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【摘要】  目的　构建具备清除活性氧（reactive oxygen species, ROS）能力的铂金属掺杂ZIF-8纳米仿酶制剂（ZIF-
8@Pt）并探讨其对类风湿关节炎（rheumatoid arthritis, RA）的治疗效果。 方法　通过原位还原的方式得到ZIF-8@Pt纳米制

剂并进行表征和仿酶能力测试后，使用RAW264.7细胞，分未处理组（untreated, UT）、阳性对照组（lipopolysaccharide, LPS）
及治疗组（ZIF-8@Pt）进行细胞实验，探讨其清除胞内ROS实现抗炎的能力。使用胶原诱导大鼠建立关节炎模型（collagen-
induced arthritis, CIA），分健康对照组（UT）、阳性对照组（Control组，注射PBS）及治疗组（ZIF-8@Pt，注射ZIF-8@Pt溶液），

对膝关节进行局部注射治疗，通过大体评分、影像学观察、炎症因子检测以及病理学评估等探讨其针对RA的治疗效果。

结果　在体外实验中，细胞内ROS水平及LPS诱导的巨噬细胞M1型极化，ZIF-8@Pt组与LPS组相比，差异有统计学意义

（P<0.05）；在体内实验中，针对CIA大鼠血清及关节局部的炎症因子水平的检测，如白细胞介素-1β（interleukin-1β, IL-1β）、
C-反应蛋白（C-reactive protein, CRP）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）、精氨酸酶-1（arginase-1, Arg-1），
ZIF-8@Pt组与Control组相比，差异有统计学意义（P<0.05）。病理学评估表明，与Control组相比，ZIF-8@Pt可缓解关节局部

乏氧，抑制血管新生、破骨活动以及巨噬细胞M1型极化（P<0.05）。结论　ZIF-8@Pt仿酶制剂能够通过清除活性氧ROS而
抑制巨噬细胞炎性极化进而改善RA炎性环境。同时，其可改善关节腔乏氧环境，抑制血管新生及骨破坏，对RA具有良好

的治疗效果。
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【Abstract】   Objective　To formulate a ZIF-8 nano mimetic enzyme conjugated with platinum metal (ZIF-8@Pt)
that can scavenge reactive oxygen species (ROS) and to explore its potential applications in the treatment of rheumatoid
arthritis  (RA). Methods　The ZIF-8@Pt nanozyme was created by in situ reduction.  Characterization of  the nanozyme
was then performed and its ability to mimic enzymes was investigated. Cell experiments were conducted using RAW264.7
cells,  which  were  divided  into  three  groups,  including  the  untreated  group  (UT),  the  positive  control  group  receiving
lipopolysaccharide (LPS), which was designated as the LPS group, and the ZIF-8@Pt group receiving ZIF-8@Pt and LPS
treatment.  The  cell  experiments  were  conducted  to  evaluate  the  anti-inflammatory  properties  of  ZIF-8@Pt  through
scavenging intracellular ROS. On the other hand, a collagen-induced arthritis (CIA) model was induced in rats. Similar to
the group designations in the cell experiments, the rats were assigned to three groups, including a healthy control group
(the UT group), a positive control group receiving a local injection of PBS solution in the knee joint, which was referred to
as the control group, and a treatment group receiving a local injection of ZIF-8@Pt solution in the knee joint, which was
referred  to  as  the  ZIF-8@Pt  group.  General  evaluation,  imaging  observation,  assessment  of  inflammatory  factors,  and
pathological evaluation were performed to assess the therapeutic efficacy of ZIF-8@Pt against RA. Results　The in vitro
experiment  revealed  significant  difference  in  the  levels  of  intracellular  ROS  and  LPS-induced  M1-type  macrophage
polarization  between  the  LPS  group and  the  ZIF-8@Pt  group (P<0.05).  The in  vivo experiment  showed that  significant
difference  in  the  levels  of  inflammatory  factors,  including  interleukin-1β  (IL-1β),  C-reactive  protein  (CRP),  tumor
necrosis factor-α (TNF-α), and arginase-1 (Arg-1) in the knee joints of the CIA rats between the LPS group and the ZIF-
8@Pt  group  (P<0.05).  Comparing  the  findings  for  the  ZIF-8@Pt  group  and  the  control  group,  pathology  assessment
revealed  that  ZIF-8@Pt  reduced  local  hypoxia  and  suppressed  osteoclastic  activity,  neovascularization,  and  M1-type
macrophage  polarization  (P<0.05). Conclusion　The  ZIF-8@Pt  enzyme  mimetic  inhibits  macrophage  inflammatory
polarization by ROS scavenging, thereby improving inflammation in RA. Furthermore, the ZIF-8@Pt nanozyme improves
the hypoxic environment and inhibits angiogenesis and bone destruction, demonstrating promising therapeutic efficacy
for RA.
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类风湿关节炎（rheumatoid arthritis, RA）是一种慢性

