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摘　要　水凝胶是软骨组织再生工程中重要的支架材料，为细胞的黏附、增殖提供支撑。为了改善水凝胶的特性，使其更加接近

天然软骨组织的结构和性能，许多学者采用不同的交联方法制备水凝胶，并取得了一定的研究成果。本文对水凝胶及交联进行了

概述，并从化学交联法和物理交联法２个方面对软骨组织再生水凝胶交联方法的研究进展进行了综述。
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　　关节软骨缺损是骨科临床上的常见问题。随着
人口老龄化的加剧，越来越多的老年人存在关节软骨

缺损的问题［１］。关节软骨没有血管、神经和淋巴系

统，自我修复能力非常有限。临床上常采用软骨成形

术、植骨术等方法修复软骨缺损，但这些方法均不能

完全修复缺损的软骨［２］。随着组织工程技术的不断

发展，以软骨细胞、支架及生长因子为要素的软骨组

织再生工程成为治疗关节软骨缺损的新方向［３］。支

架能够为细胞生长提供适宜的微环境，促进软骨组织

的再生；但支架材料的孔隙率及稳定性会影响软骨细

胞的正常生长［４］。目前，植入支架内的软骨细胞仍存

在生长和迁移不良的问题［５］。在以天然材料制备的

支架中，水凝胶具备较高的含水量、良好的弹性和生

物相容性，已被广泛用于软骨组织再生领域的相关研

究。但水凝胶在机械强度、孔隙率、毒性等方面尚存

不足，不能满足软骨组织再生的临床应用要求［６］。多

样化的交联方法成为解决水凝胶存在问题的关键。

有研究［６－７］采用不同的方法实现多种聚合物的交联，

改善水凝胶的特性，使其更加接近天然软骨组织的结

构和性能。本文对水凝胶及交联进行了概述，并从化

学交联法和物理交联法２个方面对软骨组织再生水
凝胶交联方法的研究进展进行了综述。

１　水凝胶及交联的概述
水凝胶是具有纳米孔隙结构的天然聚合物，能够

吸收大量的水分。水凝胶具备与人体软骨组织相似

的结构和特性，被广泛应用于软骨组织再生领域。注

射用水凝胶是临床上进行软骨组织再生治疗的重要

材料，其应具备无毒、合适的凝胶速度与生物降解率
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等特性［８－９］。

聚合物链通过多维延伸形成稳定网络结构的方

式称为交联［１０］。水凝胶可通过化学交联法或物理交

联法形成［１１］。交联度的大小可影响水凝胶的孔隙

率、降解速率、溶胀率等特性［１２］。

２　化学交联法
化学交联是聚合物之间形成共价键的过程，常用

的方法有点击化学、迈克尔加成反应、希夫碱反应、酶

促反应和光交联。通过化学交联法制备的水凝胶具备

良好的机械性能，但同时也具备一定的细胞毒性［１３］。

２．１　点击化学　点击化学又被称作为“链接化学”，
代表反应为铜催化的叠氮－炔基 Ｈｕｓｉｇｅｎ环加成反
应，具有高效、快速、特异性强等优势［１４］。由于该方

法以铜离子作为催化剂，采用该方法制备的水凝胶对

细胞有一定的毒性，导致该方法在软骨组织再生领域

的发展受到限制。近年来，学者们又发现了无铜点击

反应、伪点击反应等新的点击化学法［１５］。

２．２　迈克尔加成反应　迈克尔加成反应是α或β不
饱和羰基化合物（如不饱和聚乙烯砜）与硫醇或胺之

间的高度选择性反应［１６］。为了解决注射用水凝胶存

在的制备过程复杂、溶胀率低及毒性等问题，Ｊｉｎ
等［１７］将含有硫醇官能团和乙烯基砜的透明质酸偶联

物溶液通过迈克尔加成进行交联，获得均匀分布的水

凝胶；采用该水凝胶进行细胞培养，结果发现糖胺聚

糖和Ⅱ型胶原蛋白在水凝胶中积累。硫醇的迈克尔
加成反应也被称为伪点击反应。Ｈｕａｎｇ等［１８－１９］采用

伪点击反应制备的水凝胶具有良好的生物相容性和

安全性。此外，Ｌｉ等［２０］研究发现，伪点击反应制备的

凝胶具备高选择性和细胞黏附性，且无毒性，适用于

注射用水凝胶的制备。
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２．３　希夫碱反应　通过胺基和醛基形成亚胺键的化
学反应，称为希夫碱反应［２１］。希夫碱反应具有可逆、

