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冰晶重结晶法改善衰老软骨细胞浸润促进软骨缺损修复的研究
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摘要：背景　软骨缺损常诱发软骨细胞衰老。现有相关研究多聚焦于正常软骨细胞在组织工程支架中的浸润，对于衰老

软骨细胞浸润的研究尚不充分。目的　探究衰老软骨细胞的浸润能力改变，通过冰晶重结晶技术优化支架结构，改善衰老

软骨细胞在支架内的浸润。方法　采用共聚焦显微镜扫描重建法检测衰老软骨细胞与正常软骨细胞在常规冰模板明胶支架

中的细胞浸润差异，扫描电镜测量支架的孔径与孔隙率，单轴压缩实验方法检测支架材料的压缩模量，活/死染色方法检测

支架材料对衰老软骨细胞的细胞存活率影响，CCK-8 法和 EdU 染色法检测支架材料对衰老软骨细胞的增殖活力影响，细胞

骨架/细胞核染色方法检测衰老软骨细胞在两类支架中的细胞形态与浸润行为。通过大鼠软骨缺损模型实验评估支架材料在

体内促软骨缺损修复的效果。结果　与正常软骨细胞比较，衰老软骨细胞在常规冰模板法明胶支架内的浸润能力减弱(P＜

0.01)。冰晶重结晶法明胶支架的孔径大于常规冰模板支架 ［(21.1±2.7) µm vs (8.0±1.6) µm，P＜0.001]，且拥有更高的孔隙率

(P＜0.05)。冰晶重结晶支架的压缩模量高于常规冰模板法 ［(16.5±4.5) kPa vs (6.2±1.5) kPa，P＜0.05]。活/死染色、CCK-8 实

验与 EdU 染色结果均显示，支架浸提液对细胞活性未产生抑制作用(P＞0.05)。观察细胞形态发现冰晶重结晶明胶支架增强

了衰老软骨细胞的黏附。培养 4 天与 14 天后，衰老软骨细胞在冰晶重结晶明胶支架内的浸润深度高于常规冰模板法明胶支

架[4 天：(132±13.7) µm vs (41±6.2) µm，P＜0.001；14 天：(1 336.1±80.0) µm vs (929.3±105.0) µm，P＜0.01]。大鼠软骨缺损模型

显示，冰晶重结晶明胶支架促进了大鼠软骨修复(P＜0.001)。结论　衰老软骨细胞在明胶支架内浸润能力减弱。冰晶重结晶

法制备的新型明胶支架，能够改善衰老软骨细胞的支架浸润，促进软骨缺损修复愈合。
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Abstract: Background　 Cartilage defects often induce chondrocyte senescence. Current research primarily focuses on the 
infiltration of normal chondrocytes within tissue-engineered scaffolds, with studies on the infiltration of senescent chondrocytes 
remaining insufficient. Objective　To investigate the altered infiltration capacity of senescent chondrocytes and to enhance their 
infiltration within scaffolds by optimizing scaffold structure via an ice recrystallization technology. Methods　The differences in 
cell infiltration between senescent chondrocytes and normal chondrocytes within conventional ice-templated gelatin scaffolds were 
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examined using confocal microscopy scanning and reconstruction. The pore size and porosity of the scaffolds were measured by 
scanning electron microscopy. The compressive modulus of the scaffold material was evaluated using a uniaxial compression test. 
The effect of the scaffold material on the survival rate of senescent chondrocytes was assessed by live/dead staining. The 
proliferative activity of senescent chondrocytes on the scaffold material was measured using the CCK-8 assay and EdU staining. Cell 
morphology and infiltration behavior of senescent chondrocytes in the two types of scaffolds were observed via cytoskeleton/nucleus 
staining. The in vivo effect of the scaffold material on promoting cartilage defect repair was evaluated using a rat cartilage defect 
model. Results　Compared to normal chondrocytes, senescent chondrocytes exhibited a significantly weakened infiltration capacity 
within conventional ice-templated gelatin scaffolds (P＜0.01). The pore size of the gelatin scaffold prepared by the ice crystal 
recrystallization method was significantly larger than that of the conventional ice-templated scaffold (21.1 ± 2.7 µm vs 8.0 ± 1.6 µm, 
P＜0.001), while also exhibiting higher porosity (P＜0.05). The compressive modulus of ice recrystallized scaffolds was 
significantly higher than that of conventional ice-templated scaffolds (16.5 ± 4.5 kPa vs 6.2 ± 1.5 kPa, P＜0.05). Live/Dead staining, 
CCK-8 assay, and EdU staining indicated that scaffold extracts did not significantly inhibit cell viability (P＞0.05). Cell morphology 
observations showed that the ice recrystallized gelatin scaffold enhanced the adhesion of senescent chondrocytes. After 4 and 14 
days of culture, the infiltration depth of senescent chondrocytes was significantly greater in ice recrystallized scaffolds compared to 
conventional ones (Day 4: 132 ± 13.7 µm vs 41 ± 6.2 µm, P＜0.001; Day 14: 1336.1 ± 80.0 µm vs 929.3 ± 105.0 µm, P＜0.01). The 
rat cartilage defect model demonstrated that the ice recrystallized gelatin scaffold significantly promoted cartilage repair (P＜0.001).
Conclusion　 The infiltration capacity of senescent chondrocytes within gelatin scaffolds is diminished. A novel gelatin scaffold 
fabricated by the ice recrystallization method can enhance the infiltration of senescent chondrocytes and promote the repair and 
healing of cartilage defects.
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软骨缺损多继发于关节创伤或退行性病变。由

