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粉末冶金制备 TNZS 基生物材料的体外组织相容性 
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摘  要：采用高能球磨与冷压烧结相结合的粉末冶金法制备了 TNZS、5%TiO2/TNZS 及 5%HA/TNZS（质量分数，下同）

生物材料，并研究了 TiO2 和 HA 的添加对 TNZS 体外组织相容性的影响。结束表明：3 种 TNZS 基生物材料均无细胞

毒性；5%TiO2/TNZS 和 5%HA/TNZS 表面在 1，3，5 和 7 d 的细胞相对增殖抑制率 CPIR 值大幅低于 TNZS 组，TiO2

和 HA 的添加显著提高了 TNZS 材料表面的细胞增殖速度，增强了其细胞增殖能力，更有助于诱导成骨细胞的体外增殖；

3 种 TNZS 基材料表面贴附的成骨细胞伪足伸展状态良好，而 5%TiO2/TNZS 表面贴附的成骨细胞分布更加均匀。  
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与目前已研制的其它生物医用钛合金相比，

Ti-24Nb-4Zr-7.9Sn(TNZS)合金不仅具有优良的机械性

能、较低的弹性模量（杨氏模量仅为 33 GPa），并具

有优良的耐腐蚀性等特性[1-3]，非常适合用作人造植入

体制造材料[4]，但其生物相容性还无法完全满足临床

医学使用的要求。而含有二氧化钛（TiO2）的生物材

料能进一步提高钛材表面的耐磨性、抗蚀性、细胞相

容 性 及 血 液 相 容 性 [5,6] ； 含 有 羟 基 磷 灰 石

（Ca10(PO4)6(OH)2，HA）的生物材料能大幅度降低钛

合金表面的生物学刺激作用，减少骨溶解发生机率，

提高生物材料的生物相容性[7-9]。采用高能球磨与冷压

烧结相结合的新型粉末冶金技术来制备含有难熔金属

Nb 的 TNZS、5%（质量分数）TiO2/TNZS、5%HA/TNZS

生物材料，通过不同性能材料的复合，达到性能上“取

长补短”，有效解决钛基材料强度、韧性、耐磨性及生

物相容性等的协同效应问题，进一步提高生物材料的

综合性能。 

钛基植入体材料在人体内长期服役，不仅具备良

好的耐腐蚀、强度、韧性和抗摩擦磨损等性能，还必

须具有优良的生物相容性，无毒性、无刺激性、不致

畸、不致癌、不引起机体排斥反应[10]。组织相容性是

生物相容性的一大方面，主要指生物材料与除血液外

的组织和器官相接触时，不引起组织炎症反应、不抑

制细胞生长、不发生组织癌变等。因此，必须对钛基

植入体材料进行组织相容性评价，以确保植入材料的

生物安全性，保障人体健康[11,12]。 

本实验依据生物材料和医疗器械生物学评价标

准，针对体外细胞毒性试验、体外细胞增殖试验和体

外细胞贴附试验 3 方面研究探讨采用高能球磨与冷压

烧结相结合的粉末冶金技术制备的 TNZS、5%TiO2/ 

TNZS 和 5%HA/TNZS 生物材料的体外组织相容性。 

1  实  验 

1.1  样品制备 

将实验所用金属粉末按质量比 64.1% Ti、24% Nb、

4% Zr、7.9% Sn 配制粉末混合物放入球磨罐，并按球

料比 10:1 加入 Φ6 mm 玛瑙球，将球磨罐安装在

QM-3SP4 型行星球磨机上，以 300 r/min 的转速球磨

48 h。待 Ti-24Nb-4Zr-7.9Sn（TNZS）粉末混合完成后，

再分别加入 TiO2、HA 纳米粉末，配制含质量分数为

5%TiO2/TNZS、5%HA/TNZS 粉末，以相同转速再混

合 1 h。球磨完成后将 3 种粉末放入干燥箱中，随干燥

箱升温至 50 ℃保温 4 h，过 50 μm 的筛，即可得到所

需粉料。 

采用单轴向方式压制粉末，压制所用模具如图 1

所示，凹模内径为 Φ30 mm；压块高度约 10 mm，以

确保压块的质量。采用 YB32-100 液压机压制块体，

压制压力为 18 MPa，保压 5 min。将压块放入钼盘中，

置于 WZS-20 型双室真空烧结炉内，抽真空至 7.8×10
-1

 

