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透明质酸温敏水凝胶介导的重组人甲状旁腺激素 (1-34)

可控释放与细胞生物学研究

宣少燕 1, 朱 月 2,3, 张 林 1, 唐志华 1, 徐 锋 2, 陈 滕 2, 汪祖华 2,3*

(1. 绍兴市人民医院, 浙江 绍兴 312000; 2. 贵州中医药大学药学院, 纳米药物技术研究中心, 贵州 贵阳 550025;

3. 贵州中药炮制与制剂工程技术研究中心, 贵州 贵阳 550025)

摘要: 促成骨剂重组人甲状旁腺激素 (1-34) [PTH (1-34)] 的半衰期短和生物利用率低。本研究制备了一种可生

物降解的透明质酸-聚N-异丙基丙烯酰胺温敏水凝胶 (AHA-g-PNIPAAm), 并探究其作为药物载体对PTH (1-34) 释

放和细胞行为的影响。采用核磁共振氢谱和红外光谱对AHA-g-PNIPAAm的结构进行确证; 利用物理溶胀法制备

载药温敏水凝胶, 并进行稳定性考察; 采用扫描电镜观察水凝胶的形貌; 采用紫外分光光度法考察水凝胶的最低临

界转变温度和体外药物释放行为; 四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法 (MTT法) 研究载药温敏水凝胶对小鼠单核巨

噬细胞RAW264.7和小鼠颅骨前成骨细胞MC3T3-E1细胞的毒性与增殖作用; 抗酒石酸酸性磷酸酶检测法考察载

药水凝胶对RAW264.7分化的影响。结果显示, 制备的载PTH (1-34) 温敏水凝胶呈现规整的三维蜂窝状结构, 具有

良好的稳定性、温敏性和药物缓控释性能, 可有效促进MC3T3-E1细胞的增殖, 抑制RAW264.7向破骨细胞的分化。
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Abstract: The bone formation promoter recombinant human parathyroid hormone 1-34 [PTH (1-34)] has a

short half-life and low bioavailability. In this study, we prepared a biodegradable and temperature-sensitive

hyaluronic acid-poly-N-isopropyl acrylamide (AHA-g-PNIPAAm), and further investigated its effects of PTH

(1-34) release and cell behavior as drug carrier. The structure of AHA-g-PNIPAAM was confirmed by hydrogen

nuclear magnetic resonance spectroscopy and infrared spectroscopy. Next, PTH (1-34) loaded thermo-sensitive

hydrogels were prepared by physical swelling method and their stability was investigated. The morphology of

hydrogel was observed by scanning electron microscope. The minimum critical transition temperature and drug
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release behavior of hydrogels were investigated by ultraviolet spectrophotometry. The tetrazolium-based colorimetric

assay (MTT assay) was used to investigate the toxicity and proliferation effects of PTH (1-34)-loaded thermo-sensitive

hydrogel on mouse mononuclear macrophage RAW264.7 and mouse precranial osteoblasts MC3T3-E1. The effect of

PTH (1-34) -loaded thermo-sensitive hydrogel on the differentiation of RAW264.7 was investigated by the tartrate-

resistant acid phosphatase assay. The results showed that the PTH (1-34)-loaded thermo-sensitive hydrogel prepared

in this study displayed regular three-dimensional honeycomb structure, and had good stability, thermo-sensitivity

and sustained and controlled release properties, which could promote the proliferation of MC3T3-E1 cells more

effectively and inhibit the differentiation of RAW264.7 into osteoclasts.

Key words: hyaluronic acid; thermo-sensitive hydrogel; drug sustained and controlled release; osteoclast;

recombinant human parathyroid hormone (1-34)

