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腺苷受体A2A抑制剂ZM241385对骨折愈合生物力学的影响

王 东，王静怡，周君琳，郑 爔*

首都医科大学附属北京朝阳医院，北京 100020

摘 要：目的 评估腺苷受体 A2A 抑制剂 ZM241385 对骨折愈合生物力学的影响。方法 采用温敏水凝胶聚乙交酯丙交

酯（PLGA）-聚乙二醇（PEG）-聚乙交酯丙交酯（PLGA）溶解ZM241385制备缓释系统。取 20只大鼠随机分为腺苷受体

A2A抑制剂组与对照组，每组 10只。制备大鼠股骨干骨折模型，造模时骨折局部应用ZM241385缓释系统，造模后每 24 h

骨折局部 im相应药物，持续 7 d。造模后第 14、28天对大鼠骨折局部进行micro-CT扫描，测量骨折局部总体积、骨体积、

骨痂体积。通过Ansys Workbench 2017软件进行仿真分析，对大鼠骨折局部施加轴向以及旋转应力评估骨折生物力学强度。

结果 腺苷受体 A2A抑制剂组大鼠造模后 14 d总体积、骨体积、骨痂体积均显著低于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05、

0.01）。造模后 28 d，腺苷受体A2A抑制剂组大鼠总体积、骨痂体积均超过对照组，差异具有统计学意义（P＜0.01），骨体积无

统计学差异。当轴向应力为 1、5、10 N或者旋转应力为 0.5 N·m时，腺苷受体A2A抑制剂组造模后 14、28 d最大应力、最

大应变、平均位移均显著高于对照组，差异具有统计学意义（P＜0.001）。结论 腺苷受体A2A抑制剂明显抑制骨愈合，降

低骨折局部轴向和旋转的力学强度，腺苷受体A2A可能是发生二次骨折或骨不连的关键受体。
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Effects of adenosine receptor A2A inhibitor ZM241385 on biomechanical
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Abstract: Objective To evaluate the effects of adenosine receptor A2A inhibitor on biomechanics strength of fracture healing.

Methods PLGA-PEG-PLGA was used to dissolve receptor inhibitor to make drug delivery system. 20 rats were randomly divided

into inhibitor group and control group with 10 rats in each group. The femoral shaft fracture rat model was made, and the drug

release system was applied to the fracture site. Rats were received the corresponding drugs every 24h during seven days after

modeling by fracture site injection. On the 14th and 28th day after modeling, micro CT scanning was performed to measure the total

volume, bone volume and callus volume. Through the simulation analysis of ANASYS workbench 2017 software, the axial and

rotational stresses were applied to evaluate the biomechanical strength of the fracture. Results The total fracture volume, bone

volume and callus volume of the inhibitor group were significantly lower than those of the control group at 14 d after model (P <

0.05 and 0.01). At 28 d after modeling, the total volume and callus volume in adenosine receptor A2A inhibitor group were higher

than those in control group, the differences were statistically significant (P < 0.05), but there was no significant difference in bone

volume. When the axial stress was 1, 5, 10 N or the rotational stress was 0.5 N·m, the maximum stress, maximum strain and average

displacement of the inhibitor group were significantly higher than those of the control group at 14 and 28 d after model (P < 0.001).

Conclusion adenosine receptor A2A inhibitor inhibits bone healing and is closely related to bone biomechanical strength. After

inhibiting the receptor, the axial and rotational mechanical strength of fracture decreased significantly, and secondary fracture or

nonunion were prone to occur.
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骨折是临床常见的损伤之一，其发生率为

