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新型纳米拓扑结构的生物相容性**★◆ 
刘继春1，许  鹏1，余将明1，浦东林2，叶晓健1 

Biocompatibility of new nanotopograpgy    

Liu Ji-chun1, Xu Peng1, Yu Jiang-ming1, Pu Dong-lin2, Ye Xiao-jian1 

Abstract 
BACKGROUND: There are many studies about biological effect of nanotopography, but the research of safety evaluation of 
nanotopography has not been reported. 
OBJECTIVE: To evaluate the biocompatibility of new nanotopography. 
METHODS: The experiments of systemic toxicity, irritation and sensitization, and acute hemolysis of nanotopography were 
performed in Kunming mice, New Zealand rabbits and human according to “GB/T_16886”. The morphology and proliferation of 
rabbit bone marrow mesenchymal stem cells cultured on nanotopography were observed. 
RESULTS AND CONCLUSION: All test animals were alive. Acute toxicity: there was no significant difference in weight before 
and after experiment. Tests for irritation and sensitization: there were no erythema or fester on surfaces of test animals, and the 
difference between the experimental group and control group was significant. Acute hemolysis: hemolytic reaction could not be 
observed in the experimental group, and hemolytic rate was less than 5% according to absorbance. Well cell morphology and 
adhesion of bone marrow mesenchymal stem cells cultured on nanotopography were observed by experiments in vitro, and cell 
proliferation at 1 day was increased compared with that at 3 days. All the results suggested that nanotopography is no-biotoxicity 
and has a good biocompatibility. Therefore, it can be used as orthopedic substitute implant in clinic. However, its long-term effect 
of biotoxicity needs to be evaluated. 
 
Liu JC, Xu P, Yu JM, Pu DL, Ye XJ. Biocompatibility of new nanotopograpgy. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(3): 
467-470.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：国内外对纳米拓扑结构生物效应的探讨比较多，而缺乏对纳米拓扑结构的安全性评估。 
目的：评价新型纳米拓扑结构的生物相容性。 
方法：依据 GB/T_16886 中相关规定，采用纳米拓扑结构材料对昆明小鼠、新西兰大白兔、人行全身毒性试验、刺激与致

敏试验及急性溶血试验。分离培养兔骨髓间充质干细胞复合培养于纳米拓扑结构，观察细胞的形态及增殖情况。 
结果与结论：全身毒性试验结果显示，所有试验动物均无死亡，试验前后体质量无明显差异；刺激与致敏试验中，所有试

验动物局部皮肤均无红斑、溃烂等反应，阳性对照组与试验组之间差异有显著性意义；急性溶血试验结果显示，试验组无

明显溶血反应，吸光光度计检测吸光度，溶血率符合小于 5%的标准。体外细胞试验结果显示，骨髓间充质干细胞在此纳米

坑上表现出良好的黏附、细胞形态，并且复合培养 3 d 较 1 d 细胞增殖明显。提示此纳米坑结构无生物学毒性，具有良好的

生物相容性，可以作为骨科替代植入物试用于临床，但长期生物相容性仍需要全面的评测。 
关键词：纳米拓扑结构；纳米生物材料；生物相容性；急性毒性试验；刺激与致敏试验；急性溶血试验；体外细胞试验 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.03.019 
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0  引言 
 

