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基于胶原蛋白的干细胞 ３Ｄ 打印研究进展
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摘　 要: 干细胞 ３Ｄ 打印是以“生物打印机”为手段ꎬ 以干细胞、 生长因子、 生物材料等为主要内容重建人体组织或器官的跨

学科领域的新型再生医学工程技术ꎬ 有着美好的发展前景和巨大的社会价值ꎮ 但细胞活性的维持、 打印材料和打印过程与细

胞的相容性、 快速凝胶化等要求限制了可打印水凝胶材料的选择ꎮ 胶原蛋白是天然生物组织中细胞外基质的重要成分ꎬ 优异

的生物相容性使其在干细胞 ３Ｄ 打印中有天然优势ꎮ 综述了基于胶原蛋白的几种物理、 离子作用及共价作用凝胶化方式ꎬ 以

及干细胞 ３Ｄ 打印支架在组织工程上的研究进展ꎮ
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1　 前　 言

随着医疗手段的进步ꎬ 器官移植和修复技术得到了

极大的发展ꎬ 器官移植也已成为终末期器官疾病的主要

治疗手段ꎮ 但由于目前供体器官极度短缺ꎬ 器官移植很

受限制ꎮ 近年来ꎬ 组织工程技术飞速发展ꎬ 人们已经可

以在体外培养各种仿生组织或器官以供器官移植ꎬ 比如

已经有了应用组织工程制造的胃、 骨、 皮肤、 脊髓、 食

道等ꎮ 但传统的人造器官或仿生支架无生理活性ꎬ 还存

在诸多不足ꎬ 譬如: 支架技术的空间分辨率限制了细胞

渗透到支架材料内部的速度ꎬ 细胞不能均匀贯穿整个支

架ꎻ 无法精确地将不同种类的细胞按照人体组织器官的

结构准确定位ꎬ 不能形成类似于天然组织器官的三维结

构ꎻ 直接使用支架接种细胞可能会导致血管化的缺失、
供氧不足、 容易引起组织或器官的坏死等[１] ꎮ

直至 ２００３ 年ꎬ Ｍｉｒｏｎｏｖ 等[２] 基于生物自组装原理提

出“细胞打印”的设想ꎮ 细胞打印技术能够将细胞、 生长

因子和支架结合在一起形成一个完整的整体结构ꎬ 且各

种类型的细胞能够按照正常的解剖结构准确定位ꎬ 通过

细胞、 生长因子和支架等之间的相互作用ꎬ 行使正常的

生物学功能(见图 １[３] )ꎮ 细胞打印技术发展至今ꎬ 已经

有了相对成熟的 ３ 种方式ꎬ 分别是: 挤出成型打印、 喷

墨打印和激光辅助打印[４] ꎬ ３ 者中挤出成型打印方法简

单、 价格低廉ꎬ 是目前使用最广泛的细胞打印方式ꎮ 挤

出成型打印是指以受控方式迫使生物材料通过喷嘴喷射
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含有细胞的连续长丝以构造 ３Ｄ 结构的技术[５] ꎮ 其中ꎬ
生物材料通常指水凝胶ꎬ 利用其高含水量、 优良的生物

相容性和温和的凝胶条件ꎬ 促进细胞封装ꎬ 把不利于细

胞活性的影响降至最低[６ꎬ ７] ꎮ 目前最常用的水凝胶材料

有聚乙二醇(ＰＥＧ)、 海藻酸盐、 壳聚糖、 透明质酸和胶

原蛋白等ꎮ 其中ꎬ 胶原蛋白是一种广泛存在于人体组织

内的蛋白质ꎬ 具有接近正常组织表面的生理生化特性和

优良的生物可降解性ꎬ 是一种优良的组织工程材料[８] ꎮ

图 １　 在大鼠颅骨缺损处用喷墨打印纤维蛋白原、 凝血酶和显

像染料验证原位生物打印的可行性[３]

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｃｏｎｃｅｐｔｕａｌ ｖｉｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎ￣ｓｉｔｕ ｂｉｏｐｒｉｎｔｉｎｇꎬ ｗｉｔｈ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ

ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｂｙ ｉｎｋｊｅｔ ｐｒｉｎｔｉｎｇ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎꎬ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ａｎｄ

ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｙｅ ｉｎｔｏ ａ ｒａｔ ｃａｌｖａｒｉａｌ ｄｅｆｅｃｔ[３]

而在细胞的选择上ꎬ 干细胞相较于分化完全的功能

细胞有着明显的优势ꎮ 干细胞具有长期的自我更新能力

和广泛的分化潜能ꎬ 理论上可以提供无限数量的细胞[９] ꎮ
干细胞来源广ꎬ 在适当的诱导下能进行定向分化ꎬ 能更

好地促进器官修复与再生ꎮ 因此ꎬ 干细胞 ３Ｄ 打印被认为

是组织工程中最有潜力的技术ꎮ

2　 干细胞 3D 共打印

正常的生理组织具有自我更新和修复能力ꎬ 参与修

复更新的主要是组织特异性干细胞ꎬ 如造血干细胞、 表

皮干细胞、 神经干细胞等ꎮ 随着干细胞技术的不断发展ꎬ
干细胞分离、 培养、 移植等方面都取得了突破性的进展ꎬ
并越来越多地应用于临床治疗中ꎮ 至 ２０１６ 年底ꎬ 全球已

有 １３ 种干细胞治疗药物获批上市ꎬ 可用于治疗急性心肌

梗死、 退行性关节炎、 赫尔勒综合征等疾病[１０] ꎮ
在干细胞治疗中ꎬ 最有治疗潜力的细胞是多能干细

胞(ＰＳＣｓ)ꎬ 包括胚胎干细胞(ＥＳＣｓ)和诱导多能干细胞

(ｉＰＳＣｓ) [９] ꎮ 但 ＥＳＣｓ 的临床应用受到伦理限制ꎬ ｉＰＳＣｓ
的临床应用受到安全性(尤指致瘤风险)、 临床疗效及成

本等限制ꎬ 所以目前干细胞治疗以成体干细胞治疗为

主[１０] ꎮ 成体干细胞治疗根据部位的不同ꎬ 可以选用间充

质干细胞(ＭＳＣｓ)及神经干细胞(ＮＳＣｓ)等ꎮ 表 １ 列举了

常见的干细胞、 支架材料及其应用ꎮ
传统的细胞支架是在已成型的支架中种植细胞ꎬ 体外

培养后再植入体内ꎬ 这种方式难免会遇到诸多组织移植的

问题ꎬ 如支架技术的空间分辨率低、 细胞不能渗透到支架

内部、 血管化的缺失导致组织供养不足及坏死等ꎮ 而干细

胞的状态及行为与其生存的微环境密切相关ꎬ 支架材料的

硬度、 表面特征、 孔隙结构、 降解性等对干细胞的活性和

功能也有一定的影响ꎬ 同时ꎬ 材料的化学组成会影响细胞

的粘附、 迁移、 增殖和后续组织的形成[３０]ꎮ 良好的支架

材料应该既能为细胞提供增殖和分泌基质的微环境ꎬ 又能

维持细胞表型以及功能的表达ꎮ 因此ꎬ 选用细胞包埋水凝

胶比传统支架形成后种植细胞有更多优点ꎬ 包括能更好地

注入细胞和控制细胞分布等[３１]ꎮ

表 １　 水凝胶封装干细胞的应用举例

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

Ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＰＳＣｓ Ｃｏｌｌａｇｅｎ[１３] ꎬ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ[１４] ꎬ ｅｔｃ. Ｒｅｐａｉｒ ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ[１４] ꎬ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ[１３] ꎬ ｐａｎｃｒｅａｓ[１３] ꎬ ｅｔｃ.