2%～3%［1］。严格按照诊疗规范诊治，仍有 5%～

10%的患者发生骨折延迟愈合甚至骨不连［2-3］。影

响骨折愈合的因素较多，如力学、成骨-破骨、骨诱

导、免疫、血运等。发生骨不连后，多数患者接受手

术及骨移植，但创伤较大，即使最终骨折愈合，患肢

功能也会受到影响［4-6］。

腺苷受体 A2A 是 G 蛋白偶联受体超家族的一

员。有研究报道，腺苷受体A2A激动剂具有抑炎作

用，腺苷受体A2A抑制剂具有促炎以及抑制组织愈

合的作用［7-9］。目前国内关于腺苷受体A2A与骨折

愈合的研究较少，国外从 2015年开始逐渐有文献报

道，但也都是局限在颅骨骨缺损修复方面，对四肢

骨折愈合以及生物力学方面的作用并没有研究报

道。2020年，本课题组通过大鼠胫骨骨折模型，发

现腺苷受体A2A与骨折愈合密切相关，抑制腺苷受

体A2A大鼠骨折愈合缓慢，出现骨折不愈合情况，

但是机制不清［7］。

本研究通过大鼠股骨干骨折模型，建立腺苷受

体A2A抑制剂ZM241385（结构式见图 1）聚乙交酯

丙交酯（PLGA）-聚乙二醇（PEG）-聚乙交酯丙交

酯（PLGA）缓释系统，探讨腺苷受体A2A抑制剂对

骨折愈合生物力学的作用。

1 材料

1.1 实验动物

SPF级雌性成年 SD大鼠购买于北京维通利华

实验动物技术有限公司，实验动物生产许可证号为

SCXK（京）2016-0006，体质量均为 250 g 左右。无

菌饲料、动物垫料均由北京维通利华实验动物技术

有限公司提供，饲养饮用水采用美国密理博公司生

产的 Milli-Q Advantage A10 型纯水器净化的无菌Ⅰ

级超纯水，大鼠 24 h 均可饮水、进食。所有大

鼠均单笼饲养，排除由于相互撕咬影响实验结

果。大鼠饲养环境为温度 23.6 ℃、湿度 35%、排

风速度为0.15 m·s−1，昼夜明暗交替时间为12 h/12 h。

所有动物实验均由首都医科大学动物伦理委员

会审查通过，伦理编号为 AEEI-2021-235。大鼠

人道终点为：进食水非常困难、伤口严重感染、

肢体坏死、出现自噬以及轻触出现尖叫等。大鼠采

用 ip过量麻醉药物处死（戊巴比妥钠 100 mg·kg−1）。

大鼠无呼吸认为死亡。

1.2 主要试剂

戊巴比妥钠、异氟烷由首都医科大学附属北京

朝阳医院医 学 研 究 中 心 提 供 ；温 敏 水 凝 胶 ：

PLGA（1 500～2 000）-PEG（1 000～1 500）-

PLGA（1 500～2 000）（货号 S27661）购买于上海源

叶生物科技有限公司；ZM241385（CAS 139180-30-

6）购买于上海陶术生物科技有限公司。

1.3 主要仪器

micro-CT机（Bruker Skyscan 1176，Belgium）。

2 方法

2.1 药物缓释系统的制备

5 g PLGA-PEG-PLGA 加入 25 mL 生理盐水，

4 ℃溶解 7 d，配置成载药系统。200 μg ZM241385

溶解于 100 μL PLGA-PEG-PLGA溶液中，制成药物

缓释系统［10-11］。

2.2 骨折模型的制备

大鼠采用 3% 异氟烷，氧流量 3 L·min−1诱导与

维持麻醉。麻醉成功后，右下肢备皮、消毒、铺无菌

洞巾。取股骨外侧切口，长约 1 cm。从阔筋膜张肌

与股外侧肌之间显露股骨干。利用骨锯制作股骨

干横行骨折，采用 1.0 mm克氏针作为髓内钉固定骨

折。骨折局部置入 100 μL ZM241385 缓释系统。

等待 10 min 后，逐层缝合肌肉、皮肤。造模后

前 3 d 每 天 im 8×104 U 青 霉 素 预 防 伤 口 感

染［ 7 ，12］（图 2）。

2.3 大鼠分组

20 只大鼠随机分为 2 组，对照组与腺苷受体

A2A 抑制剂组，每组 10 只。腺苷受体 A2A 抑制剂

组大鼠造模时，骨折局部置入 100 μL 携带 200 μg

ZM241385的缓释系统［7］，对照组大鼠造模时，骨折

局部置入 100 μL 温敏水凝胶。造模后 7 d每 24 h，

骨折局部注射 200 μg ZM241385或者生理盐水，连

续7 d。

2.4 骨组织micro-CT检测

大鼠造模后第 14、28天，每组大鼠选取 5只，留

图1 ZM241385结构式

Fig. 1 ZM241385 formula
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取大鼠右下肢，采用micro-CT机进行扫描。扫描前

