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　　摘　要：目的　评估新型诱导成骨可降解生物材料———增塑淀粉的生物安全性。方法　根据国家医药行业标准，通过急性全

身毒性反应、溶血实验、短期全身毒性（经口途径）３种方法对其生物安全性进行初步评价，部分试验引入统计学方法。结果　材

料溶血率为２．０６％；急性全身毒性反应在考虑初始体质量影响后，实验组与对照组间２４、４８、７２ｈ体质量变化比较差异无统计学

意义（犘＝０．１７５８、０．１７５８、０．３７５６）；短期全身毒性灌胃１～６ｄ各时间点两组体质量比较差异无统计学意义，第７天时两组间体

质量比较差异亦无统计学意义（实验组＝４１１．６７ｇ，对照组＝４２９．６７ｇ，狋＝－０．９２５１，犘＝０．３７６８），将组别因素和时间因素共同考

虑时两组比较差异无统计学意义（犉＝１．４２，犘＝０．２４６５），停止灌胃后观察期的终末时间实验组与对照组间体质量比较差异也无

统计学意义（狋＝１．７０，犘＝０．１１３５）。结论　增塑淀粉的上述试验结果符合相应的国家医药行业标准。
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　　海藻酸盐是从海洋褐藻中提纯的天然多糖，应用在制药和

生物医学工程领域［１３］，缺点是在生理环境下容易失去物理性

状，而且对蛋白质吸附能力不佳，从而限制了其深入应用于上

述领域；淀粉是陆生的天然多糖，其价格不足前者的１／１０。增

塑淀粉（ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｔｉｃｓｔａｒｃｈ）是北京市创伤骨科研究所参与研

发的生物可降解材料，比普通淀粉的弹性和强度都有所增加。

该材料具有分子量大、对小分子物质有超强包容性、凝胶化能

力强等特点，因而可替代海藻酸盐作为可降解材料，若加入止

血剂或骨形成蛋白等因子则可用作止血、诱导成骨等组织工程

材料［４］，有望在生物医药、组织工程领域广泛应用［５］。

宿主微环境中物理、化学、生物因素对生物材料的降解和

转归有很大影响，建立能模拟宿主体内微环境的研究平台，从

事可重复、可控的体外实验，将使材料的评估更加客观［６］。但

具体评价方法和指标尚无法达成共识［７］，因此，本实验依照医

疗器械标准 ＹＹ／Ｔ０１２７．２９３
［８］、ＹＹ／Ｔ０１２７．１９３ 及ＩＳＯ／

ＴＲ７４０５１９８４
［９］、ＹＹ／Ｔ０２４４１９９６

［１０］有关规定，从急性全身毒

性反应、溶血实验、短期全身毒性试验３种方法对其生物安全

性进行初步评价研究。

１　材料与方法

１．１　急性全身毒性反应
［８］

１．１．１　材料　增塑淀粉４ｇ（北京化工大学提供），置入有２０

ｍＬ生理盐水的三角瓶，经３７℃浸提７２ｈ制成浸提液。小白

鼠雌雄各１０只，体质量１７～２３ｇ。

１．１．２　方法　小鼠雌雄随机分为实验组和对照组，每组１０

只。实验组小鼠腹腔恒速（不超过０．１ｍＬ／ｓ）注射浸提液５０

ｍＬ／ｋｇ，对照组注射同批号灭菌生理盐水，于注射后２４、４８、７２

ｈ观察和记录实验组和对照组动物体质量、一般状态、毒性表

现和死亡动物数。

１．１．３　统计与分析　通过ＳＰＳＳ１３．０软件分析，考虑初始体

质量、时间、组别进行具有一个协变量一个重复测量两因素定

量资料方差分析。

１．２　溶血实验
［８］

１．２．１　材料　增塑淀粉５ｇ，经清洗处理后置烧瓶中加入生理

盐水１０ｍＬ作为实验组。阴性对照为同批号０．９％氯化钠注

射液，阳性对照为蒸馏水，各准备３瓶待测。

１．２．２　方法　将实验组、阴性对照、阳性对照各组烧瓶置于

３７℃水浴中３０ｍｉｎ。然后在各瓶中加入新鲜稀释兔血０．２

ｍＬ轻轻摇匀，在同温水浴中维持６０ｍｉｎ，取上清液于５４５ｎｍ

波长测定吸光度。溶血率计算公式：溶血率（％）＝［（实验样品

的吸光度－阴性对照的吸光度）／（阳性对照的吸光度－阴性对

照的吸光度）］×１００％。

１．３　短期全身毒性试验　经口途径
［８］。
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１．３．１　实验动物　１２只ＳＤ大白鼠，体质量４２０～４８０ｇ，随机

