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文题释义：

梯度玻璃分级超透氧化锆：使用内部研发的玻璃材料，运用玻璃渗透技术对5Y-PSZ超透氧化锆进行性能改进，在保持5Y-PSZ良好半透明性

的优势同时提高超透明氧化锆5Y-PSZ抗弯强度后的材料。

生物相容性：指生物材料在宿主特定的环境和部位与宿主直接或间接接触时所产生的相互反应的能力。生物相容性包括血液相容性和组织

相容性。

摘要

背景：前期研究通过2次烧结法将玻璃材料渗透入5Y-PSZ超透氧化锆中，制备了能保持高透明性且抗弯强度较高的5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级

超透氧化锆材料。

目的：评估5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级超透氧化锆材料的体外生物相容性。

方法：①通过2次烧结将玻璃材料渗透入5Y-PSZ超透氧化锆中，制备5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级氧化锆。将5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级超透氧化锆

(或5Y-PSZ超透氧化锆、3Y-TZP透明氧化锆)置入含体积分数10%胎牛血清DMEM培养基中12，24，72 h，培养基与试样表面积比为3 mL/cm2
， 

得到12，24，72 h材料浸提液。②将小鼠成纤维细胞L929培养24 h后弃原培养基，分7组培养：对照组更换为含体积分数10%胎牛血清

DMEM培养基，其余6组分别更换为3Y-TZP透明氧化锆24 h浸提液、5Y-PSZ超透氧化锆24 h浸提液、5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级超透氧化锆24 h
浸提液、3Y-TZP透明氧化锆72 h浸提液、5Y-PSZ超透氧化锆72 h浸提液、5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级超透氧化锆72 h浸提液。培养1，3，5 d
后，显微镜下观察细胞生长，通过CCK-8检测得到细胞增殖率，判定细胞毒性。③将人抗凝血分别与5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级超透氧化锆、

5Y-PSZ超透氧化锆、3Y-TZP透明氧化锆混合，0.5 h后检测溶血率。将人抗凝血分别与3Y-TZP透明氧化锆12 h 浸提液、5Y-PSZ超透氧化锆12 h
浸提液、5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级超透氧化锆12 h浸提液混合，0.5 h后检测溶血率。

结果与结论：①显微镜下可见，随着培养时间的延长，各组细胞数量增加，并且各实验组细胞形态与对照组基本一致。3Y-TZP透明氧化锆

24 h浸提液组培养第1天的细胞毒性分级 0级，其余实验组在各个时间段的细胞毒性分级均为1级。②无论是材料还是材料浸提液均未引起

明显的溶血反应，溶血率均低于5%。③结果表明，5Y-PSZ-YGI梯度玻璃分级超透氧化锆对小鼠成纤维细胞L929生长增殖无明显影响，并且

不会与人血发生溶血反应，具有良好的体外生物相容性。

关键词：梯度玻璃分级超透氧化锆；生物相容性；超透氧化锆；透明氧化锆；细胞毒性；溶血率；生物材料；工程化口腔材料
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Abstract
BACKGROUND: In previous studies, glass materials were infiltrated into 5Y-PSZ ultra-translucent zirconia by a double sintering method to prepare 5Y-PSZ-YGI 
graded glass infiltrated ultra-translucent zirconia materials that can maintain high transparency and high flexural strength.
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0   引言   Introduction
3%( 摩尔百分比 ) 氧化钇稳定的四方多晶氧化锆 (3Y-TZP)

因能承受较大的咀嚼力、良好的机械性能和组织生物相容性，

在国内外多作为全瓷冠修复材料
[1-3]

。3Y-TZP 氧化锆是生物

惰性陶瓷，无细胞毒性、无诱变、无致畸及致癌作用
[4-9]

，

甚至经过特殊表面处理后还能促进成纤维细胞的生长，显示

了良好的生物相容性
[10-12]

。用于牙冠修复的 3Y-TZP 氧化锆半

透明度低，在制作成双层结构时需要磨除更多正常牙体组织，

并在口腔中行使咀嚼功能受力时常发生崩瓷
[13]
。5%( 摩尔百

分比 ) 氧化钇稳定的超透氧化锆 (5Y-PSZ) 一体瓷具有较高的

半透明度，常用于受力较小的前牙区域或单冠后牙
[14-16]

