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摘要　 采用水热法， 通过调变反应溶胶的量合成了不同尺寸的不规则圆片状多孔锌硅分子筛 ＶＰＩ⁃７， 并研究

了其生物学性能． 扫描电子显微镜观测结果表明， 制备的样本由 ＶＰＩ⁃７ 条状晶体聚集成微球， 并进一步相互

交联形成微米级孔隙， 其形貌可以促进钙磷化合物在样品表面的沉积， 同时可以负载并缓释蛋白． 细胞学检

测结果表明， ＶＰＩ⁃７ 分子筛有利于细胞黏附增殖， 具有良好的生物相容性．
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分子筛是一种天然存在或经人工合成的具有规则孔道结构的晶体材料， 主要用作催化剂、 吸附及

分离剂、 离子交换剂等［１，２］ ． 近年来分子筛在生物医学领域的应用也日益受到关注． 例如天然斜发沸石

分子筛可作为抗肿瘤治疗的佐剂； 含有抗菌金属离子及负载 ＮＯ 的沸石分子筛涂层可用于医疗器械表

面抑菌［３］； 耐腐蚀的分子筛涂层可以促进人胎儿成骨细胞成骨分化， 提高骨整合能力， 在骨科材料领

域具有广阔应用前景［４］； Ｌｉ 等［５］通过体内及体外实验证明了在钛合金表面制备 ＭＦＩ 分子筛涂层可以

促进 ＭＣ３Ｔ３ 细胞成骨分化， 并促进骨组织与材料的结合； 微介孔分子筛材料还可被用作药物的载

体［６］， 其中 ＺＳＭ⁃５ 分子筛涂层可以促进骨髓干细胞增殖， 能携带并缓释庆大霉素达到抗菌效果［７］ ． 随

着不同分子筛在生物医学领域的逐渐应用， 越来越多的分子筛被发现具有良好的生物性能并可被应用

于医学领域．
ＶＰＩ⁃７ 是一种锌硅分子筛， 具有三元环孔道结构， 最大孔径 ０􀆰 ４３１ ｎｍ， 主要由硅、 锌、 钠元素组

成［８］ ． 钠是人体的常量元素， 硅、 锌两种元素都是人体必备的微量元素， 无生物毒性， 这为 ＶＰＩ⁃７ 良好

的生物相容性提供了元素基础． 锌被认为是对成骨分化和骨组织发育具有直接影响的元素， 同时可作

为信号分子影响细胞内信号传导， 且被证明可以诱导碱性磷酸酶及胶原蛋白的合成， 对成骨有显著的

促进作用［９～１１］ ． 水热法合成的 ＶＰＩ⁃７ 分子筛可以聚集成团块状， 晶体聚集成微球， 微球间进一步形成

了较大的孔隙， 这一多孔结构为载药及负载生物大分子物质提供了可能［１２］ ．
良好的生物相容性、 高孔隙结构、 药物及生物大分子负载缓释能力均是载药植入物所必需的性

能［１３，１４］ ． 同时满足这 ３ 个条件的材料将有望被用作骨填充材料， 负载药物进行骨缺损的修复， 或用于

巨细胞瘤切除后的骨填充， 从而解决大块骨缺损难以用同种异体骨或自体骨移植修复的难题． 本文通

过水热法合成了 ＶＰＩ⁃７ 分子筛， 并通过模拟体液实验、 体外细胞实验从蛋白缓释、 生物相容性及类骨

磷灰石沉积三方面考察了 ＶＰＩ⁃７ 的生物活性．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

白炭黑为工业级， 购于长岭化学品公司； 氢氧化钠和六水合硝酸锌均为分析纯， 分别购于北京化



工厂和天津市福晨化学试剂厂． 基础培养基（ＤＭＥＭ） 购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司； 胎牛血清（ＦＢＳ）购于杭

州四季青公司； ＣＣＫ⁃８ 试剂购于中国 ＢＢＩ 公司； 胰酶、 双抗（青霉素钠、 链霉素）和磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）均购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司．
Ｄ ／ ＭＡＸ⁃ＩＩＩＡ ２５５０ 型 Ｘ 射线衍射仪（ＸＲＤ， 日本 Ｒｉｇａｋｕ 公司）， Ｃｕ Ｋα， λ＝ ０􀆰 １５４１８ ｎｍ， 管电压 ４０