ＭＳＣｓ
Ａｌｇｉｎａｔｅ[１６] ꎬ ｃｏｌｌａｇｅｎ[１７] ꎬ ｃｈｉｔｏｓａｎ[１８] ꎬ

ｆｉｂｒｉｎ[１７] ꎬ ＰＣＬ[１６] ꎬ ｅｔｃ.
Ｒｅｐａｉｒ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ[１６] ꎬ ｃａｒｄｉａｃ ｔｉｓｓｕｅ[１９] ꎬ
ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ[１８] ꎬ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ[２０] ꎬ ｅｔｃ.

ＮＳＣｓ
Ａｌｇｉｎａｔｅ[２１] ꎬ ｃｏｌｌａｇｅｎ[２２] ꎬ ｇｒａｐｈｅｎｅ[２３] ꎬ ＰＡＭ[２４] ꎬ

ＰＣＬ[２５] ꎬ ＰＵ[２３ꎬ ２５] ꎬ ｅｔｃ.
Ｒｅｐａｉｒ ｎｅｒｖｅ ｔｉｓｓｕｅ[２２] ꎬ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅꎬ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ[２６] ꎬ ｅｔｃ.

ＣＰＣｓ
Ａｌｇｉｎａｔｅ[２７] ꎬ ｃｏｌｌａｇｅｎ[２８] ꎬ

ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ[２９] ꎬ ＰＥＧ [３０] ꎬ ＰＬＧＡ[３１] ꎬ ｅｔｃ.
Ｔｒｅａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｃａｒｄｉａｃ ｔｉｓｓｕｅ[３１]

Ｎｏｔｅｓ:ＣＰＣｓ:Ｃａｒｄｉａｃ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓꎻＰＣＬ:ＰｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅꎻＰＡＭ:ＰｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅꎻＰＵ:ＰｏｌｙｕｒｅｔｈａｎｅꎻＰＥＧ:Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌꎻＰＬＧＡ:Ｐｏｌｙ( ｌａｃｔｉｃ￣ｃｏ￣
ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ)
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3　 胶原蛋白及其细胞支架

