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【摘要】 目的 探讨激光蚀刻的纯钛表面对人成骨肉瘤细胞MG63增殖的影响，为种植体表面改性提供研究

基础。方法 将纯钛板通过数控机床切割成钛片，分光滑表面组和激光蚀刻组，激光蚀刻组的表面采用Nd:
YAG连续波激光，在预定参数下蚀刻钛表面，扫描电子显微镜（scanning electron microscopy，SEM）观察各组钛

片表面微形貌，X 射线能谱仪（energy dispersive X⁃ray spectroscopy，EDS）检测钛片表面相对元素含量，使用

Veeco粗糙度检测仪检测各组表面的Ra值。将MG63细胞接种于 2组钛片上，接种后 1 h、3 h、6 h，显微镜下观

察 2组钛片上细胞粘附情况。接种后 24 h，采用细胞肌动蛋白 F⁃actin直接免疫荧光染色，激光共聚焦显微

镜观察细胞骨架形态。采用 MTS 试剂盒检测 1 d、3 d、5 d 细胞的增殖情况，获得数据采用 SAS 9.4 进行分

析。结果 光滑表面组表面光滑平整，元素组成为纯钛，粗糙度Ra为 179.23 nm，激光蚀刻组表面形成规则、

大小较均匀的孔洞结构，成分主要由 Ti、O、C等，表面粗糙度Ra为 14.11 μm。1 h、3 h、6 h观察 2组钛片都可

见大量细胞均匀粘附。接种后 24 h，MG63细胞在 2组钛片上已经完全伸展且伸出大量伪足和微丝状结构与

周边细胞发生交联，可以观察到细胞分裂相。2组 1 d、3 d、5 d的细胞增殖，随时间呈显著的增加趋势，说明 2
组表面均无细胞毒性，但激光蚀刻组细胞增殖优于光滑表面组。结论 钛表面经过激光蚀刻处理后，表面形

貌可控，有利于增加钛表面的微结构，无细胞毒性，能促进MG63细胞的早期增殖。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of a laser⁃etched pure titanium surface on proliferation of the human
osteosarcoma cell line MG63 and to provide a basis for study of implant surface modification. Methods The pure tita⁃
nium plate was cut into titanium pieces by a numerical control machine tool and divided into smooth surface and laser
etching groups. The titanium surface of the laser etching group was etched with an Nd:YAG continuous wave laser using
predetermined parameters, and the surfaces were observed by scanning electron microscopy (SEM). The surface micro⁃
morphology of each titanium sheet was evaluated. The relative element content of the titanium surface was measured by
energy dispersive X⁃ray spectroscopy (EDS). The Ra value of each surface was determined using the Veeco roughness
tester. MG63 cells were inoculated on 2 sets of titanium tablets. At 1, 3, and 6 h postinoculation, cell adhesion to the
two groups of titanium sheets was observed under the microscope. At 24 h after inoculation, cellular F⁃actin was directly
stained using immunofluorescence, and the morphology of the cytoskeleton was observed by laser confocal microscopy.
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Cell proliferation was examined at 1, 3, and 5 d using a MTS kit, and the data were analyzed with SAS 9.4. Results
The surface of the smooth surface group was smooth and flat, the element composition was pure titanium, and the rough⁃
ness Ra was 179.23 nm. The surface of the laser⁃etched group formed a regular and uniform pore structure. The compo⁃
sition was mainly Ti, O, C, etc, and the surface roughness Ra was 14.11 μm. A large number of cells were uniformly dis⁃
tributed on the two titanium sheets in the observations at 1, 3, and 6 h. At 24 h postinoculation, MG63 cells were com⁃
pletely stretched on the two sets of titanium sheets and had extended a large number of pseudopods and microfilaments
to cross ⁃ link with peripheral cells; moreover, the cell division phase was observed. The cell proliferation of the two
groups at 1, 3, and 5 d showed a significant increase with time, indicating that no cytotoxicity occurred on the surfaces
of the two groups. However, the cell proliferation in the laser ⁃ etched group was superior to that in the mechanical
smooth surface group. Conclusion The surface morphology of titanium can be controlled by laser etching, which is
conductive to increase the microstructure of implants without cytotoxicity and promoting osteoblast proliferation in the
early stage.
【Key words】 laser etching; pure titanium; surface treatment; roughness; MG63; proliferation
J Prev Treat Stomatol Dis, 2019, 27(7): 435⁃440.

