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[摘要]     目的   优化羧甲基壳聚糖/氧化海藻酸钠（CMCS/OSA）复合水凝胶制备工艺，并应用于软骨组织工程。

方法   制备氨基与醛基比例分别为2∶1、1∶1、1∶2的CMCS/OSA复合水凝胶，并通过扫描电子显微镜观察、流变

学检测、黏附拉力测试、溶胀率分析及细胞实验等方法评价复合水凝胶的微观形态、物理特性以及生物相容性，以

制备满足软骨再生领域需求的水凝胶。结果   氨基与醛基比为1∶1时，制备出的水凝胶具有良好的

孔隙率、适宜的成胶时间、较强的黏附力及稳定的溶胀率等性质，对细胞有良好的生物相容性。

结论   氨基与醛基比为1∶1时制备出的CMCS/OSA复合水凝胶是软骨组织工程优异的支架材料。
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[Abstract]     Objective   This study aimed to optimize the preparation of carboxymethyl chitosan/sodium alginate (CMCS/

OSA) compound hydrogels. This study also aimed to investigate the applicability of the hydrogels in cartilage tissue engi

neering. Methods   Three groups of CMCS/OSA composite hydrogels with amino-to-aldehyde ratios of 2∶1, 1∶1 and 1∶

2 were prepared. The microstructure, physical properties, and cell biocompatibility of the three groups of CMCS/OSA com

posite hydrogels were evaluated. Samples were subjected to scanning electron microscopy, rheological test, adhesion tension 

test, swelling rate test, and cell experiments to identify the CMCS/OSA composite hydrogel with the cross-linking degree 

that can meet the requirements for scaffolds in cartilage tissue engineering. Results   The experimental results showed that 

the CMCS/OSA hydrogel with a amine-to-aldhyde ratio of 1∶1 had good porosity, suitable gelling time, strong adhesive 

force, stable swelling rate, and good cellular biocompatibility. Conclusion   The CMCS/OSA compound hydrogel prepared 

with a 1∶1 ratio of amino and aldehyde groups has potential applications in cartilage tissue engineering.
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颞下颌骨关节炎（osteoarthritis，OA）是口腔颌

面部常见病之一，以髁突表面关节软骨破坏与耗损

为主要特征，其临床症状主要表现为关节疼痛、杂

音及关节功能障碍等[1-2]。目前的临床治疗手法都存

在各种不足，而组织工程技术是修复关节软骨损伤
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较为理想的方法[3-6]。

