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文题释义： 

生物 3D 打印和同轴挤出系统：生物 3D 打印为组织工程领域中人工组织和器官的构建提供全新的技术可能，

构建类血管结构用于大块细胞组织体的营养及废物的运输，是生物 3D 打印面临的一个关键问题。同轴挤出系

统可制造封装细胞的中空通道，结合生物 3D 打印系统，叠层制造含营养通道网络的组织。 

丝素蛋白：在生物领域，除去丝胶的丝纤维称为丝素蛋白，其天然氨基酸成分保证丝素蛋白在体内降解后能

被人体无害吸收，成型丝素蛋白材料的分子结构中含有 β-折叠结构，这种结构决定了丝素蛋白体内分子的晶

体含量和强度，通过控制材料内的晶体含量即可控制材料的各种属性，提供更优异的机械性能、更长的降解

时间及可控的药物释放速率等。 

 

摘要 

背景：构建组织工程类血管结构是复杂组织和器官再生的关键，利用 3D 打印技术构建类血管结构成为目前研

究的热点。 

目的：利用生物 3D 打印和同轴挤出系统，采用海藻酸钠和丝素蛋白组成的生物墨水，同轴打印具有高度有序

排列的可灌注血管结构。 

方法：以含 5%海藻酸钠与 5%丝素蛋白的混合溶液作为生物墨水，以含 5%氯化钙与 13%F127 的混合溶液

作为交联剂，采用生物打印机打印海藻酸钠/丝素蛋白凝胶，进行光学相干层析成像与扫描电镜观察。将含 5%

海藻酸钠与 5%丝素蛋白的混合溶液与人肝癌细胞 C3A悬液混合，作为生物墨水，以含 5%氯化钙与 13%F127

的混合溶液作为交联剂，采用生物打印机打印含细胞的海藻酸钠/丝素蛋白凝胶，置入培养基中培养 24 h 后进

行 Calcein-AM 染色，荧光显微镜下观察。 

结果与结论：①光学相干层析成像：支架结构为多层复合的中空管道，凝胶丝具有完整的中空结构，且各通

道之间互相贯通，这种结构类似血管的中空通道，有利于营养物质和代谢废物的运输；②扫描电镜：可见并

行排列的中空管道结构，管道边界清晰，直径在 400 μm 左右，且边界之间形成了由 F127 去除导致的微孔结

构；③荧光显微镜：细胞均匀分散在通道两侧的材料中，细胞在支架中的生长情况良好，细胞存活率高于 95%；

④结果表明：基于同轴喷头的生物 3D 打印技术和海藻酸钠/丝素蛋白生物墨水，可用于进一步构建血管化功

能组织。 

关键词： 

海藻酸钠；丝素蛋白；生物 3D打印；同轴喷头；中空管道结构；生物墨水；双交联网络；可灌注血管结构 
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Abstract 

BACKGROUND: Construction of tissue engineering vascular structures is a key to the regeneration of complex tissues and organs. The use 

of three-dimensional printing technology to construct vascular structures has become a hotspot. 

OBJECTIVE: A highly connected and perfusable vascular network was rapidly deposited by a three-dimensional bioprinter with a coaxial 

nozzle using alginate/silk fibroin bioink.  

METHODS: A mixed solution containing 5% sodium alginate and 5% silk fibroin as the bio-ink, and a mixed solution containing 5% calcium 

chloride and 13% F127 as the crosslinker, alginate/silk fibroin gel was printed using a bio-printer and subjected to optical coherence 

tomography and scanning electron microscopy. The solution containing 5% sodium alginate and 5% silk fibroin mixed with the suspension of 

human liver cancer cells (C3A) as the bio-ink, and a mixed solution containing 5% calcium chloride and 13% F127 as the crosslinker, the 

cell-containing sodium alginate/silk fibroin gel was printed on a bio-printer. Then, the printed scaffold was placed in the medium for 24 hours, 

and then stained by Calcein-AM and observed under a fluorescence microscope. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) Optical coherence tomography: a multi-layer composite hollow tube network formed the structure of the 

scaffold. The gel filament had a complete hollow structure, and the channels were interconnected. The structure was similar to the hollow 

