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纳米生物活性玻璃的制备及其对人成纤维细胞

增殖性能的影响
胡庆1  李玉莉2*  林才3  张娟娟3  苗国厚4

(1景德镇陶瓷大学材料科学与工程学院, 景德镇 333403; 2潍坊医学院整形外科研究所, 潍坊 2261053;
3温州医科大学附属第一医院烧伤–伤口中心, 温州 325000; 4广州医科大学附属口腔医院, 广州 510140)

摘要      采用溶胶–凝胶结合碱性共沉淀法和冷冻干燥技术制备纳米生物活性玻璃(NBG), 通
过SEM、TEM、激光粒度考察NBG的形貌、分散性和粒径, 并通过四唑盐比色法(MTT)研究其浸

提液对人成纤维细胞(HDF)增殖性能的影响。结果显示, NBG颗粒粒径小于50 nm, 激光粒度仪检

测到的平均粒径为491.8 nm, 相比于溶胶–凝胶生物活性玻璃(SGBG), NBG平均粒径更小, 分散性

更好。NBG与SGBG浸提液在5倍、10倍和15倍稀释的浓度下均有利于HDF的增殖, 但SGBG在早

期稍有利于细胞增殖但作用不明显, 而NBG则在后期对细胞增殖作用更显著, 因此NBG在创面修

复方面更具有应用前景。
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Preparation of Nanoscale Bioactive Glass and the Effect on Proliferation of Fibroblast
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Abstract       Nanoscale bioactive glass (NBG) was prepared using the sol-gel co-precipitation and freeze-drying 
methods in this study. Their morphology, dispersibility and average size were investigated by using SEM, TEM and laser 
particle analyzer, and the effects of their extract on the proliferation of human dermal fibroblasts (HDF) were studied by 
methyl thiazolyl tetrazolim (MTT) assay. The results showed that the NBG particle size was less than 50 nm, while the 
average particle size of NBG was 491.8 nm detected by Laser particle size analyzer which was less than that of sol-gel 
bioactive glass (SGBG), and the dispersibility of NBG was better than that of SGBG. Furthermore, MTT assay results 
showed that both SGBG and NBG extracts could stimulate the proliferation of HDF in appropriate concentration at 5, 10 
and 15 times dilution. However, SGBG had better stimulating effect at the early culture time, while the NBG had more 
obvious effect at the late stage of the culture time. Therefore, NBG is more promising in wound repair.
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生物活性玻璃(bioactive glass, BG)由Hench教授

于1969年通过熔融法研制而成, 具有良好的生物活

性和生物相容性, 是重要的无机类生物医用材料。

研究表明, BG可以通过溶出活性离子对成骨细胞起

到基因激活的作用, 促进成骨细胞的增殖与分化, 还
可以与骨组织形成键合, 诱导骨组织再生, 达到骨、

齿修复的作用, 是理想的硬组织修复材料[1-3]。除了

良好的硬组织修复作用, 另有研究发现, BG在皮肤

等软组织修复上也具有积极的作用。如: BG能够促

进上皮细胞的增殖与分化, 从而促进伤口的愈合[4-6]; 
BG可在体内和体外诱导成纤维细胞分泌血管内皮

生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF), 
进而刺激血管生成[7-8]; 也有文献报道, BG在植入初

