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两种万古霉素藻酸盐微缓释球释放曲线的对比研究

侯天勇，许建中　（第三军医大学西南医院骨科，全军矫形外科中心，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　制备两种不同的万古霉素藻酸盐微球（ＶａｎｃｏＡＢ），对比其体外缓释性能和抗菌活性，探讨其在骨科抗感染
治疗中的可能应用。方法　应用滴注法制备万古霉素藻酸盐微球，通过分别改变万古霉素和藻酸盐溶液的浓度，优选万古霉素含
量高的微球，然后用不同浓度纤维蛋白凝胶包裹，通过检测各组万古霉素有效的释放时间来筛选适当包裹微球。结果　随着万古
霉素和藻酸盐溶液浓度的升高，微球中的万古霉素含量增高，１６％藻酸盐和５０ｍｇ／ｍＬ万古霉素等体积混合液制备的微球中万古霉
素含量最高，达（２７．３６±０．９０）％。在前述微球的基础上，７５ｍｇ／ｍＬ纤维蛋白包裹的微球释放万古霉素的浓度可有效杀灭金黄色
葡萄球菌１９ｄ。结论　优选后的ＦＧＶａｎｃｏＡＢ可达到有效杀菌浓度的释放天数显著延长，增加了临床应用的可能。
　　［关键词］抗生素缓释；纤维蛋白凝胶；骨组织感染
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　　抗感染治疗是创伤所致的开放性骨折、骨髓炎以
及外科术后处理中必不可少的重要措施。常规抗感染

治疗主要通过口服或静脉给药，虽然可以取得一定疗

效，但对于严重骨组织感染的患者，感染骨组织周围的

血流量减少，容易导致药物在血液中浓度高而局部骨

组织中浓度低的现象，降低了治疗效果。目前，应用生

物相容性好、可降解的包裹材料制备成药物缓释载体

并移植在骨折局部的给药方法，实现了直接给药、增强

药物疗效的作用。为此，笔者对纤维蛋白包裹的万古

霉素藻酸盐微球（ｆｉｂｒｉｎｇｅｌｃｏａｔｅｄｖａｎｃｏｍｙｃｉｎａｌｇｉｎａｔｅ
ｂｅａｄｓ，ＦＧＶａｎｃｏＡＢ）进行制备和优化，为其在骨组织

抗感染治疗中的可行性提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　万古霉素藻酸盐微球的制备和优化
　　将藻酸盐（美国Ｓｉｇｍａ公司，低粘度细胞培养级）溶解于去
离子水，制成４％、８％、１２％、１６％和２０％的溶液，分别与等体
积的１０、２０和５０ｍｇ／ｍＬ的万古霉素溶液混合。用注射器抽取
后，加压使混合溶液缓慢滴注到搅动的１．０１％（ｗ／ｖ）氯化钙水
溶液中。１０ｍｉｎ后，将从氯化钙水溶液中收集的藻酸盐微球用
去离子水洗净，－７０℃冻存６ｈ后再低压冻干６～８ｈ，直至重
量不再变化后分装保存。称取相同质量的由不同浓度藻酸盐

和万古霉素溶液制备的微球，用５ｍＬ的５％（ｗ／ｖ）柠檬酸三钠
溶液裂解微球，收集裂解液，以１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清液在高效液相色谱仪上测定万古霉素浓度。万古霉素含量

（％）＝微球中万古霉素质量／藻酸盐微球的质量×１００％。

１．２　ＦＧＶａｎｃｏＡＢ的优化
　　１６％藻酸盐溶液与５０ｍｇ／ｍＬ万古霉素的混合溶液制备的

·９４３·



局解手术学杂志　２０１４年 第 ２３卷　第 ４期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１４，Ｖｏｌ．２３，Ｎｏ．４

