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数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨的致敏实验 
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文章亮点： 
1 前期研究成功制备了数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架材料，并已通过实验证实其加工精度为+0.1 cm，抗
压强度为 1.04-3.70 MPa，具备微孔样结构，孔与孔之间纵横交错，孔径为 150-350 µm，其理化、结构性能
和力学性能优越，具有作为个性化人工骨材料的应用潜力。 
2 实验创新性选择最大剂量致敏实验法对数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架进行致敏实验，发现数字化珊瑚
羟基磷灰石人工骨支架在致敏方面具有生物安全性。 
关键词： 
生物材料；骨生物材料；珊瑚羟基磷灰石；左旋-聚乳酸；快速成形；骨组织工程；生物相容性；福建省自然
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科研项目(ZZY1204) 
 
摘要 
背景：前期实验成功制备了数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架材料，并已通过实验证实其具有骨组织工程支

架材料必需的理化性能。 
目的：评价数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨的致敏性。 
方法：将 32只白化豚鼠随机分为 4组，每组 8只：实验组分别采用质量比为 3∶1或 4∶1原料制备的数字
化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架浸提液，阳性对照组采用体积分数为 5%甲醛溶液，阴性对照组采用生理盐水。
根据《GB-T 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》最大剂量致敏试验
步骤进行皮内诱导、局部诱导和激发。激发阶段去除贴附物后 24，48 h豚鼠皮肤反应按Magnusson和Kligman
等级进行分级。激发阶段去除贴附物后 48 h后对皮肤进行活检，行苏木精-伊红染色和光镜下观察。 
结果与结论：阴性对照组和质量比为 3∶1或 4∶1原料制备的数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架浸提液组激
发阶段去除贴附物后 24，48 h皮肤无致敏反应，而阳性对照组在这任一时间点均有中度以上红斑。活检皮肤
光镜下实验组未见皮肤水肿，皮肤棘细胞层水肿，血管周围、弥漫的真皮和表皮单核细胞浸润，见散在少量

的嗜碱性细胞。说明质量比为 3∶1或 4∶1原料制备的数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架在致敏方面具有生
物安全性。 
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Sensitization test of the digital coralline hydroxyapatite artificial bone scaffold at the 
maximal dosage   
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Abstract 
BACKGROUND: We have successfully prepared digital coralline hydroxyapatite artificial bone scaffold in 
previous experiments, and it has been confirmed that it has the necessary physical and chemical properties of 
bone tissue engineering scaffolds. 
OBJECTIVE: To evaluate the sensitization of digital coralline hydroxyapatite artificial bone scaffold． 
METHODS: A total of 32 guinea pigs were randomly divided into saline group (negative control group, n=8), 5% 
formaldehyde group (positive control group, n=8), experimental A group (the mass ratio of 3:1, n=8), and 
experimental B group (the mass ratio of 4:1, n=8). Sensitization test at the maximal dosage was performed 
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according to Biological Evaluation of Medical Devices-Part 10: Tests for Irritation and Delayed-Type Hypersensitivity, 
including intracutaneous induction, local induction, and provocation. Patch was removed after 24 and 48 hours, and the 
skin response was classified according to Magnusson and Kligman criteria. Patch was removed after 48 hours, and the 
skin was performed with biopsy, stained with hematoxylin-eosin, and observed under optical microscope. 
RESULTS AND CONCLUSION: Sensitization response was not tested in the negative control group, experimental A 
group and experimental B group at 24 and 48 hours after patch removal; however, moderate erythema was observed in 
the positive control group. Optical microscope demonstrated that spongiosis, edema, diffuse or perivascular 
mononuclear infiltration was not observed, and only a small number of basicytes were seen in the experimental A and B 
groups. These findings indicate that the digital coral hydroxyapatite artificial bone scaffolds, with the mass ratio of 3:1 
and 4:1, are biologically safe for sensitization. 
 
