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钛网表面含 hBMP-2 的复合涂层制备及 
hBMP-2 的释放研究 
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摘 要: 为提高骨接合钛网的骨整合性和生物活性, 本研究采用碱热处理法在钛网表面构建出具有多孔结构的钛酸

盐纳米纤维, 利用电化学沉积技术在钛酸盐纳米纤维表面制备磷酸钙涂层, 并采用不同方法将人骨形态发生蛋白

(hBMP-2)引入涂层, 制备了三种含 hBMP-2 分子的复合涂层(TmhB、TmHedhB 和 TmHhBed)。实验对各复合涂层

的表面形貌、化学成分、相组成和 hBMP-2 的含量与释放性能进行了表征。研究发现: 各涂层都具有多孔纤维结构, 

TmHedhB 和 TmHhBed 中的磷酸钙相为羟基磷灰石(HA), 呈“串珠”状包裹在钛酸盐纳米纤维表面, “串珠”状 HA 的

引入促进了复合涂层对 hBMP-2 的吸附。电化学共沉积技术在钛酸盐纳米纤维表面制备的 HA/hBMP-2 复合涂层中

hBMP-2 的含量最大, 达 886 ng/mg, 在 6~48 h 内具有明显的 hBMP-2 缓释性能。 
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Preparation and hBMP-2 Release 
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Abstract: Titanate nanofibers were prepared on titanium mesh by alkali-heat treatment, and calcium phosphate coat-

ing was fabricated on the porous titanate nanofibers by electrochemical deposition technology. Then hBMP-2 was in-

troduced into the coating by different methods to improve its osteointegration and bioactivity. Three kinds of compos-

ite coatings modified by hBMP-2 were prepared (TmhB, TmHedhB and TmHhBed). Surface morphology, chemical 

composition, phase composition and hBMP-2 amounts and hBMP-2 release performance of the composite coatings 

were characterized by SEM, ATR-FTIR, XRD, and hBMP-2 ELISA kit, respectively. Results showed that all of the 

coatings display porous fiber structure, calcium phosphate phase in TmHedhB and TmHhBed samples was hydroxya-

patite (HA), and bead-like HA particles formed on the surface of titanate nanofibers. Protein adsorption experiments 

showed that introduction of bead-like HA phase increased the hBMP-2 adsorption on the composite coatings, and 

composite coatings prepared by electrochemical co-deposition technique further enhanced hBMP-2 adsorption up to 
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886 ng/mg, which were supported hBMP-2 sustained release within 6-48 h. 

Key words: titanium; alkali-heat treatment; electrochemical deposition; hydroxyapatite; composite coating; hBMP-2 

钛及钛合金具有良好的生物相容性、适宜的力

学强度, 已大量应用于人体承重部位骨缺损的修复

和替换, 但由于钛/钛合金–骨界面不能形成生物活

性结合而导致植入体与宿主骨的结合容易发生松动, 
引起植入失败[1]。为解决这一问题, 在钛表面引入孔

隙结构、引导骨组织长入孔隙、促进植入体与宿主

骨整合的方略被寄予厚望[2]。该方略可结合酸碱处

理、碱热处理、涂层处理、涂覆生物活性分子等表

面活化技术提高钛表面的生物活性, 以诱导骨组织

长入, 与植入体之间形成牢固的化学键合[3-5]。 
钛网因特有的多孔结构和适宜的力学强度, 已

被广泛运用于临床各类骨结核手术后的植骨、牙科

植骨[6]、颅骨骨折修复[7]、眼眶骨折修复[8]等领域, 
但也因上述缺点, 植入后容易出现钛网移位、露出、

局部感染等现象[9-10]。因此有必要对钛网作表面活

性处理, 以增强其与宿主骨之间生物活性结合。目

前针对钛及钛合金作表面改性的研究较多[11], 但尚

未见到专门针对钛网表面进行改性以促进与骨组织

形成化学键合的研究报道。 
天然骨组织中, HA矿化于胶原纤维结构间隙[12], 

赋予骨组织特殊的生物学性能[13]。Habibovic 等[14]

