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人工虎骨粉联合 GelMA水凝胶可促进退变椎间盘再生 *
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摘要 目的：探究负载人工虎骨粉的可注射甲基丙烯酸明胶（GelMA）水凝胶支架对大鼠椎间盘退变的修复效

果。方法：分别合成 3%、4%和 5%的复合 GelMA水凝胶支架，并表征微观结构，利用力学流变仪观察水凝胶基

质刚度的变化。采用细胞染色技术和 CCK-8观察髓核细胞在负载人工虎骨粉的水凝胶支架中的生长形态并

对其增殖能力进行评估，随后采用 ELISA检测细胞炎症反应。构建大鼠尾椎椎间盘退变模型，注射该水凝胶支

架，通过 CT扫描和免疫荧光染色评估水凝胶支架对椎间盘退变的修复效果。结果：成功构建了基质刚度可调

控的 GelMA水凝胶支架，该支架具有良好的生物相容性，体外实验发现人工虎骨粉可以明显促进细胞增殖，

减弱细胞炎症反应。在体内研究中，该水凝胶支架显著恢复椎间盘高度，改善炎性微环境并促进髓核再生。结

论：负载人工虎骨粉的 GelMA水凝胶支架具有良好的机械性能和生物相容性，可以通过改善炎性微环境和力

学微环境双重作用修复退变椎间盘。
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Bionic Tiger Bone Powder Combined with GelMA Hydrogel Can Promote
the Regeneration of Degenerative Intervertebral Disc*

To investigate the repair effect of injectable GelMA hydrogel scaffold loaded with

bionic tiger bone powder on intervertebral disc degeneration in rats. We synthesized composite GelMA hy-

drogels with concentrations of 3%, 4%, and 5%, characterized their microstructure, and observed changes in the

stiffness of the hydrogel matrix using a rheometer. We used cell staining techniques and CCK-8 assays to observe the

growth morphology and assess proliferation of nucleus pulposus cells in hydrogel scaffolds loaded with bionic tiger

bone powder, followed by ELISA to detect cellular inflammatory responses. We then established a rat caudal inter-

vertebral disc degeneration model and injected the hydrogel scaffolds, evaluating the scaffolds' repair effects on disc

degeneration using CT scans and immunofluorescence staining. We have successfully developed a GelMA

hydrogel scaffold with adjustable matrix stiffness, which exhibits excellent biocompatibility. In vitro experiments
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have shown that bionic tiger bone powder can significantly promote cell proliferation and attenuate cell inflammatory

responses. In vivo studies have demonstrated that the hydrogel scaffold significantly restores disc height, improves

the inflammatory microenvironment and promotes nucleus pulposus regeneration. GelMA hydrogel

scaffold loaded with bionic tiger bone powder has good mechanical properties and biocompatibility, and can repair

degenerated intervertebral disc by improving both inflammatory microenvironment and mechanical microenviron-

ment.

Intervertebral disc degeneration; Bionic tiger bone powder; GelMA hydrogel; Inflammatory

