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万古霉素 - 脂质体对兔股骨头置换感染模型预防作用的实验研究

周 强△ 李 颖 吴继明 杨俊生 童樑成
（解放军第 454 医院骨科 江苏 南京 210002）

摘要 目的：制备万古霉素脂质体抗生素缓释系统，研究该缓释系统在治疗兔人工股骨头置换术后感染中的作用，为临床的进一

步应用提供理论基础和实验依据。方法 ：建立兔人工股骨头置换术后感染模型，将配置好的万古霉素 - 脂质体药物释放系统、万
骨霉素于术中即分别放入关节腔及髓腔内，同时设对照组。大体观察左侧髋关节及观察右髋关节的活动度。实验动物于人工股骨

头置换术后即刻、第 4、8 周，分别行髋关节 X 线摄片检查。实验动物建立感染模型 6 周后，分别取关节腔内肉芽组织或假膜组织，

观察细菌生长情况，计数细菌菌落。并用 4%的甲醛溶液固定组织, 石蜡包埋（骨组织先用 EDTA 脱钙处理），HE 染色, 光镜观察组

织炎细胞浸润状况。实验动物建立感染模型术前和术后第 1、3、6 周后，测定血清 C- 反应蛋白和血沉的变化。结果：成功建立了兔

人工股骨头置换术后感染模型，各组兔人工股骨头置换术后股骨头均在位，经万古霉素 - 脂质体药物释放系统治疗后，万古霉素

- 脂质体组翻修术后 8 周 X 线结果提示关节间隙清晰，无明显骨缺损即透亮线形成，而万古霉素 - 骨水泥组置换术前后对比片，

无明显变化。对照组感染未控制者术后 6 周 X 线结果显示，关节间隙模糊，假体及股骨结合部出现轻度骨吸收。细菌培养结果显

示，空白对照组中实验动物细菌感染率为 100%，而加入万古霉素后，万古霉素 -PMMA 组的实验动物细菌感染率为 33.3%，显著

降低；万古霉素 - 脂质体组实验动物细菌感染率为 16.7%，与万古霉素 -PMMA 组相比，感染率显著降低（P<0.05）；联合应用万古

霉素 -PMMA 和万古霉素 - 脂质体，与其它组相比较，感染率显著降低（P<0.05），提示这种模式具有良好的抑菌效果。病理组织切

片，发现实验动物建立感染模型 6 周后，空白对照组中实验动物感染人工股骨头周围股骨组织明显充血及炎性细胞浸润，万古霉

素 -PMMA 组、万古霉素 - 脂质体组和万古霉素 - 脂质体组 + 万古霉素 -PMMA 的实验动物，炎性细胞浸润明显减少，提示术后关

节周围细菌感染得到了有效的抑制。与术前相比较，各组 CRP 均显著升高(P<0.01)，而经过万古霉素 -PMMA 组、万古霉素 - 脂质

体组和万古霉素 - 脂质体组 + 万古霉素 -PMMA 治疗的实验动物，CRP 均显著低于空白对照组中实验动物(P<0.05)。结论：本实验

中首先建立兔人工股骨头置换术后感染模型，并观察了万古霉素 - 脂质体药物释放系统对兔人工股骨头置换术后感染的效应，通

过 X 线检查、细菌培养、病理组织切片观察以及血清 C- 反应蛋白和血沉变化的测定，结果表明，通过上述方法制备的万古霉素脂

质体对于人工股骨头置换术后感染具有良好的预防和治疗作用，为临床的进一步应用提供了初步的实验基础和理论依据。
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The Use of Vancomycin Lipidosome in Postoperative Infection after
Artificial Femoral Head Replacement: an Experiment Study in Rabbits

ZHOU Qiang△, LI Ying, WU Ji-ming, YANG Jun-sheng, TONG Liang-cheng
（Department of Orthopaedics, Nanjing 454 Hospital of PLA, Nanjing, Jiangsu, 210002, China）

