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!!摘要%与传统的体外二维细胞培养"!F培养#相比$体外三维细胞培养"&F培养#因能更好地模拟细胞外基

质"-SX#而备受关注*智能水凝胶不仅具有良好的生物相容性$其特殊的结构性能能有效模拟细胞外基质$实

现细胞&F培养$而且通过智能凝胶简单的响应性$可以改变细胞生长的微环境$实现在三维空间内对细胞进行

特异性的培养和研究*本文基于智能凝胶和细胞&F培养$综述了智能凝胶的类型%在细胞&F培养中的应用$

以及智能凝胶对细胞生长和行为的影响*

!!关键词%智能水凝胶)三维细胞培养)温度响应)@?响应)光响应

近几年用于细胞培养的水凝胶的研究热点$逐渐集中于如何模拟体内-SX 的特殊性能"如细胞粘
附配体等#$从而进一步研究不同性能对细胞行为的影响+#$!,$因而对外界环境的刺激具有灵敏反应的智
能凝胶备受关注+&,*传统水凝胶对外界环境"如温度%@?值等#的变化不敏感$尽管传统水凝胶已经成功
应用于细胞培养$但大部分都基于细胞!F培养$且不能实现智能响应$所以不能有效模拟细胞在体内生
长的微环境$也无法满足人们在三维空间内培养和研究细胞的需求*利用智能凝胶进行细胞培养$不仅
能实现细胞&F培养$有效模拟-SX$而且通过外界环境的简单变化$引起水凝胶可逆响应$无需引入对
细胞有害的因素$就可以控制细胞生长的微环境"例如弹性%硬度等#$观察细胞随微环境变化的应激反
应$实现细胞在凝胶中吸附!分离可控*

此外$智能凝胶还易于修饰氨基酸%多肽和具有特殊功能的聚合物等$实现从不同角度对细胞进
行培养和研究+’"‘,*不仅如此$智能凝胶还可以通过动态可调的培养体系$在时间和空间上控制细胞
生长微环境+(,$从而控制细胞的形貌%状态%增殖和分化$为我们研究细胞微环境的动态变化对细胞的
影响$研究从干细胞分化到肿瘤细胞转移的过程提供平台+%"##,*因此$智能凝胶在细胞&F培养领域
前景可观*

#!智能凝胶类型

对外界环境的刺激具有灵敏反应性的大分子水凝胶被称为智能生物材料"或智能凝胶#+&,*智能凝
胶会随外界环境"如温度%@?值%光%电场%离子强度等#的微小变化$产生相应的物理结构和化学性质的
变化$根据不同的响应情况$可分为(温度敏感性水凝胶+#!"#’,%@? 敏感性水凝胶+#$"#(,%光敏感性水凝
胶+#%"!",%电场敏感性水凝胶+!#"!$,等*

3?3!温度敏感性水凝胶
温度敏感性水凝胶是最常见的一类智能水凝胶$该类水凝胶能够感知外界的温度变化$并产生相应

的物理性质和化学性质变化$在某一温度附近的溶胀比变化可达到几倍到几十倍$这一温度叫做该水凝
胶的相转变温度或最低临界共溶温度"OS9L#*当温度高于OS9L时$该类水凝胶会失水收缩$发生相
离)当温度低于OS9L时$凝胶的状态能发生可逆的变化$在水中溶胀*在温敏性水凝胶中$研究最多的
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是聚+)异丙基丙烯酰胺"@4E=)+)764@34@=EB13=EBD7<+$0IP0/X#水凝胶$其OS9L为&!e$在它接近

&!e时有一个剧烈的相变$+)异丙基丙烯酰胺的线型聚合物水溶液在&!e以下时$溶液清澈透亮$但当
温度高于&!e时$溶液分相$析出沉淀$该过程可逆+!‘,*温敏性水凝胶的该项性能使其在生物传感和催
化%酶的固定%药物的靶向定位等方面应用广泛$随着组织工程的发展$在细胞&F培养方面也具有广阔
的应用前景+!(,*

