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摘   要：淫羊藿苷 (icariin, ICA) 是具有促软骨修复和抗炎作用的小分子药物，将 ICA 负载到软

骨 组 织 工程 支 架 将能 增 强 支架 的 生 物功 能 性 。本 研 究 将聚 L- 丙 交 酯 - 己 内 酯  (poly 
(L-lactide-co-caprolactone, PLCL) 电纺纤维经聚多巴胺 (polydopamine, PDA) 涂覆处理后制备成

的短纤维与柠檬酸/壳聚糖溶液 (citric acid/chitosan solution, CC) 混合，通过冻-融和冷冻干燥方法

制备成短纤维增强的壳聚糖水凝胶 (PDA@PLCL/CC)；然后通过物理吸附方法负载 ICA 构建新型

工程软骨仿生支架 (ICA-PDA@PLCL/CC)；最后通过体外兔软骨细胞培养试验，研究 ICA 介导的

软骨仿生支架对软骨细胞功能及炎症反应的影响。结果表明，PDA@PLCL/CC 具有适当的孔径和

孔隙率 (>80%)，具有较高的吸水率和力学性能，能够促进软骨细胞增殖和黏附。ICA-PDA@PLCL/ 
CC 支架利于维持软骨细胞形态，且能促进软骨生成性基因 (sox-9)、糖胺聚糖 (gag) 和Ⅱ型胶原 
(col Ⅱ) 基因的表达和软骨基质的合成。在模拟炎症存在的情形下，ICA-PDA@PLCL/CC 仿生支

架可降低软骨细胞纤维化，有效下调软骨细胞促炎症因子白介素-6 (il-6)、白介素-1β (il-1β) 和诱

导型一氧化氮合成酶 (inos) 的表达，减少基质金属蛋白酶-3 (mmp-3) 的表达，提高软骨胞外基质

糖胺聚糖 (glycosaminoglycan, GAG) 和Ⅱ型胶原 (type Ⅱ collagen, Col Ⅱ) 的合成。该研究发展

的 ICA-PDA@PLCL/CC 工程软骨仿生支架在软骨损伤的再生修复中具有应用潜力。 

关键词：壳聚糖水凝胶；淫羊藿苷；炎症缓解；电纺丝；软骨再生  

·组织工程与细胞培养· 
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Chondrogenic and ameliorated inflammatory effects of 
chitosan-based biomimetic scaffold loaded with icariin 
LI Huijuan, WANG Xianliu, SHEN Yanbing, TANG Han, TANG Xiaohan,  
ZHANG Yanzhong 
 
College of Chemistry, Chemical Engineering and Biotechnology, Donghua University, Shanghai 201620, China 

Abstract: Icariin (ICA) is a small molecule drug capable of promoting cartilage repair and ameliorating 
inflammation. Loading ICA into a biomaterial scaffold for cartilage tissue engineering will thus potentially 
enhance the biological functionality of the engineered scaffold. In this study, short fibers processed from 
electrospun poly(L-lactide-co-caprolactone) (PLCL) fibers which were prior coated with polydopamine 
(PDA), were mixed with citric acid doped chitosan solution (CC) for preparing short fibers reinforced 
chitosan hydrogel (PDA@PLCL/CC) by a freeze-thawing combined freeze-drying method. Thereafter, 
ICA was loaded into the PDA@PLCL/CC scaffold through physical adsorption to generate a newly 
engineered biomimetic cartilage scaffold (ICA-PDA@PLCL/CC). Finally, ICA-mediated chondrogenic 
and ameliorated inflammatory effects of the ICA-PDA@PLCL/CC scaffold were examined in vitro using 
rabbit chondrocytes. The results showed that the ICA-free PDA@PLCL/CC scaffold possessed appropriate 
pore size and porosity (>80%), high water absorbance capacity and improved mechanical performance, 
and also promoted chondrocyte proliferation and adhesion. The ICA-laden ICA-PDA@PLCL/CC scaffold 
was evidenced to maintain cytomorphology, upregulate the expression of chondrogenic gene (sox-9), 
glycosaminoglycan gene (gag), and type Ⅱ collagen gene (col Ⅱ) as well as the synthesis of the cartilage 
matrix. In the presence of a simulated inflammation, the ICA-PDA@PLCL/CC scaffold was found to 
reduce chondrocyte fibrosis, effectively downregulate the expression of proinflammatory factors 
interleukin-6 (il-6), interleukin-1 (il-1), and inducible nitric oxide synthase (inos) in chondrocytes. It can 
also reduce matrix metalloproteinase-3 (mmp-3) expression and promote the synthesis of the extracellular 
matrix glycosaminoglycan (GAG) and type II collagen (Col II). The newly developed 
ICA-PDA@PLCL/CC scaffold may find applications in the regeneration and repair of cartilage defects. 

