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!摘要"
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目的
!

从遗传毒理学角度探讨磷酸镁骨黏合剂!
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*R=

"的遗传毒理学特

性#为其在骨缺损修复领域的临床应用提供依据$方法
!

将磷酸镁骨黏合剂制备浸提液#生理盐水作为阴性对

照#采用程序外
Q12

合成!

"%6-?+#":+#Q126

L

%7?+6'6

#

&Q,

"检测法#硫酸镍为阳性对照#对渗入氚标记的胸腺

嘧啶核苷!

$

D/J#0

"的人外周血淋巴细胞液
Q12

做液体闪烁计数#测定$

D/J#0

掺入量的每分钟放射计数

!

8$#'5-5"%7'%

B.

+8;'%"7+

#

=R*

"值%采用小鼠骨髓嗜多染红细胞核试验#阳性对照组为环磷酰胺!

=R2

"#测试

其对小鼠股骨骨髓嗜多染红细胞的微核率$结果
!

&Q,

试验结果显示&实验组!

*R=

浸提液"的
=R*

均值为

$&>#)

#而阴性对照组的
=R*

值仅为
'(>*&

#实验组不同浓度
*R=

浸出液的
=R*

值均略高于阴性对照组!生理

盐水组"#但差异无显著的统计学意义!

!

%

">"&

"$然而#考虑实验组
*R=

浸提液的
=R*

均值!

$&>#)

"远低于

阳性对照组!不同浓度
1',N

(

"的
=R*

均值!

('&>$)

"#且有显著的统计学差异!

!

#

">"'

"$因此#可以认为
*R=

浸提液不会引起
Q12

损伤$微核试验的结果显示&实验组引起股骨骨髓嗜多染红细胞的微核率与生理盐水阴

性组比较#差异无显著意义!

!

%

">"&

"#而实验组与阳性组之间存在明显差异!

!

#

">"&

"$结论
!

磷酸镁骨黏合

剂不会引起人外周血淋巴细胞程序外
Q12

合成增加#也不会引起骨髓嗜多染红细胞微核率增加$提示此骨黏

合剂不会引起
Q12

损伤#也不会引起骨髓细胞突变作用$
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!中图分类号"

!

0%)

%

0$')>'*

!!

!文献标志码"

!

2

!

上海市科学技术委员会基础处重点项目!

"*)='("")

"

!

"

=588+6

.

5%#'%

B

$"7?58

!

</;$':

&

L

"

L

5%

B

:'%

$

K"#$%>+#">-%

J(0(*/)*,09/)/*

3

(%7857*/,0,'67

:

0(+/56

-

4,+

-

47*()(6(0*

2

3

\MF*(+*7016/).,05)8(5+*(+*

WD21E3'%

B

/M+%

'

#

A&A5%

B

/:'%

'

"

#

GH&=?$%

B

/6?+%

B

!

#

E&ND$%

!

#

=D<1D5%

B

/?5%

B

(

#

WDN1EE$5/8+%

$

#

D&21ED"$%

B

/

L

"$%

'

!

'

"#

$

%&'(#)'*

+

,&'<*

$

%#1/0.

#

68%.<%)<*.

$

/'%4

#

781%)8)/:#&./'

3

#

;<%)

5

<%/!"""("

#

=</)%

%

!

B).'/'8'#*

+

A/*(%'#&/%4

#

C%.'=</)%9)/:#&./'

3

*

+

;0/#)0#%)1J#0<)*4*

53

#

;<%)

5

<%/!""!$*

#

=</)%

%

$

"#

$

%&'(#)'*

+

E%1/*

$

<%&(%0

3

#

;0<**4*

+

!<%&(%0

3

#

781%)9)/:#&./'

3

#

;<%)

5

<%/!"""$!

#

=</)%

%

(

B).'/'8'#*

+

E%1/*4*

5

/0%4D#1/0/)#

#

781%)9)/:#&./'

3

#

;<%)

5

<%/!"""$!

#

=</)%

"

'

;2+*.7)*

(

!

<2

=

()*/%(

!

J567"#

L

7?+'%?+8+%775C'-5:5

BL

5K;$

B

%+6'";

.

?56

.

?$7+-+;+%7

!

*R=

"

K58

'76-:'%'-$:"6+>

!

>(*4,1+

!

J?+ *R=#'KK"6'5%M$6#+7+-7+#7?85"

B

?"%6-?+#":+#Q126

L

%7?+6'6

!

&Q,

"

7+67>R?

