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Nanosheets‐pores topographical titanium substrate: a biophysical 
regulator of mesenchymal stem cells fate 
 

Kui Xu, Xinkun Shen, Weizhen Chen, Caiyun Mu, Chao Jiang, Yongchun Zhao, Kaiyong Cai* 

Recent reports have demonstrated that nano‐ or microscale topography could enhance cellular functions of stem cells. In 

this  study,  a  sub‐micrometer  topography  composed  of  nanosheets‐pores  structures  was  fabricated  on  pure  titanium 

surface  by  a  simple  vapor  alkaline‐treatment  method  to  understand  sub‐micrometer  topography  mediating  stem  cell 

behaviors  more  profoundly.  The  topography  were  characterized  by  scanning  electron  microscopy,  atomic  force 

microscopy,  X‐ray  photoelectron  spectroscopy,  X‐ray  diffraction  and  contact  angle  measurements,  respectively.  It 

specifically  mediated  cellular  functions  of  rat  bone  marrow‐derived  mesenchymal  stem  cells  (MSCs)  on  cellular  and 

molecular  levels under either normal medium or osteoinductive medium conditions. The experimental  results  indicated 

that the topography dramatically promoted the adhesion of MSCs grown onto the surface, but the shape, morphology and 

spreading of cells were not significantly affected. In addition, the study demonstrated that the formation of focal adhesion 

complexes (FAs) were highly dependent on the topography, which in turn affecting the subsequent biological functions of 

MSCs, especially accelerating osteogenic differentiation of MSCs under different conditions. Overall, the sub‐micrometer 

topographical  titanium  substrate  was  an  excellent  biophysical  regulator  of  mesenchymal  stem  cells  fate,  specifically 

inducing them to differentiate into osteoblasts.  

Introduction 

Stem cells play essentially important roles in regenerative medicine 

and  tissue  engineering,1,2  due  to  their  high  proliferation,  self‐

renewal capacity and potential differentiation into various non‐self‐

renewable committed progenitors.3,4 Their fates are highly directed 

by stem cell niches made up of diverse microenvironmental signals 

which could be roughly divided into two categories: physical signals 

and  biochemical  signals.5  The  biochemical  signals  include 

extracellular matrix component, soluble growth factors6 etc., while 

the  biophysical  signals  include  topography,7  geometry,8  elastic 

modulus9 and dimension10 of a substrate. These two kinds of signals 

in  particular  of  the  latter  one  mainly  affect  cell  functions  by 

interacting  with  receptors  on  stem  cells  membranes,  resulting  in 

the activation of intracellular cascade signaling in cellular events.  

Recently,  regulating  the  fates  of  stem  cells  with  elaborate 

designed  topography  of  a  biomaterial  attracted  more  and  more 

attention  in  the  related  field.  It  has  been  demonstrated  that 

nanometer‐scale  topographies, such as nanotubes,10,11 nanorods,12 

nanoribbons,13  nanogrooves14  and  nanopores15  etc.,  could 

positively affect  the proliferation and osteogenic differentiation of 

mesenchymal  stem cells  (MSCs).  For  instance, Oh et al.  confirmed 

that  the  adhesion,  growth  and  differentiation  of  MSCs  were 

intensely  concerned  with  the  dimensions  of  TiO2  nanotubes 

nanotubes  in  a  relatively  small window.10 Das et  al.  reported  that 

helical  nanoribbons  with  a  specific  periodicity  of  about  60  nm 

induced  higher  cell  adhesion  via  the  formation  of  focal  adhesion 

complexes (FAs) and stronger cells commitment differentiating into 

osteoblasts than those of twisted nanoribbons with a periodicity of 

approximately  100  nm.13  Thus,  it  is  clear  that  a  slight  change  in 

topography of a biomaterial would strongly affect the fates of MSCs. 

However,  few  studies  have  investigated  with  respect  to  the 

influence  of  sub‐micrometer  topographical  surfaces  with 

nanosheets‐ pores features on the proliferation and differentiation 

of  MSCs.  A  previous  in  vivo  study  demonstrated  that  sub‐

micrometer  grooved  (300  nm  (1:3))  titanium  implants  had 

significantly  high  bone‐to‐implant  contact  after  implantation  for  4 

weeks,16  which  implying  the  intense  influence  of  sub‐micrometer 

topography on stem cells differentiation. 

