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摘要　 目的　 利用 ＬＢＬ 技术在碱热处理后的钛种植体表面

构建海藻酸钠 －壳聚糖聚电解质多层膜结构，并以此结构复

合成骨细胞特异性识别多肽，探究其缓释效应。 方法　 光滑

钛表面经氢氧化钠碱热处理后通过层层自组装技术将海藻

酸钠、壳聚糖进行交替吸附沉积，形成聚电解质多层膜结构，
利用此多层膜装载成骨细胞特异性识别多肽，构建其缓释系

统，并评价缓释效应。 结果　 通过接触角测量仪、场发射扫

描电子显微镜、荧光显微镜、Ｘ 射线光电子能谱仪、傅里叶红

外光谱以及紫外分光光度计对样品表面进行检测，证实在钛

片表面成功构建海藻酸钠—壳聚糖多层膜结构，且成功装载

成骨细胞特异性识别多肽，缓释实验显示，该多层膜结构缓

释效果明显优于对照组，表明该多层膜结构对特异性多肽具

备显著的缓释效应。 结论 　 钛种植体表面通过层层自组装

形成多层膜结构并成功装载成骨细胞特异性多肽，构建该多

肽的缓释系统，缓释效果显著，有望能够促进钛种植体表面

骨结合。
关键词　 缓释；层层自组装；成骨细胞特异性识别多肽；骨结

合；钛种植体
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　 　 钛金属及合金由于其优良的生物相容性和机械

性能，已被广泛应用于口腔种植领域，但是钛金属表

面属于生物惰性材料，影响了临床骨结合的速度和

质量［１］。 研究［２］显示，对钛种植体表面进行生物化

改性，可使其获得更好的骨诱导性，植入机体后能主

动与周围骨组织特异结合，促进骨结合，实现早期良

好的种植体稳定性。

　 　 缓释系统，是指通过一定方法将生物因子与种

植体表面缓释载体结合并植入体内时，可使该生物

因子持续释放延长其作用时间。 层层自组装（ ｌａｙ⁃
ｅｒ⁃ｂｙ⁃ｌａｙｅｒ ｓｅｌｆ⁃ａｓｓｅｍｂｌｙ，ＬｂＬ） 是 Ｄｅｃｈｅｒ ｅｔ ａｌ［３］ 于
２０ 世纪 ９０ 年代所提出的一种在材料表面通过交替

吸附带相反电荷的聚电解质以形成自组装多层聚电

解质复合物（ｐｏｌｙｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＰＥＣ）薄膜的方

法，通过 ＬｂＬ 技术所形成的多层膜结构可作为生物

因子的缓释载体［４］。 该研究通过 ＬｂＬ 技术将海藻

酸钠、壳聚糖交替吸附沉积于钛种植体表面，形成聚

电解质多层膜结构并装载成骨细胞特异性多肽，构
建其缓释系统，评价其缓释效应，为钛种植体表面生

物化改性研究提供新的思路和方法。

１　 材料与方法

１． １　 材料与仪器

１． １． １　 实验材料 　 钛片（陕西省宝鸡市泰宇鑫金

属材料有限公司）；氢氧化钠（合肥诺一生物科技有

限责任公司）；异硫氰酸（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＦＩＴＣ）荧光标记的成骨细胞特异性识别多肽（上海

科肽生物科技有限公司）；羟甲基壳聚糖、藻酸钠、
赖氨酸（合肥苗茁生物科技有限公司）；其余一般试

剂均购于国药集团化学试剂有限公司，且试剂均为

分析纯。
１． １． ２　 实验仪器　 Ｓｉｒｉｏｎ⁃５００ 场发射扫描电子显微

镜（美国 ＦＥＩ 公司 ＦＥＳＥＭ）；Ｘ 射线光子能谱仪、傅
里叶红外光谱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ⁃ＶＧ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；接
触角测量仪（成德市成慧实验机器有限责任公司）；
ＵＶ⁃１８００ 可见光分光光度计（日本岛津公司）等。
１． ２　 实验过程

１． ２． １ 　 钛表面碱热处理 　 将纯度 ９９. ９９％ 、厚度

０. ３ ｍｍ、直径 １５ ｍｍ 圆形成品钛片经 ４００、６００、８００、
１ ０００、１ ２００ 目金刚砂纸打磨光滑后，依次放入丙

酮、７５％乙醇溶液、去离子水中，各超声清洗 ２０ ｍｉｎ。
干燥后放入浓度为 ５. ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液中，烘
箱中 ６０ ℃恒温浸泡 ２４ ｈ，取出钛片，用去离子水清

洗、烘干；再将钛片加热到 ２００ ℃保温 ２ ｈ，自然冷
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却，获得碱热处理钛片，备用。
１． ２． ２　 钛表面组装 ＰＥＣ 多层膜结构　 将碱热处理

