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可注射ＲＧＤ功能化的透明质酸果胶水凝胶

促进体外成软骨的研究
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【摘要】　目的　研究基于透明质酸（ＨＡ）己二酸二酰肼（ＡＤＨ）／ＲＧＤ寡肽功能化果胶（ＰＡＤ）的可注射 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤ

ＲＧＤ水凝胶体系的软骨形成作用。方法　采用腙交联法合成水凝胶。通过分析 ＨＡＡＤＨ与ＰＡＤＲＧＤ不同质量比（８∶２、

６∶４、４∶６）ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶的形态学、凝胶时间、力学强度、降解时间、细胞增殖和软骨作用等因素，综合评价该

水凝胶的特性。结果　质量比从８∶２减小到６∶４和４∶６时，水凝胶时间从 （１３２．８±４．８）ｓ分别增加到 （１８８．７±１０．１）ｓ

和 （３２８．９±１２．６）ｓ（犘＜０．０１），平衡溶胀比 （ＥＳＲ）从３２．８±１．５分别依次增大到３４．８±２．３和３６．４±１．９（犘＜０．０１）。经

过４９ｄ降解后，８∶２、６∶４、４∶６质量比组水凝胶的剩余质量比依次为８５．３％、７３．５％和５５．９％。另外，随着质量比减小，水

凝胶的力学强度不断减小。培养１ｄ后８∶２、６∶４、４∶６质量比组水凝胶的ｄｓＤＮＡ含量分别为 （０．７±０．１）μｇ、（０．６±

０．１）μｇ、（０．６±０．１）μｇ（犘＞０．０５）。培养２１ｄ后，６∶４组水凝胶ｄｓＤＮＡ含量为（１．９±０．２）μｇ明显高于８∶２组［（１．６±

０．１）μｇ，犘＜０．０５］和４∶６组［（１．５±０．１）μｇ，犘＜０．０５］。６∶４组水凝胶Ⅱ型胶原基因的表达为２．３±０．２明显高于８∶２组

（１．３±０．２，犘＜０．０５）和４∶６组（１．０±０．１，犘＜０．０５）。６∶４组糖胺聚糖（ＧＡＧ）产生量为（１６．５±１．４）μｇ明显高于８∶２组

［（９．１±１．４）μｇ，犘＜０．０５］和４∶６组［（８．８±１．０）μｇ，犘＜０．０５］。包裹在６∶４组水凝胶中软骨细胞胶原Ⅱ型免疫着色的细

胞百分比为（８３．７±１５．７）％，明显高于８∶２组［（５３．３±９．２）％，犘＜０．０５］和４∶６组［（４３．９±７．８）％，犘＜０．０５］。

结论　ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶具有适宜的凝胶时间，力学强度，良好的组织相容性和细胞相容性，并能增强软骨细胞增

殖，维持软骨细胞表型。不同质量比 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶具有不同性质，６∶４质量比水凝胶具有最好的物理化学和

生物学性质。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅｈｙｄｒｏｇｅｌ；Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ；Ｃａｒｔｉｌａｇｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