种植义齿被誉为“人类的第三副牙齿”, 是进行缺

失牙种植修复的重要手段, 也是众多患者修复缺失牙

的首要选择[1]。然而, 由于很多患者常伴有不同程度

的骨缺损和骨质疏松等症状, 导致种植体周围骨质量

和骨密度严重不足, 从而影响种植义牙的成功率[2]。

重组人甲状旁腺激素 [PTH (1-34)] 是临床上用于

治疗甲状旁腺及骨代谢疾病用的药物, 具有刺激正常

骨组织更新, 增加骨密度和改善骨结构的作用, 这些功

能使其成为临床上治疗骨质疏松症的一种有效药

物[3,4]。 2002 年 , 美国食品药品管理局 (FDA) 批准

PTH (1-34) 作为促骨素上市, 用于治疗骨质疏松的临

床治疗 , 商品名为特立帕肽 (FORTEOTM)。但 PTH

(1-34) 也存在很多缺陷, 如半衰期短、生物利用率低,

需少量多次给药等, 因此临床上主要以小剂量皮下注

射给药为主, 患者顺应性差, 限制了PTH (1-34) 在口腔

种植领域的应用。因此, 研制具有缓控释功能的载体

用于递送PTH (1-34) 具有非常重要的意义。

水凝胶是一种介于固体与液体之间的由水溶性的

高分子化合物通过物理或化学交联而成的高分子材

料, 可吸收大量水分形成高度溶胀的三维网状结构高

分子, 特殊的透过性和良好的生物相容性已在医药领

域得到广泛的应用, 尤其是在蛋白质类药物的缓控释

应用中已取得了很大的成果[5-8]。透明质酸 (hyaluronic

acid, HA) 又名玻璃酸, 是一种在体内广泛存在的糖胺

多糖, 由两个双糖单位D-葡萄糖醛酸及N-乙酰葡糖胺

组成, 具有良好的生物相容性和生物可降解性[9-11]。其

重要的生物学功能还表现在, 高分子质量的 HA在疏

松结缔组织中具有维持细胞完整性, 保持细胞外基质

水分的作用, 并参与受体介导的细胞内信号转导。此

外, HA 受体 CD44 和 HA 介导能动性的受体 (receptor

for hyaluronic acid-mediated motility, RHAMM) 在多种

正常组织细胞 (骨髓间充质干细胞、软骨细胞、破骨细

胞等) [12,13] 和肿瘤细胞[14]表面均有高表达, 可特异性地

与HA结合, 促进细胞移动并诱导细胞内信号的转导。

N-异丙基丙烯酰胺 (NIPAAm) 是丙烯酰胺衍生物

单体, 由于分子内同时存在亲水基团 (酰胺基) 和疏水

基团 (异丙基), 使其均聚物具有较低的临界溶解温度等

良好特性, 因此以N-异丙基丙烯酰胺为基础生物材料

在药物缓控释领域有着非常广泛的应用, 可用于制备具

有温度响应特性的聚合物凝胶[15,16]。基于此, 本研究以

己二酰肼为连接臂, HA和NIPAAm为原料, 在碳二亚

胺的催化下合成了一种可生物降解的透明质酸/聚N-异

丙基丙烯酰胺温度敏感性水凝胶AHA-g-PNIPAAm[17],

并将其作为 PTH (1-34) 的药物载体, 以实现持续的药

物释放, 延长 PTH (1-34) 的作用时间并提高其生物利

用度。因此, 该温敏水凝胶有望提高种植义齿的成功

率, 为 PTH (1-34) 在口腔种植领域的进一步临床应用

奠定理论基础。

材料与方法

试剂与药品 PTH (1-34) (大连美仑生物技术有

限公司); N-异丙基丙烯酰胺、1-乙基-(3-二甲基氨基丙

基) 碳二亚胺盐酸盐 (EDC)、己二酸二酰肼 (己二酰肼,

ADH) (阿拉丁公司); 4,4-偶氮-双 (4-氰基戊酸) (ACA,

萨斯化学技术上海有限公司); HA (160 kDa, 华熙福瑞

达生物医药有限公司); 盐酸 (20151101, 重庆川东化工

集团有限公司); 磷酸盐缓冲液 (PBS)、a-MEM培养基、

DMEM 培养基、胰蛋白酶溶液、青链霉素混合液 (北

京索莱宝生物科技有限公司); 胎牛血清 (fetal bovine

serum, FBS, 浙江天杭生物科技股份有限公司); 溴化

噻唑蓝四氮唑 (MTT, 美国 Sigma-Aldrich 公司); 抗酒

石酸酸性磷酸酶StrACP测试盒 (南京建成科技有限公

司); 其他试剂均为分析纯。

仪器 紫外可见分光光度计 (上海元析仪器有限

公司); OLYMPUS CKX53倒置显微镜 (日本奥林巴斯

公司); 扫描电子显微镜 (S-3400 I, 日本 Hitachi 公司);

