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【摘要】 目的 探讨 3D打印技术制备聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石纳米氧化锌

（PLGA/CHA/n⁃ZnO）新型骨修复支架的工艺参数，并研究其对牙周膜干细胞（PDLSC）的生物相容

性。方法 将 PLGA与CHA/n⁃ZnO粉末按 4∶1质量比混合，通过生物挤出 3D打印技术制备 PLGA/
CHA/n⁃ZnO复合骨修复支架，通过X射线衍射仪、扫描电镜（SEM）、电子万能试验机、压汞仪和接触角测

量仪对支架样件的相关理化性能进行检测分析，并通过体外细胞黏附实验观察PDLSC在支架表面

黏附情况与生长状态。结果 成功制备出 3种不同形态 PLGA/CHA/n⁃ZnO 三维复合骨修复支

架。X射线衍射仪检测支架可见碳酸钙、羟基磷灰石与氧化锌吸收峰；SEM观察支架表面粗糙，可见

不同尺寸孔径结构；电子万能试验机分析计算得出支架压缩强度为（12.31 ± 4.80）MPa，弹性模量为

（31.18 ± 12.30）MPa；压汞仪测得支架孔径分布为 5 nm ~ 350 μm；静态接触角测量仪测试得出支

架接触角为（75.73 ± 5.54）°；体外实验可见 PDLSC黏附于支架表面，生长状态良好。结论 本研

究为PLGA/CHA/n⁃ZnO三维复合骨修复支架负载PDLSC新型组织工程骨的研制奠定了实验基础。

【关键词】 骨修复支架； 牙周韧带； 干细胞； 珊瑚羟基磷灰石

基金项目：云南省科学技术厅昆明医科大学应用基础研究联合专项资金（202101AY070001⁃
028）

引用著录格式：杨城，李祖儿，刘青，等. 新型三维复合骨修复支架的制备工艺及其生物学性能

［J/OL］. 中华口腔医学研究杂志（电子版），2024，18（4）：219⁃229.
DOI：10.3877/cma.j.issn.1674⁃1366.2024.04.002

Preparation process and biological properties of a new three ⁃dimensional composite bone repair
scaffold
Yang Cheng1，Li Zuer1，Liu Qing2，Zhao Yuan3，Xu Chongyan3，Su Jun2，Zhang Wenyun2

1The 922 Hospital of the PLA Joint Logistic Support Force，Hengyang 421000，China；2The 920 Hospital of

the PLA Joint Logistic Support Force，Kunming 650000，China；3Kunming Medical University，Kunming

650000，China

Corresponding author：Zhang Wenyun，Email：drwenyun@qq.com

【Abstract】 Objective To explore the process parameters of polylactate⁃hydroxyacetate copolymer
coral hydroxyapatite nano zinc oxide［poly（lactic ⁃ co ⁃ glycolic acid）/coralline hydroxyapatite/nano zinc
oxide，PLGA/CHA/n ⁃ZnO］by 3D printing technology and evaluate its biocompatibility with periodontal
ligament stem cells（PDLSCs）. Methods PLGA and CHA/n⁃ZnO powder were mixed at 4∶1 mass ratio.
PLGA/CHA/n ⁃ ZnO composite bone repair scaffold was prepared by biological extrusion 3D printing
technology. Its physicochemical properties were examined by using X ⁃ ray diffraction，scanning electron
microscopy，electron universal test，mercury press and contact angle test. The adhesion and growth status
of PDLSCs on the surface of the scaffold was evaluated in vitro. Results Three different forms of PLGA/
CHA/n ⁃ ZnO 3D composite bone repair scaffolds were successfully prepared. The peaks of calcium
carbonate，hydroxyapatite and zinc oxide were detected. The stent had a rough surface and a porous
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牙周病是一种主要由细菌感染导致的牙周支

持组织破坏的免疫相关炎症性疾病，晚期牙周病会

造成大量牙槽骨吸收，严重影响患者的口腔乃至全身

系统的健康稳定。牙周炎的治疗繁琐且复杂，特别

是对牙槽骨破坏吸收形成的骨质缺损进行重建再

生，更是充满了困难和挑战［1⁃2］。过去几十年，涌现

了大量针对牙周炎各种治疗方法的相关研究，包括

翻瓣清创、引导组织再生（guided tissue regeneration，
GTR）、引导骨再生（guided bone regeneration，GBR）
及各种生物制剂，但这些研究中存在的技术敏感性

