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　　摘　要：目的　通过体外细胞培养试验，对新型的纳米羟基磷灰石／聚乙烯醇（ＨＡ／ＰＶＡ）多孔复合水凝胶人工角膜支架材料

的细胞毒性和生物相容性进行研究。方法　将试验材料分为４组：大孔径的纳米ＨＡ／ＰＶＡ复合水凝胶、小孔径的纳米ＨＡ／ＰＶＡ

复合水凝胶、大孔径的ＰＶＡ水凝胶及小孔径的ＰＶＡ水凝胶材料，所有大孔径为２００μｍ，小孔径为１００μｍ。分别用４组材料的

浸渍液培养兔角膜成纤维细胞，空白对照组不加入材料直接在培养基中培养。通过 ＭＴＴ比色法检测各组吸光值（犃），并计算各

组细胞相对增值率（ＲＧＲ），对４组材料的细胞毒性进行评价。同时将兔角膜成纤维细胞在４组材料表面直接培养，进行荧光蛋白

转染后，７２ｈ于倒置显微镜下观察各组成纤维细胞在培养板上增殖生长情况，并通过扫描电镜观察成纤维细胞在材料上黏附生

长，以及向孔隙内迁移的情况。结果　大孔径的纳米 ＨＡ／ＰＶＡ复合水凝胶材料和大孔径的ＰＶＡ水凝胶材料毒性评分均为１级

无细胞毒性。７２ｈ倒置显微镜下培养板每视野细胞计数，大孔径组与空白对照组差异无统计学意义（犘＝０．６０８）。７２ｈ扫描电镜

下观察，大孔径及小孔径纳米 ＨＡ／ＰＶＡ复合材料表面见兔角膜成纤维细胞黏附、生长增殖，同时向材料孔隙内迁徙；每视野细胞

计数，组间差异有统计学意义（犉＝９５．２４５，犘＝０．０００），大孔径纳米 ＨＡ／ＰＶＡ 复合材料组细胞黏附显著多于其他组。结论　纳米

ＨＡ／ＰＶＡ多孔复合水凝胶材料无明显细胞毒性，同时具有良好的生物相容性，是一种具有良好临床应用前景的人工角膜支架材料。
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　　人工角膜是一种同种异体角膜的人造替代物，由光学柱镜

和周边支架组成，国内外人工角膜研究的重点和热点一直在支

架材料的研究上，由于人工角膜植入后，周边多孔支架与植床

角膜组织接触，促使角膜组织及血管长入支架孔隙中起到支持

和稳定人工角膜的作用，支架材料与组织间的生物不相容性是

导致人工角膜脱出移植失败的主要原因，因此支架材料是人工

角膜在体内稳定性［１２］的关键。本课题研究的是一种新型的人

工角膜支架材料———纳米羟基磷灰石／聚乙烯醇（ＨＡ／ＰＶＡ）

多孔复合水凝胶。通过在材料浸渍液中培养兔角膜成纤维细

胞研究该材料的细胞毒性，以及将兔角膜成纤维胞直接在材料

表面培养，观察角膜成纤维细胞在材料表面增殖、迁徙的情况，

来评价该支架材料的生物相容性，初步证实其可以作为一种理

想的人工角膜支架。现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　４种研究材料：材料１为大孔径的 ＨＡ／ＰＶＡ多孔

复合水凝胶材料，孔径为２００μｍ；材料２为小孔径的纳米ＨＡ／

ＰＶＡ多孔复合水凝胶材料，孔径为１００μｍ；材料３为单纯的

大孔径ＰＶＡ水凝胶材料，孔径为２００μｍ；材料４为单纯的小

孔径ＰＶＡ水凝胶材料，孔径为１００μｍ。全部材料孔隙率均为

５０％，制备成大小为１．５ｃｍ×１．５ｃｍ的块状，厚１．０ｍｍ。所

有材料均由四川大学纳米生物材料研究中心制备。

１．２　试验细胞及分组　试验细胞为传代到３代的兔角膜前基

质成纤维细胞株，由协和医科大学细胞库提供。将细胞随机分

为试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组，其中试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组细胞分别