Subject headings: hydroxyapatites; tissue engineering; immunization 
Funding: the Natural Science Foundation of Fujian Province, No. 2013D013; the Science and Technology Projects of 
Fujian Educational Bureau, No. JA12416; the Scientific Research Project of Zhangzhou Institute of Technology, No. 
ZZY1204 
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0  引言  Introduction 
由于创伤、感染、肿瘤或发育异常等原因造成的骨缺

损一直是困扰临床的一大难题，绝大多数的骨缺损由于间

隙大，且有些骨缺损解剖结构复杂，成骨细胞难以爬过间

隙而不能正常愈合，最终形成骨不连，影响肢体功能。目

前临床上骨缺损的修复材料主要采用自体骨、异体骨或组

织工程骨等。自体骨移植无免疫反应，但取骨部位增加创

伤，容易残留慢性疼痛且取骨量有限，其尺寸和形状也常

常受到限制。异体骨虽然能提供足量不同形状尺寸的皮质

骨或松质骨，但容易引起免疫反应，且在骨缺损边缘与宿

主骨的愈合速度较慢，有传染病毒性疾病的危险，而且制

样、处理和存贮的成本很高，很难制造出与骨骼相匹配的

外形轮廓，其应用也受到很大限制[1-3]
。 

为了克服这些缺点，人们开始寻找新的骨替代材料，

近10多年来发展起来的骨组织工程学，为骨缺损的修复开
辟了新的渠道，特别是快速成型技术在该领域的应用，开

辟了数字化组织工程骨修复复杂解剖结构骨缺损的新途

径。使用计算机辅助下的快速成型技术，可以制造任意复

杂形状的三维实体，可以为骨组织工程支架的仿形制造提

供可能，它有效结合计算机辅助设计 (computer aided 
design，CAD)技术，根据骨缺损的三维形态个性化地制造
出人工骨支架

[4-7]
。 

本课题组将珊瑚羟基磷灰石粉碎后，按照一定的质量

比与左旋-聚乳酸混合均匀后作为原料，采用CAD相关技术
制作骨块的数字化模型，并将数据导入快速成型机中，采

用选择性激光烧结的快速成型工艺，成功制备出了数字化

珊瑚羟基磷灰石人工骨支架材料
[8]
，并已通过实验证实其

加工精度为+0.1 cm，抗压强度为1.04-3.70 MPa，具备微
孔样结构，孔与孔之间纵横交错，孔径为150-350 µm，其
理化、结构性能和力学性能优越，具有作为个性化人工骨

材料的应用潜力
[8-10]
。 

数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架材料的研制，是临

床医学、生物化学与分子生物学、计算机工程学等多学科

共同参与的研究，其充分保留和利用珊瑚天然的微孔样结

构，一次成型，个性化制备出骨缺损修复的支架材料，避

免了人工骨支架二期制孔的烦琐工艺，可为骨科、矫型外

科、颅颌骨外科、美容外科和口腔外科等复杂解剖结构的

骨修复提供一种新型的可降解性人工骨支架材料，但能否

成为骨组织工程支架尚需对其生物学进行评价。 
参照“GB/T 16886.1-2001医疗器械生物学评价：评

价与试验”中的规定，数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架

材料属于与骨接触持久器械
[11-12]
，因此实验以白化豚鼠为

实验对象，对数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架材料进行

致敏反应实验，以评价数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架

材料的生物安全性，为进一步研究提供实验依据。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
设计：动物体内观察实验。 
时间及地点：于2013年9至12月在厦门大学附属第一

医院医学实验科完成。 
材料： 

主要试剂与仪器：珊瑚羟基磷灰石(广东省骨科矫形技
术及植入材料重点实验室)；左旋-聚乳酸(医药级，粒径≤
300 μm)；氟氏完全佐剂(美国Sigma公司)；5%甲醛溶液(广
州化学试剂厂)；10%十二烷基硫酸钠石蜡液(上海美季生
物技术有限公司)。 
    实验动物及分组：健康白化豚鼠32只，购自广东省实
验动物中心，许可证号SCXK(粤)2008-0002，雌雄不拘，
体质量250-350 g，随机分为实验1组(质量比为3∶1)、实
验2组(质量比为4∶1)、阴性对照组和阳性对照组，每组各
8只。 

