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载药微球联合ＢＭＰ２治疗兔慢性骨髓炎的实验研究
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　　［摘要］　目的　探讨载药纳米羟基磷灰石／壳聚糖（ｎＨＡ／ＣＳ）新型植入材料治疗慢性骨髓炎的可行性。方法　将６０只健

康新西兰大白兔分为４组构建骨髓炎模型，按以下方法植入材料，Ａ组：不做任何处理；Ｂ组：单纯ｎＨＡ／ＣＳ支架材料；Ｃ组：ｎ

ＨＡ／ＣＳ载万古霉素脂质体种植体；Ｄ组：ｎＨＡ／ＣＳ载万古霉素脂质体种植体与ＢＭＰ２。８周后通过细菌培养及组织病理学检

测，评价其抗感染能力及修复骨缺损的能力。结果　载药ｎＨＡ／ＣＳ人工植入材料能够释放高浓度的抗菌药物；植入载药ｎＨＡ／

ＣＳ联合ＢＭＰ２可有效控制骨感染并促进骨组织的修复；治疗效果明显优于单纯载药ｎＨＡ／ＣＳ材料组及单纯ｎＨＡ／ＣＳ材料组。

结论　载药ｎＨＡ／ＣＳ联合ＢＭＰ２是治疗兔慢性骨髓炎的较为理想的植入材料。

［关键词］　羟基磷灰石／壳聚糖支架；慢性骨髓炎；ＢＭＰ２
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　　随着骨科手术技术的发展及抗菌药物的不断更新换代，骨

髓炎的治疗取得了不断进步，但慢性感染性骨缺损是骨科医师

致力解决的难题。目前，局部应用聚甲基丙烯酸甲酯庆大霉素

珠链不能降解，需二次手术取出，并能为病原菌的生长提供适

宜的生长环境，造成感染复发［１３］。随着生物组织工程的不断

发展，研究发现人工合成的羟基磷灰石（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＨＰ）

与壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＳ）的理化性质、结构与人体本身的性状

基本相同，且无毒副作用。本研究在治疗慢性骨髓炎的前期实

验基础上，拟构建纳米羟基磷灰石复合胶原／壳聚糖（ｎａｎｏ

ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ／ｃｈｉｔｏｓａｎｇｌｕｃｏｍａｎｎａｎｓｃａｆｆｏｌｄ，ｎＨＡ／ＣＳ）复合

万古霉素脂质体载药微球并联合ＢＭＰ２，构建新型治疗感染

性骨缺损的新型载药缓释系统，最后联合ＢＭＰ２植入兔慢性

骨髓炎模型体内，从组织工程学角度探讨其修复慢性感染性骨

缺损的可行性，欲为今后临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要实验材料　健康新西兰大白兔６０只［许可证号：

ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００５］，５～６月龄，雌雄不限，体质量（２．５±
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０．２）ｋｇ，第三军医大学大坪医院实验动物中心提供。纳米羟基