期不仅能够对VEGF的传输进行应答, 还可对促进血

管生成的相关基因进行应答[9]; 基因芯片研究发现, 
BG能激活CD44造血抗原形成前体、纤维连接蛋白

受体β亚基、成纤维母细胞生长因子受体和血管细

胞粘附蛋白等对创面修复起关键作用的基因[10]。此

外, BG还有一定的抗菌功能[11]。因此, BG也是一类

有前景的创面修复材料。目前国内外已有应用于临

床皮肤等软组织损伤修复的BG产品, 多为传统熔融

法制备的45S5 BG[5-6], 如具有较高有效性和安全性

的外用医用敷料肌肤生、德莫林等均以45S5 BG为

主要活性成分[12-16]。

然而, 传统的熔融法BG作为第一代BG存在致

密无孔、比表面积低、颗粒形貌不规则且易引入杂

质等问题而限制其在皮肤软组织修复上的应用; 而
随后发展出的第二代溶胶–凝胶BG, 虽然具有较丰

富的孔结构、较大的比表面积, 但依然为微米级团

聚块体, 需后续研磨导致颗粒形貌仍然不规则、粒

度不均匀。为了增大BG材料在皮肤软组织修复上

的应用潜能, 本文在溶胶–凝胶技术的基础上, 结合

碱性共沉淀法以及冷冻干燥技术, 制备一种新型的

纳米生物活性玻璃(nanoscale bioactive glass, NBG), 
并对其材料性能及其浸提液对人成纤维细胞增殖性

能的影响进行系统研究, 为开发治疗新型皮肤创面

外用药物提供新思路和新材料。

1   实验方法
1.1   主要原料

本实验所用到的主要原料, 正硅酸乙酯、磷酸氢

二铵、硝酸钙、氨水和盐酸等均购自广州试剂有限公司。

1.2   纳米生物活性玻璃的制备

NBG的 化 学 组 成 为60 moL% SiO2、36 moL% 
CaO、4 moL% P2O5, 制备工艺过程如下: 将一定量的正

硅酸乙酯、四水硝酸钙按顺序加至水与乙醇的溶液

中, 用盐酸将溶液的pH值调至1~2, 充分搅拌均匀一

段时间后获得透明稳定的生物玻璃溶胶; 其次, 将一

定量的磷酸氢二铵溶于去离子水中, 充分搅拌均匀至

溶解完全得到磷酸氢二铵溶液; 随后, 将该磷酸氢二

铵溶液缓慢滴加至生物玻璃溶胶中, 搅拌均匀后, 向
其中缓慢滴加氨水, 有白色沉淀出现, 离心得到白色

沉淀物, 冷冻干燥后得到白色粉体, 再经600 °C热处

理, 得到无需研磨的白色NBG粉末。另外, 将相同化

学组成的传统酸催化溶胶–凝胶生物活性玻璃(sol-gel 
bioactive glass, SGBG)[17]作为NBG的对照组。

1.3   纳米生物活性玻璃的表征

利用扫描电子显微镜(scanning electron microscope, SEM, 
JEM-2000扫描电子显微镜, 日本日立公司)和透射电子显微

镜(transmission electron microscope, TEM, H-7650型
透射电子显微镜, 日本日立公司)对样品的分散性、颗

粒形貌以及粒径进行观察分析。利用Zetaplus激光粒度

仪(英国马尔文公司)表征样品的平均粒径。

1.4   纳米生物活性玻璃浸提液的制备

首先, 将SGBG和NBG粉体进行高温高压灭菌, 
并置于120 °C恒温干燥箱中干燥4 h, 再以1 mg/mL
的浓度加入至培养基中, 在37 °C、150 r/min的恒温

恒速摇床中摇动浸提24 h; 随后将悬浮液离心再经

0.22 μm滤膜过滤除菌制备成SGBG和NBG浸提液。

并用培养基将两种浸提液分别制成5个浓度: N1、
N2、N3、N4和N5。其中, N1浓度为1 mg/mL, 即为

浸提液原液, N2、N3、N4、N5分别为将浸提液原

液稀释5倍、10倍、15倍和20倍后的浓度。另外, 将
不含BG的培养基作为空白对照组, 即为0 mg/mL, 用
N0表示。采用美国Leeman公司的PS1000-AT型电

感耦合等离子发射光谱仪(inductive coupled plasma, 
ICP)测定各浸提液中Si和Ca的离子浓度。

1.5   人成纤维细胞的提取和鉴定

人成纤维细胞(human dermal fibroblasts, HDF)的
提取: 此次实验所用包皮主要来源于温州医科大学附

属第一医院无尿路感染等疾病儿童患者, 且均经知情

同意。在超净台下将新鲜包皮制作成1.0 cm×0.5 cm皮

片, 再经历12~13 h DispaseII液(1 μ/mL, 4 °C恒温)浸泡消

化获取的真皮组织, 置于0.25% 胰蛋白酶0.02%׃ EDTA
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为11׃的混合液不间断振荡30 min。终止消化, 尼龙

