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藻酸钙复合材料在软骨组织工程中的应用前景
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　　【摘要】　软骨缺乏血运 ,仅靠自身修复能力有限 ,近年来随着组织工程的兴起 ,构建出人工的组织工程化软骨来

替代自身缺损的软骨组织已广为研究 ,研究重点也集中在寻找适合软骨细胞生长 ,且能满足自身内部环境并能降解的

支架材料上。藻酸钙支架构建方式简单 ;具有水凝胶及三维多孔结构 2种形式 ;在改变物理及化学因素的条件下能改

变自身材料的力学及生物特性 ;且能与其他因素 (如高分子聚合物、生长因子 )构建出新型的复合材料 ,因此在软骨组

织工程上具有一定的应用前景。本文主要概括了藻酸钙支架材料的特点和优势 ,就复合其他成分 (生长因子、基因片

段 )的藻酸钙水凝胶和三维结构 2种不同形式 ,联合整复软骨缺损甚至软骨及软骨下骨的应用前景作出展望。
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　　软骨缺乏血运 ,仅靠关节滑液提供大部分营养 ,因此软骨

组织自身修复能力极其有限 ,一旦损伤难以修复 ,继发的关节

退行性变、创伤性关节炎将会导致严重的关节功能障碍。现

代外科的发展实现了人类替换病损组织的梦想 ,用于替换病

损组织的材料包括异种、同种异体、自体组织和人工合成的材

料 ,但这些代替材料均有一定的局限性。“组织工程学”所构

建模拟的正常结构越来越被关注。1987年美国科学基金会

在华盛顿举办的生物工程小组会上提出了“组织工程”这个

名词 , 1988年被定义为“应用生命科学与工程科学的原理和

方法 ,在可控、可重复的条件下 ,通过哺乳动物、人类 (包括患

者本身 )特定细胞在网络构架上的体外培养及体内移植 ,形

成具有特定功能的组织和生物替代物”。因此组织工程不仅

要求合适的种子细胞 ,还需要合适的载体来携带种子细胞。

藻酸钙是近年发现的一种理想的携带软骨细胞的材料 ,它具

有良好的生物相容性、可降解性 [ 123 ] ,除了能提供细胞生长所

需的三维支架外 ,还能创造类似软骨基质的环境 ,维持细胞的

表型及其表达 ,具有良好的应用前景。

1　软骨组织工程支架的特性

　　理想的软骨组织工程基质支架应具有以下特性 [ 4 ] : ①具

有良好的生物相容性 ,在体外培养时无细胞毒性 ,植入体内时

不会引起机体炎症和排斥反应 ; ②具有三维立体结构 ; ③具有

良好的表面活性 ,能促进细胞的黏附并为细胞在其表面的增

殖提供良好的微环境 ; ④具有生物可降解性 ; ⑤具有可塑性。

与骨组织工程支架材料相比 ,软骨组织工程支架材料对力学

要求相对较低。

　　藻酸钙来源丰富 ,价格低 ,无毒 ,具有可吸收性、可注射性

和良好的生物特性。藻酸钙凝胶形成过程较为简单 ,一般认

为按 112% (w /v)比例把海藻酸钠溶于蒸馏水。海藻酸钠溶

液的消毒可以用高压消毒 ,也可以用过滤器过滤消毒 ,采用高

压消毒前把海藻酸钠溶液的 pH值调整到 710～810。消毒好

的溶液中加入氯化钙溶液 ,即通过凝固形成藻酸钙凝胶 [ 5 ]。

藻酸钙是由不同数量的古洛糖醛酸和甘露糖醛酸形成的多聚

糖。藻酸钙凝胶的物理特性决定于多聚糖的组成、序列和聚

合物分子大小 [ 6 ]。藻酸钙的强度随藻酸钠和氯化钙浓度的

不同而改变。藻酸钙凝胶多聚体中有 4种二聚体序列结构 ,

藻酸钙凝胶的弹性与其二聚体的含量有关。如果古洛糖醛酸

的量超过总量的 70% ,就能使形成的藻酸钙凝胶具有最低的

皱缩、最高的力学强度、高孔隙率以及在 1价离子溶液中较高
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的稳定性 [ 7 ]。藻酸钙凝胶的降解 (解体 )过程实质上是凝胶

