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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
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【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-ISO10993-5：1992规定的医用材料相应标准［1］。
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【Abstract】Objective：Toevaluatethebiocompatabilityofnano-hydroxyapatitecrystalsandpolyamidecomposite（n-HA／PA66）

withthehumanembryonicfibroblast（HEFs），toprovideanexperimentalevidenceforitsclinicalapplication.Methods：Themorpho-
logicalobservationwasmadeandpicturesofHEFsweretaken1d，2d，4d，and7dafterco-culturewithextractofn-HA／PA66，and

directcontactwithn-HA／PA66.Todetermineabsorbanceofeveryholeunder500nmwithenzymelinkedimmunityinstrumentaf-

ter1d，2d，4d，and7dofcontactofn-HA／PA66extractwithHEFcells，anddirectcontactwithn-HA／PA66.Inthemeanwhile

calculatetherelativemultiplicationrateofcells，andevaluatethembysixdegreetestsforcytotoxicity.Results：TheHEFsindirect
contactculturewithcompositewereattachedandproliferatedwellonthematerialssurface.Thegrowthandproliferationofcultured

cellswasnotsignificantlyinhibitedbetweeneverycompositegroupwiththenegativegroup（P>0.05）.Therewassignificantdiffer-
encebetweeneverycompositegroupwiththepositivegroup（P<0.05）.Inthisexperimentthetoxicityofn-HA／PA66toHEFcells
rangesfromzerotoonedegree.Conclusion：n-HA／PA66havegoodbiocompatibilitywithhumanembryonicfibroblast（HEFs）invit-
ro，uptothestandardofInternationalOrganizationforStandardization（ISO）.
【Keywords】Nanometer；Hydroxyapatite；Polyamide；Composite；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［2］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／PA66，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［3，4］，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-ISO10993-5：1992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ISO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*104／ml浓度的HEF细胞，分注

于96孔培养板内，每孔200μl，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100μl；高温浸提液组加高温浸提液和培养基各

100μl；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100μl。阳性对照加浓度为64g／L的苯酚和培

养基各100μl；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100μl。置含5%（V／V）CO2、37࠷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20μl／孔的MTT液，继续培养6h，

吸去原液，加入200μl／孔的二甲基亚砜。震荡10min，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）E
实验组平均吸光度值
阴性对照组平均吸光度值*

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 ≥100
1级 75~99
2级 50~74
3级 25~49
4级 1~24
5级 0

1.3.2 细胞形态学变化观察法评价标准［1］

（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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随时间延长细胞向界面和材料上蔓延面积扩大。

72h时观察细胞在材料上呈集落样生长。

图1 常温浸提液与细胞共培养24h后观察见呈梭形、条

形、折光性强旺盛生长的HEF细胞（*200）

图2 而阳性对照组与细胞共培养24h后均为悬浮圆形、胞

核固缩的死亡细胞（*100）

图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细胞生长旺盛（*200）

2.2 n-HA／PA66
各浸提液及材料组与细胞共培养各时相点吸光

值及相对增殖度数据结果。见表2。

2.3 统计学结果
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明显影响（P>
0.05），各组与阳性对照组进行两两比较显示有显著

差异（P<0.05）。
表2 n-HA／PA66浸提液及材料与细胞共培养组

OD值及增殖度、毒性分级

分 组 OD值 RGR 细胞毒性分级

1天
阴性对照组 1.654+0.336 100 0
常温浸提液组 1.659+0.217 100.3 0
高温浸提液组 1.606+0.1075 97.1 1
材料直接接触组 1.68+0.216 98.4 1
阳性对照组 0.306+0.011 18.5 4

2天
阴性对照组 1.748+0.416 100 0
常温浸提液组 1.697+01801 97.08 1
高温浸提液组 1.656+0.223 94.7 1
材料直接接触组 1.668+0.013 95.4.1 1
阳性对照组 0.389+0.021 22.2 4

4天
阴性对照组 1.851+0.267 100 0
常温浸提液 1.854+0.071 100.2 0
高温浸提液组 1.738+0.114 93.9 1
材料直接接触组 1.792+0.213 96.8 1
阳性对照组 0.432+0.019 23.3 4

7天
阴性对照组 1.954+0.565 100 0
常温浸提液组 1.969+0.427 100.7 0
高温浸提液组 1.811+0.114 92.6 1
材料直接接触组 1.835+0.125 93.9 1
阳性对照组 0.465+0.017 23.7 4

3 讨 论

细胞毒性试验是利用体外细胞培养的方法来评

价生物材料及医用装置，或其浸提液可滤出成分中

潜在的细胞毒性，以此评价材料与细胞的生物相容

性。1948年RosenBluth等首次报道利用小鼠成纤
维细胞培养来筛选聚合物，开创了以细胞毒性试验

来评价生物材料细胞相容性科研工作的新纪元，随

后在这一领域有大量的研究发现及对实验方法的不

断改进，目前，以细胞毒性试验来评价生物材料生物

相容性已得到公认［5］。鉴于此，国际标准化组织

（ISO）制定了细胞毒性试验的标准，即ISO10993-
5：1992《医疗器械生物学评价 细胞毒性试验 体
外法》之评价标准和要求。标准中规定和推荐了很

多制备浸提液的条件和方法，Oshima等研究认为，
不同浸提条件和方法所制备的浸提液在细胞敏感程

度上差异无显著性［6］。作者参照GB／T16886.5-
1997-ISO10993-5：1992《医疗器械生物学评价

—171—重庆医科大学学报2005年第30卷第2期（JournalofChongqingMedicalUni5er6i7820059:ol930;o92）



细胞毒性试验 体外法》之评价标准和要求［1］，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［7］。本试验结果显示，在5%（V／V）CO2、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］。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—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［9］。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间两两比

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［10］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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