
前 言

目前，纯钛因其良好的生物相容性及理化特性，已

大量应用于口腔种植领域［1］。为了改善种植体与骨组

织的早期愈合，钛表面改性技术得到广泛研究，近年来

钛表面粗化处理成为研究热点［2］。研究发现，样品表面

的粗糙度和表面形貌在生物材料的生物相容方面起到
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【摘 要】目的：研究纯钛微弧氧化电参数（脉冲宽度及脉冲频率）的改变对膜层表面形貌、理化性能及成骨细胞生物行为

的影响。 方法：对喷砂酸蚀钛片进行微弧氧化处理，通过脉宽及频率的变化，研究其对膜层的表面形貌、摩擦性能、耐腐

蚀性等影响，分析得出不同表面形貌所对应的参数条件（脉冲频率400 Hz、脉冲宽度60 μs微弧氧化组为A组，脉冲频率

500 Hz、脉冲宽度60 μs微弧氧化组为B组，脉冲频率500 Hz、脉冲宽度75 μs的微弧氧化组为C组），进一步比较在该参数

下的微弧氧化膜的耐腐蚀性及成骨细胞在其表面的粘附、增殖情况及细胞形态。 结果：电镜下3组试件表面均形成粗糙

多孔的膜层，且A组纯钛微弧氧化膜表面粗糙度最高；C组所制备的微弧氧化膜层耐腐蚀性能及耐磨性优于A、B两组。

细胞粘附及增殖实验A、B、C各组之间差异有统计学意义（P<0.05），实验表明A组表面成骨细胞粘附及增殖均优于B、C

两组。 结论：脉冲宽度及频率变化对微弧氧化膜层表面生物活性及理化性能均有影响，当脉冲频率400 Hz、脉冲宽度60

μs时，膜层表面的细胞生长最佳。
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Effects of electrical parameters on physical and chemical properties and cellular compatibility

of micro-arc oxidation coat on titanium
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Abstract: Objective To study the effects of pure titanium micro-arc oxidation parameters (pulse width and pulse frequency) on

film surface morphology, physical and chemical properties and biocompatibility of osteoblasts. Methods The sandblasted and

acid-etched titanium plate was treated with micro-arc oxidation. The surface morphology, friction property and corrosion resistance

of the film layer were studied by changing the pulse width and frequency of micro-arc oxidation, thus obtaining the parameters

corresponding to different surface topography. The pulse frequency and width of micro-arc oxidation were 400 Hz and 60 μs in

group A, 500 Hz and 60 μs in group B, and 500 Hz and 75 μs in group C. The corrosion resistance of the micro-arc oxidation film

and the adhesion, proliferation and cell morphology of the osteoblasts on the surface were further analyzed. Results Under electron

microscope, rough and poriferous film layers were observed on the surface of 3 groups of specimens, and the surface roughness

of pure titanium micro-arc oxidation film in group A was the highest. The corrosion resistance and wear resistance of the micro-

arc oxidation film in group C were better than those of the micro-arc oxidation film in group A and B. The experiment of cell

adhesion and proliferation showed that the differences among groups A, B and C were statistically significant (P<0.05), and the

adhesion and proliferation of osteoblasts in group A were better than those of osteoblasts in group B and C. Conclusion Pulse

width and frequency have affects on the surface biological activity and the physical and chemical properties of micro-arc oxidation

film layer. With the pulse frequency of 400 Hz and the pulse width of 60 μs, the cells on the surface of the film layer grow best.
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重要作用，有助于促进骨形成［3-4］。微弧氧化技术是在

