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摘要院目的 评价金属铝的细胞毒性尧刺激性和皮肤致敏性袁为金属铝材料在医疗器械领域的制造和应用提供安全依据遥 方法
本研究模拟金属铝材料在医疗器械中的常规应用袁采用抛光处理后的金属铝片评估该金属铝片的细胞毒性和刺激致敏性遥 细
胞毒性试验选用浓度 1伊105个/ml生长良好的 L929小鼠成纤维细胞悬液使用MTT法检测袁并计算细胞存活率曰刺激试验将 9
只新西兰兔通过完全随机分成样品极性浸提液和空白对照组尧样品非极性浸提液和空白对照组和阳性对照组袁每组 3只遥 将受
试液滴到纱布上袁贴敷于脊柱两侧固定 4 h后去除袁观察水清洗后 1尧24尧48和 72 h皮肤表面袁计算原发性刺激并后确定反应类
型曰皮肤致敏试验将 50只豚鼠通过完全随机分成样品极性浸提液组尧空白对照组尧样品非极性浸提液组尧空白对照组和阳性对
照组袁每组 10只遥 经动物肩膀内侧注射受试液皮内诱导袁观察贴敷结束后 24 h和 48 h受试部位情况及Magnusson和 Kligman
评级遥 结果 细胞毒性试验中 L929细胞与样品浸提液接触 24h后与空白对照中的细胞显微镜下观察无形态上的差异且噻唑兰
检测存活率大于 70%曰刺激试验中袁贴敷结束后 1尧24尧48和 72h样品浸提液的皮肤反应均为无红斑无水肿曰皮肤致敏试验中袁贴
敷结束后 24和 48 h样品浸提液的皮肤反应均为无红斑无水肿遥结论 样品浸提液无潜在的细胞毒性尧刺激性及皮肤致敏性袁金
属铝的生物安全性符合现有标准对于与完整皮肤接触和部分与黏膜接触渊臆24 h冤的表面器械的生物安全性要求袁但其在低 pH
环境下的使用袁还需要进一步的研究遥
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Study on Cytotoxicity and Irritation Sensitization of Metallic Aluminum Materials
LIN Zhong-shi1,XU Liang3,ZHONG Wen-yu1,LIN Bai-you2,XU Wei-qu2,YUAN Li-xin2,LIU Yao1

(In Vitro Diagnostic Reagent Testing Department1,Passive Medical Device Testing Department2,Medical Device Testing Center3,
Shenzhen Institute of Drug Inspection Shenzhen 518057,Guangdong,China)

Abstract：Objective To evaluate the cytotoxicity, irritation and skin sensitization of metallic aluminum, and provide a safety basis for the
manufacture and application of metallic aluminum materials in the field of medical devices.Methods This study simulates the conventional
application of metal aluminum materials in medical devices, and use polished metal aluminum sheets to evaluate the cytotoxicity and irritation
sensitization of the metal aluminum sheets. In the cytotoxicity test, a well-growing L929 mouse fibroblast suspension with a concentration of 1伊105

cells/ml was used to detect the MTT method, and the cell survival rate was calculated; in the stimulation test, 9 New Zealand rabbits were completely
randomly divided into sample polar extracts and blank control group, sample non-polar extract, blank control group and positive control group, 3 in
each group. Drop the test solution onto gauze, stick it on both sides of the spine and fix it for 4 h before removing. Observing the skin surface at 1,
24, 48 and 72 h after washing with water, calculate the primary irritation and determine the type of reaction; skin sensitization in the experiment, 50
guinea pigs were completely randomly divided into a sample polar extract group, a blank control group, a sample non-polar extract group, a blank
control group and a positive control group, with 10 in each group. Intradermal induction of the test solution was injected into the inside of the animal's
shoulder, and the condition of the test site and the Magnusson and Kligman ratings were observed 24 h and 48 h after the application.Results In the
cytotoxicity test, the L929 cells were in contact with the sample extract for 24 h, and there was no morphological difference between the cells in the
blank control, and the survival rate of thiazolyl was greater than 70%; In the irritation test, the skin reaction of the sample extract at 1, 24, 48 and 72
h after the application was no erythema and no edema; in the skin sensitization test, the skin reaction of the sample extract at 24 and 48 h after the
application all were without erythema and edema.Conclusion The sample extract had no potential cytotoxicity, irritation and skin sensitization. The
biological safety of metallic aluminum meet the existing standards. The biological safety of surface devices that were in contact with intact skin and
partly in contact with mucosa (臆24 h) However, its use in a low pH environment requires further research.
Key words：Aluminum;Medical device;Cytotoxicity;Irritation;Skin sensitization

