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仿珍珠层结构增强的丝蛋白 ＧＢＲ膜的构建
及其性能的体外实验研究

杨飞宇，徐文华

（安徽医科大学口腔医学院，安徽医科大学附属口腔医院，安徽省口腔疾病研究重点实验室，合肥　２３００３２）

摘要　目的　制备文石片（ＡＰ）增强的丝蛋白（ＳＦ）引导性骨再生（ＧＢＲ）膜，通过测试其拉伸性能、生物相容性及其对成骨分
化的影响，研究其作为新型骨组织再生屏障膜的可能性。方法　采用氧化法从天然鲍鱼壳（ＡＳ）中提取 ＡＰ，通过溶液浇筑和
蒸发自组装技术制备不同组分比例的ＡＰＳＦ复合膜和纯ＳＦ膜，在湿态条件下使用万能力学机测试其拉伸性能。取拉伸强度
最大的ＡＰＳＦ膜利用扫描电镜（ＳＥＭ）观察其微观结构，使用傅里叶红外光谱仪（ＦＴＩＲ）和Ｘ射线衍射（ＸＲＤ）来进行表征。通
过扫描电镜观察大鼠骨髓间充质干细胞（ｒＢＭＳＣｓ）在表面的黏附情况，ＣＣＫ８及活死细胞染色探究 ＡＰＳＦ膜的生物相容性。
使用碱性磷酸酶染色（ＡＬＰ）和茜素红染色（ＡＲＳ）检测各组ｒＢＭＳＣｓ的成骨向分化情况。结果　成功从ＡＳ中提取出ＡＰ，且由
ＳＦ和ＡＰ固含量为１０∶９的混合溶液制备出的膜的湿态拉伸性能最强，达８４６ＭＰａ，ＡＰＳＦ膜的ＣＣＫ８和活死细胞染色试验
结果与空白组及ＳＦ组无明显差异，表明两种膜均具有良好的生物相容性。ＡＬＰ试验和ＡＲＳ结果表明ＡＰＳＦ膜相比ＳＦ膜具
有更明显的促进ｒＢＭＳＣｓ成骨分化的能力。结论　制备的ＡＰＳＦ膜兼具良好的机械性能和生物学性能，具有一定的临床应用
潜力。
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　　目前，种植义齿被认为是治疗牙列缺损或牙列
缺失最理想的修复方式，种植体与周围骨组织形成

骨结合是其成功的关键因素，然而，种植位点周围骨

量不足，往往会导致种植体与骨结合不良［１］。引导

性骨再生（ｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＧＢＲ）技术在临
床上最常用于骨缺损修复技术，是通过将膜作为屏

障置于骨缺损区，防止生长较快的非成骨细胞（如

成纤维细胞和上皮细胞）进入骨缺损区，从而影响

新骨的形成［２］。现有的 ＧＢＲ膜往往存在一些机械
性能不足，降解过快或不降解的问题。本研究受天

然珍珠层启发使用丝素蛋白 （ｓｉｌｋｆｉｂｒｏｉｎ，ＳＦ）和文
石片（ａｒａｇｏｎｉｔｅｓｈｅｅｔｓ，ＡＰ）制备丝素蛋白基膜，使该
膜兼具较好的抗拉强度、生物相容性、生物可降解

性、以及一定程度促进成骨向分化的能力，探讨其作

为新型ＧＢＲ膜使用的可行性。

１　材料与方法

１．１　材料　蚕茧（江苏富安茧丝绸股份有限公
司）；ＭＷＣＯ３５００透析袋（河南赛多利斯生物科技
有限公司）；鲍鱼壳（义乌市谦豫电子商务商行）。

１．２　主要试剂与仪器　改良最低必需培养基 （α
ｍｉｎｉｍｕｍ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｍｅｄｉｕｍ， αＭＥＭ， 货 号：

Ｃ１２５７１５００ＢＴ，美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（货号：
３５０７９ＣＶ，苏州康宁生命科学有限公司）、胰酶消化
液（货号：Ｃ１００Ｃ１，苏州新赛美生物科技有限公司）；
碳酸钠（货号：１００１９２６０，上海国药集团化学试剂有
限公司）、１％次氯酸钠及溴化锂（货号：Ｓ２９１９４５、
Ｌ１０８９３１，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；青
－链霉素溶液、ＢＣＩＰ／ＢＮＴ碱性磷酸酯酶显色试剂
盒和Ｃａｌｃｅｉｎ／ＰＩ细胞活性与细胞毒性检测试剂盒
（货号：Ｃ０２２２、Ｃ２０１５Ｍ）均购置于上海碧云天生物
技术有限公司；ＣＣＫ８细胞增殖毒性检测试剂盒
（货号：ＣＫ０４，日本同仁化学研究所）；酶标仪（型
号：Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ＰｒｏＭ ｎａｎｏ，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司）；扫描电子显微镜（型号：ＳＥＭ３２００，合肥国仪量
子技术有限公司）；二氧化碳孵育箱 （型号：