纯钛和钛合金具有良好物理化学稳定性和生

物相容性，已经广泛地被制造成整形和牙科植入

材料，是口腔种植体的首选材料。为了提高种植

体的表面性能，需要做各种表面处理，缩短种植体

骨结合的时间。激光蚀刻处理钛表面，可以得到

独特的微观结构，增加硬度、耐腐蚀性或得到其他

有用的表面性质［1］。有研究报道激光处理的种植

体表面有高纯度和足够的粗糙度，提高了钛表面

的亲水性，有利于种植体形成良好的骨整合［2］。由

于激光处理方法污染最小，而且在早期骨整合过

程中，激光处理的种植体表面与 SLA处理的种植

体表面相比，骨结合强度无显著差异，因此，激光

表面处理技术被认为是一种很有前景的表面处理

方法［3］。此外，钛种植体表面可以通过激光蚀刻获

得理想的表面结构如沟槽、较大级别的孔洞结构

等，可以为种植体表面做预粗化处理［4⁃5］。本研究

在前期筛选出激光表面处理参数的基础上，进一

步评估纯钛种植体激光蚀刻处理后的表面形貌特

征、理化性能及细胞相容性。

1 材料和方法

1.1 材料

纯钛（深圳市兴宏德金属有限公司），数控机

床（四川深扬数控机械有限公司），扫描电镜（HIT⁃
ACHI，日本），X 线衍射仪（Bruker 公司，德国），

Veeco粗糙度检测仪（Veeco公司，美国），MG63细

胞（南方医科大学细胞生物学实验室提供），10%胎

牛血清（Gibco，美国），低糖 DMEM培养液（Gibco，
美国），MTS 试剂（Promage，美国），Hoechst33342

（Invitrogen，美国），TritonX⁃100（鼎国，中国），Alexa
Fluor488Phalladin（Invitrogen，美国），荧光显微镜

（Olympus，日本），免疫 680 酶标仪（BIO⁃RAD，美

国），CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Prolifer⁃
ation Assay（Promage，美国）。

1.2 样品制备

将商业纯钛片材料通过数控机床切割，加工

成为直径为 15 mm、厚度为 1.2 mm的 30个纯钛圆

片样品，均分 2组如下。

机械表面光滑处理（光滑表面组）：用 200～
800目碳化硅砂纸逐级打磨，分别在丙酮、无水乙

醇、去离子水中超声荡洗 10 min。
激光蚀刻处理（激光蚀刻组）：用 200～800目

碳化硅砂纸逐级打磨，随后分别依次在丙酮、无水

乙醇、去离子水中超声荡洗各 10 min，室温下干燥

后做激光蚀刻处理。根据前期对参数筛选的结

果，采用 Nd：YAG 连续波激光照射，激光波长为

1.064 μm（重复精度为 0.003 mm），频率 7 500 Hz，
电流 16.0 A，平均激光功率 100 kW。处理过程在

空气中进行。

将表面处理后的 2组钛片样品浸泡在去离子

水中超声振荡 5 min，室温下自然干燥后，对 2组样

品随机各抽取 12个样品，均分 4份，分别以扫描电

子显微镜（scanning electron microscopy，SEM）观察

钛片表面微形貌，X射线能谱仪（energy dispersive x
⁃ray spectroscopy，EDS）检测钛片表面元素含量，X
射线衍射仪（X⁃ray diffraction，XRD）检测钛片表面

晶相结构。采用 Veeco粗糙度检测仪检测表面粗

糙度Ra值。
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1.3 观察MG63细胞在 2组钛表面的粘附