胶原蛋白是人体中分布最广泛的蛋白质ꎬ 大约占蛋

白质总量的 ３０％ [３２] ꎬ 在脊椎动物中已经发现了 ２８ 种不

同的胶原蛋白ꎬ 类胶原蛋白的种类更加丰富[３３] ꎮ 胶原蛋

白分子存在独特的功能域ꎬ 是由 ３ 条左旋且平行的 α 链

形成的三螺旋结构ꎮ 甘氨酸在三螺旋结构中有至关重要

的地位ꎬ 因为它是最小的氨基酸ꎬ 能被三螺旋结构紧密

包裹在内部[３４] ꎻ 此外ꎬ 该结构中还存在许多垂直于螺旋

轴的氢键ꎬ 将肽链紧密地连接在一起ꎬ 使三螺旋结构更

加稳定[３５] ꎮ
胶原蛋白作为一种天然生物大分子材料ꎬ 来源广泛

且与人体多数组织的生理性质相近ꎬ 已被广泛地应用于

组织工程中ꎬ 尤其是血管[３６]和骨组织[３７]修复ꎮ 并且胶原

蛋白中含有的精氨酸￣甘氨酸￣天冬氨酸(ＲＧＤ)序列可以

与干细胞相互作用ꎬ 制成的 ３Ｄ 胶原支架可以增加细胞的

粘附、 增殖和分化[３８] ꎬ 同时ꎬ 胶原支架的降解成分在新

组织形成过程中可以被细胞重复利用ꎬ 十分有利于促进

组织修复[３９] ꎮ 但单纯的胶原蛋白用于组织支架制备ꎬ 存

在难于塑形、 缺乏一定的力学性能、 在生物体内降解过

快等问题ꎮ 为了满足组织修复中的复杂需求ꎬ 胶原蛋白

通常与其他高分子材料复合ꎬ 制造出功能各异的细胞

支架ꎮ
在胶原蛋白中添加其他天然的高分子材料可以发挥

它们不同的理化性质ꎬ 优势互补ꎬ 能更好地促进细胞粘

附、 生长和增殖ꎮ Ｍａｄｈａｖａｎ 等[３６]在胶原凝胶中加入弹性

蛋白 及 壳 聚 糖ꎬ 其 拉 升 率 和 极 限 应 力 明 显 提 高ꎮ
Ｂｕｔｔａｆｏｃｏ 等[４０]将胶原蛋白和弹性蛋白以 １ ∶ １ 的比例共混

电纺ꎬ 制备出的纤维膜支架能很好地支持血管平滑肌细

胞生长及增殖ꎮ 同样地ꎬ 胶原蛋白复合丝素蛋白[４１] 、 透

明质酸[４２] 等天然高分子材料后ꎬ 力学性能都有明显

提升ꎮ
虽然天然高分子的生物相容性好ꎬ 但其机械性能、

降解速率等还不能媲美许多人工合成的高分子材料ꎬ 所

以研究者们也使用胶原蛋白与人工合成高分子复合ꎬ 以

制备性能优良的组织工程支架ꎮ 其中常用于与胶原蛋白

复合的人工合成高分子材料有聚己内酯(ＰＣＬ)、 聚对二

氧杂环己酮(ＰＤＯ)和聚乳酸￣羟基乙酸共聚物(ＰＬＧＡ)等ꎮ
胶原蛋白与 ＰＣＬ 共混后电纺制备的支架力学强度高、 能

在体内保持稳定结构ꎬ 有望成为传统人工血管的代替

物[４３] ꎮ ＰＤＯ 与其他材料相比ꎬ 具有形状记忆功能、 力学

性能理想、 抗原性低和降解速率慢等特性ꎬ 与胶原蛋白

共混后进行电纺得到的支架ꎬ 可以模拟血管微环境的力

学和形态学性能[４４] ꎮ 胶原蛋白复合 ＰＬＧＡ 制备的支架能

促进内皮细胞的粘附及延伸ꎬ 并保持细胞表型[４３] ꎮ
胶原蛋白支架发展至今ꎬ 已有许多机械强度、 降解

速度、 细胞亲和力都有很好改善的仿生支架面市ꎮ 总而

言之ꎬ 现有的胶原仿生支架大多是通过交联、 侧链引入

等方法将胶原蛋白与其他材料复合制备的ꎬ 而在支架制

备工艺上使用较多的是经典的静电纺丝法、 冷冻干燥法、
气体发泡法和致孔剂制孔法等ꎮ 然而ꎬ 这些方法制备的

支架存在孔径大小和空间分布难以控制等不足[４５] ꎬ 无法

为细胞提供最佳的生存空间ꎮ 基于胶原蛋白利用 ３Ｄ 打印

技术构建细胞 ３Ｄ 打印一体化策略ꎬ 一方面利用 ３Ｄ 打印

技术实现快速、 精确、 可控地构造仿生组织替代物ꎬ 另

一方面利用胶原蛋白的特性为细胞提供良好的微环境ꎬ
提高细胞的存活率和增殖率ꎮ

4　 基于胶原蛋白的干细胞 3D 打印

4􀆰 1　 物理凝胶法

物理交联水凝胶主要是通过高分子链间的缠结或者

非化学键(如氢键和亲 /疏水相互作用等)形成ꎬ 具有动

态特征ꎬ 可以实现溶液￣凝胶的可逆变化ꎮ 常见的物理凝

胶方法有热诱导的链缠结、 分子自组装等[４６] ꎮ
４􀆰 １􀆰 １　 热诱导的链缠结致凝胶化

许多聚合物的凝胶化是由热驱动的过程ꎬ 它们对温

度升高或降低响应的直接表现为溶解度的改变ꎬ 实际是

亲水和疏水链段比率的改变ꎬ 所以又被称为具有“温敏

性”ꎮ 根据转变行为的不同ꎬ 分别定义为低临界溶解温度

(ＬＣＳＴ)和高临界溶解温度(ＵＣＳＴ) [４６] ꎮ
在干细胞 ３Ｄ 打印中ꎬ 这种具有温敏性的可注射水

凝胶是研究热点ꎮ Ｔａｎ 等[４７]使用 ＰＬＧＡ 封装细胞形成多

孔微球ꎬ 再混合胶原蛋白 /琼脂溶液ꎬ 利用微管挤压法

在冷平台上打印ꎬ 可立即形成复合水凝胶ꎮ ３７ ℃ 孵育

２４ ｈꎬ 水凝胶中形成胶原纤维ꎬ 为细胞提供更好的附着

(如图 ２)ꎮ Ｗａｎｇ 等[４８] 将人 ＭＳＣｓ 封装进一种由Ⅰ型胶

原蛋白、 硫酸软骨素和一种复杂聚合物组成的复合水凝

胶ꎬ 其中的复杂聚合物是 Ｎ￣异丙基丙烯酰胺、 丙烯酸、
丙烯酰氧基琥珀酰亚胺、 聚(环丙烷碳酸盐)甲基丙烯

酸羟乙基酯的嵌段共聚物ꎬ 在室温附近显示出具有

ＬＣＳＴ 的相变行为ꎮ 该水凝胶需要在 ４ ℃ 下注射成型ꎬ
能够在 ３７ ℃的环境中于 ６ ｓ 内发生凝胶化ꎮ 这种复合型

水凝胶具有与人类心肌相匹配的模量和柔性、 良好的可

注射性、 透氧性、 力学性能和可降解性ꎬ 可用作心血管

组织工程中生长因子和细胞的载体ꎮ Ｓｏｎｇ 等[４９] 将人源

脂肪间充质干细胞(ＡＤＳＣｓ)与壳聚糖 / β￣甘油磷酸盐 /胶
原蛋白混合ꎬ ３７ ℃下很快形成凝胶ꎮ 壳聚糖 / β￣甘油磷

酸盐是一种温敏型水凝胶ꎬ 胶原蛋白的参与可以促进细
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胞增殖ꎬ 维持细胞形态和细胞活性ꎮ 这种新型水凝胶具

有良好的组织相容性ꎬ 为 ＡＤＳＣｓ 的生长提供了良好的

三维微环境ꎮ
热诱导的链缠结致凝胶化方法ꎬ 不利用其它诱导条

件ꎬ 如 ｐＨ 调节、 诱导剂、 ＵＶ 光等ꎬ 仅通过温度控制胶

原复合水凝胶快速成型ꎬ 凝胶中的干细胞和生长因子的

生物活性可以得到很好的保存ꎬ 在干细胞 ３Ｄ 打印中有着

很好的应用前景ꎮ
４􀆰 １􀆰 ２　 自组装致凝胶化

非化学键分子自组装是一种重要的凝胶化机理ꎬ 在

蛋白质水凝胶中尤为常见ꎮ 自组装的定义是在没有外部

的干预下ꎬ 分子链在至少一个维度上自发形成新的有序

结构ꎮ 弱非共价键ꎬ 包括氢键、 范德华力和疏水相互作

用ꎬ 能使大分子折叠成具有明确定义的结构和功能构象ꎮ
胶原蛋白的分层自组装依赖于其氨基酸排列ꎬ 由三螺旋

结构进一步促成胶原微纤维ꎬ 最终形成胶原水凝胶[４６] ꎮ
胶原蛋白水凝胶在成分和结构上与天然细胞外基质

相似ꎬ 且对成骨分化有着促进作用ꎬ 被广泛用于三维基

质以支持骨髓间充质干细胞 ( ＢＭＳＣｓ) 的增殖和分化ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[５０]提取小牛皮肤的胶原蛋白ꎬ 在中性条件下与

