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文章亮点： 

1 以前的研究多针对水凝胶的一种浓度或性能进行评价，实验将不同浓度透明质酸水凝胶的黏弹性与干

细胞的生长行为联系起来，探讨水凝胶黏弹性与细胞生长和形态的关系，从中寻找到适宜的水凝胶浓度。 

2 在研究手段上，细胞培养由传统的二维培养方式转向三维培养方式，能更真实的反映干细胞在体内时

的表型和生长行为。 

3 实验发现透明质酸水凝胶浓度的改变会影响干细胞三维静态培养的生长行为和表型，8 g/L 的透明质酸

水凝胶更适合大鼠骨髓间充质干细胞的三维培养。 

关键词： 
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摘要 

背景：水凝胶呈半凝固的胶体状态，可以实现细胞的三维立体培养，消除普通培养皿中出现的“接触抑

制”现象，从而提高培养效率，透明质酸水凝胶作为三维培养基质在干细胞和组织工程研究领域的应用

已有报道。 

目的：探讨透明质酸水凝胶浓度的改变对其基本性能以及对大鼠骨髓间充质干细胞三维培养形态和增殖

的影响。 

方法：制备 4，8，12 g/L 的透明质酸水凝胶，观察其凝胶时间、溶胀率、降解速率以及黏弹性；用这 3
种浓度透明质酸水凝胶包封骨髓间充质干细胞进行三维培养，并以普通培养皿的二维培养作对照。通过

激光扫描共焦显微镜观察不同培养条件下骨髓间充质干细胞的形态，采用细胞计数法描绘骨髓间充质干

细胞在不同浓度透明质酸水凝胶内的生长曲线。 

结果与结论：对于 4-12 g/L 的透明质酸水凝胶，其浓度越大，凝胶时间越短，溶胀率越低，降解速率

越慢，水凝胶弹性强度越大(P < 0.05)。激光扫描共焦显微镜见骨髓间充质干细胞在透明质酸水凝胶内

呈立体圆球形，与二维培养时呈现的梭形明显不同；同时，细胞计数结果显示骨髓间充质干细胞在透明

质酸水凝胶内的增殖率高于二维培养，并以 8 g/L 透明质酸水凝胶的促增殖作用 明显(P < 0.05)。可见

不同浓度的透明质酸水凝胶性能存在差异，对大鼠骨髓间充质干细胞的生长、增殖也有影响，8 g/L 的

透明质酸水凝胶更适合大鼠骨髓间充质干细胞的三维培养。 
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Abstract 

BACKGROUND: Hydrogel, which is a kind of semi-solid materials, can be used for three-dimensional culture for 
mesenchymal stem cells. So it would improve efficiency of cultured cells by eliminating “contact inhibition”, which 
is common in two-dimensional culture. Hyaluronic acid hydrogel as a three-dimensional culture matrix has been 
reported in the field of stem cells and tissue engineering research.  

OBJECTIVE: To investigate the morphology and proliferation of rat bone marrow mesenchymal stem cells 
cultured in the three-dimensional hyaluronic acid hydrogels with different properties.  

METHODS: Three concentrations of hyaluronic acid hydrogels, 4, 8, and 12 g/L, were prepared and evaluated 
with their properties including gelation time, swelling ratio, degradation rate and viscoelasticity. Rat bone marrow 
mesenchymal stem cells were encapsulated and cultured in those hyaluronic acid hydrogels. Another rat bone 
marrow mesenchymal stem cells cultured in the two-dimensional medium served as control. Morphology of the 
encapsulated bone marrow mesenchymal stem cells was observed by laser scanning confocal microscope. 
Growth curves of bone marrow mesenchymal stem cells cultured in the hyaluronic acid hydrogels with different 
concentrations were depicted using cell counting method. 

RESULTS AND CONCLUSION: The higher concentration of hyaluronic acid hydrogels leaded to the shorter 
gelation time, lower swelling ratio, slower degradation rate and higher strength (P < 0.05). Bone marrow 
mesenchymal stem cells cultured in the three-dimensional hyaluronic acid hydrogels showed a spherical shape 
and higher proliferation compared with those in normal culture. Meanwhile, rat bone marrow mesenchymal stem 
cells cultured in 8 g/L hyaluronic acid hydrogels showed higher proliferation than those in 4 and 12 g/L hyaluronic 
acid hydrogels (P < 0.05). These findings indicate that concentration variations of hyaluronic acid hydrogels lead 
to changes in their mechanical properties. Hyaluronic acid hydrogel with a concentration of 8 g/L is more 
appropriate for three-dimensional culture of rat bone marrow mesenchymal stem cells. 

