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钛植入物表面氮化铪涂层的制备及抗菌性能研究

薛军，王蔚，陈思慧，朱锦宇，蒋毅

【摘要】目的 构建钛植入物表面氮化铪涂层，并探索其抗菌性能。方法 采用磁控电流体动力学打印装置在钛

植入物表面分别制备不同厚度及不同成分比的氮化铪涂层，利用扫描电子显微镜对涂层表面形貌进行观察。通

过平板菌落计数、结晶紫染色法、扫描电镜、活/死细菌染色等方法来评价不同涂层材料的抗菌性能。结果 实验

组氮化铪涂层、对照组钛基片与金黄色葡萄球菌共培养，平板计数、菌液浊度、生物膜检测及表面涂层黏附细菌量

结果都表明样品 2（厚度为 50 nm，N2 流量为 2.5 sccm）具有最优的抗菌性能；电子显微镜和激光共聚焦结果表明，

涂层可能是通过抑制细菌生长而不是杀死细菌来发挥抑菌作用。结论 在钛植入物表面构建氮化铪涂层，能有

效减少金黄色葡萄球菌在植入物表面的黏附，起到良好的抑菌效果。
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骨科植入物在骨折创伤内固定、脊柱融合内固

定及人工关节置换等领域已获得广泛应用，其在为

患者解决病痛的同时，也存在感染的风险。骨科植

入物感染的重要发生机制便是细菌生物膜（BBF）的

形成。BBF通过膜性结构的多重方式来对抗宿主的

免疫防御和药物的抗菌作用[1]，严重影响患者的生活

质量 [2]。钛（Ti）及其合金因具有良好的力学性能和

骨整合性，常用作骨植入材料 [3]，但钛及钛合金本身

没有抗菌能力，植入后易发生感染。研究表明，在没

有植入物的情况下，每克组织污染 10万个细菌才会

造成感染，而在有植入物的情况下,每克组织污染约

100个细菌就可以导致感染的发生[4-5]，因此赋予钛植

入物抗菌能力具有重大临床意义。氮化铪是一种典

型的含有自由电子的共价键材料，具有耐腐蚀和力

学性能[6-10]，经受 10 000次摩擦磨损实验后仍能保持

良好表面特征 [11]，但有关氮化铪材料作为抗菌涂层

的研究鲜有报道[12]。本研究尝试通过带有辅助磁场

的磁控电流体动力学（EHD）3D打印技术取代离子

刻蚀等传统的微纳加工技术，在骨科植入物表面构

建新型的氮化铪纳米结构抗菌涂层，以探索其抗菌

性能，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 氮化铪涂层的制备 在 Ar和 N2氛围中，利用

铪靶材在 Ti 基片上溅射不同厚度和不同成分比的

氮化铪薄膜。厚度约为 50 nm、200 nm。铪与氮的

成分比通过控制 Ar和 N2 的流量比来实现，厚度由

溅射时间来控制。射频功率为 150 W，Ar 流量为

80 sccm，N2流量分别为 2、2.5和 3 sccm。本底真空

度为 4×10–4 pa，工作压强为 1.1 pa，样品台转速为

5 r/min，偏压为–80 V。根据涂层厚度和成分比的不

同将样品分为 7 组，分别为样品 1：厚度为 50 nm，

N2流量为 3 sccm；样品 2：厚度为 50 nm，N2流量为

2.5 sccm；样品 3：厚度为 50 nm，N2流量为 2 sccm；

样品 4：厚度为 200nm，N2流量为 3sccm；样品 5：厚度

为 200nm，N2流量为 2.5 sccm；样品 6：厚度为 200nm，

N2流量为 2 sccm；样品 7：Ti基片。

1.2 植入物生物膜体外模型制备 本研究使用的金

黄色葡萄球菌（ATCC25923）由嘉兴市第一医院临床

检验科提供。将冻存菌株接种于 TSA平板，放入恒

温培养箱中，37℃培养过夜。挑取一个单克隆菌落，

接种于含 TSB培养液中，放入 37 ℃恒温摇床振荡

培养 24 h。用 TSB配制成密度 106 CFU/ml的菌悬

液备用。将样品经清洗、干燥、灭菌预处理后放入 24

孔板中，每孔加入 1 ml浓度为 1×106 CFU/ml菌悬

液，置 37℃的恒温培养箱中培养 24 h。
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1.3 菌落平板计数 制备好的 7组样品与菌悬液共