　　软骨细胞生长于高度水化的细胞外基质

（ＥＣＭ）中，通过分化簇抗原４４（ＣＤ４４）和整合素等

细胞表面受体与ＥＣＭ不断相互作用。在软骨修复

工程中，使用类似于ＥＣＭ 的仿生支架对促进软骨

细胞增殖和分化非常重要。

可注射水凝胶具有以下优点：①具微创性，可通

过关节镜技术将液态水凝胶注射到软骨缺损部位；

②液态的水凝胶完全填充不规则缺损后，通过交联

可变为固态，增强力学性能。透明质酸（ＨＡ）是软

骨ＥＣＭ中糖胺聚糖（ＧＡＧ）的重要成分，可用于制

作可注射水凝胶。但是，ＨＡ可注射水凝胶在交联

时可引入一些潜在的细胞毒性分子，如光敏剂和催

化剂，引起细胞损害。因此，开发无潜在细胞毒性的

ＨＡ可注射水凝胶，仍然是软骨缺损修复中亟待解

决的问题。

以腙为主，主要利用酰肼和醛官能团的交联方

法近年来受到极大关注。该交联方法不使用任何有

潜在毒性的试剂，效率高，无副产物，反应条件温和，

细胞相容性良好［１］。但是，由于缺乏必要的功能基

团，纯ＨＡ水凝胶无法完全模仿软骨ＥＣＭ 微环境。

果胶是植物细胞壁中提取的天然多糖，廉价且无免

疫原性，适合进行功能化［２］，ＲＧＤ寡肽则是 ＥＣＭ

蛋白中细胞膜整合素识别的最小序列［３］。引入果胶

和ＲＧＤ寡肽可提高 ＨＡ水凝胶的性能，更有利于

软骨再生。

我们发现了一种具有良好性质的仿生可注

射 ＨＡ／果胶水凝胶支架。这种支架由 ＨＡ己二

酸二酰肼（ＨＡＡＤＨ）与ＲＧＤ寡肽功能化果胶二

醛（ＰＡＤ）发生凝胶化反应形成。终产物 ＨＡ

ＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶成胶速度快，具有可调节

的力学性能、可控的降解行为、优异的细胞相容

性和组织耐受性。总的来说，枝接一定比例的

ＲＧＤ寡肽到 ＨＡ／果胶类水凝胶能够提供一种模

拟机体组织的微环境，有利于维持软骨细胞表

型，促进间充质干细胞的成软骨分化，为软骨再

生提供新的思路。

１　材料和方法

１．１　实验材料

主要试剂：透明质酸钠（上海阿拉丁公司），柑橘

果胶 （Ｆｌｕｃｋ 公司，美国）。高碘酸钠 （ＮａＩＯ４）、

ＡＤＨ、４吗啉代乙磺酸（ＭＥＳ）、氯胺Ｔ、对二甲基氨

基苯甲醛、软骨素酶 ＡＢＣ、蛋白酶 Ｋ（≥３０单位每

ｍｇ蛋白质）、透明质酸酶（ＨＡｓｅ）和 Ｎ羟基琥珀酰

亚胺（ＮＨＳ）均购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。ＲＧＤ

寡肽序列（Ｇ４ＲＧＤＳ）（上海ＧＬ肽公司）。１羟基苯

并三唑水合物（ＨＯＢｔ）（上海梯希爱公司）。Ｎ乙基

Ｎ′（３二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＡＣ）

（Ａｄａｍａｓ公司，美国）。所有其他试剂均购自国药

化学试剂公司，ＰｉｃｏＧｒｅｅｎｄｓＤＮＡ 试剂盒 （Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，中国）。

