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文章亮点： 

1 国内外在组织工程的研究中，修复骨缺损的骨替代材料是研究的热点之一，实验根据国家 GB/T- 
16886/ISO-10993标准对自制的新型可注射、可降解磷酸钙骨水泥，进行生物学评价，为材料的进一步
应用提供实验依据。 

2 实验在新型骨水泥配方中加入 10%聚乳酸-羟基乙酸共聚物以增加骨水泥的孔隙率，既利于细胞的黏

附生长，血管和神经的长入，又有利于营养成分的渗入和代谢物的排出加快其降解速度。 

3 新型磷酸钙骨水泥使用过程中不宜采取高温浸提方法，所以次实验所用浸提液除体外细胞实验外均为
37 ℃下浸提 72 h。 

关键词： 

生物材料；材料生物相容性；磷酸钙骨水泥；可注射；可降解；生物相容性；骨修复材料；热原反应；

血液相容性；生物安全性；其他基金 
 
摘要 

背景：体外实验已证实新型磷酸钙骨水泥有良好的可注射性、力学性能、抗溃散性及体外降解性能。 

目的：验证新型可注射、可降解磷酸钙骨水泥的生物相容性。 

方法：①急性毒性实验：分别向昆明小鼠尾静脉可注射新型磷酸钙骨水泥浸提液与生理盐水。②热源实

验：在新西兰兔耳缘静脉注射新型磷酸钙骨水泥浸提液。③溶血实验：在兔抗凝血分别加入新型磷酸钙

骨水泥浸提液、生理盐水及双蒸水。④迟发型超敏反应实验：在豚鼠肩胛骨内侧部位分别注射可注射新

型磷酸钙骨水泥浸提液与生理盐水，并进行敷贴激发实验。⑤体外细胞毒性实验：在 L929系小鼠成纤
维细胞株培养液中分别加入可注射新型磷酸钙骨水泥浸提液、聚乙烯浸提液及苯酚溶液。⑥微核实验：

分别在昆明小鼠腹腔注射可注射新型磷酸钙骨水泥浸提液、生理盐水与环磷酰胺。⑦肌肉植入实验：将

新型磷酸钙骨水泥植入新西兰兔脊柱两侧肌肉内。 

结果与结论：新型可注射磷酸钙骨水泥无毒，无刺激性及致敏性，无热源反应，具有良好的血液相容性，

植入动物肌肉后为非组织刺激物，具有良好的生物相容性，因而具有较好的生物安全性。 
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Abstract 

BACKGROUND: A novel calcium phosphate bone cement has been proved to have good injectability, 
biomechanical properties, anti-collapsibility and in vitro degradability. 

OBJECTIVE: To evaluate the biocompatibility of a novel injectable and degradable calcium phosphate cement. 

METHODS: (1) In acute toxicity test, cement extracts were applied to mice by tail vein injection. (25) In pyrogen 
test, extracts were applied to rabbits by mainline. (3) In hemolysis test, extracts were added in the fresh 
anticoagulant blood of rabbits. (4) In delayed-type hypersensitivity test, two steps, induced and aroused were 
applied to guinea pigs. (5) In cytotoxicity test in vitro, extracts of cement, polyethylene, and phenol were added in 
L929 cells to evaluate cytotoxicity. (6) In mammal micronucleus test, extracts, normal saline and 
cyclophosphamide were applied to mice by intraperitoneal injection. (7) In muscular implantation test, muscle 
specimens were histologically evaluated. 

RESULTS AND CONCLUSION: The cement-extracted liquid induced no acute toxicity in mice, no pyrogenic 
reaction in rabbits, no genetic toxicity in mice or allergic reaction in guinea pigs. This novel cement had a great 
biocompatibility and biological safety. 

Key Words: biomaterials; material biocompatibility; calcium phosphate cement; injectable; degradable; 
biocompatibility; osteoinductive materials; pyrogen reaction; hematocompatibility; biological safety; other 
grants-supported paper 
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0  引言 
 