红外分光光度计 (FI/IR-4100, 日本 JASCO公司); 核磁

共振仪 (AC-80, 德国Bruker Biospin 公司)。
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细胞培养 小鼠单核巨噬细胞RAW264.7和小鼠

颅骨前成骨细胞MC3T3-E1细胞 (四川大学生物材料

工程研究中心提供) 分别在含有 10% FBS和双抗青霉

素/链霉素的 a-MEM 培养基或 DMEM 培养基中培养,

置于含5% CO2、饱和湿度37 ℃的孵箱中连续培养。

透明质酸温敏水凝胶的合成和理化性质研究 参

照文献[17]报道的方法, 如合成路线图 1所示。首先, 精

密称定HA 0.5 g和ADH 10 g, 超声溶解至100 mL超纯

水中 (5 mg·mL-1), 得到HA-ADH混合溶液, 备用。分别

称量 1-羟基苯并三唑 0.7 g 和碳二亚胺 0.8 g, 用 5 mL

DMSO/H2O (1∶1, v/v) 溶解后加入到上述混合液中。

取 12 mol·L-1浓盐酸 8 mL将混合溶液定容至 100 mL,

调 pH 5.0, 室温下磁力搅拌 24 h, 氯化钠 5% (w/v) 溶液

透析 (MWCO 10 kDa) 3天, 换水的时间间隔分别为1和

2 h, 此后, 白天的换水时间间隔为 3 h, 夜间为 4 h。透

析完成后, 将得到的透析产物移至乙醇溶液中使其沉淀

30 min, 微孔抽滤, 再次溶解到超纯水中并透析 3天后

去盐, 所得纯化产品在-40 ℃预冻 24 h, 移至冷冻干燥

机中冻干, 最后得到的样品经冻干后在 4 ℃下保存, 得

到ADH修饰的HA (AHA), 备用。

精密称取 NIPAAm 5 g和 4,4'ACA 60 mg, 溶解

于 25 mL甲醇中, 形成 20 wt%的单元结构溶液。溶

液先用氮气保护 10 min, 在 68 ℃下温育 3 h后滴到

60 ℃热水中得到沉淀反应产物; 再用热水洗涤 2次,

使沉淀物溶解在 ≤ 20 ℃的超纯水中, 经冷冻干燥,

得到聚 N-异丙基丙烯酰胺-4,4'-偶氮-(4-氰基戊酸)

(PNIPAAm-COOH); 最后, 称取合成好的AHA 0.5 g

溶解在 200 mL超纯水中; PNIPAAm-COOH溶解在

超纯水中与 EDC 0.2 g 一起在 4 ℃下孵育 48 h, 然

后将 PNIPAAm-COOH/EDC 溶液在搅拌下加入到

AHA 溶液中, 调节 pH 值为 5.6, 于室温下继续孵育

24 h, 透析 2天 (MWCO 3.5 K), 得到透明质酸/聚N-

异丙基丙烯酰胺温敏水凝胶AHA-g-PNIPAAm。采

用核磁共振氢谱检测仪和红外光谱仪对其结构进

行确证; 扫描电子显微镜研究其微观形态结构; 紫

外分光光度法测定AHA-g-PNIPAAm水凝胶温度敏

感性和最低临界转变温度 (LCST)。

载 PTH (1-34) 温敏水凝胶的制备及性质研究

取 PTH (1-34) 溶于 PBS 中 , 配制成 1 mg·mL-1的 PTH

(1-34) PBS, 然后将一定质量冻干的圆柱状水凝胶放入

5 mL的 PTH (1-34) 溶液中, 在 4 ℃下溶胀 24 h以使药

物的扩散达到平衡, 混合, 静置, 即得到载药温敏水凝

胶溶液。取适量载药温敏水凝胶溶液, 等量放入两个

5 mL 规格的小瓶中 , 用封口膜密封后分别置于 4 ℃

(低温恒温冰箱) 与 37 ℃的恒温水浴锅中孵育 1周, 根

据溶液的状态评估载药水凝胶的稳定性, 并用扫描电

子显微镜观察载药后AHA-g-PNIPAAm水凝胶微观形

貌态。

Scheme 1 Synthetic route of adipic acid dihydrazide-hyaluronic acid-poly-N-isopropylacrylamide (AHA-g-PNIPAAm). ADH: Adipic acid

dihydrazide; EDC: 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride
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载药透明质酸温敏水凝胶的体外释放行为研究

