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Abstract：The phase composition and surface energy of K2TinO2n+1 biological film which was fabricated via 
chemical treatment method, were attributed by X-ray diffractometer (XRD) and surface contact angle 
measuring instrument. Then according to GB/T16886.4-2003 Biological evaluation of medical devices-Part 4: 
Selection of tests for interactions with blood, the hemocompatibilities of Ti-15Mo-3Nb and K2TinO2n+1 
biological film/Ti alloy biomaterials were contrastively evaluated by the dynamic blood-clotting tests, 
haemolysis ratio measurement and platelet adhesion tests. The interaction mechanics between materials and 
blood were preliminarily discussed from the angles of composition and surface energy of K2TinO2n+1 
biological film. The results clearly indicated that K2TinO2n+1 biological film had more excellent 
hemocompatibility than Ti-15Mo-3Nb alloy. And its hemocompatibility had direct relations with its the 
surface chatacteristics. It was proved that K2TinO2n+1 biological film was a novel biomaterial with application 
value. 

Keywords：K2TinO2n+1 biological film; hemocompatibility; phase composition; sreface energy; interaction 
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摘  要：本研究通过 XRD 和表面接触角测量仪对化学法在 Ti-15Mo-3Nb 合金表面原位生成的生物薄
膜进行组成与表面能测试，并根据 GB/T16886.4-2003《医疗器械生物学评价第 4 部分：与血液相互作
用试验选择》中规定的评价方法选择用动态凝血实验、溶血实验和血小板黏附实验对 Ti-15Mo-3Nb 和
K2TinO2n+1生物薄膜/钛合金生物材料的血液相容性进行对比研究，并从 K2TinO2n+1生物薄膜组成和表面
能出发来探讨其与血液的作用机制。试验结果表明：K2TinO2n+1生物薄膜具有更好的抗凝血作用，其溶
血率大大低于 5%，表面黏附血小板的数量少且形态正常，该涂层优异的血液相容性与其组成和表面
能直接相关，是一种具有应用价值的新型生物材料。 

关键词：K2TinO2n+1生物薄膜；血液相容性；物相组成；表面能；作用机制 
 

1 引言 

任何生物医用材料不管是短期接触型还是长期植

入型，在与血液作用的数秒钟内就有可能发生血浆蛋

白吸附，接着血小板在材料表面粘附、聚集、变形，

同时可能会相继激活血液内一系列凝血因子，参与血

栓的形成[1-4]。因此每种生物材料在用于临床时都必须

对其血液相容性进行研究和评价。本研究提出了一种

新型的生物涂层材料—钛酸钾生物涂层，并采用化学

基金项目：国家科技创新项目(02CJ-02-02-18 )；河北省高等学校科

学技术研究青年基金（2010119）；河北工业大学博士启动基金

（2008-232）。 
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处理法利用原位自生机制在 Ti-15Mo-3Nb 合金表面制

