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氧化石墨烯修饰的聚醚酮酮复合材料的成骨性能研究
王煜慧，王海锋，刘亚男

（首都医科大学康复医学院，中国康复研究中心，北京博爱医院口腔科  北京  100068）

[摘要]目的：研究氧化石墨烯（Graphene oxide，GO）修饰的聚醚酮酮（Polyetherketoneketone，PEKK）材料对成骨细胞

增殖及成骨分化的影响。方法：聚醚酮酮（PEKK）经过硫化（S）、氧化石墨烯（GO）处理后制备GO-SPEKK复合材料。MC3-T3

细胞分别与PEKK、SPEKK、GO-SPEKK复合材料共培养。实验分为：PEKK组、SPEKK组、GO-SPEKK组。通过CCK-8检测细胞生物活

性，判断不同支架对MC3-T3细胞生存状态的影响。qRT-PCR检测成骨相关基因RUNX2、COL-1、OCN的表达水平。结果：CCK-8检测

结果提示与PEKK组和SPEKK组相比较，GO-SPEKK复合材料对MC3-T3细胞增殖有促进作用（P＜0.001），SPEKK 降低了MC3-T3细胞

生物学活性（P＜0.05）。qRT-PCR结果提示，7 d时GO-SPEKK组OCN的表达量升高（P＜0.05），RUNX2、COL-1表达差异具有统计

学意义（P＜0.01）。结论：GO-SPEKK复合材料，在一定程度上改善了PEKK支架性能，能促进MC3-T3细胞的成骨。

[关键词]聚醚酮酮；氧化石墨烯；MC3-T3细胞；成骨性能

[中图分类号]R318.08    [文献标志码]A    [文章编号]1008-6455（2025）10-0027-04

Study on Osteogenic Properties of Polyetherketoneketone Modifi ed by Graphene 
Oxide

WANG Yuhui, WANG Haifeng, LIU Yanan

( Department of Stomatology, Beijing Boai Hospital, China Rehabilitation Research Center, Capital Medical University School 
of Rehabilitation Medicine, Beijing 100068, China )

Abstract: Objective  To study the eff ect of graphene oxide (GO) modifi ed polyetherketoneketone (PEKK) on the proliferation 
and osteogenic diff erentiation of osteoblasts. Methods  PEKK was vulcanized and treated with graphene oxide to prepare GO-
SPEKK composites. MC3-T3 cells were co-cultured with PEKK, SPEKK and GO-SPEKK respectively. The experiment was 
divided into PEKK group, SPEKK group and GO-SPEKK group. The biological activity of MC3-T3 cells was detected by 
CCK-8, and the eff ects of diff erent scaff olds on the survival status of MC3-T3 cells were judged. QRT-PCR was used to detect 
the expression levels of osteogenesis-related genes RUNX2, COL-1 and OCN. Results  The results of CCK-8 showed that GO-
SPEKK composite could promote the proliferation of MC3-T3 cells (P＜0.001), while SPEKK reduced the biological activity 
of MC3-T3 cells (P＜0.05). The results of qRT-PCR showed that the expression of OCN in GO-SPEKK group increased at 
7 days (P＜0.05), and the expression of RUNX2 and COL-1 was signifi cantly diff erent (P＜0.01). Conclusion  GO-SPEKK 
composite can improve the performance of PEKK scaff old to some extent and promote the osteogenesis of MC3-T3 cells.
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外伤、感染或肿瘤等原因会导致颌骨缺损[1]，钛和钛

合金被广泛用作口腔修复的材料。然而，越来越多的研究

表明，使用金属材料会有很多不足，应力疲劳导致植入物

周围的骨吸收等[2]。因此，非金属植入物PEAK家族材料发展

成为研究的热点，主要包括聚醚酮酮（PEKK）和聚醚醚酮

（Polyetheretherketone，PEEK）[3]。PEKK与PEEK相比，

其机械性能、环境适应性、稳定性更好[4]，因此PEKK备受

研究者的关注。美国食品和药物管理局已批准PEKK用于口

腔临床[5]。但纯PEKK的生物惰性限制了其更全面的应用。

氧化石墨烯（GO）是表面含有大量的含氧基团的一种

具有代表性的二维碳纳米材料，易进行功能化和修饰，被

广泛用于骨组织工程[6-7]。GO可以改善骨再生支架的性能，

它被用作钛合金、氧化锆、铝、二硅酸盐、PEEK和PMMA

（聚甲基丙烯酸甲酯）的表面涂层，以改善骨整合并减少

微生物黏附[8]。然而将PEKK表面改性利用GO作为表面涂层

检测其成骨活性鲜有相关研究。本研究通过制备GO-SPEKK

复合材料，通过成骨相关指标检测其生物性能及成骨性

能，为验证GO-SPEKK是一种具有良好成骨能力的骨修复材

料提供理论依据，以期扩大该材料在骨组织工程的应用。

1  材料和方法

1.1 实验材料及仪器
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1.1.1 材料：PEKK片（规格为10 mm×10 mm×1 mm）（Pekkton 

