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聚乙烯醇水凝胶的生物相容性评价瘩☆
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摘要

背景：聚乙烯醇水凝胶作为烧伤创面的修复材料具有能保持创面湿润，

目的：拟验证物理交联法制备的聚乙烯醇水凝胶的生物相容性。

设计、时间及地点：体外细胞毒性、皮内反应、迟发型超敏反应实验．

物实验室完成。

有利于上皮细胞的生长和修复，加速伤口愈合．

2∞7_o纠11在天津市医药科学研究所细胞实验和动

材料：将医用纱布浸渍于一定浓度的聚乙烯醇溶液中，通过反复冷冻解冻制备水凝胶医用材料。

方法：参照GB厂r 1∞86中的体外细胞毒性、皮内反应和迟发型超敏反应标准评价材料的生物相容性。
主要观察指标：①计算各组细胞的相对增殖率，确定样品的细胞毒性。②计算比较实验组与阴性组的综合平均记分。③记录

样品组与阴性对照组的红斑和水肿的反应等级。

结果：细胞毒性试验中，样品浸提尿液组与50％浸提原液组的细胞相对增殖率分别为80．9％，94．1％，毒性反应均为1级；

皮内反应试验中综合平均记分之差为0．2。于棉籽油介质中的综合平均记分之差为0．7；迟发型超敏反应试验中，样品浸提

液致敏反应记分未超出阴性对照组。

结论：体外细胞毒性、皮内反应和迟发型超敏反应测试结果均达到国标要求，聚乙烯醇水凝胶具有可靠的生物安全性．

关键词：PvA；水凝胶；细胞毒性；皮内反应：迟发型超敏反应
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0 引言

水凝胶是在水中能溶胀但又不溶于水的一

类亲水性高分子材料，它含水量高，柔软性好，

对小分子渗透能力强，因此对周围组织的整合

性好，比其它类型的合成材料更宜用作生物医

用材料使用。聚乙烯醇是自然界中惟一的水溶

lssN 167≥-8225 cN 21．1 53钳R CODEN：ZLKHAH

性高分子聚合物，其亲水性好、来源丰富、价

格低廉。通过物理、化学、辐照等方式可将聚

乙烯醇交联制成具有优良吸水溶胀性、生物降

解性和稳定性的水凝胶材料，在软骨、角膜、

髓核、皮肤等组织的移植替换和修复重建中具

有广阔的应用前剽“¨。

化学交联法需要引入醛类等交联剂，必须精

确控制交联剂用量、反应温度和反应时间，以避
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关静．等?象乙烯醇水凝皎的生物相容性评价

