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� � 摘要 � 目的: 研制一种新的治疗鼾症的软腭植入系统微创手术的生物材料并于体外检测其细胞毒性,探

讨将其应用于软腭植入系统的可能性。方法: 将羟基磷灰石颗粒 ( HA )、聚乳酸–三亚甲基碳酸酯 P ( LA�
TMC )按一定比例复合, 利用有机溶剂注模法,制备重组软腭植入材料; 并采用 MTT检测法, 将不同浓度的 HA�
P浸提液与 NIH�3T3成纤维细胞接触 1、3、5 d, 检测细胞的增殖活性,计算细胞的相对增殖度,用 6级毒性法进

行评级。结果: 研制不同浓度的 HA�P材料浸提液在不同的时间点培养的细胞均正常增殖 (P > 0. 05), 毒性级

别为 0~ 1级。结论: 研制的 HA�P材料具有良好的细胞相容性, 可能是一种良好的软腭植入系统材料。
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Abstrac t� Objective: To exp lo re a new m ater ial fo r pa la tal im plant sy stem and evalua te its cy totox ic ity.

M ethods: organ ic so lvent m o lding o f hydroxyapa tite and poly( lactide�co�trim e thy lene carbonate ) propo rtionally m ixed

w as perform ed to ob tain pa la tal im plant m ate ria.l N IH�3T3 rat fibrob lasts w ere exposed to d ifferen t doses o f HA�P
ex tracts. A fter 1, 3, 5 days, cell pro liferation and relativ e m ultip lication rate we re ca lculated w ith MTT assay.

Cytotox icity w as assessed by a 6 - sca le system. R esults: ce ll pro lifera tion w as norm a l in the different ex tract at

d ifferen t tim e po in ts. Leve ls o f tox ic ity ranged from 0 to 1 grade. Conclusion: The HA�P m ater ia l is compatib le w ith
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� � 鼾症是一种常见的疾病, 在中老年、体形肥胖、

嗜烟酒、患有高血压的男性人群中患病率高达 28%

~ 67% , 成年人中有 20% 的人有习惯性打鼾
[ 1 ]
。

W alker等
[ 2]
认为 70%的鼾症患者系软腭的异常扑

动而产生鼾声。鼾症和阻塞性睡眠呼吸暂停低通气

综合征近年来受到广泛关注,治疗方法很多,各有优

缺点, 近年提出的微创手术    软腭植入系统 [ 3]
在

国外已应用临床, 国内尚刚刚起步。但该手术关键

的内植入材料价格昂贵,有轻度排斥反应,降解速率

不可控以及远期生物学效应尚不肯定。为了研制理

想的软腭系统植入材料, 根据软腭植入材料治疗鼾

症的原理,本研究选择近年来国内外研究比较活跃

的两种材料    羟基磷灰石 ( hydroxyapat ite)和聚乳

酸–三亚甲基碳酸酯 po ly ( lactide�co�trimethy lene

carbonate)简称 HA�P ,利用有机溶剂注模法组合软

腭系统植入材料,并对其细胞毒性进行了检测。

本研究参照 GB /T16886. 5 2003 / ISO 10993 5:

1991
[ 4]
标准对 HA �P材料进行细胞毒性试验。

1� 材料和方法

1. 1� 材料与仪器
1. 1. 1� 材料 � 羟基磷灰石由广州军区广州总医院
医学实验科生物人工骨实验室研制, 经水热反应 24

h;聚乳酸 -三亚甲基碳酸酯 (质量比 70 /30)由济南

岱罡生物科技有限公司提供, 粘度 0. 6。RPM I 1640

培养液 (美国 S igma)、新生小牛血清 (杭州四季青生

物工程材料有限公司 ) , 胰蛋白酶、二甲基亚砜

( DM SO )、MTT、苯酚 (美国 S igma)。

1. 1. 2� 仪器 � DZF�6021型真空干燥箱 (上海一恒

科技有限公司 )、电子天平、国家标准检验筛 (浙江

上虞县哨百鸣五金纱筛厂 )、倒置光学显微镜、超净

工作台、CO 2培养箱、蒸汽灭菌器、电热恒温水浴锅、

96孔培养板、酶标仪。

1. 2� 方法
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1. 2. 1� HA�P的制备 � 羟基磷灰石、聚乳酸–三亚
甲基碳酸酯 = 1!1(质量比 ), 其中羟基磷灰石经研