Key Words: biomaterials; material biocompatibility; tissue engineering; hyaluronic acid hydrogel; mechanical 
properties; bone marrow mesenchymal stem cells; three-dimensional culture; proliferation; properties 
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0  引言 

 
心肌梗死是目前人类健康的 大威胁，由于心肌细胞几乎没有再生能力，导致梗死的心

肌组织 终由纤维组织替代，心功能下降[1]。近年来，研究者将具有分化潜能的干细胞移植

到心肌梗死部位，试图达到恢复心脏功能的目的[2-3]。但随着研究的开展，发现超过90%的移

植细胞在24 h内即大量逃逸，细胞治疗的效果受到质疑[4]。于是，采用可降解的生物材料，

如胶原、Matrigel等作为细胞载体防止细胞逃逸的方法引起了关注[5]。 

 

可注射水凝胶除了能携带细胞之外，还能为干细胞的存活和生长提供理想的微环境，因此

具有较大优势。透明质酸是一种分布在多种组织细胞外基质中的蛋白多糖[6]，具有良好生物相

容性，并在生物发育和机体损伤修复过程中发挥重要作用。因此，基于透明质酸的水凝胶已成

为一种有前景的生物材料，并在三维细胞培养、组织工程支架以及再生医学领域得到广泛应   

用[7]。作为三维培养基质，透明质酸水凝胶能够支持干细胞的生长行为，例如干细胞的表型、

活性、增殖、迁移和分化等，更重要的是这些生长行为跟水凝胶的机械性能和内部结构关系密

切[8]。有研究指出，干细胞对培养基质的硬度和结构能直接做出应答反应[9-10]，从而影响自身

的一些生长行为。在以往的关于透明质酸水凝胶的研究中多采用单一浓度，因而目前关于透明

质酸水凝胶浓度的改变对水凝胶的基本性能以及水凝胶内细胞生长行为的具体影响还没有完

全认识清楚。因此，在透明质酸水凝胶治疗应用之前，分析设计水凝胶的优越性能以及建立利

于干细胞存活和生长的 佳培养条件对于组织工程和再生医学的应用具有重要意义。 

 

目前透明质酸水凝胶在心血管领域的应用研究较少，文章对透明质酸水凝胶的特性作初
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步研究，制备不同质量浓度水凝胶并探讨浓度的改变对

其基本性能以及对大鼠骨髓间充质干细胞生长、增殖、

形态和分布的影响，为进一步深入研究奠定基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：水凝胶性能分析及细胞学体外实验。 

时间及地点：于2011年10月至2012年9月在北京协

和医学院阜外心血管病医院心血管疾病国家重点实验

室完成。 

材料： 

实验动物：健康雄性4周龄SD大鼠20只，体质量60 g

左右，由北京大学医学部提供，许可证号：SCXK 

(京)2001-0012。动物饲养环境为清洁级，实验过程对

动物的处置符合相关动物伦理学要求。 

不同浓度透明质酸水凝胶的性能及其对骨髓间充质干细

胞形态和增殖影响检测中所用主要试剂与仪器： 

Main reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

透明质酸水凝胶的制备：透明质酸水凝胶试剂盒

HyStem Hydrogel内含冻干状固体HyStemTM(经巯基修

饰的透明质酸)、ExtralinkTM(聚乙二醇二丙烯酸酯)和脱

气去离子水3个组分，水凝胶配制按照说明书进行。

HyStemTM和ExtralinkTM分别溶于脱气去离子水后形成

凝胶工作液和交联剂工作液，其中交联剂工作液浓度固

定为2%，凝胶工作液所需去离子水体积由 终体积减

去交联剂用水体积计算而得。将两种工作液按比例混

合，待凝固后， 终制备成4，8，12 g/L的水凝胶。  

凝胶时间测定：水凝胶工作液和交联剂工作液混合均

匀后，立即用移液器吸取300 μL混合液转移到离心管

内，置于37 ℃水浴并开始计时，不时倾斜离心管观察

溶液是否流动。当液体不再流动时，则认为是形成凝胶，

记录此过程的时间。 

溶胀实验：采用溶胀实验比较不同质量浓度水凝胶的

溶胀性能[11]，以溶胀率表示。待水凝胶凝固成胶体后，

称质量得mi，置于37 ℃的PBS溶液中浸泡过夜，至溶胀

平衡，从PBS中取出并再次称质量得mw，计算溶胀率。 

 

