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锰掺杂纳米羟基磷灰石的体外抗菌–促成骨性能研究 

李承瑜, 丁自友, 韩颖超 
(武汉理工大学 材料复合新技术国家重点实验室, 武汉 430070) 

摘 要: 羟基磷灰石(HAP)作为一种常见的骨修复材料, 在治疗感染性骨缺损时仍面临着细菌感染的风险, 有限的

骨诱导能力也阻碍了其进一步应用。本研究采用共沉淀法制备了一种锰掺杂羟基磷灰石纳米棒(MnHAP), 该纳米

材料兼具优良的细胞生物相容性, 高抗菌效率和骨诱导能力。抗菌实验表明, MnHAP10(n(Mn)/n(Ca+Mn)=10%))对

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制率可分别达到 77.85%和 75.92%, 并且在 808 nm近红外光照射下, 对大肠杆菌的

抗菌效率得到了进一步增强(97.63%)。细胞增殖以及相关成骨基因实验表明, MnHAP 有利于成骨细胞的增殖分化, 

提高了对蛋白质的吸附能力和成骨活性, 促进了相关成骨基因的表达, 且具有良好的生物相容性。MnHAP 纳米棒

有望为感染性骨缺损治疗提供一种新的思路。 
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In vitro Antibacterial and Osteogenic Properties of  
Manganese Doped Nano Hydroxyapatite 

LI Chengyu, DING Ziyou, HAN Yingchao 

(State Key Laboratory of Advanced Technology for Materials Synthesis and Processing, Wuhan University of Technology, 
Wuhan 430070, China) 

Abstract: Hydroxyapatite (HAP), as a common bone repair material, still faces the risk of bacterial infection in the 

treatment of infectious bone defects, whose limited osteogenic properties also hinders its further application. This 

study used a coprecipitation method to prepare the manganese doped hydroxyapatite nanorod (MnHAP), which 

exhibited excellent cell biocompatibility, high antibacterial efficiency and osteogenic properties. Antibacterial 

experiments showed that the inhibition rates of MnHAP10(n(Mn)/n(Ca+Mn)=10%)) against Escherichia coli and 

Staphylococcus aureus can reach 77.85% and 75.92%, respectively. Moreover, the antibacterial efficiency of 

MnHAP10 against Escherichia coli can be further enhanced (97.63%) under 808 nm near-infrared light irradiation. 

Cell proliferation and related osteogenic gene experiments display that MnHAP is beneficial for the proliferation and 

differentiation of osteoblasts, which improves protein adsorption capacity, stimulates osteogenic activity, and promotes 

the expression of related osteogenic genes, demonstrating its good biocompatibility. Therefore, MnHAP nanorods are 

expected to provide a new approach in the treatment of infectious bone defects. 
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感染性骨缺损是一种慢性疾病, 可通过开放性