response

前言

因椎间盘退变 （Intervertebral Disc Degenera-

tion , IVDD）导致的椎间盘突出和退行性椎体滑

脱等是脊柱外科常见疾病，在全球的发病率逐

年上升 [ 1 ]。若退变在早期不能得到有效控制，则

会逐渐演变为脊柱失稳以及脊髓和神经根压迫

症状，严重影响个人生活质量 [ 2 ]。近年来，随着

组织工程技术研究的不断深入，有越来越多的

生物材料在促进髓核细胞 （Nucleus Pulposus ,

NP）再生、恢复椎间盘理化性能方面显示出优

越性能 [ 3 , 4 ]，其中 GelMA 水凝胶是最常用的材料

之一。其具有三维网络结构，良好的生物相容

性，机械性能可调和生物活性 [ 5 ]，已成为生物医

学应用研究的热点，可以通过水凝胶负载细胞、

生长因子和药物促进骨融合，消除炎症反应，促

进组织再生 [ 6 , 7 ]，为椎间盘的再生提供了新的治

疗途径。

人工虎骨粉（JinTianGe , JTG）为新一代虎骨

代用品制剂 [ 8 , 9 ]，是获得国家发明专利的一类新

中药，已被中国食品药品监督管理局批准用于

骨质疏松症和骨关节炎的防治。经临床观察发

现，椎间盘退变和骨质疏松症经常同时发生，严

重的椎间盘退变常伴有严重的骨质疏松症 [ 10 ]。

因此，以治疗骨质疏松为依据 ,我们尝试着将人

工虎骨粉应用到 IVDD 的治疗过程中，以 GelMA

水凝胶为载体，将 JTG 吸附，构建稳定的水凝胶

体系，后经体外实验验证，该体系明显促进细胞

增殖，减轻炎症反应在动物模型中，观察该水凝

胶支架可以修复椎间盘退变。

1 材料与方法

1 .1 材料

甲基丙烯酸酐和明胶（GelMA）购自苏州永

沁泉智能设备有限公司；光引发剂（LAP）购自

美 国 Sigma-Aldrich 公 司 ； 细 胞 计 数 试 剂 盒

（CCK-8）试剂和脂多糖（LPS）购自上海碧云天

生物科技有限公司；鬼笔环肽（TRITC）细胞染

色 剂 由 德 国 Merck KgaA 公 司 提 供 ； IL-1

（PAB45877）、IL-6 （PAB45871） 和 TNF-琢 抗 体
（PAB45964）购自武汉贝茵莱生物科技有限公

司；ELISA 试剂盒从上海优选生物科技有限公

司购买；SPF 级 SD 大鼠由西安交通大学动物实

验中心提供；大鼠椎间盘 NP 细胞由上海赛业生

物科技有限公司提供；人工虎骨（粉 Z20030080）

购买自金花集团股份有限公司西安金花 制

药厂。

力学测试仪（HY-10080LX）购自美国 BOSE

公司；场发射扫描电镜（SU3800）购自苏州诺

赛德自动化设备有限公司；便携式固化光源

（EFL-LS-1600-405）购自苏州永沁泉智能设备有

限公司；CT 扫描仪（SU-07-3800）购自日本 HI-

TACHI 公司。

1 .2 方法

1.2 .1 复合 GelMA 水凝胶体系的制备 将 10 g

明胶（Gelatin）溶于 100 mL PBS 溶液中，后滴加

1 mL 甲基丙烯酸酐（MA）溶液（质量比 8%），

充分搅拌 2 h 后，在去离子水中透析一周，冷冻

干燥后得到 GelMA 前体。参考文献 [ 10 ]的方法并

简单修改，取 0 .5 g 的 GelMA 与 9 mL 0 .25%光

引发剂（LAP）溶液混合，以 40-50℃水浴避光加

热 30 min，期间震荡数次，即可配得 6%（g/mL）

GelMA 水凝胶，立即使用规格为 0 .22 滋m 的无
菌针头过滤器过滤处理，即可得到无菌的光固

化 GelMA 水凝胶前体溶液。
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随 后 取 150 滋L GelMA 前 体 液 分 别 与

