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抗菌性碳点修饰 ＰＥＥＫ 干预 ＭＲＳＡ 感染环境植入物
骨整合性能的体内研究

何宏星１，张心恬２，章梦涵２，王耀２，邓晓琴２，翁少煌２∗

（１． 福建医科大学实验动物中心，福州　 ３５０１２２；２． 福建医科大学药学院，福州　 ３５０１２２）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟评价抗菌性碳点修饰聚醚醚酮（ｐｏｌｙｅｔｈｅｒ ｅｔｈｅｒ ｋｅｔｏｎｅ，ＰＥＥＫ）在感染性骨缺损环境

的骨整合性能。 方法　 熔融法制备结合透析纯化获得胍基碳点（ｇｕａｎｉｄｉｎｅ⁃ｂａｓｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓ，Ｇ⁃ＣＤｓ），应用聚乙烯

醇缩丁醛酯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ ｂｕｔｙｒａｌ， ＰＶＢ）通过浸泡⁃干燥法制备 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰的 ＰＥＥＫ 植入物（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ）。 将

ＳＤ 大鼠分为：ＰＥＥＫ 植入未感染组（ＰＥＥＫ（－）组），ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 植入未感染组（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －）组），
ＰＥＥＫ 植入感染组（ＰＥＥＫ（＋）组），ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 植入感染组（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组）。 每组大鼠均于垂直

股骨外侧髁处制备一个直径 ２ ｍｍ、深度 ５ ｍｍ 的孔洞以模拟骨缺损。 将 ３０ μＬ 生理盐水注入 ＰＥＥＫ（ －）组和

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组大鼠骨缺损的骨髓腔内形成未感染组。 将 ３０ μＬ 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）菌悬液（１􀆰 ５ × １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ）注入 ＰＥＥＫ（＋）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组大鼠

骨缺损的骨髓腔内。 植入术后 ０、２ 和 ４ 周，应用动物专用 Ｘ 射线机照射各组大鼠植入部位。 术后 ６ 周，Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ
评估植入部位的骨组织特征。 骨髓细菌培养、苏木精⁃伊红染色 （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）、甲苯胺蓝染色 （ Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ）、戈德纳三色染色（Ｇｏｌｄｎｅｒ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ）及免疫组化染色分析各组大鼠的骨植入部位。 结果　 （１）Ｘ
射线、Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ、骨髓细菌培养和组织病理学分析等结果确定证实了 ＰＥＥＫ（－）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组未出

现感染与骨缺损整合；ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋）组发挥抗菌性有效控制 ＭＲＳＡ，菌株形成的骨髓炎实现骨整合，而
ＰＥＥＫ（＋）组因持续的感染无法骨整合；（２）免疫组化染色评价明确 ＰＥＥＫ（＋）组显示出比其他 ３ 组更低的白细胞介

素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃４ 和 ＩＬ⁃１０ 等抗炎因子以及更强的 ＩＬ⁃６ 和肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ）⁃α 等促炎因

子表达，表明 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰的 ＰＥＥＫ 可抑制 ＭＲＳＡ 感染，调节局部微环境的炎症水平，促进骨缺损部位的骨整合。 结

论　 抗菌性碳点修饰 ＰＥＥＫ 具备优异的骨整合性能，为今后的临床治疗提供了一种候选策略。
【关键词】 　 抗菌性碳点；聚醚醚酮；植入物改性；骨整合；ＭＲＳＡ 感染
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ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋） ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｈａｔ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ＭＲＳＡ ａｎｄ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｏｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ， ｗｈｉｌｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＥＥＫ（ ＋） ｇｒｏｕｐ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ ｂｏｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ
ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｌｏｗｅｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ⁃４ ａｎｄ ＩＬ⁃
１０ ｉｎ ｔｈｅ ＰＥＥＫ（＋） ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｇ⁃ＣＤ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＰＥＥＫ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＭＲＳＡ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｌｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｏｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｇ⁃ＣＤｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＰＥＥＫ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｂｏｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓ； ＰＥＥＫ； ｉｍｐｌａｎｔ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｏｓｓｅｏｉｎｔｅｒｇｒａｔｉｏｎ； ＭＲＳＡ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨植入物是骨科应对各种原因引起骨缺损的