新生兔 ＢＭＳＣｓ 混合注入模具ꎬ ３０ ｍｉｎ 实现凝胶化ꎮ 结果

表明在无任何生长因子添加的条件下ꎬ 胶原水凝胶对

ＢＭＳＣｓ 仍具有固有的成软骨分化诱导性ꎬ 对临床软骨再

生有极大帮助ꎮ
除了直接将干细胞封装在水凝胶中ꎬ 研究者们还提

出了使用纳米微球封装干细胞的概念ꎬ 与水凝胶一起使

用可以增加细胞桥接作用ꎮ ＤｅＶｏｌｄｅｒ 等[５１] 通过在凝胶内

掺入可水解的 ＰＬＧＡ 微粒来调节胶原蛋白凝胶的机械性

能ꎮ 一定直径的 ＰＬＧＡ 微球能刺激胶原原纤维的物理缔

合作用ꎬ 显著改变凝胶的弹性和硬度ꎬ 同时对凝胶的抗

渗透性影响很小ꎮ Ｃｈｅｎ 等[５２]使用水包油包水双乳液溶剂

蒸发法制备 ３￣羟基丁酸酯和 ３￣羟基戊酸酯的共聚物(ＰＨ￣
ＢＶ)微球ꎬ 将小鼠神经前体细胞(ＮＰＣｓ)接种在 ＰＨＢＶ 微

球上ꎬ 再将含有细胞的微球、 层粘连蛋白、 神经生长因

子(ＮＧＦ)等封装入胶原蛋白中ꎬ ３７ ℃下孵育２ ｈ 以形成

水凝胶ꎬ 这种水凝胶通过更紧密的包装以及将细胞接种

到凝胶空间中可进一步促进基质材料与细胞桥接ꎮ
4􀆰 2　 离子作用凝胶法

海藻酸盐是从褐藻中提取的一种无规嵌段共聚物ꎬ
其水溶液在许多二价金属阳离子(如 Ｃａ２＋、 Ｚｎ２＋等)的作

用下会发生分子链和离子的螯合作用ꎬ 使海藻酸盐分子

链形成螺旋状结构并成对地包裹和环绕在阳离子周围ꎮ
由于海藻酸盐溶胶￣凝胶转变过程条件温和ꎬ 其本身对细

胞没有明显的负面作用ꎬ 且在需要的时候可发生可逆转

变ꎬ 因而被广泛用于细胞封装ꎮ
海藻酸盐可以很好地与胶原蛋白复合成细胞载体ꎬ

在干细胞打印中有很好的应用前景ꎮ Ｎｇｕｙｅｎ 等[５３] 利用

海藻酸盐和 Ｃａ２＋的交联作用ꎬ 用胶原蛋白 /海藻酸盐封

装人 ＭＳＣｓ 和人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ)ꎬ 挤出至培

养基中孵育ꎬ 交联成型后分别进行了动态培养和静态培

养ꎬ 证明了胶原蛋白在促进成骨和血管生成方面有独特

功能ꎮ
随着生物 ３Ｄ 打印技术的不断进步ꎬ 研究者们越来越

不满足于单一结构的打印方式ꎬ 其中最典型的是利用海

藻酸盐和胶原蛋白复合的核￣壳打印方式ꎮ Ｏｌｍｏｓ 等[５４] 设

计了用于细胞包封的大鼠Ⅰ型胶原蛋白 /海藻酸盐核￣壳
结构水凝胶ꎬ 他们用同心双喷嘴同时喷射注有大鼠

ＢＭＳＣｓ 的胶原蛋白溶液的核和含海藻酸盐溶液的壳ꎬ 在

氯化钙离子浴中制备双层水凝胶结构ꎬ 以获得纤维结构

的支架ꎮ 该研究在壳结构中加载生物活性分子ꎬ 比如药

物、 生长因子或是基因等ꎬ 在细胞靶向治疗和组织工程

应用中具有极好的前景ꎮ Ｐｅｒｅｚ 等[５５] 也使用了胶原蛋白 /
海藻酸盐的核￣壳结构封装兔 ＭＳＣｓꎬ 装载有 ＭＳＣｓ 的胶原

溶液作为核ꎬ 海藻酸盐溶液作为壳ꎬ 通过钙离子交联成

型ꎬ 再进一步孵育用于骨组织工程的细胞培养ꎮ 这种生

物墨水可由生物 ３Ｄ 打印机模塑成任何确定的形状ꎬ 其本

身也可保持连续的纤维结构ꎮ Ｙｅｏ 等[５６] 通过计算机控制

的三轴打印系统打印了多层的载有细胞的网状结构ꎮ 他

们使用Ⅰ型猪腱胶原蛋白混合人 ＡＤＳＣｓ 作核结构ꎬ 以纯

海藻酸盐作为壳结构ꎬ 使用氯化钙溶液进行气溶胶处理

以暂时交联壳层中的海藻酸盐部分ꎬ 使得载有细胞的胶

原组分可以稳定地保留在圆柱形核￣壳的核心区域中ꎮ 此

复合型水凝胶在成肝诱导分化培养基诱导后ꎬ 表现出高

水平的肝特异性基因表达ꎬ 说明使用这种组合工艺制造

的载有细胞的核￣壳结构ꎬ 可能具有作为用于组织再生的

细胞负载结构的显著潜力ꎮ
单纯的海藻酸盐水凝胶存在细胞附着点少、 交联后

收缩、 降解性差等缺点ꎬ 即使经较长期的培养ꎬ 海藻酸

盐与细胞构建体仍缺乏如胶原原纤维和蛋白多糖类的连

续网络ꎬ 这对于组织工程支架的应用是不利的ꎮ 而海藻

酸盐复合胶原蛋白水凝胶结合了两者的优势ꎬ 有着良好

的生物相容性、 广泛的来源和较强的可塑性等特点ꎬ 尤

其是在二价阳离子中交联速度极快、 可在细胞存活的条

件下成胶ꎬ 呈现出“１＋１>２”的效应ꎮ
4􀆰 3　 共价作用凝胶法

化学交联水凝胶则是通过高分子链间的共价键交联

形成ꎬ 与物理交联水凝胶相比ꎬ 化学交联在稳定水凝胶

基质方面表现更好ꎮ 研究者们也已经设计了多种生物相

４５５
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容的化学反应用于在基质内细胞存在的条件下直接形成

