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不同等离子体处理氧化锆对人牙龈成纤维细胞
黏附能力的影响
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!摘"要" 目的!比较以不同种类气体为工作气体的大气压放电冷等离子体处理氧化锆对氧化锆表面人牙龈成纤

维细胞生物学行为的影响% 方法!将 #& 个氧化锆试件随机分为 . 组'对照组!无处理$"氦气大气压介质阻挡放电

等离子体处理 '& =组!T-组$"氩气大气压介质阻挡放电等离子体处理 '& =组!IG组$"'DF氩气jDF氧气大气压

介质阻挡放电等离子体处理 '& =组!IGj3

#

组$"每组 D 个% 分组处理后观察氧化锆表面形貌"测定表面粗糙度及

润湿性"分析表面元素组成"培养人牙龈成纤维细胞 $ J测定细胞在氧化锆表面的初期黏附能力"免疫荧光染色观

察细胞黏附初期细胞形态% 结果!等离子体处理后氧化锆表面形貌及粗糙度无明显改变"接触角均显著降低!!E

&%&D$" 其中IG组及IGj3

#

组接触角与T-组具有统计学意义!!E&%&D$% O射线光电子能谱分析结果显示"等离

子体处理后氧化锆表面SL3比分别下降至 &%.D!T-组$&&%$1!IG组$和 &%$$!IGj3

#

组$% 经IG及IGj3

#

混合

气体等离子体处理的氧化锆表面人牙龈成纤维细胞黏附初期数量提高"差异具有统计学意义!!E&%&D$% 相对于

对照组"不同等离子体处理后的氧化锆表面成纤维细胞黏附及增殖情况更佳"细胞在黏附初期形态铺展更佳"伸出

伪足更多% 结论!不同种类大气压放电冷等离子体处理氧化锆可在不改变材料表面形貌及粗糙度的情况下通过在

材料表面引入含氧官能团提高材料表面润湿性#以IGj3

#

混合气体为工作气体的大气压放电冷等离子体可显著提

高人牙龈成纤维细胞在氧化锆表面的早期黏附能力%

!关键词" 氧化锆#大气压放电冷等离子体#成纤维细胞"牙龈"人
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R+G*5,+)# S560 )4>5=;J-G+*;6)=>)# +̂KG5K6)=4=" 7+,7+\)6" JX>),

""自 #& 世纪 /& 年代以来"口腔种植临床技术迅

速发展成熟"口腔种植修复已经逐渐成为牙列缺损&

牙列缺失的首选治疗方案% 种植体周围软组织通过

牙龈结合上皮&牙龈纤维等附着于种植体颈部结构

形成一圈封闭性良好的*袖口+结构"成为一种功能

性生物封闭屏障,!-

"这一结构具有保护种植体在复

杂口腔环境中免受细菌及其他致炎因子侵入而保持

长期稳定的作用,#-

% 种植体周围软组织与颈部基

台间的结合直接影响种植修复的功能及美学效果"

氧化锆凭借良好的机械性能&生物相容性及美学性

能作为基台材料在前牙美学区种植修复具有良好的

应用前景% 研究发现"相较于表面形貌"种植体基台

与周围软组织的结合受基台表面润湿性的影响更

大,$-

"因此"对氧化锆基台进行表面改性"特别是通

过对氧化锆表面润湿性的改变获得有利于软组织附

着的表面特性具有重要意义%

等离子体是一种以自由电子和带电离子为主要

成分的物质形态"大气压放电冷等离子体 !*560

)4>5=;J-G+*;6)=>)" SI[$具有在大气压开放环境中

放电且放电温度接近体温的特性"在口腔医学领域

已广泛应用于根管治疗&义齿消毒&牙齿美白&材料

改性等方面,.-

% 本课题组既往研究表明"使用大气

压放电冷等离子体处理氧化锆后"可在不改变材料

表面形貌的情况下"通过增加氧化锆表面润湿性"提

高人牙龈成纤维细胞黏附相关基因的表达"从而增

加其黏附增殖能力,D-

%

本研究拟进一步探究不同大气压放电冷等离子

体对氧化锆基台的作用及其对周围软组织结合的影

响%

BC材料与方法

B%B"氧化锆试件的制备

准备直径为 !D >>"厚度为 # >>的市售圆盘

状钇稳定性氧化锆试件!R-,5=4)G" Y+-6),0 H-,4)6

公司" 德国$" 使用表面研磨仪!IX45W-4$&&%ZX-N

J6-G" Y)XM-7), 公司" 美国$用 1&

"