L

6'5:5

B

'-$:6$:'%+$%# 1',N

(

M+8+"6+#$67?+%+

B

$7'(+$%#

.

56'7'(+-5%785:

#

8+6

.

+-7'(+:

L

>J?+;$8V+85K596+8($7'5%M$67?+8$#'5-5"%7'%

B.

+8;'%"7+

!

=R*

"

'%?";$%

.

+8'

.

?+8$:

9:55#:

L

;

.

?5-

L

7+

#

M?'-? -5%7$'%+#

$

D/J#0>R?

L

6'5:5

B

'-$:6$:'%+ $%# =R2 M+8+ "6+#'% 7?+

;'-85%"-:+'67+67$67?+%+

B

$7'(+$%#

.

56'7'(+-5%785:

#

8+6

.

+-7'(+:

L

>J?+;$8V+85K596+8($7'5%M$67?+

;"7$

B

+%+6'68$7+5K;"8'%+7

L.

?5'#6$:;5%+::$

!

*0

"

>

!

?(+58*+

!

J?+8+6":765K&Q,7+676?5M+#7?$7

7?+=R*5K7?+%+

B

$7'(+-5%785:

B

85"

.

!

7?+6$:'%+

B

85"

.

"#

M$6'(>*&>D5M+(+8

#

7?+;+$%5K=R*5K

#'KK+8+%7-5%-+%78$7'5%*R=:+$-?$7+'%7?++C

.

+8';+%7$:

B

85"

.

M$6$&>#)

#

$:'77:+?'

B

?+87?$%=R*'%

')&



复旦学报!医学版"

!

!""#

年
#

月#

$%

!

&

"

!

7?+%+

B

$7'(+-5%785:

B

85"

.

>J?+8+M$6%56'

B

%'K'-$%7#'KK+8+%-+

!

!

%

">"&

"

9+7M++%7?+%+

B

$7'(+

-5%785:

B

85"

.

$%#7?++C

.

+8';+%7$:

B

85"

.

>3+-$"6+7?+=R*5K7?++C

.

+8';+%7$:

B

85"

.

!

$&>#)

"

M$6

;"-?:5M+87?$%7?+=R*5K7?+

.

56'7'(+-5%785:

B

85"

.

!

('&>$)

"

>J?+8+K58+

#

M+-5%6'#+8+#7?$7*R=

#'#%57-$"6+7?+#$;$

B

+5KQ12>J?+ ;'-85%"-:+"67+676?5M+#7?$77?+8+M$6%56'

B

%'K'-$%7

#'KK+8+%-+9+7M++%7?+;"7$

B

+%+6'68$7+65K;"8'%+7

L.

?5'#6$:;5%+::$'%#'KK+8+%7-5%-+%78$7'5%*R=

:+$-?$7+$%#7?+%+

B

$7'(+-5%785:

B

85"

.

!

!

%

">"&

"#

M?':+7?+ *06?5M+#6'

B

%'K'-$%7#'KK+8+%-+

9+7M++%7?+

.

56'7'(+-5%785:

B

85"

.

$%#7?++C

.

+8';+%7$:

B

85"

.

!

!

#

">"&

"

>

!

@,0)85+/,0+

!

*R=#5+6

%57-$"6+7?+'%-8+$6+'%7?+"%6-?+#":+#Q126

L

%7?+6'65K?";$%

.

+8'

.

?+8$:9:55#:

L

;

.

?5-

L

7+$%#7?+

9$-V;"7$7'5%'%;"8'%+7

L.

?5'#6$:;5%+::$

#

M?'-?6?5M+#7?$77?'6-+;+%7M5":#%57-$"6+

B

+%+

;"7$7'5%$%#Q12#$;$

B

+>

'

A(

3

B,.1+

(

!

;$

B

%+6'";

.

?56

.

?$7+-+;+%7

%

!

$#?+6'(+-+;+%75K7?+95%+

%

!

&Q,7+67

%

!

;'-85%"-:+'7+67

%

!

'%?+8+%775C'-5:5

BL

!!

