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钛表面微凹凸织构的激光加工及其细胞黏附研究
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摘要 钛以其优异的力学性能和良好的生物相容性而被广泛用于制造医疗植入体。为提高钛在人体内的稳定性、

抗菌性等,需对其表面进行修饰改性。本研究采用飞秒和皮秒激光在钛表面加工出微凹槽和微凸起结构,对比了

两种激光技术在钛表面加工的微凸起和微凹槽结构在表面形貌、亲疏水性和生物相容性等方面的差异。表面形

貌、轮廓、元素的表征结果表明两种激光加工结构的尺寸主要受能量密度的影响,而形状受光斑重叠率的影响较

大,皮秒激光加工表面的氧含量较高。由于飞秒和皮秒激光改性钛表面微织构形貌的差异,水接触角(以下简称

“接触角”)从初始的40.25°分别降为9.88°和0°。通过对比样品在空气、真空、生理盐水中保存3
 

d后的表面接触角

发现,皮秒激光加工样品表面能保持稳定的超亲水性;经硅烷处理后,飞秒激光改性表面的接触角可达152.80°,而
皮秒激光改性表面的接触角为146.38°。细胞黏附和增殖的实验结果表明飞秒激光加工的微凸起或微凹槽线阵有

利于细胞的黏附和排列,而皮秒激光加工的微凸起或微凹槽线阵有利于促进细胞的铺展和迁移。
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1 引  言

医用金属材料强度和硬度较高、韧性和加工性

能良好,可以基本满足人体植入物所必需的力学性

能及生物学方面的要求,已逐渐超越医用陶瓷和医

用高分子材料成为植入体的首选材料[1-2],常被用于

人造关节、螺钉、骨板、髓内钉、起搏器外壳、脊柱固

定器、人造心脏瓣膜、血管支架和牙种植体等[3]。与

医用不锈钢及钴铬合金相比,钛及其合金密度较小、
耐蚀性较好,弹性模量接近人体骨组织,可以有效降

低“应力遮挡”效应[4-5],因此成为临床应用最广泛的

种植材料之一[6]。然而,钛及其合金目前仍存在一

些问题,如表面生物活性不足从而导致其无法实现

较好的化学性骨结合[7],易引发宿主的炎症反应从

而导致愈合延迟[8]等。为了解决以上问题,一些学

者通过改变植入体表面的显微组织形态或化学成分

来增强表面的生物活性:赵梓贺等[9]利用纳秒激光

结合阳极氧化,在纯钛表面制备出微沟槽-二氧化钛

纳米管复合结构,该结构可以促进羟基磷灰石的沉

积;Wang等[10]结合研磨、蚀刻和阳极氧化在钛表面

制备出能够诱导细胞定向分化的纳米管;Zwahr
等[11]采用双光束皮秒激光干涉技术在钛表面加工

出周期为3~17
 

μm的线阵,该结构能促进细胞黏

附和增殖。虽然上述方法已经可以高效、高质量地

对植入体表面进行加工,但其加工难以靶向进行,工
艺复杂,易产生污染,且制备的表面结构质量较差,
亟须开发新型高效的加工技术,以满足日益增长的

植入体加工需求。
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超快激光具有极高的峰值功率和极短的脉冲宽

度[12],几乎可以对任何材料进行加工[13-20],且具有

热效应小、加工精度高、三维加工能力强等独特优

势,不仅可以主动控制表面加工区域,直接加工出微

纳多级结构,而且能够产生表面氧化层,获得较高的

表面能,进而有利于促进细胞黏附[21]。目前已有学

者利用 超 快 激 光 技 术 进 行 了 表 面 纹 理 化:Chen
等[22]利用飞秒激光在钛表面加工微织构,结果发现

微纳网格结构更能促进成骨分化;Yang等[23]使用

聚焦飞秒贝塞尔光束制造尺寸、几何形状和分布可

控的微管(SZ2080光刻胶)阵列,并通过单细胞操作

证明该微管可以参与微粒和细胞的准确捕获、转移

和释放;Yong等[24]采用飞秒激光在聚对苯二甲酸

乙二醇酯(PET)表面制备多孔网络结构,并结合化

学处理获得光滑表面,该表面可以完全抑制神经胶

质瘤细胞(C6)的生长。虽然上述研究说明飞秒激

光已经可以制备特定功能的表面,但其加工的结构

类型较少,工艺较复杂,且加工效率较低,亟须调整

和优化工艺,提高钛表面微织构的多样性及加工

效率。
本研究团队首先通过改变飞秒激光和皮秒激光

工艺参数,在钛表面直写出微凹槽和微凸起结构;之
后系统研究了飞秒激光和皮秒激光制备钛表面微织

构的差异,讨论了激光改性前后样品表面浸润性的

变化,探索了浸润性调控的后处理方法;最后基于细

胞黏附和增殖实验对不同微织构表面的生物学性能

进行评价。本研究为钛植入体表面改性提供了新方

法,扩展了钛表面微织构的类型,为钛植入体应用领

域的拓展提供了参考。

2 材料和方法

2.1 样品预处理

采用线切割将厚度为1
 

mm的纯钛板切成直径

为10
 

mm的钛圆片,然后依次采用250#、600#、

800#、2000#砂纸对钛圆片进行打磨,去除其表面

的氧化层,再用金刚石抛光剂配合红丝绒将其抛光

至表面无划痕。将抛光后的试件放入无水乙醇中超

声清洗10
 

min,重复2次,以去除表面污染物,随后

自然晾干。

2.2 激光加工与后处理

采用飞秒激光(Spectra
 

Physics
 

Spitfire
 

Ace钛

蓝宝 石 激 光 系 统,脉 宽 W 为 35
 

fs,波 长 λ 为

800
 

nm,重复频率PRF 为1
 

kHz,峰值功率12
 

W)
和皮秒激光(天津凯普林光电科技有限公司BGL-

1064-50B 激 光 器,脉 宽 W 为 15
 

ps,波 长 λ 为

1064
 

nm,重复频率PRF 为10~1000
 

kHz,最大扫

描速度为5
 

m/s,最大功率为50
 

W)对钛表面进行

改性加工。将改性后的样品分别进行自然放置、生
理盐水(0.9%

 

