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摘要：背景　关节软骨损伤后自我修复能力有限，易进展为骨关节炎。传统修复方法存在局限，而组织工程为软骨再生

提供了新策略。目的　构建并评估一种负载姜黄素的甲基丙烯酸酯化硫酸软骨素/脱细胞华通胶(methacrylated chondroitin 

sulfate/Wharton's jelly/Curcumin，CSMA/Wharton/Curcumin，CWC)复合仿生水凝胶，系统探究其理化性能、生物相容性、

免疫调节能力及在炎症条件下促进骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs)成软骨分化的潜能。方

法　采用 405 nm 紫外光交联技术制备 CWC 复合水凝胶，通过扫描电镜、溶胀实验对其形貌与性能进行表征。采用 CCK-8

法、活/死细胞染色及鬼笔环肽染色，评价 CSMA、CW(CSMA/Wharton)及 CWC 三组水凝胶浸提液对大鼠 BMSCs 的生物相

容性及增殖的影响。通过 qRT-PCR 和免疫荧光实验检测巨噬细胞 M1/M2 表型相关基因(CD86，CD206 等)表达，评估材料的

免疫调节作用。在白细胞介素 1β(interleukin-1 beta，IL1β)诱导的炎症环境中，通过 qRT-PCR 检测 BMSCs 成软骨分化关键基

因(Sox9，Col2，Acan，Col1)的表达，评估不同水凝胶对干细胞的成软骨分化的影响。结果　CWC 水凝胶呈现稳定、均匀

且相互连通的三维多孔结构，姜黄素成功负载，且华通胶的加入使网络结构更为致密。生物学评价表明，三组材料均无明

显细胞毒性，并能支持细胞增殖与铺展。在免疫调节方面，CWC 水凝胶可显著下调巨噬细胞 M1 型标志物(IL1β、CD86)、

上调 M2 型标志物(Arg1、CD206)的 mRNA 表达，有效诱导其向抗炎表型极化。在炎症条件下，CWC 水凝胶能够显著逆转

IL1β对成软骨分化的抑制，提升软骨特异性基因(Sox9、Col2、Acan)的表达，并同时抑制 Col1 的表达，其保护与促成软骨

分化的效果优于 CSMA 及 CW 组。结论　本研究成功构建了负载姜黄素的 CSMA/Wharton 光交联复合水凝胶。该材料具有

良好的生物相容性与显著的免疫调节能力，并在炎症环境中可有效保护并促进 BMSCs 的成软骨分化。姜黄素的负载赋予了

材料明确的抗炎与促成软骨活性，结合华通胶提供的仿生微环境，实现了“抗炎-促再生”的协同作用，为软骨修复提供了

一种新型的功能化支架策略。
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Abstract: Background　 Articular cartilage exhibits limited self-repair capability after injury and is prone to progressing 
toward osteoarthritis. Conventional repair approaches face inherent limitations, while tissue engineering offers a novel strategy for 
cartilage regeneration. Objective　To construct a curcumin-loaded CSMA/Wharton's jelly composite hydrogel and systematically 
elucidate its physicochemical characteristics, biocompatibility, and immunomodulatory effects, as well as its capacity to enhance 
chondrogenesis of BMSCs in an inflammatory microenvironment. Methods　The CWC composite hydrogel was fabricated via 405 
nm ultraviolet light-induced crosslinking. Its morphology and physicochemical properties were characterized by scanning electron 
microscopy (SEM) and swelling experiments. The biocompatibility and proliferative effects of hydrogel extracts from the three 
groups—CSMA, CW (CSMA/Wharton's jelly), and CWC—on rat BMSCs were evaluated using the CCK-8 assay, live/dead 
staining, and phalloidin staining. The immunomodulatory function of the materials was assessed by detecting the expression of M1/
M2 macrophage phenotype-related markers (e. g., CD86, CD206) through quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR) and immunofluorescence staining. Under an inflammatory microenvironment induced by interleukin 1β (IL1β), the 
chondrogenic differentiation capacity of BMSCs was evaluated by measuring the expression levels of key chondrogenic genes, 
including Sox9,Col2,Acan,and Col1,via qRT-PCR. Results　The CWC hydrogel exhibited a stable,homogeneous,and interconnected 
three-dimensional porous structure. Curcumin was successfully loaded, and the incorporation of Wharton's jelly resulted in a more 
compact network architecture. Biological evaluation indicated that all three groups of materials showed no obvious cytotoxicity and 
supported cell proliferation and spreading. In terms of immunomodulation, the CWC hydrogel significantly downregulated the 
mRNA expression of M1 macrophage markers (IL‑1β, CD86) and upregulated that of M2 markers (Arg1, CD206), effectively 
polarizing macrophages toward an anti‑inflammatory phenotype. Under inflammatory conditions, the CWC hydrogel markedly 
reversed the IL‑1β‑induced suppression of chondrogenic differentiation, enhanced the expression of cartilage‑specific genes (Sox9,
Col2,Acan), and concurrently suppressed Col1 expression. Its protective and pro‑chondrogenic effects were superior to those of the 
CSMA and CW groups. Conclusion　 A curcumin-loaded, photocrosslinked CSMA/Wharton's jelly composite hydrogel has been 
successfully fabricated. The material demonstrates favorable biocompatibility and significant immunomodulatory capacity, and 
effectively protects against inflammatory damage while promoting the chondrogenic differentiation of BMSCs. The incorporation of 
curcumin endows the scaffold with distinct anti-inflammatory and pro‑chondrogenic activities. Combined with the biomimetic 
microenvironment provided by Wharton's jelly, the system achieves a synergistic "anti‑inflammatory and pro‑regenerative" effect, 
offering a novel functionalized scaffold strategy for cartilage repair.
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由创伤、炎症、退行性病变或肿瘤切除等多