Commercially pure titanium (Ti) and  its alloys, possessing good 

mechanical  properties  and  bioinert  properties,  have  been  widely 

used  in  biomedical  fields,  such  as  orthopedic  and  dental 

surgery.17,18  Whether  in  vitro  or  in  vivo  environments,  a  pure  Ti 

material  lacks  desirable  bioactive  property  since  a  smooth  and 

dense passivation layer on its surface hinders the chemical bonding 

to  bone.19  Structurally,  nature  bone  has  distinct  structures  with 

dimensions  from  nano‐,  micro‐,  to  macrometer,  composing  of 
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organic  extracellular  matrix  (ECM)  components  and  inorganic 

components.20  Recent  reports  demonstrated  that  the  formation 

and  maturation  of  FAs  were  affected  by  the  topographies  of 

substrates,  and  then  in  turn  regulating  the  biological  functions  of 

MSCs,  especially  adhesion  and  differentiation.21,22  Thus,  to  exploit 

an  approach  for  the  fabrication  of    the  topography  of  titanium 

substrates  that  closely  mimicking  the  nano‐  or  microscale 

architectures of nature bone is the inherent rationale for mediating 

the  interactions  between  Ti  implant  and  bone  formation  cells 

(osteoblasts, MSCs, etc.).  

In  this  study, we  report an approach  for  the  fabrication of  the 

sub‐micrometer  nanosheets‐pores  topographical  titanium 

substrates.  It  was  a  simple  alkaline  treatment  with  sodium 

hydroxide,  followed  by  ion  exchange  treatment  and  calcination 

treatment,  thus  generating  sub‐micrometer  nanosheets‐pores 

topography on Ti substrates to mimic natural bone architecture. We 

hypothesized  that  the  sub‐micrometer  nanosheets‐pores 

topographical  Ti  substrates  with  optimal  scale  could  enhance  the 

adhesion  and  osteogenic  differentiation  of  MSCs.  The  potential 

mechanism  was  revealed  by  both  qualitative  and  quantitative 

investigations  of  protein  adsorption,  cell  adhesion,  cell 

differentiation  and  the  expressions  of  bone  formation  related 

mRNA/proteins (Runx2, Osterix, etc.), respectively. 

Experimental section 

Materials 

Native titanium (Ti) disks (diameter: 15 mm; thickness: 3 mm) were 

provided  by  Northwest  Institute  for  Nonferrous  Metal  Research, 

China.  Bovine  serum  albumin  (BSA),  Fluorescein  diacetate  (FDA), 

Hoechst  33258,  Dexamethasone,  L‐ascorbic  acid,  β‐

glycerophosphate,  paraformaldehyde  and  Triton  X‐100  were 

provided  by  Sigma  Aldrich  Co.  (St.  Louis,  MO,  USA).  Rhodamine‐

phalloidin  was  bought  from  Invitrogen  Co.  (USA).  Anti‐vinculin 

antibody was purchased from Santa Cruz Biotechnology Co.  (USA). 

Alizarin  red S  sodium salt was provided by Alfa Aesar Co.  (Tianjin, 

China).  3‐(4,  5‐dimethyl  thiazol‐2‐yl)‐2,  5‐diphenyl  tetrazolium 

bromide  (MTT),  p‐nitrophenyl  phosphate  assay  kit,  bicinchoninic 

acid  (BCA)  assay  kit,  the  mammalian  protein  extraction  kit, 

peroxidase‐conjugated  goat  anti‐rabbit  antibody  and  BCIP/NBT 

alkaline  phosphatase  staining  kit  were  obtained  from  Beyotime 

Biotechnology Co. (Jiangsu, China). Phosphate buffer solution (PBS) 

was provided by Dingguo Biotechnology Co. (Beijing, China). Mouse 

anti‐goat  fluorescein  isothiocyanate  (FITC)‐conjugated  secondary 

antibody was supplied by ZSGB‐BIO Co. (China). The specific primary 

antibodies (anti‐β‐actin, anti‐Runx2, anti‐Col I and anti‐OPN) used in 

western  blot  were  provided  by  Boster  Co.  (Wuhan,  China).  Other 

chemicals were purchased from Oriental Chemical Co.  (Chongqing, 

China). 