0 .002、0 . 02 和 0 .2 滋g/mL 的人工虎骨粉溶液等
体积混合，构建负载不同浓度人工虎骨粉的

GelMA 水凝胶体系，后取 300 滋L 混合液注入模
具中，使用波长为 405 nm，强度为 25 w/cm2 的

蓝光光源照射 20 s 充分成胶后，将该前体溶液

置于 -20℃冰箱避光保存备用。

1 .2 . 2 扫描电镜表征水凝胶结构 分别取

GelMA 和 JTG-GelMA 凝胶，蓝光照射固化后，放

置于 -80℃冰箱中过夜，将冻凝后的水凝胶支架

进行冷冻干燥处理，充分冻干后，采用低速锯片

切割法，将样本切割为厚度 1 mm 薄片，对样品

进行喷金后，置于加速 12 .0 KV 电压的扫描电

镜中，观察其微观形态并拍照。

1 .2 . 3 水凝胶支架的溶胀性能测试 水凝胶

在 PBS 中溶胀平衡后，分别对比了 3%、4%和

5%的 JTG-GelMA 水凝胶的溶胀倍率。首先取

100 滋L 10%的水凝胶前体液和等体积的人工虎

骨粉溶液，使用 0 . 25%的 LAP 溶液稀释，保证

体系中 GelMA 的最终浓度分别为 3%、4%和

5%。取 200 滋L 的溶液在 8 mm× 2 mm 的圆形

模具中，蓝光光源照射 20 s，使其完全成胶，将

其置于 -80℃冰箱冷冻各样品 2 h，后充分干

燥，称其初始重量记 W0，对样本分别标记，置于

6 孔板中，各孔中加入 5 mL 的 PBS 溶液，置于

37℃恒温培养箱中，在 48 h 后取出，用滤纸小

心擦拭水凝胶表面水分，称其吸水后的重量记

W1，后计算其溶胀率。溶胀率（%）=（W1-W0）/

W0× 100%。

1 .2 . 4 JTG-GelMA 水凝胶的力学检测 将配置

好的 3%、4%和 5% JTG-GelMA 水凝胶在 37℃

恒温水浴箱中充分溶解，各取 200 滋L 在模具中
充分成胶，随后从模具中小心取出，采用微压缩

法测试水凝胶学力学性能，在力学流变仪上样，

并设置程序开始测试，每个样品设置 3 个重复，

数据点自动保存，在测试结束后，统计实验数据

并计算各组凝胶储能模量和剪切模量。

1 .2 . 5 大鼠 NP 细胞的复苏及传代 将 NP 细

胞完全培养基在 37℃恒温水浴箱中充分预热，

细胞（P1 代）冻存管置于 37℃恒温水浴箱中，快

速晃动，待完全融化后快速取出，加入少量完全

培养基，转移至离心管，以 1000 r/min 转速离心

3 min，弃去上清液，加入新的完全培养基，将细

胞悬液接种于 25 cm2 培养瓶中，置于恒温细胞

培养箱（37℃、5% CO2），定期观察并及时更换

培养基。

当细胞密度达 80%，用 PBS 溶液充分清洗

细胞后，加入 0 .25% Trypsin EDTA 约 1 mL，轻

轻旋转将细胞消化脱落，后立即加入完全培养

基终止胰酶消化，离心后，转移至新的培养瓶，

重复上述操作，获得 P3-P4 代次的细胞。

1 .2 . 6 细胞骨架染色 取第 4 代 NP 细胞，消

化离心得到细胞沉淀，随后取 3%、4%和 5%的

JTG-GelMA 水凝胶前体液各 300 滋L，与细胞沉
淀充分混匀，分别转移至 48 孔板中，均设置 3个

平行样本，在其完全成胶后，各孔中加入 1 mL

的细胞培养液，培养 3 天后拍照观察细胞外观

形态。

用 PBS 溶液快速清洗各组凝胶，洗去残留

