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文题释义：
Fe3O4@ZIF-8：是一种以沸石咪唑酯骨架(ZIF-8)为载体且搭载超顺磁性氧化铁纳米颗粒(Fe3O4)的载药微粒系统，该载药体系具有优异的生物

相容性，能够在体液环境中缓慢释放出Zn2+
，并且能够响应外部磁场，展现出良好的成骨活性。

磁刺激：可以直接作用于细胞表面的受体或通过细胞内信号通路来影响成骨细胞的生物活性，通过结合磁性纳米材料还可实现对骨组织工

程构建体的定向生长和修复。

摘要

背景：骨髓间充质干细胞在组织工程和骨再生中具有重要作用，然而如何促进骨髓间充质干细胞的成骨分化仍然是一个挑战。

目的：探讨磁刺激下Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒对骨髓间充质干细胞成骨分化的影响。

方法：采用水热法合成沸石咪唑酯骨架(ZIF-8)，采用一锅法合成具有磁性的Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒(材料制备中分别加入2.5，5，10，20 µg
的Fe3O4)，通过扫描电镜、X射线光电子能谱、X射线衍射、振动样品磁强计检测等对Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒进行表征，筛选出合适的材料进

行后续实验。提取4周龄SD大鼠骨髓间充质干细胞，分别与不同质量浓度(25，50，75，100，125 μg/mL)的Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒溶液共培

养，CCK-8法检测细胞增殖，筛选出最佳的材料溶液质量浓度；筛选出材料溶液质量浓度后，施加磁刺激(磁场强度分别为0，50，100，
150 MT)，CCK-8法检测细胞增殖，筛选出最佳的磁场强度与Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒，用于骨髓间充质干细胞诱导分化实验。将SD大鼠骨髓间

充质干细胞分别与ZIF-8、Fe3O4@ZIF-8、Fe3O4@ZIF-8(磁场干预)纳米颗粒溶液共培养，以单独培养的细胞为空白对照，成脂诱导后进行油红

O染色，成骨诱导后进行碱性磷酸酶、茜素红染色与Runx2蛋白质量浓度检测。

结果与结论：①扫描电镜下可见Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒呈现十二面体结构，随着材料中Fe3O4含量的增加，纳米颗粒的粒径增大，选择粒径

约250 nm(该粒径下的纳米颗粒功能性及生物安全性较稳定)的Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒(材料制备中分别加入5，10 µg的Fe3O4)进行后续实验。

②CCK-8检测结果显示，在100  MT磁场作用下，50 μg/mL的Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒(材料制备中加入10 µg的Fe3O4)能够显著促进骨髓间充质干

细胞的增殖，选择该条件下的纳米颗粒进行骨髓间充质干细胞成骨诱导分化实验。③成骨诱导后，Fe3O4@ZIF-8(磁场干预)组骨髓间充质干

细胞的碱性磷酸酶活性、细胞外基质矿化程度与Runx2蛋白质量浓度均高于其他3组(P < 0.05)；成脂诱导后，Fe3O4@ZIF-8(磁场干预)组骨髓

间充质干细胞的脂滴形成少于其他3组(P < 0.05)。④结果表明，在特定的磁场条件下Fe3O4@ZIF-8纳米颗粒可以促进骨髓间充质干细胞的成

骨分化。
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一锅法合成不同比例 Fe3O4@ 
ZIF-8 晶体，扫描电镜和粒径

分析仪筛选合适的粒径大小。

X 射 线 衍 射 观 察 ZIF-8 及

Fe3O4@ZIF-8 的晶体结构，磁

强计检测 Fe3O4@ZIF-8 的磁特

性。

CCK-8 实验筛选出最佳药物浓

度 50 μg/mL 组及 100 MT 磁

场组，活死染色实验第 5 天

结果表明各组相容性良好。

碱性磷酸酶、茜素红染色结

果显示 Fe3O4@ZIF-8 能够显

著促进骨髓间充质干细胞的

成骨分化，并在 100 MT 磁

场作用下成骨效果更加显著。

形貌表征
理化特性

细胞活性

成骨分化

Fe3O4@ZIF-8
纳米颗粒



4842｜中国组织工程研究｜第29卷｜第23期｜2025年8月

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Researchwww.CJTER.com

研究原著

0   引言   Introduction
磁场在细胞行为调控中起着极其重要的作用，可以

对细胞的黏附、增殖及分化产生影响。当细胞暴露在磁场

中时，磁场可通过调节钙离子通道的变化影响成骨细胞的

增殖和分化
[1]
。另外，磁场能够调控细胞内信号传导和细

胞骨架的重组，影响成骨细胞的形态和运动能力，进而

影响其成骨效果。研究表明，磁性纳米颗粒在磁场的作

用下能够缓慢沉积在细胞膜表面并通过内吞作用进入细

胞，影响细胞的生理功能，从而使得控制细胞的命运成

为可能
[2]
。其中，超顺磁性氧化铁是一种以纳米级 Fe3O4

或 γ-Fe2O3 晶体为核心的磁性纳米材料，具有优异的生物

安全性及高磁敏感性，能够被生物体代谢，目前已被广

泛应用于细胞分离纯化、药物靶向运输、核磁共振成像、

磁热治疗等生物医学领域
[3-4]

