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磺酸基修饰聚醚醚酮表面及其成骨活性
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摘要：采用紫外光引发对苯乙烯磺酸钠在聚醚醚酮 (PEEK) 表面进行接枝聚合，将磺酸基引入至 PEEK 表面以改

善其成骨活性。用 X 射线光电子能谱和水接触角测试对磺酸基修饰的 PEEK 进行表征，同时，用 MC3T3-E1 成骨细

胞评价磺酸基修饰 PEEK 的成骨细胞相容性和成骨分化活性。结果表明，采用紫外光引发成功获得了磺酸基修饰的

PEEK 表面，且改变紫外光辐照时间能获得不同含量磺酸基修饰的 PEEK 表面；与未修饰 PEEK 表面相比，磺酸基修

饰 PEEK 表面能显著改善成骨细胞的黏附、铺展、增殖与成骨分化活性，且成骨细胞的黏附、铺展、增殖与成骨分化活

性随磺酸基含量的增加而增强。
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Abstract ：Ultraviolet was used to initiate the graft polymerization of sodium p-styrenesulfonate on the surface of 
polyetheretherketone (PEEK)，and thus sulfonate group was introduced to the surface of PEEK to improve its osteogenic 
activity. X-ray photoelectron spectroscopy and water contact angle test were used to characterize the sulfonate group-tailored PEEK.
Additionally，MC3T3-E1 osteoblast was used to evaluate the osteoblast compatibility and osteogenic differentiation activity of the 
sulfonate group-tailored PEEK. The results show that sulfonate group-tailored PEEK surface is successfully prepared by ultraviolet 
initiation，and different contents of sulfonate group-tailored PEEK surface is obtained by changing the ultraviolet irradiation time.
Compared with the unmodified PEEK surface，the sulfonate group-modified PEEK surface significantly improves the adhesion，
spreading，proliferation and osteogenic differentiation activity of osteoblasts，and the adhesion，spreading，proliferation and 
osteogenic differentiation activity of osteoblasts increase with the increase of sulfonate group content.
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特种高分子材料聚醚醚酮 (PEEK) 具有与人体

骨骼相似的弹性模量，可以降低金属材料与骨骼之

间弹性模量失配引起的应力屏蔽效应 [1–2]。此外，

PEEK 还具有力学强度高、耐磨、耐腐蚀和无毒等多

种优异特性，且被美国食品药品监督管理局 (FDA)
批准作为植入级的生物材料。因此，PEEK 逐渐

成为替代传统医用金属材料的首选医用高分子材

料，广泛应用于脊柱、创伤、骨科等领域 [3–4]。然而，

PEEK 是一种生物惰性材料，较差的成骨活性使其

不能与周围骨组织形成牢固的骨整合，一定程度上

限制了其在生物医用领域的广泛应用 [5–6]。

PEEK 分子链是由三个苯环、两个醚键和一个

酮键组成的结构单元反复连接而成的，分子链中

共轭的化学结构使整个分子链上电子离域，因而

PEEK 具有极高的化学稳定性 [4]。除浓硫酸外，基

本上不与其它任何化学物质发生反应，因此，要对其
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表面进行修饰极其困难。然而，研究发现 PEEK 分

