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经聚多巴胺涂层的羟基磷灰石生物陶瓷具有亲水性与细胞黏附性

何  林 1，吴  稀 2，何  淞 2，杨  森 1

文题释义：

聚多巴胺：可以通过多巴胺氧化自聚生成，是一种天然黑色素，具有良好的生物相容性，不会引起免疫排斥反应，而且其化学结构类似海

洋贻贝分泌的黏蛋白，其中的邻苯二酚基团具有超强的黏附性能，可在多种材料表面甚至超疏水材料的表面进行超强黏附，已被应用于改

善金属、陶瓷、半导体、纤维等多种有机材料和无机材料的表面性能。

人根尖乳头干细胞：为从人牙根尖尚未形成的第三磨牙牙根部牙乳头组织中分离出的成体干细胞，是一种间充质干细胞，与牙髓干细胞相

比拥有更强的组织再生能力，与其他间充质干细胞相比其取材较方便，能变废为宝，更有临床应用价值。

摘要

背景：骨移植材料是目前研究的要点和难点，羟基磷灰石具有良好的生物相容性与降解性，但人工合成的羟基磷灰石机械性能差且缺乏骨

诱导性能，将根尖乳头干细胞与临床广泛应用的骨修复材料羟基磷灰石生物陶瓷结合更接近于临床运用。

目的：观察羟基磷灰石生物陶瓷经聚多巴胺涂层后的理化性能和细胞毒性变化。

方法：将羟基磷灰石生物陶瓷置于多巴胺-Tris缓冲液中制备聚多巴胺涂层羟基磷灰石生物陶瓷，以未涂层羟基磷灰石生物陶瓷为对照，检

测两种陶瓷的平均孔径、孔隙率和水滴接触角。将第3代人根尖乳头干细胞分别接种于两种陶瓷表面，培养15 min后，倒置显微镜与激光

共聚焦显微镜下观察细胞黏附情况；培养1，3，5，7 d后，采用CCK-8法检测细胞毒性。

结果与结论：①涂层前后羟基磷灰石生物陶瓷的平均孔径、孔隙率比较差异无显著性意义(P > 0.05)，经聚多巴胺涂层后生物陶瓷表面的颗

粒细屑更大，表面更加平整；②经聚多巴胺涂层生物陶瓷的接触角低于未涂层生物陶瓷(P < 0.001)；③倒置显微镜显示，未涂层生物陶瓷

的细胞爬片周围散在分布人根尖乳头干细胞，聚多巴胺涂层的细胞爬片周围无散在细胞，人根尖乳头干细胞均匀黏附在其表面；激光共聚

焦显微镜显示，与未涂层生物陶瓷的细胞爬片相比，聚多巴胺涂层细胞爬片表面的人根尖乳头干细胞体积更大、伸展更加充分，细胞触角

更加明显；④两种陶瓷上培养不同时间点的人根尖乳头干细胞相对增殖率均在75%以上，细胞毒性0-1级；⑤结果表明与未涂层羟基磷灰

石生物陶瓷相比，经聚多巴胺涂层羟基磷灰石生物陶瓷具有更好的亲水性与细胞黏附性。
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0   引言   Introduction
目前多种疾病如唇腭裂、炎症、创伤、颌骨囊肿、肿瘤

等均会造成骨的缺损，治疗不当会严重影响外观和功能，骨

移植材料是目前研究的要点和难点
[1]
。羟基磷灰石具有良好

的生物相容性与降解性，但人工合成的羟基磷灰石质脆、机

械性能差且亲水性能有限，细胞黏附能力和生物活性受限，

缺乏骨诱导性能
[2]
，临床运用时常将其与自身骨混合使用，

但还是存在容易吸收或感染等问题。诸多学者通过将其纳米

化
[3]
、或与有机物、无机物等结合起到取长补短的作用

[4-6]
，

是骨组织工程中的研究热点。聚多巴胺是一种天然黑色素，

具有良好的生物相容性，不会引起免疫排斥反应
[8-10]

，而且

其化学结构类似海洋贻贝分泌的黏蛋白，其中的邻苯二酚基

团具有超强的黏附性能，可在多种材料表面甚至超疏水材料

表面进行超强黏附，已被应用于改善金属、陶瓷、半导体、

纤维等多种有机材料和无机材料的表面性能
[11-13]

。目前聚多

巴胺涂层的应用多见于纤维和化学合成材料，如甘氨酸乙酯、

丙氨酸乙酯、聚乳酸等
[14-16]

。相关学者研究的干细胞主要集

中于间充质干细胞、脂肪干细胞
[11-13]

