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摘  要：以 3D 打印技术制备的多孔 Ti6Al4V 钛合金支架为研究对象，研究其显微结构特征与力学性能的关系，

利用骨髓间充质干细胞研究多孔钛合金支架的生物相容性，以及在家兔全层骨缺损模型中研究支架周围骨质的生

长情况。结果表明：3D 打印的多孔 Ti6Al4V 钛合金支架的力学性能受其多孔特性的影响，具有较适合人体需求

的初始强度；同时材料具有良好的细胞生物相容性；且多孔支架中的立体网格结构为细胞提供了生长空间，增加

了骨髓间充质干细胞的增殖能力，促进了钛合金支架微孔中骨组织长入的速度。 
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自 20 世纪中叶以来，钛及钛合金具有低密度、高

强度、无磁性以及耐蚀性等优点被应用于医学领域，

而其中应用最广的即为 Ti6Al4V 合金，它除了含有

6%(质量分数)以上的 Al 元素之外，还因为添加了少量

的 V 后引入了少量的 β相，从而使其拉伸强度更高，

热稳定性以及抗腐蚀性更好，特别是多孔 Ti6Al4V 钛

合金的弹性模量还与人骨的相似，具有良好的生物相

容性及合适的力学性能，目前被普遍认为是制造骨科

植入物的优良材料之一[1−3]。 
三维立体的孔隙结构能维持成骨细胞形态并促进

成骨细胞的粘附、增殖以及增强细胞的生物活性，促

进成骨相关的 I 和 V 型胶原的分泌，以达到骨质向内

生长和长期固定[4−6]。多孔钛合金材料具有表面及内部

互通微孔结构，在植入后可以诱发骨长入过程，即骨

组织向多孔孔隙内部生长并形成稳固的骨−假体接合

界面[7]。相比于传统制造技术，3D 打印的优点在于可

以制造出有着联通孔隙的生物材料。孔隙率与孔隙尺

寸及形状也为预先设定的规律形状，而非传统技术制

造的不规则尺寸及形状。多孔结构也可以降低材料的

弹性模量，使得弹性模量远高于人体骨的钛合金假体

具有与骨相近的数值而避免应力遮挡效应[8]。此外，

3D 打印技术可以实现从显微组织到宏观结构的可控

制造。例如在制造复合材料时，将复合材料组织设计

制造与外形结构设计制造同步完成，在微观到宏观尺

度上实现同步制造，实现结构体的“设计−材料−制造”

一体化[9]。当骨科植入物用于人体时，应充分考虑该

假体的生物相容性及骨长入能力，而目前此类研究报

道较少。 
为使 3D 打印钛合金支架应用于临床提供更多的

研究基础和理论依据，本文作者通过力学性能测试，

以及于体外细胞实验和家兔全层骨缺损模型中进行支

架移植，分别研究 3D 打印 Ti6Al4V 钛合金多孔支架

的显微组织和力学性能的关系、细胞生物相容性和细

胞粘附和增殖能力，以及其在体内周围骨质的长入  
情况。 
 

1  实验 
 
1.1  试样制备 

委托北京爱康医疗公司以 Ti6Al4V 钛合金粉为原

料，通过电子束熔融技术(Electron beam melting, EBM)
制造出钛合金多孔支架，多孔支架的微孔直径参数设

置为 400 μm，分别打印适用于力学实验及动物体内实 
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验的直径 8 mm×10 mm 的圆柱和适用于体外细胞实

