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一种新型瓷嵌体修复用树脂粘接材料生物安全性评价
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摘要 目的：初步评价一种新型瓷嵌体修复用树脂粘接材料的生物安全性。方法：按照国标 GB16886.5-1997，医药行业标准
YY/T0268-2001、YY/T0279-1995、以及 YY/T 0244-1996所规定的方法对本院材料科新研制的复合树脂粘接材料的生物安全性进
行评价，内容包括短期急性全身毒性试验，粘膜刺激实验，细胞毒性试验。结果：此种新型瓷嵌体修复用树脂粘接材料无细胞毒性,
无短期全身毒性,对口腔黏膜无刺激。结论：此种新型瓷嵌体修复用树脂粘接材料具有良好的生物安全性，可以进行进一步安全性
检测。
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前言

目前，第四军医大学口腔医学院材料教研室新研制出一种

新型的双组分双固化嵌体树脂粘接材料，主要用于粘接瓷嵌体

修复。前期体外实验研究证实该材料具有良好的粘结性能和机
械性能，能够满足树脂类粘接材料的性能要求，为其临床应用

提供了实验基础。作为一种新型的粘接材料，其生物安全性与
临床应用密切相关。本文根据 YY/T0268-2001[1]标准采用短期

急性全身毒性试验，粘膜刺激实验，细胞毒性试验对其生物安

全性进行检测，评价该材料能否达到同类材料的生物安全性标

准。

1 材料和方法

1.1 实验材料的制备
为进行实验检测将该材料光照固化分别制成直径为 5mm

厚 0.5mm的圆片和 10mm×10mm×1mm，表面处理成镜面。

实验中采用的树脂粘接材料的组分如下：

1)基质树脂 EAM树脂(顺丁烯二酸酐改性的双酚 A环氧
二甲基丙烯酸酯) （第四军医大学口腔医学院材料教研室研制
并提供）；交联单体 EDMA（二甲基丙烯酸乙二醇酯）（EAM：
EDMA=7：3）（苏州化工厂）；

2)化学固化引发体系 BPO（过氧化苯甲酰）1.5%；
3)DHET（N,N-二羟乙基对甲苯胺）1%（辽宁永丰化工厂）；
4)光固化引发体系 CQ（樟脑醌）0.4%；
5)EDB（4-二甲基乙基氨基苯）1% (UCB,USA)；
6)偶联剂 KH-570处理的 1000目二氧化硅微粉（浙江湖州
硅微粉厂）

1.2 短期急性全身毒性试验 (经口途径)
参照 YY/T0244-1996口腔材料生物实验方法（短期全身毒
性实验：经口途径）[2-4]，将 1mm厚的片材经液氮冷冻后粉碎成
200目的细小颗粒状，经 60Co照射 12h消毒备用。取 3g置于
500ml无菌烧杯中，加入蒸馏水至 300ml，充分摇匀，浸提 48小
时后备用(浓度相当于 10mg/ ml)，浸提液于 115℃灭菌消毒 30
min后 4℃冰箱保存。
选用 6周龄健康成年 SD大鼠 20只（由第四军医大学实
验动物中心提供），雌雄各半，体重为 130-150g。将动物随机分
为实验组和对照组，每组 10只(雌、雄各半)，每日 12h照明，室
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图 1 实验组大鼠粘膜的组织学观察
Fig.1 Histological observation of mucosa in experimental groups

温 18-22℃，相对湿度 50%-70%。参照魏煦[3]、贾艳[4]等研究采

用的方法，使用成品灌胃针每天 8:00-9:00给实验组大鼠灌注
上述浸提液(5 ml/kg)，对照组给同等剂量的生理盐水，每天 1
次，连续给药 1周。实验期间的观察指标包括 SD大鼠的临床
毒性体征（包括运动机能减退、呼吸困难、腹泻、震颤，甚至死
亡），每日称重并记录各组大叔的进食情况，通过该数据计算出