的溶解过程 :凝胶中的钙离子与周围环境中的 1价非凝胶离

子进行交换 ,从而使凝胶失去部分钙离子 ,降低了凝胶的离子

交联程度 ,使凝胶向溶胶转变 [ 8 ] ;藻酸钙凝胶的含水量一般

在 95%以上 [ 9 ] ,转变过程中存在水分向生理环境的流失 ,所

以凝胶的体积缩小、强度降低。有文献报道 ,藻酸钙凝胶在生

理缓冲液中存在 15 h后机械强度将会比初始时损失

60% [ 10 ]。因此 ,藻酸钙凝胶在体内的吸收主要是凝胶在降解

(解体 )过程 (即凝胶溶胶转变过程 )中水分在体内的吸收。

2　藻酸钙复合材料的应用

211　复合材料的概念　所谓复合材料就是通过一种或多种

材料彼此间的复合来改善不同材料的缺点 (如单一材料力学

强度不足 ,存在一定的毒性 ,降解性差等等 )来复合种子细

胞 ,维持种子细胞的生长和表型的分化 ,在这一过程中还可以

添加其他促进种子细胞生长的成分。

藻酸钙通过与高分子材料 (如聚乳酸、聚羟基乙酸 )的复

合可以提高藻酸钙的力学特性和机械强度。通过复合一些较

为公认的生长因子 (如 FGF22、BMP) ,可以促进软骨细胞的生

长 ,更好地维持软骨细胞的表型 ,Ⅱ型胶原的合成与分泌是软

骨细胞维持其分化表型的特定指标 ,缺乏Ⅱ型胶原 ,软骨细胞

即会凋亡。实验表明通过藻酸钙凝胶复合生长因子混合软骨

细胞后充填软骨缺损区 ,Ⅱ型胶原免疫组化提示 Ⅱ型胶原表

达范围与正常软骨类似 ,基质染色较周围正常软骨更为明

显 [ 11 ]。

212　藻酸钙复合材料的应用形式　藻酸钙复合材料按形态

可分为预制成形的三维多孔支架和水凝胶材料。

21211　预制成形的三维多孔支架　对制成一定形状的三维

多孔支架来讲 ,一般可以通过表面打孔接种软骨细胞 ,软骨细

胞对支架材料一般要求有较高的孔隙率 ,一般来讲孔隙率为

90% [ 12 ] ,而且要有一定的机械强度。有实验证明不同温度的

低温冷冻可以影响藻酸钙支架材料内在三维孔径的变化 ,实

验认为将藻酸钙于均一大气条件下置于 - 20 ℃低温容器中

冷冻后 ,其材料内部形成具有相同大小孔径 ,彼此联系很紧密

的三维多孔结构 ,血清蛋白在此种材料内部具有较好的流动

性 ,且此种材料能承受一定的压力 [ 13 ]。这种材料已经用于肝

细胞的培养 ,并获得了体外实验的成功。该实验还进一步比

较在不同冷冻机制下 ,藻酸钙内部材料的孔径、孔隙率的变

化 ,发现经过液氮冷冻处理后的藻酸钙材料内部孔径变化和

孔隙率呈梯度变化趋势 [ 13 ] ,结合这种梯度变化趋势 ,由于骨

细胞对支架材料孔隙率要求较低 (一般 55%左右 ,否则支架

将没有较好的机械强度 ) ,对构建出能同时支持骨细胞生长

和软骨细胞生长的双相支架材料有一定的前瞻性指导作用。

21212　水凝胶材料　水凝胶是一类在水中溶涨并保持大量

水分而又不溶解的聚合物 ,通过改变温度、酸碱度、经紫外线

照射或者加入交联剂等方法 ,可使水凝胶由液态转变为固态

并可任意塑形。利用这一特点 ,以水凝胶负载软骨细胞通过

关节镜注入软骨缺损区并在原位凝胶化 ,可以最小限度地减

少创伤 ,符合现代微创手术的要求 ,且不受软骨缺损形状、大

小和深度的限制 ;与预制成形的多孔支架相比 ,软骨细胞和基

质在水凝胶中分布更为均匀 ,凝胶化后可以减少细胞从多孔

支架的溢出 ,且不受材料厚度的影响。因此水凝胶类材料在

修复软骨缺损中具有独特的优势。藻酸钙是一种理想的水凝

胶载体材料 ,广泛应用于医学领域 [ 14 ]。

藻酸钙水凝胶复合软骨细胞的过程很简单 ,向海藻酸钠

溶液中滴入软骨细胞溶液 ,形成海藻酸钠软骨细胞悬液 ,然后

加入氯化钙溶液搅拌后就形成了复合软骨细胞的藻酸钙水凝

胶 ,在水凝胶固化前 ,可以将它注射到软骨缺损区 ,这一方法

很符合关节镜手术的操作要求。而且藻酸钙水凝胶具有一定

的黏性 ,它也可作为一种黏合剂用于处理自体骨软骨柱与周

围的整合上。由于藻酸钙水凝胶的自身优势 ,使目前关节镜

