
在软骨组织工程领域，3D生物打印的应用逐渐

成为研究热点［1-2］。3D生物打印的关键在于生物墨

水材料的选择。常用的生物墨水材料分为天然生

物材料和人工合成高分子材料2类［3-4］。其中，天然

生物材料因具有可降解、低免疫原性等优点，在组

织工程领域取得了广泛关注［5-6］。

明胶是一种天然衍生材料，经过甲基丙烯酰基

官能团修饰后，形成明胶甲基丙烯酰胺（gelatin
methacrylamide，GelMA）［7］。由于化学交联后的Gel⁃
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［Abstract］ Objective：To investigate whether gelatin methacrylamide（GelMA）scaffolds made by low⁃temperature 3D printing could
construct high⁃quality tissue⁃engineered cartilage. Methods：After pre⁃cooling，low⁃temperature deposition 3D printing technology was
used to prepare low⁃concentration gelatin methacrylamide scaffolds. Macroscopic and scanning electron microscopic observation of the
macroscopic and microscopic structure of the scaffold were followed by a rheological and biomechanical detection of the hydrogel. Cells
were cultured with DMEM as control，cell proliferation（CCK⁃8 method）and cell activity（Live/Dead staining method）were used to
detect the biocompatibility of the scaffold，and histological staining was used to qualitatively analyze the scaffold components. Nude
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MA可以在正常体温（37 ℃）条件下维持稳定，形成

适于细胞生长且具有强度的三维结构，因此可用于组

织工程［8］。众所周知，生物墨水必须具备双态性［9］。

所谓双态性，是指在3D生物打印的过程中，生物墨水

可在某种条件的刺激下（温度、紫外线、化学刺激等）

由液态转变为凝胶态［10-11］。增加GelMA浓度是实现

该材料双态性的最常用方法之一［12］。但Gu等［4，13］发

现，高浓度GelMA（大于 10%）具有抑制种子细胞活

性的缺点。因此如果能实现较低浓度GelMA的 3D
生物打印，就能改善生物墨水中细胞的活力，为生

物打印的临床应用提供可能。

在本研究中，我们应用载有骨髓间充干细胞

（bonemarrowmesenchyml stem cell，BMSC）的 5%Gel⁃
MA生物墨水进行低温 3D打印。打印后的样品在

体外诱导 21 d后，探究该支架上BMSC分化为软骨

的能力；再将该支架植入裸鼠皮下，探究4周后软骨

表型的稳定性。

1 材料和方法

1.1 材料

SPF 级雄性裸鼠 18只，6周龄，体重 18~20 g。
雄性 SD大鼠 4只，2周龄，体重 40~45 g。均购于南

京医科大学实验动物中心。本研究经南京医科大

学动物伦理委员会批准。

GelMA（Sigma⁃Aldrich 公司，美国）；光引发剂

（江阴司特易生物技术有限公司）；PBS（Solarbio公
司，美国）；DMEM/F12完全培养基（Gibco公司，美

国）；OriCell 鼠间充质干细胞成软骨诱导分化试剂

盒（苏州赛业生物科技有限公司）；Live/Dead细胞染

色试剂盒；CCK⁃8检测试剂盒（同仁公司，日本）；苏

木精⁃伊红（HE）、阿利新蓝、番红 O染液（Sigma公
司，美国）。挤出式生物 3D打印机（Regenhu公司，

瑞士）；凝胶测力仪（BOSE 公司，美国）；DHR⁃1型流

变仪（TA公司，美国）；扫描电子显微镜（Hitachi公
司，日本）；激光共聚焦显微镜（Zeiss公司，德国）；

BH⁃2 生物显微镜（Olympus公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠BMSC的提取和培养

采用全贴壁培养法，SD 大鼠抽取骨髓，在

37 ℃、5％CO2的细胞培养箱中培养，48 h后首次换

液，之后每3 d换液，并实时观察。 在倒置显微镜下

观察到细胞长满培养瓶底 70％~80％时，利用胰酶

消化细胞进行 1∶2传代，3~5 d后进行下一次传代，

最终传至第4代BMSC。

1.2.2 3D生物打印载有BMSC的GelMA支架

首先用1×PBS将GelMA配制成5%（W/V）溶液，

50 ℃水浴加热溶解 30 min，充分溶解后用Millipore
0.22 μm针头过滤器过滤除菌。再将混有细胞 5×
105个/mL的 5%GelMA溶液加入打印料筒内，并于