ｋＶ， 管电流 ３０ ｍＡ； ＪＳＭ⁃７４０１Ｆ 型扫描电子显微镜（ＳＥＭ， 日本 ＪＥＯＬ 公司）， 加速电压 ３０􀆰 ０ ｋＶ； ＪＳＭ⁃
６７００Ｆ 型扫描电子显微镜（ＳＥＭ， 日本 ＪＥＯＬ 公司）， 加速电压 ５􀆰 ０ ｋＶ； ＸＬ３０ 型扫描电子显微镜（ＳＥＭ，
荷兰 Ｐｈｉｌｉｐｓ 公司）， 加速电压 １０􀆰 ０ ｋＶ； Ｘ 射线荧光能谱仪（ＥＤＳ， 日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）； ＣＯＵＬＴＥＲ ＥＰＩＣＳ
Ｘ 型流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）； Ｖａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ 酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＨＥＲＡｃｅｌｌ
１５０ｉ 型 ＣＯ２ 培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）．
１．２　 ＶＰＩ⁃７的制备

参照文献［１５］， 采用水热法合成 ＶＰＩ⁃７， 选取的溶胶摩尔组成为 ｎ（Ｎａ２Ｏ） ∶ ｎ（ＺｎＯ） ∶ ｎ（ＳｉＯ２） ∶
ｎ（Ｈ２Ｏ）＝ ０􀆰 ６５ ∶ ０􀆰 ２ ∶ １ ∶ ４４． 在保证溶胶中各物质摩尔比不变的情况下调变溶胶的量， 分别称取 ０􀆰 ４９５，
０􀆰 ９９０， １􀆰 ４８５ 和 ２􀆰 ４７５ ｇ 六水合硝酸锌于氢氧化钠水溶液中， 控制好相应水量， 待搅拌均匀后， 按溶胶

配比加入白炭黑， 继续搅拌 ２ ｈ． 将搅拌均匀的溶胶分别装入具有相应容量的带有聚四氟乙烯内衬的不

锈钢反应釜中， 陈化 ２４ ｈ 后， 置于 ２２０ ℃烘箱中， 在自生压力下恒温静置晶化 ７ ｄ． 产物用超纯水反复

超声洗涤后于 ６０ ℃烘箱中干燥， 即得到 ＶＰＩ⁃７ 不规则圆片．
１．３　 ＶＰＩ⁃７的生物相容性表征

１．３．１　 材料清洗及灭菌　 将制备好的 ＶＰＩ⁃７ 分子筛薄片浸泡在 ＰＢＳ 中以中和过量的酸碱， 随后依次用

ＰＢＳ、 蒸馏水和超纯水超声清洗 １５ ｍｉｎ． 清洗后的样品经高压蒸气灭菌， 烘干后留待后续实验使用．
１．３．２　 细胞培养　 使用髓腔冲洗法获取胎兔骨髓间充质干细胞（ ｒ⁃ＢＭＳＣｓ） ［１６］， 并在完全培养液（含
１％（体积分数）双抗， １０％（体积分数）胎牛血清）中培养． 每隔 ２ ｄ 换液一次， ３ ｄ 后传代培养， 第 ３～５
代细胞用于后续细胞实验．

将 ＶＰＩ⁃７ 样本置于 ２４ 孔细胞培养板中， 细胞 １×１０４ Ｃｅｌｌ ／孔的浓度接种在样本上． 培养板在培养箱

中孵育 ４８ ｈ 后用 ＰＢＳ 清洗样本， 随后在中性戊二醛中固定 ４ ｈ， 用梯度酒精脱水， 干燥后表面喷金， 在

电子显微镜下观察细胞形态并拍照．
１．３．３　 浸提液的配制　 将清洗灭菌后的 ＶＰＩ⁃７ 样本浸入基础培养基中， 随后放入 ３７ ℃温箱中， 每隔

３ ｄ收集浸提液并加入新的培养基． 将收集的浸提液加入 １％（体积分数）的双抗和 １０％（体积分数）的胎

牛血清配成完全培养液进行材料毒性检测， 并与正常的完全培养液进行对比评价．
１．３．４　 材料毒性检测　 将细胞分为 ３ 组， 以 １×１０３ Ｃｅｌｌ ／孔的密度接种到 ９６ 孔板中， 孵育 ２４ ｈ 后， 分别