>金刚砂砂纸

!直径 #D >>" 振戎融通通信技术有限公司" 北京$

表面打磨抛光%

在进行表面处理前"将试件分别在无水乙醇及

去离子水中超声荡洗 #& >+,"干燥备用%

B%D"SI[处理氧化锆试件

使用清华大学等离子体健康科技研究组与北京

振戎融通通信技术有限公司联合研发的等离子体手

术刀!图 !$处理氧化锆试件% 该仪器采用双介质同

轴型介质阻挡放电结构"高压电极为直径 ! >>的

钨针"外面套有内径 ! >>&外径 # >>的玻璃管"低

压电极则使用铜箔胶带缠绕在外径为 / >>& 内径

为 1 >>的玻璃管上#工作时两绝缘玻璃管间的空

间中充满工作气体"在外加高压交流电场的作用下

电离形成等离子体% 本实验装置处理仓体积为

#D%#D *>

$

"电源驱动频率为 #1 MT_"放电电压

.%1. e.%C# Mc"放电的功率密度为 &%.. YL*>

$

%

由于实验采用开放环境放电"为了避免空气对高浓

度工作气体造成混杂"在处理前使用工作气体流吹扫

! >+,"以尽可能排空处理仓内电极间的空气%

按照上述处理方式"#& 个试片共分为 . 组"每

组 D 片"分组如下"组 !'未经大气压放电冷等离子

体处理的对照组!S组$#组 #'氦气大气压放电冷等

离子体处理 '& =组!T-组$#组 $'氩气大气压放电冷

等离子体处理'& =组!IG组$#组.''DF氩气jDF氧

气大气压放电冷等离子体处理 '& =组!IGj3

#

组$%

图 BC等离子体手术刀示意图

M#N2&,BC[+*4XG-5<4J-SI[W-0 7-,-G)45G

"

B%E"表面形貌的观察

观察 . 组氧化锆试件肉眼表面形貌"经过表面

喷金处理后"使用扫描电镜! ?N./&&" TA@ISTA公

司" 日本$在放大 # D&& 倍下分别观察表面纹理和

细微结构%

B%F"O射线衍射分析试件成分

)1!$)
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使用O射线衍射仪 !H/ )0\),*-" ZGXM-GIO?

公司" 德国$ 对氧化锆试件表面陶瓷成分及晶体结

构进行测量%

B%G"粗糙度测量

使用粗糙度测量仪!W+4X4585?XG<4-=4.&! I,)68N

_-G?-G+-=#&&" W+4X4585S5G;5G)4+5, 公司"日本$对 .

组氧化锆试件表面粗糙度进行测量% 取样长度

&%/ >>"评定长度 .%& >>"测定轮廓算术平均偏差

!()值$"即在取样长度内轮廓偏距绝对值的算术

平均值% 每个试件按照直径方向随机选取 D 个测定

线段"每组测定 $ 个试件计算()平均值%

B%H"接触角测量

使用接触角测量仪 ! ?V#&&" 9+,5A,0X=4G8公

司" 美国$对 . 组氧化锆试件表面接触角进行测量%

通过静态接触角测量方式"将 !

"

V去离子水滴在氧

化锆试件表面"等待 $ =至液滴稳定后用接触角测

量仪自带软件进行测量"每次接触角采用左右接触

角的平均值作为测定结果% 每个试件表面随机选取

$ 个点进行测量"每组 $ 个试件"最后计算每组的平

均接触角%

B%I"O射线光电子能谱分析

使用O射线光电子能谱仪!:?SIVIZ#D&" @J-GN

>5̂+=J-G?*+-,4+<+*公司"美国$分析表面元素组成"仪

器功率 ##D Y!工作电压 !D Mc"发射电流 !D >I$%

B%J"人牙龈成纤维细胞的体外原代提取及培养

选取于北京大学口腔医院牙周科就诊的牙周健

康状况良好的的冠延长手术患者"于术前签署知情

同意书% 将牙周冠延长术中切除的健康牙龈组织块

放入含 CCF!质量分数$改良杜氏伊戈尔培养基

!HX6K-**5(=>50+<+-0 -)76->-0+X>"HW:W" 2+K*5

Z(V公司"美国$&#&F!体积分数$胎牛血清!2+K*5

Z(V公司"美国$及 $F!质量分数$双抗!青霉素

$&& QL>V链霉素 $&& >7LV" ?+7>)公司" 美国$的

离心管内"用于提取人牙龈成纤维细胞% 本研究经

过北京大学口腔医院伦理委员会 ![9Q??A(ZN

#&!#&1&$批准%

在直径为 1& >>的培养皿中加入含 CCF

HW:W培养基&#&F胎牛血清及 $F双抗的培养基"

将术中获得的牙龈组织块置于培养皿中央"用

HW:W培养基冲洗 $ 次"并剪碎为 ! >>k! >>k

! >>的小块% 使用移液管将细碎组织块移入另一

直径 1& >>的培养皿内"使用吸引器小心吸干组织

块周围的培养基% 将培养皿置于 S3

#

细胞培养箱

!$C h" DFS3

#

"?:(A:?