高、清创不彻底、感染持续存在及扩散等问题，使得

治疗效果不确切，导致牙周炎迁延不愈，牙槽骨持

续吸收，无法得到有效的重建再生［3⁃5］。

种植修复因其具有良好的固位稳定作用、优异

的咀嚼功能与美学效果，成为当前缺牙修复的首选

方式［6］。种植位点的骨质、骨量对口腔种植手术的

成功起到决定性作用，影响着种植体的骨结合、周

围骨弓轮廓的维持、修复体的功能美学效果及种植

体的远期稳定性［7⁃8］。由于炎症、外伤和肿瘤等不良

因素均可造成种植位点不同程度骨缺损，无法将种

植体植入理想的三维位置［9］。牙槽嵴增量术是解决

种植位点骨量不足的有效办法［10⁃11］。据统计，在种

植体植入前或者种植体植入过程中需额外进行骨

增量手术的患者比例超过 50%［12］。骨修复材料是

影响骨增量手术成功的关键因素。骨缺损修复重

建依赖于血液、生物因子和细胞三者的协同作用，

骨修复材料可以稳定血凝块，同时作为生物因子贮存

释放的载体及细胞黏附增殖分化的支架［13］。骨修

复材料分为自体骨、同种异体骨、异种骨与人工骨，

自体骨由于具有丰富的生长因子及成骨活性细胞，

成骨效果理想，因此被视为骨修复材料的“金标准”，

但由于存在开辟二次术区、取骨量有限和并发症多

等问题导致其应用受限，同种异体骨及异种骨相比

较人工骨存在免疫原性及传播疾病等缺陷［14⁃15］。因

此，对人工骨修复材料的深入研究，是解决安全、有

效和可持续的骨修复材料来源问题的关键。随着骨

组织工程技术的发展，基于人工骨修复支架材料、

种子细胞和生长因子整体构建的组织工程骨给牙

周骨缺损的再生重建开辟了新的途径［16⁃17］。

牙周膜干细胞（periodontal ligament stem cell，
PDLSC）具有显著的免疫调节作用，它可以通过前列

腺素E2（prostaglandin E2，PGE2）途径，导致PGE2诱
导的T细胞表达活性减弱［18］，同时经程序性细胞死

亡蛋白1（programmed death⁃1，PD⁃1）/PD⁃1配体介导

抑制B细胞活化［19］，实现抑制机体免疫过激，控制牙

槽骨的炎性吸收。新生血管对牙周骨缺损的再生

起着十分重要的作用。体外炎性条件下，PDLSC可

上调促进血管生成的细胞因子的表达，增加了血管

的新生［20］。大量研究同时证明，PDLSC在特定的体

外培养条件下，具备较强的增殖分化成骨细胞的能

力，并能在体内介导牙周组织的再生［21⁃23］。PDLSC
相较于其他来源的干细胞在牙周组织再生方面具

有显著优势，是当前牙周骨组织工程领域极具应用

价值的种子细胞［24］。

牙周骨组织工程的支架材料对于干细胞的黏

附、存储尤为重要。具有良好的生物相容性是支架

材料的基本要求，以支持包括细胞定植、迁移、生长

和分化等各种细胞过程和功能［25］。珊瑚羟基磷灰

石（coralline hydroxyapatite，CHA）是利用天然滨珊

瑚通过“水热合成”转换而来，其主要成分为碳酸钙

及羟基磷灰石，具有良好的生物相容性，其本身的多

孔结构相比其他人工骨修复材料具有显著优势［26］。

感染是临床上骨再生手术失败的主要原因［27⁃28］，当

前并无有效的抗菌型骨修复材料应用于临床。研

究证明，纳米氧化锌（nano zinc oxide，n⁃ZnO）对口腔

常见细菌具有良好的抗菌性能［29］。本课题组前期

通过溶胶凝胶法制备出珊瑚羟基磷灰石纳米氧化

锌新型多孔抗菌骨修复材料［30］，但经过烧结后的

structure with different pore sizes. Its compression strength and elastic modulus were（12.31 ± 4.80）MPa
and（31.18 ± 12.30）MPa，respectively. The pore diameter was 5 nm⁃350 μm. The stent contact angle was
（75.73 ± 5.54）°. PDLSCs showed great adhesion and growth onto the surface of the scaffold. Conclusion
This study laid the experimental foundation for the development of PDLSCs loaded PLGA/CHA/n⁃ZnO as a
new tissue engineering bone substitute.