免由于单体、交联剂或引发剂残留引起炎症或细胞毒

性l廿1纠：辐照交联需要使用电子束、Y射线等特殊反应装

置，操作较复杂，所制备的水凝胶材料的造价也较高【1引刚；

而物理交联主要是采用反复冷冻解冻的方法来完成交联，

反应条件较温和，操作较简单，是目前聚乙烯醇水凝胶医

用材料理想的制备方’法I忡州。

聚乙烯醇水凝胶作为烧伤创面的修复材料具有能保

持创面湿润，有利于上皮细胞的生长和修复，加速伤口愈

合；能与不平整的创面紧密贴合，减少细菌滋生；不粘连

创面，更换敷料时不会引起创面的二次损伤等特点，因此

近年来国内外学者对聚乙烯醇水凝胶烧伤敷料的研究方

兴未艾，取得了不少阶段性成果，但至今为止，聚乙烯醇

水凝胶敷料的研制仍以辐照交联为主I⋯。

实验以医用纱布为基材、通过物理交联法制备了一种

聚乙烯醇水凝胶烧伤敷料，并参照国家有关生物相容性评

价标准对其进行了体外细胞毒性、皮内反应和迟发型超敏

反应研究。为进一步开展临床应用研究提供试验基础。

1材料和方法

设计：体外细胞毒性、皮内反应、迟发型超敏反应

实验。

时间及单位：2007一09，11在天津市医药科学研究所

细胞实验室、动物实验室完成。

材料：健康白化豚鼠24只，雄性，4—8周龄，300—

400 g，北京维通利华实验动物技术有限公司提供(许可证

号：SCXK(京)2007．0001)，健康大耳白兔2只，雄性，

4—6个月龄，2．5—2．8 kg，中国医学科学院放射医学研究

所实验动物中心提供(许可证号：SCXK(津)2005—0001)，

实验过程中对动物的处置符合国家科技部颁发的《关于

善待实验动物的指导性意见》瞄J。

主要试剂和仪器 来源

小鼠成纤维细胞(L．929) 中国药品生物制品检定所

RPMll640细胞培养液 美国G旧CO公司

胎牛血清、胰蛋白酶、棉籽油、 美国Sigma公司
完全弗氏佐剂

苯酚(化学试剂) 天津市科密欧化学试剂开发中心

高密度聚乙烯 中国药品生物制品检定所

四甲基偶氮唑盐(MTT)、 北京欣经科生物技术有限公司

二甲基亚砜(DMSO)
生理盐水 中国大冢制药有限公司

2一巯基苯并噻唑 上海试剂三厂
乙醇 天津市化学试剂批发公司

方法：

体外细胞毒性实验：

不同浸提液的制备：浸提原液组：在无菌条件下，

取样品表面积15 cm2，加细胞培养液：含体积分数15％

的胎牛血清(RPMll640)5．O mL，于37℃浸提24 h。

2228

50％浸提原液组：将样品浸提液稀释1倍制成。

阴性对照组：取表面积为30 cm2的高密度聚乙烯，

同上加细胞培养液5．0 mL，于37℃浸提24 h得到。

阳性对照组：取含5 g，L苯酚的细胞培养液5．0 mL，

于37℃放置24 h。

空白对照组：取5．0 mL细胞培养液，于37℃放置

24 h得到。

细胞悬液制备：将正常传代培养的L-929细胞经消

化液消化制成浓度为1×10
7

L-1的细胞悬液，接种于96

孔板，100 u U孔，每组6孔，置C02培养箱内(37℃，

体积分数为5％的C02)培养。

浸提液交换：细胞培养24 h后，弃去原细胞培养液，

供试样品组分别用浸提原液和50％浸提原液交换；空白

对照组、阴性对照组和阳性对照组用相应的对照液交

换，交换后于C02培养箱内继续培养。

吸光度的测定与细胞毒性的确定：培养72 h后，每

孔加入20 u L 5 g，L四甲基偶氮唑盐溶液继续培养，
4 h后弃去孔内液体，加入150“L二甲基亚砜，置振

荡器上振荡10 min，用酶标仪测定570 nm和630 nm处

的吸光度，按下式计算细胞相对增殖率(RGR)：

RGR=似伪o)×100％，A：供试品组(浸提原液组、50％

浸提原液组、阴性对照组、阳性对照组)在570 nm处吸

光度与630 nm处吸光度的差值；Ao：空白对照组在
570 nm处吸光度与630 nm处吸光度的差值。根据相对

增殖率数值的大小对应出相应的毒性等级，细胞毒性反

应的分级：

反应分级 相对增殖率(％)