主要手段。 但是，由于手术引起微环境改变、血行

传播以及患者体质差异等因素，使得细菌性感染成

为植入物处理骨缺损的最大挑战［１］。 一旦植入物

发生感染，尤其是耐药菌感染，将造成骨植入物无

法整合而松动，对患者造成灾难性后果。 因此，在
骨科植入性手术领域，改善并提高植入物抗感染能

力是提高植入手术成功率、改善骨整合和长期预后

的一个重要途径。 对应的，近年来，针对骨植入物

的抗菌功能改性以降低骨植入感染的研究呈现出

快速发展的趋势［２－４］。 因此，发展设计高效、安全适

用于骨植入物抗菌功能改性并适合骨生长要求的

新型抗菌药物是其中至关重要的节点。 当前，除抗

生素改性骨植入物的研究以外，包含纳米材料的非

抗生素策略被开发用于骨植入物抗菌功能改

性［５－７］。 将抗菌性纳米材料应用于骨植入物改性有

望实现持续有效抗菌以及较高的生物安全性。 但

目前这方面工作仍处于尝试阶段，对于骨植入物抗

菌功能改性所要求的抗菌性优异、生物安全性以及

无耐药诱导性等的抗菌纳米材料研发仍是一个重

要挑战。 因此，设计建立不诱发细菌耐药且具备良

好抗菌活性和生物安全性的新型抗菌药物，用于骨

植入物抗菌功能改性，并应用于耐药菌感染的骨缺

损治疗的研究，对于解决现有植入物耐药菌感染的

困境至关重要。
动物感染模型是抗菌药物开发过程的关键组

成部分，它提供了有用的临床前研究数据，从而将

抗菌药物的体外和临床评估联系起来，以提供一种

方法测试抗菌药物在受控环境下单独或组合针对

特定病原体的活性［８－９］。 基于上述研究背景以及所

设计制备的胍基碳点（ ｇｕａｎｉｄｉｎｅ⁃ｂａｓｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓ，
Ｇ⁃ＣＤｓ）的前期体外抗菌性能和体内生物安全性的

研究基础，本研究建立了耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）
感染的大鼠股骨缺损模型，以 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰骨植入物

干预，从而评估 Ｇ⁃ＣＤｓ 在细菌感染临床应用中的可

行性，为推动抗菌纳米材料在临床细菌感染治疗的

应用发挥重要的作用。
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

雄性清洁级 ７ 周龄 ＳＤ 大鼠 （ １２ 只），体重

（２７０ ± １０） ｇ，购自福建医科大学实验动物中心

【ＳＣＸＫ（闽）２０２２－０００１】。 动物饲养于福建医科大

学实验动物中心屏障环境【ＳＹＸＫ（闽）２０２２－０００３】。
饲养环境：昼夜各半循环照明，相对湿度 ４０％ ～
７０％，温度控制在 ２０ ～ ２６ ℃。 本实验按照《动物实

验指南》操作，所有动物实验经福建医科大学实验

动物伦理委员会批准（ＩＡＣＵＣ ＦＪＭＵ ２０２３⁃０１４９）。

图 １　 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 的制备流程图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ

图 ２　 植入物干预 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨缺损的实验流程图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＭＲＳＡ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｉｍｐｌａｎｔｓ

１􀆰 １􀆰 ２　 菌株

标准 ＭＲＳＡ 菌株购自上海鲁微科技有限公司，
批号为 ＡＣＴＴ４３３００。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

盐酸左氧氟沙星（９８％）购自上海麦克林生化

科技有限公司，小鼠肿瘤坏死因子 （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ）⁃α 和小鼠白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃
６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 生物技术有限公

