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可注射性壳聚糖基温敏性凝胶的制备及其生物相容性∗
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摘 要：以壳聚糖（Chitosan ，CH）为基，加入不同配比的 β-甘油磷酸钠（Glycerophosphate salt ，GP）和羟乙基纤

维素（Hydroxyethyl cellulose ，HEC）制备成不同组成的壳聚糖基温敏性凝胶体系。研究了 2 种凝胶体系初始凝胶

化温度、成凝胶化时间、在缓冲溶液中的溶胀性、对骨髓间充质干细胞的细胞毒性及生物相容性，并用扫描电镜观

察了干凝胶的微观结构。结果表明：所制备的壳聚糖-β-甘油磷酸钠（CH-GP）和壳聚糖-β-甘油磷酸钠－羟乙基纤维

素（CH-GP-HEC）温敏性的凝胶，pH 为 6.8～7.4，当温度升高到某一温度时可以形成凝胶。CH-GP 凝胶随 GP 浓度

的增加初始凝胶温度降低，37℃成凝胶时间缩短，凝胶中较低磷酸盐浓度（GP 质量浓度为 100～400 mg/mL）有利

于细胞的生长。在 CH-GP 凝胶的基础上，加入不同浓度的羟乙基纤维素（HEC），可以降低凝胶支架中的 β-甘油磷

酸钠含量，并可调节成凝胶化时间，初始凝胶化温度以及凝胶强度。HEC 的加入量与 37 ℃凝胶时间及初始化成胶

温度呈反比。 
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Abstract: The thermo-sensitive gel system based on chitosan-glycerophosphate salt (CH-GP) complex and 
chitosan-glycerophosphate salt-hydroxyethyl cellulose complex （CH-GP-HEC）were prepared in this study.Various 
factors affecting the properties of gels（the gelation time，the incipient gelation temperature (IGT)，microstructure of 
the hydrogels，the swelling degrees of gels in buffer solutions，cell toxicity and the biocompatibility with bone 
mesenchymal stem cells (BMSC) were tested. The results showed the gels system can be quickly gelated with pH 
values from 6.8-7.4. The gelation time and IGT were reduced with GP concentration increasing. The results of 
biocompatibility showed that lower GP concentration (100-400 mg/mL) was beneficial for cell proliferation and 
growth. Based on keeping the properties of the gels, the glycerophosphate salt contents of the complex could be 
decreased largely, and e gelation time, IGT and gel strength could be modulated by addition of various concentration 
of hydroxyethyl cellulose (HEC) to CH-GP complex. The HEC concentration is the opposite to  gelation time and 
IGT. 
Key words: chitosan(CH);glycerophosphate salt(GP); hydroxyethyl cellulose(HEC);injectable gel;  biocompatibility 
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壳聚糖（Chitosan ，CH）是一种具有良好生物相

容性的天然阳离子多糖，是用途非常广的生物材料。

壳聚糖溶液具有正常生理值，在室温下呈液态，可以

包裹活性细胞和治疗蛋白质，当注射入体内后，可在

体温下，在注射处原位形成生物可降解凝胶[1]。该体

系作为包裹活性细胞的载体,被成功地应用于生命体

内传递生物活性生长因子及组织工程[2-3]。 
本试验制备了不同配比组成的壳聚糖基温敏性

水凝胶材料 CH-GP 和 CH-GP-HEC，通过调整其不同

组成，考察其表征及生物相容性，从而为选择具有最
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优配比组分的温敏性凝胶作为组织缺损的填充材料

提供必要的依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 
1.1.1 主要试剂：壳聚糖(DDA 为 84%，Polysciences，
USA)；β-甘油磷酸钠（cell cultured， Sigma，USA）；

羟乙基纤维素（Fluka, 瑞士）。 
1.1.2  细胞：骨髓间充质细胞（BMSC） 取自 6 周

龄雄性 SD 大鼠（约 150 g，购自中科院实验动物中

心），取其股骨和胫骨，提取 BMSCs，体外纯化鉴定，

取体外扩增培养后第 3 代细胞用于试验。 
1.2 方法 

1.2.1 CH-GP及CH-GP-HEC温敏性凝胶的制备 将
120 mg的壳聚糖溶解在9 mL 67mmol/L的稀盐酸

中。分别将100，200，400，600，800 mg的β-甘油

磷酸钠溶解在1 mL蒸馏水中配制成不同质量浓度的

GP溶液。在不断搅拌下,将不同质量浓度的GP溶液分

别逐滴滴入CH溶液中，制备成100 mg/mL CH- GP(I), 
mg/mL CH-200 GP(II), 400 mg/mL CH- GP(III), 600 
mg/mL CH- GP(IV), 800 mg/mL CH- GP(V),溶液。 

