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钛纳米管负载地塞米松羟基磷灰石复合涂层的实验研究
高啟坤，吴明月

（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　 探讨在钛纳米管表面构建羟基磷灰石和地塞米松复合涂层的生物相容性。 方法　 通过在钛纳米管表面负载羟

基磷灰石和地塞米松，构建复合涂层。 采用场发射扫描电镜、原子力显微镜、接触角测量仪检测基材的特征，体外生物学评价

该涂层对人颅骨成骨细胞的黏附、增殖的影响。 结果　 经修饰后的复合涂层微观形态、三维形貌、亲水性能发生变化，经细胞

学检测，能够显著促进成骨细胞的黏附与增殖。 结论　 通过模拟体液浸泡和滴加负载的方法，成功构建钛纳米管 － 羟基磷灰

石 －地塞米松复合涂层，该涂层具有良好的生物相容性。
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　 　 纯钛及其合金具有良好的生物学及力学性能，
被广泛应用在口腔种植领域，但植入体内后存在骨

愈合期较长、植体可能感染等问题［１］。 因此，如何

促进种植体的骨结合及提高抗菌效应，成为目前该

领域研究热点。 ＴｉＯ２ 纳米管具有表面积大、纳米级

管腔结构独特规整等优点，可作为材料表面修饰分

子的载体平台［２］。 羟基磷灰石具有类似人体骨骼

的微结构，且具备一定的药物载体功能［３］；地塞米

松具有抑制炎症因子、促进骨沉积的作用［４］。 为整

合两种材料的性能优势，该研究在钛基材表面原位

构建钛纳米管结构，再将羟基磷灰石、地塞米松沉积

在纳米管表面形成复合涂层结构。 体外检测该涂层

是否具有良好的细胞相容性，以期达到促进骨整合

及抗菌的双重效应。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料与仪器　 ９９􀆰 ９９％ 高纯度钛片（深圳

市海源铝业有限公司），多聚甲醛（上海碧云天生物

科技有限公司），胰蛋白酶、胎牛血清（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司），ａ⁃ＭＥＭ 培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），氟化胺乙

二醇、模拟体液和地塞米松等试剂（国药集团化学

试剂合肥有限公司）。 直流稳压电源（ＤＹ６０Ｖ６Ａ，深
圳市海源铝业有限公司），接触角测量仪（成德市成

慧试验机器有限公司），场发射扫描电镜（Ｓｉｒｉｏｎ２００，
ＦＥＩ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ⁃ＶＧ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），原子力显微

镜 （ ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＡＦＭ） （ 美 国 Ｉｎｎｏｖａ
Ｖｅｅｃｏ 公司），双人双面超净工作台（苏州净化设备

厂），酶标仪（美国 Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ 公司），荧光倒置显微镜

（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）等。
１． ２　 制备复合涂层

１． ２． １　 制备钛纳米管涂层　 将钛片切割制备为厚

度 ０􀆰 ２５ ｍｍ、直径 １ ｃｍ 的圆形钛片。 以钛片为阳

极，石墨为阴极，置于 ９０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的氟化铵乙二

醇电解质溶液中，经两步法阳极氧化，电解系数为 ６
Ｖ １０ ｍｉｎ、４５ Ｖ ５０ ｍｉｎ。 制备完成的钛纳米管清洗

干燥。
１． ２． ２　 实验样品分组　 纯钛片作为光滑钛片组；阳
极氧化后的钛片作为钛纳米管组；双重修饰后为钛

纳米管 －羟基磷灰石 － 地塞米松组，简称羟基磷灰

石 －地塞米松组。
１． ２． ３　 制备钛纳米管 － 羟基磷灰石 － 地塞米松涂

层　 按照高啟坤 等［５］的方法配置好模拟体液，将钛

纳米管置于其中，１ 周后取出清洗干燥，在其表面逐

步滴加 １ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 的地塞米松溶液，直至基材表面

地塞米松药物浓度达到 ５００ μｇ ／ ｃｍ２，取出反复冲

洗，复合涂层制备完成。
１． ２． ４　 样品表征 　 利用场发射扫描电镜（ ｆｉｅｌｄ ｅ⁃
ｍｉｓｓｉｏｎ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＦＥＳＥＭ） 观察