水凝胶[４６] ꎮ
４􀆰 ３􀆰 １　 光引发致凝胶化

某些化合物在特定波长光的照射下会产生活性中心ꎬ
从而引发聚合反应ꎬ 在空间中联结成交联网络进而形成

水凝胶ꎬ 比较典型的有核黄素和甲基丙烯酸修饰的大分

子等ꎮ
核黄素又被称为维生素 Ｂ２ꎬ 在碱性条件下易被破

坏ꎮ 核黄素诱导的胶原蛋白光交联是一种非细胞毒性的

交联方式ꎬ 能强化水凝胶的机械性能ꎮ Ｋｏｈ 等[５７] 研发了

一种核黄素诱导的光交联胶原蛋白 /透明质酸水凝胶ꎬ 紫

外光照射 ３ ｍｉｎ 即可使凝胶成型ꎮ 用这种水凝胶包封扁

桃体衍生的间充质干细胞(Ｔ￣ＭＳＣｓ)ꎬ 代替传统的 ＢＭＳＣｓ
应用于半月板组织工程ꎬ 能刺激纤维软骨相关的基因表

达ꎬ 也能一定程度上解决同种异体移植的问题ꎮ Ｃｈｏｉ
等[５８]将甲基丙基酸修饰到壳聚糖上ꎬ 混合鸡胸骨Ⅱ型胶

原蛋白和 ＭＳＣｓꎬ 并以核黄素作为光引发交联剂ꎬ 暴露于

可见蓝光(ＶＢＬ)下几十秒之后形成水凝胶ꎮ 其中掺入的

转化生长因子￣β１(ＴＧＦ￣β１)进一步增强了 ＭＳＣｓ 的成软骨

分化能力ꎮ 实验结果表明ꎬ 皮下植入该水凝胶干细胞共

混培养物后ꎬ 显示出很高的软骨修复潜力ꎮ
甲基丙烯酸酯基团中含有共轭双键ꎬ 用其修饰的蛋

白在紫外光的照射下易转变为激发态ꎬ 产生活性中心从

而引起光化学反应ꎮ Ｙａｎｇ 等[５９]利用胶原蛋白上的赖氨酸

与甲基丙烯酸酐上的 ε￣氨基发生酰胺化反应合成Ⅱ型胶

原甲基丙烯酰胺ꎬ 使胶原能够实现光交联ꎮ 实验结果表

明ꎬ 功能化修饰不仅保护了胶原蛋白的天然三螺旋构象ꎬ
而且赋予其光交联能力ꎬ 可用于有明确定义的复杂组织

结构的精细加工ꎬ 为 ３Ｄ 细胞打印提供了一种理想的生物

墨水材料ꎮ Ｇａｕｄｅｔ 等[６０]用甲基丙烯酸酯功能化修饰胶原

蛋白ꎬ 这种合成反应可以保留胶原蛋白的基本性质ꎬ 并

使其在波长为 ３６５ ｎｍ 的紫外光照射下发生凝胶化ꎬ 且储

能模量比修饰前增加 ５ 倍ꎬ 其封装的人源ＭＳＣｓ 也能很好

地存活ꎮ Ｄｕ 等[６１]将带有胶原结合域的骨形态发生蛋白 ２
(ＣＢＤ￣ＢＭＰ２)微纤维、 ＢＭＳＣｓ 以及甲基丙烯酰胺修饰的

明胶共混液ꎬ ３Ｄ 打印出一定形貌后以光引发剂 Ｉ２９５９ 作

交联剂紫外光照射 １~ ５ ｍｉｎ 可发生凝胶化ꎬ 结果表明该

胶原微纤维可以更安全有效地诱导 ＢＭＳＣｓ 分化为成骨

细胞ꎮ
ＰＥＧ 是公认的一种良好的生物材料ꎬ 在一定条件下

能形成水凝胶ꎬ 此外还可对四臂聚乙二醇(４ａｒｍ￣ＰＥＧ)进
行进一步的化学修饰ꎬ 从而构成性能更优的水凝胶ꎮ
Ｃｏｌｌｉｎ 等[６２]设计了一种由四臂￣琥珀酰亚胺基戊二酸酯醚￣
聚乙二醇(４Ｓ￣ＳｔａｒＰＥＧ)交联的Ⅱ型去端肽胶原蛋白 /透明

质酸的可注射水凝胶ꎬ 用于封装ＮＰＣｓ 和ＡＤＳＣｓꎬ 在３７ ℃
下约 ８ ｍｉｎ 可以发生凝胶化ꎬ 该水凝胶系统在培养基中

保持形状稳定并且具有支持细胞生长的能力ꎮ 因牙髓干

细胞(ＤＰＳＣｓ)可以分化成软骨细胞ꎬ Ｙａｏ 等[６３] 使用Ⅰ型

和Ⅱ型胶原蛋白和 ４Ｓ￣ＳｔａｒＰＥＧ 交联形成水凝胶ꎬ 包封在

Ⅰ型和Ⅱ型胶原水凝胶中的 ＤＰＳＣｓ 和 ＤＰＳＣｓ 衍生的软

骨细胞在水凝胶中仍保持较高的活动性ꎬ 可以移植到退

化的椎间盘中以修复受损组织ꎮ Ａｍｅｒ 等[６４] 用降冰片烯

修饰 ４ａｒｍ￣ＰＥＧꎬ 这种 ＰＥＧ 可以与双半胱氨酸交联剂

(ＣＶＰＬＳＬＹＳＧＣ) 在紫外光照射下发生交联ꎮ 他们将其和

人 ＥＳＣｓ 衍生的胰腺祖细胞包埋进大鼠尾Ⅰ型胶原蛋白ꎬ
３７ ℃下 ＵＶ 照射 ６ ｍｉｎ 发生凝胶化ꎬ 这种水凝胶可以维

持细胞活性并诱导细胞向胰腺分化ꎮ Ｃｈｅｎ 等[６５]将双键修

饰的结冷胶和Ⅰ型胶原与干细胞混合ꎬ 构建负载干细胞

的水凝胶ꎬ 通过光 /离子双重交联可以显著提高水凝胶的

固化速度以及机械性能ꎬ 并用于血管形成研究(见图 ２)ꎮ

图 ２　 包封 ＢＭＳＣｓ 的胶原蛋白 / 结冷胶水凝胶的制备[６５]

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ￣ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｎｇ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅｄ ｇｅｌｌａｎ ｇｕｍ / ｃｏｌｌａｇｅｎ ｈｙｄｒｏｇｅｌ[６５]

５５５
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４􀆰 ３􀆰 ２　 点击化学致凝胶化

研究者还设计了多种生物相容的点击反应用于在基

质内细胞存在下直接形成水凝胶[６６] ꎬ 如炔烃和叠氮化物

之间的 Ｈｕｉｓｇｅｎ １ꎬ３￣偶极环加成ꎬ 该反应在铜(Ⅰ)催化

下温和且高效ꎬ 在许多情况下既不需要保护基也不需要

纯化步骤ꎮ 该反应中的叠氮基和炔基与生物分子的反应

可忽略不计ꎬ 在水性环境中具有良好的稳定性ꎬ 可用于

靶向引导合成和基于活性的蛋白质分析[６７] ꎮ 为了避免铜

(Ⅰ)引入的细胞毒性ꎬ 研究者们也开发了无铜(Ⅰ)催化

的[３＋２]叠氮￣炔烃环加成法[６８] 、 烯烃￣硫醇产生稳定硫

醚键的点击反应、 ２￣氰基苯并噻唑(ＣＢＴ)与巯基点击反

应[６９]等ꎬ 大大提高了生物 ３Ｄ 打印应用范围ꎮ Ｘｕ 等[７０]开

发了一种硫醇化的胶原与丙烯酸酯共聚物组成的可注射

水凝胶ꎬ 用于包封 ＢＭＳＣｓꎬ 利用巯基与碳碳双键的

Ｍｉｃｈａｅｌ 加成反应ꎬ 实现生理条件下(３７ ℃、 ｐＨ ７􀆰 ４)的

快速凝胶化ꎬ 最快可在 ０􀆰 ４ ｍｉｎ 内成胶ꎬ 储能模量最大

可达 ５５􀆰 ６ ｋＰａꎮ 大鼠的心肌梗塞实验也证明ꎬ 该水凝胶

能对心脏的功能性再生有积极作用ꎮ Ｌｅｅ 等[７１] 利用叠氮

化物￣炔烃环加成反应成功实现了将生长因子固定在胶原

蛋白表面ꎮ 利用这种思路可以把一些特异性基团引入胶

原分子ꎬ 使胶原高效、 定向发生凝胶化ꎬ 这在干细胞 ３Ｄ
打印中有广泛的应用前景ꎮ
４􀆰 ３􀆰 ３　 酶促凝胶化

用酶和相应底物反应ꎬ 使蛋白质或多肽链发生共价

交联形成分子内或分子间的交联网状结构ꎬ 比单纯使用

化学交联剂要更加绿色ꎬ 也减少了细胞毒性ꎮ Ｋｕｏ 等[７２]

