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摘要　 目的　 研究多孔钛表面通过层层自组装技术（ＬＢＬ）
制备硫酸乙酰肝素（ＨＥＰ） ／壳聚糖（ＣＨＩ）聚电解质多层膜并

沉积纳米银后的抗菌性能。 方法 　 应用 ＬＢＬ 将带负电的

ＨＥＰ 和带正电荷的 ＣＨＩ 交替吸附在多孔钛表面形成聚电解

质多层膜，在碱性条件下装载银离子。 使用扫描电子显微

镜、Ｘ 射线光电子能谱仪、接触角测量仪、电感耦合等离子体

发射光谱仪评价各制备表面性质，利用抑菌圈法、浊度法、
活 ／死细菌染色法和涂布平板法评估载银聚电解质多层膜的

抗菌性能。 结果　 材料表征手段证实聚电解质多层膜成功

沉积在钛表面，且纳米银颗粒沉积在膜表面。 抗菌实验显示

载银修饰显著改善涂层抗菌能力。 结论　 通过层层自组装

技术在改性钛表面制备的载银 ＨＥＰ⁃ＣＨＩ 聚电解质多层膜具

有良好的抗菌性能。
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中图分类号　 Ｒ ７８３． １
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２２）０５ － ０７５４ － ０５
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２２． ０５． ０１５

　 　 钛及其合金广泛用于牙科种植体，但种植体感

染相关并发症影响其长期疗效［１］。 为解决该问题，
抗生素被整合在材料表面赋予材料一定的抗菌能

力；但抗生素的抗菌谱狭窄、易引发细菌耐药性等问

题影响其应用效果［２］。 由于广谱、高效的抗菌活性

和不引发细菌耐药性，银成为抗生素的潜在替代

物［３］，但载银表面制备成本高、费时、高耗能等缺点

制约其应用［４］。 故亟需寻找制备方法简单、抗菌效

果优异的种植体表面载银技术。 该研究旨在微纳米

多孔钛表面，采用层层自组装技术（ ｌａｙｅｒ ｂｙ ｌａｙｅｒ
ｓｅｌｆ⁃ａｓｓｅｍｂｌｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ＬＢＬ）将带负电荷的硫酸乙

酰肝素（ｈｅｐａｒｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ， ＨＥＰ）和带正电荷的壳聚糖

（ｃｈｉｔｏｓａｎ， ＣＨＩ）交替吸附在多孔钛表面，构建出具

有良好生物相容性的多层膜［５］，再吸附银离子，构
建出具有良好抗菌性能的涂层，为钛基植入材料抗

感染表面制备提供可行的思路。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料与仪器　
１． １． １ 　 材料 　 纯钛（山西宝鸡有色金属有限公

司）；聚赖氨酸、硝酸银、ＨＥＰ（美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）；丙酮（上海阿拉丁试剂有限公司）；氢氧化钠、
ＣＨＩ、冰醋酸（上海国药集团化学试剂有限公司）；脑
心浸液肉汤（ｂｒａｉｎ ｈｅａｅｔ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｂｒｏｔｈ，ＢＨＩ，青岛高

科园海博生物技术有限公司）；活 ／死细菌染色试剂

盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）。
１． １． ２　 仪器 　 扫描电子显微镜（日本日立有限公

司）；Ｘ 射线光电子能谱仪（美国热电公司）；接触角

测试仪（德国克吕士公司）；电感耦合等离子体发射

光谱仪（美国热电公司）。
１． ２　 材料制备及表征　
１． ２． １　 载银的 ＨＥＰ ／ ＣＨＩ 聚电解质多层膜制备　 将

直径 １０ ｍｍ 的钛片用 ８０、１２０、２４０、３２０、５００、６００、
８００、１ ０００、１ ２００、１ ５００和２ ０００目砂纸连续抛光，然
后依次置于丙酮、无水乙醇、去离子水中各超声清洗

３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，标记为 Ｔｉ； 然后放入 ２. ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