验的直径 10 mm×3 mm 的圆片两组样品。打印好的

钛合金多孔支架经去离子水冲洗、干燥。 
 
1.2  分析方法 
1.2.1  微观形貌和物理及力学性能 

3D 打印后钛合金支架样品的密度采用阿基米德

法测定，利用排气法测试样品的开孔率。用

Instaon−3369 型力学性能测试仪测试多孔支架的抗压

强度和剪切强度。将样品置于金属载物台上喷金处理

后，利用场发射扫描电镜(Nova400)和配套的能谱仪

(IE350PentaFETX−3)观察分析样品的表面及断口形

貌，并分析其成分。 
1.2.2  生物相容性及骨长入能力 

应用 SPSS13.0 软件进行统计学分析，数据以均 
值±标准差(x±s)表示，各组间比较采用单因素方差分

析，两样本之间进行 t 检验，P＜0.05 有统计学意义   
(P为统计学差异)。 

在健康 10 周龄家兔髂骨处取骨髓血 10 mL，应用

Percoll 密度梯度离心法分离出单核细胞并在低糖

Dulbecco 改良的 Eagle 培养基(LG−DMEM)中培养，培

养液含有 10%(质量分数)的胎牛血清(FBS)和 1%的青

霉素−链霉素。4 d 后除去非贴壁的细胞，当细胞生长

至 80%的比例时，用 0.25%胰蛋白酶/EDTA 在 37 ℃下

消化贴壁细胞 3 min 并传代，第三代的骨髓间充质干

细胞(Mesenchymal stem cell, BMSCs)供实验使用。 
用于细胞实验的钛合金支架经去离子水冲洗、高

压蒸汽灭菌后备用。将圆片型钛合金支架置于 48 孔板

中，将原代培养的骨髓间充质干细胞稀释至密度为   
2×105 mL−1，使用移液器吸取 1 mL 细胞悬液滴加至

支架，3D 打印钛合金支架与骨髓间充质干细胞立体联

合培养 24 h 后，用梯度浓度酒精(60%，65%，70%，

75%，80%，85%，90%，95%，100%)将培养的标本

脱水，将样品置于金属载物台上喷金处理后，用 SEM
观察 3D 打印钛合金支架表面的细胞粘附形貌。同时，

使用移液器吸取 1 mL 细胞悬液滴加至支架(作为实验

组)和培养皿中(作为对照组)，联合培养后 24 h，使用

移液器将 48 孔板中培养液吸走，再用 Hanks 液冲洗

后，滴加 1 μL 钙黄绿素染色液并置于恒温培养箱中

孵育 30 min。之后在避光环境下，通过激光共聚焦显

微镜下观察细胞染色情况，每组重复 3 次，从形态学

上分析 3D 打印钛合金支架中的骨髓间充质干细胞。 
在分析骨髓间充质干细胞在 3D 打印钛合金支架

上的粘附作用时，将支架置于 48 孔板中，将培养的骨

髓间充质干细胞稀释至密度为 2×105 mL−1，使用移液

器吸取 1 mL 细胞悬液滴加至支架(作为实验组)和培

养皿中(作为对照组)，培养 24 h 后，用磷酸缓冲盐溶

液(Phosphate buffer saline, PBS)轻轻冲洗 3 次去除未

贴壁的细胞，每孔加入 CCK-8 试剂 10 μL，将 48 孔

板放入恒温培养箱继续孵育 3 h 后，吸取待测孔中培

养液(150 μL /孔)转移至96孔板中，用酶标仪在450 nm
测定每孔吸光度数值(A)。细胞粘附率 Ar为实验组 A值

与对照组 A值的比值，表示为：Ar=(Aexp/Acon)×100%。 
在测定骨髓间充质干细胞在 3D 打印钛合金支架

中的增殖能力中，先在 3D 打印钛合金及 48 孔板塑料

平板与骨髓间充质干细胞立体联合培养后 1、7、14 d
的 3 个时间点，使用 CCK-8 法测定细胞增殖活性。在

相应检测时间点每孔加入 CCK-8 试剂 10 μL，将 48
孔板放入恒温培养箱继续孵育 3 h 后，吸取待测孔中

培养液(150 μL /孔)转移至 96 孔板中，用酶标仪在 450 
nm 测定每孔吸光度数值(A)。细胞增值率 Pr为测量的

A 值与第一天测量的 A 值的比值，表示为：Pr= 
(Adet/Abas)×100%。每组重复 3 次。 

在测试家兔全层骨缺损中的骨长入能力方面，先

将家兔(n=6)用 3%戊巴比妥钠(50mg/kg)麻醉后，暴露

左膝关节、备皮和消毒后沿髌骨沟内侧入路切开皮肤

显露关节腔，并将髌骨向外侧半脱位。后使用手钻创

造膝关节骨和软骨全层缺损(直径8 mm，深度10 mm)，
然后将钛合金支架植入缺损处，之后将髌骨复位并逐

层缝合关节囊、肌肉和皮肤。手术后让家兔在笼内自

由运动，术后 3 d 内，每天肌肉注射青霉素(1.5 mg/kg)