将消毒后的 2组钛片置于 24孔培养板内，将

MG63细胞以 1 × 104个/cm2的浓度接种于培养板内

的钛片表面，每孔加入 10%胎牛血清和 1%双抗的

低糖 DMEM 培养液 1.0 mL，在 37 ℃饱和湿度、5%
CO2 的恒温孵箱中密闭培养，48 h 换液。钛片以

PBS 缓冲液冲洗液冲洗，1 h、3 h、6 h 时通过

Hoechest33342 染核，以 Hoechst33342（1∶10 000 稀

释）避光染色 20 min后，在荧光显微镜下观察细胞

的粘附情况。

1.4 激光共聚焦显微镜观察 2组钛表面细胞骨架

将MG63接种于钛片表面，方法及密度同前，

将培养 24 h的钛片分别取出，以 PBS缓冲液冲洗

后，用 3.7%多聚甲醛固定 15 min，随后 PBS缓冲液

冲洗，加入 0.1%TritonX⁃100裂解 5 min，再次 PBS缓

冲 液 冲 洗 ，加 入 Alexa Fluor488Phalladin（1∶100
稀释）及 Hoechst33342（1∶10 000 稀释）避光染色

20 min，染色后用 PBS 缓冲液冲洗，最后甘油封

片。在激光扫描共聚焦显微镜（confocal laser scan⁃
ning microscope，CLSM）下观察细胞肌动蛋白的

形态。

1.5 MTS法检测MG63细胞在 2组钛表面的增殖

将消毒后的 2组钛片置于 24孔培养板内，将

人成骨肉瘤细胞系MG63以 1 × 104个/cm2的浓度接

种于培养板内的钛片表面，每孔加入含 10%胎牛

血清和1%双抗的低糖DMEM的培养液1.0 mL。2组

分别在 1 d、3 d、5 d各选取出 12孔，去除培养液后

PBS 液反复清洗 3 次，每孔加入培养液 1 mL 和

CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation
AssayMTS 试剂 200 μL，稍微震荡后，置于温度为

37 ℃、饱和湿度、5%体积分数的CO2恒温培养中孵

育 3 h后，48 h换液。于每孔中吸取 100 μL溶液注

入 96 孔酶标板中，使用免疫 680 酶标仪，在波长

490 nm 下，测光密度（optical density，OD）值，重复

测量 3 次，取平均值。比较 2 组钛片上粘附的

MG63 成骨细胞的增殖水平。通过 SAS 9.4 软件

（SAS Institute，Cary，NC），将获得数据进行多组重

复测量方差分析。

1.6 统计学分析

本研究采用多组重复测量方差分析光滑组和

激光组OD值的差异、不同时间点（1 d、3 d、5 d）OD
值的变化，所有数据的分析均基于 SAS 9.4 软件

（SAS Institute，Cary，NC）进行。

2 结 果

2.1 表面形态扫描电镜观察

光滑表面组，可见钛机械光滑表面光滑平整

（图 1a）。激光蚀刻组，激光处理后钛片表面形成

规则的、大小和间距基本一致的微孔，为弹坑状，弹

坑周围可见熔融后形成的不规则颗粒状突起。表

面微孔效果与预期基本一致，孔径约 80～120 μm，

孔深为 150～200 μm（图 1b～图 1c）。

a：光滑表面组；b 和 c：激光蚀

刻组

图 1 表面形貌扫描电镜

观察

Figure 1 Surface
topography observation

by SEMcba

2.2 表面化学成分及粗糙度Ra值

通过X线衍射分析，发现光滑表面组和激光蚀

刻组的主要化学成分为钛（图 2），通过电子探针对

每组钛表面的化学元素分析，发现光滑表面组表

面为纯钛；而激光蚀刻组经过激光蚀刻后表面增加

了氧和碳两种元素（表1），但是之前的X线衍射分析

并未检出TiO2和TiC，可见其含量极少未能被检出。

测得光滑表面组钛片表面的Ra值为179.23 nm，激光

蚀刻组表面的Ra值为 14.11 μm。

2.3 MG63在 2组钛片的早期粘附观察

光滑表面组和激光蚀刻组 2组钛片上 1 h、3 h、
6 h的观察中都可见大量细胞均匀分布（图 3）。

2.4 2组钛表面上的MG63细胞骨架形态

根据共聚焦显微镜观察细胞骨架结果：2组处

理表面上的MG63细胞在接种 24 h时已经完全伸

展且伸出大量伪足和丝状结构与周边细胞发生交
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联，细胞之间形成相互交通，可以观察到细胞分裂