目前临床上用于修复骨缺损的骨替代材料众多，各有其优缺点。新鲜自体骨是骨替代材

料的“金标准”，但是供骨来源受到限制，并且增加了手术创伤
[1]
。同种异体骨及异种骨虽然

骨源较多，但可以引起排斥反应
[2-3]
。而磷酸钙骨水泥作为一种骨替代材料具有优良的生物相

容性、骨传导性特点，这与其植入体内后的主要产物羟基磷灰石结晶与机体骨矿相结构相同

有关。但这也导致了一些不足之处：固化的产物羟基磷灰石降解缓慢，影响自体骨的长入
[4-6]
。

为解决以上问题，由华南理工大学、中山大学等单位合作开发了一种新型的可注射、可降解

磷酸钙骨水泥，该材料以45%磷酸氢钙+45%部分结晶磷酸钙+10%聚乳酸-羟基乙酸共聚物

为固相配方，添加碳酸钙以改善其显影效果，并采用变性淀粉改善抗溃散性。该新型磷酸钙

骨水泥配方及抗溃散技术已申请发明专利。 
 

既往体外实验已证明该新型骨水泥有良好的可注射性、力学性能、抗溃散性及体外降解

性能
[7]
，但作为一种全新骨替代物，仍需进行生物相容性测试方可进一步行临床实验。实验

针对该材料的生物相容性根据国家GB/T-16886/ISO-10993标准进行生物学评价，为材料的
最终临床应用提供实验依据。 

 
1  材料和方法 

 
设计：随机分组设计，对比观察实验。 

时间及地点：于2011年6月在中山大学北校区动物实验中心完成。 
材料： 

实验动物：SPF级昆明小鼠购自中山大学实验动物中心；清洁级新西兰兔，雌雄不拘，体  
质量2.2-2.5 kg，购自广东省医学实验动物中心；同一远交品系普通级健康、初成年白化豚
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鼠，雌雄不拘，购自广州中医药大学实验动物中心。 
新型可注射及降解磷酸钙骨水泥生物相容性实验的试剂： 

Experimental reagents: 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

实验方法： 
材料浸提液的制备：将新型可注射可降解骨水泥材料

的固相粉剂50 g与生理盐水按液固比0.5比例调和，在糊
状期制成直径6 mm，高5 mm的圆柱形小块，室温下固

化24 h，送华南农业大学行辐照灭菌。灭菌后按0.2 g/  
1 mL比例与生理盐水介质混合、密封，置37 ℃恒温箱

中静置浸提72 h，浸提过程中注意无菌操作。再小心地
吸取上层浸提液移入另一无菌玻璃瓶中，密封备用。同

样方法取DMEM培养液(含体积分数10%胎牛血清)，  
37 ℃下浸提24 h备行体外细胞毒性实验(作为阴性对照

液)。 
急性毒性实验：取SPF级昆明小鼠20只，体质量(20± 

3) g，雌雄各半，随机分为实验组和对照组，每组10只。
尾部常规消毒后，用一次性注射器分别向实验组小鼠尾

静脉内注射50 mL/kg的材料浸提液，对照组小鼠注射  
50 mL/kg的生理盐水。使用注射器规格为2 mL，精确度

0.1 mL。分笼饲养，观察注射后即刻、4 h、24 h、48 h
和72 h后，两组小鼠一般状况呼吸、进食、尿便排泄等

一般状态及有无呕吐、惊厥、步态失稳、呼吸抑制等中

毒表现并进行分级评估，同时记录各组小鼠体质量变

化。 
注射后小鼠毒性反应情况及评估标准：①正常无症

状：注射后小鼠未发现任何异常表现。②轻微：注射后

小鼠有轻微的活动减少，呼吸困难或腹式呼吸等激惹症

状。③中等：注射后小鼠有明显的活动减少，呼吸困难

或腹式呼吸等激惹症状，以及眼睑下垂、腹泻等。④显

著：注射后小鼠出现卧倒，发绀，震颤或严重的腹泻，

呼吸困难等。通常伴体质量显著下降，低于15 g。⑤死

亡：注射后小鼠死亡。 
热源实验：在检查被试材料前3 d开始预测清洁级新

西兰兔体温，每隔30 min测体温1次，共8次，选取8次

体温均在38.0-39.6 ℃内且最高与最低体温差不超过
0.4 ℃的作为可用于热源检查的合格动物。取合格动物3

只，材料浸提液注入前1 h及0.5 h各测体温1次。将材料
浸提液以10 mL/kg自兔耳缘静脉缓缓注入，每间隔   

30 min测量体温1次，共测6次，记录兔体温值。按《中
国药典》二部(2005年版)中的评价标准，兔体温升高值

应低于0.6 ℃，且体温升高总和应小于1.4 ℃。 
溶血实验：穿刺抽取健康新西兰兔心脏血10 mL，立

即加入到含有抗凝剂肝素钠的真空试管中，混合抗凝。

取抗凝兔血8 mL，加入生理盐水10 mL，稀释待用。取

9只干净试管分为实验组、阴性对照组和阳性对照组，
每组3只。每只试管所加入试剂：实验组加入10 mL材料

浸提液，阴性对照组加入10 mL生理盐水，阳性对照组
加入10 mL双蒸水。将全部试管放入37 ℃水浴箱中预温

30 min后，分别加入稀释抗凝兔血0.2 mL，继续37 ℃
水浴1 h后，肉眼观察有无溶血。37  ℃ 水浴1 h后，管

中溶液呈澄明红色，管底无红细胞残留，判断为有溶血。

再将各管溶液置于干燥的离心试管中离心5 min，

800×g，自每管取上清液测定各管在545 nm处的吸光度
(美国产Synergy 2多功能酶标仪，阳性吸光度值应为

0.8±0.3，阴性对照管吸光度应不大于0.03)并计算溶血
率： 

 
 