于软骨组织缺乏血管，其自我修复能力有限，缺损

易进展为骨关节炎[1-4]。常规临床治疗方法(如微骨

折术)往往形成力学性能较差的纤维软骨，难以实

现理想的透明软骨修复[5-6]。组织工程技术为软骨

修复提供了新途径，其中无细胞支架可引导内源性

细胞迁移、浸润，并促进透明软骨再生[7-8]。软骨

细胞作为软骨中唯一的细胞类型，其在支架内的有

效浸润是实现再生的关键环节[9-10]。然而，软骨缺

损常伴随软骨细胞的衰老，而衰老软骨细胞在支架

中的浸润能力尚不明确[11]。明胶具有良好生物相

容性与可降解性，已被广泛用作组织工程支架材

料[12-14]。支架孔径是调控细胞浸润的关键物理因素

之一[15]；大孔结构更有利于细胞迁移、营养物质

交换，从而促进组织修复[16]。冰模板法可制备具

有良好生物安全性的大孔支架，在组织工程领域已

有广泛应用[17-23]。冰晶重结晶是指在温度或离子浓

度变化时，已形成的冰晶再次生长、合并，形成更

大尺寸冰晶的现象。利用重结晶的冰晶作为模板，

经冷冻干燥后可制备出具有更大孔径的支架材

料[24-26]。基于此，本研究旨在明确衰老软骨细胞在

明胶支架内的浸润能力，并进一步采用冰晶重结晶

方法调控、优化支架孔径，以改善衰老软骨细胞的

浸润效果，从而为软骨再生材料的开发提供新

思路。

1　材料与方法

1.1　主要材料及试剂

明胶(北京，中国)，戊二醛(麦克林，中国)，

75% 乙醇(利尔康，中国)，DMEM 培养基(赛默飞，

美国)，1% 青霉素-链霉素、胎牛血清(白鲨，中

国)，0.25% EDTA 胰蛋白酶消化液 (赛默飞，美

国)，鬼笔环肽(碧云天，中国)，CCK-8 试剂、活/

死染色试剂盒(碧云天，中国)，12 孔板、T25 细胞

培养瓶(赛默飞，美国)。

1.2　主要实验设备

冷冻泵(Huber，德国)，冷台(淘宝平台定制，

中国)，万能测试机(Instron，美国)，扫描电子显微

镜(JSM-6700F，日本)，细胞培养箱、超速离心机

(Thermo，美国)，酶标仪(Tecan，德国)，激光共聚

焦显微镜(蔡司，德国)。

1.3　原代软骨细胞提取及多次传代法构建衰老软

骨细胞模型

对2只5日龄SD大鼠实施安乐死后，分离其膝

关节软骨组织并剪碎。采用 0.25% Ⅱ型胶原酶消化

组织 2 h 以提取原代软骨细胞。为评估细胞衰老程

度，分两组培养细胞至第 2 代(passage2，P2)与第

15 代(passage15，P15)，通过 β-半乳糖苷酶染色试

剂盒分别进行染色分析。动物实验部分已通过北京

钰犸生物有限公司实验动物伦理委员会批准(批号：

YM-25-008K02)。
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1.4　常规冰模板法与冰晶重结晶法制备明胶支架