以防止感染。术后第 3 个月处死实验动物，暴露左膝

关节金属支架，拍照记录支架在缺损处的外相。用小

动物 X 线仪分析股骨远端骨质在支架内长入情况。 
 

2  结果与分析 
 
2.1  3D 打印钛合金多孔支架的制备 

图 1(a)和(b)所示分别为 3D 打印钛合金支架的实

物图和扫描电镜图谱(SEM)，从图中可以明显看出，

试样的表面存在孔隙结构，其孔隙分布均匀，大小基

本一致。经 SEM 观察可以发现，3D 打印的钛合金支

架中颗粒紧密接触，构成的孔隙结构连通良好，平均

直径约为 400 μm，与制备参数相符。同时，对图 1(b)
所示的区域进行了 EDS 分析，其成分见表 1，Ti、Al
和 V 3 种元素的质量分数非常接近名义原料配比。

SEM 和 EDS 分析表明获得了成分符合要求的具有多

孔结构的钛合金支架，并且在制备过程中基本没有氧

化现象发生。采用阿基米德法测定试样的密度为 
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表 1  钛合金支架扫描区的成分 

Table 1  Compositions of scanning area shown in Fig. 1(b) 

(mass fraction, %) 

Ti Al V 

90.56 5.95 3.50 

 

 
图 1  3D 打印 Ti6Al4V 钛合金多孔支架的形貌 
Fig. 1  Morphologies of Ti6Al4V porous scaffolds by 3D 
printing: (a) Macro-structure; (b) SEM image 
 
3.25 g/cm3，并根据 Ti6Al4V 合金的理论密度(4.5 
g/cm3)，计算相对密度为 72.2%。而采用排气法测试样

品的开孔率为 25.2%，开孔率较好。 
 
2.2  3D 打印钛合金多孔支架的力学性能 

将打印的实际尺寸为直径 7.8 mm×10 mm 圆柱

形 Ti6Al4V 合金多孔支架在 5kN 的拉压试验机上，通

过逐渐增加在竖轴方向上的压力，绘制压缩载荷和压

缩位移之间的曲线关系，测试速度为 1.00 mm/min，
其中在曲线中的最大压力值定义为极限抗压值，其结

果如图 2(a)所示。由图 2(a)可见，测试样品到压缩位

移约为 2.0 mm 时，抗压应力达到峰值，为 1.32 kN，

可换算出极限抗压强度为 27.6 MPa，与文献报道的多

孔钛合金的抗压强度范围相吻合[10]。另外，3D 打印

获得的 Ti6Al4V 合金支架的应力会随着应变的增加而

增大，但在实验中，发现试样的变形阻力在弹性形变

阶段会随着形变的增大而呈阶梯形增加，这是因为在

施压过程中孔隙在逐渐减少。 
对实际尺寸为直径 7.4 mm×10 mm 的样品施加

与水平方向呈 90°的剪切力，研究纯剪切作用下断裂

类型，从侧面定性的分析材料的塑韧性。根据测试结

果绘制多孔 Ti6Al4V 合金支架的剪切载荷与剪切位移

关系曲线，如图 2(b)所示。由图图 2(b)可知，当对材

料施加 447.36 N 时的纯剪切力时，材料的剪切强度达

到峰值(10.4 MPa)，此时的剪切位移为 1.4 mm，随后

随着剪切位移的继续增大，剪切强度迅速下降。采用

3D 打印获得的 Ti6Al4V 合金支架因其存在多孔结构，

极限抗压强度和剪切强度较致密的 Ti6Al4V 合金的都

有所降低，但其力学强度刚好与人体松质骨强度范围

相符[11]，满足作为人体植入骨的需求。 
3D 打印获得的 Ti6Al4V 合金支架经剪切后的断

口形貌如图 3 所示。从图 3 可以看出，组成 3D 打印 
 

 
图 2  3D 打印钛合金多孔支架压缩及剪切载荷与位移变化

曲线 

Fig. 2  Curves of compressive load−displacement and shear 

load−displacement of titanium alloy porous scaffolds by 3D 

printing: (a) Compressive load−displacement; (b) Shear load− 

displacement 
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图 3  钛合金多孔支架经剪切后在不同放大倍率下的断口