Ｆｏｒｍａ３１１１）和傅里叶红外光谱仪（型号：Ｎｉｃｏ
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ｌｅｔ８７００，美国热电尼高力仪器公司）。
１．３　方法
１．３．１　ＡＰ的提取　将鲍鱼壳珍珠层，加入至含有
１％次氯酸钠溶液的烧杯中，持续剧烈搅拌，以去除
天然珍珠层中的生物聚合物。将获得的沉淀物离心

（３５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）洗涤５次，将获得的 ＡＰ置于
６０℃烘箱中干燥２４ｈ备用。
１．３．２　ＳＦ溶液的制备　将蚕茧剪成小片状，置于
煮沸的００２ｍｏｌ／Ｌ的碳酸钠溶液中，沸煮３０ｍｉｎ后
取出，去离子水洗涤５次以去除丝胶蛋白和多余的
碳酸钠。将脱胶后的蚕丝置于６０℃烘箱中干燥１２
ｈ。配置９３ｍｏｌ／Ｌ的溴化锂溶液，将脱胶后的蚕丝
在６０℃水浴加热下溶解３～４ｈ，所得的溶液装入
ＭＷＣＯ３５００透析袋内在去离子水中透析４ｄ。最后
将透析袋内的溶液移入离心管，８０００ｒ／ｍｉｎ离心２
次，每次１５ｍｉｎ，取上清液［３］。标定获得４％浓度的
ＳＦ溶液，置于４℃冰箱冷藏备用。
１．３．３　制备ＡＰＳＦ双层膜　首先制备 ＳＦ和 ＡＰ质
量分数比为１０∶１０的复合膜，称取１ｇＡＰ和２５ｍｌ
ＳＦ溶液，冰水浴低速搅拌混合均匀，倒入培养皿中，
４０℃加热台蒸发干燥，将蒸发干燥获得的膜置于
５０％乙醇溶液中交联４ｈ，去离子水冲洗干净，保湿
待用。同理分别制备 ＳＦ∶ＡＰ质量比为１０∶１、１０
∶３、１０∶５、１０∶７、１０∶９的复合膜和纯ＳＦ膜。
１．３．４　力学测试　将不同比例的薄膜裁剪为一定
长度和宽度的测试样品，浸泡于 ＰＢＳ内，室温过夜，
并通过力学万能实验机以 ５ｍｍ／ｍｉｎ的拉伸速度匀
速拉伸直至样品断裂，测量其室温条件下的湿态抗

拉强度，每组样品重复测试 ５次。
１．３．５　结构表征　取抗拉强度最大的薄膜所对应
的ＡＰＳＦ溶液重新制备膜样品。低真空下喷金后
使用扫描电镜在７０ｋＶ的加速电压下拍摄 ＡＰ粉
末、ＡＰＳＦ膜样品的表面以及截面，取鲍鱼壳粉末、
ＡＰ粉末、ＳＦ膜和 ＡＰＳＦ膜采用傅里叶变换红外光
谱（ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＦＴＩＲ）和 Ｘ
射线衍射（Ｘｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ，ＸＲＤ）分析各成分。
１．３．６　大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｒＢＭＳＣｓ）的提取　ＳＰＦ级 ＳＤ雄
性大鼠１只，３周龄，体质量（５０±５）ｇ，脱颈处死后
浸入７５％乙醇中１０ｍｉｎ，取大鼠后腿股骨，除去股
骨表面的筋膜肌肉，浸入含２％双抗的ＰＢＳ中冲洗，
用眼科剪剪去股骨两端，使用注射器抽取无血清培