万古霉素藻酸盐微球冻干后，每组分３份，分别置入０、３０、６０、
７５和９０ｍｇ／ｍＬ的纤维蛋白原的磷酸二氢钾（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）溶液
中缓慢搅动。１０ｍｉｎ后浸入到４００ＩＵ／ｍＬ凝血酶中缓慢搅动，
促进凝胶在微球表面形成一层膜，即 ＦＧＶａｎｃｏＡＢ，然后将其
捞出，室温风干，称量包裹后的微球重量。增重比率（％）＝
（包裹后微球质量 －包裹前微球质量）／包裹前微球质量 ×
１００％。

１．３　ＦＧＶａｎｃｏＡＢ的体外释放
　　将上述不同浓度纤维蛋白包裹的微球１５ｍｇ放置在１０ｍＬ
体积的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）中，于３７℃恒
温箱中每天更换液体，收集培养基，以 １００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液在高效液相色谱仪上测定万古霉素浓度。

１．４　毒性试验
　　抽取体质量为２５ｋｇ雄性山羊（第三军医大学动物中心提
供）髂骨骨髓１０ｍＬ，按照文献［１］方法获取山羊间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）。取第３代ＭＳＣｓ，以２×１０４／ｍＬ
的密度接种到２４孔板中，每孔加入已收集的经不同浓度纤维
蛋白包裹的微球缓释液 １ｍＬ，以普通培养基作为对照，观察
ＭＳＣｓ的生长情况。在培养后１、３、５和７ｄ，各组选取３孔，用
ＰＢＳ溶液洗３次，加入１ｍＬ普通培养基，加入１００μｌ的ＣＣＫ８
ｋｉｔ（日本ＤｏｊｉｎｄｏＬａｂ公司）液体，在３７℃孵育２ｈ，然后取１００
μｌ孵育液到９６孔板，通过酶标仪在４５０ｎｍ测得吸光度（Ａ）
值。相对存活系数（％）＝（样本的 Ａ值／对照的 Ａ值）×
１００％。

１．５　万古霉素的浓度与活性测定
　　分别将收集的样本液进行高效液相（Ｗａｔｅｒｓ５１０泵，４８４紫
外检测器）分析，测得其中万古霉素的含量。具体方法为：取上

清液１０～５０μｌ进样，流动相为乙腈和ＫＨ２ＰＯ４溶液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ），
８
!

９２混合，磷酸调 ｐＨ值至３．２，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长
２３６ｎｍ。通过试管稀释法测定万古霉素对金黄色葡萄球菌
（ＡＴＣＣ２５９２３）最小的抑菌浓度。万古霉素被用含有０．５ｍＬ附
加阳离子的ＭＨ肉汤连续倍加稀释。每一组试管的葡萄球菌
接种物是０．５ｍＬ过夜的含有５．０×１０５／ｍＬ菌落单位的培养
基。最小抑菌浓度是在３７℃孵育２４ｈ后能够阻止菌液混浊的
最低抗生素浓度。测定最小抑菌浓度后，取每一干净试管中

０．０１ｍＬ液体铺在血液琼脂平皿上。最小杀菌浓度是在３７℃
孵育２４ｈ后，使平皿上菌落数目为１０个或是以下的抗生素的
最低浓度。

１．６　统计学处理
　　数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，运用ＳＰＳＳ１０．０软件，采
用单因素方差分析及ＬＳＤ法，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　缓释微球的性状
　　万古霉素藻酸盐溶液在氯化钙溶液中可形成浅白色的球
状物，随着时间延长，微球颜色逐渐加深，变成乳白色，球体的

硬度增加。球体的大小主要取决于滴注的藻酸盐液滴的大小。

本研究中藻酸盐微球的大小在５ｍｍ左右，冻干后藻酸盐微球

的体积明显减小，缩减至大约３ｍｍ。被纤维蛋白凝胶包裹后
的藻酸盐万古霉素微球体积无明显变化，经 ０、３０、６０、７５和
９０ｍｇ／ｍＬ纤维蛋白溶液浸泡，再经凝血酶塑形而形成通透膜包
裹的微球的增重比率分别为（－０．２７±３．６５）％、（３．５３±
２．０３）％、（６．１７±２．２２）％、（８．３４±２．０９）％、（８．７９±２．００）％，
表面变得更光滑。