NaCl)浸泡、真空密封保存,对比这三

种后处理工艺对样品亲水稳定性的影响。将样品置

于1H,1H,2H,2H-全氟癸基三乙氧基硅烷溶液[分
子式为C16H19O3F17Si,乙醇稀释为1%(体积分数)]
中浸泡1

 

d[25]后自然晾干,以降低样品的表面能。

2.3 细胞黏附和增殖

样品经高温高压消毒后,放入24孔板,每孔接

种大鼠骨髓间充质干细胞(rBMSCs)4×104 个(1∶4
传代),然后置于37

 

℃二氧化碳培养箱中培养48
 

h;
取出样品,用缓冲液(PBS)轻轻洗去未黏附的细胞;
室温下,将样品浸泡在4%多聚甲醛溶液中1

 

h,以
固定细胞;使用体积分数为20%、30%、40%、50%、

60%、70%、80%、90%、100%的乙醇溶液梯度脱水,
每种浓度下脱水10

 

min;自然晾干后喷金固定,观
察表面的细胞黏附情况。

将消毒后的样品放入24孔板,每孔接种细胞

5×104 个,分别在培养1,3,5
 

d时吸取细胞悬浮液

100
 

μL,接种到新的24孔板中,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,培养0.5
 

h后,用酶标仪测定各孔细胞

悬浮液在450
 

nm处的吸光度。

2.4 表面表征

使用JSM-6610LV型扫描电子显微镜(SEM)
观察样品的表面形貌,采用 VK-X200型激光共聚

焦显微镜(CLSM)表征样品的表面轮廓,采用JSM-
6610LV能量色散X射线光谱仪(EDS)分析样品表

面的元素种类及含量,采用SDC-200S型静态接触

角测量仪测量样品表面的水接触角(以下简称“接触

角”),使用M200
 

PRO
 

NanoQuant酶标仪测量细胞

悬浮液的吸光度。

3 分析与讨论
 

3.1 微织构形成机理分析

材料烧蚀阈值与入射激光的脉宽息息相关,并
对表面形貌有重要影响。本研究采用飞秒激光(脉
冲个数为100,入射能量 E 分别为1.13,3.19,

5.24,7.29,9.34,11.40,13.45,15.50,17.56,

19.61
 

�J)和皮秒激光(脉冲个数为100,入射能量E
分别为258.05,310.92,361.62,415.52,468.27,

517.80
 

�J)多脉冲烧蚀钛表面,多次测量烧蚀孔直

径D 并求出平均值,通过数值计算法建立烧蚀孔直
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径D 与入射能量E 之间的数学关系,计算出束腰半

径ω0 和多脉冲烧蚀阈值[26],再通过脉冲个数与烧

蚀阈值间的数学关系计算获得单脉冲烧蚀阈值

φth
[27],最终求得飞秒激光光束的束腰半径ω0 为

14.53
 

μm,其 加 工 钛 的 单 脉 冲 烧 蚀 阈 值 φth 为

1.01
 

J/cm2,皮 秒 激 光 光 束 的 束 腰 半 径 ω0 为

59.67
 

μm,其 加 工 钛 的 单 脉 冲 烧 蚀 阈 值 φth 为

3.23
 

J/cm2。测量及计算结果如表1所示。
表1 不同脉宽激光入射时钛的烧蚀阈值

Table
 

1 Ablation
 

threshold
 

of
 

titanium
 

under
 

laser
 

with
 

different
 

pulse
 

widths

Laser W
 

/fs PRF
 /kHzλ

 

/nm E
 

/μJ D
 

/μm ω0
 /μm φth /(J·cm-2)

Femtosecond
laser 35 1 800

1.13,
 

3.19,
 

5.24,
 

7.29,
 

9.34,
 

11.40,
 

13.45,
 

15.50,
 

17.56,
 

19.61

7.38,
 

15.44,
 

20.11,
 

22.89,
 

25.47,
 

27.47,30.27,
 

31.60,
 

34.40,
 

35.20
14.53 1.01

Picosecond
laser 15 100 1064

258.05,
 

310.92,
 

361.62,
 

415.52,
468.27,

 

517.80

92.00,
 

95.00,
 

99.00,
110.00,115.76,

 

110.69
59.67 3.23

  飞秒激光加工金属表面的作用机理可以概括

为:金属表面电子吸收光子后被激发,形成热电子,
热电子与冷晶格之间建立热平衡;当晶格温度升高

到足够高时,发生熔化和烧蚀,烧蚀中的等离子体羽

流由中性原子、离子、团簇和纳米粒子组成;烧蚀之

后,表面以极高的速率冷却,并迅速凝固,生成表面

结构。研究发现,当激光参数选取合适时,采用飞秒

激光在钛表面不仅可以制备出传统的微凹槽结构,
还可以制备出微凸起结构。不同微织构的形成机理

可以通过激光的光热作用和马兰戈尼对流作用[28]