换上新的培养液、 ＶＰＩ⁃７ 浸提液和含 ５％ 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）的培养液， 继续孵育 ４８ ｈ 后， 每孔按 １００ ∶
１０ 比例加入培养液和 ＣＣＫ⁃８ 试剂的混合液， 置于细胞培养箱避光孵育 ３ ｈ， 通过检测在 ４５０ ｎｍ 波长下

的光密度（ＯＤ）对材料毒性进行评价． 其中培养液作为正常对照， 含 ５％ ＤＭＳＯ 的培养液为阳性对照．
１．３．５　 细胞增殖实验　 将 ＶＰＩ⁃７ 薄片置于 ２４ 孔板中， 并设立 ２ 组 ２４ 孔细胞培养板作为对照， 以 ２×１０４

ｃｅｌｌ ／ ｍＬ 的浓度将细胞随机接种在 ３ 组 ２４ 孔板上： ＶＰＩ⁃７ 薄片组（ＶＰＩ⁃７）、 培养板用正常培养液培养组

（ＴＣＰＳ）及培养板用材料浸提液换液培养组（Ｖ⁃ＴＣＰＳ）， 每组设立 ４ 个复孔． 细胞培养 １， ４， ７ ｄ 时，每孔

按 １００ ∶ １０ 比例加入培养液和 ＣＣＫ⁃８ 试剂的混合液， 置于细胞培养箱避光孵育 ３ ｈ 后用酶标仪检测 ４５０
ｎｍ 波长下的光密度， 通过 ＯＤ 值对细胞增殖情况进行定量分析．
１．４　 ＶＰＩ⁃７类骨磷灰石沉积能力检测

按照文献［１７，１８］方法配制模拟体液（ＳＢＦ）， 将一定量的 ＶＰＩ⁃７ 研磨成粉末放入 ＳＢＦ 中， 于 ３７ ℃
下恒温搅拌， 每隔 ２４ ｈ 更换一次模拟体液， ７２ ｈ 后将上层清液倒掉， 沉淀用超纯水反复离心、 洗涤后

于 ６０ ℃下空气干燥， 所得产物用扫描电子显微镜和 Ｘ 射线荧光能谱仪（ＥＤＳ）进行表征．
１．５　 ＶＰＩ⁃７的蛋白负载释放性能

将清洗后的 ＶＰＩ⁃７ 薄片浸入胎牛血清中， ２４ ｈ 后取出， 用 ＰＢＳ 冲洗． 清洗后的样本放入 ＰＢＳ 溶液

中进行蛋白缓释实验［１９］， 每隔 ２４ ｈ 用 ＢＣＡ 法检测蛋白浓度， 即利用酶标仪检测 ４０５ ｎｍ 下的光密度．
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样品从血清中取出后， 分别取剩余血清和血清原液， 稀释 ４０ 倍后检测蛋白浓度， 计算蛋白吸附率

（ｗ， ％）： ｗ＝［（ｃ１－ｃ２） ／ ｃ１］×１００％， 式中， ｃ１（ｍｇ·Ｌ－１）为血清原液中蛋白浓度， ｃ２（ｍｇ·Ｌ－１）为吸附后

蛋白的浓度．
１．６　 统计分析

实验样本量 ｎ≥４， 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６．０ 软件进行作图、 统计学分析， 实验数据用 Ｍｅａｎ±ＳＤ 表