(1)常规冰模板法：将明胶经超声溶解于纯水

中，配制成浓度为 20 mg/mL 的溶液。向该溶液中

滴加戊二醛，使其终浓度为 0.025% (v/v)。液氮速

冻后，将样品在真空环境中冷冻干燥，形成支架。

(2)冰晶重结晶法：经液氮速冻后，将样品转

入冷冻泵中升至预定温度(仍低于 0℃)，并在此条

件下持续静置 24 h，在真空环境中进行冷冻干燥，

形成支架。

1.5　共聚焦显微镜扫描重建法检测软骨细胞的支

架浸润性

将数量为 1×105的衰老软骨细胞接种于培养基

溶胀后的明胶支架表面，静置 15 min 待细胞附着

后，补充完全培养基，并移入培养箱中进行常规

培养。培养至第 4 天，采用 4% 多聚甲醛固定细胞，

分别使用鬼笔环肽与 DAPI 对细胞骨架与细胞核进

行染色。样品最终通过共聚焦显微镜进行扫描成

像，并进一步通过三维重建技术分析细胞在支架

内的渗透深度。共聚焦显微镜自上而下扫描，每

间隔 3 μm 采集一层图像，将细胞骨架荧光信号仍

可辨识的最深层位置定义为细胞浸润深度。

1.6　扫描电镜法观察明胶支架的孔径与孔隙率

采用常规冰模板法与冰晶重结晶法分别制备

明胶支架，于液氮中横断以暴露内部结构。使用

导电胶将断面样品快速固定于样品台，经溅射镀

金法对样品表面进行 120 s 金属涂层处理，增强导

电性，利用电镜观察真空条件下样品微观形貌。

1.7　单轴压缩试验法检测明胶支架的压缩模量

使用数字卡尺测量并记录圆柱体样品的直径与

高度。将样品置于万能试验机压缩平台中心，确保

轴向载荷均匀分布。以恒定速率执行破坏性压缩程

序，实时记录应力与应变数据，直至样品破坏。

1.8　活/死染色法检测明胶支架的细胞毒性

弃去培养板中的旧培养基，使用预冷PBS轻柔

润洗细胞两次。用含有钙黄绿素与碘化丙啶的染色

工作液覆盖细胞，于 37℃培养箱避光孵育 30 min。

弃去染色液，PBS 再次润洗，立即置于荧光或共聚

焦显微镜下观察：488 nm 激发光下活细胞呈绿色

荧光，535 nm 激发光下死细胞呈红色荧光。

1.9　EdU染色与CCK8实验检测明胶支架的增殖

毒性

对数生长期细胞与含 10 μM EdU 的完全培养

基于 37℃、5% CO₂条件下共孵育 2 h。弃去培养

基，PBS 清洗细胞，4% 多聚甲醛室温固定 15 min。

经 0.5% Triton X-100 溶液室温通透化处理 15 min

后，PBS 清洗 3 次。加入新鲜配制的 Click 反应混

合液，室温避光反应 30 min。彻底清洗去除未结合

染料，Hoechst 33342 复染细胞核，封片后于荧光

显微镜下观察。通过计数随机视野中 EdU 阳性细

胞(绿色荧光)占总细胞数(蓝色荧光)的比例计算细

胞增殖率。

CCK-8 实验，检测时，向每孔培养物中加入

相当于总体积 10% 的 CCK-8 溶液。轻微振荡混匀

后，将培养板送回培养箱继续避光孵育 2 h。孵育

结束后，立即使用多功能酶标仪于 450 nm 波长下

测量各孔的吸光度值。细胞的相对活力通过实验

组(冰晶重结晶法)、对照组(常规冰模板法)与空白

对照组的 OD 值进行计算。

1.10　细胞骨架及细胞核染色观察细胞黏附

将 1×105 衰老软骨细胞接种于明胶支架表面，

静置 15 min 后加入细胞培养基，放入培养箱内培

养。培养至第 4 天，多聚甲醛固定后，使用鬼笔环

肽和 DAPI 分别对细胞骨架及细胞核进行染色，置

于共聚焦显微镜下进行扫描。

1.11　股骨滑车沟钻孔法构建大鼠软骨缺损模型

将 SD 大鼠麻醉，膝关节区域剃毛消毒。在髌

骨内侧切开皮肤与皮下组织，使髌骨脱位，暴露

滑车关节面。使用直径 2 mm 环钻垂直钻取，制备

全层软骨缺损，随后植入支架。复位髌骨后逐层

缝合伤口。

1.12　统计学分析

所有实验每组条件至少设置 3 个独立重复。采

用 GraphPad Prism 9.0 软件进行数据分析，计量资

料采用(x̄x̄ ±s)表示，组间比较采用独立样本 t 检验。

以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　连续多次传代导致软骨细胞形态改变

光镜下未染色图像显示，第 15 代软骨细胞相

较于第 2 代软骨细胞，细胞体积增大，形态不规

则，表现出细胞衰老的特征(图 1A)。

2.2　通过连续多次传代构建衰老软骨细胞模型

β-半乳糖苷酶染色结果表明，第 15 代软骨细

胞 中 阳 性 染 色 细 胞 比 例 较 第 2 代 升 高 (12.7% ± 

1.4% vs 35.6% ± 2.9%，P＜0.001)，证实通过连续

传代可成功构建衰老软骨细胞模型。见图 1。

2.3　衰老软骨细胞在明胶支架内浸润减弱

将年轻与衰老软骨细胞分别接种于常规冰模板
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法支架表面。培养 4 d 后，对细胞骨架与细胞核进

