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Abstract 
Surface topography and chemical compositions play important roles in cell behaviors and tissue 
regeneration. In this work, titanium plates were etched with a mixture of calcium salt and acid to 
create a micro-porous surface, and then anodized to generate a TiO2 nanotube layer, finally hy-
drothermally treated in Ca(OH)2 solution for 1 - 4 h to obtain titanium-based micro/- 
nanostructured CaTiO3/TiO2 composites with different Ca2+ contents. Biological properties of the 
composites were evaluated by protein adsorption and osteoblast culture in vitro. The composites 
by hydrothermal treatment for 2 h show optimal properties to promote protein adsorption, os-
teoblast proliferation and differentiation. The micro/-nanostructured CaTiO3/TiO2 composite 
with a suitable content of calcium is a promising candidate of biomaterial for bone replacement. 
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摘  要 

植入物表面的形貌和成分是影响细胞行为和组织再生的重要因素。采用钙盐和酸的混合液使钛表面形成

微孔，再经阳极氧化产生TiO2纳米管层，然后置于Ca(OH)2溶液中水热处理1~4 h，获得具有不同钙含量

的钛基微纳结构CaTiO3/TiO2复合材料。通过蛋白吸附和体外成骨细胞培养评价其生物学性能。相对于1 
h和4 h，水热反应时间为2 h的CaTiO3/TiO2复合材料具有最强的吸附蛋白能力、成骨细胞显示出最好的

增殖行为和最高的成骨活性。具有适当钙含量的三维微纳结构钛CaTiO3/TiO2复合材在硬组织修复替换

领域有着良好的应用前景。 
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1. 引言 

钛及其合金由于具有良好的生物相容性和力学性能而被广泛的用于骨科植入材料。但是钛及其合金

具有生物惰性，钛在植入人体后无法与组织形成牢固的骨键合，会因为受力或摩擦发生松动，造成植入

体失效[1] [2] [3]。为了提高钛的生物活性及其与骨组织之间的结合强度，研究者已提出多种表面改性方

法，其中之一是表面粗糙多孔化[4] [5]。通过酸腐蚀或喷砂处理后形成的粗糙表面能有效地增强钛与骨组

织之间的结合强度，改善其生物活性[6] [7] [8]。有研究表明，在钛表面氧化膜中引入 Ca2+使其转化为活

性氧化膜，有效的增强钛表面的生物学活性，而 CaTiO3 作为 Ca2+存在的主要形式，具有潜在的生物活性

和良好的化学稳定性[9] [10]。Sugiyama 等[11]研究发现，CaTiO3 能够促进成骨细胞粘附并通过 Ca2+的第

二信使作用促进成骨细胞增值。本工作以酸腐蚀形成的三维微米多孔 Ti 为基底，再经阳极氧化在多尺度

微米孔的 Ti 表面形成 TiO2 纳米管阵列，再经水热反应将 TiO2 部分转化为 CaTiO3，制备了具有多尺度微

纳结构的 CaTiO3/TiO2 复合材料。对其结构和成分进行了分析表征，进一步通过蛋白吸附和成骨细胞培养

对其生物学性质进行了评价，并对该材料体系生物活性增强的机理进行了探讨。 

2. 实验部分 

2.1. 材料和仪器 

材料：钛(Ti)片：99.7%纯度(Aldrich)；氢氟酸、硝酸、蒸馏水、氟化铵、丙酮、乙二醇、氢氧化钙、

氯化钙和乙酸锌，试剂均为分析纯；胰蛋白酶(Sigma)；胎牛血清(BI)；a-MEM (Corning cellgro@, USA)；
磷酸盐缓冲液(PBS, Solarbio)；戊二醛(天津科密欧)；Triton X-100 (Solarbio)；碱性磷酸酶(ALP)活性检测

试剂盒(中生)；Micro BCA 蛋白检测试剂盒(Pierce)。 
仪器：Philips X’Pert PRO 型 X-射线衍射仪分析(XRD)；JSM-7001FJEOL 场发射扫描电镜(FE-SEM)；

ESCALB MK-Ⅱ X 射线光电子能谱分析(XPS)；，JEM-2100F JEOL 透射电子显微镜(TEM)；μQuant Biotech
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酶标仪。 

2.2. 三维微纳 CaTiO3/TiO2异质结纳米管的制备 

CaTiO3/TiO2 异质结纳米管是以微孔 Ti 表面的 TiO2 纳米管为模板，在 Ca(OH)2的溶液中水热处理制

备而成。钛片用 SiC 砂纸抛光，紧接着依次用丙酮、乙醇和蒸馏水超声清洗，直至表面洁净，置于摩尔

比为 6:1 的硝酸和氢氟酸的混合酸中酸洗，超声清洗后空气中干燥。将酸洗后的钛片置于放入 HCl/CaCl2 
(摩尔比 7:1)体系中在 60℃下腐蚀 24 h，表面产生微孔，试样记为 MPT。将 MPT 在乙二醇体系中(0.3 wt% 
NH4F + 95 vol% CH5OH + 5 vol% H2O)恒压 40 V 条件下阳极氧化 2 h，制备 TiO2 纳米管，试样记为 MNT。
将纯钛直接进行阳极氧化作为对照组，记为 TNT。然后制备的 MNT 试样置于盛有饱和 Ca(OH)2 溶液的

