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　　［摘要］　目的　制备一种可用于修复伴有骨关节炎的软骨缺损的兼具软骨再生和炎性微环境调
控的水凝胶支架。方法　通过溶剂热法制备锆金属有机框架（ＺｒＭＯＦ），并负载抗炎肽ＫＡＦＡＫ，用紫外
光交联法制备普鲁兰多糖／聚乙二醇复合水凝胶，将ＺｒＭＯＦ封装于水凝胶内部，通过扫描电镜、溶胀平
衡、降解实验和流变力学表征水凝胶的理化性能。以兔骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）作为种子细胞，用活／死细胞染色验证水凝胶的生物活性，测定软骨细胞外基质糖胺聚糖
的含量和成软骨标志基因 ＣＯＬ２Ａ１和 ＡＣＡＮ及肥大化基因 ＣＯＬ１０Ａ１的表达。结果　成功将抗炎肽
ＫＡＦＡＫ负载到ＺｒＭＯＦ，水合粒径为３５２．５ｎｍ，粒径分布（ＰＤＩ）为０．２９，Ｚｅｔａ电位为（１８．２７±０．５５）ｍＶ。
普鲁兰多糖／聚乙二醇复合水凝胶封装ＺｒＭＯＦ后，随着ＺｒＭＯＦ含量的增加，扫描电镜观察到孔壁上的
小孔越多；溶胀时间缩短，降解速度增加，流变性能改善。抗炎肽ＫＡＦＡＫ负载到ＺｒＭＯＦ后再用水凝胶
封装，到第２１天，有（８４．１±５．０）％的释放，显示出对抗炎肽 ＫＡＦＡＫ较好的缓释作用。活细胞在 Ｇｅｌ、
Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ和Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ组的存活比率分别为（９０．７±５．４）％、（９３．５±４．３）％和
（９１．９±３．１）％，均显示出良好的生物相容性。以兔 ＢＭＳＣｓ为种子细胞，在成软骨诱导培养７ｄ和１４ｄ
后，Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ组相较于Ｇｅｌ和Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ组糖胺聚糖含量有显著提高（Ｐ＜０．０５），
成软骨标志基因ＣＯＬ２Ａ１、ＡＣＡＮ表达显著升高（Ｐ＜０．０５），而肥大化基因 ＣＯＬ１０Ａ１表达显著降低（Ｐ＜
０．０５）。结论　成功将负载抗炎肽的ＺｒＭＯＦ封装于水凝胶内部，通过对抗炎肽 ＫＡＦＡＫ的持续释放控
制炎性微环境，产生更多的软骨细胞外基质，有利于维持成软骨表型。
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　　关节软骨缺损可导致继发性骨关节炎，引起关节
疼痛，严重影响患者生活质量［１－２］。由于缺乏血管、神

经、淋巴的支配，关节软骨在破坏后的自我修复能力有

限，现有的临床治疗策略均存在一定缺陷［３－５］。组织

工程为关节软骨的修复提供了新的方向。水凝胶作为

支架材料已经被广泛应用于软骨组织工程中，它不仅

具有三维网络结构、含水率高、高渗透率等特点，而且

力学性能、溶胀率以及良好的润滑性能等都与天然的

关节软骨相类似［６－７］。

　　炎性因子，如白细胞介素１（ＩＬ６）、肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）、干扰素γ在关节软骨缺损后会迅速升高，进
而会导致软骨细胞死亡，加速软骨基质降解［８－９］。在软

骨再生过程中，炎性因子会抑制细胞成软骨分化并减缓

软骨相关基质的合成速度，从而导致软骨再生失败［１０－１１］。

因而，在水凝胶支架材料用于关节软骨缺损修复时应控

制局部炎性微环境，以达到更好的修复效果。

　　抗炎肽（ＫＡＦＡＫＬＡＡＲＬＹＲＫＡＬＡＲＱＬＧＶＡＡ，ＫＡＦＡＫ）
是一种细胞穿透肽，通过抑制丝裂原活化蛋白激酶活

化蛋白激酶２（ＭＫ２），能减少炎性因子 ＩＬ６和 ＴＮＦα
的分泌［１２］。因此，将 ＫＡＦＡＫ引入水凝胶内部能改善
炎性微环境。但 ＫＡＦＡＫ作为一种阳离子多肽，存在
酶降解性、解离性和构象变化等缺陷，导致半衰期短，

