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鼻腔黏膜修复敷料的生物学评价
李晓春，王莉芳，郑 旭，徐长根

（陕西省食品药品监督检验研究院，陕西西安７１００６５）
摘要：目的考察鼻腔黏膜修复敷料的生物安全性。方法按照医疗器械生物学评价标准中的迟发型超敏反应试验、体外细胞毒性试
验、刺激性试验分别对３个厂家的鼻腔黏膜修复敷料进行安全性评价。结果３批鼻腔黏膜修复敷料的安全性检查结果均符合规定。
结论３批鼻腔黏膜修复敷料安全、可用。
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

本研究中，由于黄芪桂枝五物汤中毛蕊异黄酮葡萄
糖苷、桂皮醛和芍药苷化学成分的性质不同，煎煮过程
溶出规律有较大差异。目前，通过熵权法综合考虑各个
指标的影响评价整个提取过程，可靠性好犤 １２ 犦，但是每个
指标的重要程度不相同。需要综合考虑确定黄芪桂枝五
物汤中黄芪甲苷和毛蕊异黄酮葡萄糖苷哪个是发挥疗
效的主要成分，以及臣药桂枝和白芍中的桂皮醛和芍药
苷的重要程度，并对每个指标赋予权重，计算综合评价
值，才能更全面地优化煎煮时间。
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《医疗器械监督管理条例》明确提出，国家对医疗器
械按照风险程度实行分类管理。第一类是风险程度低，
实行常规管理可以保证其安全、有效的医疗器械；第二
类是具有中度风险，需要严格控制管理，以保证其安全、

有效的医疗器械；第三类是具有较高风险，需要采取特
别措施严格控制管理，以保证其安全、有效的医疗器械。
根据２０１７年８月颁布的《医疗器械分类目录》，鼻腔黏
膜修复敷料属于无源植入器械中的组织工程支架材料，
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属Ⅲ类医疗器械。本研究中按照ＧＢ ／ Ｔ系列标准对３批
鼻腔黏膜修复敷料进行了细胞毒性、迟发型过敏及刺激
等生物学评价犤 １ － ４ 犦。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 材料

材料、药品与试剂：鼻腔黏膜修复敷料分别选择３
个不同厂家生产的，每个厂家各选１批，共３批，记为
Ａ，Ｂ，Ｃ批。高密度聚乙烯（批号为Ｋ０Ｍ３５７，符合美国药
典标准）；氯化钠注射液（批号为１６０１３０ ３Ｇ，西安京西
双鹤药业有限公司）；优级胎牛血清（批号为ＴＢＤ２１ＨＹ，
天津市灏洋生物制品科技有限责任公司）；ＲＰＭＩ培养基
（批号为ＡＢ１０１２５２９７，ＨｙＣｌｏｎｅ）；青链霉素混合液
（１００ ×，批号为２０１７０５０３，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；胰蛋白酶（批号为
ＳＬＢＰ８６０７Ｖ，Ｓｉｇｍａ）；无菌磷酸盐缓冲液牗 ＰＢＳ，批号为
０５Ｅ１６Ｂ２１，武汉博士德生物工程有限公司）；滤器（０． ２２ μｍ，
批号为Ｒ６ＥＡ４７８４７，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，分
析纯，批号为２０１７１１１４，国药集团化学试剂有限公司）；
噻唑蓝（ＭＴＴ，批号为ＭＫＢＮ７２６４Ｖ，Ｓｉｇｍａ）。

细胞及动物：细胞株犤小鼠成纤维细胞（Ｌ９２９细
胞），编号为ＣＸ０１８７，武汉博士德生物工程有限公司犦；
白化豚鼠（Ｄｕｎｋｉｎ Ｈａｒｔｌｅｙ）、新西兰兔，均由西安市迪乐
普生物资源开发有限公司提供，实验动物生产许可证号
为ＳＣＸＫ（陕）２０１４ － ００１。饲养环境为温度２２ ～ ２６ ℃，
相对湿度４０％ ～ ７０％，实验动物使用许可证号为ＳＹＸＫ
（陕）２０１３ － ００１，均由陕西省食品药品监督检验研究院
实验动物管理委员会按照该院实验动物福利伦理审查
委员会章程批准实施。

仪器：ＢＳ２２０２Ｓ型电子天平（赛多利斯仪器有限公
司）；ＢＳＰ － ２５０型生化培养箱（上海博讯实业有限公司
医疗设备厂）；ＫＡ － １０００型低速台式离心机（上海安亭
科学仪器厂）；ＳＷ － ＣＪ － ２Ｆ型医用净化工作台（苏州安
泰空气技术有限公司）；ＨＦ１５１型ＣＯ２培养箱（上海力
康医疗设备有限公司）；ＸＳＺ － Ｄ２型倒置相差显微镜
（重庆光学仪器厂）；Ｖｅｒｓａ Ｍａｘ０３１０ － ３２６４型酶标仪（美
国分子仪器有限公司）；ＬＤＺＦ － ５０ＫＢ －Ⅱ型立式压力
蒸汽灭菌锅（上海申安医疗器械厂）。
１． ２ 方法
１． ２． １ 迟发型超敏反应封闭贴敷试验犤 １，５ 犦