子链中存在类似光引发剂二苯甲酮的结构，且其在

紫外光的辐照下，能产生半频哪醇自由基，进而引发

功能性单体在 PEEK 表面接枝聚合 [7–8]。Kyomoto
等 [8] 使用紫外光引发成功制备了聚 2– 甲基丙烯酰

氧基乙基磷酰胆碱功能化的 PEEK，显著改善了其

表面的润湿性和润滑性。Zheng 等 [9–10] 使用紫外光

引发丙烯酸、乙烯基磷酸等功能单体在 PEEK 表面

接枝聚合，获得羧基和磷酸基功能化的 PEEK，显著

改善了其表面的成骨细胞相容性和成骨活性。研究

表明，经磺酸基修饰的材料表面能促进成骨细胞的

增殖与成骨分化活性，改善骨再生 [11–12]。因而，笔

者利用紫外光辐照引发对苯乙烯磺酸钠 (NaSS) 在
PEEK 表面接枝聚合，以期在其表面引入磺酸基，改

善其表面的成骨活性。

1　实验部分

1．1　主要原料

PEEK 板材：Victrex 450G，江苏君华特种工程

塑料制品有限公司；

NaSS ：Sigma-Aldrich 公司；

α– 最低必需培养基 (α-MEM)、胎牛血清

(FBS)、链霉素 – 青霉素、磷酸盐缓冲盐溶液 (PBS) ：
Hyclone 公司；

细胞计数试剂盒 (CCK-8)、二喹啉甲酸 (BCA)
蛋白浓度测定试剂盒：碧云天生物技术有限公司；

碱性磷酸酶 (ALP) 活性检测试剂盒：南京建成

生物工程研究所；

TRIZOL 试剂：美国 Invitrogen 公司；

反转录试剂盒、荧光定量聚合酶链式反应

(PCR) 试剂盒：TaKaRa 公司。

1．2　主要设备及仪器

X 射线光电子能谱 (XPS) 仪：XSAM800 型，英

国 Kratos 公司；

静态水接触角测量仪：DSA100 型，德国 Krüss
公司；

酶 标 仪：SpectraMax M2 型，美 国 Molecular 
Devices 公司；

扫描电子显微镜 (SEM) ：JSM-6300 型，日本

Hitachi 公司；

荧光定量 PCR (RT-PCR) 仪：CFX96 型，美国

Bio-Rad 公司。

1．3　磺酸基修饰 PEEK 表面

将 PEEK 片 ( 直径 15 mm，厚 2 mm) 依次经

1 200，2 000，3 000 目砂纸打磨抛光，丙酮、乙醇、去

离子水依次超声清洗 10 min 后，在真空干燥箱中

干燥后备用。将 PEEK 片浸入 1.0 mol／L 的 NaSS
水溶液中，采用紫外光 (1 000 W，波长 365 nm) 辐
照 10，20，60 min 后，取出样品，去离子水超声清洗

3 次，每次 10 min。室温干燥后获得不同紫外光辐

照时间磺酸基修饰的 PEEK，分别标记为 PESS10，
PESS20 和 PESS60。
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图 1　PEEK 表面接枝 NaSS 的流程

1．4　体外细胞相容性及成骨分化活性

细胞培养：用含 10% FBS 和 1% 链霉素 – 青霉

素的 α-MEM 培养基于 37℃和 5% CO2 浓度的培

养箱中培养 MC3T3-E1 成骨细胞 ( 中国科学院细胞

库／干细胞库 )。当 MC3T3-E1 成骨细胞汇合到约

85% 后，采用胰酶消化传代细胞或将细胞接种到置

于 24 孔板中的材料表面。

CCK-8 法测定细胞增殖：将细胞以 1.0×104 个

／样的密度接种到样品表面。培养 1，3，5 d 后，弃

去培养基并用无菌 PBS 清洗 3 次，然后每孔加入含

10% CCK-8 的新鲜培养液。置于 37℃培养箱中避

光孵育 1.5 h 后，每孔取 100 μL 到对应的 96 孔板

中，最后使用酶标仪测量 450 nm 处的光学密度。

SEM 观察细胞形貌：将细胞以 1.0×104 个／样

的密度接种到样品上，培养 4 h 和 24 h 后，弃去培

养基，用无菌 PBS 清洗 3 次。2.5% 戊二醛固定后，

用 梯 度 乙 醇 (30%，50%，70%，90%，95% 和 100%)
脱水，每次 15 min。干燥后喷金，在 SEM 下观察成

骨细胞粘附形态。

ALP 活性测定：将细胞以 1.0×104 个／样的

密度接种到样品表面。培养 7 d 后，用无菌 PBS 清
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洗 3 次，然后用 1% Triton X–100 表面活性剂 4℃