来解释。当激光聚焦到样品表面,且表面晶格温度

升到足够高时,表面熔化结合羽流向外对流形成传

统的微凹槽结构,重铸层往往较多。本研究在光斑

重叠率较低时离焦加工,使高能量处的羽流快速扩

散,同时对流作用将热传递到钛表面,使其熔化形成

重铸层较少的凹槽结构;同时在光斑重叠率较高时

离焦加工,使钛表面产生的等离子体羽流在高能量

位置处反复熔化,对流作用将微粒、团簇等向下传

递,最终在急速冷却后重新凝固形成凸起结构。
图1所示为不同飞秒激光工艺参数下钛表面微织构

形貌的演变规律。当光斑直径为29.06
 

μm、能量密

度为3.90
 

J/cm2 时,通过增大扫描速度使光斑重叠

率降低(从97.94%逐渐降低到96.56%),结果发现

边缘重铸层减少,热影响区变窄,激光诱导周期性条

纹[29](LIPSS)的连续性降低,如图1(a2)~(a4)所
示。这是由于随着光斑重叠率降低,有效脉冲数减

少,积累的能量减少,等离子体羽流中的微粒在弱对

流作用下向两边扩散并且快速凝固,从而形成带有

明显重铸层的凹槽结构,同时边缘区域激光散射波

与入射波的相互干涉作用[30]减弱,LIPSS的连续性

下降。当光斑直径和能量密度不变、光斑重叠率为

96.56%时加工出的凹槽呈V形,如图1(b2)所示,

这是由于激光能量呈高斯分布[31]。随离焦量增加,
激光光斑直径逐渐增大,能量密度逐渐减小,激光烧

蚀区域内的能量差异减小,表面烧蚀更加均匀,凹槽

形状逐渐接近U型,如图1(b3)~(b4)所示;同时,
由于到达槽底的能量密度接近烧蚀阈值,因此槽底

形成了较多微米颗粒,边缘重铸层减少,热影响区减

小。随着能量密度增大,边缘重铸层明显增多,热影

响区扩大,且出现了较多条状微粒,如图1(c2)~
(c4)所示。

与凹槽结构相比,凸起结构主要在光斑重叠率

较高时形成。这是由于此时的有效脉冲数较多,单
位面积内的激光能量高,对流作用较强,使得微粒来

不及向边缘扩散便快速重新凝固在凹槽上方,从而

形成空心的凸起结构。通过增大扫描速度可以使光

斑重叠率降低,此时有效脉冲数逐渐减少,对流时间

变短,凸起的组成颗粒变大,表面孔隙减少,热影响

区宽度减小,同时边缘的波纹槽[32]由于能量辐射减

弱而逐渐减少,如图1(d2)~(d4)所示。随着离焦

量增加,光斑直径变大,激光能量密度降低,对流作

用减弱,同时由于超快激光加工过程中微粒凝固速

度较快,因此微粒不均匀成簇,如图1(e2)~(e4)所
示;与此同时,热影响减弱,边缘重铸层和波纹槽减

少。随着能量密度增大,羽流中的微粒较多且对流

剧烈,颗粒堆积得更加致密,热影响区扩大,边缘重

铸层和波纹槽均增多,如图1(f2)~(f4)所示。
不仅飞秒激光可以在适当的工艺参数下制备出

微凹槽和微凸起结构,皮秒激光以其功率大、脉宽短

的特性也能在钛表面加工出微凹槽和微凸起结构。
图2所示为不同皮秒激光加工参数下钛表面微织构

形貌的演变规律。当光斑直径为119.34
 

μm、光斑重

叠率为97.32%时,随着能量密度增加,激光烧蚀作

用增强,表面结构从平面微孔变为底部褶皱逐渐增
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图1 飞秒激光加工微凹槽(a)~(c)和微凸起(d)~(f)的SEM图。(a)(d)变光斑重叠率;(b)(e)变光斑直径、能量密度和

光斑重叠率;(c)(f)变能量密度

Fig 
 

1 SEM
 

images
 

of
 

femtosecond
 

laser
 

processed
 

microgroove
 

 a -- c 
 

and
 

microprotrusion
 

 d -- f  
 

 a  d 
 

Different
 

overlapping
 

rates
 

 RO  
 

 b  e 
 

different
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多的凹槽,边缘重铸层也明显增加,如图2(a1)~(a5)
所示。当能量密度为5.54

 

J/cm2 时,通过增加扫描

速度使光斑重叠率逐渐降低,结果发现单位面积烧蚀

作用减弱,凹槽底部褶皱和边缘重铸层均减少,如

图2(b1)~(b5)所示。通过增大重复频率使光斑重

叠率由73.19%逐渐提高至97.32%时,表面形貌由

波纹状分布的微孔变为连续分布的微孔,并最终形成

底部有褶皱的凹槽,如图2(c1)~(c4)所示。这是由
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于光斑边缘区域的能量密度逐渐增加,甚至超过烧蚀

阈值,形成明显的材料去除,而当光斑重叠率较高(如
重叠率为98.66%)时,重铸层明显 向 内 积 聚,如

图2(c5)所示。这是由于此时的有效脉冲数较多,表
面对流作用增强。当光斑重叠率为99.16%时,随着

能量密度增大,重铸层继续向内积聚,形成凸起结构,
如图2(d1)~(d2)所示。当能量密度为3.24

 

