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摘要:透明质酸(ＨＡ)较短的生物体内停留时间在一定程度上限制了其应用ꎬ以 １ꎬ４－丁二醇二缩水甘油醚(ＢＤＤＥ)为交联

剂对 ＨＡ 进行化学改性ꎬ制备了 ＨＡ 凝胶ꎬ并考察了其力学性能、流变性、溶胀性以及 ＨＡ 凝胶的关节软骨再生性能ꎮ 结果表明ꎬ
ＨＡ 凝胶断裂伸长率为 １５９％ꎬ是一种弹性凝胶ꎻ其横截面表现出多孔联通结构ꎬ孔径在 ４０ μｍ 左右ꎻ溶胀性约为凝胶干重的 ３３
倍ꎬ具有很强的吸水能力ꎮ 将 ＨＡ 凝胶用于兔子关节软骨缺损修复ꎬ８ 周后发现其能促进关节软骨再生ꎮ 因此ꎬ该工艺制备的

ＨＡ 凝胶有望用于关节软骨缺损修复的生物医用材料ꎮ
关键词:透明质酸ꎻ凝胶ꎻ软骨修复

中图分类号:ＴＨ３　 文献标志码:Ａ　 文章编号:０２５３－４３２０(２０１９)１０－０１２８－０４
ＤＯＩ:１０.１６６０６ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｉｓｓｎ ０２５３－４３２０.２０１９.１０.０２８　

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｇｅｌ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ａｒｔｉｃｕｌａｒ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ＺＨＡＮＧ Ｑｉｎ￣ｑｉｎ１ꎬ ＳＨＥＮ Ｌｉａｎｇ１ꎬ ＣＥＮ Ｌｉａｎ１∗ꎬ ＹＵ Ｆｅｎｇ￣ｂｉｎ２

(１.Ｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２００２３７ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２.Ｈｕｚｈｏｕ ９８ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｈｕｚｈｏｕ ３１３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ (ＨＡ) ｃａｎ ｍａｉｎｔａｉｎ ａ ｓｈｏｒｔ ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ｏｒｇａｎｉｓｍｓꎬｗｈｉｃｈ ｌｉｍｉｔｓ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ
ｓｏｍｅ ｅｘｔｅｎｔ.ＨＡ ｇｅｌ ｉｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ＨＡ ｂｙ １ꎬ４￣ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ ｄｉｇｌｙｃｉｄｙｌ ｅｔｈｅｒ (ＢＤＤＥ).Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌꎬ
ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌꎬｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＨＡ ｇｅｌ ａｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ. Ｉｔ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ａｔ ｂｒｅａｋ ｏｆ ＨＡ ｇｅｌ ｉｓ １５９％ꎬｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｉｔ ｉｓ ａｎ ｅｌａｓｔｉｃ ｇｅｌ.ＨＡ ｇｅｌ􀆳ｓ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ａ ｐｏｒｏｕｓ ｂｕｔ
ｉｎｔｅｒ￣ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬｗｉｔｈ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｂｏｕｔ ４０ μｍ.ＨＡ ｇｅｌ ｈａｓ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｗａｔｅｒ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｗｉｔｈ
ａ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｏｆ ３３. Ｗｈｅｎ ＨＡ ｇｅｌ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅｐａｉｒ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓꎬ ｉｔ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｒｔｉｃｕｌａｒ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｏ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ.ＴｈｅｒｅｆｏｒｅꎬＨＡ ｇｅｌ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｓ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｂｉｏ ｍｅｄｉｃａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｒ
ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｆｅｃｔｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄꎻ ｇｅｌꎻ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｒｅｐａｉｒ

　 收稿日期:２０１９－０１－０７ꎻ修回日期:２０１９－０８－１１
　 基金项目:公益性应用研究项目(２０１７ＧＹ３８)
　 作者简介:张勤勤(１９９３－)ꎬ女ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为生物医用材料ꎬ１０４９７６８２２５＠ ｑｑ.ｃｏｍꎻ岑莲(１９７８－)ꎬ女ꎬ博士ꎬ教授ꎬ研究方向为生物材