【Key words】 Bone repair stent； Periodontal ligament； Stem cells； Coralline hydroxyapatite
Fund program：Joint special funds for applied basic research of Yunnan Provincial Department of

Science and Technology and Kunming Medical University（202101AY070001⁃028）
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CHA/n⁃ZnO材料质地较脆，无法满足骨修复材料的

机械性能要求，同时由于其形态为颗粒粉末状，无

法根据骨缺损部位的形态制备出与其相匹配的个

性化骨材料，导致成骨空间维持能力不足，骨修复

效果不佳。

3D打印技术通过将材料逐层堆积构造物质实

体的特殊制造工艺，可以对骨修复材料的内部结构

及外部形态进行个性化定制，从而有效解决上述问

题［31 ⁃ 32］。聚乳酸-羟基乙酸共聚物［poly（lactic⁃co⁃
glycolic acid），PLGA］具有良好的生物相容性、生物

降解性和表面亲水性，且其高温熔融后材料具备良

好的流动性及黏稠度，这些特性使其拥有优异的可

打印性能。因此，以PLGA材料为基础，与各种生物

陶瓷材料或者天然/合成高分子材料构建的复合骨

修复材料，基于3D打印技术制备三维骨修复支架在

骨修复材料领域被广泛研究［33⁃35］。

本研究将首次结合PLGA与CHA/n⁃ZnO两种材

料，初步探索 3D打印聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚

羟基磷灰石纳米氧化锌（PLGA/CHA/n⁃ZnO）新型个

性化复合骨修复支架的制备工艺，同时研究新型三

维复合骨修复支架对PDLSC的生物相容性，旨在为

后续研制具有良好的力学性能、理想孔径结构的新

型组织工程骨材料奠定实验基础。

材料与方法

一、聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石

纳米氧化锌三维复合骨修复支架的制备

称取4 g PLGA颗粒（杭州捷诺飞生物科技股份

有限公司），添加 40 mL二氯甲烷（天津市风船化学

试剂科技有限公司）浸溶，室温下磁力搅拌器（杭州

富华仪器公司）搅拌溶解，加入 1 g CHA/n⁃ZnO粉末

（昆明理工大学生物工程材料实验室自制），涡旋振

荡器（常州越新仪器制造有限公司）分散1 min，磁力

搅拌至均匀，将该混合液倒入大量乙醇中沉淀，得

到的沉淀样品置于通风橱（广州赛福斯实验设备科

技有限公司）中干燥过夜，随后置于鼓风干燥箱（上

海市实验仪器总厂），在 40 ℃条件下直至完全干燥

后剪碎备用。建立3种不同形态的支架模型（图1）。
1. 矩形骨块模型：3D Builder软件设计尺寸为

10 mm × 10 mm × 3 mm的矩形骨块模型。

2. 牙根样模型：将患者拔除后的上颌第三磨牙

于30%过氧化氢溶液中浸泡洁净1 d后，利用3shape
口内扫描仪对其牙根部分进行扫描成像后建立牙

根模型。

3. 利用牙槽窝模拟的骨缺损模型：将患者易位

的右上第一前磨牙拔除后即刻拍摄锥形束CT（cone⁃
beam computed tomography，CBCT），CBCT数据导入

GuideMia Master Series 5.0软件，提取右上第一前磨

牙牙槽窝三维重建模型，拟合右上第一前磨牙牙槽

窝内部空间形态，对其内部空间形态成像建模，模

拟不规则形态牙槽嵴骨缺损。将按比例配制好的

PLGA/CHA/n⁃ZnO复合材料装载于生物 3D打印机，

模型数据导入 3D打印机切片软件进行分层数据

处理，安装 0.8 mm直径喷嘴，设置各项打印参数：

层高 0.45 mm、打印间距 1.45 mm、喷头温度 180 ℃、

平台温度为室温、出丝速度 0.02 mm/s、打印速度

5.00 mm/s；采取线性填充方式，线间距0.5 mm，初始

角度0°，旋转角度90°，旋转2次，打印制备三维复合

骨修复支架。

二、3D打印聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基

磷灰石纳米氧化锌复合骨修复支架的表征

1. X射线衍射仪分析：支架样件贴于样品台上，

设置测试范围为 10° ~ 80°，扫速 2°/min，铜靶，管电

压40 kV，电流40 mA。

2. 扫描电镜仪分析：选取牙槽窝模拟的骨缺损

支架样品黏到导电胶上，使用溅射镀膜仪（Quorum
SC7620，英国）喷金时间 120 s、电流 10 mA；使用扫

描电子显微镜（ZEISS GeminiSEM 300，德国）拍摄样

图1 计算机设计出的3种不同形态3D模型 A：矩形骨块3D模型；B：牙根样3D模型；C：牙拔除后牙槽窝的3D模型；D：通过模拟牙槽窝3D
模型内部空间形态反向建立骨缺损模型。

