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不同剂量辛伐他汀载药体系对兔骨质疏松模型骨修复
的实验研究
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摘要：目的研发一种新型可注射、可降解及具有抗骨质疏松作用的载药缓释体系，观察其理化性能及对兔骨质疏松模型的

骨修复效果。方法载药缓释体系以磷酸钙为基体，将载有不同剂量辛伐他汀(Simvastatin，SIM)的聚左乳酸(Poly—L—Lactic

Acid，PLLA)微球与磷酸钙物理共混获得一种可注射、可降解及抗骨质疏松的载药体系，实验分为对照组、低剂量SIM．PLLA缓

释组及高剂量SIM—PLLA缓释组，分别测定载药缓释体系的可注射性、凝固时间、力学强度、药物缓释规律及骨质疏松兔模型

体内成骨活性。结果与对照组比较，含SIM-PLLA缓释体系凝固时间有所延长(P>0．05)、可注射性提高(P<0．05)且具有

合适的抗压强度(P>0．05)，植入骨质疏松兔体内4周及12周后，三组材料随着材料的降解均有新生骨长入，但SIM．PLLA缓

释组材料的降解率及新骨生成率均显著优于对照组(P<0．05)，其中以高剂量SIM．PLLA缓释组最高。结论SIM．PLLA缓释

体系具有良好的注射性能及合适的力学强度，对兔骨质疏松模型有明显的成骨活性及抗骨质疏松效果，有望成为治疗骨质疏

松性椎体压缩骨折及不规则骨缺损的新型生物医学材料。

关键词：辛伐他汀；载药缓释体系；骨质疏松模型；成骨活性

Study of the effect of a simvastatin drug delivery system on osteogenic activity in rat osteoporotic

model
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Abstract：0bjective To develop a novel multifunctional drug delivery system which is injectable and degradable with anti—

osteoporotic effect，and to evaluate its physical and chemical properties and osteogenic activity in a rabbit osteoporotic model．

Methods A multifunctional drug delivery system was obtained by mixing different dosage of simvastatin(SIM)microspheres
with calcium phosphate biomaterial．The experiment was divided into simple calcium phosphate biomaterial group，low dose SIM-

PLLA drug delivery system group，and high dose SIM—PLLA drug delivery system group，respectively．The injectability，setting

time，mechanical strength，and drug release property were determined to measure the material properties．In vivo osteogenic activity

of the drug delivery system was estimated by implanting samples into a rabbit osteoporotic model．Results Compared with the

calcium phosphate biomaterial group，the setting time in SIM—PLLA drug delivery system groups increased(P>0．05)，and the

injectability increased(P<0．05)with appropriate compressive strength(P>0．05)．After implantation into osteoporosis rabbits for

4 weeks and 12 weeks，the degradation rate and the new bone formation rate in SIM-PLLA drug delivery groups were better than

those in control group，and the best results achieved in high dose SIM—PLLA drug delivery system group(P<0．05)．Conclusion

SIM·PLLA drug delivery system has superior material properties with improved injectability，biodegradability，and proper

mechanical strength．It shows clear osteogenic activity and anti·osteoporotic effect on rabbit osteoporosis model，which is expected

·通讯作者：马远征，Email：myzzxq@sina．com
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to become a new biomaterial for the treatment of osteoporotic vertebral compression fractures and irregular bone defect．

Key words：Simvastatin；Drug delivery system；Osteoporosis model；Osteogenic activity

