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纯钛及其合金因具有良好的生物学性能和机械性能，

被作为骨内植入体的首选材料。但一方面，由于钛及其

合金的表面惰性，植入后与骨结合速度缓慢，影响植入

体与骨周围组织的骨性连接，进而会影响种植的成功率；

另一方面，钛抗菌极不充分，细菌易粘附在钛基种植体

表面，形成生物膜，植入后易引起植入体周围相关感染

或细菌性炎症。临床研究显示，种植体周围黏膜炎的患

病率为63.4%[1]。因此，为提高治疗手术的成功率，我们

需要对钛材料及其合金的抗菌能力和促进细胞成骨化能

力进行提高。1

种植体材料表面改性是提高上述能力的有效方法。

现有的材料改性方式有很多，如改善表面粗糙度、掺入

生物活性物质、制备纳米管阵列等。其中掺入生物活性

物质是指，在钛材料表面覆上某种特定的生物活性物质

涂层，对其表面进行改性。近年来，研究发现了有各种

各样的涂层，如抗生素涂层，银锌涂层和抗菌肽涂层。

然而，上述方法常会伴有细胞毒性或出现耐药菌株等副

作用。最近，有大量研究使用生物活性物质涂层，如，

酶，多肽，蛋白质等对钛材料表面进行改性处理，以达

到抗菌和促进细胞成骨的双重目的。因此，本文就主要

的生物活性物质涂层（酶，蛋白质和核酸）对钛材料表

面的改性研究进展作一综述。

一、酶

1.脱氧核糖核酸酶I

脱氧核糖核酸酶I（DNase I）是一种分泌性核酸内
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切酶，主要作用于细胞凋亡期间，负责促进染色质的分

解，在体液如血清和尿液中含量较高。除此以外，DNase 

I还是一种有效的生物膜分散酶，能够特异性降解胞外膜

外DNA这一重要成分[1]。

细菌的生物膜是由细菌群落组成的，并且受到细胞

外聚合物的支撑和保护。其细胞外聚合物由蛋白质、多

糖、水和细胞外DNA（eDNA）组成。其中eDNA是细胞

外聚合物的中最长的分子，它将细胞外聚合物连接在一

起，从而维持生物膜的稳定和细菌的粘附[2]。而DNase I

可以降解广泛微生物的细胞外DNA[3]，由此可以破坏其

生物膜的稳定性，抑制其粘附。

研究表明，在各时间下，体外DNA均有利于变异

链球菌在釉质表面黏附和聚集，从而使生物膜形成和稳

定，而DNase I可以降解eDNA，即，该酶对变异链球菌

的粘附和生物膜的形成均有抑制作用。2013年，有人把

多巴胺作为中间体，将DNase I附着在聚甲基丙烯酸甲

酯上，以此来抑制细菌生物膜的形成，最终发现DNase 

I涂层大大降低了金黄色葡萄球菌（95％）和铜绿假单

胞菌（99％），可以防止生物膜形成长达14小时，而

不会影响哺乳动物细胞的黏附和增殖[2]。在之后的几

年中，Jing Ye、Can Shao等人通过聚多巴胺将DNase I

附着在钛片表面，形成Ti-pDA-DNase I复合结构，检

测MC3T3-E1成骨细胞活性和DNase I抑制变形链球菌

（Streptococcus mutans，简称S. mutans）和金黄色葡萄球

菌（Staphylococcus aureus，简称S. aureus）粘附、生物膜

形成的效果和对细胞活性的影响；Can Shao、Xin Zhang

等人通过检测同种复合结构对放线菌（A.A）和核梭杆

菌（F.N）的粘附和生物膜形成的影响情况，最终发现，
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DNase I有良好的生物相容性，具有增强细胞增值的潜

