
分类号密级

ｕＤ Ｃ编 号

博士 学 位 论 文

镁合金表面层状双氢氧化物涂层构建及其治疗 骨 肉瘤 的实验研究

Ｆａｂ ｒ ｉｃａ ｔｉｏｎｏｆｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂ ｌｅｈｙｄｒｏｘｉｄｅｃｏａｔｉｎｇ
ｏｎＭｇ

ａ ｌ ｌｏｙ
ａｎｄｉｔｓ

ａｐｐ ｌ ｉｃａ ｔｉｏｎｉｎｔｒｅａ ｔｍｅｎ ｔｏｆｏ ｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ

程 实

导师 姓 名张余 教授


专 业 名称外科学 （骨外 ）


培 养 类型 学术型博士研究生


论 文 提 交 日 期２０２ １ 年 ０３ 月 ２８ 曰




南方医科大学 ２０ １ ８ 级博士学位论文

镁合金表面层状双氢氧化物涂层构建及其治疗骨肉瘤的

实验研究

Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎｏｆｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂｌｅｈｙｄｒｏｘｉｄｅｃｏａｔｉｎｇ
ｏｎＭｇ

ａｌｌｏｙ

ａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ

课题来源 ： 国 家重点研发计划 （ ２０ １ ７ＹＦＢ０７０２６０４ ） ，

国 家 自 然科学基金面上项 目 （ ３ １ ７７ １ ０３ ８ ）

学 位 申 请 人 程实

导 师 姓 名 张余 教授

专 业 名 称 外科学 （骨外 ）

培 养 类 型 学术型研究生

培 养 层 次 博士研 究生

所 在 学 院 第二临床 医学院

答辩委 员 会 主席 郑玉峰 教授

答辩委 员 会委 员 白 晓春 教授

宁成云 教授

吴水林 教授

邹学农 教授

刘 宣 勇 教授

杨蟲教授

２０２ １ 年 ５ 月 １ ９ 日 广 州





博士学位论文


镁合金表面层状双氢氧化物涂层构建及其

治疗骨肉瘤的实验研究

博士研宄生 ： 程实
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摘 要

骨肉瘤是最常见的恶性骨肿瘤 ， 常见于儿童及青少年 ， 致死率或致残率极

高 ， 对社会家庭危害重大。 目 前临床使用的标准化治疗方案包括新辅助化疗＋手

术＋术后化疗的保肢治疗方式 ， 但近 ５ 年患者总体生存率未进
一

步提高 ， 主要原

因在于术后局部复发和转移 。 目 前应用于保肢治疗的材料主要为钛合金 、 不锈

钢或钴铬钼合金等 ， 均为惰性材料无生物活性对肿瘤治疗无作用 ， 且远期因力

学不匹配导致植入材料松动 、 断裂 。 植入材料直接与体 内组织相接触 ， 可作为

抗肿瘤的第
一道战线 ， 因此赋予植入材料抗肿瘤效果是提升骨肉瘤疗效的潜在

手段 。 镁合金是可降解金属 的代表 ， 被誉为下
一

代生物医用金属材料 ， 具有 良

好的力学性能和可降解性 ， 其降解产生的镁离子能有效促进新骨生成 。 最新研

究表明镁基金属具有 良好的抗肿瘤效应 ， 因此镁合金在骨肉瘤治疗中亦具有极

大潜力 。 但其仍有许多不足 ， 首先是镁合金降解速率过快 ， 产生大量镁离子和

氢气 ， 导致组织周 围碱性微环境和炎症反应 ； 其次是其抗肿瘤效果虽强于钛合

金等惰性材料 ， 但在治疗恶性肿瘤方面仍不够满意 。 因此 ， 为满足临床应用需

求 ， 需改善其抗腐蚀效果并提升抗肿瘤效应 。 为解决这两个问题 ， 本研宄采用

水热法原位生成的方式在镁合金表面构建 Ｍｇ
－Ａｌ 双氢氧化物 （ ＬＤＨ ） 涂层 ， 并

利用涂层的层间置换效应负载活性药物雷公藤红素 （ ｃｅｌａｓｔｒｏ ｌ ） ， 研宂结果发现 ：

１ 、 镁合金表面 ＬＤＨ 涂层可显著改善镁合金的抗腐蚀效果和生物相容性 ， 体 内

外研宄显示其成骨成血管作用也得到提升 ；
２ 、 ＬＤＨ 镁合金材料负载雷公藤红素

Ｉ



摘 要

后能缓慢释放药物 ， 且体 内外实验显示负载雷公藤红素的 ＬＤＨ 镁合金可有效杀

死骨肉瘤细胞 ， 其作用与诱导肿瘤细胞凋亡和活性氧产生有关 ， 而 自 噬在其中

起到拮抗凋亡的作用 ， 当抑制 自噬后肿瘤细胞凋亡进
一

步增加 ；
３ 、 体内实验显

示负载雷公藤红素 ＬＤＨ 镁合金材料可在早期明显促进新骨生成 ， 有利于材料与

骨的稳定结合 ， 这可能与雷公藤红素在体 内释放后抑制破骨细胞活性有关 。 综

上 ， 本研宄以镁合金为基底构建 ＬＤＨ 涂层并负载雷公藤红素 ， 所制备的新型材

料可有效杀死骨肉瘤细胞并促进骨修复 ， 从植入材料的角度为骨肉瘤的综合治

疗提出新方法 。

关键词 骨肉瘤 植入材料 镁合金 双氢氧化物涂层 雷公藤红素
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１ ． １ 骨肉瘤的治疗现状

１ ． １ ． １ 骨肉瘤的流行病学

骨 肉瘤 （ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ） 是最常见的起源于骨骼系统的原发恶性骨肿瘤 ， 据

统计 ， 骨肉瘤发病率为每年 Ｏ ．Ｏ ｔｎＸｏ
－

Ｏ ． Ｏ ｆＢ％。 ， 但 由于我国人 口基数大 ， 每年新

发的病例数近 １ 万例 ［
１

，
２

］

。 骨肉瘤致病因素不明确 ， 己知的危险因素包括放射性

物质 、 Ｐａｇｅｔ 病 、 以 Ｐ５３ 基因突变为特征的 Ｌ ｉ
－Ｆｒａｕｍｅｎｉ 综合征 、 以 ＲＢ １ 基因突

变为特征的视网膜母细胞瘤 、 Ｗｅｍｅｒ 综合征 、 Ｒｏｔｈｍｕｎｄ－Ｔｈｏｍｓｏｎ 综合征等 ［
３
＿

８
］

。

８０％的骨肉瘤患者为 １ ０－２０ 岁儿童和青少年 ， 其次为 ５０ 岁 以上中老年人 ， 男性

与女性发病率之比约为 １ ．４ ： １ ， 恶性程度高 ， 自然病程的截肢率或死亡率极高 ，

对社会和家庭造成巨大影响Ｍ 。

１ ． １ ．２ 骨肉瘤的化疗进展

骨肉瘤好发于骨骼发育生长最快的股骨远端或胫骨近端 ， 这些负重骨行手术

切除将严重影响患者的肢体功能＿ 。 在 １ ９７０ 年之前 ， 单纯截肢手术仍是骨肉瘤

的主要治疗手段 ， 然而根据 １ ９４６— １ ９７ １ 年的文献报道 ， １ ２８６ 例患者采取截肢手

术后的 ５ 年生存率平均仅为 １ ９ ． ７％
（
１ ６％？２３％

）
， 大多数患者在截肢后的 １ 年 内

发现肺转移灶 ， 因此有学者提出 患者在确诊骨肉瘤时即伴有微小转移灶的理论

学说 ， 提示截肢手术并不能从根本上消灭肿瘤病灶 ［
１ １

－

１ ３
］

。 在 １ ９７０ 以后 ， 有学者

尝试在术后使用化疗药物来提升骨肉瘤患者的生存率 ， 并在随后 的随访中发现

骨 肉瘤 的治疗效果较单纯截肢手术大大提升 。

一

项来 自 多 中心骨 肉瘤协作组

（
ＴｈｅＭｕｌｔｉ

－

ＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌＯ ｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａＳｔｕｄｙ ， ＭＩＯＳ
）和加州大学洛杉机医院的前瞻

性随机对照研宄证实采取术后辅助化疗患者的 ２ 年生存率为 ６３％ ， 而单纯手术

组仅为 １ ２％ ， 确认了术后辅助化疗的重要性 ［
１ ４

］

。 此后各大肿瘤治疗中心不断尝

试不同化疗药物配伍及剂量 ， 众多研宄结果均显示术后辅助化疗的 良好效果 ，

并提出化疗的主要作用可能为杀灭肺微小转移灶或者延迟肺转移灶出现的时间 ，

从而确立化疗在骨肉瘤治疗中 的核心地位 ［
１ ５

，
１ ６

】

。 随着外科技术的进步 ， 尤其是

１
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

关节假体的发明及在骨肉瘤治疗中的应用 ， 保肢的概念应运而生 ， 患者可通过

保肢治疗避免截肢带来的痛苦 ［
１＇ 然而过去假体设计及制作需要 ２－

３ 个月 的时间 ，

为避免在等待的时间 内骨肉瘤患者的病情进展 ， 最早 Ｒｏｓｅｎ 等设计了
一

种新辅

助化疗方案 Ｔ５ ， 给予 甲氨喋呤 （
ＭＴＸ

，
２００ ｍｇ／ｋｇ）

、 长春新碱 （
ＶＣＩＵ ５ ｍｇ／ｍ

２

）
、 多

柔比星 （
ＡＤＭ

，

４５ｍｇ／ｍ
２

）化疗 ， 每种药物循环 １ 次后手术 此后纪念斯隆 －凯瑟

琳癌症中心也开展了关于术前新辅助化疗应用 的研宄 ， 并提出 了Ｔ－

１ ０ 方案 ［
１ ９

］

。

随后
“

术前新辅助化疗＋保肢手术＋术后新辅助化疗
”

的综合治疗模式被各大肿瘤

治疗中心认可并采纳 。 但随后美国儿童肿瘤协作组 （
ＰｅｄｉａｔｒｉｃＯｎｃｏ ｌｏｇｙ

Ｇｒｏｕｐ ，

ＰＯＧ
）和德奥瑞骨肉瘤协作组 （

ＴｈｅＣｏｏｐｅｒａｔｉｖｅＯ ｓｔｅｏ ｓａｒｃｏｍａＳｔｕｄｙ
Ｇｒｏｕｐ ， ＣＯＳＳ

）

等国际上知名 的骨肉瘤治疗协作组研究发现 ， 新辅助化疗并不能增加患者的生

存时间 ， 是否采取术后辅助化疗才是影响生存率的关键因素 目 前对于新辅

助化疗的作用主要归纳为以下几个方面 ： １ 、 为保肢手术设计争取时间 ；
２ 、 使

肿瘤边界更加明确 ， 利于手术范围的确定 ；
３ 、 根据术前新辅助化疗的结果可评

估肿瘤坏死率 ， 不仅可提示预后 ， 还可根据化疗方案敏感性对辅助化疗方案进

行修订 ， 即挽救化疗 （
ｓａｌｖａｇｅｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ）

。 这种综合治疗方式作为 ＮＣＣＮ 指南

中骨肉瘤的标准化治疗方式在世界各肿瘤治疗中心广泛应用 ， 并确立了 以表柔

比星 、 顺铂 、 异环磷酰胺和 甲氨蝶呤为核心的化疗方案 ［
２２

，
２３

］

。 但近年来根据各

大肿瘤治疗中心随访结果发现 ， 近 ３０ 年来骨肉瘤患者的 ５ 年生存率较前未进
一

步提升 。 同时 ， 由于使用大剂量化疗药物带来的副作用如阿霉素导致的心脏毒

性 ［
２４

］

、 顺铂导致的肾毒性和耳毒性◎以及甲氨蝶呤导致的骨髓抑制 ［
２６

］等却给临

床治疗带来许多 困难 。 因此 ， 找到更为安全有效的化疗药物或给药方式是现今

骨肉瘤 内科治疗中亟待解决的关键问题之
一

。

１ ．１ ．３ 骨肉瘤外科治疗研宄进展

在化疗应用于骨肉瘤之前 ， 截肢是骨肉瘤最主要的治疗方式 ， 然而其对患

者身心打击巨大 。 随着影像 、 化疗 、 放疗和人工假体等技术的发展和应用 ， 保

肢手术逐渐取代截肢手术成为主要外科治疗方式 ， 现在 ９０％以上的骨肉瘤患者

能接受保肢治疗 ［
２力

。 国 内外许多学者就保肢手术和截肢手术的疗效进行对比 ，

２
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

发现采取两种方式治疗患者远期生存时间无差别 ， 但保肢治疗的患者远期心理

接受度和肢体功能更好 ， 表明保肢手术相对截肢手术同样安全但肢体功能效果

更好 ［
２８ －

３ １
］

。 骨肉瘤的保肢手术外科治疗有两方面的要求 ， 首要 目 标是完整、 彻底

的切除或灭活肿瘤组织 ， 其次是重建因切除导致的骨与软组织缺损 。 为了准确

彻底 的切除肿瘤 ， 需要 明确肿瘤分期和外科边界的概念 。 Ｅｎｎｋｉｎｇ 最早提出 的

ＭＳＴＳ 外科分期系统是 目 前骨肉瘤治疗中最为广泛应用 的
一

类分期系统 ， 相较于

国际通用 的美国癌症联合委员会 （ ＡＪＣＣ ） 提出 的恶性骨肿瘤分期系统 ， ＭＳＴＳ

分期 引入了解剖间室的概念 ， 将完全位于骨 内 的称为间室 内肿瘤 ， 而穿透骨皮

质 的称为间室外肿瘤 ［
３２

］

， 因此更有利于骨肿瘤医生规划切除范围 。 基于 ＭＳＴＳ

分期系统而产生的 ＭＳＴＳ 外科边界评价系统也广泛用于指导手术 ， 该系统将外

科边界分为囊 内切除 、 边缘切除 、 广泛切除及根治性切除 ［
３２

］

。 囊 内切除指保留

肿瘤的包膜 ， 切除部分或全部肿瘤组织 ； 边缘切除指经肿瘤的真性或假性包膜

外切除肿瘤 ， 可能有微小的肿瘤组织残留 ； 广泛切除是指整块切除肿瘤和肿瘤

外的正常组织 ， 不经肿瘤 内或包膜进行操作 ， 术野无肿瘤残留 ； 根治性切除指

将解剖 间室结构连同肿瘤全部切除 。 广泛切除是骨肉瘤外科手术追求的 目 标 ，

既完整的切除肿瘤组织 ， 又尽可能保留更多 的骨量利于肿瘤切除后的修复重建 ，

而达到这
一

目 标的关键在于如何精确判断骨肉瘤病灶的边界 。 目 前 ， 如何精准

判断骨肉瘤累及范围仍是亟待解决的难题 。 临床工作中常依据新辅助化疗后的

ＭＲＩ 判断肿瘤边界 ， 根据反应带的边界扩大 ３
－５ｃｍ 来确定截骨范围 ， 然而此种

标准是否真正安全仍有争议 ［
３ ３

，

３４
］

。 Ｂｅｒｔｒａｎｄ 等人的研宄指出 ， 局部复发的风险与

切除边缘至肿瘤距离无关 ， 关联最直接的是切缘是否被肿瘤细胞污染 ， 病理学

阴性的边界才是最安全的边界 ［
３ ５

］

。 这对外科医生的操作提出更高的要求 ， 显然

在获得病理学阴性边界的条件下 ， 截除范围越小因操作造成肿瘤细胞污染的可

能性越大 ， 而术中却无法精准判断骨肉瘤的边界 。 在这种两难的情况下 ， 植入

材料可 以作为体内抗肿瘤的第
一

道战线发挥作用 ， 因此赋予植入材料抗肿瘤的

效果也许是降低局部复发率的可能手段。

３





绪 论


１ ．２ 兼具抗肿瘤与骨修复生物材料研宄现状

如前所述 ， 不同于其他肿瘤 ， 骨肿瘤的治疗需要同时兼顾肿瘤学和骨科学

两方面的 内容 ， 即除需要彻底杀死肿瘤细胞外 ， 还需考虑外科切除后功能重建

的问题 ［
３６

］

。 传统支架材料虽然部分解决了骨缺损的 问题 ， 但其对骨肉瘤的治疗

并无帮助 。 而植入材料在骨肉瘤切除区域直接与周 围组织接触 ， 可以作为体内

与肿瘤细胞对抗的第
一

道战线 ， 达到降低局部复发率的效果 。 因此如何赋予支

架材料抗肿瘤效果是值得深入研究的 问题 。 国 内外也有许多学者关注这
一

难题 ，

试图通过对材料进行不同设计和改性解决这
一

临床 问题 。 Ｗｕ 等人将 Ｍ〇Ｓ２ 和

ＣｕＦｅＳｅ２ 等具有 良好光热效果的材料制备到 ３Ｄ 打印的 ｐ
－ＴＣＰ 陶瓷材料表面 ， 在

低功率近红外光辐射下即可使材料表面温度迅速升高 ， 从而杀死肿瘤细胞 ， 同

时 ， 支架释放的生物活性离子能够显著促进骨间充质干细胞的增殖与分化 ， 并

诱导体内新生骨组织的长入 ［
３ ７４ １

］

。 Ｚｈａｎｇ 等人在钛合金表面采用等离子喷涂方式

构建
一

层黑色 Ｔｉ０２ 涂层 ， 在近红外光照射下能迅速升温杀死肿瘤细胞 ， 远期促

进骨修复叫 。 Ｌｕ 等制备 了
一

种生物陶瓷 －壳聚糖 多孔支架 ， 内 部负载磁性

８价
１ ２０ １ ９ 纳米颗粒 ， 通过磁控产热的方式杀死肿瘤细胞 ， 在植入体 内 ３ 月 后发

现具有促进成骨效果 ［
４３

］

。 这些研究都显示出 了令人振奋的结果 ， 然而多采用传

统金属材料 ， 不可降解 ， 远期仍会有磨损 、 松动等 问题 ； 光热的穿透性差并不

适合于骨这样的深部组织而磁热的可控性仍有待观察 。 基底材料和治疗手段的

合理选择对于提高重建质量 、 降低局部复发率至关重要 。 与传统医用金属材料

相比 ， 可降解镁金属的骨科应用使 内植入物同时具有了生物相容性好 、 成骨诱

导性佳 、 避免二次手术取出等优势 ， 具有很好的应用潜力及推广价值 。

１ ．３ 应用于骨肿瘤治疗中的镁合金

镁基金属被誉为
一

类革命性的医用金属材料 。 与传统的金属类骨科植入材

料相比 ， 其不仅具有体液环境下可降解 ， 避免二次手术取出 的优势 ， 且接近人

体骨组织密度和弹性模量 ， 可有效避免
“

应力遮挡
”

效应 ， 诱导新骨生成并有效促

进骨整合 。 并且 已有部分镁基金属产 品在临床上应用 ， 如经 ＣＥ 批准认证的

４
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

ＭＡＧＮＥＺＩＸ？加压螺钉和韩 国食品药品监督管理局认证批准的 Ｋ－ＭＥＴ 镁金属

螺钉 ， 表明镁合金材料己经走向临床应用 ［
４４

，
４５

］

。 在骨肿瘤领域 ， 也有许多研宄

发现镁合金具有
一

定抗肿瘤效果 。 ２０ １ ３ 年 ， Ｍａ 等首次报道镁合金具有应用于骨

肿瘤治疗中的潜在作用 ， 提出可通过控制镁合金降解产生的氢气和 ＰＨ 值来调节

细胞活性氧的含量达到抗肿瘤的 目 的 ［
４６

］

。 随后 ， Ｈａｋｉｍｉ 等构建了新型多孔镁合

金支架 ＥＷ６２ ， 提升其抗腐蚀性和力学性能 ， 并通过体外研宄发现其对骨肉瘤细

胞增殖具有显著抑制效果 ［
４＇Ｋｉｍ 等人发现镁基颗粒在体外能杀死骨肉瘤细胞

ＳＡＯＳ２ ， 可能与诱导活性氧产生有关 ［
４８

１

。 Ｄａｉ 等人进
一

步通过更加完整的体内体

外实验验证了镁及镁合金相较于钛基金属对骨肉瘤生长及转移的抑制作用 ， 并

发现机制可能与镁合金降解后使肿瘤微环境 内 ＰＨ 值升高 ， 镁离子蓄集有关 ， 而

且能促使 ＣＸＣＲ４ 信号轴的激活 ［
４９

］

。 我们课题组在前期研宄中发现 ， 负载二磷酸

盐的镁锶合金可激活 ＮＦ－ＫＢ 信号通路诱导骨 巨细胞瘤凋亡 ［
５ （＞

］

， 此外 ， 对镁锶合

金化微球进行表面微弧氧化掺杂含氮双磷酸盐药物 ， 通过体 内外研宄发现其可

通过 甲羟戊酸途径诱导骨肉瘤细胞凋亡及坏死 ， 然而仍缺乏对成骨性能的研宄

［
５ １

１
。 以上研究均显示镁基金属在骨 肉瘤和其他类型骨肿瘤治疗中的应用前景 ，

但其临床应用前仍有部分不足 ， 首先镁合金在体内 降解速度过快 ， 产生过多的

镁离子会造成过碱微环境并释放大量氢气不利于组织再生 ， 其次其虽有抗肿瘤

活性但仍不能满足需求 。 为解决这两个 问题 ， 本课题选用镁合金 ＡＺ３ １ 作为基底

材料 ， 通过表面改性构建双金属氢氧化物涂层 ， 负载抗肿瘤药物雷公藤红素 ，

深入研宄其对骨肉瘤的杀伤效果及机制 ， 并通过体 内实验评价其对骨修复的作

用 。

５





第
一章 镁合金表 面 Ｍｇ

－Ａ Ｉ ＬＤＨ 涂层构建 及其表征


第一章 镁合金表面 Ｍｇ
－Ａ ｌＬＤＢ［ 涂层构建及其表征

骨 肉瘤的治疗需要切除肿瘤组织并重建肢体功能 。 目 前 ， 应用于骨 肉瘤治

疗中 的传统骨植入材料 （ 钛合金 、 不锈钢 、 钴铬钼合金等 ） 的缺点 明显 ， 包括

释放毒性离子 、 不可降解 、 生物活性差且不具备抗肿瘤特性等 ［
５＾

］

。 镁合金被誉

为下
一

代生物医用金属材料 ， 不仅具有 良好的生物活性 ， 且其弹性模量更接近

机体骨组织 ［
５ Ｓ

－

ＳＧ
］

。 研宄发现镁合金降解产生的镁离子可通过诱导神经末梢释放活

性肽 ＣＧＲＰ 进而诱导骨生成问 ］

。 近年来也有多数研究证实镁合金对肿瘤的生长

有抑制作用 ， 因此适合作为骨肿瘤术后 的 内植物 ４ ９
，
５ ｉ

］

。 但是生物医用镁基金

属材料在机体 内 富含氯离子的微环境下降解速率过快 ， 产生大量氢气和碱性环

境不利于骨组织修复 ［
６２

］

。 因此 ， 需要对镁合金进行表面改性 ， 以调整其降解速

率达到与机体骨组织修复相匹配 ， 并可赋予其特定的生物性能 ， 如载药 ， 促骨

生成和血管生成等效果 。 镁合金的表面改性方式包括物理改性如 电化学沉积 ［
６ ３

］

、

离子注入＿ 、 微弧氧化网 、 磁控溅射等 ， 而化学改性包括水热 ／碱热处理岡 、 氟

处理 ［
６ ７

］

、 电化学氧化处理网等 ， 本课题组前期在镁合金表面构造 了
一

种基于层

状双氢氧化物 （ Ｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂ ｌｅｈｙｄｒｏｘ ｉｄｅ ，ＬＤＨ ） 的Ｍｇ
－Ａ ｌＬＤＨ薄膜 ， 发现其

可显著降低镁合金 ＡＺ３ １ 的降解速度并提高其生物相容性讲 ］

。 基于上述工作 ， 在

本章 中我们采用氢氟酸处理后再使用水热原位生成法在 ＡＺ３ １ 表面制备纯度更

佳的 Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 涂层 ， 并且对其体 内体外抗腐蚀性 、 电化学性能 、 微观结构等

进行评价 。

１ ． １ 实验材料

１ ． １ ． １ 主要仪器和试剂

主要试剂和仪器厂家及来源

微量移液枪 （ １
ｐＬ ／ １ ０

ｇＬ／ １ ００
ｎＬ ／ １ ０００

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司 ， 德 国
｜

ｉＬ ）

６ 孔细胞培养板 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司 ， 美国

２４ 孔细胞培养板 Ｃｏｍｉｎｇ 公司 ， 美国

６
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

超声清洗机上海
一

恒公司 ， 中 国

电热恒温鼓风干燥箱 ＤＨＧ－

９ １ ４６Ａ
，
上海精宏

超纯水机 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司 ， 美国

电子显微镜Ｈｉｔａｃｈｉ
－Ｓ３４００Ｎ

，
日本 日 立

氟化氢 国药集团 ， 上海

硝酸铝 国药集团 ， 上海

能量射散铺仪 ＩＸＲＦ－

５ ５０ｉ
，
ＩＸＲＦＳＹＳＴＥＭＳ

， 美国

Ｘ 射线衍射仪 Ｄ／Ｍａｘ
，
ＲＩＧＡＫＵ

， 日本

电化学工作站 ＣＨＩ７６０Ｃ
； 中 国

扫描 电子显微镜Ｈｉｔａｃｈｉ
－Ｓ３４００Ｎ

， 日 本 曰立

１ ． １ ．２ 实验所需主要溶液的配制

（ １ ）ＰＢＳ 磷酸盐缓冲液

１ＬＰＢＳ 磷酸盐缓冲液的配制方法 ： 磷酸二氢钾 （
ＫＨ２Ｐ０４

）
：０ ．２７ ｇ ， 磷酸氢

二钠 （
Ｎａ２ＨＰ０４

）
：１ ．４２ ｇ ， 氯化钠 （

ＮａＣｌ
）

：８ ｇ ， 氯化钾 （
ＫＣ １

）
：０ ．２ ｇ ， 加去离子水

约 ８００ｍＬ 充分搅拌溶解 ， 然后加入浓盐酸调 ｐＨ 至 ７ ．４ ， 最后定容到 １Ｌ 。

（ ２ ）４０％（ ｖ／ｖ ） 的氟化氢 （ＨＦ ） 溶液

将 ４０ｍＬ 氟化氢缓慢加入 ６０ｍＬ 超纯水 内 ， 搅拌均匀 ， 配置成为浓度为 ４０％

（ ｖ／ｖ ） 的 ＨＦ 溶液。

１ ．２ 实验方法

１ ．２ ． １ 镁合金 ＡＺ３１ 表面 Ｍｇ
－Ａ１ ＬＤＨ 涂层的构建

镁合金 ＡＺ３ １ 购买 自苏州川茂金属材料有限公司 ， 并切割成直径 １ ０ ｍｍ ， 厚

度 ２ｍｍ 的片状试样 ， 用 １ ０００＃碳化硅 （ Ｓ ｉＣ ） 砂纸 以高转速打磨镁合金材料表

面以去除表面的氧化层及杂质 ； 打磨后的镁合金浸泡于无水乙醇 （ 国药集团 ，

上海 ） 内并使用超声清洗三遍 ， 每次 ５ｍｉｎ ， 清洗完成后置于 ３ ７

°

Ｃ烘箱 内晾干备

用 。

７
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第
一幸 镁合金表面 Ｍｇ

－Ａ ｌ ＬＤＨ 涂层构建及其表征


将清洗好的 ＡＺ３ １ 样品倾斜放于六孔板 内 ， 将 ４０％ＨＦ 溶液缓慢加入到六孔

板中直到完全浸没材料表面 。 然后将六孔板置于烘箱 内 ， 调整温度为 ２５
°

Ｃ使其

反应 ６ｈ 。 ＨＦ 处理结束后 ， 收集处理过的 ＡＺ３ １ 样品并使用去离子水反复清洗 ５

次 ， 每次 ３ｍｉｎ 。 将 ＨＦ 处理 ６ｈ 组命名为 ＨＦ－

１ ＃
，而 ＨＦ 处理 １ ２ｈ ， ２４ｈ ， ３ ６ｈ 和 ７２ｈ

组同样按照上述方式处理 ， 并分别命名为 ＨＦ－２＃
，
ＨＦ－３＃

，
ＨＦ－４＃和 ＨＦ－５＃ 。

配置反应所需溶液 ： 称量 ２ １ ３０＾ 硝酸铝 （乂以〇３
） ３

） 粉末 ， 加入 ５〇 １＾ 超

纯水中 ， 配置成 ０ ． ０２Ｍ 硝酸铝溶液 ， 缓慢滴入 ＮａＯＨ 调整溶液 ＰＨ 值至 １ ２ ． ８ 。

将上述 ＨＦ 处理过的各组 ＡＺ３ １ 样品水平放入聚四氟乙烯内衬 ， 加入反应液 ， 再

将聚四氟乙烯 内衬放入不锈钢反应釜 ， 在电热恒温鼓风干燥箱 内保温 １ ２ｈ ， 设置

温度为 １ ２０

°

Ｃ 。 反应完成后 ， 获得的样品使用去离子水反复清洗样品表面 ， 自然

干燥 ， 并分别命名为
ＨＴ＃

，
ＨＴ－

１ ＃
，
ＨＴ－２＃

，
ＨＴ－３＃

，
ＨＴ－４＃和ＨＴ－

５＃ 。

１ ．２ ． ２ 镁合金 ＡＺ３ １ 表面 Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 涂层的表征