下裂解细胞 40 min。将裂解液 14 000 r／min 离心

10 min 后，收集上清并用 BCA 试剂盒和 ALP 检测

试剂盒测定总蛋白和 ALP 活性。样品的 ALP 活性

用相应的总蛋白进行归一化。

RT-PCR 检测成骨相关基因表达：将细胞以

1.0×104 个／样的密度接种到样品表面。培养 7 d
后，用无菌 PBS 清洗 3 次，然后用 TRIZOL 试剂提

取总 RNA。使用逆转录试剂盒逆转录获得 cDNA，

然后以 β-actin 为内参，RT-PCR 仪检测成骨相关基

因如 ALP、骨形态发生蛋白 2 (BMP-2) 和 I 型胶原

蛋白 (COL-I) 的 mRNA 表达。引物见表 1。
表 1　成骨相关基因引物序列

基因 引物序列 1)

ALP F:CTCCATCTTTGGTCTGGCTCC
R:CCTGGTAGTTGTTGTGAGCGTAAT

BMP-2 F:GACATCCGCTCCACAAACGA
R:CATCACTGAAGTCCACATACAAAGG

COL-I F:CTGGACGCCATCAAGGTCTACT
R:AACGGGAATCCATCGGTCAT

β-actin F:AGATTACTGCTCTGGCTCCTAGC
R:ACTCATCGTACTCCTGCTTGCT

注：1) F 为上游引物；R 为下游引物。

1．5　性能测试

XPS 测试：激发源为 Al Kα，起飞角为 20°，结
合能用烷基碳 C(1s) 峰 (284.8 eV) 进行校正；

SEM 测试：样品干燥后表面喷金，然后观察表

面形貌；

水接触角测试：将 3 μL 去离子水垂直悬滴到

样品表面，使用接触角测量仪自带成像系统拍摄液

滴照片并分析接触角大小，每样测定 3 个不同区域。

1．6　统计学分析

数据表示为平均值 ± 标准偏差，使用 Student′s 
t-test 检测两个样品组之间有无显著性差异，P<0.05
视为和 PEEK 相比有统计学差异。

2　结果与讨论

2．1　PEEK 表面磺酸基修饰分析

图 2 为 PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60
的 XPS 全谱图。可以看出，PEEK 表面主要出现

其自身的特征峰 C1s 和 O1s，说明 PEEK 表面并无

污染。紫外光引发 NaSS 在 PEEK 表面接枝聚合

后，PESS10，PESS20 和 PESS60 表面均出现了聚对

苯乙烯磺酸钠的特征元素 S2s，S2p 和 Na(A)。且

PESS10 的高分辨 XPS S2p 谱图 ( 图 3，PESS20 和

PESS60 的 S2p 谱图与 PESS10 类似 ) 呈现磺酸基

的特征峰，即 168.2 eV 处归属于 S2p3／2，169.2 eV
处归属于 S2p1／2[13]。以上结果说明紫外光引发成

功地将磺酸基引入到 PEEK 表面。表 2 为根据 XPS
数据计算出的 PEEK，PESS10、PESS20 和 PESS60
表面各元素的相对含量及 O1s／C1s 和 S2p／C1s 比

率。由图 2 和表 2 可以看出，随紫外光辐照时间的

延长，样品表面的 S2p 含量逐渐增加，说明随紫外

光辐照时间增加，引入到 PEEK 表面的磺酸基含量

逐渐增加。
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图 2　PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60 的 XPS 全谱图
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图 3　PESS10 的高分辨 S2p 谱图

表 2　不同试样表面各元素相对含量及 O1s／C1s 和 S2p／C1s 比率

试样
元素相对含量／%

O1s／C1s S2p／C1s
C1s O1s S2p Na1s

PEEK 86.25 13.75 0.00 0.00 0.159 0.00
PESS10 83.79 15.79 0.32 0.10 0.188 0.0038
PESS20 82.07 16.95 0.66 0.32 0.206 0.0081
PESS60 78.29 18.83 1.84 1.04 0.240 0.0235

图 4、图 5 分别为 PEEK，PESS10，PESS20 和

PESS60 的高分辨 XPS C1s 谱图和 O1s 谱图，其

各成键的相对含量见表 3。由图 4 和表 3 可看出，

PEEK 的高分辨 C1s 谱图主要归为 284.8 eV 处的

C—C／C—H，286.1 eV 处 的 C—O，287.2 eV 处 的

C=O 和 291.4 eV 处的携上峰。随着紫外光辐照时
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间增加，PEEK 分子链中类似光引发剂二苯甲酮的

