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纳米网状结构对骨髓间充质干细胞生物活性的影响 
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市  510010) 

 
文章亮点： 
1 纳米结构钛可提高成骨细胞功能，增加骨融合，与传统的钛金属相比具有更好的生物活性。以往的文献研
究较多的是研究纳米管和纳米棒状形貌，其他的纳米形貌对细胞生物活性的影响报道较少。 
2 实验利用碱热处理法制备出纳米网状结构，通过观察材料对细胞增殖、黏附及成骨矿化等各项指标的影响，
初步评价材料的生物相容性及生物活性。 
关键词： 
生物材料；纳米材料；钛；纳米网；骨髓间充质干细胞；碱热处理；细胞形态；细胞骨架；成骨矿化；黏附；

增殖；碱性磷酸酶；973项目 
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基金资助： 
973课题子项目(2012CB619106) 
 
摘要 
背景：有研究表明不同的纳米表面形貌对细胞的生物活性具有不同的影响，但纳米网状结构至今少有报道。 
目的：观察纳米网状结构对骨髓间充质干细胞生物活性的影响。 
方法：实验利用碱热处理法，制备获得纳米网状的表面形貌材料，利用纯钛作为对照组材料，将两种材料分

别与骨髓间充质干细胞共培养，利用扫描电镜及免疫荧光分别观察细胞形态及细胞骨架，再利用培养不同时

间后细胞的吸光度值依次检测细胞早期黏附、增殖及成骨分化情况。 
结果与结论：两组材料与细胞共培养 30，60，120 min时，纳米网状结构组材料表面黏附的细胞数量明显多
与纯钛。共培养第 1，3，5天时，纳米网状结构组材料均可以明显促进细胞增殖，吸光度值明显高于纯钛组
(P < 0.05)。两组材料与细胞成骨诱导培养 14 d后，与纯钛组相比，纳米网状结构组材料的碱性磷酸酶值明
显升高(P < 0.05)，其材料表面的细胞形态及细胞骨架结构均较好。结果证实，与传统的纯钛材料相比，纳米
网状结构可以更好的调节骨髓间充质干细胞的生物活性。 
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Effects of nanonetwork topography on bone marrow mesenchymal stem cell bioactivity   
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Abstract 
BACKGROUND: Many studies have shown that different nanostructures produce different influences on cell 
bioactivity, but the nanonetwork structure is not reported yet. 
OBJECTIVE: To study the influence of the nanonetwork topography on the bioactivity of bone marrow 
mesenchymal stem cells. 
METHODS: The nanonetwork topography was fabricated on biomedical titanium surface by alkali-heat treatment, 
and pure titanium served as control group. Bone marrow mesenchymal stem cells were co-cultured with the 
above two types of samples. Cell morphology and cytoskeleton were observed using scanning electron 
microscope and immunofluorescence method. The cell adhesion, proliferation and osteogenic differentiation were 
detected by measurement of absorbance values at different culture time. 
RESULTS AND CONCLUSION: The nanonetwork topography had significant advantage on the number of 
adherent cells at 30, 60 and 120 minutes of co-culture. The cell proliferation was significantly accelerated by the 
nanonetwork topography at days 1, 3, 5 of co-culture, and the absorbance values in the nanonetwork group were 
significantly higher than those in the pure titanium group (P < 0.05). The alkaline phosphatase activity in the 
nanonetwork group was also significantly higher than that in the pure titanium group at 14 days of osteogenic 
induction (P < 0.05). The cell shape and cytoskeleton on the nanonetwork surface were better than those on the 
titanium surface. These findings indicate that the nanonetwork topography has better effects on cell bioactivity 
compared with pure titanium. 
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0  引言  Introduction 
目前在临床上应用最广泛的骨科金属植入材料依然是