基材表面微观结构，ＡＦＭ 观察材料表面的三维形貌

·８１４１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ａｕｇ；６０（８）



变化及粗糙度；接触角测量仪观察材料表面接触角

改变。
１． ３　 复合涂层的体外生物学检测　
１． ３． １ 　 试件灭菌 　 在 ３ 组样品中各随机选取 １８
枚，共计 ５４ 枚，经环氧乙烷气体灭菌后备用。
１． ３． ２　 细胞的复苏　 将购置的人颅骨成骨细胞株

置于 ３７ ℃恒温水浴锅中融化、振荡后置于离心管

中，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸出上清液后加入细胞

培养液至 １５ ｍＬ，置于 ３７ ℃、５％的 ＣＯ２ 培养箱中培

养。
１． ３． ３　 细胞的传代　 待细胞孵育 ２ ～ ３ ｄ，融合充分

后，吸除细胞培养液，使用 ＰＢＳ 缓冲液清洗 ２ ～ ３
次，去除杂质和细胞碎片后加入适量的 ０􀆰 ２５％ 浓度

胰酶，以充分覆盖培养皿为宜。 观察到细胞从培养

皿表面脱落或镜下细胞间桥消失时，离心收集，作为

后续实验用细胞。
１． ３． ４　 细胞黏附　 从 ３ 组样品中随机各选取 ９ 枚

置于 ２４ 孔培养板中，选择对数期的成骨细胞制成悬

液，微调细胞密度至 １ × １０５ 个 ／ ｍＬ，经 ４ ｈ 孵育后，
在各分组中随机选取 ３ 枚样品，经固定染色后，于荧

光显微镜下随机选取 ３ 个视野区域，观察细胞形态

和计数。
１． ３． ５　 细胞增殖　 细胞接种方法同前，将各样品上

的成骨细胞培养 １、４、７ ｄ，清洗后放入 ２４ 孔培养板，
每孔分别添加 ＭＴＴ ２０ μＬ 和培养液 ２００ μＬ，孵育 ４
ｈ 后加入 ＤＭＳＯ １ ０００ μＬ，充分振荡溶解紫色结晶

物，每孔吸取 ２００ μＬ 均一溶解液转至 ９６ 孔培养板。
调至 ４９０ ｎｍ 波长下，各组样品随机测定 ９ 孔吸光度

（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）值并计数。
１． ４　 统计学处理　 实验所得数据用 􀭰ｘ ± ｓ 表示，采
用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 统计软件分析实验数据。 采用单因素

方差分析 ３ 组实验数值，如需多重比较，采用 ＬＳＤ⁃ｔ
法进行分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 样品形貌结构 　 ＳＥＭ 结果显示，钛片呈光滑

镜面状；钛纳米管呈管径约 ７０ ｎｍ 的蜂窝管腔状结

构；钛纳米管 －羟基磷灰石 － 地塞米松涂层见团状

样结晶物将蜂窝状的纳米管完全覆盖，沉积在表面

和管腔内，呈嵌入式、多层次梯度形貌结构。 见

图 １。
２． ２ 　 基材表面三维形貌及粗糙度 　 ＡＦＭ 结果显

示，各组基材三维形貌不同，经不同修饰后的各组基

材粗糙度明显增加，羟基磷灰石 － 地塞米松组表面

可见分布均匀的隆起状形貌，各组之间差异有统计

学意义（Ｆ ＝ ７９５􀆰 ０６６，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 １、图 ２。
２． ３　 基材表面亲水性　 经不同修饰后的各组钛基

材接触角数值相比光滑钛片组均有不同程度减小，
亲水性增加，且羟基磷灰石 － 地塞米松组数值大于

钛纳米管组，这是疏水性的地塞米松分子结构所致，
各组数值差异有统计学意义 （Ｆ ＝ １１９􀆰 ４８４，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 见表 １、图 ３。

表 １　 各样品表面纳米粗糙度和接触角角度（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２７）
Ｔａｂ． １　 Ｓｕｒｆａｃｅ ｎａｎｏ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ ａｎｄ ｃｏｎｔａｃｔ ａｎｇｌｅ

ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２７）

Ｇｒｏｕｐ Ｎａｎｏ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ Ｃｏｎｔａｃｔ ａｎｇｌｅ（°）
Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ４． ６４４ ± ０． ４５０ ５１． １１１ ± ２． ９３４
Ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅ ９． ２７８ ± ０． ６８７＆ ３０． ５５６ ± ３． ２０６＆

Ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｎｅ １４． ８６７ ± ０． ４６４＆∗ ４０． ３３３ ± ２． ２３６＆∗

　 　 ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ Ｔｉｔａｎｉｕｍ
ｎａｎｏｔｕｂｅ ｇｒｏｕｐ．

２． ４　 成骨细胞黏附实验结果　 ３ 组基材接种的成

骨细胞经 ４ ｈ 培养后，各组间细胞黏附数目差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ２ １７０􀆰 ３８１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 说明不同

修饰化处理对细胞的黏附具有不同的生物学效应，

图 １　 纯钛片和钛纳米管形貌 × ３０ ０００
Ｆｉｇ． １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｕｒｅ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ａｎｄ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅｓ × ３０ ０００

Ａ： Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ．
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图 ２　 原子力显微镜图片

Ｆｉｇ． ２　 Ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅ
Ａ：Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 接触角测量图片

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｎｔａｃｔ ａｎｇｌｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｉｍａｇｅ
Ａ： Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ．

相比其他两组，羟基磷灰石 － 地塞米松组基材荧光

显微镜下显示成骨细胞形态和数量良好，改变尤为

显著，促进细胞黏附的作用更明显，这与基材形貌、
结构及化学组成等改变相关联。 见表 ２、图 ４。

表 ２　 ３ 组基材在 ４ ｈ 时间点成骨细胞黏附计数的

比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２７）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｃｏｕｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ａｔ ｔｈｅ ４⁃ｈｏｕｒ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２７）

Ｓａｍｐｌｅ Ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ
Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ５４． ０００ ± ４． ０００
Ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅ １６１． ４４４ ± ７． ０９１＆

Ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｅ ３２１． ０００ ± １２． ５８０＆∗

　 　 ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ Ｔｉｔａｎｉｕｍ
ｎａｎｏｔｕｂｅ ｇｒｏｕｐ．

２． ５　 成骨细胞增殖实验结果　 记录 ３ 组基材接种

的成骨细胞在常规培养第 １、４、７ 天的 ＯＤ 值，除第 １
天光滑钛片组与钛纳米管组 ＯＤ 值无统计学意义，
其余检测时间点，各组间差异均有统计学意义（Ｆ ＝
５０􀆰 ３９５、６５􀆰 ７３２、１３４􀆰 １８６，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明钛基底经

不同表面改性后，基材的特性变化引起生物相容性

的改变。 见表 ３。

３　 讨论

　 　 目前，钛种植体表面改性的研究主要围绕在如

何促进骨结合以及抗菌性能方面［１］；其中，在钛基

材表面构建复合涂层结构，使其具备良好生物相容

性及一定的抗菌性能，是当下研究的热点［６］ 。钛纳

表 ３　 ３ 组基材在第 １、４、７ 天时间点 ＭＴＴ 实验 ＯＤ 值比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２７）
Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＭＴＴ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ａｔ ｔｈｅ １ｓｔ， ４ｔｈ ａｎｄ ７ｔｈ ｄａｙ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２７）

Ｓａｍｐｌｅ Ｄａｙ １ Ｄａｙ ４ Ｄａｙ ７
Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ０． １１１ ± ０． ０１３ ０． ２３８ ± ０． ０２９ ０． ６１８ ± ０． ０３１
Ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅ ０． １２１ ± ０． ０１１ ０． ４１６ ± ０． １０９＆ ０． ７０３ ± ０． ０５１＆

Ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｅ ０． １６６ ± ０． ０１３＆∗ ０． ６０１ ± ０． ０３０＆∗ ０． ８９６ ± ０． ０２２＆∗

　 　 ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ Ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅ ｇｒｏｕｐ．
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图 ４　 荧光显微镜下成骨细胞图 × １００
Ｆｉｇ． ４　 Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｉｍａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ × １００

Ａ： Ｓｍｏｏｔｈ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｈｅｅｔ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｔｉｔａｎｉｕｍ ｎａｎｏｔｕｂｅ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ．