示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义．

２　 结果与讨论

２．１　 ＶＰＩ⁃７的表征

作为骨填充材料， 我们希望其形状大小可以通过改变实验条件进行调变． 为此， 通过控制溶胶中

ＺｎＯ 的含量合成了直径可调控的不规则圆片， 如图 １（Ａ）是经超声处理后的 ＶＰＩ⁃７ 试样的照片， 其直径

从 ８ ｍｍ 到 ２３ ｍｍ 不等， 可见采用简单的水热法即可得到不同尺寸的填充支架， 该支架由聚集态的

ＶＰＩ⁃７ 组成． 图 １（Ｂ）示出了所得产物的 ＸＲＤ 谱图和 ＶＰＩ⁃７ 的模拟谱图， 二者完全吻合［２０］， 表明合成出

的产物为 ＶＰＩ⁃７ 纯相． 图 １（Ｃ）和（Ｄ）是不同放大倍率下 ＶＰＩ⁃７ 的 ＳＥＭ 照片， 可见， ＶＰＩ⁃７ 分子筛由条

状晶体聚集成球形并进一步互相交联． 在照片中可以看出条状晶体之间形成微米级的小孔隙， 而微球

之间形成了较大的孔隙． 晶体之间的小孔隙可以用来负载小分子药物， 微球之间大孔隙为负载多肽、
蛋白、 核酸等生物大分子物质提供了结构基础．

Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ＶＰＩ⁃７ ｄｉｓｃｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ（Ａ）， ＸＲＤ ｐｏｗｄｅｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＶＰＩ⁃７（Ｂ） ａｎｄ
ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＶＰＩ⁃７ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｃ， Ｄ）
（Ｂ） ａ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ； ｂ． ｓｉｍｕｌａｔｅｄ．

Ｆｉｇ．２　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｒ⁃ＢＭＳＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ＶＰＩ⁃７ ｓａｍｐｌｅ ｆｏｒ ２ ｄ
（Ａ） ２５０×； （Ｂ） １０００×． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ： ｆｉｌｏｐｏｄｉａ．

２．２　 ＶＰＩ⁃７表面的细胞黏附及形态

图 ２ 示出了 ＶＰＩ⁃７ 样本表面生长细胞的形态， 从低倍显微镜下［图 ２（Ａ）］可以观察到 ｒ⁃ＢＭＳＣｓ 黏
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附在 ＶＰＩ⁃７ 的表面． 从高倍显微镜［图 ２（Ｂ）］下可以看到细胞伸出较多片状伪足和丝状伪足（红色箭头

所示位置）， 这表明细胞以良好的形态黏附在样品表面． 以上结果表明 ＶＰＩ⁃７ 具有良好的生物相容性，
利于细胞黏附生长．
２．３　 ＶＰＩ⁃７的毒性

图 ３ 示出了材料的毒性检测结果， ３ 组细胞分别换液后继续孵育 ４８ ｈ， 毒性对照组（５％ ＤＭＳＯ）细
胞明显少于其它两组， 差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）． 而 ＶＰＩ⁃７ 浸提液组与正常对照组（ＤＭＥＭ）无明显

差异． 这一结果表明 ＶＰＩ⁃７ 无细胞毒性．

Ｆｉｇ．３　 Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ＶＰＩ⁃７
∗ Ｐ＜０􀆰 ０５； ＮＳ： ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．

　

Ｆｉｇ．４　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
∗ Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ Ｐ＜０􀆰 ０５ ｖｓ． ＶＰＩ⁃７．
＃ Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ Ｐ＜０􀆰 ０５ ｖｓ． ＴＣＰＳ．

