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摘　要：采用层层自组装法联合溶解法在ＮｉＴｉ合金表面制作疏松多孔的聚丙烯酸（ＰＡＡ）和聚丙烯胺盐酸

盐（ＰＡＨ）复合有机层，在该有机层表面进行壳聚糖／骨形态蛋白２（ＢＭＰ ２）涂层处理。利用扫描电镜观察逐

层处理后合金表面结构变化；用接触角检测仪检测材料表面亲水性；利用ＢＭＰ ２ＥＬＡＳＡ试剂盒检测在模拟

体液中ｒｈＢＭＰ ２的释放情况；经过修饰的材料分别与小鼠成骨细胞共培养，检测不同时期培养液中碱性磷

酸酶活性。结果表明：经盐酸溶蚀后ＰＡＡ／ＰＡＨ涂层广泛形成纳米至微米级的孔洞结构，经壳聚糖／ｒｈＢＭＰ ２

溶液浸泡后孔洞被填充覆盖。改性后ＮｉＴｉ合金表面亲水角明显降低，在模拟体液中ｒｈＢＭＰ ２释放的时间逐

渐延长。改性后ＮｉＴｉ合金与小鼠成骨细胞共培养后碱性磷酸酶较对照组显著增加。说明改性后的合金亲水

性显著改善，在模拟体液环境中ｒｈＢＭＰ ２能够缓慢释放，具有促进小鼠成骨细胞增殖的能力。
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０　引　言

　　ＮｉＴｉ合金因具有形状记忆性、超弹性及良好

的生物相容性等性能而被广泛应用于体内植入材

料，近些年学者们主要通过各种方法使合金表面

脱镍以改善 Ｎｉ２＋离子在体内溶出对机体产生的

毒害作用［１２］，而一些学者们通过聚合、偶联、吸附

等手段在其表面加入某种具有特殊生物学性能的

有机集团或分子链，以增加或改善合金的生物学

性能［３４］骨形态蛋白２（ＢＭＰ ２），为ＢＭＰ家族中

的一员，具有促进成骨细胞分化诱导成骨的作用，

但在体内其含量是有限的，单纯注入则很快被稀

释降解，不能在骨折愈合中发挥很好作用，因此需

要一种载体将其带入体内以控制其释放，从而维

持有效剂量。

现研究的载体材料主要有有机高分子类［５６］、

无机盐类［７８］及天然聚合物类［９１０］，其中壳聚糖是

一种天然的高分子聚合物，在一定条件下分子间

可通过相互作用形成纳米微球，且壳聚糖有良好

的生物可降解性、生物相容性，因此被认为是一种

新的给药途径［１１］，有学者已应用壳聚糖作为

ＢＭＰ的载体材料且已取得了一定成果
［１２１３］。

文中是在普通的ＮｉＴｉ合金片表面进行壳聚

糖／ＢＭＰ涂层处理，以使其在进行骨折的植入内

固定的同时，ＢＭＰ能够缓慢释放从而促进骨的愈

合。难点在于如何将壳聚糖载药微球吸附于Ｎｉ

Ｔｉ合金表面。层层自组装技术是近些年材料学

领域中较为活跃的研究手段之一，ＫａｎｇＰｉｎｇＸｉ

ａｏ
［１４］应用该技术使用聚丙烯酸（ｐｏｌｙ（ａｃｒｙｌｉｃ

ａｃｉｄ）（ＰＡＡ））和聚丙烯胺 （ｐｏｌｙ（ａｌｌｙｌａｍｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）（ＰＡＨ））成功制作出了多孔渗水

