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氧化钛涂层润湿性对免疫成骨性能的影响规律 
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科学学院, 200444) 

摘 要: 钛及其合金以其优异的机械性能和生物相容性而被广泛应用作硬组织植入器械, 但其表面缺乏生物活性以

及植入后的炎症反应易导致骨整合不佳。本研究利用不同气氛中的热处理工艺调控氧化钛涂层的润湿性, 并研究表

面润湿性能对免疫反应和成骨性能的影响规律。研究结果表明, 与亲水(接触角~10º)的氧化钛涂层相比, 处于亲水/

疏水临界状态的氧化钛涂层(接触角90º), 在仅培养巨噬细胞时, 抑制了巨噬细胞向 M1 促炎方向极化; 在共培养

小鼠骨髓间充质干细胞和巨噬细胞时, 促进了巨噬细胞向 M2 抗炎方向极化, 同时显著上调了骨髓间充质干细胞成

骨相关标记物的基因表达, 显示出更好的免疫促成骨性能。 
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Abstract: Titanium and its alloys have been widely used as hard tissue implants due to their excellent mechanical 

properties and biocompatibilities. However, the lack of biological activity on its surface and the inflammatory 

reaction after implantation can easily lead to unsatisfactory osseointegration. In this work, the wettability of 

titanium oxide coatings was modulated by annealing in different atmospheres, and the effects of surface wettability 

on polarization of macrophages and osteogenic differentiation of mBMSCs were studied. The results showed that, 

compared to the hydrophilic titanium oxide coating (~10º, PEO-A), the titanium oxide coating with contact angle 

about 90º (PEO-A-V) inhibited the polarization of macrophages towards M1 pro-inflammatory direction under the 

mono-culture condition. However, under the co-culture condition, the titanium oxide coating with contact angle 
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about 90º promoted macrophage polarization towards M2 and significantly upregulated gene expressions of 

osteogenic markers related to mBMSCs, indicating better immunomodulatory effects on osteogenic differentiation 

of mBMSCs. 

Key words: surface wettability; titanium oxide coating; annealing; osteoimmunomodulatory effect 

钛及其合金具有优异的机械性能、耐腐蚀性和

生物相容性 , 在生物医学领域被广泛用作人工关

节、牙种植体和血管支架等[1-2]。然而由于其表面缺

乏生物活性, 一方面在植入体内后无法与骨组织形

成牢固的化学键合, 另一方面, 植入后引发的炎症

反应会影响骨重建/整合[3-4]。近年来的研究表明, 生

物材料植入体内后会引起周围组织的局部炎症反应, 

免疫细胞(如中性粒细胞、单核细胞和巨噬细胞等)

和其释放的细胞因子, 以及免疫细胞和骨细胞之间

的相互作用, 也会对骨稳态调节、骨组织愈合和修

复起重要作用[5-6]。越来越多的证据表明,免疫反应

过度会破坏骨形成和骨吸收之间的微妙平衡, 进而

导致骨重塑过程延迟, 而适当的抗炎免疫微环境有

利于成骨细胞增殖和分化[7]。巨噬细胞作为先天免疫

应答的主要效应细胞之一, 在调节新骨形成和生物

材料介导的免疫反应中发挥关键作用[8]。激活的 M1

型巨噬细胞表达促炎细胞因子 , 如肿瘤坏死因子

(TNF-)、白细胞介素 1(IL-1)和诱导型一氧化氮

合酶(iNOS), 以启动免疫应答并促进炎症。相反地, 

激活的 M2 型巨噬细胞表达抗炎细胞因子, 如白细

胞介素 10(IL-10)、白细胞介素-1、受体拮抗剂(IL-1ra)

和精氨酸酶 1(Arg-1), 可促进伤口愈合和组织修  

复[9-10]。这些骨再生过程中的免疫机制为新型骨损伤

修复材料的设计提供了理论依据。 

生物材料表界面是材料与机体发生相互作用的

主要场所, 利用表面改性技术构建功能化表面是赋予

钛及其合金生物活性的有效途径之一[11]。研究表明, 

材料的表面特征如表面微纳结构、化学成分和电学

性质等对免疫反应和成骨性能影响显著 [12-14]。

Huang 等[15]在钛表面构建的微/纳米结构促进骨整

合的同时, 还可激活巨噬细胞向 M2 抗炎表型极化; 