从小鼠表皮提取胶原蛋白ꎬ 对其进行酪胺化修饰ꎬ 并与

内皮集落形成细胞(ＥＣＦＣｓ)、 ＭＳＣｓ、 过氧化氢和辣根过

氧化氢酶共混ꎬ ３７ ℃下可以在 １０ ｍｉｎ 凝成胶原蛋白水凝

胶ꎮ 经过模拟细胞外基质条件和小鼠体内条件培养实验ꎬ
证明了可注射和酶促交联的胶原￣酚羟基水凝胶适用于支

持人类祖细胞形成体外和体内 ３Ｄ 血管网络ꎮ Ｍｉｔｒａ 等[７３]

发现利用赖氨酰氧化酶介导胶原交联可以调节胶原水凝

胶的机械性能并调节 ＭＳＣｓ 向成骨分化的表型ꎬ 能很好

地改善成骨移植的特性ꎮ
４􀆰 ３􀆰 ４　 醛基缩合致凝胶化

在一定的温度下ꎬ 有相互作用的基团会发生反应ꎬ
进而使分子交联成凝胶网络ꎬ 经典的有羟醛缩合和醛醛

缩合等ꎮ Ｗｉｓｅ 等[７４ꎬ ７５] 用胶原蛋白 /壳聚糖水凝胶封装

ＭＳＣｓꎬ 利用 β￣磷酸甘油酯和乙二醛的交联作用ꎬ 在３７ ℃
下使用“油包水”的方法制造含有细胞的微珠ꎮ 微珠水凝

胶包封干细胞的形式为药物递送和组织修复提供了一定

的方便性ꎬ 在骨移植组织工程中有一定程度的应用ꎮ
Ｗａｎｇ 等[７６] 用水油乳化法制备壳聚糖 /胶原蛋白复合微

珠ꎬ 简而言之就是将壳聚糖、 牛型Ⅰ型胶原蛋白、 β￣磷
酸甘油酯、 乙二醛和 ＭＳＣｓ 按照一定比例混合ꎬ 在冰水

浴中预冷ꎬ 叶轮搅拌后获得均匀的水油乳剂ꎬ 再将溶液

温度提高到 ３７ ℃ꎬ 一段时间后形成凝胶ꎮ 其中乙二醛和

β￣磷酸甘油酯作为物理和化学交联剂ꎬ 为基质材料提供

共聚合作用ꎮ Ｗａｎｇ 等[７７] 的另一篇文章指出ꎬ β￣磷酸甘

油酯引发的壳聚糖 /胶原蛋白水凝胶比纯胶原或纯壳聚糖

凝胶的机械性能更高ꎬ 但 β￣磷酸甘油酯的存在会使人

ＢＭＳＣｓ 的代谢活性降低ꎮ

5　 结　 语

传统的 ２Ｄ 培养已经无法满足干细胞的发展需求ꎬ 且

存在很多缺陷ꎬ ３Ｄ 干细胞培养倍受重视和推广ꎮ 尤其是

干细胞 ３Ｄ 打印技术摒弃了传统的批量化生产的模式ꎬ 可

以根据患者需求量体裁衣ꎬ 制备个性化的植入物ꎬ 从而

实现对受损部位的修复ꎬ 这些优势特点在组织器官重建

领域的价值被寄予厚望ꎮ 但是ꎬ 由于干细胞 ３Ｄ 打印的条

件严格ꎬ 要求材料兼顾细胞活性、 无毒无害、 快速凝胶

等ꎬ 适合的材料十分有限ꎮ
胶原蛋白作为细胞分泌的细胞外基质的主要成分之

一ꎬ 具有优良的生物相容性、 可降解性和弱抗原性等特

征ꎬ 用作干细胞 ３Ｄ 打印材料有着巨大的优势ꎮ 许多研究

者通过物理、 化学交联复合其它材料等方法来制备胶原

支架ꎮ 物理凝胶方法不用添加额外的物质ꎬ 绿色环保ꎮ
但物理凝胶法与大分子的自身性质密切相关ꎬ 可以实现

溶液￣凝胶的可逆变化ꎬ 稳定性不够ꎮ 与物理凝胶方法相

比ꎬ 化学凝胶法处理材料的交联程度更高、 时空精确度

更高ꎬ 能显著提高胶原蛋白水凝胶的使用性能ꎮ 但是化

学交联过程中可能会引入外源性物质ꎬ 这些物质经过化

学反应或者细胞作用分解成其他小分子ꎬ 致使材料具有

细胞毒性ꎬ 还需谨慎使用ꎮ
随着干细胞 ３Ｄ 打印技术的快速发展ꎬ 解决干细胞

３Ｄ 打印生物材料问题是助力干细胞 ３Ｄ 打印临床应用的

关键ꎬ 进而为将来真正实现器官打印提供强有力的支持ꎬ
为解决器官供体短缺问题开辟出新的路径ꎮ
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[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ ８(４): ０４５００２.

[１５] ＢＥＮＮＩＮＧ Ｌꎬ ＧＵＴＺＷＥＩＬＥＲ Ｌꎬ ＴＲＯＥＮＤＬＥ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｒｔ Ａ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ １０５: ３２３１－３２４１.

[１６] ＳＯＮＧ Ｋꎬ ＹＡＮＧ Ｙꎬ ＬＩ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ

２０１５ꎬ ４６: １５０２１－１５０３０.

[１７] ＭＥＬＨＥＭ Ｍ Ｒꎬ ＰＡＲＫ Ｊꎬ ＫＮＡＰＰ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＣＳ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ

＆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ３: １９８０－１９８７.

[１８] ＢＡＥ Ｊ Ｈꎬ ＳＨＲＥＳＴＨＡ Ｋ Ｒꎬ ＰＡＲＫ Ｙ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｒｏｌｏｇｙ[Ｊ]ꎬ ２０１４ꎬ ８４

(５): １２４８. ｅ１－１２４８. ｅ７.

[１９] ＡＬＥＳＳＡＮＤＲＩ Ｋꎬ ＦＥＹＥＵＸ Ｍꎬ ＧＵＲＣＨＥＮＫＯＶ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌａｂ ｏｎ ａ

Ｃｈｉｐ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ １６: １５９３－１６０４.

[２０] ＬＥＥ Ｙ Ｂꎬ ＰＯＬＩＯ Ｓꎬ ＬＥＥ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ[Ｊ]ꎬ

２０１０ꎬ ２２３: ６４５－６５２.

[２１] ＨＵＡＮＧ Ｃ Ｔꎬ ＳＨＲＥＳＴＨＡ Ｌ Ｋꎬ ＡＲＩＧＡ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｂ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ５: ８８５４－８８６４.

[２２] ＩＬＫＨＡＮＩＺＡＤＥＨ Ｓꎬ ＴＥＩＸＥＩＲＡ Ａ Ｉꎬ ＨＥＲＭＡＮＳＯＮ Ｏ. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ

[Ｊ]ꎬ ２００７ꎬ ２８: ３９３６－３９４３.

[２３] ＬＩＮ Ｈ Ｈꎬ ＨＳＩＥＨ Ｆ Ｙꎬ ＴＳＥＮＧ Ｃ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｃｈｅｍ￣

ｉｓｔｒｙ Ｂ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ ４: ６６９４－６７０５.