Keywords: chitosan hydrogel; icariin; amelioration of inflammation; electrospinning; cartilage regeneration 

 
 
 

软骨组织工程 (cartilage tissue engineering, 
CTE) 为关节软骨损伤的再生性修复提供无限前

景[1]。然而，CTE 的再生功效在很大程度上与植

入的生物材料支架的促软骨形成能力[2]以及因支

架植入带来的移植位点炎症反应的程度有关[3-4]。

因此，理性构建具有合适的物理和化学信号的仿

生 CTE 支架以促进软骨形成和减轻软骨再生中

的炎症反应至关重要。 

壳聚糖 (chitosan, CS) 是一类天然多糖聚

合物，其化学结构与天然软骨细胞外基质 
(extracellular matrix, ECM) 中 的 糖 胺 聚 糖 
(glycosaminoglycan, GAG) 结构相似[5-7]，因而

常被用来制备具有高含水率和类似软骨三维网

络结构的水凝胶支架用于软骨组织工程。近年

来，一些研究将可降解的电纺纤维制成短纤维

复合到水凝胶中[8-9]，这在增强壳聚糖水凝胶基
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体力学性能的同时还进一步提高了对天然软骨

微结构的仿生程度[10-11]，表现出良好的临床应

用转化潜力[9]。为进一步提高壳聚糖基 CTE 支

架的生物功能性，除了在 CTE 支架上负载具有

生物活性的表皮生长因子  (epidermal growth 
factor, EGF)[12]、蛋白类转化生长因子 (transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)[13] 或 者 抗 炎 因 子 
(interleukin 4, IL-4)[14]等活性成分以外，寻找一

种合适的兼具促软骨形成和抗炎作用的非蛋白

生长因子替代物 (如小分子药物)，将不仅有利于

改进 CTE 支架的生物功能性，而且克服了传统蛋

白生长因子存在的成本高、不稳定以及引起不必

要的免疫反应等问题[15-16]。 
淫羊藿苷 (icariin, ICA) 是从植物干燥的茎

叶中提取的天然小分子药物，具有促进软骨形成、

抗炎及抗肿瘤等多种功效[17]。有研究表明，将 ICA

直接加入培养基中培养软骨细胞，能够促进软骨

细胞的增殖和软骨生成相关基因 (如 gag、col II
和 sox-9 等) 的表达，减少细胞外基质的降解[18-19]。

另外，也有研究证明向含有肿瘤坏死因子 (tumor 
necrosis factor-α, TNF-α) 的培养基中加入 ICA 后，

能够通过下调软骨细胞中的NF-κB/HIF-2α信号通

路抑制 TNF-α 刺激引起的炎症反应[20]。因此，将

ICA 作为蛋白因子替代物与纤维增强的壳聚糖水

凝胶仿生支架结合，构建具有炎症缓解特性的工

程软骨仿生支架，不仅能够实现药物局部递送到

软骨缺损部位，还可能赋予支架促进软骨形成和

缓解炎症的双重作用，将是一种有潜力的改进壳

聚糖基 CTE 支架生物功能性的策略。 
本研究的主要目的是将 ICA 负载到短纤维

增强的壳聚糖基水凝胶中以增强该仿生 CTE 支

架的促软骨形成和缓解炎症的能力。如图 1 所示， 
 

 

图 1  实验设计示意图 
Figure 1  Schematic of engineering a chitosan-based biomimetic scaffold loaded with ICA for promoting 
chondrogenesis and ameliorating inflammation related to cartilage regeneration. 
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首先通过冻-融和冷冻干燥方法制备 PDA@PLCL
短纤维增强的壳聚糖基支架 (PDA@PLCL/CC)，
然后将 ICA 通过物理吸附方法负载到 PDA@ 
PLCL/CC 上，制备成载药的 ICA-PDA@PLCL/ 
CC 仿生软骨支架。最后，通过体外兔软骨细胞

