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摘要:为改善 Ｚｎ 作为骨缺损支架材料铸态性脆、力学强度低的缺点ꎬ以 Ｚｎ 作为基本研究材料ꎬ以 ＺｎＯ、壳聚糖作为修饰材

料ꎬ对 Ｚｎ 进行表面修饰ꎬ并对得到的复合材料 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 进行表征ꎮ ＳＥＭ、ＴＥＭ 及细胞外生物毒性等实验结果表

明ꎬ电解沉积得到的 ＺｎＯ 薄膜具有良好的高度互联的规整纳米孔径ꎬ并且具有良好的孔隙率ꎮ Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 增加了 Ｚｎ
及 Ｚｎ / ＺｎＯ 材料的生物相容性ꎬ减少了细胞毒性ꎮ
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　 　 可降解金属是一类能够在体内逐步被体液腐蚀

降解的医用金属材料[１]ꎬ它们能够通过在机体内释

放腐蚀产物而给机体带来良好的宿主反应[２]ꎬ并且

会在帮助机体实现损伤组织修复使命之后全部被体

液降解ꎬ不残留任何植入物[３]ꎮ 相比于 Ｆｅ 基和 Ｍｇ
基材料ꎬＺｎ 基金属材料因具有适宜的降解速度[４]和

力学性能[５]而成为研究者眼中的“新星”ꎬ认为其可

能成为理想型骨工程支架的候选者[６]ꎮ 同时 Ｚｎ 元

素也是人体必需的微量元素之一ꎬ在人体的骨骼生

长发育和心血管健康中都发挥着无法替代的作

用[７]ꎬ并且无法在体内合成ꎬ因此研究纯 Ｚｎ 及其作

为全降解金属材料的可行性具有很重要的意义[８]ꎮ
本文以可降解金属 Ｚｎ 作为基础材料ꎬ对其进行表面

修饰ꎬ从而使其具有多种功能ꎬ降解速度得到调控ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂与仪器

无水碳酸钠、 碳酸氢钠、 盐酸、 二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)ꎬＡＲꎬ成都市科龙化工试剂厂ꎻ高纯锌片ꎬ
纯度 ９９􀆰 ５％ꎬ清河忠信金属材料有限公司ꎻ无水乙

醇、丙酮ꎬＡＲꎬ成都长联化工试剂有限公司ꎻ羧化壳

聚糖(ＣＭＣＳꎬＢＲ)、多巴胺(ＤＯＰＡ)ꎬ阿拉丁试剂(上
海)有限公司ꎻＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ 细胞(小鼠胚胎成骨细胞前

体细胞)ꎬ通派(上海)科技有限公司ꎻ胎牛血清ꎬ美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻα－ＭＥＭ 培养基(含 Ｌ－谷氨酰胺的最小必

需培养基)ꎬ美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＣＣＫ－８ 试剂ꎬ博士德ꎮ
ＪＤ０３０Ｓ 机械超声波清洗机ꎬ深圳市洁盟清洗设

备有限公司ꎻＤＺ４７－６０ ＲＤＸ 高频开关电源ꎬ深圳市

荣达信电镀设备有限公司ꎻＳＲＩＸ－ ４－ １３ 箱式电阻

炉ꎬ北京中兴伟业仪器有限公司ꎻＥＳＪ２００－４Ａ 电子

天平ꎬ沈阳龙腾电子有限公司ꎻＰＨＳ－３Ｃ ｐＨ 酸碱计ꎬ
上海化电科学仪器股份有限公司ꎻＢＣ－ＪＢ０Ｓ 细胞培

养箱ꎬ美国 ＦｏｒｍａꎻＥｏｎ 酶标仪ꎬ美国 Ｂｉｏｔｅｋꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｚｎ / ＺｎＯ 材料的制备

高纯度 Ｚｎ 片用丙酮、无水乙醇及纯化水分别超

声清洗、打磨进行前处理[９]ꎮ 以 ５􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ 的碳酸

钠和 ５􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ 的碳酸氢钠混合溶液作为电解

液[１０]ꎬ恒定电压 １０ Ｖꎬ电镀 １０ ｍｉｎ 得到 ＺｎＯ 薄膜

后ꎬ在 ４００℃下退火 ４ ｈ[１１]ꎬ获得 Ｚｎ / ＺｎＯ 材料ꎮ

􀅰２１１􀅰
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１􀆰 ２􀆰 ２　 表面修饰壳聚糖的 Ｚｎ / ＺｎＯ 材料制备

用多巴胺溶液将壳聚糖修饰到 Ｚｎ / ＺｎＯ 材料

上[１２]ꎬ获得表面涂覆壳聚糖的 Ｚｎ / ＺｎＯ 材料ꎬ标记

为 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＰＤＯＡ / ＣＭＣＳꎮ 图 １ 是 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ /
ＣＭＣＳ 的制备流程ꎮ