3?4!AB敏感性水凝胶

@?响应性水凝胶是指其溶胀或去溶胀随@?值变化而变化的水凝胶$并且这种体积或形态上的改
变具有可逆性*如图#$是F785等研究的乙二醇改性壳聚糖!苯甲醛)聚氧乙烯)聚氧丙烯)聚氧乙烯)苯甲
醛"JS!,?S)0-,)00,)0-,)S?,#聚合物在@?变化时的相变示意图+!%,*对于@?敏感的水凝胶$离
子间作用力是引起水凝胶发生体积相转变的主要作用力$具有@?响应性的高分子中大都含有可以离子
化的基团$随着溶液@?值的变化$接受或者释放出质子$同时导致大分子链段间及大分子与水之间氢键
的解离$引起溶解度的改变*@?响应性水凝胶因具有该性能$在生物传感%药物控制释放%生物材料培
养提纯%蛋白质活性控制等方面具有重要应用*

图#!JS!,?S)0-,)00,)0-,)S?,聚合物随@?变化时的相转变机制+!%,

*75;3+#!9;55+6:+<D+1CB876D4>:C+@CB6+:3B867:77484>JS!,?S)0-,)00,)0-,)S?,;@48@?1CB85+6+!%,

3?@!光敏感性水凝胶
构成光敏感性水凝胶的聚合物分子链含有能在光刺激下发生构型变化的基团$即光敏部分*当光敏

部分经光辐射时$会发生顺反异构转变$从而导致其溶胀体积变化*通过引入光敏基团$可以得到此类水
凝胶*例如$偶氮苯在紫外光"M.#照射下可发生顺反异构转变$当构成水凝胶的聚合物含有偶氮芳环
时$该水凝胶就具有M.敏感性+!2,*?B3B<B等就是利用偶氮苯的这种特性$通过#)环糊精"#)SF#对客
体分子的不同识别能力$构建了光响应的凝胶系统+&",*图!是")环糊精"")SF#和偶氮苯"/T4#分别在紫
外光和可见光照射下$主客体作用示意图*

图!!")环糊精和偶氮苯主客体作用示意图

*75;3+!!91C+DB:713+@3+6+8:B:7484>:C+C46:)5;+6:78:+3B1:748A+:\++8")SFB8</T4

3?C!电场敏感性水凝胶
电场敏感性水凝胶的溶胀易受电场的影响$其一般是电解质凝胶*这类凝胶因为分子链上带有可在

电场中发生迁移的可离子化的基团$在电场的作用下$凝胶网络内外离子浓度发生变化$从而使凝胶的体
积或是形态发生变化*根据电场敏感性水凝胶的这种原理$白渝平等+&#,制备了物理交联的聚乙烯醇
"0./#!聚丙烯酸"0//#水凝胶$并研究了该水凝胶在直流电场作用下的弯曲响应性能*
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!!智能凝胶在细胞三维培养中的应用

智能凝胶因其生物相容性%生物可降解性%智能响应性等诸多优势$已应用于组织工程的各个领域*
随着对智能凝胶研究的不断深化和发展$越来越多的研究人员致力于将其应用于细胞三维培养的研究*

4?3!温度敏感性水凝胶在细胞三维培养中的应用
温度敏感性水凝胶$如0IP0/X水凝胶$当在室温时$0IP0/X水凝胶成液态$细胞可分散其中$当

温度增加到体温时$该水凝胶呈固态$细胞被包裹在其中*利用该原理$明胶枝接0IP0/X+&!$&&,等温度
响应性水凝胶已经被用做细胞&F培养支架*

但是这种凝胶会随时间的延长而收缩$不利于细胞培养液的输送$制约了细胞在其内部的生长$限制
了其在细胞培养中的进一步应用*KCB85等研究发现+&’,$向0IP0/X 微凝胶中加入一定量的丙烯酸
"//#制备出0"IP0/X)//#凝胶$可使凝胶的脱水收缩作用降低$成胶温度升高$在不同的温度下$可
实现凝胶!溶胶可逆*用该智能凝胶培养 ?+@J!细胞$在室温下将细胞与凝胶溶液混合$当温度加热到

&(e时$凝胶成固态$形成细胞培养&F支架$细胞在凝胶内部增殖并形成多细胞球$当温度降低到室温
时$凝胶支架逐渐变成液态$多细胞球从凝胶中释放出来$该方法可大规模的制备多细胞球$且不对细胞
产生任何伤害*多细胞球制备过程如图&所示*