A CB D
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品形貌，形貌拍摄时加速电压为3 kV。

3. 电子万能测试仪检测：设置加载速度

0.5 mm/min，压缩量程为材料高度的 50%。综合测

试数据，计算支架样品的压缩强度和弹性模量。

4. 静态接触角测量仪测试：将支架置于接触角

测试平台，自动滴定设备系统采取座滴法向样品测

试面滴上蒸馏水，拍摄测试照片，用量角法量取接

触角角度。

5. 压汞仪分析：测试环境温度为 24.5 ℃，压力

范围为3 ~ 227 500 kPa。测试数据经计算后得出支

架材料的孔径分布。

三、牙周膜干细胞的分离及传代培养

收集临床无牙体、根尖周及牙周疾患的青少年

需正畸拔除的前磨牙或垂直阻生第三磨牙（取自中

国人民解放军联勤保障部队第九二〇医院口腔

科），即刻放入装有预冷的双抗磷酸盐缓冲液（PBS）
的离心管中，随即转移至超净工作台（苏州佳宝净

化工程设备有限公司），将含有双抗的PBS缓冲溶液

（Beyotime，上海碧云天生物技术有限公司）清洗牙

齿表面直至无明显的血性液体后，用医用手术器械

刮取牙根根中 1/3表面牙周膜组织，收集牙周膜组

织，放入装有含双抗 PBS的EP管中反复冲洗 2次，

使用眼科剪将牙周膜组织剪碎成约 2 mm × 2 mm ×
2 mm 的碎块，PBS 清洗 1 遍后放入离心管，加入

0.3%Ⅰ型胶原酶（Sigma，德国），37 ℃水浴摇床（常

州市国立试验设备研究所）消化 60 min，弃上清，再

加入0.25%胰蛋白酶（Gibco，美国）消化10 min，加入

胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）终止反应，移液枪

轻轻吹打至液体浑浊，400 ×g离心5 min，弃上清，保

留细胞及组织沉淀。用 DMEM/F12 完全培养基

（Biological Industrise，以色列）重悬组织碎块，接种

于多聚赖氨酸（普诺赛，武汉普诺赛生命科技有限）

预先包被的培养皿中，于 37 ℃，5% CO2恒温培养箱

（Sanyo，日本）中静置培养，3 d后半量换液，以后每

3 d换液1次，待细胞汇合度达80%时，0.25%胰蛋白

酶消化，按照 1∶2的比例进行传代，每 3 d更换 1次

完全培养基。

四、牙周膜干细胞鉴定分析

1. 免疫荧光染色：将PDLSC以 1×105个/孔接种

于放有玻片的24孔板中常规培养行细胞爬片，待玻

片上细胞汇合度达 80%，从恒温培养箱中取出放置

细胞爬片的 24孔板，用移液枪吸去培养基，PBS浸

洗，4%多聚甲醛溶液（国药集团化学试剂有限公司）

固定爬片 15 min。0.5% TritonX⁃100（上海碧云天生

物技术有限公司）室温通透20 min，5% BSA（北京索莱

