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摘  要：为了解决人工关节假体的应力屏蔽问题，基于 3D 打印技术设计了 70%孔隙率的 X 型多孔钛合金支架，并在

支架表面构建羟基磷灰石（HA）涂层，探究了反应时间及不同预处理方法对 HA 涂层沉积效果的影响。发现水热反应

12 h，且经酸蚀＋预碱化＋预钙化处理后 HA 涂层效果最好。将涂覆 HA 涂层的 X 型结构多孔 Ti6Al4V 合金支架与小鼠

的 MC3T3-E1 细胞共同培养，评价其细胞毒性、生物相容性、细胞增殖行为以及成骨能力。结果表明，HA 涂层可以增

强多孔 Ti6Al4V 合金支架的生物相容性，使得 MC3T3-E1 细胞在多孔 Ti6Al4V 合金支架上更易于粘附和铺展，有利于

钙、磷等元素的沉积，使支架矿化能力增强，骨整合能力提高。 
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Abstract: In order to solve the stress shielding problem of artificial joint prosthesis, an X-type porous titanium alloy 

scaffold with 70% porosity was designed based on 3D printing technology, and a hydroxyapatite (HA) coating was 

constructed on the surface of scaffold. The effects of reaction time and different pretreatment methods on the 

deposition effect of the HA coating were investigated. It is found that the HA coating has the best effect after 12 h of 

hydrothermal reaction, and acid etching, pre-alkalinization, and pre-calcination treatments. The X-shaped porous 

Ti6Al4V alloy scaffold with HA coating is co-cultured with mouse MC3T3-E1 cells to evaluate their cytotoxicity, 

biocompatibility, cell proliferation, and osteogenic ability. The results show that the HA coating can enhance the 

biocompatibility of porous Ti6Al4V alloy scaffold, making it easier for MC3T3-E1 cells to adhere and spread on the 

porous Ti6Al4V alloy scaffold. It promotes the deposition of calcium, phosphorus and other elements, thereby 

enhancing the mineralization ability and improving the osseointegration ability of the scaffold.  
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钛及钛合金因其比强度高、耐腐蚀性好、生物相

容性优良，成为人工关节假体植入物的首选材料。钛

及钛合金的弹性模量大部分在 50~180 GPa，人体骨骼

密质骨的弹性模量范围为 2.9~21.8 GPa，松质骨的弹

性模量范围为 0.022~3 GPa
[1-3]，相对来说钛合金的弹

性模量仍然较大，会造成骨组织和植入物两者界面  
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产生应力屏蔽效应，界面处不利于骨长入，骨组织的  

生物学重构过程减缓，导致骨质疏松等严重症状[4-5]。

因此，引入多孔结构不仅能够减小应力屏蔽作用，还

能够为骨生长提供空间，是目前人工关节假体的重点

研究方向之一。较低的孔隙率与较小的孔径不利于骨

组织的渗透，影响细胞的粘附增殖，而且随着细胞的

生长，也会由于孔隙率低和孔径小造成堵塞，无法满

足骨长入需要的生理环境；较高的孔隙率会导致人工

关节假体抗压性能以及硬度不足，无法满足基本要求。 
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研究表明，多孔结构的孔隙率在 50%~95%，孔径大小