全身性自身免疫性疾病，主要累及关节，其基本病理特征

包括滑膜增生 [1 ]、滑膜血管翳形成 [2 ]和免疫细胞浸润 [3 ]。

滑膜增生主要由成纤维滑膜样细胞的异常肿瘤样增殖所

致 [4 ]。这一病理生理改变将造成关节腔内大量活性氧

（reactive oxygen species, ROS）产生并形成缺氧微环境。

正常机体内ROS的产生与清除保持动态平衡[5]；当RA发生

时，巨噬细胞炎性代谢增强，ROS于关节腔滑膜处富集[6]，

协同趋化因子，进一步加重组织炎症反应[7]。而缺氧微环

境的形成会上调缺氧诱导因子-1α（hypoxia-inducible

factor alpha, HIF-1α）的表达，进而促进滑膜血管翳形成[8]。

同时，免疫细胞激活及促炎因子作用将进一步导致炎症

和关节破坏，促进RA发展[9–11]。在RA发生时，巨噬细胞在

ROS等效应因子刺激下向促炎表型—M1型极化，该表型

巨噬细胞会持续分泌诸如肿瘤坏死因子 - α（ t u m o r

necrosis factor-α, TNF-α）、白细胞介素-1β（interleukin-1β,

IL-1β）等炎症因子，进一步加重关节炎症[12]。

RA的治疗一直是临床的难点。目前的治疗方法包

括非甾体抗炎药、糖皮质激素及包括生物制剂在内的多

种抗风湿病药的药物治疗[13]。药物长期使用可能发生耐

药性、胃肠道不适及骨髓抑制等副作用，且生物制剂价格

昂贵，同时可能增加肺结核患病及发生严重感染的风险[14]。

因此，寻找新的且更加安全的治疗方法具有重要的临床

和社会价值。既往研究表明，通过使用天然的过氧化氢

酶（catalase, CAT）等清除ROS相关介质可以有效缓解

RA疾病进程，降低局部滑膜增生，抑制关节破坏[10,15–16]。

然而，天然酶存在稳定性差、易失活、难制备、难提纯、

成本高以及酶活性单一等固有局限性，极大地阻碍了其

抗RA治疗的应用；而研究表明，纳米仿酶制剂可以模拟

上述天然酶的催化过程，清除病变局部高水平富集的

ROS。它们同时还具有高稳定性、易制备、成本低等优

点，被广泛用于多种疾病的抗炎治疗。因此，本研究设计

制备一种具有高效催化性能的仿CAT酶活性纳米制剂以

高效清除病变关节局部的ROS，有望为RA治疗提供新的

方案。现报告如下。 

1     材料与方法
 

1.1    材料 

1.1.1    主要试剂及耗材

2-甲基咪唑、Zn(NO3)2·6H2O、CTAB和PtCl4均购自中

国Aladdin公司；免疫级牛Ⅱ型胶原蛋白和弗氏不完全佐

剂购自美国Chondrex；α-MEM培养基、胎牛血清、PBS、

双抗等购自Gibco；脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）购自

Solarbio；DCFH-DA探针购自碧云天；大鼠TNF-α、Arg-

1、IL-1β、CRP等指标的ELISA试剂盒均购自泉州市睿信

生物科技有限公司；抗酒石酸磷酸酶（tartrate-resistant

acid phosphatase, TRAP）染色试剂盒购自南京建成；Anti-

CD206抗体购自CST；Anti-CD31和Anti-iNOS抗体购自

Abcam；Anti-HIF-1α抗体购自Novus。小鼠RAW264.7

巨噬细胞来自中国科学院细胞库。细胞培养箱（美国

Thermo Fisher Scientific公司）；倒置荧光显微镜（Ti2,

Nikon）；Cytoflex流式细胞分析仪（美国Bekman coulter公

司）；Vevo 3100小动物超声成像系统（日本fujifilm公司）；

Micro-CT（美国PerkinElmer公司）。 

1.1.2    实验动物

健康成年雄性SD大鼠，鼠龄7～8周，购自北京华阜康

生物科技股份有限公司。所有实验动物均饲养于四川大

学生命科技园实验动物中心SPF级无菌饲养间，25 ℃恒

温，湿度50%～60%，自由进食和饮水。所有动物实验均

符合四川大学动物保护与伦理委员会的要求，批准号

2021164A。 

1.2    ZIF-8@Pt的制备和检测 

1.2.1    制备

首先合成ZIF-8金属有机框架，将5.65 g 2-甲基咪唑

溶解于8 2  m L去离子水中形成溶液A，再将3 6 2  m g

Zn(NO3)2·6H2O和10 mg CTAB搅拌溶解于18 mL去离子水

中形成溶液B。将上述两种溶液充分混合后在室温下搅

拌1 h，10 000 r/min离心10 min后，收集沉淀，用体积分数

50%乙醇洗涤3次。然后将沉淀物在60 ℃真空烘箱中烘

干获得粉末状ZIF-8。随后将54.7 mg的PtCl4及300 mg干

燥后的ZIF-8溶解于25 mL去离子水中，滴加2 mL 1 mol/L

的NaBH4，使混合物反应30 min，离心收集沉淀，体积分数

50%乙醇洗涤3次，离心收集后干燥后得到ZIF-8@Pt。 

1.2.2    表征

①扫描电镜观察：取少量干燥后的ZIF-8及ZIF-

8@Pt，研磨成细粉状，用称量勺蘸取少量于导电胶上。放

入扫描电镜（SEM，型号EVO 10，德国ZEISS公司）样品台

上，调整聚焦并拍照。②透射电镜观察：分别取1 mg的上

述粉末状ZIF-8及ZIF-8@Pt于1.5 mL EP管中，加入1 mL无

水乙醇后放入超声清洗仪分散0.5 h。吸取10 μL于透射电

镜载网上，自然晾干后置于透射电镜（TEM，型号JEM-

2100 Plus，日本JEOL）样品槽中上机检测。③ X-线衍射

分析（XRD）：将ZIF-8及ZIF-8@Pt压在专用石英板上，置

于样品台，设置仪器条件检测后，使用Jade 6软件分析数

据，粉末衍射标准联合委员会标准卡比对分析。④ X-线

电子能谱分析（XPS）：将ZIF-8及ZIF-8@Pt压在碳箔上，贴
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于样品台上，测试后使用Thermo Avantage分析。 

