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骨内植入材料中，钛及钛合金具有良好的骨生

物相容性及耐腐蚀性能，且能与骨组织最终形成材

料与骨结合。种植体与骨组织整合过程会受到材料

的物理、化学、形状等因素干扰，以及!力加载、

种植外科技术和患者余留骨组织等条件的影响 [1]。

牙种植体的表面特性可影响种植体植入后的生物学

反应，对种植体的功能十分重要[2]。传统光滑表面

钛及钛合金种植体植入骨内后需3～4个月组织愈合

期，且结合力较弱，而表面粗化的钛种植体能够获

得更快的骨整合、更大的骨结合面积和更强的抗剪

切能力。本课题组依据医用骨内种植体生物及力学

相容性好的原则开发了新型钛合金骨植入体材料，

粗化处理对新型骨植入钛合金的生物相容性影响
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[Abstract] Objective The aim of this study was to investigate the in vitro effect of cell behavior on a new tita-

nium alloy and coarsening surface with sandblasting and duplicate treated by sandblasting and acid etching（ SLA）,

including cell proliferation, morphology as well as alkaline phosphatase expression. Methods The cell derived from

calvarial bone of neonate and co- cultured with the surface treated titanium alloys in vitro. The samples were treated

by mechanical polishing, the sandblasting and the SLA. Cell proliferation on samples for 3 d was examined by MTT

assay and cell morphology was observed by scan electron microscope. Alkaline phosphatase activity was measured at

5 d by ALP- special assay. Results The sandblasting and the SLA surface showed a significant different to smooth

surface in the proliferation osteoblasts. The cells were elongated and spread well and having plentiful filopods on the

coarse surface. The basal ALP activity indicated that optical density value of osteoblasts was not significant differ-

ence between coarse surface and smooth surface. Conclusion The observed effects are attributed to coarsening sur-

face and support the concept that roughness can enhance the differentiation, good morphology and alkaline phos-

phatase expression of the cells. These results suggest that the good biological performance evaluation of sandblasting

and etching surface is merited.
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[摘要] 目的 研究国内新研制的骨植入钛合金TZS进行喷砂并酸蚀处理对成骨细胞生物学行为的影响。方法

采用SD大鼠体外原代培养方法培养成骨细胞，并将细胞分别接种于新型钛合金（ 光滑表面）及表面处理的材料表面，

建立体外共同培养模型。采用MTT比色法检测第3天成骨细胞的增殖率，扫描电镜（ SEM）观察细胞形态学变化，培

养第5天进行细胞碱性磷酸酶功能活性检测。结果 喷砂与酸蚀处理组表面的成骨细胞，在3 d时的细胞增殖率与

光滑组比较有统计学差异（ P<0.05）；5 d时的处理组碱性磷酸酶活性检测值与光滑组比较无统计学差异（ P>0.05）；

SEM观察成骨细胞在喷砂与酸蚀组表面具有典型形态特征，伸展良好，具有丰富的板状、丝状伪足，优于光滑组。

结论 喷砂并酸蚀处理的新型钛合金在体外实验表现为不同程度的促进成骨细胞增殖及功能活性表达。
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前期研究[3- 4]检测了其生物力学和生物安全性，本研

