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摘　要：为构建软骨肉瘤体外标准模型，本文制备了聚Ｎ，Ｎ－二甲基丙烯酰胺（ＰＤＭＡＡｍ）、聚２－丙烯酰胺基－２－甲基

丙磺酸钠（ＰＮａＡＭＰＳ）和聚甲基丙烯酰氧乙基三甲基氯化铵（ＰＭＥＴＡＣ）三种高分子水凝胶，研究了三种凝胶的弹

性模量、含水率、所带电荷对软骨肉瘤细胞形态、贴壁和团聚结构的影响。结果表明，不同带电荷高分子水凝胶会影

响细胞形态参数在６ｈ的形态分布，细胞在负电荷凝胶ＰＮａＡＭＰＳ上铺展的形态为梭形，在中性电荷水凝胶ＰＤ－
ＭＡＡｍ上铺展的形态偏圆形，而在正电荷水凝胶ＰＭＥＴＡＣ上不铺展。长期的培养结果表明，中性凝胶ＰＤＭＡＡｍ
可以促进软骨肉瘤细胞形成团聚。因此，中性ＰＤＭＡＡｍ高分子水凝胶具有制备方法简单、使用便捷、成分清晰等

特点，对于建立软骨肉瘤体外标准模型具有重要意义。
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引言

软骨肉瘤是一种常见的恶性骨肿瘤，临床治疗
时只能通过手术切除来实现治疗目的。软骨肉瘤细
胞在人体内处于特定生理环境中，呈现特定的形态，
能形成高密度的细胞团聚结构［１］。软骨肉瘤的细胞
形态与其侵袭和转移过程密切相关［２］，而肿瘤细胞
形成的团聚结构，导致肿瘤组织具有异质性的特点，
即不同部位的肿瘤细胞在形态和功能方面存在一定

差异。这种异质性加剧了营养物质、药物等因素的
梯度分布，进而促进了肿瘤的转移与侵袭［３］。因此，
对软骨肉瘤细胞团聚结构展开深入研究将有助于软

骨肉瘤的临床治疗。
目前，肿瘤细胞被广泛用于癌症致癌机理、基因

功能、药物筛选等研究中。但是，在普通培养板／培
养瓶中，肿瘤细胞处于非生理状态下，不具备肿瘤组
织的异质性特点，也无法形成团聚结构。组织工程
技术的推广加速了肿瘤体外模型的发展，并提供了
一系列可以构建更真实肿瘤模型的技术，如细胞打
印技术和水凝胶法。细胞打印技术虽能精确控制肿
瘤细胞的微环境［４］，但目前其推广受到设备昂贵、工
艺复杂等因素的制约。因此，利用水凝胶模拟细胞
微环境成为肿瘤体外模型构建中备受青睐的新方

法。Ｍａｔｒｉｇｅｌ凝胶是实验室中常用于阻止细胞贴壁
的天然凝胶，来源于体内的细胞外基质，在化学成分
和力学性能上均能很好地模拟肿瘤细胞的微环境，
促进肿瘤细胞的团聚行为［５］。但 Ｍａｔｒｉｇｅｌ凝胶存在
成份构成不清晰、批次间差异等实验不确定性因素，
故用于体外构建肿瘤标准模型还存在一定局限性。
与之相比较，高分子水凝胶凭借清晰的化学成份，成
为Ｍａｔｒｉｇｅｌ凝胶的代替品。高分子水凝胶的弹性模
量和含水率等力学性能在很大范围内可人工调控，
在一定程度上可模拟体内生理条件下细胞外基质的

力学微环境，从而影响肿瘤细胞的形态和迁移等行
为［６］。但是高分子水凝胶由于生物相容性欠佳，经
常需要表面处理（精氨酸－甘氨酸－天冬氨酸序列修
饰）来弥补其生物相容性的不足，这些表面处理在一
定程度上增加了高分子水凝胶合成的难度。因此，
制备生物相容性好且不需额外表面处理的高分子水

凝胶来模拟软骨肉瘤细胞微环境，是建立标准软骨
肉瘤模型的基础。本文分别制备了３种成分明确、
力学性能可控、带不同电荷的聚Ｎ，Ｎ－二甲基丙烯酰
胺（ＰＤＭＡＡｍ，电中性）、聚２－丙烯酰胺基－２－甲基丙
磺酸钠（ＰＮａＡＭＰＳ，负电荷）和聚甲基丙烯酰氧乙

基三甲基氯化铵（ＰＭＥＴＡＣ，正电荷）高分子水凝
胶，然后分别对３种不同高分子水凝胶材料的力学
性能（弹性模量）和含水率进行测定。在此基础上，
在未经蛋白修饰的高分子水凝胶上进行软骨肉瘤细

