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聚多巴胺螯合钙离子对钛表面的修饰及修饰后的细胞相容性 
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摘 要: 通过聚多巴胺自组装在钛表面构建钙离子螯合平台, 探讨聚多巴胺的酚羟基(–C–OH)和醌基(–C=O)螯合

钙离子机理, 并研究其生物学性能。利用 X 射线光电子能谱分析聚多巴胺螯合钙离子化学基团的变化, 结果显

示: 聚多巴胺螯合钙离子后, –C–OH 峰面积从 73.8%降至 37.3%, –C=O 从 26.2%升至 62.7%, 证明聚多巴胺的酚

羟基与钙离子螯合过程中向醌基转化; 场发射扫描电镜、傅立叶红外光谱、X 射线衍射仪和透射电镜分析表明

聚多巴胺和钙离子的协同作用促进羟基磷灰石 (HA)前驱体成核 , 诱导 HA 的形成 ; 采用小鼠成骨细胞

(MC3T3-E1)粘附和活性实验进行细胞相容性评价, 结果表明钛表面通过聚多巴胺螯合低浓度的钙离子有利于成

骨细胞粘附, 且具有良好的细胞相容性。 
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Abstract: Calcium ions chelation platform was successfully obtained on a titanium surface by modification with 

polydopamine. The chelation mechanism of polydopamine with Ca2+ was studied. The in vitro bioactivity and cy-

tocompatibility of Ca2+ chelation platform was assessed by incubation in simulated body fluids (SBF) and cultural 

osteoblast cells (MC3T3-E1), respectively. The results showed that the functional groups of polydopamine chelated 

Ca2+ were changed from phenolic hydroxyl to benzoquinone. The titanium surface modified by Ca2+-chelated poly-

dopamine could induce nucleation and growth of hydroxyapatite in SBF. Meanwhile, Cell attachment and viability 

assay demonstrated that low concentration of Ca2+ chelation possessed good cytocompatibility. 
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钙离子作为人体骨主要组成元素, 是维持细胞 膜两侧生物电位平衡不可缺少的离子, 参与骨种植
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体体内植入后骨重建过程。细胞外钙离子可刺激成