料化学工程ꎬ通讯联系人ꎬｌｉａｎｃｅｎ＠ ｅｃｕｓｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 透明质酸(Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬＨＡ)是由 Ｎ－乙酰氨

基葡萄糖与葡萄糖醛酸通过糖苷键连接而成的长链

酸性粘多糖ꎬ是细胞间基质和细胞内基质的重要组

成部分ꎬ具有良好的生物相容性和生物可降解

性[１]ꎮ ＨＡ 在骨骼生长、发育、重建以及细胞迁移、
组织形成、伤口愈合等生物学过程中扮演着不可忽

视的作用ꎮ 但是天然的 ＨＡ 分子在生物体内易被降

解和扩散[２]ꎬ导致体内停留时间极短ꎬ限制了其应

用[３]ꎮ 通常需要对 ＨＡ 进行改性以获得改变其性质

的水凝胶ꎬ包括机械性能、停留时间、生物降解性、生
物活性等ꎻ常见的 ＨＡ 改性方法有化学改性、物理改

性ꎬ化学改性是指通过化学方法在 ＨＡ 分子间以化

学键连接而形成三维网络结构ꎬ而物理改性是通过

物理作用而形成的水凝胶ꎬ如聚合物链间的氢键作

用、范德华力、静电作用等[４]ꎮ 其中化学改性已得

到广泛报导和验证[５]ꎬ化学改性主要发生在 ＨＡ 分

子的羧基、羟基以及 Ｎ－乙酰基基团上ꎬ如代表性的

羧基的酯化、酰胺化反应以及与碳二亚胺的介导反

应[６－８]ꎻ羟基的醛交联以及与双环氧化物的交联反

应[９－１０]ꎻＮ－乙酰基的脱乙酰化后游离氨基与京尼平

的交联反应[１１]ꎮ 改性后的 ＨＡ 凝胶可广泛应用于

组织再生和修复、药物传递等方面[１２－１３]ꎮ
关节软骨缺损是临床上一种常见且较为棘手的

问题ꎬ主要原因是软骨损伤后其自我恢复能力有
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限[１４]ꎮ 考虑到 ＨＡ 是关节软骨的主要成分之一ꎬ笔
者以 ＨＡ 为原料、１ꎬ４－丁二醇二缩水甘油醚(１ꎬ４－
ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ ｄｉｇｌｙｃｉｄｙｌ ｅｔｈｅｒꎬＢＤＤＥ)为交联剂制备了

ＨＡ 水凝胶ꎬ并对其进行性能表征ꎬ考察其在关节软

骨缺损中的应用ꎮ

１　 原料与方法

１􀆰 １　 试剂与仪器

透明质酸钠(１×１０６ ~１􀆰 ８×１０６ Ｄａ)ꎬ山东福瑞达

生物医药有限公司生产ꎻＢＤＤＥꎬ美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ
公司生产ꎻ氢氧化钠(ＮａＯＨ)、氯化钠(ＮａＣｌ)ꎬ分析

纯ꎬ上海泰坦科技股份有限公司生产ꎻ磷酸二氢钾

(ＫＨ２ＰＯ４)、磷酸氢二钠(Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ)ꎬ分析纯ꎬ
上海凌峰化学试剂有限公司生产ꎻ去离子水ꎬ华东理

工大学生产ꎮ
ＨＤ２００４Ｗ 电动搅拌机ꎬ上海司乐仪器有限公司

生产ꎻＭＣＲ ３０２ 流变仪ꎬ奥地利 Ａｎｔｏｎ Ｐａａｒ 公司生

产ꎻＨＹ－Ｕ３５０ 万能拉力机ꎬ上海衡翼精密仪器有限

公司生产ꎻＮｏｖａ Ｎａｎｏ ＳＥＭ ４５０ 型场发射扫描电镜ꎬ
ＦＥＩ 公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 ＨＡ 凝胶的制备