ＣＰＥＤ:两槽电解池电沉积技术ꎮ

图 １　 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 的制备流程

１􀆰 ２􀆰 ３　 材料的表征

采用扫描电子显微镜(ＳＥＭ)对高纯度金属 Ｚｎ、
Ｚｎ / ＺｎＯ 和 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 的微观形貌、纳米

管的粒径及分布状况等进行分析ꎻ用红外光谱仪

(ＩＲ)对 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 的官能团进行检测与

分析ꎬ确定其表面化学成分ꎻ采用透射电子显微镜

(ＴＥＭ)对试样的微观形态以及纳米管管径等做进

一步分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 体外细胞毒性检测

根据 ＧＢ / Ｔ １６８８６􀆰 １２—２００５ 标准ꎬ用 α－ＭＥＭ
细胞培养液提取样品所含 Ｚｎ２＋ꎮ 最适合的浸泡比例

为:试样表面积( ｃｍ２)与 α－ＭＥＭ 细胞培养液体积

(ｍＬ)比为 １􀆰 ２５ ∶１ꎬ浸泡 ２４ ｈ 得到浸提液ꎮ 以空白

实验组以及 ＤＭＳＯ 作为对照组ꎬＺｎ、Ｚｎ / Ｚｎ / ＺｎＯ 以

及 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 浸提液作为实验组ꎬ分别

与 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ 细胞共同培养ꎮ 用 ＣＣＫ－８ 试剂检测

法来评价和检测所制备材料的细胞毒性ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 试样的表征分析

２􀆰 １􀆰 １　 样品的 ＳＥＭ 分析

图 ２ 是 Ｚｎ 的 ＳＥＭ 图ꎮ 可以看出ꎬ表面因为没

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)３０ ０００ 倍 (ｂ)５０ ０００ 倍

图 ２　 Ｚｎ 的 ＳＥＭ 图

有任何修饰ꎬ即使在低倍镜下观察ꎬ也是较为光滑且

没有任何明显的特征ꎬ其中细小的白点为铂颗粒ꎬ是
在 ＳＥＭ 制样过程中加入的ꎮ

图 ３ 是 Ｚｎ / ＺｎＯ 的 ＳＥＭ 图ꎮ 可以明显看出ꎬ得
到的 ＺｎＯ 纳米结构为管状ꎬ分布较为密集且杂乱ꎬ
呈现簇状ꎮ 图 ３(ｂ)为局部放大后的图片ꎮ 可以看

出ꎬＺｎＯ 纳米管表面很光滑ꎬ没有任何附着物ꎬ纳米

管细长而纵横交错ꎬ部分相互交联ꎬ而且纳米管之间

具有一定的孔隙ꎮ 孔隙率高ꎬ因此具有良好的骨传

导性ꎬ适合骨的生长与粘附ꎮ

(ａ)５ ０００ 倍 (ｂ)５０ ０００ 倍

图 ３　 Ｚｎ / ＺｎＯ 的 ＳＥＭ 图

图 ４ 是 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 的 ＳＥＭ 图ꎮ 从

图 ４(ａ)中可以明显看出壳聚糖的团聚现象ꎬ特别是

簇状区域明显被团聚的修饰材料覆盖ꎮ 对比图 ３
(ｂ)和图 ４(ｂ)可以看出ꎬ放大 ５０ ０００ 倍后ꎬ都显示

出具有较为规整的直径约为 １００ ｎｍ、长度约为

６００~７００ ｎｍ 的 ＺｎＯ 纳米管结构ꎮ

(ａ)５ ５００ 倍 (ｂ)５０ ０００ 倍

图 ４　 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 的 ＳＥＭ 图

２􀆰 １􀆰 ２　 ＩＲ 分析

Ｚｎ 及其表面修饰后材料的 ＩＲ 图如图 ５ 所示ꎮ
从图 ５ 可知ꎬ３ 组样品的红外光谱波峰都集中

在指纹区ꎬ这是金属红外图谱的特点ꎮ 而在特征

区ꎬ只有 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 材料有着较为明显

的波峰ꎮ 对比 ３ 组图谱可知ꎬＺｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ
的红外光图谱在 １ ５００ ｃｍ－１处有 ２ ~ ４ 个峰出现ꎬ为
芳香化合物的特征峰ꎻ在 ３ ４００ ｃｍ－１ 有峰出现ꎬ且
３ ０００ ｃｍ－１处的峰得到了加强ꎬ说明有氨基出现ꎬ证
明多巴胺成功地包覆在 Ｚｎ / ＺｎＯ 表面ꎻ在 １ ０８１ ｃｍ－１

处有新的峰出现ꎬ为 Ｃ—Ｏ 的弯曲振动吸收峰ꎬ可能

􀅰３１１􀅰
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图 ５　 Ｚｎ 及表面修饰后材料的 ＩＲ 谱图

