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钛表面铜离子注入对细菌和细胞行为的影响 

李昆强 1,2, 乔玉琴 1, 刘宣勇 1,2 
(1. 中国科学院 上海硅酸盐研究所, 高性能陶瓷和超微结构国家重点实验室, 上海 200050; 2. 中国科学院大学 
材料科学与光电子工程中心, 北京 100049) 

摘 要: 医用钛及其合金被广泛用作骨组织替换材料, 但缺乏抗菌性, 易导致细菌感染。铜具有良好的抗菌性能, 将

其引入到钛表面, 可改善医用钛的抗菌性能; 然而铜含量过高对细胞具有毒性。因此, 需要调节铜的含量, 实现铜

的抗菌性能和细胞相容性之间的平衡。本研究采用等离子体浸没离子注入技术对医用钛进行表面改性, 获得表面含

铜量不同的样品, 并研究改性钛表面对细菌和细胞行为的影响。结果表明, 钛表面含铜量较低的样品能够促进大鼠

骨髓间充质干细胞(rBMSCs)和人脐静脉内皮细胞(HUVECs)的增殖, 但对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌没有抑制能

力; 随着离子注入时间的延长, 钛表面含铜量较高的样品抗菌能力显著提高, 同时也未产生明显细胞毒性。因此, 

通过控制钛表面的铜含量, 可以获得兼具良好抗菌性能和生物相容性的钛植入材料。 
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Titanium Modified by Copper Ion Implantation:  
Anti-bacterial and Cellular Behaviors 

LI Kun-Qiang1,2, QIAO Yu-Qin1, LIU Xuan-Yong1,2 

(1. The State Key Lab of High Performance Ceramics and Superfine Microstructure, Shanghai Institute of Ceramics, Chinese 
Academy of Sciences, Shanghai 200050, China; 2. Center of Materials Science and Optoelectronics Engineering, University of 
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China.) 

Abstract: Titanium and its alloys have been wildly used as bone implants. However, it is still facing a severer issue: 

implant related infections due to the lack of antibacterial ability. Copper (Cu) has good antibacterial ability and can 

be used to improve the anti-infection capability of titanium. In this study, three kinds of Ti samples with different 

contents of Cu in the modified layer were prepared by plasma immersion ion implantation (PIII) technology, and 

their responses to bacteria and cells were explored in vitro. The results showed that the sample with low Cu content 

at the surface could promote the proliferation of rat bone marrow mesenchymal stem cells (rBMSCs) and human 

umbilical vein endothelial cells (HUVECs) but not inhibit the proliferation of Escherichia coli (E. coli) and Staph-

ylococcus aureus (S. aureus). As the implantation time extends, antibacterial ability of the samples with high Cu 

content at the surface was significantly enhanced, and no obvious cytotoxicity was observed. Therefore, it is 
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possible to acquire a balance between antibacterial ability and biocompatibility of Ti by controlling the contents of 

Cu in the modified layer. 

Key words: ion implantation; biocompatibility; copper; antibacterial 

 