培养实验，验证 ICA 作为一种多功能生物活性

成分在促进软骨形成和减弱软骨细胞的炎症反

应中的作用功效。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料、试剂和仪器 

材料及试剂：聚 L-丙交酯-己内酯(PLCL，

粘度 3.6 dL/g，共聚比 75︰25，济南岱罡生物

材料)；聚氧化乙烯  (PEO, MW>500 万，Alfa 
Aesar 公司)；六氟异丙醇 (HFIP, 上海达瑞)；壳

聚糖 (CS, 脱乙酰度为 86.32%，MW=90 万，浙

江金壳生物化学有限公司)；柠檬酸 (CA, 国药

集团化学试剂有限公司)；淫羊藿苷 (ICA, 成都

格利普生物科技有限公司)；多巴胺盐酸盐 (DA, 
美国 Sigma)；高糖 DMEM 培养基 (HyClone 公

司)；胎牛血清 (FBS, Gibco 公司)；青霉素-链
霉素 (P/S, Gibco 公司)；CCK-8 试剂 (上海碧

云天生物有限公司)；4’,6-二脒基-2-苯基吲哚

(DAPI 染料, Invitrogen 公司)、鬼笔环肽染料 
(Phalloidin, Invitrogen 公司)；活/死细胞染色试

剂盒 (赛默飞世尔科技公司)；BIOZOL 全 RNA
提取试剂盒 (新赛美生物科技有限公司)；反转

录和定量试剂盒  (天根生化科技)；糖胺聚糖 
(GAG)、Ⅱ型胶原 (Col Ⅱ) ELISA 试剂盒 (上海

Korain Biotech 公 司 ) ； 白 介 素 -1β (IL-1β, 
PeproTech 公司)；甲苯胺蓝染液 (武汉赛维尔

生物科技有限公司)；兔软骨细胞 (上海市第九

人民医院)。 
仪器：磁力搅拌器 (H05-1, 上海梅颖浦仪

器科技有限公司 )、PB100 型手持式匀浆机

(PB100, 英 国 Prima 公 司 ) 、 冷 冻 干 燥 机

(Lab-1C-80, 北京博医康实验仪器有限公司)、
扫描电子显微镜 (JSM-5600, JEOL 公司)、力学

测试机 (HY-940FS, 上海恒驭仪器有限公司)、
紫外分光光度计  (TU-1810, 北京普析通用仪

器有限责任公司)、酶标仪 (MK3 型, Thermo 公

司)、倒置荧光显微镜 (Eclipse Ti-S, 日本 Nikon
公司)、金相显微镜  (Nikon 80i, 尼康公司)、
PCR仪 (9700型, Life公司)、实时荧光定量 PCR
仪 (ABI Prism 7500, Applied Biosystems 公司)。 

1.2  PDA@PLCL纤维增强CS基复合水凝

胶的制备与表征 
将 PLCL 溶 解 于 六 氟 异 丙 醇 

(hexafluoroisopropand, HFIP) 溶剂中，按 PLCL
和 PEO 质量比为 19︰1 配制成质量体积比为

12%的纺丝液进行电纺丝，得到 PLCL 取向电

纺纤维膜。将多巴胺盐酸盐溶于 10 mmol/L 的

Tris-缓冲液 (pH 8.5) 中，配制成 2 mg/mL 的

DA 溶液。将纤维膜剪成适当大小浸泡在 DA 溶

液中，室温振荡 12 h，得到 PDA 涂覆的 PLCL
纤维膜(PDA@PLCL)。将 PDA@PLCL 纤维膜剪

成2 mm×2 mm大小的碎片后在去离子水中通过

匀浆机做匀浆处理，冻干后得到 PDA@PLCL
短纤维。然后将一定量的短纤维 (wt=50% CS) 
加入到柠檬酸交联的壳聚糖溶液  (WCS ︰

WCA=7︰3)中，搅拌均匀后倒入 48 孔板冷冻干

燥 3 d，之后用 0.5 mol/L NaOH 溶液解冻 4 h，
得到 PDA@PLCL/CC 水凝胶 (图 1)，去离子水

浸泡 3 d 后冻干。 
通过扫描电子显微镜  (SEM) 对 CC、

PLCL/CC 和 PDA@PLCL/CC 支架的内部微观

结构进行形貌观察。利用 Image-J 软件分析孔

径大小。通过无水乙醇置换法检测支架孔隙  
率[21]。通过测量支架在 PBS (37 ℃) 中浸泡不

同时间的重量变化分析其吸水率。为确定各支
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架的压缩力学性能，将干态的 CC、PLCL/CC 及

PDA@PLCL/CC 支架 (直径 11 mm×高 5.5 mm) 
以 3 mm/min 的速度在力学测试机上垂直压缩

60%应变，通过应力-应变曲线计算干态下各组

支架的杨氏模量。 

1.3  负载 ICA 的 PDA@PLCL/CC 水凝胶

的药物释放行为 
将 ICA 溶于二甲基亚砜，配制成浓度为  

10 mmol/L 的 ICA 母液，然后用乙醇稀释成 3 种

不同浓度的 ICA 药物溶液 (10、50、100 μmol/L
分别命名为 ic1、ic2、ic3)。将 PDA@PLCL/CC
支架浸泡在 3 种不同浓度的 ICA 溶液中，37 ℃
恒温水浴中 100 r/min 振荡 12 h 进行药物吸附，

得到 ic1-PDA@PLCL/CC、ic2-PDA@PLCL/CC、

ic3-PDA@PLCL/CC 载药支架。然后取出支架，

保留载药支架负载后溶液，用紫外分光光度计检

测 360 nm 处吸光值[22]，根据标准曲线计算溶液

中药物的剩余量，利用公式  (1) 计算支架对

ICA 的负载效率： 

0 1

0
(%) 100%W W

W
= ×负载效率             (1) 