骨折或植入物邻近部位的血液传播和加重, 引起的

炎症反应会阻止骨组织再生, 极大地破坏骨愈合过

程[1]。此外, 感染性骨缺损造成的细菌感染可通过多

种细胞外和细胞内途径破坏细胞外基质(ECM), 抑

制成骨细胞的成骨分化和功能, 促进破骨细胞的产

生, 导致过度骨吸收和成骨功能受损, 甚至可能导

致骨折愈合延迟和不愈合[2]。因此, 针对治疗感染性

骨缺损疾病研发具有抗菌与骨修复功能的材料成为

生物医学的热门研究方向之一[3]。 

Mn 是一种必需的微量元素, 可通过诱导整合

素等介质影响细胞黏附, 并通过增强骨钙素刺激、

增加碱性磷酸酶活性和提高 I 型胶原的产生, 在重

塑骨细胞外基质方面发挥着重要作用[4-6]。目前 Ag、

Fe、Cu 等已被广泛应用于医疗抗菌领域, 其中 Fe

基化合物还具有一定的光热转换能力[7-9]。近年来研

究发现, Mn基材料同样具有良好的抗菌能力和光热

转化效率, 可实现(光热)抗菌与促成骨的联合应用[10-12]。

在自然界中, 生物体可以通过自然生物矿化过程形

成羟基磷灰石(Hydroxyapatite, HAP)[13]。作为生物硬

组织(如骨骼和牙齿)的主要无机成分, HAP 具有生

物相容性和生物可降解性, 在生物体内降解产物为

Ca2+和 PO4
3−, 可以促进新骨的发育形成[14]。HAP 中

的 Ca2+可以被多种金属离子通过离子交换反应所替

代, 形成对应金属离子的 MHAP(M 代表取代 Ca2+

的金属离子)。因此, 将 Mn 掺杂到 HAP 中可有效提

高生物材料的生物相容性、促成骨和光热抗菌等性

能[15-16]。Zhu 等[12]通过在空气中简单的热处理策略, 

在羟基磷灰石中引入微量Mn3+和H空位, 提高了对

大肠杆菌的抗菌活性(90.8%), 并为控制 HA 中 Mn

元素的氧化状态提供了可行的方法。Krishnakumar

等 [14]在没有任何热处理情况下合成出结晶度较低

的 HAP 纳米晶体, 并证明了 Mn 掺杂的 HAP 以剂

量依赖的方式增强成骨细胞的黏附、迁移和增殖。

截至目前, 将 Mn 掺杂 HAP(光热)抗菌与促成骨结

合并应用于治疗感染性骨缺损的研究尚未见报道。

此外, 尽管 Mn 在生命体系中很重要, 但其仅为一

种必需的微量元素, Mn 掺杂量过高仍可能产生毒

性。如何在控制 Mn 掺杂量的基础上实现(光热)抗菌

与促成骨性能的最优化也是亟待解决的问题。 

基于共沉淀法, 本研究制备了一种具有(光热)

抗菌与促成骨功能的锰掺杂 HAP 纳米棒(MnHAP), 

表征了其形貌、结构、锰离子释放能力和价态等, 研

究了该纳米棒的(光热)抗菌性能。然后将 MnHAP

与体外成骨细胞共培养, 通过染色实验与相关基因

表达检测评估了其对成骨细胞的成骨作用, 筛选了

Mn 的最优掺杂量。 

1  实验方法 

1.1  实验试剂 

CaCl2·2H2O、MnCl2·2H2O 和 Na2HPO4·12H2O

购自国药化学试剂北京有限公司。大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌菌种购自武汉维克赛思科技有限公司。

营养琼脂购自青岛海博生物技术有限公司。胎牛血

清 (FBS)、 α-MEM 培养基 (DMEM)购自 Sigma- 

Aldrich。CCK-8 试剂盒购自碧云天公司。实验中所

用试剂均为分析纯。 

1.2  材料制备 

采用共沉淀法制备锰掺杂纳米羟基磷灰石。反

应方程式为 

(10–x)Ca2++xMn2/4++6(PO4)
3–+2OH–= 

Ca(10–x)Mnx(PO4)6(OH)2 

通过控制 Mn 添加量制备不同掺杂比例的锰掺

杂纳米 HAP。以锰占(锰+钙)总摩尔量的摩尔比表示

锰的不同含量, Mn/(Ca+Mn)的摩尔比为 1%、5%、

10% 、 20% 分别标记为 MnHAP1 、 MnHAP5 、

MnHAP10、MnHAP20。 

以制备 MnHAP10 为例:  

(1)首先配置 MnCl2·2H2O 储存液, 配置时需加

一定量的稀盐酸以防止锰水解;  

(2)按照 Mn/(Ca+Mn)的摩尔比为 10%、Ca+Mn

的浓度为0.0668 mol/L, 称取一定质量的CaCl2·2H2O

溶于水并加入适量的 MnCl2·2H2O 储存液;  

(3)按照磷酸根离子浓度为 0.02 mol/L 称取一定

质量 Na2HPO4·12H2O 溶于水; 

(4)将 Na2HPO4·12H2O 溶液在室温条件下倒入

CaCl2·2H2O 和 MnCl2·2H2O 混合溶液中, 加入氢氧

化钠溶液调整混合溶液 pH为 12, 80 ℃水浴加热 3 h

后静置 24 h;  