0 ℃冰箱中避光适当时间冷冻预处理使GelMA呈凝

胶状态。将打印机喷头设置为 22 ℃后放入该料筒

并静置5 min。将打印机平台温度调节至3 ℃，开启

气压，调节为 10 kPa，待喷嘴稳定挤出水凝胶微丝

后，将水凝胶微丝打印到底板上，首层喷嘴距离底

板表面0.2 mm，打印的方形支架高度为4 mm，直径为

6 mm，每层高0.2 mm。喷嘴规格为25 G，移动速度为

360 mm/min。打印结束后用光强为10 mW/cm2的紫

外灯下光照90 s，充分固化载细胞GelMA水凝胶，最

终得到载细胞GelMA水凝胶支架。将3D打印后光

固化的水凝胶样品冻干切开，使用扫描电子显微镜

观察截面。

1.2.3 流变动力学与力学性能检测

使用流变仪测试GelMA溶液的温敏过程及剪

切变稀行为，所用夹具为40 mm平板。GelMA水溶液

浓度为5%（W/V）。对于温敏过程，采用振荡模式，测

试温度范围为5~40 ℃，降温速率为5 ℃/min，应变为

10 %，频率为 5 rad/s。配制含有细胞的 5%（W/V）

GelMA溶液，其中光引发剂含量 0.25%（W/V），加入

到直径8.5 mm的圆柱模具中。使用紫外光源，距离

3 cm，照射 90 s，固化后制得高 5.5 mm的圆柱形样

品，通过水凝胶微力测试仪测试其压缩性能，取应

力应变曲线前10%应变处的斜率作为其压缩模量，

将不含有细胞的GelMA溶液用作对照组。

1.2.4 细胞增殖及细胞活性检测

将载细胞支架放入培养皿中，加入 15 mL的完

全培养基，于培养箱中孵育 24 h后离心取上清液，

经 0.22 μm过滤器过滤得到 GelMA浸出液。使用

GelMA浸出液于 96孔板中培养 BMSC细胞（2 000
个/孔），仅使用培养基培养的BMSC细胞作为对照

组。分别在培养的第1、3、5、7天使用CCK⁃8法检测

细胞的活力。具体过程为：去除培养液，用PBS清洗

2次，接着向每个样本中加入100 μL培养基和10 μL
CCK⁃8试剂，放入37 ℃培养箱2 h，最后用酶标仪在

450 nm波长下读出吸光度的数值。

将打印好的载细胞支架分别置于普通培养基

（对照组）与诱导培养基（诱导组）连续培养7 d，取出

支架进行活死染色分析。Live/Dead细胞染色试剂

盒使用步骤：将制备工作液充分混匀；取出载细胞
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支架用 1×PBS清洗 3次；然后加入工作液室温孵育

