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研究原著

甲基丙烯酰化明胶 / 富血小板血浆复合水凝胶构建仿生微环境
促进小鼠胰岛瘤细胞 MIN6 功能

文题释义：

甲基丙烯酰化明胶：由明胶经甲基丙烯酰化制备而成，具有良好的理化性能和生物相容性，在细胞培养、组织工程等领域具有广泛应用，

可通过模拟细胞外基质构建细胞仿生微环境，促进细胞的黏附、存活和功能发挥。

富血小板血浆：经梯度离心制备，血小板含量较全血高2-8倍，由Ca2+/凝血酶激活后释放大量具有独特促细胞增殖和分化功能的生长因子

及细胞因子，主要包括血小板源性生长因子、转化生长因子β、胰岛素样生长因子、血管内皮生长因子等，目前主要应用于肌肉再生、创

面修复等方面，效果显著。

摘要

背景：构建仿生微环境促进胰岛素分泌细胞存活及功能发挥，是胰腺组织工程的热点与难点。

目的：基于甲基丙烯酰化明胶/富血小板血浆水凝胶构建仿生微环境，促进小鼠胰岛瘤细胞MIN6存活和功能表达。

方法：将体积分数10%，30%，50%的富血小板血浆溶液分别与50 g/L的甲基丙烯酰化明胶混合，经Ca2+
与凝血酶活化及紫外光照射固化成

水凝胶，分别记为G+10P、G+30P、G+50P，同时制备单纯的甲基丙烯酰化明胶水凝胶(记为G)，检测4组水凝胶的孔隙率、杨氏模量、溶胀

性能与流变行为。将4组水凝胶分别与小鼠胰岛瘤细胞MIN6共培养，检测细胞形态与增殖活性，并进行qRT-PCR检测、胰岛素免疫荧光染

色及胰岛素释放实验。

结果与结论：①复合成分水凝胶的孔隙率小于单一成分水凝胶、杨氏模量高于单一成分水凝胶，并且随着富血小板血浆浓度的增加，复合

成分水凝胶的孔隙率与杨氏模量降低；G+30P、G+50P组溶胀率低于G组、G+10P组(P < 0.05)；复合成分水凝胶的储能模量、耗能模量均大

于单一成分水凝胶(P < 0.05)；②光镜下可见，单一成分水凝胶表面的细胞呈团块样且散在分布，复合成分水凝胶表面的细胞呈团状，但生

长速度更快、细胞团之间连接紧密；活死染色显示，各组水凝胶可促进细胞存活，其中G+30P组、G+50P组死细胞数量明显少于G+10P组、

G组；CCK-8检测显示，复合成分水凝胶促进细胞增殖效果强于单一成分水凝胶，并且随着富血小板血浆浓度的增加，促增殖效果更明显；

③qRT-PCR检测显示，与单一成分水凝胶比较，复合成分水凝胶可明显上调胰岛十二指肠同源盒1、胰岛素、葡萄糖激酶的mRNA表达，其

中以G+30P组最明显；免疫荧光与胰岛素释放实验显示，与单一成分水凝胶比较，复合成分水凝胶可促进胰岛素蛋白的表达及胰岛素释

放；④结果表明，甲基丙烯酰化明胶/富血小板血浆复合水凝胶可用于模拟胰岛素分泌细胞微环境，能够显著提高其存活和功能发挥。
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0   引言   Introduction
糖尿病是一种慢性代谢性疾病，预计到 2045 年将影响

全球 6.29 亿人
[1]
。在过去 30 年中，人胰岛移植作为一项有

望彻底根除糖尿病的战略，已进入临床研究阶段，1 型糖尿

病和晚期 2 型糖尿病患者术后可获得相对稳定的血糖调控能

力。然而，胰岛移植仍面临 β 细胞破坏导致低存活率、较低

的胰岛素存储和葡萄糖刺激的胰岛素分泌等问题
[2-3]

。细胞

外基质是 β 细胞赖以生存的微环境，对其增殖、分化等生物

学行为有重要影响，胶原酶分离胰岛过程中大量细胞外基质

丢失，而细胞外基质中糖胺聚糖的丢失又进一步引起生长因

子的缺乏，加速 β 细胞破坏，限制了胰岛移植的广泛开展
[4-6]

。 

因此，构建仿细胞外基质微环境促 β 细胞存活，成为当前胰

腺组织工程亟需解决的难点。MIN6 是源于小鼠胰岛素瘤的

细胞系，具有与胰腺 β 细胞相似的形态特征，同时呈现与

健康小鼠胰岛相当的葡萄糖诱导胰岛素分泌功能
[7]
，被广泛

用于胰腺 β 细胞功能和糖尿病研究
[8-9]