培养基，将细胞固定封闭处理后，加入 FITC 工

作液，室温孵育 60 min，随后用 PBS 溶液再次

清洗凝胶 3 次，向孔中加入 DAPI 染色液，室温

孵育 20 min 后，充分清洗，使用共聚焦荧光显

微镜下观察并使用 Image J 软件测量细胞长度

和细胞面积，以评估细胞在不同刚度的复合

GelMA 水凝胶支架中的生存能力。

1 .2 . 7 CCK-8 检测细胞的增殖活力 将 5× 104

个 NP 细胞分散在 96 孔板上培养，在培养液中

分别加入 1、5 和 25 滋g/mL 的 LPS 溶液，孵育

48 h 后，使用 PBS 溶液快速清洗各组，随后向

每孔加入 CCK-8 检测液 10 滋L，后与细胞共同
孵育 2 h，采用酶标仪（以检测波长 450 nm、参

考波长 600 nm）检测其各孔吸光度（OD）值。

将 水 凝 胶 前 体 液 与 细 胞 悬 液 在孔 板 中

充分混匀，光照成胶后，加入 50 滋L 的 LPS

（5 滋g/mL）溶液和细胞培养液，设置 Control 组、

LPS 组、JTG-GelMA（0 .02 滋g/mL）组、JTG-GelMA

（0 .2 滋g/mL）组和 JTG-GelMA（2 滋g/mL）组，培
养 3 天后，采用 CCK-8 试剂盒检测吸光度值，观

察不同浓度的 JTG 对 NP 细胞增殖率的影响。

1 .2 . 8 水凝胶支架 对细胞炎症反应的影 响

按照上述分组，将水凝胶前体液与 2× 105 个细

胞悬液充分混匀，加入 50 滋L 的 LPS 和细胞培

养液，充分成胶后，在培养箱中孵育 3 天，期间

收集细胞上清液，随后参照 ELISA 检测试剂盒

检测方法，分别对 IL-1、IL-6 和 TNF-琢 定量检测。
1 .2 . 9 大鼠椎间盘退变模型的构建 使用清

洁级雄性 SD 大鼠，平均体重 350 g，购自西安

交通大学医学部实验动物中心，本研究经西安

交通大学医学部实验动物福利伦理委员会审查
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批准（编号伦动科批字 2019 第 100 号），所有

实验老鼠正常饲养，状态良好。

首先在大鼠腹腔注射 1%戊巴比妥钠（40 mg/kg）

麻醉，尾巴用 70%的乙醇溶液来清洗和消毒，

参考文献 [ 11 , 12 ]中的 IVDD 模型构造方法，采用

CT 扫描，透视定位 Coccyxes（Co）8-10 椎间盘空

间，并标记相应的皮肤区域，使用电钻将 2 根钢

丝（长 50 mm，直径 1 .2 mm）垂直插入在 Co8

和 Co10 椎体中心，并采用刻度尺和量角器来协

助钢丝的精确定位，2 根钢丝以 40 ° 的角度固

定在弧形尾部的凹面，弹簧被放置在 2 根钢丝

之间的凸面，距离尾巴轴的中心 25 mm，造模用

塑料板来防止尾巴扭曲。

1 .2 . 10 水凝胶支架对椎间盘退变的治疗效果

在造模后 4 周，把大鼠随机分为 3 个治疗组和

1 个 对 照 组 。 治 疗 组 分 别 注 射 10 滋L 的
JTG-GelMA（0.02 滋g/mL）、JTG-GelMA（0.2 滋g/mL）
和 JTG-GelMA（2 滋g/mL）水凝胶体系，对照组为
注射 10 滋L 生理盐水的假手术组。手术后正常
喂食和换水，并及时更换垫料，保证老鼠的生命