骨组织是人体最大+也是最容易引起损伤的组

织器官$骨折严重地危害着人类的健康#是临床上

最常见的疾病之一$不稳定骨折是其中数量较大+

有时治疗很困难的骨折#尤其是粉碎性骨折#骨折后

形成的细小碎片难以复位+固定#即使固定后也极易

移位#有时还伴有骨缺损$对严重粉碎性骨折和骨

缺损的治疗与修复一直是困扰临床骨科医生的难题

之一$

由刘昌胜研制成功的磷酸镁骨水泥!
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"#由于其骨黏合强度大#故又

称磷酸镁骨黏合剂$是由氧化镁+磷酸盐+缓凝剂及

固化液混合制备而成的一类反应型胶黏材料#在动物

实验中较传统的磷酸钙骨水泥生物强度高#生物降解

速度快$除本课题组已报道的研究成果外#仅有
'

篇

相关报道)

'

*

$该研究成果已经获得中国发明专利和

美国专利$

在获得专利前#对产品的细胞毒性+皮肤致敏+

皮内剌激和急性全身毒性进行了检测$检测结果表

明&各项检测全部合格#证明材料无毒#可以安全地

用于动物体内开展后期的动物实验)

!

*

$

我们与刘昌胜合作#以家兔为动物实验$结果

显示#

*R=

的黏结强度明显大于传统的磷酸钙骨水

泥#可以对细小非负重区域的骨折片进行直接黏合%

该材料生物相容性好#可与周围骨质紧密结合#而且

材料可降解)

$

*

#且无内脏毒性)

(

*

$

为了深入研究此产品的生物安全性#作者进行

了
*R=

的遗传毒理试验$采用
*R=

的浸出液在

体外做试验#试验项目包括
2;+6

试验+微核试验及

程序外
Q12

合成!

"%6-?+#":+#Q126

L

%7?+6'6

#

&Q,

"试验$

2;+6

试验显示
*R=

不会引起鼠伤寒

沙门菌的回复突变数增加#提示磷酸镁骨黏合剂不

会引起基因突变#已另文投稿$本文报道微核试验

及
&Q,

试验的结果$

材 料 和 方 法

检测材料
!

*R=

的专利授权号为&

WG"''"&$*$>#

!无机骨黏合剂的制备及其在硬组织修复中的应用"#

R=J

国际专利&
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-
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!无机骨黏合剂的制

备及其在硬组织修复中的应用"#刘昌胜为第一发明

人$浸提液的制备&取
&"

B

磷酸镁骨黏合剂于小烧杯

中#加入生理盐水
'"";G

#以锡纸封口#置
$*T

恒温水

浴浸泡
*!?

材料浸提液#过滤除菌后#该液在
!(?

内

进行试验$

\MF

试验
!

采用新鲜人外周血!不分离淋巴细

胞的全血"#加入
'";G0R*H'%("

培养液!内含

&S

小牛血清#

!" ;;5:

-

G

羟基脲和$

D/J#0!"

"='

-

;G

"#混匀后将以上含$

D/J#0

标记物的外周

血
">&;G

分装至试管中$实验组加入磷酸镁骨黏

合剂浸出液
!
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和
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G

!不满
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%

G

用生理盐水补到
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G

"$阴性对照组为生理盐

水#
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G

$阳性对照组为硫酸镍!
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#

国药集团化学试剂有限公司#分析纯"#加入
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和
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的
1',N

(

溶液各
!""
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G

$

在
$*T

恒温水浴中震荡
(?

#然后用
!;G

冰浴

中冷冻的生理盐水终止反应$吸取终止的反应液到

湿润的
(#

型玻璃纤维滤纸上#真空抽滤#分别用蒸馏

水
%;G,!

次洗去游离的$

D/J#0

#

$;G&S

的三氯

乙酸固定#

$;G*&S

乙醇及无水乙醇脱水和除色$

将滤膜
$*T

烘干后#滤膜片平置于闪烁杯底#加入

';G

闪 烁 液 !

RRN ">'S

#

RNRNR">"(S

"#在

3$-V;$%

双道液体闪烁计数仪上测定每分钟放射计

数!

=R*

"值#了解
Q12

修复合成情况$各做
)

个平

行样本$

微核试验
!

取健康昆明种小鼠#体重在
')

&
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B

#

雌雄各半#共
&

组#每组
'"

只$其中
$

组分别在腹腔内
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注射
">';G

的
*R=

浸提液!浓度分别为原液+

'

-

!

原

液浓度+

'

-

(

原液浓度"$以注射
">';G

生理盐水作为

阴性对照组%以注射环磷酰胺!

=R2

"作为阳性对照组#

药物浓度为
'"";

B

-

V

B

$均采用
(

次给药法#每次间隔

!(?

#于第
(

次给药后
%?

处死动物$取股骨骨髓制

片#

E';6$

染色$每只动物观察
'"""

个嗜多染红细胞

中微核细胞数$

结
!!!

果

\MF

实验结果
!