种因素造成的负重关节(如膝关节、髋关节)的大面

积或全层软骨缺损，受限于其内源性再生修复能

力，若未获得及时有效的干预，几乎不可避免地

进展为骨关节炎(osteoarthritis，OA)[1-3]。该类缺损

常伴随持续性疼痛、关节功能障碍及进行性结构

破坏，严重影响患者的生活质量，并带来沉重的

社会经济负担[4]。传统上，针对软骨缺损的临床修

复策略主要包括微骨折术、自体软骨细胞移植以

及自体或异体骨软骨移植，但这些方法存在力学

性能差、操作复杂、免疫排斥等局限，故临床亟

需一种高质量、功能稳定且来源可靠的新型修复

方案[1,5-6]。

组织工程技术为软骨再生提供了创新途径[7-8]。

水 凝 胶 因 其 高 含 水 率 、 与 天 然 细 胞 外 基 质

(extracellular matrix，ECM)高度相似的多孔网络结

构、优异的生物相容性与可调的理化性质，被视

为软骨组织工程最具前景的支架材料之一[2,9-10]。

硫酸软骨素(chondroitin sulfate，CS)作为天然软骨

ECM 中含量最为丰富的糖胺聚糖之一，因其独特

的生物学功能而备受关注[11-12]。然而，纯硫酸软骨

素水凝胶存在降解速率难以精确控制、诱导干细

胞高效成软骨分化能力有限等缺点，为了克服单

一材料的不足，基于复合细胞外基质材料的研究

应运而生，并迅速成为构建仿生支架的前沿方

向[10,13]。其中，人脐带华通胶(Wharton's jelly)作为

一种独特的天然 ECM 来源，展现出显著优势，其

天然细胞含量极低，富含Ⅱ型胶原、透明质酸及多

种硫酸化糖胺聚糖等类软骨 ECM 成分[14]。更关键

的 是 ， 其 天 然 负 载 高 浓 度 的转 化 生 长 因 子 - β

(transforming growth factor-β，TGF-β)、胰岛素样

生长因子-1(insulin-like growth factor 1，IGF-1)、碱

性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 (basic fibroblast growth 

factor，bFGF)等多种促再生生长因子[15]。这些因

子与 ECM 物理结合，可实现更接近生理、更持久

的缓释效应，协同调控细胞的增殖、迁移及成软

骨分化[16-17]。

软骨损伤后局部存在持续性慢性炎症与氧化

应激[18-19]。在 OA 等病理状态下，促炎因子水平升

高，激活 NF-κB 等信号通路，加剧软骨细胞凋亡
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和基质降解[20]。同时，过量产生的活性氧导致氧