。为

将 5Y-PSZ 超透氧化锆运用于受力较大的后牙桥体，课题组前

期研究通过 2 次烧结法将玻璃材料渗透入 5Y-PSZ 超透氧化锆

中，制备出了高透明性且抗弯强度也有提高的 5Y-PSZ-YGI 梯

度玻璃分级超透氧化锆
[17]
。

口腔固定修复材料的生物相容性往往被牙医们忽略
[18]
，

而口腔的生理环境十分复杂，有学者在 37 ℃人工唾液中检

测到了锆离子和钇离子的释放
[19]
。5Y-PSZ 超透氧化锆中的主

要化学稳定剂 Y2O3 增加，其他的成分含量与 3Y-TZP 氧化锆

也不同
[20-22]

，并且 5Y-PSZ 超透氧化锆经过玻璃渗透后的成分

也会改变，因此在实际临床运用之前，应仔细考虑修复体材

料是否会对牙龈纤维组织细胞、牙龈软组织等产生毒性作用

或炎症反应。此次实验主要评估 5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超

透氧化锆对小鼠成纤维细胞 L929 的细胞毒性与人血的溶血

反应。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   材料学体外实验，组间比较采用单因素方差

(ANOVA) 分析和多重比较 Tukey 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 1-12 月在贵州医科大学附

