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20世纪60年代末由Br覽nemark提出的骨整合概念
被认为是界面结合的一种理想状态，成为目前公认

的评价种植体成功与否的标准之一。影响骨整合的
因素很多 [1]，其中种植体与种植区骨界面之间的影

响一直是研究的热点。种植体的表面特性可以影响
其植入后的生物学反应 [2]、界面的骨愈合质量和速
度[3]，对种植体功能的正常行使具有重要意义。因

此对种植体表面进行改性处理，提高种植体与骨界

面之间的结合力，达到满意的骨整合成为学者们所

追求的目标。本实验在直流磁控溅射技术构建4级
纳米颗粒钛膜的基础上选择与种植体-骨整合关系
密切的成骨细胞作为研究对象，通过对比其在不同

纳米粒度钛膜上骨钙素（osteocalcin，OC）分泌的差
异，评价材料表面对细胞生物合成功能的影响。

1 材料和方法

1.1 材料和仪器
SD乳鼠颅骨成骨细胞第3代（四川大学口腔疾病

纳米颗粒钛膜对成骨细胞合成功能的影响

巴凯1 张静1 王虎1 刘媛媛1 杨振宇1 李明霞1 李伟1 缪竞威2

（1.口腔疾病研究国家重点实验室， 四川大学， 四川 成都 610041；
2.四川大学 原子核科学技术研究所， 四川 成都 610064）

[摘要] 目的 通过对比不同纳米颗粒钛膜表面成骨细胞的合成能力，评价其生物相容性。方法 采用直流磁控
溅射法通过控制温度（常温、100 ℃、250 ℃、380 ℃）构建4级纳米颗粒钛膜，将SD乳鼠第3代成骨细胞接种于其表面
及未镀膜的钛片表面，对表面成骨细胞上清液中骨钙素（OC）含量进行检测。结果 在7、14 d时，随着时间的延长，
各实验组和对照组样本表面的细胞上清液中OC含量均增大。在7 d时，对照组与其他各组相比，OC含量间差异均有
统计学意义（P＜0.05）。在14 d时，100 ℃实验组表面OC含量增幅最大，100 ℃实验组与380 ℃实验组、对照组、空白
组相比，其差异具有统计学意义（P＜0.05），250 ℃实验组与380 ℃实验组、对照组、空白组相比，其差异也具有统
计学意义（P＜0.05）。结论 钛表面纳米改性有利于其生物相容性，不同纳米粒径可以影响成骨细胞的合成功能。
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Effect of nano-granule titanium films on synthesis of osteoblasts BA Kai1, ZHANG Jing1, WANG Hu1, LIU
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[Abstract] Objective To compare the synthetic ability of osteoblasts on the surface of different nano-granule
titanium films and investigate the correlation between nanophase titanium films and cellular biocompatibility. Methods
Four different nano-granule titanium films were produced by direct current magnetron sputtering, at ambient, 100 ℃,
250 ℃, 380 ℃ substrate temperature, respectively. Rat osteoblasts were seeded on the surface of four treated groups of
titanium film samples and non-treated Ti sample（control group）. The production of osteocalcin（OC） in all five groups
were detected by using double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay. Results The production of
OC increased gradually from day 7 to day 14 in all groups. In the control group, it showed significant differences
with other five groups on day 7. On day 14, the production of OC in 100 ℃ group was the highest, and it showed
significant differences with 380 ℃, control group and blank group. In 250 ℃ group, the production of OC also showed
significant differences with 380 ℃, control group and blank group（P＜0.05）. Conclusion Titanium with nano-modified
surface had good biocompatibility and different nano-granule titanium films could affect the synthesis of osteoblasts.
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研究国家重点实验室），F12培养基、胰蛋白酶
（GIBCO公司，美国），96孔羊抗大鼠骨钙素酶联免
疫法（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）
试剂盒（ADL公司，美国），十二通道加样枪及原装
配套加样头（BRAND公司，德国），12孔细胞培养板
（BD Falcon公司，美国），血球计数板（上海精密仪
器仪表有限公司），DX-2500型X射线衍射仪（丹
东方圆仪器有限公司），IX70倒置显微镜（OLYMPUS
公司，日本），EL404微量反应板自动洗板机（BIO-
TEK公司，美国），THZ-C恒温振荡器（江苏太仓市
实验设备厂），CO2恒温孵箱（BINDER公司，德国），
KDC-1042低速离心机（安徽科大创新股份有限公司
中佳分公司），HTS7000 Plus多孔板高效分析仪（PE
公司，美国）。
1.2 方法
1.2.1 样本的制备与分组 应用直流磁控溅射技术
通过调节溅射基底处理温度在钛片表面形成纳米粒

