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目的
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研究纯钛表面塑性变形纳米化后对小鼠成骨细胞株
*7$/$

细胞黏附等生物学行为的影响%

方法
!

应用塑性变形技术使纯钛表面纳米化#钛板大小
&"FF,&"FF,&FF

%未处理纯钛为对照组!

)-%

"#

塑性变形纳米化钛板为实验组!

)-%

"%扫描电镜观察
*7$/$

细胞在材料表面的黏附形态#荧光显微镜检测细

胞黏附的数目#应用激光共聚焦扫描显微镜观察细胞骨架肌动蛋白的特点%结果
!

扫描电镜下观察表明#

*7$/$

细胞是以多个大小不等的胞突黏附于纳米化钛板表面#细胞表现良好的伸展形态&荧光显微镜显示#细

胞在纳米化钛板表面的黏附能力较表面未处理钛板明显提高!

!

#

"@")

"&激光共聚焦扫描显微镜下观察发现#

纳米化钛板表面结构能促进细胞骨架肌动蛋白纤维的充分铺展%结论
!

纯钛表面塑性变形纳米化后#能明显促

进
*7$/$

细胞在其表面的黏附和铺展#改善了纯钛的生物相容性%

"关键词#
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钛表面&
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纳米化&

!

塑性变形&

!

成骨细胞黏附&
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细胞骨架
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牙种植体的表面特性可影响其植入后的生物学 效应#决定组织细胞在其表面的黏附$增殖$分化及

%"!
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钛表面塑性变形纳米化对
*7$/$

细胞黏附的影响

矿化#直接影响界面的骨整合#对种植体功能的正常

行使十分重要+

&

,

%

钛已被公认为是口腔种植材料中最好的一种%

实验研究和临床应用表明#钛具有良好的生物相容

性$理化性质和机械性能#能与骨形成良好的骨整

合#植入体的负荷能持续传导并分散到骨组织中#从

而行使生物学功能%但钛是一种惰性材料#其结构

和性质与骨组织相差较大#与骨形成机械锁合#对机

体组织的愈合无明显促进作用#愈合时间较长%因

此#进一步增强其骨整合能力#缩短骨整合时间#提

高骨整合率#满足机体硬组织修复的严格要求#有必

要对钛表面进行改性%钛表面活性化处理技术在欧

美少数国家已较成熟#遗憾的是国外种植材料表面

处理方法都是技术保密或专利保护#而迄今为止我

国研发出来的牙种植体失败率较高#其原因主要是

钛种植材料没有和骨形成良好的骨整合%

有学者认为#与普通材料相比#纳米材料表现出

优越的生物学特性和理化性质#更有利于组织细胞

与材料表面的结合+

!

,

%皮质骨中的矿化颗粒直径约

为
!"

$

)"%F

%若种植材料表面特征与其相似#就

可能促进骨 整合#有利于种植材料 表 面 的 骨

形成+

$

#

(

,

%

表面严重塑性变形!

:+(+.+

5

=$:;'-#+M>.F$;'>%

#

,QD

"是使材料纳米化的一种技术#其制备的纳米材

料致密#内部无空洞#具有弹性模量与骨组织接近$强

度高$耐磨性好等优点+

)

,

%而有关该方法制备的纳米

种植材料的生物学特性研究较少#本实验旨在研究纯

钛表面塑性变形纳米化对小鼠成骨细胞株
*7$/$

细

胞黏附$铺展和细胞骨架肌动蛋白状态的影响#为塑

性变形纳米化新材料的临床应用提供实验基础和理

论依据%

材 料 和 方 法

主要仪器与试剂
!

*7$/$

小鼠成骨细胞株

!上海交通大学医学院附属第九人民医院骨科实验

室提供"&二氧化碳细胞培养箱!

,1IVK

#日本"&塑

料细胞培养皿和培养瓶!

7K0I2IJ

#美国"&

D*C*

培养基!

J'<->

#美国"&胎牛血清!

!R,

#

J'<->

#美

国"&胰蛋白酶干粉!活性
&.!)"

#

,'

A

F$

#美国"&青霉

素!上海新先锋有限公司#中国"&链霉素!华北制药

股份有限公司#中国"&扫描电镜!
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#德国"&罗丹明
6

鬼 笔 环 肽 !

0?>#$F'%+6Q?$==>'#'%

#
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#美国"&图像分析软件!

2F$

A
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美国"%

材料制备
!

