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　　２００３３６上海，上海交通大学医学院附属同仁医院药学部

　　［摘要］　目的　探索磺化聚醚醚酮（ｐｏｌｙｅｔｈｅｒｅｔｈｅｒｋｅｔｏｎｅ，ＰＥＥＫ）他汀缓释系统对骨损伤的修
复效果，及对成骨和Ｈ型血管的影响。方法　建立小鼠颅骨损伤模型；构建磺化 ＰＥＥＫ（ＳＰ）普伐他汀
（Ｐｒａ）和 ＳＰ辛伐他汀（Ｓｉｍ）局部缓释系统；将不同浓度梯度的 ＳＰ、ＳＰＰｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ、ＳＰＳｉｍ
０．５５ｍｇ／ｍＬ、ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ、ＳＰＳｉｍ２．２ｍｇ／ｍＬ５组材料植入小鼠颅骨骨缺损处，８周后取材，
ｍｉｃｒｏＣＴ检测样品周围骨再生情况，ＣＤ３１和 ＥＭＣＮ荧光双染分析样品周围骨特异性 Ｈ型血管表达。
结果　磺化 ＰＥＥＫ可实现他汀药物的有效负载。ｍｉｃｒｏＣＴ结果显示：ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组及 ＳＰＳｉｍ
０．５５ｍｇ／ｍＬ组材料植入组新骨再生厚度显著高于其他３组小鼠，未负载药物的ＳＰ组新骨再生厚度最
低。免疫荧光检测发现，ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组小鼠植入物周围颅骨中ＣＤ３１和ＥＭＣＮ双阳性Ｈ型血管
明显可见，而ＳＰ组及ＳＰＰｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ组未观察到典型的Ｈ型血管。结论　ＳＰ他汀缓释系统在实
现骨再生治疗的同时可优化ＳＰ材料的成骨性能，机制可能与其对骨Ｈ型血管的保护作用相关。
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　　骨骼是高度血管化的器官，既往大量临床研究已证
实在骨再生及修复过程中，骨的形成与血管生成密不可

分。２０１４年，ＲａｌｆＡｄａｍｓ团队首次发现骨组织的血管系
统中存在一种特异性的血管亚型（Ｈ型），并证实机体成
骨与Ｈ型血管数量呈正相关。Ｈ型血管和骨形成的关
系研究逐渐成为骨生理学领域的热点问题［１］。在目

前临床骨再生防治缺乏有效药物的困境下，以成骨血
管偶联的新视角探索兼具药物治疗功能的复合型材料

体系，是未来促成骨治疗的主要方向之一。

　　本课题组前期开展了他汀类药物治疗股骨头缺血
性坏死（ＡＮＦＨ）的初步探索，结果显示，普伐他汀全身
给药不仅可促进成骨，还可改善 ＡＮＦＨ大鼠内皮祖细
胞功能障碍和自噬失调，促进血管新生［２］。他汀类药

物口服给药生物利用度较低，要在骨组织中达到有效

治疗浓度，需大幅提高给药剂量［３］，这势必增加药物

不良反应发生的风险，限制其临床应用。借助生物医

学材料进行他汀类药物对骨组织的靶向递送成为一种

理想的替代选择。聚醚醚酮（ｐｏｌｙｅｔｈｅｒｅｔｈｅｒｋｅｔｏｎｅ，
ＰＥＥＫ）是临床广泛应用的骨组织植入材料，属于生物
惰性材料，植入人体后的骨整合能力仍然亟待改善。

课题组前期在此方面进行改性研究，通过水热磺化法
在ＰＥＥＫ表面构建三维网络结构，形成磺化聚醚醚酮
（ｓｕｌｆｏｎａｔｅｄＰＥＥＫ，ＳＰ），ＳＰ作为一种改良后的骨植入
材料，具有良好的骨传导性和抗菌活性［４］，其表面特