磷灰石、壳聚糖（山东潍坊市海之源生物公司，中国）；万古霉素

（华北制药有限公司，中国）；冷冻干燥机（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；

切片机（Ｌｅｉｃａ公司，德国）。金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１０由

遵义市第一人民医院检验科惠赠。ＢＭＰ２／ＰＬＡ和万古霉素／

ＰＬＡ缓释微球由前期实验制作。

１．２　实验方法

１．２．１　细菌培养　在无菌操作台上，将金黄色葡萄球菌接种

于金黄色葡萄球菌固体培养基，３７℃培养箱过夜培养。挑取

单个菌落接种于 ＭＨ液体培养基中，振荡培养过夜，并于５３０

ｎｍ处测定菌液的吸光度值，计算菌液浓度。将测定的菌液用

液体培养基稀释至１×１０８ｃｆｕ／ｍＬ，４℃保存。

１．２．２　载药组织支架材料的制备　根据 Ｍａ等
［４］等方法将壳

聚糖溶液、纳米羟基磷灰石适当比例混合，倒入准备好的铸模

槽，通过冻干技术与化学交联方法制备成固体材料，并进入含

有ＢＭＰ２／ＰＬＡ和万古霉素／ＰＬＡ缓释微球溶液中，－８０℃冷

冻２ｈ后放入真空冷冻干燥机内干燥１２ｈ，用钴６０（６０ＣＯ）辐

照消毒备用。采用扫描电子显微镜检测观察空隙形状，用万能

材料试验机检测支架材料的抗压能力，观察是否符合实验要

求。将制备成功的固体材料置于４℃冰箱保存。

１．２．３　慢性骨髓炎模型的构建　将新西兰大白兔称重后，予

以１％戊巴比妥经耳缘静脉麻醉，剪除左胫骨上端毛发，固定

于操作台上，常规消毒铺巾后，于左侧胫骨近端切口，逐层分离

至骨膜，３ｍｍ克氏针钻孔至髓腔，依次注入５％甘油酸钠０．１

ｍＬ，１×１０８ｃｆｕ／ｍＬ金黄色葡萄球菌液０．１ｍＬ骨蜡封闭缺

口。无菌生理盐水冲洗伤口，逐层缝合。术后不应用抗菌药

物，肢体不制动，单独饲养，标准进食，４周后行大体观察及左

下肢Ｘ线片检查以确定造模是否成功。

１．２．４　实验分组及方法　建模成功后分为４组，Ａ组：空白对

照组不做任何处理；Ｂ组：单纯ｎＨＡ／ＣＳ支架材料；Ｃ组：ｎ

ＨＡ／ＣＳ载万古霉素脂质体种植体；Ｄ组：ｎＨＡ／ＣＳ载万古霉

素脂质体与ＢＭＰ２种植体。８周后行左胫骨Ｘ线片并进行胫

骨病理学检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据分析，所有

数据均采用狓±狊表示，组间差异显著性检验采用单因素方差

分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　支架材料的电子显微镜扫描及生物力学测试　支架材料

经电子显微镜扫描后呈现出丰富的不规则多孔结构，各孔之间

相通性好，孔径大小为８０～２７０μｍ，平均孔径为１４６．５３μｍ；

弹性模量为２７．５０ＭＰａ，压缩强度为（０．７５±０．０４）ＭＰａ，见

图１、２。

２．２　慢性骨髓炎动物模型的鉴定　造模４周后，左侧胫骨近

端皮肤红肿并伴脓肿及窦道形成。Ｘ线片提示不同程度的低

密度影，新骨形成及骨膜反应，见图３、４。

２．３　治疗８周后Ｘ线检测　治疗８周后，Ａ组和Ｂ组胫骨近

端仍见低密度影，骨膜反应；Ｃ组和Ｄ组可见新骨形成，未见明

显的骨膜反应，说明植入本实验制作的植入材料后对慢性骨髓

炎有较好的效果，见图５。

２．４　各治疗组Ｎｏｒｄｅｎ评分分析　治疗８周拍Ｘ线片后进行

Ｎｏｒｄｅｎ评分并进行统计学分析，Ｄ组Ｎｏｒｄｅｎ评分明显小于其

余３组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｃ组明显小于Ａ、Ｂ组，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ａ组与Ｂ组比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。见表１。

图１　　支架材料电子显微镜扫描

图２　　支架材料生物力学测试

图３　　大体观察

图４　　造模４周后Ｘ线检测
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２．５　各组骨组织 ＨＥ染色　治疗８周后，提取骨组织进行