行染色，通过共聚焦显微镜扫描并进行 3D 重建(图

1A)。结果显示衰老软骨细胞在支架内的浸润深度

低于年轻细胞[(37.0 ± 4.6) µm vs (122.0 ± 17.6) µm，

P＜0.01](图 1C)。

2.4　冰晶重结晶明胶支架的外观

常规冰模板法与冰晶重结晶法制备的两种明

胶支架，在真空冷冻干燥后均呈现乳白色、规则

圆柱体形态，且表面可见细微褶皱。冰晶重结晶

法制得的明胶支架略微泛黄，可能归因于其内部

更高的戊二醛交联(图 2A)。

2.5　冰晶重结晶法增大明胶支架的孔径及孔隙率

将支架样品横断后，采用扫描电子显微镜观

察其微观形貌。结果显示，常规冰模板法与冰晶

重结晶法制备的明胶支架，呈现出均匀分布的大

孔结构(图 2A)。通过图像分析测量孔径发现，冰

晶重结晶法制备的明胶水凝胶平均孔径约为常规

冰模板法制备样品孔径的 2.5 倍[(21.1 ± 2.7) μm vs 

(8.0 ± 1.6) μm，P＜0.001](图 2B)。对电镜图像进行

分割计算，发现冰晶重结晶法制备的明胶支架的孔

隙率高于常规冰模板法[90.3% ± 2.6% vs 84.9% ± 

1.4%，P＜0.05]。该结果提示，冰晶重结晶法能够

增大明胶支架的孔径与孔隙率。

2.6　冰晶重结晶法增强明胶支架的力学性能

对各组样品进行的破坏性压缩测试结果显示，

两种方法制备的明胶水凝胶在力学性能上存在显著

差异。冰晶重结晶法所得样品的压缩模量为(16.5 ± 

4.5) kPa，约为液氮速冻法样品(6.2 ± 1.5 kPa)的 2.7

倍。这一结果表明，冰晶重结晶法处理可增强明

胶支架的力学强度(P＜0.05)(图 2B)。

2.7　冰晶重结晶明胶支架的生物安全性良好

将各组支架以 100 mg/mL 浓度浸没于细胞培养

基中，于 72 h 后收集浸提液，评估材料生物相容

性。使用 100% 浓度浸提液培养衰老软骨细胞 24 h，

并通过活/死染色检测细胞活性(图 3A)。结果显示，

常规冰模板组与冰晶重结晶组的细胞存活率均接

近 100%(P＞0.05)，表明冰晶重结晶法制备的明胶

A：P2 与 P15 软骨细胞光镜下未染色、β-半乳糖苷酶染色及浸润明

胶支架染色图(×10)；B：β-半乳糖苷酶染色定量分析；C：P2 与

P15 软骨细胞在明胶支架内浸润深度分析。

图 1　衰老软骨细胞模型构建与其在支架内浸润性

Fig. 1　Construction of the senescent chondrocyte model and their 

infiltration within scaffolds

A：常规冰模板与冰晶重结晶明胶支架的外观及横截面电镜图(×1 000)；

B：常规冰模板与冰晶重结晶明胶支架的平均孔径、孔隙率、压缩

模量分析。

图 2　常规冰模板与冰晶重结晶明胶支架的表征

Fig. 2　Characterization of conventional ice-templated and ice 

recrystallized gelatin scaffolds
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支架无细胞毒性(图 3B)。

