

磷酸鈣鹽類/聚甲基丙烯酸甲酯複合式骨水泥之研究
（科技部計畫編號：MOST 104-2622-E-027-027-CC3）

陳傳方 蘇育傑 *鍾仁傑
國立臺北科技大學 化學工程與生物科技系
摘    要

磷酸鈣鹽類水泥（Calcium Phosphate Cement，CPC）具自我固化（Self-setting）之性能，及良好的生物相容性、生物可吸收性、骨引導性與可注射式之操作便利性，為重要之人工骨填補材料之ㄧ。本研究藉由合併CPC骨水泥低固化放熱及PMMA骨水泥高機械性能的優點，製成一嶄新複合式骨水泥。我們先以5 M檸檬酸（C6H8O7）及0.6 M磷酸氫二胺(NH4)2HPO4，測試出適當固化時間之CPC骨水泥配方，再將其與以不同比例PMMA骨水泥於泥漿狀態互相混合，並對其複合式骨水泥材料進行機械性質、生物性質、體外細胞測試、動物體內測試研究。研究結果顯示適當含量的檸檬酸（0.1 ml）可有效減少CPC骨水泥（0.65 ml (NH4)2HPO4/CPC powder）之固化時間。CPC/PMMA複合式骨水泥中，CPC含量越多，其聚合放熱溫度越低，機械抗壓測試以20% CPC/PMMA 最為理想，為82.3 MPa，並符合ISO-5833須大於等於70 MPa之規範。生物性質方面，樣品浸泡人工模擬體液（SBF）後，其pH值介於7.03-7.54之間，且材料經由XRD、SEM觀察證實可於短時間在材料表面誘導似骨頭成分的磷灰石（apatite）沉澱。細胞實驗係將材料及其萃取液，以類骨母細胞（MG 63）共培養進行研究，利用細胞毒性測試（MTT）、細胞螢光染色，並配合流式細胞儀評估細胞、存活率、及其生長狀態，結果顯示CPC/PMMA複合式骨水泥有良好的生物相容性，相信於整形外科、醫學美容之骨填補能夠更廣為利用。
關鍵詞：聚甲基丙烯酸甲酯骨水泥、磷酸鈣鹽類水泥、骨水泥
一、前言
骨水泥因與人體直接或間接接觸，除了考慮材料物理、化學、機械性質外，必須考量在人體內之相容性。目前常用於骨科治療的生醫材料，例如：高分子材料、生醫玻璃、生醫陶瓷及生醫金屬等…。早期選取材料以和骨頭組成之磷灰石相近的鈣磷無機鹽類為主，例如：磷酸鈣鹽、矽酸鈣鹽等…，根據以往文獻【1】，雖然鈣磷無機鹽類生物相容性良好，但抗壓機械強度不足、固化時間過長等缺點，而合成高分子–聚甲基丙烯酸甲酯（polymethylmethacrylate，PMMA）因價格低廉、手術時間容易控制、注射便利、固化後生物力學之強度硬度足夠負荷人體重量等優點，為近年臨床廣泛使用之骨填補物，因其有但其聚合反應時，所產生高聚合熱，會於填補後會影響周圍神經傳導缺點，目前也是相關研究改良的一大方向【2-3】。人體內鈣約99%以骨鹽形式沉積於骨組織內，所以骨頭也有礦物鹽(鈣、磷)儲存庫之稱，與鈣、磷的代謝關係密切。而檸檬酸（Citric Acid）也為骨頭重要成分之一，1941年初始研究及後續探討發現，骨頭及牙本質內有高含量檸檬酸約20-100 μmols/gram，而骨頭又比其他組織約高50倍，其他軟骨約10~20倍之多【4】，2014年文獻中【5-6】作者發現成骨細胞產生檸檬酸鹽，相較於間質細胞高出250%，確立了成骨細胞會生成檸檬酸，雖然目前對骨頭影響並不是完全了解，但其必須參與在所需的正常骨骼的發育和維持的一些基本功能/結構的作用。骨組織包含細胞、纖維及基質；細胞部分分為成骨細胞（obteoblasts），主要功能為形成新的骨骼組織；蝕骨細胞（osteoclasts）則產生一些酸類物質，溶解骨鹽，讓老舊或受傷之骨組織被吸收。