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钛表面新型抗菌涂层的生物相容性研究
庞诗梦，夏　 荣，李趁趁，余金兰

摘要　 目的　 探究钛表面聚二甲基硅氧烷 ／葡萄糖酸氯己定

（ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ）涂层的生物相容性。 方法　 将不同浓度 ＣＨＧ
通过 ＰＤＭＳ 共价接枝到钛表面，分为 ５ 组。 钛组：空白对照

组；ＰＤＭＳ 组：仅用 ＰＤＭＳ 处理组；Ｃ１ 组：用 ＰＤＭＳ 和 ０. ２ ｍｇ ／
ｍｌ ＣＨＧ 处理组；Ｃ２ 组：用 ＰＤＭＳ 和 ０. ４ ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＧ 处理组；
Ｃ３ 组：用 ＰＤＭＳ 和 ０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＧ 处理组；使用扫描电子显

微镜（ＳＥＭ）观察各组钛片表面形貌，并将大鼠牙龈成纤维细

胞（ＲＧＦｓ）接种至样品表面共培养，ＦＩＴＣ 标记的鬼笔环肽和

ＡＯ ／ ＥＢ 染色后，激光扫描共聚焦显微镜（ＣＬＳＭ）观察各组钛

片表面细胞形态和细胞状态，ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞增殖。 结

果　 ＳＥＭ 下可见各实验组钛片表面均已成膜，结合元素分

析可得，Ｃ２、Ｃ３ 组表面的膜均匀且致密；ＣＬＳＭ 显示各实验组

细胞形态与钛组一致，伸展较好，且 ＡＯ ／ ＥＢ 染色结果表明，
各组均有大量绿色荧光，且细胞形态良好；ＣＣＫ⁃８ 结果显示

各组 ＯＤ 值差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 结论　 钛表面

结合浓度不超过 ０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 涂层具有良好的

生物相容性。
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　 　 种植义齿修复具有成功率高、不损伤邻牙等优

点，是替代缺失牙的金标准［１］，被称为“人类的第三
副牙齿” ［２］。 而钛基材料本身不具备抗菌性能，若
发生微生物感染，则可能导致种植体周围疾病，是导

致种植失败的主要因素之一［３］。 近年来有学者通
过在种植体表面上制备纳米粒子涂层以达到抗菌效

果［４ － ５］；Ｆａｒａｍａｒｚｉ ｅｔ ａｌ［６］ 将米诺环素与种植体相结
合，３ 个月内种植体周围牙龈卟啉单胞菌的数量明
显减少；Ｃａｒｉｎｃｉ ｅｔ ａｌ［７］研究了涂覆聚二甲基硅氧烷 ／
葡萄糖酸氯己定（ ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ ／ ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅ
ｇｌｕｃｏｎａｔｅ，ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ）内涂层的种植体的抗菌性，
结果表明该涂层具有良好抗菌性能，但无法持续释

放药物。 该研究拟在钛片表面构筑 ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 复

合涂层，模拟愈合基台高度光滑的表面，观察该复合

涂层不同浓度下对成纤维细胞的影响，探究涂层的

生物相容性，以期为今后在愈合基台表面构建抗菌

涂层提供理论基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂　 医用钛片 ＴＡ１（宝鸡泰宇鑫金属
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材料有限公司）；聚二甲基硅氧烷 Ｓｙｌｇａｒｄ １８４（美国

Ｄｏｗ Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；葡萄糖酸氯己定溶液（美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司）；ＳＵ８２２０ 冷场发射扫描电子显微镜（日本

株式会社日立制作所）；ＬＳＭ８８０ 激光扫描共聚焦显

微镜（德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司）；多功能微孔板酶标仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；大鼠牙龈成纤维细胞及

专用培养基（中国普诺赛生命科技有限公司）；ＣＣＫ⁃
８ 试剂盒（中国赛国生物科技有限公司）；ＡＯ ／ ＥＢ 双

染剂盒（中国贝博生物科技有限公司）；ＦＩＴＣ 标记鬼

笔环肽（中国索莱宝生物科技有限公司）；ＤＡＰＩ、抗
荧光淬灭封片液（上海碧云天生物技术有限公司）。
１． ２　 涂层的制备　 将直径 １２ ｍｍ，厚 １ ｍｍ 的钛片

抛光至 ７ ０００ 目，放入丙酮、无水乙醇和超纯水中超

声荡洗，各 ３０ ｍｉｎ，烘干，采用系统抽样将其随机分

为 ５ 组。 钛组：空白对照组；ＰＤＭＳ 组：仅用 ＰＤＭＳ
处理组；Ｃ１ 组：用 ＰＤＭＳ 和 ０. ２ ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＧ 处理组；
Ｃ２ 组：用 ＰＤＭＳ 和 ０. ４ ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＧ 处理组；Ｃ３ 组：
用 ＰＤＭＳ 和 ０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＧ 处理组。
　 　 ＰＤＭＳ 预聚体和交联剂按质量比 １０ ∶ １ 混合，
将 ＰＤＭＳ 组、Ｃ１ 组、Ｃ２ 组、Ｃ３ 组钛片放入浸泡，烘
干。 再将 Ｃ１ 组、Ｃ２ 组、Ｃ３ 组钛片分别放入 ０. ２、
０. ４、０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＧ 溶液中浸泡，冲洗，烘干，环氧