发现具有微孔隙结构的生物材料能在非骨组织环境

中诱导骨组织生长, 因而有研究通过人造带间隙的

纳米纤维与HA结合, 模拟骨组织中胶原纤维与HA
的结合方式, 如丝素蛋白支架[15-16]、高分子/HA 复合

材料[17-18]等。这些纳米纤维结构因具有内贯通[19]、

大孔隙率等特点, 与骨组织中胶原蛋白的结构相似, 
从而在植入后能够促进细胞粘附、成骨分化和血管

长入[20-22]。因此, 如能在钛网表面引入纳米级纤维

结构, 将很可能促进材料与骨组织间的化学键合。

另一方面, 骨生物学研究[13,23-24]表明, 骨组织中 HA
的成核、生长受到骨形成蛋白(hBMP-2)的正向调

控。在骨修复、植入材料中加入促骨生长因子取得

了良好的修复效果[25-27]。 
本研究拟在前期采用碱热处理技术在钛网表面

制备具有多孔结构钛酸盐纳米纤维[28]的基础上, 探
索利用电化学沉积技术进一步在钛酸盐纳米纤维表

面沉积磷酸钙涂层, 并采用不同方法将 hBMP-2 引

入涂层, 在钛网表面制备一系列含有 hBMP-2 的复

合涂层, 研究不同复合涂层中 hBMP-2 的含量和释

放行为, 以探索出促进钛网与骨组织牢固键合的新

方法。 

1  实验方法 

1.1  实验材料 
直径 0.10 mm 钛丝构成的钛网购于河北省安平

县盛卓丝网制品有限公司, 含 99.60% Ti、0.01% H、

0.03% N、0.15% Fe、0.05% C、0.15% O, 以及 0.01%
其他元素。分析纯级模拟体液(SBF)、NaOH 购自成

都市科龙化工试剂厂。hBMP-2 和 hBMP-2 免疫酶

联试剂盒(hBMP-2 ELISA kit)购自武汉华美生物工

程有限公司。  
1.2  碱热处理法构建钛酸盐纳米纤维结构 

将钛网裁剪成 10 mm×10 mm 的正方形, 依次

用丙酮、乙醇及去离子水超声处理 10 min, 烘干后

置于1 mol/L的NaOH溶液中, 240 ℃条件下反应6 h, 
降温至室温, 取出样品放入 80 ℃鼓风干燥箱中干

燥 12 h, 取出, 用去离子水超声清洗至水不再浑浊

为止, 烘干待用。 
1.3  含 hBMP-2 的复合涂层制备 

在上述 1.2 部分碱热处理后的钛网表面, 用不

同方法制备 3 种含 hBMP-2 的复合涂层。 
1.3.1  表面吸附 hBMP-2 的钛酸盐纳米纤维涂层 

配置hBMP-2浓度为2 μg/mL的PBS(0.01 mol/L, 
pH=8.6) 200 mL, 加入碱热处理后的钛网 100 mg, 
在 37 ℃、97 r/min 下吸附 2 h, 取出冲洗、晾干。

样品记为 TmhB。 
1.3.2  表面吸附 hBMP-2 的钛酸盐纳米纤维/磷酸

钙复合涂层 
在三电极系统中, 将碱热处理后的钛网作为工

作电极, 铂金片作为对电极, 饱和甘汞电极作为参

比电极(图 1); 加入电沉积液 200 mL (37.5 ℃, pH= 
8.6, NaCl: 8.00 g, CaCl2: 0.14 g, KCl: 0.40 g, NaHCO3: 
0.35 g, glucose: 1.00 g, KH2PO4: 0.10 g, MgCl2·6H2O: 
0.10 g, Na2HPO4·2H2O: 0.06 g, MgSO4·7H2O: 0.06 g[29])。
采用脉冲沉积模式, 沉积电压–1.3 V, 脉宽 100 s、脉
冲周期 200 s, 沉积 2 h 后, 取出冲洗、烘干。称取