相（图 4）。

2.5 钛表面对MG63增殖的影响

重复测量方差分析光滑表面组和激光蚀刻组

2 组的 MTS 增殖 OD 值在 1 d、3 d、5 d 的变化，

Mauchly 球性检验结果显示数据的方差协方差矩

阵符合球性假设（c2＝ 4.44，P ＝ 0.108），重复测量

方差分析结果显示不同天数的 OD值差异有统计

学意义（F＝1 601.26，P＜0.05），2组 OD值随着天

数的增加而增加，且光滑表面组和激光蚀刻组在

不同天数的平均OD值不同，差异具有统计学意义

（F＝12.09，P＜0.05）。在各时间点，激光蚀刻组的

OD值均高于光滑表面组，且 3 d和 5 d时 2组的差

异均具有统计学意义。

两两比较结果显示，无论是在光滑表面组还

是激光蚀刻组，任意两个时间点的OD值均具有统

计学意义（P＜0.05）。细胞的增殖在 2组表面处理

和时间之间存在交互效应，细胞随培养时间的延

长，光滑表面组与激光处理组的细胞OD值上升的

幅度不同，以激光蚀刻组的上升幅度最大（图 5）。

a：光滑表面组；b：激光蚀刻组

图 2 2组X线衍射分析图

Figure 2 X⁃ray diffraction analysis in the two groups
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100 倍镜下，光滑表面组（a）和激光蚀刻组（b）均可见

MG63细胞均匀粘附

图 3 2组表面的MG63细胞粘附的情况

荧光显微镜 × 100
Figure 3 Adhesion of MG63 cells to the surfaces in
the two groups fluorescence Microscope × 100

a b

400倍镜下，光滑表面组（a）和激光蚀刻组（b）MG63接种

24 h后，都可以观察到细胞呈典型的多边形伸展，伸出细

胞突触较多，细胞之间呈现更多的交联关系

图 4 2组细胞肌动蛋白F⁃actin直接免疫荧光染

色 激光扫描共聚焦显微镜 × 400
Figure 4 Direct immunofluorescence staining of
F⁃actin in the two groups confocal laser scanning

