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摘要：目的 为扩大类人胶原蛋白的应用，评定和比较猪胶原蛋白、类人胶原蛋白和明胶在动物体 

内的生物相容性。方法 分别用胶原材料和明胶进行以下生物学测试：急性毒性试验、溶血试验、 

热原试验、皮肤刺激试验。根据标准对试验数据进行分析和评估。结果 类人胶原蛋白的急性毒 

性试验、溶血试验、热原试验、皮肤刺激试验均为阴性。结论 材料生物学测试结果显示类人胶原 

蛋白较其他两种材料的生物相容性更高，是理想的医用生物材料。 
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胶原是一种广泛存在于有机体中的结构蛋白 

质，是皮肤、软骨、动脉血管壁及结缔组织的主要成 

分。胶原分子是由 3条螺旋型的肽链相互盘绕而 

成。目前，胶原蛋白已广泛地应用于医药工业、食品 

工业、日用化学品工业、生物合成及胶原修饰等领 

域 。胶原蛋白的来源主要分为两类：一是从动物 

结缔组织中提取；二是通过基因工程菌高密度发酵 

获得。动物体胶原蛋白是一种硬蛋白，不溶于水，具 

有极大的伸展性。当胶原受热分解时，3股螺旋结 

构分开，变成水溶性明胶分子。本实验室利用基因 

工程技术生产的类人胶原蛋白高分子材料(Human— 

like collagen，简称 HLC)具有水溶性、低免疫排异反 

应等特性，具有作为生物医用材料的潜力。本文主 

要通过动物实验对猪皮提取胶原蛋 白、类人胶原蛋 

白和明胶三者的生物相容性进行了比较，以便对类 

人胶原蛋白进行初步的生物学评价。 

1 材料与方法 

1．1 试验样品的制备 

本实验室构建的基因工程菌经发酵得到水溶性 

类人胶原蛋白；猪胶原蛋白由鲜猪皮经酶解提取；通 

过猪胶原受热水解得到的明胶；将猪胶原用生理盐 

水在 37℃水浴浸提 30 min，制成浸提液 。 

1．2 实验方法 

1．2．1 急性毒性试验 健康小白鼠，体重20 g左 

右，随机分组，每组 5只，记录初始体重。通过小鼠 

尾静脉分别注射水溶性类人胶原蛋白、明胶溶液、猪 

皮胶原蛋白浸提液和生理盐水，每只小白鼠注射量 

为 1 mL，分别于注射后24，48和72 h称量，观察反 

应，记录结果。 

1．2．2 溶血试验 健康成年中国大白兔，体重 

2．5～3．0 kg，采血20 mL，加20％草酸钾 1 mL制成 

抗凝兔血。取8 mL抗凝兔血加生理盐水 10 mL稀 

释。取试验材料猪皮胶原的浸提液、类人胶原和明 

胶溶液及蒸馏水(阳性对照)、生理盐水(阴性对照) 

各 10 mL于试管内，重复 3份。放入 60℃水浴中， 

预热60 rain。每个试管再加入 0．2 mL稀释抗凝兔 

血，于37℃水浴 60 min，750 g离心 10 min，取上清 

液。用分光光度计在 545 nm波长测上清液的吸光 

度值(A)，取平均值。计算各材料的溶血率，计算公 

式：溶血率(％)=(材料组吸光度一阳性对照组吸 

光度)／(阴性对照组吸光度一 阳性对照组吸光度 )。 

1．2．3 热源试验 将一定量材料或材料浸提液 
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由静脉注入家兔体内，在规定时间内观察家兔体温 