力，且在24h内能够有效抑制细菌的粘附和生物膜的形

成，以达到抗菌的效果[4]。

2.乳过氧化氢酶

乳过氧化物酶（Lactoperoxidase，EC 1.11.1.7，简称

LP）是哺乳动物过氧化物酶家族中的一员，广泛分布于

自然界和动植物中。它们的主要功能是催化某些分子氧

化，以过氧化氢为反应物，从而产生具有广泛抗菌活性

的产物。LP是一种含血红素的抗菌酶，存在于人类和动

物的分泌液中，在初乳中含量尤其丰富。它和硫氰酸根

可以形成具抑菌作用的“乳过氧化物酶体系（LPS）”，在

非冷藏条件，下可以抑制革兰氏阳性菌和阴性菌的生长，

且对哺乳动物的细胞无害即没有不良副反应。

LP参与抑制微生物生长首先被Hanssen提出，他指

出LP参与构成宿主对抗入侵微生物的天然防御系统。除

此之外，LP还具有抗菌活性、降解各种致癌物质以及保

护动物细胞被过氧化的能力。

早些年，Mohamed Ahariz等人将钛片处理后浸入乳

过氧化物酶中进行吸附试验，并评估其种植体植入后的

术后效果、检测体外抗菌能力，结果表明钛片对LP的吸

附能力较好，但其抗菌效果和临床应用有待进一步研究

和确定[5]。近几年，有研究通过纳米银固定乳过氧化物

酶，来提高其抗菌活性，但没有人研究其吸附在钛片上

的抗菌效果。

二、蛋白质

1.胶原蛋白

胶原蛋白（Collagen）是生物高分子，动物结缔组织

中的主要成分，也是哺乳动物体内含量最多、分布最广

的功能性蛋白。具有丰富的生物相容性、高孔隙率、易

与其他材料结合、易加工、亲水性、抗原性低、在体内

可吸收等优点，因此，有作为骨组织工程生物材料的潜

力。Collagen作为骨细胞外基质的主要有机成分，常被用

于提高细胞活性，如在生物材料表面的粘附、增殖和分

化。而I型胶原蛋白可形成90%以上骨组织，是许多间

质结缔组织的主要胶原，因此最有希望促进成骨细胞增

殖分化并运用于生物材料表面的胶原蛋白。

早些年，有研究发现I型胶原蛋白可刺激细胞粘附、

细胞分化和矿化。2006年，Juliette van den Dolder使用

硝基苯基氯甲酸酯固定I型胶原蛋白涂层与钛片上，并

取大鼠骨髓成骨细胞进行实验，检测对硝基苯基氯甲酸

酯细胞毒性、进行DNA分析、细胞钙含量的测量等，以

此判断该改性材料对成骨细胞增殖分化的情况。结果发

现，初期细胞对用硝基苯基氯甲酸酯固定的I型胶原蛋

白涂层钛的吸附少，增值率低，但随着培养时间增长，

该种胶原涂层能够促进骨髓细胞的成骨分化[6]。后来有

研究采用羟基磷灰石与胶原蛋白联合，形成胶原-羟基

磷灰石层状支架（Col-HA），并用MTT测定骨髓间充质

干细胞活力，但发现，该种层状支架能够有效促进体外