J/cm2

时,随着光斑重叠率逐渐降低,凸起结构顶部逐渐出

现裂缝,如图2(e1)~(e2)所示。这是因为此时的有

效脉冲数减少,对流作用减弱。当光斑重叠率为

99.67%时,随着能量密度由5.54
 

J/cm2 逐渐增至

9.26
 

J/cm2,钛表面出现组成颗粒较大的凸起结构,
边缘密布微米颗粒,如图2(f1)~(f2)所示。这主要

是因为此时有效脉冲数较多且能量密度较高,对流增

强,导致微粒熔融后聚集,并快速凝固成大颗粒;与此

同时,随着能量密度增大,颗粒长大且排列得更紧密。

图2 皮秒激光加工微凹槽(a)~(c)和微凸起(d)~(f)的SEM图。(a)(d)(f)变能量密度;(b)(c)(e)变光斑重叠率
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3.2 微织构表面润湿性能表征及其机理研究

基于仿生学的发展,亲/疏水表面在自清洁[33]、
油水分离[34]、防冰抗冻[35]、水面减阻[36]等方面的应

用越来越广泛。同时,由于材料的表面能、润湿性、
表面电荷、表面化学成分和表面形貌等对细胞或细

菌在表面的黏附有影响或共同影响[37-40],因此,亲疏

水功能表面的制备方法在植入体改性中也具有潜在

的应用价值。材料表面的亲疏水性能主要受表面微

织构形貌及化学元素的影响。
图3所示为飞秒激光加工参数变化时表面微凹

槽和 微 凸 起 轮 廓 的 测 量 结 果。当 光 斑 直 径 为

29.06
 

μm、能量密度为3.90
 

J/cm2、光斑重叠率为

97.94%时,有效脉冲数较多,导致重铸层较厚,掩盖

了底部的凹槽,表面轮廓接近凸起结构,如图1(a2)
所示;随着有效脉冲数的减少,槽深减小,重铸层减

少,如图3(a)所示。随着离焦量增加,激光光斑直
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径逐渐增加,导致槽宽逐渐增大,同时能量密度逐渐

降低,导致深度逐渐减小,如图3(b)所示。通过增

大功率使能量密度增大时,槽宽和槽深均小幅度增

加,边缘重铸层逐渐变高,如图3(c)所示。在以上

加工参数变化过程中,由于到达底部的激光能量逐

渐均匀,凹槽均趋近 U形,且这种现象在光斑直径

增大或光斑重叠率降低时较为明显。对于凸起结

构,随着光斑重叠率降低,有效脉冲数减少,结构宽

度减小,高度增加,顶部逐渐尖锐。这是因为此时的

对流时间缩短,羽流中的部分微粒来不及向下传递

而在顶部累积,最终导致凸起顶部近似倒V形,如
图3(d)所示。当有效脉冲数较多时,随着光斑直径

小幅度增大,凸起宽度、高度均增加,如图3(e)所示;
而随着能量密度大幅度增大,凸起宽度、高度均显著

增加,且凸起顶部趋向平整,如图3(f)所示。总的来

说,在飞秒激光工艺参数中,由离焦量变化引起的光

斑直径和能量密度变化对结构的宽度和深(高)度影

响较大,由功率改变引起的能量密度变化的影响次

之,由改变速度引起的光斑重叠率变化的影响最小

(但其对凹槽底部和凸起顶部平整度的影响较大)。

图3 飞秒激光加工微凹槽(a)~(c)和微凸起(d)~(f)的表面轮廓。(a)(d)变光斑重叠率(有效脉冲数);(b)(e)变光斑直

径、能量密度和光斑重叠率(有效脉冲数);(c)(f)变能量密度

Fig 
 

3 Surface
 

profiles
 

of
 

femtosecond
 

laser
 

processed
 

microgroove
 

 a -- c 
 

and
 

microprotrusion
 

 d -- f  
 

 a  d 
 

Different
 

overlapping
 

rates
 

 pulse
 

number
 

 N   
 

 b  e 
 

different
 

spot
 

diameters 
 

laser
 

influences
 

and
 

overlapping
           rates

 

 pulse
 

number  
 

 c  f 
 

different
 

laser
 

influences

  图4所示为皮秒激光加工参数变化时表面微凹

槽和微凸起的轮廓测量结果。当能量密度或光斑重

叠率较低时,钛表面烧蚀效果不明显,如图4(a)、
(c)所示。随着能量密度增大,凹槽宽度不变,深度

增加,边缘重铸层增高,如图4(a)所示。增大扫描

速度使光斑重叠率降低,有效脉冲数减少,此时槽宽

增大,槽深减小,重铸层降低,如图4(b)所示。增大

重复频率使光斑重叠率提高,有效脉冲数增多,此时

重铸层增多,并逐渐向内积聚,接近凸起结构,如
图4(c)所示。对于微凸起结构,当能量密度增大或

光斑重叠率增大时,凸起的宽度和高度均逐渐增大,
如图4(d)~(e)所示。当光斑重叠率为99.67%时,
随着能量密度在较大范围内逐渐增大,大颗粒凸起

的宽度和高度明显增大,如图4(f)所示。总的来

说,皮秒激光加工结构的尺寸受能量密度的影响较

大,形状受光斑重叠率的影响较大,微凸起不仅尺寸

远大于微凹槽,而且只形成于光斑重叠率较高时。
飞秒激光烧蚀金属表面时常发生剧烈的氧化反

应,表面生成金属氧化物,同时表面自由能得到提

高。图5所示为飞秒和皮秒激光加工线阵的表面形

貌和EDS表征结果。对于飞秒激光加工的线阵,根
据其表面形貌可将凹槽分为两组:一组的重铸层向

内积聚,如图5(a3)所示,将其命名为“凹槽1组”;
另一组的重铸层向外堆积,如图5(a4)所示,将其命

名为“凹槽2组”。分析元素含量可以发现,飞秒微

织 构表面的氧含量均增加,其中图5(a2)所示的凸
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图4 皮秒激光加工微凹槽(a)~(c)和微凸起(d)~(f)的表面轮廓。(a)(d)(f)变能量密度;(b)(c)(e)变光斑重叠率(有效