 

体外酶降解实验：通过测定透明质酸酶降解水凝胶导

致的质量损失获得[11]。Ⅳ型透明质酸酶工作液用PBS配

制，浓度为300 μg /L。水凝胶凝固后在PBS溶液中溶胀

至平衡，称质量，然后置于37 ℃透明质酸酶工作液中

至完全降解。降解速率通过公式计算得出。 

 

 

 

黏弹性测定：通过流变仪测定水凝胶的黏弹性，黏弹

性是以存储模量(G′)和损耗模量(G″)的形式测量，其中存

储模量(G′)代表弹性，损耗模量(G″)代表黏性，这两个参

数代表材料的相对硬度[11]。取3种浓度的透明质酸水凝

胶，PBS中37 ℃溶胀至平衡，置于流变仪平行板顶部，

裁剪成直径25 mm圆形形状，厚度为1.5 mm。流变仪动

态振荡扫描频率的范围设置为0.1-10 Hz，恒定剪切应力

设为1%，测量温度设为37 ℃，分别读取G′和G″。 

骨髓间充质干细胞培养、鉴定及包封：采用全骨髓贴壁

法从SD大鼠分离获得骨髓间充质干细胞[12]，采用颈椎

脱臼法处死大鼠，体积分数75%乙醇浸泡3 min，无菌

条件下，取出大鼠股骨和胫骨，剪除干骺端，5 mL注射

器吸取DMEM培养基反复冲洗骨髓腔于培养皿内，将冲

出的细胞转移到75 mL培养瓶内，置于体积分数

5%CO2、37 ℃细胞培养箱内培养，48 h后首次换液，

以后每两三天换液1次。原代细胞以1∶2的比例传代。

取第2代骨髓间充质干细胞用于实验研究。 

应用流式细胞仪鉴定细胞表型。收集生长状态良好

的细胞，2.5 g/L胰酶消化，4 ℃，1 000 r/min离心5 min，

用PBS清洗细胞，调整细胞浓度至1×109 L-1，分别加入

单克隆抗体 CD34-PE 、 CD45-FITC 、 CD29-PE 、

CD90-FITC。同时每管样品设立同型阴性对照。避光冰

上孵育45 min，用体积分数2%小牛血清洗涤细胞3次，

以除去未结合抗体，用含体积分数2%小牛血清的PBS 

500 μL重悬细胞，流式细胞仪检测分析。 

包封细胞时，将单层培养的骨髓间充质干细胞消化

并离心收集，用尚未凝固的透明质酸水凝胶混合液重悬

细胞沉淀，移液器反复吹打混匀，在凝成胶体之前迅速

移到96孔板中，每孔100 μL，然后置于体积分数

试剂及仪器 来源 

透明质酸水凝胶试剂盒 (HyStem 
Hydrogel) 