首先采用场发射扫描 电子显微镜观察 ＨＦ 处理前后 ＡＺ３ １ 样品表面形貌 ； 采

用能量射散谱仪 （ ｅｎｅｒｇｙ
ｄｉｓｐｅｒｓ ｉｖｅｓｐｅｃｔｘｒｍｌｅｔｅｒ

，
ＥＤＳ） 检测样 品表面Ａｌ ， Ｍｇ

和 Ｆ 的含量 ； 样品表面物相组成使用 Ｘ 射线衍射仪进行检测 （Ｘ－ｒａｙ
ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ

，

ＸＲＤ ） ， 射线源为 Ｃｕ Ｋａ（ ４０ ｋＶ
，
３０ ｍＡ

， 发射波长为 １ ． ５ １ ４８Ａ 扫描范围为 １ ０
°

到

５５
°

， 扫描速率为 ３
°

／分钟 ） 。

１ ．２ ．３ 材料抗腐蚀性评价

ＡＺ３ １ 和 ＨＴ－

３＃ 的动 电位极化 曲 线采用 电化学工 作 站 （ Ｅ ｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ ） 进行分析评价 。 测试所采用 的溶液为 ＰＢ Ｓ 缓冲液 。 工作体系为三

电极体系 ， 其中辅助电极为石墨 ， 参比 电极为 ＫＣ１ 溶液饱和甘汞电极 （ ＳＣＥ ） ，

工作 电极为测试样品 ， 样品暴露于 电解液的面积为 ０ ．２５ ５ｃｍ
２

， 在进行测试之前 ，

样品首先浸泡于 ＰＢＳ 溶液中 以获得稳定开路电势 。极化曲线扫描速度为 １ ０ ｍＶ／Ｓ ，

腐蚀电位 Ｃ＆ｏ／ｒ ） 和腐蚀电流密度以及极化电阻 （办 ） 通过 Ｔａｆｅｌ 外推法计算获

得 。 电阻抗谱测试采用 ５ｍＶ 正弦扰动信号 ， 记录范围为 １ ００ｋＨｚ 至 １ ０ｍＨｚ 。

所获得的结果使用 ＺＶｉｅｗ 软件进行分析 。

８
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

使用浸泡试验测试样品的抗腐蚀效果 。 各组样品放置于 ４００ｍＬ 烧杯中 ， 并

加入 ３ ６０ｍＬ ＰＢＳ ， 置于 ３ ７
°

Ｃ 烘箱 内 。 在烧杯上方倒置
一

漏斗 以收集析出 的氢气 ，

每天记录析出氢气的量 ， 连续记录七天 ， 样品表面积和 ＰＢＳ 溶液的体积 比为 ５０

ｃｍ
２
／Ｌ 。 在浸泡 １

，
４

，
７ 天后 ， 将各组样品取出 ， 去离子水清洗干净 ， 自然干燥后使

用扫描 电镜 （ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ，

ＳＥＭ ） 观察各组样品 的腐蚀形貌 。

１ ．３ 实验结果

１ ．３ ． １ＡＺ３ １ 表面 Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 涂层的形貌和组成

各组材料样品表面形貌如图 １ ． ５ ． １ 所示 。 所有涂层均呈现微纳片状结构 ， 被

Ｓ ｉＣ 摩擦产生的空隙基本上全部被微纳 －微米结构填充 ， 这与之前我们观察到的

现象
一

致 ［
６９

］

。 随着 ＨＦ 处理的时间延长 ， 更多的纳米结构微粒出现 ， 可能与 ＭｇＦ ２

的沉积有关 。 在 ＨＦ 处理时间到 ７２ｈ 时 ， ＭｇＦ２膜太厚 ， 导致 ＨＦ －

５＃样品表面出

现裂痕 （ 图 １ ． ５ ． １ （ ｆ） ） 。 图 １ ． ５ ． １ 中展示了ＡＺ３ １ 和 ＨＦ 处理后的各组样品 ＸＲＤ

结果 ， 六组结构相似 ， 主要检测到明显的 Ｍｇ 羽峰 ， ＭｇＦ２相并未在 ＨＦ 处理组

中检测 出来 ， 可能与其较差的结晶化有关。 然而 ， ＥＤＳ 的结果确认了ＭｇＦ２相的

形成 。 图 １ ．５ ． １（ ｈ ）
－（ｍ ） 显示 了水热处理后的各组样品表面形貌 ， ＬＤＨ 涂层

典型 的微纳鳞片样结构有序的排列在各组样品表面 ， 并填满 Ｓ ｉＣ 摩擦后产生的

缝隙中 。 水热处理的各组样品 的 ＸＲＤ 结果显示在图 １ ． ５ ． １（ ｎ ） 中 ， ＨＴ＃ 、 ＨＴ－

１ ＃

和 ＨＴ－２＃三组样品显示相同 的峰 。 除了Ｍｇ 的特征峰外 ， 在 １ ２
°

、 １ ８
°

、 ３ ８
°

和 ５８
°

也都检测 出来特征峰 ， １ ２
°

的峰代表 Ｍｇ
－Ａ１ ＬＤＨ 的形成 ， 而其他特征峰代表

Ｍｇ（
ＯＨ

）
２掺杂 。 然而 ， 在 ＨＴ－

３＃
，
ＨＴ－４ 和 ＨＴ－

５＃样品组仅检测到 Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 相而

未见 Ｍｇ（
ＯＨ

）２掺杂 。 图 １ ．５ ． １（ ｐ ） 显示了ＨＦ 处理后各组样品 Ｍｇ 和 Ｆ 的元素组

成 ， 随着处理时间的延长 ， Ｍｇ 的含量降低而 Ｆ 的含量升高 。 这表明 ＭｇＦ２相的

形成且薄膜逐渐增厚 。 而水热处理后 ， 如图 １ ．５ ． １（ ｑ ） 所见 ， 在 ＨＴ＃
，
、 ＨＴ－

１ ＃ 、

ＨＴ－２＃和 ＨＴ－３＃各组无氟元素检测出来 ， 说明 ＭｇＦ２在水热过程中被完全溶解 。

当 ＨＦ 处理时间延长到 ３ ６ 和 ７２ｈ 时 ， 可以在 ＨＴ４＃和 ＨＴ－５＃样品上检测到少量氟

元素 ， 表明所形成的涂层 内包含 ＭｇＦ２相 。 通过 ＸＲＤ 结果分析 ， 可知 ＨＴ－３＃样

９
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第
一章 镁合金表 面 Ｍｇ

－Ａ ｌ ＬＤＨ 涂层构建及其表征


品组所形成的为纯 Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 涂层 ， 因为没检测 出 Ｍｇ（

ＯＨ
）２相和氟元素 。

１ ．３ ．２ 电化学性能检测及体外抗腐蚀效果评价

镁的化学性质活泼 ， 镁合金在体 内会快速降解产生大量氢气和镁离子造成

植入体周 围碱性微环境和氢气腔 。 因此 ， 可通过在体外模拟体液浸泡检测镁合

金降解产生的氢气释放量来评价其抗腐蚀性能 。 本章采用 电化学测试 、 析氢实

验以及样品腐蚀形貌评价涂层体外抗腐蚀性能 。 因在上
一

章 中我们发现 ＨＴ－

３＃

表面形成的 ＬＤＨ 涂层最纯 ， 因此后续研宄均只对 ＨＴ－３＃样品进行分析 。 ＡＺ３ １

镁合金和 ＨＴ－

３＃的动 电位极化曲线如图 １ ．５ ．３ 所示 ， 与 ＡＺ３ １ 镁合金相 比 ， 水热

处理后的 ＨＴ－

３＃样品 自腐蚀电压升高 ， 而 自腐蚀电流密度降低 ， 说明生成涂层能

降低镁合金腐蚀速率 。 两组样品 的累积氢气释放量随时间变化曲线如图 １ ． ５ ．３ （ ｄ ）

所示 ， ＨＴ－

３＃的氢气释放量和速度显著低于 ＡＺ３ １ ， 说明 ＨＴ－３尚＃品具有 良好的抗

腐蚀性能 ， 这与动 电位极化 曲线结果是复合的 。 进
一

步通过扫描 电镜观察各组

样品表面的形貌 ， 结果如图 １ ．５ ．３（ ｅ ） 所示 ， 样品浸泡在 ｃｘ
－ＭＥＭ 后 ， 在 ＡＺ３ １

组仅 １ 天后即可观察到样品表面有 明显裂纹形成 ， 随着浸泡时间 的延长 ， 在 ４

天和 ７ 天时可见到更多和更深的裂纹形成 ； 而在 ＨＴ－

３＃组浸泡 ４ 天后样品表面仍

未见明显裂痕 ， 在 ７ 天时可见样品表面有少量腐蚀形成的裂纹 ， 但仍显著少于

ＡＺ３ １ 组 ， 以上结果说明在表面构建 ＬＤＨ 涂层的 ＨＴ－

３＃组能显著提升 ＡＺ３ １ 的抗

腐蚀性能 ， 有效保护镁合金基底 。

１ ．４ 讨论

镁的平衡电位为 －２ ． ３７Ｖ ， 其化学性质活泼 ， 在空气中与氧能够形成
一

层很薄

的 ＭｇＯ 或 Ｍｇ（
ＯＨ

）２氧化膜 ， 可保护 内部结构延缓腐蚀速率 。 通常对镁合金进行

碱热处理表面形成的也是薄层 Ｍｇ（
ＯＨ

）２ 以保护基底材料 。 然而形成的 Ｍｇ（
ＯＨ

）
２

氧化膜微溶于水 ， 且在体液微环境内 ， 富含的 Ｃ ｌ

？

离子 （约为 １ ５０ｍｍｏ ｌ／Ｌ ） 会攻

击氧化层 ， Ｍｇ（
ＯＨ

）２与氯离子反应形成易溶于水的氯化镁并释放氢气 ， 从而破坏

稳定结构 ， 导致表面保护膜提前丧失 ， 加速其腐蚀反应 。 由于腐蚀速度过快会

与骨的修复速率不匹配且造成炎症反应 ， 因此需要进行涂层化以延缓其腐蚀速

１ ０
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

度 ， 达到与骨修复相匹配的效果 。 在本章 中 ， 我们通过在镁合金表面原位生成

纯 Ｍｇ
－Ａ１ ＬＤＨ 涂层 ， 并对其进行表征 ， 在体外浸泡实验发现其显著提升镁合金

的抗腐蚀能力 。 ＬＤＨ 涂层是双层结构 ， 其间有阴离子沉积 ， 且沉积的阴离子具

有可替代性。在样品反应液中 阴离子为 ０Ｈ
？

和 ＮＯ
３

－

， 因此可以推测其表面 Ｍｇ
－Ａｌ

ＬＤＨ 相层间 阴离子同样为 ＯＨ
？

和 ＮＯ
３
？

， 其中 ＮＯ
３ ？

易被周 围溶液中 Ｃ ｌ

＿

替代 ，

将 Ｃ ｌ

－

替换至其层间 ， 使 Ｃ ｌ

＿

更难渗透到镁合金基底 。 其次 ， Ｍｇ
－Ａ１ ＬＤＨ 能够通

过层间离子交换机制降低周 围 Ｃ １

？

浓度 ， 从而降低 Ｃ ｌ

－

对Ｍｇ（
ＯＨ

）
２涂层的攻击 ，

保护涂层 。

已有许多研宄致力于在镁合金表面制备 ＬＤＨ 涂层 ， 然而 由于镁离子会快速

从基底材料中释放 ， 导致所形成的 ＬＤＨ 涂层不纯 ， 往往伴有氢氧化镁相 。 既往

研究采取先对镁合金进行预处理 （如阳极氧化等 ） ， 但是氢氧化镁的掺杂仍不可

避免 。 因此在水热形成 Ｍｇ
－Ａ１ ＬＤＨ 涂层前需要

一

种新的预处理方法 。 在本研宄

中我们采用 ＨＦ 对镁合金进行预处理 ， 原 因如下 ： １ ．ＨＦ 预处理是镁合金的常用

办法 ， 因为生产的 ＭｇＦ ２钝化层能够提升其抗腐蚀效果 ；
２ ．少量的氟元素有利于

镁基植入物的生物学表现 ， 如抗菌和诱导新骨生成 ；
３ ． 最重要的是 ， 氟化镁的溶

度积比氢氧化镁高 ， 表明氟化镁会缓慢转变为氢氧化镁 ， 而其是 Ｍｇ
－Ａ１ ＬＤＨ 的

前体物质 。 因此 ， 通过控制氢氧化镁的形成可以得到纯的 Ｍｇ
－Ａ１ ＬＤＨ 涂层 。 在

这两步法形成的 Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 涂层过程中 ， 我们发现如果 ＨＦ 处理小于等于 １ ２ｈ ，

￥获 ２ 相厚度不够因此无法抑制镁离子的快速释放 ， 从而氢氧化镁形成 。 而当 ＨＦ

处瑝到 ２４ｈ时 ，ＭｇＦ２层便逐渐溶解且释放合适量的镁离子形成Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 涂层 ，

而非氢氧化镁涂层 ， 从而就获得 了纯的 Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 涂层 。 进而当 ＨＦ 处理高于

２４ｈ 时 ， ＭｇＦ２ 层太厚 ， 尽管没发现氢氧化镁相掺杂 ， 但是在最终的涂层中观察

到氟元素存在 。 因此 ， 我们采用 ＨＴ－３＃作为后续研宄对象 ， 因为其表面形成的

Ｍ
ｇ

－ＡｌＬＤ
ｑ
涂层是纯度最高的 。

１ １
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－Ａ Ｉ ＬＤＨ 涂层 构建及其表征
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图 １ ． ５ ． ２ 两步法在镁合金 ＡＺ ３ １ 表面形成 Ｍｇ
－Ａ ｌＬＤＨ 方式
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注 ： ＡＺ３ １ 先在 ＨＦ 溶液 中处理不同时间 ， 再于反应爸 中进行水热反应获得 Ｍｇ
－Ａ ｌＬＤＨ

涂层 。 当 ＨＦ 处理时间较短时 ， 所获得的 ＬＤＨ 涂层有 Ｍｇ （
ＯＨ

）
２ 相掺杂 ，

？ 当 ＨＦ 处理时间较

长时 ， 所形成的 ＬＤＨ 涂层下有 Ｍ
ｇ
Ｆ２ 沉积 ， 结果发现在 ＨＦ 处理 ２４ｈ 组能获得纯化的 ＬＤＨ

涂层 。
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图 １
． ５ ． ３ 电化学性能检测及体外抗腐蚀效果评价
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注 ： 图 （ ａ ） 为 ＡＺ３ １ 和 ＨＴ－３ ＃动龟位极化 曲线 ， 图 （ ｂ ） 为 ＡＺ３ １ ａｎｄ ＨＴ－３＃电化学阻抗

谱 ， 图 （ ｃ ） 为电化学阻抗谱的等效电路 ， Ｒｓ 代表溶液 电阻 ， Ｑ ｆ 和 Ｒｆ分别代表与界面电

荷转移相关的双 电层容抗和反应 电阻 。 图 （ ｄ ） 为 ＡＺ３ １ 和 ＨＴ－３ ＃材料浸泡于 ＰＢ Ｓ 中 累积氢

气释放变化 ， 图 （ ｅ ） 为浸泡实验后两组材料的表面形貌 。

Ｎｏ ｔｅ ：Ｐｏ ｔｅｎ ｔ ｉ ｏｄ ＼ ｎ ａｍ ｉ ｃｐｏ ｌ ａｒｉｚａ ｔ ｉｏｎ（
ａ
）ａｎｄＥ ＩＳ（

ｂ
）ｒｅｓ ｕ ｌ ｔ ｓｏｆＡＺ３ １ａｎｄＨＴ－３＃

．Ｔｈｅ

ｅｑｕ ｉｖａｌｅｎｔｃ ｉｒｃｕ ｉ ｔｏｆＥＩ Ｓｒｅ ｓｕ ｌｔｓ（
ｃ

）
．Ｒｓ ｉ ｓｔｈｅｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎｒｅｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅ ．

Ｑ ｆａｎｄＲｆａｒｅｔｈｅｃａｐａｃ
ｉ ｔａｎｃｅ

ａｎｄｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅｏ ｆ ｔｈｅｃｏｒｒｏ ｓ ｉｏｎ
ｐｒｏ

ｄｕｃ ｔ ｉｏｎｏｒｃｏａ ｔ ｉｎｇ
ｏｎＡＺ３ １

，
ｒｅ ｓｐｅｃ ｔ ｉｖｅ ｌｙ ．ＲｅｔａｎｄＱｄ ｌａｒｅｔｈ ｅ

ｃｈ ａｒｇｅ ｔｒａｎ ｓｆｅ ｒｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅａｎｄ ｔｈｅｃｏｎ ｓ ｔａｎ ｔｐｈａ ｓｅｅ ｌｅｍ ｅｎ ｔｏｆｔｈｅｅ ｌｅｃｔｒｉｃａ ｌｄｏｕｂ ｌｅ ｌ ａ
＞
ｅｒ

？

ｅ ｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ ．Ａｃ ｃｕｍ ｕ ｌ ａ ｔ ｉｖｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎｅｖ ｏ ｌｕ ｔ ｉｏｎ（
ｄ

）ａｎｄｓｕｒｆａｃｅｖ ｉｅｗ ｓ（
ｅ

）ｏ ｆＡＺ ３ １ａｎｄＨＴ－

３ ＃

ｓ ａｍ ｐ ｌｅｓａｆｔｅｒ  ｉｍｍｅｒｓ ｅｄｉｎＰＢＳ ．

１ ３
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

第二部分 Ｍｇ
－Ａ ｌＬＤＨ 涂层镁合金的生物安全性及成骨性

能研宄

金属材料具有 良好的力学性能 ， 在骨科领域广泛应用 【
７（）

】

。 传统生物医用金

属材料主要为不锈钢 、 钴铬钼合金 、 钛合金等 ， 在临床应用后发现这
一

类材料

力学性能与骨组织不匹配 、 产生应力遮挡 ， 磨损和腐蚀后产生的毒性粒子会对

周 围组织产生毒副作用 。 此外 ， 由于不可降解 ， 在骨重建后需要二次取出 ， 对

患者造成不必要的痛苦和风险 。 随着生物材料的发展 ， 生物医用金属材料逐渐

从惰性材料演变为生物活性材料 ， 其 中可降解镁合金成为领域内研宄的重点 。

镁合金具有 良好的生物相容性和可降解的优势 ， 降解产生的镁离子有助于新骨

的生成 ， 且新近研究表明其有抗肿瘤活性 ， 因此具有应用于骨肿瘤治疗中 的潜

力 。 然而纯镁或镁合金在体液环境 内 降解速度过快 ， 除无法与新骨产生的速度

相匹配外 ， 产生的过多镁离子会造成局部过碱性微环境 ， 而产生的氢气会对周

围组织造成炎症反应 。 因此需要通过表面改性的手段调控镁基金属的降解速度 ，

赋予其更优越多变的生物学性能 。 在第
一

章 中 ， 我们成功设计并在镁合金表面

上构建 了Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 涂层 ， 通过扫描电镜发现表面形成典型 ＬＤＨ 状结构 ， 并

在体外抗腐蚀实验 中验证了 其显著提升镁合金的抗腐蚀效果 。 且通过 ＸＲＤ 和

ＥＤＳ 检测结果发现 ＨＴ－

３＃样品表面形成的 ＬＤＨ 是最纯的 ， ＨＴ－

１＃和 ＨＴ－２＃样品表

面 ＬＤＨ 有 Ｍｇ（ ０Ｈ ）２ 相掺杂而 ＨＴ￣４＃和 ＨＴ－

５＃样品有 ＭｇＦ２ 相掺杂 ， 因此在后

续实验中我们仅对 ＨＴ－３＃样品进行实验分析 ， 并 以 ＬＤＨ 代表 ＨＴ－３＃样品 。 在本

章 中 ， 将通过
一

系列生物学实验对比 ＬＤＨ 材料和镁合金 ＡＺ３ １ 的生物安全性和

体内外成骨效果 。

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 主要仪器与试剂

主要试剂和仪器厂家及来源 ？

超纯水机 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司 ， 美国

Ｌｉｖｅ／ｄｅａｄ 细胞死活检测试剂盒Ｂ ｅｓｔＢ ｉｏ ， 中 国

１ ４
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

Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ

－８试剂盒Ｄｏ
ｊ

ｉｎｄｏ公司 ， 日本

全波长酶标仪 Ｂ ｉｏｔｅｋ ， 美国

胎牛血清 Ｇｉｂｃｏ 公司 ， 美国

ａ－ＭＥＭ 培养基 索莱宝科技有限公司 ， 中 国

胰蛋 白酶 Ｓ ｉｇｍａ 公司 ， 美国

共聚焦显微镜 Ｌｅ ｉｃａ ＳＰ８ ， 日本

正 ／倒置焚光显微镜Ｎｉｋｏｎ 公司 ， 日本

恒温培养箱 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ 公司 ， 美国

台式离心机 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ 公司 ， 美国

电热恒温水浴槽
一

恒公司 ， 上海

微量移液器 Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆ公司 ， 德国

细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ 公司 ， 美国

细胞培养孔板 Ｃｏｍｉｎｇ 公司 ， 美国

人 ＶＥＧＦＥｌ ｉｓａ 检测试剂盒酶免 ， 中 国

碱性磷酸酶活性检测试剂盒碧云天 ， 中 国

ＰＣＲ 基因扩增仪 Ｂ ｉｏ－

ｒａｄ ， 美国

Ｔｒｉｚｏｌ 裂解液赛默飞世尔 ， 美国

Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００赛默飞世尔 ， 美国

荧光定量 ＰＣＲ 仪 Ｂ ｉｏ
－

ｒａｄＣＦＸ ， 美国

２ ． １ ．２ 实验所需溶液配制 ：

（ １ ） 实验所需浸提液的配置 ： 各组样品均提前采用环氧乙烷法灭菌处理 ，

将灭菌后的各组材料按照 ＩＳＯ１ ０９９３ －５ ： １ ９９９ 的标准 ，材料面积与提取介质 的比例

为 １ ．２５ｃｍ
２
／ｍＬ 。 将各组材料按照 比例浸泡于 ｃｔ

－ＭＥＭ 或 内皮细胞培养基 ＥＣＭ 中

２４ｈ ， 收集浸提液存储于 ４
°

Ｃ冰箱 内 ， 用于后续细胞实验 。

（ ２ ） 完全培养基的配置 ： ５００ｍＬａ－ＭＥＭ 加入 ５０ｍＬ 胎牛血清和 ５ｍＬ 青－

链霉素 ， 配置成含 １ ０％ＦＢ Ｓ 和 １％双抗的完全培养基 ， 分装至 ５０ｍＬ 离心管内 ，

１ ５
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

４
°

Ｃ保存备用 。 ５００ ｍＬ 内皮细胞培养基加入 ５０ ｍＬ 胎牛血清 、 ５ ｍＬ 青链霉素和

５ ｍＬ 内皮细胞生长因子／肝素 ， 配置成完全培养基 ， 分装至 ５０ ｍＬ 离心管 内 ， ４
°

Ｃ

保存备用 。

（ ３ ）１ ０％氯代十六烷恶吡啶的配置 ： 称取 １ ． ７９ ｇ 磷酸二氢钠溶于 ５００ ｍＬ

水中 ， 配制成 １ ０ｍＭ 磷酸氢二钠溶液 。 称取 ５
ｇ 氯代十六烷恶吡啶加入 ５０ｍＬ

磷酸氢二钠溶液 （ １ ０ ｍＭ ） 中溶解 。 放入离心管 内加热溶解备用 ； 最终 １ ０％的

氯代十六烷恶吡啶应呈微黄色。

（ ４ ） 细胞冻存液的配置 ： ９ｍＬ 胎牛血清加入 ｌ ｍＬ 二 甲基亚砜 （Ｄ ｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ ， ＤＭＳＯ ） ， 混匀后移至 １ ５ｍＬ 离心管 ，