Pa 后进行烧结，升温速率 10 ℃/min。先预烧至 600 ℃

保温 2 h，升温至 800 ℃保温 2 h，再升温至 1000 ℃保

温 2 h，最终升温至 1250 ℃保温 2 h，随后随炉冷却。 
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图 1  压制用的模具 

Fig.1  Mould used for pressing 

 

将烧结后的样品在线切割机上切成 10 mm×10 

mm ×3 mm 的薄片，依次经打磨、抛光，制成试样。

采用 S-3400N 型场发射扫描电子显微镜观察样品表面

形貌, 通过 EDS 能谱仪对试样表面元素成分进行分

析。采用 D8-ADVANCE XRD 衍射仪检测烧结样品表

面物相，扫描速度为 5º/min、靶材为 Cu 靶、角度扫描

范围为 20º~90º。 

1.2  体外组织相容性实验 

1.2.1  细胞培养 

将 SD 大鼠成骨细胞接种于 10%胎牛血清 DMEM

高糖培养基，恒温 37 ℃、5% CO2 浓度下传代培育。

每 48 h 换液一次，当细胞数量达 90%，0.25%胰酶消

化至成骨细胞浓度为 4×10
5 个/mL，取其悬液备用。 

1.2.2  细胞毒性实验 

（1）实验前期准备 

将 3 种 TNZS 基生物材料试样，经丙酮、乙醇、

蒸馏水各超声清洗 15 min，于温度 121 ℃下高压灭菌。

3 组样品以比例 0.5 mL/cm
2 分别置于 10%胎牛血清培

养基内，在培养条件为 37 ℃，5% CO2 下浸提 72 h，

随后用 0.22 μm 微孔滤膜将浸提液过滤除菌，4 ℃下保

存待用。 

（2）细胞培养及样品毒性测定[13]
 

此次设 TNZS、5%TiO2/TNZS、5%HA/TNZS、空

白组、阴性以及阳性对照组，共 6 组，每组各设 6 孔。

样品所在孔加 0.2 mL 悬液，而阴性对照孔加 0.2 mL

高密度聚乙烯保鲜袋浸提的 RPM1-1640 培养基，阳性

对照孔加 0.2 mL、5%DMSO，空白对照孔则加 0.2 mL、

10%胎牛血清新鲜培养基。在 37 ℃、5%CO2 下培育 3 

d，36 孔内各注入 15 μL 浓度为 5 mg/ml 的 MTT 溶液

再培育 4 h，吸弃浸提液上清，加 0.1 mL DMSO，摇

振 10 min 后，酶标仪检测 490 nm 波长处的各孔吸光

度值。按式（1）算出成骨细胞的相对增值率（RGR）。 

Average absorbance value of experimental group
RGR 100%

Average absorbance value of blank group
 

[14]（1） 

依据所得各组样品 RGR 均值，按下表 1 评定标准

分别评价其毒性程度。阴性对照组反应不大于 1 级，

阳性对照组反应至少为 3 级，若阴性对照组和阳性对

照组反应不符合时，应重新实验。 

1.2.3  细胞增殖实验 

前期准备同细胞毒性实验。3 组待测样品放入含

36 孔的培养板内，各孔注入 0.2 mL 悬液，每隔 48 h

换液一次，培育 1，3，5，7 d 后各注入用 PBS 配制的

15 μL、浓度 5 mg/mL 的 MTT 再培育 4 h，离心后弃

各孔上清液，再加入 0.1 mL DMSO，摇振 10 min 后，

酶标仪检测 490 nm 波长处的各孔 OD 值。按式（2）

算出各样品成骨细胞 CPIR 值, 比较各组数值，分析细

胞增殖速度。 

OD value of experimental group
CPIR (1 ) 100%

OD value of negative control group
   （2）

 