备出该生物涂层，该材料主要用于硬组织替换材料，

在研究其成骨性能的同时其血液相容性也不容忽视，

本文将着重于其血液相容性的研究，并探讨其血液相

容性与其表面特性的关系，为该材料在临床上的推广

应用提供试验数据和理论依据。 

2 实验材料与方法 

2.1 实验材料 

Ti-15Mo-3Nb：将 10mm×10mm×2mm 合金样品表

面抛光，超声清洗干燥后高压灭菌处理，作为对照样

品组进行相关试验。 

K2TinO2n+1 生物薄膜/ 钛合金：采用化学处理法

在 Ti-15Mo-3Nb 合金表面原位生成 K2TinO2n+1 生物薄

膜，超声清洗干燥后高压灭菌处理。 

2.2 实验方法 

2.2.1 材料物相组成及表面能表征 

采用 Philips X’Pert 30 型 X-射线衍射仪对化学处

理法在 Ti-15Mo-3Nb 合金表面原位生成的生物薄膜进

行物相表征； 

以蒸馏水和乙二醇为标准溶液，采用 OCA30 全

自动接触角测量仪来测量钛酸钾生物涂层和钛合金表

面的平衡接触角 θ，并采用 OWRK（Owens, Wendt, 

Rabel and Kaelble）模型计算试验材料表面的表面张

力、界面自由能、极性色散比和表面粘附功，计算公

式如下： 
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式中： 1 、
d
1 、

p
1 分别为标准溶液的表面张力及

其色散、极性组份； 

s 、 sl 、
d
s 、

p
s 分别表示材料的表面张力及其

色散、极性组份； 

 为标准溶液在材料表面的平均接触角； 

aW 为材料的表面粘附功。 

2.2.2 血液相容性实验 

根据 GB/T16886.4-2003 国家标准对材料进行血

液相容性评价实验[5]，并对比两种实验材料的血液相

容性。 

（1）动态凝血实验 

动态凝血实验是通过动态凝血时间测定法测定材

料的凝血时间。将 0.1ml 人体新鲜血液滴于两组试样

（两组样品在每个时间点各取 4 个做平行试验）表面，

静置一定时间（分别为 10min、20min、30min、40min、

50min 后），置于 25ml 蒸馏水中，未凝固的血细胞将

起溶血反应，自由的血红蛋白均匀分布于蒸馏水中。

溶于水中的血红蛋白的浓度用 UV755B 型分光光度计

通过测量（波长 540nm）溶液吸光度来表征， 

（2）溶血实验 

将人体新鲜血液 10ml，用 0.5ml 2％草酸钾抗凝。

取此血 8ml 加入 10ml 生理盐水中混匀，得稀释血。

将试验样品置于 10ml 生理盐水中，放入 37℃恒温水

浴中 30min，再加入 0.2ml 稀释血，轻轻混匀，在 37℃

水浴中继续保温 60min。液体倒入试管中以 2500rpm

转速离心分离 5min，取上层溶液用 721 型分光光度计

在 545nm 波长处测定吸光度值。阳性对照用 10ml 蒸

馏水＋0.2ml 稀释血，阴性对照用 10ml 生理盐水＋

0.2ml 稀释血。根据下式计算溶血率： 

α＝(Dt-Dnc)/(Dpc-Dnc)×100％ 

其中 Dt 为样品吸光度，Dnc 为阴性对照吸光度，

Dpc为阳性对照吸光度。 

（3）血小板粘附实验 

血小板粘附实验是将人体新鲜抗凝血（3.8％枸橼

酸钠：血液＝1:9）以 1000rpm 的转速离心 20min，用

吸管吸取上部富血小板血浆，注入放有试验样品的 24

孔板中，每孔注入的富血小板血浆 2ml，于 37℃ 

5%CO2 培养箱中孵育 1h，试样取出后，用 PBS 缓冲

液漂洗，立刻放入 2.5%戊二醛固定液置于 4℃冰箱中

固定，再用梯度乙醇脱水，醋酸异戊酯脱醇，对试样

行CO2临界点干燥后在溅射仪上喷金，于Philips XL30

型扫描电子显微镜上观察血小板形态、数量和聚集变

形等情况。 

3 结果与分析 

3.1 K2TinO2n+1 生物薄膜的物相分析及表面能参数 
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图 1 为化学处理法在 Ti-15Mo-3Nb 合金表面原位

自生层的 XRD 图谱，从图谱分析可知，Ti-15Mo-3Nb

合金基体为 β钛合金，其表面自生层由 K2Ti2O5·xH2O、

K2Ti4O9·2H2O、K2Ti6O13和少量的锐钛矿型 TiO2组成。
 

 

Figure 1. XRD pattern of coating formed on the surface of titanium alloy by chemical treatment method 

图 1. 化学处理法在 Ti-15Mo-3Nb 合金表面原位自生层的 XRD 图谱 

 

表 1 中列出了以蒸馏水和乙二醇作为标准溶液时

两种生物材料的表面接触角。可见，两种材料对水的

润湿性截然不同，Ti-15Mo-3Nb 合金表面与水的表面

接触角为 68.57°，为近疏水性表面，而 K2TinO2n+1 生

物薄膜与水的表面接触角为 6.51°，表现为良好的亲水

性。通过计算可知 K2TinO2n+1 生物薄膜表面还具有较

高的表面张力、界面自由能、极性色散比和表面粘附

功，如表 2 中数据显示。

 
Table 1. The surface contact angles of two kinds of biomaterials with distilled water and ethylene alcohol as normal solution (θ/°) 

表 1. 以蒸馏水和乙二醇作为标准溶液时两种生物材料的表面接触角(θ/°) 

               Materials 
Normal solution 

Ti-15Mo-3Nb K2TinO2n+1 biological film/ Ti alloy 

Distilled water 68.57 6.51 

Ethylene glycol 49.92 0 

 
 

Talble 2. The surface tension, interfacial free energy, ratio of polar and dispersion components, surface adherency work of two biomaterials 

