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文题释义： 
万古霉素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管：前期实验将万古霉素单纯沉积于二氧化钛纳米管中，万古霉素
的药物释放时间小于 6 h，释放特性为早期爆发性释放。实验中通过将羟基磷灰石及万古霉素共沉积于
二氧化钛纳米管上，通过纳米羟基磷灰石涂层显著延缓了万古霉素的药物释放时间。 
载药人工骨：是由药物与载体材料相结合而构成的具有特定作用的组织工程人工骨，通常填充于各种

原因所致的骨组织缺损，能在患处发挥修复骨缺损和局部释放药物治疗作用。 
 
摘要 
背景：研究表明，钛金属纳米管涂层不仅能够促进材料本身的生物活性，同时还可作为药物载体负载

抗生素及生长因子等。 
目的：检测万古霉素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管的体内外抗菌性能。 
方法：检测万古霉素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管、万古霉素/二氧化钛纳米管的体外释药性能。将 1010 L-1

的金黄色葡萄球菌稀释液分别铺于商业钛金属、二氧化钛纳米管及万古霉素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管
上，24 h后，扫描电镜观察细菌生长情况，聚焦扫描电镜观察细菌活性。 
结果与结论：①扫描电镜观察：金黄色葡萄球菌在万古霉素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管上的数量最少
且细菌形态破坏；②聚焦扫描电镜观察：万古霉素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管上的细菌数量及活菌数
量最少，商业钛金属上的活菌数量最多；③体外释药性能：万古霉素从羟基磷灰石/二氧化钛纳米管上
的释放时间长达 18 d，从二氧化钛纳米管上的时间仅仅约为 4 h；④结果表明：万古霉素/羟基磷灰石/
二氧化钛纳米管具有良好的抗菌性能及缓释性能。 
关键词： 
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Abstract 
BACKGROUND: Present studies have proved that titanium coating nanotubes cannot only promote the 
biological activity of the material itself, but also be used as a drug carrier loading antibiotics and growth 
factors. 
OBJECTIVE: To investigate the antibacterial properties of vancomycin/hydroxyapatite/titanium dioxide 
nanotubes in vitro and in vivo.  
METHODS: The releasing property in vitro of vancomycin/hydroxyapatite/titanium dioxide nanotubes and 
vancomycin/titanium dioxide nanotubes were detected. And 1010/L Staphylococcus aureus dilution was put 
onto the commercial titanium, titanium dioxide nanotube and vancomycin/hydroxyapatite/titanium dioxide 
nanotube, respectively. Twenty-four hours later, the bacterial growth and activity was observed by 
scanning electron microscope and confocus scanning electron microscope, respectively. 
RESULTS AND CONCLUSION: Scanning electron microscope showed: the number of Staphylococcus 
aureus was the least on the vancomycin/hydroxyapatite/titanium dioxide nanotube, and the bacterial 
morphology was destroyed. Confocus scanning electron microscope observed: the number of bacteria 
and viable bacteria was the least on the vancomycin/hydroxyapatite/titanium dioxide nanotube, and the 
most on the commercial titanium. Besides, the releasing time of vancomycin from the hydroxyapatite/ 
titaniumdioxide nanotube was up to 18 days, but the releasing time of vancomycin was only 4 hours from 
the titanium dioxide nanotube. In conclusion, the vancomycin/hydroxyapatite/titanium dioxide nanotube 
has good antibacterial property and slow-releasing performance. 
Subject headings: Hydroxyapatites; Titanium; Vancomycin; Tissue Engineering 
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0  引言  Introduction 