0级

1级

2级
3级
4级

≥100

80一99

50-79

30·49

0一口9

皮内反应：

浸提液制备：在无菌条件下，取样品表面积30 cm2，

加入生理盐水1 0．O mL；取样品表面积30 cm2，加入棉

籽油10．0 mL，分别置于37℃浸提72 h，得到样品在相

应介质中的浸提液组，即实验组。同样在无菌条件下，

分别取生理盐水、棉籽油各10．0 mL，于37℃放置72 h，

得到相应浸提介质阴性对照组。

动物实验：取大耳白兔2只，在兔脊柱两侧剪剃兔

毛备皮。用体积分数为75％的乙醇消毒皮肤，在脊柱两

侧各选择10个点，每点间隔2 cm，每点皮内注射0．2 mL。

一侧前后5点分别注射试验样品生理盐水浸提液和阴性

对照生理盐水；另一侧前后5点分别注射试验样品棉籽

油浸提液和阴性对照棉籽油。注射后24，48，72 h，分

别观察注射局部及周围皮肤组织反应。将实验组和阴性

对照组的全部红斑和水肿的记分相加，再除以1 2【2(动物

户O．80x f20D，S№疗ya阳 "DD04 ∞．zg黼f∞m
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短隔钦Mn像—田
数)×3(观察点)×2(记分类型)】，计算出实验组和阴性组

的综合平均记分。

皮肤红斑和水肿反应的记分标准：

迟发型超敏反应：

浸提液制备：以生理盐水为浸提介质，在无菌条件

下，取样品表面积60 cm2，加入浸提介质20．0 mL，置

37℃浸提72 h，得到样品浸提液。用同样方法制各无

检测样品的浸提介质为阴性对照，浓度为4 g丸的2一巯基

苯并噻唑作为阳性对照。

动物实验：

皮内诱导：24只豚鼠剪去背部区域毛发，常规消毒

后在脊柱两侧从头向尾分3对(6个点)进行皮内注射，注

射液分别为A液(完全弗氏佐剂与浸提介质等体积混合

稳定性乳化剂)、B液(样品浸提液、阴性对照液、阳性对

照液)、C液(A液与B液等体积混合稳定性乳化剂)，每点

注射0．1 mL。

局部诱导：皮内注射后6 d，各注射部位用10％十

二烷基硫酸钠按摩导入，24 h后按组贴敷于B液浸泡至

饱和的滤纸片。固定并留置48 h。

激发：局部诱导后14 d，剪去豚鼠腹部毛发，常

规消毒后，按组贴敷于C液中浸泡至饱和的滤纸片，

固定并留置24 h。除去贴敷物后24，48 h观察贴敷区

皮肤的红斑、水肿等反应，按Magnusson和KI．gman

分级表记录各观察点激发部位的红斑和水肿的反应分

级【26。27l。

Magnusson和Ⅺ均m硼分级标准：

等级 贴敷试验反应

0级

1级

2级

3级

无明显改变
散发性或斑点状红斑

中度融合性红斑

严重红斑和水肿

主要观察指标：①体外细胞毒性试验观察实验组的

细胞毒性是否小于等于1级。②皮内反应试验观察实验

组与对照组的综合平均记分之差是否小于等于1。③迟

发型超敏反应观察样品组致敏反应记分是否超过阴性

对照组。

设计、实施、评估者：设计由第一、第三、第四作

者完成，实施由第二、第三作者完成。评估由第一、第

二作者完成。

统计学分析：由第一、第五、第六作者使用Ex∞l

软件进行均值和方差计算。

2结果

2．1 体外细胞毒性 阴性对照组、阳性对照组的细胞

相对增殖率分别为98．1％和13．5％，细胞毒性反应分别

为1级和4级。浸提原液、50％浸提原液细胞相对增殖率

分别为80．9％，94．1％，细胞毒性反应均为1级，见表1。

表1 各组浸提液的细胞毒性测定结果
T曲Ie 1 CytotOxicity Iest results Of RPMl 1 640 e)(t阳cliOn in

eacn group

Gm叩：：蒜嚣。嵩；：芝嚣窖“誊揣c巾to粤Group absOrptiOn absOrptiOn beMeen grOwIh叩⋯。．一”’
al 57jnm at63j nm 570 nm 鬲培(％1 g旧ae

