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骨质疏松症作为一种全身系统性疾病，影响了 颌骨的骨质量和骨密度[1]，进而影响了颌骨种植体

的成功率，如何提高骨质疏松症患者的种植成功率

一直以来都是人们关注的焦点。传统的全身给药不

仅用药量大、有不良反应且作用于种植体局部的效

果不佳。纯钛作为牙种植材料，有着良好的机械性
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[摘要]         目的    构建一种长效、靶向的携带促骨形成药物HU-308的药物缓释种植体，观察其体外缓释特性。方法   

采用层层静电自组装技术制备不同层数的肝素/壳聚糖涂层，以物理吸附的方式装载促骨形成药物HU-308，构建载

药种植并进行体外释放实验。通过紫外可见光分光光度计测定药物浓度，分析不同涂层数载药种植体的加载效率及

释放规律。用扫描电镜、原子力显微镜观察涂层表面形貌和结构的变化。结果    成功地制备了载HU-308涂层种植

体。体外释放实验表明，随着涂层层数的增加，载药量逐渐增加，但T20组略有下降。随着层数的增加，HU-308的

释放速度随之减缓，缓释能力增强。扫描电镜、原子力显微镜结果表明种植体表面肝素/壳聚糖涂层逐渐形成。结论   

层层静电自组装技术成功构建载有HU-308的涂层种植体，可长期有效释放达30 d以上，这有望为临床上提高骨质

疏松症患者种植体骨整合率提供一种新的可能。
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[Abstract]     Objective   This study aims to construct a long-term, osteogenesis-targeting HU-308 drug delivery implant by 

the layer-by-layer electrostatic self-assembly (LBL) technique, and observe the features of its delayed release in vitro. Methods   

A heparin (Hep) and chitosan (Chi) multilayer was coated on pure titanium using the LBL technique, and the titanium implants 

were dipped into the solution to load HU-308. The amount of loaded drug and release rates were measured using a UV-Vis 

spectrophotometer. The relationships between the loading efficiency, release time, and multilayer films were evaluated. The 

morphology of all the multilayers was characterized by scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy 

(AFM). Results   The results showed that the Hep/Chi self-assembly multilayer was gradually fabricated on the titanium sur-

face. HU-308 was successfully loaded on the titanium implants. The amount of loaded drug increased with the amount of 

multilayer films, except in the T20 group. In vitro drug release study showed that drug release was more difficult in the system 

with thicker films, and large amounts of multilayer films decreased the release speed. Both SEM and AFM measurements 

showed typical LBL deposition of Hep and Chi. Conclusion   The HU-308 drug delivery implant is successfully fabricated 

via LBL technology. It could provide sustained release of HU-308 over 30 d. This type of implant may provide a new possi-

bility of promoting implant–bone osseointegration for osteoporotic patients. 
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能和生物相容性，但其属于惰性材料，缺乏生物活