据统计，全球每年在骨缺损和骨折上的治疗费用至

少为170 亿美元，治疗患者大约为3 000万人次[1-2]
。这

些骨科问题常需要骨折固定及骨缺损替代的金属材料。

在这些病例中，5%-15%的病例因缺损较严重需要结构

性植骨
[3-4]
。 

骨组织材料中钛金属及其合金因为优越的生物相

容性、生物弹性模量及耐腐蚀性，在骨科领域被广泛使

用
[5-9]
。虽然钛金属及其合金有着优越的生物相容性，然

而也有着其自身的生物惰性及无抗菌性的局限性。尽管

经过严格的无菌处理，骨科内植物的感染率仍然在

1%-4%之间 [10-15]
，外固定器械感染率更高，高达

30%-50%[16]
。感染部位往往形成菌膜而难以处理；抗

生素所需的剂量往往需要高达几十倍甚至上百倍，才能

对菌膜下的细菌产生灭菌作用，然而高剂量抗生素的使

用带来肝肾功能损害。在这些临床病例中，植入体的移

除是目前彻底清除感染的惟一手段
[17]
，但这种二次干预治

疗方式会给患者造成新的生理和心理创伤，并增加相关治

疗花费。  

通过阳极氧化技术在钛金属上制备纳米管涂层，已

被证实能够促进其生物相容性，在钛金属表面制备二氧

化钛纳米管的另外一个特点是其可作为一个很好的抗

菌载药平台
[18-21]

。前期实验已证实二氧化钛涂层负载一

定剂量的万古霉素后，不仅不影响二氧化钛纳米管的生

物相容性，而且促进了其抗菌性能；然而二氧化钛纳米

管单纯负载抗生素的缺陷是难以调控其早期爆发性释

放且释放时间短(< 6 h)[22]
。纳米羟基磷灰石作为涂层沉

积在钛金属表面被认为是金属材料表面抗感染缓释系

统中最具前景的一种复合材料
[23]
，通过控制纳米管长

度、直径及纳米羟基磷灰石的厚度，理论上可控制药物

释放时间。实验首先通过阳极氧化技术在钛金属上制备

二氧化钛涂层，之后经过羟基磷灰石与万古霉素进行共

沉积后形成羟基磷灰石/万古霉素/二氧化钛纳米管复合

涂层，检测羟基磷灰石/万古霉素/二氧化钛纳米管复合
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涂层的抗菌性能及药物释放特点。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  观察性实验。 