高压反应釜中进行水热反应，制备三维微纳 CaTiO3/TiO2 复合材料，水热结束后，超声清洗并干燥。最后，

对所有试样进行 450℃热处理 3 h。对应不同的水热时间 1 h、2 h 和 4 h，试样分别记为 MNCT (1 h)、MNCT 
(2 h)和 MNCT (4 h)。通过 XRD 和 TEM 分析试样表面成分和晶相，SEM 观察表面形貌。 

2.3. 蛋白吸附实验 

蛋白质吸附试验在细胞培养基(10%胎牛血清的 α-MEM)中进行。每组 3 个平行试样和空白对照组，

在紫外照射灭菌处理后分别置于 24 孔板中，每个孔分别加入 1 mL 的细胞培养基，置于 37℃、5%的 CO2

细胞培养箱中培养 2 h。整个培养过程在无菌条件下操作。培养结束后，收集试样吸附蛋白后的培养液于

新的孔板，采用 BCA 试剂盒测定其中蛋白浓度。并且通过 XPS 分析蛋白吸附后试样的表面成分。 

2.4. 成骨细胞培养和评价 

从小鼠颅盖中获得原代成骨细胞，所用的培养基与蛋白吸附实验的培养基相同，同样培养于 37℃、

5%的 CO2 细胞培养箱中。每 2 天换液，3 到 4 天传代。样品经紫外灭菌后置于 24 孔板中，将第五代成

骨细胞以 2 × 104/孔接种到样品上。培养 3 天和 7 天后使用 Alamer Blue 方法检测细胞增殖情况。其过程

是先配置无酚红培养基(M199：Alamar Blue：FBS 体积比 8:1:1)，移除原培养基以后，每孔加入 0.5 mL/well
无酚红培养基置于培养箱中孵育 2~4 小时，孵育结束后，每个孔取 200 μL 培养基于 96 孔板中，用酶标

仪在 590 nm 波长下测量吸光度值。在细胞培养 3 天和 7 天后，用 2.5%戊二醛固定细胞，然后用梯度乙

醇脱水、冷冻干燥和喷金后用 SEM 观察细胞形态。培养 14 天以后，用碱性磷酸酶试剂盒 (ALP)测试 ALP
活性。检测时先将样品转入新的 24 孔板，每孔加入细胞裂解液 1 mL，反复冻融吹打 3 次裂解细胞。在

520 nm 的波长下用酶标仪测定吸光度，判断 ALP 活性。 

3. 结果和讨论 

3.1. 三维微纳 CaTiO3/TiO2纳米管的表征 

从图 1(a)可以发现 TNT 阵列管径约为 100 nm，管长约为 4 µm。MPT 表面(b)有 10~20 µm 大小不一

的微孔，且出现大孔嵌小孔的复杂三维结构。阳极氧化后 MNT(c)试样表面微孔形貌依然清晰可见，并以

微孔为基底生成的纳米管均匀排列，形成了多级尺寸的微纳米结构，试样的比表面积和表面能增加。图

2(d)~(f)为多尺度的微纳 CaTiO3/TiO2 复合材料的 SEM 图。在 MNCT (1 h)的标的纳米管顶端有少量的立

方体颗粒物沉积，通过之后的 XRD 分析(图 2(a))得知此颗粒沉积物 CaTiO3 晶体；MNCT (2 h) (图 2(e))
可以发现 CaTiO3 晶体颗粒基本覆盖了微孔表面，观察不到纳米管，随着水热时间的延长，MNCT (4 h) (图
2(f))微孔表面与 MNCT (2 h)一样被 CaTiO3 颗粒覆盖而不见纳米管，并且 CaTiO3 纳米晶体颗粒明显增多，

并且晶粒也因继续膨胀而变大。 
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Figure 1. SEM micrographs of (a): TNT; (b): MPT; (c): MNT; (d): MNCT (1 h); (e): 
MNCT (2 h) and (f) MNCT (4 h) 
图 1. 各试样的 SEM 图(a)：TNT；(b)：MPT；(c)：MNT；(d)：MNCT (1 h)；
(e)：MNCT (2 h)和(f)：MNCT (4 h) 

 