精密称取适量 PTH (1-34) 溶于 pH 7.4 的 PBS 中 , 以

PBS 为空白对照 , 采用紫外全波长扫描 PTH (1-34)

PBS, 找到最大吸光度值, 确定PTH (1-34) 的最佳测定

波长, 并在最佳波长下制作PTH (1-34) 的标准曲线; 采

用紫外吸收法考察AHA-g-PNIPAAm水凝胶的体外药

物释放行为, 将实验分为 5组: A组为游离药物; B组为

水凝胶30 mg + PTH (1-34) 1 mg; C组为水凝胶30 mg +

透明质酸酶 1 mg + PTH (1-34) 1 mg; D 组为水凝胶

30 mg + 透明质酸酶 2 mg + PTH (1-34) 1 mg; E组为水

凝胶 30 mg +透明质酸酶 3 mg + PTH (1-34) 1 mg。在

上述各组中加入PBS 8 mL, 使其溶解, 再将溶液转移至

透析袋中 (MWCO 10 K), 每组样品平衡3次, 再分别将

装有药物的透析袋置于盛有 10 mL的 PBS (pH 7.4) 的

样品瓶中, 放入震荡培养箱 (转速为150 r·min-1, 温度为

37 ℃), 在预设的时间下 (1、3、5、8、20、30、48和72 h) 取

样, 在最佳测定波长处测量每组样品溶液的吸光度值,

然后根据公式 (1) 计算出重组甲状旁腺激素的释放

量, 再根据释放量绘制出药物的累积释放曲线。

释放量% =

CR ×
Ax

AR

× V × D

m
× 100% (1)

其中, CR: 对照品溶液的浓度 (g·mL-1); AX: 供试品

溶液的吸光度值; AR: 对照品溶液的吸光度值; V: 供试

品初次配制的体积 (mL); D: 供试品的稀释倍数; m: 供

试品的取样量。

AHA-g-PNIPAAm水凝胶的体外生物安全性评价

取对数期生长状态良好的RAW264.7和MC3T3-E1, 按

照细胞数 5×105个/mL 接种于 96 孔细胞培养板中, 将

其暴露在质量浓度为 0.017 4、0.174和 1.74 mg·mL-1的

空白水凝胶中, 细胞继续孵育 24 h, 采用四唑蓝比色法

对其安全性进行评价。

载 PTH (1-34) 的温敏水凝胶对 MC3T3-E1 和

RAW264.7 细胞增殖的影响 采用 MTT 法检测载

PTH (1-34) 温敏水凝胶对小鼠前成骨细胞 MC3T3-

E1 和小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 增殖的影响。方

法如下 : 将对数生长期的 MC3T3-E1 和 RAW264.7 以

5×103个/孔细胞数接种于 96孔板, 待细胞贴壁后进行

实验分组, 分别为A组 (仅培养液)、B组 [10-9 mol·L-1的

PTH (1-34) + 培养液间歇性给药]、C组 [10-8 mol·L-1的

PTH (1-34) + 培养液一次性给药]、载药凝胶低、中、高

浓度组 [浓度分别为 10-10、10-9 和 10-8 mol·L-1 PTH (1-

34), 每组平衡 5个样本。其中A组仅更换培养液; B组

每24 h的前6 h间歇给予含PTH (1-34) 的培养液, 后换

成不含药的培养液, 每 24 h为 1个循环; C组在加入含

PTH (1-34) 的培养液后不再更换培养液; 载药凝胶组

负载的 PTH (1-34) 总浓度以 1×10-8、1×10-9、1×10-10

mol·L-1分别加入到培养液中。细胞经不同处理后分别

培养 48和 72 h, 通过 MTT 法用Bio-Rad 酶标仪测定在

570 nm 的吸光度值 , 并通过公式 (2) 计算 MC3T3-E1

和RAW264.7在不同时间点的细胞活性。

细胞活力 = (A 样品 - A 空白)/(A 对照组 - A 空白) × 100%

(2)

其中, A 空白: 只含MTT的培养基的吸光度值; A 样品:

细胞经不同处理后 , 加入 MTT 孵育后的吸光度值 ;