乙烷灭菌。
　 　 各组随机抽取 ３ 枚钛片，利用扫描电子显微镜

（ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ，ＳＥＭ）观察表面微观

形貌，检测涂层是否成功涂覆；随机抽取 ２ 枚钛片的

各 ３ 个区域，用 Ｘ 射线能谱仪 （ ｅｎｅｒｇｙ ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＥＤＳ）分析表面元素。
１． ３　 大鼠牙龈成纤维细胞的准备　 大鼠牙龈成纤

维细胞（ｒａｔ ｇｉｎｇｉｖａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＲＧＦｓ）使用专用培养

基培养，传代至 ３ ～ ５ 代时进行实验。 将细胞置于

５％ＣＯ２，９５％ 空气，３７ ℃ 培养箱中培养，密度达到

８０％左右时进行细胞接种。
１． ４　 细胞骨架染色实验　 每组随机取 ５ 枚钛片分

别放入 ２４ 孔板内，将第 ３ 代 ＲＧＦｓ 按每孔 １ × １０４ 个

细胞接种至钛片表面，放入细胞培养箱培养 １２ ｈ
后，弃掉板内旧的培养液，ＰＢＳ 清洗，４％多聚甲醛室

温固定 １０ ｍｉｎ，用 ０. ５％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 透化处理 ５
ｍｉｎ，加入 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＦＩＴＣ 标记的鬼笔环肽工作液

染色 ３０ ｍｉｎ，再加入 ＤＡＰＩ 复染细胞核，倒置在载玻

片上，激光共聚焦显微镜（ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＣＬＳＭ）下观察。
１． ５　 ＡＯ ／ ＥＢ 染色实验　 每组随机取 ５ 枚钛片，将
细胞按照每孔 １ × １０４ 个细胞接种至钛片表面，培养

２４ ｈ 后，每孔加入染色缓冲液 ５００ μｌ，再各加入 ５ μｌ
ＡＯ 和 ５ μｌ ＥＢ，室温放置 １０ ～ ２０ ｍｉｎ，ＣＬＳＭ 下观

察。
１． ６　 细胞增殖实验　 每组随机取 ５ 枚钛片，将细胞

按照每孔 １ × １０４ 个细胞接种至钛片表面，培养 １、４、
７ ｄ 后，从各组随机选取 ３ 枚钛片，每孔加入 １ ｍｌ 新
鲜的培养基，并加入 １００ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，放入 ３７ ℃
恒温箱中孵育 ４ ｈ，每孔吸取 ２００ μｌ 加入 ９６ 孔板

中，设 ３ 个平行重复孔，最后用酶标仪测 ４５０ ｎｍ 处

的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
１． ７　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 版统计软件处

理数据，各组实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，比较采用单因

素方差分析（ＡＮＯＶＡ），Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 扫描电子显微镜观察　 各涂层组钛片表面扫

描电镜图见图 １，钛组表面可看到少量划痕；ＰＤＭＳ
组表面形成了一层有少量裂纹的膜；Ｃ１、Ｃ２ 组表面

虽形成了均匀的 ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 膜，但不够致密；Ｃ３ 组

钛片表面组形成了均匀且致密的 ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 膜。
钛片表面元素分析见图 ２，Ａ ～ Ｃ、Ｄ ～ Ｆ 分别为 ２ 枚

钛片不同区域，结果显示同 １ 枚钛片各区域均含有

Ｃｌ 元素，且含量大致相等，证明 ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 涂层涂

覆成功。

图 １　 各组钛片在 ＳＥＭ 下的表面形貌　 × ５００
Ａ：钛组；Ｂ：ＰＤＭＳ 组；Ｃ：Ｃ１ 组；Ｄ：Ｃ２ 组；Ｅ：Ｃ３ 组
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图 ２　 钛片表面 ＥＤＳ 分析图

Ａ ～ Ｃ、Ｄ ～ Ｆ：分别为 ２ 枚钛片不同区域的元素分析结果

２． ２　 细胞骨架染色结果 　 细胞接种 １２ ｈ 后，在
ＣＬＳＭ 下观察各组钛片表面细胞骨架的形态。 各组

细胞沿着各个方向伸展，均匀铺开，周围见伪足伸

出，见图 ３。
２． ３　 ＡＯ ／ ＥＢ 实验结果　 细胞接种 ２４ ｈ 后，ＡＯ ／ ＥＢ
染色，在ＣＬＳＭ下观察各组钛片表面细胞情况。各

图 ３　 ＣＬＳＭ 下各组钛片表面细胞骨架染色图像 × ４０ ｏｉｌ
Ａ：钛组；Ｂ：ＰＤＭＳ 组；Ｃ：Ｃ１ 组；Ｄ：Ｃ２ 组；Ｅ：Ｃ３ 组

组都有大量绿色荧光，仅可看到极少数红色荧光，见
图 ４。
２． ４　 细胞增殖结果　 各组钛片表面细胞培养 １、４、
７ ｄ，随着时间推移，各组 ＯＤ 值都在逐渐增加，但差

