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羟基磷灰石表面修饰人工角膜钛支架的生物相容性：电镜观察**★ 

李朝辉1，黄一飞1，马  骁1，黄靖香2，崔福斋3 

Biocompatibility of hydroxyapatite surface modified titanium skirt for keratoprosthesis: 

Scanning electron microscopy observation 

Li Zhao-hui1, Huang Yi-fei1, Ma Xiao1, Huang Jing-xiang2, Cui Fu-zhai3 

Abstract 

 

BACKGROUND: Keratoprosthesis surgery may be alternative in patients with corneal blindness of both eyes. Currently, 

researches for improving biocompatibility between the keratoprosthesis and the host tissue to achieve biological healing are 

predominant. 

OBJECTIVE: To evaluate the biocompatibility of hydroxyapatite surface modified titanium skirt for keratoprosthesis by scanning 

electron microscopy.  

METHODS: The bioactive hydroxyapatite coating was prepared on pure titanium for keratoprosthesis by an acid-alkali chemical 

pretreatment. The fibroblasts of rabbit cornea at 4 to 6 passages were directly seeded on hydroxyapatite modified titanium surfaces, pure 

titanium surfaces and glass surfaces. Cell adhesion, proliferation and morphology were detected at 3, 24, 48, 72 hours by scanning 

electron microscopy. A total of 18 normal New Zealand white rabbits were randomly divided into two groups. Skirt of hydroxyapatite 

modified titanium and pure titanium were implanted into the right eye corneal stroma of rabbits for 6 and 12 weeks, respectively. The 

growth and adhesion of the corneal tissue on the surface of skirt were examined by scanning electron microscopy.  

RESULTS AND CONCLUSION: The in vitro experiment showed that, cells on hydroxyapatite modified titanium surfaces had 

greater spreading area and longer stress fibers than that on the pure titanium at 3 and 24 hours. Both hydroxyapatite modified 

titanium and pure titanium were superior to glass surface. The number of viable cells was the highest on hydroxyapatite modified 

titanium surfaces (P < 0.05). At 72 hours, hydroxyapatite modified titanium surfaces were totally covered by collagen. The in vivo 

experiment showed that, the extracellular matrix deposited well on the surface of hydroxyapatite modified titanium, tightly adhered 

with hydroxyapatite. The pure titanium was only covered with corneal tissues. Hydroxyapatite surface modification could improve 

the biocompatibility of pure titanium skirt for keratoprosthesis. 
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摘要 

 

背景：人工角膜是双眼角膜盲患者复明的希望，提高人工角膜材料的生物相容性使人工角膜与宿主角膜达到生物愈合是目前

人工角膜的研究方向。 

目的：扫描电子显微镜观察经羟基磷灰石表面修饰能否增加人工角膜纯钛支架的生物相容性。 

方法：采用酸碱两步预处理法在人工角膜钛支架表面快速沉积羟基磷灰石涂层。将第 4~6 代兔角膜基质成纤维细胞直接接种

于羟基磷灰石修饰的钛支架、纯钛支架及玻璃表面，3，24，48，72 h 后，扫描电子显微镜观察材料表面的细胞黏附，伸展

及增殖情况；将 18 只正常新西兰白兔随机分为 2 组，于右眼角膜基质层内分别植入羟基磷灰石修饰的钛支架、纯钛支架，

术后 6，12 周取出人工角膜支架，扫描电子显微镜观察材料表面角膜组织贴附生长状态。 

结果与结论：体外实验显示，细胞接种 3 h 和 24 h 后，细胞扩展面积及细胞张力丝长度：羟基磷灰石修饰的钛支架>玻璃>

纯钛表面，羟基磷灰石修饰的钛支架表面的活细胞数多于其他材料表面(P < 0.05)。72 h 后，羟基磷灰石修饰的钛支架表面

完全被胶原覆盖。体内实验显示，扫描电子显微镜观察羟基磷灰石修饰的钛支架表面细胞外基质生长良好，与羟基磷灰石贴

附紧密。而纯钛支架仅为角膜组织简单包裹。说明人工角膜纯钛支架经羟基磷灰石表面修饰后，其生物相容性增加。 

关键词：人工角膜；羟基磷灰石；钛；表面改性；生物相容性；扫描电子显微镜 
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0  引言 

 