[２４] ＫＲＩＫＳ Ｓꎬ ＳＨＩＭ Ｊ Ｗꎬ ＰＩＡＯ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｔｕｒｅ[Ｊ]ꎬ ２０１１ꎬ ４８０: ５４７－

５５１.

[２５] ＨＡＯ Ｔꎬ ＬＩ Ｊꎬ ＹＡＯ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＣＳ Ｎａｎｏ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ １１: ５４７４－５４８８.

[２６] ＧＡＥＴＡＮＩ Ｒꎬ ＹＩＮ Ｃꎬ ＳＲＩＫＵＭＡＲ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｌｌ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ[Ｊ]ꎬ

２０１６ꎬ ２５: １６５３－１６６３.

[２７] ＪＨＡ Ａ Ｋꎬ ＴＨＡＲＰ Ｋ Ｍꎬ ＹＥ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ ４７:

１－１２.

[２８] ＣＩＯＣＣＩ Ｍꎬ ＭＯＣＨＩ Ｆꎬ ＣＡＲＯＴＥＮＵＴＯ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ ａｎｄ

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ２６: １４３８－１４４７.

[２９] ＬＩ Ｚꎬ ＧＵＯ Ｘꎬ ＧＵＡＮ Ｊ. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ ２０１２ꎬ ３３: ５９１４－５９２３.

[３０] 杨雪ꎬ 高华丽ꎬ 张鲁鲁ꎬ 等. 口腔医学研究[Ｊ]ꎬ ２０１８ꎬ ３４(５):

４７４－４７６.

ＹＡＮＧ Ｘꎬ ＧＡＯ Ｈ Ｌꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ[Ｊ]ꎬ ２０１８ꎬ ３４(５): ４７４－４７６.

[３１] ＣＲＥＳＣＥＮＺＩ Ｖꎬ ＣＯＲＮＥＬＩＯ Ｌꎬ ＤＩ Ｍ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

[Ｊ]ꎬ ２００７ꎬ ８(６): １８４４－１８５０.

[３２] ＢＡＵＥＲ Ａ Ｊ Ｐꎬ ＬＩＵ Ｊꎬ ＪＡＣＫ ＷＩＮＤＳＯＲ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｏｆｔ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ

２０１４ꎬ １２: ３５９－３７０.

[３３] ＶＥＩＴ Ｇꎬ ＫＯＢＢＥ Ｂꎬ ＫＥＥＮＥ Ｄ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓ￣

ｔｒｙ[Ｊ]ꎬ ２００６ꎬ ２８１: ３４９４－３５０４.

[３４] ＢＥＣＫ Ｋꎬ ＣＨＡＮ Ｖ Ｃꎬ ＳＨＥＮＯＹ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ

Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａ[Ｊ]ꎬ ２０００ꎬ ９７:

４２７３－４２７８.

[３５] ＳＨＯＵＬＤＥＲＳ Ｍ Ｄꎬ ＲＡＩＮＥＳ Ｒ Ｔ. Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ[Ｊ]ꎬ

２００９ꎬ ７８: ９２９－９５８.

[３６] ＭＡＤＨＡＶＡＮ Ｋꎬ ＢＥＬＣＨＥＮＫＯ Ｄꎬ ＭＯＴＴＡ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ

Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２０１０ꎬ ６: １４１３－１４２２.

[３７] ＦＵ Ｗꎬ ＷＡＮＧ Ｊꎬ ＷＡＮ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

[Ｊ]ꎬ ２０１０ꎬ ２７: ４５８－４６２.

[３８] ＫＵＯ Ｋ Ｃꎬ ＬＩＮ Ｒ Ｚꎬ ＴＩＥＮ Ｈ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ

２７: １５１－１６６.

[３９] ＢＡＨＮＥＹ Ｃ Ｓꎬ ＨＳＵ Ｃ Ｗꎬ ＹＯＯ Ｊ Ｕꎬ ｅｔ ａｌ. ＦＡＳＥＢ Ｊｏｕｒｎａｌ[Ｊ]ꎬ ２０１１ꎬ

２５(５): １４８６－１４９６.

[４０] ＢＵＴＴＡＦＯＣＯ Ｌꎬ ＫＯＬＫＭＡＮ ＮＧꎬ ＥＮＧＢＥＲＳ￣ＢＵＩＪＴＥＮＨＵＩＪＳ Ｐꎬ ｅｔ

ａｌ. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ ２００６ꎬ ２７: ７２４－７３４.

[４１] ＬＵ Ｑꎬ ＨＵ Ｋꎬ ＦＥＮＧ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｃ:

Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ]ꎬ ２００９ꎬ ２９: ２２３９－２２４５.

[４２] 孙秀娟ꎬ 范代娣ꎬ 朱晨辉ꎬ 等. 生物工程学报[Ｊ]ꎬ ２００９ꎬ ２５(４):

５９１－５９８.

ＳＵＮ Ｘ Ｊꎬ ＦＡＮ Ｄ Ｄꎬ ＺＨＵ Ｃ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

[Ｊ]ꎬ ２００９ꎬ ２５(４): ５９１－５９８.

[４３] ＳＴＩＴＺＥＬ Ｊꎬ ＬＩＵ Ｌꎬ ＬＥＥ Ｓ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ [ Ｊ]ꎬ ２００６ꎬ ２７:

１０８８－１０９４.

[４４] ＢＯＬＡＮＤ Ｅ Ｄꎬ ＣＯＬＥＭＡＮ Ｂ Ｄꎬ ＢＡＲＮＥＳ Ｃ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉ￣

ａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２００５ꎬ １: １１５－１２３.

[４５] 徐云强ꎬ 刘迎节ꎬ 李瑞欣ꎬ 等. 中国组织工程研究[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ ２０

(３８): ５７４５－５７５１.

ＸＵ Ｙ Ｑꎬ ＬＩＵ Ｙ Ｊꎬ ＬＩ Ｒ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒ￣

ｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ ２０(３８): ５７４５－５７５１.

[４６] ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｓꎬ ＫＨＡＤＥＭＨＯＳＳＥＩＮＩ Ａ. Ｓｃｉｅｎｃｅ [ Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ３５６:

ｅａａｆ３６２７.

[４７] ＴＡＮ Ｙ Ｊꎬ ＴＡＮ Ｘꎬ ＹＥＯＮＧ Ｗ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ

６: ３９１４０.

[４８] ＷＡＮＧ Ｆꎬ ＬＩ Ｚꎬ ＫＨＡＮ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２０１０ꎬ ６:

１９７８－１９９１.

７５５
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[４９] ＳＯＮＧ Ｋꎬ ＬＩ Ｌꎬ ＹＡＮ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｃ:

Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ７０: ２３１－２４０.

[５０] ＺＨＡＮＧ Ｌꎬ ＹＵＡＮ Ｔꎬ ＧＵＯ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｒｔ Ａ[Ｊ]ꎬ ２０１２ꎬ １００: ２７１７－２７２５.

