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摘要　目的　拟制备一种高模量和高强度的可降解丝素蛋
白引导骨再生（ＧＢＲ）膜，以解决骨缺损修复成骨空间维持问
题。方法　提纯丝素蛋白后利用蒸发－热压法制备膜材，使
用拉伸测试、体外模拟、细胞共培养等方法评估其理化性质

与生物性能。结果　制得丝素蛋白 ＧＢＲ膜，体外模拟 １２ｈ
降解率为 ３５.３％，湿态弹性模量达 ４５ＭＰａ，拉伸强度达
８.３９ＭＰａ，７ｄ细胞生存率近 １００％。结论　所制得可降解
ＧＢＲ膜具有高模量和高强度，以及优异的生物相容性，有望
为解决骨缺损修复成骨空间维持问题提供材料基础。

关键词　骨缺损修复；成骨空间维持；引导骨再生膜；丝素蛋
白；蒸发－热压法；成骨分化；拉伸强度
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　　引导性骨再生（ｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＧＢＲ）
技术是口腔科常用的骨量提升技术之一，而 ＧＢＲ膜
作为其关键材料之一，具有避免骨缺损部分被软组

织侵占并引导新骨生长的重要作用［１］。然而，商用

ＧＢＲ膜如 Ｂｉｏ-Ｇｉｄｅ膜等，存在机械性能不足、降解
速度过快等问题，容易导致严重的并发症，如膜穿孔

等［２］。因此，迫切需要开发一种高模量高强度的

ＧＢＲ膜。丝素蛋白是一种天然的蛋白质，主要存在
于蚕丝的茧中。它具有良好的生物相容性，可在各

种医学应用中使用，并不引起免疫反应。丝素蛋白

可在体内逐渐降解并被代谢，为新生组织提供支撑，

最终被身体自身的组织所替代［３］。丝素蛋白因其

生物相容性、可降解性、机械性能、生物活性以及可

塑性和可功能化的特点，使其在生物医药和组织工

程领域具有重要的应用潜力。该研究以丝素蛋白作

为原料，采用自蒸发方法使丝素蛋白溶液转变为膜

材，并通过保湿、热压的方法进一步改变其蛋白质的

二级结构，通过测试其湿态拉伸强度、蛋白质二级结

构以及对细胞增殖黏附的影响等，探究其作为新型

ＧＢＲ膜的可行性。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　蚕茧（南浔练市久恒蚕丝制品经
营部）；蛋白酶 Ｋ、溴化锂（上海阿拉丁生化科技股
份有限公司）；碳酸钠（上海国药集团化学试剂有限

公司）；小鼠胚胎成骨细胞前体细胞（ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１）、
小鼠成纤维细胞（Ｌ９２９）购自中国科学院细胞库；
ＭＷＣＯ３５００透析袋 （湖南翊博生物科技有限公
司）。ＭＥＭ-α培养基、磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、杜氏磷酸盐缓冲溶液（Ｄｕｌｂｅｃ-
ｃｏ’ｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＤＰＢＳ）、胎牛血清、
０.２５％胰酶细胞消化液、青－链霉素（美国 Ｇｉｂｃｏ公
司），ＣＣＫ-８试剂盒、Ｃａｌｃｅｉｎ-ＡＭ／ＰＩ活／死细胞双染
试剂盒（日本株式会社同仁化学研究所）。