究进一步对其进行表面粗化处理，观察处理后材料

表面的形貌改变对成骨细胞相容性的影响。

1 材料和方法

1.1 试样的制备

将新型研制钛合金TZS（ 西北有色金属研究院提

供）制备成直径14.5 mm、厚度1.0 mm的圆片，依次

用400、800号碳化硅砂纸进行表面抛光处理。喷砂

组采用600μm棕刚玉颗粒在压力8 kPa条件下进行处

理；酸蚀组在喷砂处理的基础上，采用HCl（ 体积分

数18%）和H2SO4（ 体积分数48%）在55℃条件下与材

料反应1 min；未作粗化处理的光滑组作为对照。所

有试样依次在丙酮、无水乙醇、双蒸水中进行超声

清洗。细胞培养前采用高温高压法消毒试样。

1.2 试样表面形貌观察

采用JSM- 840电子扫描显微镜（ scanning electron

microscope，SEM）（ Jeol公司，日本）观察喷砂组、

酸蚀组及光滑组材料表面的形貌。

1.3 成骨细胞培养

采用细胞原代培养技术，取SD大鼠颅盖骨组

织，分离成骨细胞并培养进行细胞实验。细胞培养

液为质量浓度为450 g/L基本培养基DMEM（ Gibco公

司，美国）、磷酸盐缓冲液、浓度2 mmol/L L-谷氨

酰胺、体积分数为50 mL/L的胎牛血清和抗生素（ 质

量浓度为50 μg/mL的链霉素和50 万U/mL青霉素）。

成骨细胞原代培养至第7天，在倒置相差显微镜下

观察，成骨细胞呈梭形或三角形，并伸出数量不等、

长短不一、形态各异突起，呈集落化生长趋势。

1.4 成骨细胞与材料共同培养后MTT活性检测

将喷砂、酸蚀、光滑组试样放入24孔培养板内，

组织盖玻片作为对照。细胞接种密度为1×104个/孔，

4个平行试样，72 h后加入质量浓度为5 mg/L MTT溶

液80 μL/孔，37 ℃继续孵育4 h，终止培养，加入

DMSO 600μL，振荡10 min，将100μL移入96孔板，

用酶联免疫仪在490 nm处测吸光度值。

1.5 成骨细胞与材料共同培养后形态学观察

成骨细胞接种方法同上，各组试样及对照组体

外共同培养72 h后，弃上清液，终止培养，加质量

浓度为3 g/L戊二醛1 mL/孔4 ℃固定，进行样品制

备，SEM下观察试样上的成骨细胞形态。

1.6 成骨细胞与材料共同培养后碱性磷酸酶活性的

检测

接种方法及细胞数量同步骤1.4，细胞培养5 d

后终止培养，PBS清洗3次，加入质量浓度为3 g/L

triton- X100 400μL，4℃过夜。加入150μL碱性磷

酸酶底物液，37℃孵育40 min，加50μL浓度1 mol/L

NaOH终止反应。将100 μL移入96孔板用酶联免疫

仪在410 nm处测吸光度值。

1.7 统计方法

用SPSS 10.0统计分析软件对第3天细胞增殖实

验和第5天细胞碱性磷酸酶活性检测结果进行统计

分析, P<0.05表明差异有统计学意义。

2 结果

2.1 试样表面形貌

光滑组材料表面仅有砂纸打磨痕迹（ 图1）。喷

砂及酸蚀组表面在放大500倍时具有相似的形貌；

而放大3 000倍可以观察到细微不同。酸蚀组与喷砂

组相比较，酸蚀组表面粗糙，边缘较圆钝，蜂窝状

孔隙的直径较均匀且清晰（ 图2、3）。

图 1 光滑组试样表面形貌 扫描电镜 ×500

Fig 1 Original magnification of smooth group SEM ×500

图 2 喷砂组试样表面形貌 扫描电镜 ×3 000

Fig 2 Original magnification of blasting group SEM ×3 000

图 3 酸蚀组试样表面形貌 扫描电镜 ×3 000
Fig 3 Original magnification of etching group SEM ×3 000
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2.2 成骨细胞与材料共同培养后的增殖