1.2.4  细胞贴附实验 

前期准备同细胞毒性实验。0.2 mL 悬液各加入放

有待测样品的 36 孔培养板内，37 ℃、5% CO2 浓度下

培育 5 d 结束，弃培养液，经 4 ℃预冷的 2.5%戊二醛

固定成骨细胞，无水乙醇进行梯度脱水（30%，50%，

70%，80%，90%，95%，100%），每种浓度每次 10 min，

各两次，CO2 临界处干燥，MSP-1S 喷金，SEM 观察

成骨细胞于不同样品表面的贴附形态。 

2  结果与分析 

2.1  TNZS 基生物材料的表面形貌与成分 

从 SEM 微观组织形貌（图 2 所示）以及 EDS 面

分析（表 2）、区域分析结果（表 3、4、5 所示）可以

进一步分析 3 种 TNZS 基生物材料的组织形貌和元素

分布、物相生成状态。由图 2 可以发现，3 种 TNZS

基材料的孔隙分布不太均匀，TNZS 孔隙数量最少，

5%HA/TNZS 孔隙数量最多，相比而言，5%TiO2/TNZS

及 5%HA/TNZS 的孔隙形状较不规则，具有比较多的

尖角。表 2 为 3 种 TNZS 基材料的 EDS 面分析结果,

可看出，3 种 TNZS 基材料的面成分与名义配比成分 

 

表 1  相对增值率（RGR）评分标准 

Table 1  Evaluation standard of relative growth rate 

Grade RGR/% Illustration 

1 

2 

3 

4 8
0

 

Φ30 
Φ120 

1-upper punch; 2-sample; 3-lower punch; 4-die 
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0 ≥100 Non-cytotoxic 

1 75~99 Non-cytotoxic 

2 50~74 Possible-cytotoxic 

3 25~49 Cytotoxic 

4 1~25 Cytotoxic 

5 0 Cytotoxic 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  TNZS 基生物材料 SEM 组织形貌 

Fig.2  SEM morphologies of the TNZS-based biomaterials: (a) TNZS, (b) 5%TiO2/TNZS, and (c) 5% HA/TNZS 

 

表 2  图 2 样品 TNZS、5%TiO2/TNZS、5%HA/TNZS 

的 EDS 面分析结果 

Table 2  EDS results of the microstructure of TNZS, 5% TiO2/ 

TNZS, 5% HA/TNZS samples from Fig.2 (ω/%) 

Sample Ti Nb Zr Sn O Ca P 

TNZS 60.67 24.44 3.42 9.47 - - - 

TiO2/TNZS 54.91 22.41 3.68 7.41 11.59 - - 

HA/TNZS 55.85 26.20 2.87 8.24 - 4.31 2.53 

 

表 3  图 2a 样品 TNZS 各区域组织 EDS 分析结果 

Table 3  EDS result of the microstructure of TNZS sample 

from Fig.2a (ω/%)  

Area Colour Ti Nb Zr Sn 

1 Gray-black 97.06 1.09 1.05 0.8 

2 Gray 71.83 10.49 3.38 14.29 

3 Gray-white 38.19 50.06 3.70 8.06 

4 White 38.24 10.26 5.23 46.27 

 

表 4  图 2b 样品 5% TiO2/TNZS 各区域组织 EDS 分析结果 

Table 4  EDS result of the microstructure of 5% TiO2/TNZS 

sample from Fig.2b (ω/%) 

Area Colour Ti Nb Zr Sn O 

1 Gray-black 73.79 4.51 4.42 6.71 10.56 

2 Gray 66.48 10.35 4.63 8.38 10.16 

3 Gray-white 18.17 68.37 3.38 6.82 3.16 

4 White 63.10 4.15 3.31 15.83 13.62 

 

表 5  图 2c 样品 5% HA/TNZS 各区域组织 EDS 分析结果 

Table 5  EDS result of the microstructure of 5% HA/TNZS 

from Fig.2c (ω/%) 

Area Colour Ti Nb Zr Sn Ca P 

1 Gray-black 93.54 3.98 0.70 1.59 0.19 0 

2 Gray 73.41 12.67 2.33 10.90 0.32 0.37 

3 Gray-white 29.37 54.41 3.52 12.35 0.34 0 

4 White 41.92 15.48 4.20 36.04 2.26 0.1 

 