烘干样品 100 mg, 置入 200 mL hBMP-2 浓度

2 μg/mL 的 PBS (0.01 mol/L, pH=8.6), 在 37 ℃、

97 r/min 下吸附 2 h, 取出冲洗、晾干。样品记为

TmHedhB。 
1.3.3  钛酸盐纳米纤维表面电化学共沉积 hBMP-2/
磷酸钙复合涂层 

称取碱热处理后的钛网 100 mg, 在 1.3.2 所述 
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图 1  电化学共沉积技术在钛网表面制备复合涂层的示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of preparation of composite coating 
on titanium mesh surface by electrochemical co-deposition 

 
表 1  钛网经碱热处理后各样品的不同制备方法 

Table 1  Special fabrication procedures of titanium  
mesh after alkali-heat treatment 

Sample Special fabrication procedure 
TmhB hBMP-2 adsorption 

TmHedhB HA electrochemical deposition followed  
by hBMP-2 adsorption 

TmHhBed hBMP-2/HA electrochemical co-deposition 

 
电沉积液中加入 hBMP-2, 调节浓度为 2 μg/mL, 在
其他参数相同的条件下进行电化学沉积。所得样品

记为 TmHhBed。 
1.4  hBMP-2 的含量检测 

将上述 1.3.1、1.3.2 吸附步骤后和 1.3.3 电化学

共沉积步骤后剩余 hBMP-2溶液在 15000 r/min下离

心 10 min, 利用 hBMP-2 ELISA kit 在波长 450 nm
处检测离心后上清液中 hBMP-2 浓度, 分别计算不

同涂层中 hBMP-2 的含量。 
1.5  hBMP-2 的释放 

称取样品 TmhB、TmHedhB 和 TmHhBed 各

100 mg, 加入 100 mL 磷酸缓冲液(PBS, 0.01 mol/L, 
pH 5.0)中进行 hBMP-2 释放实验。在 37.5 ℃、

100 r/min 条件下, 按一定时间间隔取样, 并补入等

体积 PBS。用 hBMP-2 ELISA kit 按上述方法进行浓

度检测。 
1.6  仪器与测试 

采用电化学工作站(辰华 CHI660C)进行电化学

沉积实验; 采用 SEM(QUANTA200)、XRD(Philips 
PW3040/60)和 ATR-FTIR(Thermo Nicolet6700 and 
ATR parts)分别对支架的表面形貌、相组成和化学成

分进行分析 ; 采用 hBMP-2 免疫酶联试剂盒

(hBMP-2 ELISA kit)检测 hBMP-2 的浓度。 

2  结果与讨论 

2.1  样品的特征基团 
由 ATR-FTIR 光谱可见 (图 2), TmHedhB、

TmHhBed 样品在 565 cm–1 处检测出 PO4
3–的弯曲振

动峰, 在 1033 cm–1 处检测出 PO4
3–的伸缩振动峰; 

在 3411 cm–1 处检测出 OH–的吸收峰[30]; 在 873、
1456 cm–1 处检测出 CO3

2–的吸收峰[30]。由于红外吸

收光谱分析一般要求待检样品不少于 1 mg, 而本实

验样品所用 hBMP-2 溶液的浓度较低(2 μg/mL), 样
品中 hBMP-2 的含量远低于最低检测限, 因此三种

样品中均未检测出 N–H 弯曲振动和 C–N 伸缩振动

的吸收峰。 
2.2  样品的晶型 

由 XRD 光谱分析可知(图 3), 三种涂层中均存

在金属钛相(未发生反应的钛网)和钛酸盐相(碱热处

理生成的钛酸盐纳米纤维)。TmHedhB、TmHhBed
样品在 2θ=25.8°、31.8°处的衍射峰与 HA (002)、(112)
晶面的衍射峰相对应, 结合 TmHedhB、TmHhBed
中已检测出 PO4