图&!利用温敏性0IP0/X凝胶制备多细胞球示意图+&’,

*75;3+&!*BA371B:7484>D;E:71+EE;EB36@C+347<6;67853+G+367AE+C=<345+E6>34D:C+3D46+867:7G+0IP0/XD71345+E6+&’,

4?4!AB敏感性水凝胶在细胞三维培养中的应用
一般情况下$适于细胞生长的@?应严格控制在在(a!"(a‘范围内$@?过高或过低都会对细胞的

生长造成严重的伤害$所以$相比于温度响应性凝胶基底$@?响应性凝胶基底更难用于细胞培养*

LB8B̂B等+&$,制备了@?响应性的/U/型三嵌段共聚物凝胶$其中/段是@?响应的聚+!)"二异
丙基氨基#乙基甲基丙烯酸酯,"0F0/#$U段是具有良好生物相容性的聚+!)"甲基丙烯酰氧基#)乙基磷
酸胆碱,"0X0S#$用该凝胶培养细胞$通过调节@?改变凝胶的弹性$来改变细胞生长的力学环境$从而
研究细胞在不同力学环境中的形貌变化$如图’所示*

SC+8等通过精确控制壳聚糖表面@?$来调节生长在其表面的细胞的吸附和分离$如图$所示$壳聚
糖表面覆盖一层纤连蛋白$作为细胞培养的基底$在@?为(a!时$细胞在基底表面有很好的吸附性$当

@?升高到(a‘$时$纤连蛋白从壳聚糖表面脱离$细胞在基底表面的吸附性明显降低+&‘,*

4?@!光敏感性水凝胶在细胞三维培养中的应用
光敏感水凝胶由于操作简单%条件易控$在细胞&F培养中已经有很多应用*KCB85等+&(,研究制备

了光降解超分子凝胶$用于细胞的!F和&F培养*该智能凝胶通过自组装$连接修饰有光触发器的短
肽$该光触发器是联芳基取代的唑基$这种物质在温和的光照下$分子内即可快速转变为吡唑啉基团$该
基团可破坏自组装$导致凝胶的迅速降解*实验证明$该光降解水凝胶在紫外光照射&D78后开始降解$
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图’!@?响应性凝胶在不同弹性下$对细胞形貌影响示意图+&$,

*75;3+’!LC+78>E;+81+4>+EB6:717:=:;8BAE+C=<345+E481+EE6D43@C4E45=+&$,

图$!@?值%纤连蛋白吸附和细胞在壳聚糖上粘附关系示意图+&‘,

*75;3+$!91C+DB:713+@3+6+8:B:7484>:C+3+EB:7486C7@BD485D+<7;D@?$>7A348+1:78B<643@:748$

B8<1+EEB::B1CD+8:481C7:46B8+&‘,

在紫外光照射#"D78后可完全溶解*
无论细胞生长在该智能凝胶的表面"!F培养#还是内部"&F培养#$均可实现细胞生长微环境的光可

控*当该智能凝胶用于细胞&F培养时$混有细胞的凝胶粘稠溶液可在$D78内迅速形成固态凝胶$细胞
被包裹在凝胶内部$凝胶表面附有培养液*细胞在凝胶内部具有很高的活性$凝胶也具有良好的机械强
度和生物相容性*在无紫外光照射下$包裹有细胞的凝胶稳定性可持续一周$但在紫外光照射!D78的条
件下$包裹有细胞的凝胶的稳定性明显下降$但仍可保持#"%C*图‘为该光敏感水凝胶的组装示意图*

图‘!"/#光敏性水凝胶组件)"U#自组装水凝胶的光响应性+&(,

*75;3+‘!"/#S4D@48+8:64>:C+@C4:43+6@4867G+C=<345+EB:43)

"U#0C4:43+6@486+4>:C+6+E>)B66+DAE+<C=<345+E6+&(,

4?C!其它智能凝胶在细胞三维培养中的应用
通过一些特殊的化学反应$在水凝胶上修饰具有特异性的功能团$使凝胶图案化$该凝胶用于细胞

&F培养$可为细胞的培养和研究量身定制具体方案*
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/86+:C课题组+&%,通过结合点击反应和正交反应两种化学反应的优势$制备了理想的图案化智能凝
胶$为在三维空间内培养和研究细胞提供了生物材料平台*通过点击反应$形成具有空间网状结构的凝
胶$用于包裹细胞)通过正交反应$连接不同的功能单体"例如荧光标记的QJF序列#$使凝胶图案化$促
进细胞生长$观察细胞行为*该凝胶有效模拟了-SX$实现了在三维空间中$观察细胞的迁移%增殖和形
态变化等的行为*此外$该材料生物相容性非常好$与传统的培养细胞的凝胶相比$用该智能凝胶培养的
细胞具有更高的活性$并且由于功能单体变更简单$该智能凝胶材料可为用于不同目的的&F细胞研究$
提供独特的生物材料平台*