passage of the blood vessel, which was beneficial to the transportation of nutrients and metabolic waste. (2) Scanning electron microscope: 

the hollow pipe structure with the diameter of about 400 μm arranged in parallel, and the pipe boundaries were clear. The microporous 

structure caused by the removal of F127 was formed between the boundaries. (3) Fluorescence microscope: the cells were evenly dispersed 

in the material on both sides of the channel, and the cells grew well in the scaffold with the survival rate of above 95%. (4) These results 

suggest that three-dimensional bioprinting technology based on coaxial nozzles and sodium alginate/silk fibroin bio-ink can be used to 

construct vascularized functional tissues in the future. 

Key words: alginate; silk fibroin; three-dimensional bioprinting; coaxial nozzle; hollow channel structure; bio-ink; double crosslinked network; 

perfusable vascular network 
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0  引言  Introduction 

3D生物打印技术通过层层堆积生物活性材料自动化

制作出形状特异、内部孔状结构和大小可控的三维功能结

构体[1]，在组织工程的研究中得到了广泛应用，目前在皮

肤[2-3]、角膜等方面已取得成功[4]，这些组织具有简单的几

何形状、较低的细胞耗氧，所以对血管化的要求较低。但

是，制造厚的、复杂的组织或器官，例如心、肝、肾等，

需要供应营养和氧气的血管系统，如何构建类血管结构，

用于大块细胞组织体的营养及废物运输，就成为生物3D打

印的一个关键问题。Lee等[5]通过培养是否含有类血管微流

体通道的水凝胶支架发现，微流体通道的存在显著提高了

细胞存活性。 

最近，主要有3种3D打印技术可直接构建类血管结构，

分别是激光辅助式[6]、喷墨式[7-9]、挤出式[11-14]。有学者介

绍了1种动态光学投影立体光刻平台，通过紫外线或其他光

源激活光敏液体预聚物的固化，他们使用该项技术来制造

复杂血管结构。有研究使用Z形平台辅助喷墨打印系统来制

造具有分叉的3D锯齿形细胞管和血管状结构。激光辅助式

打印和基于微滴融合的方式，都会对细胞造成一定的损伤，

导致细胞存活率低下[6，8]。基于挤出的打印，是一种快速发

展的生物打印技术，可制造更复杂的水凝胶结构[10]。挤出

式构建类血管结构分为间接牺牲材料构建、灌流构建和直

接同轴打印类血管结构3种方式[11-12]，相比间接方式需要去

除牺牲材料的后处理过程，同轴打印能打印可灌注的均匀

导管，无需后处理过程，并且能够直接生物打印复杂的通

道交换网络，为细胞间相互作用提供足够的三维空间。

Ozbolat等[10]和Luo等[14]使用同轴喷嘴辅助挤出平台制造

海藻酸钠微通道；也有其他研究者使用微流体芯片制造多

室和多尺度空心细丝[15]。 

构建具有生物相容性和一定机械性能的类血管结构，

不仅需要打印系统的支持，所选用的材料更是关键。由于

海藻酸钠具备快速离子交联特性，常在同轴打印技术中用

于构建中空纤维结构，研究不同微环境下的细胞行为[16-17]，

但由于海藻酸钠分子链上没有能使细胞锚定的位点，表现

出细胞黏附性和蛋白质吸收差[18]。丝素蛋白是源自家蚕的

一种蛋白质聚合物，具有优异的生物相容性和降解性，良

好的透气透湿性，无毒、无刺激性和良好的力学性能[19-20]。

丝素蛋白基生物墨水具有全水相室温操作条件、细胞相容

的交联方式及较强的机械性能[21-22]，被广泛研究。有研究

表明，细胞在丝素蛋白支架上的生长、黏附、形态和增殖

效果良好[23-25]。因此，将丝素溶液加入海藻酸钠中，可能

更有利于细胞的生长，并提升所打印支架的机械性能。此

外，F127可诱导丝素蛋白形成β折叠结构，形成稳定的交

联网络[26]。 
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此次研究中，将海藻酸钠和丝素蛋白作为生物墨水，