全球因角膜病而致盲的患者约有4 000万
[1]
。

角膜移植是其主要复明手段，但对于角膜植床高

度血管化、严重干眼上皮角化，Stevens-Johnson

综合征(SJS)，眼瘢痕性类天疱疮(OCP)及眼化学

烧伤等严重的角膜病，角膜移植成功率几乎为零，

令人遗憾的是，这些患者中以青壮年双眼盲居多。

人工角膜可能成为这类患者最终复明的希望。人

工角膜多由透明中心镜柱及支架两部分组成，中

心镜柱为光学区，支架植入病变角膜层间起固定

作用。 

目前本院临床上应用的MICOF人工角膜是
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以钛金属作为支架材料的，从已实施的临床病例

看，4~72个月的复明率为93%
[2]
，但钛作为生物

安全性种植体材料，植入体内后的反应为非特异

及随机性的，有时会被纤维组织包裹从而与宿主

组织隔离
[3]
，临床使用中存在着人工角膜移位、

漏水、排出等问题
[2]
。为使人工角膜材料与宿主

角膜组织融为一体，其不仅仅需具备生物安全

性，更要具备良好的生物活性。表面修饰法是

目前最常用的提高材料表面活性的方法
[4]
，羟

基磷灰石(HA)作为优越的表面修饰材料广泛

应用于口腔科及骨科等，但尚无应用于人工角

膜的报道。 

本实验拟将羟基磷灰石作为修饰材料固

定到人工角膜钛支架表面，以新西兰白兔为实

验对象，通过体内和体外实验，观察表面修饰

后能否提高钛支架的生物相容性。 

 

1  材料和方法 

 

设计：观察对照实验。 

时间及地点：实验于2006-11/2008-02在

解放军总医院眼科实验室完成。 

材料： 

实验动物：健康雌性新西兰白兔17只，普通

级，体质量2.5 kg(由解放军总医院动物房提供，

合格证号SCXK-2006)。实验过程中对动物的处

置符合2006年科学技术部发布的《关于善待实验

动物的指导性意见》
[5]
。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

人工角膜支架的制备：采用电火花机床切割

0.13 mm厚的钛箔，手工制作人工角膜襻，钢

珠控制支架的曲率。设计制备曲率半径为8 mm

的三襻式人工角膜支架共80片(图1)。选择40

片通过酸碱两步法在钛表面制备厚度约30 μm 

羟基磷灰石涂层
[6]

(图2)，由清华大学材料工程

学实验室完成；其余40片未经任何处理。所有

样品在实验前均经超声清洗，高温高压消毒以

备用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

体外实验： 

直接接触法观察细胞的黏附和增殖：直接

接触法即将细胞直接接种到生物材料表面进

行培养。取1只新西兰白兔采用胶原酶消化法

原代培养角膜成纤维细胞
[7]
，第4~6代角膜成纤

维细胞用于实验。实验样品分3组：HA-Ti组、

Ti组、盖玻片组(作为正常对照组)，每组32个

样品。将受试样品放入12孔板中，每孔放置一

个样品，接种6.3×10
4
个角膜成纤维细胞到材

主要试剂及仪器    来源 

商用纯钛箔(纯度 99.5%) 宝鸡市钛星金属 

有限公司 

高糖 DMEM 培养基、胰蛋 

白酶、Ⅱ型胶原酶干粉 

Sigma 公司 

速眠新Ⅱ号 长春军事医学科学院 

军事兽医研究所 

胎牛血清 北京亨圣马生物技 

术研究所 

NAPCO 5410CO2孵育箱 美国 NAPCO 公司 

超净工作台 天津医药净化设备厂 

FS2011 型眼科手术显微镜 德国 Muller 公司 

日立 S-2250N 扫描电镜 日本日立公司 

眼科显微手术器械 苏州明仁医疗器械 

有限公司 

 

a: Pure titanium skirt    b: Hydroxyapatite modified 

titanium skirt 

Figure 2  Surface and cutting face texture of tita-
nium and hydroxyapatite coating 
(Scanning electron microscope,      
×2 000) 

图 2  扫描电子显微镜下钛表面、羟基磷灰石
涂层表面及其断层形态(×2 000) 

Figure 1  Skirt of keratoprosthesis 
图 1  人工角膜支架大体观 

a: Pure titaniumi face     b: Hydroxyapatite surface 

c: Hydroxyapatite cutting face 
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料表面，分别于培养后的3，24，72，144 h取出8个样