Samples preparation         

TiO2 nanosheets were prepared according to a previous study.
23 Ti 

disks were  first  polished with diamond pastes  (No.  400‐4000)  and 

then  sequentially  rinsed  with  detergent,  acetone,  ethanol,  and 

distilled water each  for 20 min under sonication,  respectively. The 

treated  samples  were  dried  at  60  °C  for  24  h.  Next,  a  sodium 

hydroxide (NaOH) solid layer was coated onto the Ti disks by steep 

lifting the Ti disks from NaOH/ ethanol solution (0.5 M) at a speed 

of 2 mm s‐1 and dried in an oven at 60 °C for 30 min. Ti disks were 

divided into 3 groups corresponding to the different layers of NaOH 

solid  (1, 2 and 3  layers,  respectively). A  teflon holder was used  to 

horizontally hold the Ti disk being exposed above distilled water (5 

mL)  in a  teflon  lining. The distance between Ti disk and  the water 

surface was about 3 cm. The teflon  lining was sealed  in a stainless 
autoclave  and  heated  in  an  oven  to  150  °C  at  a  heating  rate  of 

2 °C/min. The three kinds of Ti disks were treated for 3, 10 and 24 h 

against 1, 2 and 3 layers of NaOH solid coated samples, respectively. 

The  above  process  was  denoted  as  NaOH‐treatment.  Next,  the 

treated Ti disks were gently  rinsed with distilled water  for 3  times 

and  then  immersed  into  0.1 M hydrochloric  acid  (HCl)  solution  at 

40  °C with  shaking  (120  strokes min‐1)  for 2 h.24,25 We named  this 

process  as  HCl‐treatment.  Subsequently,  the  treated  disks  were 

rinsed  with  distilled  water  for  3  times  and  calcined  in  a  muffle 

furnace  at  450  °C  for  2  h.26,27  This  process  was  marked  as  heat‐

treatment.  In  this  way,  we  got  three  kinds  of  Ti  substrates  with 

different lengths of TiO2 nanosheets. The samples with short length 

Fig. 1 Illustration of the fabrication of sub‐micrometer nanosheets‐pores structures on pure titanium surface and its biological responses. 
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TiO2  nanosheets  were  denoted  as  S‐TNSs,  whereas  the  samples 

with  medium  length  of  TiO2  nanosheets  and  long  length  of  TiO2 

nanosheets  were  denoted  as M‐TNSs  and  L‐TNSs,  respectively.  In 

the same way, we denoted pure titanium disk as Ti (control). All Ti 

samples  were  sequentially  cleaned  with  acetone,  ethanol,  and 

distilled  water  each  for  5 min  under  ultrasonication,  respectively. 

The samples were sterilized in an autoclave under 0.1MPa at 120 °C 

for 30 min for in vitro experiments.  

Surface characterization 

The surface morphologies of all substrates were observed by field‐

emission  scanning  electron  microscopy  (SEM,  FEINova  400  Nano 

SEM,  Phillips,  Holland)  and  atomic  force  microscopy  (AFM, 

Dimension,  Bruker,  Germany).  The  chemical  compositions  of  the 

substrates  were  determined  by  X‐ray  photoelectron  spectroscopy 

(XPS) using the model PHI 5600 system (Perkin‐Elmer) with an Mg 

Kr  source  (1253.6 eV). The crystalline phases of  the  samples were 

characterized  by  X‐ray  diffraction  (XRD,  D/Max  2500PC,  Rigaku, 

Japan). Contact angles of the substrates were measured by a model 

200  video‐based  optical  system  (Future  Scientific  Co.,  Tai  Wan, 

China) according to an our previous study.27 

Cell culture 

MSCs were isolated from bone marrow of rats’ femur and tibia (SD 

rat, with weight of about 150 g).28 Cells were cultured with normal 

medium  (NM),  i.e.,  DMEM  (low  glucose)  supplementing with  10% 

fetal bovine serum (FBS, Gibco) at 37 °C under 5% CO2 atmosphere. 

Cell media was  changed every 12 hours  in  the  first  48 hours,  and 

then every 2 days. After confluence, cells were detached with 0.25% 

(w/v)  trypsin  in  0.01%  (w/v)  EDTANa2/  PBS  solution,  centrifuged, 

and  re‐suspended  in  the  new  complete  medium.  Osteoinductive 

medium (OM) was prepared by adding 100 nM dexamethasone, 50 

mg/ml  L‐ascorbic  acid,  and  10  mM  β‐glycerophosphate  to  the 

NM.29‐31  We  used  MSCs  at  the  3rd  passage  for  experiments.  To 

induce  osteogenic  differentiation,  cells  were  seeded  and  cultured 

onto the substrates with the NM for the first day and with the OM 

for the next incubation period. 