软骨和骨组织的生成，但促进软骨形成的效果并不明显
[7]。在此之前，有人将HA纳入COL支架为驱动HMSCs软

骨形成创造了一个不利的微环境，含HA的物质可能结

合蛋白质，进而结合Ca2+，作为矿化的成核剂[8]，参与

HA对软骨形成的损害，上述实验结果与之前的研究一

致。接下来的几年中，有研究将I型胶原功能化钛种植体

（TiColl）植入大鼠股骨髁中，进行Microtomograghic和

osteointegration评估；也有人取牙槽脊的前庭骨碎片上的

成骨细胞进行MTT细胞活性检测、碱性磷酸酶的活性检

测和线粒体核糖体蛋白的测定[9]，二者均发现该种植体

对周围组织和细胞有积极作用。而近几年，Daniel G.Costa

等人将I型胶原蛋白吸附于纳米级钛片上，并用大鼠颅骨

骨分离成骨细胞进行实验，测定细胞碱性磷酸酶（ALP）

活性、细胞外基质矿化、骨标志物和细胞增殖标志物

（Ki67 Bcl2相关X蛋白的基因表达情况），并用免疫荧光

标记测定骨相关蛋白；结果表明，I型胶原蛋白涂层可上

调相关参数、加速成骨细胞的增殖和分化，即有利于骨

整合过程[10]。

2.乳铁蛋白

乳铁蛋白（Lactoferrin，LF）是一个80 kDa的铁结合

糖蛋白，由两叶组成，具有基本相同的结构褶皱和铁结

合位点，属于转铁蛋白家族。它在初乳和牛奶中含量高，

在眼泪、唾液、精液、鼻和支气管分泌物、胆汁和胃肠

液等粘膜分泌物中的含量较低。乳铁蛋白具有广谱的抗

革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和真菌的能力，还可以有

效抑制大肠杆菌、伤寒沙门杆菌、链球菌等的生长。通

常认为，乳铁蛋白是通过螯合铁离子，竞争性地剥夺细

菌生长所需要的铁元素，从而抑制细菌的生长。也有研

究表明，乳铁蛋白能与脂质A结合，促使脂质A从革兰

氏阴性菌的细菌壁上剥离出来，从而导致细菌死亡。乳

铁蛋白的N-末端有一段编码乳铁素的序列，而乳铁素是

一种具有天然抗菌活性的抗菌肽。

LF是唾液膜不可分割的一部分，它可以通过释放抗

菌肽，抑制细菌在口腔中的定植、生长和侵袭。同时，

乳清蛋白还能够促进成骨细胞的增殖和分化。21世纪

初，LF被发现成骨细胞的强剂量依赖性增殖和抗凋亡作

用以及抑制破骨细胞的生成作用[11]，在生理浓度下，LF

对体外成骨细胞和软骨细胞增殖的幅度甚至可以超过已

观察到的其他骨骼生长因子。

由于乳铁蛋白的抑菌和促进成骨的双重作用，LF改
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性入骨种植体的应用前景广阔。因此，在2015年，有人

