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［摘要］　目的：通过动物体内实验研究羟基丁酸羟基戊酸共聚物（ＰＨＢＶ）在小鼠体内的降解行为和组织相容性，进一步探讨

生物可降解材料ＰＨＢＶ作为生物医用材料的应用。方法：将ＰＨＢＶ（其中 ＨＶ含量为９．５％）和对照材料聚乳酸（ＰＬＡ）植入

２８只ＫＭ小鼠皮下，分别于术后１、２、４、６、８及１３周取出２组植入材料，一组行肉眼观察，取组织切片后行 ＨＥ染色，然后在

光学显微镜下观察；另一组进行扫描电镜（ＳＥＭ）观察。结果：ＰＨＢＶ组在植入５６ｄ后动物体内炎症反应已经消失，组织相容

性较同期ＰＬＡ组良好。９０ｄ内机体未对ＰＨＢＶ膜造成严重的侵蚀和破坏，而且在植入ＰＨＢＶ材料的部位均无脓肿形成及组

织坏死发生。结论：ＰＨＢＶ在动物体内降解速率缓慢，具有良好的组织相容性。
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　　组织工程技术是材料工程学与生命科学结合而产生的

一项新技术，即是将生物材料、种子细胞及细胞因子相结合，

修复受损组织的技术。随着组织工程技术在医学领域的发

展，近年来在骨缺损修复领域得到了广泛的关注与应用。它

改变了传统的以损伤修复创伤的治疗模式，并表现出明显优

势。目前所用植骨材料主要有自体骨、同种异体骨、经特殊

处理的异种骨和人工骨材料等。但是自体骨存在来源有限

以及术后取骨点疼痛的缺点，且自体骨术后并发症可达８％；

同种异体骨也存在免疫原性和致病性等缺点。所以它们并

不是最理想的骨修复材料。聚羟基脂肪酸酯（ＰＨＡｓ）材料是

一类具有广泛应用前景的医用生物高分子材料，越来越受到

医学、药学和材料学界的重视。

　　医用材料应用于人体后就处于人体新陈代谢的复杂生

物环境中，而目前体外实验测试条件并不能完全模拟人体环

境，必须进行体内试验。近年来，国外对ＰＨＡｓ材料进行了

较多的生物体内试验。主要研究了它的生物相容性［１４］，以

及它作为手术缝线［５］、组织支架［６７］、表面修饰［８］等方面的初

步应用试探研究。然而国内目前大量对ＰＨＢ和羟基丁酸羟

基戊酸共聚物（ＰＨＢＶ）的研究都是在体外进行的，其中包括细

胞毒性评估和模拟体内生物相容性研究［９１３］，但对ＰＨＢＶ材

料的体内组织相容性和体内生物降解性的研究甚少。本研究

组先前已经通过四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴａｓｓａｙ）对ＰＨ

ＢＶ的细胞毒性进行了评价［１３］，实验结果表明，ＰＨＢＶ材料的

细胞毒性程度为０级，表现出良好的体外生物相容性。但由

于许多复杂以及不可预见的因素会涉及到生物组织对高分子

材料植入后的反应，所以有必要对ＰＨＢＶ材料在生物体内组

织中的影响进行测试，并对它在医学植入领域上的应用获得

更深入的了解。

　　本实验通过将加工的ＰＨＢＶ薄膜植入小鼠皮下，经过

９０ｄ以上时间的观察，以考察该种材料是否会在生物体内产

生不良反应及其在生物体内的降解情况。同时利用图像分

析技术研究材料周围形成的组织包膜厚度并结合形态学观

察来研究组织反应的程度，旨在为该类材料的进一步生物医

学应用研究提供基础依据。

１　材料和方法

１．１　材料　ＰＨＢＶ（羟基戊酸含量９．５％）粉末为本实验室

自制品。采用流延法制备ＰＨＢＶ膜片，即将１ｇＰＨＢＶ粉末

溶于５０ｍｌ氯仿中，待完全溶解后，浇铸到平板玻璃槽中，室

温静置１４ｄ，氯仿完全挥发且ＰＨＢＶ薄膜完全结晶后，得到

厚度为０．２ｍｍ的膜片；聚乳酸（ＰＬＡ）膜由西北工业大学化

工系提供，采用相同的流延法制成厚度为０．２ｍｍ膜片。分

别将ＰＨＢＶ膜片、ＰＬＡ膜片制成１ｃｍ２的膜片，用蒸馏水清

洗，再用７５％乙醇洗２次，然后加１０倍量蒸馏水摇洗２次沥

干后备用。所用实验手术器械均用蒸汽高压锅灭菌消毒。

实验小鼠由第四军医大学动物实验中心提供。
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１．２　动物　４周龄健康雌性昆明（ＫＭ）小鼠２８只，体质量