。相比以往的研究，此

次实验采用人根尖乳头干细胞，取材更加容易，可以从患者

第三磨牙中提取，变废为宝，更具有临床应用价值；采用临

床常用的骨修复材料——羟基磷灰石生物陶瓷，更加接近于

临床运用，在羟基磷灰石生物陶瓷表面进行聚多巴胺涂层，

探讨涂层前后羟基磷灰石生物陶瓷的理化性能及细胞毒性变

化，以期为聚多巴胺 - 羟基磷灰石支架在组织工程中的应用

及后期聚多巴胺涂层作为中介黏附、缓释其他因子的体内外

研究提供实验依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外观察性实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 1 月至 2020 年 4 月在西南

医科大学中心实验室、遂宁市中心医院内科九楼基础实验室

完成。

1.3   材料   羟基磷灰石生物陶瓷 ( 四川大学生物材料工程研

究中心 )；Tris-HCl(pH=8.5，Beyotime)；DEPC 水 (VICMED)；

细胞爬片 ( 靓宜 )；DAPI 溶液、盐酸多巴胺、罗丹明标记

鬼笔环肽 (Solarbio)；Ⅰ型胶原酶、胰酶消化液 (Gibco)；
Dispase Ⅱ (SIGMA)；进口胎牛血清 (Sciencell)；液体培养基

α-MEM(HyClone)；CCK-8 试剂盒 ( 东仁化学科技 )；超声波清

洗器 ( 宁波新芝 )；临界点干燥仪 K850( 英国 Quorum)；离子

溅射装置 E-1045 ( 日本 )；扫描电子显微镜 Inspect( 美国 FEI

公司 )；光学接触角测量仪 SDC-100( 东菀市晟鼎精密仪器有

限公司 )；多功能酶标仪 ( 德国 BMG Labtech)；激光共聚焦

显微镜 ( 德国 Leica)。
1.4   实验方法

1.4.1   聚多巴胺 -羟基磷灰石生物陶瓷的制备   按 2 g/L 质量

浓度配置多巴胺 -Tris 缓冲液，将羟基磷灰石生物陶瓷 ( 直径

10 mm，厚 1 mm)高温高压灭菌后置于多巴胺 -Tris缓冲液中，

缓冲液刚好淹没样品。在 25 ℃、无光、常氧条件中震荡摇匀，

反应 24 h 后去离子水超声洗涤 3 次，总共 10 min，吹干备用。

1.4.2   陶瓷平均孔径和孔隙率检测   将聚多巴胺涂层前后的

羟基磷灰石生物陶瓷分别粘在导电胶上，临界点干燥，真空

喷镀，扫描电镜下随机选择 5 个位置，分别在 300，1 000，
2 000 倍下扫描拍照，观测聚多巴胺涂层前后陶瓷的形态，

将放大 300 倍的扫描电镜图像进行二值化处理，近似得到面

孔隙率，根据公式计算平均孔径：平均孔径 = 面积 × 面孔隙

率 / 面孔数，取平均值。

1.4.3   陶瓷水滴接触角检测   将聚多巴胺涂层前后的羟基磷

灰石支架分别静置于光学接触角测量仪 SDC-100 上，滴 4 µL

蒸馏水，测量接触角，分析涂层前后陶瓷的亲水性变化。

1.4.4   人根尖乳头干细胞的分离培养   废弃的第三磨牙来

自 14-18 岁健康的青少年，牙根还未彻底形成，无牙体牙

髓、牙周损坏，供者及其家属签署了实验知情同意书。采用

Abstract
BACKGROUND: Bone graft materials are the key points and difficulties in current research. Hydroxyapatite has good biocompatibility and degradation. However, 
the mechanical properties of synthetic hydroxyapatite are poor and lack of osteoinductive properties. It is more close to clinical application to combine the 
more easily obtained apical papilla stem cells with hydroxyapatite bioceramics, which is widely used in clinical bone repair.           
OBJECTIVE: To observe the physicochemical properties and cytotoxicity of hydroxyapatite bioceramics coated with polydopamine.           
METHODS: Polydopamine-hydroxyapatite bioceramics were prepared by placing hydroxyapatite bioceramics in dopamine Tris buffer solution. Uncoated 
hydroxyapatite bioceramics were used as control. The average pore diameter, porosity and contact angle of water droplets of polydopamine coated 
hydroxyapatite bioceramics and uncoated hydroxyapatite bioceramics were measured. The third generation of human apical papilla stem cells was inoculated 
on the two kinds of ceramic surfaces respectively. After 15 minutes of culture, the cell adhesion was observed under inverted microscope and laser confocal 