结构逐渐产生半频哪醇自由基 ( 图 1)，同时 PEEK
表面聚对苯乙烯磺酸钠接枝层的厚度逐渐增加，因

此在 XPS 检测深度范围内 (0～10 nm) 位于 287.2 
eV 处的 C=O 峰面积逐渐减少，甚至消失 ( 图 4 和

表 3)。当紫外光辐照时间为 60 min 时，PEEK 表面

聚对苯乙烯磺酸钠接枝层的厚度已超过 XPS 的探

测深度，因此 PESS60 的高分辨 XPS C1s 谱图主要
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图 5　PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60 的高分辨 O1s 谱图

表 3　不同试样表面各成键的相对含量

谱图
结合

能／eV 成键
相对含量／%

PEEK PESS10 PESS20 PESS60

C1s
谱图

284.8 C—C／C—H 68.50 77.11 75.05 100.00
286.1 C—O 15.74 15.81 24.50 0.00
287.2 C=O 7.39 4.30 0.00 0.00
291.4 π 8.37 2.78 0.45 0.00

O1s
谱图

531.5 O=C／O=S 30.89 31.45 33.53 46.98
532.5 O—H 0.00 32.70 34.96 53.02
533.6 O—C 69.11 35.85 31.51 0.00
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呈现聚对苯乙烯磺酸钠的特征峰，即位于 284.8 eV
处的 C—C／C—H。高分辨 XPS O1s 谱图亦能说明

样品表面化学环境发生了变化。

由图 5 和表 3 可看出，PEEK 的高分辨 O1s 谱

图主要归为 531.5 eV 处的 O=C 和 533.6 eV 处的

O—C。PEEK 表面紫外光引发接枝聚对苯乙烯磺

酸钠后，PESS10，PESS20 和 PESS60 的高分辨 XPS 
O1s 谱图中在 532.5 eV 处出现了 O—H 键，这可能

是水分子中的 O—H 键。聚对苯乙烯磺酸钠为强亲

水性聚合物，磺酸基与水分子之间的强氢键作用使

得材料表面的水分子很难清除干净。磺酸基修饰的

聚四氟乙烯表面也发现了类似的现象 [14]。另外，随

PEEK 表面磺酸基含量增加，表面吸附水分子的量

也随之增加，因此位于 532.5 eV 处的 O—H 峰面积

逐渐增加 ( 图 5 和表 3)。PEEK，PESS10，PESS20
和 PESS60 表面的亲水性评价结果如图 6 所示。

PEEK 表面的水接触角为 87.7°，其表面接枝亲水性

聚对苯乙烯磺酸钠后，亲水性得到改善，水接触角明

显降低，且 PEEK 表面磺酸基含量越高，亲水性越

好。研究表明，与疏水性表面相比，亲水性表面更有

利于成骨细胞的黏附与增殖 [15]。

XPS 及水接触角测量结果表明，紫外光辐照成

功地引发对 NaSS 在 PEEK 表面接枝聚合，获得了

磺酸基修饰的 PEEK 表面，且改变紫外光辐照时间

可获得不同含量磺酸基修饰的 PEEK 表面。

2．2　体外 MC3T3-E1 成骨细胞相容性及成骨活性

评价

细胞在材料表面的黏附是细胞与材料相互作

用的第一步，好的黏附有利于细胞后续的增殖与

分化 [16]。图 7 是 MC3T3-E1 成骨细胞在 PEEK，

PESS10，PESS20 和 PESS60 表面黏附 4 h 和 24 h
的 SEM 形貌照片。黏附 4 h 时，大部分 MC3T3-
E1 成骨细胞在 PEEK 表面呈球形，伪足较少较短，

只有少数细胞呈伸展状。而大部分 MC3T3-E1 成

骨细胞在 PESS10，PESS20 和 PESS60 表面呈伸展

状，具有较多较长的伪足，只有少数细胞呈球形。黏

附 24 h 时，MC3T3-E1 成骨细胞在 PEEK 表面呈扁

平状，而在 PESS10，PESS20 和 PESS60 表面细胞进

一步伸展，呈现较好的铺展状态。说明 PEEK 表面

引入的磺酸基为成骨细胞的黏附提供了较好的微环

境，进而为后续成骨细胞的增殖营造了有利条件。

a—PEEK，4 h ；b—PESS10，4 h ；c—PESS20，4 h ；d—PESS60，4 h ；e—PEEK，24 h ；f—PESS10，24 h ；g—PESS20，24 h ；h—PESS60，24 h

