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锌锶共掺杂TiO2多孔涂层的抗菌及生物相容性

王会珍，贺晓静，王若云，李建房，张翔宇，唐    宾
(太原理工大学 材料科学与工程学院，太原 030024)

摘    要: 为改善钛的抗菌性能和生物活性，采用微弧氧化(MAO)技术在纯钛表面制备了锌掺杂TiO2涂层(M-Zn)、锶掺

杂的TiO2涂层(M-Sr)和锌锶共掺杂TiO2涂层(M-Zn/Sr)。利用扫描电子显微镜(SEM)和X射线衍射仪(XRD)对制备的涂层

的组织结构和成分进行分析；采用平板计数法研究了涂层的抗菌性能；利用细胞荧光染色和甲基噻唑基四唑(MTT)的

方法探究了细胞在材料表面的生长状况。结果表明：形成的TiO2涂层都是典型的多孔结构，主要由金红石和锐钛矿相

组成，锌、锶的掺杂对涂层形貌影响不大。M-Zn/Sr涂层中锌、锶的原子数分数分别为7.9%和1.7%。M-Zn及M-Zn/Sr涂

层大肠杆菌展现了良好的抗菌性能，抗菌率接近100%。M-Zn、M-Sr和M-Zn/Sr均能促进成骨细胞增殖，M-Zn/Sr涂层具

有抗菌和细胞增殖的双重功能。
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Antibacterial and Biocompatibility of Zinc and Strontium Co-doped
Porous TiO2 Coating

WANG Hui-zhen, HE Xiao-jing, WANG Ruo-yun, LI Jian-fang, ZHANG Xiang-yu, TANG Bin
(Materials Science and Engineering, Taiyuan University of Technology, Taiyuan 030024)

Abstract: To improve the antimicrobial properties and biological activity of pure titanium, Zn-containing (M-Zn), Sr-
containing (M-Sr) and Zn/Sr co-containing (M-Zn/Sr) coatings were prepared by micro-arc oxidation technique. Scanning
electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction (XRD) were used to analyze the microstructure and phase composition of
coatings. The antibacterial properties were assessed by a spread plate method. The vitality and proliferation of osteoblasts were
evaluated by Live/Dead staining fluorescence and MTT method. The results indicate that all the coatings have porous structure
with anatase phase and rutile phase, the doping of Zn and Sr has little effects on the coating morphologies. The contents of Zn
and Sr in the M-Zn/Sr coating are 7.9% and 1.7%, respectively. M-Zn and M-Zn/Sr coatings show a good antibacterial
properties against E. coli, and the antibacterialrates close to 100%. M-Zn, M-Sr and M-n/Sr coatings all can well support
osteoblast proliferation. M-Zn/Sr coating has the dual function of antibacterial and cell proliferation.
Keywords: micro-arc oxidation (MAO); zinc (Zn); strontium (Sr); antibacterial activity; biocompatibility
 

0    引　言

钛及钛合金因其无毒、质轻、比强度高且杨氏

模量与人体骨骼最为接近等优点，已逐渐成为人

体硬组织修复与替换的首选医用金属材料[1-3]。但

也存在诸多问题，比如钛本身不具备抗菌性能，

植入后容易引起细菌感染；钛属于生物惰性材 
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料，不易与骨组织形成生物性结合[4-5]。这些都会

影响种植体的稳定性和成功率，进而增加病人的

痛楚和经济负担，甚至危及病人的生命，同时也

限制了其应用和发展。因此，如何改善钛及钛合

金的抗菌性能和生物活性受到广泛关注。

植入物与人体组织、细胞及血液的相互作用发

生在材料表面，因此国内外诸多学者先后采用不

同的表面改性方法对钛及钛合金进行改性。李卫

国等[6]利用溶胶-凝胶法在钛表面生成羟基磷灰石

薄膜，有效促进骨结合和骨新生；Xie等[7]采用离

子注入的方法将水和氢同时注入钛表面，改性后

浸入模拟体液溶液中，其表面形成类骨的羟基磷

灰石，有利于成骨细胞的黏附和生长；Ang Gao等[8]