氢氧化钠溶液中 ６０ ℃活化 １２ ｈ，取出后用煮沸去离

子水超声清洗 ５ 次，每次 ２ ｍｉｎ，之后将钛片放于煮

沸去离子水中浸泡 １. ５ ｈ，标记为 ｐＴｉ；然后浸入 ２
ｍｇ ／ ｍｌ 聚赖氨酸溶液（ＰＬＬ）中 １２ ｈ，取出钛片，去离

子水中漂洗，吹干，标记为 ｐＴｉ⁃Ｐ。 将 ｐＴｉ⁃Ｐ 依次浸

于 １０ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＨＥＰ 溶液中（预先调节 ｐＨ ＝ ７）和 ２
ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＩ 中 （预先用冰醋酸调节 ｐＨ ＝ ４） 各 １５
ｍｉｎ。 重复 ４ 次，最后一层是 ＨＥＰ，标记为 ｐＴｉ⁃Ｐ⁃
ＬＢＬ。 将 ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ 浸泡在 ｐＨ 为 １０、浓度为 １ ｍｇ ／
ｍｌ 的硝酸银溶液中，室温下浸泡 ０. ５ ｈ，干燥后得到

表面载银的样品，标记为 ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ。 制备过程

如图 １ 所示。
１． ２． ２　 样品表征　 各组选 １ 个样品干燥后喷金 ３０ ｓ，
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图 １　 钛片上载银的 ＨＥＰ ／ ＣＨＩ聚电解质多层膜的制备工艺

利用扫描电子显微镜观察表面形貌的变化。 各组选

１ 个样品，利用 Ｘ 射线光电子能谱仪分析表面元素

组成和含量。 各组选 ５ 个样品，利用接触角测试仪

室温下测量样品表面亲水性能的改变。 各组选 １ 个

样品利用硝酸 ／盐酸（１ ∶ ３）混合液溶解表面的银，
通过感应耦合等离子体质谱仪测定钛片表面总载银

量。
１． ３　 抗菌性能评价　 为评价制备材料的抗菌能力，
使用 ＢＨＩ 培养基将金黄色葡萄球菌制成浓度为 １ ×
１０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ 的细菌悬液，进行以下评价。
１． ３． １　 抑菌圈法评价　 取 １００ μｌ 细菌悬液均匀涂

在琼脂固体培养基上，每组取 １ 个样品正面朝下放

置在培养基上，３７ ℃培养 ２４ ｈ，拍摄记录各个样品

周围抑菌环的大小。
１． ３． ２　 浊度法评价　 每组取 ３ 个灭菌样品放入 ２４
孔板，每孔加入 ２ ｍｌ 菌液，３７ ℃培养，分别于 ４、６、
８、１０、１２、２４ ｈ 吸取 １５０ μｌ 溶液用酶标仪测量波长

６６０ ｎｍ 下的吸光度，通过浊度法评价材料抗菌能

力。
１． ３． ３　 活死细菌染色评价　 每组取 １ 个灭菌样品

放入 ２４ 孔板并加入 ２ ｍｌ 菌液，３７ ℃培养 ２４ ｈ，取出

样品，ＰＢＳ 漂洗后，活 ／死细菌试剂盒染色 １０ ｍｉｎ，荧
光显微镜观察各样品表面细菌黏附数量及活死细菌

比例。
１． ３． ４　 涂板法评价　 每组取 １ 个灭菌样品放入 ２４
孔板中并加入 ２ ｍｌ 菌液，３７ ℃培养 ２４ ｈ，取出样品

ＰＢＳ 漂洗后，置于 ５ ｍｌ 离心管并加入 ３ ｍｌ ＰＢＳ，超
声 ３ ｍｉｎ，涡旋震荡 ３ ｍｉｎ，将样品表面的细菌分散在

ＰＢＳ 中，取 １００ μｌ 涂板，３７ ℃ 培养 ２４ ｈ 后进行观

察。
１． ４　 统计学处理　 所有的实验至少进行了 ３ 次独

立的实验，使用 ＳＰＳＳ １６. ０ 软件进行分析。 采用 Ｋ⁃Ｓ
检验和 Ｌｅｖｅｎｅ 检验证实数据符合正态分布且方差

齐，以 �ｘ ± ｓ 表示，用单因素方差分析比较水接触角

和细菌增殖量的组间差异，Ｔｕｋｅｙ 法进行两两比较，
检验水准双侧。 以双侧 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　 各步反应后表面形貌的扫描电

