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基于活性 Se/Ti-MOF 的 pH 响应性水凝胶支架用于骨肉瘤

协同治疗与机制解析
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【摘 要】：目的：针对骨肉瘤术后局部复发与骨缺损问题，构建一种新型硒/钛金属有机框架（Se/Ti-MOF）复合水凝胶支架，

以实现从“载体”到“活性治疗剂”的转变，避免传统载药系统对化疗药物的依赖。方法：采用水热法合成 Se/Ti-MOF纳米颗粒，

并通过物理共混－交联技术将其固载于明胶/壳聚糖基质中，制备 Se/Ti-MOF@Gel/CS复合支架。利用 SEM、XRD、FT-IR表征结

构；测试力学、溶胀及降解性能；采用 ICP-MS分析离子释放动力学；通过 CCK-8、流式细胞术与Western Blot评估体外抗肿瘤

活性及机制。结果：成功制备 Se/Ti-MOF纳米颗粒（112.5±16.3 nm）及贯通多孔复合支架（孔径 25.6±8.7μm）。Se/Ti-MOF使支

架压缩模量由 18.4±2.1 kPa提升至 36.8±3.5 kPa。在 pH 5.5条件下，支架溶胀与降解增强，Se/Ti离子协同释放加快。支架浸提液

对 143B和 HOS细胞具有选择性毒性（IC50分别为 4.197和 5.624μg/mL），其机制涉及 G2/M期阻滞、ROS爆发及线粒体凋亡通

路激活。结论：Se/Ti-MOF@Gel/CS复合支架兼具良好力学性能、pH响应性及选择性抗肿瘤活性，通过调控细胞周期与 ROS-线

粒体凋亡通路发挥作用，为骨肉瘤术后“抗肿瘤－骨修复”一体化治疗提供了新平台。
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骨肉瘤是青少年常见的高侵袭性、易转移恶性骨肿瘤，目

前标准治疗方案为新辅助化疗联合保肢手术，但术后局部复发

与骨缺损问题依然突出[1]。手术难以彻底清除微小残留灶，而

全身化疗靶向性差、系统毒性大，局部药物浓度常不足[2]。因

此，亟需开发可原位植入、同步实现抑瘤与骨修复的智能生物

材料。

水凝胶局部递药系统因其三维结构可模拟细胞外基质，既

能支撑骨再生，又可作为控释载体，是理想的策略之一[3]。智

能响应型水凝胶能依据肿瘤微环境特征实现精准释药，在增效

同时降低毒性[4]。但现有体系多依赖化疗药物，易损伤正常细

胞，且存在突释与载药效率低等问题。金属有机框架（MOF）

具有高比表面积、可调孔径和良好生物降解性，在生物医学中

应用广泛。“活性 MOF”概念推动了其从载体向内源性治疗

剂的转变。其中，钛与硒的组合潜力显著：钛具有良好生物相

容性、成骨活性与力学性能，适于骨修复[5]；而特定形态的硒

可在肿瘤细胞内诱发氧化应激，实现选择性杀伤[6]。

然而，现有研究多聚焦材料递送功能或表型效应，对 Se

与 Ti协同整合于同一MOF骨架，并通过干预细胞周期与调控

凋亡通路实现选择性抗肿瘤的深层机制，尚缺乏系统阐明。为

此，本研究构建新型 Se/Ti-MOF复合水凝胶支架，从细胞周期

阻滞、ROS 生成及线粒体凋亡通路等角度系统揭示其分子机

制，为发展非化疗依赖的骨肉瘤局部治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1实验材料

实验所用化学试剂（六水合硝酸锌、2-甲基咪唑、无水乙

醇、1,3,5-均苯三甲酸等）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司。143B、HOS 及 hFOB1.19 由中国科学院细胞库提供。

RPMI-1640培养基、胎牛血清、胰蛋白酶-EDTA及 CCK-8 试

剂盒购自 Thermo Fisher Scientific公司。

1.2 Se/Ti-MOF纳米颗粒的合成与表征

采用水热法合成 Se/Ti-MOF：将 1 mmol 亚硒酸钠（溶于

20 mL超纯水）与 1 mmol钛酸四丁酯（溶于 20 mL无水乙醇）

混合，加入 2 mmol 1,3,5-均苯三甲酸，用 0.1 M NaOH 调 pH

至 3.5。持续搅拌 30 min后，转移至 50 mL聚四氟乙烯反应釜，

150°C 反应 18 h。反应产物经超纯水与乙醇交替离心洗涤

（12000 rpm，10 min，3次），预冻并冷冻干燥，获得 Se/Ti-MOF

纳米粉末。纳米颗粒表征包括：动态光散射与 Zeta电位分析（粒

径、PDI及表面电位，pH 3.0-10.0缓冲体系）；X射线衍射（范

围 5°–80°，速率 5°/min，Scherrer 方程计算晶粒尺寸）；傅里

叶变换红外光谱（400–4000/cm）；场发射扫描电镜及能量色

散 X射线光谱。
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1.3 Se/Ti-MOF复合水凝胶支架的制备与表征