。研究发现在磁场的作用下，

超顺磁性氧化铁纳米颗粒在促进细胞的黏附、增强碱性

磷酸酶活性和提高成骨相关基因的表达方面具有显著优 

势
[5]
。值得注意的是，超顺磁氧化铁纳米颗粒在施加磁场

时极易团聚且产生热量
[6]
，显著影响其稳定性和长期应用

的可行性，因此，需要一种稳定性好、负载能力强的载

体对超顺磁氧化铁纳米颗粒进行有效保护、递送和有序

释放。

金属 - 有机骨架是一种通过金属离子与有机配体桥

接形成的多孔有机 - 无机杂化晶体类材料，因具有极高

比表面积、孔径可调性和极高孔隙率而被广泛应用于药

物运输领域
[7]
。以锌 (Zn) 为配位中心的沸石咪唑酯骨架

(zeolitic imidazolate framework-8，ZIF-8)，不仅具有金属 -

有机骨架的基本特性，还具有 pH 值响应性、良好的热稳

定性、化学稳定性等特性
[8]
，因此 ZIF-8 在药物负载、递送、

控释等领域具有广阔的应用前景。课题组前期在引导骨

再生膜表面成功制备了纳米 ZIF-8 涂层，其在体液环境中

能够缓慢释放出锌离子，并且显示出良好的细胞相容性、

生物降解性和成骨活性
[9]
。此次研究以磁场对细胞的行为

调控为切入点，构建了一种高效的纳米载药复合体——

Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒，ZIF-8 作为一种稳定性好、负载能

力强的载体对 Fe3O4 进行有效保护和递送，探讨 Fe3O4@

ZIF-8 载药体系在磁刺激下对骨髓间充质干细胞增殖及成

骨、成脂分化的影响，通过调控外加磁场的磁力和改变

载药体系的机械负载，旨在为骨缺损修复提供一种磁性
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Abstract
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells play a pivotal role in tissue engineering and bone regeneration. However, promoting the osteogenic 
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells poses a significant challenge.  
OBJECTIVE: To examine the influence of Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles on the osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells under magnetic 
stimulation.
METHODS: Zeolite imidazolate skeleton (ZIF-8) was synthesized by hydrothermal method, and magnetic Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles were synthesized by 
one-pot method (2.5, 5, 10, and 20 µg Fe3O4 were added to the preparation materials, respectively). The Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles were characterized by 
scanning electron microscopy, X-ray photoelectron spectroscopy, X-ray diffraction, and vibration sample magnetometer detection, and suitable materials 
were selected for subsequent experiments. Bone marrow mesenchymal stem cells of 4-week-old SD rats were extracted and co-cultured with Fe3O4@ZIF-8 
nanoparticle solution with different mass concentrations (25, 50, 75, 100, and 125 μg/mL), respectively. Cell proliferation was detected by CCK-8 assay, and 
the optimal material solution mass concentration was selected. After the mass concentration of the material solution was screened, magnetic stimulation was 
applied (magnetic field intensity was 0, 50, 100, and 150 MT, respectively). Cell proliferation was detected by CCK-8 assay, and the best magnetic field intensity 
and Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles were selected for the experiment of induced differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells. SD rat bone marrow 
mesenchymal stem cells were co-cultured with ZIF-8, Fe3O4@ZIF-8, and Fe3O4@ZIF-8 (magnetic field intervention) nanoparticle solution, respectively. The single 
cultured cells were used as blank controls. Lipid induction was followed by oil red O staining. After osteogenesis induction, alkaline phosphatase, alizarin red 
staining and Runx2 protein concentration were detected. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Under scanning electron microscopy, Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles showed a dodecahedral structure. With the increase of Fe3O4 
content in the material, the particle size of the nanoparticles increased. Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles (5 and 10 µg Fe3O4 was added to the material preparation) 
with a particle size of about 250 nm (stable functional and biosafety of nanoparticles at this particle size) were selected. (2) The results of CCK-8 assay 
showed that 50 μg/mL Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles (with 10 µg Fe3O4 added to the preparation of the material) could significantly promote the proliferation 
of bone marrow mesenchymal stem cells under a 100 MT magnetic field. The nanoparticles under this condition were selected for the osteogenic induction 
differentiation experiment of bone marrow mesenchymal stem cells. (3) After osteogenic induction, the alkaline phosphatase activity, extracellular matrix 
mineralization degree, and Runx2 protein mass concentration of bone marrow mesenchymal stem cells in Fe3O4@ZIF-8 (magnetic field intervention) group 
were higher than those in other three groups (P < 0.05). After adipogenic induction, the lipid droplet formation of bone marrow mesenchymal stem cells in 
Fe3O4@ZIF-8 (magnetic field intervention) group was lower than that in the other three groups (P < 0.05). (4) The results show that Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles 
can promote osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells under specific magnetic field conditions.
Key words: Fe3O4@ZIF-8; magnetic nanoparticle; magnetic stimulation; bone marrow mesenchymal stem cell; osteogenic differentiation
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纳米颗粒与金属 -有机骨架材料相结合的新型治疗手段，

为丰富后期促成骨材料的研究和发展提供实验基础和理

论指导。 

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   纳米颗粒制备与表征实验，体外细胞实验，组

间比较进行双因素方差分析 (Two-Way ANOVA)、Dunnett’ 