－２０１冻存备用 。

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 溶血实验

收集健康志愿者的血液备用 。 将 ＡＺ３ １ 和 ＬＤＨ 样品使用 ＰＢＳ 清洗干净 ， 环

氧乙烷灭菌后备用 。 ４ ｍＬ 新鲜血液稀释于 ５ ｍＬ 生理盐水中 ， 去离子水和 ＰＢＳ

作为阳性和阴性对照 。 将各组样品放于 ２４ 孔板 内 ， 加入 ２ｍＬ 生理盐水 ， 并在

３ ７

°

Ｃ保持 ３ ０ｍｉｎ ， 然后每孔加入 ４０此 稀释血液 ， 在 ３ ０
，
６０

，
１ ２０ 分钟后 ， 使用酶标

仪在５４５ｎｍ处检测吸光度 。 溶血率＝

（
ＡＳ５４５ －ＡＮ５４５

）
／
（
ＡＰ５４５－ＡＮ５４５

）
ｘ１ 〇〇％ ， 其

中 ＡＳ５４５
，
ＡＮ５４５ 和 ＡＰ５４５ 分别代表待测样品 、 阴性对照和阳性对照 。

２ ．２ ．２ 细胞培养 、 冻存及复苏

本部分实验使 用 小 鼠 前成骨 细 胞系 ＭＣ３Ｔ３ －Ｅ １ 和 人血 管 内 皮细 胞 系

ＨＵＶＥＣｓ ， 均购买 自 中科院上海细胞库 。 ＭＣ３Ｔ３
－Ｅ １ 使用 ｃｔ

－ＭＥＭ 完全培养基 ，

ＨＵＶＥＣｓ 使用 内皮细胞完全培养基 ， 均在 ３ ７

°

Ｃ ， ５％Ｃ０２条件培养箱 内培养 。 每

日观察 ， 长满后传代 。 细胞传代步骤 ： 弃上清 ， 加入 ＰＢＳ 清洗 １ 遍 ， 加入 ０ ．２５％

胰蛋 白酶 ， 置于培养箱 内消化 ３０ｓ
－

ｌｍｉｎ ， 待显微镜下观察细胞变圆并有少量飘

起时 ， 立即加入等量完全培养基终止消化 。将细胞悬液加入 １ ５ｍＬ 离心管 内 ， １ ０００

转离心 ５ｍｉｎ ， 弃上清 ， 加入完全培养基重悬后铺板继续培养 。 细胞冻存步骤 ：

将细胞消化至离心管 内 ， 离心弃上清 ， 加入冻存液重悬 ， 分装至 ２ｍＬ 冻存管 内 。

将冻存管放置在预先复温的梯度降温盒中 ， 放在－８０

°

Ｃ冰箱 内 ， １ 天后移入液氮

１ ６
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

中保存 。 细胞复苏步骤 ： 将冻存管从液氮中取出 ， 快速于 ３ ７

°

Ｃ水浴箱中摇晃融

化 ， 随即移至离心管 内 ， １ ０００ 转 ５ｍｉｎ 离心后弃上清 ， 加入 ＰＢ Ｓ 漂洗
一遍 ， 离

心弃上清后加入完全培养基 ， 移至培养瓶中在培养箱 内培养 。

２ ．２ ．３ 细胞死活检测

各组样品采用环氧乙烷灭菌 ， 放于 ２４ 孔板 内 。 将 ＭＣ３Ｔ３ －Ｅ １ 消化后 ， 按照

ｌ ｘ ｌ 〇
４
／ｍＬ 的浓度 ， 每孔加入 ｌｍＬ 细胞悬液滴在材料表面 。 随后将孔板放入培养

箱中 ， ３ 天后取出孔板通过 ｌ ｉｖｅ－Ｄｅａｄ 实验检测材料表面细胞活性 。 按照试剂盒

说明书配置死活染色工作液。 吸弃每孔内 的培养基后 ， 加入 ＰＢ Ｓ 轻柔漂洗
一遍 ，

每孔加入 ５００４ 死活染色工作液 ， 滴加至浸没材料表面 。 将孔板放入培养箱 内

反应 ３０ｍｉｎ 后 ， 吸弃染液再加入 ＰＢＳ 清洗
一遍 。 将各组材料取出 ， 放在载玻片

上 ， 使用共聚焦显微镜在 ４８ ８ｎｍ 处观察细胞死活状态 。

２ ．２ ．４ 扫描电镜观察细胞粘附状态

样品放于 ２４ 孔板中 ， 每孔加入 ５ ｘ ｌ 〇
４个细胞 ， 缓慢滴于材料表面 。 将孔板

放入 ２４ 孔板中培养 ， 在培养后 的 １
，
４

，
２４ｈ ， 吸弃培养基并使用 ＰＢＳ 轻柔清洗 ３

遍 。 随后 ， 每孔加入 ２ ．５％（体积 比 ） 戊二醛在 ４
°

Ｃ 固定过夜 。 随后样品分别浸

泡于 ３ ０％
，
５０％

，
７５％

，
９０％

，
９５％和 １ ００％的 乙醇溶液 （体积 比 ） 中脱水 ， 每个浓

度浸泡 １ ０ ｍｉｎ 。 样品晾干后 ， 表面喷金使用扫描 电镜观察细胞粘附状态 。

２ ．２ ．５ 阿尔玛蓝（
Ａ ｌａｍａｒＢ ｌｕｅ

）法检测细胞增殖活力

将 ＭＣ３Ｔ３ －Ｅ １ 和 ＨＵＶＥＣｓ 消化后调整浓度至 ｌ
ｘ

ｌ 〇
４
／ｍＬ 的浓度 ， 在 ９６ 孔板

中每孔加入 ｌ ＯＯｐＬ 细胞悬液 ， 在培养箱中培养 １ 天 ， 使细胞粘附 。 随后将孔板

内 的培养基更换为各组材料浸提液 ， 继续培养 １ 、 ３ 、 ５ 天 。 在每个检测时间点 ，

使用 ＡｌａｍａｒＢ ｌｕｅ 试剂盒检测细胞增殖活力 。 每孔加入 １ ０
｜

ｘＬ ＡｌａｍａｒＢ ｌｕｅ ， 放入

培养箱孵育 ４ｈ 。 孵育完成后 ， 使用酶标仪在 ５ ７０ｍｎ 处测定吸光度 。

２ ．２ ．６ 体外成骨实验

２ ．２ ．６ ． １ 茜素红染色及定量实验

ＭＣ３Ｔ３
－Ｅ １ 培养在 ２４ 孔板 内 ， 待细胞长至 ７０％汇集度时 ， 将培养基更换为

各组浸提液 ， 继续培养 ７ 天 。 然后使用 ７５％酒精将细胞固定过夜 ， ＰＢＳ 清洗 ３

１ ７





第二部分 Ｍｇ
－Ａ ｌＬＤＨ 涂层镁合金的生物安全性及成骨性能研究



遍 ， 加入茜素红染液常温下避光染色 ｌｈ 。 染色完成后吸弃染液 ， 使用 ＰＢＳ 清洗

３ 遍 ， 在倒置相差显微镜下拍照 。 定量实验使用氯代十六烷基吡啶溶解与钙结节

鳌合的茜素红染液 ， 并将反应后的液体移植 ９６ 孔板中 ， 使用酶标仪在 ６００ｎｍ 处

检测吸光度 。

２ ．２ ．６ ．２碱性憐酸酶 （ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ，
ＡＬＰ ） 活性检测

ＭＣ３Ｔ３ －Ｅ １ 在各组浸提液中培养 ７ 天 ， 吸弃浸提液后 ， 使用 ４％多聚甲醛固

定细胞 ２ｈ ， 吸弃多聚 甲醛并用 ＰＢ Ｓ 清洗 ３ 遍 ， 加入 ＡＬＰ 染色液 ， 室温下反应

４ｈ ， 吸弃染液再用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次 ， 在倒置显微镜下拍照观察各组 ＡＬＰ 活性 。 定

量实验使用碱性磷酸酶活性检测试剂盒 （碧云天 ， Ｐ０３２ １Ｍ ）
，其原理是在碱性条

件下 ， 底物 Ｐａｒａ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙ ｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ｐＮＰＰ）可在碱性憐酸酶作用下生成黄色产

物 ｐａｒａ
－ｎｉ ｔｒｏｐｈｅｎｏ ｌ ， 随后可以在 ４００－４ １ ５ｎｍ 检测吸光度 。

２ ．２ ．６ ．３
—

型胶原分泌检测

ＭＣ３Ｔ３
－Ｅ １ 在各组浸提液中培养 ７ 天 ， 随后吸弃培养基 ， ＰＢＳ 清洗后加入

４％多聚甲醛固定 ， 再清洗 ３ 遍 ， 加入 ０ ． １％天狼星红染液 ， 随即在倒置显微镜下

观察并拍照 。 定量实验通过氢氧化钠与 甲醇的混合液溶解吸附在细胞外基质表

面的天狼星红染液 ， 并将溶解后的溶液移至 ９６ 孔板中 ， 在 ４９２ｎｍ 处检测吸光度 。

２ ．２ ．６ ．４ 实时定量多聚链式反应 （ ｑＲＴ
－ＰＣＲ ） 检测成骨相关基因表达

ＭＣ３Ｔ３ －Ｅ １ 在各组浸提液中培养 ７天 ， 随后提取 ＲＮＡ检测成骨相关基因 ＡＬＰ
，

ｔｙｐｅ
－

１ｃｏ ｌ ｌａｇｅｎ（ＣＯＬ
－

Ｉ
）

、 ｏｓｔｅｏｃａｌｃ ｉｎ
（
ＯＣＮ

）
、 ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ

（
ＯＰＮ

）和ｒｕｎｔ
－

ｒｅ ｌａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２
（
ＲＵＮＸ－２

）的表达 。 提取 ＲＮＡ 步骤如下 ： 吸弃各组培养基 ，

使用预冷 ＰＢＳ 将细胞漂洗 ３ 次 ， 按照 ６ 孔板每孔 ５００叫 加入 Ｔｒｉｚｏ ｌ 裂解液 ， 冰

上静置 ３ ０ｍｉｎ 后用移液器吹打孔板表面保证细胞完全裂解 。 收集细胞裂解液加

入无 ＲＮＡ 酶的 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管中 ， 加入氯仿 ， 盖紧 ＥＰ 管剧烈上下摇动 ３０ｓ ， 室温

静置 ５ｍｉｎ 可见明显分层 。 随后将 ＥＰ 管放入预冷 ４
°

Ｃ高速离心机内 ， １ ２０００ 转离

心 １ ５ｍｉｎ 。 离心后小心吸取上层水相液体至无 ＲＮＡ 酶 ＥＰ 管内 ， 加入等体积预

冷异丙醇 ， 盖紧瓶 口反复上下震荡至完全混合 。 再次放入 ４

°

Ｃ预冷高速离心机内 ，

１ ２０００ 转离心 １ ０ｍｉｎ 。 吸弃上清 ， 加入 ｌｍＬ 预冷 ７５％乙醇 ， 摇晃均匀 ， 以相同

１ ８
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条件离心 ５ｍｉｎ 。 尽量吸弃上清 ， 室温下干燥 ３ ０ｍｉｎ ， 加入足量无 ＲＮＡ 酶的 ＤＥＰＣ

水 ， 溶解 白色沉淀 ， 所得即是溶解后的 ＲＮＡ。 随后使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计检

测 ＲＮＡ 纯度 ， 计算出 ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ 的 ＯＤ 值之比 ， 当其处于 １ ． ８
－２ ． ０ 之间时代

表 ＲＮＡ 纯度好。 将各组测得纯度好的 ＲＮＡ 样品继续下
一

步实验或放于－８０
°

Ｃ冷

藏室 内保存 。 逆转录反应 ： 参照 ｃＤＮＡ 第
一

链合成试剂盒 （Ｙｅａｓｅｎ ， 中 国 ） 操作

手册进行逆转录反应 ， 其中包含 ｌ ｕｇ 总 ＲＮＡ ，ａｌ ｌ
－

ｉｎ－ｏｎｅ 逆转录试剂和无 ＲＮＡ

酶的 ＤＥＰＣ 水 ， 加好各组试剂后于高速漩涡震荡伩上震荡混合 ， 并离心 １ ０ｓ ， 确

保各反应组分混合均匀 ， 随后放入 ＰＣＲ 仪中 ， 设置反应温度 ３ ７
°

Ｃ
，
１ ５ｍｉｎ

；
８５ 度 ，

５

秒 ；
４ 度 ，

ＦＯＲＥＶＥＲ ， 逆转录完成获得的 ｃＤＮＡ 保存于－２０
°

Ｃ 以便后续 ＰＣＲ 操作 。

实时焚光定量 ＰＣＲ 步骤 ： 反应体系按照 Ｈ ｉｅｆｆ？
ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ

操作步骤进行配置 （
Ｙｅａｓｅｎ

，
中 国

）
。 Ｈｉｅｆｆ？ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ

（
Ｌｏｗ

Ｒｏｘ Ｐｌｕｓ
）是 ２ｘ实时定量 ＰＣＲ 扩增的预混合溶液 。Ｍｉｘ 中含有热启动 Ｈｉｅｆｆ？ＤＮＡ

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 、 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ 、 ｄＮＴＰｓ 、 Ｍｇ
２＋及ＬｏｗＲｏｘ 。 所有操作在冰上进行 ，

并需要戴 口罩和手套尽量防止 ＲＮＡ 酶的污染导致模板降解 。 反应体系为 ２ （ＨｉＬ ，

八连管每孔分别加入１ ０叫 的Ｈｉｅｆｆ？
ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ

（
ＬｏｗＲｏｘ

Ｐ ｌｕｓ
）

，０ ，４ｐＬ 的上游引物 （ ｌ ＯｐＭ ） 和 ０ ．４ｎＬ 的下游引物 （ １ 〇ｋＭ ） ， 加入 ｃＤＮＡ ，

并加无酶水到 ２０ｐＬ 。 为防止操作误差 ， 应算好各样品总量后并预备余量再平均

分配到各孔中 。 反应体系配置完成后 ， 将八连管离心 １ ５ ｓ 以使各组成分混匀 ， 放

入 ＰＣＲ 基因扩增仪中 ， 设置扩增程序 ： ９５
°

Ｃ预变性 ５ｍｉｎ ， 循环 １ 次 ；
９５

°

Ｃ变性

１ ０ｓ ， ５ ５ －６０

°

Ｃ退火 ２０ｓ ，７２
°

Ｃ延伸 ２０ｓ ， 循环 ４０ 次 ， 并设置机器默认获得熔解曲

线 。 若最终结果熔解曲线单峰 ， 表明反应特异性好可以进行定量结果分析 ； 若

熔解 曲线 出现双峰或者多峰 ， 则表明形成引物二聚体或其他非正常情况 ， 不能

进行定量分析 。 反应结束后保存拷贝文件 ， 并进行 ＰＣＲ 数据分析处理 。 采用

２
＿
ＡＡ

ＣＴ 计算方法计算某
一

种基因 的相对表达量 ， ＡＣＴ＝ 目标基因 Ｃｔ 值－ 内参基因

的 Ｃｔ 值 ，将所计算得到的相对表达倍数输入 Ｇｒａｐｈｐａｄ 软件作 图 。 所检测基因 引

物序列如表 １ 所示 。

１ ９
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表 １ 成骨相关 目标基因 引物序列

Ｔａｂｌｅ１Ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ ｔａｒｇｅｔ

ｇｅｎｅ ｒｅ ｌａｔｅｄ ｗ ｉｔｈｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ

基因名称上游引物序列 （
Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ）下游引物序列 （

Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ）

ＲＵＮＸ－２ＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＧＡＡＡＴＴＣＧＣＣＴＣＡＧＴＧＡＴＴＴＡＧＧＧＣＧＣＡ

̄

ＯＰＮＧＧＡＧＧＡＡＡＣＣＡＧＣＣＡＡＧＧＴＧＣＣＡＧＡＡＴＣＡＧＴＣＡＣＴＴＴＣＡＣ

ＯＣＮＡＧＡＣＴＣＣＧＧＣＧＣＴＡＣＣＴＴＣＴＣＧＴＣＡＣＡＡＧＣＡＧＧＧＴＴＡＡＧ

ＡＬＰＡＣＴＣＡＧＧＧＣＡＡＴＧＡＧＧＴＣＡＣＣＡＣＣＣＧＡＧＴＧＧＴＡＧＴＣＡＣＡＡ

ＣＯＬ－

ＩＣＣＴＡＡＴＧＣＴＧＣＣＴＴＴＴＣＴＧＣＡＴＧＴＣＣＣＡＧＣＡＧＧＡＴＴＴＧＡＧ

ＧＡＰＤＨＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡＣＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧ

２ ．２ ．７ 体外血管生成实验

２ ．２ ． ７ ． １ 划痕实验

ＨＵＶＥＣｓ 以 １ ｘ １ ０
ｓ每孔的密度种于材料表面 ， 待细胞长满后 ， 使用 ｌｍＬ 枪

头移液器画 出
一

道笔直的划痕 ， 并用 ＰＢＳ 轻柔洗去表面漂浮细胞 ， 并进行死活

染色 ， 在荧光显微镜下拍照记为 Ｏｈ 组。 １ ２ｈ 组将各组种植细胞后的材料在培养

箱中培养 １ ２ｈ 后 ， 取出孔板 ， 进行死活染色并于荧光显微镜下观察细胞迁移情

况 ， 随后在荧光显微镜下拍照 。

２ ．２ ． ７ ．２ Ｅｌ ｉ ｓａ 法检测血管 内皮生长因子 （ＶＥＧＦ ） 分泌情况

ＨＵＶＥＣｓ 以 ｌ ｘ ｌ Ｏ
５每孔的密度种于 ２４ 孔板内 ， 待培养 １ 天贴壁后 ， 更换培

养基为各组浸提液 ， 并继续培养 ３ 天和 ７ 天 ， 在各时间点使用酶联免疫法 （Ｅｌｉｓａ ）

检测上清中 ＶＥＧＦ 的表达情况 。 具体步骤如下 ： 首先按照说明配置不 同浓度的

ＶＥＧＦ 标准品 。 随后进行加样 ， 分别设空 白孔 、 标准品孔和待测样品孔 。 空 白孔

加样 品稀释液 ｌ ＯＯｐＬ ， 而标准 品孔和待测样 品孔分别加入标准 品和待测样 品

ｌ ＯＯｐＬ ， 轻轻晃动摇匀 ， 将酶标板盖上覆膜 ， 放于培养箱中 ３ ７

°

Ｃ条件下反应 １ ２０

分钟 。 随后弃去液体 ， 加入检测溶液 Ａ 工作液 ｌ ＯＯ
＾
ｉＬ ， 盖上覆膜 ３ ７

°

Ｃ反应 ６０ｍｉｎ ，

弃去液体 ， 甩干 ， 加入检测 Ｂ 工作液 ｌ ＯＯｐＬ ， 再次孵育 ６０ｍｉｎ ， 弃去液体后甩干 ，

每孔加入底物溶液 ９〇ｎＬ ， 避光孵育 ３ ０ｍｉｎ 后加入终止溶液 ５０ｐＬ ， 此时可见蓝色

转变为黄色 ， 立即用酶标仪在 ４５０ｎｍ 波长处检测各孔的吸光度 （ＯＤ 值 ） 。 然后

根据绘制的标准曲线计算得到各组 ＶＥＧＦ 的浓度 。

２０
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２ ＿２ ． ７ ．３
ｑＲＴ

－ＰＣＲ 法检测成血管基因表达

ＨＵＶＥＣ ｓ 以 ｌ ｘ ｌ Ｏ
５每孔的密度种于 ２４ 孔板 内 ， 待培养 １ 天贴壁后 ， 更换培

养基为各组浸提液 ， 并继续培养 ３ 天和 ７ 天 ， ＰＣＲ 按照 ２ ．２ ． ６ ．４ 中描述步骤操作 ，

检测指标为血管 内皮生长因子受体 ２（ＫＤＲ ） ， 低氧诱导因子 （
ＨＩＦ－

ｃｔ

）和血管 内皮

生长因子 （ＶＥＧＦ ） 。 检测 目 标基因 引物序列如表 ２ 所示 。

表 ２ 成血管相关 目标基因 引物序列

Ｔａｂ ｌｅ２Ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ ｔａｒｇｅｔ

ｇｅｎｅｒｅ ｌａｔｅｄｗ ｉｔｈａｎｇｉｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓ

基因名称上游引 物序列 （
Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ）下游 引物序列 （

Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ）

ＨＩＦ－ａＴＣＴＡＣＣＡＧＴＴＧＣＡＧＣＣＴＧＡＣＧＴＴＣＣＣＴＴＣＣＴＣＣＴＴＧＡＴＴＴ

ＫＤＲＡＧＣＡＧＧＡＴＧＧＣＡＡＡＧＡＣＴＡＣＴＡＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＡＴＡＣＡＧ

ＶＥＧＦＣＡＧＧＡＣＡＴＴＧＣＴＧＴＧＣＴＴＴＧＣＴＣＡＧＡＡＧＣＡＧＧＴＧＡＧＡＧＴＡＡＧ

ＧＡＰＤＨＣＡＡＧＡＧＣＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＣＴＡＣＡＴＧＧＣＡＡＣＴＧＴＧＡＧＧＡＧ

２ ．２ ．８ 动物实验

２ ．２ ． ８ ． １ＳＤ 大鼠髓 内针模型检测成骨效果

实验所用 ＳＤ 大 鼠 由南方医科大学实验动物中心提供 ， 并己通过广东省人民

医院伦理委员会审查 ， 遵守赫尔辛基宣言规范 。 实验采用 １ ２ 只雄性 ＳＤ 大鼠 ， ４

周龄 。 手术步骤如下 ： 配制质量体积 比为 １ ０％的戊巴比妥钠溶液 ， 按照 ４０ｍｇ／ｋｇ

的量腹腔注射 ＳＤ 大鼠体内 。 待大 鼠麻醉后 ， 使用 电动剃毛器剃去大鼠双侧膝关

节周 围 的毛发 ， 并用碘伏消毒两遍 。 随后在髌骨外侧行长约 ２ｃｍ 的直切 口 ， 屈

膝内翻髌骨 ， 暴露出滑车 ， 使用手转配 ２ｍｍ 转头 ， 高速在滑车中央沿着股骨长

轴方 向转出孔洞并扩髓 ， 将材料塞入髓腔 内 ， 随后复位髌骨 ， 仔细缝合筋膜及

皮肤 。 术后 ３ 天每天使用抗生素肌肉注射 以预防感染 。 在术后 的第 ４ 和第 ８ 周

行 ｍｉｃｒｏＣＴ 扫描观察新骨生成 。 随后脱颈法处死大鼠 ， 收集股骨组织 ， 固定于

４％多聚甲醛 内 ， 切片染色观察材料周围新骨生成 。 并收集大 鼠 的心脏 、 肝脏 、

脾脏、 肺和肾脏组织 ， 切片行 ＨＥ 染色评价材料对重要器官的毒性 。

２ ．２ ． ８ ．２ 大鼠皮下模型检测局部炎症反应

实验采用雄性 ４ 周龄 ＳＤ 大鼠 ， 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉 。 麻醉后使用 电动

２ １
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剃毛器将背部毛发剃除 ， 碘伏消毒 。 随后在背部两侧分别切
一

小 口 ， 将材料塞

入两侧 口袋内 ， 分别在 ４ 周和 ８ 周采用脱颈法处死大鼠 ， 取出材料及包裹材料

的周 围组织 ， 通过扫描电镜观察材料表面抗腐蚀效果 ， 通过组织切片观察炎症

细胞浸润情况 。

２ ．３ 统计学分析

采集 的 实验原始数据釆用 ＳＰＳＳ１ ９ ．０ 统计软件进行统计学分析 ， 使 用

Ｇｒａｐｈｐａｄ 作图 ， 数值均用均值±标准差表示 ， 对计量资料多组间 比较则采取方差

分析 ， 使用 ＬＳＤ 法进行组内两两比较 。 Ｐ＜ ０ ．０５ 提示差异具有统计学意义 。

２ ．４ 实验结果

２ ．４ ．１ＬＤＨ 组显著提升镁合金生物相容性

图 ２ ． ６ ． １ 显示溶血实验结果 ， 可以观察到 ＡＺ３ １ 样品组对红细胞有 明显的溶

血效应 ， 然而 ＬＤＨ 组未见溶血反应 ， 红细胞离心后沉淀于离心管底 。 各组溶血

比率显示 ＡＺ３ １ 组溶血率接近 ７０％ ， 而 ＬＤＨ 组溶血率低于 ２％ ， 符合临床应用

标准 （低于 ５％ ） 。 这与 ＬＤＨ 表面修饰后提高镁合金抗腐蚀效果 ， 降低 ＰＨ 变化

和 Ｍｇ 离子的释放速度 ， 因此不会对红细胞造成严重损伤 。 与之前的研宄相比 ，

通过水热法原位生成的 ＬＤＨ 薄膜将溶血率从 ６％降低至 ２％以下 ， 表明通过水热

法 原位生成 ＬＤＨ 能够更好 的 提高其生物相 容性 。 图 ２ ．６ ．２ 显 示成骨细 胞

ＭＣ３Ｔ３ －Ｅ １ 在材料表面的粘附情况 ， ＡＺ３ １ 组仅观察到材料表面的裂痕 ， 未见细

胞粘附 ， 表明 由于材料的毒性导致细胞难以在其表面附着 。 而在加入细胞培养

的 ｌｈ 即可观察到有多数细胞粘附于 ＬＤＨ 组材料表面 ， 在培养 ２４ｈ 后 ， 可见细

胞伸展产生的丝状伪足和板状伪足 ， 表面材料的生物相容性 良好 。 图 ２ ．６ ． ３ 显示

材料表面培养 ３ 天后的死活染色结果 ， 在 ＡＺ３ １ 表面仅观察到少量死细胞而未见

活细胞生长 ， 而在 ＬＤＨ 组可见多数活细胞粘附 。 浸提液检测细胞活性结果显示 ，

在ＡＺ３ １ 组培养 ３ 天和 ５ 天时细胞活性低于 ７０％ ， 而 ＬＤＨ 组细胞活性接近 １ ００％ ，

同样表明 ＬＤＨ 修饰后 明显改善镁合金的生物相容性 。

２２
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２ ．４ ．２ＬＤＨ 表面改性提升镁合金成骨及血管生成效果

图 ２ ．６ ．４ 显示体外成骨实验结果 ， 茜素红染色及定量实验结果显示细胞外基

质 内钙结节升高 ， 而通过十六烷基吡啶将鳌合于细胞外基质 内钙结节上的茜素

红染液溶解后 ， 进行吸光度检测定量结果发现 ， ＬＤＨ 组数值更高 ， 说明与定性

结果趋势相 同 。 碱性磷酸酶是骨形成过程中 的关键调控酶 ， 可直接反映成骨活

性 。 结果显示 ， ＬＤＨ 组碱性磷酸酶染色较对照组更深 ， 表明 ＬＤＨ 组 ＡＬＰ 活性

更高 ， 进
一

步通过 ＡＬＰ 活性检测试剂盒进行定量实验发现 ， 趋势 同染色结果
一

致 ，
ＬＤＨ 组 ＡＬＰ 活性更髙 。

一

型胶原是骨的重要组成成分 ， 通过天狼星红染色

可以显示出细胞外基质 内 的
一

型胶原含量 。 如 图所示 ， ＬＤＨ 组染色更深 ， 通过

溶解后定量分析结果与染色结果相 同 。 我们进
一

步在基因表达层面对两组成骨

效果进行比较 ， 通过检测成骨相关基因 ＣＯＬ－

Ｉ 、 ＡＬＰ 、 ＯＣＮ 、 ＯＰＮ、 ＲＵＮＸ－２ 的

表达 ， 发现在培养后七天 ， ＬＤＨ 组细胞成骨基因表达相对于对照组明显升高 ，

提示成骨活性明显上升 。 新骨生成除骨本身结构的构建外 ， 还需要血管的参与

以为其输送营养 。 因此 目 前研究除关注干细胞或成骨前体细胞的成骨分化外 ，

也同时关注材料对血管新生的作用 。 在本研宄 中我们也将材料对人血管 内皮细

胞血管化的作用纳入分析 。 图 ２ ．６ ． ７ 显示了两组材料对 内皮细胞增殖、 迁移及血

管化的影响 。 ＣＣＫ－８ 结果显示 ＬＤＨ 组细胞活性较对照组提升 ， 划痕实验结果显

示在 １ ２ｈ 后 ， ＬＤＨ 组细胞迁移距离更高 ， 提示其迁移活性提升 。 ＶＥＧＦ 是 内皮

细胞血管化过程中 的关键调控因子 ， Ｅｌ ｉｓａ 结果显示 ＬＤＨ 组内皮细胞分泌更多 的

ＶＥＧＦ 以加速血管化进程 。 进
一

步在基因表达层面上检测 ，
ＰＣＲ 结果显示 ， ＬＤＨ

组血管生成过程中关键调控基因 ＫＤＲ 、 ＶＥＧＦ 和 ＨＩＦ －ａ的表达更高 。 综上实验

结果表明 ， 在体外实验中 ， ＬＤＨ 组的成骨成血管作用均较对照组明显提升 。

２ ．４ ．３ 皮下炎症及抗腐蚀实验

再第
一

章体外浸泡实验中 已证明 ＬＤＨ 材料显著提升镁合金 ＡＺ３ １ 的抗腐蚀

性能 ， 但体外实验条件较为简单 ， 往往不能说明在体效果 ， 因此需要体 内实验

进
一

步验证其效果 。 图 ２ ．６ ．５ 显示材料植入大鼠背部皮肤后 ， 组织的炎症反应情

况及材料表面涂层的降解情况 。 如图所示 ， 在植入后的 ４ 周和 ８ 周 ， ＡＺ３ １ 材料

２３
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周 围组织里有较厚的纤维层及内部有较多 中性粒细胞和巨噬细胞聚集 ， 而 ＬＤＨ