采用物理共混-交联法制备复合支架：将 4%明胶与 2%壳

聚糖溶液等体积混合，加入 Se/Ti-MOF 纳米粉末至终浓度 3

mg/mL，冰浴超声分散（300 W，2 s/3 s，共 5 min）。加入 0.1%

京尼平交联，注入模具，4°C静置交联 24 h，PBS洗涤后保存。

支架性能表征包括：压缩测试（样品 8 mm×5 mm，速率 1

mm/min，计算压缩模量）；溶胀实验（冻干圆片浸于 PBS，

37°C，定时称重）；降解实验（浸于含溶菌酶的 PBS，37°C，

定期测定质量残留率）；离子释放动力学（ICP-MS测定 pH 7.4

及 5.5条件下 Se、Ti离子的累积释放）。

1.4体外细胞实验

细胞常规培养于含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基。

细胞毒性采用 CCK-8法检测：细胞以 5×10³/孔接种 96孔板，

分别用不同浓度支架浸提液（0–100μg/mL Se/Ti-MOF）处理 48

h。凋亡与周期分析：IC50 浓度浸提液处理 24 h 后，分别以

Annexin V-FITC/PI 及 PI/RNase A 染色，流式细胞仪检测。细

胞内 ROS 水平采用 DCFH-DA 探针法检测。蛋白质印迹分析

检测 Cleaved Caspase-3、Bax、Bcl-2等蛋白表达。

1.5统计分析

所有实验独立重复 3次，数据以均值±标准差表示。采用

GraphPad Prism 9.0进行单因素方差分析，p<0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 Se/Ti-MOF纳米颗粒及复合支架的表征

Se/Ti-MOF 纳米颗粒的流体力学直径为 165.3±12.7 nm，

PDI为 0.15（图 1A）。Zeta电位在 pH 5.5时降至+12.5±2.1 mV，

显著低于 pH 7.4条件（p<0.001），表明其具有明显的 pH响应

性（图 1B）。SEM显示纳米颗粒为规整立方体结构，平均粒

径 112.5±16.3 nm（图 1C-E）。XRD与 FT-IR结果证实成功合

成结晶良好的纯相MOF（图 1F,G）。复合支架断面呈贯通多

孔网络，平均孔径 25.6±8.7μm（图 1E）。元素面分析显示 Se

与 Ti均匀分布且高度共定位，原子比约 1.05:1，C、N、O连

续分布勾勒出支架完整形貌（图 1H）。

图 1 Se/Ti-MOF纳米颗粒的基本表征

（A）粒径分布（DLS）；（B）不同 pH下的 Zeta电位；

（C-D）SEM 图像；（E）粒径分布图；（F）XRD谱图与模

拟谱对比；（G）FT-IR光谱；（H）Se/Ti-MOF@Gel/CS微观

结构与元素分布图。

2.2复合水凝胶支架的物理性能与离子释放行为

负载 Se/Ti-MOF 后，支架压缩模量由 18.4±2.1 kPa 升至

36.8±3.5 kPa（p<0.01）（图 2A）。溶胀实验显示，Se/Ti-

MOF@Gel/CS在 6 h达平衡，最大溶胀率（579±7.0%）低于纯

凝胶组（652±7.8%）（图 2B）。降解 28天后，复合支架质量

残留率（63.1±1.2%）显著高于对照组（46.8±1.3%）（p<0.01）

（图 2C）。离子释放在 pH 5.5条件下显著加速，96 h时 Se、

Ti释放率分别达 85%与 79%，而在 pH 7.4下释放缓慢（图 2D）。

图 2 复合水凝胶支架的物理性能与离子释放行为

（A）压缩模量比较；（B）溶胀曲线；（C）体外降解曲

线；（D）Se/Ti离子在 pH 7.4和 pH 5.5下的累积释放。

2.3 Se/Ti-MOF复合水凝胶支架的体外抗肿瘤效果

CCK-8 结果显示，Se/Ti-MOF@Gel/CS 浸提液对 143B 和
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HOS 细胞具有剂量依赖性抑制，IC50 分别为 4.197μg/mL 和

