
创伤及肿瘤等疾患引起的骨缺损修复问题一直是

骨科医生面临的难题之一，随着组织工程学迅速发展，

利用组织工程学的方法修复骨缺损成为一种全新的治

疗模式，具有广阔的应用前景［1-2］。目前，研究各种类型

具有生物学活性的骨生物学材料用于骨质缺损修复成

为国内外热点研究课题之一，磷酸钙骨水泥（calcium

phosphate cement, CPC）具有良好的生物相容性和生物

活性，但其无骨诱导活性，因此如何赋予CPC促成骨活

性成为一个值得研究的方向。氯化锂（LiCl）是目前广

泛应用的GSK-3β无机离子抑制剂，可通过与GSK-3β

结合，阻止Axin-APC-GSK-3β降解复合体的形成，促使

β-catenin 在细胞质内大量聚集从而激活经典 Wnt/

β-catenin通道，通道的激活会促进人骨髓间充质干细胞、

成骨细胞的增殖，同时抑制破骨细胞增殖，全面对骨代谢

进行调节，在骨修复与与重建中发挥积极的作用［3-4］。因

此，本实验将LiCl掺入CPC骨水泥制备新型的氯化锂

复合磷酸钙骨水泥（lithium doped calcium phosphate

cement, Li/CPC），填充至SD大鼠胫骨骨缺损，通过对

不同时间点骨缺损处Micro-CT分析及组织病理学观

察，研究Li/CPC对SD大鼠骨折愈合的影响。

1 材料和方法

1.1 动物分组

雌性6月龄Sprague Dawley大鼠（广西医科大学实

氯化氯化锂复合磷酸钙骨水泥可促进大鼠胫骨骨缺损修复锂复合磷酸钙骨水泥可促进大鼠胫骨骨缺损修复
李 理，覃永保，马 刚，李 兵
广西医科大学第四附属医院//柳州市工人医院骨科，广西 柳州 545005

Effect of a lithium-doped calcium phosphate cement in promoting tibial bone defect
repair in rats
LI Li, QIN Yongbao, MA Gang, LI Bing
Department of Orthopedics, Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical University/Liuzhou Worker's Hospital, Liuzhou 545005, China

摘要：目的 观察磷酸钙骨水泥（CPC）与氯化锂复合磷酸钙骨水泥（Li/CPC）对SD大鼠骨折愈合的影响。方法 取20只6月龄雌

性SD大鼠，设立Li/CPC实验组（n=10）及CPC对照组（n=10），分别行双侧胫骨骨缺损填充术，术后1、2月每组分别处死5只大

鼠，取胫骨标本行显微CT（Micro-CT）检测及组织学切片HE染色，进行比较分析。结果 Micro-CT扫描显示，Li/CPC组骨缺损

修复效果比CPC组好，Li/CPC组材料周围新骨体积分数（BV/TV）较CPC组高，骨小梁分离度（Tb.Sp）较小，差异有统计学意义

（P<0.05）；组织学HE染色显示，Li/CPC组纤维骨痂及骨样骨痂出现较早，且数量较多，骨愈合质量明显高于CPC组。结论 Li/

CPC具有较好的骨传导性能，能明显促进骨缺损修复。

关键词：磷酸钙骨水泥；氯化锂；显微CT；HE染色；骨缺损修复

Abstract: Objective To evaluate the effects a lithium chloride-doped calcium phosphate cement (Li/CPC) on promoting tibial
defect repair in rats. Methods Twenty 6-month-old female SD rats randomized into Li/CPC (n=10) and CPC control (n=10)
groups. Surgery was performed to create bone defects at the bilateral tibia, which were filled with either of the cement. Five
rats from each group were sacrificed at 1 and 2 months after the surgery for micro-CT examination and HE staining of the
tibia. Results Micro-CT showed better repair of bone defects in Li/CPC group, which had a significantly higher new bone
volume fraction (BV/TV) and a lower trabecular separation/spacing (Tb.Sp) than the control group (P<0.05). HE staining
showed an earlier appearance of fiber and osteoid callus in Li/CPC group than CPC control group. The number and quality of
bone healing was significantly higher in Li/CPC group than in CPC group. Conclusion Li/CPC possessed better
osteoinductivity and can significantly promote bone defect repair in rats.
Key words: calcium phosphate cement; lithium chloride; micro-CT; bone defects repair
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验动物中心提供）20只，体质量：320~340 g。随机分为