为醚类化合物ꎬ但不能确证壳聚糖的存在ꎮ 而且化

学键的波峰不明显ꎬ难以判断其连接方式ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 ＴＥＭ 分析

图 ６ 是 Ｚｎ / ＺｎＯ 和 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 的

ＴＥＭ 图ꎮ 对比两组 ＴＥＭ 图片可以发现ꎬＺｎＯ 纳米管

的直径在 ８０ ~ １００ ｎｍ 之间ꎬ长短不一ꎬ可能是在制

样过程中出现折断情况ꎮ 图 ６(ｂ)的 ＺｎＯ 纳米管管

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)Ｚｎ / ＺｎＯ (ｂ)Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ

图 ６　 Ｚｎ / ＺｎＯ 及 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 的 ＴＥＭ 图

径明显变大ꎬ从而可知ꎬ成功接枝上壳聚糖ꎬ且主要

是粘附在纳米管表面ꎬ纳米管表面不光滑ꎬ部分区域

呈现出黑点ꎬ说明壳聚糖的涂覆不均匀ꎬ有部分团

聚ꎬ而且纳米管之间有明显的丝状连接ꎬ说明纳米管

之间也有壳聚糖的涂覆ꎬ甚至包覆了几根纳米管ꎮ
２􀆰 ２　 体外细胞毒性检测

ＣＣＫ－８ 实验测定的吸光度值(ＯＤ)及相对增殖

率(ＲＧＲ)见表 １ꎮ
表 １　 不同组别的吸光度值及相对增殖率(ｎ＝５)

项目
１ ｄ ３ ｄ ５ ｄ

ＯＤ ＲＧＲ/ ％ ＯＤ ＲＧＲ/ ％ ＯＤ ＲＧＲ/ ％

ＣＣＫ－８ ０􀆰 １５５０ 　 　 　 　 　

Ｚｎ ２􀆰 １３０３ １０３􀆰 ９８ １􀆰 ８０２１ ８６􀆰 ６６ ２􀆰 １４２５ ９９􀆰 ７９

Ｚｎ / ＺｎＯ ２􀆰 ０３２０ ９４􀆰 ２４ １􀆰 ８２４１ ８７􀆰 ８１ ２􀆰 １３７７ ９９􀆰 ５５

Ｚｎ / ＺｎＯ/ ＤＯＰＡ/ ＣＭＣＳ ２􀆰 １９７３ １０７􀆰 ５１ １􀆰 ９１９３ ９２􀆰 ８３ ２􀆰 １６６５ １０１􀆰 ００

空白对照 ２􀆰 ０５４７ １００􀆰 ００ ２􀆰 ０５５７ １００􀆰 ００ ２􀆰 １４６７ １００􀆰 ００

ＤＭＳＯ ０􀆰 １４５０ ０ ０􀆰 １５７３ ０􀆰 １２ ０􀆰 １５９３ ０􀆰 ２２

细胞在不同材料的浸提液中培养 １、３ 及 ５ ｄ
后ꎬ相对增殖率均大于 ８０％ꎬ根据 ＩＳＯ１０９９３􀆰 ５ 标准ꎬ
Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 材料的细胞毒性评级为 ０ ~ ｌ
级ꎬ表明 Ｚｎ、Ｚｎ / ＺｎＯ 和 Ｚｎ / ＺｎＯ / ＤＯＰＡ / ＣＭＣＳ 材料

对 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ 细胞没有明显毒性作用ꎬ生物相容性

好ꎬ比较适合小鼠成骨细胞的生长与粘附ꎮ
对比同一天的 ３ 种不同材料可以看出ꎬ接枝壳

聚糖的实验组细胞吸光度值和相对增值率均最高ꎬ
说明壳聚糖的成功接枝提高了材料的生物相容性ꎬ
促进了细胞在材料上的生长ꎬ达到表面修饰的目的ꎮ
用 ｓｐｓｓ１９􀆰 ０ 软件对各组材料的浸提液细胞增殖活

性进行统计学分析ꎬ得到 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ即无显著性差异ꎬ
表明修饰材料的选取以及材料的制备较为成功ꎮ

３　 结论

实验主要研究了可降解金属 Ｚｎ 表面修饰材料

的制备及其性能表征ꎬ并对其生物相容性进行了初

步的探讨和研究ꎬ测定其细胞毒性ꎬ为临床应用提供

了一定的数据基础ꎮ
在制备 Ｚｎ / ＺｎＯ 的实验中ꎬ采用两极电解槽的

电沉积技术ꎬ通过稳压电镀ꎬ使 Ｚｎ 表面成功附着上

光滑且密集的 ＺｎＯ 纳米管ꎬ使其具有较高的孔隙

率ꎮ 而壳聚糖涂层则是通过多巴胺将壳聚糖粘附在

纳米管表面实现接枝ꎬ从而改善了材料的生物相

容性ꎮ
　 　 　 　 (下转第 １１９ 页)
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(３)当 ＨＡＰＣＰ 的添加量达到 ４ ｇ / １００ ｇ ＥＰＤＭ
以上时ꎬ极限氧指数大于 ２７ꎬ包覆层试样表现出高
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