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文题释义： 

羟基磷灰石：又称羟磷灰石，碱式磷酸钙，是钙磷灰石的自然矿物化，是脊椎动物骨骼和牙齿的主要

无机组成成分，人的牙釉质中羟基磷灰石的含量约 96%，骨中约占 69%。羟基磷灰石具有优良的生物

相容性和生物活性，可作为一种骨骼或牙齿的诱导因子，在口腔保健领域中对牙齿具有较好的再矿化、

脱敏美白作用。但羟基磷灰石材料质地较脆，机械性能较差，在塑型方面存在一定的限制且降解速度

较慢。 

聚乳酸：聚乳酸由乳酸单体聚合而成，有 3 种结构形式，左旋聚乳酸、右旋聚乳酸及两种结构的混合

物。左旋聚乳酸是一种半结晶体，有一定的硬度，降解速度要快于右旋聚乳酸。但聚乳酸材料本身具

有一定的缺陷，其机械强度较低且降解产物呈酸性，易引起体内炎症反应。 

 

摘要 

背景：将羟基磷灰石与左旋聚乳酸复合，可以很好地改善羟基磷灰石质地脆、机械性能差等不足。 

目的：进一步观察左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料与牙周膜细胞的相容性。 

方法：将细胞浓度为 5×10
9
 L

-1
的第 4 代人牙周膜细胞与左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料复合培养，设

为实验组，设置单纯牙周膜细胞培养作为对照组。培养 7 d 内检测两组细胞增殖情况；培养 24，48，

72 h，检测细胞碱性磷酸活性；培养 72 h，检测细胞Ⅰ型胶原表达强度。 

结果与结论：①细胞增殖检测结果：两组培养 1-7 d 的吸光度值比较差异无显著性意义。②细胞碱性磷

酸活性检测结果：两组组内培养 48，72 h 的碱性磷酸酶活性均高于培养 24 h(P < 0.05)，但两组间不

同时间点碱性磷酸酶活性比较差异均无显著性意义。③细胞Ⅰ型胶原表达检测结果：两组Ⅰ型胶原表

达强度比较差异无显著性意义。④结果表明，左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料具有良好的细胞相容性。 

关键词： 

生物材料；材料相容性；左旋聚乳酸；羟基磷灰石；支架材料；牙周组织；种子细胞；人牙周膜细胞；

生物相容性  

主题词： 

硬羟基磷灰石；牙周组织；组织工程 

左旋聚乳酸羟基磷灰石复合材料的细胞相容性 

实验组将牙周膜细胞与左旋聚乳

酸羟基磷灰石生物材料共培养 

分离培养人牙周膜细胞 

观察左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料与牙周膜细胞的相容性 

人牙周膜细胞的鉴定 

对照组单纯培养牙周膜

细胞 

①培养 7 d 内，检测细胞增殖情况 

②培养 24，48，72 h，检测细胞碱性磷酸活性 

③培养 72 h，检测细胞Ⅰ型胶原表达强度 
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Abstract 

BACKGROUND: Hydroxyapatite/poly-L-lactic acid composite can well improve the brittleness and 

mechanical properties of the hydroxyapatite. 

OBJECTIVE: To study the biocompatibility of hydroxyapatite/poly-L-lactic acid composite biomaterials 

with periodontal ligament cells. 

METHODS: Passage 4 human periodontal ligament cells at a density of 5×109/L were cultured with 

hydroxyapatite/poly-L-lactic acid composite as experimental group, and human periodontal ligament cells 

cultured alone as control group. Cell proliferation was detected within 7 days of culture; alkaline 

phosphatase activity was detected at 24, 48 and 72 hours of culture; and type I collagen expression was 

detected at 72 hours of culture.  

RESULTS AND CONCLUSION: There was no significant difference in the absorbance value of cells 

between the two groups at 1-7 days of culture. The alkaline phosphatase activity of cells at 48 and 72 

hours was significantly higher than that at 24 hours (P < 0.05) in the two groups, but there was no 

difference between the two groups. The expression of type I collagen had no difference between the two 

groups. These findings indicate that the hydroxyapatite/poly-L-lactic acid composite biomaterial has good 

cell compatibility. 

