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(57)摘要

本发明涉及一种使用左旋水凝胶材料促进

骨髓间充质干细胞成骨分化的方法，其解决了现

有基质材料难以精确调控干细胞成骨分化的技

术问题，其主要步骤为：将左旋凝胶因子溶于二

甲基亚砜溶液,获得左旋凝胶因子溶液，置于24

孔板底部；将制得的左旋凝胶因子溶液混入骨髓

间充质干细胞的培养基悬液，在24孔板中混匀，

静置，形成水凝胶；将制得的水凝胶放入无成骨

诱导因子的间充质干细胞培养基培养，间隔时间

更换间充质干细胞培养基；所述左旋水凝胶中的

骨髓间充质干细胞在左旋手性环境中生长7天

后，进行骨髓间充质干细胞免疫荧光成骨分化检

测。本发明可广泛应用于水凝胶纤维调控三维间

充质干细胞成骨分化领域。
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1.一种使用左旋水凝胶材料促进骨髓间充质干细胞成骨分化的方法，其特征是，包含

以下步骤：

(1)将左旋凝胶因子溶于二甲基亚砜溶液,获得质量体积浓度为12mg/μL～33mg/μL的

左旋凝胶因子溶液，置于24孔板底部；所述左旋凝胶因子为C2对称的苯丙氨酸衍生物类水

凝胶因子；

(2)将所述步骤(1)中制得的左旋凝胶因子溶液混入骨髓间充质干细胞的培养基悬液，

在24孔板中混匀，在30～40℃条件下静置30～60min，形成左旋水凝胶；

(3)将所述步骤(2)中制得的左旋水凝胶放入无成骨诱导因子的间充质干细胞培养基

培养，间隔时间更换所述的间充质干细胞培养基；

(4)所述左旋水凝胶中的骨髓间充质干细胞在左旋手性环境中生长7天后，进行骨髓间

充质干细胞免疫荧光成骨分化检测。

2.根据权利要求1所述的使用左旋水凝胶材料促进骨髓间充质干细胞成骨分化的方

法，其特征在于，步骤(2)中，所述的培养基悬液内含有骨髓间充质干细胞的个数为10万个。

3.根据权利要求1所述的使用左旋水凝胶材料促进骨髓间充质干细胞成骨分化的方

法，其特征在于，步骤(3)中，所述间隔时间为2天。
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使用左旋水凝胶材料促进骨髓间充质干细胞成骨分化的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及水凝胶生物植入材料领域，具体地说是一种使用左旋水凝胶材料促进

骨髓间充质干细胞成骨分化的方法。

背景技术

[0002] 干细胞的生长局部微环境可以调节细胞命运和细胞行为，并指导发育过程。在胚

胎发育期间，细胞外基质微环境参与调控胚胎成型和器官发生。多能干细胞的物理环境调

节它们的自我更新和分化。机械和物理线索在成体组织中也很重要，其中成体干细胞需要

与细胞外基质的物理相互作用以维持其效力。因此，如何通过细胞外基质调节干细胞分化

和功能，成为了如今再生医学研究热点。从仿生和组织修复需求的角度设计与构建高生物

活性支架材料，实现组织细胞功能的选择性调控，促进骨组织修复重建成为医学领域重要

发展方向。因此，干细胞响应支架材料微环境特征引发功能分化是科学问题的核心，从而设

计与获得具有“生物响应调控”功能的支架材料。

发明内容

[0003] 本发明就是为了解决现有基质材料难以精确调控干细胞成骨分化的技术问题，提

供了一种使用左旋水凝胶材料促进骨髓间充质干细胞成骨分化的方法。

[0004] 为此，本发明提供了一种使用左旋水凝胶材料促进骨髓间充质干细胞成骨分化的

方法，具体步骤如下：(1)将左旋凝胶因子溶于二甲基亚砜溶液，获得质量体积浓度为12mg/

ul～33mg/ul的左旋凝胶因子溶液，置于24孔板底部；所述左旋凝胶因子为C2对称的苯丙氨

酸衍生物类水凝胶因子；(2)将步骤(1)中制得的左旋凝胶因子溶液混入骨髓间充质干细胞

的培养基悬液，在24孔板中混匀，在30～40℃条件下静置30～60min，形成左旋水凝胶；(3)

将步骤(2)中制得的左旋水凝胶放入无成骨诱导因子的间充质干细胞培养基培养，间隔时

间更换间充质干细胞培养基；(4)所述左旋水凝胶中的骨髓间充质干细胞在左旋手性环境

中生长7天后，进行骨髓间充质干细胞免疫荧光成骨分化检测。

[0005] 优选地，步骤(2)中，培养基悬液内含有骨髓间充质干细胞的个数为10万个。

[0006] 优选地，步骤(3)中，间隔时间为2天。

[0007] 本发明的有益性：

[0008] 本发明设计一种可以三维培养间充质干细胞的水凝胶材料，并能通过改变材料分

子手性这一基本特性，达到调控干细胞命运的目的，解决了现有基质材料难以精确调控干

细胞成骨分化这一技术难点，从而满足临床精准医疗的需求。

[0009] 本发明中，调控骨髓间充质干细胞成骨分化的材料是左旋凝胶因子，C2对称的苯

丙氨酸衍生物类水凝胶因子能在细胞悬液中自组装形成纤维网状链，为细胞的生长提供左

旋纤维空间，利用细胞对三维空间手性的响应，左旋纤维空间结构能够促进环境内的骨髓

间充质干细胞成骨分化，左旋水凝胶混合干细胞植入骨缺损区域有明显的骨修复效果。
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附图说明