He 等 [16]在钛表面构建了具有纳米片状结构的

Mg(OH)2 薄膜, 在独特的纳米片状形貌和持续释放

镁离子的共同作用下, 可促进巨噬细胞极化为组织

愈合 M2 表型, 并促进成骨。 

生物材料表面润湿性能也是调控细胞行为的关

键因素之一。生物材料植入体内与血液接触后, 首

先发生蛋白质吸附, 而材料表面的润湿性会影响吸

附蛋白质的种类、数量和三维构象, 并进一步影响这

些蛋白质介导的细胞黏附及细胞间相互作用[17-18]。

Xian 等[19]在聚醚醚酮(PEEK)表面沉积了一种预接

枝聚多巴胺(PDA)的介导层, 用以辅助纳米颗粒结

构的氧化钛涂层生长。该氧化钛涂层呈现超亲水性, 

在显著改善成骨细胞的黏附和增殖的同时, 还能通

过抑制巨噬细胞 M1 表型标志物 TNF-表达来减少

炎症反应。Li 等[20]构建了高陶瓷颗粒度、表面作亲

水性修饰的 3D打印柔性PCL/HA骨再生支架, 该支

架可以调节巨噬细胞向 M2 表型极化, 体内组织学

染色证实该支架显著促进了新骨形成。这些研究设

计的材料多呈超亲水性, 但这种特性会使材料失去

部分由疏水性介导的免疫反应带来的骨修复促进作

用。研究发现, 细胞的免疫活性随着材料疏水性的

增加呈线性增大[21]。目前的研究主要聚焦于超亲水

和超疏水表面对生物学性能的调控规律, 而对处于

亲水/疏水临界状态的表面(接触角90º)调控细胞行

为的规律几无涉及。为此, 本研究着重探讨处于亲

水/疏水临界状态的表面对巨噬细胞和骨髓间充质

干细胞及其相互作用的影响规律。 

研究表明, 材料表面的润湿性能可通过调节材料

表面的光催化性能、化学成分和粗糙度来实现[22-24]。

Lü 等[24]发现在紫外线照射下, Ti 植入物表面氧化钛

薄膜的亲水性增加, 但该方法制备的亲水性表面状

态仅能保持 2 w 的稳定性; Wang 等[25]同时使用紫外

线和臭氧, 可将垂直排列的碳纳米管表面由超疏水

性转变为超亲水, 与紫外线处理方法相比, 该组合方

法对条状碳纳米管图案造成的损伤 小; Huang 等[1]

发现通过掺杂铌(Nb)元素和锆(Zr)元素可以显著提

高氧化钛纳米管的亲水性能。但上述调节表面亲疏

水性能的方法并不适用于调控研究生物学效应, 比

如, 稳定时间较短无法确保实验结果的稳定性, 元

素掺杂不利于分析亲疏水性单一作用对生物学性能

的影响。而 Yue 等[26]在真空和空气环境下对 ZnO 纳

米线涂层进行交替退火, 使其可在高疏水性和超亲

水性之间切换, 不改变涂层的化学成分, 却实现了

长期稳定的润湿性能(> 2 w), 这为制备具有油水分离

等防污性能的材料提供了一种简单的研究方法。 

本研究利用不同气氛下的退火热处理工艺调控

氧化钛表面的润湿性, 并进一步探索润湿性能对巨
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噬细胞极化、巨噬细胞和骨髓间充质干细胞相互作