殊的三维多孔结构非常适合作为药物吸附和转运的平

台，可实现他汀类药物的有效装载和稳定缓释［５］。本

研究选择磺化ＰＥＥＫ为负载平台，在ＳＰ表面负载辛伐
他汀或普伐他汀，实现骨再生治疗目的，同时优化 ＳＰ
材料的成骨性能，并探索 ＳＰ他汀局部缓释系统促进
骨再生的相关机制线索。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　选取８周龄的Ｃ５７雄性小鼠（上海南方模式生物
科技股份有限公司），体质量为１８～２５ｇ。扫描电镜，
型号为ＨｉｔａｃｈｉＳ３４００Ｎ（Ｊａｐａｎ）。视频接触角仪，型号
为ＳＬ２００Ｂ。ＭｉｃｒｏＣｏｍｐｕｔｅｄＴｏｍｏｇｒａｐｈｙ（ｍｉｃｒｏＣＴ）成
像仪，型号为 ＳｋｙＳｃａｎ１１７６，生产商为 Ｂｒｕｋｅｒ（ＵＳＡ）。
Ｏｌｙｍｐｕｓ荧光显微镜，型号为ＩＸ７１。
１．２　实验方法
１．２．１　样品制备　　使用浓硫酸对ＰＥＥＫ进行磺化，
然后使用水热法除去残余在三维孔道结构中的含硫化

合物。将磺化水热处理的样品置于 ２４孔板中，分别
加入１ｍＬ０．１６ｍｇ／ｍＬ普伐他汀（Ｐｒａ）、０．５５ｍｇ／ｍＬ

辛伐他汀（Ｓｉｍ）、１．１ｍｇ／ｍＬＳｉｍ、２．２ｍｇ／ｍＬＳｉｍ，置
于摇床上，２４ｈ后取出样品，清洗晾干备用。
１．２．２　扫描电镜观察　　根据磺化 ＰＥＥＫ材料上负
载的上述药物及浓度的不同分为５组样品。在样品表
面喷上铂金后，采用扫描电镜对样品的表面形貌进行

观察。

１．２．３　水接触角检测　　将去离子水滴在材料表面
的不同部位，测试３个数据，计算各部位的平均接触角。
１．２．４　骨损伤模型的建立及分组　　采用前期构建的
磺化ＰＥＥＫ作为缓释载药平台，根据是否负载药物及给
药浓度，实验分为５组，分别是ＳＰ组、ＳＰＰｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ
组、ＳＰＳｉｍ０．５５ｍｇ／ｍＬ组、ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组及
ＳＰＳｉｍ２．２ｍｇ／ｍＬ组，每组各５只小鼠。各组小鼠腹
腔注射戊巴比妥钠（０．１ｍｇ／ｇ体质量），麻醉后去除小
鼠背毛，在脑中线处开口暴露颅骨，避开颅骨骨缝处，

选择脑中线左侧颅骨部位，根据药物载体材料大小用

水磨钻进行打磨，打磨强度一致，打磨时间４ｍｉｎ，打磨
后将材料植入损伤处并固定，缝合皮肤。术后，小鼠分

笼饲养，给予充足的水和食物，手术８周后取材。
１．２．５　ＭｉｃｒｏＣＴ检测　　使用 ｍｉｃｒｏＣＴ对小鼠颅骨
样本进行检测，评估小鼠骨损伤处植入物周围的新骨

再生情况。ＭｉｃｒｏＣＴ检测的具体参数为：电压 ６５ｋＶ，
发射光使用 １ｍｍ铝过滤器过滤，分辨率为 １８μｍ。
使用 ＮＲｅｃｏｎ软件（ＳｋｙｓｃａｎＣｏｍｐａｎｙ，ＢｒｕｋｅｒｍｉｃｒｏＣＴ，
Ｇｅｒｍａｎ）对扫描后的二维和三维图像进行重构，使用
ＤａｔａＶｉｅｗｅｒ、ＣＴＡｎ及 ＣＴＶｏｌ进行处理和分析。
１．２．６　Ｈ型血管检测　　将样本的切片于尼康倒置
荧光显微镜下观察 ＣＤ３１＋ＥＭＣＮ＋双阳性 Ｈ型血管图
像（紫外激发波长 ３３０～３８０ｎｍ，发射波长 ４２０ｎｍ；
ＦＩＴＣ绿光激发波长４６５～４９５ｎｍ，发射波长５１５～５５５ｎｍ；
ＣＹ３红光激发波长５１０～５６０ｎｍ，发射波长５９０ｎｍ）。
１．３　统计学方法
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７统计软件进行数据分析，
运用双因素方差分析（ｔｗｏｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｖａｒｉａｎｃｅ）
和多重比较检验（Ｔｕｋｅｙ’ｓｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｅｓｔｓ），
以Ｐ＜０．０５认为有统计学差异。

