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摘  要：控制细胞与生物材料的互动在植入器械包括药物输送系统，生物感应器等方面的应用是非常渴望的。目前对

于开发能够限制细胞的粘附以及活性的新材料有着较大的期待。通过水热法在钛片表面制作钛酸盐纳米线支架，研究

了钛酸盐纳米线对 MG63 成骨细胞粘附、增殖、分化的影响。结果显示，与光滑组钛片比较在纳米线表面有较少的细

胞粘附，扫描电镜观察可见仅有少量细胞被纳米线穿刺并固定在纳米线表面，并且细胞形态呈不规则的长条形，免疫

荧光染色显示细胞不能形成细胞骨架并且细胞形状不规则；随后的细胞增殖也受到了明显的抑制；碱性磷酸酶以及

RUNX2 活性检测发现纳米线组细胞其分化能力也相应减弱。纳米线表面细胞早期粘附以及增殖及分化功能受到严重抑

制。这种抗细胞粘附的纳米结构在药物缓释系统以及生物感应器等方面有应用价值。   
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生物材料的性能与材料的表面形态紧密相关。心

血管支架、神经电极以及整形外科植入体等植入器械的

成功与否受到细胞与材料表面互动能力的影响。在材料

的特征中表面形态是一种稳定的特征，而其他特征例如

表面化学修饰会随着时间的延长而退化。因此，对于表

面形态的修饰这种直接而长久的控制细胞行为的方法

便引起了广泛的关注[1-5]。目前，已经发现细胞对光滑

表面与微米或者纳米级粗糙度的表面具有截然不同的

反应[3]。然而，对于生物材料的研究多数集中在增强

细胞 /生物材料互动的方法和技术上。很少有研究开

发纳米材料来控制细胞的粘附与活性。但是抗生物淤

积材料在药物输送系统、生物感应器、以及生物电子

工程方面有着很大的需求。因此，设计有效的抗生物

淤积材料控制细胞的粘附以及活性仍然是一项长期

的挑战[6,7]。 

细胞的粘附和扩展是一个高度复杂的过程，并且

在细胞其他行为方面包括迁移、增殖、分化以及凋亡

等过程中起着关键作用 [3]。其中细胞的粘附、扩展通

过黏着斑这一多功能的细胞器来实现。然而整合素的

聚集对于细胞的粘附起到至关重要的作用，生物材料

的表面形态在纳米级别的改变能够调节纳米级别整

合素的聚集，导致细胞粘附改变 [8,9]。最近有报道指

出表面经过一维纳米结构修饰的生物材料能够影响

不同细胞的粘附功能，例如自组装一维纳米管 [3,8]，

针对纳米柱以及刀片样纳米格栅、纳米针、纳米纤维、

纳米片等[9-11]。这些研究均是通过表面纳米级别形态

的改变来影响细胞的粘附与扩展。  

在本研究中通过水热法制作了一维纳米线来减

少细胞的粘附降低 MG63 细胞的活性。由于纳米线排

列紧密并且达到十几微米的高度，细胞不能粘附到材

料的基底表面，而是被纳米线穿刺固定在表面。因此

细胞的粘附、增殖，细胞骨架的形成均受到严重影响。

这些结果显示，纳米线结构能够有效的控制细胞的粘

附、增殖，是一种理想的抗生物淤积结构。这种结构

在药物输送系统、生物感应器的制备、乃至生物电子

工程方面有着广阔的应用空间。  

1  实  验 

实验材料为纯钛片，厚度为 1.5 mm，直径为 15 mm,

砂纸从 100#依次打磨至 1000#，然后将钛片放在丙酮，

无水乙醇中依次超声清洗 20 min，之后用大量去离子

水冲洗。再将钛片置于在室温下自然干燥。随后把钛片

置于盛有 10 mL、1.0 mol/L NaOH 的四氟乙烯反应釜

内，220 ℃反应 8 h，自然冷却至室温，将钛片取出大

量去离子水浸泡冲洗至 pH 值为 7 左右，室温下干燥，

高温高压灭菌后待用。丙酮、无水乙醇、氢氧化钠均为
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分析纯试剂。 

