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摘要院目的 通过聚乳酸 / 甲壳素的复合袁制备一种具有较好生物相容性和生物可降解性的组织工程支架材料遥方法 采

用溶液法将两种材料进行复合袁待溶剂挥发后成型遥对此材料进行动物实验以评价其安全性遥结果 过敏实验结果显

示袁动物对复合材料浸提液反应与阴性对照没有明显区别袁除阳性对照的豚鼠外袁均未出现刺激反应曰热原实验结果显

示袁在每种材料初试的 3 只新西兰白兔中袁体温升高均在 0.2 益以下袁并且体温升高总度数在 1.0 益以下袁符合热源实验

的评价标准遥全身急性毒性实验显示袁兔子在注射浸提液后袁没有任何不安尧焦躁或其它萎靡不振等不健康行为遥结论

聚乳酸 / 甲壳素复合材料在生物学评价实验中符合评价标准袁可用作组织工程支架体的基质材料遥
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Abstract: Objective Toprepareascaffoldmaterialwithgoodbiocompatibilityandbiodegradabilitybycompoundingpoly-
lacticacid(PLA) and chitin. Methods After preparationofPLAfromlacticacid, thecompoundingofPLAandchitinwas

carriedoutbydissolvingthese2materialsinonesolutionforreaction.Thecompositematerialwasobtainedandmoldedafter

thesolventwasevaporized,andthesafetytestsofthisresultantmaterialwereconductedinguineapigsandNewZealandrab-
bits,respectively. Results Inallergictest,theguineapigsrespondedtothedigestionsolutionofthecompositematerialinal-

mostthesamemannerastonormalsaline (thelatterservingasnegativecontrol), andnoobviousallergicreactionwasob-
servedintheanimalsexceptthoseinpositivecontrolgroup.Pyrogenictestbyinjectingthedigestionsolutionofthecomposite

materialin6rabbitsfoundaraiseinthebodytemperaturelessthan0.2 益, withthetotalincrease (addinguptheindividual
temperatureraise)lessthan1.0 益,tomeettheacceptedcriteriaforthepyrogenictest.Insubsequenttoxicitytest,therabbits

showednosigns of agitationorinanimatebehaviorafterinjection. Conclusion PLA/chitincompositematerialconformsto
the ISO10993-1,andcanbeusedasabasicscaffoldmaterialintissueengineering.
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聚乳酸渊PLA冤是一种具有优良的生物相容性和

可降解性的聚合物袁经美国食品与药品管理局渊FDA冤
批准可用作医用手术缝合线和注射用微胶囊尧微球及

埋植剂等袁同时也可用于药物制剂和外科等方面的研

究咱1~3暂遥甲壳素及其衍生物是一种多糖类物质袁具有无

毒性也无刺激性尧生物相容性尧生物可降解性等优良

性能咱4袁5暂遥本研究将甲壳素与 PLA 复合袁制备一种组

织工程支架材料袁并对其生物相容性和安全性进行评

价遥

1 材料与方法

1.1 试剂与材料

1.1.1 试剂 乳酸渊AR袁广州化学试剂厂冤袁甲壳素渊上

海化学试剂公司冤袁70%渊体积分数冤乙醇遥
1.1.2 实验动物 雌性豚鼠 9 只袁体质量 300~500g袁
1~3 月龄遥健康成年雌性无孕新西兰兔 27 只袁体质量

2.5~3.0kg遥
1.2 方法

1.2.1 聚乳酸的制备 将一定量的乳酸除水制成干燥

乳酸袁真空加热后得到丙交酯袁然后用乙酸乙酯重结

晶纯化遥向 20ml 安瓿瓶中加入干燥的丙交酯 5 g袁抽

真空袁通氮气袁加入辛酸亚锡的甲苯溶液袁130 益下反

应 2 4 h袁用三氯甲烷溶出聚合物袁在甲醇中将沉淀出

的聚合物过滤袁真空干燥得到白色絮状聚乳酸遥
1.2.2 聚乳酸 / 甲壳素复合材料的制备 本实验采用

溶液法制备复合材料遥室温下将甲壳素溶于溶剂后袁
加入聚乳酸渊质量比为 10颐1~1颐1冤和一定量的 40~60

目 NaCl 颗粒袁磁力搅拌 1 2 h袁置于干净尧无菌尧粗糙
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的聚四氟乙烯板袁在通风橱中待溶剂挥发后成型袁真

