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【摘要】 目的 探讨钛表面微纳层级结构对MC3T3⁃E1细胞黏附增殖的影响和载药潜力的评价，为钛表面选

区改性并载药缓释提供参考。方法 根据钛表面处理方式将纯钛样本（直径 10 mm，厚 2.5 mm）随机分为：抛

光组（T）、阳极氧化组（TO）和微纳层级结构组（FTO）。T组仅做抛光处理；TO组采用阳极氧化技术处理；FTO
组采用飞秒激光蚀刻联合阳极氧化技术处理。用扫描电镜（scanning electron microscopy，SEM）观察 3种表面

形貌，接触角测量其表面的润湿性，X 射线能谱仪（energy dispersive spectroscopy，EDS）分析表面化学成分；激

光共聚焦显微镜（confocal laser scanning microscope，CLSM）测量 FTO结构深度和表面粗糙度；免疫荧光染色、

CCK⁃8和茜苏红染色半定量分析评估MC3T3⁃E1细胞在各组样本表面的黏附增殖分化；应用冷冻干燥法加载

重组人源骨形成蛋白⁃2（recombinant human bone morphogenetic proteins⁃2，rhBMP⁃2），酶联免疫吸附反应（en⁃
zyme⁃linked immunosorbent assey，ELISA）评估不同表面结构的载药潜力。结果 SEM观察到 T组钛板表面可

见方向一致且均匀的抛光痕迹；TO组表面为纳米级蜂窝状的二氧化钛（titanium dioxide，TiO2）纳米管结构；

FTO组形成直径约为 100 nm的规则有序的微纳层级结构。FTO组的接触角最小，为 32° ± 1.7°，润湿性最好；

一级结构圆孔平均深度为 93.6 μm，粗糙度 1.5 ~ 2 μm。TO组和 FTO组含氧量占比多，提示 TiO2形成。FTO组

表面细胞增殖最显著（P＜0.001），细胞黏附表面积最大（P＜0.05）。FTO组加载 rhBMP⁃2后缓慢释放 14 d，且
能促进细胞外基质矿化（P＜0.001）。结论 钛表面微制备的纳米层级结构有促进MC3T3⁃E1细胞黏附增殖和

成骨分化的作用，有载药潜力，是钛表面处理的新方式。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of micro/nano hierarchical structures on the adhesion and prolifera⁃
tion of MC3T3⁃E1 cells, evaluate the drug delivery potential of titanium surfaces, and provide a reference for the modifi⁃
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cation of selected areas of titanium surfaces to enhance drug delivery and slow drug release. Methods Pure titanium
samples (10 mm in diameter and 2.5 mm in thickness) were randomly divided into a polished group (T), anodized group
(TO), and micro/nano hierarchical structure group (FTO) according to the surface treatment of the titanium. The T group
was polished, the TO group was treated with anodic oxidation technology, and the FTO group was treated by femtosec⁃
ond laser etching combined with anodic oxidation technology. The three surface morphologies were observed by scan⁃
ning electron microscopy (SEM), the wettability of the surface was measured by the contact angle, and the surface chemi⁃
cal composition was analyzed by X⁃ray energy dispersive spectroscopy (EDS). The depth of the FTO structure and the
surface roughness were measured by confocal laser scanning microscopy (CLSM). MC3T3⁃E1 cell adhesion proliferation
and differentiation on the surface of each group of samples was assessed by immunofluorescence staining, CCK⁃8, and
semiquantitative analysis of Alizarin staining. A freeze⁃drying method was applied to load recombinant human bone mor⁃
phogenetic protein⁃2 (rhBMP⁃2), and an enzyme⁃linked immunosorbent assay (ELISA) was used to assess the drug⁃load⁃
ing potential of different surface structures. Results SEM revealed that the surface of T group titanium plates showed
uniform polishing marks in the same direction. The surface of the TO group was a nanoscale honeycomb⁃like titanium di⁃
oxide (TiO2) nanotube structure, and the FTO group formed a regular and ordered micro/nano layered structure. The con⁃
tact angle of the FTO group was the smallest at 32° ± 1.7°. Its wettability was the best. The average depth of the first⁃
level structure circular pores was 93.6 μm, and the roughness was 1.5⁃2 μm. The TO and FTO groups contained a high
percentage of oxygen, suggesting TiO2 nanotube formation. The FTO group had the most significant surface cell prolifera⁃
tion (P＜0.001) and the largest cell adhesion surface area (P＜0.05). rhBMP⁃2 was slowly released for 14 d after load⁃
ing in the FTO group and promoted extracellular matrix mineralization (P＜0.001). Conclusion Titanium surface mi⁃
croprepared hierarchical structure has the effect of promoting MC3T3⁃E1 cell adhesion, proliferation, and osteogenic dif⁃
ferentiation with drug loading potential, which is a new method of titanium surface treatment.
【Key words】 titanium; laser; surface treatment; anodizing; micro/nano hierarchical structure; cell adhesion;
cell proliferation; cell differentiation; bone morphogenetic protein 2; drug carriers; drug liberation
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目前临床研究证实，种植修复治疗方式在适