培养 24 h后，拍照比较菌液浊度。将样品逐个从 24

孔板中取出，放置在 1ml的 0.85%氯化钠注射液中，

漩涡振荡器振荡 3 min后逐级稀释，吸取 100 l细

菌悬液于 LB固体培养基，细菌涂布器划板，将培养

基放入培养箱中 37℃培养 24 h后，比较每组样品的

活菌数目。

1.4 结晶紫法检测生物膜 使用结晶紫染色法定

量金黄色葡萄球菌在材料表面所形成的生物膜。每孔

加入细菌悬液 1 ml及样品材料，放入培养箱中 37 ℃

下静态培养 24 h；吸掉菌液，PBS 冲洗 2 次，晾干；

1 ml甲醛固定 15min，晾干；将 0.1%结晶紫溶液（碧

云天，中国上海）1ml加入放有样品的孔中染色。室

温染色 15 min后停止染色；PBS缓冲液冲洗 2次，

加入 1.5 m1 95%乙醇，脱色 15 min。吸取脱色后的

液体，加入到 96孔板中，放入酶标仪（ELX 800，Bio-

Tek，美国）检测 570 nm处检测吸光度（OD），为获得

稳定准确数据，每组数据设置6个重复，取其平均值，

每组共进行了 3次检测。

1.5 激光共聚焦观察金黄色葡萄球菌的黏附 材料

与菌悬液共培养 24 h后，吸去菌液，无菌 PBS清洗

2次。使用 SYTO-9/PI活/死细菌荧光染色剂（上海

复申生物科技有限公司，中国上海）对上述合金样品

进行荧光染色，荧光染液SYTO9能使活细菌发出绿

色荧光，PI染液可使使死细菌发出红色荧光。按照

染色试剂盒说明，在室温环境中，染色 15 min，注意

避光。吸去染液后用无菌 PBS缓冲液漂洗，使用激

光共聚焦显微镜（CLSM，LSM800，德国蔡司）观察

材料表面的活/死细菌黏附情况。

1.6 扫描电子显微镜检测样品表面金黄色葡萄球菌

的黏附 将培养 24 h后的样品用 PBS清洗 3次，加

2.5%的戊二醛溶液 1ml固定过夜，PBS洗 3遍；30%、

50%、70%、80%、90%、100%乙醇溶液梯度脱水15min。

样品置于乙醇和叔丁醇 1∶1溶液中 15min，叔丁醇

中 15 min，放冷冻干燥机中冷冻干燥。使用扫描电

子显微镜（SEM，Nova NanoSEM450，美国FEI）对样

品表面金黄色葡萄球菌的黏附进行检测。

1.7 统计方法 采用SPSS 27.0软件进行统计学分

析，符合正态分布的计量资料采用 检验和单因素

方差分析，非正态分布的计量资料采用非参数

Kruskal-Wallis 检验。 ＜ 0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 涂层的形貌分析 经Ar和N2处理过的样品呈