也有1970年將抗生素添加於骨水泥之紀錄，紅黴素（Erythromycin）為最早添加之抗生素之一，雖然有明顯抗菌的效果，但其抗生素也經由體液流動擴散至周圍骨組織。其後有氨基糖苷類抗生素，如慶大霉素（Gentamicin）和妥布黴素（Tobramycin），因其低過敏性，形成添加於骨水泥之熱潮，但依研究結果發現，添加部分抗生素會降低其抗壓性能。於文獻指出抗生素的基本要求需有抗菌、安全性、熱穩定性、低過敏等性質，使用時必須於正常組織中不產生危害，局部範圍使用不引起血藥濃度快速上升，但釋放之濃度必須在一定時間內需高於最小抑菌濃度，目前公認40 g之骨水泥中以2 g抗生素為安全添加劑量。
於上述研究，本實驗將磷酸鈣鹽/聚甲基丙烯酸甲酯複合骨水泥中，選用最早被發現的四環黴素-抗生素（Tetracycline）作為添加劑，其原因為其於學術研究及臨床實驗使用已經有一段時間，對於其作用機制已經有一定程度的了解，並應用於牙周治療已有明顯成效，而在骨填補物應用也有研究，由於此為初始研究，固使用研究已久且易取得之大腸桿菌作為抗菌實驗之菌種，期望材料可以達到抑菌、藥物緩釋的效果。
二、實驗方法
本實驗期望將CPC與PMMA優點互補，並於CPC泥漿狀態（slurry）及PMMA泥漿狀態（slurry）下手動均勻混和，開發CPC/PMMA複合式低溫骨水泥。以較易取得之碳酸鈣（CaCO3）及焦磷酸（Ca2P2O7）高溫煆燒出所需四鈣磷酸鹽（tetracalcium phosphate，TTCP），將其與DCPD混和後形成CPC粉末。液劑選取0.6 M磷酸氫二銨（( NH4)2HPO4），透過添加5 M檸檬酸及固化時間檢測，選取適當可與PMMA固化相當之CPC固化時間。
CaCO3和CaP2O7粉末以莫爾比2：1之比例加入適量DI-water使其均勻混和，其反應式如下，均勻混和後，置於80oC烘箱烘乾，於高溫爐1450oC煆燒12小時，隨後取出於空氣中淬火降溫，燒結完成的TTCP以瑪瑙研缽研磨過篩74 μm （200 MESH）篩網。製備好之TTCP透過XRD檢測其晶相，判斷純度。將製備好的磷酸四鈣（tetracalcium phosphate，TTCP）粉末，與等莫耳二水磷酸二鈣磷酸二鈣(dicalcium phosphate dihydrate，DCPD)粉末均勻混和，配置所需的磷酸鈣骨水泥粉末(calcium phosphate cement，CPC)。
選取CPC粉劑TTCP：DCPD莫爾比=1：1（1.5 g：0.5 g）共2 g，0.6 M之（NH 4）2 HPO 4液劑，取0.75 ml為測試單位，添加不同比例的5 M檸檬酸溶液，均勻攪拌1.5分鐘，待其混和後填入直徑10 mm、高5 mm模具，並使用吉爾摩針（Gillmore needle）做固化時間測試，每15秒量測一次，從測試中選取與PMMA固化時間適合者進行後續研究。
CPC液粉比例選擇固定後，則進行與PMMA泥漿狀態混合實驗，CPC及PMMA皆以粉液比2 g：1 ml各自混合，攪拌1.5分鐘，靜置30秒，兩者皆呈泥漿狀時，將CPC置入PMMA中，快速攪拌約1分鐘，於手動混期間檢測水泥之固化測試包含固化時間、放熱溫度兩部分。固化CPC/PMMA骨水泥，置入37oC、100%濕度環境水合24小時，取出脫模，進行材料性質、生物相容性之SBF浸泡及MTT檢測後續檢測，並增加DAPI螢光染色實驗觀察細胞貼附形態觀察，而後選取適合組別添加抗生素進行抑菌圈實驗及藥物制放檢測。
三、結果與討論  