骨质疏松症已经成为人类最常见的骨骼疾病之

一，其发病率随着年龄增长而提高，随着我国人口老

龄化加剧，骨质疏松伴病理性骨折、脊柱退行性疾病

等需要手术的患者越来越多，为骨组织工程学的发

展提出新的挑战。我国50岁以上人群中患骨质疏

松(Osteoporosis，OP)近7000万，其中女性脊柱OP

发病率高达28％⋯，目前每年新发OVCF约181万

例，预计2020年OVCF患者高达3675万人心1。磷

酸钙生物材料口。具有生物相容性好、可降解等优

点，然而，磷酸钙生物材料只具有骨传导性，缺乏骨

诱导的特性，降解速率缓慢，为了提高材料降解率及

成骨活性，研究者们曾尝试将磷酸钙生物材料作为

重组人骨形态发生蛋白-2或药物缓释载体进一步

诱导成骨发生¨o。辛伐他汀(Simvastatin，SIM)是一

种常用的降脂药物，1999年Mundy等"1发现他汀类

药物能促进啮齿类动物骨形成、刺激成骨细胞分化。

基于以上研究基础，本研究拟建立一种可注射、可降

解及抗骨质疏松的SIM一聚左旋乳酸(Poly—L—Lactic

Acid，PLLA)药物缓释体系，主要讨论SIM．PLLA缓

释体系的可注射性、凝固时间、力学强度、药物释放

规律、生物相容性及骨质疏松模型兔体内实验。

1材料与方法

1．1 材料

磷酸钙生物材料(上海瑞邦生物材料有限公

司)、辛伐他汀(美国sigma)、聚左旋乳酸(PLLA分

子量为10万，中国科学院化学研究所)、新西兰大

白兔(解放军309医院动物实验中心提供)。

1．2 SIM—PLLA载药缓释体系的制备

1．2．1载药微球的制备：采用膜乳化法制备。(1)

