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文题释义：

氧化石墨烯：是石墨烯的一种含氧衍生物，具有优异的物理化学性能及生物相容性，能够与生物分子相互作用。氧化石墨烯存在π−π共轭

结构特征和高比表面积，从而具有输送蛋白质和化学药物载体的潜力。

白细胞介素4：是一种主要由活化T淋巴细胞、肥大细胞、嗜碱性粒细胞等产生的多效性细胞因子。白细胞介素4可抑制损伤的初始炎症反

应，并且可调节细胞外基质如何被修饰、分解和重建以进行有效修复，因此，负载白细胞介素4的植入物在局部环境控制方面具有巨大的

优势和潜力。

摘要

背景：纯钛及钛合金种植体因良好的生物相容性及弹性模量被广泛应用于种植修复领域，但钛基种植体表面的生物惰性导致其与周围骨组

织的整合性较差，需要进行表面修饰提高钛基种植体的骨整合能力。

目的：在纯钛片表面制备羟基磷灰石/氧化石墨烯/白细胞介素4涂层材料，探究涂层材料的理化性能与生物相容性。 
方法：通过电化学沉积法及浸泡冻干法在钛片表面制备负载羟基磷灰石/氧化石墨烯/白细胞介素4涂层，同时制备负载白细胞介素4的钛片

与负载羟基磷灰石/氧化石墨烯涂层的钛片，表征纯钛片及上述3种钛片的理化性能。将MC3T3-E1细胞分别接种于纯钛片及上述3种钛片的

表面，通过CCK-8、DAPI染色检测细胞增殖，Calcein-AM/PI染色检测细胞活性，扫描电镜观察细胞形态与黏附。

结果与结论：①扫描电镜、X射线能量色散谱、X射线光电子能谱、X射线衍射谱、拉曼光谱检测显示，在钛片表面成功制备了羟基磷灰 

石/氧化石墨烯/白细胞介素4涂层。羟基磷灰石/氧化石墨烯/白细胞介素4组水接触角大于纯钛组、羟基磷灰石/氧化石墨烯组，小于白细胞

介素4组。②CCK-8、DAPI染色结果显示，羟基磷灰石/氧化石墨烯/白细胞介素4涂层可促进MC3T3-E1细胞增殖。Calcein-AM/PI染色结果显

示，羟基磷灰石/氧化石墨烯/白细胞介素4涂层组MC3T3-E1细胞活性较高，较少见死细胞。扫描电镜下可见MC3T3-E1细胞黏附于4组材料

表面，细胞形态良好，相较于纯钛组，白细胞介素4组MC3T3-E1细胞伸出伪足更多，细胞间联系更加紧密，黏附面积更大；相较于羟基磷

灰石/氧化石墨烯组，羟基磷灰石/氧化石墨烯/白细胞介素4组MC3T3-E1细胞伸出伪足更多，细胞间联系更加紧密，黏附面积更大。③结果

表明，羟基磷灰石/氧化石墨烯/白细胞介素4涂层具有良好的理化性能及生物学性能。 
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羟基磷灰石 (HA)

氧化石墨烯 (GO)
HA/GO/IL-4
复合涂层 +
基底钛

理化性能检测：

(1) 扫描电镜；

(2) X 射线能量色散谱；

(3) X 射线光电子能谱；

(4) X 射线衍射；

(5) 拉曼光谱；

(6) 水接触角。

生物相容性检测：

(1) 材料表面 MC3T3-E1 细胞增殖；

(2) 材料表面 MC3T3-E1 细胞 DAPI
染色；

(3) 材 料 表 面 MC3T3-E1 细 胞

Calcein-AM/PI 染色；

(4) 材料表面 MC3T3-E1 细胞形态及

黏附。白细胞介素 4(IL-4)

→ →
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0   引言   Introduction
牙列缺损和缺失是口腔医学的重要疾病

[1]
，通过种植

牙进行修复是现阶段较好的治疗方式
[2]
，但是目前纯钛种植

体有骨整合不足等缺点
[3]
，需要进行表面修饰提高其骨整合

能力
[4]
。在生物活性涂层中，羟基磷灰石因优异的化学组成

和晶体结构可作为缓释载体，从而促进成骨细胞的分化。羟

基磷灰石常应用于修饰种植体表面
[5]
，是目前最常用的一种

骨再生材料
[6]
。有研究显示，通过改变羟基磷灰石的组成、

形态和表面特性可增强材料的机械强度、控制药物释放能力

并提高生物降解性，使羟基磷灰石能够在药物递送系统、生

物传感器、组织工程支架和再生医学中得到应用
[7]
。石墨烯

基材料由于独特的物理化学性能及良好的生物相容性，被广

泛应用于各种生物领域
[8]
。氧化石墨烯可促进骨髓间充质干

细胞和成骨细胞的增殖
[9]
，以及骨髓间充质干细胞的成骨分

化
[10]
。氧化石墨烯具有较大的表面积和高孔隙率，使它成

为极具吸引力和发展前景的纳米级增强填料，同时也是一种

吸附蛋白或药物的理想载体，因此，越来越多的研究者致力

于羟基磷灰石 / 石墨烯复合材料的制备研究
[11-13]