。现有研究常用 MIN6

细胞作为工具 β 细胞，评估构建的仿细胞外基质微环境。

BEENKEN-ROTHKOPF 等 [10]
通过多种细胞外基质含有的蛋白质

聚合形成水凝胶仿细胞外基质微环境，促进 MIN6 细胞的活

性和功能；另有研究者选择 4 个细胞外基质来源的细胞黏附

配体构建仿生微环境，MIN6 细胞在微环境中表现出对葡萄

糖反应的胰岛素分泌增加，同时形成 β 细胞簇
[11]
。上述研究

证实构建仿细胞外基质微环境的可行性，然而这些构建方法
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Abstract
BACKGROUND: In the field of pancreatic tissue engineering, constructing biomimetic microenvironment to promote the survival and functional exertion of 
insulin-secreting cells remains difficult point and hot problem.
OBJECTIVE: To construct a biomimetic microenvironment based on gelatin methacrylamide/platelet-rich plasma hydrogel to promote the survival and cellular 
functional of MIN6. 
METHODS: 10%, 30% and 50% platelet-rich plasmas were mixed with 50 g/L final concentration of gelatin methacrylamide, gelation by the activation of Ca2+/
thrombin and ultraviolet irradiation (abbreviated as G+10P, G+30P, G+50P). Simultaneously, pure gelatin methacrylamide hydrogel was prepared (denoted as 
G). The porosity, Young’s modulus, swelling properties and rheological behavior of hydrogels of the four groups were tested. MIN6 cells were seeded on the gel 
surface, and cell morphology and proliferation were detected, followed by qRT-PCR, immunofluorescence and release assays of insulin. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The porosity of the composite-component hydrogel was smaller than that of the single-component hydrogel, and the Young's 
modulus was higher than that of the single-component hydrogel. Furthermore, the porosity and Young's modulus of the composite hydrogel decreased with 
the increase of the platelet-rich plasma concentration. The swelling rate of the G+30P and G+50P groups was lower than that of the G and G+10P groups  
(P < 0.05). The storage modulus and dissipation modulus of the composite hydrogels were higher than those of the single-component hydrogels (P < 0.05). (2) 
Under the light microscope, the cells on the surface of the monocomponent hydrogel were clumpy and scattered; the cells on the surface of the composite-
component hydrogel were clumps, but grew faster and the cell clusters were tightly connected. Live-dead staining showed that the hydrogels in each group 
could promote cell survival; the number of dead cells in G+30P and G+50P groups was significantly less than that in G+10P and G groups. The CCK-8 assay 
displayed that the composite-component hydrogel had a stronger promoting effect on cell proliferation than the monocomponent hydrogel. Moreover, with 
the increase of platelet-rich plasma concentration, the promoting effect on proliferation was more obvious. (3) qRT-PCR demonstrated that compared with the 
monocomponent hydrogel, the composite-component hydrogel could significantly up-regulate the mRNA expression levels of islet-duodenum homeobox 1, 
insulin, and glucokinase; among them, the G+30P group was the most obvious. Immunofluorescence and insulin release assays exhibited that compared with 
monocomponent hydrogels, composite-component hydrogels could promote insulin protein expression and insulin release. (4) The results confirm that the 
gelatin methacrylamide/platelet-rich plasma hydrogel can be used to simulate the microenvironment of insulin-secreting cells and can significantly improve 
their survivals and functions.  
Key words: gelatin methacrylamide; platelet-rich plasma; hydrogel; insulin; mouse insulinoma cells; biomimetic microenvironment; diabetes mellitus
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复杂且成本高昂，未将具有活性功能的生长因子引入仿细胞

外基质微环境构建。

富血小板血浆是全血经离心得到的血小板浓缩物，源于

自体，可有效避免排斥和交叉感染
[12-14]

。更重要的是，富血

小板血浆经 Ca2+
或凝血酶激活后能释放大量生长因子和细胞

因子，主要包括血小板源性生长因子、转化生长因子 β、胰

岛素样生长因子、血管内皮生长因子等
[15-17]

，这些因子又具

有独特的增益作用。PULCINI 等 [18]
证实富血小板血浆中富含

的血小板源性生长因子、血管内皮生长因子等生长因子能刺

激前骨细胞的增殖和分化；同时有研究表明，水凝胶负载的

富血小板血浆可以缓释生长因子血小板源性生长因子、转化

生长因子 β，促进成纤维细胞的增殖和迁移，改善糖尿病小

鼠伤口愈合
[19]
。富血小板血浆还具有优异的兼容性，赋予其

与聚乙二醇或透明质酸等构建复合材料的能力，发挥组合互

补优势
[20-21]

。

甲基丙烯酰化明胶作为近些年来兴起的光固化凝胶，具

有高含水量、可调性、低抗原性和低胶凝点等性质，同时含

有精氨酰 - 甘氨酰 - 天冬氨酸三肽 (RGD 序列 )，有利于细胞

黏附、扩散和功能表达，其含有的基质金属蛋白酶结合位点

支持酶降解，并在伤口愈合和组织修复中发挥关键作用
[22-23]

。

此外，甲基丙烯酰化明胶由于其高成本效益和生物相容性
[24]
，

作为一种仿细胞外基质支架材料被广泛用于组织工程中。

SHIN 等
[25]

以甲基丙烯酰化明胶为基础构建仿心肌细胞细胞
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外基质微环境，结果显示在复合甲基丙烯酰化明胶支架上培