取300毫克PLLA(分子量为10万)在10毫升三氯

甲烷中溶解过夜，另取2克聚乙烯醇(PVA)在198

克水中溶解过夜。(2)将过夜的PVA水溶液用离心

机离心除去其中的不溶物。(3)取25毫克SIM溶

于3毫升水中，然后和溶解过夜的PLLA溶液混合，

放置于超声仪器下超声20秒后形成乳浊液。将形

成的乳浊液倒入离心后的PVA溶液中，用膜乳化

机，在0．08MPa的压力下，采用7微米的膜过4次

膜。(4)将过膜后的体系离心，并用水洗涤3次，然

后用冷冻干燥机进行干燥，最终得到粒径为1～2微

米的微球。co”照射灭菌封存备用。

1．2．2 SIM．PLLA缓释体系复合材料配制及分组：

实验材料共分为三组进行研究，分别为对照组(单

纯磷酸钙组)、低剂量SIM．PLLA缓释组(0．5 mg辛

伐他汀)及高剂量SIM．PLLA缓释组(1 mg辛伐他

汀)。采用干态混合法将不同载药量(0．5 mg及

1．0 mg SIM)的SIM-MBG微球与磷酸钙固相粉剂混

合，对照组不加入载药微球，获得多功能载辛伐他汀

缓释粉剂；按固相粉末与液相的比例2．89／ml，调和

形成糊状物，置人事先定制好的圆柱体模具中(直

径6 mm，高度10 mm)，于370C，100％相对湿度的

温箱中固化24 h，获得的三组材料用Co印照射灭菌

封存待用。

1．3方法

1．3．1体外SIM．PLLA载药缓释体系理化性质测

定：(1)注射性能检测：用一次性注射器测定，分别

在粉末和液相混合2、4、8、16 min后，置于AGS·X系

列电子万能试验机(日本岛津公司)测试，速率15

mm／min推出复合材料，称量压出前后复合材料浆

液的重量，注射性(％)=(推出泥浆重量／注射前的

泥浆重量)×100％，对照组、低剂量SIM—PLLA缓释

组及高剂量SIM．PLLA缓释组3种材料分别测量10

次，取平均值M】。(2)凝固时间：凝固时间的测定采

用IS05833标准稠度凝结时间测定仪(河北省虹宇

仪器设备有限公司产品)。将终凝用试针垂直放在

材料表面，停留5 s，每隔30 s重复1次，至终凝用

试针针头在材料表面未能留下圆形痕迹。从开始混

合到终凝用试针针头不能在材料表面留下圆形痕迹

的时间为复合材料的固化时间，每种材料测定10

次，取平均值。(3)力学强度：用模具制作直径6

mm、高度10 mm的标准材料试件，根据ISO 5833国

际标准，检测材料的压缩强度。采用AGS—X系列电

子万能试验机(日本岛津公司)进行压缩实验，仪器

最大静载荷：±500N；返回速度：1500 ram／rain；数据

采样间隔：1 ms；加载速度0．0l mm／s。分别在试件

固化1d和7d测量，每种材料试件重复测量10次，

取平均值。

1．3．2 SIM—PLLA微球体外药物释放规律：称量含

50 mg微球的复合材料放置于透析袋中；将透析袋

放入50 mL PBS溶液中，在37℃下释放；在时间点1

d、2 d、3 d、5 d、7 d、10 d、15 d、20 d、25 d取3 mL释

放介质，同时加入3 mL PBS溶液；用紫外可见分光
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光度计对取出的释放介质进行测量，并根据标准曲

线计算结果。

1．3．3动物实验：(1)骨质疏松模型的建立按张

垄¨1等的方法建立兔骨质疏松模型，在解放军309

医院实验动物中心购置5个月龄新西兰母兔，动物

房中适应2周后，在速眠新(2．5 mg／kg)麻醉下行双

侧卵巢切除术，术毕予预防感染，术后lW予肌肉注

射地塞米松0．5 mg／kg，2次／w，共注射8w。(2)动

物分组及SIM·PLLA载药缓释材料的植入：在成功

建立骨质疏松模型母兔中随机选择36只，随机分为

3组，按植入材料的不同，分为对照组，低剂量组和

高剂量组。麻醉后在无菌条件下于股骨髁部切开皮

肤、逐层分离暴露股骨髁骨质，用电钻开出直径6

mm、深度10 mm的圆柱状骨缺损，分别植入材料，

逐层闭合伤口，术后预防感染。(3)Micro．CT分析：

在术后4、12周两个时间点每组分别随机处死6只

兔子，取出股骨后立即用福尔马林固定，进行Micro—

CT扫描，通过分析软件得出标本中剩余材料的体积

比(residual material volume fraction，RMVF)和新骨

长入的体积分数(bone volume fraction，BVF)，RMVF

=(剩余材料体积／原材料体积)×100％，BVF=

(长入骨体积／原材料体积)×100％，4w、12w每个

时间点每组6个标本，取平均值。

1．3．4统计学分析：采用SPSS 19．0软件进行统计

学分析，计量资料采用均数±标准差表示，组间比较

采用单因素方差分析，P<0．05认为差异有统计学

意义。

2 结果

2．1 体外SIM．PLLA载药缓释体系理化性质测定

可注射性能、凝固时间及力学强度检测。图1、

表1表示复合缓释材料在37。C、100％湿度条件下

可注射性及凝固时间的表现。图2表示复合缓释材

料压缩强度的表现。

由图1可见，前4min时，对照组和含PLLA微

球组的注射性能无明显差异，8min后，含PLLA微球

组可注射性均大于对照组，注射性有所改善，未见复

合骨水泥材料出现固液分离现象，三组材料间比较

差异有统计学意义(P<0．05)，而含微球组高低剂

量组间的比较无统计学差异(P>0．05)。

由表l可见，对照组和两个含PLLA微球组比

较，微球组凝固时间延长，但差异无统计学意义(P>

0．05)。

由图2可见，各材料组力学强度在1d、7d时间
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图2不同材料组的压缩强度比较

Fig．2 Comparison of compressive strength

between different groups

点，各组间比较无统计学差异(P>0．05)。

表1 凝固时间

Table 1 The setting time

439

分组 凝固时间(min)

对照组

低剂量组

高剂量组

15．93±0．38

16．63±1．38

17．11±1．42

2．2药物释放检测

由图3可见，SIM—PLLA微球在前5天时间里有

明显的突释现象，第10天后，释放率达(51．25±

4．35)％，10天以后SIM．PLIA微球药物缓释平稳，

直到25天时达到(69．75±4．79)％。

2．3动物在体实验结果

由图4、5可见各组材料植入兔股骨髁后标本中

剩余材料的体积比(RMVF)和新骨长入的体积分数

(BVF)，图6示Micro．CT三维重建图及截面重建

图：可见三组材料均出现随植人4w、12w时间推移

材料进一步降解，新生骨逐渐长人的情况，但单纯磷

酸钙材料组在植入4w和12w后三维及横截面重建

的影像图无明显变化，仅在材料的边缘可见少量新
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时问I illlCl L1。l、1