组周 围纤维包裹明显较少而且其 内部炎症细胞更少 ， 说明 ＬＤＨ 组在早期和晚期

都可 以显著降低镁合金降解导致的炎症反应发生 ， 提示其具有 良好的生物相容

性 。 而通过扫描电镜观察到的样品表面形貌 ， 能更直观的看到 ， 在植入后的 ４

周 ， ＡＺ３ １ 表面即可观察到多数细小裂纹产生 ， 而 ＬＤＨ 组无明显变化 ； 在植入

后的 ８ 周 ， ＡＺ３ １ 样品表面裂痕更加 明显且不规则 ， 有降解产生的坑穴及裂痕 ，

而 ＬＤＨ 组仅观察到少量裂纹 ， 在体实验结果表明 ＬＤＨ 涂层显著提升 ＡＺ３ １ 的抗

腐蚀效果 。

２ ．４ ．４ 体内成骨实验

本研宄釆用 ＳＤ 大鼠髓 内针模型来观察两组样品的体内成骨效果 。 如图所示 ，

ｍｉｃｒｏＣＴ 扫描截面图结果显示在 ＬＤＨ 组材料周 围有许多新骨生成 ， 而 ＡＺ３ １ 周

围新骨较少 ， 通过三维重建图像可以观察到红色标注为材料表面的新生骨 ， 而

绿色为材料本体 。 明显可观察到不论在 ４ 周或 ８ 周时 ， ＬＤＨ 组材料表面红色区

域较对照组更多 ， 表明其有更多的新骨生成。骨密度 （ Ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ ， ＢＭＤ ）

和骨体积分数 （Ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／Ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ ， ＢＶ／ＴＶ ） 都是对骨生成进行定量分析

的指标 ， 两者升高均代表新骨生成 。 对 ＣＴ 扫描结果进
一

步定量分析显示 ， 虽然

两组骨密度在 ４ 周和 ８ 周时均无差别 ， 但 ８ 周时 ＬＤＨ 组的骨体积分数显著高于

ＡＺ３ １ 组 ， 表明 ＬＤＨ 组有更多新骨生成 ， 与 ＣＴ 图像所观察到趋势
一

致。 进
一

步

对所获得的骨标本进行硬组织切片染色可发现 ， 在 ４ 周时 ＬＤＨ 组材料表面新生

骨即显著多于对照组 ， 且可观察到 ＡＺ３ １ 组在 ４ 周时就有明显的降解破坏 ， 表面

可见明显凹陷及降解产物 ， 而 ＬＤＨ 组材料仍然保持完整 。 在 ８ 周时 ＬＤＨ 组的

新生骨相对 ４ 周更多 ， 且仍明显高于 ＡＺ３ １ 组 。 ＡＺ３ １ 组 ８ 周的降解破坏更加明

显 ， 周围有被纤维组织包裹的降解产物及微小气泡产生 ， 而 ＬＤＨ 组仅偶尔可见

微小坑隙 ， 以上表明 ＬＤＨ 组显著提升镁合金的抗腐蚀性且提高了其成骨效果 。

２ ．４ ．Ｓ 生物安全性评价

为了进
一

步检测镁合金 ＡＺ３ １ 及 ＬＤＨ 两组样品 的生物安全性 ， 本研究将植

入后 ４ 周和 ８ 周时的 ＳＤ 大鼠的 内脏组织包括心脏 、 肝脏 、 脾脏 、 肺脏和肾脏组

２４
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织取出并进行 ＨＥ 切片观察组织病理结构的变化 。 如图所示 ， ４ 周和 ８ 周时 ， 两

组 ＳＤ 大 鼠的心肌纤维排列有序 ， 无肿胀或坏死 ； 肝小管及肝血窦结构正常 ， 无

坏死溶解等病理改变 ； 脾脏生发中心及网状纤维结构正常 ， 无淤血肿胀等病理

变化 ； 肺血管及细微支气管 、 肺泡结构正常无淤血 、 萎缩纤维化等情况 ； 肾小

球及各级小管结构正常 ， 未见炎症 、 萎缩 、 出血或坏死等病理情况 。 综上 ， 可

认为镁合金 ＡＺ３ １ 和 ＬＤＨ 两组样品生物安全性 良好 ， 对身体各重要器官无毒副

作用 。

２ ．５ 讨论

作为可降解金属的代表 ， 镁合金在骨科领域研宄广泛 。 镁的密度为 １ ．７４ｇ／ｃｍ
３

，

与正常的骨组织非常接近 （ １ ． ８ －２ ． １ ｇ／ｃｍ
３

） 。 纯镁的弹性模量为 ４ １
－４５ＧＰａ ， 与人体

皮质骨弹性模量相近 ， 可有效避免应力遮挡效应 ， 有利于骨组织受到正常应力

刺激诱导新骨生成并有效促进骨整合 ， 因此被誉为
一

类革命性的医用金属材料

［
７ １

＿

７４
］

。 镁作为人体必须的营养元素 ， 在体 内含量丰富 ， 其中约 ５３％的镁储存在

骨组织中 ［
７５

］

。 除此之外 ， 镁元素还是体 内多种酶系反应的必须品 ， 并参与维持

核酸分子结构的稳定 ［
７６

］

。 正常生理情况下 ， 人体可通过泌尿系统和小肠代谢等

来维持镁的动态平衡 ， 关于镁合金的生物安全性已有大量文献研究 ， 并且作为

心血管支架材料以应用于临床 ， 各项研究结果均表明镁在血液和机体 内环境下

观察均没有不 良反应 ［
７７

，
７８

］

。 本实验结果也证实镁合金 ＡＺ３ １ 和经 ＬＤＨ 涂层表面

改性后的镁合金生物安全性 良好 ， 植入后 的 ４ 周 ８ 周各重要脏器无结构变化 ，

表明其对机体无毒副作用 。 已有多数研究表明镁合金降解释放的镁离子可促进

成骨细胞在材料表面粘附 、 增殖及分化 ， 且可通过诱导神经细胞产生活性肽

ＣＧＲＰ 进而诱导新骨生成 ， 可见镁基金属 内植物具有较大临床应用潜力 。 然而实

际上 ， 由于表面无保护膜 ， 纯镁或镁合金在体 内高氯离子环境下降解速率非常

快 ， 其快速降解产生的过量镁离子会导致周 围产生碱性微环境 ， 且产生的氢气

也会对周 围组织造成不 良反应 。 此外 由于快速降解 ， 力学性能快速降低导致其

不能满足骨肿瘤术后修复期所需要的力学支撑条件 。 因此需要通过表面改性方

２５
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

式延缓镁基金属的降解速率 ， 进而调控其生物学性能 。 在本章中 ， 我们对镁合

金 ＡＺ３ １ 表面进行 ＬＤＨ 涂层改性 ， 在确认涂层已成功构建后 ， 我们对其生物安

全性 、 体内及体外的成骨及成血管效果进行评价 。 由第
一

章的结果得知 ， ＨＴ－３＃

组在 ＡＺ３ １ 表面形成的 ＬＤＨ 是最纯的 ， 其他各组有 Ｍｇ
（ ０Ｈ ）２或 ＭｇＦ２相掺杂 ，

因此在本章及后续章节中仅采用 ＨＴ－３＃作为 ＬＤＨ 组进行研宄 。 结果显示 ＬＤＨ 涂

层组与 ＡＺ３ １ 均具有 良好生物安全性 ， 然而 ＬＤＨ 组材料表面更适合细胞粘附生

长 ， 成骨细胞系及血管 内皮细胞在 ＬＤＨ 组材料表面生长活性均较对照组提升 。

体外实验显示 ＬＤＨ 组成骨及成血管效果均较对照组更好 ， 而体 内实验进
一

步证

实这
一

现象 。 虽然未能对材料周 围骨髓液中 的镁离子浓度和 ＰＨ 值进行检测 ， 但

我们推测 ＬＤＨ 涂层改善镁合金的成骨性能可能与如下因素有关 ： １ 、 控制镁合

金降解速率 ， 降低材料周 围镁离子浓度和碱性微环境 ；
２ 、 控制镁合金降解导致

材料周 围氢气释放减少 ， 降低炎症反应发生 ；
３ 、 材料本身生物相容性增加 ， 细

胞更易粘附增殖 ， 更有益于细胞在材料表面形成新生骨 ， 即促进骨整合进程 。

正如在第
一

章的体外抗腐蚀结果所示 ， 与 ＡＺ３ １ 相 比 ， ＬＤＨ 改性后的样品

自腐蚀电压升高 ， 而 自腐蚀电流密度降低 ， 说明生成涂层能降低镁合金腐蚀速

率 。 在本章 中我们分别在大 鼠皮下和骨髓腔 内两种体内微环境来观察材料的抗

腐蚀性能 。 结果均显示 ＬＤＨ 涂层组的抗腐蚀性能显著提升 ， 表现为材料表面更

少的裂纹和孔隙 ， 且材料周 围炎性纤维组织明显减少 。 ＬＤＨ 涂层优越的抗腐蚀

效果与其是双层结构 ， 层间阴离子可交换氯离子 ， 进而降低材料周 围微环境中

氯离子浓度以及 Ｍｇ
－ＡｌＬＤＨ 阻碍氯离子渗透涂层 ， 从而保护涂层和镁合金基

底 。 综上 ， 本章证明 了ＬＤＨ 涂层具有 良好生物相容性 ， 能促进细胞粘附增殖 ，

且具有更好的成骨成血管性能 ， 具备作为骨肿瘤术后修复材料的条件 。

２６
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图 ２
．
６

．
１ ：溶血实验检测结果

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ ．
６

．
１
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注 ： 溶血实验检测结果如 图所示 ＡＺ３ １ 样品溶血率髙达 ７ ０％ 以上 。 水热处理 的 ＬＤＨ 组样

品溶血率降低到约 ６％ ， 可满足临床应用 要求 。

Ｎｏ ｔｅ ：Ａ ｓｓｈｏｗｎ ｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅ
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，ｗｈ ｉ ｃｈｃｏｕ ｌｄｍ ｅｅｔ
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＊ ＊ ＊
 ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅＰｖａｌｕｅ＜０ ． ０ １
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图 ２ ． ６ ． ２ ：材料表面细胞粘附及增殖情况

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２ ． ６
．
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注 ： 图 （ ａ ） 显示 ＡＺ３ １ 浸泡于培养基 内 ｌ ｈ 即可见明显裂纹 ， 随着时间增加裂纹更加 明

显 ， 且无细胞在其表面粘附 ， 而 ＬＤＨ 组在浸泡 ２４ｈ 后表面也无腐蚀产生 ， 且有多数细胞在

其表面粘附伸展 。 图 （ ｂ ） 显示培养 １ 天后 ＡＺ３ １ 表面几乎无活细胞而 ＬＤＨ 组有大量活细胞

生长 。 图 （ ｃ ） 显示在材料表面培养第 ３ 和 ５ 天时 ＬＤＨ 组材料细胞活性显著高于对照组 。

Ｎ ｏ ｔｅ ：Ｆ ｉｇｕ ｒｅ（
ａ
）ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＡＺ３ １ｗａ ｓｉｍｍ ｅｒｓｅｄ ｉｎｔｈ ｅｍ ｅｄ ｉ ｕｍｆｏｒｌ ｈ

．ａｎｄｔｈ ｅｃｒａｃｋｓ

ｂｅｃ ａｍｅｍｏｒｅｏｂｖ ｉｏｕ ｓｗ ｉ ｔｈｔｈｅ ｉｎｃｒｅ ａ ｓｅｏｆｔ ｉｍ ｅ
，ａｎｄｔｈｅ ｒｅｗ ａｓｎｏｃｅ ｌ ｌａｄｈｅ ｓ ｉｏｎｏｎｔｈｅｓｕ ｒｆａｃｅ ．

Ｈｏｗｅｖｅｒ ， ｉｎｔｈｅＬＤＨ
ｇｒｏｕｐ ，ｔｈｅ ｒｅｗ ａｓｎｏｃｏｒｒｏ ｓ ｉｏｎｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅａｆｔｅｒ ｉｍｍ ｅｒｓ ｉｏｎｆｏｒ２４ｈ

？ａｎｄ

ｍ ｏ ｓ ｔｃｅ ｌ ｌ ｓａｄｈ ｅｒｅｄｔｏａｎｄｅｘｔｅｎｄｅｄｏｎ ｔｈｅｓｕ ｒｆａｃｅ ．Ｆ ｉ

ｇｕ
ｒｅ

（
ｂ

）
ｓｈ ｏｗｅｄｔｈ ａ ｔａｆｔｅｒｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅｆｏｒ １ｄ ａｙ ，

ｔｈｅｒｅｗｅｒｅａｌｍｏ ｓ ｔｎｏ ｌ ｉｖ ｉｎｇ
ｃｅ ｌ ｌ ｓｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏ ｆ ＡＺ３ １ｗｈ ｉ ｌｅａ ｌ ａｒｇｅｎｕｍｂｅ ｒｏ ｆ  ｌ ｉｖ ｉｎｇ

ｃｅ ｌ ｌ ｓ
ｇｒｅｗ

ｉｎ ｔｈｅＬＤＨ
ｇｒｏ ｕｐ ．Ｆ ｉｇｕ ｒｅ

 （
ｃ

）ｓ
ｈｏｗｅｄ ｔｈ ａ ｔ ｔｈｅｃｅ ｌ ｌａｃｔ ｉｖ ｉ ｔｙ

ｏ ｆ ＬＤＨ
ｇｒｏｕｐ

ｗ ａ ｓｓ ｉ ｇｎ ｉｆｉ ｃ ａｎ ｔ ｌ

ｙ
ｈ ｉ

ｇ
ｈｅ ｒ

ｔｈ ａｎ ｔｈ ａｔｏ ｆ ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

ｇｒｏｕｐ
ａ ｔｔｈｅ３ ｔｈａｎｄ５ ｔｈｄａ＼ｏ ｆ ｃｕ ｌ ｔｕｒｅ ｏｎｔｈｅｍ ａ ｔｅｒｉａｌｓｕ ｒｆａｃｅ ．

２ ８





博士学位论文


Ｂ ｌ ａ ｎ ｋＡＺ３ １ＨＴ －３＃

ｔ
？

：

－

： ：邏 ＭＷ翻 Ｕ

ＨＺ， ：

＇

ｇ，衡街Ｉ

■■ＢＢＨＨＨＨ
（
ｂ

） ．
—＾

（
ｃ
）

ｊ

——

ｉ

＾

ｉｌｌｉ ｌ ｌ
。 。。
＾５￣ＩＳ

￣

〇 〇
＾＂５￣￣Ｓ￣̄

（
ｄ

）〇

，
＾

＾
＿＿

？ Ｉ

一＂＾ 

令☆ 仝 ☆ 泛ｍＡＺ３ １＾
５

°

ｉ Ｉ
￣

 Ｉ｜
ｘ

：ＥＨＴ－

３ ？

工

ａ
ｎＩ ：

｜

Ａ ｉｎ １

｜

＊Ｓ 

－

ＢＩ〇
；ｉ｜－ｉｌｉ ，

ｌｉ｜－ｉｌ
？＞

＇

．〇
＾ ｆ

Ｓ

〇
ｃ

￣

ｏ
＜
̄

图 ２ ． ６ ． ３ ： 体外成骨效果检测

． Ｆ ｉ
ｇｕ ｒｅ２ ．
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注 ： 图 （ ａ ） 第
一

行为各组茜素红染色结果 ， 第二行为各组 ＡＬＰ 染色结果 ， 第三行为

一

型胶原染色结果 ， 可见 ＬＤＨ 组均较 ＡＺ３ １ 组染色更深 。 图 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 分别为茜素红

２ ９
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

染色 、 ＡＬＰ 染色和
一

型胶原染色的定量分析结果 ， 可见定量分析显示 ＬＤＨ 组较 ＡＺ３ １ 组更

高 ， 图 （ ｅ ） 为各组成骨相关基因 的表达 ， ＬＤＨ 组较 ＡＺ３ １ 显著增高 ， 表明成骨活性更高 。
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图 ２ ． ６ ． ４ 体外血管化效果检测
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注 ： 图 （ ａ ） 显示 ＨＵＶＥＣ ｓ 在材料表面生长的细胞活性 ， 在 Ｉ 天时 ＬＤＨ 组细胞活性较

ＡＺ３ １ 组更高 。 图 （ ｂ ） 显示各组划痕实验结果 ， 结果显示 １ ２ｈ 后 ＬＤＨ 组 内皮细胞迁移活性

更高 。 图 （ ｃ ） 为 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 实验结果 ， 表明在培养 ７ 天后 ， ＬＤＨ 组上清 内 ＶＥＧＦ 的含量显著高
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于ＡＺ３ １ 组 。 图 （ ｄ ） 为各组成血管相关基因表达的检测结果 ， ＬＤＨ 组的成血管相关基因 明

显高于 ＡＺ３ １ 组 ， 表明其成血管活性更高 。
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图 ２ ． ６ ． ５ 皮下炎症及抗腐蚀性检测
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注 ： 图 （ ａ ） 显示皮下植入 ４ 周 后各组材料表面形貌及材料周 围组织炎症反应 。 图 （ ｂ ） 显

示皮下植入 ８ 周 后各组材料表面形貌及材料周 围组织炎症反应 。
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图 ２ ． ６ ． ６ 体 内成骨效果检测
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注 ： 图 （ ａ ） 为各组材料在植入 ４ 周 和 ８ 周 时 ， 大 鼠股骨 ＣＴ 扫描结果的典型截面图 。 图 （ ｂ ）

为植入 ４ 周 和 ８ 周 时各组材料 ＣＴ 扫描三维重建图像 ， 蓝色为材料本体 ， 红色为新生骨 ， 可

见 ＬＤＨ 组新生骨组织含量更多 。 图 （ ｃ ） 为 ４ 周 和 ８ 周 时骨体积分数的定量分析 ， 图 （ ｄ ）

’

为 ４ 周 和 ８ 周 时骨密度的定量分析 。 可见在 ８ 周 时 ＬＤＨ 组的骨体积分数显著高于 ＡＺ３ １ 组 。
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图 ２ ． ６ ． ７ 硬组织切片染色结果
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注 ： 图 （ ａ ） 为植入 ４ 周 后股骨的硬组织切片 ＨＥ 染色结 果 ， 可见 ＬＤＨ 组有新骨粘附在材料

表面 ， 而 ＡＺ３ １ 组未见任何骨组织在材料表面形成 ， 且在 ＡＺ３ １ 组可见腐蚀产生的凹陷产生 。

图 （ ｂ ） 为植入 ８ 周 后股骨的硬组织切片 ＨＥ 染色结果 ， 可见 ＬＤＨ 组有更多 的新骨粘附在材

料表面 ， 且骨的组织结构更为有序且致密 。 而在 ＡＺ３ １ 组粘附于材料表面的新骨组织较少 ，

且表面有 明 显降解导致的凹陷 、 坑隙 ， 材料周 围有纤维组织包裹 。
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第二部分 Ｍｇ
－Ａ ｌＬＤＨ 涂层镁合金的 生物安全性及成骨性能研究


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８

＞＿＿＿隱＿
图 ２ ． ６ ． ８ 生物安全性检测
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注 ： 图 中 从左到右依次是心脏 、 肝脏 、 脾脏 、 肺脏和 肾脏的 ＨＥ 组织切 片 ， 可见在植入 ４

周 和 ８ 周 后各重要器官均无病理改变 ， 表 明材料生物安全性 良好 。
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

第三章 雷公藤红素负载 ＬＤＨ 的表征及体外抗肿瘤机制

前两章中我们设计了镁合金表面 Ｍｇ
－Ａｌ 双层氢氧化物涂层 ， 并通过体 内外

实验发现其显著提高镁合金的抗腐蚀性及成骨成血管效果 ， 显示其具有作为骨

科术后 内植物的潜力 。 骨肉瘤保肢治疗中面临肿瘤学和骨科学两方面 问题 ， 即

对应杀灭肿瘤细胞和重建肢体功能 。 通过前面两章 内容的研宄 ， 镁合金降解过

快的 问题已初步解决 ， 在这
一

部分将着重提升镁合金的抗肿瘤效果 。 ＬＤＨ 涂层

是水滑石类插层材料 ， 由二价和三价金属阳离子组成的层状晶体结构构成 ［
７９

］

。

ＬＤＨ 的结构通式为 其 中 Ｍ 表示二价金属阳离子 ，

如 Ｍｇ
２＋

、 Ｆｅ
２＋

、 Ｎ ｉ

２＋
、 Ｚｎ

２＋
［
８ （）

］

。 ＬＤＨ 具有带正电荷的层片和可交换阴离子的层

间结构 ，层状结构的存在有助于极性有机化合物合理地容纳在层板之间并形成各

种插层化合物 ［
８ １

］

。 ＬＤＨ 片层之间的阴离子可较容易地与其他阴离子类药物进行

生物分子交换 ［
８２

，
８３

］

。 已有较多研宄利用 ＬＤＨ 这
一

特性负载抗肿瘤药物并应用于

肿瘤治疗中 ［
８４＂

８＇ 因此利用 ＬＤＨ 的载药特性可在镁合金表面负载抗肿瘤药物 ，

显著提升材料的抗肿瘤性能 ， 达到杀死材料周 围微环境 内 的肿瘤细胞的 目 的 。

雷公藤红素是从传统中药雷公藤中提取的活性成分 ， 属于三萜类化合物 ，

分子式为 Ｃ ２９Ｈ ２Ｓ ０ ４ ， 结构中有羧基基团 。 ２００７ 年 Ｃｅｌ ｌ 杂志将青蒿素 、 雷公藤

红素 、 雷公藤 甲素 、 辣椒素和姜黄素评为最具有潜力实现临床应用转化的传统

中药天然产物 ， 有巨大的开发价值 ［
８４

＂

８ ７
］

。 近年来有研宄发现雷公藤红素具有 良好

的抗肿瘤特性 ， 大量研宄表明雷公藤红素具有广泛而显著的抗肿瘤活性 ， 对前

列腺癌 、 肺癌 、 肝癌 、 白血病 、 胶质瘤 、 结肠癌 、 卵巢癌 、 乳腺癌等肿瘤均有

作用 ，可引起肿瘤细胞的凋亡和坏死 。 而且其抗肿瘤效应的机制可能有以下

几个方面 ： １ 、 诱导肿瘤细胞凋亡或 自噬 ；
２ 、 细胞增殖周期阻滞 ； ３ 、 抗转移及

抑制血管生成 ；
４ 、 抑制炎症反应 ；

５ 、 抗氧化应激作用 ［
９ １

，
９２

］

。 此外 ， 多数研宄

报道雷公藤红素可 以激活多条信号通路如活性氧 （ ＲＯ Ｓ ）／ＪＮＫ 信号通路 ［
９３

］

、

Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路 、 ＮＦ－ｋＢ信号通路 ［
９４

］

、 ＳＴＡＴ３ ／ＪＡＫ２＿ 、 ＨＳＰ９０ ［
％

］

、 ＥＲａ ［
９７

］

等 。 但是 由于雷公藤红素难溶于水 ， 口服生物利用度低 ， 因此 目 前应用新的递

３ ５
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第三章 雷公藤红素 负 载 ＬＤＨ 的表征及体外抗肿瘤机制


