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双层左旋聚乳酸静电纺织纳米纤维支架与人牙周膜细胞的生物相容性 

 
孙文娟，江浩顺，黄南楠，唐  倩，杨雨虹(中山大学附属第三医院口腔科，广东省广州市  510630) 

 

文章亮点： 

1 支架材料在组织工程中的作用非常重要，因此研制适合牙周膜细胞生长的支架材料是牙周组织工程首要任

务之一。理想的牙周组织工程支架材料不仅应有利于牙周膜细胞的生长，同时应具备屏障功能，以阻挡上皮

细胞向牙周缺损区域内生长。 

2 实验静电纺织技术将左旋聚乳酸制备成双层纳米支架，扫描电镜下显示该支架材料纤维直径分布均匀，材

料致密面纤维排列密集，结构致密，可起到屏障作用，阻挡细胞迁移，而疏松面纤维呈三维立体结构，疏松

多孔，纤维间孔隙相互连接，可为细胞生长提供良好的三维环境。 

3 双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架的三维立体结构有利于牙周膜细胞攀附生长，保证了组织再生空间的维

持，同时致密层可起到屏障膜作用，阻挡牙龈上皮细胞进入支架内部，使之更适合应用于牙周组织工程。 

关键词： 

生物材料；材料相容性；牙周组织工程；左旋聚乳酸；支架材料；屏障膜；静电纺织；人牙周膜细胞  
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摘要 

背景：静电纺织制备的纳米纤维支架形态结构与天然细胞外基质相似，为细胞的生长、增殖提供了良好的微

环境，可增强细胞的黏附、迁移、增殖及分化功能。 

目的：观察双层左旋聚乳酸静电纺织纳米纤维支架与人牙周膜细胞的生物相容性。 

方法：采用静电纺织技术制备双层左旋聚乳酸静电纺织纳米纤维支架。MTT 法评估不同浓度(100%、75%、

50%、25%)双层左旋聚乳酸静电纺织纳米纤维支架浸提液对人牙周膜细胞的毒性；将双层左旋聚乳酸静电纺

织纳米纤维支架与人牙周膜细胞共培养，以 MTT 法检测细胞的早期黏附能力，扫描电镜观察细胞在支架上的

生长情况。 

结果与结论：不同浓度双层左旋聚乳酸静电纺织纳米纤维支架浸提液对人牙周膜细胞无毒性。共培养 2，6，

24 h，人牙周膜细胞在双层左旋聚乳酸静电纺织纳米纤维支架上的黏附能力较差。复合培养 7 d，人牙周

膜细胞在支架疏松面黏附良好，并保持原有的形态，伸展良好，伸出突起相互连接；在支架致密面呈复层

生长，胞体呈梭形、多角形，连接成片。表明双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架与人牙周膜细胞具有良好

的生物相容性。 
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Biocompatibility of double-layer poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber scaffold 

with human periodontal ligament cells   

 

Sun Wen-juan, Jiang Hao-shun, Huang Nan-nan, Tang Qian, Yang Yu-hong (Department of 

Stomatology, the Third Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University, Guangzhou 510630, Guangdong 

Province, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: The morphological structure of nanofiber scaffold which fabricated by electrospinning technique 

is similar to the natural extracellular matrix, which provides a good microenvironment for cell growth and 

proliferation, and can also enhance cell adhesion, migration, proliferation and differentiation.   

OBJECTIVE: To observe the biocompatibility of double-layer poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber scaffold 

and human periodontal ligament cells. 

METHODS: Electrospinning technique was used to prepare double layers poly(L-lactic acid) electrospun 

nanofiber scaffold. The toxicity of different concentrations of (100%, 75%, 50%, 25%) double-layer poly(L-lactic 

acid) electrospun nanofiber scaffold extracts to human periodontal ligament cells was evaluated by MTT assay. 

The double-layer poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber scaffold was co-cultured with human periodontal 

ligament cells. The cell adhesive capacity in early stage was determined by MTT assay. The growth of cells on 

the scaffold was observed by scanning electron microscopy. 

RESULTS AND CONCLUSION: Different concentrations of double-layer poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber 

scaffold extracts did not create any toxicity to human periodontal ligament cells. After co-culture for 2, 6, 24 hours,
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human periodontal ligament cells were poorly adherent onto the double-layer poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber 

scaffold. After 7 days of co-culture, human periodontal ligament cells adhered well on the loose surface of scaffold, 

maintained the original shape, stretched well, and interconnected processes were observed; on the dense surface of the 

scaffold, multi-layer cells were observed. The cells showed fusiform or polygonal appearance and were connected 

together. These results demonstrate that the double-layer poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber scaffold has good 

biocompatibility with human periodontal ligament cells. 