ivory，ARKEMA，美国），GO分散体（先丰，中国南京），DMEM

培养液（Gibco，美国），胎牛血清（Gibco，美国），青链霉

素双抗（Thermo，美国），0.25%胰酶（Gibco，美国），CCK-8

试剂盒（新赛美生物，中国），PCR试剂（Takara，日本）。

1.1.2 仪器：离心机5804R（Eppendorf，德国），扫

描电子显微镜（Hitachi，日本），倒置相差显微镜

（Olympus，日本），二氧化碳培养箱（SANYO，日本），

实时荧光定量PCR（Eppendorf，德国）。

1.2 方法

1.2 . 1  实验分组及样本制备：将P E K K切割成直径

为 1 0  m m 、厚度为 1  m m 的试件，并使用碳化砂纸

（#400/500/600/800/1 000）逐级抛光，去离子水和无水

乙醇超声荡洗，烘干备用。共制备42个试件。根据表面

处理不同，分为三组，每组13个，PEKK组：表面不做处

理；SPEKK组：将PEKK片垂直浸入98%浓硫酸中，反应

5 min，后取出试件SPEKK，并用丙酮、无水乙醇和去离

子水冲洗，然后进行超声振荡清洗5 min。自然晾干后备

用。GO-SPEKK组：将PEKK片垂直浸入98%浓硫酸中，反应

5 min，后取出试件SPEKK，并用丙酮、无水乙醇和去离

子水冲洗，然后进行超声振荡清洗5 min，将40 mg的GO分

散到40 ml蒸馏水中，超声振动4 h，形成均匀的氧化石墨

烯分散液，将SPEKK试样浸入浓度为1 mg/ml的GO分散液

中10 min，然后取出并在60℃的烘箱中干燥5 min，重复

上述步骤5次，确保SPEKK表面完全被氧化石墨烯覆盖。

最终样品GO-SPEKK在100℃过夜处理。

1.2.2 扫描电子显微镜观察：将三组试件中随机选取一

块，喷金，于扫描电镜下观察表面形貌（200×）。

1.2.3 MC3-T3的培养及增殖情况：将小鼠胚胎成骨细胞

MC3-T3细胞在补充有1%双抗的DMEM培养基中培养，并在

37℃、5% CO2的恒温培养箱中培养。实验前，每组选取

6个试件在高压灭菌器中灭菌0.5 h并将样品放置超净台

紫外照射24 h，将MC3-T3细胞接种在24孔板中，密度为

1×104每孔细胞数。使用 CCK-8 试剂盒测试细胞增殖。

细胞培养1 d、3 d。在相应的时间获得样品，用PBS冲

洗两次，然后转移到新板中。接下来，向每个孔中加入

500μl培养基和50 μl CCK-8溶液，继续孵育1 h，酶标

仪在450 nm处测量OD值。

1.2.4 qRT-PCR检测成骨相关基因RUNX2、OOL-1、OCN表

达情况：每组选取6个试件进行qRT-PCR检测。为了检测

成骨相关基因Runt相关转录因子2（Runx2）、Ⅰ型胶原

（COL-1）、骨钙素（OCN）表达，在标本上培养细胞后

（密度为105每孔细胞数）在培养后3 d和7 d，根据说明使

用Trizol法从MC3-T3细胞中分离总RNA，逆转录为互补DNA

（cDNA），β-actin作为内参对照。所选基因的正向和反

向引物序列列于表1中。qRT-PCR实验所得数据运用2－ΔΔCt

公式计算。

表1  qRT-RCR引物

基因名称          引物序列（F=forward，R=reverse）

β-actin           F：5′-CCTCTATGACAACACAGT-3′

                    R：5′-AGCCACCAATCCACACAG-3′

Runx2           F：5′-ATCATTCAGTGACACCACCA-3′

                    R：5′-GTAGGGGCTAAAGGCAAAAG-3′

COL-1           F：5′-AGCTCGATACACAATGGCCT-3′

                    R：5′-CCTATGACTTCTGCGTCTGG-3′

OCN           F：5′-CAGACAAGTCCCACACAGCA-3′

                    R：5′-CCAGCAGAGTGAGCAGAGAG-3′

 

1.3 统计学分析：采用Graphpad prism9软件进行统计分

析，结果以（x̄±s）表示，组间两两比较采用Turkey分析，

P＜0.05时差异有统计学意义。

2  结果

2.1 各组材料扫描电镜：扫描电镜下三种材料的二维表面

形貌可见PEKK组试件表面的打磨痕迹，呈沟槽状；SPEKK表

面可见大量微孔结构；GO-SPEKK表面大量微孔结构被GO覆

盖。见图1。

  