1.2.3    仿酶活性测试

① H2O2的清除效率检测：将10 μL的ZIF-8溶液或ZIF-

8@Pt溶液（PBS溶解，质量浓度为50 μg/mL）、PBS溶液，分

别加到1.97 mL PBS溶液（pH=7.4）中，并加入20 μL

H2O2（10 mmol/L），混匀后每5 min取50 μL上述液体加入

100 μL Ti(SO4)2（13.9 mmol/L）中混合，用紫外分光光度计

测量在405 nm处的吸光度。过氧化氢含量越多，吸光度

值越高。制图时纵坐标为过氧化氢浓度的相对百分比，

更为直观地反映过氧化氢的清除。②产O2性能检测：向

20 mL PBS溶液（pH=7.4）中分别加入20 μL的ZIF-8或ZIF-

8@Pt溶液（PBS溶解，质量浓度为10 μg/mL）、PBS溶液，

溶氧仪确定零氧条件后，再加入0.2 mL H2O2（0.1 mol/L），

间隔 5 s，连续采集70次溶液中的氧气质量浓度。 

1.2.4    细胞毒性及体外清除ROS检测

①细胞毒性检测：将RAW264.7细胞接种于96孔板

（α-MEM培养基，10%FBS, 1×双抗），12 h后按照0、5、10、

20、40 μg/mL的浓度梯度加入ZIF-8@Pt。24 h后使用

CCK-8试剂检测材料对细胞活性的影响。②细胞观察：

将RAW264.7细胞接种于96孔板，12 h后加入LPS（终浓度

为500 ng/mL）诱导RAW264.7分化为M1型。更换培养液

后，LPS组（作为阳性对照）和ZIF-8@Pt+LPS组（简称ZIF-

8@Pt组）分别加入PBS溶液或ZIF-8@Pt溶液（加样后ZIF-

8@Pt组终浓度为20 μg/mL），并设置UT组（未特殊处理，

不加LPS诱导，放入恒温恒湿孵箱中孵育，作为阴性对

照），继续孵育8 h。于倒置显微镜下观察细胞形态并采

图。③清除ROS检测：将RAW264.7细胞接种于12孔板，

取UT组、LPS组、ZIF-8@Pt组细胞，按照上述处理后，取

一部分细胞使用 D C F H - D A 活性氧检测探针标记

RAW264.7细胞内的ROS水平，孵育30 min后采用倒置荧

光显微镜观察并采图；取另一部分细胞，流式细胞分析仪

检测各组细胞DCFH-DA荧光强度。 

1.2.5    ZIF-8@Pt抑制RAW264.7的M1型极化检测

①流式细胞术：CD86及iNOS为M1型巨噬细胞特异

标志物，CD206为M2型巨噬细胞特异标志物。通过荧光

标记后，经流式细胞分析仪分析各特异性表达细胞群体

所占比例。具体为：将3组细胞接种于12孔板并按照上述

处理后，吸出培养基，用PBS将细胞轻柔吹下后400 g/

5 min离心洗涤，质量分数4%多聚甲醛固定10 min、0.1%

Triton透化15 min，加入相应抗体避光孵育30 min后，流

式细胞仪检测各组细胞相应的荧光强度。②Western

blot检测蛋白表达：将RAW264.7细胞接种到6孔板，UT组

放入恒温恒湿孵箱（37 ℃，体积分数5%CO2）孵育过夜，

LPS组与ZIF-8@Pt组加入LPS刺激，并在低氧孵箱（体积分

数：1%O2、5%CO2和 94%N2）孵育过夜。提取蛋白后加入

loading buffer，混匀后90 ℃、10 min蛋白变性。电泳转膜

后，将对应的膜浸于HIF-1α一抗（HIF-1α antibody #3716,

CST, 1∶1  000）、NF-κB p65一抗（NF-κB p65 rabbit

polyclonal antibody, Beyotime, 1∶1 000）以及β-actin的一

抗（20 536-1-AP, proteintech, 1∶1 000）溶液4 ℃过夜孵

育。TBST洗涤3次与HRP二抗（SA00001-2, Proteintech,

1∶5 000）在室温下摇床孵育1h，TBST洗涤3次后曝光（化

学发光成像仪，BIO RAD），蛋白表达量使用ImageJ软件

进行条带的灰度值分析。 

1.3    体内实验 

1.3.1    动物模型构建与给药方法

选用健康成年SD大鼠（7～8周，体质量250～280 g），

构建胶原诱导的关节炎模型（collagen-induced arthritis,

CIA）。将2 mg/mL的牛Ⅱ型胶原蛋白溶液（CII）与等体积

的弗氏不完全佐剂（IFA）在冰浴下经高速剪切机混合、

乳化（20 000 r/min，2 min，0 ℃冷却5 min），重复2～3次，

制成乳剂。于大鼠尾部背侧皮下注射，第1天注射0.2 mL/

只进行基础免疫，第7天注射0.1 mL/只加强免疫。每天观

察大鼠活动情况及关节处肿胀情况。在初次免疫后的第

31天，大鼠已出现跛行，关节明显肿胀、局部皮温升高的

症状，视为造模成功。

选取造模成功的大鼠8只随机分为两组：Control组

和Z I F - 8 @ P t组，另取3只未造模鼠作为健康对照组

（untreated, UT）。Control组双侧膝关节腔局部注射

PBS溶液作为阳性对照，ZIF-8@Pt组双侧膝关节腔局部注

射ZIF-8@Pt溶液（质量浓度为2 mg/mL）进行治疗，每次注射

50 μL每侧膝关节 [1 7 ]。在初次免疫后的第31天、33天、

35天、37天及39天共进行5次治疗，第41天处死大鼠，收集

大鼠重要脏器、关节和血液样本。 

1.3.2    大体观察及影像学评估

大体观察：在造模成功后大鼠每次治疗前和处死前

均对大鼠进行大体评估，即在初次免疫后的第31、33、

35、37、39和41天，对大鼠进行关节炎评分（0～4分，0分最

轻，4分最严重）[18]、膝关节宽度及体质量的测量，并于处

死前进行拍照。针对上述评分，将两名研究人员独立评

分后的平均值纳入后续分析。

影像学评估包括高频超声检查及Micro-CT检查。高

频超声检查：大鼠处死前一天经小动物超声成像系统来

探测关节情况，使用20 MHz高频、“L”型线阵探头，定位

至关节水平，聚焦及深度调节至图像清晰，记录编号并存

储图像。大鼠关节Micro-CT检查后运用 Micro-CT 的配
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套分析软件（Analyze 12.0, PerkinElmer）对采集的图像的

