀犱犲狉犛犈犕（犅犈）

Ａ：ＰＬＦｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００）；Ｂ：ＰＬＦｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎＣ０ｇｒｏｕｐｆｏｒ７ｄａｙｓ；Ｃ：ＰＬＦｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎＣ１０ｇｒｏｕｐｆｏｒ７

ｄａｙｓ；Ｄ：ＰＬＦｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎＣ２０ｇｒｏｕｐｆｏｒ７ｄａｙｓ；Ｅ：ＰＬＦｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎＣ３０ｇｒｏｕｐｆｏｒ７ｄａｙｓ．ＰＬＦｓ：Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ＳＥＭ：

Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ：Ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ／ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｎａｎｏｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ

图５　犆犆犓８法检测多孔犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃

复合膜上犘犔犉狊的增殖情况

犉犻犵５　犜犺犲狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犘犔犉狊犻狀狆狅狉狅狌狊犘犔犌犃／犆犛／狀犎犃

犮狅犿狆狅狊犻狋犲犿犲犿犫狉犪狀犲狊狑犻狋犺犆犆犓８犿犲狋犺狅犱犪狋４５０狀犿

ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ： Ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ／ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｎａｎｏ

ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ．Ｃ０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝１００∶０；Ｃ１０：犿（ＰＬＧＡ）∶

犿（ＣＳ）＝９０∶１０；Ｃ２０：犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝８０∶２０；Ｃ３０：

犿（ＰＬＧＡ）∶犿（ＣＳ）＝７０∶３０．犘＜０．０５ｖｓｏｔｈｅｒｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ．

狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

近年来兴起的牙周ＧＴＲ疗法可在一定程度上

使牙周膜、牙槽骨等牙周组织再生［１４］。１９７６年，

Ｍｅｌｃｈｅｒ提出ＰＤＬＣ能分化出牙骨质细胞、牙槽骨

细胞和牙周膜纤维细胞，若ＰＤＬＣ先接触牙根面

进行增殖分化则产生理想的牙周再生，这一理论即

是ＧＴＲ的基础。ＧＴＲ通过膜屏障阻挡牙龈上皮和

结缔组织与牙根面接触，阻止成纤维细胞与上皮细

胞进入需要引导再生的部位，从而能够使新的组织

再生。

理想的牙周ＧＴＲ屏障膜应该允许组织液通过，

隔离牙龈上皮和结缔组织，为牙周组织再生提供空

间。而本研究使用ＰＶＰ作为致孔剂，ＰＶＰ是一种

水溶性高分子化合物，极易溶于水，它具有优异的溶

解性能和生理相容性。孔隙率太高会影响膜的力学

性能，孔隙率在３０％左右的复合膜结构稳定，为骨

再生提供生长空间［１５］，所以Ｃ１０组复合膜的孔隙率

较为理想。牙周ＧＴＲ屏障膜置入人体后在湿态环

境下发挥作用，从本研究中可看出，ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ

复合膜在湿态环境下具有一定的力学强度，足够支

持牙龈结缔组织，防止牙龈上皮细胞和结缔组织细

胞进入牙周组织再生的区域。说明ＰＬＧＡ／ＣＳ／

ｎＨＡ复合膜能够创造并维持引导牙周组织再生的

独特空间，为分隔开牙龈组织、结缔组织提供了良好

的条件，其中Ｃ１０组复合膜的拉伸强度及断裂力优于

其余３组。此外，ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜具有一定

的拉伸强度和可塑性，能够满足临床医师根据患者

牙周状况的不同而制作成不同形状膜载体的要

求［１６］，有利于牙周疾病的治疗，减轻牙周疾病治疗

过程中的治疗创伤。

牙周组织再生是在湿态环境下进行的，所以为

保持组织再生区域的湿润，屏障膜需要有一定的吸
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第２期．李　欣，等．外科植入引导牙周组织再生载药ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜的制备及表征