胞（ＳＷ－１３５３）培养研究，记录软骨肉瘤形态的变化，
研究细胞形态参数的分布以及高分子水凝胶对细胞

团聚行为的影响（见图１）。该研究旨在筛选出一种
对软骨肉瘤细胞生物相容性较好的高分子水凝胶，
建立一种简单、便捷的软骨肉瘤细胞团聚结构的体
外构建方法，以期为软骨肉瘤病理学的研究和新型
有效治疗手段的开发奠定基础。

图１　采用水凝胶模拟软骨肉瘤细胞外基质过程的示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｋｅｔｃｈ　ｍａｐ　ｍｉｍｉｃｋｉｎｇ　ＥＣＭ　ｏｆ　ｃｈｏｎｄｒｏｓａｒｃｏｍａ

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　试剂　Ｎ，Ｎ－二甲基丙烯酰胺（Ｔｏｋｙｏ　Ｋａ－
ｓｅｉ），２－丙烯酰胺基－２－甲基丙磺酸（ＡＭＰＳ）（山东省
煜源化学有限公司），甲基丙烯酰氧乙基三甲基氯
化铵（Ａｌｆａ　Ａｅｓａｒ），Ｎ，Ｎ－亚甲基双丙烯酰胺（国药
集团），α－酮戊二酸（上海科丰），ＲＰＭＩ　１６４０培养基
（Ｈｙｃｌｏｎｅ），胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ），青霉素Ｇ纳－硫酸
链霉素混合液（Ｈｙｃｌｏｎｅ）。

１．１．２　细胞株　软骨肉瘤细胞 ＳＷ－１３５３购至

ＡＴＣＣ。

１．１．３　仪器　紫外交联仪（美国，ＵＶＰ），荧光倒置
显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，ＩＸ８１），细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ，

ｍｏｄｅｌ３７１），电子万能试验机（深圳新三思材料检测

３８７
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有限公司，ＣＭＴ６５０３），电热鼓风干燥箱（北京科伟
永兴仪器有限公司，１０１－０型）。

１．２　高分子水凝胶的制备
本研究制备了３种带不同电荷的高分子水凝

胶，分 别 为 中 性 的 ＰＤＭＡＡｍ 凝 胶、正 电 荷 的

ＰＭＥＴＡＣ凝胶及负电荷的ＰＮａＡＭＰＳ凝胶。实验
中，分别将高分子凝胶的单体按照浓度为１ｍｏｌ／Ｌ，
交联剂浓度为４ｍｏｌ％，引发剂浓度为０．１ｍｏｌ％来
配置水溶液，配好的水溶液置于准备好的玻璃模具
中，在紫外灯（３６５ｎｍ）下照射１０ｈ，待形成凝胶之
后取出，备用。

１．３　高分子水凝胶处理及其力学性能的测定

１．３．１　高分子水凝胶的处理　将凝胶置于超纯水
中浸泡，每１２ｈ换水１次，浸泡５ｄ，以除去凝胶中
未反应的化学物质。之后用磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）
缓冲液浸泡，每１２ｈ换液１次，浸泡２ｄ。经过超纯
水及ＰＢＳ平衡后的水凝胶用２４孔板模具切成直径

１５ｍｍ，厚度为２～３ｍｍ的圆柱体，随后高压蒸汽
（１２１℃，２０ｍｉｎ）灭菌，备用。

１．３．２　弹性模量的测量　去除灭菌后高分子水凝
胶表面的水分，用游标卡尺精确测量材料的直径及
厚度，然后将其置于电子万能试验机的专用夹具上，
以０．２～０．３ｍｍ／ｍｉｎ（具体为材料厚度的１０％）的
速率开始压缩，每种样品测量３次，取平均值。根据
测量数据绘制出材料的压缩应力－应变曲线，该曲线
在应变为０～０．１之间线性部分的平均斜率即为材
料的弹性模量。

１．３．３　含水率的测量　去除灭菌后高分子水凝胶
表面的水分，称重，记为凝胶湿重（Ｗｗｅｔ），然后将凝
胶置于８０℃的电热鼓风干燥箱２４ｈ，待其水分完全
除去，称重，记为凝胶干重（Ｗｄｒｙ）。每种材料测３个
样品，取平均值。由实验所得凝胶的 Ｗｗｅｔ和 Ｗｄｒｙ，
按照以下公式得到凝胶的含水率：含水率（％）＝
（Ｗｗｅｔ－Ｗｄｒｙ）／Ｗｗｅｔ×１００％。