采用了磁控溅射和阳极氧化结合的方法成功制备

出了银原位掺杂的TiO2纳米管阵列，提高了钛种

植体的生物学性能。在诸多的表面处理方法中，

微弧氧化方法具有工艺简单、适用范围广、节能环

保等优点，形成的多孔TiO2涂层不仅具有较好的

生物活性，且与基体材料冶金结合，不易剥脱，在

医用金属表面改性方面具有很好的应用前景[9-11]。

锌和锶都是人体必需的微量元素，研究表明

锌具有良好的抗菌性能，且可以维持机体正常生

长发育、蛋白质代谢、膜稳定性[12-13]。锶能促进成

骨细胞的增殖，增加碱性磷酸酶活性，促进新骨

形成，还能够降低骨再吸收速率，加快植入体与

宿主骨之间的生物结合[14-16]。利用微弧氧化技术制

备含锌或者锶的多孔涂层，改善植入体生物活性

已有相关研究，但同时具有锌锶两种元素的多孔

涂层尚未见报道。因此，文中拟采用微弧氧化技

术在纯钛表面制备锌锶共掺杂TiO2生物涂层，考

察其抗菌效果及成骨细胞活性。

1    试验与方法

1.1    材　料

试验材料为商业纯钛(99.99%，Φ  14 mm×
2 mm)，采用180、600和1 000号碳化硅砂纸逐级打

磨，丙酮、无水乙醇、去离子水超声清洗10 min后
干燥备用。

1.2    涂层制备

试样干燥后用AB胶密封，只留出1.53 cm 2

的表面。采用恒流模式，微弧氧化电源为直流脉

冲电源，不锈钢板为阴极，试样为阳极，占空比

30%，频率800 Hz。电解液由去离子水和醋酸钙

(CA，C 4H 6O 4Ca-H 2O)、β -甘油磷酸钠 (GP，
C3H7Na2O6P-5H2O)、醋酸锌(ZA，Zn(CH3COO)2)、
醋酸锶(SA，Sr(CH3COO)2)配制而成。对照组为纯

钛微弧氧化组(M-Ti)、微弧氧化加锌组(M-Zn)和微

弧氧化加锶组(M-Sr)。电解液成分及电源参数见

表1。处理后的试样清洗干燥消毒后备用。

1.3    主要试剂和设备

主要试剂如下：α-MEM(Gibco)，Live/Dead
Viahility/Cytot-oxicity Kit(Invitrogen)，甲基噻唑基

四唑(Methyl thiazolyl tetrazolium，MTT)，二甲基

亚砜(Dimethylsulfoxide，DMSO)，0.25%胰蛋白酶

(Invitrogen)，碱性磷酸酶缓冲液(Alkaline phos-
phatase buffer solution，PBS)。紫外分光光度计

(UV-1800PC)，恒温培养箱，高压灭菌锅(LS-30)，
水浴恒温振荡器(WHY-2)，酶标仪(Infinite F50，
TECAN)，激光共聚焦扫描显微镜(C2 Plus)。

1.4    涂层表面形貌及成分分析

采用带FALCON60S能谱分析仪(EDAX)的
JSM－6360LV型扫描电子显微镜(SEM)观察涂层

表面形貌及元素组成。采用D/Max2700型X射线衍

射仪(XRD)测定涂层表面物相结构，选用铜靶，

X射线波长λ=1.540 6 Å，扫描角度2θ为20°~80°，
扫描速度为0.02°/s。

1.5    抗菌性能试验

采用平板培养法评价涂层的抗菌性能，所用

菌种为大肠杆菌。将试验所用大肠杆菌接种到灭

菌后的液体培养基中，在37 ℃、70 r/min的水浴振

荡器中过夜培养。用分光光度计测量菌液浓度，

PBS稀释至菌液浓度为104 cfu/mL，将50 μL菌液均

匀滴到置于24孔板中的试样表面。在37 ℃的恒温

培养箱中培养24 h后，将试样表面菌液梯度稀释

 

表 1    微弧氧化电解液成分及工作参数

Table 1    Electrolyte composition and operating parameters for
MAO

Samples
Electrolyte component / (mol·L−1)

I / A Duration / min
CA GP ZA SA

M-Ti 0.1 0.02 0 0 0.2 5

M-Zn 0.1 0.02 0.06 0 0.2 5

M-Sr 0.1 0.02 0 0.05 0.2 5

M-Zn/Sr 0.1 0.02 0.06 0.05 0.2 5
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后，各取50 μL的稀释菌液滴到含有固体培养基的

培养皿中，均匀涂开，将培养皿放在37 ℃的恒温

培养箱中培养，观察菌落数量，并用如下公式计

算试样的抗菌率：

R = (A − B) /A × 100% (1)

