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【摘要】目的　为探索心肌梗死后的新治疗策略，本研究结合生物材料探索心肌梗死后恶劣微环境的改善策略。方法　通过对
生物相容的透明质酸改性与羧甲基壳聚糖共同制备可注射水凝胶，同时制备纳米胶束包载的姜黄素（ＰＰ＠Ｃｕｒ）用以改善心肌细胞
的凋亡。通过流式细胞仪检测、荧光染色验证ＰＰ＠Ｃｕｒ的微环境改善作用以及心肌细胞保护作用。结果　姜黄素纳米颗粒结合水
凝胶能够改善心肌梗死后的高炎症和高活性氧环境。结论　生物材料结合纳米递送平台用于心肌梗死后微环境改善是可行的，并
且有望成为心肌梗死治疗的重要研究方向。
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　　心肌梗死是由于心脏急慢性缺血导致心脏功能
部分丧失的疾病［１］。临床采用溶栓、经皮冠状动脉介

入治疗以及冠状动脉旁路移植术等手段修复心肌细

胞的血流供应。由于心脏功能的不可逆丧失，患者的

预后并不理想，迫切地需要新的治疗手段来改善患者

心肌梗死治疗后的预后［２］。

通常，心肌梗死后的组织修复分为三个阶段，即

梗死期、急性炎症期和修复期［３］。其中第三阶段与心

肌梗死后修复直接相关，并影响着患者的预后。修复

期内，随着渗漏内容物的清除，机体进入慢性炎症阶

段（修复阶段），在梗死环境中，持续的炎症上调 ＮＯＤ
样受体热蛋白结构域相关蛋白３炎症小体的表达［４］，

过度的炎症小体激活会产生不利的影响，其次细胞外

基质中过量活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的积
累也会损伤心肌细胞［５］，随后心脏负荷增加并导致持

续的心脏损伤，造成心肌细胞不断损伤的恶性循环并
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最终走向心力衰竭［６］。因此，针对心肌梗死后的炎症

和ＲＯＳ进行治疗，能够在一定程度上延缓心肌细胞的
持续损伤，延缓心室重塑、纤维化过程并减少心力衰

竭的可能［７８］。然而，由于心脏组织跳动的特性，药物

在损伤组织内的富集量低、驻留时间短限制了该治疗

策略对微环境的改善作用。

随着生物材料研究的不断发展，可植入生物材料

在组织修复中展现出良好的应用前景［９］。其中，可注

射水凝胶因其生物相容性极佳、能够软化瘢痕的同时

能为损伤的心脏组织提供机械支撑而被广泛研

究［１０１１］。然而水凝胶本身并不具有治疗作用，需要结

合其他的治疗药物进行治疗。姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ，
Ｃｕｒ），一种植物来源的多酚类化合物，因其具有抗炎
抗氧化的特性，成为理想的微环境改善活性分

子［１２１７］。然而，水溶性差、口服给药利用率低限制了

Ｃｕｒ在心肌梗死治疗中的应用，经纳米胶束包裹可以
有效增加药物利用率［１８］。

基于此，本课题设计制备了一种以氧化透明质酸

（ｏｘｉｄｉｚｅｄｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＯＨＡ）、羧 甲 基 壳 聚 糖
（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＭＣｓ）为基材的希夫碱可注
射水凝胶，同时负载由聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，
ＰＥＧ）聚己内酯（ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ，ＰＣＬ）包裹的 Ｃｕｒ纳
米颗粒（ＰＰ＠Ｃｕｒ），用以改善心肌梗死后微环境。通
过体外细胞实验详细验证了其微环境改善作用，包括