Protein content assay 

The  total  intracellular  protein  content  assay  was  performed 

according  to  a  previous  study,32  and  the  amounts  of  absorbed 

protein  onto  the  surfaces  of  substrates  were  quantified  in 

accordance  with  another  study.33  In  the  former  case,  MSCs  were 

cultured onto different Ti substrates and tissue culture polystyrene 

(TCPS) at an  initial  cell  seeding density of 1×104  cells/cm2  (24‐well 

plate) for 7 and 14 days, respectively. Cells were then lysed by 1% 

Triton  X‐100/  PBS  solution.  In  the  latter  case,  200  μL  of  bovine 

serum albumin (BSA) solution (1 mg/mL protein/ PBS) was pipetted 

onto each Ti  substrate and TCPS  (control)  in  a 24‐well  cell  culture 

plate. Then, the plate was placed in a sterile humidified incubator at 

37  °C  for  2  and  4  h,  respectively.  After  that,  the  non‐adherent 

proteins were  removed and each well was washed with PBS  for 3 

times.  Then,  200  μL  of  sodium  dodecyl  sulfate  solution  (SDS,  2%) 

was  added  into  each  well  and  the  plates  were  subsequently 

incubated  at  37  °C  overnight  to  extract  the  adhered  proteins.  To 

determine  either  the  total  intracellular  protein  content  of  cells  or 

the  absorbed  protein  content  onto  the  surfaces  of  different  Ti 

substrates, BCA assay was performed, which was based on Lowery 

technique.34 The absorbance was measured at a wavelength of 570 

nm with a spectrophotometric microplate reader (Bio‐Rad 680). The 

protein content (expressed as mg) was determined from a standard 

absorbance curve versus known concentration of albumin run in the 

parallel experiment.  

MTT assay and FDA staining 

According  to  a  previous  study,35 MTT  assay was  used  to  evaluate 

proliferation  of  MSCs  cultured  onto  different  Ti  substrates  (n=5). 

Briefly, cells were cultured onto different Ti substrates and TCPS at 

an initial density of 1×104 cells/cm2 for 7 and 14 days, respectively. 

Next, cell media was changed into serum‐free media and 100 μL of 

MTT  (5  mg/mL)  was  added  to  each  well.  Subsequently,  the  cell 

culture  plates  were  incubated  at  37  °C  for  another  4  h.  After 

removing the MTT‐containing medium, 0.8 mL of dimethyl sulfoxide 

(DMSO) was added to each well to dissolve formazan crystal. Finally, 

the  optical  absorbance  of  the  solution  was  measured  at  490  nm 

with a spectrophotometric microplate reader (Bio‐Rad 680).  

Fluorescein  diacetate  (FDA)  staining  was  performed  according 

to a previous study.36 MSCs were seeded onto different substrates 

in 24‐well plate and TCPS for 1, 4 and 7 days. Then, FDA solution (5 

mg/ml,  FDA/acetone) was  dropped  into  the  cell wells  (3  μL/well). 

After incubation at 37 °C for 20 min, the samples were visualized by 

a fluorescence microscopy with excitation at 488 nm. 

Cell morphology  

Cells were cultured onto different Ti substrates at an initial density 

of  4×103  cells/cm2  for  2  days.  The  samples were  then  rinsed with 

PBS  twice  and  fixed  with  4%  paraformaldehyde.  Before  SEM 

examination,  the  samples were  dehydrated with  gradient  ethanol 

solutions  (20,  40,  60,  80,  90,  95  and  100  v/v%)  each  for  15 min. 

After  that,  the  replacement  processing  was  performed  with  tert‐

butyl alcohol for 30 min. Finally, the samples with cells were coated 

with gold for SEM observation, which was performed at 5 kV.  

Immunofluorescence of vinculin, actin and cell nucleus  

Cells  seeding  procedure was  the  same  as  above.  After  incubation 

for 2 days, the cells grown onto each substrate were fixed with 4% 

paraformaldehyde  at  4  °C  for  30 min.  Samples were  then washed 

with PBS for 3 times and permeablized with 0.2% Triton X‐100/ PBS 

solution at room temperature for 2 min. Next, the treated samples 

were washed with PBS for 3 times and incubated with 1% BSA/ PBS 

solution at 37  °C  for 1 h. Subsequently, goat monoclonal antibody 

against  vinculin  (1:400) was  added  at  4  °C  overnight.37  After  that, 

mouse‐antigoat  fluorescein  isothiocyanate  (FITC)‐conjugated 

secondary antibody  (1:200) was added at 37  °C  for  another 1  h.37 

The samples were rinsed with PBS  for 3  times. Finally,  the treated 

samples  were  stained  with  5  U/mL  rhodamine‐phalloidin 

(Invitrogen)  at  4  °C  overnight  and  counterstained  with  10  μg/mL 

Hoechst  33258  at  room  temperature  for  5  min.37  The  stained 

samples  were  mounted  with  90%  glycerinum  and  observed  with 

CLSM (TCS SP5, Leica, Germany).  