金属铝作为大自然最丰富的元素之一，因为其

低成本和特殊的机械特性被广泛用于社会生活

中[1，2]，含有铝元素的合金材料还拥有较好的血液相
容性和抗菌性[3，4]。但铝元素超标时会对人体造成伤
害，如帕金森氏病和阿尔兹海默氏病 [5，6]。有报道
称[7]，细胞内铝离子浓度达到 250 滋mol/L会促使大

脑细胞内的微管和微管相关蛋白高度磷酸化，这是

阿尔兹海默氏病的一个主要临床病理信号。本研究

模拟金属铝材料在医疗器械中的常规应用，采用抛

光处理后的金属铝片通过细胞毒性试验、刺激试

验、皮肤致敏试验评估该金属铝片的细胞毒性和刺

激致敏性，为抛光后的金属铝材料从医疗器械监管

的角度提供安全性依据。

1材料和方法
1.1材料 金属铝材料（深圳圣诺医疗设备有限公

司）、L929小鼠成纤维细胞（中国科学院典型培养物
62



医学信息 2020年 10月第 33卷第 19期 Medical Information Oct. 2020 Vol. 33 No.19 论 著

保藏委员会细胞库）、MEM 培养基（Thermo Fisher
Scientific，美国）、胎牛血清（Thermo Fisher Scientif原
ic，美国）、噻唑蓝（MTT）（Merck KgaA，德国）、二甲
基亚砜（天津市富宇精细化工有限公司）、异丙醇（广

州化学试剂厂）、0.9%氯化钠注射液（四川科伦药业
股份有限公司）、棉籽油（Thermo Fisher Scientific，美
国）、2，4-二硝基氯苯（Merck KgaA，德国）、弗氏完
全佐剂（FCA）（Merck KgaA，德国）
1.2仪器 CO2培养箱（Memmert GmbH，德国）、倒置
显微镜（Leica Microsystems Dmi8，德国）、酶标仪
（Beckman Coulter，美国）。
1.3实验动物 选取 SPF级白化豚鼠 50只，雌雄兼
用，雌鼠未产并无孕，体重 300~400 g，周龄 8周，另
选新西兰兔 9 只，雌性未产并无孕，体重 2.6~
2.8 kg，周龄 17周，来源广东省医学实验动物中心，
每天供给由广东省医学实验动物中心提供的饲料和

城市生活用水，室温控制在 20 益~26 益，相对湿度
控制在 40%~70%。
1.4方法
1.4.1 铝片浸提液制备 将金属铝（跃99.5%）制成
4 cm伊4 cm伊0.9 cm立方体的铝片，按照 6 cm2/ml的
比例分别浸没入非极性浸提介质（棉籽油、含血清

培养液）和极性浸提介质（生理盐水、不含血清培养

液）中，置于带盖的容器中 37 益条件下振荡浸提后
备用。

1.4.2细胞毒性试验 将浓度 1伊105个/ml生长良好
的 L929小鼠成纤维细胞悬液接种 96孔板，在 5%
CO2，37 益环境下培育 24 h以使细胞形成近汇合状
态。弃去 96孔板中培养液，将阴性对照、空白对照、
阳性对照（10%二甲基亚砜）和样品浸提液（浸提介
质：含 10%胎牛血清的 MEM培养液）用移液器分别
加入 96孔板，每孔 100 滋l。5%CO2，37 益环境下继
续培育 24 h，然后弃去受试液。每孔中加入 50 滋l
MTT溶液，然后再培育 2 h。培育结束后，弃去 MTT
溶液，每孔中加入 100 滋l的异丙醇以溶解 MTT与
活细胞反应生成的甲瓒沉淀。振荡混匀后，用酶标