子显微镜照片显示：碱热处理形成均匀的纳米孔，并
有大量的杆状物（图 ２Ａ）；ＰＬＬ 沉积后，杆状物增粗

（图 ２Ｂ）；静电层层自组装后，多孔结构的孔隙被填

充、孔径明显缩小，说明多层膜成功组装在表面（图
２Ｃ）；载银后，表面孔隙进一步缩小，出现形状不规

则的颗粒，证明载银表面构建成功（图 ２Ｄ）。

图 ２　 各样品的表面形貌　 × １００ ０００

Ａ： ｐＴｉ； Ｂ： ｐＴｉ⁃Ｐ； Ｃ： ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ； Ｄ： ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ

２． １． ２　 元素分析　 图 ３ 是各步反应后表面元素变

化的 Ｘ 射线光电子能谱全谱图，如图所示，聚赖氨

酸沉积后（ ｐＴｉ⁃Ｐ），Ｔｉ ２ｐ 峰的减少和 Ｎ １ｓ 峰的出

现，证明 ＰＬＬ 已成功吸附到多孔钛表面上；ＨＥＰ ／
ＣＨＩ 组装后（ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ），Ｔｉ ２ｐ 峰消失和 Ｓ ２ｐ 峰出

现，证明了层层组装成功；硝酸银浸泡后 （ ｐＴｉ⁃Ｐ⁃
ＬＢＬ⁃Ａｇ），Ａｇ ３ｄ 峰出现，证明了银已成功装载到材

料表面。
　 　 Ｘ 射线光电子能谱元素高分辨检测获得表面各

元素的原子百分比，结果显示：随着反应进行，表面

钛原子百分含量持续下降，表明钛基底逐渐被覆盖；
含有大量氮原子的 ＰＬＬ 修饰后，表面 Ｎ 原子含量大
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图 ３　 各组样品表面 Ｘ 射线能量色散谱全谱

幅上升；ＨＥＰ 和 ＣＨＩ 中氮原子含量较 ＰＬＬ 低、且
ＨＥＰ 含有硫元素，因此，层层组装表面（ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ）
氮含量降低和硫元素出现以证明 ＨＥＰ 和 ＣＨＩ 被组

装在钛表面；硝酸银浸泡后表面银原子含量显著提

高，证明银成功装载在涂层上。 见表 １。

表 １　 不同样品表面各元素原子百分含量（％ ）

组别 Ｃ Ｏ Ｎ Ｓ Ｔｉ Ａｇ
ｐＴｉ ２９． ５５ ５１． ２８ ０． ９５ － １８． ２２ －
ｐＴｉ⁃Ｐ ３４． １１ ４１． ８６ ９． ３８ － １４． ６５ －
ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ ５２． ３４ ３７． ３４ ７． ４７ ２． ５９ ０． ２６ －
ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ ５４． ２９ ２９． ７７ ５． ６８ ３． ４３ ０． ２７ ６． ５５

２． １． ３　 水接触角　 通过接触角测量仪测量监控涂

层制备过程，见表 ２。 Ｔｉ、ｐＴｉ、ｐＴｉ⁃Ｐ 的水接触角分别

为（ ５９. ７９ ± ２. ５０ ）°、 （ ８. ４６ ± １. ５７ ）°、 （ １１. ７６ ±
０. ９５）°，组间差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），说明碱

