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摘　 要　 目的　 探讨掺锶抗生素骨水泥(AIBC-Sr)对成骨细胞增殖及抗菌性能的影响。 方法 以六水氯化

锶(SrCl2·6H2 O)掺入抗生素骨水泥(AIBC)中制备 AIBC-Sr,掺锶比例分别为 0. 1%、0. 5%、1%、2%,各组分别为

AIBC-Sr0. 1 组、AIBC-Sr0. 5 组、AIBC-Sr1 组、AIBC-Sr2 组,未掺锶为对照组。 微机控制电子万能试验机测试各组

骨水泥抗压强度,接触法测试骨水泥面团时间,热成像仪测试骨水泥固化时间、固化温度和最高聚合温度。 根据

上述各组不同比例 AIBC-Sr 材料制备片剂,然后用片剂制备浸提液,未掺锶 AIBC 浸提液为对照组,依照掺锶比

例分为 AIBC-Sr0. 1、AIBC-Sr0. 5、AIBC-Sr1 及 AIBC-Sr2 各浸提液组。 各组浸提液培养小鼠颅顶前成骨细胞

(MC3T3-E1 细胞),细胞增殖-毒性检测试剂盒(CCK-8)检测细胞增殖活性。 各组浸提液进行金黄色葡萄球菌、
大肠埃希菌抑菌实验,检测抑菌圈直径。 结果 AIBC 不同比例掺锶后,与对照组相比抗压强度、面团时间、固化

时间、最高聚合温度及固化温度均无明显差异(P>0. 05)。 CCK-8 结果显示,与对照组相比,AIBC-Sr0. 5 浸提液

组细胞增殖活性增高( tD = 3. 18,P= 0. 03),差异有统计学意义。 对金黄色葡萄球菌抑菌实验中,与对照组比较,
AIBC-Sr0. 1 浸提液组、AIBC-Sr0. 5 浸提液组、AIBC-Sr1 浸提液组和 AIBC-Sr2 浸提液组抑菌圈直径增大( tD =
4. 89,P<0. 001;tD = 10. 20,P<0. 001;tD = 4. 68,P<0. 001;tD = 9. 05,P<0. 001),差异均有统计学意义。 对大肠埃希

菌抑菌实验中,与对照组比较,AIBC-Sr0. 1 浸提液组、AIBC-Sr0. 5 浸提液组、AIBC-Sr1 浸提液组和 AIBC-Sr2 浸提

液组抑菌圈直径增大( tD = 3. 17,P= 0. 03;tD = 12. 04,P<0. 001;tD = 6. 34,P<0. 001;tD = 13. 95,P<0. 001),差异均

有统计学意义。 结论 AIBC-Sr 能够促进 MC3T3-E1 细胞增殖,增强 AIBC 对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌的抑

菌能力。
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Abstract: Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

strontium-doped
 

antibiotic
 

bone
 

cement
 

on
 

osteoblast
 

prolifera-
tion

 

and
 

antibacterial
 

properties. Methods AIBC-Sr
 

was
 

prepared
 

by
 

adding
 

strontium
 

chloride
 

hexahydrate
 

( SrCl2 ·
6H2 O)

 

into
 

antibiotic
 

bone
 

cement
 

(AIBC). The
 

proportion
 

of
 

strontium
 

was
 

0. 1%,0. 5%,1%
 

and
 

2%,and
 

the
 

groups
 

were
 

AIBC-Sr0. 1,AIBC-Sr0. 5,AIBC-Sr1,AIBC-Sr2,respectively. A
 

non-doped
 

AIBC
 

group
 

served
 

as
 

the
 

control. The
 

compression
 

strength
 

of
 

each
 

group
 

of
 

bone
 

cement
 

was
 

tested
 

by
 

micro-controlled
 

electronic
 

universal
 

testing
 

machine,
the

 

dough
 

time
 

of
 

bone
 

cement
 

was
 

tested
 

by
 

contact
 

method,and
 

the
 

curing
 

time,curing
 

temperature
 

and
 

maximum
 

poly-
merization

 