水率，ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜的吸水率随着ＣＳ含

量的增加而增大，这是因为ＣＳ具有亲水性的羟基

和氨基。纯ＰＬＧＡ复合膜中结晶较多，分子与分子

间链缠结紧密，水分子很难进入，因而吸水率不高。

Ｓｈｉｎ等
［１７］认为，一般的牙周组织再生时间为

４～６周，屏障膜在体内存在的时间过长则会影响引

导牙周组织再生的效果，过短则不能发挥屏障膜的

作用，无法使牙龈结缔组织隔离。所以，生物可降解

性是牙周ＧＴＲ屏障膜的重要性能，其要求膜材料的

降解速率与新生组织形成速率相匹配，使缺损处的

牙周组织再生的同时阻止牙龈上皮和结缔组织的进

入。本实验结果显示Ｃ１０组复合膜的体外降解速率

与新生组织再生的速率相适应，可以为组织再生提

供空间。并且ＣＳ的降解产物呈弱碱性，与ＰＬＧＡ

降解出的弱酸性产物中和，调节局部ｐＨ，减少了局

部炎症的发生概率。

牙龈卟啉单胞菌（犘狅狉狆犺狔狉狅犿狅狀犪狊犵犻狀犵犻狏犪犾犻狊）

是革兰阴性厌氧菌，是主要的牙周致病菌之一，在引

发牙周组织破坏过程中发挥重要作用［１８］，研究发

现，卟啉单胞菌对克林霉素敏感［１９］。克林霉素能明

显改善牙周炎的临床症状［２０］。ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复

合膜的载药量与以下条件有关：结晶度越高载药量

越高，本实验中 Ｃ１０组复合膜的结晶程度较高；

ＰＬＧＡ含量越高载药量越高
［２１］，本实验４组中Ｃ１０

组复合膜中ＰＬＧＡ的含量最高。Ｃ１０组复合膜的释

药最稳定，由此可见，ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ载药膜在ＣＳ

含量为１０％时降解速率最慢，结晶区的药物释放缓

慢，因此维持药物浓度的时间最长。不同ＰＬＧＡ／

ＣＳ质量比的载药膜均有突释现象，可能是因为载药

复合膜浸泡于介质中，其接近表面的克林霉素快速

释放到介质中造成药物突释。本研究仅可观察到载

药复合膜的释药大体趋势，具体效果还需进行进一

步研究，并且药物突释问题也有待解决。

对于大面积的牙周组织缺损和老年牙周炎患

者，牙周ＧＴＲ技术并不能有效地使其牙周组织再生

和重建，这主要由患者牙周缺损区域组织再生的细

胞活力较低或来源受限［２２２３］所致。Ａｍａｒ等
［２４］认为

将牙周ＧＴＲ技术与牙周膜细胞结合起来是未来的

研究方向，这样可弥补单纯的牙周ＧＴＲ技术的不

足。因此将组织工程与牙周再生结合起来，将种子

细胞与组织工程支架共同培养，并作为隔离膜材料

置入牙周缺损区域，在激发组织自身再生的同时增

加缺损区域的细胞数量和活性，这一方法提高了牙

周ＧＴＲ的治疗效果。基于上述观点，我们对载药复

合膜的细胞相容性进行了研究。本实验采用扫描电

子显微镜和ＣＣＫ８检测法观察了１、４、７ｄ３个时间

点的细胞生长增殖情况。在７ｄ的细胞培养过程中

４组支架上的细胞活力均持续增加，在１、４、７ｄＣ１０

组支架上的细胞密度高于另３组（犘＜０．０５）；这与

Ｃ１０组支架的高孔隙率及孔与孔之间存在大量微孔

的高贯通性有关。细胞需要孔隙来维持它们生长、

增殖和分化，营养物质和废物的迁移以及新生血管的

生长，高孔隙率有助于细胞更有效地黏附在支架上以

及发生细胞反应，从而促进细胞更好地生长增殖。

综上所述，ＰＬＧＡ与ＣＳ质量比为９０／１０时，载

药ＰＬＧＡ／ＣＳ／ｎＨＡ复合膜是较为理想的牙周ＧＴＲ

屏障，其体内实验有待进一步研究，为ＧＴＲ膜的临

床应用提供理论依据。
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