主要仪器：氨基酸分析仪（Ｌ８９００，Ｈｉｔａｃｈｉ，日

本），扫描电子显微镜（ＳＥＭ）（Ｓ４８００，Ｈｉｔａｃｈｉ，日

本），１ ＨＮＭＲ仪（４００ＭＨｚ，美国），实时荧光定量

逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）仪（Ｒｏｃｈｅ公司，美

国），酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司，美国）。

实验动物：新西兰兔２只，雄性，３月龄，体质量

２～２．５ｋｇ。

１．２　水凝胶的制备和检测

１．２．１　ＨＡＡＤＨ的制备和修饰

ＨＡＡＤＨ按照文献报道方法进行修饰
［４］。室

温下，ＨＡ和ＡＤＨ以１∶３０（摩尔比）溶于 ＭＥＳ缓

冲溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６．５）中，同时加入ＥＤＡＣ

和ＨＯＢｔ，使ＥＤＡＣ∶ＨＯＢｔ∶ＨＡ＝１．５∶１∶１（摩

尔比），溶液体系ｐＨ＝６．８。４８ｈ后将反应溶液彻底

透析后冻干。以１ＨＮＭＲ仪测定ＨＡＡＤＨ的取代

度（ＤＳ），凝胶渗透色谱（ＧＰＣ）法测定其重均分子质

量（Ｍｗ）。
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１．２．２　果胶的生物功能化

ＰＡＤ按照文献报道方法进行修饰
［５］。室温下，

黑暗环境中加入一定量的ＮａＩＯ４ 后，将果胶溶液混

合。１２ｈ后加入乙二醇停止反应，以减少过量的

ＮａＩＯ４。将溶液透析后冷冻干燥得到产物。取６份

样品，通过羟胺盐酸盐法测定ＰＡＤ的氧化度
［５］。随

后，通过碳二亚胺化学反应，用Ｇ４ＲＧＤＳ共价修饰

ＰＡＤ
［２］。将ＰＡＤ溶于 ＭＥＳ缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，

０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）中。然后，以每克 ＰＡＤ 中加入

１７．４ｍｇＮＨＳ、５８．０ｍｇＥＤＡＣ和３０．０ｍｇ寡肽制

备混合液，ｐＨ始终保持约６．５，并使混合溶液在恒

定搅拌下反应４８ｈ。将溶液透析并冻干，所得产物

为ＰＡＤＲＧＤ。另外，取３份样品，通过氨基酸分析

仪评价与ＰＡＤ结合的 Ｇ４ＲＧＤＳ的量。通过 ＧＰＣ

法测定ＰＡＤ和ＰＡＤＲＧＤ的 Ｍｗ。

１．２．３　ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶形成

在３７℃，将 ＨＡＡＤＨ 和ＰＡＤＲＧＤ溶于去离

子水中形成３％（ｗ／ｖ）溶液，然后将 ＨＡＡＤＨ溶液

与ＰＡＤＲＧＤ溶液以不同质量比（８∶２、６∶４、４∶６）

混合，涡旋形成透明凝胶，分别为８∶２、６∶４、４∶６

质量比 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶。

１．２．４　水凝胶的形态学研究

将３种质量比 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶冷

冻干燥处理，放入液氮中１～２ｍｉｎ。然后快速用薄

刀片纵向切水凝胶样品形成横断面，粘到导电胶上，

喷金，装样。在扫描电子显微镜下观察各质量比水

凝胶横断面孔径大小及分布。

１．２．５　凝胶时间和平衡溶胀比

从ＨＡＡＤＨ与ＰＡＤＲＧＤ溶液混合时开始计

时，采用小瓶倒置１ｍｉｎ内不流动作为凝胶终点，记