&!智能凝胶支架对细胞生长的影响

近年来$越来越多的研究表明$细胞生长微环境中的生物因素%化学因素%力学因素等均会对细胞生
长产生影响*实验证明$用水凝胶做细胞培养支架$模拟细胞外基质$对细胞的活性%铺展能力%形貌和分
化迁移等均有重要影响+&2$’",*

@?3!智能凝胶支架对细胞活性和铺展能力的影响
智能凝胶材料本身生物相容性非常好$且易于修饰氨基酸%多肽等能促进细胞生长的生物活性物质$

所以与传统的培养细胞的凝胶相比$用智能凝胶培养的细胞具有更高的活性*

/86+:C课题组用荧光标记的QJF序列修饰智能凝胶$与未修饰荧光标记的QJF序列的凝胶相比$

修饰后的凝胶能促进细胞生长$具有更高的活性+&%,*KCB85课题组制备的温敏性智能凝胶可促进细胞
形成多细胞球$研究表明$细胞在凝胶成球的情况下$比单层细胞具有更高的活性+&’,*众多实验表明$智
能凝胶因其特殊的性能$可促进细胞生长$提高细胞活性*

研究发现$智能凝胶的降解能力%弹性等均会对细胞的铺展能力产生影响*X;3@C=等+’#,用聚乙二
醇二丙烯酸酯"0-J)<7B13=EB:+#与二硫苏糖醇"FLL#通过光交联反应制备空间网状结构智能水凝胶$调
节光交联度可控制水凝胶的溶胀和降解性能*实验发现$用该凝胶进行细胞&F培养$凝胶的降解能力
对细胞的行为有重大影响$提高网状凝胶的降解能力$可提高细胞的活性$促进细胞在凝胶中的铺展行
为*智能凝胶的可降解能力之所以会影响细胞的活性和铺展$是因为具有网状结构的凝胶$其网孔的大
小对营养的输送%细胞排泄物的疏散以及对包裹在其中的细胞的机械力都有很大影响*为提高细胞的活
性$促进细胞铺展$?;AA+EE等在0-J网络结构中修饰含有不稳定酶的肽序列$其可随细胞分泌的蛋白
酶降解$从而促使0-J凝胶的降解*此外$一些生物活性肽的加入$如QJF等也能促进细胞在凝胶中的
活性和铺展*LB8B̂B等用制备的@?响应性智能凝胶培养细胞$发现当@?升高$凝胶弹性增大时$细胞
与凝胶基底接触面积增大$铺展能力增强)当@?减小$凝胶弹性减小时$细胞与凝胶基底接触面积减小$

呈球状+&$,*

因此$活性肽的加入%智能凝胶降解能力和弹性的变化均会对细胞的活性和铺展能力产生影响*

@?4!智能凝胶支架对细胞分化和迁移的影响
研究表明$智能凝胶的响应性引起的细胞生长微环境的变化$对细胞的迁移和分化均有重要影响*

LB=BE7B等+’!,利用双光子聚合制备&F细胞生长支架$可以精确控制支架的空隙大小$从而研究细胞在此

&F支架上的吸附和生长情况*结果表明细胞在&F结构上的生长速率比!F上高$当&F结构的孔径变
小$细胞的生长速率下降*通过这个方法可以系统的研究生物材料的机械性质%吸附蛋白的浓度%生物降
解率等因素对细胞在&F结构中的生长%迁移等的影响*I++:C;等+’&,通过混合明胶和白蛋白$制备可生
物降解的蛋白基质$作为细胞三维培养的支架$用于研究该支架对成骨干细胞分化的影响$结果表明$该
支架可以提高生物相容性以及促进成骨干细胞分化为软骨细胞*O7;等+’’,对右旋糖酐)*)赖氨酸和水凝
胶的三维复合结构用于平滑肌细胞的生长做出研究$通过调节右旋糖酐与水凝胶的浓度和配比$来调整
支架的机械性能和吸水程度*实验表明$较为柔软的支架对于细胞的生长速率%细胞网络的建立%细胞的
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增殖都有很好的影响*

’!总结

用智能凝胶进行细胞&F培养$通过简单的响应$就可改变细胞生长的微环境$能实现多样化培养和
研究细胞*智能凝胶的响应性引起凝胶性能的变化$对细胞的活性%铺展能力%形貌%迁移和分化能具有
重要影响$从而为进一步深入研究细胞行为提供平台*因此$智能凝胶在细胞&F培养领域$具有广阔的
应用前景*
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