钛及其合金具有良好的力学性能、较好的耐腐

蚀性能和生物相容性, 因而被广泛地用作骨组织替

换材料[1-2]。尽管钛植入体在临床上已经取得较高的

成功率, 但是依然存在失效的风险, 因为, 钛材料

缺乏抗菌能力, 手术处组织易被细菌感染[3]。目前, 
临床上主要是通过全身抗生素治疗解决植入体术后

感染的问题。由于抗生素的过度使用会导致细菌产

生耐药性。因此, 有必要开发有应用前景的表面改

性方法, 以提高其抗菌性。利用无机元素提高生物

材料的抗菌性是当前的研究重点, 如 Zn[4-5]、Ag[6-7]、

Mn[8]和 Cu[9-10]等。 
铜具有良好的抗菌性, 广泛用于生物材料的改

性, 例如, 生物陶瓷[11-12]、钛合金[13-16]等。铜能够

捕获细菌表面的电子, 并破坏细菌的膜结构[17]。此

外, 铜与细菌内的呼吸链酶结合, 可以诱导细菌功

能紊乱[17]。然而, 铜含量过高会破坏细胞内的平衡

并产生细胞毒性。Liu 等 [18]利用熔融法制备了

Mg-Cu 合金, 研究表明, 铜含量较高的 Mg-0.57Cu
合金会抑制细胞的成骨分化和血管再生能力, 并且

具有细胞毒性。Wang 等[19]研究表明铜含量过高会

导致 3T3 成纤维细胞死亡。由此可见, 铜在生物材

料中的掺杂量与其生物学性能之间具有密切关联。

合理控制 Ti 表面的 Cu 掺入量, 有望获得兼具杀菌

和良好生物相容性的表面。 
等离子体浸没离子注入(Plasma Immersion Ion 

Implantation PIII)技术是一种快速且有效的表面改

性技术。PIII 技术可以在不改变基体的块体性质的

情况下, 对材料表面的化学成分及结构进行修饰; 
通过调节离子注入的工艺, 可以控制元素在基体表

面的含量以及深度分布; 另外, 离子注入后, 改性

层与基体无明显界面, 结合牢固 [20]。本研究利用

PIII 技术在钛表面注入铜, 通过调节注入时间制备

出三组不同含铜量的钛表面, 并研究其对细菌和细

胞行为的影响。 

1  实验方法 

1.1  样品制备 
将尺寸为 1 cm×1 cm×1 mm 和 2 cm×1 cm×1 mm

的 Ti 用混酸(体积比为 HF : HNO3 : H2O=1 : 5 : 4)处
理, 然后用超纯水超声清洗, 并干燥。对 Ti 进行铜 

表 1  铜等离子体浸没离子注入的主要参数 
Table 1  Instrumental parameters of Cu-PⅢ 

Parameters Target Cathodic arc
Pulsing frequency /Hz 10 10 

Voltage pulse duration /μs 500 500 
Implantation Voltage /kV –30 – 

Pressure /Pa 5×10–3 – 
 

等离子体浸没注入改性(Cu-PIII)。注入参数见表 1, 
注入时间为 1、2和3 h的样品分别命名为Cu-1h、Cu-2h
和 Cu-3h。 
1.2  表面结构和化学成分表征 

利用钨灯丝扫描电子显微镜(S-3400, HITACHI, 
Japan)观察不同样品的表面形貌, 加速电压为 15 kV。

利用 X 射线光电子能谱仪(XPS, PHI-5000C ESCA 
System PerkinElmer, USA)测定不同样品表面铜的含

量及化学价态。 
1.3  表面润湿性测试 

采用接触角仪(Automatic Contact Angle Meter 
Model SL200B, Solon, China)测试不同样品表面的

润湿性。 
1.4  表面腐蚀性能测试 

利用电化学工作站(CHI760, Chenhua, China)测
试样品表面的塔菲尔(Tafel)曲线。选择 0.9wt% NaCl
作为测试溶液, 具体流程见先前的研究[21]。 
1.5  表面铜离子释放测试 

将样品放入 10 mL 磷酸盐缓冲溶液(PBS)中浸

泡 1、4、7 和 14 d。每个时间节点, 收集浸提液并

加入新的 PBS 溶液。利用电感耦合等离子体原子发

射光谱仪(ICP-AES, Varian Liberty 150, USA)测试浸

提液中铜离子的含量。 
1.6  体外抗菌性能 

本研究使用金黄色葡萄球菌(S. aureus)和大肠杆

菌(E. coli)作为菌源。利用细菌涂板法分析细菌在琼

脂板上培养后的菌落数量; 扫描电镜分析样品表面

细菌的形貌; 并采用阿尔玛蓝试剂测试细菌的活性。

具体流程见先前的研究[22]。 
1.7  生物相容性 

利用人脐静脉内皮细胞(HUVECs)和大鼠骨髓

间充质干细胞(rBMSCs)来评价不同样品的生物相

容性。利用阿尔玛蓝试剂测试细胞在样品表面的
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增殖情况。细胞接种和增殖测试的流程见先前的

研究[22-23]。 
1.8  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 统计分析软件进行数据分