在 100~1000 μm，可以获得相对较好的力学和生物学

性能[6-7]。 

3D 打印技术可通过个性化设计制备结构复杂的

零件，在医学植入物领域应用越来越广泛 [8-11]。基于

3D 打印技术的多孔钛合金人工关节假体必须要考虑

4 个基本要求：生物学性能要求、力学性能要求、可

加工性要求和使用寿命要求 [12-13]。多孔结构促进骨长

入是一种高度复杂的现象，关联着细胞和细胞外生物

事件[14-16]，包括材料的微结构，如细胞拓扑结构、孔

隙率、孔隙形状和大小，以及材料整体的特性等[17-18]。

相关研究表明，近年来医用金属多孔支架在临床上仍存

在细菌感染、活性不足、耐磨性与耐蚀性差等问题[19-20]。

为了进一步提高细胞在植入体表面的粘附、增殖及分

化等性能，需要对 3D 打印钛合金表面进行改性。魏

永杰[19]为了提高假体植入物的抗菌性以及骨整合性能，

制备了掺锶（Sr）的二氧化钛陶瓷涂层，探索了表面

改性工艺对涂层生长特性、表面形貌、亲疏水性等的

调控规律，深入分析了其仿生矿化机理和促成骨作用。

Jiang 等[20]通过水热法在钛合金基体上制备出羟基磷

灰石（HA）涂层，该涂层不仅增加了基体的耐腐蚀性，

而且提高了基体的生物相容性，可以促进新骨的形 

成。Cheng 等[21]通过水热法在钛基底上制备出含有银

和锶的 HA 涂层，发现由于银的释放显著提高了基体

的抗菌性能，锶的掺入也促进了成骨细胞的粘附、迁

移和增殖，同时提高了成骨基因的表达，有利于诱导

矿化。虽然近些年研究人员针对 3D 打印钛合金表面

改性开展了许多研究工作，但没有将多孔结构孔隙促

进作用与活性涂层相结合，缺少对多孔结构表面生物

活性涂层制备工艺的探究。本研究为了解决应力屏蔽

问题，采用 3D 打印技术制备多孔钛合金支架，在保

持一定力学承载性能的基础上，通过合理设计孔隙促

进细胞长入。同时，在钛合金支架表面构建具有生物

活性的 HA 涂层，探究反应时间、预处理工艺对 HA

涂层沉积效果的影响，分析其生物相容性、细胞增殖能

力和成骨分化能力，验证其协同促进骨生长的作   

用。骨组织在植入物表面快速生长与骨整合，有利于

提高骨组织与植入物的结合强度，相关结果对于解决固

定界面结合强度不高、骨生长较慢的问题具有重要意

义，可有助于缩短康复时间。 

1  实  验 

实验材料选用球形 Ti6Al4V 合金粉末，其粒径      

≤40 μm，振实密度为 4.5 g/cm
3，如图 1 所示。因 X

型桁架结构力学承载性能较高[22]，故通过计算机辅助

设计（CAD）并结合拓扑结构设计不同孔径（约为  

600 μm，上下浮动 20%）、不同孔隙率（约为      

70%，上下浮动 20%）的 X 型三维模型。采用选择性

激光熔融（SLM）金属 3D 打印机，在高纯氩（Ar）氛

围下制备多孔 Ti6Al4V 合金支架，激光功率为 180 W，

扫描速度为 1250 mm/s。支架试样尺寸为 10 mm×    

10 mm×4 mm，如图 2 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  Ti6Al4V 合金粉末形貌  

Fig.1  Morphology of Ti6Al4V alloy powder 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  X 型多孔钛合金支架照片 

Fig.2  Photo of X-type porous titanium alloy scaffold 

 

试样预处理方式包括 3 种：酸蚀、酸蚀＋预钙化和

酸蚀＋预碱化＋预钙化。其中，酸蚀是将 X 型多孔

Ti6Al4V 合金支架试样清洗干净后，放入 1.49 mol/L 的氢

氟酸和 4.0 mol/L 的硝酸溶液中完全浸泡后迅速拿出，用

清水冲洗，然后烘干备用；酸蚀＋预钙化是将酸蚀后

的试样与 0.4 mol/L 氯化钙溶液共同放置在聚四氟乙

烯反应釜中，在 100 ℃的鼓风干燥箱中反应 6 h 后清

洗备用；酸蚀＋预碱化＋预钙化是将酸蚀后的试样先

与 1 mol/L 氢氧化钠溶液放置在聚四氟乙烯反应釜

中，然后在 100 ℃的鼓风干燥箱中碱热处理 6 h，清洗

干燥后再和氯化钙溶液在 160 ℃的鼓风干燥箱中预钙

化 6 h。 

采用水热法在 X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架表面

制备 HA 涂层。以滴加的方式将浓度为 0.285 mol/L

的磷酸氢二钠加入醋酸钙溶液中，使用磁力搅拌器搅

拌使其充分混合均匀后，利用氢氧化钠溶液调节混合
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溶液 pH 值至 11~12 之间，并将混合溶液和未经预处

