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种植技术是修复牙列缺损、缺失的重要方法，在

临床上应用越来越广泛。种植体周围炎是种植修复

的主要并发症之一，是导致种植失败的主要原因[1]，

源于种植体基台与牙龈袖口间的细菌感染。减少基

台周围细菌定植及繁殖成为防治种植体周围炎的关

键。种植体基台的主要材料为钛或钛合金，其本身不

具有抗菌性。前期笔者通过溶胶 -凝胶法在种植体

基台表面构建一层纳米氧化锌抗菌膜[2]，起到良好的

抗菌杀菌作用。本实验旨在评价纳米氧化锌涂层对

细胞的毒性作用。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

小鼠胚胎成纤维 L-929细胞，由中国科学院昆明
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摘要：目的 评价钛合金表面纳米氧化锌薄膜对细胞毒性的作用。方法 观察小鼠胚胎成纤维 L-929细

胞在含纳米氧化锌薄膜的钛合金析出液中的生长情况，采用噻唑蓝比色法测定各组细胞的吸光度值，并计算出

相对的细胞增殖率，进行细胞毒性评价。结果 各组细胞生长状况良好，细胞形态无异常，增值率 >80%，细胞

毒性等级为 1级。结论 钛合金表面纳米氧化锌薄膜对细胞生长无毒害作用。
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Abstract: Objective To evaluate the cytotoxicity of nano-ZnO thin film on titanium alloy. Methods The
growth of L-929 cells in the culture solutions consisting of the ions released from nano-ZnO thin film on the
surface of titanium alloy was observed. And the absorbance values of the cells were tested by MTT method.
The relative growth rate of L-929 cells was calculated and the cytotoxicity of nano-ZnO thin film on the sur原
face of titanium alloy was evaluated. Results The relative growth rate of each L-929 cell group was above
80% and the cytotoxicity grade was grade 1. Conclusions Nano-ZnO thin film on the surface of titanium
alloy has almost no cytotoxicity.
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细胞库提供，达尔伯克必需基本培养基（dulbecco's

minimum essential medium，DMEM）及小牛血清均购

自美国 Gibco公司，双抗噻唑蓝（美国 Amresco公

司），二甲基亚砜（Dimethylsulphoxide，DMSO）（美国

Amresco公司），0.25%胰酶消化液。酶联免疫检测仪

（瑞士 Tecan公司），生物安全柜（HFsafe-1200，上海

力申科学仪器有限公司），气体培养箱（HF160W，上

海力申科学仪器有限公司），Olympus IX-71倒置相

差显微镜（日本 Olympus公司），96 孔细胞培养板

（美国 Coster公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 浸提液的制备 参照试件表面积与浸提介质