(5)除去上清液, 将白色沉淀倒入离心管中, 加

入去离子水, 使用离心机(转速 3000 r/min, 5 min)用

去离子水洗涤4次, 冷冻干燥24 h后, 得到MnHAP10

粉末。 

1.3  材料表征 

采用 X 射线衍射仪(XRD, Rigaku, 日本) 分析

样品的成分和晶相。通过扫描电子显微镜 (SEM, 

Carl Zeiss, 德国 )和透射电子显微镜 (TEM, FEI 

Tecnai F20)观察所得的纳米材料的形貌。采用 X 射

线光电子能谱(XPS, Thermo Scientific, 美国)表征样
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品中各元素的化学价态。采用紫外-可见-近红外分

光光度计(UV-visible near infrared spectrophotometer, 

UV-Vis-NIR UV7, 瑞士)测试不同材料样品的吸收

光谱。采用纳米粒度及 Zeta 电位分析仪(Malvern 

Zetasizer Nano ZS90)分析样品的 Zeta 电位。使用全

自动比表面及孔隙度分析仪 (Micromeritics ASAP 

2460)计算样品的比表面积。 

1.4  离子释放实验 

称取制备的不同 MnHAP 加入到 pH 7.4 的 PBS

缓冲溶液中, 浓度为 10 mg/mL。将缓冲液置入恒温

振荡器中, 温度保持在 37 ℃, 振荡 1、3、6、9、12、

24 和 48 h 后离心取上清液 5 mL, 平行实验 3 次。

用全谱直读等离子体发射光谱仪(PerkinElmer 8300)