表 2. 两种生物材料的表面张力、界面自由能、极性色散比和表面粘附功 

Materials s （dyn/cm） sl （dyn/cm） 
d
s

p
s   aW （dyn/cm） 

Ti-15Mo-3Nb 34.06 60.403 1.596 98.440 

K2TinO2n+1 biological 
film/ Ti alloy 

81.88  153.515 26.569 143.736 

  

β-Ti 

K2Ti4O9﹒2H2O 

K2Ti6O13 

TiO2 

K2Ti2O5﹒xH2O 

2θ( °) 
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3.2 血液相容性实验 

3.2.1 动态凝血实验 

图 2 为两种材料的动态凝血实验曲线。吸光度越

大，凝血时间越长，抗凝血性能越好。从曲线分析可

见，在每一个时间点 K2TinO2n+1 生物薄膜/钛合金的吸

光度均大于钛合金组，随着时间的延长，K2TinO2n+1 生

物薄膜组的吸光度下降幅度很小，而钛合金组的吸光

度下降迅速，这表明血液在 K2TinO2n+1 生物薄膜上的

凝固趋势小，凝血时间较长，它具有良好的抗凝血特

性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. The curve of dynamic blood-clotting tests of two 

biomaterials 

图 2. 两种材料的动态凝血实验曲线 

 

3.2.2 溶血率 

溶血试验主要检测生物材料对红细胞的破坏作用，是一

项非常重要的血液相容性评价试验 [6,7]。通过计算知，

Ti-15Mo-3Nb 合金的溶血率为 1.36％，K2TinO2n+1 生物薄膜

/钛合金的溶血率为 0.48％，根据国际标准化组织（ISO）和

我国国家标准，若材料的溶血率小于或等于 5％，则材料符

合医用材料的溶血要求，溶血率大于 5％，则预示材料有溶

血作用，由此可以认定两种材料均无溶血作用，且 K2TinO2n+1 

生物薄膜/钛合金生物材料的生物安全性更高。 

3.2.3 血小板的粘附形态 

图 3 为两种生物材料表面粘附血小板的 SEM 照片，观

察可见，在两种生物材料表面均有血小板粘附，从统计数字

来看，钛合金表面粘附的血小板数量比 K2TinO2n+1 生物薄膜

表面的多得多，此时血小板已经伸出伪足，较 K2TinO2n+1 生

物薄膜表面的血小板变形程度大，聚集成团的程度也大，还

有一定数量的血细胞粘附其上，且血细胞形态也发生异常。

可见，血小板的伪足相互交联，在局部已发生了聚集级联反

应，形成了血小板栓子，并在捕集附近的红细胞，这种聚集

的结果将最终形成血栓。由此可知，K2TinO2n+1 生物薄膜具

有良好的抗血栓形成能力。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure3. The SEM images of platelets adhesion on (a) Ti-15Mo-3Nb 

titanium alloy and (b) K2TinO2n+1 biological film /Ti-15Mo-3Nb 

biomaterial 

图 3 两种生物材料表面黏附血小板的 SEM 照片 

a.Ti-15Mo-3Nb 钛合金；b.钛酸钾生物涂层/Ti-15Mo-3Nb 生物材料 

 

4 讨论 

大量实验和研究[6-7]发现，材料的表面化学组成、

含水结构、表面电荷、表面微观结构、表面亲疏水性、

表面能等都将对材料的血液相容性产生影响。因此

K2TinO2n+1 生物薄膜表现出良好的血液相容性与其表

面特性直接相关。

 

Ti-15Mo-3Nb 

K2TinO2n+1 biological film/ Ti alloy 

b

a

聚集的血小板 

红细胞 
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Figure 4. Mechanism of the forming thrombus when biomaterials contacted with blood acted with blood 

图 4. 血液与生物材料接触产生血栓的机理[8] 

 

