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摘  要：采用微弧氧化法及微弧氧化-水热法对纯钛进行改性，制备了 TiO2 与 TiO2-HA 生物陶瓷膜层，通过溶血率实验、

动态凝血时间实验和血小板黏附实验等方面评价其血液相容性。结果表明：各试样的溶血率都远小于 5%，均符合医用

材料的溶血率要求，不会产生溶血作用。与钛基 TiO2 生物陶瓷膜层和钛基材相比，钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层的溶血

率更低，动态凝血时间曲线变化更为缓慢，黏附的血小板更少，且变形程度更轻，具有更好的抑制血小板的聚集与变

形的性能，血液相容性更优。 
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钛材凭借较好的耐腐蚀性、生物相容性和易加工

性，在人工关节、人工骨和血管支架等领域具有重要

的临床应用价值[1]。研究发现 TiO2 膜层可以有效抑止

钛材表面血栓的形成，改善钛材的血液相容性[2]。但

是钛材自然钝化形成的 TiO2 保护膜层厚度很薄，当钛

材作为外体材料植入人体长期服役后，在长期的外力

磨损和体液腐蚀作用下，一旦钝化 TiO2 膜层遭到破

坏，有可能形成血栓、造成植入体松动或断裂导致置

换的最终失败。因此，对钛植入体进行表面改性以获

得良好的综合性能成为必然，需赋予其更好的生物相

容性、耐腐蚀性和摩擦磨损等性能以满足临床应用需

求。通过改性适当增加 TiO2 保护膜层的厚度以及进行

对钛基 TiO2 膜层的活化处理可以改善钛及钛合金生

物相容性[3-5]。由于羟基磷灰石(hydroxyapatite, HA)的

晶体结构和化学组成与人体骨骼及牙齿的无机物磷灰

石基本相同，具有良好的生物相容性与骨诱导性[6]，

将其涂覆于生物惰性的钛材表面，可以得到兼具二者

优势的钛基 HA 涂层。本实验采用微弧氧化(micro-arc 

oxidization, MAO)-水热 (hydrothermal synthesis, HS) 

法在纯钛基材表面制备含有羟基磷灰石的钛基 TiO2- 

HA 生物陶瓷膜层，通过溶血率实验、动态凝血时间

实验和血小板黏附实验等方面评价其血液相容性，以

期为其进一步的医用研究提供理论参考和技术支撑。 

1  实  验 

1.1  膜层的制备 

实 验 材 料 选 用 厚 度 为 2 mm 的 纯 钛 TA2

（GB/T3620.1-2007）圆片，以 C4H6CaO4-NaH2PO4 为

电解液进行微弧氧化改性，电参数：频率为 600 Hz，

占空比为 15%，氧化时间为 5 min，电流密度为 25 

A/dm
2，获得多孔 TiO2 膜层，然后置于有水热介质为

氨水的高压反应釜中水热处理 7 d，水热温度为

180 ℃ ， 制 备 钛 基 TiO2-HA 生 物 陶 瓷 膜 层  

(Ti-TiO2-HA)
[7] 。对照组钛基 TiO2 生物陶瓷膜层

（Ti-TiO2）的微弧氧化电参数为：频率为 600 Hz，占

空比为 15%，电流密度为 8 A/dm
2，氧化时间为 10 min

 

[8]。 

1.2  膜层的表征 

采用扫描电子显微镜(SEM) 及附带的 X 射线能

谱仪观测膜层的微观结构与元素成分，应用 D8 

ADVANCE 型 X 射线衍射仪进行膜层的物相分析，通

过 OCA30 视频光学接触角测量仪测量蒸馏水和乙二

醇在样品表面的静态接触角，并用 Owens
 [9]二液法计

算表面能。 

1.3  溶血实验 

取 8 mL 新鲜兔子抗凝全血，外加 10 mL 0.9%的氯

化钠溶液(即生理盐水)按体积比 5׃4 制得稀释兔子抗凝

全血。将待测试样分别放入不同的加有 10 mL 0.9%的

氯化钠溶液的试管中，于 37 ℃的水浴中恒温 30 min，

添加 0.2 mL 新鲜的稀释后兔子抗凝全血后，再水浴 60 

min。在相同的实验条件下，阳性对照用 10 mL 蒸馏水

+0.2 mL 稀释兔子抗凝全血，阴性对照用 10 mL0.9%的
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氯化钠溶液+0.2 mL 稀释兔子抗凝全血。将溶液用离心