养基对股骨髓腔冲洗至髓腔变白，离心去除上清液，

加入含２０％血清培养基重悬，置于培养皿中培养，４

ｄ后首次换液，定期换液，取第 ２～３代用于实验。
本研究已通过上海交通大学附属第九人民医院伦理

委员会审查批准，伦理编号为：ＳＨ９Ｈ２０２１Ｔ１１７２。
１．３．７　细胞生物相容性实验　根据国际标准组织
（ＩＳＯ／ＥＮ１０９９３１２）规定提取ＳＦ膜与ＡＰＳＦ膜的浸
提液，将高温高压消毒后的各组样品浸泡于含１０％
血清和１％青－链霉素溶液的 αＭＥＭ培养基中２４
ｈ，样品与培养基的比例为１ｇ／１０ｍｌ。ＣＣＫ８细胞
毒性检测：在９６孔板内接种 ｒＢＭＳＣｓ细胞，每组每
个时间点５个副孔，每孔接种３０００个。接种２４ｈ
后更换培养基，ＳＦ组与 ＡＰＳＦ组分别使用对应的
浸提液培养，对照组使用普通培养基培养，之后每３
ｄ换１次液。在第１、４、７天时分别弃去原培养基，
ＰＢＳ清洗，每孔加入配置好的ＣＣＫ８溶液１００μｌ，３７
℃ 孵育１ｈ后使用酶标仪读取每孔在４５０ｎｍ处的
吸光度值。

１．３．８　细胞活力及细胞黏附实验　细胞活力实验：
将ＳＦ膜、ＡＰＳＦ膜制备成直径１０ｍｍ的圆形样品。
在２４孔板每孔接种５０００个 ｒＢＭＳＣｓ，每组３个复
孔，培养７ｄ后按照活死细胞染色试剂盒使用说明
进行染色操作，使用荧光显微镜进行观察。细胞黏

附实验：将ＡＰＳＦ膜制备成直径６ｍｍ的圆形样品。
在每个样品的表面上接种１×１０４个 ＢＭＳＣｓ细胞，３
ｄ后，ＰＢＳ清洗２～３次，用４％多聚甲醛固定样品
３０ｍｉｎ后ＰＢＳ清洗３遍，使用扫描电镜拍摄样品。
１．３．９　细胞成骨分化的检测　将消毒后的各组样
品分别浸泡于成骨诱导培养基内，样品与培养基的

比例为１ｇ／１０ｍｌ，获得浸提液。将 ｒＢＭＳＣｓ接种于
１２孔板内，每孔２×１０５个，２４ｈ后更换成骨诱导培
养基或相应浸提液，每３ｄ换液１次，７ｄ后采用碱
性磷酸酶染色（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色的方
法检测ＡＬＰ活性，１４ｄ后采用茜素红染色方法检测
钙盐沉积。

１．３．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２６０进行统计学
分析，所有实验数据均以珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差
分析方法比较多组间均数的差异，并采用ＬＳＤｔ检验
进行两两比较，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＰ和ＡＰＳＦ膜的样品表征和成分分析　通
过氧化法获得了白色的ＡＰ粉末（图１Ａ），扫描电镜
可见其呈不规则片状结构，ＡＰＳＦ膜表面可见自然
排列的ＡＰ片（图１Ｂ），同时膜截面可见ＳＦ和ＡＰ混
合结构堆叠到一起，呈类珍珠层状结构（图 １Ｃ、
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１Ｄ）；通过比较 ＡＳ、ＡＰ以及 ＡＰＳＦ膜的 ＸＲＤ图像，
发现在反应过程中未破坏 ＡＰ结构且膜中确实存在
ＡＰ片（图１Ｅ）。ＦＴＩＲ光谱显示，与 ＳＦ膜相比，ＡＰ
ＳＦ膜 ＣＮ伸缩振动和ＮＨ弯曲振动由１５１３ｃｍ－１

移动至１４７０ｃｍ－１，Ｃ＝Ｏ键从原先１６４９ｃｍ－１振荡
移动到１６５４ｃｍ－１，且峰值增强。ＮＨ伸缩振动由
３３８５ｃｍ－１移动至３３４９ｃｍ－１，表明ＡＰ通过氢键和
疏水作用等作用力和 ＳＦ发生相互作用，同样证实
ＡＰＳＦ膜中ＡＰ的存在（图１Ｆ）。
２．２　不同比例ＡＰＳＦ膜的拉伸性能及溶胀性能　
图２Ａ、２Ｂ为在湿态条件下，不同比例ＳＦ和ＡＰ所浇
筑膜的拉伸性能比较，当 ＳＦ和 ＡＰ质量比达到１０

∶９时，膜的拉伸强度可达到 ８４６ＭＰａ；溶胀结果
（图２Ｃ）显示，膜的溶胀在最初的０５ｈ增长最快，
在１ｈ左右达到溶胀平衡。且ＡＰＳＦ膜的溶胀率小
于ＳＦ膜。
２．３　ＡＰＳＦ膜生物相容性及细胞黏附能力实验　
ＣＣＫ８结果显示，使用浸提液培养 １、４、７ｄ后，空白
组、ＳＦ组和 ＡＰＳＦ组之间的吸光度值无明显差异
（图３Ａ）且细胞不断增殖；将 ｒＢＭＳＣｓ接种在 ＡＰＳＦ
膜的粗糙面３ｄ后，扫描电镜结果表明细胞可以较
好地黏附在ＡＰＳＦ膜的粗糙面上（图３Ｂ）。活死细
胞染色结果如图３Ｃ所示，活细胞呈绿色荧光 ，死细
胞呈红色荧光，空白、ＳＦ及ＡＰＳＦ组表面上活死细

