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【摘要】   目的     探讨通过构建材料表面微纳结构联合涂覆抗菌肽提升钛金属抗菌性能的可行性。方法     取
钛片进行喷砂酸蚀（sandblasted large-grit acid-etched，SLA）及碱热处理（alkali-heat treatment，AHT），构建微纳结

构；然后表面旋涂 10、30、50、70、90 μg 抗菌肽聚合物。扫描电镜观察处理前后钛片表面形貌，能谱仪分析表面

C、N、O、Ti 4 种元素含量比例。将表面载有不同量抗菌肽聚合物的钛片与金黄色葡萄球菌液共培养，24 h 后观察

抑菌圈形成情况，并测量抑菌圈直径。另将处理前、SLA 处理、SLA+ AHT 处理、载有 90 μg 抗菌肽聚合物的钛片

分别与金黄色葡萄球菌以及大肠杆菌共培养，3 h 后扫描电镜观察两种细菌在材料表面的黏附情况，3、6、9、12、
24 h 测量菌液吸光度（A）值，评价钛片抗菌效果。结果     扫描电镜下观察，SLA+AHT 处理钛片表面构建包含微

米及纳米级孔洞的多级结构；旋涂抗菌肽聚合物后表面孔径<200 nm 的孔洞几乎已被覆盖。元素分析显示，随着

抗菌肽聚合物旋涂量的增加，C 元素含量不断增加；但直至含量达 70 μg 时才检测到 N 元素。培养 24 h 后，载有

不同量抗菌肽聚合物钛片周围均出现明显抑菌圈，其中 90 μg 钛片大于其余钛片，比较差异均有统计学意义（P<
0.05）。抗菌实验结果显示，载抗菌肽聚合物的钛片表面细菌黏附量较其余钛片明显减少，菌液 A 值明显降低，比较

差异有统计学意义（P<0.05）。结论     通过在材料表面制备微纳结构并涂覆抗菌肽，可赋予钛金属表面优良的抗菌性能。
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【Abstract】 Objective     To investigate the effects of micro/nano-structure and antimicrobial peptides (AMPs) on
antibacterial properties of titanium (Ti) metallic surface. Methods     Ti disks were treated via sandblasted large-grit acid-
etched (SLA) and alkali-heat treatment (AHT) to build the micro/nano-structure, on which AMPs were spin-coated with a
certain amount (10, 30, 50, 70, and 90 μg). Scanning electron microscope (SEM) and energy dispersive spectroscopy (EDS)
were used to observe the surface structure and characterize the surface elements (i.e. contents of C, N, O, and Ti). Ti disks
loaded with AMPs of difference amounts were co-cultured with Staphylococcus aureus (S. aureus) for 24 hours. After that,
the formation and dimension of antibacterial circle were measured. Furthermore, the Ti disks treated with different
approaches (untreated, SLA treatment, SLA+THA treatment, and 90 μg AMPs-loaded samples) were co-cultured with
S. aureus and Escherichia coli (E.coli) for 3 hours, bacterial adhesion on the disks were evaluated by using SEM. The
antibacterial performances in solution were quantitatively evaluated by immersing the Ti disks in bacterial solutions and
measuring the absorbance (A) values. Results     It was found that the nanoporous structure could be easily constructed by
SLA+AHT approach. After spin-coating AMPs, the nanopores with the diameter less than 200 nm were almost covered.
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According to the element analysis, with the increase of AMPs, the C content gradually increased; the N content was not
detected until AMPs amount reached 70 μg on the disks. The diameter of antibacterial circle clearly depended on the
AMPs amount. The Ti disks loaded with 90 μg AMPs had significantly larger antibacterial circles than the other Ti disks
(P<0.05). Based on the SEM observation, the Ti disks loaded with 90 μg AMPs has the least bacterial attachment compared
with the other Ti disks (P<0.05). The A value of bacterial solution immersed with the Ti disks loaded with 90 μg AMPs was
much lower than the other Ti disks (P<0.05). Conclusion     The approach of micro/nano-structure and AMPs can
improve the antibacterial properties of Ti metallic surface.
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近年来由于植入器械（如骨科材料和牙种植