可注射水凝胶以及纳米颗粒的细胞生物相容性、对巨

噬细胞极化的影响、自由基清除效果、对细胞内 ＲＯＳ
水平的影响。

１　材料与方法
１１　主要实验试剂

主要实验试剂包括：透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，
ＨＡ）（平均分子量 ８０００００）、ＣＭＣｓ（平均分子量
２４０００００，脱乙酰度 ＞９０％，取代度 ＞８０％）、ＰＥＧ（平
均分子量２０００）、Ｃｕｒ、高碘酸钠、２’，７’二氯荧光素二
乙酸酯 （２’，７’ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，
ＤＣＦＨＤＡ）、１，１二苯基２三硝基苯肼（１，１ｄｉｐｈｅｎｙｌ
２ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，ＤＰＰＨ）、丁二酸酐、苯甲醇、ε己内酯
均购自中国上海毕得医药科技股份有限公司；二环己

基碳二亚胺、４二甲氨基吡啶均购自日本东京化成工
业株式会社；吡啶、乙二醇、二氯甲烷、氯仿、苯甲醇均

购自中国成都科隆试剂；钙黄绿素、碘化丙啶来自中

国上海碧云天生物技术股份有限公司；生物试剂均来

自中国武汉普诺赛生命科技有限公司；Ｅｌｉｓａ试剂盒购
自中国江苏酶免实业有限公司；Ｈ９ｃ２细胞系由中国西
部战区总医院惠赠；ＲＡＷ２６４．７细胞系由中国西南交
通大学生命科学与工程学院惠赠。

１２　可注射水凝胶的制备
１．２．１　ＨＡ的氧化改性

ＨＡ１０．００ｇ，溶解于９０ｍＬ去离子水。高碘酸钠
０．６０ｇ溶解于１０ｍＬ去离子水，高碘酸钠水溶液加入
ＨＡ中，室温避光反应５ｈ。１ｍＬ乙二醇终止反应。去
离子水，透析（截留分子量８０００～１４０００）４８ｈ，冻干
获得ＯＨＡ。
１．２．２　可注射水凝胶的制备

ＯＨＡ（２．５％ ｗ／ｖ）与ＣＭＣｓ（５％ ｗ／ｖ）等体积混合
观察水凝胶成胶时间，２６Ｇ针头注射。
１．３　纳米胶束的制备
１．３．１　羧基化ＰＥＧ的制备

ＰＥＧ１０．００ｇ溶解于１００ｍＬ氯仿，加入丁二酸酐
１．９７ｇ及１ｍＬ吡啶，６０℃反应８ｈ，除去溶剂，５０ｍＬ
二甲基亚砜溶解后去离子水透析（截留分子量１０００）
４８ｈ，经冻干获得羧基化ＰＥＧ。
１．３．２　ＰＣＬ的聚合制备

重蒸ε己内酯１０．００ｇ，苯甲醇１２９．６０ｍｇ及氯化
亚锡 １０１．７０ｍｇ均匀混合。真空干燥 ５ｈ，升温至
１４０℃反应６ｈ。冷却后，５ｍＬ二氯甲烷溶解，溶液缓
慢滴加进５０ｍＬ冰乙醇中并持续搅拌，过滤冰乙醇清
洗干燥获得ＰＣＬ。
１．３．３　ＰＥＧＰＣＬ聚合物制备

羧基化ＰＥＧ１．６０ｇ溶解至３０ｍＬ二氯甲烷中，加
入二环己基碳二亚胺１３３．９０ｍｇ，室温搅拌１５ｍｉｎ后
加入ＰＣＬ３．２０ｇ及４二甲氨基吡啶７９．３０ｍｇ，氮气保
护室温反应４８ｈ，去离子水终止反应。过滤白色沉淀
固体，除去溶剂后加入２０ｍＬ乙酸乙酯重新溶解，０℃
静置１２ｈ后过滤收集滤液，经减压蒸馏，二氯甲烷重
新溶解后滴入预冷的不断搅拌的冰乙醇中，重复二氯