理的 X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架放入 180 ℃的鼓风

干燥箱中，分别反应 12、16、20、24 h，以选取最佳

水热反应时间。根据选取的最佳水热反应时间，对   

经不同方式预处理后的 X 型多孔 Ti6Al4V 合金     

支架进行水热处理，分析预处理方法对 HA 涂层的 

影响。 

利用 X 射线衍射仪（XRD）、傅里叶红外光谱仪

（FTIR）、扫描电子显微镜（SEM）和能谱仪（EDS）

表征 3D 打印多孔钛合金支架表面 HA 涂层的物质结构

与成分。生物学评价试验是将小鼠的 MC3T3-E1 细胞

与 X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架及涂覆 HA 涂层的 X 型

多孔 Ti6Al4V 合金支架共培养，评价其细胞毒性、相

容性与成骨能力。实验分对照组与测试组，每组 3 个

平行样。采用 SEM 观察细胞在多孔 Ti6Al4V 合金支

架及 HA 涂层表面培养 7 d 后的形态。通过 CCK-8 试

剂观察支架表面的细胞存活率，评价支架及 HA 涂层的

细胞毒性。在 37 ℃、5%（体积分数）CO2 的培养箱中

分别共培养 1、4、7 d。通过活死细胞染色进一步观察

支架及 HA 涂层对细胞的毒性及增殖行为的影响，通

过 4’，6-二脒基-2 苯基吲哚（DAPI）染色观察粘附在

多孔 Ti6Al4V 合金支架及 HA 涂层表面上细胞的凋亡

情况，通过碱性磷酸酶（ALP）、茜素红染色评估多孔

Ti6Al4V 合金支架及 HA 涂层表面细胞早期的分化能

力。将多孔 Ti6Al4V 合金支架以及 HA 涂层的样品体

外与 MC3T3-E1 细胞共培养 14 d 后取出，通过定量即

时聚合酶链锁反应（Q-PCR）检测 ALP、骨钙素（OCN）、

Runt 相关转录因子 2（RUNX-2）基因的表达情况。 

2  结果与分析 

2.1  HA 涂层的物质结构及成分表征 

图 3 为未预处理的支架试样分别经过 12、16、20、

24 h 水热反应后形成的 HA 涂层的 SEM 照片。从图 3

可以看出，12 h 时涂层表面较为光滑，没有团聚现象

出现；16 h 时涂层表面变得粗糙，出现褶皱；20 h 时

涂层表面出现粉末状颗粒，表面也较为粗糙；24 h 时

涂层表面分布着粉末状的 HA。粉末状的 HA 容易脱

落，不利于骨细胞的生长固定，容易造成人工关节假

体松动，甚至导致人工关节置换术失败。因此，反应

时间为 12 h 时形成的 HA 涂层最佳。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  不同水热反应时间形成的 HA 涂层的 SEM 照片 

Fig.3  SEM images of HA coatings forming at different hydrothermal reaction time: 

(a) 12 h; (b) 16 h; (c) 20 h; (d) 24 h 

 

图 4 为 X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架经不同预处理

后，沉积在其表面的 HA 涂层的 SEM 照片。酸蚀的主

要作用是去除多孔 Ti6Al4V 合金支架表面未完全熔融

的 Ti6Al4V 合金粉末，防止其脱落而影响假体植入物

在宿主骨内的稳定性。酸蚀预处理后，支架表面沉积的

HA 较少，层厚较薄。酸蚀＋预钙化预处理后，HA 涂

层变得致密均匀，沉积增多，主要是因为支架本身的

TiO2 保护膜在水热反应时会与 OH
–反应生成 TiO3

2–，



12                                                                                                               41 卷 

钛 工 业 进 展 

Titanium Industry Progress 

进而在支架表面生成 CaTiO3，进一步吸引钙、磷离子

的沉积，促进 HA 在 Ti6Al4V 合金支架表面生成。酸

蚀＋预碱化＋预钙化预处理后，HA 涂层更为致密均

匀，未发现缺陷。预碱化处理时，Ti6Al4V 合金支架

表面的 TiO2保护膜会与 NaOH溶液发生反应生成钛酸

钠，并继续与 CaCl2 溶液反应。由于钛酸钠在水溶液

中会产生大量的 TiO3
2–，这些 TiO3

2–会吸引溶液中的

Ca
2+沉积形成阳离子吸附层。当经预碱化＋预钙化双

重预处理的 X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架放入含有钙、

磷离子的混合溶液中时，支架表面的阳离子层会吸引

溶液中的磷酸根离子，带负电荷的磷酸根离子会吸引

钙离子，形成磷灰石，从而促进 HA 在 X 型多孔 Ti6Al4V

合金支架表面沉积。综上，HA 涂层的最佳水热反应

时间为 12 h，最佳预处理工艺为酸蚀＋预碱化＋预钙

化。故以下实验对最佳工艺制备的 HA 涂层试样与无

涂层试样进行对比。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  经不同预处理后 X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架表面 HA 涂层的 SEM 照片 

Fig.4  SEM images of HA coating on the surface of X-type porous Ti6Al4V alloy scaffolds under different pretreatments:  

(a) acid etching; (b) acid etching plus pre-calcification; (c) acid etching, pre-basification and pre-calcification 

 