２．２　藻酸盐微球中万古霉素的含量
　　在混合液中万古霉素浓度相同的条件下，随着藻酸盐溶液
浓度的升高，最后成形的微球中万古霉素的含量逐渐增加。起

始藻酸盐溶液达到１６％时所制备的微球中万古霉素的含量最
高，至２０％时开始减低。在藻酸盐浓度相同的条件下，微球中
万古霉素的含量随着制备混合液中万古霉素浓度的增加而显

著增加（图１）。由５０ｍｇ／ｍＬ万古霉素和１６％藻酸盐的混合液
制备的微球，万古霉素的含量最高，达（２７．３６±０．９０）％。
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图１　不同浓度的万古霉素和藻酸盐溶液混合后制备的微球中
万古霉素的含量

２．３　ＦＧＶａｎｃｏＡＢ释放的万古霉素
　　万古霉素对金黄色葡萄球菌标准株（ＡＴＣＣ２５９２３）的最小
抑菌浓度和杀菌浓度分别为１．２０ｍｇ／Ｌ和２．１０ｍｇ／Ｌ，药物敏
感的折点值为５ｍｇ／Ｌ。以万古霉素敏感的折点值作为最低浓
度标准，放置未包裹的万古霉素藻酸盐微球的溶液中万古霉素

的浓度超过此值的连续时间为１１ｄ，而由３０、６０、７５和９０ｍｇ／ｍＬ
纤维蛋白溶液形成包裹的ＦＧＶａｎｃｏＡＢ溶液中，释放的万古霉
素的浓度超过５ｍｇ／Ｌ的时间分别为１３、１７、１９和１９ｄ（图２）。
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图２　不同浓度纤维蛋白凝胶包裹的万古霉素藻酸盐微球在体
外释放的万古霉素的浓度。图中横线表示对标准菌株

（ＡＴＣＣ２５９２３）具有敏感杀灭作用的折点值的万古霉素
的浓度（５ｍｇ／Ｌ）

２．４　毒性试验
　　ＭＳＣｓ在各实验组中均表现较明显的增殖趋势，细胞形态
正常。各组相对生存率在培养后１ｄ均有不同程度的降低，３ｄ
降低较明显，５ｄ至最低（各组之间差异无统计学意义）；培养后
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７ｄ各组的相对生存率均出现不同程度的升高（图３）。
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图３　不同浓度纤维蛋白凝胶包裹的万古霉素藻酸盐微球对共
培养的ＭＳＣｓ增殖的影响

３　讨论

　　藻酸盐是天然的可吸收材料，属于多糖类物质，主
要从褐藻中提取，其主要成分为 βＤ甘露糖醛酸（Ｍ
残基）和αＬ古洛糖醛酸（Ｇ残基），具有优良的生物
相容性和可降解特性，在钙离子溶液中即可形成热稳