分为对照组和实验组，每组６只，雌雄各半，并标记大鼠。

１．３．２　灌胃剂制备　将增塑淀粉制成浓度２０％的混悬液，

４℃环境保存待用。

１．３．３　灌胃　用连有灌胃针的注射器灌胃，给服剂量为每日

１ｇ／ｋｇ体质量，对照组给服同体积的浸提介质（０．９％生理盐

水）。记录大鼠体质量并依此调节灌胃剂量，时间７ｄ。停止灌

胃后再连续测量体质量５ｄ。

１．３．４　结果判断及统计学处理　观察大鼠的体质量变化、运

动和呼吸状态以及死亡情况。采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

分析处理，采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验、考虑连续灌胃第７天体质

量、时间、组别进行具有一个协变量、一个重复测量两因素定量

资料方差分析。

２　结　　果

２．１　急性全身毒性反应结果　在２４、４８、７２ｈ观察期内，两组

动物状况良好，进食及运动如常，行动敏捷，无痉挛、运动障碍

和死亡等毒性反应，体质量逐日增加。对两组初始体质量

（２０．８０±１．４０，１９．６０±１．５８）采用狋检验，结果显示两组比较

差异无统计学意义（狋＝１．８０，犘＝０．０９），说明两组之间初始体

质量具有可比性（表１）。两组之间在２４、４８、７２ｈ体质量比较

差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

初始体质量在统计学上的意义重大（犉＝１５．２１，犘＝

０．０００３）（见表２），同一组各时间点之间有统计学差异（犉＝

１０．１９，犘＝０．０００２），组别与各时间点之间比较无交互作用

（犉＝０．１１，犘＝０．８９４３）。考虑初始体质量影响后，实验组与

对照组间２４、４８、７２ｈ体质量变化无统计学意义（犘＝０．１７５８，

０．１７５８，０．３７５６），见表３。

表１　　各组各时间点描述性统计分析结果体质量（ｇ，狓±狊）

组别 初始 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

实验组 ２０．８０±１．４０ ２１．８０±１．４８ ２２．８０±１．４０ ２４．２０±１．７５

对照组 １９．６０±１．５８ ２２．２０±１．４８ ２３．２０±２．１５ ２４．２０±２．３９

表２　　考虑初始体质量、时间、组别进行具有一个协变量

一个重复测量两因素定量资料方差分析结果

项目 犉 犘

初始体质量 １５．２１ ０．０００３

组别 ２．８８ ０．１２６８

时间 １０．１９ ０．０００２

组别时间 ０．１１ ０．８９４３

表３　　考虑初始体质量影响后两组各时间

　　　体质量变化比较

比较组别 统计量 犘

２４ｈ实验组与对照组比较 －１．３９ ０．１７５８

４８ｈ实验组与对照组比较 －１．３９ ０．１７５８

７２ｈ实验组与对照组比较 －０．９０ ０．３７５６

２．２　溶血试验结果　见表４。经计算增塑淀粉溶血率＝

２．０６％。

２．３　短期全身毒性试验（经口途径）结果　见表５。对灌胃后

体质量变化分析如下（表６）：初始体质量在统计学上的意义重

大（犉＝２１９．３０，犘＜０．０００１），将组别因素和时间因素共同考

虑时两组比较差异无统计学意义（犉＝１．４２，犘＝０．２４６５），但

各组间及各时间点间比较差异有统计学意义（犉＝５．４２，犘＝

０．０４４９；犉＝５．８８，犘＝０．０００８）。停止灌胃后两组各时间点体

质量变化见表７。

表４　　增塑淀粉溶血吸光度值

组别
吸光度值

１ ２ ３

平均值

阴性对照组 ０．１２７ ０．０４１ ０．０１３ ０．０２７

阳性对照组 ０．９５０ ０．９５７ ０．９４４ ０．９５０

增塑淀粉组 ０．０６０ ０．０３６ ０．０４３ ０．０４６

表５　　灌药７ｄ中两组各时间点体质量

　　比较（ｇ，狓±狊）

时间 实验组 对照组 狋 犘

第１天 ４３６．３３±３４．７２ ４４３．６７±３１．２３ －０．３８４７ ０．７０８６

第２天 ４２５．３３±３７．４３ ４４２．３３±２８．６６ －０．８８３３ ０．３９９２

第３天 ４２３．００±３２．８１ ４４１．６７±３０．８１ －１．０１５９ ０．３３３７

第４天 ４１７．００±３６．２２ ４４２．３３±３１．０７ －１．３００４ ０．２２３３

第５天 ４１６．３３±３４．３０ ４３８．６７±３３．０３ －１．１４８９ ０．２７７４

