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丝素蛋白 /磷酸八钙复合材料生物界面的
蛋白质吸附和细胞响应
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摘　 要　 为进一步了解仿生材料结构与功能的关系ꎬ为体内骨整合设计一个有利的种植微环境ꎬ通过电化学沉积技

术调控电解液中丝素蛋白(ＳＦ)的质量浓度ꎬ制备了具有纳微米多级结构的丝素蛋白 /磷酸八钙(ＳＦ / ＯＣＰ)复合涂层ꎮ
研究了丝素蛋白质量浓度对 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层的表面形貌、力学性能、蛋白质吸附以及细胞增殖行为的影响ꎮ 结果表

明:随电解液中丝素蛋白质量浓度的增加ꎬ涂层表面孔洞直径由(１９􀆰 ９６ ± ６􀆰 ９６) μｍ 减小至(１􀆰 ５６ ± ０􀆰 ２２) μｍꎬ ＯＣＰ
晶体宽度减小至纳米级别((２６􀆰 ８４ ± ８􀆰 ２) ｎｍ)ꎻ与纯 ＯＣＰ 涂层相比ꎬＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(ＳＦ 质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)
的弹性模量和硬度分别增加了约 １􀆰 ５ 和 ４􀆰 ３ 倍ꎻＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层选择性地增强了纤连蛋白(Ｆｎ)的吸附ꎬ经 ７ ｄ 的细

胞培养后ꎬＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(ＳＦ 质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)表面的细胞活力是纯 ＯＣＰ 涂层上的 １􀆰 ２８ 倍ꎮ
关键词　 丝素蛋白ꎻ 磷酸八钙ꎻ 蛋白质吸附ꎻ 细胞培养ꎻ 仿生材料
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　 　 在人体内ꎬ骨组织展现出了优异的力学性能ꎬ其
主要由硬而脆的纳米级钙磷盐和柔软坚韧的有机蛋

白质复合而成ꎮ 从自然界中得到启发ꎬ构筑具有不

同化学组分的纳微米多级结构是组织工程应用中先
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进生物材料合成的关键因素ꎮ 磷酸八钙(ＯＣＰ)和

丝素蛋白(ＳＦ)由于各自具有优异的理化性质和生

物性能ꎬ被认为是合适的骨组织替代材料[１－３]ꎮ
近年来ꎬ关于材料表面拓扑结构对蛋白质吸附

和细胞行为影响的研究吸引了众多关注ꎬ相关研究

表明ꎬ生物材料表面纳米尺度和微米尺度的结构在

一定程度上可直接和间接影响细胞的生长行

为[４－５]ꎮ 一般来说ꎬ如果植入物被植入活体中ꎬ蛋白

质包括许多生物活性物质会立即与这些植入物相互

作用并吸附在其表面ꎬ这种蛋白质吸附过程的研究

对于预测生物进程中细胞对基底的响应是至关重要

的[６－７]ꎮ 众多研究者指出ꎬ生物材料表面微观结构

只有在细胞粘附蛋白存在的前提下才能促进细胞的

粘附ꎬ表明蛋白质在调控移植生物材料表面一系列

细胞行为方面起到了重要的作用[８－９]ꎮ 相关研究表

明ꎬ纳米材料的特异性可促进组织替代材料生物性

能和力学性能的提高[１０－１２]ꎮ
本文利用电化学沉积技术精确调控纳微米多级

结构ꎬ探索材料表面理化特征与其力学性能和生物

性能的相互关系ꎮ 在电化学沉积过程中ꎬ通过调节

ＳＦ 的质量浓度ꎬ精确调控 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层的孔隙

尺寸和晶带宽度ꎻ讨论纳米多级结构表面形貌的变

化对牛血清白蛋白(ＢＳＡ)和纤连蛋白(Ｆｎ)吸附以

及细胞活力的影响ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验材料与设备
材料:四水硝酸钙(分析纯)、磷酸二氢铵(分析