图 7　MC3T3-E1 成骨细胞在 PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60 表面黏附 4 h 和 24 h 的 SEM 照片
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图 6　PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60 的水接触角



 19 刘吕花，等：磺酸基修饰聚醚醚酮表面及其成骨活性 

CCK-8 法是一种广泛应用于细胞增殖和细胞

毒性检测的快速、高灵敏的检测方法。能间接反

映活细胞数量，测得的光学密度值与活细胞数量

成正比。图 8 是 CCK-8 法测得的 MC3T3-E1 成

骨 细 胞 在 PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60 表

面培养不同时间的增殖活性结果。由图 8 可以看

出，MC3T3-E1 成骨细胞在材料表面生长的各个时

间点，PEEK 组的光学密度值均显著 (P<0.05) 低于

PESS10，PESS20 和 PESS60 组，表明成骨细胞在

PESS10，PESS20 和 PESS60 组的增殖活性均显著

高于其在 PEEK 组的增殖活性，这说明 PEEK 表面

引入的磺酸基对成骨细胞的增殖起到了明显的促进

作用。另外，测得 PESS10，PESS20 和 PESS60 组的

光学密度值依次升高，说明磺酸基含量越高越有利

于成骨细胞的增殖，但各组之间的差异并不是特别

显著。较高的增殖活性有利于植入体周围更多的新

骨形成，有利于植入体的骨整合。
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图 8　MC3T3-E1 成骨细胞在 PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60 表

面生长 1，3，5 d 的增殖结果 (* 代表有统计学差异，P<0.05，下同 )

ALP 活性是成骨细胞早期成骨分化的标志 [17]。

图 9 是 MC3T3-E1 成 骨 细 胞 在 PEEK，PESS10，
PESS20 和 PESS60 表面生长 7 d 的 ALP 活性结果。

由图 9 可以看出，MC3T3-E1 成骨细胞在 PEEK 表

面的 ALP 活性显著 (P<0.05) 低于其在 PESS10，
PESS20 和 PESS60 表 面 的 ALP 活 性。 图 10 是

MC3T3-E1 成 骨 细 胞 在 PEEK，PESS10，PESS20
和 PESS60 表面生长 7 d 的成骨相关基因表达结

果。可以看出，与 PEEK 组相比，PESS10，PESS20
和 PESS60 组成骨分化相关基因 ALP，BMP-2 和

COL-I mRNA 的表达水平显著 (P<0.05) 升高。以

上结果说明 PEEK 表面引入磺酸基能促进成骨细

胞的成骨分化活性。另外，PESS10，PESS20 和

PESS60 组 的 ALP 活 性 和 ALP，BMP-2 和 COL-I 
mRNA 的表达水平依次升高，说明磺酸基含量越高

越有利于成骨细胞的成骨分化，但各组之间的差异

并不显著。较高的成骨分化活性有助于植入体周围

的新生骨更快成熟，有助于植入体的骨整合。
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图 9　MC3T3-E1 成骨细胞在 PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60 表

面生长 7 d 的 ALP 活性结果
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图 10　MC3T3-E1 成骨细胞在 PEEK，PESS10，PESS20 和 PESS60

表面生长 7 d 的成骨相关基因表达结果

综上，磺酸基修饰的 PEEK 在体外能改善成骨

细胞的增殖与成骨分化活性，因而在体内有望改善

其骨整合性能。

3　结论

(1) 采用紫外光辐照成功地引发 NaSS 在 PEEK
表面接枝聚合，获得磺酸基修饰的 PEEK 表面，改

变紫外光辐照时间能获得不同含量磺酸基修饰的

PEEK 表面。

(2) 体外细胞生物学实验结果表明，磺酸基修饰

的 PEEK 表面能改善成骨细胞的黏附、铺展、增殖与

成骨分化活性，且磺酸基含量越高表现出越好的成

骨细胞增殖与成骨分化活性。
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