金属表面形成粗化的氧化陶瓷膜，被认为是已开发的

表面预处理方法中一种很有发展前途的技术，它能够

在钛及钛合金表面形成多孔结构，多孔结构增加钛表

面积，从而增加细胞的粘附［5］。掌握纯钛微弧氧化工艺

与膜层表面特征的相关性，对探寻适用于临床的钛表

面具有长远的重要意义。纯钛微弧氧化膜在形成过程

中受到多种因素的影响，脉宽及频率是主要影响因素［6］。

通过对脉宽及频率的变化，可获得不同尺寸、不同形貌

的钛表面，对细胞的增殖、黏附等产生重要影响［7］。本

实验选择3组不同膜层表面所对应的电参数，研究相应

纯钛微弧氧化膜的理化性能及细胞活性，通过微弧氧

化脉宽、频率的变化，分析得出较优的电参数。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

TA2纯钛（购于西北有色金属研究院），ME3T3-E1

细胞（中科院上海细胞库），CCK-8试剂盒（东仁化学科

技有限公司），胰蛋白酶（Beyotime），PBS 缓冲液

（Biotopped），α-MEM培养基（HyClone），Hochest33342

（Beyotime），鬼笔环肽（上海翊圣科技有限公司），

TritonX－100（Beyotime），抗荧光淬灭液（碧云天）。蒸

器馏水（HS-211-20），培养箱（西蒙公司），扫描电子显微

镜（JJSM-6360LV），酶标仪（伯腾），激光共聚焦显微镜

（Olympus）。

1.2 钛片的准备

1.2.1 钛片处理 将厚度为1 mm的钛片打孔，再依次

用180目、500目砂纸打磨，之后在钛片表面喷涂120

目的金刚砂。将装有质量浓度为120 g/mL的氢氧化

钠溶液的烧杯放入水浴箱，温度调试至60 ℃，在钛片

穿上铝丝，放入烧杯中浸泡10 min。将试件取出之后

放于蒸馏水中超声震荡 5 min。配置浓盐酸、浓硫酸

及蒸馏水的混合酸溶液，放入水浴锅加热至70 ℃，再

将钛片放入酸溶液中浸泡10 min，重复清洗及超声震

荡。配置氢氟酸和硝酸的混合酸溶液，将钛片逐个

涮洗，超声清洗5 min，蒸馏水冲洗。配置硅酸盐为主

的镀液，将酸蚀后试件进行微弧氧化。电压固定在

400 V，分别设定频率 400 Hz 和脉宽 60 μs、频率 500

Hz 和脉宽 60 μs、频率 500 Hz 和脉宽 75 μs，时间 5

min。蒸馏水冲洗钛片，自然悬挂晾干。

1.2.2 实验分组 设置脉冲频率400 Hz、脉冲宽度60 μs

的微弧氧化组钛片为A组，脉冲频率500 Hz、脉宽60 μs

的微弧氧化组为B组，脉冲频率500 Hz、脉宽75 μs的微

弧氧化组为C组。

1.3 实验方法

1.3.1 扫描电镜观察和X射线衍射（XRD）分析 选取各

组试件，用扫描电子显微镜（SEM）对微弧氧化膜层表

面的形貌进行观察和记录。试件表面形貌的观察是将

微弧氧化处理后的试件切割成合适尺寸，喷金后再将

其放入样品台上的扫描电镜中进行观察拍摄。采用XRD

型号为D8-ADVANCE型（德国布鲁特公司），结合不同

物质衍射图谱峰强和峰位差异进行分析和测定，用于

各种材料的物相鉴定、应力分析等。

1.3.2 摩擦磨损实验 采用SFT-2M型销盘式摩擦磨

损试验机（兰州中科凯化科技），在转速300 r/min、转

动半径3 mm、加载载荷100 N、试验时间15 min等参

数下测试各组试件表面摩擦系数的变化。

1.3.3 膜层耐腐蚀性测试 实验采用 IM6e 型耐腐蚀

性能检测机器（德国），该仪器将试样作为工作电极，

腐蚀溶液为 9 g/L的NaCl溶液。由于微弧氧化后的

纯钛形成致密膜层，可能影响其导电性能，所以实验

前用500目的砂纸将微弧氧化钛片的一面膜层磨掉，

再用夹具夹好设定参数，检验参数无误后将三电极

分别接触好。当膜层的Tafel极化曲线绘画完成后，

保存数据并进行图谱数据分析。

1.3.4 细胞黏附实验 选取 3 组试件，每组 3 个平行

组，紫外线消毒后置于 24孔板中。将传代后的小鼠

成骨细胞按照 1×104每孔的密度接种到 3组试件上，

分别放入培养箱中培养 4、6、8、10 h。按照预定时间

取出孔板，终止培养，弃去培养基，PBS反复冲洗，将

无血清培养基和CCK-8溶液按比例混合，每孔加入

200 μL，培养箱中反应 2 h。培养结束后，每孔移出

100 μL加入到 96孔板内，放入酶标仪测定其OD值，

设置波长为450 nm。

1.3.5 细胞增殖实验 分别取 3 组试件，消毒后置于

48孔板中，将传代后小鼠成骨细胞以5×103个每孔的

密度接种到 3组试件上，分别培养 1、3、5 d。在预定

的时间点进行检测，取出孔板，弃去培养基，PBS反复