纯)、二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)ꎬ国药集团化学试剂有限

公司ꎻ蚕茧ꎬ市售ꎻ钛片(Ｔｉ)ꎬ西格玛奥德里奇贸易

有限公司ꎻ微量二喹啉甲酸(μＢＣＡ)蛋白定量分析

试剂盒ꎬ安诺伦北京生物科技有限公司ꎻ牛血清白蛋

白(ＢＳＡ)ꎬ卡迈舒上海生物科技有限公司ꎻ纤连蛋

白(Ｆｎ)ꎬ 美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎻ噻唑蓝(ＭＴＴ)ꎬ西
格玛奥德里奇贸易有限公司ꎮ

设备:ＣＨＩ６００Ｅ 型电化学工作站(上海辰华仪

器有限公司)ꎻＳ － ４８００ 型高分辨场发射扫描电镜

(ＳＥＭꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司)ꎻＳｙｎｅｒｇｙ ４ 型酶标仪(美
国 Ｂｉｏ－Ｔｅｋ 公司)ꎻＧ２００ 型纳米压痕仪(美国 ＫＬＡ
公司)ꎮ
１􀆰 ２　 试样制备方法
１􀆰 ２􀆰 １　 丝素蛋白溶液的制备

将蚕茧剪成合适大小的茧片ꎬ称取一定量放入

到质量分数为 ０􀆰 ５％的 Ｎａ２ＣＯ３ 溶液中ꎬ沸煮 ４５ ｍｉｎ
后ꎬ用去离子水冲洗脱胶丝 ４~５ 次ꎬ然后自然晾干ꎮ

将干燥后的丝素撕扯至蓬松状态ꎬ放入到浓度为

９􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 的溴化锂(ＬｉＢｒ)溶液中ꎬ在 ６０ ℃下溶解

１ ｈꎬ 用 ４ 层纱布过滤溶液中的杂质ꎬ用透析袋(截
留分子量 ６ ０００~ ８ ０００) 对溶液进行透析处理ꎬ透
析时间为 ３ ｄꎬ按常规操作进行换水处理ꎬ去除溶液

中的溴化锂ꎬ最后将透析好的丝素蛋白溶液存放在

４ ℃ 冰箱中备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 涂层材料制备

采用超纯水配制电解液ꎬ配制好的电解液中含

０􀆰 ０４５ ｍｏｌ / Ｌ 的四水硝酸钙和 ０􀆰 ０２７ ｍｏｌ / Ｌ 的磷酸

二氢铵ꎬ用于制备纯 ＯＣＰ 涂层ꎮ 在上述电解液中缓

慢添加一定质量浓度的 ＳＦ(０􀆰 ０、０􀆰 １、０􀆰 ３、０􀆰 ５、０􀆰 ７、
１􀆰 ０、１􀆰 ５、２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ并混合均匀ꎬ用于制备 ＳＦ /
ＯＣＰ 复合涂层ꎮ 采用 ＣＨＩ６００Ｅ 电化学工作站ꎬ钛片

作为工作电极(阴极)ꎬ铂电极作为对电极(阳极)ꎬ
饱和甘汞电极作为参比电极ꎬ采用恒电流模式进行

电化学沉积ꎮ 控制电流密度为 ０􀆰 ２ ~ １􀆰 ５ ｍＡ / ｃｍ２ꎬ
沉积时间为 １５ ｍｉｎꎬ沉积温度为 ７５ ℃ꎮ 在钛基底上

沉积纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层ꎮ 电化学沉

积结束后ꎬ用超纯水对样品进行冲洗ꎬ然后晾干

备用ꎮ
１􀆰 ３　 测试方法
１􀆰 ３􀆰 １　 涂层表面孔洞直径和晶带宽度测试

通过场发射扫描电子显微镜观察涂层表面的形

貌特征ꎬ打开 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件的长度测量工具ꎬ测试电

镜图像上的孔洞直径和晶带宽度并记录ꎮ 每种样品

分别测试 １０ 组ꎬ计算其平均值和标准偏差ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 涂层的力学性能测试

使用纳米压痕仪对纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ / ＯＣＰ 复

合涂层(１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ) 的力学性能进行测试ꎬ分析

２ 种涂层的弹性模量和硬度差异ꎮ 每种样品测试

４ 组ꎬ 计算其平均值和标准偏差ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 涂层表面蛋白质吸附性能测试