。近年来，

生物材料领域的科学家们探索了氧化石墨烯与羟基磷灰石的

复合制备方法，其中电化学方法尤为受到关注
[14-15]

，例如：

AKRAM 等
[16]

通过电化学方法成功制备了具有良好相容性、

无毒和抗菌性的医用级羟基磷灰石 / 氧化锌纳米复合涂层，

WU 等
[17]

通过电化学法制备出兼具优异机械性能、卓越抗

菌能力和骨诱导特性的利奈唑胺 / 锶包裹羟基磷灰石 / 氧化

石墨烯纳米复合材料。前期研究通过电化学方法将羟基磷灰 

石 / 氧化石墨烯复合材料成功涂覆在钛种植体上，发现复合

材料中氧化石墨烯含量为 2% 时骨髓间充质干细胞的成骨分

化显著增强
[13]
。尽管前期研究取得了良好的成骨效果，但在

种植体使用上仍存在不足，例如与种植体“异物”特性相关

的无菌性炎症反应导致的骨整合不良，甚至骨破坏，对种植

体的存活造成极大威胁。种植体周围炎是种植牙失败的主要

原因
[18]
，因此，种植体植入后的免疫反应在预后中起着关键

作用，对种植体及其免疫调节效应的相关研究将为种植体表

面设计提供理论基础。

白细胞介素 4 是一种抗炎细胞因子，可触发巨噬细胞的

M2 表型极化
[19]
。近期研究发现，将白细胞介素 4 加载到生

物材料表面可明显促进干细胞的成骨分化和组织愈合
[20]
，并

且白细胞介素 4 对多种炎症疾病模型有治疗作用
[21-22]

。因此，

负载白细胞介素 4 的植入物可诱导巨噬细胞极化实现相关免

疫应答，从而调节局部骨免疫微环境，在促进成骨中具有极

大的优势和潜力。此次研究将白细胞介素 4 通过浸泡冻干法

负载在羟基磷灰石 / 氧化石墨烯复合涂层上，系统研究其理

化性能以及对小鼠胚胎成骨细胞前体细胞 MC3T3-E 的生物相

容性，为选择具有生物活性的功能型材料提供参考。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   材料制备与表征，体外细胞学实验，组间比

较采用单因素方差分析，事后比较采用 Bonferroni 法或 

Tamhane’T2 法。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 12 月至 2024 年 8 月在新疆

Abstract
BACKGROUND: Pure titanium and titanium alloy implants are widely used in the field of implant restoration due to their excellent biocompatibility and elastic 
modulus. However, the biological inertness of the surface of titanium-based implants leads to poor integration with surrounding bone tissues, and surface 
modification is required to improve the bone integration ability of titanium-based implants. 
OBJECTIVE: To fabricate hydroxyapatite/graphene oxide/interleukin-4 composite coatings on pure titanium substrates, and to investigate their physicochemical 
properties and biocompatibility of the coating materials.
METHODS: Hydroxyapatite/graphene oxide/interleukin-4 composite coatings were prepared on pure titanium substrates by electrochemical deposition and 
freeze-drying. Titanium sheets loaded with interleukin-4 and titanium sheets loaded with hydroxyapatite/graphene oxide coatings were prepared at the same 
time, and the physicochemical properties of pure titanium sheets and the above three titanium sheets were characterized. MC3T3-E1 cells were inoculated on 
the surfaces of pure titanium sheets and the above three titanium sheets, respectively. Cell proliferation was detected by CCK-8 assay and DAPI staining. Cell 
activity was detected by Calcein-AM/PI staining. Cell morphology and adhesion were observed by scanning electron microscopy.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Scanning electron microscopy, energy-dispersive X-ray spectroscopy, X-ray photoelectron spectroscopy, X-ray diffraction, and 
Raman spectroscopy confirmed the successful fabrication of the hydroxyapatite/graphene oxide/interleukin-4 composite coating on the titanium surface. The 
water contact angle of hydroxyapatite/graphene oxide/interleukin-4 group was larger than that of pure titanium group and hydroxyapatite/graphene oxide 
group, and smaller than that of interleukin-4 group. (2) CCK-8 assay and DAPI staining results showed that hydroxyapatite/graphene oxide/interleukin-4 coating 
could promote the proliferation of MC3T3-E1 cells. Calcein-AM/PI staining results showed that MC3T3-E1 cells in hydroxyapatite/graphene oxide/interleukin-4 
coating group had higher activity and fewer dead cells. Scanning electron microscopy showed that MC3T3-E1 cells adhered to the surfaces of the four groups 
of materials with good cell morphology. Compared with the pure titanium group, the MC3T3-E1 cells in the interleukin-4 group extended more pseudopodia, 
the cell-cell connections were closer, and the adhesion area was larger; compared with the hydroxyapatite/graphene oxide group, the MC3T3-E1 cells in the 
hydroxyapatite/graphene oxide/interleukin-4 group extended more pseudopodia, the cell-cell connections were closer, and the adhesion area was larger. (3) 
These findings indicate that the hydroxyapatite/graphene oxide/interleukin-4 composite coating possesses favorable physicochemical and biological properties.
Key words: graphene oxide; hydroxyapatite; interleukin-4; implant composite coating; MC3T3-E1 cell; biocompatibility; engineered materials
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维吾尔自治区人民医院医技楼医学研究与转化中心实验室完