采用场发射扫描电镜(FE-SEM)，(1530VP, LEO, 

Germany)以及透射电镜(TEM)，(Tecnai-10, PHILIPS, 

Holland)对样品的表面结构及形态进行观察，采用 X

射线衍射 XRD 仪 (Cu 靶 λ=0.15418 nm, 40 kV, 40 mA) 

(D8 Advance, Bruker, Germany)进行产物的晶相分析，

样 本 的 亲 水 性 检 测 通 过 座 滴 法 (OCA40 Micro, 

Dataphysics, Germany)检测。 

牛血清白蛋白（BSA）V 在本研究中作为模型蛋白。

在每个样本表面涂布 300 μL 蛋白溶液（1 mg/mL），在

37 ℃无菌条件下孵育 1，6，12，24 h 之后，将未粘附

到钛片表面的蛋白去除。蛋白吸附能力通过酶标仪

(BIO-RAD Model 680, USA)波长为 562 nm 做定量检测。 

MG63 细胞在 5%CO2 浓度 37 ℃条件下，用含青

链双抗的 DMEM 培养液（含 10%胎牛血清）将 MG63

细胞贴壁培养于细胞培养瓶中，培养至 80%融合时，

用 0.25% 胰酶消化，将细胞以 2.4×10
4
/cm

2 接种到钛

片上，隔天换液。 

细胞接种 24 h 后通过 SEM 观察细胞的形态。将培

养基以及未粘附到钛片表面的细胞小心的去除，PBS

冲洗 3 次。用 2.5%的戊二醛固定 20 min，随后 PBS 小

心冲洗 3 次每次 5 min。之后样本用 10%，20%，30%，

40%，50%，60%，70%，80%，90%以及无水乙醇依次

脱水每次 10 min。临界点干燥，扫描电镜下观察细胞

形态(S-3000, Hitachi, Japan)。 

经过 24 h 培养之后将培养基从 24 孔板吸弃，PBS

小心的冲洗，4%多聚甲醛固定 20 min 随后 PBS 冲洗

3 次。用 0.1%Triton X100/PBS 处理 5 min 随后用 1.0% 

BSA/PBS 封闭 30 min 。 Actin 使用 Alexa Fluor 

488(Invitrogen, USA)、细胞核使用 Hoechst 33342 

(Invitrogen, USA)进行染色。在荧光显微镜下观察

(IX51, Olympus, Japan)。 

细胞在钛片和纳米线表面早期粘附能力采用荧光

显微镜下计数并做定量比较。细胞接种到样品后的 2,6 

h 移除 24 孔板中的培养液，用 PBS 小心清洗 3 遍，加

入 4%多聚甲醛 500 µL/孔室温下固定 10 min，用 PBS

小心漂洗，然后用 0.1%Triton X-100 室温下通透 5 min，

PBS 小心漂洗，非特异结合位点通过 1%BSA/PBS 封闭

1 h，加入 Hoechst 33342（10 µg/mL）300 µL/孔对细胞

核进行染色，避光孵育 5 min 后，PBS 小心漂洗 3 次，

待钛片干燥后于荧光显微镜下观察不同钛片表面细胞

核，每个样品在 100×放大倍数下随即选取 10 个视野

（1800 µm×1350 µm）拍照记录，然后通过 Image-Pro 

Plus 6.0 软件计算细胞核数量，并作统计。 

接种到钛片的细胞增殖情况采用 MTS (MTS, 

Promega Corporation, Madison, USA)法进行检测。在

接种后的第 1、4 d 将样品用 PBS 小心的清洗并转移到

新的 24 孔板中，每孔加 500 μL DMEM 培养基 100 μL 

MTS 试剂 37 ℃孵育 3 h。取 100 μL 至 96 孔板，酶

标仪 490 nm 测吸光值。 

细胞接种到钛片上培养 7 d 之后，通过荧光定量

PCR 检测成骨相关基因 ALP、RUNX2 的表达水平。

将细胞以 2.4×10
4
/cm

2 接种到钛片上培养至第 7 d。总

RNA 使用 TRIzol 试剂提取。使用荧光定量 PCR 的方

法进行检测成骨基因表达水平 (Bio-Rad Laboratories 

Inc.)。ALP、RUNX2 的相对表达水平通过管家基因

GAPDH 来进行标准化。引物序列见表 1。 

所有实验均重复 3 次，使用 one-way ANOVA 对

组间数据进行统计分析。统计分析使用 SPSS 16.0 软

件处理。P＜0.05 认为具有统计学意义。 