滤网(200目)过滤, 离心管收集细胞悬液, 弃去上清液。

重复2~3次后, 新鲜KSFM培养基重悬细胞, 6孔板上按

2×105个/mL细胞密度接种培养。细胞贴壁并汇合成单层

后, 细胞生长至约80%~90%的融合度, 按12׃进行扩增, 继续

培养。每3~4天传代一次, 收集第3~7代细胞用于本实验。

HDF的鉴定: 将106个/mL的细胞悬液(10代以

内)铺片到已灭菌的玻片上, 在5% CO2培养箱37 °C
培养24 h。取出玻片后用PBS轻柔的漂洗3次, 4%多

聚甲醛固定30 min, 之后用0.5% Txiton X-100处理20 min
用3% H2O2处理15 min, 期间用PBS漂洗反复漂洗干

净, 之后进行免疫组化实验。37 °C血清封闭20 min, 加
入一抗(1200׃, PBS稀释), 阴性对照组以PBS替代一抗, 
4 °C过夜后加入二抗在37 °C下孵育20 min, SABC在
37 °C孵育20 min后以DAB试剂盒显色2~10 min, 苏
木素复染后进行封片镜下观察。所用试剂具体型号

如下, 角蛋白: AE1/AE3(M3515, DakoCytomation); 
S100: Polyclonal Rabbit Anti-(Z0311, DakoCytoma-
tion); 波形蛋白: Vimentin(M0725, DakoCytomation); 
HMB45: Monoclona(M0634, DakoCytomation)。
1.6   生物活性玻璃浸提液对人成纤维细胞生长影响

为观察不同浓度的SGBG和NBG浸提液对HDF

生长的影响, 将上述N0到N5组两种BG浸提液直接与

HDF共培养不同时间。以1×104个/mL密度接种于96孔
细胞培养板中培养, 每孔200 μL, 每种浓度进行5个复

孔, 重复两次。按常规要求培养7天, 并于第1天、3天、

5天和7天, 用四唑盐(MTT)比色法表征细胞增殖能力。

MTT能被活细胞中的琥珀酸脱氢酶还原成蓝紫色甲

臜结晶产物, 用二甲基亚砜溶解后采用酶标仪检测

溶液的吸光度D值, 而活细胞数目与D值呈正比。

1.7   统计学分析

采用SPSS 16.0软件对实验数据进行统计分析。

实验数据以均值±标准偏差表示, 并采用单因素方差

分析及t检验进行组间比较, P<0.05为具有统计学差异。

2   结果
2.1   生物活性玻璃的粒径及形貌分析

图1A和图1B分别为SGBG和NBG的TEM图, 从
图1A可以看出, 样品SGBG为由粒径为几十个纳米

的颗粒(黑色箭头处)组成的团聚块体。图1B可以看

出NBG颗粒呈现为类球形, 尺度小于50 nm, 且相比

SGBG, NBG的分散性大大提高。SEM观察到的结

果与TEM一致, 从图1C可以看出SGBG为块体材料, 
是由纳米级颗粒硬团聚而成; 而图1D显示NBG为类

A: SGBG的TEM图; B: NBG的TEM图; C: SGBG的SEM图; D: NBG的SEM图; 箭头表示SGBG由纳米颗粒堆积而成。

A: TEM image of SGBG; B: TEM image of NBG; C: SEM image of SGBG; D: SEM image of NBG; The arrow indicated that SGBG composed by 
nano-sized particles.