方差分析结果表明&实验组

!不同浓度的
*R=

浸出液"的每分钟放射计数值有

浓度依赖性#即随着加入磷酸镁骨黏合剂浸出液的

浓度增加#其
=R*

值也逐步增加$但不管何种浓

度#实验组的
=R*

值均远低于阳性对照组!不同浓

度
1',N

(

"的
=R*

值#且有显著的统计学差异!
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#

">"'

"$实验组!不同浓度的
*R=

浸出液"

=R*

略

高于阴性对照组!生理盐水组"#但差异无显著性意

义$说明磷酸镁骨黏合剂浸出液对人外周血淋巴细

胞
Q12

无损伤作用$各组试剂
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实验结果见

表
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各组动物股骨骨髓嗜多染红细胞的微核率经过

!

! 检验#试验组微核率与阴性对照组差异无统计学

意义!

!

%

">"&

"#而实验组和阳性对照组差异有统

计学意义!

!

#

">"&

"$说明
*R=

对动物骨髓细胞

无致突变作用$

讨
!!!

论

骨科医生在临床上常遇到不稳定骨折的患者#

有时治疗很困难$尤其是粉碎性骨折#骨折后形成

的细小碎片难以复位+固定#即使固定了也极易移

位#有时还伴有骨缺损#对其治疗与修复一直是困扰

临床骨科医生的难题之一$若能研制出一种理想的

可降解的黏合材料直接黏合骨折#而且其黏合强度

足以不用内固定#则可以使病患者免除再次手术取

内固定物的痛苦$

我们在以往的研究中#将
'>&

B

磷酸镁骨黏合

剂置入体重为!

'>)-">$

"

V

B

重的家兔股骨髁内#即

置入量为
">*&

B

-

V

B

!体重"$而平时骨科手术中一

般置入
&

B

左右的骨水泥#若人体重量以
%"V

B

计

算#仅置入
">")$

B

-

V

B

!体重"$也就是说#我们置

入兔内的剂量是人体内实际用量的
#>"(

倍$即使

置入如此大的剂量后#我们测得的家兔肝+肾功能正

常#心+脑+肝+肾病理检查阴性)

(

*

$所以我们认为#

磷酸镁骨黏合剂应用于人体是安全的#无内脏毒性$

遗传毒理学一方面研究环境诱变剂的致突变作

用机制及其与致癌+致畸作用的关系#另一方面又研

究+开发新的测试方法用以鉴别+评价环境因子和新

合成化学品的三致作用#以预防和减少它们对人类

的危害$因此本学科的研究具有重要的理论与实践

意义$遗传毒理学亦可视为毒理学的一个分支#从

遗传学的改变观察毒理学效应$在经典毒理学中#

更多关注的是短期毒理效应#而遗传毒理学则主要

关注遗传毒性的远期效应$这包括致畸作用&环境

因子主要作用于一定发育阶段的胚胎细胞#导致器

官发育异常#形成畸形$致癌作用&一些环境因子

在无明显毒性反应时#诱变肿瘤形成$诱变作用&

低于毒性剂量的环境因子诱发基因突变和染色体畸

变$这一过程如发生在生殖细胞#可增加后代遗传

病的发病率)

&
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$

因此#作为体内植入的可吸收性生物医用材料#

$)&
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对其生物学特性要求极为严格$在一种新型材料临

床应用前#须完成其毒理学特性检测#综合评定其生

物学特性是否符合医用要求)

%

*

$由于生物材料长期

接触或植入体内#应进行上述的三致试验!即致癌+

致畸+致基因突变试验"

)

*

*

$

在短期试验中#

&Q,

试验通过测量受损
Q12

的

切除修复合成#反映了理化因素对
Q12

分子损伤作

用的程度$

&Q,

试验操作简单#特异性好#生物学意

义高#目前已成为检测化学物质致癌性或致突变性的

快速+短期筛选的试验之一$

&Q,

试验是指与
Q12

修复有关的合成过程#它不同于细胞在
,

期进行的

Q12

半保留复制#无论原核细胞还是真核细胞#都具

有一系列酶学修复机制#可使由外源性理化因素所致

的
Q12

损伤得以修复$这种
Q12

修复合成是发生

在
,

期以外的#故称为程序外
Q12

合成$该过程的

加强是
Q12

损伤的表现之一$

Q12

损伤是细胞癌

变的关键步骤#损伤修复的失败可使机体产生肿瘤$

本次的
&Q,

试验是将氚标记的胸腺嘧啶核苷

!