2  实验结果 

2.1  纳米线的形貌特征 

220 ℃处理 8 h 的水热反应后在钛片的表面形成

了排列紧密的纳米线微孔结构。图 1 是纳米线的结构。

从图中可以看到大量的纳米线倒伏形成直径（5~20 

µm）大小不同的三维微孔结构。纳米线的长度在 10 

~15 µm 的范围内，直径在 40 ~ 65 nm 之间。 

图 2 是各样本的 XRD 图谱。与钛片相比较，经

过水热反应之后生成的钛酸盐纳米线是体心正交结构

的 Na2Ti2O5·H2O，由共边的 TiO6 正八面体构成二维

板片结构[14]。 

图 3 为钛片和纳米线接触角的测量图片。可以看

到光滑钛片组接触角大约为 56°，而纳米线结构接触

角为 0°具有超亲水性。 

2.2  蛋白吸附能力的比较  

图 4 为光滑钛片组以及钛酸盐纳米线组在不同时

间点的蛋白吸附率。由图可以看到 2 组均随孵育时间

增加蛋白吸附率增强，在 12 h 达到稳定。但在选定的

检测时间点 2 组之间没有统计学差异。 

2.3  不同表面对细胞形态的影响 

MG63 细胞在钛片以及纳米线表面的形态学通过 

 

表 1  PCR 引物序列 

Table 1  Primer sequence of PCR 

Gene Primer sequence 

ALP 
s: 5′-catgctgagtgacacagacaagaa-3′ 

a: 5′-acagcagactgcgcctggta-3′ 

RUNX2 
s: 5′-tccacaccattagggaccatc-3′ 

a: 5′-tgctaatgcttcgtgtttcca-3′ 

GAPDH 
s: 5′-tggcacccagcacaatgaa-3′ 

a: 5′-ctaagtcatagtccgcctagaagca-3′ 
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图 1  纳米线的 FE-SEM 及 TEM 照片 

Fig.1  FE-SEM (a) and TEM (b) images of TiNWs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  纯钛片及纳米线的 XRD 图谱 

Fig.2  XRD patterns of flat titanium (a) and titanate nanowire 

scaffolds (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  纯钛以及纳米线表面（TiNWs）亲水性接触角 

Fig.3  Water contact angles on flat titanium (a) and TiNWs (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  纯钛及纳米线组不同时间点蛋白吸附能力 

Fig.4  Protein adsorptive capacity of flat titanium and TiNWs 

assessed using a model protein 

 

SEM 以及荧光显微镜进行观察，如图 5a, 5b 所示经过

24 h 培养后在钛片表面有大量细胞粘附，细胞相互接触

并伸出丝状伪足和板状伪足粘附在钛片表面，然而仅有

较少的细胞粘附在纳米线表面，细胞呈不规则形状，少

见伪足伸出并可见有纳米线穿透细胞，并且细胞没有粘

附到基底表面而是被固定在纳米线表面。 

图 5c, 5d 为 MG63 细胞粘附在钛片以及纳米线表

面的免疫荧光(IF)照片。可见，细胞在钛片表面相对

较大铺展更好，并可形成明显的细胞骨架，而在纳米

线表面细胞伸展不规则也不能形成压力纤维。 

2.4  细胞粘附能力的比较 

早期细胞粘附结果如图 6 所示，在 2 个选定的时间

点纳米线组细胞核数量均明显少于光滑钛片组。如图 7

所示 2 组之间在 2 个时间点存在显著差异，光滑钛片组

显著多于纳米线组。 

2.5  细胞增殖能力的检测 

细胞增殖能力通过 MTS 法来检测如图 8 所示。与

光滑钛片组比较，在 1，4d 2 个时间点纳米线组细胞

增殖能力明显低于光滑钛片组（P＜0.01)。 
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图 5  钛片及纳米线表面的 SEM 照片及免疫荧光照片 