体）的钛材化，使得钛基材植入器械的国产化成为

研究热点[1-5]。钛及其合金植入人体后，极易引起细

菌等微生物在其表面黏附，从而导致感染的发生。

感染一旦出现，可能引起局部组织破坏和植入物失

效，也可能导致严重的疾病和并发症。感染和炎症

的发生主要与细菌在植入体表面形成生物膜有关，

生物膜的形成显著增强了膜内细菌对机体免疫系

统、抗生素以及化学杀菌剂的抵抗力[6-8]，细菌生物

膜类感染的根除极具挑战性。因此，抑制感染的重

点集中在避免细菌生物膜的形成，减少细菌污染的

可能和完善生物材料表面的性能。有学者提出，生

物植入材料表面需具备抗细菌黏附和持久的抗菌

性能[9-10]。赋予金属植入材料抑菌、抗菌能力的常用

方法有两种：调控材料表面的理化性质来抑制细

菌的黏附；采用物理共混、表面涂覆、化学键合等

方式加载抗生素/抗菌元素[11-12]。抗生素的应用受限

于细菌的耐药性[13-14]，抗菌元素如纳米银[15]和抗菌

肽[16-17]由于具有广谱高效的抗菌活性成为研究热点。

抗菌肽是一类具有抗菌活性的小分子多肽，其

耐热、耐酸性强，水溶性好，具有高速的杀菌能力

和广谱的抗菌活性。已有学者采用物理吸附、层层

自组装或聚多巴胺键合的方法将抗菌肽载至钛片

表面[18-20]，使钛片具有抗菌作用。相比抗生素和纳

米银而言，抗菌肽的价格相对较高，如何高效又便

捷地将抗菌肽载于金属表面显得尤为重要。本研

究采用于材料表面制备微纳结构与涂覆抗菌肽相

结合的策略，以期实现钛植入材料有效、持久的抗

菌效果。

1    材料与方法

1.1    主要试剂及仪器

钛片由威海威高洁丽康生物材料有限公司提

供，为直径 10 mm、厚 1 mm 的圆片。无水乙醇、丙

酮、盐酸、NaOH、氯化钠、无水乙醇（分析纯）、2.5%
戊二醛溶液（上海凌峰化学试剂有限公司）；大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌（中国普通微生物菌种保藏

管理中心）；营养肉汤（上海创赛科技有限公司）。

高温马弗炉（河南鑫科仪器有限公司）；恒温

干燥箱（上海申贤恒温设备厂）；AL104 电子天平

［梅特勒 -托利多国际贸易（上海）有限公司］；

LDZX -50KBS 高压灭菌锅（上海申安医疗器械

厂）；DHP-9012 恒温培养箱（上海一恒科学仪器有

限公司）；S4800 场发射扫描电镜（Hitachi 公司，日

本）；QUANTAX 400-30 型能谱仪（Bruker AXS 公
司，德国）；SPECTRAmax 84 酶标仪（Molecular
Devices 公司，美国）；KW-4B 台式匀胶仪（北京赛

德凯斯电子有限公司）。

1.2    钛片表面微纳结构制备

①  钛片表面前处理：取钛片行喷砂酸蚀

（sandblasted large-grit acid-etched，SLA）处理后，分

别用去离子水、无水乙醇、丙酮超声清洗表面 20 min，
除去表面油污和杂质，再用去离子水清洗后烘干备

用。② 钛片表面纳米结构化：将 SLA 处理后的钛

片进一步行碱热处理（alkali-heat treatment，AHT）。

在锥形瓶中配制 5 mol/L NaOH 溶液 200 mL，放入

SLA 处理后的钛片，超声 2 min 除去材料表面气

泡，然后放入 60℃ 恒温箱中 24 h，取出后去离子水

清洗 3 次，37℃ 下干燥 48 h。将碱蚀后的材料装进

坩埚中，放入马弗炉，以 5℃/min 速率从室温升温

至 600℃，保持 60 min，最后自然降至室温。各步

骤处理后，采用扫描电镜观察钛片表面改变情况。

1.3    钛片抗菌表面的制备

称取 8 mg 依据文献[17]方法合成的抗菌肽，用
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4 mL 超纯水溶解，制成浓度为 2 mg/mL 的抗菌肽