图 5 为最佳试验工艺条件下 X 型多孔 Ti6Al4V 合

金支架表面 HA 涂层的 XRD 谱图，其中晶面     

（211）、（112）和（300）为 HA 的特征峰。通过与

HA 的标准卡片 PDF#72-1243 比较发现，涂层的     

主要成分与 HA 的标准晶型一致，结晶度为 91.94%，

晶粒尺寸为 24.6 nm，没有出现 CaO、Ca3(PO4)2 等    

杂峰。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架表面 HA 涂层的 XRD 谱图 

Fig.5  XRD pattern of HA coating on the surface of X-type 

porous Ti6Al4V alloy scaffold 

 

图 6 为最佳试验工艺条件下 X 型多孔 Ti6Al4V 合

金支架表面 HA 涂层的 FTIR 图。从图 6 可以看出，

制备的 HA 涂层无杂峰，1092、1024、962 cm
-1 处的

特征峰为 P-O 键的伸缩振动峰，其中，1092、1024 cm
-1

处的特征峰为 υ3 振动峰，962 cm
-1 处的特征峰为 υ1

振动峰；600、562 cm
-1 处的特征峰为 O-P-O 键的弯

曲振动峰，其中，562 cm
-1 处的特征峰为 υ1 振动峰；

1092、1024、962、600、562 cm
-1 处的特征峰为 HA

涂层的 PO4
3–基团；3572、632 cm

-1 处的特征峰为 HA

涂层中 OH
–的特征吸收峰。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架表面 HA 涂层的 FTIR 图 

Fig.6  FTIR spectrum of HA coating on the surface of X-type 

porous Ti6Al4V alloy scaffold 
 

图 7 为最佳试验工艺条件下 X 型多孔 Ti6Al4V 合

金支架表面 HA 涂层的 EDS 图。从图 7 可以看出，主

要元素 Ca、P、O 分布均匀，说明制备的涂层较为均

匀。结合涂层的 XRD 和 FTIR 测试结果，可以确定涂层

的成分为 HA。 
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图 7  X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架表面 HA 涂层的 EDS 图 

Fig.7  EDS spectra of HA coating on the surface of X-type porous Ti6Al4V alloy scaffold 

 

2.2  细胞形态 

图 8 为最佳工艺制备的 HA 涂层试样和无涂层试

样进行细胞培养 7 d 后的形态图。从图 8 可以看出，

HA 涂层试样和无涂层试样表面均有细胞粘附，且均

没有表现出有细胞毒性的不良现象。相比之下，HA

涂层试样上的细胞数量较多，形态较好，伸出的伪足

较多且与试样粘附较好，生长状态更为良好，表明 HA

涂层有利于细胞的增殖与生长。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 8  不同试样表面的细胞形态 

Fig.8  Morphologies of cells on the surface of different specimens: (a) HA coat ing specimen; (b) no coating specimen 

 

2.3  细胞毒性与增殖 

图 9 为最佳工艺制备的 HA 涂层试样与细胞共培

养 1、4、7 d 后的活死细胞染色平面图与立体图。图

中荧光绿色的密集程度与亮度可以反映活细胞的数

量。从图 9 可以看出，随着培养时间的延长，试样表

面的活细胞越来越多，7 d 后，试样表面的孔隙几乎被

填充满，说明活细胞在不断增殖生长，表明 HA 涂层

具有良好的生物相容性，有利于细胞生长。 

图 10 为最佳工艺制备的 HA 涂层试样与细胞共培

养 1、4、7 d 后的 DAPI 染色图。由图 10 可以看出，随

着培养时间的延长，活细胞数量增多，共培养 7 d 时

孔隙中也充满了活细胞，细胞核没有出现波纹状折痕

样，细胞质也没有出现浓缩状态，说明细胞整体状态

良好。多孔结构可以为细胞增殖提供足够的生存空间，

保证营养物质的流通，HA 涂层的存在可以为细胞提

供钙磷矿物质，保持细胞的增殖，增强细胞的活性。

由此可见，表面制备 HA 涂层的 X 型多孔 Ti6Al4V 合

金支架具有较强的促进细胞粘附和增殖的能力。 
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图 9  HA 涂层试样与细胞共培养不同时间后的活死细胞染色图 

Fig.9  Live-death staining patterns of HA coating specimen co-cultured with cells for different time: (a, d) 1 d; (b, e) 4 d; (c, f) 7 d 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 10  HA 涂层试样与细胞共培养不同时间后的 DAPI 染色图 

Fig.10  DAPI staining patterns of HA coating specimen co-cultured with cells for different time: (a) 1 d; (b) 4 d; (c) 7 d 

 

