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纳米羟基磷灰石／聚酰胺66与人胚胎成纤维细胞 

的生物相容性研究 

孟纯阳 ，安 洪 ，蒋电明 ，刘永刚 

(1．重庆医科大学临床学院骨科；2．重庆医科大学组胚教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究新型骨修复重建复合材料纳米羟基磷灰石／聚酰胺 66(n—HA／PA66)对人胚胎成纤维细胞可能存在的细 

胞毒性，为该材料应用于临床提供实验依据。方法：采用人胚胎成纤维细胞，经材料及材料浸提液分别与细胞共培养等方式 

对 n—HA／PA66进行细胞毒性测试，细胞形态观察法观察各组细胞在24h、48h、72h、5天各时相点的细胞形态学变化，细胞生 

长抑制法(MTT比色法)，测定各组 1，2，4，7天细胞的相对增殖率。结果：材料表面的细胞黏附生长良好，各浸提液组和直接 

接触组分别与阴性对照组进行两两比较，各组对细胞的增殖均无显著影响(P>0．05)，各浸提液组和直接接触组分别与阳性 

对照组进行两两比较显示有显著差异(P<0．05)，材料的细胞毒性为0～1级。结论：体外试验结果显示，n—HA／PA66与人 

胚胎成纤维细胞相容性好，符合GB／T16886．5—1997一ISO 10993—5：1992规定的医用材料相应标准_1 J。 

【关键词】纳米；羟基磷灰石；聚酰胺；复合材料；细胞相容性 

【中国图书分类法分类号】R683 【文献标识码】A 【收稿日期】2004—06—01 

Study on biocompatabil ity of nano—hydrOxyapatite crystals and 

polyamide 66 composite with human embryonic fibroblast 

MTNG Chunyang，et al 

(Department of Orthopedics，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To evaluate the biocompatability of nano—hydroxyapatite crystals and polyamide composite(n—HA／PA66) 

with the human embryonic fibroblast(HEFs)，tO provide an experimental evidence for its clinical application．Methods：The morpho— 

logical observation WaS made and pictures of HEFs were taken ld，2d，4d，and 7d after CO—culture with extract of n—HA／PA66，mad 

direct contact with n—HA／PA66．To determine absorbance of every hole under 500 nln with enzyme linked immunity instrument af— 

ter ld，2d，4d，and 7d of contact of n—HA／PA66 extract with HEF cells，an d direct contact with n—HA／PA66．In the meanwhile 

calculate the relative multiplication rate of cells，an d evaluate them by six degree tests for cytotoxicity．Results：The HEFs in direct 

contact culture with composite were attached an d proliferated well on the materials surface．The growth an d proliferation of cultured 

cells W&S not significantly inhibited between every composite group with the negative group(P>0．05)．There was significant differ— 

ence between every composite group with the positive group(P<0．05)．In this experiment the toxicity of n—HA／PA66 to HEF cells 

ranges from zero to one degree．Conclusion：n—HA／PA66 have good biocompatibility with hum an embryonic fibroblast(HEFs)in vit— 

ro．up tO the standard of Intemafional Organization for Standardization(ISK))． 

【Key words】Nanometer；Hydroxyapatite；Polyamide；Comtx~site；Cytocompatibility 

外伤、肿瘤、感染、矫形等因素造成的骨缺损的 

修复，始终是困扰矫形外科医师的一大难题。李玉 

宝等[ ]以新工艺将具有骨传导特性的纳米羟基磷灰 

石(n—HA)与有机高分子聚己二酰己二胺(PA66)进 
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行共溶而制成的高分子聚合物n—HA／1)A66，是“十 

五”国家科技攻关计划研制出的具有我国自主知识 

产权和国际领先水平的新型纳米骨修复替代材料， 

它在形态、结构和组成上与人体骨中磷灰石纳米针 

晶相似；各种分析和前期实验表明』3， ，这是一种纳 

米晶类骨的高强柔韧复合材料，充分发挥了羟基磷 

灰石的骨传导生物活性 ，为获得结构和性质类似于 

人体骨组织的骨修复替代材料开拓了一条广阔的途 
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径。由于任何一种材料应用于人体内首先和机体组 

织液及细胞发生接触，因此，材料和细胞相容性问 

题，对每种植入机体的材料都是不容忽视的。为了 

给该新型材料应用于临床提供实验依据，本文参照 

GB／T16886．5—1997一ISO 10993—5：1992标准和 

规定 ，对 n—HA／PA66进行细胞毒性研究。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1，1，1 细胞 