生物利用度低［１３］。一系列研究采用纳米颗粒对

ＫＡＦＡＫ进行包裹，以延长 ＫＡＦＡＫ的抗炎周期［１３－１７］。

本课题组前期也将ＫＡＦＡＫ负载到乙二醇壳聚糖岩藻
多糖纳米凝胶内以达到延缓骨关节炎进展的目的［１８］，

但这些材料对 ＫＡＦＡＫ的控释时间都偏短，而软骨再
生的整个过程都要对炎症进行有效控制才能实现软骨

再生，故需要找到更有效的控释手段。

　　金属有机框架（ｍｅｔａｌｏｒｇａｎｉｃｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ，ＭＯＦｓ）
是由有机配体和金属离子或团簇通过配位键自组装形

成的具有分子内孔隙的有机无机杂化材料［１９］。ＭＯＦｓ
材料具有高的药物负载量、良好的生物相容性以及功

能多样性，已经成为广泛应用的药物载体［２０－２１］。有研

究将 ＭＯＦｓ材料修饰的介孔聚多巴胺（ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ
ｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ，ＭＰＤＡ）为载体，将雷帕霉素负载于介孔
内，胆红素负载于ＭＯＦｓ材料的壳层上，然后将Ⅱ型胶
原靶向多肽（ＷＹＲＧＲＬ）偶联到载体表面，形成软骨靶
向双药给药纳米平台并用于骨关节炎治疗［２２］。研究

表明ｐＨ响应和透明质酸功能化的 ＭＯＦｓ将负载具有
抗炎活性的儿茶酸用于骨关节炎的治疗［２３］。另有研

究证明ＭＯＦｓ在骨关节炎的治疗中具有潜在应用价
值［２４－２６］。基于封装 ＭＯＦｓ的支架材料也可用于促成
骨形成［２７－３１］，但在软骨再生应用方面鲜有报道。

　　本课题组前期研究显示：普鲁兰多糖聚乙二醇复
合水凝胶具有良好的力学性能和可调控降解速度，是

适合的软骨再生支架材料［３２］。因此，本研究拟将

ＭＯＦｓ材料作为药物载体先对抗炎肽 ＫＡＦＡＫ进行负
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载，然后将其封装于普鲁兰多糖／聚乙二醇复合水凝胶
内部。通过ＭＯＦｓ材料的含量变化调控水凝胶的理化
性质，同时通过对 ＫＡＦＡＫ的持续释放控制组织修复
区域的炎性微环境，从而达到更好的软骨再生效果。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　实验材料　　氯氧化锆（ＺｒＯＣｌ２）、内消旋四

（４羧基苯基）卟吩（ＴＣＰＰ）、苯甲酸、无水Ｎ，Ｎ二甲基
甲酰胺（ＤＭＦ）、聚乙二醇二丙烯酸酯（ＰＥＧＤＡ）、乙醇
均购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，抗炎肽

ＫＡＦＡＫ委托上海生工合成，苯基（２，４，６三甲基苯甲
酰基）磷酸锂盐（ＬＡＰ，Ｓｉｇｍａ公司），普鲁兰多糖
（Ｐｕｌｌｕｌａｎ）购自西安瑞禧生物，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基和
胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，成软骨诱导培养基（江
苏赛业生物），活／死细胞染色试剂盒（ＣａｌｃｅｉｎＡＭ／ＰＩ
双染，上海贝博），总糖胺聚糖测定试剂盒（Ｂｌｙｓｃａｎ
ＳｕｌｆａｔｅｄＧｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎＡｓｓａｙ，英国Ｂｉｏｃｏｌｏｒ公司），
ＤＮＡ含量测定试剂盒（ＡｃｃｕＧｒｅｅｎＨｉｇｈＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｄｓＤＮＡ
ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎＫｉｔｓ，美国Ｂｉｏｔｉｕｍ公司）。
１．１．２　实验仪器　　超声清洗器（洁盟公司），磁力
搅拌仪（ＩＫＡ公司），高速离心机（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司），ＩＳＲＤＤ３台式恒温振荡器（Ｃｒｙｓｔａｌ公司），扫描电
镜（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司），透射电镜（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司），粒径分析仪 （Ｍａｌｖｅｒｎ公司），红外光谱仪
（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司），冷冻干燥机（Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司），
ＤＨＲ１流变仪（ＴＡＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司），荧光显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），多功能酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）。
１．２　方法
１．２．１　纳米锆金属有机框架（ＺｒＭＯＦ）材料的制备
　　纳米ＺｒＭＯＦ材料的制备方法参考文献［３３］。称
取ＺｒＯＣｌ２１５０ｍｇ、ＴＣＰＰ５０ｍｇ和苯甲酸１．４ｇ分别置
于５０ｍＬ离心管中，对应加入２０、２０ｍＬ和１０ｍＬ无水
ＤＭＦ，超声 ５ｍｉｎ进行溶解，然后分别将溶液倒入
１００ｍＬ圆底烧瓶中，置于事先预热到 ９０℃的油浴锅
中，调整磁力搅拌的转速为 １２００ｒ／ｍｉｎ，安装上回流
装置，反应持续搅拌５ｈ，关闭反应，待反应液冷却至常
温后，将反应液清液转移至５０ｍＬ的圆底高速离心管
中，常温，１５０００×ｇ、１０ｍｉｎ条件离心，并用 ＤＭＦ和乙
醇溶液分别洗３次（常温，１５０００×ｇ、１０ｍｉｎ），最后将
沉淀分散于乙醇溶液中备用。