宝科技有限公司）室温封闭 30 min。滴加稀释好的

CD44（1∶100，Proteintech，美国）、Vimentin（1∶100，杭
州华安检测技术有限公司）一抗，以PBS作为阴性对

照，4 ℃孵育过夜。加入荧光二抗（武汉博士德生物

工程有限公司）于 37 ℃湿盒中孵育，DAPI（上海碧

云天生物技术有限公司）复染核。用含抗荧光淬灭

剂（Southern Biotech，美国）的封片液封片，置于荧光

显微镜（Zeiss，德国）下观察采集图像。

2. 流式细胞仪分析：取生长良好的 PDLSC经

0.25%胰酶常规消化，含FBS的PBS洗涤，以500 ×g，

离心6 min，收集细胞，PBS重悬细胞，进行细胞计数，

调整细胞密度为 5×105个/EP管。向EP管内加入相

应抗体试剂［CD29（Biolegend，美国）、CD34、CD45、
CD90、CD105（北京四正柏生物科技有限公司）、

CD146（Proteintech，美国）］，以PBS作为阴性对照，室

温避光孵育30 min。PBS洗涤，重悬细胞，上机检测。

3. 成骨分化能力检测：将 PDLSC经 0.25%胰蛋

白酶消化后进行细胞计数，调整细胞密度后按1×106

个/孔接种于六孔板上，每孔加入 2 mL完全培养基，

放入CO2恒温培养箱中培养，每 3 d更换 1次完全培

养基。待细胞融合至70% ~ 80%时，更换为成骨诱导

培养基（武汉普诺赛生命科技有限），每孔加入2 mL
成骨诱导培养基。每3 d换1次液，视细胞形态及矿

化结节形成情况，诱导2 ~ 4周后终止，进行茜素红染

色确定诱导效果。轻柔吸去六孔板内成骨诱导培养

液，用PBS轻柔反复冲洗2遍后吸净，向孔板内加入

适量 4%中性甲醛溶液，对细胞固定 30 min，加入适

量茜素红染色液染色5 min，PBS反复清洗孔板3 ~ 5
次，于倒置显微镜下观察矿化结节形成情况。

4. 成脂分化能力检测：将 PDLSC 以 0.25%胰

蛋白酶消化后进行细胞计数，调整细胞密度后按

1×106个/孔接种于六孔板上，放入CO2恒温培养箱中

培养，每 3 d更换 1次完全培养基，待细胞融合至

100%时，更换为成脂诱导培养基（武汉普诺赛生命

科技有限）。每 3 d换 1次液，视细胞形态及脂滴形

成情况，诱导 2 ~ 4周后终止，进行油红O染色确定

诱导效果。轻柔吸去六孔板内成脂诱导培养液，用

PBS轻柔反复冲洗 2遍后吸净，向孔板内加入适量

4%中性甲醛溶液，对细胞固定 30 min，加入适量油

红O染色液染色 5 min，PBS反复清洗孔板 3 ~ 5次，

于倒置显微镜（Olympus，日本）下观察脂滴形成情况。
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五、聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石

