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载硅烷和 ＢＭＰ⁃２ 的多孔钛表面构建及其成骨活性评价
李　 为，江崇英，张　 雷，孙晓瑜，何　 昕，洪　 彪，程　 楠，李向阳

摘要　 目的　 探究钛材纳米多孔表面载硅烷和骨形态发生

蛋白⁃２（ＢＭＰ⁃２）的制备方法和制备表面促成骨能力评价。
方法　 采用碱热处理、硅烷化修饰和 ＢＭＰ⁃２ 固定，构建硅烷

和 ＢＭＰ⁃２ 修饰的纳米多孔表面，扫描电子显微镜、Ｘ 射线光

电子能谱、红外光谱和水接触角检测分别表征制备过程中表

面形貌、元素、官能团和亲水性的变化，免疫荧光观察固定的

ＢＭＰ⁃２，细胞活性测试和细胞荧光染色分析表面促成骨细胞

黏附和增殖能力，碱性磷酸酶活性评估促细胞成骨能力。 结

果　 材料表征手段证实硅烷和 ＢＭＰ⁃２ 成功固定在纳米多孔

钛表面，细胞评价证实制备表面不但显著增强成骨细胞的黏

附和增殖，而且大幅提升成骨细胞的成骨活性。 结论　 该修

饰方法构建的表面对成骨细胞具有更好的相容性，有望改善

钛基种植体的骨整合能力。
关键词　 种植体；纳米多孔结构；硅烷；骨形态发生蛋白⁃２；
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　 　 种植义齿已经成为失牙患者的首选治疗方式，
其成功的关键在于种植体与骨组织形成骨整合（ｏｓ⁃
ｓｅｏｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ） ［１］。 目前种植体表面改性主要包括：
① 形貌改性，通过物理化学手段构建表面超微结构

以增加种植体 － 骨接触面积，促进成骨细胞黏附和

分化而加速骨整合［２］；② 表面化学改性，功能分子

负载以加速表面矿化、促进骨整合［３］；③ 生物分子

改性，通过生物化学修饰将特定蛋白［４］ 或多肽［５］ 固

定在种植体表面，诱导成骨细胞增殖分化以促进骨

整合。 骨形态发生蛋白⁃２ （ ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ⁃２，ＢＭＰ⁃２）作为骨基质中的高效骨诱导物质，已
经通过涂覆和静电吸附等方法复合到材料表面，然
而其材料结合较弱，容易脱落［６ － ７］，所以寻找共价固

定 ＢＭＰ⁃２ 的方法意义重大。 该研究采用碱热处理

在钛材表面获得富羟基的纳米孔结构，并进一步通

过羟基与硅烷偶联剂键合反应赋予表面 Ｓｉ 元素和

用于接枝蛋白分子的氨基，最后通过戊二醛将 ＢＭＰ⁃
２ 共价接枝在硅烷层的氨基上，实现载硅烷和 ＢＭＰ⁃
２ 的多孔钛表面成功构建以改善钛表面的骨整合能

力。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料与仪器

１． １． １　 材料　 纯钛购自山西宝鸡有色金属有限公
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司； 丙酮、戊二醛购自上海国药集团化学试剂有限

公司；二乙烯三胺基丙基三甲氧基硅烷、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００、罗丹明 １２３ 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；碱性

磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）试剂盒购自南京

建成生物工程研究所；胰酶、牛血清白蛋白、Ⅱ型胶

原酶、重组人 ＢＭＰ⁃２、兔抗 ＢＭＰ⁃２ 抗体、生物素标记

山羊抗兔 ＩｇＧ、Ｃｙ３ 标记链霉亲和素购自生工生物工

程股份有限公司；ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购自美

国 Ｇｉｂｃｏ 公司。
１． １． ２　 仪器　 扫描电子显微镜购自荷兰 ＦＥＩ 公司；
Ｘ 射线光电子能谱仪（Ｘ⁃ｒａｙ ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏ⁃
ｐｙ，ＸＰＳ）购自美国 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ 公司；接触角测试仪

购自德国 Ｄａｔａｐｈｙｓｉｃｓ 公司；酶标仪购自瑞士 Ｔｅｃａｎ
公司；荧光显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司。
１． ２　 样品制备

１． ２． １　 碱热处理　 将直径 １０ ｍｍ 的钛片打磨抛光

后，依次浸没于丙酮、无水乙醇、去离子水中分别超

声清洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，取出晾干，标记为 Ｔｉ；将 Ｔｉ
浸没于 ６０ ℃的 ＮａＯＨ 溶液（２. ５ ｍｏｌ ／ Ｌ） ２４ ｈ，取出