１．２．２　纳米ＺｒＭＯＦ材料对抗炎肽ＫＡＦＡＫ的负载　
　取 １ｍｇ／ｍＬ的纳米 ＺｒＭＯＦ材料溶液 ３ｍＬ，离心
（常温，１５０００×ｇ、５ｍｉｎ），加入 ３ｍＬ去离子水分散。

称取１５ｍｇ抗炎肽 ＫＡＦＡＫ，加入到纳米 ＺｒＭＯＦ材料
水溶液中，置于摇床中，４℃条件震摇２４ｈ，然后离心
（４℃，１５０００×ｇ、５ｍｉｎ），去离子水洗 ３次（４℃，
１５０００×ｇ、５ｍｉｎ），最后将沉淀分散于去离子溶液中并
置于４℃冰箱备用。
１．２．３　纳米 ＺｒＭＯＦ材料的表征　　将制备好的纳
米ＺｒＭＯＦ材料溶液滴加到薄的铜网碳支持膜上，待
样品自然干燥后，于透射电镜下观察结构形貌。将制

备好的纳米 ＺｒＭＯＦ材料溶液滴加到硅片上，待干燥
后喷金，于扫描电镜下观察结构形貌。取１ｍＬ的纳米
ＺｒＭＯＦ材料溶液加入到样品池中，用马尔文粒径分析
仪进行粒径分析和Ｚｅｔａ点位测试。
１．２．４　普鲁兰多糖／聚乙二醇复合水凝胶对纳米
ＺｒＭＯＦ材料的封装　　水凝胶制备方法参照课题组
已发表的研究［３２］。称取１００ｍｇ甲基丙烯酸普鲁兰多
糖加入到１０ｍＬ浓度为１５％（ｗ／ｖ）的聚乙二醇二丙烯
酸酯溶液中，取 ２ｍＬ上述溶液加入 ２００ｍｇ的纳米
ＺｒＭＯＦ材料混匀，加入２μＬ浓度为１００ｍｇ／ｍＬ的光
交联剂苯基（２，４，６三甲基苯甲酰基）磷酸锂盐，将溶
液置于圆柱形模具中，紫外光（３６５ｎｍ、５Ｗ）照射
１ｍｉｎ得到复合水凝胶。调整纳米 ＺｒＭＯＦ材料的浓
度分别得到 Ｇｅｌ、Ｇｅｌ１０ＺｒＭＯＦ、Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ和
Ｇｅｌ５００ＺｒＭＯＦ水凝胶。将被封装物换为 ＺｒＭＯＦ＠
ＫＡＦＡＫ时得Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ水凝胶。
１．２．５　水凝胶的形貌观察　　制备好的水凝胶用液
氮进行快速冷冻，置于冷冻干燥机中进行冷冻干燥，待

样品干燥后取出，用刀片切开，将样品粘于样品台上，

喷金，扫描电镜下对凝胶的切面进行观察拍照。

１．２．６　水凝胶的溶胀平衡　　制备好的水凝胶用液
氮进行快速冷冻，置于冷冻干燥机中进行冷冻干燥，待

样品干燥后取出，称取质量记为Ｍ０，将样品置于２４孔
板中，加入２ｍＬ的ＰＢＳ溶液，置于３７℃孵箱中，于１、
３、７、１２、２４ｈ取出样品，快速用滤纸吸干水凝胶表面水
分，再次称取质量记为 Ｍ１，水凝胶的吸水能力＝（Ｍ１－
Ｍ０）／Ｍ０×１００％。
１．２．７　水凝胶的降解　　制备好的水凝胶称取质量
记为Ｍａ，将样品置于２４孔板中，加入２ｍＬ的 ＰＢＳ溶
液，置于３７℃孵箱中，于１、５、９、１４、２８ｄ取出样品，快
速用滤纸吸干水凝胶表面水分，再次称取质量记为