用的影响规律。 

1  实验方法 

1.1  氧化钛涂层制备和表面润湿性调控 

对线切割的 10 mm×10 mm×1 mm 的纯钛片 

( 纯度 >99.85%) 进行超声酸洗 ( 酸洗液体积比

HF : HNO3 : H2O = 1 : 5 : 4), 之后用纯酒精超声清

洗 10 min, 室温下风干待用。随后采用微弧氧化工

艺(Plasma Electrolytic Oxidation, PEO)在钛表面原

位生成氧化钛涂层, 电解液成分为 0.2 mol/L乙酸钙

(Ca(CH3COO)2, 纯度为 98%, VETEC)和 0.02 mol/L

甘油磷酸钠(C3H7Na2O6P, β-GP, AR, KESHI), 工艺

参数为: 恒流模式下电流 0.8 A, 正负占空比均为

7.5%, 频率为 500 Hz。制备的涂层在纯酒精中超声

10 min 以去除表面杂质, 命名为 PEO。 

PEO 样品置于马弗炉(EC51-8-13, 广益)在空气

气氛中进行退火热处理(450 ℃, 保温 2 h), 随炉冷

却 , 命名为 PEO-A; PEO-A 样品置于管式炉

CVD(OTF-1200X, 烯成)在真空气氛中(275 ℃ ,保

温 2 h)进一步退火 , 随炉冷却 , 该样品命名为

PEO-A-V。细胞实验前, 各样品均通过高温高压灭

菌、烘干备用。 

1.2  理化性能表征 

采用钨灯丝扫描电镜 (SEM, S-3400NTypeI, 

Hitachi)观察样品的表面形貌, 并用配套的能谱仪

(EDS, ixrf-550I, IXRFSYSTEMS, USA)分析涂层元

素组成和含量。采用 X 射线衍射仪(XRD, Diffrac-

tormeterD8, Bruker)分析涂层的晶体结构, 扫描参数

为: 扫描速率 0.02 (°)/s, 扫描范围 2θ=5°~80°, 射线

源 为 镍 过 滤 的 CuKα 。 利 用 电 化 学 工 作 站

(AUTOLAB302N, 512011-0499)通过三电极法测试

样品的耐腐蚀性 , 电解液为生理盐水 (质量分数

0.9% NaCl), 参比电极为 Ag/AgCl(25 ℃时电位为

0.2224 V)电极。采用光学接触角仪(SL200B, Solon)

测量涂层的接触角。 

1.3  细胞培养 

实验用小鼠骨髓间充质干细胞 (Mouse Bone 

Marrow Mesenchymal Stem Cells, mBMSCs, 

ScienCell)、小鼠单核巨噬细胞(Raw264.7, 购自中国

科学院上海生命科学研究院细胞资源中心 )。

mBMSCs 采用由 Mesenchymal Stem Cell Medium 

(MSCM, Sciencell)、5%胎牛血清(Fetal Bovine Serum, 

FBS, ScienCell)、1%的干细胞生长添加剂(Mesen-

chymal Stem Cell Growth Supplement, MSCGS, 

ScienCell, USA)和 1%青霉素 /链霉素 (Penicillin/ 

Streptomycin, ScienCell)组成的完全培养基培养。

Raw 64.7 和 mBMSCs 在样品表面培养时, 均采用由

DMEM、10%的 FBS、1%青霉素/链霉素组成的完全

培养基培养, 每 2~3 d传代一次。培养环境为 37 ℃、

相对湿度 95%、含 5% CO2 的细胞培养箱。 

共培养步骤如下: 将 mBMSCs 以 3×104 cell/well

的密度接种在材料表面后置于 37 ℃培养箱中培养, 

每 3 d 换一次液, 培养至第 6 天, 将 Raw264.7 以  

1× 105 cell/well的密度接种在材料表面后置于 37 ℃

培养箱中培养 1 d; 然后将分别接种 mBMSCs 和

Raw264.7 的样品移至同一个孔内, 继续培养 3 d。 

1.4  细胞增殖 

通过 alamarBlue 试剂(Invitrogen)检测细胞在各

涂层表面的增殖。将 mBMSCs 和 Raw264.7 分别以

3×104 和 1×105 cell/well 的密度接种在材料表面后置

于 37 ℃培养箱中培养。待培养特定时间后, 吸去原

有培养基, 加入 500 L 含 10% alamarBlue 的培养

基。在 37 ℃培养箱中孵育 2 h 后, 每孔取 100 L 培

养液放入 96 孔黑色酶标板, 利用酶标仪(Cytation 5, 

Biotek)测定还原的 alamarBlue 的荧光强度(FI), 其

中激发波长为 560 nm, 发射波长为 590 nm。 

1.5  细胞形态 

涂层上生长的巨噬细胞形态通过固定、脱水、

干燥后使用 SEM 观察, 具体实验步骤简述如下: 将

Raw264.7 以 1×105 cell/well 的密度接种于样品表面

后置于 37 ℃培养箱中培养 , 培养至特定时间点

(4 h、 1 d 和 4 d), 用磷酸盐缓冲液 (Phosphate 