将5～25 mg的HEC溶解在1 mL的PBS中，配成2.5，
5，10，20，25 mg/mL的HEC溶液。然后将400 mg/mL 
CH- GP与不同浓度HEC分别以5：1（v/v）的比例混

合制备成不同HEC配比的CH-GP-HEC凝胶溶液。 
1.2.2 干凝胶的制备 将制备的溶胶放在恒温水浴箱

中，在不同的温度下使之转变为凝胶，－40  ℃ 冷冻

48 h，在冷冻干燥机中冻干成干凝胶。 
1.2.3 初始凝胶化温度（IGT）与凝胶化时间的测定 
将装有5 mL不同溶液的试管分别置于不同温度的恒

温水浴箱中，测试温度范围为18～90 , ℃ 记录不同温

度下溶液的成凝胶行为。观察并记录其凝固时间与凝

胶温度。为保证溶液/凝胶达到平衡，每隔30 min升温

1次，每次升温1℃，观察溶液的凝胶现象。 
1.2.4 溶胀率分析  将形成的凝胶冷冻干燥，取干凝

胶约50 mg（W0）置于pH 7.4的PBS溶液（37℃）中，

隔段时间取样，擦去凝胶表面的水，称重W。溶胀度

公式：溶胀度=（W- W0）/W。 
1.2.5 干凝胶形貌观察  采用FEI SIRION 200/INCA 
OXFORD型扫描电镜（美国FEI公司）观察干凝胶的

孔径大小及形貌。 
1.2.6 凝胶的生物学评价  浸提液制备：按 10 
mL/cm2 的标准，将直径0.8 cm的壳聚糖水凝胶材料分

别加入不同体积的培养液中，37℃下保持24 h。 
在96孔培养板里接种BMSCs细胞，细胞浓度为2 

×104个/mL，每孔加入0．1 mL。放入5% CO2、37℃
培养箱内培养24 h后取出，每孔加入浸提液0．1 mL，
空白对照组加入0．1 mL培养液，重新放入培养箱内，

