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摘　要：用浸没法在ＡＺ３１镁合金表面制备植酸涂层，用携带能谱仪的扫描电子显微镜研究了

表面涂层的化学组成和形貌，并用直接法和间接法分别在植酸改性前后的镁合金表面培养细胞，检

测细胞存活率，考查人骨肉瘤细胞在植酸改性前后镁合金表面的黏附能力。结果表明：在镁合金表

面形成均匀的植酸涂层，植酸改性前后镁合金对细胞存活率影响相近，但细胞在植酸改性前后镁合

金表面的黏附能力存在显著差异，植酸改性可有效改善ＡＺ３１镁合金的细胞黏附性能。
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　　骨缺损的治疗一直以来是骨科临床上的难题之

一，近年来骨组织工程的迅速发展为人们解决骨缺

损治疗提供了一种新的途径 ［１２］。目前用作骨组织

工程的支架主要有多孔生物陶瓷和聚合物。它们具

有良好的生物相容性，可以促使骨组织在其孔内生

长，修复骨损伤或骨缺损，极大地促进了骨组织工程

的发展。但作为理想的骨组织工程支架材料，还需

解决 机 械 强 度 不 足 的 问 题，使 其 能 用 于 承 力

部位［１，３］。

镁及镁合金的比强度与比刚度高，其弹性模量
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约为４５ＧＰａ，接近人自然骨的弹性模量，具有极好

