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低浓度万古霉素复合 PMMA骨水泥的细胞毒性研究 *
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摘要目的：研究低浓度万古霉素(1%)复合聚甲基丙烯酸甲酯 PMMA骨水泥对 SD仔鼠原代成骨细胞的增殖以及凋亡的影响。方

法：采用分离 SD仔鼠颅骨与胰酶消化法获取 SD仔鼠原代成骨细胞，通过细胞爬片碱性磷酸酶染色对原代成骨细胞进行鉴定；

利用 CCK-8法检测低浓度万古霉素复合 PMMA及纯 PMMA骨水泥浸提液对 SD大鼠原代成骨细胞的增殖影响、流式细胞仪检

测万古霉素复合 PMMA及纯 PMMA骨水泥浸提液对对 SD大鼠原代成骨细胞的凋亡影响。结果：SD大鼠原代成骨细胞在低浓

度万古霉素复合 PMMA骨水泥浸提液中第 1、2、3天的增殖更明显(P < 0.05)，在纯 PMMA骨水泥浸提液中第 1、5天凋亡显著增

加(P < 0.05)。结论：低浓度万古霉素复合 PMMA骨水泥相比 PMMA骨水泥具有较低的细胞毒性，在临床应用于骨缺损伴局部骨

感染的治疗方面具有一定的优势。
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Study on Cytotoxicity of Low Concentration Vancomycin/PMMA
Composite Cements*

To study the cytotoxicity of vancomycin (low concentration,1% )/polymethyl methacrylate (PMMA)

cements on SD rat-derived primary osteoblasts. Primary osteoblasts were obtained by the calvarias trypsin-digestion method,

which were isolated from newborn Sprague-Dawley rats. To identify the primary osteoblasts, alkaline phosphatase staining was used.The

activity of cell proliferation in vancomycin (low concentration)/ polymethyl methacrylate (PMMA) and polymethyl methacrylate

(PMMA) cements extract were assessed by CCK-8 assay. Apoptosis of osteoblasts induced by vancomycin (low concentration)/

polymethyl methacrylate (PMMA) and polymethyl methacrylate (PMMA) cements extract was observed by flow cytometry. The

activity of SD rat rat-derived osteoblasts proliferation in the vancomycin (low concentration)/ polymethyl methacrylate (PMMA)cement

extracts was significantly more than that in the group of PMMA cement extracts on day 1, 2, 3 (P < 0.05). The apoptotic rate of primary

osteoblasts in extracts from the vancomycin (low concentration)/PMMA cements was significantly lower than that in extract from the

PMMA cement on day 1 and 5 (P < 0.05). Compared with PMMA cements, the vancomycin (low concentration)/PMMA

cements has a good cytocompatibility with primary osteoblasts. It will be useful inbone defect with infection repair.
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前言