甲烷溶解、冰乙醇析出过程３次，干燥后获得ＰＥＧＰＣＬ
聚合物。

１．３．４　Ｃｕｒ的包封（ＰＰ＠Ｃｕｒ）
１０．００ｍｇＰＥＧＰＣＬ及１．００ｍｇＣｕｒ溶解至１０ｍＬ

四氢呋喃中，随后将ＰＥＧＰＣＬ及Ｃｕｒ的四氢呋喃溶液
缓慢滴加进不断搅拌的１０ｍＬ磷酸缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）中，保持转速３００ｒ／ｍｉｎ直至四氢
呋喃完全挥发。获得载药纳米胶束溶液，随后经过

滤、冻干获得黄色纳米胶束粉末。

１４　水凝胶及纳米胶束的性能表征
１．４．１　水凝胶性能表征

傅里叶变换红外光谱：分别称取 ＯＨＡ、ＣＭＣｓ、冻
干水凝胶样品１０．００ｍｇ与２０．００ｍｇ溴化钾粉末混合
研磨后压片，检测４００～４０００ｃｍ－１范围内的红外吸收
光谱。
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成胶时间、可注射效果：将２．５％ＯＨＡ的 ＰＢＳ溶
液，与５％ＣＭＣｓ的 ＰＢＳ溶液等体积混合，罗丹明 Ｂ染
色，观察并记录至混合后的成胶时间。

流变学性能：制备直径２５ｍｍ，厚度０．１ｃｍ的水
凝胶圆片，３７℃，测定水凝胶的储能模量及损耗模量
随角频率（０．１～１００ｒａｄ／ｓ）变化曲线。

扫描电子显微镜形貌观察：水凝胶样品经喷金

（１０ｎｍ）后，扫描电子显微镜观察水凝胶形貌。
水凝胶的溶胀性能检测：水凝胶加入５ｍＬ去离子

水将其完全浸泡，３７℃环境下，记录不同时间点胶体
吸水后的质量，直至胶体吸水平衡且质量保持稳定

后，达到溶胀平衡。设定时间点的凝胶质量［Ｗｑ
（ｍｇ）］、凝胶的初始质量［Ｗｐ（ｍｇ）］，用于计算溶胀百
分比；溶胀百分比＝（Ｗｑ－Ｗｐ）÷Ｗｐ×１００％。

水凝胶的体外降解实验：水凝胶加入１０ｍＬＰＢＳ，
３７℃，５０ｒ／ｍｉｎ振荡，不同时间点取出凝胶冻干后记
录凝胶的质量。凝胶初始质量［Ｗ０（ｍｇ）］、设定时间
点质量［Ｗｔ（ｍｇ）］，用于计算降解百分比（ΔＷ）；ΔＷ＝
（Ｗ０－Ｗｔ）÷Ｗ０×１００％。
１．４．２　纳米胶束的表征

动态光散射粒径分布、电位检测：纳米颗粒经动

态光散射仪检测粒径。马尔文电位皿检测并记录纳

米胶束的电荷特性。

胶束的载药率和包封率：胶束中的 Ｃｕｒ的包载量
通过紫外分光光度计（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，
ＵＶＶＩＳ）检测制备 Ｃｕｒ标曲后，检测纳米颗粒中 Ｃｕｒ
含量计算载药率（ＬＣ）和包封率（ＥＥ）。计算方法为：
ＬＣ＝胶束中 Ｃｕｒ质量 ÷胶束质量 ×１００％；ＥＥ＝胶束
中Ｃｕｒ质量÷Ｃｕｒ投料质量×１００％。

胶束的药物释放考察：称取２０．００ｍｇ胶束粉末，
１０ｍＬＰＢＳ复溶后，透析袋（截留分子量５００）检测不
同时间袋外Ｃｕｒ释放量。

载药纳米胶束的自由基清除效果评价：１ｍｇ／ｍＬ
的ＰＰ＠Ｃｕｒ溶液，稀释至 １００μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、
２５μｇ／ｍＬ、０μｇ／ｍＬ。采用 ＤＰＰＨ法检测 ＰＰ＠Ｃｕｒ的
自由基清除效率（Ｄｖｃ）的计算方法为：Ｄｖｃ＝（Ａ空
白－Ａ阳性对照）÷Ａ空白×１００％。