通过 EdU 染色直接观察了 100% 浸提液对衰老

软骨细胞增殖的影响(图 3A)。定量分析显示，冰

晶重结晶法组及常规冰模板法组与对照组之间的

EdU 阳性细胞比率均无统计学差异 (P＞0.05)(图

3B)。该结果表明，冰晶重结晶法制备的明胶支架

具有良好的生物相容性，不会对细胞的正常增殖

活动产生抑制作用。

为评估材料对细胞增殖的影响，使用 CCK-8

法检测经 100% 支架浸提液处理 24 h 的衰老软骨细

胞活力。结果表明，冰晶重结晶法组和常规冰模

板法组与对照组的细胞活力未呈现统计学差异(P＞

0.05)(图 3B)，提示冰晶重结晶法制备的明胶支架

生物相容性良好，不会影响软骨细胞活力。

2.8　冰晶重结晶明胶支架增强衰老软骨细胞的

黏附

对接种于支架上的衰老软骨细胞进行染色，

并通过共聚焦显微镜观察其形态。结果显示，相

较于常规冰模板法支架，冰晶重结晶支架上的细

胞展现出更为丰富的丝状伪足，且细胞体伸展更

充分，提示其在该材料内具有更佳的黏附状态

(图 4A)。

2.9　冰晶重结晶明胶支架促进衰老软骨细胞浸润

将衰老软骨细胞分别接种于两种支架表面，

培养 4 d 后，通过细胞骨架/细胞核荧光染色及共聚

焦显微镜三维重建分析细胞的渗透行为(图 4A)。

定量结果显示，细胞在冰晶重结晶法支架中的渗

透深度大于在常规冰模板法支架中的深度[(132 ± 

13.7) μm vs (41 ± 6.2) μm，P＜0.001]，表明冰晶重

结晶策略有效提升了衰老软骨细胞向支架内部的

迁移浸润能力(图 4B)。将衰老软骨细胞分别接种于

两种支架表面并培养 14 d。固定后对支架进行纵向

切片及细胞核染色，通过共聚焦显微镜观察细胞的

空间分布(图4A)。结果显示细胞在冰晶重结晶明胶

支架中的浸润深度大于常规冰模板支架[(1 336.1 ± 

80.0) µm vs (929.3 ± 105.0) µm，P＜0.01]，表明冰

晶重结晶法能够促进衰老软骨细胞的长期浸润

(图 4B)。

2.10　冰晶重结晶明胶支架促进软骨缺损的修复

光镜下图片显示，对照组缺损区域底部仅有少

量新生组织形成，关节软骨表面仍可见较大的未愈

合缺损区域。常规冰模板组，缺损区域被灰白色纤

维组织部分填充，修复组织表面不平整，且低于软

骨面。冰晶重结晶组，缺损区域被白色透明的类软

骨组织填充，修复组织表面较为平滑，与周围正常

软骨整合良好(图 5A)。根据缺损处的大体图进行

评分，结果显示冰晶重结晶组的 ICRS 评分高于常

规冰模板组与对照组(P＜0.01)(图5B)，表明其具有

良好的促软骨缺损修复能力。

HE 染色结果显示，对照组缺损区域表面不连

续，深层与软骨下骨界限不清，未形成正常的软

骨结构。常规冰模板组，缺损区域被细胞外基质

和细胞填充，但纤维排列紊乱，且与正常软骨整

合不佳。冰晶重结晶组，软骨下骨结构恢复较好，

软骨组织修复较平滑，与周围正常软骨面高度较

一致，进一步证明其促软骨缺损修复能力(图 5A)。

番红固绿染色结果显示，对照组缺损区域分

布杂乱的固绿色，几乎未被番红染成红色，提示

较多的纤维化与较少的透明软骨形成。常规冰模

板组，修复组织底部有不均匀的番红 O 阳性染色，

提示一定程度的软骨再生，但与周围软骨的整合

A：光镜下各组浸提液培养后的活/死细胞染色图(×4)和 EdU 染色图

(×10)；B：各组浸提液培养后的活/死细胞染色细胞存活率、EdU 阳

性率及 CCK-8 实验细胞活力分析。

图 3　常规冰模板与冰晶重结晶明胶支架的生物安全性

Fig. 3　Biocompatibility of conventional ice-templated and ice 

recrystallized gelatin scaffolds
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不佳。冰晶重结晶组的修复组织呈现较均匀的番