ｐＨ敏感等特点［２２］。Ｒｅｓｍｉ等［２３］以氧化海藻酸盐、硼

砂和明胶为原料，采用希夫碱反应制备水凝胶，体外

细胞培养结果显示，该水凝胶具备良好的细胞兼容

性，纤维软骨细胞能够在此类水凝胶中黏附并大量增

殖。Ａｎａｎｄ等［２４］以明胶和氧化的支链淀粉为原料，采

用希夫碱反应制备水凝胶，并以该水凝胶进行体外软

骨细胞培养，结果显示该水凝胶具有良好的生物相容

性，软骨细胞的Ⅱ型胶原、蛋白聚糖的表达显著增强。
然而，细胞中生物大分子的胺基可能会与水凝胶的醛

基发生反应，进而对细胞产生毒性。Ｙａｎ等［２５］在采用

希夫碱反应制备水凝胶过程中，通过改变胺基与醛基

的摩尔比改变水凝胶的交联速率，进而改善水凝胶的

降解率、溶胀率及流变性，制备的水凝胶能够为软骨

细胞提供良好的生存环境。

２．４　酶促反应　酶促反应可以在正常生理条件下进
行，具有凝胶速度快、位点特异性高及无细胞毒性等

优点，能避免其他化学交联法导致的天然聚合物生物

活性损失的问题［９］。酶促反应的速率通常高于其他

化学反应，并可通过控制聚合物和酶的浓度来调控反

应速率。目前，用于制备注射用水凝胶的天然聚合物

有海藻酸盐、羧甲基纤维素、明胶和葡聚糖等［２６］。

Ｋｈａｎｍｏｈａｍｍａｄｉ等［２７］在酶催化下进行透明质酸和明

胶与酚基的缀合，生成水凝胶，并评估水凝胶的细胞

相容性，结果显示该水凝胶能够促进软骨细胞的附着

和增殖。

２．５　光交联　光交联是一种高分子化合物的光化反
应。高分子化合物在受到光照射后，自身发生光解作

用，部分键打开，生成新的游离基，游离基之间相互键

合，进而形成网状结构。光交联具有以下特点［８－９］：

①只适用于水介质；②水凝胶形成速度快；③基本无
毒，不影响细胞增殖。Ｉｒｍａｋ等［２８］研究发现，甲基丙

烯酸化明胶在波长为３００～４００ｎｍ的紫外线照射下发
生交联，制备的水凝胶具有降解速率低、机械强度高的

特点，且能够促进软骨细胞的增值与分化。Ｐｉｌｕｓｏ
等［２９］以核黄素作为光引发剂，采用可见光进行光交

联，获得的水凝胶具有良好的细胞相容性。然而，光

交联制备水凝胶也有一定的限制，其反应条件对温度

和ｐＨ有严格的要求，且光引发剂必须具有生物相容
性、水溶性、无毒的特点［３０］。

３　物理交联法
物理交联是指通过非化学键（离子相互作用、疏

水相互作用和分子间作用等）进行的交联［３０］。常见

的物理交联方式主要分为离子相互作用交联、刺激响

应性交联以及超分子自组装交联。物理交联法制备

的水凝胶具备良好的生物相容性，在软骨组织工程中

具有巨大的潜力。物理交联法制备的注射用水凝胶

可在注射到人体组织后形成原位水凝胶，无需额外的

交联剂及特殊的反应条件［３１］。但物理交联法制备的水

凝胶存在机械稳定性差的缺点，在温度、离子强度、电

解质、ｐＨ等物理条件发生改变时，水凝胶易分解［３２－３３］。

３．１　离子相互作用交联　离子相互作用制备的水凝
胶具备亲水性高、安全无毒等优势。因此，离子相互

作用交联广泛应用于以壳聚糖、海藻酸盐等天然多糖

为原料制备的水凝胶［３４］。但此类水凝胶的维持主要

依靠离子相互作用，因而结构不稳定。Ｓｕｎ等［３５］联合

光交联与离子相互作用交联制备水凝胶，改善了水凝

胶的机械性能。Ｃａｉ等［３６－３７］的研究结果表明，采用物

理－化学混合交联法制备的水凝胶能够形成具有双网
格结构的水凝胶，能够促进软骨细胞的黏附、增殖及