骨细胞粘附、增殖、分化和骨基质矿化等[1]。植入

体表面引入钙离子作为骨修复材料已应用于骨植入

领域。Fukuda 等[2]对钛基材在高温烧结碱热处理后, 

在其表面引入钙离子, 证明其具有良好的生物活性

和增强钛基材与兔胫骨的结合能力; Run 等[3]在钛

基材表面直接离子注入钙离子, 证实其具有良好的

成骨活性。不过, 上述植入体表面钙离子引入的制

备工艺均比较复杂、条件苛刻、成本难以控制。 

多巴胺是贻贝黏附蛋白中的黏附功能单元, 在

温和条件下牢固地粘附在基材表面, 自组装成含有

丰富酚羟基和胺基的聚多巴胺膜 (Ploydopamine, 

PDA), 能够螯合不同的金属离子[4], 提高材料表面

亲水性和生物相容性, 已被广泛用于生物材料表面

修饰[5]。Yun 等[6]利用多巴胺与羟基磷灰石(HA)在钛

表面层层组装形成具有良好力学性能和生物相容性

的涂层, Chen 等[7]通过离心管内聚多巴胺膜螯合钛

离子(Ti4+)而选择性富集复杂生物体内的磷酸肽。但

聚多巴胺是否可以螯合钙离子、且在钛基生物材料

表面引入钙离子促进其细胞相容性和体内骨修复, 

尚未见相关报道。本研究利用多巴胺在钛表面自组

装构建出仿生聚多巴胺膜层, 并通过聚多巴胺的金

属离子螯合作用将具有促成骨能力的钙离子引入钛

表面, 进一步研究了聚多巴胺的酚羟基和胺基螯合

钙离子的机理、修饰后钛表面的矿化和细胞相容性。 

1  实验方法 

1.1  聚多巴胺修饰钛表面螯合钙离子 

医用纯钛片(99.9%, 宝鸡市启辰新材料科技有

限公司)用 HNO3/HF 混合溶液(0.29 mol/L HNO3 和

0.54 mol/L HF)37℃处理 5 min, 浸入 60℃ piranha

溶液(
2 4 2 2H SO H OV V： =7:3)反应 30 min, 制备活性钛

(Ti-OH), 将其浸入到 pH=8.5, 浓度为 2 g/L 盐酸多

巴胺(98%, 阿拉丁)溶液在 37℃搅拌反应 24 h, 得到

聚多巴胺修饰钛(Ti-PDA)[8]。Ti-PDA 分别浸入 0.1

和 0.5 mol/L CaCl2 溶 液 (Ti-PDA-0.1M Ca2+ 和

Ti-PDA-0.5M Ca2+)37℃浸泡 3 d。采用美国 Thermo

公司 ESCALAB 250 型光电子能谱仪分析样品表面

化学组成, 用 C1s 结合能(284.8 eV)为标准进行能量

校正。 

1.2  体外矿化实验 

根据日本 Kokubo 等[9]方法配制模拟体液研究

样品的体外矿化能力。采用扫描电镜(FE-SEM, Carl 

Zeiss Ultra 55, Germany)及其能谱分析(EDS)观察样

品表面矿化不同时间的微观形貌及计算Ca/P比; 采

用德国 Bruker 公司 Vector33 型傅里叶变换衰减全

反射红外光谱仪分析矿化 7 d 样品表面的官能团。

采用 X 射线衍射仪(XRD, bruker D8 advance, Ger-

many)和透射电镜(TEM, JEM-2100HR JEOL, Japan)

及其选区电子衍射(SAED)进一步分析 CaP 沉淀物

的表面形貌和晶型结构。 

1.3  细胞粘附与活力检测 

将 Ti-OH 、 Ti-PDA 、 Ti-PDA-0.1M Ca2+ 和

Ti-PDA-0.5M Ca2+四组样品分别置于 48孔培养板中, 

小鼠 MC3T3-E1 (ATCC CRL-2593)细胞悬液以 5×

104 cells/mL 浓度接种到 48 孔板中, 置于 37℃、5% 

CO2 细胞培养箱内培养 24 h 后, 2.5%戊二醛固定, 

梯度乙醇脱水, CO2 临界点干燥喷金置于扫描电镜

下观察。样品经过清洗后加入钙黄绿素(Calcein AM, 

2 μg/mL)和碘化丙啶(PI, 5 μg/mL)混合溶液进行死

活细胞荧光染色 , 置于倒置荧光显微镜(Olympus, 

IX71, Japan)观察材料表面细胞存活情况。 

2  结果与讨论 

2.1  钛表面聚多巴胺螯合钙离子及其机理分析 

为了考察自组装在活性钛表面的聚多巴胺对钙

离子的螯合作用, 通过 X 射线光电子能谱研究其表面

的酚羟基和醌基的作用机理。图 1 和表 1 是 Ti-OH、

Ti-PDA、Ti-PDA-0.1M Ca2+和 Ti-PDA-0.5M Ca2+表

面化学组成的 XPS 全谱图和各元素含量分析结果。由

图 1(a, b)可见, Ti-PDA在 400.1 eV出现较强的N1s峰, 

而活性钛(Ti-OH)的 Ti2p 峰(458.8 eV)消失, 计算

Ti-PDA的N/C比为0.121, 与理论值0.125接近[6], 表

明多巴胺成功自组装在活性钛表面。图 1(c,d)中 

 

图 1  样品的 XPS 全谱图 
Fig. 1  XPS full spectra of samples 
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表 1  样品表面 XPS 各元素含量分析结果 

Table1  Chemical compositions of the surface layers of samples as analyzed by XPS 