脉冲数)
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图5 不同激光加工线阵的SEM图和EDS结果。(a)(b)飞秒激光加工;(c)(d)皮秒激光加工
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起组的氧含量与凹槽1组接近,但都低于凹槽2组。
这是因为凹槽2组的烧蚀面积较大,因此表面氧含

量可达20.22%(质量分数),如图5(b2)~(b4)所
示。对于皮秒激光加工的线阵,根据其表面形貌的

差异也可将凹槽分为两组:一组的重铸层向内收缩,
且较为连续,如图5(c3)所示,将其命名为“凹槽1
组”;另一组的重铸层向外展开,分布不连续,形成的

颗粒较大,如图5(c4)所示,将其命名为“凹槽2
组”。由于皮秒激光的单脉冲能量和脉宽均比飞秒

激光大,因此烧蚀作用更加剧烈,表面氧含量明显增

多,如图5(d1)~(d4)所示,其中皮秒激光加工的微

孔组[如图5(c1)所示]由于能量密度和光斑重叠率

均较 低,表 面 氧 含 量 相 对 较 低,而 凸 起 组 [如

图5(c2)所示]、凹槽1组、凹槽2组是在较高的能

量密度作用下形成的,表面氧含量可达38.32%(质
量分数),约为微孔组的2倍。

图6所示为不同激光加工间距下的表面接触角

测量结果。飞秒激光改性后,钛表面接触角由最初

的40.25°减至最小9.88°,亲水性变好。其改性机

理是激光烧蚀钛表面会生成较多氧化物(TixOy),
表面氧空穴易被空气中的水分子取代形成羟基

(—OH),羟基较多时,表面会更加亲水[41]。当激光

加工间距较小时,凸起线阵的亲水性比凹槽线阵好。
这是因为凸起结构顶部富含氧化物,能加快水滴在

表面的铺展,此时两种结构均遵循 Wenzel模型[42],
表面接触角随间距的减小而减小。当加工间距较大

时,凹槽与凸起线阵表面接触角的差异减小,如

图6(a)所示。这是由于此时加工间距远大于结构

宽度,表面粗糙度差异变小。
不同后处理工艺会使飞秒激光改性样品表面润

湿性发生较大改变。当样品在空气中自然放置时,
其表面能较高,容易通过自发吸附空气中的低表面

能有机物(CmHn)来降低自身的表面能
 [43],此时表

面的亲水性变差,甚至变为疏水表面。通过对比

图6(b)~(c)所示的在空气、真空、生理盐水中分别

保存3
 

d的样品表面的接触角可以发现,飞秒激光

改性样品在空气中自然放置时,表面亲水性均变差,
而当在真空和生理盐水中保存3

 

d后,由于表面隔

图6 不同间距线阵表面的接触角。(a)飞秒激光加工表面;(b)(c)飞秒激光加工及后处理表面;(d)皮秒激光加工及后处

理表面
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绝了有机物污染,间距较小的凹槽线阵和凸起线阵

表面均能保持较好的亲水性。
样品表面经过硅烷化处理后可以获得疏水

性,其机理是硅烷分子(C16H19O3F17Si)会与金属

表面的羟基发生脱水缩合反应而自组装在材料表

面,从而获得疏水效果[44]。若同时提高表面粗糙

度,疏水效果会进一步增大[45-46]。本研究发现,未
经激光 改 性 的 表 面 通 过 硅 烷 处 理 后,接 触 角 为

113.63°,而飞秒激光改性并经硅烷处理的表面变

为超疏水表面,接触角可达152.80°,遵循 Cassie
模型[47],如图6(c)所示,其中凸起线阵的表面接

触角较凹槽线阵略高。由此可见,飞秒激光加工

能够增大表面粗糙度和固-液接触面积,进而增强

表面的疏水性。
当水滴落在皮秒激光制备的凹槽或凸起线阵表

面时,均能立即铺展开,达到超亲水性。这是因为与

飞秒激光改性表面相比,皮秒激光改性表面的氧化

程度更高,表面羟基含量增多,如图6(d)中的虚线

框所示。在真空、生理盐水后处理条件下,样品表面

的超亲水性能够保持稳定。经硅烷处理后,皮秒激

光表面接近超疏水,接触角最大可达146.38°。

3.3 细胞黏附和增殖分析

植入体表面微纳米复合形貌比单纯的微米或纳

米形貌更有利于成骨细胞的生物学行为,其主要机

理是:微米结构可以增加植入体的表面积,增强植入

体与骨细胞的机械嵌合,提高植入体的力学性能;纳
米结构可以通过调节细胞间的信息传递调节其行

为。飞秒激光加工技术正因为可以获得微纳双级结

构而在植入体表面修饰改性领域具有较好的应用前

景。图7所示为不同飞秒激光加工线阵表面的大鼠

骨髓间充质干细胞(rBMSCs)黏附情况。对比可以

发现:空白组细胞分布无规律,形态呈梭形、多边形

等,如图7(a)所示;凸起组细胞多沿顶部和边缘条

纹区铺展,呈短条状,如图7(b)所示;凹槽1组细胞

多覆盖在重铸层及条纹区,甚至出现跨槽铺展的现

象,形态较宽,连片生长,如图7(c)所示;凹槽2组

图7 rBMSCs在飞秒激光加工表面黏附的SEM图(48
 

h)。(a)空白组;(b)凸起组;(c)凹槽1组;(d)凹槽2组
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细胞多生长在槽内,呈薄片状,如图7(d)所示。由