１．４　细胞培养与形态观察

ＳＷ－１３５３细胞生长需要 ＲＰＭＩ－１６４０培养基添
加１０ｍＬ／Ｌ的胎牛血清。细胞培养条件是３７℃和５
ｍＬ／Ｌ　ＣＯ２。将处于对数期的细胞消化离心后，接
种到３种水凝胶上（同种凝胶试验设３组平行），细
胞浓度为２×１０４ 个／ｃｍ２。接种细胞６ｈ后照相，随
后每隔２４ｈ照相，每块凝胶每次照相５张。用Ｉｍ－
ａｇｅ－Ｐｒｏ　Ｐｌｕｓ　６．０测量所得照片中细胞的周长（Ｐ）及
面积（Ａ），利用公式Ｓ＝４πＡ／Ｐ２ 计算细胞形态参
数，分析细胞形态分布。

２　结果与讨论

２．１　高分子水凝胶的性能表征
为比较水凝胶力学性能与体内环境的相似性，

对所合成３种高分子水凝胶的弹性模量和含水率进
行了测量。图２（ａ）给出了３种高分子水凝胶的分子
结构，凝 胶 呈 透 明 状，根 据 化 学 结 构 可 推 测，

ＰＮａＡＭＰＳ凝胶由于 Ｎａ＋离子的电离，其表面呈负
电性，ＰＭＥＴＡＣ凝胶由于氯离子电离，表面呈正电
性，而ＰＤＭＡＡｍ凝胶分子式中不存在可电离的单
元，表面呈电中性。ＰＤＭＡＡｍ（中）、ＰＭＥＴＡＣ（正）
和ＰＮａＡＭＰＳ（负）３种高分子水凝胶的弹性模量如
图２（ｂ）所示，分别为（１４２±３．４）、（１０４±１５．４）和
（２１±２．４）ｋＰａ。细胞外基质的弹性模量对细胞的
贴附、分化、运动以及铺展行为具有重要影响；传统
塑料培养皿的弹性模量大约为１．４ＧＰａ［７］，体内软
骨组织的弹性模量０．６ｋＰａ［８］。我们制备的这３种
高分子水凝胶的弹性模量较传统的培养皿更接近于

体内软骨组织弹性模量，可以使细胞处于与体内更
相近的力学微环境中，而且高分子水凝胶的弹性模
量在一定范围内可由化学反应所调控，对精确控制
细胞力学微环境具有重要意义。
实验中所用高分子水凝胶的含水率测定结果如

图２（ｃ）所示，ＰＮａＡＭＰＳ凝胶（负）的含水率高达（９６
±０．０００４）％，ＰＭＥＴＡＣ 凝 胶 （正）为 （９３±
０．００５）％，ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）为（８９±０．００２）％。
传统培养板为塑料材质，含水率极低，体内软骨组织
的含水率约为７０％ ［９］。因此，与传统的培养板相
比，我们制备的高分子水凝胶具有较高的含水率，可
使细胞处于与体内更相近的化学微环境中。但高含
水率水凝胶对细胞生长的影响机制还有待深入研

究。

２．２　高分子水凝胶对细胞形态的影响
肿瘤细胞形态的变化与肿瘤的发展密切相关，

如在软骨肉瘤的发生过程中会发生间质－上皮转化
过程，即细胞形态从间质细胞的梭形转化为上皮细
胞的圆形 ［１０］。为了描述细胞在不同高分子水凝胶
上形态的变化，我们对细胞接种到凝胶上生长６ｈ
后的形态进行了记录，结果如图３（ａ）所示。在

ＰＮａＡＭＰＳ凝胶（负）、ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）、培养板
（对 照 组）上，细 胞 有 明 显 的 铺 展 行 为，而 在

ＰＭＥＴＡＣ凝胶（正）上，细胞大多呈圆形，表明该材
料对细胞的亲和性不佳，细胞不能很快贴壁铺展。
为进一步量化细胞形态，对细胞在６ｈ处的细胞形
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图２　３种高分子水凝胶的力学特征

（ａ）分子式与照片（背景正方形边长为７ｍｍ）；（ｂ）杨氏模量；（ｃ）

含水率

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

（ａ）ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｆｏｒｍｕｌａ　ａｎｄ　ｐｈｏｔｏｓ；（ｂ）Ｙｏｕｎｇ’ｓ　ｍｏｄｕｌｕｓ；（ｃ）Ｄｅ－