microscope × 400

a b

表 1 2组表面的化学元素成分

Table 1 The component of two kinds of titanium surface %
组别

光滑表面组

激光蚀刻组

表面所含的元素

Ti
100
86.6

O
0

16.5

C
0
0.9
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3 讨 论

研究表明表面形态能影响细胞的附着、增殖、

分化和局部因子的合成［6⁃7］。因此种植体表面改性

和预处理一直是研究的热点，常用方法有物理、化

学和生物等。激光蚀刻作为物理改性法中的一

种，其较其他改性方法最大的优势是钛表面污染

最小，直接在样品上培养的细胞的活性和增殖在

所有钛表面上都是相似的，无论激光修饰如何，都

显示出良好的细胞相容性［8］，且工艺不繁琐、操作

简单；钛表面形貌、孔隙率大小等精确可控制；可

形成均匀的、规则的三维立体结构［4］。通过调节激

光元件来控制激光的方向、散度、波长，以及激光

束的频率，不同激光能量则可形成不同形貌的表

面［9］。除此之外，激光治疗是一种清洁和容易执行

的方法，无需直接接触钛表面并能较精准地控制

它们的表面形貌，改善激光处理表面的抗腐蚀性。

本研究在经过前期预实验筛选的参数下通过

激光蚀刻技术使钛表面形成了规则的、大小和间

距基本一致的弹坑状微孔，孔径约 80～120 μm，孔

深为 150～200 μm。有研究者表明因骨细胞大小

以及其转运和迁移需要，骨生长所需的最小孔隙

直径是 100 μm，而孔隙直径 ≥ 300 μm是新骨和毛

细血管形成推荐的最大孔径［10⁃11］。本实验组孔径

接近以往研究者推荐的孔径大小。激光蚀刻表面

形成孔洞后，检测面积包含孔洞结构，粗糙度Ra高
达 14.11 μm，由于检测技术问题无法排除孔洞深

度的影响，所以粗糙度较高，远大于目前市面上种

植体表面粗糙度 1~5 μm，尽管整体粗糙度较高，但

是实验观察细胞粘附和增殖都没有受到不利

影响。

通过X线衍射分析激光蚀刻的纯钛表面的主

要元素组成为钛以及微量的氧和碳，没有其他杂

质含量，如氮和铝等，表明激光处理是一种绿色环

保的加工技术，具有无交互接触和清洁无污染的

优点。而表面氧的含量增加，表明形成了更厚的

氧化钛层，这可能会提高材料表面的亲水性，碳元

素在类似钛表面处理研究中也有发现，但是未见

影响MG63细胞增殖［12］。

成骨细胞体外培养是研究种植材料生物相容

性中的一种常用方法，具有重复性好、试验条件易

控制等优点。人成骨肉瘤细胞MG63具有成骨细

胞生物学特性，因此，本实验通过在激光蚀刻表面

接种MG63细胞进行体外培养研究其对成骨细胞

的影响。Cei等［13］的体外研究证明激光形成的多

孔表面比喷砂表面及光滑表面更能促进白蛋白和

纤维连接蛋白的吸附。本实验 MG63 在接种 6 h
时，细胞能成功粘附在钛片上，24 h时可见细胞伸

展且伸出大量伪足和丝状结构与周边细胞发生交

联，细胞之间形成相互交通，增殖分裂，说明 2组钛

表面对细胞的生长增殖没有负面影响。接种 1、3、
5 d的检测结果可见随着时间的增加，2组的增殖

的趋势均上涨，但在 3 d和 5 d时，激光蚀刻组细胞

的增殖明显优于光滑表面组。由此可见，激光蚀

刻纯钛表面对细胞无毒性，能促进MG63细胞的早

期增殖。研究表明表面粗糙度和亲水性能增强成

骨细胞样细胞的初始粘附和迁移，以及分化标记

物的表达、成骨相关因子的分泌［14］。Györgyey等［15］

的体外研究也表明，MG63在激光处理的表面细胞

的粘附、增殖与喷砂酸蚀组无明显差异；Trisi等［16］

通过动物体内研究证实激光处理表面较机械光滑

表面能够增加骨整合量，两种植体骨结合率（bone
to implant contact，BIC）的差异大约 30%。有研究证

实，激光改性的纯钛植体有利于骨组织锚定，在植

入兔子胫骨内 8周后扭出力提高 153%［17］。本研究

的激光蚀刻表面提高了纯钛表面的粗糙度，提高

了其亲水性。有类似研究发现激光熔蚀的钛表面

更具有生物相容性的条件，能增加细胞的增殖［18］。

激光蚀刻处理为口腔种植体的表面改性提供

了一种新的方法，能通过设置不同的参数来决定

种植体表面的粗糙度，并获得一个形状、直径和孔

深可重复的多孔状微貌；既能获得期望的粗糙度，

细胞随培养时间的延长，光滑表面组与激光处理组的细胞

OD值上升的幅度不同，激光蚀刻组的上升幅度大于光滑表

面组。OD值：光密度值。与光滑表面组比较，P < 0.05
图 5 2组表面细胞增殖OD值不同时间的对比情况

Figure 5 Comparison of OD values between the two
surface types at different time points
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又能不污染种植体表面。Lepore等［19］研究还表明：

与光滑表面和喷砂表面相比，细胞在激光处理的

多孔表面上粘附和生长同样良好，且能诱导N⁃钙
黏着蛋白和 β⁃连环蛋白的表达和定位，这表明激

光处理的能促进成骨细胞分化。Perez⁃Diaz等［20］对

比了 6种不同的表面处理方法，发现激光处理和钛

粉烧结的处理能够获得较深的表面形貌，虽然几

种表面中钛粉烧结组在细胞活力和粘附方面获得

最优的效果，但是提示了激光处理的具有较深孔

洞的表面更具有骨长入的条件。

总之，激光处理种植体表面将是一个有前景

的改性方法。但其提高种植体的骨整合能力的有

效性需要进一步的研究。
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