钛片并置于煮沸的去离子水 ３０ ｍｉｎ，去离子水超声

清洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，取出吹干表面，标记为 ｐＴｉ。
１． ２． ２　 硅烷化处理　 将 ｐＴｉ 置于含 １％ （Ｗ ／ Ｖ） 二

乙烯三胺基丙基三甲氧基硅烷的无水乙醇溶液中，
摇床反应 １０ ｈ，然后取出样品于 １２０ ℃烘箱中 ２ ｈ，
取出后无水乙醇超声清洗 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ，吹干表

面，标记为 ｐＴｉ⁃Ｓ。
１． ２． ３　 ＢＭＰ⁃２ 接枝　 将 ｐＴｉ⁃Ｓ 浸没于 １％的戊二醛

水溶液室温反应 １ ｈ，然后超声清洗去除未反应的戊

二醛，将终浓度为 ０. ５ μｇ ／ ｍｌ 的重组人 ＢＭＰ⁃２ 工作

液 ５０ μｌ 铺展在样品表面，室温反应 ２４ ｈ，去离子水

漂洗后吹干，标记为 ｐＴｉ⁃Ｓ⁃Ｂ。
１． ３　 表面分析表征　 每组取 １ 个样品利用 ＸＰＳ 检

测表面各元素百分含量；每组取 １ 个样品通过场发

射扫描电子显微镜观察样品表面形貌；每组取 ４ 个

样品（每个样品选 ２ 个位置）利用水接触角测试仪

（ＷＣＡ）测量表面亲水性。 每组取 １ 个样品通过免

疫荧光染色观察表面接枝的 ＢＭＰ⁃２，步骤如下：①
１％的牛血清白蛋白溶液浸泡样品 ３０ ｍｉｎ 以封闭非

特异性吸附位点；② 取出并吹干表面，滴加 ２０ μｌ 的
兔抗 ＢＭＰ⁃２ 抗体工作液（稀释 １００ 倍），恒温箱中 ３７
℃孵育 ２ ｈ，ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，每次 ２ ｍｉｎ；③ 吸干表面

液体，加入生物素标记山羊抗兔 ＩｇＧ 工作液，继续

３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 漂洗 ２ 次；④ 吹干表面液体，
滴加 Ｃｙ３ 标记链霉亲和素试剂，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，

ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，荧光观察，并通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计

荧光强度。
１． ４　 细胞相容性评价

１． ４． １　 成骨细胞的获取　 取新生 ２４ ｈ 的 ＳＰＦ 级雄

性 ＳＤ 大鼠经脱颈处死后分离的头盖骨，将其剪成 ２
～ ５ ｍｍ２ 碎片，ＰＢＳ 清洗碎片后采用胰酶消化 ２０
ｍｉｎ，离心去上清液后加入Ⅱ型胶原酶消化 ２０ ｍｉｎ，
收集消化液并采用 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，收集沉

淀后 ＤＭＥＭ 培养基（２０％ 胎牛血清）重悬并接种于

培养皿中，５％ ＣＯ２ 和 ３７ ℃ 下培养 ２ ｄ，然后改用

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液继续培养 ３ ｄ 后换

液，待细胞达到 ８０％融合时传代培养。
１． ４． ２　 材料的成骨细胞相容性评价　 胰酶消化细

胞后，采用 ＤＭＥＭ 培养基（１０％胎牛血清）分散细胞

且密度为 １ × １０４ 个 ／ ｍｌ，每组取 ２３ 个样品置于 ２４
孔板中，每孔加入 １ ｍｌ 细胞悬液，５％ ＣＯ２ 和 ３７ ℃
下继续培养且隔天换液。 在培养至 １、３、５ ｄ 时，每
组取出 １ 个样品经戊二醛固定 １ ｈ 后，罗丹明 １２３
染液染色 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 漂洗后再荧光观察；每组取出

４ 个样品放入新孔，按照噻唑蓝法 ［３⁃（４，５⁃ｄｉｍｅｔｈ⁃
ｙｌ⁃２⁃ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）⁃２，５⁃ｄｉｐｈｅｎｙｌ⁃２⁃Ｈ⁃ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，
ＭＴＴ］评价材料对成骨细胞增殖的影响。 培养至 ７ ｄ
和 １４ ｄ 时，每组取出 ４ 个样品，ＰＢＳ 清洗 ２ 次后吹干

表面水分并滴加 ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 溶液 ５０ μｌ 裂解

细胞，取 ３０ μｌ 用 ＡＬＰ 试剂盒检测细胞 ＡＬＰ 含量。
取 １０ μｌ 按照 ＢＣＡ 法蛋白定量试剂盒检测蛋白含

量。 ＡＬＰ 活性最终以 Ｕ ／ ｍｇ 蛋白表示。
１． ５　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 软件进行统计