图1   SGBG和NBG的形貌观察

Fig.1   Morphological observation of SGBG and NBG

100 nm 100 nm

500 nm 500 nm

A B
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球形颗粒相互堆积而成, 颗粒之间有大量的孔洞存

在, 是一种软团聚。进一步通过激光粒度仪对两种

材料的粒径进行分析, 如表1所示, SGBG经过机械球

磨和过筛后的平均粒径为9546.4 nm, 而无需球磨的

NBG的平均粒径只有491.8 nm, 平均粒径比SGBG减

小20倍。

2.2   人成纤维细胞鉴定

从人包皮分离的HDF细胞可能含有色素上皮

细胞和黑色素细胞, 为了保证实验的准确性我们首

先对分离得到的HDF细胞进行鉴定。

HDF细胞中间丝的结构蛋白为波形蛋白, 不同

于上皮细胞的角蛋白, 也不同于黑色素细胞的S100
蛋白以及HMB45抗原, 成为不同种类细胞分类鉴

定的相对特异性标志。上皮细胞HMB45呈阴性表

达, 角蛋白、S100蛋白和波形蛋白呈阳性表达。黑

色素细胞S100蛋白、HMB45和波形蛋白均呈阳性

表达, 角蛋白为阴性。成纤维细胞HMB45、角蛋白

和S100蛋白均呈阴性表达, 波形蛋白呈阳性表达。

细胞鉴定采用免疫化学染色ABC法, 观察HMB45、
S100、波形蛋白和角蛋白的不同表达来确定我们得

到的细胞是否为纯的成纤维细胞。免疫组化通过细

胞特异性标记染色显示, 阳性结果为在抗原定位处

呈棕黄色或棕褐色, 细胞核为蓝紫色, 阴性表达则只

有细胞核为蓝色, 胞浆无色。鉴定结果显示, HDF细
胞波形蛋白呈阳性表达(图2D), HMB45、S100蛋白

和角蛋白均呈阴性表达(图2B、图2C和图2E), 阴性

对照为阴性表达(图2A), 说明我们分离的细胞经过

传代纯化在第3代已经得到了较纯的成纤维细胞。

2.3   生物活性玻璃浸提液对人成纤维细胞增殖影响

两种不同浓度的BG浸提液与HDF培养1、3、5
和7天后, 通过MTT法检测不同浸提液对HDF细胞增

殖的影响。如图3和图4所示, 在与不同浓度的两种

BG浸提液共培养一定时间后, HDF细胞实现增殖, 
且两种BG浸提液均在N2、N3和N4条件下(即稀释5
倍、10倍和15倍)更有利于HDF细胞的增殖。因此, 
我们选取稀释5倍、10倍和15倍不同BG浸提液来做

表1   生物活性玻璃的平均粒径

Table 1   Average particle size of bioactive glass
样品

Sample
平均粒径(nm)
Average size (nm)

NBG    491.8

SGBG 9 546.4

A: 阴性对照(只加二抗)呈阴性表达; B: HMB45阴性表达; C: S100阴性表达; D: 波形蛋白阳性表达; E: 角蛋白阴性表达。

A: negative expression of negative control (secondary antibodies only); B: negative expression of HMB45; C: negative expression of S100; D: positive 
expression of vimentin; E: negative expression of keratin.

图2   HDF细胞的免疫组化鉴定结果

Fig.2   Immunochemical staining results of HDF cells
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组间比较。在第1天时, SGBG和NBG对HDF细胞的

增殖性能影响不大, 所有浓度都无显著性差异。第

3天时, SGBG的原液对HDF细胞增殖有稍微抑制作

用, 而5倍稀释液和10倍稀释液对HDF细胞增殖有明

显促进作用; NBG在3天时在这两个浓度并未表现出

明显的促进细胞增殖性能。第5天时, NBG开始有明

显的优势, 与对照组N0相比稀释5倍、10倍和15倍的

浸提液促进作用提高到几乎1.5倍, 明显优于SGBG。

第7天时, NBG呈现的趋势与5天是相似, 对人成纤维

细胞的促进作用远高于SGBG。总的来说, 通过7天
的培养, 两种BG浸提液从开始就有利于促进成纤维

细胞的增殖。SGBG浸提液初期较好, 但后期促进细

胞增殖的能力不如NBG浸提液, NBG在5天和7天时

表现出明显的优势。

SGBG浸提液与HDF培养不同时间后的细胞增殖情况。*P<0.05, 与对照组相比。

The Proliferation of HDF cultured with SGBG extract for different times. *P<0.05 compared with control group.
图3   SGBG浸提液对成纤维细胞的增殖影响