在材料１、２、３、４的浸渍液中及材料表面培养。试验Ⅴ组为空

白对照组，不加入材料直接在培养基中培养。
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１．３　试剂与仪器　培养基：Ｆ１２培养基（美国 ＧＩＢＣＯ）、青霉

素１００Ｕ／ｍＬ、链霉素１００μｇ／ｍＬ、１０％胎牛血清（美国 ＧＩＢ

ＣＯ）。试剂：０．２％ＥＤＴ（美国ＧＩＢＣＯ）、０．２５％胰蛋白酶（美国

ＧＩＢＣＯ）、磷酸盐缓冲液、ＡｄＥＧＦＰ（带增强荧光蛋白的腺病

毒，由华西医院眼科实验室制备）、二甲基亚砜。仪器：３７℃、

ＣＯ２ 恒温培养箱、超净细胞工作台、Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置显微镜及成

像系统、日立Ｓ４５０型扫描电镜及成像系统。

１．４　方法

１．４．１　细胞毒性试验　制备材料浸渍液：将４种材料制备好

后，以γ射线辐照消毒，按照１ｃｍ２ 材料表面积比１ｍＬ细胞培

养液的比例（１ｃｍ２／ｍＬ）分别将４组材料浸于新鲜培养基中，

置３７℃恒温箱２４ｈ。制备细胞悬液：取传代到３代生长旺盛

的兔角膜基质成纤维细胞，制备成浓度为５×１０３个／ｍＬ的细

胞悬液。将细胞悬液滴于３块９６孔培养板中，每孔加入２００

μＬ细胞悬液。每块培养板均随机分为５组，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组每

组１０个孔，Ⅴ组空白对照５个孔，继续置于３７℃、ＣＯ２ 恒温箱

培养２４ｈ。交换浸渍液：各组培养２４ｈ待细胞贴壁后，弃各培

养孔内原培养液，各试验组分别加入相应材料１、２、３、４的浸渍

液进行交换。每试验组中５个孔加入材料浸渍液浓度为

１００％；另外５个孔加入材料浸渍液浓度为５０％，继续培养。于

交换浸渍液２４、４８、７２ｈ后分别各取出一块培养板，通过四甲

基偶氮唑盐比色法使用ＢＩＯＲＡＤＭｏｄｅｌ５５０型酶联免疫检测

仪，检测在５７０ｎｍ波长处的各组吸光值（犃）。

１．４．２　组织相容性试验　制备细胞悬液：取传代到３代生长

旺盛的兔角膜基质成纤维细胞，制备成浓度为９．５×１０４

个／ｍＬ的细胞悬液。将各组材料置于１２孔板中，每孔放置材

料１块，每组１２个样，各孔中滴入细胞悬液１ｍＬ。另选１２孔

仅加入细胞悬液作为空白对照，加入适量的新鲜培养液后置

３７℃、ＣＯ２ 恒温培养箱培养。荧光蛋白转染：培养２４ｈ待细

胞贴壁后，去除上清液，加入１ｍＬ新鲜培养液后再加入 Ａｄ

ＥＧＦＰ每孔５μＬ，摇匀后将培养板置于恒温培养箱内继续培

养。

１．５　观察指标

１．５．１　细胞相对增殖率（ＲＧＲ）　各组 ＲＧＲ＝
实验组犃
对照组犃

×

１００％

１．５．２　细胞毒性评价标准　通过计算得出的ＲＧＲ来评定材

料浸渍液的细胞毒性，按照国家技术监督局１９９７年发布的医

疗器械生物学评价标准ＧＢ／Ｔ１６８８６１９９７
［４］，细胞毒性结果判

断：评分０级和１级判为合格，认为材料没有细胞毒性；２级为

轻度细胞毒性，应结合细胞形态综合分析评价；３级和４级为

中度细胞毒性；５级为明显的细胞毒性。

１．５．３　倒置显微镜观察　培养７２ｈ后取各组培养板于倒置

显微镜下观察：在正常背景下观察各组材料周边培养板上成纤

维细胞生长增殖的情况，并做放大２００倍下每视野细胞计数；

在荧光背景下观察各组成纤维细胞的形态。

１．５．４　扫描电镜观察　各组细胞培养７２ｈ后取各试验组材

料做扫描电镜观察，观察内容包括：放大５００倍下每视野细胞

计数，成纤维细胞在各组材料表面黏附、生长及向支架孔隙内

迁徙的情况。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析。计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用方差分析，进一步两两比较