其中，W0 和 W1 分别是溶液中 ICA 加入的

总量和负载后溶液中 ICA 的余量。 
为检测载药支架在 PBS 中的释放情况，将

载药支架浸泡在 5 mL 的 PBS 溶液中，37 ℃、

90 r/min 摇动。在不同时间点，取出 3 mL 的药

物释放液，再加入等量的新鲜 PBS。用紫外分

光光度计测量所收集的 PBS 在 360 nm 处的吸

光值，根据标准曲线计算 ICA 的释放量并绘制

释放动力学曲线。 
1.4  细胞种板和支架浸提液的提取 

将冻存的兔软骨细胞 (P2) 在含 10% FBS
和 1% P/S 的高糖 DMEM 培养基中进行复苏后

培养。细胞种板前，将各组支架材料在紫外下

照射 24 h，75%的乙醇浸泡 2 h，PBS 清洗后加

入培养基在 37 ℃预培养过夜。最后，按照一定

细胞密度接种到支架上，2 d 更换一次培养基。 
将各组支架分别浸泡在无血清的培养基

中，37 ℃振荡 24 h 后，收集支架浸提液，用

0.22 μm 无菌过滤器进行无菌过滤，然后加入

10%的 FBS 和 1%的 P/S 配制成浸提液条件培养

基[23]。 

1.5  细胞毒性评价 
通过 CCK-8 检测负载不同 ICA 浓度(ic1、

ic2、ic3)的支架对细胞增殖的影响。将密度为

5×105 个 /孔的软骨细胞接种在 PDA@PLCL/ 
CC、ic1-PDA@PLCL/CC、ic2-PDA@PLCL/CC
和 ic3-PDA@PLCL/CC 四组支架上，加入 500 μL
培养基，利用 CCK-8 试剂盒检测培养 1、4、7 d
后的细胞增殖情况。 

通过活/死细胞染色检测支架的细胞活力。

将密度为 5×105 个/孔的软骨细胞接种在 CC、

PLCL/CC、PDA@PLCL/CC 和 ic1-PDA@PLCL/ 
CC (即 ICA-PDA@PLCL/CC) 四组支架上，加

入 500 μL 培养基，培养 48 h 后每孔加入 300 μL
活/死染色试剂孵育 15 min，孵育完成后用 PBS
清洗，最后在倒置荧光显微镜下观察细胞的存

活情况。 

1.6  软骨细胞形貌观察 
将密度为 5×105个/孔的软骨细胞接种在CC、

PLCL/CC、PDA@PLCL/CC 和 ICA-PDA@ PLCL/ 
CC 四组支架上，每孔加 500 μL 培养基，放入细

胞培养箱中培养 4 d 后，用 2.5%的戊二醛固定细

胞 4 h 以上，然后进行乙醇梯度脱水，脱水结束后

冻干，通过 SEM 观察支架上细胞的形貌并拍照。 
将密度为 5×105 个 /孔的软骨细胞接种在 

24 孔细胞培养板中，先通过含 IL-1β (1 μg/mL)
培养基诱导培养软骨细胞 24 h，随后加入 500 μL
的 PDA@PLCL/CC 和 ICA-PDA@PLCL/CC 支

架浸提液条件培养基，培养 24 h 后用 Phalloidin
和 DAPI 分别对细胞骨架和细胞核进行染色，
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观察支架释放的 ICA 对炎症软骨细胞形貌变化

的影响。 

1.7  基因表达 
将软骨细胞以 5×105 个/孔的细胞密度接种

到 6 孔细胞培养板，随后加入 2 mL 的 CC、PLCL/ 
CC、PDA@PLCL/CC 和 ICA-PDA@PLCL/CC
四组支架浸提液条件培养基培养 4 d 后，按照

BIOZOL 试剂盒说明提取 RNA，然后按照

FastKing cDNA 第一链合成试剂盒的方法，将

提取到的 RNA 反转录成 cDNA，最后按照 Super 
Real PreMix Plus (SYBR Green) 试剂盒，加样

结束后进行 qRT-PCR 实验，检测软骨相关基因

sox-9、gag、col Ⅰ和 col Ⅱ的表达。 
另外，将软骨细胞以 5×105 个/孔的细胞密

度接种到 6 孔细胞培养板，用含 IL-1β 培养基

诱导培养 24 h，随后加入 2 mL 的 PDA@PLCL/ 
CC 和 ICA-PDA@PLCL/CC 支架的浸提液条件

培养基培养 24 h 后，检测炎症软骨细胞促炎症

基因  (il-1β、 il-6、 inos)、金属基质降解酶 
(mmp-3) 及软骨相关功能基因 (sox-9、gag、col 
Ⅱ)。管家基因 GAPDH 设置为内参，软骨细胞