成骨细胞在各组材料表面培养3 d后的吸光度值

经统计学分析表明，喷砂组（ 0.422）与酸蚀组（ 0.426）

之间无显著性差异；而前两者与光滑组（ 0.396）之间

均有显著性差异（ P<0.05）。

2.3 成骨细胞与材料共同培养后的形态

成骨细胞在喷砂、酸蚀组与光滑组材料表面均

紧密贴附，光滑组表面细胞伸长为梭型，沿材料表

面的磨痕方向排列伸展（ 图4）；在喷砂及酸蚀组表

面，成骨细胞不仅伸展良好并有板层伪足及丝状伪

足突起，细胞胞核微微隆起，胞体丰满，富有分泌

颗粒；且在材料表面有较多沉淀物及细胞外基质

（ 图5、6）。

图 4 成骨细胞在光滑组表面的附着形态 扫描电镜 ×500

Fig 4 Morphology of osteoblasts on smooth group SEM ×500

图 5 成骨细胞在喷砂组表面的附着形态 扫描电镜 ×500

Fig 5 Morphology of osteoblasts on blasting group SEM ×500

图 6 成骨细胞在酸蚀组表面的附着形态 扫描电镜 ×500

Fig 6 Morphology of osteoblasts on etching group SEM ×500

2.4 成骨细胞与材料共同培养后碱性磷酸酶表达

成骨细胞在试样表面生长5 d后，碱性磷酸酶的

吸光度值分别为光滑组0.907、喷砂组1.074、酸蚀

组1.200，碱性磷酸酶表达依次增强，但统计学分析

显示，各组间无显著性差异（ P>0.05）。

3 讨论

新型钛合金TZS在组成上用Mo、Zr替代V、Al

等有毒元素，提高了生物安全性，降低了细胞毒

性 [4]。同时TZS的弹性模量为58～84 GPa，较纯钛

（ 106.4 GPa）及钛合金Ti6Al4V（ 101 GPa）更接近骨组

织，综合性能更优，更适合临床对骨植入体材料的

要求[3]。成骨细胞作为骨组织的主要功能细胞，承

担着骨的修复和改建功能，它在骨植入材料表面的

形态及功能变化，可客观反映该替代材料的细胞相

容性。比较建系细胞与原代培养方法，虽然原代细

胞培养由于取材组织与物种来源不同对细胞生物学

行为会有一定影响，但不会影响到实验结果；而建

系细胞很大程度丢失了成骨特征能力[5]，因此本研

究采用成骨细胞为原代培养获得，以便为体内实验

提供相关实验参数。

本研究在新合金生物安全性实验和力学性能测

试的基础上[3- 4]，采用成骨细胞与钛合金TZS粗化处

理表面体外共同培养，对其进行细胞生物相容性评

价。扫描电镜显示材料表面粗化处理后，喷砂组较

酸蚀组边缘锐利，这可能会影响细胞张力丝的形成

进而干扰细胞早期附着[6]。MTT活性实验、碱性磷酸

酶检测结果显示，细胞3 d增殖率在喷砂、酸蚀组分

别与光滑组有显著性差异，喷砂与酸蚀组之间未见

明显差别，说明钛合金表面粗化能够提高细胞增殖

率。碱性磷酸酶活性在各组之间无明显差异。成骨

细胞与材料共同培养后扫描电镜显示细胞形态：钛

合金粗化处理后，其表面细胞不仅伸展良好且细胞

膜表面有大量分泌小泡突起, 与光滑组相比细胞质

更加丰满。以上结果的得出可能有以下几点原因：

首先，材料表面粗化处理后，细胞才有可能伸入其

空隙产生机械嵌合而增强细胞附着作用。其次，喷

砂、酸蚀处理使得钛合金表面形貌发生改变，粗糙

使材料表面积增大，获得细胞与材料良好界面关

系。再者，粗糙面影响血液体液动力，有利于细

胞、氨基酸、蛋白质、多种离子的吸附，提供组织

细胞生长条件[7]。这些都利于细胞有丝分裂、增殖，

合成大量细胞外基质，最终利于细胞分化及功能表

达，获得良好、稳定合金-组织界面。
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!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

没有发现有龋组菌斑中钙、磷、氟质量分数与dmfs

相关。这是否是乳牙列特有的表现，尚需证实。

菌斑和食物中蔗糖与龋病的发生密切相关，频

繁进食甜食是造成婴幼儿龋的主要危险因素[8]，菌

斑中的致病菌代谢糖产生有机酸，pH值下降，菌斑

中钙、磷、氟质量分数也会发生变化。但是有关摄

食糖后菌斑中钙、磷、氟质量分数的变化尚有争

议。研究[9- 10]证实，频繁摄食蔗糖会减少菌斑矿物质

含量，使其缓冲力下降，增加菌斑的致龋性。S-

ECC组儿童进食甜食频率远高于CF组，两组菌斑中

无机成分也应存在差异，但是本实验S- ECC组儿童

菌斑固相中的无机成分与CF组无统计学差异。也许

是菌斑液无机成分含量存在差异，尚需证实。本研

究将菌斑固相中钙、磷、氟质量分数与问卷中进食

甜食、甜饮料的次数进行了相关性分析，也未发现

这些变量间的相关性关系。研究中S- ECC组高频率

摄糖的人数远超过CF组，但这只是反映了S- ECC组

儿童长期的饮食习惯。由于S- ECC组儿童均为儿童

口腔科门诊就诊的患儿，家长此时已发现孩子口腔

内的龋齿情况严重，是否在近日已对孩子饮食中的

糖加以了限制，并未做详尽地统计；本研究所收集

的菌斑是否能全面反映出高频率摄食糖后的菌斑特

点，还不十分确切。因此，有关乳牙菌斑中无机成

分在进食糖后的变化，还需进一步研究。
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