 
 

迟发型超敏反应实验：选用普通级健康、初成年白化

豚鼠20只，实验开始时体质量为300-500 g，随机分为

实验组和对照组各10只。在豚鼠背部剪毛，常规消毒后
于肩胛骨内侧按图1所示(A，B和C)，在每只豚鼠去毛的

肩胛骨内侧部位成对皮内注射0.1 mL试剂。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

试剂 来源 

骨水泥材料的固相粉剂 
十二烷基硫酸钠(分析纯) 
L929 系小鼠成纤维细胞株、

MTT溶液、二甲基亚砜 
胎牛血清 
DMEM 
环磷酰胺 

华南理工大学 
广州化学试剂厂 
南京凯基生物科技发展有限公司 
 
天津市灏洋生物科技发展有限公司

上海英骏生物技术有限公司 
山西普德药业 

实验样品吸光度-阴性对照吸光度 

阳性对照吸光度-阴性对照吸光度 
×100% 溶血率(%)= 

图 1  豚鼠新型可注射及降解磷酸钙骨水泥迟发型超敏反应
实验背部注射点 

Figure 1  Injection point of the novel injectable and 
degradable calcium phosphate cement into the 
back of guinea pigs in delayed-type hypersensitivity 
test 
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新型可注射及降解磷酸钙骨水泥迟发型超敏反应实验各

部位注射试剂： 

Injection reagents: 

 

 
 

 
 

 
 

 
6 d后，因实验组和阴性对照组未引起皮肤刺激，

在实验组和对照组的注射点用10%十二烷基硫酸钠进
行预处理，按摩导入皮肤。24 h后，将处理部位擦净，

用面积约8 cm2
以浸提液浸湿的敷贴片(滤纸)贴敷于实

验组每只动物的肩胛内侧部位，覆盖诱导注射点。用封

闭式包扎带固定，并于48 h后除去包扎带和滤纸片。   
14 d后，在豚鼠腹部剪毛2 cm×4 cm，消毒后，用浸透

C组试剂的敷贴片敷贴24 h。除去敷贴片后24 h和48 h
观察实验组和对照组动物激发部位皮肤情况。 

根据GB/T 16886.10-2005/ISO 10993-10:2002，取
Magnusson和Kligman分级标准对动物进行分级：无明

显改变为0级，出现散发性或斑点状红斑为1级，出现中
度融合性红斑为2级，出现重度红斑和水肿为3级。 

体外细胞毒性实验
[8-10]
：采用推荐的L929系小鼠成纤

维细胞株，加入DMEM培养液中，在37 ℃、体积分数

5% CO2、100%湿度的培养箱中培养，使其复苏、传代
至敏感代，再培养至对数生长期进行实验。将传代培养

48 h生长旺盛的细胞加入胰酶消化后，以吸管吹打均
匀，用含DMEM及含体积分数10%FBS的培养液稀释制

成浓度约1×108 L-1
的细胞悬液。将细胞悬液接种于96孔

培养板 (每孔接种100 μL)。置于37 ℃、体积分数

5%CO2，饱和湿度培养箱培养24 h。待细胞大部分贴壁
后，小心吸弃原培养基，用PBS洗涤2次，实验组加入

100 μL的100%材料浸提液，阴性对照组加入100 μL聚
乙烯浸提液，阳性对照组100 μL的0.64%苯酚溶液，每

组18个复孔。原条件下继续培养。分别于培养24，48，
72 h后取各组6孔进行MTT实验。在各观察期弃取原培

养液，每孔加入MTT溶液20 μL，37 ℃继续孵育4 h后终
止培养，小心吸去上清液，每孔加入100 μL二甲基亚砜

振荡作用30 min，使结晶充分溶解，用酶标仪在570 nm
波长下测定其光吸收值，每孔测量3次，取其平均值作

为其吸光值结果。记录结果并计算细胞相对增殖率=实

验样品组吸光度/阴性对照吸光度×100%。根据细胞相
对增殖率值判定实验样品的细胞毒性：≥100%，毒性

为0级；75%-99%，毒性为1级；50%-74%，毒性为2
级；25%-49%，毒性为3级；1%-25%，毒性为4级；0，

毒性为5级。细胞相对增殖率≥75%表示无明显细胞毒
性。另取3个6孔板，将待测材料浸提液3 mL、阴性参照

材料聚乙烯浸提液3 mL和阳性参照0.64%苯酚溶液   
3 mL，分别置于不同的6孔板内，各孔加入细胞浓度为

1×108 L-1
的L929细胞悬液3 mL，置于37 ℃、体积分数

5%CO2及饱和适度条件下细胞培养箱培养。通过倒置显

微镜观察第1天细胞形态及生长情况并拍照，进行细胞
形态分析。 

细胞形态分析标准： 

Evaluation standards for cell morphology: 