磨过筛后选择孔径为 0. 5 mm的小颗粒,高温高压

消毒处理; 聚乳酸–三亚甲基碳酸酯 37 ∀ 环氧乙烷
消毒灭菌 12 h。按配方将称量好的聚乳酸–三亚甲

基碳酸酯加入到三氯甲烷中,密封静置 12 h,配成浓

度为 20%的溶液。聚乳酸–三亚甲基碳酸酯完全

溶解后,将定量的羟基磷灰石颗粒加入到溶液中,充

分搅拌,直至肉眼见羟基磷灰石颗粒均匀分散于聚

乳酸–三亚甲基碳酸酯溶液中,此时混合物呈凝胶

状
[ 5]
。将此混合物倾注于本实验室自行设计的直

径为 2mm,长 18 cm的圆柱形模具中,置于 37∀ 恒
温真空干燥箱中任三氯甲烷挥发 24 h, 混合物自行

固化。将 HA�P取出,切割成长 18 mm,直径 2mm。

以上操作均在超净工作台完成。

1. 2. 2� 浸提液的制备 � 浸提介质为含体积分数为
10%的新生小牛血清的 RPM I 1640培养液 (新鲜配

置, pH= 7. 2)。按照 HA�P的重量:浸提介质 = 0. 2

g!1 mL比例配置, 37 ∀ , 体积分数为 5% CO2培养

箱中浸提 72 h备用。

1. 2. 3� N IH�3T3成纤维细胞的培养 � 取生长旺盛
的 N IH�3T3成纤维细胞 (小鼠成纤维细胞, 由广州

军区广州总医院医学实验科提供 )经传代培养 72 h

后,用 2. 5 g /L胰蛋白酶消化单层培养细胞, 体积分

数为 10%的小牛血清 RPM I 1640培养液终止消化,

稀释, 将细胞按密度 2 # 10
3
cell/mL接种到 96孔培

养板, 每孔 200 �L,重复 6遍,培养 24 h。

1. 2. 4� 四甲基偶氮唑盐 (MTT)检测法 � 将浸提液

按浓度 100%的原液依次进行 2
- 1
倍比稀释至 2

- 4
,

阳性对照为体积分数为 0. 64%的苯酚,阴性对照为

RPM I 1640培养液, 空白对照为培养液, 不接种细

胞。细胞贴壁 24 h后,弃去培养液。取上述实验组

分别加入不同浓度的浸提液 200 �L, 37 ∀ , 体积分

数为 5% CO2培养箱培养 1, 3, 5 d后
[ 3]
, 每孔加入

MTT溶液 20 �L, 置入含体积分数 5% CO2培养箱

内,在 37 ∀ 温度下培养 4 h, 弃去孔内液体, 每孔分

别加入 150 �L DMSO,将培养板震荡 10m in,酶标仪

492 nm波长下测定各孔的吸光度 (A值 ) , 计算细胞

相对增殖率 ( RGR )及显微镜下观察各试样培养区

细胞的生长情况。RGR(% ) = (材料组吸光度 -空

白对照度 ) / (阴性对照吸光度 - 空白对照吸光度 )

# 100。

1. 2. 5� HA�P的毒性分级评定及细胞毒性的形态判
定标准 � HA �P毒性分级按 6级毒性分级法评定

表
[ 4]
及细胞毒性的形态学判定标准,见表 1。

表 1� 6级毒性分级法

Tab. 1� C lassification of toxic ity

R elative grow th rate ≧ 100 75~ 99 50~ 74 25~ 49 1~ 24 0

Tox icity level 0 1 2 3 4 5

2� 结 � 果

2. 1� HA�P复合材料的外观
HA�P复合材料外观呈黄白色, 质地均匀且柔

软而有弹性,肉眼见外表光滑,见图 1。

图 1� HA�P复合材料的外观

F ig. 1� The appearance ofHA�P

2. 2� HA�P复合材料浸提液的细胞毒性结果
显微镜下观察各试样形态学,通过荧光显微镜

对细胞生长的各个时期情况进行观察,见浸提液组

和阴性对照组成纤维细胞形态正常,生长良好,细胞

均呈菱形、梭形或类圆形, 未见异常核分裂相, 成纤

维细胞数量随时间的延长而逐渐增多,到第 5天已

基本全部布满培养板孔底,见表 2,表 3和图 2。

表 2� 细胞毒性的形态学判定标准
Tab. 2� Them orphological criterion of cytotoxicity

Tox ic ity leve l No tox ic ity M ild tox ic ity M odera te tox ic ity Seve re tox ic ity