采用ＳＮＫ狇检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组ＲＧＲ值及毒性评价　Ⅰ组及Ⅲ组在不同浸渍液浓

度、不同时间，毒性评分均为１级，证实大孔径 ＨＡ／ＰＶＡ复合

水凝胶材料和大孔径ＰＶＡ水凝胶材料无细胞毒性。Ⅱ组除

１００％浓度、２４ｈ评分为２级，其余各浓度、各时间毒性评分均

为１级，可认为小孔径的 ＨＡ／ＰＶＡ复合水凝胶材料无明显细

胞毒性。Ⅳ组除７２ｈ，两种浓度下毒性评分均为１级，其余各

时间毒性评分均为２级，说明该材料具有轻度细胞毒性。各试

验组ＲＧＲ值及细胞毒性评价见表１。

表１　　各组ＲＧＲ值及细胞毒性评价

组别 浓度（％）
ＲＧＲ（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

分数

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ⅰ组
１００

５０

９２．９５

９８．３７

８１．９７

８９．８６

８７．０７

９０．１３

１

１

１

１

１

１

Ⅱ组
１００

５０

７４．２０

７６．６８

７７．３８

７８．５３

７８．８０

８５．８２

２

１

１

１

１

１

Ⅲ组
１００

５０

７７．９４

８１．９１

７５．８０

７６．２２

９０．７４

８９．６６

１

１

１

１

１

１

Ⅳ组
１００

５０

７１．５０

７０．８１

６８．０９

７０．３７

７５．１３

８２．１３

２

２

２

２

１

１

２．２　倒置显微镜观察各试验组成纤维细胞数量及形态　细胞

培养７２ｈ后倒置显微镜正常背景放大２００倍下，对培养板进

行每视野细胞计数，Ⅰ组（７２．００±３．６４）个、Ⅱ组（５０．６７±

２．７７）个、Ⅲ组（６７．７５±２．５６）个、Ⅳ组（３６．８３±３．５７）个、Ⅴ组

（７２．６７±３．１０）个。对细胞数均值进行单因素方差分析，各组

间差异有统计学意义（犉＝２９５．８２１，犘＝０．０００）。各组进行两

两比较，除第Ⅰ组与第Ⅴ组细胞均值差异无统计学意义（犘＝

０．６０８），其余各组两两比较差异均具有统计学意义（犘＜

０．０１）。细胞培养７２ｈ后荧光背景下倒置显微镜观察细胞形

态，与第Ⅴ组相比较，Ⅰ组大孔径 ＨＡ／ＰＶＡ水凝胶材料周围

培养板上，细胞增殖活跃，生长密集，细胞周围未见杂质及分泌

物。成纤维细胞形态与正常培养成纤维细胞无明显差别，呈长

梭形，核椭圆清晰，细胞质丰富。其余各组与第Ⅴ组相比，细胞

分布稍稀疏，周边可见分泌物及少量杂质，细胞形态欠规则，相

对瘦小、扁平。见图１。

　　Ａ：Ⅰ组；Ｂ：Ⅱ组；Ｃ：Ⅲ组；Ｄ：Ⅳ组。

图１　　各组荧光背景倒置显微镜图（×４００）
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２．３　扫描电镜观察结果　细胞培养７２ｈ后取各试验组材料