属医院临床研究中心完成。

1.3   材料   小鼠成纤维细胞 L929[ 中科院上海细胞库 ( 细胞目

录号 GNM28)]；5Y-PSZ(Zpex Smile) 超透氧化锆生胚、3Y-TZP 

(Zpex) 透明氧化锆生胚 (HEANY INDUSTRIES 公司 )；THERMO

高温箱式烤瓷炉、CO2 细胞培养箱 (THERMO 公司 )；EP5000

低温烤瓷炉 (IVOCLAR VIVADENT 公司 )；BUEHLER 低速切割

机 (BUEHLER 公司 )；倒置显微镜 (LEICA 公司 )；DMEM 培养

基 (GIBCO 公司 )；胎牛血清 ( 杭州四季青 )；CCK-8 试剂盒 ( 东

仁化学科技有限公司 )。

1.4   实验方法

1.4.1   试样的制备   使用低速金刚石切割机在超纯水浸润下

将 5Y-PSZ 超透氧化锆生胚、3Y-TZP 透明氧化锆生胚切割成瓷

片，将切割完的所有样品表面用 320 目 (32-36 μm) 碳化硅砂

纸研磨，产生类似于计算机辅助设计与制造技术处理后的样

品表面，室温下置于干燥器中干燥 1 周。烧结在箱式烤瓷炉

中进行，以 8 ℃ /min 的加热速率从室温加热至 1 000 ℃，以

2 ℃ /min 的加热速率从 1 000 ℃加热至 1 530 ℃，在 1 530 ℃ 

下烧结 2 h，自然冷却回室温，制成 5Y-PSZ 超透氧化锆和

3Y-TZP 透明氧化锆试件。

将 5Y-PSZ 超透氧化锆放入箱式烤瓷炉中，8 ℃ /min 的

速度从室温加热到 1 000 ℃，室温冷却后取出，采用标准上

OBJECTIVE: To evaluate the in vitro biocompatibility of 5Y-PSZ-YGI graded glass infiltrated ultra-translucent zirconia materials.
METHODS: (1) Glass materials were infiltrated into 5Y-PSZ ultra-translucent zirconia by double sintering to prepare 5Y-PSZ-YGI graded glass infiltrated ultra-
translucent zirconia. 5Y-PSZ-YGI graded glass infiltrated ultra-translucent zirconia (or 5Y-PSZ ultra-translucent zirconia, 3Y-TZP transparent zirconia) was placed in 
DMEM culture medium containing 10% fetal bovine serum for 12, 24 and 72 hours, and the surface area ratio of culture medium to sample was 3 mL/cm2, and 
the 12-, 24- and 72-hour material extracts were obtained. (2) After culturing mouse fibroblast L929 for 24 hours, the original culture medium was discarded 
and divided into 7 groups for culture: the control group was replaced with DMEM culture medium containing 10% fetal bovine serum by volume, and the other 
6 groups were replaced with 24-hour extract of 3Y-TZP transparent zirconia, 24-hour extract of 5Y-PSZ ultra-translucent zirconia, 24-hour extract of 5Y-PSZ-YGI 
graded glass infiltrated ultra-translucent zirconia, 72-hour extract of 3Y-TZP transparent zirconia, 72-hour extract of 5Y-PSZ ultra-translucent zirconia, and 72-
hour extract of 5Y-PSZ-YGI graded glass infiltrated ultra-translucent zirconia. After 1, 3, and 5 days of culture, cell growth was observed under a microscope, 
and the cell proliferation rate was obtained by CCK-8 assay to determine cytotoxicity. (3) Human anticoagulated blood was mixed with 5Y-PSZ-YGI graded glass 
infiltrated ultra-translucent zirconia, 5Y-PSZ ultra-translucent zirconia, and 3Y-TZP transparent zirconia, and the hemolysis rate was detected after 0.5 hours. 
Human anticoagulated blood was mixed with 12-hour extract of 3Y-TZP transparent zirconia, 12-hour extract of 5Y-PSZ ultra-translucent zirconia, and 12-hour 
extract of 5Y-PSZ-YGI graded glass infiltrated ultra-translucent zirconia, and the hemolysis rate was detected after 0.5 hours.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Under the microscope, it could be seen that the number of cells in each group increased with the extension of culture time, 
and the cell morphology of each experimental group was basically the same as that of the control group. The cytotoxicity grade of the 24-hour extract of 3Y-TZP 
transparent zirconia group on the first day of culture was grade 0, and the cytotoxicity grade of the other experimental groups at each time period was grade 1. (2) 
Neither the material nor the material extract caused obvious hemolytic reaction, and the hemolytic rate was less than 5%. (3) The results showed that 5Y-PSZ-
YGI graded glass infiltrated ultra-translucent zirconia had no significant effect on the growth and proliferation of mouse fibroblasts L929, and did not cause 
hemolytic reaction with human blood, and had good in vitro biocompatibility.
Key words: graded glass infiltrated ultra-translucent zirconia; biocompatibility; ultra-translucent zirconia; transparent zirconia; cytotoxicity; hemolysis rate; 
biomaterial; engineered oral material
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釉技术涂抹内部研发的玻璃浆料在样品表面，再次放入箱式