化应激，并激活一种铁依赖性的新型程序性细胞

死亡——铁死亡，其在软骨退变中也扮演了重要

角色[21]。姜黄素(Curcumin)是一种从姜黄中提取的

天然多酚化合物，因其具有抗炎[22]、抗氧化[23]及

抗铁死亡[24-25]等多重药理作用而成为理想候选药

物。研究表明，姜黄素能有效抑制 NF-κB 通路，

降 低 炎 症 介 质 水 平 ， 并 通 过 调 节 ACSL4、

SLC7A11 等关键蛋白表达抵抗软骨细胞的铁死

亡[26-27]。本研究构建了一种负载姜黄素的紫外光交

联 甲 基 丙 烯 酸 酯 化 硫 酸 软 骨 素 (methacrylated 

chondroitin sulfate，CSMA)复合水凝胶，旨在为软

骨组织工程提供新型的功能化支架策略参考。

1　材料与方法

1.1　人脐带与实验动物

本研究所采用的正常足月妊娠新生儿脐带取

自于解放军总医院第一医学中心妇产科，并获取

产妇及家属知情同意(伦理批号：S2018-133-01)。

实验选用 4 周龄雄性 SD 大鼠 6 只，体质量 60 ~ 

100 g，所有动物均购自解放军总医院实验动物中

心。本研究遵守动物伦理规范，遵守 《中国实验

动物管理条例》 及相关动物伦理规范，所有操作

均在麻醉或处死后进行，并已通过解放军总医院

伦 理 委 员 会 的 审 查 批 准 ( 批 号 ： EAC-IACUC-

2025F21-050)。

1.2　主要试剂及仪器

DMEM/F-12 培养基、MEM 培养基、胎牛血

清、青霉素-链霉素双抗(Gibco，美国)；0.25% 胰

蛋白酶(Sigma，美国)；大鼠骨髓间充质干细胞成

软骨诱导分化试剂盒、大鼠骨髓间充质干细胞(赛

业 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 中 国 ， RASMX-01001)；

DAPI 溶 液 、 40 g/L 多 聚 甲 醛 (Solarbio， 中 国)；

Calcein/PI 细胞活性与细胞毒性检测试剂盒、Actin

微丝红色荧光探针(上海碧云天生物技术有限公司，

中国)；预混 qRT-PCR 反应体系(GenStar，加拿大)；

姜黄素(TargetMol，美国)；CCK-8 试剂盒(同仁公

司 ， 日 本)； 脂 多 糖 (lipopolysaccharide， LPS；

Abmole，美国)；EPOCH TAKE3 酶标仪 (BioTek，

美国)；苯基(2，4，6-三甲基苯甲酰基)磷酸锂(苏

州永沁泉智能设备有限公司，中国)；CSMA(瓴就

医疗，中国)；重组大鼠巨噬细胞集落刺激因子

(Novoprotein，中国)。

1.3　脱细胞华通胶的制备

华通胶的脱细胞处理参照本课题组已建立的

方法并进行改进[28]。在超净工作台中，将脐带浸

泡于无菌磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline，

PBS)中，使用齿镊剥离动脉与静脉，收集华通胶

组织。采用 10 次冻融循环对组织进行脱细胞处

理，随后将其重悬于无菌 PBS 中清洗 3 次。组织

经机械粉碎与匀浆处理，形成均匀悬浮液。依次

在 2 000、3 000、6 000 转/min 条件下离心 20 min，

保留上清液；再于9 500 转/min条件下离心35 min，

弃上清液，保留沉淀。所得沉淀再次以9 500 转/min

离心，最终获得的沉淀物，即脱细胞华通胶，保

存于无菌玻璃器皿中冷藏备用。

1.4　CSMA/Wharton/Curcumin水凝胶的制备

参考既往文献，配制质量体积分数为 6%(w/V)