Ⅳ型透明质酸酶，FITC-Phalloidin
染料 

胎牛血清、DMEM 细胞培养基 
MCR 301 型流变仪 
IX81 型激光扫描共焦显微镜，IX70
型倒置荧光显微镜 

CD29-PE、CD34-PE、CD45-FITC、

CD90-FITC 抗体 

BioTime Inc，美国 
 
Sigma-Aldrich，美国 
 
Gbico，美国 
Anton Paar Physica，奥地利 
Olympus，日本 
 
BD，美国 

溶胀率(%) = [(mw－mi)/mi]×100% 

质量损失(%) =[(m0－mt)/m0]×100%，其中 m0是水凝胶的初始质量，

mt是降解 t 小时后的质量 



 
李凯，等. 不同浓度透明质酸水凝胶的细胞相容性  

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 2930 

www.CRTER.org 

5%CO2、37 ℃细胞培养箱内。待透明质酸水凝胶凝固

成胶体后，每孔再添加200 μL含有体积分数10%胎牛血

清和体积分数1%青霉素/链霉素的DMEM细胞培养基，

继续培养，细胞浓度为1×109 L-1。 

骨髓间充质干细胞在水凝胶内的形态观察：包封的细胞

用PBS洗涤后，40 g/L多聚甲醛室温固定30 min，体积

分 数 0.1% Triton X-100 室 温 孵 育 5 min ， 用

FITC-Phalloidin在 37 ℃避光孵育 1 h，DAPI孵育     

10 min，然后在激光扫描共焦显微镜下观察细胞形态。

以普通二维培养的骨髓间充质干细胞作对照。 

细胞计数法检测骨髓间充质干细胞在透明质酸水凝胶中

的增殖能力：分别在第0，2，5，8，11天通过细胞计数

法检测透明质酸水凝胶中骨髓间充质干细胞的增殖能

力。吸去96孔板内的培养基，PBS洗涤后，每孔添加    

200 μL的Ⅳ型透明质酸酶工作液，待水凝胶降解完全

后，骨髓间充质干细胞从水凝胶中完全释放出来，然后

收集骨髓间充质干细胞，离心后弃上清，用DMEM培养

基重悬细胞沉淀，混匀并吹打成单个细胞，用血球计数

板进行细胞计数，细胞个数由公式得出。以普通二维培

养的骨髓间充质干细胞作对照。 

 

 

 

主要观察指标：①不同质量浓度透明质酸水凝胶的

基本性能。②骨髓间充质干细胞在二维培养以及在3种

浓度水凝胶三维培养时的形态及增殖情况。 

统计学分析：采用SPSS 17.0统计软件进行统计学

处理，所有数据以x
_

±s表示，各组间的数据比较采用单

因素方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  不同质量浓度透明质酸水凝胶的制备及凝胶时间  

按照实验设计制备不同质量浓度的透明质酸水凝胶。每

种质量浓度的透明质酸水凝胶的凝胶时间均重复测定3

次。实验结果显示，透明质酸水凝胶浓度越大，凝胶时

间越短，即4 g/L的透明质酸水凝胶凝胶时间 长，为

(111.5±7.8) min，8 g/L的透明质酸水凝胶的凝胶时间为

(20.0±1.4) min，而12 g/L的透明质酸水凝胶的凝胶时间

短，为(12.5±0.7) min，见图1，3种质量浓度透明质

酸水凝胶的凝胶时间比较差异有显著性意义(P < 0.05)。 

 

2.2  不同质量浓度透明质酸水凝胶的溶胀情况  每种质

量浓度透明质酸水凝胶的溶胀率均重复测定3次。实验结

果显示，透明质酸水凝胶浓度越大，溶胀率越小。4 g/L

透明质酸水凝胶溶胀率 高，为(56.16±3.59)%，而8，

12 g/L透明质酸水凝胶溶胀率分别为(33.40±3.53)%和

(21.00±3.62)%，见图2，3种质量浓度透明质酸水凝胶的

溶胀率比较差异有显著性意义(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  不同质量浓度透明质酸水凝胶的体外酶降解速率  

每种质量浓度透明质酸水凝胶的降解速率均重复测定3

次。结果显示，透明质酸水凝胶质量浓度越大，其降解

速率越慢。4 g/L透明质酸水凝胶降解 快，在3 h左右

完全降解，8 g/L透明质酸水凝胶在8 h左右完全降解，

图 1  不同质量浓度透明质酸水凝胶的凝胶时间比较(x
_

±s，
n=3) 

Figure 1  Gelation time of hyaluronic acid hydrogels with 
different concentrations (x

_

±s, n=3) 

 

与 4 g/L 透明质酸水凝胶比，
aP < 0.05。 

注：经比较发现 8，12 g/L 透明质酸水凝胶的凝胶时间明显

少于 4 g/L 透明质酸水凝胶，即透明质酸水凝胶质量浓度越

大，凝胶时间越短。 
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图 2  不同质量浓度透明质酸水凝胶的溶胀率比较(x
_

±s，n=3)

Figure 2  Swelling ratios of hyaluronic acid hydrogels with 
different concentrations (x

_

±s, n=3) 

 

与 4 g/L 透明质酸水凝胶比，
aP < 0.05。 

注：经比较发现 8，12 g/L 透明质酸水凝胶的溶胀率明显低

于 4 g/L 透明质酸水凝胶，即透明质酸水凝胶质量浓度越大，

溶胀率越小。 

4                                                                                      8                                                                                  12 

60

50

40

30

20

10

0

溶
胀
率

(%
)

水凝胶质量浓度(g/L)

a

a 
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细胞数，V 为细胞悬液总体积 
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12 g/L透明质酸水凝胶降解 慢，完全降解需要13 h左