形貌 
Fig. 3  Fracture morphologies of titanium alloy porous 
scaffolds after shearing at different magnifications: (a) 
Overall fracture morphology; (b) Magnified image of red 
selection in Fig. 3(a); (c) Magnified image of black selection in 
Fig. 3(a) 
 
钛合金支架的粉末颗粒的平均粒径约为 460 μm，颗粒

表面粗糙，经剪切后的样品的孔隙仍为有规则的环形，

孔隙平均尺寸约为 1520 μm，相比于剪切前试样，其

孔隙尺寸明显变大。从断裂方式观察，经剪切后样品

的断裂绝大部分为合金颗粒间断裂(见图 3(b))，少部

分从合金颗粒内部断裂(见图 3(c))。 
 
2.3  3D 打印钛合金多孔支架的生物相容性 

细胞的粘附和增殖实验可以很好地展示支架的生

物相容性，图 4 所示为骨髓间充质干细胞在打印钛合

金支架上培养 24 h 后的 SEM 像。由图 4 可以看出，

细胞在钛合金支架表面形态规则，贴壁牢固，有少量

的伪足伸出贴附于支架表面，表现出良好的生物相容

性。据文献报道可知，平均微孔直径为 400 μm 的钛

合金支架具有足够的力学强度，而且与人体松质骨具

有类似的孔隙结构，最有利于骨组织长入[12]。在本实

验中，EBM 打印的 Ti6Al4V 钛合金多孔支架的孔隙直

径与以上研究相似，因此，在到一定程度上可以推断

该支架的网格设计有利于骨组织长入。 
 

 
图 4  骨髓间充质干细胞在 3D 打印钛合金支架上培养 24 h

后的 SEM 像 

Fig. 4  SEM image of BMSCs on Ti6Al4V porous scaffolds 

by 3D printing after culture for 24 h 

 
图5所示为骨髓间充质干细胞在48孔塑料平板和

钛合金支架上培养 24 h后的钙黄绿素染色的 SEM像。

实验结果表明，在 3D 打印钛合金支架和平板对照组

中均可见多量绿色荧光染色的活细胞，而相对于平板

中细胞的平均分布而言，支架组细胞间通过主要支架

孔隙相互连接，细胞分布均匀，密度较高，高倍视野

可见细胞有伪足伸出，显示出良好的贴壁细胞生长状

态，有利于细胞增殖，但支架孔隙中无细胞存在，显

示出良好的贴壁细胞生长状态。 
图6所示为骨髓间充质干细胞在48孔塑料平板和

3D 打印钛合金支架上培养 24 h 细胞粘附的情况，细

胞立体培养粘附实验结果表明，培养 24 h 时，3D 打

印钛合金支架的细胞粘附能力要低于平板对照组，占

56.06%，其原因可能是多孔钛合金支架的孔隙结构不

利于细胞的初期粘附。因此，以后的研究可以通过表

面修饰增加材料的亲水性来解决粘附率较低的问题。

而在增殖实验中(见图 7)，立体联合培养 1、7、14 d
时结果显示：随着时间的延长，钛合金支架组中细胞

数量增加较快，并在 14 d 时明显高于平板对照组，这

是因为多孔钛支架可以为干细胞的增殖提供立体的生

长空间，增加了供细胞贴壁面积，证明 3D 打印钛合

金支架有利于细胞的增殖行为。 
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图 5  骨髓间充质干细胞在 48 孔塑料平板和 3D 打印钛合金支架上培养 24 h 后的钙黄绿素染色图像 
Fig. 5  Calcein dyeing images of BMSCs after culture for 24 h: (a), (a′) BMSCs on 48 hole plastic flat; (b), (b′) BMSCs on Ti6Al4V 
porous scaffolds by 3D printing 
 

 

图 6  骨髓间充质干细胞在 48孔塑料平板和 3D打印钛合金

支架上培养 24 h 细胞粘附的情况(n=3, sx ± , *P＜0.05) 

Fig. 6  BMSCs adhesion on 48 hole plastic flat and Ti6Al4V 

porous scaffolds by 3D printing after culture for 24 h (n=3, 

sx ± , *P＜0.05) 

 
图 7  骨髓间充质干细胞在 48 孔塑料平板和 3D 打印钛合

金支架上培养 1、7、14 d 细胞增殖的情况(n=3, sx ± ,     

*P＜0.05) 