的力学性能；镁是人体所必需的元素，在人体内正常

含量为２５ｇ，半数存在于骨骼中，具有多种特殊的生

理功能和良好的生物相容性；镁具有较低的腐蚀电

位，在体内可以被降解吸收；同时，镁资源丰富，价廉

易得［４７］。因此，镁合金材料作为骨组织工程支架具

有诱人的应用前景。

骨组织工程包括３个基本要素：种子细胞、支架

材料、信号因子。其中，支架材料作为骨组织再生的

框架，是构建组织工程骨的主体，行使细胞外基质的

功能，包括为组织细胞的修复活动提供适宜的微环

境，抵挡来自周围组织的压力，用于承重部位暂时行

使部分功能等［１］。支架材料的表面特性直接影响种

子细胞的生物学特性，影响细胞的黏附、生存、迁移、

增殖和代谢功能。细胞在种植材料表面的黏附作为

细胞与种植材料相互作用的第一期、对于细胞后期

的增殖、分化和骨基质形成以及最终形成良好的骨

整合至关重要［８９］。

笔者选择生物相容性好的有机大分子植酸对

ＡＺ３１镁合金进行表面改性
［１０１２］，采用间接接触法和

直接接触法对比研究镁合金材料对成骨细胞生长增

殖的影响，探讨植酸改性对镁合金表面细胞黏附性

能的影响。

１　实验材料及方法

１．１　样品的制备

将ＡＺ３１镁合金（购自重庆大学国家镁合金材

料工程技术研究中心，其组成成分见表１）线切割成

直径为１０ｍｍ，厚度为５ｍｍ 的小圆盘，先后经过

１０００＃碳化硅砂纸打磨，抛光，丙酮中超声清洗

３０ｍｉｎ，去离子水清洗后，再用环氧乙烷消毒后干燥

封存待用。

表１　犃犣３１镁合金基体材料主要化学组成（质量分数）

化学元素 组成／％

Ｍｇ ９５．８３

Ａｌ ３．０１

Ｚｎ １．１６

１．２　样品的表面改性及表征

将制备好的样品置于１０ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ为５的植

酸溶液中浸泡１０ｍｉｎ。取出样品先后用去离子水和

无水乙醇清洗，再用环氧乙烷消毒后干燥封存待进

一步检测或使用。实验所用植酸溶液由２．０ｇ的植

酸（含量不低于５０％，成都市科龙化工试剂厂）溶于

适量的去离子水，用ＮａＯＨ水溶液调节ｐＨ值到５，

最终配成１００ｍＬ溶液。

用携带能谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ电子公司）的扫描电子

显微镜（Ｓ３４００Ｎ，日本日立）对植酸改性前后的镁

合金进行形貌观察和表面化学组成分析。

１．３　体外细胞实验

１．３．１　细胞体外培养

在含１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）、１％ 双抗

（１００００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００００ｍｇ／ｍＬ链霉素）的

ＤＭＥＭ培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ，赛默飞世尔生物化学制

品北京有限公司）中培养人骨肉瘤细胞 ＭＧ６３细胞

（中国科学院上海生科院细胞资源中心）。

１．３．２　间接法检测材料对细胞生长增殖的影响

将植 酸 改 性 前 后 的 ＡＺ３１ 镁 合 金 样 品 以

３ｃｍ２／ｍＬ分别浸入ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃的

培养箱２４ｈ获取提取液。实验分为３组：正常对照

组、ＡＺ３１镁合金组、植酸改性ＡＺ３１镁合金组，每组

设６个复孔，取生长融合后的细胞，用浸提液配成

２．０×１０５／ｍＬ的细胞悬液，种植于９６孔板，每孔

１００μＬ，２４ｈ后更换新的浸提液，正常对照组在

ＤＭＥＭ培养基中培养。再孵育２４ｈ后加入１０μＬ

ＭＴＴ溶液继续培养４ｈ，移去培养基后加入１００μＬ

二甲基亚砜振荡１０ｍｉｎ，于５７０ｎｍ处比色测定各孔

吸光值。材料浸提液对细胞存活率影响的评价方法

参照ＧＢ／Ｔ１６１７５—２００８中对细胞毒性的评价
［１３１４］。

细胞相对存活率的计算：各组浸提液培养细胞后用

ＭＴＴ法测得的犃 值，按下面公式计算出细胞相对

存活率。

细胞相对存活率（％）＝
实验组犃平均值
对照组犃 平均值

×１００％

１．３．３　直接接触法检测材料对细胞生长增殖的影响

实验分为２组：ＡＺ３１镁合金组、植酸改性ＡＺ３１

镁合金组，每组设４个复孔。取生长融合后的细胞，

以１．０×１０８Ｌ－１浓度接种于植酸改性前、后的圆片

状ＡＺ３１镁合金表面，置于２４孔培养板内，在３７℃、

体积分数为５％的ＣＯ２ 培养箱内培养。接种细胞后

培养４８ｈ，随机取每组的３孔，用０．２５％胰蛋白酶

消化２ｍｉｎ，取出金属材料，再加入ＤＭＥＭ 培养液

２００μＬ，以１×１０
５／ｍＬ的密度接种至９６孔培养板，

每组１０孔，之后与间接法一样的步骤和条件测定各

孔的吸光值。随机剩余的一空，用４％的多聚甲醛

固定镁合金材料表面的细胞（２０ ｍｉｎ），用 ＰＢＳ

（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）洗涤３次，２％正常羊血清室

温封闭３０ｍｉｎ，然后与αＴｕｂｕｌｉｎ一抗（１∶２００；购
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自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，货号ｓｃ５５４６）４℃孵育过夜。

ＰＢＳ洗涤３次后，加入１∶６００稀释的羊抗兔二抗

ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５６８?室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤后用Ｄａｐｉ