 

Subject headings: Periodontal Ligament; Fibroblasts; Tissue Engineering 

 

Sun WJ, Jiang HS, Huang NN, Tang Q, Yang YH. Biocompatibility of double-layer poly(L-lactic acid) electrospun 

nanofiber scaffold with human periodontal ligament cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2015;19(52):8438-8443. 

 

0  引言  Introduction 

牙周病是人类口腔中最常见的疾病之一，随着炎症的

进展，牙槽骨吸收不断加重，使牙齿支持组织丧失，牙齿

逐渐松动，最终导致脱落。理想的牙周病治疗不仅要求有

效清除和控制菌斑及其他局部致病因子，阻断牙周支持组

织的破坏，同时应实现牙周组织的再生[1-2]。由于牙周组织

自我修复能力有限，如何有效增加牙周附着，促进牙周组

织再生，获得牙周组织结构和功能的重建，是牙周病研究

领域的重要课题。组织工程学是近几年来发展迅速的新兴

学科，它的基本方法是利用细胞的再生能力，在体外支架

上培养高浓度、功能相关的活性细胞，并将这种细胞-支架

复合物植入机体病损部位，形成新的组织，达到缺损修复

和功能重建的目的[3-5]。本实验采用静电纺织技术制备了双

层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架，通过研究该支架材料与

人牙周膜细胞的体外生物相容性，为其进一步应用于牙周

组织工程研究提供依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  体外细胞-支架共同培养实验。 

1.2  时间及地点  于2014年4至12月在中山大学附属第

三医院中心实验室完成。 

1.3  材料  收集12-18岁健康青少年因正畸治疗而拔除的

健康前磨牙，患者本人及其监护人对实验知情同意。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4  实验方法 