A 对照组: 只用培养液培养的细胞、加入MTT孵育后的吸

光度值。

载药水凝胶对RAW264.7细胞破骨分化的影响研

究 将RAW264.7以 1×104个/孔细胞数接种于 24孔板

(n = 5), 待细胞贴壁生长后, 按照以上实验分组方法进

行给药。培养 7天后, 用胰蛋白酶消化细胞, 将细胞转

入 EP管后在 1 000 r·min-1下离心 10 min, 弃掉上清液,

加入PBS 1 mL, 轻轻吹打, 再次离心10 min, 弃上清, 在

细胞沉淀中加入 PBS 200 μL, 直接放入液氮中 3～5 s,

立即转入-20 ℃冰箱 (20 s左右), 再取出室温解冻, 重

复冻融 3次; 按抗酒石酸酸性磷酸酶 (tartrate resistant

acid phosphatase, TRAP) StrACP测试盒操作步骤在 96

孔板中加样, 混匀, 用Bio-Rad酶标仪测定 520 nm 的A

值, 测定RAW264.7细胞中的TRAP的活力 (U·L-1), 见

公式 (3)。

TRAP活力 =
测定A值 - 对照A值

呈色物微摩尔消光系数
×

1

比色光径 × 反应时间
×

反应液总体积
取样量

(3)

其中, 测定A值: 不同处理组; 对照A值: 只用培养

液培养的细胞吸光度值; 比色光径: 1 cm; 反应时间:

5 min; 反应液总体积: 980 mL; 取样量: 20 μL (蛋白浓

度归一)。

结果和讨论

1 AHA-g-PNIPAAm的结构验证

AHA-g-PNIPAAm的 1H-NMR图谱, 见图 1。在化

学位移 4.32～4.48 的弱而矮的双峰为透明质酸中的

D-葡萄糖醛酸和N-乙酰葡糖胺中次甲基 (-CH-) 质子

峰信号 (图 1A), 化学位移 0.95～1.08强且宽的单峰信

号为 PNIPAAm 中的-CH3质子吸收信号 (图 1B), 化学

位移 1.8～2.0的强单峰是透明质酸分子中D-葡萄糖醛

酸和N-乙酰葡糖胺中羟基 (-OH) 的信号峰 (图 1C), 表

明透明质酸温敏水凝胶 AHA-g-PNIPAAm 已成功

合成。

·· 812



宣少燕等: 透明质酸温敏水凝胶介导的重组人甲状旁腺激素 (1-34) 可控释放与细胞生物学研究

AHA-g-PNIPAAm 的红外光谱图见图 2, a、b、c图

谱依次为 NIPAAm、HA 和 AHA-g-PNIPAAm。HA 和

AHA-g-PNIPAAm 在吸收波长 3 318 cm-1处具有相同

的吸收峰 ; NIPAAm 和 AHA-g-PNIPAAm 在 2 972 和

1 376 cm-1处也具有相同的吸收峰, 进一步表明AHA-

g-PNIPAAm已成功合成。

2 载PTH (1-34) 的温敏水凝胶性质表征

通过溶胀扩散法制备了载 PTH (1-34) 的 AHA-g-

PNIPAAm。载PTH (1-34) 的AHA-g-PNIPAAm在不同

条件下的物质形态见图3A。经冷冻干燥后, 载药水凝胶

呈现棉花状形态 (图 3A-a); 在 4 ℃低温条件下, 载药的

水凝胶溶液则呈现无色澄明溶液状 (图 3A-b); 在 37 ℃

下, 载药的水凝胶溶液已明显发生凝胶化, 表明本研

究所制备的透明质酸水凝胶具有良好的温度敏感性

(图3A-c)。由于透明质酸温敏水凝胶AHA-g-PNIPAAm

在500 nm处有固定的吸收光谱, 因此可通过测定500 nm

处 AHA-g-PNIPAAm 在不同温度下的吸光度 (图 3B)