成。 

1.3   材料

1.3.1   主要材料与试剂   小鼠胚胎成骨细胞前体细胞

MC3T3-E1(CL0813，丰晖生物科技有限公司，湖南 )；TA1 级

商用纯钛片 (TA1，海源科研金属有限公司，广东 )；纳米羟

基磷灰石 (TX21249，颖心实验室设备有限公司，上海 )；氧

化石墨烯水溶液 (XF224-1，苏州先丰纳米有限公司，江苏 )；

重组小鼠白细胞介素 4(abs04697，爱必信生物科技有限公司，

上海 )；α-MEM(C12571500BT，Gibco，美国 )；0.25% 胰蛋白

酶 (C25200-056，Gibco，美国 )；特级胎牛血清 (13011-8611，

杭州四季青生物工程材料有限公司，浙江 )；PBS(BL302A，

Biosharp，安徽白鲨生物科技有限公司 )；青霉素 -链霉素混

合液 (P7630，北京索莱宝科技有限公司，北京 )；CCK-8 试剂

盒 (CA1210，北京索莱宝科技有限公司，北京 )；Calcein-AM/

PI 双染试剂盒 (CA1630，北京索莱宝科技有限公司，北京 )；

DAPI溶液 (28718-90-3，Biosharp，安徽白鲨生物科技有限公司 )。

1.3.2   主要仪器   电子分析天平 (Sartorius，德国 )；超声波清

洗器 (SK5200LH，上海科导超声仪器有限公司 )；磁力加热搅

拌器 ( 上海科兴仪器有限公司，上海 )；超净工作台；CO2 恒

温培养箱 (Thermo Fisher Scientific，美国 )；倒置荧光显微镜

透射电镜 (Nikon，日本 )；扫描电镜 (Zeiss Supra55 VP，德国

蔡司 )；X 射线能量色散谱仪 (Bruker X-Flash SDD 5010，德国

布鲁克公司 )；阳极氧化电源 (MATSUSADA，日本 )；酶标仪

(SuPerMax 3100 型多功能酶标仪，上海闪普生物科技有限公

司 )；X 射线衍射仪 (D8 ADVANCE Plus，德国 )；X 射线光电

子能谱仪 (PHI 5000VersaProbe，美国 )；拉曼光谱仪 (Horiba 

LabRAM HR Evolution，日本 )；接触角测量仪 (SZ-CAMC32，

上海轩准仪器有限公司，上海 )。

1.4   实验方法   

1.4.1   钛片表面涂层的制备   用 #600-#1 200 水砂纸逐号抛

光 Φ1 cm×0.1 cm 大小的圆形钛片并打磨边缘，随后在丙酮

中超声 (40 kHz) 清洗 30 min，无水乙醇中超声 (40 kHz) 清洗 

30 min，去离子水中超声 (40 kHz) 清洗 15 min，最终保存在

无水乙醇中。

电解液的制备：将 200 mg 纳米级羟基磷灰石粉末加

入 50 mL 无水乙醇中，置于磁力搅拌器 (37 ℃，搅拌速率为 

180 r/min) 中持续搅拌 3 h，之后缓慢滴加 0.8 mL 氧化石墨

烯溶液 (5 mg/mL)[13]
，继续磁力搅拌 3 h，最后用硝酸 (HNO3)