作为一种高度仿生的支架，水凝胶是近年来研

究的热点[7-11]，利用壳聚糖和海藻酸制备水凝胶具

备安全、稳定、实用性高等优势[12-15]，已经在药物

缓释和神经组织再生等领域得到了广泛且深入的研

究，但在软骨组织工程中的应用还鲜有报道。由于

组织和细胞存在特异性，在软骨组织工程中应用此

水凝胶需要考察其各项物理性能以及细胞相容性，

以满足软骨组织再生应用的需求。本实验制备羧甲

基壳聚糖/氧化海藻酸钠（carboxymethyl chitosan/
sodium alginate，CMCS/OSA）不同交联度的水凝胶

并进行性能评测，优化出可以应用于软骨再生领域

的CMCS/OSA水凝胶制备方法。

1   材料和方法

1.1   主要试剂和设备

海藻酸钠、高碘酸钠、羧甲基壳聚糖（上海麦

克林生化科技有限公司）；戊二醛、叔丁醇、二甲

苯、伊红染色试剂，苏木素染色试剂（北京索莱宝

生物科技有限公司），Live/Dead试剂盒（Abcam公

司，美国），磁力搅拌器（巩义市英峪予华仪器

厂），精密电子天平（Sartorius公司，德国），真

空冷冻干燥机（北京博医康实验仪器公司），力学

测试仪（济南市华兴试验设备有限公司），体视显

微镜（Leica公司，德国），Quanta 200扫描电子显

微镜（scanning electron microscope，SEM）（FEI公
司，美国），流变分析仪（Malvern Instruments公

司，美国）。

1.2   3种不同交联度的CMCS/OSA复合水凝胶的制备

首先配置质量分数为2%的海藻酸钠溶液，在避

光条件下将过量高碘酸钠缓慢加入2%海藻酸钠溶液

中不断搅拌，充分反应4 h后，加入过量乙二醇溶液

中和未反应的高碘酸钠，最后用截留相对分子质量

3 500的透析袋透析3 d，并收集透析袋内溶液经冷冻

干燥处理后即可得到氧化海藻酸钠，室温保存备用。

将冻干的氧化海藻酸钠配制成5%溶液作为醛基

相，将羧甲基壳聚糖配制成3%溶液作为氨基相，按

照氨基与醛基比例分别为2∶1、1∶1、1∶2，分别

向氧化海藻酸钠溶液中加入不同体积的3%羧甲基壳

聚糖溶液，迅速搅拌均匀后待其成胶。

1.3   CMCS/OSA水凝胶的宏观及微观结构观察

1）肉眼观察3组不同交联度的CMCS/OSA水凝

胶的形态和透明度。2）通过SEM观察3组水凝胶的

微观孔隙结构。将成胶后的样品依次经过-20 ℃和

-80 ℃梯度降温后置于冷冻干燥机中冻干3 d，彻底

脱水后切成1 mm以内的薄片，使用双面导电胶将凝

胶片贴于SEM装置台上，真空下喷金，观察凝胶微

观形态。

1.4   CMCS/OSA水凝胶的流变学测试

使用旋转流变仪对3组不同交联度的CMCS/OSA
水凝胶进行凝胶时间和自愈合特性的检测，前者采

用振动模式，后者采用应变扫描模式。流变仪器设

定转子直径为25 mm，板间距离500 μm，每组3个平

行样。

1）凝胶时间：设定温度为37 ℃（模拟生物体

温度环境），选择以时间变化扫描模式，将应变参

数规定为10%，转速为10 rad·s-1。

2）水凝胶的自愈合性能测定：温度设定为37 ℃，

选择应变模式，设定扫描值范围为1%~2 000%，记

录应变反应的临界点（G”>G’），此临界点对应的

就是凝胶状态转变为溶液状态的应变值。之后以此

临界点为基准，采用时间扫描模式，交替变化应变

值，设置应变扫描值范围为1%~300%，循环扫描3
次，观察G”和G’的大小变化，最后根据数据分析凝

胶是否有自愈合特性。G’为储能模量，G”为损耗模

量，G”>G’表示凝胶成溶液状态，G’>G”为凝胶状

态。

1.5   CMCS/OSA水凝胶与软骨组织的拉伸模量测试

选用新鲜的羊耳朵数只，剃毛去皮后切成尺寸

为5 cm×1.5 cm的软骨长条，选取较为平整的部位将

水凝胶预成胶溶液均匀涂抹于软骨组织表面，再将

另一块软骨组织覆盖其上，构成三层夹心结构，放

置在37 ℃环境下固定10 min。最后使用万能试验机

测试水凝胶对羊耳软骨组织的拉伸模量，设定位移

速度为5 mm·min-1，采用公式计算水凝胶对组织的拉

伸模量，以评价不同交联度水凝胶与软骨组织的黏

附性能的差异，计算公式如下：拉伸模量（kPa）=
最大黏附力（N）/黏附面积（cm2）。

1.6   CMCS/OSA水凝胶的溶胀率分析

将3组不同交联度的CMCS/OSA的水凝胶分别

浸泡在装有10 mL去离子水的试管内，置于37 ℃环

境下使其吸水溶胀，并在特定时间点（1、6、12、

24 h）取出各组水凝胶样本。用吸水纸吸走凝胶表

面多余的液体，分别称重记为Wt；再将各组水凝胶

样品冷冻干燥，分别称重记为Wo，通过公式计算

各组样品的溶胀率，并分析交联度对水凝胶吸水溶

胀率的影响。计算公式如下：溶胀率（t）=（Wt-
Wo）/ Wo×100%。

1.7   CMCS/OSA水凝胶的生物相容性评价

从胎儿脐带（来自天津医院妇产科，本研究经

天津市天津医院伦理委员会批准，编号为2018医伦
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审025）中提取脐带间充质干细胞培养至第3代备

