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一种新型可注射性组织工程水凝胶的双组分 
引发体系细胞毒性的负协同效应 

段世锋  朱 文  俞 麟  丁建东* 
(复旦大学高分子科学系, 聚合物分子工程教育部重点实验室, 上海 200433. * 联系人, E-mail: jdding1@fudan.edu.cn) 

摘要  化学交联水凝胶有望成为一类新型可注射性组织工程水凝胶, 但是合适的、低毒性的引发体系是
其瓶颈. 为了考察此类化学交联水凝胶的可行性, 本文对过硫酸铵(APS)/四甲基乙二胺(TEMED)氧化
还原引发体系的体外细胞毒性进行了初步研究. 首先考察了不同引发剂浓度对大单体自由基聚合反应
速率的影响, 以保证所考察的引发体系的剂量足以导致在体温和水环境中迅速凝胶化. 采用 MTT 定量
检测和光学显微镜直接观察的方法研究了引发体系对 NIH/3T3 细胞的细胞毒性. 发现上述两种化学物
质的细胞毒性呈现负协同效应, 即 APS/TEMED 组在高剂量时的细胞毒性比单独使用 APS 或 TEMED
还要低.  

关键词  组织工程  可注射性材料  水凝胶  引发剂  细胞毒性 

细胞毒性和细胞响应特性是生物材料研究中的

重要科学问题[1]. 生物材料在组织工程中有不可替代
的作用[2]. 大部分组织工程材料采用多孔支架的方式
[3~7], 但是, 可注射性的高分子水凝胶也构成了独特
的一大类组织工程材料 . 可注射性材料不需要致孔
和动用手术刀, 可以适应被修复组织的复杂外形, 在
对于材料力学强度要求不高的场合有十分独到的优

点 . 虽然骨水泥等可注射性填充材料已经被临床应
用[8], 但是可注射性组织工程材料还处于研发阶 段. 
现有的主流可注射性组织工程水凝胶为Pluronic嵌段
共聚物和藻酸盐类[9]. 它们均为物理凝胶, 其稳定性
尚存在不足, 并且我们已经难以获得自主知识产权. 
采用共价交联的化学凝胶尝试进行可注射性组织工

程材料的研究有重要意义.  
通过自由基聚合反应可以使多官能团大单体在

生理条件下迅速转变成化学交联的水凝胶 , 这样就
可以用注射的方法将细胞/材料复合物注入体内后就
地形成水凝胶, 从而有望应用于组织工程. 我们关于
利用可降解的智能型大单体制备可注射型水凝胶材

料已经申报国家发明专利  

1). 目前, 合适的引发体系
成为一个瓶颈 . 常见的体内就地聚合的医用水凝胶
的自由基引发体系为光引发体系[10,11]. 但是, 就可注
射性组织工程材料而言, 对于皮下较深部位的修复, 
采用光引发交联水凝胶在操作上不方便 , 且反应难 

以做到均匀. 当然, 需要升温或需要在有机溶剂环境
中使用的引发体系显然也不适合用于可注射性组织

工程水凝胶的制备 . 故有必要采用氧化还原引发体
系, 在生理温度和水环境中原位聚合以包埋细胞.  

水溶性的过硫酸铵(APS)/四甲基乙二胺(TEMED)
双组分氧化还原体系是一种常见的聚合反应[12]和化

学交联水凝胶制备 [13]的自由基聚合引发体系. 但是
当作为可注射性组织工程材料使用时 , 我们希望所
选择的引发体系一方面容易引发自由基交联反应 , 
另一方面不会造成严重的细胞毒性. 在交联反应中, 
细胞与整个反应体系相接触 , 每个化学组分的细胞
毒性都要进行研究 . 本文首先考察上述引发体系引
发聚乙二醇大单体的凝胶化时间 , 包括引发剂浓度
与凝胶化时间的关系. 凝胶化过程中通过对单体、引
发剂浓度的调节可以控制聚合反应在数分钟之内完

成 , 而将来进行动物实验时在数小时后由于反应消
耗及体液交换, 引发剂浓度会大大降低. 因此, 本文
中, 我们选择在细胞与引发剂分别接触 10 min和 2 h
之后考察体外细胞活性的变化.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 试剂和仪器.  聚乙二醇(PEG, 分子量 4000, 

中国医药集团上海化学试剂公司), 过硫酸铵(APS, 
牛血清(杭州四季青生物工程公司), 高糖 DMEM 培

养基与胰蛋白酶/EDTA 购自美国 Invitrogen 公司, 

                       
1) 丁建东, 朱文, 张俊川. 一种可降解的化学交联水凝胶及其制备方法. 中国发明专利, 2002, CN 1332189A 
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3-(4,5-二甲基噻唑 )-2,5-二苯基四氮唑溴盐 (MTT,  
上海华舜生物工程公司), BB16UV/BB5060UV 型二
氧化碳培养箱(Heraeus), Multiskan-MK3 型酶连免疫
仪 (Labsystems), Axiovert-200 型倒置光学显微镜
(Zeiss), DSC-S75数码相机(Sony).  