司，４％多聚甲醛通用型组织固定液购自广州硕谱生

物科技有限公司，Ｍｕｅｌｌｅｒ⁃Ｈｉｎｔｏｎ（ＭＨ）肉汤和营养

琼脂购自青岛海博生物技术有限公司，聚醚醚酮

（ｐｏｌｙｅｔｈｅｒ ｅｔｈｅｒ ｋｅｔｏｎｅ， ＰＥＥＫ）（Φ２ ｍｍ × ５ ｍｍ）购

自德国盖尔公司。
立式压力蒸汽灭菌器（ＬＤＺＸ⁃５０ＫＢ，上海申安

医疗器械厂），生物安全柜（ＢＳＣ⁃１０００ⅡＡ２，上海博

迅实业有限公司医疗设备厂），生化培养箱（ ＳＨＰ⁃
２５０ 型，上海精宏实验设备有限公司），酶标仪

（１５１０⁃０４０３５Ｃ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），
全自动血液分析仪（日本三洋电器股份有限公司），
小动物专用 Ｘ 射线机（ Ｐｏｓｖｅｔ⁃１００ＨＦ，韩国三星集

团），Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ （ ＣＴ⁃１００，瑞士 ＳＣＡＮＣＯ Ｍｅｄｉｃａｌ ＡＧ
公司）。
１􀆰 ２　 方法

本研究建立 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨缺损模型以

评估 Ｇ⁃ＣＤｓ 在控制感染性骨缺损方面应用的可行

性。 结合课题组前期关于 Ｇ⁃ＣＤｓ 的研究基础［１０］，采
用 ＰＥＥＫ 为骨植入物，ＰＶＢ 为固定剂，制备了基于

Ｇ⁃ＣＤｓ 抗菌涂层改性的骨植入物 （图 １），并用于

ＭＲＳＡ 感染的骨缺损大鼠的治疗，从而进一步评估

以 Ｇ⁃ＣＤｓ 作为抗菌剂在骨组织部位的抗菌性能。
具体实验流程，如图 ２ 所示。
１􀆰 ２􀆰 １　 基于 Ｇ⁃ＣＤｓ 为抗菌涂层改性骨植入物的

制备

参考课题组前期的研究［１０］ 制备 Ｇ⁃ＣＤｓ：以无水

柠檬酸（ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ，ＣＡ）为碳源，二烯丙基二甲基氯

化铵（ ｄｉａｌｌｙｌｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＤＡ） 和聚
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六亚甲基胍（ ｐｏｌｙｈｅｘａｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｕａｎｉｄｉｎｅ， ＰＨＭＧ）
为异原子掺杂来源，合成得到 Ｇ⁃ＣＤｓ。 具体过程：精
确称量 ０􀆰 ２ ｇ ＣＡ 于圆底烧瓶并置于 １５０ ℃油浴中

搅拌加热。 待 ＣＡ 完全熔融后，加 ２ ｍＬ ＤＤＡ（６０％
水溶液），继续反应 １５０ ｍｉｎ。 后加入 １ ｍＬ ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ
ＰＨＭＧ 水溶液，于 １７０ ℃下继续反应 ６０ ｍｉｎ。 反应

结束后，将圆底烧瓶置于室温下冷却，加入 １０ ｍＬ 超

纯水并超声溶解。 取上述溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ 置于纤维素

透析袋（５００ ～ １０００ Ｄａ）中，同时，在含 １０００ ｍＬ 去

离子水的烧杯中进行透析处理，每隔 ２ ｈ 更换一次

去离子水，透析 ４８ ｈ。 最后，将透析袋中的液体冷冻

干燥得到固体 Ｇ⁃ＣＤｓ，置于 ４ ℃下保存备用。
Ｇ⁃ＣＤｓ 为抗菌涂层改性的 ＰＥＥＫ：将清洗干净

的 ＰＥＥＫ 用浓硫酸（９５％）浸泡 ３ ｍｉｎ，超纯水彻底清

洗并置于 １２０ ℃ 下热处理 ４ ｈ，获得硫化处理的

ＰＥＥＫ（简称为 ＳＰＥＥＫ）样品。 将 ＳＰＥＥＫ 放置于 ２４
孔板中，使用含聚乙烯醇缩丁醛（ ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ ｂｕｔｙｒａｌ，
ＰＶＢ）（５ ｇ ／ Ｌ）和 Ｇ⁃ＣＤｓ（０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ）的 ０􀆰 ２０ ｍＬ 无