聚合物溶液。将台式匀胶仪置于超净台中，用镊子

夹取 1.2 中经 SLA+AHT 处理后的钛片放置在匀胶

仪转盘上，打开真空泵开关，按下固定按钮，样品

固定在转盘上。将抗菌肽聚合物溶液滴至钛片上，

设定转盘转速为 80 r/min，2 min 后待表面液体铺

展均匀，提高转速至 200 r/min，1 min 后取下样品，

置于 24 孔板内，确认旋涂处理的样品表面朝上。

按照以上方法制备表面载有 10、30、50、70、90 μg
抗菌肽聚合物的钛片，备用。

1.4    钛片表面的特性表征

取载有 10、30、50、70、90 μg 抗菌肽聚合物的

钛片，喷金  30 s 后扫描电镜观察表面形貌，电压

10.0 kV。同时采用能谱仪对钛片表面进行元素分

析，选取样品中心区域，记录 C、N、O、Ti 4 种元素

含量比例。

1.5    钛片抑菌及抗菌性能评价

1.5.1    抑菌圈实验　将 200 μL 1×106CFU/mL 金黄

色葡萄球菌菌液滴在固体琼脂平板上，L 型涂布棒

均匀涂抹，将载有不同抗菌肽聚合物（10、30、50、
70、90 μg）的钛片置于琼脂层上，旋涂处理面向

下。于 37℃ 恒温培养箱内培养 24 h 后取出，观察

抑菌圈形成情况，并用刻度尺测量抑菌圈直径，各

取 3 个样本进行测量。

1.5.2    滴液染菌实验　将处理前、SLA 处理、SLA+
AHT 处理、载有 90 μg 抗菌肽聚合物的钛片样品分

别置于 24 孔板中，旋涂处理面朝上。分别将 50 μL
1×107CFU/mL 大肠杆菌以及金黄色葡萄球菌菌液

滴加至样品表面，将样品孔周围所有孔内加入 1 mL
生理盐水，置于 37℃ 恒温培养箱培养 3 h。取出样

品，1 mL 生理盐水冲洗，置于 2.5% 戊二醛溶液浸

泡  20 min，超纯水清洗，50%、60%、75%、85%、

100% 乙醇脱水，干燥，扫描电镜下观察两种细菌在

钛片表面的黏附情况，并计算表面细菌黏附数量。

各取 3 个样本进行检测。

1.5.3      菌悬液浓度测定　将处理前、SLA 处理、

SLA+AHT 处理、载有 90 μg 抗菌肽聚合物的钛片置

于  24 孔板中，旋涂处理面朝上。分别将  50 μL
1×107 CFU/mL 大肠杆菌或金黄色葡萄球菌菌液滴

加至样品表面，加入 950 μL 营养肉汤缓慢混合均匀

后，置于  37℃ 恒温培养箱培养  3、6、9、12、24 h
后，采用酶标仪测定菌液的吸光度（ A ）值。以未

加钛片的 50 μL 1×107CFU/mL 菌液和 950 μL 营养肉

汤的混合液作为空白对照。实验重复 3 次。

1.6    统计学方法

采用 JMP 统计软件进行分析。数据以均值±标

准差表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用 LSD 检验，检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    钛片表面形貌及特性表征