功能表达基因及炎症相关基因引物序列见表 1。  

1.8  蛋白含量测定 (ELISA) 
将软骨细胞以 5×105 个/孔的细胞密度接种

到 CC、PLCL/CC、PDA@PLCL/CC 和 ICA-PDA@ 
PLCL/CC四组支架上，每孔加入 500 μL培养基，

培养 4 d 后，取上清液。按照说明书配制不同

浓度的标准品，加入标准品样品，随后加入抗

GAG 或 Col Ⅱ抗体，再加入酶链亲和素-HRP，
盖上封板膜，37 ℃孵育 60 min 后进行洗涤。然

后向每孔依次加入显色剂 A、显色剂 B，振荡

混匀，37 ℃避光显色 10 min。最后加入终止液

终止反应。用酶标仪在 450 nm 处测量吸光值，

通过标准样品的浓度和对应吸光值作标准曲

线，并计算 GAG 和 ColⅡ含量。 

1.9  甲苯胺蓝染色 
为研究炎症作用下 ICA-PDA@PLCL/CC 对

炎症软骨细胞分泌 GAG 的影响，将软骨细胞以

2×105 个/孔的细胞密度接种到 24 孔细胞培养板，

用含 IL-1β 培养基诱导培养 24 h，再加入 500 μL
的 PDA@PLCL/CC 和 ICA-PDA@PLCL/CC 支架

的浸提液条件培养基培养 4、7 d 后，使用甲苯

胺蓝染料进行染色。步骤为：吸出培养液，每

孔加入 500 μL 甲苯胺蓝染料，静置 10 min。然

后吸去染料，PBS 洗 3 次后，用金相显微镜对

4 d、7 d 的 GAG 分泌情况进行观察和拍摄。 

1.10  免疫荧光染色 
为研究 ICA-PDA@PLCL/CC 支架释放的

ICA 对炎症软骨细胞分泌 ColⅡ的影响，将软骨

细胞以 5×105 个/孔的细胞密度接种到 24 孔细胞

培养板，用含 IL-1β 培养基诱导培养 24 h，然后

加入 500 μL 的 PDA@PLCL/CC 和 ICA-PDA@ 
 

 
表 1  qRT-PCR 检测相关引物序列 
Table 1   Primers used for qRT-PCR 
Genes  Forward primer sequences (5ʹ→3ʹ) Reverse primer sequences (5ʹ→3ʹ) 
GAPDH CACCCACTCCTCCACCTT TCCACCACCCTGTTGCT 
sox-9 
gag 
col Ⅱ 
col Ⅰ 

GAGGACGCATTTGGTAAGC 
CTGCATCTGGCCTGGAG 
CCACGCTCAAGTCCCTCA 
TGCCATCAAGGTCTTCTGC 

AAGGCAGGAGGAATCGC 
CTGCTTCCCATCCTGTCTG 
TCACCGCTCTTCCACTCG 
AGCCATCGGTCATGCTCT 

il-1β 
il-6 
inos 
mmp3 

CCCAAGGCCACAGGTAT 
GTGGTGGCTACCGCTTTC 
AAGAGCCCAGCGAACAGC 
ATGGAGCCTCAAGGGATG 

GGCACGTATGAGCTGAAAG 
AGTGCCTCCTTTCTGTTCAT 
CTGTAGTCATCCCAGGTGT 
AAGCCAAGGAACTTCTGC 
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PLCL/CC 支架的浸提液条件培养基培养 24 h
后，通过免疫荧光染色检测软骨细胞 Col Ⅱ的表

达情况。步骤为：用 4%的多聚甲醛固定 30 min，
PBS冲洗后加入 0.1%的Triton X-100通透 15 min；
然后用 10%的山羊血清封闭 30 min，用 PBS 将

一抗稀释 200 倍，每孔加 300 μL，4 ℃孵育过

夜；PBS 清洗后加入 300 μL 荧光物质标记的二

抗，避光孵育 90 min，PBS 洗涤后用 DAPI 染

料对细胞核染色，最后用倒置荧光显微镜进行

观察和拍照。 

1.11  统计分析 
所有实验数据以平均值±标准差形式表示，

采用 Origin 8.0 软件对相关数据进行统计分析

(单因素方差分析 one way ANOVA)，分析实验

各组之间是否存在显著性差异。*：P<0.05 时为

有显著性差异；**：P<0.01 时为有极显著性差

异。 

2  结果与分析 
2.1  PDA@PLCL/CC 水凝胶的制备及其

对 ICA 的负载和释放 
通过 SEM 观察支架的截面形貌，从图 2A

可以看出，3 组支架均具有连通的多孔结构。

对孔径大小进行统计分析 (图 2B) 发现，CC、

PLCL/CC 和 PDA@PLCL/CC 支架的孔径分别

是 (121±39) μm、(129±29) μm 和 (119±25) μm，

组间无显著性差异。孔隙率检测结果 (图 2C)
显示，相比 CC的孔隙率 (86.7±2.2)%，PLCL/CC
和 PDA@PLCL/CC 的孔隙率略有降低，分别是