1.2  时间及地点  于2013年6月至2014年6月在东北

大学材料与冶金学院实验室和中国医科实验中心完成。  

1.3  材料   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4  实验方法 

商业钛金属的制备：首先将99.5%的商业钛金属切

割成直径2 cm、厚度1 mm的金属圆片及直径1 mm、长

度为2 cm的金属棒。采用砂纸抛光金属表面后使用无水

乙醇超声波清洗10 min，蒸馏水清洗后干燥。  

二氧化钛纳米管的制备：经制备好的钛金属片采用

阳极氧化技术制备二氧化钛纳米管。第1步是采用乙二

醇加上0.5%NH4F作为第1步的电解液，氧化2 h，氧化

电压为60 V。第2步的电解液是在第1步电解液的基础上

加上0.75%HF。所有实验都在室温条件下进行。随后二

氧化钛纳米管在500 ℃条件下烘干，以使纳米管稳定。

在二氧化钛纳米管表面逐步滴加万古霉素溶液，将万古

霉素溶液均匀附着在二氧化钛纳米管表面并干燥，金属

表面万古霉素药物浓度达到500 μg/cm2
。 

万古霉素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管的制备：通

过共沉积方法制备，首先将钛金属纳米管放于10-4 mol/L 

Ca(NO3)2与NH4H2PO4中, 其中Ca/P为1.6。溶液pH值为

6(通过HNO3与NH4OH调节pH值)。24 h后羟基磷灰石沉

积在二氧化钛纳米管上。将制备的羟基磷灰石/二氧化钛

纳米管干燥后，表面逐步滴加万古霉素溶液，将万古霉素

溶液均匀附着在羟基磷灰石/二氧化钛纳米管表面并干

燥，金属表面万古霉素药物浓度达到500 μg/cm2
。 

1.5  主要观察指标 

样品微观形貌观察：分别将钛金属纳米管及万古霉

素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管复合物表面喷金后，通

过扫描电镜观察材料表面形貌，同时通过射线能谱分析

仪分析材料表面成分。 

体外药物释放模型：将万古霉素/羟基磷灰石/二氧

化钛纳米管样品及万古霉素/二氧化钛纳米管样品放于

12孔板中，分别加入500 μL PBS。经过1，6，12，24 h

及浸泡的每1 d取出200 μL PBS，每次取完PBS后加入

新鲜PBS，以恢复液体总量。放于紫外分光光度计下检

测药物释放量，最后根据万古霉素曲线确定每个时间点

的药物浓度。实验在室温下进行。 

细菌黏附和繁殖测定：实验采用金黄色葡萄球菌分

析商业钛金属、二氧化钛纳米管及万古霉素/羟基磷灰石/

二氧化钛纳米管的材料抗菌性能。细菌于琼脂板上培养

3 d后，转至Luria broth用于接种，制备浓度1011 L-1
的细

菌原液(光密度法测定浓度)用于抗菌实验。将1011 L-1
的

细菌原液稀释至1010 L-1
，铺于各金属板上，LB培养基

培养24 h后，经2.5%戊二醛固定，乙醇梯度脱水(体积

分数70%，80%，85%，90%，95%，100%)各5 min，

一部分干燥，喷金，扫描电镜观察细菌生长情况；另一

部分用Syto9及PI染色，共聚焦电镜下观察细菌菌落形

成。激发波长设定为470 nm左右，测定510 nm 附近(绿

色吸收波长)和630 nm附近(红光吸收波长)。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 13.0统计软件进行分析。

数据以x
_

±s表示，组间比较采用t 检验，组内比较采用配

对t 检验，P < 0.05被认为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  
2.1  不同材料的表面形貌  商业钛金属表面粗糙；二

氧化钛纳米管表面存在着排列规则(图1A)，垂直于钛金

属基底的纳米管，管径约为80 nm，纳米管长度约为    

1 μm(图1B)。扫面电镜观察万古霉素/羟基磷灰石/二氧

化钛纳米管的管上沉积了纳米棒状的羟基磷灰石(图

1C)。通过X射线能谱分析仪证实万古霉素/羟基磷灰石/

二氧化钛纳米管的主要成分为Ca及P(图1D)。 

2.2  金黄色葡萄球菌在不同材料上的黏附与增殖情况   

通过扫描电镜观察可见，金黄色葡萄球菌在万古霉素/

羟基磷灰石/二氧化钛纳米管上的数量最少且细菌形态

破坏，见图2；通过倒置共聚焦观察可见，万古霉素/羟

基磷灰石/纳米管上的细菌数量及活菌数量最少，商业钛

金属上的活菌数量最多，见图3。  

2.3  药物体外释放实验  通过体外药物释放实验观察

可见，万古霉素从羟基磷灰石/二氧化钛纳米管上的释放

时间长达18 d(第7天约为50%)，然而药物从二氧化钛纳

米管上释放的时间仅仅约为4 h，见图4。 

钛金属纳米管复合涂层抗菌性实验的材料、试剂及仪器： 

材料、试剂及仪器 来源 

99.5%商业钛金属、二氧化钛纳米管 美国阿尔法公司 

万古霉素 博士得公司；中国 

金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)  S.aureu，美国模式培养物集

存库 

紫外分光光度计(U-2900)、扫描电镜

(S-3400)、X射线能谱分析仪  
Hitachi，日本 

共聚焦电镜(Fv10i) Olympus，日本 
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3  讨论  Discussion 
骨修复材料置入人体后，病菌可通过形成生物膜或