Fig.5  SEM (a, b) and immunofluorescent staining (c, d) images 

of titanium (a, c) and TiNWs (b, d)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  在 2、6 h 纯钛组及纳米线组表面细胞核染色数量  

Fig.6  Number of MG63 cell nuclei stained with Hoechest dye on 

flat titanium (a, b) and TiNWs (c, d) at 2 h (a, c) and 6 h (b, d)  

 

2.6  细胞分化能力的检测 

ALP mRNA 表达水平如图 9 所示，与光滑钛片组

相比较MG63细胞在纳米线组的 ALP mRNA表达水平

受到明显的抑制。纳米线组显著低于光滑钛片组（P

＜0.01)。RUNX2 mRNA 表达水平如图 10 所示，与

ALP 表达水平类似纳米线组 RUNX2 mRNA 表达水平

显著低于光滑钛片组（P＜0.01)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7  2 组在不同时间点细胞核数量的比较 

Fig.7  Mean cell numbers on different groups 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 8  MTS 法计算 2 组材料表面 MG63 细胞增殖情况 

Fig.8  Proliferation of MG63 cells seeded onto flat titanium, and 

TiNWs as measured by MTS assay  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 9  培养到第 7 d 时 2 组材料表面 MG63 细胞 ALP 表达水平 

Fig.9  Comparison of ALP mRNA expression levels of different 

types of cells 
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图 10  培养至第 7 d时 2 组材料表面 MG63 细胞 RUNX2 mRNA

表达水平 

Fig.10  Comparison of RUNX2 mRNA expression levels of 

different types of cells 

 