采用人胚胎成纤维细胞(重庆医科大学组胚教研室分离 

培养)，实验用细胞为传代48～72h生长旺盛的细胞。 

1，1，2 试验材料及试剂 

n—HA／PA66膜片，高密度聚乙烯膜片，苯酚，胎牛血清 

(PAA公司)，DMEM(Gibco公司)，0．25％胰蛋白酶(Sigma 

公司)，MTT(Sigma公司)，二甲基亚砜(DMSO)。 

1．1．3 复合材料浸提液制备 

1．1．3，1 常温浸提液制备 将灭菌备用的 n HA／PA66 

膜片2g加入 10ml生理盐水中，在 37℃下惰性容器中浸提 

24h。 

1．1．3．2 高温浸提液制备 将灭菌备用的 n HA／PA66 

膜片2g加入 10ml生理盐水中，置入耐高温惰性玻璃容器中 

在 121℃下浸提 1h。 

1，1，3，3 按 ISK)要求用高密度聚乙烯膜片作为材料的阴性 

对照，其大小与与96孔板孔底大小形状一致，灭菌备用；用 

苯酚作材料的阳性对照，浓度为 64g／L，过滤除菌备用。 

1．2 试验分组和操作步骤 

1，2．1 分组 

将96孔细胞培养板分成三个组：常温浸提液组；高温浸 

提液组；材料直接接触组。三组均设置各自对应的阳性和阴 

性对照组。 

1，2，2 操作步骤 

用细胞培养基配制 1×10 ／ml浓度的 HEF细胞，分注 

于96孔培养板内，每孔200／11，每组每观察期 8孔，置含5％ 

(v／v)co2、37℃的恒温培养箱内，培养24h使细胞贴壁。 

24h后弃去原培养基，常温浸提液组加常温浸提液和培 

养基各 100／11；高温浸提液组加高温浸提液和培养基各 

100,ul；材料直接接触组加灭菌备用的膜状材料后加生理盐 

水和培养基各 100／11。阳性对照加浓度为64g／L的苯酚和培 

养基各 100／11；阴性对照加灭菌备用的高密度聚乙烯膜片后 

加生理盐水和培养基各 100／11。置含 5％(V／V)C02、3712的 

恒温培养箱内。 

将加入浸提液和材料并培养 24h、48h、72h后各组样品 

分别在倒置相差显微镜下观察细胞在浸提液中及在材料边 

缘的形态变化及生长状况，并进行照相。 

于1，2，4，7天每组各取出一块培养板，弃去培养板孔内 

的浸提液和培养基，加入 20／11／4L的 Ⅲ 液，继续培养 6h， 

吸去原液，加入 200／11／4L的二甲基亚砜。震荡 10rain，在酶 

标仪上以500nm波长测定吸光度值(OD值)。 

1，3 评价标准和统计处理 

1．3，1 细胞的增殖度计算方法及细胞毒性评价标准 

细胞的增殖度(RGR)=两茬嘉裴 糕 × 
100％ 

分级标准见表 1。 

表 1 反应分级标准 

反应 相对增殖度(RGR≥) 

0级 

1级 

2级 

3级 

4级 

5级 

≥100 

75--99 

50～ 74 

25--49 

1——24 

0 

1．3．2 细胞形态学变化观察法评价标准 

(1)无毒：细胞形态正常，呈梭形或不规则三角形，贴壁 

生长良好； 

(2)轻度毒性：细胞贴壁生长好，但可见少数细胞圆缩， 

偶见悬浮细胞； 

(3)中度毒性：细胞贴壁生长不佳，细胞圆缩较多，达1／3以 

上，见悬浮死细胞； 

(4)重度毒性：细胞基本不贴壁，90％以上为死细胞： 

1，4 统计学处理 

采用 SPSS10，0统计软件包，对实验测得的OD值具体 

数据进行组间配对 t检验的统计学分析。 

2 结 果 

2．1 细胞形态观察 

2．1．1 材料浸提液与细胞共培养组 24h时观察 

常温浸提液、高温浸提液及阴性对照组、均见呈梭 

形、条形、折光性强旺盛生长的 HEF细胞，细胞形 

态、数量，各实验组与阴性对照组无明显差异，但细 

胞间隙较大。而阳性对照组均为悬浮圆形、胞核固 

缩的死亡细胞(图 1、2)；48h细胞数量增加明显，细 

胞间间隙减小 ，细胞渐铺满视野。随时间延长细胞 

数量显著增加 ，72h时观察细胞间间隙显著减小 ，细 

胞旺盛生长呈肩并肩紧密排列。 

2．1．2 材料与细胞直接接触组 24h时即见细胞附 

在材料上旺盛生长，在材料接触界面及材料上均可 

见与阴性对照组形态类似的HEF细胞生长旺盛(图 

3)。48h时界面及材料上细胞粘附数量显著增加， 
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随u．tii~]延长川胞向界面相材料 I一益延 l肯I牡ljr人 

72h时 察剞胞扯材制 』．琏桀落样 【÷， 

圈 l 常温浸提j直与细胞共培养24 J-后观察见呈幢形、条 

形、折光性强旺盛生长的 T T盯 ±掐胞I m1 

圈： 而阳性对lI{I组与细胞北培养24h 均为岳 例形、胞 

梭固缩的死亡蜘f肥( ⋯ l】 

围3 材料与细胞共培养24h后在材料接触界面材料上均 

可见呈梭形、条形的HEF坌田胞生*旺盛( 200} 

2 2 II It"A,'PAfifi 

芹浸挺液搜材料纽与缃胞』 培养并时卡H 吸) 