进行三维重建。 

1.3.3    大鼠血清及关节炎症因子检测

大鼠经异氟烷麻醉后，“V”字形剪开大鼠腹部皮肤，

暴露右侧的腹主动脉，在髂总动脉分叉处前方2 mm沿向

心端进针，用惰性分离胶促凝管收集血清。血清的炎症

指标可以反映RA的全身炎症状态。本研究提取大鼠血

清并通过ELISA法对 IL-1β、C反应蛋白（C-react ive

protein, CRP）及TNF-α等能较好反应全身炎症水平的因

子进行检测[19]。同时对血清进行如谷丙转氨酶（alanine

transaminase, ALT）、谷草转氨酶（aspertate aminotransferase,

AST）、肌酐（creatinine, Cr）及尿素（urea, UREA）、酪蛋白

激酶2（casein kinase 2, CK2）的生化指标检测。处死后取

大鼠膝关节，剔除多余组织并匀浆后取上清行TNF-α、精

氨酸酶-1（arginase-1, Arg-1）ELISA检测。 

1.3.4    病理学评估

大鼠脏器取出后经制片处理行HE染色观察是否存

在脏器损伤。大鼠关节病理染色：大鼠关节取出固定、脱

钙、包埋后，制成石蜡切片，进行苏木精-伊红（HE）染色，

观察关节炎性细胞浸润及骨质破坏的情况，采用大鼠

CIA关节炎病理评分评估严重程度（0～12分，0分最轻，

12分最重） [ 2 0 ]。进行番红O-固绿、TRAP、HIF-1α及

CD31免疫组织化学染色以及iNOS/CD206多色免疫荧光

染色，采用QuPath软件分析阳性细胞百分比。番红O-固

绿染色可以观察关节面软骨的破坏程度。TRAP染色可

将破骨细胞标记为紫红色，提示破骨活动程度。HIF-

1α蛋白的阳性率可反映RA大鼠关节腔中缺氧严重程

度。CD31免疫组化染色可显示血管内皮细胞的存在，提

示血管生成与浸润，可以对RA病理改变中的滑膜血管翳

进行验证。采用多重免疫荧光染色对大鼠膝关节滑膜中

巨噬细胞标志物的表达情况进行检测，红色荧光代表

M1型巨噬细胞标志物iNOS，绿色荧光代表M2型巨噬细

胞标志物CD206。 

1.4    统计学方法

x̄± s

数据统计分析使用Graphpad Prism 9软件完成，实验

数据以 表示，各目标参数的多组间比较采用单因素

方差分析（ANOVA）进行，然后使用Tukey'法进行P值矫

正后的两两比较。P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    ZIF-8@Pt表征及性能

如图1所示。SEM图像表明ZIF-8及ZIF-8@Pt纳米粒

子为标准的立方体纳米框架结构 （图 1 A和图 1 B）。

TEM图像展示出ZIF-8粒子表面均一，而ZIF-8@Pt纳米粒

表面存在对比度较高的颗粒掺杂，提示Pt金属团簇的存

在（图1C和图1D）。XPS结果提示ZIF-8@Pt出现Pt的强信

号峰，并且以0价态存在（图1E和图1F）。XRD结果中虽未

发现明显Pt的晶体峰（图1G），但结合XPS结果中Pt的强信

号，考虑Pt的结构不是有晶面的结晶体，而是以团簇形式

呈现，这也与TEM中发现的高对比度金属团簇相符。

CAT仿酶能力检测发现，ZIF-8@Pt粒子可以高效清除

H2O2并产生O2（图1H和图1I），证实其可清除ROS，具备治

疗炎性疾病的潜在能力。 

2.2    ZIF-8@Pt仿酶纳米制剂体外清除ROS抑制M1型巨

噬细胞炎性表达效果

如图2A所示，LPS刺激RAW264.7可诱导其向M1型

巨噬细胞分化。如图2B和2C所示，随着ZIF-8或ZIF-

8@Pt纳米粒浓度升高，RAW264.7细胞活性出现先升高

后降低，差异有统计学意义（与未加入ZIF-8或ZIF-8@Pt

时相比，P均<0.05）。在20 μg/mL时，ZIF-8@Pt未表现出

明显的细胞毒性，而ZIF-8则将细胞活性抑制至80.0%。

因此，后续实验中将ZIF-8@Pt与细胞共孵育的质量浓度

设定为20 μg/mL。光镜观察细胞形态发现（图2D），

LPS刺激后RAW264.7细胞出现大量伪足，为M1型巨噬

细胞典型特征。而添加ZIF-8@Pt后，细胞伪足明显减

少，部分恢复至UT组状态。采用DCFH-DA荧光探针标

记细胞内ROS后结果表明（图2D和图2E），LPS诱导大幅

提高了RAW264.7细胞内ROS水平（与UT组相比，P<

0.05），这一现象同样符合M1型巨噬细胞表现，而ZIF-

8@Pt组胞内荧光强度显著下调，证明ZIF-8@Pt可以清除

细胞内ROS。而通过流式分析证明（图2E），相较于