随着纳米科学、技术和商业价值的不断被

发掘，“纳米”已经和人们的生活息息相关，

尤其在医药方面应用正以更快的速度发展[1-3]，

同时纳米材料的潜在毒性逐渐引起人们的关注

并成为阻碍纳米材料广泛应用的主要问题[4-7]。

检测纳米材料生物安全性方法一般分为体内和

体外试验，国内外一般是根据《医疗器械生物学

评价》和医疗行业的相关标准和要求进行[8-9]。

体外细胞和纳米材料共培养的时候，一旦纳米

材料释放毒性物质，细胞形态及黏附、增殖等

行为会立即发生变化，可以作为观察材料毒性

的直接证据[10-12]。 

作者根据相关标准对利用紫外干涉光刻

技术制作的聚碳酸酯材质的纳米坑结构进行

了急性毒性试验、刺激与致敏试验和急性溶血

试验[8-9, 13-14]。并将纳米坑结构和兔骨髓间充质

干 细 胞 (bone marrow mesenchymal stem 
cells，BMSCs)复合培养，利用倒置相差显微镜

观察细胞形态和增殖情况。 
  

1  材料和方法 

 
设计：随机分组设计，对比观察试验。 
时间及地点：于 2011-05-11 在解放军第

二军医大学生物医学工程研究所完成。 
材料：4 周龄昆明小鼠，雌雄各半，体质

量 20~25 g；3 月龄新西兰大白兔，雌雄各半，
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体质量 1.8~2.2 kg，均由解放军第二军医大学

动物中心(SCXK 沪 2007-0003)提供，试验中

关于动物的操作严格按照《关于善待动物的指

导性意见》执行[15]。 
纳米拓扑结构：江苏省先进光学制作技术重

点实验室提供。 
主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

试验方法： 

纳米拓扑结构的表征：原子力学显微镜作为

生物学中新兴的研究手段，具有样品处理简便、

损伤少等优点，由于本次试验中样品的稀缺，

使得原子力学显微镜成为样品表征的首选[16]。 
细胞培养：麻醉3月龄健康新西兰大白兔后，

髂棘穿刺骨髓 3 mL，1 000 U 肝素钠抗凝。

DMEM+体积分数 10%FBS+1%双抗 10 mL 培

养，3 d 后首次换液 10 mL，以后每隔 2 d 换液

5 mL，10~14 d 细胞集落长出，混匀继续培养，

待细胞 80%融合后传代[17]。 
浸提液的制备：按照 GB/T_16886.12 中的

规定，使用氯化钠溶液作为浸提液，采用样品

面积与浸提液体积之比为 3 cm2/mL 的标准[18]，

在 37 ℃下浸泡 3 d，高温高压消毒。 
急性毒性试验：选取昆明小鼠 20 只，体质

量 20~25 g，按随机数字表法分组，试验组按

50 mL/kg 的剂量腹腔内注射浸提液，对照组按

相同剂量腹腔内注射生理盐水，分别于术后 1，
24，48，72 h 观察小鼠的基本生命体征、活动

度，并于术后 24，48，72 h 称其体质量，分

析数据[19]。 
刺激与致敏试验：选取健康初成年的大白兔

10 只，体质量 2.0~2.5 kg，试验前去除试验动

物背部脊柱两侧 10 cm×15 cm 区域的被毛，取

0.5 mL 浸提液滴于 2.5 cm×2.5 cm 大小的吸收

性纱布上，纱布均匀敷于被毛空白区域，半封

闭性绷带固定 4 h，接触期结束，去除纱布，温

开水去除残留浸提液，并标记。分别于 1，24，
48 ， 72 h 观 察 皮 肤 反 应 ， 参 照

GBT_16886.10-2005_医疗器械生物学评价_
第 10 部分：刺激与迟发型超敏反应试验中的评

估标准进行评价[20]。 
皮肤反应记分系统： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

兔刺激反应类型： 

 
 
 
 
 

 

急性溶血试验：将2 000 U肝素钠加入10 mL
新鲜健康成人鲜血中制成抗凝人血。取 4 mL
抗凝人血加入 5 mL 生理盐水中，再将  2.5 mL
生理盐水加入稀释抗凝人血中，0.1 mL 稀释抗