3–、OH–和 CO3
2–的吸收峰(图 2), 说

明样品 TmHedhB、TmHhBed 中“串珠”状颗粒成分 
 

 
 

图 2  钛网表面不同复合涂层的 ATR-FTIR 图谱 
Fig. 2  ATR-FTIR spectra of different composite coatings on 
titanium mesh surface 
 

 
 

图 3  钛网表面不同复合涂层的 XRD 图谱 
Fig. 3  XRD images of different composite coatings on tita-
nium mesh surface 
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为含 CO3
2–的 HA。衍射峰宽、交叠, 说明 HA 的结

晶性较差, 与自然骨组织中 HA 的结晶性质一致。

另外, TmHhBed 中衍射峰比 TmHedhB 中衍射峰宽, 
交叠现象更严重, 这可能是因为 TmHhBed中 HA电

沉积环境中含有 hBMP-2 分子, hBMP-2 成为 HA 异

位成核的位点, 抑制 HA 晶体的长大, 并且 hBMP-2
成为 HA 晶体中的缺陷。 
2.3  表面形貌分析 

在金属钛的植入应用研究中, 常常通过碱热处

理以提高其亲水性[28]。碱热处理后, 钛网表面形成

形状规则的钛酸盐纳米纤维, 纳米纤维远端自组装

形成多孔结构(图 4)。本课题组[28]先前研究认为这是

由于钛酸盐纳米粒子向深层不断生长, 形成纳米纤

维并逐渐延长, 导致远端纳米纤维缺乏力学稳定而坍

塌, 从而形成多孔结构。TmHedhB、TmHhBed 样品

中纳米纤维及多孔结构清晰可见(图 4(f, i)), HA 呈“串
珠”状均匀包裹在纳米纤维表面, HA颗粒长约100 nm, 
宽约 30 nm, 与骨组织中 HA 成分的尺寸相似[31]。 

TmHhBed 样品中 HA 沉积较多(图 4(e, h)), 这
可能是由于 hBMP -2 能够为 HA提供更多成核位点, 
促进 HA 的沉积。hBMP-2 分子的理论尺寸为 7 nm× 
3.5 nm×3 nm[32], SEM 照片中形貌为微米级, 因此未

见 hBMP-2 的分子形貌。 
2.4  钛网表面不同复合涂层中 hBMP-2的含量 

TmhB、TmHedhB 和 TmHhBed 三种样品中

hBMP-2 的含量分别为 295、610 和 886 ng/mg (图 5)。
TmHedhB 中 hBMP-2 的含量高于 TmhB 中 hBMP-2 
 

 
 

图 4  钛网表面不同复合涂层的 SEM 照片 
Fig. 4  SEM images of different composite coatings on tita-
nium mesh surface 
(a-c) TmhB; (d-f) TmHedhB; (g-i) TmHhBed 

 
 

图 5  钛网表面不同复合涂层中 hBMP-2 的含量 
Fig. 5  hBMP-2 content in different composite coatings on 
titanium mesh surface (*P < 0.05) 
 