实验方法： 

    数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨的制备：将珊瑚羟基磷
灰石与左旋-聚乳酸分别按照3∶1(实验1组)和4∶1(实验2
组)的质量比混合均匀后备用。采用Simpleware 3.1 软件，
构建一高为1.5 cm，直径为0.5 cm的CAD实体圆柱形数字
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模型，通过数控转换，将数据传到AFS快速自动成型机中，
采用选择性激光烧结的工艺，在一定的激光参数下(已申请
发明专利)，分别对不同质量比且混合均匀的原料进行选择
性烧结堆积成型，每组制备3块。 
材料浸提液的制备：参照GB-T 16886.5-2003及美国

药典的规定
[5]
，实验的浸提介质采用生理盐水，每2 g样品

加20 mL浸提介质，37 ℃下浸提72 h，用0.2 μm微孔滤膜
过滤除菌，分别制备出实验1、2组的浸提液。然后密封于
无菌瓶，置于4 ℃冰箱中备用。阴性对照采用生理盐水；
阳性对照采用体积分数5%甲醛溶液。 
致敏过程： 

皮内诱导阶段：在实验前1 d采用电动剃毛器将32只豚
鼠颈背部的毛剔除干净，注意避免损伤动物皮肤，按图1A 
所示，将颈背部去毛区中线两侧划定3个对称点，各点间距
1.5 cm，各对间距2.5 cm，常规消毒后，在每点皮内注射
0.1 mL下述溶液，注射好的豚鼠颈背部的情况见图1B。 
实验1、2组：①A点液：体积比为50∶50的FCA与生

理盐水混合物。②B点液：材料浸提液。③C点液：将B中
的材料浸提液与A中配置的乳化剂以50∶50体积比例混合
后的乳浊液。 
阴性对照组：①A点液：体积比为50∶50的FCA与生

理盐水混合物。②B点液：生理盐水。③C点液：生理盐水
与A中配置的乳化剂以50∶50体积比混合后的乳浊液。 
阳性对照组：①A点液：体积比为50∶50的FCA与生

理盐水混合物。②B点液：体积分数5%甲醛溶液。③C点
液：体积分数5%甲醛溶液与A中配置的乳化剂以50∶50体
积比混合后的乳浊液。 
局部诱导阶段：在皮内诱导后第6天，各注射点采用

10%十二烷基硫酸钠石蜡液，按摩导入皮肤。 
24 h后，各组于20 mm×40 mm滤纸片上加0.5 mL相

应的B点液，局部贴敷于各组豚鼠的诱导注射点，在涂抹
了受试物的皮肤上覆盖上一层滤纸，并于滤纸上覆盖一层

塑料薄膜防止受试物挥发，使用3M胶布将斑贴缠绕固定 
48 h。缠绕豚鼠时的松紧应以不影响豚鼠活动且斑贴不会
脱落为宜。 
激发阶段：在局部诱导实验第13天，用电动剃毛器剃

除每只豚鼠腹部被毛，范围40 mm×60 mm。 
剃毛24 h后，按照局部诱导阶段制备C点液的滤纸片

贴敷于各组豚鼠侧腹部去毛区，于滤纸上覆盖一层塑料薄

膜防止受试物挥发，使用3M胶布将斑贴缠绕固定24 h。缠
绕豚鼠时的松紧应以不影响豚鼠活动且斑贴不会脱落为

宜。 
主要观察指标： 

大体观察评分：激发阶段结束后24，48 h观察各组动
物腹部激发部位皮肤致敏情况，参照Magnusson和
Kligman分级表对观察点皮肤反应进行评分[13-15]

，整个实验

的评价由同一工作人员，采用单盲法完成。 

 
 
 
 