C ellm orpho logy The ce ll grows along

the w allw ell shaped

The ce ll grow s along the

w allw el,l but there a re a

few atrophic ce lls w ith

rhom bic o r irregular

shapes. and suspended

dead ce lls occasiona lly

The ce ll grow s a long the

w all not w el,l there are

few suspended dead cells

and som e atroph ic cells

up to 1 /3

The ce ll doesn�t grows

a long the w all basically,

there are 90% suspended

dead cells at least
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表 3� MTT法检测 HA�P材料浸提液对 N IH�3T3细胞毒性实验结果
Tab. 3� TheMTT resu lt of HA�P toxicity on N IH�3T3 cell

The concentration

ofHA�P
day 1

�x ∃ s RGR Tox icity level

day 3

�x ∃ s RGR Tox ic ity leve l

day 5

�x ∃ s RGR Tox icity leve l

100% 0. 688 ∃ 0. 100 108 0 1. 491 ∃ 0. 168 99 1 1. 562 ∃ 0. 264 97 1

50% 0. 674 ∃ 0. 126 105 0 1. 481 ∃ 0. 117 99 1 1. 562 ∃ 0. 264 107 0

25% 0. 600 ∃ 0. 191 90 1 1. 580 ∃ 0. 170 106 0 1. 600 ∃ 0. 344 100 0

12. 5% 0. 600 ∃ 0. 144 90 1 1. 340 ∃ 0. 110 88 1 1. 602 ∃ 0. 201 97 0

6. 67% 0. 672 ∃ 0. 146 104 0 1. 413 ∃ 0. 210 93 1 1. 554 ∃ 0. 123 100 1

Negative g roup 0. 648 ∃ 0. 090 100 0 1. 500 ∃ 0. 192 100 0 1. 604 ∃ 0. 178 0

B lank group 0. 152 ∃ 0. 019 0. 182 ∃ 0. 0135 0. 118 ∃ 0. 021

Po sitive group 0. 149 ∃ 0. 014 1 4 0. 192 ∃ 0. 019 1 4 0. 133 ∃ 0. 017 1 4

A: D1 o f ce ll tox icity test; B: D3 o f cell tox ic ity test; C: D5 o f cell tox ic ity test; D: Positive g roup

图 2� 荧光显微镜下各式样细胞的形态
F ig. 2� The m orphous of cell at d ifferent t im e po in t ( # 10)