temperature
 

of
 

bone
 

cement
 

were
 

tested
 

by
 

thermal
 

imager. Extract
 

solutions
 

of
 

AIBC-Sr
 

tablets
 

in
 

different
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proportions
 

were
 

prepared. The
 

extract
 

solution
 

of
 

AIBC
 

without
 

strontium
 

doping
 

was
 

the
 

control
 

group
 

and
 

was
 

divided
 

into
 

the
 

extract
 

solution
 

groups
 

of
 

AIBC-Sr0. 1,AIBC-Sr0. 5,AIBC-Sr1
 

and
 

AIBC-Sr2
 

according
 

to
 

the
 

strontium
 

doping
 

ratio. Mouse
 

cranial
 

precranial
 

osteoblasts
 

(MC3T3-E1
 

cells)
 

were
 

cultured
 

in
 

the
 

extracts
 

of
 

each
 

group,and
 

cell
 

prolif-
eration-toxicity

 

assay
 

kit
 

(CCK-8)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

proliferation
 

activity. Control
 

group,0. 1%,0. 5%,1%
 

and
 

2%
 

AIBC-Sr
 

extract
 

groups
 

were
 

selected
 

for
 

staphylococcus
 

aureus
 

and
 

escherichia
 

coli
 

antibacterial
 

experiment,and
 

the
 

di-
ameter

 

of
 

antibacterial
 

circle
 

was
 

detected. Results After
 

AIBC
 

was
 

doped
 

with
 

strontium
 

in
 

different
 

proportions,there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

compressive
 

strength,dough
 

time,curing
 

time,maximum
 

polymerization
 

temperature
 

and
 

curing
 

temperature
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P>0. 05). The
 

CCK-8
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

con-
trol

 

group,the
 

proliferation
 

activity
 

in
 

the
 

AIBC-Sr0. 5
 

extract
 

solution
 

group
 

increased
 

( tD = 3. 18,P = 0. 03),and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant. In
 

the
 

antibacterial
 

experiment
 

against
 

staphylococcus
 

aureus,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

diameters
 

of
 

the
 

antibacterial
 

zones
 

in
 

the
 

AIBC-Sr0. 1,
 

AIBC-Sr0. 5,
 

AIBC-Sr1
 

and
 

AIBC-Sr2
 

extract
 

solution
 

groups
 

increased
 

( tD = 4. 89,P<0. 001);tD = 10. 20,P<0. 001;tD = 4. 68,P<0. 001;tD = 9. 05,P<0. 001),and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant. In
 

the
 

antibacterial
 

experiment
 

against
 

escherichia
 

coli,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

diameters
 

of
 

the
 

antibacterial
 

zones
 

in
 

the
 

AIBC-Sr0. 1,AIBC-Sr0. 5,AIBC-Sr1
 

and
 

AIBC-Sr2
 

extract
 

solution
 

groups
 

increased
 

( tD = 3. 17,P= 0. 03);tD = 12. 04,P<0. 001;tD = 6. 34,P<0. 001;tD = 13. 95,P<0. 001),and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant. Conclusion AIBC-Sr
 

extract
 

can
 

significantly
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells,and
 

enhance
 

the
 

antibacterial
 

efficacy
 

of
 

AIBC
 

against
 

staphylococcus
 

aureus
 

and
 

escherichia
 

coli.
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　 　 聚甲基丙烯酸甲酯 ( polymethylmethacrylate,
PMMA)是临床上应用最为广泛的骨水泥,在关节