氯化锂复合磷酸钙骨水泥（Li/CPC）实验组及磷酸钙骨

水泥（CPC）对照组，每组10只。

1.2 材料制作

采用固液相混合自凝固方式制备骨水泥材料。磷

酸四钙（TTCP）与无水磷酸氢钙（DCPA）以摩尔质量比

1∶1制成混合粉末作为骨水泥反应固相，固化液为含

LiCl（100 mmol/L）的20%的柠檬酸溶液，固液相以液固

比（L/P）为0.30 mL/g混合，持续搅拌调成糊状，制备Li/

CPC复合骨水泥浆体，将其置入相应模具固化成型后即

为骨水泥材料。CPC骨水泥制备使用的固化液为20%

的柠檬酸溶液，余方法同上。动物骨缺损填充实验的骨水

泥样本制作为直径2.5 mm，高4 mm的骨水泥材料。

1.3 体外生物活性和降解性

按照上述方法制备骨水泥材料，达到终凝后将其取

出用SBF浸泡，持续放置于温度为37 ℃的恒温箱中。

SBF体积根据以下公式计算：V=S/10，其中V是SBF的

体积（mL），S是样本的体表面积（mm2），SBF每隔1 d换

1次。分别于1、14 d取出样本，用去离子水洗净，然后用

30%、50%、70%、80%、90%、95%和100%酒精脱水，脱

水后将样本放置于-80 ℃冰箱冷冻后用真空冷冻干燥

机（Christ Alpha 2-4 LD plus, Germany）于 温 度

为-80 ℃下干燥48 h。用扫描电子显微镜观察材料的微

观形貌，将充分干燥好的骨水泥样本涂上一层20 nm厚

的铂金，分别观察侵泡于SBF 1、14 d的骨水泥表面微观

形貌随侵泡时间的变化。

1.4 骨缺损填充术

麻醉前大鼠禁食 6 h，用 2%戊巴比妥钠注射液

（0.02 mL/100 g）对大鼠进行腹腔麻醉，3~5 min后麻醉

成功。取仰卧位，于一侧胫骨干骺端内侧备皮，分别用

碘伏和酒精于术部消毒，覆盖无菌孔单，以胫骨干骺端

内侧往下0.5 cm处为切口，纵向切开皮肤0.5~1 cm，钝

性分离皮下组织，暴露骨膜，于骨面平整处用克氏针钻

一直径为2.5 cm的骨缺损，将各组骨水泥材料植入骨缺

损内，碘伏消毒后间断缝合肌层，最后缝合皮肤，另外一

侧手术方法同上（图1）。术后大鼠分笼饲养，自由摄食水，

连续3 d于大鼠大腿肌肉内注射青霉素G钠盐40 000 U。

图1 胫骨骨缺损填充术
Fig.1 Tibial bone defects filling surgery. A: Surgical incision; B: Tibial drilling; C, D: Filling bone defect with bone cement.