为１７～２２ｇ。２８只小鼠随机分为对照组及实验１、２组，对照

组（ｎ＝４）不埋植任何材料，切口后即予缝合；实验１组（ｎ＝

１２）植入ＰＨＢＶ膜；实验２组（ｎ＝１２）植入ＰＬＡ膜。埋植均

在乙醚麻醉小鼠后进行，剪去小鼠背毛，常规消毒手术视野，

无菌条件下切开背部皮肤，钝性分离皮下组织，在小鼠皮下

埋植已制好的实验材料，严密缝合皮肤，无外力包扎，饲养。

在整个实验过程中，未对小鼠进行任何抗生素注射。

１．３　观察方法　对照组小鼠于术后１、２、４、１３周各处死１
只，实验组分别于术后１、２、４、６、８、１３周每组随机处死２只

小鼠，仔细切取样品周围约０．５ｃｍ范围的组织，置入甲醛溶

液中固定，将固定好的组织经乙醇梯度脱水、透明、浸蜡、包

埋后制成蜡块，并切出厚约４μｍ切片，行 ＨＥ染色，在光学

显微镜下观察；将另外一块组织包裹的材料取出，利用扫描

电镜观察材料的形态。

２　结　果

２．１　皮下包埋实验

２．１．１　大体观察　所有小鼠术后活动正常，进食好，伤口无

感染。对照组术后１周，个别小鼠筋膜层下有少量淤血，手

术区充血、红肿；术后２周，手术区仍有红肿但已减轻；术后４
周手术区红肿消失，已有瘢痕组织替代，基本完全恢复。

　　ＰＨＢＶ组：１周时材料体外可触及，轮廓清晰，质地硬，

易与组织分离，未被皮下纤维膜包裹，ＰＨＢＶ外观无明显变

化。２周时材料体外可触及，纤维包膜较厚，易与组织分离，

表面有洞状降解吸收现象，与其下肌肉分界不清。４、６、８周

时材料同２周时相比，进一步降解吸收现象不明显，纤维包

膜较薄且不易与材料分离。１３周时材料仍为膜片状，透明度

降低呈不均匀乳白色外观，表面有细小的洞状降解吸收现

象，包膜较薄，材料周围组织均无坏死、脓肿。ＨＥ染色后的

光镜观察结果见图１Ａ～１Ｆ。

　　ＰＬＡ组：１、２周时材料体外可触及，纤维膜较厚，易与材

料分离，与其下肌肉分界不清，外观无明显变化。４周时材料

有轻度变形扭曲，表面出现轻微的洞状降解吸收现象。６周

时包膜变薄，与ＰＬＡ结合紧密，ＰＬＡ膜变形、扭曲，表面明显

有洞状降解吸收现象。８周时材料小部分被降解，但仍基本

保持膜状结构，散布于组织中，包膜进一步变薄，与材料结合

紧密。１３周时材料变得很脆软，材料周围均无坏死、脓肿。

ＨＥ染色后的光镜观察结果见图１Ｇ～１Ｌ。

图１　植入小鼠皮下ＰＨＢＶ和ＰＬＡ薄膜表面上不同时期的细胞组织形态（ＨＥ染色）

Ａ～Ｆ：分别为７、１４、２８、４２、５６、９０ｄＰＨＢＶ组；Ｇ～Ｌ：分别为７、１４、２８、４２、５６、９０ｄＰＬＡ组

２．１．２　组织学检测　ＰＨＢＶ组：１周时皮肤组织轻度慢性

炎，表皮下间质内血管轻度扩张、充血，有少量淋巴细胞浸润

（ＩＳＯ标准组织学分级≤Ⅲ）。２周时包膜纤维疏松，与其下

肌肉组织分界不清，ＰＨＢＶ材料表面上有疏松纤维组织生

长，以中性粒细胞和淋巴细胞为主，有少量淋巴细胞浸润（组

织学分级≤Ⅱ）。４周时皮肤组织基本正常，表皮下间质内血

管轻度扩张、充血伴有个别淋巴细胞浸润，材料包膜结缔组

织较２周时致密（组织学分级≤Ⅰ）。６周（组织学分级≤Ⅰ）

和８周时表皮下间质内个别淋巴细胞浸润。１３周时皮肤组

织炎症完全消失，包膜纤维十分紧密。
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　　ＰＬＡ组：１周时皮肤组织中度慢性炎，表皮下间质内淋