聚甲基丙烯酸甲酯(PMMA)骨水泥是临床治疗创伤后骨缺

损最常用的骨组织填充物，其粘合作用可有效稳定骨折并对局

部骨缺损起到填充作用。但创伤后骨缺损常伴有骨及周围软组

织的感染，现有 PMMA骨水泥并不具备抗感染能力；万古霉素

（Vancomycin）是一种三环糖肽类抗生素[1]，其能干扰细菌的细

胞壁肽聚糖交联而使细菌溶解，对葡萄球菌、肠球菌、链球菌、

芽孢杆菌、厌氧球菌、部分棒状杆菌、梭状芽孢杆菌、李斯特菌

等多种革兰阳性菌均有抗菌活性[2]。特别是对骨组织常见感染

菌金黄色葡萄球菌，以及耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methi-

cillin-resistant staphylococcus aureus, MRSA），万古霉素具有不

可替代的强效作用[3]。近年来，研究者将万古霉素与 PMMA骨

水泥混合应用于骨组织缺损填充，以结合二者的特性，达到骨

水泥体内缓释抗菌药物的作用[4]。本文拟研究低浓度万古霉素

复合聚甲基丙烯酸甲酯 PMMA骨水泥和 PMMA骨水泥对原

代成骨细胞的毒性作用，为临床创伤后骨缺损伴感染的填充物

选择奠定基础。

1 材料和方法

6247窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.32 NOV.2017

1.1 材料及仪器

SD仔鼠（出生 24h）购于第四军医大学试验动物中心；低

糖 DMEM培养基、胎牛血清购于 Hyclone公司；CCK-8检测试

剂盒购于 Dojindo Molecular Technologies公司；PMMA骨水泥

购于 VertaPlexTM公司；万古霉素购于 Sigma公司；碱性磷酸酶

（ALP）染色试剂盒购于碧云天公司；ThermoSteri-Cycle CO2培

养箱；倒置相差显微镜（CKX-31,Olympus，Japan）；TD5M-WS

赛特湘仪离心机；SW-CJ-1F水平层流洁净工作台；Thermo 酶

标仪；FACScan流式细胞仪(BD Biosciences, NJ, USA)。

1.2 万古霉素复合聚甲基丙烯酸甲酯 PMMA骨水泥的制备与

浸提液的获取

1.2.1 万古霉素复合聚甲基丙烯酸甲酯 PMMA及 PMMA骨水

泥的制备 称取万古霉素药粉与商品化 PMMA固相粉末，按

照质量比为 1:100充分混合成为万古霉素 /PMMA复合水泥粉

态，按 PMMA固液比加入液相混匀后放入模具，制备成含 1%

万古霉素的复合 PMMA骨水泥。PMMA骨水泥直接按照固液

比混合固液相后获得。

1.2.2 万古霉素复合 PMMA骨水泥及 PMMA骨水泥浸提液的

制备 称取之前制备的万古霉素复合 PMMA骨水泥及 PM-

MA骨水泥各 40 g，密封后送第四军医大学钴 60辐照中心照

射灭菌（25℃, 25KGY）。将灭菌后骨水泥分别浸泡于预先制备

的含 10%胎牛血清的无菌低糖 DMEM培养基 200 mL内，置

于 37℃孵箱内 24 h后取出去除骨水泥即可获得相应的骨水泥

浸提液。

1.2.3 实验分组 根据实验随机分为实验组和对照组，实验组

分别为万古霉素复合 PMMA骨水泥组及 PMMA骨水泥浸提

液组，对照组为含 10%胎牛血清的无菌低糖 DMEM培养基

组。 CCK8细胞增殖实验每组内重复 5个副孔，流式细胞检测

细胞凋亡实验每组内重复 3个副孔；随机的方法及分组依据

为：先将进行 CCK8细胞增殖实验的 96孔板及 6孔板进行编

号，从随机数字表中任一行任一列开始，抄取 3个随机数字，如

遇相同数字，抄取下一个随机数，对随机数字按从小到大排序，

从排序后的数字中规定第一个为第一天检测孔板，依次类推。

在每块培养板内将培养孔随机分为实验组和对照组同此方法。

1.3 SD大鼠原代成骨细胞的提取、培养与鉴定

1.3.1 SD大鼠原代成骨细胞的提取与培养 配制含 10%胎牛

血清的低糖 DMEM完全培养基。取出生 24 h的 SD仔鼠，颅骨

分离法提取原代成骨细胞[5]。SD仔鼠脱颈处死后，酒精消毒，无

菌条件下取出颅骨并完全去除周围软组织，以 PBS液反复冲

洗后将颅骨片剪成 1× 1 mm大小，用 0.25%胰酶消化 10 min，

用完全培养基终止消化后，将骨片转至培养瓶中分散铺开，培

养瓶置于 37℃、5% CO2细胞孵箱。培养 24 h后换液，之后每 2

天换液一次，显微镜下观察贴壁细胞生长 80%-90%融合时，用

0. 25%胰蛋白酶液进行消化传代。取 2-4代细胞进行实验。

1.3.2 SD大鼠原代成骨细胞的鉴定 取之前提取的细胞接种

至 6孔培养板内的无菌细胞爬片（24× 24 mm）上，连续培养至

细胞生长 70%-80%融合时，用 4%多聚甲醛固定后进行碱性磷

酸酶（ALP）染色鉴定（ALP染色试剂盒）。

1.4 细胞增殖活力测定（CCK-8法）

取之前提取的细胞接种至 96孔培养板内孔中，每孔接种

4000-5000个细胞，万古霉素复合 PMMA骨水泥及 PMMA骨

水泥试验组孔内分别使用各自的浸提液进行培养，对照组使用

含 10%胎牛血清的低糖 DMEM完全培养基进行培养，培养第

1、2、3天分别于每组培养细胞的孔中取 5个孔，每孔加入 100