图１　扫描电镜下ＡＰ及ＡＰＳＦ膜的微观表征

Ｆｉｇ．１　ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＡＰａｎｄＡＰＳＦｍｅｍｂｒａｎｅｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
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图２　膜的拉伸性能和溶胀性能测试
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图３　ＡＰＳＦ膜的生物相容性

Ｆｉｇ．３　ＢｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆＡＰＳＦＭｅｍｂｒａｎｅ
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胞比例无明显差异。

２．４　促成骨分化能力　成骨诱导分化第７天 ＡＬＰ
染色结果显示：相对于空白组及 ＳＦ组，ＡＰＳＦ组显
色更深（图４Ａ），且第１４天茜素红染色结果显示：
ＡＰＳＦ组细胞内钙盐沉积更明显（图４Ｂ）。以上结
果表明，得益于ＡＰ的加入，ＡＰＳＦ膜能够促进ｒＢＭ
ＳＣｓ细胞成骨分化。

３　讨论

　　ＧＢＲ是目前临床上修复骨缺损不可或缺的技
术之一，目前市面上存在许多ＧＢＲ膜［４］，例如，不可

降解的钛网、聚四氟乙烯 （ｐｏｌｙｔｅｔｒａｆｌｕｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ，
ＰＴＦＥ）、钛增强的 ｅＰＴＦＥ、高密度 ＰＴＦＥ等临床常用
材料需要进行二次手术取出，往往会增加患者的手
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图４　成骨诱导分化各组细胞ＡＬＰ和ＡＲＳ染色镜下图 ×１００
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术风险、痛苦和负担［５］。可生物降解的 ＧＢＲ膜，虽
然无需进行二次手术，但它们较差的机械性能和相

对较差的骨再生能力仍然是一个重大问题。ＳＦ作
为一种来源广泛的天然高分子蛋白材料，过往研

究［５］表明其具有优异的生物相容性和力学性能，同

时其分子结构与构骨组织的主要有机成分Ｉ型胶原
纤维具有高度的相似性，可通过调节细胞外基质的

合成和分泌，激活细胞内信号通路来促进骨细胞的

增殖和分化，被公认为是在骨组织工程领域颇具潜

力的天然材料。Ｚｈｏｕｅｔａｌ［６］设计了纳米银颗粒／庆
大霉素包埋的ＳＦ涂层，对促进成骨分化表现具有有
益作用。珍珠层是天然矿化的产物，由９５％的 ＡＰ
和５％的有机物通过亚微米级的砖泥结构堆叠而
成，协同界面相互作用阻碍了裂纹扩展，使珍珠层具

有优异的断裂韧性和强度，ＡＰ是珍珠层中天然的
“砖”［７］，是一种较理想的构建材料。Ｈｕａｎｇｅｔａｌ［８］

和Ｍａｔｔａｅｔａｌ［９］的研究表明添加了珍珠层 ＡＰ的材
料具有可以促进人成骨细胞诱导的骨样结节的形

成，增强成骨能力。

　　本实验采用天然珍珠层剥离的ＡＰ作为“砖”和
ＳＦ作为“水泥”，通过溶液浇铸、蒸发自组装技术制
备了类珍珠层非对称的 ＡＰＳＦ膜。类珍珠层的“砖
－泥”结构可为 ＡＰＳＦ膜提供良好的拉伸性能，可
达到８４６ＭＰａ，远高于市场上广泛使用的 ＢｉｏＧｉｄｅ
胶原膜的 １６８ＭＰａ。Ｚｈａｎｇｅｔａｌ［１０］研究表明珍珠

层结构的构建，赋予了膜较好的机械变形能力，对于

防止膜穿孔和破裂的能力有一定的加强。Ｗｕｅｔ
ａｌ［１１］发现亲水性基材在水环境中发生溶胀导致机
械不稳定性，从而限制了其在引导骨再生中的应用。

本研究结果显示ＳＦ具有较高亲水性，制作成膜后表
现出广泛的溶胀，而随着 ＡＰ的加入增强了膜的稳
定性，降低溶胀率，对于维持膜的机械稳定起重要作

用。众所周知，表面形貌会影响细胞黏附、增殖，Ｄｅ
Ｍｏｒｉｅｔａｌ［１２］研究表明ＡＰ表面表现出均匀的微粗糙
度，因此相对突出的 ＡＰ能为细胞提供更好的附着
位点，对于骨缺损区域的成骨细胞附着有一定的促