ｇｒｅｅ　ｏｆ　Ｓｗｅｌｌｉｎｇ

态参数（Ｓ）进行计算，结果如图３（ｂ～ｄ）所示。细胞
形态参数（Ｓ＝４πＡ／Ｐ２，Ａ为细胞面积，Ｐ为细胞周
长）是描述细胞形态的重要参数，当Ｓ接近于１时，
细胞处于圆形，未铺展，而当Ｓ接近与０时，细胞处
于铺展状态［１１］。在ＰＮａＡＭＰＳ凝胶（负）表面，细胞
形态参数集中分布在０．２～０．４；在ＰＤＭＡＡｍ凝胶
（中）上，细胞形态参数集中分布在０．４～０．５附近；
而在ＰＭＥＴＡＣ凝胶（正）上，细胞形态参数分散较
均匀，无明显的集中趋势，说明细胞形态处于一种分
散的状态，没有与凝胶发生明显的相互作用。为定
量描述３种高分子水凝胶的生物相容性，进一步对
细胞在凝胶上的铺展比率进行量化。当Ｓ＜０．３时
认为细胞铺展，并对细胞铺展比率进行计算，结果如
图３（ｅ）所示。软骨肉瘤细胞在 ＰＮａＡＭＰＳ凝胶
（负）、ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）、ＰＭＥＴＡＣ凝胶（正）上
的铺展比率分别为（３６．０±１．９）％、（２４．０±５．７）％
和（２８．０±６．０）％。
从细胞形态参数的分布来看，软骨肉瘤细胞在

ＰＮａＡＭＰＳ凝胶（负）上的铺展程度高于其它两种高

分子水凝胶，而在ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）和ＰＭＥＴＡＣ
凝胶上相对较差。根据我们前期的研究结果可知，
细胞的贴壁情况与高分子水凝胶表面的带电荷情况

密切相关 ［１２］。ＰＮａＡＭＰＳ凝胶（负）表面带负电荷，
能大量吸附培养基中的胎牛血清蛋白，促进细胞黏
附，与我们在本试验中观察到的结果相符。中性电
荷的高分子水凝胶，其表面吸附的蛋白量相对较少，
不利于细胞的吸附，与我们的试验结果一致。对表
面带正电荷的高分子水凝胶而言，有研究表明其可
以提高细胞的黏附，且比在培养板上的贴壁效率高
［１３］，并可促进细胞的贴壁与增殖 ［１４］。但在本研究
中，正电荷的ＰＭＥＴＡＣ凝胶并未促进软骨肉瘤细
胞的贴壁与增殖，这可能是因为在人体内，软骨肉瘤
细胞处于一种负电荷的环境 ［１５］，完全相反的电荷不
利于细胞的贴壁和生长。

２．３　高分子水凝胶对细胞团聚影响
活体中软骨肉瘤细胞常形成细胞团聚，分泌大

量的细胞外基质，最终形成肿瘤组织。不同电荷的
高分子水凝胶在影响细胞铺展行为的同时，也会影
响软骨肉瘤细胞的团聚行为。为了研究不同高分子
水凝胶对软骨肉瘤形态和结构的影响，我们记录了
凝胶表面的软骨肉瘤细胞团聚结构随时间的变化关

系。试验中，每隔２４ｈ拍照，持续到１４８ｈ。图４
（ａ）为ＳＷ－１３５３细胞在不同基质上生长１４８ｈ的照
片。ＳＷ－１３５３细胞在ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）表面形成
软骨窝的类似结构；在ＰＮａＡＭＰＳ凝胶（负）表面贴
壁生长形态良好；在ＰＭＥＴＡＣ凝胶上则没有铺展。
如图４（ａ）所示，在ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）表面生长的
细胞聚集并形成细胞团聚，这种团聚结构由中间的
圆形细胞以及四周梭形细胞构成；在团聚之间，细胞
则较为疏散，形成一种细胞浓度的梯度分布。在

ＰＮａＡＭＰｓ凝胶（负）上，虽然细胞贴壁性能较好，但
细胞形态并未发生明显变化，大部分细胞呈梭形或
多角形，没有发现聚集结构，也不存在细胞浓度的分
布差异。细胞在ＰＭＥＴＡＣ凝胶（正）上不能正常生
长繁殖。
为进一步观察细胞在ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）上形