(ⅱ) 大单体合成与凝胶化.  大单体使用双丙烯
酰化聚乙二醇, 其制备方法参照文献[14]. 简述如下: 
聚乙二醇直接使用, 三乙胺用分子筛干燥后重蒸, 二
氯甲烷使用前与五氧化二磷回流 48 h以上. 在氩气气
氛下, 将聚乙二醇及三乙胺溶于二氯甲烷中, 冰浴中
滴加丙烯酰氯, 继续搅拌 24 h. 过滤, 产物用乙醚沉
淀析出, 乙醚淋洗, 干燥. 产物经 1H NMR谱, IR谱确
证.  

将装有 25%(质量分数)大单体 PBS 缓冲溶液的
试管放置在 37 ± 0.5℃的恒温水浴中, 此时溶液的流
动性很好. 当加入计量的引发剂后开始计时; 一定时
间后, 倒置试管, 管内溶液不流动时刻定义为凝胶化
时间. 统计分析时, 数据以均值±标准差表示.  

(ⅲ) 细胞毒性实验.  APS, TEMED分别溶于含
10%小牛血清的高糖DMEM培养基中 , 配成 10 
mmol/L等不同浓度的APS, TEMED以及同时含有
APS和TEMED的溶液 . NIH/3T3 细胞经胰蛋白酶 / 
EDTA消化后, 加入 96孔细胞培养板中, 种植密度为
2.5 × 104 细胞/平方厘米. 在二氧化碳培养箱中继续
培养 18 h, 培养条件为 37℃, 95%相对湿度, 5% CO2. 
吸出培养基, 每孔加入 200 µL过滤灭菌过的引发剂
溶液; 培养 10 min或 2 h后, 再次吸出培养基; 加入新
鲜培养基 200 µL后 , 采用MTT法 [15]检测细胞活性 . 
每孔加入 5 mg/mL的MTT的磷酸盐缓冲溶液 20 µL, 
37℃继续培养 4 h后终止培养, 小心吸弃孔内培养液. 
每孔加入 100 µL二甲基亚砜(DMSO), 轻轻震荡, 使
结晶物溶解, 选择 570 nm波长在酶连免疫仪上测定
各孔的光吸收值(Asample). 同样培养条件下未添加引
发剂的细胞实验作为对照 , 并测定其光吸收值
(Acontrol). 同样波长测定溶剂DMSO光吸收值(Ablank). 
则相对细胞活性为  
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相对细胞活性 (%) = sample blank

control blank

A A
A A

−
−

 × 100 

细胞形态于装有数码相机的倒置光学显微镜下

观察并拍摄.  

2  结果与讨论 
2.1  凝胶化时间 

细胞毒性的大小与物质的浓度密切相关 . 我们
所考察的引发体系的细胞毒性必须建立在其浓度足

以导致大单体在所需要的时间内化学交联的前提之

下. 因此, 首先要通过凝胶化时间的测量来确定合适
的引发剂浓度. 凝胶化时间的影响因素很多, 如大单
体类别及其浓度、引发剂类别及其浓度、反应温度等. 
在未来可能的应用中, 凝胶化时间过短, 会使医生操
作很不方便. 凝胶化时间过长, 会在代谢过程中使所
包裹组分流失 . 有必要通过多种方式调控凝胶化过
程, 使反应在所需要的时间内完成. 我们选择的引发
剂浓度为: APS和 TEMED各自选取 10, 25, 50, 100 
mmol/L, 凝胶化时间测量结果见表 1.  

由表 1可见, 单独使用加速剂 TEMED并不能引
发聚合反应, 单独使用 APS 虽然可以引发聚合, 但
是凝胶化时间较长 . 综合使用引发剂和加速剂是最
佳选择, 但也需要达到一定的浓度.  