Fig.3   Effect of SGBG extract on proliferation of fibroblasts 
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The Proliferation of HDF cultured with NBG extract for different times. *P<0.05 compared with control group.
图4   SGBG浸提液对成纤维细胞的增殖影响

Fig.4   Effect of SGBG extract on proliferation of fibroblasts
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3   讨论
NBG平均粒径的减小和分散性的提高主要取

决于两个作用: 碱性共沉淀和冷冻干燥。传统的溶

胶–凝胶BG在制备过程中, 由于BG溶胶颗粒表面存

在大量的羟基, 导致在干燥和煅烧的过程中极易引

起BG溶胶颗粒的硬团聚, 最后制备出的BG为细小

纳米颗粒的团聚块体[18]。而溶胶–凝胶结合碱性共

沉淀法是将碱性溶液缓慢滴加至BG溶胶中, 产生凝

胶沉淀, 在搅拌过程中沉淀颗粒快速移动, 避免后续

的硬团聚发生[19]。

传统溶胶–凝胶BG采用普通加热干燥, 而凝胶

粒子间存在汽–液界面, 因此在界面张力作用下, 在
粒子之间和粒子内的空隙中会形成弯月面, 导致较

大的拉力产生, 致使粒子骨架塌陷和紧密接触, 造成

粒子紧密团聚在一起, 分散性差[18]。而NBG采用真

空冷冻干燥, 当一定量的水冷冻成冰时, 其体积膨胀

变大, 膨胀力使得原先相互靠近的凝胶粒子适当地

分开, 而且固态的形成阻止了凝胶的重新聚集。同

时, 由于固态水分子与颗粒之间的界面张力远小于

液态水分子与颗粒之间的界面张力[20], 所以采用冷

冻干燥得到的NBG分散性较好。因此, 相比于传统

溶胶–凝胶法, 采用溶胶–凝胶技术结合碱性共沉淀

法和冷冻干燥技术能得到分散性更好的纳米生物活

性玻璃。

为分析两种浸提液对HDF细胞增殖作用不同

的原因, 进一步通过ICP考察不同浓度下两种BG浸

提液中Si和Ca的离子浓度, 如表2所示。从表中可以

看出, 对于不同浓度的两种BG浸提液(N1~N5), Si离
子浓度都相差不大, 而对于Ca离子浓度, 除了稀释20
倍的N5组外, 其余稀释浓度下NBG浸提液均明显高

于SGBG浸提液。生物活性玻璃浸提液中Si及Ca离
子基团溶出形成的局部化学微环境, 有利于进入细

胞内部激活细胞, 浸提液中Si、Ca离子浓度不同, 对
细胞增殖影响不同, Ca离子作为一个非常重要的细

胞内信使, 在传递信号、调节细胞的各种功能, 比如

增殖、分化等[21], 这可能是NBG浸提液在共培养后

期对HDF细胞增殖促进作用更为显著的主要原因。

以上研究表明, 利用溶胶–凝胶共沉淀方法结

合冷冻干燥技术可制备出分散性较好的颗粒粒径小

于50 nm的NBG, 不同浓度的NBG和SGBG浸提液与

从人包皮中成功提取的成纤维细胞共培养后, 两种

浸提液在稀释5倍、10倍和15倍条件下均有利于成

纤维细胞的增殖, SGBG在早期稍微有利于细胞增殖

但作用不是非常明显, 而NBG则在后期对细胞的增

殖作用非常显著, 几乎提高1.5倍, 因此NBG在创面

修复方面更具有应用前景。
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