Buffered Saline, PBS)洗涤样品两次, 加入 2.5%戊二

醛(C5H8O2)固定。然后依次经过不同体积分数的乙

醇溶液(30%; 50%; 75%; 90%; 95%; 100%)、六甲基

二硅胺烷(HMDS)/乙醇溶液(2 : 1; 1 : 1; 1 : 2)和纯

HMDS 中脱水, 并在通风橱中充分干燥。然后在表

面喷金, 并在钨灯丝扫描电镜下观察。 

通过免疫荧光染色后使用荧光显微镜观察样品

表面干细胞的骨架形态, 具体实验步骤简述如下: 

将 mBMSCs 以 3×104 cell/well 的密度接种在材料表

面后置于 37 ℃培养箱中培养。培养特定时间(4、

12 和 24 h)后, 吸去原有培养基, 用 PBS 清洗样品 2

遍, 加入 4%多聚甲醛(Paraformaldehyde, PFA)室温

固定 10 min。用 PBS 清洗 3 次后, 依次使用 0.1% 

TritonX-100(Sigma-aldrich)对细胞进行通透 , 1%重

量的牛血清蛋白(Bovines Serum Albumin, BSA)封闭, 

罗丹明-鬼笔环肽染料室温染色 30 min, DAPI 染料
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对细胞核室温染色 5 min。随后置于荧光显微镜

(IX71, Olympus)进行观察并拍照。 

1.6  免疫和成骨相关基因表达 

采用实时荧光定量 PCR 方法(RT-qPCR)检测样

品表面培养的细胞成骨和炎症相关基因的表达水平, 

具体实验步骤简述如下: 将 Raw264.7 和 mBMSCs

分别以 1×105和 3×104 cell/well的密度接种于样品表

面后置于 37 ℃培养箱中培养, 培养至一定时间后, 

用 Trizol 试剂裂解并将其收集在 1.5 mL 离心管。按

照 Trizol 的试剂使用说明书, 依次用氯仿、异丙醇

和 75%乙醇依次提取纯化 RNA, 通过酶标仪定量计

算 RNA浓度和纯度。采用反转录试剂盒 Transcriptor 

First-strand cDNA Synthesis Kit(Roche)将符合纯度

要求的 RNA 按照说明书操作进行反转录获得 cDNA。

按照 Light Cycler 480 SYBR Green I Master(Roche)

操作说明书将得到的 cDNA 加入检测体系, 使用

RocheLightCycler480II 全自动荧光定量 PCR 系统进

行 Real-time PCR 反应。靶基因的表达水平用参考

基因 GAPDH 的水平作标准化。该实验所用的引物

序列见表 1。 

1.7  统计分析 

使用统计分析软件 GraphPad Prism 进行数据统 

 
表 1  RT-qPCR 所用引物序列 

Table 1 Primers for real-time quantitative  
polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

Gene Primer sequence (F: forward; R: Reverse; 5ʹ–3ʹ)

Arg1 F: GCC AGG GAC TGA CTA CCT TAA 
R: AGT TCT GTC TGC TTT GCT GTG 

IL4 F: TCA TCC TGC TCT TCT TTC TCG 
R: CTT CTC CTG TGA CCT CGT TCA 

CD206 F: AGG GAA GAG AAG AAG ATC CAG 
R: TGG GAG AAG ATG AAG TCA AAC 

TNF- F: TAG CCA GGA GGG AGA ACA GA 
R: CCA GTG AGT GAA AGG GAC AGA 

IL6 F: ACC AAG ACC ATC CAA TTC ATC 
R: CTG ACC ACA GTG AGG AAT GTC 

CD86 F: TCT CCA ACA GCC TCT CTC TTT 
R: ATC TTC ATT GAC TCC GTT TCC 

OCN F: ACC GCC TAC AAA CGC ATC TA 
R: AGA GGA CAG GGA GGA TCA AGT 

OPN F: CTT GAG CAT TCC AAA GAG AGC 
R: CTT GTG GCT GTG AAA CTT GTG 

BMP2 F: TAA GTT CTG TCC CCA GTG ACG 
R: TTC GGT GCT GGA AAC TAC TGT 

TGF-β1 F: AAC CAA GGA GAC GGA ATA CA 
R: CGT GGA GTT TGT TAT CTT TGC 

Runx2 F: GCA GCA CGC TAT TAA ATC CAA 
R: GCC AAA CAG ACT CAT CCA TTC 

 