析, 通过一维方差分析和 Tukey 多组对比实验分析

不同组实验变量间是否有显著差异。p<0.05 表示数

据在统计学上存在显著差异。 

2  结果与讨论 

2.1  表面结构和化学特征 
图 1 为 Ti、Cu-1h、Cu-2h 和 Cu-3h 的 SEM 形

貌。在低倍下, 铜等离子体注入后, 样品的形貌没有

明显变化。在高倍下, 酸洗 Ti 表面形成均匀的沟壑

状。经过 Cu-PIII 处理后, 酸洗 Ti 表面的沟壑结构

逐渐消失(图 1(f~h)), 且随着注入时间的延长, 样
品表面愈加平整。这可能是由于铜等离子体的高能

轰击所致[24]。 
表 2 是不同样品表面铜的百分含量。Cu-1h、

Cu-2h 和 Cu-3h 表面的含铜量分别是 2.54at%、

5.12at%和 5.99at%。这表明控制离子注入时间, 可
以调控样品表面的含铜量。 

图2是不同样品表面及表层30 nm深度处的Cu 2p
的高分辨 XPS 图谱。如图 2(a)所示, Cu-1h 表面的高

分辨 XPS 谱共有六个拟合峰, 其中位于 953.23 和

932.60 eV 处的峰分别属于单质铜的 2p1/2 和 2p3/2峰; 
位于 954.85 和 934.73 eV 处的峰属于氧化铜的 2p1/2

和 2p3/2 峰; 而位于 944.10 和 941.48 eV 处的峰属于

铜离子的伴峰[25-28]。如图 2(c, e)所示, Cu-2h和Cu-3h
表面的 Cu 2p 高分辨 XPS 图谱与 Cu-1h 相似, 铜在

钛表面的存在形式是单质铜和氧化铜。图 2(b, d, f)
表明, Cu-1h、Cu-2h 和 Cu-3h 在钛表层 30 nm 深度

处的 Cu 2p 的高分辨 XPS 图谱只有两个峰, 且均位

于 952 和 932 eV 附近, 为单质铜的 2p1/2 和 2p3/2 峰。

这说明铜在钛的内部以单质铜的形式存在, 在表面

以单质铜和氧化铜的形式存在。 
2.2  表面理化性能 

图 3(a)是不同样品表面的接触角。与酸洗 Ti 相
比, 铜离子注入后, 样品表面的接触角增大; 并且 
随着注入时间延长, 样品表面接触角也随之增大。

接触角与样品表面的形貌密切相关[29]。由图 1 和图 2
可知, 铜离子注入后, 钛表面结构和组成发生变化, 
导致接触角发生变化。 

图 3(b)为不同样品的 Tafel 曲线。铜离子注入后, 
样品表面的腐蚀电位提高。铜的标准电极电势为

+0.34 eV, 高于 Ti 的电极电势(–1.63 eV)。因此, 铜
的引入能够提高钛表面的腐蚀电位, 从而改善钛表

面的耐腐蚀性能。然而, 当测试电压超过样品的腐

蚀电位后, 形成 Ti-Cu 电偶使腐蚀速率加快。 
图 3(c)为不同样品在 PBS 中浸泡 14 d 的铜离子

释放曲线。Cu-2h 和 Cu-3h 的铜离子释放量相近, 且
略高于 Cu-1h。三组样品都有稳定的铜离子释放速

率。前 7 d 铜离子的释放速率相对较大; 随着浸泡时

间延长, 铜离子的释放速率放缓。这说明铜在钛表

面能够稳定地存在和释放。 
2.3  体外抗菌性能 

通过观察细菌形貌、菌落数量和细菌的增殖情

况判断不同样品的抗菌性能。图 4(a, c, e)分别是大

肠杆菌在不同样品表面培养后细菌的 SEM 形貌、菌

落数量及增殖情况。与酸洗 Ti 相比, Cu-1h 表面细

菌的形貌和数量没有显著变化; 在琼脂板上再培养

后, 细菌在琼脂板上菌落数量有所增加; 定量分析

也表明细菌数量无明显变化。随着样品表面铜的含

量增加, Cu-2h 和 Cu-3h 的抗菌能力显著提高, 样品 
 

 

 
 

图 1  不同样品表面在低倍(a~d)和高倍(e~h)镜下的 SEM 形貌 
Fig. 1  Surface SEM morphologies of samples under low (a-d) and high (e-h) magnification 
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表 2  不同样品表面铜的含量 
Table 2  Cu contents at the surfaces of  

various samples explored with XPS 
Sample Cu-1h Cu-2h Cu-3h 

Cu content/at% 2.54 5.12 5.99 
 

表面的细菌数量显著减少, 同时细菌形貌也被破坏, 
琼脂板上未发现菌落 , 定量分析表明细菌基本死

亡。如图 4(b, d, f)所示, 金黄色葡萄球菌在不同样

品表面培养后, 细菌形貌、菌落数量及增殖的变化 

 
 

图 2  不同样品表面(a, c, e)和 30 nm 深度处(b, d, f)的 Cu 2p 的高分辨 XPS 图谱 
Fig. 2  Cu 2p high-resolution XPS spectra at the surface (a, c, e) and the interior at 30 nm depth (b, d, f) of various samples 

 

 
 

图 3  不同样品表面的水接触角(a), 不同样品在 0.9wt% NaCl 溶液中测得 Tafel 曲线(b) 
和不同样品在 PBS 中浸泡 1、4、7 和 14 d 的铜离子释放曲线(c) 

Fig. 3  Water contact angles of samples’ surfaces (a), Tafel curves of samples in 0.9wt% NaCl solution  
(b), and Cu ions release of samples after immersion in PBS for 1, 4, 7 and 14 d (c) 



162 无 机 材 料 学 报 第 35 卷 
 
 
 

    

 
 

图 4  不同样品表面大肠杆菌(a,c,e)和金黄色葡萄球菌(b,d,f)的 SEM 照片(a,b)、 
在琼脂板上培养后的菌落生长状况(c,d)和阿尔玛蓝共培养后菌液的荧光强度(e,f) 

Fig. 4  SEM morphologies of E. coli (a,c,e) and S. aureus (b,d,f) cultured on various samples(a,b), bacterial colonies  
on agar culture plates(c,d) and fluorescence intensities of Alamar blue for bacterias cultured on various samples (e,f) 