右，见图3，3种浓度透明质酸水凝胶的降解速率比较差

异有显著性意义(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  不同质量浓度透明质酸水凝胶的黏弹性  见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

根据不同振荡扫描频率下的存储模量(G′)和损耗模

量(G″)生成曲线图，在整个频率范围，同一浓度水凝胶

的存储模量(G′)要远远大于其损耗模量(G″)，说明水凝

胶形成胶体后弹性占主导地位，并且存储模量(G′)在不

同的频率时较为稳定，其值基本保持不变，即水凝胶内

部结构比较稳定。测量结果发现，随着透明质酸水凝胶

浓度的增加，其弹性强度逐渐增强，但8，12 g/L的透明

质酸水凝胶弹性强度较为接近，4 g/L的透明质酸水凝胶

弹性强度很弱；而黏性则无此规律，其中8 g/L的透明质

酸水凝胶黏性 低。 

 

2.5  骨髓间充质干细胞的表型  流式细胞仪检测结果

显示，第2代大鼠骨髓间充质干细胞CD29，CD90抗原

阳性率分别为97.0%和94.5%。仅有少量细胞表面抗原

CD34，CD45阳性，阳性率分别为4.9%和5.7%。见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  骨髓间充质干细胞在不同浓度透明质酸水凝胶内

的形态  激光扫描共焦显微镜下分别观察骨髓间充质

干细胞在二维培养和三维培养时的具体形态。在高倍镜

下(×600)，二维培养的骨髓间充质干细胞铺展充分，呈

典型梭形。4 g/L透明质酸水凝胶内的骨髓间充质干细胞

可以铺展，8 g/L透明质酸水凝胶内的骨髓间充质干细胞

向四周均匀铺展，而12 g/L透明质酸水凝胶内的骨髓间

充质干细胞不能铺展，呈圆球形，见图6。同时，共焦

显微镜三维扫描成像分析显示，骨髓间充质干细胞在8，

12 g/L透明质酸水凝胶内的分布比较均匀，而在4 g/L透

图 3  不同质量浓度透明质酸水凝胶的降解速率比较(x
_

±s，
n=3) 

Figure 3  Degradation rates of hyaluronic acid hydrogels with 
different concentrations (x

_

±s, n=3) 

与 4 g/L 透明质酸水凝胶比，
aP < 0.05。 

注：经比较发现 8，12 g/L 透明质酸水凝胶的降解速率明显

低于 4 g/L 透明质酸水凝胶，即透明质酸水凝胶质量浓度越

大，其降解越慢。 
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图 4  不同质量浓度透明质酸水凝胶的黏弹性比较 

Figure 4  Viscoelasticity of hyaluronic acid hydrogels with 
different concentrations 

 

注：根据不同振荡扫描频率下的存储模量(G’)和损耗模量(G’’)
生成曲线图，其中存储模量(G’)代表弹性，损耗模量(G’’)代表

黏性。测量结果发现，随着透明质酸水凝胶质量浓度的增加，

其弹性强度逐渐增强；而黏性则无此规律，其中 8 g/L 的透

明质酸水凝胶黏性 低。 
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图 5  分离培养的第 2 代大鼠骨髓间充质干细胞的表型 

Figure 5  Cell phenotypes of passage 2 rat bone marrow 
mesenchymal stem cells 

 

注：流式细胞仪检测结果显示多数细胞表达间充质干细胞表面

抗原 CD29(A)，CD90(B)，而不表达造血细胞表面抗原 CD34(C)
和 CD45(D)，证实分离培养细胞为骨髓间充质干细胞。 

G’：4 g/L 水凝胶 
G’：8 g/L 水凝胶 
G’：12 g/L 水凝胶 

a a 

G”：4 g/L 水凝胶 
G”：8 g/L 水凝胶 
G”：12 g/L 水凝胶 

A B 

C D 
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明质酸水凝胶内有沉积现象，底部细胞较多，见图7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7  骨髓间充质干细胞在不同浓度透明质酸水凝胶内的