１．２　主要仪器　场发射扫描电子显微镜（ＪＳＭ-
ＩＴ８００，日本电子株式会社），傅里叶变换红外光谱仪
（ＮｉｃｏｌｅｔｉＳ５０ＦＴ-ＩＲ，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），自动
压片机（ＺＤＺＴ-３０Ｔ，天津市睿恒科技发展有限公
司）、温控仪（ＺＴＲＭ-１，天津市睿恒科技发展有限公
司），酶标仪（Ｓｐａｒｋ，美国 Ｂｉｏｔｅｋ仪器有限公司），倒
置荧光显微镜（ＩＸ７１，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ株式会社），细
胞培养箱（ＩＭＨ６０-Ｓ，美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），
冷冻离心机（ＭｕｌｔｉｆｕｇｅＸＰｒｏＳｅｒｉｅｓ，美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉ-
ｅｎｔｉｆｉｃ公司），万能力学试验机（５５６５Ａ，美国 Ｉｎｓｔｒｏｎ
公司），冷冻干燥机（ＳＣＩＥＮＴＺ-１２Ｎ／Ａ，宁波新芝士
生物科技有限公司），激光扫描共聚焦显微镜（Ａ１
ＲＨＤ２５，日本尼康株式会社）。
１．３　方法
１．３．１　提取丝素蛋白溶液　将去蛹的桑蚕茧剪成
片状，称取 ４.２４ｇ无水碳酸钠，溶于 ２Ｌ去离子水，
煮沸后加入 ５ｇ蚕茧片，保持沸腾 ３０ｍｉｎ。取出蚕
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丝，去离子水洗冲洗、浸泡、拧干，重复 ５遍，直至彻
底洗去丝胶和碳酸钠；洗净的蚕丝，放入 ６０℃ 烘箱
过夜烘干，得到脱胶蚕丝。配制浓度为 ９.３ｍｏｌ／Ｌ
的溴化锂溶液，置于 ６０℃油浴中加热。向溶液中
加入 ５ｇ脱胶蚕丝，低速搅拌反应 ４ｈ。完成反应
后，将所得溶液装入事先准备好的 ＭＷＣＯ３５００透
析袋中，去离子水透析 ４８ｈ，以去除溶液中的溴化
锂。透析完毕后，将溶液转移至离心管中，并在 ４
℃、９０００ｒ／ｍｉｎ离心２次，每次离心 ２０ｍｉｎ［４］。留
取上清液作为最终使用的丝素蛋白溶液。

１．３．２　制备丝素蛋白膜　将丝素蛋白溶液均匀地
倒入方形培养皿中，然后将培养皿放置在 ３０℃的
加热台上蒸发 ２４ｈ，直至完全干燥，形成薄膜。将
膜放置于 ６０℃、１００％相对湿度的恒温恒湿箱中高
温高湿处理 ２０ｍｉｎ，然后将膜放置于在两块镜面钢
之间，使用热压机在 １５ＭＰａ、１７０℃的条件下进行
热压处理，即可获得丝素蛋白膜。所得的丝素蛋白

膜应进行真空干燥保存，以备后续使用。

１．３．３　微观表征　将丝素蛋白膜裁剪成规则大小，
于液氮中脆断得到样品。选择断面整齐的样品，采

用导电胶将其固定于样品台正面及侧面，于低真空

度的蒸金室中蒸金 ６０ｓ，通过扫描电镜在 ２.５ｋＶ加
速电压下观察其表面及截面结构特征。取丝素蛋白

膜采用傅里叶变换红外光谱仪分析其二级结构。

１．３．４　力学性能测试　将丝素蛋白膜裁剪成长条
形样品并浸泡于 ＤＰＢＳ中，待其充分溶胀后使用游
标卡尺测量厚度、宽度与长度，样品置于恒温水浴中

通过万能力学试验机以 １００ｍｍ／ｍｉｎ的拉伸速度匀
速拉伸直至样品断裂，以测量其湿态拉伸性能。

１．３．５　细胞相容性检测　根据ＩＳＯ／ＥＮ１０９９３-１２国
际标准组织的规定，提取丝素蛋白膜浸提液，并将经

过高温高压灭菌处理的样品浸泡在含有 １０％ 胎牛
血清和 １％ 青－链霉素溶液的培养基中，浸泡时间
为 ２４ｈ。接种 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞，每个时间点每组 ３
个复孔，每孔接种１×１０３个细胞。接种２４ｈ后更换
培养基，对照组使用普通培养基，丝素蛋白组使用浸

提液培养，每 ３ｄ换液 １次。在 １、４、７ｄ分别弃去
培养基，ＰＢＳ清洗，每孔加入 ＣＣＫ-８溶液，３７℃ 孵
育 １ｈ后使用酶标仪读取４５０ｎｍ处吸光度值。
１．３．６　细胞活力实验　通过活／死荧光染色评估细
胞活力：使用打孔器将丝素蛋白膜制备成直径６ｍｍ
的圆形样品，高压蒸汽灭菌，分别置于 ３个 ９６孔板
中，每个样品上接种 ３×１０３个 Ｌ９２９细胞，每个时间
点设３个复孔。分别培养４、７ｄ后按照活死细胞染

色试剂盒使用说明书染色，使用荧光倒置显微镜观

察并拍摄样品。

１．３．７　细胞黏附实验　将 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞接种于
丝素蛋白膜，４ｄ后取出，ＰＢＳ溶液洗涤３次，用４％
多聚甲醛固定 ４０ｍｉｎ后再次使用 ＰＢＳ洗涤，每次５
ｍｉｎ。使用不同浓度的乙醇溶液进行梯度脱水（乙
醇溶液的浓度依次为 ５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、
８５％、９０％、９５％ 和１００％），每个梯度脱水１０ｍｉｎ。
脱水完毕后用叔丁醇清洗薄膜 ３次，置换出乙醇后
使用冷冻干燥机将薄膜样品冻干，用于扫描电镜观