According  to  a  previous  study,22  to  understand  the  effect  of 

topological  structure  for  FAs  of  MSCs  adhered  to  different  Ti 

substrates, we quantified the vinculin (an important component of 

FAs,  Fig.  6  E)  expression  of  MSCs  by  the  area  and  fluorescence 

intensity analysis of vinculins to indirectly observe the formation of 

FAs.  The  quantitative  data  of  each  group was  obtained  from  two 

experiments  with  3  samples  in  each  experiment,  and  the 

fluorescence  images of 60 cells  in each group were selected  to be 

analyzed by Image Pro Plus 6.0 (IPP 6.0). 
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topographical  structures,  and  physical  forces  etc.21,22,53,54  Some 

other  surface  modified  substrates  by  using  MAO,  ECO,  etc. 

techniques had been  reported  to  regulate  the  fate of MSCs.10,11,49 

However,  some  of  them  were  based  on  the  increasing  surface 

roughness  and  area,  which  was  just  one  of  causes  of  FAs 

organization and a  series of  subsequent  cell  behaviors. No matter 

what  changes  of  surface  characteristics  occur,  MSCs  would  firstly 

sense the changes through integrin /FAs /actin filaments, and then 

accurately  respond  to  the  changes.  Once  MSCs  come  into 

contacting  with  a  substrate,  this  sense‐response  pattern  would 

accompany  with  the  whole  life  of  MSCs.  Thus,  we  could  easily 

observe  the  comprehensive  effects  from  surface  modified 

substrates  on  cell  functions  by  understanding  the  pivotal  roles  of 

FAs.  In  this  study,  the  sub‐micrometer  nanosheets‐pores 

topography  of  Ti  substrates  promoted  FAs  formation  of  MSCs, 

which were clearly reflected by vinculin expression and normalized 

vinculin areas (Fig. 6, B, D & E). The enhanced FAs of MSCs grown 

on  the  sub‐micrometer  nanosheets‐pores  topographical  surfaces 

would  then  contribute  to  the  osteogenic  differentiation  of  MSCs. 

On  the  other  hand,  growing  onto  Ti  substrates  with  large 

nanosheets structures (L‐TNSs), MSCs are more difficult to interact 

with  protein  aggregates,  and  as  a  result,  they  are  guided  to 

differentiate  into  osteoblasts,10  along  with  time‐dependent 

osteogenic  differentiation  events,  i.e.,  Runx2/ALP  transcripts 

upregulation,  bone‐related  matrix  protein  expression  (OCN,  OPN, 

etc.), and matrix mineralization (Fig. 7). Consequently, the reduced 

cell  activity  and  the  enhanced  osteogensis  ability  appeared 

simultaneously.10  While  under  OM  condition,  bioactive  molecules 

and  substrate  topography  synergistically  contributed  to  the 

osteogenic differentiation of MSCs.  

Conclusions 

In summary, we successfully fabricated sub‐micrometer topography 

composed  of  nanosheets‐pores  structures  on  pure  titanium 

surfaces via vapor alkaline treatment along with  ion exchange and 

calcination treatment, which was revealed by combined techniques 

of  SEM,  AFM  XPS,  XRD  and  contact  angle  measurement, 

respectively.  The  sub‐micrometer  nanosheets‐pores  topographical 

titanium  substrates  improved  the  adhesion,  proliferation  and 

differentiation of MSCs on cellular level. Moreover, sub‐micrometer 

topographical Ti substrates, especially the L‐TNSs, up‐regulated the 

expressions  of  bone  formation  related  genes/proteins  (Runx2, 

Osterix,  ALP,  Col  I,  OPN  and  OCN),  and  thus  accelerating  the 

differentiation  of  MSCs  into  osteoblasts  on  molecular  level.  The 

study  affords  an  alternative  for  the  fabrication  of  high  quality 

titanium‐based implants. 
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