养的心肌细胞表现出更优的生物活性，如细胞活力、增殖和

成熟，以及更强的收缩性和更快的自发搏动速率；另有研究

者基于甲基丙烯酰化明胶构建仿细胞外基质微环境，可实现

血管生成因子高效运输并促进细胞增殖
[26]
。然而，目前基于

甲基丙烯酰化明胶在胰腺组织工程中的研究鲜有报道。

 此次实验通过具有低免疫原性的甲基丙烯酰化明胶和

富含多种细胞因子、自体来源的富血小板血浆构建仿生细胞

外基质微环境，为负载细胞提供理想的“壁龛”，促进其黏附、

增殖及细胞功能。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞学实验，两组间比较采用独立样本 t 检

验，多组间比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 11 月至 2021 年 11 月在南

通大学附属医院临床医学研究中心完成。

1.3   材料   甲基丙烯酰化明胶购自苏州永沁泉智能设备有限

公司；小鼠胰岛瘤细胞 MIN6 购自中国细胞资源库。

1.3.1   主要试剂   胰蛋白酶、DMEM/F12 培养基 ( 美国 Gbico

公司 )；胎牛血清 ( 德国 Capricorn 公司 )；PBS(pH=7.4)、青 /

链霉素双抗 ( 美国 Hyclone 公司 )；甲基丙烯酰化明裂解液 ( 苏

州永沁泉智能设备有限公司 )；无水乙醇 ( 常熟市鸿盛精细

化工有限公司 )；异丙醇 ( 上海沃凯生物技术有限公司 )；氯

仿 ( 江苏永华化学科技有限公司 )；反转录试剂盒、Trizol( 美

国赛默飞公司 )；CCK-8 试剂盒 ( 日本同仁 )；活 / 死染色试

剂盒 ( 上海碧云天生物技术有限公司 )；单克隆兔抗胰岛素

一抗 ( 美国 CST 公司 )；多克隆驴抗兔二抗 ( 美国 Abcam 公司 )；
DAPI 染色剂、ProlongTMGold 封固剂 ( 北京索莱宝公司 )；小

鼠胰岛素酶联免疫吸附实验试剂盒 ( 瑞典 Mercodia 公司 )。
1.3.2   主要仪器   电热鼓风干燥箱 ( 上海一恒科学仪器有限

公司 )；FA2004 型电子天平 ( 上海舜宇恒平科学仪器有限公

司 )；-80 ℃超低温冰箱、二氧化碳细胞培养箱、多功能酶标

仪及旋转流变仪 ( 美国 Thermo 公司 )；电热恒温水浴箱 ( 上

海精宏实验设备有限公司 )；正置、倒置显微镜 ( 德国莱卡

公司 )；台式冷冻离心机 ( 日本 HITACHI 公司 )；PCR 扩增仪 ( 美

国 BIO-RAD 公司 )；荧光定量 PCR 仪 ( 瑞士 Roche 公司 )；制

冰机 ( 日本 HOSHIZAKI 公司 )；万能电子拉伸机 ( 上海拓丰仪

器科技有限公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   富血小板血浆及其活化剂的制备   取健康人全血 ( 南

通大学附属医院健康成年人捐献，供者对实验知情同意 ) 置

于含抗凝剂管中，4 ℃低温梯度离心，先以 2 500 r/min 离心 

10 min，吸取全部上清至交界面下 1 mm 至新无菌离心管中，

再次以 3 200 r/min 离心 8 min，弃 3/4 上清及底部红细胞，余

下即为富血小板血浆，加入终浓度 5% 的二甲基亚砜混匀，存

于 -80 ℃备用。2 000 IU 的凝血酶粉末溶入 4 mL(20 g/L)CaCl2 溶

液制得活化剂，每毫升富血小板血浆用 80 μL 活化剂活化。

1.4.2   单一成分与复合成分水凝胶的制备   将甲基丙烯酰化

明胶固体置于 2.5 g/L LAP 中，60 ℃加热溶解得 100 g/L 的

甲基丙烯酰化明胶溶液，分别与含有体积分数 20%，60%，

100% 富血小板血浆的 LAP 溶液等体积混合，紫外光均匀照

射 30 s 固化成胶，获得复合成分水凝胶，依次记为 G+10P、
G+30P、G+50P。同理，制备单一成分的甲基丙烯酰化明胶

水凝胶，记为 G。水凝胶制作流程，见图 1。 

1.4.3   水凝胶的结构及物理表征

宏观及微观结构：光学相机拍摄各组水凝胶宏观形态，

扫描电镜观察水凝胶超微结构，利用 ImageJ 软件测量水凝

胶平均孔径大小。

孔隙率计算：各组冻干水凝胶样品为圆柱体，测量底

面圆的半径为 r，高为 h，ρ( 水 )= 1 g/cm3
，m=ρπr2h。冻干

的样品质量为 m1，将样品放入双蒸水中 1 h，取出称质量为

m2，计算孔隙率，孔隙率 (%)= (m2-m1)/m1×100%，每组重复

3 次实验。  

杨氏模量测量：将各组水凝胶样品放入万能拉伸机固定，

待压板与凝胶接触开始测量，凝胶碎裂时结束测量，可得到

应力 - 应变曲线，在凝胶碎裂前取 5 组应力相近的数值，杨

氏模量 = 应力 / 应变，每组重复测 3 次。

溶胀性能测试：采用常规称重法测量各组水凝胶的溶胀

性能。凝胶冻干后质量为 m，然后将冻干的样品完全浸没于

37 ℃的 PBS 中，于 10 min、30 min、1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、
6 h、8 h、12 h、18 h、24 h、36 h 时间节点测量各组质量为