Multiple comparisons test 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2023-01-01/12-31 在四川省双

流区成都前沿医学中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   4 周龄雄性 SD 大鼠 4 只，体质量

(100±10) g，购自成都达硕实验动物公司，许可证号：

SCXK( 川 )2020-0030。实验方案获得四川大学华西口腔医

院医学伦理委员会批准 (WCHSIRB-D-2023-669)。
1.3.2   原料、试剂与仪器   二甲基咪唑、无水乙醇、

10% 氯化十六烷基吡啶 ( 阿拉丁，中国 )；六水合硝酸

锌 ( 百灵威，中国 )；α-MEM 培养基、胎牛血清、胰酶、

PBS(pH=7.2) 缓冲液和青霉素 / 链霉素购于 Gibco 试剂公

司 ( 美国 )；50 nm Fe3O4 超顺磁性氧化铁纳米颗粒溶液 ( 瑞

禧生物，中国 )；手持数字高斯计 ( 天恒 TD8620，中国 )；

各种型号圆形磁铁片 (12 mm×3 mm、15 mm×3 mm、 

18 mm×3 mm，斐帝星，中国 )；CCK-8 试剂盒 (APE×BIO，

中国 )；β- 甘油磷酸钠 ( 索莱宝，中国 )；抗坏血酸、地

塞米松、0.2% 茜素红染液 (pH=4.2)( 西格玛奥德里奇，美

国 )；活死细胞染色试剂盒、碱性磷酸酶显色试剂盒、碱

性磷酸酶检测试剂盒、BCA 试剂盒 ( 碧云天，中国 )；X

射线衍射仪 ( 日本岛津 6100)；纳米粒径分析仪 ( 美国布

鲁克海文 )；振动样品磁强计 ( 美国 Lakeshore7404)；扫

描电子显微镜 ( 中国凯奇 )。
1.4   方法   

1.4.1   Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的合成

ZIF-8 纳米颗粒的合成：采用水热法合成 ZIF-8 纳米颗

粒。称量 384 mg 二甲基咪唑、38.4 mg 六水合硝酸锌，分

别溶于 1.2，1 mL 纯水中，得到均质透明溶液。取 150 μL 

二甲基咪唑溶液逐滴缓慢加入 125 μL 六水合硝酸锌溶液

中，37 ℃超声水浴下混合 30 min，用无水乙醇充分洗涤

并重复 3 次，10 000 r/min 离心 2 min，弃上清后收集沉淀，

真空干燥得到 ZIF-8 白色粉末。

Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的合成：采用一锅法合成

Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒。称量 384 mg 二甲基咪唑、38.4 mg 

六水合硝酸锌，分别溶于 1.2，1 mL 纯水中，得到均质透

明溶液。取不同体积 (10，20，40，80 μL) 的 2.5 mg/mL 

Fe3O4 溶液与二甲基咪唑溶液 (140，130，110，70 μL) 混

合得到 150 μL 总溶液，逐滴缓慢加入 125 μL 六水合硝酸

锌溶液中，37 ℃超声水浴下混合 30 min，用无水乙醇充

分洗涤并重复 3 次，10 000 r/min 离心 2 min，弃上清后

收集沉淀，真空干燥得到 Fe3O4@ZIF-8 棕色强磁性粉末，

分别记为 Fe3O4@ZIF-8(10)、Fe3O4@ZIF-8(20)、Fe3O4@ZIF-8 

(40)、Fe3O4@ZIF-8(80)。
1.4.2   Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的表征   将 ZIF-8 粉末和