应用塑性变形技术在纯钛表面制备

纳米结构#然后进行特殊化学处理获得多孔表面特

征+

)

,

%本实验所用纳米化纯钛板和未处理纯钛板大

小规格均为
&"FF,&"FF,&FF

#对照组和实验

组数目各
%

块#纯度为
##@'P

!由上海交通大学材

料学院完成"%每次实验前#对照组纯钛和实验组纳

米化钛板均用丙酮超声波清洗去油#

)P

盐酸超声波

清洗去除表面污染#再用去离子水清洗
$

遍#高压蒸

汽消毒备用%

小鼠成骨细胞株
ABJ&J

的传代培养
!

实验用

细胞为
*7$/$

小鼠成骨细胞株%用
D*C*/)P

!R,

培养液培养细胞于
!)-F

!大小的一次性塑料

培养瓶中#长至
'"P

$

#"P

#约
&,&"

%个'
F3

时#

QR,

缓冲液冲洗#

"@!)P

胰蛋白酶消化约
!

$

$

F'%

#镜下见细胞间隙增大#回缩变圆时#用培养液

中和终止其消化#吹打制成单细胞悬液#洗涤离心

!

&""".

'

F'%

#

)F'%

"后#培养液重新悬起制成单细

胞悬液#分别传代接种于
!

个大小为
!)-F

!的一次

性培养瓶中#置于
$*U

$

)P 7K

!

及饱和湿度条件

下的二氧化碳细胞培养箱中培养%隔天换液%倒置

显微镜下观察细胞形态%

纯钛和塑性变形纳米化纯钛表面形貌检测
!

采

用激光共聚焦扫描显微镜#观察对照组纯钛表面形

貌和实验组塑性变形纳米化纯钛表面形貌#拍照$

记录%

材料表面细胞黏附形态检测
!

取消毒后两组钛

板放入直径为
%"FF

的一次性培养皿中#接种浓度

为
!,&"

(个'
F3

的
*7$/$

细胞悬液
'F3

于培养

皿中#置于
$*U

#

)P 7K

!

及
&""P

湿度的细胞培养

箱中培养
$?

后#取出钛板#用
QR,

缓冲液冲洗去除

未黏附细胞#然后样品按以下方式处理(!

&

"脱水(

用系列梯度乙醇!

$"P

$

)"P

$

*"P

$

#"P

$

#)P

$

&""P

"在室温下分别脱水
&"F'%

%!

!

"干燥(采用

六甲基二硅胺烷!

4*D,

"干燥法进行干燥%首先

用
4*D,6

乙醇溶液!

I

&

.I

!

-&.!

$

&.&

$

!.&

"各浸泡

&"F'%

#再用纯
4*D,

浸泡
&"F'%

%!

$

"观察(采

用真空蒸镀金膜技术对钛板表面喷金#然后在
,C*

下观察%

材料表面细胞黏附计数
!

取消毒后两组钛板放

入直径为
%"FF

的一次性培养皿中#接种浓度为
)

,&"

(个'
F3

的
*7$/$

细胞悬液
'F3

于培养皿

中#置于
$*U

#

)P 7K

!

及
&""P

湿度培养箱中培养

*"!
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年
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月#

$%

!

!

"

!

$?

和
%?

后#分别转移至直径为
$)FF

的一次性

培养皿中#弃去培养液#

QR,

缓冲液冲洗去除未贴

壁细胞#然后加入
(P

中性多聚甲醛室温固定
&"

F'%

#

QR,

缓冲液清洗#

CR

避光染色
$F'%

#

QR,

缓

冲液清洗
!

次#

)P

甘油封片#荧光显微镜下观察$拍

照#图像分析软件计数%

ABJ&J

小鼠成骨细胞骨架肌动蛋白检测
!

取

消毒后两组钛板放入直径为
%"FF

的一次性培养

皿中#接种浓度为
),&"

(个'
F3

的
*7$/$

细胞悬

液
'F3

#置于
$*U

#

)P 7K

!

及
&""P

湿度培养箱

中培养
%?

后#终止培养#转移至直径为
$)FF

一

次性培养皿中#

QR,

缓冲液清洗#加入
(P

中性多聚

甲醛#室温固定
&"F'%

后放至
(U

冰箱过夜%

QR,

洗
$

次#

"@&P;.';>%

处理
$"F'%

#

QR,

清洗
!