大鼠的食物利用率及体重相对增长率。采用的公式为(1)食物利
用率（%）=体重增长数（g）／一周内消耗食物总量（g）×100%；
(2) 体重相对增长率（%）=体重增长数（g）/原始体重（g）×
100%。
各组大鼠灌注 1周停止并继续观察 1周后取材，观察各重

要脏器的组织变化。
1.3 口腔黏膜刺激试验
参照 YY/T0279-1995口腔材料生物实验方法（口腔粘膜刺

激实验）[4,5]，将树脂材料制备成直径 5mm厚 0.5mm的圆片，每
个圆片中间制备 2个间距为 3mm的小孔，以便体内缝线固定
试样，阴性对照为同等规格的牙胶(南京齿科材料厂生产)，每种
试件 20片，表面均经过布轮抛光处理后使用 60Co照射 12h灭
菌消毒备用。选择 8周组健康雌性金黄仓鼠 10只(由第四军医
大学实验动物中心提供)，口腔双侧颊囊和黏膜无明显病损。2%
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉地鼠后，口腔内外常规消毒。用医用
无创伤缝线将试样穿颊黏膜缝合固定到颊囊黏膜上，每侧固定

两个试件，实验材料和阴性对照各一个。术后每日 8:00-9:00观
察黏膜组织反应及试样在位情况，主要为试件周围黏膜组织有

无充血、肿胀、糜烂、溃疡等。术后 14 d时使用 2 %戊巴比妥钠
腹腔注射麻醉后处死动物，切取与材料接触的颊囊部全层及边

缘 2mm组织，进行肉眼观察后使用 5%福尔马林溶液固定，常
规石蜡包埋切片后，进行 HE 染色观察。根据标准
YY/T0279-1995 中的病理反应评分标准将组织反应分为无、
轻、中和重度反应，进行组间比较分析。
1.4 细胞毒性试验（MTT法）
参照 GB／16886-5医疗器材生物学评价技术要求（第五
部分:细胞毒性实验）的要求[7，8]。方法参照任芳[8]、张文云[9]等报

道，将第四军医大学组织工程中心惠赠的传代 48h的 L-929小
鼠成纤维细胞，用培养液制备成浓度为 1000细胞 /ml的细胞
悬液，加入 96孔塑料培养板(每孔 100μl)，培养 24h以使细胞
贴壁。24h后舍弃原培养液，用新鲜培养液为阴性对照组。阳性
对照为 0.64%苯酚。将 10mm×10mm×1mm的试件经无水乙
醇超声洗涤 15min，吹干备用，并经 60Co 照射 24h，灭菌后放
入无菌试管，加入含 10 %小牛血清的 DMEM培养液,置于 37
℃培养箱中培养 72h，制备出材料浸提液。试样浸提液量与试
样表面积的比率为 2.5ml/cm2。试验组分别用 25 %、50 %、100%
浓度的 DMEM进行配比，分别与培养板内原培养液等量交换
后放入培养箱中继续培养。按 4个时间点(1、3、5、7天)共种 4
块板，放入培养箱(37℃、饱和湿度、5% CO2)中继续培养，每个
实验组 6孔。于培养后 1、3、5、7天各取 1块培养板，在倒置相
差显微镜下观察活细胞形态并照相，每孔加入 20μlMTT溶液，
继续培养 4h，再置于倒置相差显微镜下观察结晶物密度并照
相。吸除孔内液体，每孔加入 150μl二甲基亚砜(DMSO)，室温
下振荡器振荡 10min，使结晶物充分溶解,然后在酶联免疫检测

仪(Ⅰ型，南京华东电子仪器厂)上以 490nm波长测定各孔光吸
收值(OD值)。通过下式计算细胞相对增殖率[10] (relative growth
rate, RGR):RGR=实验组吸光值 /阴性对照组吸光值×100%。
按将各浓度组 RGR转化为 0-5级材料毒性评级。统计分析采
用 t检验，进行均数间两两比较[9]。