热活化和聚赖氨酸沉积成功实现。 层层组装过程

中，由于 ＣＨＩ 比 ＨＥＰ 更疏水，所以 ＨＥＰ 组装表面的

水接触角显著低于 ＣＨＩ 组装表面，且呈现锯齿形波

动，每次组装后表面水接触角与前一步有显著性差

别（Ｐ ＜ ０. ０５），证明多层膜组装成功。 与 ＨＥＰ ／ ＣＨＩ
组装膜相比，载银表面水接触角显著增加到（３５. ４５
± ２. ７４）°，亲水性变差，间接证明银装载成功。 以上

结果表明多层膜和银已成功地结合在多孔钛表面。
２． １． ４　 银定量　 电感耦合等离子体发射光谱仪检

测涂层表面载银量，结果显示表面载银总量 ３４. ２４
μｇ，表明银成功装载到自组装涂层上。
２． ２　 抗菌评价　
２． ２． １　 抑菌环　 抑菌圈试验测试样品对周围的金

黄色葡萄球菌的生长影响，见图 ４，只有载银样本周

围出现透亮的抑菌环，表明载银表面可以通过释放

银离子以抑制或杀死周围细菌。

表 ２　 各组样品静态水接触角（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

组别 接触角（°）
Ｔｉ ５９． ７９ ± ２． ５０
ｐＴｉ ８． ４６ ± １． ５７
ｐＴｉ⁃Ｐ １１． ７６ ± ０． ９５
ＨＥＰ１ ６． ９４ ± １． ３１
ＣＨＩ１ １１． ５７ ± １． ２８
ＨＥＰ２ ６． ９６ ± ２． ４３
ＣＨＩ２ １１． １１ ± ０． ５１
ＨＥＰ３ ５． ９０ ± １． ５５
ＣＨＩ３ １１． ４５ ± ２． ８７
ＨＥＰ４ ７． ５７ ± ０． ８９
ＣＨＩ４ １６． ５９ ± １． ６８
ＨＥＰ５ ７． ４２ ± ０． ８９
ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ ３５． ４５ ± ２． ７４
Ｆ 值 ３６９． ００
Ｐ 值 ＜ ０． ０５

图 ４　 各组样品抑菌环结果

　 　 Ａ： ｐＴｉ；Ｂ： ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ；Ｃ： ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ；黑色虚线：抑菌圈

２． ２． ２　 浊度法　 通过浊度法测量溶液体系中细菌

数量，见图 ５。 吸光度值与溶液中细菌的数量呈正

相关，样品在与细菌共培养 ２４ ｈ 后，只有 ｐＴｉ⁃Ｐ⁃
ＬＢＬ⁃Ａｇ 组吸光度值无增长，证明载银表面可以完全

抑制或杀死周围细菌。

图 ５　 浊度法检测溶液中细菌增殖结果
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２． ２． ３　 活 ／ 死细菌荧光染色　 原位活 ／死细菌荧光

染色法直接检测材料表面抗菌能力，如图 ６ 所示，细
菌在 ｐＴｉ、ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ 表面快速和广泛黏附，表面绿

色面积大于红色，表明细菌活力良好；ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ
表面细菌附着量较未装载银的表面少，且死细菌占

比高，表明载银表面具有较好的抗菌和杀菌性能。

图 ６　 各样品表面原位活 ／死细菌荧光染色结果　 × １００
Ａ： ｐＴｉ； Ｂ： ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ； Ｃ： ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ；绿色：活菌；红色：死菌

２． ２． ４　 涂板法　 样品表面黏附细菌重新分散于溶

液后，采用涂板法直观显示细菌数量，结果如图 ７ 所

示，ｐＴｉ 和 ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ 组的培养皿中几乎长满细菌，
而 ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ 组没有菌落。 结果表明载银表面

具有良好的抑菌 ／杀菌性能。

图 ７　 样品表面黏附细菌涂板照片

Ａ： ｐＴｉ； Ｂ： ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ； Ｃ： ｐＴｉ⁃Ｐ⁃ＬＢＬ⁃Ａｇ