应证人群中的 10年成功率已达 96.4%［1］。但如果

患者患有糖尿病、骨质疏松等系统代谢类疾病，特

别是伴有牙周炎等口腔局部问题，相互协同作用

会造成牙槽骨骨质和骨量的重度破坏，显著降低

种植治疗的成功率。但是这类患者的种植修复诉

求正逐渐增多，若扩大该类患者的适应证，往往需

要采用抗菌、促进骨生成的措施。种植体表面处

理以促进骨整合［2］、种植体表面载药［3］等有望成为

扩大该类患者种植修复适应证的新思路。

激光精密制造工程是微纳米结构制造的先进

加工方式［4］，因其空间分辨率高和热扩散区小，留

存熔融材料少［5］，几何纹理可提高钛合金的生物相

容性和抗磨损性能［6］，使商品化植体表面规则有序

的升级处理成为可能。阳极氧化的纳米制造工程

可以产生由 TiO2组成的有序纳米管结构，能够实

现局部药物递送［7］，使商品化植体表面载药成为

可能。

本研究应用飞秒激光蚀刻技术构建规则有序

的微米级结构，联合阳极氧化技术形成纳米管，构

建出微纳层级结构，评估其表面形貌、化学成分及

润湿性等表面理化性能，且基于MC3T3⁃E1细胞黏

附增殖等对该结构的生物学性能进行评价，加载

rhBMP⁃2后检测其释放及成骨效能，旨在对商品化

植体选区改性的载药潜能做初步探索。

1 材料和方法

1.1 主要仪器和试剂

钛板（GB/T13810⁃2007，奥斯泰克，中国）；SiC
砂纸（240 # ～ 2000 #，鹰牌，中国）；直流电源

（UTP1306S，优利德，中国）；飞秒激光器（Pharos，
Light conversion，立 陶 宛）；扫 描 电 子 显 微 镜

（US8220，HITACHI，日 本 ）；X 射 线 能 谱 仪

（FlatQuad，Bruker，德国）；激光共聚焦显微镜（LSM
800，Zeiss，德国）；视频光学接触角测量仪（OCA
25，Dataphysics，德国）；MC3T3⁃E1细胞（军事医学
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研究院毒物药物研究所提供）；α⁃MEM培养基、1%
抗生素溶液（Gibco，美国）；0.05%胰蛋白酶/EDTA
（Macgene，中国）；荧光显微镜（DM2500，Leica，德
国）；细胞计数试剂盒⁃8（Dojindo，日本）；罗丹明标