测定上清液中的锰离子浓度。 

1.5  蛋白吸附性能 

牛血清白蛋白(BSA, Sigma)是血清中含量最高

的蛋白质, 通常被用作评估生物材料吸附的标准蛋

白质。将 0.01g MnHAP 粉末分散在 1 mL BSA 蛋白

溶液(0.5 mg/mL)中 , 并置于 37 ℃培养箱中培养

4 h。然后, 离心悬浮液, 并通过 BCA 法(Sigma)测定

上清液中的蛋白质含量。每个实验组设置 6 个复孔, 

上清液的吸光度在微孔板读取器上用 562 nm 的波

长检测(Bio-Tek ELx800)。通过吸附前后测量的蛋白

质量之间的差值来计算 MnHAP 的蛋白质吸附量[17]。 

1.6  抗菌性能实验 

采用细菌菌落计数法研究材料对革兰氏阴性大

肠杆菌(E. coli, ATCC25922)和革兰氏阳性金黄色葡

萄球菌(S. aureus, ATCC25923)的抗菌性能[18]。首先, 

将已灭菌的MnHAP样品加入 24 孔细菌培养板, 表

面分别接种 200 μL 浓度为 107 CFU/mL 的细菌, 并

置于 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h。然后用振荡器震

荡离心管, 将一定量的细菌悬液按比例稀释 100 倍, 

取 100 μL 稀释菌液滴加于营养琼脂培养皿, 用推

棒涂匀, 倒置于 37 ℃恒温培养箱中培养 18 h。采用

数码相机与 ImageJ 软件对培养后的细菌琼脂培养

皿拍照、计数细菌菌落数。研究材料的光热抗菌性

能时, 将灭菌样品加入 24 孔细菌培养板, 表面分别

接种 200 μL 浓度为 107 CFU/mL 的细菌后, 使用

808 nm 近红外激光器对孔板照射 10 min (1 W/cm2), 

其余操作与上述过程一致。 

1.7  细胞培养 

将大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)培养在添加

10%胎牛血清(FBS, Gibco, USA)和 1%青霉素/链霉

素混合液 (Hyclone, USA)的 α-MEM 基础培养液

(Gibco, USA)至对数生长期, 外界环境为 37 ℃的含

有 5% CO2 的恒温培养箱。 

1.8  细胞增殖 

以大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)为模型, 采

用 CCK-8 法对制备的材料作细胞增殖实验。简言之, 

将 BMSCs(第 3 代)置于 96 孔板(105 cell/well)中, 每

个实验组设置 6 个复孔, 并在 37 ℃、5%CO2 培养箱

中培养 24 h, 然后分别与HAP、MnHAP1、MnHAP5、

MnHAP10 和 MnHAP20 纳米颗粒(500 μg/mL)共同

孵育 24 和 72 h, 最后加入 CCK-8 溶液, 通过酶标仪

测量 450 nm 处的吸光度(OD)。 

1.9  成骨诱导实验 

通过成骨诱导检测复合材料在分化成骨时对

BMSCs 的影响。BMSCs 分布在 6 孔板中, 将 5×104

细胞加入每个孔中, 加入完全培养基并在 24 h 后用

成骨诱导溶液(50 μmol/L 抗坏血酸\10 mmol/L β-磷

酸甘油\100 nmol/L 地塞米松、10%FBS 和 α-MEM

培养基)替换。通过含有不同掺杂比例的 MnHAP 材

料的成骨分化培养基培养细胞, 并每隔 3 d 更换培

养基。碱性磷酸酶(ALP)在第 7 天和第 14 天染色。

取出细胞, 在 4%多聚甲醛中固定 30 min, 并用碱性

磷酸酶试剂盒进行染色。染色后, 用 PBS 清洁细胞, 

并在显微镜和相机上观察。ALP 活性也用定量 ALP

测定试剂盒及酶标仪测量 405 nm 波长处的吸光度。

诱导 14 和 21 d 后进行茜素红 S 染色, 将细胞固定

在 4% (w/v)多聚甲醛中 30 min, 并用 PBS 洗涤 3 次, 

每孔使用 1 mL 新鲜制备的 3% (w/v)茜素红 S 溶液

处理, 并在黑暗中培养 30 min, 使用荧光显微镜对

钙结节进行定性分析。 

1.10  成骨相关基因分析 

定量实时荧光 PCR 用于检测成骨相关基因的

表达。将 BMSCs 与 MnHAP10 共同孵育一定时间后, 

通过 Trizol 试剂(Sigma)提取总 RNA。在不同时间点

用 PCR 试剂盒(Takara, 中国)将 1 μg 总 RNA 逆转录

为 cDNA。最后, 对 TGF-beta1 及成骨基因 Runx2、

OPN、BMP-2、Col-I 和 ALP 作 RT-PCR 检测。所

有样品重复 3 次实验。甘油二磷酸脱氢酶(GAPDH)

作为管家基因, 用作对照。所用的基因引物根据参

考文献确定[19]:  

For GAPDH:  
F: 5′- AGGTCGGTGTGAACGGATTTG -3′;  
R: 5′- TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA -3′.  
For BMP-2:  
F: 5′- TGGCCCATTTAGAGGAGAACC -3′;  
R: 5′- CTGTGTTCATCTTGGTGCAAA -3′.  
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For Col-I:  
F: 5′- TGACCTTCCTGCGCCTAATG -3′;  
R: 5′- CTGCCAGAAGGCTAAACCAGA -3′.  
For TGF-beta1:  
F: 5′- CGGCAGCTGTACATTGACTT -3′;  
R: 5′- AAGCTTCCCATTCTCTCCCTAC -3′. 
For Runx2:  
F: 5′- AACGATCTGAGATTTGTGGGC -3′;  
R: 5′- CCTGCGTGGGATTTCTTGGTT -3′.  
For OPN:  
F: 5′- AACGATCTGAGATTTGTGGGC -3′;  
R: 5′- CCTGCGTGGGATTTCTTGGTT -3′. 