钙离子和F127溶液作为交联剂，通过同轴生物3D打印技术

打印出具有类血管的中空管道网络支架，研究了2种材料的

浓度配比及打印过程中所适用的打印参数，此外，通过海

藻酸钠/丝素蛋白混合肝细胞，打印出具有中空通道的高活

性含细胞支架，验证该生物墨水的可打印性和生物相容性。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  对比观察，体外细胞学实验。 

1.2  时间及地点  实验于2017年10月至2018年11月在杭

州捷诺飞生物科技有限公司完成。 

1.3  材料  人肝癌细胞C3A(购自美国模式菌种收集中心

(ATCC))；DMEM培养基(GIBCO)；Calcein-AM(Sigma)；

荧光显微镜 (Nikon Ti-U，日本 )；MCR301型流变仪

(Anton-Paar，奥地利)；生物3D打印机(Regenovo，中国)；

扫描电子显微镜(日立SU8020，日本)。复合支架材料原料

介绍见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4  实验方法 

1.4.1  材料制备与流变性能测试  在60 ℃下，将丝素蛋

白溶于9.3 mol/L溴化锂溶液中，透析(截留相对分子质量为    

3 500)出其中的溴化锂，然后将该丝素蛋白溶液进行高温

高压灭菌和冷冻干燥，制成无菌的丝素蛋白粉。实验前，

配制含50 g/L海藻酸钠和50 g/L丝素蛋白的无菌混合溶液，

作为生物墨水；配制含5%氯化钙和13%F127的无菌混合

溶液，作为交联剂。 

使用MCR301型流变仪进行材料的流变学表征，测试

均采用直径为50 mm的转子，转子和样品台之间的距离为 

1 mm。在黏度测试中，测试温度为25 ℃，剪切速率设定

为0.1-100 1/s。在储能模量G'和损耗模量G''测试中，角速

度设定为0.1-100 r/s，测试温度为37 ℃，频率为1 Hz，应

变为1%。 

1.4.2  打印设备及原理  设备包括生物3D打印机、微量注

射泵和同轴喷头，其中2台微量注射泵分别与同轴喷头的内

管和外管连接，同轴喷头外管的外径为1.47 mm，内径为

1.07 mm；内管外径为0.63 mm，内径为0.34 mm；2台注

射泵分别将生物墨水送入外管、将交联剂送入内管，二者

在针尖处融合并发生交联反应，从而形成壁厚均匀的中空

凝胶管，见图1所示。 

1.5  主要观察指标 

1.5.1  光学相干层析成像(OCT)检测  基于自主搭建的

OCT系统进行成像测试，该系统的中心波长为1 310 nm，

在空气中的成像深度为3.5 mm，轴向分辨率3.5 µm，扫描

范围9.5 mm×9.5 mm×3.58 mm(1 024×1 024×1 024 dpi)，

扫描频率为48 kHz。 

1.5.2  扫描电镜观察  打印的海藻酸钠/丝素蛋白支架经

冷冻干燥后，通过表面镀碳处理，进行扫描电镜观察，设

置扫描电压为10 kV，观测×55倍的大孔结构和×1 000倍的

微观结构，并利用Image J软件统计微孔大小。 

1.5.3  细胞活性检测   将人肝癌细胞C3A转移到装有

DMEM培养基的离心管内，1 000 r/min离心5 min；在提取

的细胞中加入一定量的DMEM培养基，置于二氧化碳培养

