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摘要 目的 研究紫外光照射对老化 TiO2 纳米管表面理化

性质和生物活性的影响。方法 两步阳极氧化后的钛片避

光保存 8 周，使其充分老化，紫外光照射 48 h; 利用场发射扫

描电镜( FESEM) 、X 射线光电子能谱( XPS) 、接触角测量仪

分析新鲜、老化及紫外光照射组钛片表面微观结构、化学元

素和接触角变化; 以小鼠骨髓未分化间充质干细胞( MSCs)

为细胞株，检测各组钛表面对细胞黏附、增殖及分化的影响，

评价各组间生物学差异。结果 FESEM 显示紫外光照射未

改变钛表面 TiO2 纳米管形态，XPS 结果显示老化组表面 C
元素含量显著增高，经紫外光照射后恢复到新鲜组水平，接

触角检测显示老化组表面呈疏水性，紫外光照射组表面成超

亲水性。体外细胞学实验显示，紫外光照射后钛表面有利于

细胞黏附、增殖和分化。结论 紫外光照射可去除钛表面碳

氢化合物污染，提高表面亲水性，延缓时间因素造成的 TiO2

纳米管表面的生物活性降低。
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钛及钛合金因具有良好的生物相容性被广泛运

用于骨种植领域。围绕骨种植体表面的纳米化改性

作为提高种植体骨整合能力的有效手段被广泛研

究。研究［1］证实运用阳极氧化法在钛表面制备出

三维有序的 TiO2 纳米管，提高了种植体表面生物学

活性。钛表面随时间增加而出现生物活性降低的现

象被称为钛老化［2］。紫外光照射可引发 TiO2 表面

光催化反应，分解表面有机物，提高材料亲水性［3］。
该研究对充分老化的 TiO2 纳米管表面进行紫外光

照射，通过对表面元素含量及接触角的分析探讨照

射前后材料表面理化性质的改变，并评价不同表面

对小鼠骨髓未分化间充质干细胞( mouse bone mar-

row mesenchymal stem cells，MSCs) 黏附、增殖、分化

的影响，为延缓并提高老化钛表面生物活性提供新

的方法。

1 材料与方法

1． 1 材料与仪器

1． 1． 1 主要材料 商业纯钛片直径为 12 mm，厚度

为 0. 25 mm，纯度 99. 99% ( 北京中金研新材料科技

有限公司) ; 碳化硅金相砂纸( 苏州百威抛光材料有

限公司) ; 丙酮( 北京化学试剂厂) ; 乙二醇( 上海苏

懿化学试剂有限公司) ; 无水乙醇( 国药集团化学试

剂有限公司) ; 氟化铵( 国药集团化学制剂有限公

司) ; MSCs ( 上海晶旷生物科技有限公司) ; DMEM
培养基( 美国 Gibco 公司) ; CCK-8 细胞增殖 － 毒性

检测试剂盒( 日本同仁化学研究所) ; 碱性磷酸酶

( alkaline phosphatase，AKP) 检测试剂盒( 南京建成

生物工程研究所) ; 0. 1% Triton X-100 细胞裂解液

( 上海君瑞生物技术有限公司) 。
1． 1． 2 主要仪器 场发射扫描电镜( FESEM，美国

FEI 公司) ; X 射线光电子能谱( XPS，美国 Thermo
公司) ; SL200B 接触角检测仪( 上海梭伦信息科技

有限公司) ; KQ-400KDE 高功率数控超声波清洗器

( 昆山市超声仪器有限公司) ; KD-BN 高精密电子天

平( 福州科迪电子技术有限公司) ; 生物安全柜( 苏

州金净净化设备科技有限公司) ; 二氧化碳孵育箱

( 美国 Thermo 公司) ; WD 72 倒置显微镜( 日本 O-
lympus 公司) ; HDL-4 数显医用离心机( 深圳瑞鑫达

科教仪器有限公司) ; 酶标仪( 美国 BIO-TEK 公司) 。
15 W 紫外光灭菌灯( 荷兰 Philips 公司)