水乙醇⁃乙酸乙酯（体积比为 ９ ∶ １）溶液浸泡并置于

６０ ℃的烘箱中干燥；待浸泡液完全干燥后，换一个

孔并置入完成前序操作的植入物，补充同样的浸泡

液；重复浸泡和干燥操作，共 ３ 次，获得基于 Ｇ⁃ＣＤｓ
为抗菌涂层改性的骨植入物（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＲＳＡ 感染大鼠骨缺损模型的建立

（１）ＭＲＳＡ 菌液的配制：将 ＭＲＳＡ 菌通过平板

划线法接种于血琼脂平板上，并在生化培养箱中

（３５ ℃）培养得到单个菌落，用接种环挑取单个菌落

接种于灭菌生理盐水（０􀆰 ９％氯化钠溶液）中得到细

菌悬液，通过紫外可见分光光度计测定并调节使菌

悬液的 ＯＤ６００ 值为 ０􀆰 １，以得到 １􀆰 ５ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ
的菌悬液，然后将 １􀆰 ５ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌悬液稀释

至 １􀆰 ５ × １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ 备用。
（２） 大鼠分组建模：将 １２ 只大鼠随机分成

ＰＥＥＫ 植入未感染组（ＰＥＥＫ（－）组）、ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ 植入未感染组 （ ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ （ －） 组）、
ＰＥＥＫ 植入感染组（ＰＥＥＫ（＋）组）和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ 植入感染组（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组）４ 组，每
组各 ３ 只，依次编号，称量并记录每只大鼠的体重。
在动物中心实验环境下适应性喂养 １ 周后，进行建

模。 首先分别将各组大鼠麻醉，清理手术部位的毛

发，用碘伏棉球消毒手术区域并用无菌洞巾覆盖。
切开大鼠右下侧后肢上的局部皮肤，钝性分离肌肉

组织，暴露股骨远端，用克氏针（Φ２ ｍｍ）于垂直股

骨外侧髁处制备一个直径 ２ ｍｍ、深度 ５ ｍｍ 的孔洞

用以模拟骨缺损。
（３）分组给药：取 ３０ μＬ 的 ＭＲＳＡ 菌悬液（１􀆰 ５

× １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ ）， 依 据 上 述 分 组， 分 别 注 入

ＰＥＥＫ（＋）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋）组大鼠骨缺

损部位的骨髓腔内，ＰＥＥＫ（ －）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ（－）组大鼠未注射菌悬液。 然后分别将 ＰＥＥＫ
和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 两种植入物根据 ４ 组分组编

号分别植入对应的组别，缝合皮肤并用碘伏棉球消

毒，整个手术过程均在无菌操作台上完成，术毕，待
大鼠苏醒后安放于原饲养笼内，给予正常喂水和饮

食，观察大鼠的活动状态。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＭＲＳＡ 感染大鼠骨缺损模型的术后评价

在植入术后 ０、２ 和 ４ 周，应用动物专用 Ｘ 射线

机照射各组大鼠植入部位，评估植入部位的炎症反

应及骨整合情况。 此外，术后 ６ 周，将大鼠麻醉并实

施安乐死后，分离并收集手术部位股骨，保存于 ４％
多聚甲醛通用型组织固定液中以便进一步分析评

价。 利用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 评估植入部位的骨组织特征。
并对股骨组织标本进行骨髓细菌涂板培养、苏木精⁃
伊红染色（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）、甲苯胺蓝染色（ Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ
ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ）、戈德纳三色染色（Ｇｏｌｄｎｅｒ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ）和免疫组化染色，对各组大鼠的骨植入部

