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 �� 观察镁钙合金对体外细胞生长的影响 ,对镁钙合金的生物相容性进行评价。�� 根据 ISO 10993 - 5 :1999及

GB/ T 1688615 - 2003标准 ,将不同浓度镁钙合金浸提液与 L - 929 细胞接触培养 ,进行细胞的形态学观察及四甲基偶氮唑盐

(MTT)比色 ,评价镁钙合金的细胞毒性。�� 细胞形态学观察显示 ,阳性对照组细胞脱落、死亡 ,其余各组细胞贴壁生长 ,形态

正常。MTT显示镁钙合金浸提液对细胞的毒性 0级 ,无明显细胞毒性。�� 镁钙合金的细胞毒性为 0级 ,符合临床应用的要

求。
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A Cellular Study on Cytotoxicity of Magnesium - calcium Alloy

L i Zijian , Zhang Ke , L ou S iquan , et al . Department of Orthopaedics , Peking U niversity Thi rd Hospital , Beijing ,100083

Abstract　Objective　To investigate the cytotoxicity of magnesium - calcium alloy that will be used as a degradable biomaterial and to

provide experiment basis for clinical application. Methods　The extracting solution with the L - 929 cells was mixed and the cytotoxicity

of the magnesium - calcium alloy was evaluated by cell morphological observation and MTT assay. Results　The cells morphology was

normal. The level of cytotoxicity was grade 0. Conclusion　Magnesium - calcium alloy has a good biocompatibility. It accords with the

biomaterial cytotoxicity for human implant .
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　　镁合金相比目前临床上普遍采用的钛合金具有

质量轻、弹性模量更加接近正常骨组织、避免应力遮

挡等优点 ,同时具有无磁性、可加工性强等特点 ,是具

有临床应用前景的一种新型金属材料[1 ]。镁和钙是

人体内必需金属 ,镁是细胞新陈代谢中各种酶系统的

重要活化剂 ,激活许多重要酶类[2 ] ,理应具备良好的

生物相容性 ,但目前尚无镁钙合金细胞毒性的研究报

道。一种新的生物材料在进入临床之前必须进行生

物相容性的评价 ,完整的生物学评价包括初级急性毒

性筛选、动物体内应用和临床试用三级试验 ,体外细

胞实验是初级急性毒性筛选的一个重要方面。细胞

毒性试验的定义为“用细胞培养方法进行毒理学风险

评价”。

本组依据 ISO 10993 - 5 :1999及 GB/ T 16886. 5

- 2003标准[3 ] ,将不同浓度镁钙合金浸提液与 L -

929细胞接触培养 ,进行细胞的形态学观察以及四甲

基偶氮唑盐 (M TT)比色法对镁钙合金的细胞毒性进

行评价。
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111　实验分组及材料来源　实验设 5组 :RPMI 1640液阴性

对照组 ,不同浓度实验组 3组 ,0164 %苯酚阳性对照组。实验

用镁钙合金由北京大学力学与工程系郑玉峰教授提供的 Mg

- 1Ca(含 1 %钙)合金 ,仓鼠 L - 929成纤维细胞株由香港科技

大学生物系龙李瑞梅教授惠赠。

112　实验材料及设备　RPMI 1640培养液 (天润善达 ,中国 ,

含 10 %胎牛血清、青霉素 100 U/ ml、链霉素 100μg/ ml) ,MTT

(碧云天 ,中国)。CO2 培养箱 (D - 63450 , Heraeus , Germany) ,

倒置相差显微镜 (CK - 40 ,Olympus ,Japan) ,自动酶标测试仪

( Elx - 800 ,bio - Tek instruments , Inc ,American) ,96孔培养板。

113　实验方法

11311　镁钙合金浸提液的制备 　将 5 枚长、宽、厚度分别为

10、10、1 mm的镁钙合金块经环氧乙烷消毒灭菌 ,置于无菌培

养瓶中 ,按浸提液与试样表面积之比为 3 cm2/ ml的比例加入

RPMI 1640培养液 ,置于 37 ℃、95 %相对湿度、5 % CO2 培养

箱中 72 h ,得到材料浸提液原液 ,密封 ,4 ℃冰箱保存备用。

11312　浸提液与细胞接种培养及结果观察　将L - 929细胞
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复苏、传代后 ,于生长旺盛期用胰酶消化 ,悬浮于完全培养液

