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［摘 要］ 目的：通过制备硫酸钙/纳米羟基磷灰石免疫抗结核人工骨，治疗兔免疫骨结核，探讨纳米羟基磷灰石免疫抗结核

骨实际应用的效果。方法：采用明胶和聚己内酯复合包裹法制备硫酸钙/纳米羟基磷灰石抗结核人工骨；通过注射结核因子建

立兔右侧股骨免疫骨结核模型，对骨结核模型进行病灶清除术，在缺损部位植入硫酸钙/纳米羟基磷灰石抗结核免疫人工骨，

并在术后7、14、28 d检测抗结核药血药浓度；术后第4、12周，光镜下观察骨修复情况。结果：成功制备硫酸钙/纳米羟基磷灰石

抗结核骨，电子显微镜下免疫人工骨空隙基本均匀，抗结核药物分散在空隙之间。成功建立兔股骨结核模型，并形成骨结核空

洞；术后28 d治疗组还维持一定的抗结核药血药浓度；术后4周结核骨治疗组患处软骨细胞增殖活跃，并出现骨性愈合；术后

12周，治疗组缺损愈合完全，缺损已被抗结核人工骨诱导的骨组织修复；对照组骨损也出现愈合，但骨质愈合弱。抗酒石酸酸

性磷酸酶（tartrate resistant acid phosphatase，TRAP）染色显示，术后12周，形成的破骨细胞的体积和数量减少，对照组的破骨数

量多于治疗组。ELISA结果显示，治疗后血清C⁃反应蛋白（C⁃reactive protein，CRP）、白细胞介素（interleukin，IL）⁃8、IL⁃6、肿瘤坏

死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）水平均降低。结论：硫酸钙/纳米羟基磷灰石免疫抗结核骨能够有效地治疗兔免疫骨

结核，并保持一段时间的血药浓度，成骨效果好。
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［Abstract］ Objective：To treat the rabbit model of bone tuberculosis through preparation of calcium sulphate/nano hydroxyapatite
immune artificial bone，and discuss the actual effect of nanometer hydroxyapatite immune artificial bone application. Methods：
Calcium sulfate/nanometer hydroxyapatite was prepared by gelatine and polyhexyl ester composite coating，the rabbit model of the right
femoral immune bone tuberculosis was established by injecting tuberculosis factor. After the lesion in the bone tuberculosis model was
removed，the calcium sulfate/nanometer hydroxyapatite artificial bone was plated into the defect site. The blood drug concentration of
the treated group was detected at 7，14，28 days after surgery. At 4 weeks and 12 weeks after surgery，bone repair was observed under a
microscope. Results：The anti ⁃ tuberculous bone of calcium sulfate/nanometer hydroxyapatite was successfully prepared，and the
immune artificial bone space was basically uniform under the electron microscope，and the anti ⁃ tuberculosis drugs were dispersed
between the spaces. The model of rabbit femoral tuberculosis was successfully established and the tuberculosis of bone tuberculosis
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中国是全球三类结核病高负担国家之一，结

核病发病率和死亡率位居法定传染病前列［1］。骨

结核（bone tuberculosis）是肺外发病率最高的结核

病，其病程长，骨质损伤常导致患者丧失劳动力和

自理能力，抗结核药物化疗周期长，不良反应大，因此

通过缓释药物人工骨植入手术病灶是治疗骨结核损

伤的一个重要途径［2］。本研究通过给兔股骨结核模

型病灶植入硫酸钙/纳米羟基磷灰石免疫人工骨，观

察抗结核人工骨融合的性能和治疗骨结核的效果。

1 材料和方法

1.1 材料

新西兰白兔 30只，每只体重约 3 kg，由兰州大

学动物实验中心提供，室温饲养。明胶、聚己内酯、

异烟肼、吡嗪酰胺（Sigma⁃Aldrich LLC公司，美国）；

纳米羟基磷灰石（苏州鼎安科技有限公司）；HE染

色试剂盒、抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色液（北

京索莱宝生物科技有限公司）；兔C⁃反应蛋白（C⁃reac⁃
tive protein，CRP）、兔白细胞介素⁃8（interleukin⁃8，IL⁃
8）、兔白细胞介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）、兔肿瘤坏死