双层左旋聚乳酸静电纺织纳米纤维支架的制备：配制

左旋聚乳酸溶液作为纺丝液，将纺丝液注入纺丝装置中的

注射器内，流速设置为0.5 mL/h，与电源阳极输出端的针

头连接，阴极输出端与金属接受屏连接，距离8 cm，调节

电压为18 kV，用接受屏收集所纺织的左旋聚乳酸纳米支

架，60
Co 25 kGy辐照消毒后备用。将支架材料裁剪为合适

大小，表面喷金，扫描电镜观察表面形态。 

人牙周膜细胞的培养与鉴定：采用组织块培养法进行

人牙周膜细胞原代培养。无菌条件下用PBS根冠向反复

冲洗牙齿，用手术刀刮取根中1/3牙周膜组织，裁剪为约

1 mm×1 mm×1 mm大小，平铺于25 cm
2塑料培养瓶底，

间隔约5 mm，约30块。翻转倒置培养瓶，加入培养液约

4 mL，于37 ℃、体积分数5%CO2、100%湿度培养箱孵

育4 h。待组织块贴壁后，翻转正置培养瓶常规培养。当

细胞长满瓶底约80%，消化传代。取第2代细胞制备细胞

爬片，免疫组织化学法进行波形丝蛋白和细胞角蛋白染

色，鉴定细胞来源。取4-8代细胞用于实验[6-7]。 

细胞毒性实验：按照中华人民共和国国家标准

GB/T16886.12-2005/ISO 10993-12：2002制备浸提液。

将消毒后的材料裁剪为5 mm×5 mm×3 mm大小，浸入含

体积分数为10%胎牛血清的DMEM培养液中，使材料表面

积/培养液体积为6 cm
2
/1 mL，于培养箱内孵育72 h，即为

浓度100%的浸提液，以培养基稀释，配制浓度分别为75%、

50%、25%的浸提液。 

选择状态良好的人牙周膜细胞，制备细胞悬液，调整

细胞浓度为3×10
7
 L

-1，接种于96孔板中，每孔200 μL，培

养24 h，待细胞贴壁后弃去原培养液，分别加入不同浓度

的支架浸提液，阴性对照组加入含体积分数为10%胎牛血

清的DMEM培养液，每组重复4孔，常规培养，隔天换浸提

液及培养液。于第1，3，5，7天进行MTT检测，每孔加入

MTT(5 g/L)20 μL，继续培养4 h后，弃去原培养液，每孔

加入DMSO 150 μL，振荡10 min后用酶联免疫检测仪在

490 nm波长下比色，测定吸光度值(A)，调零后取均值，

按公式实验组A值/阴性对照组A值×100%计算出相对增殖

率，并按5级毒性分级法评分：0级，相对增殖率≥100%；

1级，相对增殖率≥80%；2级相对增殖率≥50%；3级，

相对增殖率≥30%；4级，相对增殖率≥0
[8]。 

细胞黏附情况：将支架材料用打孔器裁剪为直径为 

6.4 mm的圆片，经DMEM预湿过夜后，用无菌滤纸吸干水

分，置于96孔板板底，作为实验组。选择状态良好的人牙

纳米纤维支架生物相容性实验的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

左旋聚乳酸 惠州华阳 

胎牛血清、DMEM高糖培养基 HYCLONE 

胰蛋白酶、MTT Sigma 

DMSO MP 

扫描电镜 Quanta 400 

酶联免疫检测仪 BIO RAD 

倒置显微镜 Nikon 

细胞培养箱 Thermo 
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周膜细胞，制备细胞悬液，调整细胞浓度为6×10
7
 L

-1，实

验组每块材料接种200 μL细胞悬液，对照组细胞直接接种

于96孔板，置于培养箱内。 

接种后2，6，24 h 取4孔进行MTT检测。PBS漂洗3

次洗去未黏附细胞，加入DMEM 200 μL、MTT(5 g/L)    

20 μL，继续培养4 h后，弃去原培养基，每孔加入DMSO  

150 μL，振荡10 min，弃去支架材料，用酶联免疫检测仪

在490 nm波长下比色，测定A值。 

细胞与支架材料复合培养情况：将支架材料裁剪为直

径为1 cm的圆片，经DMEM预湿过夜后，用无菌滤纸吸干

水分，置于24孔板板底。选择状态良好的人牙周膜细胞，

制备细胞悬液，调整细胞浓度为2×10
8
 L

-1，每块材料接种

500 μL细胞悬液，置于培养箱内常规培养。取第7天的细胞

支架复合物经2.5%戊二醛固定，乙醇逐级脱水，乙酸异内

酯置换，临界点干燥，表面喷金后扫描电镜观察。 

1.5  主要观察指标  人牙周膜细胞的培养情况；双层左旋

聚乳酸静电纺织纳米支架的形态；人牙周膜细胞在支架材

料上的黏附、生长情况。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 19.0软件进行数据的统计

学处理，数据用x
_

±s表示，采用One-Way ANOVA分析，    

P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  支架材料扫描电镜观察  实验所制备的双层左旋聚

乳酸静电纺织纳米支架纤维均匀，相互连接呈网状，同

时具备双层结构，致密层孔隙较小，结构紧密，可有效

阻挡细胞向支架内部迁移；疏松层孔隙较大，纤维间孔

隙相互连接，可为细胞增殖迁移提供的良好环境，见图1。 

2.2  人牙周膜细胞培养及免疫组化鉴定结果  培养的原

代人牙周膜细胞呈长梭形，伸展良好，细胞核边界清晰，

呈卵圆形，位于细胞中央，细胞排列均匀，符合成纤维

细胞形态特点；细胞角蛋白免疫组化染色阴性，波形丝

蛋白免疫组化染色阳性，提示细胞来源于外胚间充质，

见图2。 

2.3  细胞毒性实验结果  实验组和阴性对照组的A值均

随培养时间延长而增大，第1，3，5，7天各实验组与阴

性对照组、各实验组之间的A值比较差异无显著性意义 

(P > 0.05），见图3。 

4组不同浓度浸提液的毒性评级均为0至1级，提示该

支架材料对人牙周膜细胞无毒性，见表1。 

2.4  细胞在支架材料上的黏附情况  实验组和对照组A值

均随孵育时间延长而增大，实验组2，6，24 h的A值均低

于对照组(P < 0.05），见图4。提示人牙周膜细胞在支架材

料上的早期黏附能力较差。 

2.5  细胞与支架材料复合培养情况  扫描电镜下观察可

见，细胞包裹于材料纤维上，提示支架材料具有良好的生

物相容性，支架材料疏松面可见大量细胞沿支架纤维黏附 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

生长，长入支架内部，胞体呈多角形，伸出突起相互连接；

支架材料致密面可见细胞在纤维表面呈复层生长，胞体呈

梭形、多角形，连接成片，见图5。 

 