称取一定量的 ＨＡ 粉末ꎬ溶解在质量分数为 １％
的 ＮａＯＨ 溶液中ꎬ使其质量分数为 １０％ꎬ机械搅拌至

完全溶解ꎻ加入交联剂 ＢＤＤＥꎬ控制其体积分数为

０􀆰 ５％ꎻ将搅拌均匀的混合物移入培养皿中ꎬ并在

４０℃下反应 ５ ｈꎻ然后将培养皿放入干燥器中ꎬ４℃下

干燥ꎮ 干燥后用去离子水溶胀和彻底清洗ꎬ即得

ＨＡ 凝胶ꎮ
１􀆰 ３　 分析与测试方法

１􀆰 ３􀆰 １　 扫描电镜

通过 Ｎｏｖａ Ｎａｎｏ ＳＥＭ ４５０ 扫描电镜观察凝胶的

截面形态ꎮ 表征之前需将溶胀至平衡的凝胶用液氮

速冻并脆断以获得断截面ꎬ然后冷冻干燥 ４８ ｈꎬ干燥

完成后的凝胶需喷 Ｐｔ 以增强其导电性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 机械性能

测试机械性能之前需对材料进行预处理ꎬ制得

的凝胶薄膜用去离子水浸泡溶胀后调节至 ＨＡ 质量

浓度为 ２０ ｍｇ / ｍＬꎻ 将凝胶裁剪为长 ５０ ｍｍ、 宽

１４ ｍｍ 的长方形后ꎬ用医用棉裹住凝胶两端ꎬ然后用

ＨＹ－Ｕ３５０ 万能拉力机测试其拉伸性能ꎮ 断裂伸长

率的计算公式为:
断裂伸长率 ＝ ΔＬ / Ｈ

其中:ΔＬ 为凝胶断裂时的位移ꎻＨ 为拉伸前上下夹

具之间的距离ꎮ

１􀆰 ３􀆰 ３　 溶胀性

依据质量的变化来评价凝胶的吸水溶胀性[１５]ꎮ
将制得的 ＨＡ 凝胶用去离子水浸泡至溶胀平衡后ꎬ
冷冻干燥并称其干重ꎬ记为 Ｍ０ꎻ投入 ５００ ｍＬＰＢＳ 缓

冲液 中 ( ＮａＣｌ: ９ ｍｇ / ｍＬꎻ ＫＨ２ＰＯ４: ０􀆰 ０３ ｍｇ / ｍＬꎻ
Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ:０􀆰 １４ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ浸泡 ２４ ｈꎬ记录浸泡

后的凝胶质量ꎬ记为 Ｍ１ꎬ计算凝胶的溶胀性 Ｑ:
Ｑ ＝ (Ｍ１ － Ｍ０) / Ｍ０

１􀆰 ３􀆰 ４　 流变性

凝胶的流变性主要通过 ＭＣＲ ３０２ 流变仪来测

定ꎮ 测量过程中使用的转子型号为 ＰＰ２５ꎬ测试参数

设置为温度 ３７℃ꎬ恒定应变 １％ꎬ范围 ０􀆰 １ ~ １０ Ｈｚꎬ
测试距离 １ ｍｍꎬ在动态振荡频率扫描模式下进行ꎮ
测试前需将制得的凝胶薄膜用去离子水浸泡溶胀ꎬ
调节至 ＨＡ 质量浓度为 ２０ ｍｇ / ｍＬꎬ并裁剪为 ２５ ｍｍ
左右的圆形膜片ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 软骨缺损修复实验

