
内植物相关 性感染是矫 形外科及创 伤外科比

较 常 见 的 并 发 症 之 一 ［1－2］，可 以 导 致 内 植 物 手 术

失败、肢体功 能差、慢性骨 髓炎甚至死 亡 ［3］。 患者

病情往往迁延不愈， 临床医师不得不改 变治疗策

略，比 如 取 出 内 植 物、清 创 翻 修 甚 至 截 肢 等，不 仅

增加了患者及社会负担， 对于主治医师亦是极大

的考验 ［4］。

庆大霉素－壳聚糖纳米涂层钛板的制备及系列研究
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［摘 要］ 目的：制备负载庆大霉素－壳聚糖纳米粒的涂层钛板并对其表面形态、体外释药行为及抗金黄色葡萄球菌的性能进

行评价。 方法：采用溶剂铸膜（solvent casting）法制备庆大霉素－壳聚糖纳米涂层钛板，扫描电镜观察其表面形态，磷酸盐缓冲液

中研究其体外释药行为， 将庆大霉素－壳聚糖纳米涂层钛板置于均匀涂有 1 × 108 CFU ／ml 金黄色葡萄球菌的 Mueller-Hinton
（MH）平板上连续培养直至抑菌环消失，以抑菌环直径为主要观察指标评价其在体外对金黄色葡萄球菌的抑制作用。 结果：扫

描电镜示庆大霉素－壳聚糖纳米粒较均匀地分布于钛板表面；体外释药行为显示庆大霉素－壳聚糖纳米涂层钛板中庆大霉素的

释放可达到 14 d，维持在 52％左右；体外抑制金黄色葡萄球菌作用可维持 9 d，抑菌环最大直径为（3．82 ± 0．03） cm。 结论：制备

的庆大霉素－壳聚糖纳米涂层钛板表面形态良好，体外释药稳定，对金黄色葡萄球菌有良好的抑制作用。
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［Abstract］ Objective： To develop the gentamicin sulfate ／ chitosan nanospheres loaded plates and evaluate its characteristics such
as surface structure and the drug release behavior of the drug in vitro and its anti-Staph aureus efficacy in vitro． Methods： The sol-
vent casting technology was adopted to prepare the gentamicin sulfate ／ chitosan nanospheres loaded plates． The surface appearance of
the plates was observed by SEM，the drug release behavior in vitro was studied by immerse the plates into PBS． And the gentamicin
sulfate ／ chitosan nanospheres loaded plates were placed in the centre of the Mueller-Hinton（MH） agar which were inoculated with the
Staph aureus at the concentration of 1 × 108 CFU ／ml． The bacteria were cultured on MH agar for 48 h and the diameter of the inhibi-
tion zone was measured，and this procedure was repeated until there was no inhibition zone． Result： The result of the SEM shows the
gentamicin sulfate ／ chitosan nanospheres distributed on the surface of plates uniform，the drug release behavior in vitro could continue
about 14 days，and the max cumulative release of the drug was about 52％． The anti-Staph aureus efficacy in vitro could continue
about 9 days and the max diameter of the inhibition zone was （3．82 ± 0．03） cm． Conclusion： The gentamicin sulfate ／ chitosan
nanospheres loaded plates show well surface appearance and the plates have a steady drug release behavior and significant anti-Staph
aureus efficacy in vitro．
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全身性应用 抗生素是预 防内植物相 关性感染

的常规方法，然而抗生素却很难在病灶部位达到有

效的抑菌浓度［5－6］，因此全身性应用抗生素联合局部

用药治疗内植物相关性感染是必要的。 本研究在之

前研究的基础上，总结前人的研究方法和经验 ［7－9］，
制备了负载硫酸庆大霉素－壳聚糖纳米粒（gentam-
icin sulfate ／ chitosan nanospheres，GS ／ CS NPs） 的 涂