1.11  统计分析 

所有实验数据均以均值±标准差(SD)表示, 统

计分析采用单因素方差分析(ANOVA)。p<0.05 表示

数据存在统计学意义的显著性差异并在统计图上标

记为*; p<0.01 为更显著差异, 标记为**; p<0.001 

为极显著差异, 标记为***。 

2  结果与讨论 

2.1  材料的形貌结构 

通过 XRD 分析可知(图 1(a)), HAP 样品的各衍

射峰与标准卡片(PDF#09-0432)一致, 在 2θ=25.8°和

3 1 . 7 °处的衍射峰分别对应于 H A P 标准卡片

(PDF#09-0432)的(002)和(211)晶面, 表明本研究成

功合成 HAP 纳米颗粒[20-21]。MnHAP 样品的晶粒尺

寸和晶胞体积小于制备的 HAP 样品(表 1)。随着锰

离子的掺杂浓度增加, MnHAP 位于 2θ=25.8°和

31.7°的峰位置向右移动, 这是因为 MnHAP 中部分

Mn2+取代了 Ca2+。由于 Mn2+的半径(0.08 nm)小于

Ca2+的半径(0.100 nm), 因此锰离子掺杂会导致晶格

收缩 , 晶格参数变小, 且晶面之间的间隔也减小 , 

该现象证明锰离子成功掺杂进 HAP 晶格中[22-23]。此

外, MnHAP 的结晶度随着锰离子含量的增加而降低, 

这也有利于 Ca2+和 PO4
3−的体内释放, 促进新骨的

形成。由样品 SEM 照片可知, HAP 呈现出典型的短

棒状结构(图 1(b)), 其粒径长度为 80~150 nm。将锰

离子掺杂入 HAP, 随着锰离子浓度的升高, MnHAP

的棒状长度呈现略微降低的趋势(图1(c~f)), 说明掺

杂锰离子会影响 HAP 沿 c 轴的择优生长, 这一结果

与前述 XRD 的分析结果一致 [ 2 4 ]。本实验还对

MnHAP进行了TEM观察, 其分析结果与 SEM观察

一致(图 1(g~k))。根据 SAED(图 1(l~p))中斑点和环

状图案可知, 羟基磷灰石呈多晶性。然而, 由于颗粒

的团聚, 也显示出随机取向。MnHAP 在 SAED 图谱 

 
 

图 1  MnHAP 的微观形貌和结构分析 

Fig. 1 Morphologies and structures of MnHAP 
(a) XRD patterns of MnHAP and HAP; (b-f) SEM images of HAP (b), 
MnHAP1 (c), MnHAP5 (d), MnHAP10 (e), and MnHAP20 (f); (g-k) 
TEM images of HAP (g), MnHAP1 (h), MnHAP5 (i), MnHAP10 (j) 
and MnHAP20 (k); (l-p) Selected area diffraction pattern of HAP (l), 
MnHAP1 (m), MnHAP5 (n), MnHAP10 (o), and MnHAP20 (p) 

 
表 1  MnHAP 和 HAP 的晶格参数, 晶胞体积和结晶度 

Table 1  Lattice parameters, volume, and crystallinity  
of MnHAP and HAP 

Sample a-axis/Å c-axis/Å Volume/Å3 Crytallinity/%

HAP 9.41129 6.88743 528.31 61.77 

MnHAP1 9.41083 6.88255 528.78 62.92 

MnHAP5 9.40699 6.88027 527.74 61.72 

MnHAP10 9.40415 6.87068 527.4 55.98 

MnHAP20 9.40065 6.86074 527.11 50.36 
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中也显示出明显的(002)和(221)衍射, 这与 XRD 图

谱一致(图 1(a)), 证实了纳米 MnHAP 的成功合成。 

2.2  离子释放 

图 2 为 MnHAP 在不同时间点锰离子的释放曲

线。由图可知, 12 h 内, MnHAP 锰离子的释放量持

续上升。12 h 时, 释放量基本达到峰值, MnHAP1、

MnHAP 5、MnHAP10、MnHAP20 样品的释放量分

别为 0.46、2.6、4.3 和 6.2 µg/mL。在之后的时间段内, 

MnHAP 中锰离子基本保持稳定释放。 

2.3  抗菌性能 

本研究对 MnHAP10 样品进行了 XPS 价态分析

(图 3(a)), 结果显示, 样品在 Mn2p3/2 轨道可劈裂为

两个峰, 其中, 在 641.42 eV 处的峰可归属于 Mn2+ 
 

 
 

图 2  MnHAP 的锰离子释放曲线 

Fig. 2  Manganese ion release curves of MnHAP 

 (42.84%), 而在642.81 eV的峰可归属于Mn4+(57.16%); 

Mn4+/Mn2+的峰面积比约为 1.33 : 1。这些结果表明, 

MnHAP10 中的 Mn 是以 Mn4+和 Mn2+组成的混合价

态存在, 其中 Mn4+是主要物种[15, 25]。已知 Mn2+具

有良好的抗菌能力, 且根据相关文献[26-27]报道 Mn4+

具有较高的光热转换效率, 这说明 MnHAP 在(光热)