将充分浸泡以除去残留交联剂 ＢＤＤＥ 的 ＨＡ 凝

胶调节至 ＨＡ 质量浓度为 ２０ ｍｇ / ｍＬ 后ꎬ裁剪成直径

３􀆰 ５ ｍｍ、厚 ３ ｍｍ 的圆形膜片ꎬ高温灭菌后备用ꎮ 并

以新西兰白兔为实验对象ꎬ通过钻孔在右后腿滑车

凹槽中心形成全层软骨缺损ꎮ 将 ６ 只新西兰大白兔

均分为 ２ 组ꎬ即对照组和 ＨＡ 凝胶组ꎮ 对于 ＨＡ 凝

胶组ꎬ将 ＨＡ 凝胶填入缺陷部位即可ꎬ而对照组为同

样缺损未经过任何处理ꎮ 术后动物可以在笼子里自

由活动ꎬ四肢可以承受全部质量ꎬ其健康状况由兽医

监测ꎮ 最终于 ８ 周时对兔子进行安乐死处理以评估

其软骨再生情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 组织切片染色

苏木素－伊红染色(Ｈ＆Ｅ 染色):用 ４％的多聚

甲醛将标本进行固定 ２４ ｈꎬ梯度酒精和二甲苯脱水ꎬ
石蜡包块ꎻ将标本切为 ５ μｍ 厚的薄片ꎬ铺于涂有多

聚赖氨酸的载玻片上ꎬ置于 ６０℃烤箱中烤 １ ｈꎻ然后

用二甲苯脱蜡 １０ ｍｉｎꎬ共进行 ３ 次ꎻ接着将切片放入

１００％、９５％、８５％、７５％的梯度酒精水化ꎬ每梯度 ５ ｓꎬ
自来水冲洗ꎻ苏木素染液染色 １０ ｍｉｎꎬ并洗去玻片上

多余染液ꎻ用 １％盐酸乙醇溶液分色 １０ ｓ 后ꎬ流水冲

洗 ３０ ｍｉｎꎻ接着用伊红染液染色 ２ ｍｉｎꎻ再依次用

７５％、８５％、９５％、１００％的乙醇脱水ꎬ每梯度 ５ ｓꎻ最后

以二甲苯为透明剂透明 ３ 次并拭去多余的二甲苯ꎻ
用中性树胶封片即可ꎮ

甲苯胺蓝染色(ＴＢＯ 染色):用 ４％的多聚甲醛

将标本进行固定 ２４ ｈꎬ梯度酒精和二甲苯脱水ꎬ石蜡

包块ꎻ将标本切为 ４ μｍ 厚的薄片ꎬ铺于涂有多聚赖
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氨酸的载玻片上ꎬ置 ６０℃烤箱中烤 １ ｈꎻ然后用二甲

苯脱蜡 １０ ｍｉｎꎬ共进行 ３ 次ꎻ接着将切片放入 １００％、
９５％、８５％、７５％的梯度酒精水化ꎬ每梯度 ５ ｓꎬ自来水

冲洗ꎻ将切片置于 １％甲苯胺蓝溶液染色 １２ ~ ２４ ｈꎻ
充分水洗后用中性树胶封片即可ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 凝胶形貌分析