纳米胶束形貌检测：１ｍｇ／ｍＬ的ＰＰ＠Ｃｕｒ，滴加至
铜网上，１ｍｉｎ后吸去多余液体，重复两次。１％（Ｗ／
Ｗ）的磷钨酸复染，透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）下观察纳米胶束的形貌。
１．５　体外细胞实验评价

无特殊说明，完全培养基均为含１０％胎牛血清以
及１％青霉素链霉素（双抗）的ＤＭＥＭ高糖培养基。

１．５．１　细胞相容性评价
细胞增殖与毒性检测试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，

ＣＣＫ８）检测：按 ＣＣＫ８试剂盒说明书检测细胞与
２００μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、２５μｇ／ｍＬ以及
１０μｇ／ｍＬ纳米颗粒／水凝胶培养２４ｈ后的细胞活力。
具有细胞、药物溶液的孔的吸光度［Ａ（加药）］、培养
基吸光度［Ａ（空白）］和细胞吸光度［Ａ（０加药）］用于
计算细胞存活率：细胞存活率 ＝［Ａ（加药）－Ａ（空
白）］÷［Ａ（０加药）－Ａ（空白）］×１００％。

活／死染色：按活／死细胞染色试剂盒说明书检测
细胞与２００μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、２５μｇ／ｍＬ
以及１０μｇ／ｍＬ纳米颗粒／水凝胶培养 ２４ｈ后细胞
活力。

１．５．２　巨噬细胞极化流式细胞仪检测
脂多糖（５０ｎｇ／ｍＬ）、Ｃｕｒ（５μｇ／ｍＬ）、ＰＰ＠Ｃｕｒ

（５０μｇ／ｍＬ）培养 ＲＡＷ２６４．７细胞系至４８ｈ。藻红蛋
白标记的小鼠 ＣＤ８６流式抗体，４℃孵育 ４０ｍｉｎ。
Ｔｒｉｔｅｎ１００破膜后，异硫氰酸荧光素标记的小鼠ＣＤ２０６
流式抗体，４℃孵育４０ｍｉｎ。经流式细胞仪检测巨噬
细胞的Ｍ１／Ｍ２表型。
１．５．３　ＤＣＦＨＤＡ检测细胞内ＲＯＳ水平

Ｈ９ｃ２细胞以 ５×１０５／孔，接种至 ２４孔板，１００
μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２模拟高 ＲＯＳ环境２４ｈ。ＤＣＦＨＤＡ工作
液与 Ｈ９ｃ２细 胞 共 同 孵 育 １ ｈ，ＰＢＳ清 洗 后，
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２工作液染色 ２０ｍｉｎ（室温）。荧光显微
镜下观察细胞内 ＲＯＳ分布。流式细胞仪定量检测细
胞内的ＲＯＳ水平。
１６　统计分析方法

采用 ＳＰＳＳ进行统计分析，Ｏｒｉｇｉｎ２０２３绘制图形。
无特殊说明ｎ＝３，计量资料服从正态分布的采用变量
平均值±标准差表示，统计学差异采用 ｔ检验，“ｎｓ”表
示无显著性差异Ｐ＞０．０５，“”表示显著水平为 Ｐ＜
００５，“”表示显著水平为 Ｐ＜０．０１，“”表示
显著水平为Ｐ＜０．００１，“”表示显著水平为Ｐ＜
０．０００１。
２　结果
２１　可注射水凝胶的制备及表征