药方式增加雷公藤红素的生物利用度也是研宄热点 。 有多数研宄利用纳米 －微米

微载体负载雷公藤红素 ， 并发现可以提高其水溶性 、 化学稳定性 、 效应及安全

性并降低雷公藤红素的并发症 ［
９８

＿

１ （） １
］

。 而在骨肉瘤的治疗方面 ， 雷公藤红素也显

示 出优越的抗肿瘤性能 ， Ｌ ｉ 等使用雷公藤红素刺激人骨肉瘤细胞 ， 发现其可 以

诱导肿瘤细胞 自噬和凋亡 ， 而且其可通过细胞周期阻滞抑制肿瘤细胞增殖 ， 并

促使细胞内产生过量活性氧 ， 体 内实验也发现雷公藤具有显著抗骨肉瘤增殖效

果 ［
１ （）２

］

。 鉴于雷公藤红素对骨肉瘤优越的抑制效应 ， 在本章中我们将利用 ＬＤＨ 涂

层的载药性能负载抗肿瘤药物雷公藤红素 ， 验证其体外释放效果探索最佳载药

浓度 ， 并通过体外实验研究其抗肿瘤机制 。

３ ． １ 实验材料

３丄１ 主要仪器和试剂

试剂和仪器厂家及来源

六孔细胞培养板 Ｃｏｍｉｎｇ 公司 ， 美国

２４ 孔细胞培养板 Ｃｏｍｉｎ
ｇ 公司 ， 美国

Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ 培养板 Ｃｏｍｉｎｇ 公司 ， 美国

无水乙醇 国药集团 ， 中 国

１％结晶紫染液雷根生物 ， 中 国

细胞骨架染色试剂盒ＡＡＴ Ｂ ｉｏｑｕｅｓｔ ， 美国

胎牛血清 Ｇｉｂｃｏ 公司 ， 美国

高糖 ＤＭＥＭ 培养基Ｇｉｂｃｏ 公司 ， 美国

细胞凋亡检测试剂盒 （ＡＶ／ＰＩ ）同仁化学 ， 日 本

ＣＣＫ－８ 试剂盒 同仁化学 ， 日 本

活性氧检测试剂盒碧云天公司 ， 中 国

线粒体膜电位染色试剂盒碧云天公司 ， 中 国

全波长酶标仪 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ， 美国

９６ 孔细胞培养板 Ｃｏｍｉｎｇ 公司 ， 美国

３ ６
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

４ ％多聚甲醛溶液博士德公司 ， 中 国

流式细胞仪 ＢｅｃｋｍａｎＣｙｔｏＦＬＥＸ ， 美国

ＲＩＰＡ 裂解液碧云天公司 ， 中 国

ＢＣＡ 蛋 白浓度检测试剂盒碧云天公司 ， 中 国

Ｃａｓｐａｓｅ３ 活性检测试剂盒碧云天公司 ， 中 国

蛋白酶抑制剂碧云天公司 ， 中国

ＰＶＤＦ膜Ｍｉ ｌｉｐｏｒｅ ， 美国

脱脂奶粉伊利 ， 中 国

ＬＣ３Ｂ（Ｄ ｌ ｌ ）ＸＰ Ｒａｂｂ ｉｔ ｍＡｂ３ ８６８Ｔ ， ＣＳＴ ， 美国

ＡＫＴ（ Ｐａｎ ）（ Ｃ６７Ｅ７ ）Ｒａｂｂ ｉｔ ｍＡｂ４６９ １ Ｔ ， ＣＳＴ
，美国

ｐ
－ＡＫＴ

（
Ｓｅｒ４７３

）
ＸＰ Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ４０６０Ｔ ， ＣＳＴ

，美国

Ｃａｓｐａｓｅ
－

３
—

抗 ａｂ ｌ ３ ８４７ ， ａｂｃａｍ ， 美国

Ｐ６２

—

抗 ａｂ ｌ ０９０ １ ２ ， ａｂｅａｍ ， 美国

Ｂｅｃ ｌ ｉｎ

—

抗 ａｂ２０７６ １ ２
，
ａｂｃａｍ

，
美国

Ｐ
－

ａｃｔｉｎ
—

抗歷９ ， 博奥龙 ’ 中 国

ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗
ａｂ２０５ ７ １ ８

，
ａｂｃａｍ

，美国

山羊抗兔 ＩｇＧ 荧光二抗 （ ４８ ８ ）ａｂ ｌ ５００７７
，
ａｂＣａｍ

，美国

共聚焦显微镜 ＳＰ８ ，Ｌｅｉｃａ ， 曰 本

ＰＣＲ 引物生工科技有 Ｐ艮公司 ’Ｊｌ海

ＤＥＰＣ 水 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司 ， 美国

ＷＢ 蛋 白 电泳装置 Ｂ ｉｏ－

ｒａｄ 公司
，美国

Ｔｒｉｚｏｌ
试剂 ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ ， 美国

雷公藤红素 （纯度＞９８％ ）德思特 ＤＬ００３５
，中 国

３ －Ｍｅｔｈｙ ｌａｄｅｎｉｎｅ（ ３
－ＭＡ ）ＨＹ－

１ ９３ １ ２ ，
ＭＣＥ ， 美国

紫夕卜分光光度计 ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ ， 美国

Ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ（ ＣＱ ）ＨＹ－

１ ７５ ８９Ａ ，ＭＣＥ ， 美国

３ ７
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ａｐａｍｙｃ ｉｎ（ ＲＡＰＡ ）ＨＹ－

１ ０２ １ ９
，
ＭＣＥ

，美国

彩虹预染蛋 白 ｍａｒｋｅｒ Ｆｅｒｍａｎｔａｓ ， 美国

氯仿 国药集团 ， 上海

ＥＣＬ 显影液Ｍｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ ， 美国

山羊抗兔二抗免疫组化试剂盒中 国 ， 武汉博士德生物有限公司

ＤＡＢ 显色液索莱宝生物科技有限公司 ， 中 国

３ ． １ ． １ 实验所需溶液配制 ：

（ １ ）４％多聚甲酸溶液

在电子分析天平上精确量取 ４ ．０ ｇ 多聚甲醛 ， 溶解至 ８０ ｍＬ ＰＢＳ 溶液内 ， 将

电热恒温水浴槽调至 ６０

°

Ｃ ， 将试管放入温水中帮助溶解 ， 待肉眼观无粉末残留

后 ， 提示溶解完全 ， 即可加 ＰＢＳ 定容至 １ ００ｍＬ ， 反复颠倒混勾 ， 放入 ４
°

Ｃ冰箱

冷藏备用 。

（ ２ ）０ ． １％结晶紫染液配制

取 １ｍＬ１％结晶紫染液加入 ９ｍＬ 超纯水中 ， 配制得到 ０ ． １％结晶紫染液 。

（ ３ ） 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料的浸提液配制

将已负载不同浓度雷公藤 （ ０
，
２０

，
５０

，
１ ００

，
１ ５ ０

ｐＭ ） 的各组材料放于 ２４ 孔板中 ，

根据所培养细胞的要求加入不同的完全培养基如高糖 ＤＭＥＭ 或干细胞培养基 ，

在 ３７
°

Ｃ下浸泡 ２４ｈ ， 收集浸提液 ， 避光保存于 ４
°

Ｃ用于后续实验 。

（ ４ ） 电转缓冲液的配制 ： Ｔｒｉ ｓ ３ ．０３ ｇ ， 甘氨酸 １ ４ ．４ｇ ，ＳＤＳ ０ ．３ ７ ｇ ， 甲醇 ２００

ｍＬ ， 将上述试剂加入大烧杯 中 ， 先加入 ５００ｍＬ 蒸馏水 ， 磁力搅拌器作用下反

复搅拌至肉眼观察无粉末试剂残留 ， 然后加蒸馏水定容至 １ ０００ｍＬ 。

（ ５ ） 电泳缓冲液 ： 需 Ｔｒｉｓ ６ ．０６ ｇ ， 甘氨酸 ３ ７ ． ５４ ｇ ， ＳＤＳ ２ ｇ ， 将上述试剂加

入大烧杯中 ， 先加入 ５００ｍＬ 蒸馏水 ， 磁力搅拌器作用下反复搅拌至肉眼观察无

粉末试剂残留 ， 然后加蒸馏水定容至 ２０００

（ ６ ）ＴＢＳＴ 缓冲液的配制 ： ＴｒｉｓＨＣＬ
（
ｌＭ

，
ＰＨ ７ ． ５

）
５０ ｍＬ ， 氯化钠 ８ ｇ ， 氯化

钾 ０ ．２ｇ ， Ｔｗｅｅｎ２００ ． ５ｍＬ ， 将上述试剂依次加入大烧杯中 ， 加入蒸馏水 ５００ｍＬ ，

３８
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磁力搅拌器搅拌至 肉眼观察无粉末残留 ， 表明溶解彻底 ， 然后加入蒸馏水定容

至 １Ｌ 。

３ ．２ 实验方法

３ ．２ ． １ 雷公藤红素负载及其体外释放

雷公藤红素溶液制备 ： 使用无水乙醇溶解雷公藤红素 ， 雷公藤红素分子量

４５０ ， 先配制浓度为 ６００的母液 ， 需将 １ ３ ． ５ｍｇ 雷公藤红素加入 ５０ｍＬ 无水

乙醇中 ， 摇匀避光置于 ４
°

Ｃ备用 。 此后分别稀释至不同浓度用于后续实验 ， ２０ｎＭ

溶液需要将 １ ．６７ｍＬ 母液加入 ５０ｍＬ 无水乙醇 内 ， ５０溶液需要将 ４ ． １ｍＬ 母

液加入 ５０ｍＬ 无水乙醇中 ， １ ００
ｇＭ 溶液需要将 ８ ． ３ｍＬ 母液加入 ５０ｍＬ 无水乙

醇中 ， １ ５０
ｐＭ 溶液需要将 １ ２ ．５ｍＬ 母液加入 ５０ｍＬ 无水乙醇中 。 然后将环氧乙

烷灭菌后的 ＬＤＨ 材料放于 ２４ 孔板内 ， 每孔 １ 个 ， 加入 ｌ ｍＬ 不同浓度雷公藤红

素溶液 ， 没过材料表面避光浸泡 ２４ｈ ， Ｏ ｕＭ 组浸泡不含雷公藤红素的无水乙醇 ，

将材料取出在 ３ ７

°

Ｃ培养箱 内烘干 ， 便制备了含有不同剂量雷公藤红素的 ＬＤＨ 材

料用于后续实验 。 浸提液的制备 ： 将含有不同浓度雷公藤红素的 ＬＤＨ 材料置于

２４ 孔板中 ， 每个孔放 １ 个材料 ， 加入 ｌｍＬ 完全培养基 ， 完全培养基的选择视后

续所配养的细胞而定 ， 浸泡 ２４ｈ ， 收集浸泡完的浸提液放于离心管中 ， 避光保存

于 ４
°

Ｃ冰箱 内 ， 使用时于 ３７

－

Ｃ复温 。

采用紫外 －可见分光光度计 （ＵＶ－Ｖｉｓ ） 测定雷公藤的负载量 ， 测定波长范围

在 ４００ 到 ６００ｎｍ ， 雷公藤的特征吸收峰位于 ４２５ｎｍ 处 ， 测定载药前后雷公藤溶

液的吸光度值 ， 根据公式 １ 计算样品 的载药率 ：

＃
ｘ

ｌ 〇〇％（ 公式１ ）

Ａ ０

其中 Ａ０ 为原始药物溶液的吸光度值 ， Ａ 为浸泡样品 的药物溶液的吸光度值 。

将载药样品静置于 ＰＢＳ 中 ， ３ ７

°

Ｃ下浸泡不同的时间段 ， 利用 ＵＶ－Ｖｉｓ 定量分析溶

出 的雷公藤的浓度 。

３ ．２ ．２ 细胞培养

本章采用人肿瘤细胞系 １ ４３ｂ ， ＨＯＳ 和大鼠骨髓间充质干细胞评价负载不同

３９
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浓度雷公藤 ＬＤＨ 材料对肿瘤细胞和正常细胞的杀伤效果 。 人骨 肉瘤细胞系 １ ４３ｂ

和 ＨＯ Ｓ 均购买 自 中科院上海细胞库 ， 肿瘤细胞采用 ＤＭＥＭ 高糖培养基＋ １ ０％血

清配制 的完全培养基培养 ， 大 鼠骨髓间充质干细胞购买 自 广州赛业公司 ， 使用

干细胞完全培养基培养 。 细胞传代 、 冻存 、 复苏 的步骤如 ２ ． ２ ． ２ 中所述 。

３ ．２ ．２ＣＣＫ－８ 实验及死活染色检测材料表面肿瘤细胞活性

将负载不同浓度雷公滕红素的 ＬＤＨ 材料 （ ０
，

２０
，

５ ０
，
１ ００

，

１ ５ ０
＾Ｍ ） 放于 ２４ 孔

板中 ， 每孔 １ 个 ， 肿瘤细胞 以 ｌ
ｘ

ｌ Ｏ
４

的密度种于各组材料表面 ， 放入细胞培养箱

中 ， 在 ３ ７

°

Ｃ和 ５％Ｃ０ ２条件下培养 。 分别在培养后 的 １
，

３
，

５
，
７ 天时更换培养基为配

好的 ＣＣＫ－

８ 工作液 ， 放入培养箱 中继续反应 ４０ｍ ｉｎ ， 吸取 １ １ ０ 叫 反应后 的液体

移入 ９６ 孔板 中 ， 使用酶标仪在 ４ ５ ０ｎｍ 处检测各组吸光度变化 。 死活染色步骤 ：

肿瘤细胞按照 ｌ ｘ ｌ Ｏ
５ 密度小心滴在材料表面 ， 放入培养箱培养 ３ 天后 ， 加入配好

的死活染色工作液 （终浓度为 ２
ｎｍｏ ｌ／Ｌ 的 Ｃ ａｌｃｅ ｉｎ－ＡＭ 和终浓度为 ４ｕｍｏ ｌ／Ｌ 的捵

化吡啶混合液 ） ， 放入培养箱 中孵育 ４０ｍ ｉｎ ， 取 出后用 ＰＢ Ｓ 小心清洗 ３ 遍去除漂

浮的死细胞 ， 在荧光显微镜下 ， 用 ４ ８ ８ｎｍ 波长观察细胞状态 ， 绿色荧光代表活

细胞而红色荧光代表死细胞 。

３ ．２ ．３ 电镜及细胞骨架染色观察细胞粘附情况

肿瘤细胞及干细胞分别在各组材料 （ ０
，

２０
，

５ ０
，
１ ００

，

１ ５０ｐＭ ） 表面培养 ２ 天后进

行细胞骨架染色 。 具体步骤参照试剂盒中说明进行 ， 首先配制 ｌ
ｘ染色工作液 ，

过程中注意避光 。 将细胞在 ４
°

／。多聚 甲酸中 固定 ３ ０ｍ ｉｎ
， 注意 固定液中不能包含

甲醇 ， 用 ＰＢ Ｓ 清洗 ３ 遍去除固 定液 ， 加入 ０ ． １％Ｔｒｉ ｔｏｎ－

１ ００ 到每孔中 ３
－

５ 分钟 ， 以

在细胞膜表面打孔使染色剂更 易进入细胞 内 ， 用 ＰＢ Ｓ 清洗 ３ 遍 ， 加入染色工作

液 ， 常温避光孵育 ｌ ｈ ， 加入 ＰＢ Ｓ 清洗 ２ －

３ 遍去除多余染色液 ， 再加入 ＤＡＰ Ｉ 染

液 ５ｍ ｉｎ 复染细 胞 核 ， 加 入 ＰＢＳ 清 洗 ３ 遍 后 即 可 上 机观 察 。 本 实 验 采 用

ｉＦ ｌｏｒ
－Ｐｈａｌ ｌｏ ｉｄ ｉｎ 为红色 ， 因此染出 的细胞骨架呈红色 ， 在 ５４５ｎｍ 处观察 ， 而细胞

核呈蓝色 。 肿瘤细胞及干细胞分别在各组材料表面培养 ２ 天后在 电镜下观察细

胞粘附情况 ， 具体操作步骤如 ２ ． ２ ．４ 中所述

３ ．２ ．４ 划痕实验及 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 实验观察细胞迁移能力变化

４０
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在六孔板中培养 １ ４３ｂ ， 需要等待细胞生长至 ９０％以上融合率再进行划痕实

验。 使用 ｌｍＬ 枪头在无菌直尺的辅助下 ， 在超净台 内平行地于六孔板每孔的中

央划 出
一

道笔直的线 ， 用 ＰＢＳ 轻柔的洗去漂浮的细胞 ， 此时在显微镜下观察并

拍照 ， 计为 Ｏｈ 的状态 ， 并在所观察部位底部做标记 。 更换培养基为不含血清的

各组浸提液 （ 即提前使用不含血清培养基浸泡各组材料 ２４ｈ 提取浸提液 ） ， 放入

培养箱培养 １ ２ｈ ， 在相 同位置用显微镜拍照 ， 即为 １ ２ｈ 的状态 ， 使用 ｉｍａｇｅＪ 软

件分析各组细胞划痕距离 ， 并用 Ｇｒａｐｈｐａｄ 软件统计数据作图 。 Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ 实验使

用 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 培养板进行操作 ， 内含 １ ２ 个 Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ 小室 。 将 ｌ ＯＯ＾Ｌ 浓度为 ｌ
ｘ ｌ 〇

６

的细胞悬液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ 小孔上室 ， 此时细胞悬液的培养基为各组无血清浸提

液 ， 加入 ５００ｐ
Ｌ 含 １ ０％血清的完全培养基于 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌｌ 下室 ， 保证上室与下室接

触界面间无气泡产生 ， 放入培养箱中培养 ８ｈ ， 吸弃培养基 ， 加入多聚 甲醛固定 ，

ＰＢＳ 清洗 ２ 遍后加入 ０ ． １％结晶紫染液进行染色 ， 使用棉签轻柔擦去 内层未迁移

的细胞以便观察 ， 于显微镜下观察底面迀移的细胞 ， 拍照并使用 ｉｍａｇｅＪ 软件计

算穿过膜的细胞数 目 。

３ ．２．５ 活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｉｄｅｓｐｅｃｉｅｓ ，ＲＯＳ ） 染色及流式细胞仪检测细胞内活性

氧水平

按照 ＲＯＳ 染色试剂盒说明进行操作 ， 肿瘤细胞在材料 （ ０
，
２０

，
５０

Ｐ
ＩＭ ） 表面上

培养 ２ 天后再装载探针检测 ＲＯＳ 水平 。 首先按照 １ ： １ ０００ 的 比例用无血清培养基

稀释 ＤＣＦＨ－ＤＡ ， 使其终浓度为 ｌ Ｏ
ｐｍｏｌ／Ｌ

，
去除细胞培养液 ， 加入 ｌ ｍＬ 稀释好

的 ＤＣＦＨ－ＤＡ ， 覆盖细胞表面 ， 放入培养箱 中孵育 ２０ｍｉｎ ， 用无血清细胞培养基

清洗细胞 ３ 次 ， 以充分去除未进入细胞 内 的焚光探针 ， 使用正置荧光显微镜在

４８ ８ｎｍ 波长处检测并拍照 。 流式细胞仪检测时需提前将细胞消化下来 ， 使用稀

释好的 ＤＣＦＨ－ＤＡ 重悬细胞 ， 细胞浓度为 ｌ
ｘ ｌ ０

６
／ｍＬ ， ３７

°

Ｃ 细胞培养箱 内孵育 ２０

分钟 。 每隔 ３
－

５ 分钟颠倒混匀 ， 使探针和细胞充分接触 。 用无血清细胞培养液洗

涤细胞三次 ， 以充分去除未进入细胞内 的 ＤＣＦＨ－ＤＡ 。 然后上机检测 ， 选择 ＦＩＴＣ

通道检测焚光变化 ， 作直方图 。

４ １
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３ ．２ ．６ 流式细胞仪检测细胞凋亡水平变化

肿瘤细胞在各组材料 （ ０
，
２０

，
５０

ｐＭ ） 表面培养 １ 天后 ， 加入胰酶将细胞消化

下来 ， 注意上清也需要
一

并收集 ， 后续操作所有液体均收集至同
一

离心管以避

免遗失上清液中凋亡细胞 。 将消化后的细胞悬液收集至 １ ５ｍＬ 离心管中 ， 离心

弃上清加入 ＰＢＳ 清洗 １ 遍 。 加入 １ｍＬＰＢＳ 重悬并计数 ， 使各管细胞数为 ｌ
ｘ ｌ 〇

５

个 。 加入预先配好的 ｌ
ｘＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｂ ｉｎｄｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ， 制成终浓度为 ｌ ｘ ｌ 〇

６个 ／ｍＬ

的细胞悬液 。 取 １ ００４ 细胞悬液到 ＥＰ 管中 ， 加入 ５瓜 Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ 结合物 ，

再加入 ５吣 的 ＰＩ 溶液 ， 在室温下避光孵育 １ ５ｍｉｎ ， 加入 ４００吣 ｌ ｘＡｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ

结合物 ， 在 ｌｈ 内上机检测 。 流式细胞仪操作步骤 ： 分别设空 白 ， 单染 ＡＶ 管 、

单染 ＰＩ 管和双染组 。 根据空 白组细胞大小调整 ＳＳＶ 和 ＦＳＶ 参数 ， 使细胞聚集

于左下象限 ， 根据单染调整补偿 ， 并设门 ， 圈 出双染的阳性结果 ， 所示结果右

上象限应为坏死细胞 ， 右下象限为早期凋亡细胞而左上象限为细胞碎片 。

３ ．２ ．７ 细胞核 ＤＡＰＩ 染色观察染色质碎裂情况

肿瘤细胞在各组材料表面上培养 ２ 天 ， 吸弃培养基 ， 加入 ＤＡＰＩ 染液 ， 常温

下孵育 ｌ Ｏｍｉｎ ， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍 ， 在荧光显微镜下观察细胞核 内染色质断裂情

况 。

３ ．２ ．８ 集落形成实验

将肿瘤细胞消化下来 ， 加入 ｌ ｍＬ 完全培养基重悬并计数 ， 稀释细胞至 ５００

个／ｍＬ ， 加入 ２ｍＬ 细胞悬液到六孔板 １ 个孔内 ， 使每个孔细胞数在 １ ０００ 个左右 ，

放入培养箱 中培养 ， １ 天后观察细胞贴壁情况 ， 并更换培养基为各组浸提液

（ ０
，
２０

，
５０

，
１ ００

，
１ ５０ ｐＭ ） ， 每隔 ２ 天换液 １ 次 ， 在培养 １ ０ 天后 ， 吸弃培养基 ， 加

入 ４％多聚 甲醛固定 ｌ ｈ ， ＰＢＳ清洗 ２遍后加入 ０ ． １％结晶紫染液室温下染色 ３０ｍｉｎ ，

使用 ＰＢＳ 将染液清洗千净 ， 用相机拍照 。

３ ．２ ．９Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测

肿瘤细胞种于各组材料表面 ， 培养 １ 天后按照试剂盒说明书检测凋亡关键

调控酶 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的活性 。 首先配制 ｐＮＡ 使用标准品稀释液稀释为 ０ 、 １ ０ 、 ２０ 、

５０ 、 １ ００ 和 ２００
ｐＭ ， 每个浓度取 １ ００４ 用酶标仪进行检测 ， 绘制标准曲线 ， 相

４２
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关系数应大于 ０ ． ９９ 。 胰酶消化细胞 ， 收集至离心管中 ， ＰＢ Ｓ 清洗
一

次 ， 按照 ２００

万细胞加入 ｌ ＯＯ＾Ｌ 裂解液的 比例加入裂解液 ， 重悬沉淀并冰浴下裂解 １ ５ｍｉｎ 。

离心收集上清 ， 在管中分别加入检测缓冲液、 待测样品 、 裂解液 、 反应底物 ，

３ ７

°

（：下孵育 ６０－

１ ２０ １１１丨１１ 后测定 人４０５ ， 减去空 白对照的 入４０５ ， 通过标准 曲线对

比即可计算 出样品 中催化的底物的量 ， 在用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测 出待测样品 中 的蛋 白

浓度 ， 即可计算出每单位重量蛋 白 中所含 ｃａｓｐａｓｅ３ 的酶活力单位 。

３ ．２ ． １０ 线粒体膜电位检测

肿瘤细胞种于各组材料表面 ， 在培养 ２ 天后 ， 按照线粒体膜电位检测试剂

盒说明进行操作 。 首先配制 ＪＣ－

１ 染色工作液 ， 按照每 ５ ０ｕｌＪＣ－

１
（
２００Ｘ

）加入 ８ ｍＬ

超纯水的比例稀释 ＪＣ －

１
，充分混匀溶解 ， 再加入 ２ ｍＬ ＪＣ－

ｌ 染色缓冲液 （ ５Ｘ ） 混

匀后 即为 ＪＣ －

１ 染色工作液。 吸弃细胞培养基 ， 加入 ＰＢＳ 清洗 １ 遍 ， 加入染色工

作液 ， 在培养箱中 ３７

°

Ｃ孵育 ２０ｍｉｎ 。 按照 １ｍＬ ＪＣ－

１ 染色缓冲液 （ ５Ｘ ） 加入 ４ｍＬ

蒸馏水的比例配制 ＪＣ－

１ 染色缓冲液 ， 待孵育结束后 ， 吸弃上清使用 ＪＣ －

１ 染色缓

冲液清洗 ２ 次 ， 在荧光显微镜下激发光 ４９０ｍｎ 处观察拍照 。

３ ．２ ． １１Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂ ｌｏｔｔｉｎｇ 检测凋亡相关蛋白水平变化

人骨肉瘤细胞系 １ ４３ｂ 在六孔板中培养 ， 加入各组样品浸提液中培养 ２ 天后 ，

提取蛋 白检测凋亡或 自 噬相关指标的变化 。 为进
一

步研究机制 ， 部分细胞预先

加入 ＣＱ 、 ３
－ＭＡ 或 ＲＡＰＡ 刺激 １ ２ｈ ， 再加入浸提液刺激 ４８ｈ ， 提取蛋 白检测指标

变化 。 Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂ ｌｏｔｔｉｎｇ 具体步骤如下 ：

（ １ ） 提取总蛋 白并检测蛋 白浓度 ： ＲＩＰＡ 裂解液室温溶解 ， 在使用前加入磷酸化

酶抑制剂 ＰＭＳＦ 。 吸弃六孔板培养基 ， 加入预冷 ＰＢＳ 清洗 １ 遍 ， 加入 ＲＩＰＡ 蛋 白

裂解液 ５ ０－

１ ００
ｐＬ ， 视细胞密度而定 ， 冰上孵育 ２０ｍｉｎ ， 并用细胞刮反复刮板底

部 ， 收集裂解液 ， 在预冷至 ４
°

Ｃ 的低温离心机内 ， １ ２０００ｇ 离心 １ ０ ｍｉｎ ， 小心吸

取上清到 ＥＰ 管中 ， 避免触碰到下层沉淀避免污染 。 随后使用 ＢＣＡ 法检测蛋 白

浓度 ， 首先配制蛋 白标准品 ， 将试剂盒 内 的蛋 白标准品按照不同 比例稀释 ， 取

待测蛋 白样品 ５０
ｐＬ ， 分别在待测样品和蛋 白标准品孔内加入 ＢＣＡ 工作液 ， ３ ７

°

Ｃ

４３
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下孵育 ３０ｍｉｎ ， 在 ５ ８２ｒｎｎ 处检测吸光度 ， 根据蛋 白标准品 的 ０Ｄ 值计算得到标

准曲线 ， 根据待测样品的 ＯＤ 值算出蛋 白浓度 ， 并将各组样品蛋 白浓度调至
一

致 ，

并加入溴酚蓝指示剂 ， 使用金属煮样器在 ９０
°

煮 ５ｍｉｎ 使蛋 白变性稳定 ， 随后放

于－８０

°

Ｃ保存 。

（ ２ ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳 ： 首先按照比例配制好分离胶和积层胶 ， 配制各浓度分离

胶所需组分如表 ３ 中所示 。 将玻璃板用去污剂仔细清洗并在通风处晾干 ， 将两

块玻璃板于制胶架中 固定好 ， 往玻璃板中灌入凝胶 ， 先加入分离胶再加积层胶 ，

加入积层胶后立即插入梳子 ， 避免胶凝固后梳子无法插入 。 等待胶凝固后 ， 将

玻璃板放于电泳槽中 ， 灌满电泳液 ， 小心将梳子拔出 ， 在各孔内分别加入 Ｍａｒｋｅｒ

和各组蛋 白样品 ， 调整电压 ， 首先采用 ８０Ｖ 半小时 ， 观察 Ｍａｒｋｅｉ

■

及各组溴酚蓝

指示剂跑至分离胶时更换电压至 １ ２０Ｖ ， 继续电泳 ｌｈ 至 Ｍａｒｋｅｒ 显示各条带均完

全分离或溴酚蓝指示剂快要跑出玻璃板为止随即停止电泳 ， 取出玻璃板 ， 小心

撬开 ， 取出凝胶并切去不需要的部分 。

表 ３ 不同浓度分离胶配制方法

Ｔａｂｌｅ３Ｔｈｅ
ｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒ ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｅｐａｒａ

ｔｅｈｙｄｒｏｇｅ ｌ

胶浓度 ６
°
／。 ８％ １ ０％ １ ２％ １ ５％

ｄｄＨ２０ ２ ．６ ２ ．３ １ ．９ １ ．６ １ ． １

１ ０％ＳＤＳ ０ ．０５ ０ ．０５０ ．０５ ０ ．０５ ０ ．０５

３０％Ａｃｒ／Ｂ ｉｓ １ ． ０ １ ．３ １ ． ７ ２ ．０ ２ ．５

１ ０％ＡＰＳ（ ｐＬ ）０ ．０５ ０ ． ０５０ ．０５ ０ ．０５ ０ ．０５

ＴＥＭＥＤ（ ｎ
Ｌ ）０ ．００４０ ．００３ ０ ．００２ ０ ．００２ ０ ．００２

１ ． ５ＭＴｒｉｓ／Ｈｃ ｌ １ ．３ １ ．３ １ ． ３ １ ．３ １ ． ３

（ ３ ） 电转 ： 预先裁剪好与胶同样大小的硝酸纤维素膜和滤纸 ， 浸入转膜缓冲液

中 ， 硝酸纤维素膜在 甲醇中激活 ３ ０ｓ 。 将转膜装置按照从下至上阳极碳板 、 ２ 层

滤纸 、 ＮＣ 膜 、 凝胶 、 ２ 层滤纸 、 阴极碳板的顺序放好 ， 确认滤纸 、 凝胶和硝酸

纤维素膜对齐 ， 并注意硝酸纤维素膜和凝胶之间不能有气泡 ， 夹紧转膜装置 ，

４４
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放于转膜槽中 ， 灌满转膜缓冲液 ， 放于提前准备好的冰槽中 ， 接通电源 ，
调整电

压为 １ ００Ｖ ， 转移 １ ．５ｈ 。 转移结束后 ， 断开电源将膜取出 ，割取待测膜条做免疫印

迹 。

（ ４ ） 封闭 ： 称取 ５
ｇ 脱脂奶粉加入 ５０ｍＬ 超纯水中配制成 １ ０％的脱脂牛奶 。 将转

膜后的硝酸纤维素膜取出 ， 用 ＴＢ ＳＴ 漂洗 ２ 遍 ， 加入 １ ０％脱脂牛奶 ， 在摇床上

室温缓慢孵育 ２ｈ 。

（ ５ ） 免疫反应 ： 吸弃脱脂牛奶 ， 用 ＴＢＳＴ 在摇床上洗膜 ３ 次 ， 期间使用
一

抗稀

释液配好
一

抗 ， 抗体浓度按照说明书 中 的要求稀释 ，
ＣＳＴ 抗体稀释比例为 １ ： １ ０００ 。

洗膜后 ， 加入
一

抗在 ４
°

Ｃ条件下孵育过夜 ， 并在摇床上缓慢晃动使膜与抗体充分

接触 。 收集
一

抗 ， 并加入 ＴＢ ＳＴ 洗膜 ３ 遍 ， 加入辣根过氧化物酶偶联的二抗 （按

合适稀释比例用二抗稀释液稀释 ） ， 摇床上平稳摇动 ， 室温下孵育 ２ｈ 。

（ ６ ） 显色反应 ： 吸弃二抗 ， 用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次 ， 随后加入配好的显色液 ， 在成

像系统中拍照观察 ， 并使用 ｉｍａｇｅＪ 软件分析各组蛋 白表达情况 。

注意事项 ： 电泳时不能将胶长时间放在仪器里 ， 如果在没有电流下蛋 白
一

直在

胶里 ， 蛋 白未被固定会扩散导致转膜后条带难看 。 常用 的封闭液虽为 ５％脱脂奶

粉 ， 但具体选择时应根据抗体说明书要求来确定封闭液 。 当 目 的蛋 白在 １ ５ＫＤ

以下时 ， 使用 ３００ｍＡ 电流跑 ４５ｍｉｎ 即可 ， 当 目 的蛋 白大于 １ １ ０ＫＤ 时 ， 使用 ３ ００

ｍＡ 电泳 １ ５０ｍｉｎ 以上 ， ２００ＫＤ 以上的蛋 白需要用 ７％的分离胶和 ３ ．５％的积层胶 。

３ ．２ ． １ ２ 细胞免疫荧光检测 自 噬相关蛋 白 ＬＣ ３Ｂ 的表达

将 １ ４３ｂ 种于各组材料表面 ， １ 天后通过细胞免疫荧光实验检测 自 噬蛋 白

ＬＣ３Ｂ 的表达 ， 具体步骤如下 ： １ 、 吸弃培养基 ， 加入 ＰＢ Ｓ 清洗 ２ 遍 ， 加入 ４％

多聚甲醛固定 ｌ ｈ
；２ 、 加入 ＰＢＳ 清洗 ２ 遍 ， 加入 ０ ． ５％Ｔｒｉｔｏｎ－

１ ００ 使细胞膜表面

溶解形成孔洞 ；
３ 、 加入山羊血清封闭 ３０ｍｉｎ

；４ 、 用滤纸吸干血清 ， 加入 ＬＣ３

—

抗 ， 在 ４

°

Ｃ条件下孵育过夜 ；
５ 、 回收

一

抗 ， 加入 ＰＢＳ 清洗 ２ 遍 ， 随即加入兔

抗 鼠荧光二抗 ， 室温避光条件下孵育 ２ｈ
；６ 、 吸弃二抗 ， 加入 ＤＡＰ Ｉ 染液复染细

胞核 ５ｍｉｎ
；７ 、 使用 ＰＢＳ 漂洗 ２ 遍 ， 使用共聚焦显微镜观察并拍照 ， 荧光强度

使用 ｉｍａｇｅＪ 软件进行分析 ， 最后用 Ｇｒａｐｈｐａｄ 作图 。

４５
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３ ．３ 统计学分析

采集 的 实验 原始数据采用 ＳＰＳＳ１ ９ ．０ 统计软件进行统计学分析 ， 使用

Ｇｒａｐｈｐａｄ 作图 ， 数值均用均值±标准差表示 ， 计量资料多组间比较则采取方差分

析 ， 使用 ＬＳＤ 法进行组 内两两比较 。 Ｐ＜ ０ ．０５ 提示差异具有统计学意义 。

３ ．４ 实验结果

３ ．４ ． １ 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料的药物缓释效果

ＬＤＨ 材料具有特殊的层状结构 ， 通过离子交换可在层间负载阴离子药物 ，

因此在药物运输方面有较好的应用价值 。 如 图 ３ ．６ ． １ 所示 ， 随着 ＬＤＨ 材料负载

的雷公藤红素浓度升高 ， 其缓释的药物的量也随之上升 。 且各组材料随着浸泡

时间的延长 ， 释放出 的药物量也随之增加 ， 在 ３ ０ｈ－

１ ２０ｈ 时间呈线性关系 ， 说明

负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料能有效缓释药物 。 ＬＤＨ 片层释放药物有两种形式 ，

一

种为溶液中的阴离子与 ＬＤＨ 层间的雷公藤红素药物发生交换 ，缓慢释放出药物 ，

另
一

种为在酸性微环境中 ， 呈碱性的 ＬＤＨ 与氢离子发生中和 ， 导致片层逐渐崩

解进而释放出 内部药物 。 在本实验中浸泡液采用 ＰＢＳ ， 呈中性 ， 因此推测其释

放药物主要通过第
一

种方式进行 ， 而在体 内肿瘤偏酸性微环境 内其释放速度可

能会加快 。

３ ．４ ．２ 材料对肿瘤细胞和间充质干细胞增殖活性的影响

如图 ３ ．６ ．２ 所示 ， 人骨肉瘤细胞系 １ ４３ｂ 和 ＨＯＳ 在材料表面培养第
一

天时各

浓度梯度组均无明显差别 ， 从第三天开始可明显观察到随着负载药物浓度的增

加 ， 肿瘤细胞增殖活性明显降低 ， 且 １ ００和 １ ５０
ｎＭ 组细胞几乎无增殖活性 。

而在第 ５ 到 ７ 天过程中可见 ５０
ｐＭ 组肿瘤细胞增殖活力显著降低 ， 而 ２０

＿组

亦无显著增加 ， 对照组细胞增殖活力 明显 ， 这说明负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料能

显著抑制肿瘤细胞的增殖活性 。 有趣的是 ， 当间充质干细胞在负载雷公藤红素

ＬＤＨ 材料表面种植后 ， 可见在第
一

天各组细胞增殖活性相似 ， 表明所种细胞量

无明显差别 ， 从第 ３ 天开始 ， 除 １ ００
＿ 和 １ ５０

ｐ
Ｍ 组细胞增殖活性明显降低外 ，

其余各组细胞增殖活性无统计学差异 ， 表明在 ２０
ｐＭ 到 ５０

ｊ
ｉＭ 范围 内 ， 材料对

４６
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间充质千细胞无明显毒性 。 而使用人血管 内皮细胞进行检测发现 ， 趋势类似于

间充质干细胞的检测结果 ， 在种植后 的 ３ 到 ７ 天 ， 在 ２０
ｐＭ 到 ５０

＿ 范围 内材

料对 ＨＵＶＥＣｓ 的增殖无明显影响 ， 而大于 ５０
ｐＭ 范围会明显抑制 内皮细胞的增

殖活力 。

３ ．４ ．３ 骨肉瘤细胞和间充质干细胞在材料表面的增殖和细胞粘附情况

图 ３ ．６ ． ３ 展示了骨肉瘤细胞和间充质干细胞在材料表面的死活染色情况 ， 可

见在培养 ２ 天后 ， 骨肉瘤细胞系 １ ４３ｂ 在 ２０组死亡细胞数明显多于对照组 ，

５０组尚可观察到少数存活的肿瘤细胞 ， 而在 １ ００和 １ ５０
ｐ
Ｍ 组则完全观

测不到存活的细胞 ， 表明肿瘤细胞己全部死亡 。 而 ＨＯＳ 细胞系存活情况虽好于

１ ４３ｂ ， 但可看到在 ２０
ｎＭ 组有部分细胞死亡 ， 而 ５０－

１ ５０
ｐＭ 组死亡细胞数明显

增加 ， 表明负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料对其也有
一

定杀伤效果 。 与 ＣＣＫ－８ 结果相

类似 ， 我们在材料表面种植间充质干细胞后 ， 观察到干细胞在材料表面无明显

死亡 ， 但是在 １ ００和 １ ５ ０
ｐＭ 组细胞的密度较对照组和 ２０－

５０
ｐＭ 组稀少 ， 表

明其可能增殖受到
一

定程度抑制 。 进
一

步通过扫描电镜观察发现 ， １ ４３ｂ 细胞在

对照组粘附 良好 ， 而在负载雷公藤红素组细胞几乎全部凋亡 ， 仅剩下少部分细

胞紧缩成团和少部分细胞碎片 。 但间充质干细胞则不同 ， 不 同浓度组都有细胞

粘附 ， ２０ 和 ５０
ｇＭ 组与对照组细胞密度接近 ， 而 １ ００ 和 １ ５０

ｐＭ 组则细胞明显

减少 ， 说明在 ２０ 和 ５ ０
ｐ
Ｍ 浓度下 ， 材料对正常组织细胞无明显毒性产生 。 进

一

步通过细胞骨架染色发现 ， ２０
ｐＭ 组的 １ ４３ｂ 细胞伪足伸展尚可 ， 铺展于材料表

面 。 而 ５０－

１ ５０
 （

ｘＭ 组细胞紧缩成团 ， 无板状或丝状伪足伸展附着在材料表面 ，

表明材料表面的微环境不适合肿瘤细胞在其上粘附 。 而间充质干细胞却在各组

材料表面均粘附 良好 ， 除 １ ５０
ｊ
ｉＭ 组可见部分细胞萎缩成团 。 图 ３ ．６ ． ５ 为各组材

料浸提液对肿瘤细胞和间充质千细胞集落形成的影响 。 集落形成实验利用肿瘤

细胞或干细胞的单个细胞即可增殖分裂成细胞集落的能力来检测细胞的增殖水

平 。 结果显示加入浸提液培养 １ ０ 天后 ， 肿瘤细胞 １ ４３ ｂ 和 ＨＯＳ 形成的集落随着

各组材料浸提液中雷公藤红素浓度的增加而明显降低 ， １ ４３ｂ 细胞系趋势更为明

４７
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显 ， 可见在 １ ００
 （

ｘＭ 和 １ ５０
 ｜

ｊＭ 组几乎无集落形成 ， 而 ５０组形成的集落明显

面积更小 ， 提示分裂产生的细胞更少 ， 表明材料对肿瘤细胞的增殖有明显抑制

效果 。 综合 以上结果表明 ， 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料可以有效的抑制骨肉瘤细

胞增殖并诱导其凋亡 ， 对抗肿瘤细胞在其表面粘附生长 ， 而且 ２０
ｍ
Ｍ 和 ５０

组对正常组织细胞如间充质干细胞和血管 内皮细胞无明显毒性 ， 浓度在 ５０

以上时会对正常组织细胞产生毒性作用 。 因此后续实验多采用 ２０组和 ５０

组进行研宄 。

３ ．４ ．４ 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料能抑制肿瘤细胞迁移水平

划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验是检测细胞迁移水平较为常用 的两种方法 。 如 图

３ ．６ ．６ 所示 ， 对照组在划痕后 ８ｈ 显示出最大的迁移距离 ， 两侧划痕几乎愈合 ， 而

随着加入浸提液中雷公藤红素浓度的增加 ， 迁移距离明显降低 。 Ｔｒａｓｗｅｌｌ 迁移实

验结果类似 ， 随着药物浓度增加 ， 从膜的
一

侧迁移至另
一

侧的细胞数明显减少 ，

２０
ｍ
Ｍ 组尚有少量细胞迁移 ， 而 ５０－

１ ５０
ｔ

ｉＭ 组几乎观察不到迀移的细胞 ， 实验结

果表明浸提液可显著抑制肿瘤细胞的迁移能力 。

３ ．４ ．４ 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料能诱导肿瘤细胞凋亡和活性氧的产生

因 １ ００和 １ ５０
ｐＭ 组对正常组织细胞有

一

定毒性 ， 因此后续研宄都采用

２０
ｍ
Ｍ 和 ５ ０组进行研宄 。 图 ３ ．６ ． ７ 展示了细胞在各组材料表面培养后活性氧

的产生水平 ， 绿色强度代表活性氧产生的量 。 如图所示 ， ２０组和 ５０
ｐ
Ｍ 组

材料表面的肿瘤细胞内活性氧相对于对照组明显增加 ， 而进
一

步通过流式细胞

术定量检测发现趋势同显微镜下观察 ， １ ４３ｂ 细胞系在 ２０
ｐ
Ｍ 组和 ５０组分别

有大约 １ ３ ．４％和 ３２ ． １
°
／。细胞活性氧检测阳性 ，而 ＨＯＳ 细胞系在 ２０

ｔ
ｉＭ 组和 ５０ 从Ｍ

组分别有大约 １ ０ ． １％和 ２ １ ．９％细胞活性氧检测阳性 。 通过流式细胞仪检测肿瘤细

胞 １ ４３ｂ 凋亡水平 ， 结果如图 ３ ．６ ． ８ 所示 ， 对照组仅有约 ６ ．４ １％的细胞发生凋亡坏

死 ， 复合正常细胞培养水平 ， 而 ２０
ｍ
Ｍ 和 ５０

＾ 组分别有 １ ７ ．０２％和 ２０ ． ９３％的

细胞发生凋亡坏死 ， 差别有统计学意义 。 ＤＰＡＩ 染色结果如 图 ３ ．６ ．９ 所示 ， 红色箭

头代表材料表面的细胞核 内染色质断裂情况 ， 在 ５０
ｍ
Ｍ 组明显可观察到月 牙状

４８
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高亮的染色质断裂、 扭曲等情况 ， 表明细胞发生凋亡 ， 且 ５０
ｊ

ｉＭ 组凋亡细胞数

量显著高于 ２０组。 为进一步观察细胞凋亡的具体机制 ， 本部分通过 ＷＢ 实

验检测细胞凋亡过程中关键蛋 白 的表达水平 。 如 图 ３ ．６ ． １ ０ 所示 ， 随着所加药物

浓度的增加 ， 抗凋亡蛋 白 Ｂ ｃ ｌ
－２ 的表达明显降低 ， 而促凋亡蛋 白如 Ｂａｘ 、 ＰＡＲＰ 、

Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的表达明显增加 ， 此外细胞周期阻滞蛋 白 Ｐ５３ 的表达明显上升 ，且ＮＦ－ｋｂ

信号通路中 的抑制蛋 白 ＩＫｂ 表达明显下调 。 此外 ， 随着药物作用时间 的逐渐增

加 ， 这些指标的表达也呈现相 同趋势 ， 这表明除了浓度效应外 ， 随着作用时间

的增加 ， 肿瘤细胞的凋亡水平也随之上升 。 以上结果表明负载雷公藤红素的 ＬＤＨ

材料浸提液可显著诱导骨肉瘤细胞发生凋亡坏死 ， 且可诱导 Ｐ５ ３ 的表达进而阻

滞细胞周期抑制细胞增殖 ， 且在此过程中 ， ＮＦ －ｋｂ 信号通路激活 ， 可能参与凋亡

的调控中 。 由于各组浸提液中差别仅存在于负载雷公藤红素的浓度 ， 因此可认

为产生此种效果为其缓释的雷公藤红素所致 。 促凋亡蛋 白 Ｂａｘ

—

般存在于胞质

中 ， 当接收到凋亡信号时 ， Ｂａｘ 重新定位于线粒体表面 ， 在线粒体表面构成跨线

粒体膜的孔 ， 导致膜电位降低 ， 膜通透性增加 ， 从而释放凋亡因子 。 由于 ＷＢ

结果显示 Ｂａｘ 等凋亡相关蛋 白表达增加 ， 因此我们进
一

步检测线粒体膜电位以

验证是否 由凋亡蛋 白 的激活导致线粒体膜电位下降进而导致细胞凋亡 。 实验结

果如图 ３ ． ６ ． １ １ 所示 ， 当线粒体膜电位降低时 ， 线粒体基质 内 的焚光探针 ＪＣ－

１ 聚

合物分解为单体 ， 显示为线粒体 内红色转变为绿色 。 随着细胞在不 同浓度雷公

藤红素 ＬＤＨ 材料表面培养 ， 可见 ２０
［

ｉＭ 组和 ５０
ｐ
Ｍ 组细胞内绿色明显增加 ， 而

红色相对减弱 ， 尤其 以 ５０
ｐ
Ｍ 组更为 明显 ， 这表明随着药物浓度增加 ， 肿瘤细

胞凋亡水平明显升高 。 结合 ＷＢ 结果 ， 提示在肿瘤细胞发生凋亡的过程中 ， 主

要是 Ｂｃ ｌ
－２／Ｂａｘ／Ｃａｓｐａｓｅ ３ 参与的线粒体介导的 内源性凋亡通路发挥作用 。 此外 ，

ＮＦ－ｋｂ 这
一

炎症和凋亡相关的信号通路也可能参与到肿瘤细胞凋亡的调控过程

中 。

３ ．４ ．５ 材料对肿瘤细胞 自噬水平的影响

细胞 自 噬即细胞 自食 ， 是细胞将细胞 内多余或受损的蛋 白或细胞器清理掉 ，

４９
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

利用细胞继续生存下去 。 自 噬和凋亡均在肿瘤 的发展和演变 中发挥重要作用 ，

但两者的关系在不 同阶段表现不 同 。 自 噬被认为是双刃剑 ， 既有可能促进肿瘤

的生长也有可能发挥促进肿瘤细胞凋亡的作用 。 因此在本章 中我们进
一

步观察

材料表面种植肿瘤细胞后其 自 噬水平的变化 以 明确 自 噬在雷公藤红素 ＬＤＨ 材料

诱导骨肉瘤细胞凋亡过程 中扮演 的角 色 。 首先通过细胞在材料表面种植后 的细

胞免疫荧光检测微管相关蛋 白 １ 轻链 ３（ ＬＣ ３ ） 的表达情况 ， 如 图 ３ ． ６ ． １ ２ 所示 ，

红色为细胞骨架染色 ， 蓝色代表细胞核而绿色为 ＬＣ ３ 的免疫荧光染色 ， 结果显

示 ２０组和 ５０组 ＬＣ ３ 的表达相对于对照组显著升高 ， 尤其 以 ５ ０ｕＭ 组表

达最高 。 在 自 噬囊泡的成核过程中 ， 需要 ＡＴＧ６ 即在哺乳动物 中为 Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ－

１ 的参

与介导其他 自 噬蛋 白定位于 自 噬泡 ， 因此 Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ－

１ 的表达增高被视为 自 噬激活的

一

种指标 。 而 Ｐ６２ 蛋 白 是 自 噬的底物 ， 在 自 噬激活过程中其被消耗因此细胞 内

含 量 减 少 。 在 自 噬 调 控 的 上 游 通 路 中 ， 最 为 重 要 和 经 典 的 通 路 即 是

Ｐ Ｉ ３Ｋ－ＡＫＴ－ｍＴＯＲ 信 号 通 路 ， 而 ｍＴＯＲ 对 自 噻 发 挥 抑 制 作 用 ， 因 此 当

ＰＩ ３Ｋ－ＡＫＴ－ｍＴＯＲ 信号通路激活时 ， 细胞 自 噬活性降低 。 在本实验中我们进
一

步

对 Ｐ Ｉ３Ｋ－ＡＫＴ－ｍＴＯＲ 信号通路 中 的关键分子 ｐ
－ＡＫＴ 的表达进行检测 ， 发现在

ＡＫＴ 总量无 明显变化的情况下 ， ｐ
－ＡＫＴ 的表达随着雷公藤红素负载浓度的增加

而降低 ， 说 明该条信号通路处于抑制状态 ， 因此 ｍＴＯＲ 对 自 噬的抑制解除 ， 进

而说明 自 噬活性的升高 。 然而 以上结果虽说明 自 噬在起始和成核等阶段处于激

活状态 ， 但仍不能完全说 明 自 噬 的激活 ， 因为若细胞的真实 自 噬水平在 自 噬 的

最后阶段被抑制 ， 在起始和成核等阶段发挥作用 的蛋 白 仍可能表达增多 。 氯喹

（ ＣＱ ） 可通过破坏溶酶体的结构和功能而抑制 自 噬的作用 ， 导致 自 噬溶酶体聚

集 ， 可 以使 自 噻相关蛋 白 ＬＣ ３ＢＩ Ｉ 与 ｐ６２ 等降解减少 ， 抑制细胞 自 噬发生 。 加入

ＣＱ 提前处理肿瘤细胞后 ， 若肿瘤细胞真实的 自 噬水平是在 自 噬 的最后阶段被阻

滞的 ， 那加入 ＣＱ 处理后再检测 自 噬相关蛋 白如 Ｂ ｅｄ ｉｎ －

１ 和 Ｐ６２ 、 ＬＣ ３ 等指标不

会再发生变化 ， 反之 ， 如果加入 ＣＱ 处理后检测 自 噬相关蛋 白 的表达明显增加 ，

则说 明肿瘤细胞的真实 自 噬水平未在最后阶段被阻滞 ， 表 明 自 噬流的增加 ， 即

５ ０
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

强有力的说明 自 噬真实水平的增加 。 如 图 ３ ．６ ． １ ２ 所示 ， 加入 ＣＱ 处理后的雷公藤

红素 ＬＤＨ组较单独雷公藤红素 ＬＤＨ组 ＬＣ３表达明显增加 ， 表明雷公藤红素 ＬＤＨ

组肿瘤细胞的真实 自 噬水平确实是增加的 。 综上 ， 实验结果表明在雷公藤红素

ＬＤＨ 材料组肿瘤细胞的 自噬水平上调 。

３ ．４ ．６ 肿瘤细胞 自噬与凋亡间的相互作用机制

细胞凋亡和 自 噬的关系较为复杂 ， 轻度的 自噬有利于肿瘤细胞利用 自 身代

谢废物获取能量 ， 在缺乏营养 、 应激条件下其有利于肿瘤细胞的存活 ， 进而抵

抗凋亡 。 而过度的 自噬又会导致过度消耗细胞 内 的蛋 白和细胞器而使细胞无法

继续生存 ， 这时细胞就会启动凋亡程序并抑制 自 噬 ， 使细胞发生程序性死亡 。

因此明确 自 噬在凋亡过程中的作用有利于揭示负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料诱导肿

瘤细胞凋亡的具体机制 。 如 图 ３ ． ６ ． １ ３ 所示 ， 使用流式细胞术检测各组肿瘤细胞

凋亡水平 ， 可见在加入 自噬抑制剂 ３
－ＭＡ 后 ， 雷公藤红素 ＬＤＨ 材料对肿瘤细胞

的凋亡作用 明显增加 ， 体现为总凋亡率 由 ２０ ． ７４％上升到 ２７ ．４％ ， 且结果有统计

学意义 ， 而加入 自噬激活剂雷帕霉素 ＲＡＰＡ 后 ， 总凋亡率 由 ２６ ． ０９％下降至 １ １ ． ９３％ 。

以上结果说明在激活 自 噬时 ， 肿瘤细胞凋亡率降低 ， 细胞存活增加 ， 而在抑制

自噬后 ， 肿瘤细胞总凋亡率升高 ， 细胞死亡增多 ， 说明在雷公藤红素 ＬＤＨ 材料

诱导的肿瘤细胞凋亡过程中 ， 细胞的 自噬起到对抗肿瘤细胞凋亡的作用 。

３ ．５ 讨论

在第二章 中我们证 明 了镁合金表面 Ｍｇ
－Ａ１ ＬＤＨ 涂层能显著提升镁合金

ＡＺ３ １ 的抗腐蚀效果 ， 进而提升其生物相容性并促进其成骨成血管效果 。 ＬＤＨ 涂

层本身是层状结构 ， 两片层间具有
一

定间隙 ， 可通过离子交换负载阴离子药物 。

在本章中我们首先利用 ＬＤＨ 涂层这
一

特殊性质 ， 负载抗肿瘤药物雷公藤红素 ，

由于雷公藤红素难溶于水 ， 因此使用无水乙醇溶解 ， 并将材料泡于不同浓度雷

公藤红素溶液中 以达到负载不同浓度雷公藤红素的 目 的 。 通过体外释放试验我

们发现负载药物后的 ＬＤＨ 材料能有效缓释雷公藤红素 ， 且随着负载药物浓度的

增加其释放药物的量也随之上升 ， 表明药物成功被负载到材料上 。 考虑到雷公

５ １
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

藤的分子结构 中包含羧基 ， 我们推测其被负载 的原 因是阴离子交换作用置换到

ＬＤＨ 片层 中 。 如前所述 ， 雷公藤红素 口 服生物利用度低 ， 且过量使用有
一

定毒

副作用 ， 因此构建新的递药方式是提高其利用效率的研究热点 ， 在本实验中 ＬＤＨ

材料负载雷公藤红素可直接在局部微环境 内释放药物 ， 避免经血液循环 ， 可提

高其生物利用效率 。 在成功负载雷公藤红素后 ， 我们设计
一

系列实验验证其是

否能够有效杀死肿瘤细胞 ， 结果显示在材料表面培养骨 肉瘤细胞后 ， 细胞死亡

明显增多且增殖水平显著下降 ， 而且随着负载药物浓度的增加其抗肿瘤效果更

加 明显 ， 表明肿瘤细胞无法在材料表面粘附增殖 。 除对肿瘤细胞的增殖作用外 ，

其还可抑制肿瘤细胞的迀移能力 ， 表明 具有抑制骨 肉瘤细胞转移的能力 。 而有

意思 的是 ， 在材料表面培养正常细胞如干细胞和 内 皮细胞则发现在浓度范 围

２０ －

５ ０时对正常组织细胞无明 显毒副作用 ， 干细胞和 内皮细胞 尚可正常增殖

粘附 ， 这有利于材料早期启 动成骨进程 。 研究表 明 ， 雷公藤红素是
一

种蛋 白 酶

体抑制剂 ， 可通过抑制蛋 白酶体活性诱导肿瘤细胞凋亡 ， 或发挥抗炎 、 促代谢

等活性作用 。 推测其在
一

定范围 内对肿瘤细胞 明 显毒性而正常细胞无毒性的原

因在于肿瘤细胞与正常细胞代谢通路不 同所致 。 肿瘤细胞在其恶变演化进程中

会激活许多与细胞周期 、 抗凋亡等相关的蛋 白酶 ， 代谢模式 由正常细胞的有氧

糖酵解变为无氧糖酵解 ， 称为 ｗａｒｂｕｒｇ 效应 。 因此 ， 我们推测雷公藤红素 ＬＤＨ

材料可能通过抑制某些与肿瘤细胞代谢过程中密切相关的关键蛋 白酶发挥作用 。

本研宄进
一

步探索 了肿瘤细胞的死亡机制 ， 前 己述及雷公藤红素可 以诱导肿瘤

细胞凋亡 ， 因此本研宄也首先检测 了肿瘤细胞 的凋亡水平 。 细胞凋亡是程序性

死亡 的
一

种 ， 是指在生理或病理条件下 ， 为维持 自 身 内环境的稳态通过调控凋

亡基因使细胞产生主动有序 的死亡 。 在凋亡进程 中细胞会发生
一

些特殊的形态

和生化方面 的变化 ， 主要表现为核固缩 、 ＤＮＡ 断裂 、 细胞皱缩 、 线粒体膜电位

下降等 。 实验结果显示 ， 在材料表面培养的肿瘤细胞明显皱缩变小 ， ＤＡＰ Ｉ 染色

发现核 内有大量染色质 断裂扭 曲等情况 ， 而线粒体膜 电位染色也证 明 随着所负

载药物浓度的增加 ， 线粒体膜电位明显降低 ， 进
一

步通过 ＡＶ ／ＰＩ 染色发现早凋和

晚凋 的细胞明显增多 ， 这些均是细胞凋亡 的典型表现 。 介导凋亡的信号通路主

５ ２
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

要可分为 ３ 大类 ， 分别是线粒体通路、 死亡受体通路以及 内质 网通路 。 线粒体

通路指细胞受到凋亡刺激后 ， 引起胞质 内 的 Ｂａｘ／Ｂａｋ 形成低聚物复合体 ， 插入

到线粒体外膜孔隙 ， 导致线粒体渗透压改变 ， 跨膜电位丢失 ， 促使 Ｃｙｔ Ｃ 从线粒

体释放到细胞质 ， 并与细胞凋亡激活因子 １（Ａ
ｐａ

ｆ－ １ ） 结合形成凋亡复合体 ， 活

化 Ｃａｓｐａｓｅ
－９ 前体 ， 进而激活 Ｃａｓｐａｓｅ

－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ
－７ ， 引发 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应 ，