1． 2 方法

1． 2． 1 钛片抛光及 TiO2 纳米管的制备 钛试件经

800# ～ 7000#碳化硅金相砂纸逐级打磨抛光至镜面

效果。丙酮、无水乙醇、去离子水依次超声清洗 15
min。取 1． 5 g 氟化铵、450 ml 乙二醇、50 ml 去离子

水配置电解液。采用自制电解槽，以石墨为阴极，实

验钛片为阳极，调整电压为 60 V，阳极氧化 2. 5 h。
取出钛试件，去离子水超声振荡 15 min，去除表面氧

化膜。再次以 12 V 电压阳极氧化 40 min，去离子水

清洗，干燥备用。
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1． 2． 2 试件保存、紫外光照射及实验分组 将两步

阳极氧化后的钛试件置于暗盒内，自然环境下避光

保存 8 周。取出部分钛片暗室内以 15 W 紫外线灭

菌灯( ultraviolet，UV) 照射 48 h，照射距离 15 cm。
将阳极氧化后直接用于后续实验的钛片设为新鲜

组，避光保存 8 周后的钛片设为老化组，老化组钛片

经紫外光照射后设为 UV 组。
1． 2． 3 表面形貌及元素分析 新鲜组、老化组和

UV 组每组各选取 3 枚试件在 FESEM 下观察表面微

观形貌; 采用 XPS 分析各组试件表面的化学元素组

成。
1． 2． 4 亲水性检测 每组各选取 3 枚钛片，每个钛

片随机选取 3 个测试点，以 1 μl 去离子水滴于试件

表面，待水滴完全铺展后利用接触角测量仪成像系

统及软件测量表面接触角，结果取平均数。
1． 2． 5 细胞培养及试件灭菌 37 ℃水浴复苏第 6
代 MSCs，配置完全培养基。37 ℃、5% CO2 条件下

孵育细胞，定期更换培养液。倒置显微镜下观察细

胞生长情况，待细胞铺展到 80% 时传代。用于细胞

培养的钛试件经环氧乙烷灭菌后备用。
1． 2． 6 细胞黏附观察 将灭菌后的钛片置于 24 孔

板内，取培养瓶内对数生长期的细胞用 0. 25% 胰酶

消化后重悬，细胞计数板计数，调整细胞浓度至 6 ×
104 /ml，500 μl /孔接种于各试件表面。常规培养 24
h 后吸除原培养液，磷酸盐缓冲液( PBS) 反复清洗 3
次，2. 5%戊二醛固定，干燥后喷金。FESEM 下观察

细胞黏附状况。
1． 2． 7 细胞增殖情况检测 同 1． 2． 6 方法将细胞

悬液注入置有钛片( 每组 3 片) 的 24 孔板内，细胞

培养。分别于第 1、3、5、7 天终止培养，吸去原有培

养液，PBS 冲洗 3 次，每孔加入 200 μl 完全培养基、
20 μl CCK-8，37 ℃孵育 4 h 至培养基变色，吸取每

孔 110 μl 液体转移至 96 孔培养板，酶标仪测定 450
nm 波长处各孔吸光度( OD450 ) 值。
1． 2． 8 细胞分化检测 同 1． 2． 6 方法常规细胞培

养。分别于第 3、5、7、11 天终止培养，吸去原培养

液，PBS 反 复 清 洗 3 次，每 孔 加 入 300 μl 0. 1%
Triton X-100 裂解液，裂解细胞 30 min 后，取 50 μl
细胞裂解液置于新 24 孔板内。按 AKP 检测试剂盒

操作说明，分别加入 500 μl 基质液、500 μl 缓冲液

混匀，37 ℃ 水浴 15 min 后，加入 1. 5 ml 显色液摇

匀，测定 450 nm 各孔的 OD450值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件进行

分析，对接触角、不同时点细胞的增殖分化进行单因

素方差分析，组间比较采用 SNK 检验，检验水准双

侧 α = 0. 01。

2 结果

2． 1 表面形貌分析 FESEM 下观察两步阳极氧化

后钛表面 TiO2 纳米管形态，呈内外管相套的蜂窝状

排列，阵列排列有序，外管直径为 160 nm，内管直径

为 20 nm，见图 1。新鲜组、UV 组钛表面纳米管形态

无明显改变。老化组纳米管边界模糊，部分管径变

窄。

图 1 FESEM 下表面形貌观察 × 80 000

2． 2 表面化学元素分析 XPS 结果显示，3 组钛表

面元素成分均包含 Ti、C、O、N 和 F。老化组表面 C
元素含量显著增高，可能来自于环境中的碳氢化合

物污染。UV 组 C 元素含量显著降低，接近新鲜组

水平。见图 2。

图 2 XPS 下表面元素分析

2． 3 表面接触角分析 3 组表面静态接触角检测

结果: 新鲜组( 22. 956 00 ± 4. 202 62 ) °，呈亲水性;