２　结果

２．１　各组材料表面形貌的扫描电镜观察结果
　　图１为未负载药物的 ＳＰ组及载药后各组材料扫
描电镜图片。ＳＰ表面存在三维网络结构（图１），有利
于药物装载。将 Ｐｒａ和 Ｓｉｍ负载到 ＳＰ的三维孔道结
构后的表面形貌与 ＳＰ基本相同，并未改变其孔道结
构（图１）。

８０９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!" !# !" !# !" !# !" !# !" !#

$% !# &% !# &% !# &% !# &% !#

'(

组
'(!()* "+$, #-.#/

组
'(!'0# %+11 #-.#/

组
'(!'0# $+$ #-.#/

组
'(!'0# !+! #-.#/

组

"
1
%
%
%

"
!
%
%
%
%

图１　各组材料扫描电镜图

２．２　接触角分析结果
　　未负载药物的 ＳＰ组与 ＳＰＳｉｍ０．５５ｍｇ／ｍＬ组、
ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组及ＳＰＳｉｍ２．２ｍｇ／ｍＬ组相比较，
水接触角未显示出明显差异，而ＳＰＰｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ组
表面的水接触角，则明显小于ＳＰ组（图２）。这可能与
Ｐｒａ的分子结构有关，该药含有较多羟基官能团。
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１：ＳＰ组；２：ＳＰＰｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ组；３：ＳＰＳｉｍ０．５５ｍｇ／ｍＬ
组；４：ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组；５：ＳＰＳｉｍ２．２ｍｇ／ｍＬ组；
ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＳＰＰｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ组比较

图２　各组材料表面水接触角分析

２．３　颅骨损伤模型的建立
　　小鼠颅骨暴露面积略大于药物载体材料（图３Ａ）；

使用水磨钻对颅骨进行打磨，建立骨损伤状态，但损伤

并未穿透颅骨（图３Ｂ）；打磨后将材料植入损伤处，由
于打磨部位有凹陷，同时使用组织凝胶进行固定，保证

材料在实验过程中保持在骨损伤部位（图３Ｃ）；完成植
入后对皮肤进行缝合（图３Ｄ）。
２．４　损伤处骨再生情况
　　在对小鼠颅骨损伤处样本横断面的 ＣＴ检测成像
中（图４Ａ），我们发现小鼠新骨生长的厚度各组间存在
差异（图４Ｂ）。ＳＰ组小鼠再生新骨厚度最低，而负载他
汀类药物的ＳＰ缓释系统组的小鼠新骨生长厚度均高于
未负载药物的ＳＰ组小鼠，其中ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组及
ＳＰＳｉｍ０．５５ｍｇ／ｍＬ组小鼠新骨生长厚度显著高于其
他组小鼠，ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组骨伤愈合情况最优。
２．５　新骨中成血管情况
　　在ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组材料植入后，对新骨生长
的促进作用显著好于其他组，因此进一步分析 ＳＰＳｉｍ
１．１ｍｇ／ｍＬ组、ＳＰＰｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ组及 ＳＰ组等３组
小鼠植入材料周围颅骨血管生成情况。结果显示，ＳＰ
Ｐｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ组及ＳＰ组小鼠植入材料周围颅骨几
乎没有新生血管长入，ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ组可观察到
ＣＤ３１及ＥＭＣＮ双阳血管的表达（图５）。

!

"

#

$

Ａ：颅骨的暴露并定位；Ｂ：颅骨打磨；Ｃ：材料植入并固定；Ｄ：皮肤缝合

图３　建立小鼠颅骨损伤模型
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图４　小鼠颅骨损伤处ＣＴ影像学表现及分析结果

!
"