品行扫描电子显微镜观察细胞的形态。 

扫描电子显微镜标本的制作流程：取出样品，PBS

溶液漂洗后，2.5%戊二醛固定，PBS溶液漂洗，1%锇

酸4 ℃下固定1.0~2.0 h，梯度丙酮脱水，乙酸异戊酯替

代，室温下六甲基二硅胺烷干燥，喷金，日立S-2250N

扫描电镜观察和摄片。 

体内实验： 

动物分组：16只正常新西兰白兔按随机分组原则分

为HA-Ti支架组、Ti支架组，每组8只。 

手术操作： 16 只新西兰白兔经速眠新Ⅱ号      

(0.3 mL/kg)肌肉注射麻醉后，在眼科手术显微镜下，

于右眼角膜缘内2 mm处做平行角膜缘的角膜板层切

口，长6 mm，深为角膜全层的1/2~2/3；以角膜板层

刀分离角膜板层制成直径8.0~9.0 mm的角膜板层口

袋，并尽量使其位于角膜中央。于角膜板层口袋内植

入HA-Ti或Ti支架。角膜切口以10-0尼龙线间断缝合两

针。术后给予0.5%金霉素眼膏连续涂眼3 d。7 d后拆

除角膜缝线。 

扫描电子显微镜检查：术后6，12周实验动物速眠

新Ⅱ号肌注麻醉后，在手术显微镜下沿支架边缘作角膜

切口，板层刀分离支架周围的角膜组织，取出支架，置

40 g/L多聚甲醛(pH7.2，4 ℃，现配)固定，行扫描电子

显微镜检查，标本的制作流程同上。 

主要观察指标：①角膜成纤维细胞在HA-Ti支架及

Ti支架表面的黏附、伸展及增殖情况。②新西兰白兔角

膜组织与人工角膜支架界面的生物愈合情况。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一作者及通

讯作者，实施为第一、二、三作者，均受过动物实验

培训。实验评估者为专业统计人员，采用盲法实施统

计及评估。 

统计学分析：实验数据采用SPSS 16.0统计软件包进

行分析，实验数据用x
_

±s表示，3组之间比较采用F 检验

及单因素方差分析。P < 0.05作为显著性检验标准。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验选用的大白兔17只，1只

用于细胞培养，其余16只分为2组用于体内实验，无脱

失，全部进入结果分析。 

2.2  扫描电镜观察材料表面的细胞伸展增殖情况  角

膜成纤维细胞接种3 h后，HA-Ti表面即有细胞黏附。接

种24 h 后，细胞伸展情况：HA-Ti > 盖玻片 > Ti。接

种48 h后，扫描电镜观察发现HA-Ti表面的细胞扩展面

积最大，细胞张力丝最长(图3)。扫描电子显微镜(×200)

观察支架表面黏附的细胞计数：HA-Ti> 盖玻片> Ti，见

表1，细胞接种6 d后，HA-Ti表面布满胶原，细胞被覆

盖已不可见。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  人工角膜支架植入后临床观察  术后7 d内出现不

同程度的畏光、流泪、分泌物增多，7 d后，症状消失。

观察期内支架均稳定存留，无角膜溃疡、坏死融解及支

架脱出发生，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4  One month after skirt of keratoprosthesis was in-
serted into the corneal stroma 

图 4  人工角膜支架植入兔角膜层间术后 1 个月 

Figure 3  Cell spreading on HA-Ti and Ti under scanning 
electron microscopy  

图 3  扫描电子显微镜下细胞伸展情况 

 

A B 

表 1  HA-Ti、Ti 及盖玻片表面黏附的角膜成纤维细胞数目 
Table 1  Corneal fibroblasts counts on HA-Ti, Ti and glass 

surfaces  (x
_

±s, n =8, cells per 200-fold visual field) 

Group  

Time after seed (h) 

3              24             48 

Glass   10.50±1.07  39.15±2.12 62.34±1.12 

HA-Ti    17.63±1.19
ab

   52.33±2.45
ab

  89.51±2.12
ab

 

Ti   6.13±0.64
a
  26.75±1.37

a
 49.32±2.02

a
 

 
a
P < 0.05 ,vs. glass group; 

b
 P < 0.05, vs. Ti group; HA: hydroxyapatite; 