调节电解液 pH 值 =3.0-4.0。

涂层的制备：采用电化学沉积法制备羟基磷灰石 / 氧化

石墨烯涂层。将羟基磷灰石 / 氧化石墨烯电解液置于 37 ℃

电解槽中，将石墨棒当作阳极、钛片当作阴极，磁力搅拌器

持续搅拌，搅拌速度为 180 r/min，在 30 V、0.8 mA/cm2
恒

定电压电流下沉积 2 min，室温自然干燥 24 h，得到羟基磷

灰石 / 氧化石墨烯涂层。

细胞因子的吸附：重组小鼠白细胞介素 4 溶解于去离子

水中，得到 2 μg/mL 白细胞介素 4 溶液
[23]
。将负载羟基磷灰

石 / 氧化石墨烯涂层的钛片浸泡在白细胞介素 4 溶液中 24 h，

全程避光；随后置于 -20 ℃条件下冷冻过夜后冻干 1 d，用

PBS 洗去未吸附的白细胞介素 4，获得负载羟基磷灰石 / 氧

化石墨烯 / 白细胞介素 4 涂层钛片。同理制备负载白细胞介

素 4 的钛片。

1.4.2   各组钛片理化性能的检测与表征   采用单反相机及扫

描电镜观察纯钛片、负载白细胞介素 4 钛片、负载羟基磷灰

石 / 氧化石墨烯涂层钛片与负载羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 /

白细胞介素 4 涂层钛片的表面形貌特征。采用 X 射线能量色

散谱分析负载羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 涂层

钛片表面的元素及种类。采用 X 射线光电子能谱仪对上述 4

组样品表面元素定量分析。采用 X 射线衍射仪确定上述 4 组

样品的物相组成。采用拉曼光谱测定上述 4 组样品的化学基

团。采用接触角测量仪测量去离子水滴在上述 4 组样品表面

1 s 和 30 s 的静态接触角，评估材料表面亲水性能。

1.4.3   细胞培养   用完全培养基 ( 含体积分数 10% 胎牛血清

和1%青霉素-链霉素的α-MEM培养基 )培养MC3T3-E1细胞，

置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 饱和湿度培养箱内，隔天更换

一次培养基。待细胞融合度达 85% 以上时传代。选用第 3 代

细胞进行后续实验。

1.4.4   各组钛片的生物相容性检测

实验分组：将 4组样品在超净工作台中紫外线消毒 2 h，

用 PBS 润洗后放入细胞培养箱中平衡 10 min。将 MC3T3-E1

细胞悬液接种于 4 组样品表面，细胞密度为 5×104/ 孔，置于

恒温培养箱中 10 min 后补加完全培养基至 1 mL，隔天换液。

细胞增殖：培养 4，7 d 后，每孔加入 10%CCK-8 溶液继

续孵育 1 h，利用酶标仪检测 450 nm 波长处的吸光度值。每

组重复检测 3 次。

DAPI 染色：培养 4，7 d 后进行 DAPI 染色，在荧光倒置

显微镜下观察细胞增殖情况。

Calcein-AM/PI 染色：培养 1，4  d 后进行 Calcein-AM/PI

染色，使用荧光倒置显微镜拍摄荧光图像。利用 Image J 软

件对活细胞和死细胞数量进行定量分析。

扫描电镜观察：培养 4，7 d 后，用 PBS 润洗 1 次，置

于预冷的 2.5% 戊二醛固定液中于 4 ℃条件下过夜；用 PBS

浸洗 2 次，每次 10 min；在不同体积分数乙醇溶液中梯度脱
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水 15 min，保存在叔丁醇溶液中 4 ℃冷藏过夜；置于 -88 ℃

条件下冻干样品，通过扫描电镜观察材料表面细胞形态及黏

附情况。

1.5   主要观察指标   4 组钛片的理化性能表征结果，以及与

MC3T3-E1 细胞的生物相容性。

1.6   统计学分析   采用统计学软件 SPSS 27.0 对数据进行统计

分析，使用 GraphPad Prism 10.1.2 软件和 Origin 2021 进行图

形化分析，用 x-±s 表示定量数据。组间比较采用单因素方差

分析，事后比较采用 Bonferroni 法或 Tamhane’ T2 法。双侧

检验，以 P < 0.05 为差异有显著性意义。以上所有实验均重

复 3 次。该文统计学方法经新疆医科大学基础医学院统计学

专家审核。

2   结果   Results 
2.1   各组钛片的表面形貌   大体观察显示，纯钛组经水砂纸

逐号抛光后表面光滑，反射出特有的金属光泽；白细胞介

素 4 组钛片表面依旧如“镜面”般光滑，外观同纯钛组；羟

基磷灰石 / 氧化石墨烯组钛片表面呈低饱和度的乳白色，边

缘接触电极夹处可见未沉积涂层，显露金属基底；羟基磷灰 

石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组钛片表面呈高饱和度的乳

白色，涂层材料涂覆均匀，见图 1。

扫描电镜下观察4组钛片的微观形貌，见图2。低倍镜下，

纯钛组和白细胞介素 4 组可见抛光打磨时留下的条状磨损；

羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组和羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白