Fig. 7  BMSCs proliferation on 48 hole plastic flat and 

Ti6Al4V porous scaffolds by 3D printing after culture for 1 d,  

7 d and 14 d (n=3, sx ± , *P＜0.05) 
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体内实验严格按照无菌操作完成，先将家兔膝关

节备皮消毒(见图 8(a))，沿髌骨内侧纵向切开，并将髌

骨推向外侧，暴露髌下关节面(见图 8(b))，用直径 8 mm
的钻头钻孔，直至穿透对侧皮质骨，制备膝关节处骨

缺损(见图 8(c))，将合金支架缓慢移植于骨缺损中，使

之稳定地固定于其中(见图 8(d))。手术过程可见支架

与缺损匹配良好，有丰富的血运填充于 3D 打印支架

孔隙。支架体内移植 3 个月后的实验结果表明：支架

与周围组织结合牢固，无明显的炎性组织产生(见图

9(a))，X 线正侧位可见支架孔隙中有高密度组织长入，

尤其是支架的周边部位，其与周围骨组织密度相似，

表明具有良好的骨长入能力(见图 9(b)和(c))。 
 

 
图 8  3D 打印钛合金支架在兔股骨远端移植流程图 
Fig. 8  Scheme of Ti6Al4V porous scaffold transplantation in rabbit distal femur: (a) Disinfection of prepared skin; (b) Exposure to 
patellar articular surface; (c) Bone defect with diameter of 7.8 mm; (d) Alloy scaffold transplanted into bone defect 

 

 

图 9  3D 打印钛合金支架体内移植 3 个月后外相以及支架在股骨远端的正侧位 X 线光片 
Fig. 9  X-ray images of Ti6Al4V porous scaffolds by 3D printing after transplantation for 3 months: (a) Appearance;            
(b) Anteroposterior view; (c) Lateral view of X-ray photographs 
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就实验结果看，3D 打印 Ti6Al4V 钛合金在生物

相容性方面仍存在其不足，如细胞早期粘附率较低、

细胞在孔隙间的增殖较差等。针对以上情况，可以利

用非晶化、表面纳米化和微晶化以及表面改性和活化

技术，提高其生物相容性和化学稳定性，并改善其综

合力学性能，促进其在骨科植入物方面的临床应    
用[13−15]。 
 

3  结论 
 

1) 3D 打印的 Ti6Al4V 钛合金多孔支架的孔隙分

布均匀，大小基本一致，颗粒间紧密接触，构成的孔

隙结构连通良好。样品开孔率较好，微孔直径符合制

备设定参数。 
2) 微孔直径为 400 μm 左右、孔隙率为 25.2%的

Ti6Al4V钛合金支架的力学性能受显微结构(主要是孔

隙率的影响)，具有较适合人体的初始强度，极限抗压

强度为 27.6 MPa，极限剪切强度为 10.4 MPa，符合人

体松质骨的力学强度范围。 
3) 3D 打印多孔钛合金支架具有良好的细胞生物

相容性，多孔支架中的立体网格结构为细胞提供生长

空间，增加了骨髓间充质干细胞的增殖能力。此外，

多孔支架有利于干细胞和成骨细胞的体内扩增，可以

促进钛合金支架微孔中骨组织长入的速度。 
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Abstract: Taking titanium alloy Ti6Al4V porous scaffolds by 3D printing as research object, the relationship between the 

microstructure characteristics and the mechanical properties was preliminarily investigated. Moreover, the bone marrow 

mesenchymal stem cells were used to investigate the biological compatibility, and the in vivo bone ingrowth ability of the 

Ti6Al4V porous scaffolds in a rabbit full-thickness bone defect model was detected. The results show that the mechanical 

properties of Ti6Al4V porous scaffolds prepared by 3D printing are affected by the porous microstructures with 

the incipient intensity that is suitable for human body. The Ti6Al4V porous scaffolds also have good biocompatibility and 

absorbability. The detailed grid structure in Ti6Al4V porous scaffolds provides a unique space for cells to grow, which 

can increase the proliferative ability of the bone marrow mesenchymal stem cells, and promote the ingrowth speed of the 

surrounding bone tissue in prosthetic microporous. 

Key words: Ti6Al4V porous scaffold; 3D printing; mechanical property; bone marrow mesenchymal stem cell; bone 

ingrowth; biocompatibility 
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