空干燥遥投入蒸馏水中袁搅拌袁浸出 NaCl袁真空干燥备

用遥
1.2.3 动物安全性评价实验咱6暂

1.2.3.1 过敏实验 实验样品为生理盐水浸提液曰以

5%渊体积分数冤甲醛溶液为阳性对照曰生理盐水为阴

性对照遥将材料生理盐水浸提液与完全弗氏佐剂等体

积混合袁用力搅拌数分钟至完全乳化为止遥
9 只豚鼠分为 3 组渊包括阴阳对照和实验组冤袁每

组 3 只袁实验前 2 4 h剔除豚鼠背部 4~6cm2 毛发遥
实验具体步骤如下述院

渊1冤皮内注射院用乙醇清洁暴露区域袁在每只豚鼠

去毛区作 6 点对称的皮内注射袁各点相距 1~2cm遥
渊2冤局部斑帖院皮内注射 1 周后袁在去毛区再剃

毛袁乙醇清洁遥若未出现刺激反应袁每一实验区用

10%十二烷基硫酸钠石蜡液渊SLS冤预处理袁在局部斑

点前 2 4 h用玻璃棒涂抹尧按摩袁使 SLS 进入皮肤以加

强致敏作用遥2 4 h后袁用 SLS 试液饱和 2 cm伊4 cm 滤

纸袁将其敷贴于豚鼠背部的注射部位袁3.75cm 长的外

科棉纱封闭固定 4 8 h遥
渊3冤激发院于末次至致敏后 14~48h袁在豚鼠左右

腹侧未实验处剃毛袁乙醇清洁袁按上述制备方法袁将滴

有被试液饱和的滤纸渊2 cm伊2 cm冤贴于剃毛区袁封闭

保留 2 4 h遥
1.2.3.2 热原实验 实验新西兰兔在测量 7 d 内体温

均在(38.3~38.6)益遥在测量体温前 7 d 应在同一环境

条件下袁使用同一种饲料袁在此期内体质量不减轻袁精

神尧食欲尧排泄等无异常现象遥选用 3 组渊每组 2 只冤共

6 只符号要求的新西兰兔袁测定其正常体温后 15min

内袁将浸提液自耳静脉缓慢注入实验材料浸提液袁剂

量为 10ml/kg窑b.w.袁液体温度为 37 益 遥注射后每隔

1 h 测量体温 1 次袁共测 3 次袁以 3 次中体温最高的一

次减去正常体温袁即为该兔的体温升高度数遥
1.2.3.3 全身急性毒性实验 将实验材料的浸提液通

过动物静脉注射到动物体内袁观察其生物学反应袁以

评定材料的急性毒性作用遥选择未做过任何其他实验

的新西兰兔 3 只袁腹腔分别注射复合材料浸提液以及

生理盐水空白对照液遥注射后 24尧48尧7 2 h分别称量

兔的体质量并观察其各种反应遥
1.2.3.4 兔皮下埋植实验

1.2.3.4.1 实验动物 选用未做过任何其他实验的新

西兰兔 18 只袁随机分为 3 组袁每组 6 只袁观察期分别

为 2 周尧1 个月尧6 个月遥饲养 1 周后进行实验遥实验前

测体质量袁观察毛色尧活动尧进食等情况遥实验前 1 d
行兔腹部备皮遥
1.2.3.4.2 植入材料 除前述方法制备的聚乳酸 / 甲

壳素复合材料外袁选用纯块状甲壳素作为对照植入材

料袁均用手术刀切割成 10mm伊4mm伊3mm 大小袁超

声波震荡清洗袁煮沸消毒或高压蒸气消毒后备用遥
1.2.3.4.3 植入方法 用 3%戊巴比妥钠经兔耳缘静脉

行静脉麻醉袁术区用碘酒尧酒精消毒袁铺无菌单遥在上

腹部正中线上下各取一个长 10cm 的切口袁两切口相

距 5 cm遥切开皮肤袁沿皮下向两侧潜行分离袁各形成

5 cm 长的皮下隧道袁取上述复合材料植入遥
1.2.3.4.4 标本制备 3 组动物分别于术后 2 周尧1 个

月尧6 个月以空气栓塞法处死袁将植入材料连同周围

1cm范围内的组织一并取下遥将植入材料剥出袁观察

周围组织与植入材料的植入情况袁是否容易剥出曰然

后将周围组织以 10%甲醛溶液固定袁经脱水尧透明尧
包埋等处理后HE 染色袁观察植入材料周围组织情况曰
同时取心尧肝尧肾等组织制成病理切片并进行观察遥

2 结果

2.1 过敏实验结果

皮内注射 1 周袁在剃毛区再剃毛袁乙醇清洁遥除阳

性对照的豚鼠外袁均未出现刺激反应遥过敏实验数据

是在局部斑帖尧激发之后袁敷帖物取下后的情况记录遥
过敏实验情况记录表明袁注射浸提液的 3 只实验

组豚鼠在 1 h 后袁均出现轻微红斑和水肿曰2 4 h后一

只豚鼠出现轻微红斑和极轻微水肿袁其余两只豚鼠的

红斑和水肿基本消退曰48 后 3 只豚鼠的红斑和水肿

全部消失遥阴性对照组的 3 只豚鼠在 1尧24 和 4 8 h后

的过敏情况与注射浸提液的 3 只豚鼠基本相似遥阳性

对照组的 3 只豚鼠致敏 1 h 后袁均出现局限性红斑和

轻微水肿袁2 4 h后有 2 只豚鼠有局限性红斑和轻微水

肿袁1 只发展到中度红斑和水肿曰4 8 h 后仍有 1 只有

中度红斑袁且水肿程度加剧遥
2.2 热原实验结果

新西兰白兔在实验前 1 周内体温平均为渊38.3~

38.6冤益袁注射浸提液后体温变化情况见表 1遥

2.3 全身急性毒性实验

将复合材料的浸提液注入到实验动物体内后袁所

有动物均无死亡袁无惊厥尧瘫痪尧呼吸抑制等不良反

应遥

表 1 注射浸提液后兔体温的变化 渊益冤
Tab.1 Changes of the body temperature of the rabbits

after digestion solution injection (益)
Groups
No.