次#封

闭液封闭
%"F'%

#

QR,/

清洗
!

次#罗丹明
6

鬼笔环

肽室温下避光染色
&"F'%

#

QR,/

洗
!

次#荧光封闭

剂封片#激光共聚焦显微镜观察$拍照记录%

统计学处理
!

采用
,1,%@"

软件包对数据进

行单因素方差分析#

!

#

"@")

为有统计学差异%

结
!!!

果

激光共聚焦扫描显微镜检测纯钛和塑性变形

纳米化纯钛表面形貌
!

激光共聚焦扫描显微镜检

测结果显示#对照组纯钛表面较为光滑!图
&1

"#

而实验组塑性变形纳米化纯钛的表面出现致密且

不在一个层面的陷窝#形成特殊的孔隙状纳米结

构!图
&R

"%

图
G

!

激光共聚焦扫描显微镜检测
%

组材料表面形貌&

VKSS

'

H+

3

G

!
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#

0"4
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扫描电镜检测材料表面细胞黏附形态
!

扫面电

镜下#未处理纯钛表面
*7$/$

小鼠成骨细胞呈球

形#说明细胞还没有真正形成比较牢靠的生物学黏

附#细胞机械贴附在纯钛表面#这种黏附不稳定#易

脱落!图
!1

"%而纳米化钛板表面#细胞大多已经伸

展#细胞呈扁平状#不规则并有较多突起#可见细胞

的突起长入纳米级的孔隙内#表明细胞已经形成生

物学黏附!图
!R

"%

图
%

!

扫描电镜检测纯钛和纳米化钛板表面细胞黏附形态

H+

3

%

!

MQA+7(

3

"4)/4'(

#

")/,"00(8'"1"2,")22(2)4*16,*61"8*+*(2+67(2862*1"(*"8*+*(2+67
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A
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A

.>"

5

!!

荧光显微镜检测钛板表面细胞黏附计数
!

荧光

显微镜观察显示#

*7$/$

细胞分别接种于纯钛和

纳米化钛板表面
$?

和
%?

后#其细胞的数目与形

态均有明显差异#实验组!图
$R

$

D

"的细胞数目多

'"!
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钛表面塑性变形纳米化对
*7$/$

细胞黏附的影响

于对照组!图
$1

$

7

"#细胞铺展程度较对照组明显#

应用图像分析软件计数和统计软件对细胞黏附数目

进行单因素方差分析#结果表明各组之间有显著性

差异!图
(

"!

!

#

"@")

"%

图
J

!

荧光显微镜观察钛板表面黏附的
ABJ&J

细胞&
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J

!
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D
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CN

5

+.'F+%;$=

A
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5

%?

图
K

!

两组材料表面
J'

和
Z'ABJ&J

细胞黏附数量

H+

3

K

!

X679"1)/(**(,'"8ABJ&J,"00)2*-)

4(7

#

0"461/(,"4/)1J'(28Z'

!!

ABJ&J

细胞骨架肌动蛋白检测
!

*7$/$

细胞

接种于含纯钛和纳米化钛板的一次性培养皿中培养

%?

#用激光共聚焦显微镜检测#在对照组中#可见肌

动蛋白纤维多在细胞膜周围分布#呈车轮样排列#细

胞多数成圆形$椭圆形#铺展面积小!图
%1

$

R

$

7

"%

在纳米化组材料表面#肌动蛋白纤维出现不规则伸

展#部分细胞出现可以辨别的张力纤维肌丝#细胞伸

展较为充分!图
%D

$

C

$

!

"%用
3+'-$/7,

软件随机

测量每个视野中
&!

个细胞的铺展面积#检测结果表

明塑性变形钛板表面细胞的铺展面积大于对照组

!图
)

"#有统计学差异!

!

#

"@")

"%

图
[

!

细胞铺展面积的检测结果

H+

3

[

!

;1"()/,"004

#

1"(8+2

3

)2*+*(2+67

(282(2)4*16,*61"8*+*(2+67

讨
!!!

论

种植材料植入体内后#其表面与组织细胞首先

发生接触%因此#材料表面特性对成骨细胞的黏附

起着非常重要的作用#而黏附是成骨细胞发挥作用

的前提#成骨细胞首先要黏附于材料后才能增殖$迁

移$分化和分泌钙基质+

%

,

%提高种植材料生物相容

#"!
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性最经济有效的方法是表面修饰+

*

,

%其中纳米表面 形貌修饰法由于材料细化所产生的小尺寸效应$表

图
Z

!