ABSTRACT Objective: To prepare the vancomycin lipidosome as an antibiotic delivery system and to describe its characteristic. To
observe infection controls when vancomycin lipidosome was employed to manage hemiprosthetic hip joints infection in rabbits. Methods:
To establish the postoperative infection model of rabbit after artificial femoral head replacement. Through the method of X-ray analysis,
to observe the change of articulatio coxae. By bacterium culturing, to analysis the growth of bacterium in articulatio coxae. They were
placed on culture media of agar which had been inoculated 1.5×108CFU of MRSE, and the inhibitory zones were measured after
incubated at 37 for 24 hours. HE staining can help us observe the inflammation in articulatio coxae after artificial femoral head
replacement. We also detected the change of C-reactive protein and erythrocyte sedimentation rate. Results: After artificial femoral head
replacement, there are no significant difference for the concentration of vancomycin in rat plasma. X-ray demonstrated the hemiprothetic
hip joints space clouding in the adjacent bone tissues. The cultures of MRSE showed an positive result up to 8.3% in vancomycin
lipidosome- vancomycin impregnated PMMA group, and that were 16.7% and 33.3% respectively in vancomycin lipidosome group and
vancomycin impregnated PMMA group. From the results of HE staining, there are significant inflammatory cell infiltrations in the control
group, and it was reduced in the other groups in the adjacent bone tissues. It was suggested that there were much less inflammatory cells
infiltration in the adjacent bone tissue if the infection was controlled. After 1×108 CFU of MRSE was injected into the joints right after
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the hip arthroplasty, the cultures of MRSE were positive in all animals and the levers of CRP and ESR were elevated quickly(P<0.01).
And comparing with the control group, the levers of CRP and ESR decreased in the other groups. Conclusion: We established the
vancomycin lipidosome delivery system successfully which have well stability, high envelop rate and characteristic of drug released
slowly in vitro. and in vivo. It also have the significant bacteriostasis effect in vitro and in vivo. This study objectively demonstrated that
the outcome of hip joints infection improves significantly when vancomycin lipidosome is employed.

Key words: Vancomycin; Lipidosome; Artificial femoral head replacement; Drug released slowly; Postoperative infection early;
Precaution effect
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前言

人工关节置换能减轻关节疼痛，恢复关节功能，但术后感

染仍是人工关节置换术的严重并发症之一，治疗相当困难[1]。全

身应用抗生素不仅价格昂贵、毒副作用大，而且由于病变处瘢

痕组织增生、血供差，血中抗生素难以在局部达到有效杀菌浓

度。作为药物载体的脂质体是第四代新型靶向给药技术，具有

很好的生物相容性及靶向性，能有效地提高药物的稳定性和治

疗指数，较少毒副作用，发挥优良的药动学参数特性。万古霉素

是一种糖肽类抗生素，主要抑制细菌细胞壁合成中期肽聚糖的

生成，改变细胞质膜，具有强大的杀菌作用。我们通过薄膜分散

法制备万古霉素脂质体，并考察其质量特性，结果显示我们制

备的万古霉素脂质体，稳定性好，粒径大小均匀，包封率高，具

有体外缓慢释药的特性。本实验中，我们建立兔人工股骨头置

换术后感染模型，通过细菌培养、X 线检查、CRP、ESR 检测及

组织学检查，观察万古霉素脂质体在治疗兔人工股骨头置换术

后感染中作用，评价这一缓释系统的作用，为临床的进一步应

用提供理论基础和依据。

1 材料

1.1 实验材料

兔人工股骨头假体[2-4]：根据兔股骨骨近端髓腔形态取模,
以不锈钢为材料,表面镀铬处理，股骨柄表面制成棱形。高精度

数控机床加工兔人工股骨头。测量新西兰白兔 3 kg10 只，测量

平均股骨头直径为为(6. 56±0.50) mm ,颈长度为(1.88±0. 10)
mm，颈干角为(118. 43 ±2.50)°，髓腔直径为 (4. 57 ±0. 10)
mm。实验兔股骨于术前经 C 臂机检查, 以保证假体与髓腔匹