的 CSMA 溶液[29]：精确称取 0.6 g CSMA 粉末，加

入 9.78 mL PBS， 于 50℃ 恒 温 水 浴 中 磁 力 搅 拌

30 min，至完全溶解，得到澄清均一的 CSMA 浓缩

液。将 0.2 mL(占总体系体积 2%)经预处理的脱细

胞华通胶溶液以约0.5 mL/min的速率缓慢滴加至上

述浓缩液中，持续搅拌至混合均匀。向混合液中加

入 0.025 g 光引发剂苯基-2，4，6-三甲基苯甲酰

基次膦酸锂，使其在终体系(10 mL)中的浓度为

0.25%(w/V)。将 混 合 液 置 于 50℃ 水 浴 中 避 光 搅

拌 3 h， 以 实 现 充 分 混 匀 与 预 交 联 ， 获 得 均

质的前驱体溶液。向前驱体溶液中加入 0.02 mL 浓

度 为 10 mmol/L 的 姜 黄 素 溶 液 ， 使 其 终 浓 度

为 20 μmol/L，于 50℃水浴中避光振荡 15 min 以

确保药物均匀分散。使用 0.22 μm 无菌针头式滤

器对含药前驱体溶液进行过滤除菌。将溶液转

移至指定模具，置于波长 405 nm 的固化灯下照射

30 s 引 发 光 交 联 反 应 ， 最 终 制 备 得 到 CSMA/

Wharton/姜黄素复合水凝胶。

1.5　不同支架的理化性质评估

大 体 观 和 微 观 结 构 ： 观 察 CSMA、 CSMA/

Wharton 及 CSMA/Wharton/Curcumin 水凝胶的大体

形态，将三种水凝胶样品经过冷冻干燥及真空喷

金处理后，使用 Quanta FEG250 扫描电子显微镜采

集 SEM 图像。

溶胀性能测试：采用经典的溶胀平衡称重法

测 水 凝 胶 的 溶 胀 能 力 。 分 别 将 CSMA、 CSMA/

Wharton 和 CSMA/Wharton/Curcumin 三组水凝胶样

品冷冻干燥后，精确称取其干重(记为 m0)。将冻

干样品浸没于 37℃的平衡盐溶液中，在设定的时
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间点(1、2、4、6、10、24 h)取出样品，用滤纸轻