做扫描电镜观察，Ⅰ组材料表面可见成纤维细胞黏附，椭圆形，

部分细胞正在进行分裂（黄箭头），材料孔隙内可见成纤维细胞

黏附生长（红箭头），见图２。Ⅱ组材料表面可见较多长梭形成

纤维细胞粘附（红箭头），见图３。Ⅰ组及Ⅱ组复合材料上细胞

增殖分裂旺盛，并可见细胞向材料孔隙内生长，Ⅲ组及Ⅳ组材

料上角膜成纤维细胞黏附较少。放大５００倍下进行每视野细

胞计数，Ⅰ组（１６．００±２．７０）个、Ⅱ组（１０．４２±１．６８）个、Ⅲ组

（６．００±１．２８）个、Ⅳ组（４．５０±１．３１）个。对各组细胞均值进行

方差分析，组间差异有统计学意义（犉＝９５．２４５，犘＝０．０００）。

各组之间两两比较，除了Ⅲ组和Ⅳ组间差异无统计学意义

（犘＝０．０５８），其余各组之间比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０１）。

图２　　Ⅰ组扫描电镜观察结果（ＳＥＭ×５００）

图３　　Ⅱ组扫描电镜观察结果（ＳＥＭ×５００）

３　讨　　论

生物医学材料要求具备有良好的生物相容性，对于人工角

膜来说，要求光学区域材料既能保持其光学透明性同时还要对

宿主细胞无毒性作用；而对于周边支架材料则要求不影响细胞

的正常生长代谢，并促使宿主细胞和组织向支架的孔隙内迁徙

并渗透生长，最终使异体材料能持久地固定在宿主角膜中［３５］。

本课题研究的是一种新型的复合人工角膜支架材料，通过溶液

法使ＰＶＡ水凝胶溶液与纳米 ＨＡ晶体浆料复合，经冷冻熔融

成型后制成多孔的纳米 ＨＡ／ＰＶＡ水凝胶复合材料
［６］，使支架

材料既具有ＰＶＡ水凝胶的柔韧性、高弹性和高亲水性，又具

有纳米 ＨＡ的高生物学活性
［７８］，比普通的单一材料其力学性

能和生物学性能均得到了提升。同时制备中通过加入一定大

小的氯化钠颗粒致孔剂，使得材料具有相互贯通的、呈均匀分

布的三维立体孔道，以促使组织细胞向其内渗透增殖。

通过细胞毒性实验证实，纳米 ＨＡ／ＰＶＡ多孔复合水凝胶

材料及单纯的大孔径ＰＶＡ水凝胶材料无细胞毒性，不影响细

胞的正常生长代谢。但是小孔径的ＰＶＡ水凝胶材料却具有

轻度的细胞毒性。相同的多孔材料，其小孔径材料组均比大孔

径材料组细胞相对增殖率低，作者认为可能是在材料制备过程

中使用了二甲基亚砜作为溶剂，具有微弱的细胞毒性，而小孔

径材料的孔隙中更容易残存二甲基亚砜。

在倒置显微镜下观察各组材料周边培养板上成纤维细胞

生长增殖的情况，与单纯的ＰＶＡ水凝胶组相比，大孔径复合

材料组和小孔径复合材料组，材料周边培养板上成纤维细胞生

长旺盛，排列密集，形态正常。其中大孔径复合材料组与空白

对照组成纤维细胞形态最为接近。说明宿主细胞能在纳米

ＨＡ／ＰＶＡ复合材料周围正常生长，其营养代谢不受影响。培

养７２ｈ后进一步通过扫描电镜观察，发现在两组纳米 ＨＡ／

ＰＶＡ复合材料表面均有成纤维细胞黏附，部分细胞处于增殖

分裂期，同时在材料孔隙内可见成纤维细胞向其内迁徙生长，

这与Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等
［９］的实验结果一致。通过每视野细胞计数，

大孔径的纳米 ＨＡ／ＰＶＡ复合材料表面细胞黏附及增殖数量

显著多于小孔径组，说明２００μｍ的孔径比１００μｍ的孔径更

有利于成纤维细胞黏附并向孔隙内迁徙。有研究表明带正电

荷、中度亲水性的有孔材料更有利于细胞黏附长入［１０１２］，其中

最重要的是孔径的大小。有研究表明，当支架孔径为２０μｍ

时，成纤维细胞无法穿入，当支架孔径为５０μｍ，成纤维细胞才