因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）ELISA试剂盒

（上海酶联生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 制备硫酸钙/纳米羟基磷灰石抗结核免疫人

工骨

采用明胶和聚己内酯复合包裹法将异烟肼、吡

嗪酰胺、半水硫酸钙、纳米羟基磷灰石按照 9 mg∶1
mg∶3 mg∶12 mg配比，以水作为固化液，制备硫酸钙/
纳米羟基磷灰石抗结核人工骨。

1.2.2 制备兔右侧股骨免疫骨结核模型

将 30只新西兰白兔背部皮内接种卡介菌纯蛋

白衍化物（BCG⁃PPD）0.2 mL/只，3 d后皮内注射卡介

苗（BCG）0.2 mL/只；6周后注射BCG⁃PPD 0.2 mL/只，

72 h内注射部位皮丘直径超过 1 cm，且有红肿或破

溃的计为BCG致敏成功的动物。在BCG致敏动物

右侧股骨内髁松质骨内造直径 2 mm的隧道。在隧

道内注射BCG 0.5 mL和完全佛氏佐剂0.5 mL，注射

部位消毒包扎。4周后，建模动物在右侧股骨远端暴

露病灶，进行病灶清除，治疗组（n=15）植入抗结核人

工骨，对照组（n=15）空置。缝合伤口，消毒包扎。术

前、术后进行X线片检查，观察造模区域有无脓肿和

死骨形成。

1.2.3 血药浓度检测

在病灶清除术后第7、14和28天分别在治疗组

兔耳缘采静脉血，用荧光偏振免疫分析法检测异烟

肼和吡嗪酰胺的血药浓度。

1.2.4 病灶骨组织学观察

在病灶清除术后2、4、12周各组分别取右股骨远

端2 cm，纵行剖开，甲醛固定，脱钙，脱水，石蜡包埋，

常规切片，HE染色。光镜下观察骨修复情况。

1.2.5 TRAP染色

取治疗组和对照组股骨石蜡切片，在烤片机上

加热30 min，依次转移至二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ中脱蜡（各

10 min），100%、95%、90%、85%、80%乙醇（各2 min）
水洗2~3 min后，按照TRAP染色试剂盒的说明书进

行染色，显微镜下观察治疗组和对照组的差异。

1.2.6 血清炎症因子检测

治疗前、治疗 4周后检测血清CRP、IL⁃6、IL⁃8、
TNF⁃α水平的变化，均采用酶联免疫法测定。

1.3 统计学方法

采用 SPSS17.0软件进行统计分析，数据以均

数±标准差（x ± s）表示，组间比较采用单因素方差分

was formed. In the treatment group，the blood drug concentration was maintained within 28 days after operation. Chondrocyte
proliferation and the occurrence of bone healing of treatment group were active in 4 weeks after operation. At 12 weeks after surgery，
the bone defect of treatment group was healed completely，and the defect was repaired by bone tissue induced by anti ⁃ tuberculous
bone. The bone loss in the control group was also healed，but the bone healing was weak. Tartrate resistant acid phosphatase（TRAP）
staining showed that the volume and number of osteoclasts formed decreased at 12 weeks after surgery，and the number of osteoclasts in
the control group was greater than that in the treatment group. The ELISA results showed that serum C ⁃ reactive protein（CRP），

interleukin⁃8（IL⁃8），interleukin⁃6（IL⁃6），tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α）levels decreased after treatment. Conclusion：The sulphate/
nanometer hydroxyapatite immune anti ⁃ tuberculous bone can effectively treat rabbit immune bone tuberculosis，maintain the blood
drug concentration for a period of time，and has a good osteogenic effect.
［key words］ calcium sulfate；nanometer hydroxyapatite；artificial bone；bone tuberculosis；bone defect