 
 

 
 

 
 

 
 

哺乳动物红细胞微核实验：取SPF级昆明小鼠30只，
雌雄各半，体质量(20±3) g，均衡性别后，随机分为3

组，分别腹腔注射20 mL/kg的材料浸提液原液(实验组)、
生理盐水(阴性对照组)和40 mg/kg环磷酰胺(阳性对照

组)。采用2次给药法，给药间隔24 h。最后一次给药   
18 h后，处死动物，切取每只动物双侧股骨，剔去肌肉，

以干净纱布擦去血污和碎肉。剪去股骨头、股骨髁露出

骨髓腔，用吸有1 mL小牛血清的注射器从股骨一端插入

针头，将骨髓冲洗入离心管，用滴管吹打骨髓团块，使

其成为细胞混悬液。将上述细胞悬浮液经离心10 min，

300×g。弃上清液，留少量液体混匀，取混悬液1滴置载
波片的一端，涂片，酒精灯烤干。待干后再置甲醇溶液

中固定10 min，取出晾干。用15%Giemsa染液染色   
10 min，用pH值6-8的磷酸缓冲液反复冲洗，再用蒸馏

水冲洗后晾干。油镜下观察，计算出现微核的嗜多染红

细胞的数量，每只动物至少计算1 000个嗜多染红细胞

中出现的微核，用作遗传毒性的指示。同时计算嗜多染

红细胞在总红细胞(嗜多染红细胞+嗜正染红细胞)中的

比例(%)，嗜多染红细胞在总红细胞中比例不应低于
20%。其中阴性对照中每只小鼠中每1 000个嗜多染红细

胞中有微核嗜多染红细胞的数量不应超过4个，阳性对照

部位 实验组 对照组 
 

部位 A 
 
弗氏完全佐剂与生理盐

水体积比 1∶1 比例混合
的稳定性乳化剂 

 
弗氏完全佐剂与生理盐水 
1∶1 比例混合的稳定性乳化
剂 

部位 B 受试材料浸提液 生理盐水 
部位 C 弗氏完全佐剂与浸提液

1∶1 比例混合的稳定性
乳化剂 

弗氏完全佐剂与生理盐水 
1∶1 比例混合的稳定性乳化
剂 

毒性级别 毒性级别细胞形态 
 
无毒 

 
细胞形态正常，贴壁生长好，细胞呈梭形或不规则三

角形 
轻度毒性 细胞贴壁生长好，可见少数细胞圆缩，偶见悬浮细胞

中度毒性 细胞贴壁生长不佳，细胞圆缩较多(达 1/3 以上)，可
见悬浮死细胞 

重度毒性 细胞基本不贴壁，90%以上为悬浮死细胞 
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组与阴性对照组计数结果的差别必须有统计学意义。 
植入实验：取清洁级新西兰兔9只，术前24 h背部备