Beforeexperiment Afterexperiment

1 h 2 h 3 h
1 38.4 38.6 38.8 38.6
2 38.6 38.6 38.4 38.5
3 38.6 38.5 38.6 38.6
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图 2 兔皮下植入复合材料 1 个月后的肝和肾显微照片渊HE,伊100冤
Fig.2 Microscopic observation of the liver and renal tissues 1

month after subcutaneous implantation of chitin or its
composite in rabbits (HEstaining, 伊100)

A:Liver;B:Kidney

A B

图 1 兔皮下植入材料 1 个月后的周围组织显微照片 渊HE, 伊100冤
Fig.1 Microscopic observation of the tissues around chitin or
its composite 1 month after their subcutaneous implantation

in rabbits(HEstaining, 伊100)
A:Chitin;B:Composite

A B

2.4 皮下埋植实验

2.4.1 大体观察 兔分笼饲养袁活动正常曰进食普通合

成饲料袁食欲好袁体质量逐渐增加遥未发现有烦躁不

安尧抓鼻尧骚痒尧打喷涕等全身过敏反应的表现遥手术

切口均一期愈合袁植入区局部皮肤无红肿尧破溃及材

料外露遥材料在皮下均可触及袁与皮肤不粘连袁呈现可

滑动性袁直至 6 个月复合材料的大小和形状均无明显

变化遥

2.4.2 HE 染色光镜观察 术后各期植入材料周围组

织的炎症反应均很轻微袁在植入材料周围均形成一

个纤维囊袁以块状甲壳素周围为厚袁且内壁完整光滑袁
而聚乳酸 / 甲壳素复合材料周围则较薄渊图 1冤袁且内

壁见剥出材料时撕扯断的纤维絮样组织遥纤维囊由

大量的胶原纤维和纤维细胞尧成纤维细胞构成袁未见

骨样组织遥心尧肝尧肾等组织正常袁均未见病理改变

渊图 2冤遥

3 讨论

从本研究的过敏实验可以看出袁豚鼠对复合材料

浸提液反应与阴性对照没有明显区别遥除去敷贴物

2 4 h 后袁只有 1 只豚鼠有轻微红斑和很轻微水肿遥48 h
后袁红斑和水肿完全消失袁与没有注射浸提液的豚鼠

已无分别遥而阳性对照的豚鼠 2 4 h 后出现局部性红

斑和轻微水肿袁4 8 h后加剧袁有 1 只出现轻度到中度

的红斑袁而且水肿突出部位加大遥本材料致敏率为 0袁
属于玉级袁所以无致敏性遥

热源实验的数据表明袁在每种材料初试的 3 只新

西兰白兔中袁体温升高均在 0.2 益以下袁并且体温升

高总度数在 1.0 益以下袁符合热源实验的评价标准袁
提示植被的复合材料所含热原均符合生物体的要求袁
具有良好的生物相容性遥在制备材料的过程中虽然使

用了六氟异丙醇尧三氯甲烷作为溶剂袁但它们具有很

强的挥发性袁经长时间的真空干燥后袁已经在多孔材

料中完全消失袁所以也不会对生物体造成伤害遥
急性毒性实验结果显示袁兔子在注射浸提液后袁

没有表现出任何不安尧焦躁或其他萎靡不振等不健康

行为袁说明复合材料无急性毒性作用遥
兔皮下埋植实验表明袁聚乳酸 / 甲壳素复合材料

能够很好地被宿主所接受袁动物生存好袁无材料感染尧
排异尧外露尧过敏反应等不良结果的发生曰组织切片观

察结果表明袁聚乳酸 / 甲壳素复合材料无明显的炎症

反应及异物反应袁能与植入区软组织很好地相容并进

行结合遥这些结果均证明复合材料具有良好的生物相

容性遥
复合材料的动物安全评价结果表明袁本研究的

复合材料无明显毒性袁材料中不存在潜在致敏性物

质袁所含热原量符合生物体的要求袁且复合材料能与

软组织很好地结合遥说明聚乳酸窑甲壳素复合材料具

有生物相容性袁可用作组织工程支架体的基质材料遥
细胞培养尧长期毒性实验袁植入材料与骨组织结合等

后续研究袁我们将陆续予以报道遥
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