钛及其合金，其优点是拥有良好的耐腐蚀性及生物相容  
性

[1]
，但也因其自身的生物学活性不高，缺乏与周围组织

的有效结合，导致了较低的骨整合能力
[2]
。有研究指出，

与生物活性较好的材料相比，其促进骨整合的时间要晚几

个月甚至更长时间，甚至可以使得1.5%-2.5%的髋、膝关
节置换患者存在因为感染导致手术失败的风险

[3]
。因此，

人们希望在保留钛及其合金原有优势的基础上，通过不同

的方式来提高它的生物活性，取得更满意的临床疗效。近

年来，有很多研究证明，对钛及其合金进行表面纳米化的

改性可以明显提高它的生物活性[4-5]
，目前报道的已有的纳

米植入材料有纳米陶瓷
[6]
、纳米纤维

[7]
、纳米复合物等

[8]
。 

通过不同的方法，可以获得不同表面形貌的纳米化结

构，均对细胞具有不同程度的影响
[9-11]
。有学者认为，之所

以会产生不同影响，主要是表面形貌通过对细胞外基质中

蛋白黏附及对细胞黏附的调节产生的。细胞表面的受体可

以识别并结合特定的细胞外基质中结合蛋白的形状，并与

材料相结合。不同的纳米表面形貌可以对细胞外基质中的

整合蛋白产生不同的调节作用。这些整合蛋白受体与细胞

骨架相互作用，可以影响细胞的形状，增殖及分化等方   
面[12]。有研究证明了利用阳极氧化法制造的纳米化表面比

传统的钛金属有更高的表面粗糙度，这样可以显著增加亲

水性蛋白的吸附从而促进细胞的黏附。有研究发现，钛金

属表面利用阳极氧化法构建纳米化形貌后，成骨细胞的黏

附率可以增加33%，纤维蛋白和玻连蛋白的吸附率分别增
加了30%和18%。在经过21 d的培养之后，纳米钛的碱性
磷酸酶和钙沉积都明显比普通钛要高

[13]
。有研究发现纳米

钛可以调节人骨髓干细胞的分化
[14]
，他们发现孔径更小的

纳米结构可增加细胞吸附性，对细胞分化无明显影响，而

孔径更大点的纳米结构可使细胞的形态延长10倍，他们认
为这种细长的细胞形态可以使骨髓间充质干细胞分化为成

骨细胞样细胞，从而促进细胞的成骨分化功能。 
利用碱热处理法获得纳米形貌材料是一种较为新兴

的方法，以往已有文献报道通过碱热处理法处理的纳米

管状结构较传统的纯钛材料具有更好的生物活性
[15]
，然

而关于纳米网状结构材料对细胞生物活性影响的研究并

不多见。实验通过碱热处理方法，制备出纳米网状结构

的表面形貌，以纯钛为对照组材料，通过与间充质干细

胞共同培养，观察细胞形状，对比细胞黏附、增殖及分

化的指标，观察纳米网状结构形貌对骨髓间充质干细胞

生物活性的影响。 

1  材料和方法  Materials and methods  
设计：材料细胞学实验。 
时间及地点：于2013年1至12月在解放军广州军区广

州总医院骨科实验室完成。 
材料： 

细胞：小鼠骨髓间充质干细胞购于美国菌种保藏中心

(NO.CRL-12424)。 
钛片：选用医用钛片(宝鸡启辰新材料科技有限公司)

做为实验基体材料(纯度≥99.5%，35.0 mm×35.0 mm× 
0.1 mm)。生物医用钛薄片经过酸浸蚀后，放入含有70 mL，
浓度为2 mol/L的氢氧化钠溶液的聚四氟乙烯高压灭菌锅
内，将温度调控为60 ℃，样品处理24 h，等待温度降至室
温后，取出样品用等离子水冲洗数遍，自然风干。待样品

干燥后放入浓度为1 mol/L的盐酸溶液中进行酸处理48 h。
酸处理完成后将样品放入熔炉内，在550 ℃下行退火处理
2 h。样品制作完成后裁剪成直径为1 cm的圆片状，便于后
续实验的进行。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

纳米化表面形貌材料的分析及观察：将制备完成的纳

米化表面形貌材料表面喷金处理后，采用场发射扫描电子

显微镜(FESEM, Nova Nano SEM 430, Germany)观察材
料的表面细形态，并采用HORIBA EMAX能谱仪分析样品
的表面元素组成。 
细胞培养和分组：小鼠骨髓间充质干细胞用含有体积