 
 
 
并按照以下公式计算平均反应值： 
 
 
 
组织学评价：激发阶段结束后48 h切下豚鼠腹部全层

皮肤组织，于体积分数10%中性甲醛固定12 h以上，石蜡
包埋后行苏木精-伊红染色，进行组织形态学观察。阳性反

应的标准是皮肤棘细胞层水肿，血管周围真皮和表皮单核

细胞浸润。 
结果评价：阴性对照组动物Magnusson和Kligman分

级小于1级，而各组中如记分大于或等于1级时一般提示致
敏；如阴性对照组动物记分大或等于1级时，各组动物反应
超过对照组中最严重的反应则认为致敏。 

 
2  结果  Results  
2.1  实验动物数量分析  在实验进程中，参加实验的32
只豚鼠均无死亡，均进入结果分析。 
2.2  大体观察评分结果  实验1组、实验2组和阴性对照组
于24 h和48 h后均未出现红斑和水肿反应(图2A-C)；阳性
对照组24 h出现皮肤发红、水肿反应(图2D)，48 h时阳性
对照组出现皮肤红斑加重且水肿皮肤破溃结痂(图3)。除去
贴敷物24 h和48 h后，贴敷区皮肤的红斑和水吸反应等级
状况，见表1。实验两组致敏反应记分均为0分，阴性对照
组的致敏反应记分也为0分。而阳性对照组可见明显致敏。
因此，数字化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架材料无致敏感性。 
2.3  组织学评价结果  斑片去除后48 h，豚鼠腹部全层皮
肤组织切片，分别行苏木精-伊红染色后显示：实验1组、实
验2组和阴性对照组一致，均未见棘细胞层水肿，血管周围
真皮及表皮无弥漫的单核细胞浸润(图4A-C)。阳性对照组中
可见皮肤棘细胞层水肿，血管周围真皮及表皮弥漫的单核细

胞浸润，见较多嗜碱性细胞(图4D)。 
 
3  讨论  Discussion 
珊瑚羟基磷灰石是由天然珊瑚通过“水热反应”生成

的珊瑚羟基磷灰石，其保留了天然珊瑚的多孔结构，具有

较大的孔径、较高的孔隙率和孔隙交通率，生物相容性好，

大量文献表明珊瑚羟基磷灰石为一类较为理想的骨组织工

程支架材料
[15-21]
。左旋-聚乳酸是一种在医学上已被广泛应

用的人工合成高分子材料，作为植入物已经通过FDA认证，
并已被广泛用于骨板、骨钉、手术缝合线、纺丝等。本实 

Magnusson和Kligman分级标准： 

敷贴实验反应 等级 

无明显改变 0 

散发性或斑点状红斑 1 

中度融合性红斑 2 

重度红斑和水肿 3 

致敏率=红斑或水肿动物数/该组动物数 

平均反应值=∑(等级评分)/该组动物数 

皮肤等级评分为 1及以上为致敏动物。 
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验以珊瑚羟基磷灰石为主要原料，采用左旋-聚乳酸为黏合