3  讨  论 

在本研究中通过简单的水热反应合成了钛酸盐纳

米线支架，纳米线作为一种新的一维纳米结构其独特的

光学、电子学以及催化特征已经引起来人们很高的兴

趣，尤其是在太阳能电池领域、以及光催化方面，然而

对于纳米线结构在生物材料方面的研究相对较少。 

光滑的钛片经过水热反应之后在其表面形成稠

密的纳米线结构，纳米线的直径在 40 ~ 65 nm 之间，

长度在 10~15 µm 之间，并且纳米线倒伏形成相互连

通的三维微孔支架，微孔的直径在 5~20 µm 之间。因

此，与光滑钛片相比较纳米线支架将有更大的比表面

积，然而纳米线支架并没有因为更大的比表面积而显

著提高蛋白的吸附能力，这可能是因为在纳米线之间

陷有大量的气体阻止了溶液向纳米线深层的浸润，导

致蛋白吸附能力没有相应的提高，蛋白溶液浸泡之前

先将纳米线支架抽真空再加载蛋白，或者在纳米线表

面再做其他修饰也许是提高加载能力的方法，目前也

在做这方面的研究。在本实验中 BSA 作为模型蛋白，

然而抗生素、化疗药物、激素、基因等均可使用这一

系统用于将来的研究。 

生物材料的亲水性被认为在细胞与生物材料的

互动之间起重要作用，因为通过影响蛋白的吸附作用

进而直接或者间接影响细胞的行为 [2]。在本研究中检

测了纳米线支架的亲水性，与以前的报道相类似纳米

线支架的接触角为 0º，显示纳米线支架具有超亲水性

的特征[3]。该现象主要归因于 Na2Ti2O5·H2O 的化学结

构，纳米钛酸盐携带的羟基和结晶水能够容易的吸附

其表面的水滴[3]。这种超亲水的表面特征能够更加方

便的使药物加载到载体的表面。然而，在本研究中超

亲水的纳米线结构表面并不会提高细胞的粘附、增殖

等能力，越来越多的研究也证实亲水性对生物材料与

细胞之间的互动影响非常有限[12,13]。 

生物材料的蛋白吸附能力与细胞粘附同样是具

有争议的话题。蛋白吸附到材料表面是先于细胞粘附

的最初关键步骤，决定细胞能否顺利的粘附到材料表

面，因此许多技术方法被用来提高生物材料的蛋白吸

附能力。例如，有研究人员用 UV 照射钛片表面来增

加钛片的蛋白吸附能力以及效率[14,15]。另外，有研究

者在钛片表面预吸附蛋白发现成骨细胞在实验组钛

片表面的粘附与对照组相比显著提高[16]。在本研究中

纳米线支架其蛋白吸附能力并不比光滑组差，然而细

胞粘附能力却显著低于光滑钛片组，这说明在这种特

殊的一维纳米结构表面虽有较好的蛋白吸附能力但

并不会提高细胞粘附能力，换言之在纳米线材料表面

蛋白吸附能力对于细胞粘附起不到决定作用。 

对于贴壁细胞而言需要在细胞外基质表面粘附

扩展才能行使正常功能，否则细胞将会诱导凋亡[17]。

通过扫描电镜以及荧光显微镜可以看到在光滑钛片

组细胞可以正常的粘附、扩展，而在纳米线组细胞形

态异常，被纳米线穿刺固定在表面，不能够正常伸展

出板状伪足及丝状伪足，荧光显微镜下也没有见到正

常的细胞骨架，这主要是因为纳米线的特殊结构所造

成的，在这种特殊材料表面存在大量的微米级和纳米

级的缝隙，能够提供给整合素聚集的位点非常有限，

不足以形成较多的细胞黏着斑结构，细胞在没有足够

数量黏着斑的情况下而诱导凋亡[18]，这说明纳米线表

面不能够完全满足细胞的粘附扩展，所以在细胞的早

期粘附检测可见，纳米线表面细胞的早期粘附能力显

著低于光滑钛片组。细胞的增殖能力通过 MTS 法进

行检测，与粘附水平的结果类似，受到表面形貌的影

响，细胞在纳米线表面无法正常的粘附扩展，导致其

表面细胞增殖能力显著低于光滑钛片组。为进一步检

测不同形貌表面细胞的功能情况，通过检测不同表面

成骨细胞早期标志物 ALP、RUNX2 的表达水平来进

行比较，结果不出所料，细胞在纳米线表面的粘附增

殖能力在受到抑制的同时，其分化能力也明显降低，

与之前文献报道相类似[19]，细胞其自身代谢功能收到

严重影响时，无法发挥其相应的细胞功能[20-22]。 

4  结  论 

纳米线结构显著降低细胞的粘附、增殖，以及后

期的分化功能。这些作用是由特殊的纳米线结构所引
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起，而不是因为材料的亲水性，以及蛋白吸附能力。 

2) 这种抗生物淤积材料具有良好的生物相容性、

稳定性以及细胞排斥能力，与表面经过化学修饰的材

料相比，这种纳米线表面更加稳定，不会因为表面化

学结构的退化而降低抗生物淤积能力，不仅可以用于

生物感应器或者药物缓释系统，而且还可用于研究纳

米形貌。 
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Abstract: There’s no dispute that the control of interaction between cell and implant including drug delivery system and biosensor is a 

long-purchased goal. Recently, scientists are looking forward to exploring new materials in restricting cell adhesion and activity. In this 

paper, titanate nanowire was formed on the surface of titanium disks by hydrothermal route and the interaction between titanate nanowire 

and MG63 osteoblasts (including cell adhesion, proliferation and differentiation) was investigated. Results show that fewer cells are 

adhered on the smooth titanium disks than the nanowires. Only a few cells are fixed on the nanowire surface which exhibits an irregular 

long spindle shape observed by SEM. Immunofluoresense also illustrates an irregular cell shape without forming a cell structure, and the 

proliferation is restricted at the same time. Meanwhile, alkaline phosphatase and RUNX2 activity test share the same results. It can be well 

concluded that cell adhesion and activity is seriously restricted on the titanate nanowire surface. Such results can be applied on the further 

studies of drug delivery system and biosensor. 

Key words: nanotopography; biosensor; titanium 
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