Ｍｂ，水凝胶降解率＝（Ｍａ－Ｍｂ）／Ｍａ×１００％。
１．２．８　水凝胶的流变测试　　用ＤＨＲ１型流变仪对水
凝胶的流变性能进行表征。在测试过程中，选用２０ｍｍ
的平板，板间距保持在５００ｎｍ。振荡模式下进行测试，
设定扫描频率为０．１～１０．０Ｈｚ，应力应变恒定为１％。
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１．２．９　抗炎肽 ＫＡＦＡＫ释放曲线　 将含有抗炎肽
ＫＡＦＡＫ的水凝胶和含有 ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ材料的水
凝胶分别置于 ＰＢＳ溶液中，然后分别在 １、３、７、１４、
２１ｄ对溶 液 的 ＫＡＦＡＫ 含 量 采 用 ｆｌｕｏｒａｌｄｅｈｙｄｅｏ
ｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ（ＯＰＡ）法测定［１３］。在不透明的９６孔板
中加入样品和 ｆｌｕｏｒａｌｄｅｈｙｄｅＯＰＡ（体积比为 １∶１０）的
混合液，在荧光酶标仪上进行读数，设置激发波长为

３６０ｎｍ，吸收波长为４５５ｎｍ，通过ＫＡＦＡＫ的标准曲线
计算含量。

１．２．１０　兔骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）提取　　新西兰大白兔（约２．５ｋｇ）
用耳缘静脉注射 １％的戊巴比妥溶液全身麻醉，于右
胫骨上端内侧用锐性穿刺椎于骨皮质上开出直径２～
３ｍｍ的孔，使通达髓腔。用１８号硬膜穿刺针接含有
肝素的５ｍＬ注射器，抽出骨髓约２ｍＬ。抽出的骨髓
液用平衡液洗涤２次后，离心１０００×ｇ、５ｍｉｎ。去除上
清液后，加入红细胞裂解缓冲液，破坏骨髓组织中的红

细胞，离心１０００×ｇ、５ｍｉｎ。将沉淀物培养在３７℃孵
箱中，１ｄ后更换培养液，去除未贴壁细胞。每３天更
换１次培养基，本实验中使用细胞为第３代。
１．２．１１　ＢＭＳＣｓ的三维培养及细胞活／死细胞染色　
　采用紫外光交联法制备含 ＢＭＳＣｓ的水凝胶。将
ＢＭＳＣｓ以 １×１０６／ｍＬ的密度悬浮于含有 ＺｒＭＯＦ＠
ＫＡＦＡＫ的成水凝胶前混合液中（见复合水凝胶制备部
分），加入光交联剂苯基（２，４，６三甲基苯甲酰基）磷
酸锂盐（１ｍｇ／ｍＬ，体积比 １∶１００）。取混合溶液
（２００μＬ）加入 ４８孔板，紫外光照射（３６５ｎｍ、５Ｗ）
１ｍｉｎ形成水凝胶每孔加入１ｍＬ培养基，置于３７℃孵
箱中培养。用活／死细胞染色检测 ＢＭＳＣｓ在水凝胶中
的活性。将含有ＭＳＣｓ的水凝胶培养至３ｄ时，用ＰＢＳ
洗涤 ３次，用 ２ｍｍｏｌ／Ｌ钙黄绿素（ＣａｌｃｅｉｎＡＭ）在
３７℃ 孵育３０ｍｉｎ，然后用１．５ｍｍｏｌ／Ｌ碘丙烷（ＰＩ）在
３７℃孵育 ５ｍｉｎ，用荧光显微镜观察、标记细胞。用
ＩｍａｇｅＪ图像分析软件计数细胞数，计算活细胞比例。
１．２．１２　总糖胺聚糖含量测定　　用 ＢｌｙｓｃａｎＴＭ硫酸
化糖胺多糖测定法测定水凝胶中 ＢＭＳＣｓ的总糖胺聚
糖产生量。水凝胶用含有ＩＬ１β（１０ｎｇ／ｍＬ）培养基处
理１ｄ，然后换成成软骨诱导培养基培养 ７ｄ和 １４ｄ
后，取出含 ＢＭＳＣｓ的水凝胶，液氮研磨，６０℃条件下
用木瓜蛋白酶溶液消化６ｈ，将２００μＬ染料溶液转移
到９６孔板上，用酶标仪于 ６５６ｎｍ处测量光密度值。
采用ＡｃｃｕＧｒｅｅｎ高灵敏度 ｄｓＤＮＡ定量试剂盒检测各
样品的ＤＮＡ含量。将总糖胺聚糖含量用ＤＮＡ含量进