老化组( 116. 630 00 ± 11. 615 00 ) °，呈疏水性; UV
组( 3. 798 00 ± 1. 087 45) °，呈超亲水性，见图 3。各
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组间接触角数据差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。

图 3 表面静态接触角分析

A: 老化组; B: UV 组

2． 4 细 胞 黏 附 3 组 钛 片 MSCs 培 养 24 h 后，

FESEM 下观察均有细胞黏附，新鲜组细胞铺展较

开，密度较高，形态大部分呈梭形，有伪足伸出。老

化组细胞密度明显低于新鲜组，大部分细胞呈圆团

形。UV 组细胞密度较老化组明显提高，铺展良好，

细胞间接触多于新鲜组。见图 4。

图 4 MSCs 培养 24 h 后 FESEM 下的细胞密度及形态观察 × 50

A: 老化组; B: UV 组

2． 5 细胞增殖 试件接种后第 1、3、5、7 天增殖活

性均呈现增长趋势，UV 组增殖活性更加明显。总

体比较第 1 天差异无统计学意义，接种第 3、5、7 天

后 3 组总体差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; SNK 法

比较显示，在同时间点，除第 1 天组间差异无统计学

意义外，其 余 各 组 间 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P ＜

0. 01) ，见表 1。
2． 6 细胞分化 3 组在不同时点 AKP 活力均有增

加的趋势，同时点上总体差异有统计学意义( P ＜
0. 01) ; SNK 法两两比较显示，各组间差异均有统计

学意义( P ＜ 0. 01) ，见表 2。

3 讨论

种植体的表面形貌是影响其植入后骨整合的速

度和程度的重要因素之一。具有纳米级表面形貌的

种植体被认为更具有仿生效果［4］，可促进与成骨细

胞间的相互作用，有利于成骨。常见的种植体表面

纳米改性包括纳米颗粒、纳米管、纳米涂层等［5 － 6］。
TiO2 纳米管与钛表面结合强度高，阵列有序且具有

较高的表面积和吸附能力。阳极氧化法是制备钛基

表面 TiO2 纳米管的有效方法之一，通过调整电解液

成分、电压和时间等参数可获得不同管径和结构的

TiO2 纳米管形态［7］。本研究采用的两步阳极氧化

法获得双层蜂窝状 TiO2 纳米管矩阵列，排列均匀，

结构稳固，可避免纳米管面积过大造成的崩塌。
钛种植体从生产加工到植入患者体内有较长的

时间间隔，因为存放环境和时间的不同可造成种植

体表面理化性质及生物相容性变化，直接影响植入

后的骨整合能力。研究［8］表明，时间因素会导致钛

表面的老化，其原因可能为钛表面受到来自环境中

的不可避免的碳氢化合物污染。
亲水性作为材料表面能的重要表征之一，影响

材料表面的生物活性。研究［9］显示材料表面接触

角 ＞ 65°为疏水性，＜ 65°为亲水性，＜ 5°则为超亲水

性表面，表明亲水性高的材料表面有利于体液中蛋

白质的吸附，进而影响细胞的行为和功能。TiO2 的

光催化作用被广泛研究，用于水质净化、大气治污、
材 料表面自洁等领域。Wangetal［10］证实用波长 ＞

表 1 3 组间不同时点细胞增殖活性比较( n = 36，珋x ± s)

组别 第 1 天 第 3 天 第 5 天 第 7 天

新鲜 0． 279 5 ± 0． 049 56 0． 415 7 ± 0． 025 59 0． 488 8 ± 0． 006 11 0． 951 8 ± 0． 036 33
老化 0． 259 3 ± 0． 047 53 0． 382 3 ± 0． 019 27＊＊ 0． 428 3 ± 0． 004 32＊＊ 0． 858 0 ± 0． 022 60＊＊