使用微量二喹啉甲酸(μＢＣＡ)蛋白质试剂盒检

测样品上蛋白质吸附的数量ꎮ 测试步骤为:将制备

好的样品分别放置在 ２４ 孔培养板中ꎬ每孔分别加入

配制好的 ５ ｍｇ / ｍＬ ＢＳＡ / ＰＢＳ(磷酸盐缓冲溶液)蛋
白质溶液 １ ｍＬꎮ 然后将培养板放置在 ３７ ℃孵化箱

中孵化 ４ ｈꎬ取出样品用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎮ 将清洗过

的样品放置在新的 ２４ 孔培养板中ꎬ每孔加入０􀆰 ５ ｍＬ
体积分数为 ５％的十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)溶液ꎬ然后

将培养板放置在 ３７ ℃ 恒温振荡器中ꎬ振荡２０ ｍｉｎ
以释放样品表面吸附的 ＢＳＡ 蛋白质ꎬ最后将溶液收

集到新的 ２４ 孔培养板中ꎬ使用 μＢＣＡ 试剂盒测试样

品表面 ＢＳＡ 蛋白质的吸附量ꎮ 涂层表面 Ｆｎ 吸附量

的测试步骤同上ꎬ每孔添加 ３０ μｇ / ｍＬ Ｆｎ / ＰＢＳ 蛋白
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质溶液 １ ｍＬ 进行测试ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 涂层表面细胞活力测试

使用人脐血间充质干细胞 ＨＵＭＳＣｓ 进行体外

细胞培养实验ꎬ接种密度为 １×１０５ 个 / ｃｍ２ꎬ培养时间

为 １、３ 和 ７ ｄꎮ 涂层表面细胞活力测试采用 ＭＴＴ 比

色实验进行ꎬ依检测原理ꎬ在一定波长下通过测定其

吸光度值可间接反映活细胞数量ꎮ ＭＴＴ 溶液配制

过程为:称取 ２５０ ｍｇ ＭＴＴ 粉末放入烧杯中ꎬ加入

５０ ｍＬ ＰＢＳ(０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ 值为 ７􀆰 ４)溶液ꎬ在磁力

搅拌机上避光搅拌 ３０ ｍｉｎꎬ配制好的溶液用微孔滤

膜除菌处理ꎬ放置在 ４ ℃冰箱保存ꎮ 将待测样品放

入到 ２４ 孔培养板中ꎬ每孔加入 ２００ μＬ ＭＴＴ 溶液ꎬ然
后放置在培养箱中孵化 ４ ｈꎬ将孵化后的样品转移到

新的 ２４ 孔板中ꎬ每个样品中加入 ４００ μＬ ＤＭＳＯꎬ摇
晃一下放置 １０ ｍｉｎꎮ 最后将每个样品孔的溶液分装

到 ９６ 孔板中ꎬ每孔 １００ μＬ 溶液ꎬ每个样品分装 ３ 个

孔ꎬ用酶标仪进行测试ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 涂层表面形貌分析
图 １ 为纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层电镜

(ＳＥＭ)照片ꎬ图 ２ 为其放大的电镜照片ꎮ 可以看出ꎬ
在电化学沉积过程中ꎬ由于阴极表面氢气泡的产生ꎬ
在所有制备的涂层表面都形成了均一的三维多孔结

构ꎬ当一定量的丝素蛋白溶液加入到电解液中时ꎬ
钛(Ｔｉ) 基底表面就会形成具有纳微米多级结构的

涂层ꎬ随着电解液中丝素蛋白质量浓度的增加ꎬ涂层

表面孔洞直径和 ＯＣＰ 晶体宽度逐渐减小ꎬ当丝素蛋

白质量浓度高于 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ 时趋于稳定ꎮ

图 １　 纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层电镜照片

Ｆｉｇ.１　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐｕｒｅ ＯＣＰ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｄ ＳＦ / ＯＣＰ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｃｏａｔｉｎｇｓ

图 ２　 放大的纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层电镜照片

Ｆｉｇ.２　 Ｅｎｌａｒｇｅｄ ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐｕｒｅ ＯＣＰ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｄ ＳＦ / ＯＣＰ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｃｏａｔｉｎｇｓ

　 　 图 ３ 示出涂层孔洞直径和 ＯＣＰ 晶带宽度随丝

素蛋白添加量的变化ꎮ 可以看出:纯 ＯＣＰ 涂层的孔

洞直径为(１９􀆰 ９６±６􀆰 ９６)μｍꎬ晶带宽度为(５５４􀆰 ３３±

１０８􀆰 ５５) ｎｍꎻ随着电解液中丝素蛋白的加入ꎬ孔洞

直径减小到(１􀆰 ５６±０􀆰 ２２) μｍꎬＯＣＰ 晶带宽度减小

到纳米((２６􀆰 ８４ ±８􀆰 ２) ｎｍ)级别ꎮ
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图 ３　 孔洞直径和 ＯＣＰ 晶带宽度随丝素

蛋白质量浓度的变化

Ｆｉｇ.３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ (ａ) ａｎｄ ＯＣＰ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｗｉｄｔｈ (ｂ)
ｉｎ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｃｏａｔｉｎｇｓ ｗｉｔｈ ＳＦ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图 ４ 示出 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层电化学沉积机制示

意图ꎮ 在电化学沉积过程中ꎬ当丝素蛋白加入到电

解液中时ꎬ在阴极 /溶液界面的 ｐＨ 值高于电解液

ｐＨ 值的情况下ꎬＳＦ 和 ＯＣＰ 共沉积在阴极表面形成

纳微米多级结构ꎮ 通过调控初始电解液中丝素蛋白

溶液的质量浓度ꎬ可以非常容易地控制 ＳＦ / ＯＣＰ 复

合涂层的微观形貌ꎮ 在这个过程中ꎬ丝素蛋白不仅

在微米级孔状结构的形成方面起到了重要作用ꎬ而
且在纳米级纤维状 ＯＣＰ 微晶的形成上也起到了关

键作用ꎮ 当电流通过电极时ꎬ由于水解电化学反应ꎬ
在阴极表面产生大量动态的氢气泡ꎬ如果 ＯＣＰ 晶体

生长速率与电极表面氢气泡的形成－离开速率相匹

配ꎬＯＣＰ 晶体可围绕氢气泡生长ꎬ并沉积在气泡周

围ꎮ 这个过程中ꎬ氢气泡扮演着形成孔状结构的软

模板ꎮ 当电解液中加入丝素蛋白后ꎬＳＦ 很可能吸附

在暴露于溶液中的(１００)晶面上ꎬ从而抑制 ＯＣＰ 晶

体的生长ꎮ
２􀆰 ２　 涂层的力学性能分析

表 １ 示出 ＯＣＰ 和 ＳＦ / ＯＣＰ 涂层的弹性模量和

硬度ꎮ 为测量含有丝素蛋白和不含丝素蛋白 ２ 种涂

层的力学性能差异ꎬ选取了丝素蛋白质量浓度为

图 ４　 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层电化学沉积机制

Ｆｉｇ.４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＦ / ＯＣＰ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｃｏａｔｉｎｇｓ ｏｎ Ｔｉ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｂｙ ＥＣＤ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ 制备得到的 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层和纯 ＯＣＰ
涂层进行比较ꎮ 由表 １ 可知ꎬ与纯 ＯＣＰ 涂层相比ꎬ
ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ) 的弹性模量是其

１􀆰 ５ 倍ꎬ硬度是其 ４􀆰 ３ 倍ꎬ表明 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层具

有更好的力学性能ꎮ 这可能是由于其结构上的改

变ꎬ当电解液中添加丝素蛋白时ꎬ在涂层表面会形成

纳微米二级结构ꎬ孔洞直径和 ＯＣＰ 晶带宽度的减少

能有效地促进 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层表面形成更加致密

的多孔结构ꎮ 此外ꎬ丝素蛋白和 ＯＣＰ 之间的相互交

联也有助于复合涂层力学性能的提升ꎮ

表 １　 制备涂层的弹性模量和硬度

Ｔａｂ.１　 Ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ａｎｄ ｈａｒｄｎｅｓｓ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｃｏａｔｉｎｇｓ ＧＰａ