(84.3±2.0)%和 (84.2±2.3)%，但无显著性差异，

这可能与短纤维的引入有关。3 组支架均具有

较合适的孔径 (100−300 μm) 和孔隙率(>80%)，
满足细胞生长的空间要求[24-26]。 

CC、PLCL/CC 和 PDA@PLCL/CC 三组支

架均具有快速吸水能力 (图 2D)，在 1 min 内基

本均达到最大吸水率，之后处于稳定状态。相

对于 CC 组，PLCL/CC 组的吸水率明显下降，

而 PDA@PLCL/CC 组 的 吸 水 率 要 高 于

PLCL/CC 组，这可能与 PDA 含有的大量亲水

基团 (−NH2 和−OH) 有关。高吸水率有利于为

细胞的生长提供合适的营养和代谢产物的交换

能力。 
引入短纤维可以显著增强 CC 支架的力学

性能 (图 2E–F)。与 CC 组相比，PLCL/CC 组

和 PDA@PLCL/CC 组的压缩应力分别提高了

0.7 倍和 2.3 倍，杨氏模量则分别提高了 1.3 倍

和 2.6 倍。就增强效率来看，PDA@PLCL 短纤

维的增强效果最明显，这可能是 PDA@PLCL
与水凝胶 CC 基质之间的界面相互作用更强所

致。支架较高的力学性能有利于为软骨组织再

生提供合适的结构支撑。 
在对 ICA 的负载方面，从图 2G 可以看出，

支架对 ic1、ic2 和 ic3 浓度下的负载率分别达到

了 (48.5±1.7)%、(52.7±0.5)%和 (43.7±0.3)%。

从释放动力学 (图 2H) 结果看，负载 3 种不同

浓度 ICA 药物的支架，在前 18 h 均有突释现象，

之后呈现缓慢释放状态。在 18 h 时，ic1、ic2
和 ic3 浓度下支架的 ICA 释放率分别为 69.3%、

17.7%和 12.4%。这可能由于 ICA 难溶于水，在

PBS 中溶解度有限，导致 ic1 浓度下支架的释

放率高于其他两组。 

2.2  ICA-PDA@PLCL/CC 仿生支架对软

骨细胞功能的影响 
作为一种促软骨再生和抗炎的小分子药

物，有研究表明 ICA 的安全浓度阈值很低，浓

度超过 10 μmol/L 时可观察到细胞毒性[18,27-28]。

从细胞增殖结果 (图 3A) 看，负载 3 种浓度的

支架均能促进细胞增殖，但在第 7 天时，

ic1-PDA@PLCL/CC 对软骨细胞的增殖能力显

著高于其他组，显示出更好的促软骨细胞增殖 
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图 2  PDA@PLCL/CC 的制备及其对 ICA 的负载和释放能力 
Figure 2  Preparation of the PDA@PLCL/CC scaffold for loading of ICA for controlled release. (A) SEM 
images of the different scaffolds (insets showing the macroscopic photos). (B) Pore size. (C) Porosity. (D) 
Water absorption kinetics. (E) Compressive stress-strain curves. (F) Young’s modulus. (G) Drug loading 
percentages. (H) Drug release kinetics. **: P<0.01. 
 
 
 
 

能力。因此，后续实验使用 ic1 浓度的药物负载

支架进行研究  (统一命名为 ICA-PDA@PLCL/ 
CC)。进一步的活/死细胞染色结果 (图 3B) 显
示，CC 和 PLCL/CC 支架上存在一些死细胞 (红
色)，而 PDA@PLCL/CC 和 ICA-PDA@PLCL/CC 
(即 ic1-PDA@PLCL/CC)上基本都是活细胞 (绿

色)，这说明 ICA-PDA@PLCL/CC 支架对软骨

无细胞毒性。 
通过 SEM 观察软骨细胞在支架上的黏附

和形貌结果 (图 3C) 看出，软骨细胞在 CC 上

呈球形，而在 PLCL/CC、PDA@PLCL/CC 和

ICA-PDA@PLCL/CC 支架上的细胞则展示更好 
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图 3  ICA-PDA@PLCL/CC 支架对软骨细胞行为和功能表达的影响 
Figure 3  Effects of the ICA-PDA@PLCL/CC scaffold on chondrocyte behavior and function. (A) 
Proliferation of chondrocytes on different scaffolds after 1, 4 and 7 days of culture. (B) Live/dead staining of 
chondrocytes (live cells in green and dead cells in red) cultured on different scaffolds for 48 h, scale bar=   
100 μm. (C) SEM images of chondrocytes on different scaffolds after 4 days of culture, scale bar=20 μm.  
(D) Expression of chondrocytes related genes (sox-9, col Ⅱ, gag, col I, col Ⅱ/col Ⅰ) after 4 days of culture. 
(E–F) expression of GAG and Col Ⅱ assayed by ELISA on different scaffolds after 7 days of culture. *: 
P<0.05, **: P<0.01. 