记鬼笔环肽（Solarbio，中国）；DAPI、茜苏红染色试

剂盒（Beyotime，中国）；重组人源骨形成蛋白⁃2、rh⁃
BMP⁃2 ELISA 检测试剂盒（SinoBiological，中国）；

L⁃抗坏血酸、β⁃甘油磷酸钠、地塞米松（MCE，美国）。

1.2 实验分组及表面处理方式

将钛板（直径10 mm，厚2.5 mm）随机分为 3 组：

抛光组（T）、阳极氧化组（TO）、微纳层级结构组

（FTO），每组3 ~ 5个样本，各组样本处理方法如下。

T组：样本用 SiC砂纸从 240 #、800 #、1 500 #和
2 000 #逐号打磨抛光，同一号砂纸都向同一方向

打磨，每换一号砂纸钛板顺时针旋转 90°，直到上

一号砂纸形成的痕迹全部没有后换下一号砂纸，

最后打磨至钛板成镜面状（此过程是所有样本表

面改性的预处理程序）。置于异丙醇、乙醇和去离

子水中，分别超声清洗 15 min，干燥后真空保存备

用。所有分组在进行下一步前都重复该清洗流

程，并真空保存。

TO组：阳极氧化处理，电解液配比（0.27 mol/L
NH4F粉末，丙三醇与去离子水溶液体积比 3∶2），

阴极为箔片，阳极为钛板，阳极和阴极距离约 6 cm，

使用直流电源，20 V/5 A电压下室温阳极氧化 1 h
（预实验所得参数）。

FTO 组：飞秒激光蚀刻，脉冲宽度 2 ps，中心波

长 1 030 nm，重复频率 250 kHz。将样本置于X⁃Y⁃Z
三维移动平台上，经焦距为 180 mm 的凸透镜将激

光垂直聚焦到样品上，进行激光处理。选域加工

钉洞型，直径 150 μm，深 80 μm，加工区域占样本

表面积的 5%（参数为前期课题组实验的最优抗磨

损结果）。重复清洗流程后，进行阳极氧化处理

（同TO组）步骤。

1.3 表面检测

1.3.1 表面形貌及化学成分 扫描电镜（scanning
electron microscopy，SEM）观察样本的表面形貌，随

机选择 3个位点。用 X 射线能谱仪（energy disper⁃
sive spectroscopy，EDS）进行表面化学成分分析，每

个样本随机选取 3 个位点，观测其表面元素组成，

各组样本表面各元素的原子百分比取平均值，并

计算 O/Ti比值。激光共聚焦显微镜（confocal laser
scanning microscope，CLSM）测量激光加工孔洞深度

和表面粗糙度，每个样本随机选取 3个位点进行

测量。

1.3.2 表面润湿性 采用液滴法在视频光学接触

角测量仪上测量各组样本的润湿性，液滴体积1 μL，
液滴和表面接触后立即拍照，接触角根据照片由

曲线拟合得到。每个样本随机选取 3个位点。

1.4 细胞培养

将 MC3T3⁃E1 细胞悬浮在含有 10%胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）和 1%抗生素溶液的 α ⁃
MEM培养基中，在 37 ℃含 5% CO2细胞培养箱中培