机 850 r/min 离心分离 5 min 后，吸取上清液，用分光

光度计 545 nm 波长下测定吸光度，每个试样做 3 次平

行试验，取平均值。根据下式计算溶血率（HR）： 

HR= t nc

pc nc

D D

D D




×100%                     （1） 

式中：Dt 为试样的吸光度，Dpc 为阳性对照组吸光度，

Dnc 为阴性对照组吸光度。 

1.4  动态凝血时间实验 

取新鲜的兔子抗凝全血在待测试样表面滴 30 μL，

分别在 10、20、30、40、50 min 时用夹子将试样轻轻

放于盛有蒸馏水的烧杯中，等待 10 min 后用分光光度

计 540 nm 波长下测定吸光度。以蒸馏水作空白对照。

每个试样做 3 次平行试验，取平均值，绘制吸光度-

时间曲线。 

1.5  血小板黏附实验 

采集 50 mL 兔子抗凝全血，用离心机 1000 r/min

离心分离 10 min，取上部的富血小板血浆，将待测试

样浸入血小板血浆并在 37 ℃恒温水浴培养 120 min 后

将试样取出，用 0.9%的氯化钠溶液漂洗干净试样表面

未吸附的血小板，在 2.5%戊二醛溶液中于固定 12 h，

试样取出后再次用 0.9%的氯化钠溶液清洗，分别用无

水乙醇梯度脱水  (30%，50%，70%，80%，90%，100%) 

每次 10 min，乙酸异五酯脱醇梯度脱醇  (30%，50%，

70%，80%，90%，100%)每次 10 min，CO2 临界点干

燥后喷金，将试样置于扫描电镜下观测血小板黏附变

形并保存图像。 

2  结果与分析 

2.1  膜层表面结构 

采用微弧氧化-水热法制备得到的钛基 TiO2-HA

生物陶瓷膜层（Ti-TiO2-HA）和采用微弧氧化法制得

的钛基 TiO2 生物陶瓷膜层（Ti-TiO2）的 SEM 微观形

貌及相组成如图 1 所示。 

由图可见，钛基材经微弧氧化处理后，膜层存在

着众多大小不等的孔洞和孔洞外周的火山口状熔融凸

起，XRD 谱检测到了来自钛基材的 Ti 相，还有金红

石相（Rutile）与锐钛矿相（Anatase）TiO2 这 3 种物相。

经微弧氧化-水热法制备得到的钛基 TiO2-HA 生物陶瓷

膜层形貌明显有别于前者，在分布有孔洞和熔融凸起的

膜层呈现出细密的结晶形核凸起状的不规则的白色晶

粒，其 XRD 谱证实了这些晶粒为羟基磷灰石(HA)。 

钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层的形成过程示意如图

2 所示。在高压反应釜中的高温高压条件下，富含钙

磷的 TiO2 微弧氧化膜层中以非晶态形式存在的 Ca
2+、

H2PO4
-、HPO4

2-、PO4
3-被激活迁移出膜层表面，为其

与水热处理介质为 PH 为 13～14 左右的碱性氨水发生

作用形成晶态的 HA 提供了必要条件[7]
 (图 2a)。水热

处理时，由于高压反应釜中的强碱性氨水富含羟基，

与富含钙磷的 TiO2 微弧氧化膜层形成 Ti-OH 基团(图

2b)：膜层表面 HTiO3
-基团带有负电荷，在静电势吸引 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 20 30 40 50 60 70 80
0

100

200

300

400

500

600

700
cAnatase

Rutile

Titanium

 

 

In
te

n
si

ty
/c

p
s

10 20 30 40 50 60 70 80
0

100

200

300

400

500

600

700
Anatase

Rutile

Titanium

HA

 