金色，Ti基片呈银色。扫描电子显微镜显示，氮化铪

涂层与 Ti基片为较均匀、表面连续的纳米级细丝，

其间有些裂纹和气孔，其中 Ti基片与氮化铪涂层相

比气孔较大，见图 1。

2.2 涂层的抗菌性能评价 各组材料与金黄色葡萄

球菌共培养 24 h后，可见样品 2、样品 5上的细菌菌

落数明显减少。观察细菌悬浮液底部的絮状物质沉

积程度，样品 2、样品 5底部明亮和清晰。结晶紫染

色生物膜结果也显示样品 2、样品 5与样品 7相比，

表面的生物膜形成被明显抑制，见图 2。
2.3 涂层表面细菌的存活情况 SYTO-9/PI 活/死

细菌荧光染色显示，与样品 7比较，样品 1、样品 3、

样品 4培养 24 h后活细菌数量无明显变化，样品 2、

样品 5、样品 6培养活细菌数量减少；所有样品死细

菌数量均无明显变化，见图 3。
2.4 涂层表面的细菌黏附情况 样品 7的表面黏附

了最多的金黄色葡萄球菌，而且细菌致密，菌体完

注：A为制备好的 6组氮化铪涂层及 Ti基片材料；B为 SEM测量下的材料涂层的表面形貌（×1 000），黑色框内放大 40 000倍

图 1 氮化铪涂层的形貌分析
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注：A为材料表面冲洗下的细菌稀释 104后平板涂片的生长情况；B为材料与菌悬液共培养后的菌液浊度情况；C为结晶紫对材料表面生物

膜染色后的定量结果

图 2 涂层的抗菌性能评价

B

样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5 样品 6 样品 7

SYTO-9

注：荧光染液 SYTO9能使活细菌发出绿色荧光，荧光染液 PI可使使死细菌发出红色荧光（×100）

图 3 涂层表面细菌的存活情况

PI

Merger

样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5 样品 6 样品 7

注：黑色框内放大 20 000倍

图 4 涂层表面的细菌黏附情况（×5 000）

样品 1 样品 2 样品 3 样品 4

样品 5 样品 6 样品 7

整，菌膜厚实，黏附程度牢固，不易脱落，其次是样品

1、3、4；黏附细菌最少的是样品 2，其表面菌落稀疏，

菌体之间松散，菌膜稀薄，其次是样品 5、6。局部放

大后可以看到样品5表面的细菌有堆叠并积聚成团，

而样品 2表面的细菌黏附比较分散未堆叠，且金黄

色葡萄球菌的形态基本没有发生改变，见图 4。

3 讨论

细菌与植入物材料黏附以及形成生物被膜是植

入物发生感染的主要病理基础，也是骨科感染控制中

首先取出内固定材料的理论基础[13]。其中生物膜形成

贯穿于感染发生的各个环节，研究显示，细菌生物膜

在形成的最初 72h内对抗菌药物比较敏感，而一旦成

熟其所能耐受的抗菌药物浓度将大大高于浮游菌，甚

至达到浮游菌最低抑菌浓度（MIC）的1000倍以上[14]。

细菌黏附于材料表面是植入物感染的始动环

节，尽管采用术前严格消毒、术中无菌操作及应用抗

菌素等有力措施，仍不能避免感染的发生。同时，引
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起感染的常见细菌如金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球

菌等又对各种骨科植入物材料具有较强亲和力，容

易黏附于材料表面并发感染及形成生物膜 [15-18]。因

此，通过在植入物表面进行抗菌或抑菌修饰以减少

细菌在植入物表面的黏附、增殖，从而阻断生物膜的

形成，将有效预防植入物相关感染。

Grossman等[19]通过结晶紫和共聚焦显微镜观察

定量金黄色葡萄球菌生物膜形成，这是一种经典和

标准化的方法。本研究用同样的方法进行研究，涂

层样品 2中的生物膜数量最低，其次是涂层样品 5。

本研究结果显示，对照组（样品 7）上细菌致密，菌体

完整，菌膜厚实，黏附程度牢固，不易脱落；样品 2菌

落稀疏，菌体之间松散，菌膜稀薄；其次是样品 5，可

能的解释是铪与氮的成分比在抑菌作用中占主导地

位，其次随着涂层厚度纳米尺寸的减小，与生物接触

面增加，抑菌活性增加。结合电镜及荧光染色结果，

金黄色葡萄球菌的形态基本没有发生改变，且各组

间死细菌数量无明显差异。氮化铪涂层在骨科植入

物表面的构建为抑制细菌黏附提供了新的方向，后

期可以继续探索涂层复合其他抗菌因素，进一步加

强其抗菌性能。

然而，本研究在某些方面存在局限性。首先，本

研究仅使用了一种菌株实验模型，可能不适用于其

他类型的细菌，如耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（MRSA）；其次本实验未行细胞毒性、生物相容性等

方面的研究，这些都有待进一步研究验证。
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