值膻 舯增靖虚数l槲 ̂皋 盟丧1 

2 3 统 计学站泉 

再浸枉波蚍和既摇摇触 分圳 阴性对照 L进 

行两 比较 ．再组 帕洲也岫增舢均 厄明显始响(』 > 

0 05)．各组与 忡对照组进行两阿比较显示有 * 

肆(P<0．f】5 

表2 ” IIA／PA6fi浸提浦疆材料与钢胞 培养组 

rm值殛增殖廑、毒性分级 

皇IlI胞琳悱试验是利用体外自II胞培养的方法米 

价'l~'tka 料厦I《用壤臂．或其鞋挺被可滤j『}成分巾 

潜在的细心毒性，以此计价 料 细憾n々生物相寄 

H： I948年Roan Blu rb等酋献报道利川小鼠成纤 

维细胞l盘l掉米 啼选柴 台物．开创 j 以细胞 毒性试验 

米I 价 。物材料细胞栩样性科研 l件的新纪兀．随 

后 ．遮 锄域秆大量的研究枯础腰计j：骑方法的不 

断改进 ，⋯打 J 耋flf胞毒· 试啼 砰价生物材料生物 

{1 r芹‘眦已得刊公认 监十此．1到际标准 鲋织 

(J ))制定 r纲胞蓐 验的帕．准．}}lJ lso 10993 

5：1992《雎疗器械生物学评价 细胞毒性试验 摊 

外让》之评『秆标椎和要求 标准巾规定和推荐r很 

多制备漫捉液怕荣件和山法．0 htn 等研究认力． 

同浸提彖件和方法阱制籍f}=】}i挺澉 细胞敏感程 

差舁无社若 作瞢参照 GB／I 168粥 5 

l997 Is0 10993 5：J9020~疗器娥生物学j 价 
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细胞毒性试验 体外法》之评价标准和要求⋯，选 

择了最常用且与材料应用条件类似的浸提介质及浸 

提温度和时间。 

体外细胞与材料共培养时，一旦材料有毒性物 

质释放 ，细胞形态和增殖状态就会立即发生改变，同 

时可直接观察到细胞在材料表面的黏附情况及界面 

反应 ，可为材料 的细胞相容性 提供最 直观的证 

据l 。本试验结果显示，在 5％(V／、厂)C 、37℃的 

恒温培养箱内的常温浸提液，即在类似体内环境下， 

浸提液没有对细胞造成明显毒性，说明材料具有良 

好的细胞相容性。而在 121℃浸提 1h获得的材料 

高温浸提液，对细胞也没有产生明显的毒性，说明 n 
— HA／PA66即便在高温下仍具有较稳定 的物理化 

学性质，基本上没有明显毒性成分浸出，能和手术器 

械一样，术前可用高温消毒方法灭菌，为临床应用提 

供了方便。 

有报告显示直接接触法对材料的细胞毒性敏感 

性最高，可测出材料微弱的细胞毒性_8 J。直接在 n 

—

HA／PA66上接种人胚胎成纤维细胞后 ，各观察期 

见细胞在材料上生长良好，表明该材料与细胞直接 

接触后各时相点，对细胞生长无明显影响，具有很好 

的细胞相容性。 

本试验量化细胞毒性采取的评价方法是 MTT 

(四唑盐)比色法，该方法由 Mosmann在 1983年首 

先提出，目前已被国内外公认且广泛应用 ，其原理是 

线粒体琥珀酸脱氢酶能催化 MTT形成蓝色结晶， 

结晶形成数目的多寡与活细胞数目和功能状态呈正 

相关，测定的生物学终点是细胞能量代谢最重要的 

细胞器一线粒体，它是细胞能量供应的工厂，在细胞 

增殖、代谢旺盛时增多，衰退时减少，无疑该方法能 

灵敏地反映出细胞被损害的程度 J。从表 2可以看 

出，各时相点高温浸提液组较常温浸提液组吸光度 

OD值降低，说明高温浸提液相对于常温浸提液组 

而言其中仍含有极微量的溶出物，这些溶出物对细 

胞生长代谢起到了微弱的抑制作用，正因为其毒性 

是轻微的，与常温浸提液组及阴性对照组问两两比 

较均未产生显著性差异(P>0．05)，而各试验组和 

阴性对照组与阳性对照组 比较均有显著性差异(P 

<0．05)。 

生物材料中的易溶物质如原料单体、低分子聚 

合物、催化剂、溶剂、稳定剂、乳化剂等是引起局部炎 

症反应和组织反应的主要原因。Werner等l_】o1试验 

显示羟基磷灰石具有 良好的细胞相容性。n—HA／ 

PA66中除含纳米羟基磷灰石外，加入了高分子聚 

己二酰己二胺(PA66)，PA66是一种具有很高韧性 

的高分子聚合物材料，分子构形与自然骨中的胶原 

极其相似，已在临床上用于手术缝合线 ，但不具备生 

物活性。材料的组成决定性质，由于该复合材料中 

不含有不稳定、有毒性的成分，故在检测中发现其具 

有良好的细胞相容性。由于各试验组细胞毒性分级 

均在 0～1级，按 ISO标准属于安全范围，说明 n 

HA／PA66复合材料与人胚胎成纤维细胞具有良好 

的相容性。 
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