体积之比为 0.5～6.0 cm2/ml，按 1.0 cm2/ml的浸提比

例将高温高压消毒后的实验组钛片（表面含纳米氧

化锌涂层）和阴性对照组钛片（表面不含涂层）分别

浸泡在含 10%小牛血清的 DMEM 培养液中，在

37℃培养箱内放置 24 h后制成各组材料的浸提液，

放入 4℃冰箱保存[3]。

1.2.2 细胞培养 生长旺盛的 L-929细胞传代 48 h，

制成 1×105个 /ml细胞悬液，分注于 3个 96孔培养

板，每孔 100μl，每一板设 3组（实验组、阴性对照组

和空白对照组），每一组接种 8孔，置于培养箱内

（37℃，体积分数为 5%二氧化碳 CO2）培养。24 h后

细胞贴壁生长良好时，弃去原培养液，用磷酸盐缓冲

溶液（phosphate buffer saline，PBS）洗涤 2 次，实验

组每孔分别加入 100μl的含纳米氧化锌涂层的钛

片浸提液，阴性对照组每孔分别加入 100μl不含涂

层的钛片浸提液，空白对照组每孔分别加入 100μl

新鲜培养液。继续置于细胞培养箱内培养。

1.2.3 细胞形态观察及噻唑蓝比色法检测 3个 96

孔板分别培养 24、48和 72 h后终止培养，终止培养

前均在倒置显微镜下观察各组细胞形态变化和生长

状况并摄影，然后每孔加入 5 g/L噻唑蓝溶液 20μl，

继续置于细胞培养箱内培养 4 h后，吸弃原液，每孔

加入 DMSO 150μl，置于振荡器上振荡 10 min，使

用酶联免疫检测仪在波长 490 nm处测定各孔的吸

光度值（A490）。

1.2.4 细胞毒性评价 细胞相对增殖率（the rela-

tive growth rate，RGR）的计算公式 [4]：RGR= 实验组

A值 /阴性对照组 A值 /空白对照组 A值。美国药

典中细胞相对增殖率与细胞毒性分级如下[5]：0级为

RGR≥100%；1级为 RGR 80%～100%；2级为 RGR

50%～80%；3 级 RGR 为 30%～50%；4 级为 RGR

0%～30%。当 RGR≥80%，即毒性级别≤1级时，样

品对细胞的增殖无毒害作用；反之，对细胞的增殖有

毒害作用。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，各组吸

光度值（A值）用均数±标准差（x±s）表示，每个时

间段各组组间比较及各组 3个时间点 A 值比较用

单因素方差分析， <0.05为差异有统计学意义。根

据细胞毒性计算公式和分级标准直接计算并评价

其对细胞的毒性。

2 结果

2.1 培养 72 h细胞形态

可见各组细胞形态基本相似，呈梭性或多角形，

部分圆形细胞的细胞核处于分裂期，表明细胞生长

旺盛。见图 1。

2.2 各组 A值与细胞毒性

2.2.1 各组同一时间 A值比较 分别培养 24、48、

72 h后，各组间 A值比较，差异无统计学意义（ 值

分别为 0.211、8.089 和 1.509， 值分别为 0.811、

0.067和 0.244）（见表 1），提示每个时间段各组细胞

生长增殖比较，差异无统计学意义。

2.2.2 各组 3个时间段 A值比较 实验组、阴性对

照组、空白对照组 3个时间段的 A值比较，经方差分

析，差异有统计学意义（ 值分别 380.171、625.354

和 194.550，值分别为 0.000、0.000和 0.002）。各组

3个时间段的 A值均呈线性关系（ =0.002），各组 A

值均随着时间的延长而逐渐增大。见表 1。
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（申海菊 编辑）

表 1 各组 3个时间段的 A值 （ =8，x±s）

组别 24 h 48 h 72 h

实验组 0.181±0.045 0.409±0.065 0.882±0.102

阴性对照组 0.195±0.080 0.428±0.075 0.837±0.073

空白对照组 0.201±0.106 0.470±0.083 0.934±0.111

表 2 各组材料的细胞相对增殖率和细胞毒性级别

组别
培养 24 h 培养 48 h 培养 72 h

细胞相对
增殖率 /%

细胞相对
增殖率 /%

细胞相对
增殖率 /%

细胞毒
性级别

实验组 90 1 87 1 94 1

对照组 97 1 91 1 90 1

细胞毒
性级别

细胞毒
性级别

A：实验组；B：阴性对照组；C：空白对照组；箭头 1示生长旺盛的

分裂期细胞；箭头 2示坏死细胞

图 1 各组细胞培养 72 h形态图 （×100）

C

2.2.3 细胞增殖率和细胞毒性级别比较 细胞的相

对增殖率均 >80%，细胞毒性级别是 1级（见表 2），

表明细胞生长没有受到抑制，钛片表面纳米氧化锌

涂层具有良好的细胞相容性。

3 讨论

氧化锌是一种无机抗菌剂，作为添加成分主要应

用于皮肤科外用药、日用化妆品、水消毒及纺织品防

腐等方面[6-7]。纳米氧化锌与细菌微生物产生更广泛

的接触面积[8]，其抗菌性能远大于传统的氧化锌杀菌

剂[9]，具有安全性高、效力持久和不易耐药的特点[10]。

细胞毒性试验是口腔新型材料生物相容性研究

中重要的检测指标之一。噻唑蓝比色法是一种检测

体外培养细胞生长存活的方法，酶联免疫比色分析

法测定的吸光度值的大小可反映存活细胞数量的多

少及细胞代谢活性的强弱，因而吸光度值降低程度

即可反映材料析出液的细胞毒性大小 [11-12]，由于该

法简便、灵敏、结果客观且重复性好，广泛用于细胞

毒性检测。

本研究结果显示纳米氧化锌薄膜组细胞生长状

态良好，可见圆形分裂期细胞，细胞增殖率 >80%，

细胞毒性是 1级，对细胞的增殖无毒害作用，利于细

胞分化及功能表达，达到良好的钛合金 -组织界面[13]。

但毕竟体外实验条件与真实人体口腔环境有较大差

异，纳米氧化锌涂层能否应用于临床，还需要进一步

的生物学和动物学实验研究证实。
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