纳米氧化锌三维复合骨修复支架与牙周膜干细胞

黏附实验

将辐照灭菌后的PLGA/CHA/n⁃ZnO支架置于12
孔板中，经DMEM/F12完全培养基润湿过夜。取生

长状态良好的第三代（P3）PDLSC常规消化后进行

细胞计数，调整细胞密度后按 5×106个/孔接种于支

架表面，放入细胞培养箱中培养 2 h后，补足培养液

与支架平齐，继续恒温培养至第 3天。吸去孔板中

培养基，PBS轻柔清洗支架表面2次，2.5%戊二醛溶

液4 ℃固定支架24 h。支架经无水乙醇（50%、65%、

80%、95%、100%）梯度脱水，每级 15 min，冷冻干燥

后，表面喷金处理，生物扫描电镜下观察支架表面

细胞形态及黏附情况。

结 果

一、3D打印聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基

磷灰石纳米氧化锌复合骨修复支架的制备

PLGA与CHA/n⁃ZnO质量比为4∶1时，在设定打

印参数下，复合材料（图 2）熔融后流变性较好，呈

“丝状”从打印喷嘴稳定持续挤出，打印过程流畅

（图 3）。复合材料中CHA/n⁃ZnO固相含量过高时，

打印过程易出现喷嘴堵塞、出丝不连续等现象影响

复合材料可打印性能（图4）。

打印制备出的矩形骨块支架（图 5A）可见支架

形态完整，结构连续，相互贯通的宏观孔径分布均

匀、孔径大小一致，尺寸形态与设计基本一致；牙根

支架（图 5B）及牙槽窝“骨缺损”形态支架（图 5C）的

尺寸形态与原始牙根及牙槽窝内部形态基本一致，

并可见相互贯通宏观孔径结构。

二、3D打印聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基

磷灰石纳米氧化锌复合骨修复支架的表征

1. X射线衍射分析结果：支架通过X射线衍射

仪检测，数据结果经 Jade 6.5软件分析，分析结果通

过Origin8.0软件绘图后，得出支架材料的XRD图谱

（图 6），支架存在羟基磷灰石、碳酸钙和氧化锌 3种
特征峰。

2. 扫描电镜检测结果：PLGA/CHA/n⁃ZnO支架

镜下观（图 7）可见不同尺寸孔径结构，支架表面

粗糙。

3. 支架力学性能：经电子万能试验机检测，测

试数据见表 1，计算得出支架弹性模量为（31.18 ±
12.30）MPa，压缩强度为（12.31 ± 4.80）MPa。

4. 支架亲水性能：支架样品经接触角测量仪检

测后，结果如图8所示，支架对蒸馏水的平均接触角

角度为（75.73 ± 5.54）°。

图 2 制备出的聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石纳米氧化

锌（PLGA/CHA/n⁃ZnO）复合材料样品 图3 三维支架的打印制备

2 3

图4 3D打印过程中复合材料出丝不连续、不顺畅现象 A：喷嘴堵

塞；B：丝材卷叠。

A B

A B C

图 5 打印完成的 3种形态支架样件 A：矩形骨块支架样件；B：牙
根样支架样件；C：牙槽窝模拟骨缺损支架样件。

图6 聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石纳米氧化锌（PLGA/
CHA/n⁃ZnO）支架X射线衍射图谱
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5. 支架孔径分布：压汞仪测量支架孔径分布如

图 9所示，支架孔径呈现 2个峰值，第 1个峰值出现

在 5 nm附近，第 2个峰值出现在 350 μm附近，表明

支架孔径分布为5 nm ~ 350 μm。

三、分离培养的牙周膜干细胞形态

组织块联合酶消化法培养传代后的 PDLSC贴

壁生长，为典型的成纤维细胞样，呈长梭形或三角

形（图10）。

四、免疫荧光染色结果

免疫荧光染色可见PDLSC阳性表达间充质干细

胞表面标志物CD44（图11）及Vimentin（图12）。

五、流式细胞仪分析结果

流式细胞仪分析结果可见，PDLSC阳性表达

CD29、CD90、CD105、CD146，表达量大于 95%；阴性

表达CD45、CD34，表达量小于5%（图13）。
六、成骨/成脂分化能力检测

经成骨诱导培养14 d后，镜下可见PDLSC形成

明显的矿化结节（图14）。PDLSC成脂诱导21 d后，

观察可见大量脂滴的形成（图15）。
七、聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石

纳米氧化锌三维抗菌支架与牙周膜干细胞黏附实验

PLGA/CHA/n ⁃ ZnO 三维复合骨修复支架与

PDLSC 体外共培养 3 d 后，生物扫描电镜下可见

PDLSC黏附于支架表面，伪足铺展，生长状态良好

（图16）。

图7 聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石纳米氧化锌（PLGA/
CHA/n⁃ZnO）支架扫描电镜结果 A：可见支架不同尺寸孔结构（低

倍放大）；B：可见支架呈现颗粒状粗糙表面（高倍放大）

A B

表1 电子万能试验机测试支架力学性能数据结果

打印支架

样件1
样件2
样件3
平均值

压缩强度

（N/mm2）

7.97
10.06
18.91
12.31

压缩屈服应变

（％）

27.99
34.93
32.18
31.70

压缩屈服应力

（MPa）
3.74
5.74
9.23
6.24

压缩模量

（MPa）
24.57
20.55
48.42
31.18

图8 聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石纳米氧化锌（PLGA/
CHA/n⁃ZnO）支架静态接触角

图9 聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石纳米氧化锌（PLGA/
CHA/n⁃ZnO）支架孔径分布