状态良好。在水凝胶支架治疗 4 周后，各组随机

取 3 只大鼠，麻醉后，对治疗部位尾椎进行 CT

成像。利用 Image J 软件测量 CT 扫描图像的

DHI 并进行组间比较，（DHI = 椎间隙前、中、后

边缘高度之和的两倍 / 相邻椎体前、中、后高度

之和）。

收集各组治疗部位的椎间盘，在 10%甲醛

溶液中固定 24 h，用 14%的乙二胺四乙酸（ED-

TA）脱钙 30 天后，包埋石蜡，切片至 6 滋m 厚
度，使用苏木精伊红（H&E）来观察椎间盘组织

结构，以及髓核和纤维细胞的形态，以及马松

（Masson） 和番红 - 固绿 （Safranin O/Fast green

stain）染色表征胶原纤维组织的变化，并参考

Histological Grading 标准 [ 13 ]，进行组织学评分。

1 .2 . 11 免疫荧光分析 免疫荧光染色同 [ 13 ]报

导的类似，简而言之，将上述 4 组和正常未干预

组中，收集的椎间盘组织在二甲苯中脱蜡，60℃

枸橼酸钠中过夜修复，3% H2O2 中孵育 15 min，

然后与 10%山羊血清在室温下孵育 30 min，后

分别与抗 IL-1、IL-6 和 TNF-琢 抗体 （1：200）在

4℃孵育过夜，清洗过后，在 37℃下用生物素标

记的二抗处理 30 min，使用链霉亲和素生物素 -

过氧化物酶复合物（SABC）方法评估了炎症因

子的表达，随后使用 Image J 软件统计荧光面积

占比，进一步量化炎症表达。

1 .3 统计学分析

本实验所有实验结果的统计学分析均使用

SPSS 26 . 0 进行处理，所有结果都经过双尾 t 检

验，对于多组比较，单向或双向方差分析（ANO-

VA）采用 Tukey's 检验，采用 GraphPad Prism 8 .0

软件绘制统计图，P<0 . 05 表示差异有统计学
意义。

2 结果

2 .1 复合水凝胶支架的制备与形态表征

在 3%的 GelMA 前体液中引入人工虎骨粉

后，蓝光照射，快速固化，外观呈现透明果冻状，

具有一定的黏附性，形状外观可调的水凝胶（图

1A）。通过红外光谱（FTIR）观察发现：GelMA 水

凝胶在 3000-3500 nm 范围内并没有明显的吸收

峰（图 1B）。在交联人工虎骨粉后，可以看到出

现新的 C-N 键吸收峰变化，同样指纹区也出现

大量新的吸收峰变化。扫描电镜观察发现，水凝

胶的横断面呈蜂窝状孔隙结构（图 1C），与文

献 [ 14 ]所表征的结果一致。利用 GelMA 的多孔径

结构包载人工虎骨粉后，明显在空隙中负载了

大量颗粒物，体现了 GelMA 水凝胶对人工虎骨

粉的负载能力（图 1D），以上结果表明 JTG-Gel-

MA 水凝胶体系合成成功。

2 .2 水凝胶体系的机械性能测试

在测量水凝胶的机械性能之前，需要保证

水凝胶充分溶胀至平衡，因此我们测试了负载

人工虎骨粉（0 .2 滋g/mL）的 GelMA 水凝胶体系

的溶胀性能。随着水凝胶体系刚度的升高，其溶

胀倍率逐渐减小，其中 3%的 JTG-GelMA 溶胀率

为 1532 .74% ± 104 .23%，显著高 5%的 JTG-Gel-

MA 水凝胶（图 2A），差异具有统计学意义（P<
0 .01），表明高浓度 GelMA 在内部形成较高的交

联度和较密集的网络来抵抗其吸水能力。在此

基础上，我们进一步优化了水凝胶体系的浓度，

分别测试了水凝胶的储能模量和剪切模量测

试，随着水凝胶体系的交联度增加，其机械强度

也在不断增大，基质刚度不断增强，其中 3%的

JTG-GelMA 水凝胶的储能模量为 253 .42 Pa ±

0 .32 Pa（图 2B、C），可以满足细胞生长所需的

力学微环境。不难发现，该水凝胶体系具有灵

活可控的刚度调节能力，可以满足组织工程材

料的基本应用。
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图 1 GelMA 水凝胶支架表征

Fig . 1 Characterization of GelMA hydrogel scaffold

Note : A . Appearance of JTG-GelMA hydrogel ; B . Infrared visible spectrum ; C , D . SEM images .

图 2 不同浓度水凝胶体系的力学模量

Fig . 2 Mechanical modulus of hydrogel systems with different concentrations

Note : A . Comparison of swelling ratio of JTG-GelMA hydrogel ; B , C . energy storage modulus change diagram and shear

modulus diagram ( compared with 5% JTG-GelMA group , *P<0 . 05 , **P<0 . 01 ) .