Element /at% Ratio 
Samples 

C O N Ti Ca N/C 

Ti-OH 37.43 44.95 0.86 16.76 - 0.023 

Ti-PDA 68.56 22.89 8.30 0.25 - 0.121 

Ti-PDA-0.1M Ca2+ 65.19 26.37 7.34 0.51 0.50 0.113 

Ti-PDA-0.5M Ca2+ 62.71 28.33 6.40 - 2.56 0.102 

 

Ti-PDA-0.1M Ca2+和 Ti-PDA- 0.5M Ca2+均出现结合能

约为350 eV的Ca2p特征峰, 结合表1中各元素含量分

析结果可知 0.1和 0.5 mol/L的CaCl2处理Ti-PDA的钙

元素所占原子百分比分别为 0.5%和 2.56%, 且 N/C 比

分别为 0.113 和 0.102。Saidin 等[10]证明聚多巴胺固定

纳米银颗粒后(银元素含量为 0.2%), 仍富含自由的酚

羟基与 SBF 中钙离子键合, 促进 HA 成核生长。由此

推测, 钛表面聚多巴胺螯合钙离子后, 仍富含自由酚

羟基活性基团。 

图 2 是 Ti-OH、Ti-PDA 和 Ti-PDA 螯合不同浓度

钙离子的化学结构图(图 2(a))及 Ca2p、O1s 和 N1s 分

峰拟合图(图 2(b~d))。在图 2(b)中, 0.1 和 0.5 mol/L 的

CaCl2 处理 Ti-PDA 出现两个 Ca2p 峰, 分别为

Ca2p1/2 (351.0 eV)和 Ca2p3/2 (347.5 eV), 说明聚多巴

胺螯合钙离子不影响钙离子化学价态。图 2(c)显示, 多

巴胺自组装前氧元素结合态主要为Ti–OH键(531.6 eV) 

和 TiO2 的 Ti–O 键(530.3 eV), 峰面积计算分别为

28.4%和 71.6%[8], 自组装后(Ti-PDA), O 1s 分别出

现酚羟基 – C – O H ( 5 3 3 . 0  e V,  7 3 . 8 % )和醌基

–C=O(531.2 eV, 26.2%)[4], 结合图 1(b)中 Ti-PDA 未 

 

图 2  聚多巴胺钛表面螯合钙离子高分辨 XPS 分析 

Fig. 2  Surface analysis by XPS showing that polydopamine binds to calcium ion, chelating Ca2+ in CaCl2 solution 
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出现 Ti2p 峰, 说明多巴胺在钛表面自组装形成致密