LPS组，虚线所在位置代表其平均荧光强度，ZIF-8@Pt组

荧光峰值左移，提示胞内荧光强度下降，同样验证了

ZIF-8@Pt清除细胞内ROS的能力。如图2F和表1所示，

iNOS阳性表达细胞群体在经LPS诱导后大幅上升，而在

ZIF-8@Pt治疗后显著下降（P<0.05）。CD86阳性群体也

表现出相似的变化。虽然CD206表达无明显变化，但

iNOS+/CD206+细胞群体比例在经ZIF-8@Pt治疗后有所

降低（P<0.05），表明巨噬细胞存在向M2型抗炎型巨噬

细胞分化的趋势。如图2G和表1所示，与UT组相比，

HIF-1α以及NF-κB p65的蛋白表达量在LPS组均有所升

高（P<0.05），而在添加ZIF-8@Pt共培养后，两者表达量

均降低（与LPS组相比，P<0.05）。 

2.3    ZIF-8@Pt治疗CIA大鼠的大体观察

如图3A可以发现，Control组关节炎症程度几乎没有

变化，而ZIF-8@Pt组持续走低。治疗过程中UT组体质量
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最高，而ZIF-8@Pt组稍高于Control组（图3B），体质量的下

降可能与全身炎症及疼痛导致进食减少有关。双膝关节

宽度统计（图3C和图3D）发现ZIF-8@Pt组在治疗后期（第

37～41天）关节宽度出现持续下降，而Control组关节宽度

在较高的水平波动。图3E中膝关节的大体观察照片可发

现，对照组膝关节红肿明显，而ZIF-8@Pt组红肿情况明显

减轻，接近UT组大鼠。 

2.4    ZIF-8@Pt治疗大鼠的影像学观察

如图3F中超声图片所示，正常大鼠膝关节内无异常

回声，关节间隙正常；而Control组探查到膝关节明显增

宽，可见明显增厚的低回声区，为增厚的滑膜组织，此外，

还可见不连续的强回声，以及关节腔内的数个强回声堆

积，为骨质破坏的表现。而 ZIF-8@Pt组的上述表现明显

减轻。图3H展示了双膝滑膜厚度统计结果，证明ZIF-

8@Pt的局部注射可以明显缓解关节滑膜肿胀。Micro-

C T三维重建结果表明（图3 G），与正常膝关节对比，

Control组膝关节出现严重的骨侵蚀及骨赘形成，几乎不

具备完整关节结构，而ZIF-8@Pt材料组骨破坏程度明显

减轻，关节骨性结构部分恢复。 

2.5    ZIF-8@Pt治疗大鼠的安全性验证

如图4A及表2所示，与正常大鼠相比较，各处理组肝

肾功能等，如ALT、AST、Cr、UREA及CK2均未见明显升

高。此外，对大鼠主要脏器的HE染色也可观察到与ZIF-

8@Pt组与UT组大鼠脏器细胞形态相比无明显差异，未见

明显损伤，证明ZIF-8@Pt安全性良好。 

2.6    ZIF-8@Pt治疗大鼠的血清及关节炎症指标检测

结果如表3所示，Control的炎性反应最严重，各炎性

指标含量显著升高，ZIF-8@Pt组的炎性因子表达量则有

所下降(P<0.05）。另一方面，对大鼠的离体关节组织匀

浆后经ELISA检测M1及M2型巨噬细胞特异性标志物，

Control组M1型巨噬细胞标志物TNF-α表达量显著升高，

而M2型巨噬细胞标志物Arg-1则有所下降。经ZIF-

8@Pt治疗后，TNF-α显著下调，并且Arg-1有所回升(P<

0.05）。 
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图 1  材料表征及活性氧清除活性

Fig 1  Characterization and ROS-scavenging activity of ZIF-8@Pt

A, SEM image of ZIF-8 nanoparticles; B, SEM image of ZIF-8@Pt nanoparticles; C, TEM image of ZIF-8; D, TEM image of ZIF-8@Pt; E, XPS survey spectra of ZIF-8

and ZIF-8@Pt; F, the Pt 4f XPS analysis of ZIF-8@Pt; G, XRD patterns of ZIF-8 and ZIF-8@Pt; H, H2O2 decomposition; I, O2 production properties of ZIF-8 and ZIF-8@Pt.
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2.7    大鼠关节的病理学评估