轻吸除表面游离的水分后立即称重(记为 mt)。依据

公式 λ=(mt-m0)/m0 计算各时间点的溶胀比。每组

实验设置 3 个平行样本。

1.6　细胞培养

骨 髓 来 源 的 巨 噬 细 胞 (bone marrow-derived 

macrophages，BMDMs)的获取方法如下。取4周龄

SD 大鼠，处死后在无菌条件下分离双侧股骨与胫

骨，使用PBS冲洗骨髓腔。收集骨髓腔内容物，所

得细胞悬液经 100 μm 无菌滤膜过滤。为去除红细

胞，使用红细胞裂解缓冲液处理细胞，离心收集沉

淀。将细胞重悬于含10%灭活胎牛血清、100 U/mL

青霉素-链霉素及 35 ng/mL 巨噬细胞集落刺激因子

(macrophage colony-stimulating factor， M-CSF) 的

DMEM 完全培养基中。在 37℃、5% CO2条件下持

续培养 7 d，获得成熟的贴壁 BMDMs，用于后续

实验。从液氮中取出 BMSCs 冻存管，迅速置于

37℃水浴中，轻轻晃动至完全融化。用 75% 乙醇

擦拭冻存管外壁，在超净工作台中将细胞悬液转

移至含 5 mL 完全培养基的15 mL离心管中，轻柔吹

打混匀。1 500 转/min 离心 5 min，弃上清。用适量

预热的完全培养基重悬细胞沉淀，转入 T75 培养瓶

中，补充培养基至总体积 20 mL，轻柔晃动培养瓶

使细胞分布均匀。将培养瓶置于 37℃、5% CO2 培

养箱中静置培养。待细胞生长至培养瓶 80% 左右

融合度时使用胰酶进行消化并传代，培养至 P3 代

备用。

1.7　制备CSMA/Wharton/Curcumin支架浸提液

依据国家ISO10993-12 (2019)标准，制备两种不

同培养基的浸提液。分别将支架材料按 100 mg/mL

的比例浸入含有 1% 胎牛血清的成软骨诱导培养基

和含 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 培养基中，于培

养箱内孵育 72 h，收集所得浸提液。

1.8　不同支架的生物相容性

1.8.1　细胞活死染色　将第 3 代大鼠 BMSCs 以适

宜密度接种于预置盖玻片的 24 孔板中，待细胞完

全贴壁后，弃去原培养基，分别更换为由 DMEM

培养基制备的 CSMA 浸提液、CSMA/Wharton 浸提

液及 CSMA/Wharton/Curcumin (CWC)浸提液进行

培养。培养 3 d 后，弃去各孔中的培养基，用 PBS

清洗 3 遍，加入死/活细胞染色剂，置于细胞培养

箱内避光孵育 30 min，置于荧光倒置显微镜下观察

和拍照，获得图像采用 Image J 软件进行处理。

1.8.2　免疫荧光检测不同支架对细胞骨架的影响　

为评估支架对 BMSCs 细胞骨架的影响，将细胞以

4×104/mL 的密度接种于放置有 14 mm 细胞爬片的

24 孔板中，每孔加入 500 μL 细胞悬液(约 2×104 个

细胞)，于培养箱中过夜培养。待细胞贴壁后，以

PBS 清洗，并更换为 DMEM 培养基制备的 CSMA

浸提液、CSMA/Wharton 浸提液及 CWC 浸提液培

养基继续培养 3 d。细胞经 4% 多聚甲醛室温固定

30 min，PBS 清洗后，在避光条件下以鬼笔环肽染

色细胞骨架，室温孵育 30 min，再次清洗后以

DAPI 染核 10 min。染色完成后于荧光倒置显微镜

下观察并采集图像，所得图像采用 Image J 软件进

行分析处理。

1.8.3　CCK-8 法检测细胞活力　体外细胞毒性本

研究旨在评价不同水凝胶浸提液对大鼠 BMSCs 增

殖的影响。对培养的大鼠骨髓间充质干细胞进行

CCK-8 染色。准备 2 个 96 孔板，设计孔板位置，

设置 Control 组(DMEM 培养基)、CSMA 浸提液组、

CW 浸提液组和 CWC 浸提液组(均由 DMEM 培养

基制备)，每组设 3 个复孔。将 1×103个细胞接种于

96 孔板中，待细胞贴壁后，加入各组对应培养基，

分 别 培 养 1 d、 4 d、 7 d。 向 各 孔 中 加 入 含

10%CCK-8 溶液的新鲜培养液，37℃细胞孵育 2 h，

用酶标仪测定波长 450 nm 波长处的吸光度值(A)，

评估水凝胶的细胞毒性。

1.9　不同支架对巨噬细胞的免疫调节作用

1.9.1　qRT-PCR 检测不同支架对巨噬细胞极化的

影响　为评估不同支架浸提液对巨噬细胞极化表

型的影响，本研究进行了体外抗炎基因表达检测。

将巨噬细胞以适宜密度接种于培养板中，待其完

全贴壁后，每孔加入 35 ng/mL LPS 预处理 24 h；

随后分别更换为 DMEM 培养基、DMEM 培养基浸

提的 CSMA 浸提液、CW 浸提液及 CWC 浸提液继

续培养。

细胞在相应条件下培养至预定时间后，采用

Trizol 法提取总 RNA，经反转录制备 cDNA，进而

使用 SYBR Premix Ex Taq 进行实时荧光定量 PCR

反应。通过 2-ΔΔCt 法计算目标基因 mRNA 的相对表

达量，并以 GAPDH 作为内参基因。本研究通过检

测巨噬细胞 M1 型标志物(如 CD86、IL-1β)与 M2 型

标志物(如 Arg1、CD206)的 mRNA 表达水平，综合

评价各水凝胶浸提液对巨噬细胞极化的调节作用。

1.9.2　免疫荧光检测不同支架对巨噬细胞极化的

影响　将巨噬细胞以适宜密度接种于放置有 14 mm

细胞爬片的 24 孔板中，待其完全贴壁后，每孔加
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入 35 ng/mL LPS 预处理 24 h 后，随后分别更换为