健康、初成年普通级白化豚鼠，雌雄不限，体质量
３００ ～ ５００ ｇ，３５只。３０只作为试验组牗Ａ，Ｂ，Ｃ组牘，每个样
品１０只；５只作为对照组。试验前，剔除豚鼠背部被毛。

诱导阶段：试验组用吸收性纱布浸透供试品原液
１ ｍＬ，局部贴敷于每只动物的左上背部位。６ ｈ后除去
包扎带和纱布。１周中连续３ ｄ重复该步骤，同法操作３
周。对照组以０． ９％氯化钠注射液同法操作。

激发阶段：最后１次诱导贴敷后１４ ｄ，用供试品和
０． ９％氯化钠注射液对全部动物进行激发。方法同上，贴
敷于每只动物去毛的未试验部位。６ ｈ后除去包扎带和
纱布。

动物观察：激发后２４ ｈ剃去激发部位及其周围的
被毛，温水洗净，擦干。脱毛后至少２ ｈ，按Ｍａｇｎｕｓｓｏｎ和
Ｋｌｉｇｍａｎ分级对试验部位评分，其中无明显改变为０级，
散发性或斑点状红斑为１级，中度融合性红斑为２级，
重度红斑和水肿为３级。并在除去纱布后４８ ｈ进行再
次评分。
１． ２． ２ 体外细胞毒性试验（ＭＴＴ法）犤 ２ － ４，６ 犦

试验样品及试液制备：无菌条件下将鼻腔黏膜修复
敷料与含血清培养基按０． ２ ｇ ／ ｍＬ的比例于３７ ℃浸提
２４ ｈ后２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ，取上清液，得供试液。取
高密度聚乙烯（厚度为１ ｍｍ）３６ ｃｍ２，剪成５ ｍｍ ×２５ ｍｍ
的小块，加１２ ｍＬ细胞生长培养液，３７ ℃浸提２４ ｈ，过滤
除菌，得阴性对照液。５％的ＤＭＳＯ溶液，过滤除菌，现用
现配，得阳性对照液。同细胞生长培养液，得空白对照液。

细胞悬液制备：将已培养４８ ～ ７２ ｈ生长旺盛的细
胞用消化液消化后加入细胞培养液，吸管吹打，混匀，用
血细胞计数板在显微镜下计数，按公式计算细胞密度，
Ｃ ＝ ｎ ／ ４ × １０４，式中Ｃ为细胞密度，单位为个／ ｍＬ；ｎ为
计数板四角四大格内细胞总数，单位为个。根据实测细
胞密度，加入适量细胞生长培养液配制成试验要求密度
的细胞悬液，备用。

方法：将配制好的细胞悬液接种于９６孔培养板，设
空白对照组、阴性对照组、阳性对照组和供试品组牗Ａ，
Ｂ，Ｃ组牘，每组各设至少６孔，每孔接种１００ μＬ细胞悬
液。置ＣＯ２培养箱（含体积分数５％ ＣＯ２气体）３７ ℃培
养２４ ｈ后，弃去原培养液。空白对照组加入新鲜空白对
照液，阴性对照组加入阴性对照液，阳性对照组加入阳
性对照液，供试品组加入相应的供试液，每孔１００ μＬ，
置ＣＯ２培养箱继续培养７２ ｈ后置显微镜下观察细胞形
态。每孔加入２０ μＬ质量浓度为５ ｇ ／ Ｌ的ＭＴＴ溶液，继
续培养４ ｈ后弃去孔内液体，加入１５０ μＬ ＤＭＳＯ，置振荡
器上振荡１０ ｍｉｎ，在酶标仪５７０ ｎｍ和６３０ ｎｍ波长下测定
吸光度，按公式计算相对增殖率（ＲＧＲ）。ＲＧＲ ＝ Ａ ／ Ａ０ ×
１００％，式中ＲＧＲ为相对增值率（％），Ａ为供试品组（阳
性及阴性对照组）吸光度，Ａ０为空白对照组吸光度。
ＲＧＲ按细胞毒性反应分级判定毒性反应分级，０级相对
增殖率≥１００％，１级相对增殖率为８０％ ～ ９９％，２级相
对增殖率为５０％ ～７９％，３级相对增殖率为３０％ ～４９％，
４级相对增殖率为０ ～ ２９％。
１． ２． ３ 黏膜刺激试验犤 １ 犦

取健康、初成年普通级新西兰兔，雌雄不限，体质量

·研究·
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表１ 鼻腔黏膜组织反应显微镜计分系统牗分牘
反应