来推算其LCST值, 即曲线的拐点处所对应的温度。经

分析, 本研究所合成的透明质酸温敏水凝胶的LCST值

在 29～30 ℃之间。由于人体温度平均在 37 ℃左右,

所制备的温敏水凝胶在 37 ℃下具有显著的凝胶转化

性能。扫描电子显微镜观察结果显示 (图 3C), AHA-g-

PNIPAAm 和载 PTH (1-34) 的 AHA-g-PNIPAAm 均呈

现较规整的三维空间网络类蜂窝状结构。

3 制剂的稳定性考察

透明质酸温敏水凝胶的稳定性对于所载药物的释

放行为及进一步的临床应用影响较大。因此, 通过观

察水凝胶在 4 ℃和 37 ℃两种温度下的状态, 对透明质

Figure 1 1H-NMR spectra of adipic acid dihydrazide-hyaluronic

acid (AHA, A), poly-N-isopropylacrylamide (PNIPAAm, B), AHA-

g-PNIPAAm (C)

Figure 2 FT-IR spectra of PNIPAAm (a), AHA (b), AHA-g-PNIPAAm (c)

·· 813



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(3): 809 −817

酸温敏水凝胶的稳定性进行初步的追踪观察。结果显

示 , 将透明质酸温敏水凝胶置于 4 ℃和 37 ℃下 7 天 ,

仍保持最初时的溶液或凝胶状态, 说明合成的透明质

酸温敏水凝胶体外稳定性良好。进一步将凝胶化的水

凝胶进行离心, 经观察发现, 载药的透明质酸温敏水凝

胶在离心前呈白色凝胶状, 离心后呈无色透明溶液, 无

分层现象发生, 说明载药温敏水凝胶具有较好的离心

稳定性。离心前, 该水凝胶处于 37 ℃条件下, 此时的

温度大于其最低临界温度, 所以呈现白色的凝胶状; 而

离心后, 该温敏水凝胶的环境温度在逐渐降低, 直至低

于其最低临界温度, 因此呈现无色透明状; 不同温度下

透明质酸温敏水凝胶呈现不同的物质状态, 这可归因

于水凝胶良好的温度敏感性, 并非离心所致。

4 载药温敏水凝胶的体外释放行为考察

为更准确地评价 PTH (1-34) 在温敏水凝胶中的

体外释放性能 , 本研究通过紫外全波长扫描确定了

PTH (1-34) 的最佳测定波长。结果显示 , PTH (1-34)

在 270 nm波长下具有最大的吸光度值, 故选择 270 nm

作为 PTH (1-34) 的最佳测定波长, 且根据其制作重组

人甲状旁腺激素 PTH (1-34) 的标准曲线, 具有较好的

线性关系 (R2 = 0.999 3)。

体外的药物释放行为考察结果 (图4) 显示, 在所有

的释放组中, 游离药物组PTH (1-34) 释放速度最快, 在

20 h内基本释放完毕; 而载PTH (1-34) 的透明质酸温敏

水凝胶的释放速度最慢, 其在72 h内的药物的释放量仅

为 52.36%; 当在透明质酸载 PTH (1-34) 水凝胶中分别

加入低、中、高质量浓度 (0.125、0.25、0.375 mg·mL-1) 的

透明质酸酶后, 结果发现其药物释放速度明显快于载

药水凝胶 , 在 72 h 内的药物累积释放量分别达到了

67%、74%和 83%, 表明合成的透明质酸温敏水凝胶对

Figure 3 Physicochemical characterizations. A: The morphology of recombinant human parathyroid hormone 1-34 [PTH (1-34)] loaded

AHA-g-PNIPAAm in different conditions: after lyophilization (a), 4 ℃ (b), 37 ℃ (c); B: UV absorption spectrum of AHA-g-PNIPAAm at

different temperatures; C: SEM images of AHA-g-PNIPAAm (a) and PTH (1-34) loaded AHA-g-PNIPAAm (b)

Figure 4 In vitro release curves of PTH (1-34)-loaded hydrogels. n = 3, x̄ ± s
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PTH (1-34) 具有较好的缓释作用。

