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　　[摘　要 ]　为了解聚乙交酯- 丙交酯 (PL GA )多孔聚合物支架材料进一步作为组织工程种子细胞支架材料的

安全性,通过细胞毒性试验和肌内植入试验,对 PL GA 的生物相容性和可降解性进行了检测和评价。结果表明,

PL GA 泡沫材料的毒级为 0～ 1级,在体外细胞培养试验中显示了良好的细胞相容性; 术后各时间点,材料植入处

肌组织无明显炎症反应,随着时间推移,泡沫材料占位空间逐渐缩小,证实了植入材料的可降解性。说明 PL GA 可

以作为组织工程研究的细胞外基质材料。
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　　近年来,对生物可降解聚合物的研究发展迅速,

由于其在体内能够生物降解,且降解产物毒副作用

小,因此在国外已经被广泛应用于临床,如可吸收缝

线、药物的释放载体、接骨板等。随着组织工程学的

兴起,应用生物可降解聚合物作为移植细胞支架材

料的研究已受到科研人员的广泛关注[1～ 4 ]。组织工

程支架材料主要采用聚酯类生物降解材料,包括聚

丙交酯 (PLA )、聚乙交酯 (PGA )以及聚乙交酯- 丙

交酯 (PL GA )等。

研究发现,通过组织工程技术建造的组织工程

化人工组织的质量,与支架材料的生物相容性密切

相关,细胞支架材料在构建组织的过程中起着至关

重要的作用[5～ 9 ]。根据组织工程产品在体内植入后

应具有安全性、有效性的原则,聚合物支架材料不仅

需要具备临床所需的物理、化学性能,同时还需要具

有良好的生物相容性,以保证临床使用的安全。因

此,在支架材料应用于组织工程研究之前,对支架材

料进行体内生物相容性和降解性的系统评价是非常

必要的。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　PL GA 多孔聚合物支架材料 (中科院化学所) ,

胎牛血清和DM EM (Gibco , U SA ) , 32(4, 52二甲基
甲噻唑22) 22, 52二苯基四氮唑溴盐 (M T T ,北京中山

生物技术有限公司) , L 929 小鼠成纤维细胞, SD 大

鼠 (军事医学科学院实验动物中心)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　PL GA 的细胞毒性试验　采用M T T 比色

法。将 PL GA 加工成直径 5 mm 的圆片, 真空干

燥, 60Co 照射消毒后置于培养液中, 37 ℃下保持 24

h,分别制备 50 倍、10 倍、2 倍、0. 4 倍和 0. 08 倍标

准浓度的 5种浸提液 (以 10 mL öcm 2 为标准浓度) ,

阳性对照用纯铅。然后将L 929细胞以 1×103ömL

的浓度接种于 96孔培养板内,每孔加 0. 1 mL ,放入

体积分数 5% CO 2 和 37 ℃孵箱内培养 24 h 后取

出,加入浸提液 0. 1 mL ö孔,使孔内终浓度分别达到

25倍、5倍、1倍、0. 2倍和 0. 04倍标准浓度,每浓度

浸提液加 6孔,空白对照组加培养液 0. 1 mL ,再重

新放入孵箱内,分别于 2, 4, 6, 8, 10 d 时取出一块培

养板, 加M T T 20 ΛL ö孔, 6 h 后加 DM SO 150

ΛL ö孔,震荡 10 m in,用免疫酶联检测仪测定其吸光

值 (M T T 检测值)。数据经统计学处理,按 6级毒性

分级法 (表 1)计算相对增殖度 (R GR )及毒级。

R GR ö% =
试验组的M T T 检测值
空白对照的M T T 检测值×100%
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表 1　6级毒性分级法

T able 1　M ethod of classificat ion of tox icity

相对增殖度ö% RGR ≥100 75～ 99 50～ 74 25～ 49 1～ 24 0

毒性评级
L evel of tox icity

0 1 2 3 4 5

1. 2. 2　PL GA 的肌内植入试验　将 PL GA 泡沫材

料加工成直径 5 mm、厚 2 mm 的圆片,精确称重、编

号后用60Co 照射消毒,无菌条件下植入到健康成年

SD 大鼠脊柱两侧肌内 (脊柱两旁各选 2 点,同侧试

验点相距 3 cm ) ,分别于术后 2, 4, 8, 12周取出试件

检测。通过以下指标观察聚合物支架材料在体内的

组织相容性及生物降解情况: (1)植入部位组织反应

程度。软组织标本在体积分数 10%福尔马林固定液

中固定 24 h,石蜡包埋, H E 染色,组织学观察。 (2)

生物降解率。用失重百分率表示。取出试件并清洁

表面,真空干燥后,用电子天平称重,按下式计算:

失重百分率ö% = ( (W 0- W T ) öW 0)×100%

式中,W 0 和W T 分别为试样的原始重量和植入残余

试样的干重。

2　结果与分析

2. 1　细胞毒性试验

　　M T T 检测数据见表 2,细胞相对增殖度及毒性

评级结果见表 3。由表 2可见,各浓度组与空白对照

间M T T 检测数据均无显著差异,而与阳性对照组

相比,除了 2 d 时无显著差异外,在其余培养时间各

浓度组与阳性对照间均有显著差异。由表 3可见,细

胞在各浓度浸提液中培养时, 相对增殖度均在

89. 9%以上,对细胞的毒性较低,毒级仅为 0～ 1级。

但是随着培养时间的延长,高浓度浸提液中细胞的

增殖度还是有所下降,说明其对细胞有一定的影响。

表 2　细胞在 PL GA 浸提液中培养不同时间的M T T 检测值 (X ±SD )

T ab le 2　V alue of M T T of cells cu ltu red in PL GA at differen t t im es (X ±SD )

检测组
T ested group s

培养时间öd T im es of cells cu ltu red

2 4 6 8 10

25 0. 29±0. 02 0. 40±0. 02 0. 59±0. 06 1. 24±0. 05 1. 69±0. 06

5 0. 31±0. 03 0. 41±0. 03 0. 59±0. 05 1. 35±0. 09 1. 68±0. 11

1 0. 31±0. 02 0. 38±0. 03 0. 60±0. 02 1. 39±0. 03 1. 71±0. 07

0. 2 0. 28±0. 02 0. 40±0. 04 0. 59±0. 01 1. 44±0. 05 1. 76±0. 02

0. 04 0. 30±0. 01 0. 39±0. 03 0. 64±0. 02 1. 36±0. 02 1. 81±0. 05

空白B lank 0. 30±0. 02 0. 39±0. 03 0. 59±0. 03 1. 38±0. 10 1. 75±0. 05

阳性 Po sit ive 0. 28±0. 01 0. 27±0. 023 3 0. 34±0. 023 3 0. 40±0. 403 3 0. 55±0. 083 3

　　注:① 检测样品数 n= 6,检测组中数据为浸提液浓度,表 3同;② 3 3 表示阳性对照组与其余各组差异显著 (P < 0. 01)。

N o te:① T he num ber of tested samp le is 6, data in tested group s rep resen t concen tration of steep of PL GA , T ab le 3 is the sam e; ② 3 3

Stands fo r sign ifican t discrepancy betw een the po sit ive and the rest group s (P < 0. 01).

表 3　细胞在 PL GA 浸提液中培养不同时间的相对增殖度与毒性评级

T able 3　R elative gain rate of cells and evaluation of tox icity cu ltu red in PL GA at differen t t im es

检测组
T ested
group s

2 d 4 d 6 d 8 d 10 d

RGR
毒级

L evel of
tox icity

RGR
毒级

L evel of
tox icity

RGR
毒级

L evel of
tox icity

RGR
毒级

L evel of
tox icity

RGR
毒级

L evel of
tox icity

25 96. 4 1 102. 1 0 100. 3 0 89. 9 1 96. 4 1

5 102. 4 0 105. 1 0 100. 2 0 97. 8 1 96. 0 1

1 102. 2 0 102. 1 0 102. 2 0 101. 7 0 97. 1 1

0. 2 93. 4 1 97. 4 1 100. 0 0 103. 6 0 101. 6 0

0. 04 100. 2 0 100. 0 0 108. 6 0 98. 3 1 102. 9 0

2. 2　肌内植入试验

2. 2. 1　外形观察结果　术后动物进食、起居正常,

伤口无红肿、感染,无材料排出现象。

2. 2. 2　组织反应观察结果　试样植入 2 周后,

PL GA 试样肌肉组织周围均有点状淤血,材料周围

为纤维状物,但纤维包囊尚未形成。显微镜下观察其

H E 染色图片可见, 植入物与组织界面有炎症细胞

浸润,并可见少量多核巨细胞,纤维母细胞增生并分

泌胶原纤维,开始形成疏松的纤维膜 (图 1 中A , B ,

C ) ,但与周围肌肉分界不清, 植入物附近肌肉组织
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轻度水肿,有散在出血点,部分肌纤维染色变浅、肿

胀。植入 4周后, PL GA 周围均可见包裹一薄层半透

明纤维包囊,显微镜下可见炎细胞开始减少,而巨噬

细胞和多核巨细胞相对增多,排列在材料与组织界

面上,纤维膜增厚,与肌肉分界清楚,无微小脓肿形

成 (图 1中D , E, F)。8周后,中性粒细胞和淋巴细胞

相继减少,纤维膜稍致密,周围肌肉恢复正常。12周

后,纤维膜逐渐稳定,中性粒细胞以及淋巴细胞仅存

少量,可见巨噬细胞。

图 1　PL GA 材料肌内植入结果 (H E)