滋LCCK-8液，37℃,CO2孵箱中孵育 4小时。4小时后取出培养

板，将 96孔板置于酶标仪中 450 nm检测读数，每组 5个读数

求平均值。

1.5 细胞凋亡测定

取之前提取的细胞接种至 6孔培养板内孔中，每孔接种

1× 106个细胞，万古霉素复合 PMMA骨水泥及 PMMA骨水泥

试验组孔内分别使用各自的浸提液进行培养，对照组使用含

10%胎牛血清的低糖 DMEM完全培养基进行培养，培养第 1、5

天分别消化收集每组内 3个孔的培养细胞，重悬于无菌 PBS

液中送学校基础部免疫教研室流式细胞术分析细胞凋亡率，每

组 3个计数求平均值和标准差。

1.6 数据处理

数据采用 SPSS 12.0 for Windows软件进行分析，组间比

较以单因素方差分析进行显著性检验, P < 0.05 差异有显著

性意义。

2 实验结果

2.1 SD仔鼠原代成骨细胞培养与鉴定

SD仔鼠原代成骨细胞形态呈长梭形。连续培养 7-10天后

细胞爬片上原代成骨细胞呈聚集状，ALP染色可见原代成骨细

胞合成的碱性磷酸酶与试剂盒底物发生反应形成不溶性的四

唑硝基蓝 -三苯基甲脂，产生深蓝色或蓝黑色显色。显微镜下

选取显色阳性细胞比例较高处进行图片采集。

2.2 细胞增殖活力比较

CCK-8比色法测定 450 nm吸光度（OD值），检测细胞增

殖活力。实验组分别为万古霉素复合 PMMA骨水泥组及 PM-

MA骨水泥浸提液组，对照组为含 10%胎牛血清的无菌低糖

DMEM培养基组。分组方法及依据同前所述。各个时间点两组

间比较如（图 1）。培养第 1、2、3天，万古霉素复合 PMMA骨水

泥组及对照组与 PMMA 骨水泥组 CCK-8 读数间比较 (p <

图 1原代 SD大鼠成骨细胞培养与鉴定

Fig.1 Observation and identification of the cultured SD rat-derived

primary osteoblasts

图 1A图为从颅骨边缘爬出的原代成骨细胞（标尺：100 滋m），B图为原
代成骨细胞碱性磷酸酶染色（标尺：200 滋m）

Fig.1 A: SD rat-derived primary osteoblasts（Scale bar: 100 滋m）,
B: Alkaline phosphatase staining（Scale bar: 200 滋m）
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图 2. CCK-8检测原代成骨细胞增殖活力

Fig. 2. CCK-8 assay of primary osteoblasts

注：2中深灰色柱状图代表 PMMA浸提液组原代成骨细胞增殖活力测

定结果；灰色柱状图代表万古霉素复合 PMMA浸提液组原代成骨细

胞增殖活力测定结果；黑色柱状图代表完全培养基对照组原代成骨细

胞增殖活力测定结果。培养第 1、2、3天，*：与 PMMA浸提液组

CCK-8读数间比较(P< 0.05).

Fig.2 CCK-8 assay of primary osteoblasts cultured for 1, 2, 3 days in

extracts from the vancomycin /PMMA cements（ light grey histograms）, in

extracts from the PMMA cements（dark grey histograms）and in control

group（black histograms） (n = 5, mean ± standard deviation, *P < 0.05).

图 3流式细胞仪检测原代成骨细胞凋亡率

Fig.3 Analysis of apoptosis in primary osteoblasts

注：3.中左图：A1为第 1天对照组细胞凋亡率流式细胞结果图；A5为第 5天对照组细胞凋亡率流式细胞结果图；B1为第 1天万古霉素复合

PMMA骨水泥组细胞凋亡率流式细胞结果图；B5为第 5天万古霉素复合 PMMA骨水泥组细胞凋亡率流式细胞结果图；C1为第 1天 PMMA骨

水泥组细胞凋亡率流式细胞结果图；C5为第 5天 PMMA骨水泥组细胞凋亡率流式细胞结果图；右图：深灰色柱状图代表 PMMA浸提液组原代

成骨细胞凋亡率结果;灰色柱状图代表万古霉素复合 PMMA骨水泥组原代成骨细胞凋亡率结果；黑色柱状图代表对照组原代成骨细胞凋亡率结

果。培养第 1、5天，*：与 PMMA浸提液组细胞凋亡率比较(p < 0.05)。

Fig. 3. Analysis of apoptosis in primary osteoblasts on day 1 and 5. Apoptosis of osteoblasts in vancomycin /PMMA cement extracts（light grey

histograms）. Apoptosis of osteoblasts inPMMA cement extracts（dark grey histograms）and in control group（black histograms）(n = 3, mean ± standard

deviation, *P < 0.05).