者变异，黏附在植入物表面并持续存在。对于生物材料

周围感染，全身抗生素治疗较难满足治疗的需要，致使

患处局部组织达不到有效药物浓度，导致感染迁延不

愈，骨折延迟愈合或不愈合
[24-26]

；同时长期全身应用抗

生素容易引起一系列不良反应。此外，一旦病原体附着于

修复材料表面形成生物菌膜，造成病原体对抗生素产生抵

抗和逃脱免疫监督，从而增强细菌的自我保护
[27]
。 

骨修复材料置入过程中所发生的相关感染是临床

上较为严重的并发症
[28]
。骨植入物感染的发生率与手术

部位和手术程序相关。经皮骨折固定针有 2%-30%的

感染发生率
[28]
，骨移植感染率高达 13%[29]

，脊柱感染

在 2%-5%范围内[30]
。相关的统计表明，金黄色葡萄球

菌是骨修复材料置入过程中发生相关感染常见的致病

菌
[31]
，为了改善骨感染治疗效果，局部药物释放系统研

究的不断深入彻底改变了常规连续间断性的给药方式，

只要在患处组织内放置可缓释药物的载体，就可实现局

部持续有效的给药，极大提高了治疗依从性。局部药物

释放系统的优点包括：在患处部位释放药物；在局部迅

速达到有效药物浓度；可实现长期维持局部有效药物浓

度的同时，避免了全身应用抗生素所引发的不良反应；

屏蔽了骨缺损后局部丧失血液供应的缺点。载药人工

骨是由药物与载体材料相结合而构成的具有特定作用

的组织工程人工骨
[32]
，通常填充于各种原因所致的骨组

织缺损，能在患处发挥修复骨缺损和局部释放药物治疗

作用。传统的载体材料主要分为非生物降解型和生物降

解型两类，其中非生物降解型的常用载体为聚甲基丙烯

酸甲酯，其负载的庆大霉素珠链是目前临床上用于局部

治疗骨感染的载药系统。然而，根据一些临床治疗的反

馈可知，这类抗生素释放系统存在着影响金属植入物生

物稳定性效果的缺陷。可生物降解抗生素载体一般为无

机盐类(羟基磷灰石)和可降解聚合物材料(聚乳酸、聚乳

酸-羟基乙酸共聚物)，相比于无机盐类材料，聚乳酸-

羟基乙酸共聚物和聚乳酸在宿主体内降解后，其降解产

物容易导致局部给药处 pH值升高[33]
，易诱发炎性反应，

因此无机盐类载体材料更受到研究者们的青睐。 

近来的研究结果表明，二氧化钛纳米管涂层不仅能

够促进材料本身的生物活性，同时还可作为药物载体，

负载抗生素及生长因子等
[34-37]

。Peng 等[37]
将二氧化钛

纳米管负载蛋白质、雷帕霉素和紫杉醇等。在这项研究

中，影响负载药物释放因素的最深刻影响因素是纳米管

高度及管径。较长的纳米管长度及较小的纳米管直径能

延长负载药物的释放时间。前期实验将万古霉素单纯沉

积于二氧化钛纳米管中，万古霉素的药物释放时间小于

6 h，释放特性为早期爆发性释放[22]
。实验中通过将羟

基磷灰石及万古霉素共沉积于二氧化钛纳米管上，通过

纳米羟基磷灰石涂层显著延缓了万古霉素的药物释放时

间。在体外药物释放实验上，万古霉素/羟基磷灰石/二氧

化钛纳米管复合涂层上的万古霉素释放时间长达 28 d，

而二氧化钛纳米管单纯负载万古霉素的药物释放时间仅

为 6 h。万古霉素/羟基磷灰石/二氧化钛纳米管复合涂层

上的万古霉素释放时间远远大于二氧化钛纳米管单纯负

载万古霉素的药物释放时间。 

结果证实，将二氧化钛纳米管装载万古霉素及羟基

磷灰石有着良好的生物抗菌性能及药物缓释功能。 
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