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抗菌性室温固化ＰＭＭＡ材料的细胞毒性
及致突变性研究

申证暄１，张赐童１，孙世群２，王玉峰１，王晓容２＊

（１．吉林大学口腔医学院，吉林 长春１３００２１；２．吉林大学口腔医院 修复科，吉林 长春１３００２１）

　　室 温 固 化 聚 甲 基 丙 烯 酸 甲 酯（ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌ－
ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＰＭＭＡ）是口腔修复临床应用的主要

材料之一，具有操作简单、固化迅速、价格便宜等优

点。但由于其特殊组成、表面多孔性和吸水性，易造

成微生物的定殖难以清除，从而破坏口腔内微生态

平衡，引起口腔疾病。纳米载银无机抗菌剂兼具纳

米无机材料超微性、比表面积大特征和银离子的抗

菌广谱、强 效 等 优 势 而 受 到 了 学 者 的 广 泛 认 可［１］。
本课题组已有 研 究 表 明［２］：添 加２％纳 米 载 银 无 机

抗菌剂的室温固化ＰＭＭＡ材料可以有效改善原材

料的抗菌性，且不会对材料的机械性能产生不良影

响。本实验通过细胞毒性试验和微核试验，检测含

２％纳 米 载 银 抗 菌 剂 的 室 温 固 化ＰＭＭＡ材 料 的 细

胞毒性及潜在致突变性，为评价其生物安全性提供

理论基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料及仪器　日进义齿基托聚合物Ⅱ型

粉剂（仿生型）液体（日进齿科材料有限公司）；纳米

载银无机抗菌剂ＲＨＡ－１（上海润河纳米材料科技有

限公司）；小鼠成纤维细胞（中科院上海细胞库）；酶

联免疫检测仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；昆明小鼠（吉林

大学实验动物中心）；吉姆萨染液（南京建成科技有

限公司）；环磷酰胺（江苏恒瑞医药股份有限公司）；
小牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）。

１．２　样品制备　按比例将纳米载银无机抗菌剂与

室温固化ＰＭＭＡ粉剂混合，置球磨机中研磨８ｈ制

成抗菌母料，母料中再次加入一定室温固化ＰＭＭＡ
粉剂，研磨２４ｈ稀释成含２％浓度抗菌剂的室温固

化ＰＭＭＡ。按规 定 粉 液 比，在 室 温２０℃左 右 条 件

下，制成试件。将试件按１ｇ∶５ｍｌ的比例，３７℃恒

温箱中浸提２４ｈ，制备浸提液。

１．３　细胞毒性实验方法　选取Ｌ９２９细胞，培养至

细胞贴壁生长，收 集 细 胞 并 计 数，将 细 胞 接 种 至９６
孔板，每 组６孔，每 孔 细 胞 数 为４×１０３ 个，培 养２４
ｈ，弃原液，ＰＢＳ漂洗２次，实验组加入１００μｌ　１００％
浸提液，空白 组 加 入１００μｌ新 鲜 培 养 液，阳 性 对 照

组加入１００μｌ　ＤＭＳＯ，培养４８ｈ。向培养板中加入

浓度为０．２ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ继续孵育４ｈ，弃上清，
加入２００μｌ　ＤＭＳ，在酶标仪上测定其在４９０ｎｍ处

ＯＤ值，并计算细胞相对增值率。

１．４　微核实验方法　健康昆明小鼠５０只，雌雄各

半，随机分５组，每组１０只（实验过程中各别昆明小

鼠死亡，补足每组１０只）。各实验组均以５０ｍｌ／ｋｇ
浸提液灌胃毒染，其中高剂量组浓度为２００ｍｇ／ｍｌ，

中剂量组浓度为４０ｍｇ／ｍｌ，低剂量组浓度为８ｍｇ／

ｍｌ，阴性对照组以５０ｍｌ／ｋｇ生理盐水灌胃毒染，阳

性对照组以４０ｍｇ／ｋｇ环磷酰胺腹腔注射毒染。采

用３０ｈ给 受 试 物 法，末 次 毒 染６ｈ后 颈 椎 脱 臼 处

死。取股骨骨髓制片，每只小鼠涂片１张。在空气

中自然晾干后放入甲醇中固定１０－１５ｍｉｎ。用１份

Ｇｉｅｍｓａ储备液：６份ｐＨ６．８磷酸盐缓冲液配成Ｇｉ－
ｅｍｓａ应用液，染色１５－２０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗并晾干。
先以低倍镜粗检，选择细胞分布均匀，染色良好的区