配。假体由南京工业大学电光研究所协助加工制作(图 1)。
1.2 主要试剂

万古霉素(美国 Lilly 公司)；
20%乙二胺四乙酸溶液(EDTA)（上海化学试剂总厂）。

2 方法

2.1 建立兔人工股骨头置换术后感染模型

将金黄色葡萄球菌的菌种植于保存培养基中，并置于 4℃
冰箱中保存，使用前 1d 复温，置于马血琼脂培养皿中，37℃培

养 1d，将细菌用生理盐水配成菌液，以 VITEK 比浊仪粗测细

菌浓度后，血细胞计数板精确计数，即刻使用。
手术过程 [5-7]：随机选健康成年新西兰白兔 48 只，分为 4

组：万古霉素 - 脂质体局部药物释放系统组、万古霉素 - 脂质体

组 + 万骨霉素 -PMMA（聚甲基丙烯酸甲酯）、万骨霉素 -PM-
MA、空白对照组，每组 12 只。以 3 %戊巴比妥钠 30 mg/ kg 静

脉麻醉成功后，取左侧髋关节外侧弧形切口，分离肌肉，横行切

开关节囊，切断圆韧带，使髋关节脱位暴露股骨头。咬骨钳横行

截除骨骨头后，以髓腔锉扩髓至可适合假体。实验置入假体并

压实,使假体颈部与肱骨解剖颈平齐。万古霉素骨水泥组（骨水

泥聚甲基丙烯酸由德国 LINK 公司惠赠），待骨水泥成团状时

压入髓腔并植入假体，直至凝固。复位髋关节，逐层缝合。兔人

工股骨头置换、缝合切口以后，将 1×106 金黄色葡萄球菌液 1
mL 注人左侧髋关节内制成兔人工股骨头置换术后感染模型。
Southwood 等[8]认为在股骨的髓质部分注入 1×103 CFU 的金

黄色葡萄球菌就能造成所有的假体周围感染. 另学者报告, 接

种 1×109 CFU 的 MRSE 可造成 100 %的人工关节模型感染
[9]。术后分笼喂养，肢体不制动，随意活动，6 周后处死动物。

兔人工股骨头假体制作：根据兔股骨骨近端髓腔形态取模,
以不锈钢为材料,表面镀铬处理，股骨柄表面制成棱形。高精度

数控机床加工兔人工股骨头。测量新西兰白兔 3 kg10 只，测量

平均股骨头直径为为(6. 56±0.50) mm ,颈长度为(1.88±0. 10)
mm ,颈干角为 (118. 43 ±2.50)° ,髓腔直径为 (4. 57 ±0. 10)
mm。实验兔股骨于术前经 C 臂机检查, 以保证假体与髓腔匹