血液与生物材料接触产生血栓的机理如图 4 所示
[8]。可见，血栓形成与血浆中纤维蛋白原的吸附、凝

血因子的启动、血小板的粘附聚集以及红血球的粘附

等多种血液成分与材料的接触反应有关。因此需要从

血液成分的理化性能、内源性凝血途径、血栓形成的

机理与 K2TinO2n+1 生物薄膜特有的表面特性相联系，

分析该生物层与血液间的相互作用机制。 

从 K2TinO2n+1 生物薄膜的组成来看，该材料在富

含血小板的液体环境中将发生如下一系列反应：

2K2Ti2O5﹒xH2O+H2O→ K2Ti4O9﹒xH2O＋2KOH，

3K2Ti4O9﹒xH2O+H2O→2K2Ti6O13＋xH2O＋2KOH。即

位于 K2Ti2O5 和 K2Ti4O9 层间的 K＋与血液环境中的

H3O
＋交换，在 pH 值升高的同时在涂层表面形成 OH--

剩余而带有负电荷。这样的表面对抗血栓形成有两方

面的作用，一方面由于其表面电位与正常人体血管壁

内皮细胞的电位一致，而血液中的红细胞、白细胞和

血小板等均带有负电荷，各种血液成分不易粘附于该

表面，因此不易发生溶血或血小板血栓。另一方面，

从资料[6]知，钙离子是凝血级联反应中重要的控制因

素，没有钙离子的活化，血液就不会凝结，因此通过

钙的沉积或螯合的方法可以造成生物材料周围缺钙的

环境，从而抑制血小板粘附、聚集而形成溶血和血栓。

该表面的 OH-恰恰起到这一作用，它可以通过库伦力

吸引钙离子，通过氢键吸附磷酸根离子，继而形成稳

定的羟基磷灰石，其反应式为：10Ca2＋＋6PO4
3－＋

2OH-←→Ca10(PO4)6(OH)2 ， 由 于 钙 离 子 沉 积 在

K2TinO2n+1 生物薄膜表面而切断了凝血酶原活化的条

件，有效地提高了材料表面的血液相容性。 

从 K2TinO2n+1 生物薄膜的表面亲疏水性、表面界

面能、吸附功以及极性色散比等特性分析，其良好的

亲水性、较高的表面界面能、吸附功和极性色散比均

有利于其血液相容性的提高。血液是富含水的物质，

水是血液与生物材料间良好的润滑剂，因此材料表面

的亲水性及表面界面能、吸附功等对血液成分的吸附、

变性均会产生影响。有关资料[7,9]已显示，亲水性的表

面与血液接触反应时，会吸附白蛋白在其表面而形成

很薄的白蛋白惰性隔离层，白蛋白不参与凝血及血小

板粘附，因此有效地抑制了凝血反应的发生。该生物

层良好的亲水性正好能满足这一条件。Kaelble[7]、黄

楠[10]等人通过试验证明，材料表面的极性分量提高，

会使材料优先吸附白蛋白，而材料表面色散分量提高

却会使材料优先吸附纤维蛋白原，且极性色散比越高，

抗凝血性能越好，K2TinO2n+1 生物薄膜的极性分量很

高，而色散分量很低，其极性色散比为 26.569（钛合

金的极性色散比仅为 1.125），因此在具有负电荷的

K2TinO2n+1 生物薄膜表面排斥血小板、红细胞和白细

胞等血液成分的同时，其较高的表面能、界面能和吸

附功对血液中的白蛋白有很强的选择吸附作用，使得

形成的白蛋白惰性隔离层与 K2TinO2n+1 生物薄膜结合

得更为牢固，从而长期有效地阻止了纤维蛋白、血小

板和红血球在其上的粘附，大大提高了其血液相容性。 

血液与材料表面接触 

血浆蛋白吸附 

溶血 

红血球粘附 凝血酶原活化 

血小板粘附 

血小板释放出凝血因子 凝血因子活化 

血小板血栓 

血栓形成 纤维蛋白沉淀 
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5 结论 

（1）K2TinO2n+1 生物薄膜具有优异的血液相容性。 

（2）K2TinO2n+1 生物薄膜良好的血液相容性与其

物相组成和表面能有直接的关系，其作用机理为：

K2TinO2n+1 生物薄膜中的低钛酸钾（2K2Ti2O5﹒xH2O

和 K2Ti4O9﹒xH2O）的层间 K+与血浆环境发生离子交

换后赋予其表面负电性，从而排斥红细胞、白细胞和

血小板等的聚集黏附，有效阻止了血栓的形成；另外

其表面富集的大量 OH-还能有效降低血浆中 Ca2+数

量，从而切断了血栓形成的途径；K2TinO2n+1 生物薄

膜具有良好的表面亲水性和较高的表面界面能、极性

色散比和表面粘附功，促使材料表面很快形成了白蛋

白惰性隔离层，从而有效阻止了纤维蛋白、血小板和

血细胞在其上的粘附聚集。 
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