红 O 阳性染色，染色强度与周围正常软骨区域相

近，固绿染色也显示更为有序的胶原网络结构(图

5A)。根据缺损区域番红固绿染色进行评分，结果

显示冰晶重结晶组的 Mankin 评分分别低于常规冰

模板组(P＜0.05)和对照组(P＜0.001)(图 5B)。该结

果提示了高质量的透明软骨再生，验证了冰晶重

结晶明胶支架促进软骨缺损修复的能力。

3　讨论

关节软骨缺损的修复是临床与组织工程领域

共同面临的挑战。由于软骨组织自身缺乏血管及

神经支配，损伤后的自我修复能力十分有限[27]。

目前关节镜手术、微骨折及软骨移植等临床手段

虽能缓解症状，但其生成的纤维软骨在性能上与

透明软骨存在显著差距[5-6]。因此，探索能够引导

高质量透明软骨再生的新策略至关重要。

组织工程，特别是无细胞支架技术，通过引

导宿主内源性细胞向缺损部位迁移、分化等，为

软骨高质量再生提供了广阔的前景[28]。在此过程

中，作为软骨组织唯一的细胞类型[29]，软骨细胞

在支架内的有效浸润是组织成功修复的先决条

件[9]。既往研究表明，关节创伤、退变等病理微环

境下，软骨细胞常出现衰老表型[11]。而衰老软骨

细胞在三维支架环境中的浸润能力是否受损，目

前尚不明确。因此，本研究探索了衰老软骨细胞

在明胶支架内的浸润能力，研究结果表明，相较

于正常软骨细胞，衰老软骨细胞对于明胶支架的

浸润能力明显减弱。细胞衰老表现为不可逆的细

胞周期停滞；同时有研究表明，细胞的迁移能力

随细胞衰老降低[30]。因此，衰老软骨细胞在明胶

支架内浸润减弱，可能归因于其降低的增殖和迁

移能力。该研究结果提示，既往关于组织工程支

架细胞浸润的体外研究模型可能存在一定的局限

性，未能完全模拟体内复杂的病理微环境。因此，

在未来的支架设计与性能评估中，可能需要引入

更具代表性的病理性细胞模型。

支架的孔径是调控细胞浸润、营养物质传输

及新组织形成的关键结构参数[15-16]。研究表明，具

有相互连通大孔结构的支架更有利于细胞迁移和

组织长入[17]。然而，传统制备大孔支架的方法常

涉及化学致孔剂的使用，可能带来生物安全性隐

患[18]，并可能牺牲材料的力学强度[19-20]。冰模板法

是一种绿色、安全的物理成孔技术，通过调控冰

晶的生长与形态来构筑支架的孔结构，在组织工

程领域应用广泛[21-24]。冰晶重结晶是指在特定物理

条件下，已形成的小冰晶发生再次生长与融合，

最终形成更大尺寸冰晶的现象[25]。课题组前期研

究已证实，利用重结晶冰晶作为模板，可成功获

得孔径增大的支架[26]。因此，本研究利用冰晶重

结晶法制备了新型明胶支架，有效增强了衰老软

骨细胞在支架内部的浸润。这一作用主要源自以

下两方面机制：(1)增大的孔径。有大量研究表明，

孔径是细胞能否迁移进入支架内部的决定性因

素[18,31]。本研究采用冰晶重结晶技术，直接增大了

明胶支架的孔径，有效降低了材料本身对细胞迁

移的物理阻碍，为细胞的深度浸润构建了结构基

础。(2)增强的力学性能。支架刚度的提升，可能

在培养过程中有效抵抗了细胞收缩和外部压力所

导致的结构塌陷，从而维持了内部大孔的连通性，

为细胞浸润提供了稳定的物理通道。同时，有文

A：共聚焦显微镜下衰老软骨细胞在常规冰模板与冰晶重结晶明胶

支架上的黏附及浸润图(4 d 和 14 d，×10)；B：4 d 和 14 d 衰老软骨

细胞在常规冰模板与冰晶重结晶明胶支架内的浸润深度分析。

图 4　衰老软骨细胞在常规冰模板与冰晶重结晶明胶支架内的黏附