样品名称 弹性模量 硬度

ＯＣＰ 涂层 ８􀆰 ５６ ± ０􀆰 ６２ ０􀆰 ０１１ ± ０􀆰 ００１
ＳＦ / ＯＣＰ 涂层 １２􀆰 ８４ ± １􀆰 ３４ ０􀆰 ０４７ ± ０􀆰 ０１１

　 　 注:ＳＦ / ＯＣＰ 涂层中丝素蛋白质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬꎮ

２􀆰 ３　 涂层表面蛋白质吸附性能分析
图 ５、６ 示出 ＢＳＡ 和 Ｆｎ 在纯 Ｔｉ 基底、纯 ＯＣＰ 涂

层和 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层上的吸附量ꎮ

注:∗表示与纯 Ｔｉ 基底相比ꎬｐ<０􀆰 ０５ꎻ＃表示与纯

ＯＣＰ 涂层相比ꎬｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ５　 ＢＳＡ 在纯 Ｔｉ 基底、纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ / ＯＣＰ
复合涂层上的吸附量

Ｆｉｇ.５　 ＢＳＡ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｎ ｐｕｒｅ Ｔｉꎬｐｕｒｅ ＯＣＰ ｃｏａｔｉｎｇ
ａｎｄ ＳＦ / ＯＣＰ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｃｏａｔｉｎｇｓ
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由图可知ꎬ纯 ＯＣＰ 涂层上的 ＢＳＡ 蛋白吸附量

是空白 Ｔｉ 基底上的 ２ 倍多ꎬ但在 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层

上的 ＢＳＡ 蛋白吸附量保持同一吸附水平ꎬ且明显低

于纯 ＯＣＰ 涂层上 的蛋白质吸附量ꎮ Ｆｎ 蛋白在

ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层上的吸附高于纯 ＯＣＰ 涂层和空

白 Ｔｉ 基底上的吸附ꎬ且随着丝素蛋白浓度的增加ꎬ
复合涂层表面 Ｆｎ 蛋白吸附量增加ꎮ

注:∗表示与纯 Ｔｉ 基底相比ꎬ ｐ<０􀆰 ０５ꎻ
＃表示与纯 ＯＣＰ 涂层相比ꎬ ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 Ｆｎ 在纯 Ｔｉ 基底、纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ / ＯＣＰ 复合

涂层上的吸附量

Ｆｉｇ.６　 Ｆｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｎ ｐｕｒｅ Ｔｉꎬｐｕｒｅ ＯＣＰ ｃｏａｔｉｎｇ
ａｎｄ ＳＦ / ＯＣＰ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｃｏａｔｉｎｇｓ

众所周知ꎬ在体内移植中 ＢＳＡ 和 Ｆｎ 是最重要

的 ２ 种蛋白质ꎬ存在于复杂的生物体液和组织中ꎮ
ＢＳＡ 是一种存在于血浆中的小型球状血清蛋白ꎬ有
助于调节渗透压和低水溶性营养物质的运输ꎮ ＢＳＡ
的分子量较低ꎬ为 ６６ ｋＤａꎬ导致其在体液中扩散速