本實驗中使用TTCP（Ca4P2O9）由碳酸鈣（CaCO3）及焦磷酸鈣（Ca2P2O7）之莫耳比2：1高溫燒結（大於1300oC）並快速退火製成。由XRD檢測，下圖一得知，燒結產物於25.25、29.15、29.93、31.02、32.58等位置有明顯峰值，比對TTCP之JCPDS標準卡號00-025-1137，確認為四鈣磷酸鹽（TTCP），而非峰值位於25.7、32.2、32.8之氫氧基磷灰石（HaP）。
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圖一、合成TTCP之XRD圖

本實驗使用傳統CPC骨水泥配之方法，並期望CPC初凝時間可以與PMMA骨水泥相似，於此添加不同含量之5 M檸檬酸，經吉爾摩針測試，結果如下圖二，可得知檸檬酸含量愈多，固化值間愈短，考慮固化時間及機械性質，選取5 M檸檬酸溶液：0.6 M磷酸氫二氨溶液：CPC粉末→ 0.1 ml：0.65 ml：2 g比例，進行後續實驗。
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圖二、不同比例檸檬酸之CPC骨水泥固化時間

CPC含量愈高，產生的聚合放熱之最大值逐漸下降， CPC含量至20%及30%時，溫度分別為41.7oC及34.7oC，進一步量測CPC含量15%及25%，溫度測試結果分別為42.7oC、35.5oC，已降之約略人體體溫37oC，於此由實驗操作及參考四環黴素低溫特性，選擇70% 之CPC/PMMA進行抗菌實驗及藥物釋放。由固化時間量測結果下圖四顯示，CPC含量10%-70% 固化時間皆與純PMMA相仿，都能在9分鐘之內達到固化完成，再經由抗壓強度結果選擇進行生物相容性實驗。

[image: image3.wmf]4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

25

30

35

40

45

50

55

60

Temperature(

°

C)

Time(min)

 

PMMA

 

10%

 

15%

 

20%

 

25%

 

30%

 

40%

 

50%

 

60%

 

70%

 

80%

 

90%

 

CPC

 

 


圖三、不同比例CPC/PMMA骨水泥固化放熱溫度
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圖四、不同比例CPC/PMMA骨水泥固化時間

CPC與PMMA混和固化，由文獻可得TTCP （Ca4(PO4)2O）與DCPD （2CaHPO4.2H2O）反應可形成磷灰石（HaP，Ca10(PO4)6(OH)）。由XRD可得知PMMA（0%）峰值皆為BaSO4，CPC/PMMA骨水泥經固化水合後，CPC含量愈多，HaP峰值於愈明顯，比對TTCP及DCPD的JCPDS標準卡號，確認水和一天還是有部分TTCP及DCPD殘留，未反應完全，並透過SEM，下圖六，可發現，PMMA球體粉末含量隨CPC含量增加而減少，且表面逐漸平滑。
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圖五、不同比例CPC/PMMA骨水泥固化XRD圖

CPC/PMMA透過各比例固化、水合一天，利用萬能測試機（v=20 mm/sec）進行抗壓測試，如下圖六，結果顯示，CPC添加含量愈多，複合式水泥之抗壓強度逐漸下降，根據ISO5833規範，抗壓強度需大於70 MPaCPC含量應於10%-25%尤佳。經由聚合放熱、固化時間及抗壓強度結果選取10%-30%之CPC/PMMA比例進行後續生物相容性檢測。
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圖六、不同比例CPC/PMMA骨水泥抗壓測試圖

透過固化性質及材料測試，選取適合之10%-30% CPC/PMMA進行生物性質檢測。檢測21日間，pH值變化於下圖七，結果顯示pH介於7.03-7.54內，為人體可接受範圍。
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圖七、不同比例CPC/PMMA骨水泥浸泡2x SBF pH變化
將MG 63細胞與材料萃取液共培養結果如圖八，結果顯示，可確定細胞存活度介於84%至100%間，皆在80%以上，又以20%-30%細胞存活率高達90%最佳，表示此材料之生物相容性良好，並且無毒性。
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圖八、不同比例CPC/PMMA骨水泥MTT細胞毒性測試

