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Abstract 
Titanium has excellent mechanical properties and good biocompatibility, and it is one alternative 
materials for medical devices. The highly ordered titanium dioxide nanotube (TNT) films could be 
prepared on the surface of titanium with the method of anodic oxidation technology, and the TNT 
film could regulate the adhesion and growth behavior of various cells on the surfaces. In this study, 
the homogeneous and ordered TNT films were prepared using the anodic oxidation method, and 
the electrolyte consisted of glycerol and ammonium fluoride. Meanwhile, the diameter of the TNT 
was about 100 nm. Then, the prepared TNT films were annealed by 300˚C, 450˚C and 600˚C, re-
spectively where after three kinds of TNT films with different crystal forms were obtained. Sub-
sequently, platelet adhesion and smooth muscle cell growth behavior was evaluated, and the re-
sults indicated that the TNT film with anatase crystal structure obtained by heat treated at 300˚C 
could effectively inhibit the proliferation of smooth muscle cells. The TNT film with 600˚C treat-
ment could effectively reduce the number of the adhered platelet. This study could provide theo-
retical support of the application of TNT materials in the cardiovascular implant devices. 
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摘  要 

钛金属具有优异的机械性能和良好的生物相容性，是医用植入材料的理想备选材料。通过阳极氧化手段

在钛金属表面制备有序的纳米管结构能够调控多种细胞在其表面的粘附和生长行为。本研究以丙三醇，

氟化铵为电解液制备出均匀有序的二氧化钛纳米管薄膜(TNT)，制得的TNT管径约为100 nm。随后分别

在300℃、450℃和600℃ 3个不同温度下进行热处理，得到三种不同晶型的纳米管薄膜。经过血小板粘

附、平滑肌细胞增殖等一系列评价表明300℃热处理得到的锐钛矿晶型结构的TNT能够有效的抑制平滑

肌增殖，600℃热处理的金红石晶型为主的TNT能够有效的抗血小板粘附。本研究可以为钛纳米管阵列

在心血管植入材料中的应用提供理论支持。 
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1. 引言 

冠心病是目前全球死亡率最高的疾病，随着生活水平的提供，冠心病的发病率也逐年升高，大大威

胁着人类的健康和生命[1]。运用微创介入治疗技术在冠脉狭窄部位植入血管支架是目前治疗冠心病的一

种有效的手段[2]。然而，晚期血栓和再狭窄等并发症的发生影响了血管支架介入治疗的临床远期疗效，

因此解决血管支架临床应用中晚期血栓和再狭窄依然是支架开发中的一大难题[3]。血管支架植入过程中

血管内皮的损伤和炎症导致的平滑肌细胞增生和支架材料的血液相容性不足是再狭窄和晚期血栓发生的

一个主要因素[4] [5]。因此血液相容性良好，同时能够抑制平滑肌细胞增生的支架材料是开发心血管器械

的理想材料。 
钛具有良好的机械性能，优异的抗腐蚀性能和良好的生物形容性，被作为医用植入材料进行大量的

研究[6]。用阳极氧化技术可以在钛金属材料表面制备高度有序的纳米管结构，纳米管的管径为 20250 nm，

深度可达到 1 mm。有研究表明在钛表面的氧化钛纳米管阵列(TNT)，能够更有效的促进成骨细胞的粘附

和增殖等[7]，TNT 还可以抑制白细胞的激活和炎症因子的分泌[8]，具有较低的免疫原性。Peng 等研究

发现，TNT 还可以选择性的促进内皮细胞的增殖和迁移，同时抑制平滑肌细胞的生长和限制平滑肌细胞

的尺寸[9]。这些研究表明，这种特殊结构的氧化钛纳米管在新型支架材料或心血管植入器械的开发中具

有很大的应用前景。热处理温度对二氧化钛纳米管的晶型结构和表面特性均有一定的影响[10]，细胞在不

同晶体结构和表面特性材料表面的生长行为差异很大[11] [12]。但是目前尚未见关于不同热处理温度对于

TNT 表面血管细胞生长行为影响的研究。本研究采用 3 个不同温度对阳极氧化法制得的 TNT 薄膜进行热

处理，研究不同的热处理温度对 TNT 表面特性、晶体结构和生物相容性的影响。 

2. 材料 

钛箔，纯度 99.5%，厚度 50 μm，由陕西宝鸡有色金属有限公司提供；氯化铜、氟化铵，分析纯，由
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成都科龙试剂有限责任公司提供；所用血液由成都市血液中心提供。 