0.05)，其中万古霉素复合 PMMA骨水泥组原代成骨细胞增殖

活力明显优于 PMMA骨水泥试验组。

2.3 细胞凋亡率比较

流式细胞检测结果显示原代成骨细胞在骨水泥浸提液中

凋亡情况。实验组分别为万古霉素复合 PMMA骨水泥组及

PMMA骨水泥浸提液组，对照组为含 10%胎牛血清的无菌低

糖 DMEM培养基组。分组方法及依据同前所述。(图 3)培养第

一天，PMMA骨水泥组原代成骨细胞平均凋亡率为 3.03%±

0.12%，万古霉素复合 PMMA骨水泥组原代成骨细胞平均凋亡

率为 2.33%± 0.16%，对照组原代成骨细胞平均凋亡率为

1.13%± 0.04%，万古霉素复合 PMMA 骨水泥组及对照组与

PMMA骨水泥组流式细胞仪检测结果比较，细胞平均凋亡率

有显著差异(P＜0.05)。培养第五天，PMMA骨水泥组原代成骨

细胞平均凋亡率为 25.53%± 2.12%，万古霉素复合 PMMA骨

水泥组原代成骨细胞平均凋亡率为 17.94%± 0.9%，对照组原

代成骨细胞平均凋亡率为 13.65%± 0.77%，万古霉素复合 PM-

MA骨水泥组及对照组与 PMMA骨水泥组 CCK-8读数间比

较，细胞平均凋亡率有显著差异(P＜0.05)。结果提示两组中，

PMMA骨水泥浸提液对细胞毒性较大。该结果与 CCK-8结果

相匹配。

3 讨论

创伤后骨缺损伴感染是临床常见的骨科难题之一，传统的

治疗方案建立在先进行彻底清除感染灶后对骨缺损部位进行

自体骨移植等治疗[6,7]，患者往往经历多次手术仍达不到满意效

果。近年来，骨填充物材料的研究发展迅速，特别是材料载药缓

释系统的建立为骨缺损伴感染带来了新的希望[8,9]。近年来对于

骨感染的治疗在手术清除感染骨组织、重建骨的稳定性、以及
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覆盖良好的软组织的基础上，强调局部联合应用抗生素[10]。

万古霉素强大的抗菌作用使其成为临床常用的材料载药

抗生素，当前万古霉素复合 PMMA广泛应用于临床填补骨缺

损伴感染。Kankilic等 [11] 用万古霉素复合 PLA-茁-磷酸三钙
（茁-TCP）来治疗钛颗粒及抗甲氧西林金黄色葡萄球菌制作的
慢性骨髓炎模型鼠，发现在 6周时，实验组炎症已被抑制，并伴