2 . 3 复合水凝胶支架的生物相容性

将 NP 细胞在不同刚度的水凝胶体系中三

维培养 5 天后，观察细胞形态变化。与对照组相

比，NP 细胞在 3%的水凝胶支架上培养均能较

好的生长，细胞明显发生铺展增殖，而在 4%和

5%的水凝胶体系中，细胞生长状态较差，形态

皱缩，并没有明显增殖，特别是在 5%的水凝胶

体系中，细胞没有完全铺展，有大量的细胞碎片

产生，且细胞发生死亡（图 3A）。NP 细胞在 3%

的水凝胶体系中细胞长度和细胞面积均比其他

组较大，细胞铺展明显（图 3B、C），说明 3%的

水凝胶支架可以为细胞生长提供良好的微环

境，具有较好的生物相容性，因此后续实验中以

3%的 JTG-GelMA 作为细胞培养的最优基质。

2 .4 水凝胶体系可促进 NP 细胞增殖

在排除水凝胶对 NP 的副作用后，选择了

3%的水凝胶体系作为研究对象。首先将 NP 细

胞在不同浓度的 LPS 培养 3 天后，进行 CCK-8

测试，随着 LPS 浓度的增加，NP 增殖明显被抑

制，并且在相同浓度的 LPS 环境下，随着培养时

间的延长，细胞的增殖率也进一步降低 （图

4A），说明采用 LPS 来模拟椎间盘退变微环境

是可行的。在此基础上，探索水凝胶支架对 NP

增殖的影响，与 LPS 组相比，在水凝胶支架中随

着人工虎骨粉浓度的升高 NP 细胞的增殖率明

显增大，在 2 滋g/mL 的人工虎骨粉组中，增殖率
可以达到 92 .65%± 0 .08%，具有明显的变化差

异（P＜0 .01）（图 4B），表明人工虎骨粉可促进

NP 细胞增殖，加快细胞的生长。

2 .5 人工虎骨粉可改善细胞炎症反应

与 Control 组相比，在 LPS 组中，IL-6、IL-1

和 TNF-琢 的分泌均显著增加 2 倍以上 （P＜
0 .01）。与 LPS 组相比，细胞在水凝胶体系中共

培养后，炎症因子分泌均有所下降，并且随着人

工虎骨粉浓度的增加，下降更为显著，在 2

滋g/mL 的人工虎骨粉组中，IL-6 的表达 量由
124 .23 ± 2 .02 pg/mL 下 降 到 102 . 05 ± 0 . 53

pg/mL，TNF-琢 的表达量由 1 .71 ± 0 .06 pg/mL 下

降到 0 .96± 0 .11 pg/mL（P＜0 .01），以上结果表

明，人工虎骨粉可以明显的抑制细胞炎症反应

的发生。见图 5A-C。

2 .6 复合水凝胶支架可促进椎间盘再生

通过机械挤压法在大鼠尾部构建 IVDD 模

型后，椎间盘高度（DHI）迅速降低，椎骨结构明

显损伤，椎间盘组织结构明显被破坏，髓核组织

仅有少量残留，纤维环排列紊乱，很难辨识髓核

和纤维环的边界（图 6A 和 6C），表明该模型构

建方法可行，成功建立了退变椎间盘模型。
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图 3 JTG-GelMA 水凝胶的细胞毒性

Fig . 3 Cytotoxicity of JTG-GelMA hydrogel

Note : A . NP cell growth morphological changes FITC/DAPI staining diagram ( red for cell cytoskeleton , blue for nucleus ) ;

B , C . statistical diagrams of cell length and cell area changes ( compared with the 3% JTG-GelMA group , *P<0 .05 ,
**P<0 . 01 ) .

图 4 细胞增殖率比较

Fig . 4 Comparison of cell proliferation rate

Note : A . Graph showing the proliferation rate of NPs in the LPS microenvironment ; B . Graph showing the proliferation

rate of NPs in the JTG-GelMA hydrogel system ( compared with the LPS group , *P<0 . 05 , **P<0 . 01 ) .

