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技术与方法 文章编号：0253—3626(2010)12-1840-03 

纳米羟基磷灰石／聚氨基酸复合材料的生物相容性研究 

李 军 ，代震宇 ，赵增辉 ，苏 深 ，严永刚 ，安 洪 蒋电明 

(1．重庆医科大学附属第一医院骨科，重庆 400016；2．四川大学纳米生物材料研究中心，成都 610064) 

t摘 要】目的：评价新型骨内固定生物材料纳米羟基磷灰石(Nanohydroxy apatite，nHA)／聚氨基酸的生物相容性。方法：对nHA／ 

聚氨基酸复合材料生物相容性进行体外及体内评价，分别进行以下实验：①细胞毒性试验，材料与兔骨髓间充质干细胞共同培 

养，倒置相差显微镜观察细胞生长，CCK一8检测细胞增殖情况。②急性毒性试验，KM小鼠20只，雌雄不限，体重20～23 g，分两 

组( ：10)，分别按50 g／kg注射材料浸提液及生理盐水，观察小鼠毒性表现。③溶血试验，分3组，分别取 10 ml材料浸提液、灭 

菌蒸馏水 、生理盐水，各加入 0．2 ml新鲜抗凝兔血测溶血率。④热源试验，新西兰大白兔 3只，雌雄不限，体重 2．3—2．5 kg，按 10 

I／kg注射材料浸提液，测量正常体温与注射后连续3 h内每小时体温的差值。⑤微核试验，KM小鼠30只，雌雄不限，体重 

20～23 g，分 3组( ：10)，分别按 100 g／kg间隔 24 h注射材料浸提液、环磷酰胺及生理盐水 2次，观察骨髓嗜多染红细胞及含微 

核小体的骨髓嗜多染红细胞 ，计算微核率。结果：nHA／聚氨基酸复合材料对骨髓间充质干细胞无毒性，无急性毒性 ，溶血率正 

常 ，无致热源 ，无微核试验遗传毒性。结论 ：nHA／聚氨基酸复合材料具有 良好的生物相容性，有望用作骨内固定材料。 
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Biocompatibility of nanohydroxyapatite／polyamino acid composite 

LIJun，et al 

(Department ofOrthopedics，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the biocompatibility of nanohydmxyapatite，p0lyamin0 acid composite．Methods：In vivo and vitro ex— 

periment were estimated for the biocompatibility of nanohydroxyapatite／polyamino acid as follows． cytotoxinic test，bone marrow rues— 

enchymal stem cell(BMMSCs)were incubated with the composite，the morphology of the cells was observed by inverted phase contrast 

microscope．CCK-8 were tested to analyze the proliferation of cel1．(~)acute toxic test was divided into 2 groups(n=10)including 20 KM 

mice weighted 20-23 g，the extracts and physiological saline were injected to mice with 50 g／kg，the toxicity manifestation were observed． 

③hemolytic test consist 3 groups，0．2 ml anticoagulant diluted fresh rabbit blood was added to 10 ml extracts，sterile distilled water and 

physiological saline each，the percentage of hemolysis was examined． pyrogen test，3 rabbits weighted 2．3-2．5 kg were injected in vain 

with 1 0 ml／kg extracts，the difference in temperature between the normal body temperature tested and the ones per hour in the next con— 

tinues 3 hours．(~bone malTow mieronueleus test，30 KM mice weighted 20-23 g were divided into 3 groups，extracts，cyc10ph0sphamide 

and physiological saline were injected to mice with 100 mg／kg twice at 24 hours intervals，the numbers of micronucleated polychromatic 

erythroeytes and polychromatic erythrocytes were observed，the frequency of micronucleus was calculated．Results：nanohydroxyap— 

atite／polyamino acid had good biocompatibility with rabbit BMMSCs，and the composite was of no acute toxicity，no pyrogern，no hemolytic 

effect and no genotoxicity by mouse bone marrow mircronucleus test．Conclusion：nanohydroxyapatite／polyamino acid has good compat— 

ibility，can be used as internal fixation material in orthopedics in future． 

【Key words】Polyamino；Nanohydroxyapatite；Composite；Biocompatibility 

纳米羟基磷灰石(Nanohydroxyapatite，nHA)具有 良好的 

生物相容性及骨传导性，作为骨修复重建的材料已得到广泛 
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应用。聚氨基酸具有良好的生物活性，降解速率可以调节。严 

永刚将两种材料通过复合，研制出高强度骨内固定聚氨基酸 

nHA生物复合材料。在该复合材料中，nHA质量比为 30％， 

而聚氨基酸包括 4种氨基酸 6一氨基已的、r一氨基丁酸 、L一 

氨脯酸、赖氨酸。该材料具有良好的力学性能，有望替代金属 

内固定物而得到广泛应用，从而避免金属内固定物存在的应 
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力遮挡、需二次手术取出等问题 l。根据医疗器械生物学评 