%

" @J-G>5̂5G>)公司"美

国$" 静置 # e$ J"待组织块初步贴壁% 随后"在培

养皿内缓慢加入培养基!CCFHW:W培养基"#&F

胎牛血清及 $F双抗$"将培养皿转移至细胞培养箱

,$C h" DF!体积分数$S3

#

-中培养"# e$ 0 换液"

待细胞爬满培养皿面积 /&F进行传代%

B%K"细胞黏附数量检测

将经不同种类大气压放电冷等离子体处理前后

的 . 组试件浸泡于 CDF乙醇中 $& >+,"消毒后使用

磷酸盐缓冲液!;J5=;J)4-KX<<-G=)6+,-"[Z?$冲洗 $

遍"用吸引器吸干表面液体"将氧化锆试件置于 #.

孔板中% 将生长状态良好的培养至 . eC 代的牙龈

成纤维细胞以 ! k!&

D每孔的密度接种于试件表面"

静置 $& >+,"待细胞贴壁后"每孔加入 HW:W培养

基!含 !&F胎牛血清和 !F青链霉素混合液$! >V"

将培养皿置于S3

#

培养箱中培养% 培养 $ J 后从培

养箱中取出培养皿"测定细胞的黏附能力% 轻轻晃

动 #. 孔板并吸去原培养基及未贴壁的细胞"[Z? 冲

洗 $ 遍"将试件取出放出 #. 孔板的新孔中"加入

$1&

"

VHW:W培养基及 .&

"

V细胞增殖N毒性检测

!*-66*5X,4+,7M+4N/"SS9N/$试剂% 在培养箱中 $C

h孵育 # J"吹打混匀后将培养基移至 '1 孔板中"每

孔 !&&

"

V% 使用酶标仪!:VO/&/" Z+5@-M 公司" 美

国$波长 .D& ,>"测定光密度值% 试验重复 $ 次"每

次每组 $ 个平行样%

B%BL"细胞黏附形态检测

使用激光共聚焦显微镜!V?WC!&" R-+==公司"

德国$观察牙龈成纤维细胞在氧化锆试件表面的初

期黏附形态% 将生长状态良好的培养至 . eC 代的

牙龈成纤维细胞以 D k!&

.每孔的密度接种于试件

表面"静置 $& >+,"每孔加入HW:W培养基!含 !&F

胎牛血清和 !F青链霉素混合液$! >V"置于 S3

#

培

养箱中培养 $ J"观察牙龈成纤维细胞在氧化锆试件

表面的黏附情况% 达到培养时间后"[Z? 冲洗 $ 遍"

去除未贴壁细胞".F!质量分数$甲醛固定 D& >+,"

[Z?冲洗 $ 遍!每次浸泡 D >+,$% 使用异硫氰酸酯

!<6X5G-=*-+,-+=54J+5*8),)4-" Â@S$标记的鬼笔环肽

![J)665+0+,"肌动蛋白染色为绿色"?+7>)公司" 美

国$进行胞浆染色"使用 .("1N二脒基N#N苯基吲哚

!.("1N0+)>+0+,5N#N;J-,86+,056-"HI[A"细胞核染为

蓝色"(5*J-Z)=6-G公司" 瑞士$进行细胞核染色"使

用激光共聚焦显微镜!V?WC!&" R-+==公司"德国$对

细胞形态进行观察%

B%BB"统计学分析

氧化锆试件粗糙度&接触角以及细胞黏附数量

使用单因素方差分析"并通过 V?H方法进行组间两

两比较"所有统计结果均由统计软件 ?[?? !C%& 完

)C!$)郑"苗"等"不同等离子体处理氧化锆对人牙龈成纤维细胞黏附能力的影响



成"显著性水平设置为
#

m&%&D%

DC结果

D%B"试件表面形貌

. 组氧化锆试件肉眼观察下对照组表面可见磨

光纹路"使用扫描电镜放大 # D&& 倍观察"对照组及

经不同大气压放电冷等离子体处理后试件表面形貌

未见明显变化!图 #$%

I"*5,4G567G5X;# Z"T-7G5X;%

图 DC扫描电镜观察对照组及经氦气大气压放电冷等离子体处理后氧化锆试件! k# D&&$

M#N2&,DC?XG<)*-45;57G);J85K=-G\)4+5,=5<4J-_+G*5,+)0+=M=K8?:W! k# D&&$

"