性，无骨诱导和骨传导能力且植入后愈合周期长[2]；

因此，很多学者开始研究对种植体表面进行处理，尝

试在种植体局部载药来解决这些问题。层层静电自

组装技术（layer-by-layer electrostatic self-assembly，

LBL）[3]是基于聚电解质阴阳离子所带正负电荷间相

互作用的一种自组装超分子技术。其原理[4]是分子

静电自组装，通过静电力的作用依次吸附上带异种

电荷的聚电解质，交替沉积形成自组装多层涂层，

而同时电荷间的排斥力又使每一层的吸附量不会无

限增加，而是在一定时间内达到饱和。本实验的研

究目的在于构建一种肝素（heparin，Hep）/壳聚糖

（chitosan，Chi）涂层种植体，并装载促骨形成药

物HU-308，使其在种植体周围形成较高药物浓度的

同时亦可进行缓慢持久的释放，以诱导种植体周围

成骨细胞的分化，促进新骨的形成，以期为今后提

高骨质疏松患者的种植骨整合率提供一种新的可能。

1   材料和方法

1.1   实验材料和仪器

商业纯钛微种植体，直径2 mm，长4 mm（TA2，

纯度99.9%，陕西宝鸡力华公司）。多聚左旋赖氨酸

（Sigma公司，美国），肝素钠（上海国药集团化学

试剂有限公司），壳聚糖（浙江澳兴生物科技有限

公司），HU-308（Cayman公司，美国）。

双光束紫外可见分光光度计（TU-1901，北京

普析通用仪器有限责任公司），扫描电镜（scanning 
electron microscope，SEM）（VEGA3，TESCAN公

司，捷克），原子力显微镜（atomic  force micros-
cope，AFM）（Ntmdt公司，俄罗斯）。

1.2   钛种植体的碱热水处理  
取50颗钛种植体依次置于丙酮-无水乙醇-去离子

水中超声清洗，40 ℃干燥。再浸入5 mol·L-1的NaOH
溶液中80 ℃活化24 h，然后使用去离子水超声清洗

3次，每次10 min。接着将碱处理后的钛种植体浸入

60 ℃去离子水中陈化24 h，用去离子水超声清洗，

40 ℃干燥备用。

1.3   肝素/壳聚糖涂层的制备及分组  
将壳聚糖在1%乙酸中溶解，制成pH=4、质量

浓度为5 g·L-1的聚阳离子溶液；肝素溶解在去离子

水中，制成pH=4、质量浓度为5 g·L-1的聚阴离子溶

液；多聚左旋赖氨酸（Poly-L-Lysine，PLL）溶解于

磷酸盐缓冲液（PBS）中，制成pH=7.2、质量浓度

为2.5 g·L-1的聚阳离子溶液。将碱热水处理过后的样

品浸入PLL溶液中30 min，获得一个稳定的带正电的

前驱体层，为LBL[3]自组装程序的初始层，去离子水

漂洗5 min，氮气吹干；再将样品依次浸入肝素、壳

聚糖溶液中，每次浸泡10 min，去离子水漂洗1 min，

氮气吹干。重复上述循环n次即可得到最终所要求的

自组装涂层Ti/PLL/（Hep/Chi）n，每次循环最后一

层以壳聚糖层终止。

本实验中50颗钛种植体平均分为5组： T0组（对

照组、无涂层）、T5组（5层涂层）、T10组（10层

涂层）、T15组（15层涂层）、T20组（20层涂层），

每组10颗。按照上述方法制备所需涂层种植体，室

温干燥后待用。

1.4   HU-308标准曲线的制作

1.4.1   HU-308吸收标准曲线   将乙醇和PBS按1︰2的

比例混合配制成标准的稀释溶剂。然后取一定量的

HU-308溶于标准的稀释溶剂中，分别配制成0.25、

0.125、0.062 5、0.031 3、0.015 6、0.007 8 g·L-1的一

系列梯度浓度的标准液，不含药物的溶液作为空白

对照，采用紫外分光光度计测定所配标准溶液在

233 nm波长处的光密度值（A值），以A值对浓度C
进行回归，获得回归方程A=8.914 3C+0.031 4，R²=
0.999 2。

1.4.2   HU-308释放标准曲线   释放标准曲线的制备方

法同吸收曲线，释放溶剂为pH=7.2的PBS缓冲溶液。

用同样的方式配制一系列梯度浓度的标准液，紫外

分光光度计在233 nm波长处测定A值，以A值对浓度

C进行回归，获得回归方程A=4.138 8C-0.027 9，R²=
0.999 1。

1.5   HU-308的装载  
将各组钛种植体浸没于促骨形成药物HU-308溶

液中，常温下静置，利用物理吸附法负载药物，间

隔一定时间取出部分溶液用紫外分光光度计于选定

波长处测定其光密度值，直至光密度值无明显变化

时停止测量。对照HU-308吸收标准曲线计算出HU-
308的浓度。

1.6   HU-308体外释放实验  
常温下配制释放介质PBS缓冲溶液，pH值为

7.2。将装载有HU-308的钛种植体浸没到1  mL的

PBS缓冲溶液中进行药物体外释放实验，36.5 ℃±
0.5 ℃、50 r·min-1  转速的水浴环境下，分别于1~30 d
中每隔2 d定时取样，并更换等量PBS溶液1 mL，用