         PEKK                SPEKK              GO-SPEKK

图1  扫描电镜观察三种材料表面形貌（200×）

2.2 CCK-8法检测不同材料对MC3-T3细胞增殖的影响：第1

天的OD值组间比较差异无统计学意义；第3天的GO-SPEKK

组的OD值明显高于PEKK、SPEKK组，差异有统计学意义

（P＜0.001），说明GO-SPEKK能促进MC3-T3的增殖，PEKK组

OD值第3天与第1天比较差异无统计学意义（P＞0.05），但高

于第3天SPEKK组，说明SPEKK组抑制MC3-T3的活性。见图2。

注：*P＜0.05；***P＜0.001

图2  CCK8法检测细胞增殖

2.3 qRT-PCR法检测成骨相关基因mRNA的表达情况：在

7 d时，相较于PEKK组，GO-SPEKK组OCN基因表达量升高
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（P＜0.05），相较于SPEKK组，GO-SPEKK组OCN基因表达

量明显升高（P＜0.01）；在3、7 d时GO-SPEKK组RUNX2和

COL-1基因mRNA水平表达量增高，较PEKK、SPEKK组差异有

统计学意义（P＜0.01）。见图3。

3  讨论

聚醚酮酮（PEKK）作为新一代的口腔修复材料，因其

优异的机械性能、射线透光性和耐化学腐蚀性，越来越受

到人们的关注。然而，PEKK的疏水表面和生物惰性往往会限

制与周围天然骨的骨整合[9-10]，因此很大程度上限制了其在

临床工作中的应用。为了提高PEKK材料成骨性能，可以将材

料表面结构改性或增加生物活性物质表面涂层等方法［11］。

Tan X等［12］将等离子体浸没离子注入（PⅢ）将镁（Mg）和

银（Ag）离子引入玻璃纤维增强聚醚酮酮（PEKK-GF）中促

进了人牙龈成纤维细胞的增殖和黏附，上调了黏附相关基因

和蛋白质的表达，并抑制了变形链球菌和牙龈卟啉单胞菌

代谢和黏附，Mg/Ag PⅢ表面处理改善了PEKK-GF的软组织整

合和抗菌活性；Liu H等［13］制备了多孔PEKK-HAp支架，其

具有高度互连的孔隙和功能表面结构，有利于生物相容性

和骨诱导性，从而促进骨再生。氧化石墨烯（GO）因优异的

抗菌性能[14]、良好的细胞相容性[15]和成骨性能[16]而成为一

种有前途的引导骨再生的表面改性材料。研究发现，GO悬浮

液对最常见的口腔病原菌有杀菌作用。GO纳米片已显示出对

革兰氏阴性和革兰氏阳性细菌的抗菌活性[17]。此外，GO已

被证明可诱导BMSCs分化为成骨细胞[18]。但是由于PEKK材料

为生物惰性材料，表面很难形成理想的微孔隙结构。既往研

究显示浓硫酸可以在聚芳醚酮材料表面形成网络微孔隙，可

以显著促进细胞黏附、细胞增殖和成骨分化[19]。因此本研

究采用98%浓硫酸酸化处理PEKK（SPEKK），但实验结果发现

SPEKK有一定的细胞毒性，3 d时MC3-T3细胞活性明显降低（P

＜0.05），低价的磺基化合物可能产生氧自由基损伤细胞。

因此，有必要减少硫官能团以消除磺化的毒性[20]。PEKK及

SPEKK与经过GO处理的PEKK相比，GO涂层修饰的多孔PEKK材料

增强了MC3-T3的细胞活性，可能是由于涂层中芳香环之间积

累了π-π堆积键，使蛋白质能够快速附着，并为细胞黏附

和增殖提供了有利的环境。GO边缘的亲水性基团，如OH-和

COO--，可能通过静电相互作用吸收蛋白质，从而刺激成骨

基因的表达[21]。植入物的骨整合能力取决于其骨传导性和

骨诱导作用[22]。OCN是成骨主要标志物，能够反映成骨细胞

的活性，RUNX2是调控成骨细胞、促进骨性形成的关键性调

控因子［23］，COL-1能够促进硬组织形成和再生［24］。本研究

GO的加入使得GO-SPEKK组RUNX2、COL-1、OCN mRNA表达水平上

调，刺激了相关成骨基因（OCN、RUNX2、COL-1）的表达，经

过改性的PEKK复合材料在一定程度优化了其骨诱导能力。

本研究用简单的沉积方法成功地对PEKK表面进行了GO

涂层。结果表明，与PEKK、SPEKK相比，GO-SPEKK作为植入

材料，表现出优异的细胞相容性和促进成骨分化的能力。因

此，获得的GO-SPEKK材料是一种很有前途的生物医学材料。
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