本研究对大鼠膝关节进行病理染色检测，见图5、

表4。其中，HE染色发现UT组关节结构清晰，可见关节软

骨及部分滑膜组织。Control组大鼠膝关节滑膜增生严

重，炎性细胞大量浸润，已不可见正常关节软骨结构。

ZIF-8@Pt组滑膜肥厚减轻，仅有轻微软骨组织破坏，整体

修复良好。

番红O-固绿的染色结果可见在UT组中，碱性的番红

与嗜碱性的软骨结合呈现红色，固绿与骨结合呈现蓝绿

色，红色信号完整连续，表明软骨没有破坏。而Control组

可见严重的软骨破坏，红色信号零星。ZIF-8@Pt治疗后

软骨缺失不甚明显，关节面平整，软骨较厚，着色与UT组
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图 2  ZIF-8@Pt生物相容性及清除ROS调节巨噬细胞极化检测

Fig 2  The biocompatibility of ZIF-8@Pt and the effectiveness in intracellular ROS scavenging and regulating macrophage polarization

A, Schematic illustration of the cellular experiment process; B, biocompatibility of ZIF-8 nanoparticles evaluated by CCK-8 assay; C, biocompatibility of ZIF-8@Pt

nanoparticles evaluated by CCK-8 assay; D, bright view and fluorescence view of RAW264.7; E, mean FI (top) and flowcytometry analysis of the ROS level (button)

detected by DCFH-DA (the dashed line indicates the mean FI； FI: fluorescence intensity); F, expression of CD86, CD206, and iNOS by RAW264.7 in different groups

detected by flowcytometry; G, Western blot assay revealing the expression levels of HIF-1α, NF-κB, and β-actin. In the above experiment, n=3 per group. ** P<0.01,
*** P<0.001, **** P<0.0001, vs. 0 μg/mL.
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大鼠重合程度较高，提示软骨结构保护良好。

大鼠膝关节TRAP染色后可见，Control组红色区域明

显，表明破骨细胞含量极高，破骨代谢旺盛，骨质破坏明

显；而ZIF-8@Pt组较之明显减少，TRAP阳性区域仅在骨

髓内少量体现，与UT组较接近，提示ZIF-8@Pt可抑制

RA鼠关节的破骨细胞代谢，保护关节骨性结构。

表 1    ZIF-8@Pt清除ROS调节巨噬细胞极化检测

Table 1    The effectiveness of ZIF-8@Pt in intracellular ROS scavenging and regulating macrophage polarization

Index UT group (A) LPS group (B) ZIF-8@Pt group (C) P (A vs. B) P (A vs. C) P (B vs. C)

ROS+ live cell/% 4.283±0.875 72.400±3.439 49.700±2.946 <0.000 1 <0.000 1 0.000 2

CD86 positive ratios/% 7.535±0.480 61.305±4.145 55.350±2.340 <0.000 1 <0.000 1 0.033 5

iNOS positive ratios/% 15.470±6.210 75.908±7.811 63.298±3.459 <0.000 1 <0.000 1 0.040 7

iNOS+/CD206+ ratios/% 2.145±0.467 8.675±1.108 5.427±0.643 0.000 1 0.005 3 0.005 6

HIF-1α protein relative expression 0.108±0.048 1.154±0.316 0.650±0.054 0.001 2 0.028 1 0.037 5

NF-κB p65 protein relative expression 0.272±0.049 1.144±0.170 0.764±0.174 0.000 7 0.013 4 0.040 3

x̄± s
　ROS: reactive oxygen species; CD86: cluster of differentiation 86; iNOS: inducible nitric oxidesynthase; HIF-1α: hypoxia-inducible factor alpha; NF-κB p65:
nuclear factor kappa-B p65. In the above groups, n=3. The data are presented as .
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图 3  CIA模型大鼠治疗后的大体及影像学评估

Fig 3  General and imaging evaluations of CIA model rats

A, Arthritis score of the rats; B, body mass change in the rats; C, left knee width of rats in different groups; D, right knee width of rats in different groups; E, visual

observation of rats, with the white dotted line indicating the measurement sites; F, B-mode ultrasound evaluation of the synovial membrane; G, 3D-reconstruction of the

micro-CT images of rats in different groups; H, left and right synovial membrane thickness assessment of rats in different groups. UT group, n=3; Control and ZIF-8@Pt

groups, n=4. ** P<0.01.
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免疫组织化学染色示，Control组关节中有大量的