 
Figure 2. (a) XRD patters of MNCT (1 h), MNCT (2 h) and MNCT (4 h), (b) TEM micrographs and (c) high reso-
lution of MNCT (2 h)  
图 2. (a) MNCT (1 h)，MNCT (2 h)和 MNCT (4 h)的 XRD 图和 MNCT (2 h)的 TEM (b)和高分辨图(c) 

 
图 2(a)为 MNCT (1 h)，MNCT (2 h)和 MNCT (4 h)的 XRD 图谱。三种试样都出现了 Ti、锐钛矿 TiO2

以及 CaTiO3 的衍射峰。随水热时间延长，锐钛矿 TiO2 的峰变弱而 CaTiO3 峰变强，因为经过水热处理 TiO2

逐渐的转变生成了 CaTiO3 削弱了锐钛矿的峰。图 2(b)为 MNCT (2 h)的 TEM 图，可以清晰地发现破裂的

纳米管，晶体颗粒分布在管内外并且部分聚集。因为在水热反应中 TiO2 转变为 CaTiO3，TiO2 纳米管因

为结晶膨胀被破坏，这也是在 SEM 图中观察不到纳米管的原因。由 HRTEM (图 2(c))测得晶粒的晶面间

距 0.265 nm 和 0.351 nm，分别对应 CaTiO3(112)晶面和锐钛矿 TiO2(101)晶面。说明微纳 CaTiO3/TiO2 复

合材料通过酸腐蚀、阳极氧化水热法已经成功制备。 
上述测试结果表明，TiO2 在 Ca(OH)2 溶液中通过水热反应形成 CaTiO3 晶粒，但是在 TiO2 转化成为

CaTiO3 的过程中，由于晶格参数不匹配，CaTiO3 晶粒膨胀造成 TiO2 纳米管破坏，破坏的程度随着水热

时间而增加，直到原位 TiO2 完全转变成 CaTiO3 层而失去纳米管结构。TiO2 完全转变成 CaTiO3 层遵循“奥

斯瓦尔德熟化”机制，其“溶解–沉淀”的过程如下[12]： 

( ) ( ) 2
2Ca OH s Ca 2OH+ −→ +  

( )2
2 2 2TiO 2OH TiO OH −−+ →  

( )22
2 3 22Ca TiO OH CaTiO H O−+ + → +  

三维微纳 CaTiO3/TiO2 复合材料中 CaTiO3 和 TiO2 的比例，也即钙含量可以通过水热时间来调控，并
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改变其表面形貌和表面化学，从而影响生物学性能。 

3.2. 蛋白吸附分析 

图 3(A)为各试样蛋白吸附 2 h 后的蛋白吸附量百分比。MNT 试样表面比 TNTs 和 MPT 表面吸附更

多的蛋白质。这是因为微纳结构的表面比单纯的纳米结构和微孔结构具有更大的比表面积，并且含有更

丰富的锐钛矿晶体，增加了蛋白吸附的活性位点。水热反应后，含 CaTiO3 的材料表面蛋白吸附能力比

MNT 更强，由此可以推测 Ca 的存在能促进蛋白吸附。MNCT (1 h)纳米管保持较好，但 CaTiO3 含量太

低。而 MNCT (4 h)表面虽然 CaTiO3 含量较大，但 CaTiO3 晶粒的膨胀转化破坏了纳米管结构，减小了比

表面积。MNCT (2 h)既具有较大的比表面积，又有适量 CaTiO3，所以 MNCT (2 h)具有最高的蛋白吸附量。  
图 3(B) MNT 及 MNCT 蛋白吸附后的 XPS 图。通过全谱可以发现 MNCT (2 h)表面不仅出现了 Ca、

Ti、O 和 C 的峰，还出现了 N 的峰(图 3(B) a)，说明蛋白吸附到材料表面[13] [14]。据相关研究报道[15]，
CaTiO3 中 Ca 2p3/2 的结合能为 347.0 eV，Ca 2p1/2 的结合能为 350.5 eV，从图 3(B) b 发现经过蛋白吸附

后 Ca 2p 的结合能分别向低结合能方向偏离了 0.6 eV 和 0.7 eV，变为 346.4 eV 和 349.8 eV。这表明蛋白

吸附后改变了 Ca 的化学状态，可以推测出 Ca 对蛋白具有亲和性，并发生了化学反应。图 3(B) c 和 d 分

别为 MNT 和 MNCT (2 h)的 N 1s 高分辨率谱，c 图显示 MNT 仅在结合能 399.8 eV 处有峰，此峰为蛋白

质中氨基的峰。而 MNCT (2 h)的 N 1s 除了 399.8 eV 以外，在 396.4 eV 还出现了一个亚峰，由此说明 MNCT 
(2 h)表面的蛋白存在另外一种化学态。蛋白吸附的过程极其复杂，仅此难以判断结合能为 396.4 eV 来自