A～C. 植入术后 2周 (A. ×50; B. ×100; C. ×200) ; D～ F. 植入术后 4周 (D. ×50; E. ×100; F. ×200)

F ig. 1　H E stain of in tram uscu lar imp lan tat ion of PL GA

A - C. 2 w eek s after su rgery (A. ×50; B. ×100; C. ×200) ; D - F. 4 w eek s after su rgery (D. ×50; E. ×100; F. ×200)

2. 2. 3　PL GA 在体内的生物降解结果　术后 2～ 4

周,试样外形无明显变化; 8～ 12 周后, 试样开始变

形,并有逐渐散开的趋势。PL GA 试样植入后 2, 4,

6, 8 周的降解率分别为 7. 2% , 59. 4% , 92. 9%和

96. 8%。应用凝胶渗透色谱仪测定残余试样的分子

质量及其分布的结果表明, PL GA 支架分子质量随

其在体内埋植时间的延长而不断降低,表明 PL GA

在不断降解。

3　讨论与结论

组织工程研究要求具备 3个条件: (1)有足够数

量且功能正常的种子细胞; (2)有适当的细胞外基质

材料; (3)有调节细胞增殖、保持表型等特征的细胞

因子。若没有适当的载体,种植的细胞就会流失死

亡,因此细胞支架材料是组织工程研究的焦点之一。

以往的研究发现,作为移植细胞支架的三维多孔材

料,在构建组织的过程中起着至关重要的作用。对性

能优良、生物相容性良好的聚合物支架的评价和筛

选,已成为组织工程研究过程中的重要组成部分,并

逐渐引起人们的高度重视[10～ 12 ]。

细胞体外培养法是评价生物材料组织相容性的

重要方法,也是针对细胞支架材料进行生物学评价

的首选方法。本试验采用 PL GA 的 5种浓度浸提液

进行测试,能较全面地评价其毒性。从结果分析看,

各浓度组与空白对照间M T T 检测数据均无显著差

异,但结合数据看,高浓度对于细胞生长可能仍有一

定影响。依据通常采用的六级毒性分级法,本材料毒

级为 0～ 1级。另外,本材料为多孔材料,在根据表面

积制备浸提液时,只按表面面积及周边面积计算,而

实际表面积要大得多,因此浸提液的实际制备浓度

较所列各浓度高。本试验结果表明, PL GA 泡沫材

料在体外细胞培养试验中显示了良好的细胞相容

性。

组织工程研究的最终目的,是将组织工程化的

人工组织或器官应用于人体组织或器官的修复和治

疗,因此对细胞支架材料体内组织相容性的检测具

有重要意义。本研究通过泡沫材料肌内植入,观察局

部组织对植入材料的反应,结果发现,泡沫材料植入
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处在术后各时间点,肌组织无明显的炎症反应。随着

时间推移,泡沫材料占位空间逐渐缩小,证实了植入

材料的可降解性。

从 PL GA 材料肌内植入的试验结果来分析,在

植入的 3个月内,局部肌组织的中性粒细胞、淋巴细

胞等炎细胞浸润很少或没有发生,表明 PL GA 材料

具有良好的生物相容性,无明显异物反应发生。术后

8～ 12周,局部巨噬细胞、淋巴细胞浸润相对比较明

显,但无中性粒细胞出现,说明不是炎症反应,可能

是由于 PL GA 降解产物碎片的产生速度超过了体

内组织的吞噬能力,使局部形成酸性降解物堆积而

导致pH 值下降所引起。这一试验结果也提醒作者,

需要调节聚合物的降解速度以进一步改善聚合物降

解时的微环境。

细胞支架材料既应具有良好的生物相容性和生

物可降解性,还应具有一定的生物降解速度。PL GA

植入体内后, 逐渐降解成羟基乙酸和 Α2羟基丙酸,

并参加三羧酸循环,最终排出体外。通过调节PL GA

的组成比例,可得到满足降解速度要求的支架材料。

由于 PL GA 支架材料具有良好的生物相容性,又可

通过调节组成比而具有适宜的生物降解速度,因此

可以作为组织工程研究的细胞外基质材料。
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B io log ica l eva lua t ion of PL GA po lym er foam s
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Abstract: T h is study invest iga ted the b iocompat ib ility and b iodegradab le characters of PL GA foam s.

T he experim en ts of cyto tox icity and in tram u scu lar imp lan ta t ion of PL GA w ere carried ou t to test b io logica l

effects of po lym er foam s of PL GA. T he p rim ary resu lts show ed that p loym er foam s of PL GA had good b io2
compat ib ility in v itro, and there w as no sign if ican t tox icity to body. T hese resu lts exh ib it tha t the novel

po rou s PL GA foam s m ay be u sed as a b iodegradab le scaffo ld fo r regenera t ion of card iac t issue.

Key words: PL GA po lym er foam s scaffo ld; t issue engineering; b iocompat ib ility
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