分数10%胎牛血清的α-MEM培养基培养，每隔两三天全量
换液1次。细胞成骨分化时所用成骨诱导液由10 mmol/L  
β-甘油磷酸钠，50 mg/L维生素C，10-8 mmol/L地塞米松配

纳米网状结构对骨髓间充质干细胞生物活性的影响实验相关试剂及仪器： 

试剂及仪器  来源 

α-MEM培养基 Hyclone 

二甲基亚砜 Sigma 

噻唑蓝、钙黄绿素、乙锭均二聚物-1、4', 
6-二脒基-2-苯基吲哚 

广州威高生物科技公司 

Triston X-100 AMRESCO 

马弗炉 Thermo 

场发射扫描电子显微镜 FESEM 

X射线衍射仪 Germanv Bruker 

酶标仪 Biocell lt2 

倒置荧光显微镜 Olympus 

扫描电镜 Hitachi S-370N 
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制而成。细胞放在含体积分数5%CO2，37 ℃的孵箱内培
养。实验随机分为纳米网结构组和纯钛组，每组材料均与

细胞浓度为2×107 L-1
的细胞悬液500 μL共培养。实验重复

3次。 
扫描电镜观察：将细胞悬液与材料共培养24 h，体积分

数3%戊二醛4 ℃固定6 h，PBS冲洗3遍。依次用体积分数
为50%，70%，95%，100%的乙醇脱水干燥，各浓度干燥2
次，每次10 min，用扫描电镜观察各组材料表面细胞形态。 
细胞骨架的免疫荧光染色：将材料与细胞悬液共培养

24 h，PBS清洗3遍后，用40 g/L多聚甲醛在4 ℃条件下固
定30 min，PBS清洗3遍，体积分数0.2% Triton 4 ℃通透
10 min后PBS清洗3遍，用血清封闭液室温下封闭1 h，PBS
清洗 3遍，每次5 min，每孔添加 TRITC-conjugated 
phalloidin(鬼笔环肽，质量浓度5 mg/L) 4 ℃下避光孵育过
夜。PBS清洗3遍后，37 ℃条件下DAPI避光染色30 min，
PBS清洗3遍后用正置荧光显微镜拍照。对比观察细胞骨架
形态。 
细胞黏附：将材料与细胞悬液分别共培养30，60，  

120 min。采用48孔板每孔用PBS清洗3遍，40 g/L多聚甲
醛4 ℃固定20 min，PBS清洗3遍，每孔加入DAPI，37 ℃
避光孵育30 min。PBS清洗6遍后，用正置荧光显微镜观察
细胞早期黏附情况。每片材料在荧光显微镜下随机选取5
个视野拍照，拍照后统计细胞数量。 

MTT检测：分别测试细胞与材料共培养后第1，3，5
天的细胞增殖情况。在共培养达到预定时间后，吸弃上清

液。每孔内加入适量等比例的α-MEM培养基与MTT溶液
(10∶1)，孵箱内避光孵育4 h。加入DMSO溶液，振荡    
10 min。每孔吸出100 μL与96孔板内，在酶标仪紫外线 
490 nm波长下测量吸光度值。 
胞内总蛋白及碱性磷酸酶测量：以5×107 L-1

的细胞浓

度配制细胞悬液，与材料共培养1 d后，更换成骨诱导液培
养至第15天，期间隔天更换诱导液。更换成骨诱导液培养
14 d后，吸弃上清液，PBS清洗3遍，加入体积分数0.2% 
Triton X-100在4 ℃裂解过夜。次日摇匀孔内上清后，每孔
吸出100 μL，加入等量的P-NPP工作液中，37 ℃孵育   
30 min后再加入100 μL体积分数0.1% NaOH溶液。每孔取
100 μL溶液在酶标仪紫外线405 nm波长下测量吸光度值。
从加入NaOH的溶液中取25 μL与BCA试剂盒中的溶液混
合，37 ℃孵育30 min，每孔取100 μL在酶标仪紫外线  
562 nm波长下测量吸光度值。将碱性磷酸酶测量所得吸光
度值与相对应的BCA测量所得吸光度值相比，所得即为标
准化的碱性磷酸酶活力值。 
主要观察指标：细胞形态、细胞骨架形态、细胞黏附