察。

１．３．８　细胞成骨分化的检测　将消毒后的丝素蛋
白膜浸泡于成骨诱导培养基内 ２４ｈ，获得浸提液。
将 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１接种于 １２孔板内，２４ｈ后更换为相
应浸提液培养基，每３ｄ换液１次，７ｄ后按照 碱性
磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色剂说明书进
行染色以检测 ＡＬＰ活性。
１．３．９　溶胀及降解性能测试　溶胀测试：将丝素蛋
白膜裁剪成 ５ｍｍ×１５ｍｍ的条形样品，６０℃ 烘干
后称量原始质量，然后将样品完全浸没于 ＤＰＢＳ中，
分别于 ０.２５、０.５、１、１.５、６、１２、２４、４８、７２ｈ后取出，
用滤纸吸去样品表面的液体后称重，定量变化表示

为相对于初始干重溶胀后重量的百分比。

降解性能测试：将丝素蛋白膜制成规则的条形

样品，烘干后用分析天平测量样品干重，丝素蛋白膜

（每组 ｎ＝３）浸没在含或不含 ０.１Ｕ／Ｌ蛋白酶 Ｋ的
ＤＰＢＳ溶液中，在 ３７℃摇床中温育０.５、１、３、６、１２
ｈ，每个时间段更换新鲜降解液，将降解的产物收集
后在去离子水中漂洗并真空抽滤，６０℃下干燥后称
量干重。定量变化表示为相对于初始干重残留的重

量的百分比。

１．４　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ和 ＳＰＳＳ
２０.０进行绘图和统计分析。实验数据均以 �ｘ±ｓ表
示，采用方差分析进行差异比较，以 Ｐ＜０.０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　丝素蛋白膜的结构表征及成分分析　扫描电
镜可见丝素蛋白膜表面平整（图 １Ａ），截面可见其
结构致密，厚度约为 ９０μｍ（图 １Ｂ）。如图 ２Ｃ所
示，未保湿、热压的丝素蛋白膜的红外吸收峰在

１６３７ｃｍ－１、１５１４ｃｍ－１处，分别表示随机卷曲、α-螺
旋中氨基酸残基的 Ｃ＝Ｏ键振动和 β-折叠结构中
氨基酸残基的 Ｎ-Ｈ及 Ｃ-Ｎ键振动。对膜样品进行

·１９５·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ａｐｒ；５９（４）



高温高湿、热压处理后，新的红外吸收峰出现在

１６９９ｃｍ－１处，表明膜样品中出现了新的 Ｃ＝Ｏ键
振动。同时，原先位于１６３７ｃｍ－１的 Ｃ＝Ｏ键振动
峰移动至 １６１８ｃｍ－１处，并且峰形更加尖锐。以上
结果表明高温高湿和热压处理促进了 β-折叠构象
的形成。

２．２　湿态条件下自蒸发 －热压处理的丝素蛋白膜
与甲醇交联的丝素蛋白膜拉伸强度的比较　图２显
示，在湿态条件下，自蒸发－热压处理的丝素蛋白膜
与甲醇交联的丝素蛋白膜在拉伸弹性模量、拉伸强

度方面存在显著差异。首先，自蒸发 －热压处理的
丝素蛋白膜的拉伸弹性模量为（４５±８．１９）ＭＰａ，而
甲醇交联的丝素蛋白膜的拉伸弹性模量为（３.２７±
０.４７）ＭＰａ。表明自蒸发 －热压处理的丝素蛋白膜
具有更高的弹性模量，即在受力后能够更好地恢复

到原始形状。自蒸发－热压处理的丝素蛋白膜的拉
伸强度为（８.３９±０.６３）ＭＰａ，而甲醇交联的丝素蛋
白膜的拉伸强度为（１.４８±０.１５１）ＭＰａ。表明自蒸
发－热压处理的丝素蛋白膜具有更高的抗拉强度，

能够承受更大的拉伸力。以上结果表明自蒸发－热
压处理的丝素蛋白膜具有更高的弹性模量、拉伸强

度。

２．３　细胞增殖及细胞活力实验　根据 ＣＣＫ-８法检
测结果显示，培养 １、４、７ｄ后，空白组和丝素蛋白组
之间的吸光度无明显差异（图 ３Ａ）。通过倒置荧光
显微镜观察活死细胞染色，结果如图 ３Ｂ所示，活细
胞呈现绿色荧光（活），死细胞呈现红色荧光（死）。