随有新骨生成，该结果提示万古霉素复合材料填充感染骨可有

效抑制炎症并促进新骨生成。Yang Di-cheng等[12]将透钙 茁-磷
酸三钙骨水泥作为万古霉素的载体，检测发现盐酸万古霉素水

溶性较好，其主要通过扩散作用达到从材料释放的目的；在 2%

的载药量下，药物 7h的释放量为 60%，而当载药量为 5%时，药

物释放量达到 60%所需时间为 13 h。此外，研究认为，大于

10000 滋g/mL时可致细胞凋亡，低浓度的万古霉素（浓度＜
1000 滋g/mL）对细胞无影响[13]。

目前临床常用的骨填充水泥有以下几种：PMMA骨水泥；

磷酸钙骨水泥（calcium phosphate cement, CPC）；硫酸钙骨水泥

（calcium sulfate cement, CSC）。CPC的主要缺陷是强度低，使其

主要应用受限于非承重部位骨缺损修复[14]。CSC存在的不足是

降解速度较快而不利于发挥骨传导作用促进骨长入[15]。PMMA

骨水泥应用于骨科手术作为粘结填充物已有将近 70年之久
[16,17]，其因具有良好的粘合作用、较好的生物力学强度、以及手

术中可操作性强等特性，当前已成为骨科手术治疗骨缺损最为

常用的骨水泥[18,19]。然而，PMMA骨水泥因聚合不充分而遗留

部分 MMA单体，MMA单体可引起细胞凋亡，对人体局部和

全身产生一定毒性反应[20-24]。目前研究表明，临床应用 PMMA

骨水泥载药进行局部治疗骨髓炎具有一定疗效。该方法自

1970年应用于临床以来，技术不断更新成熟[25]。Wentao Zhang
[26]等分析指出，PMMA载药链珠是缓释药物治疗骨髓炎的有效

治疗方式。

Bluth等于 1948年利用鼠成纤维细胞来筛选聚合物材料，

首次通过细胞毒性试验来评价材料的生物相容性[27]。用体外细

胞毒性试验来验证材料的生物体毒性，具有可操作性强、重复

周期短等优点；但是，生物材料种类繁多、材料的性状不一、材

料与细胞之间的接触复杂，使得当前国内外细胞毒性试验方法

及标准并不统一。GB/ T 16886. 5-2003《体外细胞毒性试验》中

列出 3种细胞毒性试验方法:直接接触试验、间接接触试验和

浸提液试验。当前骨水泥材料的细胞毒性常用浸提液进行检

测。MTT法常用于检测细胞增殖，其测定原理是活细胞内细胞

色素 b和 c位点的线粒体脱氢酶可以裂解四氮唑环,还原水溶

性、淡黄色的溴化 -3 (4 ,5-二甲基噻唑基 -2)-2 ,5-二苯基四唑

(Methyl thiazolyl tetrazolium,MTT)分子，并形成紫色结晶物：甲

瓒颗粒,该结晶物不溶于水但易溶解于二甲亚基亚砜(Dimethyl

sulfoxide,DMSO)等有机溶剂。由于细胞数量及活性与结晶物

形成量成正比,进行比色测定吸光度值(Optical density , OD)的

大小即可反映出活细胞数量及细胞代谢活性强度，因此 OD值

降低程度与生物材料细胞毒性大小成正相关。与MTT法有所

区别的是，CCK-8比色法常用于浸提液检测，CCK-8的试剂主

要成分是水溶性四唑盐，为类似于MTT的化合物，其在电子耦

合试剂存在的条件下可被线粒体内的脱氢酶还原成橙黄色水

溶性甲臜，甲臜可以直接溶解在培养基中。酶联免疫检测仪于

450 nm波长处测定其光吸收值，能够间接地反映活细胞数量，

活细胞的数目越多则颜色越深，OD值也越高[28]。与传统MTT

相比，浸提液法具有下列优点：检测快速，使用方便，对细胞毒

性小，灵敏度高，可操作性强，易重复。细胞凋亡的检测从对立

面表现培养细胞的活力，其方法有原位缺口末端标记法、流式

细胞术、形态学观察等。其中流式细胞术较为常用，主要用来测

定分析体外培养时材料对细胞生物合成方面的影响。流式细胞

仪利用鞘流原理，将预先被荧光标记好的单个细胞排成单列后

沿重力方向流动。激光照射到细胞表面后发出荧光，检测器可

对细胞荧光强度进行逐个测定。荧光强度的定量分析由荧光粒

子所发出的光量子所决定，因此用流式细胞仪测定细胞 DNA

含量快捷、方便而准确。当前该技术广泛应用于分子生物学、体

细胞遗传学、免疫学、血液学以及肿瘤学等领域。

本实验在成功提取 SD大鼠原代成骨细胞的基础上，通过

细胞增殖和凋亡两大方面对 PMMA骨水泥的细胞毒性进行评

价；经过细胞相容性验证，证明低浓度万古霉素复合的 PMMA

骨水泥与传统 PMMA骨水泥相比，培养第 1、2、3天，低浓度万

古霉素复合的 PMMA骨水泥浸提液 CCK-8检测的 OD读数

比 PMMA骨水泥浸提液更高(p < 0.05)，表明低浓度万古霉素

复合的 PMMA骨水泥浸提液相对 PMMA骨水泥浸提液能明

显促进 SD大鼠原代成骨细胞的增殖；万古霉素复合 PMMA

骨水泥组与 PMMA骨水泥组流式细胞仪检测结果比较，细胞

平均凋亡率有显著差异(P＜0.05)。结果提示两组中，万古霉素

复合 PMMA骨水泥组细胞凋亡率明显下降，PMMA骨水泥浸

提液对细胞毒性较大。该结果与 CCK-8结果相匹配。我们下步

将在万古霉素复合的 PMMA骨水泥上进行进一步加工修饰，

从而优化该材料载体，以求获得能适合于治疗骨缺损伴感染的

填充物载药体系。
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