激光共聚焦显微镜检测细胞骨架肌动蛋白形态&

VZJS
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面效应$量子尺寸效应和宏观量子隧道效应等使纳

米材料表现出许多不同于常规材料的特性+

'

,

#如纳

米化后明显增加的粗糙度为成骨细胞的早期黏附提

供了更多面积&小尺寸及界面效应增加的比表面积#

增强了表面活性#促进了成骨细胞与材料的黏附+

#

,

%

本实验采用
,QD

技术获得的材料表面为纳米晶#中

心内部仍保持大晶体特征#晶粒尺寸从表面至中心

呈梯度结构#内部致密无空洞#

,QD

处理
%"F'%

时#

纯钛表面粗糙度为
)"

$

&""%F

+

&"

,

%

骨整合是种植体植入后#与骨组织的最佳结合

状态#其定义为(有序的活的骨组织与负荷的种植体

间结构和功能性连接+

&&

,

%而影响骨整合的因素是

多方面的#成骨细胞在材料表面的黏附#继而增殖分

化是形成骨整合的前提%材料表面的粗糙度会增加

其与组织细胞的接触#种植材料植入体内后#细胞外

基质!

+N;.$-+=="=$.F$;.'N

#

C7*

"蛋白会在材料表

面形成一层生物大分子层#与分布于细胞表面的整

合素!

2%;+

A

.'%:

"相互作用#介导细胞黏附%

整合素分子能特异性地识别细胞外基质中的精

氨酸
6

甘氨酸
6

天冬氨酸!

1.

A

6J=

L

61:

5

#

0JD

"序列#

将胞外的
C7*

分子与胞内的骨架蛋白连接起来形

成-

C7*6

整合素
6

细胞骨架蛋白.焦点黏附物#其是

整合素信号传导的结构基础+

&!

,

#传导细胞内外之间

的双向信号%整合素与胞外配体结合把胞外信号传

入胞内#导致细胞骨架重组#细胞形态改变#这是由

外向内的信号过程!

>";:'#+'%:'

A

%$='%

A

"&另一方

面#来自胞内的信号也能经过整合素传导#从而调节

整合素与配体的亲和力#这是由内至外的信号过程

!

'%:'#+>";:'

A

%$='%

A

"

+

&$

,

%

种植体表面特性会影响细胞黏附#从而影响细

胞分化$基质分泌及组织愈合#直接关系临床种植的

成功与否+

&(

,

%细胞的初期黏附#是细胞铺展$增殖

和分化的前提%本实验的扫描电镜结果显示#在纳

米化纯钛表面细胞大多已经伸展开来#细胞呈扁平

状#不规则并有较多突起形成#可见细胞的突起长入

纳米级孔隙内#这种形成生物学黏附的细胞#比较牢

靠#不易脱落%荧光免疫显微镜可以检测到#细胞在

未处理纯钛表面数目较少#多呈现圆缩状#而在纳米

化钛板表面的数目明显较多#并开始铺展%说明纳

米化促进了细胞的初期黏附%

细胞黏附于材料后#开始铺展%焦点粘着物在

双向信号传导的过程中#重组肌动蛋白骨架#形成应

力纤维#细胞变平$铺展+

&$

,

%激光共聚焦显微镜检

测#细胞培养
%?

后可见塑性变形纳米化钛板表面

细胞的铺展面积大于纯钛组%纯钛表面#可见肌动

蛋白纤维集中在细胞膜周围无规律排列#细胞呈圆

形或椭圆形#铺展面积小&而在塑性变形纳米化钛板

表面#可见大量细胞的肌动蛋白纤维不规则伸展#有

可辨别的张力丝#张力丝布满细胞#细胞伸展更加充

分%说明塑性变形纳米化能促进细胞肌动蛋白重组

功能#使细胞铺展更好%

本实验选用小鼠成骨细胞株
*7$/$

作为研究

对象#观察成骨样细胞在塑性变形纳米化纯钛表面

的黏附和铺展特性#这种表面纳米化技术可以促进

细胞的初期黏附和随后的细胞铺展#改善了纯钛的

生物相容性#有望成为种植材料新的表面形貌修饰

"&!
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