进作用。本研究体外细胞实验结果表明 ｒＢＭＳＣＳ可
以较好地与 ＡＰＳＦ膜共存并能随培养时间的延长
而不断增殖。以上结果表明 ＡＰＳＦ膜具有良好的
机械性能以及生物安全性，非对称类珍珠层膜的结

构设计兼顾了屏障功能以及促进细胞黏附的功

能［１３－１４］，ＡＬＰ和ＡＲＳ实验结果表明，随着 ＡＰ粉末
的加入增强了膜的促成骨分化能力，弥补了纯ＳＦ膜
成骨能力的缺陷［１５］。

　　综上所述，该研究通过溶液浇铸、蒸发自组装技
术构建了非对称类珍珠层 ＡＰＳＦ膜。该研究相关
力学性能和体外实验结果显示，所制备的 ＡＰＳＦ膜
有望作为新型的ＧＢＲ膜应用于临床。
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己糖激酶２通过增强糖酵解途径促进前列腺癌的发生
徐凌凡，丁和康，施浩强，杨　诚，邰　胜

（安徽医科大学第一附属医院泌尿外科，合肥　２３００２２）

摘要　目的　探讨己糖激酶２（ＨＫ２）在前列腺癌发生、发展过程中的生物学作用及其调控机制。方法　采用免疫组织化学方
法对良性前列腺增生组织和前列腺癌组织进行染色，以了解ＨＫ２的蛋白表达情况，并分析ＨＫ２与相关临床指标的关系；采用
蛋白质印迹法探究ＨＫ２在各前列腺癌细胞系中的蛋白表达，并通过噻唑蓝（ＭＴＴ）方法检测细胞活力；利用小鼠皮下成瘤模型
观察肿瘤在动物体内的生长情况；采用同位素示踪的方法研究葡萄糖在前列腺癌细胞中的代谢流向。结果　前列腺癌组织
中ＨＫ２的表达高于良性前列腺增生组织（Ｐ＜００５）。ＨＫ２的表达强度与肿瘤的恶性程度、前列腺特异性抗原（ＰＳＡ）水平以
及有无远处转移呈正相关（Ｐ＜００５）。过表达ＨＫ２后，前列腺癌细胞增殖速率增快（Ｐ＜００１），敲低 ＨＫ２后小鼠肿瘤发生率
降低。ＨＫ２增强了前列腺肿瘤细胞中糖酵解通路的活性（Ｐ＜００５）。结论　ＨＫ２通过调节糖酵解代谢通路的活性促进前列
腺癌的发生、发展。

关键词　前列腺癌；己糖激酶２；糖酵解；细胞增殖；免疫组化；同位素示踪
中图分类号　Ｒ７３９８
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　　前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是男性泌尿生
殖系统中常见的恶性肿瘤，在西方国家呈高发状

态［１－２］。近年来，随着前列腺肿瘤早期筛查技术的

普及以及国民健康体检意识的增强，ＰＣａ在我国的

２０２５－０２－０８接收

基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８２２７２８８６）；安徽省教育厅

高校科研项目（编号：２０２２ＡＨ０３０１１８）；安徽省转化医学研

究院科研基金项目（编号：２０２２ｚｈｙｘＣ３７）

作者简介：徐凌凡，男，博士，副主任医师，校聘副教授，硕士生导师，

通信作者，Ｅｍａｉｌ：ａｙｆｙｘｌｆ＠１６３．ｃｏｍ

发病率呈现出逐年攀升的趋势，严重危害我国老年

男性人群的健康［３］。尽管前列腺特异性抗原（ｐｒｏｓ
ｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｇｅｎ，ＰＳＡ）作为ＰＣａ筛查的关键肿瘤
指标在临床上得到广泛应用，但由于 ＰＣａ起病较为
隐匿，患者就诊时常处于疾病进展期。因此，了解影

响ＰＣａ发生、发展的分子机制，对于疾病的早发现、
早干预具有重要意义。肿瘤细胞内的代谢重编被认

为是导致肿瘤发生和发展的重要驱动因素。葡萄糖

作为“三大能源物质”之一，其代谢活性直接影响肿

瘤细胞的生物学功能。糖酵解途径是葡萄糖在肿瘤
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