巴细胞浸润（组织学分级≤Ⅳ）。２周时包膜结缔组织疏松，

伴中性粒细胞、淋巴细胞、浆细胞浸润和成纤维细胞弥漫性

增生，见多核巨细胞（组织学分级≤Ⅲ）。４周同２周时相比，

表皮下间质内血管轻度扩张、充血（组织学分级≤Ⅲ）。６周

时包膜变薄，表皮下间质内少量淋巴细胞浸润伴囊肿形成

（组织学分级≤Ⅱ）。８周时材料包膜较６周时薄，炎性细胞

明显减少，表皮下间质内有个别淋巴细胞浸润，成纤维细胞

转变为梭形的纤维细胞（组织学分级≤Ⅰ）。１３周时皮肤组

织炎症完全消失。

２．２　材料的降解性能

２．２．１　ＰＨＢＶ组　将小鼠处死后，将材料与组织分离开，然

后对材料进行了扫描电镜的观察。术后７ｄ，ＰＨＢＶ膜形态

发生明显变化，在ＰＨＢＶ膜出现许多直径很小的凹坑，但其

深度很浅，说明ＰＨＢＶ膜在小鼠机体内有轻微降解；术后２８

ｄ，ＰＨＢＶ膜上的凹坑的直径和深度都略有增加，但薄膜形态

依然完好；术后５６ｄ，ＰＨＢＶ膜上凹坑直径稍有增大，薄膜表

面已经开始变为粗糙不平，质地稍有变脆，薄膜在小鼠机体

内的降解加剧；术后９０ｄ，ＰＨＢＶ膜外观形态尚完好，折叠较

植入前易断裂，扫描电镜下发现薄膜表面十分粗糙不平，腐

蚀降解加剧，有一些极小的碎片脱落，但ＰＨＢＶ膜并没有出

现严重的破损，见图２Ａ～２Ｆ。

２．２．２　ＰＬＡ组　术后７ｄ，ＰＬＡ膜形态完好，但局部表面已

经出现降解现象；术后２８ｄ，膜表面上的孔径增大及变深；术

后５６ｄ，ＰＬＡ膜表面大部分出现了严重的降解现象，有降解

物脱落，ＰＬＡ膜质地变得很脆；术后９０ｄ，ＰＬＡ膜形态已不

完整，易破碎，扫描电镜下明显地观察到ＰＬＡ膜表面降解严

重，有大量腐蚀降解后脱落的碎片，见图２Ｇ～２Ｌ。

图２　ＰＨＢＶ和ＰＬＡ薄膜在体内降解后的表面电镜图片

Ａ～Ｆ：分别为０、７、１４、２８、５６、９０ｄＰＨＢＶ组；Ｇ～Ｌ：分别为０、７、１４、２８、５６、９０ｄＰＬＡ组

３　讨　论

３．１　ＰＨＢＶ的生物相容性　１９９２年，国际标准组织（ＩＳＯ）颁

布ＩＳＯ１０９９３关于医用装置组织相容性评价标准，包含的内

容很多，如皮肤刺激试验、溶血试验、急性毒性试验、细胞毒

性试验、染色体畸变试验、畸胎试验和长期埋植试验等。其

中动物皮下植入试验是目前国际上通用的评价医用材料对

组织毒性刺激的一种重要的体内试验方法，炎症反应是机体

对局部创伤的防御性应答［１４］。ＰＬＡ是一种被公认为具有良

好的生物相容性无毒无抗原的医用高分子材料，在实验中我

们选择ＰＬＡ作为实验的对照材料。在９０ｄ的动物体内包埋

试验中，植入小鼠体内的ＰＨＢＶ共聚物没有造成１只小鼠的

非自然死亡。由组织学观察可以发现，小鼠组织对ＰＨＢＶ的

反应符合一般生物相容性材料的组织反应。植入１４ｄ后，组