定凝胶，不需要高温或有机化学试剂交联，有利于其作

为可溶性缓释药物的包裹材料［２３］。目前，利用藻酸盐

优良的生物学特性制备的局部抗生素控释微球已经被

用于慢性骨髓炎的治疗研究，取得了较好的治疗效

果［４］。但是，单纯的万古霉素藻酸盐缓释微球释放的

药物达到有效治疗浓度的持续时间还不足够长［５］，已

有左旋多聚赖氨酸被用于包裹藻酸盐抗生素微球，其

药物有效释放时间得到延长［３］。笔者设计了 ＦＧＶａｎ
ｃｏＡＢ缓释系统，对相应的条件进行优化，万古霉素的
有效释放时间较前有所延长。

　　大量的抗生素可供临床和实验研究使用，但是，针
对目前骨组织感染的救治现状，大量的耐药菌株的出

现以及藻酸盐的包裹特性，万古霉素是最佳的选择对

象。万古霉素是一种糖肽类抗生素，对引起骨感染常

见的革兰阳性菌具有很强的杀灭能力，其中包括金黄

色葡萄球菌和表皮葡萄菌（包括耐甲氧西林菌株），以

及链球菌（包括化脓性链球菌）等［６７］。同时，万古霉

素易溶于水，可同藻酸盐制成混合溶液，通过滴注形成

缓释微球。万古霉素无明显的毒副作用，不像青霉素

类会引起强烈的变态反应。

　　用于局部埋置的药物缓释包裹材料的选择应当具
有以下特点：生物相容性好，降解成分可被人体吸收；

载药量高，可以满足局部用药的需要；所包裹的药物释

放平缓，具有较低的突释率，避免瞬间形成可引起副作

用的高药物浓度。藻酸盐具有良好的生物相容性和可

降解特性，已被广泛用作细胞载体和药物缓释载

体［８９］。而异体和（或）异种纤维蛋白凝胶也因为其良

好的生物相容性和黏附特性在临床中得以使用。如果

使用患者自身的血浆制备凝胶，则可以完全避免潜在

的诱导炎症和免疫反应的危险。

　　在本研究中，通过调整制备微球的藻酸盐和万古
霉素的起始浓度，优化筛选万古霉素含量最高的缓释

微球，提高单位质量微球的载药量，可以减少局部用药

时缓释载体的放置量，避免过多的外源性物质对局部

组织成骨可能造成的影响。同时，通过低压冻干和表

面包裹纤维蛋白凝胶，使微球的储存更为方便，并延长

了万古霉素的释放时间［１０］。实验结果还表明，用于包

裹藻酸盐微球的纤维蛋白凝胶的两种成分纤维蛋白原

和凝血酶的浓度越高，微球中万古霉素的突释越少，其

释放时间越长，这同 Ｊｅｏｎ等［１１］的研究相一致。具体

原因在于形成纤维蛋白凝胶的主体是纤维蛋白原，凝

血酶只是促进纤维蛋白原３条链当中的２条链 αＡ和
βＢ断裂，释放多肽Ａ和Ｂ，使其转化为纤维蛋白单体，
相互间自发聚集形成多聚体；同时凝血酶激活ⅩⅢ因
子，激活的ⅩⅢ因子在Ｃａ２＋的作用下催化各纤维蛋白
单体间的第三条链 γ的谷氨酰胺残基和赖氨酸的
ε氨基形成共价键，最终形成网状的纤维蛋白多聚
体［１２］。纤维蛋白凝胶的包裹就像一层膜，纤维蛋白原

的浓度越高，形成的膜越致密，孔径越小，限制了水分

进入到藻酸盐微球，因而减少了万古霉素的洗脱。同

时，高浓度成分形成的包裹外膜强度也高，限制了微球

吸水后的膨胀，因而减慢了微球的崩解，延长了药物释

放时间。凝血酶的浓度选定为４００ＩＵ／ｍＬ，而并未进
行浓度优化，主要是基于以下考虑：形成的纤维凝胶蛋

白膜的致密程度和强度主要是由纤维蛋白原的浓度决

定的，凝血酶只是触发反应的酶；高浓度的凝血酶（如

４００ＩＵ／ｍＬ）才可以保证在短时间内微球表面形成均
匀一致的膜；缩短酶促反应时间，减少微球在溶液中浸

泡的时间，避免微球中包含的药量因为浸泡而丢失。

　　药物缓释载体的安全性以及是否能够满足治疗需
要也是本研究观察的重点。通过将不同方式处理的微

球同ＭＳＣｓ共培养，观察细胞形态和活力的变化来评
价其安全性，我们发现细胞的形态良好，活力轻度受抑

制，体现了较好的安全性。对于缓释微球疗效的评价，

主要是定时收集微球缓释的溶液并以高效液相色谱仪

测定其中万古霉素浓度，以标准的 ＡＴＣＣ２５９２３金黄
色葡萄球菌株作为参照，通过测定万古霉素对其具有

敏感杀灭作用的折点值，观察微球释放的万古霉素浓

度可以满足杀灭金黄色葡萄球菌的时间长短。研究显

示，有效的释放天数最长可达１９ｄ，较其他包裹方式有
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Ｋｉ６７、ＣｙｃｌｉｎＤ１和 Ｅｃａｄ在皮肤鳞状细胞癌中的表达及意义
余　琦，杨江辉，李　宁　（解放军第３０９医院病理科，北京 １０００９１）