[0010] 图1为本发明中的C2对称的苯丙氨酸衍生物类水凝胶因子形成的左旋纤维空间的

扫描电镜；

[0011] 图2为本发明实施例1左旋水凝胶培养7天后，免疫荧光观察成骨检测；

[0012] 图3为本发明实施例3和对比例的颅骨缺损实验microCT。

[0013] 附图标记：

[0014] 1.左旋组，2右旋组，3消旋组，4.空白组。

具体实施方式

[0015] 根据下述实施例，可以更好地理解本发明。然而，本领域的技术人员容易理解，实

施例所描述的内容仅用于说明本发明，而不应当也不会限制权力要求书中所描述的本发

明。

[0016] 实施例1

[0017] 使用左旋凝胶因子溶于二甲基亚砜溶液，获得质量体积浓度为33mg/ul左旋凝胶

因子溶液，并置于24孔板底部，500ul的含10万个骨髓间充质干细胞的培养基悬液快速注射

入上述的24孔板孔中，40℃下静置60分钟可形成左旋水凝胶。

[0018] 将左旋水凝胶加入无成骨诱导因子的间充质干细胞培养基(组分为间充质干细胞

基础培养基+10％的胎牛血清+100IU/mL青霉素‑链霉素，均购买于赛业生物科技有限公司，

下同)，培养期间，每间隔2天更换左旋水凝胶上的间充质干细胞培养基。

[0019] 将左旋水凝胶混合间充质干细胞培养7天后，进行骨髓间充质干细胞免疫荧光成

骨分化检测，如图2所示。

[0020] 实施例2

[0021] 使用左旋凝胶因子溶于二甲基亚砜溶液中，获得质量体积浓度为23mg/ul左旋凝

胶因子溶液，并置于24孔板底部，500ul的含10万个骨髓间充质干细胞的培养基悬液快速注

射入上述的24孔板孔中，35℃下静置45分钟可形成左旋水凝胶。

[0022] 将左旋水凝胶加入无成骨诱导因子的间充质干细胞培养基，培养期间，每间隔2天

更换左旋水凝胶上的间充质干细胞培养基。

[0023] 将左旋水凝胶混合间充质干细胞培养7天后，进行骨髓间充质干细胞免疫荧光成

骨分化检测。

[0024] 实施例3

[0025] 使用左旋凝胶因子溶于二甲基亚砜溶液，获得质量体积浓度为12mg/ul的左旋凝

胶因子溶液，并置于24孔板底部，500ul的含10万个骨髓间充质干细胞的培养基悬液快速注

射入上述的24孔板孔中，30℃下静置30分钟可形成左旋水凝胶。

[0026] 将左旋水凝胶加入无成骨诱导因子的间充质干细胞培养基培养，其中无成骨诱导

因子的间充值干细胞培养基，培养期间，每间隔2天更换左旋水凝胶上的间充质干细胞培养

基。

[0027] 将左旋水凝胶混合间充质干细胞培养3天后，植入大鼠颅骨缺损模型手术区域，八

周后取颅骨标本microCT观察新骨生成，如图3所示。

[0028] 对比例
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[0029] 分别使用右旋凝胶因子、无旋凝胶因子溶于二甲基亚砜溶液，获得质量体积浓度

均为12mg/ul的右旋凝胶因子溶液、无旋凝胶因子溶液，并置于24孔板底部，500ul的含10万

个骨髓间充质干细胞的培养基悬液快速注射入上述的24孔板孔中，30℃下30静置分钟可形

成右旋水凝胶或者无旋水凝胶。

[0030] 将右旋水凝胶和无旋水凝胶分别加入无成骨诱导因子的间充质干细胞培养基，培

养期间，每间隔2天更换右旋水凝胶或者无旋水凝胶上的间充质干细胞培养基。

[0031] 实施例4成骨检测

[0032] 将左旋水凝胶、右旋水凝胶、无旋水凝胶混合间充质干细胞培养3天后，植入大鼠

颅骨缺损模型手术区域，以及无水凝胶混合只有干细胞植入大鼠颅骨缺损模型手术区域，

八周后取颅骨标本microCT观察左旋组、右旋组、消旋组及空白组新骨生成，如图3所示，可

以证明，左旋纤维的水凝胶中的干细胞向成骨分化。
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图1

图2

图3
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