录时间。另外，精确秤取冷冻干燥的 ＨＡＡＤＨ／

ＰＡＤＲＧＤ水凝胶的质量（Ｗ０），３７℃下浸入ＰＢＳ液

（ｐＨ７．４，０．０１ｍｏｌ／Ｌ）中４８ｈ，直至达到溶胀平衡。

取出溶胀的水凝胶，用滤纸吸去表面多余水分后立即

秤取质量（Ｗｅ）。平衡溶胀比（ＥＳＲ）＝（Ｗ０Ｗｅ）／Ｗ０。

１．２．６　压缩模量

ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶制备后放置６ｈ，

取３种质量比水凝胶样品（直径２ｃｍ，高２ｃｍ）用质

构仪测试压缩模量。测试参数为压力０．４９Ｎ／ｍ２，

下压速率０．５ｍｍ／ｓ。以压强为纵坐标，应变为横坐

标，画出曲线图。由于样品上下表面不平，则取应变

５％～３０％范围，曲线斜率为压缩模量值，进行４次

平行实验，取均值。

１．２．７　体外降解

将３种质量比 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶冻

干并准确记录初始质量（Ｗ１），３７℃下于振荡水浴

（约５０ｒ／ｍｉｎ）中与特定降解溶液温育。３种质量比

水凝胶各分为两组，每组６个样本。对照组在ＰＢＳ

液（ｐＨ＝７．４，０．０１ｍｏｌ／Ｌ）中温育，实验组在含有

ＨＡｓｅ（１００Ｕ／ｍＬ凝胶）的酶缓冲液中温育。间隔

一定时间，除去水凝胶，冻干并称取质量（Ｗ２），然后

向每个样本中加入新鲜培养基，计算剩余质量比

（％）＝Ｗ２／Ｗ１×１００％。

１．３　细胞培养与鉴定

１．３．１　细胞培养

全麻后于新西兰兔双侧髂后上棘处骨髓穿刺，

取骨髓液４ｍＬ。以全血培养法培养纯化原代自体

骨髓间质干细胞（ＢＭＳＣ）。待细胞长至铺满９０％瓶

底时，用０．２５％胰蛋白酶消化，按１∶３的比例传代

培养。以后各代均以此密度传代扩增，使用第３代

细胞进行实验。

１．３．２　细胞诱导

将第３次传代后的细胞悬液以细胞浓度１０５ 个／

ｃｍ２接种于预先置入盖玻片的６孔培养板中，各孔加

入２ｍＬ高糖ＤＭＥＭ成软骨诱导培养液（含５０ｍｇ／Ｌ

维生素Ｃ、０．２７２ｇ／ＬＬ谷氨酰胺、６．２５ｍｇ／Ｌ胰岛素、

６．２５ ｍｇ／Ｌ 亚 硒 酸、１．２５ｇ／Ｌ 牛 血 清 白 蛋 白、

１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸盐、５．３５ｍｇ／Ｌ亚油酸、１０ｍｇ／Ｌ转

化生长因子β１、１０
－７ ｍｏｌ／Ｌ地塞米松），诱导至少３

周，诱导成功的细胞可称为软骨细胞。

１．３．３　细胞包裹

软骨细胞包裹前，所有材料均通过钴６０照射

灭菌。取不同质量比 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶

（８∶２、６∶４、４∶６）的聚合物溶液，然后每组将软骨

细胞包裹，并分别编号为 Ａ、Ｂ、Ｃ，置于特异性完全

培养基中培养。随后，将软骨细胞以细胞密度６．０×

１０６ 个／ｍＬ混合进水凝胶中。凝胶化后，将其置于

３７℃含ＣＯ２ 培养箱中，每３ｄ换液１次，培养２１ｄ。

１．３．４　细胞活性与增殖测定

取１ｍＬ试剂Ｃ加９ｍＬ无菌去离子水稀释为

１ｍＬ／Ｌ染色缓冲液。每１０ｍＬ稀释染色缓冲液Ｃ

（１ｍＬ／Ｌ）加入１０μＬ染色液Ａ和３～１０μＬ染色液

Ｂ，充分混匀，即成染色工作液Ｄ。收集样本细胞，

细胞数量在１×１０６ 个以内。用ＰＢＳ洗涤细胞２次。
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用２００μＬ染色工作液Ｄ将细胞重悬。在－４℃避