成的聚集结构，将这种结构（见图４ｂ）与图４（ｃ）所示
的软骨肉瘤临床样本切片进行比较［１６］。软骨肉瘤
在体内会形成球状细胞聚集体，分散在大量的细胞
外基质当中。细胞在ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）上形成的
细胞团聚和不均匀的细胞浓度分布，与体内的肿瘤
组织极为相似，而这种结构在培养板上是不存在的，
也是首次观察到软骨肉瘤细胞在体外的团聚行为。
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图３　凝胶对软骨肉瘤细胞（ＳＷ－１３５３）形态和铺展的影响
（ａ）细胞在接种６ｈ后的照片；（ｂ）～（ｄ）细胞在ＰＮａＡＭＰＳ、ＰＤＭＡＡｍ和ＰＭＥＴＡＣ三种水凝胶上接种６ｈ后的细胞形态参数分布；（ｅ）软骨肉
瘤细胞在凝胶上的铺展比率

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｈａｒｇｅ　ｏｎ　ｃｅｌｌ　ｓｈａｐｅ　ａｎｄ　ｓｐｒｅａｄｉｎｇ
（ａ）ｐｈａｓｅ－ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ　ｏｆ　ｃｈｏｎｄｒｏｓａｒｃｏｍａ　ｃｅｌｌ（ＳＷ－１３５３）ｏｎ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｇｅｌｓ　ａｔ　６ｈ；（ｂ－ｄ）Ｃｅｌｌ　ｓｈａｐｅ　ｆａｃｔｏｒ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ａｔ　６ｈｏｎ　ＰＮａＡＭＰＳ
（ｂ），ＰＤＭＡＡｍ（ｃ）ａｎｄ　ＰＭＥＴＡＣ（ｄ）；（ｅ）Ｓｐｒｅａｄ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｃｈｏｎｄｒｏｓａｒｃｏｍａ　ｃｅｌｌ（ＳＷ－１３５３）ｏｎ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｇｅｌｓ　ａｔ　６ｈ
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图４　软骨肉瘤细胞在不同凝胶上生长１４８ｈ后的形态

（ａ）细胞在ＰＮａＡＭＰＳ、ＰＤＭＡＡＭ、ＰＭＥＴＡＣ及培养板上的显微照片；（ｂ）细胞在ＰＤＭＡＡｍ上形成的细胞团聚；（ｃ）软骨肉瘤组织切片

（Ｈ＆Ｅ染色）

Ｆｉｇ．４　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ｃｈｏｎｄｒｏｓａｒｃｏｍａ　ｃｅｌｌｓ　ｏｎ　ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｈａｒｇｅ　ａｆｔｅｒ　１４８ｈ
（ａ）Ｐｈａｓｅ－ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ　ｏｆ　ｃｈｏｎｄｒｏｓａｒｃｏｍａ　ｃｅｌｌ（ＳＷ－１３５３）ｏｎ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｇｅｌｓ　ａｔ　１４８ｈ；（ｂ）Ｃｅｌｌ　ａｇｇｒｅｇａｔｅ　ｏｎ　ＰＤＭＡＡｍ；（ｃ）Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ

ｓｅｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｓａｍｐｌｅ（Ｈ＆Ｅ　ｓｔａｉｎｎｉｎｇ）

ＰＤＭＡＡｍ凝胶（中）虽然在细胞贴附性能上不如

ＰＮａＡＭＰＳ凝胶（负），但其可以促进肿瘤微结构的
形成，在形态上模拟肿瘤在体内的结构，故 ＰＤ－
ＭＡＡｍ凝胶（中）在制备体外软骨肉瘤模型中具有

很大应用前景。

３　结论

本文制备了 ３ 种不同电荷高分子水凝胶
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（ＰＭＥＴＡＣ、ＰＤＭＡＡｍ和ＰＮａＡＭＰＳ），初步测定了
这３种水凝胶的力学性能，并研究了凝胶对软骨肉
瘤细胞（ＳＷ－１３５３）生长及形成团聚的影响。研究发
现，这３种高分子水凝胶在弹性模量和含水率方面
均比传统的培养板更接近体内软骨肉瘤细胞的微环

境，ＰＮａＡＭＰＳ凝胶（负）可以促进细胞的贴壁，

ＰＭＥＴＡＣ凝胶（正）不支持细胞的生长，而 ＰＤ－
ＭＡＡｍ凝胶（中）可以促进细胞形成肿瘤团聚。这
种团聚结构使细胞处于一种不均匀的分布状态，与
体内的软骨肉瘤结构非常相似，因此带中性电荷的

ＰＤＭＡＡｍ高分子水凝胶较其他两种电荷高分子水
凝胶更易构建出体内软骨肉瘤结构。综上所述，中
性ＰＤＭＡＡｍ高分子水凝胶的合成过程简单，成分
清晰，重复性高，并且不需任何额外的修饰步骤，在
构建软骨肉瘤体外模型方面具有重要应用前景，对
于软骨肉瘤治疗手段的发现具有重要意义。
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