ＨＥ染色，见Ａ组和Ｂ组骨组织有明显的中性粒细胞浸润，骨

小梁紊乱、破坏；Ｃ组及Ｄ组未见明显的炎性细胞浸润，骨小梁

较为整齐；Ｄ组骨小梁较Ｃ组粗大。见图６。

　　Ａ：不做任何处理；Ｂ：单纯ｎＨＡＰ／ＣＳ支架材料；Ｃ：ｎＨＡＰ／ＣＳ载

万古霉素脂质体种植体；Ｄ：ｎＨＡＰ／ＣＳ载万古霉素脂质体与ＢＭＰ２种

植体。

图５　　治疗８周后各组Ｘ线检测

表１　　各组Ｎｏｒｄｅｎ评分结果（狓±狊，分）

组别 狀 Ｎｏｒｄｅｎ评分

Ａ组 １５ ２．６４±０．３３

Ｂ组 １５ ２．６３±０．３６

Ｃ组 １５ １．１４±０．２９

Ｄ组 １５ ０．８９±０．４２

　　Ａ：不做任何处理；Ｂ：单纯ｎＨＡＰ／ＣＳ支架材料；Ｃ：ｎＨＡＰ／ＣＳ载

万古霉素脂质体种植体；Ｄ：ｎＨＡＰ／ＣＳ载万古霉素脂质体与ＢＭＰ２种

植体。

图６　　骨组织 ＨＥ染色（×１００）

３　讨　　论

　　慢性骨髓炎的治疗是骨科疾病的难题。近年来，随着抗菌

药物的不断升级及骨科诊疗技术的不断进步，临床对骨髓炎的

治疗不断进步，但治疗效果仍不满意。目前，慢性骨髓炎的治

疗主要包括彻底清创、持续冲洗及抗菌药物的应用［５］。长期应

用抗菌药物存在多种不良反应，如胃肠道反应、耳毒性、肾毒性

及骨髓抑制等。研究表明局部应用抗菌药物可达到有效的浓

度并可减轻不良反应。最早应用于临床的载药植入材料是一

种聚甲基丙烯酸甲酯，其在植入体内后会放热，单体成分对人

体具有毒性，组织相容性差，需二次手术取出，患者创伤及经济

负担重，限制了其临床应用［６］。所以，研发新的局部抗菌药物

缓释系统为慢性骨髓炎的治疗提供了新的治疗方案。

本实验通过制作符合生物力学要求的生物工程支架材料，

并负载万古霉素和ＢＭＰ２，使其在体内缓慢释放，达到有效的

局部浓度，为慢性骨髓炎的治疗和骨愈合提供良好的环境。

随着生物工程及骨组织工程的不断发展，研究发现ＣＳ及

ｎＨＡ均是天然材料，有良好的生物活性和理化特性，作为人

体组织工程材料的应用研究已取得了一定的成果［７］。但在ＣＳ

和ｎＨＡ分别单独应用的研究中还是暴露出一定缺陷，比如机

械性能弱、抗压能力弱及体内不易吸收等问题［８］。ｎＨＡ作为

载药体具有多方面的优势：（１）无毒、生物相容性好、无刺激及

免疫原性，对生物组织无损伤。（２）独特的多孔结构，巨大的比

表面积及高表面活性，能黏附和传递大分子药物，并可以通过

改变孔径及孔隙率来达到药物的稳定缓慢释放。（３）化学性质

稳定，与许多药物无化学反应，可以做为多种药物的缓释载体。

研究发现ＣＳ通过溶解后可释放氨基（ＮＨ２＋），这些氨基通过

结合负电子来抑制细菌的生长。这种生物特性是ＣＳ在治疗

慢性骨感染方面显示出了独特的优势。ＣＳ及ｎＨＡ的联合应

用使其各自互补，以改善各自的缺陷。

ＢＭＰ２是经实验证实的最重要的骨诱导因子，是控制骨

缺损修复的信号通路的必需成分，是目前骨组织工程研究最多

和应用最广泛的生长因子［９］。

聚乳酸具有良好的生物相容性及可降解性，最终代谢产物

为水（Ｈ２Ｏ）和二氧化碳（ＣＯ２），是美国食品药品监督管理局

（ＦＤＡ）批准应用的医疗高分子可降解材料
［１０］。目前，应用聚

乳酸作为缓释载体制备化疗药物、激素、胰岛素、抗菌素等缓释

药物取得良好的疗效，部分已应用于临床［１１１２］。鉴于上述优

点，本课题选用聚乳酸作为ＢＭＰ２和万古霉素的缓释载体。

通过构建慢性骨髓炎模型并植入不同的植入材料，经过８

周后，行Ｘ线片 Ａ组和Ｂ组胫骨近端仍见低密度影，骨膜反

应；Ｃ组和Ｄ组可见新骨形成，未见明显的骨膜反应；行 Ｎｏｒ

ｄｅｎ评分并进行统计学分析，Ｄ组Ｎｏｒｄｅｎ评分明显小于其余３

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｃ组明显小于Ａ、Ｂ组，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；Ａ组与Ｂ组比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。并进行各组骨组织的 ＨＥ染色，Ａ组和Ｂ组骨组

织有明显的中性粒细胞浸润，骨小梁紊乱、破坏；Ｃ组及Ｄ组未

见明显的炎性细胞浸润，骨小梁较为整齐；Ｄ组骨小梁较Ｃ组

粗大。
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总之，本研究发现，细胞衰老过程中ＤＮＡ甲基化通过调

节ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达调控细胞衰老进程，ｐ２１

Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子在中

年细胞中高甲基化并抑制其表达，从而发挥延缓细胞衰老的作

用，而ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子去甲基化增加其表达，迅速启动细胞衰

老的发生。该研究结果为认识表观遗传学对细胞衰老的调控

提供了新的线索。
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ｍｔ１ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙｃｏｏｐｅｒａｔｅｄｕｒｉｎｇｄｅｎｏｖｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆ

ＤＮＡ［Ｊ］．ＥｕｒＪＢｉｏｃｈｅｍ，２００２，２６９（２０）：４９８１４９８４．

［１４］ＢｒｅｎｎｅｒＣ，ＤｅｐｌｕｓＲ，ＤｉｄｅｌｏｔＣ，ｅｔａｌ．Ｍｙｃｒｅｐｒｅｓｓｅｓｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｏｆＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ｃｏｒｅｐｒｅｓｓｏｒ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２００５，２４（２）：３３６３４６．