D%D"试件表面粗糙度测量结果

分别测量 . 组试件表面粗糙度" ()m!&%&D q

&%&!$

"

>% 对照组与T-组&IG组及IGj3

#

组间接

触角差异无统计学意义!!r&%&D$%

D%E"试件表面接触角测量结果

对照组氧化锆表面接触角测量结果为 1/%$/sq

D%!s"经以不同气体为工作气体的大气压放电冷等

离子体处理后"接触角显著减小至$'%C$sq$%#&s

!T-组$&#.%C!sq$%1&s!IG组$&!C%'&sq#%1&s

!IGj3

#

组$" !E&%&D%

D%F"O射线衍射分析材料成分

O射线衍射分析结果显示"$&%Ds处的峰值显示

的是四方相氧化锆"是钇稳定性氧化锆的主体"试件

晶体成分符合钇稳定性氧化锆%

D%G"O射线光电子能谱分析

经等离子体处理后"$ 组氧化锆试件表面 S百

分比含量明显下降"3百分比含量升高"SL3比下降

!表 !$%

D%H"不同处理条件的试件表面对牙龈成纤维细胞

黏附增殖的影响

不同种类大气压放电冷等离子体处理后的氧化

锆试件表面人牙龈成纤维细胞 $ J 黏附数量均多于

未经等离子体处理的氧化锆试件表面"其中IG组及

IGj3

#

组相较于对照组差异具有统计学意义!!E

&%&D"图 $$% 在 $组SI[处理组中"IGj3

#

组较另外

两处理组有更多的牙龈成纤维细胞附着!!E&%&D$%

表 BC对照组及等离子体处理组S及3元素百分比组成

7.0/,BCI45>+*;-G*-,4)7-5<S),0 35, <5XG=XG<)*-=

A4->= SLF 3LF SL3

T-7G5X; #$%DD D#%1$ &%.D

IG7G5X; !/%C# D#%.C &%$1

IGj3

#

7G5X;

!C%!D D#%!C &%$$

S5,4G56 $'%1$ $C%&' !%&C

H)4))G-=J5b, )=>-), q?H!" m!D$%

"

!E&%&D" $*%IG7G5X;#

n !E&%&D" $*%*5,4G567G5X;%SS9N/" *-66*5X,4+,7M+4N/%

图 EC对照组及大气压放电冷等离子体处理组氧化锆表面

牙龈成纤维细胞定量检测"经不同种类大气压放电冷等离子体

处理后氧化锆试件表面人牙龈成纤维细胞 $ J黏附数量增长

M#N2&,ECUX),4+4)4+\->-)=XG->-,4=5<4J-T2̂=5, 4J-*5,4G56),0

SI[;6)=>)4G-)4>-,4=XG<)*-=" *-66)44)*J>-,4)<4-G*X64XG+,7<5G$ J

"

D%I"不同处理条件的试件表面对牙龈成纤维细胞

形态的影响

)/!$)
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氧化锆试件表面接种牙龈成纤维细胞 $ J后可检

测到细胞贴壁" $组经大气压放电冷等离子体处理的

氧化锆表面"牙龈成纤维细胞初期黏附后铺展更开"伸

出的伪足更多"细胞间连接更多"表面积更大!图 .$%

I" :" 4J-J-6+X>*560 )4>5=;J-G+*;6)=>)4G-)4>-,4<5G'& =# Z" "̂ 4J-)G75, *560 )4>5=;J-G+*;6)=>)4G-)4>-,4<5G'& =# S" 2" 4J->+a4XG-)G75, ),0

5a87-, *560 )4>5=;J-G+*;6)=>)4G-)4>-,4<5G'& =# H"T" ,5)4>5=;J-G+*;6)=>)4G-)4>-,44G-)4>-,4)=*5,4G56=%S-66+>>X,5<6X5G-=*-,*-=4)+,+,7"Ig

H" >)7,+<+*)4+5, +=k!&" :gT" >)7,+<+*)4+5, +=k.&%

图 FC激光共聚焦显微镜观察 . 组试件表面牙龈成纤维细胞形态

M#N2&,FCS5,<5*)66)=-G=*),,+,7>+*G5=*5;85K=-G\)4+5,=5<4J-JX>), 7+,7+\)6<+KG5K6)=4=5, 4J-*5,4G56),0 ;6)=>)4G-)4>-,4=XG<)*-=