在共培养 ４、７ｄ后，空白组和丝素蛋白组表面的活
死细胞比例无明显差异。这些结果表明丝素蛋白组

对细胞的毒性无明显影响。

２．４　细胞黏附能力　ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１接种在丝素蛋白
膜表面 ４ｄ后，扫描电镜结果表明细胞可以较好的
黏附在丝素蛋白膜表面（图 ３Ｃ），且伸出伪足。使
用激光扫描共聚焦显微镜观察丝素蛋白膜表面

ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞，图 ３Ｄ为细胞核染色图、细胞骨架
染色图以及二者的融合图像，可见大量细胞伸展黏

附于丝素蛋白膜表面。以上结果表明 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细
胞对丝素蛋白膜具有良好的黏附性。

图１　丝素蛋白膜的微观形貌和二级结构成分分析

　　Ａ：扫描电镜下丝素蛋白膜表面；Ｂ：扫描电镜下丝素蛋白膜横截面；Ｃ：傅里叶红外光谱分析未热压和已热压处理的丝素蛋白膜的二级结构

图２　丝素蛋白膜的拉伸机械性能测试

Ａ：甲醇交联及自蒸发－热压的丝素蛋白膜的拉伸应力应变特征曲线；Ｂ-Ｄ：甲醇交联及自蒸发－热压的丝素蛋白膜的弹性模量、拉伸强度

与拉伸应变统计图
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图３　丝素蛋白膜的生物相容性及细胞黏附能力

Ａ：ＣＣＫ-８结果；Ｂ：接种细胞４ｄ和７ｄ后活死细胞染色结果 ×１００；Ｃ：扫描电镜下接种细胞４ｄ后膜表面细胞黏附结果；Ｄ：激光扫描共聚

焦显微镜下接种细胞４ｄ后膜表面细胞黏附结果

２．５　促成骨分化能力　成骨诱导 ７ｄ后，ＡＬＰ染色
实验结果如图 ４，与空白组相比，在丝素蛋白组中
ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞表面显示碱性磷酸酶阳性结果更明
显。这表明丝素蛋白的存在确实有一定促成骨作

用。

图４　丝素蛋白膜的促成骨分化能力检测

Ａ：空白组 ＡＬＰ染色结果；Ｂ：丝素蛋白组 ＡＬＰ染色结果

２．６　溶胀性和可降解性　溶胀测试结果如图 ５，丝
素蛋白膜在溶胀初始阶段（１ｈ内）溶胀较快，６ｈ左
右达到溶胀平衡。降解实验表明，在 ０.１Ｕ／Ｌ蛋白
酶 Ｋ的存在条件下，１２ｈ时丝素蛋白膜降解率达
３５.３％ 左右。表明丝素蛋白膜具有一定的溶胀性
和可降解性。