分别于24 ，48 h后取出1块培养板，每孔加入MTT 
20μL，4 h后加DMSO 150 μL，震荡10 min，用酶标仪

检测，记录OD值。 
取处理好的铺有CH-400 mg/mLGP-20 mg/mL 

HEC(VI)凝胶膜材料的 6 孔板,将细胞悬液以 2×105个/
孔的密度种植于该凝胶膜上，在 37℃，5%CO2的培

养箱中培养 24 h，用滴管小心将培养液吸出，用无菌

的PBS溶液洗涤 2 次，去除游离态的细胞。在不同时

间点，加入乙二酸荧光素（FDA）染料，在荧光显微

镜下观察细胞形态。MTT法检测BMSCs在凝胶膜上

的增殖情况。 
1.2.7 凝胶体内相容性  SD大鼠18只随机分为对照

组、试验组，分别将CH-GP和CH-GP-HEC凝胶注射

到大鼠大腿肌肉内，对照组注射生理盐水，分别于术

后4 ，8，12周处死大鼠，进行大体标本以及光镜观

察。 

2 结 果 

2.1 不同组成的凝胶溶液的成胶时间和初始化凝

胶温度 
制备的 CH-GP 和 CH-GP-HEC 水凝胶在较低温

的状态下成流动的液体，在温度升高后（37℃）凝固

成胶。 
由表1可知，随着GP浓度的增加，CH-GP溶液的

pH值逐渐增大，凝胶的初始凝胶化温度（IGT）降低，

而在37℃下的凝胶化时间明显缩短。含10%(w/w)GP
的CH-GP溶液未能成胶,当GP浓度为800 mg/mL时，

37℃约30 min即可成胶。当GP浓度为400 mg/mL，其

初始化凝胶温度46℃，在37℃，3 d才可成胶。这是因

为加入GP后，一部分GP与体系中的游离的H+ 中和，

因此使溶液的pH值增大。另外，随着GP浓度的增大，

与壳聚糖配合的β-GP增多，增大了体系的离子吸引

力，从而导致溶液体系的IGT往低温方向移动。 
 
表1  GP浓度对凝胶溶液pH，初始成胶温度、成胶时间的

影响 
Table 1．  Effect of GP concentration on  pH, IGT and 
gelation time of CH-GP 

GP 浓度 / (mg/mL) 
GP concentration 项目 

Item 
 100 200 400 600 800 

pH 6.4 6.8 7.02 7.10 7.20 
初始成凝胶 
温度/℃ 

IGT 
－ 65 46 38. 5 36.8 

37℃成胶时间/h 
 Gelation time in 

37℃ 
－ － 72 1 0.5 

注： * “－”定义为在试验条件内未成胶  
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Note: : “－” indicates no gelling under experimental conditions 

由表 2 可知，在 CH-GP-HEC 溶液，随着 HEC
质量浓度的增加，对溶液的 pH 值影响不大，溶液的

初始成凝温度降低，在 37℃下的初始凝胶化时间明显

缩短，含 20mg/mL 的 HEC 凝胶溶液在 7min 内就可

成凝胶。在对材料的生物相容性的研究中，壳聚糖采

用高压消毒(120 ℃，15 min)，消毒后壳聚糖的动态粘

度有所降低，力学性能明显降低，但对温敏性无明显

影响。在 CH-GP-HEC 溶液中， 其中 GP 的浓度是

400 mg/mL 
表2  HEC的浓度对凝胶溶液的pH、初始成胶温度、成胶 

时间的影响 
Table 2. Effect of HEC concentration on  pH, IGT and 

gelation time of  CH-GP-HEC 
　HEC 浓度

/（mg/mL） 0 2.5 5 10 20 25 

pH 7.02 7.03 7.07 7.12 7.18 7.21
初始成凝 
温度/℃ 46 39 22 18 13 4 

37℃成胶 
时间/min    

4320 70 30 11 7 3 

  

2.2 凝胶的微观形貌 
由图1可见，400 mg/mL CH- GP和20 mg/mL 

CH-GP- HEC干凝胶内部为网状结构，孔径约为100 
µm。 

 

 

 

 

 

 
a. CH-GP截面 CH-GP section；b.CH- GP –HEC 截断面CH- GP –HEC 
transverse section

图 1 干凝胶的扫描电镜照片 

Fig.1. Representative scanning electron micrograph of Ch-GP 

and CH-GP-HEC section structure 

2.3 溶胀性能分析 
由图 2 可见，2 种凝胶都在 2 h 后基本达到平衡，

溶胀率为 5-8 倍。20 mg/mL CH-GP- HEC 的溶胀度高

于 400 mg/mL CH- GP 的溶胀率，这是由于 HEC 含有

羟基，更易吸收水。 
2.4 BMSCs 细胞在不同组成的浸提液中的生长情

况 
从图 3 中不同时间点的 MTT 可以看出，在 GP 的

浓度为 800 mg/mL 时，浸提液对细胞的生长有明显的

抑制作用。这是因为含 800 mg/mL  GP 的溶液离子

浓度较高，因此溶液的渗透压也较高，远高于人体细

胞正常的生理渗透压环境，引起细胞脱水而死亡。含

较低的 GP 浓度的 CH-GP 浸提液比较利于细胞的生

长。从试验结果可以看出当 GP 的浓度为 100-400 
mg/mL 有利于细胞的生长。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图2    CH-GP和CH-GP-HEC的溶胀率曲线 
Fig.2. The swollen curve of CH-GP and CH-GP-HEC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 3  BMSCs细胞在不同组成的CH-GP和CH-GP-HEC浸

提液中的生长情况 
Fig.3. Proliferation of BMSCs in extraction fluid medium of  
CH-GP and CH-GP-HEC as a finction of time of culture 
2.5 BMSCs 细胞在 CH-GP-HEC 温敏凝胶膜上的生

长情况 
BMSCs 在CH-GP-HEC温敏凝胶膜上刚刚种植后

细胞呈圆形，部分细胞成聚集性生长。种植 7 d 已经

开始伸出伪足，且大部分细胞已经贴附、铺展（图 4）。
从 MTT 的结果可以看出（图 5），在 BMSCs 随着种

植时间的增加，数量有所增加，由此证明所制备的

CH-GP-HEC 凝胶膜与 BMSCs 具备良好的细胞相容

性。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
图 4 BMSCs 种植在 CH-GP-HEC 温敏凝胶膜上培养 7d 细胞