用。首先向24孔板中每孔加入250 μL 3%羧甲基壳聚

糖溶液，然后将人脐带间充质干细胞以每毫升1×107

的密度加入5%氧化海藻酸钠溶液中，按照氨基与醛

基比为1∶1向每孔加入适量的氧化海藻酸钠溶液。

用无菌枪头迅速搅拌使三者均匀混合，置于37 ℃恒

温培养箱内等待数分钟，成胶后即为包载人脐带间

充质干细胞的细胞-水凝胶复合体。此复合体用于检

测氨基与醛基比为1∶1时水凝胶对人脐带间充质干

细胞增殖和活性的影响，从而分析此交联度的CMCS/
OSA水凝胶应用于软骨再生研究的可行性。

1.7.1   水凝胶对细胞增殖的影响   首先在96孔板内制

备氨基与醛基比为1∶1的水凝胶，待胶体稳定后，

将人脐带间充质干细胞悬液的密度调节为每毫升3.5×
104个，每孔取100 μL细胞悬液注入96孔板内的凝胶

表面，用干细胞培养液培养此细胞-支架复合体，分

别在1、3、5、7 d的时间点通过Cell counting Kit
（CCK8）试剂盒对细胞数量进行分析，每个时间点

取3个平行样。加入CCK8检测液后继续孵育3 h，然

后用酶标仪（检测波长为450 nm）检测样品的OD
值，分析细胞在水凝胶表面增殖情况。

1.7.2   水凝胶对细胞活性状态的影响   将细胞-凝胶

复合体培养在24孔板内，分别在1、7、21 d时吸出

培养液，用无菌PBS液冲洗2~3次后加入Live/Dead
检测液（根据试剂盒说明书将检测液稀释到标准浓

度），继续孵育10 min后小心取出，在共聚焦显微

镜下观察细胞活性状态，活细胞会被染为绿色，死

细胞会被染为红色。

1.8   统计学分析

使用SPSS 19.0进行数据分析，实验结果数据以

均数±标准差的模式来表示。采用单因素方差分析比

较组间差异，检验水准为双侧α=0.05。

2   结果

2.1   不同交联度的CMCS/OSA水凝胶结构分析

3组水凝胶肉眼观察无明显差异（图1上），均

能维持一定形态，呈半透明状。SEM下观察水凝胶

微观结构见图1下，3组样品都呈现密集和排列均匀

的孔隙状结构，表明两种材料成胶稳定且交联较均

匀；随着交联比例的变化，水凝胶孔隙大小随之发

生改变。当氨基与醛基比为2∶1和1∶1时，水凝胶

孔隙有所减小，大小较为均一，孔隙彼此之间较为

连续和致密（图1左、中）；当氨基与醛基比为1∶

2时，水凝胶的孔隙较为松散和宽大，排列不够紧密

和均一（图1右）。由此分析得出，当氨基与醛基比

为2∶1和1∶1时，氨基可与醛基充分交联，交联作

用强，结构稳定，因此微观结构中孔径较小，且均

一、致密；而当氨基与醛基比小于1∶1的时候，羧

甲基壳聚糖和氧化海藻酸钠之间的交联作用不强，

所形成水凝胶的微观形态也较为松散和不均一。

上：肉眼观；下：SEM    × 400；从左至右分别为氨基与醛基比2∶1、1∶1、1∶2。

图  1    3种交联度CMCS/OSA水凝胶的结构

Fig  1    Structure of three kinds of CMCS/OSA hydrogels with different crosslinking degrees
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2.2   水凝胶流变学分析

水凝胶成胶时间的流变分析如图2所示。样品初

始状态时所测胶体都为溶液状态，3组不同交联度凝

胶的G”（损耗模量）都小于G’（储能模量）；当G”
（损耗模量）大于G’（储能模量）时，样品由溶液

状转变成凝胶状，转变的临界点即成胶时间点。从

图2可见，氨基与醛基比为2∶1时，成胶时间8 min
左右；而当氨基与醛基比为1∶1时，成胶时间约为

2 min，该成胶时间满足手术时将溶胶注入软骨损伤

部位快速成胶的需求，具有良好的临床实用性；氨

基与醛基比为1∶2时，数秒内溶胶就转变成凝胶状

态，该成胶时间过快，临床应用时给予手术操作的

时间过短，缺乏良好的实用价值。

水凝胶的自愈能力见图2右。用氨基与醛基比为

1∶1的样品测试凝胶自愈合能力。在低应变（1.0%）

情况下，CMCS/OSA水凝胶的储能模量（G’）高于

损耗模量（G”），表明CMCS/OSA混合物呈现凝胶

状态。在高应变（500%）情况下，CMCS/OSA水凝

胶的储能模量（G’）低于损耗模量（G”），表明了

CMCS/OSA水凝胶的三维网络结构被破坏，造成网

络塌陷，实现胶液转变。在低应变（1.0%）的情况

下，CMCS/OSA混合物再次实现溶胶转变，形成三

维网络结构，水凝胶的储能模量（G’）高于损耗模

量（G”）。上述结果表明，CMCS/OSA水凝胶具有

优越的自愈合性能。

 

