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摘　要：目的　通过鸵鸟去细胞角膜基质浸提液对中国仓鼠肺纤维细胞（ＣＨＬ）毒性的实验观察，筛选出浸提液的最大无

毒浓度，为进一步完成该去细胞角膜基质材料的染色体畸变实验奠定基础。方法　采用细胞培养的方法，将鸵鸟去细胞角

膜基质材料制备成浸提液，用浸提原液、１∶２，１∶４稀释的浸提液与传代培养的ＣＨＬ细胞共同培养，同时设立阴性、阳性

对照，参考 ＭＴＴ比色法评价２４ｈ后对细胞生长的影响。结果　１∶４稀释的浸提液既无毒性，又具有促进细胞生长的作

用。结论　采用ＣＨＬ细胞进行细胞毒性试验，依据分级结果并结合细胞形态学特征可筛选出鸵鸟去细胞角膜基质浸提

液进行ＣＨＬ细胞染色体畸变实验的基准无毒浓度。
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　　角膜移植手术是治疗角膜盲患者的唯一手段。

但苦于角膜材料来源极度匮乏，致使数以万计的患

者因得不到角膜材料而延迟甚至无法获得治疗。

陕西省眼科研究所通过前期大量的研究工作，筛选

出与人眼解剖、组织结构、光学特性非常接近的鸵

鸟角膜，并研制出脱细胞角膜基质材料。经相关实

验证实其生物相容性好，抗原性低［１，２］。为保证其

最终临床应用的安全性，我们拟采用体外培养的哺

乳动物细胞株中国仓鼠肺纤维细胞（ＣＨＬ）进行染

色体畸变实验。根据前期相关预实验结果提示，在

做染色体畸变实验前，必需筛选出该材料浸提液对

ＣＨＬ细胞的基准无毒浓度，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　实验材料　经钴６０照射灭菌的干燥脱水法

保存的鸵鸟去细胞角膜基质材料均为陕西省眼科

研究所自行研制；中国仓鼠肺纤维细胞株（ＣＨＬ细

胞株）购自通哌上海生物科技有限公司。

１．２　试剂和仪器　１６４０培养液（ＧＩＢＣＯ公司）；

胰蛋白酶（ＧＩＢＣＯ 公司）；二甲基亚枫（ＤＭＳＯ）、

ＭＴＴ试剂（ｓｉｇｍａ公司）；苯酚、ＣＯ２ 培养箱（美国

ＮｕＡｉｒｅ公司）；酶联免疫检测仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公

司）；倒置相差显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ）；９６孔培

养板（美国Ｃｏｓｔａｒ公司）。

１．３　方法

１．３．１　材料浸提液的制备：取经钴６０照射灭菌的

干燥脱水法保存的鸵鸟去细胞角膜基质材料２４

ｃｍ２，放入９ｃｍ无菌平皿中，加入无菌生理盐水复

水２０ｍｉｎ取出，再放入１５ｍｌ离心管中加入１６４０

培养液４ｍｌ，于３７℃培养箱中浸提７２ｈ，制得样品

浸提液，实验前加入１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清。

１．３．２　配制的培养液及染液：培养液及阴性对照

液（含１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清、１０００００ｕ／Ｌ青霉素、链
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霉素的１６４０培养液）；阳性对照液（含６４ｇ／Ｌ苯酚