数量、细胞吸光度值、碱性磷酸酶值和胞内蛋白含量。 
统计学分析：计量资料用x

_

±s表示，实验所得数据运用
SPSS 13.0软件进行分析，组间均数差异采用两样本t 检
验进行比较，P < 0.05为差异有显著性意义。 

2  结果  Results  
2.1  材料表面特性变化  利用扫描电镜分析纳米化表面
形貌的材料后发现，在碱热处理中将温度控制为60 ℃后获
得了纳米网状结构，见图1。利用X射线衍射检测获得了纳
米网状结构材料表面后发现，生物活性医用钛表面形成的

纳米形貌的晶体结构主要由锐钛矿构成，晶体的结晶度因

锻造时不同的调控温度而不同，能谱分析结果显示此4种纳
米化表面材料的表面元素组成及元素的比例，结果提示此4
种材料表面组成一样，都完全是钛元素。 
2.2  小鼠骨髓间充质干细胞与纯钛材料和纳米网状结构
材料分别共培养后细胞形态及细胞骨架结构变化  将纳米
网状结构材料和纯钛分别与细胞悬液共培养24 h后，通过
扫描电镜观察细胞形态，见图2。通过图片实验可以发现，
纳米网状结构材料表面细胞形态较好，细胞帖服效果最好，

细胞铺展面积最大，可见板状伪足。在纯钛组材料表面仅

可见有丝状伪足伸出，细胞明显纤细，呈长条状，有隆起

部分，贴服不够充分。图3为细胞与两种材料共培养24 h
后利用TRITC染色在正置荧光显微镜下观察到的细胞骨架
情况。与扫描电镜结果相似的是，纳米网状结构材料表面

细胞较纯钛组材料表面细胞铺展的面积更大，纯钛组材料

表面细胞虽有丝状伪足突出，但整体形态较细长，或为不

规则形。 
2.3  小鼠骨髓间充质干细胞与纯钛材料和纳米网状结构
材料分别共培养后材料与细胞黏附情况  图4为骨髓间充
质干细胞与两种材料分别共培养30，60，120 min后，在
材料表面黏附的情况。图4C显示，无论是在在最初的    
30 min，还是在60，120 min时，纳米网状结构材料表面
黏附的细胞数量较纯钛组都有明显的增多(P < 0.05)。同时
实验还发现，两组材料表面黏附的细胞数量随时间增长而

增加，呈时间依赖性(P < 0.05)，表明材料对细胞无毒不良
反应。 
2.4  小鼠骨髓间充质干细胞与纯钛材料和纳米网状结构
材料共培养后细胞增殖情况  将两组材料与骨髓间充质干
细胞共培养，用MTT法分别检测共培养第1，3，5 天的吸
光度值，并采用统计学方法分析细胞增殖情况，见图5。由
统计图实验可以看见，在共培养第1，3，5天，纳米网状结
构组材料的吸光度值都明显高于纯钛组(P < 0.05)。同时，
实验还可以看出，在共培养第1，3，5天的时间里，纳米网
状结构组材料的吸光度值呈一上升趋势(P < 0.05)，这表明
随时间的延长，纳米网状结构可以促进更多的细胞增殖。 
2.5  小鼠骨髓间充质干细胞与纯钛材料和纳米网状结构
材料分别共培养后细胞碱性磷酸酶活性变化  将两组材
料与细胞共培养14 d后，检测各组材料的碱性磷酸酶值
及胞内蛋白含量，计算碱性磷酸酶与胞内蛋白的比值来

比较各组材料的成骨效应，见图6。由图可以看出，纳米
网状结构组材料较纯钛组材料有显著性的促成骨功能(P < 
0.05)。 
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图 1  纯钛材料和纳米网状结构材料表面超微结构(扫描电镜，  
×100 000) 
Figure 1  Micrographs images of titanium and nanonetwork 
materials (scanning electron microscope, ×100 000) 
图注：图中 A为纯钛组，B为纳米网状结构组。由图可见，纯钛材料
表面为较为平坦的形貌，纳米网状结构组材料表面为孔径大小不一的