 
规律与大肠杆菌的结果相似。即铜含量较低时, 样品

无显著抗菌性; 而铜含量较高时, 具有明显的抗菌性。 
以上结果表明, Cu-1h 不具有抗菌性能; 随着注

入时间延长, 钛表面的含铜量逐渐提高, Cu-2h 和

Cu-3h 的抗菌性能显著提高。从样品的铜离子释放

量来看, Cu-2h 和 Cu-3h 的铜离子释放量只是略高于

Cu-1h, 但样品的抗菌性能差异明显。文献[30]报道, 
细菌表面成分与金属铜之间会产生化学反应, 释放

大量铜离子, 从而杀死细菌。Parmar 等[31]提出关于

铜在细菌体内转运的动力学模型, 该模型表明细菌

周质和胞质池对细菌内铜的平衡具有重要作用。此

外该模型还预测存在一个阈值浓度, 体外铜浓度超

过阈值, 会破坏细菌体内铜的平衡。Cu-1h 表面的铜

含量较低, 细菌能够维持体内 Cu 的平衡; Cu-2h 和

Cu-3h 表面铜含量较高, 细菌无法再控制胞内 Cu 的

平衡, 从而使细菌无法在样品表面生长。文献[32]
报道, 铜合金具有良好的接触抗菌性能, 能够破坏

大肠杆菌的膜磷脂层, 使细菌膜的完整性受损, 从
而杀死细菌。因此, 除铜离子外, Cu-2h 和 Cu-3h 表

面含铜量较高, 同时具有接触抗菌性能。 
2.4  生物相容性 

图 5 是 rBMSCs 和 HUVECs 分别在不同样品表 
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图 5  rBMSCs(a)和 HUVECs(b)在不同样品表面培养 1、4 和 7 d 后的阿尔玛蓝溶液的荧光强度 
Fig. 5  Fluorescence intensities of alamar Blue for rBMSCs (a) and HUVECs  

(b) cultured on different sample surfaces for 1, 4, and 7 d  
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

 
面培养 1、4 和 7 d 后的细胞增殖情况。从图 5(a)可
以看出, 细胞培养 1 d 后, 各组样品表面的 rBMSCs
增殖并没有显著差异; 但细胞培养4和7 d后, Cu-1h
能够显著促进 rBMSCs 的增殖, 而 Cu-2h 和 Cu-3h
对 rBMSCs 的增殖无明显影响。从图 5(b)可以看出, 
Cu-3h 能显著促进 HUVECs 的增殖。这说明

HUVECs 对铜的耐受能力较高, 而 rBMSCs 对铜更

加敏感。 
铜离子注入后, 酸洗钛表面的微结构消失, 同

时提高了样品表面的接触角。样品的耐腐蚀性能和

离子释放结果表明铜在钛表面能够稳定释放, 使铜 
能够持续发挥其生物功能。从样品的铜离子释放量

来看, Cu-2h 和 Cu-3h 的铜离子释放量只略高于

Cu-1h, 但样品对细菌和细胞的影响却有较大差异。

文献[33]报道, 离子注入的元素在基体表面呈非连

续分布, 可能会导致样品表面局部区域的含铜量较

高。与细胞相比, 细菌体积较小[22-23,34], 单个细菌处

于样品表面较高含铜微环境中的体积比较大, 而单

个细胞处于样品表面较高含铜微环境中的体积比

则较小, 注铜样品对细胞的不利影响较小。Cu-1h
能够促进 rBMSCs 的增殖, 含铜量较高的 Cu-2h 和

Cu-3h 对 rBMSCs 的增殖无明显影响。Gu 等[35]的研

究表明, 随着铜含量的提高, Cu 掺杂的多磷酸钙对

细胞的增殖呈现先促进后抑制的规律。可以推测, 
继续提高铜的含量 , 注铜样品会对 rBMSCs 和

HUVECs 产生毒性。另外, Cu-3h 能够显著促进

HUVECs 的增殖。说明 HUVECs 对铜的耐受能力

高于 rBMSCs。 

3  结论 

利用等离子体浸没离子注入技术制备了表面含

铜量不同的样品。样品的耐腐蚀性能和铜离子释放

结果表明, 铜在钛表面能够稳定存在, 不会产生铜

离子爆发性释放。体外细菌和细胞实验表明, 不同铜

含量样品对细菌和细胞行为的影响明显不同。注入

时间较短的样品能促进细胞的增殖, 但不具有抗菌

能力。随着离子注入时间的延长, 样品表面的含铜量

增加, 样品抗菌性能显著提高, 同时也仍然具有良

好的生物相容性。综上所述, 通过调节钛表面铜离子

注入量, 可以获得兼具良好抗菌性能和生物相容性

的钛材料。 
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