CD31阳性空腔存在，表明滑膜血管浸润严重。而ZIF-

8@Pt组关节中CD31阳性区域明显减少。Control组滑膜

中HIF-1α阳性细胞浸润严重，而ZIF-8@Pt组阳性率明显

下降，阳性细胞仅部分出现于滑膜组织，与UT组较接

近。这一结果与前述体外实验中ZIF-8@Pt抑制LPS诱导

的巨噬细胞内ROS富集，并抑制HIF-1α表达从而抑制

M1型巨噬细胞极化的结果相吻合，符合ZIF-8@Pt通过仿

酶清除ROS以实现产氧的材料学性能。

多重免疫荧光染色示，Control组内iNOS阳性细胞表

达较多，整体荧光偏红色，而ZIF-8@Pt组中的绿色荧光表

达明显有上升，与UT组大鼠膝关节的表达相接近。结合

前述系列病理学评估可以认为，ZIF-8@Pt可以抑制RA大

鼠膝关节巨噬细胞M1型炎性极化，抑制破骨代谢及滑膜

血管新生，缓解关节局部低氧环境，最终抑制滑膜增生，

保护关节骨及软骨结构。 
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图 4  材料体内安全性验证（HE染色）

Fig 4  Verification of the in vivo biosafety of ZIF-8@Pt (HE staining)
 

表 2    材料体内安全性

Table 2    Verification of the in vivo biosafety of ZIF-8@Pt 

Index UT group (A) LPS group (B) ZIF-8@Pt group (C) P (A vs. B) P (A vs. C) P (B vs. C)

ALT/(U/L) 40.333±7.095 32.000±5.944 32.000±4.243 0.197 3 0.197 3 >0.999 9

AST/(U/L) 105.500±7.034 146.950±14.638 143.500±13.990 0.007 4 0.011 9 0.924 8

UREA/(mmol/L) 5.010±0.278 3.713±0.503 4.623±0.621 0.024 8 0.598 8 0.081 0

Cr/(μmol/L) 34.667±6.028 28.750±3.096 22.250±0.500 0.137 2 0.004 7 0.076 1

CK2/(U/L) 1 429.000±493.355 1 419.250±161.217 1 294.750±152.574 0.998 9 0.811 4 0.810 9

x̄± s
　ALT: alanine transaminase; AST: aspertate aminotransferase; Cr: creatinine; UREA: urea; CK2: casein kinase 2. UT group, n=3; Control and ZIF-8@Pt
groups, n=4. The data are presented as .
 

表 3    大鼠血清及膝关节组织炎性因子检测

Table 3    Evaluation of inflammatory factors in the serum and the knee joint 

Sample Index UT group (A) LPS group (B) ZIF-8@Pt group (C) P (A vs. B) P (A vs. C) P (B vs. C)

Serum IL-1β/(pg/mL) 5.680±0.308 8.838±0.415 7.658±0.315 <0.000 1 0.000 2 0.003 8

CRP/(ng/mL) 395.663±5.773 554.638±38.314 479.478±31.624 0.000 4 0.017 3 0.020 3

TNF-α/(pg/mL) 51.060±2.249 75.698±2.728 62.805±1.186 <0.000 1 0.000 2 <0.000 1

Knee joint Arg-1/(ng/mL) 223.157±10.365 179.668±6.285 215.643±12.129 0.001 1 0.597 4 0.002 2

TNF-α/(pg/mL) 460.537±32.904 673.050±48.055 565.598±39.832 0.000 4 0.026 0 0.015 9

x̄± s
　TNF-α: tumornecrosis factor-α; IL-1β: interleukin-1β; CRP: C-reactive protein; Arg-1: arginase-1. UT group, n=3; Control and ZIF-8@Pt groups, n=4. The
data are presented as .
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3     讨论

RA的病理生理机制复杂，而ROS在RA的发生发展中

起到关键性的作用。在炎症及自身免疫刺激下导致关节

滑膜内ROS激增，促使促炎M1型巨噬细胞数量剧增，而

抗炎M2型巨噬细胞减少或处于无活性状态[21]。紧接着，

M1型巨噬细胞进一步合成ROS及分泌多种促炎因子，加

重关节炎症，形成ROS-炎症的恶性循环[22–24]。另一方面，

ROS的大量合成、滑膜增生及免疫细胞浸润导致关节腔

微环境内耗氧量增加，形成低氧微环境。这将导致关节

腔内细胞高表达HIF-1α，同时诱导VEGF表达上调，促进

滑膜血管内皮细胞增殖，最终导致滑膜血管翳形成[8]。与

此同时，以巨噬细胞为主的免疫细胞产生的促炎细胞因

子将刺激滑膜成纤维细胞极化为促炎亚群和组织破坏性

亚群，后者可诱导破骨细胞分化，促进骨质破坏并加速软

骨的降解 [2 5 ]。此外，关节腔内的低氧微环境及高浓度

ROS也有利于破骨细胞的分化及生存，这也将加重关节

骨质破坏[26-27]。因此，ROS可作为RA治疗的有效靶点。而
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图 5  膝关节组织病理学评估

Fig 5  Histopathological evaluation of the knee joint of rats

A, Representative images of HE staining, Safranin-O staining, TRAP staining, and IHC staining (CD31 antibody and HIF-1α antibody). B, Representative

immunofluorescent images of CD206 (green) and iNOS (red). The nuclei were labelled by DAPI.