microscope. After 1, 3, 5 and 7 days of culture, the cytotoxicity was detected by CCK-8 assay.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) There was no significant difference in the average pore size and porosity of hydroxyapatite bioceramics before and after 
coating (P > 0.05). The particles on the surface of polydopamine coated hydroxyapatite bioceramics were larger and the surface of polydopamine coated 
hydroxyapatite bioceramics was more flat. (2) The contact angle of polydopamine coated hydroxyapatite bioceramics was lower than that of uncoated 
hydroxyapatite bioceramics (P < 0.001). (3) Inverted microscope showed that human apical papilla stem cells were scattered around the uncoated cell slides, 
but not around the coated cell slides; and uniformly adhered human root tip papilla stem cells were observed on the surface of polydopamine coated cell slides. 
Laser confocal microscopy showed that compared with uncoated cell slides, the volume of human apical papilla stem cells on the surface of polydopamine 
coated cell climbing tablets was larger, more fully extended, and cell antennae were more obvious. (4) The relative proliferation rates of human apical papilla 
stem cells cultured at different time points on the two scaffolds were above 75%, and the cytotoxicities were 0-1 grade. (5) The results showed that compared 
with uncoated hydroxyapatite bioceramics, polydopamine coated hydroxyapatite bioceramics had better hydrophilicity and cell adhesion.
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改良组织块法培养根尖乳头干细胞，方法为：将牙乳头剪

成 1 mm×1 mm×1 mm 大小，采用 3 g/L Ⅰ型胶原酶和 4 g/L 

Dispase 酶按 1 ∶ 1 消化处理半小时，70 µm 滤网过滤，离心、

培养、换液，待细胞长到 80%-90% 时传代。取第 3 代根尖

乳头干细胞进行流式细胞表面抗原检测鉴定，检测 STRO-1、
CD90、CD146、CD34、CD45 的表达，该检测已在前期研究

中进行并证实了分离的细胞为干细胞
[17]
。

1.4.5   聚多巴胺涂层对细胞黏附力的影响   第 3 代人根尖乳

头干细胞以 1×105/mm3
的密度接种于未涂层陶瓷与聚多巴胺

涂层的细胞爬片上，15 min 后，倒置显微镜下察看细胞爬片

及周围人根尖乳头干细胞的黏附、聚集情况；鬼笔环肽红染

细胞骨架，激光共聚焦显微镜下观察细胞形态及其伸展情况；

DAPI 蓝染细胞核，200 倍下随机记录每组各 5 个镜下数目，

取平均值。

1.4.6   聚多巴胺涂层的细胞毒性检测   将羟基磷灰石陶瓷、

聚多巴胺 - 羟基磷灰石陶瓷置于 96 孔板底，随后接种第 3

代人根尖乳头干细胞，接种密度为 1×104/ 孔，以单纯培养的

细胞为空白组，每组 7 个样本。α-MEM 培养基培养 1，3，5，
7 d后去除培养液，PBS洗涤3次，每孔中各加入100 μL培养基，

避光加入 10 μL CCK-8 液，37 ℃避光处理 1 h，静置，小心吸

取出培养基，转移至新 96 孔板，以空白孔 ( 培养基 ) 调零，

放置于酶标仪中测量 450 nm 处的 A 值，按公式计算细胞相

对增殖率，细胞相对增殖率 = 实验组平均 A 值 / 空白组平均

A 值 ×100%，计算得到每组的相对增殖率。

按照相对增殖率所对应的毒性分为：100% 为 0 级，

75%-99%为 1级，50%-74%为 2级，25%-49%为 3级，1%-24%

为 4 级，0% 为 5 级。如果最终测得的毒性为 0 或 1 级，说明

材料的细胞毒性低，生物相容性良好；如果最终测得的毒性

为 2 级，则需要配合观察分析细胞的形态判断；如果最终测

得的毒性为 3-5 级，说明材料的细胞毒性高，生物相容性差。

1.5   主要观察指标   羟基磷灰石生物陶瓷经聚多巴胺涂层后

的理化性能和细胞毒性变化。

1.6   统计学分析   数据的分析和处理均使用统计分析软件

SPSS 17.0，两者对比用 t检验，P < 0.05代表差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   涂层前后陶瓷的微观形貌   经聚多巴胺涂层后羟基磷灰石