的１６４０培养液）：ＭＴＴ染液（５ｇ／ＬＭＴＴ）。

１．３．３　细胞的消化及传代：取生长状态良好的

ＣＨＬ细胞一满瓶，弃去培养液后，加入２．５ｇ／Ｌ胰

蛋白酶０．５ｍｌ于瓶底消化细胞，约２ｍｉｎ后，平放

倒置显微镜下观察，消化至细胞开始收缩后即加入

培养液停止消化，用吸管吹打细胞后，经离心洗涤，

传代于新培养瓶中，加入新鲜培养液，直至传至所

需要细胞数量后，待用。

１．３．４　细胞毒性实验步骤及参考判定标准
［３］：取

９６孔培养板一块，每组４孔，每孔分别加入１００μｌ

的细胞混悬液（接种密度为４×１０４ 个／ｍｌ），置

３７℃ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ，取出培养板，弃去原

培养液。按以下每组（４孔）进行加液，每孔１００

μｌ。浸提原液组，１∶２浸提液组，１∶４浸提液组，

阴性对照培养液组，苯酚阳性对照液组。２４ｈ后

取出培养板，倒置显微镜下观察记录各组细胞形态

后，每孔加入２０μｌ的 ＭＴＴ溶液，置３７℃培养箱

中继续孵育４ｈ，倒置显微镜下观察记录各组细胞

着色状态，然后小心吸弃孔内培养上清液，每孔加

入２００μｌ二甲基亚砜，振荡１０ｍｉｎ，选择５７０ｎｍ

波长测定吸光度，分别测定各孔吸光度。细胞毒性

判定标准０级或１级为反应合格，２级应结合细胞

形态分析，综合评价；结果为３～５级反应为不合

格。相对增殖度（ＲＧＲ％）＝实验组平均吸光度／

阴性对照组平均吸光度值×１００。分级标准：反应

为０级ＲＧＲ≥１００；１级ＲＧＲ为７５～９９；２级ＲＧＲ

为５０～７４；３级ＲＧＲ为２５～４９；４级ＲＧＲ为１～

２４；５级ＲＧＲ为０。

２　结果

２．１　培养２４ｈ，倒置显微镜下各组细胞形态的比

较　见图１。阴性正常对照组，细胞呈梭形，卵圆

形，不规则形，具宽扁胞质突起，胞质近中央处有椭

圆细胞核，胞体贴壁铺展。浸提原液组，细胞变小、

圆、大部分死亡。与正常对照组相比，１∶２浸提液

组，细胞形态大致正常，１∶４浸提液组细胞生长状

态良好，６４ｇ／Ｌ苯酚阳性对照组，细胞形态多数变

圆，死亡。

浸提原液（×２００）　　　　　　１∶２浸提液（×２００）　　　　１∶４浸提液（×２００）　　阳性对照：６４ｇ／Ｌ苯酚（×２００）　阴性对照：正常细胞（×２００）　

图１　培养２４ｈ，倒置显微镜下各组ＣＨＬ细胞形态

２．２　培养２４ｈ，加入 ＭＴＴ后倒置显微镜下各组

细胞着色状态的比较　见图２。ＭＴＴ作用后，染

色原理为活的ＣＨＬ细胞内形成蓝紫色针状结晶

甲瓒。浸提原液组，细胞内未见针状结晶；１∶２浸

提液组，大部分细胞内有针状结晶；１∶４浸提液

组，几乎所有细胞内均有针状结晶。６４ｇ／Ｌ苯酚

阳性对照组未见蓝紫色针状结晶甲瓒。

浸提原液（×２００）　　　　　１∶２浸提液（×２００）　　　　　１∶４浸提液（×２００）　　阳性对照：６４ｇ／Ｌ苯酚（×２００）　阴性对照：正常细胞（×２００）　

图２　培养２４ｈ，加入 ＭＴＴ后，倒置显微镜下各组ＣＨＬ细胞着色状态

２．３　实验组及对照组细胞相对增殖度（ＲＧＲ）值

转换成６级反应评定结果　依据细胞毒性判断标

准，１∶４浸提液组细胞毒性级别为０级；１∶２浸提

液组细胞毒性级别为１级，见表１。结合细胞形态

及 ＭＴＴ染色后细胞特征筛选出浸提液的基准无

毒浓度（最大无毒浓度）应为１∶４。

３　讨论　随着组织工程学的进展，生物材料的研

究及应用已愈来愈广泛。为了确保材料进入临床

的安全性，必须对其理化性、生物相容性、安全性等

进行全面评价。染色体畸变试验是重要的安全性

评价方法之一，正式实验前必须对浸提液的最佳无

毒基准浓度（最大无毒浓度）进行研究确认。
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　表１ 　实验组及对照组细胞相对增殖度（ＲＧＲ）值及转换成６级反应评定结果