� � 随着时间的延长, 成纤维细胞的数量逐渐增

多,相同时间点不同浓度的浸提液与阴性对照组细

胞增殖差异无统计学意义 (P > 0. 05)。

3� 讨 � 论

3. 1� HA�P复合材料构成成分

羟基磷灰石是一种磷酸钙无机材料, 其化学成

分、晶体结构、物理化学性能与人体正常骨的无机成

分相似。珊瑚经过 %热液交换反应 &, 保持其原有高

孔隙率和三维多孔结构不变的情况下, 成分转变成

了羟基磷灰石。研究发现,反应如大于 24 h,由于碳

酸钙含量的变化, 羟基磷灰石较稳定, 降解非常缓

慢。国内外研究表明羟基磷灰石具有良好的生物相

容性, 生物安全性, 且可复合生物载体或者细胞因

子,重组复合材料。目前作为骨修复材料, 广泛应

用于骨科,眼科, 耳鼻喉科,颌面外科,牙周科等。

聚乳酸–三亚甲基碳酸酯是聚乳酸–三亚甲基

碳酸盐的共聚物,是近年来新发现的较理想的可降

解的聚合物。它是聚乳酸与三亚甲基碳酸盐单体所

形成的无规共聚物, 除保留聚乳酸某些良好的特性

外,如生物相容性较好,可吸收性, 而且当加入少量

的碳酸盐, 共聚物会变得柔软而有弹性。 LA�TMC

经 FDA认证,具有良好的生物相容性、可降解等特

性的生物医学材料
[ 6- 8]
。

上述两种生物材料中, 羟基磷灰石是一种无机

材料,聚乳酸–三亚甲基碳酸酯是人工合成的有机

材料,这两种材料不仅生物相容性良好,而且来源丰

富,具有较大的开发潜力。本研究通过有机溶剂注

模法将这两种材料组合在一起, 利用聚乳酸–三亚

甲基碳酸酯良好的柔韧性和可塑性, 可以赋予重组

材料适宜的柔软性和弹性, 并可以根据需要任意塑

形。另一方面,羟基磷灰石良好的孔隙率和三维多

孔结构,是软腭植入材料治疗鼾症的关键所在;同时

羟基磷灰石中的少量碳酸钙成分是一种弱碱性物

质, 理论上可以中和聚乳酸的酸性产物,从而避免或

者减轻该产物积聚所导致的无菌性炎症,提高材料

的安全性。

3. 2� HA�P复合材料的细胞毒性实验
生物材料的细胞毒性研究是评价材料生物相容

性的重要基础。本实验选用生长增殖能力极强的

N IH �3T3小鼠成纤维细胞, 运用了 MTT试验法, 对

羟基磷灰石 /聚乳酸–三亚甲基碳酸酯复合材料的

细胞毒性进行了评价。N IH �3T3小鼠成纤维细胞作
为非植入部位的细胞,可以充分反应出材料可能存
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在的毒性物质的反应。MTT试验是通过对活细胞

数量的检测和其代谢活性进行评价的一种方

法
[ 9, 10]
。本实验结果表明各浓度 HA�P材料浸提液

培养的 N IH�3T3细胞在不同时间点均正常增殖,未

产生毒性反应,毒性 0~ 1级。实验组和阴性对照组

MTT测定值差异无统计学意义。说明该材料基本

符合生物人体生物材料的细胞毒性要求。

综上所述, 软腭植入材料 HA�P的构成成分生
物相容性良好, 且各成分间取长补短, 材料的柔韧

性,弹性符合软腭植入材料的要求,具备了软腭植入

材料的基本特点。因此 HA�P复合材料有望成为理
想的软腭植入材料。但该材料的实际效果如何,本

研究将进一步进行 HA�P复合材料理化性能表征和

动物安全性评价。
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�简讯�

本校 %呼吸内科 &学科设置广东省高等学校 %特聘教授 &岗位

为了促进学科建设及人才队伍建设,实现本校 %人才兴校&、%学科兴校&两大战略, 本校人事处按照学校领导的指示, 在学

校学科办、科研处、研究生部等及各二级学院大力支持和配合下, 积极向省教育厅申请在本校的呼吸内科学、神经病学、内科

学、外科学、卫生毒理学等五个学科设置广东省高等学校 %特聘教授& (也称 %珠江学者& )岗位。经过省教育厅组织专家评审,

于 2006年 12月 28日发文同意本校 %呼吸内科&学科设置广东省高等学校 %特聘教授&岗位。

广东省高等学校 %特聘教授&岗位是广东省教育厅为贯彻落实 %科技兴粤&战略, 配合高等学校 % 211工程&建设, 培养和造

就一批在国内外处于领先水平的中青年学科带头人,促进我省高等学校的学科建设, 在全省高等学校国家级、省级重点建设

学科中设置的特殊岗位, 基本上是进入 % 211工程&建设的院校才有设置。目前我省只有中山大学等九所院校设有省高等学校

%特聘教授&岗位。本校 %特聘教授&岗位的设置,是广东省市属高校在这方面零的突破,这既是省教育厅对本校学科建设水平

的认可, 也是广州市及本校的一大荣誉。

按照∋关于实施广东省高等院校特聘教授岗位计划的通知( (粤高教人 [ 1999] 4号 )有关要求, 本校将面向海内外, 积极做

好 %特聘教授&的招聘工作, 力争 %特聘教授&岗位尽快有高水平的学术带头人上岗。
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