层钛板并对其体外性能进行了评价。

1 材料与方法

1．1 材料

硫酸庆大霉素 （gentamicin sulfate，GS，Amresco
公司，美国）；壳聚糖（chitosan，CS，上海晶纯试剂有限

公司，脱乙酰度 95％）；三聚磷酸钠（广东西陇化工股

份有限公司，分析纯）；聚消旋乳酸（PDLLA，山东岱

罡生物技术有限公司，分子量 60 000）；其他试剂均

为分析纯。 金属直型接骨板（苏州海欧斯医疗器械有

限公司）。 DU-800 紫外－可见光分光光度计（Beckman
公司， 美国）； 真空离心浓缩仪 （Labconco 公司，美

国）；3K15 大容量高速冷冻离心机 （Sigma 公司，美

国）；S-4800 扫描电镜（Hitachi 公司，日本）。
1．2 方法

1．2．1 GS ／ CS NPs 涂层钛板的制备

将钛板依次用丙酮、75％酒精和去离子水超声

波清洗各 15 min，烘箱中烘干，高压蒸汽灭菌后备

用。 涂层溶液的配置［7］及 GS ／ CS NPs 涂层钛板的制

备：精密称取适量 PDLLA 充分溶解于乙酸乙酯中，
称取 60 mg GS ／ CS NPs［10］溶于上述溶液中，磁力搅

拌器搅拌 30 min，使之分散均匀。 将处理过的钛板

浸泡于上述配制好的涂层溶液中，10 min 后取出，
自然干燥， 为获得均匀致密的涂层， 重复此过程 3
次。 同样方法制备单纯的PDLLA 涂层钛板。 上述过

程均在无菌层流条件下完成。
1．2．2 GS ／ CS NPs 涂层钛板的表面形态观察

扫 描 电 镜 下 观 察 裸 钛 板 、PDLLA 涂 层 钛 板 及

GS ／ CS NPs 涂层钛板的表面形态。
1．2．3 GS ／ CS NPs 涂层钛板的体外释药研究

1．2．3．1 庆大霉素标准曲线的绘制

配制不同浓度的庆大霉素标准溶液， 用紫外－
可见分光光度计测定其在 248 nm（庆大霉素在此波

长有最大吸收）处的吸光度（A）［10］，拟合曲线得回归

方程：A ＝ 0．3271c ＋ 0．0045，R ＝ 0．9980。
1．2．3．2 GS ／ CS NPs 涂层钛板中 GS 的含量测定

取 10 块 GS ／ CS NPs 涂 层 钛 板 分 别 置 于 烧 杯

中，倒入适量二氯甲烷，充分溶解后取出钛板，超声

振荡 30 min， 向 烧 杯 中 加 入 20 ml 磷 酸 盐 缓 冲 液

（pH＝7．4），超声振荡，取出水层，用紫外－可见分光

光度计测定其在 248 nm 处的吸光度， 由标准曲线

算得钛板中 GS 的含量，去掉最大值与最小值，取 8
份样本的平均值。
1．2．3．3 GS ／ CS NPs 涂层钛板的体外释药

体外 GS 释放率＝释放介质中 GS 含量 ／ 涂层钛

板中 GS 总量。 取 10 块 GS ／ CS NPs 涂层钛板，分

别置于含有 50 ml PBS 溶液（pH＝7．4）的锥形瓶中，
将锥形瓶置于恒温振荡器中， 每隔 1 d 自锥形瓶中

取出 5 ml 液体， 用紫 外－可见分光 光度计测其 在

248 nm 处的吸光度，同时立即向锥形瓶中补加 5ml
同温度的新鲜介质，由标准曲线计算溶液中庆大霉

素的浓度及累计释放率，取 10 份样本的平均值，绘

制涂层中庆大霉素的累积释放曲线图。
1．2．4 GS ／ CS NPs 涂层钛板的体外抑菌研究

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）是导致

内植物相关性感染最常见的致病菌之一 ［11］，因此本

实验选择金黄色葡萄球菌作为研究对象。
金黄色葡萄球菌（ATCC 29213，由南京 医科大

学附属南京第一医院检验科提供）划线接种于血平

板上，37℃恒温箱中孵育 24 h，肉汤洗脱收集细菌并

稀释，vitek 比浊仪 测 细 菌 密 度 为 1 × 108 CFU ／ ml，
取 0．5 ml 菌液，均匀涂布于 Mueller-Hinton（MH）平

板上，将 10 块 GS ／ CS NPs 涂层钛板分别放置于 MH
平板的中央，37℃恒温箱中培养，48 h 后取出， 观察

抑菌效果，测量 10 份样本的抑菌环直径（取抑菌环

最长径），去除 1 个最大值及最小值，计算剩余 8 份

样本的平均值及标准差。 再次将 GS ／ CS NPs 涂层钛

板转放于涂有相同浓度 金黄色葡萄 球菌的 MH 平