烤瓷炉中，以 14 ℃ /min 的加热速率从室温加热至 1 450 ℃，

在 1 450 ℃下烧结 2 h，使玻璃熔化渗透入 5Y-PSZ 超透氧化

锆中样品致密化，室温冷却，得到 5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级

超透氧化锆。  

将上述所制样品分别制备成尺寸为 12 mm×12 mm× 

1 mm。

1.4.2   筛选合适的 L929 细胞铺板密度   复苏 L929 细胞

并传代，当细胞融合达 85% 左右时进行细胞计数。制备

0.5×107
，1×107

，2×107
，4×107

，8×107 L-1
梯度倍数浓度的

细胞悬液，分别接种于 96 孔细胞培养板中，100 µL/ 孔， 

每个浓度为一组，使各组每孔最终的细胞数量分别为0.5×103
，

1×103
，2×103

，4×103
，8×103

，每组 5 个复孔。置于细胞培养

箱中培养 1，3，5 d 后，每孔加入 10 µL CCK-8 试剂继续孵育

0.5，1.0，1.5 h，使用酶联免疫酶标仪在 490 nm 波长处测吸

光度值，制作细胞增殖标准浓度曲线和标准时间曲线。筛选

最佳的细胞接种密度与 CCK-8 试剂所用时间。

1.4.3   试样细胞毒性实验  

制备试样浸提液：根据 ISO10993 标准来制备标准复合

材料浸提液
[23]
，按培养基与试样 3 mL/cm2

的浸提比例，将

各组试样分别放入含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养

基中，置于 37 ℃、95% 湿度及体积分数 5%CO2 培养箱中浸

提 12，24，72 h，得到 12，24，72 h 浸提液，均用 0.22 μm

的过滤器过滤及标记，放入 4 ℃冰箱保存备用。

细胞增殖检测：将 2×107 L-1
的 L929 细胞悬液接种于 96

孔细胞培养板中，100 µL/ 孔，培养 24 h 弃原培养基，后分

7 组培养：对照组更换为含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM

培养基，其余 6 组分别更换为 3Y-TZP 透明氧化锆 24 h 浸提

液、5Y-PSZ 超透氧化锆 24 h 浸提液、5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分

级超透氧化锆 24 h 浸提液、3Y-TZP 透明氧化锆 72 h 浸提液、

5Y-PSZ 超透氧化锆 72 h 浸提液、5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超

透氧化锆 72 h 浸提液，100 µL/ 孔，每组 5 个复孔。培养 1，3，

5 d 后，每孔加入 10 µL CCK-8 试剂继续培养 1 h，使用酶联

免疫酶标仪在 490 nm 波长处测吸光度值，计算细胞增殖率。

细胞增殖率 = 实验组吸光度值 / 对照组吸光度值 ×100%。

细胞毒性判定标准：参考 GB/T16175-2008 评分标准，

当细胞增殖率 > 75% 时，细胞毒性为 0 或 1 级，材料为基本

合格；细胞增殖率在 50%-75% 时，细胞毒性为 2 级，需结

合细胞形态来综合分析评价；细胞增殖率 < 50% 时，细胞毒

性为 3-5 级，材料视为不合格。

1.4.4   试样溶血实验   溶血实验用于评估试样的血液相容

性。新鲜血液来自 10 例健康志愿者 ( 无糖尿病、血液感

染性疾病 )，供者对实验知情同意。实验已通过贵州医科

大学附属口腔医院医学伦理委员会伦理审查 [2022 伦审

第 (68) 号 ]。将 2% 草酸钾生理盐水溶液 0.25 mL 加入到 

5 mL 新鲜采集的人血中制备成新鲜抗凝血，再将 2 mL 抗凝

血稀释至 2.5 mL 生理盐水中备用。

直接法：将 5Y-PSZ 超透氧化锆、5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分

级超透氧化锆、3Y-TZP 透明氧化锆分别加入 10 mL 生理盐水

中，试样表面积与生理盐水的比例为 3 cm2/mL，在 37 ℃水浴

中预热 0.5 h，分别缓慢加入 0.2 mL 抗凝血混合，置于 37 ℃ 

水浴孵育 1 h；阴性对照组将 10 mL 生理盐水在 37 ℃水浴中

预热 0.5 h，然后加入 0.2 mL 抗凝血混合，置于 37 ℃水浴

孵育 1 h；阳性对照组将 10 mL 蒸馏水在 37 ℃水浴中预热 

0.5 h，然后加入 0.2 mL 抗凝血混合，置于 37 ℃水浴孵育 1 h。

取出各组试管，1 500 r/min 离心 5 min，取上清液置于比色

皿内，置于分光光度计上在波长 545 nm 处读取各组吸光度

值，计算溶血率。溶血率 =( 试样吸光度值 -阴性对照组吸光

度值 )/( 阳性对照组吸光度值 -阴性对照组吸光度值 )×100%。

当溶血率大于 5% 时视为材料发生溶血反应，材料不合格。

间接法：分别取 10 mL的 5Y-PSZ超透氧化锆 12 h浸提液、

5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超透氧化锆 12 h 浸提液、3Y-TZP 透

明氧化锆 12 h 浸提液在 37 ℃水浴中预热 0.5 h，分别加入 

0.2 mL 抗凝血混合，置于 37 ℃水浴孵育 1 h。取出各组试管，

1 500 r/min 离心 5 min，取上清液置于比色皿内，置于分光

光度计上在波长 545 nm 处读取各组吸光度值，计算溶血率。

1.5   主要观察指标   各组试样的细胞毒性与溶血率。