[５１] ＤＥＶＯＬＤＥＲ Ｒ Ｊꎬ ＫＩＭ Ｉ Ｗꎬ ＫＩＭ Ｅ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｐａｒｔ

Ａ[Ｊ]ꎬ ２０１２ꎬ １８: １６４２－１６５１.

[５２] ＣＨＥＮ Ｗꎬ ＴＯＮＧ Ｙ Ｗ. Ｓｏｆｔ Ｍａｔｔｅｒ[Ｊ]ꎬ ２０１１ꎬ ７: １１３７２.

[５３] ＮＧＵＹＥＮ Ｂ Ｂꎬ ＭＯＲＩＡＲＴＹ Ｒ Ａꎬ ＫＡＭＡＬＩＴＤＩＮＯＶ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｒｔ Ａ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ １０５: １１２３－１１３１.

[５４] ＯＬＭＯＳ ＢＵＩＴＲＡＧＯ Ｊꎬ ＰＥＲＥＺ ＲＡꎬ ＥＬ￣ＦＩＱＩ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅ￣

ｒｉａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ ２８: １８３－１９２.

[５５] ＰＥＲＥＺ Ｒ Ａꎬ ＫＩＭ Ｍꎬ ＫＩＭ Ｔ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｐａｒｔ Ａ[Ｊ]ꎬ

２０１４ꎬ ２０: １０３－１１４.

[５６] ＹＥＯ Ｍꎬ ＬＥＥ Ｊ Ｓꎬ ＣＨＵＮ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ １７:

１３６５－１３７５.

[５７] ＫＯＨ Ｒ Ｈꎬ ＪＩＮ Ｙꎬ ＫＡＮＧ Ｂ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ

５３: ３１８－３２８.

[５８] ＣＨＯＩ Ｂꎬ ＫＩＭ Ｓꎬ ＬＩＮ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ １２:

３０－４１.

[５９] ＹＡＮＧ Ｋꎬ ＳＵＮ Ｊꎬ ＷＥＩ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｂ[Ｊ]ꎬ

２０１７ꎬ ５: ８７０７－８７１８.

[６０] ＧＡＵＤＥＴ Ｉ Ｄꎬ ＳＨＲＥＩＢＥＲ Ｄ Ｉ. Ｂｉｏｉｎｔｅｒｐｈａｓｅｓ[Ｊ]ꎬ ２０１２ꎬ ７: ２５.

[６１] ＤＵ Ｍꎬ ＣＨＥＮ Ｂꎬ ＭＥＮＧ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ ７: ０４４１０４.

[６２] ＣＯＬＬＩＮ Ｅ Ｃꎬ ＧＲＡＤ Ｓꎬ ＺＥＵＧＯＬＩＳ Ｄ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ[ Ｊ]ꎬ

２０１１ꎬ ３２: ２８６２－２８７０.

[６３] ＹＡＯ Ｌꎬ ＦＬＹＮＮ Ｎ. Ｔｈｅ Ｓｐｉｎｅ Ｊｏｕｒｎａｌ: Ｏｆｆｉｃｉａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｏｒｔｈ Ａ￣

ｍｅｒｉｃａｎ Ｓｐｉｎｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ[Ｊ]ꎬ ２０１８ꎬ １８: １０７０－１０８０.

[６４] ＡＭＥＲ Ｌ Ｄꎬ ＨＯＬＴＺＩＮＧＥＲ Ａꎬ ＫＥＬＬＥＲ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ

[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ ２２: １０３－１１０.

[６５] ＣＨＥＮ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｊꎬ ＤＩＮＧ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＣＳ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ Ｍａｔｅｒｉａｌ

[Ｊ]ꎬ ２０１８ꎬ １: １４０８－１４１５.

[６６] ＹＵＡＮ Ｙꎬ ＬＩＡＮＧ Ｇ. Ｃｈｅｍｉｎｆｏｒｍ[Ｊ]ꎬ ２０１４ꎬ ４５(１５): ８６５－８７１.

[６７] ＭＡＮＥＴＳＣＨ Ｒꎬ ＫＲＡＳＩＮ' ＳＫＩ Ａꎬ ＲＡＤＩ Ｃ' Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ

Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ[Ｊ]ꎬ ２００４ꎬ １２６(４０): １２８０９－１２８１８.

[６８] ＡＧＡＲＤ Ｎ Ｊꎬ ＰＲＥＳＣＨＥＲ Ｊ Ａꎬ ＢＥＲＴＯＺＺＩ Ｃ Ｒ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉ￣

ｃａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ[Ｊ]ꎬ ２００４ꎬ １２６(４６): １５０４６－１５０４７.

[６９] ＷＨＩＴＥ Ｅ Ｈꎬ ＭＣＣＡＰＲＡ Ｆꎬ ＦＩＥＬＤ Ｇ Ｆ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ

Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ[Ｊ]ꎬ １９６０ꎬ ８５(３).

[７０] ＸＵ Ｇꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＤＥＮＧ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ １５:

５５－６４.

[７１] ＬＥＥ Ｈ Ｊꎬ ＦＥＲＮＡＮＤＥＳ￣ＣＵＮＨＡ Ｇꎬ ＰＵＴＲＡ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＣＳ Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ＆ Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ９(２８): ２３３８９－２３３９９.

[７２] ＫＵＯ Ｋ Ｃꎬ ＬＩＮ Ｒ Ｚꎬ ＴＩＥＮ Ｈ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ

２７: １５１－１６６.

[７３] ＭＩＴＲＡ Ｄꎬ ＹＡＳＵＩ Ｏ Ｗꎬ ＨＡＲＶＥＳＴＩＮＥ Ｊ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｊｏｕｒｎａｌ[Ｊ]ꎬ ２０１８ꎬ １４(３): １７００７６３.

[７４] ＷＩＳＥ Ｊ Ｋꎬ ＡＬＦＯＲＤ Ａ Ｉꎬ ＧＯＬＤＳＴＥＩＮ Ｓ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

Ｐａｒｔ Ａ[Ｊ]ꎬ ２０１４ꎬ ２０: ２１０－２２４.

[７５] ＷＩＳＥ Ｊ Ｋꎬ ＡＬＦＯＲＤ Ａ Ｉꎬ ＧＯＬＤＳＴＥＩＮ Ｓ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ Ｔｉｓｓｕｅ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ ５７: ５１６－５２５.

[７６] ＷＡＮＧ Ｌꎬ ＲＡＯ Ｒ Ｒꎬ ＳＴＥＧＥＭＡＮＮ Ｊ Ｐ. Ｃｅｌｌｓ Ｔｉｓｓｕｅｓ Ｏｒｇａｎｓ[Ｊ]ꎬ

２０１３ꎬ １９７: ３３３－３４３.

[７７] ＷＡＮＧ Ｌꎬ ＳＴＥＧＥＭＡＮＮ Ｊ Ｐ. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ ２０１０ꎬ ３１: ３９７６－３９８５.

(编辑　 惠　 琼)

８５５