Fe3O4@ZIF-8 粉末分散在无水乙醇溶液中超声振荡 2 min，

干燥固定，使用扫描电子显微镜观察表面的晶体形貌。

使用 X 射线衍射仪进行 X 射线衍射检测，表征 ZIF-8 和

Fe3O4@ZIF-8 粉末的晶格、结晶取向及结晶度，初步证明

材料的成功合成，相关参数 (2θ 范围：5°-80°；扫描模式：

连续 )。在 26.85 ℃、1 989.4-2 387.3 A/m 快扫条件下，

使用振动样品磁强计检测 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的磁特性。

将粉末样品分散在纯水溶液中进行超声振荡，使用纳米

粒径分析仪评估 ZIF-8 和 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的粒径分

布范围和稳定性。

通过材料表征实验结果，筛选出合适的 Fe3O4@ZIF-8

纳米颗粒用于后续实验。

1.4.3   骨髓间充质干细胞的分离培养与鉴定   取 4 周龄 SD

大鼠 4 只，乙醚吸入性麻醉后颈椎脱位处死，无菌条件

下取股骨、胫骨，剔除附着于骨上的其他组织，在含 1%

双抗 ( 青霉素 / 链霉素 ) 的 PBS 中冲洗 3 遍，剪开骨骺端

露出骨髓腔，用 5 mL 注射器吸取含体积分数为 10% 胎牛

血清和 1% 双抗的 α-MEM( 完全培养基 ) 冲出骨髓腔中的

骨髓，接种到 T25 培养瓶中，期间每 2 d 换 1 次液，直至

细胞融合 80%-90% 时开始传代
[10]
。

将骨髓间充质干细胞传至第三四代，用流式缓冲液

洗涤 3 次，按照流式抗体说明书的标准步骤处理细胞并

转移至专用流式管中，采用流式细胞仪分析细胞表面抗

原 CD45、CD11b、CD29、CD90 的表达。

1.4.4   磁场设置   将若干块圆形钕铁硼磁铁片 (12 mm× 

3 mm、15 mm×3 mm、18 mm×3 mm) 分别固定在 12，
24，48 孔板中，置于培养细胞孔板下，于 37 ℃、体积分

数 5%CO2 培养箱中建立静磁场。利用高斯计测量出 50，
100，150 MT 磁场强度大小，以确保细胞培养层面都受到

相同的静磁场刺激，筛选出最佳磁场强度进行后续体外

实验。另外，采用数字化 3D 打印技术制作磁铁嵌入式的

树脂壳，解决不同磁场强度间圆形磁铁片高度不一出现

相吸相斥的问题。在筛选出准确数值后，后续实验装置

在孔板内进行即可。

1.4.5   Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨髓间充质干细胞活性的

影响

CCK-8 法检测细胞增殖：称取 10 mg ZIF-8 粉末、10 mg  

Fe3O4@ZIF-8 粉末，分别溶于 1 mL 完全培养基中，超声

振荡后得到 10 mg/mL 的材料原液，此时每 1 μL 材料原
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液可得 10 μg 粉末，按照浓度梯度 25，50，75，100， 

125 μg/mL 配置成终体积 1 mL 的完全培养基。将生长状

况良好的骨髓间充质干细胞接种于 48 孔板中，细胞密度

1×104/ 孔，分组培养：ZIF-8 组加入含不同质量浓度 (25，
50，75，100，125 μg/mL)ZIF-8 的 完 全 培 养 基 1 mL，
Fe3O4@ZIF-8 组加入含不同质量浓度 (25，50，75，100，
125 μg/mL)Fe3O4@ZIF-8 的完全培养基 1 mL，以空白对照

组 ( 加入单纯的完全培养基 1 mL) 为参照。每组 4 个复孔。

培养 1，3，5 d 后，每孔加入 200 µL 含 10%CCK-8 的培养基，

置于培养箱中孵育 2 h，使用酶标仪在 450 nm 光波下测

定吸光度值，筛选出最佳的材料溶液质量浓度。

筛选出材料溶液质量浓度后，将生长状况良好的骨

髓间充质干细胞接种于 48 孔板中，细胞密度 1×104/ 孔，

分组培养：ZIF-8 组加入含 50 μg/mL ZIF-8 的完全培养基

1 mL 并暴露在静磁场下 ( 磁场强度分别为 0，50，100，
150 MT)，Fe3O4@ZIF-8 组加入含 50 μg/mL Fe3O4@ZIF-8 的

完全培养基 1 mL 并暴露在静磁场下 ( 磁场强度分别为 0，
50，100，150 MT)，以空白对照组 ( 加入单纯的完全培养

基 1 mL) 为参照。每组 4 个复孔。培养 1，3，5 d 后，弃

去上清液，每孔加入 200 µL 含 10%CCK-8 的培养基，置于

培养箱中孵育 2 h，使用酶标仪在 450 nm 光波下测定吸

光度值。筛选出最佳的 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒与磁场强度，

进行骨髓间充质干细胞活死细胞染色与诱导分化实验。

活死细胞染色：将生长状况良好的骨髓间充质干

细胞接种于 48 孔板中，细胞密度 1×104/ 孔，分组培

养：ZIF-8 组加入含 50 μg/mL ZIF-8 的完全培养基 1 mL，
Fe3O4@ZIF-8 组加入含 50 μg/mL Fe3O4@ZIF-8 的完全培养

基 1 mL，Fe3O4@ZIF-8+ 磁场组加入含 50 μg/mL Fe3O4@

ZIF-8 的完全培养基 1 mL 并暴露在 100 MT 静磁场下，以

空白对照组 ( 加入单纯的完全培养基 1 mL) 为参照。每组

4 个复孔。培养 1，3，5 d 后，将 5 μL 钙黄绿素 (Calcein-AM) 