3  讨论  Discussion 

组织工程的核心是建立细胞与生物材料的三维空间复

合体，将该复合体植入体内后，支架材料可在新生组织完全

形成之前提供三维的结构空间，使细胞处于良好的微环境，

发挥其生物活性，进而分化形成具有特定功能的新生组织，

并且参与组织工程组织与受体组织的整合过程，最终对病损

区域的组织进行形态、结构及功能的重建。支架材料在组织

工程中的作用非常重要，因此，研制适合牙周膜细胞生长的

支架材料是牙周组织工程首要任务之一。理想的支架材料应

具备良好的组织相容性、三维立体结构、良好的表面活性、

可塑性、可吸收性、一定的机械强度等。组织工程支架的多

孔结构、孔径大小及相互连通对其生物相容性有着重要的作

用。高孔隙率支架材料有利于细胞的黏附、增殖，连通的孔

隙可为细胞提供有利的微环境，利于细胞生长所需要的氧

气、营养物质的输送及代谢废物的排出[9-12]。 

左旋聚乳酸是一种无毒、可完全生物降解的高分子聚

合物，有良好的生物相容性，在人体内最终降解产物是二

氧化碳和水，可在正常代谢后排出，具有可靠的生物安全

性，被美国FDA作为第1批可降解吸收材料批准应用于临

床[13-14]。 

静电纺织技术最早发明于19世纪30年代，是利用聚合

物溶液在电场下喷射获得聚合物纤维的纺织加工方法。静

电纺织制备的纳米纤维支架形态结构与天然细胞外基质相

似，有利于细胞的黏附、营养物质的渗入及代谢废物的排

出，为细胞的生长、增殖提供了良好微环境，从而可以增

强细胞的黏附、迁移、增殖及分化功能。纳米纤维具有较

高的比表面积，能够促进蛋白质的吸附，改善细胞的黏附

和增殖。静电纺织加工而成的支架材料可分为天然聚合物

材料、合成聚合物材料及复合材料。天然材料包括胶原蛋

白、蚕丝、纤维蛋白等，合成高分子材料包括聚乳酸、聚

乙醇酸、聚己内酯等。近年来，采用静电纺织制备的聚合

物纳米纤维已被广泛应用于皮肤、血管、软骨、骨、神经

等组织工程研究领域，显示出巨大的应用潜力[15-17]。 

表 1  不同浓度双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架浸提液的毒性评级 

Table 1  Cytotoxicity rating of different concentrations of double-layer 

poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber scaffold extracts 

时间 100% 75% 50% 25% 

1 d 1 级 1 级 1 级 1 级 

3 d 1 级 1 级 0 级 1 级 

5 d 0 级 1 级 1 级 1 级 

7 d 1 级 1 级 1 级 1 级 

 
表注：4 组不同浓度支架浸提液在 1，3，5，7 d 的毒性评级均为 0 至 1 级，提

示该支架材料无细胞毒性。 
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图 1  扫描电镜观察双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架的

形态 

Figure 1  Morphology of double-layer poly(L-lactic acid) 

electrospun nanofiber scaffold observed by scanning 

electron microscope 

图注：图中 A 显示双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架纤维

均匀(×1 000)；B 显示双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架侧

面形态(×100)。白色箭头指示疏松层，黑色箭头指示致密层。 
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图 2  人牙周膜细胞的培养与鉴定(×100) 

Figure 2  Culture and identification of human periodontal ligament cells (×100) 

图注：图中 A 显示原代人牙周膜细胞呈长梭形，伸展良好，细胞核边界清晰，卵圆形，位于细胞中央，细胞排列均匀(倒置相差显微镜观察)；B

显示细胞波形丝蛋白免疫组织化学染色阳性(正置荧光显微镜)；C 显示细胞角蛋白免疫组织化学染色阴性(正置荧光显微镜)。 
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培养时间 

图 3  人牙周膜细胞在不同浓度双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架浸

提液中的增殖情况 

Figure 3  The proliferation of human periodontal ligament cells in 

different concentrations of double-layer poly(L-lactic acid) 

electrospun nanofiber scaffold extracts 

图注：阴性对照组以含体积分数 10%胎牛血清的 DMEM 培养液培养人

牙周膜细胞；各组间细胞增殖情况比较差异均无显著性意义(P > 0.05)。 

图 5  人牙周膜细胞与双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架三维培养后第 7 天(扫描电镜) 

Figure 5  Human periodontal ligament cells three-dimensionally co-cultured with double-layer poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber 

scaffold at 7 days (scanning electron microscopy) 

图注：图中 A 显示细胞包裹于材料上，细胞突起沿材料纤维伸展(×4 000)；B 显示支架疏松面，细胞沿纤维黏附生长并长入支架内部，细胞伸

出突起相互连接(×400)；C 显示支架致密面，细胞在纤维表面呈复层生长，胞体呈梭形、多角形，连接成片(×400)。 
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图 4  人牙周膜细胞在双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架上的早期黏

附情况 

Figure 4  The attachment of human periodontal ligament cells on 

the double-layer poly(L-lactic acid) electrospun nanofiber scaffold in 

early stage 

图注：a
P < 0.05。提示人牙周膜细胞在支架材料上的早期黏附能力较差。 

细胞与支架复合培养组(实验组) 

