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摘要　钛合金具有优良的综合性能,作为医用金属植入材料广泛应用于临床医学,而在钛合金植入物表面进行微

造型有助于提高钛合金的生物相容性.采用１０６４nm波长的皮秒激光在钛合金(TiＧ６AlＧ４V)表面进行微造型实

验,并验证微造型的生物相容性.设计正交实验,通过扫描电子显微镜、扫描探针显微镜和共聚焦显微镜分析了样

件表面形貌,建立微造型几何尺寸与激光参数的关系,确立了最优工艺参数,完成钛合金微造型样件制备.进行了

大鼠骨髓间充质干细胞培养和免疫荧光观察细胞骨架实验.实验表明,微造型对细胞生长起到促进和引导作用.
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１　引　　言
由于钛合金具有优异的机械性能和生物相容性,所以被广泛地用于生物医学领域,例如植入式电子设

备,义齿和骨内种植体等[１Ｇ３].种植体表面微造型可以为细胞粘附提供信号并增加细胞伪足攀附的接触面

０１０２０１４Ｇ１
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积,所以种植体界面的微结构会对其生物学特性产生影响.在过去的研究中,各种表面微造型技术,包括喷

砂[４]、化学腐蚀[５]、等离子喷涂[６]、电化学加工[７]、激光加工[８Ｇ９]以及多种方法的组合被开发运用,并被证明是

提高植入物生物相容性的有效手段.化学或传统的物理方法难以在一个特定的位置形成可控的特殊形状,
此外存在效率低、成本高、处理困难等缺点,而激光加工技术可以形成更为复杂和可控的微造型形貌且污染

少[９].目前长脉冲激光装置的表面微造型方法已经被广泛报道[１０Ｇ１１].近年来,随着短脉冲激光的发展,由于

其具有较高的精度,较小的热影响区和更高的加工质量,短脉冲激光的表面微造型方法已成为一种更为先

进的技术[１２Ｇ１３].
不同于长脉冲激光有着充足的时间热扩散到靶材料,超短脉冲激光与物质作用时,在短时间内完成激光

能量的传递.这导致材料辐照区域温度迅速升高,能量来不及扩散,仅在材料表面很薄的一层上达到很高的

温度.超短脉冲激光极短的脉冲持续时间使得在激光与物质相互作用期间基本上不需要考虑流体动力学过

程的影响,激光能量直接沉积在材料的趋肤层内,极大地降低了材料的烧蚀阈值,也使得因热传导作用而影

响的热效应体积明显减少[１４].现在超短脉冲激光微加工已成为激光精密加工领域的前沿,如利用飞秒激光

诱导透明材料局部折射率变化的现象,在样品内部制备光波导、分束器、耦合器等各种光子器件;通过激光

干涉或者相位掩模技术在光纤中制备光纤布拉格光栅结构;利用超短脉冲激光微加工技术在材料的表面或

体内实现微米甚至亚微米精度的钻孔、开槽等精细加工[１５].
本文研究了皮秒激光功率和扫描参数对于钛合金微造型形貌的影响,建立了微造型几何尺寸与激光参

数的关联,确立了最优加工参数并以此制备生物相容性实验样件,通过细胞培养和细胞骨架观测实验,验证

了微沟槽造型形貌与生物相容性的关联.

２　实　　验
２．１　皮秒激光参数研究

实验采用了Edgewave公司PX２００Ｇ３ＧGH皮秒激光器,波长为１０６４nm,脉宽为１０ps,重复频率范围为

４００~１０００kHz,激光束采用焦距１００mm 的凸透镜聚焦,光斑半径约１５μm.表面微造型样件为尺寸

１０mm×１０mm×１mm的TC４(TiＧ６AlＧ４V)钛合金片,样品的表面成分如表１所示.钛合金片依次经过

６００,８００,１２００目(２３,１８,１２．４μm)的砂纸打磨,并用０．５mol/L的氧化铝悬浮液进一步抛光,最后在无水乙

醇中超声清洗并干燥.实验中,水平偏振的高斯光束聚焦到工作台上的钛合金片,并通过改变激光功率P、
扫描次数N、扫描速度V 以及重复频率f,制备不同的微沟槽样件.

表１　TC４表面元素组成

Table１　ElementalanalysisofTC４surface

Component Al V Ti Other
Massfraction/％ ５．５Ｇ６．８ ３．４Ｇ４．５ ８８．１Ｇ９１．１ Residual

２．２　表面特征分析

２．２．１　扫描电子显微镜(SEM)
样件的表面形貌由高分辨率场发射扫描电子显微镜(JEOLJSMＧ７８００FPrime,日本电子株式会社,日

本)表征.为了观测样件的整体形貌、加工质量以及局部微结构特征,微造型样件经过丙酮超声清洗５min
后,由扫描电子显微镜观测成像.

２．２．２　扫描探针显微镜(SPM)
采用生物快速型扫描探针显微镜快速扫描５０μm×５０μm的范围,分辨率为０．０３nm.测量数据由样件

的三个不同位置得到以确保测量结果的有效性和准确性.