后的钛片放入浓度为 ２. ５ ｍｇ ／ ｍｌ 多聚赖氨酸溶液中

浸泡 ３０ ｍｉｎ，０. ９％生理盐水漂洗 ３ 次，６０ ℃恒温箱

烘干 １０ ｍｉｎ，从而在钛表面获得一层稳定的带正电

荷薄膜，并以此作为层层自组装的启动基础；将烘干

后钛片放入浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍｌ 海藻酸钠溶液中浸泡

３０ ｍｉｎ，取出钛片漂洗干燥，使其表面吸附一层带负

电荷的薄膜；随后将其浸入 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的氯化钙溶液

１０ ｍｉｎ，对海藻酸钠进行交联，漂洗干燥；最后将钛

片置入 １ ｍｇ ／ ｍｌ 壳聚糖溶液 １０ ｍｉｎ，漂洗干燥，钛表

面再次吸附一层正电荷薄膜。 以上步骤循环操作

１０ 次，最终获得理想的多层聚电解质复合物多层

膜，最外层为壳聚糖。
１． ２． ３　 实验分组　 实验分为 ３ 组：光滑钛片组（Ｔｉ
组），碱热处理组（ＰＴｉ 组），碱热处理 － 海藻酸钠 ／壳
聚糖组（ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组）。
１． ２． ４　 复合特异性多肽缓释结构的制备　 将上述

３ 组样品完全浸入浓度为 １０ － ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 成骨细胞特异

性识别多肽溶液中，浸泡 ２ ｈ 后，取出钛片，去离子

水冲洗，干燥，备用。
１． ２． ５　 样品表征及缓释检测　 ＳＥＭ 观察各组样品

表面形貌；测量材料表面接触角分析亲水性；ＦＴＩＲ、
ＸＰＳ 及荧光显微镜对样品表面成分进行分析；紫外

分光光度计检测样品表面成骨细胞特异性识别多肽

的释放曲线（将上述 ３ 组样品置于 １２ 孔板中，并分

别加入 １ ｍｌ ＰＢＳ 缓冲液，将孔板固定于恒温摇床，
温度恒定为 ３７ ℃，于 １、２、４、８、１２、２４ ｈ 和 ２、３、４ ～ ７
ｄ 分别取出 ２００ μｌ 释放液以检测特异性多肽浓度，
然后向孔板中重新加入 ２００ μｌ ＰＢＳ 缓冲溶液）。
１． ３　 统计学处理　 该实验数据采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 软

件处理分析，实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用

单因素方差分析和 ＬＳＤ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 钛表面形貌特征 　 扫描电镜显示：Ｔｉ 组表面

呈光滑镜面状，见图 １Ａ；碱热处理后 ＰＴｉ 组表面呈

粗糙多孔状，见图 １Ｂ；构建多层膜结构后 ＰＴｉ ／ ＰＳＣ
组表面呈多孔状，且部分孔隙被充填，形成一层不均

匀膜性结构，见图 １Ｃ，该膜性结构放大至 ６０ ０００ 倍

显示为类似立体网状结构，见图 １Ｄ。

图 １　 钛表面形貌

　 　 Ａ：Ｔｉ 组 × ３０ ０００； Ｂ：ＰＴｉ 组 × ３０ ０００；Ｃ：ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组 × １０ ０００；
Ｄ：ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组 × ６０ ０００

２． ２　 材料表面亲水性分析 　 Ｔｉ 组接触角较大，显
示出一定疏水性能，见图 ２Ａ；相较于 Ｔｉ 组，ＰＴｉ 组材

料表面接触角明显减小，亲水性增强，见图 ２Ｂ；加载

多层膜后，ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组接触角较 ＰＴｉ 组大，小于 Ｔｉ
组，亲水性相较于 ＰＴｉ 组有所下降，但较 Ｔｉ 组仍明

显改善，差异均有统计学意义 （Ｆ ＝ １６２. ３８，Ｐ ＜
０. ０５），见图 ２Ｃ。 各组样品接触角角度见表 １。
２ ． ３　 Ｘ射线光电子能谱分析　 结果显示经过碱热

图 ２　 接触角测量图片

Ａ：Ｔｉ 组；Ｂ：ＰＴｉ 组；Ｃ：ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组
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表 １　 样品表面接触角角度（ｎ ＝ ９，�ｘ ± ｓ）