此可见,飞秒激光在钛表面加工的微凸起或微凹槽

线阵均会影响细胞形态,其中凸起组和凹槽2组的

微织构更有利于细胞黏附和排列。图8所示为飞秒

激光线阵表面的细胞增殖情况。培养5
 

d后,凸起

组 和凹槽2组的细胞数量显著多于凹槽1组,这与

图8 飞秒激光加工表面的细胞增殖情况

Fig 
 

8 Cell
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of
 

femtosecond
 

laser
 

processed
 

surfaces

细胞黏附结果一致,如图7(a1)~(d1)所示;同时发

现线阵表面细胞数量均略少于对照组,这是由于结

构在影响细胞形态和排列的同时,可能会促进部分

细胞较早地成骨分化,导致增殖减少。
图9所示为不同皮秒激光加工线阵表面的细胞

黏附情况。图9(a)所示微孔组的细胞数量较多,且
细胞分布无规律,呈多边形、梭形,能够连接成片,与
图7(a)所示的空白组相比,细胞表面积较大,有利

于细胞的生命活动。凸起组细胞主要铺展在顶部褶

皱内、相 邻 结 构 间 隙 间,且 生 出 了 较 多 伪 足,如

图9(b)所示,有利于细胞黏附与迁移[48]。凹槽1组

的细胞主要生长在重铸层和边缘条纹区,形态较宽,
铺展良好,少数细胞沿顶部跨槽生长,如图9(c)所
示。凹槽2组细胞多生长在重铸层的间隔处或表面

褶皱中,铺展性较差,如图9(d)所示。总的来说,尽
管皮秒激光加工表面黏附的细胞数量相对飞秒激光

加工表面较少,但凸起组和凹槽1组能显著促进伪

足生长,有利于细胞的铺展和迁移。

图9 rBMSCs在皮秒激光加工表面黏附的SEM图(48
 

h)。(a)微孔组;(b)凸起组;(c)凹槽1组;(d)凹槽2组
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4 结  论

本研究采用飞秒和皮秒激光在钛表面制备出微

凸起和微凹槽结构,研究了不同激光参数下表面微

织构的形成机理,基于微织构的表面形貌、
 

表面轮

廓、表面化学成分变化规律分析了两种激光改性表

面初始亲水性的差异,探索了不同后处理工艺下表

面润湿性的变化,研究了不同线阵结构对细胞黏附

和增殖的影响。得出的主要结论如下:

1)飞秒激光烧蚀钛表面形成微凸起和微凹槽

时,表面微粒和孔隙较多,表面氧含量可达20.22%
(质量分数),而皮秒加工表面由于烧蚀能量高,易形

成褶皱,表面氧含量高达38.32%(质量分数)。两

种激光烧蚀而成的微织构的尺寸和形状分别受能量

密度和光斑重叠率的影响较大,其中皮秒激光由于

光斑直径较大,加工结构的尺寸远大于飞秒激光加

工结构的尺寸。

2)不同激光改性表面的微织构形貌差异较大,
从而影响了它们的润湿性。飞秒激光烧蚀后的钛表

面接触角从初始的40.25°降为9.88°,而皮秒激光

加工表面可达0°。当样品在真空、生理盐水中保存

3
 

d后,皮秒激光改性表面保持稳定的超亲水性。
结合硅烷处理,飞秒激光改性表面变为超疏水表面,
接触角可达152.80°,而皮秒激光制备表面的接触

角为146.38°。

3)飞秒和皮秒激光改性表面均会影响细胞的黏

附效果。飞秒激光加工的微凸起或微凹槽线阵表面

有利于细胞的黏附和排列,且可能促进细胞较早分

化,而皮秒激光制备的微凸起或微凹槽表面有利于

细胞伪足的生长,进而促进细胞的铺展和迁移。
未来更多的生物实验有待开展,以证明激光修

饰改性植入体表面优异的生物相容性。超快激光微

纳加工与亲/疏水表面制备工艺相结合的方法有望

在增强植入体表面活性方面发挥重要作用,其中皮

秒激光由于加工速度快和焦深大而在复杂形状植入

体表面改性领域具有广阔的应用前景。
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Abstract

Objective Titanium
 

is
 

widely
 

used
 

as
 

an
 

implant
 

material
 

owing
 

to
 

its
 

excellent
 

mechanical
 

properties
 

and
 

good
 

biocompatibility 
 

It
 

is
 

often
 

used
 

in
 

the
 

manufacturing
 

of
 

artificial
 

joints 
 

bone
 

plates 
 

dental
 

implants 
 

etc 
 

To
 

improve
 

the
 

stability 
 

antibacterial
 

resistance 
 

and
 

abrasion
 

resistance
 

of
 

titanium
 

implants
 

in
 

organisms 
 

their
 

surface
 

must
 

be
 

modified 
 

An
 

ultrafast
 

laser
 

can
 

actively
 

control
 

the
 

surface
 

processing
 

area
 

and
 

afford
 

oxide
 

layers 
 

promoting
 

cell
 

adhesion 
 

Currently 
 

some
 

researchers
 

have
 

realized
 

many
 

functions
 

of
 

titanium 
 

However 
 

the
 

processes
 

of
 

such
 

functions
 

are
 

complex
 

and
 

fewer
 

types
 

of
 

structures
 

are
 

realized 
 

Therefore 
 

this
 

study
 

investigates
 

the
 

direct
 

writing
 

of
 

microprotrusion
 

and
 

microgroove
 

on
 

titanium
 

by
 

modifying
 

the
 

processing
 

parameters
 

of
 

femtosecond
 

and
 

picosecond
 

lasers 
 

systematically
 

analyzes
 

the
 

difference
 

in
 

the
 

microtexture 
 

and
 

explores
 

a
 

post-
treatment

 