细胞介素 4 组涂层完全覆盖钛基底，未见条状磨损，羟基磷

灰石 / 氧化石墨烯组表面可见皱褶状颗粒，颗粒大小较为均

匀，氧化石墨烯和羟基磷灰石材料涂覆均匀，无裂痕，羟基

磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组表面无皱褶状颗粒，

较羟基磷灰石 / 氧化石墨烯涂层组更加光滑致密，表面可见

细小裂纹。高倍镜下，纯钛组和白细胞介素 4 组表面可见放

大的条状磨损及打磨留下的凹坑；羟基磷灰石 / 氧化石墨烯

组表面覆盖“珊瑚”状涂层材料，可见底层为块状覆盖的氧

化石墨烯，上层为“盐晶”状的羟基磷灰石结晶结构；羟基

磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组表面可见明显裂纹，

呈多层大块“珊瑚”状，这可能是冻干过程中白细胞介素 4

溶液中的去离子水迅速升华导致下部氧化石墨烯的断裂产

生，并且相较于羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组，羟基磷灰石 / 

氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组表面可见许多成簇的圆形蛋白

样结构，表明羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组成

功吸附白细胞介素 4。

2.2   羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组钛片表面 X

射线能量色散谱检测结果   羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细

胞介素 4 组含有 O、C、P、Ca 元素且并且分布均匀，见图 3。

由于空气中含有油脂等有机物，很容易吸附到样品表面，并

且氧化石墨烯主要由具有碳 - 碳双键芳香环组成的石墨烯基

底与氧原子基团结合而成，因此 O 和 C 元素质量分数合计达

81.09%；羟基磷灰石的晶体结构是由 Ca2+
离子和 PO4

3-
离子

排列组成的，因此涂层中含有 P 和 Ca 元素；未检测到钛元

素含量，说明羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 涂层

的涂覆具有较高的致密度，见表 1。

表 1 ｜羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 涂层中的各元素质量 
分数                                                        (%)
Table 1 ｜ Mass fraction of each element in hydroxyapatite/graphene 
oxide/interleukin-4 composite coating

元素 质量分数 原子结构

O 45.15 61.68
C 35.94 19.60
P 14.09 9.95
Ca 4.82 8.78

合计 100 100

2.3   各组钛片表面的 X 射线光电子能谱分析结果   各组钛片

表面的 X 射线光电子能谱图，见图 4。与纯钛组和白细胞介

素 4 组相比，羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组和羟基磷灰石 / 氧

化石墨烯 / 白细胞介素 4 组钛片表面出现了 Ca2p、P2p 等元

素波峰，这些元素均为羟基磷灰石中的组成成分，但该两组

未检测到 Ti2p 波峰，说明涂层材料完全涂覆在钛基底表面，

这与 X 射线能量色散谱分析结果一致。

2.4   各组钛片的 X 射线衍射分析结果   羟基磷灰石 / 氧化石

墨烯 / 白细胞介素 4 组和羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组具有特

征性羟基磷灰石和氧化石墨烯衍射峰以及基底钛衍射峰，白

细胞介素 4 组和纯钛组仅检测到钛衍射峰，见图 5。此次分

析进一步证明了通过电化学方法成功沉积羟基磷灰石 / 氧化

石墨烯涂层在钛基底表面。

2.5   各组钛片的拉曼光谱分析结果   羟基磷灰石 / 氧化石墨

烯 / 白细胞介素 4 组、羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组可见明显

的 G 峰和 D 峰，其中 G 峰为氧化石墨烯特征性的 Sp2 结构，

D 峰为氧化石墨烯无序振动引起的特征峰；纯钛组和白细胞

介素 4 组光谱未出现任何峰值，见图 6，这些具有代表性信

号的 D 波段和 G 波段，有力地证明了氧化石墨烯已成功共轭

至涂层表面。

2.6   各组样品表面接触角测试结果   各组钛片表面的水接触

角图像，见图 7。定量分析结果显示，去离子水滴于材料表

面 1 s 时，白细胞介素 4 组、羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白

细胞介素 4 组水接触角大于纯钛组、羟基磷灰石 / 氧化石墨
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图注：图中 A-D 分别为纯钛组、白细胞介素 4 组、羟基磷灰石 / 氧化石

墨烯组和羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组。

图 1 ｜各组钛片表面大体观

Figure 1 ｜ Macroscopic surface morphology of surface of titanium sheets 
of the four sample groups

图注：图 A 为扫描电镜图；B 为 Merge 图；C-F 分别为 O、C、P、Ca 元

素分布图；G 为 X 射线能量色散图谱，可见涂层中含有 O、C、P 和 Ca
元素。	
图 3 ｜羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 涂层的 X 射线能量色散

检测结果

Figure 3 ｜ X-ray energy dispersion test results of hydroxyapatite/graphene 
oxide/interleukin 4 coating

图注：Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧化

石墨烯。Ti 组和 Ti/IL-4 组表面可见条状磨损及打磨留下的凹坑；Ti/HA/
GO 组、Ti/HA/GO/IL-4 组表面覆盖呈“珊瑚”状涂层材料，并且羟基磷

灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组表面可见明显裂纹及大量成簇的圆

形蛋白样结构。

图 2 ｜各组钛片表面的微观形貌

Figure 2 ｜ Microscopic morphology of the titanium sheet surface in each 
group

图注：Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧化

石墨烯。

图 4 ｜各组钛片表面的 X 射线光电子能谱图  
Figure 4 ｜ X-ray photoelectron spectra of the titanium sheet surfaces of 
each group
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烯组 (P < 0.001)，纯钛组水接触角大于羟基磷灰石 / 氧化石

墨烯组 (P < 0.001)，白细胞介素 4 组水接触角大于羟基磷灰

石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组 (P < 0.001)；去离子水滴

于材料表面 30 s 时，白细胞介素 4 组水接触角大于其他 3 组

(P < 0.001)，纯钛组、羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素

4 组水接触角大于羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组 (P < 0.001)，见

图 8。
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图注：Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧化