Ti: titanium 

a: Cell spreading on HA-Ti at 24 h 

(× 4 000) 

c: Cell stress fibers on HA-Ti at  

48 h (× 2 000) 

b: Cell spreading on Ti at 24 h   

(× 4 000) 

d: Collagen on HA-Ti at 72 h     

(× 500) 
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2.4  扫描电镜观察支架表面的角膜组织生长情况  术

后6周，Ti支架表面可见细胞及细胞外基质附着，但数量

少并呈简单贴附生长(图5a)；术后12周，Ti支架表面细

胞数目减少，支架表面仍大部分呈裸露状态，局部区域

可见少量角膜组织包裹Ti支架，Ti/角膜界面未真正愈合

(图5b)。术后6周，HA-Ti支架表面可见角膜成纤维细胞

跨越HA微孔表面向孔内生长，角膜组织呈爬行生长并

已连接成片(图5c)，12周后HA-Ti支架表面已大部分被密

集的角膜细胞外基质及细胞紧密抓附覆盖， HA-Ti/角膜

界面粘连紧密，愈合良好(图5d)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

临床中使用的人工角膜(Kpro)支架材料，如合金、

PMMA、PHEMA、PTFE等，生物活性差，与宿主角膜

的结合多是简单的黏附，因而Kpro难以在眼内长期稳定

的存留
[8]
。调节材料的生物活性使其能与角膜牢固结合，

融为一体已成为人工角膜进一步发展的方向
[9-10]

。 

羟基磷灰石作为优良的生物功能性材料，已广泛应

用于整形外科、骨科及牙科等并取得了巨大成功。羟基

磷灰石作为表面修饰材料，其促间质干细胞黏附和伸展

的能力优于其他修饰材料如纤维粘连蛋白、玻璃粘连蛋

白及精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸(Arg-Gly-Asp，RGD短肽)

序列等
[11-12]

，基于此，在作者研究中，使用羟基磷灰石

对Kpro钛支架进行表面修饰以提高其生物活性，并取得

了预期效果：与纯钛相比，HA-Ti更能促进角膜成纤维

细胞在其表面的黏附伸展及增殖分化，HA-Ti与角膜组

织的黏附更紧密牢固。 

对于研究与宿主组织融为一体的材料来讲，细胞黏

附和细胞扩散是非常重要的参数。Kpro植入宿主角膜后

引发的反应首先发生在Kpro材料表面，材料表面性质直

接影响细胞的黏附伸展，而细胞在支架材料表面的黏附

伸展又将影响Kpro在角膜内的稳定性。作者研究中发

现，角膜成纤维细胞接种3 h后，HA-Ti表面即有少量细

胞黏附，细胞伸展良好呈梭形。Ti表面偶见细胞黏附，

细胞未展开呈圆形。这与Matsuura等
[13]

在成骨细胞中的

观察结果一致。Matsuura等
[13]

认为HA-Ti表面的细胞黏

附伸展优于Ti的原因可能是HA-Ti和Ti在血清中吸附的

蛋白成分不同。实验发现，HA-Ti吸附的是富含RGD序

列的纤维粘连蛋白和玻璃粘连蛋白
[14-16]

；而Ti吸附的则

是含有少量RGD序列和唾液酸残基的其他蛋白多糖和

糖蛋白。纤维粘连蛋白和玻璃粘连蛋白是最重要的促进

细胞黏附的蛋白，通过其含有的RGD序列(整合素配体)

与成骨细胞表面的αV整合素发生结合从而间接促使细

胞黏附于材料表面。但角膜成纤维细胞与成骨细胞的细

胞型不同，羟基磷灰石促角膜成纤维细胞的黏附伸展是

否也是通过纤维粘连蛋白、玻璃粘连蛋白与整合素相互

作用的这一经典途径，需进一步探讨。 

细胞黏附伸展是其后细胞增殖及分化的前提条

件
[17]

，其中，黏附后的细胞是否伸展更是调节细胞增殖

的关键
[18]

。作者研究发现，细胞接种24 h后，HA-Ti表

面的细胞伸展度优于Ti表面，48 h和72 h后其表面的细

胞增殖度也明显快于Ti。理论上讲，角膜成纤维细胞黏

附后会分泌大量细胞外基质，从而加快Kpro/角膜组织

的界面愈合过程，促进Kpro与角膜基质的生物整合
[19]