板上，37℃恒温培养 48 h，测量抑菌环直径。 如此重

复此过程，直到抑菌环消失。 另取裸钛板板、PDLLA
涂层钛板置于接种有金 黄色葡萄球 菌的 MH 平板

上，作为对照组。 所有参加此抑菌实验的钛板均经

过环氧乙烷熏蒸消毒。

2 结 果

2．1 GS ／ CS NPs 涂层钛板大体观

大体观察见 钛板表面形 成了一层致 密的薄膜

状物，较均一规则（图 1）。
2．2 GS ／ CS NPs 涂层钛板表面形态

扫描电镜检查示在钛板表面形成了一层致密的

涂层，GS ／CS NPs 较均匀地分布于钛板表面（图 2）。
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2．3 GS ／ CS NPs 涂层钛板的体外释药行为

由 1．2．3．2 测得GS ／CS NPs 涂层钛板中 GS 含量

平均为（441．60 ± 39．81） μg。
GS ／CS NPs 涂层钛板放置于 PBS 溶液中 2、4、6、

8、10、12 和 14 d，GS 累 积 释 放 率 分 别 15．17％ 、
30．58％、40．63％、45．90％、50．63％、50．95％和 51．18％
（图 3）。 由曲线可以看出 GS 在 6 d 之内呈现快速释

放的过程，累积释放率达到 40％，此后 GS 的释放较

平稳缓慢，维持在 52％左右，并持续约 14 d。

2．4 体外抑菌结果

裸 钛 板、PDLLA 涂 层 钛 板 置 于 MH 平 板 上 培

养，未见到明显的抑菌环出现。 GS ／ CS NPs 涂层钛

板置于 MH 平板上培养， 可见到明显的抑菌环，在

第 3 天抑菌环直径达到最大值， 为 （3．82 ± 0．03）
cm，此后呈缩小趋势，在第 11 天抑菌环消失（表 1，
图 4）。

3 讨 论

随着经济的发展以及医疗器械的改进，骨科内

植物比如克氏针、钛板、人工关节假体等越来越多

地应用于骨科疾病，而由这些内植物所引起的感染

问题也逐渐凸显出来。 Vester 等［3］认为随着西方社

会步入老龄化阶段，人工关节假体及骨折内固定物

的应用将会大大增加，这势必会导致内植物相关性

感染率的增高。 有资料显示到 2030 年，美国每年将

进行约 380 万例关节置换手术，而每年发生的术后

感染将突破 26 万例［12］。 因此，内植物相关性感染的

防治刻不容缓。
细菌黏附于 内植物表面 并生长繁殖 进而导致

了感染的发生 ［13］，细菌在内植物表面及周围组织形

成生物膜 ［14－15］，能够阻止其免受抗菌药物及机体免

疫系统的侵扰［15－18］。 一旦生物膜形成，那么感染将会

长期存在，治疗起来非常棘手［19］。 由于上述情况，人

们设想能否将抗生素涂布于骨科内植物表面，这样

就能够保证病灶部位有效的抗菌素浓度，从而抑制

生物膜的生长，杀灭细菌。 抗生素涂层概念最早是

由 Darouiche 等 ［20］提出并实 施的，他将涂 有氯已定

及氯二甲酚的髓内钉植入兔胫骨开放性骨折模 型

中， 研 究 其 对 于 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 抗 感 染 作 用。
Schmidmaier 等 ［21］ 于 2006 年称负载庆大霉素－PDL-
LA 涂层的髓内钉已通过欧洲及加拿大的 CE 认证，
并被应用于 8 名胫骨开放性骨折患者的治疗中，在

图 1 GS ／ CS NPs 涂层钛板大体观

Fig 1 The appearance of the GS ／ CS NPs loaded plate

A：正面观；B：反面观。

A B

图 2 钛板表面扫描电镜观察（× 200）
Fig 2 The surface appearance of the plates by SEM（× 200）

A：裸钛板；B：PDLLA 涂层钛板；C：GS ／ CS NPs 涂层钛板。

A B C

图 3 GS ／ CS NP 涂层钛板中 GS 的累积释放率

Fig 3 The GS cumulative release of the GS ／ CS NPs loaded
plate
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1 年的随访期中，没有患者发生感染。 Vester 等［3］研