的含量 , 可能是因为“串珠”状 HA 的引入导致

TmHedhB表面亲水性和表面与 hBMP-2之间静电作

用增强[33]。如 Pang 等[34]通过制备 β-TCP 涂层提高

金箔表面的亲水性, 进而提高材料对牛血清白蛋白

(BSA)的吸附。Dong等[35]认为HA属于亲水材料, 与
hBMP-2 的–OH、–NH2 形成氢键而发生吸附。研究

表明[36-37]静电引力是导致 hBMP-2 在 HA 表面发生

吸附的重要因素。如 Dong等[35]发现 BMP-2的 COO–

与 HA (001)晶面之间存在静电引力而发生吸附。

Zhou等[38]发现BMP-7的COO–与HA表面的Ca2+ (I)
之间存在静电引力而发生吸附。Kandori 等[39]证明

HA 表面 Ca2+是带负电荷的蛋白质的吸附位点。本

实验中 hBMP-2 带负电荷 (hBMP-2 的等电点为

7.9[40], 实验中 hBMP-2 溶液 pH 为 8.6), hBMP-2 与

“串珠”状 HA 表面 Ca2+之间存在静电引力而导致吸

附的发生。 
TmHhBed 中 hBMP-2 的含量高于 TmHedhB 中

hBMP-2 的含量可能是因为 TmHedhB 中的 hBMP-2
仅吸附于表面, 而TmHhBed中的 hBMP-2参与了电

化学沉积中 HA 晶粒的成核与生长过程。hBMP-2
为HA提供了成核位点, 促进HA异位成核; 新形成

的 HA 晶面为 hBMP-2 提供吸附位点, 促进 hBMP-2
的吸附, hBMP-2 进入 HA 内部, 导致 hBMP-2 含量

提高。 
2.5  钛网表面不同复合涂层中 hBMP-2的释放 

hBMP-2 的释放曲线(图 6)显示, TmhB、TmHedhB
样品在 6 h的 hBMP-2释放量达 94%, 具有明显的突

释特点。这可能是因为 hBMP-2 吸附于 TmhB、

TmHedhB 涂层的表面, 容易发生脱附。作者前期在

有关 HA 表面 BSA、溶菌酶(LYS)的释放研究中也

得到类似的结论[41-42]。 
TmHhBed 样品在 6 h 的 hBMP-2 释放量为 74%, 

48 h的释放量为86%, 在6~48 h内表现明显的hBMP-2
缓释性能。这主要是因为 TmHhBed 表面为电化学 
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图 6  钛网表面不同复合涂层中 hBMP-2 的释放曲线 
Fig. 6  Release curves of hBMP-2 in different composite 
coatings on titanium mesh surface 
 
共沉积技术制备的 hBMP-2/HA 复合涂层, hBMP-2
和 HA 之间的作用机制与骨形成相关蛋白[43]和骨矿

物质之间的作用机制类似[13], hBMP-2 为 HA 提供成

核位点, 新沉积 HA 表面吸附 hBMP-2, hBMP-2 的

吸附与 HA 沉积交替、动态进行, 导致 hBMP-2 分

布于 TmHhBed 样品的表面和 HA 晶体内部[13]。吸

附于样品表面的 hBMP-2 分子容易脱附, 表现出

hBMP-2 的突释现象; 随着 HA 的溶解, HA 内部的

hBMP-2 逐渐释放, 表现出 hBMP-2 的缓释现象。 

3  结论 

本研究结合碱热处理、电化学沉积, 引入促骨

生长活性蛋白因子等技术, 在骨接合钛网表面制备

了三种含有 hBMP-2 修饰的复合涂层, 系统研究了

不同样品的表面形貌、化学成分、相组成、hBMP-2
含量及释放情况。研究发现:  

1) 钛网在NaOH浓度 1 mol/L, 240 ℃条件下碱

热处理 6 h, 可以在表面构建出具有多孔结构的钛

酸盐纳米纤维结构。 
2) 采用电化学沉积技术(脉冲沉积模式、沉积

电压–1.3 V、脉宽 100 s、脉冲周期 200 s, 沉积时间

2 h)在钛酸盐纳米纤维表面沉积形成了“串珠”状HA
颗粒, 颗粒长约 100 nm, 宽约 30 nm, “串珠”状 HA
均匀包裹在钛酸盐纳米纤维表面。 

3) TmhB、TmHedhB 和TmHhBed 样品中 hBMP-2
的含量分别为 295、610、886 ng/mg。电化学共沉

积技术制备的 TmHhBed 中 hBMP-2 进入到 HA 涂

层内部, 导致其 hBMP-2 的含量最高。 
4) TmhB、TmHedhB 具有明显的 hBMP-2 突释

行为, 6 h hBMP-2 的释放量达 94%; TmHhBed 表面

吸附的 hBMP-2 突释后, “串珠”状 HA 中的 hBMP-2
伴随 HA 的溶解逐渐释放, 在 6~48 h 范围内具备明

显的 hBMP-2 缓释性能。 
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