度更快ꎮ 一般来说ꎬ在生物学研究中ꎬＢＳＡ 被用来

屏蔽细胞的非特异性粘附位点[６－７ꎬ１３]ꎮ 一些研究团

队报道了片状 ＨＡｐ 粒子因其具有很大部分的 ｂ－ｃ
晶面而更容易吸附 ＢＳＡ 分子[１４]ꎮ ＯＣＰ 的晶体结构

与 ＨＡｐ 有着很多相似之处ꎬ在 ＯＣＰ 磷灰石层中的

４ 个钙原子和 ４ 个磷原子位置与 ＨＡｐ 晶体中相应原

子几乎完全匹配ꎮ ＢＳＡ 蛋白更快的扩散速度和其

在优先晶面上更高的吸引力ꎬ使其在纯 ＯＣＰ 涂层上

有更高的吸附量ꎮ 与纯 ＯＣＰ 涂层晶带在(１００)晶面

上的生长相比ꎬ随着丝素蛋白的加入ꎬ复合涂层上

ＯＣＰ 晶带在这个方向上的生长受到抑制ꎬ晶带宽度

明显减少ꎮ 由于 ＢＳＡ 分子快速的扩散速度ꎬ与 ＳＦ /
ＯＣＰ 复合涂层相比ꎬ纯 ＯＣＰ 涂层表面具有更大的孔

洞尺寸ꎬ可以吸附更多的 ＢＳＡ 蛋白ꎮ
Ｆｎ 蛋白不仅是最重要的细胞黏附蛋白ꎬ可促进

生物材料上细胞黏附和迁移ꎬ且在早期的成骨分化

中也起到了重要的作用ꎮ 一些研究表明ꎬ生物材料

表面微观形貌能影响相对大的蛋白质的吸附ꎮ Ｆｎ

蛋白的相对分子质量较高ꎬ为 ２５０ ｋＤａ[１５－１７]ꎮ 随着

电解液中丝素蛋白质量浓度的增加ꎬＳＦ / ＯＣＰ 复合

涂层具有更高的有序结构和更大的表面积ꎮ 由于表

面积的增加ꎬ使得其有更多的非特异性 Ｆｎ 蛋白

吸附ꎮ
２􀆰 ４　 涂层表面细胞活力分析

图 ７ 示出 ＨＵＭＳＣｓ 细胞在纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ /
ＯＣＰ 复合涂层上培养 １、３ 和 ７ ｄ 时的细胞增殖状

况ꎮ 可知ꎬ经过 １ ｄ 的培养后ꎬ所有样品之间没有显

著性的差异ꎬ但经过 ３、７ ｄ 培养后ꎬＳＦ / ＯＣＰ 复合涂

层表面的细胞活力明显高于纯 ＯＣＰ 涂层ꎬ而且具有

显著性差异ꎮ 随着复合涂层中丝素蛋白质量浓度的

增加ꎬ涂层表面细胞活力明显增加ꎬ这种增加趋势随

着培养时间的增加越来越明显ꎮ 尤其在培养第 ７ ｄ
时ꎬＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)表面的细胞活

力是纯 ＯＣＰ 涂层上的 １􀆰 ２８ 倍ꎮ 经统计分析ꎬ在整个

细胞培养过程中ꎬＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ) 和

ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(１􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ)上的细胞活力没有

显著性差异ꎬ这可能是由于这 ２ 种涂层之间具有极

其相似的纳微米多级结构ꎮ

注:∗表示涂层表面细胞活力的显著性差异ꎬｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ７　 ＨＵＭＳＣｓ 在纯 ＯＣＰ 涂层和 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层

上培养 １、３ 和 ７ ｄ 时的细胞活力

Ｆｉｇ.７　 ＨＵＭＳＣｓ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｎ ｐｕｒｅ ＯＣＰ ｃｏａｔｉｎｇ
ａｎｄ ＳＦ / ＯＣＰ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｃｏａｔｉｎｇｓ ｆｏｒ １ꎬ ３ ａｎｄ ７ ｄ

在所有复合涂层中ꎬ具有更小微米级孔洞尺寸ꎬ
更细的纳米级晶体纤维和更好的 Ｆｎ 蛋白吸附的

ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)和 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂

层(１􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ)显示出更好的细胞活力ꎮ 细胞实验

表明ꎬ与具有单一尺度特性的样品相比ꎬ纳微米多级

尺度的样品能够有效增强细胞活力ꎮ

３　 结　 论

１)本文通过调控电解液中丝素蛋白(ＳＦ)质量
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浓度ꎬ采用电化学沉积方法制备出具有有序多孔结

构的磷酸八钙(ＯＣＰ)涂层和具有纳微米多级结构

的 ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层ꎮ 经研究表明:随 ＳＦ 质量浓度

的增加ꎬ涂层表面孔洞直径由(１９􀆰 ９６ ± ６􀆰 ９６) μｍ
减小到(１􀆰 ５６ ± ０􀆰 ２２) μｍꎬ ＯＣＰ 晶体宽度减小到

(２６􀆰 ８４ ± ８􀆰 ２) ｎｍꎻＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)
的弹性模量和硬度分别比纯 ＯＣＰ 涂层增加了大约

１􀆰 ５ 和 ４􀆰 ３ 倍ꎮ
２)ＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层可选择性地增强 Ｆｎ 的吸

附ꎬ经 ７ ｄ 细胞培养ꎬＳＦ / ＯＣＰ 复合涂层(１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)
表面的细胞活力是纯 ＯＣＰ 涂层上的 １􀆰 ２８ 倍ꎮ

ＦＺＸＢ
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