石墨烯。

图 5 ｜各组钛片的 X 射线衍射能谱图  
Figure 5 ｜ X-ray diffraction spectra of each group of titanium sheets

图注：与 Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧

化石墨烯。

图 6 ｜各组钛片的拉曼光谱图

Figure 6 ｜ Raman spectra of four groups of titanium sheets
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图注：Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧化

石墨烯。

图 7 ｜各组钛片表面静态水接触角图像

Figure 7 ｜ Static water contact angle images of titanium sheet surfaces in 
each group
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2.7   各组钛片的生物相容性检测结果   

2.7.1   各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞增殖和 DAPI 染色   培养

至第 3 代的 MC3T3-E1 细胞生长状态良好，呈纺锤形、梭形

密集成网状，见图 9。CCK-8 检测结果显示，随着培养时间

的延长，各组细胞数量增加，培养 4 d 后，羟基磷灰石 / 氧

化石墨烯 / 白细胞介素 4 组吸光度值高于其他 3 组 (P < 0.01

或 (P < 0.001)，白细胞介素 4 组吸光度值高于纯钛组 (P < 

0.001)；培养 7 d 后，羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组、羟基磷灰

石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组吸光度值高于白细胞介素

4 组、纯钛组 (P < 0.05 或 (P < 0.01)，见图 10。

图注：显微镜下可见细胞形态呈

梭形，密集成网状。 
图 9 ｜第 3 代 MC3T3-E1 细胞形态

Figure 9 ｜ Morphology of passage 
3 MC3T3-E1 cells

图注：
aP < 0.001。

图 8 ｜各组钛片表面水静态接触角检测结果

Figure 8 ｜ Test results of static water contact angle on titanium sheet 
surfaces of each group
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图注：
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。

图 10 ｜各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞增殖比较

Figure 10 ｜ Comparison of MC3T3-E1 cell proliferation on titanium sheet 
surfaces in each group
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Ti/HA/GO/IL-4 组Ti/HA/GO 组Ti/IL-4 组Ti 组

7 d

4 d

图注：Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧

化石墨烯。培养 4，7 d 后，Ti/HA/GO/IL-4 组细胞数量最多，比例尺 = 
100 μm。 
图 11 ｜各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞 DAPI 染色图像

Figure 11 ｜ DAPI staining images of MC3T3-E1 cells on the titanium sheet 
surfaces of each group

图注：Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧化

石墨烯。共培养 1，4 d 后，与 Ti 组相比，Ti/HA/GO/IL-4 组活细胞比例

较高，未见明显的死细胞，比例尺 =100 μm。

图 12 ｜各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞 Calcein-AM/PI 染色图像

Figure 12 ｜ Calcein-AM/PI staining images of MC3T3-E1 cells on the 
titanium sheet surfaces of each group

Ti/HA/GO/IL-4 组Ti/HA/GO 组Ti/IL-4 组Ti 组

7 d

4 d

图注：Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧化

石墨烯。随着培养时间的延长，4 组材料表面黏附的 MC3T3-E1 细胞数

量增加，细胞形态良好，其中 Ti/HA/GO/IL-4 组细胞贴和最紧密，细胞

间伪足互相粘连，一些伪足伸入涂层表面微纳米级别的结构空隙中并牢

固地锚合于涂层表面，比例尺 =4 μm。

图 14 ｜各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞黏附 ( 扫描电镜 )
Figure 14 ｜ MC3T3-E1 cell adhesion on the titanium sheet surface of each 
group (Scanning electron microscopy)

Ti/HA/GO/IL-4 组Ti/HA/GO 组Ti/IL-4 组Ti 组

7 d

4 d

图注：Ti 为纯钛，IL-4 为白细胞介素 4，HA 为羟基磷灰石，GO 为氧化

石墨烯。图 A，B 分别为培养 1，4 d 后的分析结果。培养 1，4 d 后，与

Ti 组相比，Ti/HA/GO/IL-4 组活细胞比例较高。

图 13 ｜各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞 Calcein-AM/PI 染色分析结果 
Figure 13 ｜ Calcein-AM/PI staining analysis results of MC3T3-E1 cells on 
the titanium sheet surface of each group
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A B各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞 DAPI 染色结果，见图

11。随着培养时间的延长，4 组钛片表面的 MC3T3-E1 细胞

数量明显增加并呈簇状聚集生长，其中羟基磷灰石 / 氧化石

墨烯 / 白细胞介素 4 组细胞核呈现的蓝色荧光面积最大，与 

CCK-8 检测结果一致。

2.7.2   各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞 Calcein-AM/PI 染色   各