皮、清洗。以30 mg/kg的3%戊巴比妥钠溶液耳缘静脉
注射麻醉，按常规手术要求以碘伏消毒手术区域。在兔

脊柱中线两侧约2 cm处各选4个植入点，间隔2.5 cm。
切开皮肤与筋膜，用止血钳沿肌纤维长轴钝性分离肌肉

形成肌腔隙，腔隙内植入被试材料(直径3 mm，高10 mm
圆柱体)，每侧各植入3个，另留2处植入点为空白对照。

分层缝合切口。术后动物每笼单只喂养，连续3 d肌注
庆大霉素预防感染，观察动物的活动及进食情况，创口

感染情况。并于术后1，4，12周各处死3只动物取材，
切开，肉眼观察有无化脓、水肿、材料排出以及包膜形

成等；再将标本固定，脱钙，石蜡包埋，常规切片，苏

木精-伊红染色光镜下观察。 

主要观察指标：新型可注射磷酸钙骨水泥材料的急

性毒性、细胞毒性、刺激性、致敏性、热源反应及血液

相容性。 
统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件进行数据分

析。实验数据以x
_

±s表示，两组独立数据间进行t 检验，

P < 0.05为差异有显著性意义。多组数据间进行

one-way ANOVA检验，若方差齐，则以LSD检验各组间
差异，若方差不是齐性时则以Tamhane’s T2检验。微核

实验结果选用卡方检验进行数据的统计分析。 
   

2  结果 
 

2.1  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的急性毒性实验结

果  两组动物注射后即刻、4，24，48，72 h均未出现运

动减少、眼睑下垂、呼吸困难或腹泻症状，无虚脱、发

绀、震颤等症状，无小鼠死亡。在72 h观察期内，所有

小鼠(包括实验组和对照组)体质量都有不同程度增加，且
两组的体质量增量差异经t 检验差异无显著性意义(P < 

0.05)，见表1，两项结果均表明该材料无急性全身毒性。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

2.2  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的致热实验结果   
实验的3只兔在注射后体温均未升高达0.6 ℃，且3只兔

体温升高总和小于1.4 ℃，说明新型可注射可降解磷酸
钙骨水泥材料的浸提液无致热作用，见表2。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
2.3  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的溶血实验结果    

37 ℃水浴1 h后，阳性对照组各管中溶液呈澄明红色，
管底无红细胞残留，判断为有溶血。实验组和阴性对照

组红细胞全部下沉，上清液体无色澄清，表明无溶血发

生。各组均无红细胞凝聚发生。各组吸光光度值见表3，

计 算 得 材 料 溶 血 率 为 0.47%<5% 。 根 据 GB/T       
16 886.4-2003/ISO 10 993.4-2002判定材料浸提液无

溶血作用。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

2.4  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的致敏实验结果  
见表4。结果表明，按 Magnusson和Kligman分级标准，

对照组动物记分均<1，实验组动物记分均<1，所以在本
项实验条件下，新型骨水泥不会引起迟发型超敏反应，

无潜在皮肤致敏作用。 

表 1  实验组与对照组小鼠体质量增量及统计分析结果 

Table 1  Increase of body weight and statistical analysis results
(x

_

±s, n=10, g)

注：结果表明新型可注射及降解磷酸钙骨水泥材料无急性全身毒性。 
 

组别 24 h 48 h 72 h 
 
小鼠尾静脉注射生理盐水的对照组 

 
1.22±0.48 

 
1.90±0.34

 
1.44±0.47 

小鼠尾静脉注射新型解磷酸钙骨水

泥浸提液的实验组 
1.36±0.36 2.04±0.42 1.52±0.35 

t 检验 Sig(2-tailed) 0.473 0.425 0.671 

表 2  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥致热实验中 3只兔的 
体温记录 

Table 2  Body temperatures of rabbits in pyrogen test          

注：3 只兔体外升高值总和为 0.30 ℃，表明新型可注射可降解磷酸钙骨

水泥材料的浸提液无致热作用。 

注射后体温(℃) 
动物

序号

注射前体

温(℃) 

基础 
体温

(℃)
 

体质

量

(kg)
0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 2.5 h 3 h

最高

升温

(℃) 

 
1

 
38.8 

 
38.7

 
38.75 

 
2.6

 
38.5

 
38.8 

 
38.7

 
38.8 

 
38.6

 
38.6 

 
0.05 

2 39.1 39.2 39.15 2.5 39.2 39.3 39.2 39.1 39.3 39.1 0.15 
3 38.9 38.7 38.80 2.8 38.6 38.8 38.6 38.7 38.9 38.8 0.10 

表 3  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的溶血实验吸光度检测
结果 

Table 3  Absorbance (A) values in hemolysis test of the novel 
injectable and degradable calcium phosphate cement  

(A)
 

注：计算得材料溶血率为 0.47%<5%。根据 GB/T 16886.4-2003/ISO 

10993.4-2002判定新型可注射及降解磷酸钙浸提液无溶血作用。 

组别 1 2 3 x
_

 s 
 
兔抗凝血中加入新型可注射及降解

磷酸钙骨水泥浸提液 

 
0.012 

 
0.011 

 
0.016 

 
0.013 

 
0.003 

兔抗凝血中加入生理盐水 0.008 0.007 0.008 0.008 0.001 
兔抗凝血中加入双蒸水 1.066 1.081 1.038 1.062 0.022 
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2.5  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的体外细胞毒性
实验结果  MTT实验结果见表5。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
显微镜下观察阳性对照组可见细胞几乎完全破坏，