计分析, 分析结果表示为平均值±偏差。通过一维

方差分析对比实验分析不同组实验变量间有无显著

差异。每组变量至少包含三个有效值, 显著性差异

p < 0.05 表示数据存在统计学意义上的显著性差异, 

0.01 < p < 0.05 时标记为“*”, 0.001 < p < 0.01 时标

记为“**”, p < 0.0001 时标记为“****”。 

2  结果与讨论 

2.1  涂层的理化性能表征 

图 1(a)为不同热处理的氧化钛涂层的表面形貌, 

各涂层均显示出多孔结构, 且孔径均匀, 约为 1~3 μm, 

表明两种退火热处理工艺处理的涂层(PEO-A 和

PEO-A-V)的表面形貌无显著差异。图 1(b)显示涂层

中 Ti、O、Ca 和 P 的含量均无明显变化。从图 1(c)

的 XRD 结果可以看出, 不同热处理后的氧化钛涂

层的相组成均以锐钛矿相二氧化钛为主, 伴有少量

金红石相[27]。采用电化学工作站表征涂层的耐腐蚀

性能, 图 1(d)为涂层的动电位极化曲线, 与对照组

纯 Ti 相比, 涂层的腐蚀电位均在–0.2~–0.1 V 之间, 

不同退火热处理后的氧化钛涂层均具有良好的耐腐

蚀性。涂层的水接触角结果如图 1(e)所示。空气热

处理的涂层 PEO-A的接触角约为 8°, 真空热处理的

涂层 PEO-A-V 的接触角显著增大到 90°, 这是由于

真空退火通过氧气解析使涂层具有更多的氧空位, 

而空气退火(富氧气氛)会钝化涂层的氧空位。有文

献[26]报道, 较少的氧空位会导致水分子解离, 这些

水分子会被涂层表面的氧原子吸引从而产生羟基官

能团进而吸附更多的水分子, 相反地, 真空退火热

处理通过去除附着在涂层上的含氧官能团使其变得

疏水 [28], 由此推测在空气退火和真空退火过程中, 

吸附和解吸氧气可以实现涂层的亲疏水性转换。 

2.2  氧化钛涂层润湿性对巨噬细胞的影响 

采用 alamarBlue 方法检测样品表面亲疏水性能

对巨噬细胞增殖的影响。如图 2 所示, 培养 1 d 后, 

钛和氧化钛涂层对巨噬细胞的黏附均无显著影响, 

培养到第 4 天时, 微弧氧化制备的氧化钛涂层相对

于钛, 促进了巨噬细胞的增殖, 但不同亲疏水性的氧

化钛涂层对巨噬细胞增殖未表现出显著差异(p > 0.05)。 

通过 SEM 进一步观察培养 4 h、1 d 和 4 d 后接

种在不同样品表面的巨噬细胞的形态(图 3)。培养

4 h 时, 涂层上黏附的细胞数量较少, 细胞在所有表

面均呈圆球形。培养 1 d 时, 细胞数量逐渐增加, 细 
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图 1  样品的(a)表面形貌、(b)元素组成、(c)物相组成、(d)电化学极化曲线和(e)接触角 

Fig. 1  (a) Surface morphologies, (b) element compositions, (c) phase compositions,  
(d) electrochemical polarization curves, and (e) water contact angles of the samples 

Coloful figures are available on website 
 

 
 

图 2  在不同样品表面培养 1 和 4 d 的 Raw264.7 的增殖结果 
Fig. 2  Proliferation of Raw264.7 incubated on different samples 
for 1 and 4 d 
Data are presented as the mean±SD, n = 3. ****: p < 0.0001 
Coloful figures are available on website 