图 10 组织块联合酶消化法培养传代后牙周膜干细胞（PDLSC）镜

下形态特点 A：P3；B：P5。

A B

图 11 牙周膜干细胞（PDLSC）CD44 免疫荧光染色（高倍放大）

A：PDLSC阳性表达CD44，胞质红染；B：细胞核经DAPI复染呈蓝色。

A B

图 12 牙周膜干细胞（PDLSC）Vimentin免疫荧光染色 A：PDLSC
阳性表达Vimentin，胞质绿染；B：细胞核经DAPI复染呈蓝色。

A B
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讨 论

一、聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石

纳米氧化锌复合材料具备良好的打印性能，可基于

挤出成型技术制备一定复杂结构的骨缺损支架

CHA/n⁃ZnO因其硬度大、质地脆，通过 3D打印

技术制备三维支架难以成型。参考HA、β⁃TCP等生

物陶瓷类材料利用 3D打印技术制备三维骨修复支

架［36⁃39］，本实验通过加入可塑性良好的PLGA生物高

分子材料，组成 PLGA/CHA/n⁃ZnO复合材料，PLGA
随着温度升高逐渐熔融，使得复合材料具有一定的

黏稠度和流动性，并利用基于挤压的3D打印成型技

术可以打印不同孔隙度和孔径结构的特点［40⁃41］，在

压力驱动下，复合材料以“细丝”的形式从打印机喷

嘴中连续稳定地挤出，即为复合材料的剪切稀释特

性，这是成功打印支架的先决条件［42⁃44］。这些结构

完整的“细丝”构成了打印原型的结构单元，并采用

逐层堆叠的形式生产打印支架原型。最终本研究

通过生物挤出 3D打印技术实现了三维支架的打印

制备。在 PLGA与 CHA/n⁃ZnO质量比为 4∶1时，成

功打印出 3种不同形态的复合支架，包括形态规则

的矩形骨块支架及 2种异形支架，分别为牙根样支

架与牙槽窝模拟的骨缺损支架，3种支架的打印制

备难度由浅入深，其基本结构均以矩形骨块支架为

基础，相较以往研究中通常设计的正方形、圆柱形

和其他形状支架模型［45⁃48］。本研究中的支架设计与

打印制备过程更加模拟临床实际，打印的复合支架

样件外形也更为复杂。实验中根据观察，随着CHA/
n⁃ZnO比例升高，PLGA/CHA/n⁃ZnO复合材料熔融后

图13 流式细胞仪分析牙周膜干细胞（PDLSC）表面标志物

图 14 牙周膜干细胞（PDLSC）成骨诱导分化 图 15 牙周膜干

细胞（PDLSC）成脂诱导分化（低倍放大）

14 15

A B

图16 聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石纳米氧化锌（PLGA/
CHA/n⁃ZnO）三维复合骨修复支架与牙周膜干细胞（PDLSC）体外共培

养3 d后扫描电镜观 A：细胞黏附于支架表面；B：细胞铺展出伪足。
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黏度将显著增加，而材料黏度的增加需要更高的挤

