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由于纯钛和钛合金种植体表面缺乏生物活性，为

获得种植成功，采用在钛种植体表面涂覆羟基磷灰石

（HAp），是一种有效的改善其生物活性的方法。然而，

具有良好生物活性的 HAp 涂层亦为细菌附着提供了

有利场所。牙种植体颈部暴露在口腔这个复杂的微生

物环境中，其周围炎症已经成为导致种植体保存率下

降的重要原因[1，2]。与目前使用的所有抗生素不同，细

菌对银离子不产生耐药性[3]。以牙龈卟啉单胞菌、具核

梭杆菌和伴放线杆菌为代表的革兰氏阴性厌氧菌及螺

旋体是导致种植体周围炎的主要微生物因素[4]。因此，

具有抗菌性 HAp 生物涂层的研究具有现实意义。传统

的种植体表面涂层工艺主要为等离子喷涂，其缺点是

设备昂贵、工艺复杂、处理温度高、有副产品、磷灰石结

晶度低、涂层过厚且残余应力大等，导致涂层在体液中

易崩解失效。运用电化学的方法旨在用简便、廉价的方

法在医用金属钛表面构筑具有特殊结构的且具有一定

强度的 HAp／Nanosilver 涂层并表征其主要性能，为钛

种植体表面生物活性涂层的研究和应用提供新的思

路。
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［摘要］ 目的：在钛种植体表面构筑羟基磷灰石／纳米银涂层并进行生物学评价。方法：采用恒电位电化学法在纯

钛表面构建纳米级羟基磷灰石／纳米银（HAp／Nanosilver）涂层。采用扫描电镜（SEM），检测手段对涂层进行理化性能

的表征。考察了涂层的结构组分和表面的微观形貌，而后将人牙周膜成纤维样细胞培养于涂层表面，采用细胞毒性评

价及其形态观察，分析比较不同表面涂层对牙周膜成纤维样细胞粘附率及增殖率的影响。结果：羟基磷灰石纳米银涂

层体外细胞培养显示其具有良好的生物活性。结论：本实验构筑的涂层具有良好的生物相容性和细胞粘附性，应用前

景广阔。
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［Abstract］ Objective：To prepare the composite of Hydroxyapatite／Nanosiliver composite coating on titanium implant
surface． Method：A HAp／Nanosiliver composite coating was deposited on the surface of pure titanium by electrochemical
deposition． Scanning electromicroscope（SEM）was employed to characterize the obtained coating． The reactions of human pe－
riodontal ligament fibroblast－like cells（PDLF）to the coating were also evaluated by MTT assay and SEM observation． Re－
sult：The HAp／Nanosiliver bioceramic coating has good crystallization and homogeneousness on nano－scale surface mor－
phology． The PDLF growth was tested by MTT assay and the cell relative growth rate （RGR）was calculated． Conclusion：

The HAp／Nanosiliver bioceramic coating on titanium surface possesses good biocompatibility and celluar adhesion and has
promising prospects in the future clinical application．
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1 实验材料的预备及制备