相近，表明 3 种材料面成分均匀。图 2a 是 TNZS 的

SEM 组织形貌，烧结的 TNZS 材料由 4 相组成，即灰

黑、灰、灰白、白，并以 1、2、3、4 四个区域为典型。

表 3 为对其进行 EDS 区域能谱分析的结果，可知灰黑

色区域为多钛相（钛含量高达 97.06%），灰色区域为

Ti-Nb 固溶体的基体相，灰白区域是多铌相（铌含量

50.06%），白色区域是富锡相（锡含量 46.27%）。

5%TiO2/TNZS 的 SEM 组织形貌和 EDS 区域能谱分析

结果如图 2b 及表 4 所示。5%TiO2/TNZS 也由以 1、2、

3、4 四区为代表的灰黑、灰、灰白、白四相组成，相

组成与 TNZS 基本相似，只是元素含量有所区别。在

5%TiO2/TNZS 的大多区域中可发现氧元素含量相对

比较高，这是因为 5%TiO2/TNZS 中添加了 5%的 TiO2，

由此可知 TiO2 比较均匀地分布在 5%TiO2/TNZS 烧结

材料中。图 2c 和表 5 分别是 5%HA/TNZS 的 SEM 组

织形貌与相应 EDS 区域能谱的分析结果，可知

5%HA/TNZS 主要也由以 1、2、3、4 四区为代表的灰

黑、灰、灰白、白 4 相组成，相组成与其他两者基本

相同，但 5%HA/TNZS 表面有分布均匀的白色小点，

经 EDS 能谱分析其钙、磷含量远超出其他区域，可知

这些白色小点由 HA 或其经高温分解生成的含钙磷化

合物组成。 

2.2  TNZS 基生物材料的物相分析 

图 3 是在 1250 ℃烧结 2 h 的 3 种 TNZS 基生物材

料的 XRD 图谱。可看出，烧结的 TNZS、5%TiO2/TNZS

及 5%HA/TNZS 生物材料都有 β-Ti 相生成，但 3 者 β-Ti

相含量较低，部分因为烧结温度比较低、保温时间不

充分所致；一部分因为本次烧结在真空烧结条件下进

行并随炉冷却，冷却时间较长使得高温态 β 相更容易

再次转变为 α 相。图 3 中没有标出 Nb 和 Zr 元素的

XRD 衍射峰是因为 Nb、Zr 与 Ti 3 者结构类同并且

1 

2 3 

4 

5 

1 

2 
3 

4 

a 

1 
3 

2 

4 

b c 
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XRD 标准衍射峰基本重合，无法对这三种元素的 XRD

谱进行区分[15]。5%TiO2/TNZS 生物材料的 XRD 谱除

生成 α-Ti 相和 β-Ti 相外，由于添加 5% TiO2，还检测

出少量的金红石相 TiO2 和锐钛矿相 TiO2。5%HA/ 

TNZS 生物材料添加 5%的 HA，其 XRD 谱中除 α-Ti、

β-Ti 和 HA 外，还检测到 Ti2O、CaTiO3、CaO 及 TixPy 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  TNZS 基生物材料的 XRD 图谱 

Fig.3  XRD patterns of TNZS-based biomaterials: (a) TNZS, (b) 5%TiO2/TNZS, and (c) 5%HA/TNZS 

 

新相，而这些新相的生成是因为 HA 不耐高温，在

1000 ℃以上易分解并与 Ti 发生反应。 

2.3  细胞毒性实验（MTT 法） 

图 4 是酶标仪测量的 3 种 TNZS 基样品组、阴性

对照组、阳性对照组以及空白组在 17.7 ℃、波长 490 

nm 下，细胞在体外培养 3 d 时的吸光度均值。可知，

阳性对照组的 OD 均值显著低于其他样品组，而阴性对

照组和 TNZS、5%HA/TNZS 样品组的 OD 均值都无较

大区别，5%TiO2/TNZS 的 OD 均值最高，达到 0.8438。 

根据 MTT 法测定的 OD 均值，依公式（1）计算

出成骨细胞在各样品表面的相对增殖率（RGR）。图 5

为各已测样品、阴性及阳性对照组的 RGR 值。 

根据图 5 中各样品、阴性及阳性对照组的成骨细胞

RGR 均值，按 GB/T16886.5-2003/ISO 10993-5:1999 规

定的 6 级毒性分级法转换成毒性程度等级(见表 1)，对

各待测样品、阴性及阳性对照组的毒性程度进行评价。 

本次实验阴性对照组的细胞毒性等级是 0 级，阳 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  成骨细胞于 TNZS 基生物材料表面培养 3 d 后波长 