径不同的钛膜，并根据温度的不同将样本分为常

温、100 ℃、250 ℃、380 ℃实验组及未镀膜的对照
组。
1.2.2 样本表面粒径的测量 使用DX-2500型X射
线衍射仪进行分析，所用X射线源为Cu-Kα，功率
为40 kV/25 mA，采用SSC步进扫描，并通过仪器自
带的数据处理及应用软件将分析得到的衍射峰的半

高宽度和仪器参数进行计算，得到不同温度组钛膜

表面的晶粒尺寸。
1.2.3 细胞的收集与培养 将实验组与对照组钛片
经环氧乙烷消毒后，置于12孔培养板内备用。在生
长旺盛的SD乳鼠第3代成骨细胞培养基中加入37 ℃
预温的0.25%胰蛋白酶1 mL消化，约5 min后于倒置
显微镜下见细胞稍收缩、间隙增大，加入含血清的
F12培养液终止消化。用吸管轻轻吹打直至绝大多
数贴壁细胞悬浮，光镜下用血细胞计数板计数并调

整细胞密度为每毫升5×104个。将细胞悬液接种于12
孔培养板内，实验组和对照组每孔各加入1 mL，培
养板置于37 ℃恒温孵箱中进行培养。4 h后每孔再各
加入培养液0.5 mL，间隔3 d更换培养液。分别在第
7、14天取出样本，吸取孔内上清液1 mL放入冰浴
保存的EP管中，6 000 r·min-1离心3 min，提取上清
液于新的EP管内，设三复孔，每个EP管内上清液含
量为300 μL，密封后置于-20℃冰箱内保存。
1.2.4 OC的检测 本实验应用双抗体夹心酶联免疫
法检测不同钛片表面成骨细胞上清液中OC的含量。
按照ELISA试剂盒说明书进行操作：根据HTS7000
Plus分析仪上盘图设计位置，用十二通道加样枪及
配套加样头依次加入50 μL标准品于6个空白微孔中

（稀释浓度依次为0、2.5、5、10、25、50 ng·mL-1，

空白孔视为0号标准品，用医用蒸馏水替代）。分别
标记样品编号，加入50 μL样品于空白微孔中，在样
品孔中加入生物素标记液10 μL；在标准品孔和样品
孔中加入酶标记偶合溶液100 μL，（36±2）℃下孵育
60 min，洗板机反复洗涤5次，每次静置10～20 s，在
滤纸上印干，依序每孔加入底物A、B液各50 μL，
（36±2）℃下避光显色15 min，依序每孔加入终止溶
液50 μL，轻轻振荡混匀。用酶联仪在465 nm波长下
依序测量各孔的光密度（A）值。在半对数轴线图上
建立标准曲线，以6个标准品的A值作为纵坐标（普
通坐标），相应的标准品浓度作为横坐标（对数坐

标），行logistic曲线拟合。根据待测样品的A值由标
准曲线内推出相应的OC浓度。
1.3 统计学分析
应用SPSS 10.0统计软件对数据进行分析，对

OC含量检测结果采用单因素方差分析（One-Way
ANOVA）和最小显著差（LSD）法进行两两比较，P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 纳米钛膜表面晶粒尺寸
常温组、100 ℃、250 ℃、380 ℃实验组纳米钛

膜表面晶粒尺寸（均粒径）分别为： 13.0、 15.8、
35.5、76.9 nm。
2.2 纳米钛膜表面上清液中OC含量的检测结果
根据绘制的大鼠OC标准曲线，查得第7、14天