［J Nanjing Med Univ，2020，40（08）：1130⁃1134］
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析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般情况及大体观察

成功制备硫酸钙/纳米羟基磷灰石抗结核免疫

人工骨，免疫人工骨大小均匀，光泽匀称（图 1）；在

电子显微镜下免疫人工骨空隙基本均匀，抗结核药

物分散在空隙之间。兔右侧股骨免疫骨结核模型动

物生命体征平稳，手术顺利。治疗组在植入人工骨

手术之前，在X线片中可以看到已形成明显的结核

空洞（图2A）；治疗组结核病灶清除术后植入抗结核

免疫人工骨（图2B）。

2.2 治疗组血药浓度的变化

与术后 7 d比较，术后 14 d和 28 d异烟肼和吡

嗪酰胺的血药浓度明显降低，差异有统计学意义

（P＜0.05）；与术后 14 d比较，术后 28 d异烟肼和吡

嗪酰胺的血药浓度明显降低，差异有统计学意义

（P＜0.05）。虽然随着时间延长，异烟肼和吡嗪酰胺

血药浓度逐渐降低，但治疗组一直维持一定的血药

浓度（表1）。

2.3 病灶组织学观察

病灶清除术后 2周，治疗组创伤面有大量的纤

维结缔组织和软骨，有少量死骨；对照组有大量的

纤维结缔组织和肉芽组织，有部分死骨。术后4周，

治疗组创伤面有少量软骨组织和结缔组织，有少量

炎性细胞，并发生骨性愈合；对照组创面有大量纤

维结缔组织及肉芽组织，有大量炎性细胞，骨质愈

合不明显。术后 12周，治疗组创伤面已基本修复；

对照组创伤面也趋于修复，但骨质愈合明显落后于

治疗组，还可见有炎性细胞（图3）。
2.4 破骨细胞形成比较

病灶清除术后 2周，治疗组和对照组破骨细胞

的数量较多而且体积较大，随着时间的延长，形成

的破骨细胞的体积和数量减少，同时可以发现对照

组在各个时间段的破骨细胞要多于治疗组（图4）。
2.5 血清炎症因子水平比较

治疗前，治疗组和对照组的血清炎症因子

（CRP、IL⁃8、IL⁃6、TNF⁃α）水平差异无统计学意义

（P > 0.05），治疗后两组血清CRP、IL⁃8、IL⁃6、TNF⁃α
水平均低于治疗前，且治疗组低于对照组，差异有

统计学意义（P < 0.05，表2）。
3 讨 论

在骨科临床中，常见由于严重创伤、骨髓炎、骨

结核和骨肿瘤等原因所致的骨缺损［3-6］。其中骨修

复材料在骨损伤的修复中起到重要作用，目前常用

的骨修复材料包括自体骨和金属假体［7-8］。自体骨

来源有限、可能导致二次伤害和增加感染的机会等

原因而限制其临床应用［9］；金属假体存在松动、断裂

等问题，容易导致炎性假瘤形成、骨溶解、髋臼松动

和功能失用性表现等［10］。因此，人工骨替代材料移

植修复骨缺损已经成为医学研究的重点。

人工骨材料通过单独使用或几种材料复合使

用来促进骨愈合，人工骨具有骨形成作用或促进宿

主骨与移植材料表面的结合，引导骨形成；人工骨

还能诱导局部细胞或移植的细胞分化形成成熟的成

BA
A：人工骨大体图；B：扫描电子显微镜观察（×500）。

图1 硫酸钙/纳米羟基磷灰石抗结核免疫人工骨

Figure 1 Calcium sulfate/nano hydroxyapatite ⁃ immu⁃
nized artificial bone

BA
A：股骨结核病灶；B：病灶手术后植入人工骨。

图2 治疗组股骨结核病灶

Figure 2 The femoral tuberculosis of the treatment group

表1 治疗组手术后血药浓度的变化

Table 1 Changes of plasma drug concentration after op⁃
eration in the treatment group