的生物膜，有学者［１５］应用层层自组装法在 ＮｉＴｉ

合金表面组装聚丙烯亚胺／肝素复合层以增加

ＮｉＴｉ合金的抗凝效果。

文中试验同样将通过层层自组装法在ＮｉＴｉ合

金表面构建疏松多孔的ＰＡＡ／ＰＡＨ有机高分子

层，以利于吸附和交联壳聚糖从而制备具有ＢＭＰ

缓释功能的ＮｉＴｉ接骨合金。

１　试验方法

１．１　试验材料

ＮｉＴｉ等比合金尺寸为１０ｍｍ ×１０ｍｍ×

１ｍｍ，其成分为（质量分数）：５０％ Ｎｉ、５０％ Ｔｉ。

ＰＡＡ（Ｃ３Ｈ４Ｏ２）ｎ和ＰＡＨ（Ｃ３Ｈ８ＣｌＮ）ｎ分子量分

别为 １２００００～２０００００ 和 １０００００，壳 聚糖

（Ｃ６Ｈ１１ＮＯ４）ｎ分子量为２０００００。人类重组骨形

态蛋白２（ｒｈＢＭＰ ２）、模拟体液（ＳＢＦ）、小鼠成骨

细胞、胎 牛 血 清、ＤＭＥＭ 培 养 基、ｒｈＢＭＰ ２

ＥＬＩＳＡ试剂盒、碱性磷酸酶试剂盒等。

１．２　携载狉犺犅犕犘 ２的犖犻犜犻合金的制备

将ＮｉＴｉ合金片物理抛光后经过丙酮、乙醇

（７０％）、去离子水依次超声清洗两次，５ｍｉｎ／次，

后经Ｈ２Ｏ、ＨＦ、ＨＮＯ３ 比例为５∶１∶４的溶液抛

光处理５ｍｉｎ，超声波清洗１０ｍｉｎ
［１６］，ＰＡＡ、ＰＡＨ

用去离子水分别配成１０ｍｇ／ｍＬ的溶液于２个小

烧杯内，将经以上处理的 ＮｉＴｉ合金片依次通过

ＰＡＡ、ＰＡＨ 溶液交替浸泡１０次，１５ｍｉｎ／次，后

置于０．０１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液中浸泡２～３ｍｉｎ后

拿出，去离子水冲洗，ＣＯ６０照射消毒备用。

在超净工作台上，１００ｍｇ壳聚糖溶入４ｍＬ

体积 比 为 ２０ ｍｏｌ／Ｌ 的 醋 酸 溶 液 中，２００μｇ

ｒｈＢＭＰ ２溶于４ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液１ｍＬ混合，

混合液缓慢加入含８ｍＬｓｐａｎ ８０的辛醇溶液

４０ｍＬ中，磁力搅拌器搅拌２ｈ，加入１ｍＬ三聚磷

酸钠水溶液交联，继续搅拌４０ｍｉｎ，制作壳聚糖／

ｒｈＢＭＰ ２微球溶液
［１２］，并将上述处理后的ＮｉＴｉ

合金浸泡其中，１２ｈ后拿出，无菌超纯水洗漱后

放入无菌小瓶内密封，－２０℃冻存备用。

１．３　材料表征

ＪＳＭ ６７０１Ｆ型冷场发射扫描电子显微镜观

察未处理合金、自组装后、盐酸浸蚀后及吸附了壳

聚糖／ｒｈＢＭＰ ２后的逐层表面结构，并对比观察

结构变化。修饰前、后样品各随机抽取６个光学

接触角测量仪ＤＳＡ１００检测表面亲水角，取平均

数，对比表面亲水角变化。

按ｒｈＢＭＰ２ＥＬＩＳＡ试剂盒说明所述将该试

剂盒提供的ｒｈＢＭＰ ２样品进行梯度稀释，ＰＷ

９６０型酶标仪５４５ｎｍ处依次检测稀释液吸光度

值，制作浓度、吸光度标准曲线，并求得回归方程。

将组装完成的ＮｉＴｉ合金片置于２４孔板内，分别

加入１ｍＬＳＢＦ液，密封后置于３７℃下孵育，于

３、６、９、１２、１５、１８和２１天每个时间点设６个重复

测量孔，５４５ｎｍ处检测吸光度值，并根据吸光度

值，计算出对应的浓度，试验数据用狓±ｓ表示，

绘制ｒｈＢＭＰ ２浓度变化图。

取２代培养的小鼠成骨细胞１×１０５ 个／ｍＬ

接种于２４孔板内，按以下分组培养：Ａ组：未加入

５９
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任何材料；Ｂ组：未处理的 ＮｉＴｉ合金；Ｃ组：未加

入ＢＭＰ的壳聚糖／ＰＡＨ／ＰＡＡ／ＮｉＴｉ合金；Ｄ组：

壳聚糖／ｒｈＢＭＰ ２／ＰＡＨ／ＰＡＡ／ＮｉＴｉ合金。于

２、４、６和８天每个时间点设４个重复测量孔，碱

性磷酸酶试剂盒检测碱性磷酸酶浓度（酶标仪检

测波长为４０５ｎｍ，方法与ｒｈＢＭＰ ２浓度检测类

同），绘制柱状图，试验数据用狓±ｓ表示，组间差

异采用重复测量资料的方差分析，应用ＳＰＳＳ１７．０

统计软件进行处理。

２　结果与讨论

２．１　改性前后合金涂层的表面形貌

图１分别为未处理 ＮｉＴｉ合金、ＰＡＨ／ＰＡＡ

层层自组装后、盐酸溶蚀后及壳聚糖／ＢＭＰ涂层

后放大１００００倍的形貌。由图１（ｂ）可见经

ＰＡＨ／ＰＡＡ表面组装后形成薄厚不均的粘附物

并有裂隙存在，ＨＣｌ浸蚀后粘附层表面形成大小

不等（微米级）的孔洞（图１（ｃ）），而经壳聚糖／ｒｈ

ＢＭＰ２涂层处理后，表面覆盖有大量几百纳米级

别的微球体，即壳聚糖分子间相互粘附交联形成

的载药微球（图１（ｄ））。

ＰＡＡ分子含有大量的羧基，而ＰＡＨ分子含

有大量氨基，二者互为酸碱性，因此在溶液中可以

相互吸附叠加成膜（图１（ｂ）），而盐酸的作用使分

子链发生断裂从而形成粗糙多孔的表面结构

（图１（ｃ））。另外，壳聚糖表面含有大量羟基和氨

基，这些基团的存在保证了壳聚糖能够粘附于

ＰＡＡ／ＰＡＨ多分子层表面（图１（ｄ））。

图１ＮｉＴｉ合金及逐层处理后表面形貌

Ｆｉｇ．１ＳｕｒｆａｃｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓｏｆＮｉＴｉａｌｌｏｙａｎｄｔｈｅｍａｔｅｒｉａｌｓａｆｔｅｒｃｏａｔｉｎｇｓｔｅｐｂｙｓｔｅｐ