其中，B为各组试样表面的活细菌数，A为对

照组即M-Ti试样表面的活细菌数。

1.6    小鼠成骨细胞复苏

取出冻存的MC3T3-E1细胞迅速置于37 ℃水

浴中并不断搅动，使冻存物在1 min内完全融化，

把细胞悬液吸到离心管中离心(1 000 r/min，10 min)，
弃上清液，加入适量细胞培养基，在5% CO2、95%
湿度、37 ℃下恒温培养，隔天换液，继续培养。

1.7    细胞荧光染色

将试样放入24孔板中，细胞接种密度2×104 个/孔。

培养3 d后，吸弃培养基，PBS缓慢漂洗3次。每个

试样表面滴加Live/Dead染色剂50 μL，在37 ℃恒

温培养箱培养1 h后，用激光共聚焦扫描显微镜拍

摄试样表面细胞密度。

1.8    细胞增殖特性测定

细胞接种密度及培养方法同上，细胞培养3 d

后，每孔加入100 μL MTT溶液，继续培养4 h后终

止培养，弃去培养液，PBS漂洗3次。加入DMSO
1 000 μL/孔，振荡10 min使结晶物充分溶解，从每

孔中吸出100 μL上清液转移至96孔培养板中，用

酶联免疫检测仪(λ=492 nm)测定吸光度值。

2    结果与结论

2.1    涂层的形貌

微弧氧化制备的TiO2涂层表面形貌如图1所
示。所有涂层表面均为多孔结构，微孔分布均

匀，孔径大小在2~5 μm之间，表明电解液中锌和

锶的掺入对微弧氧化形成的涂层表面形貌没有显

著影响。大量研究表明，这种粗糙多孔的表面结

构有利于成骨细胞粘附和增殖，促进骨组织生

长，改善种植体与骨组织的结合[17]。

图 2为M - Z n / S r组涂层表面选区 ED S及

Mappings图。从图中可以看出：电解液中的钙、

磷、锌、锶元素成功掺入到微弧氧化涂层中，且均

匀分布在涂层表面。各涂层中元素成分及含量见

表2，可以看出随着锌、锶的掺入，涂层中钙、磷

元素含量增加，研究表明钙磷有利于涂层中羟基

磷灰石的形成，进而提高涂层生物活性[18]。 
 

 
图 1   微弧氧化涂层的表面形貌

Fig.1   Surface morphologies of micro-arc oxidation coatings
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图3为涂层截面形貌及截面上各元素分布。由

图可知：涂层厚度在10~20 μm之间，M-Zn及M-Sr

组分别检测出锌、锶元素的存在，在M-Zn/Sr涂层

中可以观察到锌、锶两种元素的分布，各元素在截

面中均匀分布，结合涂层表面EDS结果可知，钙、

磷、氧、锌、锶等元素在相应涂层中分布均匀。

2.2    涂层表面物相

图4为各涂层表面XRD物相分析结果。从图中

可以看出：微弧氧化后的涂层表面主要由金红石

型TiO2、锐钛矿型TiO2和纯钛相组成。M-Zn、M-

Sr及M-Zn/Sr试样表面均未检测出含锌或含锶化合

物的衍射峰，这可能与锌和锶的掺入量较少或在

物相中均匀分布有关。此外，随着电解液中锌和

锶的掺入，样品表面图谱衍射峰半峰宽及对应衍

射角没有发生变化，说明电解液中锌和锶的掺入

对涂层表面物相组成的影响不大。

2.3    涂层的抗菌性能

图5为M-Zn/Sr组和对照组与大肠杆菌作用

24 h后用PBS按10、100、1 000倍梯度稀释后的抗菌

 

表 2    涂层表面的元素含量

Table 2    Atomic concentrations of the coatings (a/%)

Samples O Ti Ca P Zn Sr

M-Ti 70.51 24.18 2.21 3.10

M-Zn 69.48 16.53 3.24 4.22 6.52

M-Sr 66.7 20.3 6.2 4.7 2.1

M-Zn/Sr 64.4 15.6 4.4 5.9 7.9 1.7
 

 

 
图 2   M-Zn/Sr涂层表面元素分布

Fig.2   Elements distribution mappings of M-Zn/Sr coatings
 

 

 
图 3   涂层横截面选区SEM形貌及EDS元素面扫分析结果

Fig.3   EDS element mapping of the area enclosed by a square in SEM morphologies over the cross section of the coatings
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效果图。图中白色斑点代表菌落，可以看出M-