1.6   统计学分析   应用 SPSS 19.0 分析软件进行统计学处理，

结果用 x-±s 表示，每组实验至少重复 5 次。组间均数差异的

比较采用单因素方差 (ANOVA) 分析和多重比较 Tukey 检验，

P < 0.05 表示差异有显著性意义。该文统计学方法已经贵州

医科大学公共卫生与健康学院蔡毅媛副教授审核。

2   结果   Results 
2.1   建立 L929 细胞生长标准曲线   从图 1A-C 各组细胞增殖

标准浓度曲线可以看出，培养第 1，3，5 天后再加入 CCK-8

试剂孵育 0.5，1.0，1.5 h 的吸光度值与细胞浓度大致呈正相

关趋势，说明在 0.5×107
-4×107 L-1

浓度区间细胞培养 5 d 能保

证与吸光度值存在良好的相关性，在这一区间选择种板数是

相对可靠的。

图1D所示为 L929细胞生长标准时间曲线，浓度0.5×107
，

1×107 L-1
组细胞在培养第 1-5 天的吸光度值曲线呈逐渐上升

趋势，但比较平缓，浓度 2×107  L-1
组细胞在培养第 1-5 天的

吸光度值曲线呈上升趋势比较明显，浓度为 4×104
，8×107 L-1
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组细胞在培养第 1-3天的吸光度值曲线上升趋势较快，第 3-5

天后吸光度值曲线上升趋势随细胞浓度增加而减弱，因此，

2×107 L-1
是最佳的铺板细胞浓度。实验设计总共观察 5 d，根

据所画的细胞生长标准曲线，选择 5 d 后吸光度值在 1 附近

的细胞种板数较为理想，因此，选择细胞浓度为 2×107 L-1
来

铺板、加入 CCK-8 后孵育 1 h 观察较合适。

2.2   不同培养时间各组细胞形态变化   倒置显微镜下观察不

同培养时间的各组细胞形态，见图 2，3。由图可见，随着

培养时间的延长，各组细胞数量增加，各实验组细胞贴壁伸

展呈长梭形，并可见圆形分裂状态细胞，与对照组细胞形态 

一致。

图注：图 A 为不同浓度细胞培养第 1 天的生长曲线；B 为不同浓度细胞

培养第 3 天的生长曲线；C 不同浓度细胞培养第 5 天的生长曲线；D 为

不同浓度细胞培养 1，3，5 d 的生长曲线。培养第 1，3，5 天后再加入

CCK-8 试剂孵育 1.0 h 的吸光度值与细胞浓度大致呈正相关趋势，因此，

选择细胞浓度为 2×107 L-1
来铺板、加入 CCK-8 后孵育 1 h 观察较合适。

图 1 ｜各组 L929 细胞生长曲线

Figure 1 ｜ Growth curves of L929 cells in each group

5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃
分级超透氧化锆

5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃
分级超透氧化锆

3Y-TZP 透明氧化锆    5Y-PSZ 超透氧化锆              对照组

3Y-TZP 透明氧化锆    5Y-PSZ 超透氧化锆              对照组

24 h 浸提液

72 h 浸提液

图注：随着培养时间的延长，各组细胞数量增加，各实验组细胞贴壁伸

展呈长梭形，并可见圆形分裂状态细胞，与对照组细胞形态一致。

图 2 ｜ L929 细胞与各组试样 24 h 浸提液共培养后的生长形态 ( 倒置相

差显微镜 )
Figure 2 ｜ Growth morphology of L929 cells after co-culture with the 
extracts of each group of samples for 24 hours (inverted phase contrast 
microscope)

图注：随着培养时间的延长，各组细胞数量增加，各实验组细胞贴壁伸

展呈长梭形，并可见圆形分裂状态细胞，与对照组细胞形态一致。

图 3 ｜ L929 细胞与各组试样 72 h 浸提液共培养后的生长形态 ( 倒置相

差显微镜 )
Figure 3 ｜ Growth morphology of L929 cells after co-culture with the 
extracts of each group of samples for 72 hours (inverted phase contrast 
microscope)
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表 1 ｜培养不同时间后各组 L929 细胞吸光度值检测结果          (x-±s，n=5)
Table 1 ｜ Absorbance test results of L929 cells in each group after culture 
for different time periods

组别 培养 1 d 培养 3 d 培养 5 d

对照组 0.176±0.016 0.635±0.116 1.691±0.163
5Y-PSZ 超透氧化锆 24 h 浸提液组 0.167±0.009 0.605±0.026 1.469±0.021
5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超透氧化锆 24 h
浸提液组

0.159±0.006 0.585±0.064 1.530±0.126

3Y-TZP 透明氧化锆 24 h 浸提液组 0.179±0.015 0.616±0.037 1.521±0.067
5Y-PSZ 超透氧化锆 72 h 浸提液组 0.164±0.021 0.529±0.020 1.402±0.184a