生物陶瓷由白色变为棕褐色。涂层前后的羟基磷灰石生物陶

瓷表面均凹凸不平，疏松多孔成蜂窝状，但羟基磷灰石生物

陶瓷经聚多巴胺涂层后其表面的细屑颗粒更大，表面更加平

整，详见图 1。未涂层陶瓷的平均孔径为 (183.27±15.50) μm，

孔隙率为 (58.92±2.41)%；经聚多巴胺涂层后陶瓷的平均孔径为

(182.58±17.25) μm，孔隙率为 (57.27±2.19)%，陶瓷涂层前后的

平均孔径、孔隙率比较差异均无显著性意义 (P > 0.05)。
2.2  涂层前后陶瓷的亲水性  未涂层陶瓷的接触角为

21.708°，经聚多巴胺涂层后陶瓷的接触角为 7.561°，见图 2，

可见涂层后陶瓷的亲水性明显增加，表现出超强亲水性。

2.3   涂层前后陶瓷的细胞黏附   普通倒置显微镜下可见，未

涂层陶瓷的细胞爬片周围散在分布人根尖乳头干细胞，聚多

巴胺涂层的细胞爬片上人根尖乳头干细胞较聚集，爬片周围

几乎无人根尖乳头干细胞，见图 3；聚多巴胺涂层的细胞爬

片上的人根尖乳头干细胞较未涂层陶瓷细胞爬片上的体积更

大、更加充分伸展，细胞触角更加明显，见图 4；聚多巴胺

涂层细胞爬片上的细胞数明显高于未涂层组 (28.96±1.78，
11.94±2.67，P < 0.001)。
2.4   涂层前后陶瓷的细胞毒性   在两种陶瓷上培养 1，3，5，
7 d时，人根尖乳头干细胞的相对增殖率均在75%-100%之间，

可见聚多巴胺涂层前后陶瓷均为 1 级毒性，见表 1，并且羟

基磷灰石陶瓷组和聚多巴胺 - 羟基磷灰石陶瓷组不同时间点

的 A 值比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，见图 5。

3   讨论   Discussion
聚多巴胺是一种天然的黑色素，所以聚多巴胺涂层使羟

基磷灰石陶瓷由白色变为棕褐色，与以往的研究相一致
[18-21]

。

聚多巴胺涂层后的细胞爬片周围几乎无散在细胞，细胞均黏

附于爬片上，且其上细胞数目明显多于未涂层组，说明聚多

巴胺涂层能明显提高细胞的黏附能力，这应与聚多巴胺的化

学结构中所含的邻苯二酚基团相关，但这种促进细胞附着聚

集的现象是否与相关因子信号方面有关还需要后续深一步的

研究。虽然大多学者研究认为聚多巴胺涂层较稳定，但有学

者用高效液相色谱法检测惊奇地发现，羟基磷灰石明胶硅酸

钙会释放出多巴胺到周围的组织液中
[22]
；而且有研究发现，

多巴胺能够通过 D2 受体抑制破骨相关基因、促炎因子表达，

达到明显抑制破骨细胞的作用
[23]
。有研究发现，小鼠胚胎成

骨细胞前体细胞会表达多巴胺 D1、D2、D3、D4、D5 受体的

mRNA 和蛋白，且 D1、D3、D5 受体抑制剂能抑制成骨基因

的表达，可见聚多巴胺并不是生物惰性的
[24]
。

羟基磷灰石支架经聚多巴胺涂层后其孔隙间隔、孔隙内

的颗粒细屑更大，表面更加平整，可能因为聚多巴胺涂层使

颗粒细屑黏合变大，使陶瓷表面粗糙度降低，从而增加了陶

瓷的亲水性能，有利于提高陶瓷的生物相容性。虽然陶瓷经

聚多巴胺涂层后孔径仍偏大，但聚多巴胺涂层后可解决孔径

过大不利于细胞长入支架内部的难题
[25-26]

，且提供了更广泛

表 1 ｜各组细胞的 A 值与相对增殖度
Table 1 ｜ Absorbance value and relative proliferation of cells in each group

培养时间 组别 A 值 (x-±s) 细胞增殖度 (%) 毒性分级

1 d 空白组 0.42±0.03 100 0
羟基磷灰石组 0.34±0.03 80.04 1
聚多巴胺 -羟基磷灰石组 0.33±0.03 78.30 1

3 d 空白组 0.76±0.10 100 0
羟基磷灰石组 0.64±0.12 83.27 1
聚多巴胺 -羟基磷灰石组 0.62±0.12 81.50 1

5 d 空白组 1.60±0.21 100 0
羟基磷灰石组 1.42±0.25 88.76 1
聚多巴胺 -羟基磷灰石组 1.40±0.31 87.25 1

7 d 空白组 1.97±0.42 100 0
羟基磷灰石组 1.82±0.46 92.04 1
聚多巴胺 -羟基磷灰石组 1.85±0.44 93.62 1
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的三维立体生长空间，供干细胞黏附、生长并有利于细胞代