拔出克氏针，层间距设定为18μm，源电压设定为65 kV，

电流为 381 μA，滤镜为 Al 1 mm。每旋转角度为

0.5°，总旋转角度为 180°。采用 NRecon 1.6.10.2 软

件（Bruker，Belgium）进行二维重建，重建范围为骨

折线上下 200层，即骨折线上下各 3.6 mm区域。每

层图像分辨率为2 000×2 000像素。

2.5 大鼠骨折愈合情况观察指标

采 用 Mimics 21.0 测 量 观 察 指 标 。 参 考

Bouxsein等［13］报道的方法，以灰度值 60～99界定为

骨痂组织，灰度值 100～254界定为骨组织。测量骨

折局部总体积、骨体积、骨痂体积等。

2.6 骨折生物力学观察指标

采用有限元分析方法评估骨折生物力学强度。

采用 NRecon 1.6.10.2二维重建、Mimics21.0三维重

建后，采用 Mimics 21.0 对三维图像进行体网格划

分，构建 6 面体网格，网格大小为（0.18×0.18×

0.18）mm3。参考股骨有限元赋材料属性的方法，

根据公式：密度＝−13.4＋1 017×CT 灰度值，杨氏

模量＝−388.8＋5 925×密度，泊松比 0.3 进行材料

赋值［14-15］。赋值完成后导出 cdb格式文件。文件导

入Anasys Workbench 2017。采用轴向应力、旋转应

力对骨折生物力学强度进行评估。

2.7 统计学方法

采用 SPSS 25.0 软件包进行统计学分析，采用

Shapiro-Wilk检验评估计量数据正态性。若计量数

据服从正态分布，采用 x
—
±s表示，组间比较采用独

立样本 t检验，若不服从正态分布，采用中位数（四

分位间距）表示，组间比较采用Mann-Whitney U检

验。计数资料采用率表示，组间比较采用 χ2检验或

者Fisher's精确检验。

3 结果

3.1 腺苷受体A2A抑制剂对骨折愈合的影响

20只大鼠均未出现进食水非常困难、伤口严重

感染、肢体坏死、自噬以及轻触出现尖叫等人道

终点。

对大鼠骨折局部进行分析，结果发现，腺苷受

体A2A抑制剂组大鼠造模后 14 d总体积、骨体积、

骨痂体积均显著低于对照组，差异具有统计学

意义（P＜0.05、0.01）。造模后 28 d，腺苷受体A2A

抑制剂组大鼠总体积、骨痂体积均超过对照组，差

异具有统计学意义（P＜0.01），骨体积无统计学差

异。结果见表1和图3。

3.2 腺苷受体A2A抑制剂对骨折生物力学的影响

大鼠骨折局部组织进行三维重建，绘制体

网格后根据灰度值进行材料赋值。各组大鼠体

网格数为：腺苷受体 A2A 抑制剂组造模后 14 d

（9 733.60±109.58）个，造 模 后 28 d（20 935.40±

154.72）；对照组造模后 14 d（11 182.60±564.32）个，

造模后28 d（166 630.00±863.40）个。

当轴向应力为 1、5、10 N，扭转应力为 0.5 N·m

时，造模后 14、28 d，腺苷受体A2A抑制剂组最大

表1 两组大鼠总体积、骨体积、骨痂体积（x
—

±s，n=10）

Table 1 Total volume, bone volume and callus volume of rats in two groups (x
—

±s，n=10)

组别

对照

腺苷受体A2A抑制剂

造模后14 d

总体积/mm3

66.68±2.16

60.38±1.65**

骨体积/mm3

44.89±1.73

41.55±1.19**

骨痂体积/mm3

21.79±1.63

18.84±2.22*

造模后28 d

总体积/mm3

98.33±4.75

117.28±4.01**

骨体积/mm3

53.34±2.02

54.83±2.34

骨痂体积/mm3

44.99±3.26

62.45±2.25**

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

 

 

 

 

A B C 

D E F 

A-应用PLGA-PEG-PLGA作为药物载体；B-取股骨外侧切口，游离

显露股骨干；C、D-采用骨锯制作股骨干横形骨折；E-骨折局部应用

ZM241385缓释系统；F-等待10 min后逐层缝合，关闭伤口

A-using PLGA-PEG-PLGA as drug carrier；B-lateral femoral incision

was made to dissociate and expose the femoral shaft；C，D-transverse

fracture of femoral shaft made by bone saw；E-fracture local applica‐

tion of ZM241385 release system；F-wait 10 min，then sutured the

wound layer by layer and closed wound

图2 骨折模型的制备

Fig. 2 Fracture model preparation
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应力、最大应变、平均位移均显著高于对照组，差异