置换手术、椎体骨折手术及关节假体周围感染手术

中,能够提供稳定及坚强支撑[1] 。 但是,PMMA 缺

乏成骨活性,不具有抗菌能力。 PMMA 植入骨内,
不利于界面的骨量维持,容易导致植入部位抗菌能

力下降。 因此,选择材料掺入 PMMA,使其保持原

有的物化性质,拥有成骨生物活性及抑菌能力,有
利于临床治疗,是目前材料学研究的热点[2] 。

锶(Sr)具有促进骨形成、抑制骨吸收的双重作

用[3] ,有研究证实,磷酸钙生物材料中掺 Sr 可有效

地促进成骨
 [4] ,掺 Sr 生物活性玻璃能改善去卵巢

小鼠骨流失[5] ,PMMA 中掺 Sr 不影响机械强度及

凝固性能,同时具有较好的生物活性[6] 。 然而,抗
生素骨水泥( antibiotic

 

bone
 

cement,AIBC)中掺 Sr
后的研究更具实际意义,因为 AIBC 具有预防感染

的作用,手术中应用的骨水泥绝大部分为 AIBC。
目前,针对 AIBC 更多的研究集中在增加负载抗生

素种类上[7] ,AIBC 中掺 Sr 的研究较少。 我们认为

掺锶抗生素骨水泥( AIBC-Sr),具有防治假体周围

感染和增加骨水泥周围骨量的潜在价值。 因此,本
研究旨在明确 AIBC 中掺 Sr 后对成骨细胞增殖活

性和细菌抑制能力的影响。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

六水氯化锶 ( SrCl2 · 6H2O) 购于德国默克

Sigma-Aldrich 公司(货号 C14985191);抗生素骨水

泥(AIBC)(美国捷迈邦美 ZIMMER
 

BIOMET 公司)
获赠于济宁宇康贸易有限公司;一次性骨水泥真空

搅拌器(上海尚融生物科技有限公司)获赠于济宁

多康商贸有限公司;聚四氟乙烯模具购于佳丰精密

加工工厂; 小鼠颅顶前成骨细胞 ( MC3T3-E1 )
Subclone

 

14 细胞购于中国科学院细胞库 (货号

248364);细胞增殖-毒性检测试剂盒(Cell
 

Counting
 

Kit-8,CCK-8)购于合肥白鲨生物科技有限公司(货

号 BL1055C)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 掺锶抗生素骨水泥( AIBC-Sr)材料制备　
在恒温恒湿实验室中,骨水泥搅拌器中加入 40 g

 

PMMA 固相,相应质量比例 SrCl2·6H2O 颗粒研磨

均匀后混入固相,搅拌混匀,再加入 20 mL 液体单

相,搅拌均匀 30 s,1 min 内把混合材料填入聚四氟

乙烯圆柱形模具各孔中,在模具两侧放置端板,持
续施加压力 15 min,移除端板,磨平模具两端面隆

起骨水泥,脱模杆将骨水泥圆柱体从模具中脱出。
掺锶比例分别为 0. 1%、0. 5%、1%、2%,各组分别

为 AIBC-Sr0. 1 组、 AIBC-Sr0. 5 组、 AIBC-Sr1 组和

AIBC-Sr2 组,未掺锶为对照组,每组 n= 6。
1. 2. 2　 不同比例 AIBC-Sr 抗压性能测试　 制备直
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径 6 mm、高 12 mm 骨水泥圆柱,微机控制电子万能