和 15 μL 碘化丙锭 (PI)加入 5 mL PBS中充分混合，取 200 μL 

混合溶液加入孔板内，置于培育箱中避光孵育 20 min，

使用 490 nm 激发波长来观察活细胞荧光，542 nm 激发波

长观察死细胞荧光。

1.4.6   Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨髓间充干细胞分化的影

响 

(1) 成骨诱导分化：将第 3 代骨髓间充质干细胞接种

于 6 孔板内，细胞密度 5×104/ 孔，待细胞融合至 70% 时

分组培养：空白对照组更换为成骨诱导培养基 (α-MEM 培

养基中加入 10 mmol/L 的 β- 甘油磷酸钠、0.25 mmol/L 

的抗坏血酸和 10 nmol/L 地塞米松 )，ZIF-8 组更换为含 

50 μg/mL ZIF-8 的成骨诱导培养基，Fe3O4@ZIF-8 组更换为

含 50 μg/mL Fe3O4@ZIF-8(40) 的成骨诱导培养基，Fe3O4@

ZIF-8+ 磁场组更换为含 50 μg/mL Fe3O4@ZIF-8(40) 的成

骨诱导培养基并暴露在 100 MT 静磁场下。每 2 d 更新 

1 次成骨诱导分化培养基 ( 含材料 )。培养 7 d 后进行碱性

磷酸酶染色、Runx2 蛋白质量浓度检测，培养 14 d 后进

行茜素红染色。

碱性磷酸酶染色：将细胞在 40 g/L 多聚甲醛中固

定 15 min，用 PBS 清洗，按照碱性磷酸酶显色试剂盒内

BCIP/NBT 工作液进行染色，30 min 后体式显微镜下观察

结果。然后根据碱性磷酸酶检测试剂盒说明书的标准步

骤对样本进行处理，使用酶标仪测定波长为 405 nm 时的

吸光度值，随后结合 BCA 试剂盒测得的总蛋白量，计算

出各组的碱性磷酸酶活性。

Runx2 蛋白质量浓度检测：1 000 r/min 离心 5 min，

收集上清，采用 Elisa 试剂盒检测 Runx2 蛋白质量浓度。

步骤按照试剂盒说明书操作。

茜素红染色：将细胞固定在 40 g/L 多聚甲醛中 

30 min，用 0.2% 茜素红溶液染色 5 min，用 PBS 彻底清洗

染色样品以去除多余的染料，在体视显微镜下检查底物，

将 10% 氯化十六烷基吡啶添加到每孔中以溶解染料，摇

床缓慢振荡 30 min，使用酶标仪测量 542 nm 处的吸光度

值。

(2) 成脂诱导分化：将第 3 代骨髓间充质干细胞接种

于 6 孔板内，细胞密度 5×104/ 孔，待细胞融合至 70%-

80% 时分组培养：空白对照组更换为成脂诱导培养基

(α-MEM 培养基中加入 200 μmol/L 吲哚美辛、0.5 mmol/L 

3- 异丁基 -1- 甲基黄嘌呤、10 μg/mL 胰岛素和 1 μmol/L 

地塞米松 )，ZIF-8 组更换为含 50 μg/mL ZIF-8 的成脂诱导

培养基，Fe3O4@ZIF-8 组更换为含 50 μg/mL Fe3O4@ZIF-8 

(40) 的成脂诱导培养基，Fe3O4@ZIF-8+ 磁场组更换为含

50 μg/mL Fe3O4@ZIF-8(40) 的成脂诱导培养基并暴露在    

100 MT静磁场下。每 2 d更新 1次成脂诱导分化培养基 (含

材料 )。培养 7 d 后进行油红 O 染色。

油红 O 染色：将细胞在 40 g/L 多聚甲醛中固定 

15 min，用 PBS 清洗，按照油红 O 染色试剂盒说明书的标

准步骤进行处理，比色定量结果用 60% 异丙醇处理染色

样品 30 min，使用酶标仪测量 510 nm 处的吸光度值。

1.5   主要观察指标   磁刺激下 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨

髓间充质干细胞增殖与成脂、成骨分化的影响。

1.6   统计学分析   所有实验数据至少进行了 3 个独立实验

(n ≥ 3)。数据采用 Origin pro 2022 软件进行双因素方差分

析 (Two-Way ANOVA) 与 Dunnett’ Multiple comparisons test

检验，以 x-±s 表示，P < 0.05 为差异有显著性意义。该文

统计学方法已经四川大学华西公共卫生学院生物统计学

专家审核。
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2   结果   Results 
2.1    ZIF-8 和 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的形貌及粒径分析结

果   实验采用水热法合成 ZIF-8 纳米颗粒，扫描电镜观察

其形态，ZIF-8 纳米颗粒呈 220 nm 的十二面体结构，见图

1A 所示。采用一锅法合成不同比例的 Fe3O4@ ZIF-8 纳米

颗粒，随着 Fe3O4 纳米颗粒负载量的增加，Fe3O4@ZIF-8 纳

米颗粒的粒径不断变大，见图 1B-E 所示，这可能与 Fe3O4

纳米颗粒本身容易团聚的特性相关。根据纳米粒径分析测

试结果，Fe3O4@ZIF-8(10) 和 (80) 纳米颗粒的粒径分布在 

190 nm 和 591 nm 左右，而 Fe3O4@ZIF-8(20) 和 (40) 纳米颗

粒的粒径分布分别在 220 nm 和 264 nm 左右，见图 1F 所

示，研究发现纳米颗粒的功能性及生物安全性在 250 nm 

处较为稳定
[11]
，因此初步筛选出 Fe3O4@ZIF-8(20) 和 (40)

纳米颗粒作为后续实验的对象。

2.2   Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的理化特性表征结果   X 射线衍

射分析结果显示，ZIF-8 纳米颗粒符合 (011)(002)(112)(022)

(013) 和 (222) 的 ZIF-8 晶胞结构，说明样品为纯 ZIF-8 相，

结晶度较高；Fe3O4@ZIF-8 与 Fe3O4 晶体 (PDF#19-0629) 的

晶胞结构匹配，18.1°，29.7°，35.5°，42.5°，52.7°，56.2°

和61.7°的衍射峰分别对应于磁铁矿的 (111)(220)(311)(400)