图3药物释放曲线

Fig．3 Drug release curve

生骨长入，低剂量SIM—PLLA缓释材料组随着植入

时间从4w延长至12w，材料逐渐发生降解，4w时已

可见新生骨呈星点状从材料外周长人材料内，12w

时材料降解进一步增加，可见更多新骨长人材料内

部。高剂量组与低剂量组材料比较，上述随时间变

化的趋势更加明显，新生骨长入量及材料的降解率

最高。

¨ I X l二

时问{、、cck

图4剩余材料体积比

与对照组比较，‘P<0．05

低剂量与高剂量组比较，“P‘0．05

Fig．4 RMVF

Compared with control group．‘P<0．05

Comparison between low dose and high dose group．‘‘P<0．05

3 讨论

SIM是一种广泛应用于I临床的降脂药物，但其

时m](、、cckl

图5新骨长人体积分数

与对照组比较，4 P<0．05

低剂量与高剂量组比较，“P<0．05

Fig．5 BVF，Compared with control group，+P<0．05

Comparison between low dose and high dose group．“P<0．05

在骨代谢方面的作用成为近年来的研究热点¨41。

J．Pagkalos等的研究发现SIM有明显的成骨性，其

通过使成骨细胞高表达BMP一2和VEGF发挥作

用‘1 0‘⋯。SIM也被用于骨质疏松动物模型中，发现

其可使去势小鼠的骨密度提高。1“。骨修复过程涉

及到骨髓、骨皮质、骨膜及组织间隙精细配合，许多

细胞信号分子可促使骨祖细胞迁徙到骨损伤部位并

分化为成骨细胞，骨修复过程中，组织内新生血管的

形成起到不可或缺的作用，VEGF不仅是血管形成

的重要因子，其在软骨细胞的增生及矿化、成骨细胞

分化等方面也发挥作用。研究表明VEGF的表达与

SIM呈浓度相关性，随着SIM浓度增加，VEGF呈高

表达。1⋯J。然而，目前的临床研究中，SIM经过口服

全身用药，有时并不能达到期望的功效。S．Patil‘1引

进行了一项涉及62人骨折治疗的临床试验，试验组

每天口服SIM 20mg，共12w，骨折处愈合情况与安

慰剂组比较无统计学差异，S．Patil认为口服SIM经

过肝脏等代谢后浓度大大降低，到达骨组织的药量

及浓度有限，口服辛伐他汀生物利用率较低。这提

示通过一种能持续局部药物缓释的载药系统，将使

SIM发挥骨诱导及抗骨质疏松方面的优势。

口口圈区E匿
口口曰E蛰正

图6 Micro—CT三维重建图及截面重建图

Fig．6 Micro·CT 3D reconstruction and cross—sectional reconstruction

帅∞加∞如∞∞如m

，一斛《婪
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自固化磷酸钙生物材料是一种由磷酸钙粉末和

固化液混合形成的骨组织材料，固液相混合后可有

一定的操作时间，根据骨缺损区需要自由塑形，之后

可常温下凝固，并且整个过程中不产生热量，具有良

好的生物相容性、骨传导性、可降解性等特点。临床

上被广泛用于骨缺损区的修复，也可用于骨质疏松

性骨折的治疗¨6|，为了克服单纯材料缺乏骨诱导性

及降解速率过慢等缺点，满足多种临床应用的需要，

成为骨缺损修复的理想材料¨“，国内外学者采用复

合材料的方法对其进行改性¨⋯。聚乳酸(PLA)、聚

乳酸一羟基乙酸共聚物(PLGA)属聚酯类高分子，

是迄今为止应用最广泛的生物可降解材料，聚左旋

乳酸(PLLA)是由L一乳酸构建而成的聚合物，其降