试验机测试各组骨水泥抗压强度,测试参数:最大

应力为 20KN 传感器,压缩速率 20 mm / min,最大

压缩形变为 5 mm。
1. 2. 3　 不同 AIBC-Sr 面团时间测试　 相同量不同

比例含锶 PMMA 固相与 PMMA 液相混合瞬间开始

计时,搅拌 30 s 后,用戴有橡胶手套的手指轻触混

合物表面,观察手指与混合物分开时是否有纤维形

成,去除黏着物,以最大 15 s 的间隔重复上述过

程,直至手指与混合物之间无纤维形成。
1. 2. 4　 不同 AIBC-Sr 聚合固化时间及温度测试　
相同量不同比例含锶 PMMA 固相与 PMMA 液相混

合瞬间开始计时,热成像仪记录聚合反应过程中的

温度变化,温度上升后,每隔 5 s 记录温度一次,直
至最高温度,所需时间即为固化时间,温度上升至

最高温度一半的时间,所对应的温度即为固化温

度。
1. 2. 5　 细胞增殖检测　 根据 1. 2. 1 各组 AIBC-Sr
材料制备直径 5 mm、高 3 mm 骨水泥片剂,放于

80 ℃干燥箱内干燥 1 h 后紫外线照射灭菌,紫外线

照射强度≥90 μW / cm2,两面分别照射 30 min。 按

照中华人民共和国国家标准 ISO
 

10993-12:2021 医

疗器械生物学评价第 12 部分:样品制备与参照材

料中浸提液提取标准,即材料与含 10%胎牛血清的

α-MEM 培养基按照 0. 2 g / mL 比例,37 ℃ 环境中浸

提 72 h 后取上清液,浸提液应用无菌过滤膜除菌

后于 4 ℃ 保存,浸提液部分送山东省分析测试中

心,采用电感耦合等离子体发射光谱仪测量各组浸

提液中 Sr2+浓度。 用含 10%胎牛血清的 α-MEM 培

养基培养,其中含有 100 U / mL 青链霉素,培养皿

放置于 37 ℃ 、5%CO2、95%湿度条件下。 每 2 ~ 3 d
换液,细胞长至铺满瓶底约 80% 时,胰酶消化传

代。 依 据 AIBC-Sr0. 1、 AIBC-Sr0. 5、 AIBC-Sr1 和

AIBC-Sr2 浸提液进行分组,未掺锶为对照组,每组

n= 6。 细胞接种在 96 孔板中,24 h 后更换各组浸

提液处理细胞 72 h,加入 10 μL
 

CCK-8 溶液,细胞

培养箱内继续孵育 4 h,在酶标仪中于 450 nm 处测

定吸光度 OD 值。 实验重复 3 次。
1. 2. 6　 抑菌实验检测浸提液抑制细菌的能力　 微

生物药敏试纸扩散法(K-B 法)接种金黄色葡萄球

菌、大肠埃希菌于含琼脂培养基的培养皿中,分别

培养 3 皿,培养皿直径为 60 mm,每皿中接种试纸

为 2 ~ 3 个,试纸片含庆大霉素,试纸片上加入

20 μL
 

0. 1%、0. 5%、1%及 2% AIBC-Sr 浸提液,未
掺

 

锶 AIBC 浸提液为对照(每组 n = 6),35 ℃ 培养

箱中培养 16 h 后观察抑菌圈大小并拍照,用游标

卡尺测量抑菌圈的直径,同时测定培养皿直径,得
出真实的抑菌圈直径大小。
1. 3　 统计学方法

应用 GraphPad
 

Prism
 

5 统计软件进行数据分

析,计量资料以 x±s 表示,多组间比较采用单因素

方差分析(One-Way
 

ANOVA 检验),多个实验组与

同一个对照组比较采用 Dunnett-t 法,分析前数据均

进行方差齐性检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 AIBC 中不同比例掺 Sr 对骨水泥抗压强度、
聚合时间及温度影响

各组最大抗压强度、面团时间、固化时间、聚合

最高温度及固化温度,差异均无统计学意义。 见表 1。

表 1　 掺 Sr 对骨水泥抗压强度、
聚合时间及温度影响(每组 n= 6)

组别
最大抗压

强度 / MPa
面团时间

/ min
固化时间

/ min
聚合最高

温度 / ℃
固化温度

/ ℃

对照组 82. 68±0. 44 5. 2±0. 1 8. 8±0. 1 106. 3±0. 3 27. 1±1. 1
AIBC-Sr0. 1 组 82. 34±0. 43 5. 3±0. 3 8. 8±0. 1 106. 4±0. 5 27. 4±0. 9
AIBC-Sr0. 5 组 82. 20±0. 55 5. 1±0. 1 8. 8±0. 1 106. 3±0. 2 27. 1±0. 6
AIBC-Sr1 组 81. 92±0. 56 5. 3±0. 3 8. 7±0. 1 106. 1±0. 3 27. 3±1. 0
AIBC-Sr2 组 82. 51±0. 64 5. 3±0. 3 8. 9±0. 1 106. 2±0. 3 27. 3±0. 8
F 2. 35 0. 36 1. 22 0. 48 0. 09
P 0. 13 0. 83 0. 36 0. 75 0. 98