DMEM 培养基、CSMA 浸提液、CSMA/Wharton 浸

提液或 CWC 浸提液进行培养。细胞经 PBS 润洗 2

次，加入4%多聚甲醛固定20 ~ 30 min，PBS 清洗 3

次。加入 0.5% TritonX 100 或 0.5% Tween 20 室温

处理 30 min，PBS 清洗 1 次。在覆盖封口膜的孔板

盖表面滴加 20 ~ 40 μL 封闭液，将细胞爬片扣置于

封闭液上，于湿盒内室温封闭 30 min。更换封口

膜，滴加按一定比例稀释的一抗(CD86，CD206)，

湿盒内 4℃孵育过夜。回收一抗后，将爬片置于孔

板内，PBS 清洗 3 次。在封口膜表面滴加荧光二抗

(1∶200)后反扣爬片，室温避光孵育 30 min。再次

更换封口膜，滴加 DAPI 染液(1∶200)，湿盒避光

孵育 5 min。将爬片在孔板内以 PBS 洗涤 3 次，每

次 5 min。用水性封片剂将爬片扣置于载玻片上封

片，于荧光倒置显微镜下观察并采集图像，所得

图像采用 Image J 软件进行分析处理。

1.10　qRT-PCR检测不同支架对干细胞成软骨分

化的影响

为评价不同支架浸提液对 BMSCs 在炎症条件

下成软骨分化性能的影响，本研究设置了 5 组处

理：Control 组(成软骨诱导培养基)、IL1β 组(炎症

诱导阳性对照)、CSMA＋IL1β 组、CW＋IL1β 组及

CWC＋IL1β 组。将大鼠 BMSCs 以每孔 1×104 个的

密度接种于 6 孔板，使用含 10% 胎牛血清的 MEM

完全培养基常规培养至细胞完全贴壁且融合度达

100% 后，更换为相应各组的培养基继续诱导培养

3 d。培养 3 d 后，采用 Trizol 法提取细胞总 RNA。

使用 PrimeScript™ RT Reagent Kit 将 RNA 反转录为

cDNA。采用 SYBR Premix Ex Taq 进行实时荧光定

量 PCR 反 应 ， 以 GAPDH 作 为 内 参 基 因 ， 通 过

2-ΔΔCt 法计算目标基因 mRNA 的相对表达量。检测

的成软骨分化相关基因包括 Acan、Sox9、Col1 及

Col2。见表 1。

1.11　统计学分析

采用 GraphPad Prism 9.3 软件进行统计学分析。

实验结果以平均值±标准差(x̄ ± s)表示。两组数据

间比较采用 t 检验，多组样本数据比较采用方差分

析(ANOVA)进行分析；以 P＜0.05 为差异具有统计

学意义。

2　结果

2.1　不同支架的制备及表征

水凝胶在 405 nm 紫外光下的原位交联。光照

前，前驱液保持流动性(图 1A 固化前)；仅经 20 s

辐照，材料即迅速固化并丧失流动特征(图 1A 固化

后)， 姜 黄 素 的 引 入 使 水 凝 胶 颜 色 偏 黄 ( 图 1B)。

SEM 进一步揭示，固化水凝胶呈三维海绵状大孔

结构，孔道均匀贯通，为营养/氧气扩散和细胞迁

移提供理想通道；同时，随机取向的纤维相互缠

结 ， 形 成 多 级 孔 隙 ( 图 1B)。 CSMA 平 均 孔 径 为

(250.86 ± 52.04) μm， CW 平 均 孔 径 为 (161.70 ± 

32.62) μm，CWC 平均孔径为 (167.15 ± 31.07) μm

(图 1C)，提示华通胶的加入提升了交联密度，使

微观结构更为致密，而姜黄素的掺入不影响支架

的孔径大小。

2.2　不同支架的溶胀性能

在初始 2 h 内，各组支架均能迅速吸水并增

重，4 h 时溶胀达到最高点，6 h 后基本趋于稳定。

结果显示，CW 支架的平衡溶胀比低于 CSMA 水凝

胶支架。华通胶的加入显著降低了水凝胶的最终

溶胀比(图 2)。姜黄素的负载未进一步显著影响由

华通胶主导的溶胀性能。

2.3　不同支架的死活染色、细胞骨架染色

在活/死细胞染色结果中，活细胞(绿色荧光)与

死细胞(红色荧光)被清晰区分。如图 3A 所示，各

表1　引物序列

Tab.1　Primer sequences

基因

Sox9

Acan

Col2

GAPDH

Col1

IL1β

CD86

CD206

Arg1

上游引物(5’-3’)

CCAGCAAGAACAAGCCACAC

GCAGCACAGACACTTCAGGA

GCAGCACAGACACTTCAGGA3

GGTCGGTGTGAACGGATTTG

GTGCTAAAGGTGCCAATGGT

CCAGGATGAGGACCCAAGCA

AGGACACGGGCTTGTATGATTG

TGTTTTGGCTGGGACTGACCTA

CATATCTGCCAAGGACATCGT

下游引物(5’-3’)

CTTGCCCAGAGTCTTGCTGA

CCCACTTTCTACAGGCAAGC

CCCACTTTCTACAGGCAAGC

ATGAGCCCTTCCACAATG

ACCAGGTTCACCGCTGTTAC

TCCCGACCATTGCTGTTTCC

GGTTTCGGGTATCCTTGCTTAG

CGGGTGTAGGCTCGGGTAGTAG

TCCATCACTTTGCCAATTCCC
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组大鼠 BMSCs 均生长良好、形态正常，视野中未