紫外分光光度计测量每个时段样品溶液在233 nm处

的紫外光密度值，直到无药物释放为止。对照药物

释放标准曲线得出每个时点样品浓度C，可以计算

出每个时段下的累积释放百分率，绘制累积释放药

物质量百分率-时间的药物体外释放曲线，从而分析

自组装层数对释药行为的影响。



•539•
   华西口腔医学杂志  第 32 卷  第 6 期  2014 年 12 月

     West China Journal of Stomatology  Vol.32  No.6  Dec. 2014      http://www.hxkqyxzz.net

1.7   表面形貌观察  
从每组钛种植体中随机抽取2颗，分别用作SEM

和AFM观察。对碱处理以及涂层改性后纯钛种植体

表面进行表征，观察钛种植体表面微观形貌结构的

变化。

2   结果

2.1   各组钛种植体HU-308装载量  
T0、T5、T10、T15、T20组钛种植体的平均载

药量分别为0.140 2、0.163 8、0.164 6、0.167 2、

0.164 1 mg；载药百分比分别为61.40%、71.72%、

72.09%、73.22%、71.87%。随着涂层层数的不断增

加，T0至T15组载药量逐渐增加，但T20组有轻微下

降。T0组与实验各组之间载药量差异均有统计学意

义（P<0.05），T5、T10、T20组间载药量差异无统

计学意义（P>0.05），T15组与其他组载药量差异

均有统计学意义（P<0.05）。

2.2   HU-308的体外释药实验结果  
HU-308的释放曲线见图1。由图1可见，各组均

为逐渐上升的曲线。当释放第1天时，对照组T0组

即表现出明显的药物突释现象，释放出药物总量的

28.22%；T5、T10、T15、T20组分别释放出药物总

量的19.24%、17.29%、15.46%、11.36%。当释放第

2天时，T0组已累积释放超过50%的药量，而T5、

T10、T15、T20组释放出50%药物的时间分别是4、

8、12、14 d。随着钛种植体涂层层数的增加，早期

突释现象逐渐减弱。T0组在第10天时已经释放出载

药总量的95.93%，然而T20组30 d的累积释放量仅

是总量的64.93%，且仍有药物释出的迹象。由此可

见，随着涂层数的不断增加，HU-308的释放速度随

之减缓，缓释能力不断增强。

图  1    HU-308累计释放曲线

Fig  1    Cumulative percentage release profile of HU-308

2.3   钛种植体表面形貌和显微结构

2.3.1   SEM下观察   3组不同层数涂层种植体的表面

形貌见图2。SEM（10 000倍）下可见：碱处理后的

T0组种植体表面形成多孔，孔隙大小约为微米到亚

微米级（图2左）；随着涂层层数的增加，表面多孔

结构逐渐消失，钛种植体表面逐渐被层层覆盖（图

2中），当组装到20个循环时种植体表面已被完全

覆盖，原凹凸不平的表面已逐渐均匀、平整（图2
右）。

左：T0；中：T10；右：T20。

图  2    3组涂层种植体表面形貌    SEM    × 10 000

Fig  2    Surface topography of the samples of three groups    SEM    × 10 000

2.3.2    AFM下观察    用AFM观察涂层种植体表面微

观形貌，轻敲模式下随机选择10 μm×10 μm的微范

围进行图像采集。AFM二维图片显示：NaOH处理

后钛种植体表面是由卵圆形和圆形颗粒组成；随着

涂层层数的增加，卵圆形颗粒集聚重叠，种植体表

面越来越平滑（图3）。从AFM三维立体图可见，

随着层数的增加，碱处理后所形成的岛状/球形排列

的粗糙突起逐渐平滑、均匀（图4）。AFM测得T0、

T10、T20的钛种植体表面微观粗糙度分别为（102.72±
1.3）、（71.87±1.7）、（45.20±0.9） nm，各组间