2. 2　 各组浸提液对细胞增殖影响

与对照组比较,AIBC-Sr0. 1 浸提液组、AIBC-
Sr1 浸提液组和 AIBC-Sr2 浸提液组细胞增殖活性

无明显差异(P>0. 05);与对照组比较,AIBC-Sr0. 5
浸提液组细胞增殖活性增加( tD = 3. 18,P = 0. 03),
差异有统计学意义。 见表 2。

表 2　 各组浸提液对细胞增殖活性的影响(每组 n= 6)

组别 OD 值 tD P

对照组 3. 04±0. 06
AIBC-Sr0. 1 浸提液组 3. 21±0. 07 2. 47 0. 10
AIBC-Sr0. 5 浸提液组

 

3. 26±0. 04∗ 3. 18 0. 03
AIBC-Sr1 浸提液组 3. 00±0. 13 0. 65 0. 91
AIBC-Sr2 浸提液组 2. 93±0. 10 1. 53 0. 40
F 8. 30
P <0. 001

注:与对照组比较,∗P<0. 05。
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2. 3　 各组浸提液对细菌抑制能力影响

与对照组比较,AIBC-Sr0. 1 浸提液组、AIBC-
Sr0. 5 浸提液组、AIBC-Sr1 浸提液组和 AIBC-Sr2 浸

提液组抑菌圈直径增大( tD = 4. 89,P< 0. 001; tD =
10. 20,P<0. 001;tD = 4. 68,P<0. 001;tD = 9. 05,P<
0. 001),差异均有统计学差异(表 3)。 与对照组比

较,AIBC-Sr0. 1 浸提液组、AIBC-Sr0. 5 浸提液组、
AIBC-Sr1 浸提液组和 AIBC-Sr2 浸提液组抑菌圈直

径增大( tD = 3. 17,P = 0. 03; tD = 12. 04,P< 0. 001;
tD = 6. 34,P< 0. 001; tD = 13. 95,P< 0. 001),差异均

有统计学差异。 见表 3。

表 3　 各组浸提液对金黄色葡萄球菌、
大肠埃希菌抑菌能力(每组 n= 6)

组别
金黄色葡萄球菌

抑菌圈直径 / mm
tD P

  大肠埃希菌抑

菌圈直径 / mm
tD P

对照组 19. 43±0. 40 15. 73±0. 12
AIBC-Sr0. 1 浸提液组 21. 00±0. 17∗# 4. 89 <0. 001

  

16. 23±0. 29∗# 3. 17 0. 03
AIBC-Sr0. 5 浸提液组 22. 70±0. 69∗ 10. 20 <0. 001

 

17. 63±0. 25∗ 12. 04 <0. 001
AIBC-Sr1 浸提液组 20. 93±0. 12∗# 4. 68 <0. 001

  

16. 73±0. 12∗# 6. 34 <0. 001
AIBC-Sr2 浸提液组 22. 33±0. 29∗ 9. 05 <0. 001

 