箱中培养；待细胞贴壁后，每48 h换一次培养基，细胞生

长至汇合后，加入适量0.25%胰蛋白酶溶液，显微镜下观

察细胞边界变得清晰时，从培养皿上分离细胞，室温下    

1 000 r/min离心5 min并舍弃上层清液，随后加入适量完全

培养基，用移液器轻轻吹打成单细胞悬液。 

将制备好的水凝胶前体溶液与人肝癌细胞C3A悬液均

匀混合，制备海藻酸钠和丝素蛋白浓度各为50 g/L、细胞

浓度为10
9
 L

-1的生物墨水。将该生物墨水按照上述路径进

行打印，制造出含细胞的中空海藻酸钠/丝素蛋白血管网络

支架，在其中加入培养基，置于恒温37 ℃的CO2培养箱中

进行培养，24 h后取出支架，使用1 mmol/L的Calcein-AM

染色，通过荧光显微镜观察，得到支架中活死细胞的染色

图片，并使用Image J软件统计细胞存活率。 

1.6  统计学分析  所有实验独立重复至少3次，采用SPSS 

19.0统计学软件(IBM公司，美国)进行t 检验，P < 0.05为

差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  材料流变性能  3D细胞打印是将细胞与生物材料混

合成的生物墨水打印成预先设计的3D结构，因此材料自身

的流变性能及混合细胞后的流变性能对生物墨水的可打印

性至关重要。图2A为材料的黏度曲线，发现对比单纯海藻

酸钠材料，海藻酸钠/丝素蛋白复合材料具有明显的剪切变

烯特性，更有利于从喷头中挤出，从而在挤出过程中减少

对细胞的损伤；而加入细胞后2种材料的黏度并无明显变

化，说明细胞的加入对打印参数影响不大。海藻酸钠/丝素

蛋白复合材料的黏度范围为3.07-22 Pa•s，与脱细胞外基

质的黏度(2.8-23.6 Pa•s)相似[27]，有利于保持细胞活性。

血管壁属于生物软组织，其最大的特点就是具有黏弹性。

图2B，C中，有无细胞材料的黏弹性测量曲线显示出相似

的趋势，将细胞与材料混合后，其储能模量(G')和损耗模量

(G'')有轻微降低，这是因为与水凝胶相比，细胞可被认为

表 1  复合支架材料的原料 

Table 1   Introduction of composite scaffold materials      

项目 丝素蛋白 海藻酸钠 

来源 丝美特，中国 DuPont，美国 

组成成分 丝素蛋白 β-D-甘露糖醛酸(简称 M单

元)，α-L-古罗糖醛酸(简称 G

单元) 

材料外形 纤维 粉末 

制备方法 家蚕丝脱胶制备 从海藻中提取 

理化性质 该材料为丝素蛋白制备原料，

未测试理化性质，应与家蚕丝

一致或相近 

淡黄色粉末，几乎无臭无味，

溶于水，不溶于乙醇、乙醚、

氯仿等有机溶剂 
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是软颗粒，因此嵌入细胞会使水凝胶的网络结构发生轻微

的变化[28]。在角速度为100 r/s的流变测试中，交联后海藻

酸钠水凝胶支架的储存模量为19.7 kPa，损耗模量为  

3.36 kPa；而交联后海藻酸钠/丝素蛋白水凝胶支架的储能

模量为199.0 kPa，损耗模量为29.9 kPa，较交联后海藻酸

钠水凝胶支架的测试结果有显著提高(P < 0.05)。 

复合剪切模量由剪切储存模量(G')和剪切损耗模量(G'')