网状结构。 

A B  A B 

图 2  细胞与材料共培养 24 h后纯钛材料和纳米网状结构材料表面
细胞形态(扫描电镜) 
Figure 2  Cell morphology at 24 hours after co-culture of cells with 
titanium and nanonetwork materials under scanning electron 
microscope 
图注：图中 A为纯钛组(×1 500)，B为纳米网状结构组(×2 500)。由
图可见，纯钛组表面细胞形态细长，有隆起，贴服不充分；纳米网状

结构组材料表面细胞形态更为舒展，贴服效果更好。 

A B 

图 3  细胞与材料共培养 24 h后纯钛材料和纳米网状结构材料表面
细胞骨架形态(免疫荧光，×200) 
Figure 3  Immunofluorescent images of the cytoskeleton at 24 
hours after cells were co-cultured with titanium and nanonetwork 
materials (×200) 
图注：图中 A为纯钛组，B为网状纳米结构组。由图可见，纯钛组表
面细胞的细胞骨架较为细长，纳米网状结构组材料表面细胞的细胞骨

架更为宽大。 

A1 A2 A3 B1 

B2 B3 C 

图 4  小鼠骨髓间充质干细胞与纯钛材料和纳米网状结构材料分别共培养后材料表面细胞黏附的情况(×100) 
Figure 4  Cell adhesion after mouse bone marrow mesenchymal stem cells were co-cultured with titanium and nanonetwork materials (×100)
图注：图为小鼠骨髓间充质干细胞与两种材料分别共培养 30 min(A1，B1)、60 min(A2，B2)和 120 min(A3，B3)后利用 4’,6-二脒基-2-苯基吲
哚(DAPI)染色法并在荧光显微镜 100倍下观察材料表面细胞黏附的情况。C图为利用 DAPI染色后对比各时间点细胞吸光度值变化情况。与纯
钛组相比，

aP < 0.05。纳米网状结构组材料表面黏附的细胞数量均较纯钛组表面细胞多，呈时间依赖性。 

a

a 

a 

图 5  小鼠骨髓间充质干细胞与纯钛材料和纳米网状结构材料分别共
培养第 1，3，5天细胞增殖情况 
Figure 5  Cell proliferation at days 1, 3, 5 after mouse bone 
marrow mesenchymal stem cells were co-cultured with titanium and
nanonetwork materials 
图注：与纯钛组相比，

aP < 0.05。共培养第 1，3，5天，纳米网状
结构组材料的吸光度值都明显高于纯钛组。 
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2.6  生物相容性分析  纳米网状结构组材料在细胞形态、
细胞黏附、细胞增殖、细胞骨架以及细胞成骨分化等各方