的膜层。Ti-PDA-0.1M Ca2+和 Ti-PDA-0.5M Ca2+的

–C–OH 峰位置为 533.0 eV, 聚多巴胺的–C–OH 峰面

积从 73.8%下降至 37.3%, 相应的–C=O 峰发生峰位

移分别为 0.1 eV 和 0.3 eV, –C=O 峰面积从 26.2%上

升至 62.7%, 表明聚多巴胺的酚羟基与 Ca2+螯合过

程中向醌基转化[4]。由图 2(d)的 N1s 可知, Ti-PDA

和 Ti-PDA-0.1M Ca2+表面峰面积是 100%的吡咯型

氮(400.1 eV), Ti-PDA-0.5M Ca2+表面出现峰面积为

10%的吡啶型氮(398.5 eV), 聚多巴胺的吡咯型氮因

氧化转变为稳定的吡啶型氮[11]。综上结果可推理出

聚多巴胺螯合钙离子的机理(图 2(a)): Ti-PDA 以酚

羟基–C–OH 为主, 向醌基–C=O 转变, 而–C=O 因具

有 p-π 共轭体系[4], 有效地提供孤对电子与钙离子

的 p 空轨道进行配位, 与钙离子配位键合达到化学

稳定状态。Ti-PDA-0.5M Ca2+由于聚多巴胺酚羟基

p–π 共轭作用, 促进吡咯型氮氧化成吡啶型氮, 有

利于–C–OH 向–C=O 转变。为进一步探讨钛表面聚

多巴胺螯合钙离子中钙离子作用, 分别进行矿化实

验、细胞粘附和细胞活力实验。 

2.2  体外矿化研究及其机理探讨 

植入体表面需要具有诱导体内类骨磷灰石形成

的能力, 促使其与缺损的活体骨形成稳定骨整合。

钙离子引入钛基材表面具有良好的诱导 HA 形成的 

能力[2]。图 3 是四组样品在矿化液中矿化不同时间

的 SEM 照片(图 3(a~d))及其机理推导(图 3(e))。四

组样品矿化 3 d(图 3(a2~d2)), Ti-OH 和 Ti-PDA 无明

显沉淀物形成, Ti-PDA-0.1M Ca2+和 Ti-PDA-0.5M 

Ca2+表面均有直径约为 200 nm 的白色沉淀颗粒; 样

品矿化 7 d(图 3(a3~d3)), Ti-OH 和 Ti-PDA 出现少量

纳米沉淀物 , Ti-PDA-0.1M Ca2+和 Ti-PDA-0.5M 

Ca2+表面生成直径约 0.8~1 μm 片状形貌沉淀物。通

过 EDS 分析(图 3(d2~d3)), Ti-PDA-0.5M Ca2+矿化 3d

和 7 d 表面沉积物 Ca/P 分别为 0.94 和 1.43, 接近

HA 前驱体无水磷酸氢钙(DCPA, CaHPO4, Ca/P= 

1.00)和缺钙型 HA(CDHA, Ca/P=1.4~1.67)[12]。Jungki

等[13]研究发现聚多巴胺可形成间距为 0.347 nm 的

层状结构, 有利于矿化过程钙离子渗入以形成 HA; 

Fu 等[14]证明钙离子嵌入具有层状结构的噬菌体束

在矿化过程中形成区域超饱和状态, 促使 HA 成核

生长。因此聚多巴胺层状结构的酚羟基–C–OH 螯合

不同浓度钙离子的 O 1s 峰面积仍含有 56.9%和

37.3%(图 2c), 说明具有未转化的–C–OH可继续螯合

矿化溶液中的钙离子; 同时, 表面钙离子促使材料

表面形成界面区域的超饱和状态。在矿化过程中(图

3(e)), 聚多巴胺层状结构内酚羟基与钙离子诱导

SBF 的矿化具有协同效应, 促进材料表面 HA 前驱

体 DCPA 成核, 逐渐生成 HA。 

 

图 3  聚多巴胺钛表面螯合钙离子 37℃下浸泡于 SBF 中 0、3 和 7 d 时所形成的羟基磷灰石 SEM 照片及其形成机理示意图 

Fig. 3  FE-SEM images(a-d) and mineralization mechanism diagram (e) of hydroxyapatite formation on polydopamine surface pre-

loaded with Ca2+ in SBF at 37℃ for 0, 3 and 7 d 
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图 4 为四组样品矿化 7 d 的红外图谱。图 4(a,b)

说明 Ti-OH 和 Ti-PDA 形成少量 CaP 沉淀物, 未出

现 PO4
3- 和 CO3

2- 明显红外特征峰。图 4(c,d) 

Ti-PDA-0.1M Ca2+和 Ti-PDA-0.5M Ca2+的 CaP 沉淀

物在 3420 cm-1 和 631 cm-1 附近出现 O–H 的特征吸

收峰; 569 cm-1 和 604 cm-1 是 PO4
3-的 P–O 键弯曲振

动特征峰及 1032 cm-1 为 PO4
3-不对称伸缩振动峰, 

且 PDA 螯合 Ca2+后在 1032 cm-1 的 PO4
3- 吸收峰尤

为显著; 877 cm-1和 1300~1650 cm-1为 CaP沉淀物表

面 CO3
2-的特征峰, CO3

2-的特征峰的出现说明 CaP

沉淀物已向磷灰石转化[15]。为了进一步证明 HA 生

长情况, 图 5(a~d)为 Ti-PDA-0.5M Ca2+矿化 7 d 的

CaP 沉淀物形貌和晶型结构分析。在图 5(a)中, CaP

沉淀物片状形貌类似于自然骨中磷灰石形貌, HA 表

面片状结构是由于碳酸根为主的无机离子形成[12]。由

图 5(b)的 XRD 可知, 2θ在 25.3º、31.7º、32.3º和 32.8º

出现特征衍射峰分别为(002)、(211)、(112)和(300)