UV 0． 253 8 ± 0． 006 71 0． 543 7 ± 0． 007 50＊＊## 0． 789 0 ± 0． 004 05＊＊## 1． 320 7 ± 0． 107 25＊＊##

与新鲜组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与老化组比较: ##P ＜ 0． 01

表 2 3 组间不同时点细胞分化比较( n = 36，珋x ± s)

组别 第 3 天 第 5 天 第 7 天 第 11 天

新鲜 0． 164 0 ± 0． 003 03 0． 185 5 ± 0． 002 35 0． 229 3 ± 0． 001 51 0． 242 7 ± 0． 002 34
老化 0． 147 3 ± 0． 005 16＊＊ 0． 175 2 ± 0． 003 76＊＊ 0． 215 0 ± 0． 003 41＊＊ 0． 233 3 ± 0． 001 37＊＊

UV 0． 241 8 ± 0． 005 53＊＊## 0． 264 2 ± 0． 002 48＊＊## 0． 282 7 ± 0． 001 51＊＊## 0． 328 2 ± 0． 002 64＊＊##

与新鲜组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与老化组比较: ##P ＜ 0． 01
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387. 5 nm 的紫外光照射 TiO2 表面可产生超亲水

性。TiO2 光催化作用的实质是光诱导的氧化还原

反应，作为半导体材料，当光能量 ＞ 3. 2 eV 时，TiO2

表面会产生光催化作用，使价带上的电子跃迁到导

带上形成具有强的氧化能力的羟基、氧自由基等活

性基团，使 TiO2 表面的碳氧化合物分解成 CO2 和

H2O
［11］。TiO2 光催化作用受 TiO2 晶体结构、管径

大小、紫 外 光 的 波 长 及 照 射 时 间 等 诸 多 因 素 影

响［12］。TiO2 管径越小、紫外光波长越短、照射时间

越长光催化效果越好。本实验采用的双层 TiO2 纳

米管结构，内管直径约 20 nm; 15 W 紫外线灭菌灯

波长在 200 ～ 275 nm，属于短波紫外光波段; 照射 48
h 后，XPS 结果显示老化组钛表面 C 元素含量由

39%降至 19%，与新鲜组持平，表明紫外光催化可

有效分解钛表面的碳氢化合物污染。平均接触角显

示紫外光照射后的钛表面呈超亲水性。体外细胞学

实验证实经紫外光催化后的钛表面细胞的黏附、铺
展、增殖、分化等指标均优于老化组和新鲜组。证实

了紫外光催化作用有助于提高纳米 TiO2 表面的生

物活性。
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The study of biological aging resistance of nano titanium
surface treated with UV irradiation in vitro

Min Xi1，2，Xia Ｒong1，Sun Lei1，et al
( 1Dept of Stomatology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601;

2Dept of Stomatology，Anhui Medical College，Hefei 230601)

Abstract Objective To study the impact of UV radiation on the physicochemical properties and biological activity
of aging TiO2 nanotube surface． Methods Titanium plates treated by two-step anodization were stored in dark for
eight weeks，sufficient to aging，and irradiated by UV for 48 h． Field emission scanning electron microscopy
( FESEM) ，X-ray photoelectron spectroscopy ( XPS) and contact angle measurement were used to analyze the mi-
crostructure，chemical elements and the contact angle of the surface of the fresh，aging，UV irradiation groups，re-
spectively． Mouse bone marrow mesenchymal stem cells ( MSCs) as cell lines were cultured on the treated titanium
plates to determine the effect of modified titanium surface on the cell adhesion，proliferation and differentiation，fur-
ther to evaluate biological differences among the three groups． Ｒesults FESEM displayed UV irradiation did not
change the morphology of TiO2 nanotubes on the titanium surface． XPS showed that C elements on the surface of ag-
ing group significantly increased after UV irradiation but restored to the level of fresh group by UV irritation． The
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contact angle analysis showed that the surface of age group was hydrophobic while the surface of UV irradiated group
was superhydrophilic． In vitro cell culture showed that UV irritation was conducive to cell adhesion，proliferation
and differentiation． Conclusion UV radiation can remove hydrocarbon contamination on surface of titanium，im-
prove the surface hydrophilicity，and delay the bioactive decrease of titanium-based TiO2 nanotube surface by time

factors．
Key words TiO2 nanotubes; anodization; ultraviolet catalysis; hydrophilicity; bone marrow stromal cells