米管具有规整的管腔状微米结构特征，对成骨细胞

具有良好的生物相容性。 课题组前期研究［７］ 表明

７０ ｎｍ 管径钛纳米管是理想的分子负载平台，并且

表现出显著的骨整合效应，故该实验将该直径纳米

管作为修饰分子的基底。
　 　 多项研究［８ － ９］ 表明，羟基磷灰石是人体骨组织

的主要无机成分，微结构多孔隙且富含多基团，可以

通过固溶离子交换的方式形成富含钙磷的局部微环

境，会对种植体周 － 组织界面的细胞学行为产生积

极的促进效应。 较光滑钛片而言，羟基磷灰石通过

模拟体液浸泡法负载在筛孔状结构的钛纳米管基底

表面，提高了基材与分子的机械嵌合度，结合牢固可

靠。 为实现种植体基材表面改性和抗菌涂层的构

建，可将负载多孔隙的羟基磷灰石钛纳米管基底作

为构建抗菌结构的理想载体。
　 　 地塞米松属于糖皮质激素类物质，是含有疏水

结构的活性分子，不仅能够抑制炎症因子的表达，同
时具有诱导干细胞成骨向分化、刺激骨组织沉积、抗
菌等作用［４，１０ － １１］。 为克服单一化材料性能的缺陷，
该课题设计将羟基磷灰石与地塞米松同时负载在钛

基材表面，探究构建的复合涂层形貌、特性及生物相

容性。 该实验通过分子基团间的相互作用，将地塞

米松分子成功固定在疏松多孔隙结构的钛纳米管 －
羟基磷灰石基底上，同时期望该基底作为药物缓释

的支架，避免药物的突释效应。 ＳＥＭ 显示经羟基磷

灰石 －地塞米松修饰后，涂层见大量团块样晶体物

将蜂窝状纳米管完全覆盖并嵌入管腔内部，结合牢

固，呈多层次梯度形貌结构。 ＡＦＭ 结果显示羟基磷

灰石 －地塞米松修饰组分子颗粒分布均匀、高度均

一，三维形貌有显著变化且表面粗糙度增加；接触角

测量仪结果显示羟基磷灰石 －地塞米松修饰组较光

滑钛片组接触角变小，但大于钛纳米管组，这是地塞

米松疏水性的分子结构所致。
　 　 细胞与材料之间的相互作用［１２］ 首先通过蛋白

质等生物大分子吸附、细胞黏附和伸展等过程，很大

程度受到基材表面结构、化学成分等细胞生存局部

微环境的影响，继而通过生物活性分子与细胞膜表

面受体特异性结合，发挥效应。 细胞的黏附与伸展

对后续骨整合至关重要，故材料表面细胞黏附活跃

性可作为评价基材性能的重要指标之一。 该实验在

培养人颅骨成骨细胞 ４ ｈ 后，３ 组细胞数目表现出明

显差异，与空白光滑钛片组相比较，经不同处理的基

材，细胞数目明显增加，其中阳性实验组成骨细胞形

态和数量良好，改变尤为显著，实验组与对照组间差

异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 材料的生物相容性

与其表面性能密切相关，如亲水性能、粗糙度、拓扑

结构和化学组成成分等［１３］。 经过修饰的钛纳米管

－羟基磷灰石 － 地塞米松的亲水性、粗糙度均显著

增加。 文献［１４］表明亲水性表面基材的表面能，高亲

水性的基底更易于吸附脂类、蛋白质等生物活性大

分子，形成适应层结构，从而诱导种植体周 －组织界

面的细胞效应。 Ｚｉｎｇｅｒ ｅｔ ａｌ［１５］表明粗糙度大的钛基

材能快速诱导生物糖蛋白等分子附着、胶原合成等，
在仿生构建的纳米级别类似骨组织粗糙度基材中表

现尤为突出，通过构建适宜细胞生命活动的微环境

可对成骨细胞的生物学行为产生积极影响，以达到

种植体表面生物化修饰的效应。 ＭＴＴ 结果显示，３
组样品中在不同时间点培养的成骨细胞 ＯＤ 值，除
在第 １ 天时间点，光滑钛片与钛纳米管组 ＯＤ 值差

异无统计学意义，其余检测时间点，各组间差异均有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 其促进细胞增殖效应机制

之一在于羟基磷灰石 －地塞米松修饰后的基材具有
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类似骨组织的多孔隙、高活性微观结构，且可通过固

溶离子交换的方式，形成富含钙磷的局部微环境，促
进了骨整合的发生［１６］。 该项研究克服单一化材料

修饰的缺陷，有望为后续构建优良抗菌及骨结合性

能的钛种植体提供理论基础。 但该复合活性涂层的

缓释动力学及抗菌效应等尚有待后续实验的进一步

研究和验证。
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