晶面结构, 与 HA(PDF#09-0432)相一致。通过 TEM

和 SAED(图 5(c,d))分析, HA表面为纳米片状晶体并

且具有明显的(002)晶面, 说明 HA 表面片状结构是

由前驱体 DCPA 不断吸附模拟体液中的 Ca2+、PO4
3-

和 CO3
2-等离子逐渐沿 c-轴生长成纳米片状表面的

HA, 聚多巴胺和钙离子协同诱导HA前驱体的成核, 

并不影响 HA 后期生长过程。 

2.3  细胞相容性 

细胞外钙离子可促进细胞粘附和改变细胞生长

形貌[1], 本研究分析了材料表面钙离子对成骨细胞

粘附及其细胞活性的影响。图 6 为四组样品细胞粘

附 24 h细胞形貌的 SEM和荧光染色照片, 由图 6(a) 

所示, MC3T3-E1 成骨细胞在四组样品中培养 24 h  

 

图 4  样品矿化 7 d 的 FT-IR 分析 

Fig. 4  FT-IR of the mineralized hydroxyapatite at 37℃ after 

7 d being soaked in SBF 

 

图 5  Ti-PDA-0.5M Ca2+表面矿化 7 d 羟基磷灰石形貌和晶型

结构分析 

Fig. 5  Hydroxyapatite structural analysis of mineralization on 
Ti-PDA-0.5M Ca2+ after 7 d being soaked in SBF 
(a) SEM, (b) XRD, (c) TEM and (d) SAED 
 

呈现不规则多边形铺展, 表面钙离子对细胞的粘附

形貌无明显影响。图 6(b)中四组样品的活细胞(绿色)

对比, Ti-PDA-0.1M Ca2+出现相对密集的活细胞, 说

明细胞培养早期可促进细胞在该表面粘附; 同时, 

Ti-OH、Ti-PDA 和 Ti-PDA-0.1M Ca2+并未出现明显

的死细胞(红色), 而 Ti-PDA-0.5M Ca2+死细胞增多, 

Image-Pro Plus 软件计算得出这四组样品细胞平均

存活率分别为 95.8±3.3%、96.3±1.6%、95.0±1.0%

和 72.1±4.2%(n=4), 显示螯合高浓度钙离子组具有

弱的细胞毒性。Julia 等[16]认为细胞外基质的细胞粘

附分子钙粘素通过细胞外钙离子保持细胞间相互粘

附; 同时, Edward 等[17]认为细胞外高浓度的钙离子

抑制细胞的甲状旁腺素的合成和分泌, 影响细胞的

生长。本实验结果表明, 钛表面通过聚多巴胺螯合

低浓度的钙离子有利于成骨细胞粘附, 表面保持良

好的细胞相容性。  

3  结论 

1) 采用聚多巴胺在钛表面构建钙离子螯合平

台, 探讨聚多巴胺螯合钙离子的机理, 证实聚多巴

胺酚羟基与钙离子螯合过程中向醌基转化。 

2) 钛表面聚多巴胺和钙离子协同作用有效

诱导类骨羟基磷灰石成核、生长; 且螯合低浓度

钙离子有利于成骨细胞粘附并保持良好的细胞

相容性。  
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图 6  样品表面 MC3T3-E1 细胞在粘附 24 h 的(a)SEM 照片及其(b)细胞荧光染色图(绿为活细胞, 红为死细胞) 

Fig. 6  (a) SEM images of cells morphology and (b) fluorescence images of live/dead staining of osteoblasts (MC3T3-E1) after 
culturing for 24 h (the live cells are in green and dead cells in red) 
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