２．３　细胞培养与细胞骨架染色

从４周龄大鼠获得大鼠骨髓间充质干细胞(BMSC),该细胞在含有体积分数为１０％胎牛血清(FBS)和
体积分数为１％青链霉素双抗的培养液中培养.使用第三代细胞,浓度为１０６mL－１,在每个样件培养２４h
后用磷酸盐缓冲液(PBS)溶液冲洗３次并用４％多聚甲醛溶液固定,随后用０．１％的曲拉通XＧ１００溶液浸泡

３０min.采用RhodamineＧPhalloidin和多色核荧光染料 DAPI试剂对肌动蛋白及细胞核染色,并通过
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Olympus数码相机获得图像.

３　实验结果及分析
３．１　皮秒激光加工微沟槽的形貌特征

为了确定皮秒激光加工钛合金的最优加工参数,设计了四因素、三水平的L１６正交阵列,因素包括激光功

率,扫描次数,扫描速度和重复频率.激光加工的评价指标为:１)加工质量,包括热影响区,在微沟槽内的残渣

情况以及微沟槽的整体形貌;２)微沟槽的具体尺寸,用于在数值上确定微造型样件的可控性和可重复性.

３．１．１　微沟槽的最佳加工参数

图１显示了在不同加工参数下的几种微沟槽SEM图片,可以得出,不同的工艺参数对于微沟槽的加工质

量有着很大的影响.图１(a)显示一个加工质量较差的微沟槽,沟槽的边缘不连续且有块状的金属熔融残渣分

散在沟槽内.图１(b)加工质量有所改善,仍有很多颗粒状残渣留在沟槽内.图１(c)有着更高的加工质量,更光

顺的底部和锐利的边缘.通过高倍率放大图可以看到,在沟槽内存在周期处于激光波长尺度的微纳米条纹.
这是由于入射激光在金属表面激发产生一传播方向与入射光的电矢量偏振方向相同的等离子体波,而入射激

光与其在材料表面诱导激发的等离子体波存在能量耦合,两者之间发生干涉,使得样品表面形成亚波长周期性

条纹结构(LIPSS).实验发现,激光功率和扫描速度对沟槽的刻蚀质量有更明显的影响.在激光功率

P≈２０W,扫描速度v为１０００~２０００mm/s,重复频率f＝４００kHz时微沟槽具有更良好的加工质量.

图１ 钛合金样件的SEM图像.(a)加工参数P＝２５W,v＝５００mm/s,N＝５,f＝４００kHz;(b)加工参数P＝２５W,

v＝１０００mm/s,N＝１０,f＝１０００kHz;(c)加工参数P＝３０W,v＝２０００mm/s,N＝１０,f＝４００kHz
Fig敭１ SEMimagesofthetitaniumalloysurfacefollowingpicosecondlasertreatment敭 a SampleobtainedwhenP＝２５W 
v＝５００mm s N＝５ f＝４００kHz  b sampleobtainedwhenP＝２５W v＝１０００mm s N＝１０ f＝１０００kHz 

 c sampleobtainedwhenP＝３０W v＝２０００mm s N＝１０ f＝４００kHz

３．１．２　微沟槽的制备

按照确定的最优加工参数,选择恒定功率P＝２０W,重复频率f＝４００kHz,扫描速度v＝１２００,１６００,
２０００,２４００mm/s,扫描次数N＝１,４,７,１０分别制备样件.采用SPM观测微沟槽轮廓并测量具体尺寸.由

于受加工表面温度梯度引起的蒸气反冲压力和 Marangoni效应的影响,钛合金熔融物飞溅到材料表面,在
样件截面形成具有火山口形貌的U形沟槽,如图２所示.对每组参数制备三次重复试样并利用统计分析软

件(PASW)统计数据,分析实验参数对微沟槽尺寸相关性的影响.软件采用多元方差分析(Manova)过程来

拟合典型相关分析,给出表征实验因素与响应相关性的参数p 值,以p＜０．０５为相关性显著,p＜０．０１为非

常显著.实验结果表明,扫描速度对沟槽深度有显著影响(p＝０．０００),而对宽度的影响不明显(p＝０．０５４).
扫描次数和沟槽深度之间的相关性是显著的(p＝０．００４),但扫描次数与沟槽宽度之间的相关性不大(p＝
０．２４１≫０．０５).这是由于沟槽宽度在２５~３０μm时,尺寸主要由光斑聚焦的大小决定,比起沟槽深度１~
５μm高出一个数量级,受到激光参数的影响相对更少.