Neg ative 0．904士O 061 O．227±0 013 O．677土O，051 98|1 1

2．2皮内反应 皮内注射样品生理盐水浸提液、棉籽

油浸提液和其相应的浸提介质后局部及周围皮肤组织

的红斑和水肿反应记分情况，见表2，3。

表2皮内注射生理盐水浸提液与对照液的测定结果
。rabIe 2 ResuIts of intradermaI injectIon of sa|lne e×traction

In eacn group

Number of 24 hOurs

anjmaI Group ReactIon
0 1 2 3 4

1 Negative Erythema 5

cOntroI Edema 5

Test EⅣthema 5

samDIe Edema 5

2 Negative Erythema 5

controI Edema 5

Tesl Ervthema 4 1

sampIe Edema 4 1

Number Of 48 hOurs

amaI Group Reaclion
0 1 2 3 4

1 Negalive Erythema 5

∞ntroI Edema 5

Tesl EⅣlhema 5

samDIe Edema 5

2 Negatjve E叫hema 5

∞ntroI Edema 5

Test Ervthema 5

samDIe Edema 5

NumberOf 72 hOurS Sum of

anlmaI G伽p Re8d50“Filll score

1 NegatiVe Erythema 5 o

controI Edema 5
u

Test Erythema 5
n

samDle Edema 5
。

2 NegatiVe Erylhema 5
“

controI Edema 5
。

Test Erythema 5 ．

samDIe Edema 5
‘
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表3皮内注射棉籽油浸提液与对照液的测定结果
1_abIe 3 ResuIts of intradermaI Injection Of cottonseed o¨

extraction in each grOup

N盎l研Group Reacfion o裂。≤8 4anImaI U 1 Z J 珥

1 NegatfVe Erythema 2 3

controI Edema 2 3

Test Erythema 5

samDle Edema 5

2 NegatIVe Erythema 5

controI Edema 5

Test Erythema 4 '+

sampIe Edema 4 1

N燃I研 Group Reaclion
o 1 4皂“号幅4anlmaI U 1 Z J 4

1 NegatiVe Erythema 2 3

controI Edema 2 3

Test Erythema 1 4

sampIe Edema 1 4

2 NegatiVe Erythema 5

cOntroI Edema 5

Test Erythema 5

sampIe Edema 5

Number of 72 hours Sumof|

anImaI G‘oup ReactioI_1

0|， 2 3 4
sc。怕

1 Ne98氅 !!№釉1 12
contrOI 匕aema b

传s渤mple；篓警8； ，a
匕aema 0

2 NegatIVe Erythema 5
n

cOntroI Edema 5
”