抗菌领域的具有较大的潜力。UV-Vis-NIR DRS 结果

(图 3(b))表明, 与未掺杂锰离子的 HAP 样品相比, 

所有 MnHAP 样品在 200~1000 nm 的吸收值得到明

显提升, 说明掺杂锰离子使得 HAP 具有较强的光吸收

能力, 可为光热抗菌的进一步应用提供理论基础[28]。

此外, 随着锰离子掺杂量的增加, MnHAP 样品的吸

收值呈现出正相关的趋势。就 MnHAP 的光热转换

效率来说, 以 MnHAP10 为例, 通过计算的升温-降

温曲线以及冷却时间与冷却阶段温度驱动力的负自

然对数曲线可知(图 3(c)), 光热转换效率约为 28%, 

与相关文献报道的转换效率基本一致。 

本研究采用菌落计数法评价了 MnHAP 样品的

抗菌性能[29]。与 HAP 相比(图 3(d~e)), MnHAP 对

E. coli 和 S. aureus 展现出良好的抗菌性能, 说明锰

离子掺杂可以实现材料抗菌效果, 且从定量分析可

知, MnHAP 的抗菌效率与锰离子的掺杂量呈正相关

趋势, 这与相关文献报道一致[6]。其中, MnHAP10

对 E. coli 和 S. aureus 的抑制率分别达到 77.85%和

75.92%。进一步地, 采用同样的方法研究了 MnHAP 

 

 
 

图 3  MnHAP10 的 Mn 元素价态(a)、MnHAP 光吸收(b)、MnHAP10 光热转换效率(c)、 

MnHAP 单纯抗菌作用(d~e)和 MnHAP10 光热抗菌作用(f) 

Fig. 3  Mn element valence in MnHAP10 (a), photoabsorption of MnHAP (b), photothermal conversion efficiency of  
MnHAP10 (c), pure antibacterial effect MnHAP (d-e) and photothermal antibacterial MnHAP10 (f) 
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的光热抗菌性能(图 3(f))。近红外激光照射 10 min