由于微沟槽的深度也是影响细胞生物特性的主要因素,图３和图４显示了在恒定激光功率２０W,重复

０１０２０１４Ｇ３
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图２ 样件的SPM图像.(a)３D形貌;(b)２D形貌

Fig敭２ SPMimagesofthetitaniumalloysurfaceprocessedbypicosecondlaser敭 a ３Dmorphologyofsamplesurface 

 b ２Dprofileofthegroove

频率为４００kHz时微沟槽深度和扫描参数的关系.为了保证实验的可控性和可重复性,所有的参数都进行

了三次重复实验,并在每个样件的三个不同位置进行测量.在恒定的扫描次数下,微沟槽的深度会随着扫描

速度增加而减小,并且在１２００~１６００mm/s发生急剧下降;在恒定的扫描速度下,随着扫描次数的增加,微
沟槽的深度增加.

图３ 不同扫描次数下微沟槽深度与扫描速度关系

Fig敭３ Groovesdepthversusscaningspeed

图４ 不同扫描速度下微沟槽深度与扫描次数关系

Fig敭４ Groovesdepthversusscanningtimes

３．２　细胞粘附和形貌分析

根据最优工艺参数制备多道平行微沟槽样件用于生物相容性实验,采用参数实验的结果定量加工深度为

４．０,２．５,１．０μm的微沟槽造型.其编号及具体尺寸如表２所示.样件表面形貌采用SEM分析,如图５所示.
这些微沟槽可以改变样件的表面粗糙度,增加样件与细胞之间的接触面积,并增加样件表面细胞伪足的粘附.

图５ SEM分析多道平行微沟槽造型.(a)沟槽间距７５μm;(b)沟槽间距１５０μm
Fig敭５ SEMimageofmultipleparallelgroovedstructure敭 a Spacingis７５μm  b spacingis１５０μm

表２　生物相容性实验样件编号及具体尺寸

Table２　Serialnumberandspecificsizeofbiocompatibilitytestsamples

Serialnumber Spacing/μm Depth/μm
１ ７５ ４．０
２ １５０ ４．０
３ ７５ ２．５
４ １５０ ２．５
５ ７５ １．０
６ １５０ １．０

０１０２０１４Ｇ４
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　　将微沟槽样件与表面抛光的钛合金片进行大鼠骨髓间充质干细胞培养的对照实验.细胞直径尺度在几

十微米量级,根据图６显示,通过细胞核分布的对比发现,相比于抛光钛合金组,微造型样件可以观测到更多

的细胞粘附在微沟槽上,这意味着微沟槽造型对于细胞粘附有着明显的增益.实验表明,微沟槽的排布密度

对细胞粘附效果影响不大:统计细胞核数目,在相同沟槽深度条件下,间距７５μm和间距１５０μm的微沟槽

样件表面细胞增殖粘附效果并无较明显区别.然而,微沟槽的深度对细胞粘附效果的影响非常显著.从图

中可以看出,在６组微造型样件的细胞培养中,沟槽深度为１．０μm时,微造型样件的细胞粘附能力最好,样
件表面的细胞核分布最多.而随着沟槽深度的增加,细胞的粘附效果有所减弱,当沟槽深度达到最深的

４．０μm时,细胞粘附能力增益最少.但是,通过对样件细胞肌动蛋白骨架染色可以发现,更深的沟槽有利于

引导细胞生长.随着沟槽深度的增加,细胞的骨架逐渐形成沿沟槽方向生长的梭形,附着在沟槽之间的细胞

也会伸出更多的伪足,并且沟槽越深,这一现象越明显.同时,观测样件中的细胞分布可知,细胞倾向于沿着

沟槽聚集生长,而更深的沟槽更容易引导细胞沿沟槽分布,如样件组１＃和２＃所示.样件的表面形貌在细胞

与材料的相互作用中起着重要的作用,这种表面形貌引导细胞表现出特征方向和形貌被称为细胞的接触引导.

图６ 细胞培养及肌动蛋白骨架图

Fig敭６ Cellcultureandactincytoskeleton

４　结　　论
实验研究了皮秒激光加工参数对表面微造型形貌的影响,从激光加工质量和微沟槽具体尺寸两方面入

手,确立最优工艺参数,实现医用钛合金植入物激光微造型的可控性和可重复性.进行了生物医学实验,通
过大鼠骨髓间充质干细胞的培养和细胞骨架观测,验证了微造型对生物相容性的影响,得出以下结论.

１)对于微沟槽造型,加工质量主要受激光功率、扫描速度和重复频率的影响,选择合适的脉冲重叠系

数,有利于提高微沟槽的质量.

２)实验发现沟槽的宽度主要由光斑大小决定;而沟槽深度与激光功率、扫描次数呈正相关,与扫描速度

呈负相关.通过重复性实验表明,在激光功率约２０W,扫描速度１２００~２４００mm/s时,可以加工出质量较

好且深度准确的微沟槽造型.

３)通过特定深度４．０,２．５,１．０μm,间距７５μm/１５０μm的微沟槽样件对照抛光钛合金片进行生物相容

性实验.研究表明,激光微造型能够提高钛合金表面生物相容性.微沟槽造型有助于细胞的粘附增殖并对

细胞生长起到接触引导的作用.随着沟槽深度的增加,粘附效果减弱,但对细胞接触引导作用更明显.
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