胞逐渐铺展, 有丝状伪足开始沿各个方向伸展。培

养 4 d 时, 样品表面的细胞呈聚团生长的趋势, 与

PEO-A 相比, 处于亲水/疏水临界状态的 PEO-A-V

样品表面生长的细胞表面没有褶皱, 铺展得更加充

分。结果表明, 涂层的润湿性对黏附和铺展巨噬细

胞无显著影响。 

将 Raw264.7 细胞在样品表面培养 4 d 后, 通过

RT-qPCR 测定炎症相关基因的表达水平, 结果如图 4

所示。与 PEO-A 相比, 处于亲水/疏水临界状态的

PEO-A-V 上抗炎基因 Arg-1 的表达显著上调, 同时

促炎基因 TNF-α、IL-6 和 CD86 的表达显著下调。 
 

 
 

图 3  Raw264.7 在不同样品表面培养 4 h、1 d 和 4 d 的细胞形态 

Fig. 3  Morphologies of Raw264.7 cultured on different samples for 4 h, 1 d and 4 d 
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图 4  在不同样品表面培养 4 d 的 Raw264.7 的炎症相关基因的表达水平 

Fig. 4  Relative mRNA levels of inflammatory genes of Raw264.7 incubated on different samples for 4 d 
(a) Arg-1; (b) IL-4; (c) CD206; (d) TNF-α; (e) IL-6; (f) CD86 

Data are presented as the mean±SD, n = 3. ****: p <0.0001; ***: p <0.001; **: 0.05< p <0.01 
Coloful figures areavailable on website 

 

这些结果表明, 氧化钛涂层表面接触角由亲水向亲

水/疏水临界状态转变时, 可抑制巨噬细胞向 M1 促

炎方向极化。据报道促炎基因 TNF-、IL-6 表达的

下 调 和 抗 炎 基 因 Arg-1 表 达 的 上 调 是 通 过

PI3K/AKT/mTOR 信号通路实现的[29]。 

2.3  氧化钛涂层润湿性能对干细胞增殖分化

的影响 

采用 alamarBlue 表征样品的生物相容性。图 5

显示了不同亲疏水性氧化钛涂层对 mBMSCs 细胞

增殖的影响。培养 1 d 时, 处于亲水/疏水临界状态

的 PEO-A-V 样品表面的细胞数量略高, 继续培养至第

4 天以及第 7 天时, 不同亲疏水性的氧化钛样品表面 
 

 
 

图 5  在不同样品表面培养不同时间的 mBMSCs 的细胞增

殖结果 

Fig. 5  Cell proliferation of mBMSCs incubated on different 
samples for different time 
Data are presented as the mean±SD, n = 3. ****: p <0.0001; **: 0.05< 
p <0.01; *: p<0.05 
Coloful figures areavailable on website 