谢废物与细胞所需营养物质的运输，利于细胞的增长。

在两种陶瓷上培养 1，3，5，7 d 后，人根尖乳头干细胞

细胞的增殖度均较高，细胞毒性实验结果均表明：羟基磷灰

石生物陶瓷涂层前后的细胞毒性无明显变化，均为 1级毒性，

可能是因为刚开始培养细胞期间陶瓷会释放出一些偏碱性离

子，相较空白组不利于细胞生长，但还是可认为聚多巴胺涂

层前后陶瓷均有良好生物安全性
[27]
，随着在 37 ℃、体积分

数 5%CO2 环境下培养中和碱性加上细胞培养基的替换，后

面可看出细胞在陶瓷上的增殖有上升趋势。作者认为仅聚多

巴胺涂层不能促细胞增殖，但目前有学者在其他材料上通过

聚多巴胺涂层间接黏附其他生长因子以促进细胞的增殖、分

化
[28]
。后期实验可通过 3D 打印方式使细胞按照相应骨缺损

处的形态生长，更好地满足个体化骨缺损的需求；通过聚多

巴胺涂层间接黏附相关生长因子，进一步提高材料的生物性

能；结合动物实验进一步检查材料的生物安全性及生物性能。

综上所述，聚多巴胺涂层可改善羟基磷灰石的理化性能，

使其表面更加平整、光滑，增加其亲水性能及细胞黏附能力，

保持良好生物相容性，具有较好的运用价值。
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研究原著

未涂层 聚多巴胺涂层后
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×2 000

图注：涂层前后的羟基磷灰石生物陶瓷表面均凹凸不平，疏松多孔成蜂

窝状，但羟基磷灰石生物陶瓷经聚多巴胺涂层后其表面的细屑颗粒更大，

表面更加平整，箭头所指为陶瓷表面颗粒

图 1 ｜涂层前后羟基磷灰石生物陶瓷的微观结构 ( 扫描电镜 )
Figure 1 ｜ Microstructure of hydroxyapatite bioceramics before and after 

coating (scanning electron microscope)

图注：A 为未涂层陶瓷的细胞爬片，周围散在分布人根尖乳头干细胞，

见箭头示；B 为聚多巴胺涂层的细胞爬片，人根尖乳头干细胞较聚集，

爬片周围几乎无人根尖乳头干细胞

图 3 ｜人根尖乳头干细胞在涂层前后羟基磷灰石生物陶瓷表面的黏附

( 光镜，×40)
Figure 3 ｜ Adhesion of human apical papilla stem cells to hydroxyapatite 

bioceramics before and after coating (light microscope, ×40)
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聚多巴胺
涂层后

DAPI Merge鬼笔环肽

图注：聚多巴胺涂层的细胞爬片上的人根尖乳头干细胞较未涂层陶瓷细

胞爬片上的体积更大、更加充分伸展，细胞触角更加明显

图 4 ｜人根尖乳头干细胞在涂层前后羟基磷灰石生物陶瓷表面的黏附

( 荧光染色，×200) 
Figure 4 ｜ Adhesion of human apical papilla stem cells on the surface of 

hydroxyapatite bioceramics before and after coating (fluorescent staining, ×200)
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图注：两组不同时间点的 A 值

比较差异无显著性意义 (P > 
0.05)

图 5 ｜人根尖乳头干细胞在羟基磷灰石和聚多巴胺 - 羟基磷灰石陶瓷上

的增殖

Figure 5 ｜ Proliferation of human apical papilla stem cells on 

hydroxyapatite and polydopamine hydroxyapatite ceramics
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图注：A 为未涂层陶瓷的接触角，B 为经聚多巴胺涂层陶瓷的接触角

图 2 ｜涂层前后羟基磷灰石生物陶瓷的接触角

Figure 2 ｜ Contact angle of hydroxyapatite bioceramics before and after 

coating
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[23]	 YANG H, XU Y, ZHU M, et al. Inhibition of titanium-particle-induced 

inflammatory osteolysis after local administration of dopamine and 

suppression of osteoclastogenesis via D2-like receptor signaling 

pathway. Biomaterials. 2016;80: 1-10.

[24]	 LEE DJ, TSENG HC, WONG SW, et al. Dopaminergic effects on in vitro 

osteogenesis.Bone Res. 2015;3: 15020.