"

EC讨论

氧化锆是一种生物相容性良好&机械性能稳定

且美观性好的全瓷材料"已经在口腔修复的各个领

域有了广泛的应用,1-

"氧化锆作为基台材料应用于

前牙美学区种植修复具有良好的应用前景%

除基台材料类型外"材料表面的理化性质同样

影响周围软组织结合,C-

"粗糙度及润湿性是两个重

要的材料表面理化性质% IKG)J)>==5, 等,/-的研究

显示"基台表面粗糙度对其周围结合上皮及结缔组

织的愈合差异无统计学意义% ?*Jb)G_等,' g!&-的系

列研究证实润湿性强的表面更利于基台周围软组织

的初期附着"并得出结论"相较于表面形貌"种植体

基台与周围软组织的结合受基台表面润湿性的影响

更大"因此"改变光滑的氧化锆表面润湿性获得有利

于软组织附着的表面特性"对种植体达到良好的功

能及美学效果并维持长期稳定具有重要作用%

等离子体是一种以原子&分子&离子&自由基和

光子为主要成分的物质形态"广泛存在于宇宙中"被

视为物质的第四态"其中大气压放电冷等离子体具

有在大气压开放环境中放电且放电温度接近体温的

特性"在生物医学领域应用广泛%

本研究的结果显示"以不同气体为工作气体的

大气压放电冷等离子体处理的氧化锆表面形貌及粗

糙度无改变"接触角显著下降"润湿性提高"与

S),X665等,!!-的研究结果一致% O射线光电子能谱

分析结果显示"经等离子体处理后的氧化锆试件表

面"S百分比含量减少"3百分比含量增加"SL3显

著下降"表明经大气压放电冷等离子体处理后的氧

化锆材料表面含氧元素的官能团显著增加% 通过比

较以不同气体作为工作气体的大气压放电冷等离子

体对氧化锆表面润湿性及元素组成的改性效果"

IGj3

#

混合气体的改性作用最为显著"氧化锆材料

表面经处理后含氧官能团增加最明显%

既往研究显示"氧化锆润湿性及含氧官能团增

加可显著增加表面人牙龈成纤维细胞的黏附及增殖

能力,!#-

% T5=J+等,!$-发现经紫外线照射的钛基台

材料表面粗糙度不变"润湿性显著提高"其表面培养

的人牙龈成纤维增殖能力亦显著提高% I, 等,!.-的

研究显示人牙龈上皮细胞在经酸蚀处理后润湿性更

高的光滑钛表面具有更好的铺展及增殖能力% 本课

题组既往研究证实T-大气压放电冷等离子体可通

过增加氧化锆表面润湿性提高人牙龈成纤维细胞的

黏附及增殖能力,D-

% 本研究进一步比较 T-&IG&

IGj3

#

混合气体对氧化锆表面的改性作用以及对

人牙龈成纤维黏附能力的影响"以获得更佳的处理

条件% 研究显示在相同处理条件下"相较于 T-"IG

等离子体对氧化锆表面的改性作用更为明显"对人

牙龈成纤维细胞早期黏附能力的促进作用亦更为显

著"这与S),X665等,!D-发现的经IG等离子体处理后

)'!$)郑"苗"等"不同等离子体处理氧化锆对人牙龈成纤维细胞黏附能力的影响



的氧化锆表面更有利于成骨细胞早期黏附的结论一

致% 本研究使用 'DFIGjDF3

#

的混合气体作为工

作气体"发现混合气体可在氧化锆表面接支更多的

含氧官能团"对人牙龈成纤维细胞的早期黏附作用

促进更为明显%

综上所述"大气压放电冷等离子体处理氧化锆

可在不改变材料表面形貌及粗糙度的情况下"通过

在氧化锆表面接支含氧官能团增加氧化锆表面润湿

性"进而促进人牙龈成纤维细胞在氧化锆表面的早

期黏附能力% 以 IGj3

#

混合气体作为工作气体的

大气压放电冷等离子体可促进人牙龈成纤维细胞在

氧化锆表面的黏附"提示材料表面的润湿性及元素

组成是影响其表面细胞生物学行为的重要理化性

质% 本研究为氧化锆基台提供了一种安全&便捷&高

效的表面处理方法"为更好地形成氧化锆基台周围

软组织袖口封闭提供了新思路"具有重要的理论指

导及临床实践意义%
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