增殖情况  分别在第0，2，5，8，11天通过细胞计数描

绘骨髓间充质干细胞水凝胶三维培养的生长曲线，每个时

间点的样本量均为3个，生长曲线显示骨髓间充质干细胞

在第0-2天为生长稳定期，从第2天开始进入对数生长期，

第8天开始进入平台期。研究发现，在第5天以后，骨髓间

充质干细胞在透明质酸水凝胶三维培养表现出的增殖率

要明显高于二维培养组，其中8 g/L透明质酸水凝胶培养

的骨髓间充质干细胞增殖率要高于4，12 g/L的透明质酸

水凝胶，12 g/L透明质酸水凝胶与二维培养的骨髓间充质

干细胞表现出的增殖率均较低，见图8，这4组骨髓间充质

干细胞的增殖率比较差异有显著性意义(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

透明质酸是一种线性黏多糖，在多种组织细胞外基

图 6  骨髓间充质干细胞在二维培养和不同质量浓度透明质

酸水凝胶内三维培养时的形态(激光扫描共焦显微

镜，×600) 

Figure 6  Morphology of bone marrow mesenchymal stem 
cells encapsulated in three-dimensional hyaluronic 
acid hydrogels and cultured on two-dimensional 
matrix observed by laser scanning confocal 
microscope (×600) 

 

注：F-actin 为纤维状肌动蛋白，能与鬼笔环肽(Phalloidin)
特异性结合。用荧光标记的鬼笔环肽与 F-actin 结合后，可以

显示微丝骨架在细胞中的分布，以观测细胞形态。4，8 g/L
水凝胶内的骨髓间充质干细胞可以铺展，而 12 g/L 水凝胶内

的细胞不能铺展，呈圆球形。 

图 7  激光扫描共焦显微镜三维成像分析骨髓间充质干细胞

在不同质量浓度透明质酸水凝胶内三维培养的分布

情况(×200) 

Figure 7  Three-dimensional image showing distribution of 
bone marrow mesenchymal stem cells 
encapsulated in three-dimensional hyaluronic acid 
hydrogels by laser scanning confocal microscope 
(×200) 

 

注：A：骨髓间充质干细胞在 4 g/L 水凝胶内的分布不均匀，

有沉积现象；B：骨髓间充质干细胞在 8 g/L 水凝胶内的分布

较为均匀；C：骨髓间充质干细胞在 12 g/L 水凝胶内的分布

较为均匀。 
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图 8  不同质量浓度透明质酸水凝胶三维培养和普通二维培

养时骨髓间充质干细胞的数量(x
_

±s，n=3) 

Figure 8  Proliferation of bone marrow mesenchymal stem 
cells encapsulated in three-dimensional hyaluronic 
acid hydrogels with different concentrations and 
cultured on two-dimensional matrix (x±s, n=3) 

与 8 g/L 水凝胶组比，
aP < 0.05。 

注：经比较发现骨髓间充质干细胞在 8 g/L 透明质酸水凝胶

内增殖率要高于 4，12 g/L 水凝胶组及二维培养组。 
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质中广泛分布[13]。在胚胎发育时期，透明质酸能够提

供支架结构，帮助传导信号，促进细胞的增殖、迁移

和分化。在机体损伤修复过程中，透明质酸贯穿血管

新生的整个环节，低分子量的透明质酸能够募集内皮

细胞到血管损伤部位，促进内皮细胞的增殖和迁移[14]。

而透明质酸在心肌组织含量丰富，这提示透明质酸很

可能会参与心肌损伤修复的过程。因此，课题组设想

基于透明质酸的可降解水凝胶在心血管修复中可能会

发挥重要作用。 

 