冲洗，将无血清培养基和CCK-8溶液按比例混合，每

孔加入200 μL，培养箱中反应2 h。培养结束后，每孔

移出100 μL加入到96孔板内，放入酶标仪测定其OD

值，设置波长为450 nm。

1.3.6 细胞形态观察 将试件置于24孔板内，每孔接种

小鼠成骨细胞以2×104个、培养24 h后取出，弃去废液，

PBS反复清洗，加 4%多聚甲醛，常温下固定 10 min，

弃多聚甲醛后再次PBS冲洗，加0.5%Triton-X-100（1 mL/

孔），37 ℃下处理20 min。PBS清洗3次，每孔加入0.5

mL Hochest33342，室温5 min。PBS清洗3次，将鬼笔环

肽等比例稀释后以300 μL/孔加入孔板，37 ℃下震荡30

min，弃染液，PBS清洗后加入抗荧光淬灭剂。清洗干净

℃
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后，使用激光共聚焦进行检测，观察细胞形态变化。

1.4 统计学方法

本次实验使用的是SPSS 21统计分析软件，数据

为细胞粘附及增殖实验CCK-8测的OD值，应用配对

t 检验作比较，各组之间比较使用单因素方差分析，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 微弧氧化膜层的表面形貌

SEM下A组表面可见圆形火山口样凸起，表面不

平，孔径较小，部分孔径小于1 μm；B组可见表面形成明

显的网状大孔隙结构，无火山口样凸起，表面相对平坦，

孔径较大；C组表面与A组相似，可见火山口样凸起，平

均孔径更小，但孔洞与孔洞之间有裂纹产生。图1为电

镜下3组不同参数下微弧氧化膜的表面形貌。从图中

可以看出，在参数改变后，微弧氧化后孔大小、孔周围

的突起均有变化，孔之间的连接形式复杂多样。

a: Group A (400 Hz, 60 μs) b: Group B (500 Hz, 60 μs) c: Group C (500 Hz, 75 μs)

图1 涂层表面SEM形貌

Fig.1 SEM morphology of coating surface
SEM: Scanning electron microscope

2.2 微弧氧化膜层的截面XRD分析

图 2是不同电参数处理后微弧氧化膜层相组成

的含量。可以看出不同电参数下微弧氧化膜层的组

成成分大致相同，主要是由金红石型（Rutile）、钛锐矿

型（Anatase）TiO2 和 Ti 组成。A 组膜层中 Rutile 和

Anatase TiO2的含量最少，C 组 Rutile 和 Anatase TiO2

的含量比A组中的含量略多一些。

2.3 微弧氧化膜层的粗糙度及耐磨性

3组纯钛合金微弧氧化膜表面粗糙度（Ra）分别

为1.906、1.540、1.070 μm。摩擦系数分析是在不同电

参数下得出的数据，用Origin所绘出来的图形，如图3

所示。可以根据图中在趋于稳定时的摩擦系数估算

3组摩擦系数，其中A组约为0.35、B组约为0.15、C组

约为 0.05。其中，A组耐磨性能最差，其主要原因是

电参数相对脉冲频率小、脉冲宽度小造成微弧氧化

生成的陶瓷氧化膜含金红石成分较少（金红石成分

含量越高，其陶瓷膜层的耐磨性能越好），C组微弧氧

化生成的陶瓷氧化膜含金红石成分比B组含量略多

一些，所以陶瓷膜层的耐磨性能也较好。

2.4 电化学腐蚀性能

图 4为 3组参数下纯钛微弧氧化膜Tafel极化曲

线，横轴对应的电流称为腐蚀电流。腐蚀电流的大

小能够反应材料的腐蚀速率，电流越大，说明腐蚀速

率越快。从图中可知C脉冲频率为500 Hz、脉冲脉宽

为 75 μs制备出的陶瓷膜的耐腐蚀性最好，试件的耐

腐蚀性能为C>B>A。

2.5 MC3T3－E1细胞黏附实验

表1为不同涂层细胞黏附实验OD值统计数据。在

各个时间点，3 组数值差异都具有统计学意义

（P<0.05）。在10 h时，A、B、C组的吸光度值分别为

0.477、0.447、0.408，统计分析表明3组之间数值差异具

有统计学意义，说明此时A组细胞粘附的数量高于B、

C两组，其他各个时间点对应统计分析结果差异亦具有

统计学意义，表明A组早期黏附情况优于B、C组。
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图2 涂层表面XRD分析

Fig.2 X-ray diffraction (XRD) analysis on coating surfac
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2.6 MC3T3－E1 细胞增殖实验