给予复合水凝胶支架治疗后 DHI 数值有所

恢复，在 2 滋g/mL 的人工虎骨粉组中 DHI 明显

增大（图 6B）。组织学观察发现，与 IVDD 组相

比，经人工虎骨粉治疗后的椎间盘结构更完整，

核和纤维环边界清晰，大部分的髓核组织得以

保留，并且髓核细胞呈现出与空白对照组类似

的大液泡状，红色的番红染色区域较多，间接说

明了该位置蛋白聚糖水平较高（图 6C）。对组织

结果量化后发现，IVDD 组的评分相对最高，可

达到 13 .33 ± 0 .43 分，在 JTG-GelMA 组中，随着

人工虎骨粉浓度的增加，组织学分级逐渐降低

达到 8 .52± 0 . 72 分（图 6D），组织学分析结果

量化了水凝胶支架对退变椎间盘的修复作用。
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图 5 NP 细胞炎症因子分泌变化

Fig . 5 Secretion of inflammatory factors in NP cells

Note : A . IL-1 ; B . IL-6 and C . TNF-琢 ( compared with LPS group , **P<0 . 01 , ***P<0 . 001 ) .

图 6 JTG-GelMA 水凝胶基质对退变椎间盘的修复效果

Fig . 6 Repair effect of JTG-GelMA hydrogel matrix on degenerative intervertebral disc

Note : A . CT scan imaging ; B . Comparison of DHI changes ; C . HE , saffrane O and Masson staining results ;

D . Histological score 4 weeks after surgery ( compared with IVDD group , *P<0 . 05 , **P<0 . 01 , ***P<0 . 001 ) .

2 . 7 复合水凝胶支架的体外抗炎效果

为了进一步考察了人工虎骨粉的体内抗炎

效果，我们分别对椎间盘组织中炎症因子 IL-1、

IL-6 和 TNF-琢 进行了免疫荧光染色分析。与正
常未干预组相比，退变后的椎间盘组织中炎症

因子的分泌均显著增加，炎症因子所占比例达

到 50%以上。在水凝胶体系治疗后，椎间盘组织

炎症因子分泌均有所下降，并且随着人工虎骨

粉浓度的增加，炎症因子表达逐渐减少显著，在

2 滋g/mL 的 JTG 组中 ，IL-1 的分 泌量 下 降 到

11 .62 ± 0 .72% ，IL-6 分 泌 量 下 降 到 15 . 42 ±

2 .03% ，TNF-琢 分 泌 量 下 降 到 19 .61 ± 3 .52%

（P＜ 0 .01），以上结果表明，该复合水凝胶支架

可以明显的抑制椎间盘组织炎症反应的发生，

进而缓解椎间盘退变。见图 7A-D。
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图 7 JTG-GelMA 水凝胶对椎间盘组织炎症反应的抑制

Fig . 7 Inhibition of inflammation in intervertebral disc tissue by JTG-GelMA hydrogel

Note : A . Immunofluorescence staining of intervertebral discs in different groups ; B , C and D . Quantitative analysis of

IL-1 , IL-6 and TNF-琢 fluorescence areas in different groups at 4 weeks ( compared with IVDD group , ***P<0 . 001 ) .

3 讨论

IVDD 导致脊柱运动节段不稳、狭窄、畸形，

进而引起腰痛和运动功能障碍等症状，极大地

威胁公众身体健康 [ 15 ]，由于 IVDD 的分子机制

尚未完全阐明，目前治疗 IVDD 的主要方法包

括保守治疗和手术治疗。保守治疗如卧床休息、

服用非甾体抗炎镇痛药以及理疗等，仅对症状

有短期疗效 [ 16 ]。而手术治疗如微创髓核摘除术

或者脊柱融合术可以缓解神经症状以及恢复脊

柱序列，因而被广泛应用 [ 17 ]。但也存在着高度侵

入性风险、对脊柱生物力学的破坏以及可能导

致相邻椎间盘加速退化等弊端。人工虎骨粉为

人工合成的虎骨替代性药物，含有的骨胶原等

物质可以促进成骨细胞的增殖，加强活性，减轻

炎症反应和促进细胞外基质合成的作用，在治

疗 IVDD 中具有较大潜力 [ 18 , 19 ]，通过与 GelMA

材料结合，二者协同作用，水凝胶可以提供机械

支撑和适合细胞生存和增殖的 3D 微环境，同时

实现药物的精准递送。
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生理状态下的髓核是一种凝胶状的软组