method
 

for
 

regulating
 

wettability 
 

Finally 
 

cell
 

adhesion
 

and
 

proliferation
 

experiments
 

are
 

performed
 

to
 

evaluate
 

the
 

biological
 

properties
 

of
 

different
 

microtextured
 

surfaces 

Methods Titanium
 

samples
 

with
 

a
 

size
 

of
 

10
 

mm
 

were
 

mechanically
 

ground
 

and
 

polished 
 

The
 

samples
 

were
 

cleaned
 

two
 

times
 

using
 

ethanol
 

for
 

10
 

min
 

each
 

time
 

and
 

then
 

dried
 

in
 

air 
 

Herein 
 

both
 

femtosecond
 

laser
 

 Spectra
 

Physics
 

Spitfire
 

Ace 
 

pulse
 

width 
 

35
 

fs 
 

wavelength 
 

800
 

nm 
 

and
 

repetition
 

frequency 
 

1
 

kHz 
 

and
 

picosecond
 

laser
 

 BGL-1064-50B 
 

pulse
 

width 
 

15
 

ps 
 

wavelength 
 

1064
 

nm 
 

and
 

repetition
 

frequency 
 

10--1000
 

kHz 
 

were
 

used
 

to
 

ablate
 

the
 

titanium
 

surface 
 

For
 

a
 

comparison
 

of
 

hydrophilicity
 

stability 
 

the
 

samples
 

were
 

separately
 

stored
 

in
 

air 
 

vacuum 
 

and
 

a
 

0 9%
 

NaCl
 

solution 
 

The
 

modified
 

samples
 

were
 

immersed
 

in
 

a
 

1%
 

fluoroalkylsilane
 

solution
 

 in
 

ethanol 
 

for
 

one
 

day
 

to
 

reduce
 

the
 

surface
 

energy
 

and
 

then
 

dried
 

naturally 
 

The
 

ablated
 

samples
 

were
 

loaded
 

with
 

rat
 

bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

 rBMSCs 
 

in
 

a
 

24-well
 

plate
 

and
 

cultured
 

for
 

48
 

h 
 

After
 

immersing
 

the
 

cells
 

with
 

a
 

4%
 

paraformaldehyde
 

solution 
 

dehydrating
 

the
 

cells
 

with
 

ethanol 
 

and
 

drying
 

naturally 
 

the
 

samples
 

were
 

sprayed
 

with
 

gold
 

to
 

observe
 

their
 

morphology 
 

The
 

loaded
 

samples
 

were
 

cultured
 

for
 

one 
 

three 
 

and
 

five
 

days
 

and
 

then
 

mixed
 

with
 

a
 

CCK-8
 

solution
 

to
 

measure
 

their
 

absorbance 
 

The
 

surface
 

morphology
 

and
 

elemental
 

content
 

of
 

the
 

samples
 

were
 

characterized
 

using
 

scanning
 

electron
 

microscopy
 

 JSM-6610LV 
 

and
 

energy
 

dispersive
 

spectroscopy
 

 EDS  
 

The
 

surface
 

profiles
 

of
 

the
 

samples
 

were
 

observed
 

using
 

a
 

VK-X200
 

confocal
 

laser
 

microscope 
 

The
 

surface
 

wettability
 

was
 

evaluated
 

using
 

a
 

contact
 

angle
 

measurement
 

device
 

 SDC-200S  
 

The
 

absorbance
 

at
 

450
 

nm
 

was
 

measured
 

using
 

a
 

M200
 

PRO
 

NanoQuant
 

microplate
 

reader 

Results
 

and
 

Discussions Herein 
 

both
 

femtosecond
 

and
 

picosecond
 

lasers
 

were
 

used
 

to
 

prepare
 

microprotrusions
 

and
 

microgrooves
 

on
 

titanium
 

surfaces 
 

When
 

the
 

spot
 

diameter
 

of
 

the
 

femtosecond
 

laser
 

increased
 

and
 

the
 

laser
 

influence
 

decreased 
 

the
 

microgroove
 

width
 

gradually
 

increased
 

while
 

the
 

depth
 

decreased
 

and
 

both
 

the
 

width
 

and
 

height
 

of
 

the
 

microprotrusion
 

increased 
 

As
 

the
 

overlapping
 

rate
 

decreased 
 

the
 

microgroove
 

approached
 

a
 

U
 

shape
 

and
 

the
 

top
 

of
 

the
 

microprotrusion
 

became
 

sharp
 

 Fig 
 

3  
 

The
 

size
 

of
 

the
 

microprotrusion
 

ablated
 

by
 

the
 

picosecond
 

laser
 

was
 

considerably
 

larger
 

than
 

that
 

of
 

the
 

microgroove 
 

When
 

the
 

laser
 

influence
 

or
 

overlapping
 

rate
 

increased 
 

the
 

width
 

and
 

height
 

of
 

the
 

microprotrusion
 

increased 
 

The
 

EDS
 

results
 

revealed
 

that
 

the
 

oxygen
 

content
 

in
 

the
 

picosecond
 

laser-ablated
 

surface
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

femtosecond
 

laser-ablated
 

surface
 

 Fig 
 

5  
 

After
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modifying
 

using
 

the
 

femtosecond
 

and
 

picosecond
 

lasers 
 

the
 