仪在 570 nm波长（参比波长 650 nm）下测量每孔溶
液的吸光度并计算存活率。

1.4.3刺激试验 将 9只新西兰兔通过完全随机分成
样品极性浸提液和空白对照（极性）组、样品非极性

浸提液和空白对照（非极性）组和阳性对照组（2，4 -
二硝基氯苯）共 3组，每组 3只。去除动物脊柱两侧
被毛并称重。再将 0.5 ml受试液滴到纱布上，贴敷
于脊柱两侧。用封闭性绷带固定贴敷片 4h。贴敷结
束后去除纱布，标记接触部位，并用水清洗以去除残

留受试液。贴敷结束后分别在 1、24、48和 72 h观察
皮肤表面，根据标准 ISO 10993-10 2010中皮肤反

应记分系统对水肿反应和皮肤红斑情况进行记分，

计算出原发性刺激记分，最后确定反应类型。

1.4.4 皮肤致敏试验 将 50只豚鼠通过完全随机分
成样品极性浸提液组、空白对照组（极性）、样品非极

性浸提液组、空白对照组（非极性）和阳性对照组共

5组，每组 10只。经动物肩膀内侧注射 0.1 ml受试
液。注射液分别为：溶液 1（浸提介质与弗氏完全佐
剂等比例混合的稳态乳化剂）、溶液 2（受试溶液）、
溶液 3（溶液 1和溶液 2等比例混合后的稳定性乳
化剂）。皮内诱导 6 d后，导入 10%的月桂醇硫酸钠
到受试部位。导入后 24h，将吸附了受试液的纱布贴
敷与诱导注射部位进行局部诱导 48 h。诱导结束后
13 d，将吸附了受试液的纱布贴敷于动物的上腹（诱
导期未测试部位）24 h。贴敷结束后分别在 24 和
48 h观察受试部位，再根据 Magnusson和 Kligman
分级标准进行评级。

1.5评价标准
1.5.1细胞毒性试验 活细胞减少导致细胞的活性下

降，这与生成的甲瓒的含量有关，从而影响 570 nm
下测量的吸光度值。按下式计算存活率：存活率（%）
=100 伊OD570e/OD570b，OD570e 表 示 试 验 样 品
100% 浸提液光密度平均值，OD570b表示空白光密
度平均值，如存活率下降到约空白的 70%，则具有潜
在的细胞毒性。

1.5.2 刺激试验 在除去敷贴片后 1、24、48 和 72 h
分别观察皮肤反应，对每个接触部位在每个规定时

间内皮肤红斑和水肿反应情况进行评分，见表 1。在
72 h 评分后，分别将每只动物受试液在 24、48 和
72 h引起的全部红斑和水肿记分相加，再将所有计
分之和除以 6（两个试验/观察部位，3个时间点）计
算出某一动物的原发刺激指数。将每只动物全部原

发性刺激记分相加后再除以动物总数（一般为 3）得
出试验样品原发性刺激指数。当采用空白或阴性对

照时，计算出对照原发性刺激记分，将试验材料原发

性刺激记分减去该记分，即得出原发性刺激记分。反

应类型：0~0.4分极轻微，0.5~1.9分轻度，2~4.9分中
度，5~8分重度。
1.5.3皮肤致敏试验 除去敷贴片后 24和 48 h观察
试验组和对照组动物激发部位皮肤，参照 Magnus原
son和 Kligman分级标准对每一激发部位和每一观
察时间皮肤红斑和水肿反应进行分级并记录。0级
敷贴试验反应无明显改变，1级散发性或斑点状红
斑，2级中度融合性红斑，3级重度红斑和/或水肿。
阴性对照组动物等级小于 1，而试验组中等级逸1时
一般提示致敏。如阴性对照组动物等级逸1时，试验
组动物反应超过阴性对照组中最严重的反应则认为

致敏。
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1.6统计学方法 利用 Excel软件对动物实验进行分
组，分组方法采用完全随机设计。

2结果
2.1细胞毒性试验 铝片浸提液接触细胞 24 h后细
胞胞浆内有离散颗粒，无细胞溶解。与空白对照中

的细胞形态显微镜下观察无差异，见图 1，而且其存
活率大于 70%，见图 2，表 2，无潜在的细胞毒性。
2.2 刺激试验 刺激试验贴敷结束后 1、24、48 和