mn，计算溶胀率，溶胀率 =(mn-m)/m×100%。每组重复 3 次

实验。

流变性能的测量：将各组水凝胶溶液在室温下分别置入

旋转流变仪，开启紫外照射，时间设定为 10 min。每组重复

测量 3 次。

1.4.4   水凝胶的生物相容性   用 DMEM/F12 基础培养基浸泡

各组水凝胶，置于细胞培养箱中 30 min，吸净完培养基，

紫外灭菌过夜，体积分数 75% 乙醇浸泡 2 h，PBS 清洗后完

DMEM/F12 浸泡；6 h 后将 500 μL MIN6 细胞悬液接种至各组

水凝胶上，细胞数量为 3×104
。以单独培养的细胞为对照。

细胞形态：接种第 3 天，光学显微镜下观察细胞形态。

细胞增殖性检测：设置对应的接种时间点，加入 CCK-8

试剂孵育 2 h，酶标仪测定上清在 450 nm 和 630 nm 处的吸

光度值，记录吸光度值，绘制细胞增殖曲线。

细胞活死染色：接种第 3 天，采用活死染色试剂盒检测

检测细胞活力及生长情况。钙黄绿素 -AM 是一种对活细胞

进行荧光标记的细胞染色试剂，呈绿色荧光；碘化丙啶 (PI)

则对死细胞进行荧光标记，呈红色荧光。使用试剂盒双重染

料配置染色液，将各组细胞在染色液中孵育 15 min，PBS 清

洗后，倒置荧光显微镜下拍片。

1.4.5   水凝胶上的细胞功能性检测   用 DMEM/F12 基础培养

基浸泡各组水凝胶，置于细胞培养箱中 30 min，吸净完培养

基，紫外灭菌过夜，体积分数 75% 乙醇浸泡 2 h，PBS 清洗
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后完 DMEM/F12 浸泡；6 h 后将 500 μL MIN6 细胞悬液接种

至各组水凝胶上，细胞数量为 3×104
。以单独培养的细胞为

对照。

细胞相关功能基因的mRNA表达：以下过程均在冰上进行。

①总 RNA 提取：取接种 5 d 后的细胞，PBS 洗涤 2 次，对照组加

入1 mL Trizol，静置5 min，其余组加入甲基丙烯酰化明胶裂解液，

静置 2 min，均移入 1.5 mL EP 管，4 ℃下 11 000×g 离心 10 min；

将上清置入 1.5 mL EP 管中，加入 200 µL 氯仿，静置 10 min， 

4 ℃下 12 000×g 离心 15 min；取上清，加入 500 µL 异丙醇，静

置 10 min，4 ℃下 12 000×g 离心 15 min；弃上清，加入 1 mL 体

积分数 75% 乙醇，充分洗涤沉淀，4 ℃下 7 500×g 离心 5 min；

弃上清，晾干，待总RNA呈微湿啫喱状时加入30 µL DEPC水混匀，

测定总 RNA 浓度后保存于 -80 ℃备用。②配制反转录反应体

系 (20 µL 体系 )：RNA 1 000 ng，5×PrimerScript Buffer 4 µL，dNTP 

Mix 2 µL，RNase Inhibitor 1 µL，RevertAid Reverse Transcriptase 

1 µL，Oligo(dT)1 µL，DEPC 水补足至 20 µL。反转录按 42 ℃ 

5 min→72 ℃ 60min→4 ℃进行，将获得的 cDNA 置于 -20 ℃

保存备用。③ qRT-PCR 反应：检测胰岛素、胰岛十二指肠同

源盒 1 及葡萄糖激酶的 mRNA 表达，Ⅱ引物序列详见表 1。

配制 20 µL RT-PCR 反应体系 (SYBR@ Premix Ex Taq II 10 µL，上

引物 1 µL，下引物 1 µL，cDNA 3 µL，DEPC 水 5 µL)。RT-PCR 

反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40 次循环。

④数据分析：ΔCt=Ct( 目的基因 )-Ct(GADPH)，ΔΔCt=ΔCt( 实

验组 )-ΔCt( 对照组 )，实验组目的基因的相对表达量为 2-ΔΔCt
。

床室温孵育 15 min，最后每孔加入 50 µL 终止液摇匀。利用

酶标仪读取 450 nm 处吸光度值，代入定量曲线算出胰岛素

分泌量。

1.5   主要观察指标   复合成分水凝胶的物理性质、生物相容

性及对 MIN6 细胞功能的影响。

1.6   统计学分析   采用 GraphPad Prism 8.0 对数据进行分析绘

图，数据以 x-±s 表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，多

组间比较采用单因素方差分析，当 P < 0.05 时认为差异有显

著性意义。统计学方法已经南通大学医学院生物统计学专家

审核。

2   结果   Results 
2.1   各组水凝胶的形貌   纯甲基丙烯酰化明胶水凝胶呈透明

状，随着富血小板血浆比例的增加，复合成分水凝胶呈淡黄

色并逐渐加深，见图 2A；扫描电镜显示各组呈疏松多孔结构，

且随加入富血小板血浆比例增加呈致密趋势，G 组、G+10P

组、G+30P组及G+50P组水凝胶孔径大小分别为 (172.1±25.7)，
(152.5±12.6)，(135.2±33.5)，(84.4±31.7) μm，见图 2B。G 组