490 nm 条件下 MTT 法测定的吸光度值（OD） 

Fig.4  Optical density (OD) measured at a wavelength of 490 nm 

after culture on the surfaces of TNZS-based biomaterials 

for 3 d by MTT method 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  成骨细胞于 TNZS 基生物材料表面培养 3 d 的 RGR 值 

Fig.5  Relative growth rate (RGR) of osteoblasts after culture on 

the surfaces of TNZS-based biomaterials for 3 d 

 

性对照组的细胞毒性等级是 4 级，这表明本次实验有

效。3 种 TNZS 基样品培养 3 d 时成骨细胞 RGR 值都

在 100%以上，细胞毒性均为 0 级，表明所有样品对

成骨细胞不具备毒性。可见 3 种 TNZS 基材料样品都

符合医用植入体材料细胞毒性的要求，都无细胞毒性。

经大量研究证实 Ti、Nb、Zr 与 Sn 都是对人体无毒害

作用的金属元素，TiO2 则为生物相容性良好的陶瓷氧

化物，而 HA 则在骨骼中大量存在，这也进一步说明

由这些元素或化合物进行烧结研制的新型生物材料不

具备细胞毒性。 

2.4  细胞增殖实验（MTT 法） 

不同样品表面活细胞的数量对细胞生长的影响可
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以通过 MTT 法测量OD 值和细胞增殖抑制率（CPIR/%）

的高低来反映。图 6 为用酶标仪测量的 3 种样品组、

阳性对照组和阴性对照组在 17.9 ℃、波长 490 nm 下，

成骨细胞在体外分别培育 1，3，5 和 7 d 时的 OD 均值。

从图 6 可知，阳性对照组的 OD 均值与其它 4 组区别明

显，呈现下降趋势，培育 1 d 时 OD 均值为 0.2553， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  成骨细胞于 TNZS 基生物材料表面波长 490 nm 

条件处 MTT 法检测的 OD 均值 

Fig.6  Optical density measured at a wavelength of 490 nm on 

the surfaces of TNZS-based biomaterials by MTT method 

 

3 d 时减少到 0.1158，5 d 时进一步减少到 0.1020，而

培育 7 d 的 OD 均值与 5 d 时 OD 均值基本不变，表明

延长培育的时间对成骨细胞的生长起抑制作用。成骨

细胞接种于 5%TiO2/TNZS 表面培养 1 d 及 3 d 的 OD

均值均明显高出接种于 5%HA/TNZS 与 TNZS 表面的

OD 均值，而 3 组中 TNZS 的 OD 均值最小，这表明

5%TiO2/TNZS 组培育 1 d 及 3 d 时其表面贴附的活成

骨细胞数量最多，TNZS 组在培育 1 d 及 3 d 时其表面

贴附的活细胞数量最少。当分别培育 5 d 与 7 d，成骨

细胞于 5%HA/TNZS 表面 OD 均值都稍大于 5%TiO2/ 

TNZS 表面 OD 均值，但差别不明显；而 TNZS 表面

OD 均值显著低于其他两组。可见，TiO2 的添加使

TNZS 表面有利于成骨细胞的初期贴附，而 HA 的添

加在细胞培育后期与 TiO2 的添加效果相似，显著促进

了成骨细胞的增殖。随着细胞培育时间的延长，3 组

TNZS 基生物材料表面的 OD 均值都呈明显增长趋势。 

根据图 6 中 MTT 法检测出的成骨细胞在不同样

品表面培育 1，3，5 和 7 d 时 OD 均值，按公式（2）

计算 CPIR（%），将结果列于图 7 中，比较各样品组

数值，分析成骨细胞的增殖速度。 

从图 7 中的结果可看出，5%TiO2/TNZS 和 5%HA/ 

TNZS 表面于 1，3，5 和 7 d 不同培养时间节点的 CPIR

值明显低于 TNZS 组，细胞增殖速度相对较快，细胞

增殖能力强于 TNZS 组，这表明能更好地诱导成骨细

胞的增殖，有利于较快形成新骨表面。 

2.5  细胞贴附实验 

图 8为 SEM观察下成骨细胞于不同样品表面贴附

5 d 的分布和形态。从低倍 SEM 照片看出，5%TiO2/ 

TNZS 贴附的成骨细胞数量多于 TNZS 与 5%HA/ 

TNZS。此外，TNZS 和 5%HA/TNZS 样品表面贴附的 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7  成骨细胞于 TNZS 基生物材料表面的相对增殖 