$

D/J#0

"掺入到非
,

期的人外周血淋巴细胞新合

成的
Q12

中#对受处理的细胞
Q12

做液体闪烁计

数#测定在
Q12

修复合成时$

D/J#0

的掺入量#与

对照进行比较#以评价受试物致
Q12

损伤的效应$

因此#

&Q,

试验通过测量受损
Q12

的切除修复合

成#反映了理化因素对
Q12

分子损伤作用的程度$

本试验结果显示!表
'

"#实验组!

*R=

浸提液"

的
=R*

均值为
$&>#)

#而且不同浓度
*R=

浸出液

的
=*R

值均略高于阴性对照组!生理盐水组"#而

阴性对照组的
=R*

值仅为
'(>*&

#但差异无显著性

意义!

!

%
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"$然而#考虑实验组
*R=

浸提液的

=R*

均值!

$&>#)

"远低于阳性对照组!不同浓度

1',N

(

"的
=*R

均值!

('&>$)

"%且有显著的统计学

差异!

!

#

">"'

"$因此#我们仍然可以认为#

*R=

浸提液不会引起
Q12

损伤$说明磷酸镁骨黏合剂

用于体内植入是安全的#为进一步动物实验及临床

应用提供了生物安全性依据$

微核试验是公认的检测染色体异常的简便方法$

微核是真核类生物细胞中的一种异常结构#往往是

细胞经辐射或化学药物的作用而产生的$在细胞间

期#微核呈圆形或椭圆形#游离于主核之外+大小为

主核的
'

-

$

以下$微核的形成是细胞受遗传毒物作

用后的一种遗传学终点$以观察细胞中微核的形成

来检测遗传毒物#称为微核试验$该试验因其快速+

简便成为广泛使用的遗传毒理学试验之一$特别是

应用小鼠骨髓红细胞微核检测方法#目前已成为一种

能获得大量客观数据的化学物质遗传毒性评价体系$

微核试验是用短期遗传毒性试验来评价
*R=

的遗传毒性$小鼠骨髓嗜多染红细胞核试验是目前

应用最为广泛的微核试验)

)

*

$与人类实际暴露剂量

比较#小鼠
*1J

所给药剂量常更高$经腹腔给予

的待测物#经门脉系统入血#并进入肝脏代谢转化$

骨髓中的红细胞经过数次分裂#最后脱核成为成熟

红细胞$脱核后早期#红细胞内血红蛋白的主要成

分球蛋白的合成旺盛#因此胞质中存在大量的

012

#形成嗜多染红细胞#随着球蛋白合成完毕#

012

完全分解#嗜多染红细胞逐渐形成成熟的正

染红细胞$红细胞最后一次脱核时#胞质中的微核

并不能通过脱核而排出#仍然残留在细胞质中#形

成极易判别的+仅含有微核的嗜多染红细胞$

微核试验与染色体畸变试验有良好的相关

性)

#

#

'"

*

$有学者比较了数十种化合物#其中
)"S

两

种实验是一致的$因此
*R=

在本次的微核试验中

与生理盐水阴性对照组之间无显著差异#与阳性对

照物之间存在显著差异#说明
*R=

浸提液对生物

骨髓细胞无遗传毒性$

但是微核试验仍存在不足之处$有研究发现尽

管微核率与患癌率有较好的相关性#但实验数据重

复性并不高#报道差别也较大#一些学者认为不产

生断片的稳定染色体结构改变!如平衡易位"对致癌

更有意义#但常规微核试验无法测出$近年来非遗

传毒性诱癌物已被发现#突变不是致癌的充分条

件#而且突变也不一定致癌$评判诱癌性必须将多

种试验结合#单用微核试验价值有限#仍需结合其

他遗传毒理学试验)

''

*

$

综上所述#尽管学者们努力改变磷酸钙骨水泥

的性能)

'!

#

'$

*

#但磷酸镁骨黏合剂与磷酸钙骨水泥相

比#具有凝结快#生物降解速度快等特性#其水化过

程放热速率可以通过调节酸碱组分活性及加入缓凝

剂来控制#水泥浆体具有良好的塑性和胶黏性#水

化产物为磷酸镁铵之类的产物#生物相容性高$诸

多优良的特性使其有望用于不稳定骨折的黏合治疗

及人工关节假体的黏结固定$如果这一新型无机骨

黏合剂的研制获得成功#将彻底改变骨折内固定术

的治疗面貌#给骨折的治疗带来一场革命$这不仅

具有很大的社会效益和经济效益#而且对推动生物

材料的发展有着重要的学术价值$
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