3. 方法 

3.1. 氧化钛纳米管薄膜的制备 

将钛箔用剪刀剪成 4 cm × 5 cm 的片材，并依次用丙酮、无水乙醇、去离子水在超声清洗设备中超声

清洗各 5~10 min，每种试剂清洗三次，除去表面油渍污渍，密封保存备用。 
按照如表 1 所示的浓度配制电解液，以钛箔为阳极，对阴极为石墨，将电压设置为 20 V 进行阳极氧

化处理 3 h。 

3.2. 热处理 

将经过阳极氧化后的样品通过 300℃、450℃、600℃的高温处理 4 个小时，取出样品分别用丙酮、

酒精和去离子水超声清洗 3 次每次 3 min，烘干保存备用。 

3.3. 薄膜表面形貌，晶体结果和化学组成性能评价 

本文采用 Perkin Elmer 16PC 型 X 射线光电子能谱仪，对样品表面各种元素的百分含量进行测量；采

用 Quanta200 型环境扫描电子显微镜(荷兰 FEI 公司)，对样品的表面形貌进行表征；本文采用 X 射线衍

射仪(X-Ray Diffraction，XRD，型号：荷兰 PhilipsX’ Pert Pro)对材料的晶体结构类型进行分析，采用小

角度掠射(0.5")，扫描范围 20˚~80˚，扫描步长 0.03˚。 

3.4. 血小板粘附与激活 

取新鲜人血并于 1500 r/min 离心 15 min，取上清液，获得富板浆(PRP)；各取富板浆 50 μL 滴加至样

品表面，放入恒温水浴过 37℃孵育 1 h；孵育结束后用 PBS 清洗样品三次，洗去表面物理吸附的血小板；

清洗结束后再用 2.5%的戊二醛溶液室温固定过夜；将固定好的样品用 PBS 洗净吹干，进行 P 选择素染色

观测血小板粘附和激活情况。 
LDH 法检测血小板粘附定量分析：在各样品表面加入 60 μL PRP，并在 37℃孵育 45 min 后用 PBS

清洗样品表面三次。随后在样品表面滴加 40 μL 的 Triton-X-100 (稀释到 1%)处理 5 min 后，取出 25 μL
的裂解液加入预先加有 200 μL NADH 和丙酮酸钠的 96 孔板中，用酶标仪读取其在 340 nm 处的吸光度。 

3.5. 平滑肌细胞生长行为评价 

将取自于人脐动脉的平滑肌细胞分别滴入装有样品的 24 孔板中，并置于恒温细胞培养箱中培养 1 d
和 3 d。之后，取出样品，吸取细胞悬液，每孔加入 350 μL 含有 10% (体积分数)CCK-8 试剂的 M199 全

液。恒温培养箱中孵化 4 h 后，溶液移入 96 孔板中，用酶标仪读取其在 450 nm 处的吸光度。 
取出培养平滑肌细胞不同时间的样品，用磷酸盐缓冲液洗去未粘附的细胞，用 2.5%的戊二醛溶液固

定。在样品表面滴加 50 μL 罗丹明试剂，避光静置 15 min，清洗 3 次，避光保存。用荧光显微镜观察平

滑肌细胞并拍照。 

4. 结果与讨论 

4.1. 氧化钛纳米管薄膜材料学分析 

XPS 检测结果如图 1 所示，经过阳极氧化后钛金属表面出现了 C1s、Ti2p、O1s、F1s 的光电子峰，

其中 C 和 F 的引入可能是由于电解液中存在丙三醇和氟化铵，而在阳极氧化的过程中电解液的组分会参

与钛纳米管的形成过程，因此出现了 C 和 F 的光电子峰。 
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Table 1. The composition of the electrolyte 
表 1. 电解液成分 

试剂 氯化钠 氟化铵 丙三醇 去离子水 

浓度 0.58 g 1.5 g 120 ml 30 ml 

 