。

体内实验的观察结果证实了这一点：在Ti支架植入组，

宿主角膜的胶原纤维环绕于Ti支架表面，扫描电镜证实

这些环绕的角膜组织与钛表面的结合仅是简单的贴附,

与钛作为口腔种植体时，牙龈纤维与钛的结合情况相

似。这种简单的附着在眼睑和眼球运动等外力作用下将

可能发生分离。因此临床中MICOF人工角膜植入眼内后

会发生人工角膜移位及漏水等并发症。而在HA-Ti支架

植入组，扫描电镜见角膜成纤维细胞跨越HA微孔表面

向孔内生长，HA-Ti支架表面大部分被密集的角膜细胞

外基质及细胞紧密抓附，HA-Ti与角膜组织界面愈合良

好。研究发现生物陶瓷从体内排出的难度是钛排出的10

倍，其原因即是生物陶瓷与体液接触后在其表面形成了

一薄层羟基磷灰石，从而限制了其排出
[20]

。 

纯羟基磷灰石脆性大、质硬、可塑性差
[21]

，单独作

为人工角膜支架时无法承受眨眼时眼睑对角膜的加压，

易发生碎裂。而采用牙齿及骨头等(主要成分为羟基磷灰

Figure 5  Corneal matrix deposited on the surface of HA-Ti 
and Ti skirt (Scanning electron microscopy) 

图5  角膜组织在HA-Ti 和Ti 支架表面的沉积情况(扫描
电镜) 

c: Cornea at HA-Ti surface at 

6 wk (× 1 900) 

a: Cornea at Ti surface at 6 wk 

(× 1 000)  

b: Cornea at Ti surface at 12 wk 

(× 240) 

d: Cornea at HA-Ti surface at 

12 wk (× 140) 

HA: hydroxyapatite; Ti: titanium 
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石)作为支架材料(如Osteo-odonto人工角膜)又存在骨

质吸收问题
[22]

，将羟基磷灰石涂覆到钛支架表面制成复

合材料，可使其兼有羟基磷灰石的生物活性和金属较强

的力学性能。为临床改良MICOF人工角膜提供了新方

法。 
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课题的意义：MICOF 人工角膜是目前临床中常用的人工

角膜，其支架材料为钛金属。但钛作为常用的种植体材料，生

物活性不足，难以与宿主角膜组织达到生物愈合。植入物引发

的生物反应首先发生在宿主组织/材料界面，提高材料的表面

活性将有助于材料及组织的生物整合。羟基磷灰石作为优越的

表面修饰材料已广泛应用于口腔科及骨科等，但尚无应用于人

工角膜的报道。基于此，本实验拟将羟基磷灰石作为修饰材料

固定到人工角膜钛支架表面，以新西兰白兔为实验对象，通过

体内和体外实验，观察表面修饰后是否能提高钛支架的表面活

性，为临床改良 MICOF 人工角膜提供新方法。 

课题评估的“金标准” ：实验主要观察经羟基磷灰石表

面修饰的人工角膜纯钛支架的生物相容性。对于研究与宿主材

料融为一体的材料来讲，目前没有公认的“金标准”，细胞的

黏附，扩散及增殖是评价的重要参数，本实验通过扫描电子显

微镜观察这些指标。 

设计或课题的偏倚与不足：由于实验时间较短，不能进

一步观察人工角膜在眼内的长期存留情况。另外，本实验采用

的新西兰白兔其角膜修复愈合能力优于人类，不能完全反映人

工角膜植入人类角膜后的情况。 

提供临床借鉴的价值：在人工角膜钛金属表面采用酸碱

两步法制备羟基磷灰石涂层，技术成熟，其制备的涂层厚度仅

约 30 μm，临床中植入带涂层的人工角膜，手术无难度，对

临床改良 MICOF 人工角膜提供了新方法，有可行性。 

 

Adhesion 

Before thermocycling After thermocycling 

t P 

Sample 
Bond 

strength 
Sample 

Bond 

strength 

Polyurethane 

 sealant 

8 26.32±0.53 8 25.45±1.00 2.17 0.048 

Variolink Ⅱ 8 21.95±1.54 8 19.79±0.61 15.14 0.001 

Panavia-F 8 18.49±0.55 8 13.84±0.66 17.18 0.001 

 