光孵育１５～３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞，适量ＰＢＳ重悬

细胞，用荧光显微镜或流式细胞仪检测结果。荧光

显微镜下，使用（４９０±１０）ｎｍ波长激发，存活细胞

为黄绿色，凋亡细胞为红色。用ＩｍａｇｅＪ软件进行

存活细胞计数。

１．３．５　ＧＡＧ测定

收集分化后的水凝胶，用ＰＢＳ洗涤，并用木瓜蛋

白酶消化溶液消化（５７℃，反应１６ｈ）。以硫酸软骨素

为标准，使用１，９二甲基亚甲基蓝（ＤＭＢ）染料分光光

度法在５３０ｎｍ处测量吸光度，计算每个样品（每组

狀＝６）的总ＧＡＧ含量，并通过试剂盒定量测定每个样

品裂解物中的ＤＮＡ量，对ＧＡＧ含量进行标准化，标

准化ＧＡＧ含量＝ＧＡＧ含量／ＤＮＡ含量。

１．３．６　免疫荧光染色

将软骨细胞包裹于水凝胶中培养２１ｄ，取出后用

ＰＢＳ清洗，放置于包埋盒中。１０％多聚甲醛液４℃固

定，过夜。然后酒精脱水，制作石蜡组织切片（厚度

１０μｍ），并储存于室温，用于后期的免疫荧光染色。

Ⅱ型胶原为软骨细胞的特异性蛋白，我们对该

蛋白进行免疫荧光染色。主要步骤：①对已制成的

组织切片脱蜡，酒精脱水，于３％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）

中孵育２０ｍｉｎ，反复洗涤，以减弱外源性 ＨＲＰ带来

的非特异性染色；②进行抗原修复，３０ｍｉｎ，反复洗

涤；③分别滴加鼠抗人Ⅱ型胶原单克隆一抗和兔抗

人蛋白聚糖多克隆一抗，放入４℃冰箱孵育过夜，反

复洗涤；④滴加山羊抗鼠二抗，室温避光孵育２ｈ，反

复洗涤，并用ＤＡＰＩ在避光条件下染细胞核１０ｍｉｎ，

反复洗涤，滴加防荧光淬灭剂，封片，在激光共聚焦

显微镜下观察。

１．３．７　ＲＴＰＣＲ法测定相关基因表达

包裹软骨细胞的水凝胶在培养２１ｄ后收集样

品，根据 Ｔｈｅｒｍｏ试剂盒说明书，用 Ｔｒｉｚｏｌ提取

ＲＮＡ，所提取的总ＲＮＡ进行逆转录为ｃＲＮＡ，然后

进行ＲＴＰＣＲ反应。以β犪犮狋犻狀为内参基因，Ⅰ 型

胶原（犆狅犔 Ⅰ）和Ⅱ 型胶原（犆狅犔 Ⅱ）为目标基因。

反应程序设定如下：９５℃ 预变性１０ｍｉｎ；循环数４５，

９５℃ 变性５ｍｉｎ，６０℃下退火延伸６０ｓ；末段延伸

６０℃５ｍｉｎ；溶解曲线７５℃ 至９５℃ 中，每２０ｓ升温

１℃，每轮循环结束后采集荧光信号，待全部循环完成

后，对溶解曲线进行分析以确保产物的特异性。数据

处理采用ΔΔＣＴ算法。所使用引物序列见表１。

表１　引物序列信息

基因 引物序列（５′３′） 长度

犆狅犔Ⅱ 正向序列ＴＧＧＧＣＡＧＡＧＧＴＡＴＡＡＴＧＡＴＡＡＧＧＡ

反向序列ＣＴＴＣＡＣＡＧＡＴＴＡＴＧＴＣＧＴＣＧＣＡＧ １０１

犆狅犔Ⅰ 正向序列ＧＡＡＧＡＣＡＴＣＣＣＡＣＣＡＧＴＣＡＣＣＴ

反向序列ＣＧＣＴＧＧＧＡＣＡＧＴＴＣＴＴＧＡＴＴＴＣ １５４

β犪犮狋犻狀 正向序列ＣＡＴＣＧＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴ

反向序列ＣＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ ２１７

１．４　统计学分析

以ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计量资料

以均值±标准差表示，采用两样本狋检验。以犘＜

０．０５为具有统计学差异。

２　结果

２．２　材料的表征

扫描电子显微镜下观察可见，ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤ

ＲＧＤ水凝胶横断面呈非均一的连续多孔结构，主要

为凝胶内部水分子升华致孔（图１）。８∶２和４∶６

组水凝胶的孔径尺寸为２００～３００μｍ，６∶４组为

１００～２００μｍ。孔径尺寸７０～１２０μｍ适合软骨细

胞生长和发挥正常生理功能。

图１　ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶横断面扫描电镜图像

　　ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ 水凝胶质量比８∶２、

６∶４、４∶６组的凝胶时间逐渐增加，平均凝胶时间

分别为（１３２．８±４．８）ｓ、（１８８．７±１０．１）ｓ和（３２８．９±

１２．６）ｓ，８∶２组与６∶４组比较有统计学差异（犘＜

０．０００１），６∶４组与４∶６组比较有统计学差异（犘＜

０．０００１），８∶２组与４∶６组比较有统计学差异（犘＜
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０．０００１），凝胶时间在合理的时间范围内（图２ａ）。

ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶８∶２、６∶４、４∶６组

的ＥＳＲ值逐渐增加，分别为３２．８±１．５、３４．８±２．３

和３６．４±１．９，其中８∶２组与４∶６组比较有统计

学差异（犘＜０．０１），其余组间比较无差异（犘＞０．０５）

（图 ２ｂ）。ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ 水 凝 胶 ８∶２、

６∶４、４∶６组的压缩模量分别为（５．６±０．７）ｋＰａ、

（４．８±０．４）ｋＰａ和（３．４±０．４）ｋＰａ，其中８∶２组与

６∶４组比较有统计学差异（犘＜０．０５），６∶４与４∶６

组比较有统计学差异（犘＜０．０１），８∶２与４∶６组比

较有统计学差异（犘＜０．０００１），随着质量比减小其

力学强度减小（图 ２ｃ）。经历４９ｄ降解后，ＨＡ

ＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶８∶２、６∶４、４∶６组的剩

余质量比分别为８５．３％、７３．５％和５５．９％（图２ｄ）。

图２　不同质量比 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶特性测定　ａ．凝胶时间　ｂ．平衡溶胀比　ｃ．力学强度　ｄ．体外降解