织反应处于急性炎症反应的末期和慢性炎症反应的进行期。

２８ｄ后，炎细胞数目和包膜厚度明显降低，炎症反应明显减

轻。之后，包膜继续变薄并纤维化。５６ｄ后炎症消失，恢复

为正常的皮肤组织，这一结果与 Ｖｏｌｏｖａ等［１５］的实验结果相

似。在研究中已发现ＰＬＡ的酸性降解产物会引起局部的炎

症反应。事实上ＰＨＢＶ材料在降解的过程中也会释放出酸

性产物，但从上述实验结果看，ＰＨＢＶ材料降解非常缓慢，降

解后形成的酸性产物浓度会很低，而且降解产物中３羟基丁

酸为动物体内血液本身所固有成分［１６］。因此２种材料相比

较会发现，同期ＰＬＡ组比ＰＨＢＶ组炎症较重，且恢复相对较

慢。这可以说明ＰＨＢＶ的组织相容性优于ＰＬＡ，更适合作

为医用高分子材料在医学领域应用。

３．２　ＰＨＢＶ的体内降解性　高聚酯降解包括水解、酶解、细

菌降解。ＰＨＢＶ在动物体内的降解主要经体液浸润水解，使



第２期．费　强，等．新型生物降解材料ＰＨＢＶ动物体内的组织相容性 ·２２３　　 ·

酯键被动断裂；以及动物体内微量的酯酶主动破坏酯键；同

时，巨噬细胞侵蚀对材料裂解也有促进作用。本实验为皮下

植入试验，采用ＳＥＭ 测试ＰＨＢＶ膜表面降解情况。观察到

植入动物体内９０ｄ后的ＰＨＢＶ膜表面较植入前明显粗糙不

平，表面有大量小凹坑形成，材料表面出现腐蚀降解现象，但

薄膜形态依然完好。Ｍｉｌｌｅｒ等［１７］在研究中发现ＰＨＢＶ在动

物体内数年才完全降解。根据本实验中ＰＨＢＶ膜在小鼠体

内的降解情况，ＰＨＢＶ材料降解速度远远小于ＰＬＡ材料，从

膜表面降解情况观察可知，ＰＨＢＶ材料能够满足骨缺损再生

至少应有８周的无干扰期这一要求。周栋等［１８］的研究发现，

ＰＨＢＶ材料在植入大白兔皮下１０周后，ＰＨＢＶ材料在生物

体内即可完全降解吸收。这可能是由于不同生物体内分解

出的ＰＨＢＶ降解酶的含量以及ＰＨＢＶ的成分比例的差异造

成的。我们在体外降解实验中发现随着ＰＨＢＶ降解酶的加

入量和材料中 ＨＶ单体含量的提高，ＰＨＢＶ膜在磷酸缓冲溶

液中的降解速度会加快。

　　本实验对自制的ＰＨＢＶ共聚物和ＰＬＡ２种高分子材料

在小鼠皮下包埋后的组织相容性和生物体内降解性进行了

对照试验研究。在９０ｄ的动物体内包埋试验中，植入小鼠体

内的ＰＨＢＶ共聚物没有造成１只小鼠的非自然死亡，并且在

植入体内５６ｄ后其体内炎症反应已经消失，较同期的ＰＬＡ
组的生物相容性好。同时，ＰＨＢＶ共聚物在体内降解过程表

现出降解速率缓慢的特点，再加之其良好的组织相容性，使

它更适合作为骨组织工程材料或支架材料。
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