从而诱发细胞凋亡 。 在本研宄中我们发现在材料表面培养的肿瘤细胞线粒体膜

电位明显下降 ， 而且 ＷＢ 结果显示线粒体途径中 的促凋亡蛋 白 Ｂａｘ 、 ｃａｓｐａｓｅ ３

的表达随着药物浓度的增加和作用时间的增加而明显上调 ， 而拮抗凋亡的蛋 白

Ｂｃｌ
－２ 的表达下降 ， 这些结果表明在细胞调亡过程中 ， 线粒体凋亡途径主要发挥

作用 。 如前所述 ， 肿瘤细胞 自 噬在其恶变进展 中发挥重要作用 ， 但其与凋亡比

较复杂 ， 轻度 自 噬有利于肿瘤细胞生存对抗凋亡而过度 自 噬则会诱导细胞凋亡 。

为 了 明确本实验中 自 嗟在肿瘤细胞凋亡 中 的作用 ， 我们进
一

步对 自 噬相关指标

进行检测 。 实验结果表明在雷公藤红素 ＬＤＨ 材料诱导骨肉瘤细胞凋亡进程中 ，

自 噬起到对抗凋亡的作用 。

５ ３
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图 ３
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． １ 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料的药物缓释效果
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图 ３
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． ２ 细胞在材料表面的增殖和粘附
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注 ： 图 ａ 为细胞在各组材料表面增殖 ＣＣＫ －

８ 结果 ， 其 中 （ ａ ） 为骨肉瘤细胞系 １ ４３ ｂ 的增殖

结果 ， 图 （ ｂ ） 为间充质干细胞的増殖结果 ， 图 （ ｃ ） 为人血管 内皮细胞 ＨＵＶＥＣ ｓ 的增殖结

果 ，

‘

图 （ ｄ ） 为骨 肉瘤细胞系 ＨＯＳ 的增殖实验结果 。 可见在 ２ （） ｎＭ
－

５ ０ ＾Ｍ 范 围 内 Ｍ ＳＣ 和

ＨＵＶＥＣ ｓ 的增殖水平与对照组无 明 显差异 ， 而 ２０
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殖活性 。 图 ｂ 为各组材料表面细胞死活染色结果 ， 可见 Ｍ ＳＣ 组在 １ ００ －
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数 目减少而各组均无明显死细胞出现 ， 而骨肉瘤细胞系从 ２０
ｎＭ 组开始各组死细胞数 目 逐

渐增多 ， 表明材料对骨 肉瘤细胞系杀伤效果 明显 。 图 ｃ 为各组细胞在材料表面粘附的 电镜

结果 ， 可见在 Ｏ
＾
ｉＭ 组骨肉瘤细胞粘附较多 ， 而在 ２０－
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小变圆 ， 表明材料对骨肉瘤细胞有杀伤效果 ， 而间充质干细胞在材料表面粘附较好 ， 仅在

１ ００－

１ ５ ０组观察到细胞数 目 减少且皱缩明显 ， 表明在 １ ００－
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图 ３
．
６

． ３ 细胞在材料表面的增殖 、 粘附及迁移
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注 ： 图 （ ａ ） 为各组细胞的集落形成实验结果 ， 可见骨 肉瘤细胞系 １ ４３ ｂ 和 ＨＯ Ｓ 随着浸提液

中雷公藤红素浓度 的增加所形成的集落数 目 明 显减少 ， 而 间充质干细胞变化并木显著 ； 图

（ ｂ ） 为使用浸提液刺激 １ ４ ３ ｂ 细胞系 的划痕实验结果 ， 图 （ ｅ ） 为 １ ４３ ｂ 细胞系 的 Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ

实验结果 ， 图 （ ｆ ） 和 图 （
ｇ ） 为相应的定量分析结果 ， 显示随着浸提液 中药物浓度的增加 ，

骨 肉瘤细胞的迁移能力逐渐降低 ； 图 （ ｃ ） 为 １ ４ ３ ｂ 细胞系在材料表面的细胞骨架染色情况 ，

可见与 电镜观察类似 ， 随着载药浓度？增加 ， 细胞逐渐皱缩变圆 ； 图 （ ｄ ） 为间充质千细胞在

材料表面的骨架染色情况 ， 可见在 ０ － ５ ０ 范 围 内细胞伸展 良好 ， 在 １ ００ ＃ 组有少量细胞形

态发生变化 ， 而 １ ５ ０ 幽 组可见细胞形态皱缩 明 显 ， 表 明 １ ０ ０ －

１ ５ ０范围对间充质干细胞
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定毒性 。

５ ７





第三章 雷公藤红素 负 载 ＬＤＨ 的表征及体外抗肿瘤机制


Ｎｏｔｅ ：Ｆｉｇｕｒｅ（ａ）ｓｈｏｗｓｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ ｔｈｅｃｏ ｌｏｎｙ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｘｐｅｒ

ｉｍｅｎｔｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ

ｏｆ ｃｅｌ ｌｓ ．Ｉｔ

ｃａｎｂｅｓｅｅｎｔｈａｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ ｃｏ ｌｏｎｉｅｓｆｏｒｍｅｄｂｙ
ｔｈｅｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ１４３ｂａｎｄＨＯＳｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｅ ｌａｓｔｒｏ ｌ ｉｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔ
，ｗｈｉｌｅ

ｈａｖｅｌｉｔｔｌｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎＭＳＣ
；
Ｆｉｇｕｒｅ（

ｂ
）

ｉ ｓｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆ ｔｈｅｗｏｕｎｄｈｅａｌ ｉｎｇ
ｔｅｓｔ

 ；
Ｆｉｇｕｒｅ（

ｅ
）

ｉｓｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｏｆ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
；
Ｆｉｇｕｒｅ（ｆ）ａｎｄＦｉｇｕｒｅ（ｇ）ａｒｅｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓ ｉ ｓｒｅｓｕｌｔｓ

 ？

Ｗｈｉｃｈｓｈｏｗｓｔｈａｔｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆ ｔｈｅｄｒｕｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｅｘｂ

＊

ａｃｔ
？

ｔｈｅｍ ｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌ ｉｔｙ

ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｃｅｌｌｓ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ

ｄｅｃｒｅａｓｅｓ
；
Ｆｉｇｕｒｅ（

ｃ
）

ｓｈｏｗｓｄｉｅｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ
ｏｆ ｔｈｅ１ ４３ｂ

ｃｅ ｌｌｌｉｎｅｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅｍａｔｅｒｉａｌ
，ｗｈｉｃｈｉｓｓｉｍ ｉｌａｒｔｏｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｌｅｃｔｒｏｎｍ ｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ａｓｔｈｅｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅ ａｓｅ
，

ｔｈｅｃｅ ｌｌｓ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ

ｂｅｃａｍｅｓｈｒｉｎｋａｎｄｒｏｕｎｄ
；
Ｆｉｇｕｒｅ（

ｄ
）

ｓｈｏｗｓ

ｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｓｋｅｌｅｔａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＭＳＣｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆ  ｔｈｅｍａｔｅｒｉａｌ ．Ｉｔｃａｎｂｅｓｅｅｎ ｔｈａｔｄｉｅｃｅｌ ｌｓ

ｓｔｒｅｔｃｈｗｅ ｌｌ ｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ ０ －

５ ０ｇｒｏｕｐｓ
， 
ｗｈｉｌｅｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

ｓｈｒｉｎｋｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｔｈｅ

１ ００－

１ ５０ｇｒａｕｐ ＾ 
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ

ｆｌｉａｔ ｔｉｉｅ ｒａｎｇｅｏｆ １ ００－

１ ５０
 ｊ

ｘＭ ｉｓ ｔｏｘｉｃｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓ ｔａｎｃｅｌｌｓ ．

５ ８





博士学位论文


（
ａ
） ＯｕＭ ２０ｕＭ５０ｕＭ

ｂ

■■■

■ＩＢ
（
ｂ

）．

ｎ
，



（
ｃ
）

ｖ’
ｍ  Ａ ＼ Ｈ ｉ ｅ 

？ ？
６ ００
 ？ ｔ ｃ ＾ ． ＇ ｌ ｉ ｅ  Ａ Ｉｍ ｅ ＊ ．

＿

， 〇

°

 ，ｃ

ｌ

？
＊

 ， 〇

＊ Ｉ ０

＿

？／ｍ
＇

 １ ０

＊

 １ ？

＃

 ， 〇

？

 ？ 〇

＊

 ｔ ｏ

＊
￣

＾＾＃

Ｉ Ｈ Ａ ｒ ｉ ｌ ｌ Ｃ  ？Ｋ １ ＊ ？ ｎ ｃ ？

（
ｄ
）

．

１
１ ？  ｆｔ ？ ｎ ｃ ？ ？

＇

 Ｍ ｉ  ＊
？

． ｆ ｌ ｉ ｃ ＊ ． Ｈ ｉ ｒ ＊ ？ ？ 〇 ＊ ？
－

ｒ
？ ｆｔ ０ Ｊ４

 ｆ
ｉ

， ０ ，

 ［
２ ， ３

１ Ｉ

￣－￣

ｉ

Ｈ

Ｈ
，幽＂

Ｔ
￣ ￣  －

？

ｆ

－ －  －

 Ｔ
＂

Ｔ
＂

▼ 、 ，

．

， ■ １
？

 ＊ １。。

＾－

？

？
‘ ， ．

＃

－

？

 ，。

４

 ， 。

‘－

〇

 Ｉ 。

４

 ， ？

？ Ｓ＾々旁
ｒ ｔ ｔ ？ ： Ｈ ｉ ｃ ４ ｉａ ＞ ＊ ： ＨＴ Ｃ ＊

．图 ３ ． ６ ． ４ 细胞活性氧水平检测
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注 ： 图 （ ａ ） 为各组细胞在材料表面培养后 的 ＲＯ Ｓ 荧光显色结果 ， 可见随着载药浓度增加 ，

各组细胞 内 ＲＯ Ｓ 的含量逐渐上升 ； 图 （ ｂ ） 通过流式细胞术检测绿色荧光的表达量 ， 可见

与 Ｏ ｇＭ 组相 比 ， 随着载药浓度提升 ， 荧光信号峰逐渐右移 ， 说明绿色荧光强度逐渐提升 ，

表明 Ｒ０ Ｓ 的含量逐渐上升 ， 图 （ ｃ ） 和 图 （ ｄ ） 分别为 １ ４ ３ｂ 和 ＨＯ Ｓ 的定量分析结果 ， 显示

各组荧光强度有统计学差异 。
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图 ３
． ６ ． ５ 各组细胞凋亡水平检测
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注 ： 图 （ ａ ） 为各组材料表面肿瘤细胞线粒体膜 电位染色图像 ， 可见随着作用浓度增加 ， 线

粒体膜 电位逐渐降低 ， 体现为 ＪＣ －

１ 聚合物逐渐分解为单体 。 图 （ ｂ ） 为各组细胞在材料表面

培养后 的 ＤＡＰ １ 染色结 果 ， 可见在 ２０和 ５ ０
＿ 组细胞核有 多数变形高亮 ， 核 内 有断裂

或扭 曲 的染色质 ， 表 明细胞凋亡水平的增加 ； 图 （ ｃ ） 和 图 （ ｅ ） 为细胞凋亡染色后流式细胞

仪的统计结果 ， 显示随着载药浓度的增加 ， 细胞凋亡水平升高 ； 图 （ ｄ ） 为 ＷＢ 结果 ， 可见
’

随着载药浓度和药物作用 时间 的增加 ， 凋亡相关蛋 白 ＢＡＸ 、 ＰＡＲＰ 和 Ｃａ ｓｐ ａｓｅ
－

３ 的表达显著

上升 ， 而凋亡拮抗蛋 白 Ｂｄ ＿２ 的表达逐渐降低 ， 且细胞周 期 阻滞相关蛋 白 Ｐ５ ３ 表达上升而

６０
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ＮＦ－ＫＢ 信号通路的关键调控蛋 白 ＩＫＢ ＿ａ的表达降低 ， 提示细胞凋亡水平上升 ， 且细胞周期

可能发生阻滞 ， ＮＦ －ＫＢ 信号通路的激活可能参与调控这
一

进程 。 图 （ ｆ ） 和 图 （ ｇ ） 为 ＷＢ

结果相对应的定量分析结果 。
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注 ： 图 （ ａ ） 为 ＷＢ 结果 ， 可见随着载药浓度和作用时间 的增加 ， Ｐ １ ３Ｋ －ＡＫＴ 信号通路表达

逐渐降低 ， 自 噬底物 Ｐ６２ 被消耗增 加 ， 而 自 噬标志物 ＬＣ３Ｂ 和 Ｂｅ ｃ ｌｍ－

Ｉ 的表达逐渐升高 ，

表 明细胞 自 噬激活 ， 且有浓度效应和时间效应 。 图 （ ｂ ） 为加入 自 噬抑制剂氯喹后 ， 可见 自

噬标志物 ＬＣ ３ Ｂ 的増加 和 自 噬底物 Ｐ６２ 的进
一

步降低 ， 表明 自 噬流的增加 ， 进
一

步说 明 自

噬的真实水平是上升的 。 图 （ ｃ ） 为 ＬＣ３ Ｂ 的细胞免疫荧光图像 ， 可见随着载药浓度的上升 ，

自噬标志蛋 白 ＬＣ３ Ｂ 的表达升高 ， 说 明细胞 自 噬水平提升 。
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图 ３ ． ６ ． ７ 流式检测 自噬和凋亡间的交互作用

Ｆ ｉ
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ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ ｔｒｙ

注 ： 图 （ ａ ） 为加入 自噬激活剂雷帕霉素预处理后 ， 各组细胞的凋亡情况 ， 其中 ５ ０＾Ｍ 代表

负载雷公藤红素 ＬＤＨ 组 ， 可见 ５ ０ ＾Ｍ 组显著诱导细胞凋亡 ， 然而在激活 自 噬后 ， 细胞凋亡

水平降低 ， 其 中
？
代表与 ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ 和 ＲＡＰＡ 组有统计学差异 ， ＆代表与 ５ 〇 ｎＭ 组 比较有统计学

差异 ； 图 （ ｂ ） 为加入 自 噬抑制剂氯喹预处理后 ， 各组细胞的凋亡情况 ， 可见在加入氯喹后

细胞的凋亡率进
一

步提升 ， 表明抑制 自 噬凋亡率增加 ； 图 （ ｃ ） 为加入 自 噬抑制剂 ３ －ＭＡ 预

处理后各组细胞的凋亡情况 ， 可见加入 ３
－ＭＡ 后各组细胞凋亡显著上升 ， 同样表 明抑制 自
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噬凋亡率增加 。 以上结果表明 自 噬在负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料诱导肿瘤细胞凋亡过程中起

到拮抗作用 。
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第四章 雷公藤负载 ＬＤＨ 的体内抗肿瘤效果及成骨性能

评价

雷公藤红素除具有显著的抗肿瘤效应外 ， 多数研究报道其有较强的对抗炎

症反应 、 抑制破骨细胞形成的作用 ， 因此也用于骨关节炎 、 类风湿性关节炎等

病的治疗中 。 在第三章 中我们发现负载雷公藤红素的 ＬＤＨ 材料能够 明显杀死骨

肉瘤细胞 ， 且在 ２０－５０ｐＭ 浓度下对正常细胞无明显毒性 ， 且发现其同时诱导肿

瘤细胞发生凋亡和 自 噬 ， 而 自噬起到对抗凋亡的作用 ， 在抑制 自 噬后 ， 凋亡率

增加 。 然而体外实验的结果仍需体 内实验进
一

步考察 ， 且载药后是否会对体 内

骨再生产生影响亦需进
一

步观察 ， 因此在本章 中我们将继续通过体 内实验验证

材料的抗肿瘤效果 ， 并通过体内实验观察材料远期对骨再生修复的影响 。

４ ． １ 实验材料

４ ． １ ． １ 主要试剂和仪器

试剂和仪器厂家及来源

焚光显微镜 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司 ， 日 本

Ｔｕｎｅ ｌ 染色试剂盒碧云天公司 ， 中 国

ｍｉｃｒｏＣＴ ＬＣＴ－２００
；
ＨＩＴＡＣＨＩ

，
日 本

Ｍ－ＣＳＦ ３ １ ５
－０２ ， ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ ， 美国

Ｒａｎｋｌ ３ １ ５
－

１ １ ， ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ ， 美国

ＰＣＲ 引物生工生物科技有限公司 ， 上海

免疫组化湿盒 柏奥易杰 ， 中 国

抗荧光淬灭封片液碧云天公司 ， 中 国

４ ． １ ．２ 实验所需溶液配制 ：

（ １ ）２０ｐＭ 及 ５ ０ｇＭ 雷公藤红素溶液

取 １ ３ ． ５ｍｇ 雷公藤红素加入 ５０ｍＬ 无水乙醇中 ， 混匀充分溶解即为 ６００

母液 ， 取 ４ ． １ｍＬ 母液加入 ５０ｍＬ 无水乙醇中 即获得 ５０
ｎ
Ｍ 雷公藤红素溶液。 取

６５
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１ ．６７ｍＬ 母液加入 ５０ｍＬ 无水乙醇中 即获得 ２〇ｎＭ 雷公藤红素溶液 。

（ ２ ）３％戊巴比妥钠溶液

在 电子天平上称取 ３ｈ 戊巴比妥钠粉剂 ， 在量筒上量取 １ ００ｍＬ０ ．９％生理盐水 ，

将 ３ｇ 戊巴比妥钠粉剂加入 １ ００ｍＬ 生理盐水混匀 ， 即获得 ３％戊巴比妥钠溶液 。

４ ．２ 实验方法

４．２ ． １ 材料准备

裸鼠皮下模型所用棒材 ＡＺ３ １ 购买 自 苏州川茂金属材料有限公司 ， 并切割

成直径 ２ｍｍ ， 长度 ５ ｔｍｎ 的棒状试样 ， 大鼠股骨植入模型所用棒材 ＡＺ３ １ 直径 ２ｍｍ ，

长度 ｌ ｃｍ。 使用无水乙醇浸泡并使用超声清洗三遍 ， 每次 ５ｍｉｎ ， 清洗完成后置

于 ３７

°

Ｃ烘箱 内 晾干备用 。 将材料浸泡于 ２０ｐＭ 和 ５０
＾
ｉＭ 的雷公藤红素溶液中 １

天 ， 取出放于孔板 内在 ３ ７

°

Ｃ培养箱中烘干备用 。

４ ．２ ．２ 裸鼠皮下肿瘤模型构建

实验采用 ４ 周龄雄性 ＢＡＬＢ／ｃ 裸鼠 （购 自南方医科大学实验动物中心 ， 词

养于华南理工大学免疫缺陷动物实验中心的无特定病原体环境 ） 进行操作 ， 将

人骨肉瘤细胞 ＨＯＳ 从 ７５ｃｍ
２培养瓶中消化下来 ， 使用无血清培养基重悬并调整

细胞浓度为 ｌ ｘ ｌ 〇
７
／ｍＬ ， 吸入 ＥＰ 管中备用 。 为模拟临床骨肉瘤术后肿瘤残留的情

况 ， 我们将材料泡在细胞悬液中 ５ ｓ ， 让各组材料表面均沾满肿瘤细胞 。 将裸鼠

随机分为 ３ 组 ，

一

组为对照组 ，

一

组为 ２０
ｐＭ 雷公藤材料组 ，

一组为 ５０雷

公藤材料组 。 随后将裸鼠腹腔注射 ３％戊巴比妥钠麻醉 ， 待麻醉完成后固定在超

净台 中 ， 在裸鼠背部切
一

小 口并将材料塞入远端 ， 随后再次注射 ｌ ＯＯ ｐ
Ｌ 细胞悬

液在材料周 围 ， 缓慢退针避免细胞悬液带出 。 此后每 日观察裸 鼠皮下肿瘤大小 ，

每 曰 测量肿瘤体积和裸鼠体重 ， 并观察裸鼠生存状态是否有恶病质等情况 ， 记

录死活状态 ， 肿瘤体积按照长 ｘ宽
２
／２ 的方法计算 。 在第七天取出肿瘤 ， 称重后

固定于 ４％多聚 甲醛中进行后续切片操作 。

４ ．２ ．３ 组织切片制备及 ＨＥ 染色

将多聚甲醛固定后的肿瘤组织用梯度酒精脱水 ， 浓度依次为 ３０％、 ５ ０％ 、 ７０％、

６６
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８０％ 、 ９０％ 、 ９５％和 １ ００％每次 ３ ０ｍｉｎ ， 再将组织块从无水乙醇中取出 ， 先放入二

甲苯和无水乙醇等量混合的溶剂中 １ 小时 ， 然后放入二 甲苯中 ２０ｍｉｎ 使其透明

化 。 随后加热融化石蜡 ， 将组织块浸于已融化的石蜡中 ， 待石蜡完全浸入组织

块后进行包埋 。 熔化石蜡 ， 将已浸透石蜡的组织块放入其中冷却凝固成块 ， 待

其变硬即可在切片机上进行后续切片处理 。 随后将 己包埋完成的组织蜡块固定

于切片机上 ， 设置切片参数为 ５ｍｍ 厚 ， 然后将切片在热水中烫平 ， 随即贴在载

玻片上 ， 载玻片上提前滴上薄层蛋 白甘油 ， 后放入格盘 内 ， 在 ３ ８

°

Ｃ温箱中烘干 ，

然后可进行染色处理 。 ＨＥ 染色步骤 ： 首先进行脱蜡处理 ， 先将组织蜡块在二 甲

苯中浸泡 ３０ｍｉｎ ， 随后浸入二 甲苯和无水乙醇等量混合溶剂中 ３ ０ｍｉｎ ， 随后分

别泡于无水乙醇 、 ７０％乙醇 、 ５０％乙醇中 ２０ｍｉｎ ， 随后在 自来水中冲洗 １ ０ｓ ， 即

可放入苏木精 中染色 ３０ ｍｉｎ ， 在 自来水中漂洗 １ ５ｍｉｎ 使切片颜色变蓝 。 将切片

放入 １％盐酸乙醇液中褪色 １ ０ｓ ， 可见切片颜色变红 ， 随后 自来水漂洗使其恢复

蓝色 ， 将切片浸入 ５０％乙醇 ， ７０％乙醇和 ８０％乙醇各 ３ｍｉｎ ， 用 ０ ． ５％伊红乙醇液

对比染色 １
－３ｍｉｎ ， 将切片放入 ９５％乙醇中洗去多余红色 ，放于无水乙醇中 ３ｍｉｎ ，

最后吸水纸吸干乙醇 ， 将切片放入二 甲苯中 ３ｍｉｎ ， 最后用 中性树胶封片 ， 即可

在显微镜下观察拍照 。

４ ．２ ．４Ｔｕｎｅｌ 染色及兔疫组化染色

Ｔｕｎｅｌ 染色步骤 ： 首先将石蜡切片在二 甲苯中脱蜡 ５
－

ｌ Ｏ ｍｉｎ ， 换用新鲜的二

甲苯再次脱蜡 ５ －

１ ０ｍｉｎ ， 再将切片泡入梯度酒精中水化 ， 依次为无水乙醇 ５ｍｉｎ ，

９０％乙醇 ２ｍｉｎ ， ７０％乙醇 ２ｍｉｎ ， 蒸馏水 ２ｍｉｎ ， 随后滴加 ２０ｕｇ／ｍＬ 不含 ＤＮＡ 酶

的蛋 白酶 Ｋ ， 在 ３ ７

°

Ｃ条件下作用 ２０ ｍｉｎ ， 用 ＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次 ， 将蛋 白酶清洗干净 。

分别按 Ｔｕｎｅｌ 染色试剂盒说明书中 的 比例将 ＴｄＴ 酶 、 荧光标记液和 Ｔｕｎｅｌ 染色检

测液混合均句配制成 Ｔｕｎｅｌ 检测液 ， 现配先用 ， 在切片样 品上滴加 ５０
 ｜

ｊＬＴｕｎｅｌ

检测液 ， ３ ７

°

Ｃ避光孵育 ６０ｍｉｎ ， 再用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次 ， 用抗荧光淬灭封片液封片

后使用荧光显微镜在 ５ １ ５ｎｍ 处观察拍照 。 免疫组化染色步骤 ： 石蜡切片脱蜡水

化同 Ｔｕｎｅｌ 染色步骤 ， 然后在蒸馏水下漂洗并用 ＰＢＳ 浸泡 ５ｍｉｎ ， 再使用 ３％过氧

６７
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化氢避光处理 ｌ Ｏｍｉｎ 封闭 内源性过氧化物酶 ， 再用蒸馏水漂洗 ２ 次 ， 随后加入