 
Figure 1. XPS result of TNT surface 
图 1. TNT 表面 XPS 结果 

 
SEM 的检测结果显示，钛金属作为阳极在丙三醇和氟化铵的电解液中经过 4 个小时的氧化过程，在

其表面形成了氧化钛的纳米管阵列(图 2)。由图 a 可以发现经过阳极氧化处理获得的纳米管的内径约为

80~100 nm，管壁约为 20 nm 左右。随后对获得的钛纳米管分别进行 300℃、450℃和 600℃的退火处理。

通过退火后的扫描电镜照片可以看出，不同温度的热处理后钛纳米管的结构依然存在，表面形貌、管径

和管壁的尺寸变化不大。 
XRD 结果表明(图 3)，经过阳极氧化制得的纳米管阵列在退火前没有出现锐钛矿、金红石或板钛矿

的衍射峰，证明该方法制得的 TNT 没有晶体结构是无定型结构，经过 300℃热处理后，XRD 的结果中出

现了锐钛矿晶型的衍射峰，说明经过 300℃热处理后，纳米管阵列由无定型结构转变为锐钛矿结构。从

450℃热处理后的 XRD 结果可以看出，450℃退火后氧化钛纳米管中同时出现了锐钛矿和金红石两种晶型

结构，其中锐钛矿的晶型结构含量较高，为主要的晶体结构。从 600℃热处理的结果可以看出，600℃退

火后氧化钛纳米管的结构中同时存在锐钛矿和金红石两种晶型，其中金红石结构含量较高。XRD 的结果

说明，通过热处理可以使阳极氧化获得的无定型结构的钛纳米管转变为具有一定晶型的钛纳米管阵列。

在退火温度较低时，形成的为锐钛矿晶型，而随着退火温度的升高，则逐渐出现金红石型的晶体结构，

热处理温度越高金红石的含量越高。这是由于锐钛矿晶型为亚稳相，而金红石晶型为热力学稳定相[13]。
当退火温度升高时，晶体表面的表面能升高，金红石相在锐钛矿相的界面成核然后逐步扩散至锐钛矿相

内部[14]。这种转变过程是很缓慢的，因此随着温度升高呈现出金红石相逐渐的趋势。 

4.2. 血小板粘附和激活评价 

随后，对阳极氧化获得的四种纳米管表面的血小板粘附和激活情况进行了评价，其中图 4(a)为各样

品的免疫荧光染色，图 4(b)为各样品的 LDH 检测结果。从免疫荧光染色的结果(图 4(a))可以看出平板钛

金属、未热处理和 300℃热处理的钛纳米管表面有大量激活的血小板粘附，并且血小板呈现出大量聚集

的状态，证明这三种样品表面的血小板激活程度较高。而 450℃和 600℃热处理的纳米管表面血小板的激

活数量相比与其他三个样品较少，600℃热处理的纳米管表面血小板的激活数量最少。LDH 血小板粘附

数量检测的结果如图(4(b))所示，看以看出未热处理的 TNT 表面粘附的血小板的数量明显低于平板钛表 

0 200 400 600 800 1000 1200

In
te

ns
ity

 (a
.u

)

Binding Energy (eV)

 TNT

C1s

Ti2p F1s

O1s

 

 



李文君 等 
 

 
366 

 
Figure 2. SEM results of TNT and TNT samples by heat treated at 300˚C, 450˚C and 600˚C (A: 
TNT; B, C, D are TNT samples by heat treated at 300˚C, 450˚C and 600˚C) 
图 2. TNT 与 300℃、450℃、600℃不同温度热处理后 TNT 的 SEM 结果(A：TNT；B、C、
D 分别为 300℃、450℃、600℃热处理后的 TNT) 

 

 
Figure 3. XRD results of TNT and TNT samples by heat treated at 300˚C, 450˚C and 600˚C 
图 3. 热处理前与 300℃、450℃、600℃不同温度热处理后的 XRD 结果 
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(a) 

 
(b) 

Figure 4. Staining of platelets and LDH assay results of TNT and TNT samples by heat 
treated at 300˚C, 450˚C and 600˚C ((a) Staining of platelets seeded onto TNT and TNT 
samples by heat treated at 300˚C, 450˚C and 600℃; (b) LDH assay) 
图 4. 热处理前与 300℃、450℃、600℃不同温度热处理后血小板粘附与激活结果。

((a) 免疫荧光染色；(b) LDH 分析) 
 