表 4    膝关节组织病理学评估

Table 4    Histopathological evaluation of the knee joint of rats

Index UT group (A) LPS group (B) ZIF-8@Pt group (C) P (A vs. B) P (A vs. C) P (B vs. C)

Histology score 0.667±0.577 10.500±1.000 8.250±1.258 <0.000 1 <0.000 1 0.034 9

Trap positive cells/% 2.158±1.047 57.413±3.886 11.632±4.495 <0.000 1 0.023 6 <0.000 1

CD31 positive cells/% 12.113±2.195 95.016±3.801 48.441±9.379 <0.000 1 0.000 2 <0.000 1

HIF-1α positive cells/% 1.508±1.281 91.642±7.731 39.745±9.213 <0.000 1 0.000 4 <0.000 1

iNOS positive cells/% 12.193±4.032 85.083±5.562 26.397±3.116 <0.000 1 0.007 2 <0.000 1

CD206 positive cells/% 29.162±5.160 15.101±4.725 29.848±6.445 0.025 2 0.985 6 0.013 5

x̄± s
Trap: tartrate-resistant acid phosphase; CD31: platelet endothelial cell adhesion molecule-1; HIF-1α: hypoxia-inducible factor alpha; iNOS: inducible nitric

oxidesynthase; CD206: mannose receptor; UT group, n=3; PBS and ZIF-8@Pt groups, n=4. The data are presented as .
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CAT酶（过氧化氢酶）作为调控ROS的重要组成部分，主

要可清除H2O2并产生氧气[28]，在RA的治疗上有巨大的应

用潜能。

既往研究中，多种天然CAT酶被广泛应用于ROS清

除的抗炎治疗。如从黑吉豆蛋白质中纯化提取的CAT酶

展现出了高效的H2O2清除能力[29]；全乳铁蛋白这种天然

蛋白质能催化H2O2产生氧气缓解肿瘤缺氧微环境[30]；脂

质体包封的CAT酶可以催化细胞内源性H2O2产生氧气改

善组织缺氧[31]；通过富含硼酸的聚合物搭载的超氧化物

歧化酶能减少ROS从而恢复视网膜神经节细胞的功能[32]。

然而这些天然成分难制备、难提纯且成本高[33]，因此人造

仿酶制剂被大量开发并应用于清除ROS抗炎治疗[15, 34]。

如利用银纳米酶、锰铈掺杂的可有效生成氧气的纳米酶[16]，

都在RA治疗中取得了成功。因此，本研究以ROS为RA的

治疗靶点，利用ZIF-8纳米仿酶制剂框架基底，在其上掺

杂Pt金属团簇以实现高效仿酶清除ROS以治疗RA。

本研究通过形貌观察、化学结构及成分表征证实了

ZIF-8@Pt的金属有有机框架结构及Pt金属团簇的掺杂，

并验证了其仿CAT酶能力，可以实现高效清除H2O2产生

O2。在体外实验中，证实其无明显细胞毒性，且可有效抑

制RAW264.7巨噬细胞内ROS的富集，抑制其向M1型巨噬

细胞极化。值得注意的是，低浓度的ZIF-8以及ZIF-

8@Pt可以促进RAW267.4细胞的增殖，这可能与细胞的柠

檬酸和乳酸的还原过程被抑制，并且嘌呤类化合物增加

有关[35]。通过对HIF-1α以及NF-κB p65蛋白表达量进行分

析，提示ZIF-8@Pt可能通过CAT酶活性清除ROS产生O2，

使得HIF-1α的含量降低，抑制HIF-1α/NF-κB通路来抑制

巨噬细胞M1型极化，与既往研究结论相符[34, 36]。这些实

验证实ZIF-8@Pt具备通过抑制胞内ROS富集而抑制巨噬

细胞炎性表达的能力，为后续体内抗炎治疗RA打下

基础。

在体内实验中，本研究发现ZIF-8@Pt的局部注射可

以有效缓解RA所致的大鼠膝关节滑膜增生，降低炎性表

达，抑制关节破坏。并且，ZIF-8@Pt可以减少RA大鼠全

身及关节局部炎症因子的表达。在大体观察中，膝关节

肿胀程度未见明显减轻，这可能与治疗过程中关节肿胀

程度的消退较为缓慢，除滑膜之外的组织也存在软组织

水肿的问题有关。为了进一步准确评估大鼠关节滑膜肿

胀程度，本研究在治疗结束后大鼠处死前使用高频超声

评估大鼠的膝关节滑膜炎情况，ZIF-8@Pt治疗后可见膝

关节滑膜炎情况明显减轻。ZIF-8@Pt进行膝关节注射

后，大鼠体内AST轻度升高，这可能与全身炎症有关[37]。

与此同时，RA全身及关节局部炎症水平在一定程度上表

达降低。在病理染色结果中，本研究证实了ZIF-8@Pt治

疗后可抑制滑膜血管翳及关节局部低氧微环境形成，抑

制破骨细胞浸润并保护关节骨及软骨结构。此外，关节

滑膜处巨噬细胞表型也被ZIF-8@Pt转化为以M2型巨噬

细胞为主，抑制了促炎环境的形成。因此，ZIF-8@Pt可以

清除ROS作为治疗靶点，安全有效地治疗RA，本研究创新

性地证实了ZIF-8@Pt纳米仿酶制剂具备清除ROS治疗

RA的效果，这为新型的纳米治疗药物开发及抗炎治疗提

供了新的前景。
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