出压力和更慢的打印速度［49⁃50］。当CHA/n⁃ZnO比值

增加到一定水平时，它不再均匀地分散在PLGA中，

而是沉积在料管的底部，材料的黏度进一步增加，

导致挤压过程中“细丝断裂”，打印喷嘴堵塞。为了

克服这一现象，需要用较大的孔径代替挤压喷嘴，

但是，喷嘴的直径与印刷样品的结构单元“细丝直

径”直接相关，而较大直径的喷嘴会影响打印样品

的尺寸精度和孔径结构［51］。打印参数的设计和样品

的结构特性与打印材料的剪切稀释能力直接相关，

这使得打印具有高固相含量的CHA/n⁃ZnO的 3D支

架变得困难。因此，本研究将 PLGA与CHA/n⁃ZnO
质量比控制在 4∶1，以实现复合材料中CHA/n⁃ZnO
成分比例与打印效果的平衡。如何在保证打印效

果的同时增加复合材料中CHA/n⁃ZnO的比重值得

进一步探索。

二、聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石

纳米氧化锌三维复合支架具备良好的理化性能，可

满足骨修复支架的基本要求

经实验检测，打印出的支架具有良好的精度及相

互贯通的孔隙结构，孔径分布范围为5 nm ~ 350 μm，

适宜的孔径结构是骨修复支架的基本要求，其有助

于细胞的黏附与新生血管的形成，能为骨缺损修

复重建提供良好的成骨微环境［52］。复合支架的弹

性模量（31.18 ± 12.30）MPa，压缩强度为（12.31 ±
4.80）N/mm2，与人体松质骨力学强度接近，有利于

支撑成骨空间，同时该支架的机械强度有利于应力

合理分布，避免应力屏蔽，刺激周围新骨的生长，促

进骨缺损的修复重建［53］。复合支架的静态接触角

角度为（75.73 ± 5.5）°，说明其具有良好的表面润湿

性，有利于血凝块和纤维蛋白的沉积，促进成骨细

胞的早期黏附，增强成骨性能［54］。本研究仅对

PLGA/CHA/n⁃ZnO三维骨修复支架的部分表征及理

化性能进行了相关分析，未对支架进行抗菌性能的

相关检测，对于其抗菌性只通过课题组前期研究证

明纳米氧化锌具有良好的抗菌性能［55⁃56］，XRD分析

显示通过生物挤出 3D打印制备的三维复合骨修复

支架并未破坏珊瑚羟基磷灰石与氧化锌两组材料

的成分。因此，本研究认为复合支架材料具备一定

的抗菌作用，然而对于其抗菌性是否会因为制作工

艺的改变而较大程度影响纳米氧化锌的抗菌性能

还需通过后续研究进一步分析。同时，3D 打印

PLGA/CHA/n⁃ZnO复合骨修复支架的成骨性能有待

相关体外实验及体内动物实验进一步验证。

三、组织块联合0.3%Ⅰ型胶原酶消化法可成功

分离培养牙周膜干细胞

本实验通过组织块联合 0.3%Ⅰ型胶原酶消化

法成功分离培养出 PDLSC，细胞贴壁生长，呈成纤

维细胞样，为典型的梭形或三角形形态。组织块联

合酶消化法结合了组织块和酶消化法两种细胞培

养方法的特点，减少单独使用组织块培养法，剪切

牙周组织造成的机械损伤，细胞游出少甚至无细胞

游出的现象，也降低了单独使用酶消化法操作复

杂、时间长极易导致实验中细胞污染的可能以及高

浓度酶消化液对细胞的不良影响［57⁃58］。本实验条件

下培养的 PDLSC经免疫荧光分析阳性表达 CD44、
Vimentin；流式细胞仪检测下阳性表达CD29、CD90、
CD105、CD146，表达量＞95%；阴性表达 CD45、
CD34，表达量＜5%，具备间充质干细胞表面表达标

志物的特征［59⁃60］。14 d的体外成骨诱导分化，可见

典型的矿化结节；21 d的体外成脂诱导分化，可见大

量的脂滴形成，均说明本实验条件下培养的PDLSC
具备间充质干细胞多向分化能力的特点。因此，对

于PDLSC的分离培养，本实验方法具备一定的参考

价值。

四、聚乳酸-羟基乙酸共聚物珊瑚羟基磷灰石

纳米氧化锌复合支架对牙周膜干细胞具备良好的

生物相容性

该研究中应用体外细胞黏附实验直观观察

PLGA\CHA\n⁃ZnO 三维支架对 PDLSC的生物相容

性。本实验条件下，PLGA\CHA\n⁃ZnO三维抗菌支

架与 PDLSC体外共培养 3 d后，生物扫描电镜观察

可见细胞黏附于支架材料表面、伪足铺展，生长状

态良好，初步体现出 PLGA\CHA\n⁃ZnO三维复合支

架对 PDLSC具备良好的生物相容性。这也许得益

于三维支架材料所创造的多孔结构以及支架材料

的粗糙表面。然而，本实验观察时间较短未能充分

体现出PDLSC在PLGA/CHA/n⁃ZnO三维支架上的增

殖特性，后续需进一步验证 PLGA/CHA/n⁃ZnO三维

复合支架对PDLSC的增殖及成骨分化的作用影响。

综上所述，基于生物挤出 3D打印技术制备的

PLGA/CHA/n⁃ZnO复合骨修复支架，制作工艺简单、

经济，具有作为牙周骨缺损修复支架材料的潜能。

本实验条件下，将 PLGA/CHA/n⁃ZnO三维复合支架

与PDLSC共培养3 d，初步显示出PLGA/CHA/n⁃ZnO
三维支架对PDLSC具备良好的生物相容性，为后续
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进一步研制 PLGA/CHA/n⁃ZnO三维复合支架负载

PDLSC的组织工程骨奠定了良好的实验基础。
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