水凝胶孔隙率为 (71.5±2.3)%，随加入富血小板血浆比例升高，

复合成分水凝胶孔隙率呈下降趋势，G+10P 组、G+30P 组及

G+50P 组水凝胶孔隙率分别为 (63.3±2.8)%，(60.6±1.6)% 及

(53.5±3.1)%，见图 2C，与扫描电镜观察结果一致。

2.2   各组水凝胶的杨氏模量与溶胀性能   G 组、G+10P 组、

G+30P 组、G+50P 组水凝胶的杨氏模量分别为 (15.2±0.1)，
(24.0±0.5)，(21.7±0.8)，(19.0±0.2) kPa，复合水凝胶的杨氏

模量均大于单一成分水凝胶 (P < 0.05)，随着加入富血小板

血浆比例的增加，复合水凝胶的杨氏模量降低，见图 2D。

各组水凝胶具有良好的吸水性能，G 组、G+10P 组、G+30P

组、G+50P 组水凝胶的溶胀率分别为 (2 473.7±213.7)%， 

(2 507.7±296.6)%，(1 866.0±37.7)%，(1 758.3±134.1)%，随着

富血小板血浆比例的升高，复合水凝胶的溶胀率呈下降趋势

(P < 0.05)，各组均在 18 h 后达溶胀平衡，见图 2E。
2.3   各组水凝胶的流变行为    见图 3。

各组水凝胶展现出良好的流变行为，G 组、G+10P 组、

G+30P 组、G+50P 组水凝胶的储能模量分别为 (943.2±0.2)， 

(1 282.2±0.4)，(1 644.6±2.4)，(1 605.6±2.2) Pa，损耗模量分

别为 (1.7±0.1)，(2.4±0.2)，(5.4±0.2)，(4.6±0.2) Pa，各组水凝

胶的储能模量 G’ 均远高于损耗模量 G”(P < 0.001)；并且随加

入富血小板血浆比例的增加，水凝胶的储能模量和损耗模量

均呈先上升后降低的趋势。

2.4   各组水凝胶的生物相容性   光镜下可见，对照组细胞呈

椭圆状，G 组细胞呈团块样且散在分布，G/P 组细胞也呈

团状生长，但细胞之间连接更紧密，部分融合成团，见图

4A。细胞活死染色显示，对照组活细胞数量最少，G+30P 组、

G+50P 组死细胞明显少于 G+10P 组、G 组和对照组，见图

4B-D。细胞增殖性量化分析曲线显示，各组细胞数量都在

随着时间的推移而增加，G+30P 组、G+50P 组细胞增殖能力

表 1 ｜ MIN6 细胞相关功能基因引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences of MIN6 cell-related functional genes

基因 碱基序列 (5'-3')

胰岛十二指肠同源盒 1 上游引物 CCC CAG TTT ACA AGC TCG CT
下游引物 CTC GGT TCC ATT CGG GAA AGG

胰岛素 上游引物 ACT AGC TAC AAT CAG AGG CCG
下游引物 GCC ATG ATG GAA CAG TGA CGT A

葡萄糖激酶 上游引物 ACC AAG CGG TAT CAG CAT GTG
下游引物 TGG ACT TCT CTG TGA TTG GCA

GAPDH 上游引物 CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT
下游引物 AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC

胰岛素免疫荧光：接种 5 d 后，40 g/L 多聚甲醛固定细

胞 20 min，PBS 清洗 10 min×2 次；10%BSA 封闭 60 min；加

入单克隆兔抗胰岛素一抗 (1 ∶ 500 稀释比 )，4 ℃孵育过夜，

PBS 清洗 15 min×3 次；加入多克隆驴抗兔二抗 (1 ∶ 500 稀

释比 )，常温、避光孵育 2 h，PBS 清洗 15 min×3 次；1 g/L 

DAPI 避光孵育 5 min，PBS 清洗 15 min×2 次；ProlongTMGold

封固，倒置荧光显微镜下采集图像。DAPI 荧光激发后显蓝色，

胰岛素显红色，利用 Image-J 软件量化统计染色核数量及胰

岛素免疫荧光强度。

ELISA 法检测胰岛素释放：接种 5 d 后，吸取细胞培养

上清至 96 孔板，每组样本一式 3 份，每孔加入 100 µL 酶结

合溶液，室温置于摇床 (700-900 r/min) 孵育 2 h；之后每孔

快速加 300 µL 洗涤缓冲液冲洗 6 次，每次冲洗后紧贴吸水纸

敲击数次，去除多余液体；每孔再次加入 200 µL 基底液，摇
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相近且增殖吸光度值始终大于 G+10P 组、G 组和对照组 (P < 

0.05)；前 3 d 时，对照组、G 组和 G+10P 组增殖吸光度值相

近；第 5 天时，细胞增殖吸光度值大小为：G+10P 组 >G 组 > 

对照组 (P < 0.05)，见图 4E。以上结果说明，单一成分与复

合成分水凝胶均具有良好的生物相容性。

图注：GelMA 为甲基丙烯酰化明胶，PRP 为富血小板血浆

图 1 ｜甲基丙烯酰化明胶 / 富血小板血浆水凝胶制备流程示意图

Figure 1 ｜ Flow chart of the preparation process for gelatin 
methacrylamide/platelet-rich plasma hydrogel