２．２　改性前后犖犻犜犻合金的亲水角

体内植入材料与体液的亲和度与材料表面的

亲水性有很大关系，亲水角越低，组织相容性评价

越好。图２为改性前后ＮｉＴｉ合金材料表面亲水

角检测结果图，取平均数，得改性前亲水角为

８１．９４°±２．３７°，改性后亲水角为６５．７９°±３．９３°，
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图２修饰前后的ＮｉＴｉ合金亲水角

Ｆｉｇ．２ＣｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅｏｆｕｎｃｏａｔｅｄＮｉＴｉｓｕｂｓｔｒａｔｅａｎｄｃｏａｔｅｄｍａｔｅｒｉａｌ

改性后亲水角有所降低，亲水性得到提高，但改性

后的不同样品或同一样品亲水性有较大波动（分

布范围在５４．７°～７１．４°之间），考虑主要原因为不

可控性的涂层结构不均匀所致。

２．３　改性后材料在犛犅犉液中释放狉犺犅犕犘 ２

图３为ｒｈＢＭＰ－２释放曲线图。如图所示，

１～６天，ＳＢＦ液中蛋白浓度急剧增加，６天后蛋

白浓度增加趋势平缓。主要原因考虑为粘附于材

料表面的壳聚糖／ｒｈＢＭＰ ２及未包被的ｒｈＢＭＰ

２释出有关，约６天后，随着壳聚糖／ｒｈＢＭＰ ２微

球的释放降解，及粘附于孔洞内的ｒｈＢＭＰ ２的

释放，释药进入平缓期。另外，ｒｈＢＭＰ ２本身存

在一定的半衰期，在ＳＢＦ液中，随着时间的推移，

部分ｒｈＢＭＰ ２逐渐降解。因此，ｒｈＢＭＰ ２的释

放量应大于检测量，当释放量接近于降解量时，药

物浓度进入相对平缓期，所以，释药总量应大于最

高浓度时溶液中的药量。

图３ＲｈＢＭＰ ２释药曲线

Ｆｉｇ．３ＣｕｒｖｅｏｆｔｈｅｒｅｌｅａｓｉｎｇｓｐｅｅｄｏｆｒｈＢＭＰ ２

２．４　修饰前后犖犻犜犻合金材料所起的作用

骨碱性磷酸酶是成骨细胞的一种细胞外酶，

这种酶的浓度变化与骨的生长代谢状况具有相关

性。图４为改性后合金及各对照组与小鼠成骨细

胞共培养２、４、６和８天后碱性磷酸酶活性对比，

于２天前Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组碱性磷酸酶活性无显著差

异（Ｐ＞０．０５）；４～８天，Ｄ组碱性磷酸酶活性相对

Ａ、Ｂ、Ｃ组有所增加（Ｐ＜０．０５），即相比 Ａ、Ｂ和

Ｃ，Ｄ组的成骨细胞增值活性增加。并且，这种趋

势随时间推移而逐渐增加，与对照组相比较，产生

的原因是ｒｈＢＭＰ ２在起作用。

图４不同材料对成骨细胞碱性磷酸酶合成影响

Ｆｉｇ．４Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓｏｎａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓ

ｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ

３　结　论

通过层层自助装联合溶解法ＮｉＴｉ合金表面

制作出了具有疏松多孔ＰＡＨ／ＰＡＡ涂层，并在该

涂层内吸附壳聚糖／ｒｈＢＭＰ ２，经试验检测得到

如下结论：

（１）应用层层自组装法、溶解法、表面吸附等

方法成功制作了ＢＭＰ涂层的ＮｉＴｉ合金。

（２）修饰后的 ＮｉＴｉ合金浸泡于ＳＢＦ液中，

ｒｈＢＭＰ ２能够缓慢释放；表面亲水性得到了改

善，能够促进小鼠成骨细胞增殖活性。

ＮｉＴｉ合金在骨科学领域应用广泛的内固定

材料，而ＢＭＰ对于促进骨的生长愈合有积极作

用，该试验成功将ＢＭＰ涂于 ＮｉＴｉ合金表面，修

７９
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饰后的ＮｉＴｉ合金将有可能作为一种新的骨内固

定材料，该材料可用于发挥骨的支撑固定作用改

善传统内固定材料和机体组织的亲和力，而ＢＭＰ

的释放能对骨的生长愈合具有促进作用。
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