决定，复合剪切模量的绝对值能够表示在动态条件下水凝

胶的硬度。支架需要具有的机械性能，除适宜细胞生长外，

也要保证三维结构在处理、体外培养过程中维持结构的稳

定性[29]。相比单纯海藻酸钠水凝胶支架，复合水凝胶支架

的储存和损耗模量都有所增加则，其复合剪切模量绝对值

也相应增加，表明复合水凝胶的硬度大于纯海藻酸钠水凝

胶；相对于纯海藻酸钠支架，复合水凝胶支架更足以承受

内部和外部机械载荷的强度，来确保生物打印结构体的稳

定性，这源于复合凝胶中钙离子螯合交联海藻酸钠和丝素

蛋白形成的β折叠结构，形成的双交联网络。 

2.2  支架的打印及工艺参数优化  利用同轴喷头进行3D

打印的工艺参数，包括材料的挤出速率、喷头的移动速度

等。打印前，将同轴喷头固定在生物3D打印机的移动轴上，

设置合适的注射泵流速和打印速度，生物墨水在针尖处和

交联剂接触反应(图1b)，形成具有一定机械强度的凝胶中

空丝[30]，打印机移动轴带动同轴喷头按照预先规划好的打

印路径运动，实现3D结构的叠层制造。同轴喷头外管中的

水凝胶溶液被交联，形成管壁，交联剂通过内管在生物墨

水中流通形成中空通道。交联剂的离子完全渗透进水凝胶

需要一定的时间，取决于交联剂离子浓度、海藻酸钠溶液

浓度、管壁厚度等。因此，刚挤出的中空纤维内层先被交

联，而外层未交联，利用未交联的外层实现丝之间的黏合，

以保证支架结构的稳定性。 

生物墨水与交联剂挤出速率不匹配时会导致材料堆

积，使打印的管道出现内外壁不光滑的现象，如图3A所示；

在出丝速度过快而喷头移动速度过慢时，会出现管道弯曲

的现象，如图3B所示；当前2种情况同时存在时，打印结

果如图3C所示，通道弯曲且内外壁都有材料堆积。经调试，

设定生物墨水的挤出速率为7 μL/s、交联剂溶液挤出速率

为5 μL/s时，通过测试单位时间丝的垂直挤出长度，得到

出丝速度为11 mm/s，于是设定打印速度与出丝速度同为

11 mm/s，与之匹配的打印层高设为0.65 mm，间距设为  

2 mm。合适的层高可避免破坏已打印的结构，并能够维持

通道结构的形状和完整性；而合适的打印间距能够保证支

架具有高的孔隙率，利于氧气和营养物质的运输及代谢废

物的排出。参数调试后打印出的2层通道如图3D所示，管

壁光滑且孔隙均匀。通过图3E的4层通道图可看出，采用

间隔层错位打印的方法，使同向的路径相互交错，达到了

提高孔隙精度的目的。 

2.3  支架的OCT表征结果   OCT利用弱相干光干涉仪的

基本原理，可非侵入性地对3D打印支架内部进行任意截面

的断层扫描，比普通光学显微镜更能反映支架内部的真实

情况[31-32]。如图4A支架上表面图所示，可清晰看到不同层

凝胶丝交叉排列，血管结构为多层复合，中空的管道；图

4B，C为不同角度的三维支架图，由图可观测到凝胶丝具

有完整的中空结构，且各通道之间互相贯通，这种结构类

似血管的中空通道，有利于营养物质和代谢废物的运输。

由于3D打印的特性和交联剂F127的去除，打印出的海藻酸

钠/丝素蛋白支架具有3个维度的孔隙结构：一为打印凝胶

丝之间的孔隙结构；二为同轴打印出来的中空管道结构；

三为管道壁上由于F127去除而导致的微孔结构。 

2.4  海藻酸钠/丝素蛋白支架的微观结构  支架内部的中

空管道的扫描电镜图像如图5所示，图5A中可见并行排列

的中空管道结构，管道边界清晰，直径在400 μm左右，且

边界之间形成了由F127的去除导致的微孔结构，如图5B

所示。因此，F127在管道结构成型过程中，不仅具有交联

丝素蛋白、使结构更加稳定的作用，还具有制孔剂的作用。

管壁的微孔结构增加了材料的比表面积，更有利于细胞的

生长与黏附[33]，在一定程度上解决了交联后海藻酸钠内部

孔隙小影响细胞迁移生长的问题[34]。支架的中空管道结构

及管壁的微孔结构可为毛细血管的长入提供更多的空间和

通道，毛细血管是血液与周围组织进行物质交换的主要部

位，它直接给细胞供血、供氧、供给能量及有关营养物质，

同时还将带走对有害的代谢产物。多项研究表明，支架的

粗糙度和微观孔隙能够提高细胞在材料上的黏附，促进细

胞的增殖及功能表达[35-37]。 

2.5  海藻酸钠/丝素蛋白支架的细胞活性  将海藻酸钠/丝

素蛋白复合材料和人肝癌细胞C3A混合后，同轴打印出具有

中空管道结构的含细胞支架，培养后的支架在明场条件下可

清晰观测出支架横纵的通道结构，见图6A，纵向通道是支

架的第1层，横向通道是支架的第2层。图6B为支架的荧光

染色图片，可见细胞均匀分散在通道两侧的材料中，细胞在

支架中的生长情况良好(绿色为活细胞，红色为死细胞)，细

胞存活率高于95%，说明海藻酸钠/丝素蛋白生物墨水的细

胞相容性良好，且打印过程未对细胞造成明显损伤。对比

Gao等[38]使用海藻酸钠获得的92%细胞存活率及Jia等[29]使