图注：G 代表甲基丙烯酰化明胶，P 代表富血小板血浆。A 为水胶凝的

宏观图，G 组水凝胶呈透明状，G+10P 组、G+30P 组、G+50P 组水凝胶

呈淡黄色并逐渐加深；B 为水凝胶的扫描电镜图，各组呈疏松多孔结构，

且随加入富血小板血浆比例增加呈致密趋势，标尺 =100 µm；C 为水凝

胶的孔隙率；D 为水凝胶的杨氏模量；E 为水凝胶的溶胀率。
aP < 0.05，

bP < 0.01，cP < 0.000 1
图 2 ｜各组水凝胶的形貌与物理性能表征

Figure 2 ｜ Gross morphology and physical characterization of the hydrogel 
in each group

图注：N 代表对照组，G 代表甲基丙烯酰化明胶，P 代表富血小板血浆，

PDX1 为胰岛十二指肠同源盒 1，GCK 为葡萄糖激酶，Insulin 为胰岛素。
aP < 0.05，bP < 0.01
图 5 ｜各组水凝胶上 MIN6 细胞胰岛素相关基因的表达

Figure 5 ｜ Insulin-related gene expression of MIN6 cells on the hydrogel of 
each group

80

60

40

20

0

3 000

2 500
2 000
1 800

1 000

0

a
a a

c b
b

G                                   G+10P                                 G+30P                              G+50P

G                                   
G+

10
P                                 

G+
30

P                              
G+

50
P G                                   

G+
10

P                                 
G+

30
P                              

G+
50

P

G                                   
G+10P
G+30P                              
G+50P

孔
隙
率

(%
)

溶
胀
率

(%
)

A

B

C E25

20

10

0

杨
氏
模
量

(k
Pa

)

D

0                      10                     20     24
时间 (h)

4

3

2

1

0

6

4

2

0

30

20

10

0

N G                                   
G+

10
P                                 

G+
30

P                              
G+

50
P N G                                   

G+
10

P                                 
G+

30
P                              

G+
50

P N G                                   
G+

10
P                                 

G+
30

P                              
G+

50
P

PD
X1

相
对
表
达
量

GC
K
相
对
表
达
量

In
su

lin
相
对
表
达
量

a

a

b b

b

b

b

图注：G 代表甲基丙烯酰化明胶，P 代

表富血小板血浆。A 为流变仪表征结果，

G’ 为储能模量，G” 为损耗模量；B 为

储能模量与耗损模量的量化统计分析，
aP < 0.01，bP < 0.000 1
图 3 ｜各组水凝胶的流变性能

Figure 3 ｜ Rheological properties of the 
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浆。A 为光镜下观察结果，对照组

细胞呈椭圆状，G 组细胞呈团块样

且散在分布，G/P 组细胞也呈团状

生长，但细胞之间连接更紧密，部

分融合成团；B-D为细胞活、死染色、

组合图，对照组活细胞数量最少，

G+30P 组、G+50P 组死细胞明显少于 G+10P 组、G 组；E 为 CCK-8 法检

测细胞增殖，
aP < 0.001，bP < 0.000 1

图 4 ｜各组水凝胶的生物相容性评价

Figure 4 ｜ Biocompatibility evaluation of hydrogel in each group 
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2.5   各组水凝胶上细胞功能性评价   G 组、G+10P 组、G+30P

组、G+50P 组胰岛十二指肠同源盒 1 mRNA 表达量分别是对

照组的 1.4 倍、1.4 倍、3.0 倍、2.1 倍，葡萄糖激酶 mRNA

表达量分别是对照组的 1.4 倍、2.7 倍、5.1 倍、1.8 倍，胰

岛素 mRNA 表达量分别是对照组的 3.0 倍、10.0 倍、25.3 倍、

20.3 倍；G/P 组 3 种基因相对表达量均高于对照组、G 组 

(P < 0.05)，其中以 G+30P 组相对表达量最高，见图 5。

各组水凝胶上 MIN6 细胞的 DAPI 染色、胰岛素免疫荧

光及组合图，见图 6A-C。DAPI 染色统计结果显示，G/P 组

核数量多于 G 组、对照组 (P < 0.001)，G+30P 组核数量多于

G+10P 组、G+50P 组 (P < 0.001)，见图 6D。胰岛素免疫荧光
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统计结果显示，G 组平均荧光强度大于对照组 (P < 0.05)，G/