(422)(511) 和 (440) 晶面，说明 Fe3O4 纳米颗粒负载成功，

然而 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒各组间无明显差异，这可能是

负载量较少导致，见图 2A。

使用振动样品磁强计检测 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的磁

性，测量了磁化强度与外加磁场强度的关系曲线，见图

2B 所示，随着 Fe3O4 负载量的增加，Fe3O4@ZIF-8 纳米颗

粒饱和磁化强度更高；曲线穿过零点，说明没有任何的矫

顽力或剩余磁化强度，即 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒具有超顺

磁性。上述检测验证了超顺磁性 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的

成功合成。

2.3   骨髓间充质干细胞的流式细胞鉴定结果   流式细胞仪

测定骨髓间充质干细胞表面抗原 CD45、CD11b、CD29、
CD90 的 阳 性 表 达 率 分 别 为 0.40%，0.37%，99.2%，

99.7%，见图 3，证明了骨髓间充质干细胞的纯度可满足

实验要求。

2.4   Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨髓间充质干细胞活性的影响   

CCK-8 检测结果显示，培养 1，3，5 d，在 25，50 μg/mL 

质量浓度下，ZIF-8 组、Fe3O4@ZIF-8(20) 组、Fe3O4@ZIF-8(40) 

组骨髓间充质干细胞都有较好的细胞活性，并且培养 3，
5 d 的 50 μg/mL 组细胞吸光度值高于同组内的其他质量浓

度组，因此选择 50 μg/mL 质量浓度进行后续检测；值得

注意的是，在第 5 天 25，50 μg/mL Fe3O4@ZIF-8 组的细胞

吸光度值高于对应质量浓度的 ZIF-8 组，见图 4A-C，说明

Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的细胞相容性优于 ZIF-8 纳米颗粒，

表明 Fe3O4 纳米颗粒对细胞增殖有促进作用，为后续进一

步成骨分化检测提供了支撑。

CCK-8 检测结果显示，相较于空白对照组，Fe3O4@

ZIF-8(20) 组、Fe3O4@ZIF-8(40) 组暴露在 50，100 MT 磁场

下的细胞吸光度值升高 (P < 0.001)，说明低强度静磁场对

成骨细胞的增殖具有促进作用；并且暴露在相同磁场强度

下，随着纳米颗粒中 Fe3O4 负载量的增加，细胞吸光度值

升高，见图 4D-F，说明更高的 Fe3O4 纳米颗粒负载量对外

部磁场的敏感性更强。

考虑到成骨诱导分化实验中细胞培养周期所需时间

较长，而细胞长期暴露在磁场条件下可能存在潜在的负

向作用，有研究发现 200 MT 以上的磁场对成骨有抑制作 

用
[12]
，尽管 150 MT 磁场下也能促进骨髓间充质干细胞的

增殖活性，但最终筛选出更加安全的 100 MT 磁刺激作用

于 50 μg/mL 的 Fe3O4@ZIF-8(40) 纳米颗粒和 50 μg/mL 的

ZIF-8 纳米颗粒，作为最适的体外成骨实验条件。

见图 5 所示，培养 1，3 d 的活死细胞染色显示，各

组纳米颗粒具有较好的细胞相容性，未见明显的死细胞；

培养 5 d，Fe3O4@ZIF-8+ 磁场组开始出现少量的死细胞，

说明磁力刺激对细胞有潜在的毒性危害。

2.5   Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨髓间充质干细胞成脂与成

骨分化的影响   见图 6。  

成骨诱导第7天的碱性磷酸酶染色结果见图6A所示，

Fe3O4@ZIF-8+ 磁场组阳性染色最深，Fe3O4@ZIF-8 组阳性

染色深度强于 ZIF-8 组，说明 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨髓

间充质干细胞的成骨分化具有更好的促进作用，特别是在

100 MT 磁场作用下进一步加速了骨髓间充质干细胞的成

骨分化。成骨诱导第 14 天，利用茜素红染色评估成骨分

化后期的细胞外基质矿化程度，见图 6B 所示，Fe3O4@ZIF-

8+ 磁场组表现出最大的矿化程度，其次是 Fe3O4@ZIF-8 组。

骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶活性水平越高，成

骨分化越明显，见图 6D 所示，Fe3O4@ZIF-8+ 磁场组与其

他 3 组相比表现出最好的成骨细胞分化和功能状态。茜素

红定量分析结果也显示 Fe3O4@ZIF-8+ 磁场组表现出最高的

细胞外基质矿化程度，其次是 Fe3O4@ZIF-8 组，见图 6E，

与碱性磷酸酶活性检测结果一致。

成骨诱导第 7 天，Fe3O4@ZIF-8+ 磁场组 Runx2 蛋白质

量浓度高于其他 3 组，如图 6F 所示。

成脂诱导第 7 天的油红 O 染色结果显示，Fe3O4@ZIF-

8+ 磁场组脂滴形成最少，其次是 Fe3O4@ZIF-8 组，空白对

照组脂滴形成最多，比色定量结果也显示出相同的趋势，

见图 6C，G，可能提示磁场条件对成脂分化产生了抑制作

用。

综合以上结果，Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒能够促进骨髓

间充质干细胞的成骨分化，并在 100 MT 磁场作用下成骨

效果更加显著。
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图注：ZIF-8 为沸石咪唑酯骨架。图 A 为 ZIF-8 纳米颗粒的扫描电镜