Subject headings: Durapatite; Periodontium; Tissue Engineering 
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0  引言  Introduction 

牙周病常伴随牙周组织受损情况
[1]
，传统治疗方式

大多无法获得理想的效果，而通过组织工程学方式则可

以很好地进行牙周组织再生。在牙周组织工程学构建过

程中，需要用到种子细胞和支架材料
[2]
。牙周膜细胞是

牙周膜的主要功能细胞，其中包含未分化的间充质干细

胞，可以向牙骨质、牙槽骨等分化。所以牙周膜细胞与

牙周组织健康有直接的关系，尤其在牙周膜和牙槽骨的

改建过程中起重要作用。人牙周膜细胞生物学性能稳定

且具有一定的分化潜能，可作为一种理想的种子细胞。

天然聚合物材料如胶原、透明质酸是组织工程较好的候

选材料，能引起细胞的黏附和趋化反应，具有良好的生

物相容性，己被广泛应用于修复神经、皮肤、软骨和骨

缺损等。聚乳酸是目前应用较广泛的组织工程骨支架材

料，组织相容性好，对机体无毒副作用，在体内的降解

产物是乳酸，通过三羧酸循环从体内代谢排出
[3]
。聚乳

酸由乳酸单体聚合而成，有3种结构形式，左旋聚乳酸、

右旋聚乳酸及两种结构的混合物。左旋聚乳酸是一种半

结晶体，有一定的硬度，降解速度要快于右旋聚乳酸。

但聚乳酸材料本身具有一定的缺陷，其机械强度较低且

降解产物呈酸性，易引起体内炎症反应。 

羟基磷灰石是脊椎动物骨骼和牙齿的主要无机成

分，具有优良的生物相容性，在生物医学领域具有广泛

的用途，脊椎动物的牙釉质是由高度有序羟基磷灰石晶

体组成的。羟基磷灰石具有良好的生物活性和生物相容

性，已被用于填充骨缺损，或者被覆于金属表面，以提

高移植物与宿主之间的骨整合
[4]
。但羟基磷灰石存在机

械性能不理想、韧性差的问题。将羟基磷灰石与左旋聚

乳酸进行复合，可有效改善聚乳酸的性能，获得理想的

支架材料。研究报道，电纺左旋聚乳酸和左旋聚乳酸羟

基磷灰石纳米纤维材料生物相容性良好，但左旋聚乳酸

羟基磷灰石较单纯左旋聚乳酸能够更好地促进细胞增

殖
[5]
。本次实验对人牙周膜细胞机械能体外分离与培养，

并与左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料进行复合培养，观

察细胞增殖情况及碱性磷酸酶活性变化等，以探讨左旋

聚乳酸羟基磷灰石生物材料的生物相容性及其应用于

牙周组织再生的可能性。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  体外观察性实验。 

1.2  时间及地点  实验于2015年8至10月在许昌市中

心医院实验室完成。 

1.3  材料  从许昌市中心医院牙科获得因正畸拔除的

废弃健康双尖牙，供者年龄10-15岁。左旋聚乳酸羟基
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磷灰石生物材料由四川大学生物材料工程研究中心提

供。 

1.4  实验方法 

  人牙周膜细胞的分离与培养：将双尖牙放入含青霉

素、链霉素的α-MEM培养液(北京欣兴唐生物科技有限

公司)中，在超净工作台上刮取牙根中1/3牙周膜，并添

加含胎牛血清 (广州市安杰生物技术有限公司 )的

α-MEM培养液，置于二氧化碳培养箱中进行原代培养。

观察细胞情况，待从组织块中游离出较多的细胞之后，

添加胰蛋白酶(上海玉博生物科技有限公司)进行消化并

进行传代培养，观察细胞生长情况，取4-6代细胞进行

后续实验。 

  人牙周膜细胞的鉴定：将第4代人牙周膜细胞接种

在盖玻片上，置于培养板中，添加含胎牛血清的α-MEM

培养液，置于二氧化碳培养箱中进行培养。48 h之后取

出盖玻片，利用预冷PBS进行洗涤，吹干之后利用丙酮

溶液进行固定、吹干。利用抗角蛋白和抗人波形蛋白试

剂盒(上海抚生生物科技发展有限公司)进行细胞鉴定，

严格按照试剂盒说明书操作。利用碱性磷酸酶染色试剂

盒(上海源培生物科技股份有限公司)进行细胞固定和碱

性磷酸酶染色，苏木精复染后树胶封固，于光镜(南京凯

基生物科技发展有限公司 )下观察胞质着色情况。 

左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料与牙周膜细胞共

培养：将左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料修剪成与24孔

培养板单孔直径相同的大小，消毒后添加α-MEM培养

液。胰酶消化第4代人牙周膜细胞后，制备单细胞悬液，

细胞浓度为5×10
9
 L

-1
，均匀接种于左旋聚乳酸羟基磷灰

石生物材料上，100 μL/块，设为实验组，以单纯添加相

同人牙周膜细胞的为对照组。 

1.5  主要观察指标 

细胞增殖检测：连续共培养7 d，每天进行MTT法

检测，利用酶标仪(北京构斯特科技发展有限公司)检测

两组在490 nm波长的平均吸光度(A)。 

碱性磷酸酶活性检测：共培养24，48，72 h后，去

掉细胞上清，利用碱性磷酸酶试剂盒进行碱性磷酸酶活 

 