抗原修复液并在微波炉 内加热 ５ｍｉｎ 进行抗原修复 。 再使用 ＰＢＳ 清洗 ２ 遍 ， 滴加

与二抗同源的动物血清进行封闭 。 封闭完成后用滤纸吸去血清 ， 不洗直接滴加

一

抗在 ４
°

Ｃ条件下孵育过夜 。 再用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次 ， 滴加生物素标记的二抗 ， 在

室温下孵育 ２ｈ ，ＰＢＳ 清洗 ２ 次 ， 滴加 ＳＡＢ 复合物 ， 室温下孵育 ｌｈ ， 加入 ＰＢＳ

清洗 ２ 次 ， 随后用 ＤＡＢ 显色 ， 并用蒸馏水终止反应 ， 加入封片液封片并在显微

镜下观察拍照 。

４ ．２ ．５ 骨植入实验

骨植入实验采用 的雄性 ４ 周龄 ＳＤ 大鼠购买 自南方医科大学实验动物中心 ，

饲养于华南理工大学动物实验中心 。 １ ６ 只 ＳＤ 大鼠随机分为两组 ，

一

组为 ＬＤＨ

组 ， 另
一

组为负载雷公藤红素 ＬＤＨ 组 （ ５０
ｐＭ ） 。 手术所用器械及植入材料均提

前使用环氧乙烷灭菌 。 在进行动物实验前 ， 配制好麻醉动物所需要的 ３％戊巴比

妥钠溶液 ， 按照 Ｏ ． ｌｍＬ／ ｌ ＯＯｇ 的 比例将戊巴比妥钠注射入 ＳＤ 大 鼠腹腔 ， 待麻醉

后 ， 使用 电动剃毛机在手术区域即股骨周 围备皮 。 手术区域皮肤使用碘伏消毒

两遍 ， 外翻髌骨 ， 沿股骨滑车切开皮肤及皮下组织 ， 暴露股骨滑车 ， 使用手持

电钻配以 ２ｒｍｎ 转头 ， 在股骨滑车中心转孔并沿股骨长轴扩髓 。 随后将各组材料

塞入髓腔 ， 每只 ＳＤ 大鼠两侧股骨植入相 同材料 。 植入后逐层缝合皮下组织及皮

肤 ， 使用 ７０％酒精在皮肤层消毒
一

遍 ， 并在肌肉注射 ４ 万单位青霉素预防伤 口

感染 。 随后每天观察大 鼠状态 ， 在术后 ４ 周和 ８ 周时随机取 ４ 只实验组和 ４ 只

对照组处死并取出股骨 ， 进行后续 ｍｉｃｒｏ－ＣＴ 扫描和组织切片染色观察骨新生情

况 。

４ ．２ ．６ 使用 ＲＴ－ＰＣＲ 检测负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料对破骨细胞活性的影响

按照 ｈｕ 等人分享的方法 ［
１ （ ） ３

】分离培养 Ｃ５７ 小 鼠破骨细胞 （购 自南方医科大

学实验动物中心 ， ４ 周龄 ） ， 在提取原代细胞之前 ， 需首先配制灭活处理后的完

全培养基 。 将胎牛血清在恒温水浴箱 内 以 ５０

°

Ｃ条件孵育 ｌ ｈ ， 可灭活血清 内 的补

体等免疫活性物质 ， 避免提取的 巨噬细胞发生极化 。 首先分离小 鼠骨髓来源巨

６８
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噬细胞 （ ＢｏｎｅＭａｒｒｏｗＤｅｒｉｖｅｄＭａｃｒｏｐｈａｇｅ ，
ＢＭＤＭ ）

，脱颈法处死Ｃ５ ７小 鼠 ， 并

将其浸泡于 ７５％乙醇中消毒 ， 尽量在无菌条件下切开皮肤 ， 剥离股骨和胫骨周

围肌肉取出骨头 ， 使用组织剪剪开股骨和胫骨两端 ， 用 ｌ ｍＬ 细针抽取培养基冲

洗骨髓腔 ， 将骨髓冲至培养皿 内 ， 使用 ５ｍＬ 注射器反复冲洗骨髓组织使其分散

为单细胞状态 ， 加入红细胞裂解液裂解 ５ｍｉｎ ，１ ５００ 转离心 １ ０ｍｉｎ 去除上清 ，

再次用完全培养基重悬 ， 并分至培养皿中 ， 在 ３７
°

Ｃ ，５％ Ｃ０２条件下培养 ，
２４ｈ

后吸取上清 内 的细胞至 １ ２ 孔培养板中调整细胞浓度 １ ． ６ －２ ．〇 ｘ１ ０
６
／ｍＬ ， 每孔加入

２ｍＬ 细胞悬液 ， 随后加入集落刺激因子 （ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏ ｌｏｎｙ
－

ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ ，

Ｍ－ＣＳＦ ， 终浓度为 ２５ｎｇ／ｍＬ ）和破骨细胞分化因子 ＲＡＮＫＬ （终浓度为 ５０ｎｇ／ｍＬ ） ，

在第 四天更换培养基为各组材料浸提液并继续加入两种细胞因子 。 刺激 １ 天后

提取 ＲＮＡ 进行 ＲＴ－ＰＣＲ 检测破骨相关标志基因 Ｔｒａｐ ，Ｃ ｔｒ ， Ｃｔｓｋ 和 ＭＭＰ －９ 的表

达情况 。 ＲＴ－ＰＣＲ 步骤如 ２ ．２ ． ６ ．４ 所述 。 引物序列如表 ４ 所示 。

表 ４ 破骨相关基因 引物序列

Ｔｂ ｌｅ４Ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃ ｌａｓｔ ｒｅ ｌａｔｅｄ

ｇｅｎｅ

基因名称上游序列 （ Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ ）下游序列 （
Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ）

ＴｒａｐＧＧＡＡＣＴＴＣＣＣＣＡＧＣＣＣＴＴＡＣＡＧＧＴＣＴＣＧＡＧＧＣＡＴＴＴＴＧＧＧ

ＣｔｒＣＴＧＧＡＧＣＣＡＣＡＧＣＣＴＡＴＣＡＧＡＧＴＴＧＧＡＣＣＡＧＧＴＴＣＧＧＴＴＧ

Ｃ ｔｓｋＧＣＣＡＣＧＣＴＴＣＣＴＡＴＣＣＧＡＡＡＣＣＴＣＣＧＧＡＧＡＣＡＧＡＧＣＡＡＡＧ

ＭＭＰ－９ＣＡＧＣＣＧＡＣＴＴＴＴＧＴＧＧＴＣＴＴＣＧＧＣＣＧＴＡＧＡＧＡＣＴＧＣＴＴＣ

ＧＡＰＤＨＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡＣＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧ

４ ．２ ．７ 生物安全性评价

在骨植入实验取材时 ， 解剖大 鼠并取出心脏 、 肝脏 、 肺脏 、 脾脏 、 肾脏 ，

进行 ＨＥ 切片观察组织结构变化 。

４ ．３ 统计学分析

采集 的 实验原始数据采用 ＳＰＳＳ１ ９ ．０ 统计软件进行统计学分析 ， 使用

６９
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Ｇｍｐｈｐａｄ 作 图 ， 数值均用均值±标准差表示 ， 计量资料多组间 比较则采取方差分

析 ， 使用 ＬＳＤ 法进行组 内两两 比较 。 Ｐ＜ ０ ． ０５ 提示差异具有统计学意义 。

４ ．４ 实验结果

４ ．４ ． １ 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料对裸鼠皮下肿瘤大小和裸鼠体重的影响

在本部分我们构建模拟临床术后材料周 围肿瘤残留 的模型 ， 在材料表面沾

满肿瘤细胞植入裸 鼠皮下 ， 并在材料周 围注射肿瘤细胞 ， 以观察材料在体 内对

肿瘤细胞的杀伤效果 ， 结果如 图 ４ ． ６ ． １ 所示 ， 在种植 ７ 天后 ， 可见对照组肿瘤体

积明显较负载雷公藤红素组更大 ， 且 ２０组显著大于 ５ ０组 ， 而肿瘤体积

增长 曲线可见 ， 从第 ３ 天起 ， 无药物负载的对照组肿瘤体积开始加速增长 ， 而

负载雷公藤红素药物组增长并不 明显 ， 且 ５ ０
ｐＭ 组的增长速度 明显低于 ２０

组 ， 将肿瘤组织取 出后进行称重 ， 结果显示对照组重量明显高于负载雷公藤红

素药物组 ， 且 ２０组大于 ５ ０
ｐＭ 组 。 以上结果表明 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料

能有效抑制肿瘤生长 ， 具有显著抗肿瘤效果 。 各组裸 鼠 的体重并无 明 显差别 ，

也表 明植入材料对其本身并无 明 显毒性 。 为进
一

步证实肿瘤生长抑制是否是 由

于材料诱导 的细胞凋亡 ， 我们对肿瘤组织进行免疫组化染色和 Ｔｕｎｅ ｌ 染色 。

Ｃａｓｐａｓｅ３ 免疫组化结果表 明 ， 负载雷公藤红素组阳性率 明显较对照组更高 ， 趋

势为 ５ ０ ｐＭ＞２０ ｐＭ＞对照组 ， 表 明加入药物后会诱导肿瘤组织凋亡 ， 而 Ｋｉ６ ７ 免

疫组化染色结果也与此想对应 ， 作为肿瘤生长的指标 ， Ｋ ｉ６７ 通常表达于细胞核

内 ， 其增高表 明细胞增殖活力 明 显上升 。 实验结果显示对照组肿瘤细胞高表达

Ｋ ｉ６７ ， 其趋势为对照组＞２０组＞ ５ ０组 ， 表明加入药物后肿瘤细胞的增殖活

力被明显抑制 。 Ｔｕｎｅ ｌ 染色又被称为脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺 口末端

标记法 ， 正常的或处于增殖状态的细胞几乎没有 ＤＮＡ 的断裂 ， 而在凋亡细胞种

染色体 ＤＮＡ 会发生断裂 ， 链上会出现缺 口而产生 ３
’

－ＯＨ 末端 ， 可在脱氧核糖核

苷酸末端转移酶的作用 下 ， 将脱氧核糖核苷酸和荧光素 、 过氧化物酶 、 碱性磷

酸化酶或生物素形成的衍生物标记到 ＤＮＡ 的 ３

’

末端 ， 进而可检测 出发生凋亡的

细胞 。 Ｔｕｎｅ ｌ 染色结果显示 ， ５ ０
 ｜

ｉＭ 组肿瘤组织 内 的 阳性细胞明显多于 ２０
ｐ
Ｍ 组

７ ０
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和对照组 ， 趋势为 ５０
＾

ｉＭ＞２０ ＾Ｍ＞对照组 ， 同样表明负载药物后 ， 肿瘤组织的凋

亡水平明显增加 ， 以上结果均说明负载雷公藤红素的 ＬＤＨ 材料具有 良好的抗肿

瘤效果 。

４ ．４ ．２ 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料对体内成骨性能的影响

我们在植入后的 ４ 周和 ８ 周 ， 通过 ｍｉｃｒｏＣＴ 扫描和硬组织切片染色观察体

内成骨效果 。 结果如图 ４ ．６ ．２ 所示 ， 黑色代表植入的棒材 ， 红色代表新生骨组织 ，

在 ４ 周时载有雷公藤红素组的 ＢＶ／ＴＶ
（骨体积分数）明显高于对照组 ， 结果有统计

学差异 ， 而 ８ 周时两组则无明显差别 ， ＢＭＤ 结果趋势与 ＢＶ／ＴＶ 相 同 ， 显示在 ４

周时负载雷公藤红素组的骨矿物密度更高 ， 提示负载雷公藤红素组在早期更有

利于新骨生成 。

４ ．４ ．３ 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料对破骨相关基因表达的影响

如图 ４ ． ６ ． ３ａ所示 ， 在对照组和 〇 ｍＭ 组形成的多核巨细胞形态典型 ， 呈不规

则圆形且有多核 ， 且细胞聚集形成的多核巨细胞数 目较多 。 而在 ２０和 ５０
ｐ
Ｍ

组可见多数巨噬细胞未融合成多核巨细胞 ， 且少量形成的多核巨细胞形态明显

较小 ； 抗酒石酸的酸性磷酸酶 （ Ｔｒａｐ ） ， 组织蛋 白酶 Ｋ（ ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ ） ， 降钙素受

体 （ Ｃｔｒ ） 和基质金属蛋 白酶 ＭＭＰ －９ 是破骨细胞活化的指标 ， 如 图 ４ ． ６ ．３ 所示 ，

２０组和 ５０
ｐＭ 组破骨细胞的标志基因 Ｃｔｓｋ 、 Ｃｔｒ 、 ＭＭＰ－９ 和 Ｔｒａｐ 的表达较

对照组明显更低 ， 表明负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料浸提液相较于对照组能够有效

的抑制破骨细胞活性 ， 而其可能与缓释的雷公藤红素有关。

４ ．４ ．４ 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料的生物安全性

在植入后的 ４ 周和 ８ 周 ， ＳＤ 大鼠的重要脏器被取出进行组织切片观察结构

变化 ， 如图 ４ ． ６ ．４ 显示 ， 不论在 ４ 周或 ８ 周 ， ＨＥ 染色结果显示两组大 鼠的心 、

肝 、 脾 、 肺和肾脏组织均无明显纤维化、 溶解 、 肿胀等毒副反应 ， 而在第二章

中 已证明 ＬＤＨ 材料本身是没有毒性的 ， 且在植入材料后的时间 内大 鼠均无死亡

或疾病等异常 ， 因此可说明负载药物后对大鼠无毒副作用 ， 生物安全性 良好 。

７ １
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

４ ．５ 讨论

在本章 中我们通过将材料与肿瘤细胞同时植入裸鼠皮下的方式模拟临床骨

肉瘤术后材料周 围肿瘤残留的模型 ， 结果显示负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料具有显

著抗肿瘤效果 ， 且通过免疫组化染色和 Ｔｕｎｅｌ 染色发现其能显著诱导肿瘤细胞凋

亡 ， 这些结果与体外实验结果相 同 ， 说明雷公藤红素在 ＬＤＨ 片层中释放后能有

效地杀死周 围肿瘤细胞发挥作用 。 而体 内成骨实验同样显示了 负载雷公藤红素

组具有更好的成骨效果 ， 我们推测这与雷公藤红素对破骨细胞的抑制作用有关 。

因此进
一

步进行体外 Ｔｒａｐ 染色和 ＲＴ－ＰＣＲ 实验来探索负载雷公藤红素 ＬＤＨ材料

浸提液对破骨细胞活性的影响 ， 结果显示在加入材料浸提液后 ， 所形成的典型

多核空泡样破骨细胞明显减少 ， 且其标志基因 ｃｔｓｋ 、 Ｃｔｒ 、 ＭＭＰ 和 Ｔｒａｐ 的表达

较对照组明显更低 ， 说明其缓释的雷公藤红素能有效抑制破骨细胞活性 。 实际

上 ， 有多数研宄关注雷公藤红素对破骨细胞的抑制作用 。 近年来国 内外许多课

题组证实雷公藤红素在治疗类风湿性关节炎中 的有效作用 ， 并指 出其可通过抑

制破骨细胞形成及抑制破骨细胞活性发挥作用 。 Ｉｄｒｉｓ ＡＬ 等发现雷公藤红素可 以

通过降低 ＲＡＮＫＬ 的表达进而抑制破骨细胞形成和活化 ［
１ ０４

］

，Ｎａｎ
ｊ
ｕｎｄａｉａｈＳＭ 等

证明雷公藤红素能够减少骨和软骨损伤 ，
主要是通过调节 ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ 比值 、 炎

性细胞因子和 ＭＭＰ－９ 来实现的 ［
１ Ｑ５

］

。 破骨细胞与成骨细胞是骨重建过程中的关

键参与者 ， 破骨细胞来源于巨噬细胞 ， 其主要负责将骨吸收溶解 ， 而成骨细胞

主要是分泌骨基质形成新生骨结构 。 因此当雷公藤红素释放后抑制破骨细胞形

成及激活 ， 将更有利于新生骨结构的产生 ， 进而促进骨修复进程 。 本实验也有

一定缺陷 ， 采用裸 鼠皮下肿瘤模型并不能很好地模拟骨肉瘤的实际情况 ， 采用

有免疫力的小鼠并在骨原位构建骨肉瘤模型可能更能模拟骨肉瘤的实际情况 。

７２
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图 ４ ． ６ ． １ 各组材料对裸 鼠皮下肿瘤的杀伤作用
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注 ： 图 （ ａ ） 为裸 鼠皮下肿瘤模型在体 内 植入 ７ 天后的大体照片和取 出 后的肿瘤和材

料的照片 ， 可见随着载药量的增加 ， 肿瘤体积 明显缩小 ； 图 （ ｂ ） 为各时间点的肿瘤体积随

时间变化 曲线 图 ，

＊代表 Ｏ
＾
ｉＭ 组与 ２ ０ ＾Ｍ 组对比有统计学差异 （ Ｐ＜０ ．

０ ５ ） ， ＆代表 ＯｇＭ 组

与 ５ ０
＾
ｉＭ 组对比有显著差异 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） ， 可见从第 ３ 天起 ２ ０组和 ５ ０组的肿瘤体积 明

显较对照组小 ； 图 （ ｃ ） 为各组各时间点裸 鼠体重 ， 可见在各时间点各组裸 鼠体重无显著差

异 ； 图 （ ｄ ） 为肿瘤在裸 鼠皮下生长 ７ 天后 ， 肿瘤取 出 时的重量 ， 可见呈现随着载药量增加 ．

肿瘤重量逐渐降低的趋势 ， 与大体观察结果
一
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注 ： 从上之下分别为肿瘤组织切片 Ｔｕｎｄ 染色 、 Ｃａｓｐ ａｓｅ３ 免疫组化及 Ｋｉ ６ ７ 免疫组化结

果及其相对应的定量分析结果 。 Ｔ ｉｍｅ ｌ 染色 中绿色代表凋亡细胞 ， 可见随着负载药物的浓度

增加 ， 材料周 围肿瘤组织凋亡细胞增加 ，

？ 而 ｃａｓｐ ａ ｓｅ ３ 和 Ｋｉ ６ ７ 免疫组化结果显示 ， 随着载药

浓度增加 ， 凋亡标志蛋 白 ｃａ ｓｐａｓｅ３ 表达上调 ， 而细胞增殖标志蛋 白 Ｋｉ ６ ７ 的表达明 显下降 。
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图 ４
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６ ． ３ 体外实验检测破骨细胞活化情况
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注 ： 图 ａ 为各组细胞 Ｔｒａｐ 染色结果 ； 图 ｂ 为基因表达情况 ， 其中 （ ａ ） 为使用各组材料

浸提液刺激诱导 的破骨细胞后 ， ＭＭＰ －９ 的表达情况 ； 图 （ ｂ ） 为 Ｔｒａｐ 的表达水平 ； 图 （ ｃ ）

为 ＣＴＲ 的表达情况 ； 图 （ ｄ ） 为 Ｃ ｔｓ 的表达情况 。 可见随着载药浓度的提高 ， 破骨细胞活性

及其相关基因 的表达均显著降低 ， 提示材料具有显著的抑制破骨细胞活化的效应 。

７５





第 四章 雷公藤 负 载 ＬＤＨ 的体 内 抗肿瘤 效果及成骨性 能评价


Ｎｏ ｔｅ ：Ｆ ｉｇｕ ｒｅａ ｉ ｓｔｈｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｓｏｆ Ｔｒａｐｓ ｔａ ｉｎ ｉｎｇｏ ｆｏ ｓ ｔｅｏｃ ｌａ ｓ ｔ ｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｓ

；Ｆ ｉｇｕ ｒｅｂ ｉ ｓ ｔｈｅ

ｏ ｓ ｔｅｏｃ ｌａｓ ｔ
－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄ
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌ

（
ａ

）
ｒｅｐ ｒｅ ｓｅｎ ｔｔｈ ｅｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ＭＭ Ｐ －９ｏｆ ｏ ｓ ｔｅｏｃ ｌ ａ ｓ ｔｓａ ｆｔｅｒ

ｓ ｔｉｍｕ ｌａｔｉｏｎｗ ｉ ｔｈｅｘｔｒａｃｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ ； （
ｂ

）ｒｅｐｒｅｓｅｎ ｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌｏｆＴＲＡ Ｐｏｆｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ ；
（
ｃ

）ｓｈｏｗ ｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌｏ ｆＣＴＲｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｅｄ ）ｓｈｏｗ ｓｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌｏ ｆ

Ｃ ｔ ｓ ．
ｌ ｔｃａｎｂｅｓｅｅｎｔｈ ａｔｗ ｉ ｔｈｔｈｅｉｎｃ ｒｅ ａｓｅｏ ｆｄｒｕｇ ｌ ｏ ａｄ ｉｎｇｃｏｎｃｅｎ ｔｒａ ｔ ｉ ｏｎ

，ｔｈｅｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏ ｆ

ｏ ｓ ｔｅｏｃ ｌ ａｓ ｔｒｅ ｌ ａ ｔｅｄｇｅｎｅ ｓａｎｄｔｈｅｎｕｍ ｂｅｒｏｆｆｏｎｎｅｄｏ ｓ ｔｅｏｃ ｌ ａｓ ｔｃｅ ｌ ｌｗｅｒｅｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃ ａｉ ｉ ｔｈｄｅｃｒｅａｓｅｄ ，

ｓｕｇｇｅ ｓ ｔ ｉｎｇ
ｔｈ ａｔｔｈ ｅｍ ａ ｔｅｒ ｉ ａ ｌｈ ａｓａｓ ｉｇｎ ｉ ｆｉｃａｎ ｔ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｎ

＊

ｅｆｆｅｃｔｏｎｏ ｓ ｔｅｏｃ ｌ ａｓ ｔａｃｔｉｖ ａ ｔ ｉｏｎ ．

（
ａ
） ４ｗｅｅｋｓ ８ ｗｅｅｋｓ

ＬＤＨ

一

（
ｂ

） ４ ｗｅｅｋｓ８ ｗｅｅｋｓ （
ｃ
）

—幽Ｈｉ
ｓ

＾

ｌｉＬｔ

图 ４ ． ６ ． ４ 各组材料植入大 鼠股骨后的成骨效果
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注 ： 图 （ ａ ） 为两组材料植入大 鼠股骨后 的硬组织切片 ＨＥ 染色结果 ； 图 （ ｂ ） 为 ｍ ｉｃｒｏＣＴ

？

扫描后三维重建结果 ， 其中黄色部分代表新生骨组织 ， 绿色为植入的棒材 ： 图 化 ） 是 ｍ ｉ ｃｒｏＣＴ
？

定量分析的骨密度结果 ， 显示在四周 时 负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料较对照组骨密度明 显提升 ，

两组结果有统计学差异 ， 而在八周时两组骨密度无差别 ； 图 （ ｄ ） 是两组的骨体积分数计量

结果 ， 显示在 四 周时负载雷公藤红素 ＬＤＨ 材料组 ＢＶ／ＴＶ 较对照组明显提升 ， 而在 八周时
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注 ： 从左到右依次为心脏 、 肝脏 、 脾脏 、 肺脏和 肾脏的 ＨＥ 切片 ， 可见各重要器官组织

结构正常 ， 表明两组材料的生物安全性 良好 。

Ｎｏ ｔｅ ：ＨＥｓ ｔａ ｉｎ ｉｎｇ
ｏ ｆ  ｔｉ ｓ ｓｕｅｓｅｃ ｔ ｉｏｎ ｓｏｆ ｔｈｅｈｅａｒｔ

，
ｌ ｉｖｅｎｓｐ ｌｅｅｎ

，
ｌｕｎｇ

ａｎｄｋｉ ｄｎ ｅｙ
ｗ ｅｒｅａｒｒａｎｇｅｄ

ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏｒ ｉ

ｇｈ ｔ ．Ｎ ｏａｂｎｏｎｎ ａ ｌｓ ｔｒｕｃ ｔｕｒｅｗ ａｓｆｏｕｎｄ ｉｎａ ｌ ｌｔｈｅ ｉｍ ｐｏ ｒｔａｎ ｔｏ ｒｇａｎ ｓ
，

ｗｈ ｉｃｈ ｉｎｄ ｉｃａｔ ｉｎｇ

ｓ ａ ｔ ｉ ｓｆｉｅｄｂ ｉｏ ｓ ａ ｆｅｔｙ
ｏ ｆ  ｔｈ ｅｔｗｏｍ ａｔｅｒｉａ ｌ ｓ ．

７７





结 论


结 论

本论文证明 了通过水热法生成的 Ｍｇ
－Ａ ｌＬＤＨ 涂层可显著提高镁合金的抗腐

蚀性能 、 生物相容性及成骨成血管效果 。 为 了提高其抗肿瘤活性 ， 本研宄利用

ＬＤＨ 的层间交换作用负载雷公藤红素 ， 体 内外研究发现其可通过缓释药物杀死

骨肉瘤细胞 ， 且在负载浓度在 ２０
ｍ
Ｍ 到 ５０

 ｊ
ｉＭ 的浓度范围 内不仅可有效杀死骨

肉瘤细胞且对正常细胞无明显毒副作用 。 进
一

步对其抗肿瘤机制研究发现 ， 其

主要通过诱导肿瘤细胞凋亡且激发活性氧的产生发挥作用 ， 而 自 噬在负载雷公

藤红素 ＬＤＨ 材料对抗肿瘤细胞的过程中起到拮抗凋亡的作用 ， 当抑制 自噬时细

胞凋亡进
一

步增加 。 体内成骨实验结果显示负载雷公藤红素的 ＬＤＨ 材料相较于

ＬＤＨ 材料其早期成骨效果显著提升 ， 可能与雷公藤红素抑制破骨细胞活性有关 ，

这有利于材料在早期与骨的牢固结合 。 综上 ， 本研宄 以镁合金为基底构建了新

型抗肿瘤且促成骨多功能生物材料 ， 通过植入材料缓释药物达到杀死肿瘤细胞 ，

而远期降解后促进骨修复的作用 ， 为镁基金属材料在骨肉瘤治疗领域中 的应用

打下基础 。

７８
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时光荏苒 ， 岁月 如梭 ， 在我怀着激动的心情写下这些文字的时候才意识到
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湛的手术技术 、 渊博的学识、 高远的见识和广阔的心胸使我获益匪浅 ， 并激励

着我在工作和学习 中更加努力 。 您对学生倍加爱护 ， 还常常教导我们做人的道

理 ， 要团结互助并且善待他人 ， 在学术上要严谨务实 ， 您的谆谆教诲学生铭记

在心且感激不尽 ！

此外 ， 我还要感谢骨科实验室李梅老师 、 王晓岚老师 、 马立敏老师 、 楚晓

老师 、 边东老师对我的指导帮助 ， 尤其是实验室王晓岚老师 、 李梅老师和马立

敏老师对我实验技术和课题设计上指导 良多 ， 非常感谢 。
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兄丰富的科研知识和努力拼搏的奋斗精神让我获益 良多 ， 你们是我的榜样 。
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罗 国文 、 何玥 、 丘龙海等师兄弟的帮助 ， 你们让我感受到了骨科大家庭的温暖 ，
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主任和张晓静 、 张瑞英护士长等各位老师的悉心指导帮助 ， 您们是我的榜样 ，
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