组钛片表面 MC3T3-E1 细胞 Calcein-AM/PI 染色图像，见图

12。各组钛片表面显示出大面积的绿色荧光，仅有少量显示

红色荧光，表明 MC3T3-E1 细胞在各组钛片表面上具有良好

的生物相容性。Calcein-AM/PI 染色定量分析结果显示，与纯

钛组相比，羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组活细

胞比例较高，见图 13，进一步证明了羟基磷灰石 / 氧化石墨

烯 / 白细胞介素 4 涂层具有促进细胞增殖的潜力，与 CCK-8

检测结果一致。

2.7.3   各组钛片表面 MC3T3-E1 细胞形态及黏附   各组钛片

表面 MC3T3-E1 细胞的形态及黏附，见图 14。培养 4 d 后，

纯钛组 MC3T3-E1 细胞黏附在纯钛表面；白细胞介素 4 组相

比纯钛组细胞伸出更多伪足，胞体黏附面积更大；羟基磷灰 

石 / 氧化石墨烯组可见细胞嵌入材料中并与材料相互黏附，

胞体黏附面积相较于纯钛组、白细胞介素 4 组更大；羟基磷

灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组可见细胞间、细胞与涂

层间通过多而细小的伪足相互紧密黏附，伪足数量最多。培

养 7 d 后，纯钛组相较于培养 4 d 后细胞黏附面积增大，细

胞呈现扁平状；白细胞介素 4 组、羟基磷灰石 / 氧化石墨烯

组相较于培养 4 d 后细胞间伪足数量增多，胞体表面粗糙；

羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组细胞贴和更加紧

密，细胞间伪足互相粘连，一些伪足伸入涂层表面微纳米级

别的结构空隙中并牢固地锚合于涂层表面。
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3   讨论   Discussion
在过去几十年中，钛由于出色的生物相容性、机械性能、