养72 h，细胞培养生长至汇合 80%，用 0.05%胰蛋白

酶/EDTA 消化，并在完全培养基中以适当密度稀

释。以 1∶5的比例传代，使用 3 ~ 4代的MC3T3⁃E1
细胞。重复 3遍。在MC3T3⁃E1细胞接种之前，将

样本灭菌，转移到无菌的 24孔板上。

1.4.1 细胞形态特征 将细胞以 4×104个/孔的密

度加载至各组试件表面，每孔滴加完全培养基完

全覆盖钛板表面，细胞培养箱内孵育 12 h。2.5%
戊二醛在 4 ℃环境下固定 2 ~ 3 h，乙醇脱水（50%、

70%、80%、90%乙醇各 10 min，95%乙醇、无水乙醇

各 2次，每次脱水 10 min），叔丁醇与无水乙醇 1∶1
混合后再次脱水 15 min，室温干燥。喷金仪喷金

后，SEM下观察MC3T3⁃E1在各组试件上的形态。

每个样本随机选择 3个视野。

1.4.2 细胞增殖 CCK⁃8用于间接定量不同表面

处理方式下钛板上黏附细胞的数量。MC3T3⁃E1细
胞接种 24 h后，将样本取出移至新的孔板内，向每

个孔中加入完全培养基和 10% CCK⁃8 的混合溶

液，并在 37 ℃下孵育 4 h。测定 450 nm 处的吸光

度，以检验细胞在不同表面处理的钛板上的增

殖。72 h后以相同的方式继续对细胞进行定量。

1.4.3 细胞黏附 将MC3T3⁃E1细胞以 4×104个/孔
的密度加载至各组试件表面，细胞培养箱内孵育

24 h 后，4%多聚甲醛在室温固定 10 min，0.5%
Triton X⁃100 溶液透化处理 5 min，取 200 μL 浓度

100 nmol/L的罗丹明标记鬼笔环肽工作液覆盖试

样上的细胞，对肌动蛋白进行染色，室温避光孵育

30 min。用 200 μL DAPI 工作液对细胞核进行复

染，孵育 5 min。在荧光显微镜下观察，每个试件随

机选取 3个视野。使用被标记为红色的肌动蛋白

的数据，用 Image J软件（2.0.0）中的程序进行量化，

得出细胞平均所占面积。

1.5 rhBMP⁃2加载释放

所有样品在超声波浴缸中重复清洁，高温

高 压灭菌后，烘箱内烘干。每个钛板加载 rh⁃
BMP⁃2 溶液 20 μL（释放部分加载 10 μL），浓度
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a: SEM characterization of surface morphology from low
to high magnification. Scale bar 20 μm: macroscopic
surface microstructures are not visible in the T and TO
groups. The first ⁃ level structure is seen in the FTO
group after laser etching, with regular circular holes,
and the hole diameter is approximately 200 μm visible
in the lower left panel. Scale bar 2 μm: traces of pol⁃
ished titanium plate in the T group. Honeycomb nano⁃
tubes are visible in the TO group, and the tube diameter
is not visible. The honeycomb nanotube structure in and
around the circular holes of the first ⁃ level structure is
visible in the FTO group. Scale bar 400 nm: clear nano⁃
tube structure with a tube diameter of approximately
100 nm is visible in the TO group. A nanotube structure
within the primary structure with a tube diameter of ap⁃
proximately 100 nm is visible in the FTO group. b: the
contact angle of the titanium plate under different treat⁃
ment cases. T: polished group; TO: TiO2 nanotube
group; FTO: micro/nano hierarchical structure group
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Figure 1 Surface morphology and static contact angle of the titanium plate in different treatment groups
图 1 不同处理组钛板表面形貌和静态接触角

50 ng/μL，-20 ℃冰箱冻存 6 h以上，冷冻干燥机进

行冻干 6 h。喷金仪喷金后，SEM下观察药物加载

情况。在 37 ℃下，试样在磷酸盐缓冲盐溶液（phos⁃
phate buffered saline，PBS）中孵化 1、3、5、7、10、
14 d，使用 rhBMP⁃2 ELISA试剂盒测量 rhBMP⁃2的

含量。根据校准曲线计算药物浓度，并将累计释

放量除以 rhBMP⁃2 总量计算 rhBMP⁃ 2 的释放百

分比。

1.6 细胞外基质矿化

将MC3T3⁃E1细胞以 2×104个/孔的密度加载至

各组载药试件表面，细胞培养箱内孵育 24 h后进

行成骨诱导，2 ~ 3 d 更换成骨诱导培养基（α ⁃
MEM+10%FBS+0.2% L⁃抗坏血酸+1% β⁃甘油磷酸

钠+0.01% 地塞米松）。分别诱导 4 d和 7 d后弃培

养基，PBS冲洗 2次，试剂盒固定液固定 20 min，再
次 PBS冲洗 3次。加入适量茜苏红染色液，均匀覆

盖细胞，室温染色 30 min，蒸馏水充分洗涤。每孔

加入 1 mL 10%氢化十六烷基吡啶，避光条件下孵

育 1 h。收集脱色液，轻摇混匀后用酶标仪检测

562 nm处的吸光度值。

1.7 统计学分析

采用 Prism 9.2.0软件包对数据进行统计学分

析。计量资料符合正态分布，数据用均数±标准差

表示，使用方差分析比较；当方差齐时，进一步两

两比较采用 LSD 法，方差不齐时，两两比较采用

Dunnett法。检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 表面形貌

T组钛板表面可见方向一致且均匀的抛光痕

迹；TO组形成具有一定粗糙度的纳米管，无明显的

高低起伏变化，整个表面呈现蜂窝状形貌，可见大

量直径约为 100 nm的孔洞；FTO组可清晰见到飞

秒激光蚀刻留下的深浅一致的孔洞，孔洞之间排

列整齐，形成规则的钉洞形结构，孔洞内壁光滑，

边缘基本无残渣堆积，呈底小口大的倒锥形结构，

放大后可见洞内、洞边缘及表面均是直径约为

100 nm蜂窝状纳米管结构，表明规则有序的微纳

层级结构构建成功（图 1a）。

2.2 表面润湿性

用视频静态接触角测量仪测量不同处理组钛

表面的润湿性，结果显示润湿性好（图 1b），T组表

面静态接触角为 50.6° ± 0.8°，TO组表面静态接触

角为 41° ± 2.4°，FTO 组的表面静态接触角最小为

32° ± 1.7°，但差异无统计学意义（F = 5.520，P =
0.099）。
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The average depth of the round
hole is 93.6 μm, and Ra is 1.5 ⁃ 2
μm
Figure 3 Depth and surface
roughness of round holes after
laser machining measured by
confocal laser scanning micros⁃
copy
图 3 激光共聚焦显微镜测