　　［摘　要］　目的　探讨ｋｉ６７、ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｅｃａｄ在皮肤鳞状细胞癌中的作用。方法　采用免疫组化 ＳＰ法检测 ｋｉ６７、ＣｙｃｌｉｎＤ１
和Ｅｃａｄ在３５例皮肤鳞状细胞癌组织的表达，并以１０例正常皮肤组织作为对照。结果　ｋｉ６７、ＣｙｃｌｉｎＤ１在皮肤鳞状细胞癌组织中
表达显著高于正常对照组（Ｐ＜０．０５），且与肿瘤分级相关（Ｐ＜０．０５）；Ｅｃａｄ在皮肤鳞状细胞癌组织中表达明显低于正常对照组
（Ｐ＜０．０５），与肿瘤分级相关（Ｐ＜０．０５）；ｋｉ６７与 ＣｙｃｌｉｎＤ１在皮肤鳞状细胞癌中表达呈正相关（ｒ＝０．５５１，Ｐ＜０．０５）；ｋｉ６７与 Ｅｃａｄ
在皮肤鳞状细胞癌中表达不相关（Ｐ＞０．０５）；ＣｙｃｌｉｎＤ１与 Ｅｃａｄ在皮肤鳞状细胞癌中表达不相关（Ｐ＞０．０５）。结论　ｋｉ６７和 Ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１在皮肤鳞状细胞癌中阳性表达上调；ｋｉ６７、ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｅｃａｄ均与肿瘤分级相关，可以作为判断皮肤肿瘤恶性程度的指标。
　　［关键词］ｋｉ６７；ＣｙｃｌｉｎＤ１；Ｅｃａｄ；皮肤鳞状细胞癌；免疫组织化学
　　［中图分类号］Ｒ７３９．５　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１６７２５０４２（２０１４）０４０３５２０３

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＫｉ６７，ＣｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄＥｃａｄｉｎｃｕｔａｎｅｏｕｓｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
ＹＵＱｉ，ＹＡＮＧＪｉａｎｇｈｕｉ，ＬＩＮｉｎｇ　（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙ，Ｔｈｅ３０９ｔｈＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＰＬＡ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００９１，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＫｉ６７，ＣｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄＥｃａｄｉｎｔｈｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＳＣＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７，ＣｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄＥｃａｄｉｎ３５ｃａｓｅｓｏｆＳＣＣａｎｄ１０ｃａｓｅｓｏｆｎｏｒｍａｌｓｋｉｎｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙＳＰ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＫｉ６７ａｎｄＣｙｃｌｉｎＤ１ｉｎＳＣＣｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｒｅｌａｔｅｄｔｏ

　ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．１６７２５０４２．２０１４０４００９
　［收稿日期］２０１４０３１２　　［修回日期］


２０１４０３２２

所延长［３］。同时，高效液相色谱仪的应用，一方面可

以提高溶液中万古霉素浓度检测的灵敏度，另一方面，

根据待测物质出现峰形的时间，还可以判断是否为万

古霉素而非其他物质。

　　总之，通过优化万古霉素和藻酸盐混合溶液的不
同比例，筛选高含量的万古霉素藻酸盐微球。再通过

调整包裹万古霉素藻酸盐微球的纤维蛋白凝胶的构成

成分纤维蛋白原的浓度，筛选万古霉素缓释时间长的

微球，在此基础上进一步检测其对共培养细胞的毒性

和对标准菌株的活性。结果显示 ＦＧＶａｎｃｏＡＢ释放
的万古霉素浓度体外达到可杀灭标准菌株的时间为

１９ｄ，对共培养细胞增殖影响微弱，提示其在骨科抗感
染治疗中具有潜在的应用价值。
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