1．1 将纯钛切割成 10 mm×10 mm×1 mm 的钛板，分为 3
组，经 600＃、800＃、1000＃、1200＃、1500＃ 砂纸逐级打磨抛光后，在

丙酮、乙醇和三蒸水依次超声清洗各 15 min。在 1：1 浓硫酸和浓

盐酸混合液中浸泡 1 h，以除去钛板表面的氧化钛，并形成氢化

膜保护其不被氧化。以沉积银颗粒的钛板为工作电极阴极，1
cm×1 cm 铂片为对电极，饱和甘汞电极做参比电极。电解液组

分别为无水 CaCl2，NaH2PO4，AgNO3 和 KI，室温下沉积 10 min。复

合电沉积后得到的材料是二水合磷酸氢钙 （DCPD）／纳米银复

合涂层。经 75 ℃ 2．5 mol／L NaOH 中水浴 3 h，使 DCPD／

Nanosiliver 转化为 HAp／Nanosilver 复合涂层。
1．2 实验细胞株、试剂及设备

牙周膜成纤维样细胞（PDLF）培养：取正畸拔除的前磨牙，冲

洗 3 遍，刮取牙根中 1／3 处的牙周膜剪成 1 mm×1 mm×1 mm
大小的组织块，均匀地铺于培养瓶底培养。待组织块贴牢瓶底后

轻轻翻转培养瓶，继续培养，每 4 d 换液 1 次，直至细胞从组织块

周围游出、传代后取第 4～6 代细胞进行实验。
实验用 10％的小牛血清的 DMEM 培养液 （Gibco，美国），

0．25％胰蛋白酶（Gibco，美国），PBS 缓冲液；噻唑蓝（Serva，美

国），二甲基亚砜（上海金山化工厂）；96 孔板（Coster，美国）；酶联

免疫检测仪（Bp800，Biohit，美国）；超净工作台（YJ－875DA 型，苏

净集团安泰公司）；细胞培养箱（BB5060 型，日本）；倒置显微镜

（TE300，Nikon，日本）等。
1．3 材料浸提液的制备

用三蒸水反复清洗试件后，常规消毒、干燥。按照试件表面

积与浸提液量为 2 m2／ml 的比例，在小培养皿中分别放入

DMEM 培养液和试件，放入 37 ℃恒温培养箱中，静置浸提液 24
h 后备用。

2 实验方法

材 料 浸 提 液 的 制 备 ， 依 据 GB／T 16886．12 －2000（ISO
10993－12：1996）＂医疗器械生物学评价第 12 部分：样品制备与

参照样品＂ 进行。将浓度为 5×103 个／孔的 PDLF 悬液以 100
μl／孔接种于 96 孔板中，每组 6 孔，置于恒温培养箱中培养 24
h，待贴壁后分别加入 100 μl 浸提液；阴性对照组加入 100 μl 新

鲜培养液，然后放入上述环境中培养 48 h。每孔加入 5 g／L 噻

唑蓝 20 μl，继续培养 4 h．然后吸弃原液，加入二甲基亚砜 200
μl，震荡 10 min，使用酶联免疫检测仪在波长 490 nm 处测定吸

光度值。
3 细胞毒性评价

计算细胞的相对增殖度（relative growth rate，RGR）。
RGR（％）＝试样组吸光度值／空白对照组吸光度值×100％。
4 SEM 观察细胞形态

以 6×104 个／ml 细胞悬液接种于材料表面，在恒温培养箱

中培养，于第 3 d 随机取出 1 份样本，PBS 冲洗，经 2．5％戊二醛

固定、脱水、真空临界点干燥，喷金镀膜后用扫描电镜观察材料

表面细胞形貌，以此评价材料的生物相容性。
5 统计学分析

采用 SPSS 11．0 统计软件包对数据进行处理，数据用 χ±s 表

示，采用单因素方差分析（ANOVA）比较各实验材料 MTT 值之间

的差异是否有统计学意义。

结 果

1 涂层的表面检测结果

1．1 扫描电镜（SEM）

HAp／Nanosilver 涂层整体形貌比较均匀致密，结构相对有

序。HAp／Nanosilver 涂层的表面形貌，羟基磷灰石呈多孔状，孔

径为纳米级。200 nm～400 nm 的银颗粒，均匀分散于多孔蜂窝状

的羟基磷灰石中（见图 1）。这些纳米级晶体可以增加材料的生物

活性。而表面的微孔则有利于营养物质的吸附和交换，促进细胞

的早期粘附。

图 1 电沉积 HAp／Nanosilver 的 SEM 图（×50000）

1．2 SEM 观察细胞形态

L－929 细胞在复合涂层中的贴壁铺展状况良好，伸出较多

的触须（见图 2），表明镶嵌于涂层中的银颗粒有利于细胞贴附，

刺激细胞生长的特殊位点。由此可见，本文制备的 HAp／

Nanosilver 复合涂层具有良好的生物活性。

图 2 细胞贴附 HAp／Nanosilver 的 SEM 图（×2000）

1．3 细胞毒性评价

采用 MTT 比色法测定的吸光度值、细胞相对增殖率及毒性

分析结果见表 2。结果显示，HAp／Nanosilver 涂层对牙周膜成纤

维样细胞无毒性。
表 2 HAp／Nanosilver 的体外细胞毒性测定结果 （χ±s，n＝6）
实验材料 吸光度值 RGR（％） 毒性分级

HAp 组（Ⅰ） 0．332±0．013 85．3±8．6 1
HAp／Nanosilver 组（Ⅱ） 0．354±0．042 93．1±6．9 0
阴性对照组（Ⅲ） 0．388±0．026 100 0