左：3种交联度CMCS/OSA水凝胶成胶时间的比较，2∶1、1∶1、1∶2分别代表氨基与醛基的比例；右：氨基与醛基比为1∶1时，CMCS/

OSA水凝胶的自愈合状态。

图  2    3种不同交联度CMCS/OSA水凝胶流变学分析

Fig  2    Rheological analysis of three CMCS/OSA hydrogels with different degrees of crosslinking

2.3   CMCS/OSA水凝胶与软骨组织的拉伸模量测试

通过力学测试仪测量CMCS/OSA水凝胶与软骨

组织之间的拉伸模量，结果见图3。当氨基与醛基

比为1∶2和1∶1时，两者拉伸模量相当，无明显差

异；而当氨基与醛基比为2∶1时，其拉伸模量值明

显降低。这一结果与水凝胶微观结构分析结果相吻

合，当羧甲基壳聚糖内的氨基与氧化海藻酸钠中的

醛基充分交联时，形成的水凝胶黏度和弹性较大，

与软骨组织具有更强的黏附性，能够非常密合地填

充软骨缺损部位，有利于软骨再生修复；同时水凝

胶本身的自愈合特性也是黏附性能的体现，两者检

测结果相吻合。

左：水凝胶拉伸实验；右：3种凝胶的拉伸模量。*P<0.05。

图  3    3种不同交联度的CMCS/OSA水凝胶对软骨黏附性能的比较

Fig  3    Comparison of the adhesion properties of three different cross-linking degrees CMCS/OSA hydrogels on cartilage
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2.4   CMCS/OSA水凝胶的溶胀率分析 
3组CMCS/OSA水凝胶的溶胀率随时间的变化趋

势见图4。当氨基与醛基比为2∶1时溶胀率随时间变

化较为明显，尤其前6 h的变化最为显著，6 h后趋于

平稳；当氨基与醛基比为1∶1和1∶2时，24 h内整体

溶胀率变化较小。溶胀率变化较小的样品能够保持

稳定的凝胶状态，因此从溶胀率方面分析，氨基与

醛基比为1∶1和1∶2较为合适。

             

图  4    3种不同交联度CMCS/OSA水凝胶在各时间点的溶胀率

Fig  4    Swelling rates of three kinds of CMCS/OSA hydrogels with  

                       different degrees of crosslinking at each time point

2.5   CMCS/OSA水凝胶生物相容性评价

脐带间充质干细胞在凝胶表面的增殖情况见图

5：凝胶组在1、3、5、7 d的OD值呈明显的递增关

系，与对照组具有相同的增长趋势，且差异有统计

学意义（P<0.05），说明细胞在凝胶表面具有良好

的生长和增殖能力。1、7、21 d水凝胶中的细胞存活

情况见图6：未见明显的红色荧光染色，随着培养时

间延长绿色荧光面积逐渐增大，提示细胞数量随着

时间延长而增多，说明细胞在支架中有良好的正常

的活力。荧光染色结果与CCK8结果一致，均证明该

水凝胶对脐带间充质干细胞有良好的生物相容性。

*P<0.05。

图  5    CCK-8法评价水凝胶对人脐带间充质干细胞增殖的影响

Fig  5    CCK-8 method to evaluate the effect of hydrogel on the pro- 

                       liferation of human umbilical cord mesenchymal stem cells

从左至右分别为培养第1、7、21天。

图  6    细胞-凝胶复合体的Live/Dead细胞染色结果    共聚焦显微镜    × 100

Fig  6    Live/Dead cell staining of the cell-gel complex    confocal microscopy    × 100

    