３．２　细胞活性和增殖试验

软骨细胞在 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶中培

养２１ｄ后，呈均匀分布，均保持高达９５％的存活率，

表明ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶具有良好的细胞

相容性，适合软骨细胞长时间培养。此外，所有凝胶

内部都具有较高的细胞密度，表明细胞在凝胶内部

能够增殖（图３）。以上发现可通过测定每 ｍｇ干凝

胶中ｄｓＤＮＡ含量进一步获得证实。培养１ｄ后，

ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶８∶２、６∶４、４∶６组的

ｄｓＤＮＡ含量分别为（０．７±０．１）μｇ、（０．６±０．１）μｇ和

（０．６±０．１）μｇ，３组间无统计学差异（犘＞０．０５）。培

养２１ｄ后，６∶４组ｄｓＤＮＡ含量为（１．９±０．２）μｇ高

于８∶２组［（１．６±０．１）μｇ，犘＜０．０００１］和４∶６组

［（１．５±０．１）μｇ，犘＜０．０００１］（图４）。以上结果进一

步证明了这种凝胶系统适合长时间培养软骨细胞，凝

胶组成可显著促进软骨细胞的增殖。

３．３　成软骨分化

ＲＴＰＣＲ法检测犆狅犔Ⅱ（软骨形成标志基因）和

犆狅犔Ⅰ（软骨去分化标志基因）表达的结果显示，培

养２１ｄ后，８∶２组、６∶４组和４∶６组水凝胶犆狅犔

Ⅱ基因表达分别为（１．３±０．２）、（２．３±０．２）和（１±

０．１），６∶４组高于８∶２组（犘＜０．０００１）和４∶６组

（犘＜０．０００１），８∶２组高于４∶６组（犘＜０．０００１）；

８∶２组、６∶４组和４∶６组水凝胶ＣｏＬⅠ基因表达

分别为（１．５±０．１）、（１．０±０．１）和（１．７±０．３），６∶４

组低于８∶２组（犘＜０．０００１）和４∶６组（犘＜

０．０００１），８∶２与４∶６组比较无统计学差异（犘＞

０．０５），见图５。

图５　ＲＴＰＣＲ法测定的相关基因表达　ａ．犆狅犔Ⅰ　ｂ．犆狅犔Ⅱ

　　培养２１ｄ后，８∶２组、６∶４组和４∶６组水凝

胶中ＧＡＧ 产生量分别为（９．１±１．４）μｇ、（１６．５±

１．４）μｇ和（８．８±１．０）μｇ，６∶４组明显高于８∶２

组（犘＜０．０００１）和４∶６组（犘＜０．０００１），８∶２组
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与４∶６组间无差异（犘＞０．０５）（图６ａ）。标准化后