后, MnHAP10 对于 E. coli 的抗菌性能有了显著提升, 

光热抗菌效率达到 97.63%。这一结果优于多数相关

文献 [26]报道的锰掺杂 HAP 的抗菌能力 , 说明

MnHAP 优良的光热抗菌性可有助于解决 HAP 植入

材料治疗感染性骨缺损面临的抗菌难题。 

2.4  促成骨性能 

比表面积(BET)物理吸附仪可以分析材料的比

表面积与孔结构, 由图 4(a~c)可知, MnHAP 和 HAP

的吸附等温线可归类为Ⅳ型, 其 BET 随着锰离子掺

杂量的提高呈现出正相关的趋势。这些孔道和表面

的电荷状况如何影响材料的生物学性质, 需要检测

其 Zeta 电位。除 MnHAP20 的 Zeta 电位约为

–7.77 mV 外, 其余 MnHAP 的 Zeta 电位基本与 HAP

一致(图 4(b))。推测这是由于 MnHAP20 表面存在大

量的 Mn4+, 靠近表面区域积聚了抗衡离子, 屏蔽了

表面电荷, 因而降低了 Zeta 电位。表面 Zeta 电位降

低将影响表面对蛋白质的吸附性能。牛血清白蛋白

(BSA)是血清中最丰富的蛋白质, 可用于保护酶的

位点和活性, 通常被用作评估生物材料吸附的标准蛋

白质的能力。随着 Mn 掺杂量增大, 吸附在 MnHAP

上蛋白质的量也增加(图 4(c)), 其中, MnHAP20 纳

米棒的蛋白吸附性能达到 18.66 μg/mg, 分析其单

位面积蛋白吸附量可以看出, MnHAP 的单位面积蛋

白吸附量随着锰离子的掺杂量升高而呈现出先升高

后降低的趋势。这一现象可能是随着锰离子的掺杂

量提升, MnHAP 的比表面积也随之增大, 导致前一

阶段单位面积蛋白吸附量升高; 但随着锰离子进一

步掺入, MnHAP 的结晶度降低的趋势更加明显, 因

此单位面积蛋白吸附量也随之降低。 

由于细胞增殖与新骨的形成密切相关, 本实验

采用BMSCs评价MnHAP对于成骨过程中细胞增殖

的影响。由图 5(a)可知, 以 HAP 组作为对照, MnHAP

组在培养 24 h后表现出对成骨细胞的增殖促进作用, 

培养 72 h 后, MnHAP10 实验组对于 BMSCs 细胞增

殖促进达到最大。值得注意的是, 相对比MnHAP10, 

MnHAP20实验组对于 BMSCs细胞增殖的影响呈降

低的趋势, 这可能是因为过多的锰离子会产生一定

的细胞毒性, 进而影响 BMSCs 增殖[30]。 

ALP 通常被用作细胞成骨分化的早期典型标记, 

本研究采用 ALP 染色和茜素红染色表征了 MnHAP

对体外成骨分化的影响(图 5(b))。与对照组(Control)

相比, 在第 7 天和第 14 天, MnHAP 上 BMSC 的

ALP 染色明显增强, 且优于 HAP 组。此外, 茜素红

染色显示, 在整个培养期内 , 特别是在第 21 天 ,  

 
 

图 4  MnHAP 的比表面积与孔结构(a)、Zeta 电位(b)与蛋白

质吸附量(c) 

Fig. 4  Specific surface area and pore structure (a), Zeta 
potential (b) and protein adsorption amount (c) of MnHAP 

 

MnHAP 上 BMSC 的矿化显著增强。使用 imageJ 软

件对染色图片提取出单一通道半定量分析发现 , 

MnHAP10 实验组的 ALP 染色和茜素红染色平均荧

光强度相比HAP实验组分别增强了 51%和 64%, 这

与相关文献[14, 17]报道的锰掺杂 HAP 促成骨能力相

当。根据 ALP 染色和茜素红染色结果可推测 : 

MnHAP 可促进成骨相关细胞的 ALP 活性, 进而加

速早期成骨和增强后期矿化[31]。最后, 通过适时荧

光定量 PCR 检测分析证实了这一推测。BMSCs 与

MnHAP 或 HAP 共培养一定时间后, 成骨相关基因

的表达量均有上升(图 5(c~f))。总体上来看, MnHAP

样品对于转化生长因子-β1 (TGF-beta1)、Runt 相关

转录因子 2 (Runx2)、骨桥蛋白(OPN)、骨形成蛋白-2 

(BMP-2)、I 型胶原(Col-I)和碱性磷酸酶(ALP)基 
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图 5  MnHAP 的细胞相容性(a)、成骨前期特征酶活性(b)以及特征蛋白和成骨相关基因表达(c~h) 

Fig. 5  Cell compatibility (a), osteogenic marker (ALP/ARS) (b), and gene expression of protein  
marker and osteogenesis-related genes (c-h) of MnHAP 

 

因的表达量比 Control 组有显著提升, 且高于 HAP

组。表明锰离子掺杂 HAP 有利于促进成骨基因的适

时表达和高表达[32]。综上可知, MnHAP 可显著提高

蛋白质的吸附能力和成骨活性, 以及成骨相关基因

的表达, 显示出良好的生物相容性。 

通过抗菌、细胞增殖与成骨等性能的综合分析, 

不难看出, 锰离子在 HAP 中的最大掺杂量(摩尔分

数)不能超过 20%。 

3  结论 

本研究基于共沉淀法研制了一种锰掺杂羟基磷

灰石纳米棒(MnHAP), 并将其应用于(光热)抗菌与

促成骨体外研究。相较于 HAP 组, MnHAP 的抗菌

能力提升明显, 且在 808 nm 近红外光照射下, 光热

抗菌能力可达 97.63%。MnHAP 不仅具有良好的细

胞相容性, 其促成骨早期标志物 ALP 活性能力也提 

升了 50%以上 , 成骨相关基因表达也证实了

MnHAP 促进成骨后期的矿化作用。综合上述结果

可见 , 锰离子在 HAP 中的最大掺杂量不能超过

20%。在此掺杂范围内, MnHAP 纳米棒有望在感染

性骨缺损治疗方面展示出广阔的应用前景。 
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