17. 93±0. 12∗ 13. 95 <0. 001
F 32. 80 68. 87
P <0. 001 <0. 001

注:与对照组比较,∗P<0. 05;与 AIBC-Sr0. 5 组比较,#P<0. 05。

3　 讨论

人工膝关节置换术是一种成熟的手术方式,已
成为临床治疗老年性终末期膝关节骨性关节疾病

最有效的手段之一,能够有效缓解关节疼痛,重建

关节功能,改善生活质量[8] 。 截至目前,临床上大

部分膝关节假体植入后的初始稳定依赖于 PMMA
骨水泥,但是,PMMA 固体单相与液体单相混合后

发热对骨组织存在损伤[8] ,同时缺少成骨诱导活

性。 改善骨水泥性能,使其既能发挥传统抗生素骨

水泥的优势,又具有改善周围骨质生物活性的能

力,最终拥有更强稳定假体能力,延迟或避免假体

无菌性松动。
掺 Sr 陶瓷材料未改变原有机械活性,同时拥

有出色的抗骨质疏松生物活性[9] 。 因此,我们向

PMMA 骨水泥中掺入 SrCl2 ·6H2O,观察到掺入

2%以下 SrCl2·6H2O,不影响骨水泥的抗压强度及

聚合凝固过程,表明 PMMA 骨水泥中掺入一定比

例 SrCl2·6H2O 对其机械性能无改变,这为进一步

明确 PMMA 掺锶后的生物性能提供前提条件。

应用复合材料浸提液诱导细胞,模拟复合材料

植入体内后被体液作用后有效物质释放过程,是体

外实验中常用方法[10] 。 按照我国浸提液制备规范

及流程,收集浸提液培养 MC3T3-E1 细胞 72 h 后发

现,AIBC-Sr0. 5 浸提液组具有促进细胞增殖的作

用,而 AIBC-Sr0. 1、AIBC-Sr1 以及 AIBC-Sr2 浸提液

组对细胞增殖无影响,这与既往研究一致[11] 。 本

文进一步证实,AIBC-Sr 促进成骨细胞增殖存在区

间,过高、过低的比例对成骨细胞增殖无作用[12] ,
本研究发现,骨水泥中掺入 0. 5%质量比例的氯化

锶,有助于周围环境中成骨细胞的增殖。
膝关节置换术后假体周围感染率仍高达 1% ~

2%[13] ,假体周围感染严重影响患者假体使用寿

命,常需假体取出后放置占位器,择期再行假体植

入,明显增加患者身体损害和经济负担。 因此,骨
水泥中掺入抗生素是预防假体周围感染的有效手

段[14] 。 人工关节置换术后假体周围感染最常见的

革兰阳性菌和革兰阴性菌分别是金黄色葡萄球菌

和大肠埃希菌[15] 。 多项研究[10,16-17] 发现材料内掺

Sr 后能够增强材料的抗菌能力。 本文研究发现,
在 AIBC 中掺 Sr 后,不同比例 AIBC-Sr 浸提液对金

黄色葡萄球菌、大肠埃希菌均有抑制作用,与对照

组比较抑菌能力均有明显提升。 同时,我们还发现

在 0. 1% ~ 2%掺 Sr 比例范围内,AIBC-Sr 浸提液对

金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌的抑制作用不存在浓

度依赖性趋势。 不同比例 AIBC-Sr 浸提液对两种

细菌抑菌能力趋势无明显差异,其中,AIBC-Sr0. 5
组对细菌抑制能力最为突出。

本研究目前局限于体外细胞实验,仍需体内动

物实验进一步证实。 AIBC-Sr 作为既能增加成骨

细胞活性,又能增强抗菌活性的新型 AIBC,可能在

动物模型中也拥有这两种作用。 我们下一步的工

作聚焦在构建体内动物模型,植入 AIBC-Sr 干预,
明确对体内成骨细胞活性及抗菌能力的影响。

综上所述, AIBC 中掺入 0. 1%、0. 5%、1% 及

2%质量比例的 SrCl2·6H2O,对原有的机械强度及

凝固性能没有改变,不同比例 AIBC-Sr 浸提液对金

黄色葡萄球菌及大肠埃希菌抑菌能力都有明显增

强,其中 AIBC-Sr0. 5 浸提液对成骨细胞增殖有促

进作用。 因此,我们发现 AIBC 中掺入 0. 5%质量

比例的 SrCl2·
 

6H2O,不仅没有改变 AIBC 的机械

强度及凝固性能,而且对 AIBC 的成骨细胞增殖活

性及抑菌能力都具有积极作用,这为获取更优临床
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用骨水泥提供了理论基础。
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