剂，通过数字骨科的相关技术构建数字化骨块模型，并通

过快速型技术，一次成型，个性化制备出骨缺损修复的支

架材料，其充分保留和利用珊瑚天然的微孔样结构，避免

了人工骨支架材料二期制孔的烦琐二艺，有望为骨科、矫

形外科等复杂解剖结构的大段骨缺损修复提供一种新型的

可降解性人工骨支架材料，具有良好的科学意义和应用前

景。 
任何医用材料在应用于人体之前都必须经过严格的生

物相容性检验，以确保医用材料的使用安全性。生物相容

性是指医用材料植入人体后，与人体之间相互作用产生各

种复杂的生物、化学和物理反应，以及人体对这些反应的

忍受程度。Magnusson等[13, 22-27]
于1969年提出的最大剂量

致敏实验是最敏感的致敏实验，其在实验中加入了氟氏完

全佐剂，使豚鼠的致敏能力加强，显著提高了实验在筛选

接触性致敏原的能力，特别是弱致敏原的能力，使最大剂

量致敏实验法在生物学评价中得到了广泛应用。对于骨组

织工程支架材料，生物安全性要求相对严格，因此，本实

验选择最大剂量致敏实验法对数字化珊瑚羟基磷灰石人工

骨支架浸提液进行最大剂量实验，评价其致敏性。 

图 1  豚鼠皮内诱导注射点示意图及豚鼠颈背部皮内注射完皮内诱液
Figure 1  Diagram of the intradermal injection sites of guinea pigs 
as well as after intradermal injection of intradermal induction 
medium to the neck back of the guinea pigs 
图注：图中 A豚鼠皮内诱导注射点示意图，B为豚鼠颈背部皮内注射
完皮内诱导液。 

A B 

图 2  各组白化豚鼠皮内致敏实验激发诱导 24 h的腹部皮肤反应 
Figure 2  Abdominal skin reactions in each group at 24 hours after 
sensitization test 
图注：①图中 A-D分别实验 1组、实验组 2组、阴性对照组与阳性
对照组。②实验 1组、实验 2组和阴性对照组未出现红斑和水肿反应；
阳性对照组出现皮肤发红、水肿反应。 

A B C D 

图 3  各组白化豚鼠皮内致敏实验激发诱导 48 h的腹部皮肤反应 
Figure 3  Abdominal skin reactions in each group at 48 hours after 
sensitization test 
图注：①图中 A-D分别为实验 1组、实验组 2组、阴性对照组与阳
性对照组。②实验 1组、实验 2组和阴性对照组未出现红斑和水肿反
应；阳性对照组出现皮肤红斑加重且水肿皮肤破溃结痂。 

A B C D 表 1  各组致敏状况测定结果 
Table 1  Results of sensitization test in each group         (n=8) 

表注：实验两组致敏反应记分均为 0分，阴性对照组的致敏反应记分也为 0分，

阳性对照组可见明显致敏。 

致敏率(%) 平均反应值 组别 

24 h 48 h 24 h 48 h 

实验 1组 
实验 2组 
阴性对照组 
阳性对照组 

0 
0 
0 
100 

0 
0 
0 
100 

0 
0 
0 
1.6 

0 
0 
0 
2.9 

图 4  各组白化豚鼠皮内致敏实验激发诱导 48 h后的腹部皮肤组织苏木精-伊红染色(×200) 
Figure 4  Hematoxylin-eosin staining of the abdominal skin in each group at 48 hours after sensitization test (×200) 
图注：①图中A-D分别为实验 1组、实验组 2组、阴性对照组与阳性对照组。②实验 1组、实验 2组和阴性对照组一致，均未见棘细胞层水肿，
血管周围真皮及表皮无弥漫的单核细胞浸润。阳性对照组中可见皮肤棘细胞层水肿，血管周围真皮及表皮弥漫的单核细胞浸润，见较多嗜碱性细胞。

A B C D 
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阳性对照组中持续的红斑、水肿反应，48 h时皮肤红
斑加重，水肿皮肤破溃结痂提示致敏原可诱发100%的豚鼠
致敏。而阴性对照组和实验组的阴性结果显示数字化珊瑚

羟基磷灰石人工骨支架浸提液没有致敏性。 
在本实验中，阳性对照组活检镜下见管周围真皮和表

皮弥漫的单核细胞浸润，见较多嗜碱性细胞，因此，本实

验设计能可靠引发实验性过敏反应[28]。与阳性对照组相比，

实验组和阴性对照组的动物皮肤活检中，两者表现一致，

均无过敏反应表现。 
本实验显示质量比为3∶1或4∶1的原料制备的数字

化珊瑚羟基磷灰石人工骨支架没有皮肤致敏性，从致敏性

来说，它适合作为肌肉骨骼植入材料，但其作为骨组织工

程支架的其他生物学性能尚需进一步评价。 
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