复染细胞核，最后在奥林巴斯显微镜下观察、照相。

２　结果及讨论

２．１　犃犣３１镁合金表面植酸改性

ＡＺ３１镁合金经过植酸处理前后的表面显微形

貌及表面元素组成如图１所示。经过植酸处理后，

在ＡＺ３１镁合金的表面形成了一层有小裂纹的均匀

涂层（图１（ａ）），处理后的表面主要由元素 Ｍｇ、Ａｌ、

Ｚｎ、Ｏ、Ｐ和Ｃ组成（图１（ｂ））。与改性前的ＡＺ３１镁

合金相比（图１（ｃ）和图１（ｄ）），表面形貌发生了明显

的改变，组成元素在基体组成元素 Ｍｇ、Ａｌ、Ｚｎ的基

础上，增加了植酸分子的特征元素Ｏ、Ｃ和Ｐ
［６］，３种

元素信号同时存在于 ＡＺ３１镁合金的表面，表明了

植酸涂层的形成。

图１　植酸改性前（（犪）和（犫））后（（犮）和（犱））的

表面形貌（（犪）和（犮））和元素组成（（犫）和（犱））

２．２　植酸改性前后犃犣３１镁合金对细胞的作用

植酸处理前后的ＡＺ３１镁合金提取液培养成骨

细胞后的 ＭＴＴ测试结果如表２所示。实验结果表

明，在ＤＭＥＭ培养基中培养的正常对照组吸光度值

为０．２４，明显大于 ＡＺ３１镁合金试样的吸光度值

（０．１０）和植酸处理后的 ＡＺ３１镁合金试样（０．１１），

植酸处理前后ＡＺ３１镁合金的吸光度值没有显著差

异。以正常对照组为比较标准，得到未处理 ＡＺ３１

镁合金样品浸提液中细胞存活率为４１．７％，植酸处

理后样品浸提液中细胞存活率为４５．８％，两者无显

著差异，根据 ＧＢ／Ｔ１６１７５—２００８，样品浸提液中细

胞存活率均小于５０％，细胞毒性均大于二级。实验

同时还表明，植酸改性对 ＡＺ３１镁合金的抗腐蚀性

能影响不大，动电位极化实验得到相近的自腐蚀电

位和腐蚀电流（在此不再赘述），在细胞培养液中的

降解较快，在细胞培养液中浸提２４ｈ后，浸提液的

ｐＨ值均已超过８，形成的碱性环境不利于细胞的生

长，体现出细胞毒性。

表２　材料浸提液对成骨细胞生长增殖的影响

材　料　　　
吸光度犃

（平均）值

细胞

存活率／％

正常对照组 ０．２４±０．０５

ＡＺ３１镁合金组 ０．１０±０．０３ ４１．７

植酸修饰ＡＺ３１镁合金组 ０．１１±０．０５ ４５．８

体外直接接触细胞毒性实验结果如图２所示。

αＴｕｂｕｌｉｎ免疫荧光染色及Ｄａｐｉ染色结果表明，接

种到金属材料表面并经培育和多聚甲醛固定的细

胞，在植酸改性前后的 ＡＺ３１镁合金表面都可附着

并生长，细胞形态无明显差别。但细胞在改性前的
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ＡＺ３１镁合金表面的存活量（对照组，（ａ）（ｂ）（ｃ）），明

显低于改性后的 ＡＺ３１镁合金表面的存活量（改性

后，（ｄ）（ｅ）（ｆ））。细胞接种到金属材料表面，经培育

和洗脱后的 ＭＴＴ测试结果同时也表明，细胞在改

性前的ＡＺ３１镁合金表面的存活量（对照组，改性

前），低于改性后的 ＡＺ３１镁合金表面的存活量（改

性后），存在显著差异。

体外培养的 ＭＧ６３细胞属于贴壁生长的细胞，

接种的 ＭＧ６３成骨细胞未黏附前，悬浮于培养基中

收缩呈球形，没有任何的生理功能，若不能及时进行

黏附，将失去生存能力。成骨细胞需与材料如培养

板壁、镁合金材料片等及时发生适当的黏附后才能

发挥生长、增殖和分化等生理功能［１５１６］。因此成骨

细胞的早期黏附将影响接下来的成骨细胞分化、生

长及成熟，影响最终的矿化过程及骨整合界面的形

成。ＡＺ３１镁合金在植酸改性前后的浸提液对贴壁

成骨细胞毒性相近，无明显差异，而直接接触培养却

体现出细胞在不同表面上存活率的明显差异，这充

分表明植酸改性前后的ＡＺ３１镁合金具有不同的表

面特性，对 ＭＧ６３细胞的黏附性能存在明显的差

异，植酸改性后的ＡＺ３１镁合金更有利于 ＭＧ６３细

胞的黏附。

图２　植酸改性前后犃犣３１镁合金在直接接触法中对 犕犌６３细胞生长、繁殖的影响

　　生理情况下，成骨细胞以特异性受体（整合素）

识别细胞外基质蛋白而发生黏附。整合素由α和β
两个亚基组成的跨膜糖蛋白受体，可以通过识别细

胞外基质蛋白所含的细胞黏附序列［９］。早期的研究

表明，ＡＺ系镁合金植酸改性后在表面形成植酸转化

膜，转化膜具有多个磷酸残基结构［１２，１７］，这些磷酸残

基结构是否能诱导和促进细胞整合素的表达水平，

以及植酸改性 ＡＺ３１镁合金促进 ＭＧ６３细胞黏附

的机理，尚需进一步的研究。

３　结　语

采用浸没法通过植酸改性可以在ＡＺ３１镁合金

表面形成植酸涂层，植酸改性涂层对ＡＺ３１镁合金的

抗腐蚀降解性能影响不大，镁合金腐蚀降解快，导致

碱性环境不利于细胞生长；但植酸改性后的镁合金表

面具有与镁合金不同的表面特性，能显著改善细胞的

黏附性能。植酸改性可以为生物医用金属材料改善

表面细胞黏附性能提供一种有益的技术借鉴。
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