上皮
正常，完好无损
细胞变性或变扁平
组织变形
局部糜烂
广泛糜烂

白细胞浸润（每个高倍视野）
无
极少（少于２５）
轻度（２６ ～ ５０）
中度（５１ ～ １００）
重度（＞ １００）

计分

０
１
２
３
４

０
１
２
３
４

反应
血管充血
无
极少
轻度
中度
重度伴血管破裂

水肿
无
极少
轻度
中度
重度

计分

０
１
２
３
４

０
１
２
３
４

组别
Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
对照组

动物数
１０
１０
１０
５

激发后２４ ｈ等级
０
０
０
０

激发后４８ ｈ等级
０
０
０
０

等级
０
０
０
０

表２ 迟发型超敏反应试验结果牗只牘

组别
Ａ组
Ｂ组
Ｃ组

ＲＧＲ 牗％ 牘

６８． ２３
７５． ８６
６２． ３７

反应分级
２
２
２

组别
阴性对照组
阳性对照组

ＲＧＲ 牗％ 牘

１１０． ７２
３２． ４７

反应分级
０
３

表３ 细胞毒性试验结果

·研究·
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注：ＲＧＲ为相对增殖率。

不低于２ ｋｇ。选取鼻腔无明显刺激症状、无缺陷和无损
伤的家兔１２只，供试品组牗Ａ，Ｂ，Ｃ组牘和对照组各３只。
供试品组将受试物原液０． ３ ｇ涂抹至鼻腔内，２４ ｈ内不
冲洗，对照组以０． ９％氯化钠注射液０． ５ ｍＬ同法处理。
每隔２４ ｈ重复上述操作，连续１４ ｄ。观察记录鼻腔黏膜
刺激情况。末次接触后２４ ｈ，无痛处死动物，解剖鼻腔组
织，纵向切开，肉眼观察黏膜组织的刺激情况。选取中央
部位，经脱水、包埋、切片、ＨＥ染色，ＬＥＩＣＡ生物显微镜
观察犤 ７ 犦。按表１规定的计分系统对组织进行评分。试验
组动物显微镜评价计分相加后再除以观察总数即得试
验组平均计分，最大计分为１６分，对照组同法计算。试
验组平均计分减对照组平均记分即得刺激指数。刺激指
数０分为无反应，１ ～ ４分为反应程度极轻，５ ～ ８分为反
应程度轻度，９ ～ １１分为反应程度中度，１２ ～ １６分为反
应程度重度。

２ 结果
２． １ 迟发型超敏反应试验结果

于激发后２４ ｈ及４８ ｈ观察，供试品组及对照组中
豚鼠的反应等级均为０，表明３批鼻腔黏膜修复敷料在
本试验条件下对豚鼠皮肤无致敏反应。结果见表２。

２． ２ 体外细胞毒性试验结果
结果见表３。在本试验室条件下，阳性对照组细胞

毒性反应级别为３级，阴性对照组细胞毒性反应级别为
０级，试验系统有效。３批鼻腔黏膜修复敷料的细胞毒性
反应级别均不大于２级，在标准可接受范围内。

２． ３ 黏膜刺激性试验结果
病理检查结果显示，对照组黏膜层上皮结构完整，

固有层可见极少量炎性细胞浸润，少数血管充血及极轻
度水肿，平均计分为２． ３３分；试验组黏膜层上皮结构完
整，固有层可见极少量炎性细胞浸润，轻度血管充血及
极轻度水肿，试验组Ａ批平均计分为４． ０分，平均刺激
指数为１． ６７；试验组Ｂ批平均计分为５． ３３分，平均刺
激指数为３． ０；试验组Ｃ批平均计分为４． ６７分，平均刺
激指数为２． ３３。结果表明，在本试验室条件下，３批鼻腔
黏膜修复敷料均有极轻度黏膜刺激，病理检查结果见
图１，反应计分及程度见表４。

３ 讨论
随着鼻内镜手术技术的提高和普及，鼻科学的发展

进入了一个新时代，成为治疗鼻疾病的主要手段之一。
在提高治愈率的同时，术后填塞、止血、修复材料的选择
也至关重要，成为近年来鼻科学研究的发展方向犤 ８ 犦。本
研究中的鼻腔黏膜修复敷料的主要成分是甲壳素
犤 Ｃｈｉｔｉｎ，牗 １，４ 牘 － ２ －乙酰氨基－ ２ －脱氧－ β － Ｄ －葡萄
糖犦，是自然界中除纤维素外含量最丰富的天然多糖，也

Ａ Ｂ

Ｃ Ｄ
Ａ． Ａ组 Ｂ． Ｂ组 Ｃ． Ｃ组 Ｄ． 对照组
图１ 各组家兔鼻腔黏膜组织ＨＥ染色图（× １００）

组别
Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
对照组

观察计分牗分牘
０
０
０
０

平均计分牗分牘
４． ００
５． ３３
４． ６７
２． ３３

平均刺激指数
１． ６７
３． ００
２． ３３

反应程度
极轻
极轻
极轻

表４ 黏膜刺激性试验结果