 

d

2θ/(°) 2θ/(°) 

a b 

10 μm 



第 5 期                          徐  琳等：钛基表面 TiO2-HA 生物陶瓷膜层的血液相容性研究                       ·1301· 

 

图 1  钛基生物陶瓷膜层的 SEM 形貌及 XRD 图谱 

Fig.1  SEM morphologies (a, b) and XRD patterns (c, d) of bioceramic coating on titanium: (a, c) Ti-TiO2 and (b, d) Ti-TiO2-HA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  膜层表面 HA 形成示意图 

Fig.2  Schematic diagram for the formation of HA: (a) the exudation of Ca
2+

, PO4
3-

, (b) the formation of Ti-OH groups, 

(c) the formation of HA, and (d) growth of HA 

 

的作用下，会选择吸附带正电荷的 Ca
2+，随着 Ca

2+的

大量沉积带有正电荷，从而又会吸附带负电荷的

H2PO4
-、HPO4

2-、PO4
3-，产生化学反应生成 HA

[10]。

由于 TiO2 微弧氧化膜层表面分布有众多火山状孔洞

等缺陷部位的存在，降低了 HA 成核自由能，为羟基

磷灰石的产生提供了更多的形核位点， Ca
2+、HPO4

2-、

PO4
3-于膜层表面微孔处发生水热反应。因此，微弧氧

化膜层表面微孔处优先结晶形核出大量细小的晶态羟

基磷灰石 HA(图 2c)。随着水热时间的延长，越来越  

多膜层内部的 Ca
2+、HPO4

2-、PO4
3-被激活向膜层外   

部迁移，使得 Ca
2+、HPO4

2-、PO4
3-浓度增大，在膜层

表面与高压反应釜中氨水提供的-OH 基团反应，膜层

表面不断形核出更多的 HA 晶粒，晶粒继续增大增 

粗，不断生长，水热数天后膜层表面密布大量光滑及

针状及少量条柱状 HA 晶粒，填充了膜层表面部分微

孔(图 2d)。 

2.2  表面能 

通过 Owens 二液法计算得到的样品表面能 γS、  

色散力 γS
D 及极性力分量 γS

P 如表 1 所示[7,8]。可以发  

现钛基材的表面能最低，仅为 27.5 mJ·m
-2，改性处理

后的生物陶瓷膜层的表面自由能均显著增加。钛基

TiO2-HA 生物陶瓷膜层的表面自由能最高，达到了

251.3 mJ·m
-2。 

表 1  样品的表面能 

Table 1  Surface energy parameters of samples 

Samples γL/mJ·m
-2

 γL
D
/mJ·m

-2
 γL

P
/mJ·m

-2
 

Ti 27.5 11.8 15.7 

Ti-TiO2 77.7 1.9 75.8 

Ti-TiO2-HA 251.3 198.8 52.5 

 

2.3  溶血率 

图 3 所示为钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层、钛基

TiO2 生物陶瓷膜层和钛基材测定的吸光度值。由图可

得，阳性对照组和阴性对照组的吸光度值分别为 2.977 
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图 3  红细胞在试样表面的吸光度值 

Fig.3  Optical density of red blood cells on the surfaces 

of samples 

和 0.109，符合国家标准，实验有效。实验组 Ti-TiO2-HA、

Ti-TiO2 和 Ti 的吸光度值分别为 0.089、0.17 和 0.108，

其中 Ti-TiO2-HA 的吸光度值最小。 

把测得的吸光度值代入公式 (1)计算出的溶血率

如图 4 所示。 

由图可知，各试样的溶血率都远小于 5%，均符合

非直接接触血液的医用材料的溶血率要求标准，不会

产生溶血作用。与未经改性的钛基材的 0.24%溶血率

相比，微弧氧化处理改性后的钛基 TiO2 生物陶瓷膜层

的溶血率相对最高，为 2.12%。微弧氧化-水热处理改

性后的钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层的溶血率最低，为

0%，抗溶血性能最优，说明经水热处理后试样表面生

成的 HA 晶粒减轻了试样对红细胞的破坏，抗溶血性

能改善。 

2.4  动态凝血时间 

图 5 给出了钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层、钛基

TiO2 生物陶瓷膜层和钛基材的动态凝血时间曲线。 

由图可以观察到，所有试样的吸光度值都随其与

血液接触时间的延长而降低，吸光度值与未凝血的红

细胞的相对量成正比，吸光度值的改变说明各试样的 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  试样的溶血率 