分析，实验数据使用 �ｘ ± ｓ 表示，亲水角测试、ＭＴＴ 测

试、ＡＬＰ 活性测试的组间比较均采用单因素方差分

析，并采用 ＬＳＤ 检验进行两两比较。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 样品表征

２． １． １　 表面形貌　 扫描电子显微镜观察材料表面

形貌变化，结果显示，相较于纯钛（ Ｔｉ），碱热处理

（ｐＴｉ）后的钛表面出现多孔结构，孔径约为 １００ ｎｍ；
硅烷化处理（ｐＴｉ⁃Ｓ）和 ＢＭＰ⁃２ 接枝（ｐＴｉ⁃Ｓ⁃Ｂ）表面的

孔洞被填充、深度变浅，但纳米结构依然存在。 见图

１。
２． １． ２　 元素分析　 Ｘ 射线光电子能谱全谱检测分

析了材料表面化学元素组成，结果如图 ２Ａ 所示，硅
烷化处理的表面 Ｔｉ 元素的峰几乎消失，且出现了 Ｎ
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和 Ｓｉ 的峰，仅有硅烷试剂中存在大量的氨基和硅氧

键；ＢＭＰ⁃２ 接枝后，Ｔｉ２ｐ峰完全消失，Ｓｉ２Ｐ和 Ｓｉ２Ｓ峰减

弱，不存在硅元素的 ＢＭＰ⁃２ 在表面接枝导致 ＸＰＳ 检

测深度范围内 Ｔｉ 消失并且 Ｓｉ 含量降低。 图 ２Ｂ、Ｃ
分别是硅烷化处理表面和 ＢＭＰ⁃２ 接枝表面碳元素

的高分辨结果，可以看到 ＢＭＰ⁃２ 固定后出现⁃Ｃ ＝ Ｏ，
硅烷试剂中不含 Ｃ ＝ Ｏ 键，而 ＢＭＰ⁃２ 中含有大量的

酰胺键。

图 １　 各步处理表面的扫描电子显微镜照片 × ５０ ０００
Ａ：Ｔｉ；Ｂ：ｐＴｉ；Ｃ：ｐＴｉ⁃Ｓ；Ｄ：ｐＴｉ⁃Ｓ⁃Ｂ

２． １． ３　 亲水性　 单因素方差分析结果显示，表面亲

水性与表面结构及元素组成密切相关（Ｆ ＝ １４０. １４，
Ｐ ＜ ０. ０１），纯钛、碱热处理、硅烷化处理和 ＢＭＰ⁃２ 接

枝表面的水接触角分别为（５８. ３ ± ７. ０）°、（１４. ５ ±
３. ４）°、（９２. ７ ± ８. ３）°和（６８. ４ ± １０. ７）°，Ｔｕｒｋｅｙ 检

验进行两两比较发现组间差异均有统计学意义（Ｐ
＜ ０. ０５）。
２． １． ４　 ＢＭＰ⁃２ 荧光检测　 特异性荧光染色可以观

察 ＢＭＰ⁃２ 在表面的分布，如图 ３ 所示，硅烷化处理

表面未观察到均匀分布的红色荧光，只观察到零星

的红点，ＢＭＰ⁃２ 接枝表面大部分区域分布着红色荧

光；通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量照片中荧光强度数值，硅
烷化处理、ＢＭＰ⁃２ 接枝表面的荧光强度值分别为

３２ １３０ 和 ６ ８５０ ３２０，后者是前者的 ２１３ 倍。
２． ２　 成骨细胞相容性评价

２． ２． １　 细胞黏附与增殖　 材料表面成骨细胞相容

性分别通过 ＭＴＴ 实验和 Ｒｏｄａｍｉｎｅ１２３ 荧光染色来

分析，ＭＴＴ 结果显示：培养第 １ 天时硅烷化表面的

细胞数量高于碱热处理组（Ｐ ＜ ０. ０５）；第 ３ 天和第 ５
天时，硅烷化表面与碱热处理表面的细胞数量差异

无统计学意义；不同孵育时间 ＢＭＰ⁃２ 接枝组表面黏

附细胞数量均显著多于其他两组，三组的方差分析

显示差异有统计学意义 （ Ｆ ＝ ７９. ６７８、 １０３. ２０４、
６. ２５５， Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４、５。
２． ２． ２　 细胞成骨能力　 各表面所黏附成骨细胞的