行均化处理。

１．２．１３　基因表达含量测定　　水凝胶用含有 ＩＬ１β
（１０ｎｇ／ｍＬ）培养基处理 １ｄ，然后换成成软骨诱导培
养基培养７ｄ和１４ｄ后，取出含 ＢＭＳＣｓ的水凝胶，液
氮研磨，加入 ＴＲＩｚｏｌ进行裂解，紫外可见分光光度计
测定ＲＮＡ浓度。然后将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，进行逆
转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）。对软骨标志物Ⅱ型胶
原（ＣＯＬ２Ａ１）、聚蛋白多糖（ＡＣＡＮ）、肥大标志物 Ｘ型
胶原（ＣＯＬ１０Ａ１）基因进行定量测定。所得结果根据
２－△△Ｃｔ公式进行计算，ＧＡＰＤＨ基因作为内参。引物序
列：ＣＯＬ２Ａ１上游引物：５′ＣＡＡＣＡＡＣＣＡＧＡＴＣＧＡＧＡ
ＧＣＡ３′，下游引物：５′ＣＣＡＧＴＡＧＴＣＡＣＣＧＣＴＣＴＴＣＣ３′；
ＡＣＡＮ上游引物：５′ＣＧＡＣＡＴＣＡＧＴＧＧＡＧＡＣＣＴＣＡ３′，
下 游 引 物： ５′ＡＧＡＣＴＧＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡＧＣＴＣ３′；
ＣＯＬ１０Ａ１上游引物：５′ＧＡＡＴＧＧＣＡＣＧＣＣＴＧＴＡＡＴＧＴ３′，
下游引物：５′ＣＣＡＴＴＧＧＡＣＴＣＡＧＣＧＴＴＡＧＧ３′；ＧＡＰＤＨ
上游引物：５′ＣＧＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡ３′，下游引
物：５′ＡＴＣＧＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧ３′。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２３．０软件进行统计学分析，数据均以
珋ｘ±ｓ表示。多组间采用单因素方差分析，两组间用
Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　纳米ＺｒＭＯＦ材料的形态结构表征
　　通过热溶法成功制备出纳米 ＺｒＭＯＦ材料，通过
扫描电镜及透射电镜观察材料为长梭形，结构规整，大

小均一，宽处约 １５０ｎｍ，长处约 ３５０ｎｍ（图 １Ａ、Ｂ）。
通过粒径分析仪测出纳米 ＺｒＭＯＦ材料的水合粒径为
３２８．８ｎｍ，粒径分布（ＰＤＩ）为 ０．２０，Ｚｅｔａ电位为
（－２３．７７±３．３３）ｍＶ（图１Ｃ），同扫描电镜及透射电镜
观察结果一致。纳米 ＺｒＭＯＦ材料在去离子水、细胞
培养基和血清中都显示出良好的分散性（图１Ｄ）。
２．２　水凝胶对纳米ＺｒＭＯＦ材料的封装及红外表征
　　水凝胶对纳米ＺｒＭＯＦ材料封装的制备路线图如
图２Ａ所示，在课题组已经发表的普鲁兰多糖／聚乙二
醇复合水凝胶基础之上引入纳米 ＺｒＭＯＦ材料到水凝
胶内部，在紫外光照射１ｍｉｎ就能得到水凝胶，制备方
法简单。通过调整纳米ＺｒＭＯＦ材料的含量可以得到
一系列水凝胶，如图２Ｂ所示：随着纳米 ＺｒＭＯＦ材料
含量提高，水凝胶的颜色逐渐变深。红外图谱结果表

明纳米ＺｒＭＯＦ材料的引入对水凝胶原有的结构没有
明显改变（图２Ｃ），由此推测水凝胶对纳米 ＺｒＭＯＦ材
料只是简单的物理封装，没有新的化学键的形成。

６７６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　纳米ＺｒＭＯＦ材料的基本理化性质表征结果
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Ａ：水凝胶对纳米ＺｒＭＯＦ材料封装的制备路线图；Ｂ：不同纳米ＺｒＭＯＦ材料含量（０、１０、１００、５００μｇ／ｍＬ）的水凝胶实
物图　１：Ｇｅｌ；２：Ｇｅｌ１０ＺｒＭＯＦ；３：Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ；４：Ｇｅｌ５００ＺｒＭＯＦ；Ｃ：不同纳米ＺｒＭＯＦ材料含量水凝胶的红外图谱