观，呈十二面体结构，比例尺为 1 μm；图 B-E 为负载不同量 Fe3O4 的

Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的扫描电镜观，呈十二面体结构，随着 Fe3O4 负

载量的增加，Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的粒径逐渐增大，其中 B，C 的比例

尺为 1 μm，D，E 的比例尺为 500 nm；F 为纳米粒径分析，Fe3O4@ZIF-
8(10) 和 (80) 纳米颗粒的粒径分布在 190 nm 和 591 nm 左右，Fe3O4@ZIF-
8(20) 和 (40) 纳米颗粒的粒径分布分别在 220 nm 和 264 nm 左右。

图 1 ｜ ZIF-8 和 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的形貌表征

Figure 1 ｜ Morphological characterization of ZIF-8 and Fe3O4@ZIF-8 
nanoparticles

图注：骨髓间充质干细胞表面抗原 CD45、CD11b、CD29、CD90 的阳性表达率分别为 0.40%，0.37%，99.2%，99.7%。

图 3 ｜骨髓间充质干细胞的流式细胞鉴定 
Figure 3 ｜ Flow cytometry identification of bone marrow mesenchymal stem cells

图注：ZIF-8 为沸石咪唑酯骨架。A 为 X 射线衍射图，Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒中 Fe3O4 负载成功；B 为振动样品磁强计曲线，Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒具

有超顺磁性。

图 2 ｜验证 ZIF-8 和 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的成功合成

Figure 2 ｜ Validation of successful synthesis of ZIF-8 and Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles
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图注：ZIF-8 为沸石咪唑酯骨架。A-C 分别为培养 1，3，5 d 不同质量浓

度纳米颗粒的细胞毒性检测结果；D-F 分别为培养 1，3，5 d 不同磁场

刺激强度下 50 μg/mL 纳米颗粒的细胞毒性检测结果；G 为 3D 打印用于

装载磁铁的树脂膜具壳设计图。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。

图 4 ｜ CCK-8 实验筛选适合的 ZIF-8 和 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒质量浓度和

磁刺激强度

Figure 4 ｜ Mass concentration and magnetic stimulation intensity suitable 
for ZIF-8 and Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles screened by CCK-8 assay 

中具有较大的潜力
[16-17]

。此次实验结果表明，负载 Fe3O4

纳米颗粒确实可以有效提高骨髓间充质干细胞的增殖活

性和成骨能力，并且在磁场作用下的成骨效果更加明显。

WU 等
[18]

同样发现 Fe3O4 纳米颗粒在 100 MT 静磁场作用

下能够促进骨髓间充质干细胞的成骨分化，这可能归因于

机械转导的作用机制。整合素被认为是参与机械转导的

重要促进因素，它是细胞外基质蛋白的受体，在细胞迁移、

黏附、增殖和存活中起着至关重要的作用，能够启动与成

3   讨论   Discussion
有研究发现，细胞将持续作用的弱磁力转化为内部

生化信号的过程是促进骨再生的主要机制
[13-14]

。YUN 等
[15]

发现在静磁场的作用下，骨髓间充质干细胞表面镁离子

通道蛋白的活性通过磁扭矩效应得到增强，进而促进骨

髓间充质干细胞捕获镁离子，诱导新骨生成。Fe3O4 纳米

颗粒作为一种具有超顺磁性、低毒性和高纯度的磁性纳

米材料，能够快速响应外部磁场，在骨组织工程的应用
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图注：ZIF-8 为沸石咪唑酯骨架，两种纳米颗粒的质量浓度均为 50 μg/mL，磁场刺激强度为 100 MT。A 为成骨诱导 7 d 的碱性磷酸酶染色图；B 为

成骨诱导 14 d 的茜素红染色图；C 为成脂诱导 7 d 的油红 O 染色图；D 为碱性磷酸酶定量检测结果；E 为茜素红染色定量检测结果；F 为成骨诱导

7 d 的 Runx2 蛋白质量浓度检测结果；G 为成脂诱导 7 d 的油红 O 染色定量检测结果。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。

图 6 ｜ ZIF-8 和 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨髓间充质干细胞成骨与成脂分化的影响  
Figure 6 ｜ Effects of ZIF-8 and Fe3O4@ZIF-8 nanoparticles on osteogenic and adipogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells

图注：ZIF-8 为沸石咪唑酯骨架，两种

纳米颗粒的质量浓度均为 50 μg/mL，
磁场刺激强度为 100 MT。培养 1，3 d，
各组纳米颗粒具有较好的细胞相容性，

未见明显的死细胞；培养 5 d，Fe3O4@
ZIF-8+ 磁场组开始出现少量的死细胞，

比例尺为 200 μm。

图 5 ｜ ZIF-8 和 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒

对骨髓间充质干细胞活性的影响 ( 活死

细胞染色 )
Figure 5 ｜ Effect of ZIF-8 and Fe3O4@
ZIF-8 nanoparticles on the activity of 
bone marrow mesenchymal stem cells 
(living/dead cell staining)
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骨分化相关的细胞内信号级联反应
[19]
。研究表明，Fe3O4