2.1.1    表面形貌　扫描电镜观察，处理前的钛片表

面平整，金属加工纹路清晰可见； SLA 处理后的钛

片表面遍布二级孔洞结构，孔径分别为 2～5 μm 和
20～30 μm；SLA+AHT 处理后钛片表面在维持一

定微米结构基础上，遍布孔径约 200 nm 的纳米壁

薄孔洞，与“泡发银耳”结构类似，提示采用

SLA+AHT 处理方法可在钛片表面构建包含微米及

纳米级孔洞的多级结构（图 1、2）。
采用旋涂方式将抗菌肽聚合物均匀地涂覆于

SLA+AHT 处理后的钛片表面，与未涂覆抗菌肽聚

合物的钛片相比，钛片表面孔壁明显增厚，表面孔

径<200 nm 的孔洞几乎被抗菌肽覆盖，孔径>500 nm
的孔洞结构仍保留。提示通过旋涂方式可以将抗

菌聚合物涂覆至纳米尺度的孔洞中（图 3）。
2.1.2    表面特性表征　抗菌肽的特征元素是  C、

 

 
图 1     不同处理后钛片表面大体观察     a. 处理前；b. SLA 处理后；c. SLA+AHT 处理后

Fig.1   The macroscopic observation of the Ti disks after different treatments     a. Untreated;   b. After SLA treatment;   c. After SLA+AHT
treatment
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N。元素分析显示，随着抗菌肽聚合物旋涂量的增

加，C 元素含量不断增加；其中，50、70、90 μg 钛
片的 C 含量明显大于 10、30 μg 钛片，70、90 μg 钛
片大于 50 μg 钛片，90 μg 钛片大于 70 μg 钛片，比

较差异均有统计学意义（P<0.05）。而直至抗菌肽

聚合物旋涂量达 70 μg 时才检测到微量 N 元素，当

含量增加到 90 μg 时，N 元素含量略有增加，但组

间比较差异无统计学意义（P>0.05）。见图 4。
2.2    抑菌及抗菌性能评价

2.2.1    抑菌圈实验　培养 24 h，与对照样品（0 μg）
相比，载有不同量抗菌肽聚合物的钛片周围均表现

出明显抑菌圈，且抑菌圈随着抗菌肽聚合物量的增

加而扩大。其中，50、70、90 μg 钛片抑菌圈直径明

显大于 10、30 μg 钛片，70、90 μg 钛片大于 50 μg 钛
片，90 μg 钛片大于 70 μg 钛片，比较差异均有统计

学意义（P<0.05）。见图 5。
2.2.2    滴液染菌实验　扫描电镜下观察，处理前以

及 SLA+AHT 处理后的钛片表面留存的金黄色葡萄

球菌以及大肠杆菌均较少，而 SLA 处理后的钛片表

面黏附了大量细菌。载有 90 μg 抗菌肽聚合物的钛

片表面仅有极少量金黄色葡萄球菌，几乎未见到大

肠杆菌；并且黏附的金黄色葡萄球菌表面出现褶

皱，提示细菌为死亡状态，在后续处理中脱水变形

（图 6）。各钛片表面两种细菌黏附数量见图 7。相

 

50 µm 5 µm 5 µm

 
图 2     扫描电镜观察不同处理后钛片表面形貌     a. 处理前（×1 000）；b. SLA 处理后（×10 k）；c. SLA+AHT 处理后（×10 k）

Fig.2   Surface morphology of the Ti disks observed by SEM     a. Untreated (×1 000);   b. After SLA treatment (×10 k);   c. After SLA+AHT
treatment (×10 k)

 

20 μm 20 μm

500 nm 500 nm

 
图 3     扫描电镜观察抗菌肽聚合物涂覆前后钛片表面形貌     左：旋涂前；右：旋涂后　a. ×2 000；b. ×80 k

Fig.3   Surface morphology of the Ti disks observed by SEM     Left: Before spin-coating; Right: After spin-coating　a. ×2 000;   b. ×80 k
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图 4     载有不同量抗菌肽聚合物的钛片表面元素含量分析

Fig.4   EDS analysis on the Ti disks with different AMPs loading
   after SLA+AHT treatment
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比于处理前钛片，SLA 处理后的钛片表面两种细菌