对乳铁蛋白在钛（Ti）、不锈钢（SUS）、氧化锆（ZrO2）

和聚甲基丙烯酸甲酯（PMMA）上的吸附情况进行研究，

结果发现在Ti和SUS的吸附量，ZrO2和PMMA上的吸附

量无明显差异，但前者的吸附量更大[12]。后来有研究表

明，乳铁蛋白虽然是一种铁结合蛋白，但也可以和包括

铜在内的其他金属离子结合。还可以通过酪氨酸配体与

金属离子结合来增加与金属的亲和力，且可以维持乳铁

蛋白的形态和一些生理功能[13]。

2014年，有人用含黏蛋白的人工唾液孵育钛片，使

乳铁蛋白吸附在钛片表面，研究LF在钛上的吸附能力

（CLSM）、对戈登氏酵母菌（链球菌）的粘附（荧光标

记、SEM）、活力和细胞形态的影响。结果发现LF吸附

明显降低了细菌的粘附力，且有杀灭细菌的效果，未来

有望应用于种植体钛表面，预防钛周围的种植体炎症反

应[14]。而近几年，又有研究钛表面通过多巴胺辅助羟基

磷灰石的沉积，再附着上乳铁蛋白，形成多巴胺羟基磷

灰石-乳铁蛋白复层结构涂层，能够调节骨形成和骨吸

收之间的动态平衡，并且具有良好的抗菌活性。实验通

过MTT检测细胞活性、用扫描电镜和共聚焦激光扫描显

微镜观察成骨细胞形态等（含体内体外实验），检测改性

后的抗菌和成骨效果。结果表明该结构具有很大的应用潜

力，不仅能够促进成骨细胞的增殖分化、调节破骨细胞的

成熟，还能够降低细菌活性。经过进一步的LF浓度研究，

能同时满足抑制破骨细胞和长期抑菌的双重效果[15]。

3.骨形态发生蛋白

骨形态发生蛋白（Bone morphogenetic protein，BMP）

是β-TGF超家族成员之一，在骨发育和再生中发挥着重

要作用。它能强烈上调MSCs成骨基因的表达，提高成骨

细胞活性和骨的结合，对体内新骨形成有显著促进作用。

其中BMP-2的效果尤为明显，可以刺激间充质干细胞向

成骨细胞分化，因此被广泛应用。

在之前的研究中发现重组人骨形态发生蛋白2

（rhBMP-2）在与不同类型的钛金属表面相互作用时表

现出不同的骨诱导率[16]。为使BMP-2在钛片上发挥的效

果更优，人们对其固定材料进行了深入研究发现，肝素/

BMP-2复合物固定化Ti基质可以有效提高成骨细胞的活

性[17]。此以，肝素（肝素可控制BMP-2的释放速度，并

且与碱性成纤维细胞生长因子有亲和性）移植和BMP-2

固定在钛表面，不仅可以促进成骨功能，还能抑制手术

过程中，患者自身皮肤或黏膜对植入材料产生的炎症反

应，降低植入体局部骨质破坏，种植失败的概率[18]。研

究发现，PDA也能有效促进BMP-2在Ti表面的固定。并

且由该种方式修饰的Ti基质，可以通过整合介导的细

胞-基质粘附机制高度增强牙周韧带干细胞（PDLSCs）

的成骨分化[19]。甚至还出现了许多含有BMP-2的仿生混

合涂层，如Soon Eon Bae等人[20]认为在新骨形成和最终

骨再生中，骨传导率和骨诱导率同样是非常重要的方面，

因此他们利用BMP-2和硫酸软骨素之间的离子相互作

用，制备了一种纳米复合物，成功形成了一种成骨诱导

和成骨传导的作用环境，形成更好的成骨表面环境，来

增强种植体的成活率。

而该家族内的其他蛋白也有着诱导成骨的能力，如

已有研究发现，BMP-9的成骨潜能与Ti-nano的诱导成

骨能力结合可能是促进钛种植体骨结合的一种有前景的

策略[21]。

三、核酸

1.DNA

相比于其他生物大分子而言，DNA的抗菌性较低，

但因为它含有大量的磷酸基团，可以结合钙化合物，故

试图将其应用于钛表面涂层，促进种植体骨的形成。试

验后发现DNA/PAH或PDL涂层可以通过增加骨钙素的

沉积来影响成骨细胞的分化；也有人将DNA/蛋白固定

在Ti表面来促进早期骨愈合；但二者都使用的双链DNA

（DNA-d）。在2018年，Nagahiro Miyamoto等人尝试使用

单链DNA（DNA-s），并检测体外磷灰石的形成情况，结

果表明，DNA-s/鱼精蛋白涂层能也促进骨的早期形成[22]。

即单、双链DNA多层涂层对钛植入物的表面改性有用。

2.RNA

RNA干扰（RNA interference，RNAi）是由合成小干

扰RNA或内源性microma介导的一种重要的转录后基因

沉默的过程。由于RNAi对靶基因沉默的高特异性，可以

考虑引入钛表面，改变植入体表面的生物功能。

在2018年，有研究将壳聚糖/siRNA纳米颗粒与透明

质酸聚合后，吸附到钛表面形成薄膜涂层，并通过荧光

标记检测人成骨样细胞的成骨分化情况，最终发现，该

涂层无毒性且可以明显增强成骨分化[23]。

四、展望

钛种植体表面的进行生物改性，对种植体的成活和

防止其周围炎症的发生有具有重要意义。目前，已有多

种生物活性材料被成功附着于钛种植体表面，并发挥作

用，达到提高种植体成活率的目的。但是生物改性的操

作都较为复杂，且生物活性材料的保存较物理、化学改

性后材料的保存而言更为困难。因此，还需要进一步的

研究，实现生物改性钛种植体的临床应用。
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