 

 

 

 

 

 

性检测，以酶联免疫检测仪检测两组在490 nm波长下的

吸光度值(A)。 

Ⅰ型胶原表达检测：共培养后72 h，收集两组细胞，

磷酸盐缓冲液洗涤，多聚甲醛固定，添加胎牛血清蛋白

封闭液，滴加Ⅰ型胶原抗体，置于冰箱内过夜，室温下

复温后，滴加二抗生物素化兔抗大鼠IgG，反应后添加

SABC复合物，作用后添加DAB显色，逐级脱水，二甲

苯透明，封固后置于光镜下进行观察，胶原表达强度值

为阳性表达颗粒占整个胞浆的比例。 

1.6  统计学分析  对研究过程中获得的数据进行收集

和统计学处理，利用SPSS 19.0软件完成数据处理。计

量资料均予以x
_

±s表示，并予以t 检验。计算P 值，P < 

0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  人牙周膜细胞培养结果  原代培养3 d，可观察到

细胞从组织块中游出，见图1A；培养7 d，人牙周膜细

胞呈长梭形，细胞核呈现出圆形或卵圆形，胞质丰满、

核仁明显，见图1B；经传代培养，P2细胞呈条梭形，

见图1C。 

2.2  人牙周膜细胞鉴定结果  经免疫组织化学染色和

观察，发现细胞波形蛋白呈阳性表达，抗角蛋白染色阴

性，碱性磷酸酶染色阳性，提示实验所得细胞为人牙周

膜细胞，见图2。 

2.3  人牙周膜细胞在左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料

上的增殖情况  培养1-7 d，两组吸光度值比较差异无

显著性意义(P > 0.05)，见表1。两组人牙周膜细胞生长

曲线基本一致，见图3。 

2.4  复合培养对人牙周膜细胞碱性磷酸酶活性的影响   

培养24，48，72 h，两组细胞碱性磷酸酶活性比较差异

无显著性意义(P均 > 0.05)，见表2。 

2.5  复合培养对人牙周膜细胞Ⅰ型胶原表达的影响   

对照组和实验组的Ⅰ型胶原表达强度分别为(40.12± 

1.12) %和(40.11±1.05) %，组间比较差异无显著性意义

(P > 0.05)，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

表 1  人牙周膜细胞在左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料上的增殖                                               (x
_

±s，A) 

Table 1  Proliferation of human periodontal ligament cells cultured on the poly-L-lactic acid/hydroxyapatite biomaterial at 

different time 

组别 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 

对照组 0.161±0.011 0.285±0.015 0.512±0.025 0.514±0.047 0.516±0.058 0.685±0.062 1.014±0.085 

观察组 0.160±0.010 0.284±0.013 0.488±0.023 0.510±0.043 0.510±0.057 0.681±0.59 1.012±0.082 

P > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05 
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3  讨论  Discussion 

临床多种牙科疾病会出现牙周组织损伤情况，导致

牙齿松动和脱落等
[6]
。临床治疗过程中，需要采取有效

措施实现牙周组织的再生。随着临床医学的不断发展，

组织工程学原理和技术开始被应用于牙周组织再生之

中
[7-10]

。在牙周组织工程学中，需要使用一定的种子细

胞和支架材料
[11]

。 

牙周组织中的牙周膜细胞是十分重要的细胞之一，

具有一定的分化潜能且生物学性能稳定，在牙周组织再

生过程中发挥重要的作用，是一种理想的种子细胞
[12-15]

。

波形蛋白是一种常用的牙周膜细胞标志物
[16]

，在本次实

验过程中，对于分离培养的细胞进行免疫组织化学染色和

观察，发现波形蛋白呈阳性表达，即表明实验所得细胞为

人牙周膜细胞，可用于之后的实验分析。 

在组织工程支架方面，羟基磷灰石是一种常用的支

架材料，具有良好的生物活性，被广泛应用于不同类型

骨缺损的修复治疗之中
[17-20]