于 N 的何种化学态，可能与 CaTiO3 表面吸附的蛋白构型和含氮基团的价键变化相关。通过以上分析得知

蛋白质在三维微纳 CaTiO3/TiO2 表面表现出化学吸附特性。 

3.3. 成骨细胞评价 

图 4(a)为 3 天和 7 天时细胞在各试样表面的增殖情况，(b)为 14 天细胞在各试样表面的 ALP 活性测

试结果。在不同的时间点，试样表面细胞增殖情况呈现 MNCT (2 h) > MNCT (1 h) ≈ MNCT (4 h) > MNT > 
TNTs > MPT 的变化规律。ALP 呈现 MNCT (2 h) > MNT ≈ MNCT (1 h) > MNCT (4 h) > TNTs > MPT 的变

化规律，提示 MNCT (2 h)最有利于成骨细胞增殖和成骨分化。 
 

 
Figure 3. (A) Percentage of protein adsorbed to samples and (B) XPS spectra of MNT and MNCT after protein 
adsorption. (a): Full spectra of MNCT (2 h). (b): High resolution spectra of MNCT Ca 2p. (c and d): High resolu-
tion spectra of MNT and MNCT (2 h) N 1s 
图 3. (A) 各样蛋白吸附量百分比和(B) MNT 及 MNCT 蛋白吸附后的 XPS 图((a)：MNCT (2 h)全谱，(b)：
MNCT Ca 2p 高分辨谱，(c 和 d)：MNT 和 MNCT (2 h) N 1s 高分辨谱) 
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Figure 4. (a) Osteoclast proliferation at 3 and 7 days and (b) ALP expression in cells grown on each sample at 14 days 
图 4. (a) 3 天和 7 天细胞增殖情况和(b) 14 天细胞的 ALP 活性 

 

 
Figure 5. SEM micrographs of osteoblasts after 3 and 7 d of culture on (a) TNT, MPT and MN as 
well as (b) MNCT (1 h), MNCT (2 h) and MNCT (4 h) 
图 5. (a) TN，MPT 和 MN 以及(b) MNCT (1 h)，MNCT (2 h)和 MNCT (4 h)上成骨细胞培养 3
天和 7 天的 SEM 图 
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图 5(a)和图 5(b)为各试样表面成骨细胞培养 3 天和 7 天的 SEM 图。从(a)中可以观察到无论是在 3 天

或是 7 天，与 MPT 和 TNT 表面的细胞相比，MNT 表面的成骨细胞有更多的伪足伸展，细胞铺展成星状，

并且细胞形态良好，丝状伪足沿着孔内壁或是沿着孔的边缘伸展。这是因为 MNT 的微纳表面能够提供

三维构型和更大的比表面积，可以有效促进细胞的粘附和增值，具有较好的生物活性。MNCT(1h)试样表

面的细胞形貌(b)与 MNT (a)的细胞形态相似。MNCT (4 h)细胞虽有伪足伸展，但细胞形态和铺展仍较差。

MNCT (2 h)试样表面细胞呈多伪足交叉的现象，并且细胞与细胞沿孔相互桥联，显示出最好的铺展与生

长行为。 
水热反应后，材料表面被 CaTiO3 所覆盖。由于有大量的 Ca2+成为表面正电荷活性位，成骨细胞外基

质中某些配体蛋白例如纤维连接蛋白(FN)和玻连蛋白(VN)趋向于正电性的材料表面[16]，与钛表面发生

作用，形成强的结合，促进成骨细胞在表面粘附以及增值。另外，除了材料的表面成分，影响细胞粘附

和增值的因素还有材料的表面形貌。随着水热时间的增加，TiO2 转变为 CaTiO3，而 CaTiO3 晶粒的膨胀

会造成纳米管逐渐被破坏，材料的比表面积减小，表面能降低，蛋白吸附量相应减少。因此，钛表面具

有适宜的微纳多孔结构和适量 CaTiO3 成分，如 MNCT (2 h)，能有效地促进细胞黏附、增殖与生长，展

现出优异的生物学性能。  

4. 结论 

以酸腐蚀形成的三维微米多孔 Ti 为基底，首先通过阳极氧化在其表面形成 TiO2 纳米管阵列，再经

水热反应将 TiO2 部分转化为 CaTiO3，制备了具有三维微纳结构的 CaTiO3/TiO2 复合材料。水热反应时间

为 2 h 的 MNCT (2 h)样品在蛋白吸附及成骨细胞培养实验中表现出相对更好的生物活性。其原因在于三

维微纳多孔结构能够能为蛋白吸附和细胞接触提供更多的活性位点；表面 Ca 离子对蛋白和细胞具有良好

的亲和性。钛表面微纳结构化结合适量 CaTiO3 成分能有效改进钛的生物学性能。 
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