图２　纳米ＺｒＭＯＦ材料封装于普鲁兰多糖／聚乙二醇复合水凝胶内部的制备过程及红外图谱表征

２．３　水凝胶的内部结构观察
　　通过扫描电镜对水凝胶的内部结构进行观察（图
３Ａ），可以看出随着纳米 ＺｒＭＯＦ材料的引入，水凝胶
的内部孔径分布更均匀。通过局部放大图可以看到随

着纳米ＺｒＭＯＦ材料含量的增加，孔壁粗糙度增加且
具有更多的小孔（图 ３Ｂ）。这是因为纳米 ＺｒＭＯＦ材

料作为填充物引入，使得水凝胶的孔壁致密性降低，从

而导致孔壁粗糙度增加，同时会让孔壁出现明显的小

孔。作为组织工程支架材料，这有利于种子细胞的粘

附，以及水分和营养物质的运输，有利于细胞的生长。

对Ｇｅｌ５００ＺｒＭＯＦ水凝胶进行元素能谱分析，证明锆
金属有机框架材料封装于水凝胶内部（图３Ｃ、Ｄ）。

７７６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）
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图３　扫描电镜观察水凝胶的内部结构和元素图谱分析

２．４　水凝胶的溶胀和降解性能
　　水凝胶的溶胀平衡结果显示：随着纳米 ＺｒＭＯＦ
材料含量的增加，越快达到溶胀平衡（图 ４Ａ）。Ｇｅｌ
１００ＺｒＭＯＦ和Ｇｅｌ５００ＺｒＭＯＦ组能在１ｈ内就达到溶
胀平衡，溶胀率分别为（６１８．２±４．３）％和（５５１．５±
１０６．５）％。Ｇｅｌ和Ｇｅｌ１０ＺｒＭＯＦ组则在３ｈ内能达到
溶胀平衡，溶胀率分别为（６１０．１±３２．８）％和（６５４．７±
２９．９）％。所有水凝胶显示出较好的溶胀能力，但是纳
米ＺｒＭＯＦ材料的引入能缩短溶胀的时间，可以为细
胞提供更充足的营养物质。水凝胶的降解实验结果显

示：随着纳米ＺｒＭＯＦ材料含量的增加，降解速度加快
（图４Ｂ）。Ｇｅｌ５００ＺｒＭＯＦ组在 ２１ｄ就完全降解，而
Ｇｅｌ、Ｇｅｌ１０ＺｒＭＯＦ和Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ在２８ｄ的质量
剩余率分别为（９１．２±３．２）％、（６７．３±２．７）％和（５１．６±
３．９）％。纳米ＺｒＭＯＦ材料的引入会缩短水凝胶的溶

胀时间及水凝胶的降解时间，通过 ＴＥＭ结果可见：纳
米ＺｒＭＯＦ材料的引入能使水凝胶孔壁上出现更多的
小孔，有利于水分的渗透。表明纳米 ＺｒＭＯＦ材料的
引入能缩短溶胀的时间，同时孔的增多导致水凝胶内

部结构稳定性降低，降解速度加快。

２．５　水凝胶的流变力学性能
　　水凝胶的储能模量（Ｇ′）随着纳米ＺｒＭＯＦ材料含
量增加而减低（图５Ａ）。在１．０Ｈｚ频率时，对Ｇｅｌ、Ｇｅｌ
１０ＺｒＭＯＦ、Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ和Ｇｅｌ５００ＺｒＭＯＦ各组的
储能模量分别进行计算（图 ５Ｂ），当频率从 ０．１到
１００．０Ｈｚ变化时，只有Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ组的储能模量
值没有出现明显的波动，证明 Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ水凝胶
具有较稳定的内部结构。结合前面的水凝胶内部结

构、溶胀平衡和降解实验结果，综合考虑选取 Ｇｅｌ１００
ＺｒＭＯＦ水凝胶进行后期细胞实验。

８７６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图４　水凝胶的溶胀和降解性能表征结果
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图５　水凝胶的流变力学性能