组别 接触角角度（°）
光滑钛片 ６１． ２７ ± ３． ２３
碱热处理 ２７． ３７ ± ４． １２
ＰＴｉ ／ ＰＳＣ ３９． ８７ ± ４． ５６

处理后 Ｔｉ 的特征峰强度下降，表明钛表面形成二氧

化钛薄膜，见图 ３Ａ、３Ｂ；ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组可见 Ｔｉ ２ｐ 减少

和 Ｎ１ｓ 峰出现，表明海藻酸钠和壳聚糖已成功修饰

钛表面，见图 ３Ｃ；在 ４００ ｅＶ，多肽修饰组 Ｎ１ｓ 峰升高

表明特异性多肽已成功搭载至壳聚糖 －海藻酸钠聚

合多层膜内，见图 ３Ｄ。

２． ４　 傅里叶红外光谱检测结果　 与 Ｔｉ 组相比，ＰＴｉ
组 ＦＴＩＲ 光谱于 ３ ０００ ～ ３ ５００ ｃｍ － １处出现宽峰，该
吸收峰是钛片碱热处理后所形成的弱碱性钛酸盐上

羟基伸缩震动造成的，表明碱热处理后钛表面出现

了 － ＯＨ 特征官能团；ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组在 １ ６２０ ｃｍ － １、
１ ４０３ ｃｍ － １处出现吸收峰，见图 ４Ａ，表明在钛表面

已成功构建壳聚糖 －海藻酸钠多层膜结构。 搭载特

异性多肽后，当吸收波为 １ ６３０ ｃｍ － １时，ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组

的波峰与标准多肽基本一致，证实特异性多肽已成

功搭载于钛基材表面，见图 ４Ｂ。
２ ． ５　 免疫荧光分析　 ３组材料表面均可见不等量

图 ３　 ＸＰＳ 分析图谱

Ａ： Ｔｉ 组；Ｂ： ＰＴｉ 组；Ｃ： ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组；Ｄ： 多肽修饰组

图 ４　 ＦＴＩＲ 检测结果

Ａ － ａ：Ｔｉ 组；Ａ － ｂ：ＰＴｉ 组；Ａ － ｃ：ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组； Ｂ － ｄ：多肽修饰组；Ｂ － ｅ：多肽标准光谱
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图 ５　 荧光分析图片 × ２００
Ａ： Ｔｉ 组；Ｂ： ＰＴｉ 组；Ｃ： ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组

的荧光，Ｔｉ 组材料表面见极少量荧光分布；ＰＴｉ 组及

ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组表面荧光分布量较 Ｔｉ 组明显增多，其中

ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组表面荧光分布量最多且均匀，证实已成

功于钛表面固定目的多肽，见图 ５。
２． ６　 多肽释放量分析　 由释放曲线可见：多肽的释

放量随着时间延长逐渐增加，释放速度逐渐减慢。
最初 ２４ ｈ 时内，多肽释放量迅速增加，其中 Ｔｉ 组最

少且后续未见明显上升，表明 ２４ ｈ 基本完全释放；
ＰＴｉ 组多肽释放速度及释放量介于 Ｔｉ 组与 ＰＴｉ ／ ＰＳＣ
组之间，持续释放至第 ４ 天；ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组多肽释放过