配。假体由南京工业大学电光研究所协助加工制作。
2.2 抗生素、局部药物释放系统使用

将配置好的万古霉素 - 脂质体药物释放系统、万骨霉素于

术中即分别放入关节腔及髓腔内，同时设对照组。
2.3 检测指标

①大体观察：左侧髋关节切口愈合情况，是否有红、肿、窦
道，观察右髋关节的活动度。

② x 线片检查：实验动物于人工股骨头置换术后即刻、第
4、6 周，分别行髋关节 X 线摄片检查。摄片条件：动物仰卧，

0.05S 曝光，机器设置为 55 KV，100 mA。
③细菌学检测：实验动物建立感染模型 6 周后，分别取关

节腔内肉芽组织或假膜组织，pH7.4 无菌 PBS 液清洗三次，无

菌滤纸吸干水分，称重，取标本 0.1g，pH7.4 无菌 PBS 液 0.5 mL
匀浆，"L" 棒均匀涂布于马血琼脂平皿，37℃培养 24 h，观察细

菌生长情况，计数细菌菌落。判断感染标准为，3 个组织标本中

有 2 个或 2 个以上均培养出 MRSE 者为阳性 低于这一标准者

为阴性。细菌数量：细菌数量 = 细菌菌落(CFU)/ 组织重量(g)。
④病理学检查：实验动物建立感染模型 6 周后，分别在关

节囊及股骨各取组织 1 块，每块重约 0.5g，用 4%的甲醛溶液固

定, 石蜡包埋 （骨组织先用 EDTA 脱钙处理）, 切片, 厚 5 μm,
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分组 Group 术前 Preoperative 术后 1 周 Postoperative 1weeke 术后 3 周 3week 术后 6 周 6week

空白对照组(Blank compare group) 0.55±0.1 9.87±0.7 7.98±0.9 5.61±0.5

万古霉素 -PMMA

(Vancomycin -PMMA group)
0.59±0.2 7.21±0.5 4.15±0.3 2.28±0.5

万古霉素 - 脂质体

(Vancomycin lipidosome group)
0.53±0.1 6.42±0.4 3.29±0.4 1.97±0.3

万古霉素 - 脂质体组 + 万古霉素

-PMMA

(Vancomycin lipidosome- vancomycin

impregnated PMMA group)

0.55±0.1 5.98±0.6 1.28±0.1 0.82±0.1

表 2 各组 CRP 的变化（mg/L）
Table 2 Results of CRP of each group（mg/L）

分组 Group 动物数量 Animal quantity 阳性 Masculine 阴性 Negative 感染率 Infection rate

空白对照组(Blank compare group) 12 12 0 100%

万古霉素 -PMMA

(Vancomycin -PMMA group)
12 4 8 33.3%

万古霉素 - 脂质体(Vancomycin lipidosome

group)
12 2 10 16.7%

万古霉素 - 脂质体组 + 万古霉素 -PMMA

(Vancomycin lipidosome- vancomycin

impregnated PMMA group)