5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超透氧化锆 72 h
浸提液组

0.153±0.010 0.514±0.075 1.404±0.185a

3Y-TZP 透明氧化锆 72 h 浸提液组 0.172±0.035 0.570±0.094 1.473±0.117

表注：与对照组比较，
aP < 0.05。 

表 2 ｜培养不同时间后各组 L929 细胞增殖率与毒性级别
Table 2 ｜ Proliferation rate and toxicity level of L929 cells of each group 
after culture for different time periods

组别 1 d  3 d 5 d

细胞增

殖率 (%)
细胞毒

性级别

细胞增

殖率 (%)
细胞毒

性级别

细胞增

殖率 (%)
细胞毒

性级别

对照组 100 0 100 0 100 0
5Y-PSZ 超透氧化锆 24 h 浸

提液组

95 1 95 1 87 1

5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超

透氧化锆 24 h 浸提液组

91 1 92 1 90 1

3Y-TZP 透明氧化锆 24 h 浸

提液组

102 0 97 1 89 1

5Y-PSZ 超透氧化锆 72 h 浸

提液组

93 1 83 1 83 1

5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超

透氧化锆 72h 浸提液组

87 1 81 1 83 1

3Y-TZP 透明氧化锆 72 h 浸

提液组

98 1 90 1 87 1

表 3 ｜各组试样与人抗凝血直接接触后的吸光度值及溶血率检测结果
 (n=3)

Table 3 ｜ Absorbance values   and hemolysis rate test results of each group 
of samples after direct contact with human anticoagulated blood

组别 吸光度值 平均吸光度值
(x-±s)

溶血率 (%)

样本 1 样本 2 样本 3

5Y-PSZ 超透氧化锆组 0.026 0.032 0.027 0.028±0.003 1.4
5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级

超透氧化锆组

0.029 0.028 0.030 0.029±0.001 1.4

3Y-TZP 透明氧化锆组 0.026 0.028 0.029 0.028±0.002 1.3
阴性对照组 0.014 0.025 0.016 0.018±0.006 0
阳性对照组 0.712 0.738 0.816 0.755±0.054 100

表注：阴性对照组为生理盐水与人抗凝血混合，阳性对照组为蒸馏水与人抗凝血

混合。 

图注：随着培养时间的延长，各组细胞吸光度值增加。

图 4 ｜ L929 细胞与各组材料浸提液培养不同时间后的生长曲线

Figure 4 ｜ Growth curves of L929 cells after being cultured with extracts 
of various materials for different time periods
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2.3   各组细胞增殖检测结果   培养不同时间的各组细胞吸光

度值检测结果，见表 1，图 4。培养不同时间的各组增殖率

与细胞毒性级别，见表 2。吸光度值越高说明细胞增殖速率

越快，细胞数量越多，反映材料对细胞的增殖影响越小，即

对细胞的毒性相对就越小。随着培养时间的延长，各组细胞

图注：直接法是将各试样与人抗凝血直接接触，间接法是将各试样 24 h
浸提液与与人抗凝血混合。

图 5 ｜各试样直接或以浸提液形式与人抗凝血混合后的吸光度检测结果

Figure 5 ｜ Absorbance test results of each sample after mixing with 
human anticoagulated blood directly or in the form of an extract
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吸光度值增加，5Y-PSZ 超透氧化锆 72 h 浸提液组、5Y-PSZ-YGI 

梯度玻璃分级超透氧化锆 72 h 浸提液组培养第 5 天的吸光度

值均低于对照组 (P < 0.05)，其余组培养不同时间的吸光度值

与对照组比较差异均无显著性意义 (P > 0.05)。3Y-TZP 透明氧

化锆 24 h 浸提液组培养第 1 天的细胞增殖率为 102%，细胞

毒性分级 0 级，其余各组在各个时间段的细胞毒性分级均为

1 级。

2.4   试样溶血性实验结果   各组试样直接法测得的吸光度值

与溶血率见表 3，图 5，间接法测得的吸光度值与溶血率见

表 4，图 5。各组试样直接与间接法测得的溶血率均小于 5%，

未引起溶血反应。

3   讨论   Discussion
生物相容性是材料存在于适当宿主反应情况下在特定应

用中起作用的能力
[24-26]