黏附数量明显增加，载抗菌肽聚合物的钛片表面明

显减少；相比于 SLA 处理后钛片，SLA+AHT 处理

后和载抗菌肽聚合物的钛片表面细菌黏附量明显

减少；载抗菌肽聚合物的钛片表面细菌黏附量较

SLA+AHT 处理后钛片明显减少；以上比较差异均

有统计学意义（P<0.05）。
2.2.3    菌液浓度测定　金黄色葡萄球菌观察：随培

养时间延长，空白菌液、处理前、SLA 处理后以及

SLA+AHT 处理后钛片菌液的 A 值明显增加，提示

金黄色葡萄球菌数目增多，但 12 h 后 A 值增加趋

势减缓；而随培养时间增加，载抗菌肽聚合物钛片
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图 5     培养 24 h 后载有不同量抗菌肽聚合物的钛片周围抑菌圈观察     a～f. 载有 0、10、30、50、70、90 μg 抗菌肽聚合物的钛片抑菌圈；

g. 抑菌圈直径比较

Fig.5   Observation of the inhibition zone on the Ti disks with different AMPs loading after 24 hours culture     a～f. 0, 10, 30, 50, 70, and
90 μg-loaded samples;   g. Diameter comparison of the inhibition zone

 

 
图 6     扫描电镜观察不同处理后钛片表面的细菌黏附情况（×10 k）     从左至右分别为处理前、SLA 处理、SLA+AHT 处理、载抗菌肽聚

合物钛片　a. 金黄色葡萄球菌；b. 大肠杆菌

Fig.6   Observation of bacterial attachment on Ti disks surfaces with different treatments (×10 k)     From left to right for untreated, SLA
treatment, SLA+AHT treatment, and AMP-loaded Ti disks　a. Attachment of S. aureus;   b. Attachment of E. coli
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图 7     不同处理后钛片表面的两种细菌黏附量比较

Fig.7   Bacterial amounts attached on the different Ti disks
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菌液的 A 值仅略增加，提示金黄色葡萄球菌数量无