能够长入［１３］，进一步说明要有足够大的孔径空间角膜成纤维

细胞才能顺利长入，同时保证其正常的营养代谢不受影响。

最后扫描电镜观察发现，不管是在大孔径的单纯ＰＶＡ水

凝胶材料上还是小孔的单纯ＰＶＡ水凝胶材料上，成纤维细胞

黏附得均较少，可能是由于ＰＶＡ材料比重较小，漂浮在培养

基上，不利于成纤维细胞黏附。目前已有许多学者通过实验证

实ＰＶＡ水凝胶具有良好的力学性能、光学透明性以及营养渗

透性［１４１５］。本研究结果显示，大孔径的ＰＶＡ水凝胶材料无明

显细胞毒性，周围培养板上成纤维细胞生长良好，增殖旺盛，形

态接近对照组细胞，说明ＰＶＡ水凝胶材料不影响角膜细胞的

正常代谢及生长，可以作为一种理想的人工角膜光学区域

材料。

纳米 ＨＡ／ＰＶＡ多孔复合水凝胶材料具有良好的组织相

容性，无细胞毒性，不影响兔角膜成纤维细胞的正常营养代谢，

同时兔角膜成纤维细胞能够在材料表面黏附生长，并向支架孔

隙内增殖迁徙。其中孔径为２００μｍ的复合材料比孔径为１００

μｍ的复合材料更有利于成纤维细胞向孔隙内迁徙生长。大

孔径的纳米 ＨＡ／ＰＶＡ多孔复合水凝胶可作为一种理想的人

工角膜支架材料，具有良好的临床应用前景。
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须强化卫生应急队伍的物资装备建设，通过制定建设规划，设

立专项经费，逐年逐步装备到位。

本次评估也发现，所有事件均得到及时处置，但工作的规

范性仍需提高，有６１．５４％的区县未及时组织专家对事件进行

评估，４６．１５％的区县未制定处置技术方案，８２．０５％的区县未

对现场调查工作进行评估，反映出事件处置模式仍然是“经验

式”和“粗放式”，这不利于卫生应急处置工作的规范化和科学

化。因此，必须通过制定完善各类突发事件卫生应急处置规范

和技术指南，完善专家会商、辅助指挥决策、措施效果评估等工

作机制，并加大培训和演练力度，提高卫生应急处置的科学性

和规范性。

社会动员是卫生应急工作的重要内容，对提高群众应急能

力以及对政府采取卫生应急措施的依从性具有重要意义。而

本次评估结果反映出群众的卫生应急知识知晓率较低

（７９．４６％），学生的平均知晓率也仅为７８．７１％。究其原因主

要就是卫生应急宣传教育重视程度不够，有近３０．００％的区县

未制定公众宣传资料，近５０．００％的区县没有与新闻媒体建立

卫生应急宣传协作机制。志愿者的建立和培训是卫生应急社

会动员的重要抓手，然而仅有４８．７２％的区县开展了志愿者的

卫生应急知识宣传。政府应将卫生应急社会动员纳入重要的

议程，制定完善的制度和方案，通过“进社区、进农村、进企业、

进学校”等形式，广泛开展卫生应急科普宣传，提高公众自救能

力。加强与社会团体和非政府组织的联系，进一步完善卫生应

急志愿者队伍建设，努力使其成为卫生应急的重要补充力量。

本次评估还发现，经济发展水平对卫生应急能力有影响，

相关分析发现，各区县卫生应急能力评分和２０１２年各个区县

的ＧＤＰ进行呈正相关（狉＝０．３５，犘＝０．０２９），经济较发达的区

县在应急能力方面评分普遍优于经济欠发达地区，这与广东省

调查结果一致［１０］。这是因为卫生应急属于公共产品范畴，主

要依靠政府供给，不同财政状况决定了其投入的差异，必然导

致能力差异，所以上级政府应加大对经济欠发达地区的卫生应

急财政转移支付力度，建立稳定、适宜的投入机制，进行资源优

化调整，保证各地区应急能力均衡发展。
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