［１５］ＺｈａｎｇＷ，ＪｉＷ，ＹａｎｇＪ，ｅｔａｌ．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｌｏｂａｌＤＮＡ

ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｒｅｐｌｉｃａｔｉｖｅｖｅｒｓｕｓｐｒｅｍａｔｕｒｅｓｅ

ｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２００８，８３（１３１４）：４７５４８０．

（收稿日期：２０１４１０１４　修回日期：２０１４１２１９）
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［３］ ＡｔｅｓｃｈｒａｎｇＡ，ＯｃｈｓＢＧ，ＬｕｄｅｍａｎｎＭ，ｅｔａｌ．Ｆｉｂｕｌａａｎｄ

ｔｉｂｉｆｕｓｉｏｎｗｉｔｈｃａｎｃｅｌｌｏｕｓａｌｌｏｇｒａｆｔｖｉｔａｌｉｓｅｄｗｉｔｈａｕｔｏｌｏ

ｇｏｕｓｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ；ｆｉｒｓｔｒｅｓｕｌｔｆｏｒｉｎｆｅｃｔｅｄｔｉｂｉａｌｎｏｎｕ

ｎｉｏｎ［Ｊ］．ＡｒｃｈＯｒｔｈｃＴｒａｕｍａＳｕｒｇ，２００９，１２９（１）：９７１０４．

［４］ ＭａＴ，ＳｈａｎｇＢＣ，ＴａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｎａｎｏｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ／ｃｈｉ

ｔｏｓａｎ／ｋｏｊａｃｇｌｕｃｏｍａｎｎａｎｓｃａｆｆｏｌｄｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈｃａｔｉｏｎｉｃｌｉ
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ｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏ

ｍａｔｅｒＳｃｉＰｏｌｙｍＥｄ，２０１１，２２（１２）：１６６９１６８１．

［５］ ＨａｔｚｅｎｂｕｅｈｌｅｒＪ，ＰｕｌｌｉｎｇＴＪ．Ｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔ

ｏｆｏｓｔｅｏｍｙｅｌｉｔｉｓ［Ｊ］．Ａｍ Ｆａｍ Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ，２０１１，８４（９）：

１０２７１０３３．

［６］ＳｈｉｎｔｏＹ，ＵｃｈｉｄａＡ，ＫｏｒｋｕｓｕｚＦ，ｅｔａｌ．Ｃａｌｃｉｕｍｈｙｄｒｏｘｙａｐａ

ｔｉｔｅｃｅｒａｍｉｃｕｓｅｄａｓａｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍｆｏｒａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．Ｊ

ＢｏｎｅＪｔＳｕｒｇＢｒ，１９９２，７４（４）：６００６０７．

［７］ 赵欣，王德平．纳米羟基磷灰石作为药物载体材料的研究

进展［Ｊ］．材料导报，２０１０，２４（１２）：１１６１２０．

［８］ＬａｈｉｊｉＡ，ＳｏｈｒａｂｉＡ，ＨｕｎｇｅｒｆｏｒｄＤＳ，ｅｔａｌ．Ｃｈｉｔｏｓａｎｓｕｐ

ｐｏｒｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ

ｈｕｍａｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｎｄｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｄ Ｍａｔｅｒ

Ｒｅｓ，２０００，５１（４）：５８６５９５．

［９］ ＲｅｙＲｉｃｏＡ，ＳｉｌｖａＭ，ＣｏｕｃｅｉｒｏＪ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｃｙｏｆｉｎｓｉｔｕｇｅｌｌｉｎｇｐｏｌｏｘａｍｉｎｅｓｙｓｔｅｍｓｗｉｔｈａｎｄ

ｗｉｔｈｏｕｔｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２［Ｊ］．ＥｕｒＣｅｌｌＭａ

ｔｅｒ，２０１１，２１：３１７３４０．

［１０］ＡｎｕｓｈａＡ，ＭｅｎｏｎＤ，ＮａｉｒＳ，ｅｔａｌ．Ａｍｏｌｅｃｕｌａｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｔａｒｇｅｔｅｄ，ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌｂａｓｅｄ ｍｕｌｔｉｍｏｄａｌ

ｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０１３，３１（９）：２６０６２６１６．

［１１］樊国栋，张春梅．聚乳酸在医学领域应用研究进展［Ｊ］．科

技导报，２０１０，３１（１９）：１０３１０７．

［１２］许锋，詹玉林，宋兴华．骨形态发生蛋白２基因治疗骨缺

损研究进展［Ｊ］．医学综述，２０１２，３２（１１）：１６１２１６１４．

（收稿日期：２０１４１０２６　修回日期：２０１４１２１０）

８３０１ 重庆医学２０１５年３月第４４卷第８期