变化情况，以判断材料中所含热原的限度是否符合 

规定。试验动物为健康成年中国家兔，体重2．5～ 

3．0 kg，雌兔无孕，预测体温进行筛选。试验前，家 

兔应在试验环境中适应 1～2 h，试验环境的温度变 

化不大于5℃。将家兔装于固定器内，防止骚动，3O 

min后测定家兔的正常体温，将肛门体温计插入兔 

肛门，深度约6 cm，测温时间每兔至少 2 min。符合 

要求后 15 min内，耳缘静脉缓慢注入试验试剂，计 

量为0．5 mg／kg，温度为38cc，注射完毕每隔 1 h测 

温 1次，共测3次，以3次体温中最高的 1次减去正 

常体温，即为该兔体温升高度，根据标准对结果进行 

评 定 。 

1．2．4 皮肤刺激试验 试验动物为中国家兔， 

体重2．5～3 kg，背部斑贴区备皮。试验试剂：直径 

均为2．5 cm的猪胶原膜、类人胶原膜及明胶膜；阴 

性对照 ：生理盐水 0．5 mL／块(滤纸 )；阳性对照：5％ 

甲醛0．5 mL／块(滤纸)。试验方法：完整皮肤上分 

别贴敷试验材料，24 h后去除。去除后 1，24，48，72 

h观察皮肤反应。皮肤刺激反应记分标准见表 1。 

刺激反应总评定：0分为无刺激；小于 1．9分为轻度 

刺激；2．0～4．9分为中度刺激；5．0～8．0分为强刺 

激。 

表1 皮肤刺激反应分级标准 

Tab．1 Criteriong of skin irritation reaction gradation 

2 结 果 

2．1 急性全身性毒性试验 

试验材料及浸提液注射后 24，48，72 h，小鼠体 

重均无明显变化，也无死亡和中毒反应，与阴性对照 

无差别，表明水溶性类人胶原蛋白、明胶溶液、猪皮 

胶原蛋白浸提液在急性全身毒性试验中均为阴性反 

应。 

2．2 溶血试验 

类人胶原在 3种材料中溶血率最低(<5％)。 

按国际标准化组织(ISO)文件规定：溶血率小于5％ 

的均为合格，见表2。 

表2 溶血试验结果 
●  

Tab．2 Results of hemolytic reaction 

2．3 热源试验 

注射 3种材料后家兔体温升高均在 0．6cc以 

下，且升温总值在 1．4cc以下，认为3种材料符合热 

源检查要求，热源试验合格，见表3。 

2．4 皮肤刺激试验 

通过局部斑贴试验过程除去贴敷物后 ，发现材 

料组各时段每一部位均无红斑和水 肿反应 ，结果评 

定3种材料的刺激反应都为 0级，认为 3种材料刺 

激试验合格，见表4。 

3 讨 论 

生物相容性是生物材料研究中始终贯穿的主 

题。按国际标准化组织(ISO)会议的解释：生物相 
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容性是指生命体组织对非活性材料产生反应的一种 

性能。这一般是指材料与宿主之间的相容性。近年 

来，生物相容性的概念发生了较大变化，其对象不仅 

为非活性材料，而且还涉及活性材料(组织工程)， 

同时普遍认为生物相容性包括两大原则 ：一是生物 

安全性原则 ；二是生物功能性原则 (或称 为机体 

功能的促进作用 )。 

表3 热源试验结果 

Tab．3 Results of pyrogenic reaction 

本试验是根据此原则评定和比较猪胶原蛋白、 

类人胶原蛋白和明胶在动物体内的生物相容性。我 

们对3种材料进行了部分生物相容性测试，3种材 

料在急性全身毒性试验中均为阴性反应；在溶血试 

验中类人胶原蛋白的溶血率最低，小于 5％，比猪胶 

原低 6．54％，比明胶低 3．5％；热源试验显示家兔材 

料组个体升温均在0．6cC以下，升温总值在 1．4cC以 

下；皮肤刺激试验显示材料组刺激试验均为0级。 

结果证明3种材料均具有较好的生物相容性，实验 

室试制的类人胶原比猪胶原和明胶的生物相容性更 

好。 

良好的生物相容性是胶原蛋白作为医用生物材 

料的前提，本实验表明类人胶原较其他两种材料的 

生物相容性更高，且具有可加工性、无病毒隐患、水 

溶性好、低排异反应等优点，为其在医学领域的进一 

步应用提供了有利的佐证。 ． 
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tion of Trichoderma TR．165 

HUI You—wei，PAN Ya—ni，SUN Yong，ZHAO Jian 

(College of Chemial Engineering，Northwest University，Xi an 710069，China) 

Abstract：Aim The fermentative condition of Tnchode TR-1 65 from soil of the low tempreture area is studied． 

M ethods Single factor experiment．Results In the solid medium which include wheat bran，apple dreg and inor- 

ganic salt，ferm entation processes．Th e optimum condition is as~Howing：the water containing percentage is 20％ ； 

inoculum is 8％ ；during the ferm entation ，the temperature of 1st一2nd day is 24~(2，3rd一5th day is 20~C，and af- 

ter the 6th day is 26~C：the thickness of medium is 2cm ，and the medium is agitated and watered every 4—5 h； 

the ferm entation period is 7—9 days．Th e conidial concentration can be over 10 spores g～．Conclusiton Th e 

solid fermenting of Tr／choderma TR一165 with wheat bran，apple dreg and inorganic salt is a fast，efficient and prac— 

tical method 

Key words ：Tr／chode ；solid ferm entation；culture condition 
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Abstract：Aim To evaluate compatibility of human．1ike collagen，collagen and gelatin．M ethods  Collagen was 

used to perform  the following biological test：acute systematic toxicity test，hemolytic test，pyrogenic reaction test，test 

f0r skin irritation．Th e data was analyzed and evaluated by criterion．Results Human-like collagen presented nega‘ 

tive resuhs in th0se tests．Conclusion Results of material biological evaluation tests show that the biocompatibility 

0f human-like collagen is higher than the other two materials and Can therefore serve as an ideal medical materia1． 

Key words：collagen；human—like collagen；gelatin；biocompatibility 
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