抑制率  (CPIR) 

Fig.7  CPIR of osteoblasts on the surfaces of TNZS-based 

biomaterials 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 8  TNZS 基生物材料 SEM 照片 

Fig.8  SEM morphologies of TNZS-based biomaterials: 

(a-1, a-2) TNZS, (b-1, b-2) 5%TiO2/TNZS, and  

(c-1, c-2) 5%HA/TNZS 
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附的成骨细胞分布更均匀。成骨细胞的均匀分布有利

于其吸收环境中的养分，有助于成骨细胞的生长。从

高倍 SEM 照片可看出，不同样品表面贴附的成骨细胞

形态有所区别。TNZS 表面成骨细胞形态为带状与椭

圆状；5%TiO2/TNZS 表面成骨细胞呈梭状及椭圆状；

5%HA/TNZS 表面成骨细胞呈椭圆状及扁平圆状。

TNZS 表面带状成骨细胞体型细长，其伪足纤细；椭

圆状成骨细胞已铺展开来，伪足长短不一、粗细不均，

粗壮伪足还可伸出细小伪足。5%TiO2/TNZS 表面的梭

状成骨细胞体型饱满，伪足短而粗。5%HA/TNZS 的

圆状成骨细胞已完全铺展开来，伪足紧紧攀附在样品

表面。3 种样品表面虽贴附的细胞形态有差异，但每

种形态的成骨细胞伪足伸长状态良好，表明成骨细胞

在材料表面运动活跃，预示细胞有分裂趋势。  

3  结  论 

1) 3 种 TNZS 基生物材料孔隙分布不均，TNZS

孔隙数量最少，5%HA/TNZS 孔隙数量最多；三者面

成分均匀；三者都无细胞毒性，满足植入材料毒性安

全要求。 

2) 5%TiO2/TNZS 和 5%HA/TNZS 表面在 1，3，5

和 7 d 的 CPIR 值明显低于 TNZS 组，TiO2 和 HA 的

添加提高了 TNZS 材料表面的细胞增殖速度，增强了其

细胞增殖能力，更好地促使成骨细胞进行体外增殖；3

种 TNZS 基材料表面贴附的成骨细胞伪足伸展状态良

好，而 5%TiO2/TNZS 表面贴附的成骨细胞分布更均匀。 

3) 通过 TiO2 和 HA 与 TNZS 基材料的复合，一定

程度上提高了 TNZS 基材料的体外组织相容性。 
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Histocompatibility in Vitro of TNZS-Based Biomaterials 

Prepared by Powder Metallurgy 
 

Zhu Lihua, Wu Liujun, Xu Xiaojing, Chen Tingzhuo 

(Engineering Institute of Advanced Manufacturing and Modern Equipment Technology, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China) 

 

Abstract: TNZS, 5%TiO2/TNZS and 5%HA/TNZS (mass fraction) bio-medical materials were prepared by powder metallurgy combining 

high-energy milling with cold pressed sintering. Histocompatibility in vitro of the three TNZS-based materials was studied. The results show 

that the three materials have no cytotoxicity; CPIR on the surface of 5%TiO2/TNZS and 5%HA/TNZS for 1, 3, 5 and 7 d is significantly lower 

than that of TNZS group, indicating that the addition of TiO2 and HA can accelerate the cell proliferation on the surface of TNZS material and 

favors induction of proliferation of osteoblasts in vitro; pseudopodium extension of osteoblasts attached to the surface of the three materials 

are in good condition; the distribution of osteoblasts attached to the surface of 5%TiO2/TNZS is more uniform. 

Key words: powder metallurgy; TNZS-based biomaterial; histocompatibility in vitro 
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