的形态 

Fig.4. Living cell fluorescent staining photomicrography of 
cell-seeded CH-GP-HEC after 7 days 
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图 5 BMSCs细胞在CH-GP-HEC浸提液中的生长情况 

Fig.5. Proliferation of BMSCs in extraction fluid  
medium of CH-GP-HEC  

 
3.6 体内植入试验 

所有动物均没有出现感染死亡，材料与周围组织

紧密结合，组织可长入材料内。试验组小鼠均无明显

炎性反应，12 周后材料体积较植入 4 周时有所减小。

说明该凝胶材料具备良好生物相容性，无毒性及免疫

原性，可在体内缓慢降解。 

3 讨 论 

壳聚糖是天然界存在的唯一带阳电荷的碱性多

糖，在体内可降解，生物相容性好，在生物医学工程

有着广泛的应用。近年来，已有利用壳聚糖制备温敏

性凝胶的报道[3-5]。然而，这些研究对如何调节控制

凝胶成胶的条件以及选择最优生物相容性的配比组

成少有研究。 
本研究对制备的壳聚糖基温敏性溶液的性能以

及影响凝胶形成的多种因素，调节控制凝胶成胶的条

件以及良好生物相容性的最佳组成进行了深入研究。

结果显示当壳聚糖和 GP 浓度愈低时，其溶液的流动

性愈好，在 GP 浓度较低时，凝胶的 pH 值较低，显

酸性，而在浓度较高时，凝胶的 pH 值接近人体体液

的 pH 值。pH 值在 CH／GP 温控凝胶化过程中的具

有重要的作用，pH 值较低时由于存在链间静电排斥

力，阻碍了氢键的形成，这种排斥力的作用，使得凝

胶化的初始温度较高。随着 GP 的浓度增加，溶液的

初始化温度逐渐降低，在 37  ℃ 时的成胶时间逐渐缩

短。这是由于 GP 的加入直接影响壳聚糖链之间的静

电力、疏水作用和氢键作用的结果。 
结果表明含 800 mg/mL GP 的凝胶溶液初始化温

度为 36.8 ℃，可在体内温度下成凝胶化，成胶时间约

为 30 min。但从材料的细胞毒性的 MTT 结果显示，

较高磷酸盐（GP）浓度抑制细胞的生长，GP 浓度为

100～400 mg/mL 时有利于细胞的生长，含高 GP 浓度

（600～800 mg/mL）的溶液，具有较强的细胞毒性，

可引起细胞的死亡。这是因为含 800 mg/mL GP 的溶

液的渗透压约为 1080 mOsm，大大高于人体细胞的正

常渗透压，抑制细胞的生长，因此在考虑溶液成胶时

间的同时也要兼顾细胞的生长情况。含 400 mg/mL 
GP 的溶液，在 37℃时成胶时间较长，达不到在体内

环境下能迅速成胶的要求。 
因此，本研究在 400 mg/mL CH- GP 凝胶配方的

基础上加入不同浓度的 HEC，HEC 的加入降低了溶

液的成胶时间,其加入量与凝胶时间成反比。结果显

示，CH-400 mg/mL GP 的初始凝胶温度为 46℃，加

入 20 mg/mL HEC 后初始温度为 13℃，前者在 37℃
的成胶时间为 72 h，而后者只有 7 min，且对细胞的

生长有促进的作用。 
溶胀结果可以看出，CH-GP-HEC 具备更良好的

溶涨性能，材料大量吸收水分的特性，增加了与组织

的亲和性，因而具有更好的生物相容性。 
在组织工程的支架材料中，细胞的活力和功能与材

料表面的化学结构是相关的。本研究结果表明，

CH-400 mg/mL GP 凝胶中加入 HEC，不仅缩短了成

胶时间，降低了初始化温度，而且由于选择低 β-甘油

磷酸钠（400 mg/mL GP）含量增加了其生物相容性。

另外，羟乙基纤维素的加入，还起到了疏松剂和交联

剂的作用，促使壳聚糖水凝胶更快凝结为固体，同时

也有利于细胞合成和分泌细胞外基质，可用于组织工

程支架材料领域。 
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