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载银二氧化钛抗菌涂层气管导管的
体外细胞毒性试验
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·论著·

【摘要l目的评价本课题组研制的载银二氧化钛(Ag—Ti0：)抗菌涂层气管导管(试验导管)的体外细

胞毒性。方法选取10％小牛血清MEM培养基为浸提介质和培养基，取小鼠成纤维细胞L929为试验细胞

株。分别制备成100％、50％、25％稀释度的1％Ag-TiO：试验导管供试液(100％、50％、25％浸提液试验组)、苯

酚溶液供试液(阳性对照组)、常规导管供试液(阴性对照组)和单纯培养基对照液(空白对照组)。吸取100止

的L929细胞悬液分别接种在96孔培养板中，置于5％cO：培养箱37℃下培养24 h后，弃去原培养液，加入相

应的浸提液100止继续培养48 h；显微镜下观察细胞毒性情况并记分，然后采用四甲基偶氮唑盐(MTT)比色

法测定各孔吸光度(A)值并计算相对增值率(RGR)。结果 100％、50％、25％浸提液试验组细胞形态均正常，

无空泡形成、无脱落、无溶解现象．记O分，说明无细胞毒性，与空白对照组和阴性对照组结果一致；阳性对照

组80％以上细胞畸形，部分细胞膜溶解，记3分，为重度细胞毒性。阳性对照组RGR为7．33％，明显低于空白

对照组的100．00％和阴性对照组的103．16％(均P<0．05)；试验导管的细胞RGR均较高，100％、50％、25％浸

提液试验组RGR值分别为98．99％、110．74％、104．42％，与阴性对照组比较差异均无统计学意义(均P>0．05)。

结论Ag—TiO：抗菌涂层气管导管体外细胞毒性试验为阴性，符合医疗器械生物学评价国家标准。

【关键词】气管导管；载银二氧化钛；细胞毒性
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【Abstmct】 Objective To evaluate cytotoxicjfy jn vicm of anfibacfe—al coating wifh silver loaded dtanium

dioxide(Ag—Ti02)on endotracheal intubation tube(the test tube made by our research gmup)by cytotoxicity

test． Meth啊dS We seleeted 10％calf serum minimum essential medium(MEM)f＆the leaching liquor and eell

medium，and took the mouse fibmblast L929 as the test ceU strain．The test nuids were prepared respectively as foIlows：

100％，50％and 25％dilution gmups of l％Ag—Ti02 test tube(100％，50％，25％dilution groups)，phenol test solution

(positive contr01 gmup)，leaching liquor of conVentional tube(negatiVe contr01 group)and simple MEM culture medium

(blank control gmup)．100斗L cell suspension of L929 was sucked up and inoculated in a 96一well culture plate．After

the plale was cultured in a 37℃5％C0，incubator for 24 hours，the od西nal culturalljquid was discarded，then 100斗L

coITesponding leaehing liquor was added in the holes，and the culture continued fbr 48 hours．Under microscope，

the cytotoxicity of the cells was obsenred and scored，then methyl thiazolyl tetrazolium(M1邯method was used to

deteHnine the absorbance(A)value of each hole and the relative gmwth rate(RGRj was calculated．】良esults The

ceU morphology in 100％，50％，25％dilution gmups of fhe test tube was nomlal with叫t vacuole fb啪ation，ceⅡ10ss

aIld dissolution，and the value was 0 point，showing no cytotoxicity and the I_esults weIt consistent witll those in blank

control group and neg砒ive eontrol gmup；80％ceUs of the positive contr出group were abno瑚al，some cells membrane

lysed，and the resulting score was 3 points，representing severe c)rtotoxicity．The RGR value of positive contml铲oup

was 7．33％，obviously lower than that of blank contml gmup(100％)and negalive contml gmup(103．16％)，both

P<O．05；the RGR values of 100％，50％，25％dilution gmups were higher，98．99％，l 10．74％，104．42％respectiveIy，

and there were no statistical sjgni6cant diatrences，compared访th lhe RGR value in the negative control group