见明显死细胞，表明 CSMA、CW 及 CWC 三组支

架材料均具有良好的生物相容性与较低的细胞毒

性。其中，CW 组与 CWC 组的细胞密度较 CSMA

组更高，提示华通胶与姜黄素的引入进一步促进

了细胞的黏附与增殖。鬼笔环肽染色结果进一步

显示(图 3B)，各组细胞骨架结构完整、伸展良好，

进 一 步 印 证 了 水 凝 胶 材 料 对 细 胞 生 长 的 支 持

作用。

2.4　不同支架的细胞增殖情况

采用 CCK-8 法检测不同支架浸提液对 BMSCs

增殖的影响。结果显示(图 4)，在培养第 1、4、7

天，对照组、CSMA 组、CW 组及 CWC 组的细胞

A450nm 值均随培养时间延长而显著增加。与对照组

相比，CSMA 组与 CW 组在第 4 天和第 7 天的 A450nm

值均显著更高(P＜0.05)，表明两种水凝胶支架均

能有效促进细胞增殖。值得注意的是，在相同时

间点，CWC 组的 A450nm 值亦显著高于 CW 组(P＜

0.05)，提示在水凝胶中引入姜黄素可进一步促进

细胞增殖。上述结果证明，三组支架浸提液均具

有良好的生物相容性，能够释放适宜的活性成分，

从而有效促进大鼠 BMSCs 的增殖，其中以 CWC 复

合支架的促增殖效果最为显著。

2.5　不同支架对巨噬细胞的免疫调节作用

体外抗炎基因表达检测结果表明(图 5A)，本

研究制备的 CWC 复合水凝胶能够显著调节巨噬细

胞的极化表型。具体表现为，与对照组、CSMA

组及 CW 组相比，CWC 组显著下调巨噬细胞 M1 型

(促炎)标志物 IL-1β与 CD86 的 mRNA 表达水平，同

时显著上调 M2 型(抗炎、促修复)标志物 Arg1 与

CD206 的 mRNA 表达水平(P＜0.05)。免疫荧光结

果也证实了这一点(图 5B)。上述结果表明，负载

姜黄素的复合水凝胶具有引导巨噬细胞由促炎的

M1 表型向抗炎、促组织修复的 M2 表型极化的潜

力，提示其能够通过调节免疫微环境辅助软骨

再生。

A：3 组水凝胶固化前/后图片；B：3 组水凝胶的大体观及电镜图(放大倍数：40×)；C：3 组水凝胶的孔径分析

图 1　不同支架的大体观、电镜及孔径图

Fig. 1　Comparative images of gross appearance, scanning electron microscopy, and pore structure of different scaffolds

图 2　不同支架的溶胀比

Fig. 2　Swelling ratios of different scaffolds
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2.6　不同支架在炎症条件下对BMSCs的成软骨分

化的影响

在体外炎症(IL-1β)刺激模型中，通过 qRT-PCR

检测成软骨分化相关基因表达水平，评估了 3 组支

架浸提液对 BMSCs 的促成软骨作用。结果表明(图

6)，在成软骨诱导条件下，CSMA、CW 及 CWC 三

组 水 凝 胶 均 能 显 著 提 升 Sox9、 Col2 及 Acan 的

mRNA 表达，并显著下调 Col1 的表达(P＜0.05)，

证明其可有效促进 BMSCs 向软骨方向分化并抑制

其向成纤维或肥大方向分化。其中，CWC 复合水

凝胶对上述基因的调控作用最为显著，证实其在

炎症条件下不仅能有效抵抗炎症因子对干细胞成

软骨潜能的抑制，从而提供保护作用，而且与前

期发现的其可诱导巨噬细胞向抗炎 M2 表型极化的

免疫调节功能相结合，共同验证了该材料通过

“免疫调节-促成软骨分化”的协同机制实现“抗

炎-促再生”的双重调控的策略。

3　讨论

水凝胶具有与细胞外基质相似的结构、高保

水性和生物相容性，被认为是软骨组织工程中极

具潜力的支架材料之一[30]。本研究旨在构建一种

兼具结构仿生、生物活性与病理微环境调控功能

的多功能复合水凝胶，用于软骨组织工程。本研

究选择 CSMA 作为基础材料，因其组分硫酸软骨

素是天然软骨细胞外基质的关键糖胺聚糖成分，

具有良好的亲水性、生物相容性及促进软骨生成

的潜力[31]。为进一步提升支架的仿生特性，本研

究引入了脱细胞华通胶。华通胶作为一种独特的

天然细胞外基质来源，细胞含量低、免疫原性风

险小，同时富含胶原、透明质酸、硫酸蛋白聚糖

以 及 多 种 内 源 性 促 软 骨 生 长 因 子 ( 如 TGF- β、

bFGF)，能够为细胞提供更接近生理状态的黏附、

增殖与分化微环境[16,32-33]。此外，针对软骨损伤区

域普遍存在的慢性炎症与氧化应激等病理特征，

本研究创新性地将天然多酚化合物姜黄素负载于

水凝胶网络中[34]。姜黄素虽具有明确的抗炎、抗

氧化及抗铁死亡潜力，但其水溶性差、生物利用

度低等缺陷限制了其应用；将其整合入华通胶水

A：光镜下培养 3 d 后的细胞死活染色(放大倍数：10×)；B：光镜下培养 3 d 后的细胞骨架染色(放大倍数：20×)