表2为细胞增殖实验OD值统计结果。第1天增

殖实验测得的OD值，经过分析表明 3组数据之间差

异没有统计学意义。第 3、5天时A、B、C这 3组之间

OD值进行比较，结果表明各组在第 3、5天时的差异

具有统计学意义（P<0.05）。根据统计分析结果可以

间接推断出，第3、5天时A组试件表面细胞增殖状况

较另外两组好，第1天各组之间细胞数量没有明显差

异，可能是时间较短，试件对细胞增殖影响不明显。

2.7 细胞形态观察

如图 5所示，细胞培养 24 h后，通过鬼笔环肽荧

光染色观察，A组细胞的铺展较好，伪足充分伸展，细

胞间关联紧密，互相联通；B组细胞未见明显伪足，细

胞间关联不够紧密；C组细胞数量较少，细胞间无紧

密联系，形态基本规则。

3 讨 论

电参数的改变不仅影响其膜层表面粗糙度，对表

面微形态也有较大影响。研究表明钛一定程度的表面

粗化，较光滑表面具有更好的细胞活性［8］。钛表面改性

技术目前常用于临床的是喷砂酸蚀技术，能够形成粗

化钛表面。本实验在喷砂酸蚀的基础上，进一步进行

微弧氧化处理，在不破坏喷砂酸蚀一级表面形貌的基

础上形成二级孔洞［9-10］。已有研究表明在喷砂酸蚀基础

上进行微弧氧化不会改变材料表面一级形貌，可形成

微纳复合结构［11］。钛微弧氧化过程受到很多因素的影

响，电参数是其主要影响因素之一。由于电参数的改

变灵活且较易控制，利于寻找理想表面形貌，其中脉冲

电流宽度和脉冲频率在微弧氧化过程中起到重要作

用［12-13］。本实验通过改变脉宽、频率，获得不同形态的

微弧氧化膜层，可以看出脉宽及频率对膜层表面形貌

均有很大的影响。本实验中脉冲频率增加后，表面膜

层的粗糙度下降，钛片微弧氧化后生成的膜层厚度有

所增加。膜层中金红石型TiO2有所增高，耐磨性能得

到改善。脉冲宽度对膜层表面性能亦有影响，本实验

中脉宽的增加，表面膜层的粗糙度下降，孔的密度变小，

并且产生裂纹［14］。脉宽及频率的改变相互作用，钛片

微弧氧化后生成的膜层表面形貌复杂多变。

本实验对3组不同电参数下纯钛微弧氧化膜细胞

相容性进行研究，表明较粗糙表面具有更好的生物活

性［15-16］。研究表明粗糙的种植体相对于光滑的种植体

表面，更有利于成骨细胞的粘附和增殖，表面形态的改

变会影响细胞在膜层表面的附着［17-18］。相关体内外实

验发现，粗糙钛表面能够有效促进成骨细胞的早期黏

附与增殖，而且能增强钛与骨组织的结合强度，有助于

骨组织达到早期稳定［19］。细胞染色实验表明表面形貌

的改变可能对细胞形态无明显影响，但较粗糙的膜层
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图3 不同电参数下涂层表面摩擦磨损分析

Fig.3 Friction and wear analysis of coating surfaces under
different electrical parameters

图4 不同电参数下涂层表面耐腐蚀分析

Fig.4 Corrosion analysis of coating surface under different
electrical parameters

Group

A

B

C

1 d

0.229±0.022

0.231±0.008

0.214±0.008

3 d

0.540±0.017

0.461±0.010

0.361±0.019

5 d

0.813±0.019

0.752±0.016

0.578±0.010

表2 细胞增殖实验OD值（ x̄ ± s）
Tab.2 OD value in cell proliferation experiment (Mean±SD)

Group

A

B

C

4 h

0.187±0.015

0.188±0.065

0.190±0.030

6 h

0.295±0.004

0.254±0.007

0.234±0.006

8 h

0.367±0.047

0.346±0.036

0.334±0.045

10 h

0.477±0.003

0.447±0.004

0.408±0.003

表1 细胞粘附实验OD值（ x̄ ± s）
Tab.1 OD value in cell adhesion experiment (Mean±SD)
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表面细胞伪足更多［20］。或许是由于粗化的表面处理材

料表面形成的微纳复合结构，提供了更多的表面接触

面积，有利于伪足的附着。

4 结 论

脉宽、频率的变化对纯钛微弧氧化膜层的理化

性能及生物学性能均有影响，频率400 Hz、脉宽60 μs

时，钛表面粗糙度较大，成骨细胞粘附及增殖效果最

好，细胞铺展充分，生物活性优异。
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图5 涂层表面细胞骨架形态

Fig.5 Cytoskeleton morphology of cells on the coating surface

a: Group A (400 Hz, 60 μs) b: Group B (500 Hz, 60 μs) c: Group C (500 Hz, 75 μs)
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