A B C D

1.5 Micro-CT

参照以往的研究，采用 Micro-CT分析方法来评价

圆柱形骨植入材料周围新生骨量的恢复情况［5］。首先

使用Micro-CT（Skyscan 1176, Kontich, Belgium）扫描

大鼠胫骨（扫描分辨率：18 μm，旋转角度：360°，转角度

增：0.72°，电压：88 kV，功率：40 W，电流：80 μA，帧平均

数：6，像素组合：1×1），然后采用Nrecon软件对扫描图

片进行三维重建，将重建好的图片用软件CTAn进行数

据分析，感兴趣区域为胫骨植入材料周围 10pixels（1

pixel≈18 μm）范围内的松质骨骨量，计算出该区域新生

骨组织相对骨体积（BV/TV）和骨小梁分离度（Tb.Sp），

最后采用软件CT Vol输出重建材料及感兴趣区域骨量

的三维图片。

1.6 HE染色

术后取大鼠胫骨，剔除周围肌肉组织后用10%中性

甲醛固定3 d，然后10%乙二胺四乙酸（EDTA，pH=7.2）

脱钙1个月，脱水、石蜡包埋后切成5 μm，行苏木素-伊

红（HE）染色，光镜下观察材料周围新骨的生成情况。

1.7 统计学分析

实验数据建立Excel数据库，所得数据以均数±标

准差表示，应用软件SPSS 21.0处理数据，T检验比较两

组间的差异，以P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 材料体外生物活性

将骨水泥样本侵泡在模拟体液中，侵泡第1天，通

过SEM观察材料表面的微观结构，发现加入Li+后未影

响骨水泥的内部结构，材料具有比较紧密的连接。浸泡

1 d后，材料表面可观察到还未发生明显反应的原料颗

粒相互混杂在一起（图2A、B），浸泡14 d后原料逐渐反

应 ，绝 大 部 分 区 域 原 料 已 转 化 为 羟 基 磷 灰 石

（hydroxyapatite, HA），电镜下可观察到典型的花丛状

HA形貌，说明随着侵泡时间的增加原料物质间发生了

化学反应逐渐生成了HA（图2C、D）。新型Li/CPC并没

有改变CPC的体外生物学活性，其能够随时间的增加

逐转化为跟骨组织相似的HA。
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图2 骨水泥体外生物学活性
Fig.2 Biological activity of bone cement in vitro. CPC and Li/CPC
exhibited similar biological properties after immersion in SBF for 1 and
14 day, gradually forming hydroxyapatite (HA); A, B：Immersion in SBF
for 1 day; C, D: Immersion in SBF for 14 day. A: CPC; B: Li/CPC; C: CPC;
D: Li/CPC.