位进行残余细菌评价、病理分析和免疫组化分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

本文中的所有实验均重复 ３ 次，数据以平均值

± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 统计学比较采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行单因素方差分析的 Ｔｕｋｅｙ’ ｓ 多重比

较实验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰 ＰＥＥＫ 在 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨

缺损模型中的 Ｘ 射线评价

细菌感染是骨科植入手术失败的重要原因之

一。 细菌感染的发生，尤其是耐药菌的感染，将引

起急性 ／慢性骨髓炎［１１］，导致植入物与周围骨组织

结构无法整合，最终导致植入失败［１２］。 首先利用 Ｘ
射线评价 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰的 ＰＥＥＫ 应对 ＭＲＳＡ 感染的

大鼠骨缺损模型中的效果。 在植入后第 ０、２ 和 ４ 周

利用 Ｘ 射线评估骨植入部位的动态变化。 如图 ３
所示，植入部位以红色箭头指明。 在未感染组

（ＰＥＥＫ（－）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组）中，未观

察到植入物周围存在或出现异常低密度阴影，表明

１１４１
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植入材料后无感染产生，证明植入过程及植入后并

未受到因手术操作及环境引起的其他感染。 并且，
与 ＰＥＥＫ（－）组相比，在第 ４ 周时 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ
（－）组植入部位骨生长良好，表明 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ 在未感染环境下具有一定的促骨整合能力。 经

ＭＲＳＡ 感染后， ＰＥＥＫ （ ＋） 组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ
（＋）组在初始阶段（０ ｗｅｅｋ）均未观察到细菌感染的

征象。 但在第 ２ 周时，ＰＥＥＫ（ ＋）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃
Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组的植入部位周围均表现出异常的低密

度阴影，并观察到髓内脓腔的形成，说明植入部位

因存在细菌感染形成了急性骨髓炎。 植入第 ４ 周

时，ＰＥＥＫ（＋）组植入部位的髓内脓腔进一步扩大，
说明单纯 ＰＥＥＫ 本身不具备抗菌性能，无法抑制细

菌的生长，从而导致了感染情况的加重及恶化。 相

反，ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组在第 ４ 周时，几乎没有

观察到异常低密度区域的存在，证实了 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃
Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组虽然感染 ＭＲＳＡ 菌株形成了骨髓炎，但
经 Ｇ⁃ＣＤｓ 改性后的 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 在骨组织部

位依然发挥了良好且稳定的抗菌性能，显著抑制了

耐药菌的生长繁殖。

图 ３　 植入后第 ０、２ 和 ４ 周不同分组大鼠的 Ｘ 射线图像

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｘ⁃ｒａｙ ｉｍａｇｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｗｅｅｋｓ ０， ２ ａｎｄ ４ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰 ＰＥＥＫ 在 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨

缺损模型中的形态和 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 评价

植入 ６ 周后，分离并收集不同分组大鼠的股骨

进行观察。 如图 ４ 所示， ＰＥＥＫ （ －） 组和 ＰＥＥＫ ／
ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组的股骨植入部位未见细菌感染的

迹象，植入物与周围骨组织结合牢固，骨皮质连续

性完好，并未遭到破坏。 然而，ＰＥＥＫ（ ＋）组的植入

部位周围出现明显的腐蚀和骨组织结构破坏，且骨

皮质和骨松质均被破坏，造成植入物周围大块皮质

骨缺损，严重改变了股骨应力结构，可见植入单纯

ＰＥＥＫ 完全不具备抗菌能力，一旦发生 ＭＲＳＡ 感染，
随着时间的延长，细菌将不断扩散，从而导致了股

骨结构的严重破坏。 而与此相反， ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ（ ＋） 组表现出与未感染组 （ ＰＥＥＫ （ －） 组和

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组）相似的现象，再次体现了

Ｇ⁃ＣＤｓ 显著抗菌性能。 同时也进一步说明，经 Ｇ⁃
ＣＤｓ 改性可赋予植入物稳定的抗菌功能。
　 　 利用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 评价不同分组大鼠植入部位的
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图 ４　 植入 ６ 周后不同分组大鼠股骨植入部位图像