差异均有统计学意义（P<0.05）。
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3   讨论

本实验利用静电的相互作用，在钛种植体表面

交替吸附聚阴离子肝素与聚阳离子壳聚糖，所形成

的涂层比普通的物理吸附更加稳定[5]；而实验前期

对钛种植体的碱热水陈化处理可以使种植体表面形

成均匀、多孔的结构，从而增加了表面亲水性和电

荷密度，形成富含羟基的活性表面[6-8]，可以组装更

多的聚电解质，有利于涂层与种植体的结合，使肝

素/壳聚糖涂层能够良好的吸附于钛种植体表面。

涂层的层数与药物的装载量及释放能力有关。

Haidar等[9]利用层层静电自主装技术包覆生物大分子

药物，交替沉积的藻酸盐/壳聚糖多层膜提高了聚电

解质稳定性从而增强了药物装载率。Ye等[10]将壳聚

糖和海藻酸钠层包覆吲哚美辛缓释药物，结果表明

聚电解质层数和微胶囊缓释性能有关。有学者制备

了不同涂层的壳聚糖乙酸盐/葡聚糖硫酸钠涂层来装

载布洛芬，并在PBS溶液和HCl溶液中进行释放，研

究得出涂层厚度与组装量成正比，当层数增加时，

涂层厚度增加，布洛芬释放速率减慢。为了研究二

者之间的关系，本实验通过改变肝素/壳聚糖涂层的

层数来观察其对药物装载和释放的能力。选择HU-
308作为本研究的加载药物，HU-308是一种特殊的

CB2大麻素受体激动剂，它通过激活不同分化能力

的成骨细胞和抑制破骨细胞的形成来维持正常的骨

量和骨密度[11-13]。本实验通过LBL技术构建肝素/壳
聚糖生物活性涂层，并用物理吸附的方式将HU-308
负载至种植体表面，涂层表面的层状水凝胶结构可

使药物富集形成局部高浓度，从而靶向的将药物向

周围传递，局部的高浓度药物可以提高治疗的有效

性，降低系统毒性。从本研究结果可见，T0与实验

各组HU-308装载量差异均有统计学意义（P<0.05），

这说明肝素/壳聚糖自组装涂层有利于促骨形成药物

HU-308的吸附和装载。随着涂层层数的不断增加，

T0到T15组载药量逐渐增加，这与Ye等[10]的研究结

果类似；然而当组装层数达到20层时，种植体的载

药量却轻微下降，当自组装层数到20层时，过大的

分子链密度影响了涂层的透过性，部分HU-308分子

无法进入，因而T20组HU-308装载量有所下降。李

小燕等[14]亦报道随着自组装层数的增加，增大了分

子链堆积密度，药物较难透过缓释体系膜。

体外释放实验显示T0组在释放初期突释现象明

显，当释放第2天时，T0组已累积释放超过50%的

左：T0；中：T10；右：T20。

图  3    3组涂层种植体表面形貌    AFM 

Fig  3    Surface topography of the samples of three groups    AFM

左：T0；中：T10；右：T20。

图  4    3组种植体三维图片    AFM 

Fig  4    3D images of the samples of three groups    AFM
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药量，在第10天时几乎已无药物释出，释放量为

95.93%。而实验组则表现出不同程度的缓释能力，

随着肝素/壳聚糖涂层数的增加，初期突释的现象得

到缓解，缓释能力不断增强，T5、T10、T15、T20
组释放出50%药物的时间分别是4、8、12、14 d。本

研究只测试了药物释放30 d的曲线，从释放曲线可

见，T10、T15、T20组均可持续释放达30 d之久。破

骨细胞吸收期约在骨重建开始后维持1个月的时间，

因此若在此阶段进行干预，载药种植体的药物释放

时间可以满足需要；然而何种浓度是抑制破骨细胞，

促进成骨细胞的最佳浓度，从而最终达到有效提高

骨质疏松症患者种植体骨整合的目的，本课题组将

在后续的研究中进一步探索。
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