凝人血加入 5 mL 蒸馏水中并在分光光度计在

545 nm 处测的吸光度为 0.803，符合吸光度在

0.8±0.3 的范围内。将样品浸泡于 5 mL 生理盐

水制备浸提液为试验组，设生理盐水为阴性对

照，蒸馏水为阳性对照，各组均为 3 个试管，

另设底色组 1 个试管。置于 37 ℃水浴箱中保温

30 min。各试管(除底色组外)分别加入 0.1 mL
稀释抗凝血，轻轻混匀，37 ℃水浴箱中保温  
60 min。所有试管在 3 000 r/min 离心 5 min，取

各试管上清液，分别在 545 nm 处测吸光度，

同组 3 个试管平均值为该组吸光度(A)值。 

主要试剂及仪器 来源 

原子力学显微镜(AFM) 
 
 
 
754 型紫外可见分光光度计 
TD5Z 台式低速离心机 
 
SA-300VF 型高温高压消毒锅 
 
CKX41 型倒置相差显微镜 
HF90 型 CO2培养箱 
SW-CJ-2F 型双人双面净化 

工作台 
胎牛血清、Dulbecco’s 

Modified Eagle 
Medium(DMEM) 

Penicillin-Streptomycin  

VEECO Multimode & 
Dimension3100 & 
NanoScope3D 
Controller 

上海菁华科技有限公司

湖南凯达科学仪器有限

公司 
STURDY industrial 

co.LTD 
OLYMPUS 
Smart cell 
苏州市苏纬净化设备有限

公司 
GIBCO 
 
 
Invitrogen 

反应 原发性刺激记分 

红斑和焦痴形成 
无红斑   
极轻微红斑(勉强可见) 
清晰红斑 
中度红斑 
重度红斑(紫红色)至焦痴形成 

水肿形成 
无水肿   
极轻微水肿(勉强可见) 
清晰水肿 (肿起，不超出区域边缘) 
中度水肿 (肿起约 1 mm) 
重度水肿(肿起超过 1 mm，并超出接触区)

刺激 高记分  

 
0 
1 
2 
3 
4 
 
0 
1 
2 
3 
4 
8 

注: 记录并报告皮肤部位的其他异常情况 

平均记分 反应类型 

0~0.4 
0.5~1.9 
2~4.9 
5~8  

极轻微

轻度 
中度 
重度 
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注：Z 为溶血率，At 为试验组的 A 值，Apc 为阳性

对照组的 A 值，Anc为阴性对照组的 A 值。 
体外细胞试验：使用第 3 代兔 BMSCs 按照 5 000~  

10 000 个/cm2的细胞浓度接种到纳米坑结构上， 37 ℃、

体积分数 5%CO2孵育 4 h 候待细胞贴壁后分别于 1，3 d
利用倒置相差显微镜观察细胞形态和增殖情况。 

主要观察指标：急性全身毒性试验、刺激与致敏试

验、急性溶血试验、体外细胞试验结果。 
统计学分析：由第一作者完成统计学处理，分析软

件为SPSS V16.0，计量资料比较采用t 检验，计数资料

比较采用方差分析。 

 
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  急性毒性试验纳入实验动物

20 只，分为 2 组，全部进入结果分析，无脱失。刺激

与致敏试验纳入实验动物 10 只，全部进入结果分析，

无脱失。 
2.2  纳米拓扑结构的表征  原子力学显微镜证实样品

为周期200 nm、深度200 nm、规则有序的纳米坑结构，

见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.3  急性毒性试验结果  观察过程中，所有试验动物

无死亡，无烦躁，活动度正常，体质量无明显下降。试

验前后对体质量均值行t 检验，差异无显著性意义(P > 
0.05)，与阴性对照组差异无显著性意义(P > 0.05)，见

表1。 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  刺激与致敏试验结果  试验所有动物接触期内敷

贴牢固、未脱落，观察期内动物活动度好，皮肤均未出

现红斑、焦痂、水肿反应，平均记分<0.4，符合极轻微

反应类型。说明此种纳米拓扑结构无皮肤致敏作用[19]。 
2.5  急性溶血试验结果  试验组、阴性对照组上清液

清亮，无明显溶血反应，阳性对照组上清液混浊、呈红

色，出现明显溶血反应，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
使用 754 型紫外可见分光光度计测上清液吸光度