纳米颗粒在磁场的作用下显著上调了整合素 α3 和整合素

α5 的表达
[20-22]

，因此，作者推测 Fe3O4 纳米颗粒与磁场的

交互作用会激活细胞内信号网络，促进整合素表达上调，

导致成骨分化增强。

尽管 Fe3O4 纳米颗粒已获得美国食品药品监督管理

局的临床批准
[23]
，但其具有较高的比表面积，往往会发

生自身团聚，通常用聚乙二醇进行修饰增强其胶体稳定 

性
[24]
。然而，聚乙二醇化系统在重复给药后往往会迅速

从循环中消除，这种现象被称为加速血液清除效应，阻碍

了聚乙二醇化纳米药物的生物利用度
[25]
。此外研究发现，

聚乙二醇化纳米颗粒会引起免疫反应，治疗诱导的抗聚

乙二醇抗体的产生通过激活加速血液清除效应来降低聚

乙二醇化纳米药物的治疗效果
[26]
。

为了解决上述问题，课题将超顺磁性 Fe3O4 纳米颗粒

引入 ZIF-8 骨架中从而构建内源性磁性微环境，尽可能地

减少磁性材料的含量和调控所需磁辐射的强度，从而降

低潜在的磁性相关毒性。ZIF-8 由二甲咪唑连接的四面体

锌离子构成，具有可调的孔径和高的孔隙率，在生物医

学领域广泛应用于药物传递
[27]
、吸附和催化等方面

[28-29]
。

ZIF-8 作为金属有机骨架中最重要的亚类之一，不仅具有

持续释放负载物的能力，并且能通过 pH 值响应性释放锌

离子来促进成骨
[30]
。课题组前期在引导骨再生膜表面成

功制备了纳米 ZIF-8 涂层，该材料在体液环境中能够缓慢

释放出锌离子，并且显示出良好的细胞相容性、生物降

解性和成骨活性。来自 ZIF-8 的 Zn2+
已被证明通过 Wnt/

β-catenin 途径促进成骨细胞的分化和增殖，从而刺激骨

形成，抑制骨吸收
[31]
。综合以上结果，Fe3O4@ZIF-8 纳米

颗粒被认为是一种有潜力的纳米载体，具有调控药物释放

和磁刺激促进骨再生的双重功能，将 ZIF-8 和 Fe3O4 结合

不仅可以充分利用 ZIF-8 的药物释放能力和 pH 值响应性，

还能发挥 Fe3O4 的磁性特性；另外，通过控制纳米复合材

料的制备方法和组成可以调整其物理化学性质，以满足

骨修复的需求。

课题设计了一种基于磁场调控的新型高效纳米载药

复合体——Fe3O4@ZIF-8，对于促进骨缺损区骨再生具有

重要的临床意义，然而该研究仍存在一些局限性
[32-34]

：首

先，磁场对骨髓间充质干细胞的成骨分化效果可能取决

于多个参数，包括磁场的强度、方向、频率和持续时间，

因此未来需要对这些参数进一步优化以实现更理想的效

果；其次，不同来源骨髓间充质干细胞对磁场的反应可

能存在差异，这可能受到细胞的器官来源、健康状态及

个体差异等因素的影响；此外，磁场在生物体内的渗透

深度存在一定限制，因此未来在应用磁场时需要考虑到

如何确保其影响到目标区域的骨髓间充质干细胞。尽管

实验结果表明 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨髓间充质干细胞

的成骨分化具有明显的促进作用，但将这些结果成功转

化为临床应用仍然有很长的路要走，未来需要更深入的

体内研究来确保其在人体内骨髓间充质干细胞的成骨分

化中同样有效且安全。

此次实验结果证明，Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒具有超顺

磁性和优异的生物相容性，相较于传统的 ZIF-8 骨架，在

磁场微环境作用下 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒能够显著增强

骨髓间充质干细胞的增殖活性。当外部施加 100 MT 的

静磁场时，Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒进一步诱导了骨髓间充

质干细胞的成骨分化。油红 O 染色结果提示，在磁场条

件下 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒对骨髓间充质干细胞的成脂分

化产生了抑制作用，可能与其磁性质和表面特性有关，

Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒在外加磁场下影响细胞信号传导和

细胞内钙离子浓度等细胞生理过程，进而影响脂肪生成，

这种抑制作用可能导致细胞分化方向的转变，进而促进

成骨过程。然而，Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒在磁场条件下对

脂肪生成的抑制作用和对成骨的促进作用可能是复杂的，

受到多种因素的综合影响，例如：Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒

的性质、浓度、处理时间和磁场等因素都可能影响其对

细胞的作用方式和效果，因此在研究中需要对这些因素

进行深入探讨，以更全面地理解 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒在

磁场条件下对脂肪生成和成骨的影响机制。

综合以上结果，在特定的磁场条件下，Fe3O4@ZIF-8

纳米颗粒可以调控骨髓间充质干细胞的生物活性和分化

行为，为骨组织工程和再生医学领域的应用提供了潜在

的新途径。未来应深入探究 Fe3O4@ZIF-8 纳米颗粒的促成

骨机制，为骨缺损治疗提供新的解决方案。
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