价标准要求 ，任何生物材料用于临床都必须通过体外及体 

内评价。本试验通过兔骨髓问充质干细胞与复合材料共同培 

养，急性毒性试验，溶血试验 ，热源试验，微核试验来验证材 

料的体外及体内安全性与相容性l 5l，为今后进一步的研究提 

供依据 

l 材料和方法 

1．1 材料 

健康新西兰大白兔 5只，雌雄不限，体重约 2．3～2．5 kg。 

健康普通级 KM小鼠50只，雌雄不限，体重约 2O～23 g。以上 

动物均由重庆医科大学实验动物中心提供。nHA／聚氨基酸复 

合材料，为直径5 mm，厚度 2 mm圆片状，经环氧乙烷灭菌， 

由四川国际纳米科技有限公司提供。DMEM，胎牛血清(Hy— 

clone)，胰蛋白酶，吉姆萨染液，721型分光光度计，酶标仪， 

倒置相差显微镜(Nikon)。 

浸提液制备 ：按 0．2 g／m]比例将圆片状材料放人生理盐 

水中制备浸提液，37℃浸提 72 h。每天准备新鲜的浸提液用 

于试验，4℃无菌封存备用。 

1．2 方法 

1．2．1 nHA／聚氨基酸复合材料与兔骨髓问充质干细胞相容 

性研究 

1．2．1．1 兔骨髓间充质干细胞原代培养 采用密度梯度离 

心法分离旧。无菌条件下切取兔双后肢的股骨，暴露骨髓腔并 

反复用 PBS液冲洗，收集骨髓冲洗液于离心管。加入 Percoll~ 

度液后 2 000 r／min离心 30 rain，用含 10％胎牛血清的 DMEM 

培养基重悬后置于 37％，5％CO 培养箱中培养。隔 日换液， 

细胞生长融合至80％一90％用0．25％胰蛋白酶消化传代。选 

取生长状态良好的第 3代细胞进行实验。 

1．2．1．2 兔骨髓间充质干细胞与复合材料共同培养 将圆 

片状复合材料在完全培养基内浸泡24 h后，置于24孑L板内， 

加入培养基 1 ml，另设 24孑L不加复合材料的对照组。按 1× 

106个的密度将第 3代兔骨髓间充质干细胞接种到培养板 

内。置入 37~(2，5％CO：培养箱内培养，隔13换液。 

1．2．1．3 细胞形态学观察 在细胞接种后，每天用倒置相差 

显微镜观察各组细胞贴壁情况 、细胞大小、形态及在材料周 

围生长情况。 

1．2．1-4 材料的细胞粘附率测定 分别在接种后 1、4 h每组 

取 4个样本 ，PBS漂洗出悬浮的细胞后 ，0．25％胰酶消化 ，计 

数贴壁细胞数，从而计算各组细胞粘附率。细胞粘附率=贴 

壁细胞数／接种总细胞数×100％。 

1．2．1．5 CCK一8法测定细胞生长曲线 细胞接种后 7 d，每 

天每组各取 4个孔 ，加人 CCK一8试剂 10 Ixl，将待检液移人 

96孔板后，用酶标仪检测吸光度值，并绘制生长曲线。 

1．2．2 全身急性毒性试验 按 50 ml／kg剂量标准，无菌条件 

下将浸提液注射入小鼠腹腔内，对照组注射等量的生理盐水。 

每组 1O只 KM小鼠。注射后 24、48、72 h分别观察其一般状 

态、毒性表现和死亡动物数 ，并称量记录 2组小鼠的体重。 

1．23 溶血试验 从兔耳中动脉采血 10 ml，加 2％草酸钾溶 

液0．5 ml，制成新鲜抗凝兔血。取新鲜抗凝兔血 8 ml，加入生 

理盐水 10ml稀释。各取 20ml材料浸提液、灭菌蒸馏水(阳性 

对照)、生理盐水(阴性对照)以每支 10 m1分装于 6支15 ml 

离心管，37℃保温 30 rain。再加入兔血 0．2 ml，轻摇，37~C保温 

60 rain。每组设6个平行样本。1 000 r／min离心5 rain，取上清 

液移入比色皿中，在 721型分光光度计上测定 545 nm波长处 

的吸光度。溶血率(％)=(Dt—Dnc)／(Dpc—Dnc)×100。式中：Dt 

试验样品的吸光度；Dne阴性对照的吸光度；Dpc阳性对照的 

吸光度。 

1．2．4 热源试验 取新西兰大白兔 3只，每隔 30rain用精密 

度为 O．1。c的肛温计插入兔肛门内测量体温 3次(插入深度为 

6 cm，时间不少于1．5 rain)，取其平均值作为正常体温。测定 

正常体温后 15 rain以内，自耳缘静脉按 10 ml／kg比例缓缓注 

人预热至37℃的复合材料浸提液，注射后每隔 1 h测体温 1 

次，共测3次，3次体温中最高的 1次减去正常体温，即为该 

兔体温升高度数。 

1．2．5 微核试验 取健康 KM小鼠30只，体重在20 23 g， 

共 3组，每组 10只。试验组按 12．5 ml／kg小鼠腹腔注射浸提 

液，阴性对照组和阳性对照组按同等剂量小鼠腹腔注射生理 

盐水和环磷酰胺溶液。24 h后各组再次按同等剂量注射 1次。 

末次注射后 6 h用颈椎脱臼法处死小鼠，取胸骨骨髓，滴于胎 

牛血清里涂片，甲醇固定 30rain后取出晾干。用 15％Giemsa染 

液染色30 min，冲洗后晾干。先在低倍镜下观察，选择分布均 