组
!
!
"
!
"
#
$
%
&
'
(
)
*
+
)
,

组
!
"
!
!
-
)
'
&
'
)
*
+
)
,

组

./01 023' 023'4./01

图５　小鼠植入材料周围颅骨Ｈ型血管生长情况
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３　讨论

　　骨骼系统疾病因其高发病率、高致残率和高致死

率，成为影响国家经济社会发展的重大公共卫生问题。

据统计，中国６５岁以上骨质疏松人群中，约１／２的女

性和１／５的男性存在骨折风险［６］。２０１８年骨科植入

材料需求量突破２００亿元，并以３０％的年增长率持续
增长。兼具药物治疗功能的新型植入材料是未来骨缺

损治疗的发展方向，具有重要的社会、经济、科学意义。

　　聚醚醚酮（ＰＥＥＫ）作为一种半结晶性的高分子材
料，具有与骨组织匹配的弹性模量、稳定的化学性质、

射线可透过性和热稳定性等诸多优点，被广泛地应用

到包括脊柱融合器、髋关节等硬组织植入领域。然而，

ＰＥＥＫ属于生物惰性材料，长期临床使用中发现植入
人体后骨整合能力较差，与周围组织结合不佳，植入体

引发的骨折愈合不良和功能障碍仍是ＰＥＥＫ材料面临

的一个难题［７－８］。另一方面，目前骨代谢疾病的治疗

药物大多集中在抑制破骨细胞的功能和分化上，骨组

织蓄积低，需要长期、甚至终生服药，全身毒副作用明

显。为增强骨植入材料的临床修复效果，降低全身给

药毒副反应，借助生物医学材料进行促成骨药物的靶

向递送成为一种理想的替代选择。

　　他汀类药物属于 ３羟基３甲基戊二酰辅酶 Ａ
（ＨＭＧＣｏＡ）还原酶抑制剂，可将羟甲基戊二酸单酰辅

酶Ａ转化为甲羟戊酸，有效抑制体内 ＨＭＧＣｏＡ还原
酶及胆固醇的合成，临床广泛用于治疗原发性高胆固

醇血症及冠心病。本课题组前期开展了他汀类药物治

疗股骨头缺血性坏死（ＡＮＦＨ）的初步探索，结果显示，
普伐他汀口服不仅可促进成骨，还可改善骨缺血大鼠

的血管新生［２］。由于他汀类药物需大剂量口服才可

达到骨组织治疗浓度，为实现药物在骨组织的有效蓄

积，降低其全身毒副作用（肝损伤和肌溶解），我们进

一步构建了新型他汀局部缓释系统［５］。本研究成功

建立了小鼠颅骨损伤模型，并初步观察了磺化 ＰＥＥＫ
他汀缓释系统的促成骨功能。研究结果显示 ＳＰＳｉｍ

１．１ｍｇ／ｍＬ缓释系统对损伤颅骨的促成骨作用显著优
于未负载药物的 ＳＰ组，并存在剂量相关性，这一结果

与其他文献报道一致［９］，可能与辛伐他汀的脂溶性特

点及促血管生成作用有关。

　　研究显示，他汀类药物除降脂作用外，还具有多效

血管保护作用，可抑制血小板聚集和血栓沉积，通过影

响 ＦＭＤ、ｃｆＰＷＶ、ＳＬＩＴ３等因子改善血管内皮功
能［５，１０－１１］。Ｈ型血管是骨组织血管系统中存在一种特
异性的血管亚型，高水平表达内皮细胞黏附分子ＣＤ３１
和内皮粘蛋白ＥＭＣＮ［１］，主要分布在长骨干垢端，在皮
质骨中也有少量表达。在骨的生长、发育、重建及修复

的过程中，Ｈ型血管不仅提供了基础的营养物质，还通
过分泌各种细胞因子参与了成骨过程的重要调控。研

究显示，Ｈ型血管的内皮细胞可分泌血小板衍生生长
因子ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）［１２－１３］，通过影响成骨细胞的信号
转导促进成骨作用［１３］；Ｈ型血管还能调控循环细胞促
进基础物质的代谢，参与成骨细胞、破骨细胞和血管内

皮细胞之间的相互作用，影响新骨生成和骨伤修复［１４］。

本研究通过对颅骨中ＣＤ３１和 ＥＭＣＮ荧光检测分析损
伤骨中的Ｈ型血管情况。结果显示，ＳＰＳｉｍ１．１ｍｇ／ｍＬ
组小鼠损伤颅骨中可见 ＣＤ３１和 ＥＭＣＮ的双阳性表
达，ＳＰＰｒａ０．１６ｍｇ／ｍＬ和ＳＰ组并未发现明显的Ｈ型
血管，这与上述３组的骨再生情况相一致，也进一步提
示我们他汀类药物的促成骨作用可能与其保护 Ｈ型
血管的功能有关，相关机制需进一步研究。

　　本研究初步证实了磺化ＰＥＥＫ他汀缓释系统具有
促成骨治疗作用，在实现骨再生治疗的同时可优化ＳＰ
材料的成骨性能，辛伐他汀的成骨效果优于普伐他汀，

机理可能与Ｈ型血管保护作用相关，相关机制将在后
续工作中进一步阐明。磺化ＰＥＥＫ他汀的缓释系统将
为临床他汀类药物用于骨骼系统疾病的治疗提供新的

潜在策略。
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