中 ,调整细胞浓度为 5×104/ ml ,接种于 96孔板上 ,每组 5孔 ,

每孔 100μl。培养 24 h使细胞贴壁 ,弃培养液。阴性对照组

加入单纯培养液 ,试验组加入不同浓度的 RPMI 1640浸提液

(浸提原液、50 %浸提液、10 %浸提液) ,阳性对照组加入含

0164 %苯酚的培养液。置于 37℃、5 %CO2 培养箱中培养 ,分

别于 2、4、7 d后各取出 1块培养板 ,在倒置相差显微镜下观察

活细胞的形态并摄影。在每孔加入 10μl MTT ,继续培养 4 h ,

在每孔中加入 formanzan溶解液 100μl ,继续培养直至普通光

学显微镜下 formanzan全部溶解。震荡 5 min ,然后用酶标仪

570 nm下测定每孔吸光度值 (OD值)。

11313　实验数据分析　计算细胞相对增值率 (RGR) ,并参照

六级毒性评级标准作毒性评定。细胞相对增殖率 ( RGR) =

(实验组 OD值/阴性对照组 OD值) ×100 %。

2 � �

培养 2 d :阳性对照组中 ,贴壁生长的细胞呈梭形

或多角形 ,部分细胞脱落 ,悬浮的细胞呈圆形或不规

则形 ,胞膜增厚 ,胞质内出现空泡及颗粒状物质 ,胞核

致密。其余各组的细胞几乎全部贴壁生长 ,细胞轮廓

清晰 ,呈菱形、长梭形或多角形 ,核质比例正常 ,胞质

均匀。

培养 4 d :阳性对照组中 ,脱落的细胞增多 ,细胞

收缩变小 ,胞膜变厚 ,核质增多 ,胞核固缩。其余各组

贴壁的细胞形态正常 ,可见少许悬浮的衰老细胞 ,其

胞质内可见空泡或颗粒物。

培养 7 d :阳性对照组中 ,大部分细胞脱落 ,细胞

变圆、变小 ,胞质、胞核浓缩 ,可见许多质膜崩解、核膜

破裂的死亡细胞。其余组内细胞较前更为成熟 ,细胞

突起较长 ,大部分继续贴壁生长 ,细胞密度有所降低 ,

可见少量悬浮退化细胞及个别死亡细胞。

培养 7 d细胞生长状况见图 1～4 ,各实验组吸光

度值及材料毒性评价见表 1。

3 � �

目前临床上常用的生物材料主要包括医用金属

材料和聚合物材料 ,医用金属材料包括医用不锈钢、

钴基合金和钛基合金等 ,聚合物有聚羟基乙酸和聚乳

酸等。金属材料由于其弹性模量是骨组织弹性模量

的数倍 ,而容易发生应力遮挡 ,造成骨质吸收或影响

骨折愈合[4 ]。同时现有金属材料中大多含有镍、铬等

元素 ,对人体有致敏反应 ,可诱导机体发生癌变[5 ]。

而聚合物由于其强度低、引发非特异性炎症反应的缺

点未能得到广泛应用。镁及镁合金具有密度低、比强

度和比刚度较高、弹性模量接近正常骨组织、生物可

降解吸收性等特点 ,具有成为新型生物材料的潜

力[1 ]。镁钙合金的材料学特点更加符合当今骨折治

疗的 BO原则[6 ]。
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培养

天数
分组 OD( -x ±s) RGR( %)

毒性

分级

阴性对照组 013238±0101089 100100 0

镁钙原液组 016008±0101365 185155 0

2 d 50 %镁钙组 013878±0101665 119177 0

10 %镁钙组 013286±0102109 101148 0

阳性对照组 013036±0101090 93176 1

阴性对照组 017848±0105974 100100 0

镁钙原液组 112884±0119425 164117 0

4 d 50 %镁钙组 019716±0110351 123180 0

10 %镁钙组 018014±0102450 102112 0

阳性对照组 012502±0101303 31188 3

阴性对照组 014888±0105028 100100 0

镁钙原液组 017806±0120417 159170 0

7 d 50 %镁钙组 015294±0113503 108131 0

10 %镁钙组 015166±0107851 105169 0

阳性对照组 013588±0104730 73140 2

一种新的生物材料要应用于人体 ,其生物相容性

必须预先通过生物学评价。体外细胞毒性试验是生

物相容性评价的重要部分。Heublein 等[7 ]将镁铝合

金的冠状动脉支架植入实验动物猪的冠状动脉中 ,显

示镁合金血管支架是永久性金属支架的一个可供选

择的替代物。高家诚等[8 ]进行了纯镁的细胞毒性研

究 ,将小鼠骨髓细胞与纯镁试样直接接触培养 ,发现

纯镁没有对小鼠骨髓细胞的增殖产生明显的毒副作

用。目前尚无镁钙合金体外细胞毒性研究的报道。

细胞形态学观察可以直观的看到外来因素作用

后细胞形态和结构的改变以及细胞增殖与死亡的情

况 ,可以对材料的细胞毒性做出初步判断。M TT法
(四甲基偶氮唑盐比色法)是由Mosroam在 1983年提

出 ,该方法的原理是活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶

能催化四甲基偶氮唑盐 ( M TT)形成深蓝色的物质

———甲月赞 (formanzan) ,形成数目的多寡与活细胞

数目和功能状态呈正相关。该法操作简便、敏感性

高[9 ]。通过计算 RGR值可对材料的细胞毒性做定量

评价 ,按分级标准规定把 RGR值转换成 0～ Ⅴ级以

评定材料毒性程度 :RGR≥100 %为 0级 ;75 %～99 %

为Ⅰ级 ;50 %～74 %为 Ⅱ级 ;25 %～49 %为 Ⅲ级 ;1 %

～24 %为Ⅳ级 ;0为Ⅴ级。

本组依据 ISO 10993 - 5 :1999及 GB/ T 1688615

- 2003 标准 ,对不同浓度镁钙合金浸出液的细胞毒

性进行细胞形态学的定性观察以及 M TT法的定量

分析 ,结果显示镁钙合金浸出液没有表现出细胞毒性

作用 ,呈现了良好的细胞相容性 ,符合临床应用的要

求。
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