白藜芦醇诱导佐剂性关节炎大鼠滑膜细胞凋亡
杨 珺1，2，张俊强1，赵 欢1，安 梅3，孙和炎4，陈晓宇1

摘要 目的 探讨白藜芦醇对佐剂性关节炎( AA) 大鼠滑膜

细胞增殖和凋亡的影响。方法 0. 1 ml 弗氏完全佐剂注射

SD 大鼠左后足跖皮内复制 AA 模型，28 d 后，采用组织块培

养法分离、培养大鼠踝关节滑膜细胞，CCK-8 法检测白藜芦

醇对滑膜细胞增殖的影响; Hoechst 33258 荧光染色、琼脂糖

凝胶电泳观察滑膜细胞凋亡情况。结果 CCK-8 法表明白

藜芦醇可以抑制滑膜细胞增殖，并且呈剂量依赖性趋势; 高

浓度白藜芦醇 ( 20、50 μmol /L) 能诱导滑膜细胞凋亡，Ho-

echst 33258 染色观察到细胞核出现凋亡小体，电泳呈现出阶

梯状条带。结论 白藜芦醇可能会通过抑制 AA 大鼠滑膜

细胞的增生，促进滑膜细胞的凋亡而达到治疗类风湿性关节

炎的作用。

关键词 白藜芦醇; 佐剂性关节炎; 滑膜细胞; 细胞凋亡; 大

鼠
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类风湿关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 是一种

以关节滑膜炎为特征的慢性自身免疫性疾病［1］。
其病理特征主要表现为滑膜细胞类肿瘤样增生，引

起软骨及骨的破坏，最终导致骨关节强直及功能障

碍。佐剂性关节炎( adjuvant arthritis，AA) 是目前研
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究 ＲA 的主要动物模型之一。白藜芦醇是一种主要

存在于虎杖、葡萄等植物中的天然活性多酚化合物，

其抗增殖和调节免疫的功效为 ＲA 等疾病的治疗提

供了新的思路［2］。目前研究［3］认为，ＲA 患者关节

滑膜组织增生，关节滑膜细胞原位增殖过剩，且滑膜

细胞凋亡障碍。为进一步揭示白藜芦醇对 ＲA 患者

治疗的可能机制，该研究以 AA 大鼠的踝关节关节

滑膜为实验样本，采用组织块培养法分离、培养大鼠

踝关节滑膜细胞，从细胞凋亡的角度观察白藜芦醇

对 AA 大鼠的踝关节关节滑膜细胞形态学改变，旨

在探讨白藜芦醇对 AA 大鼠的治疗作用。

1 材料与方法

1． 1 主要仪器与试剂 IX70-SIF2 型倒置显微镜购

于日本 Olympus 公司; 全自动多功能型酶标仪购于

美国 BIO-ＲAD 公司; DMEM 培养基、胎牛血清、胰酶

购于美国 Gibco 公司; 白藜芦醇购于美国 Sigma 公

司，纯 度≥ 99. 9% ; 兔 抗 鼠 血 管 细 胞 黏 附 分 子-1
( vascular cell adhension molecule-1，VCAM-1 ) 、Ho-
echst 33258、CCK-8 购于美国 Santa Cruz Biotechnolo-
gy 公司。
1． 2 细胞培养

1． 2． 1 AA 模型大鼠建模 普通级 SD 雄性大鼠 20
只，180 ～ 200 g，购于安徽医科大学实验动物中心，

大鼠左后足趾皮内注射 0． 1 ml 弗氏完全佐剂( 卡介

苗 80 ℃灭活 1 h，与高压灭菌的液体石蜡充分碾磨

混匀，配成 10 g /L 乳剂) 致炎。
1． 2． 2 大鼠踝关节滑膜细胞培养与鉴定 24 d 后，

AA 模型大鼠建模成功，处死大鼠，参照先前实验方

法［4］，AA 模型大鼠置 0． 1 % 新洁尔灭液中 15 min
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