量激光加工后一级结构圆孔

深度及表面粗糙情况
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The yellow box indicates the EDS scanning range. Scale bars 60 μm and 1 μm. Peak values of elemental Ti in the T group. Peak values of
elemental Ti and O appear in the TO and FTO groups, indicating an increase in oxygen content. T: polished group; TO: TiO2 nanotube
group; FTO: micro/nano hierarchical structure group

Figure 2 Energy dispersive spectroscopy spectra of different treatment groups
图 2 不同处理组X 射线能谱仪的表征
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2.3 表面化学成分

为了量化不同处理组的元素比，EDS分析结果

显示每组样本表面均有C、Ti、O元素（图 2）。T组、

TO 组、FTO 组钛表面含 O 元素，O/Ti 比值分别为

0.38、1.36、1.38。TO组、FTO组含氧量多（表 1），意

味着TO组和FTO组表面生成了TiO2纳米管。

表 1 表面化学元素组成

Table 1 Surface chemical element composition
Group
T
TO
FTO

Elements of the atom (%)
C

3.18
1.35
3.55

O
18.06
56.91
55.87

Ti
78.75
41.73
40.58

O/Ti
0.23
1.36
1.38

Total
100
100
100

T: polished group; TO: TiO2 nanotube group; FTO: micronano hierarchi⁃
cal structure group

2.4 结构深度和表面粗糙度

CLSM 测量层级结构上飞秒激光蚀刻的结构

深度和表面粗糙度。对 FTO组样本进行扫描测得

的圆孔平均深度为 93.6 μm，粗糙度（Ra）为 1.5 ~
2 μm（图3），提示微纳层级结构具有一定的粗糙度。

2.5 细胞形态

为了评估不同处理组钛表面对 MC3T3⁃E1 细

胞形态的影响，MC3T3⁃E1细胞黏附在钛表面 12 h
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The surface of the micro/nano structure promotes cell growth. a: SEM showing cells adhered on the surface of the titanium plates. The cell lo⁃
cations are shown by arrows. Scale bar 20 μm: the number of initial cell adhesions in each group. Scale bar 10 μm: the degree of cell adhe⁃
sion. The T group has fewer intercellular connections, few cell pseudopods, and a small area of adhesion. The TO group has tightly connected
cells, a greater area of adhesion, and more pseudopods. The FTO group has tight connections between the cytoskeleton and the weaving area,
which can span the sinusoidal periodic first⁃level micron structure (circular pores) processed by the femtosecond laser, and tight intercellular
connections. b: The proliferation of MC3T3⁃E1 cells on different surfaces at 24 h and 72 h. **P＜0.01 and ****P＜0.000 1. The FTO
group significantly promoted cell proliferation at both 24 h and 72 h. T: polished group; TO: TiO2 nanotube group; FTO: micro/nano hierarchi⁃
cal structure group

Figure 4 Early morphology and cell proliferation of MC3T3⁃E1 cells adhering to different treatment groups
图 4 不同处理组钛板表面黏附的MC3T3⁃E1细胞的早期形态与增殖