Fig.4  Hemolysis rate of samples 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  试样的动态凝血时间曲线 

Fig.5  Blood coagulation profiles of samples 

凝血程度都随着接触时间的延长而加剧。未经改性的

Ti 基材的动态凝血时间曲线下降陡峭，且当接触时间

延长至 33 min 以后，钛基材的吸光度值低于其它改性

组试样，抗凝血性能差。钛基 TiO2 生物陶瓷膜层的动

态凝血时间曲线与钛基材相比略微缓慢，与血液接触

时间 33 min 以后的吸光度值明显高于钛基材，血液在

其微弧氧化膜层表面凝固性较弱，凝血时间变长，抗

凝血性能得到改善。钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层的吸

光度值较钛基 TiO2 生物陶瓷膜层有所提高，动态凝血

时间曲线缓慢减少，变化平稳，且从其与血液接触后

10 min 的每个时间点的吸光度值也明显高于同时间测

得的其余试样的吸光度值，凝血时间最长，凝血因子

的激活程度最低，抗凝血性能最优。 

2.5  血小板黏附行为 

图 6 示出了钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层、钛基

TiO2 生物陶瓷膜层和钛基材表面的血小板黏附变形的

SEM 照片。 

从图中可以明显看出，钛基材表面黏附的血小板

的数量最多，血小板聚集态势形成并伸出伪足连接成

网状，变形较明显，部分血小板几乎非常扁平地平铺

在钛基材表面，按变形程度大多属于Ⅳ型。钛基 TiO2

生物陶瓷膜层表面黏附的血小板的数量显著变少，血

小板变形程度轻，血小板伸出少量枝状伪足，有少量

血小板的伪足深入膜层的孔洞内，大多属于Ⅱ型。钛

基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层表面的血小板基本呈圆盘

状，黏附的血小板较少，部分发生变形，没有产生集

聚，且变形程度最轻，血小板基本没有被激活，大多

属于Ⅰ型。 

与钛基材相比，钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层、钛

基 TiO2 生物陶瓷膜层表面具有较好防止血小板黏附

与变形的性能。这主要是由于血小板在材料表面的黏

附与材料表面所吸附的血浆蛋白种类、数量及立体构

象变化密切相关，主要为白蛋白和纤维蛋白原。当材料

表面吸附的蛋白层为白蛋白时，材料表面会出现生物钝

化，减少血小板在表面的黏附，阻止凝血的发生[2]。如

图 7a 所示，Sawyer 等[11]提出了电化学假说，研究发

现纤维蛋白原的电子结构类似于本征半导体，禁带宽

度窄，其带隙为 1.8 eV，当纤维蛋白原吸附在材料表

面后，其价带电子会转移到和它接触的材料表面，使

得纤维蛋白原的构象变化并分解成纤维蛋白单体与纤

维蛋白肽，继而单体间会聚合交联成中间聚合物，加
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速凝血过程[12,13]，所以要阻止它的电荷向与它接触的

材料的转移，材料必须具有较小的功函数[13]。钛基材

经微弧氧化和微弧氧化-水热改性后，形成了钛基 TiO2

生物陶瓷膜层和钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层。如图 7b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  血小板在试样表面黏附变形的 SEM 照片 

Fig.6  SEM morphologies of platelets adhered and aggregated on the surfaces of samples:  (a) Ti, (b) Ti-TiO2, and (c) Ti-TiO2-HA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7  TiO2 与纤维蛋白原接触后的电化学作用示意图  

Fig.7  Schematic diagram for electrochemical action of TiO2 and 

fibrinogen after adsorption: (a) electrochemical process 

and (b) energy band diagram
[2,11] 

 