ＧＡＧ含量依次为（６．０±０．６）μｇ、（１０．０±１．２）μｇ、

（６．０±０．５）μｇ，６∶４组明显高于８∶２组（犘＜

０．０００１）和４∶６组（犘＜０．０００１），而８∶２组与

４∶６组间无差异（犘＞０．０５）（图６ｂ）。以上结果表

明，ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶为软骨细胞提供

的微环境能够促进细胞的成软骨分化，保持软骨细

胞的表型。

图６　不同质量比 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶 ＧＡＧ产生

量　ａ．ＧＡＧ产生量　ｂ．标准化ＧＡＧ含量

　　在免疫荧光染色中，细胞核用ＤＩＰＡ染色定位

呈现蓝色荧光，ＣｏＬⅡ发绿色荧光。培养２１ｄ后，

ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶８∶２和４∶６组中许

多软骨细胞未被ＣｏＬⅡ免疫着色，且着色只在细胞

周围，细胞之间区域免疫着色很少，呈现出有限的软

骨形成蛋白免疫着色。然而６∶４组水凝胶中软骨

细胞展现了较强的ＣｏＬⅡ免疫着色（图７）。这些结

果显示，包裹在 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶中的

软骨细胞有能力维持原有表型和分泌软骨细胞特异

性蛋白。进一步对免疫荧光图片进行半定量分析，

８∶２组、６∶４组和４∶６组ＣｏＬⅡ免疫着色的细胞

百分比分别为（５３．３±９．２）％、（８３．７±１５．７）％和

（４３．９±７．８）％，６∶４组明显高于８∶２组（犘＜

０．０００１）和４∶６组（犘＜０．０００１），８∶２组与４∶６

组比较无统计学差异（犘＞０．０５）（图８）。

图７　ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶中软骨细胞ＣｏＬⅡ免疫荧光染色（４０倍）

图８　不同质量比 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶中软骨细胞

ＣｏＬⅡ着色情况

３　讨论

在软骨组织工程中，我们设想设计能够模拟软

骨微环境的软骨ＥＣＭ，使其可促使生物特异性细胞

黏附，调控细胞功能，促进新生组织形成，并将其制

作为可注射水凝胶。我们利用天然多糖骨架的特性

模拟软骨ＥＣＭ的功能，研制了可注射水凝胶系统。

步骤如下：第一，将 ＨＡ和果胶分别进行化学修饰

以枝接酰肼和醛官能团。第二，通过碳二亚胺化学

合成Ｇ４ＲＧＤＳ进一步修饰ＰＡＤ，以促进整合素介

导的细胞黏附。ＰＡＤＲＧＤ不仅可以在生理条件下

加速果胶的生物降解，并可在原位形成水凝胶，进而

共价结合软骨组织胶原纤维上的氨基，更好地促进

软骨细胞与周围天然组织的结合［４］。不同于传统的

交联方式，腙交联化学法不需要外来的催化剂或引

发剂，可在生理条件下几秒内完成交联反应，不存在

潜在毒性［６］。且水作为反应的唯一副产物，也不会

带来副作用。

本研究中对不同质量比的 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤ

ＲＧＤ水凝胶的研究发现，随着ＰＡＤＲＧＤ含量增

加，水凝胶的凝胶化时间显著增加。快速凝胶化可

防止前体扩散，对软骨缺损的填充是必需的，且较低

浓度的水凝胶前体易于处理并能均匀地混合细胞

和／或生物活性分子。

ＨＡ通过与受体结合介导细胞的行为。ＣＤ４４

为软骨形成过程中的主要 ＨＡ受体，软骨细胞中高

度表达可控制软骨细胞代谢、ＥＣＭ重塑和软骨再生

的ＣＤ４４表面抗原
［７］。本实验中对不同质量比的

ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶的研究发现，６∶４组

水凝胶对软骨细胞增殖、软骨形成标记基因的表达
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和软骨ＥＣＭ 标志物的合成更有利。原因可能为，

该水凝胶具有适当的组成和交联密度，可形成更为

优异的包裹软骨细胞的微环境。

含有ＲＧＤ序列的寡肽是研究最广泛的细胞黏

附成分之一。软骨细胞通过细胞表面受体和／或整

合素与其周围的ＥＣＭ 相互作用。许多ＥＣＭ 蛋白

都存在ＲＧＤ短肽，如软骨低聚基质蛋白和纤连蛋

白［８］，这些蛋白通过ＲＧＤ和整联蛋白受体结合于

软骨细胞。整合素结合能够激活细胞内信号转导通

路并介导细胞的锚定、迁移、分化和ＥＣＭ 重塑
［９］。

另外，ＲＧＤ肽序列共价结合的水凝胶可以产生丰富

的ＧＡＧ以及胶原蛋白
［１０１２］。因此，将ＲＧＤ加入到

ＥＣＭ修饰的水凝胶中可以促进ＥＣＭ 微环境中生

物特异性细胞的黏附。

此外，本研究中细胞增殖、ｑＰＣＲ分析、ＣｏＬⅡ

和聚集蛋白聚糖的免疫荧光染色和ＧＡＧ生物合成

的结果表明，６∶４组 ＨＡＡＤＨ／ＰＡＤＲＧＤ水凝胶

更有利于维持软骨细胞表型并促进软骨形成。

４　结论

采用腙交联的可注射水凝胶，无毒、无害，生物

相容性良好，且反应产物为水，不会对机体带来不良

影响。可以根据需要调节多糖的质量比来改变仿生

可注射水凝胶的成胶时间、力学性能和降解时间。

包裹在水凝胶中的软骨细胞受到水凝胶的影响，能

够更好地保持软骨细胞表型，尤其是 ＨＡＡＤＨ／

ＰＡＤＲＧＤ质量比为６∶４的水凝胶促进软骨形成

更佳，是维持软骨表型的最佳比例水凝胶。腙交联

的多糖水凝胶是软骨组织工程中极具潜力的材料。
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