ＯＨＡ中醛基与ＣＭＣｓ氨基，在ｐＨ＝７．４时形成动
态希夫碱键［１９］，交联形成水凝胶。对成胶时间进行检

测（图１ａ），可注射水凝胶在９０ｓ左右凝固成胶。
傅里叶变换红外光谱表明，ＯＨＡ在１７２４ｃｍ－１出现

明显的吸收，此处的Ｃ＝Ｏ吸收表示醛基的形成。而在
ＣＭＣｓ的红外光谱中，３４８８ｃｍ－１处以及３４１１ｃｍ－１处
的双峰吸收表明ＣＭＣｓ中存在着裸露的氨基结构。形
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成水凝胶后，氨基的特征吸收以及醛基的特征吸收均

消失，表明水凝胶通过希夫碱键进行交联（图１ｂ）。随
后，通过扫描电子显微镜对水凝胶的表面形貌进行观

测。水凝胶呈现疏松多孔的结构，空隙大小为１０～５０
μｍ，能够实现纳米胶束的包封（图１ｃ）。通过对水凝

胶进行流变性能检测，在０．１～１００ｒａｄ／ｓ的往复运动
范围内，Ｇ’均 ＞Ｇ’’，表明水凝胶在往复运动的过程
中，可以保持完整的凝胶状态，不会因为运动碎裂，满

足心脏部位的注射及载药需求（图１ｄ）。

　　注：ａ，ＯＨＡ与ＣＭＣｓ成胶效果，成胶时间；ｂ，傅里叶变换红外光谱检测结果；ｃ，扫描电子显微镜水凝胶形貌；ｄ，水

凝胶在０．１～１００ｒａｄ／ｓ流变学检测。

图１　水凝胶性能表征

２２　纳米胶束的制备与表征
纳米胶束经动态光散射检测（图２ａ、ｂ），载药前的

纳米胶束粒径分布于（８２．９５±３．８７）ｎｍ，而载药后
的纳米胶束粒径分布于（１０６．１０±２．４４）ｎｍ，载药前
后均保持均匀的纳米状态。且载药后纳米胶束较载

药前增加，表明药物成功包载。随后对纳米胶束的

表面电荷情况进行检测（图２ｃ），纳米胶束携带负电
荷且载药并不会改变其表面电荷状态，表面的负电

荷有利于降低纳米胶束于细胞膜表面的亲和，降低

纳米胶束的细胞毒性［２０］。ＴＥＭ的结果也表明纳米
胶束呈现均匀的球状（图２ｄ），粒径的分布与动态光
散射结构符合［２１］。

　　注：ａ，载药前纳米胶束粒径图；ｂ，载药后纳米胶束粒径图；ｃ，载药前后纳米胶束表面电位；ｄ，纳米胶束 ＴＥＭ形
貌；ｅ，Ｃｕｒ在４２５ｎｍ的浓度吸光值标准曲线及ＰＰ＠Ｃｕｒ的载药率及包封率；ｆ，ＰＰ＠Ｃｕｒ药物释放曲线；ｇ，纳米胶束自
由基清除能力。

图２　ＰＰ＠Ｃｕｒ性能表征

·０９１· 心血管病学进展２０２４年２月第４５卷第２期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２４，Ｖｏｌ．４５，Ｎｏ．２



书书书

　　根据ＵＶＶＩＳ检测结果，纳米胶束中Ｃｕｒ的载药率
保持在（７．７２±０．３７）％，而包封率保持在（８３．７２±
３７７）％（图２ｅ）。表明纳米胶束能够高效地包载。随
后进行药物释放实验，在１５ｈ内，药物持续释放，达到
释放的稳定，并最终药物的释放达到８０％（图２ｆ）。通
过ＤＰＰＨ证明了 ＰＰ＠Ｃｕｒ能够有效地清除环境中的
ＲＯＳ（图２ｇ）。
２３　ＰＰ＠Ｃｕｒ改善微环境及心肌细胞保护的体外细
胞实验评价