45 min；1×PBS清洗1次后立即用激光共聚焦显微镜

采集图片，分析细胞存活或死亡状态。活细胞发出

绿色荧光，死细胞发出红色荧光。

1.2.5 阿利新蓝染色

硫酸氨基葡糖聚糖是软骨基质中的主要成分，

阿利新蓝染色是检测氨基葡糖聚糖（glucosamino⁃
glycans，GAG）的一种特异性染色，因此阿利新蓝染

色的深浅可以反映成软骨细胞外基质（extracellular
matrix，ECM）合成情况。将打印好的载细胞支架分

别置于诱导培养基和普通培养基中培养 14 d。用

4%多聚甲醛室温固定载细胞支架30 min，取适量阿

利新蓝染液均匀滴在诱导组和仅使用DMEM培养

基培养的对照组支架上，染色 20 min。分别在显微

镜下观察拍照。

1.2.6 裸鼠皮下培养

裸鼠通过 0.3％戊巴比妥钠（10 mL/kg）腹膜内

注射麻醉。在腹中线做 1个小切口，并用钝器解剖

形成皮下袋。将动物随机分为 2组，实验组将经诱

导的含有细胞的支架放置在皮下口袋中，另外将不

含有细胞的支架用作对照组。然后用4⁃0可吸收缝

线闭合切口。4周后，对动物实施安乐死，取回样品

并分为两部分。将样品固定在 4％多聚甲醛中，清

洗后包埋在石蜡中，然后切片以进行组织学染色。

根据先前建立的方法，用苏木精和曙红（HE）、番红

O和阿利新蓝对切片进行染色，以评估组织结构和

软骨在ECM中的沉积。

1.3 统计学方法

采用 SPSS11.0软件进行处理，实验数据以均

数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用成组设计的

t检验，检验水准为α=0.05。
2 结 果

2.1 支架微观结构分析

打印的5%GelMA支架网格清晰，孔隙均匀且丝

径均一，网格孔隙宽度范围 300~500 μm。3D打印

水凝胶冻干样品断面可以看出，冻干后支架的方形

孔清晰可辨，横向和纵向挤出的水凝胶骨架层次分

明未出现坍塌堆积（图1）。
2.2 流变与力学检测

当温度在16 ℃以上时，GelMA样品表现为溶液

状态。当温度降调到16 ℃以下时，样品凝胶化表现

出固体的性质（图2A）。对含有细胞和不含细胞5％
GelMA水凝胶分别进行 3次压缩测试，单纯GelMA

的压缩模量为（13.718±1.316）kPa；细胞+GelMA的

压缩模量为（15.575±1.393）kPa。两组比较，差异无

统计学意义（图2B）。
2.3 载细胞支架增殖实验与细胞活死染色

以培养基培养的BMSC细胞作为对照组，分别在

培养的第1、3、5、7天使用CCK⁃8法检测细胞的活力，

结果显示，除第1天外各组间的吸光度值均有显著性

差异（P＜0.05，图3A），这表明支架具有促增殖作用。

将未经诱导（对照组）与诱导过后（诱导组）的

载BMSC支架培养 7 d取出进行细胞染色分析。载

细胞支架培养至第 7天时，细胞生长状态依然良好

（图3B），表明低浓度GelMA具有良好的生物相容性。

BA
图1 3D打印GelMA支架大体图（A）及支架冻干样品SEM

分析图（B，×70）
Figure 1 Overview of 3D printed GelMA scaffold（A）and

SEM analysis of freeze⁃dried sample（B，×70）

A：GelMA溶液的温敏特性流变图；G’：储能模量，G”：损耗模

量，当G’<G”时呈溶液状态，当G’>G”为凝胶状态；B：5％GelMA压

缩性能表征（n=3）。
图2 GelMA溶液的温敏特性及5％GelMA的压缩性能表征

Figure 2 Rheological properties of GelMA solution and
compression characteristics of 5% GelMA
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2.4 载BMSC细胞支架诱导成软骨情况

在成软骨诱导培养基进行诱导培养14 d后，取

出诱导组行阿利新蓝染色。实验结果显示诱导支

架有明显颗粒状阿利新蓝阳性染色，而无诱导液的

对照组细胞显色为阴性（图 4）。说明诱导培养后，

支架中出现了软骨ECM的合成。

2.5 裸鼠皮下成软骨染色结果

经过4周体内培养，HE染色表明实验组可以在

裸鼠皮下成功再生稳定的成熟软骨，并且没有出现

残留支架和明显的炎症反应。和对照组相比，所有

实验组番红O和阿利新蓝均呈阳性染色，分别表明

它们大量存在着蛋白聚糖和胶原（图5D、F），说明在

体内，BMSC向软骨细胞诱导分化且分泌了具有软

骨特征的细胞外基质。这一发现表明该浓度（5％）

的GelMA支架可以有效加速软骨再生。

3 讨 论

GelMA作为一种新型水凝胶，可以单独进行生

物打印［14］。但为满足生物墨水的双态性，GelMA的

使用浓度通常高于10％［10］。而Gu等［13］发现过高浓

度的GelMA（＞10%）会导致水凝胶内部网络高度交

联，从而限制种子细胞的迁移和增殖，抑制营养吸

收和产物交换，对种子细胞的生物学行为产生负面

影响［15］。Levett等［14］使用 5％、10％、15％ 3种浓度

GelMA分别装载细胞，发现 5％GelMA可最大程度

保证细胞活力，但无法打印出稳定的微纤维。然

而，本研究通过低温打印，实现了低浓度、高细胞活

力、高分辨率的生物墨水打印。

A：CCK⁃8检测细胞增殖情况；与同时间点对照组比较，*P < 0.05
（n=3）；B：培养7 d后细胞活死检测（×100）。

图3 支架细胞增殖情况及细胞活死检测

Figure 3 Cell proliferation and cell death on scaffold
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A：对照组支架；B：诱导组支架（阿利新蓝染色，× 40）。
图4 培养14 d后支架软骨的形成

Figure 4 Induction of cartilage formation at 14 days
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图5 体内培养4周后支架的组织学染色（×200）
Figure 5 Histological staining of scaffolds after 4 weeks of in vivo culture（×200）
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GelMA 是一种温敏材料。在特定温度以下，

GelMA由液态变为凝胶态。但此过程具有可逆性，

当温度上升，其又可变为液态。另外，GelMA还是

一种双键改性后的明胶，它会在光引发剂作用下发

生紫外光交联并进一步固化［16］，且该过程是不可逆

的。这一变化大幅度提高了支架的力学强度，使其

满足组织工程软骨支架的力学要求。在打印过程

中，我们首先将GelMA溶液加入料筒内并放于0 ℃，

利用低温诱导GelMA成凝胶状态。再将打印机喷

头设置为22 ℃，最后在3 ℃的平台上打印出稳定的

微纤维立体结构。若样品温度持续回升，生物墨水

会由凝胶态变回液态，所以，我们在打印后立刻采用

紫外光交联，使得GelMA水凝胶充分固化。从流变

力学的检测中也可确定，打印前GelMA的储能模量

小于损耗模量，打印后储能模量大于损耗模量。因

此，利用低温打印的方法就可以实现5％GelMA的可

打印性。此外，本研究发现通过短时间紫外照射，不

仅保留了种子细胞的活力，而且使得组织工程软骨支

架具有一定的生物力学和较高的打印分辨率。

本研究发现将支架行 3周的体外诱导分化及 4
周的裸鼠皮下培养后，其产生的组织工程软骨所分

泌的细胞外基质均匀分布，新生软骨块的压缩模量

接近正常软骨。这很可能是因为 5%GelMA能模拟

细胞外基质，为种子细胞提供力学支撑；且低浓度

GelMA具有更大的孔隙率，有利于生成的细胞外基质

扩散到整个水凝胶中，为软骨提供优势再生环境。由

于本研究只是一个初步研究，因此我们下一步拟在关

节软骨缺损模型中，探究利用低温打印5%GelMA生

物墨水在关节腔内修复软骨缺损的作用。
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