用海藻酸钠/GelMA混合材料获得的75%细胞存活率，证明

海藻酸钠/丝素蛋白生物墨水及其温和的交联方式和打印方

法，使得细胞在管壁中有较佳的生存环境。虽然实验中使用

人肝癌细胞C3A来测试所打印结构的生物学相关性，但所提

出的生物打印系统可用于打印其他活细胞，例如内皮细胞和

平滑肌细胞，用于中空管道的仿生发展。 

 

3  结论  Conclusions 

研究使用一种由海藻酸钠和丝素蛋白组成的新型混合

生物墨水用于同轴生物3D打印，研究了2种材料的合适配

比，优化了打印工艺参数。研究结果表明与纯海藻酸钠比 
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图注：图中 a 为注射泵、料筒和同轴喷头组成的挤出系统；b为同轴喷头中生

物墨水和交联剂反应机制图；c 为生物墨水和交联剂完全反应后机制图；d 为

F127 析出后机制图。 

图 1  挤出系统和同轴生物 3D 打印机制图 

Figure 1   Schematic diagram of principle of extrusion system and coaxial 

three-dimensional bioprinting 

 

图注：图中 A 为 25 ℃下海藻酸钠(ALG)和海藻酸钠/丝素蛋白(SA)加细胞(CELL)与不加细胞的黏度测试；B 为海藻酸钠加入细胞或不加细胞后，

与交联剂交联(ALG-C)随角速度变化下的 G'和 G''测试；C为海藻酸钠/丝素蛋白复合材料加入细胞或不加细胞后，与交联剂交联(SA-C)随角速

度变化下的 G'和 G''测试。 

图 2  不同材料的流变性能 

Figure 2   Rheological properties of different materials 

 

图注：图中 A 为材料挤出速率相对稍高时的中空管道效果图(标尺为 

1 mm)；B 为出丝速度大于打印速度时的中空管道效果图(标尺为    

1 mm)；C为材料挤出速率相对过高、打印速度相对较低时的中空管

道效果图(标尺为 1 mm)；D 为参数调试后的 2 层通道图；E 为参数

调试后包含错位结构的4层通道图(标尺为1 mm)；F为整体效果图(标

尺为 500 μm)。 

图 3  数码显微镜下的中空管道 

Figure 3  Hollow piping diagram under digital microscope 
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图注：图中 A 为俯视图；B，C 为三维图。 

图 4  光学相干断层扫描获取的海藻酸钠/丝素蛋白复合支架不同角

度三维图(标尺为 1 mm) 

Figure 4  Three-dimensional view of different angles of alginate/ 

silk fibroin composite scaffold obtained by optical coherence 

tomography (scale bar: 1 mm) 

 

图注：图中 A 显示并行排列的中空管道结构，管道边界清晰，直径在

400 μm 左右；B 显示边界之间形成了由 F127 的去除导致的微孔结

构。 

图 5  海藻酸钠/丝素蛋白复合支架的扫描电镜图片 

Figure 5  Scanning electron microscope results of alginate/silk 

fibroin composite scaffold 
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图注：图中 A 为显微镜明场观察结果，可见支架横纵的通道结构；B

为荧光显微镜观察结果，可见细胞均匀分散在通道两侧的材料中，细

胞在支架中的生长情况良好(×10)。 

图 6  含人肝癌细胞 C3A 的海藻酸钠/丝素蛋白复合支架 

Figure 6  Alginate/silk fibroin composite scaffold containing human 

liver cancer cells (C3A) 
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较，由海藻酸钠和丝素蛋白组成的新型混合生物墨水更利

于打印，打印出的血管支架具有完全贯通的管道结构、利

于细胞黏附和生长的微观孔隙结构，复合支架的细胞存活

率可达到95%。因此，基于同轴喷头的生物3D打印技术和

海藻酸钠/丝素蛋白生物墨水，可用于进一步构建血管化功

能组织，对于复杂组织和器官的再生具有一定意义。 
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