各实验组、对照组及空白组细胞上清液中OC浓度
（表1）。

由表1可见，随着时间的延长，各实验组和对
照组样本表面细胞上清液中OC含量均增大。第7天
时，对照组与其他各组OC含量相比，其差异均有统

表 1 实验组、对照组及空白组细胞上清液中OC的含
量/ng·mL-1

Tab 1 The production of OC in the experiment
group, the control group and the blank
group/ng·mL-1

组别
细胞上清液中OC含量

7 d 14 d

常温组 12.350±0.447 16.135±1.848

100℃实验组 12.059±0.954 18.391±1.230

250℃实验组 12.929±1.202 17.405±0.803

380℃实验组 11.029±0.476 13.794±1.060

对照组 9.051±0.850 14.087±0.421

空白组 11.576±1.055 12.916±1.990
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计学意义（P＜0.05），其中380 ℃实验组与250 ℃实验
组之间相差最大。第14天时，100 ℃实验组细胞上
清液中OC含量增幅最大，其次为250 ℃实验组与常
温组，3组间差异无统计学意义。100 ℃实验组与
380 ℃实验组、对照组、空白组相比，其差异均具
有统计学意义（P＜0.05）；250 ℃实验组与380 ℃实验
组、对照组、空白组相比，其差异均具有统计学意
义（P＜0.05）；常温组与空白组之间差异也有统计学
意义（P＜0.05）。

3 讨论

钛和钛合金因其良好的机械性能和生物相容性

被广泛应用于口腔及外科矫形种植领域。但钛属于
生物惰性材料，生物活性差，缺乏骨诱导作用，而

通过表面改性则可赋予其生物活性。研究证实，表
面粗化的钛种植体能够获得更高的界面结合强度，

表面纳米级改性能增强磷酸钙盐的沉积，提高成骨

细胞蛋白合成及摄取钙离子的能力 [4]。但对于钛膜
纳米粒度与细胞合成功能的关系研究较少。OC是由
成骨细胞合成和分泌的一种非胶原性蛋白 [5]，是研

究骨代谢的一种特异、灵敏的生化指标，是成骨细
胞功能和骨质矿化的特殊标志物。OC的水平变化与
成骨细胞的活性成正相关，而种植体植入体内能否

较快地与骨组织间形成牢固、稳定的骨整合，最终
也是取决于细胞合成及分泌胞外基质，形成钙化结

节的能力。因此本实验通过测定成骨细胞在不同纳
米粒径钛膜表面OC的分泌量，评价其生物相容性。
在前期对纳米颗粒钛膜表面形貌特征的研究中

已经证明随着磁控溅射温度的升高，所生成的钛膜

的纳米颗粒尺寸也随之增大，而材料表面的粗糙度

反而减小[6]。在此实验基础上，本实验对样本表面
成骨细胞的合成能力进行检测，发现随着时间的延

长，除空白组外的所有组别样本表面OC含量均有大
幅度的增加，体现出钛作为一种理想的人体植入材

料与骨组织间良好的生物相容性。在14 d时，除了
380 ℃实验组样本表面OC含量略小于对照组外，其
余组膜材料均明显高于对照组，证实了材料表面性

状可以影响OC的分泌，表面改性处理能促进成骨细
胞的合成功能。而380 ℃实验组小于对照组可能是
由于预处理时用碳化硅水砂纸逐级打磨至600目，
得到表面相对光滑但基底仍存在起伏磨痕的钛片，

溅射温度最高的380 ℃实验组因颗粒尺寸最大，最
后反而使表面粗糙度小于对照组。常温组、100 ℃
实验组和250 ℃实验组测量值间差异无统计学意义，
100 ℃与380 ℃实验组间差异明显，说明材料表面不
同的粗化程度对成骨细胞的合成功能影响明显。在
14 d时，以100 ℃实验组的上清液中OC含量增幅最
大，可以认为100 ℃实验组所形成的钛膜的纳米粒
径及表面粗糙度较其他各组更有利于OC的合成和分
泌，显示出最佳的成骨细胞合成功能和生物相容

性。但在临床应用中，具有最佳生物相容性的种植
体表面膜结构的定量分析还有待于更深入的研究。
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