解产物能被人体完全代谢，Khojasteh A¨引在PLLA

生物支架中培养人前磨牙牙髓干细胞，发现PLLA

材料能为细胞提供良好的支架，并诱导向成骨细胞

分化，因此作为植入材料更具有优势，其获得FDA

认证并在医药行业广泛应用，已被用来制作药物缓

释微球心¨2引，张郝宣学者们通过合成负载SIM—

PLGA药物缓释微球，制成大孔隙率的磷酸钙支架，

组织相容性好，在骨缺损修复方面取得较好效果，但

材料力学强度较低，且体内骨缺损修复并未在骨质

疏松动物模型中进行，不能验证其SIM载药微球在

病理状态下促进骨重建、改善骨代谢的效果‘2“。本

实验成功制备SIM．PLLA微球并将其复合予磷酸钙

基体中构建了SIM—PLLA缓释载药体系，凝固时间

比单纯磷酸钙材料固化时间稍有延长，而材料通过

注射器使用时，无固液分离现象，力学强度与对照组

比较无差异，提示复合SIM—PLLA微球后对自固化

磷酸钙生物材料理化性能影响不大，可获得更充分

的操作时间。

PLLA微球具有合成简单、生物相容性好等优

点，载药微球具有一定的初始抗压强度，而PLLA微

球降解后可为成骨细胞和营养成分及体液提供孔隙

空间，有助于新生骨长人、营养成分及代谢废物的输

送。PLLA微球表面有许多小孑L隙可让SIM药物部

分释放，而随着PLLA微球的逐步降解，微球内部的

药物得以全部缓释出来，使SIM在局部持续逐步释

放，可充分发挥其骨诱导作用，改善局部骨组织代

谢，进一步实现靶向抗骨质疏松作用‘24‘2⋯，SIM负

载于PLLA缓释微球中更能避免骨组织局部药物浓

度过高，减少高浓SIM聚集引发的炎症反应悼7|。本

研究可见SIM．PLLA微球在前5天时间里有一定的

突释现象，第10天后，释放率达(51．25±4．35)％，

10天以后SIM．PLLA微球药物缓释平稳，直到25天

时达到(69．75±4．79)％。提示将SIM载入PLLA

后，可通过PLLA的逐渐降解达到SIM局部长期缓

释。

本研究通过加入负载SIM的PLLA微球到到磷

酸钙生物材料中，植入骨质疏松模型兔的股骨髁内

来探索SIM．PLLA缓释体系体内成骨及抗骨质疏松

效果，复合载药缓释体系组降解率和新骨生成率较

对照组均显著提高。Micro．CT结果表明，低、高剂量

组植入4周及12周后材料降解及新骨形成均显著

改善，且随着植入时间延长，材料降解率及新骨形成

均明显提高，SIM．PLLA载药缓释体系组的材料降解

速率及新骨形成率均明显优于单纯磷酸钙组，其中

高剂量SIM．PLLA载药缓释体系降解速率及新骨生

成率最高，达到材料降解与新骨形成的动态平衡，作

用机制考虑与以下方面有关：PLLA微球降解后可

在磷酸钙表面形成孔隙，增加了材料比表面积，可增

加材料与周围更多的骨组织及体液接触，加速材料

降解及新生骨长入；另外，SIM在这个过程中一方面

可发挥其骨诱导作用，使骨组织的爬行替代过程加

速，而另一方面，BMP2、VEGF因子上调促进新骨组

织及新生血管的形成进一步加速了材料的降解及新

生骨长人旧4’261，提示SIM药物缓释体系具有明显的

成骨活性及抗骨质疏松的作用，SIM．PLLA药物缓释

体系在骨质疏松模型兔中能改善局部骨代谢情况，

达到更好的骨修复效果，为验证该机制有待于进一

步的实验研究。

4 结论

本实验通过将SIM—PLLA缓释微球与磷酸钙基

体复合构建的SIM．PLLA一药物缓释体系具有良好

的生物相容性好、可注射性能及合适的力学强度，对

兔骨质疏松模型有明显的成骨活性及抗骨质疏松效

果，有望成为治疗骨质疏松性压缩骨折及不规则骨

缺损的新型生物复合材料。
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