(all P>0．05)． Conclusions 7Ihe cytotoxicity test in vitm of the test endotracheal intubation tube with Ag—Ti02

antibacte—al coatjng was negative，and accorded wi出出e nafional sfandard“biolo舀ca】evaluatjon of medjcal devjces．
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在临床急救工作中，气管插管术是常用的重要

抢救技术，它能及时排出气管内分泌物和异物，保持

呼吸畅通，避免患者出现缺氧和二氧化碳(CO，)潴

留，气管插管技术广泛应用于急性呼吸窘迫患者，效

果显著，插管及时与否是抢救能否成功的关键因素

之一Ll。2 J。当前，未作抗菌处理的普通塑料导管和

金属导管是临床应用的主流导管。该导管在使用时，

因摩擦、压迫等情况容易造成患者呼吸道黏膜的损

伤，引发医院获得性感染的发生，导致呼吸机相关性

肺炎(VAP)∽圳。气管插管术后容易引起较多的并

发症，其中VAP是较常见的，发生VAP后不仅会导

致呼吸机使用时间延长，增加患者负担，甚者可能会

增加死亡风险”剖。为了尽可能减少气管插管的感

染并发症，提高临床治愈率，本课题组经过大量实验

研究，成功研发了载银二氧化钛(Ag_Ti0：)抗菌涂

层气管导管，并经抗菌实验明确抗菌剂质量浓度为

1％时该导管即有明确的抗菌性能"J，且口腔黏膜

刺激试验为阴性¨1。但根据我国医疗器械生物学

评价标准GB厂I’16886．1—2001∽1的要求，气管导管的

生物学评价还需要进行体外细胞毒性试验。故本研

究对Ag_TiO：抗菌涂层导管的体外细胞毒性情况进

行评价，为下一步研究工作奠定基础，现将研究结果

报告如下。

1材料与方法

1．1主要实验试剂：抗菌剂质量浓度为1％的试

验导管由本课题组研究人员制备⋯；普通气管导

管(常规导管)由浙江省中医院麻醉科提供[美国

Covidien生产，批号：国食药监械(进)字2011第

2652256号]，苯酚、分析纯由杭州双林试剂厂生

产；四甲基偶氮唑盐(MTr)由美国SIGMA公司提

供；小鼠成纤维细胞L929由中国科学院上海生命

科学研究院生物化学与细胞生物学研究所提供。

1．2实验方法：按照我国医疗器械生物学评价中体

外细胞毒性试验¨叫进行，小鼠成纤维细胞L929采

用含10％小牛血清的MEM培养基培养，细胞活性

使用M，I-I'法检测。常规导管作为阴性对照，苯酚溶

液(5 g，L)作为阳性对照，含10％小牛血清的MEM

培养基作为试验导管的浸提介质。实验设4组

(各6孔)，分别为：试验组、空白对照组、阴性对照组、

阳性对照组。

1．2．1浸提液的制备：将切为小段的1％药物的