实验组与阴性对照组比较，p＜0．05；

RGR 指细胞相对增殖度
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讨 论

1 钛表面电化学沉积 HAp／Nanosilver 涂层

目前医用制备各种复合材料的方法主要有等离子

喷涂、溶胶凝胶法，电泳法等。但由于金属和陶瓷在力

学及热膨胀性能上的巨大差异，特别是在界面上会产

生很高的残余热应力，因而对复合材料有许多不利的

影响。另外这些方法存在设备复杂、不能大量生产、成
本高等缺点，电化学方法制备陶瓷技术在一定程度上

克服了以上方法的不足，是一种条件温和，方便易行的

方法。电化学合成羟基磷灰石涂层已有广泛而深入的

研究。纳米银是以纳米技术为基础研制而成的新型抗

菌材料，关于纳米银杀菌作用的原理，多数学者认为超

细状态银由于其比表面积极大，遇水或在水溶液中释

放出银离子：Ag→Ag＋＋e，所以纳米银的杀菌作用主要

与银离子有关[5]。Pavel[6]等人认为，纳米银的作用方式

与 Ag＋相似，只不过他们的有效浓度不同，纳米银是在

纳摩尔水平，而 Ag＋是在微摩尔水平，纳米银通过缓释

作用释放 Ag＋因而具有传统无机抗菌剂所无法比拟的

优良抗菌效果和安全性，是一种具有长效性和耐热性

的抗菌剂。将纳米银与生物陶瓷羟基磷灰石联合起来

制备复合涂层，具有良好的应用前景。本文中采用的电

解液含 4 种组分：无水 CaCl2、NaH2PO4、AgNO3 和 KI。已

有研究表明，纳米银比金属银、银盐具有更高的抗菌

性，更低的生物毒性。因此，通过实验用恒电位电化学

法可得到生物活性高、抗菌性强、无细胞毒性的生物材

料。
2 HAp／Nanosilver 涂层的细胞毒性研究

通过细胞在涂层表面的形态学研究，有助于对细

胞在种植体表面的功能活动进行探讨。将金属银加工

成纳米银后，原子排列表现为介于固体和分子之间的

＂介态＂，其比表面积极大，显示明显的表面效应，小尺

寸效应和宏观隧道效应，这种活性极强的纳米银微粒

具备超强的抗菌能力。利用纳米银所具有的抗菌作用，

治疗或预防临床上经常遇到的感染问题，显示出它的

正面生物效应。然而，对于处于纳米级的含银材料，它

与生物体接触后是否也具有杀伤作用，这显然涉及到

纳米银作为抗菌材料本身的生物安全性问题。最近有

报道指出：暴露在 10 nm～50 nm 银颗粒中的细胞的乳

酸脱氢酶（LDH）外漏增加，在与其他纳米粒子的比较

中发现纳米银具有很强的毒性。显微镜下细胞大小异

常，细胞皱缩，形态不规则[7]。在本实验 HAp／Nanosil－
ver 涂层中可见细胞均匀地铺在 HAp／Nanosilver 涂层

表面，呈梭形和多角形生长，贴壁状态良好，胞膜完整，

具有正常的细胞形态。细胞数量多，成群聚集多见，表

面细胞皱褶较多，除较大的细胞突起外，尚有大量的细

小细胞伪足，呈散射状分布于细胞四周，这些微小的突

起直径大约 50 nm～80 nm，与纳米晶之间呈广泛紧密

接触，且有明显的沿纳米晶之间沟隙延伸的趋势。
细胞相对增殖率同样也是医用生物学评价体系中

的重要检测指标之一。张富强[8]等人通过分析 6 种纳

米载银无机抗菌剂不同浓度银离子稀释液对体外细胞

的毒性，初步评价它们的生物安全性，结果显示 6 种纳

米载银无机抗菌剂高浓度稀释液对 L－929 均有毒性，

当浓度≤25 g／L 时已无毒性。本实验结果显示，羟基

磷灰石／纳米银涂层与细胞的直接接触并未见细胞毒性

作用，原代培养的牙周膜成纤维样细胞的 RGR 为

（93．1±6．9）％时，毒性分级趋于 0 级。说明原代培养的

牙周膜成纤维样细胞具有较高的敏感性，验证了该种

新型材料无细胞毒性，符合生物材料的要求。从实验结

果分析可知，与普通的 HAp 对比，该新型材料具有更

高的细胞增殖率，与活细胞直接接触时，并未见细胞毒

性作用。
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