２３１　纳米胶束及水凝胶的细胞相容性评价
活／死细胞染色印证了材料细胞相容性良好（图

３ａ），细胞均呈现绿色荧光（活细胞）。根据 ＣＣＫ８的
检测结果，经过３６ｈ与细胞的共同培养，细胞并没有
明显的死亡，均保持在９０％以上，符合实验及治疗的
需求（图３ｂ）。
２３２　纳米胶束改善细胞内高ＲＯＳ环境

细胞内的高ＲＯＳ会诱发心肌细胞的持续凋亡，同
时刺激炎症细胞的激活［２２］，因此，改善细胞内外的高

ＲＯＳ有利于保持心脏功能，降低心肌细胞的进一步损
伤。如图所示，ＰＰ＠Ｃｕｒ能够有效地清除细胞内的
ＲＯＳ（图３ｃ）。

　　注：ａ，不同浓度水凝胶及纳米颗粒与Ｈ９ｃ２细胞共培养后，活／死细胞染色（绿色荧光活细胞／红色荧光死细
胞）；ｂ，不同浓度水凝胶及纳米胶束与Ｈ９ｃ２细胞培养后细胞增殖活性 ＣＣＫ８检测；ｃ，ＰＰ＠Ｃｕｒ对细胞内 ＲＯＳ水
平影响荧光图（绿色ＲＯＳ，蓝色细胞核）；ｄ，ＰＰ＠Ｃｕｒ对巨噬细胞表型影响流式细胞仪检测（左），ＰＰ＠Ｃｕｒ对巨噬

细胞表型影响定量统计（右）（其中Ｍ１巨噬细胞表达ＣＤ８６＋／ＣＤ２０６－，Ｍ２巨噬细胞表达ＣＤ８６－／ＣＤ２０６＋）。
图３　体外微环境改善效果评价

２３３　ＰＰ＠Ｃｕｒ能够有效促进巨噬细胞由 Ｍ１向 Ｍ２
转化

巨噬细胞的表型在一定程度上会影响微环境中

炎症水平［２３］。因此，改变巨噬细胞的表型，尤其是促

进巨噬细胞由Ｍ１向 Ｍ２表型转化有利于降低过度的
炎症反应，改善高炎症微环境［２４］。因此，本研究利用

脂多糖建立心肌梗死后的高炎症微环境，用不同浓度

的纳米胶束进行治疗。结果表明，随着纳米胶束的给

药浓度增加，Ｍ１表型的巨噬细胞比例逐步下降，而
Ｍ２表型的巨噬细胞逐步增加（图３ｄ）。
３　讨论

本研究成功设计和制备了负载ＰＰ＠Ｃｕｒ的多糖水
凝胶，并详细阐述了水凝胶负载 ＰＰ＠Ｃｕｒ用于心肌梗
死后微环境改善的作用效果。简言之，心肌梗死后微

环境中的高ＲＯＳ环境和炎症环境造成心肌细胞持续
凋亡，并造成心脏功能的持续损失，因此，损伤心肌的
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微环境改善对心肌梗死后的预后影响显著。

本研究通过模拟高炎症环境和高 ＲＯＳ环境建立
体外恶劣微环境，评价经治疗后的巨噬细胞表型变

化、炎症因子分泌，ＰＰ＠Ｃｕｒ能够有效地促进巨噬细胞
由促炎表型（Ｍ１）向炎症抑制表型（Ｍ２）转变，表型改
变的巨噬细胞降低了促炎因子肿瘤坏死因子α的表
达、同时炎症抑制因子白细胞介素１０表达升高。另
一方面，ＰＰ＠Ｃｕｒ能够有效地清除自由基并降低高
ＲＯＳ环境下细胞内 ＲＯＳ水平。综上，ＰＰ＠Ｃｕｒ能够有
效地改善高 ＲＯＳ、高炎症的恶劣微环境，为心肌梗死
后组织修复创造良好环境。
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