２．６　纳米ＺｒＭＯＦ材料对抗炎肽ＫＡＦＡＫ的包裹及释
放结果

　　纳米 ＺｒＭＯＦ材料对抗炎肽 ＫＡＦＡＫ负载后水合
粒径为３５２．５ｎｍ，粒径分布（ＰＤＩ）为 ０．２９，Ｚｅｔａ电位
为１８．９ｍＶ（图 ６Ａ）。和单独的纳米 ＺｒＭＯＦ材料相
比，水合粒径有所增加，Ｚｅｔａ电位从（－２３．７７±３．３３）ｍＶ
变为（１８．２７±０．５５）ｍＶ（图 ６Ｂ），这是因为抗炎肽
ＫＡＦＡＫ是阳离子多肽，成功被负载到纳米 ＺｒＭＯＦ材
料上，从而使 ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ材料显示出正电荷。
红外图谱结果显示（图６Ｃ）：ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ包含了
ＫＡＦＡＫ和 ＺｒＭＯＦ的特征吸收峰，证明 ＺｒＭＯＦ材料
成功对抗炎肽 ＫＡＦＡＫ进行包裹。对抗炎肽 ＫＡＦＡＫ
从水凝胶中的释放速率进行表征，结果显示（图６Ｄ）：
单独封装于水凝胶内的抗炎肽 ＫＡＦＡＫ会快速地从水
凝胶中释放，到第３天已经释放（６７．３±１０．９）％，而到
第７天时已经基本完全释放［（９４．４±２．６）％］。抗炎
肽ＫＡＦＡＫ负载到ＺｒＭＯＦ后再用水凝胶进行封装，到

第３天只有（３２．２±４．３）％的释放，直到第 ２１天时才
有（８４．１±５．０）％的释放，显示出对抗炎肽 ＫＡＦＡＫ较
好的缓释作用。

２．７　细胞毒性实验
　　将兔ＢＭＳＣｓ细胞作为种子细胞培养在水凝胶内，
在培养３ｄ后，通过活／死细胞染色观察细胞生长状
态。活细胞在Ｇｅｌ、Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ和Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ
＠ＫＡＦＡＫ组的存活比率都大于９０％，显示出较好的细
胞相容性，各组间差异无统计学意义，证明普鲁兰多

糖／聚乙二醇复合水凝胶封装纳米 ＺｒＭＯＦ和 ＺｒＭＯＦ
＠ＫＡＦＡＫ材料后不会增加水凝胶的毒性（图７）。
２．８　总糖胺聚糖及软骨相关基因含量
　　总糖胺聚糖作为软骨细胞外基质的重要组成部
分，是成软骨能力的关键指标。通过对水凝胶的总糖

胺聚糖量用ＤＮＡ含量进行平均（图８Ａ），培养７ｄ后，
相较于 Ｇｅｌ和 Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ组，Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ＠
ＫＡＦＡＫ组糖胺聚糖含量显著提高（Ｐ＜０．０５）。培养

９７６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）



１４ｄ后，Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ组糖胺聚糖含量进
一步提高，较Ｇｅｌ组和 Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ组糖胺聚糖含
量仍具有显著优势（Ｐ＜０．０１）。结果表明：水凝胶封装
负载抗炎肽 ＫＡＦＡＫ的纳米 ＺｒＭＯＦ材料后能提高水
凝胶中的ＢＭＳＣｓ成软骨细胞外基质产生能力。
　　为了验证水凝胶封装负载抗炎肽 ＫＡＦＡＫ的纳米
ＺｒＭＯＦ材料后维持软骨细胞表型的能力，对软骨特异性
标志物ＣＯＬ２Ａ１和ＡＣＡＮ以及肥大化标志物ＣＯＬ１０Ａ１分
别进行ＲＴＰＣＲ定量测定。如图８Ｂ所示，在培养１４ｄ

后，Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ组中 ＣＯＬ２Ａ１的表达显
著高于Ｇｅｌ和Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ组（Ｐ＜０．０５）。同时，培
养第 ７、１４天，Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ组水凝胶的
ＣＯＬ２Ａ１表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。ＡＣＡＮ的表达和
ＣＯＬ２Ａ１的表达具有一致性（图 ８Ｃ）。肥大化标志物
ＣＯＬ１０Ａ１的表达 Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ组显著低
于Ｇｅｌ和Ｇｅｌ１００ＺｒＭＯＦ组（Ｐ＜０．０５，图 ８Ｄ）。证明
水凝胶通过缓慢释放抗炎肽 ＫＡＦＡＫ有利于维持软骨
细胞表型和抑制ＢＭＳＣｓ肥大化。
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图６　纳米ＺｒＭＯＦ材料对抗炎肽ＫＡＦＡＫ的包裹及释放
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图７　活／死细胞染色观察兔ＢＭＳＣｓ作为种子细胞在水凝胶中培养３ｄ时的细胞活性

０８６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：总糖胺聚糖含量用ＤＮＡ含量进行平均后的结果；Ｂ～Ｄ：分别为ＲＴＰＣＲ检测ＣＯＬ２Ａ１、ＡＣＡＮ和ＣＯＬ１０Ａ１的表达