翔stsampIe：黧8； z
taema b

实验组与对照组于生理盐水介质中的综合平均记

分之差为0．2，于棉籽油介质中的综合平均记分之差为

0．7，生理盐水和棉籽油实验组与对照组综合平均记分

之差均未超过1．O。

2．3迟发型超敏反应 阴性对照组、实验组于24 h和

48 h后均未出现红斑和水肿反应，阳性组则出现不同程

度的红斑反应，样品浸提液组致敏反应记分未超过阴性

对照组。除去贴敷物24 h和48 h后，贴敷区皮肤的红斑

和水肿的反应等级状况，见表4。

表4各组致敏状况测定结果
1_able 4 ResuIts Of sensitizatlOn in each group

^ 24 hour8 48 hours Sum
G∞up “1了互百矿一—矿琵’甄r of score

NegativecontroI 6 6 6 O

P08itivecontrOI 8 3 5 4 4 25

Test sampIe 10 12 12 O

3讨论

生物相容性是指材料与人体之问相互作用产生各

种复杂的生物、物理、化学反应，以及人体对这些反应

2230

的忍受程度。任何生物材料在应用于人体之前，必须经

过严格的生物相容性检验，以确保医用材料使用的安全

性。依据“GB厂r 16886．1-2001医疗器械生物学评价：

评价与试验”中的规定，创面敷料属于与损伤表面接触

的表面器械，可确定基本评价项目为体外细胞毒性、皮

内反应(或皮肤刺激)和迟发型超敏反应f28J。

体外细胞毒性试验是通过体外细胞培养来评定细

胞毒性的一种方法，它反映了材料及其组成成分与细胞

间在分子水平的相互作用，具有敏感性高，可定量分析、

操作简便等特点【29l。四甲基偶氮唑盐法定量检测发现阴

性和阳性对照均出现预期的结果，试验系统反应成立。

在该试验条件下，样品浸提原液和50％浸提原液的细胞

毒性均为1级，聚乙烯醇水凝胶材料无明显细胞毒性，
达到了“GB厂r 1 6886。5-2003医疗器械生物学评价：体

外细胞毒性试验”的要求，细胞毒性合格。

目前，尚无可靠的体外试验方法用于评价材料潜在

的皮肤刺激或致敏作用，仍需进行动物实验。与皮肤刺

激试验相比，皮内注射具有更高的敏感性。因此实验选

用皮内注射试验检测聚乙烯醇水凝胶材料对皮肤的刺

激性。试验发现试验组与对照组的综合平均记分之差均

未超过1．0，符合“GB厂r 16886．10．2005医疗器械生物

学评价：刺激与迟发型超敏反应”的要求，皮内反应合
格。

迟发型超敏反应常用的试验方法包括豚鼠最大剂

量法(GPMT)和封闭斑贴法(BuehIer)，由于前者的灵敏

度较高，因此实验选用先进行皮内注射，再于同一部位

局部应用试验材料的GPMT法评价材料的致敏反应。试

验发现阴性和阳性对照均出现预期的结果，试验组中致

敏反应记分未超过阴性对照组，符合“GB厂r
1 6886．5—2003医疗器械生物学评价：刺激与迟发型超敏

反应”的要求，该材料无迟发型超敏反应。

总之，物理交联法制备的聚乙烯醇水凝胶材料的体

外细胞毒性、皮内反应和迟发型超敏反应均达到国标要

求，该材料生物相容性好，作为非植入型医用材料使用

具有安全可靠性。
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来自本文课题的更多信息一

之善钐穆∥厦梅凰本文是中国人民解放军“十一五”

重大专项项目“第二代野战卫生装备体系构建及集成化、信

息化研究”(项目号：06D002)的子课题。项目主要研究内

容之一即为聚乙烯醇水凝胶急救烧伤敷料的制备与应用。文

章通过研究物理交联法制备的聚乙烯醇水凝胶的生物相容

性，探讨其应用于烧伤创面的急救与治疗的安全可靠性。文

章同时为中国人民解放军军事医学科学院院学科培育项目

“战创伤生物活性敷料的研究与应用”的子课题，通过对医

用高分子材料的踟}生研究，制备出适于保持细胞生长因子活

性的生物材料，通过研究聚乙烯醇水凝胶的生物相容性，为

其今后应用于成纤维细胞生长因子和表皮生长因子等活性成

分的释放奠定基础。

课题研制的聚乙烯醇水凝胶用于体外烧伤创面的急救

与治疗，其生物相容性研究主要是依据“GB厂r

16886．1-2001医疗器械生物学评价：评价与试验”的标准

规定进行，评价项目为体外细胞毒性、皮肤刺激和迟发型超

敏反应。迟发型超敏反应常用的试验方法包括豚鼠最大剂量

法和封闭斑贴法，但前者的灵敏度较高，因此本文选用先进

行皮内注射，再于同一部位局部应用试验材料的豚鼠最大剂

量法评价材料的致敏反应。

实验结果发现物理交联法制备的聚乙烯醇水凝胶材料

的体外细胞毒性、皮内反应和迟发型超敏反应均达到国标要

求，说明材料生物相容性好，作为非植入型医用材料使用具

有安全可靠性。但因本文样本较小，可能有一定的局限性。

希望在正式应用于临床前，加大样本量，特别是不同批次的

样本的检测工作，以确保实验样品的生物安全性。
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