。但羟基磷灰石材料质地较

脆，机械性能较差，在塑型方面存在一定的限制且降解

速度较慢。 

聚乳酸也是一种应用十分广泛的支架材料，具有良好

的组织相容性好，在进入体内之后，可以随着时间的推移

逐渐发生降解，分解为乳酸，经人体代谢排出体外
[21-22]

。

聚乳酸由乳酸单体聚合而成，其中左旋聚乳酸是一种

重要的类型，属于半结晶体，具备一定的机械强度
[23]

。

因此，将羟基磷灰石与左旋聚乳酸进行复合，可以很

好地改善羟基磷灰石的性能，获得更加理想的支架材

料
[24-27]

。 

此次实验过程中，即选择羟基磷灰石与左旋聚乳酸

复合材料为支架材料，人牙周膜细胞为种子细胞，进行

牙周组织工程构建。实验过程中，成功在体外环境下分

离并培养人牙周膜细胞。为了对羟基磷灰石与左旋聚乳

酸复合材料的生物相容性及其在牙周组织工程方面的

应用可能性进行分析，在实验过程中，对人牙周膜细胞

与左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料进行复合培养，设为

实验组，并以无生物材料孔，仅含有相同人牙周膜细胞

作为对照组，利用 MTT 法对复合生物材料的细胞毒性

进行了检测。通过检测发现，1-7 d 两组的吸光度值经

比较差异均无显著性意义，两组人牙周膜细胞生长曲线

基本一致。 

上述结果表明，左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料与

牙周膜细胞进行复合培养之后不会对细胞活性产生影

响，左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料具有良好的生物相

容性。实验过程中选择将人牙周膜细胞和相应的生物支

架材料进行直接接触复合培养，以更好地对材料的骨诱

导分化能力进行评估
[28-32]

。 

在人体牙齿等硬组织的形成和再生过程中，碱性磷

酸酶是一种重要酶，是前体细胞向骨化亚群细胞及骨组

织进行转化的前提
[33]

。牙周膜细胞可分泌碱性磷酸酶，

其碱性磷酸酶活性水平与牙骨质细胞分化之间存在十分

密切的联系
[34-37]

。 

通过对细胞碱性磷酸酶活性水平的检测，也可以较

好地了解到所使用生物支架材料的骨诱导能力
[38]

。本次

实验过程中，人牙周膜细胞与左旋聚乳酸羟基磷灰石生

物材料进行复合培养，对细胞碱性磷酸酶活性水平无影

响。Ⅰ型胶原的主要功能是作为生物矿化过程中的支

架，同时赋予组织张力，为牙周组织的主要支持结构。

对照组和实验组的Ⅰ型胶原表达强度分别为(40.12± 

1.12) %和(40.11±1.05) %，无统计学差异。上述结果表

明，左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料具有骨诱导活性，

可以促进牙周膜细胞的分化。 
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表 2  两组不同培养时间碱性磷酸酶活性水平      (x
_

±s，A) 

Table 2  Alkaline phosphatase activity in the two groups at 

different time 

组别 培养 24 h 培养 48 h 培养 72 h 

对照组 0.285±0.015 0.451±0.028 0.841±0.034 

实验组 0.384±0.016 0.455±0.027 0.839±0.041 

P > 0.05 > 0.05 > 0.05 
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图 1  人牙周膜细胞培养结果(×200) 

Figure 1  Human periodontal ligament cell 

culture (×200) 

图注：图中 A 为原代培养 3 d，细胞从组织块中

游出；B 为原代培养 7 d，细胞呈长梭形；C 为传

代培养，P2 细胞呈条梭形。 
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图 2  人牙周膜细胞的鉴定(免疫组织化学染色，

×200) 

Figure 2  Identification of human periodontal 

ligament cells (immunohistochemical staining, 

×200) 

图注：图中 A 显示波形蛋白呈阳性表达；B 显示

抗角蛋白染色阴性；C 显示碱性磷酸酶染色阳性。 
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图 3  人牙周膜细胞在左旋聚乳酸羟基磷灰石生物材料上的生长

曲线 

Figure 3  Growth curve of human periodontal ligament cells on 

the poly-L-lactic acid/hydroxyapatite biomaterial 

图注：两组人牙周膜细胞生长曲线基本一致。 

 

 

图 4  实验组与对照组牙周膜细胞Ⅰ型胶原表达(免疫细胞化学

染色，×200) 

Figure 4  Expression of type I collagen in the two groups 

(immunocytochemical staining, ×200) 

图注：图中 A 为对照组，B 为实验组，两组Ⅰ型胶原表达无差异。 
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