10 μm 10 μm 10 μm

20 μm 20 μm 20 μm

后，不同处理组细胞形态如 SEM所示（图 4a），细胞

形态在 FTO组上铺展的最优。T组细胞间连接较

少，形态细长，细胞伪足少且黏附面积小；TO组细

胞黏附的面积增多，相比于 T组，细胞间联结更紧

密，细胞伪足多；FTO组可见细胞骨架跨越一级微

米结构（圆孔样），细胞与钛表面织构区域连接

紧密。

2.6 细胞增殖

为了评估不同处理组的钛表面对 MC3T3⁃E1
细胞增殖的影响，细胞黏附在钛表面 24、72 h后，

以 CCK⁃8法量化细胞数量变化情况（图 4b）。24 h
时，与 T 组和 TO 组相比，FTO 组促进了细胞的增

殖；在 72 h时，与 T组相比，TO组与 FTO组促进了

细胞增殖（P＜0.01）。

2.7 细胞黏附

荧光显微镜观察显示：T组表面黏附MC3T3⁃
E1细胞的形态呈椭圆形和短梭形，分布不均匀；

TO组表面黏附细胞数量增多；FTO组表面黏附细

胞分布均匀，细胞核大且细胞骨架拉伸的更好，细

胞高度融合，细胞数量多于前两组，细胞的表面覆

盖率增加（图 5a）。与 T组、TO组相比，FTO组细胞

黏附面积增大（F = 32.579，P＜0.001，图 5b），表明

微纳层级结构可促进细胞黏附。

2.8 rhBMP⁃2加载与释放

SEM观察不同处理组钛板表面形貌：T组局部

可见少量药物附着；TO组药物层下隐约可见 TiO2

纳米管；FTO组层级结构内被药物填满，药物附着

在整个洞内和洞外（图 6）。表面的 rhBMP⁃2释放

如图 7所示，大致分为两个阶段：快速释放阶段和

缓慢释放阶段。第 1天，T组表面 rhBMP⁃2快速释

放66.1%，TO组表面快速释放40.8%；5 d后，rhBMP⁃2
的释放率达到了一个平稳期，T组表面剩余 11.6%
的 rhBMP⁃2，TO组表面 rhBMP⁃2已释放 68.6%；FTO
组表面几乎没有快速释放阶段，第 1 天仅释放

12.9%，表现出平缓的连续释放曲线，在最初的 5 d
内释放了 38.9%，随后 5 d释放了 29.4%，14 d共释

放了 82.6%。表明规则有序的层级微纳结构赋予

了FTO表面缓慢持久释放生物分子的能力。

2.9 细胞外基质矿化

第 4天时 FTO组与 T组（P＜0.001）、TO组（P =
0.016）相比细胞外基质矿化增高；第 7天时TO组和

FTO组细胞外基质矿化较 T组均增高（P＜0.001）。

FTO组在第 4天和第 7天均显示出最高的细胞外基

质矿化（图 8），表明 FTO组加载 rhBMP⁃2后可促进

MC3T3⁃E1的成骨分化。
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The arrows point to rhBMP⁃2.
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structure, and high magnifica⁃
tion showed drug attachment
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the cavity. rhBMP⁃2: recombi⁃
nant human bone morphoge⁃
netic protein ⁃ 2; T: polished
group; TO: TiO2 nanotube
group; FTO: micro/nano hierar⁃
chical structure group

Figure 6 rhBMP⁃2 loading on titanium plates with different surface treatments
图 6 不同处理方式的钛板表面上负载的 rhBMP⁃2
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a: fluorescence microscopy images show the distribution
and morphology of adherents on different surfaces. The
scale bar is 7 μm. Red indicates actin staining, and blue
indicates nuclear staining. The FTO group had large nu⁃
clei, better cytoskeleton stretching, highly fused cells,

and high cell numbers. b: The surface coverage of adherent cells was quantified and expressed as a percentage. ***P＜0.001 and ****P＜
0.000 1. The cell adhesion area was significantly larger in the FTO group than in the T and TO groups. TRITC: tetramethylrhodamine isothio⁃
cyanate; DAPI: 4',6⁃diamidino⁃2⁃phenylindole; T: polished group; TO: TiO2 nanotube group; FTO: micro/nano hierarchical structure group

Figure 5 Adhesion of MC3T3⁃E1 cells on the surface of titanium plates in the different treatment groups
图 5 MC3T3⁃E1细胞在不同处理组钛板表面的黏附

3 讨 论

钛及钛合金具有良好的生物相容性，弹性模

量在所有金属中最接近骨组织而有利于外力传

递，植入骨组织后能形成骨性结合，现已广泛应用

于牙科植入物。目前商品化种植体主流的处理技

术是大颗粒喷砂加酸蚀［8］，喷砂使光滑的钛种植体

表面形成直径约 200 μm的一级机械性窝洞，再通

过酸蚀表面进一步形成 20 μm的二级窝洞，形成不

规则的粗糙表面结构，从生理学角度看，粗糙表面

对血液具有更好的黏附性，有利于骨结合［9］。但是

这种结构无序扁平、不规则，使其本身药物加载的

量不可控，导致入血药物浓度不稳定，因此需要表

面处理才能具备载药缓释能力［10］。本研究揭示了

激光微加工区域的熔渣和热融区域很少，形成规

则有序的一级窝洞阵列，从载药需求角度上看，这

是其相比于酸蚀喷砂处理的优势所在。阳极氧化

形成二级蜂窝状结构 TiO2纳米管，其表面积高、生

物相容性好、耐腐蚀性、低成本且稳定，可促进骨

的再生和修复［11］，提高生物活性和骨传导性［12］，可

控制植入物中的药物释放［13］。以上两者优势结
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Figure 8 Extracellular matrix mineralization was determined