72 h，两组样品浸提液和对照组动物皮肤在观察期
内的反应均为无红斑、无水肿，并未发现皮肤部位

的其他异常情况，反应记分均为 0 分，确定反应类
型为极轻微，见表 3、图 3。
2.3皮肤致敏试验 贴敷结束后 24 h和 48 h，两组
样品浸提液组动物皮肤无明显改变，反应分级均为

0级，未观察到致敏反应，见表 4、图 4。

阳性对照 空白对照 阴性对照 样品浸提液

图 1 铝片细胞毒性试验显微镜观察结果

图 2 各组存活率比较

分组

光密度平均值

存活率（%）

空白对照

1.0973
/

阳性对照

0.1077
9.82

阴性对照

1.1219
102.24

样品浸提液

0.9246
84.26

表 2 铝片细胞毒性试验渊MTT法冤结果

反应

红斑和焦痂形成

无红斑

极轻微红斑（勉强可见）

清晰红斑

中度红斑

重度红斑（紫红色）至无法进行

红斑分级的焦痂形成

刺激记分

0
1
2
3
4

表 1 皮肤反应记分系统渊分冤
反应

水肿形成

无水肿

极轻微水肿（勉强可见）

清晰水肿（肿起边缘清晰）

中度水肿（肿起约 1 mm）
重度水肿（肿起超过 1 mm，并超出接触区）

刺激最高记分

刺激记分

0
1
2
3
4
8

注：应记录并报告皮肤部位的其他异常情况
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动物编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

组别

极性浸提液

极性对照液

极性浸提液

极性对照液

极性浸提液

极性对照液

非极性浸提液

非极性对照液

非极性浸提液

非极性对照液

非极性浸提液

非极性对照液

阳性对照液

极性对照液

阳性对照液

极性对照液

阳性对照液

极性对照液

1 h
ER/OE

0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
1/1 1/1
0/0 0/0
1/1 1/1
0/0 0/0
1/1 1/1
0/0 0/0

24 h
ER/OE

0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
3/2 2/3
0/0 0/0
3/3 3/3
0/0 0/0
2/3 3/3
0/0 0/0

48 h
ER/OE

0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
3/2 2/2
0/0 0/0
2/2 2/2
0/0 0/0
2/2 2/2
0/0 0/0

72 h
ER/OE

0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
0/0 0/0
2/2 2/2
0/0 0/0
2/2 2/2
0/0 0/0
2/2 2/2
0/0 0/0

平均记分（分）

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

4.5
0

4.7
0

4.5
0

刺激记分（分）

0

0

0

0

0

0

4.5

4.7

4.5

原发性刺激指数

（P域）

0

0

4.6

反应类型

极轻微

极轻微

中度

表 3 铝片刺激试验评分结果

注：ER/OE =红斑/水肿，仅使用 24、48、72 h的观察数据进行计算

图 3 铝片刺激试验结果

注：A~D：样品贴敷结束后 1、24、48、72 h
A B C D

组别

样品极性浸提液组

动物编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

性别

裔
裔
裔
裔
裔
意
意
意
意
意

24 h
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

48 h
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

分级 组别

空白对照组（极性）

动物编号

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

性别

裔
裔
裔
裔
裔
意
意
意
意
意

24 h
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

48 h
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

分级

表 4 激发给药后致敏反应情况记录表
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3讨论
医疗器械按照其生物安全要求从低到高被分

为表面器械、外部接入器械和植入器械 3大类，每
个大类下又按照与人体的接触时间长短分为了短
暂接触（臆24 h）、长期接触（跃24 h~30 d）和持久接
触（跃30 d）3个小类。医疗器械的生物安全等级要求
越高，与人体接触时间越长，其需要评价的生物学
评价终点就越多。同理，相关生物材料能够满足的

生物学安全性评价终点越多，其能被应用于医疗器
械的范围就越广。细胞毒性和刺激性和皮肤致敏性
是现行国际法规标准对医疗器械及其材料生物安
全性的基础要求。根据 ISO 10993-1，生物安全性能
够满足这 3项生物安全性评价终点的生物材料能
够被应用于与完整皮肤接触和部分与黏膜接触（臆
24 h）的表面器械。