并计算得出试验组溶血率 0.21%，符合小于 5%的标准，

见表 2。试验组和阳性对照组差异有显著性意义(P < 
0.05)，说明此种纳米坑结构无溶血反应。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
2.6  组织学观察结果  兔BMSCs在接种4 h时良好贴

壁。观察周期内可见细胞形态好、呈倾向性生长；孵育

3 d后较孵育1 d细胞浓度明显增加，说明兔BMSCs在纳

米坑结构上增殖明显，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Z＝At-Anc/Apc- Anc×100% 

Figure 1  Microstructure of nanotopograhy under atomic 
mechanics microscope 

图 1  原子力学显微镜下样品微观结构 

a: Sample structure of 5 μm scan  
area 

b: Sample structure of 2 μm scan 
area 

表 1  两组动物试验前后体质量比较 
Table 1  Body weight comparison of animals between the two 

groups before and after experiment         (n=10, g)

Group Before 
experiment 

24 h after 
experiment 

48 h after 
experiment 

72 h after 
experiment

Experimental 22.99 23.04 23.13 23.2 
Control 23.06 22.87 23.42 23.4 

表 2  各组吸光度值和溶血率比较 
Table 2  Comparison of absorbance (A) and hemolytic rate 

(n=3)

Group 

A value 
Mean      
(x

_

±s) 
Hemolytic 
rate (%)Test 

tube 1
Test tube 

2 
Test 

tube 3 

Leaching 
liquor 

0.001 / / 

Sample 0.028 0.033 0.029 0.030±0.002 6 0.21 
Negative 
control 

0.029 0.032 0.027 0.029±0.002 5 0 

Positive 
control 

0.697 0.410 0.432 0.513±0.159 7 100 

Figure 2  General observation of each group after 
hemolytic test 

图 2  溶血试验后各组大体对照 

Negative control 
group 

Positive control
group Experimental group 

Figure 3  Morphology and proliferation of cells under 
inverted phase contrast microscope (×40) 

图 3  倒置显微镜下细胞形态和增殖情况(×40) 

a: 1 d of culture b: 3 d of culture 
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3  讨论 

 
纳米材料因其良好的生物相容性，对成骨细胞、骨髓

间充质干细胞黏附、增殖、分化的影响而成为现今研究的

热点[21-24]，其中纳米材料的生物学毒性更值得关注[25]。当

前对于纳米材料的毒性评价的研究远远落后于纳米材

料的构建、应用，现行评价纳米毒性的方法多把材料化

学毒性作为考量的重要因素，而纳米材料与众不同的物

理化学性质对现有的评价方法和标准提出了挑战，为了

应对这种情况，一些新的检测技术正在被采用并引起了

人们的广泛讨论[26-28]，但如何在复杂的生物系统中直接

观测和评价纳米材料的毒性仍缺乏合适的手段[29]。正因

为如此，在应用某种纳米材料之前必须认真对待，选择

多种考量方法，仔细评价。 
在本课题中，纳米坑结构基底材料为聚碳酸酯，其

在电子、建材、航天、生物学医学及信息领域中已经获

得大量的应用，其低毒、低降解、稳定性好的特性已获

得大量实践证实[30]。本实验中作者采用紫外干涉光刻的

方法在聚碳酸酯上获得大区域纳米拓扑结构，在实验设

计上针对不同种系(小鼠、兔)，分别从全身、局部、器

官、组织学方面，采用常用的试验方法对样品生物学毒

性进行检测，初步证实此种纳米拓扑结构无生物学毒

性，可以应用于下一步的研究及临床应用，为此种纳米

坑结构在下一步的应用提供了一定的理论依据。 
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