域，再在１０００倍镜下观察计数。嗜多染红细胞呈灰

蓝色，成熟红 细 胞 呈 橘 红 色，微 核 为 紫 红 色 或 蓝 紫

色。每片计数１０００个嗜多染红细胞，计算 微 核 率。
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同时考虑２００个细胞中嗜多染红细胞与成熟红细胞

比值，若比值≥１为正常，若比值＜１可能对骨髓细

胞产生毒性。

１．５　统计学分析

实验数据采用卡方检验，Ｐ＜０．０５时具有统计

学意义。

２　结果

２．１　实验组毒性反应均为０级，阳性对照组细胞毒

性为４级，见表１。

２．２　实验组与阴性对照组比较，小 鼠ＰＣＥ微 核 率

无显著差异（Ｐ＞０．０５），但各实验组的微核率均低

于阳性对照组（Ｐ＜０．０５），见表２。骨髓细胞涂片中

可见微核细胞、单核细胞及双核细胞。

表１　抗菌性与非抗菌性室温固化ＰＭＭＡ组ＯＤ值

比较（平均值±标准差）

组别 吸光度值
ＲＧＲ
（％）

毒性

分级

空白对照组 ０．４７６±０．０３８　 １００．００　 ０级

阳性对照组 ０．０６５±０．０７１　 １３．６６　 ４级

室温固化ＰＭＭＡ组 ０．５６７±０．０４２　 １１９．１２　 ０级

抗菌性室温固化ＰＭＭＡ组 ０．６００±０．０４６　 １２６．０５　 ０级

表２　各实验组微核率比较（平均值±标准误）

组别
例数

（只）
ＰＣＥ
（个／张）

Ｐ／Ｎ
微核率

（‰）
阴性对照组 １０　 １０００ ≥１　２．８０±０．５５△

阳性对照组 １０　 １０００ ＜１　２６．３０±２．０６
高浓度组（２００ｍｇ／ｍｌ） １０　 １０００ ≥１　２．７０±０．４２△

中浓度组（４０ｍｇ／ｍｌ） １０　 １０００ ≥１　３．１０±０．６７△

低浓度组（５ｍｇ／ｍｌ） １０　 １０００ ≥１　３．２０±０．６６△

　　△：与阳性对照组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

生物材料 应 具 有 良 好 的 组 织 相 容 性［３，４］、生 物

安全性及功能性。遗传毒性试验是生物安全性重要

检测指标之一，用于评价材料的致畸、致癌、致突变

能力，以了解材料对机体的远期作用。微核试验是

通过观察细胞中微核的形成来检测遗传毒物，其结

果阳性说明受试物是遗传毒物，具有潜在致突变作

用。

根据国家 标 准 ＹＹ／Ｔ０１２７．１２－２００８，实 验 阴 性 组 微

核细 胞 率 应 小 于０．５％，本 实 验 阴 性 对 照 结 果 为

０．２８％，符合要求。环磷酰胺是国家标准中 规 定 的

具有致突变作用的阳性指示剂之一，应用剂量为４０
ｍｇ／ｋｇ时微 核 率 范 围 一 般 为２．２％－３．０％［５］，本 实

验阳性对照结果为２．６３％，符合要求。实验得出的

结果表明本次试验操作规范及动物的灵敏度正常。
并且，实验阴性对照组与阳性对照组的微核率差异

有统计学意义，证明此实验结果可信。
细胞毒性试验是医疗生物学评价体系中重要的

检测指标之一，几乎是各种用途的医疗器械和材料

临床应用 前 的 必 选 项 目。噻 唑 蓝 比 色 法 被 称 之 为

“细胞毒性检测的标准方法”［６］，具有较高灵敏度，检
测指标客观［７］且能定量分析。因此本实验采用该方

法进行体外细胞毒性检测。细胞毒性结果显示，在

本试验条件下，Ｌ－９２９细胞在经过受试物浸提 液 培

养２ｄ后，经 ＭＴＴ法检测所得细胞毒性为０级，受
试物对该细胞无毒性作用。倒置显微镜下出现同样

结果，各组图片中细胞均未见细胞的细胞膜破坏，细
胞核异常。可以认为含２％浓度纳米载银抗菌剂的

室温固化ＰＭＭＡ材料无细胞毒性。
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