面均优于纯钛组材料，说明纳米网状结构较纯钛具有更好

的生物相容性。 
 
3  讨论  Discussion 
不同纳米化表面对细胞的影响不尽相同[13-14]。金属钛

表面进行纳米化的改性使得材料与宿主之间建立了更稳定

的机械固体界面的同时，对细胞的黏附、再生、增殖和分

化产生了不同程度的影响。已有大量的文献报道证实了骨

髓间充质干细胞具有向成骨细胞分化的潜能，并且已经广

泛应用于口腔科及整形外科的材料研究当中，因此探讨纳

米网状结构形貌的材料对骨髓间充质细胞的生物活性影响

是文章的重点。 
如扫描电镜图片所示，利用碱热处理法，将温度控制

为60 ℃后，在钛金属表面形成了类似于网状的纳米结构。
相关的研究证明，经过表面纳米化改性的材料的细胞黏附

能力比光滑表面的材料更高[15]。纳米化表面可以提高材料

对细胞早期的黏附和增殖[16]。不同的结构所形成的表面与

细胞的接触面积不同，这也直接决定了细胞与材料的黏附

情况，而黏附有较多细胞的纳米表面材料获得了更高的骨

整合能力的可能。之前较多的文献报道的为纳米管或是纳

米棒状结构，实验结果提示纳米网状结构的材料对细胞的

早期黏附较其纯钛也更具优势。这可能是因为纳米网状结

构较纯钛组材料相比，可以提供更大的接触面积，其表面

形成的网孔的直径较小，也利于更多的细胞黏附。与之相

对应的，较多的细胞早期黏附可以影响后期更高的细胞增

殖率，实验用MTT法检测细胞的增值率，结果也与细胞早期
黏附的结果相一致，纳米网状结构组材料明显优于纯钛组。 

碱性磷酸酶被认为是早期成骨分化及骨形成的重要标

志物[17-18]，其水平升高意味着具有较强的成骨活性。碱性

磷酸酶是一类水解酶，主要分布在人或动物的肝脏和骨骼

中[19-20]。骨损伤后，在新骨形成过程中，会有大量的碱性

磷酸酶表达。碱性磷酸酶表达越多，说明细胞向成骨分化

能力越强[21]。细胞碱性磷酸酶活性与获取的细胞数目呈正

相关性，而碱性磷酸酶活性与蛋白浓度的比值，即酶的比

活性更能准确地反映细胞的成骨分化。实验通过检测细胞

内的碱性磷酸酶活性，同时以总蛋白浓度进行标准化，排

除细胞生长密度对实验结果的干扰，客观比较了各组细胞

的成骨分化活性。实验的发现，与纯钛组材料相比，纳米

网状结构具有更好的促成骨能力。之前的研究指出，当细

胞形态变的细长的时候可以使骨髓间充质干细胞分化为成

骨细胞样细胞，从而促进细胞的成骨分化功能。结合实验

中扫描电镜观察细胞形态的结果，作者认为，当细胞形态

更为舒展时可以更好的促进细胞的成骨分化。当然，通过

其它工艺所获得的纳米表面形貌可能获得不同的实验结

果。 
有研究发现，当细胞骨架受到外界张力大小改变的影

响后，其自身可以通过调节转录因子或者细胞核孔的方式

改变mRNA的转录[22]，增加的张力通过完成的细胞骨架传

递到核纤层蛋白[23-24]。另外一些研究认为，细胞核的基因

表达可以被纳米结构通过调节细胞骨架而发生改变[25]，他

们发现，细胞可以通过增加细胞骨骼肌的伸缩性从而间接

增加与黏附及骨骼肌相关的信号转导因子，如细胞外调节

蛋白激酶(ERK)，局部黏着斑激酶(FAK)等[26-30]。实验通过

免疫荧光法观察骨髓间充质干细胞与纳米化材料共培养后

形成的细胞骨架形态，并结合扫描电镜观察细胞形态，通

过实验可以发现，纳米网状结构表面的细胞铺展的更为舒

展，细胞与材料贴服更为紧密，细胞周围延生出更过的板

状伪足与材料相结合。而纯钛组材料表面的细胞形态显得

较为细长，有丝状伪足伸出，伪足数量较少，细胞帖服效

果不理想。这也与之前的相关实验结果相吻合，这说明与

传统的纯钛组材料相比，纳米网状结构可以诱导骨髓间充

质干细胞发挥最好的生物活性。 
总之，实验比较了利用碱热处理法获得了纳米网状结

构与传统纯钛材料对骨髓间充质干细胞的生物活性的影

响。实验结果显示纳米网状结构较传统的纯钛材料在对细

胞的黏附、增殖、分化和成骨影响等各方面显现出更具优

势。这也提示纳米网状结构态是一种具有潜力的纳米表面

形貌。未来实验将对纳米网状结构对细胞促进的机制进行

更深一步的研究，以及探究多大网径的纳米网状结构最具

优势。 
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图 6  小鼠骨髓间充质干细胞与材料成骨分化诱导共培养 14 d后碱
性磷酸酶与总蛋白吸光度的比值变化 
Figure 6  The absorbance value ratio of alkaline phosphatase to 
total protein at 14 days after mouse bone marrow mesenchymal 
stem cells were co-cultured with titanium and nanonetwork 
materials 
图注：与纯钛组相比，

aP < 0.05。纳米网状结构组材料较纯钛组材料
有显著性的促成骨功能。 
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