12 1 11 8.3%

表 1 各组细菌培养结果

Table 1 Results of bacterial culture of each group

HE 染色, 光镜观察组织炎细胞浸润状况。
⑤血清 C- 反应蛋白和血沉的测定：实验动物建立感染模

型术前和术后第 1、3、6 周后，于耳缘静脉抽取静脉血 5 mL，离

心（2500 转 / 分 5 分钟）后制备血清，分别用特种蛋白分析仪检

测血清 C- 反应蛋白(C-reactive protein,CRP)，自动血沉仪检测

血沉(erythrocyte sedimentation rate,ESR)。
2.4 统计学处理

实验数据采用 x±s 表示, 采用 SPSS10.0 统计软件进行统

计处理,不同组同一指标用独立样本 t 检验。

3 结果

3.1 大体观察

万古霉素 - 脂质体组翻修术后 6 周切口愈合佳，均无红肿

渗出等感染症状。万古霉素 - 脂质体组翻修术后 6 周，有一例

出现出现切口红肿，少量渗出。对照组术后 6 周 7 只切口出现

窦道、流脓，关节明显活动受限。

3.2 X 线检查结果

兔人工股骨头置换术后立即行 X 线检查，万古霉素 - 脂质

体组翻修术后 8 周 X 线结果，关节间隙清晰，股骨头在位，无

明显骨缺损即透亮线形成。万古霉素 - 骨水泥组置换术前后对

比片，无明显变化。对照组感染未控制者术后 6 周 X 线结果，

关节脱位，节间隙模糊，假体及股骨结合部出现轻度骨吸收。
3.3 细菌培养

实验动物建立感染模型 6 周后，分别取关节腔内组织，

37℃培养，观察细菌生长情况，结果如下表所示：空白对照组中

实验动物细菌感染率为 100%，而加入万古霉素后，万古霉素

-PMMA 组的实验动物细菌感染率为 33.3%，显著降低；万古霉

素 - 脂质体组实验动物细菌感染率为 16.7%，与万古霉素 -PM-
MA 组相比，感染率显著降低 （P<0.05）；联合应用万古霉素

-PMMA 和万古霉素 - 脂质体，与其它组相比较，感染率显著降

低（P<0.05），提示这种模式具有良好的抑菌效果。

3.4 病理学结果

实验动物建立感染模型 6 周后，空白对照组中实验动物感

染人工股骨头周围股骨组织明显充血及炎性细胞浸润，万古霉

素 -PMMA 组、万古霉素 - 脂质体组和万古霉素 - 脂质体组 +
万古霉素 -PMMA 的实验动物，炎性细胞浸润明显减少，提示

术后关节周围细菌感染得到了有效的抑制。
3.5 血清 CRP 及血沉的测定

实验动物建立感染模型术前和术后第 1、3、6 周后，于耳缘

静脉抽取静脉血，分别测定血清 C- 反应蛋白和血沉的变化，结

果如下表所示。
实验动物建立感染模型术后，与术前相比较，CRP 均显著

升高(P<0.01)，而经过万古霉素 -PMMA 组、万古霉素 - 脂质体

组和万古霉素 - 脂质体组 + 万古霉素 -PMMA 治疗的实验动

物，CRP 均显著低于空白对照组中实验动物(P<0.05)。
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分组 Group 术前 Preoperative 术后 1 周 Postoperative 1weeke 术后 3 周 3 week 术后 6 周 6 week

空白对照组

(Blank compare group)
2.05±0.1 13.32±1.1 12.98±0.7 9.23±0.4

万古霉素 -PMMA

(Vancomycin -PMMA group)
1.92±0.2 11.13±0.9 8.46±0.5 4.33±0.3

万古霉素 - 脂质体

(Vancomycin lipidosome group)
1.83±0.1 10.73±0.2 6.32±0.4 3.72±0.3

万古霉素 - 脂质体组 + 万古霉素 -PMMA

(Vancomycin lipidosome- vancomycin

impregnated PMMA group)