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｉｍｐｌａｎｔ ｓｉｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

骨组织特征。 如图 ５，植入部位股骨的三维重建和

冠状位切面 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 图像显示， ＰＥＥＫ （ －） 组和

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组的植入物与周围骨组织紧

图 ５　 植入 ６ 周后不同分组大鼠植入部位股骨的整体三维重建和冠状位切面 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 图像及植入物的三维重建图像

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｖｅｒｔｉｃａｌ ａｎｄ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｘｉａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒ ａｎｄ ３Ｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｍｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

密结合。 而注射 ＭＲＳＡ 后，ＰＥＥＫ（＋）组存在明显的

感染征象，不论是股骨的整体重建图亦或者冠状位

切面图，均可发现明显的骨破坏痕迹，原有的圆柱

状骨缺损形状被破坏，严重毁坏了植入部位的皮质

骨连续性。 而最终 ＰＥＥＫ（＋）组植入材料表面鲜有

新生骨附着，与 ＰＥＥＫ（－）组形成了鲜明对比，进一

步证明 ＰＥＥＫ（＋）组感染严重，极度影响了植入物的

骨整合。 而与此相反，同样经 ＭＲＳＡ 感染过的

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋） 组丝毫未见骨质破坏的现

象，表现出光滑且规则的植入物轮廓，植入物与周

围骨组织紧密贴合，进一步证明了改性植入物稳定

的抗菌能力。 同时，植入物的三维重建图像模拟同

样反映了植入物周围局部新骨生成的程度。 如图 ５
所示， ＰＥＥＫ （ －） 组、 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ （ －） 组和

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组植入物周围均有大量连续

的新骨形成，几乎完全覆盖植入物表面，骨结合良

好。 而 ＰＥＥＫ（＋）组的植入物周围仅有部分新骨覆
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图 ６　 植入 ６ 周后不同分组大鼠植入部位骨髓的细菌培养

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

图 ７　 植入 ６ 周后不同分组大鼠植入部位的 ＨＥ 染色、戈德纳三色染色和甲苯胺蓝染色切片

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， Ｇｏｌｄｎｅｒ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔ
ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

盖，表明 ＭＲＳＡ 感染后，单纯 ＰＥＥＫ 植入物的骨整合

能力较差。 综上，已证实 Ｇ⁃ＣＤｓ 作为抗菌剂改的骨

植入物后，不仅可显著抑制耐药菌感染，而且可以

促进植入物的骨整合，即便在感染状态下，也依旧

可发挥稳定的抗菌促骨整合功能。

２􀆰 ３　 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰 ＰＥＥＫ 在 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨

缺损模型中的病理分析

细菌培养结果见图 ６，病理学结果见图 ７，免疫

组化结果见图 ８。 为进一步证明 ＰＥＥＫ（ ＋）组存在

ＭＲＳＡ 定植感染，进而导致了慢性骨髓炎的发生，研
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注：各组间相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ８　 植入 ６ 周后不同分组大鼠植入部位的免疫组化染色切片及其根据图像定量结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｔｈｅ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

究人员在 ６ 周时分别取不同分组的股骨骨髓腔内容

物进行体外细菌培养，以进一步进行验证，结果如

图 ６ 所示，在 ＰＥＥＫ（－）组、ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组
几乎无细菌菌落生成，此结果与 Ｘ 射线结果相一

致，证明植入过程及植入后并未受到因手术操作及

环境引起的其他感染。 与此同时，ＰＥＥＫ（＋）组骨髓

细菌培养后琼脂板长满细菌，而 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ
（＋）组中几乎没有细菌生长。 这些结果与 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ
结果相一致，进一步证明植入单纯 ＰＥＥＫ 后，无法发