细胞单独培养组(对照组) 
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张静等[18]将牙周膜细胞接种于静电纺丝制成的聚乳酸膜，

发现在接种后1 d，细胞数目并无明显差异，而3 d后，纤

维膜上的细胞逐渐多于培养板上的细胞，7 d后，纤维膜上

的细胞明显多于培养板上的细胞。研究结果提示，静电纺

织的纤维膜类似于天然细胞外基质，可为细胞提供更合适

的生存空间，随着培养时间的延长，可有效促进细胞增殖。

本实验通过浸提液法研究所制备支架材料的细胞毒性，结

果提示实验组和对照组细胞生长状态、增殖速度无统计学

差异，4组不同浓度浸提液的毒性评级均为0至1级，证实

所制备的支架材料无细胞毒性。通过MTT法研究细胞接种

后2，6，24 h在支架材料上的黏附情况，发现细胞在支架

材料上的黏附明显少于成品细胞培养板，差异有显著性意

义，提示该材料亲水性不够理想，细胞早期黏附性能不及

成品细胞培养板[19]。在进一步研究中可对该支架材料进行

改性，以提高细胞亲和性。 

牙周组织的再生与其他组织不同，具有一定特殊性。

理想的牙周组织再生应形成新附着，而新附着的形成有赖

于牙周膜前体细胞优先附着于根面，从而分化出成牙骨质

细胞、成骨细胞和成纤维细胞。但在一般情况下，牙龈上

皮细胞长速度最快，阻止了牙周膜前体细胞与根面贴附，

从而难以形成新附着[20-21]。20世纪80年代初，Gottlow等[22]

提出了引导组织再生，开创了牙周手术的新时代。牙周组

织引导再生是借助膜性生物材料作为物理屏障，在牙槽骨

丧失部位形成有利于牙周膜细胞生长的稳定空间，引导牙

周膜细胞优先向根面迁移、生长、冠向增殖，同时阻止上

皮细胞、结缔组织细胞向骨缺损区域内增殖，促进缺损区

域新生牙周组织的生长、重建，最终获得牙周组织的修复。

动物实验、临床研究证实，引导组织再生技术是目前实现

牙周新附着最有效的手段[23-25]。对于一些牙周缺损较严重

的病例，由于炎症的破坏，牙周膜细胞来源非常有限且活

性不足，生长缓慢，导致牙周组织再生量有限，疗效并不

满意。为获得有效的牙周组织再生和功能重建，缺损区域

需要一定数量且具有活性的牙周膜来源细胞。将组织工程

技术与引导组织再生技术相结合，可克服活性细胞缺乏的

问题[26-27]。因此，牙周组织工程所需要的支架材料不仅应

有利于牙周膜细胞的生长，同时应具备屏障功能，以阻挡上

皮细胞向牙周缺损区域内生长。本实验通过静电纺织技术将

左旋聚乳酸制备成双层纳米支架，扫描电镜下显示该支架材

料纤维直径分布均匀，材料致密面纤维排列密集，结构致密，

可起到屏障作用，阻挡细胞迁移，而疏松面纤维呈三维立体

结构，疏松多孔，纤维间孔隙相互连接，可为细胞生长提供

良好的三维环境。通过将细胞种植于支架材料表面，使细胞

在支架材料上自由攀附迁移，构建细胞支架复合体，经过7 d

三维复合培养后，扫描电镜观察可见人牙周膜细胞在材料疏

松面黏附良好，并保持原有的形态，呈长梭形，多角形，伸

展良好，并可见细胞伸出突起相互连接，提示该支架材料具

有良好的相容性，人牙周膜细胞在支架上能够维持其形态学

特征，该支架的三维立体结构既有利于营养物质均匀扩散到

细胞之间，又利于细胞与细胞之间的联系，促进细胞在支架

材料上的攀附迁移，促进新组织的形成；而致密面可观察到

大量细胞在支架表面呈复层生长，表明材料致密层可起到屏

障作用，阻挡细胞进入支架内部，可发挥有效的屏障膜功能。 

本实验的双层左旋聚乳酸静电纺织纳米支架结合了牙

周组织工程支架及屏障膜的功能，研究证实该支架材料具有

良好的生物相容性，其三维立体结构有利于牙周膜细胞攀附

生长，保证了组织再生空间的维持，同时致密层可起到屏障

膜作用，阻挡牙龈上皮细胞进入支架内部，使之更适合应用

于牙周组织工程，然而其体内再生效果仍需要进一步研究。 
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