。由于大多数牙科材料的主要预期作

用不是通过药理学、免疫学或代谢物实现的，而是通过其物

理 / 机械性质实现的
[27]
。在材料大多数存在的生命系统表达
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“适当的宿主反应”意味着没有 ( 或可容忍的 ) 不良反应，

不良反应可能是由于牙科材料的毒性或其他因素造成的
[28]
，

例如细菌在导致炎症的材料上或下面的积累
[29]
。因此，对生

物相容性材料的需求意味着毒性测试是必要的。

超透氧化锆牙科陶瓷材料属于冠桥修复材料类，它与皮

肤、口腔黏膜及牙齿硬组织外表面都会有相应的接触
[30]
，因

此，当这种全瓷修复材料与口腔中的牙龈组织、黏膜组织长

期接触时其生物安全性也是值得关注的。关于可能引起牙龈

及牙周组织炎症的全瓷材料相关分子机制尚不明确
[31-32]

。一

般来说，细胞对材料的反应是基于材料中释放生物相关分子

的交互作用
[30]
。

影响全瓷材料元素析出的因素有很多，比如材料的组

成、腐蚀介质的化学特质、暴露时间和环境温度
[33]
。金属材

料的元素毒性从高到低排序为：Cu > Al > Ag > V > Mn > Cr > 

Zr > Nb > Mo > Cp-Ti[34]
。有研究发现，计算机辅助设计与制造

技术全瓷材料在模拟人唾液溶液中和酸性环境中 (4% 醋酸 )

都有 Al 和 K 元素的析出
[35]
。3Y-TZP 透明氧化锆和传统的长

石质陶瓷常被作为研究陶瓷修复材料生物相容性的基础，

而新的陶瓷材料进入临床运用时其生物相容性往往被忽视。

ELSHAHAWY 等
[18]

的研究结果发现，临床上常用全瓷材料的

生物学反应各不相同，这与认为全瓷材料是惰性的、完全生

物相容的传统观点相悖
[36-38]

。细胞毒性实验是新型生物材料

临床应用的主要考虑因素
[39]
，是检测生物材料中毒性成分渗

出最敏感有效的实验之一，超透氧化锆对细胞是否具有潜在

性损伤可通过此实验进行评价，从而对新的氧化锆材料的生

物安全性进行评价。

在牙科修复材料生物相容性测试中通常会用到小鼠成纤

维细胞 L929[40-42]
，这种细胞系通常在实验中可以获得明确定

义，细胞生长活性己经严格进行测定且对周围环境反应敏感，

当它们在培养皿中密度增高时具有接触抑制，并且没有肿瘤

生成能力，能够较好地反映牙科材料的毒性
[18]
。小鼠成纤维

细胞 L929 为成品的细胞系，几乎相同的克隆背景可以同时

比较不同材料的差异，更能说明问题。

此次实验通过制取 5Y-PSZ 超透氧化锆、5Y-PSZ-YGI 梯度

玻璃分级超透氧化锆、3Y-TZP 透明氧化锆各组 24 h 和 72 h

浸提液，分别与 L929 细胞共培养，结果显示：3Y-TZP 透明

氧化锆 24 h 浸提液组培养第 1 天的吸光度值略高于对照组，

细胞毒性分级为 0 级，说明培养初期 3Y-TZP 透明氧化锆 24 h 

浸提液对细胞增殖无影响，说明材料相容性良好；培养第 3

天的细胞增殖率由高到低的顺序为：3Y-TZP 透明氧化锆 24 h

浸提液 > 5Y-PSZ 超透氧化锆 24 h 浸提液 > 5Y-PSZ-YGI 梯度玻

璃分级超透氧化锆 24 h 浸提液，说明 3Y-TZP 透明氧化锆对

细胞增殖率的影响最小，而 5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超透氧

化锆对细胞增殖的影响相对要大些。各组试样 72 h 浸提液

的细胞增殖率均低于同组 24 h 浸提液，说明各组随着材料

浸提液时间的延长，对细胞增殖率会有轻度抑制，各组的细

胞毒性分级均为 1 级。5Y-PSZ 超透氧化锆 72 h 浸提液组、

5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超透氧化锆 72 h 浸提液组培养第 5

天的细胞吸光度值均低于对照组，提示随着 5Y-PSZ 超透氧化

锆和 5Y-PSZ-YGI 梯度超透氧化锆材料较长时间的浸提，浸提

液中析出的离子成分对细胞增殖有略微抑制。但是在显微镜

下观察发现实验组与阴性对照组细胞形态无明显差别，证明

5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超透氧化锆材料毒性较低，不影响

后期运用于临床。

生物材料的溶血现象通常由于材料表面的机械性损伤或

内部残留分子物质的化学作用所导致
[43-44]