表 1  APS/TEMED引发体系的凝胶化时间 a) 
引发剂 b) 凝胶化时间 

TEMED 50 −c) 
TEMED 100 − 

APS 50 8 ± 2 h 
APS 100 6 ± 2 h 

APS 10/TEMED 10 − 
APS 25/TEMED 25 380 ± 48 s 
APS 50/TEMED 50 34 ± 2 s 

APS 100/TEMED 100 17 ± 2 s 
a) n = 3; b) 引发剂浓度单位为 mmol/L; c) “−”示在 12 h内未发

生凝胶化 

 
2.2  细胞活性变化 

APS/TEMED 组及其独立组分的相对细胞活性
结果见图 1, 其中, 相对活性为 100%的对照为不添加
任何引发剂的细胞培养体系. 比较图 1(a)与(b)可见, 
2 h的细胞活性要低于 10 min. 在接触时间为 10 min
时, APS/TEMED 组在各浓度时均有较高的相对细胞
活性(>80%). 考虑到体内存在着物质代谢, 且凝胶化
可以在较短的时间完成 , 我们考察的引发剂的含量
也偏高 , 总体上该引发体系在浓度较低时有可能用
于组织工程材料的制备.  

当同时加入 10 mmol/L的 APS和 10 mmol/L的
TEMED 时, 细胞毒性会比单独加入 10 mmol/L 的
APS和单独加入 10 mmol/L的 TEMED来得高; 而与
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单独加入 25 mmol/L的 APS或 TEMED比, 则无确定
预测结果. 但是, 在较高浓度时, 不论图 1(a)还是图
1(b)都反映出一个十分有趣的现象: 综合使用 APS和
TEMED 时, 细胞毒性反而可能降低. 以组分为 50 
mmol·L−1/50 mmol·L−1的 APS/TEMED 体系(总浓
度为 100 mmol/L)为例, 其细胞活力不仅要比单独使

用 100 mmol/L APS或 TEMED时高, 细胞毒性甚至
比单独使用 50 mmol/L的 APS或 TEMED时还要低. 
更高浓度时也得到了类似结论 . 我们称其为细胞毒
性的“负协同效应”. 

这样, 综合使用 APS 与 TEMED, 一方面可以显
著加快聚合反应速率、缩短凝胶化时间, 这就意味着 

 

 
 

图 1  NIH/3T3细胞和引发剂组分接触后的相对细胞活性 
n = 3, APS/TEMED浓度依次为(ⅰ) 10/0, 0/10, 10/10; (ⅱ) 25/0, 0/25, 25/25; (ⅲ) 50/0, 0/50, 50/50; (ⅳ) 100/0, 0/100, 100/100(单位为 mmol/L) 

 

 
 

图 2  NIH/3T3细胞和引发剂组分接触 2 h后的细胞形态 
(a) 对照; (b) APS 100 mmol/L; (c) TEMED 100 mmol/L; (d) APS 100 mmol·L−1/TEMED 100 mmol·L−1 
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可以适当降低使用剂量以降低毒性; 另一方面, 即使
采用了较高的浓度, 由于负协同效应, 联合使用上述
引发剂和加速剂也可以在高剂量时降低细胞毒性. 

我们同时用光学显微镜对细胞进行了观察 , 尤
其是引发剂与细胞接触较长时间后的细胞形态变化. 
图 2是细胞与浓度均为 100 mmol/L的引发剂各组分
接触 2 h后的细胞形态. 在加入 100 mmol/L APS之 
后, 细胞呈球形(图 2(b)), 一般认为细胞未能有效粘
附于培养板表面, 细胞活性较差. TEMED 组的细胞
也呈球形(图 2(c)), 且细胞表面较为粗糙, 部分已破
碎. 而联合使用了 APS/TEMED 之后, 成纤维细胞基
本呈正常的梭形(图 2(d)), 粘附于细胞培养板表面, 
只是尺寸比对照(图 2(a))小. 可见, 形态学直接观察
也支持了前面的细胞活力测量.  

TEMED可以加速APS引发自由基聚合反应.  冯
新德等 [12]在十几年前就探讨了其加速的机理, 并推
测了两者的复合物的结构 [12]. 本文发现 , 综合使用
TEMED和APS可以适度降低细胞毒性, 此推测基于
以下原因: APS/TEMED体系中由于两者的化学作用
产生了细胞毒性相对较小的产物 . 化学物质的细胞
响应是一个十分复杂的过程 , 确切机理尚需进一步
研究.  
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