P 组平均荧光强度大于 G 组 (P < 0.05)，G+30P 组平均荧光强

度最大 (P < 0.001)，见图 6E。胰岛素释放实验显示，对照组、

G 组、G+10P 组、G+30P 组、G+50P 组释放胰岛素量分别为

(186.5±0.4)，(205.6±1.2)，(220.1±0.2)，(240.6±0.2)，(246.6±0.5) ng/L，

胰岛素释放量随加入富血小板血浆比例的升高呈增加趋势，

G+30P 组释放量高于 G+10P 组 (P < 0.05)，见图 6F。

需要。除此之外，尚有些策略因高昂的成本仅限于实验研究

阶段，无法大规模临床转化。此次实验拟在深入理解和分析

β 细胞生存环境的基础上构建简单易行的仿生微环境，探讨

其进一步应用于胰腺组织工程的可能性。

目前，甲基丙烯酰化明胶因其光固化快速、稳定胶凝、

可打印性、良好生物相容性和机械性能可调被广泛用作细胞

外基质替代物，用于细胞培养和组织修复重建。在基于干

细胞治疗重建角膜领域，有研究将兔 / 人来源角膜缘干 / 祖

细胞经 3D 打印负载于甲基丙烯酰化明胶水凝胶支架中，结

果显示甲基丙烯酰化明胶凝胶能够为细胞提供良好的生物

和机械支持，并依赖于细胞外基质特性，呈活化或休眠状

态
[31]
。在研发用于全层皮肤缺损修复的功能性皮肤替代品领

域，通过 20% 甲基丙烯酰化明胶包裹人永生化角质形成细胞 

HaCaTs 构建表皮层，1.5% 脱细胞真皮基质负载成纤维细胞作

为真皮层，载有人脐静脉内皮细胞的 10% 甲基丙烯酰化明胶

构建血管网络；3D 打印皮肤替代物经皮肤天然微环境重建，

显著促进细胞活力和增殖能力，同时呈现保持微环境湿润和

屏障功能
[32]
。同时，甲基丙烯酰化明胶合成过程简单稳定、

成本低廉、易于批量制备、便于与其他材料混合构建复合材

料、并可通过结合活性因子发挥协同优势
[33]
。如在糖尿病患

者临界骨缺损修复领域，由甲基丙烯酰化明胶和四臂 - 聚乙

二醇丙烯酸酯 (4 arm-PEG) 组成的复合生物墨水，包载骨髓

间充质干细胞、巨噬细胞 RAW264.7 和载有骨形态发生蛋白

4 的介孔二氧化硅纳米颗粒进行三维打印，所制备支架具有

较强力学性能，同时经调节巨噬细胞 M2 极化和改善炎症微

环境显著促进糖尿病患者的骨修复
[34]
。综合考虑各种因素并

结合预实验结果，此次实验采用 100 g/L 甲基丙烯酰化明胶

用于微环境构建。

富血小板血浆因可取于自体，避免使用过程中免疫排

斥反应产生而获得广泛关注，其富含的生长因子在促血管生

成、炎症调控以及组织修复方面具有显著增益效应。富血小

板血浆自体疗法有望在脊柱疾病、骨关节炎以及慢性复杂和

顽固性伤口等治疗应用中发挥积极辅助作用
[35]
。此次实验采

用改良 Apple 离心法获得富血小板血浆，首次离心去除大部

分红细胞和高比重物质，二次离心获取富血小板血浆，浓度

为 (682.0±97.0)×109 L-1
。虽然目前富血小板血浆的使用浓度尚

无明确规定，缺乏标准化，在各项不同的研究中存在明显的

异质性，但在一项针对于此的综合评价中，富血小板血浆的

浓度范围在 (742.78±463.39)×109 L-1[36]
。因此，此次实验获得

的富血小板血浆浓度符合当前的主流实践标准。血小板血浆

经 Ca2+
或凝血酶活化后，可形成具有一定机械性能及生长因

子缓释功能的凝胶，负载富血小板血浆的水凝胶支架微观上

呈均匀疏松多孔结构，增加 0.2  MPa 压力只引起 10% 的形变

增加，且显著促进软骨细胞增殖
[37-39]

。血小板血浆直接应用

时存在爆释现象，70% 的生长因子会在 10 min 内释放
[19]
，

而水凝胶负载的血小板血浆可以在 14 d 内维持稳定释放
[19]
。

有研究显示，富血小板血浆可促进人诱导多能干细胞向具有

图注：N 代表对照组，G 代表甲基丙烯酰化明胶，P 代表富血小板血浆。

A 为 DAPI 染色，B 为胰岛素免疫荧光，C 为 DAPI 染色 + 胰岛素免疫荧

光的组合图，D 为 DAPI 核染数量的统计分析，E 为胰岛素荧光强度统计

分析，F 为胰岛素释放实验。
aP < 0.05，bP < 0.001

图 6 ｜各组水凝胶上 MIN6 细胞的胰岛素免疫荧光和释放实验

Figure 6 ｜ Insulin immunofluorescence and release assays of MIN6 cells 
on the hydrogel in each group

3   讨论   Discussion
胰岛移植是少数能有效彻底治愈糖尿病的临床方法，然

而目前仍面临诸多问题，首先供体来源严重不足，通常获得

可供一名患者移植的胰岛需要 3 名捐献者；其次，细胞外基

质丧失、生长因子缺乏引起 β 细胞大量破坏，导致胰岛低存

活率，使得移植后胰岛无法长期、稳定有效发挥作用
[3，27]

。

目前，针对改善移植胰岛 β 细胞生存问题已展开较多积极有

效探索，常见策略有：①共培养：TERAMURA 等
[28]