挥有效的抗 ＭＲＳＡ 作用，最终导致 ＰＥＥＫ（＋）组感染

严重，而经 Ｇ⁃ＣＤｓ 改性后，改性植入物 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃
Ｇ⁃ＣＤｓ 具有稳定的抗菌性能，在抗耐药菌促进植入

物骨整合极具价值。
进一步通过组织病理学检查，分析植入部位的

病理变化情况及植入物与周围骨组织的结合情况。
如图 ７ 所示，ＨＥ 染色显示，ＰＥＥＫ（ －）组和 ＰＥＥＫ ／
ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组中，几乎观察不到中性粒细胞，植
入部位周围的骨组织呈现正常的组织结构。 在

ＰＥＥＫ（＋）组的植入部位，周围骨组织中可见大量中

性粒细胞浸润，在病理切片染色中仅可见大量的炎
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症细胞及炎症性细胞凋亡而引起的空泡，无任何新

骨形成征象，证明单纯 ＰＥＥＫ 并无抗感染性能，无法

抑制 ＭＲＳＡ 的生长繁殖。 而骨组织长期处于感染

环境进而导致了慢性骨髓炎的 产 生［１１］， 但 在

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组中，植入部位周围骨组织

仅有极少量的中性粒细胞存在，表明 Ｇ⁃ＣＤｓ 通过抑

制 ＭＲＳＡ 感染，改善了骨组织感染部位的炎症反

应。 此外，戈德纳三色染色和甲苯胺蓝染色显示，
ＰＥＥＫ（－）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －）组植入部位

周围可见连续性的新骨形成，尤其在戈德纳三色染

色结果中，ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －）组周围除大量红

色新生骨外， 还显示大量的蓝色矿化骨， 并且

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组周围的新生骨覆盖总面积

较 ＰＥＥＫ（－）组明显增多，可见在未感染情况下，Ｇ⁃
ＣＤｓ 改性后的 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 具有良好的促骨

形成能力。 然而，ＰＥＥＫ（＋）组植入部位周围几乎没

有新骨形成，说明长期的细菌感染不利于新骨形

成。 相比之下，ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋）组植入部位

周围明显可见新骨形成，再次证实了在耐药菌感染

情况下，以 Ｇ⁃ＣＤｓ 为抗菌剂改性的骨植入物具备较

强的抗耐药菌性能以及骨整合能力，具有良好的临

床应用前景。
此外，利用免疫组化染色评价两种抗炎因子

（ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１０）和两种促炎因子（ ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α）表达的

变化情况，并利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ１􀆰 ５３Ｋ 对 ４ 种炎症因子的

阳性表达水平进行定量分析。 如图 ８ 所示，ＰＥＥＫ
（＋）组显示出比其他 ３ 组更低的 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１０ 表达

以及更强的 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 表达，表明 ＭＲＳＡ 感染使

得植入部位股骨的炎症水平升高。 ＰＥＥＫ（ －）组中

ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１０ 的表达略低于 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －）
组，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达略高于 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ
（－）组，表明 Ｇ⁃ＣＤｓ 可能具有调节局部微环境的能

力，从而增强抗炎效果。 此外，与其他 ３ 组相比，
ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋）组中 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１０ 的表达显

著升高，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达显著降低，表明 Ｇ⁃ＣＤｓ
能够通过抑制 ＭＲＳＡ 感染，调节局部微环境，降低

局部炎症水平，促进骨缺损部位的骨整合。

３　 讨论

本研究建立了 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨缺损模型，
利用多种评价手段评估 Ｇ⁃ＣＤｓ 的体内抗菌性能。
结果表明，Ｇ⁃ＣＤｓ 对 ＭＲＳＡ 感染的骨缺损大鼠表现

出优异的治疗效果，明显改善了感染部位的炎症反

应。 以 Ｇ⁃ＣＤｓ 为抗菌剂改性的骨植入物在耐药菌

感染模型中的抗菌功效证实了 Ｇ⁃ＣＤｓ 具备在细菌

感染临床应用中的可行性，为今后的临床治疗提供

了一种新的选择。
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