程持续时间最长，至第 ７ 天释放量仍持续增加，缓释

效果较其他两组更为理想，见图 ６。

图 ６　 特异性多肽释放曲线

３　 讨论

　 　 钛种植体表面改性的方法主要有物理方法、化
学方法和生物学方法，其中运用生物学技术对种植

体表面进行生物化改性成为当前的研究热点［５］。
概括而言，生物化改性就是通过组织工程学方法，将
具有特异性识别功能的生物活性因子吸附到材料表

面，形成一个与生物活体相适应的材料表面过渡层

以控制骨整合的过程，该方法具备如下优点：① 可

利用的生物活性分子有多种，包括胶原、生长因子、
细胞自分泌胞外全基质、细胞识别短肽、釉原蛋白

等；② 通过一定的方法，采用生物可降解材料在钛

表面构建载负生物活性分子的微结构，形成具备较

好骨诱导性的种植体表面结构，促进骨结合［２，６］。
本研究所选择的生物活性分子为人成骨细胞特异性

识别多肽，是通过噬菌体展示技术及噬菌体随机肽

库筛选方法，获得的特定多肽结构，为课题组前期研

究成果，且经体内、体外系列研究均证实该多肽结构

可以显著促进骨结合［７ － ９］。
　 　 如何将生物活性分子与种植体结合，在钛种植

体表面构建目的因子的缓释系统并充分发挥其活

性，是钛种植体表面生物化改性研究的重要环节。
缓释系统可以模拟体内环境，将活性因子与缓释载

体结合后植入体内以持续保持其活性并延长其作用

时间，维持生物活性分子最佳的生物学功能。 缓释

系统的功能有如下三个方面：① 可载负生长因子并

使之与周围组织均匀接触；② 对周围细胞的增殖分

化具备诱导功能；③ 作为支架结构以促进组织生

长［１０］。 目前，在钛种植体表面吸附和释放生物大分

子的方法主要包括：物理吸附法、化学固定法、载体

法［１１］以及层层自组装法。 其中，层层自组装法是目

前在材料表面构建生物因子缓释系统应用较多较为

成熟的方法，已成功应用于有机材料及金属无机材

料的表面改性研究［１２］。 该方法具有如下优点：①
不受基材形状的限制，制备条件简单温和且缓释薄

膜具有较高的热力学稳定性；② 缓释效果显著，可
通过调节涂层循环次数以控制涂层的量并由此实现

对目的因子载负量的可控。 因此，本研究采用 ＬｂＬ
技术在钛种植体表面构建聚电解质多层膜结构。 钛

片经过碱热处理后，表面富含带负电荷的 Ｔｉ － ＯＨ
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基团的钛酸钠凝胶，由此可作为层层自组装的启动

基础［１３］，聚赖氨酸溶液浸泡后，在 Ｔｉ － ＯＨ 基团的作

用下，使钛表面获得一层稳定的正电荷薄膜，此时再

将海藻酸钠、壳聚糖在钛表面进行交替吸附沉积，最
终获得理想的聚电解质复合物多层膜，在此多层膜

基础上搭载多肽，如此成功实现钛种植体表面对特

异性多肽良好的缓释效应。 由释放曲线可见：光滑

钛片组多肽突释明显，释放速度最快，在 ２４ ｈ 内几

乎释放殆尽；碱热处理组样品所吸附多肽释放较光

滑组变慢且持续时间也较长；相比之下，层层自组装

组样品在 ３ 组中对多肽的缓释效果最为理想，其释

放速度明显慢于前两组，虽然在前 ２４ ｈ 内也有部分

突释，但后续释放随之减缓且持续时间较长，延续至

第 ７ 天仍可见多肽释放，由此可见，层层自组装组样

品对多肽的缓释效果最为理想。 究其原因，主要是

层层自组装样品的制备有别于前两组，首先是在碱

热处理的基础上，形成多孔的钛表面结构，相较于光

滑表面，该多孔结构可吸附一定量的多肽；其次，因
层层自组装样品制备的多个循环，可以尽可能多的

将多肽吸附在多层膜内；再者，层层自组装的多层膜

结构具备良好的热力学稳定性以及半透膜性，由此，
可实现载负多肽量较好的稳定性及可控性，且 ３ 组

样品中其缓释效果最佳。
　 　 研究［１４］表明，生物因子的缓释系统应该具备以

下标准：缓释系统载体及其降解产物应为生物可吸

收材料，可抑制各种病理过程，便于使用且无菌半

透，有利于愈合与再生且可以作为新生组织的结构

支撑。 壳聚糖、海藻酸钠是天然多糖类高分子聚合

物，具备良好的生物相容性、易生物降解性及可加工

成型性，目前被广泛应用于骨组织工程领域支架材

料的制备［１５］。 由于海藻酸钠的分子链上有大量的

羧基，壳聚糖分子链上有大量的伯氨基，因此，可以

通过正负电荷的吸引形成壳聚糖和海藻酸钠相互吸

附的聚电解质膜结构［１６］，此类膜结构可作为生物因

子的释放载体，因此，本研究采用壳聚糖和海藻酸钠

作为构建缓释系统的基本材料。 ＳＥＭ 结果显示：
ＰＴｉ ／ ＰＳＣ 组表面形成一层不均匀的膜性结构，经放

大后显示为类似立体网状结构；ＸＰＳ 结果也证明海

藻酸钠 －壳聚糖多层膜已成功修饰钛表面（图 ３Ｃ）。
以此多层膜结构作为载体，构建载负成骨细胞特异

性识别多肽的缓释系统，ＸＰＳ 图谱见 ４００ ｅＶ 处多肽

组 Ｎ１ｓ 峰明显升高（图 ３Ｄ），同时 ＦＴＩＲ 光谱显示，
吸收波为 １ ６３０ ｃｍ － １时多肽修饰组波峰与标准多肽

基本一致，均表明特异性多肽已成功复合至壳聚糖

－海藻酸钠多层膜内（图 ４Ｂ）。 综上所述，本实验结

果证实在钛种植体表面成功构建具备良好缓释效应

的多肽缓释系统。
　 　 本研究依据生物材料表面改性理论，运用静电

自组装技术，选择天然可生物降解材料海藻酸钠以

及类似于细胞外多糖的天然氨基多糖壳聚糖作为生

物涂层的基本成分，在活化（碱热处理）的钛种植体

表面进行细胞外基质化的构建，形成多层膜结构，同
时利用此多层膜装载成骨细胞特异性识别多肽，由
此构建成骨细胞特异性多肽的缓释系统，实现对生

物涂层量的可控和生物活性分子的缓释，本研究构

建的钛种植体表面缓释涂层的生物学效应尚有待相

关的体外体内系列实验进一步验证。
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