试验导管浸没于浸提介质中，导管与浸提介质的比

例为4 g：20 mL，置于(37±2)cC中浸提72 h，配制

成100％、50％、25％3个稀释度的供试液。以同样

的方法浸提常规导管，得阴性对照供试液。按比例

混合苯酚和MEM培养基制备5 g／L的苯酚溶液，于

(37±2)℃中孵育72 h，得阳性对照供试液；将不

含试验材料的MEM培养基置于(37±2)℃中浸提
72 h，制备空白对照液。

1．2．2试验步骤：用MEM培养基将已传代培养至

对数生长期的L929细胞配制成细胞悬液，浓度为

1×104个／mL，每组6孔，每孔接种100止细胞悬液，

置于5％CO，、37℃的培养箱中孵育24 h‘，此时细胞

呈单层排列，生长至近汇合，将培养液吸去，向各孔

分别加入100皿相应的浸提液，再培养48 h后于

显微镜下观察细胞毒性情况并计分，然后每孔加入

20曲MTT(5 g，L)溶液，4 h后弃去培养液，再加入

150止二甲基亚砜(DMS0)振荡混匀，10 min后用

酶标仪在特定波长(570、630砌)下测定各孔吸光

度(A)值并计算相对增殖率(RGR)。

A=A570m—A630m

RGR=(A试验组伪空白对照组)×100％

1．2．3细胞毒性制定标准¨1|：在阴性、阳性对照均

有其相应预期反应时，试验组细胞毒性记分为0分

(无细胞毒性)或1分(轻微细胞毒性)为合格；记分

为2分(中度细胞毒性)的应结合细胞形态分析进

行综合评价；计分为3分(重度细胞毒性)为不合格。

1．3统计学处理：采用SPss 13．o软件处理数据；

计量资料以均数±标准差(芽±s)表示，组间比较采

用￡检验；计数资料组间比较采用z 2检验；P<0．05

为差异有统计学意义。

2结果

2．1细胞形态分析结果(图1；表1)：显微镜下观

察发现，阴性对照组细胞形态正常、无空泡形成、无

脱落，细胞膜完整、无溶解，毒性判定评分为。分，

说明无细胞毒性；阳性对照组细胞生长状态不良，

80％以上细胞呈畸形，部分溶解，记3分，为重度细

胞毒性；不同浸提液试验导管组和空白对照组细胞

形态均正常，无空泡形成、无脱落、无溶解现象，记

0分，说明无细胞毒性。

2．2各组细胞活性及RGR比较(表1)：阳性对

照组细胞活性明显低于空白对照组和阴性对照组

(均P<0．05)；3个试验组RGR均明显高于阳性对

照组(均P<0．05)，且与阴性对照组比较差异无统

计学意义(均P>0．05)。其中50％、25％浸提液试

验组RGR略高于阴性对照组。
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注：A、B、C、D、E、F分别为空白对照组、阴性对照组、阳性对照组和100％、50％、25％浸提液试验组

图l显微镜下观察各组与导管浸提液培养48 h小鼠L929成纤维细胞的细胞形态(MTT低倍放大)