呈现明显的细胞毒性；阴性对照细胞表现出形态均一，

呈长梭形，贴壁生长良好，胞浆内有离散颗粒，无细胞

溶解；实验组细胞形态与阴性对照组基本相同。定量测

试和镜下结果表明新型骨水泥有极轻微的细胞毒性，见

图2；定量测试和镜下结果均表明该新型骨水泥无细胞
毒性。实验组与阳性对照组比较差异有显著性意义(P < 

0.05)。 
 

2.6  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的肌内埋植实验
结果  材料埋置12周，所有动物无死亡，伤口无红肿、

渗出等现象，愈合良好，无感染及植入物排出现象。所

有标本均无化脓、肌坏死等现象，植入材料被薄层纤维

包裹。组织学观察，植入后1周，光镜下见材料周围有

少量淋巴细胞浸润，无坏死现象发生，无纤维包裹形成，

肌肉内淋巴结无明显增生。植入后4周，材料周围无明

显炎性浸润，有成血管细胞和成纤维细胞增殖，可见多

核巨细胞及钙盐沉着。植入后12周，可见纤维包裹形成，

无明显炎性浸润，见图3。空白对照标本组织结构排列
正常。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

表 4  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的致敏实验结果 

Table 4  Results of delayed-type hypersensitivity test of the 
novel injectable and degradable calcium phosphate 
cement                                       (n) 

注：新型骨水泥未会引起迟发型超敏反应，无潜在皮肤致敏作用。 

24 h 48 h 
组别 

0级 1级 2级 3级 0级 1级 2级 3级
 
皮内注射生理盐水组 

 
 5 

 
0 

 
0 

 
0 

 
5 

 
0 

 
0 

 
0 

皮内注射新型磷酸钙

骨水泥浸提液组 
10 0 0 0 10 0 0 0 

表 5  实验组、阴性对照组及阳性对照组细胞相对增殖率及细
胞毒性分级 

Table 5  Relative growth rate and cytotoxicity of each group   
(x

_

±s, n=6) 

注：以新型磷酸钙骨水泥浸提液培养的细胞为实验组，以 DMEM 浸提液

培养的细胞为阴性对照组，以苯酚溶液培养的细胞为阳性对照组。结果表

明可注射及降解磷酸钙骨水泥无细胞毒性。 

组别 24 h 48 h 72 h 
 
实验组 

 
0.416±0.019 

 
0.474±0.026 

 
0.538±0.028

阴性对照组 0.454±0.040 0.451±0.036 0.511±0.023 
阳性对照组 0.341±0.032 0.154±0.019 0.133±0.034
实验组细胞相对增殖率(%) 91.63 105.10 105.29 
实验组毒性级别 1 0 0 

图 2  光镜下直接观察以新型磷酸钙骨水泥浸提液、聚乙烯
浸提液及苯酚溶液培养72 h后L929细胞的形态变化
(×400) 

Figure 2  Morphological changes of L929 cells cultured for  
72 h with the novel injectable and degradable 
calcium phosphate cement, extracts of polyolefin, 
and phenol (×400) 

A：以新型磷酸钙骨水泥浸提液培养细胞的实验组 

注：阳性对照组细胞几乎完全破坏，呈现明显的细胞毒性；

阴性对照细胞表现出形态均一，呈长梭形，贴壁生长良好，

胞浆内有离散颗粒，无细胞溶解；实验组细胞呈形态与阴性

对照组基本相同。 

B：以聚乙烯浸提液培养细胞的阴性对照组 

C：以苯酚溶液培养细胞的阳性对照组 
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2.7  新型可注射及降解磷酸钙骨水泥的微核实验结果   

各组动物给药后一般状况均正常，无死亡。计算各组中

嗜多染红细胞占红细胞总数的比例均大于20%，表明没

有明显骨髓抑制作用。 
 

以卡方检验分析各组微核率，阳性对照雌雄两组与

实验组雌雄两组比较差异有显著性意义(雄雌两组均为

P=0)，阴性对照组与实验组雌雄两组差异无显著性意义
(P雄性=0.803，P雌性=0.797)，见表6。 

 
本次实验结果表明，实验组没有出现细胞遗传毒性

的迹象，可以认为被测样品浸提液不会对小鼠产生遗传

毒性。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
3  讨论 

 
生物材料临床应用的前提和基础是与机体组织具

有良好的生物相容性和使用安全性。故在制备该新型骨

水泥时，实验均选用了生物相容性良好的活性材料，其

主要固相成分磷酸氢钙+部分结晶磷酸钙水化以后转化
为弱结晶的羟基磷灰石，与人骨中的无机质非常相    

似
[11]
。聚乳酸-羟基乙酸共聚物是一种可降解的功能高

分子有机化合物，具有良好的生物相容性、无毒、良好

的成囊和成膜性能，被作为载体广泛应用于制药、医用

工程材料和现代化工业领域。在美国聚乳酸-羟基乙酸

共聚物已通过FDA认证，被正式作为药用辅料收录进美
国药典

[12-13]
。研究表明在磷酸钙骨水泥中加入小量聚乳

酸-羟基乙酸共聚物可加快羟基磷灰石在体内的降解速

度但并不影响其生物力学强度
[14-15]