具有统计学意义（P＜0.001）。结果见图4和表2。

4 讨论

腺苷受体作为G蛋白偶联受体超家族的一员，

在炎症反应、免疫调控等方面发挥重要作用［8］。近

些年有研究发现腺苷受体 A2A在组织愈合中起关

键作用［7］。2015年，Mediero等［9］通过腺苷受体A2A

基因敲除小鼠模型，制作小鼠颅骨骨缺损，发现腺

苷受体A2A基因敲除会导致骨修复缓慢，即使应用

腺苷受体 A2A激动剂也无法促进骨修复。但骨折

愈合与骨缺损的病理生理特点完全不一样，2020

年，本课题组率先开展腺苷受体A2A对骨折愈合作

用的研究［7］。研究发现，抑制腺苷受体A2A可以抑

制骨愈合，但是对于骨折生物力学的影响并不

清楚。

本研究在国内外首次探讨腺苷受体抑制剂

ZM241385 对骨折愈合生物力学的影响。采用 SD

大鼠作为研究对象，制作股骨骨折模型。选用

PLGA-PEG-PLGA 作 为 药 物 载 体 。 PLGA-PEG-

PLGA因其生物相容性好，已被美国食品药品监督

管理局批准应用于临床［16-17］。近些年已作为药物载

体被广泛使用［16-18］。本研究使用 PLGA-PEG-PLGA

作为腺苷受体A2A抑制剂载体，降低载体对于实验

结果的干扰。

采用micro-CT对大鼠股骨骨折部位进行扫描，

选取骨折线上下 200层作为分析范围，即骨折线上

下各3.6 mm区域。根据灰度分析，选取灰度值60～

99范围作为骨痂，100～254范围作为骨组织。结果

发现抑制腺苷受体 A2A 后，可以明显减缓骨折后

14 d 骨痂的形成，对骨折愈合具有明显抑制作用。

骨折 28 d时对照组骨折已开始塑形，部分大鼠骨折

黄色为骨痂组织，绿色为骨组织

Callus tissue was yellow and bone tissue was green

图3 两组大鼠骨折局部情况

Fig. 3 Local fracture conditions of rats in two groups

图4 两组大鼠轴向应力1、5、10 N，旋转应力0.5 N·m时云图

Fig. 4 Cloud images of two groups of rats at axial stress of 1, 5, 10 N and under rotational stress of 0.5 N·m
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已愈合，骨痂体积已明显低于腺苷受体A2A抑制剂

组。而腺苷受体 A2A抑制剂组虽然骨痂体积高于

对照组，但是没有大鼠骨折愈合。

采用有限元分析的方法对骨折愈合生物力学

强度进行评估。选取 1、5、10 N 轴向应力，0.5 N·m

的旋转应力作为外力进行分析。结果发现，抑制腺

苷受体A2A后，骨折后 14、28 d，施加外力后骨折局

部的应力、应变以及位移明显增加，表明骨折断端

生物力学强度明显下降，骨折不稳定性增加。

本研究结果发现腺苷受体 A2A 与骨折愈合生

物力学强度具有一定的相关性，当抑制受体后，骨

折愈合的力学稳定性下降，当再次遭受外力时易发

生再次骨折。而且骨折生物力学强度下降，影响力

学因素促进骨修复的作用。通过骨痂定量分析，

ZM241385会抑制骨形成，考虑可能与受体抑制后

影响力学因素对骨愈合的调控有关。

本研究的创新性为首次分析腺苷受体 A2A 对

骨愈合生物力学的调控作用，提出抑制受体降低骨

折愈合生物力学强度，首次在力学角度分析腺苷受

体与骨折愈合的关系。本研究不足之处为采用有

限元分析的方法，并没有在实体上进行探讨，所得

结论有待进一步验证。而且腺苷受体 A2A与骨力

学的关系，其中关键调控信号尚需要进一步研究。

并且本研究中未测量大鼠实验期间的体质量，也没

有检测大鼠血清骨代谢标志物。

抑制腺苷受体 A2A 会抑制骨痂形成。腺苷受

体A2A与骨折愈合生物力学强度密切相关，抑制该

受体骨折局部轴向和旋转的力学强度均明显下降，

其可能是发生二次骨折或骨不连的关键受体。
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