contact
 

angle
 

of
 

the
 

titanium
 

surfaces
 

reduced
 

from
 

40.25°
 

to
 

9 88°
 

and
 

0° 
 

respectively 
 

When
 

the
 

samples
 

were
 

stored
 

in
 

vacuum
 

and
 

the
 

0 9%
 

NaCl
 

solution 
 

the
 

picosecond
 

laser-ablated
 

arrays
 

could
 

maintain
 

good
 

superhydrophilicity 
 

The
 

silanization
 

could
 

reduce
 

the
 

surface
 

energy
 

of
 

the
 

sample
 

without
 

laser
 

modification 
 

femtosecond
 

laser-ablated
 

sample 
 

and
 

picosecond
 

laser-ablated
 

sample 
 

yielding
 

contact
 

angles
 

of
 

113 63° 
 

152 80° 
 

and
 

146 38° 
 

respectively
 

 Fig 
 

6  
 

The
 

cells
 

were
 

mostly
 

adhered
 

along
 

the
 

top
 

and
 

edge
 

strips
 

of
 

the
 

microprotrusion
 

and
 

inside
 

the
 

microgroove
 

processed
 

using
 

the
 

femtosecond
 

laser
 

 Fig 
 

7  
 

The
 

cell
 

proliferation
 

results
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

cell
 

adhesion
 

results
 

 Fig 
 

8  
 

Although
 

the
 

number
 

of
 

cells
 

adhering
 

to
 

the
 

picosecond
 

laser-ablated
 

surface
 

was
 

relatively
 

small
 

to
 

the
 

femtosecond
 

laser-ablated
 

surface 
 

the
 

picosecond
 

laser-ablated
 

surface
 

could
 

still
 

afford
 

more
 

pseudopodia
 

and
 

then
 

improved
 

the
 

cells
 

spread
 

on
 

the
 

top
 

of
 

the
 

microprotrusion
 

and
 

the
 

edge
 

of
 

the
 

microgroove
 

 Fig 
 

9  

Conclusions Herein 
 

femtosecond
 

and
 

picosecond
 

lasers
 

were
 

used
 

to
 

prepare
 

a
 

conventional
 

microgroove
 

and
 

a
 

special
 

microprotrusion
 

structure
 

on
 

titanium 
 

The
 

size
 

of
 

the
 

structures
 

ablated
 

using
 

both
 

the
 

lasers
 

was
 

mainly
 

affected
 

by
 

the
 

laser
 

influence 
 

while
 

their
 

shape
 

was
 

influenced
 

by
 

the
 

overlapping
 

rate 
 

The
 

oxygen
 

contents
 

in
 

the
 

femtosecond
 

laser-
 

and
 

picosecond
 

laser-ablated
 

surfaces
 

could
 

reach
 

20 22%
 

and
 

38 32% 
 

respectively 
 

Because
 

the
 

surface
 

wettability
 

was
 

mainly
 

affected
 

by
 

different
 

microtexture
 

morphologies 
 

the
 

contact
 

angle
 

of
 

the
 

titanium
 

surface
 

after
 

femtosecond
 

laser
 

ablation
 

decreased
 

from
 

the
 

40 25°
 

to
 

9 88° 
 

while
 

that
 

of
 

the
 

picosecond
 

laser-
ablated

 

surface
 

reached
 

0° 
 

When
 

the
 

samples
 

were
 

stored
 

in
 

vacuum
 

or
 

a
 

0 9%
 

NaCl
 

solution
 

for
 

three
 

days 
 

the
 

picosecond
 

laser-ablated
 

surface
 

could
 

maintain
 

stable
 

superhydrophilicity 
 

Combined
 

with
 

silanization 
 

the
 

femtosecond
 

laser-ablated
 

surface
 

became
 

superhydrophobic
 

at
 

a
 

contact
 

angle
 

of
 

152 80° 
 

while
 

the
 

contact
 

angle
 

of
 

the
 

picosecond
 

laser-ablated
 

surface
 

was
 

146 38° 
 

Furthermore 
 

the
 

microprotrusion
 

or
 

microgroove
 

arrays
 

processed
 

using
 

the
 

femtosecond
 

laser
 

were
 

conducive
 

to
 

cell
 

adhesion
 

and
 

arrangement 
 

while
 

those
 

prepared
 

using
 

the
 

picosecond
 

laser
 

promoted
 

the
 

growth
 

of
 

the
 

pseudopodia
 

of
 

cells 
 

thereby
 

facilitating
 

cell
 

spreading
 

and
 

migration 
 

The
 

cell
 

proliferation
 

results
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

cell
 

adhesion
 

results 
 

showing
 

that
 

femtosecond
 

laser
 

processing
 

could
 

likely
 

promote
 

osteogenic
 

differentiation 
 

The
 

combination
 

of
 

ultrafast
 

laser-based
 

micro nano
 

processing
 

and
 

hydrophilic hydrophobic
 

surface
 

preparation
 

technology
 

can
 

enhance
 

the
 

surface
 

activity
 

of
 

titanium
 

implants 

Key
 

words laser
 

technique 
 

titanium 
 

microprotrusion 
 

microgroove 
 

wettability 
 

biocompatibility

1002605-15