在骨、软骨损伤的研究已经发展到藻酸钙凝胶复合骨髓基质

细胞修复骨、软骨 ;骨软骨镶嵌成形术 (Masaicp lasty) [ 15 ]修复

关节骨软骨缺损 (其方法是从负重较少的股骨内外髁边缘区

域取下多个小块圆柱状骨软骨移植物序贯排列镶嵌状移植于

骨软骨缺损区 ,该项技可以在关节镜下或通过有限切口完

成 ) [ 16 ]。

3　骨软骨的修复和整合

　　单纯的软骨损伤现在已经很少见 ,软骨全层以及包括软

骨下骨的损伤带来了就软骨损伤更进一步的要求 ,既要修复

软骨细胞又修复骨细胞。骨软骨再生是指替代破坏或缺损组

织 ,通过局部微环境的应力刺激和组织塑形性逐渐恢复关节

骨软骨各组成部分的形状和功能。影响骨软骨修复质量的几

个关键因素为 :新生组织与表面的整合 ;新生组织能否承受机

体的正常力学环境 ;软骨下的整合等。而关节软骨良好整合

包括两方面 ,一是软骨与软骨下骨的整合 ,二是软骨与周围软

骨的整合 ,两者对新生组织的功能均至关重要 [ 17 ]。“整合”这

个全新的理论观念可以指导将来研究的发展方向。目前的工

程化骨软骨研究主要集中于 2种不同的构建方法 ,即可注射

和特定形态构造方法 ,藻酸钙这种材料在这 2种方法上都存

在着发展空间。

311　可注射型组织工程化骨软骨 　由于骨髓基质干细胞

( bone marrow stromal cells, BMSCs)具有一定的分化能力 ,能

分化为软骨细胞和骨细胞 ,在缺损区可重建软骨和软骨下骨

结构。细胞因子是一种多肽类物质 ,具有传递信息、调节细胞

的功能。在细胞的参与下 ,它不但能刺激 ,也能抑制细胞的分

裂、分化及基因表达。 IGF2Ⅰ是第 1个被确认对关节软骨有

自分泌作用的生长因子 ,可以促进胶原合成 ,控制基质合成和

降解 ,对于保持软骨的功能最为重要 ; TGF2β既能诱导 BMSCs

转化为软骨细胞 ,促进软骨细胞增殖、调节其分化及蛋白多糖

和胶原合成 ,又能促使 BMSCs向成骨细胞方向分化。因此结

合藻酸钙凝胶可注射性的自身优势 ,实验证明 BMSCs -藻酸

钙 -生长因子复合材料经注射器注射于兔皮下能形成软骨及

骨组织 [ 11 ]。

312　特定形态的组织工程化骨软骨　通过冷冻干燥处理的

成形藻酸钙材料 ,由于存在孔径的梯度变化 [ 13 ] ,设想可以分

别接种骨细胞、软骨细胞 ,构建出骨端和软骨端 ,并在骨软骨

结合处实现良好的过渡 [ 18 ] ,在理论上也能构建出组织工程化

骨软骨的模型 ,目前还缺乏相关的研究结果。

4　藻酸钙复合材料的临床及实验室应用 (前瞻性 )

目前临床应用藻酸钙复合材料主要集中在颌面部的矫形
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中 ,通过注射水凝胶复合材料于软骨缺损区 ,固化后完成对缺

损区的修复。而将藻酸钙材料通过关节镜注入到关节软骨缺

损区的临床研究还未见有成熟的报道。在关节腔内液体流动

的环境中 ,此种材料能否与周围正常的软骨组织良好整合 ,以

及其抗压能力 ,还有待进一步的研究证明。可以设想将藻酸

钙材料的不同形态结合 :以冷冻干燥条件下得到的适合缺损

区形状的成形三维多孔结构充填缺损区 ,周围以水凝胶藻酸

钙复合材料作为黏合剂 ;这种形式的结合可以既解决了提高

抗压能力又改善了人工组织与周围组织的整合。

5　基因疗法 (设想 )

随着目前对基因的认识进一步加深 ,以及基因疗法的兴

起 ,给组织工程一个启示 ,就是能否利用基因工程的方法将所

需要单一或多个生长因子的编码基因转入种子细胞 ,使细胞

在增殖分化的同时长期稳定表达所需要的生长因子 ,通过自

分泌或旁分泌的途径来进一步促进其增殖和分化 ,而不需要

反复不断的注射细胞因子 ,也能解决局部细胞因子持久性和

浓度不足的问题。
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