３　讨论

　　ＧＢＲ技术是一种使用屏障膜的外科技术，广泛

图５　丝素蛋白膜的溶胀及体外降解性能
Ａ：溶胀实验结果；Ｂ：降解性测试结果

应用于牙周组织再生领域，它的原理是使用屏障膜

来防止软组织长入骨缺损区域，并帮助形成新生

·３９５·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ａｐｒ；５９（４）



骨［５］。ＧＢＲ膜通常可分为可吸收性膜和不可吸收
性膜，临床上常用的可降解 ＧＢＲ膜通常基于聚酯或
胶原蛋白。聚酯基膜具有可控的降解速率和足够的

机械强度，有利于骨缺损区域成骨空间维持，然而，

其降解产物可能引发局部炎症反应，不利于骨组织

的形成。而胶原基天然膜虽然具有优异的生物相容

性，但降解较快，且力学性能较差，可能会导致膜塌

陷，影响成骨效果［６］。丝素蛋白是一种常见的天然

高分子聚合物，因其免疫原性低、生物相容性优异、

降解性能可控，广泛应用于生物医用材料领域［７］。

本实验结合自蒸发技术和热压技术，成功制备

了具有优异力学性能的可降解丝素蛋白基 ＧＢＲ膜。
首先，利用自蒸发技术将丝素蛋白溶液制成平整光

滑的膜材，并形成部分结晶。同时引入结合水来维

持丝素蛋白的稳定性，水分子与丝素蛋白中的氨基

酸残基通过氢键和静电作用相互作用，有利于后续

β-折叠的形成［８］。这种结合水的引入可以调节丝素

蛋白的功能，使其具有一定的弹性和可伸缩性，从而

有效提高其力学性能。其次，热压处理可以通过热

能的输入和压力的作用，使丝素蛋白中的亮氨酸和

甘氨酸残基之间的氢键重新组合，从而促进 β-折叠
的形成［９］。同时，热压处理还可以改变丝素蛋白的

分子排列和结晶度［１０］。通过热压处理，丝素蛋白分

子可以更加紧密地排列，形成更稳定的结晶态，有利

于生成 β-折叠结构。这为制备高模量和高强度的
可降解丝素蛋白 ＧＢＲ膜提供了理论依据。

既往研究［１１－１２］表明，丝素蛋白可以促进骨细胞

的增殖和分化。它通过调节细胞外基质的合成和分

泌，以及激活细胞内信号通路来促进骨细胞的增殖

和分化，从而促进新骨的形成［１３］。体外生物相容性

实验结果显示，实验组与空白对照组结果无明显差

异，丝素蛋白基 ＧＢＲ膜在体外环境中不引起明显的
细胞毒性或不良反应，显示出良好的生物相容性。

丝素蛋白基 ＧＢＲ膜具有表面光滑且致密的结构，这
种致密的结构为膜提供了优良的力学性能。力学拉

伸实验结果表明，在湿态下，丝素蛋白基 ＧＢＲ膜的
抗拉强度可达８.３９ＭＰａ，显著高于市售 Ｂｉｏ-Ｇｉｄｅ胶
原膜的１.１６ＭＰａ［１４］。以上实验结果表明，丝素蛋
白基 ＧＢＲ膜具有优异的生物安全性，并且本研究所
述蒸发－热压法，所得 ＧＢＲ膜的机械性能具有显著
优势。

综上所述，本研究利用自蒸发技术和热压技术

成功构建了丝素蛋白基 ＧＢＲ膜，并对其微观结构、
湿态下的力学性能、溶胀性能、降解性能、细胞相容

性及细胞黏附能力等进行了探究。相关实验结果显

示，所制备的丝素蛋白基 ＧＢＲ膜有望作为新型的
ＧＢＲ膜在临床中应用。而未来的研究需要进一步
的体内实验证据和长期的生物相容性评估，从而深

入探究丝素蛋白基 ＧＢＲ膜在骨组织工程中的应用
潜力，并进行更全面、系统的生物性能评价。
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Ｔ细胞条件性敲除 Ｓｐｉ１基因小鼠的繁育及鉴定
王卉卉，朱向玲，吴旭铭，张慧茹，周园园，王安琪，刘　崇，涂佳杰

摘要　目的　繁育Ｔ细胞条件性敲除Ｓｐｉ１基因的小鼠并对
其进行鉴定，为进一步探索Ｓｐｉ１编码蛋白ＰＵ.１的作用提供
研究基础。方法　将 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ小鼠与 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠进行杂
交繁育，通过聚合酶链式反应（ＰＣＲ）和琼脂糖凝胶电泳鉴定
小鼠基因型，筛选出基因型为 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ的小鼠即
为Ｔ细胞条件性敲除Ｓｐｉ１基因的纯合子小鼠。使用磁珠分
选脾脏Ｔ淋巴细胞，并应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＰＣＲ）及流式细胞术检测 ＰＵ.１在 Ｔ细胞中的敲除效率。
结果　Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠基因稳定遗传。与 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ

小鼠相比，Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠脾脏 Ｔ细胞中的 ＰＵ.１表
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达水平显著降低。结论　该研究应用 Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统和
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功构建了Ｔ细胞条件性敲除 Ｓｐｉ１基因
小鼠，为后续研究ＰＵ.１在Ｔ细胞相关疾病中的具体作用提
供了可靠的动物模型。

关键词　Ｓｐｉ１；Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术；Ｔ细胞；
ＰＵ.１；条件性敲除
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　　ＰＵ.１作为 Ｅ２６ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ-ｓｐｅｃｉｆｉｃ（ＥＴＳ）转
录因子家族的成员之一，由 Ｓｐｉ１基因编码，重要的
功能区域包括羧基端高度保守的ＤＮＡ结合区，也就
是ＥＴＳ结构域，可以识别拥有 ＧＧＡ（Ａ／Ｔ）序列的
ＤＮＡ结合位点［１］。ＰＵ.１主要在造血细胞中表达，
能够调控多种免疫细胞的分化和功能，从而影响一

些自身免疫性疾病的病程，比如类风湿关节炎
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