图 3　不同支架的骨髓间充质干细胞的细胞骨架和活死染色

Fig. 3　Evaluation of bone marrow mesenchymal stem cells in different scaffolds

图 4　CCK8法测定不同支架对骨髓间充质干细胞增殖活性的影响

Fig. 4　CCK-8 assay for evaluating the effects of different scaffolds 

on the proliferation activity of bone marrow mesenchymal stem cells
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凝胶中，有望借助细胞外基质的亲和力实现有效

负载，从而达到“抗炎-促再生”的协同调控的

目的[35-36]。

实验结果表明，本研究成功制备了紫外光交

联的 CWC 复合水凝胶。扫描电镜观察显示，该水

凝胶形成了稳定、均匀且相互连通的三维多孔网

络结构。华通胶的引入有效增加了孔隙密度，使

支架微观结构更为致密。同时，姜黄素能够稳定

且均匀地分散于水凝胶三维网络中，为其后续的

持续释放奠定了基础。体外生物学评价进一步证

A：不同支架的炎症相关基因表达的定量分析；B：不同支架的免疫荧光染色(放大倍数：20×)

图 5　不同支架对大鼠巨噬细胞的炎症相关基因表达的影响

Fig. 5　Effects of different scaffolds on the expression of inflammation-related genes in rat macrophages

图 6　不同支架对大鼠骨髓间充质干细胞的成软骨分化相关基因表达的影响

Fig. 6　Chondrogenic gene expression of BMSCs in different scaffold groups
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实了该复合支架具有良好的生物相容性与促成软

骨活性。CCK-8 检测与活死细胞染色结果表明，

CSMA、CW 及 CWC 三组水凝胶的浸提液均未表

现出明显细胞毒性，且均能促进大鼠骨髓间充质

干细胞的增殖。值得注意的是，负载姜黄素的复

合水凝胶组对细胞增殖的促进作用最为显著，提

示姜黄素的引入可能通过其固有的生物活性改善

了细胞的局部生长微环境。细胞骨架染色结果也

显示，各组细胞均保持良好的铺展形态，表明材

料具有良好的细胞相容性。

此外，本研究证实了该复合水凝胶具备关键

的免疫微环境调控能力。体外基因表达检测表明，

CWC 复合水凝胶能够有效引导巨噬细胞向具有抗

炎和组织修复功能的 M2 表型极化。这一发现意味

着，本研究所构建的材料能够通过主动调节早期

宿主免疫反应，减轻不利的炎性环境，从而为组

织再生构建更为有利的局部修复微环境。同时，

在促进软骨分化方面，该水凝胶也展现出优异性

能。qRT-PCR 检测结果显示，在炎症(IL-1β)刺激条

件下，与单纯的 CSMA 组及 CW 组相比，CWC 组

对软骨特异性标志物(Sox9、Col2、Acan)的表达上

调作用最为显著，并能最大程度抑制 Col1 的表达。

这表明，姜黄素的抗炎与细胞保护作用与脱细胞

华通胶的仿生微环境及内源性生长因子产生了协

同增强效应，从而在不利的炎症条件下更有效地

促进了骨髓间充质干细胞向软骨细胞的定向分化。

这种集“免疫调节”与“促软骨分化”于一体的

双重功能，正是本研究所构建复合水凝胶区别于

传统惰性支架材料的关键创新点，验证了其在

“抗炎-促再生”双重调控策略中的协同作用。

综上所述，本研究成功研发了一种基于硫酸

软骨素、脱细胞华通胶与姜黄素的光固化复合水

凝胶。该体系将硫酸软骨素的基质特性、脱细胞

华通胶的仿生微环境与内源性活性因子，以及姜

黄素的抗炎药理作用进行了有机整合，在体外实

验中展现出良好的生物相容性、优异的促成软骨

分化能力以及优良的免疫调节功能。本研究为软

骨缺损的修复提供了一种新型的功能化组织工程

支架策略。然而，当前研究结论均基于体外细胞

实验，该复合水凝胶在体内的降解行为、药物缓

释动力学、长期生物安全性，以及其在活体动物

模型中促进软骨缺损修复的实际效能，仍有待通

过系统的动物实验予以深入验证。后续研究工作

应聚焦于体内移植研究，并进一步优化材料的力

学性能与药物释放曲线，以期推动该新型支架向

临床转化。
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