Ti及M-Sr与细菌作用24 h后表面仍有大量菌落，

M-Zn和M-Zn/Sr试样表面存活菌落较少。图6为培

养24 h后各涂层对大肠杆菌的抗菌率。M-Zn和M-

Zn/Sr组试样对大肠杆菌的抗菌率均接近100%，

M-Sr组抗菌率较低，接近60%。说明涂层中锶元

素的掺入对大肠杆菌的抑制作用较小。M-Zn和M-

Zn/Sr涂层对大肠杆菌具有良好的抗菌效果。

细菌在植入材料表面的粘附、增殖并形成细菌

生物膜是引发植入体感染的主要原因。涂层中释

放的带正电荷的锌离子可吸附在细菌细胞膜上，

进而穿透细胞壁进入细菌体内，与其中的功能团

发生反应，破坏细菌酶活性，使其丧失分裂增殖

能力而死亡，从而可以达到抑菌目的，锌含量越

高抗菌效果越好[19]。

2.4    细胞相容性

采用Live/Dead荧光染色试剂盒对在试样表面

培养了3 d的成骨细胞进行荧光染色，探究涂层的

细胞毒性。该试剂盒含有钙黄绿素-AM (Calcein-
AM)和溴乙啡锭二聚体(EthD-1)。Calcein-AM能够

穿透活细胞膜，对活细胞进行染色，使其发出强

绿色荧光，EthD-1只能进入质膜受损的细胞并与

DNA结合发出红色荧光。染色结果如图7所示，由

图中可以看出各组试样表面均能观察到绿色荧

光，细胞完整性未受到破坏，细胞铺展良好，有

明显的丝状伪足扩张趋势。图7(c)(d)中个别红色

荧光(箭头所示)为培养过程中正常死亡现象。对比

图7(a)可以发现，随着涂层中锌和锶的加入，活细

胞数量增多，M-Zn/Sr组表面活细胞数量最多。说

明4组试样表面对成骨细胞均无细胞毒性，成骨细

胞在涂层表面附着良好，锌和锶的加入能促进涂

层表面成骨细胞增殖[20-21]。

细胞接种到试样表面培养1 d和3 d天后利用

MTT的方法定量分析各涂层对成骨细胞增殖的作

用。MTT能与活细胞线粒体中的脱氢酶发生反应

生成甲瓒，DMSO溶解甲瓒后通过测试吸光度值

来反映活细胞的数量。MTT测试结果如图8所示，

培养1 d后与M-Ti组试样相比，M-Zn、M-Sr和M-
Zn/Sr试样表面的吸光度值均有所增加，但M-Zn、
M-Sr和M-Zn/Sr数值差别不大。培养3 d后4组试样

吸光度值均明显提升，且与M-Ti相比试验组增殖

效果较为明显，M-Sr高于M-Zn，M-Zn/Sr吸光度

 

 
图 4   涂层表面的XRD图谱

Fig.4   XRD patterns of the coatings
 

 

 
图 5   涂层与大肠杆菌作用24 h后的抗菌效果图

Fig.5   Antibacterial effects of the coatings after contact with E.coli
for 24 h
 

 

 
图 6   微弧氧化涂层对大肠杆菌的抗菌率

Fig.6   Antibacterial assay against E. coli of the micro-arc oxidation
coatings
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最大。与荧光染色结果相对应。

结合成骨细胞荧光染色和MTT增殖结果可知，

成骨细胞在M-Zn/Sr涂层表面增殖效果较好，并且

锌和锶的掺入对成骨细胞增殖都具有良好的促进

作用，锶对细胞的增殖效果更为明显。研究表

明，涂层中释放的锌离子和锶离子，均能刺激细

胞发育能力，增强ERK1/2信号，从而促进细胞增

殖和分化 [ 2 2 ]。此外，适当浓度的锶离子 (低于

10%)还可以激活Wnt/b系列蛋白信号，促进成骨细

胞成核因子，抑制破骨细胞分化因子，进一步促

进成骨细胞增殖分化[23]。

3    结　论

采用微弧氧化技术在纯钛表面成功制备出锌

锶共掺杂的TiO2多孔涂层。结果表明：

(1) TiO2涂层表面微孔分布均匀，孔径大小在

2~5 μm之间，涂层与基体结合良好，主要由金红

石相和锐钛矿相组成。锌锶共掺杂TiO2涂层表面

锌、锶的原子数分数分别为7.9%和1.7%，涂层厚

度为10~20 μm，各元素在涂层中分布均匀。

(2) 锌及锌锶共掺杂TiO2涂层对大肠杆菌显示

出较强的杀菌作用，抗菌率接近100%。

(3) 细胞试验证实，涂层中锌和锶的掺入能够

促进TiO2涂层表面成骨细胞粘附和增殖，其中锌

锶共掺杂涂层对成骨细胞的增殖作用最为明显。
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