耐腐蚀性和骨整合能力，一直是生物医学领域的首选材料
[24]
。

但是，钛的生物惰性导致其骨结合能力相对较差，植入人体

后需要 3-6 个月的骨结合才能负重使用，同时骨结合较差会

引起种植体周围炎、松动、脱落等现象
[25]
，因此，种植体治

疗成功的关键是种植体与牙槽骨之间形成良好的骨结合。

此次研究通过电化学沉积法及浸泡冻干法制备载有生物

活性蛋白的多功能生物材料，该材料具有良好的表面粗糙结

构，亲水能力强，可促进细胞增殖、黏附，具有较优的体外

生物相容性。通过扫描电镜观察发现，羟基磷灰石 / 氧化石

墨烯组和羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组基底部

表面出现了氧化石墨烯特有的纳米级褶皱结构，这与既往研

究所观察到的相同
[26]
，这种纳米级褶皱结构可增大细胞接触

的表面积，促进细胞黏附等生物行为
[27]
；此外，高倍电镜下

羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组表面可见明显裂

纹，呈多层大块“珊瑚”状，该结构可能是由于白细胞介素

4 溶液中的去离子水在冻干过程中迅速升华，导致下部氧化

石墨烯断裂产生
[28]
；并且相较于羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组，

羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组表面可见许多成

簇的圆形蛋白样结构，间接说明白细胞介素 4 的成功吸附。

X 射线能量色散谱分析结果显示，羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 /

白细胞介素 4 组涂层中含有 O、C、P、Ca 元素，并且这些元

素在该微型区域中均匀分布，未检测到钛元素含量；X 射线

衍射图谱显示，纯钛组和白细胞介素 4 组表面检测到 C、O

和 Ti，而在羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组表面

未检测到钛元素，两种结果均证明了羟基磷灰石 / 氧化石墨

烯 / 白细胞介素 4 涂层的涂覆是全方位且较为致密的。此次

研究在 X 射线光电子能谱显示，羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 /

白细胞介素 4 组中检测出 Ca2p、P2p 等元素波峰，均为羟基

磷灰石中的组成元素
[29]
，并且在拉曼光谱图中看到了氧化石

墨烯的特征峰，证明了氧化石墨烯的沉积
[30]
。

植入体的骨整合过程涉及骨组织细胞、免疫细胞等多种

细胞，其中成骨细胞是骨形成的主要功能细胞，负责骨基质

的合成、分泌和矿化
[31]
，因此，此次研究体外细胞实验选用

第 3 代小鼠胚胎成骨细胞 (MC3T3-E1)。此次研究 CCK-8 检测

结果显示，培养 4 d 后，白细胞介素 4 组吸光度值高于纯钛组 

(P < 0.001)，羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组吸光

度值高于其他 2 组 (P < 0.01)，既往研究表明白细胞介素 4 的

负载可以促进小鼠骨髓间充质干细胞的增殖与迁移
[23]
，与此

次研究基本一致。接触角测试结果显示，白细胞介素 4 组 1 s 

和 30 s 时的水接触角大于纯钛组 (P < 0.001)，羟基磷灰石 /

氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组 1 s 和 30 s 时的水接触角大于

羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组 (P < 0.001)，显示了白细胞介素

4 的负载会影响材料本身的亲水性，这可能由于白细胞介素

4 溶液冷冻干燥后基底表面形成吸附蛋白的薄膜，从而影响

材料的接触面积，进而影响亲水性。负载白细胞介素 4 涂层

材料前后的拉曼光谱无显著变化，主要是由于白细胞介素 4

与材料表面结合的方式是物理吸附而非化学结合，因此白细

胞介素 4 与基底材料之间的相互作用比较弱，并且负载浓度

较低，使得白细胞介素 4 的存在不会显著影响材料的拉曼特

征。有研究显示，提高材料的亲水性不仅抑制炎症反应，对

骨形成也有积极作用
[32]
。此次研究结果显示，材料中白细胞

介素 4 的负载虽然牺牲了一部分亲水性，但是促细胞增殖作

用远远大于纯钛组、羟基磷灰石 / 氧化石墨烯组，因此，白

细胞介素 4 对亲水性的影响是否会降低成骨活性需进一步实

验证明。未来将通过提升技术手段，改善白细胞介素 4 的负

载方法，有望提高亲水性，降低不良反应。羟基磷灰石 / 氧

化石墨烯 / 白细胞介素 4 组 1 s 和 30 s 时的水接触角均小于

白细胞介素 4 组 (P < 0.001)，说明羟基磷灰石 / 氧化石墨烯

复合材料的加入显著增加了材料的亲水性
[33]
。材料的亲水表

面在体外和体内均能促进成骨细胞和骨髓间充质干细胞的成

骨向分化。有学者通过体外共培养小鼠骨髓间充质干细胞与

RAW264.7 巨噬细胞
[34-35]

，验证了羟基磷灰石 / 氧化石墨烯涂

层可促进骨髓间充质干细胞和 RAW264.7细胞的增殖、黏附。

此次研究同样发现，培养至第 7 天，羟基磷灰石 / 氧化石墨

烯 / 白细胞介素 4 组吸光度值高于纯钛组 (P < 0.01) 和白细胞

介素 4 组 (P < 0.05)，说明羟基磷灰石 / 氧化石墨烯复合材料

的加入促进了成骨细胞的增殖。此次研究采用细胞核染色和

Calcein-AM/PI 染色更直观地显示各组涂层的细胞黏附数量及

生存状态，结果显示羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素

4 涂层可促进 MC3T3-E1 细胞的增殖，并保持细胞活性。扫

描电镜观察结果显示，白细胞介素 4 组相较于纯钛组，羟基

磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素 4 组相较于羟基磷灰石 / 

氧化石墨烯组，MC3T3-E1 细胞伸出伪足更多，细胞间联系

更加紧密，黏附面积更大。有研究表明，白细胞介素 4 可通

过白细胞介素 4Rα 信号传导到细胞，从而促进细胞生长黏附，

有抗炎和促创面愈合等作用
[36]
。后续将从分子生物学层面进

一步探索白细胞介素 4 的作用机制。

近年来，纳米羟基磷灰石和氧化石墨烯由于独特的结

构、优异的理化性能和生物相容性被广泛应用于各种生物领

域。相关研究对钛基底表面进行羟基磷灰石 / 氧化石墨烯改 

性
[12-13]

，证实羟基磷灰石 / 氧化石墨烯复合材料具有更佳的

机械性能、生物活性以及促成骨能力
[37]
。为了改善种植体
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植入的治疗效果，研究者致力于将有效的治疗剂 ( 抗炎药、

蛋白质和生长因子等 ) 输送到局部受损部位，从而减少不良

反应，最大限度地减少毒性、缩短愈合时间，以达到更高的

疗效。有研究证实，白细胞介素 4 可抑制损伤的初始炎症

反应，并且可调节细胞外基质如何被修饰、分解和重建进行

有效修复
[36]
。因此，负载白细胞介素 4 的植入物在相关免

疫反应的局部控制方面具有巨大的优势和潜力。氧化石墨

烯的高表面积特性使其具有出色的缓释能力，而羟基磷灰

石具有良好的生物相容性
[38-39]

，二者常作为缓释载体被应用

于种植体表面修饰
[39-40]

。因此，羟基磷灰石 / 氧化石墨烯复

合材料的表面改性可以为承载不同生物活性分子的多种杂

化材料提供合适的平台，从而实现各种治疗条件下的化学 

功能。

功能性生物材料的应用在很大程度上取决于调节细胞

反应的能力，包括细胞黏附、分化和免疫过程等。为此，此

次研究的目的是设计一种载有生物活性蛋白的多功能生物材

料，系统研究其理化性能和对 MC3T3-E1 细胞增殖、黏附及

生长的影响，为早期成骨创造最佳的局部微环境。研究结果

提示白细胞介素 4 在复合涂层应用前景广阔，可能有助于解

决临床中免疫相关无菌性炎症导致的骨整合不良，提高种植

体的初始稳定性。但羟基磷灰石 / 氧化石墨烯 / 白细胞介素

4 涂层中的白细胞介素 4 是否有缓释作用，能否对免疫细胞

起到正向调节作用从而促进骨免疫达到骨整合，还需进一步

探索。
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