将间充

质干细胞与 β 细胞共培养，结果显示 β 细胞量与面积较对照

组都有明显增加，表明共培养可为 β 细胞提供良好保护作用；

②假性胰岛构建：有研究通过将 β 细胞和内皮细胞通过磁悬

浮重组构成假胰岛，具有有良好的葡萄糖反应性
[29]
；③仿生

微环境：ZHU 等
[30]

用重组人胶原蛋白和碱性成纤维细胞生

长因子构建的仿生微环境，可提高胰岛细胞存活、功能和长

期移植效率。然而上述策略各有局限，共培养使移植体系趋

于复杂，可能增加排斥；假性胰岛虽有良好的葡萄糖反应性

和胰岛素释放能力，但忽略了周围环境的影响；而现有的仿

生微环境策略往往聚焦于引入功能单一的蛋白或生长因子，

难以模拟复杂的胞外基质组成，不能满足 β 细胞长期的生长
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胰岛素分泌功能特征的细胞转化，提高分化成熟度和功能性胰岛

β 细胞特异性标记基因和相关蛋白表达，较好响应葡萄糖刺激，

因此富血小板血浆在未来 β 细胞疗法中有着极大的潜力
[40]
。

MIN6 细胞是小鼠来源的胰岛 β 细胞系，具有与原代胰

岛 β 细胞相似的特征，包括较高的胰岛素含量、葡萄糖激酶

和葡萄糖转运蛋白 2 表达，作为一种成熟的 β- 细胞模型被

广泛应用于胰腺 β 细胞信号传导、功能表达与糖尿病治疗及

机制的研究中
[41-45]

。

因此，此次实验基于甲基丙烯酰化明胶 / 富血小板血浆

构建仿细胞外基质微环境。单纯甲基丙烯酰化明胶成胶后呈

透明状，随着富血小板血浆的加入呈淡黄色并逐渐加深，这

可能与血清中富含的某些氨基酸、脂类物质、核酸衍生物等

物质有关
[46]
。甲基丙烯酰化明胶水凝胶扫描电镜图呈疏松

多孔样，随着富血小板血浆比例的升高，G/P 组超微结构呈

致密趋势。孔隙率通过影响氧气、营养物质的交换以及代谢

废物的排出调控细胞的黏附、增殖行为
[47]
。相较于纯甲基

丙烯酰化明胶水凝胶，甲基丙烯酰化明胶 / 富血小板血浆水

凝胶的孔隙率有所下降，但即便是 50% 富血小板血浆组的

孔隙率也大于 50%，这表明 G/P 组水凝胶良好的物质交换能

力。杨氏模量体现凝胶抵抗外力形变的能力，G/P 组水凝胶

的杨氏模量高于G组，这说明复合凝胶有着更好的抗压能力，

可为负载细胞提供更好的保护作用，而加入的富血小板血浆

达到一定比例后杨氏模量下降，可能由于血小板血浆加入后

增加了光固化位点的位阻，减少了交联程度。G/P 组凝胶能

够短时间达到溶胀平衡，有利于种植细胞营养摄取和存活。

流变实验表明 G/P 各组的储能模量远远大于损耗模量，具有

良好的水胶凝稳定性。

MIN6 细胞光学成像显示，G/P 组细胞生长密度明显高

于 G 组及对照组；CCK-8 增殖曲线表明，G/P 组增殖能力要

明显优于对照组及 G 组，有可能是富血小板血浆提供的生长

因子有效促进了细胞生长；活死染色证实 G/P 比甲基丙烯酰

化明胶有更好的生物相容性。胰岛十二指肠同源盒 1 能促进

胰腺发育及胰岛样分化，是胰腺生长发育过程中重要的转录

因子之一
[48]
；葡萄糖激酶是葡萄糖传感器，在细胞内葡萄

糖摄取和利用过程中发挥重要作用，在血糖调控过程中扮演

着核心角色
[49]
。G+30P 组胰岛十二指肠同源盒 1、葡萄糖激

酶及胰岛素的 mRNA 相对表达均最高，胰岛素 mRNA 相对表

达差异更为显著；胰岛素免疫荧光及 DAPI 核染显示，G+30P

组核数最多且胰岛素荧光最强；ELISA 法胰岛素释放实验结

果提示，胰岛素释放量随富血小板血浆比例的升高而增加，

G+50P 组胰岛素释放量比 G+30P 组略高，但无统计学意义 

(P > 0.05)。

综上所述，甲基丙烯酰化明胶 / 富血小板血浆构建的仿

生微环境，能更好地促进 MIN6 细胞胰岛素分泌及功能表达，

较好地解决了仿生微环境构建的“组成问题”，然而凝胶材

料的力学性能、表面微图案、拓扑结构等对于其功能优化具

有重要影响，尚有待深入探索。胰岛由胰腺中提取，含有 α、

β、δ、PP 等细胞，体外无法自我增殖，与 MIN6 细胞在形态

与功能上仍有一定区别，后续将进一步应用胰岛展开深入研

究。此外，甲基丙烯酰化明胶 / 富血小板血浆构建的仿生微

环境，可能的作用机制及长期功能评价尚有待后续研究。总

之，此次实验可为类胰岛构建及 3D 打印工程化胰腺组织研

究领域提供可行的细胞外基质组成策略，具有明显的转化应

用价值和潜能。
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