2 结果

2.1 短期急性全身毒性试验(经口途径)
实验组和对照组共 20只 SD大鼠在实验过程中无死亡现

象；在观察期内，所有动物无明显异常表现，日常行为活跃，反

应迅速，毛色正常，无腹泻现象，进食量无明显变化（第 1周时
实验组食物利用率为 18.7%，对照组食物利用率为 19.0%；第 2
周试验组食物利用率为 19.1%，对照组食物利用率为 18.9%，各
时间点使用组间 t检验比较证实两组动物相比无统计学差异
（P>0.05）），体重相对增长率无明显差异（第一周实验组体重相
对增长率平均值为 33.8%，对照组体重相对增长率平均值为
34.1%；第二周试验组体重相对增长率平均值为 34.0%，对照组
体重相对增长率平均值为 34.3%，各时间点使用组间 t检验比
较证实两组动物相比无统计学差异（P>0.05））。
与正常对照组相比，肉眼观察可见，实验组大鼠的心、肝

脏、脾脏、肺脏等各重要器官未出现充血、出血、水肿及其他异
常变化。
2.2 口腔黏膜刺激试验
术后 14天口内检查发现，各组大鼠黏膜上的材料试样均

固定良好。肉眼观察：各组大鼠黏膜上固定的试样周围组织无
明显的组织充血、糜烂、肿胀等情况，拆线后实验组颊囊黏膜上
无红斑，根据 YY/T0279-1995标准反应评分为正常。组织切片
镜下观察：实验组黏膜上皮完整，无钉突伸向固有层，颊囊上皮

细胞形态正常，无过度角化及异常增生现象，黏膜下结缔组织

无明显充血、水肿等异常变化，仅有少量炎症细胞浸润。根据
YYT0279-1995标准对各切片的上皮、白细胞、血管、水肿情况
进行评分（图 1），实验组的总评分均≤4，肉眼和镜下结果可以
证实，实验材料对口腔黏膜无刺激作用。

2.3 细胞毒性试验
不同浓度的实验组和空白对照组的吸光值随着细胞培养

时间的延长而增加,阳性对照组无明显变化；不同浓度实验组
间的吸光值相比无统计学差异（P>0.05），实验组与空白对照组
相比无统计学差异（P>0.05）。根据（表 1）所列数值计算不同浓

（镜视野×10）

（Microscopic view x10）

（镜视野×40）

（Microscopic view x40）
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度实验组细胞的 RGR及毒性级别，结果显示 25%、50%、100%
浓度实验组的 RGR值均大于 97%，表明实验材料的毒性分级

为 0-1级，阳性对照组分级为 4-5级，按照细胞毒性评级标准，
可以认为该材料无细胞毒性。

表 1 不同浓度实验组与对照组的吸光度值（X±S）

分组 材料浸提液浓度 1d 3d 5d 7d

实验组 100% 0.60±0.03 0.73±0.02 0.86±0.03 1.04±0.03

50% 0.61±0.02 0.75±0.02 0.85±0.04 1.05±0.02

25% 0.60±0.04 0.74±0.03 0.87±0.06 1.06±0.07

空白组 0.61±0.03 0.75±0.04 0.87±0.03 1.06±0.05

阳性组 0.09±0.03 0.08±0.01 0.08±0.03 0.09±0.02

Table 1 Absorbency value of the experimental group and control group（X±S）

Grouping
Material leaching carry

liquid concentration
1d 3d 5d 7d

Resin material 100% 0.59±0.02 0.70±0.03 0.85±0.05 1.00±0.02

50% 0.62±0.04 0.72±0.05 0.88±0.06 1.03±0.05

25% 0.63±0.04 0.75±0.04 0.89±0.03 1.09±0.03

Negative control 0.60±0.03 0.72±0.06 0.86±0.05 1.01±0.07

Positive control 0.03±0.02 0.03±0.01 0.02±0.01 0.02±0.01

3 讨论

理想的口腔用树脂类粘结材料，不仅要有粘接力强、物理
机械性能良好，操作方便等优点还应该具有良好的生物学性

能，对人体无毒性和刺激性。目前关于口腔应用材料的生物安
全性评价的方法较多,国际标准化组织公布的器械生物评价试
验指南 (iso-1997) 中基本评价的生物学试验包括细胞毒性、致
敏、刺激或皮内反应、全身急性毒性、亚慢性亚急性毒性、遗传
毒性、植入、血液相容性等[10-12]。本实验选择了较为常见的 3种
方法：短期急性全身毒性试验、口腔黏膜刺激实验和细胞毒性
试验这 3种较为常见的生物学方法，这些方法操作简单，结果
也准确可靠，希望通过本实验对新型瓷嵌体粘接材料的生物安