匀、染色好的区域在油镜下观察 ，嗜多染红细胞呈灰蓝色 ，正 

红细胞呈橘红色，微核为紫红色小体。若 1个嗜多染红细胞 

内出现 2个或 2个以上微核，仍按 1个微核计数。每只小鼠 

骨髓图片计数 1 000个以上嗜多染红细胞 ，估算含微核的嗜 

多染红细胞与嗜多染红细胞的比值即微核率}7l。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS13．0统计软件包对数据进行分析 ，所有计量 

资料以均数 ±标准差表示。细胞粘附计数与 CCK一8测定细 

胞生长增殖采用析因设计资料的方差分析 ，小鼠体重变化采 

用重复测量设计资料的方差分析，微核试验采用卡方检验分 

析。P值 <0．05为有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 兔骨髓间充质干细胞与复合材料共同培养 

2．1．1 细胞形态学观察 24 h后复合材料组与对照组绝大 

部分细胞 已经贴壁 ，呈长梭形 、扁圆形，形态均匀，排列成鱼 

群状。骨髓间充质干细胞在复合材料周围生长状态良好。细 

胞的数量随着时间的均有所增加 ，2组无明显差异。 

2．1．2 材料细胞粘附率测定 细胞接种到复合材料 1 h后 

粘附率为 23．1％，对照组为 23．3％，接种 4 h后粘附率分别为 

61．7％和62．0％。2组粘附率无明显差异(P>0．05)。 
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间断给药DEN诱导大鼠肝癌模型建立及病理研究 

朱艳志 ，孔宪炳 ，颜 朗z 

(重庆医科大学附属第一医院肝胆外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立间断给药二乙基亚硝胺(Diethy1mitr0samine，DEN)诱导sD大鼠肝癌模型，探讨与人类肝细胞癌相似的动物 

肝癌模型病理形态变化。方法：取体重为 170～210 g雄性 SD大鼠63只，随机分为实验组(48只)和对照组(15只)
，实验组采用 

0．OI％DEN溶液间断喂养 sD大鼠诱发肝癌，对照组 自由喂养，常规病理 HE染色并动态观察肝癌发生的不同时相。结果：设立 

间断 DEN给药诱导 SD大鼠肝癌，病理证实大鼠肝癌为肝细胞癌，诱癌率 88．9％(32／36)，其末期成功率高 ，在整个诱癌过程中 

经历了肝细胞损伤再生一增生 一硬化一癌变 3个阶段。结论：该造模方法容易、诱癌成功率高、大鼠存活率高。同时，该肝癌模 

型可以作为研究人类肝癌发生、发展变化病理形态的一种理想动物模型。 

【关键词】二乙基亚硝胺；肝癌；动物模型；病理改变 
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Establishment of hepatOCarCinOma rat modelinduced by dIethyImitrOSamine 

discOntinuOusly and pathological study 

ZHU Yan-zh ，etal 

(Department ofHepatobiliary Surgery，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

[Abstract]Objective：T0 establish hepatocarcinomas rat mode1 by DEN—indueed and investigate the path0logic and morpho1ogic changes 
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during hepatocarcinogenesis，and this model was similar to the 

development of human hepatocellular carcinomas．Methods： 

sixty-three male spraque—dawley(SD)rats，weighing 170 to 200g 

were randomly devided into experimental group(48)and control 

group(15)．The intermission in O．01％ DEN was adminstrated to 

可能。 

通过上面的试验我们发现，nHA／聚氨基酸复合生物材料 

与细胞相容性 良好 ，无全身急性毒性 、无致溶血性 、无致热 

源、无微核试验遗传毒性。符合医疗器械评价标准要求。因 

此 ，nHA／聚氨基酸复合生物材料有望成为骨科新型内固定材 

料得到广泛应用。 
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