5 AHA-g-PNIPAAm水凝胶的体外生物安全性评价

将质量浓度为 0.017 4、0.174和 1.74 mg·mL-1的空

白水凝胶与小鼠单核巨噬细胞RAW264.7和小鼠颅骨

前成骨细胞MC3T3-E1一起孵育。结果发现, 所有组

别的细胞存活率几乎都在 80%以上, 说明所制备的温

敏水凝胶具有良好的生物安全性 (图5)。

6 载药水凝胶对 MC3T3-E1 细胞增殖和 RAW264.7

细胞破骨分化的影响

成骨细胞主要由内外骨膜和骨髓中基质内的间充

质始祖细胞分化而来, 能特异性分泌多种生物活性物

质, 调节并影响骨的形成和重建过程。因此, 成骨细胞

的增殖对骨的生长和再生有重要作用。将小鼠颅骨前

成骨细胞MC3T3-E1和RAW264.7暴露在不同浓度的

载 PTH (1-34) 水凝胶中 48 h后, 其对 MC3T3-E1的增

殖作用均明显强于 RAW264.7。研究也显示 , 间歇性

(10-9 mol·L-1) 和一次性给予 PTH (1-34) (10-8 mol·L-1)

对MC3T3-E1的增殖作用也强于RAW264.7, 但这种促

增殖作用弱于凝胶给药组 (图6A)。

继续孵育 72 h后, 载 PTH (1-34) 透明质酸温敏水

凝胶对MC3T3-E1细胞的增殖作用强于RAW264.7细

胞, 其中高剂量载药水凝胶组 (10-8 mol·L-1) 表现出最

强的促MC3T3-E1细胞增殖的作用 (图6B)。

TRAP活性是骨吸收和破骨细胞活性的良好标志

物, 因此通过测定破骨细胞的 TRAP活性对于研究生

理或病理条件下的骨代谢状况意义重大。如图 7A所

示 , 给药 7 天后 , 空白对照组中 RAW264.7 大量分化

(见白色箭头), 而一次性给予 PTH (1-34) 并未能显著

抑制 RAW264.7 的分化 , 而以间歇式给予 PTH (1-34)

的抑制分化效果最佳。载不同浓度药物 PTH (1-34)

的水凝胶, 由于所载药物实现了缓慢释放, 表现出较

好的 RAW264.7 细胞向破骨细胞分化的抑制效果。

RAW264.7 细胞的 TRAP 活性测定结果显示 (图 7B),

给药7天后, 与空白对照组和一次性给予PTH (1-34) 组

相比, 载药水凝胶组表现出与间歇给予 PTH (1-34) 组

相似的抑制 RAW264.7 细胞向破骨分化的效果 , 其

TRAP 活性显著低于空白对照组和一次性给予 PTH

(1-34) 组。此外, 中 (10-9 mol·L-1)、高剂量 (10-8 mol·L-1)

载 药 凝 胶 组 的 TRAP 抑 制 活 性 强 于 低 剂 量 组

(10-10 mol·L-1), 这些结果与倒置显微镜观察到的结果

Figure 5 In vitro biological safety investigation of AHA-g-PNIPAAm in MC3T3-E1 and RAW264.7 cells. n = 6, x̄ ± s

Figure 6 Effects of PTH (1-34)-loaded hydrogels on the proliferation and activity of MC3T3-E1 and RAW264.7 cells, the cells were

respectively incubated with PTH (1-34)-loaded hydrogels in vitro for 48 h (A) and 72 h (B). n = 6, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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基本一致。

综上, 本研究所制备的透明质酸温敏水凝胶可有

效装载骨促进剂PTH (1-34), 实现PTH (1-34) 的缓慢释

放, 延长PTH (1-34) 的作用时间并提高其生物利用度,

可有效促进 MC3T3-E1 细胞的增殖 , 抑制 RAW264.7

细胞向破骨的分化 , 这归因于透明质酸温敏水凝胶

AHA-g-PNIPAAm 的良好温度敏感性, 可在人体温度

下溶胀形成致密的三维空间网络类蜂窝状结构。本项

研究成果有望提高 PTH (1-34) 的生物利用度和顺应

性, 并为其临床广泛应用提供实验数据和理论依据。

结论

本研究构建了一种具有生物降解的透明质酸/

聚 N-异丙基丙烯酰胺温度敏感性水凝胶 AHA-g-

PNIPAAm, 该温敏水凝胶具有规整的三维空间网络类

蜂窝状结构和良好的温度敏感性, 可实现 PTH (1-34)

的缓慢释放, 且能有效促进MC3T3-E1细胞的增殖, 抑

制 RAW264.7细胞向破骨的分化, 其研究成果有望提

高 PTH (1-34) 的生物利用度和临床治疗的顺应性, 为

PTH (1-34) 在种植牙及骨质疏松症相关领域的临床广

泛应用提供实验数据和理论依据。
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