C
2 μm

D
2 μm

A B
2 μm 2 μm

2.2 Micro-CT

用植入材料周围新骨的相对骨体积（BV/TV）、骨

小梁分离度（Tb.Sp）来反映不同材料对周围骨组织修复

的影响，距离材料周围180 μm区域，术后1月和2月Li/

CPC实验组较CPC对照组骨质更密集（图3A、B、C、D），

Li/CPC实验组BV/TV较CPC对照组均增加，Tb.Sp较

小，差异有统计学意义（图3E、F）。

2.3 HE染色

HE染色切片显示，Li/CPC实验组能加速骨折的修

复进程，术后1月时植入材料周围新骨细胞生成较CPC

组活跃，有大量骨细胞形成，而CPC组仅表现为界面处

纤维组织的增生，术后2月，实验组可见少许新骨细胞

已少量侵入材料表面，CPC组仅在界限处出现新骨细

胞，说明Li/CPC实验组能够加速骨细胞的修复，有更好

的骨整合性（图4）。

3 讨论

骨修复是一个复杂的动态变化，其修复过程起关键

作用的是破骨细胞（OC）和成骨细胞（OB），即破骨细胞

分泌蛋白酶消化骨基质，成骨细胞分泌骨基质形成新

骨，破骨与成骨过程的平衡是维持正常骨量的关键［6］。

研究证实Wnt 信号途径既通过促进OB的增殖分化促

进新骨形成，又通过抑制OB 程序性死亡和 OC形成抑

制骨吸收［7］。锂盐（GSK-3β抑制剂），可通过与GSK-3β

结合，阻止Axin- APC-GSK-3β降解复合体的形成，促使

β-catenin 在细胞质内大量聚集从而激活经典 Wnt/

β-catenin 通道［8-9］。在临床上较早被应用于治疗双相性

精神障碍，Vestergaard等在对使用锂盐治疗双相性精神

障碍的患者与健康个体进行比较后发现，使用锂盐者骨

折的相对危险度较健康个体偏低［10］。Arioka［11］通过一

定浓度LiCl与成骨及破骨前体细胞共培养，从分子作用

机制方面证实了LiCl能促进成骨细胞生成同时抑制破

骨细胞分化，进而增加骨细胞修复能力［11］。

磷酸钙骨水泥是一种新型的自固化型骨水泥，其具

有与骨相似的无机盐成分，有很好的生物相容性；可以

在室温或体温下等温自固化，微产热；具有传导性成骨

作用，可与骨形成真正的连接；固化后形成大量的微孔

结构，可以作为药物的缓释载体［12］。已经有大量的实验

研究证实，载药磷酸钙骨水泥的药物释放特性符合描述

多孔缓释载体释放的Higuchi方程，是一种良好的可降

解的缓释载体［13］。本实验将LiCl加入骨水泥反应液相

中，固液混合将Li+成功掺入CPC，制备新型的氯化锂复

合磷酸钙骨水泥（Li/CPC）材料，体外模拟人体内环境浸

泡实验，发现新型材料保持了CPC第二代生物材料优

良的体外生物活性，随时间的增加，两种材料中的原料

逐渐转变为跟骨组织成分相似的HA（图2）。HA是一

类具有良好生物相容性的生物活性物质，其化学组成和

结晶结构类似于人体骨骼中的磷灰石，钙磷摩尔比为

1.67，与天然骨接近，HA分子中的Ca2+可与含有羧基的

氨基酸、蛋白质、有机酸等发生交换反应，新骨可以从

HA与原骨结合处沿着植入材料表面或内部贯通性孔隙

攀附生长，与组织在界面上形成牢固的化学键合，为体

内骨细胞提供良好界面，使骨组织形成牢固的骨性结合

促进骨骼生长，具有良好的骨传导性能，并且相态比较

稳定，无毒性、发炎性，是公认的性能良好的骨修复替代

材料［14-15］。另外，刘文龙等［16］研究发现，碱性条件下，骨

髓基质干细胞在体外实验中更容易向成骨细胞转化，动

物实验证实体内碱性环境下可抑制破骨细胞活性，更有

利于成骨，而HA呈弱碱性（pH值为7~9），对邻近骨组

织的修复有着积极的意义。Li/CPC体外生物活性表

明，Li/CPC能够随着时间的增加逐渐转变为HA，具有

良好的体外生物活性，为其优良的骨整合性提供良好的

生物学基础。

早期已有多种金属离子应用于CPC骨水泥的改性
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研究，锶（Sr）是人体的必需微量元素，作为一种添加物

混入CPC骨水泥可以与Ca2+发生螯合反应，增强机械强

度，还能促进成骨细胞的分化再生，将掺Sr磷酸钙骨水

泥（Sr-CPC）植入SD大鼠股骨远端骨缺损内，组织学和

影像学可观测到其刺激骨再生和重建松质骨效果要优

于CPC［17-18］。而锂（Li）作为GSK-3β无机离子抑制剂，其

促进成骨细胞增殖分化同时抑制破骨细胞活性，拥有良

好的骨修复性能，近年来也逐渐应用于骨生物材料的基

础研究。Han等［19］将LiCl加入多孔生物玻璃支架中，证

实了通过释放材料中的Li+，激活经典的Wnt/β-catenin

图3 Micro-CT分析
Fig.3 Micro-CT results showing that Li/CPC could increase bone mass around materials. A-D: 3D
reconstructed images by micro-CT imaging of the area surrounding the cement implants,
showing newly formed bone at 180 μm from the edge of the cement after implantation for 1
month (1 M) and 2 months (2 M) in rats' tibial defects; E: BV/TV at 180 μm from the edge of the
cement; F: Tb.Sp at 180 μm from the edge of the cement. A: CPC-1M; B: Li/CPC-1M; C: CPC-2M;
D: Li/CPC-2M.
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图4 胫骨骨缺损组织切片HE染色
Fig.4 HE staining of tibial bone defects showing that Li/CPC accelerated the
healing of fractures (Original magnification: ×10). A: CPC group at 1 month;
B: Li/CPC group at 1 month; C: CPC group at 2 months; D: Li/CPC group at
2 months. A: CPC; B: Li/CPC; C: CPC; D: Li/CPC.
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信号通路，从而促进牙周韧带细胞增殖分化。Geng等［20］

将钛合金植入小鼠颅盖骨建立植入材料周围引起的骨

质溶解性疾病模型，通过口服LiCl的方法研究其对骨质

溶解性疾病的治疗效果，结果证明LiCl可以增加骨质溶

解性疾病模型动物的成骨细胞数量及相关成骨标记物

的表达，同时抑制破骨细胞的分化来缓解骨质溶解。本

实验首次将LiCl加入到CPC中制备Li/CPC，前期研究

表明Li/CPC对成骨细胞MG63的增殖及分化有促进作

用［21］。为了进一步研究Li/CPC对动物骨折的修复是否

有促进作用，将Li/CPC植入SD大鼠胫骨骨缺损内，研

究 Li 的掺杂是否赋予新材料一定的骨诱导性能。

Micro-CT结果显示Li/CPC实验组骨折处骨量恢复明

显比对照组好（图3），同样的，组织学HE染色结果也证

明Li/CPC实验组较CPC对照组骨折愈合过程中成骨

细胞出现较早，数量较多，纤维骨痂及骨样骨痂出现也

较早，骨折的修复进程较快（图4），与之前局部应用Li+

促进骨折愈合的报道相符合［11］。我们认为，通过CPC自

身机械性能提供一定的力学支撑作用，同时，以CPC为

良好释放载体，Li+从Li/CPC释放并作用于外周，促进成

骨细胞增殖、分化、矿化，有效促进材料的骨爬行替代，

可加速骨的修复进程。

综上所述，将LiCl与CPC相复合，其中LiCl起促成

骨作用，赋予了新材料更好的骨传导性和骨整合性，这

种CPC的改进或许为骨组织工程修复材料的研究提供

一个新的方向。
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