全性方面进行初步评价。
短期急性全身毒性实验是根据 YY/T 0244-1996[2]规定，目

的在于评价药物和生物材料短期口服后的毒性效果，以往的测

定方法是应用 ADA 等标准进行经口半数致死试验（LD50
法），此种方法需应用大鼠 5-6组（10只 /组），以半数动物死亡
组的药物量为半数致死剂量，这种方法对于药物的毒性是必须

的，但不适用于口腔生物材料安全性检测，因此在

YY/T0244-1996[2]规定中进行了改进，本研究参照任芳[8]、刘丽[13]

等报道的方法，采用胃内针直接给药,既保证了给药剂量又可
准确有效评价材料经短期口服后的毒性。实验过程中，各组大
鼠无明显异常表现，日常行为活跃，反应迅速，毛色正常，无腹

泻现象，进食量无明显变化，体重相对增长率无明显差异。与正
常对照组相比，肉眼观察可见，实验组大鼠的心、肝脏、脾脏、肺
脏等各重要器官未出现充血、出血、水肿及其他异常变化。这些
结果均证实新型瓷嵌体粘接材料无短期急性全身毒性反应。
试制新型瓷嵌体粘接材料在口腔内操作不可避免地与口

腔粘膜接触，口腔黏膜刺激实验不仅是模拟临床使用的动物试

验，也是一种适用于评价新型口腔材料对局部接触黏膜是否产

生的刺激作用的研究方法，已经在 1995年被 ISO列为口腔修
复材料必须进行的临床前安全性检测试验[5]。本实验研究结果
显示,术后 14天口内肉眼观察发现，各组大鼠黏膜上的材料试
样均固定良好，各组大鼠黏膜上固定的试样周围组织无明显的

组织充血、糜烂、肿胀等情况，拆线后实验组颊囊黏膜上无红
斑，根据 YY/T0279-1995标准反应评分为正常。组织切片镜下，
实验组黏膜与对照组无明显差异，上皮完整，上皮细胞形态正

常，黏膜下结缔组织无明显充血、水肿等异常变化，肉眼和镜下
结果可以证实，实验材料对口腔黏膜无刺激作用。
树脂粘接材料的组成及其固化方式对细胞毒性均有不同

程度的影响，固化过程中析出的少量单体会对细胞造成一定的

毒害。而细胞毒性实验是一种目前较为灵敏简便快捷的检测材
料析出或扩散成分毒性的方法[14]，包括MTT法和琼脂法两种，
其中MTT法是 1983年发现的一种新的检测方法，具有过程简
便、自动化程度高、结果客观准确的特点，已经被 GB／16886-1
收录标准[15-17]。本实验细胞毒性实验中设计了 3种浸提液浓度，
能够较为全面评价材料毒性。实验结果显示，25%、50%、100%
浓度实验组组间差别不明显，无统计学差异（P>0.05）；各实验
组的 RGR值均大于 97%，表明实验材料的毒性分级为 0-1级，
阳性对照组分级为 4-5级，按照细胞毒性评级标准，可以认为
该材料无细胞毒性。
上述 3种实验研究结果显示，此种新型瓷嵌体修复用树脂
粘接材料无急性全身毒性反应、无粘膜刺激反应、无细胞毒性
反应，因此，可以认为此种材料能够作为一种新型的树脂粘接

材料应用于口腔，是一种具有良好生物安全性的高分子粘接材

料，本研究结果可为其临床应用提供实验依据，其长期应用的
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生物学情况还需进一步实验研究。
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