根據聚合放熱溫度及四環黴素特性，選擇聚合放熱最靠近室溫之70% CPC/PMMA比例進行攜帶抗生素藥物釋放實驗，選擇兩種方式裝載藥物，方法一為粉末loading：直接添加0.04 g （1%）之四環黴素（Tetracycline）於CPC粉劑中，製成實驗樣品，為powder曲線；方法二為浸泡法：先製作好同大小樣品，浸泡於0.04 g/ ml之四環黴素PBS溶液中24小時，為soak曲線。由下圖九結果顯示，soak曲線顯示12小時內快速釋放，72小時釋放率為9.45 %，趨勢逐漸平緩，釋放率約12%。powder曲線則緩慢釋放，於384小時釋放率約為8%，兩者釋放率較低原因，推測與材料藥品粉末大小及孔隙度相關，剩餘的四環黴素粉末可能於材料孔隙中無法釋出。兩者比較下，雖然浸泡法釋放率較高，但粉末loading達到緩釋效果，進行材料商品化及臨床使用也較為適合。
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圖九、70% CPC/PMMA骨水泥藥物釋放曲線
同樣選用70% CPC/PMMA骨水泥添加四環黴素（Tetracycline）抗生素，並利用大腸桿菌（學名：Escherichia coli，簡稱：E.coli）進行抑菌圈實驗。由下圖十，實驗結果可以發現，有添加抗生素之骨水泥產生抑菌圈，抑菌圈平均直徑為2.9 cm，抑菌效果明顯。
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對照組 (未加抗生素)
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實驗組 (加抗生素)
圖十、抑菌圈
三、結論
由XRD得知，高溫燒結、淬火可得到較高純度之TTCP，檸檬酸於適當比例混和（0.6 M之 (NH 4)2 HPO 4：5 M之 Citric acid = 0.1 ml：0.65 ml）能夠加快CPC骨水泥固化，透過Powder：Liquid = 2 g：0.75 ml固化時間檢測，時間由2小時降低至45分鐘，而檸檬酸含量過多，則有閃凝現象產生，材料脆性過高，機械性質不佳，由此可知，添加適量檸檬酸可改善CPC骨水泥固化時間過長之缺點。並在TTCP及DCPD水合後，以有相近於人體骨頭相近之HaP成分產生。

於CPC及PMMA分別在泥漿狀態時均勻攪拌混和，由固化放熱溫度檢測可得知，PMMA放熱溫度為56.7oC，隨CPC含量增加至70% 時，放熱溫度已降至室溫約29 oC，透過CPC混和，當CPC混和比例增加，聚合放熱時間沒有明顯差異，卻能有效降低PMMA聚合放熱溫度，進一步透過固化後之抗壓測試，可發現CPC含量愈多，承受壓力逐漸下降，根據ISO-5833標準，添加20%CPC之82.3 MPa最佳，並以10%至30%之CPC添加量進行後續生物性測試。

透過浸泡2x人工模擬體液測試pH值範圍為7.03-7.54，為人體可接受範圍，樣品於XRD及SEM觀察，發現於7日時已有磷灰石沉澱，且CPC含量愈多，磷灰石沉積量愈明顯。細胞相容性測試結果顯示細胞存活率皆高於80%，生物相容性良好。DAPI染色實驗可發現於14日、21日細胞量逐漸減少，應與其檸檬酸逐漸釋放，培養環境酸度逐漸提升，造成細胞死亡，相信調整檸檬酸濃度，細胞生長應有更好效果。

藥物釋放透過材料測試之放熱溫度檢測，選取70% CPC/PMMA最佳，經18日檢測，結果顯示，四環黴素混於粉末中，雖然釋放率只有約8%，但材料有達到緩釋效果，相信於人體內，植入部分不會造成抗生素大量釋放而有所殘留，抗菌部分，抑菌範圍直徑為2.3~3.9 cm，對於大腸桿菌是有抑菌效果，根據本文結果顯示，添加CPC能夠有效降低PMMA固化放熱溫度並維持機械強度、增加生物相容性，並以20%之CPC/PMMA最佳；70%之CPC/PMMA攜帶四環黴素具有明顯抗菌效果，此種CPC/PMMA複合式骨水泥相信對於臨床、骨材應用能有進一步發展。
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