 
的黏附和铺展。但相比于 PLCL/CC 和 PDA@ 
PLCL/CC 组，ICA-PDA@PLCL/CC 支架上软骨

细胞有利于维持原有形态，这说明 ICA-PDA@ 
PLCL/CC 能更好地模拟软骨细胞的生存环境、
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促进软骨细胞黏附、维持软骨细胞形态。 
Sox-9 是激活 gag 和 col Ⅱ的早期软骨生成

的特异性因子，在软骨形成中起着关键作用[29-30]，

Col Ⅰ由肥大软骨细胞产生，不利于软骨形成[31]，

col Ⅱ/col Ⅰ的比值通常用来评估软骨细胞的分

化状态，其比值小于 1 被认为是软骨细胞处于

去分化状态[32-33]。从基因检测结果 (图 3D)可以

看出，相比 CC 组，含有短纤维引入的 PLCL/ CC、

PDA@PLCL/CC 和 ICA-PDA@PLCL/CC 组中的

基因 sox-9、 gag、 col Ⅱ表达明显增加，而

ICA-PDA@PLCL/CC 组 sox-9、gag、col Ⅱ基因

的表达要高于 PLCL/CC 和 PDA@PLCL/CC 组。

相 比 于 PLCL/CC 和 PDA@PLCL/CC 组 ，

ICA-PDA@PLCL/CC 组基因 col Ⅰ的表达降低。

从 col Ⅱ/col Ⅰ比值可以看出，4 组支架 col Ⅱ/col Ⅰ
的比值均大于 1，说明软骨细胞处于正常分化

状态；而 ICA-PDA@PLCL/CC 组 col Ⅱ/col Ⅰ的
比值为 4.37，明显高于其他组，说明具有较高

的 促 软 骨 形 成 能 力 。 因 此 ， 可 以 得 出

ICA-PDA@PLCL/CC 能够提高 sox-9、gag 和 col 
Ⅱ基因的表达，降低 col Ⅰ基因的表达，col Ⅱ/col 
Ⅰ高比值说明 ICA-PDA@PLCL/CC 更有利于维

持软骨细胞表型和促进软骨生成。 
进一步通过细胞外基质成分 (GAG 和 Col 

Ⅱ) 的分泌情况评价 ICA-PDA@PLCL/CC 的促

软骨形成作用。从 ELISA 结果 (图 3E–F) 可以

看出，与 CC 组相比，ICA-PDA@PLCL/CC 组

软骨细胞分泌的 GAG 和 Col Ⅱ的量更高。这说

明 ICA-PDA@PLCL/CC 仿生支架具有促进软

骨细胞软骨相关基因的表达和相关蛋白的生

成，利于维持软骨细胞表型。软骨细胞分泌的

软骨特异性基质成分是软骨细胞维持其表型的

重要条件，对软骨细胞形貌的维持具有正反馈

作用[34-35]，这可能是 ICA-PDA@PLCL/CC 支架

维持软骨细胞球形状态的重要原因。 

2.3  ICA 对炎症软骨细胞功能的影响 
正常软骨细胞呈圆形或椭圆形，其所处基

质微环境的改变会导致软骨细胞呈成纤维细胞

表型[36]。IL-1β 是一种促炎症细胞因子，在骨关

节炎 (osteoarthritis, OA) 中发挥重要作用[37]，

可诱导基质金属蛋白酶 (matrix metalloproterinase, 
MMP) 的生成。因此，IL-1β 可被用于模拟 OA
的炎症微环境，用于软骨细胞体外炎症响应行

为研究。从 DAPI-phalloidin 染色图 (图 4A) 中
可以看出，无 IL-1β 刺激组 (PDA 组)软骨细胞

接近球型，加入 IL-1β 后 (PDA/IL-1β 组)，软

骨细胞呈成纤维细胞形态，但当用含有 ICA 的

支架浸提液条件培养基 (ICA/IL-1β 组)处理后

软骨细胞纤维化细胞表型减弱，呈椭圆形态。

从细胞伸长率结果 (图 4B) 可以进一步定量印

证，含 IL-1β 组细胞的伸长率均增加，而

ICA/IL-1β 组细胞伸长率比 PDA/IL-1β 组降低

了 25%。这些结果表明，ICA-PDA@PLCL/CC
支架释放的 ICA 能够缓解软骨细胞在炎症环境

中发生的软骨细胞纤维化病变。 
从炎症相关基因检测结果 (图 4C) 可以看

出，相比于 PDA 组，PDA/IL-1β 组促炎症基因

(il-1β、il-6、inos) 的表达明显增加，而 ICA/IL-1β
组促炎症基因 il-1β、il-6 和 inos 比 PDA/IL-1β
组分别降低了 13.4%、15.4%和 30.0%，具有显