面粘附的血小板的数量。而 300℃热处理的 TNT 表面粘附的血小板的数量相比与未热处理的 TNT 明显增

加。而 450℃热处理的 TNT 表面血小板的粘附数量明显少于 300℃热处理的 TNT 表面。600℃热处理的

TNT 相比与其他 4 种样品表面血小板的粘附数量最少。血小板免疫荧光染色和 LDH 检测的结果表明通

过不同温度的退火可以调控 TNT 表面血小板的粘附数量和激活情况，退火温度越高血小板粘附和激活的

数量均越少。这可能与不同退火温度得到 TNT 的晶型不同有关，其中金红石含量高的 TNT 表面血小板

粘附和激活的数量均较少。 

4.3. 平滑肌细胞染色和 CCK-8 结果 

样品表面平滑肌细胞罗丹明染色和 CCK-8 检测结果如图 5 所示，可以看出培养 1 天时，相比于平板

样品，纳米管表面的 SMCs 数量明显较少。培养 3 天时，于 1 天的荧光照片相比，各样品表面的细胞数

量均有所增加，其中平板 Ti 样品表面的基本被 SMCs 覆盖，而 300℃退火处理的 TNT 表面的 SMCs 跟其

他样品相比数量较少。培养 5 天后，平板钛表面的 SMCs 变得更为细长，同时呈现多层生长的状态。未

热处理的 TNT 表面的 SMCs 呈现聚集且多层生长的状态，样品表面部分区域无 SMCs 覆盖。而三种不同

温度处理的 TNT 表面的 SMCs 显示出不同的生长情况。300℃退火处理的 TNT 表面的 SMCs 数量明显少 
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Figure 5. Staining of smooth muscle cells and CCK-8 results of TNT and TNT samples by 
heat treated at 300˚C, 450˚C and 600˚C (A: TNT; B, C, D are TNT samples by heat treated at 
300˚C, 450˚C and 600˚C) 
图 5. 热处理前与 300℃、450℃、600℃不同温度热处理后的平滑肌细胞染色和 CCK-8
结果(A：TNT；B、C、D 组分别为经过 300℃、450℃、600℃热处理后的 TNT 试样) 

 
于另外两组热处理样品。而 600℃退火处理的 TNT 表面基本被 SMCs 所覆盖。从 CCK-8 的结果可以看出，

培养 1 天时，与平板钛相比，TNT 样品表面的 SMCs 增殖活性均低于平板钛表面。而三种不同温度退火

处理的 TNT 表面 SMCs 的增殖活性以此为 600℃ > 450℃ > 300℃。不同时间点的样品表面的 SMCs 生
长情况与 1 天的生长规律一致。SMCs 培养的结果说明 TNT 的热处理温度能够影响其表面 SMCs 的生长

行为，这可能与不同温度退火处理得到的 TNT 薄膜的晶型不同相关。研究表明，不同晶型的氧化钛其表

面血浆蛋白的粘附行为不同，没有经过热处理的氧化钛表面在 12 h 后有比热处理过后的氧化钛表面更少

的蛋白吸附量[15]。因此这三种退火温度得到的 TNT 可能通过调控血浆蛋白在其表面的粘附行为来干预

SMCs 的生长。 
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血栓及再狭窄是目前心血管材料临床应用中的两大难题，影响了心血管器械的远期疗效。材料表面

血液相容性不足是心血管材料表面血栓产生的一个主要因素[16]。血小板与心血管材料相互作用是研究材

料血液相容性的一个重要方面。因此血小板的粘附和激活行为是评价材料血液相容性的一个重要指标

[17]。而再狭窄的产生则是由于血管中膜层的 SMCs 的过度增生和向内膜层的迁移[18] [19]。上述血小板

粘附和激活结果和 SMCs 增殖结果表明，高温 600℃热处理得到的金红石晶型的 TNT 表面粘附和激活的

血小板数量更低，可能具有减少由于血小板活化而引起的凝血行为，具有更好的血液相容性。而 300℃
退火处理得到的 TNT 表面 SMCs 具有较低的增殖能力，能够减少 SMCs 的过度增殖，减少血管内膜的增

生，对于减少内膜增生而引起的血管再狭窄具有积极的作用。以上研究结果表明锐钛矿相的 TNT 具有更

好的血液相容性，而金红石相的 TNT 能够抑制 SMCs 的增殖有利于抑制再狭窄。 

5. 结论 

本研究对采用阳极氧化方法制备的 TNT 进行 300℃、450℃和 600℃三个不同稳定的热处理，得到了

三种不同晶型的 TNT 薄膜，300℃退火得到的锐钛矿型的 TNT 表面具有良好的血液相容性，而 600℃退

火得到的金红石晶型为主的 TNT 能够抑制 SMCs 的增殖对于抑制再狭窄具有积极的作用。本研究通过改

变 TNT 薄膜的晶型来调控其表明的血液相容性和细胞生长行为，可以为 TNT 的在心血管器械中应用提

供支持。 
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