２．４　 ＶＰＩ⁃７的生物相容性

图 ４ 为 ＶＰＩ⁃７、 培养板组（ＴＣＰＳ）和浸提液换液组（Ｖ⁃ＴＣＰＳ）３ 组细胞的增殖结果． 由图 ４ 可见， ３ 组

细胞均随时间延长不断增殖， ＴＣＰＳ 和 Ｖ⁃ＴＣＰＳ 组细胞增殖在 ４ ｄ 后逐渐进入平台期． 其中浸提液组在

４， ７ ｄ 时细胞数量均高于其它两组， 尤其是 ４ ｄ 时， 浸提液组细胞数量明显高于其它两组， 且差异有统

计学意义． 这表明 ＶＰＩ⁃７ 浸提液有利于细胞增殖． 而细胞直接接种在 ＶＰＩ⁃７ 材料上的细胞数量一直低于

其它两组， 这是 ＶＰＩ⁃７ 样品立体形貌结构与培养板的差异造成的． 但 ＶＰＩ⁃７ 样本上细胞一直处于良好

的增殖状态， 在 ７ ｄ 时细胞数量已经接近其它两组． 结合材料浸提液组细胞增殖情况， 表明细胞可以在

ＶＰＩ⁃７ 表面增殖， ＶＰＩ⁃７ 具有良好的生物相容性． 植入物修复骨缺损，是植入物周围环境中的骨髓干细

胞不断黏附在其表面并增殖、 分化， 最终在植入物表面形成新生骨组织的过程． 骨髓干细胞可以在

ＶＰＩ⁃７ 材料表面持续增殖， 这有利于骨缺损的愈合．
２．５　 ＶＰＩ⁃７的蛋白缓释作用

血清原液蛋白浓度为（０􀆰 ２１３４±０􀆰 ００５） ｍｇ ／ ｍＬ， 吸附后血清蛋白浓度为（０􀆰 １７８９±０􀆰 ００８） ｍｇ ／ ｍＬ，

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ＶＰＩ⁃７

经计算蛋白吸附率为（１６􀆰 １７±０􀆰 ２５）％． 图 ５ 为 ＶＰＩ⁃７
的蛋白缓释曲线， 由图可见， 蛋白浓度从第 １ 天开始

逐渐升高， 直到第 ４ 天释放趋于平稳， 在 ７ ｄ 的缓释

实验中， ＶＰＩ⁃７ 可以持续缓释蛋白． 这与电子显微镜

下观察到的结构基本相符， 表明微球之间的大孔隙

可以负载蛋白． 蛋白的分子量较大， ＶＰＩ⁃７ 可以负载

并缓释蛋白表明 ＶＰＩ⁃７ 可以负载生物大分子物质． 骨
生长因子如骨形成蛋白、 胰岛素样生长因子等， 常

为大分子蛋白或多肽． ＶＰＩ⁃７ 有望通过负载这些具有

促进骨生成作用的蛋白多肽， 并在骨缺损区域持续

缓释， 促进骨髓干细胞的增殖分化， 进而促进骨缺损的修复．
２．６　 ＶＰＩ⁃７的表面类骨磷灰石沉积

经过 ７２ ｈ 的 ＳＢＦ 浸泡实验， 观察表面类骨磷灰石沉积情况． 图 ６（Ａ）和（Ｂ）是所得 ＶＰＩ⁃７ 粉末在不

同放大倍数下的 ＳＥＭ 照片， 其表面可以看到明显的类骨磷灰石沉积， Ｘ 射线荧光能谱仪检测结果进一

步证实其表面确实有钙磷化合物的沉积［图 ６（Ｃ）］， 表明所得 ＶＰＩ⁃７ 分子筛表面能够促进类骨磷灰石
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沉积． ＳＢＦ 溶液与人体血浆中离子组成几乎完全一致， 用 ＳＢＦ 体液浸泡可以模拟人体内骨骼形成的过

程． 经 ＳＢＦ 浸泡后 ＶＰＩ⁃７ 表面有大量的钙磷化合物沉积， 表明其具有较好的成骨活性． 骨修复不仅仅是

成骨细胞不断增殖、 分化的过程， 骨组织矿化对骨骼修复同样重要． 钙、 磷等无机盐不断沉积在骨组织

中进而矿化形成坚硬的骨骼． ＶＰＩ⁃７ 能够诱导钙磷化合物沉积， 这有利于骨组织的矿化， 最终修复骨

缺损．

Ｆｉｇ．６　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ（Ａ， Ｂ） ａｎｄ ＥＤＳ ｐａｔｔｅｒｎ（Ｃ） ｏｆ ＶＰＩ⁃７
ａｆｔｅｒ ｉｍｍｅｒｓｅｄ ｉｎ ＳＢＦ ｆｏｒ ７２ ｈ ａｎｄ

３　 结　 　 论

采用水热法制备了不规则圆片状多孔硅锌分子筛 ＶＰＩ⁃７， 且可通过调变溶胶的量来控制分子筛圆

片的尺寸． 通过细胞培养及细胞增殖试验证明 ＶＰＩ⁃７ 具有良好的生物相容性且无细胞毒性． 通过蛋白

负载⁃释放实验验证了 ＶＰＩ⁃７ 分子筛的蛋白缓释性能， 其具备负载药物及生物大分子物质的结构基础．
ＶＰＩ⁃７ 可以促进钙磷化合物的沉积， 具有较好的成骨活性． ＶＰＩ⁃７ 分子筛可以作为骨填充材料负载药物

或生物大分子物质促进骨修复， 其作为骨填充修复材料拥有广阔的应用前景．
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