织。随着椎间盘的退变，柔软的髓核出现纤维

化，其微环境的基质刚度可能也会发生改变。

Gong Yu 等人 [ 20 ]测量了不同退变阶段大鼠髓核

组织的弹性模量，发现随着椎间盘退变的加剧，

髓核的弹性模量显著上升，上升的刚度通过激

活 PI3K/AKT 通路，较低刚度的基质更有助于保

持 NP 细胞表型。这种现象可能与软水凝胶基质

更适合 NP 细胞 YAP 机械信号在细胞质中表

达，而在硬水凝胶基质中 YAP 信号在细胞核表

达，可能会引起细胞表型丢失 [ 21 ]。水凝胶材料是

高度含水的三维网络，具有仿生细胞外基质

（Extracellular matrix , ECM）的优点。其中明胶作

为一种天然来源的水凝胶，可以促进细胞黏附

的多肽序列 [ 22 , 23 ]，机械性能灵活可调控，更有助

于细胞黏附生长。因此，明胶及其改性材料适用

于细胞培养。

GelMA 水凝胶一种新型组织工程材料，是

对明胶进行光基团修饰后合成，保留了明胶良

好的生物相容性，且机械性能可以大幅度调节 [ 24 ]，

已成为生物医学应用研究的热点，尤其是在骨

科领域 [ 25 ]。本研究中，分别通过光交联 3%、4%

和 5% 的 GelMA 和人工虎骨粉溶液，制备获得

不同刚度的 GelMA 基质。利用软水凝胶基质培

养细胞，NP 细胞形态可以明显铺展并增殖，而

在硬水凝胶基质组中细胞生长状态较差，形态

皱缩，并没有增殖。不难发现，在软基质中可以

更好的维持 NP 细胞的固有形态和生理功能，有

益于椎间盘结构的恢复。

炎症反应在 IVDD 发生发展过程中起着重

要的作用，在炎症因子和趋化因子的刺激下，巨

噬细胞被激活并聚集到髓核组织区域，引起细

胞浸润并分泌炎症因子于 NP 细胞，形成炎性微

环境，影响 NP 细胞的生物学功能，出现细胞增

殖抑制、细胞凋亡、ECM 代谢失衡等异常表

现 [ 26 , 27 ]。各种实验研究也证实 JTG 能够有效降

低 血 清 中 促 炎 症 细 胞 因 子 IL-6、TNF-琢 及
MMP-9 水平，达到抑制小鼠关节局部炎症，在临

床上仅被广泛应用于骨质疏松的治疗 [ 28 ]，这使

得其有可能成为 IVDD 的潜在治疗手段，但目

前仍然需要大量实验的支持。本研究中我们尝

试将 GelMA 水凝胶材料与人工虎骨粉联合，观

察人工虎骨粉在椎间盘 NP 细胞炎症，以及椎间

盘组织炎症中的抗炎作用，进而更全面地了解

人工虎骨粉对 IVDD 的疗效，为扩大其临床应

用提供实验依据。

本研究中，模型组中大鼠炎症因子 TNF-琢、
IL-6 和 IL-1 水平明显升高，而使用 JTG-GelMA

水凝胶体系治疗 IVDD 明显改善了炎症反应，

并且高浓度的人工虎骨粉组中改善效果越明

显，椎间盘组织的退变程度也随着微环境中的

炎症反应减轻而逐渐恢复，此外，IVDD 是多种

因素相互作用并参与调节的复杂过程，研究表

明 T 淋巴细胞、B 淋巴细胞、神经生长因子、生

物力学载荷等因素调节椎间盘免疫炎症反应等

过程 [ 29 , 30 ]，相关作用机制有待于进一步深入

探讨。

综上所述，本研究构建了不同刚度的复合

GelMA 水凝胶支架对 NP 细胞体外培养，结果显

示低刚度的 JTG-GelMA 水凝胶体系具有更好的

细胞相容性，可以保持 NP 细胞表型和功能，使

用高浓度人工虎骨粉处理 IVDD 大鼠模型，明

显改善了椎间盘组织病理损伤和炎症反应，体

内治疗退变椎间盘具有较好的疗效。
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