，故实验在新型骨水

泥配方中加入10%聚乳酸-羟基乙酸共聚物以增加骨水
泥的孔隙率，既利于细胞的黏附生长，血管和神经的长

入，又有利于营养成分的渗入和代谢物的排出加快其降

解速度，达到了加快羟基磷灰石降解的目的。 

 
然而，既往对聚乳酸-羟基乙酸共聚物与骨水泥复

合后的生物相容性方面却研究甚少
[16-17]

，故实验中根

据GB/T16886《医疗器械生物学评价》系列标准，对

于长期接触骨/组织的材料选用了急性毒性实验(GB/T 

图 3  新型可注射、可降解磷酸钙骨水泥植入兔肌肉内实验
的光镜观察结果(苏木精-伊红染色) 

Figure 3  Observational results of intramuscular implantation 
of the novel injectable and degradable calcium 
phosphate cement under light microscope 
(Hematoxylin-eosin staining) 

 

A：植入后 1周(×200) 

注：植入后 1 周，材料周围有少量淋巴细胞浸润，无坏死现
象发生，无纤维包裹形成，肌肉内淋巴结无明显增生；植入

后 4 周，材料周围无明显炎性浸润，有成血管细胞和成纤维
细胞增殖，可见多核巨细胞及钙盐沉着；植入后 12周，可见
纤维包裹形成，无明显炎性浸润。 

▲示多核巨细胞，■示新血管形成，→示钙盐沉积 
 

B：植入后 4周(×100) 

C：植入后 4周(×200) D：植入后 4周(×400) 

E：植入后 12周(×200) F：植入后 12周(×200) 

表 6  实验组、阴性对照组及阳性对照组嗜多染红细胞微核率
的比较 

Table 6  Comparison of frequency of micronucleus in each 
group                                      

 

注：实验组向小鼠腹腔注射新型磷酸钙骨水泥浸提液，阴性对照组向小鼠

腹腔注射生理盐水，阳性对照组向小鼠腹腔注射环磷酰胺。观察各组注射

后骨髓细胞中出现微核的嗜多染红细胞数量，实验组未对小鼠细胞产生遗

传毒性。 

组别 性别 
嗜多染红 
细胞(n) 

有微核的嗜多

染红细胞(n) 
嗜多染红细胞/
红细胞总数(%) 

 
雄性 

 
5 022 

 
  9 

 
34.48 

 
实验组 

雌性 5 039   9 43.16 
雄性 5 041   8 38.82 阴性对照组 
雌性 5 035   7 40.42 
雄性 5 017 166 35.12 阳性对照组 
雌性 5 034 157 37.70 
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16886.11-1997)、热源实验(GB/T 16886.11-1997)、溶
血 实 验 (GB/T 16886.4-2003) 、 致 敏 实 验 (GB/T 

16886.10-2005)、细胞毒性实验(GB/T 16886.5-2007)、
微核实验(GB/T 16886.3-1997)、和肌内植入实验(GB/T 

16886.6-1997)等系列体内外生物学实验研究，以进行
有效的生物相容性和安全性评价。 

 
对某种材料进行生物学评价时所选的供试样品最

好是材料成品(终产品)或有代表性部分，但由于材料的
形状与表面积对生物反应有很大的影响，所以目前对材

料的生物学评价普遍采用材料的浸提液进行
[18]
。根据

GB/T16886标准中规定的37 ℃，24 h浸提仅适用于以

含血清细胞培养液制备浸提液时，其他类型浸提介质如

采用37 ℃浸提则应为72 h。该新型磷酸钙骨水泥使用过

程中均处于体温下且材料固化过程中无明显放热反应，

不宜采取高温浸提方法。所以本次实验所用浸提液除体

外细胞实验外均为37 ℃下浸提72 h。 
 

在植入实验中，该新型骨水泥在植入活体组织后，

1周时可见局部组织有轻度的炎症细胞和巨噬细胞浸

润，说明机体对植入的异物产生反应，同时与植入过程

中的手术创伤刺激也有一定关系。而植入 4 周后，已

无明显炎症细胞浸润，说明机体对材料本身并没有炎症

反应，同时也可见多核巨噬细胞浸润及钙盐沉积，对于

生物体内可吸收降解的材料而言，巨噬细胞和多核巨细

胞的存在表明材料具有生物相容性，材料的吸收是由这

种多核巨细胞介导的
[19-20]