时间

术后7 d
术后14 d
术后28 d

异烟肼

0.43 ± 0.04
0.23 ± 0.05*

0.15 ± 0.05*#

吡嗪酰胺

1.25 ± 0.02
0.79 ± 0.05*

0.48 ± 0.04*#

与术后7 d比较，*P＜0.05；与术后14 d比较，#P＜0.05。

（μg/mL，x ± s，n=15）
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骨细胞［11］。同时人工骨可添加抗炎药物，可以减少手

术植入人工骨的感染和感染性疾病的复发［12］。本研

究成功制备了硫酸钙/纳米羟基磷灰石抗结核免疫

人工骨，免疫人工骨大小均匀，光泽匀称；在电子显

微镜下免疫人工骨空隙基本均匀，抗结核药物分散

在空隙之间。

羟基磷灰石（hydroxyapatite，HA）是骨骼中主要

的无机成分，在骨代谢过程中对钙盐的沉积起到支

架作用，而且还能诱导新骨形成，因此具有良好的

生物相容性和生物活性的特点［13］。纳米级羟基磷

灰石的晶体与人体骨中磷灰石大小相似，可增加骨

组织的修复［14］。硫酸钙（calcium sulfate）是经典成

骨材料，有较好的生物相容性和骨传导性［15］。将羟

基磷灰石与硫酸钙复合按一定的比例制成人工骨，

具有良好的微孔性［16］。在人工骨中添加抗结核药

物，可以有效杀死创伤部位残留的结核杆菌，并通

过药物的缓慢释放有效地抑制和杀灭结核杆菌及

其持留菌的生长，防止骨结核的复发［17］。本研究通

图4 破骨细胞形成比较（TRAP，×40）
Figure 4 Comparison of osteoclast formation（TRAP，×40）

2周 4周 12周

治
疗

组
对

照
组

2周

图3 病灶组织学观察（HE，×40）
Figure 3 Histological observation of lesions（HE，×40）

4周 12周

治
疗

组
对

照
组

表2 治疗组和对照组血清炎症因子水平比较

Table 2 Comparison of serum inflammatory factors levels between treatment group and control group
（ng/L，x ± s，n=15）

组别

治疗组

对照组

时间

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

CRP
10.15 ± 1.15
04.12 ± 0.56*

09.89 ± 1.35
05.67 ± 0.81*#

IL⁃6
79.99 ± 7.61
38.53 ± 4.82*

80.01 ± 9.34
52.31 ± 4.65*#

IL⁃8
81.14 ± 9.51
43.12 ± 4.53*

82.56 ± 8.24
55.67 ± 6.36*#

TNF⁃α
64.34 ± 7.86
33.12 ± 4.51*

66.82 ± 6.18
47.17 ± 5.46a*#

与治疗前比较，*P＜0.05；与治疗组治疗后比较，#P＜0.05。
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过制备纳米羟基磷灰石与硫酸钙复合人工骨，并在

人工骨中添加抗结核药物异烟肼和吡嗪酰胺，制备

成缓释抗结核药物的免疫复合人工骨，既加强人工

骨对骨面损伤的修复，又通过药物的缓释，加快骨

结核病灶的愈合。本研究结果显示，兔结核动物模

型病灶清除手术后 4周，治疗组异烟肼和吡嗪酰胺

仍然维持一定的血药浓度，可以有效抑制体内结核

杆菌的复发，尤其是持留菌的感染。术后4周，治疗

组创伤面已出现骨性愈合；术后12周，治疗组创伤面

已修复，这也说明抗结核药物的缓慢释放能够有效

控制病灶感染，人工骨则加速骨质修复。

硫酸钙/纳米羟基磷灰石免疫抗结核人工骨能

够加速骨结核手术后病灶的修复和控制病灶的感

染，促进骨结核病的好转。本研究为人工骨材料的

选取和开发提供实验依据和临床应用基础。
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