与浸润

Fig. 4　Adhesion and infiltration of senescent chondrocytes in 

conventional ice-templated and ice recrystallized gelatin scaffolds
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献研究表明，适度增强的基底刚度能为细胞提供

必要的机械支撑，促进细胞骨架张力产生与黏着

斑成熟，为细胞的黏附与迁移创造有利条件[32]。

本研究通过大鼠软骨缺损模型系统验证了冰晶

重结晶明胶支架促进软骨修复的能力。大体观察、

HE 及番红固绿染色一致表明，该支架能够促进高

质量的软骨再生，此结果与前期体外研究发现高度

吻合。根据该结果进一步得出以下推论：对照组

中，由于缺乏支架的桥接作用，缺损区两侧的软骨

细胞难以向中心区域有效迁移，导致软骨再生能力

不足。常规冰模板组虽然填充了缺损区域，但其孔

径较小、结构稳定性欠佳，限制了软骨细胞向支架

内部的迁移与浸润，因而修复效果仍不理想。相比

之下，冰晶重结晶法制备的明胶支架具有更大的孔

径和更强的结构稳定性，不仅有利于软骨细胞在表

面爬行，还能促进细胞向支架内部浸润，从而更充

分地利用支架的三维空间，有效提高缺损区域的修

复效率。进一步从材料-生物界面交互的角度分析，

高质量的软骨修复需要支架材料具备相应的力学功

能和生物化学特性[33-34]。本研究中冰晶重结晶明胶

支架组所表现出的更丰富的糖胺聚糖沉积和更完整

的软骨样结构，提示该支架可能通过优化细胞浸润

和空间分布，促进了更具功能的软骨细胞外基质的

合成与有序组装。这可能是由于其孔径结构与力学

性能为细胞提供了更接近于天然软骨细胞外基质的

三维微环境，有利于细胞-细胞及细胞-基质间的信

号传导，进而调控细胞表型和合成代谢活动。

综上所述，本研究发现衰老软骨细胞在明胶

支架内的浸润性减弱，为内源性细胞的调控提供

了新视角。利用冰晶重结晶法制备孔径增大、力

学增强的明胶支架，促进了衰老软骨细胞在支架

内的浸润，为软骨组织工程支架的制备提供了改

良方案。本研究仍存在一些局限性，如，我们尚

未使用该支架搭载药物以进一步发挥协同抗衰老

作用，也未在大动物模型上验证该明胶支架的转

化应用潜力。未来我们将尝试使用冰晶重结晶支

架搭载衰老细胞治疗药物，进一步增强软骨细胞

在支架内的迁移、增殖以及分泌，为软骨缺损的

组织工程治疗提供新策略。

作者贡献作者贡献 曹富铭：实验操作，数据分析，

文章撰写；张皓博、张明铭、葛思良：文献收集

整理；高建朋、尹鹏滨、王虎飞：文章修改与校

正；范庆瑞，张里程：研究设计与指导。

利益冲突利益冲突 所有作者声明无利益冲突。

A：支架植入 12W 后，缺损部位的大体图以及光镜下 HE 染色及番红固绿染色(N：正常组织；R：缺损修复组织；×10)；B：支架植入 12W

后，缺损部位的 ICRS 评分、Mankin 评分。

图 5　冰晶重结晶明胶支架促进软骨缺损修复的效果评价

Fig. 5　Evaluation of the effect of ice crystal recrystallized gelatin scaffold on promoting cartilage defect repair
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