第６天 ４０９．００±３４．７７ ４３３．３３±３０．１６ －１．２９４８ ０．２２５０

第７天 ４１１．６７±３４．８６ ４２９．６７±３２．５１ －０．９２５１ ０．３７６８

表６　　连续灌胃第７天体质量、时间、组别进行具有一个

协变量一个重复测量两因素定量资料方差分析

项目 犉 犘

初始体质量 ２１９．３０ ＜０．０００１

组别 ５．４２ ０．０４４９

时间 ５．８８ ０．０００８

组别时间 １．４２ ０．２４６５

表７　　停止灌胃后两组各时间点体质量变化（ｇ，狓±狊）

指标 实验组 对照组 狋 犘

第１天 ４１２．６０±３２．８３ ４２４．６７±３６．５４ １．３６ ０．１９６３

第２天 ４１５．６０±３３．８６ ４２３．００±３５．３０ ２．３０ ０．０３８６

第３天 ４１７．００±３５．１６ ４２３．３３±３６．９８ ２．５０ ０．０２６５

第４天 ４１９．００±３６．５５ ４２４．３３±３６．４３ ２．７０ ０．０１８１

第５天 ４２０．６７±３５．７２ ４３１．００±４０．７７ １．７０ ０．１１３５

３　讨　　论

对于接触人体或在体内使用的生物材料，其化学性能将会

直接影响人体的安全性。因此，对材料中的残留单体、有害金

属元素、各种添加剂应严格控制。只有通过生物学评价来进一

步确认这些用品是否安全，以便决定是否可以最终在临床使

用。一是动物体内实验，即将材料植入体内，分阶段将植入体

与周围组织取出，做组织学观察；另一类为体外试验，即用材料

或材料浸提液观察材料对组织细胞生长、代谢及增殖方面的影

响［９］。１９９７年国家医疗器械生物学评价标准 ＧＢ／Ｔ１６８８６等
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采用ＩＳＯ１０９９３１９９２标准，促进了中国生物医用材料研究的发

展和水平的提高［１０］。生物学评价流程为首先进行体外生物学

评价（如溶血试验、细胞毒性试验），根据结果对产品提出改性

建议，合格后再进行体内动物学评价（如急性全身毒性、短期全

身毒性）和动物实体模拟试验，再根据体内试验结果对产品提

出进一步改进的建议，最后进行临床研究。

血液相容性指标是针对植入物材料生物安全性的关键参

数，但由于体内环境的复杂性及不确定性，目前尚无完善的评

价标准。本实验遵照国家 ＹＹ／Ｔ０１２７．１９３的要求，采用直接

接触方法，测得材料的溶血率为２．０６％（表４），指标在正常上

限的５０％以下，提示该材料优于国家标准
［８］。

在急性全身毒性和经口短期全身毒性中，除了动物体质量

和死亡是可以明确判断的指标外其余均属于描述性语言，因而

在动物零死亡且惟一的定量指标是“体质量”的情况下，引入统

计学分析可以使结果更加有理可依。

急性全身毒性试验中选用的统计学方式除了考虑初始体

质量外，如急性全身毒性试验初始体质量在统计学上的意义重

大（表２，犉＝１５．２１，犘＝０．０００３），还加入了组别及时间因素综

合考虑，如同一实验中组别与各时间点之间比较无交互作用

（表２，犉＝０．１１，犘＝０．８９４３），在此基础上显示实验组与对照

组间２４、４８、７２ｈ体质量变化比较差异无统计学意义（表３，犘

＝０．１７５８，０．１７５８，０．３７５６），避免了大量信息因统计学方法

选择不当而丢失，所得结果可信度大大提高。

短期全身毒性———经口途径是医药行业标准中针对接触

骨组织、血液组织所必须的评价实验［１１］。采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和

检验并考虑连续灌胃７ｄ体质量、时间、组别进行具有一个协

变量一个重复测量两因素定量资料方差分析。考虑组别和时

间因素（表６，犉＝１．４２，犘＞０．０５）提示增塑淀粉对实验动物未

造成伤害。

停止灌胃２～４ｄ两组动物体质量有差异，可能的原因是

对照组中一只动物灌胃致食道损伤引发体质量变化而产生偏

倚，但在第５天体质量已无差别（狋＝１．７０，犘＝０．１１３５），提示

灌胃产生的损伤２～３ｄ才能恢复。

增塑淀粉作为替代海藻酸盐的可降解组织工程材料，在体

外和体内实验中显示了较好的安全性能，有研究将其与聚乙烯

醇联合制备为引导组织再生膜［５］明显优于聚乳酸和聚乳酸羟

基乙酸共聚物膜，进一步的材料学改善将使增塑淀粉尽快进入

临床试验。
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