利用 CCK-8 实验进一步分析了 HA 涂层试样与

MC3T3-E1 细胞共培养时细胞的增殖状况，结果如图

11 以及表 2 所示。从图 11 中可以看出，HA 涂层试样

的细胞增殖率较大，CCK-8 的光密度（OD 值）较大。

依据 YBB00012003—2015 标准，以第 7 d 的细胞浓度

计算相对增殖率（RGR），从而判断支架材料是否具

有细胞毒性。无涂层试样与 HA 涂层试样的细胞相对增

殖率分别为 85%和 112%，说明均无细胞毒性，而表面

制备 HA 涂层的 X 型多孔 Ti6Al4V 合金支架上细胞增

殖更多，说明 HA 涂层有利于促进骨生长。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 11  不同试样与 MC3T3-E1 细胞共培养 1、4、7 d 的 CCK-8 结果 

Fig.11  CCK-8 results of different specimens co-cultured with MC3T3-E1 cells for 1, 4, and 7 d 
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表 2  不同试样表面的细胞相对增殖率 

Table 2  Relative growth rate of cells on the surface of different specimens 

Specimen 
Relative growth rate/% 

1 d 4 d 7 d 

No coating 89 57 85 

HA coating 97 98 112 

 

2.4  细胞的成骨分化 

图 12 为无涂层试样和 HA 涂层试样与细胞共培养

7 d 的 ALP 染色结果。对比图 12a 与图 12b 可以发现，

图 12b 中蓝色物质覆盖率更高。从图 12c 可以清晰地

发现，表面制备 HA 涂层的 X 型多孔 Ti6Al4V 合金支

架共培养的细胞中碱性磷酸酶表达量更多，面积 

比达到 25%左右，说明 HA 涂层有更强的促细胞成骨

分化能力，钙离子的释放对成骨具有促进作用，刺激

成骨细胞的增殖以及 ALP 的表达。图 13 为无涂层试

样和 HA 涂层试样与细胞共培养 21 d 的茜素红染色

图。从图 13 可以看出，HA 涂层试样表面的茜素红染 

色面积相比无涂层试样更大，说明细胞成骨分化    

效果更好，表面制备 HA 涂层的 X 型多孔 Ti6Al4V 合 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 12  无涂层试样和 HA 涂层试样与细胞共培养 7 d 的 ALP 染色结果 

Fig.12  ALP results of no coating and HA coating specimens co-cultured with cells for 7 d: (a) ALP staining diagram of no coating 

specimen; (b) ALP staining diagram of HA coating specimen; (c) ALP stained area percent 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 13  无涂层试样和 HA 涂层试样与细胞共培养 21 d 的茜素红染色图 

Fig.13  Alizarin red staining results of no coating and HA coating specimens co-cultured with cells for 21 days: (a) alizarin red staining 

diagram of no coating specimen; (b) alizarin red staining of HA coating specimen; (c) alizarin red stained area percent 
 

金支架有利于细胞的成骨分化，细胞中的钙结节量   

更多。 

2.5  细胞的成骨基因表达 

图 14 为无涂层试样和 HA 涂层试样表面细胞的成

骨基因相对表达量。成骨分化相关因子为 ALP、OCN、

RUNX-2 的相对表达量，C 表示对照组，X 表示表面

未制备 HA 涂层，HA 表示制备 HA 涂层，**表示与对

照组相比 P≤0.01，表示试验组之间相比 P≤0.05。

由图 14 可以看出，表面制备 HA 涂层的 X 型多孔

Ti6Al4V 合金支架上细胞中 OCN、RUNX-2 成骨基因

相对表达量较高，说明 HA 涂层有利于成骨分化，促

进骨生长。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 14  无涂层试样和 HA 涂层试样的细胞成骨基因相对表达量 

Fig.14  Relative expression of osteogenic genes in cells on no 

coating and HA coating specimens 
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3  结  论 

(1) 基于 3D 打印技术设计了 70%孔隙率的 X 型

多孔钛合金支架，并在支架表面构建了 HA 涂层，研

究发现水热反应 12 h 且经酸蚀＋预碱化＋预钙化预处

理后制备的 HA 涂层效果最好，均匀密实。 

(2) 与无涂层试样相比，细胞在 HA 涂层试样表

面的粘附和铺展状态更优。活死细胞染色和 CCK-8 增

殖结果均证明，HA 涂层能明显促进成骨细胞的增殖。

ALP 定性实验和茜素红染色实验证明，HA 涂层具有

很强的促进细胞成骨分化的能力。Q-PCR 表明 HA 涂

层试样的细胞 ALP、OCN、RUNX-2 成骨相关基因表

达水平更高。在多孔 Ti6Al4V 合金支架表面制备 HA

涂层可显著提高生物相容性、细胞增殖能力、细胞成

骨分化能力，有利于骨组织生长。 
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