结果 阳性对照 浸提原液 １∶２浸提液 １∶４浸提液 阴性对照

吸光值（珚狓±狊） ０．１１６±０．００９ ０．１２９±０．０１ １．１６４±０．２２ １．３６３±０．１０７ １．１３３±０．１４

ＲＧＲ（％） １０．２ １１．３ ８８ １２０ １００

分级 ４级 ４级 １级 ０级 ０级

　　细胞毒性试验是一种在体外状态下，模拟生物

体生长环境，检测药物、生物材料及制品或其浸提

液对细胞溶解、细胞死亡、抑制细胞生长和其它毒

性作用的方法。

在ＩＳＯ１００９３５：１９９９中该项试验可分为浸提

液法、直接接触法和间接接触法３种。鉴于目前绝

大多数医疗器械及材料是通过浸提液来进行检测

的，故本研究参照 ＧＢ／Ｔ１６８８６．１２～２００５／ＬＳＯ

１０９９３～１２：２００２医疗器械生物学评价第１２部分

制备浸提液。

ＭＴＴ比色法是较常用的浸提液试验，通过材

料的浸提液与培养细胞广泛接触，可分析材料中各

组成成分及其浓度对细胞的毒性影响。比色法的

基本原理是存在于活细胞线粒体呼吸链上的琥珀

酸脱氢酶能脱下琥珀酸的氢原子，而死细胞没有这

一性质，黄色的 ＭＴＴ接受氢原子，还原成蓝色的

甲瓒结晶，用二甲基亚枫溶解，在波长４９０ｎｍ下，

用酶标仪测定反映甲瓒量的吸光度值，就能定量反

映细胞数与细胞活性的变化。比色法因其检测所

需的细胞量相对较少，实验步骤相对简便，误差小，

检测周期短等优点，是一种常用的体外细胞毒性试

验的测定方法［４］。

　　本研究以浸提液进行 ＭＴＴ试验，同时结合各

组细胞染色前后的形态特征成功的筛选出了最佳

无毒基准浓度为１∶４。在此浓度下，不仅对细胞

无毒性，而且细胞增殖能力优于正常对照组，推测

其原因，可能是由于角膜基质内含有多种细胞因

子，虽经物理或化学方法处理，仍有部分保留，这样

的微环境更有利于细胞的生长和增殖。

　　浸提原液组为什么会出现细胞“毒性”？究其

原因，可能因为制备的去细胞角膜基质材料为胶原

纤维，具有三股螺旋、端肽、前肽微区，三条α肽螺

旋缠绕而成，每条链上有千余个氨基酸，它的等电

点在４．８～５．２。在３７℃偏碱性的１６４０液中，经过

长达７２ｈ的浸泡，部分胶原发生水解、降解产生明

胶、Ｄ氨基酸或外消旋氨基酸等产物，这些成分虽

不是有毒物质，但浓度较大时，可改变细胞培养的

渗透压等微环境，从而导致细胞死亡。在眼科临

床，干燥保存的人角膜材料使用前仅进行常规、常

温复水２０ｍｉｎ便可进行移植。本项研究，我们参

阅相关资料［５，６］，制备异种去细胞角膜基质浸提液，

采用３７℃长达７２ｈ的浸泡方法，是否浸提时间过

长，有待以后进一步研究探讨。

总之，本研究结果表明，采用 ＭＴＴ比色法并

结合培养后细胞形态，可完成异种角膜基质浸提液

基准无毒浓度的确认。该方法加以推广，将在各类

药物、生物材料、医疗器械等的研究评价中具有较

高的应用价值。
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