著性差异。这些结果表明，ICA-PDA@PLCL/CC
支架上的 ICA 在炎症环境下能够下调促炎症基

因的表达，有利于缓解炎症反应。 
从软骨基质代谢基因检测结果 (图 4D) 可

以看出，相比于 PDA 组，PDA/IL-1β 组软骨相

关功能基因 sox-9、gag 和 col Ⅱ 的表达明显降

低。与 PDA/IL-1β 组相比，ICA/IL-1β 组基因

sox-9、gag 和 col Ⅱ的表达分别增加了 1.3 倍、

2.0 倍和 4.8 倍，具有极显著性差异。从 mmp3
的表达可以看出，相比于 PDA 组，PDA/IL-1β
组 mmp3 的表达明显增加，而 ICA/IL-1β 组由 
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图 4  ICA-PDA@PLCL/CC 支架释放的 ICA 对炎症软骨细胞功能表达的影响 
Figure 4  Effects of presence of ICA on the functional expression of inflammatory chondrocytes. (A) 
DAPI-phalloidin staining of chondrocytes cultured in conditioned medium for 24 h, cytoskeleton (red) and 
nucleus (blue), scale bar=100 μm. (B) Quantitative analysis of cell elongation. (C) Pro-inflammatory gene 
expression of chondrocytes after 24 h of culture in conditioned medium. (D) Functional gene expression of 
the chondrocytes after 4 days of culture in conditioned medium. (E) Toluidine blue staining of chondrocytes 
after 4 and 7 days of culture in conditioned medium, scale bar=100 μm. (F) Col Ⅱ immunofluorescence 
staining of chondrocytes after 24 h of culture in conditioned medium, Col Ⅱ (green) and nucleus (blue), scale 
bar=100 μm. (G) Immunofluorescence intensity analysis. **: P<0.01. 
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于 ICA 的存在，mmp3 的表达比 PDA/IL-1β 组

降低了 5.2%，具有显著性差异。这些结果表明，

ICA-PDA@PLCL/CC 支架上的 ICA 能够提高软

骨细胞基质合成基因的表达，减缓基质的降解，

从而加速软骨基质的形成。 
甲苯胺蓝是一种碱性染料，细胞产生的酸

性物质能与之结合而被染色，因此可以反映软

骨细胞中酸性 GAG 的合成情况。从图 4E 结果

可以看出，软骨细胞基质经染色后呈蓝紫色，

与培养 4 d 相比，培养 7 d 后的各实验组中的

GAG 合成明显增加。相比于 PDA 组，PDA/IL-1β
组的颜色较浅，而 ICA/IL-1β 组颜色变深。这

些结果表明，在炎症因子的刺激下，GAG 的合

成受到抑制，而 ICA 的存在能够减缓炎症的抑

制作用，提高软骨细胞外基质的合成。 
免疫荧光染色利用带有荧光标记的二抗与

待测蛋白的一抗结合，通过荧光强度来定量相

关蛋白的合成情况。从图 4F 可以看出，与 PDA
组相比，PDA/IL-1β 和 ICA/IL-1β 组中 Col Ⅱ的

表达明显减弱，但相比于 PDA/IL-1β 组，

ICA/IL-1β 组由于 ICA 的作用使 Col Ⅱ的表达增

加。从荧光定量分析 (图 4G) 可以得出，ICA/ 
IL-1β 组的荧光强度比 PDA/IL-1β 组提高了  
1.8 倍。这些结果表明，ICA-PDA@PLCL/CC
支架释放的 ICA 能够有效促进炎症作用下 Col 
Ⅱ的合成，减缓对细胞外基质的降解。 

3  结论 
本研究设计了一种具有促软骨形成和炎症

缓解双重作用的壳聚糖基工程软骨仿生支架

(即 ICA-PDA@PLCL/CC)。PDA@PLCL 短纤维

的加入不仅提高了壳聚糖基支架的力学性能，

而且能够促进软骨细胞增殖和粘附；而负载的

ICA 有利于增强壳聚糖基 CTE 支架的促软骨形

成 能 力 。 在 模 拟 炎 症 存 在 的 情 况 下 ，

ICA-PDA@PLCL/CC 仿生支架释放的 ICA 还能

减缓软骨细胞的炎症反应，减弱对基质的降解。

本研究因此证明了 ICA-PDA@PLCL/CC 仿生

支架在促进软骨形成的同时还能缓解炎症反

应，这为未来开展应用于软骨损伤的再生修复

提供了初步的实验理论基础。 
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