ＨＡ 凝胶的外观图及截面形貌的 ＳＥＭ 图如图 １
所示ꎮ 从图 １(ａ)中可以看出ꎬＨＡ 凝胶吸水溶胀后

是透明膜片ꎬ外表面光滑ꎬ具有固定的形状ꎮ

(ａ)凝胶外观图 (ｂ)ＨＡ 凝胶横截面

(ｃ)ＨＡ 凝胶局部放大图

图 １　 ＨＡ 凝胶的外观图及 ＳＥＭ 图

从图 １(ｂ)、图 １(ｃ)可以看出ꎬＨＡ 凝胶具有水

凝胶的典型特征———多孔结构ꎬ孔壁表面光滑ꎻ利用

Ｉｍａｇｅｓｊ 软件对图 １( ｃ)进行孔径分析可知ꎬ孔径在

４０ μｍ 左右ꎮ 而孔道附近的细丝则主要是由于液氮

速冻脆断产生的ꎮ
２􀆰 ２　 机械性能分析

ＨＡ 凝胶的机械性能如表 １ 所示ꎮ
表 １　 ＨＡ 凝胶机械及溶胀性能数据

性能 断裂伸长率 / ％ 溶胀性能

均值　 　 １５８􀆰 ９３ ３２􀆰 ７８

标准偏差 １０􀆰 ６７ １􀆰 ０１

在一定范围内ꎬＨＡ 凝胶受力拉伸会发生形状

上的变化ꎬ一旦松开ꎬ能够变回原状ꎬ表明 ＨＡ 凝胶

是一种弹性凝胶ꎮ 由表 １ 可以看出ꎬＨＡ 凝胶的断

裂伸长率为 １５９％ꎬ具有一定的拉伸性能ꎬ因而能为

组织修复时细胞的增殖及组织的再生提供支撑

作用ꎮ
２􀆰 ３　 溶胀性能分析

溶胀性是凝胶材料使用考察的关键标准之一ꎬ
主要是因为凝胶浸泡溶胀之后ꎬ不仅会带来体积的

变化ꎬ也有可能引起力学性质、颜色等其他方面的变

化ꎬ从而导致其综合性能发生改变[１６]ꎮ 由表 １ 可以

看出ꎬＨＡ 凝胶的溶胀率约为凝胶干重的 ３３ 倍ꎬ说
明其具有很强的吸水能力ꎮ
２􀆰 ４　 流变性能分析

一般情况下ꎬ用流变性参数弹性模量 Ｇ′(存储

模量)、黏性模量 Ｇ″(消耗模量)来表征凝胶的粘弹

性ꎮ ＨＡ 凝胶的流变曲线如图 ２ 所示ꎮ

１—弹性模量 Ｇ′ꎻ２—黏性模量 Ｇ″

图 ２　 ＨＡ 凝胶的流变曲线

由图 ２ 可以看出ꎬＨＡ 凝胶的 Ｇ′和 Ｇ″均表现出

相似的非线性流变曲线ꎬ且随着频率的增大ꎬＧ′和
Ｇ″值逐渐增加ꎻ在 ０􀆰 １~１０ Ｈｚ 范围内ꎬＨＡ 凝胶的弹

性模量均大于黏性模量ꎬ表明在体系中弹性模量占

主导地位ꎬＨＡ 凝胶是一种弹性凝胶ꎮ
２􀆰 ５　 软骨缺损修复应用分析

软骨缺损修复的总体评估如图 ３ 所示ꎮ 从图 ３
中可以看出ꎬＨＡ 凝胶组软骨再生良好ꎬ８ 周后缺损

已得到明显改善ꎬ且关节软骨表面较为光滑ꎮ 而对

照组中ꎬ软骨在宏观上便可观察到一些骨赘和软骨

的磨损(图中以黑色箭头表示)ꎮ

(ａ)对照组 (ｂ)凝胶组

图 ３　 ８ 周软骨修复的宏观观察

不同再生软骨组织的 Ｈ＆Ｅ 染色分析如图 ４ 所

􀅰０３１􀅰
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示ꎮ 从图 ４ 中可以看出ꎬ与对照组相比ꎬＨＡ 凝胶组

显示出良好的软骨重建性能ꎮ 在对照组中ꎬ软骨空

槽中被纤维组织填满ꎬ还有下层骨的塌陷ꎮ

(ａ)对照组 Ｈ＆Ｅ 染色图 (ｂ)ＨＡ 凝胶组 Ｈ＆Ｅ 染色图

(ｃ)对照组 ＴＢＯ 染色图 (ｄ)ＨＡ 凝胶组 ＴＢＯ 染色图

图 ４　 ８ 周软骨修复组织的 Ｈ＆Ｅ 和 ＴＢＯ 染色

从图 ４ 中还可以看出不同软骨缺损修复组织的

ＴＢＯ 染色分析ꎮ 对照组中的软骨连续性被打断ꎬ缺
损区域被纤维组织填满ꎻ而 ＨＡ 凝胶组中则可以看

到更多的软骨组织ꎬ软骨缺损也已完全愈合ꎮ 因此ꎬ
ＨＡ 凝胶在软骨修复过程中ꎬ确实有助于软骨基质

生成的增强ꎮ

３　 结论

ＨＡ 具有良好的生物相容性和可降解性ꎬ广泛

地应用在骨骼生长、发育、重建以及细胞迁移、伤口

愈合等生物学过程中ꎬ但是其较短的体内停留时间

也在一定程度上限制了其应用前景ꎮ 因此ꎬ以

ＢＤＤＥ 为交联剂对 ＨＡ 进行化学改性制得 ＨＡ 凝胶ꎬ
并对其进行性能表征ꎬ结果表明ꎬＨＡ 凝胶具有一定

的拉伸性能ꎬ 是一种弹性凝胶ꎬ 断裂伸长率为

１５９％ꎻ其横截面表现出多孔联通结构ꎬ孔壁光滑ꎬ孔
径在 ４０ μｍ 左右ꎻ其溶胀性约为凝胶干重的 ３３ 倍ꎬ
具有很强的吸水能力ꎮ 同时ꎬＨＡ 凝胶对软骨缺损

修复和重建具有明显的促进作用ꎬ说明 ＨＡ 凝胶确

实有望用于关节软骨缺损修复ꎮ
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