究了负载庆大霉素－PDLLA 的钛植入物的体内外释

药动力学，显示其在骨组织内可以达到有效的抗生

素浓度，并且不会诱导细菌耐药性的产生。 以上一

系列的研究报道都显示抗生素涂层内植物将会具

有相当大的发展空间。
Schmidmaier 等 ［21］认为抗生素缓释涂层必须具

备以下几点要求：①缓释系统必须确保药物的较快

释放并且局部药物浓度达到某细菌的最低抑 菌浓

度；②药物的释放必须被限制在一定的时间内以防

止细菌耐药性的产生；③应选用杀菌剂而不是抗菌

剂；④药物载体必须能够自行降解，以避免二次手

术取出。 因此我们在前期试验研究的基础上，借鉴

前人经验，采用溶剂铸膜（solvent casting）技术，制备

了 GS ／ CS NPs 涂层钛板。 庆大霉素具有较宽的抗菌

谱、 良好的骨组织穿透能力以及较强的杀菌作用，
是局部用药的理想选择。 GS ／ CS NPs 不仅可以延长

庆大霉素的释放时间，改变庆大霉素的局部药代动

力学，壳聚糖纳米粒本身还具有抑菌作用［22］。 PDL-

LA 涂层在体内通过水解作用，3～6 个月降解完全，
其降解产物进入柠檬酸循环而代谢，对人体无明显

不良反应 ［23］。 因此我们希望以 PDLLA 为媒介的涂

层可以将 GS ／ CS NPs 负载于钛板上， 既可以发挥

GS ／ CS NPs 的缓释作用， 又可以发挥庆大霉素的杀

菌作用，从而对防治内植物相关性感染起到积极的

影响。 从 GS ／ CS NPs 涂层钛板的扫描电镜照片可以

看到 GS ／ CS NPs 比较均匀地分布于钛板上，体外释

放试验显示庆大霉素的释放可以持续 14 d，体外抑

菌实验表明 GS ／ CS NPs 涂层钛板对金黄色葡萄球

菌有明显的抑制作用， 最大抑菌圈直径为 （3．82 ±
0．03） cm， 且抑菌时间可达 9 d， 因此认为 GS ／ CS
NPs-PDLLA 涂层钢板初步显示出良好的体外性能，
比较好地满足了我们对于内植物涂层材料的要求。
当然，进一步的评价还有待于更加深入的研究。

本实验制备了 GS ／ CS NPs 涂层钛板，并对其体

外性能进行了一系列评价， 初步表明 GS ／ CS NPs-
PDLLA 涂层钛板具有比较好的性能指标。 下一步的

研究将更加深入地探讨 GS ／ CS NPs-PDLLA 涂层钛

表 1 三种钛板随时间变化的体外抑菌环直径

Tab 1 The diameter of the inhibition zone of each plate in vitro
组 别

裸钛板

PDLLA 涂层钛板

GS ／ CS NPs 涂层钛板

第 1 天

0
0

3．44 ± 0．13

第 3 天

0
0

3．82 ± 0．03

第 5 天

0
0

2．31 ± 0．05

第 7 天

0
0

1．88 ± 0．05

第 9 天

0
0

1．52 ± 0．04

第 11 天

0
0
0

（cm，x ± s）

A：裸钛板；B：PDLLA 涂层钛板；C：GS ／ CS NP 涂层钛板（第 1 天）；D：GS ／ CS NP 涂层钛板（第 3 天）；E：GS ／ CS NP 涂 层 钛 板（第 5 天）；F：
GS ／ CS NP 涂层钛板（第 7 天）；G：GS ／ CS NP 涂层钛板（第 9 天）；H：GS ／ CS NP 涂层钛板（第 11 天）。

图 4 三种钛板体外抑菌图

Fig 4 The anti-Stahp aureus efficacy of the plates in vitro
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板的体外性能以及其在动物感染模型治疗方面 的

作用。
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