成熟。Ｄｉｓｔｌｅｒ等［３８］将海藻酸盐二醛和明胶通过离子

相互作用交联和酶促反应形成海藻酸盐二醛－明胶水
凝胶，该水凝胶降解时间长，能为细胞生长提供稳定

的环境，提高了细胞在水凝胶中的生存能力。离子相

互作用交联制备的水凝胶结构稳定性较差，但通过与

其他化学交联法联合使用，能够有效改善水凝胶的结

构稳定性，制备出更加有利于细胞生长的水凝胶。

３．２　刺激响应性交联　智能材料是一种能够响应外
部刺激的新型功能材料，可用于水凝胶的制备，在生

物医学领域具有巨大的发展潜力。智能材料根据其

结构和组成的不同，可响应离子强度、温度、ｐＨ、电、
磁等多种外部刺激［３３］。通过多种化合物聚合形成的

热敏材料，能够响应温度刺激进而形成水凝胶，该水

凝胶与细胞外基质具有相似的物理性质，在软骨组织

再生工程中被广泛应用于注射用水凝胶的研制［３９］。

热敏材料制备的水凝胶在注射到生物体内后，在体温

的诱导下形成水凝胶；聚合物的结构、分子量及浓度

均会影响此类水凝胶的性质［４０］。通过热敏材料制备

水凝胶，无需添加其他物质促进凝胶形成，具有无毒

等优点，但其机械性能较差。Ｍｅａｎｓ等［４１］采用刺激响

应性交联制备水凝胶，并通过改变水凝胶的结构增强
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其稳定性。Ｌｉ等［４２］以二苯丙氨酸为核心链段，在温

度、ｐＨ诱导下与４－联苯乙酸形成具有肽链结构的超
分子水凝胶，特性分析与体外细胞培养实验结果显

示，该水凝胶微观结构与软骨细胞外基质结构相似，

能够促进软骨细胞的增殖。

３．３　超分子自组装交联　天然衍生的水凝胶大多是
通过超分子自组装交联形成的。超分子自组装交联

过程不需要任何化学试剂或引发剂，主要依靠非共价

键（疏水／亲水相互作用、氢键、范德瓦耳斯力、π－π
堆叠和主客体络合等）维持水凝胶的结构［４３］。超分

子自组装交联制备的水凝胶具有较高的生物相容性，

但同时其机械强度较低。Ｙａｎ等［４４］用酰肼改性聚

Ｌ－谷氨酸和醛修饰的海藻酸盐通过自组装交联制备了
注射用聚－Ｌ－谷氨酸盐水凝胶，并将其用于兔软骨细胞
培养实验，结果显示，该凝胶具备良好的生物相容性和

机械稳定性，兔软骨细胞向内生长并形成软骨。

４　小　结
软骨组织再生可能成为未来治疗软骨损伤的重

要方法，而水凝胶支架在软骨组织再生过程中发挥重

要作用。交联是制备水凝胶的重要步骤，良好的方法

应具备反应条件温和可控、无有毒物质产生等特点。

化学交联法制备的水凝胶结构稳定，但存在生物相容

性差、有细胞毒性等缺点。物理交联法制备的水凝胶

具有无毒、在生理条件下即可发生反应、细胞相容性

好等优点，常用于注射用水凝胶的制备［４５］。但物理

交联法制备的水凝胶稳定性较差，影响细胞的增殖以

及软骨的生物力学性能。化学交联法和物理交联法

的联合使用成为制备水凝胶的一种新途径，并取得了

一定的研究成果。然而，软骨组织再生工程中细胞支

架的制备仍面临许多挑战，仍需要深入探究，以制备

出性能优越、可满足临床需求的支架材料。
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素解析［Ｊ］．世界中西医结合杂志，２０２１，１６（１２）：２１６８－
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