明显增加。除培养  3 h 外，其余各时间点空白菌

液、处理前、SLA 处理后以及 SLA+AHT 处理后钛

片 A 值比较差异无统计学意义（P>0.05），但均高于

载有抗菌肽聚合物的钛片（P<0.05）。见图 8a。
大肠杆菌观察：随培养时间延长，空白菌液、

处理前、SLA+AHT 处理后以及载抗菌肽聚合物钛

片菌液 A 值总体呈增加趋势，其中 SLA 处理后和

载抗菌肽聚合物钛片的 A 值先增加，至 12 h 后减

少。培养 3、6、9 h，空白菌液、处理前、SLA 处理后

以及 SLA+AHT 处理后钛片的 A 值比较差异无统计

学意义（P>0.05）。12 h，SLA 处理后钛片菌液 A 值
最高、载抗菌肽聚合物钛片最低，与其他组比较差

异有统计学意义（P<0.05）；而 SLA+AHT 处理后钛

片低于处理前钛片和空白菌液（P<0.05），处理前钛

片和空白菌液间比较差异无统计学意义（P>0.05）。
24 h，空白菌液、处理前、SLA 处理后钛片的 A 值差

异无统计学意义（P>0.05），高于 SLA+AHT 处理及

载抗菌肽聚合物钛片（P<0.05）；而 SLA+AHT 处理

后钛片高于载抗菌肽聚合物钛片（P<0.05）。见图 8b。

3    讨论

为避免植入材料相关感染的发生，一方面要保

证植入过程中严格遵守无菌原则，另一方面则应改

善材料的表面性能，进而掐断生物膜形成的源头。

植入材料表面的抗菌改性包含减少甚至避免细菌

的黏附和有效地杀死细菌两方面。前者可以通过

改变材料表面的物化性质（如亲水性、吸水率、表

面自由能、表面润湿性）、表面电性质（表面电荷、ζ
电位）、表面形貌等来抑制细菌的黏附；后者则需

要在表面引入抗菌分子（如金属离子、抗生素类、

非抗生素类有机分子）[13-14, 18-21]。

SLA 处理有利于材料表面粗糙化和微米孔洞的

形成，进而利于成骨细胞的黏附、增殖和分化 [22]。

同时，表面的粗糙化结构及疏水特性（接触角约为

110°）明显地增强了细菌的黏附。为了维持材料表

面与成骨细胞的紧密接触，同时又减少细菌的黏

附，表面亲疏水特性调控是最为简便的方式。聚乙

二醇是目前研究较多的亲水化合物，已有研究表

明，密集的聚乙二醇链具有高度亲水性，能在生物

材料表面形成空间和渗透压屏障，能有效地减少细

菌的吸附 [7, 23-24]。本研究采用了 AHT 处理方式进行

纳米结构的构建和亲水化调控，处理后表面呈现超

亲水特性（去离子水滴加于表面立刻浸润平铺），

钛片表面金黄色葡萄球菌和大肠杆菌黏附数量比

SLA 处理后钛片表面的黏附量有不同程度减少。

但是，SLA+AHT 处理后钛片表面对溶液中大肠杆

菌的增长有一定的抑制作用，表现为 SLA+AHT 处
理后钛片样品  A  值明显低于空白菌液、处理前、

SLA 处理后钛片样品；SLA+AHT 处理后钛片表面

对溶液中金黄色葡萄球菌的增殖没有显著作用，空

白菌液、处理前、SLA 处理以及 SLA+AHT 处理后

钛片样品的 A 值无统计学差异。由此可见，AHT
处理对降低细菌的表面黏附量具有显著作用，但是

很难杀死细菌悬液中细菌，仅仅依靠表面亲疏水性

的调控很难掐断生物膜形成的源头。因此，本研究

在对钛片表面进行纳米结构调控外，结合了旋涂抗

菌肽的策略。

抗菌肽的合成、应用及其抗菌机制是近期研究

的热点之一，阳离子抗菌肽接枝到钛金属材料表面

或将聚乙二醇-赖氨酸自组装到钛金属材料表面均

赋予其明显抗菌作用。本研究采用的抗菌肽具有

阳离子单元、亲疏水性可控的特性。抗菌钛片样品

制备过程中，当涂覆量<50 μg 时，旋涂过程抗菌肽
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图 8     两种菌液不同时间点 A 值比较     a. 金黄色葡萄球菌；b. 大肠杆菌

Fig.8   Comparison of A values of bacterial solutions with immersed different Ti disks     a. S. aureus;   b. E.coli
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聚合物溶液几乎没有损失（没有溶液甩落在样品表

面以外）。当超过该剂量时，每增加 10 μg 溶液，体

积都会有少许离心损失，当旋涂量增加到 100 μg
时，离心损失量不可忽略。因此，后续实验中我们

选择钛片表面最大旋涂量为 90 μg。SLA 和 AHT 处
理处理后，成功在钛片表面构建了微米、纳米多级

结构，旋涂抗菌肽聚合物溶液后可以将其加载于纳

米孔洞中。不仅如此，具有阳离子单元的抗菌肽与

AHT 的负电表面有较强的静电作用。因此，载有

抗菌肽聚合物的钛片表面表现出显著的杀菌作用，

载抗菌肽聚合物钛片样品 A 值显著低于其他处理

后钛片。相比 SLA 处理和 SLA+AHT 处理后钛片，

载有抗菌肽聚合物的钛片不仅表现出良好的减少

细菌黏附作用，同时也表现出对大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌的优良抑制作用。

综上述，采用 SLA 和 AHT 处理方法，有效地

增强了钛片表面亲水性，一定程度上阻止大肠杆菌

和金黄色葡萄球菌的黏附；通过旋涂方法在纳米

结构表面成功装载抗菌肽，其在琼脂中和菌液中均

有良好的释放和扩散，杀菌效果明显。表明通过调

控材料表面结构及结合抗菌肽的策略可以有效地

减少或避免植入材料表面细菌生物膜的形成。
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