的细胞数量没有显著差异(p > 0.05)。然而与对照组 Ti

相比, PEO-A 和 PEO-A-V 组的细胞数量均显著增加。 

mBMSCs 在样品表面分别培养 4、12 和 24 h 后

的骨架染色结果如图 6 所示。培养 4 h 时, 样品表面

的细胞大多呈现圆形或未充分铺展的不规则形状。

随着培养时间延长(12 和 24 h), 各样品表面的细胞

数量显著增加, 细胞体积增大, 伪足开始沿不同方

向充分延长。与 PEO-A 相比, 处于亲水/疏水临界状

态的 PEO-A-V上生长的干细胞呈星状, 肌动蛋白表

达更充分, 铺展面积更大。 

将 mBMSCs细胞在样品表面培养 10 d后, 通过

RT-qPCR 测定成骨基因的表达水平(图 7)。PEO-A

和 PEO-A-V 上培养的干细胞的成骨相关基因的表

达没有明显差异。结果表明, 材料的亲疏水性对成

骨性能没有显著影响(p > 0.05)。 

2.4  润湿性在共培养条件下对免疫成骨性能

的影响 

Raw264.7与 mBMSCs共培养 3 d后的炎症基因

表达水平结果如图 8 所示。与 PEO-A 相比, 处于亲

水/疏水临界状态的 PEO-A-V 上抗炎基因 Arg-1 的

表达上调, IL-4、CD206 的表达显著上调(p < 0.0001), 

同时促炎基因 TNF-α、IL-6 和 CD86 的表达显著下

调。与单独培养相比, 抗炎基因 IL-4 的表达由没有

显著差异转向呈现显著上调的趋势。因此, 处于亲

水/疏水临界状态的氧化钛涂层上生长的巨噬细胞

更利于向 M2 抗炎型方向极化。研究表明, IL-4 通过

抑制MAPK信号通路诱导巨噬细胞向M2表型极化, 
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图 6  在不同样品表面培养 4、12 和 24 h 的 mBMSCs 细胞骨架染色 

Fig. 6  Cytoskeleton staining of mBMSCs incubated on different samples for 4, 12 and 24 h 
 
 

 
 

图 7  在不同样品表面培养 10 d 的 mBMSCs 的成骨相关基因(a) OPN, (b) Runx2, (c) OCN 和(d) BMP2 的表达水平 

Fig. 7  Relative mRNA levels of osteogenic genes of mBMSCs cultured on different samples for 10 d 
(a) OPN; (b) Runx2; (c) OCN; (d) BMP2 

Data are presented as the mean±SD, n = 3. ****: p <0.0001; ***: p <0.001; **: 0.05< p <0.01; *: p <0.05 
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图 8  在不同样品表面上与 mBMSCs 共培养 3 d 的 Raw264.7 炎症相关基因的表达水平 

Fig. 8  Relative mRNA levels of inflammatory genes of Raw264.7 co-cultured with mBMSCs on different samples for 3 d 
(a) Arg-1; (b) IL-4; (c) CD206; (d) TNF-α; (e) IL-6; (f) CD86 

Data are presented as mean±SD, n = 3. ****: p <0.0001; ***: p <0.001; **: 0.05< p <0.01; *: p <0.05 
 

 
 

图 9  在不同样品上和 Raw264.7 共培养 3 d 的 mBMSCs 的成骨相关基因表达水平 

Fig. 9  Relative mRNA levels of osteogenic genes of mBMSCs co-cultured with Raw264.7 on different samples for 3 d 
(a) OPN; (b) TGF-β1; (c) OCN; (d) BMP2 

Data are presented as the mean±SD, n = 3. ****: p <0.0001; ***: p <0.001; **: 0.05< p <0.01; *: p <0.05 

 

并上调 CD206 的表达, 同时降低 CD86/CD206 的

比例[30]。 

mBMSCs与 Raw264.7共培养 3 d后的成骨基因

表达水平如图 9 所示。对于成骨分化的中期标志物

OPN 以及晚期标志物 OCN[31], 在 PEO-A-V 涂层的

表达与 PEO-A 相比出现显著上调, 骨形态蛋白-2 

(BMP2)和转化生长因子(TGF-β1)的表达亦显著上

调(p < 0.0001)。与单独培养相比, 处于亲水/疏水临

界状态的涂层 PEO-A-V 在共培养系统诱导的炎症

微环境中表现出更好的促成骨性能。 

3  结论 

本工作采用微弧氧化技术在钛表面制备氧化钛
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涂层后, 通过在不同气氛下对涂层进行退火热处理

以调控其表面润湿性, 成功制备了具有亲水性(接

触角~10°, PEO-A)和处于亲水/疏水临界状态(接触

角~90º, PEO-A-V)的氧化钛涂层。不同气氛的退火

热处理对涂层表面形貌、化学成分、相组成和耐腐

蚀性均无显著影响。退火后涂层仍具有良好的表面

形貌以及生物相容性, 生物学实验结果表明处于亲

水/疏水临界状态的氧化钛涂层 PEO-A-V 在单独培

养条件下可显著抑制巨噬细胞的 M1 型极化, 而在

共培养条件下可显著上调巨噬细胞抗炎基因的表

达、下调促炎基因的表达, 促进巨噬细胞向 M2 型

极化, 并显著促进成骨标记物的基因表达, 表现出

更好的免疫成骨性能。这一研究结果为开发具有免

疫成骨性能的生物材料表面提供了新的研究思路。 
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