表l各组细胞活性及RGR水平比较

注：与阴性对照组比较，aP<O．05；与阳性对照组比较，“P<0．05

3讨论

本课题组研发的抗菌涂层气管导管是一类常用

的医疗用品，它不仅要具备结实耐用、光滑平整、较

强抗菌性能等特点，还必须具有良好的生物安全性。

既往研究表明，二氧化钛(Ti0：)和银离子(Ag+)均

具有较强的抗菌性能，前者通过光催化方式杀菌，且

化学性能稳定‘12|；后者通过接触菌体而起到抗菌、

杀病毒的作用¨3I。但是当Ag+的浓度较高时会对

真核细胞产生毒性，从而抑制细胞活性¨4。。为减少

Ag+浓度以提高安全性，我们将较少量的Ag+均匀

地结合到Ti02表面的介孔中，这样形成的Ag—Ti02

既具有高效、持久、稳定的抗菌性能，又具有较好的

生物安全性¨5|。再以此Ag—TiO，为抗菌剂，经溶胶

凝胶法研制出了抗菌涂层试验导管，并获得了国家

发明专利。在前期的研究中，我们通过体外细胞毒

性试验"1和口腔刺激试验∽1证实了试验导管的生

物安全性，符合我国医疗器械生物学评价要求。本

试验以GB厂I'16886．5—2003医疗器械生物学评价中

体外细胞毒性试验¨叫为依据，进行体外细胞毒性试

验，以期完善试验导管的生物学安全性数据。

细胞形态分析结果表明，阴性对照组的细胞形

态正常，未出现毒性反应，生长良好；阳性对照组

80％以上的细胞呈重度毒性反应，生长迟缓。阴性、

阳性对照组的结果符合预期，说明试验成功，结果是

有效的。试验导管组的细胞未见空泡、溶解现象、无

细胞脱落、无毒性反应，形态、生长均正常，根据体

外细胞毒性试验毒性的判断标准应定为0分，说明

1％试验导管对L929细胞没有毒性。

M1Tr法检测结果表明，阳性对照组、阴性对照

组的RGR分别为7．33％、103．16％，结果符合预期，

说明实验结果是有效的。3个不同稀释度试验组的

RGR均较高，与阴性对照组无差异，再次说明1％试

验导管对L929细胞无毒性。出现这种情况可能是

由于有机硅溶胶与导管表面结合很牢固，几乎没有

Ag+和TiO：在浸提液中析出¨2’16|；50％和25％稀

释度的试验组RGR略高于阴性对照组，这一现象与

某些文献的观点相似。吕庆兵等¨71发现，含Ag+的

敷料在杀菌的同时，不但没有造成组织细胞的损伤，

还加快了重度烧伤患者创面的愈合进度，这些会在

进一步的研究中予以探讨。

综上所述，我们研制的1％Ag—TiO：抗菌涂层气

管导管体外细胞毒性试验结果为阴性，无细胞毒性，

符合我国医疗器械生物学评价要求，具有良好的生

物安全性，可作为临床前研究的候选导管，为防治因

气管插管引发的VAP又开辟了一条新的途径。当

然，在进入临床使用阶段之前，我们还有很多工作要

做。另外，如果能将此研究成果应用于其他医疗器

械上，如导尿管、静脉留置管等，其应用前景一定十

分广阔。
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《热射病防治技术手册》由人民军医出版社出版发行

中国人民解放军第四。一医院重症医学科李海玲教授组织主编的《热射病防治技术手册》

由人民军医出版社出版发行，全国各地新华书店均有售，定价：25．0元／本。

《热射病防治技术手册》是一部热射病防治方面的工具书，共ll章约17万字。详细阐述了热

射病的流行病学特点、发病原因、病理生理机制、临床表现、辅助检查、诊断、监测技术、现场急救与

后送、治疗方案、预防与健康宣教、护理、预后及管理策略等。

本书内容简明实用，指导性强，可以作为基层部队卫生预防宣教、急救后送指导教材，以及供

二、三线医院救治热射病参考。

《急诊内科手册》第2版由人民卫生出版社出版发行

南方医科大学附属深圳宝安医院急诊医学科张文武教授组织主编的《急诊内科手册》第2版

由人民卫生出版社出版发行，全国各地新华书店均有售，定价：53．0元，本。

本书是一部急诊内科学方面的工具书，共16章约83万字。分别叙述了常见内科急症症状的

诊断思路与处理原则，休克、多器官功能障碍综合征、急性中毒、水电解质与酸碱平衡失调，内科各

系统疾病急诊的诊断与治疗措施等，并较详细地介绍了内科常用急救诊疗技术。内容丰富，资料新

颖，实用性强，是急诊医师、内科医师和社区医师必备的工具书，并可作为急诊医学教学和进修的参

考读物。

《腹部心肺复苏学》由人民军医出版社出版发行

武警总医院急救医学中心主任王立祥教授主编的《腹部心肺复苏学》由人民军医出版社出版

发行，全国各地新华书店均有售，定价：198．0元／本，购书服务电话：4006一120—160。

《腹部心肺复苏学》是国内外第一部系统阐述腹部心肺复苏(cPR)的大型专著。第一篇全面

论述了腹部cPR的概念、范畴、特征与途径，深度解析了腹部CPR的解剖生理基础以及“腹泵”等

参与复苏的“多泵机制”原理，着重诠释了腹部提压cPR的研究与转化。第二篇系统归纳总结了

腹部cPR的实验研究结果与临床实践案例。第三篇深刻揭示了cPR研究的现状、技术及趋势，从

整合医学的全新理念出发，揭示腹部cPR的内在规律。本书内容翔实，科学性强，对于从事临床医

学与基础医学的医界同仁具有重要的阅读价值。
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