图８　含兔ＢＭＳＣｓ的水凝胶在成软骨诱导培养基培养７ｄ和１４ｄ总糖胺聚糖含量和成软骨标志物基因的表达

３　讨论

　　关节软骨缺乏血管、神经和淋巴，自我修复能力有
限，伴随有骨关节炎的情况下就更难自我修复［３４］。软

骨再生过程中，炎性因子会抑制软骨细胞维持软骨表

型，导致干细胞凋亡或降低其成软骨分化能力，从而减

少软骨相关基质的合成，同时炎性因子还能诱导软骨

基质降解酶的释放进而加速软骨缺损和骨关节炎进

程［３５－３７］。因此，在软骨再生过程中有必要控制软骨缺

损部位的炎性微环境。软骨再生组织在考虑支架材

料、种子细胞和生长因子的同时应加入抗炎因子。

　　本研究选用普鲁兰多糖／聚乙二醇水凝胶作为支
架材料，ＢＭＳＣｓ作为种子细胞，水凝胶封装负载有抗
炎肽 ＫＡＦＡＫ的纳米 ＺｒＭＯＦ材料达到控制炎性微环
境的目的。成功制备了纳米 ＺｒＭＯＦ材料，通过透射
电镜和扫描电镜表征呈长梭形，分布均一，水合粒径为

３２８．８ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（－２３．７７±３．３３）ｍＶ。纳米ＺｒＭＯＦ

材料负载抗炎肽ＫＡＦＡＫ后水合粒径为３５２．５ｎｍ，Ｚｅｔａ
电位为（１８．２７±０．５５）ｍＶ。ＫＡＦＡＫ是阳性肽，负载后
整个纳米金属有机框架带正电荷，软骨基质糖胺聚糖

是负电荷，从水凝胶中释放的 ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ会通
过电荷相互作用和糖胺聚糖结合，起到更持久的炎性

控制作用。水凝胶封装ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ后能延长抗
炎肽ＫＡＦＡＫ的释放时间达到 ２１ｄ，保证持续控制炎
性微环境的能力。可通过控制封装纳米 ＺｒＭＯＦ材料
的含量对水凝胶的理化性质进行调控，扫描电镜观察

纳米ＺｒＭＯＦ材料（１００μｇ／ｍＬ）高含量组水凝胶孔壁
上有更多的小孔，达到溶胀平衡时间更短（１ｈ），降解
速度更快，以及具有更稳定的流变性能，这些特性有利

于营养物质的转运和代谢废物的排出和软骨再生。

　　本研究通过对成软骨能力的关键指标糖胺聚糖含
量进行测定，结果显示：水凝胶封装 ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ
材料后能显著提高水凝胶中的 ＢＭＳＣｓ分泌软骨细胞
外基质的能力。同时对软骨特异性标志物ＣＯＬ２Ａ１和

１８６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）



ＡＣＡＮ以及肥大化标志物 ＣＯＬ１０Ａ１基因的表达进行
了定量测定，结果表明：水凝胶封装 ＺｒＭＯＦ＠ＫＡＦＡＫ
材料后能通过缓慢释放抗炎肽 ＫＡＦＡＫ进而有利于维
持软骨细胞表型和抑制 ＢＭＳＣｓ肥大化。证明在具有
炎性条件下的软骨再生过程中，通过控制炎性微环境

能达到更好的软骨再生效果。该结果对于组织工程修

复软骨缺损具有一定指导意义。

　　综上，本研究选择具有良好生物活性的普鲁兰多
糖／聚乙二醇复合水凝胶作为支架材料，封装负载有抗
炎肽ＫＡＦＡＫ的纳米ＺｒＭＯＦ材料，成功构建具有抗炎
活性的软骨组织工程支架，并证明其良好的生物相容

性和细胞外软骨基质产生能力，为构建兼具软骨再生

和炎性微环境调控的支架材料提供一种新策略。
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ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓＴｈｅｒ，

２００７，９（３）：２１３．ＤＯＩ：１０．１１８６／ａｒ２１９５．

［３７］ＬＩＵＹＺ，ＰＥＮＧＬＱ，ＬＩＬＬ，ｅｔａｌ．３ＤｂｉｏｐｒｉｎｔｅｄＢＭＳＣ

ｌａｄｅｎｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃＭｕｌｔｉｐｈａｓｉｃｓｃａｆｆｏｌｄｓｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔｒｅｐａｉｒｏｆ

ｏｓｔｅｏｃｈｏｎｄｒａｌｄｅｆｅｃｔｓｉｎａｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｒａｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．

Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０２１， ２７９： １２１２１６． ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．

ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ．２０２１．１２１２１６．
（收稿：２０２１１１２３；修回：２０２２０１２８）

（编辑　张　维）

３８６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）