异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５），见图 ５。

图 ４　 各组钛片表面活死细胞情况 × ２００
　 　 Ａ：钛组；Ｂ：ＰＤＭＳ 组；Ｃ：Ｃ１ 组；Ｄ：Ｃ２ 组；Ｅ：Ｃ３ 组；绿色：活细胞；
红色：死细胞
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图 ５　 各组钛片表面细胞增殖情况

３　 讨论

　 　 当种植修复日渐成为人们心中的最佳修复方

式，种植体周围疾病也得到了学者们的极大关注，它
包括种植体周围黏膜炎和种植体周围炎。 由于在种

植修复过程中细菌的繁殖是不可避免的，而细菌负

荷又是导致种植体周围炎的重要因素，最终甚至会

出现种植体松动、移位、脱落等。 基台和种植体之间

的间隙较易滋生病原菌［７］，因此预防种植体和基台

连接处微生物感染是维持种植体长期稳定的关

键［８ － １１］。
　 　 近年来，学者致力于种植体表面抗菌涂层的研

究，但部分抗菌涂层生物相容性通常较差，甚至可能

存在细胞毒性并导致内脏器官损伤［１２］。 由于 ＣＨＧ
具有类似于抗生素的特性，且不易导致细菌耐药，在
口腔诊疗中广泛应用。 除此之外，ＣＨＧ 能杀灭真菌

和细菌，但不能破坏孢子或分歧杆菌，在较低浓度

下，ＣＨＧ 可以引起革兰阳性菌和革兰阴性菌细胞内

钾离子和戊糖的释放，达到杀菌的目的，而浓度较高

的 ＣＨＧ 会导致细菌细胞壁形成不可逆的损伤，因此

本研究选用 ＣＨＧ 作为抗菌成分，探究其不同浓度的

生物相容性。 ＰＤＭＳ 涂层是一种新型的涂层，是一

种疏水类有机硅物料，在药品、日化用品、食品、建筑

等各领域均有应用。 ＰＤＭＳ 通过聚硅氧烷链和钛表

面的⁃ＯＨ 官能团的相互作用与钛表面结合，硅氧烷

则可通过范德华力捕获 ＣＨＧ 分子，使它们在与水介

质接触后缓慢释放［１３］。 Ｌａｕｒｉｔａｎｏ ｅｔ ａｌ ［１３］报道内腔

涂覆 ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 涂层的种植体能有效抑菌，结果显

示，４８ ｈ 内仅有 ０. ３％ 的细菌污染种植体 － 基台连

接处的外表面。
　 　 本研究采用 ＰＤＭＳ 与 ＣＨＧ 结合的方式制备

ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 复合涂层，利用 ＡＯ ／ ＥＢ 活死细胞染色

试剂盒和 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测活死和增殖情况，结果

表明实验所选各浓度的 ＣＨＧ 均呈现良好的增殖效

果和活死比例，说明 ＣＨＧ 浓度不超过 ０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ 的
ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 不会抑制细胞的生长。 随后利用 ＦＩＴＣ
标记的鬼笔环肽对细胞骨架进行染色，结果显示，各
组钛片表面细胞在共聚焦显微镜下伸展形态良好，
细胞骨架清晰， 呈梭形， 且有伪足伸出。 提示

ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 在 ＣＨＧ 浓度不超过 ０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ 时，具有

良好的生物相容性。
　 　 本研究使用高度抛光的钛片模拟了愈合基台表

面光滑的形态。 在临床应用过程中，可将该涂层制

备在愈合基台上，在不破坏种植体表面结构的前提

下，达到抗菌的目的，且在复诊过程中可随时更换，
降低了成本，节省了时间，并且方便后续灭菌和使

用。 相较于之前研究中将复合涂层涂覆于植体内腔

的方案，减少了试剂对种植体本身的损害，不仅解决

了内腔涂层无法使药物释放达到最佳浓度的问题，
同时由于本涂层在愈合基台外表面，种植体 － 基台

连接处间隙也不会因此增大而使细菌更容易定植。
　 　 本研究有一定的局限性，仅选用成纤维细胞进

行实验，而牙周组织是由多种不同的细胞、纤维共同

形成的，因此，后续会进一步对其他细胞的相容性进

行研究，并模拟口腔内状态，以得到更加全面的理论

支持；拟进行动物实验，探究该涂层的抗菌性及生物

相容性，为体内实验提供依据；同时也需将涂层的制

备工序进一步优化，使得涂层更加稳定和有效。
　 　 种植体抗菌涂层的研究进展迅速，在预防种植

体周围疾病方面有重要意义，前景广阔，但由于大部

分研究都停留在体外实验和动物实验阶段，因此，尚
需要更多的基础及临床研究来推动这一技术的发

展。
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