。随着植入的延长，材料周围

逐渐形成纤维包裹，表明材料和机体组织间已经达到稳

定状态。 
 

在细胞毒性实验中，经新型骨水泥浸提液干预的细

胞，从形态学上观察与阴性对照无差别，MTT检测发现

其细胞毒性为0-1级，根据标准可认为其无细胞毒性，
有良好的细胞相容性。而被试材料浸提液干预细胞1d时

出现1级细胞毒性，分析其原因可能有以下几点：体外
细胞培养对外界影响因素的敏感度高；多数医用材料都

可能存在极弱的细胞毒性，但对机体代谢无明显影响，

仍属测试标准的可接受范围；检测方法较为灵敏
[21-23]

。 

 
通过上述的一系列体内和体外的实验表明该新型

可注射磷酸钙骨水泥无毒，无刺激性及致敏性，具有良

好的血液相容性，植入后为非组织刺激物，具有良好的

生物相容性，因而具有较好的生物安全性；其良好的短

期生物相容性和生物安全性使其可望成为一种新型骨

缺损替代材料。但该新型骨水泥移植后降解的速度与程

度、生物力学性能如何以及长期效果如何？这些问题还

有待于长期体内植入实验的继续研究。 
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中国生物医学工程学会生物材料分会

(CSBME-BMB)将于2013年9月27-30日在西安

召开第十四届学术年会。本次会议是我国生物

医学材料界的一次高水平学术盛会。会议将汇

集来自国内外不同大专院校、研究机构和工业

企业等从事生物医学材料研究的专家学者，就

目前我国生物医学材料研究的新理论、新方法、

新材料、新装置、新发现以口头报告和墙报两

种形式进行交流和研讨，充分反映我国目前生

物医学材料研究及产业发展的最新动向。会议

还将邀请国内外生物医学材料界知名的专家学

者作大会及论坛邀请报告。通过本次会议，可

使我国从事生物医学材料研究的团队和科技人

员进行一次高水平的学术交流。欢迎从事生物

医学材料研究开发、医疗器械设计生产及相关

领域科研生产的专家、学者、专业技术人员、

临床医生、学生等各类人士积极参加本次会议。 
1.本次会议主题：①生物医用高分子材料；

②生物医用无机非金属材料；③生物医用金属

材料；④生物医用复合材料；⑤ 组织工程与干

细胞；⑥纳米生物材料及纳米技术；⑦生物矿

化与仿生制备；⑧生物材料的表面修饰及其生

物应答特性；⑨药物控释；⑩生物医学材料的

组织再生及临床应用研究；⑪生物材料表征和

生物相容性评价；⑫骨科生物力学和力学生物

学；⑬生物材料及医疗器械的先进加工成型技

术研究。 

2.会议论坛及展览：本次会议将同期举行

三场论坛(沙龙)和一个大型展览(100个展位)，
专题讨论目前生物材料及器械的临床存在问题

及应用需求，以及生物材料研究的国际前沿技

术与学科发展趋势。① “海内外先进生物医用

材料”论坛(2013年28日下午)②“生命与健康”

沙龙(2013年29日上午)③“第三届中澳生物材

料及医疗器械加工双边论坛”(2013年29日下

午) 
3.会议时间：2013年9月27日报到，9月

28-29日开会，9月30日参观。 
4.会议地点：陕西省西安市陕西宾馆(丈八

沟宾馆)。 
5.会议注册费：学生800元，其他人员1200

元，食宿费自理。 
6. 会议重要日期：摘要提交截止日期：

2013.4.30，全文提交截止日期：2013.6.30。 

7. 会议摘要格式要求：请提交1-2页A4纸
的论文摘要，具体格式请登陆会议网站。 

8.论文出版：本次会议将印制会议论文摘

要集和正式出版论文集。会议论文将择优在国

内SCI收录的学术期刊(稀有金属材料与工程)
发表。  

9.会议网址：www.biomaterials14.com ，
会议投稿、参展和更多会议信息请登陆该网址。 

10. 会议主办单位：中国生物医学工程学

会生物材料分会。  
11. 会议承办单位：西北有色金属研究院，

西安九洲生物材料有限公司。 
12. 会议协办单位：西安交通大学、第四

军医大学、西北工业大学。 
13. 会议联系人： 

余  森 13571813056  皇甫强 13259910110 
汶斌斌 15029570396  田宇兴 15202985180 

会议联系地址：陕西省西安市未央路96号 
西北有色金属研究院  邮编：710016      

电话：029-86231084 
传真：029-86231103      
邮箱：ninbrc@163.com  
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