首先，水凝胶具备一定的机械性能——黏弹性，在

细胞三维培养时，这种机械性会影响干细胞的生长行

为，特别是骨髓间充质干细胞的表型、增殖及分化[15]，

骨髓间充质干细胞在软基质中倾向于分化为神经细胞，

在硬基质中倾向于分化为成骨细胞，而在软硬适中的基

质中倾向于分化为心肌细胞，这跟整合素配体信号传递

作用以及传感器将机械刺激传递给细胞骨架关系密  

切[16]。水凝胶的机械性能还影响其他细胞的功能发挥，

尤其是心肌细胞，在与心肌组织基质相似的环境中培养

时能够保持稳定的节律性兴奋，而培养基质太软或太硬

会造成心肌细胞过度伸张和收缩[17]。Prestwich等[18]发

现，化学修饰可以改变透明质酸水凝胶的性能特点，通

过添加交联剂和调整水凝胶浓度能任意调整和控制其

机械性能，从而制备性能理想的水凝胶。实验中黏弹性

测定结果显示随着水凝胶质量浓度的增加，其强度逐渐

增强。这可能是由于水凝胶内透明质酸分子的含量增

多，水凝胶内部网格交联程度密集， 终造成水凝胶强

度增强。在高强度水凝胶内培养的骨髓间充质干细胞表

现出的增殖率很低，同时细胞几乎不能铺展，原因可能

是水凝胶内部网格交联密度高以及孔径太小，阻碍营养

物质和氧分子的运输和扩散[19]，也限制了骨髓间充质干

细胞的铺展空间，导致细胞呈圆球形，而在低强度水凝

胶内骨髓间充质干细胞可以向四周均匀铺展，并能表现

出较强的增殖能力。但是，水凝胶强度过低，会造成内

部交联程度差，导致骨髓间充质干细胞在水凝胶内分布

不均匀，会沉积在水凝胶底部。此外，实验发现，随着

振荡频率的改变，水凝胶的弹性模量(G′)基本保持不变，

说明其内部结构较为稳定，即能够为细胞的生长提供稳

定的培养环境。骨髓间充质干细胞在8 g/L水凝胶内既能

铺展，又具备相对较强的增殖能力，可能比较适合骨髓

间充质干细胞的培养。改变交联剂浓度用量也会改变水

凝胶的黏弹性，进而影响干细胞的生长行为，具体的影

响机制需要进一步研究。 

其次，线性的透明质酸经交联成水凝胶后形成了三维

立体、不同孔径的网格，为细胞的存活和生长提供了三维

培养环境。与传统的二维平面培养相比较，三维培养至少

具备3大优势：①三维培养使细胞可以在多层次空间内活

动，实验发现，8 g/L的水凝胶三维培养的骨髓间充质干

细胞在胶内多层均匀分布，同时表现出的增殖率要明显高

于二维培养组，这可能是因为三维培养消除了细胞“接触

抑制”的影响，细胞增殖数量明显升高。②三维培养方式

能更好地模拟细胞体内的生理环境，并能真实反映细胞活

动和细胞间相互作用[20]，直接影响细胞表型和生长行为，

包括细胞形态、活性、迁移、增殖以及分化等。实验发现

骨髓间充质干细胞在水凝胶三维培养时，呈立体圆球形并

且可以铺展，这可能更接近骨髓间充质干细胞在体内时的

结构形态及生物功能[21]，并与二维培养呈现的梭形有明显

区别。另一方面，骨髓间充质干细胞膜表面分子CD44是

透明质酸分子的受体之一[22-23]，透明质酸分子也有可能通

过与受体分子CD44的相互作用开启胞内信号通路，促进

了细胞的增殖，但实验未进行验证，有待更为深入的研究。

③已有研究证实，利用生物材料为干细胞构造仿生三维培

养环境可以长期维持干细胞的活性以及多向分化潜能。

Mohand-Kaci等[24]利用透明质酸水凝胶构建三维培养环

境，大鼠骨髓间充质干细胞培养28 d后，仍然维持较高的

活性，并且高表达其特异性标记物，经诱导后，能分化为

脂肪细胞、成骨细胞和平滑肌细胞。当然，不同凝胶浓度

带来的凝胶内部网格密度、孔径大小以及性能差异，是影

响上述优势发挥的关键因素。 

 

水凝胶的其他性能对细胞治疗也发挥着积极作用，

比如凝胶形成需要一定的时间，可以完成细胞混合，并

在凝固前注入心肌组织；由于水凝胶的溶胀特性，可以

从周围组织吸收液体成分，包括细胞因子，自由水等，

可以为移植细胞提供养分并帮助改善注射部位的微环

境[25]；降解的透明质酸分子会参与到损伤修复的过程，

对于水凝胶内干细胞释放的细胞因子也会起到控释作

用[7]。因此，采用透明质酸水凝胶作为细胞载体进行细

胞治疗，具有良好的应用前景。 

 

实验仅是初步研究，对3种不同浓度的透明质酸水

凝胶进行了凝胶时间、溶胀率、降解速率、黏弹性等基

本性能的表征，并评估了大鼠骨髓间充质干细胞在其中

的分布、形态和增殖状况，实验表明8 g/L的透明质酸水

凝胶性能较为优越。更多的性能评价、对移植干细胞的

影响，包括向心肌细胞和血管内皮细胞分化的影响，体
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内命运和作用等尚需大量的研究工作。 
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