３　 讨论

　 　 钛及其合金已经广泛用于牙科种植体并取得良

好的临床效果，但细菌所致种植体相关并发症是导

致愈合延迟、种植体失败和再次手术的主要因

素［２，６］。 研究［７］ 表明，口腔作为人体第四大菌库，细
菌种类约 ７００ 多种，其中部分菌种会在植入手术后，
快速黏附于种植体表面且促进其它细菌定植和生物

膜成熟。 黏附细菌形成生物膜可以保护细菌免受抗

生素和人体免疫系统的攻击［８］，是细菌所致种植体

并发症治疗困难的主要因素［９］，所以构建抗菌涂层

可以减少细菌的初始黏附和随后的生物膜形成，有
效地预防该类并发症的发生［５］。
　 　 ＬＢＬ 是一种通过静电相互作用使多聚阴离子和

多聚阳离子连续吸附在材料表面的技术。 该技术具

有工艺简单、制备条件温和、厚度可控的特点，适用

于构造复杂医疗装置的表面修饰［６］。 ＨＥＰ 是一种

硫酸化的糖胺聚糖，在聚合物链中有高含量的硫酸

基团，从而可形成高负电荷的聚合物［１０］。 ＣＨＩ 是一

种天然甲壳素多糖生物高分子材料，具有成本低、无
毒、可降解性高、生物相容性好等优点［５］；同时，由
于活性羟基和氨基官能团的存在，ＣＨＩ 表现出独特

的成膜特性和高正电特征［１１］。 因此，可以将 ＣＨＩ 与
ＨＥＰ 通过静电组装修饰在材料表面形成平滑的涂

层。 Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ［５］ 将 ＨＥＰ 和 ＣＨＩ 进行交联形成聚电

解质多层膜并进行小鼠前成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞实验，结果显示多层膜能有效促进成骨细胞在钛

表面的分化和增殖。 然而，很多种植体并发症都与

细菌侵入有关，仅在表面上制备聚电解质多层膜无

法避免细菌所致并发症，故装载抗菌物质以赋予材

料抗菌性能，可以有效降低细菌所致并发症的发生

率［５］。
　 　 银具有广谱抗菌性，且不易产生细菌耐药［３］。
目前，银抗菌机制主要分为两种：释放杀菌和接触杀

灭［１２］。 释放杀菌是指银及其化合物在液体环境中

产生 Ａｇ ＋ 以破坏细菌并抑制细菌繁殖。 接触杀灭是

指当细菌直接接触载银表面而被杀死。 口腔中大量

致病菌会导致种植体周围软硬组织炎症，进而引发

种植体周围软组织封闭能力下降和周围骨的吸收，
最终导致治疗失败；另外，细菌黏附在种植体表面并

形成生物膜是细菌所致并发症难以根治的主要原

因，故抑制或杀死种植体表面黏附的细菌和抑制种

植体周围细菌增殖是保障种植体长期疗效的有效手

段［１３］。 金黄色葡萄球菌对钛金属亲和力高，可以快

速黏附且介导其它细菌在种植体表面定植和促进生

物膜成熟［７］，是导致种植体周围炎症尤其是化脓性

感染的重要致病菌［１４］，故本研究采用金黄色葡萄球

菌评价修饰表面的抗菌能力。 通过抑菌圈法和浊度

法证明载银表面具有对周围细菌的杀灭能力，活死

细菌染色和细菌涂板证明载银表面可以防止细菌黏

附和生物膜形成。 故载银表面可以显著降低由细菌

引起并发症的发生率，是钛基植入材料表面改性的

有效手段。
　 　 综上所述，该实验采用层层自组装技术在钛材

的多孔表面构建聚电解质多层膜并进一步装载纳米

银，实现了种植体周围抗菌和种植体表面抗菌，且对

种植体感染和相关并发症有很好的防治效果。 该表

面技术在增加钛基种植体的抗菌性能方面有良好的

应用前景。
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