ＡＬＰ 活性见图 ６，培养第 ７ 天和第 １４ 天时，硅烷化

表面 ＡＬＰ 活性高于碱活化多孔钛（Ｐ ＜ ０. ０５），ＢＭＰ⁃
２ 接枝表面的 ＡＬＰ 活性远高于其它，三组间差异有

统计学意义（７ ｄ：Ｆ ＝ ５７. ３７０， Ｐ ＜ ０. ０５；１４ ｄ：Ｆ ＝
１０９. ７０３， Ｐ ＜ ０. ０５）。

３　 讨论

　 　 由于具有优异的机械性能、抗腐蚀性能、化学稳

定性和生物惰性，钛及其合金被认为是牙科及骨科

等领域的最佳植入金属材料，但也因生物惰性、高弹

性模量等问题导致其骨整合缓慢或应力集中，进而

愈合时间长，影响成功率［８］。 骨整合指种植体与骨

表面直接紧密结合，无任何插入组织，故成骨细胞越

早黏附到种植体表面并执行成骨功能，骨整合效果

越好。粗糙多孔表面降低材料的弹性模量，且提供

图 ２　 表面 ＸＰＳ 结果

Ａ：各表面的 ＸＰＳ 全谱图；Ｂ、Ｃ：硅烷化处理和 ＢＭＰ⁃２ 接枝表面碳 １ｓ （Ｃ１ｓ）的高分辨谱
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图 ３　 表面 ＢＭＰ⁃２ 的免疫荧光检测

Ａ：ｐＴｉ⁃Ｓ；Ｂ：ｐＴｉ⁃Ｓ⁃Ｂ

图 ４　 各表面与细胞孵育第 １、３、５ 天时黏附成骨细胞数量

与 ｐＴｉ⁃Ｓ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｐＴｉ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 各表面与细胞孵育第 １、３、５ 天时

黏附成骨细胞的荧光照片 × １００
Ａ、Ｄ、Ｇ：ｐＴｉ 孵育第 １、３、５ 天时；Ｂ、Ｅ、Ｈ：ｐＴｉ⁃Ｓ 孵育第 １、３、５ 天

时；Ｃ、Ｆ、Ｉ：ｐＴｉ⁃Ｓ⁃Ｂ 孵育 １、３、５ 天时

更多的细胞“锚定”位点，有利于形成更牢固骨整

合，且多孔结构可以在植入体和骨界面之间形成机

械锁合，从而提高骨结合强度［９］。 本研究采用碱热

处理，获得了纳米级多孔表面；有研究［２，１０］证明多孔

结构中，纳米孔结构相比微米孔结构更利于成骨细

图 ６　 各表面黏附的成骨细胞培养 ７ ｄ 和 １４ ｄ 时的 ＡＬＰ 活性

与 ｐＴｉ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｐＴｉ⁃Ｓ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

胞的黏附和增殖。 另外，多孔结构的表面积显著增

加，可以增加硅烷偶联剂的连接位点，进而增加其固

定量［１１］。
　 　 硅作为人体必需的微量元素，对骨组织生长过

程具有重要影响。 有研究证明含硅涂层在机体内有

效促进成骨细胞增殖、分化和钙矿化沉积作用［３］。
本研究采用二乙烯三胺基丙基三甲氧基硅烷，一端

为甲氧基与表面的羟基连接［１２］，一端为氨基可以用

于连接生物活性分子。 本研究结果显示相较于碱热

处理表面，硅烷化表面显著促进了成骨细胞黏附

（培养 １ ｄ），但促成骨细胞增殖上未显示出与碱热

处理表面的显著差异；其表面 ＡＬＰ 表达量显著增

加，证明其具有一定的促成骨分化能力［１３］。
大量生物活性分子已经被证明可以有效提升骨

修复的速度和质量。 ＢＭＰ 家族是确定的促成骨因

子，对骨原细胞的分化起决定性作用，也能影响其它

细胞的转分化［１４］；其中 ＢＭＰ⁃２ 是 ＢＭＰ 家族成员中

作用最强的因子，可以促进 ＡＬＰ 表达以增加成骨细

胞矿化，也可以通过调控骨代谢以抑制骨吸收和促

进骨形成。 采用 ＢＭＰ⁃２ 直接或者通过其他载体局

部应用可促进骨的形成已经过实验证实［１５］，但这些

物理方式运载 ＢＭＰ⁃２ 到骨缺损部位，其在体内容易

降解或扩散，无法充分发挥其功能。 本研究利用戊

二醛连接硅烷试剂上的氨基和 ＢＭＰ⁃２ 上的氨基，将
ＢＭＰ⁃２ 共价连接到纯钛表面，用以增加钛表面与成

骨细胞的相容性。 成骨细胞黏附和增殖结果和 ＡＬＰ
含量检测结果均显示，该表面不但有利于成骨细胞

黏附和增殖，而且可以诱导成骨细胞表达更多的

ＡＬＰ，促进成骨作用。
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