细胞毒性试验按照与样品与细胞的接触方式分
为直接接触法、间接接触法和浸提液法。其中间接

接触法只适合于对生物材料细胞毒性初筛的定性评
价，能够对生物材料进行准确的定量评价的只有直

接接触法和浸提液法。然而，金属材料的密度较大，

在直接接触法中会导致材料下方的细胞机械性损
伤，会产生细胞毒性的假阳性结果。因此本研究采用
浸提液法作为金属铝材料的细胞毒性评价手段。皮

肤致敏试验也分为 3种，分别为豚鼠最大剂量试验、
封闭式贴敷试验和小鼠局部淋巴结试验，其中豚鼠

最大剂量试验为最为最敏感的皮肤致敏性检测手
段，而且适用于不能渗透皮肤的金属物质的评价，因

此，本研究中选择豚鼠最大剂量试验作为金属铝材
料皮肤致敏性评价手段。

由于铝元素对人体的神经会产生伤害，国内外
鲜有关于金属铝在医疗器械方面应用的研究。然而
当金属铝材料暴露于大气中时，由于铝的性质非常
活泼，会在其表面形成一层氧化铝的保护膜厚度，厚
度约为 0.5~4 滋m，而氧化铝在国内外的研究报道中
都具有良好的生物安全性。Kahbasi S等[8]用人真皮
成纤维细胞和人成骨细胞与包裹了氧化铝外壳的纳

米微球接触，结果发现氧化铝有着很好的生物相容
性。Kahbasi S等[9]将氧化铝纳米微球的浸提液与人
红细胞接触，没有观察到明显的溶血现象。Alejan原
dro Carnicer-Lombarte A等 [10]测定了一种以氧化铝
为主要成分的电极片的体外生物安全性，结果发现

该电极片对 L929小鼠成纤维细胞和 PC-12神经细
胞都没有毒性。王佳宁将氧化铝陶瓷复合材料与人
牙周膜细胞接触，没有观察到氧化铝对人牙周膜细
胞的细胞增殖、凋亡和骨诱导活性有任何影响[11]。此
外，氧化铝由于其化学惰性、高强度和硬度也被广泛
的用于牙科植入物和外科假体[12]。

本研究采用细胞毒性试验、刺激试验和皮肤致
敏试验观察了金属铝材料的生物安全性，结果表明，

注：A~B：样品贴敷结束后 24、48 h
图 4 铝片皮肤致敏试验结果

组别

样品非极性浸提液组

空白对照组（非极性）

动物编号

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

性别

裔
裔
裔
裔
裔
意
意
意
意
意
裔
裔
裔
裔
裔

24 h
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

48 h
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

分级

表 4 渊续冤

组别

空白对照组（非极性）

阳性对照组

动物编号

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

性别

意
意
意
意
意
裔
裔
裔
裔
裔
意
意
意
意
意

24 h
0
0
0
0
0
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

48 h
0
0
0
0
0
2
2
2
3
2
3
2
3
3
3

分级
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金属铝材料作为生物材料能够满足现行法规标准对

与完整皮肤接触和部分与黏膜接触（臆24 h）的表面
器械的生物安全性要求。由此推测，金属铝在表面
自然氧化形成的这层氧化铝的保护膜能一定程度上

防止金属铝中铝元素的释出，从而使金属铝具有一
定的生物安全性。但 Hashimoto M等[13]将氧化铝纳
米微球与巨噬细胞 RAW264接触时，发现在低 pH
的环境下，氧化铝也会释放铝离子从而干扰细胞的
正常功能。因此，金属铝材料如果作为在低 pH环境
下使用的医疗器械，例如胃肠道内窥镜，其毒性作用
还需进一步研究。此外，由于金属铝材料天然形成
的氧化膜厚度较薄，且耐磨性和抗腐蚀性较差，如若
要增加金属铝材料的生物安全性，可以通过阳极氧
化 [14]、等离子体喷涂 [15]等方法增加其表面氧化铝保
护膜的厚度和强度。
根据上述的研究，抛光后的金属铝材料能够满

足现行国际法规标准对于与完整皮肤接触和部分与

黏膜接触（臆24 h）的表面器械的生物安全性要求，
但在低 pH环境下的毒理作用还需要进一步研究。
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