所示[2,11]，TiO2 具有宽禁带半导体的特性，带隙为 3.2 

eV，而纤维蛋白原的导带和禁带均位于 TiO2 的禁带

间，并且 TiO2 的导带存在有电子，抑制了吸附于 TiO2

的纤维蛋白原向 TiO2 膜层表面转移电子，有利于维持

纤维蛋白原的正常构象，进而不易发生血小板在 TiO2

膜层表面的聚集与变形[2]。 

另一方面，不少研究者从热力学的角度对血浆蛋白

在材料表面的吸附行为作出了解释。Michiardi
[14]指出

当白蛋白在材料表面吸附量与其表面能的极性分量具

有一定的线性关系，极性分量越大，白蛋白的吸附量就

越高，白蛋白的吸附有利于减少血小板的黏附。钛基材

改性处理后的 TiO2 生物陶瓷膜层与 TiO2-HA 生物陶瓷

膜层的极性力分量均显著增加，有利于白蛋白的优先吸

附，抑制血小板的黏附，改善血液相容性[15]。而钛基

TiO2-HA 生物陶瓷膜层同时明显增高的色散力分量，可

促使材料表面吸附的蛋白层更加稳定[15]。因此，钛基

TiO2-HA 可能具有适宜的表面能使其吸附更多的白蛋

白和更少的纤维蛋白原，从而改善血液相容性[16]。 

本实验采用微弧氧化、微弧氧化-水热两种对钛材

的表面改性方法中，微弧氧化 -水热组试样钛基

TiO2-HA 生物陶瓷膜层比微弧氧化试样钛基 TiO2 生物

陶瓷膜层表面黏附的血小板数量更少且变形程度更

轻，更能有效抑制血小板的黏附、释放及聚集，降低

凝血的发生，这可能归因于微弧氧化膜层水热处理后

形成 TiO2-HA 复合陶瓷膜层具有较小的功函数与较适

宜的表面能，并且其表面结晶形核出大量具有良好生

物相容性的 HA 晶粒，改变了膜层表面的电荷密度、

化学组成等性能影响了白蛋白和纤维蛋白原在其表面

的吸附所致，使得血液相容性得到了进一步改善。  

3  结  论 

1) 采用微弧氧化 -水热法对纯钛材进行改性处

理，得到了钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层。 

2) 钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层、钛基 TiO2 生物

陶瓷膜层和钛基材各试样的溶血率都远小于 5%，均符

合医用材料的溶血率要求，不会产生溶血作用。 

3) 钛基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层的动态凝血时间

曲线变化缓慢，与血液接触 10min 后的每个时间点的

吸光度值也明显高于同时间点测得的其余试样的吸光

度值，抗凝血性能最优。 

4) 与钛基 TiO2 生物陶瓷膜层和钛基材相比，钛

基 TiO2-HA 生物陶瓷膜层表面血小板基本呈圆盘状，

黏附的血小板较少，部分发生变形，没有产生集聚，

且变形程度最轻，血小板基本没有被激活，大多属于

Ⅰ型，具有更好的防止血小板的黏附与变形的性能，

血液相容性更优。 
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Blood Compatibility of TiO2-HA Bioceramic Coating on Titanium 
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Abstract: Biological surface modification of titanium was conducted by micro-arc oxidation (MAO) and hydrothermal synthesis (HS) 

methods to prepare TiO2 bioceramic coating and TiO2-HA bioceramic coating. The blood compatibility of modified coatings was evaluated 

by hemolysis rate test, dynamic clotting time and platelet adhesion test. The results demonstrate that hemolysis rates of all samples are less 

than 5%, and no hemolysis is observed. Compared with titanium and TiO2 bioceramic coating of titanium, TiO2-HA bioceramic coating of 

titanium exhibits better blood compatibility, with lower hemolysis rate, longer dynamic clotting time, fewer adhered platelets and slighter 

formation of platelets, which could better prevent platelet shape change and aggregation.  

Key words: titanium; micro-arc oxidation (MAO); hydrothermal synthesis (HS); blood compatibility; TiO2-HA bioceramic coating 
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