5.624μg/mL（图 3A）。在 4μg/mL 浓度下，143B 细胞存活率

降至 50.5%，而 hFOB1.19 仍保持 90.8%存活，选择性指数分

别为 1.80与 1.84（图 3B）。流式细胞术分析表明，处理后的

细胞主要阻滞于 G2/M期（图 3C）。

图 3 Se/Ti-MOF复合水凝胶支架的体外抗肿瘤活性与选择性。

（A）不同浓度浸提液对 143B与 HOS细胞活力的影响；

（B）4μg/mL 处理下 143B 与 hFOB 细胞存活率比较；（C）

流式细胞术。

2.4 Se/Ti-MOF复合水凝胶支架诱导细胞凋亡及其分子机制

Annexin V-FITC/PI染色显示，Se/Ti-MOF@Gel/CS处理 24

h后，143B细胞凋亡率由 5.1%显著升高至 28.6%（p<0.001）

（图 4A）。该处理同时引起细胞内 ROS显著上升（图 4B），

并伴随 Bax表达上调、Bcl-2表达下调，以及 Cleaved Caspase-3

的激活（图 4C）。结果表明，该支架主要通过 ROS介导的线

粒体凋亡通路发挥抗肿瘤作用。

图 4 Se/Ti-MOF@Gel/CS诱导细胞凋亡的分子机制

（A）细胞凋亡检测（Annexin V/PI染色）；（B）DCFH-DA

法检测细胞内 ROS 水平；（C）凋亡相关蛋白表达（Bcl-2、

Bax、Cleaved Caspase-3）。

3 讨论

骨肉瘤术后治疗需清除残余肿瘤并促进骨再生[7]。传统局

部给药系统依赖化疗药物，存在靶向性差、毒性大及突释等问

题[8]。本研究构建的 Se/Ti-MOF@Gel/CS 复合支架不依赖外源

药物，而是通过材料组分在肿瘤微酸环境中被特异性激活产生

协同抗肿瘤效应，并从材料响应性与分子机制两方面提供了实

验依据。

多数MOF材料可在酸性条件下质子化降解，实现靶向释

放[9]。Se/Ti-MOF在 pH 5.5时 Zeta电位显著降低，表明其表面

化学特性改变，与MOF酸解离行为一致[10]。该特性触发了“双

路径响应”：酸性环境同时促进MOF纳米颗粒解离与水凝胶

网络溶胀降解，形成级联响应的释放系统，使 Se/Ti离子在肿

瘤区域高效释放，而在生理环境中保持稳定，为选择性抗肿瘤

奠定了基础。相较于光催化 TiO2植入体[11]，本体系首次实现

了不依赖外源药物或外部能量的自主靶向治疗。

在机制层面，Se/Ti-MOF可诱导骨肉瘤细胞 G2/M期阻滞，

与金属离子引起 DNA损伤或干扰微管功能的机制相符[12]。更

重要的是，ROS爆发在细胞死亡过程中起核心作用。骨肉瘤细

胞代谢活跃、基础 ROS水平高，对氧化应激更敏感[13]。Se/Ti-

MOF 处理引发强烈 ROS 生成，导致线粒体膜损伤，促使

Bax/Bcl-2平衡向促凋亡方向偏移，最终激活 Caspase-3依赖性

凋亡，该“ROS-线粒体-Caspase”通路与硒基纳米材料的凋亡

机制一致[14]。

本研究揭示了 Ti与 Se的协同增敏效应，使体系在低 IC50

浓度下实现高效肿瘤杀伤。我们推测，Ti离子通过干扰细胞代

谢增强肿瘤细胞对 Se诱导氧化应激的敏感性；而正常成骨细

胞凭借更强的抗氧化防御能力可抵抗同等损伤[15]。这一机制为

发展高选择性、低毒性的局部治疗策略提供了新思路。

综上，本研究系统阐明了 Se/Ti-MOF复合支架“结构-响

应-效应”的内在联系，证实其作为局部治疗平台的潜力，揭

示了其通过 pH响应性离子释放诱导周期阻滞与线粒体凋亡的

机制，为发展非化疗依赖的骨肉瘤治疗策略提供了理论与实验

基础。本研究结论基于体外实验，其在体内的疗效与安全性有

待动物实验进一步验证。后续将重点验证该支架的“抗肿瘤-

促修复”双重功效，并探索与免疫调控策略联用，构建骨肉瘤

术后修复一体化平台。
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