。溶血实验要求当

上清液在波长为 545 nm 处测试下阳性对照组吸光度值范围

应为 0.8±0.5，阴性对照组吸光度值应小于 0.03，否则实验

应重做
[45]
。直接接触法溶血实验因能较直接模拟材料的最终

应用状态而常常被大多数实验所采用，然而，口腔陶瓷材料

的某些化学成分溶出是需要一个缓慢的过程，该直接接触法

中超透氧化锆材料与血液的接触时间只有 60 min，并不能完

全反映陶瓷材料中可溶出的化学成分在血液中的作用。不同

测试材料表面物理性状不同，有的材料表面物理性状会与红

细胞相互反应发生溶血，因此未能区别出是物理因素还是化

学因素和导致的溶血
[46]
；而浸提液接触法不仅能避免材料表

面物理形状引起的溶血，还可根据材料的不同特性延长浸提

时间，所以此次实验采用两种方法相互补充并同时评价各组

氧化锆试样的血液相容性。ISO/TI 405 推荐的溶血实验使用

新鲜兔血，此次实验因考虑到不同物种之间会存在一些差异，

生物陶瓷材料是用于人体，检验材料的安全性用人血来做溶

血测试会使溶血实验结果更具有说服力。

表 4 ｜各组试样 12 h 浸提液与人抗凝血混合后的吸光度值及溶血率检
测结果                                                                                                                   (n=3)
Table 4 ｜ Absorbance values   and hemolysis rate test results of 12-hour 
extracts of each group of samples mixed with human anticoagulated blood

组别 吸光度值 平均吸光度值
(x-±s)

溶血率 (%)

样本 1 样本 2 样本 3

5Y-PSZ 超透氧化锆组 0.027 0.026 0.029 0.027±0.002 1.2
5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级

超透氧化锆组

0.027 0.029 0.029 0.028±0.001 1.4

3Y-TZP 透明氧化锆组 0.024 0.026 0.030 0.027±0.003 1.1
阴性对照组 0.014 0.025 0.016 0.018±0.006 0
阳性对照组 0.712 0.738 0.816 0.755±0.054 100

表注：阴性对照组为生理盐水与人抗凝血混合，阳性对照组为蒸馏水与人抗凝血

混合。  
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此次实验通过直接法和间接法对各组氧化锆材料进行溶

血活性测试，阴性对照组生理盐水的溶血率为 0%，而阳性

对照组中蒸馏水的溶血率为 100%，在间接法测试中，5Y-PSZ

超透氧化锆 12 h 浸提液组溶血率为 1.2%，5Y-PSZ-YGI 梯度玻

璃分级超透氧化锆 12 h 浸提液组溶血率为 1.4%，3Y-TZP 透

明氧化锆 12 h 浸提液组溶血率为 1.1%，各组溶血率均小于

5%；在直接法测试中，5Y-PSZ 超透氧化锆组和 5Y-PSZ-YGI 梯

度玻璃分级超透氧化锆组溶血率为 1.4%，3Y-TZP 透明氧化

锆组溶血率为 1.3%，各组溶血率均小于 5%，两种测试法都

说明 5Y-PSZ 超透氧化锆、5Y-PSZ-YGI 梯度玻璃分级超透氧化

锆、3Y-TZP 透明氧化锆均无溶血活性，进一步补充说明了 3

组材料的生物安全性。生物材料与血细胞发生作用，当溶血 

率≥ 5% 时通常认为该材料发生溶血反应，< 5% 时则认为该

材料不发生溶血反应。此次实验的阳性和阴性对照结果符合

实验要求。

综上所述，梯度玻璃分级渗透后的超透氧化锆对小鼠成

纤维细胞 L929 生长增殖无明显影响，并且不会与人血发生

溶血反应，具有良好的体外生物相容性，为进一步研究提供

了理论依据。但研究局限于体外实验，后期需动物实验进一

步证明该材料的生物相容性。
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