semiquantitative analysis of Alizarin red staining
图 8 茜苏红染色半定量分析细胞外基质矿化

合，形成一个类似骨组织的微纳层级仿生结构，中

等粗糙度，其中一级微米结构类似于骨陷窝，有利

于成骨细胞的黏附；二级纳米结构刺激细胞增殖，

有利于骨结合，符合骨组织仿生的生物学理念，是

钛表面选区改性处理的新方式。

据仿生学研究，钛表面形貌显著影响细胞的

延伸［14］，黏附实现了细胞的附着和铺展，对细胞增

殖有利。本研究层级结构上的细胞骨架拉伸好，

跨越了一级结构，与表面微纳结构连接紧密。评

估不同处理组表面黏附细胞的早期增殖后，发现

微纳层级结构上细胞增殖最明显，可能是由于微

纳结构的表面积增加及其润湿性较好共同促进

的。黏附细胞的数量随着微结构密度的增加而增

加，高密度的激光加工凸起，代表着更高的表面

积，可能有助于增强结构上的细胞黏附［15］。本研

究中 TiO2纳米管结构及微纳层级结构都促进了细

胞在钛板表面上的黏附，微纳层级结构尤为突

出。层级结构不同的粗糙度为细胞定向和扩散提

供物理线索，而激光蚀刻的一级结构可为组织的

重塑和药物的存储提供空间。

国内外现有大量体外研究证明载药涂层释放

各种生物大分子和药物，能够发挥成骨及抗菌的

作用［16⁃18］。BMP⁃2与骨愈合及骨再生相关［19］，几乎

影响骨骼、软骨和关节等所有方面［20⁃23］，且在口腔

领域的应用极为广泛，是目前美国食品和药物管

理局批准的唯一临床用作骨移植替代物的骨诱导

生长因子［24］。本研究 rhBMP⁃2 可加载到微纳层级

结构内，且一级阴性结构内可比单纯的 TiO2纳米

管容纳更多的药物。与原始钛表面相比，TiO2纳米

管的药物释放性能得到了提高，微纳层级结构的

药物释放性能最优。原因可能是：①润湿性好，亲

水性能优的表面处理可能有利于蛋白质的吸

附［25］；②微纳层级结构的一级阴性结构增加表面

积，联合高密度的纳米管，提供了更多的 rhBMP⁃2
储存空间；③微纳层级结构表面的一级圆孔结构

和纳米管的管状结构共同加强了其对药物释放的

抵抗力，从而延长了药物释放周期。因此，微纳层

级结构具有更持久的药物释放特性。微纳结构和

rhBMP⁃2协同作用，促进MC3T3⁃E1细胞的成骨分

化。此种表面处理方式加工可控，形态规则，载药

量可控，促进细胞成骨分化，在未来的载药缓释领

域值得继续探索。

4 小 结

本研究结果表明：①飞秒激光联合阳极氧化

技术在钛表面可成功构建规则有序的微纳层级结

构；②微纳结构能够促进MC3T3⁃E1细胞在其表面

上的黏附增殖；③微纳结构具备载药缓释潜力，促

进MC3T3⁃E1细胞成骨分化。
【Author contributions】 Ding T wrote the article. Wang JH, Xiao
ZY, Wu TF processed and analyzed the data. Yang SF designed the
study. All authors read and approved the final manuscript as submitted.

T
TO
FTO

100
80
60
40
20
0

Cum
ula

tive
rhB

MP
⁃2

rele
ase

(%)

0 5 10 15
Time/d

Each group was released in PBS (pH 7.4) for 14 days. The release rate of rhBMP⁃
2 was quantified and expressed as a percentage. The peak of rapid release was on
Day 1 in Group T, and a slow release curve in the FTO group occurred over 14
days. rhBMP⁃2: recombinant human bone morphogenetic protein ⁃ 2; T: polished
group; TO: TiO2 nanotube group; FTO: micro/nano hierarchical structure group
Figure 7 Release of rhBMP⁃2 from the surface of titanium plates under
different treatments
图 7 不同处理方式下钛板表面上的 rhBMP⁃2释放情况
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