3   讨论

使用软骨组织工程修复软骨缺损会面临一系列

难题：如软骨创面不规整，支架材料与周围组织密

合性差；创面处于负重区，支架材料易断裂；支架

材料降解速率与软骨新生速率不匹配等。软骨组织

工程中理想的支架材料需要与正常软骨组织具有一

定的黏附性，从而密合填充缺损部位；同时具备一

定的抗压性能，为种子细胞提供三维生长空间；此

外，材料降解速率应与软骨再生速率相匹配。制备

一种可注射自愈合水凝胶为软骨再生修复提供了新

思路[8,10,16-19]。

壳聚糖提取于甲壳纲类动物的甲壳素，具有来

源丰富、成本低、生物相容性好等优点，并且其分

子链上存在大量活性基团（羟基、氨基），易于化

学修饰[20-24]。海藻酸钠是提取于褐色海藻的多糖类

天然材料，具有良好的生物相容性和亲水性，尤其

是降解速率较慢，能够较长时间地填充缺损部位并

支持周围组织，适合用于软骨组织工程[25-27]。壳聚
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糖分子中的氨基与海藻酸钠分子中的醛基能发生席

夫碱反应，短时间内自交联形成水凝胶，这一体系

安全、稳定，具有可注射性[28]。鉴于此水凝胶的优

势性能，本实验通过调节两种成分交联度优选出适

用于软骨组织工程的 CMCS/OSA水凝胶制备工艺。

鉴于髁突软骨部位的特殊性，支架材料需要承

受一定的压力和摩擦力。本实验通过流变学检测发

现，CMCS/OSA水凝胶具有黏附和自愈合特性，壳

聚糖中的氨基和海藻酸钠中的醛基可以发生动态结

合，负载压力后的凝胶尽管会受损裂开，但当压力

减小后断裂的材料又彼此黏附在一起，维持支架材

料的完整和稳定性，非常适用于负重区组织再生修

复应用。同时此黏附性也使水凝胶材料与软骨组织

紧密结合，有利于密合填充不规则缺损区，既有利

于缺损区完整的软骨再生，也有利于充分支撑周围

健康软骨组织，避免二次损伤。

临床操作中水凝胶成胶时间也颇为关键，成胶

时间以数分钟最为适宜，过长会提高感染坏死概率，

过短不利于手术操作。本实验对比3种交联度CMCS/
OSA水凝胶成胶时间，结果发现，氨基与醛基比为

2∶1和1∶1时，成胶时间都为数分钟，而当氨基与

醛基比为1∶2时，成胶时间过短，不适合临床应用。

水凝胶的溶胀性能可以增强周围体液与材料内

细胞的物质交换代谢活动。当凝胶的溶胀系数过大

时，周围的体液可以轻易进入凝胶内部，会大大降

低凝胶的力学强度，使得凝胶结构变形、膨胀，对

组织再生极为不利，尤其是髁突软骨处于负重区，

应避免溶胀系数过大的材料；而溶胀系数过小时，

由于体积大小和空间结构的变化受限，材料缺乏适

度的收缩和膨胀，细胞得不到适当的力学刺激，无

法顺利与周围组织液进行物质交换，不利于细胞存

活和功能表达[28]。从吸水溶胀性角度分析，当氨基

与醛基比为1∶1和1∶2时，凝胶溶胀率大小适宜并

且随时间变化较小，适合应用于髁突软骨修复。对

以上各方面进行综合分析，氨基与醛基比为1∶1制

备的水凝胶可以作为支架材料用于软骨组织工程。

在筛选出合适交联比例的CMCS/OSA水凝胶后，

本实验继续探究了人脐带间充质干细胞对该凝胶的

生物相容性情况。人脐带间充质干细胞是组织工程

中非常具有代表性的，具有多向分化潜能的优良种

子细胞[29-31]，水凝胶良好的生物相容性是种子细胞

功能表达进而修复组织缺损的前提条件。本实验中，

细胞在材料中的活性染色和CCK8增殖检测都证明了

此水凝胶体系对细胞生长繁殖未产生明显不良影

响，为细胞进一步分化并分泌软骨基质提供了良好

的环境基础。

综上所述，本研究依据软骨组织工程对支架材

料的性能需求，对不同交联度的CMCS/OSA水凝胶

体系进行了筛选，最终确定氨基与醛基比为1∶1时

构建的水凝胶具有良好的结构特征、物理性能以及

生物相容性，是软骨组织工程优异的支架材料。
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