2.11±0.1 9.01±0.2 5.21±0.3 2.54±0.3

表 3 各组 ESR 的变化（mm/h）
Table 3 Results of ESR of each group（mm/h）

实验动物建立感染模型术后，与术前相比较，ESR 均显著

升高(P<0.01)，而经过万古霉素 -PMMA 组、万古霉素 - 脂质体

组和万古霉素 - 脂质体组 + 万古霉素 -PMMA 治疗的实验动

物，ESR 均显著低于空白对照组中实验动物(P<0.05)，其中万古

霉素 - 脂质体组 + 万古霉素 -PMMA 组实验动物的 ESR 在 6
周后接近于术前正常水平。

4 讨论

随着人工关节置换术的应用，许多关节疾病患者疼痛减

轻，关节功能恢复。但术后感染仍是人工关节置换术的严重并

发症之一，治疗相当棘手，其引起的手术效果欠佳或手术失败

的病例逐渐增加，给患者带来沉重的生理、心理和经济负担，目

前国内外学者意见尚不统一。Itasaka 等[10]认为术中细菌残留、
术后体内潜在感染灶的细菌扩散及经血液播散是细菌进入人

工关节的基本来源途径。细菌进入关节后，产生细胞外粘多质，

形成生物膜和有利于增殖的微环境，加上局部血供差，全身应

用抗生素难以对细菌产生有效杀灭作用，从而导致感染发生

[11-13]。Konig 等[14]发现,已形成生物膜的细菌对抗生素的杀灭耐

受性比同种游离细菌要高 50～500 倍, 而生物膜形成 7 d 以上

的细菌要高 500～5 000 倍。
因此，探讨可在体内缓释致病菌高度敏感抗生素的新的缓

释系统，将有利于人工关节置换术后感染的治疗。自 1970 年，

Buchholz 等将庆大霉素加入聚甲基丙烯酸骨水泥中预防人工

关节置换术后感染得到普遍认可。脂质体是近年来广泛应用的

新型药物传递系统，可提高药物的稳定性，调节或改变药物的

释放特性和方式，可以延长药物的作用时间，降低毒副作用，脂

质体在生物体内可降解，安全性高，易于制备，是理想的载体系

统[15-16]。万古霉素是一种糖肽类抗生素，主要抑制细菌细胞壁合

成中期肽聚糖的生成，改变细胞质膜，具有强大的杀菌作用，目

前被认为是治疗骨与关节感染最有效的抗生素之一，对其耐药

菌珠极少[17-19]。
本实验中首先建立兔人工股骨头置换术后感染模型，将配

置好的万古霉素 - 脂质体药物释放系统、万骨霉素于术中即分

别放入关节腔及髓腔内，同时设对照组。通过大体观察左侧髋

关节切口愈合情况以及右髋关节的活动度。X 线检查结果显

示，各组兔人工股骨头置换术后股骨头均在位，提示模型兔人

工股骨头置换模型建立成功，万古霉素 - 脂质体组翻修术后 8

周 X 线结果提示关节间隙清晰，无明显骨缺损即透亮线形成，

而万古霉素 - 骨水泥组置换术前后对比片，无明显变化。对照

组感染未控制者术后 6 周 X 线结果显示，关节间隙模糊，假体

及股骨结合部出现轻度骨吸收。
实验动物建立感染模型 6 周后，细菌培养结果显示，空白

对照组中实验动物细菌感染率为 100%，而加入万古霉素后，万

古霉素-PMMA 组的实验动物细菌感染率为 33.3%，显著降低；

万古霉素 - 脂质体组实验动物细菌感染率为 16.7%，与万古霉

素 -PMMA 组相比，感染率显著降低（P<0.05）；联合应用万古霉

素 -PMMA 和万古霉素 - 脂质体，与其它组相比较，感染率显著

降低（P<0.05），提示这种模式具有良好的抑菌效果。病理组织

切片，发现实验动物建立感染模型 6 周后，空白对照组中实验

动物感染人工股骨头周围股骨组织明显充血及炎性细胞浸润，

万古霉素 -PMMA 组、万古霉素 - 脂质体组和万古霉素 - 脂质

体组 + 万古霉素 -PMMA 的实验动物，炎性细胞浸润明显减

少，提示术后关节周围细菌感染得到了有效的抑制。
CRP 与感染成正相关, 其水平变化与感染变化基本一致

[20]。实验动物建立感染模型术前和术后第 1、3、6 周后，于耳缘

静脉抽取静脉血，分别测定血清 C- 反应蛋白和血沉的变化，结

果显示，与术前相比较，CRP 均显著升高(P<0.01)，而经过万古

霉素 -PMMA 组、万古霉素 - 脂质体组和万古霉素 - 脂质体组

+ 万古霉素 -PMMA 治疗的实验动物，CRP 均显著低于空白对

照组中实验动物(P<0.05)。
利用脂质体与生物细胞膜亲和力强的特征，将抗生素包裹

在脂质体内可提高抗菌效力，对耐药菌可重新获得治疗效果，

能较好地满足人们的用药要求，是目前医药界致力于研究的一

种新剂型。局部药物释放系统在髋关节置换早期预防感染的应

用是一种新的治疗思路，结合临床常规治疗可能会提高预防感

染的效果。我们的实验采用兔人工股骨头置换术后污染模型,
探讨万古霉素 - 脂质体局部药物缓释系统在初次人工髋关节

置换术早期预防感染中的作用，结果表明，通过上述方法制备

的万古霉素脂质体对于人工股骨头置换术后感染具有良好的

预防和治疗作用，为临床的进一步应用提供了初步的实验基础

和理论依据。
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